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Védekezési lehetoségek az antibiotikum rezisztencia terjedésének
megakadalyozasara.

Fiizi Mikl6s
2005. december 12-13. Birmingham, Nagy Britannia
Beszamolo6 kongresszusi részvételrol

A konferencia vezetd témadja az ujfajta, rezisztens korokozokkal szemben is hatékony
antibiotikumok kifejlesztésének kérdése volt. Szamos eldadé hangsilyozta, hogy mig az
1950-es évektdl az 1980-as évek mésodik feléig a nagy cégek rendszeresen eldallitottak ujfajta
antibiotikumokat, addig az utébbi 20 évben ezek szdma jelentdsen csokkent. A legnagyobb
problémat az okozza, hogy mig az antibiotikum rezisztencia ardnya folyamatosan ndvekszik
(kiilonosen a Staphylococcus aureus és egyes Gram-negativ nozokomidlis koérokozdok
esetében), ugy tlinik, esély sincs arra, hogy a gydgyszergyarté cégek olyan Uj tipusu
antibiotikumokat fejlesszenek ki, amelyekkel a multirezisztens pathogének altal okozott
fertdzéseket eredményesen lehetne kezelni. A kérdésr6l tobb eldadds is elhangzott,
amelyekbdl azt az egyértelmii kovetkeztetést lehetett levonni, hogy a jelenlegi igen hosszu és
bonyolult gyogyszer-honositasi eljaras mellett a cégek szamara nem kifizetddd ujfajta
antibiotikumok kifejlesztése. A Glaxo Ltd. képviseléje pontos szdmadatokkal is
aldtdmasztotta, hogy az ujfajta antibiotikumok kifejlesztése mennyire elonytelen a cégek
részére. A helyzet javitdsa érdekében az Eurdpai Bizottsdg (European Commission) jelenlévd
képviseldi igéretet tettek, hogy kezdeményezni fogjdk a gydgyszer-honositdsi eljards
egyszerlsitését.

Szdmos eléadd hangsulyozta, mekkora problémat jelentenek mind a hdaziorvosi
konzultacidk legnagyobb részét kitevo ,.kozosségben szerzett fert6z0 betegségek”, mind az
Eurépa tobb orszdgdban egyre jobban terjedd, multirezisztens pathogének éaltal okozott,
nozokomidlis infekcidk. A védekezéshez a megfeleld laboratériumi hattér is hozzatartozna,
ami lehetové tenné a gyors és pontos diagndzist. Ezaltal pl. elkeriilhetd lenne, hogy a felso
léguti virdlis infekcidkban f6losleges antibiotikum kezelésre keriiljon sor. Az
antibiotikumok kifejlesztésén kiviil fontosnak tartjdk még a véddoltassal torténd védekezést
is. Ebben a vonatkozasban els@sorban a Streptococcus penumoniae conjugélt vakcina
jelentdségét hangsulyoztdk, de van mar olyan cég is, amelyik arra szamit, hogy nem fog sor
keriilni ujfajta antibiotikumok kifejlesztésére €s megkezdte oltdéanyag, illetve antitest
eldallitasat a legfontosabb nozokomidlis kérokozok ellen.

A Staphylococcus aureus elleni vakcina kifejlesztése mar eldrehaladott stidiumban van és
dolgoznak szdmos Gram-negativ pathogén elleni oltéanyag elééllitasan is.
Programként az antibiotikum rezisztencia helyzet javitdsdra, ill. a fert6zések megelézésére
a konferencidn az aldbbi fontosabb ajanlasok fogalmazdédtak meg.
1. Az antibiotikum rezisztencia helyzet folyamatos monitorozdsa mikrobioldgiai surveillance
révén, mind az EU szintjén, mind orszdgos szinten.
2. Megfelel6 diagnosztikai hattér 1étrehozdsa a fertézések gyors és megbizhat6
felismerésére.
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3. A ,szakmailag megalapozott” antibiotikum felhaszndlds bevezetésének szorgalmazdisa az
EU orszdgaiban. (Az Eurdpai Bizottsig az Ausztridban mér bevalt antibiotikum
,»guideline”-t fogadta el és fogja ajanlani a tagorszagoknak.)

4. Az ujfajta antibiotikumok honositasdnak egyszertsitése.

Oltéanyagok kiterjedtebb haszndlata, illetve bevezetése a fert6z0 betegségek

megeldzésére.

b
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Magyarorszagon izolalt kozosségben szerzett CA-MRSA gyanus izolatumok
) mikrobiolégiai sajatossagai
To6th Akos, Ungvéri Erika, Gacs Maria

A kozosségben szerzett (CA)-MRSA torzsek jellegzetességeir6l, magyarorszagi
megjelenésérdl és ennek jelentdségérdl a Mikrobioldgiai Korlevél 2004/2. szamaban mér
beszdmoltunk. A CA-MRSA infekci6 gyanis esetek monitorozdsa a Nemzeti MRSA
Referencia Laboratériumba (NMRL) és a Fagtipizdlasi és Molekuldris Epidemioldgiai
Osztalyra (FMEO) bekiildott MRSA torzseken azéta is tovabb folyik. A hazai publikdcidk és
a témdahoz kapcsol6dd eldaddsok hatdsara, 2004. és 2005.-ben tobb esetben is kiildtek
intézetiinkbe ,,CA-MRSA infekcié gyand” megjegyzéssel torzseket, ami azt mutatja, hogy a
klinikai mikrobioldgiai laboratériumok egyre inkdbb odafigyelnek az 1j veszélyforras
jelenlétére. A CA-MRSA infekcié tényének megéllapitisa csak az epidemioldgiai adatok
ismeretében lehetséges, melyek gyijtését ,,Kozosségi (CA) MRSA fert6zési adatlapokon”
folyamatosan végezziik

Jelen irdsunkban a jarvanyligyi adatok alapjan alatimasztott CA-MRSA fertdzésekbdl
izolélt torzsek mellett, a mikrobioldgiai eredmények alapjan CA-MRSA fertézésnek tiind, de
epidemioldgiailag még nem aldtdmasztott esetek MRS A torzseirdl is beszamolunk.

2004. janudr és 2005. augusztusa kozott intézetiinkbe 2682 MRSA torzset kiildtek be
megerOsitésre, tipizdldsra. A CA-MRSA infekcidé lehetOségét a torzsekkel bekiildott
kisérélapok adatai alapjdn allapitottuk meg. A kovetkezd kritériumokat vettiik figyelembe
(fontossagi sorrendben):

1. a torzsek antibiogramja (tobbnyire csak béta-laktdmokra rezisztens, €s arra is inkabb
alacsony szinten)
a klinikai minta tipusa (sebvéladék, abscessus, orr-torok valadék, alsé 1éguti valadék)

klinikai diagnodzis - bor-ldgyrész infekciok, also 1éguti megbetegedések
ellatds tipusa - jarobeteg ellatas
beteg életkora - gyerekek, fiatal felndttek

Al

A kritériumok alapjdan 15 MRSA torzset valasztottunk ki tovdbbi vizsgélatokra.
Vizsgéltuk a torzsek antibiotikum érzékenységét (MIC meghatdarozas, D-teszt), az altaluk
hordozott toxin géneket (lukS-PV/lukF-PV (PVL), eta, etb, etd (exfoliativ toxin A, B, D), sea,
seb, sec, sed, seg, sei (enterotoxin A-I), tst (TSST-1)), és SCCmec kazetta tipusit PCR-
modszerrel. A torzsek rokonsdginak feltérképezésére PFGE mellett a szekvencia-alapu
tipizdlasi modszerek koziil a spa-tipizdlast és a multilokusz szekvencia tipizdlast (MLST)
haszndltuk. Munkankat a portugdl Laboratério de Genética Molecular (Instituto de
Tecnologia Quimica e Bioldgica, Universidade Nova de Lisboa) intézettel egyiittmiikodve
végeztiik el.

A mikrobioldgiai vizsgalatok eredményei (1. tdblazat):
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1. tablazat : Hazai CA-MRSA gyands és igazolt torzsek mikrobiol
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Tizennégy torzs hordozta az SCCmec kazetta IV-es tipusiat, egy torzs SCCmec
kazettdja nem volt besorolhat6 a négy legismertebb tipus egyikébe sem. A PFGE és MLST
vizsgélatok eredményei alapjan mindegyik torzs jol elkiiloniilt a hazai kérhazi (HA)-MRSA
torzsektol (1. abra).

Izolalas Toxin
Tirzsszam eve  gének

| | ||l ||l &23kontrol #+— HA-MRSA

| | | | || 629 kentrol
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1. abra

A torzsek egyik csoportja (7 torzs) a ,klasszikus” CA-MRSA torzsek mikrobioldgiai
sajatossdgait mutatta: PVL és exfoliativ D toxint termeltek, kanamycin és fusidinsav
rezisztensek voltak. Szekvencia tipusuk ST80-nak bizonyult, mely az eurépai CA-MRSA
torzsek kozott igen elterjedt. Ezt a tipust irtdk le Németorszdgban, Nagy-Britannidban,
Franciaorszagban, Svdjcban, Gorogorszdgban, Norvégidban, Déanidban és Belgiumban is [1,
2,3,5,9, 10, 11, 13]. Az epidemioldgiai adatok szerint mind a 7 tdrzs bizonyitottan CA-
MRSA infekciét okozott.

