@vrobioléqioi Kérlevel L

2009. IX. évfolyam 3. szam

Tartalom:

Mindségbiztositas a mikrobioldgiai laboratéoriumokban: kontroll torzsek
fenntartasa és kezelése
Szabo6 Zsuzsa

A Kkiterjedt-spektrumu béta-laktamaz termelés detektalasanak lehetéségei
Szakony Szilvia

KPC-2 Kkarbapenemaz termeléo Klebsiella pneumoniae ST258 Kklon
megjelenése Magyaroszagon

Téth Akos, Damjanova Ivelina, Puskas Erzsébet, Janvari Laura, Farkas Maria,
Dobak Andras, Borocz Karolina, Paszti Judit

Az OEK Bakteriologia 1. osztalyara bekiildott Streptococcus pneumoniae
torzsek szerotipus meghatarozasanak aktualis adatai
Tirczka Tamas

Helyesbitd kiegészités: antibiotikum érzékenységi vizsgalatokhoz sziikséges
kontroll torzsek tablazata

A Mikrobiologiai Korlevél ezen szdmanak megjelentetését a
Wyeth Kft. tdimogatta.



@robioléqioi Korlevél

Alapito szerkesztok: Dr. Fiizi Miklés (PhD)
Dr. Gacs Maria
Szerkeszto: Dr. Gacs Maria
FelelOs szerkeszto: Dr. Visontai I1diko
Operativ szerkeszto: Tirczka Tamas
To6th Akos

A Mikrobiologiai Korlevelek az OEK honlapjan
www.oek.hu elérhetoek.



@vrobioléqioi Korlevél @

Mindéségbiztositas a mikrobiologiai laboratériumokban: kontroll

torzsek fenntartasa és kezelése
Szabo Zsuzsa

Ma mar az élet szinte minden teriiletén mindségi versenyt tapasztalunk, mind az
allami, mind a privat szféraban. Igy alapvetévé valt a kiilonbozé mikrobiologiai
paramétereket meghatdrozd bakteriologiai laboratériumok mindségbiztositdsa,
legyenek bar az ¢élelmiszeripar vagy vizvizsgalatokat végzd, a
kornyezetvédelem, a klinikai mikrobiologia, a gyogyszeripar, stb. teriiletén
tevékenykedé laboratoriumok. A cél, hogy biztositsuk a kiilonb6zo
laboratériumokban kapott adatok Osszehasonlithatosagat, az alkalmazott
vizsgélatok nyomon kovethetdségét, a ,,nem megfeleldségek” megsziintetését,
stb. A magas szinvonali munka végzeését a jol miikodd belsd mindségbiztositasi
rendszer teszi lehetdvé, amit bizonyos targyi feltételek is biztositanak és ezek
kozott fontos kovetelmény, hogy referencia kontroll torzsek alljanak
rendelkezésiinkre.

A teljesség igénye nélkiil, kontroll (altaldban pozitiv €s negativ) torzsek
sziikségesek taptalajok ellendrzésé€hez, sterilitds vizsgalatahoz, festési eljarasok
kivitelezéséhez, biokémiai tesztek elvégzéséhez, kereskedelmi ,kitek”
ellenorzéséhez, korokozok antibiotikumokkal szemben mutatott
érzékenységének €s rezisztencia mechanizmusanak vizsgalatdhoz, MIC értékek
meghatarozasdhoz, segédeszkozok (pl. filter) ellendrzéséhez. A megfeleld
referencia kontroll torzsek kivalasztdsa fontos eleme a mindségbiztositasnak.
Ehhez j6 segitséget nyujthatnak a kiilonbozd kézikonyvek vagy az, hogy a
torzsgyljtemények honlapjan altaldban megtalalhatd a kiilonb6zd szempontok
alapjan csoportositott mindségellenérzo, ,,quality control” (QC) torzsek listaja.
A portaptalajokat, a laboratoriumi munkahoz sziikséges kiilonb6z6 anyagokat
forgalmazod cégek katalogusai, megfeleldségi igazolasai az ellendrzésekhez
sziikséges kontroll torzseket is tartalmazzak. A ,kitekhez” mellékelt itmutatok a
mindségellendrzes részleteit, igy az ehhez sziikséges QC torzseket is megadjak.
A kivalasztott torzseket a Nemzeti Akkreditalo Testiilet altal elfogadott nemzeti
vagy nemzetkdzi gyljteményekbdl szerezhetjiik be. A referencia anyagként
felhasznalt torzzsel kapcsolatban alapvetd, hogy
= Jegyen ismert eredetl ¢és genus vagy faji szinten azonositott
mikroorganizmus,
= rendelkezzen olyan mindségi bizonylattal, amely a fentieket, tovabba
= atartésitott készitmény gyartdsi szdmat, lejarati idejét is tartalmazza.
Eléfordulhat, hogy pl. egyes veszélyes koérokozdk vagy tjabb klinikai
modszerek esetén, referencia torzsek nem allnak rendelkezésre a kiilonb6zo
torzsgyljteményekben. Ilyen esetekben referencia kontroll torzsként egy
megfeleld sajatsdgokkal rendelkezd tenyészet, pl. klinikai izolatum is
alkalmazhat6. Ennek a jellemzOit ismételt, korszeri vizsgalatokkal (pl. a
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rezisztencia mechanizmus molekuldris moddszerekkel valdé igazolésa),
alkalmasint mas, (referencia) laboratériumokkal is elvégeztetve kell ellendrizni
(1).

Hivatkozva a mikrobiologiai laboratoriumok akkreditalasaval kapcsolatos
alapelveket tartalmaz6é EA-04/10 jelzésli dokumentumra (2), le kell szogezni,
hogy a kontroll torzsek fenntartasat a tobbi tevékenységtdl (pl. mintak fogadasa
¢s tarolasa, feldolgozéasa, téaptalajok készitése ¢és eszkozok eldkészitése,
sterilizalasa, stb.) elkiilonitve kell végrehajtani.

A torzsek hosszabb vagy rovidebb tdvra szolo fenntartdsa Osszetett folyamat.
Egyrészt az adott szervezet igényeinek megfeleld tenyésztési €s tartdsitasi
eljarasokat, masrészt az igy létrehozott tenyészetek ill. készitmények optimalis
koriilmények kozotti tarolasat jelenti. Ugyanakkor magéban foglalja a
kiilonb6zé mddon tortént eljardsok és a tartositott tenyészetek ellendrzésének
napra kész, pontos dokumentacigjat is.

Bar a mikroorganizmusok fenntartasaval kapcsolatos fogalmak szamos
kozleményben megtaldlhatoak (pl. 3, 4), érdemes ezeket jelen kézleményben is
megadni.

A torzs az izolalas (illetve reizolalas) alkalmaval egyetlen telepbdl szarmazo,
pontos szam- €s/vagy betlijelzéssel azonosithatd sejtpopulacio.

A referencia kontroll torzs (quality control strain) genus vagy faji szinten
azonositott mikroorganizmus, amely nemzeti vagy nemzetkozi gytijteményekbdl
szarmazik, ahol eredete, azonositdja, jellemzd tulajdonsagai katalogusban
szerepelnek, tovabba tulajdonsagai elég homogének és stabilak ahhoz, hogy —
szakszerli kezelés esetén — jol hasznalhatd legyen eredmények verifikalasadhoz,
moddszerek validalasihoz, kitek, teszttaptalajok stb. mindségellendrzéséhez.

A referencia torzs hitelesitése (authentication) az adott torzs faji azonositd
illetve egyéb specialis jellemzdinek Osszehasonlitd vizsgalata, vagyis a torzs
azonossaganak megerdsitése. A referencia torzsbdl keveés szadmu atoltassal
erednek a leszarmazott alloméanyok, amelyeket minden atoltds alkalmaval
ismételten hitelesiteni kell (reauthentication).

A tenyészet az adott idében €s adott helyen, a laboratoriumi koriilmények kozott
1étezd sejtpopulécid, a torzs konkrét megjelenési formaja.

Az atoltas egy ¢letképes teny€szet sejtjeinek Aatvitele, ,,passzaldsa” friss
tapkozegbe vagy taptalajra. Egy fagyasztott készitmény felolvasztisa vagy egy
liofilizdtum bontasa utan torténd rehidralas még nem tekinthetd passzalasnak. A
megengedettnél tobbszor ismételt atoltdsok a referencia kontroll toérzsek
mindségére artalmas hatast fejhetnek ki; minden passzazs potencialis lehetdséget
teremt a fertdzésre, genetikai valtozasra, amelynek révén a biokémiai markerek,
az antibiotikum érzékenység ill. rezisztencia profil valtozhat és ennek veszélye
annal nagyobb, minél ,,messzebb” jutunk az atoltasok szdma révén az eredeti
tenyészettol.

Leszarmazott tételek rendszere (seed lot system): egy referencia torzs
valamely torzsgyljteménybdl szarmazé tenyészetének tartositott készitményebdl
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nyert tenyészetekbdl hozzuk Iétre a szétoszthaté leszarmazott referencia
allomanyt, majd ennek Gjabb atoltasa utan jonnek létre a leszarmazott referencia
tenyészetek ¢és munkatenyészetek. Alapvetd, hogy végiil a vizsgalatokhoz
hasznalt tenyészetek létrehozasdig az eredeti tenyészetbdl, majd az azt kovetd
generaciokbol torténd megengedett atoltdsok szama nem lehet tobb 5-nél.

A referencia torzs (master culture) allomanya az elkiilonitett, referencia
torzsekbdl szarmazd elsOdleges szubkulturakbol (liofilizalt, mélyhitott
készitmények) all.

A leszarmazott referencia allomanyt (seed stock) optimdlis koriilmények
kozott tarolt, kioszthatd, tartositott készitmények (liofilizalt, mélyhtitott
tenyészetek, stb.) alkotjak.

A leszarmazott referencia tenyészet (stock culture) a leszarmazott
allomanybdl eredd elsddleges szubkultura (2. atoltas).

A munkatenyészet (working culture) a leszarmazott referencia tenyészetbol
eredo, friss taptalajon novekedd sejtek populdcidja, melyet az egyes vizsgalatok
tesztorganizmusaiként hasznalunk. A vizsgalati protokoll soran alkalmazott
tenyészet a referencia torzsallomanybdl kevesebb, mint 5 atoltassal hozhato
csak létre.

