1.4.4. Dezinficidlas

A dezinficidlasi eljardsokat a behatds mindsége alapjan a sterilizaldshoz
hasonloan csoportosithatjuk:

= Fizikai behatdason alapulé eljardsok
= Héhatds
= Kif6zés
= Aramlé vizg6z (Arnold-késziilék)
= Pasztorizalds
Tyndallozas
® Sugdrzas
» UV-sugarzas
= Kémiai hatdsok: fertGtlenitdszerek
Detergensek
Alkoholok
Fenoltartalmu szerek
Savak és ligok
Nehézfémsok
Oxidéloszerek
Alkildloszerek



1.6. Molekularis modszerek a mikrobiologidban

1.6.1. Nukleinsav kimutatasi modszerek



A nukleinsavak (DNS, RNS) molekularis bioldgiai modszerekkel torténd
kimutatdsat els@sorban azokban az esetekben alkalmazzuk a mikrobiolo-
giai diagnosztikdban, amikor a kérokozé kimutatdsa a klasszikus modsze-
rekkel (tenyésztés, mikroszkdpos kimutatds) nehéz, vagy egydltalan nem

lehetséges. Ezenkiviil fontos kiegészitésiil szolgdlhatnak a klasszikus
modszerek mellett, illetve bizonyos specidlis esetekben is sztikségiink le-
het ezekre a maodszerekre. ElGnylik a nagyfoku szenzitivitds és specifi-

citas, a viszonvlagos olcsésag; hatranvuk viszont az esetleges (akdr mini-
malis) kontaminaciobdl adédé alpozitivitas, valamint az a tény, hogy
magadt a korokozot tartalmazé minta sziikséges hozza (ellentétben pl. az
antitest kimutatdssal).




A nukleinsav kimutatdsi modszerek legfontosabb felhasznalasi teriiletei:

a korokozo taptalajon nem tenyésztheté (pl. virusok, obligat intra-
cellularis baktériumok),

a korokozo rutin kortlmények kozott nehezen tenyészthetd (pl.
Brucella fajok, mikroaerofil vagy obligat anaerob baktériumokj,

a kérokozo tenyésztése iddigényes (pl. Mycobacteriumok),

a korokozdét gazdag kiséréflora kozil kell kimutatni (pl. Neisseria
meningitidis torokmintabal),

a betegség silyossdaga miatt gyors diagnozisra van sziikség (pl. menin-
gitis vagy szepszis gyanuja esetén),

a korokozo izoldlasa/tenyésztése kiilondsen nagy fertdzési kockdzatot
jelent (pl. Yersinia pestis, Bacillus anthracis, Rickettsidk, dimorf gom-
bak),

fontos az igen érzékeny kimutatas (pl. HPV high-risk vagy low-risk tipu-
sok),
jarvanytani szempontbdl kiemelt jelentGségli rezisztens torzsek kimu-
tatdsa (pl. MRSA-, ESBL-sz(irés),

rezisztenciagének kimutatasa (pl. vanA, vanB: vancomycin rezisztenci-

aért felelds gének),
virulenciagének kimutatasa (pl. S. aureus enterotoxinok).




Az identifikdlasi céllal alkalmazott nukleinsav-kimutatasi modszerek lé-
nyege, hogy minden kérokozoban taldlunk olyan DNS-szakaszokat, ame-
lyek kizdarolag az adott fajban taldlhatok meg, ezért az ezekre tervezett
primerek / prébdk haszndlata alkalmas a fajszint( azonositasra.



1.6.1.1. Amplifikdacion alapulé modszerek

PCR (polymerase chain reaction)

A PCR lényege, hogy egy jol kivalasztott, egyedi DNS szakaszt annyira

tolsokszorosit (amplifikal), hogy az mar agaréz gél elektroforézissel és
nukleinsav festéssel kdnnyen kimutathato legyen.



