Modszertani ajanlas

A véraram infekciok mikrobioldgiai diagnosztikajara

1. Bevezetés
A véraram normalisan nem tartalmaz ¢16 baktériumokat/gombakat viszont tartalmaz
szamos antimikroébas hatasti komponenst. A mikrobdk extravascularis (valamely fert6zodott
testtaj, a kolonizalt boér és nyalkahartydk sériilése), vagy intravascularis (nativ vagy
mubillenty(i, kaniil) forrasbol keriilnek a vérbe. A bakteriémia, ill. a fungémia fogalma
baktériumok, ill. gombak jelenlétét jelenti a vérben, etiologiai szerepiik megitélése a klinikus
feladata. A bakteriémia, ill. fungémia lehet atmeneti, rovid ideig tart6, pl. kisebb sebészi
beavatkozasokat, hugyuti katéterezést, vagy foghuzast, fogmosast kovetden johet Iétre.
Extravascularis infekciok esetében a bakteriémia, ill. fungémia szakaszos: a
mikroorganizmusok idénként megjelennek a vérben, majd eltiinnek. Intravasculdris fert6zo
forras esetén a mikroorganizmusok folyamatosan jelen vannak a vérpalyaban.
A vér tenyésztése a klinikai mikrobiologiai laboratorium egyik legfontosabb feladata.
A bakteriémia, ill. fungémia kimutatasanak igen nagy a klinikai jelentdsége kiillondsen egyes
magas kockazatot jelentd fert6z0 megbetegedések diagnosztikdjaban. Szamos esetben a
pozitiv eredmény kozvetleniil a diagnézishoz vezet (pl. infektiv endocarditis), mig mas
klinikai szituacioban — amikor a korokozoé nehezen mutathatd ki a fert6zés helyérdl — a
hemokultura (HK) pozitivitasa kozvetett mddon bizonyitja bakterialis vagy gomba infekciot
(pl. osteomyelitis).
Vérvétel HK vizsgalat céljara indokolt minden olyan esetben, amikor bakteriémiat, ill.
fungémiat feltételeziink, vagy megkisérliink kizarni:
e Lazas allapotban
— Ismeretlen eredetti 14z
— Bakteriémia/fungémia gyanuja valamely kifejezett klinikai tiinet alapjan,
ismert vagy feltételezett goccal kapcsolatosan (mint pl.  meningitis,
endocarditis, peritonitis, urosepsis, pneumonia, sebfertdézés, posztoperativ
fertdzes, gyermekagyi laz, abscessus szisztémds infekciora utald tiinetekkel,
neutropénias laz, intravascularis ¢és protetikus eszkézokkel kapcsolatos
infekciodk)
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— Minden olyan esetben, ha a beteg allapota instabil, és a hattérben infekcio
feltételezhetd

— Id0s betegek varatlan allapotromlasa, tudatzavara

— Indokolatlan vérnyomasesés €s/vagy tachypnoe

— Specialis betegcsoportok pl. immunszupprimalt betegek, csecsemdk hirtelen

allapotromlésa.

2. A vérminta vétele tenyésztésre
A vérminta vételének idozitése (1-3)

A vérmintak vételére az antimikrobas kezelés megkezdése elott keriiljon sor. Ha a
beteg antimikrobas kezelésben részesiil, a kovetkezd dozis beadasa elott kell vért venni, de ha
a beteg allapota megengedi, ajanlott az antibiotikum terdpia 1-2 napos felfiiggesztése is. Ha ez
nem lehetséges antibiotikum koté gyantat tartalmazé palackot kell hasznalni (ldsd késdbb). A
vérminta vételére az az idépont a legalkalmasabb, amikor a mikroorganizmusok a legnagyobb
valoszinliséggel jelen vannak a vérben. Folyamatos bakteriémia, ill. fungémia esetén a
mintavétel idépontja nem kritikus, a korokozo kitenyészésének jok az esélyei, barmikor
vessziik a vért. Szakaszos bakteriémia, ill. fungémia esetén a mintavétel idGpontjat
koriiltekintéen kell megvalasztani. Bizonyitott, hogy a mikroorganizmusok a hidegrazas ¢és a
laz fellépése el6tt koriilbeliil 30-90 perccel arasztjak el a vérpalyat (1). Kovetkezésképpen a
HK—t a ladzas epizdd legkorabbi szakaszdban kell venni, azaz a hidegrazas alatt, vagy a

lazmenet kezdetén. A korokozo kitenyésztésének esélye a 1az csticsanak idején vett mintabol
a legkisebb (2, 3).

