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A toxin-termel6 Clostridium difficile térzsek felel6-
sek leggyakrabban az antibiotikum hasznalattal 6ssze-
flilggo hasmenésekért, jelentéségiik mind a nem korha-
zi eredetii megbetegedések egyre emelked6é szama,
mind a sulyosabb megbetegedéseket okozd, elsésor-
ban jarvanyos el6fordulasu uj térzs, a 027 PCR-riboti-
pus miatt n6. Az infekciok kialakulasaban t6bb tényezo
jatszhat szerepet: a normal bélflora karosodasa, toxin-
termeld torzs kolonizacidja, id6s kor, de eléfordul, hogy
semmilyen rizikofaktor nem szerepel az egyébként ép
immunrendszerii, gyakran fiatal beteg anamnézisében.
Az elmult két évben az egészségiigyi ellatassal ossze-
fiiggo C. difficile fertozés kiemelked6 problémava valt
hazankban: jelenleg a legnagyobb esetszamban beje-
lentett kérhazi fert6zés, incidenciaja 2011-r6l 2012-re
tobb mint kétszeresére nétt. A diagnosztikai modszerek
fejlodése, a gyors és megbizhaté laboratériumi diag-
nosztika — alapvet6 fontossagu — a betegség etiolégia-
janak kideritése, a relapszusok szamanak — és a morbi-
ditasnak a csdkkentése, infekcidkontroll tevékenység
kivitelezésének segitése érdekében. A kdzlemény a je-
lenleg Magyarorszagon elérhet6 diagnosztikai médsze-
reket, hazai és nemzetkozi diagnosztikai algoritmusokat
mutatja be.

Toxin-producing Clostridium difficile is responsible
for the majority of antibiotic-associated diarrhoea. Its
significance is getting more and more important due to
the increasing number of community-acquired cases
and the emergence of PCR ribotype 027, associated
with more severe clinical picture. Several factors may
play a role in the development of C. difficile infections,
such as damaged bowel flora, colonization with toxin-
producing strains, and advanced age of the patient, ho-
wever in some cases, no risk factors could be identified
in the past medical history of otherwise healthy patient.
During the last two years, healthcare-associated C. dif-
ficile infections are significant problem in Hungary: this
infection is associated with the highest reported case
number in hospital settings, and its incidence is more
than doubled from 2011 to 2012. Advances in the labo-
ratory diagnosis, rapid and reliable laboratory methods
are essential to explore the aetiology of a disease, to
decrease the morbidity and the number of relapses, and
to carry out infection control measures. This paper
shows an overview of laboratory diagnostic methods
available in Hungary, as well as local and international
laboratory diagnostic algorithms.
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A toxin-termeld Clostridium difficile térzsek felel6sek leg-
gyakrabban az antibiotikum hasznalattal 6sszefliggé has-
menésekeért. A spora-képz8, Gram-pozitiv, anaerob, A és B
exotoxint termeld baktérium az 6sszes, antibiotikum-hasz-
nalattal Osszefliggésben kialakuld6 hasmenések mintegy
25%-aért tehetd felel6ssé, de sulyos kimenetelli colitis ese-
tén koroki aranya ennél magasabb is lehet [1]. A C. difficile
patogenitasi szigete (PalLoc) két génbdl all, az enterotoxin
A-t (TcdA), illetve a citotoxin B-t (TcdB) kodolé génekbdl (a
binary toxin termeléséért felel6s gének a PaLoc-on kivil he-
lyezkednek el). Ezek a nagy exotoxinok — a 308 kDa-os A
enterotoxin, valamint a 269 kDa-os B citotoxin — tébb mint
45 %-o0s aminosav-sorrendbeli homologiat mutatnak. A pa-
togén térzsek mindkét toxin (s6t sok esetben még a binary
toxin) egyidejl termelésére képesek. Az A illetve B toxin fel-
tehetbleg szinergistaként mikdédik, ugyanis a kutatasok
alapjan a B toxin hatasa az A toxin szdvetroncsolasatdl fligg.
Bar az A toxint teszik els6sorban feleléssé az enterdlis tu-
netek kialakitasaért, egyre nagyobb szamu tanulmany jele-
nik meg A toxin-negativ térzsek altal okozott megbetegedé-
sekrél, ahol a B toxinnak egy jelent6s, az A toxintdl fligget-
len, patogenitasban betdltdtt szerepet tulajdonitanak [2]. Az
elmult években néhany ilyen, A toxin-negativ térzsek altal
okozott jarvanyt irtak le [3,4]. A nemrégiben felfedezett Gj bi-
nary toxin is a figyelem kdzéppontjaba ker(lt, mint potencia-
lisan (j virulencia faktor: ez a toxin egy aktin-specifikus ade-
nozin-difoszfat-riboziltranszferaz, a C. difficile torzsek mint-
egy 4 %-aban lehet jelen. A binary toxint két gén kddolja, a
cdtA gén, amely az enzimatikus funkciokért felels, illetve a
cdiB gén, amely a binding komponenst kodolja. A C. difficile
pathogenitasaban val6 konkrét szerepe még nem ismert, vi-
szont az a C. difficile t6rzs, melybdl el6szor izolaltak ezt a
toxin-tipust, sulyos pseudomembrandzus colitist okozott
[5,6]. A C. difficile-nek jelenlegi ismereteink szerint tébb mint
150 ribotipusa és 24 toxintipusa létezik. A C. difficile fertd-
zés (CDI) tunetei az enyhe hasmenéstdl, a hasi fajdalom-
mal, lazzal vagy fehérvérsejtszam névekedéssel jar6 sulyos
betegségig terjedhetnek. A gazdaszervezet fogékonysaga a
C. difficile okozta fert6zésre az A és B toxinokra adott im-
munvalasztdl is fiigg. A sulyos megbetegedések jellegzetes
megjelenési formaja a pseudomembranosus colitis, ennek
szévédmeénye lehet a toxikus megacolon, melyhez a vas-
tagbél atfurédasa, szepszis tarsulhat, jelentés halalozassal
[7]. A CDI, a jelentds megbetegedési és halalozasi kdvet-
kezmények miatt, napjainkban prioritasként kezelt nép-
egészséglgyi probléma, valamint az European Centre for
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Disease Prevention and Control (ECDC) kiemelt népegész-
ségugyi tertlete. Ma mar jelentésége egyrészt a nem kor-
hazi eredetli megbetegedések egyre emelked6 szama, illet-
ve a kilféldén mar a mintegy 10 éve jarvanyos megbetege-
déseket okoz6, hazankban elészér 2007-ben kimutatott [8],
Uj torzs, a 027 PCR-ribotipus miatt né. A CDI kialakulasaban
szamos predisponald tényezd jatszhat szerepet: a normal
bélflora megvaltozasa, felbomlasa, a toxintermel6 C. diffici-
le t6rzs kolonizéacidja, elszaporodasa, ill. a toxinhatas kifej-
I6dése. A normal bélfléra karosodasa foként az alkalmazott
antibiotikum hatasanak kévetkezménye lehet, gyakorlatilag
minden antibiotikummal kapcsolatosan leirtak a megbetege-
dés kialakulasat, azonban gyakran a fluoroquinolonok meg-
gondolatlan alkalmazasat kdvetéen eészleljik. C. difficile
altal elidézett colitis-t leirtak citosztatikus kezelés soran is,
de el6fordul — az utébbi id6ben gyakrabban —, hogy sem an-
tibiotikum-, sem citosztatikus kezelés, sem protonpumpa-
gatloé kezelés nem szerepel a beteg anamnézisben [9]. Az
elmult két évben az egészséglgyi ellatassal 6sszefliggd C.
difficile fert6zés kiemelked6 problémava valt hazankban: je-
lenleg a legnagyobb esetszamban bejelentett kérhazi fert6-
zés, a fertézés incidencigja 2011-rél 2012-re tébb mint két-
szeresére nott. A laboratériumok szamara minden(tt elérhe-
t6 korszerd, gyors diagnosztika, amely ma mar elengedhe-
tetlen minden rutin diagnosztikai laboratérium szamara,
relapszusok szaméanak- és a morbiditas csokkentése, nozo-
komialis jarvanyok kialakulasanak megel6zése, infekcio-
kontroll tevékenység kivitelezésének segitése miatt. A ku-
I6nb6z8 diagnosztikai modszerek Osszehasonlitasat az 1.
tablazat mutatja be.

