CE-IVD LightCycler System
o) Real-time PCR - as flexible as you

SeptiFast —
uj lehetOseg a sepsis diagnosztikaban

Perkatail Katalin
Roche Molekularis Diagnosztika és
alkalmazott kutatas
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Szepszis diagnosztika

Diagnostics

 Klinikai definicio:
— testhédmeérséklet <36 °C vagy >38 °C
— szivfrekvencia >90/perc
— légzeési frekvencia >20/perc, PaC0O2 <32 Hgmm

— fehérvérsejt szam >12.000/ul vagy <4.000/ul, vagy tobb
mint 10% éretlen alak

* Klinikai kémia: CRP, PCT, TNF-qa, IL-6

» Mikrobiologia:
— haemokultura (szenzitivitas, specificitas, id0)
— PCR (SeptiFast)




Nukleinsav celpontok
bakteriumok 1dentifikalasahoz

* Virulencia gének
 toxin genek
specifikus genom fragmentek
16S vagy 23S rDNS
hsp65 geén
gyrB geén
16S-23S rDNA spacer




Ribosomalis RNS operon

Altalanos

A transzkriptumok a riboszoma
fuknkci0jahoz nelkulozhetetlenek

Tobbszoros kopiaszamban fordul el
struktara : 16S-spacer-23S-spacer-3S
tRNS gének a spaceren helyezkednek el




16S-23S rDNS spacer tulajdonsagai

Altalanos

A transzkriptumok a riboszoma
fuknkci0jahoz nelkulozhetetlenek

Tobbszoros kopiaszamban fordul el
struktara : 16S-spacer-23S-spacer-3S
tRNS gének a spaceren helyezkednek el

Csoport ¢s/vagy species specifikus
ktilonbségeket hordoz




Konzervalt tertiletek
az TRNS operonon belUl

16S rRNS spacer 23S rRNS

Girtler et al., 1996




rDNS spacer nukleinsav szekvencia illesz

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

* * * * * * * * * * * *

TAAGGAAAAGGAAACCTGTGAGTTTTCGTTCTTCTCTATTTGTTCAGTTT TGAGAGGTTACTCTCTTTTATGTCAGATAAAGTATGCAAGGCACTA--TGCT-TGAAGCATCGCGCCACTACATTTTTGA!

..G.GCAGC.A.TC.G.AAA.
..G.GCAGC.A.TC.G.AAA.
.G.GCAGC.A.TC.G.AAA.

260 270

* *

320 330 380 390 400 410 420 430
* * * * * * * *

AATTGTTCTTTGAA. GATAATTTAT-TATTTATGACACAAGTAACCGAGAATCATCTGAAAGTGAATCTTTCATCTGATTGGA

440 450 460 470 490
* * * * *

AGTA-TCATCGCTGATACGGAAAATCAGAAAAACAACCTTTACTTCGTAGAAGTARATT
Wooo




Jellemz®b Nukleinsav szakasz felsokszorozasa, PCR

1. A nukleinsav izolatum kettos
.. szalu DNS termékének
.~ denaturalasa hével

X 2. Annealing, rovid, mesterséges
" nukleinsav darabok (Primerek)
bekotodése a megfelelo,
specifikus DNS szakaszra

3. Lanchosszabitas(de novo
synthesis)a Taqg-Polymerase
enzim meghosszabitja a
bekotodott primereket

|| || . || . . . || 4. Detektalas specifikus,
mesterséges nukleinsav

|| || || || . || || || || || || . . || || . darabokkal a PCR-t kovetéen
(AMPLICOR, COBAS AMPLICOR)

IFNFANIARILRINRG 4 vagy  PCR alatt ciklusr cikiusra
(LighCycler, COBAS TAQMAN48)




Spacer Technolégia

ITS (Spacer) | 23S

Generikus Primerek
(“pan bacteria”)

Amplifikacioés gorbe

Group (e.g. Enterobacteriaceae)

Ciklusok

0y

Specifikus nukleinsav proba

Olvadaspont analizis

E. coli Ent.bacter cloacae




PCR technikaval felsokszorozott
jellemz0 nukleinsav szakasz

A specifikus nukleinsav proba lehetéséget ad a PCR végén a keletkez6
jellemzo termék rogzitésére és elvalasztasara,

masrészt valds ideji technika alkalmazasa esetén a PCR soran keletkez6
termékek mennyiségének és mindéségének folyamatos kovetésére.

