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A Helicobacter pylori infekciok laboratoriumi diagnosztikaja
Szikra Lenke, Székely Ivan*

A Helicobacter pylori fertdzés a vildg népességeének mintegy kétharmadat €rinti,
valoszinlileg a leggyakoribb kronikus bakteridlis infekcio. A fejlett orszagok
lakossaganak kb. 30-50%-a fert6zott, mig a fejlodd orszagokban ez az arany
csaknem 100%-0s. A korokozo hazai elterjedtsége meghaladja a 60%-ot. A
fert6z6dés dontden a gyermekkorban alakul ki. Faeco-oralis, vagy gastro-oralis
uton terjed; transmisszio lehetséges betegrél betegre, a kontaminalt orvosi
eszkozok utjan (szonddk, endoszkopok).
Gyogyszeres eradikacio nélkiil a fertdzés egész €leten at fennmaradhat.
A H. pylori infekci6 az esetek dontd tobbségében acut gastritist okoz, ami enyhe
tiinetekkel jar. A fertdzottek kis részénél spontan gyogyulas kovetkezhet be,
tulnyomo résziikben azonban kronikus aktiv gastritis alakul ki, melynek talajan
sulyosabb korképek, mint pl. peptikus fekely, kronikus atrofias gastritis, MALT
lyphoma, gyomor carcinoma is kialakulhat. A WHO 1. osztalyll carcinogénnek
sorolta be a H. pylori baktériumot.
Erthetd, hogy a fertézés kimutatasa alapvetSen fontos a kialakult betegségek
gyogyitasa, illetve a fekélybetegség kitijulasa, a gyomor carcinoma megeldzése
szempontjabdl is.
A H. pylori fertézés kimutatdsara szdmos diagnosztikai moddszerrel
rendelkeziink. A vizsgalati mddszerek egy részénél a korokozd kimutatisa
kozvetleniil az endoszkoppal vett gyomor biopszids mintdbdl torténik. Ezeknek
az 1nvaziv modszereknek az elénye, hogy képet lehet alkotni a
gyomornyalkahartya allapotarol. A sikeres diagnozis érdekében azonban néhany
koriilményre tekintettel kell lenni:
- a baktériumok nem egyenletesen, hanem foltokban helyezkednek el a
gyomornyalkahartyan, ezért a mintat tobb helyrdl kell venni,
- az antibiotikum kezelés jelentdsen csokkenti a baktérium szamot; vagy
tobb mintat kell venni, vagy a terapia befejezését kovetden hosszabb
1donek kell eltelnie (két-hdrom hét) a biopszia elvégzéséig.

Invaziv modszerek:

1. A gyors ureaz teszt: a baktérium ureaz enzim aktivitasadt hasznalja ki,
egyszerli, gyors &s olcso vizsgélat, szenzitivitasa 90% koriili, specifitasa 95%
felett van (10°-10* CFU/ml baktérium sziikséges a pozitivitishoz).

Endoszkopos vizsgalatot igényld beavatkozasoknal elsdsorban a gyors ureaz
tesztet ajanljak, elénye, hogy roviddel a mintavétel utdn (maximum 24 oOra)
eldonthetd, hogy a beteg fertdzott-e.

Hatranya, hogy vérzo fekély esetén hamis negativ eredményt adhat.
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2. A biopszias minta szovettani vizsgalata a H. pylori diagnosztika ,,gold-
standardja”. Elénye, hogy a baktérium kimutatdsa mellett a nyalkahartya
morfologiai elvaltozasai is diagnosztizalasra keriilnek. Hétranya kis szamu
baktérium esetén szenzitivitasa alacsony, valamint a kimutatds nagymértékben
fligg a vizsgéald gyakorlottsdgatol. Szenzitivitasa aktiv vérzés €s az eradikécios
kezelés utan csokken. Elsdsorban az ureaz negativ esetekben ajanljak masodik
moddszernek.

3. A H. pylori tenyésztése biopszias mintabol a legspecifikusabb moddszer,
szenzitivitdsa azonban nagyban fligg a mintavételi, szallitdsi és laboratoriumi
korilményektdl. A tenyésztés nélkiilozhetetlen a baktérium tulajdonsdgainak
felderitéseében és az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokban, azonban 1do- €s
koltseégigényes volta miatt semmiképpen nem tekinthetd a rutin diagnosztika
modszerének. A sikeres tenyésztéshez azonban néhany alapelvvel tisztdban kell
lenni.

« Fontos a megfeleld mintavétel, a biopszids minta vételének legaldbb
harom kiilonb6z6 helyrdl kell torténnie, figyelembe kell venni, hogy a
dezinficidloszerek maradékai, valamint a protonpumpa bénitd
gyogyszerek gatolhatjdk a H. pylori szaporodasat.

« Fontos, hogy a biopszids minta azonnal transzport kozegbe (Stuart
transzport, vagy Portagerm pylori) keriiljon, mert a baktérium nagyon
érzékeny a kiszéradésra.

« Jobb lesz a tenyé€sztési eredmeénylink, ha a biopszids mintat feldolgozas
elott 0,5 ml steril fiziologias NaCl oldatban 10-20 masodpercig
homogenizaljuk. Ennek a miiveletnek az a célja, hogy a mucosa feliiletére
tapadt baktériumok kiszabaduljanak.

« Minden mintat legalabb két taptalajra kell oltani, ebbdl az egyik szelektiv
taptalaj legyen. Barmilyen j6 mindségli agar taptalaj megfeleld
(Columbia, csokoladé, agy-sziv infizios, vagy Brucella agar, stb.), amit 7-
10 % vérrel, K vitaminnal és heminnel egészitiink ki.

« A szelektivitast antibiotikumokkal érhetjiik el (Dent Oxoid SR 147
supplement vancomycint, trimethoprimet, cefsulodint és amphotericint
tartalmaz). Frissen késziilt, ,,nedves” taptalaj hasznélata nagyon fontos,
ennek figyelmen kiviil hagydsa a leggyakoribb oka a laboratoriumi
kudarcnak.

« A beoltott taptalajokat mikroaerofil és magas relativ paratartalmua
kozegben kell inkubalni 7-10 napig 35 £+ 2 °C-on.

A H. pylori tenyésztésének a legnagyobb jelentdsége a mindennapi gyakorlat
szamara az antibiotikumokkal szembeni érzékenység meghatarozasaban van. Az
érzékenységi vizsgalatra vonatkoz6 szabalyok 1999-ben keriiltek leirasra az
NCCLS (ma CLSI) kiadvanyaban. Ezek az el6irasok a mai napig valtozatlanok.
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A rezisztencia vizsgalathoz minimalis gatldo koncentracio (MIC) értéket kell
meghatarozni agarhigitdsos mddszerrel, amely 1ényegében a szokdsos eljarastol
csak annyiban tér el, hogy figyelembe kell venni a baktérium specidlis
tenyésztési sajatossagait (hosszabb inkubacios 1d6, specialis kornyezet) a CLSI
2006 kiadvanya szerint.

Az NCCLS/CLSI szabalykonyv a clarithromycinre vonatkozdan tartalmaz
hatarértéket:

A H. pylori torzs érzékeny 0,25 pg/ml, mérsékelten érzékeny 0,5 pg/ml, és
rezisztens 1 pg/ml érték esetén.

A clarithromycin rezisztencia meghatarozasara ma mar molekularis modszer is
rendelkezésre all. A clarithromycin rezisztencidért felelés mutans gént
kozvetleniil a biopszias mintdbol mutatjak ki, fluorescens in-situ hibridizacios
(FISH) technikaval. A vizsgalat paraffinba agyazott hagyomanyos szovettani
metszeten végezheto.

4. Molekularis modszerek: a polimeraz lancreakcid soran a H. pylori DNS
specifikus szakaszat mutatjak ki. A modszer rendkiviil specifikus (100%),
hatranya azonban, hogy koltségigényes, megfelelden felszerelt laboratdériumot és
képzett személyzetet igényel. Hatranya tovabba az is, hogy nem bizonyitja a
baktérium ¢életképességét €s nem alkalmas az antibiotikum érzékenység
meghatarozasara. Az eddigi 0sszehasonlitd vizsgalatok nem mutattak eldnyt a
hagyomanyos, olcsobb modszerekkel szemben a rutin diagnosztika teriiletén, igy
a molekularis technika ma fdleg kutatasi szempontbol jelentds (pl.
epidemiologiai  vizsgalatokban a baktérium transzmisszidjanak kovetése,
rezisztencia gének, virulencia faktorok génjeinek kimutatésa, stb.).

