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1. BEVEZETES

A protézis fertézések kialakuldsa egyidés az implantatumok beiiltetésének
megkezdésével. A modern kori csipdiziileti artroplasztika uttérdje Sir Jonh Charnley az els6
protézis beiiltetését 1962. november 22-én végezte a Wrightington koérhdzban. A miivi
izfelszinek alacsony strlodési elvén alapuld protetizalas 1ényege, hogy kis atméréjii protézis fej
néz szembe egy milanyag vapa komponenssel. Mindkét komponens csontcementtel rogziilt a
megfeleld pozicidban. A vépa eleinte teflonbodl késziilt, azonban kb. harom év utdn a nagy
mennyiségli kopastermék jelentds szdveti reakcidt inditott el a protézis koriil. Ekkor meriilt fel
a nagy molekulatomegi polietilén (HMWP) hasznélata, ami mar elfogadhaté eredményeket
igért.

A kezdeti mechanikai problémak megoldasa mellett azonban egy hasonléan nehezen
megoldhatd szovédménnyel kellett szembe nézniiikk: a mélyen a protézis koril kialakuld
fertdzéssel. Az els6 100 csipdprotézis beiiltetés utan a betegek kdzel 10%-anal alakult ki ez a
szovédmény. Sir John Charnley munkassdga soran nagy figyelmet forditott a mitéti
beavatkozasokkal 0sszefiiggésben kialakuld bakteridlis fert6zésekre. Véleménye szerint
amennyiben ez az arany nem csokken legalabb 5% ald, akkor meg kell fontolni, hogy csak idds
¢s nagyon sulyos fogyatékossaggal €16k esetében keriilhet elvégzésre a protézis betiltetés és a
fiatal munkaképes embereknél a kisebb fert6zési kockazattal jaréo mitéti tipusra kell visszatérni
(pl. oszteotomidk).

A mindennapi kezelés soran vannak egyértelmii esetek és konnyen meghozhatéd dontések.
Ezek altalaban az elhtiz6d6 sebvaladékozas, akut (SSI), valamint a késéi haematogen infekcidok
magas szeptikus labor gyulladdsos paraméterekkel, esetleg szeptikus shock allapotaval

szovddve, illetve a kronikus sipolyozo, esetleg felszinre keriilé protézissel.

A diagndzis altaldban laboratdriumi vizsgélatokra, példdul szérum és szinovialis
folyadék vizsgalatra, szovetmintdk vagy szinovialis folyadék mikrobioldgiai vizsgalatara,
valamint szdvettani és rontgenvizsgalati eredményekre tamaszkodik. Az utobbi években
eréfeszitéseket tettek a diagnosztikai pontossdg javitdsdra. Azonban a hétkoznapokat
megnehezitd alacsony virulencidju kérokozok altal okozott lazulasok esetében, kifejezetten
nehéz a helyes kezelési terv feldllitdsa. A nehézséget az adja, hogy sokszor a diagnosztikus
1épéseken végighaladva a vizsgalatok eredményei egymassal nem éllnak teljesen 6sszhangban.
Sokszor latunk radioldgiai lazuldsra gyanus jeleket a rontgenfelvételen, mikdzben a
gyulladasos paraméterek kozott alig, vagy egyaltalan nem taldlunk emelkedett értékeket, az

iziiletbdl vett minta mikrobioldgiai vizsgalata pedig negativ lehet. Masrészrdl pedig konnyen



abba a hibaba eshetiink, hogy a nem szeptikus esetet is szeptikusként kezeljiik, vagyis ,,tal
diagnosztizaljuk” azt. Tovabba a diagnosztikai nehézségeket az is okozza, hogy nem all
rendelkezésre egy olyan vizsgdlat, ami teljes biztonsaggal megerdsitené, vagy kizarna a

periprotetikus fert6z¢és lehetségét.

