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Atopobium vaginae - a bakterialis vaginézis kimutatasanak uj
,kulcsbaktériuma”
Irodalmi 6sszefoglalod

Urban Edit ,
Szegedi Tudomanyegyetem, Szent Gyorgyi Albert Altalanos Orvostudomanyi
Kar, Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet

A bakteridlis vaginozis (BV) igen gyakori tiinetegyiittes, mely az érintett
nék egy részében kifejezett panaszokat okoz, masoknal tiinetmentesen van jelen.
A korkép etiologidgja meég napjainkban sem teljesen tisztazott. Nemzetkozi
konszenzus alapjan a BV a normal Lactobacillus flora eltiinésével jar6 olyan
hiivelyi elvéltozas, ahol a lactobacillusok helyét jellegzetes, komplex aerob-
anaerob vegyes baktériumflora veszi at, azonban a gyulladasos tiinetek
hianyoznak (1). A baktériumflora mindségi- €s mennyiségi Osszetétele ¢€s az
altaluk termelt anyagcseretermékek kiilonbozhetnek az érintett személyeknél. A
premenopauzdban 1évé ndk Osztrogén termelésének hatasdra nd a glikogén
termelddése a hiively epithelialis sejtjeiben, mely gliikozza, majd tejsavva
bomlik a jelenlévd lactobacillusok metabolikus aktivitdsa kovetkeztében. A
lactobacillusok ¢és a fakultativ patogén baktériumok kozotti egyensuly
fenntartdsdban az antibiosis jelenségének fontos szerepe van. Abban az esetben,
ha a hiively 0Okologiai egyensulya valamilyen tényezé miatt felborul, a
lactobacillusok dominanciajat a novekvé Gardnerella vaginalis csiraszam, majd
a pH radikalis emelkedése mellett vegyes anaerob flora valtja fel. Ezt kovetden
megjelennek a BV jellegzetes tlinetei.

A bakterialis vaginozis kimutatasanak lehetéségei: A BV diagnosztika
kritériumainak Osszeallitisa Amsel ¢és mtsai nevéhez fiizédik. A négy
diagnosztikus jel (jellegzetes folyds, lugos pH, pozitiv amin-teszt €s a
kulcssejtek) koziil haromnak a megléte megerdsiti a BV diagnézisat. Ujabban
egyre gyakrabban alkalmazzdk a hiivelyvdladék Gram-festésén alapulo
diagnosztikat: a festett kenetben lathatd morfotipusok szerint adott pontszamok
(Nugent score) alapjan torténd besorolast a BV diagnosztikdjdban. A
baktériumok morfoldgiaja alapjan objektivebb megitélés valik lehetdveé amellett,
hogy a kulcssejtek is felismerhetok. Jelenleg a Gram-festést tartjak a
legmegbizhatobb modszernek a BV diagnosztikajara, (Nugent-pontérték 7-10),
hatranya, hogy azonnali, a vizsgdloasztal melletti diagnozist nem tesz lehetdveé.
Bakterioldgiai tenyésztéses vizsgalatok: a bakteriologiai vizsgalatoknak a BV
diagnosztikajdban nincs gyakorlati jelentdségiik. A BV organizmusok
tenyésztése rendkiviil kényes, iddigényes €s koltséges munka. Tekintettel arra,
hogy ezek a baktériumok Iényegében a normdl hiivelyflora tajai, igy
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kimutatasuk nem diagnosztikus értékii, onmagukban semmit nem bizonyit.
Egészen a kozelmultig a BV ugynevezett indikator, vagy ,.kulcsbaktériumanak”
a G. vaginalis-t tartottak, igy a BV mikrobiologiai, Gjabban molekularis
diagnosztikajaban kimutatasa kiemelkedd szereppel birt. Egyre tobb az irodalmi
adat egy a kozelmultban felfedezett species, az Atopobium vaginae
kulcsszerepérél a BV-ban. A speciest el6szor 1999-ben irtdk le M. Rodriguez
Jovita és mtsai egészséges no hiivelyvaladékabol izolalt torzsként (2), majd
humén korképben jatszott patogén szerepére 2003-ben deriilt fény (3).

Az Atopobium genust Collins & Wallbanks (1992) irtak le el6szor a
korabban Lactobacillus minutus- (Hauduroy et al., 1937), Lactobacillus rimae-
(Olsen et al., 1991) és Streptococcus parvulus-ként (Weinberg et al., 1937)
elnevezett speciesek taxondémiai elhelyezésére (4). Filogenetikailag az
Atopobium speciesek kiilonallé csoportot képeznek, és az actinomycetesekhez
allnak legkdzelebb. (Stackebrandt & Ludwig, 1994). Az Atopobium specieseket
szamos, kiilonbozd anatomiai helyekrdl szarmazoé human mintabol izolaltak, a
normal flora tagjaiként: gingivalis résekbol (Atopobium rimae, Atopobium
parvulum), illetve infekciézus korképekbol szarmazo klinikai mintakbol
[példaul fogaszati talyogok: A. rimae, A. arvulunz, abdominalis valadékok,
sebek, kismedencei talyogok (Atopobium minutum)]. A genus tagjai az eredeti
leirds szerint fakultativ, a jelenlegi adatok alapjan obligat anaerobok. Egyesével,
helyenként parban, ritkan lancokban elhelyezkedd nem mozgo, kicsi Gram-
pozitiv elliptoid coccusok, vagy coccobacillusok, melyek nagy mennyiségl
tejsavat termelnek. Columbia-alapt anaerob véres agaron 37°C-on, 48 h-an
keresztiil anaerob koriilmények kozott torténd inkubalds utdn  kicsi,
gombostiifejnyi, szlirkésfehér telepeket képeznek (2). Biokémiai sajatsagaikat az
1. tdbldzat mutatja be. A Gram-pozitiv baktériumonkon beliil az actinomycetes
csoport tagjaival valo szoros filogenetikai kapcsolat ellenére az Atopobium
speciesek nem képeznek kivételt, holott fenotipusosan gyakran osszetévesztik az
alacsony G + C-tartalmu tejsav termelé baktériumokkal. A kimutatasukra
jelenleg foleg a molekularis diagnosztikai modszereken alapuld (16S rRNS gén
szekvenalas) eljarasokat alkalmazzdk, mivel a legtobb, kereskedelmi
forgalomban kaphato gyari identifikalo kit nem alkalmas a torzsek species szintii
meghatarozasara. Diagnosztikai €s terapias megfontolasbdl is rendkiviil fontos
az a megfigyelés, hogy a torzsek hasonléan magas szintli metronidazol és

crer

nitro-5’-imidazolok: ~ metronidazol,  ornidazol, secnidazol, tinidazol)
rezisztenciaval rendelkeznek, azonban penicillinre, penicillin-szarmazékokra,
vancomycinre, makrolidokra, clindamycinre érzékenynek bizonyulnak (5).

A species human korfolyamatokban jatszott szerepe kérdéses volt, az elsd
bizonyitottan emberi fertézéses eredetii korképbdl izolalt patogén torzset, mely
egy 39 éves nébeteg tuboovarialis talyogabol szarmazott, 2003-ban
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identifikaltdk és irtdk le (3). Az akkor izolalt és molekuléris diagnosztikai
vizsgalatokkal (PCR amplifikacio és a 16S rRNA gén 1 437 bp szekvencia
analizise) azonositott A. vaginae ATTC kontroll térzset (GenBank reference No.
AF325325) az API ID32A (bioMérieux, Franciaorszag) Gemella morbillorum—
ként identifikalta.

