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Bevezetés

Probléma
� Klinikai bakteriológia időigényét a baktériumok 

növekedési sebessége határozza meg
� Kórházban: Ezen idő alatt empirikus kezelés (helyi 

vagy általános irányelvek)
� Közösségben: Általában empirikus kezelés (fertőzés 

laboratóriumi vizsgálata nélkül)
� Nincs hatékony új antibiotikum – rezisztencia világszerte 

probléma
Cél
� Kórokozó gyors azonosítása



Vizsgálatok id őigénye

Diagnosztikai módszer Vizsgálat ideje

Mikroszkóp 1-5 perc

Gram-festés Gram +/- eredmény 10-20 perc

Tenyésztés, identifikálás 1 nap-hetek

Tömegspektrométer tenyésztés után pár perc alatt azonosítás

In vitro érzékenységi vizsgálat 1 nap-hetek

Savópár antitest vizsgálat 2-4 hét

Monoklonális antitestek vizsgálata órák

Antigén detektálás percek-órák

RT PCR (mikróba azonosítás, egyes R gén) 1- néhány óra



Kórokozó gyors azonosítása –
tenyésztés után

� Hagyományos gyors tesztek
� Virulencia faktor, biokémiai tulajdonság vizsgálatán alapuló

• Koaguláz teszt (pl. S. aureus)
• Lancefield szerinti szerotipizálás (pl. S.agalactiae, S. pyogenes, D csoport) 
• PYR teszt (pl. S. pyogenes, Enterococcus)
• tokantigének azonosítása (pl. S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis)

� Automata identifikáló rendszerek (pl. VITEK, Phoenix)
� Nagyszámú biokémiai vizsgálat végzése, eredmények számítógépes értékelése

� Immunofluoreszcens próbák
� Simplex, kórokozó specifikus (pl. Legionella)
� Multiplex (?) (pl. PNA FISH – pozitív hemokultúrás palackok 

vizsgálata)

� Tömegspektrométer – MALDI TOF
� Molekuláris (kórokozó specifikus PCR, 16S rRNS, szekvenálás)



MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption-
ionization time of flight mass spectrometry 

Riboszomális és egyéb proteinek analízise –
jellemz ő az adott speciesre

Bruker

Shimadzu



MALDI-TOF MS vizsgálat folyamata

10’4-10’6 CFU

TAT: 5-7 perc



MALDI-TOF MS – a forradalmi újítás 

� MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption-ionization 
time of flight mass spectrometry 

� A baktériumok, gombák identifikálása gyors, egyszer ű, az 
eredmény pontos (többnyire a DNS szekvenálással 
egyenértékű)
� Rutin mikrobiológiai laborban izolált mikróbák 93 – 96 %-nál 

egyéb vizsgálatokkal egyenértékű eredmény

� A rutin biokémiai vizsgálatokkal nem vagy nehezen 
azonosítható baktérium, gomba fajok is identifikálhatók
� Koaguláz-negatív staphylococcusok
� Nem-fermentáló mikróbák
� Streptococcusok
� Anaerob baktériumok



MALDI-TOF MS – a forradalmi újítás 

Jelen korlátai
� a tömegspektrum könyvtár hiányossága
� a közeli fajok nagyfokú hasonlóságot mutató 

tömegspektruma
• S. pneumoniae/S.mitis-oralis
• E. coli/Shigella spp.

� egyes baktériumoknál az összetett sejtfal szerkezet miatt 
nehezen feltárható fehérje állomány - Speciális előkezelési 
protokollok

• Gombák, mycobacteriumok, nocardiák

Szükségessé tehetik egyéb identifikáló módszerek (biokémiai 
vagy molekuláris) használatát 



Egyéb lehet őségek
• Mikróbák direkt kimutatása 

egyéb klinikai mintából
- vizelet
- liquor

• Mikróbák azonosítása 
speciális dúsítókból

- pl. salmonella

• Antibiotikum rezisztencia 
mechanizmusok 
FENOTÍPUSOS 
AZONOSÍTÁSA

- β-laktamázok
- karbapenemázok

• Speciális rezisztenciával 
rendelkező mikróbák
azonosítása – „klonalitás” 
alapján

• MRSA
• B. fragilis
• C. difficile

CMR 26;547-603, 2013



Baktérium antibiotikum-bontó enzim-
termelésének igazolása MALDI-TOF - val

� Szubsztrát (atb) spektruma 
változik hidrolizáló, 
dekarboxiláló enzimek hatására

� Enzimtermelés típusától 
függetlenül mutatható ki É/R

� Kísérletek egyéb atb.-ra
� Módszerbeállítások 

� Szükséges emésztési idő 
különbözik baktériumtól fajtól, 
enzimtermelés típusától 
függően

� MIC?