A keresett DNS szakaszra rovid, 20-30 nukleotidos

Homoldg
DNS darabkakat tervezink
Ezek a primerek

Mindkét DNS szalra egyet: primer parok

Ezek az oldatban levdé DNS-hez kot6édve

Termostabil polimeraz segitségével

A homolég szal felépitését eredményezik

Az amplifikacioé ismétlédé ciklusokon (30-40

kor) keresztil torténik (1.30. abra). Minden ciklus harom [épéshal All,
amelyek egyenként 30-60 masodperc hosszusagiak:

1.

a kettds DNS-szal szétvaldsa magas homeérséklet hatdasdra (denatura-
cios lépés, tipikusan 94-95 °C-on),

a specifikus primerek bekétédése a  homolog szakaszhoz
(,annealing” lépés, jellemzden 50-60 °C kdzott),

a komplementer DNS-szdl szintézise (meghosszabbitasa) a prime-
rekbél kiindulva, thermostabil polimeraz enzim segitségével (elon-
gdcios lépés, a leggyakrabban hasznélt Tag-polimerdaz 72 *C-on mii-

kodik).
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20-40
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1.30. dbra. A PCR lépései sematikus dbrdzoldsban

QNS‘ nukleotidok
polimeraz dTTP, dCTP,
~dATP, dGTP

DNS-
primerek
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szintetizalas
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1.29. dbra. A PCR sordn a kivdnt DNS-szakasz mennyisége exponencidlisan né (piros
és kék szdlak: eredeti DNS-szakasz, szirke szdl: djonnan szintetizalt DNS-szakasz)




1.31. abra. MRSA sz(irés PCR-rel [elsd minta: methicillin-rezisztens S. aureus (MRSA)
torzs, tovabbi mintdk: methicillin-érzékeny S. aureus (MSSA) torzsek, utolsé minta:
molekulasdly marker]



Real-time PCR (gPCR)

A real-time PCR vagy qPCR az amplifikaciot és a detektdlast egy lépésben
veégzi el, kikeriilve ezzel a mintdk agaréz gélben valo futtatasat. Ebben az
esetben a primer pdron kiviil fluoreszcens festékek is szerepelnek a reak-
cioban, amelyek jeladasat valos idében koveti a gPCR-berendezés az ex-

ponencidlis amplifikdcio soran, ezaltal preciz kvantitativ detektdlast téve
lehet&ve.
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1.32. dbra. A TagMan gPCR sematikus vdzlata
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.33. dbra. A SYBR Green qPCR sematikus vazlata



1.6.1.2. Nukleinsav probak-hibridizaciés modszerek



Hibridizacié soran szintén egy adott fajra specifikus génszekvenciat va-
lasztunk ki, de ebben az esetben nem ennek amplifikacidja torténik, ha-

nem egy jelzett komplementer DNS-szakasz, az tn. hibridizacios préba
segitségével mutatjuk ki a kérdéses szakasz jelenlétét.

Radioaktiv
Enzimatikus
Biotin/avidin
fluoreszcens

Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

1.35. dbra. Baktériumok kimutatdsa FISH technika segftségével



Blottolasos technikak

ElsG lépésként a restrikciés enzimmel megemésztett DNS-
templdtot agarézgélen elektroforetikusan szétvalasztjuk, majd a gélrél a
szamos nukleinsav-darabkat egy nitrocellul6z- vagy nejlonmembranra
,blottoljuk”, azaz diffuziéval atvissziik és ott rogzitjiik, mintegy lenyoma-
tot készitlink réla (1.36. dbra). Erre azért van sziikség, mert a gél torékeny-
sége miatt nehezen kezelhet6. Ezen a membrdnon hajthaté végre aztan a
denaturdcio, a probak hibridizdltatasa és végul a detektalds is.

szUrdpapir

membran
agaroz gél
tamasztd szivacs

puffer

1.36. dbra. A blottoldsos technika



DNS kimutatasa: Southern blot
RNS kimutatasa: Northern blot

Fehérje kimutatasa: Western blot



DNS-chip (microarray) technika

Ezzel a modszerrel egy mintdbdél egyszerre akdr tébb tizezernyi préba se-
gitségével kereshetiink specifikus DNS-szakaszokat. Természetesen en-
nek megfelelGen itt a probakat rogzitjik szilard feltiletre, ami altaldaban
egy targylemez méretd tiveglap, igy jon létre a DNS-chip (1.37. dbra). Mi-
vel ennyiféle kiilonb6z6 jelolést nem lehet alkalmazni, itt magdt a mintat
jelolik fluoreszcens festékkel. Amennyiben a mintaban jelen volt valame-
lyik keresett szakasz, (igy a pozitivitas UV mikroszkoép alatt detektdlhato.