LABORATORIUMI DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK

Citotoxin neutralizaciés préba sejtkulturan (Cell culture
cytotoxicity neutralization assay, CCCNA)

A toxinok citopéatias hatasanak kimutatdsa a széklet
szuszpenzibdjanak centrifugalt, szlrt felliliszojabol (vagy a
folyékony tenyészet szirt fellluszéjabdl) feles higitasok al-
kalmazéasaval, C. sordelli antitoxin vagy C. difficile antitoxin-
nal térténd neutralizacios prébaval torténik a megfelelé mo-
nolayer sejtvonalon. Szamos kulénb6z6, laboratériumban
alkalmazott sejtvonalat hasznalnak erre a célra: mint pl.
human fibroblastok, Vero-, McCoy- sejtvonalak, MRC-5 tid6
fibroblast, HeLa cervikélis adenocarcinoma és Hep2 sejtek.
A megfeleld kérilmények kozott torténd 24, illetve 48 éra in-
kubaciot kdvetéen a toxin-indukalt citopatias hatas a sejte-
ken inverz mikroszkopot hasznalva megfigyelhetd. Abban
az esetben, ha a citopatias hatés lathatd a sejtkultiran, a
nem-specifikus toxicitas kikiiszobdlése miatt el kell végezni
a neutralizacios tesztet a mintabol. Bar f6ként a B toxinnak
van kifejezett citotoxikus hatasa, tehat elsédlegesen a méd-
szer a B toxin kimutatasara alkalmas, azonban a médszer-
rel az A toxin enyhébb citotoxikus hatasa is kimutathato6 [10].
Az A toxin koédolasaért felel6s gének molekuléris vizsgalata
soran, azonositottak olyan toxin A varians térzseket (A toxint
nem termeld, B toxint termel6), melyek tébb mint 1,7 kb-nyi
ban. A mutacié PCR technikaval detektalhato, a cytotoxici-
tasi teszt kllénb6zd sejtvonalakon pozitiv eredményt ad az
intakt B toxin jelenléte miatt. A modszer szenzitivitasa a ko-
z0lt adatok alapjan igen széles hatarok kdzott valtozik: 65%-
90% [11]. A szenzitivitast szamos tényez6 befolyasolja: a

Koltség Kivitelezés Moédszer Szenzitivitas Specificitas
Teszt Megjegyzés
(EUR) (h) kivitelezhetésége (%) (%)
Széklet
<2 24-48-72 Konnyi
tenyésztés
Tenyésztés -
Tenyészet
,» Toxigenic
<20 >96 Ko6zepes-nehéz 100 93-96 toxinstatuszanak
culture”
meghatarozasa (EIA,
NAAT, CCNA)
Cell culture
cytotoxicity CPE detektalasa Vero,
15-23 24-48 Nehéz 67-86 97-100
neutralization HeLA stb. sejtvonalon
assays (CCNAs)
Toxin A/B EIA >2 <3 Konnyii 53-77 95-100
GDH EIA/IC >2 <3 Konnyi 70-91 76-98
NAAT 19-38 1.5-2 Konnyi-nehéz 77-100 93-100 tedA/B
1. tablazat