Nem invaziv, endoszkopiat nem igénylo diagnosztikus modszerek:

1. Urea kilégzési teszt: ez a vizsgalat is a baktérium uredz enzim aktivitdsahoz
kotott. Egyszerli, konnyen kivitelezhetd moédszer, hatranya, hogy draga, mert
specidlis mérdmiiszert igényel, ¢és igy a vizsgalat csak meghatarozott
centrumokban végezhetd el. A modszer alkalmas mind a H. pylori fert6zottség
kimutatasara, mind az eradikdcid sikerességének ellendrzésére, valamint a
gyermekek vizsgalatara. Ez a modszer a nyugati orszagokban vezetd helyen,
referencia modszerként szerepel a diagnosztikdban. Tudni kell azonban, hogy
protonpumpa gatld gyogyszerek ¢és H2 receptor blokkolok, valamint
antibiotikumok rendszeres szedése esetén a vizsgalat eredménye alnegativ lehet.
2. Szerologiai vizsgalatok:

A H. pylori a fertdzottek 98%-ban szisztémas immunvalaszt valt ki. Az antitest
szint ¢értékelhetd mérésére az ELISA rendszerli diagnosztikus kitek
alkalmazhatok. Tekintettel arra, hogy a H. pylori okozta infekci6 altaldban egy
kronikus folyamat a diagnosztikdban csak azok az ELISA rendszerek
hasznalhatok, amelyek az IgG ellenanyagokat mutatjak ki a vérbdl. A szerologiai
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vizsgalatnak 1étjogosultsaga van a H. pylori infekcid diagnosztikdjaban, tobb
esetben is:

* vérzd fekélyek esetén, amikor az invaziv diagnosztikus mddszerek al-
negativ eredményt adhatnak,

e atr6fids gastritis, illetve MALT lymphoma esetén, amikor a gyomor
nyalkahartyaban alacsony csiraszdmban vannak jelen a baktériumok,

« fennalld protonpumpa gatld terdpia esetén,

« tovabba gyermekek vizsgalatanal. Itt kell megjegyezni, hogy nem minden
kereskedelmi kit hitelesitett gyermektdl szdrmazd vérek vizsgdlatira. A
felndttekre érvényesitett cut-off érték til magas lehet gyermekek szdmara,
ami a teszt alacsony szenzitivitdsat eredményezi. Ezért gyermekek H.
pylori szerologiai vizsgalatanal olyan ELISA kitet kell valasztani, amelyik
tartalmaz cut-off érteket gyermek savok vizsgalatara is.

Epidemiologiai tanulmanyok végzésére elsOsorban a szerologiai tesztek
ajanlottak.

A szerologiai gyorstesztek, az un. ,doktor tesztek” (latex agglutinécio,
immunkromatografidas moddszerek), minthogy szenzitivitasuk és specificitasuk
nem megfeleld, alkalmazasuk rutin laboratoriumi vizsgalatra nem ajanlott.

3. H. pylori antigén kimutatas székletbol:

Ma mar Magyarorszagon is lehetdség van H. pylori antigén székletbdl torténd
kimutatasdra ELISA modszerrel. Klinikai tanulméanyok igazoltdk ennek a
modszernek a magas szenzitivitasat (98%) €s specificitasat (96%). Ez a modszer
alkalmas a H. pylori fertdzés diagnosztizalasara és az eradikécio kontrollalasara,
gyermekek vizsgélatara. Elonye az urea kilégzési teszttel szemben, hogy nem
igényel koltséges miiszer beruhazast, a vizsgalati minta (szé€klet) postai uton
széllithato, igy barmely mikrobioldgiai laboratoriumban, ahol ELISA technika
rendelkezésre all, a vizsgélat elvégezhetd.

Ujabban keriiltek forgalomba a H. pylori antigén székletb6l torténd kimutatésara
immunkromatografias diagnosztikus moddszerek. Ezek érzékenysége és
specificitasa eléri az ELISA technikédval kapott eredményeket, eldnyiik viszont
az, hogy lényegesen olcsobbak.

A Magyar Gastroenterologiai Téarsasag Konszenzus Konferencidjanak ajanlasa
alapjan a kovetkezd esetekben kell a H. pylori fertézés kimutatasara torekedni:

« 45 ¢v alatti ulcus tipust dyspepsias betegnél, ha nincs alarmtiinet,

« a beteg anamnézisében peptikus fekélybetegség szerepel és folyamatos
vagy intermittalo savszekréciot gatld kezelést igényel,

e gastro-oesophagealis reflux betegség (GERD) esetén, ha tartds
protonpumpa gatlo kezelés varhato,

« 1d6s betegnél, ha tartds, nem-szteroid gyulladas gatlo (NSAID) kezelés
varhato,

* abeteg egyenes agi rokonainal gyomorrak fordult eld,
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* abeteg kifejezett kérésére.
Ezekben az esetekben a haziorvos kezdeményezheti a H. pylori fertézés
kimutatasat és pozitiv esetben az eradikécidt; a diagnosztikdra a nem invaziv
modszerek ajanlottak.
45 ¢év feletti, vagy alarmirozd tiinetekkel rendelkezd betegeknél a diagnozis
tisztazasa a gastroenterologus feladata, amely altalaban endoszkopos vizsgalatot
¢s biopsziat von maga utan.
Tilinetmentes egyének H. pylori szlirése felesleges!
Az eradikacio eredményességének ellendrzésére - ha ismételt endoszkdpia nem
sziikséges - az urea kilégzési teszt, vagy a H. pylori antigén sz€kletbdl torténd
kimutatasa javasolt. Kétszeri sikertelen eradikacid esetén az jabb eradikéacios
ktra el6tt - a nemzetkdzi ajadnlasoknak megfeleléen - indokolt a H. pylori
antibiotikum érzékenységének vizsgalata a korokozd tenyésztéssel torténd
izolalasat kovetden. Minthogy ma Magyarorszdgon nagyon kevés
mikrobioldgiai laboratérium vallalkozik erre a feladatra, ennek a diagnosztikai
Osszeallitasnak nem titkolt célja volt az is, hogy legaldbb a regionalis
centrumokban torténjen H. pylori tenyésztés, €és antibiotikum érzékenységi
vizsgalat.

*Dr.Székely Ivan, Fejér Megyei Szent Gyorgy Koérhaz Gastroenterologia Osztaly
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Antigénkombinaciok alkalmazasanak jelentosége a Lyme

szerologiai diagnosztikaban
Kienle Zsuzsa, Boross Katalin

A Lyme betegség diagnosztikdja a klinikai tiinetek helyes felismerésén és
értekelésén alapul, de gyakran van sziikség a diagnozis laboratoriumi
alatdmasztasara, elsdsorban szeroldgiai moddszerekkel. A laboratoriumban
tobblépcsOs diagnosztika javasolt, az elsd 1épésben megfeleld érzékenységl
ELISA, a masodikba megerdsit6 immunoblot alkalmazasa. A fenti eljaras
valogatott esetekben tenyésztéssel vagy nukleinsav alapu eljarassal egészithetd
ki.

A szeroldgiai diagnosztikaval egyiitt jard ismert problémak a tesztek és az
értékelés nem kelld standardizaltsaga. Eurdopaban az etiologiai dgensnek —
Borrelia burgdorferi sensu lato — jelenleg legalabb harom humanpatogén alfaja
ismert, ezek a Borrelia afzelii, Borrelia garinii és Borrelia burgdorferi sensu
stricto. Az immundominans antigének valtozatossdganak magyardzata egyrészt
az emberi megbetegedést okozo Borrelia speciesek altal expresszalt immunogén
proteinek szekvencia-variabilitdsa, masrészt, az antigénexpresszid jellemzd
valtozasa. Ismeretes, hogy a B. burgdorferi az egyes proteineket a fertézési
ciklus soran valtozé meértekben expresszalja. Az OspA €és OspC expresszioja
példaul inverz modon valtozik: a vérszivas a vektorban az OspC expressziojat
indukalja, és az OspA termelddését szupresszalja (Fingerle és mtsai.: 2000); ez
lehet a magyarazata annak, hogy a betegség korai stadiuméban jellemzden OspC
elleni ellenanyagok termel6dnek.

A hagyomanyos tesztek egyetlen torzsbdl szarmazo, teljes test lizatumot
tartalmaznak. Az elmult évtizedben megallapitast nyert, hogy eurdpai viszonyok
kozott, amennyiben a teszt csupdn egy genospeciesbdl szdrmazd antigéneket
tartalmaz, a legnagyobb foku ¢érzékenység Borrelia afzelii (PKo) torzs
alkalmazasaval érhetd el. Szamolni kell azonban a torzsek heterogenitasabol
ered0 problémaval, nevezetesen azzal, hogy egyetlen torzs alkalmazasa esetén,
elsésorban a betegség korai szakaban, a teszt érzékenysége elmaradhat a
kivanalmaktol, és a reaktivitas hianya az esetek egy részében tévesen negativ
eredményhez vezet. A korkép sulyossaga és a korai, megfeleld terapia
alkalmazéasanak lehetdsége ennek kiilonds hangsulyt ad a korai neurologiai
manifesztaciok esetében.

Elméleti lehetdség tobb, kiilonbozd specieshez tartozo torzsbdl eldallitott
teszt alkalmazésa, nyilvanvalé azonban, hogy a tobbletmunkan feliil, az ezzel
jaro plusz koltségek a finanszirozasbol nem fedezhetdk.