A vérminta vételének modja és helye (2, 3)

e A tenyésztésre szant vért az aszeptikus technika és az eredményesség jelentdsége miatt
erre a feladatra kiképzett orvos vagy ndvér vegye.

e A megfeleld kéz higiéné elvégzése utan steril kesztyli hasznalata kotelezd a

HK vételéhez.

e A HK palack védékupakjanak eltavolitasa utan a gumidugot 70%-0s alkohollal, vagy mas,
alkalmas fertdtlenitd szerrel kell dezinficialni a javasolt hatasidd szigort betartasaval!!
o A vérvétel helyének fertétlenitésére elsésorban povidon iodin (Betadin) oldat ajanlott a

kivalasztott hely jobb lathatosaga érdekében. A povidon iodin-os fertétlenités utan 70%-0s



alkoholos lemosas alkalmazhat6. A borfelszin szaradasat kovetden végezhetd el a
vérvétel.

e A vérvétel helyét a fert6tlenités utdn nem szabad kézzel érinteni.

e A kontamindci6 csokkentése érdekében torekedni kell a vakuténeres mintavételre
(szarnyas ti, steril harang alkalmazasaval kozvetleniil a HK palackba torténd mintavétel).
El6szor az anaerob palackba torténjen mintavétel!

o Vérvétel céljara az ép, periférias vénak a legalkalmasabbak. Az intravascularis kaniilon at
vett vér gyakran kontaminalddik a kaniilt kolonizald baktériumokkal, ezért a kaniilon
keresztiili vérvétel nem ajanlott, mert a tenyésztés eredménye félrevezetd lehet.

e Kaniilinfekcidé gyanuja esetén viszont fontos, hogy a kaniilon at (els6é két HK palack) és
egy periférids vénabol is torténjen vérvétel (masodik két palack) azonos idében azonos
vérmennyiséggel. Kaniilinfekciot igazol, ha a kaniilon keresztil vett vérmintabol
ugyanazon mikroorganizmus nagyobb szamban (> 5:1 CFU) és/vagy > 2 odraval el6bb
tenyészik ki, mint a periférias vénabol vett HK-bol. Ha csak a kantilon keresztiil vett HK
pozitiv, ez inkabb a kaniil kolonizacidjara, vagy kontaminaciora utal. Ha a kaniilinfekcio
gyanija miatt a kaniil eltavolitasra keriil, a kaniil véget is ajanlott steril koriilmények

kozott tenyésztésre kiildeni.

A vérminta mennyiség (3, 4)

Klinikailag szignifikans bakteriémia esetén a felnéttek vérében keringd baktériumok
szama tobbnyire csekély, <10 telepképz6é egység/ml, mig gyermekeknél ennél tobb: >10
telepképz6 egység/ml (4, 5). Ezért a korokozd kitenyésztésének eredményessége
nagymértékben fligg a vérminta mennyiségétdl. A beteg testsulyatol fliggden felndtteknél a
lazas epizodonként 2-3 vénapunkcid soran vett, alkalmanként 20-30 ml vér vétele javasolt.
Ujsziilott, csecsemé és gyermekkorban a levett vér mennyisége fiigg a testtomegtdl,
¢letkortol. A levett vér mennyisége ne haladja meg a keringd vér 1%-at, 0jszilotteknél 0,5-2
ml, csecsemOknél 2-3 ml, kisgyermekeknél 3-5 ml, serdiiléknél 10-20 ml vérminta vétele

ajanlott (5).

A mintavétel gyakorisaga (1, 3, 5)
Lokalis infekcié ismerete vagy gyanudja, ismeretlen eredetli 1az esetén elegendd 2
vénapunkcié alkalmaval vett vér tenyésztése. Endocarditis gyanuja esetén az alacsony

baktériumszam miatt legalabb 3 mintavétel sziikséges. Ugyancsak ajanlatos 3 alkalommal vért



venni antibiotikum ko6t6 anyagot tartalmazé6 HK palackba, ha antibiotikum kezelésben
részesiil a beteg. Folyamatos 14z esetén a 2-3 vérvétel 24 6ran belill torténjék, akar random
modon. Ha az antibiotikum terdpia megkezdése halaszthatatlan, a 2-3 mintavételre 20-30
perces 1dokozonként keriiljon sor a terapia alkalmazasa elott kiilonbozé periféridas erek
punkcidjaval. Ha az els6 napon vett HK-k negativak, klinikai gyanu esetén a mintavétel
megismétlése ajanlott a kdvetkezd napon. Ha hatarozott klinikai gyanti és megfeleléen vett
HK-k 2 napon beliil nem lesznek pozitivak, illetve kiilonleges tenyésztési koriilményeket
1gényld mikroorganizmus altal okozott infekcid gyantja all fenn, az ijabb mintavételt illetéen
konzultalni kell a mikrobioldgussal. HK vizsgalattal igazolt S. aureus okozta endocarditis
vagy fungémia esetén indokolt a terapia hatékonysaganak kdovetése ujabb HK-k vételével,
mas esetekben, hacsak a beteg allapotdnak romlasa nem koveteli, nem sziikséges az un.

,nyomonkdvetéses” mintavétel (5, 6).

