SEMMELWEIS EGYETEM
DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

3002.

KALLAI ANDRAS

Cellularis és molekularis élettan
cimii program

Programvezetd: Dr. Hunyady Laszlo, egyetemi tanar

Témavezetd: Dr. Lérincz M. Akos, egyetemi adjunktus



Aramlasi citometrian alapulo gyors modszer
baktériumok antibiotikum rezisztencia profiljanak
meghatarozasara

Doktori értekezés
dr. Kallai Andras

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
1 | EGYETEM

Témavezetd: dr. Lérincz M. Akos, PhD, egyetemi adjunktus

Hivatalos biralok: Dr. Ludwig Endre, PhD, professor emeritus
Dr. Toth Jozsef, PhD

Szigorlati bizottsag
Elnoke: Dr. Domjan Gyula, CSc, professor emeritus
Tagjai: Dr. Zima Endre, PhD, egyetemi tanar

Dr. Kovacs Miklés, PhD

Budapest
2024



Tartalomjegyzék

Tartalomjegyzék
TartalOMIEEYZEK ....vviiiiie ittt 2
ROVIAIEESTEZYZEK ...vvieieiii ittt e e 4
Lo BEVEZELES ..o e 6
1.1.  Antimikrobidlis rezisztenciar6l és antibiotikum érzékenységi vizsgalatokrol
AIALADAN ... 6
1.2. A baktériumok antibiotikum érzékenységének vizsgalati modszerei............... 10
1.2.1.  DIil0CIOS CHATASOK ...uvvveiiiieiiiic it 10
1.2.2. Korongdiffuzios és gradiens csik (Eteszt) modszerek............ccovovviiinennns 11
1.2.3.  Fotometrids elJArdSOK.........cooueiiiiiiiiiiiic e 12
1.2.4. Szinreakcioval jar6 eljarasok: kromogén taptalaj és kolorimetrids teszt
rezisztens baktériumok KimutatdSara..........cooverviieiiiiiiiiiice 12
1.2.5. Automatizalt rezisztencia meghatarozé rendszerek ..........cccocceviieiiinnnene 13
1.2.6. Rezisztencia meghatirozas molekularis diagnosztikai modszerekkel ...... 15
1.2.6.1. Polimeraz lancreakCiO........ccvvviieeiiiieiieicseeseee s 15
1.2.6.2. Teljes genom SZeKVENAlAs..........cccoviiiiiiiiiiiiiicsie e 16
1.2.7.  Tomegspektrometrial MOASZET .......covuvervieiiieiiieiie e 17
1.2.8.  Osszefoglalas az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokrol ..................... 19
1.3.  Korabbi, dramlasi citometridn alapul6 antibiotikum érzékenységi vizsgalati
MOASZETEK ... s 20
1.3.1. Az aramlasi citométer torténete €s mUKOAESE .........ccoevvvvvviirieciiienninnene 20
1.3.1.1. Az aramlés szabalyozasa: a hidrodinamikai fokuszalas...................... 21
1.3.1.2. Fényforrasok és megvilagitas ..........c.ccoviiiiiiiiiiiiiii 22
1.3.1.30 A fENYSZOTAS ..o 23
1.3.1.4. Fluoreszcencia detektalasa ..........cccovveiiiiiiiiiiiiiiiie 24
1.3.1.5. Meérési eredmények feldolgozasa ..........cccovvviiiiiiiiiiiiiici, 24
1.3.2.  Baktériumok detektalasa aramlasi citométer segitségével .............ccon..... 25
1.3.3. Az aramlési citométer alkalmazésa antibiotikum érzé¢kenységi profil
VIZSGAIATATA ... 26
2. CEIKITAZESEK ...ttt bbbt ne e 32
3. MOASZETEK ...t s 33
3.1. Az aramlasi citométer detektalasi képességének maximalizaldsa és a minta
fixalasa fluoreszcens festék segitSEZEVEL........oovviiiiiiiiiiiiiiiii e, 34
3.2. Az optimalis inkubdcios id0 meghatarozasa...........cccocvevirieiiiiiiiiicnicseen, 37
3.3, AntibiotiKum KIOSZEAS .....ccoviiiiiiiieiic e 37



3.4. MIC meghatarozashoz a baktérium populacio szamszeriisitése aramlasi

CItOMELET SEZIESEZEVEL....c.viiiiiiiiiiiii s 39
3.5. Az éramlasi citométerrel torténd MIC meghatdrozas empirikus
MNEEKOZEITEESE ..vvveiirie ittt e et e st b e e e be e e abee e 41
3.6. A modszer mddositasa és pontositasa Staphylococcus aureus esetén .............. 42
3.7.  Statisztikal MOASZETEK ........ccceviiiiiiiiiiiii 44
4, EredmeEnyek .....ccoiiiiiiiiiii s 45
4.1. A fixalas és fluoreszcens jelolés hatdsa a baktériumok osztédasi képességére 45
4.2.  Abaktériumok szaméanak novekedése az inkubacios id6 fliggvényében.......... 46
4.3. A mikrodilucidval és a MICy-vel meghatarozott MIC értékek
OSSZENASONITEASA ... vviiitie sttt b e et 48
4.4. A két modszerrel kapott érzékenységi profilok 0sszevetése.........ooovvrvvrieennnnne 52
5. MEEDESZELES. ...ttt 55
5.1.  Antibiotikum rezisztencia meghatarozas aramlési citométerrel ....................... 55
5.2. Az é4ramlési citométer detektalasi képességének maximalizélasa.................... 57
5.3. Az é4ramlasi citométer felEpIteSe.......coriiiiriiiiiiiiiic e 58
5.4. Megfontolasok az optimalis inkubacids id6t illetden ..........cevvveiiiiieeniennnnne 59
5.5. Megfontolasok az alkalmazott antibiotikumok kapcsan...........ccccceviveinennene 60
5.6. A mikrodiltcid és MICy modszer 6sszehasonlitdsa .........ccoccevveeiiiiieenieninnne 61
5.7. A vizsgalatunk HMItACION ..o.vvvvviiviiiiiieiiecrees e 62
5.8. A MICy extra koltségei, elény0s tulajdonsagai és tovabbfejlesztési
JERNETOSEEET ... 62
6. KOVEIKEZIEIESEK ... ..eiiiiiiieiee s 64
7. OSSZEFOZIALAS .....cvveiecviiveicee ettt 65
Qe SUIMIMATY ..ttt e e e n e e e e e nne e e reennee s 66
9. TrodalomjegyzZeEK .......cooviiiiiiiiiiiiie 67
10. PublikACiOK JEZYZEKE ......oiviiiiiiiiiici i 78
11, KOSZONEINYIIVANTEAS ...oooviiiiieiciieesec e 80



Roviditésjegyzék

Rovidités Jelentés

AO acridine orange

AMR antimikrobidlis rezisztencia

AST antibiotic susceptibility testing (antibiotikum érzékenységi teszt)

ATCC American Type Culture Collection

ATU Area of Technical Uncertainty

BMD broth microdilution method (mikrodiltcios eljaras)

CDC Centers for Disease Control and Prevention

CE Conformité européenne (tanusitvany)

CFU/ml koloniaképzd egység (colony-forming unit) milliliterenként

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

DiBAC4(3) Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol
(fluoreszcens festék)

DNS dezoxiribonukleinsav

EA essential agreement

E. coli Escherichia coli

ESBL extended spectrum beta-lactamase (sz€les spektrumu béta-
laktamaz)

EUCAST European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing

FACS fluorescence-activated cell sorting

FALS Forward Angle Light Scattering

FC flow cytometry (dramldsi citometria)

FCM flow cytometry method (aramlési citométer alapi mddszer)

FDA Food and Drug Administration

FLI1 aramlési citométer 1-es fluoreszcens csatorna

FSC forward scattering / eléreiranyll szoras (aramlési citometria soran
az 4thalad6 részecske méretétdl fliggd paraméter)

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

LB Lisogeny broth vagy Luria-Bertoni taptalaj

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight

MBT-ASTRA MALDI Biotyper-Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay

MBT-RESIST MALDI Biotyper- Resistance Test with Stable Isotopes Assay

MBT-STAR-BL | MALDI Biotyper-Selective Testing of Antibiotic Resistance-
Beta-Lactamase Assay

MDR multidrog rezisztens

MIC minimal inhibitory concentration (minimalis gatlé koncentracio)

MICy Aramlasi citometrian alapuld antibiotikum érzékenység
meghatdroz6 eljaras: ,,MICytometry” roviditése

MH Mueller-Hinton téptalaj

MRSA Methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus

MSSA Methicillin-szenzitiv Staphylococcus aureus

PCR polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcio)

PI Propidium iodide (fluoreszcens festék)




qPCR

kvantitativ polimeraz lancreakcio

RNS ribonukleinsav

mRNS messenger ribonukleinsav

RT-PCR reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio
SEM standard error of the mean (az atlag hibaja)

S. pneumoniae

Streptococcus pneumoniae

SSC

side scattering/ oldalra szdras (aramlasi citometria soran az
athalado6 részecske granuléltsagtol fliggd paraméter)

VRE vancomycin rezisztens Enterococcus faecium
WHO World Health Organization
XDR extenziv drog rezisztens




1. Bevezetés

1.1. Antimikrobialis rezisztenciardl és antibiotikum érzékenységi vizsgalatokrol

altalaban

Az elmult évtizedekben - az antibiotikumok alkalmazasaval parhuzamosan - egyre inkabb
elotérbe keriilt a baktériumok antibiotikum rezisztencidjanak kérdéskore és egyre
fenyegetobb, globalis egészségiigyi problémava valtak a polirezisztens baktériumtorzsek.
A World Health Organization (WHO) megallapitdsa alapjan vilagszerte veszélyes
titemben nd az antimikrobialis rezisztencia (AMR). Mindez az infekcidokhoz kothetd
mortalitas és morbiditas szignifikans romlasahoz vezet.(!)

Murray és munkatarsai 2019-es adatokat feldolgozva azt talaltdk, hogy vilagszerte a hat
leggyakoribb, rezisztenciat mutatd patogén baktérium (Escherichia coli, Staphylococcus
aures, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii és
Pseudomonas aeruginosa) 929 000 {6 halalahoz jarult hozza. Ugyanebben az évben
Osszességében 3,57 millio {6 vesztette életét rezisztens baktériumok okozta fertdzés
kovetkeztében becslésiik szerint.® Az elmult években a COVID pandémia és az
egeszsegligyl intézmények kdvetkezményes talterhelése szintén hozzajarult a rezisztens
baktériumok ardnyanak novekedéséhez. A Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) 2022-es riportjaban megallapitotta, hogy 2019-hez képest 2020-ban legalabb
15%-kal nétt a rezisztens korokozok 4altal kivaltott infekciok aranya. Kiilondsen
szembetlind a karbapenem-rezisztens Acinetobacter fert6zések esetén mért 78%-os
novekedés.®)

Miutén egy 0j antibiotikum fejlesztése és piacra keriilése szamos nehézségbe {itkozik,
ezért kiilonosen fontos lenne a meglévé antimikrobidlis terdpidk hatékonysaganak
megdrzése.* > Ebben kulcsszerepe lehet az antibiotikum stewardship stratégidknak. E
stratégidknak célja az infektiv betegségek kimenetelének javitdsa és az inadekvat
antibiotikum terapia olyan negativ kdvetkezményeinek elkeriilése, mint az AMR ¢és a
nozokomialis infekciok kialakuldsa. Ehhez sziikséges a megfeleld klinikai diagnézis, az
adekvat gyodgyszer- és dozisvalasztds, sziikség szerint a de-eszkalacid és a terdpia
megfeleld idétartamanak meghatarozasa.® A kérokozé érzékenységi profiljanak

megallapitdsa kiemelten fontos részét képezi a megfeleld diagnodzisnak, tovabba



sziikséges az antibiotikum terapia adekvatsaganak bizonyitasahoz is.

Emellett kiilondsen az intenziv osztdlyon kezelt, sulyos allapotii betegek esetén
¢letbevagd a mieldbbi mikrobioldgiai diagnosztika, beleértve a koérokozod baktérium
antibiotikum érzékenységi profiljanak ismeretét is. Az antibiotikum terapia megkezdése
elott a klinikai allapot felmérése sziikséges, ennek egy lehetséges dontési algoritmusat az
1. abra foglalja 0ssze. Szeptikus sokk esetén a megkésve kezdett antibiotikum a
mortalitds fokozott rizikojat jelenti. A jelen ajanlasok, beleértve a Surviving Sepsis
Campaign legljabb, 2021. évi verzidjat is, szeptikus sokk esetén egy oran beliil
antibiotikum terapia megkezdését javasoljak €s ezt nem hatraltathatja a sziikséges
mikrobiologiai mintdk levétele sem, még ha ez a fals negativ mikrobioldgiai eredmények

valésziniiségét ndveli is.?

Fizikalis vizsgalat, célzott képalkotas és mikrobiolégiai mintavételezés

Immunstatusz ellenérzése, megel6z6 korhazi kezelés,

korabbi fertGzés vagy antibiotikum kezelés, bakterialis kolonizacio, utazasi anamnézis

Az infekcio forrasa nem identifikalhato,
megfontolando teljes test CT

Az infekcio lehetséges forrasa identifikalt

Sokk hianyaban, infekcié forrds nem

Bizonyitott vagy valdszinii szeptikus sokk Sokk hidnyaban, lehetséges infekcié forras

identifikélhaté

esetén, fiiggetleniil a forrds identifikalasatol identifikalt

1 6ran beliil kombinal ibiotik .. 3-5 6ran beliil antibiotikum monoterapia, ha Antibiotikum terapia nem javasolt,
G a M i A e S T T = specifikus iranyelv nem javasol kombinaciot diagnosztika folytatasa mellett
Eseti alapon megfontolhato az antibiotikum Az eset alakulasa fiiggvényében djraértékelendd|

terapia halasztasa a mikrobiologiai
eredményéig

Differencialdiagnosztika folytatasa nem-
infektiv kérképek irdanyaban

1. dbra Antibiotikum alkalmazasa a klinikai allapot és az infekcio forrasanak identifikalasa fiiggvényében
Mokrani, D., J. Chommeloux, M. Pineton de Chambrun, G. Hékimian, and C.-E. Luyt, Antibiotic stewardship in the

ICU: time to shift into overdrive cimii cikk abréja alapjan (6)

A fertdzés gyanitott vagy igazolt forrasa alapjan levett mikrobiologiai mintdk lehetévé
teszik a korokoz¢ identifikéalasat és ezt kovetden az antibiotikum érzékenységi profil
megallapitdsat. Mindez azonban idéigényes folyamat, ezért intenziv kutatasok targyat
képezik a gyors, megbizhatd, effektiv és koltséghatékony antibiotikum érzékenységi
tesztek (antibiotic susceptibility test — AST) lehetOségei, melyeket a 2. dbra foglal 6ssze.

Egy adott baktérium antibiotikum rezisztencia profiljanak meghatirozasdhoz a



jellemzden egy napot feloleld identifikacid utan tovabbi egy-két napra van sziikség a
jelenlegi klinikai gyakorlatban. Az iddigényt a fenotipusos vizsgéalatoknal dontden a
baktériumok osztddasi sebessége €s az adott mikrobioldgiai modszer detektalasi

képessége hatarozza meg.

Fenotipusos mddszerek

Molekularis modszerek

Dilucié 16-72h

Témegspektrometrian
alapulé maédszerek

Aramlasi citométeren
alapulé médszerek

Diffuzié | , 16-72h

Gradiens teszt  16-72h

Kromogén taptalaj Teljes genom
. szekvendlas  MAPok

16-24h

Automata rendszerek

T . -

) -® -~ >20h

2. abra Mikrobiologiai modszerek antibiotikum rezisztencia meghatarozasara és idéigényiik

Az Encyclopedia Britannica polymerase chain reaction és a https.//www.bdbiosciences.com weboldalak, illetve
Elbehiry, A. et al How MALDI-TOF Mass Spectrometry Technology Contributes to Microbial Infection Control in
Healthcare Settings, Gajic, 1., J. et al. Antimicrobial Susceptibility Testing: A Comprehensive Review of Currently
Used Methods és Salipante, S.J. et al. Whole genome sequencing indicates Corynebacterium jeikeium comprises 4
separate genomospecies and identifies a dominant genomospecies among clinical isolates cimii cikkek alapjan

késziilt 4bra 1D

A baktériumok osztodasi sebességét egy adott taptalajon a 3. dbra mutatja be. Ennek elso
fazisa a ,,lag” fazis, mely sordn a baktérium az adott tipanyag mennyisége és mindsége
figgvényében felkésziil az osztodasra, majd a log fazis alatt a baktériumok szadma
exponencialis ndvekedést mutat. Minél érzékenyebb modszer all rendelkezésiinkre a
baktériumok szdmdénak valtozasat tekintve, idoben annal kordbban tudjuk észlelni a
baktériumok osztodasat és ezt ki tudjuk hasznalni fenotipusos érzékenységi profil
vizsgalatara is. Természetesen az egyes baktériumoknak eltérd idé sziikséges az
osztodashoz, mely id6t nemcsak a baktérium fajtija, de azon beliill a részben eltérd
génallomany, mint példdul tovabbi, akar plazmidon kédolt rezisztencia gének jelenléte is

befolyasolhat. Jelen pillanatban nem all rendelkezésiinkre részletes adatbazis arra



vonatkozo6an, hogy az egyes baktériumok, kiilonosen szelektalodoé rezisztencia viszonyok
mellett, milyen lag fazissal és osztddasi képességgel birnak. Arra mar van evidencia, hogy
de novo konjugalt plazmid atmenetileg nyljtja a lag fazist, ennek klinikai vagy

diagnosztikai jelentésége azonban még kérdéses. (1%
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3. abra Baktériumok novekedési fazisai taptalajon. Lag-fazis: a baktérium felkésziilési ideje az osztddas
megkezdésére. Log-fazis: exponencialis ndvekedési szakasz, melyben a rendelkezésre allo tapanyagoknak
kdszonhetben folyamatosan osztodnak a baktériumok. Allandé (stacioner) fazis: megkozelit6leg egyensulyt tart
az osztodas és sejthaldl. Hanyatlé szakasz: a fogyatkozd tdpanyag mennyiség magaval hozza a baktériumok
szamanak csokkenését.

Bertrand, R.L. and W. Margolin, Lag Phase Is a Dynamic, Organized, Adaptive, and Evolvable Period That

Prepares Bacteria for Cell Division cimii cikk abraja alapjan, engedéllyel modositva.(13)

A 3. dbra ennek megfelelden egy elméleti megkdzelitést és nem egy konkrét baktérium
novekedési fazisait mutatja be. Ahogy azt a 1.3.2. fejezetben latni fogjuk egy konkrét
példan, mind a lag, mind a log fazis hossza, illetve meredeksége erdsen tdpanyag, azaz
kornyezet fiiggd, igy a fent emlitett részletes adatbazis elméletileg is nehezen képzelhetd
el. Szerencsére latni fogjuk, hogy az 01j és érzékeny modszeriink valosziniileg fejleszthetd
odaig, hogy ne is feltétleniil igényelje eldre az adott baktérium osztddasi képességének és
az ehhez sziikséges 1donek a pontos ismeretét.

A tovabbiakban elobb ismertetem a jelenleg AST céljara bevett mikrobioldgiai
modszereket, majd az aramlasi citométer miikodési elvén tal a kordbban AST céljabol
alkalmazott, de a mindennapi gyakorlatban meg nem jelend, aramlési citométer alapt
modszereket mutatom be. Végiil az értekezés mésodik felében a munkacsoportunk altal

fejlesztett (1j metodikat ismertetem.



