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O Bevezetés

Probléma
o Klinikai bakteriologia idéigényét a baktériumok
novekedési sebessége hatarozza meg

Korhazban: Ezen idd alatt empirikus kezelés (helyi
vagy altalanos iranyelvek)

KOzosségben: Altalaban empirikus kezelés (fert6zés
laboratoriumi vizsgalata nélkiil)

o Nincs hatékony uj antibiotikum — rezisztencia vilagszerte
probléma

Cél
o Korokozo gyors azonositasa



Vizsgalatok id o6igénye

Diagnosztikai modszer

Vizsgalat ideje

Mikroszkop 1-5 perc

Gram-festés Gram +/- eredmény 10-20 perc
Tenyésztés, identifikalas 1 nap-hetek

Tomegspektrométer tenyésztés utan par perc alatt azonositas
In vitro érzékenységi vizsgalat 1 nap-hetek

Savopar antitest vizsgalat 2-4 hét

Monoklonalis antitestek vizsgalata orak

Antigén detektalas

percek-6rak

RT PCR (mikréba azonositas, egyes R gén)

1- néhany ora




Korokozo gyors azonositasa —

o N ,
tenyesztes utan

o Hagyomanyos gyors tesztek

Virulencia faktor, biokémiai tulajdonsag vizsgalatan alapul6
Koagulaz teszt (pl. S. aureus)
Lancefield szerinti szerotipizalas (pl. S.agalactiae, S. pyogenes, D csoport)
PYR teszt (pl. S. pyogenes, Enterococcus)
tokantigének azonositasa (pl. S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis)

o Automata identifikalo rendszerek (pl. VITEK, Phoenix)
Nagyszamu biokémiai vizsgalat vegzése, eredmények szamitdgepes ertékelése
o Immunofluoreszcens probak
Simplex, korokozo specifikus (pl. Legionella)
Multiplex (?) (pl. PNA FISH — pozitiv hemokulturas palackok
vizsgalata)
o Tomegspektrométer — MALDI TOF
o Molekularis (kérokozod specifikus PCR, 16S rRNS, szekvenalas)



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

Riboszomalis és egyéb proteinek analizise —
jellemz 6 az adott speciesre
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Shimadzu



O MALDI-TOF MS vizsgalat folyamata
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O MALDI-TOF MS — a forradalmi ujitas

o MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption-ionization
time of flight mass spectrometry
o A baktériumok, gombak identifikalasa gyors, egyszer U, az
eredmeény pontos (t6bbnyire a DNS szekvenalassal
egyenertek()
Rutin mikrobiologiai laborban izolalt mikrobak 93 — 96 %-nal
egyeb vizsgalatokkal egyenértékli eredmény

o A rutin biokémiai vizsgalatokkal nem vagy nehezen
azonosithato baktérium, gomba fajok is identifikalhatok

Koagulaz-negativ staphylococcusok
Nem-fermentalé mikrobak
Streptococcusok

Anaerob bakteriumok



O MALDI-TOF MS — a forradalmi ujitas

Jelen korlatai
a tomegspektrum kdnyvtar hianyossaga
a kozeli fajok nagyfoku hasonlésagot mutato
tdmegspektruma
S. pneumoniae/S.mitis-oralis
E. coli/Shigella spp.

egyes baktériumoknal az Osszetett sejtfal szerkezet miatt
nehezen feltarhato fehérje allomany - Specialis el6kezelési
protokollok

Gombak, mycobacteriumok, nocardiak

Szlkségesse tehetik egyéb identifikalo modszerek (biokémiali
vagy molekularis) hasznalatat
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Egyéb lehet 6segek

Mikrobak direkt kimutatasa
egyéb klinikai mintabol

- vizelet

- liquor

Mikrobak azonositasa
specialis dusitokbol
- pl. salmonella

Antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok
FENOTIPUSOS
AZONOSITASA
- B-laktamazok
- karbapenemazok
Specialis rezisztenciaval
rendelkezé mikrobak
azonositasa — ,klonalitas”
alapjan
« MRSA
« B. fragilis
« C. difficile
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Hydrolysis assay for detection of carbapenemases. The assay is base

Carbapenem

d on a method reported by Hrabidk et al. (28). DHB, dihydroxybenzoic acid.
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Szenzitivitas= Carba NP test

Baktérium antibiotikum-bonté enzim-
termelésének igazolasa MALDI-TOF - val

o Szubsztrat (atb) spektruma

valtozik hidrolizalo,
dekarboxilalé enzimek hatasara

Enzimtermeleés tipusatol
fluggetlenul mutathato ki E/R

Kisérletek egyeb atb.-ra

Modszerbeallitasok

Szikséges emésztési idb
kilonbozik bakteriumtol fajtol,
enzimtermelés tipusatol
fliggb6en

MIC?