A kontroll torzsek tenyészeteinek hosszu tava tartdésitasara (long-term
maintenance) alkalmazott modszerek:
= Fagyasztds (cryopreservation)
» Mechanikai hiitéssel
* Folyékony nitrogén alkalmazasaval
= Liofilizalas (freeze-drying), vagyis fagyasztva szaritas

A fagyasztassal torténo tartositas alapelvei

Ha az €16 sejteket optimalis koriilmények kozott lefagyasztjuk és megfelelden
alacsony homérsékleten taroljuk, a sejtekben 1évd viz megfagy, az anyagcsere
leall. Mivel a generacié szdm nem valtozik, az atoltdsokkal jar6 hatranyok
kikiiszobolhetok.

A mélyhttéssel, tovabba a liofilizalassal tartositott tenyészetek szuszpenziodjat
olyan, vizben jol 0old6dé un. krioprotektiv anyagokkal egészitjiik ki, melyek az
alkalmazott eljaras alkalmaval véddhatast biztositanak a fagyasztaskor és
felengedéskor az €16 szervezetek szamdra. Legelterjedtebb a glicerin és a
dimetil-szulfoxid (DMSO), melyek a sejtekbe jutva fejtik ki védd hatasukat, de a
komplex, extracellularis védéanyagok (pl. szérum, vérproteinek) is elénnyel
alkalmazhatéak. Hatasuk azon alapul, hogy tobb fazisi rendszerekben
csOkkentik az eutektikus homérsekletet (azt az értéket, ahol az oldott anyag is
megszilardul), emellett gatoljak a jégkristalyok kialakuldsat. A talélésben a
sejtmembran  lipid-Osszetétele a dontd, korrelacidban az alkalmazott
krioprotektiv anyagokkal. Min¢l inkabb permedbilisek a sejtek, anndl inkéabb
képesek toleralni a hiitést.



@vrobioléqioi Korlevél @

A krioprotektiv anyagok

= asejtekbe penetralnak €s késleltetik az intracellularis fagyast,

= csokkentik a fagydspontot,

= asejteket dehidracidra serkentik.

A glicerin kevésbé toxikus, mint a DMSO, de az utdbbi jobban penetralddik,
éppen ezért a nagyobb, komplexebb sejteknél (pl. egysejtiiek, sejtkultarak)
hatékonyabb.

Alkalmazasuk elott:

= A glicerint autoklavozassal sterilezziik, 15 percig, 121 °C fokon, 1.5 atm
nyomason (Fénytél védve, egy évnél tovabb ne taroljuk, mert oxidativ
melléktermékek keletkezhetnek.)

= A DMSO-t sziiréssel sterilezziik

» Tarolasuk 1-1 adagonkénti kiszerelésben torténjen. (Ezzel az esetleges
fertdzési veszélyt minimalizaljuk, ill. megel6zziik, hogy a tobbszori
nyitogatas — az esetleges nedvesség felvétele miatt — csokkentse az adott
anyag hatésat.)

A torzseknek a fagyasztdshoz vald elOkészitése alkalméaval lényeges az
optimalis koriilmények biztositasa a tenyésztéshez, vagyis
1. A megfeleld taptalaj(ok) kivalasztasa, amely(ek) lehetnek
= gzilard vagy
= folyékony tapkdzeg, esetleg
= | bifazikus” novekedési koriilmények (pl. a tenyészetet az ajanlott levesbe
oltjuk, majd a levesbdl 0.3-0.5 ml-t a ferde agar felszinére rétegeziink,
vagy lemezek esetén kb. 5-5 ml-t hasznalunk a feliilrétegezésre).
2. A megfeleld atmoszféra biztositasa
(Aeralt korilmények kozott novesztett baktériumok jobban toleraljak a
fagyasztassal jaro stressz hatasat, mivel nagyobb lesz a sejtek permeabilitasa
¢s az aeralt sejtek gyorsabban dehidratalddnak a hiitésnél is.)
Az optimalis inkubalasi hdmérséklet alkalmazéasa
4. Az idealis hosszusagu inkubacids 1d6
(A fagyasztashoz a késdi log és a korai stacioner fazisban 1év0 tenyészetek a
legalkalmasabbak, mert nagyobb rezisztenciat mutatnak, mint a fiatalabb
vagy Oregebb sejtek.)

W

A tenyésztés utan a sejteket egy olyan friss folyékony tapkozegbe juttatjuk,
amely mar megfeleld6 végkoncentracioban (~10%) tartalmazza az el6zlleg
elokészitett krioprotektiv anyagot. A szuszpenzionak kb. 10° CFU/ml (> 5
McFarland) vagy annal nagyobb slirliségiinek kell lennie. Ha a sejtek szilard
taptalaj felszinérdl szarmaznak, fontos, hogy taptalaj részecskék ne keriiljenek
bele a szuszpenzidba. A folyékony taptalajban novesztett tenyészetet 1 oOraig
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centrifugaljuk kb. 4000 fordulatszdm/perc alkalmazasdval és az {iiledéket
szuszpendaljuk a krioprotektiv anyagot tartalmazo tdpkozegben.

Az un. kiegyensulyozodas (equilibration) periodusa az az idOtartam, amely
eltelik a sejteknek a friss taplevessel ill. a krioprotektiv anyaggal valo
osszekeverése és a hiitési folyamat megkezdése kozott. Altalaban minimum 15
perc és nem lehet tobb 45-60 percnél (utobbi esetén a krioprotektiv anyag mar
toxikus hatast fejthet ki). A szobahdmeérs€kleten végrehajtott expozicid azért
szlikséges, mert a krioprotektiv anyagnak 1d6t kell biztositani a sejtekbe torténd
penetracidra. Ez egyébként a nagyobb és kevésbé permeabilis sejtek esetén
hosszabb. Idedlis esetben a végrehajtott manipulacid ideje elég hozza.

A hiités sebessége kritikus. Ha a hiités til lasst, a sejtek tGlsagosan gyorsan
dehidratalodnak (elészor a sejten kivill képzddik jég, mieldtt az intracellularis
jég kezd formalodni, a koncentracid kiilonbség azonban a membranon keresztiil
kiegyenlitédik). Ha tual gyors, akkor a kivanatosndl nagyobb mennyiségli az
intracellularis jég. Minél inkabb permedbilisek a sejtek, annal inkabb képesek
toleralni a gyors hiitést. A legtobb baktérium ¢€s spéraképzd gomba jol viseli a
kevésbé 1idedlis hiitési ratat is, igy elkészitésiik és a kiegyensulyozodas
periddusanak letelte utdn a preparatumokat kozvetleniil -60-70 °C-ra lehet
betenni, vagy ha ennél alacsonyabb hdmérsékleten kivanjuk tarolni, eldtte
alkalmazzunk 1 o6ra -60-70 °C-os expoziciot. Az érzékeny baktériumok és nem
sporuldldo gombdk egyenletes, lassu hutést igényelnek. A szabalyozasi
lehetdségek kozott a nagyobb beruhdzast igényld programozott hiitést vagy az
egyszeriibb, un ,,Mr. Frosty” (5) berendezést emlitjiik meg, de a kontroll nélkiil
alkalmazott szakaszos hiités is célravezetd lehet, amikor a preparatumokat 1-2
oraig, a lehetdségeinknek megfeleléen, mind alacsonyabb hémérsékleteken
tartjuk.

Mingl alacsonyabb a taroldsi hdémérséklet, annal hosszabb idejii az €letképesség
megorzésének ideje. Az érzékenyebb baktériumok hossza tava fenntartasara a —
130 °C alatti hdmérséklet a legmegfelel6bb, mert ilyen alacsony homérsékleten
nincs anyagcsere aktivitas. Erre a célra legalkalmasabb a folyékony nitrogén ill.
a tartalyban 1évd folyékony nitrogén feletti gazfazis. Az ATCC (American Type
Culture Collection) adatai szerint az 1960 koriill folyékony nitrogén
alkalmazasaval tartositott torzsek 99 %-a napjainkra is ¢életben maradt.
Kiilonosen kiemelhetd ez az eljaras a mutdnsok ¢és plazmidot hordozé
szervezetek megovasara. Az el6hiitésnél mar célszerli a fagyasztdcsoveket az
aluminium kaniszterekbe rakni, tovabba a behelyezés el6tt, az in. masodlagos
fagyasztas soran, tartsuk par percig a tartaly nyaka kozelében (kb. -150 °C-on)
¢és csak ezutan helyezziik el végleges helyén, a folyékony nitrogén fol6tt (kb. -
178 °C-on). Magaban a tartaly aljan 1év6 folyékony nitrogénben a hdmérséklet -
196 °C, de itt az esetleges keresztfert6z6dések miatt, a baktérium tenyészetek
tarolasa nem célszert.

A folyékony nitrogén alkalmazasaval kapcsolatban ki kell emelni az e helytitt
nem részletezett balesetvédelmi szempontok fokozott figyelembe vételét,
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tovabba a részletes dokumentacio szerepét, amelynek nemcsak a balesetvédelem
szempontjabdl van nagy jelentdsége, hanem az anyag felmelegedésének a
veszélyét is minimalizalja.

Az életképesség visszaallitasahoz sziikséges felolvasztas szabalyai

A hiitéssel szemben a fagyasztott készitmény olvasztasat gyorsan kell
végrehajtani, ellenkezd esetben a krioprotektiv anyag vagy annak szarmazékai
toxikus hatast fejthetnek ki a sejtekre. A fagyasztott preparatumot tartalmazo
fiolat 37 °C-os vizflird6be allitjuk, hogy tartalma teljesen felengedjen. Melegités
kozben nem célszerli az anyagot erdsen keverni. A felolvadt keveréket, a fiola
fertdtlenitése utan, kozvetleniil a friss tdpkdzegbe vagy tapkozeg felszinére
juttatjuk. Mianyag fiolak alkalmazésa esetén a melegités hosszabb 1d6t igényel,
viszont folyékony nitrogén alkalmazisa esetén nem célszerli iivegampulldkat
hasznalni (nem feltétleniil zarnak tokéletesen).

48 ora tarolds utan mar megkezdhetjiik az ellen6rzé vizsgalatok elvégzését. A
tiszta tenyészet visszanyerése elsOrangt kovetelmény, de a mennyiségi és
mindségi vizsgalatok elvégzése 1s donté az ellenérzés szempontjabol.
Modszertani problémakra utal példaul, ha ugyanazon gyartasi szammal ellatott
készitményekben a sejtszdm nagyon kiilonbozik.