A HK palackok megvdilasztasa (1, 3, 5)

A tenyésztésre szant vérmintat specialis, rendszerint kereskedelmi forgalomban
kaphat6 HK palackba kell venni. A laboratéorium feladata, hogy az éaltala hasznalt HK
rendszerben hasznalt palackokrdl és a sziikséges vér mennyiségrol tdjékoztassa a klinikusokat.
Az automata rendszereknél a palack taltéltése hamis pozitiv eredményhez vezethet. Az egy
vénapunkcio soran levett vérmennyiséget nem lehet egyetlen HK palackba juttatni. A
vérminta taptalajban valé higuldsa biztositja, hogy a vér sajat antimikrobas anyagai és az
esetlegesen alkalmazott antibiotikumok novekedést gatld hatasa kikiiszobdlhetd legyen. Az
optimalis vér : taptalaj arany 1:5 és 1:10 kozott valtozik. Kereskedelmi forgalomban kaphato
palackok hasznalatakor a gyartd altal eldirt vérmennyiséget kell a palackba engedni. A vér
tulzott kihiguldsa sem el6nyds, ezért a gyermekektdl vett kis mennyiségli vért kevesebb
taptalajt tartalmazo “gyermekpalackba” kell venni. A palackok tultdltése a CO, termelés
detektalasan alapuld rendszerekben alpozitiv jelzéshez vezethet, amit a tul sok vérrel bevitt
vOrosvértestek altal szallitott CO, okoz.

Az egy mintanak szamitd, egy vénapunkcid soran nyert vért a mennyiségtdl fliggden
tehat tobb palackba kell levenni (elosztani). Mivel olyan taptalaj nincs, amely valamennyi
szoba jovO baktérium novekedési igényét kielégitené, célszerli a vért egy aerob és egy
anaerob baktériumok tenyésztésére szolgald palackba elosztani, annak ellenére, hogy anaerob
bakterémiaval csak ritkdn kell szdmolni. Az anaerob palackok tapanyagokban gazdag
taptalajaban szamos fakultativ anaerob baktérium is jobban ndvekszik (pl. streptococcusok).

A gombak altalaban jol novekednek a baktériumok tenyésztésére szolgald aerob HK
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taptalajokban, de egyes esetekben sziikség lehet specidlis gombatéptalajt tartalmazo palackok
hasznalatara iS. A mycobacteriumok tenyésztésére szintén specialis taptalajt tartalmazo
palackok vannak forgalomban. Antibiotikum terapidban részesiilé betegeknél célszerli az
antibiotikum inaktivalé anyagokat (aktiv szén, gyanta) tartalmaz6 palackok hasznalata.
Specialis ,,lizis” palackokat érdemes hasznalni intracellularis koérokozok okozta szepszis
gyantja esetén (pl. Brucella spp). Egyes hemokultara rendszerekben az aerob palackokat egy

erre a célra szolgalo tlivel beoltas el6tt levegdztetni kell (2, 3, 6).

A beoltott HK palackok tarolasa, szallitasa (2, 5)

A HK palackokat — amennyiben mo6d van ra — azonnal kiildjik a mikrobiologiai
laboratériumba, vagy a hagyomanyos palackokat transzportdlasig helyezziik 37 °C-0s
termosztatba, ha van rd lehet6ség. Ha a laboratorium HK automatat hasznal ajanlott a
palackokat szobahdn tarolni bekiildésig. A beoltott HK palackokat nem szabad hiitve tarolni !!
Automata hemokultira rendszerek hasznélata esetén kiilondsen fontos, hogy a palackok még
a baktériumok / gombak ndvekedésének megindulasa el6tt az automataba keriiljenek, mivel
egyes automatak (pl. BACTEC, Becton-Dickinson, Cockeysville, USA) csak a novekedés
pozitivitdsat, ha abban mér az automatéan kiviil elszaporodtak a mikroorganizmusok. Fontos,
hogy a beérkez6 HK palackokat a mikrobioldgiai laboratoriumban gondosan megvizsgaljak és
a novekedés lathato jele, a taptalaj zavarosodasa esetén a palackokat mar ne tegyék az
automataba, hanem mint pozitiv jelzést add palackot azonnal fel kell dolgozni a
laboratoriumban hasznalt modszereket alkalmazva. Fontos tovabba, hogy a mintavevo
jelezze a vizsgalati kérélapon a mintavétel pontos idejét amibdl kovetkeztethetiink hogy

mennyi 1d6t volt a palack taton !!!

3. A vérmintak tenyésztése
A HK palackok inkubdaldsa (3, 6)

Legtobb esetben a HK palackokat 5-7 napig inkubaljuk 35-37°C-on. A tobb napos
inkubacios idore csak a pozitiv HK-k mintegy 10-20%-a miatt van sziikség, mivel a pozitiv
palackok rendszerint mar a tenyésztés els¢ 24-48 ordjaban pozitivnak bizonyulnak, még a
hagyomanyos detektalasi modszerekkel is. Ennél hosszabb inkubécios idére, a HACEK
csoport baktériumai (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella) és
a fonalas gombdk gyantja esetén lehet sziikség. Ismeretlen eredetli 14z esetén is ajanlott a

meghosszabbitott inkubaciés 1d6. Immunszupprimalt betegeknél megfontolanddo a
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rutinszertien alkalmazott 2 hetes inkubacios id6, gomba infekcid gyanuja esetén esetleg ennél
hosszabb iddre is sziikség lehet. A mycobacteriumok kitenyészéséhez még hosszabb
inkubacios idore, 8 hétre van sziikség, de a M. xenopi gyanu esetén 10 hétig ajanlott inkubalni
a specialis mycobacterium palackokat.