1.2. A baktériumok antibiotikum érzékenységének vizsgalati modszerei

Az elmult évtizedekben szamos modszert dolgoztak ki a baktériumok antibiotikum
érzékenységének vizsgalatara. A kovetkezOkben eme modszerek rovid bemutatdsara
keriil sor, kiemelve eldnyeiket és hatranyaikat is. A mar bevett klasszikus és tjabb
modszerek mellett kiilon fejezetben keriilnek bemutatdsra az dramlési citométer alapu

AST eddigi gyakorlati megvalositasi lehetségei.

1.2.1. Dilucios eljardsok

A dilucios eljarasok kozott tartjuk szamon az agar higitasos €s csdsorozat higitasos
modszereket. Az agar higitasos eljards sordn az adott antibiotikum kiilonb6zo
koncentracioi felez6 higitdsban az agar taptalajba keverve, mig a csdsorozat eljaras soran
folyékony taptalajhoz adva keriilnek felhaszndldsra. A csésorozat eljarasok kozott
megkiilonboztetiink makro- és mikrodiluciot.

Makrodilucio esetén az antibiotikumok felezd higitdsa minimum 1 ml tapoldatban, kiilon
csovekben Kkeriil inkubaciora, miutan a csoveket beoltottuk az izolalt és identifikalt
baktérium standardizalt szuszpenzidjanak eléirds szerint csiraszdmdval (1-5%10°
CFU/m1)", Az inkubécié 16-72 draja utan vizualis megtekintéssel torténik az értékelés.
A tobbszords osztodason atesett, novekvd szamu baktérium az oldat optikai denzitasat
noveli, egyre ,,zavarosabba” teszi. Amennyiben nem latunk zavarosodast, feltételezhetjiik,
hogy az adott antibiotikum koncentraci6 gatolta a baktériumok osztddasat. A modszer
alkalmas a minimalis gatlé koncentracié (Minimal Inhibitory Concentration — MIC)
meghatarozasara, mely az a legkisebb antibiotikum koncentracio, mely gatolni képes a
baktériumok osztodasat, vagyis a higitasi sorunkban az elsé csd, melynél optikai denzitas
novekedés, zavarosodas nem észlelhetd.

Nagy eldnye a higitdsos modszernek, hogy kvantitativ eredményt ad MIC értékével,
hatranya a makrodilucionak, hogy a csésorozat elokészitése jelentds munkaterhelést €s
szamos hibazasi lehetdséget jelent, mikdzben jelentds mennyiségli anyagfelhasznalas és
hulladéktermelés is torténik.

A makrodilticio egyes hatranyait kiiszoboli ki a mikrodilucios eljaras (broth microdilution
method — BMD), melynek soran nem kiilon allé csévekben, hanem 96 lyukt microplate

lemezeken torténik a felezd higitadst tartalmazo taptalajok beoltdsa. A lemez

10



kialakitasanak megfeleléen akar 12-féle antibiotikum nyolcszoros felezd higitasban
kovetden értékelésiik tovabbra is vizualisan torténik. Az eljarashoz eléregyartott,
fagyasztott mikrodiltcids panelek allnak rendelkezésre kereskedelmi forgalomban, mely
lehetdvé teszi a munkafolyamat jelentds leegyszertisitését. Mindennek megfelelden a
kvantitativ eredményt, azaz MIC értéket adé mikrodilucids eljards jelenleg az AST
modszerek gold standardje. 1%

Az eljarast részletesen ismerteti €s szabalyozza European Committee on Antimicrobal

Susceptibility Testing (EUCAST) 4ltal kiadott eljarasrend. !>

1.2.2. Korongdiffuzios és grddiens csik (Eteszt) modszerek

Az egyszerliségébdl adodoan az AST vizsgalatanak egyik leggyakrabban alkalmazott
modszere. A taptalajon szélesztik a megfeleld csiraszadmu baktériumszuszpenziot, majd a
beoltott taptalajra helyezik a vizsgalni kivant antibiotikumokkal atitatott papirkorongokat.
Inkubécids 1d6t kovetden meghatarozasra keriil a korongok koriili gatlasi zondk mérete,
melybdl szemikvantitativ mdédon kdvetkeztethetliink az adott baktérium antibiotikum
érzékenységi profiljara, de konkrét MIC értéket nem tudunk meghatarozni.
Eredményként érzékeny/fokozott expozicid6 mellett érzékeny/rezisztens kategoridk
szerinti meghatarozast kaphatunk. 1% 10

A gréadiens csik (Eteszt) mddszer a korongdiffiiziés mddszer és az agar dilicids eljaras
kombinéciodja, ebben az esetben a beoltott taptalajra helyezett papir vagy milanyag teszt
csik csokkend, folyamatos gradienst képzé koncentracidban tartalmazza az adott
antibiotikumot. A valtoz6 koncentracio-gradiensnek megfeleléen diffundal az
antibiotikum a szilard taptalajba, igy a koncentracio-gradiens mentén valtozo gatolt zona
jelenik meg. A modszer egyes antibiotikumok esetében, mint példaul colistin vagy
tigecycline, ellentmondasos eredményekhez vezetett. Ennek hatterében leginkdbb olyan,
agar-specifikus faktorok hatasat talaltak, mint a kétértékii kationok koncentracioja, mely

i6iat. 10:17)

Mindkét modszer elénye az egyszeriiségiik, de hatranyuk, hogy értékelésiik szintén
megtekintéssel torténik, az inkubacids idének ennek megfeleld hosszusagunak kell lennie,
illetve, hogy csak szemikvantitativ eredményt adnak, pontos MIC érték nem hatarozhat6

meg segitségiikkel. Ebbdl adodoan rutinszerii alkalmazasuk mellett, amennyiben a
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klinkkum pontos MIC érték meghatarozasat kivanna meg, iddigényes kiegészitd
vizsgélatot sziikséges inditani. Ennek megfelelden, bar szamos cég gyart gradiens csik

teszteket, mégis a gold standard mddszer valtozatlanul a BMD maradt. 1%

1.2.3. Fotometrias eljardsok

A fotometriés eljarasok alapja a mikrodilucios technika, de a lemezek kiértékelése nem
szabad szemmel torténik, hanem optikai denzitds alapjan. A fotométer segitségével az
optikai denzitas valtozasa kordbban észlelhetd, bar ez a klinikai gyakorlaton nem sokat
javit, mert a baktériumok osztodasi sebességétol fliggden jellemzOen 12-24 oOras
inkubéciora van szilikség. A mikrobiologiai laborok miikddését, az European Committee
on Antimicrobal Susceptibility Testing (EUCAST) adatbézissal vald Osszevetés és a
validalas igényét is figyelembe véve, az eredmény ennek megfeleléen a kovetkezd
munkanapra varhat6. Elonye mindemellett, hogy relative alacsony koltségigény mellett a

mérési eredmények kvantifikalhatoak. (¥

1.2.4. Szinreakcioval jaro eljardsok: kromogén taptalaj és kolorimetrids teszt rezisztens
baktériumok kimutatasara

A rezisztens baktériumok gyors szlirése kritikus jelentdségli a betegek izolacigja
szempontjabol, mellyel megeldzhetd lehet a korhazi jarvanyok kialakuldsa.!” Ennek
megfelelden az elmult években a polirezisztencia kimutatasara megbizhatod és gyors
modszereket fejlesztettek ki, mint a kromogén taptalaj vagy kolorimetrian alapuld
eljarasok.

A kromogén taptalajok 1993-ban tortént bevezetése oOta szamos, klinikailag relevans
baktérium kimutatasara fejlesztettek specifikus tesztet, beleértve egyes rezisztencia
tipusokat is, mint példaul 2000 o6ta az methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus
(MRSA) vagy 2007 6ta extended spectrum beta-lactamase (ESBL) Enterobacteracie. Az
egyes baktériumokra specifikus enzimeknek a szubsztratjaihoz kotott kromogén
felszabadulasa jellegzetes szinreakcidt eredményez és ennek megfeleléen a kimutatni
kivant baktérium tipusos, szines telepet képez. A kromogén taptalaj haszndlata jellemzden
koltségkimeéld és gyorsabb megoldas, mint a konvencionalis tesztek. Elsddlegesen a
betegeket kolonizald patogének kimutatasara €s ezaltal korhdzi sziir6tenyésztésekként

alkalmazhatoak. A specificitdsa és szenzitivitdsa az egyes teszteknek kiilonbozo, igy
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egyes esetekben tovabbi megerdsitd vizsgalatok sziikségesek lehetnek. (1929

A kolorimetrian alapuld eljaras is egy fenotipusos modszer, mely az €16 baktérium
kornyezetében enzimatikus folyamatok eredményeként megvaltozott pH érték hatasara
indikator, mint példaul fenolvords szinvaltozasat mutatja ki. Az identifikalt baktériumot
a kérdéses antibiotikummal par oran keresztiil inkubdlva a rezisztencia kvalitativ
eredményét kaphatjuk meg. Elonye a gyorsasaga, hatranya, hogy kvantitativ eredményre

nem alkalmas.

1.2.5. Automatizalt rezisztencia meghatarozo rendszerek

Az AMR meghatdrozdsa iranti névekvd igény magéaval hozta automata rendszerek
megalkotasanak igényét, annak érdekében, hogy minimalis emberi beavatkozéssal nagy
mennyiségli minta gyors, parhuzamos feldolgozasa valosulhasson meg. A zsinormértékiil
szolgalo amerikai Food and Drug Administration (FDA) engedéllyel bird legfontosabb
automatizalt rendszerek a MicroScan WalkAway"" (gyarto: Beckman Coulter, Inc. Atlanta,
Georgia, USA — FDA engedély éve: 1980), a Micronaut " (Merlin, Berlin, Németorszag -
1990), az Avantage™ (Abbott Laboratories, Irving, Texas, USA - 1980), a Vitek 2™
(bioMérieux, Marcy-1"Etoile, Franciaorszag - 1997), a Phoenix (BD Diagnostics,
Franklin Lakes, New Jersey, USA - 2001), és a Sensititre ARIS 2X™ (Trek Diagnostic
Systems, Oakwood Village, Ohio, USA - 2004). @

Az automatizalt modszerek 1ényege, hogy regularisan vizsgaljak a mintat és detektaljak
valamilyen mddon a baktériumok osztodasanak valamely fizikai kovetkezményét. A
detektalashoz fotometriat, fluorometriat, turbidimetriat vagy kolorimetriat alkalmaznak.
Fluorometria esetén baktériumokat fluoreszcenciara alkalmas szubsztratot tartalmazo
taptalajra oltjak, mely szubsztradt bizonyos, gerjesztésre alkalmas fény hatisara a
bejovotdl eltérd, jellemzden alacsonyabb hulldamhossza fényt bocsat ki, mely
detektalhat6.?? Turbidimetria esetén a zavarossagot mérjiik és szamszertisitjiik, ennek
soran a fotometriatol eltéréen nem csak a fény elnyelése befolyasolja a detektalast, hanem
a szolid részecskék okozta szords is. Hasonloan fontos faktor lehet, hogy 0sszességében
a minta mekkora részét éri a beesd fény, hiszen a mintdk varhatélag inhomogenitast
mutatnak, ebbdl adédoan alacsony partikulum szdm esetén a mérésiink bizonytalanna
valhat. Emellett a detektalast befolyasolja a szolid részecskék altali fényszoras miatt a
minta-detektor tavolsag is, tavoli elhelyezkedés esetén az oldalra szort fény egy része

,.elveszhet”. 3
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A Microscan Walkaway™ rendszer képes parhuzamosan 40-96 mikrodiliciés lemezt
inkubdlni és értékelni. A detektalas soran fotometridval vagy fluorometriaval hatarozzak
meg a baktériumok osztodasat. A Gram pozitiv és negativ baktériumok szamara
kiilonboz6 eldregyartott panelek érhetdek el, melyeket hidralas és beoltast kovetden a gép
rendszeres idokozonként megvizsgadl. A Gram negativ baktérium szdmara gyartott,
fluorogén szubsztratot tartalmazd panelek alkalmazasakor mar akar 3,5-7 oréval az
inkubalds megkezdése utan eredményt kaphatunk. Turbidimetrian alapuld értékelés
esetén 4,5-18 6ras inkubalast kdvetden varhato érzékenységi profil meghatarozas. ('8

A Phoenix™ rendszer 99 parhuzamos minta vizsgélatara képes. 20 percenként torténik
analizis turbidimetriaval és oxidacid-redukcio érzékelésére képes indikator segitségével
kolorimetridval. ~ Gram-negativ, Gram-pozitiv, Streptococcus pneumoniae  (S.
pneumoniae), illetve beta-hemolizalo és viridans csoporta streptococcusok vizsgéalatara
érhetéek panelek. A rendszer 6-16 ora utan ad MIC eredményt. (18

A Vitek 2™ rendszer egy bankkartya méretii, 64 lyuku kartyat hasznal gyorsan nvé Gram
pozitiv és negativ baktériumok, illetve S. pneumoniae vizsgalatara. MIC eredményt 4-10
oOra utan ad reguldris, turbimetriaval torténd detektalast kovetden.

Az automatizalt rendszerek elénye a nagy kapacitas ¢€s a relativ gyors eredmény. JelentOs
hatranyuk azonban, hogy a tradicionalis modszerekkel Osszevetve reprodukalhatosag,
szenzitivitas és megbizhatdsag tekintetében rosszabbul teljesitenek. V) Erre a problémara
tobbek kozott egy 2018-ban megjelent kinai tanulmany is felhivta a figyelmet, melynek
soran 851 koérhazban 5 automatizalt rendszer eredményeit hasonlitottdk 6ssze. A legtobb
kérhazban a Vitek 2™ rendszert hasznalték (392 korhaz — 46,1%), majd sorban a Phoenix™
(146 — 17,2%), a Microscan Walkaway'" (133 — 15,6%), a Mindray TianDiRen"" (130 —
15,3%) és Zhuhai DL™ (50 — 5,9%) rendszerek kovetkeztek. A vizsgalatban az automata
rendszerek eredményeit a gold standard BMD-vel vetették 6ssze egy ESBL E. coli és egy
karbapenem-rezisztens Klebsiella torzs vizsgalata soran. A konkluziojuk szerint az egyes
tesztelt modszerek lényegesen kiilonbozé eredményeket adtak fiiggben az egyes
antibiotikumoktdl, az alkalmazott lemezektdl és a gépeken aktualisan futd szoftverektol.
Megallapitasuk szerint minden automatizalt rendszer mellett sziikséges lehet BMD

alkalmazasa problémas esetekben. ¥
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1.2.6. Rezisztencia meghatarozas molekularis diagnosztikai modszerekkel

A molekularis antibiotikum rezisztencia meghatdrozassal képesek vagyunk specifikus
rezisztencia géneket detektalni, mind a mutécio alapt valtozasokat, mind pedig az adott
gén expresszidjan alapuld rezisztencia mechanizmusokat. Mara ezek a molekularis
modszerek par oran beliill eredményt adva alternativat, vagy legalabbis kiegészitd
vizsgald eljarast jelentenek a hagyomanyos AST mellett. A molekularis technikak harom
csoportba sorolhatok: amplifikacié alaptiak, hibridizaciot alkalmazdé DNS-csipek és a

teljes genom szekvenalo eljarasok.

1.2.6.1. Polimerdaz lancreakcio

A leggyakrabban hasznalt molekularis diagnosztikai eljards az amplifikacid alapu
polimerdz lancreakci6 (PCR) specifikus génszakasz meghatarozasara, mely
Figyelembe véve, hogy a PCR technika soran a DNS duplazdodasa kb. 40-szer gyorsabb,
mint a baktériumok atlagos osztddasa, igy alkalmazasaval jelent6sen gyorsithatjuk a
diagnosztikai folyamatot.>

A polimeraz lancreakciot eldszor Saiki és munkatarsai irtdk le 1985-ben sarlosejtes
anémia diagnosztik4jaban.®® A technika alapja, hogy a kettés szalid DNS melegités
hatasara az ugynevezett olvadasi hOmérsékleten szétvalik, ezt kdvetden egy-egy rovid
DNS szakasz, a primerek kijeldlik a masolando szakasz elejét és végét. Majd a DNS-
polimeraz lemasolja a sokszorositandd szakaszt. A ciklus ismétlésével a cél DNS-szakasz
minden alkalommal duplazoédik. Az eredeti kdzleményben hasznalt technika sordn az
elegyhez minden egyes melegitési ciklus utan ismét hozza kellett adni a DNS-polimerazt
annak denaturéacidja kapcsan. 1988-ban Saiki és munkatérsai publikaltdk a héforrasokban
€16 Thermus augqaticus extremofil baktériumbdl izolalt, hdstabil DNS-polimeraz
alkalmazasaval modositott technikit, mely nagyban egyszeriisitette a folyamatot.*”)
A kvantitativ. PCR (qPCR) lehetdséget teremt arra, hogy a DNS sokszorositast
mennyiségi meghatarozassal tudjuk végezni, igy a kiindul6 DNS mennyisége és ezaltal a
korokozok kopiaszama is meghatarozhato. Ennek soran egy harmadik oligonukleotidot
is alkalmaznak, mely a két primer kozotti szakaszra kot be. Amennyiben a DNS-
polimeraz ezen a szakaszon athalad, akkor az ide bekotott oligonukleotid elbomlik,
ezaltal az oligonukleotid két végére kapcsolt két fluoreszcens csoport, a riporter és a

kioltod (quencher) tavol keriil egymastol. Amig egymashoz kozel helyezkednek el, addig
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a kioltd megakadalyozza a riporter emisszidjat, tavol keriilve azonban az emisszid
megjelenésével képesek vagyunk detektalni az ijonnan szintetizalddé DNS mennyiségét,
az ugyanis egyenesen aranyos lesz fluoreszcens jel erdsségével. A technikat gyakran real-
time PCR néven talaljuk, ennek rdoviditése azonban Osszekeverhetd a kovetkezdkben
targyalt reverz transzkriptdz PCR technikaval. Ezért a 2009-ben publikdlt Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments ajanléas csak az
utdbbira javasolja az RT-PCR roviditést alkalmazni.?®
A reverz transzkriptaz PCR (RT-PCR) technika soran mRNS visszafejtését kovetoen
.y (29)
Kombinalhat6 kvantitativ PCR technikaval (RT-qPCR), igy meghatarozhat6 a kiinduld
mRNS mennyisége.
A mikrobioldgidban lehetdségiink van multiplex PCR vizsgalattal parhuzamosan tobb
korokozoét és rezisztencia gént is kimutatni.
A PCR technika elénye, hogy a hagyoményos technikaknal gyorsabban ad igen specifikus
eredményt, amihez azonban ismerniink kell egy adott fajra vagy rezisztencia génre
jellemzd DNS vagy mRNS szakaszt. Hatranya, a magas koltségigénye, kiilondsen, ha
sztrésként multiplex PCR-t alkalmazunk. Emellett a detektalt genotipus nem feltétlen
egyezik meg a koérokozo fenotipusdval, hiszen egy rezisztencia gén kimutatdsa nem
jelenti azt, hogy az valoban a korokozohoz tartozik €s expresszalodik is. A kulcsgének
mutécidja esetén kimutatdsuk elmaradhat. A minta kontaminacidja szintént fals pozitiv
eredményhez vezethet. Nem ismert rezisztencia mechanizmusok figyelmen kiviil
hagyasaval pedig téves rezisztencia-profilhoz juthatunk. Mindezek alapjdn a modszer
onmagaban nem, csak fenotipusos rezisztencia vizsgalattal egylitt alkalmazhatd a
mindennapi klinikumban. Megoldas lehetne a RT-qPCR alkalmazésa, mely nem egy gén
kimutatédsat teszi lehetove, hanem annak eredményeként megjelend fehérje szintéziséhez
vezetd mRNS kvantitativ kimutatasat, ami akar rezisztencia génrdl transzkriptalt mRNS
is lehet. Természetesen ez a modszer is csak akkor miikodhet, ha pontosan ismerjiik a
keresett szekvenciat és indukalhatdo gének esetén sziikséges az adott antibiotikum

jelenléte is.?!

