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A szepszis mikrobialis hattere 5 A gazdaszervezet

a legtobb szepszis lokalis reszerol
infekcioként indul

H n szamu kolonizaldo mikroba L. .
agy e anatOomiai barrierek

B gazdaszervezet védekezo karosodasa

mechanizmusaban defektus e elhalt szovetek

B aszervezet védekezo rendszere elleni * granulocytopenia, illetve

, 11, o, S granulocytafunkcio karosodasa
erOs ellenallas a mikroba részérol

« komplement defektusok

B mikrobialis termékek, melyek

e, N o » immundeficienciak
elinditjak a citokinek termelését

* [ephiany
B ezen termékek eljutnak a szervezet

RES-éhez



A szepszis mikrobialis hattere

A) Gram(-) baktériumok endotoxinjanak hatasa
» keringésbe keriilo endotoxin (LPS) a plazmaban, fehérjéhez kotddik (LBP)
* LBP mennyisége az infekcio kezdetén 100-szorosara nohet

» LPS-LBP komplex a Mo/M® sejtek kiilso részén talalhato CD14 receptorhoz
kotddik (= TNF termelés indul...)

» endotoxin ko6to receptorokkal rendelkeznek a thrombocytak, a B lymphocytak és a
PMN-ek is

B) Gram(+) baktériumok sejtfalanak anyagai (proteoglycan, teicholsav)

C) Bakterialis termékek, extracellularis enzimek, toxinok

» streptococcusok streptokinase-ja, streptolizin-O, E. coli o-
hemolizinje, P. aeruginosa A toxinja, streptococcusok exotoxinja,
staphylococcusok TSST-1-e

D) Candidak mannanja



Mo/M®

e TNF T IL-1 T = laz

« PMN: lizin-bradykinin rendszer aktivalasa = altalanos vazodilatacio,
kapillaris permeabilitas fokozddasa

* B ly = fokozott antitestvalasz

« komplement-kaszkad aktivalodasa = vazodilatacio, PMN mikodésének
gatlasa, kapillarisok ateresztOképessegének fokozddasa

* nagy mennyiségben = hipotenzid, DIC
» veralvadasra hatas:
« Hageman-faktor aktivalodasaval intrinsic véralvadas beinditasa

cr 7

« PMN-b61 kikertilo bazikus protein stabilizalja a fibrin rogoket



Diagnosztika
B klinikai (+ prediszponalo tényezok, alapbetegségek)
B [aboratoriumi vizsgalatok
 citokinek koncentracidja T
« PCT 1\ akut fazis reakciok
* CRP
« kvalitativ vérkép (leukocytosis, toxikus granulacio)
* eosinopenia
 thrombocytopenia
- SeFe |
« Se anorganikus foszfat (¥ Gram(-) 70%, 4 Gram(+) 20%)
* hypalbuminaemia
e enyhe proteinuria — anuria
» respiratorikus alkalozis — metabolikus alkalozis

* szénhidrat anyagcsere zavarat jelzo paraméterek



Bacteriaemia, fungaemia esetén javasolt
mikrobiologiai vizsgalatok

— Hemokultira (HK)

* Véraramfert6zést okozo mikroba azonositasa
* Antimikrobas érzékenységi tulajdonsaganak meghatarozasa
* Antimikrobas terdpia segitése

* Megfelelden vett ¢€s feldolgozott HK eredmeénye szignifikansan hat a beteg
tulelési esélyeire

* (Csokken az antimikrobas szerek talzott hasznalata

* Csokken a korhazban eltoltott 1d6

* Koltség csokken

— Vér vétele véraramfertdzest okozo mikroba azonositasa céljabol (un. direkt
vizsgalatok)

— Az infekcid etioldgiai agensének megtalalasat, a HK-bdl kitenyészett mikrobak
relevancidjanak  megitélését nagymértékben kiegésziti, alatdmasztja, ha
parhuzamosan a fertozés gocanak megfelelo egyéb mikrobiologiai

mintavétel/vizsgalat Is torténik (pl. vizelet, alsé 1éguti valadék, eltavolitott kaniil,
sth.)



Hemokultara vizsgalatok szama

Franciaorszag egy korhaz (1350 agy) 37203
USA egy korhaz (870 agy) 36401
Svajc egy korhaz (1200 agy) 38125

Magyarorszag (OEK ,,fehér konyv” adatai)

1996 ANTSZ laboratoriumok 40224
egyetemi-korhazi lab. 18067
2000 ANTSZ laboratoriumok 39864

egyetemi-korhazi lab. 48351



Hemokultura

Detektalas szenzitivitasa
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Weinstein et al.Detection of bloodstream infection in adults:How many
blood cultures are needed J Clin Microbiol 2007; 45:3546-3548

Eredményt befolyasolja:

A vérminta vételének idozitése

A vérminta vételének modja és helye
A vérminta mennyisége

A mintavétel gyakorisaga

A HK palackok megvalasztdsa

A HK palackok taroldsa, szallitasa



Total number of all pathogens recovered related to the volume of blood cultured.