Az Atopobium vaginae cléfordulasa és a BV kozotti 0sszefliggést az
elmult évek soran tobb kutatocsoport is vizsgalta: Ferris és mtsai 2004-ben 46
,hormalis” és a Nugent score alapjdn BV-nek mindsitett hiivelyvaladékot
vizsgaltak meg molekularis diagnosztikai moddszerekkel (6). Vizsgalataik
alapjan az Atopobium vaginae a BV pozitiv paciensek tobbségében (12/22)
kimutathato volt, mig az “egészséges” hiivelyvaladékokban joval ritkabban
(2/24) (P<0,001). Véleményiik szerint az A. vaginae kiemelkedéen fontos
komponense annak a komplex bakterialis biofilmnek és mikrodkologiai
rendszernek, mely az abnormalis hiivelyi baktériumflorat alkotja és jelzo,
“kulcs” baktériuma lehet a BV-nak, és igen jelentds szerepet jatszhat a
metronidazol-kezelés elleni sikertelenségben. Bradshaw és mtsai 2006-ban 358
rendellenes hiivelyi folyassal rendelkezdé nd hiivelyvaladekat vizsgaltadk meg
PCR moddszerrel, Gardnerella vaginalis és A. vaginae kimutatas céljabodl (7). Az
A. vaginae kimutatas 96%, a G. vaginalis 99% szenzitivitassal rendelkezett BV
kimutatasara Osszehasonlitva a Nugent score- moddszerrel, azonban az A.
vaginae kimutatasa sokkal specifikusabb volt a BV-re, (77% versus 35%), mint
a G. vaginalis. Tanulmanyukban G. vaginalis-t 100%-ban, A. vaginae-t 75%-
ban sikeriilt kimutatniuk rekurrens BV-ben szenvedé ndkben; A. vaginae-t
ritkan sikertilt G. vaginalis nélkiil detektalni, ill. azokban a ndbetegekben,
akiknél mindkét organizmust egyiitt kimutattak, nagyobb volt a rekurrens BV
aranya (83%), mint amikor egyediil a G. vaginalis jelenlétét sikeriilt detektalni:
38% (P<0,001). Véleményiikk szerint az A. vaginae-infekcio sokkal
specifikusabb a BV-re, mint a G. vaginalis infekcio. A magasabb kitijulasi arany
azoknal a néknél, akiknél mind az A. vaginae-t, mind a G. vaginalis-t egylittesen
kimutattak, arra utalnak, hogy az A. vaginae jelentésen hozzajarul a BV
kialakulasahoz, etiologiai szerepe azonban mindeziddig még nem tisztazott.
Ugyanez a kutatdécsoport 44 intakt nd hiivelyvaladékat vizsgalta meg PCR
modszerrel, G. vaginalis és az A. vaginae kimutatas céljabol (8). 20 nénél tudtak
(45%) G. vaginalis-t kimutatni, de csak 3 (7%) esetben A. vaginae-t.
Vizsgalatukban a G. vaginalis jelenléte szignifikansan magasabb volt abban a
csoportban, ahol a kitoltott kérddivek alapjan a ndk oralis szexet gyakoroltak,
illetve kéz (nyal) -genitalis kontaktusuk volt. Burton és mtsai tiinetmentes, a
Nugent score alapjan BV pozitiv posztmenopauzalis nék hiivelyvaladékanak
44%-aban mutattdk ki a baktériumot, mig egészségesekben nem sikeriilt
Kimutatni az A. vaginae-t (9). Thies és mtsai hasonlé eredményre jutottak,
amikor 70 hiivelyvaladék (50 BV, 20 egészséges) mintat vizsgaltak meg a 16S
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rRNS gén RFLP fingerprinting mddszerrel (10). A BV pozitiv mintdk 96%-4ban
tudtak A. vaginae-t kimutatni, szemben a G. vaginalis-sal, mely csak a BV
pozitiv mintak 64%-aban volt jelen. Az egészséges nok hiivelyvaladékaban sem
G. vaginalis-t, sem A. vaginae-t nem sikeriilt detektalniuk. Tobb tanulmany
szerzO1 is egymastdl fliggetleniil arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
rekurrens, illetve metronidazol terapia rezisztens BV esetekben a BV-t alkotd
biofilmben az A. vaginae csiraszama joval magasabb volt, mint azokban az
esetekben, ahol a terapia sikeres volt (7, 10-12).

Az irodalomban publikalt kutatasi adatok alapjan nem meglepd, hogy az
A. vaginae-t eddig nem hoztak 6sszefliggésbe a BV-al. 1zolalasa, identifikalasa a
hagyomanyos, biokémiai modszerekkel meglehetésen nehézkes, gyakran
félreidentifikalt. Gram-szerint festett kenetben morfoldgidja nem tipikus: kicsi
Gram pozitiv coccobacillusok, a komplex flérdban nagyon nehéz elkiiloniteni a
BV-t alkoto egyéb baktériumoktol. Eredetileg az Atopobium genusba tartozo
specieseket szdmos esetben a lactobacillusok ko6zé soroltdk, a gyari
identifikacios kitekkel pedig tobb esetben is Gemella morbillorum-ként
identifikaltak. Klinikai mintdkbol torténd korrekt kimutatasa €s identifikacioja a
modern molekularis diagnosztikai modszerek megjelenésének koszonhetd. A
legijabb kozlemények alapjan a baktérium kimutatasa megfeleld specifikus
targete lehet a BV kimutatasara szolgaldo gyari kit-eknek, kereskedelmi
forgalomban kaphatd, illetve ,,home-made” PCR moddszereknek (8-13).

Tablazat: Az Atopobium speciesek biokémiai elkiilonité reakcioi *
+: pozitiv, -: negativ, V: valtozo

Enzim termelés A.vaginae | A. minutum | A. parvulum | A.rimae
Acid foszfataz + - + +
Alanin arilamidaz - - + -
Arginin dihidroldz + + - -
Arginin arilamidaz + + + -
Hisztidin arilamidaz + - - -
Galaktozidaz - - + -
Leucin arilamidaz + - + -
Prolin arilamidéz + + - -
Piroglu_ta@étsav i v N N
arylamidaz

Glycin arilamidaz + - + -
Szerin arilamidaz + - - -
Tirozin arilamidaz - - + -

* Mar Rodriguez Jovita, M.D. Collins, B.Sjoden és E. Falsen kézleménye (2) alapjan
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Zoonotikus CA-MRSA torzsek megjelenése Magyarorsziagon
Ungvari Erika, Téth Akos

Bar a methicillin rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) tovabbra is a
legelterjedtebb nosocomialis pathogének egyike, a 90-es évek ota egyre nagyobb
problémat jelentenek a teriileten akviralt MRSA (community-associated, CA-
MRSA) torzsek. Az elmualt néhany évben egy specialis MRSA  klon
megjelenését figyelték meg human infekcidokban. A torzsek vizsgélata soran a
forras kutatasok allati, elsdsorban sertés €s szarvasmarha eredetet igazoltak, ez
utobbira utal a LA-(livestock-associated) MRSA elnevezés.

Az LA-MRSA torzsek egyik legjellegzetesebb sajatossdga, hogy az
MRSA torzsek tipizalasara ,gold standardként” hasznalt pulsed-field
gélelektroforézis (PFGE) vizsgalattal (a rutinszertien alkalmazott Smal
restrikcios endonukledzzal) nem tipizalhatok, igy kezdetben NT-MRSA-nak is
nevezték. A tovabbi tipizaldsi vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a
torzsek mindegyike egy igen ritka, a 398-as multilokusz szekvencia tipus
klonalis komplexébe (CC398) tartozott. A tovabbiakban a CC398 komplexbe
tartozd6 LA-MRSA allati és human elterjedtségérdl, klinikai vonatkozésairdl és
hazai megjelenéserdl szamolunk be.

Az LA-MRSA felbukkanasat elsoként 2003-ban, Hollandiaban irtak le
sertéstartd farmokon. Azonos, NT-MRSA torzseket izolaltak sertésekbol,
farmerekbdl ¢€s hozzatartozo6ikbol, és bizonyitottdk az emberek ¢és sertések
kozotti kozvetlen atvitelt is (1, 2). Egy holland eset-kontroll tanulmany
megerdsitette, hogy haszonallatokkal elsdsorban sertéssel vagy szarvasmarhaval
kapcsolatba keriilt személyek korében gyakoribb a CC398-as MRSA hordozas,
illetve az altaluk okozott infekciok (3). Azdta szamos eurdpai orszagban (pl.
Déania, Németorszag, Ausztria, Belgium), Kanadaban, USA-ban ¢s Kinaban is
¢szlelték az LA-MRSA torzsek megjelenését mind az allatok, mind a veliik
dolgozd emberek korében. Kiilonosen magas hordozasi aranyt figyeltek meg
farmerek, allatorvosok ¢s vagohidi dolgozok kozott, akik gyakorta keriilnek
kozvetlen kontaktusba €16 haszonallatokkal (4).

