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A mikrobiologiai adatok jelentésége az Orszagos Szakmai
Informacios Rendszer Jarvanyiigyi szakrendszerében és

felhasznalasi teriiletei

Krisztalovics Katalin
Orszagos Epidemiologiai Kozpont

Az Orszagos Szakmai Informaciés Rendszer (OSZIR) az Allami
Népegészségiigyi ¢€s Tisztiorvosi Szolgalat egyik elektronikus informécios
rendszere, amely 2014 végén kezdte meg a miikddését, de tervezése mar 2009-
ben elkezdddott, és koncepcidjanak kialakitasanal az el6z6 informatikai rendszer
(Epidemiolégiai  Feliigyeleti Rendszert kiszolgald Informatikai Rendszer —
EFRIR) tapasztalatait is hasznositottdk. Ezen 0j fejlesztés célja az volt, hogy a
XXI. szadzadi informacios technologiat hasznalva mar ne csak a népegészségiigy
egyes szereploi (jarasi, megyei, orszagos intézmenyek) kozott, hanem kiilso
felhasznalok (egészségligyil szolgaltatok — klinikusok és laboratoriumok) altal
szolgaltatott informaciokrdl is gyorsan szolgaltasson az adott szakteriileten
hasznosithatd nagymennyiségi, pontos adatot a szakma dontéshozoinak. Ennek
1) eredmeényeként pedig elektronikusan Osszekapcsolhatoak legyenek a fert6zo
betegekre vonatkoz¢ klinikai és mikrobiologiai adatok. (A fert6zd betegek papir-
alapt jelentése — ,piros lap” - 1931. 6Ota, a bejelentendd fert6z6 betegsegekre
vonatkozo mikrobioldgiai eredmények jelentése pedig 1973. oOta kotelezd
Magyarorszagon.)

Az OSZIR-nak tobb szakrendszere van, koziiliik a mikrobioldgiai laboratériumok
szamara a Jarvanyiigyi szakrendszernek van jelentésége (ezt irja koriil a fert6z6
betegek jelentésérdl szolo jogszabaly a ,,ANTSZ elektronikus jarvanyiigyi
feliigyeleti rendszere” fordulattal), de emellett miikodik Kémiai biztonsagi,
Sugaregészseégligyi, illetve Velesziiletett Rendellenességek Nyilvantartasi,
valamint Humdn Vizhasznalatok Kornyezet-egészségligyi szakrendszere,
Sziiletésértesitd rendszer, Ritka betegségek nyilvantartasa, HENYIR, stb. (1. sz.
abra)
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1. sz. abra

Az OSZIR szakrendszerei és egyéb tamogato funkcioi*
(portal, felhasznal6-azonositd, iratkezeld, statisztika-készité stb.)
Magas szintl folyamat abrazolas
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Kiils6 rendszerek AN e
rendszerek
ANTSZ felhasznalok Adatszolgaltatok Egyéb felhasznaldk x N
| Ugyfélkapu,
Hivatali kapu
v v v A v .

Hibabejelent6
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*Forras: OSZIR Jarvanyiigyi szakrendszer logikai rendszerterve

A Jarvanyligyi szakrendszeren beliill kiilonféle adatbazisok/alrendszerek
(mikrobiologiai,  fertézObeteg-jelentd, = HIV-STD,  nosocomidlis,  stb.)
kapcsolddnak kiilsé adatszolgéltatdbkhoz ¢és egymashoz. Lathatd, hogy a
Jarvanyligyi szakrendszer kozéppontjaban a Mikrobiologiai alrendszer all, mely
majdnem minden mas alrendszert kiszolgal. (2. sz. abra)
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2. sz. abra

A Jarvanyiigyi szakrendszer adatbazisainak kapcsolata**
(néhany alrendszer — halalozési, betegfelvételi — még nem kezdte meg miikodését)

EUszoLG
alrendszer

szakrendszer
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Betegfelvétel
alrendszer

Haldlozasi
monitoring
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-
=

**Forras: OSZIR Jarvanyliigyi szakrendszer logikai rendszerterve

Jogi alapok

A rendszer miikodése két jogszabalyon alapszik: az egészségligyi €s a hozzajuk
kapcsolodd személyes adatok kezelésérdl és vedelmérdl szolo 1997. évi XLVII.
torvényben leirtakon és a fert6zo betegségek jelentésének rendjérol szolo 1/2014.
(I. 16.) EMMI rendeleten. A torvény 15.§-aban ¢és 1. sz. mellékletében azt irja
el6, hogy mely korokozokra vonatkozoan kell jelentést tennie a human
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mikrobioldgiai laboratoriumnak (akkor is, ha kémiai laboratoriumként van
nyilvantartva, de mikrobiologiai vizsgalatokat is végez), a rendelet pedig azt,
hogy kinek a feladata a jelentés (3.§) és pontosan milyen adatokat kell
szolgéltatni (4/A-5. és 9. sz. melléklet).

Ezek szerint a human mikrobioldgiai laboratériumoknak a leletkiadast kovetd 24
oran beliil jelenteniiik kell (rendszer-rendszer kapcsolat — un. interfész révén) az
OSZIR Mikrobiologiai alrendszerébe a torvény 1. sz. mellékletének A)
pontjaban nevesitett korokozokra vonatkozo pozitiv eredményeket, illetve az
1/2014.(1.16.) EMMI rendelet 5. sz. mellékletében szerepld korokozo tekintetében
a negativ eredményeket is személyazonositdo adatokkal egyiitt. A 9. sz.
melléklet azokat a jarvanyiigyi szempontbol kiemelt jelentdségli korokozokat
sorolja fel, melyek slirgdsséggel (tehat telefonon is) jelentendéek, ha azok
megallapitasra kertilnek.

A kifejlesztett alkalmazas lehetOséget ad arra, hogy a klinikus &ltal bejelentett
fert6z0 betegség klinikai gyanUjanak informécidit tartalmazé tUrlapot Ossze
lehessen elektronikusan kapcsolni a laboratdériumbol érkezd lelettel, ami a
személyazonositok alapjan az adott fertdzé beteghez tartozik, igy a klinikai és a
laboratériumi adatokbol 1étrejon egy szintetizalt informacié, amely szerint a
megbetegedések EU esetdefinicioja alapjan mindOsithetdk [18/1998.(V1.3.) NM
rendelet fogalom-magyarazata és 1. sz. melléklete].

A klinikai és a laboratoriumi adatgytijtés (surveillance) parhuzamosan miikodik,
¢s ha a klinikus a betegség gyanujat nem, vagy késve jelentette, az adatbazisba
bekiildott mikrobioldgiai laboratériumi eredmény alapjan — ha az illetékes
jarvanyligyi szakemberek egyeztettek a vizsgalatot kéré klinikussal, és az
megerdsiti, hogy valdoban heveny fert6zd megbetegedés diagndzisat allapitotta
meg a laboratorium, akkor — a korokozo terjedésének a megfékezésére
haladéktalanul bevezetik az adott korokozod altal okozott fert6zé betegséggel
kapcsolatos els6 jarvanyiigyi intézkedéseket a beteggel vagy a kornyezetében €16
személyekkel kapcsolatban. Igy tehat az informatikai tamogatassal felgyorsul az
informacioaramlas, és rovidebb ido sziikséges az intézkedések
elrendeléséhez.

Mikrobiolagiai laboratoriumok feladatai

A human mikrobiologiai laboratoriumoknak az OSZIR Mikrobioldgiai
alrendszerébe torténd jelentéshez tanusitvanyt kellett beszerezniiik, mely igazolja,
hogy rendszer-rendszer kapcsolat (interfész révén) képesek informatikai
kapcsolatot teremteni az OSZIR megfeleld alrendszerével.

A laboratéoriumoknak azonban nem minden, a jogszabalyban nevesitett
korokozora vonatkozo pozitiv eredményt kell jelenteniiik az ANTSZ informatikai
rendszerébe, hanem csak azokat, amelyek valoban a heveny fert6z0 betegség
gyanujat vetik fel. Ennek kiilondsen a szeroldgiai vizsgalati eredmények esetében
van jelentGsége, hisz egy betegség atvészelését mutatd eredmények még
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onmagukban nem vetik fel a betegség akut formdjdnak fennallasat. Ezért a
laboratériumoknak a leletek adatbazisba kiildésénél erre is figyelemmel kell
lenniiik (relevans vizsgalati eredmény).

Az emlitett rendelet 5. sz. melléklete eldirja azt is, hogy bizonyos, személyes
adatokkal jelentendd korokozdk esetén a negativ vizsgélati eredményt is jelenteni
kell az OSZIR-ba. Erre azért van sziikség, mert ezek olyan — jarvanyiigyi
szempontbol fontos — fert6z6 betegségek, melyek gyanuja tehat klinikailag
felmertiilt (ezért kérte a klinikus a vizsgalatot), de azt nem sikeriilt mikrobioldgiai
modszerekkel megerdsiteni. A jarvanyiigyi szakemberek ezekrdl a vizsgalatokrol
két okbol szeretnének iddben értesiilni: egyrészt lehet, hogy a mintavétel még
korai volt/nem alkalmas (rosszul tarolt, nem adekvat) mintat vizsgalt a
laboratorium, ezért végzddott a vizsgalat negativ eredménnyel, masrészt lehet,
hogy a vizsgald moddszer tipusa, vagy kivitelezési modja volt alkalmatlan a
korokoz6 direkt vagy indirekt kimutatasara, €s ugyan negativ az eredmény, de
valojaban a keresett korokozo i1dézte eld a tiineteket.

Van a koérokozoknak egy olyan kore, mellyel kapcsolatban anonim modon kell
jelenteni a leletek adatait (torvény 1. sz. mellékletének B) pontja - HIV, STD-
korokozok). Ezekhez generalt kodok alapjan kapcsolodnak a fenti csoportba
tartoz6 megbetegedésekre vonatkoz6 anonim klinikai bejelentések.

A korokozok antibiotikum-rezisztenciajanak  vizsgalati eredményei is
jelentenddéek anonim mddon.

Mikrobioldgiai adatbazis haszna

A mikrobiologiai leletek egyrészt tehat a fert6zobeteg-jelentés minoségét
biztositjak azaltal, hogy az egyes bejelentendd fert6z6 betegseégek esetdefinicioit
[18/1998.(VI.3.) NM rendelet fogalom-magyarazata és 1. sz. melléklete]
figyelembe véve kell az eseteket az adatbdzisban nyilvantartani, tehat a
mikrobioldgiai adatbazisnak kozvetlen jarvanyiigyi haszna van: részben a
jarvanyligyi intézkedések megalapozasat, részben a jarvamyiigyi helyzet
megitélését teszik lehetove.

Masrészt a leletek adatokat szolgaltatnak a hazdnkban eléforduld koérokozdkra
vonatkozoan (nem csak arra, hogy pl. Salmonella torzset izolaltak, hanem annak
a szerotipusara vonatkozodan is). Ez lehetdséget ad a mikrobiolégusoknak idében
¢s térben tisztabban latni a hazankban cirkulalo korokozok mélyebb jellemzéit.
Harmadrészt az antibiotikum-rezisztencia adatok képet adnak a Magyarorszdgon
cirkulalo korokozok rezisztencia-jellemz6irdl is, amire alapozottan
szakmapolitikai dontéseket lehet hozni az antibiotikumok biztonsagos
alkalmazasanak hazai szabalyairol.

Az OEK szakemberei, akik a mikrobioldgiai adatbazisba jogosultak betekinteni,
lathatjdk  tovabba, hogy mely laboratériumok milyen diagnosztikus
modszereket alkalmaznak az adott korokoz6 kimutatasara, és korkisérletek
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tervezésével és szervezésével bizonyosodhatnak meg arrdl, hogy a milkddési
engedéllyel rendelkezd laboratériumok milyen mindségben végzik diagnosztikus
munkajukat. Ok a feleldsek azért is, hogy a referencia-laboratoriumok révén j
diagnosztikus mddszereket vezessenek be, kovetve a szakteriilet fejlodését.

Kapcsolodo irodalom:

- Az egészségligyl €és a hozzajuk kapcsolodd személyes adatok kezelésérdl és
védelmérdl szo16 1997. évi XLVII. torvény

- A fert6z0 betegségek jelentésének rendjérdl szold 1/2014. (I. 16.) EMMI
rendelet

- A fert6z0 betegségek ¢€s a jarvanyok megel6zése ¢érdekében sziikséges
jarvanyligyi intézkedésekrdl szo16 18/1998. (VI.3.) NM rendelet

-2012/506/EU: A Bizottsag végrehajtasi hatarozata (2012. augusztus 8. ) az
Eurdpai Parlament ¢és a Tanacs 2119/98/EK hatarozata értelmében a
kozosségi  halozatnak jelentendd fertdzd betegségek esetdefinicidinak
megallapitasarol sz616 2002/253/EK hatarozat mdodositasarol
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/HU/TXT/?uri=CEL EX%3A32012D0506

- Orszagos Szakmai Informacios Rendszer
https://www.antsz.hu/portal/felso menu/oszir?transactionid=861460230203602
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Ritkan izolalhaté  Gram-negativ, opportunista korokozé
baktériumok

II. Korabban a Pseudomonas genusba sorolt, ritkan izolalhato,

nem fermentalo opportunista korokozok
Szab6 Zsuzsanna

A Pseudomonas genusba, illetve az ezzel kapcsolatba hozhatd (kézikdonyvekben
¢és cikkekben ma is gyakran ,,Pseudomonas related” kifejezéssel emlitett) nem
fermentald baktériumok genusaiba sorolhatok napjaink legjelentdsebb Gram-
negativ opportunista korokozoi (pl. Burkholderia, Stenotrophomonas). Mivel a
Pseudomonas genus rendszertana hosszu ideig vitatott volt, az egyszeri
besorolasi kritériumok (aerob, nem fermentald, Gram-negativ, sporat nem képzo,
polaris csilloval mozgd palcak) alapjan nagyszamu, extrém tapanyagigényii
baktérium keriilt a genusba. Késobb ezeket az rRNS-DNS hibridizacids
vizsgalatok alapjan 5 csoportba soroltak, az I csoportban talalhatoak a
Pseudomonas sensu stricto képviseldi, a Il - V csoportok képviseloi pedig a
taxonomiai revizid utdn Ujonnan leirt 27 genusba tartoznak (1). Ezek kozil az
opportunista korokozé baktériumok — az osztaly és a korabbi rRNS csoportok
megjelolésével — a kovetkezO 13 genusba sorolhatok: Brevundimonas,
Methylobacterium, Sphingomonas (Alphaproteobacteria osztaly — korabban
rRNS IVcsoport), Acidovorax, Burkholderia, Comamonas, Cupriavidus, Delftia,
Herbaspirillum, Pandoraea, Ralstonia (Betaproteobacteria osztaly — korabban
rRNS II és III csoport), Shewanella és Stenotrophomonas (Gammaproteobacteria
osztaly — korabban rRNS V csoport). Mivel jelenleg nincs egyetlen olyan
nagyobb rendszertani egység, amelyet valamennyi genus besorolasara meg lehet
nevezni és ¢ genusok a ,,Proteobacteria” torzs (nem elfogadott rendszertani
kategoria) tobb osztalyaba, illetve az osztalyokon beliil is tobb rendbe és csaladba
tartoznak, az alfabetikus sorrendben ismertetett genusok neve utan a genus feletti
taxonomiai szintek (osztaly> rend> csalad) minden esetben szerepelnek.

