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A legionellézis diagnosztikéja

Alegionellézis 1998 6ta Magyarorszagon is kotelezoen bejelentendd betegség. A 90-
es évek masodik felétl a mikrobiolégiai diagnosztika fejlodésének és az j mod-
szerek bevezetésének koszonhetden egyre tobb Legionella okozta fert6zést diag-
nosztizalnak hazankban is. Jelen munkaban ismertetjiik az Orszagos Epidemiold-
giai Kozpont Legionella Nemzeti Referencia Laboratériumaban rutinszeriien al-

kalmazott eljarasokat, és az azokkal kapott eredményeket.

Magyarorszagon az els6, — utdlag igazolt — Legionella okozta megbetegedés 1979-ben
tortént (1). 1980-ban haldlos kimeneteld legionelldzisrél szamoltak be Szalka és mun-
katarsai (2). Az els6 bizonyitott Legionella jarvany 1983-ban (3), mig a masodik 1987-
ben zajlott. A fert6z6 forras egy katonai létesitmény légkondicionalé berendezésének a
nedves mosdkamréja volt (4).

Ezutan hosszu ideig nem regisztraltak 0jabb Legionella okozta fert6zést. Kozel tiz évig
tartotta magat az a nézet, hogy Magyarorszagon azért nincs legionelldzis, mert nincse-
nek, vagy csak elvétve vannak légkondicionald berendezések. A kilencvenes évek ele-
jétdl azonban a légkondicionalok hasznalata rohamosan terjedt. Ekkor ugy gondoltak,
hogy mivel a nalunk alkalmazott klimaberendezések nem parasitanak, igy legionellak
okozta fert6zésekkel tovabbra sem kell szamolni. Az évtized végére azonban ismertté
valt, hogy a légkondicionalokon kiviil fontos fert6z6 forrasként szerepelhetnek a haz-
tartasi (hasznalati) melegvizrendszerek, és mas eszkozok, berendezések (hiitétornyok,
szokdkutak, szobaszokdkutak, szobai pezsgdfiirdok, szobai parasitok, stb.) is, melyek-
ben a legionellak elszaporodhatnak, és aeroszollal a levegébe juthatnak. A nem parasi-
to légkondicionald berendezésekrdl is kideriilt, hogy okozhatnak fert6zést, ha nem meg-
felel a kondenzviz tarol6 kivitelezése, és karbantartasat, tisztitdsat elhanyagoljak (5).
A 90-es évek kozepétdl a legionella fertézések hazai diagnosztikaja jelentds fejlédés-
nek indult, és ennek kdszonhetden 1997-t61 novekedett a legionelldzis kimutatasat cél-

z6 laboratdériumi vizsgalatok, €s ezzel parhuzamosan az igazolt esetek szama is.
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1. tablazat a lehetséges fert6z6 forrasokat ismerteti.

Lehetséges fert6zo forrasok:

* légkondicionalo berendezések

« épiiletek hideg- és melegvizrendszerei
(mosdok, zuhanyzok)

* hiitétornyok

* szokokutak

* parasito berendezésck

* pezsgd (élmény) fiirdok
* kerti locsolok

1. Tablazat: Leggyakoribb fertézé forrasok

Diagnosztikus lehet6ségek hazankban.

A Legionella laboratériumi diagnosztizalasara sokféle modszer all rendelkezésiinkre
(6,7,8). Az alabbiakban az Orszagos Epidemiologiai Koézpont Legionella Nemzeti Re-
ferencia Laboratoriuma altal rutinszerlien végzett vizsgalatokat, a veliik kapott tapasz-

talatainkat és eredményeinket ismertetjik.

1. A baktérium vagy antigénjének direkt kimutatasa klinikai mintakbol

* Direkt immunfluorescens festés (DIF)

A vizsgalatra barmilyen 1égati minta, ill. szekcids anyag alkalmas, de tapasztalataink
szerint legbiztosabb eredményt a szakszerfien kivitelezett bronchoalveolaris lavage
(BAL) és a védett BAL ill. mini BAL (6) vizsgalata nytjt. A jo mindségl alsoléguti ko-
pet is jo hatasfokkal vizsgalhat6 (9, 10, 11).

A betegség kezdetétdl szamitott egy-két nap mulva a kérokozo mar kimutathato a lég-
uti mintakbol. A médszer elénye, hogy mar a betegség korai szakaszaban sikerrel alkal-
mazhatd, gyors eredményt ad (a vizsgalat és értékelése orak alatt elvégezhetd), valamint
a betegség kezdetekor alkalmazott antibiotikum-terapia a kimutathatosagot lényegesen

nem befolyasolja. Hatranya, hogy a vizsgalat és az értékelés mikroszkoposan torténik.
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Az irodalom szerint egyes — a sz4j- és garatfloraban normalisan meglévd — baktériumok

(pl.: Bacteroides) keresztreakciot adhatnak. Ilyen, zavard keresztreakciot sajat vizsgala-

taink soran eddig nem tapasztaltunk.

A Legionella pneumophila mind a 14 szerotipusa (a legjabb 15-6s szerotipus felisme-

résére még nem ismeriink kereskedelmi forgalomban kaphato tesztet), valamint az &t

leggyakoribb egyéb Legionella species kimutathatd ezzel a modszerrel.

* A korokozo szolubilis antigénjének kimutatisa vizeletb6l Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) — médszerrel

A legionellék oldékony (szolubilis) antigénje a fert6zést kovetéen igen hamar (1-6 nap)

megjelenik a vizeletben. Egyes irodalmi adatok szerint sokaig (esetenként tobb hona-

pig) is kimutathatok. Tapasztalatunk szerint azonban a betegség kezdetétdl szamitott 4-

6 nap utan altalaban eltlinik az antigén a vizeletbdl.

A modszer elénye, hogy a betegség korai szakaszaban alkalmazhato, zavar6 keresztre-

akcio nem ismeretes. Az ELISA- moddszer kivitelezése és értékelése jol automatizalha-

t6. Egy napon beliil eredményt ad.

* A kérokozé szolubilis antigénjének kimutatasa vizeletb6l mikro-immunokro-
matografids médszerrel

E vizsgalati eljarasra is vonatkoznak az ELISA- modszernél leirtak. Lényeges kiilonb-

ség azonban, hogy semmilyen berendezést nem igényel (ELISA-leolvas6, mikroszkop,

stb.) és 15-20 perc mulva leolvashaté az eredmény. Hatranya, hogy csak a L. pneu-

mophila 1-es szerotipusra igazan érzékeny. (Kiilfoldi adatok szerint ezen szerotipus fe-

lelés a Legionella fert6zések 75-90%-aért.)

* (PCR-proba)

A modszer jelenleg mar rutinszeriien is alkalmazhatd, de koltségessége miatt csak indo-

kolt esetben javasolt.

* Tenyésztés 1éguiti mintakbol

Ez a mddszer ad legbiztosabb valaszt arra, hogy a beteg valoban legionell6zisban szen-

ved-e vagy sem. Tenyésztésre szinte barmilyen minta alkalmas (szovet, kopet, bronchus

valadék, pleurapunktatum, BAL, transztrachedlis aspiratum, kiilonféle bronchoszkopos

mintak, hemokultira, boncanyag, stb.). Eddigi tapasztalataink alapjan a megfeleléen

vett BAL, és a védett mini BAL Legionella diagnosztika szempontjabdl alkalmasabb,
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mint a védett kefés mintavétel. Parhuzamosan vett védett kefés és BAL mintakat feldol-

gozva, a DIF-el és/vagy tenyésztéssel pozitiv BAL mintak védett kefés parja minden
esetben negativ eredményt adott.

Tenyésztéssel az 6sszes Legionella species €és szerotipus kimutathato! A tenyésztés hat-
ranya, hogy leghamarabb 3 nap mulva ad eredményt és kétféle (GVPC és BMP-a) tap-
talajra kell egy id6ben, savas pufferes kezelés el6tt és utan feldolgozni. Az adekvat an-
tibiotikum terapia, valamint az epidemiologiai vizsgalatok, az izolatumok molekularis

biologiai jellemzése érdekében azonban a tenyésztés nélkiillozhetetlen.

napok Tenyésztés
Minta
0 /m;ufferes kezelés
[ Szélesztés *
GVPC és BMP-o. taptalajokra Szélesztés
\ GVPC és BMP-a taptalajokra
3.-5.nap : 4
— Gyanus telepek —» agglutinacio
polyvalens savokban
\ Szélesztés
BCYE és Véres agar taptalajokra
Szerotipizalas,
6.-8. nap antibiotikum-érzékenységi vizsgalat

14.nap | Negativ eredmény

Molekularis biologiai tipizalas

1. abra: A tenyésztés menete

Az izolatumok szerotipizalasa DIF, vagy LATEX agglutinacioval torténhet.

2. A korokozo ellen termel6dé ellenanyagok (IgA, IgM, IgG) kimutatasa
Jelenleg rutinszertien csak IgG tipust ellenanyag kimutatasat végezziik, Az IgA és IgM
tipust ellenanyagok kimutatasara alkalmas tesztek kiprobalasa folyamatban van.

