EREDETI KOZLEMENY

A COVID-19-PANDEMIA ORVOSSZAKMAI KERDESEI

Also leguti mintak molekularis
mikrobiologiai vizsgalata
/ o/ / o ’’ /
a koronavirus-jarvany idoszakaban

Karolyi Sandor dr. = Juhasz Emese dr. = Ivan Miklds dr. = Szab6 Edina dr.
Farkas Petronella dr. = Székely Kamilla dr. = Kristof Katalin dr.

Semmelweis Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, Laboratériumi Medicina Intézet, Budapest

Bevezetés: A BioFire FilmArray Pneumonia plus Panel (bioMérieux) az alsé léguti fert6zések mikrobiologiai diagnosz-
tikdjara kidolgozott ,real-time” PCR-rendszer, mely 18 baktérium, 9 virus és 7 antibiotikum-rezisztenciagén kimu-
tatasara képes. A két 6rdn beliil eredményt adé médszer segiti a pneumonia differencidldiagnosztikdjit, a terdpias
dontéshozatalt.

Célkitiizés: Laboratériumunkban pneumonia kivizsgildsa érdekében végzett PCR-paneltesztek eredményeinek atte-
kintése, a hagyomanyos bakteriolégiai feldolgozas eredményeivel valé dsszehasonlitisa.

Modszerek: A 2020. oktober és 2021. szeptember kozotti idGszakban 820, feltételezetten pneumonids korhdzi beteg-
tél szarmazo alsé 1éguti mintdt vizsgdltunk a PCR-panellel. A mintdkbél a multiplex PCR-vizsgalat mellett tenyész-
tést is végeztiink. A kiegészit§ SARS-CoV-2-PCR-vizsgilatok orr-garat torletbdl vett mintakbdl torténtek.
Eredmények: A mintak 40%-a SARS-CoV-2-pozitiv betegtdl szarmazott. A mintdk 60%-4ndl jelzett patogént vagy
rezisztenciagént a PCR-panel. A hdrom leggyakrabban kimutatott kérokozéd a Pseudomonas aeruginosa, a Staphylo-
coccus anreus és az Acinetobacter baumannii volt. A PCR-rel detektilt baktériumok 44%-a tenyésztéssel nem igazo-
lédott, és viszont: tenyésztéssel szimos olyan baktériumot, gombafajt, antibiotikum-rezisztenciamechanizmust iga-
zoltunk, melyet a PCR-panel nem vizsgilt, vagy melyre negativ eredményt adott. A SARS-CoV-2-pozitiv csoportban
a S. aurens adta az azonositott kérokozok 25,8%-dt. A leggyakrabban kimutatott rezisztenciagén a mecA/C (MRSA)
volt. A SARS-CoV-2-pozitiv betegek mintdinak 2%-dban, mig a SARS-CoV-2-negativ betegek mintdinak 13%-dban
mutattunk ki egyéb 1éguti virusgént is.

Kovetkeztetés: A kérhazi pneumoniik gyakori kérokozéit PCR-vizsgilataink eredményei igazoltik. A PCR-panel cél-
spektrumdban nem szereplé kérokozok jelent8sége és az antibiotikumrezisztencidk multifaktoridlis volta miatt a
pneumoniaspecifikus multiplex PCR-vizsgilatokat tenyésztéssel egyiitt javasolt végezni, és ezek eredményét egytitte-
sen érdemes értelmezni.
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Kulcsszavak: BioFire, multiplex PCR, pneumonia

Molecular microbiological testing of lower respiratory tract samples during
COVID-19 pandemic

Introduction: BioFire FilmArray Pneumonia p/us Panel (bioMérieux) is a PCR method for microbiological diagnos-
tics of lower respiratory infections. It can detect 18 bacteria, 9 viruses and 7 antibiotic resistance genes in real time.
It can help the differential diagnosis and the choice of therapy of pneumonia, by giving results in two hours.
Objective: Reviewing the results of pneumonia PCR tests performed in our laboratory, and comparing them with the
results of conventional culturing.

Method: From October 2020 to September 2021, 820 lower respiratory tract samples were analyzed from inpatients
with suspected pneumonia. Beside the PCR test, culturing was also performed. Oropharyngeal swabs were used for
supplementary SARS-CoV-2 PCR.

Results: 40% of samples were collected from SARS-CoV-2-positive patients. In 60% of the samples, the PCR test
detected pathogens or resistance genes. The most commonly detected pathogens were Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus auvens and Acinetobacter banwmannii. 44% of the bacteria detected by PCR were not verified by cultur-
ing, whereas by culturing, several other bacteria, fungi and antibiotic resistance mechanisms were detected, which
were not shown in the results of the multiplex PCR tests. In SARS-CoV-2-positive inpatients, 25.8% of the detected
bacteria was S. aurens. The most common resistance gene was mecA/C (MRSA). In this group, other respiratory
virus genes were detected in 2% of SARS-CoV-2-positive patients, whereas in 13% in samples of SARS-CoV-2-nega-
tive patients.

DOI: 10.1556/650.2022.32556 = © Szerzd(k) @ 2022 = 163. évfolyam, 33. szam = 1295-1302.

Unauthenticated | Downloaded 03/17/23 10:22 AM UTC



EREDETI KOZLEMENY

Conclusions: Because of the importance of pathogens excluded from the PCR targets and multifactorial mechanisms
of antibiotic resistance, culturing is recommended to perform beside pneumonia-specific multiplex PCR tests.

