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Tisztelt Kollegék, Tisztelt Olvaséink!

ﬂ%ﬂ

Engedjék meg, hogy a karacsonyi tinnepek €s az 01j esztendd kozeledtével

kivanjunk minden olvasdnknak sok sikert és jo egészséget.

Fogadjak szeretettel Ady Endre versét.

A téli Magyarorszag

Magyar sikon nagy iramban at
Ha nyargal a g6zos velem
Havas, nagy téli éjjelen,
Alusznak a tanyak.

Olyan fehér és arva a sik,
Folotte alom-éneket
Dudolnak a hideg szelek.
Vajjon mit 4lmodik?

Almodik-e, 4lma még maradt?
Es most karacsonyra megyek,
Régi, vén, falusi gyerek.

De lelkem ho alatt.

S ahogy futok sikon, telen at,
Ugy érzem, halottak vagyunk
Es alom nélkiil Almodunk,
En s a magyar tanyak.
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Tisztelt Kolléegak, Kedves Barataim!

Szeretném tajékoztatni Ondket, hogy az Orszagos Epidemioldgiai Kdzpont
Bakteriologiai, Parazitoldgiai, Mikologiai €s Tipizald Féosztalyan eltoltott tobb
mint hét év utan a kozelmultban munkahelyet valtoztattam. Uj munkahelyemen
a Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézetében olyan alapkutatasi
vizsgalatokat lesz alkalmam elvégezni, amelyek inkdbb egyetemi, mint orszagos
intézeti feladatnak tekinthetdk.

Az OEK-ben eltoltott id6 alatt munkatarsaimmal egytitt kapcsolatunkat mind az
allami, mind a magan laboratoriumokkal igyekeztiink fenntartani és ezlton is
szeretnék koOszonetet mondani azért a sok segitségért, amit a kollégaktol
kaptunk. Igen fontos volt, hogy valamennyi magas anyagszdmmal dolgoz6 hazai
orvosi mikrobioldgiai laboratorium részt vett a Mikrobiologiai Surveillance
rendszerben; rendkiviil héalasak vagyunk azért a sok torzsért, amelyeket
referencia és egyéb laboratoriumaink kaptak genetikai vizsgélatra. (Nagyon
oriiltiink a Mikrobioldgiai Korlevél és éves rendezvényeink népszeriiségének.)
Reméljiik, hogy a hét éve elinditott és az évek sordn rendszeressé valt
Mikrobioldgiai korlevél és az évenként tartott szakmai rendezvények segitették
a kollegékat ismereteik bovitésében.

Kérem a kedves kollégakat, hogy ezentul is tdmogassak az Intézetet és volt
munkatarsaimat feladataik ellatasaban.

A tovabbi munkahoz j6 egészséget kivanok.

Szivélyes tidvozlettel
Fiizi Miklos
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»A mobilis genetikai elemek szerepe az antibiotikum rezisztencia
terjedésében” c¢. DRESP2 FP6 projekt keretében az Orszagos
Epidemiologiai Kozpontban végzett vizsgalatok eddigi eredményei
Libisch Balazs, Balogh Boglarka, Fiizi Miklos

Az (Orszagos Epidemiologiai Kézpont OEK) 2006 6ta vesz részt partnerként
az Eurdpai Uni6 6. Kutatasi €s technologiafejlesztési programjanak keretében
miikodé DRESP2 projektben. A projekt elsddleges célkitlizései kozé tartozik a
bakterialis antibiotikum-rezisztencia terjedésében szerepet jatszo genetikai
elemek (integronok, transzpozonok, plazmidok €és mas struktirdk) vizsgélata, a
hordozott antibiotikum rezisztencia gének molekularis ¢és fenotipusos
jellemzése. Az OEK e rendkiviil szertedgazd téman beliil els6sorban a
multirezisztens Pseudomonas spp. izolatumok integronjai 4altal kodolt
rezisztencia ~mechanizmusokat vizsgalta, de hozzajarult Gram-pozitiv
korokozok, mint a vancomycin-rezisztens enterococcusok ¢€s makrolid-
rezisztens Streptococcus pneumoniae izolatumok karakterizdlasdhoz is. Ezeket
az eredményeket szeretnénk az alabbiakban roviden 6sszefoglalni.

1. Metallo-p-laktamaz (MBL) termel6 hazai Pseudomonas spp. izolatumok

A MBL-termelé hazai Pseudomonas spp. i1zoldtumok azonositasaval
intézetlink 2003 ota foglakozik. E tevékenységet az MBL-pozitiv izolatumok
vildgszerte megfigyelt terjedése €s a hozza kapcsolodd multirezisztens, illetve
gyakran panrezisztens fenotipus indokolja (1). A MBL laboratorium vizsgalatai
alapjan megéllapithatjuk, hogy a torzsek bekiildésében részt vevd
laboratoriumok korében az MBL termeld izolatumok aranya a dél-eurdpai
orszagokkal vagy tobb Eurdpan kiviili orszaggal 6sszehasonlitva alacsony, az
osszes klinikai izolatum kevesebb, mint 1 %-a (2). Az MBL-termeld izolatumok
relativ alacsony el6forduldsa nagyobb lehetdséget biztosit az esetleges
sporadikus megjelenés esetén az infekcid-kontroll intézkedések hatékony
alkalmazdsara. A DRESP2 projekt sordn végzett részletes vizsgalataink
feltartdk, hogy a MBL géneket hordozo hazai integronok nagy variabilitast
mutatnak szerkezetiikben, ami tobb kiilonb6z0, részben lokalis, azaz hazai gén
pool (reservoire) jenlétére utal (3). Egyes betegekb6l mar a kérhazba valo
felvétel napjan izolalhatdo volt MBL-pozitiv torzs, ami a kozdsségben valod
hordozéas lehetdségét veti fel. Azokban a korhdzakban, ahol legaldbb egy
alkalommal azonositottunk ilyen izolatumot, szinte valamennyi esetben késébb,
akar évek mulva is megjelentek klinikai vagy kornyezeti mintakban.
Multilokusz szekvencia tipizaldssal (MLST) kimutattuk, hogy az MBL-pozitiv
hazai P. aeruginosa torzsek kortilbeliil 80%-a két nagy, eurdpai elterjedésii, O11
illetve O12 szerotipusu klonban sorolhat6 (3). Ezeket a vizsgalatokat a Hopital
Géneéral Rodez korhazzal (Rodez, Franciaorszag) egyiittmiikodésben végeztiik.
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Az MBL-gént hordoz6 integron egy esetben (1. abra, integron D), egy Gyulan
izolalt Ol1-es szerotipusu izolatum esetében in vitro konjugéalhatd volt egy P.
putida recipiens torzsbe, ami a horizontalis terjedés lehetdségét bizonyitja. Egy
O12-es szerotipusu pécsi izolatum esetén pedig egy in vitro nem konjugalhato
plazmidon helyezkedett el ugyanez az integron.
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1. abra. Hazai P. aeruginosa izolatumokban azonositott MBL-gént hordozo
integronok.

A * jel egy 170 bp-os duplikacot jelez a blayiy-tipusat MBL génben. 5°-CS ¢és
3’-CS: az integron konzervativ régioi melyek k6zé a szerzett rezisztencia gének
integralédnak. Az A-C integronok esetében a jellegzetes 3°-CS struktira nincs
jelen.