1.2.6.2.Teljes genom szekvendalas
A teljes genom szekvenalds forradalmasitotta a molekularis diagnosztikat és mara egy

gyors ¢€s megfizetheté modszer lett. Egy adott kdrokozo teljes genomjanak szekvenalasa
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megteremti annak a lehetdségét, hogy az 0sszes, antibiotikum rezisztenciaban szerepet
jatszé gént detektalhassuk. Ezek azonositdsdhoz a genom szekvenalasa mellett sziikség
van online, szabadon hozzaférheté adatbazisokra, melyekbdl napjainkig legalabb 47
adatbazis all rendelkezésre.®? Kutatds igazolta mar teljes genom szekvenalasaval nyert
rezisztens (MDR és XDR) tuberkulézis esetén.®

Az elonyok ellenére a teljes genom szekvenalas nem valt még a klinikai gyakorlat részéve.
Ennek oka egyrészt a szekvenalas atfutasi ideje, ami még napokban mérhetd, masrészt a
szdmos nem ismert rezisztencia mechanizmus létezése, harmadrészt a koltségei is

lényegesen magasabbak a tradicionélis eljarasoknal.1?

1.2.7. Témegspektrometriai modszer

A matrix asszisztalt 1ézer deszorpcids ionizacio egy tomegspektrometriai elven miikodd
eljaras (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry -
MALDI-TOF MS). A vizsgalni kivant mintat egy matrixba dgyazzuk, majd Iézer fénnyel
gerjesztve a matrixot, a minta ionizalodik és gazfizisba jut. A gdzfazisba jutott ionok
elektromos térben felgyorsulnak, majd a detektort tomegiiknek és toltésiiknek megfeleld
sebességgel érik el. Mindekdzben a ,,repiilési id6” (Time of Flight — TOF) mérhetd és ez
alapjan az adott minta fehérjeprofil spektruma ujjlenyomat-szeriien elemezhets.®? A
kapott tomegspektrometriai képet a gép 0sszeveti a referencia adatbazisaban tarolt 6900
fajra jellemz6 képpel és ez alapjan pontos patogén identifikaciot tesz lehetové.

Bizonyos fajokon beliil a klasszikus modon meghatarozott rezisztenciakhoz rendelve,
meghatarozasra keriiltek ugynevezett ,,resistance peak pattern” mintazatok is, melyek
¢észlelése igazolhat rezisztenciat is. Ilyen modon elkiilonithetd a methicillin-rezisztens €s
-szenzitiv Staphylococcus aureus (MRSA és MSSA), a vancomycin rezisztens
Enterococcus faecium (VRE), megvaltozott porin csatorndjii Klebsiella torzsek és a
karbapenem rezisztens Bacteroides fragilis.®>

A MALDI-TOF MS altal meghatéarozott spektrumot és ennek a tarolt adatbazissal torténd

Osszevetésére egy példat a 4. abra mutat be.
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4. dbra MALDI-TOF MS altal meghatarozott spektrum (a) abra) és ennek dsszevetése az adatbazisban tarolt

spektrummal (b) dbra)
Nagy E, Abrok M, Bartha N, Bereczki L, Juhasz E, Kardos G, Kristof K, Miszti C, Urban E: Mdtrix-asszisztdlt lézer
deszorpcios, ionizdcios, repiilési ido mérésén alapulo tomegspektrometria specialis alkalmazadsa a klinikai

mikrobioldgiai diagnosztika teriiletén cimii cikkébél valtoztatds nélkiil atvett abra®4)

Lehetdségiink van enzimatikus rezisztencia kimutatasara is. A mintdhoz adott
antibiotikum mennyisége, amennyiben enzimatikus bontasnak kitett, csokken és ez
kimutathatd MALDI-TOF segitségével. Ilyen enzimatikus bontas érinthet béta-laktam
(MALDI Biotyper-Selective Testing of Antibiotic Resistance Beta-Lactamase Assay —
MBT-STAR-BL Assay) és aminoglikozid antibiotikumokat is.®% 3%

A rezisztencia a baktériumok ¢€letképességével is meghatarozhat6. Adott antibiotikum
koncentracio mellett, bizonyos inkubécids 1d6 utan a baktériumok lizise utani protein
mennyis€ég meghatarozasaval is felallithato rezisztencia profil: MALDI Biotyper —
Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay (MBT-ASTRA). Emellett stabil, nem-
radioaktiv izotoppal jelolt aminosavakkal dusitott taptalajon, adott antibiotikum
meghatarozott koncentraciojaval egyiitt inkubalt baktérium vizsgalatanal az izotopot
felvett fehérjék mennyisége, mely meghatdrozhato MALDI-val, ardnyos az életképes
baktériumok osztddasaval. Ezen a modszeren alapul a MALDI Biotyper - Resisteance
Test with Stable Isotope Assay (MBT-RESIST).(?

A MALDI-TOF technologia tehat a BMD-hez hasonléan fenotipusos meghatarozast is

lehetévé tesz, az alkalmazott technologiatol fiiggden 30 perc — néhany ora idétartamu
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vizsgalatot kovetéen. Hatranya azonban a gyenge ateresztOképessége, magas koltség- és
szakember igénye, mely hatranyok megmagyardzzak, miért nem tudott altalanos attorést

elérni az AST modszereken belul.

1.2.8. Osszefoglalds az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokrol

Az idedlis antibiotikum érzékenységi teszt megbizhatd, gyors, olcsd, automatizalhato,
magas ateresztOképességgel bir és egyszerii adatkezelése biztositott.5: 3¢ Sajnalatos
modon ilyen idedlis teszt egyelére nem all rendelkezésiinkre. Ahogy a fentiekben
részletesen bemutattam, a jelenleg alkalmazott mddszerek a kritériumokat nem tudjak
maradéktalanul teljesiteni.

Béar a genotipusos moddszerek toretlen fejlddése igéretes, azonban a rezisztencia
mechanizmusok sokfélesége ¢és a tuddsunk hidnyossidgai kapcsan a mai klinikai
gyakorlatnak mindenképp sziikséges a gyors, fenotipusos eredmény. A mikrobioldgiai
gyakorlat pedig mind a mai napig diffizids technikékat vagy konkrét MIC érték
sziikségessége esetén mikrodilucids tesztet alkalmaz. Ehhez szdmos osztodasi ciklus
eredményeként, hosszu ideig tartdé folyamatot kdvetden megjelend zavarosodas vagy
telepképzddés szemmel torténd értékelése sziikséges.

A taptalajban lag fazisbol log fazisba valto baktériumok szamanak valtozéasa érzékenyebb
modszerrel 1ényegesen korabban detektalhatd. [lyen érzékeny modszer lehet az aramlési
citométer, melynek segitségével masodpercenként akar szazezer sejtet is vizsgalhatunk.
Segitségével nem csak szamszeriisithetjiik az athaladd partikulumokat, de sejtélettani
folyamatok vizsgélatara is lehetdséget ad a modszer kiilonbozd fluoreszecens festekek
alkalmazasaval. Mindemellett fontos figyelembe venniink, hogy a jelenleg forgalomban
1évd citométereket eukariota sejtek vizsgalatdra optimalizaltak, igy kérdésként fel kell,
hogy meriiljon, hogy az egy nagysagrenddel kisebb, 0,5-5 pm mérettartomanyban mozg6
baktériumok vizsgalata megoldhato-e az elérhetd citométerek segitségével.

A kovetkezd fejezetben az aramldsi citométer mikodésének bemutatasa mellett a
baktériumok detektalasanak és antibiotikum érzékenységének eddigi, aramlasi citométer

alapu eljarasait is sorra veszem.
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1.3. Korabbi, aramlasi citometrian alapulé antibiotikum érzékenységi vizsgalati

modszerek

1.3.1. Az dramldasi citométer torténete és miikodése

Az aramlasi citometria modszere tobb évtizedes multra tekint vissza és mara az élettan,
immunologia, hematologia és onkolodgia teriiletén alapvetd kutatasi és diagnosztikai
eszkozz¢ valt. Olyannyira, hogy ma mar magas szinvonalu rutin klinikai laboratorium el
sem képzelhetd dramlési citométer nélkiil.¢”

Az 4ramlasi citométer kifejlesztését szamos jelentds technikai Gjitas elézte meg, melyek
nélkiil a mai, modern citométerek elképzelhetetlenek lennének. A mikroszkopikus sejtek
szamolasanak foto-elektromos technikéjat Moldavan 1934-ben publikélta.®® Gucker és
O’Konski 1949-ben jelentette meg a masodik vilaghdboru alatt végzett kisérleteik
eredményét: fotoelektron-sokszorozd alapti modszeriikkel aeroszol részecskéit
szamszeriisitették. 1956-ban a villamosmérndk Wallace H. Coulter részecskeszamlalo
¢s analizald késziilék elvi alapjait mutatta be Chicagoban egy elektronikai
konferencian.*? A modszerének lényege, hogy a sejtek vagy egyéb partikulumok
elektrolit oldatban kis nyilason keresztiil egy kapillarisban haladnak, melynek elektromos
vezetdképességét detektaljuk. Egy részecske athaladtaban térfogatanak fiiggvényében
valtoztatja meg a kapillaris vezetOképességét, igy a késziilék nem csak szamlalni képes a
sejteket, de térfogatuk meghatarozasara is alkalmas. Ezt az elvet kdvetik a mai modern
hematolégiai automatak is.?

1965-ben Kamentsky tobb-paraméteres sejtanalizisre alkalmas gépet fejlesztett, mely
optikai modszerekkel, spektrofotométerrel ultrarapid modszert jelentett szuszpenzidban
1év6 sejtek vizsgalatara.*) 1969-ben Van Dilla és munkatarsai elsd alkalommal
alkalmaztak az araml6 folyadékot, a fényforrast €és a fluoreszcens detektalast egymasra
merdlegesen. 7> 42)

Az aramlasi citométer Osszetett milkddéséhez szédmos fizikai elvre és technikai
megoldasra sziikség van. A jelen doktori munka szempontjabdl a fontosabbakat az
aldbbiakban ismertetem. Az aramlasi citométer egyszerisitett felépitését az 5. abra
mutatja be. Az aramlési citometrian alapuld sejtszeparalasi eljarasrol nem ejtek szot,
tekintve, hogy a baktériumok antibiotikum érzékenységi tesztjének altalunk kidolgozott

formdjaban nem jatszik szerepet.
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5. abra Az aramlasi citométer miikodési elve

A mintat tartalmazé folyadékszuszpenzidt a hidrodinamikai fokuszalas soran a koriildtte aramlé kdpenyfolyadék
vékony sugarra alakitja, melynek koszonhetéen a vizsgalando sejtek egyesével haladnak at a fénynyalabon. A sejtek
okozta elére €s oldalra iranyuld fényszorast, illetve a fluoreszcenciat detektaljuk és szamszertsitjiik. Részleteket lasd a
szovegben.

J.P. Robinson Flow cytometry: past and future cimii cikk abraja médositva (43)

1.3.1.1. Az aramlas szabadlyozasa: a hidrodinamikai fokuszalas

Az aramlasi citométerekben a mérendd mintat, mely oldatban 1évo sejteket, részecskéket
jelent, jellemzbéen tilnyomas segitségével egy fejhez juttatjdk. A fej egy olyan
folyadékkamra, melybe a minta egy apro, kerek nyilason keresztiil centralisan érkezik. A
folyadékkamra kialakitasa lehet6vé teszi, hogy stabilan laminaris aramlés alakuljon ki,
mind a mintat szallitd oldatunk, mind pedig az azt korilvevd kopenyfolyadék
tekintetében is. A folyadékoszlopban 1évo, laminaris aramlas egyrészt megakadalyozza a
mintank és a kopenyfolyadék keveredését, masrészt pedig a mérendd sejteket a mintankat
szallito oldat kozepére terelik. Ezt a jelenséget neveziink hidrodinamikai fokuszéalasnak,

mely lehetdveé teszi, hogy a mintdban a sejtek egyesével haladjanak at a fénynyaldbon. Az
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altalunk a kisérleteink sordan hasznalt BD FACSCalibur késziilék a kornyezetétdl
gumigytriivel izolalt mintatartot tGlnyomas ald helyezve széllitja a mintat a fejhez. A
fejben a mintank koriil a kopenyfolyadék Iényegesen magasabb nyomas mentén,
magasabb aramléasi sebességgel mozog. A magasabb aramlasi sebességgel mozgo
kopenyfolyadék ardnyaiban nagyobb keresztmetszetét foglalja el a rendelkezésre allo
csatornanak, igy a mintankat tartalmazd szuszpenzionk vékony sugarban kozépre
,,szorul”.(444) Ujabb aramlasi citométerek a hidrodinamikai fokuszalast akusztikus tton
is kiegészitik, ebben az esetben ultrahang (>2 MHz) segitségével a partikulumokat még
pontosabban kozépre rendezik. Ennek segitségével a pontosabb detektalas rovidebb
mérési idét vagy alacsonyabb kiindulasi koncentraciot tesz lehetévé.“4®

A kopenyfolyadék fluoreszcencia és partikulum mentes folyadék kell legyen. A
kiilonbozé késziilékek gyartdi ajanlast adnak az alkalmazhat6 kopenyfolyadékok
tekintetében. Teoretikusan a kopenyfolyadék akar részecskesziirt, desztillalt viz is lehetne,
hiszen a kopenyfolyadék és a minta keveredése a citométer felépitésébdl adéddan az
aramlési celldig kizart. Amennyiben azonban sejtszeparalast is végziink, mindenképpen

izotonias pufferoldatot kell alkalmaznunk a hidrolizis elkeriilése érdekében.

1.3.1.2. Fényforrdsok és megvilagitas

Az aramlasi citométerek fényforrdsa vagy lampa, vagy lézer lehet. A higanygdz- vagy a
xenonlampak elénye, hogy olcsobbak, mint a 1ézerek, nincs hiitési és specialis elektronika
igényiik. Mindkét lampa tobb emisszids cstccesal is rendelkezik, melyek ismerete a mérés
tervezésekor fontos és figyelembe veendd a fluoreszcens festék valasztasakor. Lehetdség
szerint emisszios cslcsra es® abszorpcids maximummal bird festék valasztando.
Hatranyuk, hogy a fokuszalasuk koriilményes, specialis optikai elrendezést igényel.*>
A legtobb aramlasi citométer fényforrasként egy vagy tobb lézert alkalmaz, melyek
fényintenzitdsa visszacsatoldsi mechanizmusokkal stabilan tarthaté €és nagyon jol
fokuszalhato. A leggyakrabban alkalmazott 1ézerek emissziojanak hulldmhosszai a
kovetkezok: 488 nm (kék), 405 nm (ibolya), 532 nm (z6ld), 552 nm (z6ld), 561 nm (zold-
sarga), 640 nm (vords) és 355 nm (ultraviola).*?

A modern, multiparaméteres késziilékek egynél tobb fényforrast hasznalnak. Az egyik
altalaban egy argonion lézer 488 nm-es kék fénnyel. A masik lehet voros fényt emittald

kripton-vagy hélium-neon 1ézer vagy akar argon-ion lézerrel gerjesztett festéklézer, mely
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utobbiakkal akar a teljes lathato spektrum atfoghat.>

A megvildgitasra a hidrodinamikailag fokuszalt mintan néhdny milliméterrel a fej alatt
keriil sor. A mintafolyadék atmérdje jellemzdéen 15-20 pm, melyet 50-200 um atmérdja
kopenyfolyadék vesz korbe. A detektalas az aramlési cellan athaladé mintén torténik. A
fokuszalt fénynyaldbunk alakja szintén meghatarozott, melyet gombi és hengeres
lencsékkel végez a késziilék. Kor keresztmetszet esetén 0Osszességében nagyobb
teljesitmény juttathatd a mintdra, igy az érzékenység novelhetd, azonban a legkisebb
elmozduléds is a sz€li részek alacsonyabb intenzitasa kapcsan rontja a pontossagot.
Amennyiben a nagyobb pontossag a cél, akkor ellipszis alakli fénynyaldb valasztando,
mert annak kozepén a fényintenzitds stabilan tarthato. Cserébe viszont az érzékenység

csdkken, ami példaul sejtfelszini antigének vizsgalata esetén lehet kritikus. 9

1.3.1.3. 4 fényszoras

A megvilagitoé fényt a mintan athalad6 részecskék szorjak a tér minden irdnyaba. Ennek
detektaldsa legegyszeriibben a fény irdnyéaba esd érzékeldvel torténhet. A fény jelentds
része zavartalanul halad tovabb, egy része azonban a sejtmembrannal taldlkozva
elnyelédik vagy enyhén divergdl, elhajlik. Ezt nevezziik eldre iranyu fényszorasnak
(Forward Angle Light Scattering — FALS vagy még gyakrabban Forward Scattering —
FSC). A FSC szenzora gyakran fotddidda, mellyel a nagyobb fényintenzitas is
detektalhato és a fényforrassal ellentétes oldalon helyezkedik el. A fénynyalabon athalado
részecske mérete befolyasolja az FSC szenzor altal detektalt jelet, igy relativ
méretmeghatarozast is lehetévé tesz. 45 4%)

A sejtek organellumaival (endoplazmatikus retikulum, mitokondrium, sejtmag stb.)
talalkozo, az elhajlas jelenségénél nagyobb szogben megtérd fényszorast oldaliranya
szoroddasnak nevezziik (Wide Angle Ligth Scattering — WALS vagy gyakrabban Side
Scattering — SSC). Az SSC-t a fénynyalab utjara merdlegesen detektalhatjuk, ehhez a
jellemzden a részecskék hatarfeliileteirdl oldal irdnyba szort, fokuszalt és sziirdvel
gyengitett fényt fotoelektron-sokszorozoval érzékeljiik. Az oldaliranyt szorodas mértéke

a sejtek vagy részecskék komplexitasatol fiiggd paraméter. 4549
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A fényszoras jelenségét a 6. dbra mutatja be.

SSC Szenzor

FSC Szenzor

6. dbra A fényszoras jelensége

A fényen athalado részecskén a fény egy része elnyelddik, egy része pedig a tér minden iranyaba szorodik. A szorodas
(és elnyelddés) mértékét detektalhatjuk a fény utjaba esé eldre iranyuld szorddas detektorral (FSC Szenzor az abran),
illetve az oldaliranyu szorodast a fény tjara merélegesen elhelyezett oldaliranyt szorodas detektorral (SSC Szenzor

az abran). A direkt fény intenzitasa lényegesen nagyobb, mint a szorddott nyalabé. (Sajat abra.)