Az elmult évtizedben ugrasszeriien felgyorsult a sejtekbdl felszabadulé membrannal
koriilhatarolt partikulumok — extracellularis vezikuldk kutatdsa. Minden eukariota és prokariota
sejt képes a téle tavol esd sejtekkel kommunikalni extracellularis vezikuldk felszabaditasaval.
Extracellularis vezikuldk kozé tartoznak mindazok a partikuldk, melyek a sejtekbdl
szabadulnak fel, lipid kettés membrannal hataroltak és nem képesek duplikdlodni, illetve nem
tartalmaznak funkciondlis sejtmagot, kiilonb6zé méretliek lehetnek, melyek transzmembran
fehérjéket, citoszolbol szarmazo fehérjéket és RNS-t tartalmaznak. A neutrofil granulocitakbol
szarmazd extracellularis vezikuldk antibakterialis hatasaval tobb tanulmany is foglalkozik.
Timéar és munkatérsai kozleményiikben beszamolnak arrél, hogy egészséges donorok periférias
vérszérumabol a CD11b és CD177 elleni antitestekkel torténd kettds festés utan neutrofil
eredetli extracellularis vezikuldkat tudtak rutinszerlien azonositani. Az ilyen EV-k szadma 5-6-
szor nagyobb volt, akkor, ha a vérvételt megel6zé 24 oran beliil Staphylococcus aureus
bakteriémidja és laza volt a vizsgéalatban részt vevd alanyoknak. Az izolalt neutrofil
granulocitdk bakteridlis opszonizdcié utan antibakteridlis tulajdonsagu extracelluldris

vezikulakat szabaditanak fel.

2. CELKITUZESEK

Vizsgalatunk soran a nagyiziileti protetika legrettegettebb szovédményével, a protézis
koril kialakult fert6zés Gjfajta diagnosztikai lehetdségével foglalkoztunk. Mind a baktériumok
direkt kimutatasa, mind az immunrendszer aktivalodasa soran termel6dd egy-egy specifikus
fehérje detektalasa nehéz feladat, emiatt mas modszert kerestiink. Uj lehetdséget jelentett az
irodalmi attekintdben részletesen targyalasra keriilt, bakteridlis hatdsra a neutrofil
granulocytakbol felszabadul6 extracelluldris vezikuldk kimutatasa. A feltételezésiink az volt,
hogy azokban az esetekben, ahol a baktériumok a biofilmben élnek és rejtdznek a szervezet
védekez6 rendszere eldl igy a hagyomanyos mikrobioldgiai vizsgalatok alnegativ eredményt
adhatnak, valamint a kiilonb6zé biomarkerek szintje alacsony, az extracellularis vezikuldk

kimutatasa egy 0j Ut lehet a periprotetikus fertézések diagnosztikai folyamataban.



Vizsgalatunk célja volt a biztosan szeptikus lazulds miatt reviziora keriild protézis mell6li
iziileti folyadékbol izolalt extracelluldris vezikuldk izolalasa és vizsgdlata, valamint kontroll
csoporthoz val6 hasonlitasa. Mivel korabbi adat csak nativ iziiletekbdl izolalt extracellularis
vezikulakrol allt rendelkezésre, ezért a szeptikus reviziok kontroll csoportjanak az aszeptikus
lazulas miatt revizidra keriild protézisek melldl vett iziileti folyadékbol izolalt extracellularis
vezikuldkat valasztottuk. fgy, az MSIS/ICM2018 kritériumok alapjan biztosan szeptikus és

biztosan aszeptikus protetizalt iziiletekbdl vett mintakat hasonlitottunk dssze.

Az eddigi kutatdsok altalaban a gyulladasos folyamatok egy-egy dedikalt résztvevdjét vagy
részletét vizsgaltak. Vizsgalatunk célkitiizése volt az is, hogy a protézisek koriil zajlo infekciok
folyamatat is megismerjiik az extracellularis vezikuldk és az altaluk szallitott fehérjék
megismerésén keresztiil. Ezaltal egy komplex képet tudjunk felvetiteni a periprotetikus

infekcios folyamattal kapcsolatban.

Munkank soran a kovetkezd feladatokat terveztiik elvégezni és az alabbi kérdésekre

kerestiink valaszt:

1. Nem allt rendelkezésre szamunkra idedlis extracellularis vezikula izolalési
protokoll, ezért munkacsoportunk elsé és legfontosabb célkitiizése egy univerzalis, mind
szeptikus, mind aszeptikus mintaval elvégezhetd, standard, reprodukalhatd extracelluldris

vezikula izolalasi protokollt kidolgozasa volt.