No. of patients, by volume of blood

Patient group 10 mL 20 mL 30 mL 40 mL
No endocarditis 235 305 346 371
Endocarditis 13 14 14 14

NOTE. A total of 40 mL of blood was obtained within a 30-min period;
20 mL was obtained separately from each of 2 phlebotomies and distributed
equally between 1 aerobic (BACTEC Plus Aerobic/F resin; Becton Dickinson)
and 1 anaerobic (BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F; Becton Dickinson) bottle.

Percentage increase for all pathogens, by volume of blood

Patient group 20mLvs. 10mL  30mLvs.10mL 30mLvs.20mL 40 mLvs. 10 mL 40 mL vs. 20 mL 40 mL vs. 30 mL

No endocarditis 29.8 47.2 13.4 57.9 21.6 7:2
Endocarditis Al Tl 0 sl 0 0

NOTE. A total of 40 mL of blood was obtained within a 30-min period; 20 mL was obtained separately from each of 2 phlebotomies and distributed equally
between 1 aerobic (BACTEC Plus Aerobic/F resin; Becton Dickinson) and 1 anaerobic (BACTEC Lytic/10 Anaerobic/F; Becton Dickinson) bottle.

Cockerill F R et al. Clin Infect Dis. 2004;38:1724-1730

© 2004 by the Infectious Diseases Society of America C].il] lCﬁ.l In [-‘e ctious Diseases



A verminta mennyisege

Gyerekek
A beteg teljes
Testsuly Beteg Javasolt vérmennyiség hemokultura Tenyésztett vérmennyisegének
(kg) vérmennyisége vizsgalathoz (ml) vérmennyiség (ml)| hany szazaléka
1. minta 2. minta
<1.0 50 - 99 2 2 4
1.1-2 100 - 200 2 2 4 4
2.1-12.7 > 200 4 2 6 3
12.8 - 36.3 > 800 10 10 20 2.5
> 36.3 > 2200 20 - 30 20 - 30 40 - 60 1.8-2.7

Kellogs et al. J Clin Microbiol. 2000; 38:2181-2185




Veérminta véetelének ismétléese
Mintavétel ismétlése?

2-4 napon beliil még adekvat kezeles esetén sem biztosan valik a vér sterille

A fungaemias/bacteriaemias betegek gyogyulasanak megitélése a
klinikus feladata, un. ,,nyomonkovetéses” HK-k vétele nem sziikséges,
kivéve:

- infektiv endocarditisben a kezelés kovetéséhez/vezetéséhez javasolt

- minden Staphylococcus aureus okozta bacteriaemia esetén, amikor is a
2-3 nap mulva ismételt HK esetleges ismeételt pozitivitasa jelezheti a
komplikalt S. aureus okozta véraramfertdzést, a terapia valtoztatasanak
sziikségességet

- fungémia

Hatarozott klinikai gyanu, megfelel6en vett HK 2 napon beliil nem lesz
pozitiv



A HK palackok megvalasztasa
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Aerob, anaerob palack

Specialis gombataptalaj

antibiotikum inaktivalé anyagokat (aktiv szén, gyanta) tartalmazo6 palackok hasznalata
gyermekpalackok




A HK palackokba a vérminta beoltasa

» Melyik palackot inokulaljuk
eloszor?
— ,,Winged blood culture set”
alkalmazasanal elso 10 ml aerob

palackba, a kovetkez6 az anaerobba
(maradékot aerob palackba)

— Hagyomanyos modon vett vér anaerob
palackba el0szor, majd az aerobba

* Ha a levett vér mennyisege
kevesebb?

— El6sz0r aerob palackba juttassuk a
sziikséges mennyiséget, majd a
maradekot az anaerobba



A HK palackok tarolasa, szallitasa

A HK palackokat — amennyiben mod van ra — azonnal kiildjiik a mikrobiologiai
laboratériumba, vagy szallitasig tartsuk szobahon.

 Preinkubacio fals negativ eredményt adhat

* Informacid!

Tilos a HK palackokat hiitobe tenni!

Automata hemokultira rendszerek hasznalata esetén kiilonosen fontos, hogy a
palackok még a novekedés megindulasa elott az automataba keriiljenek, mivel az

crecrs

detektalni.
- laboratoriumba érkezeéskor a mintak alapos vizsgalata!

