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Csoben végzett koagulaz-proba, hemokultarak direkt
vizsgalatahoz
Dr. Fels6 Péter
Zala varmegyei Szent Rafael Kérhaz, Mikrobiologiai laboratorium

1. Bevezetés

A klinikai mikrobiologiai gyakorlatban a gyors és pontos eredménykozlés kulcsfontossagu
és ¢életet menthet.

Szamos esetben a gyakorlatban nem allnak rendelkezésre azok a legkorszeriibb eszkozok,
amelyek a legrovidebb leletatforduldsi id6t biztositjdk, ezért fontosak lehetnek azok a
(régebbi, elfeledett) modszerek, amelyek kisebb eszkozigénnyel, de megbizhatéan, néhany
oran belill legalabb eldzetes eredménnyel szolgalhatnak a diagnodzis felallitdsahoz és az
eredményes kezelés megkezdéséhez.

Az aldbbiakban egy ilyen modszer, a hemokulturdkbol, csében végzett direkt koaguldz-

proba alkalmazasat és a tapasztalt eredményeket foglaltam Gssze.
2. Irodalmi attekintés

2.1. Véraramfertozés és leggyakoribb korokozoi

A véraramfert6zés olyan infektiv dgensek altal okozott korkép, amit életképes bakterialis
vagy gombas koérokozok jelenléte okoz a véraramban. Ezek a mikroorganizmusok gyulladésos
valaszt valtanak ki, ami a klinikai, laboratoriumi és hemodinamikai paraméterek
megvaltozasaval mutathat6 ki (1).

A véraramfertézések diagnosztikajahoz elengedhetetlen a betegt6l hemokultiura palackba
levett vérminta mikrobiologiai laboratoriumba torténd bekiildése, valamint vizsgdlata. A
fertézésnek legtobbszor szisztémas jelei vannak, mint példdul hidegrazas, laz, tachycardia,
hipotenzid vagy hanyinger.

A véraramfert6zésben tobbféle bakteridlis korokozo szerepe is ismert, amelyeknek az
eléfordulési gyakorisaga és foldrajzi eloszlasa 1d6rdl idore valtozhat.

Schoneweck ¢és munkatarsai példaul Németorszag tliringiai tartomanyaban 26 koérhaz
kozremiikddésével az 1. tablazatban szerepld adatokat kozolték 2021-ben a hemokultirabol

izolalt leggyakoribb korokozok eléfordulasarol (2):
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1. tablazat: Németorszag tliringiai tartomanyaban végzett 2021-es vizsgalatokban

szerepld pozitiv hemokulturak koérokozoinak szazalékos megoszlasa (2)

Osszes véraram-
fert6zéshez E. coli | K. pneumoniae | P. aeruginosa S. aureus
viszonyitott
megoszlasi arany
(%) 25,4 4,6 1,7 15,2

Egy Angliaban végzett vizsgalat soran viszont a 2023-24-es évben a kovetkezd kérokozok

crer

2. tablazat: 2023-24-ben végzett angliai kutatés alapjan a pozitiv hemokultarak

korokozodinak szazalékos megoszlasa (3)

Osszes véraram-
fert6zéshez E. coli | Klebsiella sp. P. aeruginosa S. aureus
viszonyitott
megoszlasi arany
(%) 15,8 14 5 12,8

Ezek az adatok a Zala Varmegyei Szent Rafael Koérhdz laboratériuméban az aldbbiak
szerint alakultak 2019 és 2023 kozott. A 3. tablazatban az el6zdekhez hasonldan sziirt adatok

szerepelnek, azaz egy betegtdl egy korokozo csak egyszer van feltiintetve.

3. tablazat: A Zala Varmegyei Szent Rafael Korhazban pozitiv hemokulturakbol

kimutatott korokozok szédzalékos megoszlasa 2019 és 2023 kozott.

Evek Osszes véraramfert6zéshez viszonyitott megoszlasi arany (%)
(Osszes pozitiv

HK) E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. aureus
2019 (904) 12,5 3 2,3 11,6
2020 (1038) 9 5,1 34 9
2021 (1365) 9,4 3,2 3,6 10,2
2022 (964) 12,7 4,5 3,6 12,4
2023 (924) 18,8 3,2 2,5 15,6
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Korhazunkban a pozitiv hemokultarakbol kimutatott korokozok szazalékos megoszlasa

hasonlésagot mutat az orszagos adatokkal, melyek a 4. tdblazatban olvashatoak.

4. tablazat: A magyarorszagi pozitiv hemokulturdkbol kimutatott leggyakoribb
korokozok szazalékos megoszlasa 2019 és 2023 kozott a Nemzeti Bakteriologiai
Surveillance adatai alapjan.

