




























































































































































La.U.Ro. HUB Laboratory ‐ PVS

Let’s start the tour



Where the samples arrive

Clinical Pathology



HPV DNA Screening

Molecular Virology



Serology

Serology



Laboratory Automation
Bacteriology Serology ‐ Virology







• BLOOD CULTURES

– Incubation  h 24/7 (spokes)

– Only the POSITIVE are transferred to the HUB

– Opening HOURS differ from HUB to SPOKE

– New regulatory rule for the accreditation of
Microbiology Labs states that “evidence must be
given that the BC workflow is not interrupted….”

• BLOOD COLTURES

– Implement more BC incubation slots in SPOKES

– MALDI TOF

– The “emo‐FAST” algorithm

– Hub open 7/7 – 12/24

– Molecular (easy to use Film Array…) techniques in
SPOKES



BC+ 
(from ID/ICU)

Gram staining

POS
NEG

xPert MRSA/MSSA
staphylococci

YEASTS

Filmarray Biofire

xPert CARBA‐R

KPC
NDM‐1
IMP
VIM

OXA 48

xPert MRSA/MSSA:  MRSA/MSSA e CoNS

Filmarray Biofire:
• S.aureus
• CoNS
• Enterococcus spp. 

Streptococcus spp.
• S.pneumoniae
• S.pyogenes
• S.agalactiae
• L. monocytogenes
• mecA
• vanA/vanB

xPert CARBA‐R:
CPR (non ID)

Filmarray Biofire:
• C.albicans
• C.glabrata
• C.krusei
• C.parapsilosis
• C.tropicalis

Filmarray Biofire:
• Acinetobacter baumanni
• Enterobacteriaceae
• Enterobacter cloacae
• Proteus spp.
• E.coli
• K.pneumoniae
• K.oxytoca
• P.aeruginosa
• Serratia spp.
• N.meningitidis
• H.influenzae
• KPC

Filmarray Biofire Filmarray Biofire

Risk‐assessment may improve 
selection of patients with suspected 

sepsis for rapid diagnostics 
Logan Ward1,2, Michela Fantini3, Vittorio Sambri3, Steen 

Andreassen1,2

1. Treat Systems ApS, Aalborg, Denmark; 2. Aalborg University, Aalborg, Denmark; 3.
Greater Romagna Area Hub Laboratory, Cesena, Italy

24 April 2017
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EMO FAST 3.0
SepsisFinder

Constant evaluation of the new 
technologies available

Monthly re-evaluation of the workflow

• Increase automation

• Improve the clinical relevance of the
Microbiology



To summarize the challenges currently being faced:

• microbiology laboratories are being asked to perform more testing
(greater both in volume and complexity)

• to cope with increasing shortages of trained microbiology technologists

• to do all this in an economic climate where reimbursement is not likely
to keep pace with the  increasing costs.



Any serious consequence from the Full 
Automation……..?

Future Microbiology





Skrbna raba antibiotikov

Bojana Beović

Velike razlike v predpisovanju antibiotikov v Evropi: 
posledica drugačne patologije?

Adapted fromwww. http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/ESAC‐Net/Pages/index.aspx
22. 06. 2017

Podiplomski tečaj protimikrobnega 
zdravljenja za bolnišnične zdravnike 2017



Klebsiella pneumoniae, odpornost proti 3.generaciji 
cefalosporinov

Poraba na psihiatričnih oddelkih

22. 06. 2017
Podiplomski tečaj protimikrobnega 

zdravljenja za bolnišnične zdravnike 2017
Čižman M, ISIS 2012



SUSTAINABLE USE OF ANTIMICROBIALS

Cilji nadzorovane rabe antibiotikov

Izboljšanje izidov zdravljenja vključno z manj 
neželenimi učinki.

Zmanjšanje protimikrobne odpornosti. 

Optimizacija stroškov zdravljenja.



…nadzorovana raba protimikrobnih zdravil je
dejavnost, ki vključuje izbiro ustreznega 
protimikrobnega zdravila, odmerek, način 
odmerjanja in trajanje zdravljenja….

• .

NADZOROVANA RABA PROTIMIKROBNIH ZDRAVIL 

= 

USKLAJENI UKREPI, KI IZBOLJŠAJO IN NADZORUJEJO 
PREDPISOVANJE PROTIMIKROBNIH ZDRAVIL 



Pri nadzorovani rabi protimikrobnih zdravil gre 
za izvajanje smernic in drugih načel dobre 
klinične prakse.

Izvajanje načel nadzorovane rabe 
protimikrobnih zdravil mora doseči vse 
predpisovalce.