Béar kevés laboratorium tartdsitja a torzseket liofilizalassal, a térzsek beszerzése
leggyakrabban liofilizalt formaban torténik. A készitmény a korszerii kiszerelés
eredményeképpen dupla csoves, a bels6 ampulla tartalmazza a fagyasztva
szaritott sejteket, a kiils6 ampulla pedig magat a betétcsdvet, az azonositashoz
sziikséges jelzéseket és kiilonb6zd megoldasok alkalmazasdval (sziir6papir
cimke, korong vagy gélkristalyokhoz rogzitetten) a levegd ill. a levegd
nedvességtartalmanak esetleges bejutdsat jelzd indikatort. A liofilizélas elsd
1épése, az elsddleges szaritas alkalmaval a sejtek krioprotektiv anyaggal
kiegészitett szuszpenzidjat centrifugalds kozben, evaporativ médon fagyasztjuk,
ekkor vakuum alkalmazéasaval az Osszes szabad jég szublimal. A masodlagos
szaritasnal, vizelvono anyag jelenlétében, a maradék nedvességet is igyeksziink
eltavolitani. Ezutan, még vakuum alatt, elvégezziik az ampullak lezarasat. A
liofilizatum s6tétben, +10 °C koriili hémérsékleten hosszii évtizedekig is
eltarthato és a fagyasztott készitménnyel szemben jol széllithato.

A liofilizatum bontasa alkalmaval az ampulla hegyes végét langban hevitjiik,
majd az liveget egy csepp viz segitségével megrepesztjiik. Legalabb egy percig
varjunk, hogy a repedésen keresztiil a kiils6 €s a belsé nyomas kiegyenlitédjon.
Steril koriilmények kozott a belsd ampullat kicsusztatjuk, majd a vattadugod
eltdvolitdsa utan a Pasteur pipettaval bemért folyékony tapkozeggel a
tenyészetet fellazitjuk (a pordzus anyag konnyen szuszpendalhatd) €s atvissziik
a szervezet szamara megfeleld tapkozegbe vagy tapkozeg felszinére. A
liofilizatum bontasanal problémat okozhat
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» az ampulla repesztése eldtt az ampulla tivegfalanak talmelegedése, illetve
= az esetlegesen alacsony csiraszdmhoz képest elokészitett folyékony tapkozeg
nagy mennyisége.

Itt érdemes megemliteni, hogy a tartésitds és a fagyasztva tarolas megoldhato
iiveggyongyok felszinére eldzoleg felvitt tenyészet segitségével is. Ennek
eldnye, hogy egy preparatumot — a lejarati idOn beliil — tobb alkalommal (a
kereskedelemben kaphaté fioldkban éaltaldban 25 db gyongy talalhatd) is
felhasznalhatunk. A kb. 10° CFU/ml siiriiségli szuszpenzidval beoltjuk a
krioprotektiv anyagot és a gyongydket mar tartalmaz6 fiolat, majd az egyenletes
eloszlas és a légbuborékok eltdvozasa érdekében oOvatosan elkeverjiik €s a
gyongyok feletti folyadékréteget maradéktalanul eltavolitjuk. Az ily modon
elkészitett prepardtumokat tarolhatjuk folyékony nitrogénben ill. annak
gazfazisdban is. A kitenyésztés alkalmaval minddssze 1 - 1 gyongynek steril
koriilmények kozott torténd kiemelése €s megfeleld tapkozegbe vagy tapkozegre
juttatasa sziikséges, ligyelve arra, hogy a készitmény kozben ne engedjen fel.

AKktiv anyagcserére képes tenyészetek létesitése

Relative hosszu ideig életképes tenyészeteket tudunk fenntartani:

= Dorset agaron (Dorset egg agar)

= Torzs agaron (Stock culture agar)

A Dorset agar felszinén kindtt ill. a Torzs agarban, szurt oltissal 1étesitett
tenyészeteket szobahdmérsekleten taroljuk, eltarthatésag idejiik — rendszertani
hovatartozastol fiiggéen — 1-2 honaptdl 1-2 évig terjedhet (8). A Dorset és a
Torzs agar hasznalata mar a mult szazad 20-as évei 6ta ismert, de napjainkban is
sz€les korben alkalmazzak.

A vizsgalatok céljaira az egyes torzsek igényeinek és tipusainak megfelelden,
rovidebb  1d0kozonkénti  atoltasokkal létesitjik a  munkatenyészeteket.
Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok esetén hasznalandd kontroll torzsekre
vonatkozoan lasd a CLSI aktualis kiadvanyaiban megadott idétartamokat.

A munkatenyészetek, a fagyasztott és liofilizalt készitmények eltarthatdsagi
idejére vonatkozoan, az alabbi tablazat adatai nyujtanak felvilagositast:
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S

Tarolas
. o Tarolas Tarolas | Liofilizat
Kategoria | +18 —0 iO C- —20°C-on | — 80 °C-on um Taxonok

Extrém . . . Pl. Bacteroides forsythus,

sérilékeny Percekig 0cv <felev ’ Helicobacter fe{;s g

N’agyron (')’rék - max. | <3 honap <1lév 3 év PL. .Cl. n'0vyi, H. pylori,

sérillékeny | hét Neisseria gonorrhoeae
PL. Bacteroides, Bordetella,

Sériilékeny | Max. 2 hét < fél év <2¢v 10 év | Campylobacter, H. influenzae,
Legionella, S. pneumoniae
Pl. Acinetobacter, Aeromonas,
Burkholderia, Candida,

Normal Max. 3 hét <1év <3év 30 év |Listeria, Pseudomonas,
Streptococcus spp.,
Entereobacteriaceae

Erés Max. 4 hét <2év <3év s0¢y | Pl Bacillus, Enterococcus,
Micrococcus, Staphylococcus

CCUG (Culture  Collection, University —of Goteborg), Sweden

http://www.ccug.se

Hibalehetéségek
Mivel az életképességet a taptalaj valasztas és az alkalmazott taptalaj mindsége
nagymértékben befolyédsolja és az abszolut értelemben vett optimalis feltételeket
nem ismerjiik egészen pontosan, az ¢letképesség fogalma relativ. Amennyiben
barmely tartositott készitmény visszanyerése kapcsan kételyek tdmadnanak az

adott

torzs

¢letképességével

kapcsolatban,

sziikséges

meghatarozni a

tenyészetek higitasaval, az alkalmazott eljaras eldtt és utan is, adott egységnyi
térfogatuk Gsszes csiraszdmat, természetesen ugyanazon taptalaj alkalmazaséaval.
Ez anndl is inkabb sziikséges lehet, mert a tartdésitanddo populacidban
bekovetkezd esetleges szelekcios valtozast is a minimalis sejtszadm-csdkkenést
eredményezd torzsfenntartdsi modszerrel lehet a lehetd legkisebbre csokkenteni.
Hibalehetdséget okozhat a nem megfeleld krioprotektiv anyag kivalasztasa és a
fagyasztott készitmények szakszerlitlen taroldsa. A nem koriiltekintden végzett
munka miatt bekovetkezd felmelegedés €s az Ujra fagyasztds a tenyészet
pusztulasdhoz vezet.
Folyékony nitrogén alkalmazasa esetén tovabbi hibalehetdséget teremthet, hogy
a polipropilén fagyasztocsdvek tomitégylirijébe, €s ezaltal magaba a tartositott
szuszpenzidba is behatolhat a folyékony nitrogén ¢és ez fert6zést vagy
keresztfert6zést okozhat. Ilyen a gaztazisban nem fordulhat eld, ott viszont az
okozhat problémat, hogy a homérséklet nem allando, hanem —135 és —190 °C
kozott valtozik (értékei fliggnek a tartaly aljan fenntartott folyékony nitrogén
szintjétdl és a tartdly nyitasdnak gyakorisagatol). A vertikdlis homérsékleti
gradiens ellenére, a fertdzddés elkeriilése érdekében az ATCC kifejezetten a
gaztazisban torténd tarolast ajanlja.
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A preparatum készitésének a koriilményei is szamtalan hibalehetdséget
eredményezhetnek, ezért célszerli egyszerre csak egy torzs elOkészitését
elvégezni a tartositashoz.

A tartdsitasi eljarasok dokumentacioja, vagyis valamennyi adat szabatos
rogzitése és meglrzése alapvetd fontossdgli a mindségbiztositas szempontjabol.
Az irdasos formaban (elére elkészitett formanyomtatvanyokon) vagy
szamitégépen tarolt file-ok segitségével nyilvantartott dokumentacionak
részletesen tartalmaznia kell az alkalmazott modszerek leirasat, a preparatum
készitésének idejét, az atoltdsok szdmat, a tarolt anyag helyét és azonositoit,
tovabbd minden olyan informécidt, ami eldsegiti kontroll térzseink alkalmazasi
lehetdségeinek ellendrzését.

A fentiek csak egy vazlatos attekintést nytjthattak a torzsek fenntartadsaval
kapcsolatban, sok tovabbi fontos részletet csak az irodalom attekintése alapjan
nyerhet az, aki a téma irdnt érdeklédik vagy a mindségbiztositas bevezetése
illetve fenntartdsa miatt kényszeriil annak alaposabb ismeretére.

Az elmult években az Orszagos Epidemioldgiai Koézpontban miikodo
Torzskozpontban, vagyis az Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti
Gyljteményében (HNCMB), a kozel 6t évtizedes tapasztalatra tdmaszkodva,
jelentds korszerlisitést hajtottunk végre (seed lot system alkalmazasa, szamos 0j
torzs beszerzése, stb.). Ehhez a munkéhoz kollégdim, Kurunczi Miklosné és
Toéthné Moricz Cecilia, nagymértékben jarultak hozzi. Amennyiben a jelen
kozlemény targyat képezd témaban barmely kérdés felmeriilne, a Torzskozpont
vezetdjeként - munkatarsaimmal egyiitt - szivesen nyujtunk barmilyen
segitséget. Az OEK honlapjan (http://www.oek.hu) egyébként hozzatérhetd egy
sz¢éles korben alkalmazhaté kontroll referencia torzslista, amit folyamatosan
frissitiink.
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A Kkiterjedt-spektrumi béta-laktamaz termelés detektalasanak lehetoségei
Szakony Szilvia

(A bioM¢érieux Hungaria Kft. felkérésére a 2009 mdjus 6. Szakmai Napon
elhangzott el6adas irasban megjelend valtozata.)

