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PROGRAM
Clostridium difficile infekcio (CDI) Magyarorszagon; diagnosztika, epidemiologia

Munkaértekezlet mikrobioldgusok, epidemiolégusok részére az Orszagos Epidemiologiai
Kozpont (OEK) és a SZTE Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet k6z0s szervezésében

Budapest 2015. aprilis 9. 10.00-16.00
Helyszin: Budapest, Albert Florian ut 2-6. A épiilet Nagy tanterem
Levezet6 elnokok: Nagy Erzsébet, Paszti Judit

10.00-10.30 Torténeti attekintés, a “CDI Europe” céljai és az elért eredmények
Nagy Erzsébet (SZTE Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged)

10.30-11.00 A CDI klinikuma. Mikor kér a klinikus vizsgalatot
Rakoczi Eva (Kenézy Korhdz Debrecen)

11.00-11.30 Mikrobiologiai modszerek a diagnosztikaban a tenyésztéstél a PCR-ig
Urban Edit (SZTE Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged)

11.30-12.00 A magyarorszagi laboratériumok CDI diagnosztikajarol késziilt 2014-es felmérés
eredményei
Paszti Judit (OEK, Budapest)

12.00-13.00 Sziinet (biifé, kiallitok megtekintése)

13.00-13.30 Hazai epidemiologiai helyzet
Kurcz Andrea (OEK, Budapest)

13.30-14.00 Hazai tipizalasi adatok 2000-2011 kozott - Terhes Gabriella (SZTE Klinikai
Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet, Szeged)

Hazai tipizalasi adatok 2011-2014 kozott - Paszti Judit (OEK, Budapest)

Egy 2014-es hazai felmérés eredménye ,,capillary gel electrophoresis-based” PCR
ribotipizalas modszer alkalmazasaval - Toth Judit, Fekete Eszter, Pecavar Verena, Indra
Alexander, (SYNLAB, Budapest, SZTE Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged,
AGES Bécs)

14.00-14.30 Terapias lehetdségek a probiotikumoktol a széklet transzplantacidig
Fried Katalin (Szent Laszlo Korhdz, Budapest)

14.30-15.30 Megbeszélés (kérdések, megjegyzések)

15.30-16.00 Konkluziok:

Hazai diagnosztikus algoritmus a CDI gyanuja esetén (Nagy Erzsébet)
Jelentési rendszer 2015-t61 (Kurcz Andrea)

A tipizal6 laboratorium elvarasai (Barna Zsuzsanna, Paszti Judit)

Laboratoriumi surveillance tervezése, litemezése (Kurcz Andrea, Barna Zsuzsanna, Paszti
Judit)
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Torténeti attekintés, a “CDI Europe” céljai
és az elért eredmények

Nagy Erzsébet

SZTE, AOK, Klinikai Mikrobiolégiai Diagnosztikai Intézet,
Szeged

Anaerob Baktériumok Nemzeti Referencia Laboratoriuma
(,,De facto”)

Munkaertekezlet (Budapest, 2015. aprilis 9.)
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A C. difficile témajiu tudomanyos publikaciok szama évente a jelentésebb
diagnosztikus vagy terapias fejlesztések tiikrében

o Uj terapias lehetdség
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(Web of science, key word: C. difficile) PMC: pseudomembranosus colitis; LAM 2014;24
(1-2):25-33
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C. difficile : torténeti attekintés
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Q 1893 Finney A PMC, mint klinikai kép leirasa
Q 1935 Hall (Bacillus) C. difficile elso 1zolalasa
Q 1943 Hamber AAD megfigyelése tengerimalacban (penicillin)
O 1974 Tadesco Els6 AAD jarvany leirasa clindamycin kezelés utan
emberben
1974 Hafiz C. difficile 1zolalasa kérnyezeti mintakbol
1977 Bartlett Igazolta a toxintermeld C. difficile enteralis patogén
szerepet
1980-tol Eltfogadott nozokémialis enteralis patogén
2003-tol NAP1/PFGE1/PCR ribotype 027 hipervirulens torzs
altal
okozott sulyos esetek halmozodasa
Q 2010-2011 CDI eszkalacidja Magyarorszagon
Mi tortént Magyarorszagon?
800
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600 Nagy et al.
Terheset al.
500 Urbanetal.
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O 2012 o6ta az OEK atvette a C. difficile
referencia laboratorium szerepet (tipizalas)
O Ennek két oka volt
5 Az ECDC fel¢ torténo jarvanyiigyi jelentési
koételezettség

" Az SZTE KMDI forrashianya orszagos tipizalasi
feladatok ellatasara

O Ennek megfeleloen az EUCLID felmérést az
OEK szervezte qublikicis 2014)

Underdiagnosis of Clostridium difficile across Europe: —

the European, multicentre, prospective, biannual,
point-prevalence study of Clostridium difficile infection
in hospitalised patients with diarrhoea (EUCLID)

Kerrie A Davies, Christopher M Longshaw, Georgina L Davis, Emilio Bouza, Frédéric Barbut, Zsuzsanna Barna, Michel Delmée, Fidelma Fitzpatrick,
Kate lvanova, Ed Kuijper, loana S Macovei, Siljia Mentula, Pacla Ma strantonio, Lutzvon Miiller, Ménica Oleasstro, Efthy mia Petinaki, Hanna Pituch,
Torbjorn Norén, Elena Nowd kovd, Otakar Ny, Maja Rupnik, Daniela Schmid, Mark H Wilcox

Interpretation A wide variety of testing strategies for C difficile infection are used across Europe. Absence of clinical
suspicion and suboptimum laboratory diagnostic methods mean that an estimated 40000 inpatients with C difficile
infection are potentially undiagnosed every year in 482 European hospitals.

In condusion, findings of the EUCLID study highlight A
the large variation and inconsistencies in diagnosis of
C difficile infection across FEurope (panel). Many
surveillance systems rely on the reported rate of C difficile
infection without accounting for the underlying > KOllklﬁZié
diagnostic methods.™® Diagnosis of C diffiale infection
should be standardised, not only to ensure that data
within and between countries can be compared
meaningfully but also so that prevention and control
resources are directed ap propriately. J
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Emerging Infectious Diseases + www.cdc.gov/eid » Vol. 13, No. 9, September 2007

Increase in

Clostridium

difficile-related
Mortality Rates,
United States,

1999-2004

Matthew D. Redelings.” Frank Sorvillo,*t+

and Laurene Mascola*

McDonald ef a/., EID 2006 12:409-415.

Table. Damographic charactaristics of patients with Clostridium difficile-related deaths, United States, 1696-2004

[} ic group. C. difficile—related deaths, no. (%) ge-adjusted mortality
Sex
Female 12,468 (80) 118 =
Male £,174 (40) 127
Race/ethnicity
White 18.524 (90) 129 -
Hispanic 802 (3) 72
Black 1.304 (6) 9.3
Asian/Pacific Islander 139 (1) 35
American Indian/Alaska Native 63 (<1) 78 -
Age group, ¥
<1 17 (<1) o7
1-4 1 (=1) 01* 10
5-14 12 (=1) 0.1t
15-24 24 (<1) 01"
25-34 62 (<1) 03
35-44 171 (1) 05"
45-54 484(2) 20"
55-64 2 7.8
65-74 3,238 (16) 29.3* 1909 2000 2001 2002 2003 2004
76-84 7,859 (38) 104.0 Figure. Yaarly Clostidium difficle—elated mortality rates per million
>85 £23 (37, 287.1 pepulation, United States, 1888-2004.
Total 20,642 122

“This slalistic is not aga-adjustad becausa il only perlains o 1 aga group.

C. difficile okozta, bejelentett hasmenéses
esetek szama az Egyesiilt Kiralysagban
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C. difficile okozta, bejelentett hasmenéses
esetek szama az Egyesiilt Kiralysagban

9000 m Voluntary reports @ Mandatory reports
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Kotelezd jelentés rendszere 2007-ben indult www.hpa.org.uk

C. difficile infekcio elofordulasa a vilag
kiilonbo6zo6 orszagaiban

[ Europe : 5.5 /10,000 pt-d (2009)

2006-2007: 11.

2007-2008: 11. “f France : 2.2 /10,000 pt-d (2009)
2008-2009 :6.9

us:
Ohio: (2006) (n=210 hop.)
7.5-9.9 /10 000

5 10 ICD/10, 000 patlent-days

2 Al

E. Kujiper-tél ‘ L

700 000 cases /y. Eckert C.., ICAAC 2010
1.2-3.2 billion US$/y.|  Dubberke’ ICHE 2010

Bauer M., Lancet 2010
(Kyne CID 2002; Dubberke, EID 2008; O'Brien ICHE 2007)




wHipervirulens” C. difficile cr ribotype 027) torzs
europai terjedése

- 2007 janiusi eset (Bp)
- 2007 decemberben igazoltuk hogy 027 |
- Terhes et al: CMI 2009 15: 885-886

- nem lett az esetb6l jarvany !!!
— - .

k' Outbreaks due to Type 027 @ Sporadic cases due to Type 027

Sz T 5 * Not all countries have performed surveillance studies to C. difficile type 027
Forras: Eurosurveillance (2008) Vol. 13, Issue 31. and this figure may underestimate the number of affected countries.

Clostridium difficile infection in Europe: a hospital-based
survey Lancet 2011; 377:63-73

Martijn P Bauer, Daan W Notermans, Birgit H B van Benthem, jon S Brazier, Mark H Wilcox, Maja Rupnik, Dominique L Monnet, Jaap T van Dissel,
Ed] Kuijper, for the ECDIS Study Group*
)

Web-alapu felmérés 2008
november; 34 eurdpai orszag

w02

[2-4>

CDI included for 1 ns. 1-6

b 7 ;_8; /10 000
(8-10 > beteg nap

o~ [10-20 >

obiolégiai Kérlevel =
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Number of Numberof Numberof  Weighted mean health-care- Percentage of health- Number of Toxin tests used (number of

toxin-positive  patients  participating associated Cdifficile infection d Cdifficile licated  h I

cases/number of testedper hospitals® incidence rate per hospital Infection cases in cases/number

patientstested 10000 (minimum to maximum range)t health-care-associated  of caseswith

patient- and community- available data
days associated C difficile (%)
Infections
Per10 000 Per 10 000
patient-days admissions
Austria 53/330(16%) 52 3 75(43-109) 36 (20-46) 92% 4126(15%)  A+B(2);A+BandCu(1)
Belgium 16/283 (6%) 55 3 28(00-62) 19(0-39) 91% 0/11(0%)  A+B(1);Cyand A<B(1);A(1)
Bulgaria 2/9(22%) 3 3 06(00-21) 3(0-10) 100% 1/1(100%) A+B(3)
Croatia 22/197 (11%) 41 312 07 (0-5-21) 6(4-20) 18% 114 (7%) A4B(2)
CGyprus 1728 (4%) 34 1 12 5 100% 0/1(0%) A+B(1)
Czech Republic 10/152 (7%) 7 3 11(00-13) 7(0-9) 100% 2/7 (29%) A+B(3)
Denmark 28/330(8%) 74 3 55(44-96) 18(10-25) 88% 1/19 (5%) A+B(1);Cu(2)
Finland 52/351(15%) 141 3 191(87-285) 80(30-132) 91% 2/22(9%) A+Band Cu (1);Cu (1); AZB (1)
France 371626 (6%) 2 5(4) 21(1031) 15(6-27) 84% 434(12%) A+B(2;Cu(1); Gy (1)
Germany 93/602 (15%) 72 6(5) 7-4(29-164) 60(25-276) 91% 224 (8%) A+B(3); Qu(1), Gy (1)
Greece 21/288 (9%) 60 3 37(13-4.9) 29 (9-44) 84% 0/17 (0%) A+B(3)
| Hungary 22/333(7%) 38 3 20(0-4-39) 9(1-23) 68% 1/25 (4%) A+B(3)