Specialis rezisztencia tulajdonsagu
mikrobak azonositasa — ,klonalitas
alapjan”

Table 4: Distribution of peak shifts and sensitivity and specificity of the markers

'z ORF Biomarker for CC Example Sensitivity Specificity no. of MRSA tested
2636 PSM alpha 3

2685 30 Sanger 252 (0.308 1000 13
3007 delta toxin { formylated)

3037 | t127, (MW2, Sanger 476) 0.250 1000 8
3875 SA2420.1

3891 5:25 ST5, ST225, ST228, USA 100, Mu50, N315 0.97%8 0988 92
4511 SARIOI2 30,45, 395, ST8EE Berlin, LA-MRSA, CA-MRSA, Cowan 0.983 0.990 58
jj:: SHCIRT (72. ST8O) peaks often not observed

2032 gralF 3A5030

002 22 (1032, thD8) Barnim EMRSA-15 0.750 1.000 60
5525 SAS049

5507 il Cowan 0846 1.000 ]
5351 (MSSA)

5539 2572, 12, MSSA Reynolds L
6423 rpml SA2030

6397 1032 subgroup of CC22 strains 0.167 1.000 &0
6552 SA 1452

6392 B USA300, ST247, COL (ST250) (L839 0.996 27
6380 130 843 1.000 0992 2
6613 gral SAS044

6627 STESR CA MRSA t609 1000 0988 2
3825 truncation: no signal 45 subgroup of CC45 strains 0.438 0.987 32

Tipikus MRSA klonokba tartozo izolatumok jellemzé
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Molekularis vizsgalatok — tenyésztes

¢ helyett

Validalt molekularis bioldgiai technikak bakterioldg laban
ISéscies-specifikus real-time quantitativ PCR, broad-range real-time PCR
korabban nem azonositott mikrobak azonositasi lehetésége (pl. Tropheryma
whipplei)
===) Nehezen tenyészthetd (vagy hosszl tenyésztési ideji) mikrobak azonositasa
(pl. Chlamydia trachomatis, Mycobacteriumok, Legionella pneumophila)
— Kritikus” kérokozok pl. N. meningitidis, N. gonorrhoeae

Diagnosztikai specificitast ndével6 hatas pl. M.pneumoniae, C. pneumoniae

o Elény: gyors, nem befolyasolja a mintavétel idején alkalmazott antibiotikum terapia,
mennyiségi meghatarozasra is van lehet6seég,

o Hatranya: nem él6 baktériumot, hanem csupan bakterialis DNS-t mutatunk ki, az
antibiotikum érzékenység/rezisztencia vizsgalata csak egyes rezisztencia genek
kimutatasara korlatozodik, a minta kontaminalédasaval szamoilni kell, zavaro lehet a
hattér, ha valtozik a target fals eredményt kapunk



Infekcio specifikus multiplex PCR -k
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Antibiotikum erzékenyseqgi vizsgalat (AST)
® - kivitelezése és interpretalasa dont 0 lehet

o Makro-, mikro-, agardiltcio (GOLD Standard - nem rutin)
o Korongdiffazid

E-M-R, interpretalas az aktudlis ajanlasnak megfeleléen
(EUCAST)

16-20 (44) h, nem minden mikroba vizsgalhato
nincs pontos MIC értek

o Gradiens tesztek
MIC értek, interpretalva az aktualis ajanlasnak megfeleléen
16-20 (44) h, nem minden mikroba vizsgalhato

Inkonzisztencia (jellemz6en alacsonyabb vagy magasabb
MIC bizonyos mikroba-antimikrobas szer kombinaciojakor)



O Automata leolvasod/interpretalo rendszerek

Adatok (gatlasi zonaatmerdk, MIC) rogzitese, tarolasa (minéségbiztositas,
akkreditacio)
Szabalyok/algoritmusok beépitése reven detektalhatja és jelzi a leggyakoribb
rezisztencia mechanizmusokat
Adatokbdl rezisztencia trendekre lehet kdvetkeztetni
Epidemiologiai kovetkeztetésekre ad lehetdseget

Egy beteg nyomonkdvetése

Multirezisztens mikrébak, nozokomialis fert6zések nyomonkdvetése

Osztaly, kérhaz infekcio kontrolljanak segitése

Automated systems for reading AST plates

EUCAST terminology
EUCAST EUCAST implemented

Manufacturer System breakpoints | Expert Rules
implemented | implemented s< R> . IE

