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Dr. Gadéné Dr. Laszlé Vera okleveles mikrobiologus, bakteriologus, a bioldgiai tu-

domany kandidatusa 2004. oktdber 4-én varatlanul elhunyt.

1959. november 1-t8l, 1997. december 31-ig dolgozott az Orszagos Kozegészségiigyi
Intézet Fagosztalyan.

A ,,Shigella flexneri baktériumok, fagok és R plazmidok kdcsoénhatdsa” cim{ kandida-
tusi értekezésén kiviil, munkassaganak f6 teriilete a hazai gyakori Salmonella fajok epi-
demioldgiai célra torténd tipizalasa volt. A jarvanytigyi szempontbol legjelentésebb S.
Enteritidis tipizalasara modszert dolgozott ki, melyet tobb orszag laboratoriumaban is
alkalmaztak. Az altala bevezetett médszerrel kapott adatok elemzésébdl jelentds epide-
miologiai kovetkeztetéseket lehetett levonni a hazai salmonella fert6zések valtozasanak

hatterérdl.

Kiilon kiemelendd munkassadganak az az iranya, amelynek koszonhetden kimutatta a

hazai human megbetegedések allati eredetének sokrétliségét.

Bevezette a Salmonella diagnosztikdba a legkorszerlibb genetikai modszereket, a

plazmidok jellemzését és szerepét a fert6zések terjedésében.

Tudésa, szakmaszeretete, lelkiismeretes munkaja példaként szolgalt a fiatal munkatar-

saknak. Sokan koszonhettiik Neki, a gyakran tiirelmet és kitartast kivané munka 6romét.

Kegyelettel 6rzik emlékét, €s szomoru szivvel hajtanak fejet a

,Johan Béla” Orszagos Epidemiologiai Kézpont és a

Fagtipizalasi és molekularis epidemioldgiai osztaly volt és jelenlegi munkatarsai.
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A methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus epidemiolégidja
Magyarorszégon 2003-ban.

Az Orszagos Epidemiologiai Kozpont Bakteriologiai osztalya tobb mint harom évtizede
gyljt adatokat a fontosabb koérokozdok antibiotikum rezisztenciajara vonatkozéan. Az évi
jelentésekben kozolt adatok esetében azonban nem volt megoldhatd az u. n. ,,tisztitott”
statisztikai feldolgozas, amely egy betegtdl csak egyetlen adott speciesbe tartozo, ill.

adott rezisztenciat mutatd korokozo izolalasat veszi figyelembe.

A 2001-ben indult mikrobiologiai surveillance, a korabbi gyakorlattal ellentétben, a la-
boratériumok altal kiadott pozitiv eredményeket gytijt elektronikus formaban, ami lehe-
t6vé teszi mind a , tisztitott” statisztikai feldolgozas elvégzését, mind a laboratoriumok
altal kiadott leletek esetleges hibainak felderitését és korrekciojat. A mikrobioldgiai sur-
veillance az évek folyaman fokozatosan boviilt és 2003-ra mar 31 laboratérium adatait
gylijtotte Ossze az orszag legkiilonb6z6bb részeibdl, igy az eredmények ekkortdl mar

reprezentativnak tekinthetdk.

A methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) el6fordulasara vonatkozd
adatgytijtést kiemelkedd fontossagunak érezziik, ugyanis az egyik leggyakoribb noso-
comidlis pathogénrdl van sz6, melynek incidencidja Eurdpa legtobb orszadgaban jelen-
leg is emelkedGben van (1). A mikrobioldgiai surveillance adatai alapjan el6forduldsa
Magyarorszagon 2003-ban 4.2% volt /1.4% a jaro- és 8.2% a fekvd betegek kozott/. Az
alabbiakban, tablazatokban mutatjuk be az MRSA incidenciajat anyagfajtak, korhazi
osztalyok és korcsoport szerint, valamint foldrajzi megoszlas alapjan. Ismertetjiik to-
vabba azokat a szekvencia tipizalasi eredményeket, amelyek révén els6 izben valt Ma-

gyarorszagon kovethet6veé a kiilonbozd nemzetkozi és hazai MRSA klonok elterjedése.

Az 1. tablazatban az MRSA-nak az egyes anyagfajtakban megfigyelt aranyat tiintettiik fel.
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1. tablazat

Az MRSA aranya egyes anyagfajtakbol izolalt Staphylococcus aureus
torzsek kozott (2003)

Haemocultura, liquor 14,9 % (1004 torzs)
Drain 26,3 % (266 torzs)
Genny 6,3 % (5629 torzs)
Fiilvaladék 1,0 % (788 torzs)
Bronchus 15,1 % (902 torzs)
Sebvaladék (jarébeteg) 3,8 % (1559 torzs)
Sebvaladék (fekvébeteg) 8,9 % (2026 torzs)
Orr-torok valadék (jarébeteg) 0,6 % (12797 torzs)
Orr-torok valadék (fekvébeteg) 6,7 % (3688 torzs)

Mint a tablazatbol lathato az egyes anyagfajtak kozott igen nagyok a kiilonbségek az
MRSA eléfordulasat illetéen. Altalanossagban elmondhatjuk, hogy az invaziv fert6zé-
sekbdl keriilt leggyakrabban izolalasra MRSA. A legmagasabb a tenyésztési arany a
drainek esetében /26.3%/, amit a bronchusbol, valamint a haemoculturabol és liquorbol
torténd izolalasok szama kovet /15.1%, ill. 14.9%/.

A 2. tablazatban az MRSA-nak kiilonb6z6 koérhazi osztalyokon észlelt el6fordulasat

mutatjuk be.

2. tablazat
Az MRSA el6fordulasa kiilonb6z6 korhazi osztalyokon

Magyarorszagon 2003-ban

Belgyogyaszat 9,4 % (1110 torzs)
Csecsemd és gyermekosztaly 0,8 % (2190 torzs)
Fertozo osztaly 18,4 % (457 torzs)
Intenziv osztaly 22,8 % (1723 torzs)
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Fiil-orr-gégészet 1,2 % (163 torzs)
Sebészet 13,7 % (1524 torzs)
Sziilészet-n6gyogyaszat 1,9 % (473 torzs)
Traumatolégia 7,9 % (2369 torzs)

A hazai korhazi osztalyok koziil legmagasabb az MRSA el6fordulési aranya az intenziv
osztalyokon /22.8%/, amit a fert6z6, ill. a sebészeti osztaly kovet /18.4%, ill. 13.7%/.
Kedvezének mondhato, hogy a csecsemd és gyerek-, a sziilészeti-, valamint a fiil-orr-

gégészeti osztalyokon alacsony az MRSA incidenciaja /0.8%, 1.9% ill. 1.2%/.

3. tablazat
Az MRSA eléfordulisa Magyarorszagon korcsoportos bontasban 2003-ban

Korcsoport (év) MRSA aranya a S. aureus
torzsek kozott (%)
0- 4 0,6 (3298 torzs)
5-14 0,5 (5664 torzs)
15-24 1,5 (3721 torzs)
25 - 64 6,6 (12859 torzs)
> 65 10,4 (5544 torzs)
nem ismert 1,9 (1302 torzs)
atlag 4,2 (32388 torzs)

Az MRSA korcsoportos megoszlasa (3. tablazat) az egyes korhazi osztalyokon tapasz-
talt incidenciat tiikrozi: 14 év alatt az MRSA fertéz¢és ritka a betegek kozott, mig az id6-
sebb korosztalyok esetében — akik koziil az intenziv, valamint sebészeti osztalyok bete-

geinek tobbsége kikeriil — joval magasabb a kdrokozé eléfordulasi aranya.

Mivel az MRSA incidenciaja egyel6re alacsony a jarobetegek kozott Magyarorszagon

az 1. abran a fekvibetegekbdl izolalt torzsek teriileti megoszlasat mutatjuk be.
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MRSA ardnya fekvdbeteg mintakbol izolalt Staphylococcus aureus térzsek kozott
a 2003. évi monitor adatok alapjan

Orszagos atlag: 8,2%
(12720 térzshél)

A fekvébetegekbdl izolalt MRSA torzsek teriileti megoszlasa jelentds eltéréseket mutat
hazankban. Mint a térképen lathatd az incidencia a legmagasabb Tolna megyében
/16.4%/, amit Baranya-. Borsod- és Bacs-Kiskun megye kovet /14.9%, 14.0%, 13.0%/.
Magas még az eléfordulasi arany Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében, valamint Buda-
pesten /12.0%, ill. 11.8%/. Igen alacsony ugyanakkor az incidencia Békés- és Gyor-
Sopron megyében /0.4%, ill. 0.9%/.

A hazai MRSA torzsek szekvencia tipizalasa

A Mikrobiologiai Korlevél 2003. 4. szamaban /3. évfolyam/ tajékoztatast adtunk az Eu-
ropai Antibiotikum Rezisztencia Surveillance Rendszer /EARSS/ MRSA adatair6l (2).
Az EARSS altal gytijtott invaziv fert6z€sbodl szarmazo adatok alapjan az elmult két év-
ben jelentésen emelkedett Magyarorszagon az MRSA incidenciaja (2). Az eléfordulas
2001-ben 4.7 %; 2002-ben 9.0%; 2003-ban pedig 14.9% volt (1). Felmeriil a kérdés, mi-
lyen MRSA torzsek terjedtek el Magyarorszagon, ill. miért kovetkezett be az emlitett
emelkedés a korokozod eléfordulasdban. Az MRSA torzsek tipizalasara szamos modszer

all rendelkezésre: fag tipizalas, pulsed-field elektroforézis, ,arbitrarily primed” PCR,
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rep-PCR, multilocus sequence typing (MLST) (3). Az emlitett médszerek koziil a legér-