Az érzékenység novelésének tovabbi moddja a tesztek kiegészitése a
szenzitivitast noveld rekombindns antigénekkel.
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Rekombindns antigéneket tartalmazo / azokkal kiegeészitett tesztek
alkalmazéasa megoldast kindl mind az antigén-heterogenitassal, mind a valtozé
expresszidval kapcsolatos problémakra.

A rekombindns antigének alkalmazédsan alapuld tesztek a kovetkezd
elényokkel birnak:

1. Ilyen tesztek csupan a specifikus, a diagnosztika szempontjabol jelentds
antigéneket tartalmazzak.

2. Az érzékenység fokozasa érdekében a tesztekben kiillonbozd térzsek
homolog antigénjei (OspC vagy DbpA) kombinalhatok.

3. A lizatumokkal szemben olyan, a szenzitivitas €s specificitds javulasat
eredményez0 antigénekkel dusithatd, amelyek in vitro nem, vagy csak igen kis
mennyiségben expresszalodnak.

4. Mivel az antigének kivant mennyiségben kombindlhatdk, az egyes
antigének eltérd expresszioja az értékelést nem befolyasolja.

5. Az antigénkombinacio tetsz€s szerint kiegészithetd a proteinek
specifikus csonkitott (,,fruncated”) darabjaval (pd. p4li), vagy fazids
proteinekkel.

6. A felhasznaldé szamara tovabbi eldny, hogy az immunobloton egyéb,
nem specifikus csikok jelenléte nem zavarja a specifikus csikok egyértelmii
elkiilonitését.

Kovetkezéskepp, az ilyen tipusu tesztek konnyebben standardizalhatok,
reprodukalhatok, és egyszerlibbé teszik az egyes laboratoriumok eredményeinek
Osszehasonlitasat.

Természetesen, nem feledkezhetiink meg arrdl, hogy a valasztott tesztnek
mindig a kitlzott célt kell szolgalnia. A korai fazisban, amikor az
ellenanyagvalasz még gyenge vagy késleltetett lehet, az antigén variabilitas és
ebbdl kovetkezOen, a reaktivitds esetleges hidnya a kapott eredményeket
nagymértékben befolyasolhatja. Igen fontos ekkor, hogy a teszt a kiilonb6zo
torzsekbdl szdrmaz6 homolog antigének kombinacidjat, vagy az azok alapjan
eldallitott rekombinans antigéneket tartalmazza. A betegség késdi formdjaban
azonban — amikor a reaktivitds egyébként is szamos antigén ellen irdnyul, és az
érzekenységgel kapcsolatban kevésbé meriilnek fel aggalyok — az antigén-
mintdzat Osszehasonlitisa a cél, a gazdagabb, teljes antigén-spektrumot
tartalmazo teszt informativabb lehet.

VISE

Régen fennalld igény a kombinaciok helyett csupan egyetlen antigént
tartalmazd teszt kifejlesztése, amely elfogadhatdo specificitassal és
érz¢kenységgel alkalmas Lyme borreliosis szerologiai diagnosztikajaban torténd
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alkalmazéasra. Egy ilyen teszt jelentdsen csokkentené a ma még szamottevd
eldallitasi koltségeket, €s egyszeriisitené a laboratoriumi diagnosztikat. Bar a
betegség korai €s késdi szakdban jellemzden antitestvalaszt kivaltd antigének
ismertek, egyelére egyik sem felelt meg a fenti feltételeknek. A VISE felszini
proteinre (,,variable major protein-like sequence”; VLsE) az utdbbi években
iranyult a figyelem. A proteint a Borrelidbol csak in vivo tenyésztést kdvetden
sikertilt kivonni. A VISE IR6 elnevezésii immundominans régiojarol (C6)
igazoltak, hogy a kiilonb6zd antigénvaridciok altal nem érintett, invariabilis
szekvencidju, emellett j6 immunogén — korai, erds ellenanyagvalaszt valt ki. Az
immunvalasz az adott genospeciestdl fiiggetleniil kimutathat6 mind eurdpai,
mind amerikai betegekben. Keresztreakciot mas Borrelia proteinekkel nem ad.
Hozz4ad4sa a hagyomanyosan alkalmazott antigén-kombinacidhoz jelentésen
noveli a tesztek érzékenységét és specificitasat [Liang ¢és mitsai.: 1999],
csokkenti a tévesen pozitiv és megerdsitendd ELISA eredmények szadmat.
Elénye, hogy a tesztben alkalmazott antigén alkalmas valamennyi Lyme
borreliosist okozo Borrelia genospecies, ezen beliil B. garinii és B. afzelii éltal
okozott fertdz¢s detektalasara.

Ma mar, a fenti antigént a kereskedelemben hozzaférhetd tesztek zome
tartalmazza a lizatum vagy rekombindns antigénspektrum kiegészitésére. A VISE
jellemzoen IgG valaszt valt ki, mar a fert6zés korai szakaban.

A szerologiai reaktivitas betegség aktivitasaval vald kapcsolatara vonatkozo
elegendd adat egyeldre nem all rendelkezésre. Bar a kezelés sikerességének
ellendrzésére ma még egyetlen megbizhatd modszer sem all rendelkezésre,
igéretes az a megfigyelés, amely szerint az IR6 peptid elleni antitestszint az
eredményes kezelést kdvetden szignifikansan csokken (Philip és mtsai.: 2001).

Valaszra var a kérdés, hogy a VISE egymagaban kivalthatja-e a tesztekben az
antigén-kombinaciok alkalmazasat. Laboratoriumunkban az IR6 antigént
tartalmazd6 ELISA tesztet hasonlitottunk 0Ossze antigén-kombinaciot VISE
antigénnel kiegészitve tartalmazo rekombindns teszttel. A teszt az IgM és IgG
tipusu ellenanyagok egyidejii (egy tesztben torténd) kimutatasara lett
kifejlesztve. A teszthez a Borrelia burgdorferi VISE antigénjének konzervalt

crr

A kittel klinikailag jol definialt Lyme borreliosis esetekbdl szarmazo6 szérumokat
vizsgaltunk, melyeket rekombinans antigéneket tartalmazé ELISA kittel
(recomWell Borrelia IgG/IgM, Mikrogen) teszteltiink, és Western blottal
(Virotech, Mikrogen) konfirmaltunk. A vizsgalt mintdk koziil 50 korai stddiumu
lokalizalt betegségbdl (ECM), 4 disszeminalt ECM-b6l, 11 neuroldgiai, 17
reumatologiai tiinetekkel jelentkezd betegektdl szarmazott. Mivel az IR6 ELISA

10
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IgG ¢és IgM valasz elkiilonitésére nem alkalmas, els@ 1épésben a referencia
ELISA eredményét [gG- vagy [gM-reaktivitas esetében pozitivnak tekintettiik.

Konkordancia (%)*a

Klinikai manifeszticié M‘“g‘szam rekombinans IgM/IgG ELISA
(db) pozitiv eredményével

ECM 50 48%

Disszeminalt ECM 4 75%

Neurologiai 11 91%

Reumatoldgiai 17 94%

Acrodermatitis chronica 9 100%

atrophicans (ACA)

*. Egyezés a rekombindns

ELISA eredményével (IgG/IgM egyiittes

figyelembevételével).

100+

Konkordancia (%)

=50)

ECM (n

Neurologiai

Disszeminalt
ECM (n

(n=11)

Rheumatologiai
(n=17)
ACA (n

1. abra Az IR6 ELISA és VIsE-antigénnel kiegészitett rekombinans ELISA
eredményeinek egyezése (%) kiilonb6zd klinikai manifesztacidkban

Amikor a VISE antigénnel kiegészitett rekombinans ELISA-éval nem egyezd
eredményeket add szérumok Western blotjait vizsgaltuk, azt taldltuk, hogy az
eltérés, és az antigén—kombinacio alkalmazasdval megfigyelhetd magasabb
aranyl reaktivitas szinte valamennyi esetben a rekombindns ELISA IgM

11
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tesztben korai antigének (p41, p41i, OspC) elleni reaktivitas detektalasaval volt
magyarazhato.

Megjegyzendd, hogy a vizsgalati szam a referencia ELISA-val negativ mintak
vizsgalatdit nem tette lehetdvé, mivel azonban az utobbi a VIsE-antigént a
kombinaci6 részeként mar tartalmazta, alacsonyabb foku reaktivitast attol nem
vartunk.

Mivel a korai esetek megitélésében az IgM, a késdi esetekében az IgG
reaktivitdas meghatarozo, a kovetkezd dabran csak a megfeleld klinikai
manifesztaciora jellemzo, relevans ellenanyag alosztalyt vettiik figyelembe.