Bio-Rad OSIRIS/ADAGIO Yes Yes Yes Yes Yes Yes

Giles Scientific BIOMIC V3 Yes Yes Yes Yes Yes Yes

SIRSCAN:
2000

2000 automatic
Micro

12a Yes Yes Yes Yes Yes Yes




Automata antibiotikum
® érzekenyseqgi vizsgalatot vegz 6
ren d szere k Gragh 3: Organism Acthity whes the Relarence MICHS 1.0 py/ol

A bakterium nbvekedési titemenek erzekeny optikai
detektalasa
AST eredmény 3,5-16 h alatt

BD: minden 20.percben turbidimetrias és colorimetrids mérés
BM:baktérium szaporodasanak ismétlédé turbidimetrids merése

+ Expert rendszerek:

0 3 6 9 12 15 8

Analizalja az atipusos /nem szokvanyos rezisztencia
mintazatokat — ilyenkor detektalasi idé hosszabb!

Con¢. ===00 =05 20— )

BD Phoenix Automated VITEK 2 System (BioMerieux)
Microbiology System (BD)



Automata antibiotikum erzékenyseqgi
® vizsgalatot végz 0 rendszerek

o Nem minden esetben alkalmazhatok
heterorezisztencia,
lassu n6vekedesi mikroba
biofilmképz6 baktérium
o Altalanos probléma a ,probléma” rezisztencia mechanizmusokkal
van
Indukalhato B-laktamaz termelés
Vancomycin rezisztencia, csokkent érzékenyseg
Karbapenemaz-termelés

Kiegészit 6 teszteket kell alkalmazni!
o Elfogadhato ,hiba” az automataknal:
Very major < 1,5 %
Major: < 3 %
MIC eérték korrelalasa a referens modszerrel 90 %



Kiegészito fenotipusos vizsgalatok rezisztencia

mechanizmus igazolasara — inhibitoros vizsgalatok

ESBL meger 6sitd tesztek — klavulansav
Szerzett Amp C tipusu rezisztencia detektalasa - cloxacil  lin

. Meropenemwith
Dipicolinic acid

Meropenem with [l S Meropenem with
Boronicacid Cloxagillin

Karbapenemaz termelés kimutatasa

Szenzitivitas, specificitas!



— Enzimtermelésen alapul6 rezisztencia

Rezisztenciat okoz6 enzimtermelés kimutatasa

15 perc — 2 6ra alatt kimutathato
megfelel6 mennyisegi
az enzimet ,jol expresszalo”
izolalt mikréba esetén
jol megvalasztott szubsztrat +/-

indikator (+/- inhibitor)

ADAPTABLE TO ANY LAB IN THE WORLD

POSITIVE
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B-laktamazok direkt klmutatasa
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K. pneumoniae (09.200) TEM-3
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Multirezisztens mikrébak ,gyors’
mikrobioldgiai vizsgalata: Jelen

Primer kulturak kromagar taptalajokra leoltasa (+/-s  pecialis dusitok)
ESBL Chromagar
KPC Chromagar
Supercarba medium
MRSA Chromagar
VRE Chromagar
Tenyeszetb 6l/klinikai mintabdl atb. érzékenységi vizsgalat+/-
kiegészit 6 tesztek+/- molekularis tesztek

Kiveteles, problémat jelentd rezisztencia gének kimutatasa lehet cél
Standard terapia nem fog mikodni

Individualis kezelésben nagyobb a jelentésége, mint az atb.
stewardship-ben

/[parhuzamos vizsgalat az egyéb laboratoriumi vizsgalatokkal —
laborkdltséget noveli — a koltségesokkentd hatas mashol jelentkezik/



Molekularis vizsgalatok — PCR alapu technikak
[ _

Simplex/multiplex/realtime PCR: rezisztenciagen(ek)
Kimutatasa

o ,In house” tesztek — megfelelb validalas utan vagy
kereskedelmi forgalomban kaphato

o FG6 elbny: Gyorsasag (lzolatum vagy klinikai minta (< 2 h)

MRSA: mecA +/- kapcsolt szekvenciak (mecC!)
VRE: vanA, vanB

Beéta laktamazok: KPC, NDM, IMP, VIM, AmpC, TEM,
SHV, OXA (A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
E. coli)



o

Molekularis vizsgalatok — PCR alapu
technikak

Rezisztencia gének direkt detektalasa lehetséges, ha ,biztos” 6sszefliggés
van a gén jelenléte és a fenotipusos rezisztencia kdzott

Pl. mecA, vanA, vanB

Néhany esetben nem genetikailag nem detektalhato, hogy mi okozza a rezisztenciat
Nitrofurantoin, daptomycin, polymyxin
Glikopeptid érzékenység/rezisztencia staphylococcusokban

Gram negativ bakteriumok esetében a fenotipusos rezisztencia az
expresszio merteketdl fligg (fals rezisztencia)