Keywords: BioFire, multiplex PCR, pneumonia
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Roviditések

BAL = bronchoalveolaris lavage; CE-IVD = (European confor-
mity — in vitro diagnostics) Eurépai megfelel6ség — in vitro
diagnosztika; CFU = (colony-forming unit) telepképzé egység;
COVID-19 = (coronavirus discase 2019) koronavirus-beteg-
ség 2019; ESBL = (extended-spectrum beta-lactamase) kiter-
jesztett spektruma béta-laktamaz; EUCAST = (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) Antimik-
robidlis  Erzékenységi Vizsgilatok Eurépai  Bizottsiga;
MALDI-TOF = (matrix-assisted laser desorption ionization—
time of flight) madtrixasszisztilt 1ézer deszorpcids-ionizacios,
a repiilési id6 mérésén alapulé; MERS-CoV = (Middle East
respiratory syndrome coronavirus) kozel-keleti léguti korona-
virus; MIC = (minimal inhibitory concentration) minimalis
inhibitoros koncentriacié; MRSA = meticillinrezisztens Staphylo-
coccus anrens; PCR = (polymerase chain reaction) polimerdz-
lancreakcid; SARS-CoV-2 = (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) stlyos akut 1éguti tiinetegytittest okozé korona-
virus-2

A Klinikai mikrobiolégiai diagnosztikaban a technologiai
tejlédés jelentbs valtozasokat eredményezett az elmult
két évtizedben. A polimeraz-lancreakcién (PCR) alapuld
diagnosztikai eljirasok a mindennapi gyakorlat részévé
valtak. Az irodalmi adatok alapjan az adaptlt, illetve sa-
jat fejlesztési PCR-teszteket egyre inkabb kiszoritottik a
gyakorlatbdl a kereskedelmi forgalomban kaphatd, labo-
ratériumi mindségi kritériumok szempontjabél megfele-
16en validilt, CE-IVD mindsitésii tesztek. Az egy-egy
kérokozo kimutatasara alkalmas tesztek mellett megje-
lentek a szindrémaalapt, infekciotipus-specifikus multip-
lex PCR-rendszerek, melyek tobb kérokozéd egyidejl
kimutatasira képesek. A véraramfert6zések, a léguti fer-
t6zések, a gastrointestinalis, a kozponti idegrendszeri
vagy a szexudlis aton terjed$ fert6zések leggyakoribb
kérokozoit kimutatni képes multiplex PCR-rendszerek
terjedtek el [1]. A gyartok igyekeztek rendszereiket a fel-
hasznalok igényeihez igazitani, ennek megfelelGen kony-
nyen elvégezhet$ teszteket kindlnak. A PCR-t megel6-
z3, a klinikai mintabdl torténd nukleinsav-izolacié a
laboratorium részérél pluszreagenseket és -felszerelést
igényelne, ezért rendszereiket ugy alakitottik ki, hogy
azok a vizsgiland6 nukleinsav felszabaditdsat és azt kove-
téen a PCR-t egyarant magukban foglaljak. Emellett a
PCR-rendszer valos idejd detektilassal miikodik, tehat

nem sziikséges a PCR-t kovetSen egy pluszlépés (példaul
gélelektroforézis) az amplifikilt gének kimutatisira, mi-
vel a detektalds az amplifikiciéval egy idGben zajlik.
Tobbnyire az eredményt kiértékeld elemzbszoftver szin-
tén a rendszer része. A teljes vizsgilati folyamat zart
rendszerben zajlik. A felhaszndlénak szinte nincs mas
feladata, mint a klinikai minta tesztkazettaba torténd be-
mérése, majd kb. 90-120 perc elteltével az elkésziilt
PCR-eredmény értelmezése. Az ilyen komplex PCR-
rendszerek ,,point-of care”, azaz akdr a beteg mellett vé-
gezhetd vizsgalatként is elérhetdk.

A pneumonia vilagszerte az egyik legjelentésebb mor-
biditasi és mortalitasi tényez6 [2]. A hagyomanyos mik-
robiol6giai médszerek (tenyésztés, szeroldgia) tal id6-
igényesek ahhoz, hogy megfelelGen segitsék a klinikust
az alsé léguti fertdzések antimikrobidlis terdpidjanak
gyors megvalasztasiban. Az empirikus terdpia sokszor
széles spektrumu antibiotikumot jelent, melynek szamos
negativ kovetkezményével kell szimolni. Eppen ezért
minden gyors diagnosztikai modszer — akdr a vizeletbdl
végezhetS Streptococcus pnemmonine vagy Legionelln
pnenmophila antigént detektdlé immunkromatografias
tesztek, akir a PCR-alapt tesztek — kiemelked6 jelentd-
ségli a pneumonids betegek differencidldiagnosztikaja
soran. A pneumonia kérokozoéinak felderitése epidemio-
logiai szempontbdl ugyancsak elengedhetetlen.

A BioFire FilmArray Pneumonia plus Panel
(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, Franciaorszdg) olyan, als6
léguti fert6zéseket okozd patogénekre specifikdlt mul-
tiplex PCR-rendszer, mely a pneumonia lehetséges
korokozoi koziil 18 baktérium és 9 virus génjét képes
azonositani. Ezen tal 7 antibiotikum-rezisztenciagén de-
tektalasdra alkalmas. Az 1. tablizatban lithaté a panel
teljes célspektruma. A humdn koronavirusok koziil az
endémias OC43, NL63, HKU1 és 229E koronavirusok,
illetve a kozel-keleti légati koronavirus (MERS-CoV) ki-
mutatasara képes. A SARS-CoV-2-t (2019) nem detek-
talja. A gydrté a vildgjarvany hatdsara a felsé 1éguti fert6-
zések kimutatdsara szolgilé multiplex PCR-rendszerét
egészitette ki a SARS-CoV-2-, targettel”, a vizsgalatunk-
ban szerepl§ als6 1éguti paneljét azonban nem. A BioFire
Pneumonia panel bronchoalveolaris lavage (BAL-) és
kopetmintakra van validilva, a gyarté altal megadott
szenzitivitisa 96%, specificitasa 97% [3]. A tipusos bakte-
ridlis kérokozok mennyiségét a mintidban a nukleinsav-
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1. tiblazat
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| A BioFire FilmArray Pneumonia plus Panel célspektruma [3]