2. A vizsgalatunk tovabbi célkitlizése volt, hogy a szeptikus és aszeptikus reviziok
sordn azonos koriilmények kozott gyljtott, eldkészitett mintdkbol izolalt extracelluldris
vezikuldk mennyiségi ¢és mindségi tulajdonsagait kiilonb6z6 mérési technikakkal
Osszehasonlitsuk. A membran tulajdonsagokat az irodalom altal megjelolt sejtfelszini markerek
(annexin V, CD177) alapjén vizsgaltuk és arra voltunk kivancsiak, hogy a szeptikus mintabol

izolalt vezikulak feliiletén nagyobb mennyiségben jelenik-e meg a fenti marker?

3. A klinikumban gyakran el6fordul az, hogy a betegek ugy kertilnek periprotetikus
fertdzés gyanujaval vizsgalatra, hogy elézetesen antibiotikus kezelést kaptak. Fontosnak
gondoltuk ezért annak a vizsgélatat, hogy befolyasolja-e az eldzetes antibiotikus kezelés az

iziileti folyadékbdl izolalt extracellularis vezikuldk szamat?

4. Tapasztalunk-e kiilonbséget az extracelluldris vezikuldkra vonatkozo

mennyiségi ¢s denzitas tulajdonsdgokban a szeptikus €s aszeptikus mintak kozott?



5. Morfologiai szempontbol kiilonbdznek-e a két vizsgalati csoportbol izolalt

extracellularis vezikuldk tulajdonsagai?

6. Van-e kiilonbség a szeptikus és aszeptikus mintdkbol izolalt extracellularis

vezikuldk altal szallitott proteinek dsszetételében?

3. MODSZEREK

Prospektiv. monocentrikus vizsgalatunkat a Semmelweis Egyetem Ortopédiai
Klinikajan végeztik 2016-2020 kozott, a vizsgalat elsé fazisdban 2016-2018-ig protokoll
kidolgozas és validalas tortént, 2018-2020 kozott vontuk be a vizsgélt betegeket. A vizsgalat a
Helsinki Deklaracié elveit kovetve, a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi
Tudoményos ¢és Kutatasetikai Bizottsag engedélyével (engedélyszam: SE TUKEB: 4/2015)
zajlott. Minden vizsgalatba bevont beteg a betegtdjékoztatd elolvasasa utdn beleegyezd

nyilatkozatot toltott ki. A mintak gylijtése a MISEV ajanlasa szerint tortént.

A vizsgalatot két fazisra oszthatjuk.

Els6 fazis: klinikankon kordbban nem 4élltak rendelkezésre extracellularis vezikuldk
vizsgalatara alkalmas eszkozok, tovabba kordbban nem zajlott intézetiinkben extracellularis
vezikulak vizsgalata. gy legelészor ezen feltételek megteremtése, infrastruktira és
tudomanyos kapcsolatok kiépitése volt a legfontosabb feladat. Ez utdn a kezdeti fazisban
irodalomkutatds ¢és a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt és Immunbioldgiai Intézet
kutatocsoportjatdl kapott induldsi protokollal kialakitottuk a sajat, mind purulens szeptikus,
mind mechanikus lazulds melletti iziileti folyadékra egységesen hasznalhato EV izoldlasi
protokollunkat (Isd. kovetkezd fejezetek). Ezen mintak mérési adatai hivatalos publikélasra
nem keriiltek, csak belsd hasznalatra késziiltek, ami alapjan megbizonyosodtunk arrol, hogy az
altalunk alkalmazott protokoll soran valdban a keresett extracellularis vezikuldk izolacigja
torténik. A mintdk taroldsara biobankot hoztunk létre, mely folyamatosan 6rzi az altalunk
gyljtott nativ és elkészitett mintékat.
mennyiségi tulajdonsdgok elemzésére alkalmas vizsgéalata tortént dramlési citometria,
elektronmikroszkdp, tomegspektrometria, NTA és mikrobioldgiai vizsgalatok segitségével,

majd ezen eredmények értelmezése, értékelése és publikalasa.