Szamos HK rendszerben a palackok razatisa az inkubalads alatt eldsegiti az aerob
baktériumok és a gombak szaporodasat, ugyanakkor nem befolyasolja az anaerob

baktériumok szaporodésat.

A novekedés detektaldsa (1, 3, 7)

A novekedés detektalasanak modszere attol fligg, hogy a laboratéorium milyen
hemokultura rendszert alkalmaz.

e Hagyomanyos, folyékony taptalajt tartalmazé palackokbol meghatarozott idokozonként
(az 1., 3. és az utols6 napon) un. ,,vak” kioltasokat kell végezni, fiiggetleniil attél, hogy a
folyékony taptalajpban mutatkoznak-e a szaporodds jelei. A hagyomanyos aerob
palackoknal a meghatarozott idokézonkénti kioltds véres (V) és csokoladé (CS) agarra
torténik, gombainfekcid gyanuja esetén szilard Sabouraud (SAB) taptalajra is. Az anaerob
palackokb6l aerob moédon inkubalt V, Cs és az anaerob baktériumok ndvekedési
igényeinek megfeleld, anaerob modon inkubalt, anaerob V taptalajra kell oltani.

e A folyékony és szilard taptalajt is tartalmazo, un. bifazisos palackoknal, valamint a szilard
taptalajlemezeket feltétként tartalmazo palackoknal a folyékony fazissal naponta be kell
“oltani” a szilard fazist. A folyékony taptalaj zavarosodasa mellett a szilard taptalajon
megjelend telepek jelzik a novekedeést.

e Az automata hemokultura rendszerek (BACTEC, Becton Dickinson, Cockeysville, USA;
BacT/Alert, bioMérieux, Franciaorszag) a baktériumok szaporodasakor keletkezé CO,
mennyiségének folyamatos monitorozasan alapulnak. Ha a CO; koncentracio elér egy
bizonyos értéket, az automata hang- és fényjelzést ad. A CO, detektalasanak elonye, hogy
a szaporodas joval elobb (esetenként néhany oran beliil) észlelhetd, mint a hagyomanyos
modszereknél, ugyanakkor a palackok munka- ¢€s anyagigényes, a kontaminacio
veszélyével jard ,vak” kioltdsat feleslegessé teszi. A CO; detektaldsan alapulod
rendszereknél csak a pozitiv jelzést ado palackokbol kell az elébbiek szerint kioltani. Az
inkubacios 1d6 lejartakor nem kell Gn. ”terminalis” kioltast végezni. A pozitiv palackbol
végzett Gram-festés eredménye segitheti a szubkultira készitésére hasznalt taptalajok
megvalasztasat, pl. Gram-negativ baktérium esetén eozin-metilénkék (EM), sarjadzo

gomba esetén kromogén szubsztratot tartalmazé gomba taptalaj (Chromagar), vegyes
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4.

baktérium és gomba tenyészet esetén szelektiv SAB taptalajra is érdemes kioltani a HK-t a
mielébbi  eldzetes diagnozis érdekében. Mycobacteriumok esetében  specialis
mycobacterium taptalajra kell kioltast végezni a specialis HK palackbol.

El6fordulhat, hogy a vérben 1évé baktérium szaporodasnak indul, a pozitiv jelzést add
HK-bol késziilt kenetben lathatdo is, de mégsem tenyészik ki a szubkultaraban. A
Streptococcus pneumoniae pl. a tapanyagokban gazdag HK taptalajokban igen jol
szaporodik, de ugyanakkor autolizalé enzimjeit is nagyobb mennyiségben termeli, aminek
kovetkeztében el is pusztul. A baktérium antigénjei azonban az antigéndetektald tesztek
valamelyikével kimutathatébak. Gondolni kell arra is, hogy a Bs dependens
streptococcusok szaporodnak a pyridoxalt is tartalmazé HK téptalajokban, de nem ndnek
a streptococcusok tenyésztésére alkalmas szokdsos téptalajokon. A szubkultira
nyeréséhez ilyenkor pyridoxallal kiegészitett taptalajt, vagy olyan V lemezt kell hasznalni,
amelyre kioltas utan Staphylococcus tenyészetet szélesztiink, amely biztositja a sziikséges
pyridoxalt.

Ha a CO, detektalason alapuld rendszereknél pozitiv jelzést ado HK-bol készitett
kenetben baktérium nem lathatd, végezziik el a szokasos kioltast és helyezziik vissza a
palackot az automata inkubatordba. Ellendrizziik a szaporodési gorbét, ha pozitivnak
tlinik, ismételjiik meg a mikroszkopos vizsgalatot.

Szintén a baktériumok szaporodasakor keletkez6 CO; jelzi a ndvekedést egy olyan
rendszerben (Signal, Oxoid, Basingstoke, UK), amelyben a termelddott CO, a palackban
tulnyomast eldidézve egy, a taptalajba vezetett tiin keresztiil a palackhoz csatlakoztatott
detektalo feltétbe nyomja a vér-taptalaj elegyet. A folyadék megjelenése a feltétben
szabad szemmel is konnyen észlelhetd. Ennek a rendszernek hatranya a hamis pozitiv
jelzések nagy aranya és az Acinetobacter spp., a Pseudomonas spp., a gombak, a

Haemophilus influenzae és a Neisseria meningitidis gyenge detektalasa (8).