Evek Osszes véraramfertézéshez viszonyitott megoszlasi arany (%)
(Osszes pozitiv

HK) E. coli K.pneumoniae P.aeruginosa S. aureus
2019 (22460) 11,8 52 4,1 9,9
2020 (22147) 9,6 4,5 3,8 8,1
2021 (33963) 7,8 4,3 3,8 8,1
2022 (27443) 10,1 4,6 3,9 9,1
2023 (30025) 10,6 55 3,6 8,9

2.2. A Staphylococcus aureus (S. aureus) altal okozott véraramfertozés

A kozosségben szerzett és az egészségligyi ellatassal 6sszefiiggd véraramfertézések egyik
vezetd bakteridlis korokozoja a Gram szerint pozitivan fest6dd, coccus sejtmorfologidju S.
aureus. Ennek incidencidjat globalisan 10-30 eset/100 000 fore becsiilik, az altala okozott
mortalitds magas (15-40%) (4, 5, 6).

Hazankban a Semmelweis Egyetem altal végzett kutatds soran, melyben S. aureus altal
okozott véraramfertdzéseket vizsgaltak, azt talaltdk, hogy a barmilyen okbdl bekovetkezd 30
napos mortalitds methicillin rezisztens S. aureus (MRSA) esetében 39,9%, mig methicillin
érzékeny S. aureus (MSSA) esetében 30,7% volt. Az Gsszes S. aureus esetet vizsgalva pedig

35,3%-0s mortalitast irtak le (7).

2.3. A S. aureus tulélése a gazdaszervezetben

Ezen Gram-pozitiv koérokozd szamos olyan védekezési mechanizmussal rendelkezik,
amelyek segitségével képes alkalmazkodni a gazdaszervezethez. Ezek koziil kiemelendéek a
gazdaszervezet immunrendszerének elkeriilésére szolgald tulajdonsédgai, mint példaul tulélés
az immunsejtekben, az immunsejtek vandorlasanak akadalyozésa vagy az immunsejtek enzim
altali karositasa (8), biofilmképzési képessége az intravaszkularis katétereken és betiltethetd
orvosi eszk6zokon (9). Mindemellett, korabbi tanulmanyok beszdmoltak a S. aureus
intracellularis perzisztenciajanak képességérdl is kiilonbozo tipust (példaul ham-, és

endothelialis) gazdasejtekben, és oszteoblasztokban (10).
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A biofilmekben ¢és a gazdasejteken beliil a S. aureus lassan novekvd szubpopulaciot,
ugynevezett kis telepvaltozatokat (SCV, Small Colony Variants) képezhet. Ezek a telepek
alacsonyabb metabolikus aktivitast mutatnak, és fokozott tolerancidval rendelkeznek
antibiotikumokkal szemben, ami kronikus fert6zések kialakulasahoz és visszaesésekhez

vezethet (11).

2.4. A S. aureus okozta véraramfertozés és kovetkezményei

A kozosségben szerzett SA-BSI-ben (S. aureus - Blood Stream Infection) szenvedd
betegeknél és a hosszan tartd bakteriémidban fokozott a masodlagos gocok létrejottének
kockazata (12). A betegek 8-15%-4nal a hematogén terjedés altal késébbi, masodlagos
szovodmények is kialakulhatnak (elsdsorban endocarditis, csigolya-osteomyelitis, talyogok,
stb.); az elsddleges fertdzést kovetden az iziileti protézisek, elektronikus szivkésziilekek,
illetve egyéb implantatumok betiltetésével 0sszefliggd S. aureus fertézések akar hetekkel vagy
honapokkal késobb is eléfordulhatnak.

A S. aureus vizeletbdl vald izoldlasa szennyezddést, kolonizacidt, hugyuti fertzést
jelenthet, €és Osszefliggésbe hozhatd a S. aureus bakteriémiaval is (13). Ebben az esetben
eléforduldsa vagy a véraram fert6zés sulyosboddsanak jele, vagy az urosepsis elsddleges
forrdsa (14). A korokozo jelenléte bakteruridban az esetleg mogodttes véraram-fertdzés
felkutatasat teszi sziikségessé. Kivételt képeznek ez aldél a hugyutakban idegen testtel
rendelkezd betegek, az allando katétert visel0k, akik esetében a katéter altal generalt
gyulladas talajan képz0do fibrinogén segiti a korokoz6 megtapadasat (a Clumping faktor B
altal) az urogenitalis rendszerben.

Az elsddleges S. aureus okozta véraramfertdzések kiinduld pontjanak a katétereket és
a lagyszoveti fertdzéseket tartjak (15). Ennek kivédése érdekében az érkatéterrel 6sszefiiggd
véraram fertdzések megeldzésére mind hazai, mind kiilfoldi ajanlasok, ttmutatok elérhetdek
(16).

Szamos esetben eléfordulhat, hogy a fertéz6forras csak tovabbi képalkotd vizsgalatokkal
mutathato ki (17), igy a gocok akar 25%-a is felderitetlen maradhat (15). Ezért a S. aureus
pozitivitdst mutatd betegek gondos korelézményének felvétele jelentds szereppel bir, kiilonds
figyelemmel a lehetséges gocokra.