3.1. Beteganyag

A vizsgalat masodik fazisaban 17 szeptikus és 17 steril lazuldsbol szarmaz6 mintat
dolgoztunk fel (5. tdblazat). A szeptikus csoportba bevont betegeket két alcsoportra osztottuk.
Akut szeptikus szovodmény miatt 8 (nd:ffi=7:1) beteg vontunk be, koziiliik 4 teljes felszinpotld
csipOprotézissel és 4 teljes felszinpotlo térdprotézissel élt (atlag életkor: 75.3£9.4). Low-grade
infekcid6 miatt 9 beteg (n6:ffi=4:5) keriilt bevonasra, koziilik 6 teljes felszinpotlo
csipOprotézissel és 3 teljes felszinpotlo térdprotézissel élt (atlag életkor: 73.1£11.4). A steril,
mechanikus lazulas miatt operalt betegek alkottak a kontroll csoportot, amibe szintén 17 beteget
(nd:ffi=15:2) vontunk be, koziiliikk 13 teljes felszinpotld csipOprotézissel 4 beteg pedig teljes
felszinpotld  térdprotézissel ¢€lt (atlag életkor: 70.8+£8.3). A periprotetikus fertézés
diagnozisanak felallitasakor a 2018-as Musculoskeletal Infection Society and International

Consensus Meeting soran megfogalmazott elveket kovettiik.

1. tablazat; A vizsgéalatba bevont betegek demografiai és klinikai adatait attekintd

tablazat.

szeptikus
aszeptikus
akut low grade
8 9 17
betegek (n=)
(7 no; 1 ffi) (4 no; 5 ffi) (15 no; 2 fhi)
Cletkor 753 +9.4 73.1+11.4 70.8 £8.3

(év; atlag = SD)

Crintett izilet 4csipd/4térd | 6csips/3térd | 13 csipd /4 térd

(csipd/térd)

preoperativ CRP 156 61 6.7

(mg/L; mean)

preoperativ We

(mm/h; mean)

71 543 17.3

preoperativ WBC
(G/L; mean)

13.1 10.2 5.9




3.2. Vezikula preparalas lépései szinovialis folyadékbol:
3.2.1. A mintavétel menete
A vizsgalat protokollja szerint a mintavétel akut szeptikus, kronikus szeptikus, valamint
aszeptikus lazulds miatt vizsgalt betegek csipd-, térdiziileteibdl tortént. A mintavétel vagy a
mitét el6tti kivizsgalas részeként, ambulans keretek kozott végzett perkutan iziileti punkcid
soran (sziikség szerint képerdsitd segitségével), vagy mar a sebészi ellatas alkalmaval , a miitéti
beavatkozas kdzben tortént. Amennyiben revizios beavatkozas alkalmaval vettiink mintat, gy
a mutéti feltarast kovetden, de az iziileti tok megnyitasa el6tt, azon keresztiil 18G-s tlivel
végeztiik azt. A vezikuldk preparalasahoz legalabb 3 milliliter minta levételére van sziikség.
3.2.2. A levett minta transzportja
A punkciot kovetden a levett mintat azonnal ACD-A (citratos vérvételi csd)
vakuumcsdbe tettiik az in vitro vezikulatio elkeriilése érdekében. A minta el6készitését a levétel
iddpontjatol szamitva a lehetd legrovidebb idon beliil el kell kezdeni. A transzport ideje alatt,

illetve az elokészités elkezdéséig szobahdmérsékleten (23-25°C) taroljuk a mintat.

3.2.3. Alacsony fordulatszamon valo elsé iilepités
Az el6készités elsd 1épéseként a levett mintat alacsony fordulatszamon centrifugaljuk,
ezzel leiilepitjiik a kémcso aljara a sejtes elemeket (vordsvértest, apoptotikus sejttormelék,
fehérvérsejtek), az eljarashoz BOECO gyartmanyu asztali centrifugat hasznaltunk 15 percen
keresztiil 2500 RCF fordulatszamon. A minta el6készités tovabbi 1épéseit a disszertacioban

részletesen ismertetem.

3.3. Az izolalt extracellularis vezikulakon elvégzett vizsgalatok

Az izoldlt mintdkon a kovetkezd méréseket végeztik: éaramlédsi citometria,
tomegspektrometria  (LC-MS  analizis), nanoparticle tracking analysis (NTA),
elektronmikroszkopos vizsgélat (transmission electron microscopy - TEM), Mikrobiologiai
vizsgalat. A statisztikai elemzés és grafikai dbrazolas a Perseus és GraphPad statisztikai
software-ek segitségével tortént. A vizsgalati csoportok kozti eltérések megallapitasa az egyes
vizsgalati csoportokban valé normal eloszlas kiszdmoldsa utan T-proba, one-way ANOVA ¢és
post hoc Tukey statisztikai tesztekkel tortént. A kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik, ha a
p<0.05. A flow citometriai és tomegspektrometriai adatok mean+SD formdban keriiltek

megadasra.