1.37. dbra. DNS-chipek



Felhasznalasa:
azonositas (pathogéneké pl)
genotipizalas
genexpresszios profil meghatarozasa

rezisztenciakimutatas



1.7. Baktériumok tipizalasara hasznalt modszerek



1.7.1. Fenotipizalé modszerek
1.7.1.1. Fagtipizalds

Mivel a bakteriofdgok a baktériumok virusai, olyan forrasokbdél mutatha-
tok ki, ahol nagy mennyiség( baktérium fordul elé (pl. emberi vagy allati
trtilékbdl, szennyvizbdl, talajbdl stb.). Minden fag csak bizonyos baktéri-
umféleségben taldlja meg létfeltételét, és ez az affinitas annyira receptor-
specifikus, hogy segitségével egyes baktérium fajokon belil jol elkiilonii-
16 fagtipusok mutathatok ki.

Lizissel — ,,tarfoltok”

S. aureus, E coli,
Salmonella (pl MRSA)



1.7.1.2. Szerotipizalas

Sejtfelszini bakterialis antigének (O,K,H)
specifikus antitestekkel
(protektiv antigének)

Tok antigének legtobbszor
Neisseria meningitidis (12)
Streptococcus pneumoniae (90)
Haemophylus influenzae (6 féle szerotipus)

STEC - Shiga Toxin E-coli (0157)
HUS (hemolitikus urémias) EC — 0104 (STEC)



Sejthez kotott antigénekrdl 1évén szo, a
szerotipizdlds gyakorlati megvaldsitasa
rendszerint tdrgylemez agglutindcié (el-
sGsorban latex agglutinacié) formdjdban
torténik. A pneumococcus esetében az
in. Neufeld-féle tokduzzaddsi préba
(Quellung-reakcid) a referencia médszer,
melynek sordn a specifikus antitestek je-
lenlétében a tok megduzzad, és ez mikro-
szkop alatt nézve egy halé megjelenését
eredményezi a baktériumsejt koral (1.38.
abra). A Streptococcusok kozal a S.
agalactiae is tobbféle tok tipussal rendel-
kezik, mig a S. pyogenes is tokos, de a
tokja szeroldgiailag egységes. Szintén a
Streptococcusokhoz kapcsolodd  szero-
tipizdldsi reakcié tulajdonképpen a

1.38. dbra. Tokduzzadasi reak-

ci6 pozitiv eredménye
(Dr. Tirczka Tamas felvétele)

Lancefield-tipizalds is, amely azonban kivételesen nem fajon beliili, ha-
nem genuson belili megkilonboztetésre haszndlatos egy sejtfal poli-

szacharid alapjdn.



1.7.2. Fontosabb genotipizal6 médszerek

A baktériumok genotipusos (azaz DNS-szint() vizsgélatanak legbiztosabb
modszere a teljes genetikai allomany (genom) szekvendlasa (whole
genome sequencing, WGS) lenne. Ez ma mdr a kutatds szamdra nem elér-
hetetlen, azonban a mindennapi gyakorlatban még tudl koltséges maédszer-

nek szamit. Ennek kivaltasara hasznalatosak az alabbiakban ismertetett
eljarasok.



1.7.2.1. Szekvencia alapi modszerek

Multilocus sequence typing (MLST)

A teljes baktérium genom szekvendldsa helyett itt csupdn néhdny (rend-
szerint hét), |6l kivdlasztott dn. ,hdztartdsi” gén 400-500 bp nagysagu
fragmentumanak szekvendldsa torténik meg.