100 -
90
—~ 801
=X
: 70+ O Konkordanciaa
g 60 rekonbinans IgM
_cg 50- eredményével (%)
S 404
=]
,Q 30 m Konkordancia a
20 rekonbinans IgG
104 eredményével (%)
0
= 3 = <
5 < 50 50 @)
m s = 2 R <
27 2 =

2. abra IR6 ¢s rekombindns antigén-kombinéacidt tartalmazdé ELISA
eredményeinek egyezése a stadiumra relevans immunglobulin osztaly
figyelembevételével

Kovetkeztetések: Az egyetlen antigénként [R6-t tartalmazd kit alkalmasnak
tinik Lyme borreliosis diagnosztikdjaban sziird jellegli vizsgalatok elvégzésére.
A kit érzékenysége II. és III. stddiumu esetekben az antigén-kombinaciot
tartalmazod rekombindns tesztének megfelel. A specificitas vizsgalatit a
rendelkezésre allo tesztmennyis€ég nem tette lehetdvé, azonban szdmos
kozlemény annak magas specificitasar6l szamol be. Mindazonaltal,
tapasztalataink szerint, korai esetekben az antigén-kombinacidt tartalmazé kit
érzékenysége felillmulja az IR6 ELISA-¢ét. Az egyetlen antigénen alapuld teszt

12
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tovabbi hatranya, hogy nem alkalmas az IgM ¢és IgG valasz kiilon
meghatarozasara, és a tesztben az egyes specifikus antigénekkel (korai ill. késo)
szembeni reaktivitds nem itélhetdé meg. Az eredmény tehat nem ad informaciot a
betegség stadiumainak elkiilonitéséhez, €s a Western blot alkalmazasanak
sziikségességét egyeldre nem kiiszoboli ki.

Az eredményeket és szakirodalmi ajanlasokat figyelembe véve, elsdsorban korai
szakban antigén-kombinaciot tartalmazd szlrdteszt alkalmazasa, és a teszttel
kapott pozitiv eredmények megerdsitése Western blottal mindenképp ajanlott.

Irodalom:

— Center of Disease Control and Prevention, Lyme Disease, Morb. Mort. Wkly. Rep. 50,
181 (2000);

— EUCALRB (,,European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis™) (2006);

— Fingerle V. és mtsai.: Expression of outer surface proteins A and C of Borrelia burgdorferi
in Ixodes ricinus ticks removed from humans, Med Microbiol Immunol (Berlin) 187, 121-
126 (1998);

— Fingerle V. és mtsai.: Differential expression of outer surface protein A and C by
individual Borrelia burgdorferi in different genospecies, Med Microbiol Immunol, 189,
59-66 (2000);

— Philipp M.T. és mtsai.: Antibody response to IR6, a Conserved Immunodominant Region
of the VISE Lipoprotein, Wanes Rapidly after Antibiotic Treatment of Borrelia burgdorferi
Infection in Experimental Animals and in Humans, J. Infect. Dis. 184, 870-878 (2001);

— Liang FT. és mtsai.: Sensitive and specific serodiagnosis of Lyme disease by enzyme-
linked immunosorbent assay with a peptide based on an immunodominant conserved
region of Borrelia burgdorferi VISE. J Clin. Microbiol 37, 3990-399 (1999).
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Az ornithosis laboratoriumi diagnosztikai modszereinek

fejlesztése 1.
Balla Eszter, Petrovay Fruzsina

A human ornithosis Magyarorszdgon sporadikus (galambaszok,
diszmadartartok, -kereskeddk, viziszdrnyas-tenyésztok stb.) ¢€s jarvanyos
(baromfi-feldolgozo lizemek dolgoz6i) formaban egyarant eléfordulhat. Jelenleg
a korkép laboratoriumi diagnosztikdja elsddlegesen szerologiai modszereken
alapul, és szinte teljesen hattérbe szorul a Chlamydophila psittaci direkt
kimutatasa.

Ennek oka tobbek kozott, hogy e baktérium tenyésztése nehézkes,
hosszadalmas, ¢és a viszonylag ritka human megbetegedések kapcsan
rutinszerien nem terjedt el. Az aerosol-képzédés veszélyével jaro
munkafolyamatok rdadasul BSL-3 szintli laboratériumi hatteret igényelnek. A
relevans, mélyrdl szarmazo 1éguti minta vétele is akadalyokba titkdzhet, mert a
korképet gyakran csak improduktiv kohogés jellemzi. A diagnosztikat
ugyanakkor tovabb neheziti a kdrokoz6 nagyfokt antigén rokonsaga a tertileten
gyakori légiti korokozonak szamitd Chlamydophila pneumoniae-vel.

A tomeges szlrésre alkalmas szerologiai vizsgalatok kiértékelésénél
ugyancsak figyelembe kell venni a mas chlamydia speciesekkel adott, gyakori
keresztreakcidkat. A specifikus IgA, IgG és IgM detektéalasara jelenleg egyediil a
micro-immunfluorescens (MIF) technika (Focus) képes'. (CDC referencia
standard) Valamennyi szeroldgiai eljarashoz hasonldéan ennek is az a hatranya,
hogy a betegektdl szarmazo elsé minta, kiilonosen, ha a tiinetek kialakuldsa és a
mintavétel kozott rovid 1d6 telt el (kevesebb, mint nyolc-tiz nap), még
alkalmatlan lehet a szerologiai diagnozis megallapitisdra; az ornithosis
gyanjanak felvetésére. Ilyen korai mintanal csak ritkdn fordul eld, hogy
markans C. psittaci ellenanyagvalaszt detektalunk, annal gyakoribb, hogy C.
pneumoniae specifikus antitestek erds pozitivitasat észleljiik. Ezt az altaldnos
kovetkeztetést a hazai ornithosis jarvanyok szerologiai vizsgélatai soran
vonhattuk le. Ennek okat a korai szakaszban megitélni még nem lehet; ezért a
feltételezhetden C. psittaci okozta jarvanyok kezdetén gyakran csak genus
szinten tudjuk felvetni a chlamydia eredetii fertdzés gyanujat.

A korai laboratoriumi diagndzis jelentdsége ugyanakkor felbecsiilhetetlen,
hiszen az ornithosis kezeletlen, stlyos eseteiben a haldlozasi ardny a 20
szazalékot is megkodzelitheti®.

A jarvanyiigyi jelentdséggel is bird6 megbetegedések a Chlamydophila psittaci
molekularis diagnosztikdjdnak (PCR) bevezetését siirgették, mivel a gyors,
species-szintli differencial-diagnosztika céljara ez a mddszer a legalkalmasabb.

Az eljaras kidolgozéasa a 2005. decemberében a békéscsabai jarvany soran
fulminans lefolyast, ornithosis gyantiis megbetegedésben elhunyt beteg
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boncolasi anyaganak feldolgozasan alapult. Irodalmi sszefoglalok tanusaga® *
szerint az idoben kezdett, megfeleld antibiotikum-terapia (doxycyclin vagy
makrolid-szarmazék) mellett igen ritkdk a fatalis szovodmények. Az elhunytnal
azonban hosszas és hatastalan béta-laktam terapia elézte meg a hospitalizaciot,
¢s a klinikai diagndzishoz sziikséges mintavételre mar csak az intenziv
osztalyon, a haldl bedllta el6tti napokban keriilt sor. (Megjegyzendd, hogy a
beteg az intenziv ellatds keretében ciprofloxacin terdpiadban részesiilt, melynek
sulyos esetben mar leirtik a hatastalansagat®.)

Fentiek alapjan a szérumminta emelkedett C. psittaci ellenanyagszintjei (IgA
1:64 pozitiv; IgG 1:512 pozitiv; IgM 1:16 kétes) a progndzis szempontjabol
szarmazo korbonctani anyagbodl a 2006. évben bedllitasra keriilt, C. psittaci DNS
kimutatasan alapuld molekuldris PCR modszerrel igazolni tudtuk a C. psittaci
jelenlétét. Differencial-diagnosztikai €s jarvanyligyi szempontbol dontd volt,
hogy a nested PCR technika segitségével ki lehetett zarni a C. pneumoniae
fert6zés lehetdségét.

2007. januar 30-an a Jasz-Nagykun-Szolnok megyei Hetényi Géza
Korhdzban kezelt pneumonids beteg szérummintdjabol laboratériumunk az
ornithosis gyanujat valoszintsitette (IgA: 1:128 pozitiv; IgG 1:512 pozitiv; IgM
1:16 kétes). A libatelepen dolgozo beteg léguti tlinetei egy honappal kordbban
kezddédtek. Minden bizonnyal a kezdeti (hatistalan) Augmentin terdpia is
hozzajarult az elhtzodd pneumonia kialakuldsdhoz. A korhaz utdlag,
laboratoriumunk kérésére kopetmintat is kiildott, amelybdl C. psittaci PCR-rel
igazolhat6 volt a korokozd6 DNS-ének jelenléte. Ez volt az elsd eset, hogy a
kidolgozott C. psittaci PCR eredménye a klinikai diagnosztika terén nyert
gyakorlati jelentdséget. (A beteg a korhazbol gyogyultan tdvozott.)