4.

vizsgaltunk. El6szor kizardlag FITC konjugalt Annexin V jelolést alkalmaztunk a vezikula
természet igazolasara. A detergens kezelés utan az elsd mérés soran detektalt események

szdmabol kivontuk a masodik mérés (detergens lizis utan) soran detektalt jeleket. A két mérés

EREDMENYEK

4.1. Aramlasi citometria mérések eredményei

Tiz (n=10) szeptikus (6 akut és 4 low-grade) és tiz (n=10) aszeptikus mintat

kiilonbsége volt a valodi extracellularis vezikulak altal keltett jelek,

melyek a detergens lizis utdn méar nem voltak detektalhatéak. A kiszdmolt eseményszam a

szeptikus mintadkban 2480+1096 esemény volt, mig az aszeptikus csoportban 1521+1308

esemény volt (1 abra A).

szignifikans kiilonbség az akut és low-grade szeptikus mintdk kdzott (p =0.0799 és p = 0.0815,
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A kiilonbség a két csoport kozott szignifikdns volt (p = 0.046, t-teszt). Nem volt

1. abra; Annexin V jeldlt eseményszadm szignifikdnsan magasabb volt a szeptikus
csoportban (p=0,046, t-teszt), mint az aszeptikus csoportban. A CD177 és Annexin V
dupla jelolés szignifikansan magasabb volt a szeptikus csoportban (p = 0.000809, t-
teszt), mint az aszeptikus csoportban (A,B). Az akut és low-grade szeptikus mintak

kozott nem volt szignifikans kiilonbség (C,D)




t-teszt), (1. abra C, D). Kettds jelolést, FITC konjugéalt Annexin V és PE konjugalt anti-human
CD177 antitesttel végeztiik (1. dbra B), mely szignifikdnsan magasabb eseményszamot mutatott
a szeptikus mintak kozott, mint az aszeptikus mintakban (1753 + 648 vs. 648 + 541 esemény,
illetve, p = 0.000809, t-teszt).

Az aramlési citometria vizsgélat soran kapott mérési eredmények vizudlis anyagat (2.
abra) dot plot segitségével szemléltetjiik. Az extracelluldris vezikuldk altal kivaltott, 200-800
nm tartomanyba es6 eseményszamok keriiltek regisztralasra, amik detergens lizis utdn mar nem
voltak detektalhatdak. Az aktivalt neutrofil granulocitdkra jellemzé CD177+ eseményszam
nagyobb mennyiségben volt detektalhato a szeptikus mintakbdl izolalt extracellularis vezikulak
felszinérdl, mint az aszeptikus mintakbol izolalt extracelluldris vezikulék felszinérél. Minden
mintanal kettds fluoreszcens jelolést alkalmaztunk, Annexin V és CD177 kombinacioban. Az
aszeptikus mintadkban kevésbé lathatd a csova szerii kép (E) és a detergens lizis utan (F) sem

valtozott tilzottan a detektalt jelek mennyisége.
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2. ébra; A dot plot abrak mutatjdk az akut szeptikus (A), low-grade szeptikus (C) és
aszeptikus (E) mintdkat, melyeket annexin V és CD177 sejtfelszini markerekkel
jeloltiink. Miutan 0,01%-os Triton X-100 detergenssel kezeltiik a mintdkat (B,D,F) a
valddi extracelluléris vezikuldk altal keltett jelek eltiintek a dot plotrol. A két mérés

kozti eseményszam kiilonbség adja meg a valos extracellularis vezikula szamot.
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Az antibiotikus kezelés utan a mintdkbol mért extracellularis vezikuldk 4ltal keltett
események szdma (2. tablazat, 3. dbra) nem kiilonbozott szignifikans (t-teszt, p=0,2469)
mértékben az antibiotikus kezelés nélkiili méréshez hasonlitva. A 3. dbra mutatja az antibiotikus
kezelés nélkiil (kémesd 1), a vancomycin 4pg/ml (kémesé 2), a vancomycin 10pg/ml (kémcso
3), a gentamicin 2pg/ml (kémcsd 4) és gentamicin Spg/ml (kémesé 5) FACS méréseinek dot

plot abrait.