A tovabbi 8 torzs mind a PFGE, mind pedig a spa szekvencia tipizalasi (MLST) eredmények
alapjan 3 csoportba volt besorolhaté.

Az ST45 tipusba tartozé 5 torzs enterotoxin G-t és enterotoxin I-t, valamint 3 torzs
enterotoxin C-t is termelt. Egy torzs hordozta a toxikus shock szindroma toxin génjét (tst) is.
Egy torzs indukdlhaté clindamycin rezisztencia fenotipust (iMLSg) mutatott, egy masik pedig
tetracyclinre volt rezisztens. Az ST45-MRSA-IV klén, mint Berlin-klon ismert, lefrtdk mar
korhazi, és CA-MRSA fertzéseket okozé klénként is [4, 6, 7, 11, 12] Az epidemioldgiai
adatok gyiijtése ezekben az esetekben még folyik, azonban a betegek életkora, a minta
szarmazasi helye és a diagnézisok CA-MRSA infekciora utalnak.

Az STS tipusba 2 torzs tartozott, az egyik a vizsgalt toxin gének koziil egyet sem hordozott,
ugyanakkor efflux pumpan alapulé macrolid rezisztenciat, valamint kanamycin rezisztenciat
mutatott. A masik torzs enterotoxin A-t €s entertoxin D-t kodold gént hordozott €s a béta-
laktam antibiotikumokon kiviil minden antibiotikumra érzékeny volt. Az ST8 szekvencia
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tipus is igen elterjedt a CA-MRSA torzsek korében kiilonosen az USA-ban (USA300 klén),
de leirtak mdr Svdjcban, Nagy-Britannidban, Skocidban, Irorszdgban, Ausztrilidban,
Németorszagban, Hollandidban, Franciaorszagban, Norvégidban, Belgiumban is [3, 8, 9] A
bekiildott epidemioldgiai adatok alapjan a két torzs CA-MRSA infekciét okozott.

Az ST7 szekvencia tipusba tartozd torzs, szintén nem termelt egyetlen altalunk
vizsgalt toxint sem, s6t az SCCmec kazetta tipusat sem lehetett meghatarozni. A szakirodalmi
adatok szerint methicillin érzékeny S. aureus torzsek tartoznak ebbe a szekvencia tipusba.

Vizsgalataink rdmutattak, hogy szoros genetikai rokonsag all fent a PVL-pozitiv CA-
MRSA torzsek kozott (ST80-MRSA-IV). A PVL-negativ CA-MRSA gyants torzsek mar
nem mutatnak olyan szoros rokonsagot, s jol elkiilonithetok a PVL+ torzsektdl. Mind a 15
MRSA torzs eltér a Magyarorszagon elterjedt, nosocomialis jarvdnyokat okoz6 MRSA
izolatumoktol.

Fontos: Mivel a CA-MRSA infekcioét kizardlag mikrobioldgiai vizsgalatok alapjan nem lehet
megerdsiteni/ elvetni, ezért kérjiik, hogy a tovabbiakban a CA-MRSA gyanus izoldtumokat, a
nemsokdra az OEK honlapjara is kikeriild, kitoltott Kozosségi (CA) MRSA fert6zési
adatlapokkal kiildjék be a Nemzeti MRSA Referencia Laboratériumba vagy a Molekuléris
Epidemiolégiai Osztalyra. Az eddig bekiildott adatokat nagyon koszonjiik!
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A centralis kaniil eredetii szepszis mikrobiologiai diagnosztikaja
Hajdd Edit

A korhazi ellatds sordn, de kiilondsen az intenziv osztdlyos ellatdskor a betegek
jelentds %-andl (akar 90%) centralis kaniil behelyezése valik sziikségessé. A kaniilok
baktériumokkal valé kolonizaciéjat jelentdsen késleltetheti a behelyezés és a kaniil kezelés
szabdlyainak szigora betartdsa, de ennek ellenére a hosszan benntartott kaniiloknél szamolni
kell a kolonizaciéval. A kaniilon keresztiili folyadékbevitel a kolonizdlé baktériumokat a
véraramba sodorhatja, igy dtmeneti bakteriaemidt, vagy sepsist is okozva. A ldzas beteg
lazénak forrdsat a bakterioldgiai tenyésztésre kiildott mintdk pontos, ajanldsnak megfeleld
vételével lokalizdlni lehet.

Eltavolitott kaniil tenyésztése:
1. Szemikvantitativ médszer
a. Kb 2 cm katéterdarab kiils6 felszinének tenyésztése azaltal, hogy a tiptalaj
felszinén végiggorgetjiik. A modszer hdtranya, hogy ezzel a technikaval csak a
katéter kiils6 felszine mintdzhat6. Pozitivnak tekintendd a vizsgalat, ha >15
CFU tenyészik a tdptalajon. Azokndl a katétereknél nagyobb a moddszer
érzékenysége, amelyek kevesebb, mint egy hete vannak a betegben. Az egy
hétnél tovabb az érben 1€vo katétereknél a baktériumok a katéter lumenén
keresztiil is beterjedhetnek, a fenti technikdval ez nem vizsgalhaté. A médszer
szenzitivitdsa 60%.
b. A katéter belsejét atmosdssal lehet megmintdzni. A moddszer technikailag
nagyon nehezen kivitelezhetd. Az egy hétnél hosszabb ideje hasznalt
kaniiloknél kell szdmolni a lumenben megtelepedett baktériumokkal. A
mddszer szenzitivitdsa 40%.
2. Kvantitativ médszer:
Az eltavolitott katéterdarab kiilsé és belsé felszinérdl is eltavolithatok a
baktériumok, ha steril folyadékba helyezés utdn ultrahanggal kezeljiikk, vagy
vortexeljiik. A folyadékbdl csiraszdmoldst végziink. A katéter fertézott, ha >10
CFU/ml baktériumszam tenyészik a folyadékbdl. Mindkét mddszer szenzitivitdsa
80%.
A kaniilok tenyésztésének értékelésénél figyelembe kell venni, hogy nem a kaniil teljes
hosszét, hanem rendszerint a proximaélis végét tenyésztjiikk. A baktériumok kolonizdlhatjak a
kaniil barmely részét, tehat a tenyésztésre kiildott minta lehet akkor is steril, ha a kaniil
disztdlisabb teriileteit mér kolonizalta baktérium.

A feltételezetten kaniil eredeti szepszisek egy jelentds részénél a kaniil nem tavolithat6 el (pl.
dializdl6 kaniil). Ilyenkor a kaniilon keresztiil és parhuzamosan szirt véndbol vett
hemokultira parok tenyésztése javasolt. A parhuzamosan vett mintdk pozitivvd véldsabol
kovetkeztetni tudunk arra, hogy a beteg l14zat feltehetéen a kaniil fert6zottsége okozta-e.

1. Abban az esetben, ha a kaniilon keresztiil vett hemokultira péar legaldbb 120 perccel
kordbban valik pozitivv4, mint a periférids vénabdl vett hemokultira par és az izolalt
baktériumspeciesek és azok antibiogrammja azonos, akkor ezzel igazoljuk, hogy a
kaniil okozta infekci6 all fenn. A fentieket magyardzza az, hogy a kaniilt fert6zo
baktériumok nagyobb szamban keriilnek a kaniilon keresztiil vett vérrel a hemokultira
palackba, igy gyorsabban megvaltoztatjdk a palack belsé paramétereit, amely az
automata pozitiv jelzését valtja ki.
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2. Abban az esetben, ha a parhuzamosan vett mintdk kozel egyiddben (a pozitivva valas
kozott nem telik el 2 6ra), vagy a szirt véndbol vett mintak eldbb védlnak pozitivva,
akkor egyéb eredeti infekcié allhat a szepszis hatterében (higyuti, sebgennyedés,
epeut gyulladds, pneumonia stb.)

3. Abban az esetben, ha csak a kaniilon keresztiil vett mintdk valnak pozitivvd, vagy a
kaniilbdl vett parhuzamos mintabdl csak egy palack, akkor a kaniil koloniziciéja all
fenn. Ebben az esetben mérlegelni kell az adott kaniil cseréjét.

A parhuzamosan tenyésztett mintdk pozitiv prediktiv értéke 63-73%, mig a negativ pediktiv
értéke 98-99%, tehdt, ha a fenti médon vett hemokultira parok bakterioldgiai tenyésztése
negativ, az nagy bizonyossdggal igazolja azt, hogy a behelyezett kaniilok nem kolonizalodtak,
teljes hosszukban sterilek.

A kaniil infekcidk ilyen médon val6 bakterioldgiai diagnosztikdjanak feltételei:

1. A hemokultdra palackokon pontosan jeloljék meg, hogy honnan vették a beleoltott
vérmintat (kaniil, tobb kaniil esetén annak pontos helye, szirt véna).