A genusok ismertetésénél a hagyomdnyos mikrobiologiai modszerekkel
kimutathatd tulajdonsagok ugyan szerepelnek, de ezek csak t4jékozodasra
szolgal6 adatok, mivel e genusok képviseldit ilyen mddszerekkel rendszertanilag
azonositani szinte lehetetlen. Ugyanakkor a taxonokba val6 besorolas igen fontos
a klinikai gyakorlatban, nemcsak epidemioldgiai szempontbol, de a gyakran
¢észlelhetd nosocomidlis fertézések elleni hatékony intézkedések érdekében is. A
hagyomanyos félautomata azonosité rendszerek adatbazisaban az alabbi genusok
képviseldi gyakran nem is szerepelnek. Emiatt, tovabba mivel a kiillonb6zo
genusok képviseldi kozott igen szoros a genetikai kapcsolat, az ilyen
berendezések alkalmazasa soran gyakran sziiletnek félrevezeté eredmények. A
modern molekularis alapti modszerek éppen ezért nélkiilozhetetlenek e genusok
taxondmiai vizsgalatahoz.
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A korszerli rendszertani azonositasok céljaira ma mar vilagszerte MALDI-TOF
MS késziiléket hasznalnak, amelynek beszerzési €s karbantartasa koltsége ugyan
magas, azonban mikddtetési koltsége alacsony ¢és  ilizemeltetésével
megtakarithatd a hagyomanyos ¢és félautomata rendszerekkel végzett taxondémiai
vizsgalatok kivitelezéséhez sziikséges, sokszor tetemes koltség. Hasznalataval pl.
nincs sziikkség a tobbféle és nagy mennyiségli taptalaj alkalmazasara, elézetes
vizsgalatok végrehajtasara, a vizsgalatok elvégzése utan pedig csak kevés
hulladékot kell artalmatlanitani. Elényei k6zé sorolhatdo még, hogy faji, s6t akar
torzsi szintli azonositast eredményez, amely igen gyorsan interpretalhato €s ez
fontos koriilmény a klinikai gyakorlatban. A rendszer alkalmas tovabba a ritka
eléforduldsu korokozdk taxondmiai azonositdsara. A legfrissebb szakirodalom
attekintése alapjan, a jelen kozlemény valamennyi genusdnak képviseloit
azonositottdk mar MALDI-TOF MS kesziilék segitségével (pl. 2, 3), de olyan
kozlemény ma még ritkan jelenik meg, amely ezek koziil egy-egy genusba
tartozo fajok O0sszehasonlitd vizsgalatanak eredményeit targyalja (4). A klinikai
laboratoriumok hatékonysagat noveli, hogy MALDI-TOF MS késziilekkel ma
mar a pozitiv hemokulturakbol és mas, kiilonben steril testfolyadékokbol
kozvetleniil lehet a korokozokat azonositani (5). Magyarorszagon is tobb klinikai
mikrobioldgiai laboratorium szdmdra elérheté mar MALDI-TOF MS késziilék.
Harom hazai orvosegyetem munkatarsai, a rendszer alkalmazéasaval nyert tobb
éves tapasztalataikrol, tovabbd a MALDI-TOF MS egyéb, a jovOben ol
kiaknazhat6 alkalmazasi lehetdségeirdl (pl. antibiotikum-rezisztencia vizsgalata)
1s beszamoltak (6).

Az alabb ismertetett korokozdkkal szemben alkalmazhatd terapias lehetdségek
szakirodalmi adatai — a Stenotrophomonas maltophilia-t kivéve — nagyon
hidnyosak. Az 1j korokozok taxonomiai leirasat tartalmazd kozlemények
esetleirasokat, terdpidra vonatkoz6 javaslatokat sokszor nem is tartalmaznak. Az
esetleirasok és az adott korokozo korabbi eldforduldsanak attekintését ado
kozlemények esetén az izolalt torzsek antibiotikumokkal szembeni érzekenységét
ugyan meghatarozzak, azonban mar az empirikus modon megkezdett, gyakran
kombinalt (altalaban anti-pseudomonas hatasit plusz széles spektrumi)
hatéanyagokkal torténd terdpia megkezdését kovetden. Ezeknek a ritkan
izolalhatd  korokozoknak az antibiotikumokkal szembeni érzékenységi
vizsgalatara és a megfeleld hatarértékekre — a S. maltophilia kivételével — nincs
megfeleld protokoll, igy a hozzaférhetd adatokat nehéz 6sszevetni. Napjainkban
azonban egyre tobb kozleményben szerepel mar széles spektrumu
hatéanyagokkal szemben tapasztalhatdé rezisztencidgjuk (pl. 7, 8) tovabba
multidrog-rezisztenciajuk, igy esetiikben is nagy sziikség lenne a gyorsan, pl.
MALDI-TOF MS  késziilékkel kivitelezhetd rezisztencia  vizsgélatok
kidolgozasara.
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Roviditések

ADH = arginin-dihidrolaz; CDC = Centers for Disease Control and Prevention
(USA); CF = cysticus fibrosis; ESBL = kiterjedt spektrumu B-laktamaz (extended
spectrum B-lactamase); LDC = lizin-dekarboxilaz; MALDI-TOF MS = Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry; ODC =
ornitin-dekarboxildaz; ONPG = orto-nitrofenil-p-D-galaktozidaz; PCR =
polimeraz-lancreakci6; PHB = poli-B-hidroxibutirdt; TMSX = trimethoprim-
sulfamethoxazol

Acidovorax (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Comamonadaceae)

A genusba jelenleg 15 faj sorolhatd, melyek tobbsége vizekben, talajokban,
novények gyokerén talalhatd; termelhetnek novekedést serkentd anyagokat vagy
akar lehetnek novényi koérokozok. A fajok kozil az A. avenae (kordbban
Pseudomonas avenae és P. rubrilineans), az A. delafieldii (korabban P.
delafieldii illetve CDC EF group 13), az A. facilis (korabban P. facilis) és az A.
temperans (kordbban CDC EF group 16) kiilonb6z6é klinikai anyagokbol
(orrgarat-valadék, vér, vizelet, sebek) rutin technikak segitségével izolalhatok.
Ezen kiviil ujabban, az A. oryzae és az A. wautersii torzseit — Szepszis
korokozojakent — vérbdl izolaltak (9, 10). A fajok mozgasképességgel rendelkezo
sejtjel, a mikroszkopos vizsgalatok alkalmaval, egyenes vagy enyhén hajlott
palcak, maganosan, parokban vagy révid lancokban, méretiik 0,2-0,7 X 1-5 pm
kozé esik. Anyagcseréjiik szigorian oxidativ, katalaz- ¢€s oxidaz-pozitivak.
Eszkulint nem hidrolizalnak. A koérokozd fajok, az A. wautersii kivételével
nitratot redukélnak és az A. temperans kivételével ureaz pozitivak.

Brevundimonas (Alphaproteobacteria> Caulobacterales> Caulobacteraceae)

A Brevundimonas genus 26 fajat altalaban vizekbdl, talajokbol lehet
kitenyészteni, de egyes fajok; B. diminuta, B. vesicularis — korabban
Pseudomonas diminuta, P. vesicularis — és B. vancanneytii, mint opportunista
korokozok ismertek, melyeket kiilonboz6 klinikai anyagokbol (vér, vizelet,
peritonealis, pleurdlis, cerebrospinalis ¢és synovialis folyadék, talyogok,
elfert6z6dott sebek, fert6zott szajireg és szem valadéka) izolaltak (11-13).
Fertdzést leggyakrabban immunhianyos allapotokban okoznak, de az esetek
szama immunkompetencia esetén is egyre novekedik. Brevundimonas torzseket
korhazi kornyezeti mintdkbdl (pl. vizes oldatok és kiilonbozd bioldgiai eredetii
folyadékok, szovetkultirdk) is kitenyésztettek mar. Mikromorfologiai vizsgalatuk
alkalmaval egyenes ¢és enyhén hajlott, 0,4-0,5 X 1-2 um palcakkal jellemezhetdek
(a B. diminuta sejtjei — kiilonosen megfeleld tenyésztési eljaras utan — olyan
kicsiny méretiick, hogy ATCC 19146 jelzésii torzsét membran-filterek
mindségellendrzéséhez alkalmazzak). A B. vancanneytii sargasfehér, a B.
vesicularis karotenoid természetii (sarga, narancsszinii vagy rozsaszin) pigmentet
termel, a B. diminuta nem pigmentalt. Kataldz-pozitivak, szigorian oxidativ
anyagcserét folytatnak. Nutrient agaron, 37 °C-on, csak 48 6ra utdn ndvekednek.
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Kevéssé reaktivak, az indol, ureaz, phenilalanin-deaminaz, ADH, LDC és ODC
tesztek negativ eredményt adnak, altalaban nitritet sem redukalnak. Eltérések a
korokozd fajok kozott: a B. vancanneytii és B. vesicularis galaktozt, gliikozt,
maltozt és L-szerint hasznosit, a B. diminuta ezeket nem bontja, adonitot csak a
B. vancanneytii képes, az L- aszparagint viszont a B. vesicularis nem képes
hasznositani. A ceftazidim és TMSX hatéanyagokkal szembeni rezisztenciat a B.
vesicularis esetén mar észlelték (7).

A Burkholderia (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Burkholderiaceae)
genusrol €s a genuson beliil elkiilonitett — a CF megbetegedésben nagy szerepet
jatszo — Burkholderia cepacia komplexrél az elmult években olyan nagyszamu és
sokrétll (taxonomiai, 6koldgiai, epidemiologiai, stb.) kozlemény jelent meg, hogy
ezeket érdemes egy oOnallo Osszefoglald kozleményben részletezni a
Mikrobiolodgiai Korleveél kovetkezd szamaban.

Comamonas (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Comamonadaceae)

A Comamonas genus napjainkig leirt 21 fajanak ismert éléhelyei a szennyezett és
nem szennyezett talajok, iszapok és vizek, a C. testosteroni-t (korabban P.
testosteroni) szennyviztisztito6 berendezés eleven iszapjabol is izolaltak.
Opportunista korokozo a C. kerstersii és a C. testosteroni (14, 15), melyeket
korhazi kornyezetbdl (intravénas szerelék, vizeletes katéter, parologtatd) €s
kiilonb6zd klinikai mintdkbol (pl. vér, genny, vizelet, cerebrospinalis ¢&s
peritonedlis folyadék, szemvaladék, perforalt vakbél) tenyésztettek ki, de
endocarditist és ujsziilottkori fertézéseket is okozhatnak. A perforalt vakbél
egyébként hajlamositod tényezd lehet a Comamonas fajokkal torténd fertdzésekre.
Mikromorfologidja: egyenes és enyhén hajlott, 0,3-0,8 x 1,1-4,4 pm mozgd
palcak, maganosan vagy parokban. Kataldz- ¢és oxidaz-pozitivak,
kemoorganotrofok. A torzsekre szigortian oxidativ anyagcsere jellemzd. Bar a C.
testosteroni képes lebontani a poliaromas heterociklusos szénhidratokat, a két
korokozo6 faj viszonylag kevés szénhidratot értékesit. Az indol, ureaz, ADH, LDC
¢s ODC tesztek negativ eredményt adnak, nitrdtot viszont redukalnak. Jol
megkiilonboztethetéek az alapjan, hogy a C. testosteroni az L-alanin és
tesztoszteron vegyiileteket hasznositja, mig a C. kerstersii nem, tovabba az utobbi
faj 42-44 °C-on ndvekedik, mig a C. testosteroni csak 40 °C alatt.

Cupriavidus (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Burkholderiaceae)

A genus 17 fajt tartalmaz, a C. oxalaticus-t korabban P. oxalaticus-ként tartottak
szamon, késébb tobb genusba (Ralstonia, Wautersia) is besoroltak, ahogy mas
Cupriavidus fajokat is. Koziiliik opportunista korokozok a C. basiliensis, C.
gilardii, C. metallidurans, C. pauculus (korabban CDC group IV c¢-2), C.
respiraculi és C. taiwanensis, melyeket — egyéb megbetegedéseken tilmenden —
a CF betegek gyakran végzetes kimenetelii 1éguti fertézésének korokozojaként is
rendszeresen izolalnak (16, 17). Uj kutatasi eredmény, hogy amig az egészséges
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emberek also léguti traktusaban a  Streptococcus-ok domindlnak, a
tiidétuberkul6zisban szenvedd betegek esetén itt Cupriavidus fajok dominanciaja
tapasztalhato, melyek igy a masodlagos fertézésekért felelések (18). A
természetben a Cupriavidus fajok a novények gyokerén ¢€l6 N,-fixalo
szimbiontdk. Mivel rezisztensek a nehézfémekre €s nagy szerepet jatszanak a
rekalcitrant anyagok lebontasaban is (bar az egyszerl szénvegyiileteket, pl. laktoz
vagy glikéz, nem hasznositjadk), a szennyezett talajok helyreallitasaban
(bioremediacid) kiemelkedd jelentségiik van. Mikroszkdpos vizsgéalatuk
alkalmaval a sejtek 0,5-1,0 X 1-5 pum hossza, peritrich csillozattal mozgd
palcikdk. Altaldban lassi novekedésiiek, a taptalajokon lathatdé kolonidkat
esetenként csak 72 ora utin képeznek. Katalaz- ¢és oxiddz-pozitivak, nitratot
redukalnak, indol-negativak. A Cupriavidus fajok hagyomanyos rendszertani
azonositasa gyakran iitkdzik nehézségekbe, leggyakrabban a B. cepacia komplex
képviseldivel téveszthetdek Ossze. A fertdzések terapids kezelésénél érdemes
figyelembe venni, hogy a szakirodalom mar beszdmolt aminoglikozidokkal és
carbapenemekkel szemben rezisztens Cupriavidus torzsekrél (17).