2. tablazat; az antibiotikum kezelés hatasa az extracellularis vezikulak altal aramlasi citometrias

mérés sordn keltett eseményszamokra.

(p=0,2469) minta 1 minta 2 | minta 3 minta 4 minta 5
detergens (triton) eldtt | 4694 5920 4400 4720 4630
0,1% Triton 30 mp 1085 1080 1130 1060 1389
kiilonbség 3609 4840 3270 3660 3241
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3. ébra; Antibiotikus kezelés hatdsa az EV-k eseményszdmara az antibiotikumok
kiilonbozé koncentracidi fiiggvényében. (SSC-H: relativ granuléltsag; Annexin V:
festettség; R-1: altalunk mért mikrovezikuldk tartomdnya) Szinkodok: fekete: mért
esemény; piros: kijelolt tartomdnyban mért esemény; citromsarga: Triton -elott;

narancssarga: Triton utan 30 mp)
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4.2. Tomegspektrometriai elemzés (LC-MS analizis)

A tomegspektrometriai vizsgalatainkat kilenc (n=9) aszeptikus, hat (n=6) akut szeptikus
¢s hét (n=7) low-grade szeptikus mintan végeztiik el. A kumulalt fehérje koncentracio (4. abra)
az akut szeptikus mintdkban 6.65 + 6.02 pg/ul, a low-grade szeptikus mintakban 5.3 + 4.67
ng/ul és az aszeptikus mintakban pedig 4.3 + 3.32 pg/ul volt. A harom csoport fehérje tartalma

kozott nem volt szignifikans kiilonbség.
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4. abra; A tomegspektrométerrel vizsgalt mintdk kumulalt fehérje koncentracidja (ug/ul). Az
akut szeptikus csoportban volt a legmagasabb, ezt a low-grade szeptikus mintak kovették, a

legalacsonyabb az aszeptikus mintdkban volt. A kiilonbségek nem voltak szignifikdnsak (p =

0.175 és p=10.306).
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A vizsgalt fehérjék koziil az alpha-2-HS-glycoprotein-nek (5. abra) volt szignifikdnsan
magasabb mennyisége (p=0,0314627) az aszeptikus mintdkban, mint az akut szeptikus
mintakban. A szeptikus mintdkban mért fehérjék koziil szignifikansan magasabb volt a
mennyisége a lactotransferrinnek, myeloperoxidasenak, lysosyme C-nek és annexin A6-nak (6.
abra). Az abrakon a vizsgalt fehérjék ,,relative abundance (log)” értékei lathatéak. Mivel ennek
megfeleld jol hasznalhaté rovid forditds nem all rendelkezésre, ezért az dbrat nem forditottuk

le, de a szdveges részben magyar forditassal koriilirtuk.
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5. &bra; Az alpha-2-HS-glycoprotein mennyisége szignifikansan magasabb volt az aszeptikus

mintakban (p=0,0314627) mint az akut szeptikus mintakban.
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6. éabra; A szeptikus mintakban a lactotransferrinnek, myeloperoxidasenak,

lysosyme C-nek és annexin A6-nak volt szignifikdnsan magasabb a mennyisége az

aszeptikus mintakhoz viszonyitva.
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4.3. Nanoparticle tracking analysis eredményei

Négy (n=4) aszeptikus és harom (n=3) szeptikus mintat vizsgéaltunk NTA-val. Az
extracellularis vezikuldk szama kiilonb6zd volt a két csoportban, a szeptikus mintdkban mért
extracellularis vezikula koncentracid szignifikdnsan magasabb volt, mint az aszeptikus
csoportban. (p = 0,0105, t-teszt) (7. abra A). Nem csak a részecske koncentracid, de a méretbeli
eloszléas is kiilonbozd volt. Mindkét csoportban 150-450 nm mérettartomanyban voltak a
részecskék, de a szeptikus csoportban a nagyobb mérettartomdny irdnyaba tolodtak el a
részecskék és tobb csucsot mutattak a 300-400 nm tartomdnyban. Az aszeptikus mintak
részecskéinek eloszlasa mas mintazatot kovetett, itt a legmagasabb koncentracié a 150-200 nm

mérettartomanyban volt és csokkent a nagyobb mérettartomanyban (7. dbra B).

