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1. Roviditések jegyzéke

CDC
CRP
DNS
ECDC
EGASP
ESBL
ESAC
ESC
EUCAST
EURO-GASP
GASP
GRASP

GISP

HIV

IM

IUSTI

LGV
MALDI TOF

MDR
MEGAG6
MIC
MLST
MPC
MSM
MSW

Centers for Disease Control and Prevention

C-reactive protein

Dezoxiribonukleinsav

European Centre for Disease Prevention and Control
Enhanced Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme
Extended-spectrum beta-lactamases

European Surveillance of Antimicrobial Consumption
Extended Spectrum Cephalosporin

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
European Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme
Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme
Gonococcal resistance to antimicrobials surveillance
programme

Gonococcal Isolate Surveillance Project

Human Immundeficiencia Virus

Intramuscularis

International Union against Sexually Transmitted Infections
Lymphogranuloma venerum

Matrix-assisted laser desorption/ionization, Time-of-flight mass
spectrometer

Multidrug-resistant

Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0
Minimum inhibitory concentration

Multilocus sequence typing

Mutant prevention concentration

Men who have sex with men

Men who have sex with women



NAD
NAAT
NCCLS
NG-MAST
OEK
PBP
PCR
PID
PPNG
ST
STD
TRNG
XDR
WGS
WHO

DOI:10.14753/SE.2018.2163

Nikotinamid-adenin-dinukleotid

Nucleic acid amplification test

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Neisseria gonorrhoeae multi-antigen sequence typing
Orszagos Epidemioldgiai Kozpont

Penicillin-binding protein

Polymerase chain reaction

Pelvic inflammatory desease

Penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae
Sequence type

Sexually transmitted diseases

Tetracycline-Resistant Neisseria gonorrhoeae
Extensively-drug resistant

Whole genome sequencing

World Health Organization
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2. Bevezetés

A gonorrhoea (tripper, kanko) a masodik leggyakoribb baktérium okozta nemi
uton terjedé betegség (STD) a vilagon, melyet egy Gram-negativ, humanpatogén
baktérium, a Neisseria gonorrhoeae okoz. Jelentds népegészségiigyi problémat
képvisel, befolyasolva az ¢életmindséget, a fertilitast, a HIV transzmissziot, maga utan
vonva mindezek gazdasagi hatasait [1]. Tekintettel a fert6zés gyakorisaganak
emelkedésére, a rezisztens baktériumok terjedésére, illetve az ujabb antibiotikum-
terapia hianyara, a probléma a jovében fokozodni fog [2].

Az ezredforduld utan a fert6zés incidenciaja novekedésnek indult [2]. Kezelése
kizarolag antibiotikum terapiaval oldhato meg, de az utobbi évtizedekben egyre
emelkedik az antibiotikum-rezisztens torzsek szama. Megjelentek a multirezisztens és
kiterjedt rezisztenciaval bir6 (MDR, XDR) torzsek is, melyek az aktualis terapias
ajanlasban szerepld antibiotikumokra, a 3. generaciés cephalosporinokra, az
azithromycinre is rezisztensek. 2016-ban kozolték az els6 terapids kudarcot az
elsdvonalbeli kezelésként javasolt ceftriaxon és azithromycin kombinacié adasa utan, az
Egyesiilt Kiralysagban [3]. A WHO 2012-es kiadvanya szerint elképzelhet6, hogy a
jovében nem lesz rendelkezésre allo hatékony terapia az egyre terjedd rezisztens torzsek
miatt, ezért is hangsulyozza az antibiotikum-érzékenység folyamatos monitorozasanak
fontossagat. Mindez ravilagit arra a tényre, hogy milyen fontos és siirgetd 0j terapias
tervek, Uj antibiotikumok bevezetése a gonorrhoea kezelésében [4]. A megfeleld
terapias terv létrehozasahoz az antibiotikum-rezisztencia viszonyok ismeretén tul, a
DNS szekvencia-tipizalason alapulé, NG-MAST (Neisseria gonorrhoeae multi-antigen
sequence typing) modszer hasznalhat6 fel, mely modszerrel 6sszefiiggés mutathato ki az
NG-MAST szekvencia tipusok (ST-k) és a megfelel6 rezisztencia fenotipusok kozott, és
kovethetové valik a rezisztens torzsek terjedése. A N. gonorrhoeae izolatumok
csoportositasara jelenleg ez a legelterjedtebb modszer vilagszerte, mely a torzsek kozott
magas diszkriminacids lehetdséget kinal, jol reprodukalhatd, és az eredményei
Osszevethetk a nemzetkozi kutatasok esetén IS [5-7]. Az adott régioban leirt ST-k
génjein végzett filogenetikai vizsgalatokkal az ST-k kozotti rokonsagi kapcsolat, az

evoluciods tendenciak irhatoak le.
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Ennek megfelelden vizsgalatainkban nagy hangsulyt fektettiink a magyarorszagi
rezisztencia-viszonyok mérésére és alakulasara az elmult évek alatt, kiilonos tekintettel
a terapias ajanlasban szereplé antibiotikumokra, a cephalosporinokra és az
azithromycinre. NG-MAST modszerrel vizsgaltuk a torzsek szekvencia tipusait.
Ismereteink szerint ez volt az els6 magyarorszagi felmérés, mely a szekvencia tipusok
és a hozzajuk tartoz6 rezisztencia-adatok kozotti Osszefliggést vizsgalta, megfeleld
empirikus terapia létrehozasa céljabol. Igy kovetkeztetéseket vontunk le a 2002-es

magyar modszertani levéllel és a 2012-es eurdpai terapias ajanlassal kapcsolatban.

2.1. Torténelmi vonatkozasok
A gonorrrhoea a legrégebb 6ta ismert fert6z6 betegségek egyike. Elsé leirasa a

Biblidban, a Levitdk konyvében olvashatd. Elnevezése Galenustol szarmazik, aki
tévesen feltételezte, hogy a folyas spermabdl all: Gonos=sperma, Rheos=folyas [8]. A
18. szazadban John Hunter, angol sebész probalta bizonyitani, hogy a gonorrhoea és a
syphilis két kiilon betegség, de sajnos egy olyan koinfekcidban szenvedd beteg
hugycsovaladékaval fertdzte sajat borét, akirdl ekkor nem tudta, hogy syphilis fertézése
Is van. Késobb Hunter syphilisben hunyt el. A kisérlet kovetkezményeként levont téves
kovetkeztetés, miszerint a gonorrhoea és a syphilis egy betegség, s ugyanaz a korokozo
felelds a kialakulasaért, még kozel egy évszazadig meghatdrozta a veneroldgusok
gondolkodasat. Ennek megdontésére Philippe Ricord, francia orvos, 1831-ben szamos
kisérletet végzett Onkénteseken, akiket gonorrhoeds valadékkal fertézott syphilis
kialakulasa nélkiil. Albert Neisser 1879-ben fedezte fel a gonococcusokat mikroszkopos
kenetben, s igy adhatta a nevét a Neisseria genusnak. A kérdés végleg 1905-ben dolt el,
amikor Schaudin és Hoffman felfedezték a Treponema pallidumot, a syphilis

korokozojat [9].

2.2. A fertozés epidemiologiaja
2.2.1. A fert6zés megjelenése vilagszerte

A WHO felmérései szerint a gonorrhoea megjelenésében nagy kiilonbségek

vannak a fejlédé és fejlett orszdgok kozott. A fejlédd orszagokban magasabb a
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gonorrhoea el6forduldsa, ami magyardzhato az alacsonyabb tarsadalmi rétegek
kiszélesedésével, a homoszexualitas és a prostituizmus terjedésével. Leggyakoribb a
fertézés a Nyugati Pacifikus Régioban, Délkelet-Azsiaban, Szubszaharikus Afrikaban
és Latin-Amerikaban [2].

A fejlett orszagokban a gonorrhoea incidencidja hullimz6 lefolyast mutatott. A
masodik vilaghaboru utan emelkedett, majd az 50-es években hanyatlas kovetkezett be,
majd névekedésnek indult a 70-es évekig, amit a 60-as évek szexualis forradalma, és az
50-es évek "baby boom-ja” magyaraz. Majd ezutan jabb hanyatlas kovetkezett, amit a
fejlettebb diagnosztikéval, az adekvatabb antibiotikum-terapiaval és az AIDS-tdl vald
félelemmel magyaraznak. A csokkenés egészen a 90-es évek elejéig tartott.

A WHO 1990-ben 25 milliéra, 1995-ben 62 milliéra becsiilte az incidenciat a
vildgon. Ugyanebben az évben Délkelet-Azsiaban 1%-ra, mig Eszak-Amerikaban
0,1%-ra tette a prevalenciat. A WHO altal, 2008-ban készitett felmérés szerint az évi
498,9 milli6 STD betegségb6l a gonorrhoea 106,1 milliot tett Ki. Ez koriilbeliil
egyenértéki a Chlamydia trachomatis okozta STD betegség 105,7 milliéra becsiilt
incidencigjaval. A 2005-6s felmérésekhez képest 2008-ra 21%-ot emelkedett a
gonorrhoea incidencidja. Leggyakoribbra becsiilték a megjelenését a Nyugati Pacifikus
Régioban (42 millio), Dél-kelet Azsiaban (25,4 millid) és Afrikaban (21,1 millid)
[10,11].

2012-ben a WHO 1jabb becsléseket végezve, az 01j gonorrhoeds esetek szamat 78
milliéra, mig az ) chlamydiés esetek szamat 128 millidra, mig a gydgyithatd nemi
betegségekét pedig Gsszességében 357 milliora becsiilte [12]. A gonorrhoeds esetek
koinfekciojat C. trachomatis-szal 10-40% kozé teszik [13,14]. Tekintettel azonban a
becsléshez hasznalt eltéré modszerekre, a 2008-as és 2012-es WHO-adatok nem
hasonlithatoak 0Ossze. Levonhatd, hogy az STI-k (sexual transmitted infection)
incidenciaja tovabbra is magas értéket ér el, naponta 1 millié akviralt, gyogyithatd STI-
vel kell szamolni. Tekintettel a novekvd antibiotikum-rezisztenciara, kiilondsen a
gonorrhoea esetében, a fertézések incidenciajanak nyomon kovetése tovabbra is fontos

1, 12].

2.2.2. A fert6zés megjelenése Europaban

Az ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) 1990 és 2010

kozott végzett felmérése, azt mutatta, hogy 15 és 30 f6 kozott valtozott a 100 ezer fére
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esO fertdzések incidenciaja [15]. 2008-t6] kezdédéen pedig az incidencia emelkedést

mutatott (1. &bra).

Férfiak
Osszes

4 — N6k

Esetek szama/100 ezer f8

1. abra: 100 ezer fore es6 gonorrhoeds esetek szdma 1990 és 2011 kozott Europaban
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Annual Epidemiological Report.
2013. Stockholm. ECDC; 2013.

Az ECDC ujabb 20 évet feldleld vizsgalataban, 2006 és 2015 kozott a fertdzés tovabbi,
jelentds emelkedését irta le. 2015-re a 100 ezer fore esé fert6zések szama elérte a 19 f6t.
2008-as évhez képest a férfiak esetén 158%-kal, ndk esetén 76%-kal nétt a bejelentett

fertézések szama (2. abra).

10
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35

Férfiak

— Osszes

30

Nék

25

20

Esetek szama/100 ezer f6

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

2. abra: 100 ezer fore es6 gonorrhoeds esetek szama 2006 és 2015 kozott Europaban
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Gonorrhoea. In: ECDC. Annual
epidemiological report for 2015. Stockholm. ECDC; 2017.

A fert6zés emelkedését a fertdzott férfiak novekvd szamaval magyarazzak, azon
beliill is leginkabb az MSM-ek és a promiszkuitas novekedésével, az MSM-ek
gyakoribb tesztelésével, fOként az extragenitalis régiokban, ill. a diagnosztika
fejlodésével (NAAT, nucleic acid amplification test).

Az ECDC 2015-6s évrol szolo, legfrissebb adatai alapjan az Eurdpai Unid
teriiletén 70056 gonorrhoea esetet jelentettek, mig C. trachomatisbol 394163-at [16].
Tehat a bejelentések alapjan a chlamydia fertézés kb. 5,6-szorosan meghaladja a
gonorrhoeat Europaban. A legtobb esetet Nagy-Britanniabol jelentették. 2015-ben a
bejelentett gonorrhoeas esetek szama 14%-kal novekedett a 2014-es évhez képest,
kiilonésen az MSM-ek korében, mig a chlamydids esetek szdma stagnalt. A
bejelentések alapjan a gonorrhoeas fert6zottek 11%-a volt HIV fert6zott is egyben [16].

A 2008-as WHO felmérésben megbecsiilték a fertézések eldfordulasat Eurdpaban
is, melyet a gonorrhoea esetén 3,4 milliora, C. trachomatis esetén 20,6 milliora
értékeltek [10].

Ami a nemek szerinti megoszlast illeti, 3,6-szor gyakoribb férfiakban a fertézés
[16]. Ezt magyarazhatjuk a homoszexualis férfiak (MSM) névekvé aranyaval, akik
2015-ben 51 %-at adtak a gonorrhoeas eseteknek, illetve azzal, hogy a férfiak fertézése

gyakrabban jar tiinetekkel, mint nék esetén [15-17]. 2014-ben, az adatgyiijtés

11
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torténetében elészor 1épte tal a fertdzott nék szama a heteroszexualis férfiakét, ami
mindenképpen aggasztd a perinatalis komplikaciok, ill. reproduktiv szervek
szovodményei miatt [18]. 35%-a a fert6zotteknek 15 és 24 év kozotti, mig 36%-a 25 és
34 év kozotti volt [16].

2.2.3. A fert6zés megjelenése Magyarorszagon

A fejlett orszagokban, beleértve Magyarorszagon, a fertdzés incidencidja a
masodik  vilaghaborut  kovetdéen jelentésen  megemelkedett. Majd  kisebb
ingadozasokkal beallt egy egyenletes szintre. 1973-ban 13838, 1983-ban pedig 11526
fert6zést jelentettek be hazankban. Az 1980-as évek kozepétdl a fert6zés el6fordulasa
csokkené tendenciaba ment at. 1987-ben 5925 fére, 2000-ben pedig 1183 fére esett a
megbetegedések szama [8]. Ehhez feltehetden, a vilag mas teriileteihez hasonldan, az
AIDS-t61 valo félelem vezetett. A fertdzés megjelenése a 2000-es évektol
novekedésnek indult. Ezt a promiszkuitassal, illetve a tiinetmentes fert6zések (példaul
anorectum, pharynx ¢&s cervix) gyakori eldforduldsidval lehet magyarazni (,,néma
jarvany”) [19]. Az Epinfo felmérései szerint 2010-ben 1170 gonorrhoeas fertézést
jelentettek, mig 2011-ben 1369-et, 2012-ben 1487-ct és 2013-ban 1526-ot, 2014-ben
1620-at. 2015-ben azonban a gonorrhoeas fert6zések szama negyedével csokkent, 1246
esetet jelentettek. A csokkenés hatterében a bejelentések elmaradasat vélik. A betegek
haromnegyede férfi, egynegyede nd volt, és legmagasabb a 20-24 és a 25-29 éves
korosztaly atfertdzottsége. Az OEK felmérései alapjan, a bejelentések tobb, mint fele
Budapestrdl érezik. Szembetiinden magas Borsod-Abauj-Zemplén, Somogy, Heves
megye érintettsége [20-33].

Mivel a kotelezd bejelentés sokszor elmarad, ezért a prevalencia feltételezhetéen
alacsonyabb a valos értékeknél. A bejelentés elmaradasanak tobb oka lehet. Az egyik,
szakorvos végzi. llyenkor a kontaktuskutatas is elmarad. El6fordul, hogy a nemibeteg
gondozokban sikertelen a kontaktusok felkutatasa, ismeretlen kilétiik miatt. Masik ok
lehet, hogy az ujfent gonorrhoeds beteg nem fordul orvoshoz, s Ongyogyitassal
kronikus fertGzésre tesz szert, rezisztens torzsek szelektalodasat kockaztatva [2,34]. A
WHO felmérése szerint a fertézések kevesebb, mint 5%-at jelentik be, és azt josoljak,
hogy tovabb fog csokkenni a bejelentések szama, igy el6bb-utobb papiron nem is fog

eléfordulni gonorrhoeas megbetegedés [2].
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2.3. Patogenezis

A N. gonorrhoeae baktérium egy Gram-negativ, 1 um nagysagu, aerob
diplococcus. Kornyezeti behatasokkal szemben érzékeny, igy szervezeten kiviil rovid
idén beliil elpusztul. A gonococcus a pharynx, rectum és az urogenitalis szervek
mucosajat kolonizalhatja a vagina kivételével. Pilusok biztositjak az adhézidt a
hengerhamsejtekhez. Endotoxinjukkal gyulladast provokalnak, és az epithel pusztulasat
valtjak ki. IgA proteazzal a szekretoros IgA-t bontjak, ami a kolonizaciot gatolna [34,
35]. A gonococcusok tobbségében intracanalicularisan terjednek, elvétve
megfigyelheté haematogen szorodas. Terapia hianyaban a macrophagok muikodésének
eredményeként az akut, gennyes gyulladas helyébe tiinetszegény, kronikus gyulladas
1ép [19,34].

A baktérium kontagiozitasa magas. A korokozoval vald fert6z6dés fliigg a nemi
valadék csiraszamatol. Noékben az egyszeri nemi érintkezésre szamitott fertéz6dés
valoszintisége 80%, mig férfiakban 20%. Viszont ez a szazalék az ismételt nemi
érintkezések szamatol fiiggéen 100%-ra is emelkedhet [19]. A fertdzddés
genitovaginalis, oroanalis, orogenitalis és anogenitalis érintkezés utjan, illetve
autoinokulacioval (pl.: conjunctivitis esetében) terjedhet, valamint vertikalis Uton a

placentan at, ill. a sziildcsatornan keresztiil [19,34].

2.4. Patogenitas
A gonorrhoea nagyrészt az urogenitalis traktus alsd részét fert6zi. Urethritist,

cervicitist okoz. Kisebb aranyban, a nemi érintkezés modja szerint, proctitis,
pharyngitis is 1étrejohet, illetve felszalld fertézésként a felsé urogenitalis traktust is
megbetegitheti. Mig a fertézés férfiaknal inkabb akut, addig noknél a kronikus
ascendalo fert6zés a jellemzébb [19,34]. Mivel férfi és néi gonorrhoea eltér mind
tiinetek, mind szovOdmények szempontjabol, ezért érdemes a kettd leirdsat

kilonvalasztani.

2.4.1. Klinikai kép férfiak esetén

Férfiaknal az infekcio legjellemzobb megjelenése az akut anterior urethritis, ami
2-8 nap inkubdciés id6 wutdn, dysurids panaszokkal, nydkos, majd gennyes

hugycsofolyassal, vizeléskor metsz6 fajdalommal jar. Ritkan a fert6zés jarhat
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balanitisszel is, ilyenkor a meatus urethrae erythemas. Tiinetmentes fertdzés az esetek
kevesebb, mint 10%-at teszi ki. Antibiotikus kezelés nélkiil, 10-14. napra a fert6zés
felszallva acut posterior urethritist okoz, ami mar gyakori vizelési ingerrel és akar
lazzal is jarhat [19, 36].

A fertdzés komplikacidja lehet a prostatitis, ami lazzal, vizelési és székelési
fajdalommal jar, ritkan talyogképzddéssel és akar sipolyképzddéssel kisérve. Ilyenkor
perianalisan €s suprapubicusan is fajdalmat érez a beteg. Rectalis vizsgalattal a prostata
egyik oldalon kemény, indurdlt és fajdalmas. Masik gyakori komplikaci6 az
epididymitis, ami gyakran hirtelen, villdmcsapasszerien kezdddik, és szintén lazzal
kisért (> 40°C), scrotumba és combokba sugarzo fajdalommal. Kétoldali epididymitis
esetén akar sterilitas is kialakulhat, mivel a folyamat fibroticus hegesedéssel gyogyul.
Ezenkiviil a N. gonorrhoeae fertézés okozhat balanoposthitist, ami gyakran
phimosishoz tarsul. Ilyenkor a glans erodalt, erythemas. A leggyakoribb komplikacié a
periurethritis, ami érinti a Littre-mirigyeket, és a perzisztalo infekcio egyik forrasa
lehet. Ha a Littre-mirigyek beolvadnak periurethralis talyog alakul ki, ami fajdalmas
erekciot eredményez. Emellett a genny betorhet az urethrdba, s ennek
kovetkezményeként multiplex fistulak képzddhetnek a glanson. Ilyenkor vizeléskor
tobb nyilason is iiriil a vizelet (,,locsolokanna” penis). Onmagéaban a littritis a mirigy
elzarddasaval jar, igy az urethra mellett tomott csomokat lehet tapintani. Paraurethritis
esetén fajdalmas a fossa navicularis, nyomasra genny préselhetd. Tysonitis a frenulum
két oldalan lathatd gyulladéds. Kialakulhat cavernitis is. Sulyosbithatja a folyamatot
spermatocystitis, a vesicula seminalis gyulladasa. Ez utobbi egy ritka szovédmény, ami
prostatitishez tarsul, és keresztcsont irdnyaba sugarzd fajdalom jellemzi. Egyéb
szovédménye a fertdzésnek a cowperitis, a hasonnevii mirigy abscedald gyulladasa,
ami szaggatd perinealis fajdalommal jar, fajdalmas a vizelés és a székelés is. A beteg
lazas, gyakran visszatartja a vizeletét a fajdalom miatt [19, 34].

Kezelés nélkiil a tiinetek mérséklédnek és kronikussa valnak 4-6 hét leforgasa
alatt. A valadék mennyisége egyre kevesebb lesz, majd csaknem teljesen elmarad, és
végiil reggelente un. ,.bonjour cseppek” formdjaban jelentkezik. A kronikus urethritis
néha feler6sodik, pl. nemi érintkezés utan, felfdzaskor. Az idiilt fertézés szovodményei

lehetnek az urethra koriil tapinthatd csomok littritis kovetkeztében, az urethrasziikiilet a
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bulbus urathrae teriiletén, ill. a kronikus prostatitis, ami dysuriaval, végbél viszketd,

€g6 érzésével, gati teltségérzéssel, ejaculatio praecox-szal jar [19,34].

2.4.2. Klinikai kép ndk esetén

A nék felében az infekcio tiinetszegényen zajlik, a nék kozel negyede pedig
teljesen panaszmentes. Az urethritis és a cervicitis sokszor egyiitt jar, és néha proctitis
is szinezi a Klinikai képet. Vaginitis gonorrhoeaban nem alakul ki. Urethritisben dysuria
és pollakisuria jellemzd, amiket sokszor “felfazas” tiineteinek tulajdonitanak.
Komplikacidja lehet a cystitis, hasonld panaszokkal. A cervicitis az esetek tobb mint
50%-aban nem jar panasszal, esetleg keresztcsonti vagy alhasi fajdalom kiséri, de
feltaro vizsgalattal 1athato a méhszaj gyulladt, gennyes nyalkahartyaja. [19,34,36,37].
Antibiotikum-terapia hianyaban tiinetmentes, kronikus, felszallo fert6zés alakul Ki.

A felszallo fertézések az endometrium, a salpinx és az ovarium fert6zését
okozhatjak, melyek a szomszédos szovetek gyulladasaval egyiitt a kismedence
gyulladasos megbetegedéseként (PID=pelvic inflammatory desease) foglalhatoak
Ossze. Ez a fert6zések tizedében alakul ki. Az akut kezdet gorcsos, egyoldali, és
menstrudcié utan jelentkezik magas lazzal, leukocytosissal. Jarhat alhasi fajdalommal,
dyspareuniaval, kozti vérzésekkel és akar extrauterin graviditassal, sterilitassal és korai
vetéléssel is, de lehet hosszabb ideig tlinetmentes is. A reinfekciok szdmaval a
szovédmények kockazata nd. A PID komplikdlédhat tuboovarialis talyoggal,
pelveoperitonitissel. Az endometritis atmeneti korkép, mivel menstruicio alatt a
megtapadt baktériumok a méhnyalkahartyaval egytitt lelokddnek. Salpingitis szovédhet
talyoggal, annak rupturajaval, és heges 0sszendvésekkel. Az oophoritis a peritoneumot
is érinti. Lazat, hanyast, alhasi f4jdalmat okozhat. Kronikus szakaszban pedig mar csak
az adnexumtumor tapinthat6. Bartholinitis tobbnyire egyoldali folyamat, mely soran a
mirigy kivezetd jarata elzarodik, és a mirigy megduzzad, fajdalmas, erythemas. A
cervix, az endometrium és a petevezeték kronikus gyulladidsa esetén a ndk a
menstrudcié utdn fertézéek, s a cervixkenet vizsgalata, illetve a tenyésztés egyéb
1d6szakban gyakran negativ, annak ellenére, hogy a beteg fertézoképes. Vulvovagititis
kialakulasa gyermekkorban lehetséges, mivel a vagina atmeneti hamja érzékeny a
koérokozdval szemben, igy abuzus, kozos torolkozohasznalat sordn fertdzddhet a

gyermek [19,34].
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2.4.3. Extragenitalis fertézések klinikai képe

Extragenitalisan megjelend gyulladas orogenitalis €s anogenitalis érintkezés utan
alakulhat ki. A gonorrhoea transzmisszidjaban jelentds szerepilk van, mivel
tobbségében panaszmentesen zajlik a fertézés. Az rectum fertézését homoszexualis
férfiakban talaljuk nagyobb szamban, de nék esetén is kialakulhat, foként a hiivelybdl
kifolyo valadék okozza. Koriilbeliil 90%-ban tiinetmentes. Kevesebb, mint 10%-ban
pruritus, tenesmus kiséri, véres-nyakos székletiirités mellett. A tiinetek hianya nemcsak
a rectum, de pharynx fertézésére is igaz, hasonld szazalékban. A
blepharoconjunctivitis fénykeriiléssel, gennyes valadékozassal jar, miutan a fertézott
valadék a szemhez kenédik. Ujsziilotteknél a sziildcsatornaban vald athaladaskor
torténik meg a fert6z6dés, majd 1-3 nap utan jelentkeznek a tiinetek. Kezelés nélkiil
vaksdghoz vezethet.

A N. gonorrhoeae fert6zés egyik disszeminalt formaja az arthritis, ami gyakran
monarthritis, és jellemzden a térdet, ugroiziiletet érinti, ritkdbban a kezet, konyokot, és
elsdsorban a nék betegsége. El6fordulhat polyarthritis formajaban, ami nem migralo
izlileti gyulladés. Fiatal, panaszmentes ndk hirtelen kialakuldé monarthritise esetén
mindenképpen gondolni kell gonorrhoeéra. Kialakulhat tendovaginitis, mely ugyancsak
egyoldali; pericarditis, mely halalos kimenetellel is jarhat, és perihepatitis acuta is. Ez
utobbi korkép masik elnevezése a Fitz-Hugh-Curtis-szindroma, ami fiatal ndk ritka
megbetegedése, €s kiillonbozo tiinetekkel jarhat, igy:

e jobb bordaiv alatti fajdalom, mely belégzésre és a torzs mozgatasara fokozodik,

e amadj nyomasérzékenysége,

e hdemelkedés,

e jobb vall fajjdalma, amit a nervus phrenicus irritacidja okoz,

e hanyinger, hanyas, fejfajas,

e gyorsult siillyedés, emelkedett fehérvérsejtszam, koros majenzimek,

e laparoszkopiaval a majtok és peritoneum kozott hegedithirszerli 9sszendvéseket
lehet megfigyelni,

e mchszajbol végzett tenyésztés gonorrhoea-pozitiv eredményt ad, laz esetén
hemokultara készitése kotelezo [19,34].

Altalaban azoknal a noéknél jelentkezik, akikben a petevezeték és a petefészek is

érintett. Gonococcus bacteriaemia nagyon ritka komplikacio. 60-97%-ban nékben
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alakul ki, és gyakran kezdddik menstruacid, sziilés vagy ndgyodgyaszati miitét utan,

hirtelen tiinetekkel. Jellemzd ra:

e aperiodikus lazmenet (38-39 °C-0s) hidegrazassal, j6 altalanos allapot mellett,

e iziileti gyulladés, tendosynovitis,

e acralis papulopustuldk, haemorrhagias vesiculdk, bevérzett seropapuldk az iziilet
koriil,

e magas CRP és fehérvérsejtszam, gyorsult siillyedés [19,34].

2.5. Diagnosztika

A diagnosztikaban haromféle modszer all rendelkezésiinkre. Ezek a kovetkezok:

mikroszkopos kenet értékelése, tenyésztés taptalajon és molekularis biologiai eljarasok.

2.5.1. Mikroszkopos vizsgalat (1000x nagyitassal, immerzioval)
Urethritis esetén a hugycsdvaladék vizsgalatdhoz 2-3 6ran keresztiil sziikséges a

vizeletet visszatartani. Cervicitis gyanija esetén elébb steril vattapalcaval letoroljik a
gennyet a cervixrél, és utana kovetkezhet csak a mintavétel. Diagnosztikus értékii a
festett kenet, ha nagyszamu polymorphonuklearis granulocyta figyelheté meg,
intracellularisan  elhelyezkedé diplococcusokkal egyiitt. A  festés torténhet
metilénkékkel és Gram-festéssel is (3. , 4. abra). El6bbi értékelése nehezebb, mivel

egyéb baktériumok, pl. Streptococcusok jelenléte konnyen megtéveszti a vizsgalot.

Gram-festéssel nagyobb eséllyel lehet a diagndzist felallitani.

3. és 4. abra: Metilénkékkel festett kenet (forras: http://www.uni-giessen.de) és Gram-

festett kenet
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Gram-festett kenetben a Gram-negativ gonococcusok piros sziniire, Gram-pozitiv
baktériumok kék szinlire festddnek. Az apatogén Neisseriak intracellularisan nem
jelennek meg. Ha tehat csak extracellularisan vannak diplococcusok a kenetben, akkor
az elkiilonitésiikre mindenképpen sziikség van tovabbi vizsgalatokra.

A kenet készitésének leginkabb férfiak szimptomas, akut urethritise esetén van
diagnosztikus értéke, ilyenkor a vizsgalat szenzitivitasa 95%. Hasonldéan magas a
szenzitivitas ndk tlinetes urethritise esetén is. Azonban tiinetmentes férfiak urethritise
esetén a szenzitivitas csak 50-70%, rectum esetén szintén csak 40% [1,38], igy ezekben
az esetekben nem javasolhato, ahogy cervicitis, proctitis és pharyngitis esetén sem
[19,34,36-39]. Tehat fontos kiemelni, hogy a negativ vizsgalat nem zarja ki a fert6zést,

¢s a kenet eredménye fiigg a vizsgalo tapasztaltsagatol.

2.5.2. Tenyésztés
Az egyik legmegbizhatobb diagnosztikus eljaras, ami azonban Ssajnos sok

rendeldintézetben nem elérhetd. A  gonococcusok specifikus koriilményeket
igényelnek: un. Thayer-Martin-féle csokoladé agaron nének, ami tartalmazza azokat a
faktorokat, a hemet ¢és a nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NAD-ot), ami
nélkiilozhetetlen a gonococcus szamara, illetve vancomycin, colistin, trimethoprim
antibiotikumokat és ampfoterecin B antimikotikumot, melyek akadalyozzak a normal
flora parhuzamos névekedését. Annak érdekében, hogy ne veszitsiik el a vancomycin-
érzékeny torzseket, nem-szelektiv taptalajon is elvégezzilk a tenyésztést. Ahogy
fentebb emlitésre keriilt, a baktérium igényessége miatt a leoltast a mintavétel utan
azonnal el kell végezni, 35°C-on, 5-10%-o0s szén-dioxid atmoszféran kell elhelyezni a
taptalajokat. Pozitiv esetben szintelen, fényes telepek jelennek meg, melyek oxidéaz-
pozitivak, és a szénhidratok koziil csak a dextrozt bontjak. Negativ eredményt csak 72
ora elteltével lehet kiadni.

A tenyésztés specifikus, olcsd, 85-95%-0s szenzitivitassal bir, de relative lassu,
és fontos biztositani a megfeleld koriilményeket [1]. A mintavétel torténhet cervixbdl,
urethrabol, pharynxbol, rectumbdl, conjunctivardl, ill. iziileti punctatumbol is.
Amennyiben a megjelend baktériumtelepek alapjan sziikséges tovabbi identifikald
eljaras, pl. a torokban apatogén Neisseriak miatt, MALDI TOF tomegspektrométer
(Matrix-assisted laser desorption/ionization, Time-of-flight mass spectrometer)
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vizsgalatra keriil sor, mely a baktérium riboszomalis Gsszetételét vizsgalja. A MALDI
egy fotoionizacids ionforrasra, mig a TOF egy repiilési id6 tomeganalizatorra utal.