A kiilonbézé diagnosztikai modszerek ésszehasonlitasa
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toxin degradalédhat a mintaban, tehat a székletminta hosz-
szas tarolasa szobahdn fals negativ eredményhez vezethet,
figg a felhasznalt sejtvonaltél, a preanalitikai-analitikai té-
nyezdktdl, esetlegesen az alkalmazott antibiotikum terapia-
tol. Altalaban a szakirodalomban a kézlemények — annak el-
lenére, hogy a modszer szenzitivitasa nem megbizhatd — az
Osszehasonlité vizsgalatok esetében a citotoxin neutraliza-
ciés mbdszert ,gold standard™-ként emlitik. A laboratériumok
ma mar kevéssé hasznaljak a mindennapos rutin diagnosz-
tikai tevékenységik soran, ugyanis a modszer hosszadal-
mas, iddigényes, a sejtvonal fenntartasat, kezelését biztosi-
t6 megfeleld laboratériumi hatteret igényel [12].

Toxin-termel6 torzs tenyésztése

A toxin termelés kimutatasa a kilénb6z6 mddszerekkel
nemcsak a székletmintabol kbzvetlendl, hanem a székletbél
izolalt térzs esetén is torténhet. Ennek a lényege természe-
tesen a székletminta anaerob kdrilmények k6zott, szelektiv
taptalajon térténd tenyésztése, majd a kitenyészett térzs to-
xinstatuszanak bizonyitasa. A térzsek minél nagyobb arany-
ban térténd kitenyésztésére, a tenyésztés szelektivitasanak
elésegitésére tdbb szerz6 a hdsokk-, illetve alkohol sokk ke-
zelést ajanlja a tenyésztés elbtt, ezzel elsegitve a mintaban
lévé sporak talélesét, majd késdbb a megfeleld kdrilmények
kozotti germinalédasat. Kulonbozd tipusu szelektiv taptala-
jok hasznalatosak a rutin diagnosztikdban, féleg a térzsek
azon tulajdonsagat felhasznéalva, hogy képesek a fruktozt
fermentalni. A legaltalanosabban elterjedt a cycloserin-cefo-
xitin-frukt6z agar (CCFA), ahol a szelektivitasat a cycloserin
és cefoxitin biztositja, amelyek hatékonyan gatoljak az ana-
erob és fakultativ anaerob baktériumok szaporodasat, de
ennek szamos moédositasa (pl. cefoxitin cycloserin egg yolk
agar CCEY/Brazier agar, CMA cefoxitin-mannitol agar,
CMBA cefoxitin-mannitol vértartalmu agar, TCCA taurochol-
sav-cycloserin-cefoxitin agar) is ismert és hasznalt [13]. Ale-
gUjabb diagnosztikai modszerek kdzott fontos megemliteni
a chromogén szubsztratokat tartalmazo, kilénbdzé gyartok
altal forgalmazott taptalajokat, melyeken nemcsak izolaljuk
a koérokozo6t, hanem a specifikus chromogén szubsztrat se-
gitségével mar identifikalni is lehet a kitenyésztett baktéri-
umtdrzset egy lépésben. Bar a chromogén taptalajok szen-
zitivitasa magas: 97-99%, a rutin diagnosztikdban val6é min-
dennapos alkalmazdsuk ma még meglehetdsen draga [14].
A kitenyészett torzseket a hagyomanyos taptalajokrol kilén-
b6z6 (biokémiai probak, gyari kitek, MALDI-TOF) médsze-
rekkel a jellegzetes sajatsagokat felhasznélva (tipusos
szag, telepmorfologia, UV fluoreszcencia) viszonylag egy-
szerlien tudjuk identifikélni. Az izolalt, majd identifikalt tele-
pekbdl folyékony (BHI brain heart infusion, CM husos bouil-
lon), szubkultirat kell késziteni, majd az inkubéacios id6 le-
telte utan a logaritmikus fazisban Iévé folyékony tenyészet
fellluszojabol kell elvégezni a toxin vizsgalatot valamelyik
modszerrel. A tenyésztés — fleg epidémias helyzetben —
nemcsak a torzs toxinstatuszanak meghatarozasa szem-
pontjabdl fontos, hanem az esetleges jarvany kialakulasakor
a ribotipus meghatéarozasa, a jarvanyért felelés térzs azono-
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sitdsa szempontjabdl is rendkivil Iényeges. A tenyésztéses
maodszer rutin diagnosztikdban toérténd alkalmazéasa (annak
ellenére, hogy epidemioldgiai szempontbdl kiemelt jelentd-
segli), egyre kevésbé elterjedt, els6sorban id6-, munka- és
anaerob termosztat igénye miatt. Megjelentek olyan irodal-
mi hivatkozasok, mint a SHEA/IDSA iranyelv [11], mely a
torzs tenyésztése utani toxinstatusz ellenérzését ,gold-stan-
dard™-ként ajanlja a kulénb6z6 diagnosztikai modszerek
Osszehasonlitasa esetén, azonban vannak olyan kézlemé-
nyek, melyek szerint bar a pozitiv esetek aranya magasabb,
a klinikailag relevans esetek bizonyitasara nem tartjak jobb-
nak a modszert a CCCNA-nal [12].