Delftia (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Comamonadaceae)

A genusba jelenleg 5 faj sorolhatd, melyek talajbol, felszini vizekbol és
szennyvizekbdl, azok iiledékébdl, szennyviztisztitd berendezés eleveniszapjabol,
nyersolajbol izolalhatok. A D. acidovorans (korabban Pseudomonas
acidovorans, majd Comamonas acidovorans), D. lacustris és D. tsuruhatensis
fajok esetén egyre né azoknak a kozleményeknek a szama, melyben ezeket
opportunista korokozokként irjak le (19, 20). Okozhatnak tobbek kozott
véraramfert6zést,  endocarditist,  keratitist,  peritonitist,  huagyati  és
szemfert6zéseket, immunhianyos 4llapotok esetén pedig nosocomidlis
fertézéseket. A human korokozd fajok egyébként a természetben nemcsak a
toxikus vegyliiletek lebontdsdra képesek, hanem serkentik a novények
novekedését és peptidoglikan-bontd képességiik révén a ndvények korokozod
baktériumait 1s gatoljak (21). Az egyesével vagy parokban allo sejtek a
mikroszkopos kenetben egyenes vagy hajlott palcikdk, méretiik: 0,4-1,2 x 2,5-4
pm, de alkalmanként 7 pm hossziak is lehetnek. PHB-t akkumulilnak.
Mozgasképességgel rendelkeznek, kataldz- és oxidaz-teszt pozitiv. Nitratot
redukalnak. Ureaz, indol és ADH teszt negativ. A Delftia genusba tartozo fajok
torzsei aminoglikozidokkal szemben rezisztenciat mutatnak (19, 20).

Herbaspirillum (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Oxalobacteraceae)

A taxondmiai reviziot megel6zden két faj is a Pseudomonas genusba tartozott: H.
huttiense ssp. huttiense (korabban P. huttiensis) és H. rubrisubalbicans (korabban
P. rubrisubalbicans). A genusnak ma 11 faja ismert, féleg fifélék gyokerében,
szaraban ¢és levelében endofita életmodot folytatnak. Human kérokozdoként a H.
huttiense ssp. huttiense, tovabba a H. frisingense és H. seropedicae fajokat CF
esetén azonositottak, de eléfordulhatnak mas betegek vér- €és kopetmintainak
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egyéb korokozokat is tartalmazd vegyes tenyészetében, tovabbd immunhidnyos
allapotokban kronikus, évekig fennallo fertézéseket is okozhatnak (4). A human
opportunista  kérokozd fajok ugyanakkor a ndvényekkel is szoros
kolcsonhatasban allnak, nemcsak nitrogén-fixacidjuk, hanem névényi hormonok
termelése miatt is (22). Az altalaban 0,6-0,7 pm atmérdjli, mozgo sejtek vibroid,
esetenként spirilloid alaktiak, hosszisaguk 1,5-5,0 um lehet. A human patogén
fajok esetén az uredz, katalaz, oxiddz és ADH tesztek pozitivak, az indol, LDC,
ODC tesztek negativak. Nitratbol gazt nem képeznek. A H. frisingense és H.
seropedicae nitratot nitritté redukal, a H. huttiense alfajai viszont erre nem
képesek. A human koérokozéd torzsek szénforras értékesitési spektruma sokkal
tagabb a kornyezeti izolatumokhoz képest, de fajon beliil ez igen valtozékony. A
Burkholderia fajokkal valo szoros filogenetikai rokonsaguknak és fenotipusos
hasonlésaguknak koszonhetden azokkal konnyen dsszetéveszthetdek.

Methylobacterium (Alphaproteobacteria> Rhizobiales>Methylobacteriaceae)

A genus 50 faja koziil a Pseudomonas genusba tartoztak: M. mesophilicum
(korabban P. mesophilica), M. radiotolerans (korabban P. radiora), M. rhodinum
(korabban P. rhodos). A genus képviseldi ubiquiter fajok; talajokban, vizekben,
levegOben, novények feliiletén mindeniitt megtaldlhatok. Klinikai kornyezetbol
eddig izolalt és opportunista korokozoként leirt fajok: M. aminovorans, M.
extorquens (korabban Protomonas extorquens), M. fujisawaense, M.
mesophilicum, M. oryzae, M. radiotolerans, M. rhodesianum (korabban M.
lusitanum), M. thiocyanatum, M. zatmanii. A fajokat leggyakrabban vérbdl
1zolaljak, a fert6zés forrasa legtobbszor intravénas katéter, mivel ezek a
baktériumok biofilm képzésére képesek és tobb fertdtlenitészerrel (pl. 2%-0S
glutaraldehid) illetve a kiszaradassal szemben igen ellendlloak (23, 24). A
mikroszkdpos vizsgélatok alkalmdval a nagyméreti (0,8-1,2 x 1,0-8,0 pm),
pleomorf palcakban vakuolumokat és PHB felhalmozodast figyelhetiink meg.
Gram-negativak, de a festddési folyamat soran a szintelenitési Iépésnek
ellenallnak, igy Gram-variabilisak is lehetnek. Mozgasképességgel rendelkeznek.
A fajok kordl vagy rozsaszinii, karotinoid pigmenteket termelnek, a telepek UV
abszorpciot mutatnak. MacConkey agaron altaldban nem ndnek, mas taptalajokon
a lassan novekedd kolonidk szarazak. A metanolt oxidativ koriilmények kozott
savképzéssel, fakultativ moédon hasznositjdk. Ez a tulajdonsdg és az UV-
abszorpcio jol elkiiloniti a Methylobacterium fajokat az egyéb, nem fermentalo és
rozsaszin pigmentacidot mutatd genusok (pl. Roseomonas) képvisel6itdl, ennek
ellenére az izoldtumok szdma alabecstilt lehet.

Pandoraea (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Burkholderiaceae)

A genus leirdsat csak 2000-ben javasoltdk Coenye €s mtsai (25), mégpedig olyan
baktériumok 6sszehasonlitd vizsgélatanak eredményei alapjan, melyek elébb az
rRNS Il-es csoportba tartoztak, majd utana a Burkholderia illetve a Ralstonia
genusba. Ezektdl a genusoktol vald elkiilonitésiik — molekularis modszerek
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nélkiil — alig lehetséges. A genus 9 faja koziil 5 opportunista korokozo: P. apista,
P. norimbergensis, P. pnomenusa, P. pulmonicola, P. sputorum. Ezeket
kiilonb6zd klinikai mintakbol (kopet, vér, felsé légutak, tiidészovet, vizelet,
sebek) féleg CF betegek esetén izolaltdk, de kornyezeti mintakban (talaj, iszap,
viz) is elterjedtek. Invaziv potencidljuk tobb esetben is kimutathatd, emberrdl
emberre valo terjedésiik miatt pedig a veliik fert6zodott betegeket célszerti
elkiiloniteni a tobbi betegtdl (26). Mikromorfoldgiaja: a 0,5-0,7 X 1,5-4,0 pm
méretli palcak egy polaris csilloval mozognak. A torzsek jol ndvekednek
Burkholderia cepacia szelektiv taptalajon. A katalaz pozitiv, az indol, ADH,
LDC, ODC teszt negativ. A korokozd fajok kozil oxidaz-pozitiv a P.
norimbergensis és P. pulmonicola, ureaz-pozitiv a P. apista és P. pnomenusa (a
P. pulmonicola ureaz-negativ), de az ebben a felsorolasban nem emlitett fajok —
az oxidaz-, ureaz- és mas tesztek esetén is — a taxonon beliil valtozo
eredményeket adnak. A CF betegek terdpidja kapcsan sulyos gondot jelent a
Pandoraea fajok izolatumainak gyakran tapasztalt multidrog-rezisztenciaja.

Ralstonia (Betaproteobacteria> Burkholderiales> Burkholderiaceae)

A genus harom képvisel6je (Ralstonia pickettii, R. solanacearum, R. syzigii)
korabban a Pseudomonas genusba tartozott. Ma hat faj sorolhatd a genusba
(kilenc korabban idetartozo faj a Cupriavidus genusba keriilt), ezek koziil human
patogén a R. insidiosa és R. mannitolilytica (korabban még R. pickettii biovar
3/ ‘thomasii’), de a fert6zések thlnyomod tobbségéért a R. pickettii a felelds. A
fajok izolalhatok felszini és 1vovizekbdl, talajokbol, novényekbdl illetve azok
felszinérdl, ezen tulmenden az egészséges emberek szdjiirege €s felsd léguti
traktusa kommenzalista baktériumflorajanak képvisel6i. Immunszupressziv
allapotban 1év6 ¢és CF betegek esetén foleg léguti fert6zéseket okoznak, de a
szepszis 1s gyakori, tovabba sulyos megbetegedések (pl. osteomyelitis,
meningitis) is  el6fordulhatnak  (27). Oligotrofok, vagyis képesek
tapanyagszegény kornyezetben szaporodni, nehézfémekkel ¢és szamos
fertdtlenitOszerrel (pl. chlorhexidin) szemben ellenalloak, tovabba biofilmet
képezhetnek; igy a korhazak intenziv részlegeiben haszndlatos eszkozoket és
folyadékokat gyakran kolonizaljadk, ami 4altal nosocomidlis jarvanyokat
okozhatnak. Mikromorfologiaja: 0,5-1,0 X 1-5 um, egyenes vagy kissé hajlott,
mozgasképességgel rendelkezd palcak. MacConkey agaron elég jol novekednek,
véres agaron azonban lathat6 kolonidkat inkdbb csak 72 ora utan képeznek.
Oxidaz és katalaz pozitivak, indol és ONPG tesztek negativak. Emlitésre mélto,
hogy egyes Ralstonia torzsek ESBL-termeldk, tovabba rezisztensek lehetnek
carbapenemekkel és aminoglikozidokkal szemben is.

Shewanella (Gammaproteobacteria> Alteromonadales> Shewanellaceae)

Napjainkban mar 64 fajuk ismert, melyek vizekben (féleg tengervizben) széles
korben elterjedt, szaprofita, ubiquiter baktériumok. Talajokbol, iszapokbdl is
izolalhatok, tovabba eldéfordulhatnak (féleg tengeri eredeti) élelmiszerekben
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(halakbol izolaltak mar a stlyos mérgezést okozé tetrodoxin termelésére képes
szimbionta Shewanella torzseket is). A S. algae és a S. putrefaciens (korabban
Pseudomonas, majd Alteromonas putrefaciens) korokozokként széles klinikai
spektrumot mutatd, esetenként fatdlis kimenetelti fertézéseket idézhetnek eld
(28). A legujabb kozlemények szerint a mar ismert, foleg bor- és lagyrészi
fertézések szama folyamatosan emelkedik (29), eddig nem észlelt
megbetegedések is jelentkeznek, tovabba a fentieken kiviil mas fajok (pl. S.
haliotis, S. xiamenensis) is felkeriiltek a kérokozé Shewanella fajok listajara. A
fertdzések foleg tengerpart kdrnyezetében fordulnak eld a tropusokon illetve a
mérsékelt ¢gdévon a nyari honapokban, igy az utazdk esetén egyre gyakoribba
valnak. A talajokban ¢é16 Shewanella fajok kigyomaras alkalmaval is mar tobb
esetben okoztak fertézést. A pleomorf palcak 0,5-0,8 x 0,7-2,0 um méretiiek,
mozgasképességgel rendelkeznek. A telepek jellegzetessége a véres vagy az Un.
otengeri” agaron a halvany barna, narancsos rozsaszinli vagy lazacszinli
pigmentacid. Kataldz-, oxidaz- és ODC-teszt pozitivak, kénhidrogént termelnek,
nitratot redukalnak. Indol- és uredz-képzés negativ. Bar a kérokozod torzsek
kozott pl. a B-hemolizis és a 42 °C-on tapasztalhaté novekedés alapjan lehet
kiilonbséget tenni (az S. algae és a S. haliotis esetén ezek pozitivak), ez alapjan a
rendszertani azonositds nem elég pontos. A f€lautomata azonosité rendszerek
adatbazisaban csak a S. putrefaciens szerepel, igy a tobbi korokozo Shewanella
faj el6fordulasa alulbecsiilt lehet. A Shewanella fajok klinikai izolatumai
rezisztensek lehetnek imipenemmel és meropenemmel szemben, de esetenként
multidrog-rezisztens torzseik is el6fordulnak (29).