Vizsgalatok i1gazoljak, hogy 10-14 6ras szobahOn tarolas nem befolyasolja szignifikansan a
mikrobak tenyésztési eselyeit



A HK inkubdlasi ideje

Szignifikans mikrobak detektalasi ideje

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap 5. nap

* Bourbeau PP et al. J Clin Microbiol
2005;43:2506-2509 szokasos inkubalasi ideje 5-7 nap



Relationship between incubation times for blood cultures (blood culture sets) and the
detection of all bloodstream pathogens and all contaminating microorganisms.

Incubation time, h

24 48 72 96 120 144 168

Patients Patients Patients  Patients  Patients Patients Patients Patients Patients Patients Patients Patients Patients Patients
Organism group  without EC  with EC  without EC with EC without EC with EC without EC with EC without EC with EC without EC with EC without EC with EC

Pathogens and
contaminating
microorganisms 2343 (72.9) 144 (77.8) 534 (89.5) 26 (91.9) 175(94.9) 8(96.2) 92 (97.8) 1(96.8) 47(99.3) 2(97.8) 21(99.9 4 (100) 3 (100)

Pathogens 2052 (76.5) 144 (77.8) 393 (91.2) 26 (91.9) 123 (95.8) 8(96.2) 61(98.1) 1(96.8) 35(99.4) 2(97.8) 14(99.9) 4 (100) 3 (100)
Contaminating
microorganisms 291 (54.5) 141 (80.9) 52 (90.7) 31 (96.5) 12 (98.7) 7 (100)

NOTE. Data are absolute no. (cumulative %) of organisms isolated. EC, endocarditis.

Cockerill F R et al. Clin Infect Dis. 2004;38:1724-1730

© 2004 by the Infectious Diseases Society of America C].il] lCﬁ.l In [-‘e ctious Diseases



A HK inkubalasa

A korabban specialis esetekben javasolt hosszabb inkubacios idot (Brucella,
Legionella, az infektiv endocarditis korokozoi koziil a tapigényes HACEK
csoport baktériumai (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikenella, Kingella), ismeretlen eredetli 1az esetén - 21 napos inkubacios 1d6)
az ujabb ajénlésok nem javasoljak. (Principles and Procedures for Blood
Cultures;Approved Guideline. CLSI M47-A\ol. 27. No.17. 2007)

Ha az inkubalasi 1d0 letelte utan a hemokultira palackok negativak, €s az
infektiv endocarditis gyanuja tovabbra is fennall, javasolt a palackok kioltasa
csokoladé taptalajra.

A mycobacteriumok kitenyészéséhez hosszabb inkubécios iddre, 8 hétre van
sziikseég. M. xenopl gyanu esetén 10 hét az ajanlott inkubacios 1d9.

Immunszupprimalt betegeknel megfontolando a rutinszeriien alkalmazott 2
hetes inkubaci6s 1d0, gombainfekcid gyanuja esetén 4 hét.



A novekedes detektalasi ideje

Bactec TTD |Bact/Alert TTD (h
N. of strains Microorganism (h " min) "'min)
15 E. coli 92 10 '46
15 E. faecalis 10 '25 12 '56
9 H. influenzae 12 '52 1508
10 K. pneumoniae 910 11705
15 P. aeruginosa 13 '38 16 '28
10 P. mirabilis 1110 11 '58
10 S. enterica 9'50 1143
15 S. epidermidis 17’5 2320
15 S. pneumoniae 1217 1501
15 S. aureus 12’19 14 '16
10 B-hemolytic streptococci 940 12 '05
15 Candida spp. 29 '23 3511
11 Bacteroides spp. 28 '49 27 '55

Use of simulated blood cultures for time to detection comparison between BacT/ALERT and BACTEC 9240 blood culture systems.
Vigano EF, Vasconi E, Agrappi C, Clerici P.
Diagn Microbiol Infect Dis. 2002 Nov;44(3):235-40.
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A novekedes detektalasi ideje

Mycosis
Bact/Alert | Bactec | IC/F

Strain Cfu/ml (h'min) (h'min) | (h’'min)
C. albicans 5(33'42 29'31 2131
C. albicans 1 3812 3414 (2705
C. albicans 3 27 23'31 23
C. albicans 8 3742 37'21 35’41
C. albicans 5 32’18 25'51 21
C. albicans 5 34'30 3713 26’43
C. krusei 1 41’48 30'31 2311
C. krusei 26 31’48 25'48 120'33
C. parapsilosis 1 39 34'21 32'41
C. parapsilosis 1 37'42 37'48 31'34
C. parapsilosis 16 3530 3211 28’31
C. tropicalis 40 30’48 26'28 12147
Average 35 3112 |26

Use of simulated blood cultures for time to detection comparison between BacT/ALERT and BACTEC 9240 blood culture systems.
Vigano EF, Vasconi E, Agrappi C, Clerici P.
Diagn Microbiol Infect Dis. 2002 Nov;44(3):235-40.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12493169

A HK vizsgalat eredmenye

Aszeptikusan vett vérminta

Nativ vér

/ \

EDTA-s csOben

HK palackban

v

.