Az IgG- tipusu ellenanyagok a betegség kezdetétdl szamitott 12-14. napon jelennek meg leg-

o
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korabban. A fert6zés atvészelése utan sokaig (akar egy-két évig is) fennmaradhat a magas el-

lenanyag titer /1:128/. Ezért egyszeri magas ellenanyagszint onmagaban még nem jelent fel-
tétlentil legionellozist, savopar vizsgalata esetén négyszeres titer emelkedést tekintiink diag-
nosztikusnak. A lakossag atfert6zottségével is szamolnunk kell. Erre vonatkozdan kiilf6ldon
1-16%-o0s adatot kozoltek (8, 12). A hazai felmérés szerint ez — teszttdl fliggden — 10-14 %.
¢ Indirekt immunfluorescens médszerrel (IFA)

A modszer leolvasasa mikroszkdposan torténik, igy az értékelés nagy gyakorlatot igé-
nyel. A kereskedelemben szdmos tesztkészitmény kaphatd. A legtobb teszt csak a L.
pneumophila 1-es, ill. a L. pneumophila 1-6-0s szerotipusok kimutatasara alkalmas. La-
boratériumunkban a L. pneumophila mind a 14 szerotipusa, valamint az 6t leggyakoribb
egyeb Legionella species kimutatdsara alkalmas készitményt hasznalunk.

* Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-médszerrel

A modszer elénye elsésorban az automatizalhatésagaban, valamint abban rejlik, hogy a
nagy gyakorlatot igényl6é mikroszkopizalast kivaltja.

Tobb gyari készitmény van forgalomban. Nagyon fontos, hogy az alkalmazott teszt a L.

pneumophila 6sszes szerotipusa ellen termel3dott ellenanyagot ki tudja mutatni!

A korrekt bakteriologiai diagnozis érdekében célszer(i tobbféle modszert egyiittesen al-

kalmazni, mivel alkalmazhatosagi idintervallumuk kiilonb6z6 (lasd 2. Abra).

Napok szama 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tenyésztés “

Antigén kimutatas
kopetbdl, BAL-bél
(DIF)

Antigén kimutatas
vizeletbdl
Ellenanyag
kimutatas vérbol
(IgG)

2. abra: Az egyes diagnosztikus eljarasok idébeni alkalmazhatosaga a Legionella fert6-

zés alatt.
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Az 2. abran lathat6 hogy a korrekt diagnozishoz, legalabb az els6 alkalommal haromfé-

le minta, 1éguti valadék, — amennyiben lehet, BAL, vizelet, és vérsavo sziikséges.

A tenyésztés soran kapott kevés pozitiv eredményt magyarazhatja, hogy a laboratérium-
ba nagyrészt a teriileten antibiotikum terapidban mar részesitett betegek mintaja kertilt.
Az antibiotikum terapia - még a nem megfeleld antibiotikumok adasa is — nagymérték-
ben csokkenti a legionellak kitenyészthetdségét.

A legionellozis 1998-t6] kotelezden bejelentendd fertézd betegség. Az 1998-as évben
19 beteget jelentettek be, mig 1999-ben a bejelentett esetek szama 35 volt (14). Az
1999-ben bejelentett 35 Legionella gyanus esetbdl 27 esetet a laboratoriumi vizsgalatok
is megerdsitettek (OEK Jarvanyligyi Osztalya adatai alapjan). 2003-ra a bejelentett ese-

tek szama 124-re emelkedett.

Evek Megbetegedése Halalozasok Letalitas
Szama % szdma %

1998 18 0,2 0 0
1999 27 0,3 4 14,8
2000 42 0,4 5 11,9
2001 55 0,5 6 14,3
2002 65 0,6 3 5
2003* 124 1,2 ? ?

*Nem tisztitott adatok
1. tablazat: Elfogadott bejelentett megbetegedések

A korcsoport szerinti megoszlas 2. tablazat szerint az alabbiak szerint alakult 1999-ben:

korcsoport / év / az esetek szam arany / % /
0-15 12 11,8

16 — 30 36 35,3

31-45 19 18,6

46 — 60 14 13,7

61 - 21 20,6

Osszesen 102* 100

* 1 beteg életkora ismeretlen.

2. tablazat: A pozitiv esetek korcsoport szerinti megoszlasa 1999-ben.
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Az elmiilt években is hasonléan alakult a betegek korcsoport szerinti megoszlasa.

A kapott pozitiv eredmények modszerek szerinti megoszlasat a 3. tablazat tartalmazza.

Ellenanyag Antigén kimutatés Antigén kimutatas Tenyésztés 1éguti
kimutatas (IgG) vizeletbdl léghiti mintabol mintabol
Evek (DIF)
Osszes Pozitiv Osszes Pozitiv Osszes Pozitiv Osszes Pozitiv
mint a mint a mint a mint a minta mint a mint a mint a
1997 471 29 - - 3 1 2 1
(6%)
1998 529 60 43 4 23 9 23 3
(11%)
1999 708 112 70 3 76 27 76 2
(12%)
2000 700 104 55 3 68 26 59 3
(15%)
2001 945 168 57 5 103 32 103 5
(18%)
2002
988 145 119 7 84 14 84 2
(15%)
2003 1214 326 157 5 100 60 100 0
(27%)

3. tablazat: A pozitivitds megoszlasa modszerek szerint

A kiilfoldi kozlemények szerint a kdrnyezeti és a klinikai mintak jelent6s részebol (80-99%)
a Legionella pneumophila 1-es szerotipusa tenyészthetd, ill. mutathaté ki, a L. pneumophi-
la tobbi 13 szerotipusa, valamint az egyéb Legionella speciesek csak ritkan (7, 14). Ezeknek
az adatoknak az OKK OKI Vizhigiénés Osztalyaval tobb éve folytatott k6z0s vizsgalataink
eredményei ellentmondanak. Az OKI Vizbakteriologiai Laboratoriumaval kézosen tobb
¢élelmiszeripari és egyéb lizem vizrendszerét, hiitGtornyat, harom budapesti szalloda Iégkon-

dicionalojat, vizrendszerét és négy budapesti korhaz intenziv, ill. sebészeti osztalya haszna-

O
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lati vizrendszerét vizsgaltuk. Néhany megbetegedés kapcsan légkondicionalt munkahelyek

klimaberendezéseit is mintaztuk. Ezen vizsgélatainkbol, valamint a klinikai mintakbdl szar-
maz6 legionellak szerotipizalasa eredményeképpen ugy tiinik, hogy hazankban a leggyako-
ribb szerotipus a klinikai, valamint a kornyezeti mintdkban a L. pneumophila 3-as. A L.
pneumophila 1-es szerotipussal kornyezeti mintakban eddig csak elvétve talalkoztunk. A kli-
nikai mintak vizsgalatahoz a kereskedelemben kaphatd Legionella tesztek koziil sok csak a
L. pneumophila 1-es szerotipust mutatja ki. {gy fél6, hogy e teszteket hasznalva a hazai
Legionella infekciok egy részét nem sikertil diagnosztizalni.

A klinikai és a kdrnyezeti mintakbdl kitenyésztett legionellak tobb mint fele in vitro rezisz-
tensnek bizonyult ciprofloxacinnal szemben, de eléfordult néhany esetben erythromycin és
rifampicin rezisztens izolatum is (e harom antibiotikummal szembeni egyiittes rezisztenciat
eddig még nem tapasztaltunk). A levofloxacinnel kapott eredményeink még szegényesek.
Az eddigi adatok azt mutatjak, hogy a hazai mintakbol izolalt Legionella torzsek anti-
biotikum érzékenysége igen eltérd lehet. A helyes antibiotikum terapia megvalositasa
érdekében fontos lenne minél nagyobb szamu hazai izolatumra vonatkoz6 antibioti-
kum-rezisztencia adatokkal rendelkezniink. Ezt azonban neheziti a teriileten alkalma-
zott — gyakran nem megfeleld — antibiotikumok adésa, lehetetlenné téve igy a legionel-

lak izolalasat és tovabbi vizsgalatukat.

Koszonet illeti e munka elkésziiléséhez nyujtott segitségéért: Dr. Kddar Mihaly f6osz-
talyvezetd fSorvost (OKK OKI Vizhigiénés Féosztaly), Dr. Csohan Agnes osztalyveze-
t6 féorvost (OEK Jarvanyiigyi Osztaly) és Kaszas Katalint (OEK Jarvanytigyi Osztaly).
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A Lyme betegséq laboratériumi diagnosztikéjérél

A Lyme borreliozis igazolasara kért laboratoriumi vizsgalatkérések szama évrél-évre
emelkedik. Sok betegnél nem specifikus klinikai tiinetek (gyengeség, fejfajas, myalgia,
arthralgia) tisztazasa miatt kérik a vizsgalatot. Ilyen esetekben, a pozitiv eredmények
prediktiv értéke a klinikai értékelhet6ség szempontjabdl alacsony. Mind a betegek érde-
kei, mind gazdasagossagi szempontok az ilyen vizsgalatok szdmanak visszaszoritasat
indokoljak. Jobban koriil kell hatarolnunk tehat, hogy milyen esetekben indokolt a la-

boratoriumi vizsgalat elvégzése.