A S. aureus szeptikus metasztazisokat okoz6 tovabbi terjedésének megakadalyozasa

érdekében a fert6zési goc felderitését a lehetd leggyorsabban el kell végezni, a fertdzott
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idegen testet, beleértve az érkatétereket és a szivelektronikai eszkozoket — a megfeleld
antibiotikus kezelés mellett — a szervezetbdl minél elobb el kell tavolitani (18, 19).

Azonban maga a véraram fert6zés is okozhat metasztatikus fertdzést a szervezetben,
aminek felderitése a kezelés soran alkalmazott antibiotikum terdpia idétartamanak
megitéléséhez is elengedhetetlen (20).

Az SA-BSI-k egyik legsulyosabb kovetkezménye az endocarditis, ami az esetek 10-20%-
aban fordul eld, és rontja a betegség kimenetelének prognozisat, ezért minden esetben, ha S.
aureus bakteriémia igazolodik, ajanlott elvégezni az eziranyu vizsgalatokat is (21).

A szintén komoly gondot okoz6 hematogén osteomyelitis altaldban monomikrobialis (22).
Leggyakrabban olyan betegeknél fordul eld, akiknél nincs elézetes kockazati tényezd vagy
fertdzés, azonban eldidézheti a korokozok véraramba keriilése is, ami egy meglévo
fertdzeésbol eredhet. A hematogén osteomyelitis az 0sszes osteomyelitis fertézésnek csak 20%-
at teszi ki, a gyermekek osteomyelitises eseteinek tobbsége azonban hematogén (23).

A véraramba kerlld S. aureus bejuthat a periférids szovetekbe, ahol gyulladasos vélaszt
indukal, amely soran neutrofil granulocitdkat, makrofagokat és fagocitakat vonz a helyszinre.
A folyamat fibrin lerakddasédhoz vezet, de a 1€zi6 kozepén a baktériumok tovabb szaporodnak.
fgy a korokozo egy fibrinlerakodasokbol 4llo pseudotok védelmében keriilheti el a szervezet
védekezd mechanizmusait. A tdlyogok esetleges felszakadéasat kovetden més szovetekben is
attéteket képezhet, amelyek antibiotikum ¢és esetleg sebészi beavatkozas hijan nem

szamolhatdak fel (24).

2.5. A S. aureus okozta véraram fert6zés mikrobiologiai diagnosztikai lehetoségei

Mint az el6z6ekbdl is kideriil, a fertézés meglétének mieldbbi felderitése a beteg esélyeit
nagyban noveli. MALDI-TOF miiszerrel vagy molekularis modszerekkel nem rendelkezd
laboratoriumok esetében a hemokultira automatabol pozitivan kikeriild palackokbol direkt
kenet ¢és kioltas késziil. A mikroszkopos vizsgadlat mar orientdlhatja a vizsgalatok irdnyat, de
pontosabb eredmény csak masnapra, a tenyészeteket kézben tartva adhato.

A minél elébbi, megfeleld mikrobioldgiai eredmény elérése érdekében a S. aureus egyik 6
jellemzojét, a véralvasztasi képességet vehetjilk célba, ami megkiilonbozteti a koagulaz-
negativ — bérmikrobidta részét is alkotd S. epidermidis €s mas Staphylococcus — fajoktol.

A koagulacionak a sériilt erek elzarasan kiviil a mikrobidlis kérokozok elleni védekezésben
is jelentés szerepe van, a behatold baktériumokat alvadékban csapdéba ejti, és igy

immobilizalja azokat (25). Azonban — mint azt sok mas gazdaszervezet védekezési
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utvonalanal is megfigyelték —, a koagulacio egyuttal a bakteridlis immunelkeriilési stratégia is
lehet.

A S. aureus baktérium kétféle koaguldz-enzimet, szabad-, és kotott koagulazt (Gn.
Clumping faktor) termel. Mig a szabad koaguldz extracellularisan szekretalt enzim, a kotott
koagulaz egy sejtfalhoz kapcsolodo fehérje. A szekretalt fehérje un. csO-koagulaz teszttel
detektalhatd, a kotott koaguldz jelenléte ugyanakkor targylemez-koagulaz teszt segitségével
vizsgalhato.

Azon jelenséget, hogy a kalcium-kelatos plazma vagy teljes vér S. aureus-szal torténd
beoltasa gyors alvadast eredményez, eldszor Loeb irta le 1903-ban (26).

A S. aureus két oldhatd koaguldza (a klasszikus koagulaz [Coa], és a von Willebrand
Factor-binding protein [vWbp]) nem proteolitikus aktivitassal éri el az alvadék képzodését,
hanem a protrombinhoz kapcsolddva, annak szerkezeti valtozasat eldidézve aktivaljak a fibrin
1étrejottét (27, 28).

Az olyan laboratoriumi vizsgélat soran, amelynél a pozitiv hemokultirdkbol készitett
kenetben Gram-pozitiv, csoportokban elhelyezkedd coccusok lathatok, fontos feladatot jelent
a S. aureus elkiilonitése az egyé€b, pl. koagulaz-negativ staphylococcusoktol, mely utdbbiak
klinikai jelentéségét mérlegelni kell (pl. immunszuprimalt, vagy ismert billenty(i problémaval
kiizdd betegek esetén), mivel gyakran a nem megfelel6 mintavétel kontamindnsaként vannak
jelen a mintakban.