Az ¢lelmiszerek eldallitdsara tartott allatok (pl. sertés, borju, brojler
csirke) gyakran tiinetmentesen hordozzak a CC398-as MRSA-t (4, 5). Tobb
orszagban leirtdk a LA-MRSA torzsek el6forduldsat az élelmiszerlancban is. de
Boer és mtsai a holland kiskereskedelmi forgalomban 1évé hismintak 11%-aban
mutattak ki MRSA szennyez6dést, és az izolalt torzsek 85%-a bizonyult CC398
MRSA-nak (6). A LA-MRSA ¢élelmiszerlancba torténd bejutasaval a hus
feldolgozas/fogyasztas révén is lehetdség nyilik MRSA kolonizacid vagy
infekci6 kialakulasara.
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Az éllatokban megfigyelt LA-MRSA kolonizdcidé magas ardnyanak
emberi populédcidra gyakorolt hatdsa még kevéssé ismert. Hollandidban, ahol az
¢lelmiszerek eldallitasara tartott allatdllomanyban magas a CC398-as MRSA

crer

egészségligyl intézményekben. A holland MRSA surveillance adatai alapjan
2008. végére a human klinikai mintadkbdl izolalt MRSA torzsek kozott az NT-
MRSA torzsek aranya elérte 42%-t (www.rivm.nl/mrsa). A LA-MRSA torzsek
nemcsak allatroél emberre terjedhetnek kontakt iton, hanem emberrdél emberre is,
akéar a korhazi kornyezetben is. Az elsd koérhazi jarvanyt egy holland kérhaz
sebészeti osztalyardl jelentették (7).

Bar jelenleg a huméan esetek dontd tobbsége kolonizacid, ritkan
eléfordulnak CC398-as MRSA torzsek altal okozott sulyos infekcidk is: pl.
bacteraemia, endocarditis, pneumonia, osteomyelitis (8, 9).

Az LA-MRSA ST398-as torzsek hazai megjelenésére az Europai
Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) altal szervezett 2008-as felmérés soran
deriilt fény, a torzseket az Orszagos Allategészségiigyi Intézetben 3
sertésteleprol szarmazo pormintabol izolaltak (10).

2009 szeptembere Ota az Orszagos Epidemiologiai Kozpont
Staphylococcus aureus Nemzeti Referencia Laboratoriumba (SRL) bekiildott
MRSA torzsek kozott 10 LA-MRSA ST398-as torzset azonositottak. Négy
esetben tortént jarvanyligyi vizsgalat.

A torzseket klinikai mintakbol izolaltak, 4 esetben sebvaladékbol, 1-1
esetben hemokulturabol, BAL-bol és drainbdl. Harom beteg esetén a torzsek
orr/torok mintakbol szarmaztak. Az eddig beérkezett klinikai adatok alapjan két
betegnél osteomyelitis, egy betegnél pedig pneumonia alakult ki. A jarvanyiigyi
vizsgalat két esetben tart fel direkt kontaktust haszonallattal. A betegek egyike
otthonaban sertést vagott, mig egy masik beteg husfeldolgozoban dolgozott. (1.
tablazat)
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1. tablazat LA-MRSA-gyanus esetek adatai

Torzs Izolalas Szakrendelé/ | Ellatas Minta Beteg Klinikai
helye Osztaly tipusa tipusa életkora kép
321/09| Miskolc Trauma. Fekvo sebvaladék 38 ¢év -
398/09| Cegled Trauma. Fekvo sebvaladék 52 év | osteomyelitis
405/09 | Jaszberény | Kronikus Bel. | Fekvd |orrvaladék szaré| 70 év bronchitis
21/10 Debrecen AITO Fekvo BAL 37 év | tidogyulladas
61/10 | Veszprém Bel. Fekvd drain 61 év -
64/10 Cegléd Trauma. Fekvo sebvaladék 36 év | osteomyelitis
97/10 | Keszthely Bel. Fekvé | hemokultara 72 év -
101/10| Budapest Gyermek Kh. | Fekvd sebvaladék 14 év | égett borfeliilet
176/10| Debrecen |Fiil-orr-gégészet| Jard torok 71 év -
213/10 | Nyékladhaza Haziorvos Jar6 |orrvaladék sziir6| 39 év -

Mindegyik torzs tetracyclin rezisztensnek bizonyult. Az irodalmi
adatoknak megfeleléen ciprofloxacin rezisztencia ritkan fordult eld, mindkét
torzs esetén csak alacsony szintli volt a rezisztencia (MIC: 8 mg/L). A torzsek
makrolid, link6zamid, aminoglikozid érzékenysége nagyon véaltozatos képet
mutatott. Két torzs erythromycin érzékenynek és clindamycin rezisztensnek
bizonyult. Mindkét torzsnél alacsony szintli volt a clindamycin rezisztenciat
(MIC: 2mg/L). Egyik torzs sem hordozta a PhLOPS, rezisztencia fenotipust
okoz6 Cfr 23S rRNS metiltranszferazt kodold (cfr) gént, ami phenicol,
link6zamid, oxazolidinon (linezolid), pleuromutilin és a streptogramin A
antibiotikumokkal szembeni egyiittes rezisztenciat biztosit. Mindegyik torzs
quinupristin/dalfopristin, linezolid, tigecyclin és vancomycin érzékenynek
bizonyult. (2. tablazat)

2. tablazat Klinikai mintakbol izolalt LA-MRSA torzsek (n=10) antibiogramja.

Torzs | CIP | CLI | ERY | KAN | GEN | SXT | TET | RIF | Q/D | LZD | TGC | VAN
321/09 | E E E E E E R E E E E E
398/09 | r* r* E E E E R E E E E E
405/09 | E R R E E E R E E E E E
21/10 r* E E E E E R E E E E E
61/10 E E E R R E R E E E E E
64/10 E E E R E E R E E E E E
97/10 E R R E E E R E E E E E
101/10 | E r* E R R E R E E E E E
176/10 | E R R E E E R E E E E E
213/10 | E E E E E E R E E E E E

11




@f«robioléqioi Korlevél _&K‘

CIP: ciprofloxacin; CLI: clindamycin; ERY: erythromycin, KAN: kanamycin; GEN:
gentamicin; SXT: trimethoprim-sulphamethoxazol; TET: tetracyclin; RIF: rifampicin; Q/D:
quinupristin/dalfopristin; LZD: linezolid; TGC: tigecyclin; VAN: vancomycin

*1: alacsony szintli rezisztencia

Egyetlen torzs sem hordozta a CA-MRSA torzsekre jellemzd Panton-
Valentine leukocidin (PVL) toxin génjét. Mindegyik térzs IV. vagy V. SCCmec
kazettat tartalmazott. Egyik torzs sem volt tipizalhat6 PFGE vizsgalattal, Smal
restrikciés endonukledzt hasznalva (PFGE tipus: Smal-NT). A torzsek az
ST398-as klonra jellemzd t011 (n=5), t899 (n=3), t034 (n=2) spa tipusokba
tartoztak. Az ST398-as MRSA torzsek jellemzésére hasznalt Apal restrikcios
enzimmel elvégzett PFGE vizsgalat sordn, a torzsek két PFGE tipusba tartoztak
(80%-0s homologia hatarnal). Az egyik PFGE tipusba csak IV-es, a masik
tipusba — egy kivételével- V-6s SCCmec tipust torzsek tartoztak. A t034 spa
tipusu torzsek V-0s, a t899 spa tipusu torzsek 1V-es SCCmec kazettat hordoztak,
ugyanakkor a leggyakrabban el6forduld t011 spa tipusu toérzsekben mindkét
SCCmec tipus eldéfordult. (1. dbra)

Dice (Opt1.00%) (Tol 1.0%-1,0%) (H>0 0% S>0 0%) (0 0%-100.0%)

Apal Apal SCCmec Sha MLST
tipus tipus

B398_F809 V. PVL- t011
B21_F38 V. PVL- 1011
B97_F185 v PVL- 1899
B405_F829 V. PVL- 1034
| B176_F299 V. PVL- 1034
B64/10_F583 V. PVL- 1011 ST398
B61_F134 v PVL- t011 ST398
B101_F189 v PVL- 1011
B321_F645 IV. PVL- 1899 ST398
N B213_F376 v PVL- 1899

1. abra Klinikai mintdkbol izolalt LA-MRSA térzsek (n=10) tipizalasi eredményei

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy LA-MRSA ST398-as torzsek
Magyarorszagon is megjelentek, melyek tobbségét sulyos infekciok soran
izolaltak. Egyel6re az OEK SRL-ba bekiildott torzsek korében az LA-MRSA
torzsek szdma nem jelentds, figyelemreméltd azonban, hogy valamennyi az
utobbi egy évben keriilt izolalasra. Az LA-MRSA hazai megjelenésével, az
allatokkal kozvetlen kapcsolatba keriilék korében is szamolni kell a teriileten
eléfordulo MRSA infekciokkal.