2. A hemokultdra palackok révid idon beliil inkubacids koriilmények kozé keriiljenek.

3. Az automatéardl leolvasdsra, vagy kiirasra keriiljon az id6 eltelte, amely a palack
behelyezése és a pozitiv jelzés kozott eltelt (TTD: time to detection)

4. A tenyésztési eredményt tartalmazé leleten véleményadas formdjaban jelenjen meg a
mikrobioldgus szakember értékelése.

Irodalmi hivatkozds: Mermel LA, Farr BM, Sherertz RJ, Raad II, O’Grady N, Harris JS,
Craven DE.Guidelines for the management of intravascular catheter-related infections CID
32:1249-1272 (2001)

2004-ben a Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Orvos €s
Gyoégyszerésztudomanyi Centrum Altaldnos Orvostudomanyi Kar (SZTE SZAOGYC AOK)
Ujklinika Intenziv Osztalydn fekvé betegektdl vizsgalt hemokultirdk tenyésztési
eredményeinek értékelése.

Vizsgalt | Mintavételi | Hemokultira |  Kandl | Kandl eredetd| NS Kandl | yiiavételi
. L . o eredeti C
betegek | periédusok palackok koloniz&cidk | bakteriaemidk . ... | kontamin&cidk
, . " . . bakteriaemiak .
szama szama szama szama szama . szama
szam
57 114 558 35 2 4 3

Egy mintavételi periddusnak vettiik az egy napon, vagy egymadst kdvetd két napon beliil vett
hemokultirdkat.

Mintavételi kontaminédcidnak tekintettiik azokat az eseteket, amikor a palack legaldbb 72 6rdn
tdli inkubdlas utdn valt pozitivva, a parhuzamos mintdkbdl csak egy palack jelzett pozitivitast
€s a palackbdl a szokdsos borflora aerob vagy anaerob baktériumai tenyésztek ki.

A kitenyészett baktériumokat abban az esetben mindsitettiik azonos izoldtumnak, ha a species
€s az antibiotikum rezisztencia is megegyezett.




RHikrobioldgiai Korlevél

2004-ben az SZTE SZAOGYC AOK Ujklinika Intenziv Osztalyan fekvé betegektl vizsgalt
hemokultiraibdl kitenyészett baktériumok megoszlasa baktérium speciesek szerint.

Kanil Kanil eredetd | NS KaNAl | printaveteli
kolonizacié bakteriaemia ere(_tletu . kontaminacié
bakteriaemia
Staphylococcus epidermidis 24 1
Staphylococcus hominis 6 2
Staphylococcus intermedius 1
Staphylococcus aureus 3 1
Enterococcus faecalis 2 1
Klebsiella pneumoniae 1 2
Stenotrophomonas maltophilia 1
Escherichia coli 1
Proteus mirabilis 1
Propionibacterium acnes 1
Osszes izolalt 38/35 2/2 5/4 3/3

baktérium/esetszam

Baktériumok azonositasa:

o Gram-negativ baktériumok VITEK 2 (bioMerieux)
« Enterococcus faecalis ATB Strep (bioMerieux)
o Staphylococcus aureus: pigment termelés, hemolizis, koaguldz préba, polymyxin-B,

novobiocin érzékenység, DN-dze proba, mannit bontas

« Koaguldz negativ staphylococcusok: pigment termelés, hemolizis, koaguldz préba (cs6
koagul4cid, clumping faktor), polymyxin-B, novobiocin érzékenység, 7 cukrot
tartalmazé biokémiai sor (dextréz, trechal6z, mannit, szacharéz, maltéz, xyldz,

lakt6z), ureum bontés

Antibiotikum rezisztencia vizsgalat:

« Korongdiffiziés médszer

« A szakmai ajanlasnak megfeleld esetekben MIC érték meghatdrozas E teszttel
« VITEK 2-vel torténd antibiotikum rezisztencia meghatarozas
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Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok
Korongdiffiizio
Gacs Mdria, T6th Akos, Tirczka Tamds, Fiizi Mikl6s

A bakteriologiai vizsgalatra érkezé anyagokbdl izoldlt kérokozok lehetd leghitelesebb
antibiotikum érzékenységének vizsgilata minden laboratérium legfobb feladata.

A vizsgalat célja bakteridlis infekcioban szenvedd betegek mintdibol kitenyészthetd
feltételezett korokozok antibiotikumokra valé érzékenységének, egyittal az egyes
antibiotikumokkal szemben szerzett masodlagos rezisztencidjanak meghatdrozasa, az adott
baktériumra szokasosan hatékony szerek alkalmazdsaval.

Az antibiotikum érzékenység vizsgédlatanak tobbféle lehetdsége van.

A korongdiffiizi6 a rutin antibiotikum érzékenységi vizsgalatok leggyakoribb,
nemzetkozi szinten elfogadott és alkalmazott mddszere.

A rutin vizsgdlatokban konkrétan: Erzékeny (E), Mérsékelten érzékeny (M) Rezisztens (R)
kategéridk megéllapitdsa a kapott gatlasi zondk értékelésével a CLSI M100-S15 M2 Disc
diffusion 2A-D tébldzataiban a megadott értékhatarok alapjan.

A mddszer elsésorban a gyorsan novd, aerob, nem tipigényes baktériumok vizsgélatara
alkalmas, de alkalmazzdk a taptalajhoz novekedést segitd szuplementek hozzaadasdval,
tapigényes baktériumok esetében is. A kivételeket, amikor korongdiffiziés érzékenységi
vizsgilat nem nyujt egyértelmiien megbizhaté eredményt, a CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institut) M100- S15, és a M2-AS8 kiadvanya species ill. genus szinten meghatdrozza,
s azt is, amikor egyes speciesek esetében, bizonyos antibiotikumok vizsgdlatdra mas modszert
ir eld.

Az egyes speciesek esetében a CLSI/NCCLS-M100-S15 24-33 oldalain megadottak
alapjan az OEK Bakteriol6gia I. osztdlya a mellékletben feltiintetett antibiotikumok
vizsgalatét javasolja.

A vizsgalati médszer jellemzdi.
Eldnyei:

- technikailag egyszerii

- az érzékeny és rezisztens kategoridk jol reprodukélhatok

- szenzitivitdsa a rutinvizsgdlatokhoz megfeleld, (amely esetekben nem, a CLSI maés

modszert ir eld)

- az eredmény a klinikus szdmara konnyen érthetd

- avizsgadlandé antibiotikumok kore konnyen véltoztathaté
A mddszer korlatai

- nem alkalmas szdmos érzékeny, rosszul nové Gram pozitiv é€s Gram negativ

baktérium antibiotikum érzékenységének vizsgalatira (pl. Corynebacterium spp.
Campylobacter spp).

- nem alkalmas a Staphylococcus spp. és Enterococcus spp. glikopeptid

érzékenységének meghatarozasara

- nem alkalmas a S. pneumoniae penicillinre mérsékelten érzékeny és rezisztens

torzseinek differencidlaséra

- egyes baktérium speciesek vizsgdlatara csak korlatozottan alkalmas, pl. S. maltophilia,

B. cepacia,
- kvalitativ eredményt ad, amely elsdsorban a torzs in vitro érzékenységére vonatkozik

A korongdiffiziés moddszernek szdmtalan hiba lehetésége van, s eredménye is csak
korlatozottan értékelhetd, de a mindennapi rutin vizsgélatok nagy tomegének elvégzése, ma
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még mds médon nem lehetséges. Igy, nagyon fontos az antibiotikum érzékenységi vizsgélat

kivitelezésének minden elGirdsdt maradéktalanul betartani, s kiemelten sziikséges ez a

korongdiffiziés mddszer esetében.

A korongdiffazios médszer korlatai, a hibaforrasok csokkentésének lehetoségei

Az eredményt befolyasolé tényezok

Az eredményt tobb tényezd befolydsolja:

- A taptalaj megfeleld Osszetétele, pH-ja, megfeleld vastagsdga ¢&s felszinének
egyenletessége, nedvesség tartalma

- A vizsgalandé tenyészet kora €s tisztasdga

- A szuszpenzi6 slriisége, homogenitdsa és egyenletes eloszlasa a taptalaj felszinén

- Az elddiffiizids 1d6 tartama

- Az antibiotikum korongok hat6anyag tartalmdnak mennyisége

- Az inkubdlasi hdmérséklet, kozeg €s idOtartam

- A vizsgalatot végz0 asszisztencia figyelmes, pontos munkdja

- A leolvasé diplomas szaktudasanak szintje, és precizitasa

Kivitelezési eljaras

El6készités

- A feldolgozott vizsgalati mintdbol, 18-24 o6rai inkubalds utdan kapott tenyészetbdl, a
amennyiben az szintenyészet, vagy korokozonak tarthaté baktériumokbdl, amennyiben
telepmorfoldgia alapjan jol elkiilonithetéen, a 0,5 McFarland siirtiségli szuszpenzidhoz
elegendd szamu, azonos, izoldlt telep 4ll rendelkezésre, elindithaté a vizsgélat.

- Ha tobbféle telepmorfolégiat mutatd, kérokozoénak tarthaté baktérium telep lathat6 a 24
Ords taptalajokon, azokat, amelyekbdl biztonsdggal nem készithetd el a sziikséges
szuszpenzid, Ujrasz€lesztjik és 24 Ords szintenyészetbdl inditjuk az antibiotikum
érzékenységi vizsgdlatot. Az antibiotikum korongokat tartalmazd, eldre lathatéan
sziikséges cartridges-eket (korongokat tartalmazé csovecskék) a hiitdbdl kivessziik és 1-2
ordig szobahOn, zartan tartjuk, a pdaralecsapddds s a korongok nedvesség felvételének
elkertilése érdekében.