Iceland 6/0 - 1 - - 100% o6 (0%) -
Ireland 38/493 (8%) 94 3 73(65-7:9) 63(39-92) 100% N21(24%) A+B(3)
italy 57/533 (11%) 39 5 36(0458) 22(2-61) 85% 518 (28%)  AB(2),GluDand A+B (1);Cy (1)
Latvia 13/64 (20%) 10 3 19(00-28) 13(0-20) 91% /13 (0%) A(2);A+B(1)
Luxembourg 0/28 (0%) 49 1 00 0 NA 0 A4B
Netherlands 18/309 (6%) 69 3 40(23-85) 23(13-43) 100% Y15(9%) A+B(2; (1)
Norway 37/241 (15%) 50 3 76(04-165) 56(3-229) 100% 1/16 (6%) A+B(3)
Poland 102/263 (39%) 45 3 125(3-8-363) 76 (29-189) 79% V11(9%) A+B(2);Cu(1)
Portugal 14/158 (9%) 45 3 26(19-82) 13(13-14) 86% 0/10 (0%) A+B(3)
Romania v11(9) 3 5() 03 2 100% 01(0%) A+B(2)
Slovakia 10/91 (11%) 16 32 14(0:0-21) 11(0-15) 71% 0/5(0%) A(1);Cu(1)
Slovenia 24/123 (20%) 17 32) 28(1532) 19(10-23) 67% 1/10(10%) A+B(2)
Az incidencia atlag 4.1, de 0 és 36.3 /10 000 betegnap k6z6tt mozog

C. difficile torzsek toxintermelése (SZTE)

Vizsgalati idészak 2003 | 2006-2007  2008-2009 2010
Vizsgalt izolatumok n=118 | n=150 n=161 n=101
sZama

A és B + (%) 72 80 83.9 91,1
A-ésB+ (%) 0 0 0 0 ==
Binary toxin + (%) 2.5 53 1,9 L 42,6

A torzsek dontd tobbsége 027 ribotipus

Csak olyan toxin kimutato teszt hasznalhato a rutinban, amely a B toxint vagy mind a
kettét detektalja!!!!

10
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&

ECDC pont prevalencia vizsgalat a nozokomialis
infekcidkrol Eurdpaban (2011-2012)

Figure 42. Relative frequency of Clostridium difficile as a percentage of all microorganisms reported
for HAIs, by country (n=548 isolates), ECDC PPS 2011-2012

Clostridium difficile
(% of Isolates in HAls)
0 <2

£ 2to <6

6to <10

. 10to <14
-4

3 Not induded

Non-visible countries
3 Liechtenstein
. | uxembourg
£ Malta

29 orszag

1149 korhaz

=270 000 beteg adatai

Az 6sszes HAI 7.7% volt GI infekcio

A GI infekciok 48%-at C. difficile okozta !
Az 6sszes 1zolatum 5.4% volt C. difficile

Nalunk 20.6_%-a volt C. difficile

www.ecdc.europa.eu

2012 aprilis-tol miikodik

“CDI Europe” kezdeményezeEs résztvevor:

Dr. Frédéric Barbut (Franciaorszag)
Prof. Oliver Cornely (Németorszag)
Prof. Fidelma Fitzpatrick (Irorszag)
Prof. Ed I Kuijper (Hollandia)

Prof. Elisabeth Nagy (Magyarorszag)
Prof. Maja Rupnik (Szlovénia)

Dr. Michael Tvede (Dania)

Prof. Mark Wilcox (Egyesiilt kiralysag)

Te = @

, BLESGCD it
astellas 5

Clostridium difficile
infection in Europe

hitp://www.epgonline.org (2013)

11
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Fobb célkituzések

O A kezdeményezés célja volt, hogy a C. difficile infekcidk tertiletéd
végzett tudomanyos kutatasok eredményeit, az egészségpolitika
szamara leforditva, rairanyitsa a figyelmet
= a CDI fontossagara,

= amikrobiologiai diagnosztika modern modszereinek alkalmazasara, a
standardizalas fontossagara,

" amegelozes és a terapia U lehetoségeire,
" azinfekeio kontrol specialis kérdéseire CDI esetében,

B a CDI esetek - mint egy fontos korhazi fertdzes - jelentési kotelezettsé gére
a surveillance megszervezésére,

" ¢snem utolso sorban a CDI okozta morbiditas, mortalitas csokkentésének
lehetoségeire Europa kiilonb6z6 orszagaiban

Kapcsolattartas

0 ESCMID Study Group of C. difficile (ESGCD) —
alapkutatas, Eurdpai felmérések

O ECDC — europai egységes surveillance
lehetdségének a megteremtése (klinikai /
laboratoriumi adat gytjtés, vagy tobb ??)

O Eurdpai parlament egészségiliggyel foglalkozo
bizottsagai — politikusok meggydzése

12
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Clostridium difficile infekcio
CDI

Antimicrobial resistance
(AMR)
Antibiotikum rezisztencia

Healthcare associated
infections (HAISs)
Korhazi fert6zések

Az EU egészségpolitikajanak két kiemelt prioritasa

European Parliament Event on CDI and
HAIs (2014 december 2)

0O Austrian MEP, Karin Kadenbach chaired the meeting
D National experts from 15 countries and journalists
O Desired outcome:

MEPs and EU policy makers support specific measures to
improve CDI management

CDI Europe 1s recognized as expert body on CDI and
mfluence in HAU policies

CDI Europe strengthen relationship with key European
professional Societies

O 2014 12. 15-¢n: Europai 6sszefogas a C. difficile
fertdzések ellen (medicalonline)

13
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Miért gondoltuk hogy sziikség van egy
ilyen munkaértekezletre?

Megdobbento kérdések laboratoriumi szakemberektol:

O A/B toxin-negativ C. difficile -t 1zolaltam formalt székletbol.
Biztos nem kell kezeln1?

O Korasziilott széklete C. difficile pozitiv majd masnap negativ. IV.
vancomycin terapiat kell-e iditani?

0 Ujszilottd] tamponnal vett székletmintat lehet-e C. difficile toxin
iranyba feldolgozni?

O CDIigazolt esetében a terdpia utan kell-e tenyészteni vagy toxint
kimutatni?

Milyen hibakat kovethetiink el a mikrobiologiai
laboratoriumban?

0O Hamis pozitiv eredmény

(eredend6 hordozas vagy CDI terapia utan kialakuld)

Folosleges antibiotikum adas

0O Hamis negativ eredmény

(nem megfelel6en megvalasztott teszt, rossz minta transzport)

Nem 1doben kezdett terapia, a C. difficile szorodasa

14
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Konszenzuson alapuléo CDI diagnosztikai algoritmus
Magyarorszagon (2015)
megjelent a MIFKMT honlapjan a Guidence dokumentumok kozott
(https://www.doki.net/tarsasag/infektologia/info.aspx?sp=7&web_id=37364C25
E869D0A&g=C.%20difficile)

> 3 hasmenéses széklet 24 ora alatt (Bristol skala 5-7)

A,

negativ
GDH vagy NAT - CDI nem igazolt

pozitiv

A,

A és/vagy B toxin kimutatas EIA / I1C mddszerrel

vagy pOZitiV
A és B toxin gén kimutatas NAT —_— CDI igazolt
vagy

,toxigenic culture”

Megjegyzések:

1. GDH és toxin A/B kombinalt teszt hasznalata esetén (pl. QuickChek complate) ha
mindkét teszt pozitiv tovabbi vizsgélatra nincs sziikség, a CDI diagnozis bizonyitott.
Ha mind a két teszt negativ a CDI nagy biztonsaggal kizarhato.

2. Eltér6 eredmény esetén (GDH +, toxin - vagy GDH-, toxin+) Ujabb vizsgalatot kell
végezni (friss hasmenéses székletbdl: tenyésztés és toxin meghatarozas, vagy a direkt
kombinalt antigén kimutatési teszt), ha a CDI klinikai gyantja erds.

3. Nukleinsav amplifikacids teszt (NAAT) negativitas esetén a CDI nagy biztonsaggal
kizarhat6, ha pozitiv, akkor javasolt megerdsiteni a diagnozist egy érzékeny toxin
kimutatasi teszttel.
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Clostridium difficile fertozés — evidenciakon alapulé altalanos
tudnivalék — hogyan gondolkodjunk?

Réakoczi Eva

Klinikai Farmakologiai, Infektologiai és Allergologiai Intézet, Kenézy Gyula
Korhaz - és Rendel6bintézet, Debrecen

Infektologiai Osztaly, Gyermekgyogyaszati Klinika, De KK, Debrecen

Bevezetés

Az alapellatas és a szakorvosi ellatas egyik kulcsfontossagt ellatasi nehézségei
kozé tartozik a Clostridium difficile asszocialt colitis (CDI) diagnosztikaja és
kezelése. A gradualis ¢€s postgradualis képzésben a hasmenés definicioja,
formainak elkiilonitése, megfeleld diagnosztikaja és kezelése nem keriilnek
kelloképpen kidomboritasra. A definiciok ismerete €s tisztazasa hianyaban ugy
tlinik, kaosz kezd kialakulni az ellatok munkaja soran, melyet célszerii tisztaba
tenni, és néhany alapvetd szempontot megvilagitani. Az alabbi cikk ezekre a
kérdéskorokre koncentral és nyujt segitséget minden ellatonak.

Fertozéses vagy nem fertozéses eredetii a hasmenés?

A WHO definicigja alapjan hasmenésrél besz€link 3, vagy tobb laza
konzisztenciaju széklet iiritése esetén 24 oOra alatt. A hasmenéseket heveny, vagy
kronikus formékra oszthatjuk. A heveny hasmenés kevesebb, mint 5 napig tart, a
kronikus hasmenés meghaladja a 30 napot.

Fert6zéses eredetii hasmenés lehetdsége meriil fel, ha a heveny hasmenéshez
legaldbb egy, vagy tobb tlinet tarsul az alabbiak koziil: 1dz, hasi fajdalom,
hanyinger, hanyas, tenesmus.

Mikor gondoljunk Clostridium difficile asszocialt colitisre?

A fertézéses hasmenés lehetdsége esetén akkor kell gondolnunk erre a koroki
tényezore, ha specialis rizikofaktorok allnak fenn (1. dbra). Fert6zéses hasmenés
esetén a kovetkezO rizikofaktorok esetén jon szoba Clostridium difficile (CD)
etiologiai szerepe: 65 év feletti életkor, a hasmenés kezdete elétt 2 honapon
beliili antibiotikum szedés (elegendd egyetlen adag bevétele), protonpumpa
gatlo szedése (PPI), megel6zd hasi sebészeti beavatkozas, elhtiz6do (tobb, mint
21 napos) korhazi kezelés, kronikus betegségek — immunszupprimalt allapotok
(kronikus vesebetegség, haemodializis, diabetes mellitus, aktiv daganatos vagy
hematologiai betegségek).
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m MNem fertdzd hasmenés
l_-l Fertozd hasmenés - CDI TPTESZT
Lo E 65 év feletti életkor
CDI feltérképezés
Antibiotikum szedés

3 ibioti CDI riziko 2.-relapsus
Parhuzamos antibiotikum P PPI szedés

CDI riziko 1. | Hasi sebészeti beavatkozas

Elhizédd kérhazi apolas
|Megelézé FQI for .
Kronikus alapbetegseg

Specialis teriileti rizikék - 1BD

1. abra. A hasmenések klinikumanak feltérképezése: Clostridium difficile colitis
rizikotényezoi

Melyek a teriileten szerzett CDI- rizikofaktorai?

Egy 2015. februarban megjelent szisztematikus metaanalizisben attekintették az
elmualt 35 év szakirodalmat 2014. marcius 31-ig bezardlag. Az analizis azt
vizsgalta, melyek a leggyakoribb rizikofaktorok, melyek hajlamositjdk a
betegeket teriileten szerzett CDI eléfordulasara. A 12 publikacio kézel 60.000
beteg adatait foglalta 0ssze. Az eredmények azt igazoltdk, hogy antibiotikum,
vagy szteroid haszndlat mellett gyakoribb a teriileten szerzett CDI.

A krénikus betegségek kozil kiemelték a gyulladasos bélbetegségek szerepét,
emellett hangstlyos szerepet kapott a veseelégtelenség, a lymphoma/leukémia
¢s a cukorbetegség is.