Baktériumok

Antibiotikum-rezisztenciagének

Acinetobacter calconceticus-ban-
mannii komplex

Enterobacter cloncae
Escherichin coli

Haemophilus influenzae
Klebsiella aerogenes

Klebsielln oxytoca

Klebsielln pnewmonine csoport
Moraxelln catarrbalis
Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosn
Servatio marcescens
Staphylococcus aureus

ESBL
CTX-M
Karbapenemazok

KPC
NDM
Oxa48-like
VIM

IMP

Meticillinrezisztencia (MRSA)

. mecA/mecC és MRE
Streprococcus agalactine / J
Streptococcus pnenmonine
Streptococcus pyogenes
Atipusos pneumoniabaktériumok  Virusok

Legionelln pnenwmophiln
Mycoplasma pneuwmonine

Influenza A
Influenza B

Adenovirus
Koronavirus

Chlamydin pnewmoniae

Parainfluenza-virus

Respiratory syncytial virus
Humain rhinovirus /enterovirus
Humdin metapneumovirus
Middle East respiratory
syndrome coronavirus
(MERS-CoV)

ESBL = kiterjesztett spektrumi béta-laktamaz; MERS-CoV = kozel-
keleti légati koronavirus; MRSA = meticillinrezisztens Staphylococcus
aurens; PCR = polimerdz-lincreakcio

kopiaszam fiiggvényében, 10* — >107 relativ csiraszam-
ban (CFU) adja meg. Klinikai vizsgilatok igazoltak,
hogy a teszttel kapott gyors eredmény segitségével javit-
hat6 a pneumonia kezelésének hatékonysaga, csokkent-
hetd a fertézés miatt korhdzban toltott napok szdma és
csokkenthetd a felhaszndlt antibiotikumok mennyisége.
Segitheti a kezelés optimalizaldsat, akdr az antibakterialis
terdpia eszkaldcidjaval, de még inkibb annak deeszkala-
cidjaval [4-6].

Kozleménylinkben a laboratériumunkban  végzett
BioFire FilmArray Pneumonia PCR-vizsgilat eredmé-
nyeinek 6sszefoglald elemzését kivanjuk bemutatni.

Anyagok és mddszerek

A Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Inté-
zetének Mikrobiologiai Laboratériumdban egy év alatt
(2020. oktober 1. —2021. szeptember 30.) végzett, 6sz-
szesen 820 BioFire Pneumonia teszt eredményét vontuk
be vizsgilatunkba. A kopet-, BAL- és tracheaaspiratum-
mintikat a Semmelweis Egyetem klinikdirdl, illetve kis
részben kiils6 bekiild6 intézményekbdl fogadtuk. A min-
tak 80%-a intenziv terdpids osztalyrdl érkezett. Egy beteg

tobb mintdjit is vizsgaltuk abban az esetben, ha a mintak
vétele kozott legalabb 6t nap eltelt.

A PCR-vizsgalatokat a gyartd ttmutatasinak megfele-
16en végeztitk. A PCR-folyamat minGségét ellen6rzé
belsé kontrollok megfelels amplifikiléddsit minden
esetben ellendriztiik. A mintdkbol emellett a klasszikus
tenyésztést is elvégeztiik, a szakma szabalyanak megtfele-
I6en. A kitenyésztett kérokozok identifikaldsa ,,matrix-
assisted laser desorption ionization-time-of-flight”
(MALDI-TOF) tomegspektrométerrel, antibiotikumér-
zékenységiik meghatirozisa a European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) irdny-
mutatasa szerint korongdiffaziés modszerrel, illetve
sziikség esetén a minimdlis inhibitoros koncentricid
(MIC) meghatirozasaval tortént. A vizsgilt idészak ma-
gaban foglalja a SARS-CoV-2-jarvany (2019) magyaror-
szdgi masodik és harmadik hullamat. Emiatt a legtobb
beteg esetében SARS-CoV-2-PCR-vizsgilat is tortént
laboratériumunkban, az alsé 1égati mintit megel6z&en
vagy azzal parhuzamosan vett orr-garat torletbdl, ritkab-
ban magabdl az alsé 1éguti mintabdl.

Eredmények

A 820 vizsgilt mintabol 494 esetén (60,2%) kaptunk po-
zitiv eredményt a PCR-panelvizsgélattal. A pozitiv min-
takban a Pseudomonas aeruginosa (179 /494, 36,2%), a
Staphylococcus anreus (150,/494, 30,3%), az Acinetobac-
ter bauwmannii (140,/494, 28,3%), a Klebsielln pneumo-
nine (66/494, 13,3%) és az Escherichia coli (57 /494,
11,5%) bizonyult az 6t leggyakoribb kérokozénak. Az
atipusos baktériumok koziil csak a Legionellat detektal-
tuk, minddssze 5 mintaban (1%). A pozitiv mintak felé-
ben egy korokozot azonositott a teszt, mig 139 mintd-
ban (28,1%) két, 62 mintdban (12,5%) harom, 23
mintiban (4,6%) négy, 12 mintaban (2,4%) 6t, 6 minti-
ban (1,2%) hat patogént detektalt. Egy-egy mintiban
(0,2%) hét, illetve nyolc kérokozéd keriilt egyidejiileg
azonositasra. A molekularis modszerrel azonositott
mindosszesen 856 baktérium koziil 485 baktériumot
(56%) sikeriilt kitenyészteni. A PCR-panellel kimutatott
baktériumok megoszlasit és emellett a tenyésztéssel
nyert eredményeket az 1. 4bra mutatja be. A BioFire-
vizsgalattal polimikrobasként azonositott mintikban a
tarsulé baktériumok Osszetételét a 2. dbra szemlélteti, a
harom leggyakrabban azonositott kérokozé vonatkoza-
siban. Az A. bauwmannii, a P. aeruginosa és a S. aureuns
cgyiitt is gyakran fordult el8. A S. aurenshoz a Haemo-
philus influenzae és a Streptococcus agalactine gyakrab-
ban tarsult, mint a masik két kérokozoéhoz.