Ahhoz, hogy a hazai LA-MRSA torzsek altal okozott infekcidkat és a
torzsek mikrobiologiai sajatossagait jobban megismerhessiik, kérjiik, hogy a
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tetracyclin rezisztens MRSA torzseket a sziveskedjenek bekiildeni az OEK
SRL-ba.
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Nyugat-nilusi virusfert6zések
Ban Enikd, Szalkai Teodéra, Szomor Katalin, Takacs Maria, Ferenczi Emoke

Bevezetés

A Nyugat-nilusi virus a Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségébe
tartozik, azon beliil pedig a Japan encephalitis antigén-komplex tagja. A virust
eloszor 1937-ben, egy Uganda West Nile (Nyugat-Nilus) tartomanyaban él6
lazas nd vérébdl izolaltak (Smithburn és mtsai, 1940). Az arbovirusok foldrajzi
eléforduldsara végzett gockutatds sordn izolaltak 1972-ben és 1976-ban két
Nyugat-nilusi virus torzset hazdnkban (Molnar, 1982), majd 2003-t61 a virus
human megbetegedéseket is okozott. A kozte levd id6szakban emberi, vagy
allati megbetegedésben koroki szerepét nem tudtak igazolni Magyarorszagon. E
betegseg elsdsorban madarak kozott terjed szunyogcsipés révén, az ember csak
véletlentil fert6zddik. A virusnak az emberhez hasonl6 jarulékos gazdai lehetnek
mas emldsok is, koztiik lovak, juhok, és mas haziallatok, valamint vadon €16
madarak ¢és kisemldsok. Eurdpdban a korokozd természeti korforgdsa két
jellegzetességet mutat. A vidéki (erdei) formdban a vizi madarak és a madarvért
kedveld (ornitofil) szinyogfajok, a varosi formaban pedig az ember
kornyezetében €16 madarak, illetve a madar- és embervért egyarant kedveld
szunyogfajok (Culex pipiens, Culex modestus) tartjak fenn a folyamatot.

Klinikai tiinetek

A Kklinikai tiinetek masképp jelennek meg bizonyos fajoknal, egyesek
érzékenyebben reagalnak rd, mig mas fajokndl a Nyugat-nilusi virusfert6zés
tiinetmentesen zajlik le, €és csak utdlag a vérben megjelend ellenanyagok
kimutatasaval igazolhat6. A madarakban ugyancsak valtoz6é a virusfertdzés
kovetkezménye. Egyes fajok tiinetmentesen vészelik at, mig masokban halélos
kimenetelli is lehet. Ez utdbbi szdmos madarfajnal, kiilondsen a varjaknal
jellemz0, nagyfoku érzékenysegiik miatt (Komar, 2003). A fert6zés altalanos
tiinetei a levertség, gyengeseg ¢s néhany esetben vérzés (Komar és mtsai, 2003).
Magyarorszagon, 2003-ban ludakon a mozgéaskoordinaci6 hianyat, a test gorcsos
merevedeését, és ritmikus fej-nyakmozgasokat lehetett tapasztalni (Glavits és
mtsai, 2005). Kutatdsok bizonyitottdk, hogy a virussal fert6zott lovak 10%-a
mutat klinikai tiineteket (Bunning ¢és mtsai, 2002). A lovak betegsége
magatartdsi zavarokkal, levertséggel, depresszioval kezdddik, emellett 14z,
inkoordinalt mozgas, izomrangas, izommerevség (spasmus), izomerd-csokkenés
(paresis) és fokozott érzékenység tiineteivel jar. 2005-ben, hazank kozépséd
rész€érdl szarmazo anyajuhon Nyugat-nilusi virus okozta idegrendszeri tiineteket
figyeltek meg a kutatok, majd az allat az alkalmazott tiineti kezelés ellenére
négy napos betegeskedés utan elhullott (Kecskeméti és mtsai, 2007). A Nyugat-
nilusi virus altal okozott emberi fertdzés az esetek nagyobb részében
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tiinetmentesen zajlik le (kb. 80-85%), a fennmarad6d 15-20 %-ban enyhébb
tiinetek jelentkeznek, melyek nem jellegzetesek, ezért a klinikai kép alapjan
nehezen kiilonithetok el mas virusbetegségektdl (nyugat-nilusi 1az). Ritkan 2-6,
legfeljebb 14 napos lappangédsi id6 utdn nem specifikus ,,influenzaszeri”
betegség alakul ki. Erre jellemzd a hirtelen kezdetli magas 14z, borzongas,
hidegrazéas, rossz kozérzet, fejfajas ¢és izom-iziileti fajdalmak. Ritkabban
é¢melygés, hanyas, hasmenés, kohogés, torokfajads is lehet. Alkalmanként
kotéhartya-gyulladds, az arc kipiruldsa és nyirokcsomdé megnagyobbodas
¢szlelhetd. A fertézottek felénél maculopapulosus vagy halvany roseola jellegii
borkiiités figyelhetdo meg. A panaszok 1- 2 hét alatt spontdn mulnak el, a
felépiilés teljes, ritka szovédmény a hepatitis, a hasnyalmirigy-gyulladas és a
szivizomgyulladas (Budai, 2003). A becslések szerint a Nyugat-nilusi virussal
fert6zott 150-200 személy koziil egynél jelentkezik a betegség sulyosabb,
neuroinvaziv korkép formdjadban. 1000 fert6zott koziil egy esetében a
legstilyosabb, halalos kimeneteli encephalitis alakulhat ki (Epinfo, 2005). A
sulyosabb kimenetelli virusfert6zések a nagyon fiatalokat (csecsemdk,
gyerekek), az 50 év felettieket, a legyengiilt immunrendszerii személyeket, €s
egyéb alapbetegségben szenvedoket (cukorbetegek, sziv-€s vesebetegek)
veszelyeztetik.

A virus okologiaja

A virus nagy teriileteken- Afrikaban, Nyugat-Azsidban, Eurépaban és
Ausztralidban- honos. A virus elsddleges gazdai elsésorban a kiilonb6zo
vandorldé madarak, terjesztdi pedig kiilonféle szinyogfajok. Az amerikai
kontinensre, New York korzetébe 1999-ben hurcoltak be Izraclbdl. Az azt
kovetd négy évben ebbdl a gdcbol nyugati €s del-nyugati iranyba jelentds
terjedés tortént. Napjainkra az USA csaknem valamennyi allama fert6zott,
késobb megjelent Kanada Ontario tartomanydban is. Ez az expanzio
okologiailag sajatos jelenség, hiszen a Nyugat-nilusi virus szdmara inkabb a
magasabb hdmérsékletli régiok kedvezdek, mintsem a mérsekelt, idonként hideg
kontinentalis klimatikus viszonyok. Egy madsik fontos megallapitds, mind az
Ovilagot, mind az Ujvilagot figyelembe véve, hogy az amerikai kontinensre vald
belépése utdn a Nyugat-nilusi virus virulencidja nétt a helyr madar
populacidban, ¢és egyre tobbszor okozott sulyos, haldlos kimeneteli
megbetegedéseket. Szamos kutatd gondolja Uigy, hogy a virus egy 1j formaja
jelent meg (Malkinson, 2002). A virustranszmisszié szinte teljes mértékben a
nyari €s a kora 0Oszi honapokra, a szinyogok aktivitdsanak id0szakara
korlatozodik. A Nyugat-nilusi virus, mint minden izeltlabuval terjesztett virus, a
gerincesekben €s a vérszivo vektorban is képes szaporodni. A virusnak magas
titerben jelen kell lennie a gerinces gazda vérében ahhoz, hogy megfertdézze a
vérszivo vektort (ezért nem terjed szinyogcsipéssel emberrél-emberre). A virus
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szaporodik az izeltlabu belében, és azutan eljut egyéb szervekbe, igy a
nyalmirigybe is. Kizarolag a ndstény izeltlabuak a virus terjesztoi.
Meghatarozott iddszakra, Un. extrinsic inkubdcids szakra van sziikség, amig a
vektor nyéldban elegendd virus gyfilik 6ssze (-10° PFU/ml), hogy a virus
tovabbterjedjen. A vadon ¢l6 madarak szerepe egyes kérokozok terjesztésében
¢s fert6zési lancok fenntartdsdban régota ismert (McDiarmid, 1969). Szamos
madarfaj esetében azonban nagy létszamu populacidk élnek egyiitt ugyanazon
az €lohelyen, illetve a kiilonb6zd fajok hasonlo taplalkozasi szokasai és kdzos
¢léhelye miatt (pl. vizimadar fajok) gyakori az egyedek kozti kozvetlen, vagy
kozvetett érintkezés, amely a korokozok atjutdsahoz kedvezo feltételeket teremt
(Hubalek, 1994). A vadon €16 madarak koziil kiilonos jarvanytani jelentdséggel
birnak a vonulo fajok (Rosicky, 1965).