- A sziikséges tdptalajokat, ugyancsak néhdny 6rdn 4t szobahon tartjuk, ha paralecsapddast
észleliink, a lemezeket termosztatban leszaritjuk. Ellendrizziik az egyes tdptalaj lemezek
tisztasagat, a lemezek egyenletes 4mm-es vastagsagat, homogenitasat. A nem megfeleld,
vagy szennyezést mutatd tdptalajokat, a vizsgélatbdl kizarjuk.

Inokulum készitése
Direkt szuszpenzio

- A vizsgélandé baktérium 18-24 Ords tenyészetébdl, gitlbanyagot nem tartalmazé
tdptalajrdl 3-5 nagyobb, vagy ennél tobb kisebb izolalt telepet tlivel vagy kisfejli kaccsal,
(tamponnal) megérintve 3 ml-steril fiz. NaCl oldatba 0,5 McFarland striiségt
szuszpenziot készitink A szuszpenzié slrliségét kalibrdlt denzitométerrel vagy
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ill. hazilag készitett McFarland standard sorozattal
allitjuk be. (A direkt szuszpenzidval vizsgdlandé baktériumok korét lasd az antibiotikum
sorokhoz flizott megjegyzések kozt.)

Eldtenyésztéssel nyert szuszpenzid: lasd. KJIB. IV. 3.

Az inokulum leoltasa

- Az elkészitett szuszpenziét 15° beliil a vizsgdlandé speciesnek megfeleld taptalajra oltjuk
Adott specieseknek megfeleld taptalajt 1d. a CLSI/NCCLS M-100 S15, 2A-D G és H
tablazatdban (34- 40, 44, 52 old.) Altaldban a gyart6 4ltal bedllitott kation koncentrici6jd
Mueller-Hinton taptalajt haszndlunk, az igényesebb baktériumokhoz 5% vér
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hozzdadédsaval. Leoltds el6tt a szuszpenzidt razégéppel homogenizaljuk. Ezt kovetden a
szuszpenziobdl pipettaval 100 pl-nyit, vagy ilivegbottal felvett mennyiséget a tdptalaj
felszinére visziink. A felvitt szuszpenzidt steril vattapalcaval vagy iivegbottal a Petri
csészét 3x 60°-kal elforgatva, s ezt kovetOen a tdptalaj szélén kort irva le, egyenletesen
elteritjiik az agar felszinén. A leoltott lemezeket 15 4llni hagyjuk, ha a lemezeken
nedvességet észleliink a lemezeket megforditva, félig nyitva a Petri csésze fedelére
tdmasztva szaritjuk.

A korongok felhelyezése

A leoltott lemezeken 15’ szdradas utdn elhelyezziik az antibiotikum tartalmu korongokat.
Az antibiotikumonként 50 korongot tartalmazé cartridges-bodl a korongokat steril eszkoz
(t)) segitségével enyhe nyomdssal vagy diszpenzerrel juttatjuk a leoltott tdptalajok
felszinére. 90 mm &4tm. Petri-csészét hasznédlva legfeljebb 5 korong helyezhetd el egy
lemezre, egymastdl s lemez sz€létdl 24 mm tdvolsagra, az érzékeny, tdpigényes
baktériumok esetében csak 4 (1d. CLSI/NCCLS M2-AS8. Vol. 23 No.1 10. és 12.0.). Mivel
a diszpenzerek 6 egymastdl egyenld tavolsagra 1évo cartridges elhelyezésére szolgédlnak, a
fenti eldirdst csak a kiemelten fontos esetekben invaziv infekcid, érzékeny, rosszul novo
baktériumok vizsgalatakor lehet és sziikséges betartani.

A felhelyezendd antibiotikum korongok fajtija és sorrendje baktérium és
anyagtipusonként valtoz6. Egy adott anyagbdl izoldlt, adott species esetében a
vizsgdland6 antibiotikumok korét az aktudlis, jelenleg a CLSI/NCCLS-M100-S15 és az
ezt figyelembevevd Mikrobioldgiai Korlevél fenti ajanldsai alapjan a klinikusok igényeit,
s a folyamatosan megujulé szakmai ismereteket is figyelembe véve a laboratérium
diplomadsai allitjak ossze.

Inkubacio

A korongok felhelyezése utan a lemezeknek 15° el0-diffuzids id6 utan fedeliikre forditva
termosztitba kell keriilniiik.

Az inkubéciés homérséklet a CLSI 4ltal megadott 35°C + 2 vagy a hazai gyakorlatban
inkébb elterjedt 35-37°C (36+1°C), kivéve a staphylococcusokat, amelyeknek methicillin
rezisztencidja jobban kifejez6dik, ha az inkubéciés hémérséklet 33-35°C kozé esik. A
lemezeket altaldban normadl légteri termosztatban kell inkubdlni. Emelt CO, tartalom
esetén a tdptalaj pH-ja megvéltozik, s ez egyes antibiotikum csoportok diffizidjat
befolyasolja. Az 5% CO,-o0s milidben jobban nové baktériumok esetében a CLSI/NCCLS
a kontroll torzsek gatlasi zondit is 5% CO,-os kozegben inkubdélva adja meg.

Az inkubécié idOtartama 4dltaldnossdgban 16-18 ora. Kivételek: a staphylococcusok
oxacillin és glikopeptid, az enterococcusok glikopeptid érzékenységének vizsgalatakor az
inkubdcids 1d0 teljes 24 ora. A lassabban nov0, érzékeny kérokozok, mint a Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus viridans csoport speciesei €és a Neisseria meningitidis,
inkubdciés ideje ugyancsak hosszabb, 20-24 o6ra (lasd. a CLSI M100-S15 2A-2D
tablazatokban).

Ertékelés

Az inkubéciés 1d0 letelte utdn az adott teriileten dolgozé diplomds ,leolvassa” azaz
értékeli korongdiffizios antibiotikum érzékenységi vizsgélat lemezeit.

Az értékeld megtekinti a lemezeket, megitéli, hogy a novekedés megfeleld siirtiségii,
egyenletes-e, és az antibiotikum korong koriil kialakult gatldsi zondk éles hatardak,
szabdlyos kor alakuiak és tisztadk—e. Ha kettds gylirtit vagy a gatlasi zénan beliil novekedést
észlel, akkor az eredmény nem értékelhetd (részletesen 1dsd késobb). A gétldsi zona sz€lén
lathat6 kis telepek elhanyagolhatok. Egyes Proteus speciesek esetében el6fordulhat
gyenge rajzds a gitldsi zona egy részén, ez nem befolydsolja az értékelést, s el lehet
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tekinteni a szulfonamidot €s ennek kombindciéjat tartalmazo antibiotikum korongok koriil
észlelhetd gyenge novekedéstol, ha a novekedés 80%-ban gitolt.

- A diplomds, a lemez aljan (vért tartalmazé tdptalajok esetében feliilrdl) leméri a gatlasi
z6ndk nagysdgit mm-es beosztdsu vonalzdval vagy egyéb, erre a célra alkalmas eszkozzel
(tolémérd), s a kapott értékeket a vizsgdlati anyag bekiildé lapjan, vagy ahhoz csatolt
munkalapon régziti. Miutan ez nagyszdmu anyag esetében jelentds munkaidd tobbletet
eredményez, a leolvasott érték rogzitése sziikséges legkevesebb minden invaziv anyagbol
szdrmaz0 izoldtum, és ismert rezisztencia mechanizmust mutatd antibiogram esetében. A
’leolvasé’ a kapott mm értékeket a CLSI M100-S15 2A-2D jelzésti tablazatdban a
megadott range-nek megfelelden érzékeny: E, mérsékelten érzékeny: M, rezisztens: R
kategéridba sorolja, és ezt a mm-érték mellett feltiinteti.

- Az érzékenységi vizsgédlat eredményét, az értékelést végzd diplomds Osszeveti az
identifikalas eredményével, megvizsgdlja, hogy az identifikdlt speciesre jellemzo
természetes rezisztencidkat mutatja-e. Nem tartalmaz—e az eredmény nem lehetséges,
vagy ritka rezisztencia genotipusokat. A lehetetlen genotipusok jegyzékét 1d. a KIB IV. 5.
€s a CLSI M100-S15 4. tdblazatdban. A genetikailag lehetséges, de ritka rezisztencia
fenotipus el6forduldsakor a vizsgédlat eredményének megerdsitése sziikséges, tovdbbi
fenotipusos vagy genotipusos vizsgdlatokkal. (Referens laboratériumba kiildés
sziikséges).

- Az értékeld megvizsgélja, hogy egy antibiotikum csoporton beliil a teljes vagy részleges
keresztrezisztencia szabdlyai érvényesiilnek-e. A rezisztencia kép alapjan bizonyos
szerzett rezisztencia mechanizmusok felismerhetok. Ezek igazoldsara tovabbi fenotipusos
és/vagy molekuldris vizsgédlatok sziikségesek. (Az egyes rezisztencia mechanizmust
mutatd torzsek (MRSA, Ca-MRSA, ESBL, MBL, VRE) koziil, melyek kiildendok az
OEK-be tovabbi vizsgélatokra lasd az 6sszeallitdas végén.).