Sistematični (Cochrane) pregled intervencij za izboljšanje 
predpisovanja antibotikov v bolnišnicah 

(vključene raziskave od 1980 do 2006)

• 89 raziskav, 95 intervencij

• Učinek na predpisovanje antibiotikov:
 Prepričevalne intervencije 3,5 do 42,3%
 Restriktivne intervencije 17,1 do 40,5%
 Strukturne spremembe 13,3 do 16,3%

• V raziskavah, ki so merile učinek na protimikrobno
odpornost, se je zmanjšala odpornost proti različnim
antibiotikom

• Povečanje ustreznega predpisovanja pri bolnikih s pljučnico
je zmanjšalo smrtnost

• Raziskave, v katerih se je predpisovanje zmanjšalo, niso
imele za posledico večje smrtnosti



Prepričevalni…
• Delitev izobraževalnih materialov

• Izobraževalni sestanki

• Lokalni usklajevalni sestanki

• Vizite s poučevanjem

• Lokalni mnenjski voditelji

• Opozorila verbalno, pisno ali v računalniku

• Nadzor s povratno informacijo

Davey P, Brown E, Charani E, Fenelon L,Gould IM,Holmes A, Ramsay CR,Wiffen PJ,WilcoxM. Interventions to 
improve antibiotic prescribing practices for hospital inpatients. Cochrane Database of Systematic Reviews 2013, 

Issue 4. Art. No.: CD003543.

Omejevalni ukrepi…

• Selektivno poročanje občutljivosti

• Omejen seznam zdravil v bolnišnici

• Obvezna odobritev določenih zdravil

• Avtomatična zamenjava zdravil

• Avtomatična zaustavitev zdravljenja

• Različne sheme zamenjav zdravil

Davey P, Brown E, Charani E, Fenelon L,Gould IM,Holmes A, Ramsay 
CR,Wiffen PJ,WilcoxM. Interventions to improve antibiotic prescribing 
practices for hospital inpatients. Cochrane Database of Systematic 
Reviews 2013, Issue 4. Art. No.: CD003543



Strukturni ukrepi

• Zamenjava papirnatih popisov z elektronskimi
vključno s predpisovanjem zdravil

• Hitre laboratorijske metode

• Informacijsko podprto odločanje

• Vpeljava mehanizmov za nadzor kakovosti

Davey P, Brown E, Charani E, Fenelon L,Gould IM,Holmes A, Ramsay 
CR,Wiffen PJ,WilcoxM. Interventions to improve antibiotic prescribing 
practices for hospital inpatients. Cochrane Database of Systematic 
Reviews 2013, Issue 4. Art. No.: CD003543

Smernice za program smotrne rabe protimikrobnih 
zdravil v bolnišnicah IDSA&SHEA:

(močna priporočila, vse zmerna raven dokazov)

• Preavtorizacija ali predpis zdravila po predhodnem posvetu in nasvetu
(Pre‐authorisation and/or prospective audit and feedback)

• Zmanjšanje predpisovanja antibiotikov, ki vplivajo na Clostridium difficile

• Terapevtsko spremljanje koncentracij in prilagajanje odmerkov
amonoglikozidov

• Peroralno antibiotično zdravljenje oziroma pravočasen preklop na
peroralno zdravljenje

• Smernice in strategije za skrajšanje protimikrobnega zdravljenja na
najkrajše učinkovito trajanje

Tamar F, et al. Clin Infect Dis 2016. 



German Society of Infectious Diseases: 
Antimicrobial Stewardship for Hospitals

• Zahteve
• Delovna skupina za antibiotično nadzorstvo

• Dostopnost podatkov o občutljivosti bakterij in porabi protimikrobnih zdravil

• Ključne strategije
• Lokalne smernice, formularji protimikrobnih zdravil, omejitve predpisovanja,

zahteve po odobritvi predpisa

• Izobraževanje, usposabljanje, informacije

• Proaktivni nadzor predpisovanja

• Kazalniki kakovosti

De With K, et al. Infection 2016.

Ali so ukrepi nadzorovane rabe antibiotikov učinkoviti pri 
doseganju ciljev?

 Izkustveno zdravljenje skladno
s smernicami

 Deeskalacija

 Preklop z intravenskega na
peroralno zdravljenje

 Spremljanje koncentracije
zdravil

 Omejevanje uporabe
nekaterih antibiotikov

 Konzultacije ob bolnikovi
postelji

Klinični izidi

Neželeni učinki

Stroški 

Odpornost 

Ukrepi

Cilji

Schuts EC, et al. Lancet Infect Dis 2016 Jul;16(7):847‐56.



Vloga mikrobiološkega laboratorija pri skrbni (nadzorovani) rabi 
antibiotikov

• Podatki o lokalni občutljivosti bakterij za izbiro
izkustvenega antibiotika

• Deeskalacija

• Hitra diagnostika za pravočasno izbiro ustreznega
antibiotika

• Informacija za ukrepe za preprečevanje (prenosa)
okužb

Pomen ustreznega izkustvenega zdravljenja za preživetje bolnikov z 
bakteriemijo

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Ibrahim

Valles*

Zaragoza

Kang**

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Ibrahim

Valles*

Zaragoza

Kang**

* Zunajbolnišnična bakteriemija ** okužbe z odpornimi po Gramu negativnimi bakterijami

Ibrahim, et al. Chest 2000;118:146–155
Valles, et al. Chest 2003;123: 1615–1624

Zaragoza, et al. Clin Microbiol Infect 2003;9;412–418
Kang, et al. Antimicrob Agents Chemother 2005;49:760–

766

% preživelih

ustrezno

neustrezno



Deeskalacija je strategija, pri kateri zdravnik 
bodisi ukine antibiotik ali ga zamenja z 
ožjespektralnim antibiotikom po prejemu 
mikrobioloških izvidov. 