CDI és relapszus

Fert6zés kitjulasarol (relapszus) akkor beszéliink, amikor az els6 CDI
eseményre alkalmazott komplettalt antibiotikum kezelés utan — legaldbb 2 nap
tiinetmentességet kovetden — ismételten jelentkezik hasmenés az elsd esemény
kialakulasatol szamitott 8 héten beliil, és mas etiologia kizarhatd. Relapszus a
betegek 20-30%-ban alakulhat ki, melynek mechanizmusa jelenleg pontosan
nem ismert. Egy 2015. aprilisaban koézzétett metaanalizis 33 tanulmany
eredményét Osszegezte megkozelitdleg 19.000 beteg adatdnak értékelésével. Az
5 fiiggetlen rizikofaktor koziil kiemelték a 65 éven feliili életkort, a CDI soran
mas infekciéra parhuzamosan alkalmazott antibiotikum terapiat, illetve a
megelézd fluorokinolon kezelés alkalmazasat. Tovabbi rizikotényezdként
hangsulyoztak a PPI kezelést és a veseelégtelenséget.

Kolonizacio és infekcio kérdése

Egészséges felndttekben tliinetmentes hordozas 3-5 %-ban fordul eld. Kérhazban
alkalmazott antibiotikum kezelés a tiinetmentes hordozok szamat akar 20%-ra is
novelheti.
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Tobb tanulmany elemezte a kolonizacié ¢és infekcido kérdését. 810 felndtt
vizsgalata soran (192 tliinetmentes hordozo, 618 nem kolonizalt) igazoltak, hogy
a nem kolonizaltak kozott kozel 4-szer gyakoribb volt a CDI eléforduldsa, mint
a kolonizaltak kozott. Mindez arra hivja fel a figyelmet, hogy tiinetmentes, azaz
hasmenésben nem szenvedd betegnél C. difficile koroki szerepét igazold
székletvizsgalat elvégzése indokolatlan, és félrevezetd lehet. Indokolatlan
tovabba a gyogyulas utani felszabadito vizsgalat is. A CDI-ben szenvedo beteg 2
napos tiinetmentességet kovetden elkiilonitést a tovabbiakban mar nem igényel,
azaz nem tartando fertézOnek.

A Bristol skala hasznalata

A hasmenés objektiv kovetésére az 1997. 6ta ismert Bristol skéla javasolt. A
beteg, az aploloszemélyzet €és a kezeldorvos is konnyen elsajatithatja a skala
hasznalatat. A székletiirités napi gyakorisaganak és az Tritett székletek
tipusainak pontos megjelolése olyan objektiven értékelhetd faktor, mely a
betegkovetéshez, a korkép lefolydsdhoz és a terdpias valasz megitéléséhez
szolgal pontos informacidval. A 2011-ben kozzétett magyarorszagi modszertani
levél kiemeli a skéla (2. abra) alkalmazasanak fontossagat. Jelenleg kevés
korhaz vezette be kotelezoen a Bristol skala alkalmazasat €s hasznalatat a
korhazi dokumentacidba, holott az ez iranya torekvések kifejezetten hasznosak
lennének minden ellato €s a betegek szdmara -akar a teriileti ellatasban is.

Kdonalio,
1-e5 ’ . ‘ visméretd
tipus . bogyok
. . (nenéz Criteni)
Székrekedésre
Alakja utalé széklet
ey hurkaszerd,
tipus felszine
gorengyos
Formalt, alakja
Jeas hurkaszerd,
tipus felszine
struktarait
Normal széklet
Formalt, alakja
4-08 virskszend,
tipus kephekeny,
felszine sima
‘ Lagy, amorf,
S.6% “ - darabos, s2éle
tipus &4 korumatdrolt
‘ - (&nayd Uriteni) Hasnishissn
Részben hig, székiet
6.08 réazben
tipus darabos,
pépazerd sadklet
Vizes,
Teos nincs s2ildrd Kifejezetten
i resze hasmenéses
e s TELJESEN széklet
FOLYEXONY

2. abra Bristol skala
Adaptalva: Lewis S.J., Heaton K.W. Stool form scale as a useful guide to intestinal transit
time. Scand J Gastroenterol 1997; 32: 920-924.
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Immunszupprimaltak CDI fertézése - leukémia

Egy amerikai munkacsoport 2015-6s tanulmanyaban 1,2 milliéo koérhazban apolt
leukémias betegnél eléforduldé CDI kimenetelét elemezte. A 7 éves kovetés
soran kozel 43.000 CDI eléforduldsat regisztraltadk. A betegeknél 2,6-Szer
magasabb volt a CDI fert6zés rizikdja, mint a nem-leukémias betegcsoportban,
20%-0s mortalitas ndvekedéssel.

A statisztikai adatok ravilagitottak, hogy a 65 év feletti ¢letkor, a férfi nem, az
elhuzodo korhazi kezelés; a komplikéaciok koziil a szepszis, a neutropenia, a
veseelégtelenség; a beavatkozasok koziil pedig a csontveld-, vagy Ossejt
transzplantacié mutatott szignifikans osszefiiggést a CDI el6forduldsaval.

Sulyos CDI forma — ujabb rizikotényezok — pontozasos rendszer

A kozel 40 év irodalmat atfogd, ujabban publikalt dsszefoglald tanulmany a
felndttekben eléforduldo CDI fertézések diagnosztikdjat elemezte. Az elemzésen
beliil 746 beteg adatait vizsgaltak egy prospektiv tanulmény keretében, melyben
a sulyos formak diagnosztikai szempontjait hatdroztak meg (1. tdblazat). A 4 6
rizikofaktor (életkor, fehérvérsejt szdm, szivelégtelenség jelenléte, difftiz hasi
nyomaserzékenyseg) pontértéke alapjan a stlyossag rizikoja szamszeriisithetd
volt. Az értékelés soran kiemelt szerepet kaptak a szivelégtelenség és a diffliz
hasi nyomasérzékenység (7 ¢és 6 pont). A score rendszeren belill tehat
alarmirozo, ha szivelégtelenségben szenvedd beteg kap CDI-t, illetve ha CDI
mellett diffuz hasi nyomasérzékenység észlelheto fizikalis vizsgalat kapcsan.

Score Pont
értéke
Eletkor > 70 év 2
2000 G/l < Fvs > 20.000 G/I 1
Szivelégtelenség 7
Difftz hasi 6
nyomasérzékenyseég
Osszesen 16
Magas riziko > 6

1. tablazat CDI sulyossagi riziko: diagnosztikai pontozas
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Osszefoglalas

A CDI fert6zés napjaink pestisének tekinthetd, ezért minden egészségiigyi ellato
feladata a betegség legfrissebb szakirodalmanak nyomon kovetése, mert a
naprakész ismeretek birtokdban leszlink csak felvértezve a korformaval
szemben. Az 1j ismeretek birtokdban valhat csak kovethetévé a betegség
sokszinlisége, ami hozzasegiti az ellatot ahhoz, hogy a CDI betegeket
legszakszertibben kezelhesse. A jelenlegi ismereteink alapjan a gondolkodasmod
fébb szempontjai a kdvetkezok:

Sarokkovek - CDI

1.

2.

Fert6z6 hasmenésben specialis rizikofaktorok hivjak fel a figyelmet CDI-
re.

Teriileten szerzett CDI esetén kiemelt szerepe van az antibiotikum, vagy
szteroid kezelésnek, illetve a komorbiditasok koziil a gyulladasos
bélbetegségnek, a veseelégtelenségnek, a lymphomanak, leukémiédnak,
illetve a cukorbetegségnek.

Tiinetmentes allapotban indokolatlan a székletvizsgalat Clostridium
difficile iranyaban és felszabadito vizsgalat sem sziikséges. A Kolonizacio
nem noveli a CDI kialakulasanak rizikojat.

Relapszusra hajlamosit a 65 éven feliili életkor, a CDI soran mas
infekcidra parhuzamosan alkalmazott antibiotikum terapia, a megel6zo
fluorokinolon vagy PPI kezelés és a veseelégtelenség.

A Bristol skala hasznalata segiti a korkép sulyossaganak megitélését, és
nyomon kovethetd a betegség progresszidja, valamint a terapids valasz.
Leukémias betegek: magasabb CDI rizikd, magasabb mortalitds, a nem-
leukémids betegekhez viszonyitva.

. A CDI sulyossagi rizikofaktorai koziil kiemelendd a szivelégtelenség és a

diffaz hasi nyomasérzékenység.
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A Clostridium difficile infekciok mikrobiolégiai diagnosztikai

lehetoségei

Urban Edit

Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

Laboratdériumi diagnosztikai modszerek (1. tablazat)

Citotoxin  neutralizacios proba sejtkulturan (Cell culture cytotoxicity
neutralization assay, CCCNA)

A C. difficile patogenitasi szigete (PalLoc) két génbdl: az enterotoxin A-t
(TcdA), illetve a citotoxin B-t (TcdB) kodold génekbdl all. Ezek a nagy
exotoxinok — a 308 kDa-os A enterotoxin, valamint a 269 kDa-os B citotoxin —
tobb mint 45 %-0s aminosav-sorrendbeli homoldgiat mutatnak. A patogén
torzsek mindkét toxin (sét sok esetben még a binary toxin) egyidejii termelésére
képesek. Az A illetve B toxin feltehetdleg szinergistaként mitkodik, ugyanis a
kutatasok alapjan a B toxin hatdsa az A toxin szovetroncsolasatol fiigg. Bar az A
toxint teszik elsOsorban feleldss¢ az enterdlis tiinetek kialakitasaért, egyre
nagyobb szamu tanulmany jelenik meg A toxin-negativ torzsek altal okozott
megbetegedeésekrodl, ahol a B toxinnak egy jelentds, az A toxintol fliggetlen,
patogenitasban betoltott szerepet tulajdonitanak. A toxinok citopatias hatasanak
kimutatasa a széklet szuszpenzidjanak centrifugalt, sziirt feliilisz6jabol (és/vagy
a folyékony -exponencialis fazisban 1€év0- tenyészet sziirt feliiliszdjabol) feles
higitasok alkalmazasaval, C. sordelli antitoxin vagy C. difficile antitoxinnal
torténd neutralizaciés probaval torténik a megfeleldé monolayer sejtvonalon.
Szamos kiilonb6zo, laboratoriumban alkalmazott sejtvonalat haszndlnak erre a
célra: mint pld. human fibroblastok, Vero-, McCoy- sejtvonalak, MRC-5 tiid6
fibroblast, HelLa cervikalis adenocarcinoma ¢és Hep2 sejtek. A megfeleld
koriilmények kozott torténd 24, illetve 48 oOra inkubécidt kovetden a toxin-
indukalt citopatidas hatds a sejteken inverz mikroszkopot hasznélva
megfigyelhetd. Abban az esetben, ha a citopatias hatas lathat6 a sejtkultiran, a
nem-specifikus toxicitas kikiiszobolése miatt el kell végezni a neutralizacios
tesztet a mintabol. Bar foként a B toxinnak van kifejezett citotoxikus hatésa,
tehat elsddlegesen a moddszer a B toxin kimutatdsara alkalmas, azonban a
modszerrel az A toxin enyhébb citotoxikus hatasa is kimutathato [1]. Az A toxin
koédolasaért felelés gének molekuldris vizsgalata soran, azonositottak olyan
toxin A varians torzseket (A toxint nem termeld, B toxint termeld), melyek tobb
A mutacio6 PCR technikdval detektalhatd, a cytotoxicitasi teszt kiilonb6zo
sejtvonalakon pozitiv eredményt ad az intakt B toxin jelenléte miatt.

A modszer szenzitivitasa a kozolt adatok alapjan igen széles hatdrok kozott
valtozik: 65%-90% [2].
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A szenzitivitast szamos tényez0 befolyasolja: a toxin degradalédhat a mintaban,
tehat a székletminta hosszas tdroldsa szobahdn fals negativ eredményhez
vezethet, fligg a felhasznalt sejtvonaltdl, a preanalitikai-analitikai tényezoktol,
esetlegesen az alkalmazott antibiotikum terapiatol. Altaldban a szakirodalomban
a kozlemények - annak ellenére, hogy a modszer szenzitivitdsa nem megbizhato,
- az Osszehasonlitd vizsgalatok esetében a citotoxin neutralizacids moddszert
,gold standard”-ként hasznaljadk. A laboratériumok ma mar kevéssé hasznaljak
a mindennapos rutin diagnosztikai tevékenységiik soran, ugyanis a moédszer
hosszadalmas, id6igényes, a sejtvonal fenntartasat, kezelését biztosité megfeleld
laboratoriumi hatteret igényel [3].