&

antigén kimutatas

hagyomanyos vagy realtime PCR
- broad-range PCR*
- patogén specifikus PCR

—

¥

novekedés pozitiv

festés, hagyomanyos izolalés,
identifikalas, rezisztencia
meghatarozas

|

W

novekedés negativ

nukleinsav alapt
identifikalas:
- hybridizéacio (FISH)

Véraramfertdzések hagyomanyos €s molekularis diagnosztikaja (Szakmai Iranyelv -
Mikrobiologiai szakmai kollégium)




A HK palackbol kozvetleniil végezheto vizsgalatok

- antigén kimutaté modszerek
-pl. Streptococcus pneumoniae, Lancefield tipusoknak megfeleld streptococcusok
(S. pyogenes, S. agalactiae, Enterococcus), liquor diagnosztikajaban hasznalt
antigén-tesztek (N. meningitidis, H. influenzae/E.coli)

- S. aureus azonositas (koagulaz proba, latex-agglutinacio)

- C. albicans ,,azonositas” (csiratomlé-képzés)

- Alkalmazhatdk kereskedelmi forgalomban kaphato6 €s/vagy megfeleloen validalt
,,nome made” molekularis vizsgalatok is.
- FISH
- Broad-range PCR ¢és hibridizacié (egyes rezisztencia gének pl. mecA, van-gének
meghatarozasara)

elonye, hogy az €16 baktériumok identifikaldsa gyorsabb
hatranya, hogy a kimutatas csak bizonyos patogénekre korlatozodik, az antibiotikum
crzékenysegi vizsgalat csak a szokasos modon kitenyésztett korokozoval vegezheto el



PNA FISH = Peptide Nucleic Acid Fluorescence
In Situ Hybridization

Pozitiv
Hemokultura
(8-12% Positive)

L

Blood cultur,

Aways use PNA FM,‘i

13pid species identi,
load culture turns P

M"aan,lncA

25K Olympia Avenue

Woburn, ma 01801

Usa

-

~55%

~15%

~20%

~5%

Gram
festés PNA FISH® 90 perc
CNS
GPCC S. aureus Mixed Positive
GPCPC E. faecalis E. faecium & OE Mixed Positive
T =
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, )’._4;, ‘,‘g‘
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GNR P. aeruginosa
Yeast C. albicans and/or C. tropicalis C. glabrata and/or

C. parapsilosis

C. krusei



Assay

Performed on positive blood
culture bottles
PNA-FISH

Hyplex BloodScreen

Prove-it Sepsis

Performed directly on whole blood

SepsiTest

Vyoo

LightCycler SeptiFast Test

Detection limit

Manufacturer Salient feature(s) Detectable pathogens (CFU/ml)
AdvanDX, Woburn, MA Fluorescence-based hybridization Different pathogen-specific kits NA
with PNA probes available
BAG, Lich, Germany  Multiplex PCR with subsequent 10 different pathogens and NA
hybridization on an ELISA plate  mecA gene
Mobidiag, Helsinki, Multiplex PCR with subsequent 50 different pathogens and NA
Finland hybridization on a microarray mecA gene
Molzym, Bremen, Broad-range PCR with >300 different pathogens 20-40 for S. aureus
Germany subsequent sequencing
SIRS-Lab, Jena, Multiplex PCR with subsequent ~ >40 different pathogens and 3-10
Germany gel electrophoresis mecA, vanA, vanB, vanC,
and bla sHv genes
Roche Molecular Multiplex real-time PCR 25 different pathogens 3-30
Systems, Branchburg,
NJ

Mancini et al. (Clin Microbiol Rev. 2010)

Turnaround time (h)



Pozitiv
hemokultura =>
1 6ra mulva
eredmeény




A HK palackbol kozvetleniil végezhet6 vizsgalatok
Automata/félautomata rendszerekkel identifikalo és érzékenyseégi vizsgalatok inditasa

G. Gherardi et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease (2012)

-139 monobakterialis HK vizsgalata:
- 100% ill. 92.3%-a a Gram-negativaknak volt beazonosithaté