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

A Kkuldnb6z6 tipust enzim-immono-assay modszerek a
C. difficile toxin(ok) ellen termeltetett monoklonalis, illetve
poliklonalis ellenanyagokat hasznaljak. Gyakorlatilag az el-
mult évtizedig a C. difficile toxin kimutatasi mddszerek kdzl
az EIA médszerek egyeduralkodoak voltak a klinikai labora-
tériumokban. Szamos gyartd kilénbdz6 tipusu EIA terméke
elérhetd ma Magyarorszagon: a teljesség igénye nélkdl pl.
Prima System C. difficile Tox A, (Trinity Biotech), VIDAS C.
difficile Tox A/B (bioMérieux), ImmunoCard C. difficile
(Meridian Diagnostics Inc.), Triage Micro C. difficile (Biosite
Diagnostics), Premier Cytoclone A/B (Meridian Diagnostics
Inc.) és C. difficile Tox A/B (Techlab Inc.). Kezdetben ezeket
a teszteket f6leg a toxin A kimutatasara fejlesztették ki, de
ezekkel a kitekkel nem mutathat6 ki a B toxin jelenléte, az
immunodominans régié hianya kovetkeztében. Ma mar
egyre inkabb az A és B toxinok egyidejl, egymas melletti ki-
mutatasara is alkalmas modszerek hasznalatosak a rutin di-
agnosztikai laboratériumokban, mivel fontos az A toxint nem
termeld B toxint termel6 térzsek kimutatasa is a megnoéve-
kedett el6fordulas, klinikai jelent6ség miatt. A masik elter-
jedt, gyors médszer jelenleg a kilénbdz6, immunkromato-
grafian alapul6 tesztek: pl. a C. difficile Toxin A Test (Oxoid),
ezek munka- és idGigénye rendkivil csekély (30-50 perc),
kénnyen kivitelezhetéek akar a kérhazi osztalyokon is (,agy
mellett” POCT tesztek) elvégezhetbek. A modszer el6nye a
viszonylag alacsony ara, a révid detektalasi id6, (bar ez figg
a kilénbdzd teszt-tipusoktol). A kereskedelmi forgalomban
kaphato kit-ek specificitasa és szenzitivitasa az elérhetd iro-
dalmi adatok alapjan igen eltér6, széles hatarok koézott
mozog: 40-100% [15, 16]. ,Gold standard”-ként az 6sszeha-
sonlit6 vizsgéalatokat végzd kézlemények a citotoxin neutra-
lizacios probat, illetve a toxin-termeld térzs tenyésztését al-
kalmaztak. Eastwood és mtsai kdzleménye szerint az im-
monoassay tesztek specificitasa és szenzitivitasa nagymer-
tékben flggétt az 6sszehasonlitds soran alkalmazott ,gold
standard” moédszertél [17].

Glutamat-dehidrogenaz antigén kimutatasa

A glutamét-dehidrogendaz (GDH) metabolikus enzim,
melyet a gluD gén kodol. Ezt az enzimet mind a toxin-ter-
mel6, mind a toxint nem termeld térzsek nagy mennyiség-
ben termelik, azonban a Clostridium sordellii torzsek is
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gyakran keresztreakciot adhatnak. Ezért a modszer ,scree-
ning” (szlré) moédszerként hasznalatos, a negativ prediktiv
értéke igen magas, pozitiv esetben azonban a toxin-terme-
lést valamilyen mas modszerrel (EIA, molekularis modsze-
rek) konfirmalni kell. A GDH kimutatasara szamos gyarto for-
galmaz teszteket. A modszerek elve vagy plates EIA, vagy
immunkromatogréafian alapul. A kilénb6z6 médszerek szen-
zitivitasa hasonl6: 80-100% kozotti [18]. A mddszer eldnye,
hogy a negativ eredményt révid ,turn around time” mulva
k6zolni lehet a klinikussal. Az eszkdzigény minimalis, ara
alacsony, kiléndsen, ha a molekularis moédszerekhez viszo-
nyitjuk. A GDH kimutatas kilénésen azoknak a rutin diag-
nosztikai laboratériumoknak ajanlott sz(rémodszerként,
amelyek nincsenek felkészilve molekuléaris diagnosztikai
modszerek rutinszerl alkalmazéasara. Az elmult években
megjelentek olyan kézlemények, melyek vitattdk a GDH ki-
mutatas sz(irdmodszerként torténé alkalmazasat: Tenover
és mtsai szerint a GDH kimutatas szenzitivitasa valtoz6 az
egyes ribotipusok esetében, kutatasai szerint vannak olyan
ribotipusok, melyek alacsony mértékben termelnek GDH
enzimet, igy ez a kit-ek kimutathatésagi hatara alatt van
[19]. Ellentétes eredményre jutottak Carman és mtsai, akik
vizsgalataikban 3 kulénb6zé GDH kimutatasi modszert ha-
sonlitottak 6ssze, kilénb6zd ribotipusok esetén és az 6sz-
szes, altaluk vizsgalt ribotipusba tartoz6 izolatum magas
szinten termelte a GDH enzimet, mely minden teszttel
egyértelmlien, kénnyen kimutathat6 volt [20].