2. Az els6 szerzett MBL-termelo Aeromonas hydrophila izolatum

azonositasa

A szerzett MBL gének eredete jelenleg ismeretlen, ezek feltehetdéen valamely
kornyezeti baktériumbdl keriiltek at horizontalis gén-transzfer segitségével a
klinikai Pseudomonas spp. 1zolatumokba. Az Aeromonas hydrophila névekvo
klinikai jelentéségli pathogén baktérium, mely gyakran étel-eredetii fertézések
koérokozoja. A legtobb species, mely az Aeromonas genusba sorolhat6, beleértve
a human fertézéseket okozodkat is, széles kornyezeti elterjedtséget mutat,
¢desvizekben, szennyvizekben, tengerekben de ivovizben ¢és kiilonbozo
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¢lelmiszerekben is. A taplaléklancba igy bejutdé A. hydrophila izolatumok
kapcsolatot képezhetnek a horizontdlis géntranszfer sordn a klinikai és
kornyezeti baktériumok kozott. 2005 oktoberében egy budapesti korhézban
apolt beteg székletébdl tenyésztettek ki VIM-tipusi  MBL-termeld A.
hydrophila i1zolatumot. A torzs rezisztens volt az aztreonam kivételével az
Osszes [-laktam antibiotikumra, tovabba ciprofloxacinra, polymixin B-re,
tetraciklinre és tobramycinre. Ez az izolatum bizonyult vildgszerte az elsé ismert
VIM-termeld A. hydrophila torzsnek (4). Molekularis vizsgalataink kimutattak,
hogy az izolatum ugyanazt az integront hordozza, mint a kordbban Gyulan,
Veszprémben, €s Pécsen azonositott P. aeruginosa és P. putida torzsek (1.
Abra, integron D). Mindezen megfigyelések Osszhangban vannak azzal a
feltételezésiinkkel, hogy ez az integron fontos szerepet jatszik a szerzett MBL
gének terjedésében horizontdlis transzfer utjan, mind a Pseudomonas genuson
beliil, mind pedig a kiillonb6zd bakteridlis genusok kozott (3). E munkat a
Department of Clinical Microbiology, Karolinska Institutet, Karolinska
University Hospital (Stockholm, Svédorszag) intézettel egyiittmitkodésben
valositottuk meg.
3. ESBL-termelo hazai P. aeruginosa torzsek vizsgalata

A DRESP2 projekt soran eddig tobb, mint 200 ceftazidim-rezisztens P.
aeruginosa izoldtumot vizsgaltunk meg fenotipusos ¢€s molekularis
modszerekkel kiterjedt-spektrumia  B-laktamdz (ESBL) termelésre. Harom
ESBL-pozitiv P. aeruginosa torzset azonositottunk klasszikus fenotipusos
modszerekkel (5 korong teszt, 2. Abra), melyeket 2002-ben, 2005-ben ¢s 2007-
ben izolaltak sporadikus esetekbdl. Mindharom torzs PER-1 tipusi ESBL
enzimet termel. A 2002-ben és 2005-ben izolalt torzseket részletesen
karakterizaltuk, és panrezisztensnek bizonyultak, beleértve a polymixin B-t és a
ceftazidim/klavuldnsav kombindcidt is (5).

2. abra Double Disk Synergy Test (DDST, 5 korong teszt) eredménye
PER-1 ESBL termel6 P. aeruginosa izolatumok esetén.
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Mind az A mind a B torzs esetén lathatd a szinergizmus klavulansavval. A:
hazai izolatum, csak a CAZ korong mellett l4thaté szinergizmus, B:
szinergizmus mind a négy B-laktdm korong mellett. ATM, aztreonam; AUG,
amoxicillin/klavulansav; CAZ, ceftazidim; CFP, cefoperazon; FEP, cefepim.

().

Fontos epidemioldgiai adat, hogy a 2002-ben izolalt  torzset egy
sepsiszentgyorgyi (erdélyi) lakos orrvaladékabol izolaltdk a felvétel napjan,
szurdvizsgalat soran, tehat egy PER-1 pozitiv torzset hordozd beteget
azonositottunk. A 2005-ben és 2007-ben kitenyésztett masik két PER-1 ESBL-
termeld hazai P. aeruginosa torzset pedig olyan betegekbdl izolaltak, akiket
kozvetleniil romaniai korhazi kezelést kovetden vettek at hazai ellato
intézményekbe, Gyulan illetve Budapesten. Egy a 18. ECCMID kongresszuson,
Barcelonaban bemutatott prezentacid szerint a szerzdk altal vizsgalt romaniai
ceftazidim-rezisztens P. aeruginosa izoldtumok 78 %-a (74/94) volt PER-1
ESBL pozitiv (6). Mindharom hazai PER-1 pozitiv izolatum 7ni213-tipusa
transzpozonon hordozza a kodold blaper. gént, ami megegyezik a romaniai
vizsgalatok eredményével. Szintén kozos tulajdonsaga a hazai és romaniai
torzseknek egy blaoxa14 €s egy blaoxa» gén egyidejl jelenléte (6). Mindezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy a Délkelet-Eurdpabdl érkezd betegek esetében
szurd vizsgalatok elvégzése javasolhaté a felvételkor multirezisztens P.
aeruginosa hordozasra, a blapsr.i gén szélesebb korli magyarorszagi
elterjedésének megeldzése érdekében. In vitro kisérletekkel kimutattuk, hogy a
hazai izolatumok 7nl213-transzpozonon hordozott blaper.1 génje konjugalhato
UWCI1 P. putida recipiens torzsbe, ami a korhdzi kornyezetben torténd
horizontalis terjedés lehetdségét bizonyitja.

4. ESBL és MBL-negativ hazai multirezisztens P. aeruginosa izolatumok

A ceftazidimre, ciprofloxacinra és gentamicinre egyidejlileg rezisztens P.
aeruginosa 1zoldtumok ardnya Magyarorszagon 2006-ban illetve 2007-ben 3.0
illetve 4.1 %-volt a hazai surveillance adatok alapjan. Vizsgélataink felfedték,
hogy a hazai multirezisztens P. aeruginosa klinikai izolatumok kozott jelenleg
nem az ESBL vagy MBL-termelés a legelterjedtebb rezisztencia mechanizmus.
Ezért fenotipusos ¢és molekularis modszerek alkalmazasaval karakterizaltunk
egy magas szintli multirezisztenciat mutatd, ESBL ¢és MBL-negativ
izolatumokbol 4ll6 reprezentativ mintat (ceftazidim MIC = 32 pg/ml,
gentamicin MIC = 256 pug/ml, ciprofloxacin MIC = 4 pg/ml). E munka
kimutatta két orszagos elterjedésii, az orszag legaldbb 12 varosdban eléfordulo
O4-es illetve O6-0s szerotipustt P. aeruginosa klon jelenlétét Magyarorszagon,
melyek integronon-hordozott aminoglikozid rezisztencia génekkel rendelkeznek
(7). E klonok tovabbi jellemzdje két kiilonb6zo, a szerotipussal korrelald RAPD-



wrobioléqioi Korlevél m%m

genotipus €s az amikacin antibiotikumra valé nagy aranyu de nem teljes korii
érzékenység. Az azonositott integronok terjedéséért feltehetdleg elsdsorban nem
a horizontalis gén-transzfer, hanem a klonalis terjedés a felelds.

5. Hazai és szerbiai eredetii vancomycin-rezisztens Enterococcus spp. (VRE)
izolatumok molekularis karakterizalasa

A hazai és szerbiai eredetli VRE izolatumok karakterizaldsat holland partner
laboratoriummal egyiittmiikodve végeztiik, mely a University Medical Centre
Utrecht keretében miikodd VRE kutatdo laboratorium Dr Rob Willems
vezetésével. E kutatasaink sordan egy hazai VanB Enterococcus faecium okozta
monoklonalis jarvanybdl illetve sporadikus VanA pozitiv E. faecium
infekciokbol szarmazo izolatumokat vetettiink ald Osszehasonlitd molekularis
analizisnek szerbiai eredeti VanA E. faecium izlatumokkal (8). Multilokusz
szekvencia tipizalassal (MLST) kimutattuk, hogy valamennyi vizsgalt E.
faecium izolatum a globalis elterjedésii CC17-es klondlis komplexbe tartozik,
mely a vancomycin-rezisztens E. faecium (VREF) okozta nosocomialis
jarvanyok tilnyomo tobbségéért felelds (3. Abra). Bar jelenleg Magyarorszagon
a VREF izoldtumok ardnya 1% alatt van az E. faecium klinikai izolatumok
kozott, valamennyi karakterizdlt VREF izolatum fokozott jarvanyképzo
potenciallal rendelkezik a CC17-es komplex specialis pathogenitdsi faktorai
kovetkeztében (9).