Laboratoriumunk 2007. marcius 8-4n és 9-én a kalocsai korhdz intenziv
osztalyan egy lélegeztetett, két hete lazas betegtdl szadrmazd szérumot, ill.
bronchusvéladékot vizsgalt ornithosis iranydban. A baromfifeldolgozéban
korabban kopasztdként (aerosol-expozicio fokozott veszelye!) dolgozd betegnél
felmeriild szeroldgiai gyanut (IgA 1:32 pozitiv; 1gG 1:256 pozitiv; IgM 1:16
negativ) a bronchusminta pozitiv C. psittaci PCR eredménye erdsitette meg. A
korabbi Rocephin-Dalacin-Avelox antibiotikum kombinaciét a laboratériumi
eredmény kozlése utan makrolid adasaval egészitették ki. A tobb szervet érintd
karosodas kovetkeztében a beteg napokon beliil elhunyt. Boncolasi anyaganak
feldolgozasa, ill. tovabbi beteg alkalmazottak szlirdvizsgalata €és az eredmények
értékelése folyamatban van.

Az ornithosis human eléfordulasa, ill. a fatalis szovédmeényekbe torkollo,
sulyos megbetegedések megeldzhetdek lennének:

- a veszélyeztetett munkahelyeken megfeleld higiénés oOvintézkedések

foganatositasaval,

15



wrobioléqioi Korlevél @@ﬁfm

- a dolgozok egészségiigyi felvilagositasaval (a banalis 1éguti tlineteket
sem szabad elhanyagolniuk);
- az alapellatasban dolgozo orvosok; ill. els6sorban a pulmonolégusok
bevonasaval, akik a részletes anamnesztikus adatok alapjan elséként
vethetik fel az ornithosis gyanujat. A laboratoriumi kivizsgalast és a
helyes terapiat is 6k indikalhatjak.
Fentiek tiikrében javasoljuk, hogy a bekiildé orvos az ornithosis-gyanus
betegeknél a laboratdriumi vizsgdlatra szant els@ szérummintat feltétleniil
egészitse ki egy alsé léguti mintaval (jarobetegnél steril tartalyba iiritett
kopettel; 1¢legeztetett betegnél bronchoszkopos valadékkal). Az akut C. psittaci
megbetegedések korai fazisdban a gyakran még negativ szérumminta €és a
varhatéan pozitiv, relevans also légiti minta parhuzamos vizsgalata gyors ¢és
korrekt diagndzist nyujthat, melynek jelentdsége nem csak terapias, de
jarvanyiigyi szempontbol sem lebecsiilendd.
A jelenleg hasznalatos labordiagnosztikai modszerek értékelése, az eredmények
interpretaldsa és az irodalmi Osszeallitas egy Ujabb, folytatdlagos kozlemény
targyat képezi.
Javasolt mintavételi protokoll
1.) Sziikséges szérummintak:
A) a fertézés korai szakaszaban, lehetdleg az antibiotikum-kezelés
megkezdése eldtt levett szérumminta; melyhez feltétleniil mellékelni kell a
tinetek jelentkezésének, 1ill. a mintavétel idépontjat; valamint az
antibiotikum terédpia részleteit.
B) a betegség convalescens szakaban, minimum 3 héttel késoébb levett
szérumminta.
C) esetenként sziikség lehet 3. vérminta vizsgalatdra, amennyiben az
antibiotikum kezelés késlelteti az ellenanyagszintek valtozasat. Ezt a
laboratorium a bekiildével torténd konzultacid soran kérheti.
2.) Direkt korokozo-kimutatast (PCR) elsOsorban a friss esetekben célszerli
végezni (lehetdség szerint még az antibiotikum kezelés el6tt, de ez dGnmagaban
nem kontraindikacid)! Ehhez steril, transzportmentes tartalyba vett; fels
léguti, kontaminaciotdl (nyal) mentes, alsd léguti (kopet, bronchoalveolaris
lavage, védett kefével vett) minta sziikséges. A mintat 24 oran beliil, hiitve (nem
fagyasztva) kell az OEK-be szallitani. Fagyasztas csak a 24 6ranal tovabb tarolt
mintak esetében javasolt.
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A bakteriologiai korkisérlet (KK 2006/11.) értékelése
Gacs Maria

A korvizsgalatokban valo részveétel a laboratoriumok szédmadara, egy nagyon
lényeges szakmai kontrollt jelent.

A korvizsgalatoknak kiilsé mindségi kontrollként csak az lehet a célja, hogy a
szakmai fejlodést, fejlesztést szolgalja. A résztvevék a  hibakbdl,
hidnyossagokbdl tanuljanak, sziikségesnek érezzék, hogy folyamatosan
képezzék magukat, s ennek eredményeként helyesen interpretaljak
eredményeiket, konzultaljanak, s adjanak hasznos tandcsokat a klinikusnak az
antibiotikum terépia vonatkozéasaban.

A laboratorium teljesitményének értékelése - az egyes tesztkészitmények
eredményei alapjan - minél alaposabb ¢€s részletesebb, annal tobbet fog segiteni
az esetlegesen felmeriild hibdk kijavitasdban, s abban, hogy munkédjat
szakmailag még jobban még eredményesebben tudja végezni. Nem szolgalja az
utobbi célt, ha megoldand6 feladatok tal egyszerliek, konnyliek, nem feladat az
eredmény interpretdlasa, s a laboratorium szidmara nem nyujt tobbet csak a
korvizsgalatban valo részvétel igazolasat.

Az értékelések nemcsak az egyes laboratoriumoknak segitenek felszamolni
hibaikat, de a szakmai vezetésnek is fontos informacidt nyujtanak. A bemutatott
altalanosan el6forduld kisebb-nagyobb hibdk, s a ritkdbb, de stlyos, a szakmai
ismeretek hianyossagat jelzé teljesitmények is tdmpontot adnak a képzések
tovabbképzések Osszedllitdsdban, s a mikrobiologiai laboratériumok szakmai
szinvonalanak megitélésében.

A korvizsgélatok értékelésekor a résztvevd laboratoriumoknak megkiildott
egyedi értékeléseken tul sziikségesnek latszik a laboratdériumok Osszesitett
teljesitményének bemutatdsa 1s, egyrészt, hogy a laboratoriumok sajat
eredményeiket Osszevethessék masokéval, masrészt tudatosuljon hol ¢és
mennyiben térnek el a referens laboratoriumi eredményektol.

Az alédbbiakban a 2006/Il. korvizsgalat Osszesitett bakteriologiai eredményeit
kivanom értékelni, elérebocsatva, hogy az egyedi részletes értékeléseket mar a
tobbi mikrobioldgiai eredménnyel egylitt kézhez kaptak a laboratoriumok.

A korvizsgalat eredményeinek értékelése tesztkészitmények szerint:

A tesztkészitmény jele: KK 2006. 11/1.

A minta megnevezése: aerob, anaerob haemokultura

A beteg kora, neme: 5 éves fi

Anamnézis: felsé léguti infekcio

A beteg klinikai tiinetei: dyspnoe, tachycardia, magas laz, elesettség
Megel6z06 antibiotikum terapia: clarithromycin
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Eredmény: aerob tenyésztéssel
— Streptococcus pneumoniae
- a -haemolizalo Streptococcus
anaerob baktérium nem tenyészett ki

A tenyésztési eredmény interpretalasa:

A klinikussal valé konzultacié sziikséges! Az anamnézisben szerepld
tiinetek alapjan kitenyé€sztett Streptococcus pneumoniae torzs koérokozonak
tekinthetd, mig a mellette izolalt a- haemolizald Streptococcus feltehetden
kontaminaci6. A konzultacio €s az ismételt haemokultura vizsgalat megerdsitheti
a diagnozist.

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalat eredményének interpretalasa:

Az alacsony szinten rezisztens S. pneumoniae okozta invaziv infekciok
esetben 1is, de sziikség esetén mas B-laktdm antibiotikumok adasa is szoba
keriilhet (nagy dézist penicillin, imipenem)

Sziikségesnek itéli-e elkiildeni az izolatumot referens laboratéoriumba
tovabbi, vagy megerosito vizsgalat céljabol?

A haemokulturabol kitenyésztett S. pneumoniae torzset sziikséges referens
laboratoriumba kiildeni az OEK Bakteriolégia 1. osztilya 4altal kiadott
kisérdlappal tovabbi (szeroldgiai) vizsgéalat és a nemzetkdzi surveillance
adatszolgaltatas céljabol.

Ertékelés

Tenyésztés, identifikalas

A résztvevd laboratoriumok mindegyike kitenyésztette €s jol identifikalta
a tesztkészitményben szerepld S. pneumoniae-t, (egy laboratoriumba tordtten
érkezett a liofilizalt ampulla, igy nem dolgoztdk fel). A ,,valdszinii
kontaminans”- ként megitélendd a- haemolizalo Streptococcus-t 5 laboratérium
egységesnek itélve a tenyészetet, nem izolalta.
A laboratoriumok tobbféle eljarast alkalmaztak a baktériumok identifikélasara.
Az identifikalas modja:

Moaod Laboratoriumok szama
Hagyomanyos 11
Kereskedelmim identifikalo kit 6
Automata 2
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A laboratériumok nagy része a Streptococcus pneumoniae identifikaldsat
megerdsitd kiegészitd vizsgalatot i1s végzett. A hagyomanyos vizsgalatot 6-an
antigén kimutatdssal és/vagy kereskedelmi identifikalo kittel erdsitették meg, és
csak 5 laboratérium volt, ahol egyféle diagnosztikus eljarast alkalmaztak.