zékenyebb a PFGE, amely az egyes torzsek kozott meglévd igen kis kiilonbségeket is ké-
pes kimutatni. Hatranya ugyanakkor, hogy nehezen standardizalhatd, ami problémat
okozhat a kiilénbozé helyszineken végzett vizsgalatok dsszehasonlitasanal. Tovabbi hat-
ranya, hogy rendkiviil érzékeny; olyan torzsek kozott is jelentds kiillonbséget mutathat ki,
amelyek valdjaban rokonok és azonos klonba tartoznak. Ezen tulajdonsagai miatt a gya-
korlatban elsdsorban halmozott korhazi fertézések jarvanyiigyi kivizsgalasara hasznal-
jék, amikor a vizsgalatok egyetlen laboratériumban azonos kdriilmények kdzott tortén-
nek és az izolalt korokozok kozotti teljes azonossag megallapitasara iranyulnak. Ugyan-
akkor a pathogének nagyobb csoportjainak orszagos, vagy nemzetkdzi 6sszehasonlitasa-
ra nem mindig alkalmazhat6 biztonsagosan. Ezért terjed helyette egyre inkabb az u. n.
szekvencia tipizalas, az MLST. Az MLST vizsgalat 1ényege, hogy kivalasztanak hét
olyan génszakaszt, amelyek az adott species minden tagjaban megtalalhatok; ezeket
PCR-rel amplifikaljak, és a kapott szekvenciakat dsszehasonlitjak. A kivalasztott gének
mutacios rataja nem szabad, hogy tul magas, vagy tul alacsony legyen, mert csak igy nyi-
lik lehetdség a genetikai valtozékonysag kdvetésére oly modon, hogy kozben a kis mér-
tékben megvaltozott torzsek kozotti rokonsag észlelésének képessége sem vész el. Az
MLST vizsgalat eredményességének elofeltétele egy-egy species esetében, hogy a kiva-
lasztott génszakaszok valoban megfeleljenek az emlitett feltételeknek. Ezt szamos fajnal,
tobbek kozott a Staphylococcus aureusnal is, sikeriilt megvaldsitani. Az MLST modszer
tovabbi nagy elénye, hogy a kiilonb6zé laboratoriumokban végzett vizsgalatok tokélete-
sen Osszehasonlithatok: a megfeleld technikaval végzett szekvenalasi vizsgalatok min-
den laboratériumban megbizhatd, egymassal dsszevetheté eredményt adnak a nukleotid
sorrendre vonatkozoan. Ezért az MLST a legalkalmasabb eljaras orszagos, vagy nemzet-
kozi 6sszehasonlito tipizalasi vizsgalatok végzésére. Hatranya ugyanakkor, hogy nem ol-
cso, igy az MLST vizsgalatot csak korlatozott szamu, lehetéleg az epidemiologiai szem-
pontbodl legfontosabb torzseknél szoktak elvégezni. Magyarorszagon még nem keriilt sor
MLST vizsgalat végzésére, ugyanakkor az EARSS project vezetdjének dr. Hajo Grund-
mannak segitségével lehetdségiink nyilt 36 hazai MRSA torzs Hollandidban torténd
MLST tipizalasara. A torzsek kozott az elmult harom év szinte valamennyi hazai MRSA

jarvanyabdl szerepelt korokozo. Bar egyes torzsek vizsgalata még folyamatban van, a
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mar teljes egészében rendelkezésre allo 32 torzs tipizalasi eredményét a kérdés fontossa-

gara vald tekintettel az alabbiakban ismertetjiik. Beszamolunk tovabba a torzsek
oxacillin rezisztenciaért felel6s mecA gén szakaszainak tipizalasi eredményeir6l is, ame-
lyeket ugyancsak Hollandiabol kaptunk. A mecA gén szerinti tipizalas szintén a nuklein-
sav szekvencia vizsgalatan alapszik és a rezisztencia gén, valamint kornyezete nuklein-
sav sorrendjét hasonlitja 6ssze. A vizsgalatot az MLST-vel ellentétben nem amplifikacio-
val és szekvenalassal, hanem hibridizacioval végzik. Az MRSA klonok meghatarozasa-
kor az MLST ¢és mecA tipizalasi eredményt kombinalni szoktak, ahol az MLST tipust

arab, a mecA tipust pedig rémai szammal jel6lik.

Az alabbi két tablazatban a hazai MRSA torzsek MLST és mecA tipusait egyiittesen tiin-
tettiik fel; a 4. tablazatban a korokozok f6ldrajzi-, az 5. tablazatban pedig id6beli meg-

oszlasat mutatjuk be.

4. Tablazat

Hazai MRSA szekvencia tipusok teriileti megoszlasa

Izolalas helye 51 SII. SIV. S8III. 228I. 239111.
Budapest 8 2 6 1
Pest megye 2 1

Bacs-K. m. 1

Fejér m. 2

Nograd m. 1

Borsod m. 1 1

Békés m. 1
Szab.-Sz. m. 1
Hajda-B. m. 1
Veszprém m. 1

Zala megye 1

Somogy m. 1
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5. Tablazat
Hazai MRSA MLST tipusok megoszlasa 2001-2003-ban

2001 2002 2003 Osszesen

51 1 1
5/11 5 3 5 13
51V 3 3
228/1 1 8 10
239/111 2 2 4
8$/111 1

Osszesen 8 6 18 32

Mint a tablazatokbol lathaté Magyarorszagon tobb MRSA klon elterjedt, de egyedi izola-
lasok is el6fordulnak. A leggyakoribbnak az 51I-es klon bizonyult, amely az egyik legjob-
ban ismert nemzetkdzi MRSA klon. Az 51I-es klon az egész vildgon megtalalhat6 és mi-
vel elészor az Egyesiilt Allamok keleti partjan, ill. Japanban irtak le nagyszamu eléfordu-
lasat New York/Japan klonnak nevezik (4,5). Az egész vilagon elterjedt MRSA klonok ko-
zil megtalalhatd6 még Magyarorszagon a Brazil klon /239111/, amelynek egyik variansat,
mint Hungarian klont irtak le az 1990-es években (6). Feltehetd, hogy a jelenleg hazank-
ban eléfordul6 239111-as torzsek ebbe a mar korabban is kimutatott Hungarian klonba tar-
toznak. A harmadik globalis klon, amely Magyarorszagon megtalalhat6 az 5IV-es tipust
u. n. ,,pediatric” klon (4,5). A varakozasnak megfeleléen mind a harom globélis klonba
tartozo torzsek kimutathatok voltak a févarosban, amely leginkabb érintett a nemzetkdzi
személyforgalomban. A New York/Japan klonba tartoz6 torzsek dontd részben; a ,,pedi-
atric” klonba tartozok pedig kizardlag itt fordultak eld. Felting ugyanakkor, hogy a

Brazil/Hungarian klon torzsei elsdsorban a keleti orszagrészben keriiltek izolalasra.

Ugyancsak nemzetkdzi, bar nem globalis MRSA klonnak szamit a 2281. Ezt a klont el6-

szor Dél-Németorszagban irtak le (4) és nevét is innen kapta, késébb azonban igen nagy
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szamban izolaltak Olaszorszagban is (7). Mint az 5. tablazatbol lathato, az ebbe a klon-

ba tartoz6 torzsek dontd részben 2003-ban terjedtek el Magyarorszagon. A torzs hirtelen
nagyszamu budapesti el6fordulasa kiilf6ldi behurcolasra utal. A 228]-es klon behurcolas
révén vald gyors elterjedését tigy tlinik, a nemzetkodzi adatok is alatamasztjak: 2002-
2003-ban nemcsak Magyarorszdgon, hanem a szomszédos Ausztridban is a hazaihoz ha-
sonld emelkedés kdvetkezett be az MRSA incidencigjaban (1,2). Mivel a 2281-es klonba
tartozé torzsek mindenekelStt Ausztrian at keriilhettek Dél-Németorszagbdl, ill. Olaszor-
szagbol Magyarorszagra — bar egyeldre nem rendelkeziink osztrak MLST adatokkal az
elmult két évrdl — joggal tételezhetjiik fel, hogy a ,,dél-német” klon kelet felé torténd ter-
jedése okozott jelentGs valtozast a szomszédos orszagban is. Ugyanakkor, mint a 4. tab-
lazatbol lathatd Magyarorszagon a ,,pediatric” klonba tartozoé torzsek, bar kisebb szam-

ban, de szintén hozzajarulhattak az MRSA jarvanyligyi helyzetének romlasahoz.

Igen érdekes a ritka 51 klonba tartozé torzs Zala megyében tortént izolalasa, ugyanis az
ilyen tipust torzseket a vilagon eddig csak harom orszagban irtak le, amelyek koziil vi-
szont az egyik Szlovénia (4). Mivel Zala az egyetlen magyar megye, amely hataros
Szlovéniaval, nagy valoszintiséggel allithatjuk, hogy a torzset ebbdl az orszagbol hur-
coltak be.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy Magyarorszagon az MRSA jarvanyiigyi helyzete
igen nagy eltéréseket mutat mind foldrajzilag, mind a kormegoszlas, ill. az egyes kor-
hazi osztalyokon valo eléfordulas szempontjabol. A hazai térzsek MLST tipizalasi ered-
ményei igazoljak, hogy az orszagban tobb nemzetk6zi MRSA klon terjedt el, amelyek
koziil a ,,dél-német” klon nagymértékben jarult hozza az epidemioldgiai helyzet utobbi
idében bekovetkezett romlasahoz. Igen fontosnak érezziik a jarvanytigyi helyzet tovab-
bi monitorozasat, valamint a higiénés eléirasok, mindenekeldtt az ijonnan felvett bete-
gek szlirésére és sziikség esetén izolalasara vonatkozd ajanlasok, szigoru betartasat a
helyzet tovabbi rosszabbodasanak megakadalyozasa érdekében.

Fiizi Miklés, Gacs Maria, Borocz Karolina, Toth Akos, Paszti Judit, Végh Zsolt,

Hajo Grundmann

10,
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A 2003. évi O€EK bakterioldqgiai surveillance adatok clemzése 2. rész

Enterococcus spp.

Folytatva a 2003 évi surveillance adatok értékelését, e szamban részletesen az enterococ-
cusokkal kapcsolatos adatokat értékeljiik, nemcsak a miatt, mivel errél még nem esett
sz6, de az enterococcus témat nagyon aktudlissa ¢€s fontossa teszi a kdzelmultban felde-
ritett, kivizsgalt és molekularis vizsgalatokkal is igazolt elsé hazai vancomycin rezisz-
tens enterococcus okozta jarvany. (Err6l bévebben a surveillance adatok értékelése utan.)
Nagyon nehéz feladat az enterococcusokkal kapcsolatos adatok értékelése, mivel az
eredmények elsGsorban azt tiikrozik, milyen sok nehézség van az identifikalas és az an-
tibiotikum érzékenységi vizsgalatok értékelésében. Az adatok egyértelmiien azt mutat-
jék, hogy az enterococcusok nagy szdmban izolalhatdok a kiilonbozd vizsgalati anyagok-
bdl, s gyakran fordulnak el6 az invaziv infekciokbodl szarmazé mintakban is. Az 1. tab-
lazatban lathatd, hogy a haemokulturakbol izolalt korokozok gyakorisagi sorrendjében a

3. helyet foglaljak el. Hasonl6 adatokkal talalkozhatunk irodalmi kézleményekben is.(1)

1. tablazat Haemokulturakbol kitenyészett baktériumok gyakorisagi sorrendje

a 2003. évi bakteriologiai surveillance adatok alapjan®

Staphylococcus aureus 1399 12,31 %

Escherlchlacoll ................................................................................... 1 1349,98% ........
Entemwccusspp ................................................................................. 6 215,46% .......
Pseudomonasaeruglnosa4704,14% ........
Acmetobacterbaumanml2832’49% ........
Klebs;e[]apneumomae ........................................................................ 2 532’23% ........
Enzerobactercloacae240 ......................... 5 ’11% ........
S[reptococcusalfa-hemollzalo .......................................................... 181 .......................... 1’59% ........
Streptococcuspneumomae ................................................................. 171 .......................... 1’50% ........
Osszesen 11364 100 %

* Staphylococcus coagulase negativ nélkiil
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A genuson beliil az egyes speciesek eléfordulasi gyakorisagat tekintve, az identifikalasi gya-
korlat ismert pontatlansagai ellenére, az aranyok kozel redlisak. A species meghatarozas bi-

zonytalansagat tiikr6zi az Enterococcus spp.-ként kiadott torzsek magas szama (2. tablazat).