3. Abra. A CCl7-es komplexhez tartozd 31 kiilonboz6 szekvencia tipus
eBURST diagramja. A szdmok szekvencia tipusokat (ST) jelolnek, ahol az 1
lokuszban kiilonboz6 ST-ket fekete vonal koti 6ssze. A Magyarorszdgon (ST17,
ST78, ST80) és Szerbidban (ST17 és ST18) azonositott tipusokat kerettel
emeltiik ki. A korok mérete az ST tipus gyakorisagaval aranyos.
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Béar mindkét orszagbdl szarmazo VREF izolatumok a CC17-es komplexbe
tartoznak szoros genetikai rokonsadg nem volt kozottiilk kimutathato az eltéré ST
tipusok ¢és a jellemzd vancomycin-rezisztencia tipusok (VanB vs. VanA)
kiilonbozdsége miatt. A vizsgalatban résztvevd belgradi kérhazban tobb
kiilonb6z6 PFGE tipusba sorolhaté VanA VREF halmozddasat irtuk le, ahol a
vand géncsoportot két E. gallinarum invaziv izoldtumban is detektéltuk.
Tovabbi kisérletek igazoltdk a vanAd géncsoport mobilizdlhatosagat, melynek
sordn egy ermB rezisztencia gén egylitt konjugalddott a vancomycin-rezisztencia
génekkel. Igy egy lépésben tobb antibiotikum osztdlyra is rezisztens
transzkonjugans torzsek jottek létre (8).

6. Uj tipusi, a Tn916 transzpozon csaladba tartozé, tetM, ermB, és mefE
géneket hordozo genetikai elem azonositasa hazai Streptococcus
pneumoniae izolatumban

E wvizsgéalatokat az Istituto Superiore di Sanita intézettel (Roma,
Olaszorszag) egyiittmiikddésben végeztiik. A study kiindulopontja egy olyan
19F szerotipusba sorolhaté invaziv S. pneumoniae hazai izolatum volt, melyrdl
az OEK-ben folyo kutatasok soran PCR analizissel kimutattuk, hogy egyidejlleg
hordozza az ermB ¢és mefE makrolid rezisztencia géneket. A hordoz6 genetikai
elem részletes térképzését a romai laboratériumban végezték el (10). E
kisérletek felfedték, hogy a mefE gént az in. mega genetikai elem hordozza, az
ermB geént egy Tn9I7-tipusi transzpozon, fetM-et pedig egy Tn916- tipusu
transzpozon. A mega elem €s Tn917 a Tn916-o0s transzpozon orf6 illetve orf9-es
génjeibe ékelédik. Igy korabban mar leirt genetikai elemek kombinalodasaval
egy Uj tipusu Osszetett genetikai elem jott létre, mely harom kiilonboz6
antibiotikum rezisztencia gént hordoz. Ez 0Osszhangban van az izolatum
multirezisztens fenotipusaval, mely magas szintli rezisztencidt mutat
erythromycin, clindamycin és tetraciklin antibiotikumokkal szemben (10).

7. Osszefoglalas.

A fent részletezett kutatdsok eredményeit Osszefoglalva megallapithatjuk,
hogy hazai klinikai izolatumok molekuléris vizsgalatai sordn bizonyitottuk egy
I. osztalyl integron (1. &bra, integron D) szerepét egy VIM-tipusi MBL gén
horizontélis terjedésében P. aeruginosa, P. putida €s A. hydrophila torzsek
kozott (3, 4). Tovabbi in vitro kisérletekkel kimutattuk Tn/213 transzpozonon
hordozott blaper.1 gének mobilizalhatdsagat hazai Pseudomonas spp. 1izolatumok
korében (5), valamint vand ¢és ermB gének horizontalis transzferét szerbiai
eredetli Enterococcus spp. izolatumok kozott (8). A horizontalis gén transzfer
mellett fontos szerepet jatszik a klonalis terjedés is az antibiotikum-rezisztens
torzsek megjelenésében. Ezt PER-1 termeld P. aeruginosa torzseket hordozo
betegek példdja demonstralja (5, 11) illetve két, orszagos elterjedésii, O4-es
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illetve O6-0s szerotipusil hazai multirezisztens P. aeruginosa klon azonositasa

(7).

Koszonetnyilvanitas

Koszonetiinket szeretnénk kifejezni az Orszdgos Epidemiologiai Kozpont
valamennyi munkatarsdnak, akik kozremiikodésiikkel, segitségiikkel e
vizsgalatok megvaldsitasat lehetdvé tették, kiilonos tekintettel a Bakteriologia I
Osztaly és a Fag- és Molekularis Tipizalasi Osztaly dolgozoira. Szeretnénk
megkdszonni valamennyi laboratoriumnak a térzsek és az adatlapok bekiildését.
E munka elvégzését az Orszagos Epidemiologiai Kozpont €s az Eurdpai Uniod
tamogatta a DRESP2 FP6 projekten keresztiil (no. LSHM-CT-2005-018705).
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Ujabb PVL-pozitiv MRSA klonok megjelenése hazinkban
Ungvari Erika, Téth Akos, dr. Gacs Maria

Az utdbbi években vilagszerte novekvd problémat jelentenek a tertlileten
fertézést okozd methillin rezisztens Staphylococcus aureus (community-
associated; CA-MRSA) torzsek.

A CA-MRSA torzsek elsdsorban bor-, lagyrész infekciokat okoznak, ritkan
stlyos nekrotizal6 pneumoniat, osteomyelitist, nekrotizalo fascitist és szepszist.
Legjellemzdbb mikrobiologiai sajatossagaik, hogy tobbnyire csak béta-laktam
rezisztensek, jellegzetes virulencia faktoruk Panton-Valentine leukocidin, és az
SCCmec (Staphylococcal Chromosome Cassette mec) kazetta IV. vagy V.
tipusat hordozzak (3, 5, 17).

A korabbi években minddssze néhany PVL-pozitiv CA-MRSA klén elterjedése
volt megfigyelheté a vildgon. Koziilik az ST1 (USA400) és ST8 (USA300)
elsésorban az Egyesiilt Allamokban, az ST80 Eurépaban, mig ST30 (Southwest
Pacific clone) tobbnyire Ausztraliaban és Ocedniaban volt kimutathato (18).

Az elmult néhany évben ujabb PVL termelé6 MRSA klénokat azonositottak, és
az eddig foldrajzilag jol koriilhatarolt klonok tovabbterjedése, ujabb
kontinenseken vald megjelenése figyelheté meg (17). Egyre gyakoribba valt a
legelterjedtebb CA-MRSA klonok torzseinek korhazi kornyezetben valod
felbukkanasa, melyek a béta-laktdmokon kiviil mind tobb antibiotikummal
szemben valtak rezisztenssé.

A CA-MRSA infekciok gyantjaval bekiildott torzsek vizsgalatat az OEK
Nemzeti MRSA Referencia Laboratériuma (NMRL) ¢és Fagtipizalasi €s
Molekularis Epidemiologiai Osztalya (FMEOQO) 2004 6ta folyamatosan végzi.

2006. januar és 2008. junius kozott 653 MRSA torzset kiildtek be a
NMRL-be megerdsités, és egyéb vizsgalatok céljabol. A beérkezett torzsek
koziil a bekiildd CA-MRSA fertdz¢és gyanujara tortént megjegyzése, a klinikai
diagnozis és a torzsek antibiotikum érzékenysége alapjan 36 torzs keriilt
részletes vizsgalatra.

A torzsek antibiotikum érzékenységének megerdsitése korongdiffuzios
(ciprofloxacin, gentamicin, kanamycin, rifampicin, tetracyclin, erythromycin,
clindamycin, fusidin sav, trimethroprim-sulfamethoxazol, vancomycin) €s Etest
(oxacillin) modszerrel tortént. A torzsek altal hordozott legfontosabb toxin
genek, PVL (lukS,F-PV), enterotoxin A, B, C, D, E, G és I (sea-see, seg, sei),
toxikus shock szindroma toxin (zst), exfoliativ toxin A és B (eta, etb) kimutatasa
PCR-rel tortént (1, 2, 9, 10, 14). A vizsgalatok kiterjedtek a virulencia faktorok
kifejez6désében fontos szerepet jatszo agr (accessory gene regulator) allélok és
az SCCmec kazetta tipusanak meghatarozasara is (6, 8, 13). A torzsek genetikai
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hatterének vizsgalata pulzaltatott mezejii gélelektroforézissel (PFGE) tortént
(11, 12). Az egyes PFGE tipusok reprezentans torzseinek szekvencia tipusa (ST)
multilokusz szekvencia tipizaldssal (MLST) kertilt meghatarozasra (4).