A CDC elsésorban epidemioldgiai surveillance célra szant betegségdefiniciot allitott fel

[1]. Eszerint, Lyme betegség igazoltnak tekinthet6 olyan személynél:

1. aki kezel6orvosanal ECM tipusos tiineteivel jelentkezik; vagy

2. a) akinek tiinetei (bdr, iziileti, neuroldgiai vagy cardialis) legalabb egy késéi mani-
fesztacioval kompatibilisek; és

b) akinél a fertézés ténye laboratoriumi vizsgalatokkal megerdsitést nyer.

A fenti definicié alkalmazasa nem célozza 100%-os specifitas és szenzitivitas elérését a
klinikai diagnosztikaban, de megfelel§ kiindulasi pont a differencialdiagnosztika és sur-
veillance szamara, tovabba kiemeli a laboratériumi vizsgalatok szerepét, kiilondsen az
extracutan manifesztaciok diagnosztikajaban.

Hasonl6 értelemben foglal allast az EUCALB [2] esetdefinicioi felallitasanal.

A laboratoriumi vizsgalat elvégzésével jaré elony mérlegelése

Hangsulyozando, hogy a Lyme borreliozis alapvetden klinikai diagnozis. A klinikai
adatok (anamnézis, tiinetek, fizikalis vizsgalat) a diagnozis felallitasanak és a laborato-
riumi leletek értékelésének dont6 faktorai. Mindazonaltal, a laboratoriumi tesztek ered-
meénye alatdmaszthatja vagy céafolhatja a diagnozist. Mikrobiologiai vizsgalat kérése
olyan esetekben indokolt, amikor a Lyme kor gyantija megalapozott [azaz, a betegség
teszt el6tti valoszinlisége (Un. ,, pretest probability ) >0,2].

Amennyiben az expozici6 lehetdsége €s a klinikai tiinetek alapjan a pretest probability

@
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>0,2, a laboratorium a spirocheta izolalasaval (szovetbdl, testnedvbdl vagy liquorbol),

vagy diagnosztikus szintti, specifikus IgM vagy IgG valasz kimutatasaval (szérumbol

vagy liquorb6l) tamaszthatja ald a B. burgdorferi fert6zés gyantjat.

A konszenzus kialakitasa és a klinikussal t6rtén6 konzultacié hatasfokanak novelése ér-
dekében a laboratoriumi szakembernek is tudataban kell lennie a kovetkez6knek.

A klinikus annak eldontéséhez kéri a laboratorium segitségét, hogy kezdjen-e Lyme
borreliozis miatt antibiotikum-kezelést a betegnél. Az alabbi tablazatban azt kivanjuk
szemléltetni, hogy a laboratoriumi vizsgalat eredménye a betegség teszt elbtti valdszi-

nliségének fliggvényében miként befolyasolhatja a klinikus dontését.

,.Pretest probability” A vizsgélat elvégeztetésével jard nyereség

>0,8: A tiinetek alapjan tobbé-kevésbé | Csekély — a klinikus dontését az ered-
biztosan felismerhetd a betegség (példaul | mény valosziniileg nem befolyasolja
ECM)

koriilbeliil 0,5: A klinikus nagyjabol
50%-ban biztos a diagnozis helyességé-
ben

A vizsgélat eredménye jelentGs segitsé-
get nyujt a dilemma valamilyen iranya
eldontéséhez

<0,2: A klinikus aspecifikus, bizonytalan
tiinetek alapjan kéri a vizsgélatot

Csekély — a negativ szerologiai ered-
mény késéi esetben nagy biztonsaggal
kizarja, de az esetleges pozitiv eredmény
csak igen kis mértékben noveli a beteg-
ség fennallasanak valoszinlségét

1. tablazat

Osszefoglalva:

1. Minél kevésbé specifikusak a tiinetek, annal kisebb a Lyme borreliozis val6szintisé-

ge, ennek megfelel6en, annal kisebb a szerologiai vizsgalat eredményének pozitiv

prediktiv értéke.
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2. Klinikailag tipusos Erythema migrans szerologiai vizsgalattal torténd alatimasztasa

nem szlikséges (a betegség tapasztalt klinikus szamara nagy biztonsaggal felismerhetd;
az ellenanyagszint korai esetben nem feltétleniil emelkedett). Laboratoriumi megerdsi-
tés ajanlott olyan betegeknél, akiknél nem volt lehetdség expoziciora (expozicio = az
EM jelentkezését megel6zéen nem tobb mint 30 napon beliil kullancsokkal potenciali-
san fert6zott teriileten torténd tartdzkodas.) A kullancscsipés tényének megallapitasa

nem feltétel.

Laboratoriumi vizsgalati eljarasok

A gyakorlatban, a laboratoriumi diagnozis alapja ma még szerologiai vizsgalat. Az

egyeb mikrobiologiai vizsgalatok viszonylag alacsony érzékenységiik, a standardizalas

hianya, vagy specializalt laboratorium igénye miatt a diagnosztikaban kiegészit§ vizs-

galatként alkalmazhatok. Ilyen, a diagnosztikaban kevésbé elterjedt egyéb vizsgalatok

a kovetkezdk:

— tenyésztés: leginkabb borelvaltozasoknal vezethet eredményre, amikor elegendd sza-
mu baktérium van jelen;

—PCR: alkalmazasa igéretes synovialis folyadék, esetleg CSF vizsgalatara (farget:
OspA, OspC, vIsE). Az eljaras egyeldre nincs standardizalva, nem alakult ki egységes
allaspont a primerek, amplifikaciés paraméterek hasznalatarol. A modszer alkalmas

lehet epidemioldgiai vizsgélatokra (OspA szubtipusok meghatarozasa).

Szerologiai vizsgalatok

A laboratoriumba kiildend§ teljes vér vagy szérum, neuroldgiai tiinetek esetén a vérrel

egy napon levett liquor is (az intrathecalis ellenanyagok kimutatasara). A vizsgalat szak-

mai ajanlasok szerint [2, 3, 4], gazdasagossagi szempontokat is figyelembe véve, két

Iépcsdben torténik.

L. Szirés, megfeleld érzékenységl teszttel (amely altalaban megfeleld érzékeny-
ségli ELISA)

Az IgM ¢és IgG ellenanyagok meghatarozasat kiilon végezziik (jelenlétiikb6l kovetkez-

tetés vonhato6 le a betegség stadiumara).

Az IgM vizsgalatnak csak az els6 harom-hat honapban van diagnosztikus értéke. A ké-
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s6bbiekben az IgM pozitivitasnak klinikai relevancidja nincs, az IgM ellenanyag klini-

kailag gyogyult betegnél évekig perzisztalhat. Pozitivitasa IgG emelkedés nélkiil, 6 ho-
napnal régebben fennallo panaszok esetén a klinikus szamara félrevezetd lehet.

Az ELISA vizsgalatban titermeghatarozast nem végziink, mivel a titer jellemz&en igen
lassan valtozik (sikeres kezelést kovetéen akar emelkedhet is), a valtozas sokszor csak
évek tavlataban értékelhetd.

Az ELISA-ban keresztreakciot, illetve fals pozitivitast okozhat szamos betegség, példa-
ul syphilis, EBV, CMV, Mycoplasma pneumonae, HIV, autoimmun betegségek.

A kitek megvalasztasanal 1ényeges szempont a megfelel§ antigéndsszetétel, emellett
fontos a megfeleld cut-off alkalmazasa. Laboratoriumunkban jo tapasztalatokat szerez-

tiink rekombindns antigéneket tartalmazo kit alkalmazéasaval.

Amennyiben a szlir6vizsgalat eredménye pozitiv vagy hatarérték:

II. megerdsitd vizsgalatot végziink magas specifitasu teszttel (Western blottal),
teljes test antigének, vagy rekombinans vagy szintetikus antigének kombinaci-
ojanak alkalmazasaval.

A WB nem kvantitativ vizsgalat, érzékenysége nem jobb az ELISA-nal, de specifikusabb

annal [5]. Lehetévé teszi az egyes antigénekkel szemben adott valasz jobb differenciala-

sat, a fals pozitivak kiszlirését, és kovetkeztetni enged a stadiumra (korai fazisban jellem-
z6en két-harom, kés6i stddiumban egyre tobb antigén ellen jelennek meg ellenanyagok).

Miutan a meger6sité vizsgalat a Lyme szerologiai protokol szerves része, a mintak fe-

lesleges utaztatasanak elkeriilésére és az eredmények késleltetésének megelézésére a

Lyme szerologiai vizsgalatokra vallalkoz6 laboratériumnak felkésziiltnek kell lennie

(eszkdzok és szakemberek vonatkozasaban) meger8sit6 vizsgalatok elvégzésére, és szé-

rumbank fenntartasara is.