A PCR- és a tenyésztési eredmények kozotti disz-
krepanciarél a kovetkezSket dllapitottuk meg. Osszesen
253 olyan minta volt, mely esetében a pozitiv PCR-ered-
ményt tenyésztéssel nem sikeriilt teljes egészében (min-
den koérokoz6 tekintetében) megerésiteni. Virusgén-po-
zitiv mintdk esetén ez értelemszerd, a pozitiv bakteridlis
PCR-eredmények esetén viszont tovabbi elemzést igé-
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1. 4bra | A BioFire Pneumonia PCR-vizsgalattal és a parhuzamosan végzett tenyésztéssel igazolt baktériumok és szamuk
200
180
160 m Streptococcus pyogenes
m Streptococcus pneumoniae
140 m Streptococcus agalactiae
m Staphylococcus aureus
120 m Serratia marcescens
m Pseudomonas aeruginosa
c 100 | Proteus spp.
B Legionella pneumophila
80 m Klebsiella pneumoniae
m Klebsiella aerogenes
60 Klebsiella oxytoca
= Haemophilus influenzae
40 m Escherichia coli
m Enterobacter cloacae
20
0
Acinetobacter baumannii + Pseudomonas aeruginosa + Staphylococcus aureus +
2. 4bra | A polimikrobds mintdkban tdrsul6 baktériumok dsszetétele a hirom leggyakrabban azonositott kérokozé vonatkozdsiban

nyel. Legionelln tajok tenyésztését laboratériumunk nem | zék adtik, melyek a PCR-rendszer vizsgalati spektruma-

végzi. A csak PCR-rel detektalt baktériumok (n = 371)
44 5%-aban 10* volt a PCR alapjin becstlt relativ csi-
raszdm, 25,6%-ban azonban 10°, 154%-ban 10° és
12,7%-ban 107.

A PCR-negativ, mig tenyésztéssel -pozitiv eredményt
ad6 mintdk esetében az eltérést dontSen olyan kéroko-

ban nincsenek benne. A minddsszesen 109 tenyésztéssel
kimutatott, de PCR-rel nem detektalt kérokozobol 80
(73%) esetében ez az eltérés magyardzata. A csak te-
nyésztéssel detektalt (a PCR célspektrumdban nem sze-
repl6) kérokozokat és szamukat a 2. tablizat foglalja
ossze. A kitenyészett baktériumok koziil a Stenotropho-
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2. tablazat A tenyésztéssel kimutatott, de a PCR-teszt célspektrumdbdl

hidnyz6 kérokozok szima (n = 80)

Species n

Achromobacter xylosoxidans 3

Aeromonas spp.

o
—

Aspergillus spp.

Bordetella bronchiseptica
Burkholderia cenocepacia complex
Chryseobacterium spp.
Citrobacter spp.

Morganella morganii
Cryptococcus neoformans

Mucor spp.

Elizabethkingio meningoseptica

—_ o = = NN OO

Rbizobium radiobacter

39
Ul

Stenotrophomonas maltophilin
Streptococcus pseudopneumonine

Pseudomonas luteoln 1

PCR = polimeriz-lincreakcio

monas maltophilin felel a diszkrepancia nagy részéért
(23%). A mintdkbdl kitenyésztett Candida fajokat nem
tekintettik alsé 1égati kérokozoknak [7]. A mintak
7,2%-aban detektilt a PCR-panel légutivirus-gént. Ezek
szamdt és megoszlasat a 3. 4bra mutatja be.

A PCR-panelben 1év6 rezisztenciagének koziil a
mecA/C (MRSA) 56, a CTX-M (ESBL) 32, a VIM (kar-
bapenemiz) 12, mig az OXA-48 (karbapenemiz) és
IMP (karbapenemaz) gének egy-egy mintabodl kertiltek
kimutatdsra. Az antibiogram az esetek 40,2%-dban
(41/102) megerssitette a rezisztenciagén jelenlétét.

3. tablazat

EREDETI KOZLEMENY

36

Parainfluenza

B Adenovirus M Koronavirus

Rhinovirus/Enterovirus W RSV

3. 4bra | A BioFire PCR-vizsgélattal kimutatott virusok és azok eloszlisa

A mecA/C gén jelenlétét 34%-ban, a CTX-M génét
53,1%-ban (13 K. pneumonine és 3 E. coli izolitumban),
a VIM génét 41,7%-ban (5 P. aeruginosa izolitumban)
erdsitette meg a tenyésztés és az antibiogram-vizsgalat is.
Az OXA-48 és IMP gének jelenlétét nem sikerilt te-
nyésztéssel is igazolni.

A mintak 39,7%-a (326,/820) igazoltan SARS-CoV-
2-pozitiv betegtdl, 46,4%-a (381,/820) pedig igazoltan
SARS-CoV-2-negativ betegtél szirmazott. Osszesen
110 minta esetében (13,4%) a beteghez tartozé korona-
virus-PCR-eredmény nem volt elérhetd, mivel vagy mas
laboratérium végezte a koronavirus-vizsgilatot (kiilsé
bekiilds intézmények esetén), vagy nem rendeltek a be-
tegnek koronavirus-PCR-t. Osszevetettiik a SARS-CoV-

| A SARS-CoV-2-porzitiv (n = 326) és -negativ (n = 381) betegek mintdiban detektalt kérokozok szima és ardnya