- 75% ill. 43.75%-a a Gram-pozitivaknak



Antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok korrekt eredményt adtak:
- 99% ill. 96,7%-ban a Gram-negativaknal
- 96.2% ill. 99.5% Gram pozitivaknal



Specialis rezisztencia tulajdonsagi mikrobak €rzékenységi vizsgalata

G. Gherardi et al.2012. 4. tablazat



MALDI-TOF + ,,Direkt érzékenységi vizsgalat”

J Infect. 2013 Apr 3. pii: S0163-4453(13)00070-4. doi: 10.1016/j.jinf.2013.03.014. [Epub ahead of print]

Evaluation of combined use of MALDI-TOF and Xpert® MRSA/SA BC assay for the direct detection of methicillin resistance in
Staphylococcus aureus from positive blood culture bottles.

Romero-Gomez MP, Muiioz-Velez M, Gomez-Gil R, Mingorance J.

Rapid identification of bacteria and yeasts from positive-blood-culture bottles by using a lysis-filtration method and matrix-assisted
laser desorption ionization-time of flight mass spectrum analysis with the SARAMIS database.

Fothergill A, Kasinathan V, Hyman J, Walsh J, Drake T, Wang YF.
J Clin Microbiol. 2013 Mar;51(3):805-9. doi: 10.1128/JCM.02326-12. Epub 2012 Dec 19.

Impact of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry on the Clinical Management of Patients
With Gram-negative Bacteremia: A Prospective Observational Study.

Clerc O, Prod'hom G, Vogne C, Bizzini A, Calandra T, Greub G.
Clin Infect Dis. 2013 Apr;56(8):1101-7. doi: 10.1093/cid/cis1204. Epub 2012 Dec 21.

Identification and susceptibility testing of microorganism by direct inoculation from positive blood culture bottles by combining
MALDI-TOF and Vitek-2 Compact is rapid and effective.

Romero-Gémez MP, Gdmez-Gil R, Pano-Pardo JR, Mingorance J.
J Infect. 2012 Dec;65(6):513-20. doi: 10.1016/j.jinf.2012.08.013. Epub 2012 Aug 30.

Identification of blood culture isolates directly from positive blood cultures by use of matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight mass spectrometry and a commercial extraction system: analysis of performance, cost, and turnaround time.

Lagacé-Wiens PR, Adam HJ, Karlowsky JA, Nichol KA, Pang PF, Guenther J, Webb AA, Miller C, Alfa MJ.
J Clin Microbiol. 2012 Oct;50(10):3324-8. doi: 10.1128/JCM.01479-12. Epub 2012 Aug 8.
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MALDI-TOF MS alkalmazasi lehetoségei — Hemokultura

Szeparalas
* Kiilonbozd
protokollok
* lizis/centrifugalas

Bruker
Sepsityper
Kit




MALDI-TOF MS — Hemokultira

* Probléma
* A vérmintaban 1évé human fehérjék interferal(hat)nak a
bakterialis ¢s gomba proteinekkel — el kell tavolitani
* Sziikséges baktérium mennyiség:~10//mL
* Polimikrobas fertdzés - Gram kenet?/ technika fejlesztése
* Hemokultiras palack széntartalma

* JO eredmenyek
* 80-96 %-ban korrekt eredmény
* Kevésbe jo sarjadzo gombak, bizonyos gram-pozitiv
baktériumok esetén
» (Genus-szintli azonositas (cut-off <2 elfogadasa)
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Egyéb lehetosegek

Mikrobak direkt kimutatasa
egy¢b klinikai mintabol

- vizelet

- liquor

Mikrobak azonositdsa specialis
dusitokbol
- pl. salmonella

Antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok
FENOTIPUSOS
AZONOSITASA

- B-laktamazok

- karbapenemazok
Specialis rezisztencidval

rendelkezo mikrobak
azonositasa — ,,klonalitas”

alapjan
« MRSA
« B. fragilis
« C. difficile



A HK vizsgalat erzeékenysege ¢s fajlagossaga

Az erzékenyseget alapvetden a véraram infekcio természete szabja meg

A HK pozitivitasa
— pl. endocarditisben 53-99%,
— S. pneumoniae pneumoniaban 25-30%,
— neutropenias betegek lazas epizodjaban 10-20%,
— hasiiri fertézésekben 30-40%

. Az érzékenyseéget az egy napon vett vermintak szamanak novelésével lehet
maximalizalni Ggy, hogy vénapunkcionként legkevesebb 10 ml vért vesznek.