Kombinalt médszerek: GDH kimutatas + toxin kimutatas
egy lépésben

Tobb olyan gyari diagnosztikai készitmény van a labora-
toriumi gyakorlatban, amely kombinalja egy lépésben a
GDH- és a toxin kimutatast: pl. GDH és toxin EIA médsze-
rek egy plate-en, immunkromatografidas modszerek egy kit-
ben (Quick CHEK). Ezek a tesztek viszonylag gyorsan kivi-
telezhet6ek és egyelére még olcsdbbak, mint a molekularis
diagnosztikai tesztek [15, 21, 22]. A GDH kimutatas része a
teszteknek hasonl6 szenzitivitasd, mint az egyedili teszte-
ké, azonban a kombinalt tesztekben alkalmazott toxin kimu-
tatasi EIA modszerek szenzitivitasa alatta marad az egye-

diliként alkalmazott hasonlé tesztekének. Altalanossagban:
ha mind a GDH, mind a toxin kimutatéas negativ: viszonylag
magas biztonsaggal megadhatjuk a negativ eredmeényt, ha
a GDH és a toxin kimutatas is pozitiv ugyanilyen biztonsag-
gal pozitivként interpretalhatjuk a mintat. Abban az estben,
ha a minta GDH pozitiv, de toxin negativ, valamelyik konfir-
malé modszerrel (CCCN, vagy molekularis médszer) meg
kell er6siteni az eredményt [23, 24, 25].

Molekularis modszerek a kozvetlen székletbdl térténd
toxin kimutatasra

Kozvetlenul a székletmintakbol toérténd C. difficile toxinok
kimutataséara a nukleinsav amplifikacion alapulé molekuléaris
modszereket (NAAT) az 1990-es évek elején kezdték el a
szakirodalomban k&zoIni [26]. Ezek a korai publikaciok a
konvencionalis PCR modszereket mutattak be, melyek
soran kllénb6zd gén targetet hasznaltak (tcdA, tcdB és 16S
rRNS gének). A real-time PCR modszerrel egy nap alatt ki-
adhat6 az eredmény, ami r@videbb, mint ha a citotoxicitasi
modszert alkalmaznank. Joval kevésbé munkaigényes, mint
az egyéb mobdszerek, ha nem vesszuk figyelembe a PCR
utani analizisre forditott id6t. Masik nagy el6nye a real-time
PCR modszernek, hogy igen alacsony a kontaminacio valo-
szinlUsége, valamint kiszlrhetdk vele az aszimptomatikus
hordozék. Ekkor még ezek a modszerek azért viszonylag
idéigényesek voltak, a PCR termékeket gél elektroforézis-
sel, illetve Southern blot analizissel mutattak ki és szamos
esetben egyéb Clostridium speciesekkel keresztreakciot
adott. Mara azonban, kdszOnhetben a molekularis diag-
nosztikai modszerek dinamikus fejlédésének, a toxinok de-
tektalasa sokkal kifinomultabb, szenzitivebb, a kimutathat6-
sagi hatéar jelentdsen lecstkkent [27]. A kdzvetlenll a szék-
letmintabdl t6rténé DNS extrakcid a bevezetéesre ker(lt
Ujabb nukleinsav kivono kit-ek alkalmazéasaval szamottevé-
en javult, a real-time PCR berendezések (Cepheid Smart-
Cycler, Roche LightCycler, Bio-Rad iCycler 1Q) ma mar a la-
boratériumok szamara elérhetévé valtak. Szamos Uj, kor-
szer( gyari kit van a forgalomban, ebbdl ma Magyar-
orszagon harom elérhet6: els6ként a manudlis kivitelezés(
BD GeneOhm Cdiff (BD Diagnostics, US) — mely médszert

Detektalasi
idé Specificitas
Moédszer neve Target Extrakcio Moédszer (DNS Késziilék Szenzitivitis
extrakciéval)
BD GeneOhm Cdiff PCR-molecular Smart Cycler
tcdB Manualis 2-3h . 95.5%
bacon (Cepheid) ’ 97,9 %
Xpert C. difficile tedB, cdtA, tedC GeneXpert
Automata PCR-Tagman lh 97.8%
delécié (Cepheid) 2 97,9%
i/lumigene C. difficile . illumipro-10
tedA Manualis LAMP 1h . 86.7%
(Meridian) ’ 100%

2. tablazat

Magyarorszagon forgalomban Iévé NAAT médszerek 6sszehasonlitasa
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a Cepheid SmartCycler késziilékre tervezték — kerllt beve-
zetésre 2009-ben [28]. A mbdszer soran a térzsek konzer-
valt tcdB régidit amplifikaljak, majd az amplifikalt terméket
fluorogén target-specifikus hibridizaciés prébaval detektal-
jak. Ujabban vezették be a modern, automatizalt valtozatat:
BD Max Cdiff néven, mely jelentésen csékkentette a kivite-
lezési id6t, ez a mintak szamatdl figgben kb. 3 dra [29].
Nem csak a tcdB gén, hanem a binary toxin gének, illetve a
117 nucleotid deléciéjat a tcdC génen (a 027/NAP1/B1 tor-
zsek genetikai markere) detektalja a Xpert C. difficile Epi
teszt (Cepheid US) [30]. A mddszer egyszerd, gyors, kény-
nyen kivitelezhetd, automatizalt, gyakorlatilag egy kazetta-
ban jatszodik le az 6sszes folyamat. Az lllumigene moédszer
(Meridian Bioscience, US), a kacs medialt izothermalis amp-
lifikacion (,loop-mediated isothermic amplification” LAMP)
alapszik. Ez a médszer a tcdA konzervalt 5° szekvenciajat
mutatja ki a Paloc-ban, 4 primert hasznalva, mely hat ku-
16nb6z6 régiot jeldl ki, igy a toxin A negativ, toxin B pozitiv
torzseket is képes kimutatni [31]. Ezek a mddszerek minden
esetben joval érzékenyebbek, mint mas modszerek, azon-
ban a kdzlemények szerint egyik f6 hibajuk, hogy nem tesz-
nek kulénbséget az aktiv infekcid és az aszimptomatikus
hordozo6 allapot k6z6tt, tehat minden esetben rendkivdl fon-
tos a klinikai kép ismerete, a klinikussal t6rténd konzultacio
(2. tablazat).