Lb2
conservative high variability ¢4 conservative
—
Lb1 Probe

low variability low variability



Nukleinsav proba bekotése

Mmoo

¥ =03 Tmismatch
A= AC mismatch

Temperature { "C)




Olvadaspont analizis

Melting Peaks
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Munkafolyamat

. MagNa Lyser 3.0 : . SeptiFast Lys Kit
Homogenizalé Minta Feloldasa

15 perc Ay " berendezés TeI:J}e:“ver

A GRADE

Diagnostics

15 perc

D
SeptiFast Prep Kit

max 90 perc Minta Tisztitasa pp—
2 ml feloldott mlnta) e

300 pl Eluat

105 perc - \)/ _—
“._ LightCycler ® 2.0 SeptiFastKit

osszemérés o Ml Valos-ldejii PCR  valds-idejii PCR sokszorozas

és futas Berendezés 50p1 eluat reakcionként AAGRADE

150 perc (G+,G-,Gomba)
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255 perc )

SeptiFast

30 perc Specieszek Identifikalasa és a Identifikalo
jelentés elkészitése Program (SIS)

.

kb. 300 perc ) Parhuzamosan 7 minta indithato futa-
sonként. Ha Staphylococcus aureus,
sziikség esetén -ra pozitiv eredményt kapunk. akkor
mecA gén kimutatasa tovabb vizsgélhatjuk a mintankbdl
szdrmaz0, tisztitott nukleinsavat mecA
gén jelenlétére*”.




Fertozés kimutatasa 6 oran beldl

Minta Elokészités

Lizis, Nukleinsav kivonas

PCR Analizis / * \

Gram (-)

* Escherichia coli

* Klebsiella (pneumoniae, oxyt.)
« Serratia marcescens

* Enterobacter (cloacae, aerog.)
* Proteus mirabilis

* Pseudomonas aeruginosa

* Acinetobacter baumanii

« Stenotrophomonas maltophilia

ram +
« Staphylococcus aureus
* CoNS
« Streptococcus pneumoniae
« Streptococcus spp.
* Enterococcus faecium
* Enterococcus faecalis

un I
« Candida albicans
* Candida tropicalis
* Candida parapsilosis
* Candida krusei
* Candida glabrata
* Aspergillus fumigatus

MRSA (mecA)
VRE (van A, B)

Diagnostics




Hagyomanyos és Molekularis
Diagnosztika osszehasonlitasa
A PCR korabban ad hasznalhato

eredmenyt

1. nap 2. nap o 3. nap

1 | o=

tenyesztées

&

PCR

Gram, Species, Rezisztencia (VRE & RSA)

Diagnostics
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A PCR felgyorsitja a mikrobioldgiat

Példa: Szepszis az intenziv terapias osztalyon

Diagnostics

Varhaté elony: A beteg Gazdasagi elonyok:

e hatékonyabb szempontjabol: e Rovidebb
antibiotikum e A komplikaciok tartézkodasi ido *
terapia kialakulasanak e Jobb

Enyhébb kisebb veszelye versenyképesség
lefolyasu (lower DRG case cost;

szepszis improved infection
statistics)
e Az agyak jobb
kihasznaltsaga

Nozokomialis
patogének
rezisztanciaja
csokkenhet

* 26% had incorrect initial “empiric” antibiotic therapy, with 3,1 additional ICU days on average:
Source: M.H.Kollef et al, Inadequate Antimicrobial Treatment of Infections, CHEST 1999, 115:462-474