A tenyésztés legnagyobb eldnye, hogy utana antibiotikum-érzékenység vizsgalat
készithet6. Ez torténhet korong-diffizios, ill. epsilometer-teszttel. Korong-diffuzios
modszer esetén a gylirli alaka gatlasi zona méretébol kovetkeztethetiink indirekt modon
az érzékenységre [35]. A modszer alkalmazasat az USA-ban a NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) engedélyezi, azonban az EUCAST
Eurépaban (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) nem
javasolja. Az epsilometer-teszt esetében a pontos minimalis inhibitor koncentracio
(MIC) keriil mérésre, ami az antibiotikum azon legkisebb koncentracidja (mg/1), mely
megakadalyozza az adott baktérium szaporodasat. Ennek a hatarértékeit az EUCAST
ajanlas hatdrozza meg, mely Osszehasonlithatové teszi a nemzetk6zi kutatasokban a
rezisztencia-értékeket. Az antibiogram készitésnek mindenképpen fontos szerepe van a
gonorrhoea diagnosztikajaban, mivel csak ennek ismeretében adhaté hatékony kezelés,
ill. igy kovethetd nyomon a rezisztencia-viszonyok alakulasa. Ezzel ellentétben mégis
szamtalan esetben tenyésztés és rezisztencia-vizsgalat nélkiil kezelik az infekciot. Ez
csak akkor elfogadhato, ha ismert az adott régioban elterjedt gonococcusok szokasos
rezisztenciaja [19,34,36-40].

2.5.3. Molekularis eljarasok

A molekularis eljarasok hasznalhatok a korokozo azonositasara, illetve az
antibiotikum-rezisztencia megitélésére. A DNS-amplifikacios, nukleinsav-hibridizacios
modszerek tartoznak ide. El6nytik, hogy nem sziikséges €16 korokozo a vizsgalathoz,
nem igényel tenyésztélaboratoriumot, és gyors vizsgalat. Erzékenyebb a tenyésztésnél,
és nagy specificitasi. Tobb mint 96%-o0s a szenzitivitasa tiinetes ¢€s tiinetmentes
betegek esetében is, igy tlinetmentes hordozoknal elsdsorban ez javasolhatd. Feérfiak
esetén egyforma szenzitivitasi hugycséfolyasbol és vizeletbdl. Nok esetében azonban
vizeletb6l nem javasolt a teszt elvégzése. Hatranya, hogy a pontos antibiotikum-
érzekenység nem itélhetd meg. Pharynx ¢€s rectum esetén a korlatolt értékelhetdség,
alacsony pozitiv prediktiv érték miatt NAAT nem ajanlhat6. Ezekben az esetekben a
rectumban, pharynxban, de ritkdn még az urogenitdlis traktusban is jelen 1évo
kommenzalis Neisseria speciesek is kimutatasra keriilnek, ha nem elég specifikus a

teszt, és kiegészitd, verifikacios NAAT vizsgalatra van sziikség [38, 41]. Elonye, hogy
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a mintat akar 7 napig is lehet tarolni megfeleld koriilmények kozott (2-25°C-on).
Alkalmas egy vizsgalati mintabol, egyszerre tobb korokozo azonositasara, koinfekciok
kimutatasara. Ilyen példaul a multiplex PCR-vizsgalat (polimeraz lancreakcio), ami a
N. gonorrhoeae mellett a C. trachomatist, a Mycoplasma hominist és genitaliumot, az
Ureaplasma ureolyticumot és parvumot, valamint a Trichomonas vaginalist tudja
egyszerre azonositani. [19, 34, 36].

A molekularis eljarasokat (PCR, gén-, ill. genom-szekvenalas) alkalmazhatjuk az
antibiotikum-rezisztencia, ill. MIC érték megitélésére is, foként surveillance
programok keretében, ha a tenyésztés nem elérhetd. Azonban a fenotipusos
antibiotikum-rezisztencia mérést nem helyettesithetik, mivel az ismeretlen, wjabb

rezisztencia-determinansok nem detektalhatéak a modszerrel [42-44].

2.6. Terapias ajanlasok
2.6.1. Magyar terapias ajanlasok
A Bor, -és Nemibetegségek Szakmai Kollégiuma altal 2002-ben kiadott

modszertani levél elséként valasztandd antibiotikumok kozott a kovetkezoket ajanlja
monoterapiaban, nem komplikalt urogenitalis gonorrhoea esetén:

= 1x250 mg ceftriaxon im. vagy,

= 400 mg ofloxacin p.os vagy,

= 400 mg cefixim p.os vagy,

= 500 mg ciprofloxacin p.os.
Alternativaként ajanl 2g spectinomycint im. vagy 1g azithromycint per os.
Penicillinallergia esetén 2 g erythromycin p.os adasat javasolja 5-7 napig [37].
Amennyiben a gonorrhoea C. trachomatis koinfekcioval jar 1 g azithromycin a
valasztando kezelés az ajanlas szerint. Tekintettel a novekvé penicillin, tetracyclin,
fluorokinolon, azithromycin, ill. cephalosporin rezisztenciara, az ajanlas elavultnak
tekinthetd.

A 2011-ben kiadott Borgydgyaszati utmutatd elséként valasztando terapianak

ajanlja cervix, urethra és rectum gonorrhoea fertézése esetén a kovetkezoket:

e 250 mg ceftiaxon im. vagy,

e 400 mg cefixim p. os vagy,
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e 2 g spectinomycint im. vagy,
e kinolonokat, de csak rezisztencia-meghatarozas utan.
Mig pharynx fertézése esetén ceftriaxon az els6ként valasztandd. Rezisztencia

meghatarozas utan azithromycin vagy ciprofloxacin adasa is szoba johet [36].

2.6.2. Europai ajanlas

A legfrissebb, IUSTI altal kiadott 2012-es eurdpai ajanlasban elsdként
valasztando terapianak kombinacios kezelést javasolnak: 1x500 mg ceftriaxon im. 1x2
g per os azithromycinnel. Ha ceftriaxon nem elérhetd, vagy nem biztosithatd
parenteralis gyodgyszeradas, vagy esetleg a beteg nem jarul hozza parenteralis
kezeléshez, akkor 1x400 mg per os cefiximet 2 g per os azithromycinnel javasolnak. Ha
pedig az azithromycin nem all rendelkezésre, akkor 1x500 mg ceftriaxon adhato.
Penicillin-vagy cephalosporin-allergia, vagy rezisztencia esetén 1x2 g spectinomycint 2
g per os azithromycinnel javasolnak. Az antibiotikumok kombinacidjaval és a dozisok
novelésével ceftriaxon és azithromycin MIC értékek novekedését igyekeznek
megakadalyozni. A kombinacio elénye, hogy széles spektrumu cephalosporinok és az
azithromycin kozott egyes vizsgalatok szerint szinergizmus all fenn, illetve az esetleges
C. trachomatis koinfekcio gyogyulasaval is jar [38, 45-49]. Az eurdpai ajanlas szerint
C. trachomatis és a N. gonorrhoeae egyiittes el6fordulasa 30 éves kor alatt olyan
gyakori, hogy a kezelést mindenképpen ki kell egésziteni 1 g azithromycinnel vagy 7
napig tarté 2x100 mg doxycyclin terapiaval. Itt hivatkoznak az Egyesiilt Kiralysagban
2008-ban végzett felmérésre, miszerint a gonorrhoeas ndk esetén 41%, mig
heteroszexualis férfiak esetén 35%-0s volt a koinfekcio gyakorisaga [50]. Monoterapiat
az ajanlas szerint csak akkor alkalmazhatunk, ha nukleinsav-amplifikacios teszttel
kizartuk a chlamydia-fert6zést.

Igazolt kinolon-érzékenység esetén 400 mg ofloxacin p.os vagy 500 mg
ciprofloxacin p.os akkor hasznalhatd, amennyiben a ceftriaxon nem alkalmazhato.
Azithromycin monoterapiaban az eurdpai ajanlasban nem szerepel. Ennek oka, hogy
novekszik az emelkedett azithromycin MIC értékii torzsek szama, gyakoriak a
gastrointestinalis mellékhatdsok, masrészt in vitro igazolt érzékenység esetén is
el6fordulhat terapias kudarc [51,52]. Mivel a harmadik generaciés cephalosporinok

esetén is egyre tobbszor mérnek emelkedett MIC értéket, az eurdpai ajanlas erre az
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esetre is tesz javaslatot. llyen esetben 1x1 g ceftriaxont 2 g azithromycinnel, vagy 240
mg gentamycinnel kombinalnak. Tekintettel az eltéré helyi rezisztencia-viszonyokra,
elfogadhatonak tartjak helyi alternativ kezelések adasat is. A terapidhoz nem utolsé

sorban a partnerek kezelése is hozzatartozik [38].

2.6.3. Terapias irdanyelvek a vilag tobbi részén
A WHO 2016-ban kiadott ajanldsaban hangstulyozzék a regionalis rezisztencia-
viszonyok alapjan felallitott kezeléseket. Amennyiben ez nem ismert, akkor a
kombinacios kezelést javasoljak a monoterapiaval szemben. Ha ismertek a helyi
antibiotikum rezisztencia-viszonyok, monoterapia is alkalmazhaté [1]. A WHO alapjan
elsdként valasztando kezelések:
e kombindcids kezelés:
e 250mg ceftriaxon im. egyszeri dozisban, 1g per os azithromycinnel,
e 400mg per os cefixim per 0s, 1g per os azithromycinnel.
e monoterapia (Helyi rezisztencia-adatok alapjan!):
e ceftriaxon 250mg im.,
o cefixim 400mg per os,
e spectinomycin 2g im.
Alternativ terapiaként gentamicint, kanamycint egyelére nem javasoljak, tekintettel a
rezisztencia-adatok hianyara. Oropharyngealis gonorrhoedban kombinacids kezelést
javasolnak, figyelembe véve a k6zolt terapias kudarcokat. Amennyiben terapias kudarc
Iép fel a javasolt monoterapidkkal szemben, a kombinacids kezelés alkalmazandé
masodszorra. Ha a terapias kudarc a javasolt kombinacios kezelés utan 1ép fel, akkor a
dozisok megduplazasat javasoljak vagy gentamicin/ spectinomycin kombinaciojat
azithromycinnel. A WHO guideline szerz6i emellett megjegyezték, hogy kevés adat van
a kombinaciés kezelés és az emelt dozisi monoterdpia Osszehasonlitdsaval
kapcsolatban. Tobb orszagban sokkal nagyobb standard dozisokkal kezelnek, s inkabb
javasolt lenne minimum standard dozisokat adni, és bizonyos esetekre korlatozni a
magasabb do6zisok hasznalatat [1].
Az USA-ban a 2015-6s iranyelvek szerint az elsdvonalbeli kezelés nem
komplikalt urethritis, cervicitis €s proctitis esetén Szintén kombinacios kezelés: 1x250

mg ceftriaxon im. 1g per os azithromycinnel. A kombinacios kezelés teoretikusan
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javitja a kezelés hatékonysagat, potencialisan lassitja a cephalosporin-rezisztencia
kialakulasat. 250mg ceftriaxon hosszantarto, baktericid koncentraciot ér el a vérben.
99,2%-4at gyogyitja az urogenitalis, anorectalis fertézéseknek, és 98,9%-at a pharynx
fert6zéseknek. Alternativ terapiaként javasolnak 400mg per os cefiximet 1g
azithromycinnel, de a cefixim koncentracidja nem ¢éri el a ceftriaxonnak megfeleld
baktericid koncentraciot, és nem is olyan hosszantart6, pharynx fert6zésben pedig csak
92%-ban hatékony. Ugyanakkor féld, hogy a cefixim MIC emelkedésével és tovabbi
hasznalataval meggyorsitjuk a ceftriaxon rezisztencia kialakuldsat. Mas per os
cephalosporin nem ajanlhato. Penicillin-allergia esetén 320mg gemifloxacint javasolnak
per os vagy 240mg im. gentamicint, 2 g per os azithromycinnel kombinalva.
Gemifloxacin esetében 99,5%-ban, gentamicin esetében 100%-ban jart gyogyulassal az
infekcio  [53]. Penicillinallergia esetén keresztreakci6 az elsé generacios
cephalosporinokkal kevesebb, mint 2,5%-ban I1éphet fel, harmadik generacios
cephalosporinokkal pedig elenyész6. A cephalosporinok hasznalata természetesen
kontraindikalt, ha a penicillinekre adott IgE medidlt reakciok, anaphylaxia, Stevens-
Johnson szindroma, toxikus epidermalis necrolysis szerepel az anamnézisben [54-56].
2015-ben Ausztraliaban 500mg im. ceftriaxon ¢és per 0s 1g azithromycint
kombinacidban javasolnak elsSvonalbeli terapianak [57]. Eszak-és Nyugat
Ausztralidban, ahol az éslakosok fertézottsége gyakori €és az antibiotikum-rezisztencia
alacsony, 3 g p.os amoxicillin, 1g probenicid és 1 g azithromycin adésa javasolt [43]. A
2013-as kanadai ajanlasban szintén kombinacidos kezelést javasolnak: 250mg
ceftriaxont 1g azitromycinnel [58]. Mig Japanban 1g iv. ceftriaxont javasolnak
monoterapiaban 2011 ota. Alternativ terapiaként pedig 1g iv. cefodizimet, vagy 2 g im.
spectinomycint irnak el [59]. Hollandiaban szintén nem javasoljak a kombinacios
kezelést, helyette 500mg im. ceftriaxont adnak, s azithromycinnel csak igazolt C.

trachomatis fert6zés esetében egészitik ki a kezelést [60].

A terapias ajanlasokrol

A 2002-es magyar modszertani levél korszertitlennek tekinthetd a tobbi ajanlashoz
viszonyitva, foként mivel még kinolonokat is ajanl. A kinolonokat a CDC mar 2007-
ben kivette az iranyelvekbdl, mig a cefiximet pedig 2012-t61 nem javasolja [61].

Hasonloképpen az ECDC sem ajanlja ezeket az antibiotikumokat elsé vonalban.
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Tovabbra is hangstlyozando, hogy az adekvat terapia nélkiilozhetetlen a
gonorrhoea gyogyitasaban, tekintettel arra, hogy a kronikussa valo fertézés kismedence
gyulladasos megbetegedéssel (PID, pelvic inflammatory desease), medddséggel,
spontan abortusszal, méhen kiviili terhességgel, az 0jsziilott megvakulasaval jarhat,
illetve 6tszorosére emeli a HIV-fert6zés kockazatat [5, 62, 63].

A megfeleld, naprakész terdpids ajanlasok létrehozdsdhoz sziikséges a
rezisztencia-adatok gyijtése, clemzése. E célbdl inditottak az USA-ban a GISP
programot (Gonococcal Isolate Surveillance Project) 1986-ban, a WHO GASP
(Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme) programot 1992-ben, az Egyesiilt
Kiralysagban a GRASP programot (Gonococcal resistance to antimicrobials
surveillance programme) 2000-ben, a Euro-GASP programot (European Gonococcal
Antimicrobial Surveillance Programme) 2009-ben, valamint 2015-ben a WHO és CDC
altal alapitott EGASP programot (Enhanced GASP) [64].

2.7. Terapiardl a multban

Az antibiotikum éra el6tt a gonorrhoea terapidja nem volt megoldott. A terdpia
Csupan az agynyugalmat, alkoholtdl és nemi élettdl valo tartdzkodast jelentette. Késdbb
alkalmaztak az urethra kalium-permanganatos irrigaciojat, ill. higany Osszetételi
készitményeket (mercurochrom), hypertermias eljarasokat [41, 65].

Miutan az antibiotikumok bevezetésre kertiltek az 1930-as évektdl kezdddden, a
terapia megoldodni latszott. Azonban a N. gonorrhoeae torzsek ujabb ¢és ujabb
rezisztencia-mechanizmusokat fejlesztettek ki a kiilonb6zé antibiotikum-csoportok
ellen [65]. Az elmult 70 év alapjan a gonococcust az evolucié adaptaciés mestereként
ismerhettilk meg. 2012-ben a CDC ,szuperbaktériumként” sorolta be, felhivva a
figyelmet a jovOben varhat6 terapias kudarcokra [1].

A baktérium az Osszes ismert rezisztencia-mechanizmussal rendelkezik: ilyenek
az antibiotikum inaktivalo enzimtermelés, tamadaspont szerkezetének megvaltoztatasa,
megndvekedett efflux, permeabilitas csokkenése [35]. Ezek a mechanizmusok
kiils6 gén transzferekkel valosulnak meg. Ez utobbi azt jelenti, hogy a baktérium képes

egész ¢letciklusa alatt gének “bekebelezésére”, majd azok rekombinacidjara a
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genomba. A N. gonorrhoeae esetén a géntranszfer gyorsabb és elterjedtebb, mint a
plazmid-medialt rezisztencia.

Az évtizedek alatt alkalmazott valamennyi szer hatékonysagat vesztette. Az
egyes antibiotikumok bevezetésével a rezisztencia rendszerint 1-2 ¢évtized alatt
kifejlodott és elterjedt [66,67]. A rezisztens torzsek tobbsége a Nyugati Pacifikus
Régidban jelent meg eldszor, példaul penicillin, spectinomycin, kinolonok esetén.
Valoésziniileg a tulzott és nem megfeleld antibiotikum-hasznalat kdvetkezményeként
[66].

Kezdetben a szulfonamidokat penicillinre valtottak. Penicillin-érzékenység
esetén tetracyclint alkalmaztak. Majd a penicillinaz-termeld torzsek terjedésével rovid
ideig spectinomycinnel kezeltek. Mindekozben elterjedt a plasmid-medialt tetracyclin-
rezisztencia is. Ezutan a fluorokinolonok keriiltek bevezetésre, de a kromoszoma-
medalt rezisztencia 10 év leforgasa alatt megjelent. S mara mar a cephalosporin-és
azithromycin-rezisztencia terjedése jelenti a problémat. Megjelentek a multirezisztens
torzsek (MDR, multidrug-resistant), amelyek definicié szerint rezisztensek egy, az
ajanlasban szereplé antibiotikumra (cephalosporin, spectinomycin, azithromycin) és
>2, korabban javasolt antibiotikumra (penicillin, fluorokinolon, tetracyclin). Mig a
kiterjedt rezisztenciaval bir6 (XDR, extensively drug-resistant) torzsek >2 ajanlott
antibiotikumra, s >3 korabban javasolt antibiotikumra rezisztensek [68]. Meglepd
moédon a kialakult rezisztencia-mechanizmusok 4allandoak, évtizedek alatt sem
eliminalddtak, annak ellenére, hogy nem alkalmazzédk az adott antibiotikumot a
mechanizmusok fokozzak a baktérium életképességét [69,70]. Igy napjainkban
szulfonamidok, penicillinek, tetracyclin, fluorokinolonok, szitk spektrumu
cephalosporinok nem adhatéak empirikus terapiaban. Az oralis terapia korlatozott,
jelenleg a parenteralis gyogyszerek, a ceftriaxon, a spectinomycin a legmegbizhatobbak
[65].

Az elsé antibiotikum a gonorrhoea kezelésében a szulfonamid volt. 1935-6s
felfedezése, ami Domagk nevéhez flizddik, jelentette az attorést a fert6zés kezelésében,
ami akkor a betegség 80-90%-at meggyogyitotta. A szulfonamidok a baktérium
dihidropteroat-szintetaz enzimén keresztiil gatoljak a folsav szintézist. Az 1940-es évek

végére azonban a torzsek 90%-a rezisztens lett [41]. Az 1970-es években vezették be a
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trimethoprim és szulfometoxazol kombinacidjat. Ez azonban a kozos rezisztencia-
mechanizmusok miatt kevés elénnyel birt a szulfonamiddal szemben. A rezisztencia a
paraaminobenzoesav  tulzott szintézisébdl kovetkezik, amely felhigitja az
antibiotikumot, vagy pedig a dihidropteroat-szintetdz génjének (folP) a mutaci6jabol,
ami egy olyan enzimet kodol, melynek csokkent az affinitasa a szulfonamidhoz
[71,72].

Miutan 1929-ben Fleming felfedezte a penicillint, 1943-ban kezdték elészor
alkalmazni a gonorrhoeas urethritis gyogyitasara szulfonamid-rezisztens esetekben. A
penicillin a béta-laktdm antibiotikum-csoport részeként a peptidoglikan-keresztkotések
kialakulasanak gatlasaval masodlagos baktericid hatast fejt ki. Ez a hatdsmechanizmus
mintegy 40 évig eredményes Kezelést biztositott. Jollehet ehhez a dozis folyamatos
novelése kellett: 1945-ben 50000 egység procaine penicillin elégséges volt, mig 1970-es
években 4,8 millié egységre volt sziikség. 1989-re pedig mar nem volt hatékony a
kezelésben [73]. A N. gonorrhoeae kromoszomalis és plasmidos rezisztenciaval is bir a
penicillinnel szemben. Kromoszomalisan a penA és a ponA lokusz mutacioja
eredményezi a PBP-1,-2 (penicillin binding protein) alacsony affinitasait a f-
laktamokhoz. A penB lokusz valtozasaval mérséklodik a sejt permeabilitisa. A
negyedik gén, ami rezisztenciat eredményez, az mtr gén, mely aktiv effluxot okoz, és
mas antibiotikum ellen is hatékony, példaul tetracyclin, azithromycin, cephalosporin
ellen. A penA, penB és az mtr gének egyiittes mutacioja akar 120-szorosara emelheti a
penicillin-MIC értéket. A plasmidon kodolt B-laktamaz enzimet 1976-ban irtak le az
USA-ban és Angliaban, egymassal parhuzamosan. Az enzim bontja a laktamok gytiriijét
[74,75]. Ez utobbi torzseket PPNG (penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae)
néven emliti a szakirodalom. Szerencsére eddig széles-spektrumu béta-laktamaz termeld
(ESBL, Extended-spectrum beta-lactamases) gonococcust nem irtak le [41].

A penicillin-rezisztencia geografiai megjelenése variabilis: a WHO statisztikai
szerint 1998-ban a Koreai Koztarsasagban a torzsek 90%-a, mig Franciaorszagban csak
30%-a volt rezisztens [1]. Az Euro-GASP (European Gonococcal Antimicrobial
Surveillance Programme) felmérései szerint a magasfokd, plazmid-medialt penicillin-
rezisztencia viszonylag valtozatlan értékek kozott ingadozik Eurdpaban (8,6-14,8%) az
utobbi idészakban. A plazmid-medialt penicillin-rezisztencia (PPNG) a 2009-es évhez
képest (12,6%) szignifikansan csokkent 2010-re, amikor is 8,6%-ot ért csak el. Mig a
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2012-es Euro-GASP mar 13%-ot mért, a 2014-es 14,1%-ot, a legfrissebb 2015-6s
felmérés pedig 14,8%-ot mutat [76-83]. Ezzel parhuzamosan az USA-ban, a GISP
program alapjan a kromoszomalis és plazmid-medialt penicillin-rezisztencia 10 év alatt
megduplazodott, és 2014-re 16,2%-ot ért el, melynek 42%-a volt PPNG [84, 85].

Ami a spectinomycint illeti, az 1960-as években, kifejezetten a gonorrhoea
kezelésére hoztak forgalomba [41]. 30S riboszomahoz kapcsolodva gatolja a fehérje
szintézist, bakteriosztatikus hatast. Sikeresen alkalmaztak a PPNG kezelésében, bar
pharyngitis esetén nem elég hatékony (75%; 49% és 100% kozott) [1]. Hatranya
tovabba, hogy nem is szerezhetd be minden orszdgban. Elterjedt hasznélata a
rezisztencia gyors kialakulasat okozhatja egy egylépéses kromoszomalis mutacioval.
Ez a 16S rRNS génjén jelentkezd, egyetlen nukleotidot érinté polimorfizmus (SNP)
[2,65]. Emellett rpsE gén mutacidja is rezisztenciat okoz, mely a 30S riboszomalis, S5
proteint kodolja [41]. 1967-ben irtak le az elsé rezisztens baktériumot Hollandiaban.
1981-ben Dél-Koreaban elsévonalbeli kezelésként vezették be az Egyesiilt Allamok
hadseregében, de 4 év utan a terapias kudarcok aranya elérte a 8,2%-ot. Emellett 1983-
ban szamos rezisztens torzset jelentettek az Egyesiilt Kiralysagban is. Kovetkezésképp
a spectinomycint kivették a nemzetk6zi empirikus, elsévonalbeli terapias ajanlasokbol.
Ett6] fliggetleniil egy kivalo alternativ lehet6ség a terapidban. Koredban az elmult 2
évtizedben tobb mint a fertézések felére hasznaltak (2002-2006 53-58%, 2009-2012
52-73%), de rezisztens torzset 1993 Ota nem észleltek [86,87]. A Euro-GASP friss
adatai szerint Eurdpaban az utobbi években sem volt rezisztens torzs [76-83].

Az aminoglikozid antibiotikumok koziil, kanamycint Indonéziaban sikeresen
alkalmazzak gonorrhoea kezelésére [2]. A gentamicint pedig Malawiban alkalmazzak
mintegy 20 éve elsévonalbeli antibiotikumként [88]. Euro-GASP felmérések szerint a
MIC értékek 2013-ban és az azt megelézé években alacsonyak voltak (1-16mg/l)
Europdban, azonban tovabbra sincsenek MIC hatarértékek meghatarozva N.
gonorrhoeae esetén [82].

A tetracyclint az 1940-es évek végén a penicillinallergias betegekben kezdték
hasznalni [41]. A 30S riboszomahoz kotédve gatoljak a fehérjeszintézist,
bakteriosztatikus hatast fejtenek ki. Jellemzo erre is a kromoszomalis és a plazmidos
rezisztencia. Hatranya tovabba a tobbnapos alkalmazas, ami a compliance-t jelentésen

csokkenti. Méra a tetracyclint az iranyelvek melldzik. A kromoszoémalis rezisztenciaért
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az mtr és a penB lokuszok valtozasai felelsek, valamint az rps) gén mutacioja, mely
az S10 riboszomalis proteint kodolja. A plasmid-medialt tetracyclin rezisztenciat
(TRNG) eldszor 1986-ban irtak le az Egyesiilt Allamokban, majd az Egyesiilt
Kirdlysagban, amiért a TetM determinans a felelds, és magasfoku rezisztenciat
(>16mg/1) okoz [65, 89]. 1997-re a torzseknek koriilbeliil 26%-a tetracyclin-rezisztens
lett [2]. A Euro-GASP pedig jelenleg nem végez tetracyclin-rezisztencia vizsgalatot.

A kinolonokat az 1980-as évek kozepét6l hasznaltak gonorrhoea kezelésére,
baktericid hatasukat a DNS girdz és topoizomeraz IV gatldsan keresztiil érik el. A
kinolonok eldnye, hogy a kiilonb6z6 anatomiai lokalizdcidkban megjelend
fertézésekben is hatékonyak, kevés a mellékhatasuk, viszont terheseknek nem adhatok.
Terapias kudarcot elészor 1986-ban, Hollandiaban ko6zoltek enoxacin kapcsan [87].
Kinolon-rezisztencia emelkedésérél 1992-ben irtak a Nyugati Pacifikus Régioban elsé
alkalommal. Ebben a térségben a rezisztencia mintegy hat év alatt elérte Kinaban az
54%-t, a Fiilop-szigeteken a 63%-ot, Japanban a 80%-ot, ahol 1999-ben torolték az
ajanlasbol. Azonban, annak ellenére, hogy abbahagytak a kinolonok adasat, 2005-ben
még meghaladta a rezisztencia a 80%-ot. Ehhez nagyban hozzajarult, hogy az
ofloxacint, levofloxacint a chlamydia fertézések kezelésére is alkalmaztak. Az USA-
ban 2000-ben 1%-os volt a rezisztencia, ami 2001-ben 10%-osra emelkedett. El8szor
2000-ben Hawaii-ban terjedtek el a rezisztens torzsek, amelyek onnan a nyugati parton,
majd egész USA-ban teret hoditottak. A CDC 2004-t61 MSM-ek szamara nem ajanlotta
tovabb a kinolonokat, 2007 utan pedig teljesen kihagytak az ajanlasokbol [90-92]. Ami
a rezisztencia-mechanizmusokat illeti, a kromoszomalis valtozasok sejtpermeabilitas
valtozast, effluxot eredményeznek, illetve a gyrA gén (DNS girdzt kodolja) és a parC
magasfoku-rezisztencia kialakuldsaért a parC gén muticioja a felelds. Az utdbbi
években, Eurdpaban a rezisztencia fokozatos novekedést mutatott, atlagosan 50%-0s a
megjelenése. 2010-ben a Euro-GASP 53%-0s rezisztenciat mért, ami a 2009-es évhez
viszonyitva 10%-os csokkenést jelent (62%), s ez az érték tovabb csokkent 2011-re
4%-kal (49%). Majd 2012-ben pedig 50,1%-o0s volt, 2014-ben pedig 50,7%-0s, 2015-
ben 49,4%-0s [76-83]. Legmagasabb rezisztenciat a heteroszexualis férfiak kozott
mérték, mig legalacsonyabb volt a rezisztencia a nék korében [82, 83]. A WHO 2013-

ban 56 orszag adatait kozolte, mely alapjan Azsidban a legmagasabb a rezisztencia (>
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90%), s szinte minden orszagban 20% feletti. Osszesen 4 orszagban alacsonyabb 5%-

nal: Dominikai Koztarsasag, Fiji, Uj-Kaledonia, ill. Panama [1].

2.8. Az antibiotikum-terapiarol a jelenben

2.8.1. Az azithromycinrol

Az azithromycin hatékonysaga a gonorrhoea kezelésében az 1990-¢s évek ota
ismert [93]. Bakteriosztatikus hatasat az 50S riboszomahoz kotédve, a protein szintézist
gatolva fejti ki. Hatdsa koncentracio-és idofliggd, azaz attol fiigg, hogy a szérum-
koncentraci6 MIC-et meghalad6 értéke mennyi ideig tart, és milyen magas ez az érték.
A jelenlegi terapias ajanlasok az Egyesiilt Allamokban és Eurépaban 1x250-500mg
ceftriaxont irnak elé 1x1-2g azithromycinnel kombinacioban, mivel egyre tobbszor
irtak le széles spektrumt cephalosporinnal kapcsolatban terapias kudarcot, amit a
kombinaciobol kovetkez6 szinergizmussal igyekeznek késleltetni [48,94]. Még ma is
vitatott, hogy fennall e szinergizmus a két antibiotikum kozott. A vizsgalatok
ellentmondanak [95]. Mindenesetre az emelkedé cephalosporin- és azithromycin-
rezisztencia miatt a jovében 1j kombinaciokra lesz sziikség. Ujabban az USA-ban az
azithromycint mas kombinaciokban is, példaul gentamicinnel vagy gemifloxacinnal is
hasznaljak [85, 96].

Monoterapiaban ma mar nem ajanljak az azithromycint gonorrhoea kezelésére.
Alternativ terapiaként csak a kanadai ajanlas emliti. Penicillin-és cephalosporin-allergia
esetében csak a rezisztencia kizarasa utan hasznalhato. llyen esetekben vissza kell
rendelni a beteget egy hét utan kontrollvizsgalatra. Alkalmazhat6 ugyanakkor
Chlamydia trachomatis, Uraplasma urealyticum, Mycoplasma genitalium ¢és
Haemophilus ducreyii esetén. Azonban, az azithromycin-monoterapia egy feltételezett,
de nem bizonyitott Chlamydia vagy Mycoplasma fert6zésben hozzajarulhat a rezisztens
gonococcusok kiszelektalodasahoz [97]. Elonyei miatt eldszeretettel hasznaljak az STD
betegségek kezelésében mas antibiotikumokkal, pl. doxycyclinnel, flourokinolonokkal
szemben. Az 1990-es években Dél-Amerikaban gyakran alkalmaztak monoterapiaban
STI-k kezelésére, igy ebben a régidban mar a 90-es években jelentettek azithromycin-

rezisztens torzseket [41]. Japanban 2009-t61 elérheté az azithromycin a gonorrhoea

crer
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ota. Azonban itt is emelkednek az azithromycin-rezisztens torzsek és a magas MIC
értékil izolatumok is [98].

Az azithromycin elénye, hogy egyszeri adagban hatékony a gonorrhoea,
valamint chlamydia koinfekcio esetén. Per os jol felszivodik. Hossza felezési idejének
(2-4 nap) és magas szoveti koncentracidjanak (50-szerese a plazma koncentracidjanak)
koszonhetden elegendd egyszeri adagolasa, ami javitja a betegcompliace-t [99]. Magas
koncentraciot ér el a macrophagokban, neutrophilekben, melyek a fert6zés szinterére
vandorolva, ott magas antibiotikum-koncentraciot biztositanak. Hatékony urethritis,
cervicitis, pharyngitis ¢és proctitis esetében is. Kombindcidban hasznalva a
cephalosporinokkal, a két antibiotikum csokkenti egymas MIC értékét egyes kutatasok
szerint.

Az azithromycin hatranya viszont, hogy 1 grammos adagban gyakoribb a
terapias kudarc esélye, mig 2 grammos adagban pedig gyakoribbak a gastrointestinalis
mellékhatasok.  Ez utobbi mellékhatas elkeriilhetd egy hosszabb kibocsatasu
mikroszféra-készitménnyel, ami hosszu hatastartamot, emelkedett penetraciot biztosit a
szovetekbe [100]. Mivel a gyogyszer jelentésebb részét az alsd gastointestinalis
traktusban bocsatja ki, ezért csokken a mellékhatasok gyakorisaga. gy nagyobb dézis
beaddsa is lehetséges. Tovabbi hatranya, hogy in vitro MIC méréssel nem lehet
megbizhatéan megjésolni a terdpia kimenetelét, ezért monoterdpia utan egy héttel
mindenképp ellendrizni kell a gyogyulast [66,101,102]. Azithromycin kapcsan leirtak
azt is, hogy a taptalaj Osszetétele, pH, ill. szén-dioxid szint is befolyasolja az
antibiotikum-rezisztencia vizsgalat eredményét [103].