Sphingomonas

(Alphaproteobacteria> Sphingomonadales> Sphingomonadaceae)

Az 1990-ben leirt genus két képviseldje, koztik a S. paucimobilis, korabban a
Pseudomonas genusba tartozott. A genust 2001-ben 4 6nallé genusra valasztottak
sz¢€t, ezek kozil a Sphingomonas ma mar tobb mint 80 fajjal rendelkezik. Ezek
vizekbOl ¢és talajokbol izoldlhatok, szamos makromolekula szintézisére €s
lebontasara  képesek, ezért biotechnologiai  alkalmazasuk  széleskort.
Tapanyagszegény kornyezetben is képesek szaporodni, vizekben a klorozast
talélik és biofilm képzeésére képesek, igy a korhazi kornyezetben konnyen
okozhatnak fertézést. A S. paucimobilis (korabban P. paucimobilis illetve
Flavobacterium devorans) kozismert opportunista korokozd, amely egyarant
okozhat nosocomialis és kozdsségi eredetl fertdzéseket (30). A megbetegedések
kozott foleg véraramfertézés fordul eld, ritkdbban peritonitis, osteomyelitis,
endophtalmitis. Az utobbi idében két kordbban szaprofitaként ismert faj — S.
koreensis és S. mucosissima — meningitist, peritonitist illetve véraramfert6zést
okozott. A Sphingomonas fajok 0,3-0,8 x 1,0-1,9 um méretli palcakkal
rendelkeznek, mozgasképességiik gyenge. A torzsek mély-sarga szini
endopigmentet  képeznek, emiatt  konnyen  Osszetéveszthetéek  a
flavobaktériumokkal. Az oxidaz és a nitrat-redukci6 altalaban pozitiv, de oxiddz-
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negativ torzseket is izolaltak és a S. mucosissima nitratot nem redukal. A katalaz-
reakcio mindig pozitiv, az ADH, indol és uredz tesztek pedig negativak. A sejtek
kiils6 membranjan glikoszfingolipidek taldlhatoak, innen a Gram-negativ
baktériumokra jellemzd lipopoliszacharid réteg hidnyzik. Ennek tulajdonitjak
viszonylag alacsony korokozo képességiiket, bar nem ritka a fatalis kimenetelil
Sphingomonas fert6zés. Virulencia-faktoraik kozott kiemelheto a biofilm képzés,
amely felelds pl. a tdpanyagban szegény vizekben torténd hosszabb talélésiikért
(31). A Sphingomonas fertézéseket bemutatd esetleirasok alapjan elmondhato,
hogy az izolalt  torzsek  aminoglikozidokkal, carbapenemekkel,
fluorokinolonokkal, harmadik generacidés cephalosporinokkal szemben
mutathatnak rezisztenciat ¢s multidrog-rezisztens torzseik is el6fordulnak.

Stenotrophomonas

(Gammaproteobacteria> Xanthomonadales> Xanthomonadaceae)

A genusba 12 faj sorolhato, koziilik egyediil a S. maltophilia (korabban
Pseudomonas beteli, P. hibiscicola, P. maltophilia, tovabba Xanthomonas
maltophilia illetve S. africana) opportunista human korokozo. A genus
valamennyi képviseldjének élohelye (felszini vizek, talaj- és szennyvizek, talaj,
komposzt, hulladek, noveények felszine és gyokérkorlete, allatok) €s ott kifejtett
aktivitasuk egyarant kiilonleges €s igen sze¢les skalan mozog; pl. eldsegitik a
novenyek csirdzasat és novekedését, gatolnak szamos, foleg eukariota ndvényi
korokozoét, extracellularis enzimeket termelnek, stb. (32). Ezek ismeretében, a
legaktivabbnak bizonyuld ubiquiter és kozmopolita S. maltophilia torzseinek
felhasznalasaval, a szennyezett talajok €s a ndvényi populacié helyreallitasa
(bioremediacié ¢€s fitoremediacid) és a nehezen lebonthatd szerves anyagok
eltdvolitasa terén tobb eljarast is kidolgoztak (33). Az 1980-as évek elejétol
azonban egyre tobb koézlemény szamolt be arrdl, hogy a S. maltophilia —
kiilonésen  immunhianyos  allapotok  (rosszindulati ~ megbetegedések,
szervatiiltetések, HIV-fert6zés, CF, hosszas koérhazi és intenziv 6rzoben torténd
ellatas, mesterséges 1€gzes, hosszi ideig alkalmazott katéterek, kiilonb6zd okok
miatt sziikséges kortikoszteroid vagy immunszupressziv anyagokkal illetve
antibiotikummal torténd terapia) esetén — klinikai megbetegedéseket okozhat.
Leggyakoribb a légzdszervi fert6zés, a véraramfertdzés, ritkdbb a bor- és
lagyrészi, csont- ¢€s iziileti, epe- ¢€s hugyuati fertézés, az endophtalmitis,
endocarditis €s meningitis. Gyakoriva valtak azok a pl. a dializalo szerelékek,
kontaktlencse 4pold szerek, hiitésre szolgalo jég készitéséhez alkalmazott
berendezések, aeroszol-késziilékek, inhalacios terapidra szolgald késziilekek
hasznélata kapcsan észlelt nosocomidlis fertdzések is, melyeknek koroktani
hatterét felderitve, ennek a baktériumnak a szerepét igazoltdk. Az izolatumok
egyébként szarmazhatnak testfelszinek kolonizaciojabol is. A nosocomidlis
fertdzéseken kiviil szamos kozosségi eredeti fertdzést is leirtak, ezek azonban
altalaban ugyancsak immunhianyos allapotokban kovetkeztek be. Az esetek
szamahoz viszonyitva a halalozasi rata rohamosan emelkedik, amely kapcsolatos
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a S. maltophilia multidrog-rezisztenciajaval (34). Napjainkban a Kklinikai
mintdkbol szarmazod, glikézt nem fermentdldo baktériumok kozott az  S.
maltophilia az ,,el6kel6” harmadik helyet foglalta el, a P. aeruginosa és az
Acinetobacter baumannii utan (35).

A S. maltophilia sejtek a mikroszkopos kenetben viszonylag kicsi, 0,4-0,7 x 0,7-
1,8 um méretiiek, egyesével vagy maganosan figyelhetok meg. PHB-t nem
akkumulalnak, polaris flagellumokkal mozognak. A kolonidk sargak vagy
halvanyzoldek, késObb barna szintliek lehetnek. Véres agaron a koldnidk ammonia
szaguak €s gyenge B-hemolizis tapasztalhatd. Az oxidaz é4ltalaban negativ, csak a
torzsek oOtodénél tapasztalhatdo esetleg lassu oxidaz-pozitivitds. Ez utobbi és
makromorfologiai tulajdonsagai a P. aeruginosa-tol jol elkiilonitheti. A laktozt
hasznositja a novekedéséhez; ez a tulajdonsag is nagyon ritka a Pseudomonas-ok
esetén. Obligat aerob, de a nitrdtot — oxigén hianyaban — mint terminélis
elektronakceptort hasznositja (denitrifikaci6 nem fordul eld). Indol, uredz és
keményitd hidrolizise negativ. A katalaz teszt pozitiv, erds lipolitikus aktivitasa
van, a DN-4z és zselatindz tesztek pozitivak. Kiemelhetd még, hogy komplex
taptalajon, aerob koriilmeények kozott savat képez maltozbol, de gliikozbol nem.
A hagyomanyos taptalajokkal szemben a S. maltophilia torzsek izolalasanak az
aranyat az Un. Steno medium agaron torténd kiteny€sztés nagymértékben
megnoveli (36). Bar fenotipusos jellemzoi alapjan elég jol felismerhetd és a
felautomata identifikalé rendszerek adatbazisdban is szerepel, az 0sszehasonlito
vizsgalatok elvégzéséhez gyakran alkalmaznak molekuldris modszereket. A
vizsgalando torzsek elézetes azonositasa altalaban a hagyomanyos modszerekkel
torténik, mivel a tobbi nem fermentaldé Gram-negativ baktériumtol vald gyors
elkiilonités fontos; a Pseudomonas-ok ellen hatékony antibiotikumok
alkalmazésa ugyanis jelentds kockazati tényezd a fertézések kezelése terén (37).
A S. maltophilia nagyszamt virulencia-faktora és ezek genetikai hattere
napjainkban egyre inkabb eldtérbe kertil (38). Ezek koziil itt most csak a biofilm-
képzés képessége szerepel, amely nemcsak a nosocomidlis fertézések
szempontjabol jelentds (39), hanem az un. biofilm-fert6zések kialakulasat és
kezelését i1s nagymértékben befolyasolja (40). A biofilmet képezd sejtek
elektronmikroszkopos vizsgalata alkalméval kb. 40-50 nm széles flagellum-szerti
filamentumok és vékony, 5-7 nm széles fibrillaris strukturak lathatoak a sejtek
kozott illetve a kiilonb6zd természetli biotikus (pl. epitélidlis sejtek a ndvények
rizoszférajaban vagy a human légutakban) €s abiotikus (pl. liveg, milanyag)
kolonizalt feliiletekhez kapcsolodva (34). A S. maltophilia nagymértéki
virulenciaja Osszefiigg azzal, hogy barmilyen feliilethez igen gyorsan és jol
kotédik, tovabba extracellularis polimer anyagokat termel, amelybe a sejtek
beagyazddnak. A biofilmben talalhatd baktériumok jelentds mértékben nagyobb
antibiotikum-rezisztenciat mutathatnak, mint a ,,planktonikus” kérokozok. Eppen
ezért szilkség van olyan standardizalt biofilm érzékenységi tesztek kidolgozasara,
amelyek e specidlis esetben pontosabb informdcidkat szolgaltatnak az
antibiotikumok alkalmazésat illetéen (41).
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A S. maltophilia altal okozott fertézések antibiotikum terapiaja terén jelent meg
talan a legtobb kozlemény az utdbbi években. A klinikai és a kornyezeti
izolatumok Osszehasonlitd vizsgalata igazolta, hogy multirezisztencidjuk szamos
esetben intrinsic természeti ¢és nem a klinikai antibiotikum hasznélat
kovetkeztében alakult ki (38, 42). A S. maltophilia torzsek, tobbek kozott,
rezisztensek a P-laktdm  antibiotikumokkal, a harmadik generacids
cephalosporinokkal, az aminoglikozidokkal €s a carbapenemekkel szemben (az
intrinsic imipenem-rezisztencia régota ismert és a S. maltophilia izolatumok
elkiilonitése terén diagnosztikus bélyegként is alkalmaztak). A S. maltophilia
torzsek ellen leghatékonyabbak a fluorokinolonok ¢s a TMSX (43). Ugyanakkor
a terapias lehetéségek elsé vonalaba tartozo antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia vilagszerte novekedik, a TMSX esetén pl. ez a legnagyobb mértékii
az azsiai orszdgokban. Mivel geografiai szempontbol eltérd lehet a kiillonbozo
hatéanyagokkal szembeni rezisztencia, érdemes kiemelni, hogy magyar szerzdk
szerint érdemes kiilonb6z6 hatdéanyagok (ceftazidim/colistin €s fluorokinolonok)
In vitro szinergista hatasat vizsgalni, ami alapjan esetleg kombinacids terapias
eljarast lehet adni (44). A gyors rezisztencia kialakuldsa miatt — kiilondsen
immunhianyos allapoti betegek esetén — a monoterapia egyébként sem
megfeleld. Wei €s mtsai szerint a S. maltophilia fertézések kezelésének terén a
TMSX ¢és a minocyclin a terapias hatdanyagok els6 vonalaba tartozo
antibiotikumok, mig a masodik vonalba a tigecyclin, moxifloxacin, levofloxacin
¢és ticarcillin-clavulansav hatéanyagok tartoznak (45). Time-kill metodikat
alkalmaz6 vizsgélataik alapjan a stlyos esetek kezelésére a TMSX ¢&s
moxifloxacin illetve a minocyclin és moxifloxacin egyiittes alkalmazisat
ajanljak.

Megjegyzés

Bar ezeknek a genusoknak a képviseldi viszonylag ritkdn izolalhatdk, a klinikai
eseteket szamtalan kdzlemény ismerteti. Ezek koziil az irodalomjegyzékben csak
azok szerepelnek, amelyeket nemrég kozoltek és/vagy a legtobb informaciot
tartalmazzdk, tovabba elérhetobk az interneten. Az irodalomjegyzek
kézikonyveket sem tartalmaz, mivel ezekben a fenti genusokrol kevés az
informacid, tovabba rendszertani szempontbol sem aktualisak.
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Az uj-generacios szekvenalas jelentésége a virologiaban
Ay Eva (1. és 3. pont), Varkonyi Andrea (1. pont), Kis Zoltan (2. pont),
Hettmann Andrea (4. pont), Nagy Anna (5. pont)

Orszagos Epidemiologiai Kozpont

Roviditésjegyzeék

EBV Epstein-Barr virus

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control (Europai
Betegségmegel6zési €s Jarvanyiigyi Kozpont)

HCV hepatitis C virus

HIV ~ human immundeficiencia virus

HPV  human papillomavirus

NGS Next-Generation Sequencing (j-generacids szekvenalas)

NIH  National Institutes of Health

RAV rezisztencia asszocialt variansok

SMRT single molecule real time

WGS Whole Genome Sequencing (teljes genom szekvenalas)

WHO World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)

WNV West-Nile virus

Bevezetés

A virusok Foldiink legnagyobb szdmban eléforduldé organizmusai. Jelen
vannak az ¢lovilag legkiilonbozdbb rendszereiben, 0koszisztémadiban, a tengeri
algaktol kezdve a talajon at a novényi, allati, emberi szervezetig. Metagenomikai
vizsgalatok alapjan valoszintlsithetd, hogy bioszférank dominans organizmusai a
virusok. Me¢lyszekvendlasi technika alkalmazasadval kimutattdk, hogy a
tengervizben milliliterenként 10°-10° virusrészecske talalhato. Rendkiviil érdekes,
hogy az ezekbdl a kisérletekbOl szarmazo readek koriilbeliil 90%-ban olyan
fehérjéket kodolnak, amelyeket eddig mas szervezetekben nem azonositottak
(Kristensen et al., 2010; Mizuno et al., 2013). Ez a tény is mutatja, mennyire
ismeretlen még szamunkra a virusok diverzitisa. A viruskutatas legfontosabb
teriilete az altaluk okozott betegségek vizsgalata, hiszen ezen betegségek oOriasi
szama a kozegészségligyl kovetkezményei mellett az orszagok gazdasagi életére
i1s stlyos hatédssal lehetnek. A fert6z0 betegségek okozta haldlozasok szdma
évente 15 milliora tehetd, a halalesetek kétharmada koriilbeliil 20 faj (foként
virusok és baktériumok) koéroki kdvetkezménye (Dye, 2014; Dye et al., 2013).