részecske koncentracio
*% p=0.0105

4x1010+ iz
ma koncentracié méret eloszlas

31004 1500000+

koncentracié aszeptikus

— koncentracié szeptikus
1000000

1x10104 500000+ rJ\r
o . //V

0 200 400 600
méret (nm)

2x10104

koncentracié [részecske/ml]

koncentracié / cm-3

7. abra; A szeptikus mintdk magasabb koncentracioban tartalmaznak extracelluldris
vezikulakat, mint az aszeptikus mintak (p=0,0105, t-teszt) (A). Kiillonboz6 méreteloszlas
a két csoportban NTA-val vizsgalva. Zold vonal az aszeptikus, piros vonal a szeptikus

mintakat jeloli (B).

4.4. Morfologiai leiras TEM segitségével

Elokészités ¢s fixalas utan 2 aszeptikus, 2 low-grade szeptikus és 2 akut szeptikus minta
morfoldgiai vizsgalatat végeztiik TEM segitségével. Minden mintaban talaltunk extracellularis
vezikulaként azonosithatd struktirakat, azonban jelentds szambeli ¢és morfologiai

kiilonbségeket figyeltiink meg a harom minta kozott.

Az aszeptikus mintdinkban (8. dbra A) kevesebb és kisebb méretli extracellularis

vezikulat észleltiink, a szeptikus mintakhoz hasonlitva. A mérettartomany 150-200 nm volt. Az
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aszeptikus mintdkbol izolalt extracellularis vezikuldkat koriilvevd membran vékony és

szabalyos volt, valamint a belsejében kevés magasabb denzitasu ,,szallitmanyt” figyeltiink meg.

A legmagasabb extracellularis vezikula koncentraciot az akut szeptikus mintdinkban (8.
abra B) taldltuk. Mérettartomanyuk foként 350-400 nm kozott volt, vastagabb, kissé
szabalytalanabb membrannal koriilvéve ¢€s nagyobb mennyiségli magasabb denzitast
»szallitmanyt” tartalmaztak, valamint ugyanez a struktura korilottik szabadon is

megfigyelhetd volt.

A low-grade mintdkban (8. dbra C) az el6bb emlitett két tulajdonsdg keverékét
tapasztaltuk. Mérettartomanyban 150-300 nm kozott voltak észlelhetdek, az extracellularis
vezikuldk kevésbé voltak szabdlyosak, mint az aszeptikus mintdkban, és a fentebb emlitett

magasabb denzitasu ,,szallitmany” inkabb a vezikuldk koriil volt észlelhetd.

o ot

8. abra; Aszeptikus mintainkbol izolalt extracelluldris vezikuldk (A), vékony membrannal
rendelkeznek (szaggatott nyil). Az akut szeptikus mintdkbol izolalt extracelluléris vezikulak
(B) vastagabb, szabalytalanabb membrannal rendelkeznek (folyamatos nyil), benniik és
korilottik magasabb denzitasu ,,szallitmany” lathatd (kor). A low-grade szeptikus mintakbol
izolalt extracellularis vezikuldk (C) az el6z6 két mérettartomany kozott, vékonyabb, de nem
tul szabalyos membrannal (nyil) és féként extravezikularisan elhelyezked? ,,szallitmannyal”
(kor) rendelkeznek. (Nagyitds: 30x, a képek bal alsé sarkaban talalhato jelzések 500 nm

mérettartomanynak felelnek meg)
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4.5. Mikrobioldgiai vizsgalat eredményei

Minden esetben végeztiink mikrobiologiai vizsgalatot miitét elétt, a betegek besorolasa
részben ez alapjan tortént szeptikus vagy aszeptikus csoportokba. Tovabba minden esetben
tortént a miitét soran is mintavétel, melyet transzport taptalajon és hemokulturas palackban
mikrobiologiai vizsgalatra kiildtiink. A tenyésztések eredményei: (9. dbra) négy (n=4) esetben
talaltunk methicillin érzékeny Staphylococcus aureust (MSSA), két (n=2) esetben methicillin
érzékeny Staphylococcus epidermidist (MSSE), két (n=2) esetben Staphylococcus hominist,
tovabbi egy-egy esetben: Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
dysgalactiae, vankomycin rezisztens Enterococcus faecalis (VRE), Cutibacterium acnes,

Massilia variant, Staphylococcus warneri, Streptococcus agalactiae tenyészett a mintakbol.