- A rezisztencia kép utalhat egyes indukdlhatd rezisztencidk tovdbbi vizsgdlatdnak
sziikségességére is (Staphylococcus aureus D-test).

Hibaelharitas, nem megfelel6 eredmény

A hiba torténhet a vizsgélat kivitelezése sordn barmelyik fazisban és az eredmény

értékelésekor. Miutan a korongdiffuzids vizsgalatnak szdmtalan hiba lehetdsége van a cél az,

hogy ezeket lehetdség szerint minimalizaljuk.

A hibdk lehetnek technikai eredetliek, vagy szdrmazhatnak az értékeld szaktuddsanak

hidnyossagaibdl.

I. A technikai eredetii hibdk létrejottének targyi, vagy személyi okai lehetnek, de ezek

kombindlédhatnak is.

Targyi: pl. a felhaszndlt anyagok szennyezettsége, az eszkdzok meghibdsodasa, kalibralas

érvényességi idejének lejdrta.

Személyi: az eldirdsok be nem tartdsa, gondatlansag a kivitelezés sordn, gyakorlatlansag, a

szakmai ismeretek hidnya.

a. Nem értékelhet6 az eredmény, ha a gatlasi zonan vagy zoéniakon beliill novekedés

észlelheto.

Ennek oka lehet:

- a szuszpenziéo vagy a tdptalaj szennyezettsége, ilyen esetben tobb vagy minden
érzékenységi vizsgalat érintett, amelynek készitésekor azonos tdptalajt, vagy szuszpendald
oldatot hasznaltak

- a nem ,tiszta” tenyészet, vagyis a vizsgalat nem szintenyészetbdl valé inditdsa, ez a hiba
egy-egy baktérium vizsgalatnal fordulhat eld
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- a baktérium populdcion beliil mdsodlagosan kialakulé rezisztens subpopuldcio telepeinek
megjelenése, (heterorezisztens) torzs leginkdbb a staphylococcusok oxacillin, az
enterococcusok vancomycin érzékenységének vizsgélata sordn észlelheto.

Hibaelharitas:

- a felhaszndlt taptalajok €s a szuszpenzid készitéséhez haszndlt oldat és eszkdzok
sterilitdsdnak feliilvizsgalata sziikséges. Vizsgédlandd, hogy a minta szintenyészet volt-e?

- a vizsgdlat uj, kontroldlt anyagokkal és eszkozokkel, djabb 24 6rds szintenyészetbdl
megismétlendo.

- a gatlasi z6énan beliill novekedo telepet, vagy tenyészetet ki kell széleszteni, s a vizsgalatot
a szélesztett €s az eredeti torzs szintenyészetébOl az identifikalassal egyiitt meg kell
ismételni. Ha a tiszta tenyészetbdl kiindulva ismételten észleliink benovést a gatlasi zonan
beliil, az itt megjelend telepeket izoldljuk, a baktériumot az adott antibiotikummal
szemben rezisztensnek értékeljiik, s az izolalt telepekbdl kapott tenyészetbdl lehetdség
szerint tovdbbi fenotipusos (pl. MIC, PBP2a) vagy egyéb a rezisztencidt megerdsitd
(molekularis) vizsgélatot végziink, ill. referens laboratériumba kiildjiik.

b. Nem megfelelo az eredmény, ha a tenyészet ritka, a gatlasi zonak tdl nagyok,

osszefolynak, vagy a baktérium pazsit vastag, a gatlasi zonak a szokasosnal kisebbek,

nem szabalyos kor alakidak.

Minden egyidejlileg végzett vizsgélat esetében tapasztalhato a hiba.

Oka lehet:

- a nem megfeleld tdptalaj haszndlata (6sszetétel, pH, rétegvastagsag, nedvesség tart.)

- adenzitométer, termosztdat meghibdsoddsa,

- azeldirt inkubdcids ido be nem tartdsa,

- gyakorlatlansdg vagy gondatlansdg.

A hibat megerdsiti, ha kontroll torzs atmérdje CLSI/NCCLS M100-S15-3.- 3A tdbl4azatdban
megadott értékhatarokon kiviil esik

Nem minden egyidejlileg végzett vizsgélat esetén észlelhetd a hiba.

Oka lehet:

- egyes antibiotikum korongok hatéanyag tartalmdnak csokkenése (a tarolds nem volt
megfeleld, a megadott hasznalhat6sagi ideje lejart),

- egyes lemezek az eloirt 4 mm-nél vastagabbak vagy vékonyabbak, vagy a felsziniik
egyenetlen,

- a kivitelezési eljdrdasban megadott egyéb idotartamok tiillépése a lemezek egy részénél

- a szuszpenzio gondatlan bedllitdsa,

- egyes lemezek feliiletének nem megfelelo leszdritdsa.

Hibaelharitas:

5 egymast kovetd napon el kell végezni a kontroll torzsekkel a napi kontroll vizsgélatokat,
lasd. (Quality Control Protocol Flow Chart lasd. NCCLS/CLSI M2-A8 Vol. 23 No. 1
Appendix A.) amennyiben, valamelyik eredmény nincs a range-ben, meg kell keresni a hiba
okat:

- A kontroll torzsekkel ellendrizni kell a taptalajt, megfeleld, ,,bevizsgdlt” téptalajjal a
kontroll torzseket, tovdabbd a denzitométert spektrofotometridval, vagy csiraszdm
meghatdrozassal, a termosztit hOmérsékletét max-min. thermométerrel sziikséges
kontrollélni.

- Feliil kell vizsgdlni az antibiotikum korongok tédrolasi koriilményeit, (hOmérséklet,
nedvszivds) a lejarati idoket, a vizsgadlathoz haszndlt, nem megfeleld eredményt adé

15



@(robioléqioi Korlevél

antibiotikum cartridges-t ill. a tobbi azonos lot szamu cartridges-bol ismételt vizsgalatot
kell végezni a kontroll torzsekkel. A lejart, rosszul tarolt, és a kontroll torzsekkel végzett
ismételt vizsgdlatkor nem megfelelé korong lot-okat, amelyeknél gatldsi zéna nagysaga
eltér a CLSI M100-S-15 3. és a 3A. tdblazatdban megadott range értékektdl, a vizsgilatbol
ki kell zarni.

- A vizsgdlatot végzd személyek tevékenységének feliilvizsgdlata, a szakmai ismeretek
feltjitasa

- A nem megfeleld vizsgalatokat 1j, kontrolldlt megfeleld tiptalajjal, megfeleld hatéanyag
tartalmi korongokkal, feliilvizsgdlt denzitométerrel, és termosztattal minden eldirast
maradéktalanul betartva meg kell ismételni.

I1. Az értékel6 szaktudasanak hianyossagaibo6l ad6dé hibak:

- A fenotipusos kép alapjan nem ismeri fel a kiillonb6z6 rezisztenciamechanizmusokat.

- Nem ismeri fel a rezisztencia szempontjabol nem lehetséges vagy ritkan el6forduld
genotipusokat.

- Nem ismeri fel az érvényes keresztrezisztencidkat,

- A vizsgdland6 antibiotikumok korét nem jol vdlasztja meg,

- akontroll vizsgélatokat nem végzi kell6 gondossaggal és gyakorisdggal,

- nem ismeri, €s nem tartja be a CLSI/NCCLS M100-S15, és M2-A8 elodirésait,

- korongdiffizids eljarassal nem vizsgédlhaté baktérium speciesek érzékenységét e
mddszerrel hatdrozza meg,

- nem interpretalja az eredményeket.

Csak biztos, megalapozott szakmai tudéssal, az antibiotikum rezisztencia teriiletén naprakész
ismeretekkel rendelkezd, és kello gyakorlattal rendelkezé diplomds képes az eredményeket
megfelelden értékelni.

Az antibiotikum érzékenységi eredményt interpretalni kell.

Invaziv vizsgalati anyagokbodl szarmazo torzsek esetében minden esetben sziikséges az
eredményt értékeld diplomds konzulticidja a klinikussal, amikor a klinikai tiinetek
ismeretében az interpretacio a konkrét esetre vonatkozdan kibdvithetd.

Meghatarozott esetekben a gétldsi zéna nagysidga alapjan in vitro érzékenynek latszé

baktérium speciest rezisztensként kell interpretdlni, mivel egyes antibiotikumra vagy

antibiotikum csoportra klinikailag nem bizonyulnak hatékonynak. A teljesség igénye nélkiil,
példaul:

- a B-laktamdz termeld Gram-pozitiv specieseket minden fB-laktamdzra érzékeny penicillin
szarmazékkal szemben a gatldsi zona nagysdgatol fiiggetleniil, rezisztensnek kell kiadni.

- enterococcusok esetében, ha az ampicillin rezisztencia nem B-laktamdz termeléssel fiigg
Ossze, ami gyakori, minden B-laktdimmal szemben rezisztensnek kell kiadni, ugyanigy az
ampicillin rezisztens B-laktamaz negativ Haemophilus influenae-t, ami ritka.

- az enterococcusok HLAR ,.érzékeny” eredményét interpretdlni kell, megjegyezve, hogy az
aminoglikozidoknak csak szinergista hatdsa van.