A hagyoméanyos modon végzett vizsgalatok sordn a telep €s mikroszkopos
morfologia, ¢és epeoldds mellett az optochin érzékenység vizsgalata
elengedhetetlen. Az optochin vizsgalatrol szinte minden laboratérium beszamolt,
egyetlen laboratorium volt, ahol csak az epeoldés pozitiv eredményére alapoztak
a diagnozist. A zolditd Streptococcus identifikalasaval kevesen foglalkoztak, de
ez ebben az esetben nem is volt sziikséges.

Antibiotikum érzékenységi vizsgalat
A laboratoriumok kozil csak 5 (270, 272, 279, 274, 280) vizsgalata felelt
meg az alabbiaknak
- a CLSI el6irasai szerint antibiotikum érzékenységi vizsgalatot végzett,
- az eredménye megfelelt a referens laboratérium eredményének
- akapott eredményt helyesen értékelte
A penicillin és 3. gen. cefalosporinok érzékenységi vizsgalatanak Osszesitett
eredménye az aldbbiakban lathato:

Streptococcus pneumoniae penicillin érzékenységi vizsgalata

nem hatarozta
penicillin MIC érték 0,125* |0,75| 1 15| 2 3 4 meg a MIC

értéket
laboratériumok szama 1 1 1 1 8 | 2 1 4
(ezek kozul 3 az
1ug oxacillin

az eredmény

Py M M M | M| R R R alapjan R-ként
értékelése

interpretalta)

Streptococcus pneumoniae 3. gen. cefalosporinok érzékenységi
vizsgalata

Ceftriaxon / e nem
cefotaxim MIC | 0,094*| 05 [0,75| 1 | 1,5 | 2 |Koronadifiziovall pyi4r0ta

hatarozta meg

ertek meg
Iab,oratorlumok 1 3 > 2 3 > 3 3(2 OEK*
szama be kuldi)
az eredmény s s S1, | S1, [ M2, | M1, " )
értékelése M1* | M1* | R1* | R1* '

* kifogésolhat6 eredmények és értékelések
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Az el6forduld sulyos hibak:
- a penicillin MIC értékét nem hatirozta meg (nem hasznalt penicillin
Etest-t)
- nem vizsgalt 3. gen. cefelosporin érzékenységet
- a 3. gen. cefalosporinok MIC értékét rosszul értékelte
- a 3. gen. cefalosporinokat, s egyéb béta-laktamokat korongdiffuzidval
vizsgalta és értékelte (CLSI nem ad meg ezen antibiotikumoknal
korongdiftuzios hatarértékeket!)
Invaziv infekciobol szarmazd S. pneumoniae esetén a penicillin mellett a
terapiaban szoba johetd antibiotikumok els6sorban a 3. gen. cefalosporinok MIC
meghatarozasa sziikséges, a lehetd legrovidebb 1don beliil.
MIC meghatéarozast 15-en végeztek, 14-en Etest-el, 1 laboratorium ATB-vel.
A penicillin MIC értékét 4 laboratoriumban nem hataroztak meg. Egy
laboratorium nem adott meg penicillin érzékenységi eredményt, 3-an az
oxacillin korongdiffiiziés eredmény alapjan rezisztensnek kozoltek.
Egy laboratéorium nem vizsgalt 3. gen. cefalosporin érzékenységet, s semmi
mas antibiotikumot sem, ami a terdpiaban szoba johetne. Etest hidnyaban 2
laboratérium az izolatumot referens laboratériumba kiildené. (Ez nem lehet
megoldas, egy klinikai esetben a lehetd leggyorsabb eredmény fogadhatod csak
el.)
Kiilonb6zé Etest-ek alkalmazasanak gyakorisaga S. prneumoniae esetében
laboratoriumonként:

Vizsgalt antibiotikum:
Osszes | 4 vagy tobb P P+CTX/CRO | AMX+CRO | P+CRO+MEM P+Va

2 5 1 3 1 1 1

A KK 2006. II/1 tesztkészitmeény eredményét Osszegezve az antibiotikum
érzékenységi vizsgalatok esetében sokkal tobb, sulyosabb hiba €s hidnyossag
volt, mint a tenyésztés €s identifikélas teriiletén. Mivel a beteg és a klinikus
szamara is a rezisztencia vizsgalata a legfontosabb, €s a laboratérium szakmai
szinvonala tekintetében 1s meghatdrozo, sziikséges tovabbi erdfeszitéseket tenni
a rutin antibiotikum érzékenységi vizsgalatok hitelességének ndvelésére. A
laboratoriumokban foly6 tevékenységek kozt az antibiotikum érzékenységi
vizsgalatok akkreditacidja megoldast nyujthat erre a problémara.

Interpretacio

A tenyésztési €s identifikalasi eredményhez 3 laboratorium nem flizott
semmiféle megjegyzést. A Streptococcus pneuoniae eredményt laboratoriumok
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tobbsége altalaban jol interpretalta, néhany laboratérium kitlinden, mig 4 nagyon
szlikszaviian, nem megfelelden.

A kontamindldé a- haemolizalo Streptococcus tenyészetben vald jelenlétét a
laboratoriumok tobbsége helyesen itélte meg, de a klinikussal valdo kozlés
tekintetében nagyon valtozdan jartak el.

Nagy valoszintiséggel kontaminacioként értékeltek négyen, ebbdl ketten
kiadjak, ketten nem, az utobbi kettdé konzultal, és ismétlést kér. Nem zarta ki
korokoz6 szerepét, kiadja antibiotikum érzékenységi vizsgalati eredménnyel 8
laboratorium. Ezek kozil megitéléset a konzultacid soran a részletesen
megismert klinikai tiinetektdl teszi fliggdve 3, ismételt vizsgalatot kér ugyancsak
3 laboratérium. Ketten nem interpretaljak, egyikiik kiadja, a mésik nem.

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalat interpretdcidja teriiletén még
nagyobb a bizonytalansdg. Tobb laboratorium a terépidra vonatkozoan
semmiféle javaslatot nem tesz, masok az antibiotikum érzékenységi vizsgalat
eredményére utalnak. (Ebben az esetben - amikor a penicillin kivételével
minden antibiotikumra érzékeny a torzs, és a laboratériumok tobbsége tobbet
vizsgal és kozol a sziikségesnél - ez nem elegendd a konzultacidhoz.) Helytelen
terapids javaslatot kozolt 5, két laboratorium a nem megfeleld eredmény miatt
interpretalta helyteleniil, bar az eredménynek megfeleléen. A 20 résztvevo
laboratoriumbol kettd interpretalta hibatlanul, s adott megfelelo terapias
javaslatot.

A tesztkészitmény jele: KK. 2006. 11/2

A minta megnevezése: punktatum

A beteg kora, neme: 32 éves n6

Anamnézis: méhen kiviili terhesség

A beteg klinikai tiinetei: ndgyogyaszati miitétet kovetden 1az, hasi érzékenység,
fajdalom

Megel6z6 antibiotikum terapia: mitét alatti profilaxis: cefamandol

Eredmény:
Aerob tenyészteéssel:
- methicillin rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA)
- vancomycin mérsékelten érzékeny Staphylococcus aureues
(VISA) gyanu
Anaerob tenyésztéssel:
— Bacteroides thetaiotaomicron (Bacteroides fragilis csoport)

A tenyésztési eredmény interpretacioja:

Az aerob baktérium nosocomidlis infekcid korokozdjanak tekinthetd, mig
a vele egyiitt kitenyészett anaerob baktérium feltehetéleg endogén eredetil,
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ebben az esetben egymas korokozo szerepét segitve, a miitét soran legyengiilt
allapotu betegben kialakithattdk a koros folyamatot

Az MRSA és a VISA gyants torzs miatt az eset jelentendd a korhazhigiénikus és
az illetékes epidemiologiai szolgalat felé.

Az antibiotikum érzékenységi eredmény interpretacioja:

A methicillin rezisztens Staphylococcus aureus szokdsos vancomycin
terapiaja, ebben az esetben kevés eredménnyel kecsegtet, mivel a
vancomycinnel szemben emelkedett MIC értékii volt az izolalt torzs. A
rifampicinnel valé kombinaci6 mindenképpen indokolt. Javasolhaté még a
linezolid, vagy quinupristin/dalfopristin és irodalmi adatok szerint a daptomycin
¢s a tigecyclin is.

A S. aureus torzs referens laboratoriumba kiildendd az emelkedett vancomycin
MIC érték miatt, amennyiben az adott osztalyon tobb MRSA fordul el6 a torzsek
tipizalasa is sziikséges.