Ezzel ellentétben, a S. aureus-pozitiv hemokultira eredményeket legtobbszor klinikailag
relevansnak kell tekinteni, €s tovabbi vizsgalatokat (antibiotikum érzékenység meghatarozas)
sziikséges végezni, majd ezen eredménynek megfeleld kezelést kell alkalmazni. Béar a
hemokultura S. aureus-szal vald kontaminacidja nagyon ritkan eléfordulhat (<5%), a magas
haldlozasi arany, tovabba a S. aureus okozta véraramfertdzéssel jard stlyos szévodmények
magas kockazata miatt altalaban azonnali terapia inditasa javasolt (29, 30).

A S. aureus korai identifikdlasdnak fontossadga a pozitiv hemokultardkbol mindig is
lényeges szempont volt a klinikai mikrobiologiai laboratériumok szamara.

A kezdeti technikdk sordn a hemokultira-palackokban 1évd vért — az esetlegesen benne
taldlhatd koagulaz-pozitiv baktériumok koagulalé hatdsdnak kimutatdsa érdekében -
kozvetleniil hasznaltdk a diagnosztikus plazmaval valé vizsgalathoz (31).

Egy korabbi, 1780 pozitiv hemokultarat feldolgoz6 kutatas soran, amelyben 477 S. aureus,
¢s 1303 egyeb baktérium keriilt kimutatdsra tenyésztéses modszerrel, vizsgaltak a direkt cso

koagulacios technika érzékenységét. Vizsgalataik soran az alvadékképzodést 5 csepp
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tenyészleves ¢€s 0,5 ml nyulplazma keverékének 35°C-on, 2, illetve 4 oran at torténd
inkubalasa utan értékelték. A vizsgalat soran megkiilonboztették a csak részleges koagulaciot
(gyenge pozitiv) is a teljestdl (erds pozitiv). Abban az esetben mikor mind a gyenge, mind az
erds pozitiv koagulaciot adé eredményeket szamitasba vették 2 ora elteltével (477 S. aureus
mintabol 160 csdves koaguldz pozitiv eredmény) a szenzitivitas 34%, a specificitas 100%, a
pozitiv prediktiv érték 100% ¢és a negativ prediktiv érték pedig 80,2%-os eredményt adott.
Ezek az értékek 4 oras inkubaciot kovetden a kovetkezOképp alakultak (477 S. aureus
mintabol még 150 csoves koaguldz pozitiv és 4 fals pozitiv eredmény): szenzitivitds 65%,
specificitas 99,7%, pozitiv prediktiv érték 98,7% ¢€s a negativ prediktiv érték 88,6%. (32). A
teszt alkalmaval harom erds €s egy gyenge fals pozitiv eredmény sziiletett, amelyek mogott

harom esetben koagulaz-negativ Staphylococcus, ill. egy esetben E. faecalis allt (5. tablazat).

5. tablazat: Az inkubacids id6 hatdsa a kozvetlentil pozitiv hemokultiras vérbol végzett csdves

koagulaz-tesztre (N=477) (32)

8. aureus (pozitiv mintak szama (n; | Egyéb, nem S. aureus (pozitiv mintak szama
Inkubacios idé (%)) (n. (%))
(6ra)
erds pozitiv gyenge pozitiv erés pozitiv gyenge pozitiv
2 125 (26%) 35(7) 0 0
4 133 (28) 17 (3,6) 3(0,6) 1(0,2)
Osszesen 258 (54) 52 (11) 3(0,6) 1(0,2)

*: a pozitivitas szazalékos értéke

A kutatas soran megallapitasra kertilt, hogy a pozitivitas (erds és gyenge pozitiv eredményt
is egyben szdmolva) csupan 65%-os érzékenységi értékéért a hemokultira palackokban
talalhat6 antikoagulans (natrium-polianetol-szulfonat, SPS) volt a felelds, amelynek 0,0008%
(vegyes %) koncentracid feletti jelenléte megakadalyozza a rogos koagulacid kialakulasat (a
SPS egy polianionos antikoaguldns, amely egyéb funkciok mellett a komplement gatlasaval
akadalyozza meg a véralvadast).

Ennek felismerése vezetett a hemokultura palackbol kinyert mintak fizioldgias sooldattal
valo higitasahoz a koagulaz proba elvégzése elott. Ezen tesztek soran nyert eredmények azt
mutattdk, hogy SPS hidnyadban még a 100 CFU (Colony-forming unit, telepképzd egység)
sejtszam (csiraszam) is képes 4 oran beliil jol értékelhetd koagulaciot okozni. A vérben magas
csiraszamban jelen 1évé S. aureus higitatlan forméban is képes koagulatumot képezni a

hemokultarabdl.
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A korabbi modszerben hasznalt, direkt hemokultarabol vett higitatlan vérmintéval,
valamint a palackbdl szarmaz6 minta higitdsos modszerével végzett vizsgalat 6sszehasonlito
eredményei az 6. tablazatban lathatok. A vizsgalatba 45 S. aureus, és 95 koagulaz-negativ

Staphylococcus izolatum keriilt bevonasra (33).