1.3.1.4. Fluoreszcencia detektdldsa

Fluoreszcencids mérések az 4ramlasi citometria centrdlis dogmdjan alapulnak, mely
szerint a mért emisszids intenzitds egyenesen aranyos a sejtekhez, illetve azok
alkotoelemeihez kotott fluorofor mennyiségével. A mintahoz adott, fluoreszcens festékek
segitségével tobbek kozott DNS-tartalom mérés, igy sejtciklus vagy apoptdzis
meghatarozas, illetve immunofluoreszcencia segitségével, sejtfelszini fehérjék
meghatarozasaval sejtek fenotipizalasa is lehetséges. 4% 49

A fluoreszcencia detektalasara hasznalt fotoelektron-sokszorozok mind a fénynyalabhoz,
mind a folyadékoszlophoz képest merdlegesen helyezkednek el. Tobbesatornas
késziilékek esetén a lézerrel gerjesztett fluoroforok altal emittalt fényt hulldmhossz
szerint szétvalasztjak és kiillonb6zd detektorokhoz iranyitjak. A szétvalasztast és iranyitast
dikroikus tiikrokkel és savsziir6kkel oldjdk meg. A dikroikus tiikr6k bizonyos
hullamhossztartomanyban visszaverik (pl. a gerjesztd fény hullamhosszat), mas

tartomanyban (pl. az emittalt fény hullimhosszaéban) atengedik a beesd fényt. 4350

1.3.1.5. Mérési eredmények feldolgozasa
Az érzékelt jelet erdsitést kovetden analog-digitalis atalakitok segitségével szdmokka
alakitjuk. A szédmszerlsitett eredmények feldolgozasara ¢és bemutatasara tobb

lehetdségiink van, de altaldban kétparaméteres adatabrazolast alkalmazunk, felhékép (dot
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plot) forméaban. Ebben az esetben a koordinata rendszerben minden pont egy eseményt

jelol, a két tengelyen talalhaté paraméter altal meghatdrozott helyen. Egy reprezentativ

dot plot lathat6 az 7. abran. CV

10*

10% 107

FL1-H

10!

100

10° 10’

10° 10° 10*
SSC-H

7. abra Példa a dot plot abrazolasra
Az abra minden pontja egy eseményt jelol. Abszcisszan az oldaliranyt fényszoras mértéke, ordinatajan pedig

fluoreszcens intenzitas lathaté 530 nm-en detektalt zo1d fény tekintetében, logaritmikus skalan. (Sajat abra.)

Igen gyakran az 0sszes esemény koziil csak bizonyos paraméterekkel birokat szeretnénk
elemezni. Ebben az esetben egy vagy akar tobb kétdimenzids abrazolason tudjuk az
ugynevezett kapuzassal a kivant esemény populdciot kivalasztani. Ezt kovetden az adatok
részletes analizisét mar csak ezen az alpopulacion végezziik majd. ®V

A kapuzasra példat a 4.1. fejezetben mutatok be.

1.3.2. Baktériumok detektalasa aramlasi citométer segitségével

Bailey ¢és munkatarsai mar 1977-ben igazoltak, hogy az 4ramlési citométer alkalmas
eszkoz baktériumok vizsgalatara. Méréseik sordn nem csupan szadmszerlsitették a
baktériumokat, de azok protein és nukleinsav eloszlasat is vizsgaltdk. Mindezt a
kiilonbozo é€letciklusok vizsgalatara, vegetativ sejtek €és endospordk elkiilonitésére is
alkalmas eszkoznek talaltak.®? Kutatocsoportiuk kovetkezd, 1978-ban publikalt
vizsgélatdban a masodlagosan, tobbsejtli 0sbol egysejtiivé egyszertisodott, 5-10 um
atmérdjli élesztégomba (Saccharomyces cerevisiae) kétfazisi osztodasat igazoltak

dramlasi citométerrel. Eredményeik egy részét a 8. abran mutatom be. ¥
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8. dbra Elesztogomba (Saccharomyces cerevisiae) populacié vizsgalata és szamszeriisitése aramlasi citométerrel
Az éabran korokkel jelolt az élesztégomba osztodassal novekvd populacidja, mely kétfazisi ndvekedést mutat.

Négyzettel jelolt az elsédleges tapanyagként funkcionalé glilkdzkoncentracié és haromszog jeldli a méasodlagos

viszi at a populaciot, amig az élesztogomba fel nem késziil a masodlagos tapanyag felhaszndlasara. Annak parhuzamos
csokkenése mellett ezutan ismét osztddni kezd, dtmenetileg Gjabb, bar kevésbé meredek log fazisba jutva.

Feltiing emellett, hogy a populacio szamszertisithetd valtozasa mar rovid idon beliil egyértelmiien detektalhatd aramlasi
citométerrel. A két log fazis 0sszehasonlitasa alapjan a meredekség erésen tdpanyag, azaz kornyezet fiiggd.
Engedéllyel, modositas nélkiil atvéve M. F. Gilbert, D. N. McQuitty és J. E. Bailey Flow microfluorometry study of

diauxic batch growth of Saccharomyces cerevisiae cimif cikkébdl )

Steen és Boye 1981-ben parhuzamosan szamszerisitette a vizsgalt Escherichia coli
populéciot és detektalta az egyedi sejtek DNS tartalmat. 9

1996-ra Davey ¢és Kell mar részletes, 30 oldalas Gsszefoglalot jelentetett meg a
Microbiological Reviews cimii folyoiratban, mely aramlasi citométer segitségével a
mikrobak heterogenitasdnak megfeleld szétvalogatasi lehetdsége mellett az addig ismert
sejtélettani, ¢€letképességi vizsgalatokon tal antibiotikum rezisztencia vizsgalati

lehetéségeket is taglalt. >
1.3.3. Az aramlasi citométer alkalmazdsa antibiotikum érzékenységi profil vizsgalatara

Az elmult évtizedekben szadmos kutatast publikéltak aramlési citométerrel tortént

antibiotikum érzékenységi vizsgalatokrol. Bizonyitott, hogy az aramlési citométer a
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baktériumok morfologidjanak, metabolikus aktivitasanak ¢és életképességének
vizsgélatara is alkalmas. Legtobbszor a baktériumok vizsgélatara kiilonb6zo fluoreszcens
jeloléseket hasznalnak. Ezek képesek az antibiotikum hatasara karosodott membranon
keresztiil intracellularis alkotoelemekhez kotédni  vagy érzékenyek akar a
membranpotencial valtozasara, ezaltal a sejt karosodasat és ¢Eletképességét is
vizsgalhatjuk a segitségiikkel. 4>-62)

Az egyes modszereket Nuding ¢és Zabel 2013-ban megjelent publikacioja alapjan
mutatom be. Vizsgalatukban tobbféle detektaldsi eljarast kombinaltak: a baktériumok
Gram szerinti identifikéldsat, AST meghatarozast és MRSA kimutatast. )

A Gram identifikélds soran a SYTO® 9 és hexidium jodid fluoreszcens festékeket
egyszerre alkalmaztdk. A SYTO® 9 minden baktériumot megfest, a hexidium jodid ezzel
szemben a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharid rétegén nem jut at, igy csak az
ép Gram-pozitiv baktériumok festi és szoritja ki a masik festéket. Ezek utdn a Gram-
negativ baktérium z06ld szintartomanyban esden, a Gram-pozitiv baktériumok pedig
sargas-vords tartomanyban emittalnak. ©%

A Gram szerinti identifikdlds utdn AST-t végeztek a baktérium Gram-statuszanak
figgvényében az 1. tablazatban felsorolt antibiotikumok segitségével. Az antibiotikum
érzekenység meghatarozasahoz a baktériumokat antibiotikum és membranpotencialra
érzeékeny Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol (DiBAC4(3)) fluoreszcens
festék jelenlétében 120 percig nem szelektiv, tdpanyagban gazdag Schaedler taptalajon
inkubaltak 37 °C-on. Az inkubalast kdvetden a baktériumokat 10 perc centrifugalas utan
foszfattal pufferelt sooldatban reszuszpendaltak. Ezt kovetden mérték az elegyet aramlasi

citométerrel, reprezentativ eredményiiket a 9. 4bran mutatom be. %

1. tablazat Nuding és Zabel vizsgalataban alkalmazott antibiotikumok a Gram statusz fiiggvényében %

Gram-negativ baktériumok Gram-pozitiv baktériumok
Minta 1: antibiotikum mentes kontroll Minta 1: antibiotikum mentes kontroll
Minta 2: mezlocillin 128 pg/ml Minta 2: oxacillin 0.25 pg/ml
Minta 3: piperacillin 128 pg/ml Minta 3: piperacillin 1 pg/ml+tazobactam 0.1 pg/ml
Minta 4: cefazolin 8 pg/ml Minta 4: cefazolin 1 pg/ml
Minta 5: cefuroxime 8 pg/ml Minta 5: cefuroxime 1 pg/ml
Minta 6: ciprofloxacin 2 pg/ml Minta 6: ciprofloxacin 1 pg/ml
Minta 7: gentamicin 6 pg/ml Minta 7: gentamicin 2 pg/ml
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A ciprofloxacin emelkedd koncentracioja a sejtek pusztulasat és depolarizacidjukat okozza, ennek megfeleléen a
membranpotencialra érzékeny DiBAC4(3) festék egyre nagyobb mértékben koétddik intracellularis fehérjékhez a
citoplazmaban. Ennek jele az egyre intenzivebb fluoreszcencia, melyet a sziirkén kitoltott, novekvd antibiotikum
koncentracié mellett magasabb intenzitas iranyaba tolédd hisztogram mutat. A vords vonal a kontrollt jelentd,
antibiotikum mentes baktériumra jellemz6 hisztogramot mutatja.

Nuding és Zabel Detection, Identification and Susceptibility Testing of Bacteria by Flow Cytometry cimii cikkébél
(59)

valtoztatas nélkiil atvett abra
Tobb festék alkalmazasaval nemcsak az €l6 és elhalt baktériumok kozott tehetiink
kiilonbséget, de adott esetben azonosithatjuk a még €16, de valamely kezelés, példaul
antibiotikum vagy akar fertétlenité szer hatdsara sériilt baktériumok populécidjat is.
Ehhez olyan festékeket érdemes hasznalni, mely a membranpotencial valtozasa mellett a

membran permeabilitas valtozasara érzékeny. Erre példat a 10. dbran lathatunk.
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[E. coli] FITC-A / PE-A [E. coli] FITC-A / PE-A
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10. dbra Aramlasi citométerrel végzett vizsgalat FITC-A/PE-A dot ploton dbrazolt eredménye nativ (bal oldal)
és feliilet-fertétlenitovel kezelt (jobb oldal) E. coli esetén

A baktériumokat propidium jodiddal (PI) és DiBAC4(3) festékkel jelolték. A PI 615 nm maximalis emissziojat a PE-A
csatornan, a DiIBAC4(3) 516 nm maximalis emissziojat a FITC-A csatornan detektaltak. A PI a membran permedbilitas
novekedésével festi a sejteket, a DIBA4(3) festék pedig a membranpotencial valtozasara érzékeny. A két festék
segitségével elkiilonithetd az €16 sejtek populdcidja (A--, lila események: ezek esetén sem a membranpotencial nem
valtozott, sem permeabilissé nem valtak) a kdrosodott (A+-, zold szinnel jelolt események: membranpotencial valtozott,
de a plazmamemran intakt maradt) és az elpusztult baktériumoktdl (A++ és A-+, piros szinnel jel6lt események: mind
a membranpotencialt elvesztették, mind membran permedbilitdas megndtt).

Marutescu LG Current and Future Flow Cytometry Applications Contributing to Antimicrobial Resistance Control

cimii cikkébdl valtoztatas nélkiil atvett abra (3

Filbrun és munkatarsai 2022. 4prilisaban publikaltdk modszeriiket, mely soran direkt
modon, jelolésmentesen meghataroztdk az AMR-t pozitiv  hemokultarakbol a
baktériumok szamanak valtozasa alapjan, minddssze 5 6raval a hemokultara pozitivva
valasa utan 4 6rads inkubdacids periddussal. Vizsgalatukban Pseudomonas aeruginosa
esetén eléfordult, hogy a négy oOréds inkubacid kevésnek bizonyult és nem tapasztaltak
kell§ felnovekedést. 4

Neéhany valogatott tanulmanyt, amely az aramlési citométer AST célu felhasznalast
vizsgélja, a 2. tdblazatban mutatok be. Kiemelendd, hogy mindezidaig kereskedelmi
forgalomban csak a portugil Fastinov® rendszer érheté el Europaban Conformité

Européenne (CE) tantsitvany birtokaban, FDA engedélyt mindezidaig nem kapott.
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2. tablazat Valogatott kozlemények aramlasi citométer segitségével torténé AST meghatirozis médszereirol

Eredmény
Publikacio Detektalds elve Detektalas Tesztelt Tesztelt ésa Referencia
éve moédszere baktériumok antibiotikumok sziikséges
idé
FCM Gr -: mezlocillin,
® Gram identifikalas pip ef:rac111.11n,
fluoreszcens celazo’mn,
festékkel cefuroxime,
o AST DiBAC4(3) ciprofloxacin,
membranpotencial SYTO® 9 szamos Gram gentamicin
2013 178k Ff" rekkel hexidium pozitiv és negativ Gr +: oxacillin, 2h (59)
levﬁfsznlz estet’ ¢ jodid baktérium piperacillin-
. imutatasa
. . . tazobactam,
sejtfelszini protein ize(;‘a;l;?;n
elleni antitesthez cefuroxi m’e
1f<oto"i: kfhlloreszcens ciprofloxacin,
estekke gentamicin
Akusztikus SYTO® 9 . .
2017 fokuszaldsa FCM | Propodium Kiebsiella meropenem | SR &8 MIC (65)
deid pneumoniae 2,5 ora
FCM (Fastinov®) Meg nem Enterobacterales, -
Ké dot tt Pseudomonas Colistin SR
2019 arosocott neveze spp. (2 és 4 mg/L (66)
membran fluoresczcens Aci ’ ey 2h
. . p cinetobacter koncentrécio)
kimutatasa festékek baumannii
E. coli, K.
FCM (Fastinov®) pneumoniae,
Karosodott Propodium E”’eg obacter ssp, Ceftolozane—
2020 membran jodid és mafgggg:;g tazobactam S//R (62)
kimutatésa és DiBAC4(3) | providencia Spp (1/4,2/4, 4/4 és 2h
membranpotencial Morganella 8/4 mg/L)
érzékeny festék morgani,
Proteus spp.
Fluoreszcens Ceﬂr1axon§,
FCM fosték ciprofloxacin, SR
2020 Membranpotencial DIBACs(3) Escherichia coli nitrofurantoin, 4h 67)
érzékeny festék N trimethoprim—
sulfamethoxazole
Gram-negativ
FCM (Fastinov®) Meg nem G o panel:
2021 A kdzleményben nevezett é?;“mlj g:lt:lz,js 13 antibiotikum S/A/R 1)
nem szerepel a fluoresczcens baktériuﬁl ok Gram-pozitiv 2h
detektalas elve festékek panel:
7 antibiotikum
Pozitiv .
hemokultira Gram negati:
saponin eldkezelés Escherichia coli, ceftazidim,
utan, sucrose-ba Pseudomonas meropenerm, S//R
2022 Vis’szan erve Festés nélkiil aeruginosa, tobramycin sh (64)
keriih}qlek Staphylococcus Staphylococcus
aureus .
inkubalasra, majd O“X“afiﬁ’lsi'n
FCM
FCM, majd FCM: Csak Nzgrzi“;;d‘
2022 é\l/(li/;]l_;]l%lll;;(a) S}; bal;;(:ir;:lm Escherichia coli VITEK2 citométer (68)
+VITEK2 (AST) | detektalas alapi
modszer
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A tobb évtized, szdmos vizsgalat és biztatdé eredmények ellenére az aramlasi citometria
mind a mai napig nem hoditott teret maganak az AMR-t meghatarozé modszerek kozott.
Ennek oka gazdasagi megfontolasok mellett legvaloszinlibben abban keresendd, hogy a
klinikai mikrobioldgusok altal nem ismert mdodszer nyelvezete is eltér a megszokottol. A
klasszikus modszerek mellett nehezen értelmezhetéek az aramlasi citométer alapu
modszerek altal hasznalt életképesség, sejtkarosodas, membranpotencial valtozas
kifejezések. Raadasul az eddigi vizsgalatok jellemzden nem is torekedtek kvantitativ
érzékenységi profil megallapitasra, MIC meghatarozasra, megelégedtek a szenzitiv vagy
rezisztens kvalitiv eredménnyel. A kutatocsoportunk altal fejlesztett modszer ezt az trt

kivanja tobbek kozott betolteni a kdvetkezd fejezetekben részletezett modon.

31



2. Célkituzések

Doktori munkam célkitiizései:

1.

A rutin klinikai laboratoriumban elérheté BD FACSCalibur™ aramlasi citométer
baktériumok megbizhat6 detektalasara vald alkalmassagdnak igazoldsa: a nem
baktériumok detektalasara konstrualt aramlési citométer megfeleld beallitasok
mellett megbizhatéan detektalni képes a baktériumok szdmanak valtozasat.

A megbizhat6, diszkriminativ valtozashoz sziikséges inkubaldsi id6 hosszanak,
vagy még pontosabban, a sziikséges baktérium szam valtozds mértékének
(osztddasi ciklusok szamanak) meghatarozasa.

Az aramlasi citométerrel meghatarozott MIC értékek validalasa a hagyomanyos
gold standard MIC meghatarozasara szolgald vizsgalatokkal (ennek keretében az
uj eljarassal kapott MIC értékekbol az EUCAST adatbazis alapjan meghatarozott
antibiotikum érzékenységi profilokat is 0Osszevetettik a hagyomanyos
mikrodilucios eljarassal kapott profilokkal).

A 3. pontban meghatarozott validalasi eljaras keretében a gyakorlati alkalmazas
szamara egyszerien alkalmazhaté képlet vagy eljarasi szabaly megalkotasa,
melynek segitségével a hagyomanyos gold standard modszerhez hasonldéan
eldonthetjiik, hogy az adott antibiotikum koncentrdcid6 mellett a baktérium
osztodasra, felnovekedésre képes-e.

Aramlasi citométer segitségével MIC meghatarozason alapuld antibiotikum
érzékenységi teszt kidolgozasa, mely a gold standard mikrobiologiai
modszerekhez hasonld megbizhatosaggal, de lényegesen rovidebb id6 alatt

elvégezhetd.
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3. Modszerek

Méréseinket a Semmelweis Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Kozponti
Laboratoriumaban FACSCalibur™ (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) éramlési citométerrel végeztik. A mérések soran az elsddleges analizis a
citométerhez csatlakoztatott Macintosh szamitégépen BD CellQuest™ Pro programmal
tortént, majd az eredmények kiértékelését WinMDI 2.9 (The Scripps Institute, Flow
Cytometry Core Facility) programmal végeztiik el.

Kisérleteink soran a Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet
Mikrobioldgiai Laboratoriumdnak segitségével, az altaluk biztositott hat kiilonb6zd
laboratériumi baktériumtorzzsel dolgoztunk: Escherichia coli (ATCC:25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC:700603), Enterococcus. faecalis (ATCC:29212), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC:27855), Streptococcus pyogenes (HNCMB 80003) és Staphylococcus
aureus (ATCC:29213).