A Nyugat-nilusi laz virusfert6zés szerologiai diagnosztikaja

Mivel human megbetegedések esetén (mind a Kkiiitéssel jar6 lazas
megbetegedes, mind a korkép neuroinvaziv formaja esetén) a virus szoveten
vagy szoposegeérben torténo izolalasara illetve polimeraz lancreakcidval torténd
detektalasara mar kevés remény van; igy a diagnosztika alapjat nemzetkozi
ajanlasok szerint is a szerologiai vizsgalatok jelentik (Epinfo 2005).

Magyarorszdgon az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont (OEK) Virdlis
Zoono6zisok Nemzeti Referencia Laboratériuma végzi a Nyugat-nilusi 14z
virusfert6zés diagnosztikajat human mintdkbol. A 18/1998. (VI.3) Népjoléti
Minisztériumi Rendelet értelmében a vizsgalati minta az OEK-ba kiildendd, a
megbetegedés illetve annak gyandja meningitis serosa vagy encephalitis
infectiosa diagnozissal bejelentendd. Az Altalanos Virusdiagnosztikai Osztalyon
serosus meningitis vagy encephalitis esetén nem csak a kezel6orvos altal kért
esetben, hanem minden, a ,,szokdsos” korokozok (KEV, LCM, herpesvirusok,
enterovirusok) irdnyaban végzett, de negativ vagy kétes eredménnyel végzodo
vizsgalatot kdvetéen a Nyugat-nilusi laz virus iranyaban is el kell végezni a
vizsgalatot.

Laboratoriumunkban a diagnosztika alapjat az indirekt immunfluoreszcens
(IIF) moédszer képezi. Az antigén hazilag késziil, szoposegér agyban
felszaporitott virusszuszpenzioval fertdzott Vero szovetet (afrikai zoldmajom
vese epithel sejtek) fixalunk targylemezre. Vérminta esetén a savo megfeleld
higitasat inkubaljuk az antigént tartalmazo targylemezen, id6t engedve a
mintaban esetlegesen jelen levd virus ellenes specifikus antitestek sejtbe
jutdsdhoz. Ezutdn fluoreszcein izotiociandttal (FITC) jelzett anti-human IgG
vagy IgM konjugatummal tessziik detektdlhatova az intracellularisan kotott IgG
vagy IgM antitesteket.

Az 1IF verifikdlasaként hemagglutinacio-gatlas vizsgalatot (HAG)
alkalmazunk, mely vizsgalat szintén alkalmas mind 6ssz-ellenanyag, mind IgM
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kimutatasara. A HAG antigént a virust szoposegér agyban felszaporitva hazilag
gyartjuk.
A kétes illetve pozitiv esetek tovabbi verifikalasara Nyugat-nilusi ldz virus
IgM capture ELISA vizsgalatot alkalmazunk harmadik vonalban.
Keresztreaktivitds esetén a neutralizacios vizsgalat (szdveten vagy
szopdsegéren) segithet a pontos diagndzis felallitdsdban, ez azonban
laboratoriumunkban nem rutin modszer.

Az eredmények értékelése

Mindharom szerologiai vizsgalat értékelésekor figyelembe kell venni a
Flavivirus nemzetségbe tartozé virusok (pl.: kullancsencephalitis virus, Nyugat-
nilusi 14z virus, Usutu virus, dengue virusok, sargalaz virus, stb.) kozott fennallod
szerologiai keresztreaktivitas lehetOségét, mely i1gen megnehezitheti az
ertékelést €s az eredmények interpretalasat. Sok esetben nehéz a specifikus
reakcid megitélése akar mindharom fent emlitett szerologiai modszer beallitasa
utan is. Keresztreaktivitas oka lehet:

1. Jelen ismereteink szerint Magyarorszagon minimum kétféle flavivirus,
a kullancsencephalitis virus (KEV) és a Nyugat-nilusi 14z virus (West Nile virus
- WNV) endémids, igy el6fordulhatnak kettds vagy idében egymast kovetd
fertézések. A KEV inkabb az orszag északi és nyugati teriiletein (Eszaki-
kozéphegység és Dunantul), a Nyugat-nilusi 1z virus inkabb a keleti, délkeleti
teriileteken (Békés, Bacs-Kiskun, Hajda-Bihar, stb. megyék) fordult eddig eld,
de egyre ndvekvo teriileten van atfedés a két virus eléfordulasaban.

2. Kordbban KE vagy sargalaz ellen immunizalt (oltasban részesiilt)
emberek detektalhato ellenanyaga.

3. Importalt akut dengue 14z megbetegedések, melyeket novekvd szamban
diagnosztizalunk.

4., Esetleges Usutu virusfertdzés, mely jelen ismereteink szerint
Kifejezetten allatokat (feketerigd) betegit meg. Irodalmi adatok szerint képes az
embert 1s megfertdzni, s6t immunkarosodott személyekben sulyos lefolyasu
betegséget okozni.

Egy 1999-ben egészséges véradok korében (5312 vérminta) végzett
szeroepidemioldgiai vizsgélat eredménye alapjdn az orszagos atvészeltség
0,56% (Szalkai, 2008). 2003 ¢és 2010 kozott az akut megbetegedések éves
esetszdma 1-20 kozott mozog, a bekiildott esetek tobbsége idegrendszeri
megbetegedés képében jelentkezett.

A Nyugat-Nilusi virusfertdzés atvészelése nem véd meg egy késobbi KE
virusfertdzeéstol és forditott (sorrendben) esetben sem. Az is kérdéses, hogy a
hazédnkban forgalomban 1évé inaktivalt KE vakcindk egy eldzetes flavivirus
fert6zést kovetden kialakitanak-e megfeleld védettséget KE virussal szemben.
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Ez indokoltta teszi-e betegpopulacio kontrollalt oltasat és szerologiai valaszanak
kovetését a jovoben.

Irodalom:

1. A Nyugat-Nilusi laz eurépai surveillance-a. Epinfo 2005; 12(13):125-133

2. Budai J. (ifj.). A Nyugat-Nilusi virus (West Nile Virus-WNV) encephalitis.
Csaladorvosi Forum 2003;10:13-18

3. Bunning, M. L., Bowen, R. A., Cropp, C. B., Sullivan, K. G., Davis, B. S.,
Komar, N.,Godsey, M. S., Baker, D., Hettler, D. L., Holmes, D. A., Biggerstaff,
B. J., and Mitchell,C. J. (2002). Experimental infection of horses with West
Nile virus. Emerg. Infect. Dis.8:380-386.

4. CDC. Epidemic/Epizootic West Nile Virus in the US: Guidelines for
Surveillance, Prevention and Control. 3rd Edition 2003. p.25.

5. Glavits R, Ferenczi E, Ivanics E, Bakonyi T, Mat6 T, Zarka P, Palya V.: Co-
occurrence of West Nile Fever and circovirus infection in a goose flock in
Hungary. Avian Pathol. 2005 Oct;34(5):408-14.

6. Hubalek, Z. 1994. Pathogenic microorganisms associated with free-living birds
(a review). Acta Scientiarum Naturalium Brno 28: 1-74.