Toxin-termeld torzs tenyésztése

A toxin termelés kimutatasa kiilonb6z6 moddszerekkel nemcsak a
székletmintabol kozvetleniil, hanem a székletbdl 1zolalt torzs esetén is torténhet.
Ennek a Iényege természetesen a székletminta anaerob koriilmények kozott,
szelektiv ~ taptalajon torténd tenyésztése, majd a kitenyészett torzs
toxinstatuszdnak bizonyitasa. A torzsek minél nagyobb aranyban torténd
kitenyésztésére, a tenyesztés szelektivitasanak eldsegitésére tobb szerzd a ho-
sokk-, illetve alkohol sokk kezelést ajanlja a tenyésztés elott, ezzel elOsegitve a
mintaban lév0 sporak tuléleését, majd késobb a megfeleld koriilmények kozotti
germinalodasat. Kiilonbozo tipusu szelektiv taptalajok hasznalatosak a rutin
diagnosztikaban, féleg a torzsek azon tulajdonsagat felhasznalva, hogy képesek
a fruktdzt fermentalni. A legaltalanosabban elterjedt a cycloserin-cefoxitin-
fruktoz agar (CCFA), ahol a szelektivitasat a cycloserin €s cefoxitin biztositja,
amelyek hatékonyan gatoljak az anaerob és fakultativ anaerob baktériumok
szaporodasat, de ennek szdmos modositasa (pld. cefoxitin cycloserin egg yolk
agar CCEY/Brazier agar, CMA cefoxitin-mannitol agar, CMBA cefoxitin-
mannitol vértartalmt agar, TCCA taurocholsav-cycloserin-cefoxitin agar) is
ismert és hasznalt [4]. A legtjabb diagnosztikai modszerek kozott fontos
megemliteni a chromogén szubsztratokat tartalmazo, kiilonbozd gyartok altal
forgalmazott taptalajokat, melyeken nem csak izolaljuk a korokozot, hanem a
specifikus chromogén szubsztrat segitségével mar identifikalni is lehet a
kitenyésztett baktériumtorzset egy Iépésben. Bar a chromogén taptalajok
szenzitivitdsa magas: 97-99%, a rutin diagnosztikdban valé mindennapos
alkalmazasuk ma még meglehetdsen draga [5]. A Kkitenyészett torzseket a
hagyomanyos taptalajokrdl kiilonb6zd (biokémiai probak, gyari kitek, MALDI-
TOF) modszerekkel a jellegzetes sajatsagokat felhasznalva (tipusos szag,
telepmorfologia, UV fluoreszcencia) viszonylag egyszerlien tudjuk identifikalni.
Az izolalt, majd identifikalt telepekbdl folyékony (BHI brain heart infusion, CM
htsos bouillon) szubkultirat kell késziteni, majd az inkubdacios i1d6 letelte utan a
logaritmikus fazisban 1évd folyékony tenyészet feliiliszdjabol kell elvégezni a
toxin vizsgalatot valamelyik modszerrel.
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A tenyésztés — foleg epidémids helyzetben — nemcsak a torzs toxinstatuszanak
meghatarozasa szempontjabol fontos, hanem az esetleges jarvany kialakulésakor
a ribotipus meghatdrozasa, a jarvanyért felelds torzs azonositdsa szempontjabol
is rendkiviil Iényeges. A tenyésztéses moddszer rutin diagnosztikdban torténd
alkalmazisa (annak ellenére, hogy epidemioldgiai szempontbdl kiemelt
jelentéségli) egyre kevésbé elterjedt, els6sorban id6-, munka- és anaerob
termosztat igénye miatt. Megjelentek olyan irodalmi hivatkozasok, mint a
SHEA/IDSA iranyelv [2], mely a torzs tenyésztése utani toxinstatusz
ellenérzését ,,gold-standard”-ként ajanlja a kiilonb6z6 diagnosztikai modszerek
Osszehasonlitasa esetén, azonban vannak olyan kozlemények, melyek szerint bar
a pozitiv esetek aranya magasabb, a klinikailag relevans esetek bizonyitdsara
nem tartjak jobbnak a modszert a CCCNA-nal [3].

Toxin immunoassay-ek, Enzim immonoassay-ek (EIA)

A kiilonboz6 tipust enzim-immono-assay modszerek a C. difficile toxin(ok)
ellen termeltetett monoklondlis, illetve poliklonalis ellenanyagokat hasznaljak.
Gyakorlatilag az elmult évtizedig a C. difficile toxin kimutatasi modszerek koziil
az EIA moddszerek egyeduralkodoak voltak a klinikai laboratoriumokban.
Szamos gyarto kiilonbozo tipusu EIA terméke elérhetd ma Magyarorszagon: a
teljesség igénye nélkiil pld. Prima System C. difficile Tox A, (Trinity Biotech),
VIDAS C. difficile Tox A/B (bioMérieux); ImmunoCard C. difficile (Meridian
Diagnostics Inc.), Triage Micro C. difficile (Biosite Diagnostics); Premier
Cytoclone A/B (Meridian Diagnostics Inc.) és C. difficile Tox A/B (Techlab
Inc.). Kezdetekben ezeket a teszteket foleg a toxin A kimutatasara fejlesztették
ki, de ezekkel a kitekkel nem mutathatd ki a B toxin jelenléte, az
immunodominans régid hianya kovetkeztében. Ma mar egyre inkabb az A és B
toxinok egyidejli, egymas melletti kimutatasara is alkalmas modszerek
hasznalatosak a rutin diagnosztikai laboratoriumokban, mivel fontos az A toxint
nem termeld B toxint termeld torzsek kimutatdsa is a megnovekedett
eléfordulés, klinikai jelentdség miatt. A masik elterjedt, gyors mddszer jelenleg
a kiilonb6z6, immunkromatografian alapulo tesztek: pld. a C. difficile Toxin A
Test (Oxoid), ezek munka- ¢és idéigénye rendkiviil csekély (30-50 perc),
konnyen kivitelezhetdek akar a korhazi osztadlyokon is (,,agy mellett” POCT
tesztek) elvégezhetdek. A modszer eldnye a viszonylag alacsony ara, a rovid
detektalasi 1d6, (bar ez fiigg a kiilonbozd teszt-tipusoktol). A kereskedelmi
forgalomban kaphaté kit-ek specificitdsa és szenzitivitasa az elérhetd irodalmi
adatok alapjan igen eltérd, széles hatarok kozott mozog: 40-100% [6]. ,,Gold
standard”-ként az Osszehasonlitd vizsgalatokat végzé kozlemények a citotoxin
neutralizacios probat, illetve a toxin-termeld torzs tenyésztését alkalmaztak.
Eastwood ¢és mtsai kdzleménye szerint az immonoassay tesztek specificitasa és
szenzitivitdsa nagymértékben fliggott az 6sszehasonlitds soran alkalmazott ,,gold
standard” médszertol [7].
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Glutamat-dehidrogendz antigén kimutatasa

A glutamat-dehidrogenaz (GDH) metabolikus enzim, melyet a gluD gén kodol.
Ezt az enzimet mind a toxin-termeld, mind a toxint nem termeld torzsek nagy
mennyiségben termelik, azonban a Clostridium sordellii torzsek is gyakran
keresztreakciét adhatnak. Ezért a moddszer ,,screening” (szlird) moddszerként
hasznalatos, a negativ prediktiv értéke igen magas, pozitiv esetben azonban a
toxin-termelést valamilyen mas modszerrel (EIA, molekularis modszerek)
konfirmalni kell. A GDH kimutatasara szamos gyartd forgalmaz teszteket a
modszerek elve vagy plates EIA, vagy immunkromatografian alapul. A
kiilonb6z6 modszerek szenzitivitasa hasonld: 80-100% kozotti [8]. A modszer
elénye, hogy a negativ eredményt rovid ,,turn around time” mulva kozolni lehet
a klinikussal. Az eszkdzigény minimalis, ara alacsony, kiilondsen, ha a
molekuldris modszerekhez viszonyitjuk. A GDH kimutatés kiilondsen azoknak a
rutin  diagnosztikai laboratériumoknak ajanlott sziirdémodszerként, amelyek
nincsenek felkésziilve molekuldris diagnosztikai modszerek rutinszerii
alkalmazéasara. Az elmult években megjelentek olyan kozlemények, melyek
vitattak a GDH kimutatas szlirdmodszerként torténd alkalmazasat: [9-10].

Kombindlt modszerek: GDH kimutatds+ toxin kimutatds egy lépésben

Tobb olyan gyari diagnosztikai készitmény van a laboratoriumi gyakorlatban,
amely kombinalja egy lépésben a GDH- és a toxin kimutatast: pld. GDH és
toxin EIA modszerek egy plate-en, immunkromatografidss modszerek egy Kkit-
ben (Quick CHEK). Ezek a tesztek viszonylag gyorsan kivitelezhetéek és
egyeldre még olcsobbak, mint a molekularis diagnosztikai tesztek. A GDH
kimutatas része a teszteknek hasonld szenzitivitdsu, mint az egyediili teszteké,
azonban a kombinalt tesztekben alkalmazott toxin kimutatdsi EIA modszerek
szenzitivitdsa alatta marad az egyediiliként alkalmazott hasonl6 tesztekének.
Altalanossagban: ha mind a GDH, mind a toxin kimutatds negativ: viszonylag
magas biztonsaggal megadhatjuk a negativ eredményt, ha a GDH és a toxin
kimutatds is pozitiv ugyanilyen biztonsdggal pozitivként interpretalhatjuk a
mintat. Abban az esetben, ha a minta GDH pozitiv, de toxin negativ, valamelyik
konfirmaldé modszerrel (CCCNA, vagy molekularis modszer) meg kell erdsiteni
az eredményt [8].