A pozitiv jelzést adéo HK palackbdl torténé tovabbi vizsgalatok lehetdsége

Kozvetleniil a pozitiv jelzést ado HK palackbol végezheté hagyomdnyos vizsgalatok (3, 6, 9,

10)

A kozvetlen vizsgalatokkal kapott részeredményeket, amennyiben informativak, miel6bb
ko6zolni kell a klinikussal. Az értesités modjat, idopontjat, az értesitett személy nevét

dokumentalni kell.



e A hagyomanyos HK palackokbol “vakon” végzett mikroszkdpos vizsgalatnak nincs
értelme, azonban a szaporodasra utaldo jelek esetén haladéktalanul mikroszkopos
vizsgélatokat kell végezni. A CO; detektalason alapuld automata rendszereknél a pozitiv
jelzést ado palackokbdl nativ faziskontraszt, metilénkék, vagy acridin orange festett
kenetet, illetve Gram-festett kenetet kell mikroszkoposon vizsgalni. Mycobacterium
gyantja esetén a specialis mycobacteriumok tenyésztésére szolgaldo palackbol savallo
festést kell végezni. A kiilonbozo festési eljarasok segithetik a mikroorganizmus
detektalasat, morfologidjuk jobb megitélését a pozitiv HK-ban, de csak kiegészithetik és
nem helyettesithetik a Gram-festést.

e A HK palackban tenyész6é baktériumok kozvetlen identifikalasa néhany korokozo (pl.
Streptococcus  pneumoniae vagy Staphylococcus aureus) gyantja esetében
megkisérelhet6 a kereskedelemben kaphato direkt antigén kimutatd modszerekkel (9).

e Pozitiv jelzést ad6 HK palackbol nyert centrifugalt baktérium szuszpenzidbol
megkisérelhetd a koérokozd azonositasa automata identifikalo kittekkel (pl. VITEK,
Phoenix), amennyiben a mikroszkopos kép monobakterialis infekciora utal.

e Gyari kittel (Sepsityper Brucker Daltonik Németorszag) vagy ”in-house” szeparalasi
modszerrel a vérsejtek oldasat kovetéen, a baktérium sejtek centrifugalasaval és
mosasaval olyan tiszta baktérium iiledék érhetd el, mely alkalmas a matrix assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) identifikald
modszer alkalmazasara kozvetleniil a pozitiv HK-bol. (9-12). A modszerrel egy oran beliil
az esetek jelentds részében species diagnozis adhatd. Polimikrobas infekcid esetén az
alkalmazott rendszert6l fiiggéen a dominaldé korokozd vagy akar a parhuzamosan

jelenlévo baktériumok species szintli diagnozisa is megtorténhet (9).

A pozitiv HK palackbdl izolalt baktériumok és gombdk identifikaldsa (3,6)

A szubkulturdkbol mieldbb (kelld novekedés esetén a reggel kioltott lemezekrdl
esetleg aznap délutan) el kell kezdeni a kitenyészett baktériumok, sarjadzd6 gombak
identifikalasat a hagyomanyos modszerekkel. Ha egyazon sorozat palackjaibol morfologiailag
azonos baktérium vagy gomba tenyészik, elegendd az egyik tenyészet tovabbi vizsgalata. A
klinikailag szignifikans izolatumokat a lehetd legpontosabban kell meghatarozni, a torzseket
fenn kell tartani és meg kell Orizni (a tarold kapacitastol fliggben fél-egy évig). Az
identifikalas eldzetes-, rész- és végleges eredményérdl a bekiildot szoban vagy irasban

mieldbb t4jékoztatni kell. A szobeli kozlést a munkalapon dokumentélni kell.



A MALDI-TOF MS modszer elterjedése forradalmasitotta ¢s jelentésen
meggyorsitotta a szepszis korokozodinak identifikalast is, hiszen a szokvanyos szepszis
kérokozok mellett a rendszerek (Biotyper, Bruker Daltonic és a VITEK MS, bioMerieux),
adatbazisuktol fiiggden, a baktériumok ¢és sarjadzogombak igen széles korének azonositasat
képesek elvégezni. Szemben a hagyomanyos ¢és miniatiirizalt, automatizalt biokémiai
rendszerekkel, az MS alapu species identifikalas igen kis biomassza esetén is sikeresen
elvégezhetd. Igy a pozitiv HK kioltisok 18-24 éraig inkubélt lemezeirél, vagy a minddssze
néhany oraig inkubalt lemezekrdl (2-6 6ra) az azonositas elvégezheto (9, 13).

Egyes, a fenti modszerekkel nem azonosithato, de klinikailag relevans izolatumok 16S
IRNS gén szekvencia analizissel, vagy teljes genom szekvenalassal torténé azonositasa ritka

vagy 0j korokozok szepszisben jatszott szerepét igazolhatja (10).