7. Kecskeméti S, Bajmécy E, Bacsadi A, Kiss I, Bakonyi T. Encephalitis due to
West Nile virus in a sheep. Vet Rec. 2007 Oct 20;161 (16):568-9 17951568

8. Komar N. West Nile virus: epidemiology and ecology in North America. Adv
Virus Res. 2003; 61:185 —234

9. Komar, N., Langevin, S., Hinten, S., Nemeth, N., Edwards, E., Hettler, D.,
Davis, B., Bowen, R., and Bunning, M. (2003a). Experimental infection of
North American birds with the New York 1999 strain of West Nile virus.
Emerg. Infect. Dis. 9:311-322.

10. Malkinson, M., Banet, C., Weisman, Y., Pokamunski, S., King, R., Drouet, M.
T., andDeubel, V. (2002). Introduction of West Nile virus in the Middle East by
migratingWhite Storks. Emerg. Infect. Dis. 8:392-397.

11.McDiarmid, A. 1969. Diseases in free-living wild animals. Academic Press,
London, UK, 332 pp.

12. Molnar E. (1982) Occurrence of tick-borne encephalitis and other arboviruses
in Hungary. Geographia Medica. 12:78-120.

13.Rosicky, B. 1965. Types of animal movements and their influence on natural
foci of diseases. In Theoretical questions of natural foci of diseases, B. Rosicky
and K. Heyberger (eds.). Publishing House of the Czechoslovak Academy of
Sciences, Prague, Czechoslovakia, pp. 151-162.

14.Smithburn KC, Hughes TP, Burke AW, Paul JH. A neurotropic virus isolated
from the blood of a native of Uganda. AM J Trop Med Hyg 1940;20:471-92

15.Szalkai Teoddra Magyarorszagon eléfordulé Nyugat-Nilusi virusfertézések
jelentdsége és szeroepidemioldgiai vizsgalata (Diplomamunka, 2008)

18


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gl%C3%A1vits%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferenczi%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ivanics%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bakonyi%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mat%C3%B3%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zarka%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Palya%20V%22%5BAuthor%5D

@robioléqioi Korlevél “‘%“

Karbapenemaz-termel6 Enterobacteriaceae izolatumok

fenotipusos vizsgalata
Irodalmi attekintés

To6th Akos

A Mikrobiologiai Korlevél 2010. évi 3. szamaban olvashattak az NDM-1 (New-
Delhi Metallo-B-laktamaz) enzim elsé leirasardl, és vilagszintii megjelenésérol.
Rolain és mtsai az NDM-rdl sz6l6 publikacidjukban 6sszefoglaltak tobb pontban
azokat a problémakat, amelyek a metallo-B-laktamaz-termel6
Enterobacteriaceae csaladba tartozd torzsek terjedését megakadalyozo
intézkedések utjaban allnak (1). Ezek koziil az egyik igen fontos, hogy nincs
standardizalt fenotipusos kimutatasi lehetdség a karbapenemaz termelésre.

Erre a problémara szdmos megoldast probaltak kidolgozni az utobbi években
(pl. moédositott Hodge-teszt, kiilonb6z6 inhibitorokkal kombinalt korongos
modszerek). Jelen irdsban bemutatasra keriil Giske és mtsai-nak tanulmanya,
mely a korabbi évek szakirodalmi tapasztalatai alapjan kidolgozott, hazilag is
kivitelezhetd fenotipusos tesztek érzékenységet és specificitasat vizsgalta
(els6sorban karbapenemaz-termel6 K. pneumoniae izolatumok esetében) (2).

A vizsgalathoz jol jellemzett torzseket hasznaltak:

- 34 KPC-tipusu karbapenemaz-termeld K. pneumoniae

-21 VIM-1-tipusi MBL-termeld, és 3 IMP-tipusi MBL-termelé K.
pneumoniae

- 1 IMP-tipustt MBL-termel6 E. coli

- 9 OXA-48-tipust karbapenemaz-termelé K. pneumoniae

-9 karbapenem rezisztens, de karbapenemaz-negativ K. pneumoniae
(CTX-M-15 és/vagy SHV-tipusu ESBL-termelok, melyek az Omp35
¢s/vagy Omp36 porin hidnyos mutansok voltak)

- 5 kromoszomalis AmpC-taltermel6 E. cloacae ill. E. aerogenes (OmpF
¢s/vagy OmpC porin hidnyos mutansok)

A vizsgalathoz alkalmazott fenotipusos modszerek:

- modositott Hodge-teszt (imipenem (10ung) koronggal) (Szerzéi
megjegyzes: a CLSI 2010 ajanlasaban meropenem vagy ertapenem
korong szerepel erre a vizsgadlatra)

- kombinalt korong teszt: meropenem (10pg) + inhibitor. Inhibitorok:
1000 pg dipikolinsav (DPA)/ 730 pg etilén-diamin-tetraecetsasv
(EDTA)/ 600 pg amino-fenil-boronsav (APB)/ 750 pg cloxacillin.
Az els6 kettd inhibitor MBL-enzimek gatloszere (DPA, EDTA), az
APB gatolja az AmpC-tipusu [-laktamazok és a KPC-
karbapenemazok miikodését, mig a cloxacillin az AmpC-tipusu [3-
laktamazok kimutatasara szolgal. Pozitiv eredménynek tekintették, ha
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>5 mm gatlasi zonaatmérd novekedést tapasztaltak EDTA, DPA ¢és
cloxacillin esetében, illetve >4 mm APB esctében.

o Inhibitorral kombinalt korongok elkészitése: 10 pl kertilt a
korongokra inhibitoronként, és 30 percig hagyjuk szaradni a
korongokat a felhelyezés elott.

o Az egyes inhibitorok oldatainak elkészitése: 100 mg/ml
DPA (Sigma), 0,2M EDTA (Sigma), 60 mg/ml APB (Sigma),
75 mg/ml cloxacillin (Sigma). Fontos, hogy a DPA csak
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldhaté.

(Szerzdi  megjegyzés:  korabbi  publikaciok  alapjan  hasonlo
koncentracioban alkalmazzuk az inhibitorokat a fenotipusos
vizsgalatok soran a Referencia Laboratoriumban is)

- valamint kereskedelmi forgalomban kaphatdé kombinalt korong teszt,
melyet a Rosco forgalmaz (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Dénia):
meropenem, meropenem+DPA, meropenem+APB,
meropenem-+cloxacillin

A szakirodalomban korabban mar publikalt eredményekkel megegyezden az
EDTA-val végzett vizsgalatok nem adtak kielégit6 eredményt. A
szakirodalomban kordbban mar publikdlt eredményekkel megegyezden az
EDTA-val végzett vizsgalatok nem adtak kielégitd eredményt. Bar mind a 25
MBL-termeld torzsnél megfeleléen mikodott a teszt, azonban néhany
karbapenemdz-negativ (1/14) valamint karbapenemaz pozitiv, nem-MBL-
termeld torzs (8/43) esetében alpozitiv eredményt adott. A DPA-val végzett
vizsgalatoknal azonban csak az MBL-termeld torzsek adtak pozitiv eredményt.
A tesztek érzeékenysége ¢és specificitdsa az 1. as 2. tdblazatban lathatok (Giske és
mtsai tanulmanya alapjan (2)).

1. tablazat Dipikolinsav (DPA), amino-fenil-boronsav (APB), cloxacillin illetve

modositott Hodge-teszt érzékenysége és specificitasa kiilonbozé -laktamazok
detektalasakor.

Test raktamiz | Prekemség [ Specificti
APB-pozitiv, cloxacillin-negativ | KPC 100 98
APB-pozitiv, cloxacillin-pozitiv | AmpC* 80 100
EDTA-pozitiv MBL 100 88
DPA-pozitiv MBL 100 100
modositott Hodge-teszt lﬁerfP gniiifg)k (KPC, 100 77

* AmpC-tiiltermelés és porin vesztés kombinacidja
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2. tablazat Rosco-féle kereskedelmi korong tesztek érzékenysége €s
specificitdsa a kiilonb6z6 B-laktamdzok detektaldsanal.