Az egyes baktériumok kapcsan optikai denzitds méréssel standardizélt térzsoldatot
készitettiink, steril, 0,9%-os NaCl oldatba (Teva Gyodgyszergyar, Debrecen,
Magyarorszag) transzferalt baktériumok 0,5 McFarland oldatanak 10-szeres higitasaval.
A torzsoldatbol 10 pl-t oltottunk 90 pl taptalajra. Modszeriinket mind Mueller-Hinton
(MH), mind Luria-Bertoni (vagy masnéven Lisogeny broth, LB) taptalajokkal vizsgaltuk
(mindkettd: Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A mintékat 37 °C-on, aerofil koriilmények
kozott inkubaltuk. Az inkubalas optimalis hosszdnak meghatarozasat a 3.2. fejezetben
részletezem. Az inkubdlasra 96-lyukt lemezeken (Tomtec, Budapest, Magyarorszag)
keriilt sor, 12-féle antibiotikum (vancomycin, ciprofloxacin, levofloxacin, ceftriaxon,
cefepim, amoxicillin-klavulansav, piperacillin-tazobactam, trimethoprim-
sulfamethoxazole, cefazolin, colistin, imipenem, gentamicin) felezd higitassal eldallitott
kiilonb6dz6 koncentracidi mellett a 3.3. fejezetben részletezett modon.

Az inkubalast kovetden a 3.1. fejezetben leirtaknak megfeleléen a mintankat fixaltuk és
fluoreszcens festékkel jeloltiik, majd dramlési citométer segitségével a baktériumokat

szamszerusitettik.
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3.1. Az aramlasi citométer detektalasi képességének maximalizalasa és a minta
fixalasa fluoreszcens festék segitségével

A legtobb baktérium mérete 500 és 3000 nm kozé esik®”, igy a hagyomanyos aramlasi
citométerek detektalasi tartomanyanak als6 hatidran helyezkednek el, mely 300 nm
kornyékére esik. Ezért a kisebb mérettartomany megbizhato detektalasa érdekében
fluoreszcens jelolést alkalmaztunk Acridine orange (AO, N, N, No, No-Tetramethylacridine-
3,6-diamine) festékkel (Serva-Feinbiochemica, Heidelberg, Németorszag) 7%,

Az AO szelektiv DNS-RNS jelolést tesz lehetové. A festék emisszidja attol fiigg, hogy
DNS-hez vagy RNS-hez kotott. A kettds-szalu nukleinsavhoz kétddve 525 nm-en, zo6ld
szinli fluoreszcens fényt, egyszali nukleinsavhoz kotddve 650 nm-en, a vOros
tartomanyban emittal gerjesztés esetén."

A fixal6 oldatunk alapja Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (GE Healthcare, South
Logan, UT, USA) volt, melyet hidrogén-klorid segitségével pH 3-ra titraltunk és 2 pg/ml
végkoncentracidig AO-t adagoltunk hozza. A mérések el6késziilete sordn 500 pl fixalo
oldathoz a beoltott tapoldatbol inkubaciot kdvetden 90 pl-t pipettaztunk €s 5 perc behatési
1d6t kovetden mértiink az aramlasi citométerrel. A fluoreszcens festék DNS-hez ¢s RNS-
hez kotddése és az alacsony pH hatdsara varakozasaink szerint a baktériumok karosodasa
kovetkezik be, mely tovabbi osztodasi képességiik elvesztésével jar. Emellett a klinikai
gyakorlatban el6fordulhat, hogy az el6készitett minta mérése a citométer foglaltsaga vagy
mas technikai okbdl nem tud azonnal megvaldsulni. Annak igazoldsara, hogy a fixalt
minta szobahOmérsékleten varakozva mar nem mutat érdemi baktérium szam valtozast,
méréseket vegeztiink, melyek eredményét a 4.1. fejezetben targyalom.

A citométerrel vald mérés soran alapvetd, hogy azokra az eseményekre fokuszaljunk,
melyek a mérendd populdcioba tartoznak. Ennek eszkoze a kapuzés, mely nagyban noveli
a citométer detektalasi €s differencialasi képességét. A kapuzasi eljarasunk sordn célunk,
hogy kizarjuk a késziilék elektromos zajabol és a fluoreszcens festéket tartalmazo fixalo
¢s tapoldatunk keverékébdl adodo hattérzajt. A kapuzas soran elsdként az iires, fixalt
tapoldatot mértiik le. A kiiszob also hatarat a 11. abran lathato médon ugy allitottuk be,

hogy a hattérzaj legalabb 90%-at kizarjuk.
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11. dbra A detektalasi kiiszob beallitasa
A fixalo és tapoldat egyiittes zajat mind a SSC, mind a fluoreszcens

csatornan megfeleld kiiszob beallitasaval kizarjuk. (sajat abra)

A detektalasi kapu fels6 mérethatarat standard méreti, 3,8 um-es, fluroeszcens gyongyok
(SPHERO™ Rainbow Alignment Particles, Spherotech Inc., USA) alkalmazasaval

allitottuk be. Ennek eredményét 1asd 12. dbran.
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12. dbra A detektalasi kapu beallitasa
Az ,R1” négyzetes detektalasi kapu alsé hatarat 7. abran
jelolt modon a hattérzaj kizarasa adja, felsd hatarat pedig a

nyillal jel6lt, ismert méretli gyongyok. (sajat abra)
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Az igy meghatdrozott detektaldsi kapuban megjelend eseményeket, melyek megfeleld
méret és Osszetettség mellett DNS-hez kotddé fluoreszcens festék eredményeként
fluoreszcens csatornan vizsgalva is jelet adtak, baktériumokként azonositottuk ¢és az R1
kapun beliil szamszersitettiik az aramlasi citométer segitségével.

Reprezentativ példaként a 13. abran 1évé dot ploton az MH taptalajon 4 6ra inkubacio

utan megjelend E. coli populécioja lathato.

104

10°

FL1-H

R1

107

10° 10" 10° 10° 10*
SSC-H

13. dbra E. coli populacié az "R1" detektalasi kapuban
12. abra szerint meghatarozott detektalasi kapuban, 4 6rés,
37 °C-on tortént inkubaci6 utan megjelend E. coli populacid
reprezentativ dot plot 4abrazolasa SSC és FL1-H

fluoreszcens csatornan. (sajat abra)
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3.2. Az optimalis inkubdcids id6 meghatarozasa

Korabbi 4ramlasi citométerrel tortént vizsgalatok akar 2 o6ras inkubdacios periddus utdn
eredményt adtak. Ezek a korabbi vizsgalatok azonban a sejtek ¢€letképessége, membran
karosodasa vagy membranpotencial valtozéasa alapjan diagnosztizaltak. Pilot méréseink
soran azt talaltuk, hogy a modszeriinkkel, a MICy-vel, 2 6ras inkubacids id6 utdn gyakran
nem tapasztaltunk oly mértékii valtozast a baktériumok szdmaban, hogy valdban
diszkriminativ lehetett volna a mérés. Ezekben az esetekben felmeriilt a kérdés, hogy az
antibiotikum akadalyozta meg a baktériumokat az osztddasban vagy pedig csak még nem
keriilt at lag fazisbol log fazisba a populacid. A tal rovid inkubacios 1d6 az érzékenységi
profil meghatarozasa soran tévedéshez vezethet.

Az optimalis inkubdcios id6 meghatarozasara ezért antibiotikummentes kdzegben hat
oran keresztlil oranként harom-harom mérést végeztiink mind a hat altalunk vizsgalt
baktériummal, mind MH, mind LB taptalajon. A két taptalaj eltérd tapanyag Osszetétele
kapcsan megvalaszolandd kérdés, hogy kiilonb6z6é sebességgel képesek-e osztodni a
baktériumok. Az EUCAST ajanlds altalanossdgban mikrodilucié vizsgalathoz MH
taptalaj alkalmazasat javasolja egyes baktériumok kivételével 19, de az 0j modszeriinket

mas taptalaj tekintetében is vizsgalni kivantuk.

3.3. Antibiotikum kiosztas

A 96-lyuktu lemez 12 oszlopdba antibiotikumok felezd higitassal eldallitott,
meghatarozott koncentracioi kertiltek, oly mddon, hogy az antibiotikumot is tartalmazé
tapoldat Ossztérfogata befertdzés elétt 90 ul legyen. Az 12-féle antibiotikum a
kovetkezOkbdl allt ssze: vancomyecin, ciprofloxacin, levofloxacin, ceftriaxon, cefepim,
amoxicillin-klavulansav,  piperacillin-tazobactam, trimethoprim-sulfamethoxazole,
cefazolin, colistin, imipenem, gentamicin.

A lemeziink nyolcadik soraban méréstechnikailag elengedhetlen oldatokat helyeztiink el.
3 lyukban a baktériummentes tapoldat volt, melybdl 90 pl-t szintén fixalé oldatba
pipettaztunk a hattérzaj meghatarozéasa céljabol. Ennek kapuzott értékét minden mérési
eredményiinkbdl ki kell vonnunk, hogy megkaphassuk a baktériumok valodi szamat.
Kovetkez6 fontos paraméter a torzsoldat kiinduldsi baktériumszama. Ennek
meghatdrozasahoz 3 lyukat az inkubalasi periddus végeztével fertdztiink be a mindeddig

az osztodast megakadalyozandd 0,9%-os NaCl oldatban, 4 °C-on tartott torzsoldat
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felhasznalasaval. A tovabbiakban az osztodas megindulasat a révid idon beliil alkalmazott
fixalasi és jelolési eljarasunk akadalyozta meg.

A maximalis felndvekedés vizsgalatara szintén harom lyuk szolgalt, melyek antibiotikum
mentes tapoldatat a térzsoldat 10 pl-ével fertoztiink be inkubalas eldtt.

Az univerzalis, minden vizsgalt kdrokoz6 esetén alkalmazott antibiotikum kiosztasunkat

a 14. dbra mutatja be.

1. oszl. 2. oszl. 3. oszl. 4. oszl. 5. oszl. 6. oszl. 7. oszl. 8.0szl. | 9.o0szl. | 10.0szl. | 11. oszl. | 12. oszl.

van cip Ivx cor fep amc tzp sxt cfz cst ipm gen
1. sor 8 8 8 8 8 32 32 8 8 8 16 8
2.sor 4 4 4 4 4 16 16 4 4 4 8 4
3. sor 2 2 2 2 2 8 8 2 2 2 4 2
4. sor 1 1 1 1 1 4 4 1 1 1 2 1
5. sor 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 2 2 0,5 0,5 0,5 1 05
6. sor 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 1 1 0,25 0,25 0,25 0,5 0,25
7. sor 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,5 0,5 0,125 0,125 0,125 0,25 0,125
8. sor :::: r::(: Lnal-lit MH MH MH lres dres ares

14. abra Az antibiotikum kiosztas sematikus abrazolasa

ki, a jelzett koncentraciok mértékegysége pg/ml. Az utolso sorba az aramlasi citométeres technikank kdvetelte kontrol
oldatok keriiltek.

Jelmagyarazat:

Antibiotikumok: van: vancomycin, cip: ciprofloxacin, lvx: levofloxacin, cro: ceftriaxon, fep: cefepim, amc: amoxicillin-
klavulansav, tzp: piperacillin-tazobactam, stx: trimethoprim-sulfamethoxazole, cfz: cefazolin, cst: colistin, imp:
imipenem, gen: gentamicin.

Also sor:

MH: Mueller-Hinton tapoldat és a fixalo oldat elegye, a hattérzaj meghatarozashoz

MH+bakt: MH oldatban 4 orat keresztiil inkubalt, antibiotikum mentes baktérium a maximalis felnévekedés
meghatarozasahoz,

MH-+bakt 0’: inkubacidt kovetden, addig hiitében tartott térzsoldattal befert6zott tapoldat, melyet azonnal fixaltunk a

kezdeti baktériumszam meghatarozasa érdekében.
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3.4. MIC meghatirozashoz a baktérium populicioé szamszeriisitése aramlasi
citométer segitségével
A MIC értékek Osszehasonlitdsara parhuzamosan inditottunk kettd, azonos moddon
készitett, tapoldatot és az el6z6 fejezetben leirtak szerinti antibiotikum koncentracidkat
tartalmazd, 96-lyuku lemezt.
Az egyiket, a mikrodilicios lemezt 24 6ras inkubécié utdn mikrobioldgus vizuélisan
értékelte. Az EUCAST eljarasrend minimum 16-20 o6ras inkubaciot ir eld, melytdl a
mikrobiologiai labor miikédési rendje miatt tértiink el: annak érdekében, hogy a
munkaidében inditott inkubaci6 utan a lemez leolvasasa mindig azonos idé utan
torténhessen. Az értékelés az EUCAST eljarasrendje szerint akkor tehetd meg, ha kell6
novekedés (zavarosodas) észlelheté a pozitiv kontroll (beoltott, antibiotikummentes
tapoldat) helyen és nem észlelhetd ndvekedés a negativ kontroll (be nem oltott tapoldat)
helyen. !
A masik lemezt MICy modszerrel értékeltiik. Mérési dsszeallitdsunk folyamatabrajat a

15. abra tartalmazza.

Baktériumok beoltasa 96-lyukq, felezd higitasban antibiotikumokat tartalmazo lemezre

Mikrodilucio MiICy
Inkubacié (24 éra, 37°C) Inkubacid (4 éra, 37°C)

|

Fixalas és fluoreszcens jelolés
pH=3 AO 2 pg/ml 5 perc

|

Mérés aramlasi citométerrel

|

Felnovekedés vizualis értékelése Felnovekedés szamszerdsitett
értékelése

MIC és érzékenységi profil meghatarozas

15. abra MIC és érzékenységi profil meghatiarozas folyamatabraja
A gold standard mikrodilucié és az ujonnan fejlesztett MICy modszer 6sszehasonlitd folyamatabraja. Mikrodilticid
esetén 24 ora elteltével mikrobiologus szemmel értékeli az lemezt, ezzel szemben a MICy moédszer soran négy ora
inkubaciot kovetden, fixalas és fluoreszcens jeldlés utan megtdrténik a baktériumok szdmszerisitése.

AO: acridine orange (sajat abra)
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Az dramlési citométerrel valé méréseinket mindig a legalacsonyabb aramlasi sebesség
mellett végeztiik, elkeriilendd a tomegdetektalas jelenségét, vagyis azt, amikor a
1ézerfényen egy adott pillanatban egynél tobb részecske vagy sejt halad at, ami azonban
a detektorok szdmara egy eseményként jelenik meg.

A méréseket mintanként 20 masodpercig végeztiik, alacsony dramlasi sebesség mellett az
aramlasi citométert gyartd cég adatai alapjan ez koriilbeliil 5,3 ul mintat jelent.

Meérési eljarasunk els6 1épéseinek eredményét a 16. dbra mutatja be. Az aramlasi
citométerrel torténd mérés soran elséként ellendriztiik és sziikség szerint adjusztaltuk a
maximalis felnovekedést mutatd, antibiotikum mentes oldat vizsgélatival az eldre
beallitott detektaldsi kaput. Ezt kdvetéen meghataroztuk azonos kapuban a baktérium
mentes oldat segitségével a hattérzaj értékét és az inkubdldst kovetden befertdzott
lyukakbdl a kiindulasi baktériumszamot. A nyers adatok segitségével ellendriztiik, hogy
az elvart, legalabb két osztddas, vagyis négyszeres sejtszam valtozas megtortént-e. Ha

igen, akkor mértiik le a mintankat.

=)

10*

107

FLI-H
FL1-H

ssn
16. dbra A kiindulasi baktériumszam és a maximalis feln6vekedés meghatarozasa a detektalasi kapuban
A bal oldali abran lathato kiindulasi baktériumszamot az inkubalds végén, addig tdpanyagmentes oldatban, 4
°C-on tartott torzsoldattal befert6zott, majd azonnal fixalt oldatbdl hataroztuk meg. A jobb oldali abran lathato
maximalis felndvekedést a lemez készitésekor befert6zott, majd 4 oOran Keresztiil antibiotikummentes

tapoldatban inkubalt mintak segitségével hataroztuk meg. (sajat abra)
Miutan a kilonb6z6 antibiotikum koncentraciok melletti baktérium szamokat

meghatdroztuk, ezen adatokbol MIC értéket allapitottunk meg. Ennek megvalositasi

modjat a kovetkezo fejezetben targyalom.
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3.5. Az aramlasi citométerrel torténé MIC meghatarozas empirikus megkozelitése
A MICy mérés soran minden baktérium esetén a 12-féle, 6sszesen 84 lyuk felezOhigitasu
antibiotikum koncentracio melletti adat all rendelkezésre. Ezenfeliil ismerjiik a kiindulasi
baktériumszamot €s a maximalis felndvekedés szamértékeit. Ezen utobbi kettd aranyarol
tudjuk, hogy négy felett kell lennie ahhoz, hogy kelléen diszkriminativ legyen a mérésiink.
A kérdés az, hogy mely szdmérték mellett mondhatjuk azt, hogy az adott antibiotikum
koncentracio gatolta a ndvekedést.

Erre a kérdésre valaszul a kdvetkez6 empirikus szabalyt talaltuk:

Ad 1. Kiiszobérték a kiindulasi baktériumszam abban az esetben, ha
Ad 2. a kovetkezd felez6higitasban a baktériumszam meghaladja a kiindulési

baktériumszam kétszeresét.

A MIC érték a mikrodilucid esetén a lemezrdl keriilt leolvasasra mikrobiologus altal. Ha
egy adott antibiotikum koncentracid6 mellett a minta zavarossa valt, akkor ott volt
baktérium osztddas. A legkisebb koncentracid, mely mellett az adott antibiotikum gatolta
baktérium osztodasat, definicié szerint megadja a MIC értékét.

A 17. dbra bemutatja a MIC meghatarozas lépéseit.

A
van cip Ivx cro fep amc tzp sxt cfz cst imp gen
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 o] 1 1 0
1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1
1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1
1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1
1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1
B
van cip Ivx cro fep amc tzp sxt cfz cst imp gen
17206 456 281 266 714 247 449 887 459 639 416 661
22650 435 190 291 548 302 280 1074 399 881 5202 565
24045 318 236 311 352 385 326 785 462 1929 13532 794
24303 622 409 334 285 867 376 987 7433 9158 18121 2191
26283 610 443 310 337 9336 462 1169 22046 11402 18641 4841
22406 694 628 209 339 12965 5416 1071 18031 14652 22079 11752
21598 562 644 327 452 17061 11675 1081 16973 11898 22916 20265
21869 18015 20263 19551 1170 1094 916 1189
Maximalis novekedés atlaga: 19924,5 A kezdeti baktérium szém atlaga: 1092,25
Viéltozas mértéke 18,24 2x kezdeti baktériumszam: 2184,5

17. abra MIC meghatarozas E. coli esetén MH taptalajon

Az abra ,,A” része mutatja a mikrodilucié eredményét. ,,0” jeloli azokat a cellakat, ahol a mikrobiologus nem észlelt
novekedést, ,,1” pedig a zavarosodas, osztodas jelzdje.

Az abra ,,B” részén lathatoak a parhuzamosan inditott, 4 6ran at inkubalt MICy mérés eredményei. A valtozas mértéke
a maximalis névekedés és a kezdeti baktérium szam atlagainak aranyat jelenti, mely példankban 18,24, igy jelentésen
meghaladja a diszkriminacidhoz sziikséges négyszeres valtozast.