A széles spektrum penicillinek 1960-as évekbeli felfedezését kdvetden
hamarosan megjelentek a rezisztens torzsek. A rezisztenciat tobbnyire béta-
laktamazok okoztak. Kiilonb6zo béta-laktamaz tipusokat ismertek fel ¢és
osztalyoztak a hidrolitikus profil, cloxacillin és p-chloromercuri-benzoat
gatlassal szembeni érzékenység illetve az alapjan, hogy az enzimet kédolo gén
plazmidon vagy kromoszéman helyezkedik el (1,2). A hidrolitikus profil alapjan
sz€les spektrumuaknak nevezték azokat a béta-laktamdzokat, amelyek egyforma
mértékben hidrolizaltdk a benzilpenicillint és a cefaloridint. A széles spektrumu
enzimek kozott TEM-1, TEM-2 és SHV-1 tipusuakat kiilonboztettek meg. A
TEM-1 volt a legelterjedtebb, a TEM-2 ¢és az SHV tipus tized annyiszor
ritkdbban fordult eld, de igy is a masodik ¢s harmadik leggyakoribb tipus
maradt. A TEM tipus eredete bizonytalan, nevét egy athéni beteg (TEMoneira)
utan kapta. Az SHV (SzulfHidril Varians) a Klebsiella pneumoniae
kromoszomalis béta-laktaméazabol szarmazik.

A plazmid medialta TEM ¢és SHV enzimek terjedésének kivédésére
fejlesztették ki az 1970-es évek kozepén a béta-laktamaz stabil béta-laktamokat
(oxyiminocefalosporinok, cefamycinek, aztreonam, karbapenemek). Az
oxyiminocefalosporinok (cefuroxim, cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim, cefepim)
sz€les korli hasznélata erds szelekcidos nyomast jelentett, aminek hatdsara az
1980-as években megjelentek olyan béta-laktamaz mutansok, amelyek képesek
voltak ezen antibiotikumok hidrolizisére is. 1989 6ta hivjuk ezt az enzim
csoportot kiterjedt-spektrumi béta-laktamazoknak (ESBL). 1995-ben Karen
Bush a béta-laktamaz osztalyozast atdolgozta €s ekkor keriiltek az ESBL-k a 2be
osztalyba (1. 4bra).

Az Enterobacteriaceae csalad két f0 stratégiat adoptalt az ESBL termelés
eléréséhez: 1. mutacidkkal a széles-spektrumi TEM ¢és SHV tipusu béta-
laktamazok szubsztrat specificitdsdnak bovitése, 2. horizontélis transzferrel
olyan 1j gének befogdsa, amelyek ESBL aktivitassal rendelkezé enzimeket
kodolnak. Ilyen a CTX-M tipust béta-laktamazokat kédold gén (blacrx.m), ami a
Kluyvera genus kromoszomalis génjébdl szarmazik. A CTX név a cefotaximmal
szembeni erds hidrolitikus aktivitasra utal. A blacrx.v gén horizontalis terjedése
az Enterobacteriaceae csaladban plazmid utjan torténik és gyakran egyéb
rezisztencia géneket is hordoz (3). Az utdbbi 15 évben a CTX-M tipusu ESBL-
ek korében gyors és globalis terjedés tapasztalhatd. Korabban az ESBL termeld
torzsek korhazi fert6zésekben fordultak eld, manapsdg egyre gyakrabban
talalkozunk veliikk k6zosségben szerzett infekcidk kapcsan is. Jelenleg a ,.régi
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ESBL-ek” (TEM, SHV) kozétt tobb, mint 260 varianst, az ,,0j ESBL-nél”
(CTX-M) tobb, mint 65 tipust és a ,,minor ESBL-k” (VEB, GES, PER, SFO-1,
TLA-1, TLA-2, BES-1, BEL-1) esetében tobb, mint 20 félét irtak le (4).

A mai napig nincs konszenzus az ESBL-ek definicioja koriil. Az altalanosan
elfogadott munka definici6 szerint ide tartoznak azok a béta-laktamazok,
amelyek penicillinekkel, 1., 2. és 3. generacios cefalosporinokkal ¢és
aztreonammal szemben rezisztenciat alakitanak ki ¢és béta-laktamaz
inhibitorokkal (példaul klavulansavval) gatolhatoak (5).

Az 1990-es évek végéig Eurdpaban a legtobb ESBL TEM ¢s SHV tipust

volt, a legtdbb izolatum intenziv osztdlyon kialakult nozokomidlis jarvanybol
szarmazott €és az ESBL termeldk prevalencidja magasabb volt a K. pneumoniae,
mint az E. coli izolatumok kozott. A meghatarozott rizikéd faktorok kozé intenziv
osztalyos felvétel, sebészeti beavatkozas, katéterek hasznalata, hosszas korhazi
tartozkodas ¢és megel6z6 cefalosporin és/vagy aminoglikozid alkalmazésa
tartozott. Az utobbi néhany évben ez a helyzet megvaltozott. A legtobb ESBL
termel6 izolatum E. coli, ami CTX-M tipusi béta-laktamazt termel. Ezek a
baktériumok kozosségben szerzett, féleg hugyuti infekcidkbdl szarmaznak. A
korhdzakban mar nem csak az intenziv, hanem egyéb osztalyokrol is novekvo
szamban detektalhatdo ESBL torzs. Ezen kiviil kronikus osztalyokon és dpolasi
intézményekben is megfigyelheté a novekedés. Uj riziké tényezd is megjelent:
megeldz6 fluorokinolon hasznélata (6).
A korhazon beliili ESBL termel6 torzsek terjedésének megakadalyozaséara az
infekcio kontrollnak a kovetkezd teriileteken vannak feladatai: 1. Az ESBL
termeld baktériummal fert6zott betegek felkutatisa a megfeleld klinikai
mikrobiologia modszerek hasznélataval. 2. A kolonizalt betegek identifikaldsa
rektalis mintdbol, szelektiv taptalajokon. 3. A fertézott €s kolonizalt betegek
torzseinek molekuldris epidemioldgiai vizsgdlata a klonalitas kideritése
érdekében. 4. Az érintett betegek izoldlasanak megszervezése, kiilondsen, ha a
klonalitds bizonyitott. 5. Az antibiotikum haszndlat kontrollalasa, a szelekcids
nyomds csokkentésére, kiilondsen, ha tobb tipusu torzs fordul eld. 6. Adekvat
kézhigiénia €s megfeleld személyzet/beteg arany biztositasa (5).

A klinikai mikrobiologiai gyakorlatban az ESBL termelés az adott
baktérium torzs cefalosporinokkal szembeni érzékenysége alapjan meriil fel a
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 4altal meghatarozott
hatarértékek alapjan. Ezeket a hatarértékeket az Enterobacteriaceae csalad
tekintetében az 1980-as években allapitottdk meg, amikor a klinikai hatékonyséag
< 8 mg/L MIC értéknél >95%-os volt. Tobb tanulmany jelent meg arrol, hogy ha
ESBL termeld torzs okozta sulyos infekcidt cefalosporinnal kezeltek, a klinikai
sikertelenségi rata 42-100% lett. Ezért mind a CLSI, mind a European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) feliilbiralta a 3.
generacids cefalosporinok hatarértékeit. Eurdpdban ez az egyes nemzeti
hatarértékek harmonizaciojat is jelentette. Az Uj hatarértékeket 2006-ban
véglegesitették. A CLSI 0j hatarértékei még nem Iéptek hatadlyba. Mindkét
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szervezetnél a f6 kérdés, hogy az 1j klinikai hatarértékek meg tudjak-e josolni a
klinikai sikert vagy kudarcot tovabbi kiegészitd tesztek nélkiil, illetve a
laboratériumnak  sziikséges-e megerdsitd vizsgalatokat végeznie ESBL
jelenlétére vonatkozdan, mieldtt kiadnak az érzékenységi eredményt. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy korrekt klinikai hatarértékekkel elkeriilheté az
ESBL sziirés sziikségessége a klinikai kimenetel megitéléséhez. De
epidemiologiai megfontolasbol tovabbra is elengedhetetlen a rezisztencia
mechanizmus meghatirozasa. Az ESBL termeld Enterobacteriaceae-k novekvo
incidencidja miatt (korhdzban ¢é&s kozdsségben egyarant) fontos, hogy
valamennyi torzset vizsgaljuk (7).

A CLSI ajanlésa szerint el0szor szlirOvizsgalatot kell végezni a megadott
antibiotikumokkal (1. tablazat). Egy vagy tobb antibiotikum hasznélata javasolt,
de ha egynél tobb antibiotikumot alkalmazunk, a sziirés érzékenysége
novekszik. Ezek utan, ha taldlunk olyan izoldtumot, ami ESBL termelésre
gyanus, a fenotipusos megerdsitd tesztet ceftazidimet és cefotaximot dnmagaban
¢s klavuldnsavval kiegészitve készitsiik. A CLSI ajanlds nagy hatranya, hogy
nem ad utmutatast olyan Enterobacteriaceae csaladba tartozd speciesek
esetében, mint C. freundii, Enterobacter spp., Morganella morganii, P. stuartii,
Serratia spp.

A EUCAST epidemiologiai cut-off értékei alternativ lehetdséget
nyujtanak az ESBL termeld Enterobacteriaceae-k sziirésére. Az antibiotikum
érz¢kenység meghatarozast és az ESBL szilirést egyszerre végezhetjik a
EUCAST 1j klinikai hatarértékei és epidemiologiai cut-off értékei hasznalataval.
Ehhez cefotaxim (vagy ceftriaxon) €s ceftazidim MIC értékekre vagy gatlasi
zona atmérdkre van sziikségiink (2. tablazat). A hatarérték alapjan a klinikai
érzékenységi kategoriat adhatjuk meg, mig az epidemiologiai cut-off értékkel
kizarhatjuk az ESBL (vagy egyéb rezisztencia mechanizmus) jelenlétét. Tehat
ha egy izolatum MIC értéke az epidemioldgiai cut-off felett van, rezisztencia
mechanizmust kell feltételezniink a vizsgalt torzsnél, ami lehet ESBL is (7).
Célzott sziirést végezhetiink ESBL sziir$ szelektiv kromogén taptalajjal. Igy az
ESBL termeld torzzsel kolonizalt tiinetmentes betegek felkutatasa
leegyszerlisodik ¢és felgyorsul. A szelektivitast az antibiotikum keverék
biztositja, ami cefpodoximot is tartalmaz, ndvelve ezzel a taptalaj szenzitivitasat.
A két kromogén (béta-glukuronidaz, béta-glukoziddz) és egy természetes
szubsztrat (deamindz) segit az Enterobacteriaceae csaladban leggyakrabban
eloforduld ESBL termelo torzsek direkt elkiilonitésében, a vizeletmintak
tenyésztéséhez hasznalt szelektiv kromogén taptalajokhoz hasonloan.