Szenzitivitás= Carba NP test  



Speciális rezisztencia tulajdonságú 
mikróbák azonosítása – „klonalitás 
alapján”

Josten 2013 JCM
Tipikus MRSA klónokba tartozó izolátumok jellemző 
különbségei – 3784-5700 Da közötti régió



Molekuláris vizsgálatok – tenyésztés 
helyett

Validált molekuláris biológiai technikák bakteriológ iában 
Species-specifikus real-time quantitatív PCR,  broad-range real-time PCR

korábban nem azonosított mikróbák azonosítási lehetősége (pl. Tropheryma
whipplei)
Nehezen tenyészthető (vagy hosszú tenyésztési idejű) mikróbák azonosítása 
(pl. Chlamydia trachomatis, Mycobacteriumok, Legionella pneumophila)
„Kritikus” kórokozók pl. N. meningitidis, N. gonorrhoeae
Diagnosztikai specificitást növelő hatás pl. M.pneumoniae, C. pneumoniae

� Előny: gyors, nem befolyásolja a mintavétel idején alkalmazott antibiotikum terápia, 
mennyiségi meghatározásra is van lehetőség, 

� Hátránya: nem élő baktériumot, hanem csupán bakteriális DNS-t mutatunk ki, az 
antibiotikum érzékenység/rezisztencia vizsgálata csak egyes rezisztencia gének 
kimutatására korlátozódik, a minta kontaminálódásával számolni kell, zavaró lehet a 
háttér, ha változik a target fals eredményt kapunk



Infekció specifikus multiplex PCR -k 
száma folyamatosan b ővül



Antibiotikum érzékenységi vizsgálat (AST)
- kivitelezése és interpretálása dönt ő lehet

� Makro-, mikro-, agardilúció (GOLD Standard - nem rutin)
� Korongdiffúzió 

� É-M-R, interpretálás az aktuális ajánlásnak megfelelően 
(EUCAST)

� 16-20 (44) h, nem minden mikróba vizsgálható
� nincs pontos MIC érték

� Gradiens tesztek 
� MIC érték , interpretálva az aktuális ajánlásnak megfelelően 
� 16-20 (44) h, nem minden mikróba vizsgálható
� Inkonzisztencia (jellemzően alacsonyabb vagy magasabb 

MIC bizonyos mikróba-antimikróbás szer kombinációjakor)  



Automata leolvasó/interpretáló rendszerek

� Adatok (gátlási zónaátmérők, MIC) rögzítése, tárolása (minőségbiztosítás, 
akkreditáció)

� Szabályok/algoritmusok beépítése révén detektálhatja és jelzi a leggyakoribb 
rezisztencia mechanizmusokat

� Adatokból rezisztencia trendekre lehet következtetni
� Epidemiológiai következtetésekre ad lehetőséget

� Egy beteg nyomonkövetése
� Multirezisztens mikróbák, nozokomiális fertőzések nyomonkövetése
� Osztály, kórház  infekció kontrolljának segítése



Automata antibiotikum 
érzékenységi vizsgálatot végz ő 
rendszerek

A baktérium növekedési ütemének érzékeny optikai 
detektálása

AST eredmény 3,5-16 h alatt
BD: minden 20.percben turbidimetriás és colorimetriás mérés
BM:baktérium szaporodásának ismétlődő turbidimetriás mérése

+ Expert rendszerek:
Analizálja az atípusos /nem szokványos rezisztencia 

mintázatokat – ilyenkor detektálási idő hosszabb!

BD Phoenix Automated 
Microbiology System (BD)

VITEK 2 System (BioMerieux)



Automata antibiotikum érzékenységi 
vizsgálatot végz ő rendszerek

� Nem minden esetben alkalmazhatók
� heterorezisztencia, 
� lassú növekedésű mikróba
� biofilmképző baktérium

� Általános probléma a „probléma” rezisztencia mechanizmusokkal 
van

• Indukálható β-laktamáz termelés
• Vancomycin rezisztencia, csökkent érzékenység
• Karbapenemáz-termelés

• Kiegészít ő teszteket kell alkalmazni!
� Elfogadható „hiba” az automatáknál:

• Very major < 1,5 %
• Major: < 3 %
• MIC érték korrelálása a referens módszerrel 90 % 



Kiegészítő fenotípusos vizsgálatok rezisztencia 
mechanizmus igazolására – inhibitoros vizsgálatok

ESBL meger ősítő tesztek – klavulánsav
Szerzett Amp C típusú rezisztencia detektálása - cloxacil lin

Karbapenemáz termelés kimutatása

Szenzitivitás, specificitás!



⇒ Enzimtermelésen alapuló rezisztencia 
15 perc – 2 óra alatt kimutatható
⇒ megfelelő mennyiségű 
⇒ az enzimet „jól expresszáló”
⇒ izolált mikróba esetén
⇒ jól megválasztott szubsztrát +/-

indikátor  (+/- inhibitor)

Rezisztenciát okozó enzimtermelés kimutatása

β-laktamázok direkt kimutatása



� Primer kultúrák krómagar táptalajokra leoltása (+/- s peciális dúsítók)
� ESBL Chromagar
� KPC Chromagar
� Supercarba medium
� MRSA Chromagar
� VRE Chromagar

� Tenyészetb ől/klinikai mintából atb. érzékenységi vizsgálat+/-
kiegészít ő tesztek+/- molekuláris tesztek 