. Erzékenység | Specificitas
Teszt B-laktamaz (%) (%)
APB-pozitly, KPC 100 98
cloxacillin-negativ
APB-pozitiv, = AmpC* 40 100
cloxacillin-pozitiv
DPA-pozitiv MBL 100 98

* AmpC-tiltermelés és porin vesztés kombinacioja

Az alkalmazott kombinalt korong tesztek igen jo specificitast és érzékenységet
mutattak, azonban fontos, hogy az eredmények megerdsitésére molekularis
megerdsitd vizsgalatok elveégzesét javasoltdk. Az OXA-48 termeld torzsek
pozitiv eredményt mutathatnak mind APB, mind DPA inhibitorral is.

Az 1. abran pedig a szerzOk altal ajanlott algoritmus lathat6, mely a K.
pneumoniae karbapenemaz termelésének vizsgalatahoz nyujt segitséget (2).

K. pneumoniae nem vad-tipusu
izolatuma >1 karbapenemre
nézve*
I
| | |
Szinergizmus APB-vel, de Szinergizmus APB-vel és Szinergizmus csak DPA-
cloxacillinnel nem cloxacillinnel val
KPC (vagy mas A’osztalyu AmpC és porin vesztés MBL
karbapenemaz)

1. abra Algoritmus a p-laktamaz inhibitorokkal végzett tesztek
eredményének interpretalasara K. pneumoniae esetében

APB: amino-fenil-boronsav, DPA: dipikolinsav, MBL: metallo-p-laktamaz. * EUCAST altal
meghatarozott epidemiologiai cut-off feletti MIC érték
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Fontos azonban megjegyezni, hogy kiilonb6z6 karbapenemazok egyiittes
eléfordulasa, illetve azok megjelenése mas P-laktamokra haté rezisztencia-
mechanizmusokkal a fenotipusos vizsgalatok eredményének interpretalasat
jelentésen megnehezithetik.

Felhasznalt irodalom:

1. Rolain JM, Parola P, Cornaglia G. (2010) New Delhi metallo-p3-
lactamase (NDM-1): towards a new pandemia? Clin Microbiol Infect. doi:
10.1111/j.1469-0691.2010.03385.x. [Epub ahead of print] PubMed PMID:
20874758

2. Giske CG, Gezelius L, Samuelsen @, Warner M, Sundsfjord A,
Woodford N. (2010) A sensitive and specific phenotypic assay for
detection of metallo-B-lactamases and KPC in Klebsiella pneumoniae with
the use of meropenem disks supplemented with aminophenylboronic acid,
dipicolinic acid and cloxacillin. Clin Microbiol Infect. [Epub ahead of
print] PubMed PMID: 20597925.
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Karbapenemaz-termel6 Enterobacteriaceae izolatumok
Magyarorszagon — az Orszagos Epidemiologiai Kozpont
eredményei alapjan

Toth Akos, Janvari Laura, Ivelina Damjanova

A Mikrobiologiai Korlevél IX. évfolyam 1. és 3. szdmaban mar beszamoltunk az
elsd karbapenemaz termel6 Enterobacteriaceae izolatumok magyarorszagi
megjelenésérdl. Jelen irasunkban roviden 6sszefoglaljuk a 2008. januar és 2010.
oktober 1. kozott az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontba (OEK) bekiildott,
karbapenemaz-termeldnek bizonyult Enterobacteriaceae izolatumokon végzett
vizsgalatok eredményeit. Az 1. tablazatban a karbapenemaz-termelonek
bizonyult Enterobacteriaceae izolatumok évenkénti megoszlasban lathatok.

l. tablazat. Az OEK-ben  megerdsitett, karbapenemdaz-termeld
Enterobacteriaceae izolatumok szama évenkénti bontasban
Karbapenemaz-termel6 izolatumok szama az adott évben
(jarvanyhoz/halmozo6dashoz tartozoé izolatumok szama)

2008. év 2009. év 2010.01.01.-2010.10.01.
KPC-tipusu karbapenemaz termelé
Klebsiella pneumoniae 1(1) 8 (8) 1
VIM-tipust metallo-B-laktamaz (MBL)-termel6
K. pneumoniae - 1 2
Enterobacter cloacae - 2 40 (35)
Enterobacter aerogenes - - 1
Klebsiella. oxytoca - 1 -
Escherichia coli - - 1
Citrobacter freundii - 1 1
Serratia marcescens - 8 (8) 4 (3)
Osszesen 1(1) 21 (16) 50 (38)

A karbapenemaz-termeld izolatumok megerdsitésére kombinalt korong tesztes
moddszereket (1), modositott Hodge-tesztet (2), valamint kiilonb6z6 B-laktamaz
génekre tervezett PCR vizsgélatokat alkalmaztunk (1, 3, 4). Az izolatumok
tovabbi vizsgalata soran meghataroztuk in vitro antibiotikum érzékenységiiket
(ceftazidim, cefotaxim, imipenem, meropenem, ertapenem, colistin, tigecyclin,
ciprofloxacin,  amikacin, trimethoprim/sulfamethoxazol), a hordozott
karbapenemdz gén tipusat, a karbapenemaz-gént hordozo 1. osztalyu integron
szerkezetét, valamint egyes izolatumok esetében a lehetséges klonalis
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kapcsolatokat makrorestrikcidos profilvizsgalattal (PFGE) ¢és multi-lokusz
szekvencia tipizalassal (MLST) (5).

Az eddig elvégzett vizsgalatok eredményeinek Osszefoglalasa a 2. tablazatban
lathato. A téblazat a 2008-2009-ben bekiildott, karbapenemaz-termeldnek
bizonyult Enterobacteriaceae izolatumok mellett a 2010-ben lezajlott
jarvanybol szarmazo VIM-4-tipusi MBL-termel6 E. cloacae izolatumok, és a
2010-ben izoladlt KPC-3-termeld K. pneumoniae izolatum vizsgalati
eredményeit is tartalmazza. A tobbi (n=14) 2010-ben igazolt karbapenemaz-
termeld izolatum vizsgalata jelenleg is folyik.

2009-ben az izolatumok tobbségét (8 KPC-2-termeld K. pneumoniae, 8 VIM-4-
tipusi MBL-termeld S. marcescens) az Eszak-magyarorszagi régiobol kiildték
megerdsitésre, 2010-ben pedig egy budapesti koérhaz perinatalis intenziv
centrumaban lezajlott jarvanybdl szadrmazott a legtobb izoldtum (35 VIM-4-
tipusu MBL-termel6 E. cloacae).

A CLSI 2010. évi ajanladsa szerint interpretalva az antibiotikum érzékenységi
vizsgalat eredményeirél elmondhatjuk, hogy mindegyik vizsgalt izoldtum
rezisztens volt ertapenemmel szemben, azonban imipenemmel ¢és
meropenemmel szembeni érzékenység mar valtozatosabb képet mutatott. Egy
K. pneumoniae izolatum mindkét utdbbi szerre in vitro érzékenynek bizonyult.
A 3. generacids cefalosporinokkal szemben a legtobb izolatum rezisztens volt,
egy S. marcescens kivételével, mely in vitro érzékenynek bizonyult
ceftazidimra (MIC 4 mg/L). Ciprofloxacinnal szemben az Osszes vizsgalt K.
pneumoniae izolatum magas szintli rezisztenciaval rendelkezett, mig mas
specieseknél a  fluoroquinolon rezisztencia ritkdbban  fordult eld.
Aminoglikozidokkal szemben is valtozatos MIC értékekkel rendelkeztek a
vizsgalt izolatumok.

A multirezisztens, karbapenemekkel szemben is rezisztenciat mutatd Gram-
negativ  koérokozok okozta fertdzések kezelésében el6térbe  keriilt
antibiotikumok (colistin, tigecyclin) klinikai hatékonysagara az EUCAST
ajanlasa alapjan kovetkeztethetiink (a CLSI ezekre nem ad meg
breakpointokat). Az izolatumok tobbsége >2 mg/L MIC értékkel rendelkezett
tigecyclinnel szemben. Mivel magas ardnyban fordult eld nem-érzékenység,
ezért ajanlott MIC értek meghatarozast végezni olyan esetekben, amikor
tigecyclin terapia szobajohet.