6. tablazat: A ,,direkt”, és a ,,higitasos” koagulaz tesztek eredményeinek 6sszehasonlitasa (44)

direkt teszt (pozitivitas) higitasos teszt (pozitivitas)
Baktérium 4 6ras inkubdcio | L ISEKES |4 ges nkubacie | L Sszakas
inkubacid inkubacio
S. aureus (N=45) 28 (62%%*) 41 (92%) 40 (89%) 44 (98%)
Koagulaz-negativ
Staphylococcus sp. 0 0 0 0
(N=95)

*: a pozitivitas szazalékos értéke

A higitott pozitiv vérmintaval végzett vizsgalatok teljesitményét 95,5%-os érzékenységgel,
¢s 100%-os specificitassal jellemezte Thirunavukkarasu és Rathish (34), de ezzel szinte

teljesen megegyezd eredményre jutottak Diab és munkatarsai is (35).

3. Laboratoriumunkban végzett vizsgalatok

3.1. Laboratoriumunkba beérkezett mintak és az elvégzett vizsgalatok menete

Korhazunkban (Zala Varmegyei Szent Rafael Kérhaz), az elmult 5 évet figyelembe
véve az 0sszes levett hemokultirdk atlagosan 4%-a volt S. aureus pozitiv. A mintak szama

éves bontasban a 7. tablazatban olvashato.

7. tdblazat: A Zala Varmegyei Szent Rafael Korhaz elmult 5 évében a laboratériumba érkezett

hemokulturdk, S. aureus és koagulaz-negativ S. aureus pozitiv mintak szama, és aranya

. , S. aureus-pozitiv Koaguliz-negativ
ViZSgélart kezdete | Osszes hemokultiira (N) | o o eiea (n; (%)) | Staphylococcus sp. (n; (%))
) Mintaszam | Személy | Mintaszam | Személy | Mintaszam Személy
2019 5145 1388 216 59 (4,2) 431 253 (18,2)
2020 5081 1262 170 53 (4,2) 598 262 (20,7)
2021 6 136 1454 253 80 (5,5) 765 352 (24,2)
2022 5760 1443 250 68 (4,7) 440 229 (15,8)
2023 5997 1535 273 80 (5,2) 300 185 (12,0)
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Az el6zoekben ismertetett informacidk alapjan, és a sajat laboratdériumunk tapasztalatai

szerint a pozitivan jelzett hemokulturakbol minden esetben siirgdsen Gram-festést ¢&s

mikroszkopos vizsgalatot sziikséges végezni, majd abban az esetben, ha a mintadban a

mikroszképos vizsgalat soran csoportokba rendezve Gram-pozitiv coccusok lathatok, az

alabbi protokoll alapjan sziikséges elvégezni a higitott direkt, csoves koagulaz-probat is:

- a hemokulturas palackot felrazzuk, majd a benne 1évé vérbol 250 ul-t kivéve
fiziologias sooldattal tizszeresére higitjuk (250 ul ¥ 2,5 ml),

- ezen higitott minta 100 pl-ét 12 mm atmérdju steril {iveg csében 1évé 1 ml
higitatlan human vérplazmahoz (friss, fagyasztott vérplazma [FFP], Orszagos
Vérellaté Szolgalat) pipettdzzuk, majd a pipetta segitségével dvatosan, néhanyszor
atszuszpendaljuk,

- azigy kapott szuszpenziot 36 °C-os termosztatba helyezziik.

A vizsgélat ellendrzésére a mintdkkal parhuzamosan negativ (baktérium mentes
plazma) és pozitiv (ATCC 25923 S. aureus torzzsel beoltott plazma) kontrollt is
inkubaltunk azonos koriilmények kozott.

Pozitiv minta esetében mar 2 ora elteltével részleges, vagy akar teljes koagulacio
figyelhet6 meg, ennek hianyadban a minta tovabbi inkubaldsa, és orankénti leolvasasa
sziikséges. A barmely idépontban pozitivva valdo mintdk tovabbi inkubaldsira nincs
sziikség.

Fontos megjegyezni, hogy a koaguldcio ellendrzése soran a csdveket csak Ovatosan
szabad mozgatni/megbillenteni, mert a még csupan kismértékii koagulacido eredményét
egy hirtelen mozdulat tonkre teheti, aminek kovetkeztében a vizsgalat fals negativ
eredményt adhat. Mindemellett az 6rdnkénti leolvasas fontossagat hangsulyozza azon tény
is, hogy egyes esetekben a kialakult koagulatum 6nmagatdl is képes oldddni, ami szintén

hamis eredményhez vezethet.