Ertékelés

Tenyésztés és identifikalas

Mindkét kérokozot kitenyésztette €s jol identifikalta a laboratériumok 60
%-a (12).
Az aerob korokozét, a Staphylococcus aureus-t minden laboratérium
kitenyésztette €s jol identifikalta.
Az anaerob baktériumot 16 laboratorium izolalta, bar a vizsgélati anyagot
mindenki feldolgozta anaerob moddon 1s, négy laboratériumban nem
tenyesztettek ki a B. thetaiotaomicron-t. A tesztkészitménybe tett anaerob
baktérium nem tartozik a nehezen izoléalhatd, kiilonleges tapigényi torzsek koze,
igy egy rutin diagnosztikdt folytatd bakteriologiai laboratériumnak minden
nehézség nélkiil ki kellett volna tenyésztenie. A B. thetaiotaomicron telepei jol
elkiilonithetok voltak a S. aureus telepektdl, de a folyékony téptalajban a
gaztermelddés jele és a mikroszkopos vizsgalat is felhivhatta a figyelmet,
tovabbi baktérium jelenlétére.
Tehat eredményként elfogadhatatlan, és sulyos hidnyossagokra utal,
amennyiben a laboratérium az anaerob baktériumot nem tenyésztette Kki.

Az anaerob identifikalas modja.

A diagnosztikus célbol Osszedllitott antibiotikum tartalmu korongsort,
szinte mindegyik laboratorium hasznalta, ezen kiviil az identifikalasban a
hagyomanyos biokémiai reakciok eredményére csak egy laboratdrium
tamaszkodott. Kiilonb6zd kereskedelmi tesztet hasznalt 14 laboratérium, (API
20A (hat), API Rapid ID32 (harom), Crystal (harom), Remel ANA (kettd), egy
laboratérium nem kozolte az identifikalds modjat. Az identifikalasi eredmények
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Osszességeben jonak mondhatok. Species szintig helyesen hataroztdk meg 9,
csak genus szintig identifikaltak jol 7 laboratériumban.

Antibiotikum érzékenységi vizsgalat:

Orémmel allapithatd meg, hogy a methicillin rezisztenciat mindenki
felismerte, s csaknem kivétel nélkiil jol interpretalta. Nagyon sok esetben helyes
volt a rezisztencia mechanizmus meghatirozasa is. Ugy gondolom a
korvizsgélatok és a korlevelek irdsai is sokat tettek azért, hogy ezen a téren mar
alig tapasztalhatok hidnyossagok. Az 1pg-os oxacillin mellett vagy helyett, a 30
ng-os cefoxitin korongot tobben hasznaltdk, de alkalmazasa még nem valt
altalanos gyakorlattd. A rezisztencidért felelds mecA gén-t ketten hataroztak
meg, a laboratoriumok tobbseége (19-b6l 17) a rezisztencia gén hatasara
kialakulo6 PBP2a kimutatdsaval erdsitette meg az MRSA diagndzisat.

A vancomycin érzékenység vizsgalatira 12 laboratoriumban tortént MIC
meghatarozas, ebbdl 9 esetben Etest, 2 esetben VITEK, 1 esetben
MICRONAUT alkalmazéasaval. Heterorezisztencia esetén az automata
rendszerekkel valo vizsgédlat eredménye gyakran nem megbizhato. Csak
korongdiffuzios vizsgalat tortént 8 laboratdériumban, annak ellenére, hogy a
glikopeptidek ~ érzékenysége  megbizhatban nem  hatarozhatd  meg
korongdiffuzioval sem az enterococcusok, sem a staphylococcusok esetében.

A vancomycin MIC vizsgalat eredménye:

MIC érték pg/ml: 0,25* 2 2,5% 4 6 8

Lajboratonumok 5 ) | 5 | 5

szama:

Interpretalas: S S S* S* VISA  VISA
(VITEK) 1 VISA

* kifogasolhat6 eredmények és értékelések

A laboratoriumok altal kozoltek azt mutatjak, hogy még kozel sem altalanosan
haszndlt a vancomycin screen lemez, a VISA/GISA torzsek esetleges
eléforduldsanak felismerésére. Két laboratorium szamolt be a screen lemez
alkalmazasarol, egy laboratorium volt, ahol a screen lemezen valdé novekedés
alapjan inditott Etest vizsgalat valosziniisitette a VISA diagnozisat (274). Ezen
kiviil harman az Etest vizsgalat eredménye alapjan gondoltak VISA torzsre, s
ennek megerdsitésére sziikségesnek tartottak referens laboratoriumba kiildeni a
torzset (270, 273, 279). Négy olyan laboratéorium volt, ahol a 4 pg-os
vancomycin MIC érték kivalé eredmény volt, azonban még a CLSI (2005)
kordbbi hatarértékeit vették figyelembe, s igy érzékenyként interpretaltak. Kar,
hogy nem vették figyelembe a CLSI/2005 megjegyzés rovatdban és a
Mikrobioldgiai Korlevél 2005/1. szamaban leirtakat, nem vetették fel VISA
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gyanyjat, s emiatt nem szadndékoztak a torzset tovabbi vizsgalatra, referens
laboratoriumba kiildeni.

A 2006. évi CLSI M100-S16 szerint a S. aureus vancomycin érzékenységi
breakpontja 2 lg/ml, igy a 4 lg/ml mar mérsékelten érzékenységet jelol. A
screen lemezt célszerti 4 [ig/ml vancomycinnel késziteni,(a CLSI ajanlasa

6 ug/ml) vagy az EARSS legujabb ajanlasat hasznalni (lasd a kérlevél végen a
,Szakmai észrevételek, javaslatok™ rovatban) és azt a torzset, amely a screen
lemezen névekedést mutat, sziikséges populdcio analysis vizsgadlatra referens
laboratoriumba kiildeni.

A 16 anaerob bakteériumot 1zolald laboratériumbol 12-ben végezték el a torzs
antibiotikum €rzékenységi vizsgalatait. A laboratoriumok tobbsége az
antibiotikumok MIC értékének meghatarozasara Etest-t alkalmazott, harman
ATB ANA automata MIC meghatarozast kozoltek. Harman csak ajanlést adtak,
egy laboratorium nem végzett antibiotikum érzékenységi vizsgalatot.

Eredmények:

Antibiotikum , amoxicillin/ - , , "

ug/ml metronidazol klavulansay imipenem | clindamycin | cefoxitin

1. 1 1 0,125 4 32
2. 0,5 3 32 2 -
3. 0,5 0,38 0,19 2 -
4. 1 0,25 0,094 2 16
5. <8 <4/2 <4 <2 <16
6. <8 <4/2 <4 <2 <16
7. 3 0,75 - - -
8. 0,5 0,75 0,125 - -
9. 0,38 - - - 24
10. 1,5 1,5 - 1,5 -
11. 1,5 0,75 0,5 - -

A MIC eredményeket Osszegezve: az anaerob baktériumok antibiotikum
érzékenységi vizsgalatai teriiletén a kordbbi évekhez viszonyitva, a résztvevd
laboratoriumok eredményei alapjan pozitiv iranyt valtozas tapasztalhat6. A MIC
meghatarozas sz€lesebb korli, a terdpidban szoba johetd antibiotikumok
érzekenységeének vizsgalatara altalanosabba valt az Etest hasznalata. Az értékek
pedig, egy-keét kirivo esettdl eltekintve kevésbé szornak.
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A tesztkészitmény jele: KK. 2006. 11/3

A minta megnevezése: trachea valadék

A beteg kora neme: 66 éves férfi

Anamnézis: kozlekedési baleset

A klinikai tlinetek: polytraumatizalt, 1¢legeztetett beteg
Megel6z6 antibiotikum terapia: ciprofloxacin, ceftazidim

Eredmény: Acinetobacter baumannii

Interpretacio: multirezisztens, nozocomidlis baktérium. A  klinikussal
konzultalni kell, miutan a kisérélapon infekciora utald tiinetek nem szerepelnek,
korokozo szerepe nem itélhetd meg. Amennyiben infekcid all fenn relevans
minta (endotrachealis aspiratum, BAL, PSB) bekiildését kérjiik. Az értékelést
segiti a kdpet esetében szokésos citoldgiai vizsgalat, s amennyiben feldolgozzuk
a mintat, a kitenyészett baktérium csiraszdmanak meghatarozasa.

A torzset, multirezisztenciaja miatt jelenteni kell és amennyiben az adott
osztalyrdl tobb esetben kitenyészthetd epidemioldgiai tipizalas céljabol az OEK
Féag és molekuldris tipizalo osztalyara sziikséges kiildeni.

Infekci6 esetén a terdpids javaslat: ampicillin/sulbactam, vagy carbapenem.

Ertékelés
Tenyésztés, identifikalas:

A baktériumot minden laboratérium kitenyésztette. A species nevét ketten
irtdk helyteleniil, harman a genus nevét csak roviditéssel adtdk meg. Az
eredményben a baktérium teljes neve kiirando.