Salahuddin N, et al. Critical Care Research and Practice Volume 2016, Article ID 6794861

Deeskalacija je strategija, pri kateri zdravnik 
bodisi ukine antibiotik ali ga zamenja z 
ožjespektralnim antibiotikom po prejemu 
mikrobioloških izvidov. 

Salahuddin N, et al. Critical Care Research and Practice Volume 2016, Article ID 6794861



Povezanost tveganja za smrt in časa od začetka hipotenzije do ustrezne 
antibiotične terapija pri septičnem šoku

Klinični primer

27‐letni bolnik

Operacija velikega meningeoma

Somnolenten (se izboljšuje), nepokreten

Koloniziran z ESBL, CRAb, CRPs

….postane febrilen 39C, RR 110/50, fp 120/min, FD 
28/min



Bolnik je koloniziran z več večkratno odpornimi bakterijami…K. pneumoniae ESBL CRPs CRAb

ampicilin R

ampicilin/sulbaktam NI (8)

amoks/klav R

pip/tazo I R

cefuroksim R

cefotaksim R

ceftazidim R R

cefepim R S

imipenem S R (16) R

meropenem S R (16)

ertapenem S

gentamicin R S R

amikacin S S R

ciprofloksacin R S R

levofloksacin R S R

TMP/SMX R R

kolistin S S S

Kateri antibiotik bi izbrali?

• Kolistin + amikacin

• Kolistin + meropenem

• Kolistin + ciprofloksacin + meropenem

• ….+ vankomicin (možnost okužbe CVK)



Kateri antibiotik bi izbrali?

• Kolistin + amikacin

• Kolistin + meropenem

• Kolistin + ciprofloksacin + meropenem

• ….+ vankomicin (možnost okužbe CVK)

Integrirani model AID
Antimicrobial stewardship: nadzorovana (skrbna) raba protimikrobnih zdravil

Infection prevention stewardship:  smotrno izbrani ukrepi za preprečevanje okužb

Diagnostic stewardship: nadzorovana (skrbna, smortna) raba diagnostičnih metod 

Dik JWH, et al. Future Microbiol 2015; 11:93‐102.



Dik JWH, et al. Future Microbiol 2015; 11:93‐102.

Kombinacija hitre mikrobiološke diagnostike in ukrepov 
nadzorovane rabe antibiotikov

Pri večini raziskav je šlo za bakteriemijo, pri nekaterih za pljučnico ali 
okužbe mehkih tkiv. 

Raziskave so vključevale bolnike s stafilokoknimi, enterokoknimi, po 
Gramu negativnimi in glivnimi (kandida) okužbami. 

Nobena raziskava ni neposredno primerjala hitre metode z in brez 
sočasnega ukrepa nadzorovane rabe antibiotikov, a raziskave, pri katerih 
hitra diagnostična metoda ni imela vpliva na izboljšanje, niso vključevale 
ukrepov AS. 



Rezultati raziskav, vključenih v pregled (17):

• Krajši čas do ustreznega zdravljenja

• Boljši izid zdravljenja

• Manjša smrtnost

• Manjša poraba določenih protimikrobnih zdravil

• Manjši stroški

• Krajše zdravljenje v bolnišnici

Vloga AS pri hitri mikrobiološki diagnostiki

Prava interpretacija Ali zdravnik razume rezultat testa?*

Pravi antibiotik Ali bo zdravnik izbral pravi antibiotik ob prejemu 
rezultata testa?

Pravi čas Ali bo zdravnik dovolj hitro upošteval rezultat testa?

*Primeri vprašanj:
Povzročitelj? 
Kolonizacija? 
Izločanje po preboleli okužbi? 
Senzitivnost testa (lažno negativen rezultat)?

Messacar K, et al. J Clin Microbiol 2017; 55: 715‐23.



Hvala za pozornost!
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Sindromska diagnostika

Miroslav Petrovec
skupaj z

Mateja Pirš, Mateja Poljšak Prijatelj, Miha Skvarč, 
Andrej Steyer, Tjaša Cerar Kišek, Monika Jevšnik Virant, Tina Uršič

Inštitut za mikrobioogijo in imunolgijo
Medicinska fakulteta v Ljubljani

Zaloška 4,1000 LjubljanaTel: 01 534 74 51

Sindrom - definicija

• Sindrom (grško σύνδρομο συν~, syn~: skupaj, z/s 
in δρόμος, drómos: pot, tek; torej kar poteka skupaj

• skupek vseh klinično izraženih bolezenskih 
znakov, simptomov, patoloških pojavov in 
značilnosti, ki se pojavljajo pri določeni bolezni
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Sindromski pristop

• Namesto posamičnih tarč, s širokim pristopom 
hkrati iščemo nabor najverjetnejših 
mikroorganizmov, ki so lahko etiološko vpleteni v 
določen klinični sindrom

Pomembnejši sindromi

• Okužbe dihal – ILI – influenza like illness

• Okužbe prebavil/diareja

• Okužbe osrednjega živčevja

• Sepsa/bakteriemija

• Spolno prenosljive bolezni

• Okužbe oči, hepatitis, okužbe kosti…
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Laboratorijske platforme primerne za sindromski 
pristop k mikrobiološki diagnostiki

• FilmArray, Biofire - Biomerieux

• Iridica, Abott

• Luminex, Verigene, GenMark Diagnostics...