Ami a rezisztenciat illeti, az els6 rezisztens torzsek Latin-Amerikaban jelentek
meg az 1990-es évek kozepén. A terjedd rezisztenciat valosziniileg az azithromycin
széleskorli hasznalataval lehet magyarazni az STD betegségekben. A rezisztencia a

kovetkez6é mechanizmusokkal magyarazhat6: az egyik az mtr gén, macAB ill. mef gén

crer

crer

ami nagyfoku rezisztenciat okoz [2]. Ezen a génen torténd A2059G pontmutacié mas
baktériumok esetében is nagyfoku makrolid-rezisztenciat okoz, pl. Helicobacter pylori,
Mycoplasma, Streptococcusok esetén. Mivel egy egyszerli pontmutacioval kialakulhat a

rezisztencia, ezért nagyon fontos, hogy megfeleléen kezeljiik a gonorrhoeat: megfeleld
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dozisban és ne azithromycin monoterapiaval [104]. A 23S rRNS metilacidjaért az Erm
gének altal kodolt rRNS-metildz a felelés. Az Erm gének patogén és kommenzalis
Neisseriak kozott atjuthatnak. Mivel a rezisztencia konnyen kialakul, ezért
monoterapiaban az azithromycint semmiképp nem ajanljak.

A rezisztencia kialakulasat egyes elméletek a mutaciét megel6zd (prevencios)
koncentracio=MPC emelkedésével magyardzzak. Az MPC az a legalacsonyabb
antibiotikum-koncentracio, amin rezisztens mutansok nem szelektalodnak ki. Ha egy
gonococcus mar rendelkezik mutacioval, mely csokkent in vitro érzékenységet okoz, de
ez klinikailag még nem nyilvanul meg, akkor nagyobb esély van ra az MPC
novekedésébdl kovetkezéen tovabbi mutdciok alakulnak ki a baktériumban a terapia
alatt. Erre akkor van esély, amennyiben szuboptimalis dozissal, pl. 1 gram
azithromycinnel kezelik a fert6zést [105].

A rezisztencia terjedéséhez hozzajarulhat a fertdz¢és anatomiai lokalizacidja is.
Egy 2009-es olaszorszagi felmérés szerint az azithromycin-rezisztens gonococcusok
30%-a pharyngealis fertdzést okozott, ami azért fontos, mert a pharyngealis fertdzések
nagy része aszimptomatikus. fgy mint hordozok nagyban hozzajarulnak a betegség
terjesztéséhez, ugyanakkor az apatogén Neisseridk atadhatjdk a rezisztencia-
mechanizmusokat a garatban 1év6 gonococcusoknak [106].

Europaban a Euro-GASP felmérés soran a rezisztencia 2009-ben 13%-ot ért el,
és 2012-ig csokkend tendenciat mutatott. 2010-re 7%-ra csokkent, majd 2011-ben
5,3%-ot, 2012-ben pedig 4,5%-ot ért el. 2011-ben volt az els6 felmérés, amikor a Euro-
GASP magasfokt azithromycin-rezisztenciaval bird torzseket izolalt, ami 256mg/l
feletti MIC értéket jelent [76-80]. 2012-t6l a tendencia megfordult, és a rezisztencia-
novekedést mutat. 2013-ban 5,4% volt, 2014-ben pedig 7,9%. 2015-ben 7,1% volt az
azithromycin-rezisztencia (5. abra). 2013-ig a rezisztenciat >1mg/l MIC felett
definialtak, mig 2013-t61 > 0,5 mg/l felett. A rezisztens torzsek tobbsége a MIC
hatarértéket kozeliti, igy ezzel magyarazhatd a minimalis ingadozas. A legmagasabb
rezisztencia aranyt GoOrogorszagba mérték (22%). 2015-ben a legmagasabb
rezisztenciat az MSM-ek és heteroszexualis férfiak korében észlelték, melyet a non-
gonorrhoeéds urethritis azithromycin kezelésével hoznak Osszefiiggésbe, habar ndk

chlamydia fertézésében is azithromycint hasznalnak altalaban [81-83]. Emellett szoros
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Osszefliggést talaltak az azithromycin-rezisztencia és a korabbi gonorrhoea fertdzés
fennallasa kozott, illetve az anorectalis és pharyngealis fert6zés kozott [83].
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5. abra: Azithromycin-rezisztencia nem és nemi orientacio szerint, 2009-2015 ko6zott,
Europaban, Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Gonococcal

antimicrobial susceptibility surveillance in Europe, 2015. Stockholm: ECDC; 2017.

A WHO, 2013-as adatai szerint Eurdépaban, Cipruson és Gorogorszagban 20%
feletti a rezisztencia, Azsian beliil Japanban 10% feletti. Mig Dél-Amerikaban egyediil
Chilében nagyobb, mint 5% [1].

Kinaban, Hefeiben 2015-ben a torzsek 28,6%-a volt azithromycin-rezisztens,
ennek 36%-a magasfokt (>256mg/1) rezisztenciaval birt, 10%-aban a MIC> 2048mg/1-
es volt [107].

Az USA-ban 2005 és 2013 kozott végeztek egy atfogd, kizardlag azithromycin-
rezisztenciat vizsgald felmérést [52]. Osszességében alacsony azithromycin-
rezisztenciat mértek. A 2mg/l MIC értékli torzsek kevesebb, mint 1%-at adtak a
vizsgalati anyagnak, ezért tovabbra is javasoltdk az azithromycin addsat kombinacids
terapidban. Rezisztens torzseket sporadikusan regisztraltak, amit azzal magyaraznak,
hogy az egyes megszerzett rezisztencia-mechanizmusok akadalyozzak a baktérium
atvitelét, ahogy azt mar Campylobacter jejuni esetén leirtak. Ugyanakkor
megallapitottdk, hogy egyes mutaciok, igy az mtrR gén esetében is, a baktérium

¢életképességét novelik. Mig masok viszont csokkenthetik azt. Szintén az USA-ban
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végzett kisérletek soran kimutattdk, hogy az MSM-ek esetében a MIC értékek
szignifikansan emelkedettebb értékeket értek el, mint azon férfiak esetén, akiknek
kizar6lag néi partnereik voltak (MSW). Ezt magyarazhatja az a feltevés, mely szerint
az mtr mutacioval bird izolatumok jobban tulélnek a rectumban. Egyébirant az MSM-
ek korében a cephalosporin-rezisztencia is magasabb. Fluorokinolonok esetében is
elébb homoszexualisok kozott, majd heteroszexualisok kozott emelkedett meg a
rezisztencia. A GISP program soran 2014-re az azithromycin-rezisztencia emelkedését
észlelték, 4%-ig [52].

Latin-Amerikaban is torténtek egyéb hosszatavu kutatasok. Ennek soran 1999-
ben nem észleltek rezisztenciat, mig 2008-ra a rezisztencia 26%-os volt, 2010-re pedig
ujra 1%-ra csokkent. Mivel azonban valtozott évrdl évre a résztvevd orszdgok aranya és
a vizsgalt torzsek szama is, ezért az adatok fenntartassal kezelendéek. Kelet-Azsiaban
a rezisztencia 1 és 4 % kozott valtozik [52].

Kanadaban 2010 ¢és 2014 kozott szintén a rezisztencia emelkedését észlelték.
2010 eldtt a rezisztencia 0,4% alatt volt, de 2014-re 3,3%-ra emelkedett, ami
megkdzeliti az 5%-os hatart, amikor javasolt az antibiotikum elhagyasa a WHO szerint
[108].

Hollandiaban 2012 ¢és 2015 ko6zott az azithromycin-rezisztencia 1,2%-0s volt,
joval az europai atlag alatt. Ezt azzal magyardzzak, hogy Hollandidban sose volt
kombinacios kezelés, csak ceftriaxont alkalmaznak monoterapiaban [60].

Németorszagban 2014-ben 12%-o0s volt az azithromycin-rezisztencia, s emellett
még 33%-ban fordultak el a mérsékelten rezisztens torzsek [109].

Altalanossagban elmondhato, hogy az azithromycin-rezisztencia kis szazalékot ér
el a vilagon, viszont a magas MIC értéki torzsek 2001-t61 kezdve egyre tobb helyen
megjelentek. Japanban el6szor 2014-ben irtak le 2 gramm azithromycin kapcsan
terapias kudarcot. A torzs az NG-MAST modszer alapjan az 1407-es szekvencia
tipusba tartozik, melyrdl alabb lesz sz6 a polirezisztens torzsek kapcsan. Ez a torzs
felelos a legtobb terapias kudarcért, a fluorokinolon-, cefixim- és ceftriaxon-
rezisztenciaért is [110]. Emellett magas MIC értéki torzsek megjelentek mar az USA-
ban, Kanadaban, az Egyesiilt Kiralysagban, Olaszorszagban, Franciaorszagban,

frorszagban, Norvégiaban és Svédorszagban is [106,111-118]. A PubMed weboldalon,
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ha beirjuk a keresébe az azithromycin-rezisztencia és Neisseria gonorrhoeae
kulcsszavakat 300 cikknél is tobb jelenik meg a témaban.

Az emelked6 azithromycin-rezisztenciat tobb elmélettel is magyarazzak. Az
egyik szerint manapsag a bakterialis léguti fert6zések, igy tonsillitisek, sinusitisek,
pharyngitisek, laryngitisek, otitis media, bronchitisek, kozosségben szerzett pneumoniak
kezelésére egyre gyakrabban alkalmazzak a makrolidokat [66]. Ennek oka, hogy a
makrolidok forradalmasitottadk a kezelést: 7-14 naprol 1-5 napra lecsokkentették a
kezelés id6tartamat. Ezért a betegeket gyakran mar el6zéleg kezelték azithromycinnel
also-fels6 1éguti fert6zések kapcsan [106,119]. Masik elmélet szerint az azithromycin-
rezisztencia az MSM-ek korében terjedt el nagyobb mértékben, ami azért lehet, mert ez
a populacié gyakrabban ki van téve kiilonbozd STD-knek. Igy tobb esetben kezelték
mar Oket elézéleg azithromycinnel pl. egy C. trachomatis infekcio miatt. Egy
Hollandidban végzett vizsgalatban az adatok alatamasztottak, hogy a gyakori
azithromycin-hasznalat az STD-k szempontjabdl veszélyeztetett populacioban a MIC
értékek emelkedését és rezisztencia kialakuldsat okozhatja. A vizsgalat szignifikdns
Osszefliggést mutatott az STD betegségek kialakuldsa eldtti 30 napban alkalmazott
azithromycin-terapia és a MIC értékek emelkedése, ill. az mtrR mutaciok megjelenése
kozott [120].

Mindez azt mutatja, hogy hosszttavon a jelenlegi kombinacids terapia nem lesz
hatékony. Az emelkedd azithromycin-rezisztencia fenyegeti a kombindcids kezelés
sikerét [121]. Azithomycin helyettesitésére a solithromycin alkalmazasa a jovOben
szoba johet [122].

2.8.2. Cephalosporinokrdl

A 3. generacios cephalosporinok koziil az im. adhat6 ceftriaxont és tobb oralis
antibiotikumot (pl.: cefixim, cefpodoxim) hasznalnak a terapiaban a kinolon-
rezisztencia elterjedése ota. A cefixim esetében a rezisztens torzsek aranya kisebb 5%-
nal. A MIC értékek azonban folyamatosan magasabb tartomanyba tolodnak [66,76-80].
2010-t61 az USA-ban nem javasoljak a cefixim rutinszerii hasznalatat [55]. Europaban
cefixim-rezisztens torzsekrol 2010-ben Norvégia, Anglia, 2011-ben Ausztria, mig
ceftriaxon-rezisztens torzsrél Spanyolorszag, Franciaorszag €s Svédorszag szamolt be

az elsok kozott [80,123-130]. Japanban a terjedd cefixim-rezisztencia miatt mar 2006
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ota kivették a cefiximet a terapids ajanlasbol. Mivel a cephalosporinok képezik az
elsdvonalbeli terapiat, és a MIC értékek pedig emelkednek, féld, hogy terapia-
rezisztencia alakulhat ki a jovOben.

A ceftriaxon dézisa 125mg és 1000mg kozott valaszthatd a regionalis MIC
értektol fiiggden. A hatasa attol fiigg, hogy az antibiotikum szérumszintje mennyire
tartdsan haladja meg a baktérium MIC-ét, tehat hatasa id6fliggd. Az EUCAST alapjan a
MIC hatarérték, mely felett rezisztenciarél beszélink: 0,125mg/l. 0,25mg/l MIC
értéknél 500mg ceftriaxon javasolhatd, mig 0,5mg/ml-nél 1g [59]. (Magyarorszagon, a
Bor-, Nemikortani és Boronkologiai Klinikan a legmagasabb MIC érték 0,047mg/1 volt
2014-ben.) A MIC értékek novekedésével csokkenhet a hatékonysaga pharyngealis
gonorroeaban, mivel a pharynxban kisebb koncentraciot ér el, mint a szérumban. Ezt
bizonyitja az elsdvonalbeli kombinacids kezeléssel tortént terapids kudarc is, amit
2016-ban kozoltek az Egyesiilt Kiralysagban: a beteg urogenitalis gonorrhoeaja
gyogyult, mig a pharynxban megmaradt a fert6zés [3].

Egyéb cephalosporinok, mint ceftizoxim (500mg im.), cefoxitin (2g im., 1g per os
probeniciddel), cefotaxim (500mg im.) szintén hatékonyan alkalmazhatdak, azonban
nincs eldnyiik a ceftriaxonnal szemben, és kevésbé ismert hatékonysaguk pharynx
fertézésben [55].

Ami a rezisztencia-mechanizmusokat illeti, haromféle rezisztencia-mechanizmus
ismert pontosan a széles spektrumt cephalosporinokkal (ESC=extended-spectrum
cephalosporins) szemben. A PenA gén valtozasaval a PBP2 fehérje affinitasa
expresszioja fokozodik. Mig a penB esetén a sejt permeabilitasa csokken. A penA gén
terjedésében fontos 1épésnek tartjdk a kommenzalis és patogén Neisseria kozotti
horizontalis géntranszfert. A kommenzalis Neisseria speciesek, mint példaul a
Neisseria cinerea, Neisseria flavescens, Neisseris perflava sokkal tobb antibiotikumnak
vannak kitéve, ezért nagyobb eséllyel jutnak rezisztencia génekhez. Ezeket egy
gonorrhoea infekcioval parhuzamosan, féként pharynx gonorrhoea fert6zésében,
transzfer utjan atadhatjdk a gonococcusoknak. Ehhez még hozzajarul, hogy az
aszimptomas pharynx fert6zés esetén, a hosszu tiinetmentes idészak alatt, erre tobb id6
is rendelkezésre all. Ugyanakkor a WHO szerint egy antibiotikumot nem célravezetd

hasznalni, ha a torzsek tobb mint 5%-a rezisztens. Az eddig emlitett antibiotikumok
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koziil csak a ceftriaxon és cefixim rezisztencia van jelenleg 5% alatt. Viszont évrél évre
n6 a MIC értékiik [2].

Az elmult években egyre tobb orszagban emelkedik a polirezisztens torzsek
szama, jellemzéen a homoszexualis rizikocsoportban. Ez azt jelenti, hogy a
szulfonamidok, penicillin, tetracyclin, kinolonok mellett az els6ként valasztando
harmadik generacios, széles spektrumu cephalosporinokra is rezisztens torzsek jelentek
meg [65,68]. Eloszor 2000-ben, Japanban irtak le terapias kudarcot cefiximmel. Ez
visszavezethetd, arra, hogy Japanban az 1990-es ¢és 2000-es ¢évek kozott nem
alkalmaztak ceftriaxont, csak per os cefiximet, és azt is alacsonyabb ddzisban, mint
ahogy a nemzetkozi ajanlasokban szerepel. 2006 6ta per os cephalosorint nem is
javasolnak, csak 1g iv. ceftriaxont monoterapiaban. A Japanban, 2009-ben leirasra
keriilé ceftriaxon-rezisztens izolatum, a HO041 (ST3763) nevet kapta. Nem terjedt
tovabb a helyi kozosségnél, ami jelzi a torzs kisebb életképességét [41, 131].

A fentiekbdl kovetkezik, hogy a ceftriaxon az utolsé empirikusan valaszthato,
elsévonalbeli kezelés [132]. 2010-ben talalkoztak elészor Eurdpaban, Anglidban és
Norvégiaban terapids kudarccal cefixim alkalmazédsa soran. Eurdpéan beliil az elsd
ceftriaxon-rezisztens N. gonorrhoeae specieseket Franciaorszagban izolaltak
urogenitalis fert6zésben, majd Spanyolorszagban [125,130]. Phayngealis gonorrhoea
esetén terapias kudarcrol Svédorszagban irtak elészor [123].

A WHO 2012/2013-as adatai szerint a Nyugati Pacifikus Régioban 12 orszagbol
10 jelentett csokkent érzékenységet ceftriaxonra. Koziilikk 4 orszagban ez 5% felett
volt, ami meghaladja a WHO altal javasolt szdzalékot, ami felett terapiat kell
valtoztatni [1].

Kanadaban a novekvo cephalosporin MIC értékek miatt 2011-ben bevezették a
kombinacios kezelést. Ezzel egyiddben 2010 és 2014 kozott cefixim MIC értékek
csokkenését észlelték (3,3%-r6l 1,1%-ra), illetve az azithromycin rezisztencia
emelkedését [108].

Ausztraliaban 2015-ben az AGSP program (Australian Gonococcal Surveillance
Programme) 1,7%-os ceftriaxon ¢és 1,7%-0s azithromycin-rezisztenciat irt le. A
kontinensen nagy regionalis kiilonbségek vannak, pl. 22%-0s penicillin-rezisztencia

mellett vannak penicillinre érzékeny régiok is, igy a kezelés régionként eltérd [133].
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Eurépaban 2009-t61 kezdve minden évben Euro-GASP (European Gonococcal
Antimicrobial Surveillance Programme) néven felmérést végeznek. Ennek keretében
vizsgaljak a N. gonorrhoea izolatumok antibiotikum-érzékenységét. 2009-ben 17
eurdpai unios orszag 1300 izolatumat tanulmanyoztak. A felmérés alapjan a torzsek
5%-a bizonyult csokkent érzékenységlinek cefiximre, s ez Osszesen 10 orszagra volt
jellemz6 [76].

2010-re ezeknek a torzseknek az aranya mar 9%-ra emelkedett, ami egy
figyelemfelkeltd 4%-os emelkedés. Ebben az évben 21 orszagbol 1700 izolatum
érkezett. Az Ujabb résztvevd orszagok (Ciprus, Magyarorszag, Irorszag, Roménia)
adatai nélkiil is hasonlé megoszlasokhoz jutottak, igy kizarhat6, hogy ez okozta volna a
Kiugro eltérést. A 21 orszagbol 11-ben tobb, mint 5%-ban jelentek meg a csokkent
érzékenységii torzsek, mig 4 orszagban pedig mar tobb, mint 15%-ban (6. abra). Ezek
kozott van Dania, Spanyolorszadg, Ausztria, Szlovénia. Magyarorszagon csokkent

érzékenységet nem talaltak, de csak 17 torzs érkezett az orszagbol [77].

- 59
5-15%
<5%

W Nincs cskkent érzékenység
Nem vett részt 2 Euro-GASP-ban

Nem l3thatd orszagok:

Luxemburg l

. Maita

6. abra: Cefixim-rezisztens (MIC > 0.12 mg/l) térzsek aranya Europaban 2010-ben,
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Response plan to control and

manage the threat of multidrug-resistant gonorrhoea in Europe. Stockholm: ECDC; 2012.

A 2011-es Euro-GASP felmérés mar 1900 izolatumot vizsgalt meg 21 orszagbol,
ahogy a megel6z6 évben is. Az adatok alapjan a cefixim-rezisztencia 8%-o0s volt, ami
1%-kal kisebb, mint 2010-ben. Ekkor irtak le az elsé 10 ceftriaxon-rezisztens

izolatumot is. Csupan 4 orszagban nem taldltak csokkent cefixim-érzékenységet, igy
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Franciaorszagban, Hollandidban, Norvégiaban és Litvaniaban. 11 orszagban pedig 5%
felett volt a cefixim-rezisztens speciesek szama, s ezek koziil 5 orszagban (Szlovakia,
Romania, Szlovénia, Dania, Spanyolorszag) még a 15%-ot is tullépte a rezisztencia (7.
abra) [78].
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7. abra: Cefixim-rezisztens (MIC > 0.12 mg/l) torzsek aranya Europaban 2011-ben,
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Annual Epidemiological Report
2013. Reporting on 2011 surveillance data and 2012 epidemic intelligence data. Stockholm:
ECDC; 2013.

A 2012-es Euro-GASP kutatasban 20 orszag részvételével 1927 mintat
elemeztek. Ez alapjan a torzsek 4%-a bizonyult cefixim-rezisztensnek, ami kb. fele az
el6z6 évben mért szazaléknak. Ez szignifikans csokkenést jelent. A csokkenést a 8. abra
is szemlélteti. Ebben az évben csak harom ceftriaxon-rezisztens torzset talaltak, ami
szintén kevesebb a 2011-es évhez képest. Osszesen 8 orszagban volt 5% feletti a
cefixim-rezisztens torzsek aranya, és csupan Spanyolorszagban volt 15% feletti,
szemben az el6z6 évvel, amikor ez 5 orszagban is megvalosult.(9. abra) Vizsgaltak a
gentamycin MIC értékeket is. Az eredmények alapjan elképzelhetd, hogy ez lesz a

kovetkez6, alkalmazhato terapias szer a gonorrhoea kezelésében [80].
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8. abra: Cefixim MIC értékek eloszlasa a Euro-GASP felmérése alapjan 2009 és 2012

kozott
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Gonococcal antimicrobial

susceptibility surveillance in Europe, 2012. Stockholm: ECDC; 2014.
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9. abra: Csokkent cefixim-érzékenységii torzsek aranya Europaban 2012-ben

Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Gonococcal antimicrobial

susceptibility surveillance in Europe, 2012. Stockholm: ECDC; 2014.
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2013-ban 21 orszagbdl 1994 torzset vizsgalva a cefixim-rezisztens torzsek nem-
szignifikdns emelkedését észlelték (3,9%-rol 4,7%-ra). 7 ceftriaxon-rezisztens torzset
irtak le. Osszesen 6 orszagban volt magasabb a cefixim-rezisztencia 5%-nal [81].

2014-ben 23 orszag 2151 izolatumabol 2% bizonyult cefiximre rezisztensnek,
mely szignifikans csokkenést jelez. Sdb ceftriaxon-rezisztens torzs volt. A gonorrhoeas
esetek 20%-a volt chlamydiaval is fertdzve [82].

2015-ben 24 orszag 2134 izolatumabol 1,7% volt cefiximre rezisztens, illetve 1
db torzs volt ceftriaxonra rezisztens (10. abra) [83]. Gorogorszagban és Belgiumban
1épte tul a cefixim-rezisztencia az 5%-ot. Mig a gonorrhoeas esetek 19%-ban lehetett C.
trachomatis fert6zést is igazolni. A cefixim-rezisztencia szignifikansan osszefliggott a

heteroszexualis férfiak fert6zésével.
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10. abra: Cefixim-rezisztencia nem és nemi orientacio szerint 2009 és 2015 kozott
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Gonococcal antimicrobial
susceptibility surveillance in Europe, 2015. Stockholm: ECDC; 2017.

A kombinacios kezelés bevezetése Ota a ceftriaxon és cefixim-rezisztencia
csokkent, az azithromycin-rezisztencia pedig emelkedett. Utobbi a kombinacios kezelés
kudarcat jelzi eldre, ahogy egy alkalommal Nagy-Britanniaban mar bekovetkezett [3].
Ugyanakkor a cefixim-és ceftriaxon-rezisztencia csokkenését nemcsak a kombinacid
bevezetésével, hanem a ceftriaxon-dozis megemelésével is lehet magyarazni. Mivel a
cefixim-és ceftriaxon-rezisztencia tovabbra is csokkent értéket mutatnak, a helyzet

biztatd, de fontos, hogy tovabbra is végezzenek tenyésztést ¢€s rezisztencia-
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vizsgalatokat. Az azithromycin-rezisztencia emelkedése miatt sziikséges tjabb

antibiotikumok, ill. antibiotikum-kombinaciok bevezetése [81, 83].

2.9. Az antibiotikum-terapiarol a jovoben

A szuperbaktériumként emlegetett N. gonorrhoeae egy meglehetdsen komoly
népegészségiigyi problémat jelenthet a kozeljovoben, s eljohet egy éra, amelyben nem
all rendelkezésre kezelési lehetéség. Ez olyan problémakat okozhat, mint a HIV
disszeminacioja a magas HIV-prevalenciaju orszagokban [65]. Azon orszagok, ahol
magas a gonorrhoea prevalencidja, €s nincsenek elfogadhatd intézkedések a betegség
fékezésére, a rezisztencia gyors terjedéséhez jarulnak hozza. Erre a fenyeget6 helyzetre
reagalva, a WHO megfogalmazott egy egész vilagra vonatkozd akcios tervet a N.
gonorrhoeae terjedésének ¢és antibiotikum-rezisztenciajanak ellendrzésére [134].
Eurépaban és az USA-ban a CDC kiadott régiospecifikus terveket. A WHO és az
ECDC is kidolgozta a sajat GASP programjat, melyek elsésorban az antibiotikum-
rezisztenciat kovetik, foként az ESC-kel és az azithromycinnel szemben kialakuld
rezisztenciat, értesitik a népegészségiigyi hivatalokat az ijabb terapids ajanlasokrol, és
segitik a terapia-rezisztens esetek korai felismerését és nyomon kovetését [66].

Az intézkedések valosziniileg megakadalyozni nem tudjdk az ESC rezisztens
torzsek terjedését, azonban lelassithatjak azt. Ezen cél érdekében Eurépaban 500 mg-ra,
Japanban 1 g-ra novelték meg a ceftriaxon egyszeri adagjat. Valoszintileg a dozis
emelhetd 1x2g-ra, ahogy kozosségben szerzett pneumonia esetén is hasznaljak.

Mindazonaltal a jovOben elengedhetetleniil sziikséges ujabb antibiotikumokat
bevezetni, lehetdleg tobb, monoterapiaban hatékony gyogyszert. Az idealis
antibiotikum per os alkalmazhato, egyszeri dozisban, az esetek >95%-aban hatékony, jo
biohasznosulasu, €a a pharynxban is kelld koncentraciot ér el.

Az  Egyesiilt  Allamokban randomizalt vizsgalatokban kutatjak a
gentamicintazithromycin és gemifloxacin+azithromycin kombinacié hatékonysagat
[135,136]. Az intravénasan vagy intramuscularisan alkalmazhat6é gentamicint 1993 ota
Malawiban els6 vonalbeli szerként alkalmazzak a gonorrhoea kezelésében,
doxycyclinnel kombinacidoban [88]. A gentamicin azonban énmagaban nem hatékony,
mivel a torzsek 91%-aban hat csak, ami a 95%-0s WHO kritérium alatt van [137]. A

gentamicin tovabbi hatranya még, hogy nem allnak rendelkezésre MIC hatarértékek a

41



DOI:10.14753/SE.2018.2163

vizsgalt torzsek érzékenységének interpretalasara, és nincsenek adatok arrol, hogy
pharyngealis és anorectalis infekcioban hatékony lenne [2]. In vivo vizsgalatok soran
fiatal, normal vesefunkcioju betegek esetén, egyszeri dozisban adva, oto-és
nefrotoxikus hatast nem észleltek, de tovabbi kisérletek sziikségesek [53]. Nagy-
Britannidban szintén folynak in vivo vizsgalatok a gentamicin hatasossagarol [137].

A gemifloxacin, 4. generacios fluorokinolon, in vitro hatékonynak bizonyult
ciprofloxacin-rezisztens  gonorrhoeara.  Azithromycinnel = kombinalva  kitlin
hatékonysagu volt (99,5%). Azonban a beteg 37%-nal Iépett fel hanyas, 23%-nal
hasmenés, s emellett hianyoznak a N. gonorrhoeae-ra vonatkoz6 MIC hatarértékek
[53].

Masik igéretesnek tlind antibiotikum, a makrolidok csoportjdba tartozo
solithromycin, az ESC-k ellen is hatékony [122]. Hasznalhaté monoterapiaban. Hat a
C. trachomatis, M. genitalium fert6zésekben is. Viszont a riboszémalis mutaciohoz
kotheté azithromycin-rezisztencia félo, hogy solithromycin esetében is kifejlédhet.
Egyes kutatasok kimutattdk, hogy mivel a solithromycin hdrom helyen tud a
riboszomahoz kotddni, ezért a pontmutdciok, melyek azithromycin-rezisztencidhoz
vezetnek, nem okoznak MIC emelkedést solithromycin esetén. Ezenkiviil per os
szedhetd, jO biohasznosulast, magas plazma-és intracellularis koncentraciot ér el.
Jelenleg fazis 111 vizsgalatok folynak ezzel kapcsolatban [85].

A széles spektrumt, parenteralisan alkalmazhato glycyleyclin, a tigecyclin
jelenthet még megoldast. Hatékony tetracyclin-rezisztens speciesek esetén is [66].
Azonban nagyrészt az epén keresztiil valasztodik ki, igy kérdéses, hogy hasznélhato
lesz e urogenitalis fertézésben [41].

Ciprofloxacin-rezisztens torzsek kezelésére szoba jon a sitafloxacin, mely
Japanban mar elérhet6 [138]. Azonban tovabbi kisérletek sziikségesek a hatékoysag
megitélésére. Biztaté in vitro kisérletek folytak lipoglycopeptid dalbavancinnal is
[139]. Emellett eravacycline (tetracyclin-analog), ill. avarofloxacin, delafloxacin
(fluorkinolonok) in vitro hatasait is bizonyitottak N. gonorrhoeae-vel szemben [41].

Tovabbi opcid lehet az ertapenem, mely hat multirezisztens térzsek esetén is, és
biztonsagosan alkalmazhat6 [140]. Azonban az ESC rezisztenciat okozd penA, mtrR,

penB génmutaciok megemelik az ertapenem MIC értékét is. Ugyanakkor a
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carbapenemaz megjelenése teljes rezisztenciat vonhat maga utan, ami megkérddjelezi a
jovObeni alkalmazhatdsagot. Tovabbi kiséretek sziikségesek ennek megitélésére.

A fentiekbdl kovetkezik, hogy az ismert gyogyszerek koziil egyik sem idealis
monoterapiara a gonorrhoea kezelésében. Vakcina kikisérletezésén is dolgoznak, eddig
kevés sikerrel [141].

Nemcsak monoterapiaval, hanem kombinaciés kezelésekkel kapcsolatos
kutatasokat is folytatnak. 2013-ban, az USA-ban egy kutatdcsoport az antibiotikumok
szinergista kapcsolatat vizsgalta: 3. generacids cephalosporinokat azithromycinnel,
doxycyclinnel, gentamicinnel, rifampicinnel és fosfomycinnel kombinalva. A vizsgalat
minden kombinacio esetén indifferenciat mutatott ki. Se szinergizmust, se
antagonizmust nem irtak le [95]. 2014-ben, svajci és svéd kollaboracioval végzett 6lési
gorbés kisérletekben vizsgaltak a ceftriaxon, azithromycin és fosfomycin hatasat. A
vizsgélat alapjan a ceftriaxon és fosfomycin kombinéci6 gyorsabb ¢és erdsebb baktericid
hatassal rendelkezett, mint az antibiotikumok oOnmagukban. A ceftriaxon ¢és az
azithromycin kombinacidja pedig kevésbé volt baktericid, mint a ceftriaxon
monoterapiaban. Igy a ceftriaxon fosfomycinnel kombinacidban hasznos lehet a
jovoben. A fosfomycin per os, egyszeri dozisban, biztonsagosan, jo biohasznosulassal
alkalmazhat6. Kevés adat van a N. gonorrhoeae elleni in vitro hatasrdl, hianyoznak a
MIC hatarértékek N. gonorrhoeae esetén, illetve hosszatavon alkalmazva konnyen
kialakul a rezisztencia [142].

Gentamicin (240mg im.) és azithromycin (2 gram) parositasa hatékonynak
bizonyult a gonorrhoea kezelésében eddigi kutatasokban [95,143]. Makrolid-rezisztens
torzsek esetén a ceftriaxon gentamicinnel adva hatékony terapia lehet. Ehhez azonban
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Rifampicin-cefixim parositas elénye, hogy per os
adhato [59].

A fentiek mellett, hosszutavon mindenképp javitani kellene a primer prevenciot, a
lakossag tajékoztatasat a fert6ézésrdl, ill. a biztonsagos nemi érintkezésrol. Mivel a
pharynx fert6zése gyakran tiinetmentesen zajlik, ezért a betegség felszamoldsaban
fontos lenne a torokbdl vett mintak szadmanak emelése, illetve a kondom hasznalatanak
elémozditasa orogenitalis kontaktus esetén is. A terapia-rezisztens esetek kiszlirésére,

reinfekcié kizarasara minden esetben be kellene vezetni a betegek kontrolljat,
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kiilondsen pharyngealis fertézések esetén. Indokolt a terapia-rezisztencia pontos

meghatarozasa, s a protokollok kiadasa az ilyen esetekre [2].