Identifikalas: genus szintig a baktériumot mindenki jol hatarozta meg.
Helyes eredmény az ,,Acinetobacter calcoaceticus-baumannii komplex” mivel
pontos identifikalas csak molekularisan lehetséges, a mindennapi gyakorlatban
azonban az Acinetobacter baumannii megnevezés ugyancsak helytallo.

A meghatarozas modja:

- csak hagyomanyos: 6

- hagyomanyos + kereskedelmi kit: 8
- csak kereskedelmi kit: 3

- Automata (VITEK): 3

Antibiotikum érzékenységi vizsgalat

Teljesen hibatlan eredmény nem volt. Csak kis hibdk fordultak el 8
laboratérium eredményében. Leggyakrabban az amikacin ¢és cefepim
eredményben volt eltérés, amennyiben mérsékelten ¢érzékeny helyett

25



wrobioléqioi Korlevél @@fﬁm

rezisztensnek talaltdk. A kis eltérések mellett stlyos hibak is voltak 7
laboratérium esetében. A piperacillin/tazobactam 4 esetben volt érzékeny a
referens laboratorium rezisztens eredménye helyett. Stilyos hibanak értékelhetd
az is, hogy 3 laboratérium nem vizsgalta az ampicillin/sulbactam érzékenységet.
A részletes eredmények az alabbi tdbldzatban lathatok:

Referens labor | MIC érteket kozlg | Korongdiffuzios

antibiotikum eredménye laborok szama elraebdonr]c?lg Z;g%zéo
MIC (ug/ml)| disc(mm) | E M R | E M R

amikacin 32 M 16 M 1 - - 1 1 13
ampicillin/sulbactam 8 E | 24 E 3 - - 13 1 -
cefepim 16 M 16 M 1 2 - 1 - 12
cefotaxim 64 R 6 R - - - - - 6
ceftazidim 64 R 11 R - 2 2 - - 16
ceftriaxon 64 R 6 R - - 2 - - 3
ciprofloxacin 8 R 14 R 1 - 3 1 3 16
gentamicin 32 R 6 R - - 3 - - 15
imipenem 1 E | 25 E 4 - 16 - -
meropenem 2 E |21 E 3 - - 15 - -
piperacillin/tazobactam 128 R 17 R 1 - 2 3 6 7
tetracyclin 32 R 9 R - - - - - 5
tobramycin 32 R 6 R - 1 3 - 1 14
Trimethoprim / 8 R 6 R ) ) 2 ) ) 13

sulfamethoxazol
Interpretaco:
A laboratoriumok fele helyesen itélte meg a kitenyésztett baktériumot.
Multirezisztens, nozokomialis patogén, jarvanyiigyi osztalynak,

koérhazhigiénikusnak jelentendd, ez volt az altalanos vélemény €és megjegyzés.
Tobben felvetették, hogy nagyon valoszinli a kolonizaci6d, de sziikséges a
konzultalni a klinikussal, s fontosnak tartottak infekcio esetén relevans minta
bekiildésének kérését. A legjobb interpretaciot a 273, 279-es koddal jelolt
laboratoriumok kiildték.
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Szakmai észrevételek, javaslatok:

Hibék az antibiotikum érzékenységi vizsgalati eredményekben a bakterioldgiai
surveillance adatok és a 2006/11. korvizsgalat eredményei alapjan:
Escherichia coli

Durva hibak:

ampicillin=R  piperacillin=S
ceftazidim vagy ceftriaxon=R 2. és/vagy -3. gen. cefalosporin =S

Eszrevételek:

tobb laboratérium nem vizsgalja a cefotaxim érzékenységet, helyette a
ceftazidim mellett ceftriaxon érzékenységet ad meg, mely az EARSS
¢s a CLSI ajanlasa alapjan is megfelel6. Azonban a kromoszomalis
béta-laktamaz tultermeld Klebsiella oxytoca torzsek A4ltalaban
ceftraxionnal szemben rezisztensek, mig a cefotaximmal szemben
nem. Mivel ez a K. oxytoca torzseknél befolydsolja az ESBL-termelés
fenotipusos felismerését, ezért ajanljuk -lehetdség szerint- a rutin
diagnosztikaban a cefotaxim érzékenység vizsgalatat.

Streptococcus pneumoniae
Durva hibak:

1 ug os oxacillin <20mm=penicillin R (penicillin MIC érték hidnya)
3. gen. cefalosporin vizsgalatanak hianya invaziv esetekben

3. gen. cefalosporinok MIC értékeinek nem megfeleld interpretacidja
(az izolatum szadrmazasi helyétdl fiiggd értékelés hianya

Stapylococcus aureus
Javaslat:

az EARSS ajanlasa szerint a VISA (GISA) torzsek felismerésére S
g/ml teicoplanin tartalmu screen lemez*

a 24pg/ml vancomycin MIC értékii torzsek referens laboratoriumba
kiildése

*EARSS ajanlasa VISA/VRSA torzsek detektalasara

VISA/VRSA screen:

-taptalaj: 5 pg/ml teicoplanint tartalmaz6é Mueller-Hinton taptalaj
-alkalmazott baktérium tenyészet: egy ¢&jszakan at BHI levesben

novesztett torzs

-kivitelezése: 10 pl baktériumtenyészet cseppentése a taptalajra. 35 °C-
on 48 h inkubalas utan kell értékelni a novekedést.
Novekedés: VISA/VRSA gyants torzs, ekkor az alabbiakban
részletezett Etest vizsgalat sziikséges
Nincs novekedés: VSSA torzs (a jelenlegi ajanlas szerint)
-kontroll térzsek (Nemzeti MRSA Referencia Labor ajanlasa):
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Pozitiv kontroll: ATCC 700698 (Mu3) és/vagy ATCC 700699
(Mu50)
Negativ kontroll: ATCC 29213
VISA/VRSA gyanus torzsek Etest: vizsgalata
-taptalaj: BHI 90mm atmérdjii Petri csészében
- alkalmazott baktérium tenyészet: BHI levesben bedllitott, 2 McFarland
stiriségli baktérium szuszpenzid
- kavitelezése: 200 pl baktérium szuszpenzi6 BHI lemezre torténd
kikenése. vancomycin ¢€s teicoplanin Etest felhelyezése a taptalajra a
gyarto eloirasa szerint. 35°C-on 48 h inkubacio utan értékeljiik.
- Ertékelés:
Pozitiv az eredmény, ha
1, a teicoplanin 212 pg/ml VAGY
ii, a teicoplanin =8 pg/ml ES vancomycin =8 pg/ml
Ezek az értékek nem interpretdlhatok MIC-nek, csak a torzs
jellemzésére szolgalnak. 6 Pg/ml nem konvertialhato 8 pg/ml-
nek!
Negativ eredmény esetén a torzs érzékenynek interpretalhato. Esetleges
kétség felmeriilésekor kérjiikk az érzékenynek tartott torzs referencia
laborba kiildését is
Pozitiv eredmény esetén a torzset VISA/VRSA torzsnek kell
interpretalni, és tovabb kell kiildeni referencia laborba megerdsitésre.

Referencia:

1. http://www.rivim.nl/earss/tools/

2. Wotton M, MacGowan AP, Walsh TR, Howe RA. 2007.: A multicenter
study evaluating the current strategies for isolating Staphylococcus aureus
strains with reduced susceptibility to glycopeptides. J Clin Microbiol 45:329-32.
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Helyesbités:

Az ezt megel6z6 szamban megjelent ,,Lanyi doktor munkassaganak jelentdsége
a hazai klinikai és jarvanytiigyi bakteriologia fejlédésében” cimii irdasomban az U
diagnosztikai eljarasok kozt ,,Campylobacter jejuni  diagnosztikdjanak
bevezetése 1980-ban (OKI, Veszprém)” a zardjelben felsoroltak koziil kimaradt
Csongrad. FElnézést kérek, amennyiben Csongrad megyében is izolaltak
Campylobacter jejuni-t 1980 februarjdban, err6l nem tudtam, de arra
hatdrozottan emlékszem, hogy ekkor kiildtem fel az elsé izolatumot
megerdsitésre Dr. Adam Marianak, aki elmondta, hogy neki is sikeriilt mar
izolalnia egy torzset. (,,M4jusban 243 anyagot dolgoztunk fel, s ebbdl 11 esetben
sikeriilt campylobactert izolalni.” Idézet az 1980 évi jelentésembdl.)

Szeretném még hozzafiizni a Csongrad megyei laboratorium, s személy szerint
Dr. Kalméan Maria valdban sokat tett a campylobacter diagnosztika fejlesztésért,
valoszinli a legtobb torzset is Ok izolaltdk ez koztudott, ezt senki sem vitatja,
mindenki elismeri természetesen én is. Nem véletlen, hogy a Campylobacter
Referens laboratorium a Csongrad megyei ANTSZ-ben mitkodik Kalméan Maria
iranyitasaval.

Dr Gacs Maria
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