A szeptikus mintakbdl izolalt baktériumok

VRE - B akut
Str. pneumoniae -
Str. dysgalactiae- low-grade

Str. agalactiae=
Staph. warneri
Staph. hominis [
Staph. haemolyticus-
MSSE -l
Massilia varians—

E. Coli
C. acnes=

MSSA- .
I I I I

O 1 2 3 4
(esetek szama)

9. 4bra; A szeptikus mintakbol izolalt baktériumok listaja. Piros szinnel az akut szeptikus
esetekbdl izolalt korokozok, narancssargdval a low-grade szeptikus mintakbdl izolalt

kérokozok.
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5. KOVETKEZTETESEK

A ,,Célkitlizések” fejezetben leirt pontok alapjan az itt felsorolt kovetkeztetéseket

vontuk le:

I. Munkank sordn univerzalis, mind szeptikus, mind aszeptikus mintaval elvégezhetd,
standard, reprodukéalhat6 periprotetikus iziileti folyadékbol szarmazé extracellularis vezikula

izolalasi protokollt dolgoztunk ki.

2. Megallapitottuk, hogy mind az egyszeres (csak Annexin V) mind a dupla (Annexin V
¢s CD177) jelolés alkalmaval szignifikdnsan magasabb eseményszdmot mértiink detergens lizis
utan a szeptikus mintakban, mint az aszeptikus mintakban. Igy vizsgalatunk alapjan
feltételezhetjiik, hogy a CD177 sejtfelszini markerek detektdldsa jo kiindulasi pont lehet a
szeptikus és aszeptikus lazuldsok megkiilonboztetésére. Azonban, mivel mind a szeptikus mind
az aszeptikus mintdkban detektalhaté volt a CD177, igy a késObbiekben mindenképpen

sziikséges olyan vizsgalat, ami a pontos hatarértéket is meghatarozza.

3. A klinikumban gyakran el6fordul, hogy a mintavétel a betegekb6l mar elézetes
antibiotikus kezelés utan kertil sorra. Ez a mikrobiologiai vizsgélat taldlati aranyat jelentésen
rontja ¢és alnegativ eredményeket adhat. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk izolalt EV-k
antibiotikus kezelés utdn tovabbra is detektalhatdoak maradnak és mennyiségi szempontbol

szignifikdns médon nem véaltoznak meg.

4. A szeptikus és aszeptikus mintakbol izolalt extracellularis vezikulak kozott mennyiségi,
méreti és denzitasi kiilonbségeket is talaltunk. A mintdkat NTA-val vizsgéalva a szeptikus
mintakban mért extracellularis vezikula koncentracio szignifikansan magasabb volt, mint az
aszeptikus csoportban. A szeptikus mintdkban nagyobb mennyiségli, valamint a nagyobb

mérettartomanyba es6 (300-400 nm) EV-ket talaltuk.

5. Az izolalasi protokoll végén nyert iiledékben mind a szeptikus mind az aszeptikus
mintakban sikeriilt TEM segitségével extracellularis vezikuldkat vizualizalni és a morfologiai
tulajdonsagaikat megismerni. A detektalt extracellularis vezikuldk morfoldgiailag tobb eltérést
is mutattak. A szeptikus mintdkbol nagyobb méretii extracellularis vezikulakat izolaltunk. A
masik fontos morfoldgiai kiilonbség a vezikuldkban észlelt ,,szallitmany” denzitdsa volt, ami a
szeptikus mintakban markansabban volt lathatd. Ez késébbi tomegspektrometriai vizsgalattal
igazolodott, hogy mennyiségét tekintve tobb fehérje szallitmanya volt a szeptikus mintakbol

1zolalt extracellularis vezikulaknak.
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6. Tomegspektrometriai  vizsgalat soran a kovetkezd fehérjéket azonositottuk
szignifikdnsan magasabb koncentracidban a szeptikus mintakban, az aszeptikus mintakhoz
hasonlitva: lactotransferrin, myeloperoxidase, lysozyme C és annexin A6, valamint az alpha-2-
HS-glycoprotein (AHSG), mely az aszeptikus mintdkban szignifikdnsan magasabb

koncentracidban volt jelen, mint a szeptikus mintakban.
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