2.10. A tipizalasi eljarasok és az antibiotikum-rezisztencia
kapcsolata

Tipizalasi  eljarasokat alkalmazhatnak epidemioldgiai  kutatasokban az
antibiotikum-rezisztens torzsek terjedésének kovetésére, igazsagiigyi orvosszakértdi
vizsgalatokban, ill. akar klinikai, akar igazsagiigyi kontaktuskutatasban. Mivel a
tipizalas kiilonbozo célbol torténhet, alapvetd, hogy a célnak leginkabb megfeleld
eljarast valasszuk ki. Egy tipizalasi modszer akkor tekinthet6 optimalisnak, ha
kiilonbséget tud tenni az eltérd forrasbol szarmazo térzsek kozott, és azonositani tudja a
kapcsolodo eseteket, amelyek ugyanabbol a forrasbol szarmaznak [6]. A legujabb
molekularis vizsgalatok a N. gonorrhoeae tipizalasi eredményei és a rezisztencia
kozotti Osszefiiggéseket keresik, annak reményében, hogy magyarazatot adnak a
rezisztens torzsek terjedésére, ill. hogy megfelelé terapia megvalasztasaval ez

megakadalyozhato [5].

2.10.1. Neisseria gonorrhoeae multiantigén szekvencia tipizalas (NG-MAST)

Az utébb tiz évben az NG-MAST moddszer vilagszerte teret hoditott a torzsek
elkiilonitésére. A modszer gyors, nagy teljesitményti, reprodukalhato, objektiv, magas
diszkriminacios lehetdséggel bir. A kapott eredmények a nemzetkozi kutatasok kozott
konnyen Osszehasonlithatoak egy nyilvanos internetes adatbazison (http//: www.ng-
mast.net) keresztiil, ami az analizist biztositja [5].

A tipizalas soran a gonococcus DNS 2 polimorf haztartasi génjének, a porB-nek és
a thpB-nek a variabilis belsd fragmentumainak a bazissorrendjét irjuk le. Ezt nevezziik
szekvenalasnak. Ehhez olyan géneket kellett keresni, melyek erdsen variabilisak, igy
rajtuk a genetikai valtozasok, mutaciok gyorsan megjelennek. Ez nagyrészt a felszini
fehérjéket kodold génekre teljesiil. A baktérium kiils6 membranjanak porinjat kodolod
porB gén teljes szekvenalasaval a torzseket el lehet kiiloniteni egymastol. Mivel a porB

gén egyik belsé fragmentuma nagy valésziniiséggel hordozza a valtozasokat, ezért nem
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kotelezd a teljes gén szekvenalasa. A tbpB gén ugyancsak felszini proteint koédol, a
human transzferrin koto fehérje B-alegységét.

A tipizalas soran el6szor a tenyésztett izolatumbdl szuszpenziot készitenek, majd
izolaljak a DNS-t. Ezutan a megfeleld porB és tbpB génszakaszok felsokszorozasa
kovetkezik PCR (polymerase chain reaction) modszer alkalmazasaval. A sziikséges
primerekhez a porB és a tbpB gének konzervalt részeit hasznaltak fel mintanak. A
felamplifikalt szakaszok szekvenalasaval megkapjak a pontos bazissorrendet. A
bazissorrendbdl egy elére megadott, konzervalt szekvencia keresendé meg, ahonnan
pontos bazisszam szamolandé le. A porB esetén 490 bp, a tbpB esetén pedig 390 bp,
ami az NG-MAST weboldalra beillesztve kiadja a keresett allél sorszamat. Ha
ismeretlen allélt azonositottunk, akkor az NG-MAST weboldalra feltolthets. gy
automatikusan 1j sorszamot kap a talalt allél. A porB és a tbpB allélok szama alapjan
kapjuk meg a gonorrhoea torzs szekvencia tipusat, azaz ST szamat. Ha sziikséges az
azonos ST-k kozott kiilonbséget tenni, akkor mas tipizald modszerekkel, példaul teljes
porB szekvenalast, Opa tipizalast végezhetiink. Az NG-MAST tipizalas a modszerbdl
adododan a tipizalason kiviil alkalmas szexualis kontaktusok igazolasara, terapias
kudarcok, ill. térvényszéki orvostani esetek vizsgalatara [6,144].

Ma az NG-MAST moédszer a leggyakrabban alkalmazott tipizaldé modszer a
gonorrhoea esetén. Eldszor 2010-ben, a Euro-GASP program keretében végezték el az
els6é olyan nagyszabasu vizsgalatot, ami az antibiotikum-rezisztencia felmérést
molekuldaris tipizalé modszerrel egészitette ki. A kutatds sordn 21 orszag 1066 torzsét
NG-MAST modszerrel is vizsgaltak, és 406 kiilonboz6 ST tipust azonositottak. A
legelterjedtebb szekvencia tipusokat genocsoportokba soroltak. A genocsoport esetében
egy allél megegyezik, mig a masik >99%-ban hasonlésdgot mutat, ez porB esetén 5
bazispar kiilonbség, mig tbpB esetén 4 bazispar lehet. A genocsoportot mindig a
leggyakoribb szekvencia tipusrol nevezik el. A leggyakoribb genocsoport a G1407-es
volt, ami az izolatumok 23%-at adta, és 21 orszag koziil 20-ban fordult el6. 13-ban
pedig ez volt a leggyakoribb. A 2003 és 2005 k6zotti kutatasok alapjan az ST1407 nem
emelkedett ki sem eurdpai orszagokban, sem Eurépan kiviil. Eldszor 2007-ben
figyeltek fel az emelkedésére. 2010-re 16%-ot ért el az el6fordulasa. Mindez arra utal,
hogy az ST1407 széleskori elterjedése egy ujkeletii jelenség, amit az USA-ban,

Kanadaban, Ausztralidban, Japanban is megfigyeltek. Azért van nagy jelentdsege, mert
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az ST1407-es egy multirezisztens torzs: rezisztens ciprofloxacinra és emelkedett
cefixim, ceftriaxon ¢és azithromycin MIC értékekkel rendelkezik. Tehat ez a torzs all az
eddigi terapias kudarcok tobbségének hatterében. Az ST1407 egyetlen mutacidval a
penA génen, ami a PBP2-t (penicillin-binding protein 2) kodolja, magasfoku
rezisztenciara tesz szert a cefiximmel és a ceftriaxonnel szemben. Ezt Franciaorszagban
irtak le eldszor [125]. Az ST1407-et gyakorisagban kovetd torzsek az ST2992 (7%) és
az ST225 (5%). Az ST225 és genocsoportja Osszefiiggést mutatott ciprofloxacin-
rezisztenciaval. 2003-ban irtak le el@szor. Azota is jelen van. Kanadaban pedig
csokkent cefixim és ceftriaxon-érzékenységet mértek ennél a torzsnél [145]. A tobbi
torzs esetén szoros Osszefiiggést ST és antibiotikum-rezisztencia kozott nem irtak le.
Magyarorszag ugyan részt vett a felmérésben, de csak 17 torzzsel jarult hozza az orszag
a kutatashoz, mig a t6bbi orszag 50 izolatumot biztositott [5].

Tehat a modszer Iényege, hogy a szekvencia tipusok ¢€s az antibiotikum-
rezisztencia kozotti Osszefiiggések eldrejelzik a regionalis antibiotikum-rezisztenciat.
Azonban az egész vilagra nézve a rezisztencia alakulasat nehéz megjosolni, mivel az
egyes orszagokban az ST-k jelentdsen kiilonbozhetnek, ezért ehhez tovabbi, atfogd
kutatasok sziikségesek [7]. A moddszerrel tovabba csoportosithatjuk az egymassal
Osszefliggd, rokon ST-ket, és idében és térben elemezhetjiik ez alapjan az Osszefiiggd
eseteket. Ez pedig a gonorrhoea fert6zések sikeres ellenérzése miatt 1ényeges, mivel
azonosithatjuk a fertézések kiindulo pontjat, a fert6z6 forrasokat [146].

A Kisebb valtozasok a hipervariabilis régiokban, foként a porB-ben, mar uj ST-
khez vezetnek, amely ST-k egymashoz filogenetikailag kozel allnak. Az ST-k nagy
valtozatossaga miatt ez a mddszer joOl alkalmazhatéd rovidtava molekularis kutatasokra.
Mivel az ST-k és az antibiotikum-rezisztencia kapcsolata régionként valtozik, ezért
minden régidban el kellene végezni a vizsgalatokat arra vonatkozoan, hogy az ST szam
valoban eldrejelzi-e a rezisztencia-fenotipust. Azokban az esetekben, amikor a
gonococcus olyan antibiotikumra érzékeny, ami mar nem szerepel az ajanlasokban (pl.:
ciprofloxacin), felhasznalhatjuk az NG-MAST modszert. Ilyenkor, ha az ST szam és az
érzékenység Osszefiiggése koztudott, akkor az az antibiotikum észszerti haszndlata

mellett szol [7].
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Az NG-MAST eljaras rovidebb id6szakok, igy par év kovetésére alkalmas, mivel
a porB gének olyan gyakorisaggal valtoznak, hogy nincs értelme évtizedeket atfogo

kutatasoknak.

2.10.2. Egyéb tipizalo eljarasok osszevetése az NG-MAST vizsgalattal

A DNS alapu moddszereket gélelektroforézisen alapuld és szekvenalason alapuld
csoportokra oszthatjuk. Az elébbi csoportba sorolhatdo a plasmid-vizsgalat, a PFGE
(Pulsed field gel electrophoresis), a ribotipizalas, az Opa tipizalas és az ARDRA
(amplified rDNA restriction analysis). Ezek koziil a leglényegesebb és legelterjedtebb
az Opa tipizalas, melyet az NG-MAST-tal azonositott ST-k tovabbi elkiilonitésére lehet
hasznalni. A genom 11, nagy diverzitasti opa génjét PCR-rel amplifikalni kell, majd
restrikcios endonukleazzal emészteni, s a fragmentumokat gélelektroforézissel
szétvalasztani. Az eljaras elénye, hogy kitlinden elkiilonithetéek a kiilonb6zd torzsek.
Hatranya viszont, hogy az eredményeket nem lehet Gsszehasonlitani a laborok kozott.
Alkalmas a gonorrhoea populacid elemzésére, szexualis kontaktusok kovetésére,
terapia-rezisztencia ¢s kevert infekcio kimutatasara [147].

A szekvenalassal jaro tovabbi eljarasok az NG-MAST-on kiviil a porB alaptt DNS
szekvenalas és az MLST (Multilocus sequence typing) és a WGS (Whole- genome
sequencing). Teljes porB szakasz szekvenalasa kitiinGen elkiiloniti egymastol a
torzseket, konnyen reprodukalhato, és az eredmények is objektiven Gsszevethetéek a
laborok kozott. Hasznalhaté az azonos NG-MAST ST-k elkiilonitésére. Viszont
nincsen megfeleld adatbazis, ahova a szekvenciak feltdlthetdk lennének, mint példaul
az NG-MAST esetén. Az MLST a gonococcus 7 haztartasi génjének a belsd
fragmentumainak a bazissorrendjét adja meg. A gének nélkiilozhetetlen enzimeket
kodolnak, igy mindegyik izolatum tartalmazza o&ket. Mivel a gének kismértékben
kiilonboznek, ezek alapjan a torzseket szekvencia tipusokba sorolhatjuk. Az MLST is
reprodukélhatd, objektiv modszer. A kutatdsok nemzetkozi szinten is 6sszevethetdk egy

weboldal segitségével: http://pubmlst.org. Hatranya, hogy hosszadalmas ¢és sok

hozzaértés sziikséges, tovabba nem kelléképpen kiiloniti el a torzseket egymastol [6].
Az MLST a legalkalmasabb modszer hosszabb idészakokra, évtizedekre kiterjedd
vizsgélatokra, az NG-MAST-tal ellentétben, ami tl gyorsan valtoz6 géneket vizsgal, és

rovidebb idészakok elemzésére alkalmas [6,144]. A WGS a baktérium teljes genom
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szekvenalasat jelenti, mely a rezisztencia-determinansok ismeretében elére jelezheti a
baktérium antibiotikumok iranti érzékenységét. Hatranya, hogy ismeretlen rezisztencia

gének esetében a modszer nem megbizhato [44].
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3. Célkitiuzések

A) 1.) A gonorrhoea fert6zés incidenciaja az ezredfordulo ota emelkedik vilagszerte

[15]. Célul tiiztem ki a tenyésztéssel igazolt gonorrhoea fert6zés incidenciajanak
vizsgalatat 2010 és 2014 kozott, a Bor-, Nemikortani és Boronkologiai Klinikan, a
SE Neisseria gonorrhoeae Referencia Laboratériumaban. A tenyésztéssel igazolt
gonorrhoea fert6zott betegpopulacio kor és nem szerinti vizsgalata is célom volt.
2.) Tovabbi célom volt a tenyésztés altal igazolt fert6zés anatémiai lokalizacio
szerinti megoszlasat vizsgalni, kiemelten a pharynx infekciojara, amely legtobb
esetben aszimptomas és fontos szerepet jatszik a rezisztens torzsek kialakulasaban,
a kommenzalis és patogén Neisseriak kozotti géntranszfernek koszonhetéen [66].
3.) Mivel a gonococcusok az elmult évtizedekben az ujabb és Gijabb bevezetésre
keriil6 antibiotikumokra rezisztensek lettek, ezért fontosnak tartom az
antibiotikum-érzékenység kovetését évrol évre, ahogy az a GASP programok soran
megvalosul viladgszerte, és ahogy a WHO 2012-es kiadvanya is hangstlyozza az
antibiotikum-rezisztencia terjedésének folyamatos monitorozasat [4]. Célom volt
tovabba kiemelten vizsgalni a jelenlegi terapias ajanlasban szerepld antibiotikumok
rezisztenciajat, azaz a 3. generacidos cephalosporinok és az azithromycin
hatékonysagat.
4.) Az érvényes eurdpai terapias ajanlas a jelenlegi terapia (a ceftriaxon és
azithromycin kombinacio) 1étjogosultsagat az antibiotikumok szinergista hatasa
mellett azzal is alatamasztja, hogy az azithromycin a chlamydia koinfekciot is
eradikalja, ami gyakorinak tekinthet6 30 év alatti STD betegek kozott [38]. Célom
volt ezt az allitast 0sszevetni a Bor-, Nemikortani és Béronkologiai Klinikan észlelt
viszonyokkal. Az STD ambulanciarol beérkezd, multiplex RT-PCR-rel vizsgalt
mintak eredményét kiértékelve, elemzésre keriilt a C.trachomatis fertézés és a
gonorrhoea koinfekcié gyakorisaga.

B.) Molekularis vizsgalatok felhasznaldsa egy racionalis terapia megalapozasahoz

Magyarorszagon.

1.) Tovabbi célul tiztem ki NG-MAST (N.gonorrhoeae Multi Antigen Sequence

Typing) molekularis tipizalo eljaras alkalmazasaval 52 torzs szekvencia tipusanak
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meghatarozasdt a 2013-as ¢évbol, mellyel a magyarorszagi NG-MAST tipusok
el6fordulasi gyakorisagarol szerettem volna képet adni, és eredményeinket az ismert
eurdpai NG-MAST tipusok eléfordulasi gyakorisagaval 6sszehasonlitani. Vizsgéalatunk
az els6 olyan magyarorszagi reprezentativ vizsgalat, ami kell6 mennyiségli torzs
tipizalasaval az évek ota fennalld adathidny poétlasara is képes, és kiegészitheti az Euro-
GASP felmérés adatait.

2.) Emellett tovabbi tervem kozott szerepelt 50 db, 2014-es évben izolalt,
azithromycin-rezisztens torzs szekvencia tipusat megallapitani, az eredményeket
Osszevetni kiilfoldi felmérések adataival.

3.) Ujabb célkitiizésként pedig a 2014-es, azithromycin-rezisztens szekvencia
tipusok molekularis evolucios vizsgalatat terveztiik, filogenetikai fa készitésével, az

eredményekbdl kovetkeztetések levonasaval a sikeresen terjed6 szekvencia tipusokrol.
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4. Modszerek

4.1. Adatgyiijtés
A Semmelweis Egyetem, Bo6r-, Nemikortani és Béronkologiai Klinikajan, a

Neisseria gonorrhoaea Referencia Laboratoriumban, a tenyésztésre beérkez6 mintak
alapjan végeztink retrospektiv adatgyijtést, 2010 és 2014 kozott, a Neisseria
gonorrhoeae fert6zések eléfordulasardl, a fertézés anatomiai lokalizacigjarol, nemek
aranyarol, a rezisztencia-adatokrdl. A betegek adatait az 1997/CLIV 25§. szerint
kezeltiik, az orvosi titoktartds szerint. A rutin diagnosztika soran izolalt kérokozok
rezisztenciajanak és molekularis epidemiologiajanak vizsgalatat a 161/2014-es TUKEB

(Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag) engedély alapjan végeztiik.

4.2. A N. gonorrhoeae baktériumok tenyésztése

Az STD ambulancian a tiinetes gonorrhoea-szuszpekt betegektdl és partnereiktdl
vett minta varakozas és szallitas nélkiil kozvetleniil taptalajra lett kioltva. A mintakat
urethrabdl, cervixbdl, rectumbol és pharynxbdl vették. A paciensektdl vett valadék
elémelegitett VCA3 agarra (Biomérieux, Budapest) lett oltva, ami a természetes flora
¢s a vancomycin-érzékeny torzsek kinovését akadalyozza. Emellett nem szelektiv PVX
csokoladé agaron (Biomérieux, Budapest) is vizsgaltuk a vancomycin-szenzitiv torzsek
novekedését. Az elbirasoknak megfeleléen 37° C-on, 5%-os szén-dioxid atmoszféran,
1-3 napig tenyésztettiik a taptalajokat. A gonorrhoea telepek sziirkék, fényesek, 0,5-1,0
mm atmérdjiek, és oxidaz-pozitivak. Ha 72 6ra utan sem indulnak novekedésnek a
telepek, a tenyésztés negativ. A Kitenyésztett torzseket ezutan -80°C-on lefagyasztottuk

meg0rzés céljabol.

4.3. A rezisztencia vizsgalata Epsilometer-teszttel

PVX agaron (Biomérieux, Budapest) MIC Test Strip (Liofilchem® s.r.l., Roseto
degli Abruzzi, Italy) alkalmazasaval mértiik az antibiotikumok minimalis inhibitor
koncentracioit. A MIC meghatarozast 7 antibiotikum esetén végeztilk el. Ezek a
kovetkezéek voltak: azithromycin, cefixim, ceftriaxon, ciprofloxacin, penicillin,
spectinomycin és tetracyclin. A mérés soran a forgalmaz6 utasitasai szerint jartunk el:
0.5 McFarland sejtstirliségli Szuszpenziot készitettiink, ami koriilbelil 4-5 telep

feloldasat jelenti 2 ml fiziologias sooldatban. Mindezt vattapalcaval PVX agarra
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sz¢lesztettiik. A taptalajokat 37° C-on, 5%-0s szén-dioxid atmoszféran helyeztiik el egy
napig. Majd egy nap utan a gatlasi zonanak megfeleld koncentraciokat leolvastuk a
MIC Test Striprél. A MIC alapjan meghatarozott antibiotikum-rezisztencia
tartomanyokat az EUCAST ajanlasban szereplé hatarértékek szerint adtuk meg (1.
tablazat) [148]:

1. tablazat: EUCAST altal meghatarozott rezisztens és érzékeny tartomanyok MIC

hatarértékei

Antibiotikum MIC (mg/l) hatarérték

Erzékeny < Rezisztens >

Benzylpenicillin 0,06 1
Cefixim 0,12 0,12
Ceftriaxon 0,12 0,12
Ciprofloxacin 0,03 0,06
Ofloxacin 0,12 0,25
Azithromycin 0,25 0,5
Tetracyclin 0,5 1
Spectinomycin 64 64

4.4. Multiplex PCR vizsgalat koinfekciok kimutatasara
Kozvetleniil a betegekbdl érkezo vizsgalati anyagbol végeztiink DNS izolalast

RibospinTM VRD izolal6 kittel (GeneAll®) a gyartd leirasa szerint, majd multiplex
Real Time vizsgalathoz az Anyplex™ II STI-7 Detection STD kitet (Chemium,
Hungary) hasznaltuk a gyartd (Seegene) leirasa szerint. A multiplex PCR-rel
egyidejlileg N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, U.
parvum, Mycoplasma hominis, M. genitalium és Trichomonas vaginalis fertézést

tudtunk detektalni.

4.5. Az NG-MAST modszer 1épései

A 2013-as év N. gonorrhoeae torzseibdl kivalasztottunk szekvenalasra 52 torzset,
melyek a kontaktus csoportokbol 1 index torzset képviseltek. A 2014-es év torzseibol
szintén kivalasztottunk 50 azithromycinre mérsékelten rezisztens és rezisztens
tartomanyba tartozo torzset. A valasztasunk magyardzata az Eredmények fejezetben
részletezett rezisztencia-viszonyokkal magyarazhato. Az emelkedett azithromycin-

rezisztencia miatt, szerettilk volna az azithromycin-rezsiztens torzseket ST tipusokba
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sorolni, elemezni a magyarorszagi viszonyokat, ¢s ezt dsszehasonlitani mas orszdgok
eredményeivel. A kivalasztott torzseken az aldbb ismertetett vizsgélati sort végeztiik,

melyet a kdvetkezd folyamatabra (11. abra) szemléltet:
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Big dye
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11. abra: Az NG-MAST kisérlet folyamatabraja

4.5.1. Neisseria gonorrhoeae torzsek tenyésztése fagyasztast kovetoen

A Kklinikan kezelt betegek mintainak feldolgozasa utan a tiszta N. gonorrhoeae
telepek felhasznalasaval torzsbankot hozunk létre, ami azt jelenti, hogy kriocs6ben
lefagyasztjuk a torzseket, -80°C-on. A kivalasztott, lefagyasztott torzseket
kiolvasztottuk, elémelegitett, szelektiv VCA taptalajra kioltottuk és tenyésztettiik a fent

részletezett koriilményeknek megfelelden.

4.5.2. DNS kivonasa

A N. gonorrhoeae DNS-ének izolalasahoz 95°C-on torténd hokezelés is elegendo,
ugyanakkor szamos izolalo kitet gyartanak erre a célra.

2013-ban izolaldsra Ribospin™ vRD izolal6 kitet (GeneAll® ) hasznéltunk. Elsé
1épésként a felélesztett N. gonorrhoeae tenyészetekb6l 200 pl szuszpenzidt
készitettiink, s ehhez adtunk hozza 500 ul VL puffert, majd vortexeltiikk a mintat, s 10
percig allni hagytuk szobahémérsékleten. Majd 700 ul RB1 puffert adtunk a mintédhoz,
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¢s utana megint vortexeltikk. Ezutan 750 pl-t atmértiink kis centrifuga csdvekbe, és
lecentrifugaltuk 1 percig 10.000g-n. Utobbi 1épést még egyszer megismételtik a
maradék mintaval. Majd 500 ul RBW puffert mértiink a centrifugacsobe, s 30s alatt
10.000g-n lecentrifugaltuk. Ezt kovetéen 500ul RNW puffert pipettaztunk a csdbe, s
1,5 percig centrifugaltuk 10.000g-n. A centrifuga csovet ezek utan uj Eppendorf-csébe
helyeztiik és 80ul nukledzmentes vizet mértiink a centrifugacsé membranjara, s Gjabb 1
percig centrifugaltuk a mintat. Ezzel az utols6 1épéssel nyertiik ki a DNS-t, amit aztan
-80°C-n taroltunk, amig nem kertilt tovabbi felhasznalasra.

2014-ben Gjabb kitet valasztottunk a feladatra: DNA-sorb-AM DNS izolalo kitet
(AmpliSens. ®., Bratislava) hasznaltunk. El6szér a gonococcus telepeket 100ul
fiziologias soéoldatban szuszpendaltuk, s hozzamértiink 20ul, vortexelt universal
sorbentet, illetve 300 ul 65°C-on, 5 percig elémelegitett lizis oldatot. Ezutan az
Eppendorf-csoveket vortexeltiik, majd 65°C-on 5 percig allni hagytuk. Majd Gjra
vortexeltiik, és wutdna 2 percig hagytuk allni szobahémérsékleten. Ezutan
lecentrifugaltuk fél perc alatt, 10.000g-n. Majd a feliiliszot pipettaval lemértiikk a
csovekbdl, s 1ml mosdpuffert adtunk hozzéd. Ezutan ujra vortexelés kovetkezett, amit a
fél percig tarté 10.000g-vel torténd centrifugalas kovetett. A tovabbiakban a feliiltszot
wjra eltavolitottuk. Végiil 10 percig, 65°C-on allni hagytuk az Eppendorf-csdveket
nyitott kupakkal. Majd 100 pl TE puffert mértiink a csdvekbe, vortexeltiik a mintat, és
65°C-on Ujra inkubéltuk 5 percre, ekkor mar zart kupakkal. Utolsé Iépésben pedig
10.000g-n lecentrifugaltuk egy perc alatt a csoveket. A kivont DNS-t a feliiluszo
tartalmazta (12. abra).
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DNA-sorb-AM (K1 -11-100-CE, K1-12-100- CE)
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12. abra: A DNS izolalas folyamatabraja
Forras: http://www.pcrdiagnostics.eu/files/documents/schemes/DNAsorb.pdf

4.5.3. PorB és tbpB szakaszok felsokszorozasa PCR modszerrel

A N. gonorrhoeae-genom specifikus génjeinek azonositasahoz a keresett
szakaszokat amplifikalni kell. A PCR (=polimeraz lancreakcio) soran templat DNS-
ként az el6z6 1épésben kivont DNS-t hasznaltuk fel. Primerként a nemzetkdzi kutatasok
soran bevalt primereket (Csertex kft. Budapest) vettiik igénybe [144]. A primerek
bazissorrendje a nemzetkdzi cikkek alapjan:
porB reverse: 5'-CCG ACA ACC ACT TGG T-3'
porB forward: 5'-CAA GAA GAC CTC GGC AA-3'
tbpB reverse: 5-TTC ATC GGT GCG CTC GCC TTG-3'
tbpB forward: 5'-CGT TGT CGG CAG CGC GAA AAC-3'

A PCR reakcio soran a tbpB gén esetében egy 589 bazisparbol allo szakaszt, mig a
porB gén esetén 737 bazisparbol allo szakaszt amplifikaltunk. Az anyagok
Osszemérésekor a kovetkezd mennyiségben alkalmaztuk az egyes Osszetevoket:

e 25 ul ImmoMixRed (Bioline, Budapest)

e 21 ul nukleazmentes viz (Bioline, Budapest)

e 1 ul forward primer (porB vagy tbpB)
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e 1 ul reverse primer (porB vagy tbpB)
e 2 ulizolalt DNS
Az ImmoMix-et, a primereket és a DNS-t is a kisérlet el6tt vortexeltiik. A mintakat a
PCR gépben inkubaltuk. Ezalatt, a tbpB gének felsokszorozasdhoz a kdvetkezo
programot alkalmaztuk:
I.  Kezd6 denaturacié: 95°C-on 5 percig
Il.  Denaturacio: 95°C-on 30 masodpercig
Annellacio: 69°C-on 30 masodpercig
Extenzi6: 72°C-on 1 percig
Ezt a 3 1épést 25-szor kell megismételni.
. Végso6 extenzido: 72°C-on 10 percig
IV. Hités 4°C-ra
A porB esetén az annellacios 1épést 58°C-on végezziik, a tobbi 1épés megegyezik a fent

leirt 1épésekkel.

4.5.4. Az amplifikalt szakaszok jelenlétének ellenérzése gélelektroforézissel

Agardz gélelektroforézissel ellendriztiik a PCR vizsgalat eredményességét. 2 db
0,5 mg-os agar6z tablettat adtunk 50 ml 2%-0s TAE pufferhez, majd addig
melegitettiik, mig atlatszo nem lett. A kb. 55°C-ra lehilt oldathoz 4 pl GelGreen-t
(Biotium, Budapest) adtunk hozza, ami a DNS-hez kotédve megfesti azt. Ezutan az
oldatot ont6formaba helyeztiik, ami kb. 30 perc utan megdermedt. Ezutan a gélt a gél
készitéséhez hasznalt 2%-os TAE pufferrel teli futtatdo kadba tettik. A gél zsebeibe 15
ul PCR terméket pipettaztunk, és 90V fesziiltségen 30 percig futtattuk. Emellett DNS
1étrat (Easy Ladder, Bioline, Budapest) is futtatunk a DNS szakaszok méretének
viszonyitdsdhoz (13. abra). Ha igazolodott a DNS jelenléte a mintdban folytattuk a

kisérletet.

56



DOI:10.14753/SE.2018.2163

13. abra: N. gonorrhoeae DNS gélelekrtoforézise

4.5.5. Tisztitas exonukleazzal és alkalikus foszfatazzal

2,5 ul PCR termékhez 1 pl EXoSAP-IT reagenst (Biomedica Hungaria Kft.,

Budapest) adtunk, ami egy exonukleaz és egy alkalikus foszfatdz enzimet foglal

magaba. Ezekre azért van sziikség, mert el kell tavolitani a zavard primereket, ill.

dinukleotidokat, amelyek akadalyozzak a szekvenalast. A mintat 37°C-on 45 percig,

80°C-on 15 percig melegitettiik, majd 4°C-on inkubaltuk.

4.5.6. Big dye, azaz szekvenalo PCR: a dinukleotidok jelolése

A szekvenalas kovetkezd 1épése a dinukleotidok jelolése. Az Osszetevoket a

kovetkezé mennyiségben mérjiik Ossze:

0,5 pl primer (forward) (Csertex Kft., Budapest)

4,9 ul nukleazmentes viz (Bioline, Budapest)

0,6 ul BD puffer, amely tartalmazza a fluoreszcensen jel6lt dideoxinukleotidokat
[BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®)]

1 wl BD terminator enzim [BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®)]

3,5 ul exonukleazzal tisztitott PCR termék

Ezt az elegyet PCR gépben a kovetkezd programon inkubaljuk:

I. 96°C-on 2 percig,
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I1. 94°C-on 20 masodpercig,

60°C-on 4 percig

Az utobbi két 1épést 35-szor ismételtiik.
I11. Hités 4°C-ra.

4.5.7. Oszlopos tisztitas nucleoseq kittel

A big dye elvégzése utan a BigDye terminatortol, a primerektdl és a hozzaadott
nukleotidoktol NucleoSeq kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) segitségével,
gélfiltracios technikaval mentesitettiik a terméket. El6szor az oszlopos Eppendorf-
csoveket fél percig 10.000g-n centrifugaltuk, utana 600 pl vizet mértiink hozza,
vortexeltiik, majd allni hagytuk legaldbb 30 percre, miutan ujra vortexeltik. A
kovetkezo 1épésben az alsd kupak eltavolitasa utan 10.000g-n, 2 percig centrifugaltuk,
majd a lecsepegett vizet ledntottiik. Ezutan a géloszlopok tetejére pipettaztuk a PCR
terméket, s centrifugaltuk 5,5 percen keresztiil 10.000g-n. A csé aljara dsszegytlik a

tisztitott termék.

4.5.8. Hozzaadas formamidhoz
Az oszlopos tisztitasbol kapott DNS-hez 12 ul formamidot mértiink hozza, és
95°C-on 5 percre PCR gépbe helyeztiik. A kapott terméket kiildtiik tovabb a pontos

szekvenciak analiziséhez a Biomi Kft-nek (G6dollo).

4.5.9. Szekvencia-analizis ChromasLite programmal

A megkiildott szekvencidkat a ChromasLite 2.1. programmal elemeztiik. A porB
génen 490, tbpB génen pedig 390 bazisnyi szakaszt azonositottunk, s a www.ng-
mast.net weboldalon keresztiil ST szerint csoportositottunk, az 1) torzseket pedig ide

feltoltottiik.
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4.6. Filogenetikai fa készitése
A filogenetikai vizsgalatok célja az evolucios kapcsolatokra kovetkeztetni. 1965-

kovetkeztetni tudunk az evoluciés eseményekre [149].

A szekvenciak 6sszehasonlitasahoz sziikséges, hogy a homolog nukleotid helyeket
egymas ala rendezziik, ami az illesztés (alignment) folyamata. A filogenetikai
rekonstrukcio ujabb 1épése a filogenetikai fa készit6 algoritmus kijel6lése.

Alapvetden két csoportbol valaszthatunk: tavolsag alapt és karakter alapu fa készité
modszerek. Az elsé soran a szekvenciak alapjan kiszamolt tavolsagmatrixot abrazoljuk,
ez a Neighbour Joining metddus. A masodik esetben pedig a konkrét karakterek alapjan
szamitjak ki a fatopologiat (Maximum Likelihood modszer).

A 2014-es, azithromycin-rezisztens szekvencia tipusok analiziséhez MEGAG
programot alkalmaztunk [150]. A filogenetikai analizist neighbour-joining statisztikai
modszerrel (szomszéd-osszevond modszer), maximum composite likelihood modellel
Megablast (highly similar sequence) BLASTN programmal hataroztuk meg az NCBI
weboldal segitségével [151].
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5. Eredmények

5.1. Epidemiologiai adatok 2010 és 2014 kozott a Mikrobiolégiai
Laboratorium vizsgalati anyaga alapjan

5.1.1. A N. gonorrhoeae pozitiv tenyésztések aranya

Az elmult évtized nemzetkozi felmérései alapjan a fejlett orszagok tobbségében
folyamatosan emelkedik a gonorrhoea incidencidja. Az STD ambulanciarél érkezd, N.
gonorrhoeae pozitiv tenyésztések szama és aranya 2010 és 2014 kozott folyamatosan
emelkedett. Ez szamokkal kifejezve azt jelenti, hogy 2011-re 11%-kal, 2012-re 28%-
kal, mig 2013-ra 18%-kal, 2014-re pedig 4%-kal emelkedett a tenyésztéssel igazolt
fertézott betegek megjelenése (2. tablazat, 14. abra). A gonorrhoea pozitiv mintak
aranya a bakteriologiai tenyésztések szamahoz képest is novekedett évrél évre, ami

alatdmasztja a gonorrhoea fert6zés terjedését.