Molekularis modszerek kozvetleniil a székletbol torténo toxin kimutatasra
Kozvetleniil a székletmintakbol torténd C. difficile toxinok kimutatasara a
nukleinsav amplifikacion alapuldé molekularis modszereket (NAAT) az 1990-es
évek elején kezdték el a szakirodalomban k6zolni [9]. Ezek a korai publikaciok
a konvencionalis PCR modszereket mutattak be, melyek sordn kiilonb6z6 gén
targetet hasznaltak (tcdA, tcdB és 16S rRNS gének).
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A real-time PCR modszerrel egy nap alatt kiadhaté az eredmény, ami révidebb,
mint ha a citotoxicitasi modszert alkalmaznank. Joval kevésbé munkaigényes,
mint az egyéb modszerek, ha nem vessziik figyelembe a PCR utani analizisre
forditott 1d6t. Masik nagy elénye a real-time PCR mddszernek, hogy igen
alacsony a kontaminacié valdsziniisége, valamint kisziirhetok vele az
aszimptomatikus hordozok. Ekkor még ezek a moddszerek azért viszonylag
iddigényesek voltak, a PCR termékeket gél elektroforézissel, illetve Southern
blot analizissel mutattak ki és szamos esetben egyéb Clostridium speciesekkel
keresztreakcidt adott. Mara azonban, kdszonhetéen a molekularis diagnosztikai
modszerek dinamikus fejlddésének, a toxinok detektaldsa sokkal kifinomultabb,
szenzitivebb, a kimutathatosadgi hatar jelentdsen lecsokkent. A kozvetlenil a
székletmintabdl torténd DNS extrakcid a bevezetésre keriilt jabb nukleinsav
kivon6 kit-ek alkalmazasaval szamottevéen javult, a real-time PCR
berendezések (Cepheid SmartCycler, Roche LightCycler, Bio-Rad iCycler 1Q)
ma mar a laboratériumok szamara elérhetévé valtak (2. tablazat). Szdmos 1j,
korszerli gyari kit van a forgalomban, ebbdl ma Magyarorszagon harom
elérhetd: els6ként a manualis kivitelezésit BD GeneOhm Cdiff (BD Diagnostics,
US), — mely modszert a Cepheid SmartCycler késziilékre tervezték, — keriilt
bevezetésre 2009-ben. A modszer soran a torzsek konzervalt tcdB régioit
amplifikaljak, majd az amplifikalt terméket fluorogén target-specifikus
hibridizacios probaval detektaljak. Ujabban vezették be a modern, automatizalt
valtozatat: BD Max Cdiff néven, mely a jelentOsen csokkentette a kivitelezési
id6t, ez a mintak szamatdl fiiggden kb. 3 ora. Nem csak a tcdB gén, hanem a
027/NAP1/B1 torzsek genetikai markere) detektalja a Xpert C. difficile Epi teszt
(Cepheid US). A moédszer egyszerti, gyors, konnyen kivitelezhetd, automatizalt,
gyakorlatilag egy kazettaban jatszodik le az Gsszes folyamat. Az Illumigene
modszer (Meridian Bioscience, US) LAMP amplifikacion (,,loop-mediated
isothermic amplification”) alapszik. Ez a modszer a tcdA konzervalt 5’
szekvencidjat mutatja ki a Paloc-ban, 4 primert hasznalva, mely hat kiilonb6z6
régiot jelol ki, igy a toxin A negativ, toxin B pozitiv torzseket is képes
kimutatni. Ezek a mddszerek minden esetben joval érzékenyebbek, mint mas
moddszerek, azonban a kozlemények szerint egyik f6 hibajuk, hogy nem tesznek
kiilonbséget az aktiv infekcid €s az aszimptomatikus hordozé allapot kozott,
tehat minden esetben rendkiviil fontos a klinikai kép ismerete, a klinikussal
torténd konzultacio [10-15].
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Clostridium difficile: a hazai laboratériumi diagnosztika felmérése

2014-ben
Pészti Judit
Orszagos Epidemiologiai Kézpont

Bevezetés

A toxintermeld Clostridium difficile (TCD) altal okozott infekciok, és a
nozokomialis jarvanyok jelentds betegbiztonsagi kockazatot jelentenek
vilagszerte, igy Magyarorszagon is.

Szamos nemzetkozi €s hazai tanulmany sziiletett, mely adatokkal tAmasztja
ald, hogy a szigor, részben specialis korhazhigiénés tevékenység és az
infekcidkontoll intézkedések kovetkezetes végrehajtasdnak eredményeként
jelentdsen csokkenthetd a TCD (és mas korokozok altal okozott) fertdzések
kialakulasa, igy a halmozott, vagy jarvanyos eléforduldsa is. E komplex
tevékenység alappillérei kozé tartozik az (ECDC altal kidolgozott) egységes
kritériumokon nyugvo surveillance, a korszerli, gyors mikrobioldgiai
diagnosztika, melynek fejlesztése, a jo gyakorlatok adaptalasa (harmonizalt
modszerek) ugyancsak hozzajarulnak a korokozo terjedésének csokkentéséhez
[1-2].

Magyarorszagon a laboratoriumi szerkezet atalakuldsainak sajatossagaibol
kovetkezéen nem volt pontos ismeretiink az egyes laboratériumok altal a TCD
iranyaban végzett vizsgalatok technikai és mindségi paramétereirdl.

Nagy Erzsébet ¢és munkatarsai (SZOTE Klinikai Mikrobioldgiai
Diagnosztikai Intézet, KMDI) 2010., 2012. években végeztek felmérést a hazai
mikrobioldgiai  diagnosztikai laboratoriumokban a TCD-diagnosztikaval
kapcsolatban. A felmérések eredményei alapjan a hazai helyzet javitasa
érdekében szdmos szakmai forumon ismertették a diagnosztikai modszerek
fejlesztésének  sziikségessegét ¢€s lehetOségeit, valamint az Orszagos
Epidemiologiai Kozponttal kozdsen modszertani ajanlast adtak ki a
diagnosztikai laboratoriumok szamara [3].

A TCD okozta fertdzések jarvanyiigyi jelentdsége 2012. 6ta tovabb
novekedett, ezért sziikségesnek latszik tovabbi, a laboratdériumi diagnosztikat is
érintd stratégia kidolgozéasa ¢€s intézkedések bevezetése. A hazai gyakorlat
tovabbi fejlesztése érdekében az utobbi két évben moddszertani ajanlasok és
kozlemények jelentek meg, amelyek a nemzetkdzi iranyelveken alapulnak [4-6].

2012-ben megtortént a diagnosztikai vizsgalati kapacitas bovitése, valamint
a megerdsito és tipizalasi vizsgalatok lehetdségének megteremtése, mely alapjan
a bejelentett TCD-jarvanyokbdl szarmazé mintakat és/vagy izolatumokat az
OEK Anaerob Laboratériuma fogadja tovabbi vizsgalatokra (toxintermelés -
kimutatas, megerdsités, tenyésztés, ribotipizalas stb.) (www.oek.hu, Tajékoztato,
2013. marcius 6.)
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A kovetkez6 1épés 2014-ben egy orszagos, onkéntes on-line felmérés volt,
melynek eredményei alapjan egy frissitett modszertani levél kiadasat, valamint
harmonizalt vizsgalati algoritmus ajanlasat tervezziik.

Modszer

Az OEK laboratériumi ¢és jarvanyiligyi, valamint a SZOTE KMDI
munkatarsai altal Osszedllitott on-line kérddiv. A kérddiv kitoltésére a
valamennyi hazai laboratériumot felkértilk rendelkezésre 4ll6 cimlista alapjan
(69 laboratérium). A kérdéiv a Google specialis alkalmazasan keresztiil volt
elérhetd:
https://docs.google.com/forms/d/13th6dhdgXv4LOhZBDsKMbZcqQna6FNsFf
w75fXYPNUE/viewform?c=0&w=1&usp=mail_form link-en. =~ A  kitoltott
kérdbivek egy kiilon erre a célra l1étrehozott gmail fiokba érkeztek, ahonnan az
adatokat exportaltuk feldolgozasra. A kérddivek adatai a 2013-as évre
vonatkoztak.
A kérddiv szerkezete:
e A résztvevé laboratorium adatai, vezetdje, a kérddivet kitoltd személy,
elérhetOsege;
A laboratorium ellatasi teriilete;
Minta fogadas;
C. difficile kimutatas;
C. difficile diagnosztikaban alkalmazott modszerek;
Tovabbi C. difficile-vel kapcsolatos vizsgalatok;
Mindségbiztositas, korvizsgalatban valo részvétel.
Az értékelés soran az eredményeket — parhuzamos kérdések esetén —
Osszehasonlitottuk a 2012. évben a SZOTE KMDI munkatérsai altal végzett, a
2011. évi adatokra alapozott kérddives felmérés eredményeivel.

Eredmények

A kérdoivet 69 laboratorium részére kiildtiik ki, ebbodl 39 valaszolt. Hat
laboratérium nem végez TCD iranyt vizsgalatot, a kérddivre adott valasz szerint
az anyagot tovabbitja fogadd laboratoriumba. fgy 33 laboratorium adatait
dolgoztuk fel.
Mikrobiologiai diagnosztikai laboratoriumok teriileti eloszlasa

A térképen azokat az intézményeket tiintettiik fel, amelyekre vonatkozdan
informaciot szereztiink TCD irdnyaban végzett diagnosztikai vizsgélatokrol. A
kitoltott korok jelzik az anyagokat feldolgozo (fogadd) diagnosztikal
laboratériumokat, az iires korok pedig az anyagokat tovabbitod fekvobeteg-ellatd
(kiszolgalt) intézményeket. A ,,D” jelzés (4 laboratorium) a NSzSz, az ,,E” (3
laboratérium) az egyetemi, az ,,S” a Synlab Kft. 7, ill a 2 budapesti
laboratoriumat jeloli (1a).
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Kiilon abréan jeleztiik Budapest és kornyéke laboratoriumait, mivel itt jelentds
szamban vannak a laboratériumok és a fekvdbeteg-ellato intézmények is (1b.)

1. a. abra Valaszt ad6 laboratoriumok ¢€s az altaluk kiszolgalt fekvébeteg-ellatd
intézmények teriileti eloszlasa megyénként

Salgotarjan
Esztergom
Vic
Kerepestarcsa

1. b. abra Valaszt ado laboratériumok és az altaluk kiszolgalt fekvobeteg-ellato
intézmények teriileti eloszlasa Budapesten
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Kiszolgalt fekvobeteg-ellato intézmények szama laboratéoriumonként

A valaszt ad6 TCD-vizsgald laboratoriumok szama 33 volt, ebbdl 30
laboratérium sajat vizsgalati anyagan kiviil més fekvObeteg-ellatd intézménytdl
1s fogadott mintat: tiz laboratorium 1, négy laboratérium 2-3 korhaz anyagat is
feldolgozta 2013-ban. Nyolc laboratorium 3-nal tobb, szamos esetben nagyobb
régiok valamennyi intézményének vizsgalati anyagait gyijtotte és dolgozta fel.

TCD diagnosztikat végzd laboratdrium 33

Masik kérhaz részére (is) TCD diagnosztikat 30
végz6 laboratérium

Sajat intézményen kivil 1 kérhaz 18
anyagainak TCD diagnosztikaja

Sajat intézményen kivil 2 kérhaz
anyagainak TCD diagnosztikaja

Sajat intézményen kivil 3 és tobb kdrhaz
anyagainak TCD diagnosztikaja

2. abra Valaszt ado (n=33), TCD-diagnosztikat végzé laboratoriumok és
kiszolgalt egészségligyi egységek (korhdzak)
Ez az adatsor jelzi a vizsgalatok koncentralodasat néhany
laboratoriumban.
A kiszolgalt (aktiv és kronikus) fekvObeteg-ellatdo intézmények szdma a
kérdbdivek Osszesitése alapjan 83 volt, az agyszam szerinti megoszlast az 1.
tablazat foglalja dssze.

1. tabldzat Fogad6 laboratoriumok 4altal kiszolgalt (aktiv és kronikus)
fekvidbeteg-ellato intézmények szama

Intézetek besorolasa aktiv . .

. . . Intézmények szama

agyszam szerint
650 feletti agyszam 27
400-650 kozotti agyszam 19
200-399 kozotti 4gyszam 9
200 alatti 4gyszam 16
Intézetek 4gyszam megjeldlése nélkiil 12
Osszesen: 83
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17 laboratorium fogadott szocialis intézményi bekiildoktdl is mintakat, a
fekvébeteg-ellatd intézményeken kiviil, de csupan 7 laboratorium adott (24
szocidlis intézmény) valaszt az intézmények nevének feltiintetésével. 23
laboratérium héziorvosi rendelébdl, 8 pedig egyéb bekiildoktol (pl.
munkaegészségiigyi szolgaltatok) is fogad mintakat.

TCD-diagnosztika

TCD iranyaban diagnosztikdt a valaszt ado laboratériumok 84,6%-a
végzett. Ez magasabb arany a 2011-ben gyiijtott adatokhoz képest (66,6%).

A székletmintak Bristol-skala szerinti  besorolasat, ill. annak
figyelembevételét a feldolgozas kritériumaként igen valtozatosan alkalmaztak. A
33 laboratorium koziil 30 valasza alapjan az eredményeket a 2. dbra mutatja.

Bristolskalaszerinti-besorolas”]
| | | |

I

3,4, 5, 6,7 tipusok -

6, 7 tipusok

4,5, 6, 7 tipusok

) 5 10 15 20
| Laboratoriumok-szama"f]

3. abra TCD iranyaban feldolgozott mintak Bristol-skala szerinti (3) megoszlasa

Rendkiviil magas az aranya a ,Minden széklet feldolgozasra keriil”
valasznak, melynek egyik oka lehetett, hogy a megel6zé kérdések az enteralis
diagnosztikdra, majd ezen belil a TCD-tenyésztésre vonatkoztak. A
laboratoriumok csupan 20%-a alkalmazta a protokollnak megfeleld
besorolas/feldolgozas ajanlast (5-7-es tipus/besorolas), 10% 3-7, és 3% 4-7, 3 %
6-7-es besorolasu mintakat dolgozott fel.