2. tablazat Az Enterococcus speciesek anyagtipusonkénti eléfordulasa a 2003. évi

bakteriologiai surveillance adatok alapjan*

2 = 2 g 5
RS - s 2
%: a2 § = § =~ §‘ § % g
= = S} 2 IS s | = Q N S} o)
s 3 2 2 g S| SIS 8o S S
g 3 S| 5| E(3|818|8|%lB 8
N N N = S S =S IS RS @
= = b T T o T S B B
53] 53] 53] 53] R IR KRR R R R
genny 1808 1078 | 160 | 13 |10 | 7 | 5|4 |2 ][220 3091
seb 1247 389 51 3 1 [2]0]0]1]O0O]O0]O 1694
haemokultira 645 344 83 3 2 (3]1]1]J]0]0O0]O]O 1082
liquor 35 18 4 0 0O/0[O0O[O]O]O|]O]O 57
egyéb Osszes 7573 2108 | 143 9% |5 |2 |2 2|1 ]2 ]2]1 10009
Osszesen 11308 | 4009 | 441 | 11518 |14 8 | 7 1414141 15933

* vizelet nélkil

A speciesek eléfordulasi aranyanak valtozasat a joval rezisztensebb E. faecium el6reto-
rését jelzik az irodalmi adatok (1). A SENTRY Antimicrobial Surveillance program sze-
rint a klinikai izolatumokban 57,2 — 76,8% az E. faecalis, és 4,6 — 19,3% az E. faecium
torzsek eléfordulasi gyakorisaga vilagszerte.

A hazai laboratoriumoknak a két leggyakoribb species pontosabb fenotipusos meghatéaro-
zasara kellene torekedni, a nehézségek ellenére is. Az enterococccus infekciok ndvekvd
szama ¢és a kiilonboz6 rezisztencia mechanizmusok egyre gyakoribb eléfordulasa indokol-
ja ezt. Mint tudjuk, az ampicillin rezisztencia elsésorban az E. faeciumra jellemzd, de ez
a tulajdonsag nem kizarélagos, masrészt lehetnek ampicillinre érzékeny torzsek is. A van-
comycin rezisztencia tipusok is jellemzdek lehetnek egyes speciesekre. Lényeges megha-
taroznunk a E. casseliflavus/E. flavescens ¢s E. gallinarum torzseket, hogy az ezekre a
speciesekre jellemzd, természetes VanC tipusu rezisztenciat differencialni tudjuk a a szer-
zett VanB tipust rezisztenciatol. A két tipus rezisztencia képe azonos lehet, de kor-

hazhigiénés jelentségiik nagyon kiilonboza.

®



@krobioléqioi Korlevél ;%

A hagyomanyos, s laboratoriumonkeént valtozo mélységii identifikalasi eljarasokon tul,

az utobbi idében egyre szélesebb korben hasznalt kereskedelmi kitek hasznalata sem
tette 1ényegesen pontosabba a species meghatarozasokat. Kiilonb6z6 kereskedelmi ki-
tekkel végzett identifikalasok eltéré eredményeket adhatnak, ahogy a tovabbiakban a
részletes eredmények is mutatjak.

Az alabbiakban bemutatjuk a mai is elfogadott hagyomanyos vizsgalatokon alapuld
Facklam féle identifikalasi sémat (2), s a tovabbiakban a laboratériumunkba bekiildott
torzsek tobbféle kereskedelmi kittel vald vizsgalatat, amelyek gyakran nem vezettek

egyértelmi eredményre. (3 — 11. tablazat)

3. tablazat Percentages of positive reactions of study cultures in tests

for identification of enterococci

% Positive reactions of strains of the genus

Enterococcus Lactococcus Leuconostoc
(n=188) (n=3) (n=6)
Gram-positiv cocci 100 100 100
Group D antigen 77 0 17
Bile-esculin reaction 100 100 100
Growth in 6,5 % NaCl broth 100 100 100
Vancomycin susceptibility 99 100 0
Gas from glucose <1 0 100
Pyrrolidonylarylamidase 100 33 0
4. tablazat Key tests for identification of Enterococcus groups
) Reaction (% positive)
Species Group - - —
Mannitol Sorbitol Sorbose Arginine
E. avium L. 100 97 97 0

E. raffinosus

E. melodoratus
E. pseudoavium
E. faecalis 1L 99 V (63) 0 94
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Reaction (% positive)

Species Group - - —
Mannitol Sorbitol Sorbose Arginine

E. solitarius
E. gallinarum
E. faecium
E. casseliflavus
E. mundtii
E. durans I 7 0 0 100
E. hirae
E. faecalis*
* (assacharolitic variant)
V variable reactions,
5. tablazat Identification of group I Enterococcus species

Species Reaction (%opositive)

Arabinose Raffinose

E. avium 0

E. raffinosus 100

E. melodoratus 100

E. pseudoavium 0
6. tablazat Identification of group II Enterococcus species
Species Reaction (% positive)

Arabinose Sorbitol Lactose Motility Pigment

E. faecalis 0 96 100 0 0
E. solitarius 0 100 0 0 0
E. gallinarum 100 0 100 100 0
E. faecium 100 VvV (29) 97 0 0
E. casseliflavus 100 V (50) 100 100 100
E. mundtii 100 V (50) 100 0 100
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7. tablazat Identification of group Il Enterococcus species

Reaction (% positive)

Species
Sucrose Raffinose Pyruvate
E. durans 0 0 0
E. hirae 88 75 0
E. faecalis* 0 0 64

* Assacharolytic variant

8. tablazat Percentages for positive reactions in additional tests used to differentiate

Enterococcus species

% Positive for:

Stai Acid formation hippurate Growth tolerance v Group D
ran glycerol inulin  melibiose ~trehalose hydrolysis 10°C tellurite tetrazolium antigen
E. avium 44 0 50 100 0 66 0 78 62 32

E. raffinosus 93 0 100 100 33 27 0 33 66 - 40

E. malodoratus © 0 0 100 100 0 100 0 0 0 100
E. pseudoavium: 0 0 0 100 0 100 0 0 0 0
E. faecalis 93 0 4 99 24 99 ¢ 93 99 89 ¢ 91

E. solitarius 100 0 25 100 100 75 0 50 75 100

E. gallinarum 0 0 100 100 62 100 8 46 62 = 100

E. faecium 0 0 81 100 23 97 3 19 89 ¢ 68

E. casseliflavus : 63 75 100 100 0 75 0 03 25 100

E. mundtii 0 0 100 100 0 100 ¢ 50 100 100 100
E. durans 0 0 75 100 33 100 0 17 100 75
E. hirae 0 0 88 100 13 100 0 38 100 - 63
E faecalis* 0 0 0 75 100 100 0 100 0 & 100
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9. tablazat Enterococcus spp. API és Crystal identifikalasi eredményeinek

O0sszehasonlito tablazata

&

Crystal eredmény
~
[
§ s “y § =
API eredmény = w = 5 5 3
=8 oz 0= e = 0 j
S S g S 2 ) S S I
(S 5§08 8§ § ¢
S&H K= N =
Enterococcus faecium 3 28 31
Enterococcus faecium / E. gallinarum| 1 1
Enterococcus gallinarum 8 8
Enterococcus faecalis 3 3
Aerococcus viridans 3 2 1 6
Enterococcus casseliflavus 2 5 7
Enterococcus gallinarum / E. faecium| 1 1 2
Enterococcus durans 1 1 2
Enterococcus avium 1 1
Enterococcus durans / E. faecium 1 1
Streptococcus mitis 1 1
dsszesen 11 1 3 .45 1 1 1 63
10. tablazat Enterococcus spp. REMEL és API identifikalasi eredményeinek
Osszehasonlito tablazata
Remel eredmények
g
. ~ ~ X
API eredmé § é § S § =
eredmény | ¢ = S§ Sz 3. & § § %
SR o o § o S R S g g
S Q 2 = 2 = NS Q= i) 3 2
T 8 g3 g3 5§85 ¥ T 8 ¥|s8
% € S & SF T K » ¥E|D
< R AR N R R 5y 8
Aerococcus viridans 1 1
Enterococcus faecalis | 1 1 2 4
Enterococcus faecium 22 0 17 3 1 43
nem vizsgalt 1 1 2 1 5
Osszesen 1 22 19 4 1 2 1 2 1|53
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11. tablazat Enterococcus spp. REMEL és Crystal identifikalasi eredményeinek dssze-

hasonlito tablazata

Remel eredmény
i~
S~
g &
2 s g 8
Q
Crystal eredmény £ 515 3 2 § 3 3
2 RS S o S = S g =
g 25 83 ¢ =& £ 5|2
3 S = N S Q, = o
€ S5 S & & ¥ = N
MO N O &3y |8
E. casseliflavus / E. gallinarum 1 1 2
Enterococcus faecalis 1 1 2
Enterococcus faecium 12 3 1 16
Enterococcus hirae 1 1
nem azonosithato 1 1
0sszesen 12 4 1 1 1 2 1 122

Csak az enterococcusokra jellemzd sajatsagok, és a kereskedelmi kitek egyiittes vizsgalata ad-
hat fenotipusosan megkdzelitden jo eredményt. Igazan pontos species meghatarozast csak mo-
lekularis médszerekkel kaphatunk. Olasz szerz6k dsszehasonlitottak a fenotipusos, a multip-
lex PCR és 16S rDNS vizsgalatokkal valé identifikalast. A 279 vizsgalt torzsb6l 26 fenotipu-
sosan meghatarozott species nem egyezett a 16S rDNS vizsgalat eredményével, 6 ezek koziil
genus szinten sem egyezett, a streptoccous, lactobacillus, leuconostoc, és aerococcusok kozé
tartoztak. E. faecium-nak identifikalt 9 izolatum molekularisan E. faecalis-nak bizonyult. A
fenotipusosan E. faecium-nak identifikaltak eredménye volt leggyakrabban eltér6. Megallapi-
tottak, hogy a kereskedelmi kitek hasznalatt, vagy az automata meghatarozasokat gyakran
kell kiegésziteni tovabbi hagyomanyos vizsgalatokkal. (PYR reakcio, epe-eszkulin és néveke-
dés 6.5%-o0s NaCl-ban, mozgas, pigment termelés) (3). A molekularis modszerek hasznélata a
mindennapi rutin vizsgalatokban nem valdsithatd meg, és nem is indokolt, azonban a sulyo-
sabb infekciokbol szarmaz6 izoldtumokat, kiilonosen, ha az identifikalasi és antibiotikum ér-
z¢kenységi vizsgalat eredménye szokatlan, nem vart eredményt ad, fontos tovabb vizsgalni.