. A 24 6ran beliil tortént 2-3 vérvételt kovetden vegzett tovabbi meggondolatlan HK
ismétlések csak jelentektelen mértekben novelik a pozitivitast, viszont munka- €s
koltségigenyesek, ezért nem ajanlott



A HK eredmeényenek interpretalasa

Szignifikans
Staphylococcus aureus
Enterobacteriaceae spp.
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus A ¢s B csoport
Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Listeria monocytogenes
Salmonella spp.

HACEK csoport

Anaerob Gram-negativ baktériumok
Clostridium spp.

Candida spp.

Az esetek egy részében szignifikans
» Enterococcusok 80%
« Streptococcus a-hemolizalo 40-60%

« Staphylococcus koagulaz-negativ 20-
40%

Altalaban kontaminans

« Staphylococcus koagulaz-negativ
» Micrococcus spp.

« Corynebacterium spp.

* Propionibacterium spp.

« Bacillus spp.



A HK fajlagossagat a hamis pozitiv izolatumok aranya hatarozza meg

— Az otthon szerzett infekcidokban a valodi korokozok és a kontaminansok
spektruma jol elkiilonitheto.

— Anozokomialis infekciokban, az immunszupprimalt betegek infekcidiban
olyan baktériumok lehetnek valodi korokozok, amelyek az
,,egészségesekben” (immuncompetens személyekben) kontaminansnak
mindsiilnek.

— A fajlagossag javitasanak legfontosabb modja a mintavételi eldirdsok,
kiemelten az aszepszis szigoru betartasa, valamint annak megkdvetelése,
hogy t0bbszoros mintavétel torténjek olyan véraram fertézesben, amelyben
a lehetséges korokozok és a lehetséges kontaminansok ugyanazok (pl
kantillel, mianyag eszkozzel kapcsolatos infekcidk, neutropenias 14z).

Keét-harom vénapunkci6 sordan nyert HK rendszerint elegendo a
veéraram infekci6 bizonyitasara vagy kizarasara, egyetlen
vérminta azonban elégtelen.



Nem tenyésztéses vizsgalatok

 Antigénkimutatas nativ vérbdl megkisérelheto Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis/Escherichia coli K1, Streptococcus agalactiae, Haemophilus influenzae gyanuja
esetén a liquordiagnosztikaban hasznalatos antigénkimutat6 Kittel

* Molekularis biologiai technikak

- Species-specifikus real-time quantitativ PCR a Neisseria meningitidis DNS-
kimutatasara

- broad-range real-time PCR: Gram-pozitiv, Gram-negativ baktériumok ¢s gombak
kimutatasara (a csoportokon beliil a klinikailag legfontosabb speciesek), egyes rezisztencia
geének pl. mecA, van-gének meghatarozasara

Elony:

detektalas gyors,

nem befolyasolja a mintavétel idejen alkalmazott antibiotikum terapia,
mennyisegi meghatarozasra is van lehetOseg

Hatranya:

nem ¢16 baktériumot, hanem csupan bakterialis DNS-t mutatunk ki,

az antibiotikum €rzékenység/rezisztencia vizsgalata csak egyes rezisztencia gének
kimutatasara korlatozodik,

a minta kontaminalodasaval szamolni kell,

zavaro¢ lehet a hattér bakterialis DNS a vérben



Also léguti mintdk (BAL, EA, PSB) - Gram kenet

Is the Gram Stain Useful in the Microbiologic Diagnosis of VAP? A Meta-analysis (O’Horo et al. CID 2012)
- Szenzitivitas : 0.79 (95% confidence interval [Cl], .77-0.81; P <.0001)

Specificitas : 0.75 (95% CI, .73-.78; P <.0001).

NPV : 91%

PVV : 40%

Teny¢€sztes = kenet (Cohen’s Kappa statistic (); 0.31-0.60 mérsékelt egyezés)
- Gram-pozitiv baktérium => 0.42
- Gram-negativ baktérium => 0,34



Alsé légtiti mintdk (BAL, EA, PSB) - Gram kenet

Citologiai értékelés (FVS, LHS,
bronchus-hamsejtek)

Bakterioldgiai értékelés (Gram
negativ/pozitiv, morfologia)

Szenzitivitas: (10°3), 10’4 CFU/ml

Specificitas:
Oropharyngealis flora kontaminacio
Antibiotikum-kezelés

Klinikusi (végleges) dontés
=> Teny¢sztes eredmenye
alapjan




Also legutt mintak (BAL, EA, PSB) - Teny¢sztes

- Kvantitativ eredmény +/- kontaminacio kérdése
Kopet (endotrachealis tubus): > 10°5 (10°7) CFU/mI