Nincs egyetlen olyan antigén, amelynek reaktivitasa megbizhatdan igazolné a betegség

fennallasat, ezért antigének kombinacidjat alkalmazzuk. Az ajanlott antigénkombinacio

egyre boviil, ijabban igen specifikus, rekombinans epitopokkal, szintetikus peptidekkel

(DbpA, VIsE). Europaban legalabb harom, genospecies okoz megbetegedéseket

(Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii), és bar azok alapvet6en hason-

16 antigéneket expresszalnak, az egyes genospeciesek, s6t a tdrzsek kozt jelentds kii-
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I6nbségek is megfigyelhet6k. Ezek a kiilonbségek igen megnehezitik az egyes

genospeciesek altal okozott fertézések esetében optimalisan alkalmazhaté immunsze-
roldgiai tesztek kifejlesztését. ElIGnydsen olyan tesztet alkalmazunk, amely a lehetd leg-

nagyobb foku keresztreaktiviast mutat a kiillonb6z6 genospeciesekkel.

Az eredmények értékelése

Szamos munkacsoport faradozik standardizalt interpretalasi kritériumok kidolgozasan

[6, 7]. Egyenl6re nem sikeriilt olyan szabalyt kidolgozni, amely elfogadhat6 szenzitivi-

tassal és specifitassal egységesen alkalmazhat6 lenne speciesektdl, tesztektdl és geogra-

fiai egységektsl fiiggetleniil. Ugy tiinik, az alkalmazandé kritériumok Eurépéban és

Amerikaban eltérnek. Az eurdpai epidemioldgiai helyzetnek jobban megfeleld interpre-

tacios szabalyok kidolgozasat tiizték ki célul multicenter vizsgalataikban Hauser és

mtsai. [8, 9]. A kereskedelmi forgalomban 1év6 nagyszamu, sokszor nem kelléen stan-

dardizalt teszt alkalmazasa miatt az egyes laboratoriumok eredményei nehezen 6ssze-

hasonlithatéak. A standardizalas talan magas immunogenitasu €s specifitasu, rekom-

binans antigének alkalmazasatol varhato.

Altalanossagban, a kovetkezéket tekinthetjiik iranyadonak:

L Amennyiben a sziir6vizsgalat negativ (IgM/G): ,,a beteg vérében B. burgdor-
feri sensu lato elleni specifikus ellenanyagok nem mutathatok ki.

DE!: tipusos ECM-nél csak a betegek mintegy felében mutathatok ki ellenanyagok, ez

elsGsorban klinikai diagnozis (lasd fent). A beteg érdekében nem érdemes a kezeléssel

a szerokonverzioig varni.

Ismételt szeroldgiai vizsgalatra csak azokban az esetekben van sziikség, amikor a beteg-

ség: a) nem tipusos ECM; b) korai fert6zés gyantja all fenn, példaul neuroldgiai vagy

atipusos bértiinetekkel, és még varhato a szerokonverzio.

Ismétlést csak 4-6 hét mulva érdemes kérni (mivel az ellenanyagvalasz viszonylag las-

san valtozik (kivételt képeznek a sulyos neuroldgiai formak, ilyenkor szorosabb moni-

torozasra van sziikség, hogy minél elbb kimutassuk az esetleges pozitivitast).

II. Ha a tesztek egyike pozitiv vagy kétes (€s a tiinet nem tipusos ECM) a fent em-

litettek szerint Western-blotot végziink.
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Ha a blot (= megerdsitd vizsgalat) eredménye negativ, a végsd eredmény negativnak tekin-

tendd (,,B. burgdorferi elleni specifikus ellenanyagok a beteg vérében nem mutathatok ki”).
Ha a blot eredménye pozitiv, ,,a beteg vérében B. burgdorferi sensu lato elleni specifi-
kus ellenanyagok mutathatok ki”, az eredmény az adott immunglobulin osztalyra néz-
ve pozitiv.

Ha a Western blot eredménye kétes, ismétlést kériink. Amennyiben az ismételt vizsga-
lat nem mutatja a reaktivitas novekedését, a kimutatott antitestvalasz nagy valoszinii-
séggel régebbi fertézés maradvanya.

A végs6 eredményt akkor tekintjiik pozitivnak, ha az ELISA eredményét a Western blot
is alatamasztja.

A kell6en széles csikspektrummal szembeni pozitiv IgG valasz megfelel klinikai tiine-
tekkel (és expoziciés anamnézissel) egyiitt kompatibilis kés6i stddiumu aktiv Lyme-
korral (de utalhat régebbi, latens, vagy megfelel6 kezelésre gyogyult korformara is, te-
hat csak a fert6zés tényére enged kovetkeztetni). Endémids teriileten él6knél (vadaszok-
nal, erdészeknél, rendszeres kiranduloknal) klinikai tiinetek nélkiil is gyakori a sze-
ropozitivitas.

Kés6i stadiumban a szoliter IgM-pozitivitast nem tekintjiikk diagnosztikus értékiinek.
(Ilyenkor, az IgM pozitivitas IgG emelkedés nélkiil nem igazolja késéi stadiumu Lyme

betegség gyanujat).

Megjegyzések

Klinikailag gyogyult ECM tiinetmentesség esetén nem indokolja kontroll vizsgalat el-
végzését (félrevezetd lehet a klinikai gyogyulds ellenére perzisztalo ellenanyagok jelen-
1éte; fontos szempont a felesleges, ismételt antibiotikum-kezelések elkeriilése).

A szerologiai vizsgalat késdi esetekben, az ellenanyagok gyakori perzisztalasanak ko-
vetkeztében csak igen korlatozottan alkalmas a betegség aktivitdsdnak kimutatasara, il-
letve az antibiotikum hatasossaganak ellendrzésére. Amennyiben legalabb fél éves in-
tervallummal levett mintak allnak rendelkezésiinkre, azokat Western blottal parhuzamo-
san vizsgalhatjuk, és Osszehasonlithatjuk — ilyenkor az egyes csikok halvanyodasara

vagy Ujabb csikok megjelenésére figyeliink.
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Neuroborrelisosisnal szérumot €s liquort egyiitt vizsgalunk! A neuroborreliozist akkor te-

kinthetjiik igazoltnak, ha intrathecalisan termelédott ellenanyagokat is talalunk. Ennek
mintazata eltérhet a szérumétol, és a pozitivitas elébb kimutathato lehet, mint a szérumban.

Periférias neurologiai elvaltozasok esetén nem mindig mutathato ki eltérés a liquorban.
ACA (késéi bérelvaltozas) esetén nagyon erds, jellegzetes IgG pozitivitast talalunk.
Kés6i rheumatoldgiai esetekben szintén IgG pozitivitast varunk.

Hangsulyozzuk, hogy az ellenanyag-vizsgalattal baktérium ellen iranyuld specifikus
immunvalaszt mutatunk ki. Azt azonban, hogy az altalunk kimutatott immunvalasz 6sz-
szefiiggésbe hozhatod-e a beteg panaszaival, csak a klinikussal szorosan egyiittmiikodve

donthetd el (konzultacio jelentésége).

Differencialdiagnosztikai szempontbol nem szabad megfeledkezniink arr6l sem, hogy
az Ixodes kullancsok szamos egyéb korokozo vektorai lehetnek. Olyan betegnél, akinél
kullancs altal terjesztett betegség igazolt, nagyobb az esélye egyéb kullancs altal ter-

jesztett mikroorganizmussal torténdé koinfekcionak is.

Osszefoglalva, tudatdban kell lenniink a laboratériumi vizsgalatok lehetdségeinek és
korlatainak ahhoz, hogy megfelelden alkalmazzuk és interpretaljuk Sket.
Sziikség van tovabba a tesztelésre vonatkozo ajanlasok rendszeres frissitésére az idd-

kozben rendelkezésre allo 1j informaciok alapjan.

Dr. Kienle Zsuzsa
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Mycoplasma pneumoniae és Chlamydia pneumoniae fertézésck
szerodiagnosztikéja

A Mycoplasma pneumoniae (tovabbiakban M. pneumoniae) elterjedt humanpatogén
baktérium, mely aszimptomatikus, vagy enyhe tiinetekkel jaro, ritkabban sulyos also-,
ill. felsd 1éguti korképeket idézhet elS. A korokozoé masodlagosan egyéb, valdsziniileg
autoimmun mechanizmuson alapuld extrapulmonaris korképekért is felelds lehet
(meningoencephalitis, pericarditis, haemolyticus anaemia, arthritis, mucocutan laesiok,
gastrointestinalis tiinetek stb.). A fert6zések zome gyermek-, fiatal felnéttkorban, ill.
immunhianyos betegekben jelentkezik. A korokozo a fertézést kovetéen akar honapo-
kon 4t is perzisztalhat a szervezetben. A tiinetmentes hordozas miatt nehéz megbecsiil-
ni az dnmagaban végzett kozvetlen kimutatasi technikék (tenyésztés, PCR) szignifikan-
cidjat. Ennek kovetkeztében a klinikailag aspecifikus fert6zések rutinszer( laboratoriu-
mi diagnosztikdjanak alappillérét jelenleg a szerologiai mddszerek jelentik. A szerodi-
agnosztika a M. pneumoniae lipid és fehérje antigénjei altal kivaltott markans antitest-
valaszt detektalja, és a 2-4 hét kiilonbséggel, az akut és a konvalescens fazisban vett
szérummintdkban egyidejlileg vizsgalt IgA-, IgG-, ill. IgM-szintek valtozasabol igazol-
ni lehet a fert6zés tényét. Mivel a primer fert6zés kapcsan kialakulé immunvalasz nem
nyujt tartds védettséget, a M. pneumoniae fert6zésre jellemz6 a gyakori reinfekcio.