A korai szekvendlasok f6 célja az organizmusok genomjanak
felterképezésében bontakozott ki. Az 0j-generacios szekvenaldsi modszerekkel
keletkezett nagy mennyiségii adat azonban utat nyitott egyéb eljarasok rutinszeri
alkalmazdsahoz, mint példaul a jarvanyok terjedésének vagy a virusok
gazdaszervezeten beliil torténd diverzitasanak vizsgalatahoz.
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1. Az uj-generacios szekvenalas klinikai jelentosége

Az NGS (next-generation sequencing) technologiat széles korben alkalmazzak
a teljes genom szekvenalasok soran, 0j virusok felfedezésében, genom diverzitas
vizsgalatokban, metagenomikaban, epigenetikaban, génexpresszios
vizsgalatokban, jarvanyiigyi €s klinikai kivizsgaldsokban (Kasibhatla et al., 2016;
Radford et al., 2012; Houldcroft et al., 2017; Capobianchi et al., 2013; Barzon et
al., 2013a). A virusok gazdan beliilli és gazdak kozotti valtozatossaganak
genetikai elemzésével informaciot kaphatunk a gyogyszerrezisztens variansokrol,
a virusok genotipusarol, az altaluk okozott fertézés molekularis
epidemiologidjarol, valamint technologiai hatteret nyQjtanak az antiviralis
gyogykészitmények €s vakcindk (ki)fejlesztéséhez.

Egy vakcina tervezése soran rengeteg szempontot Sziikséges figyelembe
venniink: meg kell ismerni a gazda immunrendszerének valaszat az adott
korokozora, fel kell térképezni a gazda-patogén kozotti interakcidkat, a viralis
variansokat, a patogénnek az immunrendszer el6li menekiilési mechanizmusait.
Az Uj-generacios szekvenalas lehetdséget nyujt a reverz vakcinologiai stratégiak
fejlesztésere €s alkalmazasara, ilyenkor a patogénekbdl nyert szekvencia adatok
felhasznalasaval felszini epitop predikciokat veégeznek, amelyeket késobb
kisérletesen bevizsgalnak. Az NGS hatékony eszkozként szolgdl a gyorsan
evolvalédo patogének nyomon kovetésében, amely nélkiilozhetetlen példaul az
influenza virus elleni vakcina évenkénti feliilvizsgalatdhoz €s tjratervezéséhez.
Az attenualt virdlis vakcindk biztonsadganak ellendrzésére is hasznalhatunk NGS
analizist, egyrészt a virulens mutacidk, mésrészt a szennyezddések detektalasara
(Luciani et al., 2012; Victoria et al., 2010).

Klinikai mintdk vizsgalata esetén sziikség lehet a kis mennyiségben jelen 1€vo
célkorokozo feldusitisara. Ez torténhet egyrészt targetalt PCR amplifikicidval
vagy specifikus atfedd nukleinsav probak hibridizacios reakciojaval (Houldcroft
etal., 2017).

1.1. Teljes genom szekvenalas

Annak ellenére, hogy a viralis genomok relative kis mérettel rendelkeznek (a
cirkovirusok kb. 1,7 kilobazisos genomjatdol a pandoravirusok kb. 2500
kilobazisos genomjaig), tudomadnyos értékiik és klinikai jelentdségiik nagy. A
teljes genom szekvendlas egyre fontosabb szerepet tolt be az alapkutatasban épp
ugy, mint a Kklinikai alkalmazasban. Az uj-generacidés szekvenalassal
meghatarozott  teljes genom  szekvencidk  analizise = gyorsabb  ¢és
koltséghatékonyabb, mint ha ugyanazon genom tobb fragmentjét hagyomanyos,
ugy nevezett Sanger féle targetalt szekvenalassal vizsgaljuk. Ezen kiviil tobblet
informacidt nyerhetiink a virus genotipusardl, gazdan beliili és gazdak kozotti
evolucidjarol, rekombindlodasarol, 1j, gyogyszerrezisztens variansokrol, az
epitopokban tortént valtozasokrol, az altaluk okozott betegség és a virus genomja
kozotti 0sszefiiggésekrol, virus-gazda interakciokrol.
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Teljes genom szekvenalassal konnyebben kovethetjik nyomon az egyes
jarvanyok kitorését, terjedését, atviteli utvonalait (Houldcroft et al., 2017; Barzon
et al., 2013a; Radford et al., 2012). A molekularis filogenetikai analizist széles
kortien alkalmazzak a taxonomiaban, szisztematikaban, valamint a virusok
genotipusanak meghatdrozasara (Kasibhatla et al., 2016). Szdmos illesztés alapu
¢s illesztésmentes genotipizald programot fejlesztettek ki, amelyek gyakran egy-
egy organizmusra specializalddott adatbazisra épiilnek (pl.: FluGenome, WNV

Typer).

1.2. Targetalt szekvenalas a virusok gyégyszerek elleni rezisztencia
profiljanak ¢és a gazdaszervezet immunrendszeré¢hez torténo

A virusokra jellemzd magas evollcios rata, rovid generacids 1do €s bizonyos
virusok esetében (pl. HIV, influenza, HCV) a polimeraz enzim hibajavitd
mechanizmusanak  hidnya  miatt a  gazdaszervezetben  Ugynevezett
,kvazispeciesek”, kozeli leszarmazasi kapcsolatban 1évd viralis variansok
csoportja lehet jelen egyidejlileg. A fennalld diverzitas egyfajta rezervoart képez,
a megvaltozott korilményekhez (mint példaul gyogyszeres kezelés,
immunvalasz) alkalmazkodva a kis szdmban jelen 1évé legnagyobb fitneszii
variansok gyorsan dominénssa valhatnak (gyogyszerrezisztencia, illetve ,,immune
escape” mutdciokat hordozd variansok elszaporodasa), ezzel eldsegitve a virus
gyakran az alkalmazott antivirdlis terapia sikertelenségéhez vezet, valamint a
szamos cirkulalé genotipus okozta antigén sokféleség tehetd feleldssé azért, hogy
tobb korokozod esetében a hatékony vakcina fejlesztési kisérletek kudarcba
fulladtak (Capobianchi et al., 2013; Radford et al., 2012).

PCR amplifikacioval és Sanger szekvenalassal csak azok a variansok
mutathatoak ki, amelyek koriilbeliil 20%-nal nagyobb gyakorisaggal vannak jelen
a populacioban. NGS esetében ez a kimutathatosagi hatar korilbeliil 1%-ra
csOkkent (Radford et al., 2012; Gibson et al., 2014).

A PCR amplifikdciot koveté NGS szekvenalas elénye, hogy specifikus
eredményt ad, valamint meglehetdsen érzékeny moddszer, még alacsony virus
kopiaval rendelkez6 mintabol kiindulva is jo atszekvendltsagt genomot
nyerhetiink. A moddszer hatrdnya, hogy nagy genomérettel rendelkezd virusok
esetén a kivitelezés koltséges €s sok laboratéoriumi munkat igényel, primer
kapcsolodasi problémak miatt a nagy diverzitassal rendelkezd korokozok esetén
az amplifikaci6 nehézségekbe Tlitkozhet, valamint az eltérd amplifikacios
potenciallal rendelkezd variansok aranyai eltolodhatnak (Radford et al., 2012;
Houldcroft et al., 2017).
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1.3. Viralis metagenomika

A metagenomikai megkozelitést széles korben alkalmazzak 1) virusok
felfedezésére, valamint kornyezeti €s klinikai mintak mikrobidlis diverzitas
vizsgalatahoz. A modszer sordn kozvetleniil a mintabdl nyeriink ki genetikai
informacidt, nincs sziikség sem eldzetes izoldldsra, tenyésztésre, sem a
célszekvencia ismeretére (Radford et al., 2012; Capobianchi et al., 2013;
Houldcroft et al., 2017).

Mivel a mintaban jelenlévd Osszes nukleinsav szekvenalasa megtorténik,
klinikai mintdk esetén a vizsgalat érzékenységének novelése érdekében sziikség
lehet a gazdabol szarmazo (foként humdn eredetli) szennyezd nukleinsavak
eltdvolitasara, vagy a virusok dusitdsara filtracioval, ultracentrifugaldssal vagy
nukleinsav probak hibridizacids reakcidjaval (lasd a 4. pontot a Hepatitis C
virusnadl leirtakat). A célzott viruskimutatasok esetében a virus specifikus readek
(az adott szekvendladsi technologidval megszakitds nélkiil leolvasott, egyedi
nukleotid szekvenciak) ardnya meglehetésen alacsony a metagenomikai
vizsgalatokban, EBV esetén példaul mindossze 0,008% egészséges felnbttek
vérmintait vizsgalva, Zika virus esetén dusitas utan is csupan 0,3% (Houldcroft et
al., 2017).

Az NGS technologia forradalmasitotta a metagenomikat, hiszen egyszerre
nagy mennyiségli, nagy felbontasu genetikai informaciot vagyunk képesek
kinyerni egy mintabol koltséghatékonyan. Azonban a rengeteg informaciod
egyben nagy kihivast is jelent, mivel egyszerre szdmos genomot kell
osszeszerelniink kiilonféle bioinformatikai modszerekkel. Altalaban két 6
modszert alkalmaznak a metagenomikai mintak karakterizalasara: a szekvencia-
hasonlosagot és a szekvencia-Osszetételt. Az illesztés nélkiili szekvencia-
Osszetétel alapat modszerrel jobb eredményt érhetiink el a virdlis mintadk
osztalyozasaban, mint a szekvencia-hasonlosag alapi mddszerrel, ami a readek
legfeljebb 30%-at képes osztalyozni (Kasibhatla et al., 2016).

Uj betegségek megjelenése esetén a hattérben 4allo korokozok azonositisa és
feltérképezése elengedhetetlen a megfeleld diagnosztikai és terapias eljarasok
kifejlesztéséhez. Az NGS technoldgia virusok egyre boviild csoportjainak
felfedezését teszi lehetové, de sok esetben nem sikeriil az altaluk okozott
betegséghez valo tarsitas, ezek az ugynevezett orphan-virusok. A koroki szerep
igazolasara alkalmazhatunk klasszikus fertdzéses vizsgalatokat, vagy olyan nagy
mintaszama  eset-kontroll vizsgalatokat, amelyekben 0Osszehasonlitjuk az
egészséges (kontroll) €s beteg csoportban azonositott virdlis szekvencidk
gyakorisadgait. Az 1j-generdciés szekvenalas utat nyithat a virusok eddig
ismeretlen szerepeinek feltdrdsahoz, a human virom és kommenzalista virusok
megismeréséhez (Radford et al., 2012).

Az 1j-generaciés szekvendlds a technikai kihivdsok mellett komoly
nehézségeket okozhat a kiértékelést végzd személynek. Etikai kérdéseket vethet
fel, ha a vizsgalatunkkal olyan nem vart betegségeket tarunk fel, ami nem volt az
eredeti kivizsgalas része. Fontos megemliteni, hogy a detektalt nukleinsav nem
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jelenti feltétleniil a betegség kialakulasat, ezért megerdsité vizsgalatokra is
szilkség lehet. A beteg vizsgalat el6tti tajékoztatdsaval és a megfeleld
tanacsadassal elkeriilhetéek a késébb felmeriild problémak. A helyes klinikai és
molekularis laboratériumi gyakorlatot kovetve torekedniink kell a modszer
érzékenységének novelésére, standardizalasara, a kontaminaciok elkeriilésére. A
reprodukalhatésag érdekében ¢érdemes mind a laboratériumi mind a
bioinformatikai folyamatokra irdnyelveket, munkafolyamatokat kidolgoznunk.
Az adatok kiértékeléséhez fontos, hogy megfeleld adatbazisokat valasszunk,
esetleg a fejlesztésiikben részt vegyiink (Houldcroft et al., 2017).

1.4. Epigenetika

Epigenetika alatt olyan, a DNS molekulat és ehhez asszocialodott fehérjéket
érintd reverzibilis biokémiai mddositasok tanulmanyozasat értiink, amelyek nem
valtoztatjdk meg a nukleotid szekvencidt, de transzkripciés mintazatként
atorokithetbek. A DNS szalban 1évd citozinok metilacidjaval, illetve a DNS
lanchoz kapcsolodd hisztonok deacetilacigjdval a  gének expresszidja
szabalyozhat6. Ezek a wvaltozdsok befolyasoljdk a kromatin szerkezetét,
eldsegitve a promoterek csendesitését vagy aktivalasat (Meaburn €s Schulz,
2012). Az epigenetikai szabalyozasban bekovetkezd zavarok patologias
folyamatokat 1dézhetnek eld, valamint a korokozok is hozzdjarulhatnak a
gazdasejtjik pato-epigenetikai valtozasaihoz (Niller et al., 2012). Egyre
nyilvanvalobb, hogy a normalis €s koros fejlodesi folyamatokban meghatarozo
szerepe van az epigenomnak (pl. bizonyos tumorok kialakulasa (Sharma et al.,
2010), cukorbetegség (Rehan, 2016), autoimmun betegségek (Quintero-Ronderos
¢s Montoya-Ortiz, 2012). Egyre tobb informacio all rendelkezésiinkre olyan
virusokrél is, amelyek befolyasoljdk az epigenetikai regulacidés folyamatokat
[HIV (Ay et al., 2013), HPV (Leonard et al., 2012), EBV (Niller et al., 2014)]. A
pontos hatdsmechanizmusok megértéséhez, az epigenom terdpids céla
modositasahoz sziikség van annak feltérképezésére, ezért az NIH (National
Institutes of Health) 2008-ban Iétrehozott egy epigenetikai folyamatokat
feltérképezo konzorciumot (NIH Roadmap Epigenomics Mapping Consortium).
Az egyluttmikodés célja, hogy NGS alapa technikdk segitségével meghatarozott
DNS metilacios, hiszton modifikacios, kromatin hozzaférhetdségi és kis RNS
vizsgalatok alapjan katalogizalja az egyes epigenetikai mintdzatokat kiilonboz6
sejt €s szovet tipusokban (http://www.roadmapepigenomics.org).