DIAGNOSZTIKAI ALGORITMUSOK

A molekularis médszerek specificitasa és szenzitivitasa
kimagaslik az 6sszes szbéba j6vd diagnosztikai modszer
koézul, azonban jelenleg (f6ként a hazai laboratoriumok sza-
mara) ,stand alone” (egyeddili) tesztként térténd hasznalata
nem elérhetd, csak néhany laboratérium szamara, elsésor-
ban miszerigényessége és koltsége miatt. Ezért sok labo-

ratérium ugynevezett két-, illetve haromlépcsds diagnoszti-
kai algoritmust vezetett be a rutin diagnosztikéaba. Els6 lé-
péskeént tobb laboratérium a GDH kimutatast hasznalja va-
lamelyik (EIA, immunkromatogréafias) médszerrel. Ameny-
nyiben a teszt eredménye negativ, egyéb kiegészit6, konfir-
mal6é médszer alkalmazéasa nélkil a negativ eredményt kdz-
lik a klinikussal. Ha a GDH kimutatas eredménye pozitiv, A
és B toxin kimutatasi médszert alkalmaznak, megerdsitd
modszerként: a kétlépéses algoritmusban ez egy molekula-
ris moédszer és az eredménykdzlés a molekuléris teszt ered-
ményén alapul. A haromlépéses diagnosztikai algoritmust
hasznéalva szlGrémodszerként szintén a GDH kimutatéast al-
kalmazzak, a pozitiv mintakbél masodik 1épésként a toxin
A/B jelenlétét EIA modszerrel mutatjak ki: ha a GDH kimu-
tatas és a toxinkimutatas pozitiv, pozitiv eredményt kap a kli-
nikus. A GDH pozitiv, toxin negativ mintakb6l harmadik lé-
péskeént konfirmalo tesztként molekularis diagnosztikai mod-
szert alkalmaznak [11, 32, 33]. Az Egyeslilt Kirdlysagban az
amerikai ajanlasoktol teljesen eltérd stratégiat kdvetnek: az
angliai NHS (National Health Services) laboratériumai vagy
GDH kimutatast, vagy molekularis modszert hasznalnak
szlrémobdszerként a C. difficile kimutatasara, majd EIA mod-
szerrel er6sitik meg a diagnoézist. Az ajanlas elénye az, hogy
mind a GDH kimutatasnak, mind a molekularis médszerek-
nek magas a negativ prediktiv értéke, igy a biztosan nega-
tiv eredményt gyorsan kozoélni lehet a beklldé orvossal.
Abban az esetben, ha a molekularis teszt eredménye pozi-
tiv, de a toxinkimutatas az EIA modszerrel negativ, ,,potenci-
alis C. difficile Urit6¢” eredményt kap a klinikus, a beteget el-
kulonitik, de terapiat nem igényel [33].

Hazai ajanlasok
A ma Magyarorszagon érvényben lévd ajanlas 2011 ap-
rilisdban jelent meg: ,Mddszertani levél a Clostridium diffi-

[ CDI gyantja ]
Hasmenéses székletminta
vétele

[ Direkt A és B toxin kimutatas székletbd| és/vagy C. difficile tenyésztés ]

|

v Y ) v
o ) ( N ( N ( )
toxinkimutata ekt Direkt et
Ao toxinkimutatds e toxinkimutatés
ns@fv és/vagy & toxinkimutatas pozitiv é
s || Cmemas || oo | | "Come”
C. difficile tenyészett tenyésztés negativ
RSN N 4 J 4
v v { v
a R 4 e P =
Az izoldlt torzs leves- Ujabb székletminta
CDI kizérhaté Igazolt DI piasbgen 2 :I.‘:::e':';'m"::
L )L J L tovabbi vizsgélata J L utalnak
1. abra

A Clostridium difficile infekcio laboratoriumi diagnozisanak algoritmusa [34]
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cile fert6zések diagnosztikajardl, terapiajarédl és megelézé-
sérél” (Epinfo 18. évfolyam 4. kiildnszam) [34]. Az iranyelv
némileg eltér a nemzetkdzi iranyelvektdl, azonban hama-
rosan reviziéra kerll. Az ajanlas kimondja, hogy CDI gya-
ndja esetén hasmenéses székletminta laboratériumba kul-
dése javasolt. A székletmintabdl direkt toxinkimutatast és
C. difficile iranyaban torténd tenyésztést lehetéség szerint
egyidejlleg kell elvégezni. Gyors diagnosztikat jelent az A
és B toxin jelenlétének kimutatasa, amit hasznosan kiegé-
szithet a glutamat dehidrogenaz (GDH) magas szenzitivi-
tasu, kevésbé jo specificitasu antigén detektald kit alkal-
mazasa, ugyanakkor a jarvanyigyi szempontbol fontos ti-
pizalashoz elengedhetetlen az izolatumok kitenyésztése is.
(1. abra)

IRODALOMJEGYZEK

[1] Bartlett JG, Chang TW, Gurwith M, Gorbach SL,
Onderdonk AB: Antibiotic-associated pseudomembra-
nous colitis due to toxin-producing clostridia, N Engl J
Med, 1978; 298:531-534.