A kutatasok szerint a M. pneumoniae major immunogen komponense a baktérium meg-
tapadasaért felelGs, sejtfelszini 170 kDa (P1) protein, bar mas fehérjék immunogen sze-
repét is leirtak (pl. 90 kDa protein); ugyanakkor hordozok szervezetében a P1 protein-
ellenes ellenanyagok gyakran nincsenek jelen. A sziirdvizsgalat céljara hasznalatos
ELISA modszerhez tehat célszerli megfeleld szenzitivitdsu és specificitast; tisztitott,
dusitott P1 protein-antigént alkalmazo6 kitet valasztani. Laboratoriumunkban a Western
blot technika bevezetése ota alkalmunk volt szamos kereskedelmi forgalomban 1év6
ELISA kitet 6sszehasonlitani és értékelni, melyek koziil kimagasldan jo eredményeket
tapasztaltunk pl. az AniLabsystems, ill. a Virion/Serion altal gyartott kitekkel.

Mivel az akut fert6z¢és markerei koziil a specifikus [gM-valasz a 20 évnél fiatalabb kor-
csoportban is csak a betegek 80%-aban alakul ki; a 20 évnél idésebb populacidban pe-

dig a betegek mindossze 40%-aban jellemzd, raadasul az IgM akar egy évig is
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perzisztalhat; az IgG mellett elengedhetetlen az IgA szint detektalasa, ami kiilondsen

reinfekcid esetén nyujt diagnosztikus segitséget. A specifikus IgA szint altalaban 5 hét-
tel a fert6zés utan lecseng. Akut fertézésben a specifikus IgM; ill. IgA megjelenése al-
talaban az infekcio kezdetétdl szamitott 7-10 napon beliil varhatd; mig a specifikus IgG
szintje 9-14 nap mulva indul emelkedésnek és akar 4 évig is perzisztalhat.
Laboratoriumunkban 2003. év folyaman bevezettik a M. pneumoniae 1gA/1gG/IgM
Western blot (Virotech) technikat, mellyel ezidaig kozel 2500 vizsgalatot végeztiink. A
M. pneumoniae szerodiagnosztika ,,gold standard”-janak szamité koltséges, de igen ér-
z€keny és specifikus modszerét az altalunk kidolgozott diagnosztikus iranyelvek szerint
fenntartjuk a sulyos fert6zésben szenvedd, hospitalizalt betegek szamara az also 1éguti
fertézések; ismeretlen eredetli 1azas allapotok; ill. kronikus, vagy szovédményes gyer-
mekgyogyaszati korképek (pl. anaemia, arthritis, erythema nodosum stb.) diagnosztika-
jara. Mivel a Western blot technika az ELISA moédszerektdl eltéréen a kit kihasznaltsa-
ga érdekében nem teszi sziikségessé nagyobb szdmu mintdk dsszegytijtését, kivaldan al-
kalmas a siirgds szerodiagnosztikai igény teljesitésére.

A Western blot technika interpretalasat neheziti, hogy nem Iétezik olyan kizardlagos
protein, melynek pozitivitdsa onmagaban specifikus lenne a M. pneumoniae fertzésre.
Az értékelés jellegzetessége, hogy a magas (HMW proteinek, P1, P100, P90, P65, P40,
P30, stb.); ill. alacsony specificitast, de a fertézéssel szoros asszociaciot mutatd, addi-
ciondlis markereket (DnaK, P50, P47, P12, LP, GL stb.) képviseld csikokat kapcsoltan
és Osszegezve kell értékelni. Kiilon figyelmet kell forditani a korcsoport szerinti értéke-
1és jellegzetességeire. (0-4 éves korig mar 5 specifikus csik megjelenése is alatdmaszt-
ja a pozitiv eredményt.) A modszer lehet6vé teszi a P1 antigén-negativ, kevésbé viru-
lens M. pneumoniae torzsek elkiilonitését is. A savopar ismételt vizsgalatakor termé-
szetszerileg az észlelt mintazat jellegének, O6sszetételének valtozasa jelzi az antitestszint
alakulasat. Laboratoriumunkban az emlitett teszttel rendkiviil j6 tapasztalatokat szerez-
tiink, melyek megbizhatdan tiikrozik a klinikai hatteret.

A Chlamydia pneumoniae (tovabbiakban C. pneumoniae) els6sorban a gyermek- és fi-
atal felndttkori, zOmében enyhe lefolyast pneumonidk gyakori kérokozoja. Emellett
pharyngitist, sinusitist, otitist, bronchitist, pneumonitist is eléidézhet, és kiilonosen id6-

sebb korban stulyosabb megbetegedéseket okozhat. A fertézést kovetden reactiv arthri-
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tis is felléphet, ill. tisztazasra var a korokozo szerepe az atherosclerosis és a stroke eti-

cres

meretes, hogy a korokozo a szervezeten beliil perzisztalhat. Az eldbbiek kovetkeztében,
ill. az als6 léguti, invaziv mintavétel nehézségei miatt a rutinszer( diagnosztika alapjat
nem a kozvetlen kimutatasi technikék, hanem a szerologiai mddszerek képezik. Jelen-
téségiik kiilondsen a mély szoveti, ill. a kronikus fertézésekben kiemelkedd.

A korképek szerodiagnosztikajaban szirémodszerként a M. pneumoniae-hez hasonldéan
ugyancsak az ELISA vizsgalat terjedt el. Bizonyos chlamydia antigénekkel szembeni
humoralis immunvalasz egy adott populacion beliil heterogén és variabilis jelleget 6lt-
het, ezért a kutatasok tanusaga szerint célszerl olyan ELISA teszteket alkalmazni, me-
lyek a fert6zést kozvetitd, teljes elemi testet (EB) tartalmazzak antigénként. Az ilyen ti-
pusu tesztek érzékenysége ui. némileg magasabb, mint az egyes immunogén peptideket,
vagy rekombinans antigéneket alkalmazo kiteké.

A primer fert6zést kovetden atlagosan 3 héten belil kialakul a specifikus IgM valasz,
mely kb. 2-6 honap alatt cseng le, de kivételesen akar egy évig is fennmaradhat. Egész-
séges egyénekben IgM ellenanyagot nem lehet kimutatni, tehat megbizhaté markere az
akut fertézésnek. Az IgG emelkedés altalaban csak 6-8 hét mulva jelentkezik, lassabban
tlinik el, de az IgG ellenanyagok tartdsan, akar élethossziglan is perzisztalhatnak. Az
IgA valasz altalaban hianyzik, vagy csak mérsékelt és gyorsan el is tiinik. Primer fert6-
zésben tehat az IgM detektdlasa, ill. savoparok vizsgalatakor négyszeres IgG
titeremelkedés nyujt diagnosztikus segitséget.

Ismétléds, ill. kronikus infekcio esetén megfordul a helyzet; az IgM szint altalaban ala-
csony vagy ritkan mérhetd, helyette gyors, 1-2 héten beliili IgA és IgG emelkedés ta-
pasztalhat6. Az IgA viszonylag megbizhatoan tiikrozi a reinfekciodt, ill. a kronikus fer-
tézést. Kezelés hatasara az IgA szintje a baktérium-eradikacioval parhuzamosan gyor-
san lecsokken az alapszintre.

Chlamydia fert6zés gyantjakor célszer(i a fertézést kvetd 10.-20. nap kozott Gijabb szé-
rummintat venni és ebben az antitestszinteket parhuzamosan vizsgalni.