BAL :> 10’4 CFU/ml
PSB :>10’3 CFU/ml

- Befolyasolo6 tényezok:
- Antibiotikum-terapia

- Mikréobak biologiai tulajdonsagai

(24 — 48 (72) h tenyésztési 1d0




Mikroba 1identifikalas

Hagyomanyos tesztek (virulencia
faktorok, biokémiai
tulajdonsagok): percek-napok

MALDI-TOF MS
(matrix-assisted laser desorption-
ionization time of flight mass
spectrometry ) : percek

Korokozo ismerete = Intrinsic rezisztencia tulajdonsag ismerete



Korokozo mikroba ismerete => intrinsic rezisztencia + helyi
epidemioldgial adatok ismerete alapjan terapia

Alsoéléguti mintakbol izolalt patogének gyakorisaga
— intenziv osztaly/nem intenziv osztaly, teriileti betegeknél
(LMI KMDL, 2015)



Staphylococcus aureus — ok érzékenysége (%) Enterobacteriaceae fajok érzékenysége (%)

Pseudomonas aeruginosa izolatumok (E %) Streptococcus pneumoniae izolatumok (E %)



POCT vizsgalatok
Jelen: Agglutinaciés, Immun-kromatogén vizsgalatok
Jovo: RT amplifikacion alapuld, un. cartridge-based tesztek

* Mikroba, mint antigén kimutatasan alapulo tesztek
— Modszer: agglutinacid, immunokromatografia

— Példak: Adenovirus, rotavirus, Influenza A,B, RSV, L. pneumophila 1,
S. pneumoniae, S. pyogenes, Plasmodium spp., C. difficile,
Cryptosporidium, Giardia, Cryptococcus neoformans, H. capsulatum
* Eredményt befolyasolja
— mintavétel (tlinetek megjelenéséhez MaledaRe KDY Resull

EEEEEEEEEEEEEEE

képest mikor torténik, milyen mennyiségii) e it

— ateszt szenzitivitasa e
— a beteg ¢letkora M b




Streptococcus pneumoniae ,,gyorsteszt” — vizeletbol (20 perc)

a tesztek (3 napig +7?)

S. pneumoniae (minden szerotipus) sejtfalaban 1évé C poliszaccharidot
mutatja Ki

Szenzitivitas: 36-86% (szeptikémiaban magasabb)

Specificitas: 89-95 %

Negativ eredmeény nem zarja ki a fertGzest

<5 ¢v nem javasolt (hordozo)

Vakcina utan 2 napig pozitiv (>5 nap)
Atb.kezeltekre nem validaltak




Legionella pneumophila
»gyorsteszt” — vizeletbol

- 1. szerotipust mutatja ki (80-95%)

(némi keresztreakcio van a tobbi szerotipussal is, ill. mas Legionella fajjal)
- Abetegek 80 %-4anal lesz a vizeletben excretalt Ag

- Szenzitivitas: 55.5-66.6% - 86.6-91.6% (cf. vizelet)
- Ming¢l stlyosabb allapotu a beteg, annal magasabb
- Specificitas: > 99 %
Negativ eredmény nem zarja ki a fertozest
- ElsO 5 nap negativ lehet! — 1smétlés harmadik napon a
szenzitivitast 10%-al noveli

Adekvat terapia mellett/utan is napokig/hetekig pozitiv lehet (~ 2hét)
Pozitiv eredmény = jelenlegi fert6zés (nem biztosan akut)



Molekularis vizsgalatok — tenyésztés helyett

Molekularis, nukleinsav alapu tesztek foleg a virolégiaban terjedtek el
* Immundeficiens betegek
(enterovirus meningitis, HSV, EBV, HHV6, CMV fert6zés)
* RSV (labil)
e Coronavirus (nem tenyesztheto)
» \ariola (veszélyes)
« Dengue virus
* Fajon beliili azonositas (pl. HIV-1-n beliili min. mutaciok igazolasa; HPV 16,18)
» Terapia alkalmazhatdsagahoz igazolni azon betegeket, akiknél sikerre lehet szamitani
(pl. maraviroc)
* Rezisztencia vizsgalat nem rutin, de van ra lehetoség
» Ganciclovir R
« Kvantitativ merés => beteg kovetésére alkalmas (betegség aktivitasa, progresszio,
terapia nyomonkovetése)
« Multiplex assay-k (RT-PCR) — 1éguti virusfertdzések




Virusfertdzések diagnosztikai lehetOsegel

e Felnottek CAP : ~30%
« Gyermekek CAP: ~ 70%

* Primer, vagy szekunder (bakterialis) pneumonia

« Respiratory syntitial virus

 Influenza A és B virus
e Parainfluenza virus
e Adenovirus...