• Elitech, AusDiagnostics, Roche, Qiagen, Seegene...

FilmArray (Biofire, Biomerieux)

• Respiratorni panel (FDA, IVD)

• 20 tarč, 17 virusov, 3 bakterije

• Gastrointestinalni panel (FDA, IVD)

• 22 tarč, 14 bakterij, 4 paraziti, 4 virusi

• Panel za identifikacijo hemokultur, 27 tarč (FDA, IVD)

• ME panel

• 16 tarč - 6 bakterij, 2 glivi, 8 virusov

• Paneli v razvoju: tropske okužbe, bioterorizem ...
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FilmArray 20 tarč (17 +3)

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta
Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo
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Respiratorni panel - naše izkušnje

• V izvajanju od leta 2012

• Izredno hiter čas do rezultata – 85 minut, Zelo preprosta izvedba
- potreben čas 5-7 minut

• Premajhna kapaciteta brez velikih investicij

• Manjkajoča tarča - bokavirus

• Visok odstotek neskladnih rezultatov 

• Nedefinirane indikacije

• Visoka cena 

Interpretacija - problemi
• Večkratno pozitivni vzorci - dihala, prebavila

• Arbitrarno vključevanje tarč - manjkajoče tarče (npr. bokavirusi)

• Neenakomerna občutljivost in specifičnost posameznih tarč 
(npr. B. pertussis – prejšnje verzije testa)

• Stroškovna učinkovitost in smiselnost uporabe v času epidemij

• Uporaba, kljub manjšemu naboru naročenih testov?

• Težavna komunikacija s kliniki - natančna opredelitev tarč

• Ponovljivost rezultatov
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Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta
Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo

Večkratno pozitivni vzorci ???

Manjkajoča tarča
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9026 vzorcev

7133 
določanje celotnega panela RV

Vključili 234 vzorcev bolnikov, ki so bili rutinsko poslani od junija 2012 do julija 
2016.

Primerjalno testirali s FilmArray RP

1893
določanje virusa gripe

od decembra do aprila 
≈35 vzorcev/dan 

max 120

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo

2015

Respiratorni patogeni virusni panel vs Filmarray

FilmArray RP/ RT-PCR v realnem času
FilmArray RP

 17 virusnih tarč + 3 bakterije
RT-PCR v realnem času
 16 virusnih tarč

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo
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Pregled nabora tarčnih organizmov pri primerjalnih metodah 
RT-PCR v realnem času in FilmArray RP 

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo

Organizem Tarčni gen  (RT-PCR) RT-PCR Tračni geni (Film Array RP)

RSV polimeraza matriks

HRV 5' UTR hkratna 5' UTR

EAV nukleokapsida /

hMPV nukleoprotein hkratna nukleoprotein

EHV1 glikoprotein /

HCoV 229E polimeraza 1b hkratna polimeraza

HCoV HKU1 polimeraza 1b nukleoprotein

HCoV OC43 polimeraza 1b nukleoprotein

HCoV NL63 polimeraza 1b nukleoprotein

HBoV NS1 hkratna /

AdV hekson hekson

PIV1 polimeraza hkratna hemaglutinin

PIV2 polimeraza fuzijski

PIV3 matriks fuzijski

PIV4 fuzijski

Flu A matriks hkratna matriks, NS1d, HA1, HA3

Flu B matriks hemaglutinin

EV 5' UTR 5' UTR

B. pertussis / toksin

C. pneumoniae / ompA

M. pneumoniae / toksin

FluA-H1-2009
FluA-H1-pan
FluA-H3
FluA-pan1
FluA-pan2

FilmArray RP/ RT-PCR v realnem času
FilmArray RP

 17 virusnih tarč + 3 bakterije

 Na enkrat lahko testiramo samo 1 
pacienta.

 Izvid v 1 uri in 3 minutah.

 Enostavna za izvedbo.
 Ne potrebujemo visoko strokovno 

usposobljenega osebja.
 Nizka stopnja kontaminacije.

RT-PCR v realnem času
 16 virusnih tarč

 Na enkrat lahko testiramo 10 
pacientov (X 3)

 Izvid najkasneje v 3 urah od 
sprejema vzorca (x10)

 Zahtevna za izvedbo.
 Potrebujemo strokovno 

usposobljeno osebje
 Višja stopnja kontaminacije 

(potrebujemo primerno ločene 
prostore in instrumente)

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo
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Prikaz ujemanja metod FilmArray RP in RT-PCR v 
realnem času

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo

FilmArray RP

Potrjena etiologija akutne 
okužbe dihal pri 135/234 (57,7 
%) bolnikih.