A molekularis vizsgalatok elengedhetetlenek, ha a torzs PYR pozitiv, vancomycin
mérsékelt vagy rezisztens, novekszik a vancomycin screen lemezen és a mozgas

vizsgalata negativ.

@

@krobioléqioi Korlevél %

Eziton koszonjiik a laboratoriumoknak az izolalt E. faecium (és egyéb Enterococcus
spp.) torzsek bekiildését.

A tovabbiakban kériink minden vancomycin 4-256 pg/ml MIC értékii, vagy a 6 pg/ml
vancomycin tartalmi BHI agar ,,screen” lemezen névé enterococcust bekiildeni meg-
erdsitésre és tovabbi molekularis vizsgalatra. Kiilon stirgds jelzést kériink, ha dsszefiig-

26 két vagy tobb torzs egyidejli izolalasarol van szo.
Az enterococcusok antibiotikum érzékenysége

Az enterococcusok kozismerten tobbféle antibiotikummal szemben természetes rezisz-
tenciat mutatnak

fgy nem vizsgaljuk enterococcusok esetében a cefalosporinok, standard concentracioj
aminoglikozidok, aztreonam, clindamycin, (csak diagnosztikus célbol, de nem ritkan le-
het érzékeny is) oxacillin, trimethoprim-sulfamethoxazol érzékenységet.

Az ampicillin mellett mas béta-laktamok pl. (az amoxicillin/clavulansav, ampicillin/sul-
bactam, piperacillin, piperacillin/tazobactam ¢és az imipenem) nem nytjtanak elényt az
fekcidokban, amikor az enterococcus Gr-negativ baktériumokkal egyiitt fordul eld.
Harom jelentGs szerzett rezisztencia-mechanizmus figyelheté meg az enterococcusok-
ban, s ezek kombindcidja vezethet ahhoz, hogy olyan torzseket izolalunk, amelyek csak
az ujabban bevezetésre keriilt antibiotikumokra a quinupristin/ dalfopristin és line-

zolidra lehetnek érzékenyek.

1. A f3-laktamokkal szembeni rezisztencia (PBP5 alterdcio)
Csak az ampicillin érzékenység vizsgalata és ampicillinnel szembeni rezisztencia
fennallasa esetén a béta-laktamaz termelés vizsgalata indokolt, ezek eredményei

meghatarozzak a tobbi béta-laktam alkalmazhatosagat.
a. Ampicillin rezisztencia és béta-laktamaz negativ esetben, — ami nagyon gyakori —
azonban a rezisztencia PBP valtozdson alapul, s igy a terdpidbam a béta-laktamok
nem jonnek szoba. Ez utdbbi rezisztencia elsGsorban az E. faeciumok-ra jellemzd.

Az E. faecalis ampicillin rezisztencidja jelent6sen kisebb aranyu, mint az Enterococ-
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cus faecium izolatumoké, ezért a species meghatarozas fontos terapias szempontbol is.

b. Ampicillin rezisztencia és béta-laktamaz pozitivitds esetén, — ami ritka — az amox-
icillin/ klavulansav, és az ampicillin/ sulbactam még hatékony lehet.
Ezek utan nézziik a 2003 évben izolalt enterococcusok és az E. faecalis, E. faecium

ampicillin rezisztenciajat. (12. tablazat)

12. tablazat Enterococcusok ampicillin érzékenysége, speciesenkénti bontasban

a 2003. évi bakteriologiai surveillance alapjan

EREDMENY érzékeny mérsékelt regisztens osszes
Enterococcus avium 13 13
Enterococcus casseliflavus 6 1 7
Enterococcus dispar 4 4
Enterococcus durans 107 3 110
Enterococcus faecalis 10673 5 34 10712
Enterococcus faecium 36 5 366 407
Enterococcus gallinarum 7 1 6 14
Enterococcus hirae 4 4
Enterococcus mundtii 7 7
Enterococcus pseudoavium 1 1
Enterococcus raffinosus 4 4
Enterococcus sp. 3707 10 206 3923
Osszes 14569 21 616 15206

2. Az aminoglikozidokkal szembeni magas szintii rezisztencia (HLAR)

Nagyobb problémak latszanak a magas szintli aminoglikozid rezisztencia vizsgalatanak
egységes megallapodas.

A terdpiaban az aminoglikozidoknak, mint kozismert csak a B-laktamokkal és glikopep-
tidekkel vald szinergista hatasa érvényesiil, amennyiben az enterococcus nem rendelkezik
magas szinti rezisztenciaval veliik szemben. Korabban, hogy a klinikusok azt a tdrzset,
amely nem bizonyult magas szinten rezisztensnek ne tekintsék onalldan is érzékenynek,
mérsékelten érzékenynek jeloltiik, amely tulajdonképpen azt jelolte, hogy csak szinergista

hatasa van. Miutan az NCCLS pontosan meghatarozza a vizsgalat menetét, ma mar remél-

D
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hetéen minden laboratorium e szerint vizsgalja az enterococcusok aminoglikozid reziszten-

cigjat, s a 120 pg gentamicin és a 300 pg streptomycin tartalmi korong hasznalata altalanos.
Legalabb ilyen fontos, hogy egyértelmiien és egységesen jeloljikk azt, ha a térzs amino-
glikozidra magas szinten rezisztens vagy nem. Javasoljuk, hogy 2004. évt6l a nemzetkozi
gyakorlatnak megfeleléen a magas szintii rezisztenciat nem mutaté térzseket HLAR
érzékenynek, és a magas szintii rezisztenciaval biré izolatumokat HLAR rezisztensnek
adjuk meg. A HLAR érzékeny mellé célszerli egy kis csillag jeldléssel megjegyzést flizni:
»Csak szinergista hatas”. Tehat meérsékelt jelolést a tovabbiakban ne hasznaljunk, ha a
torzs érzékenysége a 120 pg tartalma koronggal a mérsékelt kategoriaba esik, azokat az
NCCLS ajanlasa szerint tovabb kell vizsgalni HLAR iranyaba. A 2003. évi adatok esetében
az érzékeny és mérsékelten érzékeny egyiitt értékelendd 13. és 14. tablazatok.

13. tablazat Enterococcus spp. gentamicin érzé¢kenységea 2003. évi bakteriologiai
surveillance adatai alapjan

db %
érzékeny 94 0,71%
mérsékelt 10540 79,15%
rezisztens 2682 20,14%
osszesen 13316 100,00%
14. tablazat Gentamicin rezisztens Enterococcus spp. streptomycin érzékenysége
db %
streptomicin érzékeny 14 0,52%
streptomicin mérsékelt 298 11,11%
streptomicin rezisztens 669 24,95%
streptomicin nem vizsgalt 1701 63,42%
0sszesen 2682 100,00%

3. A glikopeptidekkel szembeni rezisztencia (van gén transfer)

Nagyon fontos, hogy ezen a teriileten a diagnosztika megtjuljon. Minden laboratorium-
nak arra kell torekednie, hogy a vancomycinnel szemben emelkedett MIC értékd, (mér-
sékelt vagy rezisztens) enterococcusokat meghatdrozza. Az enterococcusok vancomycin
érzékenységének vizsgalatara az NCCLS a 6 pg/ml vancomycin tartalmu screen le-

mezt ajanlja. Laboratoriumunkban jo tapasztalatokat szereztiink 6 pg/ml BHI taptalajjal.

D
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Egy lemezre tobb torzs szuszpenzidja felvihetd, s minden lemezre sziikséges a pozitiv
ATCC51299, és a negativ ATCC29212 kontroll torzset is rdoltani. Azokat a torzseket,

amelyek a screen lemezen ndvekednek, ki kell széleszteni V taptalajra, majd a 24 6ras

tenyészetbél 2 McFarland siriiségli szuszpenziot készitve, BHI taptalajon van-
comyecin és teicoplanin E teszt MIC meghatarozast kell végezni. Ugyanakkor célsze-
rii elvégezni a PYR vizsgalatot, és a mozgas vizsgalatat pl. SIM, vagy mas mozgas vizs-
galatara alkalmas taptalajban.

Ha a vancomycin ¢és a teicoplanin MIC értéke egyarant magas, VanA tipus a valoszind, ha
a vancomycin MIC értéke 4 pg/ml folott van és a teicoplanin érzékeny, fenotipusosan csak
a mozgas ¢és a esetenként a pigment képzés segit eldonteni, hogy VanB vagy VanC tipu-
su-e a rezisztencia. Ezt nagyon lényeges eldonteni elsGsorban jarvanyligyi szempontbol,
mivel a rezisztenciat kodold vanA és vanB gének atvihetdk, a VanC természetes reziszten-
cia nem atvihets. Azok a torzsek, amelyek a mozgas vizsgalattal pozitivok és a van-
comycin MIC érték a mérsékelt kategdridba esik nagy valdszintiséggel az E. casseliflavus/
E. flavescens vagy az E. gallinarum (VanC) speciesbe tartoznak, mig a mozgas negativ
vancomycin mérsékelt vagy rezisztens és teicoplanin érzékeny torzsek elsésorban VanB
tipust E faecium, vagy E. faecalisok lehetnek. Biztosan meghatarozni a speciest és a re-
zisztenciat kodolo géneket, azaz a rezisztencia tipusat, csak molekularis vizsgalatokkal le-

hetséges. A kiilonb6z6 van-tipusok jellegzetességeit mutatja a 15. tablazat.

15. tablazat Enterococcusok altal hordozott leggyakoribb van gének jellemz6i

Jellemzok vanA vanB vanCizs
Hordozo speciesek E. faecium, E. faecium, E. gallinarum (vanCi)
E. faecalis E. faecalis E. casseliflavus (vanC»)
E flavescens (vanCs)
Rezisztencia tipusa szerzett szerzett természetes
Vancomycin MIC 2 64 mg/l 4- 1000 mg/1 2- 32 mg/l
Teicoplanin MIC 2 16 mg/l 0,5-2,0 mg/l 0,5- 1,0 mg/l
Genetikai lokalizacio gyakran plazmid | gyakran kromoszomalis | kromoszomalis
Transzferalhatosag (Tn1546) transposon, mobilis genetikai elemek | nem
Induktor vancomycin csak vancomycin indukalhatoak

és teicoplanin
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Mutaciok kovetkeztében

Teicoplanin
erzékeny lehet

Teicoplanin rezisztens lehet

El6zetes vancomycin
kezelés kovetkeztében

Teicoplanin rezisztens lehet

Eléfordulas Europaban

dominans

ritka

nem pontosan ismert

El6fordulas az USA-ban

dominans

lokalisan gyakori

Ma mar a fentieken kiviil vanD, vanE, vanG gén is ismert.