Acinetobacter  Enterobacter  Escherichin Huaemophilus — Klebsielln Klebsielln Klebsielln
bawmannii cloncne coli influenzoe aerogenes oxytoca pnenwmonine
SARS-CoV-2-pozitiv betegek mintai 70 (21,5%) 22 (6,7%) 14 (4,3%) 23 (7,1%) 7 (2,1%) 6 (1,8%) 23(7,1%)
SARS-CoV-2-negativ betegek mintdi 38 (10%) 27 (7,1%) 38 (10%) 28 (7,3%) 5 (1,3%) 14 (3,7%) 34 (8,9%)
Protensspp.  Psendomonas — Servatin Staphylococcus — Streptococcus  Streptococcus — Streptococcus
aeruginosa mavcescens aurens agalactine pnewmonine  pyogenes
SARS-CoV-2-pozitiv betegek mintai 5 (1,5%) 75 (23%) 10 (3,1%) 84 (25,8%) 20 (6,1%) 7 (2,1%) 0
SARS-CoV-2-negativ betegek mintai 2 (0,5%) 73 (19,2%) 18 (4,7%) 56 (14,7%) 18 (4,7%) 14 (3,7%) 2 (0,5%)
Adenovirus Koronavirus ~ Parainfluenza Rhinovirus/ RSV
Enterovirus
SARS-CoV-2-pozitiv betegek mintai 2 (0,6%) 1(0,3%) 1(0,3%) 3(0,9%) 0
SARS-CoV-2-negativ betegek mintai 4 (1,0%) 11 (2,9%) 5 (1,3%) 29 (7,6%) 1(0,3%)

RSV = respiratory syncytial virus; SARS-CoV-2 = stlyos akut léguti tiinetegyiittest okozé koronavirus-2
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2-pozitiv és -negativ betegek mintdibdl kapott pozitiv
BioFire PCR-eredményeket. A koronavirus-pozitiv bete-
gek mintainak 64,1%-a, mig a koronavirus-negativ bete-
gek mintdinak 57%-a adott pozitiv eredményt a BioFire
Pneumonia PCR-teszttel. A kérokozok szamat és ard-
nyat a két csoportban a 3. rdblizar foglalja Ossze.
A SARS-CoV-2-pozitiv betegek mintdiban az A. ban-
mannii arinya 21.5%, a S. aurens arinya 25,8% volt, mig
a koronavirus-negativ betegek mintdiban 10%, illetve
14,7%. A PCR-rel azonositott rezisztenciagéneket te-
kintve csak a mecA/mecC (MRSA) gén esetén mutat-
kozott kiilonbség a két csoport kozott: a SARS-CoV-
2-pozitiv  betegek mintidiban 10,7%-ban, mig a
SARS-CoV-2-negativ betegek mintiiban 4,2%-ban volt
jelen. A SARS-CoV-2-pozitiv betegek mintdinak
2,1%-aban, mig a SARS-CoV-2-negativ betegek mintai-
nak 13%-dban mutattunk ki egyéb légutivirus-gént.

A misodik és harmadik jarvanyhullimot eltéré SARS-
CoV-2-variansok okoztik, ezért az adatokat a két hullim
szerint megosztva: 2020. oktéber — 2021. janudr, illetve
2021. februar — 2021. szeptember idGszakokban is ele-
meztiik. A masodik hullimban a koronavirus-pozitiv
betegek PCR-vizsgilatai 16,9%-ban A. baumannii- és
18,8%-ban S. aurens-pozitivitist mutattak, mig a harma-
dik hullimban az A. bawmannii arinya 25,9%-ra, a S.
anreunsé pedig 32,5%-ra emelkedett. A tobbi kérokozo
esetében 1ényeges eltérést a két idGszak kozott nem talal-
tunk.

Megbeszélés

A koérokozo-specifikus antimikrobidlis  kezelés korai
megkezdése stlyos fertézésekben elsédleges cél. A gyors
mikrobiolégiai eredményt add, szindrémaalapt multip-
lex PCR-panelek ehhez segitséget adnak. Ugyanakkor
figyelembe kell venniink e médszerek korlatait is. A de-
tektalt gének szarmazhatnak mar elhalt kérokozokbdl is
[1]. A hatékony antimikrobiilis kezelés, illetve az im-
munvalasz hatdsira ezek a kérokozok mar nem szapo-
rodnak, a pneumonia tovabbi patomechanizmusaban
nem vesznek részt, maradvany nukleinsavuk mégis jelen
van a légutakban. Akdr egy honapig is detektilhaté ma-
radhat egy patogén géndllomdnya a mintidban. A PCR-
rel és tenyésztéssel igazolt koérokozok szama kozotti 1é-
nyeges eltérés (856 versus 485) vizsgalatunkban részben
ezt igazolja. A detektalt rezisztenciagének vonatkozdsa-
ban hasonlé megallapitdst tehetiink: a gén szarmazhatott
egy mar elpusztult, igy nem tenyészthetS kérokozobdl,
de szamolni kell azzal is, hogy a gén nem fejez6dott ki
fenotipusosan, és ezért nem mutatkozott az antibiog-
ramban. A PCR dltal 10* vagy 10° csiraszimban detektdlt
baktériumokat 70%-ban tenyésztéssel nem tudtuk iga-
zolni. Kérdéses, hogy a BioFire Pneumonia PCR-teszttel
ilyen alacsony csiraszimban kimutatott baktériumok kli-
nikailag mennyire relevansak [8]. A PCR-rel 10° vagy
107 csiraszdmban kimutatott baktériumok 28%-at ugyan-
csak nem sikeriilt kitenyészteni. Magyarazatul szolgalhat
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a minta antibiotikumtartalma vagy felsé 1égati kontami-
nici6 esetében a polimikrobds kornyezet matrixhatasa.
A ki nem tenyészett kérokozok 23%-at a H. influenzae
adta.

A mikrobiologiai vizsgilatok eredményességét befo-
lydsolja, hogy a mintavétel és a feldolgozas kozott meny-
nyi id6 telik el. A mikrobioldgiai vizsgalatok elrendelésé-
nek id6pontja az informatikai rendszerben rogzitésre
kertil, azonban a mintavétel pontos idépontja és a minta
laboratériumba érkezése kozt eltelt pontos idGre nincs
raldtasunk. A mintdk a laboratériumba érkezést kovetSen
lehetGség szerint azonnal feldolgozasra kertiltek. A PCR-
rendszer kapacitdsa és a laboratérium nappali munka-
rendje azonban korldtozta, hogy a PCR-vizsgilat mikor
tortént meg. A mintakat a PCR-tesztig 4 °C-on taroltuk.
E preanalitikai tényezSket a tenyésztés és a PCR kozti
kilonbségek értékelésekor szintén figyelembe kell venni.