Chlamydia fertézéseknél kiillondsen fontos hangsulyozni, hogy a humoralis immunva-
lasz igen korai szakaszaban egyfajta természetes keresztreakcid zajlik a kiilonféle

chlamydia speciesekkel szemben. Valamennyi immunglobulin-alosztaly keresztreagal-
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hat a humanpatogén speciesekkel; és ezt a jelenséget egyetlen mégoly specifikus anti-

gént alkalmazé szeroldgiai teszt sem tudja teljesen kikiiszobolni, legfeljebb minimali-
zalni. Feltételezések szerint kronikus fert6zésben a baktériumsejt konzervativ, kereszt-
reagalo struktirai elleni ellenanyagok is képz&dnek, ami esetenként a szlirésre haszna-
latos, a speciesspecifikus antigének mellett genusspecifikus antigéneket is alkalmazd
ELISA moédszerek jelentéségét noveli.
Laboratoriumunkban a szérummintakbol parhuzamosan elvégzett C. pneumoniae
ELISA (Novatec) és C. trachomatis ELISA (Novatec) teszteknél a klinikai tiinetekkel
egybees6 eredményeket tapasztaltuk. Az emlitett keresztreakcid mértéke véleményiink
mint 1500 als6 léguti fertézésben vizsgaltuk tovabb a kapott ELISA eredményeket,
mely ugyancsak a sz{lirémodszer megbizhatosagat tamasztotta ala.
Verifikalo modszerként a ,,gold standard”-ként ajanlott microimmunfluorescens techni-
kat (MIF) alkalmazzuk. A MIF (Focus) tesztje LPS mentes, tisztitott C. pneumoniae EB
antigént tartalmaz, azaz species specifikus antitest-detektalast tesz lehetévé mindharom
immunglobulin-alosztalyban. A teszt tovabbi elénye, hogy az adott savohigitas egyetlen
bemérésével lehet6vé teszi az adott szérumminta reaktivitasanak vizsgalatat C. psittaci
és C. trachomatis antigénekkel szemben is. A laboratdériumunkban kidolgozott diag-
nosztikus iranyelvek szerint az akut fert6zésre jellemz6 véghigitasban vizsgaljuk a szé-
rummintakat (ez IgA esetében 1:32; IgG esetében 1:256; ill. I[gM esetében 1:10). A MIF
technikat az alabbi feltételek esetén alkalmazzuk a mélyléguti infekcioban szenvedd be-
tegek mintainal:

A. Akut fert6zés tiineteivel asszocialtan kétes, ill. alacsony pozitivitast ellen-

anyag értékeket mutattunk ki
B. Kronikus fertézésben titermeghatarozasra van sziikség a folyamat progresz-

szidjanak megitéléséhez.

)

Korabban MIF pozitiv minta savoparjanak vizsgalatakor

)

. Ornithosis gyanu esetén.
E. Siirgésséggel feldolgozand6 mintdknal is ezt a mddszert alkalmazzuk stlyos

fert6zésben, ill. neonatalis pneumonia (C. trachomatis) gyanutjakor.
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Valamennyi szerologiai vizsgalat korlatozo tényezdje, ha tl korai mintavétel esetén

még nincsenek detektalhatd antitestek; ill. til kés6i mintavétel kapcsan a magas titer(
antitestszint miatt mar nem ¢észlelhetd szerokonverzid. Perzisztalo antitestek gyantja
esetén javasolt két hét elteltével bekiildott harmadik szérumminta vizsgalata.

Osszegzésként hangstilyoznank, hogy megfelels szenzitivitast és specificitasu tesztek
alkalmazasaval a szerodiagnosztika valtozatlanul fontos helyet t6lt be a mikrobioldgiai
vizsgalatok kozott. Elénye az egyszerlien megvalosithato mintavétel, a mintak tartos ta-
rolasi lehetdsége, tovabba az, hogy a szeroldgiai modszerek segitségével gyorsan elkii-
16nithetéek az akut, a kronikus, ill. a lezajlott fert6zések; sét a kimutathato antitest-ti-
pusok a betegség stadiumanak meghatarozasat is segitik. Valamennyi esetben szem el6tt
kell tartani, hogy az eredményeket csak a klinikai tiinetekkel egybevetve; a beteg kora-
nak, immunstatusanak; a betegség kezdetének; a korabbi/aktualis antibiotikus terapia-

nak stb. ismeretében szabad értékelni.

Dr. Balla Eszter
Petrovay Fruzsina

Boross Katalin
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A Bordetella pertussis éltal okozott 1équti infekcié diagnosztikéja

Az utobbi években emelkedett a pertussis-szindromas betegek és a laboratérium altal
igazolt B. pertussis pozitiv esetek szama, nemcsak az oltatlan csecsemdk, hanem a ser-
diil6k és a felnéttek korében is. Ennek oka lehet a virulencia gének kifejez6désének
/expresszidjanak/ illetve virulencia faktorainak, antigénjeinek valtozasa /evolucidja/.
Egyre tobb megfigyelés igazolja, hogy a csecsemdk és gyermekek pertussisa a feln6t-
tek ,,enyhébb”, atipusos megbetegedéseibdl szarmazik. A felnSttek gyakran tiinetmen-
tes hordozdk, ill. nyugat-eurdpai vizsgalatok szerint az elhtizodo, sulyos kohogéssel ja-
r6 korformak hatterében tobb mint 10%-ban bordetellak okozta megbetegedés all.
Komplikaciok, szovédmények f6leg csecsembknél és a gyermekeknél 1éphetnek fel, pl.
pneumonia, otitis media, encephalopathia formajaban. Pertussishoz hasonl6 tiineteket
okozhatnak még chlamydiak vagy mycoplasmak, adenovirusok valamint Haemophilus
influenzae és Moraxella catarrhalis is. Gyakori a kevert fert6zés, ezért a kdrokozok el-
kiilonitésében nagy jelentéséggel bir a tenyésztés.

A B. pertussis okozta infekcio igazolasara szolgaldo modszerek:

1. Direkt modszerek:
* Tenyésztés
* DIF
* PCR
2. Indirekt modszerek:
* ELISA
* IF
* WesternBlot

Megfeleld idében és megfelel6 modon a nasopharynxbol torténd mintavételt kdvetden
laboratériumunkban lehetdség van a specidlis taptalajt /Bordet-Gengou/ igényld te-
nyésztésre, valamint 1égati mintabol direkt antigén kimutatasra /DIF/ is. A DIF vizsga-

lat el6nye a 3-5 napig tart6 tenyésztéssel szemben, hogy 2-3 6ran beliil eredmény adha-
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t6 ki, valamint az antibiotikum terapia miatt elhalt korokozok is kimutathatok, de tigyel-

niink kell arra, hogy keresztreakciot adhat B. parapertussis-al, H. influenzae-vel /és

egyes szerzOk szerint a normal floraval is/.

A direkt modszerek sszehasonlitdsat a kovetkezo tablazat mutatja:

Specificitas % Szenzitivitas %
Tenyésztés* 85-100 73
DIF** 33 66
PCR* 98 95-98.,9

*Wadowsky,RM, et al. J.Clin Microbiol 1996; 34:2645
**Halperin, SA. et al. J.Clin Microbiol 1989; 27:759

A B. pertussis érzé€kenysége, nehéz tenyészthetésége ¢és identifikalhatosaga miatt ki-
emelten fontos a szeroldgiai mddszerek alkalmazasa a rutin diagnosztikaban. Ezekkel a
modszerekkel lehet6ség van a vakcindcid utan termelddott ellenenyagok /1gG, IgM/ el-

kilonitésére az akut fert6zésre utald IgA ellenanyagoktol.

Primer fert6zéskor el6szor IgM tipusu antitestek jelennek meg: az elsd fert6zés utan
5-10 nappal és 6-12 hétig perzisztalhatnak. Az IgA antitestek a fertézést kovetd 11. nap
utan jelennek meg a szérumban és 6-24 honapig is perzisztalhatnak. Az IgG antitestek
a betegség kezdete utan 2-3 héttel jelennek meg és évekig perzisztalhatnak. IgG tipust
antitestek vakcinaciot kdvetden is hosszu idén at kimutathatoak. Az oltas — ellentétben

a természetes fert6z6déssel — nem ad életre sz016 védettséget.

Az oltatlan csecsemdk esetében a betegség laboratoriumi diagnosztizalasakor problé-
mat okozhatnak a maternalis ellenanyagok /pl. a placentan atjut6é IgG antitestek/ és az
anyatejjel atjutd IgA tipusu ellenanyagok elkiilonitése a csecsemdk sajat ellenanyagai-
tol. Indokolt tehat anyai vérminta egyideji bekiildése is. Egyes szerzék szerint a csecse-
md&knek 6 honapos kor alatt, masok szerint 1 éves kor alatt nincs sajat IgA tipusu ellen-
anyag termelése. Tehat a csecsemdk esetében elsésorban az IgM ellenanyagszint meg-

hatarozasa a diagnosztikus értékda.
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A pertussis infekcio diagnosztikajaban kiemelt szerep tulajdonithaté a Pertussis Toxin-
nak, — melyet egyediil a B. pertussis termel, bar génje a B. parapertussis-ban is jelen
van —, valamint az adhezinek csoportjaba tartozé FHA protein kimutatasanak, bar ez az
elébbinél kevésbé specifikusnak tekinthetd.