A 2003 évi adatok szerint 31 enterococcus izolatum volt mérsékelt vagy rezisztens van-

comycinnel szemben (16. tablazat).

16. tablazat Vancomycin mérsékelten érzékeny €s rezisztens Enterococcus spp. anya-

gonkénti megoszlasa a 2003. évi bakteriologiai surveillance adatai alapjan

meérsékelt rezisztens

§ s = s =

S = = 0 = =S = B
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boncolasi anyag 1 1 1
bronchus 1 1 1
cervix 2 2 1 1 3
ejakulatum 1 1 1
feliileti seb 1 1 1
ful 1 1 2
genny 2 1 3 3
hasi 1 1 1
hemokultura 2 1 3 1 1 4
hiively 1 1 1
seb 1 1 2 2 1 1 4 8 |10
sterilitasi vizsg. 1 1 1
trachea 1 1 1
vér/kaniilbol 1 1 1
Osszesen 2 7 3 4 16 6 2 1 6 15 |1 31
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Feltehetdleg ma még ezek az adatok nem egészen korrektek. Egyiitt vannak ezekben a

szamokban a megfelel6 moédon MIC érték alapjan meghatarozott torzsek, és a korong-
diffuzio alapjan szlikebb zonat add izolatumok. Pontosabb képet kapunk, ha a kozolt
MIC értéekeket vizsgaljuk. (17. tablazat)

17. tablazat Vancomycin mérsékelten érzékeny €s rezisztens Enterococcus spp-k
vancomycin MIC értékeinek megoszlasa a 2003. évi bakteriologiai

surveillance adatai alapjan az izolald laboratoriumok szerint

Meért vancomycin MIC érték
1zolal6 laboratorium Baktérium 6 8 12 1 32 >256 %
BAZ megyei ANTSZ Enterococcus sp. 1 1 2 4

E. casseliflavus 1 1 2
E. faecalis 1 1
E. gallinarum 1 1 2
Pest megyei ANTSZ E. gallinarum 1 1
Sz. Sz.B. megyei ANTSZ  E. faecalis 3 3
Szekszard Megyei Korhaz | E. faecalis 7 7
Szt.Laszlo Korhaz Enterococcus sp. 1 1 2
E. faecium 1
Osszesen 4 6 4 7 2 23
18. tablazat Enterococcus spp. vancomycin MIC eredményei a 2003. évi
bakteriologiai surveillance alapjan speciesek szerinti bontasban
Baktérium érzékeny mérséklet rezisztens Osszesen
Enterococcus sp. 19 5 1 25
E. casseliflavus 1 2 3
E. faecalis 102 4 7 113
E. faecium 11 1 12
E. gallinarum 2 3 5
Osszesen 135 14 9 158

A két tablazat adatai szerint 23 enterococcus torzs MIC értéke volt a nem érzékeny tar-

tomanyban, 9-t talaltak rezisztensnek és 14-t mérsékeltnek, a tobbi vizsgalt torzs az érzé-
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keny kategoriaba kertilt. Ahogy lathaté a mérsékelten érzékenyek koziil 5 bizonyult VanC

tipusa E casseliflavus vagy E. gallinarum-nak, ezek koziil a 4 BAZ Megyei ANTSZ-bSl
szarmaz6 torzs megerGsitésre keriilt. A Szent Laszlo Korhazbol érkezett mérsékelt érzé-
kenységli torzs egy haemokulturabdl szarmazott és vanBgént hordozé E. faecium-nak bi-
zonyult, s egy haematologiai osztalyon kialakult halmozott eléfordulas egyik izolatuma
volt, s nagyon val6szin(i, hogy ide tartozott az a >256 pg/ml MIC értékd, teicoplaninra ér-
zékeny E. faecium, s az ugyanilyen MIC értéku, de teicoplaninra nem vizsgalt Enterococ-
cus sp. is, amelyeket ugyanezen osztalyrol szarmazo sebvaladékokbdl izolaltak.

Vancomycin rezisztencia esetén vizsgalhatdo az izolatum erythromycin, tetracyclin,
rifampin érzékenysége, de jelentdsége a terapiaban inkabb az Gijabb szerek koziil a line-

zolidnak ¢és a E. faecium okozta infekciokban quinupristin/dalfopristin-nek van.

A VanA ¢és VanB tipusu rezisztencia vilagszerte gyakrabban fordul el6 az E. faecium tor-
zsekben, s sokkal ritkdbban az E. faecalisban, igy nagyon gyakran fordulnak eld B-lak-
tamokkal és aminoglikozidokkal szemben is rezisztens VRE torzsek. A VanC-tipust

izolatumoknal az ampicillin rezisztencia és glikopeptid HLR rikan tapasztalhato.
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A vancomycin rezisztens enterococcus (VRE) molekuléris vizsgélata
és elsé jérvanyos cléfordulésa Magyarorszégon

A vancomycin rezisztens enterococcusrol a vancomycin bevezetését mintegy 30 évvel
kovetden, a 80-as évek végeén jelentek meg az elsd kozlemények. A 90-es évek kozepén
az USA-ban és Eurdpaban mar jelentGs jarvanyokat irtak le, amelyeket az egyre na-
gyobb szamban izolalt VRE okozott. Ezek a jarvanyok leginkabb intenziv, haematolo-
giai, onkoldgiai, transplantacios osztalyokon fordultak eld, ahol a betegek magas szaza-
lékban colonizaltak voltak VRE torzsekkel. A VRE leggyakrabban haemokulturabdl,
vénakaniilbdl katéterekbdl, vizeletbdl, székletbdl, a betegek borérdl, a személyzet kezé-
r6l, ruhazatardl, s a kornyezetben eléforduld targyakrol volt kitenyészthetS. Predisz-
ponald tényezok voltak a megel6z6 antibiotikum kezelés vancomycinnel, cefalospori-
nokkal, anaerob baktériumokra hatd szerekkel, és a hosszl ideji korhazi apolas.

VRE megjelenése és elterjedése az USA-ban és mas Europaban. Mig az USA-ban a
nagymértékl antibiotikum fogyasztas jatszik ebben szerepet, Eurépaban az avoparcin
(glikopeptid, mint hozamfokozo) allati takarmanyba keverése kdvetkezményeként jelent
meg az allatok, majd az ember béltraktusaban. (Az avoparcint Magyarorszagon is hasz-
naltak, talan nem olyan széleskoriien, mint mashol, de ma mar mindenhol betiltottak.)
portok) legfontosabb jellemzdit a Mikrobiologiai Korlevél ugyanezen szamaban az
enterococcusok surveillance adatait elemz6 0sszeallitasunk 15. tablazataban hasonlitot-
tuk dssze. A vanA-vanC operonokon levd gének egylittesen, egymast kiegészitve hoz-
zak 1étre a vancomycin rezisztens fenotipust. Ezek koziil az operonon elhelyezkedd

vand, vanB illetve vanC ligaz géneket mutatjuk ki a molekularis (PCR) vizsgalatokkal.

vanB  vanA

732 bp!

— —
— 635 bp

Il

1. abra vanA és vanB gének kimutatasa PCR-el.
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A vanA operon vazlatos struktirajat a 2. abra mutatja. A vanB operon hasonl6 funkcidja

géneket hordoz, de ezek sorrendje és indukalhatosaga kiillonbozik a vanA operontdl. A re-
zisztencia kialakulasanak alapelve a sejtfal felépitésében résztvevé modosult peptidog-
likan monomerek szintézise, melyekhez kisebb affinitassal k6tédik a vancomycin. Az ere-
deti monomereket pedig a vanA illetve vanB operon altal kodolt dipeptidaz és karboxipep-

tidaz enzimek lebontjak.

F. [ p-Ala + &
:1. - *+ ‘1 T
b & p-Ala = G
Vancomycin j‘ / /

T T T T P—
— vank vanS§ ——  vanH | vanAd vanX ———— wvan¥ — vant —
sl = .y = |

T. D-Lac

B. [ \. } £ —

e 3
-

transzkripcids b-Ala
faktor

D. E.

2. abra A vanA operon miikddése. A-B: a vanS vancomycin szenzor fehérje van-
comycin hatasara foszforilalja a vanR gén altal kodolt transzkripcids faktort, mely indu-
kalja a vanH-vanX gének expresszidjat C: vanH dehydrogenaz enzim D-laktatot szinte-
tizal pirosz616savbol. D: vanA ligaz D-laktat-D-alanin dipeptideket hoz 1étre, melyek a
modosult monomerek (E) szintézisében vesznek részt. F: vanX dipeptidaz az eredeti
monomerek szintéziséhez sziikséges D-alanin-D-alanin dipeptideket bontja. G: vanY

karboxipeptidaz enzim az eredeti monomereket hasitja.

A VRE izoldlas soran kiemelt jelentdségli enterococcus speciesek néhany fontosabb
fenotipusos tulajdonsagat és a hordozott vancomycin rezisztencia gének tipusait az 1.

tablazat foglalja ossze:
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1. tablazat Fontosabb fenotipusos sajatsagok ¢s géntipusok.

E. faecalis E. faecium E. casseliflavus | E. gallinarum

mannitol A +F 4 4
szorboz - - - -
arginin 4 + 4+
arabindz - A +
mozgas - - + +
pigment - - 4 -

) A,B A, B C: Ci
van genek szerzett szerzett természetes természetes

A VRE a megel6z6 években csak szorvanyosan fordult el Magyarorszagon. Az els6 ha-
zai PCR technikaval igazolt esetet Ghidan A. és mtsai kozolték 2000-ben. Knausz M. és
mtai 2003-ban PCR vizsgalattal bizonyitott ugyancsak vanA gént hordozo6 E. faecalis
izolalasarol szamoltak be egy klinikai eset kapcsan. Fenotipusos vizsgalatok alapjan Fiizi
és mtai szamoltak be hazai el6fordulasardl szlirGvizsgalatokat végezve. Haematologiai
osztalyon vizeletben €s székletben vald kolonizéacidjardl Konkoly Thege Mariann a
2002. évi Mikrobiologiai kongresszuson szamolt be.

Az OEK ¢évi statisztikai adatai, illetve a bakterioldgiai surveillance alapjan a laborato-
riumok csak néhany izolalt torzset jelentettek, de ezek koziil is csak egyesek keriiltek
bekiildésre és megerdsitésre.