RT-PCR v realnem 
času

Potrjena etiologija akutne 
okužbe dihal pri 122/234 (52,1 
%) bolnikih.

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo

18
FilmArray +

RT-PCR -

11 
HRV

2 
hMPV

1 
M. pnemoniae

1 
B. pertussis

1 
Flu B

1
PIV 4

1 
EV

5/11 

ponovljeni (Argene) nizko 
pozitivni

Ponovljeno negativno z 
drugim reagentom (Argene)

Ponovljeno negativno 
(GenExpert in Focus Simplexa)

1/5 ponovljen nizko pozitiven EV
Ponovljen 
negativen
(Argene)



22. 06. 2017

10



22. 06. 2017

11



22. 06. 2017

12

• Evropska multicentrična četrtletna študija EUCODI

• 4 določeni dnevi v letu 2014 – 20 zaporednih vzorcev, 
10 laboratorijev iz 10 držav

• 709 vzorcev/bolnikov, 325 (45.8%) negativni, 268 
(37.8%) en povzročitelj 116 (16.4%) več
mikroorganizmov

• skupno pozitivnih 54,2 % testiranih vzorcev (384/709) 
vs 18,1% s konvencionalnimi metodami

Clin Microbiol Infect 2015 
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564; 95,92%

16; 2,72%

7; 1,19%

1; 0,17% Tip vzorca

Blato

Izbruhanina

Bris rektuma

Biopt črevesja

430; 73%

24; 4%

12; 2%

32; 6%

73; 12%
17; 3%

Vzorci ‐ po pošiljateljih

UKC‐LJ

Onkološki inštitut

Psih. klinika

Splošne bolnišnice

Zdravstveni domovi

Ostalo

VZORCI

Vzorci SDG 
(sezona 2016/17)

Vzorci V4 
(sezona 2015/16)

December 300 305

Januar 288 255

Vpeljava sindromske diagnostike za GE ‐ IMI
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Vzorci v pripravi na dan

Poslani na V ali VP Vsi v pripravi

*z modrimi stolpci označeni vzorci, ki niso bili naročeni na patogene bakterije, oranžni stolpci predstavljajo vse vzorce, vpisane v SDG
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Ura sprejema

SDG ‐ sprejem vzorcev po urah

Št. vzorcev delavnik Št. vzorcev vikend/praznik

Trenutno je med tednom in ob sobotah obdelano isti dan vse, kar je sprejeto do 10:00 (t.j. povprečno 40,8% dnevnih vzorcev)!

Vzorci, sprejeti do 10:00 so obdelani isti dan
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DOKAZANE SKUPINE PATOGENOV
NEG SKUPAJ

V B P V+B V+P B+P V+B+P

N
A
R
O
Č
EN

O

V (n=256) 49,61 2,73 0,00 1,95 0,00 0,00 0,00 45,70 100

BV (n=245) 28,57 4,90 0,41 1,22 0,82 0,00 0,41 63,67 100

VP (n=5) 20,00 0,00 0,00 20,00 0,00 0,00 0,00 60,00 100

BVP (n=43) 23,26 2,33 2,33 0,00 0,00 0,00 2,33 69,77 100

SDG (n=20) 35,00 10,00 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50,00 100

P  (n=2) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 100

Posamezni (n= 17) 70,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 29,41 100

SKUPAJ 38,61 3,74 0,51 1,53 0,34 0,00 0,34 54,93 100

Le manjši delež vzorcev se nacepi na bakteriološki liniji…

308

20

81

KIESTRA‐SISTEM PRED SDG KIESTRA‐SISTEM SDG KIESTRA‐DEJANSKI

Vzorci z naročilom na patogene bakterije

Le 6,5% vzorcev z naročilom na patogene bakterije bi se teoretično obdelalo na Kiestra‐i (le molekularno pozitivni)

REALNO: 26,3 % vzorcev naročenih na patogene bakterije se je obdelalo na Kiestra‐i (molekularno pozitivni in vzorci ob 
vikendih) 
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Starostna obdobja (leta)

Delež pozitivnih (brez KIBVS)
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B‐bakterije; V‐virusi; P‐paraziti

Dokazane skupine patogenov (brez KIBVS)

0‐6 let 7‐14 let >14 let

0,00
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20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

B V P B+V B+P V+P B+V+P

%

V‐virusi; B‐bakterije; P‐paraziti

KIBVS ‐ dokazane skupine mikroorg.