2006 o6ta az OEK laboratoriumédba CA-MRSA infekciok gyanujaval
bekiildott torzsek szama nagyon csekély. A torzsek az epidemiologiai adatok
rogzitésére szolgalod kisérdlapok nélkiil érkeztek, igy a CA-MRSA infekciok
ténye egyetlen esetben sem igazolhatd. Ezért a korabbi évekhez hasonloan a
CA-MRSA torzsek hazai elterjedtségére vonatkozdan tovabbra sem vonhatok le
kovetkeztetések.

A 36 CA-MRSA gyanus torzsbdl 11 hordozta a PVL toxin génjét, 25 torzs
PVL-negativnak bizonyult.

A PVL-pozitiv. MRSA torzsek tOobbsége jarobeteg szakellatasbol
szarmazott, azonban harom torzset fekvObetegek mintaibol (> 48 ora apolasi
1d6), kozilik kett6t hemokultirdkbdl izolaltak. A PVL-pozitiv CA-MRSA
torzsek fekvObetegek korében vald megjelenésérél szamos nemzetkozi
kozlemény is beszamolt (7, 16). Eredményeink arra utalnak, hogy erre
hazankban is szamitani kell.

A CA-MRSA infekciok gyanujaval bekiildott torzsek tobbségét gyerekek
¢s fiatal felndttek vizsgalati anyagaibol izolaltdk. Mig a PVL-pozitiv MRSA
torzsek tobbsége sebvaladekbol és gennybdl szarmazott, addig a PVL-negativ
MRSA torzseket elsosorban orr-, torokvaladékokbol izolaltak. A CA-MRSA
infekciok gyantjaval beérkezett torzsek jelentds részénél az infekciok klinikai
megjelenése ismeretlen, a PVL-pozitiv MRSA infekciok koziil 2 esetben sepsist,
egy esetben pedig carbunculust diagnosztizaltak (1. tablazat).

Torzs Izolalas Szakren’delél E’Ilétés Minta ’Beteg KIi_nikai’
helye Osztaly tipusa tipusa életkora megjelenés

B041/06 |Budapest |Sebészet Jaro sebvaladék |64 év -
B052/06 |Szolnok | Intenziv Fekvd | hemokultdra |49 év 'g:ggi'si”fek"ié’
B120/06 |Budapest Bérgyogyaszat Jaré sebvaladék |25 év -
B173/06 |Szentes Sebészet Fekvd hemokultira | 51 év sepsis
B238/06 |Paszté Sebészet Jaro genny 19 év -
B324/06 | Szolnok - Jaro sebvaladék |8 év carbunculus
B325/06 |Budapest Sebészet Jaré sebvaladék (40 év -
B075/07 |Budapest |- Fekvé orrvaladék |34 év -
B098/07 |Budapest | Gyermeksebészet Jaro sebvaladék |9 év -
B056/08 | Gyal Fert6z6 amb. Jaro orrvaladék |1 év -
B086/08 |Budapest |Fert6z6 amb. Jaro orrvaladék |17 év testszerte lézidk

1. tablazat: CA-MRSA infekci6 gyantjaval bekiildott PVL-pozitiv MRSA
esetek adatai
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A 36 CA-MRSA gyanus torzsbdl 11 hordozta a PVL toxin génjét. Mivel a
CA-MRSA infekcid gyantjaval bekiildott torzsek koziil a CA-MRSA infekcid
ténye epidemiologiai adatokkal egyetlen esetben sem aldtdmasztott, igy csak a
PVL-pozitiv MRSA torzsek mikrobiologiai jellegzetességeit részletezziik.

A PVL-pozitiv MRSA torzsek alacsony szintli oxacillin rezisztenciaval
rendelkeztek és tobbnyire érzékenyek voltak a legtobb altalunk vizsgalt nem
béta-laktam antibiotikumokra. Mindegyik PVL-pozitiv MRSA torzs az SCCmec
kazetta I'V. tipusat hordozta. Két torzs kivételével 3 tipusu agr allélt tartalmaztak
(2. tablazat).

E

a

- 2

m e
E|l 3 e d g |5 - u,
[ O [T O = > S| 7] 5
2 X 2 a A E g g o o
Torzs = | S % g 8 9 o ® = Toxin gén hordozas =
Sl 9 e & 5 o | £ 8 N S
= o of = o X o = S <

3| § 9 X ® H o E g o 9

X @

() =

S

S
B041/06 |24 |[E|E|R|E|R| E |E|E|R|E |IukS,F-PV 3
B052/06 |16 |E|E|R|E|E| E |E | E | E | E |IukS,F-PV 3
B120/06 |32 |E|E|R|E|R| E |E|E|R|E |IukS,F-PV 3
B173/06 |48 |[E|E|R|E|R| E |E|E|R | E |IukS,F-PV 3
B238/06 8 |E|E|R|E|R| E |E|E|E|E |IukSF-PV, tst, sec, seg, sei |3
B324/06 |48 |[E|E|R|E|E| E |E|E|E | E |IukS,F-PV 3
B325/06 |96 |E|E|E|E|E| E |E|E|E | E |IukSF-PV, seg, sei 3
B075/07 |48 |E|E|R|E|R| E | E | E | E | E |IukS,F-PV, tst, sec, seg, sei |3
B098/07 |64 |E|E|R|E|E| E |R|E|E|E |IukS,F-PV 1
B056/08 |64 |[E|E|R|E|E| E |R|E|E|E |IukS,F-PV 1
B086/08 |64 |E|E|E|E|E| E | E|E|E |E |IukS,F-PV, sea, seg, sei 3

2. tablazat. A PVL-poziti
hordozésa €s agr tipusa

MRSA torzsek antibiotikum érzékenysége, toxin gén

<

A 11 PVL-pozitiv MRSA torzs koziil 5 torzs PFGE mintazata megegyezett a
mar korabbi években azonositott ST80-MRSA-IV klon térzseinek mintazataval.
A PFGE vizsgélatok alapjdn a tovabbi 6 torzs ettdl eltérd genetikai hattérrel
rendelkezett. Az egyes PFGE tipusok reprezentans torzseinek MLST vizsgalata
harom ) PVL-pozitiv MRSA klon jelenlétét igazolta: az ST8-MRSA-IV, az
ST30-MRSA-1IV és az ST37-MRSA-IV klonokét (1. abra).
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Izolilis SCCmec PFGE Szekvencia
Torzs éve tipus tipus tipus
Bag_F222 2007 I d
- B56_FB8 2008 I, d
B120_F120 2008 I, 3
B41_FB1 2008 I, a
| B250_FE95 2002 I, 3 STR0
B173_F181 2008 I a
| B324_F400 2008 I, a
B&2 F72 2008 I a
B325_F4M 2008 I, Sparadikus 5T30
| BAG_F266 2008 I, Sporadikus
B23B_F275 2006 I Sparadikus S5T37
B75_F183 2007 I, Sporadikus

1. dbra. A PVL-pozitiv MRSA torzsek molekularis tipizalasi eredményei

Az ST80 szekvencia tipusba tartozo MRSA torzsek koziil két torzs a béta-
laktdm antibiotikumokon kiviil csak kanamycin rezisztens, a tovabbi harom
pedig kanamycin, tetracyclin és fusidin sav rezisztens volt. Mig Ramdani-
Bouguessa ¢és mtsai multirezisztens ST80 szekvencia tipusi MRSA torzsek
megjelenését irtak le Algéridban (15), az altalunk vizsgalt torzsek korében az
europai ST80-as CA-MRSA torzsekhez hasonléan, egyelére nem figyelhetd
meg a multirezisztencia novekedése.

Két torzs az ST8-MRSA-IV (USA300) klonhoz tartozott, melynek
korabban csak PVL negativ torzseit figyeltiik meg hazankban. Az USA300 klon
hazai torzsei a béta-laktamokon kiviil erythromycin €s kanamycin rezisztensek
voltak, ugyanakkor ciprofloxacinnal szemben tovdbbra is ¢érzékenyeknek
mutatkoztak.

A két ST30 szekvencia tipusu torzs csak a béta-laktam antibiotikumokkal
szemben bizonyult rezisztensnek. Egyikiik a /ukS, F-PV és seg, sei toxin géneken
kiviil enterotoxin A-t kodold gént is hordozott. Bar egy atfogd nemzetkozi
tanulméany az utobbi években az ST30-MRSA-IV klon globalis eléfordulasarol
szamolt be, torzsei egyelére még csak szérvanyosan mutathatok ki Eurdpaban
(17).