Amikor nem célzottan sziriink ESBL termel0 torzseket, akkor is célszerl
olyan antibiotikum sort alkalmaznunk az Enterobacteriaceae csalad esetében,
hogy minél nagyobb valosziniiséggel tudjuk detektalni ezeket a baktériumokat.
Az egyes cefalosporinok antibiotikum érzékenységét a kiilonboz6 rezisztencia
mechanizmusok esetén a 3. tdbldzat mutatja. A legnagyobb érzékenységet akkor
¢rhetjiik el, ha 3 cefalosporint hasznalunk a mindennapi rutinban: ceftazidim,
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cefotaxim (vagy ceftriaxon) és cefpodoxim. A cefpodoxim a legérzékenyebb
indikatora a rezisztencia jelenlétének. Ceftazidimet 6nmagéaban a CTX-M tipust
ESBL termel6 baktériumok miatt nem érdemes haszndlni, ugyanis a CTX-M
tipusu béta-laktamazok tobbsége a béta-laktam kotOhely sajatos geometrigja
miatt hatékonyan bontjak a cefotaximot és a ceftriaxont, de a terjedelmesebb
ceftazidimhez nem tud a kotéhely kapcsolddni.

A fenotipusos megerdsitd tesztek kozott az elsd teszt, amit kimondottan az
ESBL termel6 Enterobacteriaceae-k detektdldsara taladltak ki, az ugynevezett
,,double-disk synergy test” (DDST) volt. Az eredeti tesztet 30ug-os cefotaxim
koronggal és amoxicillin-klavuldnsav (10ug klavulansav tartalmt) koronggal
végezték. A két antibiotikum korongot 30 mm-re (kézép-kozép tavolsag)
helyezték el egymastol. Ha a cefotaxim korong koriil jellegzetes gatlasi zonat
kaptak, amit ,,pezsg0sdug6” illetve ,kulcslyuk™ alakinak irtak le, akkor a tesztet
pozitivnak, a torzset pedig ESBL termeldének mindsitették. Megbizhatd
moddszernek tekinthetdé az ESBL detektalasara, néha azonban sziikség van a
korongok kozotti tavolsdg megvaltoztatasdra. Ha csokkentjiik a tavolsagot a
klavulansavat tartalmazé és a 3. generécios cefalosporin korong kozott (pl. 20
mm-re), akkor szignifikdnsan javul a teszt érzékenysége (8,9). Ha a
klavulansavat tartalmazo korongot a rutin antibiotikum sorban két 3. generacios
cefalosporin (ajanlott cefotaxim vagy ceftriaxon €s ceftazidim) kozé tessziik,
nem csak a beszlkiilt gatlasi zona, hanem a szinergizmus kovetkeztében a
jellegzetes zona alak is felhivhatja a figyelmiinket az ESBL termeld torzs
jelenlétére. Az ESBL E-tesztet a cefalosporinok €s a klavulansav kozotti
szinergia mennyiségi meghatarozasara fejlesztettek ki. A CT/CTL, TZ/TZL és
PM/PML nevii E tesztek két végii csikok, amelyeknek az egyik végén cefotaxim
(CT), ceftazidim (TZ) és cefepim (PM) gradiens, a masik végén ugyanazon
szerepel. Az ESBL teszt akkor pozitiv, ha a vizsgalt szer MIC értéke harom
higitasi 1épéssel kisebb klavuldnsav jelenlétében, mint anélkiil, vagyis a MIC
rata >8. De a teszt akkor is pozitivnak tekintendd, ha kerekded (u.n. fantom)
zona lathaté a CTL, TZL vagy PML gradiens legkisebb koncentracioja alatt
vagy ha a CT, TZ vagy PM gatlasi zonaja deformalt (nem szabalyos ellipszis
cefalosporinok MIC ¢értéke magasabb, mint a csikon 1évd legnagyobb
antibiotikum koncentraci6. Az ESBL E-teszt eredményének interpretalasa tehat
elég nehéz és nagy gyakorlatot igényel. Egy tanulmany szerint a laboratériumok
koriilbeliil 30%-a rosszul itélte meg az eredményt (10).

A CLSI ajanlasdban is szerepld megerdsitd teszt a kombinacids korong
moddszer. A vizsgalat soran 0sszehasonlitjuk az adott cefalosporin korong kortiili
gatlasi z6nat, az ugyanazon cefalosporin+tklavuldnsav tartalmu korong koriili
zonaval. Ha a két zona kozott a kiilonbség >5 mm vagy a gétlasi zona atmérd
novekedése 50%-os a klavulansav tartalmu korong javara, a teszt pozitiv, vagyis
ESBL termeldnek mindsitjik a baktériumot. A teszt kivitelezése és
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interpretalasa egyszerli. Ennél a tesztnél irtak le el8szor 96%-0s szenzitivitdst €s
100%-os specificitast (11).

Az automatizalt modszerek koziil a VITEK 2 (bioMérieux) ESBL teszt 3
cefalosporin (cefotaxim, ceftazidim, cefepim) antibakteridlis aktivitasat vizsgalja
onmagaban ¢és klavulansavval kombindlva. Az ESBL kéartya inokulécidjat
kovetden a késziilek rendszeres 1dOkozonként leméri a celldk turbiditasat és a
novekedés gatlds eredményeit Osszehasonlitja. A kapott értékek ¢€s eloszlas
alapjan a szamitogépes program (Advanced Expert System) ESBL pozitivnak
vagy negativnak mindsiti a vizsgalt torzset. A Phoenix (Becton Dickinson)
ESBL teszt is hasonl6 elven miikddik, csak itt 6t cella (cefpodoxim, ceftazidim,
ceftazidim + klavuldnsav, cefotaxim + klavuldnsav, ceftriaxon + klavulansav)
mérései ¢és egy algoritmus alapjan adja meg a szamitogépes program az
eredményt. Egy legutobbi Osszehasonlité tanulmany szerint az ESBL detektalas
szenzitivitdsa és specificitasa a Phoenix esetében 96% ¢s 81%, a VITEK 2
esetében 89% ¢és 85% volt (12).

Szamos baktérium species (Enterobacter spp., C. freundii, M. morganii,
P. stuartii, S. marcescens) rendelkezik indukalhatd kromoszomalis AmpC béta-
laktamdzzal. Ezen enzimek mellett egyiittesen jelen lehet a szerzett ESBL
termelés 1s. Ilyenkor az eddig felsorolt tesztek onmagukban nem vezetnek
eredményre az ESBL termelés kimutatisdra. Ha az AmpC béta-laktamaz
termelés indukalhatd, a szinergista hatds ugyanolyan konnyen detektalhato,
mintha az ESBL termelés Onmagaban lenne jelen. De ha az AmpC béta-
laktamaz stabil taltermelésérdl van szd, a szinergizmus nem lathato. Ilyenkor
modositott tesztekkel detektdlhatjuk az ESBL termelést: 1. A cefepimet az
AmpC cefalosporindzok kevésbé gyorsan inaktivaljak, mint az ESBL-ek. Ha a
DDST-ben cefepimet hasznalunk és 20 mm-re helyezziik a klavuldnsavat is
tartalmazo korongtol, akkor a szenzitivitds 90%-ra ndvelhetd. 2. Ha a DDST-t
cloxacillint (200 mg/L) tartalmazd agaron végezzik, a cefalosporinaz aktivitas
gatlodik ¢és az ESBL termelés detektalhat6 lesz. 3. Ha a detektalasi hataron kiviil
es6 MIC értékeket kapunk az ESBL E-tesztnél, ismételjiik meg a vizsgalatot
cloxacillin (200 mg/L) tartalma agaron, ahol az ESBL termelés kimutathatova
valik.

Az ESBL termelés felismerése és megerdsitése fenotipusos modszerekkel
sokszor egyszerli, néha nehéz vagy lehetetlen feladat elé allitja a klinikai
mikrobiologiai laboratoriumokat. Egy tanulmény szerint az USA-ban a National
Nosocomial Infections Surveillance halozatdban rendszeresen résztvevd 193
laboratériumnak csak 51%-a detektalta helyesen ESBL termeldnek a kikiildott
teszt torzset (13). Europaban is hasonld ardnyokat taldltak a kiilso
mindségellendrzési vizsgalatok soran. Ezért arra kell torekedniink, hogy a
methicillin rezisztens S. aureus (MRSA) kimutatdsahoz hasonld jo (kozel 100%-
os) eredményeket érjlink el az ESBL termelés detektalasaban is.
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S

1. tablazat A CLSI ajanlasa szerinti ESBL szi{ir0 teszt gatlasi zéna atméroi

Antibiotikum korong |K. pneumoniae |K. oxytoca |E. coli P. mirabilis
Cefpodoxim (10 ug) | <17 mm <17 mm <17mm | <22 mm
Ceftazidim (30 ug) | <22 mm <22 mm <22mm |<22mm
Cefotaxim (30 pg) <27 mm <27 mm <27mm | <27 mm
Ceftriaxon (30 ug) <25 mm <25 mm <25mm |-
Aztreonam (30 ug) | <27 mm <27 mm <27mm |-

2.tablazat A Enterobacteriaceae-k klinikai MIC hatarértékei, valamint epidemiologiai
cut-off értékei a EUCAST ajdnlasa szerint (14sd: http://www.eucast.org)

Klinikai Epidemioldgiai cut-off értékek
hatarérték |Vad tipus (VT)

Y s d,
= S ~ ~ v~ ——~ o~ o~
= S 4 S 4 = - = — ©n

EUCAST =D | S| S| 29| S 80| 29
E</R> SE| SE| cE| ZE| SE| RE| TE
mpr | <0 | 27 SZ) ST SO £T| £F
S| S5 8> | x> | O] 55| 5
B S A
=
Cefuroxim |8/8 8 8 8 4 8 8-16 16
Cefotaxim [1/2 0,25 0,12 0,12 0,06 0,5 0,5 0,5
Ceftriaxon [1/2 0,25 0,12 0,12 0,06 n.a. 0,5 n.a.
Ceftazidim |1/8 0,5 0,5 0,5 0,12 1 1 2
Cefepim 1/8 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 n.a.
2. tablazat Enterobacteriaceae-k k6zott eléfordulo kiilonbozo béta-
laktamdzok rezisztencia fenotipusa és szinergizmusa klavuldnsavval
In vitro rezisztencia fenotipus Szinergizmus
klavulansavval
Béta-laktamazok
N | X | S| Z2|la|lX|Z2|sS|N| x| &
= =
S0 8 SIS|125 |5 S5 8
ESBL (SHV, TEM) R|v | v|V|R|E|V]|E| + | +] +
AmpC tultermelés vagy
plazmidon kédolt AmpC RIRIRIRIR|IR|R|E i i i
OXY tipusu béta-lakatmaz
_ _/+ _
tultermelés (K. oxytoca) E v | VR R )R |EJR/E /
ESBL (CTX-M) v, RI/R|R|R|E | v ]| E/|+-]|H+ +

E: érzékeny, v: valtoz6 az enzim mennyiségétdl és tipusatol fliggden, R: rezisztens
CAZ: ceftazidim, CTX: cefotaxim, CRO: ceftriaxon, CXM: cefuroxim, CPD:
cefpodoxim, FOX: cefoxitin, ATM: aztreonam, [IPM: imipenem
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KPC-2 karbapenemaz termelo Klebsiella pneumoniae ST258 klon

megjelenése Magyarorszagon
Toth Akos, Damjanova Ivelina, Puskas Erzsébet, Janvari Laura, Farkas Maria,
Dobak Andras, Borocz Karolina, Paszti Judit

Abstract

Nine K. pneumoniae isolates showing non-susceptibility to carbapenems were
collected from 3 centres in the Northeastern Region of Hungary. The MICs of
antibiotics were determined by Etest. The putative production of a
carbapenemase was tested by the modified Hodge-test. The presence of blaypc
genes was verified by PCR and sequencing. Furthermore, molecular typing was
performed by PFGE and multilocus sequence typing comparing to the closely
related ST11 Hungarian isolates.