0‐6 let 7‐14 let >14 let
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Dokazani patogeni po starostni skupini (brez KIBVS)

0‐6 let 7‐14 let >14 let

0,00
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10,00
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20,00

25,00
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35,00

40,00

%

KIBVS ‐ posamezni povzročitelji, prevalenca

0‐6 let 7‐14 let >14 let

Zunanji Vsi NEG B V P B+V B+P V+P B+V+P POZ

0‐6 117 75 3 38 0 1 0 0 0 42

7‐14 26 18 0 7 1 0 0 0 0 8

>14 240 161 6 69 1 3 0 0 0 79

SKUPAJ 383 254 9 114 2 4 0 0 0 129

Zunanji Vsi Yersinia Campylobacter Shigella Salmonella Plesiomonas Aeromonas Stx1 Stx2

0‐6 117 0 3 0 1 0 0 0 0

7‐14 26 0 0 0 0 0 0 0 0

>14 240 0 7 0 0 0 0 1 1

SKUPAJ 383 0 10 0 1 0 0 1 1

Zunanji Vsi NoV‐I NoV‐II RoV AdV AstV Giardia
Cryptosporidoiu

m
0‐6 117 1 24 10 3 2 0 0
7‐14 26 0 6 2 0 0 0 1
>14 240 1 60 9 1 1 1 0
SKUPAJ 383 2 90 21 4 3 1 1

prot‐SD Vrednost Ct Ura sprejema Dan sprejema

Yersinia 270/16 31,72 17:20 Sre

Campylobacter

55/16 30,93 17:10 Pet

79/16 25,3 8:20 Pon

29/17 28,7 8:25 Čet

56/17 33,87 10:55 Sob

60/17 33,37 7:55 Pon

141/17 29,54 9:40 Sre

Stx1
73/16 34,62 8:20 Pon

138/17 28,27 7:45 Sre

Dokazani molekularno – kultivacija neuspešna:

bsolutnih številk:

KIBVS Vsi NEG B V P B+V B+P V+P B+V+P POZ

0‐6 109 23 7 76 0 2 0 1 0 86

7‐14 23 9 2 11 0 1 0 0 0 14

>14 73 37 4 26 1 2 0 1 2 36

SKUPAJ 205 69 13 113 1 5 0 2 2 136

KIBVS Vsi Yersinia Campylobacter Shigella Salmonella Plesiomonas Aeromonas Stx1 Stx2

0‐6 109 0 7 0 1 0 0 1 0

7‐14 23 1 1 0 1 0 0 0 0

>14 73 1 6 1 0 0 0 0 0

SKUPAJ 205 2 14 1 2 0 0 1 0

KIBVS Vsi NoV‐I NoV‐II RoV AdV AstV Giardia
Cryptosporidoiu

m

0‐6 109 1 38 42 3 3 0 1

7‐14 23 1 9 2 0 0 0 0

>14 73 0 26 3 2 0 3 1

SKUPAJ 205 2 73 47 5 3 3 2
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Starostna skupina (leta)

Naročila KIBV – zgolj na viruse

Dokazan virus Dokazana le B

Pri vzorcih iz KIBV, pri katerih so naročili zgolj preiskavo na viruse, smo dodatno pojasnili manjši delež (do 7,14%) 
primerov AGE z bakterijsko etiologijo

Sklep

• Uporaba modernih molekularnih metod v 
sindromski obravnavi zahteva iskanje ravnotežja 
med tem kaj potrebujemo, kaj zmoremo in tem 
kaj si lahko privoščimo

• Laboratorij mora biti usmerjen na vrednost in 
klinično uporabnost in ne na količino testiranj 
(Value - not volume driven)



Novosti pri uporabi
MALDI ‐ TOF

asist. Julija Germ, dr. med.

doc. dr. Mateja Pirš, dr. med.

Likarjev simpozij 2017

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo, UL MF

MALDI ‐ TOF in

‐> rutinska identifikacija bakterijskih izolatov

‐> neposredna identifikacija bakterij iz kliničnih vzorcev

‐> posledice uporabe MALDI‐TOF za potek zdravljenja

‐> določanje občutljivosti za antibiotike in detekcija mehanizmov

odpornosti

‐> tipizacija bakterij



IDENTIFIKACIJA z MALDI ‐ TOF
• vsi laboratoriji: 47,9 %
• Slovenija: 60%

Croxatto et al. FEMS Microbiol Rev 2012;36:380-407

MALDI‐TOF:  MATRIX‐ASSISTED LASER DESORBTION IONIZATION –
TIME OF FLIGHT

1. jekleni nosilec vzorec
matriks

2. laser

3. uplinjenje vzorca + matriksa
oblak potuje skozi masni
analizator do ionskega
detektorja

4. analiza razmerja mase & naboja

(2 ‐ 20 kDA) – prevladujejo

znotrajcelični hidrofilni strukturni ali

ribosomalni proteini

5. masni spekter

6. knjižnica identifikacija



Bruker
MBT v7311: 2509 vrst / 433 rodov

Mikobakterije: 164 vrst 

bioMérieux V3 DB
Bakterije, kvasovke, plesni, 

mikobakterije, Nocardia: 1046 vrst

RUTINSKA IDENTIFIKACIJA
BAKTERIJSKIH IZOLATOV Z MALDI ‐ TOF



1371 izolatov

Direktna metoda / delna ekstrakcija z mravljično kislino (Bruker 
Daltonics) + primerjava s klasično identifikacijo