Két torzs a ST37-MRSA-IV klonhoz tartozott. A térzsek kanamycin és
tetracyclin rezisztens voltak €s a PVL mellett a TSST-1 és az enterotoxin C
genjet is hordoztdk. PVL-pozitiv ST37 szekvencia tipusi MRSA torzs
eléfordulasat Hollandidban irtdk le eldszor, ahol PVL-negativ valtozataik is
viszonylag gyakoriak (19).
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A fenti vizsgélatok tjabb PVL-termeld CA-MRSA klonok megjelenését
mutatjdk hazankban. Az eredmények aldtamasztjdk a PVL termelé MRSA
klonok monitorozasanak, tanulményozasanak sziikségességét, amely segitséget
nyUjthat 0jabb rezisztencia és virulencia markerekkel rendelkezd torzsek teriileti
¢s korhazi elterjedésének megakadalyozéasaban.
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ESBL-termel6 Shigella sonnei izolalasanak és tovabbi
vizsgalatanak tapasztalatai
Borbas Klara, Toth Akos, Toth Szilard, Szabd Zsuzsa, Herpay Maria

Esetismertetés

B.G. 35 éves férfi beteg 2008. augusztus 28-an jelentkezett infektologiai
ambulans szakrendelésen az alabbi anamnézissel:

Az olimpiai jatékok idején Pekingben tartozkodott. Ottlétének utolso
napjaiban, augusztus 21-22-én kezdte rosszul érezni magat. Hoemelkedest,
gyengeséget €szlelt, s nagyon sokszori, vizes, nem véres székletiiritésrdl szamolt
be, hasi gorcsoket, tenesmust nem emlitett. Augusztus 22-én repiildre szallt és
hazajott. Itthon mar magas, 40 °C 1az, hidegrazas, altalanos gyengeség lépett fel.
Az ambuldns vizsgalat napjdn mar csak hdemelkedése volt és csak napi 5
sz&kletiiritést emlitett, de altalanos gyengesége valtozatlanul fennallt. Tovabbi
kezelés céljabol beutaltdk az infektologiai osztilyra, ahol az elsé napon
megtortént a széklet mintavétel €s tiineti (elektrolit és folyadékpodtlas) terapidban
részesiilt. A széklettenyésztés két nap mulva negativ eredménnyel zarult. Az
anamnézis, a tiinetek és a negativ széklettenyésztési eredmény ismeretében a
kezeld orvos ,,utazok hasmenésének” diagnosztizalta az esetet, és a harmadik
napon hazabocsatotta a beteget. A beteg altalanos tiinetei nem sziintek meg, és a
laz is visszatért.

Idokozben a betegtdl augusztus 27-én székletminta érkezett. az OEK
Bakteriologia II. Osztalyanak Kozponti Regionalis Enterdlis laboratoriumaéba is.
A vizsgalatkérd lapon feltiintették, hogy a beteg hosszabb 1d6t toltott Kindban,
¢s betegsége mar ott jelentkezett. A Kozponti Regiondlis Enteralis
laboratériumban a tenyésztést a felndtt betegeknél szokasosan vizsgalt
bakteridlis enteralis kérokozok (Salmonella, Shigella, Yersinia enterocolitica, E.
coli 0124, Campylobacter) vizsgalatan til patogén E. coli, Vibrio cholerae és
Aeromonas iranyaba is kiterjesztették. Ennek megfelelden a székletmintat DC,
Bi, EM, TCBS ¢és ampicillines V taptalajokra szélesztették, valamint szelenites
¢s lugos peptonvizes dusitd taptalajokba oltottdk. A 24 oOras leolvasds soran
korokozo gyanus telepek nem voltak €szlelhetdk, az EM taptalajon kitenyészett
telepekbdl targylemez agglutindcidés modszerrel, a laboratorium rendelkezésére
allo savo keészlettel patogén E. coli nem volt kimutathatdo. Az egyetlen nem
szokvanyos jelenség az volt, hogy az EM lemezen feltlinden sok lakt6zt nem
bontd telep volt 1athatd. Miutan egyéb, szokatlannak mindsithetd jelet nem talalt
a laboratorium, ezekbdl a laktéz negativ telepekbdl elinditott egy rovid
biokémiai vizsgalatot (Russel, kombinalt ureum-indol, SLS és SIM). Kérokozo
gyanus telepek 48 oOras inkubécidt kovetden sem jelentek meg, €s a dusitd

18



wrobioléqioi Korlevél a%m

taptalajokbol kioltott Bi, Br, illetve TCBS, DC, valamint a CCDA téptalajok is
negativaknak bizonyultak.

Az EM téptalajrél kinétt laktéz negativ izolatum biokémiai vizsgalata
vetette fel el0szor a Shigella gyanut: laktéz bontas, gazképzés, kénhidrogén
termelés €s mozgds hidnya, nagyon apr6 telepekben valé novekedés a Russel
taptalajon, negativ indol €és ureum reakcidk. Az izoldtum a S. sonnei 1 savoval
egyaltalan nem, a S. sonnei 1l savéval atipusosan, az 6sszes tobbi Shigella (S.
dysenteriae, S. flexneri, S. boydii) savoval egyaltalan nem agglutinalt. A
Shigella gyani megerdsitésére, illetve kizdrdsdra a laboratorium tovabbi
biokémiai vizsgalatokat (Na-acetat taptalaj, mozgas vizsgalat U csOben) allitott
be ¢s korongdiffizios modszerrel elvégezte az antibiotikum rezisztencia
vizsgalatot. A jobb agglutinalas érdekében ujabb Russel szubkulturat oltott le és
DC lemezre szélesztett. A negativ Na-acetat proba és a mozgas U csoves
modszerrel is bizonyitott hianya megerdsitette a Shigella gyanut. A DC
taptalajon az izolatum tipusos Shigella telepmorfologidt mutatott, de az R
telepforma miatt valtozatlanul nem agglutinalt. A laboratorium a bekiilddnek
csak ekkor - a minta beérkezésétdl szamitott 5. napon - tudta jelezni a Shigella
gyanit. A korongdiffuzios vizsgalat alapjan ugyanekkor felmeriilt a
szélesspektrumu [3-laktamaz (ESBL)-termelés gyangja is.

A torzs tovabbi antibiotikum érzékenységi vizsgalatara és az ESBL
termelés gyanl megerdsitésere vagy kizarasara az OEK Bakteriologia [
Osztalyara - megerdsitd, automata berendezéssel torténd identifikalasra (mini
API, Biomérieux) €s patogenitisi, valamint toxin termeldképesség iranyaba
végzendd vizsgalatra az OEK Bakterioldgia II. Osztalyanak Enteralis Nemzeti
Referencia Laboratoriumaba keriilt.

Az izolélt torzsek invaziv tulajdonsagat a klasszikus Serény-teszt (Serény,
1957; tengerimalac szemén keratokonjunktivitisz eldidézése: KC+) helyett a
toxingének kimutatasdhoz hasonldéan a Referencia laboratorium PCR modszerrel
vizsgalta. A keratokonjunktivitisz eldidézése csak a virulencia plazmidot
hordoz6 izolatumok esetén észlelhetd, az dallatkisérlet helyettesithetd a
plazmidon koédolt ial gén detektalasdval. S. sonnei esetén az O-antigén
termelesért felelds génszakasz is a torzsek virulencia plazmidjan kodolt, igy a
virulens torzsek I. fazisuak, vagy S teleptipusuak, mig a virulencia plazmidot
vesztett, ezaltal avirulenssé valt izoldtumok un. II. fazisa, vagy R teleptipusuak
(Sansonetti és mtsai, 1981).

A Referencia laboratérium az invazios tulajdonsagért felelds ial
génszakaszt, ¢és az ugyancsak ezen plazmidon kédolt sen (Shigella
enterotoxin-2) gén jelenlétét, valamint a kromoszomalis kddoltsagi Shigella
enterotoxin-1 (sef) gének kimutatdsat Vargas és mtsai (1999) mddszere szerint
végezte.
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Kozben a Regiondlis Enterdlis laboratoriumban végzett tovabbi atoltasok
eredményeként a Russel tenyészet mar tipusosan agglutinalt a Shigella sonnei 1.
savoval, és az automata identifikdld rendszer is egyértelmiien Shigella sonnei
eredményt adott.