[2] Voth DE, Ballard JD: Clostridium difficile toxins: mecha-
nism of action and role in disease. Clin Microbiol Rev,
2005; 18(2):247-63.

[8] Kim H, Riley TV, Kim M et al: Increasing prevalence of
toxin A-negative, toxin B-positive isolates of Clostridium
difficile in Korea: impact on laboratory diagnosis, J Clin
Microbiol, 2008; 46(3):1116 — 1117.

[4] Shin BM, Kuak EY, Yoo SJ, Shin W C, Yoo HM:
Emerging toxin A-B+ variant strain of Clostridium diffici-
le responsible for pseudomembranous colitis at a terti-
ary care hospital in Korea, Diagn Microbiol Infect Dis,
2008; 60:333-337.

[5] Amit Sundriyal, Roberts AK, Ling R, McGlashan J, Shone
CC, Acharya KR: Expression, purification and cell cytoto-
xicity of actin-modifying binary toxin from Clostridium dif-
ficile, Protein Expr Purif, 2010;74(1):42-48.

[6] McDonald LC, Killgore GE, Thompson A, Owens RC Jr,
Kazakova SV, Sambol SP, Johnson S, Gerding DN: An
epidemic, toxin gene-variant strain of Clostridium diffici-
le, N Engl J Med, 2005;353(23):2433-2441.

[7] Bartlett JG, Gerding DN: Clinical recognition and diag-
nosis of Clostridium difficile infection, Clin Infect Dis,
2008;46(S1)2-8.

[8] Terhes G, Urban E, Konkoly-Thege M, Székely E,
Brazier JS, Kuijper EJ, Nagy E: First isolation of
Clostridium difficile PCR ribotype 027 from a patient
with severe persistent diarrhoea in Hungary, Clin
Microbiol Infect, 2009;15(9):885-886.

[9] Chitnis AS, Holzbauer SM, Belflower RM, Winston LG,
Bamberg WM, Lyons C, Farley MM, Dumyati GK,
Wilson LE, Beldavs ZG, Dunn JR, Gould LH,
MacCannell DR, Gerding DN, McDonald LC, Lessa FC:

Ha a direkt toxinkimutatas és/vagy a tenyésztéssel to-
xintermeld C. difficile jelenléte nem igazolhato, a C. dif-
ficile fert6zés kizarhato.

Ha a direkt toxinkimutatas pozitiv és/vagy a tenyésztés-
sel toxintermeld C. difficile jelenléte igazolhatd, valamint
a klinikai tinetek a CDI-nek megfelelnek, a C. difficile
fert6zés igazolt.

Ha a direkt toxinkimutatas negativ és/vagy a C. difficile
tenyésztés pozitiv, el kell végezni az izolalt torzs leves-
tenyészetébdl a térzs toxintermelésének vizsgalatat.
Ha a direkt toxinkimutatas pozitiv és/vagy a C. difficile
tenyésztés negativ, Ujabb székletminta vizsgalata java-
solt, de ha a beteg klinikai tlinetei sulyos CDI-nek felel-
nek meg, akkor a kezelést meg kell kezdeni és ezzel
egyiddben javasolt az Ujabb székletminta vétele.

Epidemiology of community-associated Clostridium dif-
ficile infection, 2009 through 2011, JAMA Intern Med,
2013;173(14):1359-1367.

[10] Lyerly DM, Krivan HC, Wilkins TD: Clostridium difficile:
its disease and toxins, Clin Microbiol Rev, 1988;1(1):1-
18.

[11] Cohen SH, Gerding DN, Johnson S, Kelly CP, Loo VG,
McDonald LC, Pepin J, Wilcox MH, Society for
Healthcare Epidemiology of America; Infectious
Diseases Society of America: Clinical practice guideli-
nes for Clostridium difficile infection in adults: 2010 up-
date by the society for healthcare epidemiology of
America (SHEA) and the infectious diseases society of
America (IDSA), Infect Control Hosp Epidemiol,
2010;31(5):431-55.

[12]Planche T, Wilcox M: Reference assays for Clostridium
difficile infection: one or two gold standards? J Clin
Pathol, 2011;64(1):1-5.

[13] Hink T, Burnham CA, Dubberke ER: A systematic eva-
luation of methods to optimize culture-based recovery of
Clostridium difficile from stool specimens, Anaerobe,
2013;19:39-43.

[14] Eckert C, Burghoffer B, Lalande V, Barbut F: Evaluation
of the chromogenic agar chromID C. difficile, J Clin
Microbiol, 2013;51(3):1002-1004.

[15] Chapin KC, Dickenson RA, Wu F, Andrea SB:
Comparison of five assays for detection of Clostridium
difficile toxin, J Mol Diagn, 2011;13(4):395-400.

[16] Musher DM, Manhas A, Jain P, Nuila F, Wagar A, Logan
N, Marino B, Graviss EA: Detection of Clostridium diffi-
cile toxin: comparison of enzyme immunoassay results
with results obtained by cytotoxicity assay, J Clin
Microbiol, 2007;45(8):2737-2739.

[17] Eastwood K, Else P, Charlett A, Wilcox M: Comparison
of nine commercially available Clostridium difficile toxin
detection assays, a real-time PCR assay for C. difficile

IME XIl. EVFOLYAM 8. SZAM 2013. OKTOBER 29



INFEKCIOKONTROLL

tcdB, and a glutamate dehydrogenase detection assay
to cytotoxin testing and cytotoxigenic culture methods, J
Clin Microbiol, 2009;47(10):3211-3217.