A valaszt ad6 33 diagnosztikai laboratoriumban rutinszerlien végeznek
enteralis diagnosztikdt, mely a bakteridlis és virdlis koérokozokra egyarant
Kiterjed.

A széklettenyésztéssel ¢€s visszaellendrzéssel megerdsitést is végzo
laboratoriumok ardnya nétt a kérddivet kitoltd laboratoriumokban (4. abra).
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= m 2011
<M
£= 17 22 m 2013
3= 11 10
=00
= I e
gﬁ Széklet tenyésztést és TCD igazolasat Széklet tenyésztést és TCD igazolasat
—» elvégzi nem végzi

4. abra Tenyésztéses €s megerdsitd vizsgalatokat (izolatum toxintermelés
ellendrzését) is végzo laboratériumok szdmanak alakulasa 2011., 2013.

A TCD-diagnosztikaval kapcsolatos metodikai kérdésekre adott valaszok
Osszesitése alapjan a GDH antigén-kimutatast kozvetleniil —széklet-
mintabol,valamennyi (33) laboratérium elvégzi (€z az arany 2011-ben 90% volt)
az A+B toxinkimutatasat pedig 32 laboratorium allitja be.

A laboratoriumok 70%-a végez tenyésztést is a TCD kimutatdsara és
visszaellenérzésére az eldzetesen elvégzett GDH, A+B toxin-gyorsteszt(ek)
alkalmazésa mellett.

Algoritmus Laboratériumok %-a
Széklettenyésztés és C. difficile izolalasa, Direkt toxin A 58%
¢és B, valamint GDH-kimutatas
Direkt toxinkimutatas A és B, GDH antigén-kimutatas 27%
Széklettenyésztés és C. difficile izolalasa, Direkt 304

toxinkimutatas A és B

Széklettenyésztés és C. difficile izolalasa, Direkt

toxinkimutatas A és B, GDH antigén-kimutatas, 9% (orvos kérésére)
antibiotikum-érzékenységi vizsgalat
GDH kimutatas 3%

2. tablazat A TCD diagnosztikai modszerek/algoritmus alkalmazasa

A 28, valaszt add laboratérium koéziil 6 jelolte meg, hogy mar tovabbitott
izolatumot ribotipizalasi vizsgalatra, egy esetben a KMDI, 6t esetben az OEK

laboratériumaba.
A szlir6vizsgalatok végzésével kapcsolatos kérdések alapjan 2011-ben a

valaszt ad6 laboratoriumok 39,2%-a végzett (szakmailag teljesen indokolatlanul)
nem hasmenéses székletbdl szlirdvizsgalatot, 2014-ben ez az ardny mar 72%

volt!
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,Felszabadito vizsgalatot” 12 laboratériumban végeztek, ebbdl nyolc
esetben a klinikus kérését jelolték meg a vizsgalat indokaként. Az eredményeket
az 5. abra mutatja.

20 H "Felszabadit6
vizsgalatot" nem
végeznek

17

m "Felszabadito
vizsgalatot"
végeznek

Laboratoriumok

Szama

nincs valasz/nem

egyértelmd

2011 2013

5. é4bra TCD-,Felszabaditd vizsgalatokat” végzd laboratériumok
szdmanak alakulasa (2011 és 2013)

A viélaszt ado laboratériumok (30/33) 2013-ban 0Gsszesen 238.392
sz¢kletmintat dolgoztak fel, célzottan (bekiildé kérésére és/vagy székletminta
allaga alapjan) a TCD kimutatasara 61.026 minta keriilt. A pozitiv mintak
aranya atlagosan 10,1% volt (6.164 TCD-pozitiv mintat jelent).

A pozitivitasi arany laboratoriumonként igen nagy szorast mutatott (0,1-
45%) az ellatott fekvobeteg-ellatd intézmények profiljanak fiiggvényében (pl.
Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo Korhaz, 45%).

A 30 laboratorium koziil 12-ben (37%) 15-45% volt a TCD-pozitivnak
talalt mintdk ardnya. Ebbe a kategdridba tartozott pl. a Synlab 5, a NSzSz 2,
valamint 2 nagy, és 2 kisebb budapesti korhaz laboratériuma. Ezek azok a
laboratériumok, melyek jelentds ellatasi teriilettel rendelkeznek, tobb
fekvObeteg-ellatd intézmény anyagait dolgoztdk fel. Harom laboratoériumban 5-
10% kozott volt a pozitivitasi arany. Mindharom egység 650 aktiv és kronikus
agy feletti, nagy teriiletet ellatd (megyei, oktatd) korhaz sajat kozponti
laboratériuma. Igen alacsony, 1% alatti pozitivitdsi ardny azokra a kérhazi
mikrobioldgiai laboratoriumokra volt jellemzd, melyek kizardlag az adott
korhaz mikrobioldgiai vizsgalatai anyagait dolgoztak fel (15 laboratorium).

A pozitivitasi ardnyok szazalékos megoszlasat a 6. abra mutatja.
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3%_ —
7%

W 1% alatt

B 1-5% kozott

W 5-10 % kozott

W 15-20% kozott

W 20-25% kozott

W 25-30 % kozott
30-35 % kozott
45%

3% 4

3%
6. abra TCD-pozitivitasi arany alakulasa 2013-ban (n=30)

Tovabbi elemzésekre van sziikség annak megallapitasara, hogy az ellatod
hely sajatossagain kiviil (infektologiai osztaly, kozpontositott laboratorium, stb.)
milyen tényezok jatszhatnak szerepet a pozitivitasi ardny alakuldséban.

Megbeszélés

Az utobbi években a laboratoriumi szerkezet folyamatos valtozasa, a
modszerek, a forgalmazott diagnosztikai anyagok (kit-ek) és miiszerek
(automaték) kindlatanak jelentds bdviilése volt megfigyelhetd. Ebbdl, és a TCD
jarvanyiigyi sajatossagaibol eredden sziikséges a nemzetkdzi gyakorlatnak is
megfeleld, de a hazai gyakorlatban is alkalmazhat6 laboratoériumi diagnosztikai
iranyelv, ill. modszertani ajanlas elokészitése. Ennek keretében elvégzett
felmérés szamos problémara mutatott ra.

A mikrobiologiai laboratériumi vizsgalatok, és ezen belil a TCD-
diagnosztika néhany nagy/kdzponti laboratéoriumban koncentralédott. Ennek a
tendencidnak szdmos eldnye (Iehet):

e a vizsgald személyzet nagy tapasztalattal rendelkezik a TCD -
diagnosztikaban;
e gazdasdgos a mikodtetes.
Az elényok mellett a napi tapasztalat szamos problémat is jelez, mely a
diagnosztika eredményességét ront(hat)ja:
e mintavételtdl a feldolgozasig eltelt 1d6 (hétkdznap €és hétvége, linnepnapok)
az adekvat kezelés megkezdését késleltetheti;
e szigoru tarolasi €s szallitasi (fagyasztas, hiités) kovetelmények biztositdsa

(nem megfelelség esetén a toxin elbomlasat eredményezheti, pl. al-negativ

eredmény, plusz vizsgalatok végzése);
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e az alkalmazott vizsgalatkérd lapok (indikécid, kezelési elézmények, stb.)
kiilonbozosége intézményenként (indokolatlan, pl. sziirdvizsgalatok
elvégzése);

e a mikrobiolégus korlatozott konzulticidos Ilehetdsége infektologus,
koérhazhigiénés szakemberrel (pl. ismételt vizsgalatok kérése, antibiotikum-
terapiaval kapcsolatos konzultacio, stb.).

e rendkiviil magas azoknak a laboratériumoknak az aranya, amelyek
valamennyi székletet feldolgozzak TCD iranyaba is. Gyakran a beérkezo
mintdk kisérdiratai nincsenek megfeleléen kitdltve, a kérés indikacidja
hianyzik, viszont a koriilmények gyakran lehetetlenné teszik a személyes
konzultaciot a kérd orvossal, igy a laboratorium elvégzi a kért vizsgalatot
nem hasmenéses mintabol is.

A vizsgalati kérésekkel (bekiildok), a diagnosztikdval ¢és a vizsgalati

eredményekkel kapcsolatos kérdés rdmutatott az alabbiakra is:

e A pozitivitasi arany laboratoriumonként igen eltérének bizonyult: a nagyon
magas, ill. igen alacsony aranyt részben ,helyi” sajatossaggal lehetett
magyarazni. Ezzel szemben szamos tényezOben, mind a beszallitoi tertilet,
a logisztika, a fekvobeteg ellatok, mind a Bristol-skala alkalmazasa,
diagnosztikai algoritmus tekintetében hasonld laboratoriumoknal is jelentds
szoras volt tapasztalhatd, melynek feltarasara tovabbi elemzések
sziikségesek (taptalajok, kit-ek, személyi feltételek, stb).

e A laboratoriumok jelentds része tenyésztést is végzett/végez, amely igen
orvendetes (toxin jelenlétének kimutatasa izolatumbol), de a tenyészetek
(sokszor helytelen) taroldsa gyakran lehetetlenné teszi a tovabbi
vizsgalatok, pl. a ribotipizalds elvégzését jarvanygyanu, vagy halmozdodas
esetén, melyet a Modszertani ajanlas, ill. a 2013-ban kiadott ,,T4jékoztato”
eldir.

e Indokolatlanul magas a szlirvizsgilatok szdma, melynek hatterében
gyakran az 4polasi intézmények kozotti beteg-athelyezések, valamint a
szocialis intézmények altal megkovetelt vizsgélatok allnak. Ennek szakmai
indokoltsaga megkérddjelezhetd, ezért kozponti intézkedés (is) sziikséges a
szocialis intézmények felvételi kovetelményeinek attekintésében.
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Osszefoglalas

A 2014-ben szervezett, a 2013-as évre vonatkozo kérddives felmérésben
39 laboratérium vett részt, koziilik 33 laboratérium végzett konkrét
diagnosztikai tevékenységet TCD irdnyéaban.

A valaszadok eredményei alapjan a TCD diagnosztikajanak hazai
laboratériumi kapacitdsa az orszag jelenlegi vizsgalati igényeit kielégiti, azonban
a hazai jarvanyligyi helyzet indokolna a diagnosztikus vizsgalatok szdmanak
emelését a jelenleg is érvényes mddszertani ajanlasoknak megfelelden.

A valaszt ado 33 laboratoriumban 2013-ban TCD iranyaba 0Osszesen
61.026 mintat dolgoztak fel. A laboratériumok 4altal megadott pozitivitasi arany
alapjan az 0sszes mintdra vonatkozd atlagos pozitivitasi ardny 10,1% volt. Az
alkalmazott diagnosztikai modszerek/algoritmus, kit-ek megfeleldek, 85%-ban
kovetik a modszertani ajanlasban foglaltakat.

Tobb laboratéorium nyilatkozott, hogy az elvégzett vizsgalatok gyakran
klinikai indikaci6 nélkiil, helytelen indikacioval (pl. felvételi sziir@vizsgalat)
alapjan torténtek.

A laboratéoriumok 61%-a tenyésztéses modszerrel is igazolta a TCD
jelenlétét, és az izolatumokat megdrizte. Problémat jelent ugyanakkor, hogy a
NSzSz, vagy korhazhigiénikus altal kért ribotipizalasi vizsgalatok nem torténtek
meg, mivel az OEK-be bekiildott izolatumok jelentGs részét nem, vagy csak
jelentds tobbletmunkaval lehetett visszatenyészteni (id0, tobbletmunka, plusz
koltseég). Ez felveti az alkalmazott tarolasi technika megfeleloségének kérdéseét
¢s sziikségessé teszi a helyes gyakorlat megfogalmazésat, ajanlas kidolgozésat a
laboratoriumok részére.