3.2. Eredmények

A modszer 2021-es bevezetése Ota szamos vizsgalatot végeztiink laboratériumunkban:

minden, tobb pozitiv hemokultiraval rendelkezd személy esetén — a biztosabb eredmény és a

modszer teljesitoképességének tesztelése érdekében legalabb 2 palackbol — elvégzésre kertilt

az ismertetett koagulaz teszt. 2021-ben 253 S. aureus-pozitiv hemokultirabol 186, 2022-ben

250-bol 202, mig 2023-ban a 273 esetbdl 208 alkalommal hasznéltuk a modszert a gyors

diagnozis elérése érdekében (8. tablazat). A nagyszamu mintak vizsgalata alapjan az altalunk
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végzett tesztek 4 esetet leszamitva megfeleld eredményt adtak, amelyeket a tenyésztéssel meg

tudtunk erdsiteni. 4 esetben mikor a teszt nem megfelelden mukodott, a teszt negativ

eredményt adott annak ellenére, hogy abban S. aureus volt. Ezek a mintdk kozt egy par

hemokultura volt, mely egy f6hoz tartozott (masik parral pedig nem rendelkezett) a masik 2

esetben viszont 1-1 aerob palackrdl volt sz6, aminek viszont az anaerob parja pozitiv reakciot

mutatott, igaz csak az €jszakén at tarté inkubalast kdvetden.

Néhany mintat leszamitva, mikor a koagulacié eredménye csak masnap reggelre valt jol

lathatova, és igy egyértelmiien értékelhetévé (a mintdk mintegy 11%-a), ezen technika

alkalmazasédval szinte minden esetben 2, de legkésébb 4 oran beliil (a mintak 32, ill. 57%-a)

hasznélhat6 eredményhez jutottunk.

8. tablazat: A laboratériumunkban végzett direkt csdves koagulacios tesztek eredményei S.

aureus mintak esetén

2 oran beliil 2 oras
. o . e Csak egy
Osszes S. aureus B ., pozitiv inkubaciot .. ,
., Koagulaz Pozitiv , - €jszakas
, pozitiv eredményt kovetoen, de 4 | . e,
Ev ., tesztek tesztek , ., . inkubaci6 utan
hemokulturak i i ado tesztek oran beliil L,
, szama szama , e pozitiv tesztek
szama szama (n; pozitiv tesztek szima (n; (%))
(%)) szama (n; (%)) o
2021 253 186 185 52 (28,1) 118 (63,8) 15 (8,1)
2022 250 202 200 64 (32,0) 114 (57,0) 22 (11,0)
2023 273 208 207 74 (35,7) 105 (50,7) 28 (13,5)
Osszes
elvégzett 776 596 592 190 (32) 337 (56,9) 65 (11)
teszt
9. tdblazat: A laboratériumunkban végzett direkt csdves koagulacios tesztek eredményei
koagulaz negativ Staphylococcusok esetén
. Osszes koagulaz negativ Staphylococcus Koagulaz tesztek Pozitiv tesztek
Ev . .
pozitiv hemokultirak szama Szama Szama
2021 765 212 0
2022 440 178 0
2023 300 114 0
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Bar a korabbi kutatdsokban nem tortént utalds arra vonatkozoan, hogy kiilonbség lenne az
aerob ¢€s az anaerob hemokultira palackok teljesitményét illetden, a sajat eredményeink
alapjan az anaerob palackok haszndlatdnak eldnyét tudtuk megfigyelni (10. tablazat). Ezzel
kapcsolatban tovabbi vizsgélatok jelenleg is folyamatban vannak a laboratoriumunkban.

Abban az esetben, mikor egy személynek a mikroszkdpos vizsgalat sordn tobb pozitiv
hemokultirajaban is S. aureus-szeri baktériumok voltak lathatéak (Gram szerint pozitivan
festddd coccusok, csoportokban), a csdves koagulaz-tesztet legalabb egy aerob, és egy
anaerob palackbdl is elvégeztiik. A 190 darab 2 o6ran beliil pozitivan jelzd teszt koziil 116
anaerob ¢és 74 aerob palack volt. 112 anaerob palacknak volt pozitiv aerob parja is, mig a 74
aerob palack koziil 72-nek volt pozitiv anaerob parja is a teljes vizsgalat soran, tehat vagy a 2
vagy a 4 6rés vagy az éjszakan at tortént inkubalas folyaman. 14 olyan par volt melynek mind
az aerob mind az anaerob palackja is 2 dran beliil pozitiv eredményt adott. A parral
rendelkezd palackok koziil tehat 6sszesen 156 olyan minta volt, amiknek csak az aerob vagy
csak az anaerob palackja jelzett. A 2 o6ran beliil pozitivan jelzd és parral rendelkezd palackok
megoszlasa tehat a kovetkezOképp alakult: 72 aerob (39,1%) és 112 anaerob (60,9%).
Elmondhat6 tehat, hogy az anaerob palackok a nagyjabol 22%-nyi tobbségiikkel a vizsgalat

érzékenyebb és gyorsabb alapjaul szolgalnak.