Példaként nézve a gentamicin oszlopat, azt lathatjuk, hogy a 4 felez6 higitasnal haladja meg a baktérium szama a
kiindulasi értéket és a kovetkezé felez6 higitasnal mért baktériumszam is jocskan meghaladja a kiindulasi
baktériumszam kétszeresét. Az antibiotikum kiosztast a 12. abran ellenérizve megallapithatd, hogy gentamicin esetén
mindkét modszerrel 1 pg/ml a MIC érték. Az abrardl leolvashatd az is, hogy imipenem ¢és amoxicillin-klavulansav
esetén észlelhetd a két modszer kozott egy felezOhigitasnyi eltérés.
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3.6. A médszer médositasa és pontositasa Staphylococcus aureus esetén

Az aramlési citométer mérési elve, miszerint a sejtek a hidrodinamikai fokuszalas
eredményeként egyesével haladnak at az &ramlési cellan és a rendszer fénynyalabjan, nem
minden esetben valdosul meg. Nagyon sejtgazdag szuszpenzid, tul gyors aramlas vagy
egymasba kapaszkodo sejtek esetén eléfordulhat, hogy az egyszerre athalado tobb sejtet
a rendszer egyszeri eseményként regisztralja az FSC csatornan. Ez a tomegdetektalas
jelensége.

Ez jelentés probléma a baktérium szamon alapuldo MIC meghatarozéd eljarasunk
tekintetében. Kiilondsen, ha figyelembe vessziik, hogy a Staphylococcus aureus ismert
modon kifejezetten hajlamos ,,sz6l6fiirtszeri” alakot felvenni.

Az aramlasi citométer szerencsére erre a helyzetre is kindl megoldast. Bar az FSC
csatorna az egymashoz tapad6 baktériumokat egyszeri eseményként regisztralhatja, az
SSC csatornan, mely a komplexitasra, granulaciora kifejezetten érzékeny, magasabb
értéket regisztralunk. A detektalasi kapuba es0 események, adott esetben
Osszekapaszkodd Staphylococcusok SSC csatornan felvett hisztogramja ennek
megfeleléen magasabb értékek felé tolodik el, melyet jol jelez a hisztogram geometrikus
atlag értéke (képletesen ez a Gauss eloszlast mutatd események medidn értékének
feleltethetd meg).

A probléma megoldasara éppen ezért minden mérési pontra egy képletes szamot
képeztiink az események szdma és az adott mérés SSC-n rogzitett geometrikus atlaganak
szorzataként. Minél tobb esemény minél Osszetettebb format (magasabb geometrikus
atlagot) mutatva regisztralhatd, annal tobb Staphylococcus haladt at az dramlési cellan.
Az igy képzett szdmokra alkalmaztuk aztan a 3.5. fejezetben ismertetett szabaly

modositott formajat:

Ad 1. Kiiszobérték a kiinduldsi kombinalt paraméter
(eseményszam x geometrikus atlag) abban az esetben, ha
Ad 2. a kovetkezo felezOhigitasban mért kombinalt paraméter értéke meghaladja a

kiinduldsi kombinalt paraméter kétszeresét.

A mérési eredmény reprezentativ mintajat a 18. abran mutatom be.
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Staphylococcus aureus MH tdptalajon

© van cip Ivx cro fep ame tzp sxt cfz st imp gen
= 0 [ 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
3 0 0 Q 0 0 ] 0 ] 0 1 Q 0
= 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
<} 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
i 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0
‘i 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0
1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1

Események szdma

van cip Ivx cro fep amc tzp sxt cfz est imp gen
450 150 465 433 722 422 419 417 343 227 298 320
362 163 218 390 381 395 516 161 356 285 294 375
504 120 89 278 290 363 387 141 346 207 106 309
400 205 49 82 152 246 355 66 346 197 28 322
480 283 50 46 178 346 418 50 164 217 42 268
483 313 51 137 153 411 286 95 3 251 64 260
482 312 299 145 127 132 249 64 61 381 154 405
586 728 565 649 261 254 227 267

SSC Geometrikus atlag

van cip Ivx cro fep amc tzp sxt cfz st imp gen
176 500 451 265 206 225 229 383 226 877 333 225
175 568 517 219 202 214 209 315 220 840 413 216
- 182 1441 441 250 314 206 220 373 235 881 785 237
g 130 1477 437 860 748 204 195 292 261 728 231 219
E 335 1039 286 1963 1400 228 223 352 353 672 1351 297
718 777 688 1435 874 278 248 664 1761 830 1590 497
695 926 926 1148 672 565 403 744 2508 765 1780 798
604 740 625 652 140 145 137 149

Események szama x SSC Geometrikus atlaggal

van cip (%% cro fep amc tzp sxt cfz cst imp gen

79200 75000 209715 114745 148732 94950 95951 159711 77518 199079 101022 72000

63350 92584 112706 85410 76962 84530 107844 50715 78320 239400 121422 81000

91728 172920 39249 69500 91060 74778 85140 52593 81310 182367 83210 73233

76000 302785 21413 70520 113696 50184 69225 19272 90306 143416 6468 70518
160800 294037 14300 90298 249200 78888 93214 17600 57892 145824 56742 79596
346794 243201 35088 196595 133722 114258 70928 63080 128553 208330 101760 129220
334990 288912 276874 166460 105647 74580 100347 47616 152988 291465 274120 323190
353944 538720 353125 423148 104139 101346 90573 106533
Komb. paraméter maximalis felnvekedésre: 417234,25 Komb. paraméter kezdeti baktériumra 100647,75
Valtozads mértéke 4,145490088 2x a kezdeti kombindlt paraméternek 201295,5

18. dabra Staphylococcus aureus esetén modositott szabaly szerinti MIC meghatarozas MICy-vel

A mérést kovetéen a kiértékeléskor nem csak az események szamat vessziik alapul, mert az a szOlofiirtszert
megjelenésre hajlamos Staphylococcus esetén nem diszkriminativ, hanem a SSC csatornan az athalado sejtek
komplexitasat alapul véve, geometrikus atlagot képziink az adott populédciora és ennek eseményszammal torténd

szorzata alapjan hatarozzuk meg a MIC értékét. A cellakat kitdltd szinek jeldlik a szabalynak megfeleld mérési pontokat.

43



3.7. Statisztikai médszerek

A vizsgalatunk soran a statisztikai analizist a GraphPad Prism (GraphPad Software LLC,
Boston, USA, (dba Dotmatics)) online verziojaval végeztiik 2020. januar 7-ei eléréssel
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/), illetve a késObbiekben a GraphPad Prism
10.1.1. asztali verzidjaval (GraphPad Software LLC, Boston, USA, (dba Dotmatics)).
Egyutas, ismételt méréses varianciaanalizissel (one way, repeated measures ANOVA)
vizsgaltuk az AO-val jelolt, fixalt mintdkban a baktériumok szadménak valtozasat a
varakozasi 1d6 fiiggvényében. A MICy ¢és a mikrodilacid kozotti egyezés vizsgalatara
Fleiss’ kappa modszert alkalmaztunk az adatokat a ,,Clinical laboratory testing and in
vitro diagnostic test systems — Susceptibility testing of infectious agents and evaluation
of performance of antimicrobial susceptibility test — Part 2: Evaluation of performance of

antimicrobial susceptibility test devices against reference broth micro-dilution” cimii

ISO/DIS 20776-2 (2007) standardnek megfeleléen elemezve.
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4. Eredmények

4.1. A fixalas és fluoreszcens jelolés hatasa a baktériumok osztédasi képességére

A pH 3-ra titralt fixal6 oldat a DNS-hez és RNS-hez kot6do fluoreszeens festék hatasat
antibiotikum mentes tapoldatra oltott baktériumok haromszor ismételt mérésével
vizsgaltuk. A klinikailag relevans MH tapoldaton meghatarozott eredményeinket a 19.

abran mutatom be.
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Ecoli | K. pneumonice| P.aeruginosa | E.foecalis | S pyogenes | S aureus

19. abra A fixalas és fluoreszcens jelolés hatasa a baktériumok osztodasi képességére MH taptalajon

Az abra ,,A” részén az egyes baktériumokat tartalmazo tapoldat fixalasat és jelolését kovetéen azonnal elvégzett, majd
2 és 4 6ra utan megismételt mérési eredményeket lathatjuk. Minden baktériumot haromszor mértiink meg, az egyes
mérések eredményeit az abran a romai szamok jelolik. A baktériumok szamat logaritmikus skalan jelenitettem meg.

Az 4bra ,,B” részén a harom mérés atlagértékei valtozasanak mértékét jelenitettem meg.

A fixalas utan 2 és 4 o6raval érdemi valtozast a baktériumok szamaban nem latunk, egyediil
az E. coli tekintetében lathato csekély mértékii osztodasnak megfeleltethetd szamvaltozas.
Az adatokat egyutas, ismételt méréses varianciaanalizissel vizsgalva a valtozasok nem

szignifikans mértékiek.
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4.2. A baktériumok szimanak novekedése az inkubaciés idé fiiggvényében
Az antibiotikum mentes taptalajokon végzett 6rankénti méréssel, mind MH, mind LB
taptalajon hat 6ran keresztiil vizsgaltuk a baktériumok szdmanak valtozasat. A 20. dbran

jelenitettiik meg az 6rankénti mérések eredményét.

MH tapoldat LB tapoldat
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20. abra A baktériumok szamanak valtozasa Kkiilonbo6zo6 taptalajokon az idé fiiggvényében, éranként aramlasi
citométerrel meghatarozva

Az ébra bal oldalan MH tapoldatban, a jobb oldalan LB tapoldatban abrazoltuk a baktériumok szdmanak valtozasat
oranként mérve, harom mérés atlagabol és a hibat is jelolve. A baktériumok szamat logaritmikus skalan abrazoltuk.
Feltiing, hogy a Staphylocuccus aureus szamanak valtozasa eltér a tobbi baktériumétol

A pilot méréseink alapjan megéllapitottuk, hogy a modszeriink kelléen diszkriminativ
voltahoz legaldbb két osztodasi ciklusra sziikség van, vagyis a baktériumok szdmanak
négyszeres valtozasa esetén varhatd, hogy a mérésiinket megfeleléen tudjuk majd

értékelni. Az 21. dbran jelenitettiik meg a kiindulasi baktériumszadm ardnyaban a valtozast.

MH oldat LB oldat

10000 )
E. coli
K. pneumoniae K. pneumoniae
P. aeruginosa P. aeruginosa
E. faecalis E. faecalis
S.
S. pyogenes pyocgenes
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EEREE
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Baktériumszam atlaganak valtozasa a
kiindulasi baktériumszam fliggvényében

Baktériumszam atlaganak valtozasa a
kiindulasi baktériumszam fliggvényében

idd (h)
idé (h)

21. dbra A baktériumok szamanak valtozasa kiilonbozo taptalajokon az id6 fiiggvényében a kiindulasi
baktériumszam aranyaban

A kiindulasi baktériumszam aranyaban abrazolva azt lathatjuk, hogy a pilot méréseink soran megallapitott kiindulasi
baktérium szam négyszeresét (az abrakon szaggatott vonallal jeldlve) minden baktériumot figyelembe véve, 4 Oras
inkubacio utan érik el a baktériumok. Ez alol csak LB oldatban a Pseudomonas aeruginosa a kivétel, itt viszont az
atlagérték mellett az Osszes mérésiinket tekintve a legnagyobb szoras lathatd az el6z6 abran. Felting, hogy a
Staphylocuccus aureus szamanak valtozasa eltér a tobbi baktériumétol
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A 21. abran feltiind, hogy a Staphylococcus aureus esetén a mért események szama alig
valtozik, alig nd. Ennek kapcsan megvizsgaltuk, hogy a baktériumok szaméanak mérsékelt
novekedése mellett az oldaliranyu fényszoras, vagyis az SSC csatornan miként valtozik
a mérhetd paraméter, mely a mért események Osszetettségére, granuladltsagara utal. A
kiindulasi és a 4 o6ra inkubacid utdn kapott baktérium populdcidkat jellemzd

eredményeket a 22. abra mutatja be.

£ B

0. 6ra 4. 6ra

10
10

Események: 594 Események: 1210

107
107

FLI-H
10?

FL1-H
102
16

10
10"

Events

16

Geometrikus atlag: ] Geometrikus atlag:
25,99 62,48

10° 10*

Events
a1
=)
=)

Events

22. abra Staphylococcus aureus esetén az eseményszam és az SSC csatornan mért geometrikus atlag kiindulaskor
és 4 ora inkubaciét kdvetoen
Az é4bra ,,A” részén a kiindulaskor detektalt eseményszam lathaté az SSC-FL1 dot ploton, illetve alatta az SSC

csatornan a detektalt eseményekhez tartozo hisztogram, annak geometrikus atlagaval.

Az ébra ,,B” részén a 4 ora inkubaciot kovetden detektalt eseményszam lathaté az SSC-FL1 dot ploton, illetve alatta az
SSC csatornan a detektalt eseményekhez tartozé hisztogram, annak geometrikus atlagaval.

Az abra ,,C” részén a kiindulasi és 4 6ra inkubalas utani hisztogramok atfed6 abraja 1athatd, mely alapjan a hisztogram
a nagyobb értékek, azaz magasabb Osszetettség, granulaltsag iranyaban mozdul el. Ennek hatterében vélhetéleg az
Osszetapado, osszekapaszkodo Staphylococcus aureus baktériumok altal magasabb aranyban oldalra szort fény allhat.
Bar a kiindulasi eseményszam alig dupldjara valtozott 4 6ra inkubacio utan (1210/594=2,03), miutan a geometrikus
atlag valtozasa szintén meghaladja a kétszeres értéket (62,48/25,99=2,40), igy az ezek Osszeszorzasaval a 3.6.
fejezetben leirtaknak megfeleléen nyert kombinalt paraméter aranyaban mar tobb mint négyszeresére valtozik

(2,03*%2,40=4,88).
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4.3. A mikrodiluciéval és a MICy-vel meghatarozott MIC értékek dsszehasonlitasa
Az aramlasi citométerrel mért adatokat a 3.5. ¢és 3.6. fejezetben leirt szabalynak
megfelelden binaris adattd alakitottuk, hogy megallapitsuk, hogy az adott ponton
felnovekedés vagy gatlas tortént.

A hat vizsgalt baktérium kapcsan tizenkét antibiotikum esetén hataroztunk meg hét felezd
higitdsos mérési ponton, hogy tortént-e felndvekedés, minden mérést haromszor
ismételve, két kiillonbozo taptalajon, két kiilonb6zo modszerrel. Ennek eredményeként
Osszesen 3024, 6sszehasonlitasra alkalmas adatpart kaptunk. Az adatparok pontrél pontra
torténd egyezésének mértékét Fleiss’ kappa analizissel vizsgaltuk. Az analizis eredményét

a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A mikrodilucioval és a MICy-vel kapott eredmények dsszehasonlitasa pontroél pontra
Az Osszehasonlitas elsé tagja (a ,,/” jel eldtt) a mikrodilucioval kapott eredmény, a masodik tag MICy-vel kapott

eredmény. ,,+” jel esetén felndvekedést tapasztaltuk az adott ponton, ,,-” jel esetén gatlast.

Téptalaj scz}éiﬂllt N:z;:zk w4+ | - | Beyezts% | -+ +- | Eltérés % Fleif/s_' g%ppa
o Gamporitiy | 756 | 234 | 413 | 8560% | ;,0630 " (o,g% )| 1440% | 0700+ 0,026
Gramnegarty | 756 | 304 | 277 | 8880% | 4?86(, o | 65‘590 o | 1120% | 0.770+- 0,024
LBossz| Mind 1512 | 628 | 690 | 87,20% (9153/0 ) (3;5650 o | 1280% | 074440017
. Gampotiy | 756 | 249 | 397 | 8540% | 29;% s 71620 ) | 1460% | 0701 +-0,026
Gamnegativ | 756 | 394 | 284 | 89.70% | 6?‘590 ” (3?89% 1030% | 0,789 +/- 0,023
M Mind 1512 | 643 | 681 | 87,60% (91,‘7‘3/0 ) (25‘71% )| 1240% | 075240017
Osszes | Mind 3024 | 1271 | 1371 | 87,40% (92,2?/0 ) (3,9260 o | 1260% | 0748 4-0.012

A tablazatbol kiolvashatd, hogy méréseink soran 85% feletti egyezést talaltunk a
mikrodiluci6 és a MICy moddszer kozott abban a kérdésben, hogy az adott antibiotikum
koncentracid6 mellett felndvekedés vagy gatlas tortént-e. A Fleiss’ kappa analizis
eredményét Landis és Koch szerint értékelve, minden, altalunk felallitott kategoridban
erOs O0sszefiiggés (kappa érteke: 0,6-0,8 kozotti) mutathatd ki a két modszer eredménye
kozott, 7Y

Ezt kovetéen a MIC meghatarozds a definicigjanak megfeleléen tortént: az a

legalacsonyabb antibiotikum koncentracio, mely géatolja a baktérium felndvekedését.
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A hat vizsgalt baktérium kapcséan tizenkét antibiotikum esetén hatdroztunk meg MIC
értéket, minden mérést haromszor ismételve, két kiilonbozd taptalajon, két kiilonb6zo
modszerrel. Ennek eredményeként Osszesen taptalajonként 216, Osszehasonlitdsra
alkalmas MIC adatpart kaptunk. Ezeket az adatparokat aszerint elemeztiik, hogy hany
felezo higitasnyi eltérét mutatnak. Az eredmények 0sszefoglald értékelését az 4. tablazat

tartalmazza.

4. tablazat A két modszerrel megallapitott MIC értékek felezo higitas szerint vizsgalt eltérésének osszefoglalé

tablazata tapoldatonként

LB
A MIC érték a mikrodiliicié esetén magasabb [Egyezés A MIC érték a MICy esetén magasabb
Eltérés mértéke
(felez6higitis) 7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6
Eltérés dsszesen
. 0 0 0 1 6 5 23 110 34 20 7 8 1 1
(darabszam)
Eltérés dsszesen| | o | o | o5 | 28 | 2,3 | 10,6 |50.90%| 157 | 93 | 32 | 3,7 | 05 | 05
(szazalék)
77,20%
MH
A MIC érték a mikrodiliicié esetén magasabb [Egyezés A MIC érték a MICy esetén magasabb
Eltérés mértéke
(felez6higitis) 7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6
Eltérés dsszesen
. 0 0 1 1 4 9 19 118 36 15 3 5 1 2
(darabszam)
Eltérés dsszesen| | o | g5 | 05 | 1,8 | 4,2 | 88 |54,60%| 166 | 69 | 1.4 | 23 | 05 | 1
(szazalék)
80,10%

LB tapoldatban az esetek 50,9%-aban teljes egyezést talaltunk és 77,2%-aban maximum
egy felezohigitasnyi eltérést. MH tdpoldatban teljes egyezést 54,6%-ban talaltunk,
maximum egy felezéhigitasnyi eltérést pedig az esetek 80,1%-aban.

Adatainkat a ISO/DIS 20776-2 (2007) standardnek megfelelden is elemeztiik.’ Az
alapvetd egyezés (essential agreement - EA) (MIC adatpar +/- 1 felezOhigitasnyi eltérést
mutat) MH esetén 80,1%-nak adddott és a sulyozott kappa érték is erds Osszefliggést
mutatott. Elvégeztiik a standard szerinti eltérés felolddsara szolgald (discrepancy
resolution) tesztet is az EA valddi értékének megallapitas céljabol. Ez alapjan MH

taptalajon Gram negativ baktériumok esetén az EA 94%, Gram pozitiv baktériumok
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esetén 83%, mig az Osszesitett érték kozel 89%-nak adddott. Az adatok elemzését az 5.

tablazat tartalmazza.