Laboratériumunkban kiprobalas alatt all az eddig hasznalt ELISA tesztnél szintén specifiku-
sabb és szenzitivebb IF teszt, amely az IgM tipusu ellenanyagot is kimutatja, és lehetGséget
nyujt B. parapertussis iranyaban torténd vizsgalatokra is. Fontosnak tartottuk az eddig alkal-
mazott sziir6- /ELISA/ vizsgalat mellett kiilonb6z6 verifikald modszerek bevezetését, az
immunfluoreszcencias /IF/ és a WesternBlot alapi immunoblot vizsgalatokat. Az eddig
hasznalt ELISA kit helyett egy specifikusabb, Bordetella pertussis Toxin ELISA tesztre tér-
tiink at /Virotech/. Ezzel a szlir6vizsgalattal pozitivnak ill. kétesnek bizonyult mintak ered-
ményeinek megerdsitésére a Virotech cég B. pertussis Eco-Line /Immunoblot/ kitjét hasz-
naljuk, mely érzékenyebb ¢és specifikusabb az ELISA vizsgalatoknal. Ez a modszer a
Pertussis Toxin és az FHA /Filamentozus Hemagglutinin/ proteinre specifikus antitestek ki-

mutatasan alapszik, hatranya azonban, hogy az IgM ellenanyag kimutatasara nem alkalmas.

2003-ban a vizsgalt mintdk modszerek szerinti megoszlasat pozitivitas alapjan a kdvet-

kez0 tablazat tartalmazza:

Ev ELISA WesternBlot

IgA 1gG IgM IgA 1gG
Osszes | Pozitiv | Osszes | Pozitiv | Osszes | Pozitiv | Osszes | Pozitiv | Osszes | Pozitiv
minta | minta | minta | minta | minta | minta | minta | minta | minta | minta
2003 76 24(31%) 76 36(47%) 76 34(44%) 46 6(13%) 46 25(54%)
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Terveink kozott szerepel a kitenyészett izolatumok antibiotikum-érzékenységének vizs-

galata és a PCR modszer kiprobalasa, bevezetése.

Kalacska Judit
Varga Aranka
Bognar Csaba
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Néhdény Gjabb szempont az ESBL termelés vizsgélatéhoz

A legelterjedtebb széles spektrumu B-laktamazokat (ESBL) meglehet6sen jol definialhat-
juk: Ambler szerint A vagy D molekuléris osztalyba (a Bush féle funkcionalis osztalyozas
alapjan 2be és 2d csoportba) tartoznak, képesek hidrolizalni az oxyimino cephalospori-
nokat (ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxon) és mikodésiiket a B-laktamaz inhibitorok
(klavulansav, tazobactam, sulbactam) altaldban gatoljak. Mindemellett monobactamokkal
szemben is rezisztenciat biztositanak. Jelenleg az ESBL géntipusok szdma 200 felé¢ koze-
lit. Az Enterobacteriaceae csalad tagjai leginkabb a SHV- és TEM-tipusi ESBL-ekkel
rendelkeznek, de egyre tobb eurdpai orszagban terjed a CTX-M tipus is.

A kiilonb6zé ESBL termeld torzsek in vitro rezisztenciaképe igen valtozatos. Ennek
egyik oka, hogy ezek a f3-laktamdzok gyakran mas f3-laktamdzokkal, vagy egyéb rezisz-
tencia mechanizmussal egyiitt jelennek meg. Talan még nagyobb probléma, hogy sok-
szor a harmadik generacids cephalosporinokkal szemben in vitro érzékenynek vagy
mérsékeltnek mutatkoznak. Ezekben az esetekben rutin antibiotikum vizsgalattal nem
tlinik fel a gének hordozasa.

Szamos klinikai vizsgalat bizonyitotta, hogy az ESBL termeld patogének okozta noso-
comialis fertézések mortalitasa sokkal nagyobb, ha nem ismerik fel a hordozast, és emi-
att cephalosporinnal kezelik a beteget. Az idében felismert rezisztenciamechanizmus
azonban a betegek hatékony kezelésére, és a jarvanyligyi szakembereknek a megfeleld
intézkedések meghozatalara ad lehetGséget.

A 2. évf/2. szamu korlevélben mar irtunk az ESBL termelés fenotipusos vizsgalatarol.
Most tovabbi tapasztalatainkrol és észrevételeinkrdl ejtiink néhany szot.

Inokulum hatas: Az NCCLS ajanlasa szerint a mikrodiliciés modszereknél 10° CFU/ml
stirGiségli baktérium szuszpenziot kell alkalmazni. Az irodalom alapjan ekkor a bizonyi-
tottan ESBL-t termel6 torzsek jelentds része (30-80%) a harmadik generacios
cephalosporinokra in vitro érzékeny. A csiraszamot 10" CFU/ml-re emelve ez a szam 0-
5 %-ra csokken. Ebben az esetben a cefepim (FEP) rezisztens torzsek aranya megnd, de
pl. cefotetannal (CTT) és meropenemnél (MEM) nincs jelentds valtozas. Tobb esettanul-
manyban is leirtak, hogy a patogének csiraszama eléri ezt az értéket: pl. endocarditisnél
szovetben 10°-10'° CFU/g-t, mig meningitisben 10° CFU/ml-t korokozot mutattak ki.
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Ajanljuk, hogy az ESBL termelés gyanujanak felmeriilésekor 0,5 McFarland baktérium

szuszpenziobol 100 pl-t, szokasosan ez 10 pl, kenjiink ki a Mueller-Hinton taptalajra,

és igy végezziik el a B-laktam antibiotikumok rezisztencia vizsgalatat.

Klebsiella spp. és Escherichia coli: Talan ez a két csoport az, melynél a legkevesebb
problémat okoz az ESBL termelés felismerése. Szeretnék azonban egy-két gondolatot
felvetni, amire a rutinban és az ESBL termelés vizsgalatakor érdemes odafigyelni.

1. A rutin korongdiffuzioés rezisztencia meghatarozasnal érdemes a korongokat ugy el-
helyezni, hogy amoxicillin/clavulansav (AMC) szomszédsagaba tegyiik a ceftazidimet
(CAZ) és a cefotaximot (CTX), vagy az AMC korongot helyezziik a lemez kdzepére.
2. Kétkorong diffuzids teszt: ESBL termelés sziirésekor a legjobban alkalmazhatd
B-laktam a cefpodoxim (CPD), mivel gatlasi zonaja alapjan az ESBL termelSk és nem
termeldk egyértelmiien elkiilonithet6k. A CAZ és a CTX korongok vizsgalata is sziik-
séges, mert — vizsgalataink alapjan — a Magyarorszagon elterjedt SHV-5 tipus a CAZ-t,
mig a masodik leggyakoribb SHV-2a tipus (és az eddig egy alkalommal mar leirt CTX-
M tipus) a CTX-et hidrolizalja jobban, s6t CAZ-ra akar érzékeny eredményt is adhat.
Az ESBL termelés felismerése miatt fontos a 3. generacios cefalosporinok vizsgalata
minden Gram-negativ izolatum esetében.

3. A 3. évf/2. szamu korlevélben mar volt sz6 a K. oxytoca OXY-1 és OXY-2 B-lak-
tamazardél. Tultermelésiik AMC-ra, ceftriaxonra (CRO) és aztreonamra (ATM) rezisz-
tenssé teszik a torzset, de érzékeny marad CAZ-ra és CTX-re. Sajnos az ESBL E-test
ebben az esetben hibas pozitiv eredményt adhat, de a modositott szinergizmus teszt (5-
korongos teszt) képes megmutatni a kiilonbséget. Ezeket a torzseket cefuroximra, cef-
triaxonra és aztreonamra rezisztensnek kell kiadni, mig ceftazidimre, cefotaximra és
cefepimre — az in vitro eredmény fliggvényében — érzékeny is lehet.

4. Automata rendszerek (VITEK, BD Phoenix) és az ESBL kimutatasanak leheto-
sége: Kiillonboz6 Klebsiella spp. és E. coli torzsek rezisztencia mechanizmusanak in-
terpretalasat hasonlitottak ssze Leverstein-van Hall és munkatarsai. Ugy talaltak, hogy
a Phoenix rendszer (szenzitivitds: 92%, specificitas §2%) jobb, mint a VITEK1 ill. 2
rendszeré (szenzitivitas: 83% ill. 74%, 82% ill. 85%). Kiemelik emellett, hogy ezeknél
a torzseknél az ESBL E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden), mely elfogadott konfirmald
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teszt, szenzitivitasa 100%, és specificitasa 87%, de ezt az érzékenységet E-testtel is csak
abban az esetben lehet elérni, ha mind a CAZ+CAZ/CLA mind a CTX+CTX/CLA tar-

talmu csikot hasznaljak, a teszthez mellékelt hasznalati utasitas szerint.