Létfontossagu genek
enzimek

MLST honlapok



1.7.2.2. Fragment-alapu (,band-based”) modszerek

Pulsed-field gélelektroforézis (PFGE)

Az MLST mellett a PFGE az egyik leggyakrabban alkalmazott genotipiza-
dsi modszer a bakteriologidban. A teljes baktérium genomot specidlis,
kevés hasitohellyel rendelkezé restrikciés enzimmel (pl. Smal melynek
hasitd helye: GGG/CCC) emésztjik és a kapott fragmentumokat agaréz

gélen megfuttatva vizualizdljuk

A szokasos fél-egy Ora helyett 21-24 éra a szeparalas id6tartama

1.40. dbra. PFGE készulék futtatékadija (ko-
zépen a géllel) a korben elhelyezkedd elekt-
rodokkal, amelyek lehetévé teszik a vdltako-
z6 irdnyu dram létrejottét
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1.39. dbra. PFGE gélkép (a gél két oldalan és k




Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)

Ribotipizalas

A bakteridlis riboszomadlis operon harom rRNS molekuldbosl &ll: a 168,
23S és 55 rRNS-bél. Mivel az rRNS-eknek alapveté szerepiik van a fehér-
jeszintézisben, ezért rendkiviil konzervalt molekuldk, de koziltk is a 16S
rRNS a legstabilabb, ezért rendszerint ez a ribotipizalds célpontja. Az el6-
zetesen restrikcios enzimmel (pl. EcoRl) hasitott genomidlis DNS-frag-
mentumait agar6zgélen szeparalva, majd membranra blottolds utan 16S
rRNS-specifikus hibridizdciés probdkkal reagdltatva az egyes izoldatumok
esetében mds-mas mintdzatot kapunk.



Nozokomialis és iatrogén fertozések



Nozokomialis — kérhazban szerzett

latrogén — az orvosi beavatkozas (diagnosztikus vagy terapias ) soran
torténdé fert6zés

A korokozdk rendszerint multirezisztensek
Sulyos szovédmeények
Kezelési koltségek emelkednek

Infekcidkontroll
dekontaminacio



Nozokomialis és iatrogén fert6zések leggyakoribb kérokozoi

Baktériumok amelyek kaniilon, katéteren, lélegezet6gépen keresztiil
fert6zhetnek: Staphylococcus aureus, a koaguldz-negativ Staphylo-
coccusok, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Stenotrophomonas maltophila.
Virusok amelyek transzfizidval, szervtranszplantacioval terjed-
hetenek: Epstein—Barr-virus, cytomegalovirus, hepatitis-B-, hepatitis-C-
virus, HIV, TTV.

Gomba, ami kaniilon, katéteren keresztiil terjedhet: Candida spp.



Hugyuti - E. coli, K. (Klebsiella) pneumoniae, Proteus, Enterobacteriales, Pseudomonas spp.,
gombak

Nozokomialis sebfert6zések — S aureus, MRSA, P aeruginosa, Enterococcus, E. coli, K.
pneumoniae

Nozokomialis pneumonia - 15-20% !!
lélegeztetbgép
P aeruginosa
S aureus, MRSA
Enterobacter
Klebsiella
E coli
Haemophilus influenzae
Serratia marcescens
Streptococcus pneumoniae
anaerob baktériumok, gombak
Legionella spp
Acinetobacter baumannii



Nozokomialis véraram fertozeések

Nozokomidlis véraram fert6zéseknél megkiilonboztetiink bakteriol6giai
vizsgdlattal igazolt véraram fert6zést és szepszis szindromat. Ezen fert6-
zés esetén jellegzetes hajlamosito tényezék a centralis vénds katéter és a
kantl. Nozokomidlis véraramfert6zések incidencidja, a kérokozok spekt-
ruma kutlonosen fligg a klinikai osztaly jellegétsl, a meglevé és kialakulé
predispondlé tényezdéktSl. Mindent 6sszevetve az atlagos el6fordulds
7—-8%-ra tehetS. A vérdramfert6zés diagnosztizdlashoz elengedhetetlen,
hogy hemokultirat kell venni, gy lehet mikrobiolégiailag alatdmasztani a
diagnozist.

A nozokomidlis véraram fert6zés kérokozéi jellemzéen a S. aureus,
koaguldz-negativ Staphylococcusok, Enterococcusok, Candida albicans,
a Gram-negativ anaerob baktériumok, P. aeruginosa, Enterobacter spp.,
az Acinetobacter spp.

Minden kérokozé faj esetében jellemzé a multirezisztens torzsek szama-
nak emelkedése.



5. Nozokomialis enteralis fert6zések
Az enteralisan terjed6 nozokomidlis bakteridlis fert6zések kozil kieme-
lend6 a Clostridium difficile okozta pseudomembranosus colitis.