� Kivételes, problémát jelentő rezisztencia gének kimutatása lehet cél
� Standard terápia nem fog működni

� Individuális kezelésben nagyobb a jelentősége, mint az atb. 
stewardship-ben

� /párhuzamos vizsgálat az egyéb laboratóriumi vizsgálatokkal –
laborköltséget növeli – a költségcsökkentő hatás máshol jelentkezik/

Multirezisztens mikróbák ‚gyors’ 
mikrobiológiai vizsgálata: Jelen



Molekuláris vizsgálatok – PCR alapú technikák

Simplex/multiplex/realtime PCR: rezisztenciagén(ek) 
kimutatása
� „In house” tesztek – megfelelő validálás után vagy 

kereskedelmi forgalomban kapható
� Fő előny: Gyorsaság (Izolátum vagy klinikai minta (< 2 h)

� MRSA: mecA +/- kapcsolt szekvenciák (mecC!)
� VRE: vanA, vanB
� Béta laktamázok: KPC, NDM, IMP, VIM, AmpC, TEM, 

SHV, OXA (A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae, 
E. coli)



Molekuláris vizsgálatok – PCR alapú 
technikák

� Rezisztencia gének direkt detektálása lehetséges, ha „biztos” összefüggés 
van a gén jelenléte és a fenotípusos rezisztencia között 

• Pl. mecA, vanA, vanB

� Néhány esetben nem genetikailag nem detektálható, hogy mi okozza a rezisztenciát
• Nitrofurantoin, daptomycin, polymyxin
• Glikopeptid érzékenység/rezisztencia staphylococcusokban

� Gram negatív baktériumok esetében a fenotípusos rezisztencia az 
expresszió mértékétől függ (fals rezisztencia)

=> megoldás lehet: gén transzkriptumok mérése (RNS)

� Kromoszomális rezisztencia gének kapcsolhatók az identifikáláshoz, 
plazmidosak nem
� „kevert” klinikai minta fals eredményt adhat

� Általában ismert mechanizmust vizsgál - Új variánsok? 
� Nincs MIC



Molekuláris vizsgálatok

� RT-PCR fejlesztések
� Fajra specifikus nukleinsav kvantitatív 

mérési lehetősége

⇒ Antibiotikum jelenlétében  tenyésztve 
a baktériumot rövid inkubációs idő 
után pontos mennyiség mérése 

⇒ Fenotípusos rezisztenciát mér
⇒ Független a rezisztencia mechanizmustól

� Technika fejlődésével az idő rövidül
� Kapott eredmények értékeléséhez 

bioinformatika!

Teljes genom szekvenálás



Rezisztencia gének (termékeinek) kimutatása
egyéb módszerekkel 

� mecA – PBP2a latex-
agglutináció 

� Immunkromatográfiás tesztek
• OXA48, KPC



Automatizáció a mikrobiológiában

� A mikrobiológia túl összetett ahhoz, hogy teljesen 
automatizálni lehessen
� Minták különbözősége (mintavételi eszközök, feldolgozási protokollok)

� Az automaták túl drágák, laborok túl kicsik
� +

� Emberi hibák kiküszöbölhetők
� Precízebb leoltás, több izolált telep
� 24/7 – folyamatos értékelés, biztosan szükséges ideig 

tenyésztés, korábbi eredmény – órákban mérhető 
időnyereség

� komputeres analízis adatainak rögzítése – tenyésztés 
körülményei követhetők



Teljes automata rendszerek

Mikrobiológus számítógéppel 
„vezérli”
� Minták leoltása, táptalajok 

inkubálása, kenet készítés
� Tenyészetek értékelése 
� Automatikusan indítható 

ID/AST
� Eredmény: automata által 

összegzett és előértékelt 
adatok értékelése

BioMerieux - FMLA

BD – TLA , 
BD Kiestra 

WASP, Copan



POCT vizsgálatok
Jelen: Agglutinációs, immun-kromatogén 
vizsgálatok
Jövő: RT amplifikáción alapuló, un. cartridge-
based tesztek

� Mikróba, mint antigén kimutatásán alapuló tesztek
� Módszer: agglutináció, immunokromatográfia
� Példák: Adenovírus, rotavírus, Influenza A,B, RSV, L. 

pneumophila 1, S. pneumoniae, S. pyogenes, Plasmodium
spp., C. difficile, Cryptosporidium, Giardia, Cryptococcus
neoformans, H. capsulatum

� Eredményt befolyásolja
� mintavétel (tünetek megjelenéséhez 
képest mikor történik, milyen mennyiségű)
� a teszt szenzitivitása
� a beteg életkora 



Összefoglalás 

• Óriási technikai fejlődés

• Mikrobiológus: Ismerje a választott identifikálási, 
antibiotikum rezisztencia vizsgálatának, vagy 
rezisztencia detektálásának értékeit (sőt ennek 
megfelelően válasszon!)

• Megfelelően kell tudni interpretálni, értékelni a 
különböző vizsgálatokkal végzett mikrobiológiai 
eredményeket 



Köszönöm a figyelmet!