A HK-b6l izolalt baktériumok és gombak antibiotikum érzékenységének vizsgalata (3, 6)

A klinikailag relevans izolatumok antibiotikum érzékenységét az EUCAST érvényben
1év0 ajanlasa alapjan kell meghatarozni. Tekintettel a véraram fertdzések sulyossagara,
torekedni kell a minél gyorsabb és pontosabb érzékenység/rezisztencia meghatarozédsra. A
korongdiffuzios érzékenységi vizsgalat elvégezhetd kozvetleniil a pozitiv jelzést ado HK-
palackbol is, az eredmény azonban csak tajékoztato jellegii: a vizsgalatot a kitenyészett
izolatummal meg kell ismételni. Bizonyos esetekben a minimalis gatlo koncentracio (MIC)

crer

streptococcusok okozta endocarditis).

5. Molekularis mikrobiologiai modszerek a véraramfert6zések diagnosztikajaban

A kiterjedt moédszerfejlesztések ellenére még nem sikeriilt megfogalmazni altalanos
alapelveket arr6l, hogy a molekularis (DNS alapt, és egyéb) mikrobiologiai modszerek
beillesztése a véraramfertdzések mikrobiologiai diagnosztikajaba milyen modon javithatja az
antimikrobas kezelés hatékonysagat, szélesebb értelemben milyen modon tamogatja a
beteggel kapcsolatos dontéseket. Azonban szlik, specialis esetkorben egy-egy molekularis
mikrobiologiai moédszernek lehet valos dontéstamogaté indikacioja, amennyiben helyi
alkalmazési protokoll kitér legalabb az esetdefiniciora, a vizsgdlat iddzitésére, az
eredménykozléshez sziikséges 1ddigényre, az adott moddszer altal lefedett mikrobiologiai
spektrumra, a diagnosztikus érzékenységre és fajlagossagra, valamint tipikus eredmények

interpretalasi lehetdségeire a beteggel kapcsolatos dontéshozatalban. (A mikrobiologus és a



klinikus egyiittmiikodésével valosulhat meg ilyen protokoll). A jelen modszertani ajanlas nem
nevesit kereskedelmi forgalomban kaphaté molekularis mikrobiologiai teszteket, azok
megtalalhatok a szakirodalomban (7, 8, 10).

A molekularis mikrobioldgiai vizsgalatok kozismert elényeinek megfogalmazasakor

figyelembe kell venni az alabbi altalanos érvényii korlatokat is:

e Szepszis gyanuja esetén az empirikus antimikrobas kezelést haladéktalanul el kell
inditani. A molekularis vizsgalatok indikaciojanak felallitdsdhoz elsésorban azt kell
figyelembe venni, hogy nyujt-e 1ényeges informdciot a beteg tovabbi kezelésé¢hez és
iddben ad-e relevans informaciot. Az  antimikrobds  terdpia  klinikai
sikeressége/sikertelensége altaldban az inditastol szamitott ~48 ora eltelte utan itélhetd
meg, igy fontos hogy a molekuldris mikrobiologiai eredménykdzlés ezeldtt torténjen
meg (akkor is, ha iigyeleti idészakban inditottak a terapiat) !

e A molekularis vizsgalatok tobbsége a mikrobialis DNS azonositasan alapul. Mivel
elpusztult mikrobakbol keringésbe juté genomialis DNS hosszan perzisztalhat, a
mikrobialis DNS kimutatasa ("DNAemia”) csak valosziniisiti, de nem igazolja él6
szaporodd mikroba jelenlétét a szervezetben és a mikroba anatomiai forrasa,
lokalizacioja sem allapithaté meg teljes bizonyossaggal.

o Terdpia kovetésére, sikerességének megitélésére nem hasznalhatok a molekularis
mikrobiologiai modszerek.

e Az antibiotikum érzékenység/rezisztencia vizsgalata csak egyes rezisztencia gének
kimutatasara korlatozodik.

e Néhany teszt olyan mikrobialis antigéneket mutat ki a keringésben, amelyek
viszonylag jol kovetik egyes szisztémas, ill. invaziv, extravascularis fertézések
megjelenését €s lezajlasat. A mikrobialis targetek korlatozott szama miatt ezek a

vizsgalatok sziikitett indik4cios korrel, célzottan alkalmazhatok.

A vérmintabol torténd kozvetlen mikroba kimutatds (tenyésztéstol fiiggetlen vizsgalatok) (7,
10)

Az idetartozo eljaradsok eldnye (1. tablazat), hogy a vér tenyésztéses vizsgalatanal
gyorsabb ¢s idoben tervezhetd eredményekhez vezethetnek. Nem befolyéasolja a mintavétel
idején alkalmazott antibiotikum terapia, egyes tesztekben mennyiségi meghatarozasra is van
lehet6ség. Legaltalanosabb igény, hogy a HK vizsgalatokkal 6sszemérhet6, széles korokozo

spektrumi azonositdé eljarasok alljanak rendelkezésre, azonban 0Osszehasonlito klinikai
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tanulmanyok és a mogottes munkahipotézisek hidnyadban ma még nem latszik helyiik,
szerepilk a kezelési algoritmusokban, valamint az sem, hogy egyszeri vagy tobbszori
mintavételt igényelnének-e (7). Mivel a tenyésztési eredményekkel gyakran nem egyeznek, és
esetenként ellentmondasba is keriilnek veliik, inkabb csak kiegészithetnék, de valosziniileg
nem valthatjak le a tenyésztésen alapuldé HK vizsgalatokat.