10. tablazat: A parral rendelkezd aerob és anaerob hemokultura palackok 6sszehasonlitasa a 2

oran beliil pozitiv eredményt adé mintak kozott (pozitivitasi arany)

2 6ran beliil pozitiv 2 6ran beliil pozitiv 2 6ran beliil pozitiv
Ev eredményt ado tesztek eredményt adé aerob eredményt adé anaerob
szama (n; (%)) palackok szama (n; (%)) | palackok szama (n; (%))
2021 50 (27) 18 (36) 32 (64)
2022 63 (31,5) 24 (38) 39 (62)
2023 71 (34,3) 30 (42,2) 41 (57,8)

A pozitiv hemokultira palackokbol kovetkezd napon természetesen szamos esetben
koagulaz-negativ Staphylococcus sp. is kitenyészett, amelyek esetén a hasonld mikroszkdpos
kép alapjan a csoves koaguldz-teszt szintén elvégzésre keriilt, amely minden esetben
negativnak bizonyult.

A csoves koagulaz teszt elonye a tenyésztéssel szemben elsdsorban a 4 6ras inkubdacios
ablakon beliil pozitiv eredmény esetében van. A 11. tabladzatban az Osszes teszt eredmény

ennek megfelelden kertilt feltlintetésre.
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11. tablazat: Az Gsszes elvégzett teszt eredményei a 4 6ras inkubdacios id0 leteltéig, 2021-2023

kozott elvégzett tesztek (n=1100)

2 dras
Tenyésztéssel Osszes s . . .. n kul:acmt
v . . Osszes 2 oran beliill | kovetoen, de ,
megerositett elvégzett . Iy . .. Negativ teszt
eredmény teszt pozitiv teszt | pozitiv teszt | 4 éran beliil
pozitiv
tesztek
Smpz f?efgc"”s 596 592 190 337 69
Koagulaz-negativ 504 0 0 0 504
Staphylococcus

A direkt koagulacids teszt hasznalhatosagdnak megitéléséhez és a nemzetkozi adatokkal
vald Osszehasonlithatosag miatt a kovetkez6kben mintdkra vonatkoztatva mutatjuk be az
eredményeket, és erre végeztiink statisztikai szamitasokat. Egy pozitiv mintanak szamit egy
betegtdl szarmazd hemokultura palack par (aerob+anaerob), ha mindkettd pozitiv lett a

vizsgalattal. Ez a megkozelités a klinikus felé torténd eredménykozlést veszi alapul.

12. tablazat: A direkt koagulacios tesztek eredményei a 4 6ras inkubacids id6 leteltéig a

Klinikus felé torténd eredménykozlést alapul véve.

Osszes 2 oras
elvégzett ) inkubAci6t
teszt Osszes 2 éran beliil Kivetden. de Negativ
mintikra | pozitiv minta | pozitiv minta 4 6ran b (;liil minta
vonatkozta itiv mi
tva pozitiv minta
Staphylococcus 203 202 170 99 23
aureus
Koagulaz-negativ 252 0 0 0 252
Staphylococcus
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13. tablazat: A teljes vizsgalati idészak alatt elvégzett, 6sszes Staphylococcus aureus pozitiv eredmény 6sszefoglalasa mintanként és

palacktipusonként.

Osszes pozitiv 2 6ran beliil pozitiv Csak 2-4 orasll)l(l)lz(il;};acmt kovetGen csak egy éjszakas inkubaci6 utan pozitiv
Milyen minta
hemokultira | (hemokultira
palackbol par egy
késziilt a teszt? mintianak Csak Csak Csak
szamit) Mindketté Csﬁch;glb anaerob | Mindketté Cs;l;cakebrglb anaerob Mindketté Cs;l;cakel:glb anaerob
P palackbol P palackbol P palackbol
Aerob és
anaerob 290 14 58 98 78 98 79 21 21 0
palackbdl is
Csak aerob
palackbol 3 2 1 0
Csak anaerob
palackbol / 4 3 0
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14. tablazat: Staphylococcus aureus pozitiv eredménnyel rendelkezé mintak (290 hemokultara

par, ahol mindkét palackbol elvégzésre kerlilt a teszt) pozitiv koaguldz teszt eredményének

megoszlasa palack tipusonként, 0-2 6rés leolvasasi intervallum

Hemokultira palack
tipus

Pozitiv 0-2 orara

Negativ 0-2 érara

Aerob palack

72

218

Anaerob palack

112

178

15. tablazat: Staphylococcus aureus pozitiv eredménnyel rendelkezé mintak (290 hemokultara

par, ahol mindkét palackbdl elvégzésre keriilt a teszt) pozitiv koagulaz teszt eredményének

megoszlasa palack tipusonként, 0-4 6rés leolvasasi intervallum

Hemokultira palack
tipus

Pozitiv 0-4 orara

Negativ 0-4 6rara

Aerob palack

248

42

Anaerob palack

269

21

A 14. és 15. tablazatok adatai alapjan mind 2 6réan beliil, mind 4 6ran beliil szignifikansan

nagyobb valoszintiséggel (khi négyzet proba, p<0,005) volt pozitiv a hemokultira parok

anaerob tagja. Vizsgalataink eredményei egybevagnak a szakirodalomban megjelent

adatokkal

(16. tablazat).