Identifikacija do vrste 93,2 % ‐> vendar 4,9 % diskordantnih rezultatov

Identifikacija do rodu 5,3 %

Brez identifikacije 1,5 %

Čas do identifikacije (TTI) 
in 95% interval zaupanja

J Clin Microbiol 2012



Ključni dejavniki za dobro ID do vrste

VPLIV NA KVALITETO SPEKTRA

starost kolonije

pogoji kultivacije

postopek ekstrakcije proteinov

KVALITETA MALDI ‐ TOF KNJIŽNICE

ni pomemben dejavnik: 
Escherichia coli in 
Shigella spp

slabša kvaliteta spektra: 
Streptococcus pneumoniae/
Streptococcus mitis



ECCMID 2015



Nadgradnje knjižnic

Bruker MALDI Biotyper

Možnost izdelave lastnih knjižnic

Polna ekstrakcija izolata

Ustrezna kalibracija

Posnetek približno 24 spektrov

Za izdelavo MSP se lahko uporabi samo kvalitetne
spektre nujna ustrezna obdelava spektrov s Flex 
Analysis

Izdelava MSP z BioTyper software

D. Podgoršek, doktorska disertacija, 2017



Nadgradnje knjižnic

‐> Prosto dostopne zbirke (open source libraries) 

‐> Komercialne prilagojene (custom) knjižnice

‐> Kontrola kvalitete (QC) in zanesljivost ?

‐> FDA ?

>3000 vrst

Knjižnice & bakterije s posebnim statusom

Bruker Secure library

Bacillus anthracis (problem ločevanja od B. cereus)

Brucella melitensis

Burkholderia mallei

Burkholderia pseudomallei

Clostridium botulinum A, B, C, D, E, F, G

Francisella tularensis

Salmonella Paratyphi

Salmonella Typhi

Shigella dysenteriae

Vibrio cholerae

Yersinia pestis



‐> S standardno knjiznico identifikacija NI možna ne glede na kvaliteto spektra

‐> Majhno število testiranih izolatov

‐> S standardno knjižnico ni napacnih identifikacij + NI OPOZORILA 

pazljivo pri Burkholderia thailandensis

‐> SR library Bruker Daltonics BSL3 patogeni

Bakterijski izolat Score/ID s standardno knjiznico ID s SR knjiznico

Brucella melitensis
(n=6)/Brucella suis (n=3)

<1,7 (ni zanesljiva ID)
5 izolatov B. melitensis

(vmes 1 B. suis)

Francisella tularensis (n=9)
<1,7 (ni zanesljiva ID) 7 izolatov Francisella

tularensis, 2 Francisella spp.

Burkholderia pseudomallei
(n=2)

1,954 B. thailandensis B. mallei/B.pseudomallei

MALDI‐TOF & IDENTIFIKACIJA
BAKTERIJ NEPOSREDNO IZ KUŽNIN



Clark AE et al. Clin Microbiol Rev. 
2013;26:547–603. 

Neposredna identifikacija iz pozitivnih hemokultur

Odstranitev humanih celic iz pozitivne hemokulture

Liziranje celic:

‐ Detergent: Na dodecyl sulfate, saponin, Tween 80

‐ Soli: amonijev klorid

Ločevanje s centrifugiranjem:

‐ Serumska epruveta z gelom

‐ Diferencialno centrifugiranje

‐ Komercialni kit MALDI Sepsityper® (Bruker Daltonik, Nemčija)

Koncentrirani mikroorganizmi iz pozitivne hemokulturne stekleničke

Sediment  neposredna ID

Različni ekstrakcijski postopki ID

Marinach‐Patrice in sod. PLoS One 2010, Ferroni in sod. JCM 2010, Martiny in sod. EJCMID 2012, Stevenson JCM 2010, Moussaoui in sod. CMI 2010, 
Spanu JCM 2010, Prod’hom in sod. JCM 2010, Christner JCM 2010, Schubert J Mol Diag JCM 2010, Juiz EJCMID 2012, La Scola PLoS One 2009, Ferreira 
CMI 2011, Schmidt EJCMID 2012, March–Rosselló EJCMID 2013



‐> 21 člankov
‐> skupno 3320 pozitivnih hemokulturnih

stekleničk
‐> 80% zanesljiva ID na nivoju vrste

gramnegativne bakterije 90%
grampozitivne bakterije 76%
kvasovke 66%

Int J Microbiol. 2015

Standard Sepsityper modul

Neposredna identifikacija iz pozitivnih
hemokultur ‐ Sepsityper modul

Sepsityper modul

Posebna analiza masnih
spektrov in prilagojen
algoritem ID ‐>  preverja, ali je 
možno, da gre za mešano
kulturo



795/856 (92.9%) bakteriemija z 1 vrsto
61/856 (7.1%) mešana bakteriemija (kultura)

24/856 (2.8%) mešana bakteriemija vidna v gramskem razmazu

24/856 (2.8%) mešanih bakteriemij vidnih v 
gramskem razmazu: 

• Pravilna ID obeh patogenov v 2 (8.3%)
primerih

• ID ene vrste v 15 (62.5%) primerih

• ID neuspešna v 7 (29.2%) primerih

61/856 (7.1%) mešanih bakteriemij: 

Gramskem razmazu

• Pravilna ID obeh patogenov v 4 (6.6%)
primerih

• ID ene vrste v 42 (68.9%) primerih

• ID neuspešna v 14 (22.9%) primerih

• Nepravilna ID 1 primer

ZAKLJUČKI
• Lažna ID mešane bakteriemije → lahko se po nepotrebno razširi spekter

antibiotične terapije (EC/KPN), ali uvede zdravljenje (KNS/SA)
• Zgrešene dejanske mešane bakteriemije
• Lahko prednost pred standardnim modulom

Testirana verzija modula Compass Explorer v4.1.40 še ni primerna za rutinsko 
uporabo. Izkušeni uporabniki jo lahko uporabljajo pri mešani bakteriemiji v 

gramskem razmazu



Neposredna identifikacija bakterij iz urina

‐> Preprečimo nepotrebno/neustrezno antibiotično terapijo

‐> Presejanje: prisotnost bakterij v urinu, okužba sečil?