A 2015. 4prilis 9-1 CDI szakmai nap az el6adasok mellett kivalo alkalmat
teremtett a szakmai parbeszédre, a problémdk felvetésére, vitara, melynek
Osszegezésével lehet tovabbi Iépéseket tenni a hazai TCD-diagnosztika
fejlesztésére.

Irodalom

1. Supporting capacity building for surveillance of Clostridium difficile
infections at European level (2010-2014). http://www.ecdisnet.eu

2. Nagy Erzsébet: Eurdpai 0sszefogas a Clostridium difficile fert6zések ellen.
2014. december 15. 05:15, http://www.medicalonline.hu

3. Mddszertani levél a Clostridium difficile fertézések diagnosztikajarol,
terapidjarol és megeldzeésérdl, (Epinfo 18. évfolyam 4. kiilonszam, 2011.)

4. Nagy Erzsébet: Aktualitasok a Clostridium difficile okozta infekciok

''''''''

LAM (Lege Artis Medicina), 2014;24(01-02)

40


http://www.ecdisnet.eu/

N; robiolégiai Korlevél

5. Clostridium difficile infection in Europe A CDI Europe Report, 2013.
www.epgonline.org/anti-infectives-knowledge-network/index.cfm és
http://www.dificlir.co.uk/section-choice.

6. Urban Edit: A Clostridium difficile infekciok mikrobiologiai diagnosztikai
lehetdségei. IME XII. évfolyam 8. szdm 2013.

41


http://www.epgonline.org/anti-infectives-knowledge-network/index.cfm
http://www.dificlir.co.uk/section-choice

Ni robiolégiai Kérlevél

A Clostridium difficile infekciok hazai jarvanyiigyi helyzete a

surveillance jelentések alapjan

Kurcz Andrea, Hajdu Agnes, Szonyi Katalin, Strupka Veronika, Nyolczas
Szilvia

Orszagos Epidemiologiai Kézpont Korhazi- jarvanyiigyi osztaly

A CDI jelentések rendje Magyarorszagon

A toxintermel6 Clostridium difficile (TCD) altal okozott, sporadikusan
eléforduld fertézések 2009. évig ,.enteritis infectosa” fertdzésként keriiltek
bejelentésre a koérokozd megjelolésével a hazai fertézObeteg-jelentdrendszer
enteralis surveillance alrendszerébe. A CD okozta nozokomidlis vagy teriileti

crer

jelentésétdl, a vonatkozo jogszabalyok érvényesek ra.

A nozokomialis CDI (Clostridium difficile infekcio) eloszor onkéntes alapon
torténd regisztralasa a Nemzeti Nozokomialis Surveillance Rendszer (NNSR)
online jelentési feliiletén (EFRIR) 2009. novemberétdl valt lehetségessé. Az
onkéntes jelentés els6é eredményeibdl és a bejelentett CD okozta nozokomialis
jarvanyok 2010. évi megugro szamabol kovetkeztetni lehetett arra, hogy a CDI
komoly jarvanyligyi problémaként jelentkezik Magyarorszagon.

2011. marciusaban az Orszdgos Epidemiologiai Kozpont (OEK) kiadta az
infekcidkontroll beavatkozdsok ¢és a hazai surveillance alapjat képezé CDI
modszertani levelet és Orszagos Tisztiféorvosi korlevél rendelte el minden
fekvObeteg intézmény szdmara a jelentést. 2012. majusatdl mar jogszabaly
rendelkezik az egészségiigyi ellatassal Osszefliggd CDI személyes adatokkal
torténd bejelentésérol.

A koérhazak jelentési kotelezettségét a 2014. februar 1-jén hatalyba lépett, a
fert6z0 betegségek jelentésének rendjérdl szold 1/2014. (I. 16.) EMMI rendelet
ismételten megerdsitette. Egy 1) online jelentési feliillet (Orszagos Szakmai
Informacidés Rendszer, OSZIR) 2015. januar 1-jei indulasaval a fekvoObeteg
intézményekben kialakulo, egészségiigyi ellatassal osszefiiggd CDI regisztralasa
a tervezett eurodpai CDI surveillance modszertanahoz igazodva 6nallé modulként
mitkodik az NNSR-ben. A fekvObeteg intézményekben kialakult fertézések
jelentése egyedi bejelentd lapokon, személyes adatokkal torténik.

Hazénkban tehat a CD okozta nozokomialis jarvanyok és a sporadikus,
nozokomialis/egészségligyi ellatassal osszefiiggd CDI el6fordulasardl tobb éve
vannak adataink. Ezeket az adatokat szervesen kiegésziti a 2012. év majusaban
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reprezentativ modon kivalasztott 29 hazai aktiv fekvObeteg-ellatd intézményben
az eurdpai moddszertan alapjan elvégzett, egészségiigyi ellatassal Osszefiiggd
fert6zések pontprevalencia vizsgalatanak (PPV) eredménye.

A CDI hazai korhazi jarvanyiigyi helyzete

Hazai adatok tehat az alabbi adatbazisokbol allnak rendelkezésre:
1, NNSR CDI modul

2, Nozokomialis jarvanyok

3, Eurdpai pontprevalencia vizsgalat

1, NNSR CDI modul: Az NNSR-be jelent6 intézmények szama évrol évre
folyamatosan nd. Az Orszagos Egészségbiztositasi Pénztar (OEP) altal
megjelentetett ,,Korhazi agyszam- €és betegforgalmi kimutatds” dokumentuma
alapjan, a jelenté koérhazak betegforgalma a hazankban ellatott fekvébetegek
kozel 95%-at lefedte 2014-ben. A CDI incidencigja ¢€s incidencia slriisége a
2013. és 2014. kozott jelentdsen nem valtozott. 2014. €évben az incidencia 31,9 /
10.000 kibocsajtott beteg, az incidencia stiriség 37,5/ 100 ezer apolasi nap Vvolt.
(1. tablazat)

A surveillance eredmények az OEK honlapjan minden évben publikélasra
keriilnek.

1. tablazat: Clostridium difficile altal okozott egészségiigyi ellatassal osszefiiggd fertézések

esetszama, incidencidja és incidencia siirlisége, Magyarorszag, 2013-2014

Ev Jelento Kibocsajtott | Teljesitett | Bejelentett | Incidencia | Incidencia
intézmények betegek apolasi CDI szam 10000 striség
szama szama napok betegre* 100 000
szama apolasi
nap*
2013 85 1943941 | 16 859 789 6182 31,8 36,7
2014 90 2051141 17 476 277 6551 31,9 37,5

* incidencia = CDI fertézések szama / kibocsajtott betegek szama *10.000
** incidencia stirliség = CDI fert6zések szama / teljesitett apolasi napok szama *100.000

2014. december 31-ig technikailag az NNSR Multirezisztens korokozok okozta
fertdzések (MRK) moduljaba keriiltek bejelentésre az egészségiigyi ellatassal
Osszefiiggd CDI esetek, mig 2015. januar 1-t6l indult az NNSR-CDI 6nallo
modul az OSZIR-ban. A fekvibeteg-ellato intézmények a betegekre vonatkozo
alapadatokat, a fertdzésre vonatkozd adatokat, rizikotényezoket és
mikrobiologia vizsgélatokra vonatkozé adatokat rogzitik. A jelentés modszertani
alapja tovabbra is a vonatkozd modszertani levél.
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2, Nozokomidlis jarvanyok: Az egészségiigyi ellatassal osszefiiggd, CD okozta
jarvanyok bejelentett szama 2010-ben jelentésen megndtt hazankban (1. 4bra).
2005. és 2008. kozott nem érkezett CD jarvany jelentés, 2009-ben egy
halmozddas keriilt bejelentésre, 2010-ben kilenc jarvany volt, majd az azt
kovetd években 18-24 CDI jarvanyt jelentettek. A CD okozta jarvanyok az
Osszes bejelentett nozokomialis enteralis jarvany 6,2%-at tették ki 2010-ben,
mig 24,3%-at 2014-ben.

1. abra: Specifikus nozokomialis jarvanyok és azon beliil a CD okozta jarvanyok bejelentett
szdma, Magyarorszag, 2005-2014
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3, Eurdpai pontprevalencia vizsgdlat: Az ECDC koordinacidjaval 2011. és
2012. kozott zajlott az egészségiigyi ellatassal Osszefiiggd fertdézések és az
antimikrobialis szer felhasznalas eurdpai pontprevalencia vizsgélata, melyben
valamennyi eurOpai unids tagallam tobb mint ezer aktiv fekvdébeteg-ellato
intézménye vett részt. A hazai reprezentativ vizsgalat 2012. majusdban zajlott,
29 aktiv fekvébeteg-ellatd intézmény és 10.180 apolt részvételével. A CD
okozta egészségiigyi ellatassal Osszefliggd fertGzések az Osszes egészségligyi
ellatassal Osszefliggd fertdzés 10,6%-at tették ki az eurdpai 3,6%-os aranyhoz
képest (2. abra).
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2. abra: A CDI aranya az egészségiigyi ellatassal 6sszefliggd gasztointesztinalis

fertdzések kozott orszagonként az Europai Pontprevalencia Vizsgalatban, 2011 -
2012.

Clostridium difficife infections and other gastro-intestinal infections (excluding hepatitis) as
a percentage of all HAIs, by country, ECDC PPS 20112012
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Forras : http://ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/healthcare-associated-infections-
antimicrobial-use-PPS.pdf

Az egészségiigyi ellatassal osszefiiggé CDI eurdpai surveillance-a

Mivel az Eurépai Unid tagallamaiban jelenleg nem egységes a CDI surveillance
moddszere, az ECDC 2010-ben palyazatot irt ki az eurdpai CDI surveillance
fejlesztésére. A palyazatot az Eurdpai Clostridium difficile Surveillance Halozat
(European Clostridium difficile Surveillance Network - ECDIS-Net) konzorcium
nyerte. Az eurdpai surveillance célja a standardizalt mddszertan kialakitasa
mellett tobbek kozott:
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« A CDI teljes betegségterhének felmérése (beleértve a visszatérd eseteket €s
a koérhazban kezelt teriileti eseteket) az eurdpai aktiv fekvObeteg-ellatast
nyQjté intézményekben;

« A CDI kedvezétlen kimeneteleinek (pl. szovédmények, haldlozas)
felmérése;

« A CD torzsek antibiotikum érzékenységének, PCR-ribotipusanak leirdsa, a
TcdA, TcdB és a binary toxin jelenlétének meghatarozasa, és az Gjonnan
felbukkano, veszélyes CD tipusok azonositasa helyi, orszdgos és eurdpai
szinten.

A ECDIS-Net altal kialakitott és szdmos szakember kozremiikodésével
véglegesitett CDI surveillance protokoll tobb, Iépcsdzetesen felépitett
surveillance modult javasol, melyeknek keretében a konszenzusos
modszertannak megfelelden aggregalt adatok, betegalapt jarvanyligyi adatok,
valamint részletes mikrobioldgiai adatok is gytijtenddek.

(A protokoll online elérhetdsége:
http://ecdc.europa.eu/en/publications/_layouts/forms/Publication_DispForm.asp
x?List=4f55ad51-4aed-4d32-h960-af70113dbb90&1D=1402)

Az elsO surveillance periddus (min. 3 honap) 2016. januarjdban indul. OSZIR
NNSR-CDI modul technikailag kompatibilis az eurdpai surveillance-ban
szerepld valamennyi modullal.
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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
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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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A Clostridium difficile fertézés kovetkezményeként kialakuld hasmenéses
megbetegedés napjainkban gyakori korhazi fertdzeés, mely elsésorban az idésebb
korcsoportot érinti és nem egyszer direkt vagy indirekt oka a haldlozasnak. Az
egészségiigyi ellatassal Osszefiiggd C. difficile infekcid6 (CDI) epidemiolo-
gidjanak valtozasa részben egy 1j, virulens Clostridium difficile toérzsnek
koszonhetd, a PCR 027 ribotipusnak, mely a 2000-es évek elejétdl sulyos
lefolyast korhazi jarvanyokat okozott Kanadaban, az Egyesiilt Allamokban és
az Egyesiilt Kiralysagban, majd t6bb nyugat-eurdpai orszagban [1]. Jellemz6
még e tipusra a magas visszaesési arany ¢és jelentds halalozas, kiilondsen az
1d6sebb betegek korében. 2008-ban 34 eurdpai orszag részvételével végzett
korhazi vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy kontinensiinkdn a nozokomialis
CDI esetek korében a 014/020 (16%), a 001 (9%), és a 078 ribotipus (8%) a
leggyakoribb [2, 3].