A fert6zés patomechanizmusaban koézponti szere-
pet jatszik az emésztérendszerben kis csiraszamban jelen [évé vagy spora
formdban bejuté C. difficile, amely a nagyszdmud normalfléra baktérium
jelenlétében inaktiv marad. Azonban a széles spektrumu antibiotikum-
kezelés hatasara a normalis bélfl6ra baktériumai szama olyan mértékben
lecsokken, hogy az eddig inaktiv C. difficile elszaporodik és a toxin ter-
melés (enterotoxin, citotoxin, binary toxin) kovetkeztében hasmenést €s
lokdlis gyulladdst okoz a vastaghélben, ami véres széklet tritéssel jelent-
kezik. Ezen fert6zés kezelésére hatasos eljaras a széklet transzplantacio



1.9. Laboratoriumi allatok a mikrobiol

Az orvostudomadany szamos terliletén van sziikség laboratériumi dllatok al-
kalmazasara in vivo vizsgalatok céljabél.

Kisérleti allatok hasznalata szigoru szabdlyozas alatt all, csak engedéllyel
végezhetS. Ezeket a kovetkezé rendelkezések szabdlyozzak: 40/2013.
(11.14.) Kormanyrendelet az dllatkisérletekrél, az 1998. évi XXVIII. torvény
az allatok védelmérsl és kiméletérdl, a 2010/63/EU iranyelv a tudoma-
nyos célra haszndlt dllatok védelmérél, a Semmelweis Egyetemen pedig
az érvényes a 2017. évi Allatkisérleti szabdlyzat.

Allatokat az emberiség szamos céllal tart és haszndl fel. Tapldlkozasra
szolgdl az 6sszes felhasznadlt dllat tobb, mint 95 %-a, mig tudomdnyos ku-
tatds céljara ezek kortlbeldl 0,3%-a.

Az allati in vivo modellek szamos tertleten voltak nélkilozhetetlenek az
emberi szervezet mikodésének megértésében, (j terdpids és megel6zési
lehetGségek létrehozdsdban, gy példdul a diftéria elleni véddoltés kifej-
lesztésében, a veszettség kezelésében, minimadlisan invaziv sebészi tech-
nikdk kidolgozdsédban stb.



Allatkisérletek tervezésekor a 3 R alapelvét kell szem elétt tartani:
refinement: a kisérletben részt vevg dllatok fdjdalmanak és szenvedésé-
nek csokkentése, reduction: az allatkisérletben részt vevd allatok szama-

nak lehet6ség szerinti csok-
kentése €és a replacement: az
allati modellek helyettesitése
mds modellel.

A leggyakrabban hasznalt ki-
sérleti dllatok az egér, pat-
kany, nydl, csirke és a tenge-
rimalac. Az egyes fajok és az
ember kozott jelentSs eltéré-
sek lehetnek, ezek figyelem-
be vételével kell kivdlasztani
a vizsgdlathoz felhaszndlt
modellt, hogy a kapott ered-
mények az emberre extra-
poldlhatéak legyenek.

allité szobor az Orosz Tudomdanyos Akadémiai
Genetikai és Citoldgiai Intézete el6tt, Novoszi-
birszkben, Oroszorszdagban



~

1.42. dbra. Laboratériumi egér



1. Mikroorganizmusok kimutatasa allatoltassal

A mikrobioldgiai diagnosztikus médszerek fejlédése ellenére még mindig
van néhany kérokozd, amelyek in vitro taptalajokon nem tenyészthetdk.
Ezeket a mikrobdkat diagnosztikus vagy kutatasi céllal fogékony dllatban
lehet oltani, hatdsaikat vizsgdlni, a torzseket fenntartani. llyen példaul a
syphilist okozé Treponema pallidum, amely nydlherében tarthato fenn, a
lepra kérokozdéja a Mycobacterium leprae, amelyet armadill6ba oltanak,
vagy a Coxsackie virusok, amelyek A és B tipusdnak elkilénitése szopds

egerek beoltdsdval torténik. " . o , .
5 Ujonnan felfedezett mikrobdk és az dltaluk feltételezhetéen okozott meg-

betegedések kozotti kapcsolat a Koch-posztulatumokban leirt vizsgala-
tokkal igazolhat6. Ezekhez is sziikség van a mikrobdra fogékony laborat6-
riumi dllat oltdsdra.