2. tablazat: 2010 és 2014 kozott N. gonorrhoeae pozitiv tenyésztéssel bird paciensek

szdma, szazalékos aranya a bakteriologiai vizsgalatra kiildott mintdk szamahoz

viszonyitva
Ev 2010 2011 2012 2013 2014
Vizsgalati anyag 6397 6350 6682 6954 5164

N. gonorrhoeae pozitiv | 112 124 159 187 192
tenyésztéssel biré paciensek

szama

% 1,75 1,95 2,38 2,69 3,72
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14. abra: 2010 és 2014 kozott N. gonorrhoeae pozitiv tenyésztéssel bird paciensek
szdma, szazalékos aranya a bakteriologiai vizsgalatra kiildott mintdk szamdhoz

viszonyitva

5.1.2. A tenyésztéssel igazolt gonorrhoeas nok és férfiak kor szerinti eloszlasa
5 év adatai alapjan a tenyésztéssel igazolt fert6zottek 85,4%-a férfi, 14,6%-a nd

volt (3. tablazat, 15. abra). A férfiak kb. 74%-a 20 és 40 év kozotti, mig a nék esetén ez
kb. 67%. N6k esetén a 20 éves kor alatti fert6zottség aranya magasabb. Mig férfiaknal

késobbi életkorban is jellemz0 volt a fertézés megjelenése.

3. tablazat: 2010 és 2014 kozott, gonorrhoeaval diagnosztizalt betegek eloszlasa nem

és kor szerint

Kor Férfi N6
11-20 53 21
21-30 267 49
31-40 224 27
41-50 87 10
51-60 20 6
61-70 6

71-80 4 0
Osszesen | 661 113
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15. abra: 2010 és 2014 kozott gonorrhoedval diagnosztizalt betegek eloszlasa nem ¢és

kor szerint

5.1.3. Pozitiv tenyésztések eloszlasa anatomiai lokalizacio és nem szerint
2010 és 2013 kozott, a beérkezd pozitiv tenyésztések esetén vizsgaltuk az

anatomiai lokalizécio szerinti eloszlast. Férfiak estében a mintdk 80%-a az urethrabol
szarmazott, 4%-a a pharynxbol, 16%-ban pedig a rectumbdl. NOk esetén a mintak
nagyobb része a cervixbdl (62%), kisebb része az urethrabol (20%), ill. az anusbol és a
pharynxbol volt kimutathato (8-8%). A mintavétel ndk esetében gyakrabban multiplex
lokalizacioju fertdzést mutatott, altalaban cervicitis €s urethritis egyiittesen fordult eld,
de akar ezek mellett az anorectum vagy pharynx fert6zése is fennallhatott. Specialis

esetben conjunctiva fertézését 1is megfigyeltik, ami a genitdlis valadék

crer
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4. tablazat: A fert6z¢és anatomiai hely szerinti megoszlasa ndk és férfiak esetén 2010 és

2013 kozott

Mintavétel Férfiak esetében a minta Nok esetében a minta
helye mennyisége mennyisége
db % db %

Cervix - - 77 61,6

Pharynx 22 4,02 11 8,08

Rectum 88 16,06 10 8,00

Urethra 437 79,74 27 21,6

Conjunctiva 1 0,18 0 0,00
Osszesen 548 100,00 125 100,00

2014-ben pedig azt vizsgaltam, hogy a férfiak, ill. nék hany szazalékanak van
urethra, pharynx, anorectum fertézése. A gonorrhoeas férfiak esetén az urethrabol vett
bakteriologiai mintak 77%-a volt pozitiv. 20%-ukban az anorectum, 18%-ukban pedig a
pharynx fert6zése igazolodott. N6kben leggyakoribb a cervicitis (65,5%) és az urethritis
(68,9%) megjelenése. Az anorectum fertézottsége is gyakori, 44,8%. A pharynx
fert6zés megjelenése pedig 25%-0s volt. (5. tablazat, 16-17. abra).

5. tablazat: A fert6zés anatomiai lokalizacio szerinti megoszlasa 2014-ben

Minta Férfiak (%) Nék (%)
Urethra 77,3% 68,9%
Cervix - 65,5%
Anorectum 20,2% 44,8%
Pharynx 17,8% 24,1%
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16. abra: Férfiak fert6zésének anatomiai lokalizacioja 2014-ben
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17. abra: N6k fertézésének anatomiai lokalizacioja 2014-ben

5.1.4. Antibiotikum-rezisztencia alakulasa az elmult 5 évben
Az adatokat 0sszefoglalva a kovetkezd tablazat szemlélteti:

6. tablazat: Rezisztens torzsek aranya 2010 és 2014 kozott

Rezisztencia (%0)

Antibiotikum 2010 2011 2012 2013 2014
Azithromycin | 0,0 0,8 6,9 15,9 30,0
Cefixim 0,0 0,0 0,0 0,5 1,6
Ceftriaxon 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Ciprofloxacin | 70,5 61,7 64,6 67,2 39,8
Penicillin 75,4 76,2 77,3 79,5 -
Spectinomycin | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tetracyclin 88,1 87,5 82,9 85,5 70,0
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Lathato, hogy spectinomycin, ill. ceftriaxon-rezisztens toérzs nem fordult eld.
Csokkentnek tekintettem a ceftriaxon-érzékenységet MIC>0,012mg/1 értékt6l. Ebbe a
tartomanyba a torzsek 18,4%-a tartozott 2014-ben. Csokkent cefixim-érzékenységet
MIC >0,025mg/I-t6l szamitottam. Ez utobbi a torzsek 10%-ara volt jellemz6. (A
rezisztenciat mindkét antibiotikum esetében: MIC> 0,12mg/1-t6] szamitjuk [126, 148].)
Cefixim-rezisztens torzsek 2013-t6l jelentek meg. A cefixim és ceftriaxon MIC értékek

megoszlasat a kovetkez6 diagramok szemléltetik (18-19. abra):

Ceftriaxon
160
140
120
£
£ 100
b
~ B0
a
4
5 ©
'_
40
B []
5 | | — .
<0,012 0,012 0,016 0,023 0,032 0,047 0,064
MIC mg/I

18. abra: Ceftriaxon MIC értékek 2014-ben

Cefixim
180
160
140
120
100
80
60
40

20

0,016 0,023 0,047 0,064 0,094 0,125
MIC mg/I

Torzsek szama

19. abra: Cefixim MIC értékek 2014-ben
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5.1.5. A 2014-ben megjelené azithromycin-rezisztens torzsek elemzése
Mivel a 2014-es évben az azithromycin-rezisztens torzsek mennyisége 30%-ra

emelkedett, nagyobb hangstlyt helyeztem ezek vizsgalatara. Az EUCAST ajanlas
szerint 0,25mg/l-es MIC felett csokken a torzsek érzékenysége. 0,5mg/l-nél nagyobb
MIC esetén rezisztensnek tekinti a torzseket. Mivel az EUCAST nem definialja a két
érték kozotti tartomanyt, ezért a laboratériumunk mérsékelten rezisztensnek nevezi az
ide sorolhatd torzseket. Osszességében tehat a torzsek 52%-a mutat csokkent
érze¢kenységet azithromycinre. Ebbdl 30,0% a rezisztens és 22,0% a mérsékelten
rezisztens torzsek szazaléka.

A n6 és férfi arany ebben az esetben 1:7,3, ami kismértékben eltér az egész
betegpopulaciotol, mivel ez esetben 1 aranylik az 5,6-hoz. A median életkor 33,6 év.

1 mg/l feletti MIC értékkel rendelkezd torzsek az azithromycin-rezisztens

torzsek 22,4%-4t, mig az 6sszes gonococcus 7%-at adtak (20. abra).

Azithromycin MIC értékek eloszlasa

_ 15 |
B
£ 1 mmmm
Q
S 075 I
=
g 0,5
5
£
S
£ 033 I
=
~
<
<0,25 |

]
]
]

40 60 80 100
Torzsek szama (db)

20. abra: Azithromycin MIC értékek 2014-ben

5.1.6. A Chlamydia trachomatis infekcié megjelenése
2014-es évben az STD ambulanciarol multiplex RT-PCR vizsgalatra érkezd

mintakat N. gonorrhoeae mellett C. trachomatisra, Mycoplasma hominis és
genitaliumra, Ureaplasma ureolyticum és parvumra, valamint a Trichomonas

vaginalisra is vizsgaltak. Igy képet kaptunk a gonorrhoea és chlamydia fertézés

egylittes el6fordulésarol.
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A multiplex RT-PCR vizsgalatok alapjan azt talaltuk, hogy a vizsgalati anyagok
6,7%-a volt C. trachomatis fertézott, mig 12,2%-a volt gonorrhoeas. A N. gonorrhoea
fertézott esetek 14,7%-a volt C. trachomatis fert6zott, mig a chlamydiasok 27%

bizonyult gonorrhoeasnak. Az aranyokat a kovetkez6 kordiagram szemlélteti (21. &bra):

m C.trachomatis pozitiv 1 N.gonorrhoeae pozitiv koinfekcié

21. abra: A Chlamydia és gonorrhoea infekciok megjelenése

5.2 Az NG-MAST méddszerrel vizsgalt torzsek eredményei

5.2.1. 2013-ban izolalt, 52 NG-MAST modszerrel vizsgalt torzs eredménye
Az altalunk kivalasztott 52 torzs vizsgalataval sikeriilt 44 ST tipust azonositani

az ng-mast weboldalon. 6 torzs esetében pedig olyan porB és tbpB allélokat talaltunk,
amiket ugyan mar leirtak, de a ketté egymassal valé6 kombinacioja még nem fordult eld.
Ezen 0j kombinaciok esetében a megfelelé ST szamot az ng-mast weboldalra torténd
feltoltés utan kaptuk meg: ST10083 és 10088 kozotti szamok tartoznak ide. Két torzs
esetében pedig uj porB allélt azonositottunk, ismert tbpB allélokkal kombinacioban (ST
10081-10082).

Az 7. tablazat mutatja a szekvencia tipusok eléfordulési gyakorisagat és az adott
ST-k esetében mért, EUCAST ajanlasok szerint meghatarozott rezisztencia adatokat.
Roviditések: E= érzékeny, R= rezisztens, M= emelkedett MIC érték (az EUCAST nem

interpretalja mérsékelten érzékeny kategorianak).
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7. tablazat: 2013-ban azonositott ST tipusok eléfordulasi gyakorisaga és antibiotikum-

rezisztenciaja
Antibiotikum-rezisztencia
NG- Incidencia
= = =
MAST (%) = %] =
Ir: = [ P =]
ST 2| = g g | 5 =
2| g g g | 8 &
S| E g = | A £
& | £ 2 % 3
] =t w - o o
2007 122 E 10%a E 0% E, E E
E. 30% M,
M R 40 % R
1407 173 E E E 22%E, 8004 E
22% M, E.
6% E 11%E
4005 17.3 E E E TEWE, E E
22% R
s 7.7 E E E 0% E, E E
0% R
8517 38 E F E E E E
350 3.8 E E E E E E
210 1.9 E E E E E E
387 18 E E E E E E
005 19 E E E E E E
2712 1.9 E E E E E E
2560 19 E E E iy E E
6155 19 E E E E E E
9343 1.9 E E E E E E
0001 19 E E E E E E
100581 19 E E E i E E
10082 19 E E E E E E
10083 19 E E E E E E
10084 19 E E E E E E
10085 1.9 E E E E E E
100806 19 E E E E E E
10087 2 E R E E E E
10088 2 E E E E E E
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A kiilonb6z6 ST-khez tartozé cefixim és ceftriaxon MIC értékeket a 8. tablazat mutatja.
Csokkent cefixim-érzékenység: MIC >0,025mg/l, csokkent ceftriaxon- érzékenység:
MIC>0,012mg/1, rezisztencia mindkét antibiotikum esetében: MIC> 0,12mg/l [126,
148].

8. tablazat: A 2013-ban vizsgélt 50 torzshoz tartozo cefixim és ceftriaxon MIC értékek

ST Anti- A torzsek szama (db) az adott MIC értékkel (mg/1)
biotkum "4 502 [<0,012 [ <0,016 | 0,019 | 0,023 | 0,0032 | 0,047 | 0,064 | 0,094 | 0,125
2992 | CFM 10
CRO |10
1407 | CFM 2 |1 3 |1 1 1
CRO |1 2 1 1 |2 1|1
4995 | CFM 9
CRO |9
225 | CFM 1 1 1 1
CRO 3 1
Egyéb | CFM 17 1 |2 |1 1
STk [CrRO |15 4 1 1
(ST210)

5.2.2. 2014-ben izolalt, 50 azithromycin-rezisztens torzs NG-MAST vizsgalat
eredménye

Mivel jelentés mértékben novekedett a 2013-as és 2014-es évben az
azithromycin-rezisztens torzsek aranya, ezért 2014-ben 50 azithromycinre csokkent
érzékenységli torzset NG-MAST eljarassal szekvencia tipizaltam. Az izolatumok
vizsgalataval 40 ST tipust sikeriilt az ng-mast weboldal segitségével azonositani. 4 torzs
esetén Uj kombinacioban fordultak el6 a porB és thpB allélok, igy ezek a torzsek 0j ST
szamot kaptak. Ugyancsak 0j ST szamot kapott az a 6 torzs, melyek alléljainak
szekvenciaja 0j mutaciokat tartalmazott. Ezek ST 11699 és 11708-as szammal keriiltek
feltoltésre az NG-MAST weboldalra. Osszesen 34 kiilonboz8 szekvencia tipust
azonositottam.

A kovetkezd tablazatok foglaljak Ossze a kisérlet eredményeit, a szekvencia

tipusok gyakorisagat és az adott torzsekhez tartozo rezisztencia viszonyokat. A tablazat
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nem tartalmazza a spectinomycin &s ceftriaxon rezisztencidt, mivel minden torzs
érzékeny volt ezekre az antibiotikumokra. Roviditések jelentése a kovetkezd: E=
érzékeny, R= rezisztens, M= emelkedett MIC értékii, mérsékelten rezisztens torzs, CIP=

ciprofloxacin, T= tetracyclin, CFM= cefixim.

9. tablazat: 2014-ben izolalt, a 6 leggyakoribb ST és rezisztencia-értékiik

ST Eléfordulas Rezisztencia Ffi:né
sZam
db % CIP T CFM
1407 5 10 R (magas | R 1db 3:2
MIC) (alacsony | R,
MIC) 4db E
4995 5 10 R R (magas | E 4:1
(alacsony | MIC)
MIC)
11064 | 5 10 4E, IR R E 5:0
(alacsony
MIC)
4417 3 6 E E E 2:1
995 2 4 1E; 1R R E 2:0
8517 2 4 E R E 2:0
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10. tablazat: 50 azithromycin-rezisztens torzs porB és thpB alléljai és rezisztenciaja

ST porB allél tbpB allél Torzsek szama Azithromycin-érzékenység
(db) Meérsékelten Rezisztens (db)
érzékeny (db)
10081 5921 29 1 1 -
10083 3031 29 1 1 -
995 28 29 2 - 2
4417 2707 894 3 1 2
10087 35 29 1 - 1
5333 3229 137 1 - 1
225 4 4 1 - 1
10088 2700 4 1 1
11706 1183 1388 1 - 1
7232 1489 1388 1 - 1
11702 6870 1582 1 1 -
8706 35 1582 1 1 -
11704 6871 2003 1 - 1
11708 1183 18 1 - 1
8465 4864 18 1 - 1
2400 1489 563 1 - 1
8115 3942 563 1 - 1
11707 4864 563 1 - 1
10101 4160 110 1 1
8517 1142 1531 2 1 1
3378 2043 110 1 1 -
8826 5213 110 1 - 1
1407 908 110 5 2 3
11699 6867 138 1 1 -
21 14 33 1 1
11064 14 1131 5 2 3
11703 1582 1131 1 1 -
10593 581 1131 1 1 -
11700 6868 1131 1 1 -
4995 3031 33 5 3 2
5343 6195 1131 1 - 1
11337 6630 1131 1 - 1
11705 6872 2004 1 1 -
11701 6869 1131 1 - 1
> 50 21 29
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5.2.3. Filogenetiki vizsgalatok

5.2.3.1. 2014-ben izolalt ST-K esetén
ST10081 (1)

AFS‘HOOBS 1)

L ST995 (2)

ST4417 (3)

L ST10087 (1)
ST5333 (1)

ST225 (1)

L51'10033 (1)
ST11706 (1)
4{31'7232 (1)

{ ST11702 (1)
ST8706 (1)

ST11704 (1)

ST11708 (1)
ST8465 (1)

ST2400 (1)

ST8115 (1)

ST11707 (1)
——ST10101 (1)
ST8517 (2)

. ST3378 (1)
ST8826 (1)
ST1407 (5)

ST11699 (1)

ST21 (1)
ST11064 (5)
ST11703 (1)
ST10593 (1)
ST11700 (1)
ST4995 (5)
ST5343 (1)
ST11337 (1)

— ST11705 (1)
|sT11701 (1)

i
0.1
22. abra: 50 azithromycin-rezisztens ST elemzésével késziilt filogenetikai fa,

zarojelben a torzsek darabszama
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22. 4bran bemutatott filogenetikai fa alapjan, az azithromycin-rezisztens és mérsékelten-
rezisztens torzsek 3 nagy csoportra oszthatéak, a kozeli rokonsag szerint. A
leggyakoribb ST-k koziil az ST 4417 az els6 csoportba, az ST 1407-es a masodik
csoportba, mig az ST 4995 és az ST 11064-et a harmadik csoport tartalmazza.
Minimum 96%-os hasonlésag volt kimutathato a harmadik csoport Gsszes tagja kozott.
99%-0s hasonldosagot tapasztaltunk az ST 21, ST 11064 és ST 11703 kodzott. 98% volt a
hasonlosag az ST 11703 és az ST 10593, ill. az ST 10593 és az ST 11700-as kozott, de
csak 97% az ST 11700 és az ST 11703 kozott. Az utobbi kettdvel pedig az ST 4995-6s
96%-0s azonossagot mutatott. Az ST 4995-06s, ill. az ST 5343 és ST 11337 kozott
szintén csak 97%-0s hasonlosagot észleltiink. Az ST 1407, ST 3378, ST 8826 kozti

hasonlésag 99%-0s.

5.2.3.2. 2013-ban és 2014-ben Magyarorszagon és kiilfoldon izolalt ST-k esetén
Tekintettel a porB allélok diverzitasara, Osszevetettiik az azithromycin-

rezisztens, kiilfoldon, Japanban (por 908, 4240, 4, 2481, 4222), Kanadaban (por 1914,
581, 3109, 4, 339, 4700, 5351, 2161, 260), Olaszorszagban (por 1470, 443, 634, 301,
1470, 1907, 632, 296, 309, 997, 566, 1482), valamint az altalunk izolalt 2013-as, 2014-
es (por 908, 4, 581, 443 és a maradék 26 darab) torzsek porB alléljait (23. abra) [98,
105, 106]. A filogenetikai fa also részén lathatd, hogy a por 908 és a hozza kozelalld
allélok a vilag tobbi részén is sikeresen megjelentek (Japan, Kanada, Magyarorszag), és

az azithromycin-rezisztencia terjedéséhez jarulhatnak hozza.
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23. abra: Japanban, Kanaddban, Olaszorszagban, valamint az altalunk izolalt 2013-as,

2014-es torzsek porB alléljainak filogenetikai elemzése
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6. Megbeszélés

6.1. A gonorrhoeas nok és férfiak kor szerinti eloszlasa
A tenyésztések alapjan 5-szor tobb a fert6zott férfi, mint a n6. Ennek egyik oka

lehet, hogy szélesedik az MSM-ek, azaz homoszexudlis férfiak csoportja. A masik
feltételezhetd ok, hogy az akut fert6zés a férfiak kb. 90%-aban kifejezett tiinetekkel,
gennyes hugycsoéfolyassal jar, mig nék esetén tobb mint 70%-ban tiinetszegény, igy

rejtve marad a betegség, ami idével kronikus folyamatta alakulhat [19,34,36,38].

6.2. Az infekcio megjelenése a kiilonb6z6 anatomiai
lokalizaciokban
A 4. tablazat szerint a férfiaktdl vett mintak kozott az urethrabdl (80%) tenyészett

ki leggyakrabban baktérium, majd a rectumbol (16%), s végiil a pharynxbol (4%). Nok
esetén a cervixbdl (62%), urethrabol (22%), majd a rectumbdl (8%), és a pharynxbdl
(9%). Az 5 év alatt egyszer conjunctivitis is eléfordult, ami valosziniisitheten a

Az 5. tablazat alapjan 2014-ben, férfiak esetén az urethrabol vett bakteriologiai
mintak 77%-a volt pozitiv. 20%-ukban az anorectum, 18%-ukban pedig az pharynx
infekcidja igazolodott, amit az MSM csoport ndvekedésével lehet magyarazni. A
anorectum ¢és a pharynx fert6zése 90%-ban tiinetmentesen zajlik. Nokben leggyakoribb
a cervicitis (65,5%) €s az urethritis (68,9%) megjelenése. Az anorectum fertézottsége is
gyakori, 44,8%, amit a hiivelybdl kifolyo valadek, ill anogenitalis érintkezés magyaraz.
A pharyx infekcid megjelenése 25%-0s. NOk esetén gyakoribb a tobbszords fertdzés,
ami rendszerint a cervix €s az urethra parhuzamos fert6zésével jar, de ezek mellett akar
proctitis vagy pharingitis is megfigyelheto.

Rezisztencia terjedésének szempontjabol a pharynx és a rectum fertézése a
legfontosabb, mivel a fertdzés aszimptomatikusan zajlik és a jelenlévd apatogén
Neisseriak, mint a rezisztencia-gének rezervoarjai, atadhatjak a géneket a Neisseria
gonorrhoeae torzseknek. Ugyanakkor a diagnozis felallitasa sem egyszerii a
pharynxban, mivel a tenyésztés gyakran alnegativ [38, 66], mig az NAAT vizsgalatok

korlatolt értékelhetdséglick az apatogén Neisseridk jelenléte miatt. Egyes
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antibiotikumok, igy a cefixim, spectinomycin nem érnek el kelld koncentraciot a
pharynxban, s az aszimptomatikusan zajlo fert6zés miatt, az egyén tiinetmentes

hordozéva valhat (,,néma jarvany”).

6.3. Antibiotikum-rezisztencia alakuldsa az elmult 5 évben
Ahogy a 6. tablazatbol leolvashato a penicillin-és tetracyclin-rezisztencia 70-80%

kozott mozgott az elmult években. A ciprofloxacin-rezisztencia 60 és 70% kozott
alakult 2010 ¢és 2013 kozott, 2014-re 40%-ra csokkent. A magasabb ciprofloxacin-
rezisztenciat a fluorokinolonok tovabbi hasznalata okozhatja, a csokkenést pedig az
antibiotikum-hasznalat felfiiggesztése. Fluorokinolonok elhagyasa utan a rezisztencia
csokkenését tapasztaltak San Franciscoban is, parhuzamosan az USA teriiletén hasznalt
guideline-ok megvaltoztatasaval [152]. A rezisztencia-adatokbdl kovetkezik, hogy
penicillin, ciprofloxacin, tertracyclin empirikus terapidban nem alkalmazhat6. Ezt
kiilonosen a ciprofloxacin esetén kell hangsulyozni, amely a 2002-es modszertani
levélben még szerepel.

Ami a cefixim-rezisztenciat illeti, 1 év alatt 1,5%-ra emelkedett. Spectinomycin-
és ceftriaxon-rezisztens torzs nem volt, ami biztatd a jovére nézve. Azonban a
spectinomycin hasznalatat korlatozza a spectinomycin-rezisztencia gyors kifejlodési
lehetdsége, ill. csokkent hatékonysaga a pharynx fertézésben.

A rezisztencia folyamatos terjedése mellett a diagnosztikdban nem szabad
megelégedni a Gram-festéssel végzett mikroszkdpos vizsgalattal, illetve nukleinsav-
amplifikacids tesztekkel, hanem sziikséges a tenyésztés készitése a diagnozis
alkotasakor, hiszen csak igy kovethetjiik a rezisztencia-viszonyok alakulasat. Az
antibiotikum-rezisztencia ismerete a beteg szintjén gyors gyogyulast, célzott terapiat
biztosit, mig a lakossdg szintjén pedig lehetdvé teszi a rezisztencia terjedésének
kovetését, empirikus terapiak alkotasat. Ez az elve a WHO altal megfogalmazott és
vilagszerte milkodé GASP (Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme)
programoknak is.

Mivel a rezisztencia-vizsgalat nem elérheté minden rendel6ben, ezért eddig
empirikus terapiaban az eurdpai ajanlas kovetését javasoltak. Azonban az

azithromycin-rezisztencia jelentds, kétszeres emelkedése miatt ez megkérddjelezhetd.
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6.4. A 2014-ben megjelend, azithromycin-rezisztens torzsek
elemzése

Azitromycin-rezisztens torzsek esetében a férfiak aranya nagyobb volt (1:7), mint
a néké, az egész betegpopulaciohoz képest (1:5,6). Ez valoszinisithetéen azzal
magyarazhato, hogy az MSM-ek kozott magasabb az azithromycin-rezisztencia aranya
[52,106].

Emellett az azithromycin-rezisztencia is folyamatosan emelkedik. 2013-ban
15,9%-0s, 2014-ben pedig mar 30%-0s volt a rezisztencia. Tehat egy év alatt mintegy
megduplazodott az azithromycinre rezisztens torzsek szama, S ez szignifikans
emelkedés (2 = 11.4437, P=0.000717, P < 0.001). Osszevetve a Euro-GASP adataival
(2009:13%, 2010: 7%, 2011: 5,3%, 2012: 4,5%, 2013: 5,4%, 2014: 7,9%, 2015: 7,1%),
2012-t61 Eurdpaban és Magyarorszadgon is emelkedett a rezisztens torzsek szazaléka, a
kombinacios kezelés bevezetése utan.

Az emelked6 azithromycin-rezisztencia hatterében a gyakori azithromycin-
hasznalatot feltételezzilk. Egy Hollandidban végzett 2017-es vizsgalat szerint
szignifikans Osszefliggés van az STD betegségek diagnosztizalasa eldtti 30 napban
alkalmazott azithromycin-terapia és a MIC értékek emelkedése, ill. az mtrR mutéaciok
megjelenése kozott. Egy Svéjcban végzett, 2016-os tanulmany az antibiotikum-
rezisztencia kialakuldsdnak legnagyobb kockazati tényezdjeként szintén az adott
antibiotikumnak valo kitettséget jeloli meg [153]. Az Eurdpai Antibiotikum-
felhasznalasi Feliigyelet (ESAC) 2015-6s, magyarorszagi adatai szerint a jarObeteg
antibiotikum-fogyasztas definialt napi dézisa (DDD=defined daily doses) 1000 lakosra
szamitva 16-0s értéket ért el. Ezt a szamot feloszthatjuk nagyobb antibiotikum-
csoportokra. Elsé helyen a penicillinek szerepelnek (DDD=7,19). Makrolidokra a
masodik helyen (DDD=2,94), ill. cephalosporinokra a harmadik helyen keriil sor
(DDD=2,13) [154]. Tehat a makrolidok a masodik leggyakrabban hasznalt
antibiotikumok Magyarorszagon a jarobeteg ellatisban. gy elképzelhets, hogy a
betegeket azithromycinnel kezelték a gonorrhoea betegséget megel6zéen. Ilyenkor a
pharynxban ¢és anusban az apatogén, kommenzalis Neisseridk rezisztencia-
mechanizmusokat akvirdlhatnak, €s rezisztencia gének rezervoarjaiva valhatnak.

Tekintettel a WHO altal kiadott ajanlasra, mely szerint egy antibiotikumot nem
javasolhatunk, ha a Neisseria gonorrhoeae torzsek tobb mint 5%-a rezisztens, az

azithromycin hasznalata a tovabbiakban megfontolandd. Hasonld kovetkeztetésre
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jutottak 2014-ben, Németorszagban, ahol az azithromycin-rezisztencia 6%-ra
emelkedett. (Mivel spectinomycin Németorszagban nem elérhetd, igy csak a cefiximet
és a ceftriaxont tekintik megfeleld6 empirikus kezelésnek gonorrhoea esetén [155].) A
WHO 2016-0s ajanlasa szerint a regionalis antibiotikum-rezisztencia ismeretében,

ceftriaxon monoterdpidban alkalmazhat6é gonorrhoea kezelésére.

6.5. A Chlamydia trachomatis infekcié megjelenése
Mivel a C. trachomatis fertdzés kezelése azithromycinnel torténik, és a 2012-es

eurdpai ajanlés szerint 30 éves kor alatt a koinfekcid gyakori, a terapidban a ceftriaxon
azithromycinnel vald kiegészitését javasoljak. Mivel Magyarorszagon az utobbi
években az azithromycin-rezisztencia emelkedett, ezért sziikségesnek lattuk ennek a
megallapitdsnak a magyar vonatkozasait is vizsgalni.
Az Epinfo adatai szerint 2010 és 2014 kozott a fertézés a bejelentések alapjan
folyamatosan emelkedett, majd 2015-ben 14%-kal csokkent:
e 2010-ben 710,
e 2011-ben 858,
e 2012-ben 1060,
e 2013-ben 1130,
e 2014-ben 1121,
e majd 2015-ben pedig 965 esetet jelentettek [20-33].
2012 6ta pedig egy-egy eset erejéig megjelent az LGV, azaz lymphogranuloma venerum
fertézés is, amelynek az eldforduldsa egyébként tropusi teriileteken jellemzd. Az
altalunk tapasztalt 6,7%-os eléfordulds megegyezik az Orszagos Epidemioldgiai
Kozpont 2009-ben kiadott felmérésében szerepld adatokkal, ahol nagykockéazati
csoporton beliil, prostitualtakat vizsgalva, 6,6%-ban talaltdk meg a fertzés
megjelenését [156].
Az ECDC 1990 és 2010 kozott végzett felmérései szerint a chlamydia fertdzés
incidenciaja folyamatos emelkedést mutatott, s a leggyakoribb STD betegség
Eurépaban. 2008-t61 relative allando értékeket jelentettek (24-25. abra).
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24. abra: A C.trachomatis infekcio incidenciaja 1990 és 2010 kozott.
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Sexually transmitted infections in
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25. abra: 100 ezer fore es6 chlamydias esetek szdma 2006 és 2015 kozott.
Forras: European Centre for Disease Prevention and Control. Chlamydia. In: ECDC. Annual

epidemiological report for 2015. Stockholm: ECDC; 2017.

1990-ben 100 chlamydias fert6zés jutott 100ezer fore, ami 2000-re 143, 2011-re pedig
175, 2014-ben pedig 187 esetre emelkedett [17]. A szamok jelentds ndovekedését
nemcsak a fertézés terjedése, hanem a diagnosztika fejlodésével, széleskora
szir6programok bevezetésével lehet magyarazni [15,17]. A legfrissebb, 2015-6s évrol

sz6l6 adatok szerint kozel 394ezer fert6zést jelentettek 27 orszagbol, ami kb. 5,6-
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szorosa a gonorrhoeas bejelentéseknek. Utobbi 70 056 esetet jelent 2015-ben.
Magyarorszagon az OEK adatai alapjan tobb gonorrhoeds esetet jelentettek, mint

chlamydiésat (11. tablazat).

11. tablazat: Az OEK 2010 és 2014 kozott kozétett adatai

Ev Gonorrhoea (f6) | Chlamydia (f6)
2010 1170 701

2011 1369 858

2012 1487 1060

2013 1526 1130

2014 1620 1121

A magyar értékekhez hasonldan, Németorszagban végzett vizsgalatok szerint a N.
gonorrhoea fert6zott esetek 12,7%-a volt C. trachomatis fert6zott [157].
Magyarorszagon ez 14,7% volt 2014-ben, mig Nagy-Britanniaban 2008-ban 35-41%-ot
mértek [47]. A Euro-GASP 2015-ben a gonorrhoeas esetek 19%-aban irt le C.
trachomatis fertézést [83]. Egy 2006 és 2013 kozotti szingapuri felmérés szerint 15 és
19 év kozottiekben a chlamydia és gonorrhoea koinfekcidja 10%-0s [14]. Mig 2003-ban
kiadott, londoni felmérés szerint ugyanebben a korosztalyban a nék tobb mint fele, a
férfiak pedig negyede koinfekcioban szenvedett, tehat a magas szazalékok miatt
javasoltak a chlamydia kezelését gonorrhoeas esetekben [13].

Tehat a koinfekciok aranya laboratoriumunk adatai alapjan alacsonyabb, mint

Nagy-Britanniaban, s ez megkérddjelezi a kombinacios kezelés sziikségességét.