Eléremutatd eljarasoknak lehet tekinteni azokat, amelyek stabil antimikrobas

érzékenységgel jellemezhetd, ill. nem vagy nehezen tenyészthetd mikrobakat (Coxiella,
Bartonella, Aspergillus) azonositanak. Jellemz&en olyan vizsgalatok tartoznak ide, melyek a
mikrobak sziik korét tudjak detektalni, meglehetdsen sziik indikacios korrel.

torténé kozvetlen mikroba Kkimutatas molekularis

1. Tablazat. Vérmintabol

mikrobiolégiai médszerekkel (tenyésztéstil fiiggetlen vizsgalatok)

Médszer Fontos elény (+) /Fontos korlat (-)

Az eredmény alapjan torténé

antimikrobas terapia lehetésége

Széles spektrumu multiplex
PCR + detektalas

Gram +: 6 ->100 spp +: tipikus korokozokat lefedi altalaban NEM
Gram -: 8 ->100 spp - tenyésztéssel nem egyezd
eredmények
gomba: 5 ->10 spp +: fogékony rizikocsoportok species szintl identifikalas esetén
célzott vizsgalata igen
Nem v. nehezen tenyésztheté  +: célzott vizsgalat species szintll identifikalas esetén
mikrobak monoplex/oligoplex  -: sziik indikacios kor igen
PCR detektalasa
PCR amplifikdlas + magneses
rezonancia detektalas
Gram +: 2 spp -: sziik spektrum altalaban NEM
Gram - : 4 spp
Candida: 5 spp +: fogékony rizikocsoportok célzott species szintl identifikalas esetén
vizsgalata igen
Szérum mintara is validalt +: egyszer(i, gyors a pozitiv eredményhez hatékony
meningitis antigén tesztek -: igen szlik indikacios kor empirikus terapia tarsithato
Béta-D-glukan és +: fogékony rizikdcsoportok célzott az empirikus terapia antifungalis
galaktomannan antigének vizsgalata kiegészitését indikalja

kimutatasa

: mérsékelt klinikai szenzitivitas
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Pozitiv HK palackbol tortéend kozvetlen mikroba kimutatas molekularis mikrobiologiai
modszerekkel (10)

Technikailag megbizhatd tesztek tartoznak ide, azonban Gram-festett hemokultura
kenet és direckt MALDI-TOF MS analizisen kiviil (1asd el6bb) nem lehet altalanos szabalyokat
megfogalmazni arrél, hogy milyen indikacios teriileten tériil meg hasznalatuk a mikrobak
azonositasa teriiletén (10), illetve az egyes eljarasokban szerepld rezisztencia gének vizsgalata
hogyan hasznosithat6 a betegellatasban (2. Tablazat).

A legtobb Dbetegcsoportban a HK-k kis szazalékaban szaporodnak fel olyan
mikroorganizmusok (baktériumok/gombak), amelyeket stabil antimikrobas érzékenység
jellemez. A helyi epidemioldgiai viszonyok alapjan valamely rezisztenciagén kimutatasa igy

csak kis mértékben befolyadsolhatja a kezelési algoritmust.

2. Tablazat. Pozitiv HK palackbdl torténé kozvetlen mikroba kimutatas molekularis

mikrobioldgiai modszerekkel

Modszer Fontos elony (+) /fontos korlat (-() Az eredmény alapjan torténé
antimikrobas terapia lehetdsége
FISH
Gram +: ~4 spp +: viszonylag gyors csekély mértékben
Gram -: ~4 spp -: kevés tobblet informacio
Candida: 5 spp +: fogékony rizikdcsoportok célzott  species szintii identifikalas esetén
vizsgalata igen
Microarray
Gram +: 12 ->20 spp +: tipikus korokozokat és egyes csekély mértékben
Gram-: 9 ->20spp rezisztencia gének vizsgal
-: kevés adat allrendelkezésre
gomba: akar 13 spp +: fogékony rizikdcsoportok célzott  species szintii identifikalas esetén
vizsgalata igen
Filmarray (PCR array)
Gram +: 8 - 12 spp +: gyors, automatizalt és egyes csekély mértékben
Gram -: 11 spp rezisztencia gének vizsgal

-1 sziik mikrobialis spektrum

Candida: 5 spp +: fogékony rizikocsoportok célzott  species szintii identifikalas esetén
vizsgalata igen
S. aureus/MRSA célzott +: gyors helyi viszonyoktol fiigg
vizsgalat -: szlik indikacids kor
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6. A HK tenyésztéses vizsgalat eredményének interpretalasa (3, 6, 14)

Negativ eredmény:

Ha a megvalasztott inkubacids id6 lejarta utan a HK palackban nincs bizonyithatoé novekedés
a vizsgalat eredménye negativ. A leleten az all: aerob és/vagy anaerob baktérium, gomba,

Mycobacterium nem detektalhaté és/vagy nem tenyészett Ki.