2. Influenza virus

Az influenza virusok az Orthomyxoviridae csaladba tartozd, negativ
iranyitottsagu, egyszall, szegmentalt RNS-sel rendelkezd burkos virusok,
amelyek emberekben 1éguti megbetegedések, ¢évenkénti, gyakran magas
mortalitassal és morbiditassal jar6 jarvanyok okozoi. A WHO becslése szerint az
influenza virus évente 3-5 millié silyos megbetegedést okoz, koriilbeliil 250-300
ezer halalesettel. Orvosi szempontbol két nemzetségnek van jelentésége, az
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influenza A-nak és az influenza B-nek. Az influenza B természetes koriilmények
kozott csak embereket betegit meg, és nem képes vilagjarvanyt okozni. Mig az
influenza B-nek csak két vonala (lineage) 1étezik, addig az influenza A-t a 2 0
felszini fehérje, a hemagglutinin és a neuraminiddz alapjan altipusokba lehet
sorolni. Az influenza A tipus elsdsorban madarakat (leginkabb vizi szarnyasokat)
fertéz, de vannak olyan torzsei, amelyek emldsoket, koztik az embert. Bar
néhany influenza A torzs képes a fajok kozti korlatokat attdrni és megfertézni az
embert, azonban a legtobb emberi fertdzést, az évenkénti jarvanyokat az
emberhez adaptalodott torzsek okozzak. Ezek a torzsek folyamatosan valtoznak,
allando probléméat okozva a népegészségiigynek. A virus genetikai
valtozékonysagaért leginkdbb két tulajdonsidga felelds. Az egyik a magas
mutacids rataval dolgozdé RNS fiiggd RNS polimeraz, amely az egyeden beliil
szamos kvazispecies kialakulasat eredményezheti. A masik a virus azon
tulajdonsaga, hogy ha két altipus ugyanazt a sejtet fertdzi meg, akkor az egyes
szegmenseik kicserélodnek (reasszortacid jelensége), 0j torzset hozva létre.
Zoondzis sordn a sert€és vagy a madar influenza virusa megfertdzi az embert €s
adaptalodhat az gazdaszervezethez, vagy kialakulhat egy olyan reasszortans
virus, amely képes megbecsiilhetetlen nagysagi €s sulyossagu vilagjarvanyt
okozni. Ugyanakkor, egy az emberi populacioban mar régota cirkulalod torzs
torzset hozhat létre, amellyel szemben a populdcidos immunitds kicsi, ezzel
endémidt okozva. A virus genetikai instabilitdsa miatt a cirkuldlé influenza
virusok nyomon kovetése (surveillance) a jarvany megelézés, a jarvany
monitorozasa, a vakcina termelés ¢és a klinikum szempontjabdl is kiemelt
jelentéségli (Vemula et al., 2016, Rutvisuttinunt et al., 2013).

Az influenza virus genetikai surveillance-a sokaig a hagyomanyos,
ugynevezett Sanger szekvenaldson alapult, amelyben a virus szegmenseinek
nukleotid sorrendjét atfeddé fragmentek segitségével keriill meghatarozasra.
Azonban ennek a modszernek szamos hatranya van. Az egyik, hogy sok minta
esetén 1ddigényes, a korilbeliil 13 kb nagysagi genom atfedéssel torténd
szekvenalasa draga, munkaigényes, illetve egy bizonyos szinten ismerni kell a
megszekvendlandd szakaszt. Tovabbi problémat okoz, hogy az influenza
1zolalasa soran, mar egy passzalas utan is genetikai valtozasok torténnek a virus
genomban, amelyek befolyasolhatjdk a genom analizist és az ebbdl levonhat6d
kovetkeztetéseket (pl. receptor kotOhely valtozasa a hemagglutinin molekulédban).
A hagyomanyos (Sanger) szekvenaldssal a mutacidoval rendelkezd virust csak
akkor lehet kimutatni, ha annak aranya eléri a koriilbeliili 20%-ot az adott
viruspopulacioban. Ezzel szemben az NGS relative nagyobb szekvenalasi
sebességet és sokkal nagyobb ateresztd képességet garantal, valamint alkalmas az
influenza genom kozvetlen szekvenaldsara is (Plant et al., 2016).

Az influenza teljes genom szekvenalast és analizist az influenza kutatés
szamos teriiletén hasznaljak. Szerepel az ECDC Roadmapjén, egyike a harom

27



@«robioléqioi Korlevel L

leginkabb célba vett teljes genom szekvenalason alapuld surveillance rendszernek
(ECDC 2016).

Egyre szélesebb korben hasznédlatos a WGS az emberi, a madar €és a sertés
milyen valtozasok kovetkeztek be HONI1 torzsek szegmenseiben vadkacsakrol
pulykara torténd adaptalodas alatt, vagy megbecsiilni a cirkulalé Eurazsiai sertés
influenza virusok reasszortacios ratajat (Mateau et al., 2014). Ugyancsak fontos
nemcsak emberrdl emberre torténd terjedés soran fellépd, de az egyes egyedeken
beliil a virus szegmenseiben bekdvetkezett genetikai valtozas megértésében is.
fgy segit példaul uj variansok egyeden beliili felfedezésében, neutralizald
ellenanyagok célpontjaul szolgalo target epitopok analizisében, a reasszortacio, a
replikativ fitness, az influenza virus - gazdatest interakcid jobb megértésében,
immun-szokevény,  kompenzacios ¢és  gydgyszerrezisztens — mutansok
kimutatasaban, azok transzmisszidjaban (Leung et al., 2016).

A WGS a kilonbozd influenza szubtipusokban megjelend antivirdlis
rezisztencia meghatdrozasara, surveillance-ra is hasznalhatd. A kisebbségben
1év0 rezisztens variansok a terapia soran domindnssa valhatnak befolyasolva az
antiviralis kezelés sikerességét, ezért a WGS-nek, mint ezeket a kis szédzalékban
(<1.5%) el6forduld populéciot is kimutatdé modszernek fontos szerepe van
nemcsak a klinikumban, de az antiviralis surveillance-ban is. A valés idejii PCR
vizsgalatok csak egy-két mutacios helyet tudnak kimutatni, szemben a WGS-sel,
ahol mind a neuraminiddz, mind a matrix proteinben bekodvetkezett in. minor
rezisztencia helyek is kimutathatok (Leung et al., 2016, Barzon et al., 2011,
Mateau et al., 2014).

A WGS utat nyitott a virom tanulmanyozasdhoz, aminek eredményeképpen
szamos U virus mellett sikeriilt felfedezni példaul denevérek influenza virusat
(H17N10, H18N11), a kornyezeti mintdk analizisével a madarinfluenza virusok
alkalommal, példaul a nyugat-afrikai Ebola jarvany, vagy a kinai HIONS jarvany
eseteben segitett a WGS egy jarvany eredetének, kiterjedtségének
meghatarozasaban (Plant et al., 2016, Mateau et al., 2014).

A WGS az influenza vakcina eldallitasa soran is hasznos eszkdz. Az influenza
vakcina gyartds soran hasznalt virusok olyan reasszortansok, amelyek magas
titerben termelheték az adott sejtkultirdn vagy embrionalt csirkeembridban.
Azonban a kultirdhoz torténd adaptalédds soran megvaltozhatnak a virus
receptor kotdé helyei vagy a protektiv epitdpjai. Ezért a genetikai stabilitas
monitorozasa a vakcinagyartok szamara fontos, hogy megbizonyosodjanak arrol,
az antigén struktara valtozatlan maradt (Plant et al., 2016).

Nem szabad megfeledkezni a gazdar6l sem. Az emberi genom ¢és
transzkriptjainak WGS-sel torténd tanulmanyozasa hozzajarul a gazdatest altal
adott immunvalasz jobb megértéséhez, azoknak a polimorfizmusoknak a
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felderitéséhez, amelyek megléte egy influenza fertdzést stilyosabba tehet. Ilyen
példaul az IRF7 vagy az IFITM3 gén polimorfizmusa (Ciancanelli et al., 2016).

Az influenza virus WGS segiti a szegmensek kiilonb6z6 szezonok alatti és
kozotti genetikai valtozésanak, az antigén jellemzdinek, az antivirdlis szer
rezisztenciajanak, a tropizmus markereinek €s a reasszorticios eseményeknek a
jobb megértését.

3. Human immundeficiencia virus (HIV)

A human immundeficiencia virus (HIV) a Retroviridae csaladba tartozo,
pozitiv egyszali RNS virus. Az UNAIDS/WHO adatai szerint a vilagon 36,7
milli6 HIV fertézott ¢l (2015-6s adat, http://www.who.int/gho/hiv/en/),
Magyarorszagon a jarvany hazai megjelenése 6ta 3291 HIV fertdzottet tartanak
nyilvan (Epinfo, 2016. III. negyedévi adat).

Az 1j-generacids szekvendlas jelentds mértékben hozzdjarult a HIV
diverzitasanak ¢€s patogenitisanak, a gyogyszerrezisztencia kialakuldsanak és
evolucidjanak megértéséhez, valamint a virus koreceptor hasznalatdnak
pontosabb meghatarozasdhoz. A  kiillonb6zd 10j-generacids  szekvenalasi
modszerekkel meghatarozott nagy lefedettségii, teljes hosszusagu virus genomok
analizise hozzdjarult a gazdan Dbeluli diverzitds egyre részletesebb
megismeréséhez. A tetemes mennyiségli adat egyre tobb informaciot szolgaltat a
kvazispeciesekrdl, a virus természetes gazdan beliili evolucidjarol, az
antiretroviralis szerek szelekcids nyomasaként kialakulé muticidés mintazatokrol,
a virus ¢és az immunrendszer kapcsolatardl, a feliilfert6z6dés folyamatéarol
(Gibson et al., 2014).

A HIV nagyfoku genetikai valtozatossaga tobb tényezdnek koszonhetd: a virus
reverz transzkriptaz enzimének nincs hibajavitd mechanizmusa, igy a
replikacidkor hibasan beépiilt nukleotidok 1) variansokat eredményezhetnek;
magas a virus replikdciés ratdja, valamint kiillonb6z6 altipusok kozott
rekombinacid johet 1étre. A fertdzott egyének komplex és diverz viruskészlettel
rendelkeznek, amelyben minden virus egy vagy tobb mutacidban kiilonbozik
egymastol.

A HIV adszorpciojdhoz ¢és sejtbe valdo bejutasahoz CD4 receptor mellett
koreceptorok is sziikségesek. A virusokat koreceptor haszndlatuk alapjan X4 ¢és
R5 torzsekre oszthatjuk fel. Az X4 virustorzsek T-sejteket fertdznek,
koreceptorként CXCR4 a-kemokin receptort hasznalnak, gyorsan szaporodnak ¢s
magas titert érmek el. Az RS torzsek CCRS5 B-kemokin receptort hasznalnak
koreceptorként, makrofagokat fertéznek, tobbnyire nagyobb aranyban talalhatdéak
meg a fert6zés korai szakaszdban. HIV-fertdzottekben a betegség elérehaladasa
soran tropizmus valtas torténik, a makrofag-trop RS virusokat eldszor kettOs
tropizmust, majd T-limfotrop X4 virusok valtjak fel (Fauci és Desrosiers, 1997;
D.Téth, 2002). A tropizmus meghatarozasa nélkiilozhetetlen, ha a beteget
koreceptor antagonistaval (maraviroc) kivanjak kezelni. Az env génben talalhato
V3-as régi6 mélyszekvenaldsaval a CCR5-trop virusok mellett kis szamban jelen

29



@«robioléqioi Korlevel L

1évé CXCR4-trop virusokat is képesek vagyunk detektdlni, amelyek a betegben
CCR5  koreceptor  antagonistaval  torténd  kezelés esetén  gyorsan
felszaporodhatnak ¢és dominanssd valhatnak, ezzel hozzdjarulva a terdpia
kudarcdhoz. A mélyszekvenalassal kapott koreceptor tropizmus predikciok
egybehangz6 eredményeket adtak a fenotipusos vizsgalatokkal, valamint
nagyobb érzékenységgel detektaltak RS5-t6l eltérd varidnsokat, mint a
hagyomanyos szekvenalasi modszerekkel (Gibson et al., 2014).

Teljes HIV genomok filogenetikai elemzésével 4 divergens csoportot
azonositottak (M, O, N, P). A pandémiéért felelés M csoportban kilenc altipust
kiilonitettek el (A-D, F-H, J, K). Az altipusok kozotti rekombinacid
eredményeként kialakult tobb mint 80 cirkularis rekombindns formét (CRF)
tartanak  nyilvan  (https://www.hiv.lanl.gov/content/index). A virus
diverzifikacidja nem csak egyénen beliil, hanem nagyobb foldrajzi régiokban is
megfigyelhetd. Mig Eurépaban és Eszak-Amerikaban az elmalt 20 év folyaman a
B altipus volt a dominans, fokozatosan novekszik a nem-B altipushoz tartozo
torzsek altali HIV fert6zések szdma. Oroszorszagban jelentdsen nétt a HIV
pozitiv esetek szama, a korabban dominans A altipus mellett CRF03 AB
rekombinans forma is megjelent. A virus dinamikusan evolvalodo természete
mellett az utazasi és szocialis szokasokban tortént valtozasok egyiittesen jarulnak

s

sziikség (Luk et al., 2015).

Az elso rezisztens HIV torzsek azonositasa utan nyilvanvaléva valt a betegek
klinikai monitorozdsanak sziikségessége. A kialakuld antiviralis szerek irdnti
csokkent érzékenység nem csak a betegek terdpids elégtelenségéhez vezethet,
hanem fertdzéskor ezek a rezisztens torzsek egyik egyénrdl a masikra atvihetok.
Eurdpai és hazai tanulményok alapjan a kezeletlen betegek koriilbeliil 10%-a
HIV ellenes gyogyszerek elleni rezisztencidt okozd mutaciot hordozo virussal
fert6z6dott (Hofstra et al., 2016; Mezei et al., 2011). Ezért az antiretroviralis
terdpia megkezdése elbtt, illetve terdpids elégtelenség esetén javasolt a
betegekben talalhato virustorzsek genetikai elemzése.