5. tablazat A két modszer altal meghatarozott MIC értékek dsszehasonlitasa az ISO/DIS 20776-2:2007 szerint

. Eltérés feloldasa
. ol (Discrepancy Sulyozott Fleiss'
Taptalaj | Gram szerint | Mérések szama | agreement - EA uti ; K
%) resolution testing) appa
- EA (%)

g LGram poritiv 108 88 (81,5%) 69,40% 0,66
Gram negativ 108 79 (73,1%) 86,10% 0,731

LB bssz Mind 216 167 (77,3%) 77,80% 0,706
MH Gram pozitiv 108 83 (76,9%) 83,30% 0,662
Gram negativ 108 90 (83,3%) 94,40% 0,76

M Mind 216 173 (80,1%) 88,90% 0,72
Osszes Mind 432 340 (78,7%) 83,30% 0,714

A standard szerint elemeztiik a bias értékét is: a MICY 39,9%-ban mért magasabb MIC
értéket és 22,7%-ban alacsonyabbat, a kettd kiilonbségeként a bias 17,2%-nak adédott.
Megvizsgaltuk a MICy reprodukalhatdsagat is 6sszehasonlitva a mikrodiluciéval. Ennek
vizsgalatara minden antibiotikum tekintetében a haromszor ismételt mérés relativ MIC
értékének standard deviaciojat képezve, annak eloszlasat vettiik alapul. Relativ MIC érték
alatt az antibiotikum kiosztas tablazat soranak szamat értjiik, ahol MIC értéket talaltuk. A

standard deviaciok eloszlasa a 23. abran lathato.
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23. dbra Reprodukalhatésag osszehasonlitasa a két modszer kozott két kiilonb6zo taptalajon
Az éabra y tengelyén 1évo relativ értékek az adott modszerrel végzett, ismételt mérések kozott fellépod
standard deviacié mértékét mutatja, ahol a ,,1” érték egy felezGhigitasnyi eltérésnek felel meg. A két

modszer k6zott nincs reprodukalhatdsag tekintetében érdemi eltérés.
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24. abran a moddszerek természetes szorasat mutatjuk be MH taptalajon haromszor

ismételt E. coli mérések segitségével, ismét csak relativ MIC értékeket abrazolva.
—-o— Microdilution -+ MICy

g / /

6+ 8=

5 Y

4

Antibiotikum koncentracio
(relativ egység)

24. dbra Az ismételt mérések soran nyert MIC értékek dsszehasonlitisa MH taptalajon E. coli esetén

A vords haromszogek jelolik a MICy-vel, kék pontok pedig a mikrodilicidval meghatarozott MIC értékeket. Az azonos
mérésbdl szarmazo dsszetartozo értékeket fekete vonal koti 0ssze. Az y tengelyen az antibiotikumok felez6 higitasanak
relativ értékei vannak: az ,,1” érték felel meg annak, ha az adott antibiotikum legalacsonyabb értéke is gatlast mutatott,
a,,87¢rték pedig annak, ha a legmagasabb antibiotikum koncentracié mellett is novekedést tapasztaltunk. Lathatd, hogy
az azonos baktériummal végzett kisérletek ellenére mindkét modszer mutat szorast, akar tobb felezOhigitasnyi eltéréssel,
mint példaul a mikrodiliicié gentamicin esetén.

Antibiotikumok: van: vancomycin, cip: ciprofloxacin, lvx: levofloxacin, cro: ceftriaxon, fep: cefepim, amc: amoxicillin-
klavulansav, tzp: piperacillin-tazobactam, stx: trimethoprim-sulfamethoxazole, cfz: cefazolin, cst: colistin, imp:

imipenem, gen: gentamicin
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4.4. A két modszerrel kapott érzékenységi profilok osszevetése

A modszerek Osszehasonlitdsa céljabol a meghatdrozott MIC értékek alapjan kapott
érzékenységi profilokat is dsszehasonlitottuk. Az érzékenységi profil megallapitdsahoz
az EUCAST adatbazisban szerepld, méréseink soran érvényes, 2019-es Breakpoint tables
for interpretation of MICs and zone diameters 9.0 verzidjdnak MIC referencia
hatarértékeit vettiik alapul. 7 Ha a mért MIC érték a szenzitivitas toréspont értékkel
egyenld vagy annal alacsonyabb, akkor érzékenynek, ha pedig a rezisztencia
hatarértéknél magasabb, rezisztensnek tekintjiilk a baktériumot. Némely antibiotikum-
mikréba viszonylatban eléfordul, hogy a szenzitivitds és rezisztencia hatarérték nem
azonos. Ebben az esetben a koztes intervallumba es6 MIC érték esetén ,,fokozott
expozicid mellett érzékeny” kategoria allapitando meg.

Az EUCAST ajanlas MIC meghatarozasra MH taptalaj alkalmazasat javasolja, igy az
érzékenységi profil 6sszehasonlitasokat csak MH taptalajon nyert adatokkal végeztiik el.
Az eredményeket Osszefoglaloan a 25. abra tartalmazza. Nem interpretalhato
antibiotikum-mikréba kombinacid (Enterococcus faecalis és gentamicin) esetén nem
végeztiik el az sszevetést.

A két modszerrel meghatarozott rezisztencia profilok Osszevetése soran 92,5%-ban
egyezest talaltunk. Két AST Osszevetésekor harom féle hibat tapasztalhatunk. Minor
hibanak nevezziik, ha a referencia modszerrel mérsékelt érzékenységet, a vizsgalt
modszerrel pedig érzékenységet taldlunk. Sulyos hiba, ha az (j mddszer rezisztenciat
allapit meg, mig a referencia modszer érzékenységet. Nagyon sulyos hiba, ha a vizsgélati
modszer érzékenynek taldlja a baktériumot egy adott antibiotikumra, mig a referencia
modszer rezisztensnek. Ebben az utdbbi esetben egy fals antibiotikum valasztas akar
veszélyes is lehet egy sulyos allapotu, intenziven kezelt beteg szamara.

A minor, silyos és nagyon sulyos eltérések gyakorisdganak elemzésére ismét az ISO/DIS

20776-2 (2007) standardet vettiik alapul. Az elemzés eredményét a 6. tablazat tartalmazza.
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A E. faecalis S. pyogenes S. aureus
D1 m1 D2 M2 D3 M3 D1 w1 D2 M2 D3 M3 D1 w1 D2 M2 D3 M3
van
cip
N Chn e
cro
fep
amc
tzp
| Hq Hd BN
cfz
cst
imp
gen
B E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa
D1 w1 D2 M2 D3 M3 D1 M1 D2 M2 D3 \ M3 D1 M1 D2 M2 D3 M3
van - I
cip |
Ivx
cro
fep
amc
|

- Fokozott expozicio % 3 2 2 . ,
- Rezisztens mellett érzékeny Természetes rezisztencia - Nem interpretalhato

Erzékeny
25. dbra A mikrodilucioval és a MICy-vel meghatarozott érzékenységi profilok 6sszehasonlitasa

Nem interpretalhatd antibiotikum-mikroba kombinacid esetén nem végeztiik el az Osszevetést. Az ellipszisek a

diszkrepanciakat emelik ki. Narancssargaval jeloltiik a minor hibat (minor discrepancy, referencia modszer szerint

fokozott expozicid mellett érzékeny, vizsgalt modszer szerint érzékeny), kékkel a stlyos hibat (major discrepancy,

referencia modszer érzékenységet, a vizsgalt rezisztenciat hataroz meg) ¢s feketével a nagyon stlyos hibat (very major

discrepancy, a referencia modszer rezisztens, a vizsgalt modszer érzékenységet allapit meg).

Jelmagyarazat: D: Mikrodilucié M: MICy, az arab szamok az ismételt méréseket jelolik. A kitd1t6 szinek magyarazatat
lasd az abra alatt.

Antibiotikumok: van: vancomycin, cip: ciprofloxacin, lvx: levofloxacin, cro: ceftriaxon, fep: cefepim, amc: amoxicillin-
klavulansav, tzp: piperacillin-tazobactam, stx: trimethoprim-sulfamethoxazole, cfz: cefazolin, cst: colistin, imp:
imipenem, gen: gentamicin

Kallai és munkatarsai MICy: a Novel Flow Cytometric Method for Rapid Determination of Minimal Inhibitory
Concentration cimii cikke alapjan, az eredeti 4brat modositva (CC BY 4. DEED). 7

6. tabldzat A mikrodilticiéval és a MICy-vel meghatarozott érzékenységi profilok 6sszehasonlité elemzése
,»R” rezisztenciat, ,,S” érzékenységet jelent. A minor, stilyos és nagyon sulyos eltérések aranyat az ISO/DIS 20776-2
(2007) standard szerint kalkulaltuk.

Gram Meérések Egyezés Minor Sulyos szlgyon Fleiss' kappa +/-
f . R/R [ SIS s 2 salyos

szerint szama % eltérés eltérés z SE

eltérés

Gram 105 | 40|60 | 95200 | 0(0%) | 5(7,7%) | 0 (0%) 0,865 +/- 0,049

pozitiv

Gram 108 |52 | 45| 89,809% | 3(28%) | 5(10%) | 3(55%) | 0,795 +/-0,058

negativ

Mind 213 | 92 [105] 92,50% | 3 (1,4%) |10(8,7%) | 3(3,2%) | 0,849 +/- 0,036
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A Fleiss’kappa analizis 0,849 kappa értékét Landis és Koch szerint értékelve, ,,majdnem
tokéletes” egyezés (kappa érték: 0,8-1 kozott) van a két médszer dontéshozatala kozott. 7V
Megjegyzendd azonban, hogy a nemzetkodzi standard altal az G modszertdl elvart 3%
alatti stlyos és nagyon sulyos eltérési gyakorisdgot sulyos eltérések tekintetében

jelentésen (8,7%) és nagyon sulyos eltérések tekintetében enyhén (3,2%) meghaladtuk.
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5. Megbeszélés

Az értekezésben egy uj, MIC meghatarozason alapulo, aramlési citométer segitségével
végzett antibiotikum érzékenységi vizsgalatot ismertetek, mely biztatd eredményeket
mutat a hagyomanyos mikrodilicidos modszerrel meghatarozott rezisztencia profillal vald

egyezgs tekintetében, mikozben 1ényegesen gyorsabban ad eredményt.

5.1. Antibiotikum rezisztencia meghatarozas aramlasi citométerrel

Az dramlési citométer, mint nagy ateresztOképességii, igen pontos, sejt-szintli vizsgald
eljaras, az elmult évtizedekben szamos kutatési és klinikai teriileten, az élettan mellett az
immunologidban, hematologidban és az onkoldgiaban is széles korben alkalmazott
eszkozzé valt. Tobb alkalommal is felmertiilt alkalmazasa a mikrobioldgia teriiletén is,
elsdsorban a baktériumok antibiotikum érzékenységi profiljanak meghatarozasa kapcsan.
A fluoreszcens festékek és az antitest alapu vizsgalatok parhuzamos fejlodésével tobbféle
AST modszert leirtak mar, melyek jellemzden az antibiotikum kivaltotta karosodast,
¢letképességet vagy sejtpusztuldst vizsgaltdk. Ezek jellemzden a hagyomanyos
modszereknél 1ényegesen rovidebb idén beliil adtak kvalitativ eredményt.

Az 1.3.3. fejezetben bemutattam Nuding és Zabel 2013-ban megjelent publikacidja
nyoman aramlasi citométerrel végzett antibiotikum érzékenységi vizsgalatuk eredményét.
A tanulmany szerz6i kiilon kiemelik, hogy modszeriik nem tesz kiilonbséget a klasszikus
mikrodilucio 4ltal némely antibiotikum/baktérium viszonylatdban definidlt szenzitiv €s
intermedier érzékenység (2019 ota hasznalt nomenklatara szerint fokozott expozicio
mellett érzékeny) tekintetében. Felvetik, hogy tovabbi kutatdsok eredményeként esetleg
megfogalmazhat6 lesz, hogy mérsékelt érzékenységrdl beszEljlink, ha a baktériumok 10-
20%-a pusztul csak el magasabb antibiotikum koncentracio mellett is. Hasonldan
megfogalmazhatd azonban a kérdés, hogy ha a sejtek harmada, fele vagy haromnegyede
pusztul el egy adott antibiotikum koncentracido mellett, fluoreszcenciaval igazolhat6
modon, akkor vajon hova helyezziik a kiiszobértéket, ami felett mar antibiotikum okozta
gatlast feltételeziink? Erre a vizsgalat egyértelmd véalaszt nem ad. ©%

Mas vizsgalatok nem csak ¢életképességet hataroztak meg aramlési citométerrel, de sértilt
baktérium populaciot is azonositottak tobbféle fluoreszcens festék egyszerre torténd
alkalmazasaval. ¢

Ennek ellenére az dramlasi citométer nem tudott atiitd eredményt felmutatni és elterjedni
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a mikrobioldgiai diagnosztikaban.

Ennek szamos oka lehet, szakmai és gazdasagi egyarant. Egyrészt az élettan és
laboratoriumi medicina feldl indul6 Uy eljarasok, melyek a baktériumok ¢életképességét
vizsgaltdk, nem honosodtak meg a mikrobiologiaban. Mindazonaltal, amikor a klinikai
mikrobiologus MIC értéket hataroz meg egy mikrodilicids lemezt vizsgalva, akkor az
egyes lyukakban megjelend zavarosodas hatterében nem tudja, hogy a felndvekvd
baktérium populacié hany szazaléka ¢l még a vizsgalat pillanataban. Tovabba kérdésként
meril fel az is, hogy ha az antibiotikummal egyiitt inkubalt baktériumnal €letképességet
vizsgalunk aramlési citométerrel, hdny szdzalékos pusztulési aranynal mondhatjuk, hogy
a baktérium teljes populacidja érzékeny az adott szerre. Ha egy heterogén
baktériumpopulaciobdl indulunk ki, akkor adott esetben a kis szdzalékban jelen 1évd,
rezisztenciara hajlamot, képességet mutatd populécio szelekcidjdhoz idore van sziikség.
Lassabban érik el az érzékeny populacid pusztulasa mellett a tovabb ¢élo, osztodo
baktériumok a detektalasi hatart. Ez az elvi megfontolas figyelmeztet minket arra, hogy
sem a felndvekedésen alapuld modszerek, sem az életképességet vizsgaldo modszerek nem
rovidithetdek a végtelenségig, mert a hibas mérések aranya is ndvekedni fog, kiilondsen
klinikai mintak vizsgalata esetében. Masrészt gazdasagi megfontolasok is hatraltathattak
az aramlasi citométeren alapuldé moddszerek elterjedését. A kordbbi vizsgalatokban
¢letképesség, sejtpusztulas vizsgalatara alkalmazott fluoreszcens festékek ara jelenleg is
kifejezetten magas, kiilondsen, ha a modszer valamely specifikus antitesthez kotott
festéket igényel. A klinikai gyakorlatban olyan eljarasra van sziikség, amely megfizethetd,
racionalis koltségnovekedést jelent a hagyomanyos modszerekhez képest, mikdzben a
korai eredmény a beteg €s az 6t ellatd egészségligyi ellatérendszer szamara eldnyt jelent.
Gyorsabb mikrobioldgiai eredmények esetén statisztikailag ugyan nem szignifikansan, de
javulé mortalitast, szignifikdnsan rovidebb korhazi tartdozkodast és egyértelmil
koltségesokkenést igazolt Barenfanger, Drake és Kacich vizsgalata mar 1999-ben. 7%
Mindezen megfontoldsok mentén allitottuk Ossze 1, aramlasi citométerrel torténd
antibiotikum érzékenységi vizsgalatunk protokolljat. Egyrészt a célunk egy olyan,
fenotipusos vizsgdld eljards volt, melynek eredményeként MIC értéket tudunk
meghatarozni lényegesen gyorsabban, mint a hagyomanyos mikrobiologiai diagnosztika,

masrészt a koltségeket is igyekeztiink racionalis szinten tartani.
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5.2. Az aramlasi citométer detektalasi képességének maximalizalasa

Irodalmi adatok alapjan a konvencionalis d&ramlasi citométerekkel a 200 és 300 nm kozott
atmérdvel bird polisztirén gydngydk maér detektalhatdak.’® Mindemellett az aramlasi
citométer detektaldsi képessége nem pusztan a méretfiiggd, hanem a partikulumok
refraktiv indexe is befolyéasolja. Egy adott anyag refraktiv indexe definici6 szerint a 1ézer
fény haladasi sebességének aranya vakumban és az adott anyagban. Baktériumok esetén
a refraktiv indexiiket szamos koriilmény befolyasolja, tobbek kozott a kornyezetiik
tdpanyaggazdagsaga. Emellett a sejtek exponencidlis osztédas szakdban is mas
metabolikus staidiumban vannak, mely szintén befolyasolja a refraktiv indexiiket. '”)

A mindezekbdl adddd bizonytalansagi tényezdk kikiiszobolése céljabol dontdttiink
fluoreszcens festék alkalmazdsa mellett. Részben gazdasagi, részben szakmai
megfontolasbol esett valasztasunk az acridine orange festékre, mely nukleinsav
kotédésén keresztiil jeloli az é16 és a halott baktériumokat is."® Igy javithatja az aramlasi
citométer als6 detektalasi mérettartomanyaban a DNS tartalmt partikulumok, azaz a
baktériumok észlelését. Emellett az AO a tobbi, AST meghatarozashoz hasznalt
fluoreszcens festékhez képest kifejezetten olcsd, Osszehasonlitdsként a 7. tdblazatban
feltlintettlink reprezentativ adatokat a festékek arardl. Egy mérési pontra jut6 500 pl fixalod
oldat 1pug AO-t tartalmaz, igy a fluoreszcens festék hasznalata mérési pontonként, 2023.

decemberi arakon szamolva 0,0463 Ft koltségnovekedést jelent.

7. tablazat AST eljarasokban hasznalt fluoreszcens festékek aranak osszehasonlitasa

Az arak a www.sigmaaldrich.com honlaprol szarmazo6 adatok (2023.12.14.)

Fluoreszcens festék ar (HUF/ 1g)
Acridine orange 46.300
Propidium iodide 469.000
Rhodamin-123 2.420.000
DiBAC4(3) 5.560.000

Az inkubdlas végeztével egylépésben elvégezhetd a minta fixalasa és az AO-val végzett
fluoreszcens jeldlés. Vizsgalatunkban ellendriztiik a 3-as pH-val bird, AO tartalmt
oldatunk hatasat a baktérium populacié osztodasi képességére. Megallapitottuk, hogy a

fixalast kovetoen 2 és 4 oraval késobb ismét ellendrizve a mintakat, érdemi osztodasra
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mar nem képesek a baktériumok, ahogy az a 4.1. fejezetben bemutatasra kertilt és a 19.
abrarol leolvashat6. Fixalas utan 2 és 4 oraval érdemi valtozast a baktériumok szdmaban
nem latunk, egyediil az E. coli tekintetében lathatdé csekély mértékii osztodasnak
megfeleltethetd szamvaltozas. Erdemes azonban ennek mértékét osszevetni az 4.2.
fejezetben, az optimalis inkubdciés 1d0 meghatarozdsa érdekében szintén
antibiotikummentes tapoldaton inkubalt, oranként mért E. coli populacio atlagos
valtozasaval, melyet a 21. dbran talalunk. Ez alapjan a fixalas utani csekély, 1,65-sz0rds
valtozas egy kozel 50-szeres valtozassal allithaté parba, mely utobbira képes lenne
méréseink alapjan az E. coli 4 6ra alatt antibiotikummentes MH taptalajon.