All isolates showed extensively drug-resistant (XDR) phenotype, of these eight
isolates were highly resistant to colistin. The isolates carried blaxpc.y, blasyy.12,
blatgm. and blasyy.;. PFGE analysis of 33 ST11 K. pneumoniae isolates, nine
KPC-producing Hungarian and two KPC-2-producing Norwegian isolates
revealed the existence of one genetic cluster at 88% similarity level. Within the
cluster all ST11 isolates comprised one subcluster as well as all ST258 isolates
were grouped into another one.

According to the results the first Hungarian KPC-producing isolate was
probably imported from Greece, while local transmission of other isolates was
supposed. The overall results of the PFGE clustering, MLST and the presence of
SHV-11 in both ST11 and ST258 suggest that this is the first hyperepidemic
clonal complex of multidrug resistant K. pneumoniae, probably CCI11,
candidating for pandemic spread.

Bevezetés

A  KPC-tipusu (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) béta-laktamazok
gyakorlatilag az 0Osszes béta-laktdm antibiotikumot képesek hidrolizalni,
beleértve a karbapenemeket is (1). Ezt elsé alkalommal az USA-ban irtdk le
1996-ban K. pneumoniae-ban (2). Azéta is tilnyomodrészt ebben a fajban talaltak
meg, azonban mara mar szamos mas FEnterobacteriaceae speciesben ¢és
Pseudomonas aeruginosa-ban is kimutattdk. Az utobbi egy évtizedben a KPC-
termeldk ardnya rohamosan nétt a K. pneumoniae torzsek kozott, sét ezek
klonalis megjelenését is leirtdk. Az egyik legelterjedtebb az ST258 szekvencia
tipusba tartozé KPC-termel6 K. pneumoniae klon, melyet eddig Izraelben, USA-
ban (3), Norvégidban, Svédorszagban (4) és Lengyelorszagban (5) irtak le. Ezek
a torzsek a B-laktamok mellett tobb mas antibiotikum csoporttal szemben is
rezisztenciat mutatnak, amelyeket mar nem MDR (multidrug resistant), hanem
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XDR (extensively drug resistant) fenotipusunak neveznek. Souli és mtsai
megfogalmazasa szerint az XDR fenotipus — a Mycobacterium tuberculosis
eseteben hasznalt kifejezéshez hasonléan — olyan rezisztenciakép, amikor a
baktériumtorzs egy vagy két antibiotikum osztidly kivételével minden mas
egyebként hatékony antibiotikummal szemben rezisztencidt mutat (6).

Jelen irdsukban a szerzok beszdmolnak az els§ KPC-termeld K. pneumoniae
torzsek magyarorszagi megjelenésérdl, és ezek molekularis epidemiologiajarol
Osszehasonlitva a kozeli rokon ST11 izoldtumokkal, melyeket korabban Magyar
Epidémids Klon I11-ként irtak le (7).

Anyagok és modszerek

2008. oktober és 2009. aprilis kozott kilenc, karbapenemekkel szemben nem-
érzékeny K. pneumoniae izolatumot kiildtek be az Orszdgos Epidemioldgiai
Kozpontba a rezisztencia mechanizmus meghatarozdsara ¢és molekularis
tipizalasra. A kilenc torzs hét betegtdl szarmazott a kovetkezd megoszlasban:
seb (n=2), alsoléguti valadék (n=2), fels6 1éguti valadék (n=2), széklet (n=2) és
centralis véna kaniil (n=1).

A torzsek identifikdldsa Micronaut E rendszerrel tortént (Genzyme Virotech
GmbH, Russelheim, Németorszag). A torzsek antibiotikumokkal szembeni MIC
értékét Etest-tel hataroztdk meg (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Franciaorszag) a
gyartd utmutatisa szerint. Az eredmények interpretalasa az European
Committee  for  Antimicrobial  Susceptibility = Testing  (EUCAST,
http://www.eucast.org/clinical breakpoints) hatarértékei alapjan tortént.

A felételezett karbapenemaz termelés fenotipusos kimutatisat modositott
Hodge-teszt, valamint kombindlt korong modszer segitségével végezték
(meropenem, ertapenem ¢€s imipenem korong magaban ¢és kiilonb6zo
karbapenemdz inhibitorokkal kiegészitve: 835 ug ethylenediamine-tetraacetic
acid (EDTA), 835 pg dipikolin sav valamint 400 pg 3-amino-phenil-boronic
acid) (8).

A blactx.m, blasyy, blatgy (6) €s a blagpc béta-laktamaz gének (9) kimutatasa
PCR modszerrel, a béta-laktamaz variansok meghatarozédsa a PCR termékek
szekvenalasaval tortént.

A CDC protokollja alapjan végzett pulzaltatott mezejli gélelektroforézissel
(PFGE) hasonlitottak 0ssze a hazai ST11 K. pneumoniae (n=33), a kilenc hazai
¢s két norvég (K47-25 ¢és K48-48 (4)) KPC-2-termeld K. pneumoniae torzs
genetikai hatterét.

A PFGE vizsgdlat alapjan kivalasztott izolatumokon multilokusz szekvencia
analizist végeztek (MLST) (10), melynek soran hét Gn. haztartasi gén szekvencia
analizisét végzik. Az allél szekvencidkat és a szekvencia tipusokat (ST) a
http://www.pasteur.fr/mlst honlapon talalhat6 adatbazis alapjan hataroztak meg.
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Eredmények és megbeszélés

Az elsé KPC- termeld izolatumot (K509/08) egy magyar beteg mintdjabol
izolaltak, akit egy gordgorszagi korhazbdl a Borsod-Abatj-Zemplén Megyei
Korhazba széllitottak at 2008. oktoberében. Az elsé beteget kezdetben az
idegsebészeti osztdlyon, majd az intenziv terapids osztalyon dpoltdk. A K120/09
¢s K168/09 izolatumokat 2009. elején tenyészették ki egy olyan beteg mintaibol,
akit az intenziv terdpids osztalyon egy idében apoltak az elsé beteggel. A
K105/09 és K153/09 izoldtumokat a harmadik, mig a K160/09 izoldtumot a
negyedik beteg mintdjabol tenyészették ki. Ezt a két beteget azon az
idegsebészeti osztalyon is dpoltak, ahol az elsé beteget, azonban egy honappal
késébb. A negyedik beteget késObb atszallitottdk a MISEK didsgylri
telephelyére, ahol harom kiilonb6zd osztalyon is apoltdk. A negyedik €és az
otodik beteget, akinek a mint4jabol a K167/09 izolatum kitenyészett, a MISEK
Didsgy0r intenziv terapias osztalyan apoltak egyidejiileg. A K97/09 ¢s K132/09
KPC-termel6 K. pneumoniae izolatumokat két olyan beteg mintajabol
tenyésztették ki, akiknek a korhdzi tartozkodasa alatt nem volt ismert kapcsolata
a korabbi 6t beteggel. Mindegyik beteg elhunyt a korhdzi kezelés soran, a
boncolas eredménye alapjan két eset volt 0sszefiiggésbe hozhaté a KPC-termeld
K. pneumoniae okozta fertézéssel.

Mind a kilenc izoldtum XDR (extensively drug-resistant) fenotipust mutatott.
Magas foku rezisztenciat mutattak a széles spektrumu cefalosporinokkal és
ciprofloxacinnal szemben, rezisztensek voltak ertapenemmel, imipenemmel és
amikacinnal szemben. Meropenem esetében valtozdé MIC értékekkel
rendelkeztek az izolatumok (MIC 8->32 mg/L). Nyolc torzs tigecyclinre
mérsékelten érzékeny, mig egy (K105/09) rezisztens (MIC 4 mg/L) volt.
Minden izoldtum esetében a gentamicin MIC értékét is emelkedettnek talaltak.
Ezek az MIC értékek nagyon hasonloak voltak a norvég €s svéd KPC-termel6 K.
pneumoniae torzsekéhez (4).

Fontos megemliteni, mig az elsd izolatum (K509/08) magas szinten rezisztens
volt trimethoprim-sulfamethoxazollal szemben (MIC >32 mg/L) és colistinre
érzékeny (MIC 0,5 mg/L), addig a tovabbi nyolc izolatum trimethoprim-
sulfamethoxazol-ra volt érzékeny (MIC 0,25-0,5 mg/L) ¢és magasszintii
rezisztenciaval rendelkezett colistinnel szemben (MIC 16-32 mg/L) (1. tdblazat).
A kiilonbozé orszagokban leirt KPC-termeld ST258 izolatumok talnyomo
tobbsége érzékeny colistinre, amelynek hasznalata Gjra eldtérbe kertilt stlyos
betegek MDR vagy XDR Gram-negativ baktériumok okozta fertézéseinek
kezelésében (11). Colistin rezisztens MDR K. pneumoniae torzsek
megjelenésének okat Antoniadou és mtsai vizsgaltak, ¢és feltételezték, hogy a
colistin rezisztencia a MDR K. pneumoniae térzsek korében a tilzott és nem
megfeleld colistin hasznélat szelekcids nyomasara alakul ki. Ennek ellent mond,
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hogy a KPC-termeld izolatumokat hordozd hazai betegek kortdrténetében
colistin kezelést nem emlitenek, mégis nagyon gyorsan kialakult magas szintli
colistin rezisztencia.