» Diagnosztika:

* Antigénkimutatas: IF, EIA,

immunkromatografias
(szenzitivitas:50->90%)

* Tenyésztes

* Antitestek kimutatasa

* PCR (f6leg immunledaltak)




Molekularis vizsgalatok — tenyésztés helyett

Validalt molekularis biologiai technikak bakteriologiaban

=) Species-specifikus real-time quantitativ PCR, broad-range real-time PCR korabban nem
azonositott mikrobak azonositasi lehetdsége (pl. Tropheryma whipplei)

mmm) Nchezen tenyészthetd (vagy hosszu tenyésztési idejil) mikrobak azonositasa (pl.
Chlamydia trachomatis, Mycobacteriumok, Legionella pneumophila)
=== Kritikus” korokozok pl. N. meningitidis, N. gonorrhoeae

mm=)> Diagnosztikai specificitast noveld hatas pl. M.pneumoniae, C. pneumoniae

* Elony: gyors, nem befolydsolja a mintavétel idején alkalmazott antibiotikum terapia,
mennyisegi meghatarozasra is van lehetoseg,

« Hatranya: nem €16 baktériumot, hanem csupan bakterialis DNS-t mutatunk ki, az
antibiotikum érzé¢kenység/rezisztencia vizsgalata csak egyes rezisztencia gének kimutatasara
korlatozodik, a minta kontaminaldodasaval szamolni kell, zavaro lehet a hattér, ha valtozik a
target fals eredményt kapunk



Infekcio specifikus multiplex PCR-k szdma
folyamatosan bdviil

Néhany pelda
modsier lgyaro | Kinbaiminta | clérhetéség
Gl-panel Luminex Széklet, vér lgen
Septi-fast Roche Vér lgen
Unyvero Curetis Léguti minta Fejlesztés alatt
Film array Idaho Léguti minta lgen

Magicplex Seegene Vér igen



A szepszis etioldgiaja:
emelkednek a rezisztens korokozok altal okozott

infekci0k mind a nozokomialis, mind a kozosségben

szerzettek esetében

MRSA

MRSE

PRSP

VRE

ESBL

multirezisztens Pseudomonas aeruginosa(MRPAE)
multirezisztens Acinetobacter (MACI)

multirezisztens Stenotrophomonas maltophilia(MRST)
CRE



Antibiotikum érzékenységi vizsgalat (AST)
- kivitelezése és interpretalasa donto lehet

Korongdiffuzio P ‘Oe 9S "9%
_ _ - oo That 9 9P ‘99 P
16-20 (44) h, nem minden mikroba vizsgalhato O 06 26 &
- E-ME- ‘S "SS @% "
E-ME-R .26 ‘26 "o "B
P9 9% P 96
rr L (1 PP PSP P
MIC érték meghatarozasa, interpretalasa .86 -6 @ =®
- 16-20 (44) h
o ., . "Pw ‘9%
* Antibiotikum dozirozas befolyasolasa? @ e
« Egyedi antibiotikum-terapia ,,vezetés” gé "o
372»
Szerzett rezisztencia-tulajdonsag fenotipusos @

sziirése/1gazolasa

* Kiegészito tesztek alkalmazasa
— Inhibitoros vizsgalatok (+ 1 nap)

— PB-laktam antibiotikumok bontasara képes enzimek direkt kimutatasa
(nitrocefin, p-lacta teszt, Carba-NP teszt, MALDI-TOF MS, CIM teszt)
(3h—-16h)




Molekularis vizsgalatok rezisztencia gének Kimutatasara —
tenyésztés helyett /mellett

Rezisztencia gének direkt detektalasa lehetséges, ha ,,biztos” 6sszefiiggés van a
gen jelenléte €s a fenotipusos rezisztencia kozott

* Pl. mecA, vanA, vanB

* ?blagy

Kivételes, problémat jelentd rezisztencia gének kimutatasa Iehet cél
— Standard terapia nem fog mikodni
— Korhazhigiénés, jarvanyiigyi szempontbol jelentOs

CRE

MRSA

VRE
ESBL

Individualis kezelésben nagyobb a jelentdsége, mint az atb stewardship-ben

Kromoszomalis rezisztencia gének kapcsolhatok az identifikalashoz,
plazmidosak nem

— Nem steril helyrdl szarmazo klinikai minta fals eredményt adhat

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

Terapia negativ molekularis eredményen nem alapulhat



“The results of your tests were negative. Get lost!”



Legfontosabb => informacidcsere

K0szonom a figyelmet!