Tovabbi eldnye az osztddasi képesség elvesztésének, hogy csokkenti az esélyét, hogy az
aramlési citométert kontamindljuk egy — akar polirezisztens — koérokozdval. Ezt
elkeriilendd egyébirant minden mérés utdn alkalmaztuk a gyartd ajanlisa szerinti
fertdtlenitési eljarast is. A laboratdorium munkatarsai méréseink utan tobb alkalommal

végeztek szlir6tenyésztést is, melyek rendre negativ eredménnyel zarultak.

5.3. Az aramlasi citométer felépitése

Az éltalunk hasznalt BD FACSCalibur™ aramlasi citométer Gsszetett optikai rendszerre,
melyet a 26. abra mutat be, 1ényegesen tobbre képes, mint amit MICy modszer igényel.
Mindebbdl méréseink soran az FSC, SSC és 1-es szamu fluoreszcens (FL1) csatornakat
hasznaltuk. Ennek megfeleléen, amennyiben a MICy céljara ij aramlasi citométer
megalkotisa meriilne fel, annak optikai rendszere egyszerlibb és ilyen modon olcsobb is
lehetne. Az elmult évek aramlasi citométer fejlesztései ezzel ellentétes vonalon, minél

tobb 1ézer és tobb fluoreszcens csatorna irdnyaba torténtek.
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26. abra BD FACSCalibur™ optikai rendszerének sematikus abraja
Az FSC és SSC csatorna mellett a késziilék dikroikus tiikrok és savsziirok
segitségével, 4 kiilonbozo fluoreszeens csatorna alkalmazasaval, kiilonb6zo
szintartomanyokba esé hullamhosszokon képes detektalni.

A BD engedélyével a BD FACSCalibur™ brosurajabdl atvett abra.

5.4. Megfontolasok az optimalis inkubacios idét illetéen

A gyorsabb AST eljarasok klinikai haszna széles korben kutatott és mind szakmai, mind
gazdasagi érvek szolnak mellette > 78D mdsrészrél azonban a tilzottan lerdviditett
inkubacids periodus téves érzékenységi profilhoz és ezaltal hibas klinikai dontéshez
vezethet. Korabbi dramlasi citométeren alapul6 eljarasok akar 90 perc utani eredménnyel
biztattak. A kelld inkubacidos 1d6 meghatdrozasdhoz a sajat protokollunk szerint
antibiotikum mentes taptalajon vizsgaltuk oranként a baktériumok szamanak valtozasat.
Azt talaltuk, hogy a vizsgalt 6 laboratériumi baktériumtorzs esetén legalabb négy oras
inkubécios 1d6 kell ahhoz, hogy a baktériumok szdma négyszeresére novekedjen.

Az 4ramlési citométerrel torténd mérés soran a 3.4. és 3.6. fejezetekben emlitetteknek
megfelelden redlis veszély a tomegdetektalds. Tekintve, hogy az aramlasi citométereket
alapvetden eukariota sejtek vizsgalatara optimalizaltak, a sokkal kisebb baktériumok
esetén a tomegdetektalas veszélye még nagyobb. Az optimdlis méréshez épp ezért

sejtekben nem tal gazdag oldatra van sziikségiink. Az Escherichia coli és Klebsiella
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pneumoniae esetében 6 ora alatt MH téptalajon észlelt tobb mint ezerszeres ndvekedés
alapjan gyorsan osztodo baktériumokat vélhetleg nem érdemes 5 oranal tovabb, a
lassabban novoket pedig nem érdemes 4 oOranal rovidebb ideig inkubalni. Mindezek
alapjan méréseinkhez a 4 6ras inkubacios id6t valasztottuk. Igaz ugyan, hogy ezen 1d6
alatt LB téaptalajon a Pseudomonas aeruginosa esetén nem lattunk kell6 aranyt
novekedést, azonban adatainkat harom mérés atlagabol kaptuk és pont a négy oOras
mérésnél mutattdk a nyers adatok a legnagyobb szorast. Magas szoras hatterében
felmeriilhet, hogy mérési hiba eredményezte ezt a kiugro értéket, bar a korabbiakban
emlitett Filbrun tanulmany szintén Pseudomonas aeruginosa esetében talalt négy ora
inkubaci6 alatt nem kielégitd novekedést. ¢4

Emellett feltlind, hogy a Staphylococcus aureus szdmanak véltozasa eltérést mutat
mindkét taptalajon a tobbi baktériumnal latott mintazathoz képest. Ugy tiinik, mintha az
id6 elérehaladtdval nem valtozna érdemben a baktériumok szdma. Ez azonban csak
latszolagos, az eltérés hatterében a Staphylococcusok azon tulajdonsaga all, hogy
hajlamosak oszt6dds utan is szOloflirtszerlien Osszedllni. Ekképpen az alig valtozo
szdmok hatterében ismét csak a tomegdetektalas jelensége allhat. Ennek a probléménak
a megoldasara vezettiik be a 3.6. fejezetben részletezett, modositott protokollt. Ennek
soran az SSC csatornan, mely a partikulumok Osszetettségére, granulaltsdgara érzékeny,
nem csupan az események szamat mérjilk meg, ha a geometrikus atlag valtozasat is. Ha
tobb baktérium Osszetapadva halad at a lézerfényen, akkor ez az esemény az SSC
csatornan jobbra tolodva jelenik meg. Mikozben a mért események szama Staplycoccus
aureus esetén kevéssé valtozott, populdcid szinten a geometrikus atlag novekedését
¢észleltiik. Ez a felismerés vezetett oda, hogy erre a fenoménre reagélva, az események €s

a geometrikus atlag szorzataként adodo kombinalt paramétert vegyiik alapul.

5.5. Megfontolasok az alkalmazott antibiotikumok kapcsan

Az antibiotikum kiosztasunkat 3.3. fejezetben, a 14. dbra mutatja be. Az egyes
antibiotikumok tekintetében a kiinduldsi koncentracidkat mikrobiologussal egyeztetve
allitottuk Ossze, annak érdekében, hogy a varhatd6 MIC értékek az alkalmazott hétszeri,
felez6 higitassal lefedett tartomanyban legyenek. MIC meghatarozashoz az EUCAST
ajanlasa altalaban 12 kiilonbdzd koncentracio vizsgalatat javasolja, azonban megengedi

5-8 koncentraci6 alkalmazasat is, amennyiben az lefedi a terapias tartomanyt és az adott
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antibiotikum korokozé fiiggé MIC értékét is magaban foglalja. !>

Jelen vizsgalatunk sordn minden baktériumot ugyanazzal az antibiotikum kiosztéssal
vizsgaltunk, filiggetleniill attol, hogy egyes vizsgalt baktériumaink bizonyos
antibiotikumokra genetikus rezisztenciaval birnak. Meglatasunk szerint kontroll
eredményként azt is vizsgalnunk érdemes, hogy ezen baktérium-antibiotikum
kombinaciok azonos eredményt adnak a kontrollként végzett mikrodiltcios technikéaval.
A természetes rezisztenciaval jellemezhetd baktérium-antibiotikum kombindciokat, mint
példaul a Gram negativ baktériumok és a vancomycin, a MIC értékekbdl adodo
rezisztencia profil 6sszehasonlitdsakor figyelmen kiviil hagytuk.

A 12-féle antibiotikum mindegyike baktericid hatdssal bir, beleértve a timidin
szintézishez szilikséges folsav eldallitdsanak két 1épését is blokkold sulfomethoxazole-

trimethoptim kombinaciot is. ¢

5.6. A mikrodilicié és MICy mddszer 6sszehasonlitiasa

Az Uj eljdrasunkat megbizhatésag ¢és reprodukalhatosdg  tekintetében s
Osszehasonlitottuk a gold standard mikrodilacioval és azt talaltuk, hogy nincs
szignifikans kiilonbség a reprodukalhatdsag szempontjabol. A pontrél-pontra végzett
Osszehasonlitds sordn 87%-os egyezést taldltunk a mikrodilucio és a MICy egyes
adatpontokrol sz6ld dontését tekintve (lasd a 3. tdblazatot). A kalkuldlt MIC értékek
tekintetében az alapvetd egyezés (essential agreement — EA), vagyis a maximum 1
felezOhigitasnyi eltérés, MH taptalajon 80%-0s eredményt adott. Az ISO/DIS 20776-
2:2007 standard szerint elvégzett, eltérés feloldasara szolgalo tesztelés utan az EA érték
88,9%-nak adodott. A kalkulalt bias értéke 17,2 volt.

A MIC értékek alapjan az EUCAST 2019-ben érvényes iranyelve szerint meghataroztuk
a rezisztencia profilt. 2019-ben az Enterobacteralesok és a piperacillin-tazobactam
viszonylataban még szerepelt fokozott expozicido mellett érzékeny kategoria. Az akkor
érvényes irdnyelv szerint az adott baktériumot szenzitivnek 8 mg/l vagy az alatti,
rezisztensnek 16 mg feletti MIC értéknél tekintettiik, igy pontosan 16 mg/l érték esetén
fokozott expozicid6 mellett érzékenynek interpretaltuk. 2021-re, a cikkiink
megjelenésének iddpontjara, a fokozott expozicido mellett érzékeny kategdria mar eltlint
az akkor érvényes adatbazisbol. A 16 mg/l érték azonban piperacillin-tazobactam

tekintetében tovabbra is az Area of Technical Uncertainty (ATU) kategdriaban szerepel
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Enterobacterales esetén.’® Tekintve azt is, hogy az eredeti kdzleményiink a mai ajanlas
terminologia szerint ,,fokozott expozicid mellett érzékeny” kategoria helyett az ezzel
egyenértékli mérsékelten érzékeny kategoriaval jelent meg, a doktori értekezés irasakor
nem valtoztattam az eredeti értékelésiinkon.

A MIC értékek alapjan, az EUCAST eljarasrendje szerint meghatarozott érzékenységi
profilok Osszehasonlitdsakor 8,7% sulyos és 3,2% nagyon sulyos eltérést talaltunk.
Mindezek alapjan tesztiink még nem minden pontban éri el a nemzetkdzi szabvany altal
megkovetelt értékeket (EA > 90%, bias < £30%, stlyos és nagyon stlyos eltérés <3%),

de biztaté eredményt jelent tovabbi vizsgalatok tervezéséhez.

5.7. A vizsgalatunk limitacio6i

Vizsgélatunk egyik limitaciojat jelenti, hogy csak laboratdriumi torzseket vizsgaltunk.
Felmeriil, hogy egyes klinikai baktériumok lassabb novekedést mutathatnak, igy
el6fordulhat, hogy klinikai mintak, egyes speciesek esetén hosszabb inkubacios idore lesz
sziikség.

Tovabbi limitaciot jelent, hogy az altalunk valasztott antibiotikumok mindegyike
baktericid hatédssal bir, igy a késdbbiekben felmeriil bakteriosztatikus antibiotikumokkal
torténd megbizhatosagi vizsgalat sziikségessége is.

Mindezek alapjan a moddszert tovabbi, lehetdleg klinikai mintakbdl szédrmazd
baktériumokkal és az altalunk hasznalt 12 antibiotikumon kiviil mas antibiotikumokkal

is tesztelni sziikséges.

5.8. A MICy extra koltségei, elonyos tulajdonsagai és tovabbfejlesztési lehetéségei

Az 0j eljarasunk kezdeti 1épései megegyeznek mikrodilucidhoz sziikségesekkel, extra
koltségkent a kovetkezok mertilnek fel: 0,5 ml HBSS oldat/mérési pontonként ( kb. 10
Ft), HCI oldat pH 3-ra titralashoz, 1 pg AO mérési pontonként (kb. 0,0046 Ft), 1 d&ramlasi
citométer csé (kb. 50 Ft) és néhany pipettahegy. Természetesen a mérési eljards
egyszerlsithetd, amennyiben az aramlési citométer direkten a lemezrél mérne, nem lenne
sziikség aramlasi citométer csovekre és pipettazasra sem. De erre a célra konstrudlt gép
nélkiil is, a legtobb korhdzban éaramlési citométer elérhetd, igy MICy céljara valod
hasznalata érdemi extra koltséget nem jelent. Mindezek alapjan a MICy jelentds

idényereség mellett minimalis extra koltségigénnyel bir.
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A MICy tovébbi eldonyos tulajdonsaga, hogy MIC meghatarozason alapul, igy minden
tovabbi nélkil interpretalhaté az EUCAST eljarasrend szerint, nincs sziikség 0j klinikai
standardek megalkotasara.

Nem példa nélkiili, hogy aramlési citométer alapti megoldast gépi tanulassal segitik ¢,
hasonloan a mi mddszeriink is magaban hordozza az automatizalhatosag igéretét is.
Megalkothato egy olyan dramlasi citométer, mely egyben inkubalasra is képes, és miutan
a baktérium populacid vizsgalata algoritmizalhatd, egy erre konstrualt gép regularis
idészakonként automatikusan ellendrizheti a baktériumok szdmanak valtozasat.
Amennyiben elérik az osztodd baktériumok az eldre beallitott kiiszobértéket, az
automatank az inkubacidt terminalja, fixalja, fluoreszcensen jeloli €s leméri a mintat.
szakorvos pedig a konkrét MIC értékek ismeretében interpretalhatnd a klinikus felé az

érzékenységi profilt.
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6. Kovetkeztetések

A doktori munkam soran levont kovetkeztetések:

1. A BD FACSCalibur™, annak ellenére, hogy nem kifejezetten baktériumok
detektalasara konstrualt dramlasi citométer, képes megbizhatéan detektalni a
baktériumok szdmanak valtozasat.

2. A megbizhaté, diszkriminativ dontéshozatalhoz legalabb négyszeres
baktériumszam valtozas sziikséges, ami az altalunk vizsgalt laboratoriumi
baktériumok esetében 4 6ras inkubacio jelent.

3. Afelndvekedés kiiszobértékének a kiinduldsi baktériumszam adddott abban az
esetben, ha kovetkezd felezd higitdsnal legalabb a kétszeresét talaltuk a
kiiszobértéknek.

4. A MICy megbizhatosaga ¢és reprodukalhatésaga MIC érték meghatarozas
tekintetében hasonl6 a gold standard eljarashoz, 1ényegesen gyorsabb ido alatt
ad érzékenységi profilt a MIC értékeket az EUCAST adatbazissal dsszevetve,
azonban a laboratoriumi ISO szabvany altal elvart hatarértékeket nem minden

ponton teljesiti.
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7. Osszefoglalas

Bevezetés: A korai, adekvat antibiotikum terapia kritikus jelentéséggel bir az infektiv
allapot kapcsan intenziv ellatasra szoruld betegek esetén. Az antibiotikum érzékenységi
profil megallapitasahoz sziikséges id6 lerdviditése javithat a klinikai dontéshozatal és a
kimenetel szempontjabol. Munkacsoportunk ennek megfeleléen egy megbizhato, par
oran beliil eredményiil MIC értéket add, aramlasi citométer alapt eljaras kifejlesztését
tlizte ki célul, melynek pontositasat és validalasat is elvégeztiik.

Modszerek: Az altalunk fejlesztett, MICy-nek nevezett eljarast hat kiilonb6zo
laboratériumi  baktériummal  (Escherichia  coli,  Klebsiella  pneumoniae,
Pseudomonas  aeruginosa,  Staphylococcus — aureus, Streptococcus  pyogenes,
Enterococcus faecalis) teszteltiik. Elséként a ndvekedésiik iitemét vizsgaltuk. Az Uj
modszert a gold standard mikrodiliicidéval hasonlitottuk 6ssze. A baktériumokat 4 6ran
Hinton és Luria-Bertoni tapoldatban, minden mérést haromszor ismételve. Az inkubalas
utan a mintakat pH 3-as, acridine orange festéket tartalmaz6 HBSS oldattal fixaltuk és
festettiik. A felndvekedés vagy gatlas diszkriminativ dontése érdekében szabalyt
alkottunk, miszerint a felnovekedés kiiszobértéke a kezdeti baktériumszam, amennyiben
a kovetkezd felezOhigitds mellett legaldbb a kezdeti baktériumszdm kétszeresét
detektaljuk. A megallapitott MIC értékekbdl az EUCAST adatbazisa alapjan érzékenységi
profilt allitottunk 0Ossze. Az eredmények értékelésénél az ISO/DIS 20776-2:2007
szabvanyt vettiik alapul, a modszereket Fleiss’ kappa szdmitassal hasonlitottuk ossze.
Eredmények: A MICy és a mikrodiluci6 az egyes adatpontok tekintetében 87%-os
egyezést mutatott, a MIC értékek tekintetében 89%-os alapvetd egyezést talaltunk. Az
érzekenységi profilok tekintetében 92% egyezés mellett 8,7% stlyos eltérést eés 3,2%
nagyon sulyos eltérést talaltunk az adatokat a fenti ISO szabvany szerint elemezve. A
Fleiss’ kappa analizisek az adatpontok és MIC tekintetében erds, az érzékenységi profilok
tekintetében majdnem tokéletes Osszefliggést igazoltak a vizsgalt és a kontroll eljaras
kozott.

Kovetkeztetések: A MICy, mint egy uj, aramlasi citométer alapi antibiotikum
érzékenységi vizsgalo eljaras a klasszikus mikrobiologiai modszerrel sszevetve hasonld
megbizhatdsadg mellett egy munkanappal kordbban szolgaltat eredményiil antibiotikum

rezisztencia profilt.
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8. Summary

Introduction: Early initiation of adequate antibiotic therapy is crucial for patients
requiring intensive care due to bacterial infections. Shortening the time needed to
establish an antibiotic susceptibility profile can enhance clinical decision-making and
outcomes. Accordingly, we aimed to develop, refine, and validate a reliable flow
cytometer-based method to determine MIC (Minimum Inhibitory Concentration) values
within a few hours.

Methods: Initially, we monitored the growth rate of six different bacterial strains
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis) using the flow cytometry-based
method called MICy. The new method was compared to the gold standard microdilution.
Bacteria were incubated for 4 hours with two-fold serial dilutions of 12 antibiotics in
Mueller-Hinton and Luria-Bertoni culture media on a 96-well format standard microplate;
each measurement was repeated three times. After incubation, the samples were fixed and
stained with HBSS medium containing acridine orange dye adjusted to pH 3. To
discriminate between growth and inhibition, a rule was established: the threshold for
growth is the initial bacterial count, if in the next two-fold dilution the detected bacterial
count is at least double the initial bacterial count. Susceptibility profile was constructed
from the MIC values, based on the EUCAST database. Bias and discrepancy resolution
testing of essential agreement were performed according to the ISO/DIS 20776-2:2007
standard and the two methods were compared with Fleiss' kappa inter-observer test.
Results: The point-by-point inter-observer agreement between MICy and the gold
standard method was 87% and the essential agreement ratio of the MIC values was 89%.
Analyzing the data according to the ISO standard we found that the susceptibility profile
was identical in 92%, the rate was 8.7% for major discrepancy and 3.2% for very major
discrepancies. Fleiss' kappa analyses showed substantial agreement regarding the MIC
values and the summarized susceptibility agreement was referred as almost perfect
regarding the MICy and the microdilution method.

Conclusions: The new flow cytometer-based antibiotic susceptibility testing method,
MICy, provides antibiotic resistance profiles with similar reliability compared to the

classical microbiological method but one day earlier.
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