- Néhany Enterobacteriaceae-be tartoz6 izoldtum esetében a kezdetben érzékeny torzs

gyorsan rezisztenssé valik a terdpia sordn.
Pl. Enterobacter, Citrobacter, és Serrtia spp-k a III. gen. cephalosporinokkal szemben, a
staphylococcusok a quinolonokkal szemben, és a Pseudomonas aeruginosa minden
antibiotikummal szemben. Ezekben az esetekben az eredményt kiegészité megjegyzés: a
terdpia 3-4 napjdt kovetoen vijabb vizsgdlat indokolt.
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- az ESBL pozitiv izoldtumokra a B-laktdm/B-laktamaz gatlé kombinéciok, klinikai hatdsa
bizonytalan. fgy az érzékeny eredményt vagy ne adjuk ki, vagy megjegyzéssel kozoljiik.

- egyes antibiotikumok, pl. a clindamycin esetében gyakori indukcids rezisztenciit
Staphylococcus és P-haemolizalé Streptococcusok esetében vizsgélni kell, s amennyiben
erythromycin jelenlétében in vitro clindamycin rezisztencia indukdlhatd, az eredményt
rezisztensként interpretdljuk. (Megjegyezziik indukdlhaté rezisztencia esetén, egyes
izolatumok érzékenyek lehetnek)

- A CLSI M2-A8 szerint félrevezeté eredmények lehetnek, s emiatt nem kozolhetok az
alabbiak:

- az els6, méasodik gen. cephalosporinok és aminoglikozidok antibiotikum érzékenysége
Salmonella és Shigella spp.

- a cephalosporinok, aminoglikozidok (kivéve a high-level rezisztencidt), a clindamycin, és
a trimethoprim-sulfamethoxazol enterococcusok €s

- acephalosporinok Listeria spp. eseteiben.

Quality kontroll vizsgalatok
Kontroll torzsek: Az antibiotikum érzékenységi vizsgédlatok kontrolljat az CLSI éltal
megadott ATCC torzsekkel kell végezni. Ugyancsak megadott ATCC torzsek haszndlnak a

kiilonboz6 rezisztencia mechanizmusok vizsgélatdhoz pozitiv/negativ kontrollként. (1. szamu
tdblazat).

1. tablazat Az aerob antibiotikum érzékenységi vizsgalatokhoz sziikséges kontroll tdrzsek

ATCC HNCMB

Torzs neve "y g
azonosito | azonosito

A taptalaj és korong ellenérzéshez:

Escherichia coli Mueller Hinton agar 25922 35053

Escherichia coli Mueller Hinton agar 35218 35052

Staphylococcus aureus Mueller Hinton agar 25923 112011

Pseudomonas aeruginosa Mueller Hinton agar 27853 170554
Magas aminoglikozid tartalmu

Enterococcus faecalis t(r?yrr%ri]giﬂfézint kontroll (trimethoprim, 29212 80234
szulfonamid

BLNAR ampicillin rezisztens, p-

. . 49247 94519
laktamaz negativ

Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae ampicillin érzékeny 49766 94520
Neisseria gonorrhoeae GC agar + suppl. 49226 121008
Streptococcus pneumoniae 5% vértart. MH agar 49619 84001

A rezisztencia fenotipusos vizsgalatahoz, és a screen lemezekhez:

6 ug/ml, 4% NaCl tart. MH taptalajon 29213 112010
oxacillin érzékeny

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus oxacillin rezisztens 43300 112013

aminiglikozid high level rezisztens 51229 80235

Enterococcus faecalis 6 pg/ml BHI vancomycin rezisztens

Enterococcus faecalis aminoglikozid high level érzékeny 29212 80234
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6 pug/ml BHI vancomycin érzékeny
Klebsiella pneumoniae ESBL pozitiv 700603
Staphylococcus aureus MU50 | VISA 700699 605618
Staphylococcus aureus MU43 | hVISA 700698 606297
Macrolid indukalta clindamycin rezisztencia
Staphylococcus aureus BAA-976
Staphylococcus aureus BAA-977

A taptalaj és antibiotikum tartalmi korong ellenorzése

A CLSI altal megadott ATCC torzsekkel vizsgdlni kell minden 4j MH taptalaj sarzsot, s
minden Uj beszerzEsli antibiotikum tartalmd korong, minden lot-jat. Ennek mddjat a napi és
heti QC vizsgalatok rendjét tdbldzatos formédban Osszefoglalva kozli a CLSI M2-AS8
kiadvéanya.

Az Enterococcus faecalis ATCC 29212 torzzsel kontrolldljuk a taptalaj megfeleld thymidine
koncentracidjat.

A kontroll torzsekkel a vizsgalandé taptalajon, vagy a megfelelé mindsitésii taptalaj sarzson, a
vizsgdland6é antibiotikum koronggal kapott gatldsi zondk nagysdgdnak mm-ben, a CLSI
M100-S-15 3. és a 3A. tablazataban baktériumonként és antibiotikumonként megadott, alsé-
fels6 hatarértékek kozé kell esnie.

A referens vagy kontroll torzsek atoltdsanak gyakorisagét és tarolasanak modjat szemlélteti az
a 2. szamu melléklet abrdja

A Kkontroll torzsek atoltasa és tarolasa

- A rendszeres haszndlathoz a kontroll torzs tenyészetét tarolhatjuk, egyrészt -82°C-on
mélyhiitoben, masrészt folyékony nitrogénnel toltott tartdlyban. A mélyhltott vagy
nitrogénben tarolt tenyészetbdl legkevesebb mint havonta friss munkatenyészetet kell
késziteni. Speciesenként egy kontroll torzset tartalmazé csovet kiemeliink, s felolvasztas
utan LA-ra, az érzékeny torzseket Cs-ra vagy V-ra oltjuk, majd 2 egymast kdvetd napon a
torzsekbdl subkulturat készitiink. Ezt kovetéen FA vagy ferditett Cs-on, 2 °C -8 °C-on
tdroljuk a tenyészetet, a nem érzékenyeket legaldbb hetente, az érzékenyeket 48h-ként
atoltva. Az atoltast egymast kovetden, legfeljebb 3 alkalommal végezhetjiik el. A tovabbi
vizsgélatokhoz a sziikséges kontroll torzs mélyhlitott tenyészetének tovabbi csoveit
haszndljuk. A mélyhiitdben, folyékony nitrogénben a hosszabb idejii tdroldshoz
stabilizatorokat kell haszndlni, vagy a kereskedelemben kaphaté kiilonboz6 Bacterial
Reservation and Storage system csoveit gyongyokkel és tarolé folyadékkal, vagy hazilag
leggyakrabban 10-15%-nyi glycerolt tartalmaz6 taptalajba.

- Kiilonos figyelmet igényelnek azok a torzsek, amelyeknek rezisztenciat koédold génjei
plazmidon helyezkednek el, melyeket a torzs spontan, kdnnyen elveszithet. Pl. az E.coli
ATCC 35218, vagy a Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. .

Az antibiotikum tartalmi korongok tarolasa:

- A bontatlan, antibiotikum tartalmi korongokat tartalmazé dobozokat eredeti
csomagoldsukban, a korong antibiotikum tartalmatoél fiiggéen hiitében 5-7°C-on, vagy
mélyhiitdben -14°C-on vagy ez alatt taroljuk. A p-laktam tartalmuakat fagyasztva kell
tarolni, kivéve a haszndlatban 1év6 kisebb mennyiséget, amelyet tarolhatunk hiitében, de
legfeljebb csak egy hétig. Néhany konnyen bomlé hatéanyagot tartalmazé korongot, (pl.
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meropenem, imipenem, cefaclor, és clavuldnsav tartalmuiak) célszerii a felhasznélasig
mélyhtitében tartani.

- A korongokat tartalmazé tartalyokat felnyitds nélkiil, szobahon kell tartani 1-2 6rdig a
felhaszndlds elétt. Igy minimélissa tehetjik a hdmérséklet kiilonbség hatdsara kialakuld
kondenziciot.

- Amikor a korongokat tartalmaz6 kis tartdlyok (cartridges) zart csomagolasat megbontjuk,
azonnal szorosan zar6d6 nedvszivot tartalmazo tartalyba kell helyezni, vagy az ugyancsak
nedvszivéval ellatott szorosan zar6dé korongadagoldba (disc dispenser) kell beilleszteni.
Az adagoldkat haszndlaton kiviil ugyancsak hiitdben taroljuk, s hasznélat el6tt 1-2 6réig
szobahOn tartjuk.

- Az indikétor szinvaltozasakor a nedvszivot ki kell cserélni, az elhasznéltat regeneralni
kell. Amennyiben az el8irt regenerélési id6 (50-55 °C 18- 24 é6ra) elteltével a nedvszivé
szine nem nyeri vissza az eredeti szinét, a nedvszivé tovibbiakban nem hasznalhat6 fel!

- A korongokat csak a dobozon feltiintetett lejarati idoig (expiration date) lehet haszndlni.
Amennyiben a dobozbdl kivettiik a cartridges-t €s nem hasznéljuk fel teljesen, a sarzs
(Lot) jelet és lejarati idot feltiintetve a 3. bekezdésben részletezett modon taroljuk.