Kiilonb6z6 fenotipus és genotipus alapu vizsgélatok allnak rendelkezésiinkre a
HIV ellenes antivirdlis terapias szerek irant érzékenység ¢€s a koreceptor
tropizmus megallapitasara. Genotipus alapu tesztekkel a virus nukleinsav
sorrendjét hatarozzuk meg a kivant régiokban, az ismert poziciokban detektalt
mutaciok hozzajarulhatnak a csokkent gydgyszerérzékenységhez vagy a virus
tropizmus valtasdhoz. A modszer nagy elénye, hogy gyorsabb ¢és
koltséghatékonyabb a fenotipus alapii teszteknél, valamint a kvazispeciesek
detektalasaval olyan genetikai valtozasokat is kiszlirhetiink, amelyek fenotipusos
valtozast még nem indukaltak. Kiilonb6z6 NGS platformok alkalmazasaval
koriilbeliil 1%-ban eléforduld variansok is kimutathatdéak a viralis populaciobdl
(Gibson et al., 2014, Radford et al., 2012). A fenotipus alapu modszerek
jellemzden sejtes alapu vizsgalatok, amelyekben megallapitjak, hogy a betegbdl
szarmazo virusok replikacids képessége hogyan valtozik kiilonbozd koreceptorral

30



@«robioléqioi Korlevel L

rendelkezd sejteken, vagy kiilonb6zd antiretroviralis szerek jelenlétében. Ez a
modszer jol alkalmazhaté, ha még nem ismerjilk az adott szerre jellemzd
rezisztenciat okoz6 mutaciokat () gyogyszer bevezetése), vagy a genom
analizise nehézségekbe litkozik (Gibson et al., 2014).

Az ECDC nagy hangsulyt fektet kiilonb6zé korokozok molekularis
tipizalasdnak egy eurdopai szintli surveillance ¢és jarvanyligyi készenléti
rendszerbe torténd integraldsara. A 2016-2019-es iitemterv alapjan fel kell mérni
a tagallamok technikai kapacitasait a teljes HIV genomok rutinszerii
meghatarozasanak kivitelezhetdségét illetden, valamint sziikség van egy olyan
stratégia kidolgozéasara, amely feltérképezi €s monitorozza az antiviralis
rezisztencia alakulasat térben és idoben. A tagallamok altal szolgaltatott HIV
szekvencia adatok hozzdjarulnak egy eurdpai szinti atviteli halozat
feltérképezéséhez, valamint pontosabb és Osszetettebb képet kapunk a HIV elleni
gyogyszerrezisztencia alakulasarél (ECDC 2016).

4. Hepatitis C virus (HCYV)

A hepatitis C virust 1989-es felfedezésekor olyan non-A non-B hepatitiszt

okoz6 virusnak gondoltdk, amelynek kicsiny a jelentdsége, €s csupan a
rendszeresen vérkészitményt kapokat illetve az intravénas droghasznalokat
veszelyezteti. Mdra azonban vilagossa valt, hogy a hepatitis C virus globalis
problémat jelent. Becslések szerint vilagszerte mintegy 170 milli6 embert €rint a
megbetegedes. A fertézések mintegy 80%-a valik kronikussa, melyek hossza
tavon majkarosodashoz, cirrézishoz, az esetek 1-5%-aban pedig hepatocellularis
karcinomahoz vezetnek (Lavanchy, 2011).
A hepatitis C virus fertézés kezelését nagyban megneheziti a virus nagyfoku
valtozékonysaga. A jelenlegi taxondémia szerint a hepatitis C virusnak hét
genotipusa és 67 szubtipusa van, bar az utobbi szam folyamatosan névekszik. A
genotipusok kozott nagyobb, mint 15% a kiillonbség a kodold régidk
szekvencidjaban, a szubtipusok kozott a kiilonbség kisebb, mint 13% (Smith et
al., 2014). Magyarorszagon jellemzéen az 1b genotipus terjedt el, emellett kis
szamban la ¢s 3-as genotipus fordul eld, melyet irodalmi adatok €s a sajat
laboratériumunk eredményei is aldtdmasztanak (Gervain et al, 2003, Dencs et al,
2011).

A virus valtozékonysdga nemcsak a geno- és szubtipusok nagy szamaban,
hanem az egyénen beliill is megnyilvanul. A virus pozitiv egyszali RNS
genommal rendelkezik, és RNS fiiggd RNS polimeradza, amely a replikacidért
felelds, hibajavitdé mechanizmus hijan elég gyakran ,téveszt”, ami kvazispeciesek
kialakulasat eredményezheti egyénen beliil. Ezek a varidansok olyan genetikai
hatteret biztositanak, amelybdl a szelekcids nyomasnak koszonhetden konnyen
alakulhatnak ki az aktudlisan alkalmazott terapiaval szemben ellenéll6 valtozatok.

A virus nagyfoku valtozékonysdganak koszonhetéen nehéz olyan terdpiat
talalni, ami egyforman hatasos az egyes geno- ¢és szubtipusok esetében.
Napjainkban azonban a kronikus HCV fert6zések terapidja forradalmi valtozason
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megy at. 2011 el6tt csak nem specifikus terapia allt rendelkezésre, ami pegilalt
interferon és egy guanozid analdg, a ribavirin kombinacidjabol allt. Ezzel a
kezeléssel azonban a nalunk elterjedt 1b genotipus esetében a 48 hetes terapiaban
csak az esetek 40-45%-aban sikeriilt elérni a tartdés virusvalaszt (sustained
virologic response, SVR), vagyis azt, hogy a virusnukleinsav kimutatas hat
honappal a terdpia befejezése utdn is negativ eredményt adjon. Emellett a
terapidnak kifejezetten silyos mellékhatasai voltak. 2011-t61 vezették be az un.
harmas terdpiat, ami a fent emlitett két szer mellett mar specifikus proteaz
gatlokat is tartalmazott. A telaprevirrel vagy boceprevirrel kiegészitett kezelés
hatasfoka egyes genotipus esetén elérte a 66-80%-0s SVR-t. A terdpia sikerét
azonban jelentdsen korlatozta, hogy a gyakori — és esetenként igen sulyos —
mellékhatasok miatt a gydgyszereket a betegek egyharmada az optimalisnal
alacsonyabb dozisban és/vagy rovidebb ideig kaphatta (Hunyady et al., 2011).

A HCV kezelésében forradalmi attorést jelentett az interferonmentes terdpia
lehetdsége, amely soran a terapia a virus miikodésére specifikusan hatd direkt
hatdsu antivirdlis készitmények kombinacidjabol all. Ezen készitmények
mindegyike valamelyik virusspecifikus fehérje miikodesét gatolja. Ezek az
enzimek lehetnek az NS3 proteaz gatloi (,,previr” végzddeésl készitmeények), az
NSS5A replikacios komplex miikodését gatlo készitmények (,,asvir” végzodésii
készitmények), valamint a virus RNS fliggdé RNS polimerazanak, az NS5B-nek a
gatlol (,,buvir” végzddessel). A készitmeényeket kombinacidban adjak, novelve
ezzel a hatékonysagot, csokkentve a kezelés idejének hosszat és az esetleges
rezisztencia kialakulasdnak valoszinliségét (Asselah et al., 2016). Bar a
terdpianak magasak a koltségei, a kezelési id6 csak 12 hét, és a mellékhatasprofil
1s sokkal kedvezObb a kordbban hasznalt készitményeknél. Rdadasul a varhatd
SVR 90% folotti, igy a hosszi tava eldnyodket is figyelembe véve az
interferonmentes terapia koltséghatékonyabb, mint a korabbi kezelések (Makara
¢s Hunyady, 2015). Magyarorszagon azonban, bar a szakmai ajanlas mindenki
szamara elsddlegesen az interferonmentes terapia, a korlatozott OEP
finanszirozas miatt nem minden beteg kaphatja meg a legmodernebb kezelést. fgy
jelenleg a cél a rendelkezésre alld keretbdl a legstilyosabb allapota betegek ¢€s a
lehetd legtobb beteg meggyodgyitdsa. Emiatt, ha azt a finanszirozasi okok
sziikségessé teszik, alkalmazzak a hagyomanyos terapiakat is kiilonféle szabalyok
betartasaval (Hunyady et al., 2015).

A modern interferonmentes terapia magas koltségei azonban sziikségesse
teszik azoknak a betegeknek a kiszirését, akiknél a terapia kisebb
valdszinliséggel lenne sikeres. Az alkalmazott szerek nem hatnak egyforman
minden genotipusra, mely féleg a harmas és a valtozatos hatos genotipus
kezelésében jelent problémat. Tovabbi nehézséget okoz, hogy a készitmények
rezisztenciakiiszObe alacsony, vagyis sokszor egy pontmutéacid elég a rezisztencia
kialakulasahoz (ez kiilonosen igaz az NS5A mikodését gatld készitményekre).
Eppen ezért a kezelés megkezdése el6tt és kozben fontos tudni, hogy nincsenek-€
jelen/nem szaporodnak-e fel olyan viruspopulaciok, amelyek rezisztensek a
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kezelésre (rezisztencia asszocialt variansok — RAV). A jelenleg kereskedelmi
forgalomban kaphatd, RAV kimutatasira alkalmas kitek hagyomanyos PCR
alapon miikddnek, melyeknél egy adott régid konzervativ szakaszéara terveznek
primert, és szaporitjdk fel azokat a régiokat, melyeknek szerepiik lehet a
rezisztencia kialakuldsdban. Ez a modszer azonban feltételezi, hogy a kimutatni
kivant geno-, vagy szubtipus megfeleléen reprezentdlt a nukleinsav
adatbazisokban, és igy tervezhetd rajuk egy megbizhatéan miikodé PCR
modszer, ez a ritkdbb genotipusok esetében azonban nincs mindig igy. Tovabbi
problémat jelent a hagyomédnyos PCR-en, majd direkt (Sanger) szekvendldson
alapul6 modszereknél, hogy a kis mennyiségben jelen 1évd viruspopuldciokat
nem mutatja ki megbizhatoan. Ezért az 0j-generdcids szekvenaldé modszerek
alkalmazésa egyre inkabb eldtérbe keriil (Wei et al., 2016).

Az NGS mobdszerek virologiai alkalmazasdnal lehetéség van 1n.
metagenomikus megkdzelitésre, mikor mindenféle szelektalas nélkiil az Gsszes
klinikai mintaban 1év6 nukleinsav szekvenalasa megtorténik. fgy elkeriilhetd,
hogy a kiilonféle valogatd mechanizmusok alkalmazéisaval esetlegesen
,kedvezziink™ a jelen lév0 viruspopulaciok valamelyikének, ami egyes variansok
fellilreprezentalodasat eredményezhetné a kapott szekvencidkban. A modszer
hatranya azonban, hogy a szekvenciak tobbsége human eredetli, hiszen annak
aranya az eredeti mintaban nagysagrendekkel nagyobb a virdlis nukleinsavénal,
igy a kapott szekvencidk nagy része nem szolgal relevans informacioval. Ennek
elkeriilése érdekében az alkalmazott NGS modszerek nagyobb részénel a
szekvenalast egy, a viralis nukleinsav feldusitasat célzo 1épés elézi meg. Ennek
egyik valtozataban a HCV genomok ,kihaldszasa” torténik oligonukleotid probak
segitségével, a masik lehetéség a human rRNSek, mint a legnagyobb
mennyiségben jelen 1évé RNS deplécidja a konyvtarkészitési 1épés eldtt.
Lehet6ség van a teljes HCV genom szekvendlasara egymadssal atfedd6 PCR
reakcidk tervezésével, majd a kapott amplikonok megszekvenalasaval valamilyen
NGS platformon. Thomson ¢és munkatarsai a fent emlitett modszereket
hasonlitottak 0Ossze ¢érzékenység, a kapott kvazispeciesek diverzitdsa, a
koinfekcidk kimutatasa, illetve a RAV kimutatas hatékonysagat figyelembe véve.
Az eredmények azt mutattak, hogy a readek szama aranyos volt a kezdeti
virusmennyiséggel mind a metagenomikus megkozelités, mind pedig a HCV
genomok |, feldusitasa” esetén, ez azonban nem volt igaz a PCR alapu
modszernél. Az alacsonyabb mennyiségli virust tartalmazd mintdk esetében a
metagenomikus megkozelités nem volt elég hatékony. A kvazispeciesek
detektalasaban a PCR alapt mddszer valamint a metagenomikus megkdzelités
szignifikansan gyengébb eredményt adott, mint a HCV genomok feldusitasan
alapuld6 modszerek. A kiilonb6z6 kevert fertdzések esetében a moddszerek
érz¢kenysége nem tért el lényegesen egymastdl, mindegyik esetben fiiggdtt a
kimutathatésag a kevert genotipusok jelenlétének ardnyatol. A RAV
detektalasban tehat a HCV genomok feldusitasan alapuld modszerek teljesitettek
legjobban, bar itt volt kiilonbség az alkalmazott modszerek hatékonysagaban.
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Ezek alapjan a virdlis nukleinsav kihalaszasaval torténd feldusitds bizonyult a
leghatékonyabbnak az alkalmazott eljarasok koziil (Thomson et al., 2016). A
legmodernebb, Un. harmadik generacios szekvendldsi eljarasok megjelenése
tovabbi lehetOségeket teremt a kezelésre rezisztens mutansok kimutatdsaban.
Ezek az eljarasok az NGS modszerek rovid szekvencidival (max. 1 kb) szemben
hossza DNS molekuldk olvasasara képesek (akar 100 kb). Ezek a repetitiv
elemek hatékonyabb szekvenalasaval sokkal teljesebb genom rekonstrukciot
tesznek lehet6vé. A harmadik generacids single molecule real time (SMRT)
moddszer alkalmazasaval a korabbinal hatékonyabban tudtak RAV-okat kimutatni,
igy a 0,2%-ban jelen 1évd varidnsok is kimutathatdéak voltak (Bergfors et al.,
2016).

Ma Magyarorszagon az interferonmentes terdpia elkezdésének feltétele egy
genotipus meghatarozas, ami torténhet real time PCR modszerrel, hibridizacios
probaval példaul, de az Orszagos Epidemiologiai Kozpontban PCR termék direkt
(Sanger) szekvenaldsdval hatarozzuk meg a  genotipust. Egyeldre
Magyarorszagon nem torténik meg a kezelés sikerességét esetlegesen befolyasold
mutaciok rutinszer(i vizsgalata, vagy a kezelés eldtt jelen 1évd viruspopulaciok
feltérképezése. Nincsen lehetoség a kezelés soran megjelend rezisztencia
asszocialt varidnsok monitorozasara sem. Az 0j-generacios szekvenalas virologiai
alkalmazasainak bevezetésevel ezek a vizsgalatok lehetové valnanak, ami tovabb
javithatna a kezelések hatékonysagan, ¢s ezen vizsgalatok széles korli elterjedése
segitene a még hatékonyabb direkt hat6 antiviralis terapidk kifejlesztésében.