Egy PCR-rel kimutatott kérokozéd tényleges koroki
szerepének megitélése 1égati mintaban Gjabb problémait
jelent. A BAL-minta esetében kevésbé, kopetminta ese-
tén viszont mindig szdmolni kell azzal, hogy egy fakulta-
tiv patogén baktérium (példaul S. aureus, bélbaktérium)
a felsé légutat kolonizdlja, és ily médon (a pneumonia
szempontjabdl irrelevans) mellékleletként fog megjelen-
ni a PCR-eredményben. A tenyésztéssel parhuzamosan
végzett mikroszképos kenet eredménye: a kenetben 1évé
tehérvérsejtek szama alkalmasint segitheti a ’kolonizacié
vagy infekcid’ kérdés eldontését, de ez mar egy PCR
mellett végzett egyéb laboratoriumi vizsgilat. Egy mul-
tiplex PCR-rendszer célspektrumat nem lehet (és nem is
célszerd) hatirtalanul névelni. Minél tobb kérokozora
specifikilnak egy tesztet, annal nagyobb a valdszintsége,
hogy egy-egy kérokozd vonatkozisiban a teszt érzé-
kenysége csokken. A BioFire FilmArray Pneumonia
PCR-teszt esetében is igazoltik, hogy a kiillonboz6 kor-
okozok kimutatasanak szenzitivitasa eltéré: mérsékelt
szenzitivitassal rendelkezik az influenza A H1,/2009
(73%), az influenza B- (77%) és az adenovirus (57%) ese-
tén [1]. Mindig lesznek olyan kérokozék, melyek kimu-
tatdsara egy panel nem alkalmas. Hogy egy PCR-rend-
szert milyen irdnyban érdemes véltoztatni, azt a helyi
epidemioldgiai viszonyokhoz kell igazitani. A 2. tdbla-
zatban bemutatott eredményeink alapjan a S. maltophi-
lin kimutathatésigara érdemes lenne torekedni. Korhaz-
ban szerzett, illetve lélegeztetéssel dsszetiiggé pneumo-
nia esetén szamolni kell e multirezisztens baktériummal.
Egy amerikai vizsgalat 2%-ban detektdlt S. maltophilidt a
mintaiban, ami eredménytinkkel (3%) szinte megegyez8
[9]. Van olyan, kifejezetten kérhdzi pneumonidk diag-
nosztikajara kidolgozott multiplex PCR-rendszer (Cure-
tis Unyvero Hospitalized Pneumonia Panel), melynek
része a S. maltophilin is [10].

A mintiban 1év6 bizonyos anyagok (példiaul egyes
gyogyszerek) gatolhatjak a PCR-t. Ilyen esetekben a bel-
s6 kontrollok sem amplifikilédnak, igy a PCR eredmé-
nye nem ¢értékelhetd. A jelenség ritka, mindossze harom
inhibitoros minta fordult el§ vizsgilatunkban. Egy klini-

2022 m 163. évfolyam, 33. szam

ORVOSI HETILAP

Unauthenticated | Downloaded 03/17/23 10:22 AM UTC



kai mintakra validdlt multiplex PCR-rendszer korldtainak
sordban jelent8s tényezé annak magas drais [11].

Tobb vizsgilat igazolta, hogy a SARS-CoV-2 melletti
koinfekciok ritkdk (3-7%), szamolni kell azonban a kér-
hazi kezelés, illetve a gépi lélegeztetés idGtartamaval 9sz-
szefiiggben megjelend  bakteridlis  szuperinfekciékkal
[12,13]. Az A. baumannii COVID-19-pozitiv betegek
csoportjaban detektilt 21,5%-0s ardnya aggodalomra ad
okot, tekintve az A. bawmannii okozta nosocomialis
pneumoniak 30-75%-os mortalitdsi ratdjat, a multire-
zisztens torzsek korlatozott antibiotikumérzékenységét
és a kolisztinrezisztens torzsek kb. 3%-os el6forduldsat
[14]. A P. aeruginosa 21,8%-o0s aranya az altalunk vizs-
gilt mintdkban szintén a nosocomialis eredetd fert6zé-
sek jelentGségét mutatja. Fontos megjegyezniink, hogy a
tenyésztéssel igazolt A. baumannii torzsek 96%-a multi-
rezisztens, a tenyésztéssel igazolt P. aeruginosa torzsek
49,2%-a karbapenemrezisztens volt, ami a szdba jovd
antibakteridlis szerek korét igen szilkre korlatozta.
A SARS-CoV-2-fert6zést komplikilé szekunder infek-
cidk gyakran polimikrobas, kevert fertézések [15]. Ezt
mutatja eredményiink is: a SARS-CoV-2-pozitiv betegek
mintdinak 65%-aban tobb kérokozéd egyidejl jelenlétét
detektiltuk. Az A. baumannii és P. acruginosa fert6zé-
sekhez gyakran tarsuld S. anreus még inkdbb komplikdlja
a terdpia megvilasztasat.

A SARS-CoV-2-vilagjarvany megjelenésével mds 1ég-
uti virusok el6fordulasi gyakorisiga lényegesen csokkent
[16]. Eredményiink is ezt igazolta. Az influenzavirusok
teljesen kiszorultak a léguti virusok korébdl a vizsgalt
id&szakban, és az egyéb virusok jelenléte is csekély volt.
A detektalt virusok és azok eloszlisa nagyban egyezik
egy dél-afrikai vizsgilat eredményével [17].