A torzs ESBL-termelésének igazolasara kettds-korong szinergizmus
(MAST Diagnostics) ¢és ESBL-Eteszt (AB BIODISK) vizsgalatokat
alkalmaztunk. A t6rzs mind ceftazidimmel, mind cefotaximmal szemben magas
foku rezisztenciat mutatott, ¢s a PCR vizsgalat CTX-M-tipust [3-laktamaz gén
hordozasat igazolta, melyet nukleinsav szekvencia elemzése alapjan CTX-M-55
ESBL génnek hataroztunk meg.

Mivel korongdiffiziés moddszerrel a torzs nalidixsavra rezisztens €s
ciprofloxacinra érzékeny volt, ezért meghataroztuk a ciprofloxacin MIC érteket
is Eteszt modszerrel, mely 0,125 mg/L-nak adddott. Irodalmi adat alapjan a
ciprofloxacin megfeleld dozist terapias alkalmazasa ilyen esetben sikeres lehet
(Rahman és mtsai, 2004). Meg kell emliteniink azonban, hogy ez az érték mar a
torzs csokkent fluoroquinolon érzékenys€gét mutatja, és eldrevetiti a késdbbi
magasfok rezisztencia kialakuldsanak lehetdségét is.

A Kozponti Regionalis Enteralis laboratérium a minta beérkezés 7. napjan
tudta kiadni az ESBL-termelé S. sonnei pozitiv eredményt. A beteg ezzel a
lelettel jelentkezett ismét az infektologiai szakrendelésen, ahol ambulansan
ciprofloxacin (els6 nap napi 2 x 1 g, majd a tovabbiakban 2 x 500 mg ddzisban)
kezelést kapott. Az antibiotikum kezelést kovetden a beteg panaszai
megsziintek. Az OEK Kozponti Regionalis Enteralis laboratériumaba idékdzben
beérkezett kontroll székletminta vizsgdlatanak eredménye: Shigella sonnei
negativ, (azonban) Salmonella Infantis tenyészett ki, amit Iehetséges
tarsfertozoként interpretaltunk. Az S. Infantis 3. gen. cefalosporinokra érzékeny
volt.

Megbeszélés

Tudomasunk szerint ez az elsé hazai beszamoldé ESBL-termel6 Shigella
sonnei torzsr6l. A nemzetk6zi szakirodalomban az 1990 évektdl kezdve
talalhatok kozlemények el6forduldsarol. Az utdbbi években retrospektiv
tanulmanyok jelentek meg, amelyek tobb évre visszamendleg nagyobb szamu
Shigella sonnei izolatumot vizsgalva keresték az ESBL-termeld torzseket
(Rahman és mtsai, 2004; Morris és mtsai, 2007; Xiong €s mtsai, 2007; Acikgoz
¢s mtsai, 2008). Mas kozlemények konkrét megbetegedésekrdl szamolnak be.
Ezek kozott sporadikus esetek (Lartique és mtsai, 2005; Lefort és mtsai, 2007)
¢s kisebb-nagyobb jarvanyok (Huang és mtsai, 2005; Shimosako és mtsai 2006)
egyarant eléfordulnak. Az esetek tilnyomé tObbségében ezeket a torzseket
azsiai orszagokban izolaltak, melyek egy részében a bakterialis dizentéria még
ma is gyakori megbetegedésnek szamit, és gyakran mikrobioldgiai vizsgalat
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nélkill allitjak fel a diagnozist. Igy gyakran alkalmaznak empirikus
antibiotikumos terapiat. Feltehetben ez eredményezi a rezisztens torzsek
megjelenését. Az europai megbetegedések bizonyithatdoan nagy hanyada import
eset, de beszamoltak mar olyan europai esetekrdl is, ahol az import eredetet
egyértelmiien ki lehetett zarni (Lartique és mtsai, 2005). Ezeknek a torzseknek
az elterjedése azért is érdemel figyelmet, mert hosszabb tdvon madr terapids
problémat is okozhatnak.

A vizsgalt torzs altal termelt CTX-M-55 [-laktamazt, amely a CTX-
M-15 géntdl csak egyetlen aminosav mutacioban tért el, eldszor 2006-ban
mutattak ki thaifoldi betegekbdl izolalt ESBL-termeld Escherichia coli és
Klebsiella pneumoniae torzsekben (Kiratisin P és mtsai, 2007). Szintén 2006-
ban - elébbivel kozel egy iddben - toltotték fel a BLAST adatbazisdba a CTX-
Typhimurium torzsben talaltdk meg, melyet egy kordbban thaifoldi korhazi
kezelésben részesiilt, de akkor mar Anglidban kezelt beteg székletébdl 1zolaltak
(Hopkins KL és mtsai, 2008). Mint kideriilt, a két elnevezés ugyanazt a
génvarianst jeloli, ezért a kettdt egynek kell tekinteni. A CTX-M-55 tovabb
gyarapitja azoknak a CTX-M tipusoknak a szadmat, melyek a cefotaxim mellett
ceftazidimmel szemben is magas szintli rezisztenciat biztositanak. Thaifoldon
kiviil eddig leirtdk mar ezt a CTX-M-tipust Anglidban, mint importalt esetet,
valamint Koredban -nem publikélt, a BLAST adatbazisaban szerepld adat-, ahol
esetlinkhdz hasonloan egy Shigella sonnei torzsbdl mutattak ki.

Bar az Enterobacteriaceae csalad képviseldinek klinikai gyakorlatban
torténd identifikalasdra ma mar korszeriibb automata azonosité berendezések is
vannak forgalomban, a mini API berendezést (Biomérieux, France) az ID 32
tesztcsikok alkalmazasaval még ma is széles korben alkalmazzék. Igy - tobbek
kozott - ESBL-termeld torzsek gyakorisaganak és diverzitasdnak vizsgélata
alkalmaval Brasme ¢s mtsai (2007) kozel 22000 izolatumot hatdroztak meg
ezzel a mddszerrel. Alcoba-Florez és mtsai (2005) egy multirezisztens Shigella
sonnei altal okozott jarvany esetén az izolalt torzseket API ID 32 GN
tesztcsikkal ¢és VITEK 2 rendszerrel azonositottdk, majd az eredmények
megerdsitése targylemez agglutinacidval tortént. Kordbban Sirot és mtsai (2001)
mar beszamoltak egy olyan B-laktam antibiotikumokkal szemben rezisztens
Shigella sonnei 1zolatumrol, amelyet a betegbdl torténd kitenyésztést kovetden
API ID 32 E tesztcsikkal ¢és targylemez agglutinacidval azonositottak.
Esetiinkben a mini API berendezés, (TSA lemezen torténd tenyésztés utan),
mind az ID 32 E, mind pedig az ID 32 GN tesztcsikkal a betegbdl kitenyésztett
1zolatumot ,,kivalo azonositassal”, Shigella sonnei-ként hatarozta meg. Az ID 32
E eseten (%ID = 99.9, T = 0.97) ellene sz6l6 teszt nélkiil, ID 32 GN esetén
(%ID = 999, T = 0.88) pedig egy (L-fukoz negativ) ellene szolo teszttel. A
végleges azonositast, a megerdsitést a szerologiai vizsgalat adta.
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A toxin géneket tekintve a S. somnei torzsek esetén a Shigella
enterotoxin-2-t virulencia plazmidon kodolo sen gén hordozasanak gyakorisaga
a foldrajzi elhelyezkedéstdl fliggden 46-100% kozé tehetd (Talukder és mtsai,
2006; Vargas ¢és mtsai, 1999), mig a kromoszémalis kodoltsaga set gén S.
sonnei torzseknél nem mutathato ki (Nataro és mtsai, 1995; Talukder és mtsai,
2006).

Esetiinkben a Shigella enterotoxin-2-t kddold sen gén jelenlétét csak az
I. fazist vagy S teleptipusu izolatum esetén tudtuk kimutatni, mig a Shigella
enterotoxin-1 (set) gének az irodalmi adatokkal megegyezden sem az S, sem az
R teleptipusu izolatum esetén nem voltak detektalhatok (1. abra).