5. Nyugat-nilusi virus (West-Nile virus, WNV)

A nyugat-nilusi virus (West Nile virus) a Flaviviridae csalad Flavivirus
nemzetségéhez tartozo virdlis zoondzis, arbovirus, tehat terjesztésében elsdsorban
izeltlabu vektorok vesznek részt. A virust elészor 1937-ben izolaltak egy lazas n6
vérébodl, Uganda ,,West Nile” nevll tartomanyédban, elnevezését is innen kapta
(Barzon et al., 2015). Az elmult évtizedekben a virus a trépusi teriileteken kiviil
is megjelent, mara pedig vilagszerte elterjedtte¢ valt. Tobbek kozott Eurdpa
szamos orszagaban is endémids korokozonak szamit, amely éves
rendszerességgel okoz emberi megbetegedéseket. Magyarorszag szinte teljes
egészében érintett, azonban a laboratoriumilag is igazolt fertdzések szdmdaban
kiemelkedd fontossadggal bir a kozépsd, keleti és délkeleti orszagrész.

A virusnak eddig 9 feltételezett genetikai leszarmazéasi vonalat (Ggynevezett
lineage) azonositottak. Ezek koziil az 1-es és 2-es lineage, amelyek eddigi
ismereteink  szerint ~ bizonyithatdan  Osszefiiggésbe  hozhatok  emberi
megbetegedésekkel (Barzon et al., 2015). Az elmult évek human diagnosztikai
eredményei ¢€s dallatorvosi teriileten nyert adatai szerint Magyarorszdgon
elsésorban lineage-2 nyugat-nilusi virus cirkulacio figyelhetd meg, ezért
feltételezhetden az emberi infekciok hatterében is ezen leszdrmazasi vonalhoz
tartozo virustorzsek allhatnak (Erdélyi et al., 2006; Kutasi et al., 2011; Nagy et
al., 2016). Ugyanakkor korabban mar volt példa lineage-1 virustorzs altal okozott
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allati megbetegedésekre 1s. (2003-ban egy ladfarmon kitort jarvany esetén
azonositottak 1-es leszarmazadsi vonalhoz tartoz6 virustdrzset a fertdzések
hatterében.) Ezért linegae-1 virustorzsek el6fordulasa és human koroki szerepiik
sem zarhato ki egyértelmtien (Bakonyi et al., 2005; Bakonyi et al., 2006). Az
elmult években pedig egy feltételezett, 1), 9. genetikai vonal megjelenését is
igazoltak Ausztridban €s egyidejlileg hazankban is, egyelére csak sziinyogokban
(Kemenesi et al., 2014; Pachler et al., 2014).

A virus transzmisszidjaban elsdsorban a Culex nemzetséghez tartoz6 sziunyog
vektorok vesznek részt, melyek alapvetéen madarakon taplalkoznak, azonban
véletlenszerlien emldsoket is csiphetnek, ezzel atterjesztve a fert6zést madarakrol
példaul lora vagy emberre (Barzon et al., 2015). Az ember ugyanakkor fertézési
zsakutcanak tekinthetd, a szinyogcsipés altali emberrdl emberre torténd terjedés
ez 1daig nem ismert. Szakirodalmi adatok szerint ritkdbb transzmisszids lehetdség
a transzplacentaris, laktacio altali, vagy transzfuzidhoz, esetleg szervdonacidhoz
kothetd fert6z0dés (Sambri et al., 2013; Sampathkumar, 2003). Az inkubdacios 1d6
valtoz6 hosszsagu lehet, atlagosan 2-14 nap, azonban fontos megjegyezni, hogy
a szunyogcsipés pontos idopontja sokszor nehezen meghatarozhatd. A betegség
eléfordulasa, a vektorok ¢letciklusabol addéddan szezondlis jellegli, a
laboratoriumilag 1is igazolt akut fertdzések halmozottan jelennek meg az
augusztustol oktoberig terjedd 1ddszakban (Krisztalovics et al., 2008). Az esetek
jelentds hanyada szubklinikai, aspecifikus tlinetekkel kisért, ezért sokszor nem
keril felismerésre, majd mikrobiologiai kivizsgalasra. A  klinikailag
manifesztdlodé megbetegedések egy része enyhébb lefolyasu, tipikus tiinetek a
laz, iziileti-és izomfajdalmak, maculopapularis és roseoliform exanthemak
(Barzon et al., 2015; Szomor et al.,, 2011). Az enyhébb klinikai tiinetekkel
jellemezheté format a szakirodalom nyugat-nilusi laz (West Nile fever) néven
tartja szamon. Az esetek egy kisebb szdzalékaban kialakulhat a sulyosabb
korlefolyasu neurologiai tiinetegylittes (West Nile neuroinvasive disease), mely
tulnyomé részt magas lazzal kisért aszeptikus meningitis, encephalitis, ritkdbban
poliomyelitis-szerii flaccid paralysis, Guillain-Barré szindroma formajaban zajlik,
de kialakulhat tudatvesztés is, amely stlyosabb esetekben fatalis kimenetelii is
lehet (Barzon et al., 2015, Sambri et al., 2013). Neurologiai érintettség esetén
nem ritka a neuropszichidtriai maradvanytiinetek kialakuldsa sem, mint példaul
faradékonysag, depresszio, gyengeség, hallaskdrosodas. A neurologiai kérforma
kialakulasaban rizikdcsoportnak szamit az idésebb — 65 év feletti — korosztaly,
esetilkkben a prognozis is sokkal rosszabb. Bar mar vannak torekvések human
hasznalatra alkalmas, kereskedelmi forgalomban kaphaté vakcina fejlesztésére,
ez jelenleg még nem érhetd el, mint ahogyan specifikus terdpia sem all
rendelkezésre. Jelenlegi ismereteink szerint az egyetlen terapias lehetség a tiineti
kezelés alkalmazasa (Sampathkumar, 2003).

A laboratoriumi diagnosztika elsdsorban szerologiai vizsgalatokra épiil, amely
kapcsan fontos megjegyezni, hogy hazankban a nyugat-nilusi virus mellett egy
masik humén fertézéseket okozo flavivirus, a kullancsencephalitis virus is
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endémias, emellett az utdbbi idében a trépusi terliletekrdl importalhatd egyéb
flavivirus-fertézések (Dengue-, Zika-, sargaldz virus) iranyaba is megnétt a
vizsgalatkérések szama. Mindez abbdl a szempontbol érdekes, hogy a
laboratériumi differencidl diagnosztikat jelentdsen komplikalhatjdk a szeroldgiai
keresztreakciok, mely a flavivirus nemzetségre jellemzd jelenség ¢€s a
gyakorlatban valamennyi szerodiagnosztikai eljardsban tapasztalhat6. A
szerologiai vizsgalatokat neheziti tovabba, hogy flavivirus fertézést kdvetden —
az egyébként akut infekciot indikdlo — IgM ellenanyagok akar hoénapokig is
perzisztalhatnak, mig madasodlagos flavivirus fertézéskor az IgM vélasz
elmaradhat (vagy a detektalhatosagi hatar alatt marad) és emellett a buster
hatasnak koszonhetéen a primér fertézést okozo virusra specifikus IgG szintje
emelkedik gyorsabb ilitemben. Ezért az akut flavivirus fertézések szerologiai
differencial diagnosztikaja sokszor komoly koriiltekintést igényel. Részben éppen
a szerodiagnosztika kiegészitéseként, a diagnozis megerdsitéséhez, részben pedig
jarvanyligyi szempontbol relevans informaciok nyeréséhez, az Orszagos
Epidemiologiai Kozpont Virdlis Zoondzisok Nemzeti Referencia Laboratoriuma
2014-t61 a molekularis diagnosztikai eljarasokat is bevezette a nyugat-nilusi
virusfertozések rutindiagnosztikdjdba. Az elmult harom €v tapasztalata pedig azt
mutatja, — a korabban elterjedt vélekedéssel szemben — hogy a virus jo eséllyel
mutathatd ki akut fertézottek vizeletmintajabol, tobb esetben sikeres
virusizolalassal is megerdsitve a diagnozist (Nagy et al., 2016). Célunk hosszi
tavon a hazai torzsek izolalasa és egy torzsbank létrehozasa, majd az izolalt
torzsek teljes genomjanak meghatdrozasa. Az igy szolgaltatott adatok pedig
elengedhetetlenek a  korszerli, molekularis diagnosztikai  moédszerek
fejlesztéséhez.

Jelenleg a virusgenom egy kis részletének szekvenaldsara van csak
lehet6séglink, melynek segitségével ugyan megallapithato, hogy a beteg
mintdjabol kimutatott virustdrzs mely genetikai leszarmazési vonalhoz tartozik,
ennél részletesebb elemzésre azonban mar nem alkalmas. Ugyanakkor  az
egyes genetikai leszarmazasi vonalakhoz tartozd virustorzsek valtozasanak
nyomon kovetése €s a virulenciat befolyasold genetikai hattér kutatasa értékes
Korabban a virus 1-es genetikai leszarmazasi vonalat gondoltdk virulensebbnek a
neuroinvaziv korforma kialakulasa szempontjabol. Tobbek kozott az Egyesiilt
Allamokban tapasztalt 1999-es encephalitis jarvany hatterében is lineage-1
nyugat-nilusi virustorzs allt, mely jarvanyt kdvetden jelentds figyelem irdnyult a
korokozora (Kutasi et al., 2011). Azdta azonban vildgossa valt, hogy mindkét
human fertézéseket okoz6 genetikai vonalhoz tartoznak eltérd virulenciaval
jellemezhetd torzsek (Kutasi et al., 2011).

Kiilonboz6 lineage-1 nyugat-nilusi virustorzsek jelenléte mar az 1950-es
évektol ismert Europa-szerte. Patogén lineage-2 virustorzs kozép-europai
megjelenését azonban 2004-ben regisztraltdk eldszor Magyarorszagon (Bakonyi
et al., 2005; Bakonyi et al., 2006; Erdélyi et al., 2006; Kutasi et al., 2011).
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A rakovetkezd ¢években az A4llatorvosi teriileten lovak encephalitis-€s
megbetegedése €s —Europa tobb orszdgdban— humdén fertézések hatterében is
bebizonyosodott a 2-es genetikai leszarmazasi vonalhoz tartozd virustorzsek
etiologiai szerepe (Kutasi et al., 2011).

Eddigi teljes genom szekvencidkon alapuld filogenetikai vizsgalatok szerint
valdszinisithetd, hogy a hazankban azonositott lineage-2 virustorzs tropusi
tertiletekrdl (Afrikdbol) Eurdpaba torténd bejutasat kovetden fokozatosan terjedt
at a kornyezd orszdgokba ¢és valt domindnssd, mikdzben a helyi 6koldgiai
nichekhez adaptalodva kialakultak divergens, virulensebb valtozatok (McMullen
et al., 2013). Emellett egy évenkénti cirkulacid is elképzelhetd: a jarvanyiigyi
szempontbdl fontos vandormadarak migracidjuk sordn uwjabb virustorzseket
hurcolhatnak be Eurdpa, igy Magyarorszag teriiletére is. Az egyes virustorzsek
elterjedésének, a virulencia valtozasanak, valamint annak nyomon kovetésére,
hogy mindez milyen hatdssal lehet a human fertdzések sulyossagara a teljes
virusgenom megismerése ad lehetdséget.

A vizeletbdl torténd viruskimutatds a diagnosztika 0j és korszeri eszkoze, az
eddigi sajat (és kiilfoldi publikaciokban leirt) tapasztalatok szerint a virus
hosszabb ideig is magasabb koncentracioban mutathato ki vizeletmintakbol, mint
egyéb mintatipusokbol, példaul vérsavd vagy liquor mintakbol (Barzon et al.,
2013b; Barzon et al., 2015; Nagy et al., 2016). Vizeletbdl emellett a virusizolalas
1s sikeresen elvégezhetd (Barzon et al., 2014). Ragcsalok kisérletes fertdzését
kovetden €s egyes tanulmanyokban bemutatott human esetek kapcsan is leirtak
mar a vizelettel torténd hosszl tava virusiiritést (Gibney et al., 2010; Murray et
al., 2010; Tesh et al., 2005). Arra vonatkozoan, hogy kialakulhat-e perzisztens
virusfertdzés, és ha igen ezt milyen genetikai faktorok befolydsoljadk mind a virus,
mind pedig a gazdaszervezet rész€rdl, ¢és mindez milyen hossza tava
egészségligyl kockazatot jelenthet, a virologia egy jelenleg is nyitott kérdése
(Murray et al., 2008; Nolan et al., 2010). Az 0j-generacids szekvenalasi technikak
alkalmazéasaval a virus szdveti tropizmusa, valamint esetleges kvazispeciesek
egyiittes jelenléte is megfigyelhetd, mely lehetdvé teszi azon genetikai faktorok,
valtozasok azonositasat, amelyek hatassal lehetnek a szoveti affinitdsra és egy
esetleges perzisztens fertdzes kialakuladsara is.

Az ECDC az eurdpai szinten megvalosulo, teljes genom szekvenciakon
alapulo surveillance rendszer felallitdsara vonatkozo litemtervében a 2018-as évet
iranyozta eld a nyugat-nilusi virussal kapcsolatos stratégia atgondoldsara és
kialakitdsara (ECDC 2016). Ezért 2018-ig szeretnénk a modszert elékésziteni,
majd alkalmazni a hazai virustorzsek teljes genomjanak meghatarozéasara, hogy a
jovében megfeleljiink az eurdpai-szintii kovetelményeknek és csatlakozhassunk a
tervezett surveillance rendszerhez.

Osszességében tehat a nyugat-nilusi virustdrzsek teljes genomjanak 1ij-
generacids modszerrel torténd szekvenaldsanak gyakorlati célja a hazai térzsbank
részletes jellemzése, tudomanyos szempontbol a virulencia, a virulenciat
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befolydsolo genetikai tényezOk, valamint az 1) valtozatok megjelenésének
nyomon kovetése.

Amennyiben pedig a nyugat-nilusi virus teljes genom szekvenalasaval mar kelld
tapasztalatokkal rendelkeziink, a modszer hosszatavon kiterjeszthetd egyéb, az
orszagban endémias vagy behurcolt flavivirus fertézések tovabbi genom szintii
vizsgalataira is.
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