[18] Fenner L, Widmer AF, Goy G, Rudin S, Frei R: Rapid
and reliable diagnostic algorithm for detection of
Clostridium difficile, J Clin Microbiol, 2008;46(1):328-30.

[19] Tenover FC, Novak-Weekley S, Woods CW, Peterson
LR, Davis T, Schreckenberger P, Fang FC, Dascal A,
Gerding DN et al: Impact of strain type on detection of
toxigenic Clostridium difficile: comparison of molecular
diagnostic and enzyme immunoassay approaches, J
Clin Microbiol, 2010;48(10):3719-3724.

[20] Carman RJ, Wickham KN, Chen L, Lawrence AM,
Boone JH, Wilkins TD, Kerkering TM, Lyerly DM:
Glutamate dehydrogenase is highly conserved among
Clostridium difficile ribotypes, J Clin Microbiol,
2012;50(4):1425-1426.

[21] Novak-Weekley SM, Marlowe EM, Miller JM, Cumpio J,
Nomura JH, Vance PH, Weissfeld A: Clostridium diffici-
le testing in the clinical laboratory by use of multiple tes-
ting algorithms, J Clin Microbiol, 2010;48(3):889-893.

[22] Sharp SE, Ruden LO, Pohl JC, Hatcher PA, Jayne LM,
Ivie WM: Evaluation of the C.Diff Quick Chek Complete
Assay, a new glutamate dehydrogenase and A/B toxin
combination lateral flow assay for use in rapid, simple
diagnosis of Clostridium difficile disease, J Clin
Microbiol, 2010;48(6):2082-2086.

[23] Carroll KC: Tests for the diagnosis of Clostridium diffici-
le infection: the next generation, Anaerobe, 2011;17(4):
170-174.

[24] Culbreath K, Ager E, Nemeyer RJ, Kerr A, Gilligan PH:
Evolution of testing algorithms at a university hospital
for detection of Clostridium difficile infections, J Clin
Microbiol, 2012; 50(9):3073-3076.

[25] Vasoo S, Stevens J, Portillo L, Barza R, Schejbal D, Wu
MM, Chancey C, Singh KJ: Cost-effectiveness of a mo-
dified two-step algorithm using a combined glutamate
dehydrogenase/toxin enzyme immunoassay and real-
time PCR for the diagnosis of Clostridium difficile infec-
tion. Microbiol Immunol Infect, 2012 Aug 23. In press

A SZERZO BEMUTATASA

Dr. Urban Edit gyogyszerész, tanszék-
vezetd egyetemi docens, klinikai labo-
ratoériumi vizsgalatok és gyogyszerészi
mikrobiolégia szakvizsgaval rendelke-
zik. 1991 6ta a Szegedi Tudomany-
egyetem Klinikai Mikrobiolégiai Diag-
nosztikai Intézetének munkatarsa, gya-

30  IME Xil. EVFOLYAM 8. SZAM 2013. OKTOBER

[26] Wren B, Clayton C, Tabaqchali S: Rapid identification of
toxigenic Clostridium difficile by polymerase chain reac-
tion. Lancet, 1990;335(8686):423.

[27] Bélanger SD, Boissinot M, Clairoux N, Picard FJ,
Bergeron MG: Rapid detection of Clostridium difficile in
feces by real-time PCR. J Clin Microbiol 2003;41(2):
730-734.

[28] Stamper PD, Alcabasa R, Aird D, Babiker W, Wehrlin J,
Ikpeama |, Carroll KC: Comparison of a commercial
real-time PCR assay for tcdB detection to a cell culture
cytotoxicity assay and toxigenic culture for direct detec-
tion of toxin-producing Clostridium difficile in clinical
samples. J Clin Microbiol, 2009;47(2):373-378.

[29] Le Guern R, Herwegh S, Grandbastien B, Courcol R,
Wallet F: Evaluation of a new molecular test, the BD Max
Cdiff, for detection of toxigenic Clostridium difficile in
fecal samples, J Clin Microbiol, 2012;50(9):3089-3090.

[30] Shin S, Kim M, Kim M, Lim H, Kim H, Lee K, Chong Y:
Evaluation of the Xpert Clostridium difficile assay for the
diagnosis of Clostridium difficile infection, Ann Lab Med,
2012;32(5):355-358.

[31] Ylisiurua P, Koskela M, Vainio O, Tuokko H:
Comparison of antigen and two molecular methods for
the detection of Clostridium difficile toxins, Scand J
Infect Dis, 2013;45(1):19-25.

[32] Wilcox MH: Overcoming barriers to effective recognition
and diagnosis of Clostridium difficile infection, Clin
Microbiol Infect, 2012;18 Suppl 6:13-20.

[33] Crobach MJ, Dekkers OM, Wilcox MH, Kuijper EJ.
European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID): data review and recom-
mendations for diagnosing Clostridium difficile-infection
(CDiI), Clin Microbiol Infect, 2009 Dec; 15(12):1053-66.

[34] Az Orszagos Epidemiologiai Kdézpont, az Orvosi
Mikrobiolégiai Szakmai Kollégium és az Infektologiai
Szakmai Kollégium modszertani levele a Clostridium
difficile fert6zések diagnosztikajarol, terapiajarol és
megel6zésérdl. Epinfo, 2011. 4. kilénszam

kornok, egyetemi tanarsegéd, egyetemi adjunktus, majd
2009-ben habilitalt. 2002 6ta az Orszagos Anaerob
Referencia Laboratérium vezetdje. Kutatasi témaja a
human patogén anaerob baktériumok patogenitasi faktorai-
nak vizsgalata, kilénbdzd klinikai korképekben betdltott
szereplk vizsgalata.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