1. abra: az 5199/08 szamu izolatum ial, sen, setlA és set1B gének
hordozéasat kimutato PCR-es vizsgalatanak eredménye

1 28 3 & 5 Bl T 8
— —
— —
R — — s A - -

9 1w 11 12 13 14 15 16

1-4: ial gén PCR, 5-8: sen gén PCR, 9-12: setl1A gén PCR, 13-16: sef1B gén
PCR.

1, 5,9, 13: 5199/08 izolatum, R teleptipus, 2, 6, 10, 14: 5199/08 izolatum, S
teleptipus, 3, 7, 11, 15: negativ kontroll, 4, 8, 12, 16: pozitiv kontroll.
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Kovetkeztetések

Fontosnak tartjuk felhivni a klinikus kollégdk figyelmét arra, hogy ilyen
betegek jelentkezésekor kérdezzenek ra az utazasi anamnézisre, s ezt jelezzék
is a vizsgalatkérd lapon. Ismertetett esetiinkben csak ennek az informacionak
ismeretében valt lehetdvé a korokozo kitenyésztése.

Amennyiben importadlt megbetegedéseknél a szokdsosan alkalmazott
enteralis protokoll negativ eredményt ad, célszerli a kitenyészett
baktériumflora egyéb szokatlannak mindsiilé jeleinek megfeleléen tovabbi
kiegészitd vizsgalatok végzése.

Az exotikus utazasok, kiilfoldi munkavallalasok szamanak
megszaporodasaval Magyarorszagon is szamolni kell ESBL-termel6 Shigella
sp. torzsek tovabbi megjelenésével (is). A vizsgald laboratériumoknak
gondolni kell erre a lehetdségre €s célszerli legaldbb a feltehetden importalt
eseteknél vizsgalni a korokozo antibiotikum érzékenységét a harmadik
generacids cefalosporinokkal szemben is.

Amennyiben a Shigella gyants esetekben a targylemez agglutinacid negativ
vagy nem egyértelmi eredményt ad, az automata identifikalo rendszerek ¢és a
specifikus  virulencia markereket detektdld molekuldris modszerek
alkalmazasa jo segitséget adhatnak a helyes diagnozis feldllitasdban. A
szerologiai megerdsités a végleges eredményhez minden esetben sziikséges.
A székletmintakbol kitenyésztett Shigella torzseket kérjiikk minden esetben az
OEK Enteralis Nemzeti Referencia Laboratoriumaba bekiildeni a tovabbi
megerdsitd, patogenitasi ill. antibiotikum érzékenységi vizsgalatra. Ez utobbi
az orszagban el6forduld torzsek rezisztencia valtozasainak monitorozasa
miatt fontos.
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Uj szelektiv és differencialé taptalaj az ESBL-termelé Gram-

negativ korokozok sziiréséhez
To6th Akos

Az utdbbi évtizedekben a multirezisztens korokozok ardnyanak
novekedése vilagszerte egyre nagyobb gondot jelent az egészségiigyi ellatasban.
A ritka — de mindenképpen reményt ado — példak kivételével Europa-szerte
évrol-évre n6 a multirezisztens torzsek aranya. A terjedés megakadalyozasa
foleg a megeldzesben rejlik, melyhez hatékony infekciokontroll tevékenység
sziikséges (pl. megfeleld utmutatok, oktatdsok a probléma kezelésére, hatékony
korhazhigiéne, koriiltekintd antibiotikum felhasznélas, aktiv surveillance,
megfeleld gyakorisagi mikrobiologiai vizsgalatok).

A védekezés egyik fontos eleme, hogy ismerjiik helyi szinten a
multirezisztens koérokozok helyzetét. Mennyire gyakoriak, milyen modon
terjedhetnek, milyen betegekre kell fokozottan figyelni? Fontos tudni pl., hogy
egy adott intézetbe felvett beteg jelenhet-e potencidlis fertézéforrdst sajat
magdra ¢és Dbetegtarsaira nézve, vagy egy jarvany lezajlasa kozben
kolonizalodtak-e a fertdzott betegek kontaktjai is. Mindehhez azonban szem
eldtt kell tartani, hogy az ezekhez sziikséges vizsgalatokat minél gyorsabban ¢és
min¢l koltséghatékonyabban kell elvégezni.

A tobbféle elvaras kielégitésére a kiilonbozd sziirdvizsgalatok végzése
altalanosan alkalmazott moddszer. A szliréskor vett mintak mikrobioldgiai
feldolgozésa soran a megfeleld kimutatasi modszer kivalasztasa fligg a vizsgalt
probléma komplexitdsatol, siirgdsségétol és természetesen a financialis hattértol.
MRSA vagy VRE tekintetében talan konnyebb szilirési technikakat kidolgozni -
legyen az fenotipusos vagy molekularis vizsgalat -, hiszen jol definidlhato,
kevésbé valtozatos rezisztencia mechanizmussal rendelkezd
baktériumcsoportokat keresiink.

Az ESBL-termeld Gram-negativ korokozok esetében mar nagyobb kihivassal
kell szembenézni, hiszen sok species torzsei johetnek szoba, és az altaluk
hordozott ESBL-eknek is szdmos fenotipusos megjelenése - €s igy molekularis
hattere - lehet. Szamos hazi készitésii screen taptalajrecept létezik, azonban ezek
nem standardizaltak, €s érzékenységiik €és specificitasuk is nehezen értékelhetd.
Mindemellett a laborok nagy részének nincs is lehetdsége arra, hogy sajat maga
készitse el ezeket a specidlis taptalajokat.

Jelen irasunk célja ezért egy ujfajta kereskedelmi forgalomban kaphatd
ESBL-screen agar bemutatasa, ¢s egy modellkisérletben szerzett tapasztalataink
rovid ismertetése.
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A ChromID ESBL (bioMérieux) egy szelektiv és differencidld taptalaj,
mely az ESBL-termeldk szliréséhez cefpodoximot tartalmaz. Mivel a
cefpodoxim altaldnos szubsztratja minden ESBL-tipusnak, ezért megfeleld
érzékenységet biztosit a vizsgalatokhoz. Meg kell jegyezni azonban, hogy
specificitdsa mar nem ilyen jO, hiszen szamos egy¢€b rezisztencia mechanizmus
esetében 1s leirtak cefpodoxim rezisztenciat. A taptalaj egyéb mas
antibiotikumokat is tartalmaz, melyek az esetleges nem kivant kiséréflora
novekedését gatoljak.

A ChromID ESBL agaron az Enterobacteriaceae csalad bizonyos csoportjai
szinreakciok alapjan elkiilonithetdk, mely segitséget nytjt a kevert tenyészetek
gyors elkiilonitéseben és a torzsek eldzetes identifikalasdban:

i, P-gliikuronidaz-termelé (szorbit-bontd) torzsek (Escherichia coli):
rozsaszin-burgundi piros szinuek;

ii, B-glikozidaz-termeld (B-D-gliikdéz bontd) torzsek (mint Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.) kékeszold/zold sziniiek;

i1, a deaminaz-termeld torzsek (mint Proteus spp., Providencia spp.,
Morganella spp.) pedig vilagostol a sotétbarnaig terjedo szinekben
jelenhetnek meg (esetleg narancsos elszinezddés is tapasztalhatdo a telepek
koriil).

A taptalaj miikodoképességének vizsgalatahoz a gyartd harom ESBL-termeld
kontroll torzset ajanl (E. coli CIP 103982 (TEM-3), K. pneumoniae ATCC
700603 (SHV-18) és P. mirabilis ATCC BAA-856 (TEM-10)), melyeknél a
jellegzetes szinek is megfigyelhetok.