A PCR vizsgalatok eredményei alapjan egyik torzs sem hordozott blactx.v gént,
azonban mind pozitiv volt blaxpc, blargm €s blasyy génekre. A kivalasztott
torzsek (K509/08, K97/09) szekvenalasi eredményei szerint a torzsek az ST258
szekvencia tipushoz tartoztak és blaxpc.p, blatem.1, blasyv.11 €s blasyv.1, géneket
hordoztak. Ezek az eredmények - Osszhangban Samuelsen ¢és mtsai
megallapitasaval — arra utalnak, hogy az elsé hazai KPC-termel6 K. pneumoniae
valoszintileg Gorogorszagbdl keriilt Magyarorszagra, mig a tovabbi térzsek
terjedésénél mar helyi atvitel feltételezhetd.

A hazai ¢és norvég KPC-termeld izolatumok, valamint a CTX-M-15 termeld
ST11 hazai izolatumok (S pulsotipus, epidémids klon 111 (ECIII), 2005-2009)
PFGE vizsgalatdnak eredménye azt mutatta, hogy 85%-o0s hasonldsagi szinten
mindegyik vizsgalt torzs egy genotipus csoportba tartozik, melyet két f0
alcsoportra lehetett osztani (1. &bra). Az ST11 (ECIII) kozel 6t éves hazai
terjedése soran homogén strukturat mutatott. Ugyanilyen genetikai stabilitast
lehet felfedezni az 6sszes KPC-termeld ST258 izolatum esetében.. A két norvég
¢s az elsd magyar izoldtum PFGE mintdzata teljesen megegyezett annak
ellenére, hogy az 1zolalasok kozott egy év eltérés volt.

Az MLST adatbazis alapjan az ST11-t nemcsak Magyarorszagon, hanem
Spanyolorszagban és Koreaban is megtalaltdk. Az ST258-t, amely a hét vizsgalt
gén koziil csak egyben tér el az ST11-t6l, megtalaltdk mar Norvégiaban,
Svédorszagban (4), Izraelben, USA-ban (3), Lengyelorszagban (5) és Koreaban
(http://www.pasteur.fr/mlst). Tekintve, hogy az MLST alapjan egy klonalis
komplexbe (clonal complex, CC) tartozénak tekintik azokat a torzseket, melyek
szekvencia tipusa maximum egy génben tér el az azonos csoportba tartozoktol,
valamint a PFGE, az MLST tipizalds eredménye €s az ST11 és ST258 torzsek
SHV-11 hordozasa alapjan ugy tlinik ez az elsd leirt hiperepidémias klonalis
komplex (CC11) a K. pneumoniae esetében, mely jelenleg a vilag minden tajan
elterjedt.
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1 tablazat. KPC-2-termeld K. pneumoniae izolatumok klinikai jellemzdi és antibiotikum érzékenysége

Izolatum 1 ¢
szama Beteg Nem/kor" Izolalt? 5 minta MIC (mg/L)
helye

(OEK) CAZ CTXETPIPMMEMTETTGCCIPGENAMKSXTCST
K509/08 SS F/57 BAZ-MK fels§ légati >256 256 8 16 8 16 2 >324 64 >320,5
K97/09 BB N/67 MISEK-SK seb >256 256 8 32 32 64 2 >324 64 05 16
K105/09 TI N/62 BAZ-MK  széklet >256 256 16 >3216 32 4 >324 64 02516
K120/09KBT N/27 BAZ-MK felsé légati  >256 32 16 >328 32 2 >322 64 0,5 32
K132/09MA  F/85 BAZ-MK alsé léguti >256 128 8 >3232 16 2 >324 64 0,5 16
K153/09 TI N/62 BAZ-MK seb >256 256 32 >328 16 2 >322 64 05 16
K160/09 LI F/66 MISEK-D CVC >256 256 8 >3232 16 2 >324 64 05 32
K167/09ZsJ F/81 MISEK-D alst légati  >256 64 16 >328 16 2 >322 64 0,5 16
K168/09KBT N/27 BAZ-MK  széklet >256 64 16 >32>32 16 2 >322 64 0,5 32

°F,férfi; N, nod.

"BAZ-MK, Borsod-Abatj-Zemplén Megyei Korhaz, Miskolc; MISEK-SK, Miskolc Egészségiigyi Kozpont —
Semmelweis Korhaz, Miskolc; MISEK-D, Miskolc Egészségligyi Kézpont -Didsgydr, Miskolc.

‘CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaxim; ETP: ertapenem; IPM, imipenem; MEM: meropenem; TET, tetracyclin; TGC:
tigecyclin; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamicin; AMK, amikacin; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazol; CST: colistin.
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1 abra. Kilenc KPC-2-termeld ¢és 33 CTX-M-15-termeld K. pneumoniae toérzs
makrorestrikcios profilon (MRP) alapulé dendrogramja, valamint a kivalasztott
torzsek szekvencia tipusa. ECII és HEC torzsek MRP-je szintén lathato az
abran.

Dice (Opt:1.00%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

: e g 8|5(;{° . Torzs szama Pulzotipus/ST (EI\\I/ (/) (.:z?itsrzraqtes)
1 1 L J
| [T 1 LTI «soemos S1/ST258 2008/BAZ-MK
S [T T ] ker-2s S1/ST258
| \
| T e s
K120/09 s1 2009/BAZ-MK
: [T T kes2io9 st 2009/BAZ-MK
| M (LI T [T ] 8309 st 2009/BAZ-MK
| LU T [T ieonoe st 2009/MISEK-D
I (LT TIHIEI ] xeesioo s1 2009/BAZ-MK
I L1 T T ke7ioo st 2009/MISEK-D
: — |||| l i l| I| || I||| |||I ||[| || || K97/09 S1/ST258 2009/MISEK-SK
K105/09 s1 2009/BAZ-MK
' []] [ITHIT [ k7707 s 2007-2008/BP4 (2)
: H |l { { = % |||||I |I || |||| K294/05 SIST11 2005/BP5 (3)
K33/09 s 2009/PT1 (3)
T T saer : 20062007759
| I [ITII ]I k12608 s 2006-2007/BP1 (7)
|y || [ITTI T keeor0s SIST 11 2005/BP2 (13)
I [ [ITTHET T esios s 2006/BP3 (2)
S — L A I 1 T ST RIST 147 EC IS
| FIT T Il | wesos RIST 147 EC IS
(I T T T kessios N/ST 15 HECS
|| | 1]

| I I
| |E MM WL T 3esros N/ST 15 HECS
! HIEAENEEE T T wae7ios NIST 15 HECS

* Norvégiaban izolalt KPC-2-termelé K. pneumoniae torzsek
§ ECIL, Epidémias klon II; HEC (Hungarian Epidemic clone)’
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Az OEK Bakteriologia 1. osztalyra bekiildott Streptococcus
pneumoniae torzsek szerotipus meghatarozasanak aktualis adatai.

Tirczka Tamas

A Streptococcus pneumoniae a felsd légutak normalflordjanak a tagja. A
pneumococcus baktérium és patogén szerepe mar a mult szazad kozepe oOta
ismert. Az altala okozott fertdzések napjainkban sem vesztettek jelentdségiikbol.
Mind a nagy haldlozassal jar6 invaziv pneumococcus betegség (IPD), mind a
kisgyermekkorban gyakoribb otitis media, illetve a barmely életkorban, de
leginkabb iddsekben kifejlddé pneumococcus okozta pneumonidk ma is jelentds
morbiditdssal és esetenként haldlos kimenetellel jardo betegségek. A S.
pneumoniae altal okozott infekcidk: invaziv fertézések, mint pl. a meningitis, a
pneumonia ¢és a bacteriaemia, a nem invaziv fert6zések, mint pl. a sinusitis, az
otitis media és a conjunctivitis. A fentieken kiviil koroki szerepe lehet az
osteomyelitis, szeptikus arthritis, endocarditis, peritonitis, cellulitis és agytalyog
kialakulasaban is.

Az altala okozott betegségek nagy része megeldzhetd véddoltassal, amelynek
nem elhanyagolhat6 vonzata az antibiotikum felhasznélés csokkenése.

Az elsd, csecsemOk ¢és kisgyermekek immunizéldsara alkalmas 7-valens
konjugalt pneumococcus vakcinat (PCV-7) 2000-ben az USA-ban, 2001-ben
Eurépdban torzskonyvezték. A vakcina (Prevenar TM, Wyeth) 0,5 mg
aluminium-foszfathoz adszorbeélt, CRM 197 elnevezésii fehérjéhez konjugalt 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F, ¢és 23F szerotipusu Streptococcus pneumoniae
baktériumtorzseket tartalmaz.

2009. nyaran torzskonyvezték és keriilt forgalomba a PCV-10 (Synflorix
GlaxoSmithKline) vakcina, majd 2009. szeptember 24-én fogadta el a WHO a
PCV-13 vakcinat, amely varhatéan hamarosan Magyarorszagon is forgalomba
kertiil.

Mint minden véddoltassal megeldzhetd betegség esetében, a pneumococcus-
betegség vonatkozdsdban 1is fontos a surveillance, hogy a jarvanyiigyi
szakemberek megfeleld mennyiségii és mindségli informaciot szolgaltassanak a
dontéshozdk szamdra a betegség eléforduldsardl, az altala okozott tarsadalmi
teherrdl és a vakcinacid hatasardl. Jelenleg sok eurdpai orszagban nem ismert,
milyen szerotipusu pneumococcus torzsek cirkuldlnak az orszagban. Ennek
fényében napjainkban Eurdépa szamara, igy hazadnkban is prioritds a
pneumococcus-betegség surveillance rendszerének kialakitdsa és fenntartdsa, a
betegségre ¢és a korokozo szerotipusokra vonatkozo informaciok gyljtése ¢€s
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0sszehasonlitasa a PCV-7 illetve az Gjonnan megjelend konjugalt vakcindkban
1év0 szerotipusokkal.

2008. oktober 16-an az OEK korlevelet adott ki a hazai mikrobiologiai
laboratoriumok szamdra tdjékoztatasként, hogy ,,Az Orszagos Epidemiologiai
Kozpont (OEK) 2008. szeptember 1-t6l elinditja a Streptococcus pneumoniae
altal okozott invaziv megbetegedések hazai surveillance rendszerét”, melyhez
kérte a laboratoriumok segitségét, hogy az invaziv mintakbol szdrmazo
pneumococcus torzseket szerotipizalds céljabol kiildjegk be az OEK
Bakteriologia 1. osztalyéra.