16. tablazat: A mddszert korabbi tanulméanyokban alkalmazok eredményeinek dsszevetése a

jelen vizsgalat eredményeivel

Szerzo

Szenzitivitas
(4 ora)

Specificitas
(4 6ra)

PPV (4 6ra) | NPV (4 ora)

Szenzitivitas
(overnight)

PPV
(overnight)

Specificitas
(overnight)

NPV
(overnight)

Quian et al.
(32)(higitatlan
modszer)

65% 99,7%

98,7% 88,6%

Varettas et al.
(33)(higitatlan
moédszer)

62% 100%

100% 86,8%

91%

100% 100%

96,1%

Varettas et al.
(33)(higitasos
moédszer)

89% 100%

100% 95%

98%

100% 100%

98,9%

Thirunavukkarasu
et al. (34)
(higitasos
modszer)

95%

100% 100%

96,4%

Diab et al.
(35)(higitasos
moédszer)

96%

100% 100%

96,9%

Jelen tanulmany

100%

91,8%

100% 91,3%

99,6%

100% 100%

99,6%
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A tablazatban szereplo overnight adatok a vizsgalatok soran pozitivva valo Osszes tesztet
tartalmazzak, azokat is melyek a 2 vagy 4 6réds inkubalds soran még negativ eredményt is
adtak, tehat csak 4 ora elteltét kovetden valtak pozitivva. PPV: pozitiv prediktiv érték, NPV:

negativ prediktiv érték

4. Osszefoglalas

Eredményeinkbdl megéllapithatd, hogy a higitassal végzett direkt csoves koagulacios
tesztet alkalmazva, a mdodszernek a laboratdériumunkban izolalt S. aureus, és koaguldz-negativ
Staphylococcus torzsekkel végzett vizsgalatok soran a klinikus felé valdo eredménykozlést
alapul véve 91,8%-o0s érzékenységet és 100%-os specificitast lehetett megfigyelni 4 6ran
beliili értékelés alapjan. Eredményeink és a szakirodalmi adatokra alapozva a modszert
Oonmagaban alkalmazva is ajanljuk pozitiv hemokultarakbol végzett S. aureus azonositashoz.

Pozitiv hemokultira esetén ajanlott a minél elébbi mikroszkopos vizsgélat, mely alapjan

mar orientalhatoak a tovabbi vizsgalatok. Gram szerint pozitivan fest6édd coccus csoportok
esetén — mas gyors identifikdcios modszer hianydban - a direkt csdves koagulacids teszt
elvégzése javasolhatdo. A palackbol vett mintdt tizszeresére higitva fizologias sooldattal
(esetiinkben 250 pL mintat kiegészitve 2,5 ml-re fizioldgias sodoldattal) 12 mm &tmérdjii
iivegesdben 1évé 1 ml higitatlan vérplazméhoz pipettdzzuk, majd 36°C-os termosztitba
helyezziik. A csoveket fél 6ranként ovatos billegtetéssel ellendrizziik. Pozitiv eredmény esetén
pedig mar nincs sziikség tovabbi inkubaldsra. Ez esetben a klinikus értesithetd, és a pozitiv
hemokulturabdl pedig elvégezhetd az EUCAST altal ajanlott gyors antibiotikum érzékenységi
vizsgalat (RAST) is.
Abban az esetben, ha a hemokultira par mindkét palackja pozitivan jelzett, ajanljuk
mindkettébdl a teszt elvégzését, hogy a legnagyobb valdszinliséggel kapjunk pozitiv
eredményt 4 6ran beliil. Azonban egyetlen palackbol (ha a masik még nem jelzett, negativ
maradt, vagy nem is all rendelkezésre) elvégzett vizsgalat is varhatéan megfelelé eredményt
ad 4 oran beliil. Anaerob palack esetében a 2 6ran beliili pozitivitads szignifikdnsan nagyobb
valoszintiséggel varhatd, mint aerob palackokbol.

A modern technikdk 4arnyékaban feledésbe meriilt metodikat laboratériumunk is
elészeretettel alkalmazza gazdasagossaga, gyorsasdga, és egyszerll kivitelezhetdsége miatt,
ezen modszer hasznalatdval barmely, szerényebb diagnosztikai Iehetdségekkel ¢és
felszereltséggel rendelkezd klinikai mikrobioldgiai laboratdrium is akdr mar 2 oran beliili

eredményt szolgéltathat a klinikus részére.
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A szerz6 ez uton mond kdszonetet a Zala Varmegyei Szent Rafael Korhaz Mikrobiologiai
laboratorium munkatarsainak a vizsgalatokban vald asszisztalashoz, tovabba az Orszagos

Vérellatd  Szolgalat Zalaegerszegi Terlileti Vérellatojanak a sziikséges vérplazma

beszerzéséért.
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