6.6. NG-MAST vizsgalati eredmények kiértékelése
6.6.1. 2013-as 52 torzs szekvencia-tipizalasa
A leggyakoribb szekvencia tipusu torzsek az ST 2992, ST 1407, ST 4995 és ST
225 voltak, 19,2%, 17,3%, 17,3% és 7,7%-os gyakorisaggal. Emellett izolaltunk még
ST 359-es és ST 8517-es tipusba tartozo torzseket is 3,8-3,8 %-ban. A tobbi ST
tipusbol 1-1 darabot talaltunk, igy 0sszesen 22 kiilonbozé ST-t sikeriilt azonositani.
A vizsgalati anyagunkban legnagyobb szamban (19,2%-ban) eléfordulé ST 2992 a
Euro-GASP 2010-es évi adatai alapjan Europaban a masodik leggyakoribb torzs volt,
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€s 7%-ban fordult el [5]. Laboratoriumunkban végzett vizsgalatok szerint 90%-ban
rezisztens tetracyclinre és 40%-ban rezisztens azithromycinre, mig ciprofloxacinra
érzékeny. Cefiximre, ceftriaxonra nézve alacsony MIC értékekkel bir (CFM MIC:
0,016mg/1 és CRO MIC: 0,002mg/1).

Az Eurépaban legelterjedtebb, a Euro-GASP adatai alapjan 2010-ben 16%-ban
fellelhetd, multirezisztens ST 1407 vizsgalatainkban is magas aranyt ért el, szam szerint
17,3%-ot. A 2010-es Euro-GASP felmérésben leirtak, hogy ez az a torzs, amelyikhez a
legtobb terépias kudarc kothetd, mivel rezisztens ciprofloxacinra, csokkent
érzékenységli cefiximre, ¢és emelkedett MIC értékkel bir azithromycinnel és
ceftriaxonnal szemben. Az altalunk megvizsgalt 9db ST 1407-es torzs 56%-ban mar
rezisztens azithromycinre, és 22%-ban pedig mérsékelten érzékeny ra, mig tetracyclinre
és ciprofloxacinra 100%-0s rezisztenciat mutat. Cefiximre a rezisztens tartomanyban 1
torzset izolaltunk. Az ST 1407 67%-a mutat csokkent érzékenységet cefiximre
(MIC>0,025mg/l), mig 89%-a pedig ceftriaxonra (MIC>0,012mg/1). Ahogy mar
Franciaorszagban leirtak, ez az a szekvencia tipus, amelyik egyetlen tovabbi
mutacioval a penA génen magas szintli rezisztenciat fejleszt ki, cefiximre és
ceftriaxonra egyszerre [125].

A vizsgalataink alapjan a harmadik leggyakoribb szekvencia tipus az ST 4995.
Rezisztenciat mutatott ciprofloxacinra, tetracyclinre, és 22%-ban emelkedett MIC
értéket mértiink azithromycinre. Mig emelkedett cefixim és ceftriaxon MIC értéket ez
esetben nem mértiink. Kiemelném, hogy ugyan ezt a torzset leirtdk mar (szerepelt az
ng-mast adatbazisban), azonban ilyen gyakori eléforduldsban még nem taldlkoztunk
vele. Raadasul a 2010-es Euro-GASP sem emliti meg cikkében, annak ellenére, hogy
egy nagy teriiletet feldlel vizsgalat volt. fgy felmeriil a kérdés, hogy vajon ez a
szekvencia tipus egy Ujabban terjedd torzset takar, vagy esetleg ilyen nagy eltérések
lehetnek Nyugat- és K6zép-Europa kozott, amire esetleg eddig nem deriilt fény, mivel
kevés az adat K6zép-¢s Kelet-Eurdpara nézve.

A negyedik leggyakoribb, 7,3%-ban el6forduld szekvencia tipus az ST 225 volt.
Ez Eurdpaban hasonlé szazalékos aranyok mellett (5%) a harmadik leggyakoribb ST a
Euro-GASP 2010-es adatok alapjan, ahol azt is leirjak rola, hogy ciprofloxacin-

rezisztens torzseket takar. A méréseink szerint ezen tulmenden 100%-ig tetracyclin-
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rezisztensek, és mar 50%-ban azithromycin-rezisztensek. Raadasul mar a cefixim ¢és
ceftriaxon MIC értékeik is emelkedettek.

Osszehasonlitva a Euro-GASP altal, Magyarorszagrol 2010-ben kozétett adatokat,
amiket 17 torzsbol végeztek, a kovetkezdket allapithatjuk meg. A Euro-GASP
felmérése szerint a leggyakoribb ST az 5332 volt, mig az ST 1407 csak 12%-ban
fordult eld, és ST 2992 és ST 225 nem is jelent meg. A jelenlegi kutatdsban azonban
ST 5332-t nem talaltunk, az ST 1407 pedig nagyobb aranyban szerepelt.

MIC értékekbdl az alabbi kovetkeztetéseket vonhattuk le a megszekvenalt 52 torzs

esetében. Cefixim és ceftriaxon MIC értékek kozott javarészt az alacsonyabb értékek
gyakoribbak (8. tablazat). Cefixim esetén a MIC érték 70%-ban 0,016mg/l-es, mig
ceftriaxonnal 58%-ban 0,002mg/l-es.
Emelkedett cefixim MIC értekek (> 0,025mg/l) ST 1407, ST 225 és ST 2212
tipusokhoz tartoznak. Mig a magasabb ceftriaxon MIC értékek (> 0,012mg/l) ST 1407-
hez, ST 225-h6z, ST 2569-hez, ST 2212-h6z és ST 210-hez tartoznak. Ciprofloxacinnal
magasfoktnak tekintjiik a rezisztenciat 32mg/1 feletti MIC esetén [126]. Ilyen értékek
jellemzéek ST 225-re és ST 1407-re. Tetracyclin esetén a magasfokt rezisztencia
hatarat 16mg/l-es MIC-nél hataroztak meg [126]. Ez alapjan magas rezisztenciat
mértiink ST 4995-nél 89%-ban (8/9 torzs), ellenben ST 1407 és ST 225 esetén alacsony
értékeket tapasztaltunk. Ebbol pedig kovetkeztethetiink arra, hogy az utdbbi tipusoknal
a rezisztencia-mechanizmus kromoszéman kodolt, ami a penicillin iranti érzékenységet
is csokkenti az mtr és penB gén mutacio révén, elébbinél (ST 4995) pedig plazmidon
kodolt.

Kisérletiinkbdl latszik, hogy az emelkedett cefixim-, ceftriaxon- és azithromycin-
rezisztenciaval rendelkezé ST 1407, ST 225 hazankban is magas ardnyban fordulnak
eld, igy egyre nagyobb gondot okoz a megfelel6 antibiotikum kivalasztasa a kezelésre.
A 2012-es eurdpai ajanlas szerint elséként valasztando kezelés 1x500 mg ceftriaxon
im. 2 g per os azithromycinnel kiegészitve. Azonban felmeriil, hogy ez hosszu tavon
Magyarorszagon nem megbizhato kezelési mod, mivel a négy leggyakoribb szekvencia

tipusba tartozo torzs 60%-a rezisztens azithromycinre.
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6.6.2. A 2014-es, azithromycin-rezisztens szekvencia tipusok eredményeinek
megbeszélése

A kisérlet soran a leggyakrabban el6forduld azithromycin-rezisztens térzsek az
ST 1407, ST 4995, ST 11064 voltak, melyek egyforma gyakorisaggal, 10-10%-Kkal
jelentek meg. 4%-os gyakorisaggal izolaltuk az ST 995-6st, az ST 4417-est, az ST
8517-est. Osszesen 34 kiilonbdzd ST-t azonositottunk az 50 torzs esetében.

Az els6é helyen 3 torzs all egyforma gyakorisaggal. Az ST 1407-es, mely
Eurdopaban 16%-o0s megjelenéssel az elsd helyen all, és 2013-as kisérleteink szerint is a
2. leggyakoribb Magyarorszagon. Magas cefixim ¢és ciprofloxacin MIC értékekkel
rendelkezik, tetracyclinre rezisztens. A legmagasabb azithromycin MIC értékeket is
ezeknél az ST-knél mértiik. Az ST 4995-6s szintén elsd helyen all, magas tetracyclin és
ciprofloxacin rezisztencidval, tehit tovdbbra is meglrizte vezetd szerepét a
magyarorszagi torzsek kozott. Az ST 11064-es torzset eddigi kutatdsok nem emlitik.
Egy tjonnan elterjedd torzs, melyet a megel6zé évben végzett vizsgalatban sem
azonositottunk. Cefiximre, ciprofloxacinra is érzékeny. Az ST 1407 és 11064 esetén a
tetracyclin MIC értékek alacsonyak. Ez utal arra, hogy kromoszomalisan 6rokl6do

mutaciorol van szo.

6.6.3. Filogenetikai vizsgalatok
A hasonlosagi fok szerint, a 22. abran lathato filogenetikai fa alapjan a

szekvencia tipusokat 3 nagy csoportra osztottuk. Az els6é csoportba tartozik az ST 4417,
a masodikba az ST 1407, a harmadikba az ST 4995 ¢és az ST 11064. Az utobbi ketto
képviseli a torzsek 20%-at, illetve mondhatjuk a 10. tablazat és a filogenetikai fa
alapjan, hogy a harmadik csoportba tartozo szekvencia tipusok a torzsek 30%-at adjak.
A 2013-as év soran, masodik leggyakoribb tdorzsként izolalt ST 4995-6s ismételt
gyakori eléfordulasa és megjelenése a harmadik csoportban arra utal, hogy ezek a
szekvencia tipusok sikeres torzsek, melyek a jovében terapias kudarcot is okozhatnak.
allél 99%-os hasonlosagot mutat, akkor az ST 21, ST 11064 és az ST 11703 egy
genocsoportba tartoznak. A leggyakoribb ST alapjan a genocsoport 11064 nevet kapja

[5].
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A masodik csoportban talalhatdo ST 1407, amelyr6l mar korabban leirtak, hogy
jellemzd ra a ciprofloxacin- és tetracyclin-rezisztencia, illetve a csdkkent cephalosporin-
érzékenység. Az ST1407-et alkotdé por 908-as allél szoros kapcsolatban van a por
5213-mal, illetve a por 2043-mal, az ST 8826 és ST 3378 részeként. Ez a harom
szekvencia tipus szintén egy genocsoportot alkot, mely nevét az 1407-es tipusrol kapta.
Az ST 1407 és ST 3378 kozott 1 nukleotid kiilonbség van, mig az ST 1407 és ST 8826
kozott 2 nuklotid kiilonbség, az ST 3378 és az ST 8826 kozott pedig 3 nukleotid
kiilonbség. Ezen ST-ket a tbpB 110-es allél alkotja. Tekintettel arra, hogy ezekre a
torzsekre jellemzO az azithromycin-rezisztencia, feltételezhetjiik, hogy a por 908-as
allél sikeres allélnak tekinthetdé azithromycin-rezisztencia terjedése szempontjabol.
Mindezt megerdsiti az, hogy a Japanban is elterjedt ST1407, az USA-ban megfigyelt ST
3709, ill. a Skociaban leirt ST 1503-as, melyek mind tbpB 110-es alléllal rendelkeznek,
s azithromycin-rezisztensek, mind por 908-as allélhoz kozel allo por allélt hordoznak.
Ez mutatja, hogy a globalisan elterjedt ST 1407-es és az ahhoz kapcsolodd torzsek
vilagszerte azithromycin-rezisztenciara tettek szert [98]. Egy kanadai vizsgalatban a
leggyakoribbnak talalt azithromycin-rezisztens szekvencia tipus, az ST 3158 szintén
tbpB 110 alléllal bir, és 1 nukleotid kiilonbség van a por alléljaban az ST 1407-t6l. A
felsorolt torzsek kozeli kapcsolatdt mutatja be 23. abra filogenetikai faja (ST 3158, ST
1407, ST 8826, ST 3378).
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7. Kovetkeztetések

A tenyésztéssel azonositott Neisseria gonorrhoeae torzsek gyakorisaganak, a nem
¢és kor szerinti megoszlasanak, rezisztencia-adatainak, illetve molekularis vizsgalatanak
megteremtése lehetové tette, hogy hazankbol szarmazo 1) adatokkal egészitsiik ki a
meglévé nemzetkozi eredményeket, hozzajarulva a N. gonorrhoeae nemzetkozi
kutatdsahoz. Eredményeink részben egyeznek a nyugat-eurdpai adatokkal, de uj
eredményeket is szolgaltatnak:

1. Vizsgalatainkkal sikeriilt képet kapni a N.gonorrhoeae pozitiv tenyésztések
aranyarol (mikrobiologiai laboratériumunk vizsgélati anyagéban), fertdzés
anatomiai megjelenésérél, nem ¢és kor szerinti eloszlasarol, rezisztencia-
adatokrol.

2. Az els6ként valasztandd antibiotikumok rezisztencidjanak emelkedésével
felhivtuk a figyelmet az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok sziikségességére a
diagnosztikéban.

3. Sikeriilt molekularis vizsgalatokat (NG-MAST) bevezetni N. gonorrhoeae
esetében a laboratoriumunkba, mellyel a hazénkban eléforduld szekvencia
tipusok leirhatoak.

4. Elvégeztiik az elsd olyan vizsgalatot hazankban, mely a szekvencia tipusok és a
hozzajuk tartozo rezisztencia adatokat irta le.

5. 18 1 szekvencia tipust azonositottunk, és toltottiink fel az ng-mast adatbazisba.

6. A kiilonboz6 szekvencia tipusok megjelenése alapjan, megallapithato volt, hogy a
gyakori szekvencia tipusok egy része megegyezik a nyugat-eurdpai ST-kel (ST
1407, ST 225, ST 2992), kissé eltérd szazalékban. Ugyanakkor hazankban
vannak eltérd, dominalo szekvencia tipusok is (ST 4995, ST 11064), melyeket a
nemzetkozi szakirodalom nem emlit.

Filogenetikai vizsgalatokkal felhivtuk a figyelmet a sikeres azithromycin-
rezisztens genocsoportokra.

7. A sikeres szekvencia tipusok €s a rezisztencia-adataik ismerete alapot nyujthat

megfeleld, regionalis empirikus terapids ajanlasok kidolgozasahoz.
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8. Osszefoglalas

A Neisseria gonorrhoeae okozta szexualis tton terjed6 betegség (STD) az eurdpai
felmérések szerint a masodik leggyakoribb baktérium okozta STD. Az elmult 70-80 év
alatt a gonococcusok a terapiaba bevezetésre keriild 0Osszes antibiotikum ellen
kifejlesztettek rezisztencia-mechanizmusokat. Az aktualis els6ként valasztando
antibiotikumokra, a ceftriaxonra és azithromycinre rezisztens torzsek is megjelentek.
Mindez eldrevetit egy érat, melyben nem all rendelkezésre hatékony antibiotikum-
terapia. Kovetkezésképpen szamolni kell a szovodményekkel, mint pl. a kismedence
gyulladdsos megbetegedése (PID), sterilitas, korai vetélés, méhen kiviili terhesség,
neonatalis conjunctivitis okozta vaksag, ill. a HIV-fert6zés disszeminacioja.

Kutatasaim alatt a SE Boér-, Nemikortani ¢s Boronkologiai Klinika gonorrhoea
torzseinek rezisztencia-adatait vizsgaltam. 2010 és 2014 kozott a cefixim- és
azithromycin-rezisztens torzsek szazaléka emelkedett. Emellett molekularis tipizalasok
soran 102 torzs NG-MAST tipizalasat végeztikk. 18 1j szekvencia tipust (ST-t)
azonositottunk. A moddszerrel az adott foldrajzi teriileten a leggyakrabban fertdzést
okozd ST-k és rajuk jellemz6 antibiotikum-érzékenység ismeretében empirikusterapia-
ajanlasok alkothatdak. 2013-ban a négy leggyakoribb ST-hez tartozo torzs 60%-a volt
rezisztens azithromycinre, ami az elséként valasztando kezelés részét képezi. 2014-ben
50 azithromycin-rezisztens torzset tipizaltunk. A szekvencia tipusokbdl végzett
filogenetikai vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy az ST 1407-es torzsnek, ill. por
908-as alléljanak és az ezekhez kapcsolt torzseknek jelentds szerepe van az
azithromycin-rezisztencia terjesztésében. Az azithromycin-rezisztencia névekedésével
felmeriil, hogy a ceftriaxon és azithromycin kombinacidja Magyarorszagon nem
feltétlenlil megbizhato terapias javaslat. Emellett szol, hogy szinergista hatast tobb
vizsgalatban nem sikeriilt bizonytani. Olési gorbe vizsgalatokban a kombinaci6
kevésbé volt baktericid hatast, mint a ceftriaxon énmagaban. A WHO nem javasolja
egy antibiotikum hasznalatat, ha a torzsek> 5%-a rezisztens az adott antibiotikumra.
Ugyanakkor laboratériumunkban a gonorrhoeas esetek koinfekcidja chlamydiaval
2014-ben csak 14,7%-os volt. Tekintettel a novekvd azithromycin rezisztenciara, ill. a
tovabbi azithromycin rezisztencia kialakuldsdnak megelézésére, az azithromycin
alkalmazasat azokra az esetekre érdemes korlatozni, ahol ez elengedhetetlen, pl.:

cephalosporinallergia, ill. igazolt C.trachomatis koinfekcio.
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8. Summary

Gonorrhoea, caused by Neisseria gonorrhoeae, is the second most common
bacterial STI according to European surveys. During the last 70-80 vyears, the
gonococcus has developed resistance to mainly all antimicrobials introduced for
treatment, even for the the first-choice therapy. Ceftriaxone-and azithrmycin-resistant
strains have been isolated. This may herald an era of untreatable gonorrhoea.
Consequently, this can result in several complications, such as pelvic inflammatory
disease (PID), infertility, early abortion, ectopic pregnancy, neonatal conjunctivitis
causing blindness or promoted transmission of HIV.

At the Department of Dermatology, Venereology and Dermatooncology the
distribution of antimicrobial resistance was observed. Between 2010 and 2014, the
percentage of cefixime- and azithromycin-resistant strains increased. Besides, 102
strains were analysed by NG-MAST typing method. 18 new sequence types (STs) were
identified. By identificatition of the most prevalent sequence types in a geographic
region and by the knowledge of associated antimicrobial resistance phenotypes, empiric
therapeutic regimens can be recommended. In 2013, 60% of the four most frequently
isolated STs in Hungary were resistant to azithromycin which is one of the first-choice
therapy for gonorrhoea. In 2014, 50 azithromycin-resistant strains were sequence typed.
According to the phylogenic analysis of STs, ST 1407 and especially the por 908 allele
have an important role in the dissemination of azithromycin resistance. The emergence
of azithromycin resistance raises the question wether the combination therapy is
appropriate treatment in the case of Hungary. Furthermore, there are studies which do
not report in vitro synergy between ceftriaxone and azithromycin. In a time-Kkill
experiment the dual therapy was less bactericidal than ceftriaxone alone. WHO
recommended that an antimicrobial should not be used when >5% of the strains are
resistant. Moreover, in our laboratory only 14.7% of the gonorrhoea-positive samples
were co-infected with C. trachomatis. Accourding to the emerging azithromycin
resistance and to avoid the spread of further resistance, the use of azithromycin should
be restricted to cases when its usage is definitely necessary, like cases co-infected with

chlamydia or patients allergic to cephalosporins.
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dolgozdjanak, ill. a Genetika laboratoriumnak, hogy segitették munkamat.

Ko6szondém az STD ambulancia munkatarsainak, kiilonosen Marschalkd Marta
Professzor Asszonynak a segitségét a kutatas soran.

Koszonettel tartozom Szabd Doéra Professzor Asszonynak tdmogatasaért, illetve
Dr. Jeney Csabanak a filogenetikai vizsgélatok elsajatitasaban nyujtott segitségéért.

Emellett szeretnék koszonetet mondani Karpati Sarolta Professzor Asszonynak,
hogy lehetévé tette, hogy TDK munkat és PhD tanulmanyokat kezdhessek a SE Bér-,
Nemikoértani és Boronkologiai Klinikan, illetve Dr. Sardy Miklés Professzor Urnak,
hogy tdmogatta PhD tanulményaim elvégzését.

Nem utolso sorban Oszinte halaval tartozom csalddtagjaimnak, hogy mindvégig

mellettem alltak.
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Abstract

Background: The Hungarian national guidelines for the treatment of gonorrhoea were published in 2002 but are
now widely considered to be outdated. Improved knowledge is needed with respect to the epidemiology and
antimicrobial susceptibility of Neisseria gonorrhoeae strains currently circulating in Hungary not least for the
construction of updated local recommendations for treating gonorrhoea. European guidelines are based mostly
on western European data raising concerns locally that recommended treatments might not be optimised for the
situation in Hungary. We report our recent study on the distribution of antibiotic resistance in various Hungarian
(East European) Neisseria gonorrhoeae strains isolated from patients with gonorrhoea over the past four years.

Methods: Between January 2010 and December 2013, isolates of N. gonorrhoeae were obtained from sexually
active individuals during medical examination at the STD Center of Semmelweis University in Budapest. The
minimal inhibitory concentrations (MIC) of azithromycin, cefixime, ceftriaxone, ciprofloxacin, penicillin, tetracycline
and spectinomycin were determined to establish the antimicrobial susceptibility of the strains currently circulating
in patients that attend our clinic.

Results: Among the 9097 patients tested, 582 had an N. gonorrhoeae infection as detected by culture. The isolates
were all sensitive to ceftriaxone and spectinomycin and 581/582 strains were sensitive to cefixime. In contrast,

the number of detected strains with elevated azithromycin MIC did increase over the time period examined to
approximately 16% in 2013. There was a high percentage of detected resistance to penicillin (77%), tetracycline
(86%), and ciprofloxacin (66%) in the isolates examined in this study.

Conclusion: Current European guidelines recommend 2 g azithromycin in addition to 500 mg ceftriaxone as
first choice therapy for gonorrhoea. For the purposes of revising the Hungarian national treatment guidelines,
apparent increasing resistance to azithromycin during the last four years should be accounted for. It is also clear
that penicillin, tetracycline and ciprofloxacin are inappropriate treatment measures at least locally. We also
recommend that culture should form part of the diagnostic pathway of gonorrhoea, followed by antibiotic
susceptibility testing with MIC determination. This will provide valuable continued monitoring of antibiotic
resistance development in strains of Neisseria gonorrhoeae circulating in Hungary.

Keywords: Nejsseria gonorrhoeae, Antimicrobial resistance, Incidence, MIC, Hungary

* Correspondence: droeszter@gmail.com

"Equal contributors

'Department of Dermatology, Venerology and Dermatooncology,
Semmelweis University, Maria u. 41, 1085 Budapest, Hungary

?Institute of Medical Microbiology, Semmelweis University, Nagyvarad tér 4,
1089 Budapest, Hungary

- © 2014 Brunner et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
( B|°Med Central Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,
unless otherwise stated.


mailto:droeszter@gmail.com
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/

Brunner et al. BMC Infectious Diseases 2014, 14:433 DOI 1014753/SE20182163

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/14/433

Background

N. gonorrhoeae infections represent 106 million of the
estimated 498 million new cases of curable sexually
transmitted infection (STI) that occur globally every
year [1]. In 2008, the World Health Organization
(WHO) estimated 3.4 million cases among adults in
the European Union (EU) [1]. Gonorrhoea remains the
second most commonly reported bacterial STI after
chlamydia infection [2]. Gonococcal infection, depend-
ing on the anatomic site of exposure can cause acute
urethritis, cervicitis, proctitis or pharyngitis. However,
most cervical, pharyngeal and rectal infections are asymp-
tomatic. Untreated or inadequately treated gonorrhoea
can cause serious reproductive complications in women.
This includes pelvic inflammatory disease, infertility and
ectopic pregnancy.

Hungary has a population of 10 million people and is
served by 135 sexual health care units that are financed
by the government. There are also more than 300 private
venerologists available to help patients with STDs. In
Hungary, gonorrhoeal infection cases must be notified to
the National Epidemiological Center regardless of whether
they were detected with nucleic acid amplification tests
(NAATS), culture or only microscopically. The notification
contains the age, gender and sexual orientation of the
patient, the anatomical sites of the infection and the
region of the country where the infection was detected.

The Hungarian national guidelines on the diagnosis
and treatment of gonorrhoea [3] were published in 2002.
These guidelines recommend 1x 250 mg ceftriaxone im.
or 400 mg ofloxacin per os as first choice treatment, or
400 mg cefixime per os or 500 mg ciprofloxacin per os
can be administered in cases of uncomplicated gonorrhoeal
urethritis or cervicitis. The guidelines also allow diagnosis
of gonorrhoeal urethritis in symptomatic men based
only on a Gram stain of the male urethral specimen and a
demonstration of the presence of polymorphonuclear
leukocytes with intracellular Gram-negative diplococci.
While this test is fast to administer and typically very
reliable, it limits any opportunities to monitor the
development of antibiotic resistance in N. gonorrhoeae —
a phenomenon that is causing widespread concern
globally.

In 2013, N. gonorrhoeae infections were notified in 1563
cases in Hungary [4]. However no reliable data with
respect to antimicrobial resistance (AMR) exists because
most diagnoses were based on microscopic analysis or
NAATs and did not include any culturing (which is
required for determining AMR). The National Reference
Laboratory of N. gonorrhoeae, a part of the STD Center of
Semmelweis University, receives patients and samples
from all over the country. At our centre, diagnosis of gon-
orrhoea is made by culture, meaning that AMR develop-
ment within Hungary can be monitored retrospectively.
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The aims of this study were therefore to investigate N.
gonorrhoeae infection rates according to gender, age and
anatomic location of the symptoms, and to determine
phenotypic AMR of the isolates obtained from patients
with gonorrhoea who visited our clinic over the previous
four years. A specific objective of the study was to
understand the appropriateness of current Hungarian
treatment recommendations especially with respect to
suspected local development of AMR in circulating N.
gonorrhoreae strains.

Methods

All studies were carried out at the STD Center of
Department of Dermatology, Venereology and Derma-
tooncology of Semmelweis University, Budapest, Hungary.
Over a four-year period (January 2010 to December
2013), N. gonorrhoeae isolates were obtained from patients
attending medical examinations for a suspected STIL.
During medical examination by a physician, patient data
was also collected with respect to their age, sex, sexual
orientation and anatomic site of infection. The isolates
were cultured from consecutively symptomatic gonor-
rhoea patients and from their asymptomatic contacts. All
isolates were collected as part of standard patient care and
patients gave and signed informed consent. Patient data
was analysed according to law 1997/CLIV 26§ taking
into account maximum privacy rights and anonimity of
patients [5]. Ethical approval signed by the Semmelweis
University Regional and Institutional Committee of Science
and Research Ethics was not required for the study because
all used methods were not more than normally needed for
diagnosis and treatment.

For the identification of N. gonorrhoeae, cervical, anal,
urethral and pharyngeal swabs were taken and cultured
on preheated VCA3 agar (Biomérieux, Budapest, Hungary)
and on non-selective PVX chocolate agar (Biomérieux,
Budapest, Hungary). Cultures were incubated for 24-48
hours at a temperature of 36.5°C with 5% carbon dioxide,
and their identification and penicillinase production was
confirmed using NH-API strip tests (Biomérieux, Budapest,
Hungary).

Minimum inhibitory concentrations (MIC; mg/L) of
cefixime, ceftriaxone, penicillin, tetracycline, azithromy-
cin, spectinomycin and ciprofloxacin were determined
on PVX chocolate agar (Biomérieux, Budapest, Hungary)
using MIC strip tests (Liofilchem® s.r.l., Roseto degli
Abruzzi, Italy), according to the manufacturer’s instruc-
tions, and by using a direct colony suspension equivalent to
a 0.5 McFarland standard. Testing conditions also included
incubation at 36.5°C and 5% carbon dioxide for 24 hours.
All results were interpreted by using breakpoints for sus-
ceptibility and resistance according to the European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(Table 1) [6]. To ensure the quality of the culture media
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Table 1 N. gonorrhoeae MIC breakpoints for susceptibility
and resistance according to the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)

Sensitive (mg/L)

Resistant (mg/L)

penicillin < 0,06 > 1
cefixime <012 > 0,12
ceftriaxone <012 > 0,12
ciprofloxacin <003 > 0,06
azithromycin <025 > 05
tetracycline <05 > 1
spectinomycin <64 > 64

Source: [http://www.who.int/drugresistance/
Antimicrobial_resistance_in_Neisseria_gonorrhoeae.pdf].

and susceptibility tests, N. gonorrhoeae ATCC 49226 was
used as a control strain. Isolates were classified as having a
presumed high level of resistance to tetracycline (TRNG)
if MIC was 216 mg/L, and as having a presumed plasmid-
mediated resistance to penicillin (PPNG) if they were f3-
lactamase positive [7].

Results

We examined the prevalence of N. gonorrhoeae infection
in 9097 sexually active patients attending the Hungarian
National STD Center between January 2010 and Decem-
ber 2013. A total of 26383 swab samples were collected
during the study period. These samples, taken from
urethra, cervix, anus, pharynx or conjunctiva were ex-
amined by culture. Over the period of the four years of
the study the number of patients who visited the STD
Center increased by 10.0% (Table 2). Depending on the
symptoms observed, gender and anamnesis, one to five
swab samples were collected for culturing. There was a
concurrent increase in the number of samples collected
of 8.7% over the study period (Table 2). The ratio of N.
gonorrhoeae positive samples to total samples collected
increased from 1.9% at the beginning of 2010 to 3.2% by
the end of 2013. The ratio of positive patients to total
patients examined increased from 5.2% in 2010 to 7.8%
by the end of 2013 (Table 2). Out of the total number of
samples collected, N. gonorrhoeae infection was confirmed
in 673 samples and 582 patients (of both sexes). This
included 16 samples taken from five patients who had
returned to the clinic with new infections.
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In terms of total population studied the majority of
patients attending the clinic were male in all years of
the study. Specifically, the male to female ratio of patients
attending the STD Center were 62/38%, 58/42%, 57/43%
and 61/39% in 2010, 2011, 2012 and 2013 respectively.
On average over the study period 86% (498/582) of
cases examined that were subsequently determined to
be positive for N. gonorrhoeae were men, with the balance
of cases (14% (84/582)) female. 86% (96/112), 85.5%
(106/144), 84% (133/159) and 87% (163/187) were male
patients in 2010, 2011, 2012 and 2013, respectively.
Ages ranged from 14 to 76 years with an average of
31.7 years for male and 26.7 years for female patients
(Figure 1). Among the infected male patients, 19% (95/
498) declared that they were men who have sex with
men (MSM), while 81% (403/495) declared they were
heterosexual. The dominant anatomical site of gonococcal
infections was urethra in male (80%, 437/548) and cervix
in female patients (62%, 77/125). Pharyngeal and anal
infections were identified both separately and in parallel
with the dominant urethral infection in men or cervical
infection in female patients. Only one extragenital N.
gonorrhoeae infection causing conjunctivitis was detected
in a male patient, who had gonorrhoeal urethritis and
pharyngitis at the same time (Table 3).

We performed antimicrobial susceptibility tests on all
673 isolates. We found that isolates from different ana-
tomical sites of the same patients did not differ in terms
of MICs for the antibiotics we tested. Based on this
observation, calculated percentages are based on data
from single isolates (as in one strain) per patient (582
samples in total). The antimicrobial susceptibility rates
of N. gonorrhoeae to azithromycin, cefixime, ceftriaxone,
ciprofloxacin, penicillin, tetracycline and spectinomycin
are given in Table 4. Almost all isolates were susceptible to
ceftriaxone, cefixime (MIC < 0.12 mg/L) and spectinomycin
(MIC < 64 mg/L). However there were small increases in
the MIC averages for ceftriaxone, cefixime and spectino-
mycin between the beginning of 2010 and the end of 2013.
These were 0.002 mg/L to 0.019 mg/L for ceftriaxone,
0.016 mg/L to 0.047 mg/L for cefixime and 2 mg/L to
8 mg/L for spectinomycin. In the last case, we did identify
two isolates with an MIC of 48 mg/L. In 2013 we also
observed for the first time (in our laboratory) three
strains that exceeded breakpoints: two strains with a

Table 2 Number of patients, samples for culture, N. gonorrhoeae positive samples and N. gonorrhoeae infected
patients at the STD Centre of Semmelweis University, 2010-2013

2010 2011 2012 2013 Total
Number of patients 2167 2229 2317 2384 9097
Number of tested samples 6397 6350 6682 6954 26383
N. gonorrhoeae positive samples (Number/%) 129/1.9% 144/2.2% 178/2.7% 222/32% 673/2.5%
N. gonorrhoeae infected patients (Number/%) 112/52% 124/5.6% 159/6.9% 187/7.8% 582/6.4%
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Figure 1 Distribution of N. gonorrhoeae positive patients according to their age at the time of infection between January 2010 and
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cefixime MIC of 0.125 mg/L and one strain with a
cefixime MIC of 0.19 mg/L. In strict accordance with
EUCAST recommendations this means 0.51% of the
strains had a cefixime MIC just above the resistant
breakpoint. Resistance to azithromycin (MIC > 0.5 mg/L)
increased from 0 to 15.86% of strains tested during the
four years of the study.

The prevalence of ciprofloxacin and tetracycline resist-
ance varied year to year but was consistently high for
both antibiotics (66% and 86%, respectively) (see Table 4).
The prevalence of penicillin resistance appeared to
slowly increase from 75 to 79% in the four years of the
study. PPNG was detected in 16.2% of the isolates and

Table 3 Distribution of specimens cultured for N.
gonorrhoeae strains between January 2010 and

TRNG in 23%, whereas 14.8% of the isolates presented
both phenotypes (PPNG/TRNG).