Referenciak

1. Clinical and Laboratory Standards Institute:Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Fifteenth Informational Supplement 2005 Vol. 25 No.1 CLSI/NCCLS
M100-S15, M2-A8.,

2. Murray R. P.(szerk.) Manual of Clinical Microbiology 8. edition ASM Press. Washington,
D.C, 2003.

3. Czirék Eva (szerk.) Klinikai és Jarvanyiigyi Bakteriolégia 1999.
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1. szamu melléklet

Korongdiffazids vizsgalatra javasolt ,,antibiotikum sorok” kérokozoé csoportonként
Enterobacteriaceae (szisztémas fertozés)

Elsodlegesen vizsgalando szerek:
— ampicillin vagy amoxicillin
— amoxicillin/clavulansav
— piperacillin/tazobactam
— cefotaxim
— ceftriaxon
— ceftazidim

— imipenem

— gentamicin

— amikacin

— tobramycin

— ciprofloxacin

— trimethoprim/sulfamethoxazol

Kiegészitd szerek:
(az alabbi antibiotikumok igény szerint)
— cefuroxim
— cefepim
— tetracyclin
— levofloxacin
— aztreonam
— chloramphenicol
polymyxin B (diagnosztikus)

Salmonella spp. és Shigella spp.
Székletbdl valé izoldldsa esetén csak az aldbbi szerek érzékenysége vizsgalando, és
csak indokolt esetben:
— ampicillin
— quinolonok
— trimethoprim/sulfamethoxazol

ESBL vizsgdlat ajanlott!

extraintestindlis izolatumok esetén a tovdbbiak:
— chloramphenicol
— 3. gen. cefalosporinok

Enterobacteriaceae (hugyuti infekcid)

— trimethoprim/sulfamethoxazol
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— ciprofloxacin

— norfloxacin vagy ofloxacin
— nalidixinsav

— nitrofurantoin

— ceftibuten

igény szerint
— ampicillin vagy amoxicillin
— amoxicillin/clavulansav
— cefuroxim
— gentamicin
diagnosztikus: polymyxin B

ESBL vizsgdlat ajanlott!

Pseudomonas aeruginosa

piperacillin/tazobactam
— imipenem
— meropenem
— ceftazidim
— cefepim

— ciprofloxacin
— levofloxacin
— tobramycin

— gentamicin

— amikacin

multirezisztencia esetén kiegészitendo:
— aztreonam
— polymyxin B vagy
colistin (MIC vizsgalat!)
metallo-f- laktamaz E-test-el val6 vizsgdlata ajanlott

Acinetobacter calcoaceticus —Acinetobacter baumannii komplex

— ampicillin/sulbactam

— piperacillin/tazobactam
— imipenem

— meropenem

— ceftazidim

— cefepim

— amikacin
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— gentamicin

— tobramycin

— ciprofloxacin

— trimethoprim/sulfamethoxazol

Burkholderia cepacia

Vizsgalhat6, mint a P. aeruginosa, de a CLSI szerint csak az aldbbiakat ajanlott
kozolni:
— ceftazidim
— meropenem
— tetracyclin
— trimethoprim/sulfamethoxazol

Stenotrophomonas maltophilia

Vizsgdlhat6, mint a P. aeruginosa, de a CLSI szerint csak az aldbbiakat ajanlott
kozolni:
— trimethoprim/sulfamethoxazol
— levofloxacin
— minocyclin (tetracyclin)

Haemophilus influenzae™:
{taptalaj HTM (Haemophilus Test Medium), direkt szuszpenzid, inkubdlas: 5% CO;-os
kozegben 16-18 ora}

ampicillin és (B-laktamaz-teszt)
cefixim

tetracyclin

ciprofloxacin

levofloxacin

moxifloxacin

Haemophilus influenzae (liquorbdl izolalt)
— ampicillin
— ceftriaxon
— meropenem
— chloramphenicol

Csak surveillance célbol
— amoxicillin/ clavulansav
— clarithromycin
— azithromycin
— cefaclor
— cefpodoxim
— cefuroxim axetil (per os)
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*Meg kivanjuk jegyezni, hogy a H. influenzae antibiotikum rezisztencia vizsgalatdhoz
haszndlhat6 taptalajokr6l nem alakult ki nemzetk6zi szakmai konszenzus. A CLSI 4ltal
javasolt HTM agart nem mindenki tartja megfelelének /1-3/ ugyanakkor mds taptalajt sem
tudunk egyértelmiien ajdnlani helyette. A helyzetet jol tiikrozi, hogy a tekintélyes BioMérieux
cég VITEK tipusi automata késziilékén nem tette lehetdvé H. influenzae antibiotikum
rezisztencia vizsgalatok végzését. A CLSI is kommentart flizott a H. influenzae rezisztencia
vizsgalatokhoz, amelyben megjegyzi, hogy szdmos antibiotikum esetében a korong difftizids
testnek korldtai vannak. Véleményiink szerint a HTM tédptalaj nem optimalis a H. influenzae
novekedéséhez, ezért az antibiotikum rezisztencia vizsgdlati eredmények érzékenységet
mutathatnak olyan esetekben is, amikor a MIC érték a breakpoint felett taldlhat6. A HTM
taptalajon torténd vizsgalat valdsziniileg csak magasabb szintli rezisztencia detektdldsara
alkalmas. Mivel tokéletes megolddst nem tudunk ajdnlani, rendkiviil fontosnak érezziik, hogy
az ampicillinnel — mint a klinikai gyakorlatban legtobbszor hasznélt antibiotikummal szemben
— a rezisztencidt a lehetd legpontosabban hatarozzuk meg. J6l ismert, hogy a H. influenzae
leggyakrabban beta-laktamdz enzim termelése révén valik ampicillinnel szemben rezisztenssé,
ezért minden esetben — az ampicillin korong atmérgjétdl fiiggetleniil — el kell végezni a
cefindz testet.

1./ Mendelmann et al.: Problems with current recommendations for susceptibility testing of
Haemophilus influenzae. Antimicrob. Agents Chemother. 1990, 34, 1840-44.

2./ Fuchs et al.: Influence of variations in test methods on susceptibility of Haemophilus
influenzae to ampicillin, azithromycin, clarithromycin, and telithromycin. J. Clin. Microbiol.
2001, 39, 43-46.

3./ Barry et al.: Identification of beta-lactamase-negative, ampicillin-resistant strains of
Haemophilus influenzae with four methods and eight media. Antimicrob. Agents Chemother.
2001, 45, 1585-88.
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Neisseria meningitidis

Standard a MIC vizsgalat!
Invaziv infekciobdl szarmazé torzsek esetében a MIC vizsgélat indokolt

24 6rés csokoldadé agarrdl direkt szuszpenzid, a tdptalaj: Mueller-Hinton agar 5% birka
vérrel kiegészitve) (CLSI 2005 Table 2L)
Inkubdlas 5% CO,-os kdzegben, 20-24 6ra)

— penicillin (B-laktamaz-test is)
— ampicillin

— cefotaxim

— ceftriaxon

— meropenem

— chloramphenicol

profilaktikus célbdl

— ciprofloxacin

— levofloxacin

— rifampicin

— trimethoprim/sulfamethoxazol

Neisseria gonorrhoeae
A korongdiffizidhoz taptalaj GC agar (Thayer Martin Medium) 1% novekedési
suplementtel) (CLSI 2005 Table 2F)
Direkt szuszpenzi6
Inkubdlas: 5% CO,-os kdzegben, 20-24 6ra,
— penicillin (B-laktamaz-test is)
— ampicillin
— ceftriaxon
— ciprofloxacin
— tetracyclin

Staphylococcus spp.:
Direkt szuszpenzid, inkubécié: 33-35° C, 16-18 6ra, oxacillin és vancomycin esetében 24 6ra

— penicillin

— cefoxitin 30ug-os (diagnosztikus)

— oxacillin 1ug-os

— erythromycin

— clindamycin (erythromycin korongtdl 15-26 mm-re) D-teszt
— trimethoprim/sulfamethoxazol

— ciprofloxacin
— gentamicin
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— tetracyclin
— vancomycin
— linezolid

— rifampicin

Igény szerint
— quinupristin/dalfopristin
— daptomycin
— telithromycin
— mupirocin
— Ca-MRSA gyanujakor: fuzidinsav

Staphylococcus spp.:(vizelet)

penicillin (vagy B-laktamaz-teszt)
— oxacillin 1pg
— cefoxitin 30pg-os (diagnosztikus)
— erythromycin
— clindamycin
— trimethoprim/sulfamethoxazol

— ciprofloxacin

— norfloxacin

— nitrofurantoin

— novobiocin (diagnosztikus)
— tetracyclin

— gentamicin

Ha-MRSA esetében:
vancomycin
rifampin
linezolid

quinupristin/dalfopristin

B-haem. Streptococcus spp.
Direkt szuszpenzid, 5% vértartartalmd. Mueller-Hinton agar, 20-24 6ra)
— penicillin
— erythromycin
— clindamycin (D-teszt)
Diagnosztikus: bacitracin

Csak sulyos, generalizalt folyamatokban:

— vancomycin
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— chloramphenicol

— linezolid

— quinupristin/dalfopristin

— daptomycin (komplikalt bor infekcidk esetében)
— mupirocin (lokélisan)

Streptococcus pneumoniae

(Direkt szuszpenzid, 5% vértartalmi Mueller-Hinton, inkubdlés: 5% CO, 1égkorben, 20-24
Ora)

— oxacillin 1ug!
(nem adjuk ki, csak a penicillin érzékeny és nem érzékeny torzsek
differencidldsara hasznaljuk), ha >20 mm, a torzs penicillin érzékeny,
ha az oxacillin <19 mm, a penicillin MIC értékének meghatarozasa sziikséges.