Tobb tanulmanyban is vizsgaltak a ChromID ESBL taptalaj hasznalhatosagat:

1, Glupczynski és mtsai. 644 klinikai mintat (561 széklet, 63 also léguti
valadék, 20 egyéb) dolgoztak fel ChromID ESBL ¢és 2mg/L ceftazidimet
tartalmaz6 (MCKC) ill. antibiotikum mentes McConkey taptalajra
parhuzamosan. Eredményeik azt mutattak, hogy mindkét antibiotikum tartalmt
taptalaj hatékonyan gatolta a kiséréflora ndovekedését -kivéve a ChromID ESBL
taptalajon kinovo egyetlen VRE torzset. 135 Enterobacteriaceae térzs nétt ki
legalabb az egyik téaptalajon, melyek kozil 37 bizonyult ESBL-termeldnek.
Ebben a tekintetben a ChromID ESBL agar 97,3%, mig a MCKC 86,5%
érzékenységet mutatott. Vizsgélatuk alapjan az érzékenységet nem novelte a 48h
utdn tortént ismételt leolvasas. Osszesitett specificitdisban valamivel jobbnak
bizonyult az MCKC (58,1%), mint a ChromID ESBL agar (50%), azonban sem
az ¢érzékenységben, sem a specificitdsban tapasztalt kiilonbség nem volt
szignifikdns. Az alpozitiv eredményeket leginkdbb a kromoszomalis AmpC-
taltermeld (pl. Enterobacter spp, Citrobacter spp., E. coli), valamint a
kromoszémalis penicillinazt tultermeld (K. oxytoca) torzsek adtdk. A legtobb
nem-Enterobacteriaceae torzs, amely kinétt a ChromID ESBL taptalajon,
Pseudomonas aeruginosa €s Stenotrophomonas maltophilia 1zolatum volt. A
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szerzOk ugy talaltdk, hogy ezek a torzsek szintelen telepekben néttek és ezért
tovabbi vizsgalatot nem igényeltek.

i1, Montgomery ¢és mtsai. a barcelonai ESCMID konferencian mutattdk be
eredményeiket. 244 Enterobacteriaceae tOrzs szintenyészetét vitték fel a
taptalajra, a napi rutin identifikalas részeként. A 97 ESBL-termeld torzs koziil 5
nem nétt ki, 13 pedig nem termelt pigmentet a taptalajon (C. freundii, E. coli, K.
oxytoca, E. cloacae és P. vulgaris). Az &lpozitiv eredményeket ebben a
vizsgalatban is f6leg az kromoszomalis AmpC-tiltermeld torzsek adtak.
Vizsgalatukban a ChromID ESBL agar érzékenységét 95%-nak, specificitasat
80%-nak talaltak.

111, Régelier-Poupet €s mtsai vizsgalatukban a ChromID ESBL chromogén
taptalajt hasonlitottdk Ossze egy masik kereskedelemben beszerezhetd screen
agarral, a BLSE (AES) agarral. 765 klinikai mintat (468 rectalis torlés, 255
vizelet minta és 42 tiid6 aspiratum) dolgoztak fel ezekre a taptalajokra. 33
ESBL-termeld torzs nott ki a taptalajokon. Az érzékenységet 24h utan 85%-nak,
mig 48h utdn 94%-nak taldltdk a ChromID ESBL esetében, mig a pozitiv
prediktiv értéket 38,7%-nak. Az alpozitiv eredményeket ebben a vizsgélatban is
a kromoszomalis cefalosporinaz-tultermeld (pl. Entrobacter spp.) 1ill. a
kromoszomalis penillinaz-taltermeld (K. oxytoca) torzsek adtak.

Sajat vizsgalatunk célja az volt, hogy a hazdnkban el6fordulo, vagy a jovében
esetlegesen megjelend néhany 3. generacios cefalosporin rezisztens torzs,
kiilonb6zd  slrliségben (100 CFU/lemez ¢s 10000 CFU/lemez) kioltott
szuszpenziojanak novekedését megfigyeljiik véres €¢s ChromID ESBL agaron. A
kovetkez6 torzsek novekedéset vizsgaltuk: ESBL-termeld K. pneumoniae (CTX-
M-15), ESBL-termeld K. pneumoniae (SHV-2a), ESBL-termeld K. pneumoniae
(SHV-5), ESBL-termelé Salmonella Enteritidis (CTX-M-4), ESBL-termeld E.
coli (CTX-M-5), plazmidon koédolt AmpC-termeld P. mirabilis (AAC-4),
plazmidon koédolt AmpC-termeld E. coli (MIR-1), E. cloacae (krom. AmpC
tultermeld), MBL-termeld P. aeruginosa (VIM-4). A vizsgalt térzsek mindegyik
higitasa -kivéve a 100 CFU/lemez higitasi MIR-1 -termeld E. coli — kindtt a
chromogén taptalajon, bar a 100 CFU/lemez koncentraciéondl kevesebb
telepszamban néttek ki a torzsek a screen lemezen, mint véres agaron. A telepek
szinei altaldban megfeleltek a varakozasainknak. Néhany fontos észrevételt kell
azonban tenniink: az ESBL-termel0 S. Enteritidis szinte ugyanolyan szintelen
telepekben nétt, mint a vizsgalt P. aeruginosa torzs, valamint a MIR-1-termeld
E. coli torzs sem képzett pigmentet a taptalajon. A vizsgalatunkrol késziilt fotok
letolthetok prezentacioként az OEK honlapjardl, a Mikrobiologiai Korlevél
oldalrol. (1. melléklet)

Vizsgalatunk masik részében hazankban gyakori két ESBL-tipust (CTX-
M-15, SHV-5) hordoz6 két K. pneumoniae térzs kiillonbozé higitast
szuszpenzidjanak (10-100-1000 CFU/lemez) novekedését vizsgaltuk kiséréflora
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jelenlétében. A kiséréflorat 1000 CFU/lemez higitasban alkalmaztuk, és a

kovetkezd torzseket hasznaltuk: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), E.

faecalis (ATCC 29212), Bacillus cereus (HNCMB 100002), Staphylococcus

aureus (MRSA, ATCC 43300). Vizsgalatunk azt mutatta, hogy a chromogén
taptalajon minden esetben, megfeleld telepszamban kindttek az ESBL-termeld

K. pneumoniae torzsek, mig a vizsgalt kiséréflora egyetlen esetben sem.

Az irodalmi adatok és a sajat tapasztalataink alapjan szeretnénk néhany
pontban dsszefoglalni a fontosabb kovetkeztetéseinket:

— A ChromID ESBL egy széles korben elérhetd, a hazankban is jelentds
problémat okoz6 ESBL-termeld Gram-negativ korokozok szlrésére jol
hasznalhat6, megfeleld érzékenységgel rendelkezd chromogén taptalaj

- Mivel szdmos nem-ESBL termeld, cefpodoxim rezisztens -és szinreakciot is
ad6- Gram-negativ korokozd képes kindni a ChromID ESBL agaron (pl.
AmpC-taltermeld Enterobacter spp, Kl-taltermeld K. oxytoca), ezért a
rezisztencia mechanizmus megerdsitd vizsgalatanak elvégzéséig csak az
ESBL-termelés gyanujat kozoljik a vizsgalat kérdjével.

— Szinteleniil novo telepek esetében is végezziink el az adott térzzsel legalabb
néhany biokémiai reakciot, mely eldonti, hogy a térzs Enterobacteriaceae
csalad tagja, vagy egyéb Gram-negativ baktérium.

- A chromogén téptalajon nem csak az ESBL-termeld torzsek, hanem egyéb
horizontalisan terjed6é cefalosporin rezisztens torzsek is kinOhetnek
(plazmidos- AmpC, MBL), ezért -féleg ha korabban el6fordultak mar az
adott intézményben- ebben az irdnyban is tovabb kell vizsgalodni.
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1. Melléklet

1. kép: CTX-M-15 termllbéellapneumoniae torzs

2. kép: SHV-2a-termeld Klebsiella pneumoniae torzs
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3. kép: AAC-4 termeld Proteus mirabilis trzs
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Antibiotikum Nap

Eurdpai egészséqgugyi kezdeményezés

2008. november 18-an Eurdpa szerte megrendezésre keriilt az Elsé Europai
Antibiotikum Nap. Ezt kdvetden minden évben sor keriill majd az Eurodpai
Antibiotikum Nap megtartasdra, melynek célja, hogy felhivja az europai
lakossag és az egészségiigyi szakemberek figyelmét az antibiotikumok helytelen
hasznélatdbol eredd kockdzatokra ¢és a feleldsségteljes antibiotikum-
alkalmazasra.

Az Els6 Eurdpai Antibiotikum Nap rendezvényeként az OEK tudomanyos iilést
rendezett 2008. november 18-an.

Az elhangzott eldadasok felhivtak a figyelmet az antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia  kialakulasdnak veszélyeire, az antibiotikum surveillance
fontossagara, a trendek kovetésében, a mikrobiologiai laboratoriumi ellatottsag
kiterjesztésére, a mikrobioldgiai, s ezen beliil bakteriologiai vizsgéalatok
novelésének. sziikségességére.
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