A korokozoék virulencidjat, megbetegitéképességliknek erdsségét is dllat-
oltassal jellemezhetjik. 1Dsq (infectious dose 50) az a kérokozémennyi-
ség, amely a beoltott allatok felét megbetegiti, LDs, (lethal dose 50) az a
mikrobamennyiség testtomeggrammonként, amely az éllatok felét el-
pusztitja. A mikrobdk kozott jelentds eltérések vannak virulencidjukban.
Salmonelldk esetében példdul nagy csiraszamu, >10° baktérium elfo-
gyasztdsa esetén alakul ki megbetegedés az emberben, mig Shigellakbdl
mar néhdny 10 is képes betegséget kivaltani.

Influenzavakcina gyartasahoz a virust embriondlt csirketojdsba oltva sza-
poritjak.



2. Antitestek termelése
Adott kérokozé antigénjeire specifikus antitesteket is dllatokban dllitanak
el6. Ezeket az ellenanyagokat felhasznaljak egyrészt a diagnosztikus sze-

rolégiai tesztek gydrtasaban.

Masrészt szamos toxin medidlta bakteridlis megbetegedés terapidjara az
egyetlen lehet6ség, hogy a betegnek a kering6 toxinokat megkotd és sem-
legesitS, neutralizalé antitoxint (toxin ellenes immunglobulint) adnak be.



3. Toxinok kimutatasa, értékmérése

Diagnosztikus céllal sziikség lehet arra, hogy beteg vérébdl igazoljuk bak-
teridlis toxin jelenlétét. Ennek egyik mddja, hogy a beteg savojat a kérdé-
ses toxinra fogékony dllatnak adjak be. Amennyiben az allat a toxinra spe-
cifikus tlineteket mutat, esetleg elpusztul, igazolhaté a toxin jelenléte a
betegben. Példaul sziikség lehet erre a botulizmus és mds petyhtdt
bénuldssal jaré allapotok elkiilonitésében.

Toxinok értékmérése soran azok erGsségét hatarozzak meg. Felhaszndl-
hat6 arra, hogy toxin mennyiségét dllapitsak meg egy mintabdl. Egységei
a dosis letalis minima (DLM), az a legkisebb toxin mennyiség, amely
250 g sulyd tengerimalacoknak beadva 4 nap alatt az allatok 75%-4dt el-
pusztitja; illetve a dosis letalis certa (DLC), azaz a legkisebb toxinmennyi-
ség, amely a fenti médon beadva az 6sszes dllatot biztosan elpusztitja.
Antitoxinok mennyiségének mértékegysége az AE, az antitoxin egység,
amely 100 DLM toxinnal szemben megvédi az dllatot.



4. Artalmatlansdgi vizsgdlatok

Gyogyszerek és védboltasok kérokozo-mentességét és toxicitasuk hidnyét
is allatoltassal lehet igazolni. Intravénas felhaszndldsra szant készitmé-
nyek esetében a szernek nemcsak sterilnek, de pirogénmentesnek is kell
lennie. Ennek ellen6rzésére szolgal a LAL-teszt, amely kivitelezéséhez
antlanti térfarkd rak vérét hasznaljdk fel. (részletesebben lasd —1.4.3.7.
fejezet: Pirogenitds vizsgdlat, LAL teszt)



5. Allatkisérletek a kutatdsban

Mig a diagnosztikus célu dllatoltdsok a szerolégiai és molekuldris méd-
szerek fejl6désével egyre inkdbb hattérbe szorulnak, a kutatds teriiletén a
jovében is sziikségek az allatkisérletek. Osszetett in vivo folyamatok, mint
a szepszis €s az azt befolydsol6 gyégyszerek kutatasdahoz példaul nélki-
l6zhetetlen, hogy a vizsgdlatokat ne csak in vitro, hanem él6 szervezet-
ben modellezve is elvégezzék.

Allatkisérletek kell, hogy megel6zzék minden tj gydgyszer és terdpids
beavatkozas embereken torténd kiprobaldsat, az embereken folyé orvosi
kutatasokat szabalyozé Helsinki nyilatkozat alapelvei szerint.
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