— erythromycin

— clindamycin

— levofloxacin

— moxifloxacin

— sulfamethoxazol/trimethoprim

— ampicillin (penicillinre mérsékelten érzékeny torzsek esetében MIC
meghatarozas sziikséges)

— cefuroxim (MIC meghatdrozds, mint az ampicillin esetében)
— cefpodoxim (MIC meghatarozas, mint az ampicillin esetében)
— vancomycin (MIC meghatarozas)

— telithromycin

— linezolid

— tetracyclin

Invaziv mintabdl: liquorbdl szarmazd torzs esetén a ceftriaxon, cefotaxim,
meropenem, egyéb anyagbdl a +vancomycin érzékenység meghatarozashoz feltétleniil
MIC vizsgilat végzése sziikséges

Enterococcus spp.
Direkt szuszpenzid, Mueller-Hinton agar
Inkubécid: vancomycin, teicoplanin = 24 éra
penicillin vagy ampicillin (+ B- laktamdz meghatdrozas)
— gentamicin 120 pg, (ha mérsékelt, 7-9 mm MIC meghatdrozas sziikséges)
— vancomycin (érzékenység vizsgalata biztosan csak MIC érték
meghatarozasaval lehetséges)

Minden izolélt enterococcus torzs esetében a VRE sziirésére 6 pg/ml vancomycin
tartalmu screen lemez hasznalata ajanlott!
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Invaziv infekcidban kiegészitésként:
— linezolid
— quinupristin/ dalfopristin (az Enterococcus faecalis a szerre nem érzékeny)
— streptomycin 300 pg (csak, ha gentamicin High-Level rezisztens)

(vizeletbol szarmazoé torzseknél)

— ciprofloxacin

— levofloxacin

— norfloxacin

— tetracyclin
Campylobacter spp.
Ajanlés. Irodalmi kdzlemények alapjin, ha nagyon sziikséges leves higitdssal végzett MIC
meghatdrozas adhat timpontot
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2. szamua melléklet

A referencia torzsek altalanos hasznalata

Egy elismert akkreditald testllettdl szarmazd referencia torzs
A ‘

Egyszeri atoltas

*

l

Referencia torzs-allomany
(liofilizalt, folyékony nitrogénben tarolt, mélyhlitott, stb.
specifikus feltételek és javasolt tarolasi id6k)

Specifikus feltételek alatti tartas

Nem megengedett , v .
geng Felengedés / Ujraélesztés

v

Munka-tenyészetek
(specifikus feltételek és javasolt tarolasi idok)

Rutin hasznalat

*Parhuzamos tisztasagi ellenérzés és biokémiai tesztek, amennyiben indokolt.

A folyamat minden elemét teljesen dokumentalni kell, és adatrégzitén meg kell rizni.

28




@(robioléqioi Korlevél

Stenotrophomonas maltophilia antibiotikum érzékenységi vizsgalatanak
nehézségei

Krist6f Katalin

A S. maltophilia az elmult évtizedben egyre nagyobb jelentdséget kapd nem fermetald
opportunista patogén, mely bizonyos betegcsoportokban (cystikus fibrézisban szenvedok,
malignus betegségek, intenziv dpolds, lélegeztetés, stb.) kolonizécidt, nehezen kezelhetd
infekcidt okoz.

Jellemzden természetes rezisztencidval rendelkezik karbapenemekkel szemben, és
rendkiviill konnyen rezisztenssé valik szdmos egyéb antibakteridlis szerrel szemben is.
Kromoszomadlisan kédolt, indukédlhaté B-laktamazok (L;Zn-dependens metallo-protedzok és
L, cefalosporindzok) feleldsek a B-laktamokkal szembeni rezisztencidjaért; kiilsé membran
proteinek mennyiségi és mindségi véltozasa a kinolonokkal szembeni; bonté enzimek
termelése, homérsékletfiiggd  kiilso membranvaltozas, csokkent  felvétel az
aminoglikozidokkal szembeni rezisztencidjaért; és szamos, akar egyedi MDR-efflux rendszer
az antibakteridlis szerek széles spektruma ellen.

A rutin mikrobioldgiai vizsgalatok sordn, ha a leggyakrabban alkalmazott korongdiffizids

modszerrel, 24 6rai inkubdlds utdn értékeljiik az antibakteridlis rezisztencia vizsgalataink

eredményeit, fenotipusosan szamos rezisztencia mechanizmus nem ismerhetd fel, s sulyos,
un. major hibat kovethetiink el. Jelenleg a pontos, species-szintli identifikdlds mellett javasolt

(NCCLS/CLSI 2005) antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok a kovetkezok:

1. Korongdiffiizios médszerrel Mueller-Hinton taptalajon 0,5 McFarland-stirtiségti direkt
szuszpenziobol, vagy el6dusitds utdn, 20-24 o6ras 35 2 °C-os inkubdlds utdn a
levofloxacin és trimethoprim/sulfametoxasol és minocyclin interpretilhaté a
tdblazatban szerepld zonaatmérok alapjan.

2. Kationnal kiegészitett Mueller-Hinton levesben végezve leveshigitasos modszerrel, vagy
Mueller-Hinton agaron agarhigitasos modszerrel 0,5 McFarland-striségti  direkt
szuszpenziobol, vagy elddusitds utdn, 16-18 6rds 35 £2 °C-os inkubdlds utdn az elséként
vizsgdlandé trimethoprim/sulfametoxasol, tetracyclin ¢és moxalactam mellett
piperacillin/tazobactam, ceftazidim, cefepim, cefoperazon, aztreonam,
aminoglikozidok, polymyxin B és flurokinolonok MIC értékei vizsgdlandok és
interpretalandok.

A terdpids lehetOségek igen sziikosek, gyakran retrospektiv vizsgalatokon, tapasztalati
tényeken alapul. Kevésszamu klinikai vizsgdlat tortént, melyek foldrajzilag kiillonbdzo
helyekrdl szarmaznak, sokszor Osszehasonlithatatlan betegcsoportokon, ezekbdl egyértelmi
konkliziét levonni nem lehet. Tovdbbra is a trimethoprim/sulfametoxasol szamit ,,drug of
choice”-nak, bar a rezisztencia nd ellene. A ceftazidim csak néhdny torzsre j6, igéretesnek
tinnek az djabb fluorokinolonok. A még hatékonynak t{in0 moxalactam ¢és
ticarcillin/klavuldnsav Magyarorszagon nem elérhetd.

Kiegészités:

Nemzetkdzi adat S. maltophilia (2076 torzs vizsgalata 1997-2003 kozott) érzékenységérdl

(Int J Antimicrob Agents 2005;25:95-109)

érzékeny érzékeny érzékeny
amikacin 16,80% ciprofloxacin 30,90% ceftazidim 52,90%
gentamicin 13,90% levofloxacin 86,10% polymyxin B 67,60%
trimethoprim/sulfametoxasol 95,30%
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Orszagos dsszehasonlito és referencia vizsgalatok céljara az OEK
Bakteriologia I és II osztalyra bekiildend6 izolatumok jegyzéke

A korabbi gyakorlatnak megfeleloen tovébbra is kérjiik:

- az invaziv fertdzésekbdl (haemocultura, liquor) izoldlt MRSA, ESBL termeld
Enterobacteriaceae, Streptococcus pyogenes €s Streptococcus pneumoniae torzsek
bekiildését,

- ugyancsak kérjiilk a barmely mintdbdl kitenyésztett VRE és metallo-f-laktamaz
termelésre gyanus Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp. torzsek bekiildését,

- nosocomidlis jarvanybdl izoldlt MRS A és ESBL termelé Enterobacteriaceae torzsek (a
jarvanyt indit6 elsd izolatumok, és az invaziv, seb, mélylégiti mintdkbdl, valamint a
jarvanyhoz kapcsol6do higiénés mintakbdl szarmazo izolatumok) bekiildését,

- CA-MRSA gyands (kitoltott ,Kozosségi (CA) MRSA fertézési adatlap”-ok
kiséretében), valamint jarébeteg  szakellatdsbol  szarmazé6  ESBL-termeld
Enterobacteriaceae torzsek bekiildését,

- csOkkent vancomycin €rzékenységli S. aureus torzsek bekiildését

a Bakteriologia I osztélyra.
Valamint kérjiik:

- az invaziv mintdkbdl izolalt E. coli torzsek,

- a véres, nyadkos hasmenésbdl, vagy a 3 éves kor alatt hasmenésbdl izolélt E .coli
torzsek

bekiildését a Bakterioldgia II osztdly Enteralis Nemzeti Referencia Laboratériuméba.
Szeretnénk hangsiilyozni, hogy az emlitett torzsek vizsgalata jarvanyiigyi érdeket szolgal
és semmilyen koltségvonzata nincs a bekiild6 részére.

Ugyanakkor, mint mér kordbban is emlitettiik, a nem invaziv mintdb6l szarmazé sporadikus
MRSA és ESBL termeld izolatumok vizsgalatit nagy szdmuk miatt mar nem tudjuk
elvégezni.
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