A BioFire Pneumonia PCR-teszt alapjan a leggyako-
ribb rezisztenciagén a mecA /C volt. Osszevetve eredmé-
nyiinket egy atfogd eurdpai vizsgalattal, megallapithato,
hogy a CTX-M gén az altalunk vizsgalt mintakban rit-
kabban (3,9% vs. 5,4%), mig a mecA/C gyakrabban
(6,8% vs. 4,3%) fordult els [18]. A PCR-vizsgalattal és a
tenyésztéssel kapott eredmények kozti eltérés a mar em-
litetteken tal azzal is magyarazhat6, hogy az alacsony
csiraszamban PCR-rel detektdlt, a rezisztenciagént felte-
heten hordozé baktériumot sok esetben nem sikeriilt
kitenyészteni. A PCR-rel, illetve antibiogrammal igazolt
antibiotikumrezisztencia kozti diszkrepanciat mas vizs-
galat is igazolta, eredménytinkkel nagysigrendileg meg-
egyezG mértékben (33,3% vs. 40,2%) [19, 20]. Fontos
rogziteni, hogy a PCR-panelek csak néhany rezisztencia-
gént tartalmaznak, mig a hagyomanyos tenyésztésen ala-
pulé vizsgalattal az antibiotikumrezisztenciit egészében
tudjuk értékelni, annak pontos mechanizmusitél fiigget-
leniil. A tenyésztés alapjan ESBL-termel6nek bizonyuld
baktériumok 30%-at a BioFire CTX-M-negativnak, a
karbapenemrezisztens P. aeruginosa torzsek 91%-at a
BioFire karbapenemdznegativnak adta. A rezisztencia
hétterében a CTX-M-tdl, illetve a panelben 1év6 karba-

EREDETI KOZLEMENY

penemizgénektdl eltérd, szamos egyéb mechanizmus
allhatott. Ez is bizonyitja, hogy az antibiotikumérzé-
kenység meghatirozasinak sziikségessége miatt a te-
nyésztés egyelére nem nélkiilozhets, PCR-vizsgilattal
nem helyettesithetd.

A molekuldris technika fejlédése és az Gjgeneracios
szekvendldsi modszerek elterjedése miatt a jovében vir-
hatd, hogy kizarélag molekuldris tesztek alapjan komp-
lett mikrobiolégiai eredmények keriiljenek kozlésre. Az
mLoperational taxonomic units” rendszerekben a riboszo-
milis gének komparativ analizisével rengeteg, nem te-
nyésztheté mikroorganizmust is azonositanak.

Retrospektiv vizsgalatunk korlatja, hogy kizirdlag a
mikrobiolégiai vizsgilati leletekre alapul, minden klini-
kai adatot nélkiiloz (igy az oltottsagi statust is), a BioFire
Pneumonia PCR-tesztek eredményeinek klinikai dontés-
hozatalban jitszott szerepérdl nem ad informaciot.

Kovetkeztetés

A pneumoniiak mikrobiolégiai diagnosztikdjara kidolgo-
zott BioFire FilmArray Pneumonia plus Panel koltséges,
de egyszertien hasznalhat6 és két 6ran beliil eredményt
ad6é modszer. Széles célspektruma miatt a korhdzban
szerzett pneumonia gyakori kérokozoédinak, igy az
A. bauwmannii vagy a P. aeruginosa Kimutatasara is alkal-
mas. A PCR-panel célspektrumaban nem szereplé kor-
okozok jelent@sége miatt a pneumoniaspecifikus multi-
plex PCR-vizsgalatokat tenyésztéssel egyiitt javasolt
végezni. Bar a rendszer alkalmas hét gyakori rezisztencia-
gén, koztik a mecA/C (MRSA) gén kimutatdsira, az
antibiotikumrezisztencidk multifaktoridlis volta miatt a
tenyésztésen alapuléd fenotipusos vizsgalatokat egyelSre
nem lehet elhagyni. Az alsé 1égati mintabdl a multiplex
PCR-rendszerrel nyert eredmény klinikai értelmezése a
beteget kezeld orvos feladata [21, 22].

Anyagi tamogatis: A vizsgilatok elvégzése és a dolgozat
megirdsa anyagi timogatisban nem részestilt. A szerz6k-
nek a teszt gyartdjaval nincs kapcsolatuk.

Szerzdi munkamegosztas: K. S.: A kézirat elkészitése, a
hipotézisek kidolgozasa, vizsgalat lefolytatasa, statiszti-
kai elemzések végzése, a kézirat megszovegezése. J. E.:
A kézirat elkészitése, a hipotézisek kidolgozasa, vizsgalat
lefolytatasa, statisztikai elemzések, a kézirat megszovege-
zése. 1. M.: Vizsgilat lefolytatdsa, a kézirat megszovege-
zése, javitasa. Sz. E.: Vizsgilat lefolytatdsa, a kézirat
megszovegezése, javitdsa. F. P., Sz. K.: Vizsgalat lefolyta-
tasa. K. K.: Hipotézisek kidolgozasa, vizsgilat lefolyta-
tasa, statisztikai elemzések, a kézirat megszovegezése.
A cikk végleges viltozatat valamennyi szerzé elolvasta és
jovihagyta.

Erdekeltségek: A szerzGknek nincsenek érdekeltségeik.

ORVOSI HETILAP

2022 m 163. évfolyam, 33. szam

Unauthenticated | Downloaded 03/17/23 10:22 AM UTC



EREDETI KOZLEMENY

[12] Lansbury L, Lim B, Baskaran V, et al. Co-infections in people
with COVID-19: a systematic review and meta-analysis. ] Infect.
[1] Ramanan P, Bryson AL, Binnicker MJ, et al. Syndromic panel- 2020; 81: 266-275.
based testing in clinical microbiology. Clin Microbiol Rev. 2018; | [13] Pasero D, Cossu AP, Terragni P. Multi-drug resistance bacterial
31:¢00024-17. infections in critically ill patients admitted with COVID-19.
[2] Lee SH, Ruan SY, Pan SC, et al. Performance of a multiplex PCR Microorganisms 2021; 9: 1773.
pneumonia panel for the identification of respiratory pathogens [14] Manchanda V, Sanchaita S, Singh NP. Multidrug resistant acine-
and the main determinants of resistance from the lower respira- tobacter. ] Glob Infect Dis. 2010; 2: 291-304.
[15] Fontana C, Favaro M, Minelli S, et al. Co-infections observed in
SARS-CoV-2 positive patients using a rapid diagnostic test. Sci
Rep. 20215 11: 16355.
[16] Calcagno A, Ghisetti V, Burdino E, et al. Co-infection with other
respiratory pathogens in COVID-19 patients. Clin Microbiol

Irodalom

tory tract specimens of adult patients in intensive care units.
J Microbiol Immunol Infect. 2019; 52: 920-928.