Discussion

In Hungary, as is the case in many other countries, the
control of gonococcal infections mostly relies on an
effective single-dose antibiotic therapy given at the first
clinical presentation of the patient. Prior knowledge of the
antimicrobial susceptibility pattern of the particular strain
infecting the patient is routinely not established however.
With increasing evidence of antimicrobial resistance in
gonococcal infections there is therefore a real risk of
treatment failure and development of further resistance

Table 4 Distribution of antibiotic resistant N. gonorrhoeae
strains (%) in Hungary

December 2013 Resistance to antibiotics/year 2010 2011 2012 2013
Samples Men % Women % Azithromycin 0 08 6.9 159
Cervix 0 0 77 61.6 Cefixime 0 0 0 0.2
Pharynx 22 40 11 88 Ceftriaxone 0 0 0 0
Anus 88 16.1 10 8.0 Ciprofloxacin 70.5 61.7 64.6 67.2
Urethra 437 79.7 27 216 Penicillin 754 76.2 773 79.5
Conjunctiva 1 0.2 0 0 Spectinomycin 0 0 0 0
Total 548 100 125 100 Tetracycline 88.1 87.5 829 85.5
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to antibiotics. Current Hungarian guidelines for the
diagnosis and treatment of gonorrhoea date from 2002
and are based on bygone national and international
data of gonococcal resistance. Our study therefore
sought to understand ongoing resistance trends with
respect to gonorrhoea in Hungary, and to ultimately
contribute to the preparation of new guidelines to ensure
the success of any therapies targeting gonorrhoea. Our
data, based on sampling over the previous four years
highlight that there appears to be continued antimicro-
bial resistance in circulating strains of N. gonorrhoeae
strains to a variety of common antibiotics (including
high rates of resistance to ciprofloxacin, which is one of
the antibiotics recommended in the national Hungarian
guidelines) and that there may be developing resistance to
others (including azithromycin and penicillin and possibly
even cefixime) in this part of eastern Europe.

Over the last 70—80 years treatment options have dimin-
ished due to the emergence and spread of resistance to all
drugs recommended for treatment of gonorrhoea. Plasmid-
mediated resistance mechanisms have been described for
penicillins (PPNG) and tetracyclines (TRNG), but not for
sulphonamides, macrolides, spectinomycin, aminogly-
cosides, quinolones and cephalosporines. In these cases
only chromosomal mutations have been described as
the reason for resistance [8]. Since N. gonorrhoeae is
naturally competent for the uptake and recombination
of external DNA during its entire life cycle, the transfer
of chromosomally encoded resistance genes is both
rapid and extensive in comparison to uptake of plasmid-
mediated resistance genes [9]. Resistance may initially
emerge in the commensal Neisseria spp. inhabiting the
human body as these are exposed more frequently to
antimicrobials than the transiently acquired gonococci.
The commensal Neisseria spp. can act as a reservoir of
resistance genes that can be transferred to gonococci
through transformation. In our study N. gonorrhoeae
was detected in pharyngeal swab samples of symptomatic
or asymptomatic infected patients in 4 and 8% of male
and female patients, respectively. This may be significant
as the pharynx may be an ideal anatomic site to provide
the opportunity for chromosomally encoded resistance
development. Pharyngeal gonorrhoea is mostly asymp-
tomatic meaning that commensal Neisseria spp. and N.
gonorrhoeae can co-exist for extended time periods in
the pharynx and share genetic material [10-12]. This is
likely to include the transfer of antibiotic resistance genes
and therefore the development of antibiotic resistance in
N. gonorrhoeae. As humans appear to be the obligate
host of N. gonorrhoeae it would appear that control of
resistance lies in appropriate treatment regimes and
that includes correct usage of antibiotics. The emergence
and spread of antimicrobial resistance in N. gonorrhoeae
all over the world requires the control of incidence of
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gonorrhoea through education and appropriate sexual
practices and control of antimicrobial resistance through
appropriate antibiotic usage. This is particularly the case
in Hungary where both incidence of gonorrhoea and anti-
biotic resistance appear to be increasing in recent years.

According to data from the National Epidemiological
Center the incidence of N. gonorrhoeae infection appears
to be increasing in Hungary - the number of the reported
(notified) cases was 1158 in 2010, 1369 in 2011, 1491 in
2012 and 1563 in 2013 [4]. In the report of the National
Epidemiological Center, 75-82% of the infections were
detected in male patients and the dominant site of infec-
tion was urethra in male (81%), and cervix in female
(62%) (in this time period in Hungary). About 10% of
the notifiable infections were diagnosed at the STD
Center of Semmelweis University during this period,
and the distribution according to gender, age and location
of the symptoms was the same as the national results.

To our knowledge the only available data relating to
the distribution of resistance against different antibiotics
of the Hungarian N. gonorrhoeae strains exist in the sur-
veillance reports of EURO-GASP (European Gonococcal
Antimicrobial Surveillance Programme) [13,14]. In these
projects 14 and 13 N. gonorrhoeae strains were collected
from Hungary in 2010 and 2011. These data were col-
lected from a sentinel laboratory based on the report of
a selected group of physicians [13,14]. In these reports
there were no Hungarian N. gonorrhoeae strains with
PPNG property. All these strains were susceptible to
azithromycin, and 79% or 61.5% were resistant to ciproflox-
acin in 2010 and 2011, respectively. These data contained
no occurrence of cefixime resistant strains in 2010, but
1% of the isolates had decreased susceptibility to cefixime
in 2011.

In our work we processed 582 N. gonorrhoeae strains,
which corresponds to approximately 10% of the total
number of notified infections in Hungary during the
period between the beginning of 2010 and the end of
2013. This provides a more representative assessment of
antimicrobial resistance to N. gonorrhoeae than any other
previous survey carried out in Hungary.

Among our 582 N. gonorrhoeae isolates generally no
resistance occurred against ceftriaxone, cefixime and
spectinomycin. These results were interpreted using
breakpoints for susceptibility and resistance according to
the EUCAST [6]. All the measured MICs were not
higher than their respective resistance breakpoints, with
the exception of three strains isolated in 2013, which
showed slightly raised resistance towards cefixime. Year
on year there was a small increase in MIC averages for
ceftriaxone, cefixime and spectinomycin. These averages
did not exceed resistance breakpoints with the exception
of the three cases mentioned above. We also found a
small increase in the number of penicillin resistant
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strains during the study period. The rate of PPNG strains
was stable at around 16%, which suggests different
chromosomal mutations may be reasonably assumed for
this type of resistance development. The acquisition of a
mosaic penA gene encoding a remodelled penicillin bind-
ing protein (PBP2) and overproduction of an efflux pump
in N. gonorrhoeae appears to be responsible for reduced
susceptibility to cephalosporins [15]. Since the first ceftri-
axone-resistant isolates were identified in Japan (2009),
France (2010), and Spain (2011) [16-18], a real threat now
exists that extensively resistant strains of N. gonorrhoeae
may emerge and spread worldwide. Enhanced surveillance
for resistance against other anti-gonococcal agents is
therefore warranted.

According to the EUCAST interpretations all of the
strains were susceptible to spectinomycin with a MIC
lower than 64 mg/L. The average spectinomycin MIC
increased during the study period and we did identify two
isolates with clearly elevated (48 mg/L) MICs, suggesting
that only intermediate sensitivity can be assured (accord-
ing to the recommendation of Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [19]). Verified resistance to
spectinomycin is exceedingly rare worldwide with only
five spectinomycin-resistant isolates (all between 1988
and 1990) identified in the US Gonococcal Isolate Sur-
veillance Project [20] using the CLSI recommendation.
In comparison no spectinomycin-resistant isolates have
been identified in the EURO-GASP in 2010-2011 [13,14].

The very common occurrence (82-88% in Hungary over
the past four years in our study) of tetracycline resistant
strains is not unique in comparison to other countries.
Despite some exceptions (in the USA, tetracycline
resistance rates are only 22.5% [21] while rates in South
America and the Caribbean decreased from a level of
61.1% of isolates tested in 2001 to 21.8% in 2010 [22]),
high prevalence of tetracycline resistance has been
detected in some countries in South East Asia. Bhutan
and Indonesia reported a resistance rate of more than
95% between 2009 and 2012 [23], and a rate of 92.8%
tetracycline resistance was noted in North Africa in
2009 [24]. This high percentage of detected resistance
to tetracycline indicates that this antibiotic is certainly
not appropriate for gonorrhoea treatment in Hungary
and probably elsewhere.

Furthermore, the effectiveness of the quinolone antibi-
otics appears to be equally limited. For example, the
prevalence of ciprofloxacin resistant strains that we
detected in this study was between 61-70% over the
previous four years. In comparison, prevalence of cip-
rofloxacin resistance in the USA was 13.5% [21], while
in Latin America and the Caribbean ciprofloxacin
rates increased from 1.6% of isolates tested in 1997 to
42.1% in 2010 [21]. Rates of ciprofloxacin resistance have
decreased continuously since 2009 in the participant
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countries of EURO-GASP, but still remained as high as
52.7% and 48.7% in 2010 and 2011, respectively [13,14].
The usage of ciprofloxacin, which was previously recom-
mended in gonorrhoea treatment in Hungary, is no longer
suitable according to the rates of resistance we observed
in recent years.

Resistance to azithromycin (MIC > 0.5 mg/L) increased
from 0 to 15.86% during the four years of our study.
The Centers for Disease Control and Prevention [25]
and the International Union against Sexually Transmitted
Infections (IUSTI) [26] published global and European
guidelines for diagnosis and/or treatment of N. gonorrhoeae
to combat and mitigate the spread of multidrug-resistant
gonorrhoea. Their new treatment guidelines revised the
recommended treatment to be 250 mg or 500 mg ceftri-
axone im combined with 1 g or 2 g azithromycin per os,
respectively. However, based on past and current data
reported in this study, N. gonorrhoeae may continue to
emerge with azithromycin resistance in our country,
especially as increased usage of this antibiotic is expected.
The World Health Organization has suggested that an
antimicrobial should not be used when >5% of strains
demonstrate resistance [27]. If our data can be verified it
would appear that this cut-off has already been passed
in Hungary. In addition to complying with the new rec-
ommendations it is necessary to also adequately run
antimicrobial surveillance programmes. It would be
advisable to now include surveillance for ceftriaxone
and azithromycin resistance, not least to control the
emergence of extremely drug resistant strains.

Conclusion

Our study contributes large amounts of data on the
current antimicrobial susceptibility rates of circulating
N. gonorrhoeae strains in Hungary in the period between
the beginning of 2010 and up to the end of 2013. It is
clear that there are considerable levels of antimicrobial
resistance in circulating strains and in some cases resist-
ance may be emerging. Of concern is that such resistance
may be emerging towards antibiotics that are currently
recommended as first line treatments for gonorrhoea in
Hungary. Current diagnosis approaches typically only
utilise Gram staining techniques, which while regarded
as highly accurate, do not allow antibiotic resistance to
be monitored routinely. Based on our observations we
are now of the opinion that culture and susceptibility
testing are indispensable in the currently developing
situation of multidrug resistance among the N. gonorrhoeae
strains. It is somewhat reassuring that during the previous
four years, resistance has not been identified towards the
recommended treatment of ceftriaxone in Hungary. How-
ever, in Europe extensively drug resistant N. gonorrhoeae
strains have emerged and we believe it is only a matter of
time before this occurs in Hungary if appropriate control
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measures and surveillance are not implemented soon. This
emergence of resistance should prompt revision of our
national diagnosis and treatment guidelines. The recom-
mendations of IUSTT and other international organisations
involved in developing advice and treatment approaches for
gonorrhoea should be considered. However in Hungary
the incidence of azithromycin resistance appears to
have increased over recent years and this should be
taken into account in developing any new guidelines.
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Purpose: Emergence and spread of antimicrobial resistance in Neisseria
gonorrhoeae is a major public health concern worldwide. The current study aims to
determine the antimicrobial resistance in N. gonorrhoeae and associated molecular
typing to enhance gonococcal antimicrobial surveillance in Hungary. Methods: In the
National N. gonorrhoeae Reference Laboratory of Hungary 187 N. gonorrhoeae in-
fections were detected in 2013, antibiograms were determined for all the isolated
strains, and 52 (one index strain from every sexually contact related group) of them
were also analyzed by the N. gonorrhoeae multi-antigen sequence typing (NG-MAST)
method. Results: Twenty-two different NG-MAST sequence types (STs) were identi-
fied, of which 8 STs had not been previously described. In Hungary, the highly diversi-
fied gonococcal population displayed high resistance to penicilline, ciprofloxacine
and tetracycline (the antimicrobials previously recommended for gonorrhoea treat-
ment). Resistance to the currently recommended extended spectrum cephalosporines
were rare: only two of the expected strains, an ST 1407 and an ST 210, had cefixime
MIC above the resistance breakpoint. By the revision of our National Treatment
Guideline, it must be considered, that the azithromycin resistance is about 60% among
the four most frequently isolated STs in Hungary.
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Introduction

Over the last few years, the number of gonorrhoea cases has increased regu-
larly in Europe [1]. The need for effective treatment and control of gonococcal in-
fections are evident, given the serious complications of gonorrhoea, such as
epididymitis, pelvic inflammatory disease, infertility, ectopic pregnancy, early
abortion and perinatal infections , furthermore a fivefold increased risk for human
immunodeficiency virus (HIV) acquisition and transmission [2]. Knowledge of
local susceptibility patterns combined with incidence of various molecular types
of N. gonorrhoeae is essential to establish the best regional treatment guideline.
Among the currently available sequence-based methods N. gonorrhoeae multi-
antigen sequence typing (NG-MAST) is one of the most advantageous, because it
generates a simple numerical sequence type based on the combined sequences of
two genes (porB and thpB). In addition, an internationally accessible web database
allows strain comparison worldwide [3]. Several studies have applied NG-MAST
to characterise gonococci exhibiting resistance to the third generation cephalo-
sporins [4—6], and the European Gonococcal Antimicrobial Resistance Surveil-
lance Programme (EURO-GASP) made the first study to supplement a regional
antimicrobial resistance surveillance programme with molecular typing. This
Programme provided novel information on NG-MAST STs circulating in 21 Eu-
ropean countries and also provided insight into the dissemination of antimicrobial
resistant gonococcal clones within Europe [7]. As Hungary did not participate in
EURO-GASP in 2009, only very low numbers (17) of N. gonorrhoeae were avail-
able from 2010 for inclusion. Our recent work complements the European data-
base with the results of molecular epidemiological surveillance of consecutive
isolates of all antimicrobial phenotypes in Hungary in 2013. The presence of re-
gional surveillance data about antimicrobial resistance of N. gonorrhoeae is a
good approach to estimate the global burden of resistance of this microorganism
as well as to establish the strategies to apply the best empirical treatment

Materials and Methods
Bacterial isolates

From January to December 2013 N. gonorrhoeae strains were obtained
from patients in the National Neisseria gonorrhoeae Reference Laboratory at the
Centre of Sexually Transmitted Diseases, Department of Dermatology, Vene-
rology and Dermatooncology of Semmelweis University Budapest, Hungary. The
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isolates were cultured and stored from consecutive symptomatic gonorrhoea pa-
tients and from their asymptomatic contacts. All isolates were collected as part of
standard patient care and patients gave and signed informed consent. Patient data
was analysed according to law 1997/CLIV 26§ taking into account maximum pri-
vacy rights and anonimity of patients (Parlament of Hungary, 1997). The
Semmelweis University Regional and Institutional Committee of Science and Re-
search Ethics have approved the analysis (TUKEB: 161/2014). For the identifica-
tion of N. gonorrhoeae cervical, anal, urethral and pharingeal swabs were taken
and cultured on preheated VCA3 agar (Biomérieux, Hungary). Cultures were in-
cubated for 48 hours at a temperature of 36.5 °C with 5% carbon dioxide, and their
identification and penicillinase production was confirmed by NH-API strip tests
(Biomérieux, Hungary). The selection criteria for genotyping analysis were the
follows: we used only one isolate from one patient, and only isolates from the in-
dex patients were included for genotyping analysis. Contacts from the index case
were excluded.

Antimicrobial susceptibility testing

The minimum inhibitory concentration (MIC; mg/l) of cefixime, ceftri-
axone, penicillin, tetracycline, azithromycin, spectinomycin and ciprofloxacin
were determined on PVX chocolate agar (Biomérieux, Hungary) using MIC strip
tests (Liofilchem, Italy), according to the manufacturer’s instructions, using a di-
rect colony suspension equivalent to a 0.5 McFarland standard. Testing conditions
included incubation at 36.5 °C, 5% carbon dioxide for 24 hours. All results were
interpreted by using breakpoints for susceptibility and resistance according to the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) [5].
The isolates were classified as having a presumed high level resistance to tetracy-
cline (TRNG) if MIC was =16 pg/mL, and as having a presumed plasmid-medi-
ated resistance to penicillin (PPNG) if they were B-lactamase positive [6].

Isolation of genomic DNA
N. gonorrhoeae strains were retrieved from storage at —80 °C on Cryobank

breads (Mast Diagnostica, Germany), cultured on PVX chocolate agar, and incu-
bated overnight at 36.5 °C with 5% carbon dioxide. A turbid suspension of the
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gonococcal subculture was made in PCR water and DNA was isolated with
GeneAll Ribospin extraction kit (Geneall Biotechnology, Korea).

Molecular epidemiological typing

N. gonorrhoeae multiantigen sequence typing (NG-MAST) was performed
as previously described [6]. Briefly we determined the sequences of the 52 N. go-
norrhoeae porB and thpB PCR products, after their preliminary purification by the
Exosap IT purification kit (Affymetrix, USA) we used the BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, USA) and the same forward and
revers primers as for the porB and thpB PCR methods. Last purification was made
by NucleoSEQ Column PCR Purification Kit (Macherey-Nagel, Germany). Nu-
cleotide sequences were determined by capillary electrophoresis, with 50 cm cap-
illary and POP-7 polimer on ABI 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

NG-MAST allel numbers of the more variable segments of porB and thpB,
and STs including the new allels and STs were assigned using the NG-MAST
website [3].

Results

From January to December 2013 a total of 222 N. gonorrhoeae strains were
obtained from 187 patients, 29 patients had N. gonorrhoeae infection on more
than one anatomical site. The number of the sexual contacts of the patients ranged
from 1 to 12, with an average of 3.9 in a half year prior the gonorrhoea infection.
During the contact research the 187 patients were tabulated in 52 sexually con-
tacted network groups. Every network group contained only the patients who mu-
tually and independently admitted to have sexual contact with a member of the
group. The N. gonorrhoeae strains isolated from patients attending to the same
network group all had a group specific antibiotic resistance pattern. The first
symptomatic patient was selected as index patient from every network group. Af-
ter selection 52 N. gonorrhoeae isolates from the index patients were examined
according to the antibiotic susceptibility and molecular epidemiological typing.

Among the 52 patients 5 were female and 47 were male. More than half,
24 of the men were heterosexual, 2 were bisexual, and 21 declared that they were
men who have sex with men (MSM). Ages of the examined patients ranged from
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15 to 64 years. The dominant anatomical site of infection was urethra, 43 strains
were isolated from urethra, 3 from cervix, 2 from pharynx and 4 from anus.

Based on NG-MAST, the 52 isolates were subdivided into 22 different STs.
The eight new STs, which had not been previously described in other parts of the
world, were assigned as ST 10081 to ST 10088 using the NG-MAST website. ST
10081 and ST 10082 have new porB allels, porB 5921 and porB 5922 combined
with the common tbpB allels, thpB 29 and thpB 110, respectively. STs 10083 to
10088 contain known allels in new combinations. The 14 other common STs were
found in the NG-MAST database, they were described previously in other parts of
the world as well. The majority (61.5%) of the strains belongs to four frequently
isolated STs; ST 2992 was represented by 10 (19.2%) isolates, ST 1407 and
ST 4995 by 9 (17.3%) isolates each and ST 225 by 4 (7.7%) isolates. ST 8517 and
ST 359 were present in 2 (3.8%) isolates each. All the other STs were detected in
single (1.9%) isolates.

The frequency and antibiotic susceptibility patterns of the 22 STs are sum-
marized in Table I. Only two isolates showed susceptibility to all tested antibiot-
ics; these isolates attend to ST 387 and ST 9901. The other 50 isolates were resis-
tant to at least one antibiotic.

Only 6/52 (11.5%) isolates were sensitive to penicillin, among the 46/52
(88.5%) penicillin resistant strains 7 (15%) were penicillinase producers.
Fourty-nine of the 52 strains (94%) were resistant to tetracycline and among the
tetracycline resistant strains 9/49 (18,4%) were TRNG. Twenty-nine of the 52
strains (56%) were resistant to ciprofloxacin. All the 52 strains were sensitive to
spectinomycin. The azithromycin MIC was above 0.5 mg/l in 20 strains (38%) and
are declared as resistant to azithromycin according to the EUCAST [5] recom-
mendation. This MIC was equal or lower as 0.25 mg/l in 27 (52%) of isolations,
which were sensitive to azithromycin. Five strains had an elevated azithromycin
MIC of 0.38 mg/l. Among the isolations representing the most common four STs
(ST2992, ST1407, ST4995, ST225) 19/32 (60%) were not sensitive to
azithromycin. All the isolates were sensitive to ceftriaxone, and only two isolates
were resistant to cefixim from ST1407 and ST210. More than half of the strains
had elevated ceftriaxone and cefixim MIC (0.023mg/L = ceftriaxone MIC =
0.064mg/L, 0.023mg/L = cefixim MIC=0.19mg/L) in ST1407, ST225 and ST210.
The distribution of MIC values of the different STs is summarized in Table II.
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Table I

Incidence and antimicrobial susceptibility of NG-MAST STs detected in Hungary in 2013.
S = Sensitive, R = resistant, I = elevated MIC

Antimicrobial-susceptibility

£ = 2 £ £ 2 2
= 5 = o 5 E g
NG-MAST ST Incidence :g g § é‘ E‘ & 3
co 2 % : 2 £ S g
& = g 3 “
] & <

2992 19.2 20% S S 10% S, S 30%S, S S

80% R 90% R 30%]1,

40 %R
1407 17.3 100% R R R S 22%S,  89%S, S

22%1, 11%R

56% R
4995 17.3 11%S R R S 78% S, S S

89 % 22%R
225 7.7 100% R R R S 50% S, S S

50% R
359 3.8 S S R S S S S
8517 3.8 R S R S S S S
210 1.9 R R R S S R S
387 1.9 S S S S S S S
995 1.9 R S R S S S S
2212 1.9 R R R S S S S
2569 1.9 R R R S R S S
6155 1.9 R S R S S S S
8343 1.9 R R R S S S S
9901 1.9 S S S S S S S
10081 1.9 R R R S R S S
10082 1.9 R R R S S S S
10083 1.9 R R R S S S S
10084 1.9 R S R S S S S
10085 1.9 R S R S S S S
10086 1.9 R S R S R S S
10087 1.9 R S R S R S S
10088 1.9 R S R S R S S

Discussion

Surveillance programs monitoring the antimicrobial susceptibility and mo-
lecular characteristics of N. gonorrhoeae are essential to implement adequate em-
pirical treatment guidelines. The last national guideline on the diagnosis and treat-
ment of gonorrhoea [11] was published in Hungary in 2002. Due to this guideline
1 x 250 mg ceftriaxone i.m. or 400 mg ofloxacin per os is recommended as first
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Table I1

Distribution of MIC of cefixime and ceftriaxon among the different Neisseria gonorrhoeae STs
isolated in Hungary in 2013
The lowest detectable cefixim (CFM) and ceftriaxone (CRO) MICs are 0.016 and 0.002 mg/1,
respectively.

ST Anti- Num-ber of isolates with cefixim and ceftriaxon MIC (mg/L)

microbial <0.002 0.012 =<0.016 0.023 0.032 0.047 0.064 0.094 0.125 0.19

2992 CFM _ 10

CRO 10
1407 CFM 2 1 3 1 1 1
CRO 1 2 1 1 2 1 1
4995 CFM 9
CRO 9
225 CFM 1 1 1 1
CRO 3 1
Other STs CFM - 17 2 1 1 1
(ST210)
CRO 15 4 1 1
(ST210)

choice, or 400 mg cefixim per os or 500 mg ciprofloxacin per os can be adminis-
tered in the cases of uncomplicated gonorrhoeal urethritis or cervicitis. In Hun-
gary, gonorrhoeal infection cases must be notified to the National Epidemiologi-
cal Center regardless of whether they were detected with nucleic acid amplifica-
tion tests (NAATS), culture or only microscopically. Publication about Hungarian
gonococcal incidence data is available only in Hungarian in the Report of the Na-
tional Epidemiological Center, but neither antibiotic resistance nor molecular typ-
ing results are included [12]. About 14% (222/1563) of the notifiable infections
were diagnosed at the STD Center of Semmelweis University during this period,
and the distribution according to gender, age and location of the symptoms was the
same as the national results. Among our index patients men was much more than
women, it may simply indicate the likely order in which cases were identified,
men are more likely to be symptomatic. The National Reference Laboratory of
N. gonorrhoeae, as a part of the STD Center of Semmelweis University, receives
patients from all over the country. At our centre, diagnosis of gonorrhoea is made
by culture, meaning that AMR development within Hungary can be monitored ret-
rospectively.

The EURO-GASP demonstrated antibiotic resistance and molecular char-
acterization results but only about 17 N. gonorrhoeae isolations collected in 2010
in Hungary [7]. The present study describes the first internationally reported
gonococcal AMR data together with the first molecular characterization of
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N. gonorrhoeae isolates in Hungary. This study shows the antimicrobial suscepti-
bility and the NG-MAST results of N. gonorrhoeae single strains, isolated from 52
patients assumed that they were not linked to each other. The 52 isolates were sub-
divided into 22 different STs, but more than 60% of the highly diverse bacterium
population belonged to 4 STs, ST2992, ST1407, ST4995 and ST225, previously
described in other parts of the world [3]. The EURO-GASP study [7] pointed out
that 12 of the 17 isolations collected from Hungary in 2010 belonged to the
genogroup1407 (10 strains to ST5332 and 2 strains to ST1407), but among these
isolates neither ST2992, nor ST4995 nor ST225 were found. This discrepancy
may be explained by the facts that very low numbers of isolates were available for
inclusion in the EURO-GASP study, or that our isolates were collected 3 years
later, in 2013. In 2010 ST4995 was not described, but our other 3 frequent STs
were the most frequent STs in EURO-GASP as well. Between 2010 and 2012
G1407 was currently the most frequently detected genogroup worldwide from
Canada to Japan [13, 14], in Europe 23% of the isolates belonged to G1407, 10%
to G225 and 8% o isolate belonged to G2992 [15]. In Hungary in 2013 the most
frequently isolated ST was ST2992 (19%) followed by ST1407 and ST4995 (in
17% each), and ST225 was isolated in 7%. The relative high incidence of ST4995
is unique; no international publication about the importance of ST4995 was found.

In addition from a personal communication we know that nineteen of 1445
(1.3%) typed gonorrhoea episodes in Scotland in 2013 were ST4995. All Scottish
patients identified with ST4995 were male, suggesting circulation in networks of
men who have sex with men, although sexual orientation data was not available.
The isolates from Scotland were resistant to ciprofloxacin (MICs ranged from
3-12 mg/L by Etest) and had high-level tetracycline resistance characteristic of
plasmid-medicated resistance. Seven of 12 isolates were PPNG. Isolates were sus-
ceptible to ceftriaxone, cefixime, spectinomycin and azithromycin by agar dilu-
tion [Kirstine Eastick, Director of Scottish Bacterial STI Reference Laboratory
personal communication].

Among our isolates high prevalence of resistance was observed for previ-
ously recommended antimicrobials such as tetracycline (94%), ciprofloxacin
(56%) or penicillin (88.5%), in accordance with other international data [7,
13—18]. These results clearly show that the use of these three antibiotics for the
empirical treatment of gonococcal infections is no longer safe. The use of antibi-
otic treatments without performing sensitivity tests generates treatment failures
[19-21] even with the antibiotics currently proposed as first choice antibiotics.
The extensive use of antibiotics also leads to a positive selective pressure for spe-
cific international multidrug resistant (MDR) clones such as G1407, or for resis-
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tance against an often used antibiotic, as we found only 52% azithromycin sensi-
tivity among our isolates. G1407 isolates circulating currently in Europe are
ciprofloxacin resistant, strongly associated with decreased susceptibility or resis-
tance to cefixime and show raised MICs for ceftriaxone and azithromycin [7]. De-
spite the fact that no ceftriaxone resistant isolates were identified in our study, the
proportion of isolates with a ceftriaxone MIC = 0.016 mg/L was significantly
lower among our ST1407 and ST225 strains than in other STs. Furthermore,
among our ST1407 and ST225 isolates the proportion of strains with a cefixime
MIC =0.032 mg/L was also decreased in contrast with other STs. Isolates with an
extended spectrum cefalosporine (ESC) MIC of 0.125 mg/L have resulted in treat-
ment failures with ESCs [22,23]. Accordingly, we considered an ST1407 isolate
as having at least a decreased susceptibility to cefixime. Furthermore, we found an
ST210 isolate with a cefixime MIC of 0.19 mg/L associated with a ceftriaxone
MIC of 0.064 mg/L, therefore this ST might have a great chance to become a suc-
cessfully selected MDR clone. Spectinomycin remains an antibiotic still effective
in treatment against MDR N. gonorrhoeae strains. However, adoption of
spectinomycin as the routinely used drug of choice was soon followed by reports
of spectinomycin resistance [24]. All our isolates regardless of represented STs
were sensitive to spectinomycin in consistence with the results of other authors [7,
16-18].

This is the first study describing antimicrobial resistance and NG-MAST
clonality of gonococcal isolates detected in Hungary. N. gonorrhoeae strains iso-
lated in Hungary in 2013 showed a high genetic diversity but also showed a domi-
nance of 4 internationally known clones. Due to the spread of these MDR clones
the antibiotic susceptibility of our isolates is decreased, meaning either resistance
to the worldwide previously recommended antibiotics as penicillin, ciprofloxacin
or tetracycline, or elevated MICs of the recently recommended therapeutic options
such as ESCs or azithromycin. In this context, it is essential to increase numbers of
cultures in gonococcal infections in Hungary to study and monitor resistance pat-
terns and molecular clonality. We emphasize the urgent need for promptly revi-
sion of the National Treatment Guideline of gonorrhoea in Hungary; the present
study provides an evidence base for this recommendation. The European Guide-
line recommends 500 mg ceftriaxon combined with 2 g azithromycin as first
choice therapy, but by the revision of our National Treatment Guideline, it must be
considered, that the azithromycin resistance is about 60% among the four most
frequently isolated STs in Hungary.
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Neisseria gonovvhoeae torzsek
rezisztenciaadatai Magyarorszagon

Nemes-Nikodém Eva = Brunner Alexandra = Téth Béla dr.
Toth Veronika dr. = Banvolgyi Andras dr. = Ostorhazi Eszter dr.

Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, B8r-, Nemikoértani és B8ronkolégiai Klinika, Budapest

Bevezetés: A Neisseria gonorrhoene-intekciok kezelésére kiadott eurdpai ajanlds elsésorban a nyugat-eurdpai adatok
alapjan késziilt, és nem egyértelmtien hasznilhaté a magyarorszagi helyzet ismeretében. Célkitiizés: A szerz6k 2011.
janudr és 2014. janius kozotti idészakban a Semmelweis Egyetem BOr-, Nemikértani és Béronkologiai Klinika Or-
szigos Szexudlis Uton Terjed Fertézések Centrumaban izolalt Neisseria gonorrhoeae torzsek rezisztenciaadatait
osszevetették az izolalt torzsek molekuldris tipizdldsi eredményeivel, azzal a céllal, hogy pontos adatokat kapjanak a
hazankban el6fordulé Neisseria gonorriboene torzsek antimikrobidlis rezisztencidjar6l. Modszer: Az antibiotikumre-
zisztencia-meghatirozds minimalis inhibitorkoncentriciéo-méréssel, a szekvenciameghatirozds a Neisseria gonorrho-
cae Multi Antigen Sequence Typing modszerrel tortént. Evedmények: A jelenleg terdpidnak ajanlott széles spektrumt
cefalosporinok elleni rezisztencia ritka, az utobbi években az azithromycinrezisztencia elGforduldsa viszont rohamo-
san novekedett. Kovetkeztetések: Az Gj terdpids iranyelvek készitésekor figyelembe kell venni, hogy a gyakran fert§zést
okoz6 molekuldris tipusba sorolhatd torzsek kozott kiemelkedGen magas az azithromycinrezisztensek aranya. Orv.
Hetil., 2015, 156(1), 25-28.

Kulcsszavak: Neisserin gonorrhoene, szekvenciatipus, antibiotikumrezisztencia

Antimicrobal resistance of Neisseria gonorrhoeae strains in Hungary

Introduction: European guidelines on the treatment of Neisseria gonorrhoeae are based mostly on Western European
data, although these recommendations may not be optimised for the circumstances in Hungary. Azm: The aim of the
authors was to assess current antimicrobial resistance of Neisseria gonorrhoeae strains in order to enhance gonococcal
antimicrobial surveillance in Hungary. Neisseria gonorrhoeae strains were isolated at the National Center of Sexually
Transmitted Infections at the Department of Dermatology, Venerology and Dermatooncology of Semmelweis Uni-
versity in the period between January 2011 and June 2014 Method: Antimicrobial resistance was determined with
minimum inhibitory concentration measurement. Nezsseria gonorrhoeae Multiantigen Sequence typing was used as
molecular typing method. Results: Resistance to the currently recommended extended spectrum cephalosporins is
rare in Hungary, but there is an emerging azithromycin resistance among the Neisseria gonorrhoeae strains. Conclu-
sions: Revision of the national treatment guideline must consider that the most frequent sequence types of Neisseria
gonorrhoeae strains causing infections in Hungary are mainly resistant to azithromycin.