Laboratoriumunk 2004-t61 végzi a VRE torzsek molekularis vizsgalatat. 2002-ben 2
haemokultarabol izolalt Pest és Nograd megyébdl bekiildott vanA-gént hordozd Enterococcus
faecalis-t, s egy mellkaspunktatumboél (Zala megye) szarmazo vanB gén pozitiv Enterococcus
Jfaecium-ot igazolt. A Szent Laszl6 Korhaz mikrobioldgiai laboratériumaban, 2003-ban egy
haemokulturabol, két sebvaladékbol, vizeletbdl és székletbdl izolaltak vancomycin nem érzé-
keny Enterococcus spp-t. Ezek koziil a haemokultirabdl szarmazo izolatum az OEK Bakteri-
ologia I. osztalyan, és a Fag és molekularis tipizalo osztalyon 2004-ben elvégzett PCR és
PFGE vizsgalatok alapjan vanB-gént hordozo E. faecium-nak bizonyult, s az els6 vizsgalt tor-
zse volt annak a halmozddasnak, amely egy haematologiai osztalyon alakult ki, s 2004-ben to-
vabbi 5 — két-két esetben, id6ben 0sszefliggd — haemokultura pozitivitast eredményezett.

D
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A 2004 szeptemberében a haematologia osztalyon végzett jarvanyligyi vizsgalatok soran

a kornyezetben vett mintakbol (vesetal, lepedd egy korterembdl, mosdétal az dgytalmo-
sobol) vanB gént hordozd E. faecium-t sikeriilt izolalni, a 3 minta koziil egybdl (mosdo-
tal) E. casseliflavus is, s egy masik mintabol (széktamla) E. gallinarum tenyészett ki.
A betegektdl szarmazo 40 székletbdl 8 esetben volt kitenyészthet6 a vanB gént hordozd
E. faecium (20%). Hat beteg hordozott vanC gént pozitiv (15%) Enterococcus spp-t. Az
izolatumok koziil kivalasztott néhany vanB pozitiv E. faecium torzs egyes antibiotikum-

okkal szembeni MIC értékeit a kovetkezd tablazat mutatja.

2. tablazat JVanB gén pozitiv E. faecium térzsek MIC értékei

torzs E310 | E315 | 22501 | 23450 | 23453 | 23687 K17
vér vér vizelet | széklet | széklet | széklet | kdrnyezet
ampicillin 128 128 192 256 128 192 192
penicillin 256 256 256 256 256 256 256
vancomycin 128 48 48 64 48 256 64
teicoplanin 2 1 1 2 2 2 1,5
rifampin 32 8 64 16 16 16 16
ciprofloxacin 32 32 32 32 32 32 32
linezolid 0,5 1 1 1 2 2 1
quinopristin
/dalfopristin 0,5 1 1 1 1 2 1
erythromycin 4 256 256 256 4 6 256
gentamicin
(HLAR) 512 256 256 256 256 256 256
streptomycin
(HLAR) 256 192 >1024 | >1024 | 256 256 >1024

Vastag szammal jeloltiik a nem-érzékeny tartomanyba tartozé MIC értékeket.

A személyzet széklet szlirésekor egy enterococcus vanA gént hordozd E. faecium-nak
bizonyult (ez a személy nem volt kapcsolatban a haematologiai osztallyal). 13 dolgozo
sz¢ékletébdl vanC gén pozitiv E. gallinarum (21%), és 5-bél (8,3%) E. casseliflavus/E.

D
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flavescens tenyészett ki. A jarvany soran dsszesen 6 beteg haemokultirajabol, 1 beteg

vizeletébdl, 8 beteg székletébdl, s 3 kornyezeti mintdbdl szarmazo enterococcus bizo-
nyult PCR vizsgalattal vanB gén-t hordozd Enterococcus faecium-nak.

A kromoszomalis DNS makrorestrikcios vizsgalata, a PFGE a haematologiai osztalyrol
szarmazo6 torzsek azonos mintdzatdt mutatta, s ezek kiillonboztek az orszag mas tertiletén
(Zalaegerszeg) kitenyésztett vanB gén pozitiv Enterococcus faecium, s az ugyanezen 0sz-
talyon izolalt vancomycin érzékeny térzsek mintazatatol. Ez utobbi vizsgalatok a Fag- és

Molekularis Tipizald osztalyon torténtek, s a jarvany monoklonalis eredetét igazoltak.
Az els6 hazai VRE jarvany tanulsagai és a mikrobiolégiai laboratériumok teenddi:

— A haematoldgiai osztalyon izolalt térzsek PFGE profilja azonossagot mutat, eszerint
a jarvany monoklonalis, egy VRE torzsbdl alakult ki. gy feltételezhetd, hogy a VRE
még nem endémias az intézetben, tehat hatékony korhazhigiénés intézkedésekkel a
kolonizacid és infekciok megjelenése visszaszorithato.

— A VanB E. faecium mellett az osztalyon a VanC E. casseliflavus és E. gallinarum is

jelen van. A vizsgalatok soran kitenyészthetd volt a betegek székletébdl, a kdrnyeze-
ti targyakrol és Osszesen 29,3%-ban a személyzet székletébdl. Ilyen magas %-ban va-
16 el6forduldsrol nem talaltunk adatokat az irodalomban.
Az E. faecium okozta infekciok esetében a kiilonb6zé rezisztencia mechanizmusok
kombinalodéasa miatt, ahogy a jarvany soran izolalt torzsek érzékenységi vizsgalata-
nak eredményei is mutatjak, alig van olyan antibiotikum, amelyre a korokozo érzé-
keny maradt. A linezolid bevezetésével egy hatékony antibiotikum all jelenleg rendel-
infekciokban a quinupristin/dalfopristin eredményesen hasznalhatdo még, de csak az
E. faecium okozta infekcidkban. A linezolid és quinupritin/dalfopristin érzékenység
vizsgalatat a hazai laboratoriumokban is indokolt szélesebb korben végezni.

— A VRE kolonizacié magas lehet a korokozo szempontjabol frekventalt osztalyokon,
ehhez viszonyitva az infekciok szama alacsony, 10:1 arany valdszintisithetd. Gyakran
nem konnyl megitélni, hogy a sulyos altalanos allapotu, lazas beteg esetében infekci-

orol vagy kolonizaciorél van-e szo.

D
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Egy beteg esetében okozott egyértelmiien sulyos infekciot a haemokulturabol ismételten

kitenyészthetd vancomycin rezisztens E. faecium. A beteg linezolid terapiara gyogyult.

— A VRE Magyarorszagon is jelen van. ElsGsorban, sulyos allapotd, huzamos ideig vagy is-
mételten apolt, immunhianyos betegeket ellato, intenziv vancomycin, cefalosporin terapi-
at alkalmazo6, korhazi osztalyokon varhaté a VRE kolonizaci6 ¢s infekcio kialakulasa.

— A VRE szempontjabdl leginkabb kritikus osztalyokon (ITO, haematologia és onkolo-
gia) javasolhat6 az ujonnan felvételre kertil6k perianalis tampon vagy széklet sz{iré-
se. Ennek célja a kolonizalt személyek elkiilonitésével a rezisztencia gének atviteli le-
hetdségének csokkentése.

— A VRE fenotipusos identifikalasat széleskortive kell tenni.

A rutin vizsgalatokban a VRE diagnosztikanak mindkét Iényeges eleme, az enterococcu-
sok species szintli meghatarozasa, s a rezisztencia tipusanak megallapitasa szamos prob-
1émat vet fel. Az identifikalas elsd 1épésében a genus szintli meghatarozasban is lehetnek
mar nehézségek. A szokasosan elvégzett katalaz-proba, s az enterococus agaron vald no-
vekedés mellett feltétleniil indokolt a pirrolidonil- arilamilaz (PYR) vizsgalat, segithet a
mikroszkopos morfoldgia vizsgalata, s a D antigén kimutatésa is. A hagyomanyos iden-
tifikalasi eljarasok csak tobbféle, s tobbnapi inkubalast kivand reakciokkal megbizhato-
ak, de a kereskedelmi kitekkel valo vizsgalatok eredményei is gyakran félrevezetdk le-
hetnek. A korrekt species szintli meghatarozas csak molekularis moédszerekkel lehetsé-
ges. A VRE szempontjabdl azonban 1ényeges, hogy elkiilonitsiik a két leggyakoribb spe-
ciest, az E. faecalis-t, és E. faecium-ot egymastol és az E. casseliflavus/flavescens, s
E. gallinarum speciesektdl.

A VRE torzsek meghatarozasanak menete az OEK Bakterioldgia 1. osztalyan jelenleg a
kovetkezd 6 1épések alapjan torténik: 6 pg/ml vancomycin tartalmtt BHI agarra, mint
screen lemezre val6 leoltés, a screen lemezen nétt telepeket kiszélesztve, katalaz, PYR,
mozgas és vancomycin, teicoplanin MIC vizsgalat. (E teszt BHI taptalajon 2 McFarland
szuszpenzioval) Ezt kovetéen PCR vizsgalat az Enterococcus species szintli meghata-

rozasara €s a van rezisztencia tipusanak meghatarozasara.

1)
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A VRE identifikalasanak menete lathato az alabbi 3. dbran:

Vizsgalatra bekiildott torzs vagy szelektiv taptalajb6l (BEA
+ 6 mg/l vanco) nyert tenyészet

Kataldz (-), PYR (+)¢

6 mg/l vanco BHI screen
novekedés screenen +

mozg/Es vizsg/Elat

negativ mozgas teszt

PCR vizsg/Elat

3. abra

— VRE megjelenésekor a kornyezetben atfogé sziirdvizsgalatok sziikségesek a betegek
¢és személyzet korében, kiegészitve a kornyezeti targyakrdl vett mintak vizsgélataval.
A széklet szlirévizsgalatokhoz ajanlott a 6 ng/ml vancomycint, epét, eszkulint és Na-
azidot tartalmazo szelektiv taptalaj (BEA) hasznalata. Vancomycin szelektiv agar
VCA BioMerieux VCA3.

—a VRE fenotipusos vizsgalatat meg kell erésiteni molekularis vizsgalatokkal. A VRE

gyanus torzseket az OEK Bakteriologia I osztalyra kell kiildeni,

Osszedllitotta: Libisch Baldzs, Gacs Mdria, Tirczka Tamds, Glatz Katalin
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A 2003. évi O€EK bakterioldqiai surveillance adatok elemzése 3. rész

Escherichia coli és Klebsiella spp.
Mar az el6z6 korlevelekben is foglalkoztunk azokkal az E. coli és Klebsiella spp. tor-
zsekkel, amelyek a 3. generacios cefalosporinokkal szemben rezisztenciat mutattak.
JelentGségiikre tigy gondoljuk, nem kell kiilon felhivnunk a figyelmet. Az invaziv fert6zé-
sekbdl izolalt 3. gen. cefalosporinra rezisztens E. coli torzsek szamanak valtozasat Ma-
gyarorszagon az EARSS adatai alapjan a 1. tablazatban tiintettiik fel. Az EARSS a Kleb-
siella spp-k hasonld rezisztenciajaval nem foglalkozik, annak ellenére, hogy az eddig meg-

erdsitésre beérkezett torzsek kozott ESBL termel6 Klebsiella spp t6bb van, mint E. coli .