[3] bioMérieux. BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel.
Available from: https: //www.biomerieux-diagnostics.com/bio-
fire-filmarray-pneumonia-panel [accessed: 10 April 2022].

[4] Gilbert DN, Leggett JE, Wang L, et al. Enhanced detection of .
. . . . . D Infect. 2021; 27: 297-298.
community-acquired pneumonia pathogens with the BioFire . . . L
Pneumonia FilmArray® Panel. Diagn Microbiol Infect Dis. 2021; [17] Mitton B, Rule R, Said M. Laboratory evaluation of the BioFire
99: 115246. FilmArray Pneumonia plus Panel compared to conventional
[5] Endicott-Yazdani TR. Concordance of BioFire Pneumonia Panel methods _for the identiﬁcaﬁon of baCtCFia in lower respiratory
with traditional respiratory bacterial culture results. In TP93. tract specimens: a prospective cross-sectional study from South
TP093 New developments in diagnostics and treatments of Africa. Diagn Microbiol Infect Dis. 20215 99: 115236.
pneumonia. Am J Respir Crit Care Med. 2021; 203: A3869. [18] Ginocchio CC, Garcia-Mondragon C, Mauerhofer B, et al. Mul-
[6] Furukawa D, Kim B, Jeng A. 2002. BioFire® Filmarray® Pneu- tinational evaluation of the BioFire® FilmArray® Pneumonia plus

monia Panel: a powerful rapid diagnostic test for antimicrobial Panel as compared to standard of care testing. Eur J Clin Micro-
stewardship. Open Forum Infect Dis. 2019; 6(Suppl 2): S671. biol Infect Dis. 2021; 40: 1609-1622.
[7] Meersseman W, Lagrou K, Spriet I, et al. Significance of the iso- | [19] Caméléna F, Poncin T, Dudoignon E, et al. Rapid identification
lation of Candida species from airway samples in critically ill pa- of bacteria from respiratory samples of patients hospitalized in
tients: a prospective, autopsy study. Intensive Care Med. 2009; intensive care units, with FilmArray Pneumonia p/us Panel. Int
35:1526-1531. J Infect Dis. 2021; 108: 568-573.
Kolenda C, Ranc AG, Boisset S, et al. Assessment of respiratory [20] Foschi C, Zignoli A, Gaibani P, et al. Respiratory bacterial co-
bacterial coinfections among severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2-positive patients hospitalized in intensive care
units using conventional culture and BioFire, FilmArray Pneu-
monia Panel plus assay. Open Forum Infect Dis. 2020; 7:
ofaa484.

[9] Webber DM, Wallace MA, Burnham CAD, et al. Evaluation of
the BioFire FilmArray Pneumonia Panel for detection of viral ) o ) X ey
and bacterial pathogens in lower respiratory tract specimens in hatdsossiginak ¢ immunogenitdsinak monitorozdsa egészség-
the setting of a tertiary care academic medical center. J Clin ligyben dolgoz6kon. ] Orv Hetil. 2021;162: 1551-1557. [Hun-
Microbiol. 2020; 58: ¢00343-20. garian]

[10] Tellapragada C, Giske CG. The Unyvero Hospital-Acquired | [22] Szekanecz Z Bogos K, Constantin T, et al. Antiviral and anti-

(8

—

infections in intensive care unit-hospitalized COVID-19 pa-
tients: conventional culture ps BioFire FilmArray Pneumonia plus
Panel. ] Microbiol Methods 2021; 186: 106259.

[21] Rojkovich B, Németh D, Torok E, et al. Immunogenicity and
safety of the BNT162b2 mRNA COVID-19 vaccine in health-
care workers. [A BNT162b2 mRNS-Pfizer-BioNTech véd&oltas

Pneumonia Panel for diagnosis of secondary bacterial pneumo-
nia in COVID-19 patients. Eur ] Clin Microbiol Infect Dis.
2021; 40: 2479-2485. Erratum: Eur J Clin Microbiol Infect

inflammatory therapies in COVID-19. [Antivirdlis és gyulladds-
cllenes kezelési lehetGségek COVID-19-ben.| Orv Hetil. 2021;
162: 643-651. [Hungarian]

Dis. 2021 Sep 13. PMID: 33661410; PMCID: PMC7930892.

[11] Babady NE. The FilmArray® respiratory panel: an automated,
broadly multiplexed molecular test for the rapid and accurate de-
tection of respiratory pathogens. Expert Rev Mol Diagn. 2013;
13:779-788.

(Karolyi Sandor dr.,
Budapest, Nagyvarad tér 4., 14. emelet, 1083
e-mail: karolyi.sandor@med.semmelweis-univ.hu)

SZEGEDI BELVAROSI RENDELO

Szeretném megtalalni azt a foglalkozasegészségugyi kollégat,
aki szegedi belvarosi, kozkedvelt, és ismert, jol felszerelt, hangulatos rendelém
bérleti jogat atvenné és tevékenységemet a pacienturaval tovabb folytatna.

Tel.: +36 30 953 7536
email: babka89@t-online.hu

Acikk a Creative Commons Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) feltételei szerint publikélt Open Access kdzlemény,
melynek szellemében a cikk barmilyen médiumban szabadon felhasznalhat6, megoszthaté és Ujrakdzolhetd, feltéve, hogy az eredeti szerz6 és a kozlés helye,
illetve a CC License linkje és az esetlegesen végrehajtott mddositasok feltiintetésre keriilnek. (SID_1)

m ORVOSI HETILAP

2022 m 163. évfolyam, 33. szam

Unauthenticated | Downloaded 03/17/23 10:22 AM UTC