5. Porinok: A Gram-negativ baktériumoknal a kiilsé membran felépitése (lipopolisza-
harid, foszfolipid kettdsréteg, a kiils6 membran fehérjék (OMP)) jelentdsen befolyasol-
jék a permeabiliast. A B-laktam vegyiiletek hatékonysaga fiigg attol, mennyire képesek
bejutni a periplazmatikus térbe. A Klebsiella pneumoniae Omp35, Omp36 (E. coli
OmpC és OmpF) és Omp37 porinjai felel6sek ezért. Ezek hianya vagy deficiencidja
multirezisztens fenotipust adhat, melybe az inhibitoros kombinaciok, (B-laktam/B-lak-
tamazgatld) is beletartoznak. Onmagukban ezek a valtozasok csak kisebb MIC emelke-
dést okoznak, de ESBL termel&knél ezeknek a porinoknak a hidnya jelent6sen megno-

veli a rezisztenciat.

Kromoszomalisan kédolt, indukalhaté AmpC: A ESBL termelés fenotipusos vizsga-
latanak f6 problémajat az ezt a génkomplexet hordozé torzsek adjak (pl. Enterobacter
sp., Citrobacter freundii, Serratia sp.). A vad tipust AmpC-vel rendelkezd és ESBL-t
termeld torzseket nem mindig egyszerli elvalasztani a derepresszalt mutansoktol, me-
lyek magas szinten termelik az adott fajra jellemz6 AmpC-tipusu B-laktamazt. Milyen
lehet&ségeink lehetnek ezek elkiilonitésére:

* A kétkorong diffiizios és ESBL E-test bizonyos esetekben jol miikodik, de sokszor
nem kiilonithet6 el veliik egyik tipus a masiktol.(K6szonhetd ez talan annak is, hogy a
clavulansav igen jo induktor.)

¢ Piperacillin/Tazobactam (TZP): Bar korabbi vizsgalatok alapjan ez a kombinacio jol
elkiilonitette a kétféle mechanizmust (ESBL termel8k érzékenyek, AmpC derepresszalt
rezisztens), de a legjabb eredmények azt mutatjak, hogy az ESBL termel6k kdrében is
megnétt a TZP rezisztensek szama (30-50%).

e Cefotetan: Jelenleg a legigéretesebb a cefotetan érzékenység vizsgalata. Itt az ESBL
termeld torzsek 95%-a, mig az AmpC termelSknek csak 20%-a érzékeny,.

* Cefepim: Mivel az AmpC-tipust B-laktamézok alig hatnak a cefepimre, ezért ennek
vizsgalata ajanlott, mint azt mar mi is leirtuk a mddositott szinergizmus tesztnél (2.

évf/2. szamu Mikrobiologiai Korlevél).
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Azok a torzsek, melyek egyszerre AmpC derepresszalt mutansok és ESBL termeldk, a

legnehezebben értékelhetd esetek kozé tartoznak. Ezek kialakuldsara szdmitanunk kell,
hiszen a féleg konjugativ plazmidon kédolt ESBL gének a korhazi endemikus patogén
mikrobak ko6zott igen gyorsan terjedhetnek. Bar klinikai szempontbol a derepresszalt
mutansokat igyanugy cefalosporin rezisztenseknek kell tekinteni, mint az ESBL terme-
16ket, de utobbiak felismerése epidemioldgiai szempontbdl nagyon fontos.

Ilyen torzsekkel kevés tapasztalatunk van, és az irodalomban sem talalunk megfelel6 adato-

kat. Fenotipusosan idaig csak cefepim segitségével tudtuk ezeket a tdrzseket elkiiloniteni.

A 2002-2003-as évben beérkezett ESBL termelésre gyants torzsek vizsgalataval eddig
is sok hasznos tapasztalatot szereztiink, melyet igyeksziink a lehetd legtobb forumon
bemutatni. A tovabbi sikeres egyiittm{ikddés reményében, kérjilk, hogy tovabbra is

kiildjék be az ESBL termelésre gyanus torzseiket.
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Az invaziv A csoporty Streptococcus (GAS) (Streptococcus pyogenes) molekuléris

s,

tipizdldsénak bevezetése, mint a hazai surveillance kialakitésénak elsd Iépése.

A Streptococcus pyogenes altal okozott régota jo ismert korformak mellett, az 1980-as
évek végén egyre gyakrabban kertiltek vilagszerte leirasra, a korokozo altal kivaltott st-
lyos invaziv infekciok, mint a toxikus shock syndroma, necrotizald fasciitis, septi-
caemia. Ezek az infekciok kialakulhatnak jelentéktelen traumat kdveten, amikor a kor-
okozo a sériilésen keresztil jut a bér alatti szovetekbe, vagy esetenként a hiively nyal-
kahartyajan at a kornyez6 szervekbe. Az invaziv, toxikus szoveti nekrozissal jaro folya-
mat altalaban fulminans lefolyasu, rovid id6 alatt szervi elégtelenséghez, disszeminalt
intravascularis coagulopathiahoz (DIC), shock-hoz vezet.

Az A csoportll Streptococcus szamos virulencia faktora vesz részt ezekben a folyama-
tokban. Ezek a virulencia faktorok: extracellularis pyrogén exotoxin A,B,C, az (jjonnan
felfedezett exotoxin F (mitogen faktor) és a streptococcus superantigének (SSA) pl.
SpeG, SpeH, Spel, SmeZ.

A kozolt klinikai esetek és az epidemiologiai tanulmanyok azt mutatjak, hogy bizonyos
M protein szerotipusok M1, 3, 11, 12, és 28 gyakrabban fordulnak el6 ezekben a sulyos
toxikus korképekben, s ezek koziil is leggyakrabban az M1 és M3 szerotipus. Az M pro-
tein egy jelentds felszini protein és egyben virulencia faktor is. Az M protein alapu sze-
rotipizalasnak a torzs patogenitdsban betdltott szerepének vizsgalatan kiviil, a noso-
comialisan eléforduld invaziv Streptococcus pyogenes infekciok forrasanak felderitésé-
ben is jelentdsége van.

Bar Intézetiinkben a Streptococcus pyogenes szerotipizalasanak hagyomanya van, a
klasszikus M protein ellenanyagokkal végzett tipizalas felélesztése ma mar tul nagy er6-
feszitést kivanna, s kevesebb eredményt adna, mint a vilagszerte elterjedt és elfogadott
molekularis tipizalas. Intézetiinkben jelenleg is folyik a T protein antigén alapt tipiza-
las, amelynek jarvanyligyi szempontbdl ugyancsak jelentésége van és ismert, hogy bi-
zonyos T tipusok Osszefiiggésbe hozhatok meghatarozott M tipusokkal. Ennek ellenére
a molekularis M tipizalas bevezetése elengedhetetlen, ha nem akarunk fehér foltként

megmaradni az ezzel a témaval foglalkoz6 eurodpai térképen.
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A Kklinikai bakteriologiai diagnosztikai és a molekularis epidemioldgiai tevékenység so-

ran a legjelentdsebb a korokozd virulencia génjeinek kimutatdsa és jellemzése (tipiza-
lasa). A Nemzetkozi szakirodalombol jol ismertek azok a korszerdi mddszerek, melyek
alkalmasak az izolatumok genetikai jellemzésére. (1, 2)

Fagtipizalasi és molekularis epidemiologiai osztalyon els6ként az M protein termelésé-
ért felel6s gén (emm) kimutatasara és jellemzésére kidolgozott modszert vezettiik be.
Az emm kimutatasa PCR alapu (1. abra), jellemzése PCR-RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphisms) technikaval (2. a. és 2. b. dbra) valosult meg. A termékek de-
tektalasa agar6z gél elektroforézist kdvetSen, ethidium-bromiddal végzett festés utan,

UV megvilagitasban tortént. (3)

1. abra

S. pyogenes torzsek emm gén kimutatasa PCR-el
M12345678910M bp

2645

1605
1198

676

517
460
396
350
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2. abra

S. pyogenes torzsek PCR-RFLP képe

Q. Hincll + Haelll b. Ddel
M1235679210M M12356
7910 M

bp
2645
1605
1198
676
517
460
396
350

222
179
126

A torzsek molekularis tipizalasara PFGE (pulzaltatott mezejii gél elektroforézis) és
ERIC-PCR moddszerek is rendelkezésre allnak.

Célunk a mar adaptalt modszerek tovabbfejlesztése (tovabbi torzsekkel is), a gén pon-
tos meghatarozasa (szekvenalassal), az invaziv torzsek emm génjének jellemzése, adat-
bazis kialakitasa (kapcsolodas nemzetkozi adatbazishoz), az epidemioldgiai munka ta-
mogatasa.

Mindezeken tal fontosnak és sziikségesnek tartjuk a virulenciaban szerepet jatszo to-
vabbi faktorok, toxinok molekularis vizsgalatat is.

Kérjiik a laboratoriumokat, hogy az invaziv, vagy barmilyen stlyosabb infekciot okozd
torzseket kiildjék be, a minden laboratoriumnak eljutatott kisérélapokkal egyiitt, hogy
megindulhasson €s eredménnyel miikddhessen a nemzeti surveillance, megismerve az

invaziv S. pyogenes el6fordulasanak gyakorisagat, s az izolalt térzsek sajatsagait.
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