1. tablazat Invaziv fert6zésekbdl izolalt Escherichia coli 3. gen. cefalosporinokkal
szembeni érzé¢kenysége Magyarorszagon az EARSS adatai szerint
2001-2003. években

év darabszam szazalék

érzékeny |[mérsékelt |rezisztens | Osszes | érzékeny |mérsékelt |rezisztens
2001 257 4 1 262 98,1 1,5 0,4
2002 341 2 7 350 97,4 0,6 2,0
2003 827 6 8 841 98,3 0,7 1,0

Invaziv mintakbdl izolalt E. coli (n=1275) és Klebsiella spp. (n= 372) ceftazidim (CAZ)

érzékenysége az amoxicillin/klavulansav (AMC) fiiggvényében (2003.¢év surveillance)
5,00%

4,50%

4,00%

3,50%
3,00%

4,84%

2,50% —
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A Klebsiella ssp. és Escherichia coli 3. generacios cefalosporin rezisztenciajat leggyak-

rabban ESBL gén termelése okozza. Ennek felismerésére a ceftazidim (CAZ) ,,nem-ér-
zékenységet” indikatorként hasznaltuk, melyet a 1. bra oszlop diagrammjan az amox-
icillin / klavulansav (AMC) érzékenység fiiggvényében abrazoltunk.

A diagram adataibdl jol lathatd, hogy a CAZ nem- érzékeny torzsek jo részét nem vizsgaltak
meg a B-laktam/B-laktamaz inhibitor kombinacioval (AMC). Az AMC rezisztencia kérdésé-
vel mar 3. évf/ 4. szamu kdrlevélben is foglalkoztunk. A CAZ nem érzékeny torzsek fliggveé-
nyében vizsgalva a kérdést lathatjuk, hogy a klebsiellak korében masfélszer annyi, mig E. coli
korében 6tszor annyi AMC nem érzékeny izolatum van, mint érzékeny. Az ESBL referencia
laborba bekiildott torzseknél is egyre gyakrabban tapasztalunk AMC rezisztenciat, de a sur-
veillance-ban megtalalhato aranyt, tapasztalataink alapjan, még nem értiik el, ezért ezeknek
az antibiotikumoknak (AMC, ampicillin-sulbactam, piperacillin-tazobactam (!)) koriiltekint6
vizsgalatara, és az identifikalasra most is szeretnénk felhivni a figyelmet.

Az invaziv mintdkbol szarmazé CAZ nem érzékeny E. coli torzsek aranya alacsony

(1,02%), mig a Klebsiella spp-nél ezek eléfordulasa joval magasabb (9,95%).

Az adatok alapjan 8 esetben (7 E. coli és 1 Klebsiella spp.) fordult el, hogy cefotaxim-
ra nem érzékeny torzset ceftazidimre érzékenynek adtak ki. Ilyen in vitro érzékenység-

nél felmeriil az ESBL termelés lehet6sége. Amennyiben az ESBL termelés igazolodott,

Antibiotikumra nem-érzékeny E. coli (n=20001) és Klebsiella spp. (n=7610) szazalékos
gyakorisaga 2003. évben a surveillance adatok alapjan.
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akkor minden 3. gen. cefalosporinra rezisztens eredményt kellett volna kiadni. (Meg-

jegyzés: ezeket a torzseket kérjiik, kiildjék be referencia laboratériumba megerdsitésre.)

A 2. abran a vizsgalt idészakban izolalt 6sszes E. coli és Klebsiella spp. tisztitott ada-
ta lathatd. Az E. coli-ban és Klebsiella spp-ben eléforduld 15 %-os AMC rezisztencia
itt is szembetling, és ez a késébbi két abran magas szazalékot ér el. A 3. gen. cefalospori-
nokkal szembeni rezisztencia és mérsékelt érzékenység hasonlé aranyokat mutat a két
csoport kozott, mint az invaziv mintdknal. Ez a kiilonbség nemcsak szézalé¢kosan, ha-
nem szamszer(en is jelentkezik: 2003. évben 2,5- 3-szor tobb ceftazidim/ cefotaxim
nem-érz¢keny Klebsiella spp-t izolaltak, mint E. coli-t. A cotrimoxazol (SXT) nem ér-
zékenyek aranya kozel jar mindkét csoportban a 20%-hoz, mig a tetracyclinnél ezt meg
is haladja. Ezeknek az antibiotikumoknak féleg a jarobeteg ellatasban van szerepiik; a

2003-as adatok alapjan empirikus alkalmazasuk megfontolando.

Antibiotikumra nem-érzékeny E. coli (n=9107) és Klebsiella spp. (n=4318) szazalékos
gyakorisaga 2003. évben a fekvibetegek korében.

51,70%

50% T

W E.coli [Klebsiella spp.

40% -

30% T

17,04%

13,37%

20% T

10%

8,18%

0% - )
AMP AMC CTX CAzZ [of14 GE AK TOB NET 3. dbra

A 3. abran a fekvdbetegek korében izolalt E. coli és Klebsiella spp-k adatait tiintettiik fel.
Kiemelt figyelmet forditottunk a 3. generacids cefalosporinok mellett az aminoglikozi-
dokra. Mint lathato ezekre — a ciprofloxacinnal egyiitt — a torzsek tobb, mint 90%-a érzé-

keny. A cefalosporinokra inkabb a klebsiellak, mig a ciprofloxacinra inkabb az E. coli
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nem ¢érzékeny. Az aminoglikozid rezisztencia hasonld mintazatot mutat a két csoportnal.

Antibiotikumra nem érzékeny E. coli (n=882) és Klebsiella spp. (n=805) szazalékos
gyakorisaga PIC-en és gyermek-csecsemd osztalyokon
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4. abra

A fekvébetegeken beliil tovabb sziikitettiik a kort az ujsziilott és a csecsemd osztalyok-
ra, ahol vilagszerte a legnagyobb aranyban fordulnak elé az ESBL-termel6 korokozok.

A 4. abran lathato adatokat statisztikai probakkal is elemeztiik.

Az E. coli esetében nem lehetett megbizhatoan elvégezni ezeket a statisztikai szamitaso-
kat, mert kevés esetben volt minden antibiotikum egyiitt vizsgalva (csak 254 esetben vizs-
galtdk az abran felsorolt dsszes antibiotikumot a tisztitas soran kapott 882 esetbdl). Az
oszlopdiagrambdl azonban jol lathato, hogy az AMC kivételével, az izolatumoknak tobb
mint 95%-a érzékeny az dsszes vizsgalt antibiotikumra. A cefotaxim nem-érzékenység lat-
sz6lag magasabb, mint a ceftazidimnél, de ez valdszintileg két f6bb okra vezethetd vissza:
(1) az ESBL referencia labor adatai alapjan egyre tobb CTX-M tipusu ESBL-termel6 E. coli-t
izolalnak, melyek in vitro ceftazidim érzékenynek mutatkoznak, azonban, ahogy fentebb
mar emlitettiik, ezeket minden 3. generacios cefalosporinra rezisztensnek kell interpretalni;
(i1) szamos izolatumnal nem vizsgaltak a cefotaximot és ez torzitotta a szazalékos

aranyokat.

@
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A Kklebsiellak 19,86%-a volt nem érzékeny az AMC-ra. Az adatok tovabbi vizsgalata azt

mutatta, hogy ezeknek az izolatumoknak csak mintegy harmada keriilt ki a ceftazidim
nem érzékenyek koziil, mig a tobbi egyébként érzékeny torzsekben fordult eld. Ez a
fenotipus nem gyakori az irodalom szerint (mivel jorészt mutacioval alakul ki), ezért itt
is meg kell emliteni a helyes és koriiltekintd vizsgalatok fontossagat. A cefotaxim érzé-
kenységi adatok a fentebb emlitett (i) ok miatt torzitanak, ezért a leggyakrabban vizsgalt
3. gen. cefalosporin, a ceftazidim (CAZ) alapjan elemeztiik tovabb az eredményeket.

A PIC-en ¢és gyerekosztalyokon izolalt klebsiellak 13,72 %-os CAZ rezisztenciaja abba
az iranyba mutat, hogy a k6zeljovében mar nem ajanlhato ezeken az osztalyokon els6d-
legesen valaszthatd empirikus szerként. A cefepim kiugréan magas értéke a 4. dbran
csak tajékoztato jellegli, mivel kb. az esetek 70%-ban nem vizsgaltak ezt az antibioti-
kumot. 9 esetben volt CAZ nem érzékeny eredmény mellett cefepim érzékenység ko-
zblve. Minden esetben AMC-ra is rezisztensek voltak. Ha az ESBL-termelés megerdsi-
tése megtortént, és az eredmény pozitiv volt, ajanlott rezisztensnek kiadni a cefepimet
is. Ha a vizsgalat negativnak bizonyult, akkor gondolni kell az utobbi id6kben egyre na-
gyobb teret hodito, plazmidon kodolt, konstitutiv termel6dé AmpC tipusu B-laktamazok
jelenlétére, melyek szintén 3. gen. cefalosporinokkal szembeni rezisztenciat biztosit.

Az imipenem ¢és a ciprofloxacin tlinik in vitro a leghatékonyabbnak ezekkel az izola-
tumokkal szemben. Mindkett6 érzékenységi aranya 95% felett van mindkét csoportban.
Az aminoglikozid rezisztencia jellegzetes mintdzatot mutat, ami mar a 3. abran is meg-
figyelhetd, és ennek valodisagat a statisztikai proba is megerdsitette. A gentamicin és a
tobramycin egyiittes rezisztenciaja fordult el leggyakrabban, az esetek felében a re-
zisztencia mind a négy vizsgalt aminoglikozidra kiterjedt. EI6bbi kett§ nem- érzékeny-
sége elérte a 20%-ot, amely miatt mar jelenleg sem ajanlhatoak az empirikus kezelés-
ben. A ceftazidim rezisztencia és az aminoglikozid rezisztencia kozott is egyértelmii,
szignifikans Osszefliggés van (a netilmicint nem tudtuk értékelni, mivel csak 408 eset-
ben vizsgaltak). Ez arra enged kovetkeztetni (amit az osztalyunkon végzett vizsgalatok
is megerdsitenek), hogy ESBL-jarvany esetén az aminoglikozidok, mint alternativan

valaszthato szerek, hasznalhatdsaga jelentésen csokken.

Té6th Akos
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€SBL termeld Klebsiella pneumoniae és K. oxytoca jérvédnytérzsek

-------

Az ESBL termel6 klebsiella fajok vilagszerte a leggyakrabban izolalt multirezisztens
Gram-negativ baktériumok ko6zé tartoznak (1). Sulyos fertézéseket, kiterjedt jarvanyo-
kat féleg a korasziilott-ujsziilott, valamint az intenziv osztalyokon okoznak (2).