2008 novemberétdl mar nemcsak a kitenyészett S. pneumoniae szerotipizalasara
van lehetéség az OEK Bakteriolégia [. osztdlydn, hanem tenyésztési
eredménytelenség esetén, hasonldéan a N. meningitis-hez, a vérbol vagy liquorbol
a pneumococcus kozvetlen kimutatasat (PCR) is lehet kérni.

A szerotipizalast a jelenleg standard modszernek szamitd un. Quellung- (vagy
tokduzzadasi) reakcioval végezziik, mellyel 90 szerotipust tudunk meghatarozni.
A sziikséges tipizal6 savokat a Statens Serum Institute (Déania, Koppenhaga)
gyartja. A tokduzzadasi reakci6 a pneumococcus tok poliszacharid és a homolog
antitest kozotti reakcid eredménye. Ha a tok lathatova valik, a reakcid pozitiv. A
pozitiv reakcid in situ immunprecipitacié révén jon létre, ami a torésmutatd
valtozdsat eredményezi. Ezt a valtozdst faziskontraszt mikroszkop
alkalmazasaval értékelhet;jiik.

2002 és 2004 kozott mar lezajlott egy felmérés, még a PCV-7 konjugalt vakcina
bevezetése eldtt, az invaziv pneumococcusok szerotipusainak vizsgalatival
kapcsolatban, melyben az 5 év alatti korosztaly kiemelt csoportként szerepelt. A
bekiildott térzsek hemokulturabol, liquorbol ¢és pleura punktatumokbol
szarmaztak. 2004 wutan is kaptunk szerotipizalds céljabol torzseket a
laboratoriumokbol, de azok évenkénti szama elhanyagolhaté volt. A 2008.
oktoberi felhivast kovetden megemelkedett a szerotipizalasra kiildott izolatumok
mennyisége. Mig a 2002-2004-es idOszakban feltétel volt az 5 év alatti kor,
jelenleg mar minden IPD-s mintabol, életkortol fiiggetlentil kérjiik a torzsek
bekiildését.

A szerotipusok valtozasanak kovetésére minél tobb adatra van sziikség, mert
korrekt, a valosagnak megfeleld adatok csak nagyszami anyag és tobb évig tarto
vizsgalat alapjan nyerhetok.
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5 éves és S év alatti gyermekek hemokultirajabol és liquorabol izolalt
S.pneumoniae szerotipus megoszlasa 2002-2004 és 2005-2009 kozotti

idészakban
26 PCV-7 PCV-10 PCV- 13
24
22 02002-2004 (n=72)
20 —
18 - M 2005-2009 (n=25)

torzsek szama (db)
N

8 -
6 -
4 -
2] o lhm en mll koo nnm
0 —
2 FFIFET.
szerotipus
1. &bra

Az 5 ¢év alatti korosztalyban lehetdség van a PCV-7 bevezetése eldtti és utani
mintdk szerotipusainak 0Osszehasonlitasara. Megjegyzendd, hogy a kapott
adatokat ovatosan kell értékelniink, hiszen jelenleg ebben a korosztdlyban még
nincs elegendd - legalabb az el6zd ciklussal egyezd szamu - pneumococcus
torzsiink. Az 1. &dbra diagramja a két ciklusban hemokultirdbol és liquorbol
1zolalt pneumococcus térzsek szerotipusainak megoszlasat hasonlitja 0ssze. Az
izolalt szerotipusok szdma gyakorlatilag megegyezik, de Osszetételiik a vizsgalt
1dészakokban némileg eltér. Mig 2002-2004 kozott a leggyakoribb szerotipusok
a 14, 6B, 3 és a 19A voltak, a 2005 utani idészakban a joval kisebb szamu torzs
megoszlott a kiillonbozd szerotipusok kozt, kétféle szerotipusbol volt tobb ez a
14 ¢és 7F, de a 14—es szerotipus szama is lényegesen csokkent, a korabbi
id6szakhoz viszonyitva. Természetesen csak nagyszdmu vizsgalat esetén lehet
megfeleld képet alkotni a szerotipusok valtozéasair6l ebben a korcsoportban is. A
szerotipusok vakcina altali lefedettségét az egyes oltdéanyagok tekintetében az
alabbi, 1. tdblazatban foglaltuk 6ssze:

1. tdblazat A szerotipusok vakcina altali lefedettsége az egyes oltdanyagok
tekintetében az 5 év > korosztalyban.

PCV-7 PCV-10 PCV-13
2002-2004. év  40/72 (55,6%) 48/72 (66,7%) 61/72 (84,7%)
2005-2009. év 10/25 (40%) 14/25 (56%) 18/25 (72%)
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Az oltasok kovetkeztében varhato a vakcina szerotipusokon kiviili szerotipusok
gyakorisaganak novekedése.

Egyéb korosztalyban még nincs lehetdségiink Osszevetni adatokat egymassal,
mert a PCV-7 bevezetését megeldzden ilyen jellegli felmérést nem végeztiink.
Az adatok ismerete azonban a késObbi valtozasok értékelése szempontjabol
fontos lehet.

Mar a bevezetében emlitettiik a S. pneumoniae okozta otitis media-t amely a
gyermekkorban igen gyakori megbetegedés. 2008 oktoberétdl az ezzel a
diagndzissal bekiildott torzseket is szerotipizaljuk. Bar szoros értelemben nem
tartozik az invaziv fertézésekhez, egyes esetekben azonban otogén meningitis
kialakulasdhoz vezethet, ezért fontosnak tartjuk a szerotipusok megoszlasanak
vizsgalatat ebben a mintacsoportban is. Az eddigi vizsgalataink alapjan (2. abra)
ugy tlinik, hogy a kozépfiilgyulladdsokban a leggyakoribb szerotipus 19F, majd
ezt koveti a 3, 7F, 14.

A 6-18 ¢év, 18-60 év és a 60 év feletti korosztaly szerotipusainak gyakorisagat a
3. é&bra szemlélteti. Az adatok alapjan elmondhat6, hogy mindegyik
kategdridban a vezetd szerep a 3-as szerotipusé. A 6-18 éves korosztalyban 7-
féle szerotipust hatdroztunk meg, a 3-as dominancidja szembetlind. A 18-60
kozotti korosztaly jelenlegi 23 —féle szerotipusabol a 3-as mellett jelentdsebb
szamban talalhato az 1, 14 és 9ON. A 60 év feletti korcsoportban a 20 — féle
szerotipusbol a 3-as mellett a 14, 23F és a 4 fordult el6 nagyobb szamban.

A hatvan év feletti csoportban a PCV vakcindk altali szerotipus lefedettség
PCV-7 37,9%, PCV-10 39,7% és a PCV-13 74,1% szerint alakul.
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S.pneumoniae penicillin és erythromycin érzékenysége szerotipusok szerinti megoszlasban 2002-
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Megjegyzés: A jelmagyarazatban a baloldali sor a penicillinre a jobb oldali sor
az erythromycin értékekre vonatkozik.

Erdemes néhany szoban megemliteni az antibiotikum rezisztenciaval
kapcsolatos tapasztalatokat is. Az értékelést a CLSI 2009. évi kiadasa alapjan
végeztik. A S. pneumoniae penicillin és erythromycin érzékenységi adatait
szerotipusonkénti bontdsban elemezve, elmondhato, hogy az eddig szerotipizalt
35 —féle szerotipus tobbsége mind a penicillinnel mind pedig az erythromycinnel
szemben €rzékenynek bizonyult. 10 szerotipus esetében azonban penicillinnel
¢s/vagy erythromycinnel szemben tapasztalhatd rezisztencia. A rezisztens
torzsek tobbnyire a PCV-7 vakcina szerotipusai kozé tartoznak. (14, 19F, 23F,
6B). Penicillinnel szembeni magas foka rezisztencidval (MIC>8
ug/ml)rendelkezd, invaziv mintabdl szdrmazo térzset eddig még nem talaltunk.
A makrolid rezisztencia ezzel szemben magas értéket mutat. A szerotipizalt
torzsek 32,4%-a volt rezisztens az erythromycinnel szemben.

Még egyszer szeretnénk felhivni a laboratoriumok figyelmét arra, hogy
vegyenek részt a hazai invaziv pneumococcus betegség surveillance-aban.
Kérjiik, hogy tovabbra is kiildjenek be (vagy ha eddig még nem kiildtek be,
ezutan tegy¢k meg) minden IPD —bdl szarmazd S. pneumoniae térzset szerotipus
meghatarozas céljabol. A torzseket lehetdség szerint az izoldlast kdvetden a
lehetd legrovidebb 1ddn beliil tovabbitsak az OEK Bakteriolégia 1. osztalyara,
D-pélcéan, vagy transzport taptalajban. A sziikséges kisérélapot (adatlapot) az
OEK honlapjarol (www.oek.hu) tolthetik le: ,,Bekiildolap Streptococcus
pneumoniae szerotipus meghatarozasahoz”. Kérjuk, hogy az adatlapot
értelemszeriien, pontosan toltsek ki. A diagnézis Kkitoltése az adatlapon
kiemelt jelentoségii.

Koszonjiik, hogy segitik a Streptococcus pneumoniae altal okozott invaziv
megbetegedések hazai jarvanyiigyi helyzetének pontosabb megismerését célzo
surveillance tevékenységiinket.
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Helyesbitd kiegészités

A Mikrobiologiai Korlevél 2006.évi 1. szdmdnak 17 oldaldn talalhato 1.
tablazataban az alabbi kiegészitések és helyesbitések torténtek:

1. tdbldzat Az aerob antibiotikum érzékenységi vizsgalatokhoz sziikséges
kontroll torzsek.

A rezisztencia fenotipusos vizsgalatahoz és a screen lemezekhez:

ATCC HNCMB
azonosito azonosito

6 pg/ml oxacillin és 4% NaCl tartalmi Mueller-Hinton taptala;
Staphylococcus aureus oxacillin érzékeny 29213 112010
Staphylococcus aureus oxacillin rezisztens 43300 112013

Aminoglikozid high level rezisztencia; 6 pg/ml vancomycin tartalmu BHI
Enterococcus faecalis vancomycin rezisztens 51299 80235
Enterococcus faecalis vancomycin érzékeny 29212 80234

Makrolid indukalta clindamycin rezisztencia

Staphylococcus aureus BAA-976 110024
Staphylococcus aureus BAA-977 110025
EGYEB

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitiv 700603 52134
S. aureus MUS0 VISA 700699 112017
S. aureus MU3 hVISA 700698 112016
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