=> megoldas lehet: gén transzkriptumok mérése (RNS)

Kromoszomalis rezisztencia gének kapcsolhatok az identifikalashoz,
plazmidosak nem

,kevert” klinikai minta fals eredményt adhat

Altaldban ismert mechanizmust vizsgal - Uj variansok?
Nincs MIC



o RT-PCR fejlesztések

Fajra specifikus nukleinsav kvantitativ
meresi lehetbsége

Antibiotikum jelenlétében tenyésztve
a bakteriumot rovid inkubacios id6
utan pontos mennyiség merese

— Fenotipusos rezisztenciat meér
— Flggetlen a rezisztencia mechanizmustol

Teljes genom szekvenalas

o Technika fejlédésével az id6 rovidul

o Kapott eredmenyek ertékeléséhez
bioinformatika!

Molekularis vizsgalatok
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Figure 1. Use of real-time PCR to measure bacterial growth in the presence
ofantibiotics. Thefigure shows the fold change in genome copy numbersas
determined by real-time PCR (compared with time zero) during the growth
of two strains of A. baumannii in the presence of the indicated antibiotic.
Strain 1 is susceptible to colistin, imipenem and ciprofloxacin, whereas
strain 2 is resistant to the three antibiotics.



Rezisztencia gének (termekeinek) kimutatasa
egyéeb modszerekkel

mecA — PBP2a latex-

agglutinacio

Immunkromatografias tesztek
OXA48, KPC

Simultaneous detection of AAC(E' )- 1 ae (Aminoglycoside drug resistance factor) and
IMP-type MBL ( 8-lactam drug resistance factar)

Quick Chaser Iae‘IMP
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#®Detection of drug resistance fac

rs by immunochromatographic assay

®Use of colonies of Pseudonionas aeruginosa, isolated and cultured in
agar plate media as sample

#Detection items are two kinds of drug resist
DAminoglycoside drug resistance
P AACE) L ae
2 -Jactam drug resistance factor
¥ IMP-type Metallo- fi-lactamase (IMP-type MBL)"

#11's possible 10 interpret drug resistance factors simultaneously and
respectively by one-step procedur

*

sy-to-use test procedure = No special procedure and instrument

®lnterpretation after 13minutes
e o S —
3 T et s st o bty v of I v 1 -2

D Cotection of sampie W Supenicn st @ 3 droos ta test plate

It's possible to detect drug resistance factors by existence or non-existence
of lines.
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O Automatizacio a mikrobiologiaban

o A mikrobiologia tul 6sszetett ahhoz, hogy teljesen
automatizalni lehessen
Mintak kulénb6z6sége (mintavételi eszk6zok, feldolgozasi protokollok)

o Az automatak tul dragak, laborok tul kicsik
o +
Emberi hibak kikiiszobdlhetdk
Precizebb leoltas, tobb izolalt telep

24/7 — folyamatos értékelés, biztosan sziikséges ideig
tenyesztés, korabbi eredmény — érakban mérhetd
id6ényereség

komputeres analizis adatainak rogzitese — tenyesztés
korilmeényei kbvethetbk



Teljes automata rendszerek
® BioMerieux - FMLA

Mikrobiologus szamitogeppel
vezerl”

o Mintak leoltasa, taptalajok
iInkubalasa, kenet készites

o Tenyeészetek ertékelése

o Automatikusan indithat6
ID/AST

o Eredmény: automata altal
0sszegzett és elbértékelt
adatok értekelese

WASP, Copan



POCT vizsgalatok

Jelen: Agglutinacios, immun-kromatogen

vizsgalatok

JOv 6: RT amplifikacion alapulo, un. cartridge-

based tesztek

o Mikréba, mint antigén kimutatasan alapulo tesztek
Modszer: agglutinacio, immunokromatografia
Peldak: Adenovirus, rotavirus, Influenza A,B, RSV, L.
pneumophila 1, S. pneumoniae, S. pyogenes, Plasmodium
spp., C. difficile, Cryptosporidium, Giardia, Cryptococcus
neoformans, H. capsulatum Mliris BLIDE B

o Eredményt befolyasolja T =
mintavétel (tlinetek megjelenéséhez _

képest mikor tdrtenik, milyen mennyiségi)

a teszt szenzitivitasa
a beteg életkora o= TR
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Osszefoglalas

« Oriasi technikai fejlédés

« Mikrobiologus: Ismerje a valasztott identifikalasi,
antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak, vagy
rezisztencia detektalasanak értékeit (st ennek
megfeleléen valasszon!)

« Megfelel6en kell tudni interpretéalni, értékelni a
kllonb6z6 vizsgalatokkal vegzett mikrobioldgiai
eredmeényeket



KOszOnom a figyelmet!
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