Magyarorszagon 2002 6ta folyik az ESBL termelés fenotipusos €s genetikai rutin vizs-
galata az OEK Bakteriologia I-s Osztalyan, ahogy arr6l mar beszamoltunk a 2évf./2. és
a 4. évf/1 szamu korlevélben. Az OEK-ben ESBL termelés megerdsitésére bekiildott
évenkénti 150-200 Klebsiella spp. torzs dontd tobbsége korhazi mintakbol szarmazik,
leggyakrabban gyermek, perinatalis intenziv és intenziv osztalyokbdl. A helyzet rendki-
viil aggaszto, gyakoriak a sok beteget érintd, évenként visszatérd, nehezen felszamolha-

to jarvanyok.

A multirezisztens ESBL termel§ klebsiellak terjedése csak kelléen megalapozott, gyors
jarvanyligyi intézkedésekkel allithatd meg. Ehhez viszont sziikség van széleskort epide-

miologiai vizsgalatokra, tobb klasszikus és molekularis modszer egyiittes alkalmazésara.

A Fagtipizalasi és Molekularis Epidemiologiai Osztalyon, valamint a Bakteriologia I
Osztalyon 134 K. pneumoniae és 10 K. oxytoca ESBL termeld torzs komplex epidemi-
oldgiai tipizalasat végeztiik el. A torzsek négy bejelentett jarvanybdl és tobb halmozo-
dasbol szarmaztak. 2002-2003-as idészakban izolaltak ket korasziilott, ujsziilott, vala-
mint gyermekosztalyokon az orszag 5 megyei és egyetemi korhazaban (1. tdblazat). Az
ESBL termelést kétkorong diffizios teszttel, ESBL E-teszttel PCR-rel és SHV-RFLP
modszerekkel igazoltuk. A torzsek epidemiologiai tipizalasat tovabbi négy modszer
eredményeinek dsszehasonlitasaval végeztiik el: fagtipizalds, plazmid profil meghatéaro-
zas, ERIC-PCR ¢és PFGE (1. tablazat).

A jarvany vagy halmozodas igazolasa els6dlegesen fagtipizalassal tortént. A 144 torzs
kozil 115 tiz kiillonboz6 fagtipusba tartozott, 29 viszont nem volt faggal tipizalhato. Az
egyes fagtipusok altalaban adott jarvany torzseire voltak jellemzdek. A tipizalas kovet-

kez6 1épése az ERIC-PCR tipusok, ill. szubtipusok meghatarozasa volt. A vizsgalat
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ERIC 2 primerrel tortént és az egyes tipusokat az elektroforetikus mintazat (amplifika-
cios termékek mérete) alapjan kiilonitettiik el. A torzseket 5 tipusba, azon beliil pedig 8
szubtipusba soroltuk be. Eszerint volt olyan jarvany, melyet két kiilonbozé ERIC-
szubtipusba tartozo, de azonos fagtipusu klon okozott (1.sz. Koérhaz). Voltak azonban
olyan jarvanytorzsek is, amelyeknek ERIC-szubtipusa azonos volt, de két kiilonbozd
kérhazban okoztak jarvanyokat (2.sz. és 5.sz. Korhaz).

Fentiek ismeretében a jarvanytorzsek egyértelmi elkiilonitésére a tovabbiakban a PFGE
moddszert alkalmaztuk. A torzseket akkor tekintettiik egy klonhoz tartozénak, ha a
makrorestrikciés profiljuk legalabb 90%-ban megegyezett. igy a 144 vizsgalt torzs 13
pulsotipusba volt besorolhato, tehat 13 féle ESBL-termel6 Klebsiella klon terjedését al-
lapithattunk meg (1. dbra). Minden egyes klont csak egy adott korhazbdl izolaltak. Be-
igazolddott az, hogy az 1.sz. Korhazban 2002 juniusaban lezajlé jarvanyt valoban két
klon egyiittes terjedése okozta. Ugyanennek a jarvanynak a masodik szakaszaban vi-
szont — 2002 novemberében — csak az egyik klon vett részt. Az 1.sz. Kérhdzban lezaj-
lott tovabbi két jarvanyt pedig mas-mas klonok okoztak (2. abra). A 2.sz. és 5.sz. Kor-

hazbdl izolalt, azonos ERIC-szubtipusba besorolt jarvanytdrzsekrdl bebizonyosodott,

hogy két kiilonbozd klonhoz tartoznak, mivel PFGE profiljuk csak 70%-o0s hasonldsa-
got mutatott (1. abra, KP26/02 és KP27/02 vs. KP100/98 és KP105/98).
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1. abra. Jarvanyokbol izolalt ESBL termel6 K. pneumoniae és K. oxytoca torzsek

PFGE mintazata.
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2 KP18/02 HC, 2002 jin
3EP1%/02,HC, 2002 jin

4 KP21/02,HC, 2002 jun

5. KP34/02 torok, 2002 jin.

6. EP35/02,0tr, 2002 jin.
TEPROM2 HC, 2002 jil
S.EPEI/02HC, 2002 jul.

9. KP36/02,0rr, 2002 jin.
10.EP39/02,0tr, 2002 jun.
11.KP93/02 HC, 2002 nov.

12 KP112/03 HC, 2003 jin.
13 EP10%02,HC, 2002 jon.

14 KP133/03 HC, 2003 jin.
15 EP232/03 vizelet, 2003 now.
16 EP226/03 wizelet 2003 nov.
17 EP228/03 HC, 2003 now
18 KP235/03 HC, 2002 now.

2. abra. Jarvanyokbol izolalt ESBL termeld K. pneumoniae térzsek PFGE mintézata,
2002-2003, 1. sz. korhaz
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1.KP113,2004,torok
2.KP114,2004 tubus
3.KP115,2004 tubus
4.KP175,2004,haemokultira
5KP176,2004 liquor
6.KP118,2004 vizelet
T.KP238,2003,vizelet
8.KP239,2003 trachea
9.KP252,2003,széklet
10.KP237,2003,széklet
11.KP20,2002 széklet

3. abra. ESBL termel6 K. pneumoniae térzsek PFGE mintazata, 2002-2003, 5. sz. kérhaz

Fontos kiemelni, hogy az 5.sz. Korhazban 2002 juniusaban csak székletbdl izolalt 8
torzs ERIC szubtipusa és PFGE tipusa teljesen megegyezett az ugyanabban a korhaz-
ban masfél évvel késébb lezajlott jarvany haemokultirabol, liquorbdl és vizeletbdl izo-
1alt torzseinek tipusaval (3. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az osztalyon tobb
mint egy évig perzisztalt ugyanaz az ESBL termel6 klon. Tehat a multirezisztens ESBL

termeld Klebsiella térzsekre kiilon figyelmet kell forditani, még akkor is, ha csak kolo-

@

nizalt betegekbdl szarmaznak.
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Mivel a szakirodalom szerint (3) az ESBL termelésért felelés gének tobbnyire konjugativ
plazmidon vannak koédolva, elengedhetetlennek tartottuk az altalunk vizsgalt torzsek
plazmidprofil meghatarozasat. A 144 torzs tobb mint 20-féle plazmidprofilt mutatott, trzsen-
ként 1-6 plazmiddal. Minden t6rzsbol kimutathatok voltak nagyméret plazmidok (50 kb fo-
16tt). Ezenbeliil 138 torzs rendelkezett egy azonos méretii 94 kb plazmiddal, melyrél konju-
gacios kisérletekkel bizonyitottuk, hogy minden jarvany klon esetében ez a plazmid hordoz-
za az ESBL termelésért felelds géneket. Ez a mobilis genetikai elem rendkiviil gyorsan terjed
— fajok kozott is — és feltehetéen aminoglikozidokkal szembeni rezisztenciat is hordoz.

Tajékoztatonk elsédleges célja a figyelemfelhivas. Bebizonyitottuk, hogy korhazi kérnye-
zetben a multirezisztens ESBL termeld Klebsiella sp. torzsek képesek akar masfél évig
fennmaradni és jarvanyt el6idézni, vagy rezisztencia plazmidjaikat fajon beliil és fajok ko-
z0tt is terjeszteni. Jarvanyligyi szempontbol nagyon fontos tehat e térzsek gyors eradika-
cioja, f6leg az intenziv osztalyokon, mivel a ,,csak” kolonizalt személyekbdl szarmazd
torzsek is képesek rovid idon beliil nagy kiterjedésti jarvanyokat okozni. Fontos tovabba

minél tobb higiéniai minta gy(jtése és kiildése is a fert6z6 forras megallapitasahoz.

1. tablazat. Jarvanyokbol izolalt ESBL termeld K. pneumoniae és K. oxytoca torzsek
komplex molekularis-epidemioldgiai tipizalasa.
Fagtipus(n) |ERIC Plazmid PFGE
ideje szubtipus(n) |profil (kb)(n) tipus
06.2002. [1IB2 (26) |7A(13) 181 94 80 (9)™ E
14573 (1)
20394 (2)
203 181 (1)
17473 50 (1) D
181 94 50 (7)
181 94 (4)"
203 181 (1)
1457329 (1)
181 94 (3) E
203 94 (3)

Bakt.faj/Szarmazas | 1zolalas

K. pneumoniae
1. Korhaz

3B (13)

NT@®)  |7A(7)
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Bakt.faj/Szarmazas 1Izolalas Fagtipus(n) ERIC Plazmid PFGE
ideje szubtipus(n)  profil (kb)(n) tipus
203 162 (1)
3B (1) 188 50 (1)
11. 2002 NT (6) TA (6) 181 94 (4)"
203 94 (2)
07.2003 IIA1 (24) |3C(24) 94 2.6 (24)" ]
1IA20 (2) |3C(2) 942.6 (2) J
10. 2003 IVAT (20) |11 (20) 170 94 3.3% M
[IIAT (4) 11 (4) 170 94 (4) M
K. pneumoniae 07. 2002 MBS (9) 14A (9) 137 94 (9)* F
2. Korhaz
K. pneumoniae 11. 2002 VIIA (3) 7D (3) 162 94 (3)b2 C
3. Korhaz és IXA4 (1) 7D (1) 203 94 (1) Cl
12. 2002 XAl (1) 7B1 (1) 945054433723(1) |B2
NT (7) TAL (2) 116 18 (2) A
7B (4) 22894 5.5 (1) B
22894555229(2)
9455(1) Bl
7D (1) 228 13094 4.6 (1) C2
K. oxytoca 04. 2002 IIA1 (10)  |OALl (10) 94 6.0 (10) I
4. Korhaz
K. pneumoniae 07. 2002 NT (8) 14A (8) 170 94 (1)94 (7) H
5. Korhaz 10. 2003 IXAT (15) |14A(15) 170 94 (15) H

*: faggal nem tipizalhato torzsek; b(n): haemokultirabol izolalt torzsek szama
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