Pozitiv eredmény:

Ha a kontaminacio lehetdsége kizarhatd és tobb parhuzamos HK palackb6l ugyan az a
baktérium/gomba tenyészett ki rovid inkubacidés idén beliil, a species név, valamint az
antibiotikum rezisztencia megadasaval minél hamarabb ko6zdlni kell a klinikussal a HK
tenyésztés eredményét. A leleten jelezni kell HK tenyésztés pozitiv eredményét, a
pozitivva valas idétartamat, a species nevét és a rezisztencia vizsgalat eredményét.
Elozetes részeredmény kiadasa is javasolt. Leggyakoribb szepszis kérokozok: E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa, de szamos egyéb, aerob vagy anaerob baktérium vagy gomba lehet a
szepszis korokozoja. Fontos, hogy bizonyos alapbetegségek esetén, illetve immunkérosodott

betegekben ritkan el6fordulé mikroba is okozhat szepszist és izolalhatd lehet HK-bol.

Feltételezheto HK kontamindcio eredménye:

A pozitiv HK vizsgalatok kozel egyharmada esetében el kell donteni, hogy kontaminansrol
vagy valodi szepszis korokozordl van-e sz6. Az aszepszis szigoru betartasa mellett végzett
mintavétel esetén is kontaminalodhat a HK palack a kdrnyezetbdl vagy a b6florabol szarmazéd
mikroorganizmussal. Az esetek nagy részében kontaminansnak tekinthet6k a koagulaz-
negativ staphylococcusok, Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium spp.
¢s Bacillus spp. A leleten jelezni kell, hogy a parhuzamosan levett HK palackok koziil
hanybol tenyészett ki és milyen inkubaciés id6é utan a baktérium és hogy kérokozé
szerepe kérdéses.

Ha a koagulaz-negativ staphylococcusok, vagy az a-hemolizald streptococcusok csak a
>2 palackbdl all6 sorozat egyetlen palackjabol tenyésznek ki, nagy a valdszinlisége annak,
hogy az izolatum kontamindns kiilonosen, ha hosszl inkubécios id6 utan valik pozitivva a
palack. Onkényesen azonban nem tarthatjuk kontamininsnak az o-hemolizald
streptococcusokat, ha csak egyetlen palackbdl tenyé€sznek ki. Ilyenkor ujabb HK vétele
ajanlott. Ha >2 palack pozitiv, az o-hemolizald Streptococcus nagyobb valdszinliséggel

tarthato szignifikansnak (14).
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7. A HK vizsgalat érzékenysége és fajlagossaga (3)

A HK egy olyan mikrobioldgiai vizsgalat, amelynek eredménye rendkiviili mértékben
fligg a klinikus magatartasatol, hozzaallasatol (a steril mintavételi technika alkalmazasatol, a
HK vétel iddzitésétol, a vérminta mennyiségének €s a palackok szamanak megvalasztasatol),
valamint a klinikai kép megitélésétdl (a bakteriémia/fungémia, ill. szepszis valoszinliségének
becslésétdl, az etiologiai agens feltételezésének helyességétol, az eredmény interpretalasatol).
Mivel nincs fliggetlen ,,arany standard”, amelyhez viszonyitva értékelni lehetne a vizsgalat
érzékenységét és fajlagossagat, csak becslésekre hagyatkozhatunk.

Az érzékenységet alapvetéen a véraram infekcid természete szabja meg. A HK
pozitivitasa pl. endocarditisben 53-99%, S. pneumoniae okozta pneumoniaban 25-30%,
neutropenias betegek lazas epizodjaban 10-20%, hasiiri fertézésekben 30-40% a kiilonbozd
irodalmi adatok alapjan. Az érzékenységet az egy napon vett vérmintdk szdmanak novelésével
lehet novelni ugy, hogy vénapunkcionként legkevesebb 10 ml vért vesznek. A 24 6ran beliil
tortént 2-3 vérvételt kovetben végzett tovabbi, meggondolatlan vérvételekkel csak
jelentéktelen mértékben lehet novelni a HK vizsgalatok pozitivitasat, viszont munka- és
koltségigényesek, ezért nem ajanlott (15).

A HK fajlagossagat a hamis pozitiv vizsgalatok ardnya hatdrozza meg. A kontaminansok
interpretalasa bizonyos mértékig fligg a beteg jellemz0itél. Az otthon szerzett infekciokban a
valodi  korokozok és a kontamindnsok spektruma jol elkiilonithetd. A nozokomidlis
infekciokban, és az immunszupprimalt betegek infekcidiban azonban olyan baktériumok
lehetnek valodi korokozok, amelyek az ,,egészségesekben” (immunkompetens személyekben)
kontaminansnak mindsiilnek. A fajlagossag javitasanak leghatékonyabb modja a mintavételi
eldirasok, az aszepszis szigoril betartdsa, valamint annak megkovetelése, hogy tobbszords
mintavétel torténjék olyan véraram fertézésben, amelyben a lehetséges koérokozok és a
lehetséges kontamindnsok ugyanazok (pl. kaniillel, mianyag eszk6zzel kapcsolatos infekciok,
vagy a neutropénids laz). Két-hdrom vénapunkcio soran nyert HK rendszerint elegendd a
véraram fert6zés bizonyitasara vagy kizarasara, egyetlen vérminta egy vagy két palackba

elosztva azonban nem elégséges!!
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