Keywords: Neisseria gonorrhoene, sequence types, antibiotic resistance

Nemes-Nikodém, E., Brunner, A., Téth, B., Téth, V., Binvilyyi, A., Ostorhdzi, E. [ Antimicrobal resistance of Neisserin
gonorrhoene strains in Hungary]. Orv. Hetil., 2015, 156(1), 25-28.
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Roviditések

EUCAST = (European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing) Eurépai Antimikrobialis Erzékenységi Vizsgéla-
tok Bizottsiga; EURO-GASP = (European Gonococcal Anti-

microbial Resistance Surveillance Programm) Eurdpai
Gonococcus Antimikrobidlis Rezisztencia Feliigyeleti Prog-
ram; TUSTT = (International Union Against Sexually Transmit-
ted Infections) Szexuilis Uton Terjedd Betegségek Elleni
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Nemzetkozi Szervezet; MIC = (minimum inhibitory concent-
ration) minimdlis gitlokoncentricié; NAATs = (nucleic acid
amplification tests) nukleinsav-amplifikicios teszt; Ng-MAST =
( Neisseria gonorrhoene Multi Antigen Sequence Typing) Neisse-
rin gonorrhoene multiantigénszekvencia-tipizalas; PCR = (poli-
merase chain reaction) polimeraz liancreakcio; PID = (pelvic
inflammatory disease) kismedencei gyulladdsos megbetegedés;
ST = (sequence type) szekvenciatipus; STD = (sexually trans-
mitted disease) szexudlis tton terjedd megbetegedés; WHO =
(World Health Organization) Egészségiigyi Vilagszervezet

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) 498 milliéra
becsiili a gyogyithatd, szexudlis Gton terjeds 4j fert6zé-
sek megjelenését vilagszerte évente, és ezeknek a ferts-
zéseknek tobb mint egyotod részénél, 106 millié eset-
ben a Neisserin gonorrboeae baktérium jelentkezik
kérokozoként [1]. Tekintettel a gonorrhoeafertézés st-
lyos lehetséges kovetkezményeire (példaul: epididymitis,
kismedencei gyulladdsos betegség [PID], méhen kiviili
terhesség stb.) nagyon fontos, hogy hatékony kezelési
modszert tudjon a kezel§orvos valasztani. Biztosan cél-
zott terdpia csak abban az esetben indithaté, ha az adott
korokozo6torzs antibiotikumérzékenysége ismert, az an-
tibiogram elkészitéséhez viszont elengedhetetlen a kor-
okozé tenyésztése. A N. gonorrhoene baktérium rendki-
vill tapigényes, és a tenyésztés egyéb korilményeit
(hémérséklet, 5% CO,) tekintve is fokozottan érzékeny,
a vizsgalati minta laboratériumba szallitasa gyakran ne-
hézkes. Vilagszerte azt a tendenciat lehet latni, hogy a
diagnoézisok felallitisakor, az eseteknek csak toredék
részében torténik meg a korokozo tenyésztése és antibi-

1. tablazat 2011. janudr 1. és 2014. janius 30. kozott idGszakban a Sem-
melweis Egyetem B&r-, Nemikortani és Béronkoldgiai Klinika
Orszigos STD Centrumdban izoldlt N. gonorrhoene torzsek anti-
biotikumrezisztencidja (Osszes izolatum, el6forduld rezisztens

torzs szama, szazal¢kos arany)

Antibiotikummal ~ Ev/izoldlt N. 2011 2012 2013 2014.
szembeni gonorrhoene 1. fél év
rezisztens torzsek torzs szima 144 178 222 116
(szdma), %
Azithromycin (1) (13) (35) (47)
0,8%  6,9% 15.9% 40,5%
Cefixim (0) (0) (1) (2)
0% 0% 0,5%  1,7%
Ceftriaxon (0) (0) (0) (0)
0% 0% 0% 0%
Ciprofloxacin (88) (115) (149) (45)
61,7% 64,6% 67,2% 38,8%
Penicillin 76,2% 77,3% 79,5% nem
vizsgalt
adat
Spectinomycin (0) (0) (0) (0)
0% 0% 0% 0%
Tetracyclin (126) (148) (190) (100)
87,5% 82,9% 85,5% 86,2%

otikumérzékenységének meghatirozasa. Férfiak urethri-
tise esetén a viladékbol készitett Gram-kenet is egyértel-
mden igazolhatja a baktérium jelenlétét, de barmely
anatomiai helyen megjelend fert6zés kimutatisanak leg-
érzékenyebb moddszere a nukleinsav-amplifikicios tesz-
tek (NAATs) hasznalata. A NAATSs koziil legelterjedteb-
ben haszndlt polimerdz lancreakcié (PCR) multiplex
formdaban is elérhetd, egyidejiileg egy vizsgilati mintabol
tobb koérokozoé kimutatasara is alkalmas. Hazankban is
elterjedt a multiplex PCR-vizsgalatok hasznalata a diag-
nosztikiban, amelyek kiemelkedd el6nye, hogy gyors
eredményt adnak, és a kezelSorvost a koinfekciok meg-
1étérol is tajékoztatjak, de, sajnos, a kérokozo baktériu-
mok antibiotikumérzékenységét nem tudjak megadni. A
helyes empirikusterdpia-ajanlasok készitésekor figyelem-
be kell venni az adott foldrajzi teriileten leggyakrabban
megjelend baktériumtorzsek rezisztenciaviszonyait. Mo-
lekularis tipizdl6 moédszerek alkalmazasival a baktérium-
torzsek szekvenciatipusok (ST) szerint csoportosithaté-
ak, igy az adott foldrajzi teriileten meg lehet allapitani,
hogy melyik ST a legsikeresebb, leggyakrabban fert6zést
okozé torzs. A kiilonboz6 ST-kbe tartozé torzsek anti-
biotikus érzékenységének ismeretében kimondhato,
hogy az adott régiéban melyik antibiotikumokt6l virha-
t6 leginkabb a sikeres kezelés.

Mobdszer

A Semmelweis Egyetem B6r-, Nemikértani és Béronko-
légiai Klinika Orszigos STD Centrumiban az elmult
hdrom és fél év soran (2011. janudr—2013. janius) meg-
jelent betegekbdl kitenyészett N. gonorrhoeae torzsek
érzékenységét vizsgiltuk cefixim, ceftriaxon, tetracyclin,
ciprofloxacin, azithromycin és spectinomycin antibioti-
kumokra, minimadlis inhibitorkoncentracié- (MIC-)
meghatarozassal. A MIC-értékek interpretacidja az Eu-
ropai Antimikrobidlis Erzékenységi Vizsgalatok Bizott-
sig (European Committee on Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing — EUCAST) [2] ajanlas alapjan tortént. A
2013. év soran izolalt torzseken Neisseria gonorrhoene
Multi Antigen Sequence Typing (Ng-MAST) [3] tipiza-
last végeztiink, megvizsgaltuk a kiillonb6z8 gyakran els-
fordulé toérzsek antibiogramyjat.

Eredmények

A vizsgilt idGszakban a kilonboz6 antibiotikumokkal
szemben rezisztens torzsek szdma és szdzalékos eloszlasa
az 1. tablazatban laithat6. A Semmelweis Egyetem B6r-,
Nemikértani és Béronkoldgiai Klinika Orszdgos STD
Centrumaban évrdl évre novekedett az izolalt N. gonorr-
hoene torzsek szima. A béta-laktam antibiotikumok ko-
zil a penicillinrezisztencia évek 6ta 70% folotti értéket
mutatott, 2014-ben mar nem vizsgaltuk ennek a szernek
az érzékenységét. 2013-ban mér megjelent a sajit vizs-
galati anyagunkban is egy cefiximrezisztens torzs, és
2014 els6 fél évében mar két ilyen izolditumot taldltunk,

2014 m 155. évfolyam, 1. szam
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ugyanakkor ceftriaxonrezisztens torzs még nem keriilt
azonositisra. Erdekes adat, hogy a kinolonrezisztencia
2014 elsé fél évében izolalt torzsekben jelentdsen alacso-
nyabb el6forduldst, mint az eddigi években volt. Na-
gyon gyakori tovabbra is (kozel 90%) a tetraciklinekkel
szembeni rezisztencia. Az elmult hirom ¢és fél év alatt
rohamosan novekedett (0,8%-rol 40,5%-ra) az azith-
romycinrezisztens torzsek szima. Az izolitumok kozott
nem taldltunk spectinomycinrezisztens torzset.

A 2013. év N. gonorrboeae-izolatumainak Ng-Mast ti-
pizalasi eredményeit a 2. tdblizat foglalja 6ssze. Kozel
azonos mennyiségben fordult el hirom szekvenciatipus
(ST), 20%-ban ST 2992, 18%-18%-ban ST 1407 és ST
4995 tipusba voltak besorolhatéak a torzseink. Az ST
225 tipus 8%-ban, az ST 8517 tipus és az ST 359 tipus
4-4%-ban fordultak elS. Tovibbi 16 ST tipus keriilt még
vizsgalati anyagunkban kimutatisra, de ezek csak 1% ko-
riili el6forduldsi gyakorisiggal.

2. tablazat Leggyakrabban eléfordulé (%) Ng-Mast szekvenciatipusok (ST)
Eurépdban [4] és Magyarorszigon a Semmelweis Egyetem
Bér-, Nemikortani és Béronkolodgiai Klinika vizsgdlati anyaga-
ban

El6fordulds sorrendje Eurépai ST (%) Semmelweis Egyetem

ST

1. 1407 (23%) 2992 (20%)
2. 2992 (7%) 1407 (18%)
3. 225 (5%) 4995 (18%)
4. 25 (2%) 225 (8%)
5. 387 (1%) 8517 (4%)
6. 359 (1%) 359 (4%)

A leggyakrabban izolilt 3 ST résztvevéirél elmondha-
t6, hogy az azithromycinrezisztencia megléte ezekben a
torzsekben gyakori, ST 2992-ben 70%-ban, ST 1407-
ben 78%-ban, ST 4995-ben pedig 22%-ban lathatjuk a
makrolidrezisztencia el6fordulasit. A cefiximrezisztens
torzs az ST 1407 tipusba tartozott, ebben a csoportban
gyakori volt a még érzékeny tartomanyba esé, de az atla-
gosndl magasabb ceftriaxon-MIC megjelenése is.

Megbesz¢lés

Az empirikus terdpias javaslatok dtmutatéjanak kialakita-
sakor feltétleniil sziikséges ismerni az adott foldrajzi te-
rileten el6forduléd  kérokozok rezisztenciaviszonyait.
2009-2010-ben az Eurépai Gonococcus Antimikrobii-
lis Rezisztencia Feliigyeleti Program (European Gono-
coccal Antimicrobial Resistance Surveillance Programme
— EURO-GASP) Eurépa szimos orszagibol N. gonorr-
hoeae torzseket gytjtott Ossze, elvégezte a torzsek antibi-
ogrammeghatirozasit és Ng-Mast tipizalasit. Az EU-
RO-GASP felmérése keresett elészor oOsszefiggést a

sikeres, gyakran el6fordulé klénok ST-tipusa és rezisz-
tenciaadottsigai kozott [4]. A 2. tdblazatban lithato,
hogy sajat adataink és az Eurépaban el6forduléd ST-tipu-
sok kozott van ugyan atfedés, de Magyarorszagon a sike-
resnek mondhaté térzsek magasabb aranyban fordulnak
el6, valamint a Magyarorszagon 18%-ban megjelené ST
4995 az eurdpai felmérésben nem jelent meg. Ennek le-
het a kiillonbozd foldrajzi elhelyezkedés az oka, vagy az
id6beni eltolédds, hiszen az dltalunk vizsgalt torzsek 3
évvel késébb kertiltek izoldldsra. Az EURO-GASP adatai
alapjan az International Union Against Sexually Trans-
mitted Infections (IUSTI, Szexualis Uton Terjedd Be-
tegségek Elleni Nemzetkozi Szervezet) elkészitette az j
curopai kezelési ttmutatéde [5]. Az IUSTI-ajanlas szerint
az Eurdpdban is egyre gyakrabban el6fordulé cefiximre-
zisztencia ¢és terapids sikertelenségek miatt az ordlisan
adott cephalosporinterapia mar nem ajanlott, a leggyak-
rabban el6fordulé ST-tipusok emelkedett ceftriaxon-
MIC-értéke miatt pedig a ceftriaxon egyszeri im. d6zisat
is felemelték 500 mg-ra. Ugyanakkor az eurdpai torzsek
esetében 2009-2010-ben az azithromycinrezisztencia
ritkdn fordult el8, igy kiegészitd terapianak még 2000
mg per os egyszeri dozis azithromycin ajdnlast is tartal-
maz az [USTI-Gtmutatd. Az azithromycin kiegészit$
terapiat a koinfekcioként gyakran jelentkezd Chlamydia
trachomatis miatt is indokoltnak tartja az TUSTI. A je-
lenleg késziil6 Gj magyarorszagi iranyelv megalkotasaban
viszont figyelembe kell venni, hogy a kézelmultban izo-
lalt N. gonorrhoeae torzseink azithromycinrezisztencia-
el6forduldsa ugrasszertien megnovekedett. A 2014-ben
izolalt torzsek Ng-Mast tipizalasa utain megallapithaté
lesz, hogy a mar korabban is sikeres azithromycinrezisz-
tens ST-klénok szaporodtak el még inkibb az azith-
romycinhasznalat pozitiv szelekciés nyomdsira, vagy 1j
sikeres azithromycinrezisztens ST-csoportok jelentek
meg idén Magyarorszagon.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csol6dd kutatébmunka anyagi timogatisban nem része-
stlt.

Szerzoi munkamegosztas: T. B., T. V., B. A.: A betegek
vizsgdlata. O. E., N. N. E.: Izolaltak és identifikiltik a
torzseket, elvégezték az antibiogrammeghatirozist. B.
A.: A retrospektiv adatok sszegy(ijtése. B. A., N. N. E.:
Elvégezték a molekuldris szekvencia tipusmeghatiroza-
sit. N. N. E: Az adatok feldolgozésa és rendszerezése.
O. E.: A kézirat megirasa.

Erdekeltségek: A szerz8knek nincsenek érdekeltségeik.
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Abstract

Background: In the 1990s, azithromycin became the drug of choice for many infectious diseases but emerging
resistance to the drug has only been reported in the last decade. In the last 5 years, the National Neisseria gonorrhoeae
Reference Laboratory of Hungary (NNGRLH) has also observed an increased number of N. gonorrhoege strains resist-
ant to azithromycin. The aim of this study was to determine the most frequent sequence types (ST) of N. gonorrhoeae
related to elevated levels of azithromycin MIC (minimal inhibitory concentration). Previously and currently isolated
azithromycin-resistant strains have been investigated for the existence of molecular relationship.

Methods: Maldi-Tof technic was applied for the identification of the strains isolated from outpatients attending the
reference laboratory. Testing antibiotic susceptibility of azithromycin, cefixime, ceftriaxone, tetracycline, spectinomycin
and ciprofloxacin was carried out for all the identified strains, using MIC strip test Liofilchem®. N. gonorrhoeae multian-
tigen sequence typing (NG-MAST) was performed exclusively on azithromycin-resistant isolates. A phylogenetic tree
was drawn using MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0) Neighbour-Joining method.

Results: Out of 192 N. gonorrhoeae isolates, 30.0 % (58/192) proved resistant to azithromycin (MIC > 0.5 mg/L). Of
the azithromycin-resistant isolates, ST1407, ST4995 and ST11064 were the most prevalent. Based on the phylogenetic

analysis, the latter two STs are closely related.

Conclusions: In contrast to West-European countries, in our region, resistance to azithromycin has increased up to
30 % in the last 5 years, so the recommendation of the European Guideline —500 mg of ceftriaxone combined with
2 g of azithromycin as first choice therapy against N. gonorrhoeae- should be seriously considered in case of Hungary.

Keywords: Azithromycin-resistance, Neisseria gonorrhoeae, Sequence types, Phylogenetic tree

Background

The treatment of gonorrhoea infection poses a continu-
ous problem as Neisseria gonorrhoeae has developed
resistance to each antimicrobials used in the past 70 years
[1]. Therefore, it is necessary to enhance the surveil-
lance of gonococcal antimicrobial resistance, especially
for the drugs of first choice: ceftriaxone and azithromy-
cin [2]. In Hungary, resistance to ceftriaxone has not yet
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been reported. In contrast, the appearance and spread of
azithromycin-resistance have been observed in the last
4 years [3].

Since the 1990s, azithromycin has become the drug of
choice for many infections, such as sexually transmitted
diseases (STDs), community-acquired pneumonia, acute
bacterial sinusitis, otitis media, tonsillitis, pharyngitis,
skin infections or acute bacterial exacerbations of chronic
obstructive pulmonary disease [4]. Of STDs, azithromy-
cin is used to treat uncomplicated gonorrhoea in patients
with cephalosporin allergy, Chlamydia trachomatis co-
infection, Heamophilus ducreyii, Ureaplasma urealyti-
cum, Mycoplasma genitalium infections. This antibiotic

© 2016 The Author(s). This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
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revolutionised the therapy as it shortened treatment time
from 7-14 days to 1-5 days and improved patient com-
pliance due to high tissue levels and long half-life. New
administration formulations such as sustained-release
microspheres allowed higher doses to be administered
and reduced gastrointestinal side-effects, so azithromy-
cin seemed to be capable of approaching the concept of
an ideal antibiotic [5]. However, recently decreased anti-
microbial susceptibility to azithromycin may disprove
this assumption.

According to the data of the European Surveillance of
Antimicrobial Consumption (ESAC), in Hungary the out-
patient consumption of antimicrobials was 16.0 defined
daily doses (DDD) per 1000 inhabitants per day. This
number can be subdivided into major antibiotic classes
such as penicillins topping the list by DDD of 7.19, mac-
rolides taking the second place with DDD of 2.94 and,
finally, cephalosporins with DDD of 2.13 [6].

Nevertheless, at the National Neisseria gonorrhoeae
Reference Laboratory of Hungary (NNGRLH), we
observed the appearance and rapid spread of azithromy-
cin-resistance in Hungary between 2010 and 2013. We
aimed to survey the antimicrobial susceptibility in 2014
and compare it with the data of the last 4 years and char-
acterise the azithromycin-resistant strains by NG-MAST.

Molecular evolutionary analysis was conducted and
genetic relationships were estimated between the STs
spreading in Hungary in 2014.

Methods

Bacterial strains and medical records

The NNGRLH at the STD Centre in the Department of
Dermatology, Venerology and Dermatooncology of Sem-
melweis University, Budapest, Hungary collected samples
from consecutive symptomatic gonorrhoea patients and
from their asymptomatic contacts in 2014. The samples
were cultured, characterised and stored on Cryobank
breads (Mast Diagnostic, Germany) at —80 °C. Clinical
data such as sex, age, sexual orientation, anatomic site of
infection were recorded. C. trachomatis co-infection was
also screened. Patients’ data were analysed according to
law 1997/CLIV 26§ taking into account maximum pri-
vacy rights and anonymity of patients [7].

Antibiotic susceptibility

Clinical samples -cervical, anal, urethral and pharyngeal
swabs- were obtained and grown on preheated VCA3
agar (Biomérieux, Budapest, Hungary) and on non-selec-
tive PVX chocolate agar (Biomérieux, Budapest, Hun-
gary) at 37 °C in an atmosphere of 5 % of carbon dioxide
for 24—48 h. Minimum inhibitory concentrations (MIC;
mg/L) were determined for azithromycin, cefixime, cef-
triaxone, tetracycline, spectinomycin and ciprofloxacin
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on PVX chocolate agar (Biomérieux, Budapest, Hun-
gary) using MIC strip tests (Liofilchem® s.r.l, Roseto
degli Abruzzi, Italy) according to the manufacturer’s
instructions, using a direct colony suspension equivalent
to McFarland standard of 0.5. Testing conditions also
included incubation at 36.5 °C and 5 % of carbon diox-
ide for 24 h. All results were interpreted by using break-
points for susceptibility and resistance according to the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) [8]. Concerning the MIC breakpoints
of azithromycin, strains with MICs over 0.25 mg/L but
below 0.5 mg/L were considered to be of intermediate
resistance. Isolates with MICs higher than 0.5 mg/L were
considered resistant. N. gonorrhoeae ATCC 49226, with
an azithromycin MIC of 0.12 mg/L, was used as a control
strain to ensure the quality of the susceptibility tests.

Molecular methods
Out of the 58 resistant and 42 intermediately resist-
ant strains 29 and 21 were selected for N. gonorrhoeae
multiantigen sequence typing (NG-MAST) according
to a previously described method [9]. The sequences of
porB and tbpB PCR products were determined after their
preliminary purification by the Exosap IT purification
kit (Affymetrix, USA). BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies, USA) was used and
the same forward and reverse primers were applied as
for porB and tbpB PCR methods. Last purification was
carried out by NucleoSEQ Column PCR Purification
Kit (Macherey—Nagel, Germany). Nucleotide sequences
were determined by capillary electrophoresis, with a cap-
illary length of 50 cm and POP-7 polymer on ABI 3130xl
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

NG-MAST STs including the new alleles and STs were
assigned on the NG-MAST website (www.ng-mast.net).

Phylogenetic tree was constructed by MEGA6 (Molec-
ular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0) Neigh-
bour-Joining algorithm, using maximum composite
likelihood model [10]. The degree of similarity was deter-
mined using the highly similar sequence (Megablast)
BLASTN Program of the National Library of Medicine of
the National Center for Biotechnology Information [11].

Results

In 2014, 192 N. gonorrhoeae strains were isolated at the
STD Centre of the Department of Dermatology, Ven-
erology and Dermatooncology of Semmelweis University,
Budapest, Hungary. The number of patients attending
our STD centre makes up about 10 % of the total num-
ber of notified gonorrhoea infections in Hungary year
by year. However, the ratio of N. gonorrhoeae positive
patients to total patients examined increased from 7.8 %
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in 2013 to 10.85 % by the end of 2014. Of the 192 N. gon-
orrhoeae, 85 % were isolated from male patients (median
age 32 years); the remaining strains were collected from
females (median age 26 years).

Urethritis was found in 77.3 % of male patients, while in
females the dominant anatomical site of infection was the
urethra (68.9 %) and cervix (65.5 %). Symptomatic infec-
tions or asymptomatic carrier states were detected in the
anus (20.2 %/44.8 %) and in the pharynx (17.9 %/24.1 %)
in male/female patients, respectively.

All the 192 isolates were susceptible to ceftriaxone
and spectinomycin. The prevalence of ciprofloxacin and
tetracycline resistance —39.8 and 70 %, respectively-
remained as high as in previous years in Hungary. How-
ever, the MIC averages of ceftriaxone and cefixime have
increased in the last few years. Cefixime MIC exceeded
the resistant breakpoints in 1.57 % of the strains.

Of the 192 strains, 92 (48 %) were susceptible to
azithromycin and 100 (52 %) exhibited reduced suscep-
tibility. Fifty-eight of these 100 strains —30.0 % of all the
strains- were resistant to azithromycin, according to the
breakpoints of EUCAST. The percentage of azithromycin
resistance showed a significant increase from 15.9 % in
2013 to 30.0 % in 2014 (x*> = 11.4437, P value is 0.000717,
P < 0.001). Concerning the strains with reduced suscepti-
bility to azithromycin, we can say that the ratio of female/
male patients was 1-7.3. MICs of >1 mg/L for azithro-
mycin were observed in 7.0 % (13/192) of the isolated N.
gonorrhoeae strains out of which three had an MIC of
1.5 mg/L (Additional file 1: Figure S1).

The prevalence of C. trachomatis infection detected
by multiplex RT-PCR was only 6.7 % in 2014 at the
NNGRLH, but N. gonorrhoeae positivity was found in
12.2 % of cases. Only 14.7 % of the gonorrhoea-positive
samples were co-infected with C. trachomatis.

The 50 N. gomorrhoeae resistant or intermediate-
resistant isolates to azithromycin were divided into 34
NG-MAST sequence types, and a unique NG-MAST
sequence type was found for 10 isolates. The three domi-
nant strains were ST1407, ST4995 and ST11064, each
represented by 5 isolates (10-10 %). Regarding frequency,
these were followed by ST 4417 represented by 3 iso-
lates, then by ST 995 and ST 8517, each represented by
2 isolates. The 29 other STs were represented by only
one isolate. Ten new STs, which had not been previously
described in the world, were assigned as ST 11699 to ST
11708 on NG-MAST website. Four of them, ST 11703,
11706-11708, due to new allele combinations of known
porB and tbpB alleles, were assigned on the website. The
other 6 new STs had new porB or tbpB alleles (Table 1).

According to the phylogenic tree in Fig. 1, the azithro-
mycin-resistant and intermediately resistant strains iso-
lated in NNGLRH in 2014 were divided into three major
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Table 1 Incidence of sequence types, porB and tbpB allels
among azithromycin-resistant or intermediate-resistant N.
gonorrhoeae strains isolated in Hungary in 2014

ST porBallele tbpBallele Number Azithromycin
of strains  susceptibility

category, number

of strains

| R
10081 5921 29 1 1 -
10083 3031 29 1 1 -
995 28 29 2 - 2
4417 2707 894 3 1 2
10087 35 29 1 - 1
5333 3229 137 1 - 1
225 4 4 1 - 1
10088 2700 4 1 1 -
11706 1183 1388 1 - 1
7232 1489 1388 1 - 1
11702 6870 1582 1 1 -
8706 35 1582 1 1 -
11704 6871 2003 1 - 1
11708 1183 18 1 - 1
8465 4864 18 1 - 1
2400 1489 563 1 - 1
8115 3942 563 1 - 1
11707 4864 563 1 - 1
10101 4160 110 1 1 -
8517 1142 1531 2 1 1
3378 2043 110 1 1 -
8826 5213 110 1 - 1
1407 908 110 5 2 3
11699 6867 138 1 1 -
21 14 33 1 - 1
11064 14 1131 5 2 3
11703 1582 1131 1 1 -
10593 581 1131 1 1 -
11700 6868 1131 1 1 -
4995 3031 33 5 3 2
5343 6195 1131 1 - 1
11337 6630 1131 1 - 1
11705 6872 2004 1 1 -
11701 6869 1131 1 - 1
= 50 21 29

groups based on closer relationship. From the most
prevalent STs, the first group contained ST225; ST1407
belonged to the second group, whereas the third group
contained ST4995 and ST11064. A similarity of at least
96 % can be shown for all members of the third group.
The biggest similarity-99 %- was detected between
ST21, ST11064 and ST11703. A 98 % similarity between
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Fig. 1 Phylogenic tree constructed from porB and tbpB allels (ST)
from 50 azithromycin-resistant or intermediate-resistant strains
isolated in 2014 in Hungary. Number of isolates according to the
appropriate STs is indicated in parenthesis

ST11703 and ST10593, or between ST10593 and
ST11700 was detected, but ST11700 and ST11703 dem-
onstrated only a 97 % similarity. With the latter two STs,
ST4995 showed a similarity of 96 %. Between ST 4995
and ST5343 or ST11337 a similarity of 97 % was detected.

Discussion

For the treatment of gonorrhoea, the European Guide-
line, published in 2012, recommends 500 mg of ceftri-
axone combined with 2 g of azithromycin as first choice
therapy [2]. This dual therapy is supported by European
epidemiological surveys, mostly based on western Euro-
pean data. These European epidemiological surveys dem-
onstrate that C. trachomatis co-infection is so common
in young heterosexual patients under 30 and in MSM
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with gonorrhoea that 1 g of azithromycin administered
orally as a single dose or 100 mg of doxycycline adminis-
tered orally twice daily for 7 days should be given unless
co-infection has been excluded by NAAT testing.

Since resistance to azithromycin increased from 0 to
30 % in Hungary in the last 5 years, and WHO recom-
mended [1] that an antimicrobial should not be used
when >5 % of the strains are resistant, we aimed to con-
duct an active surveillance to detect recent emergence
in Hungary. Our theory for the increasing azithromycin
resistance is that, according to ESAC, azithromycin has
become the second most commonly used antimicrobial
in Hungary. Hence, patients might have been treated
previously with azithromycin for an infection, microbi-
ome in the pharynx or anus, could have been exposed to
this antibiotic several times, could have acquired resist-
ance and acted as reservoirs of genes [12]. Azithromy-
cin-resistant samples were frequently isolated from the
pharynx (21 %) or the anus (32.5 %), which may refer to
the fact that the asymptomatic carrier state provides an
opportunity for commensal microbiome and N. gonor-
rhoeae to exchange their resistance genes, resulting in a
hyperexpression of the efflux pump MtrCDE or mutation
in the 23S rRNA [13, 14]. The high percentage of infec-
tions in the pharynx and anus do not only involve the risk
of acquiring resistance, but also the risk of developing a
disseminated infection and the spread of asymptomatic
gonorrhoea.

Previously, the most frequent isolated STs were
S§T2992, ST1407, ST4995 and ST225 in Hungary [15].
In our recent study, three groups of STs based on closer
relationship, were observed among azithromycin-resist-
ant or intermediate-resistant N. gonorrhoeae strains iso-
lated in Hungary in 2014. The first group contains the
previously described ST225; ST1407 belongs to the sec-
ond group, while ST4995 and ST11064 are included in
the third group (Fig. 1). The latter two STs represent the
20 % of the azithromycin-resistant strains but, according
to the data of Table 1 and Fig. 1, it can be presumed that
more than 30 % of the azithromycin-resistant isolates are
closely related in the third group of STs (similarity is at
least 96 %). The previously described uniquely high prev-
alence of ST4995 in Hungary confirms the theory that
the isolates of the third neighbourhood group are suc-
cessful strains in this country, and may cause therapeutic
failure in our region in the future. Nevertheless, based on
the exact definition of genogroup—one identical allele is
shared and the other allele shows a similarity of >99 %
[16]—only ST21, ST11064 and ST11703 make up a geno-
group. This genogroup is named G11064, since ST11064
is the predominant ST within the group.

The other prevalently isolated strains in the second
group of neighbourhood are associated with ST1407, i.e.
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the ST previously described as resistant to ciprofloxacin,
tetracycline and strongly associated with decreased sus-
ceptibility to cephalosporins [16, 17]. Poorly controlled
use of antibiotics may promote the selection and spread
of multidrug-resistant strains from this group [18].

The rapid selection of azithromycin-resistant strains
in Hungary shows that azithromycin might not be
optimised for the treatment of gonorrhoea, neither in
monotherapy nor in dual therapy. On the one hand, the
question is whether the combination of cephalosporins
with azithromycin decreases the MICs of cephalospor-
ins or not. There are some studies which report in vitro
synergy between third-generation cephalosporins and
azithromycin [19], but others do not [20]. The clinical
efficacy of the dual therapy with ceftriaxone and azithro-
mycin could be lower than ceftriaxone monotherapy
since the combination was less bactericidal as ceftriaxone
alone in a time-kill experiment [21].

On the other hand, we have to investigate the preva-
lence of C. trachomatis co-infection. In Europe, accord-
ing to ECDC'’s data, Chlamydia is the most frequently
reported STD. In 2011, 346911 cases were notified in 25
European countries, and 39179 cases of gonorrhoea were
registered. By contrast, in our laboratory twice as many
gonorrhoea infections were identified as Chlamydia
infections; 6.7 % of the samples of the STD centre were
Chlamydia-positive and 12.2 % were gonorrhoea-posi-
tive. These data correlate with those of the National Epi-
demiological Laboratory, where 1077 cases of Chlamydia
and 1525 cases of gonorrhoea were recorded in 2013.
While the surveys of IUSTI refer to the common preva-
lence of co-infection, in our laboratory only 14.7 % of the
gonorrhoea-positive samples were co-infected with C.
trachomatis. This also raises the question whether com-
bination therapy is the appropriate treatment in Hungary
for gonorrhoea infection. Furthermore, as the increasing
azithromycin-resistance and also the emerging cefixime
and ceftriaxone MICs threaten the currently recom-
mended therapies for gonorrhoea, it would be essential
to replace these antimicrobials with novel ones which
have not been used before for gonorrhoea infection in
our country. The use of solithromycin, gentamicin, gemi-
floxacin might be a short term solution, but developing
novel antimicrobials is essential [22, 23].

Conclusions

In Hungary, the treatment of gonorrhoea infections relies
on the combination therapy of ceftriaxone and azithro-
mycin, recommended by the international guidelines.
However, the data of this study should not only draw
attention to caution in the use of azithromycin as the sole
treatment for gonorrhoea but also to that in the use of
combination therapy in Hungary. This study indicates
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that the rate of azithromycin-resistant strains is growing
in our country year by year. We observed a unique emer-
gence of azithromycin-resistant N. gonorrhoeae strains
the amount of which has doubled in a period of le year.
Besides, the strains being the most common in Hungary
in 2013, also appeared in 2014 and were associated with
azithromycin-resistance. This experience restricts the
usefulness of this antibiotic recommended as first-line
treatment for gonorrhoea worldwide and argues for regu-
lar surveillance to determine azithromycin-susceptibility.

Additional file

Additional file 1: Figure S1. Distribution of azithromycin MIC among N.
gonorrhoeae strains in 2014.
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