A ribotipusok vizsgalatdra szamos tipizalasi modszert fejlesztettek ki, mint
példaul a multi-locus szekvencia tipizalas, restrikciés endonukleaz tipizalas,
toxintipizalas, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), PCR ribotipus
meghatdrozas agardéz alapu gél elektroforézissel, melyek segitségével a
jarvanyos terjedés kovethetd, illetve az egyes virulens torzsek elkiilonithetéek
[4,5,6]. Az igy kapott eredmények segitségével kovethetjik a megjelend
jarvanyokat, igazolhatunk visszatérd eseteket, karakterizalhatunk endémiés
torzseket, és jellemezhetjiik utobbiak terjedését. A ribotipusok vizsgalatat
Magyarorszdgon a szegedi Klinikai Mikrobioldgiai Intézetben kezdték el
vizsgalni 2001-ben, el6szor a klinikdkon eléforduld térzsek megoszlasat
vizsgaltak [7], majd ezt az egész orszagra kiterjedd ribotipus eloszlas vizsgalata
kovette 2006-ban [8, 9]. Az utobbi idében fejlesztésre keriiltek mas technikak is
a C. difficile kiilonboz6 torzseinek elkiilonitésére/csoportositasara. Az eddig
sz¢les korben hasznalt metodikak, mint példaul a klasszikus PCR ribotipizalas
agardz alapu gél elektroforézissel, kis mértékben atalakitasra keriilt, ezaltal a
vizsgalat kivitelezése konnyebbé valt, valamint az analizis ideje toredéke lett az

addiginak [10].
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Szamos kozlemény foglalkozik a C. difficile epidemiologidjaval, melyek a
fert6zést okozo torzs ribotipus variansainak foldrajzilag diverz képét mutatjak,
nem csak helyileg, hanem orszadgonként is.

vagy nemzeti szinten vizsgalja a megoszlast, €s sajnos tobbféle, ribotipus
meghatarozasara alkalmas modszert vesz igénybe. Eppen ezért problémas lehet
az ilyen moédon meghatarozott ribotipusok Osszehasonlitdsa, vagy atfogo
epidemiologiara vonatkoz6 analizis elkészitése. Europaban a legelterjedtebb
technika, melyet PCR ribotipus meghatirozasra alkalmaznak, az agaroz gél
elektroforézis. Utobbi elég magas szenzitivitast és specificitdst mutat, valamint
hasonléan méas PCR alapt technikédhoz j6 reprodukalhatdsagot biztosit, de nem
standardizalt technika, a laboratoriumok kozott magas a variabilitas a band-ek
mintazatadban, igy az interpretdlasban is. Ennek kovetkeztében a kiilonb6zo
centrumokban kapott adatokat nehéz Ssszehasonlitani [11]. Atiitd Gjdonsagot
jelentett Indra és munkatarsai 2008-ban publikalt kozleménye, melyben a
kapillaris gélelektroforézis alapti PCR ribotipizalast hasznaltdk. Ezen technika
esetén kevesebb ciklust allitottak be a cél szekvencia felsokszorositasara,
valamint az elektroforézis idejének csokkentésével ¢és a batch nagysag
novelésevel egy gyors, standardizalhato, koltséghatékony modszert fejlesztettek
Ki [12]. A médszer standardizalasat Wilcox és munkatarsai 2015. februarjaban
publikalt cikke fejti ki [11].

A technika lényege a felsokszorozott célszekvencia gélen vald futtatisaig
nagyjabol megegyezik. Mig az agar6z gélelektroforézis esetében agardz gélen
torténik a kiilonb6z6 nagysagu fragmentek elvalasztasa és vizualizalasa, addig a
kapillaris gélelektroforézis esetében a DNS fragmentek elvalasztisa egy kis
atmérdjii kapillarisban torténik, ahol az egyes fluoreszcensen jelolt DNS
darabok nagysaguk szerint kiilonb6zd sebességgel vandorolnak az elektromos
térben, amelyeket egy detektor érzékel, a fluoreszcens jelet ezt kdvetden egy
biokalkulator software segitségével csucsok formdjaban jelenit meg. Minden
egyes csucs egy meghatdrozott nagysagi DNS fragmentnek felel meg, ¢és a
software segitségével az egy mintaban el6forduld csicsok mintazata egy
meghatarozott ribotipust takar (1. abra).

52



Na robiolégiai Horlevél

L Positive

Gel matrix with dye charge

Capillary 4 1 43

Nucleic acid with dye -3 o e

W
- = B —ru-- ressmresensnae
—+ Negative ) == Nl [
cha e 1 0 gt

LED light source —0 o

1. abra Kapillaris gélelektroforézis sematikus abraja

A fragmentek elvélasztasa €és a kapott eredmény kiértékelése sokkal kevesebb
1d6t vesz igénybe, mint az agardz gélelektroforézis, ahol az agar6z oOntése, a
futtataskoriilményei, a fragmentek lathatova tétele €s mintazatuknak kiértékelése
nagy gyakorlatot igényel.

Az éaltalunk végzett tanulmany célja volt az orszag két mikrobiologiai
centrumaban gytjtott C. difficile torzsek ribotipus megoszlasanak vizsgalata egy
eddig nalunk nem hasznalt technika segitségével, a kapillaris gélelektroforézis
alapt PCR ribotipizalassal.

Vizsgéalatunk egy kooperacido eredményeként johetett 1étre, mely a Szegedi
Tudoméany Egyetem, Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, az Agency
for Health and Food Safety (AGES), valamint a Synlab Hungary Kft.
részvételével valdsult meg. Munkdnk soran vizsgalatainkat a szegedi Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézetben ¢és a Synlab Hungary Kift.
Laboratoriumaiban 2014. januar és oktober honap kozott gyiijtott 96 — 96 db
A+B toxintermelé C. difficile térzson végeztiik. A Szegeden gytijtott torzsek
mindegyike fekvdbetegektdl szdrmazott, akik az Egyetem kiillonboz6 klinikain
fekiidtek, mig a Budapesten gytijtott torzsek koziil 70 korhazi fekvobetegtdl, 26
jarobetegtdl kiildott mintabol keriilt izolaldsra. A Budapesten gytijtott torzsek
legnagyobb hanyada, 53%-a Budapestrol és Pest megyébdl szadrmazott, de
jelentés aranyban, 34%-ban vontunk be a vizsgalatba kecskeméti Bacs-Kiskun
Megyei Korhazbol és a Kiskunhalasi Semmelweis Korhazbol is A+B toxin
pozitiv C. difficile térzseket. Néhany izolatum Nograd és Komarom-Esztergom
megyebdl szarmazott.
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A PCR ribotipizalas kapillaris gélelektroforézissel Bécsben, az AGES
intézetében tortént. C. difficile torzsek 24 6ras agar lemez tenyészetébol Chelex-
100 gyanta segitségével DNS extrakciot végeztiink és az izolalt DNS-t vittiik ki
Bécsbe. A PCR amplifikicidhoz felhasznalt primerek megegyeztek a Bidet és
munkatarsai [13] altal leirt 16S-23S intergénikus spacer régiora tervezett
primerekkel, annyi modositassal, hogy a 16S primer 5° vége
karboxifluoreszceinnel (FAM), hexaklorofluoreszceinnel (HEX), vagy
tetraklorofluoreszceinnel (TET) lett jelolve. A templat DNS 1:20 higitasat
hasznaltuk a PCR soran, ahol a reakcidelegy tovabba HotStart Taq Master Mixet
¢s 10pmol/ul koncentracidoban a primerpart és PCR tisztasagl vizet tartalmazott.
A PCR program 15 perc 95°C-on torténd enzim aktivacioval kezdddott, melyet
1 perc 95°C-os denaturacid, 1 perc 57°C annealing és 1 perc 72°C elongaco
kovetett 22 cikluson keresztiil. Ezt kdvetden a kapott PCR fragmentek analizise
ABI310 genetikai analizatorban tortént (2. dbra), POP-4 szeparacids matrixon. A
mintak injektaldsa 5kV-on tortént 5 percig €s a teljes futtatasi idé 30 perc volt
15kV fesziiltségen. A kapott csucsok nagysaganak meghatarozdsa Peak Scanner
software 1.0 (Applied Biosystem) segitségével tortént.

ABI Prism 310 Genetic Analyzer -
Inside Yiew

Pump Block Detection Region

I Gel Block Region
Autosampler Region

2. abra ABI Prism 310

A kapillaris gélelektroforézis alapu PCR ribotipusok kiértékeléshez egy web-
alapu adatbazis (http://webribo.ages.at) keriilt kifejlesztésre.

A vizsgélt betegek életkor szerinti megoszldsa a varakozdsnak megfeleléen, az
1d6ésebb paciensek korében mutatott emelkedett szdmu esetet (3. dbra).
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3. abra A betegek ¢letkor szerinti megoszlasa, akiktél a C. difficile torzsek

1zolalasra kertiltek

Eredményeink szerint a Budapesten gytijtott torzsek esetében a leggyakoribb a
027-es ribotipus volt, mind a jarébetegek, mind a fekvObetegek korében, ezt
kovette a 176 (13%) és a 036 (10%) PCR ribotipus. A Szegeden gyljtott torzsek
esetében a 036 (29%) PCR ribotipus volt a legelterjedtebb, melyet a 027 (20%)
¢s a 014 (11%) PCR ribotipus kovetett. A Budapesten gytijtott jaro- és
fekvObetegektdl szarmazd torzsek Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a
jarobeteg szakellatason jelentkezett paciensektdl szarmazd torzsek esetén a
masodik leggyakoribb ribotipus a 176 (27%) volt, mely a 027 ribotipushoz
hasonld hipervirulens torzs [13]. A Budapesten gytjtott torzsek kozott a
harmadik leggyakoribb PCR ribotipus a 036 volt. Ezen tdrzs teriileti
closzlasanak vizsgalatakor fény deriilt arra, hogy a kecskeméti Bacs-Kiskun
Megyei Korhazbol gytijtott izolatumok esetében ez a ribotipus a leggyakoribb,
itt megeldzi a 027 PCR ribotipust. A Budapesten gytijtott torzsek esetében 17%-
ban, a Szegeden gyiijtott izolatumoknal 23%-ban taldltunk vegyes PCR
ribotipust, ami a kis szamban el6forduld ribotipusokat foglalja magaban, mint
példaul tobbek kozott a 003, 010, 012, 018, 020, 026 ¢és 449 PCR ribotipusok
(4. éabra). E ribotipusok kozott kitlint, hogy a szegedi torzsek esetében 5
1zolatumnal, a Budapesten gytijtott torzsek kozott 1 esetben volt kimutathato az
Al ribotipus, mely egy Ausztridban elterjedt ribotipust takar.
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Budapesten gyiijtott torzsek

027

M176

H036

203

H Vegyes

@ Uj ribotipus

Vegyes ribotipusok: 003, 012, 018, 020, 070,
078, 087, 126, 449, 484, 653, Al (1 izolatum)

Szegeden gyiijtott torzsek

056

027

Hol4

w203

B egves
ETjj ribotipus

Vegyes ribotipusok: 010, 012, 018, 020, 056, 066,
078, 126, 209, 430, 449, 541, Al (5 izolatum)

4. dbra Szegeden és Budapesten gytijtott torzsek ribotipus megoszlasa
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Osszefoglalasként  megemlithetjiik, hogy munkank sordn egy 1j,
Magyarorszagon eddig még nem alkalmazott technika hasznélatara nyilt
lehetoségiink a C. difficile torzsek tipus meghatarozasa soran. Ez a metodika
rovidebb i1d6t vesz igénybe, mint az eddig rutinban hasznalt modszereke,
valamint az eljaras standardizalt, igy a kapott eredményeink akar mas orszagok
ribotipusaival 1s 6sszevethetok.
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