A colistin esetében biztatobb a helyzet, bar Magyarorszdgon két
jarvanyt/halmozddéast 1s okoztak magas szintli colistin rezisztenciaval
rendelkezd torzsek: egyik esetében (S. marcescens) természetes, mig a
masikban (K. pneumoniae) szerzett rezisztencia volt.
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KPC-tipusu karbapenemazokat eddig csak K. pneumoniae izolatumokban
azonositottunk. Az els6 KPC-2-pozitiv izolatum (amely végiil 3 intézményt és 7
beteget érintd jarvanyt okozott) és a KPC-3-pozitiv K. pneumoniae izolatum is
importalt esetbdl szarmazott. A KPC-tipusok foldrajzi megoszlasara jellemzd,
hogy a KPC-2 Gorogorszagban, mig a KPC-3 az USA-ban és Izraclben
dominans tipus (6, 7). A hazai izolatumoknal is ennek megfeleléen a KPC-2-
pozitiv esetnél gordgorszagi kapcsolat, mig a KPC-3-pozitiv esetnél USA-beli
(New York) kapcsolat volt bizonyithato.

A KPC-tipust karbapenemdzokkal szemben VIM-tipust MBL-t eddig hét
kiilonb6zo speciesbdl mutattunk ki. A mar megvizsgalt, 2009-bdl és 2010-bol
szarmazo izolatumok (2. tablazat) mindegyikében a blayy.4 gént azonositottuk,
mely kiillonboz6 szerkezetl 1. osztalyl integronokon helyezkedett el (1. dbra).

Jelenlegi tapasztalataink alapjan, Magyarorszagon az Enterobacteriaceae
1zolatumokban el6forduldé KPC-tipusu ¢és VIM-tipusu karbapenemézok
mobilizacidja és terjedése eltér egymastol. Mig a 9 KPC-2-termeld torzsek
egyetlen species egyetlen genetikai klonjahoz (S PFGE tipus) tartoztak, addig
blayv.4 gén 5 kiilonb6z6 speciesben fordult eld! Kiilon ki kell emelni a blayy.4
gént hordoz6 Intl/A(6-1b)V(4) jelolésii 1. osztalya integron (1. abra)
azonositasat harom kiilonb6zé speciesben (K. pneumoniae, K. oxytoca és E.
cloacae (3 eltér6 PFGE-tipus)) (2. tablazat). Ezt az integront Libisch és mtsai
korabban mar leirtdk Magyarorszagon Pseudomonas aeruginosa és Aeromonas
hydrophila torzsekben is (8, 9). Az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy a VIM-4-tipusti karbapenemazok terjedése speciesek-kozotti horizontalis
atvitel eredménye, ¢s felmeriill a kornyezetben eldforduld baktériumok
génallomanyénak (,,genetikai-pool”) szerepe is.

A molekularis epidemiologiai vizsgalatok tovabbi Osszefiiggésekre is
ravilagitottak. A VIM-4 (és CTX-M-15) termeld, valamint a 9 KPC-2 termeld
K. pneumoniae izolatum PFGE vizsgalata 88%-os hasonlosagot igazolt, a 2005-
ben leirt 33 CTX-M-15-termelé S epidémids klonhoz és ST11 szekvencia
tipusba tartozd torzsekkel (2. abra). Az MLST vizsgalat alapjan a kétféle
karbapenemdz termeld torzs kiilonbozé, de egymaéssal nagyon kozeli
rokonsagban (in. SLV — egy lokusz kiilonbség) allo ST-kba tartoztak. A KPC-
2-termeld torzsek az ST258 tagjai, a VIM-4 és a CTX-M-15-termeld torzsek
pedig az ST11 tagjai.

Az utdbbi egy évben publikilt nemzetkdzi vizsgalatok alapjan a KPC-2 és
KPC-3-termelé ST258 K. pneumoniae klon a vilag szamos orszagaban elterjedt
(6, 7), mig az ST11 Kinaban a dominans KPC-2-termelé K. pneumoniae klon
(10), és a dominans ESBL-termeld klon Koredban (11). Ezen megfigyelések
alapjan valosziniisithetd egy multirezisztens K. pneumoniae hiperepidémias
klonalis komplex — CC258 — robbandsszerti, vilagméretii térhoditasa (1, 10).
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1. abra Magyarorszagon izolalt MBL-termelé Enterobacteriaceae izolatumokban eléforduld
VIM-4-tipusu B-laktamaz gént hordoz6 integronok szerkezete.

5°CS, 3°CS: Az integron 5’ és 3’ konzervativ régidja; aac(6’)-1b, aac(6°)-11: aminoglikozid-
acetil-transzferazokat kodolo gének

85%
§ i f et
‘ \‘ \‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ “ “ ‘ ‘ 381/08_EB5509/08 S1/ST258 .. KPC-2,SHV-12
\‘ \‘ ‘ \‘ ‘ ‘ ‘ \‘ ‘ ‘ ‘ \‘ \‘ ‘ KPNorvég1/09 SIST258 .KPC-2,SHV-12
‘ ‘ \‘ | \‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ KPNorvég2/09 SIST258 .KPC-2,SHV-12
‘ ‘ ‘ \‘ \‘ ‘ ‘ “ ‘ ‘ ‘ 107/09 s1 . KPC-2,SHV-12
|| | | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ s1 . KPC-2,SHV-12
[ | | -
| i EREIEE KPC-2, ST258 sy
I
‘ \‘ ‘ ‘ ‘ “ | “ ‘ “ “ “ ‘ 124/09_EB5160/09 s1 . KPC-2,SHV-12
‘ ‘ \‘ ‘ \‘ “ “ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 126/09_EB5168/09 s1 . KPC-2,SHV-12
‘ ‘ \‘ ‘ ‘ “ H ‘ “ ‘ “ “ 127/09_EB5167/09 s1 . KPC-2,SHV-12
\‘ ‘ ‘ \‘ ‘ ‘ \‘ ‘ ‘ ‘ \‘ ‘ \‘ \‘ ‘ 72/09_EB5097/09 S1/ST258 . KPC-2,SHV-12
] ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ “ ‘ “ “ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ “ 75/09_EB5105/09 s1 . KPC-2,SHV-12
\‘ \‘ ‘ ‘ ‘ ‘ “ “ “ “ ‘ ‘ 177/07 s . CTX-M-15
| ] I I R ° Serans
| I s . CTX-M-15
| | 1 CTX-M-15, ST11
LI \‘ \‘ \‘ ‘ ‘ ‘ “ “ “ “ “ L p— SIST11 . CTX-M-15
\‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ “ H 126/06 s .. CTX-M-15
\‘ \‘ ‘ \‘ “ “ ‘ “ “ “ “ ‘ “ 83/06 s . CTX-M-15
{ ||| | SIST11 ..CTX-M-15
— T 1 1 A
‘ ‘ | ‘ VlM'4 es CTX'M'15, STll SIST11 VIM-4,CTX-M-15
|
| \‘ ‘ \‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \‘ ‘ 159/05 RIST147 . CTX-M-15
| ‘ ‘ ‘ \‘ ‘ “ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 93/05 RIST147 . CTX-M-15
\‘ H ‘ ‘ \‘ \‘ \‘ \‘ \‘ \‘ \‘ \‘ \‘ \‘ 233/03 N/ST15 . CTX-M-15
‘ H \‘ H ‘ \‘ ‘ \‘ \‘ ‘ ‘ “ ‘ “ 360/05 N/ST15 . CTX-M-15
‘ ‘ ‘ ‘ H ‘H ‘ \‘ \‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \‘ \‘ 167/05 N/ST15 . CTX-M-15

2. abra Kilenc KPC-2-termeld, 7 CTX-M-15-termel6 és a VIM-4, CTX-M-15-termelé K.
pneumoniae torzsek makrorestrikcios profilanalizise (PFGE vizsgalat) és szekvencia tipusai
(ST) (S klon)

Koszonjiik a bakteriologiai diagnosztikai laboratoriumokban dolgozéd kollégdknak, hogy az
izolatumok bekiildésével eddig is segitették munkénkat! Kérjiik, hogy az olyan
Enterobacteriaceae  izolatumokat, = melyek  valamelyik  karbapenemre  nézve
rezisztens/mérsékelten érzékeny fenotipust mutat (CLSI 2010. évi vagy EUCAST ajanlasa
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11.
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alapjan), illetve modositott Hodge-teszt vizsgalattal pozitiv, az OEK Bakterioldgiai 1.

osztalyara tovabbi vizsgélatra és megerdsitésre bekiildeni sziveskedjenek!
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