‐> Različni protokoli za odstranitev levkocitov in ID z MALDI ‐ TOF: 

volumen vzorca, 1‐15 ml , dodajanje SDS,  predhodna kratka

kultivacija, filtracija, centrifugiranje

‐> Moteči dejavniki ‐ defenzini

ZAKLJUČKI

‐> ‐G > +G

‐> meja detekcije 100.000 CFU/ml

‐> 70 % monomikrobnih okužb ustrezna ID

‐> E. coli/Shigella spp ?

Burillo A et al. Plos one 2014; 2 Rossello GAM et al APMIS 2013; 3 Sanchez‐Juanes F et al. J Clin Microbiol 2014; 4 Veron L et al. Eur J Clin Microbiol ID 2015; 
5 Kim Y et al. Ann Lab Med 2015; 6 Wang XH et al. J Micro Method 2013 

Neposredna identifikacija bakterij iz
likvorja

‐> Primerno za likvorje s pozitivnim gramskim razmazom

‐> Nezadostni volumen kužnine in prenizko bakterijsko breme 

v likvorju za neposredno identifikacijo z MALDI  ‐TOF

Bishop B et al, The use of Matrix‐assisted laser desorption ionization time‐of‐flight mass spectrometry (MALDI‐TOF‐MS) for rapid 
bacterial identification in patients with smear‐positive bacterial meningitis, Clin Microbiol Infect 2017



POSLEDICE IDENTIFIKACIJE BAKTERIJ
NEPOSREDNO IZ KUŽNIN Z MALDI – TOF 
ZA POTEK ZDRAVLJENJA

Gramski razmaz 20,8% 
ID z MALDI TOF 35,1%  ‐> modifikacija
antibiotične terapije pri bakteriemiji

Croxatto J Vis Exp 2014



MALDI‐TOF & DOLOČANJE
OBČUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

Določanje občutljivosti za antibiotike

Fenotipsko testiranje ‐ klinični kriteriji:

Izolat je občutljiv

Izolat je odporen

EUCAST: Občutljivost določamo glede na rezultat fenotipskega testiranja, 
meritev interpretiramo glede na opredeljene mejne vrednosti

Opredeljevanje prisotnosti rezistenčnega mehanizma:

Rezistenčni mehanizem dokazan  pričakujemo, da je izolat
klinično odporen

Rezistenčnega mehanizma ne dokažemo ne moremo predvideti, 
če je izolat klinično odporen ali ne



MALDI ‐ TOF & AST

Hitro določanje ekvivalenta MIK za opredelitev S/I/R

Detekcija rezistenčnega mehanizma

‐> Dokazovanje encimske aktivnosti na podlagi spremembe

teže molekule (pr. hidroliza meropenema)

‐> Detekcija celičnih komponent, ki sodelujejo pri

mehanizmu odpornosti

Detekcija epidemioloških markerjev ‐> detekcija klonov z 
določeno obliko odpornosti

MALDI ‐ TOF & AST

Hitro določanje ekvivalenta MIK za opredelitev S/I/R

‐> Klasična fenotipska metoda: opredelitev MIK

‐> MALDI‐TOF

Minimalna koncentracija antibiotika, pri kateri pride do 
spremembe profila bakterije

Minimalna efektivna koncentracija



Inkubacija bakterij v gojišču z in brez antibiotika ‐> primerjava spektrov

Uporaba optimalnega gojišča za rast bakterij

Kratka inkubacija 2,5 – 3 ure liza celic + dodatek internega standarda
MALDI‐TOF  primerjava spektrov bakterij, ki so rasle z in brez
antibiotika ocena odpornosti glede na primerjavo hitrosti
razmnoževanja bakterij

MBT ASTRA

MALDI ‐ TOF & AST

Hitro določanje ekvivalenta MIK za opredelitev S/I/R

Detekcija rezistenčnega mehanizma

‐> Dokazovanje encimske aktivnosti na podlagi spremembe teže

molekule (pr. hidroliza meropenema)

‐> Detekcija celičnih komponent, ki sodelujejo pri mehanizmu

odpornosti

Detekcija epidemioloških markerjev ‐> detekcija klonov z določeno
obliko odpornosti



Hrabak in sod.  JCM 2012

Detekcija encimske aktivnosti

STAR‐BL modul (Bruker)

STAR‐BL‐Carba kit



Detekcija celične komponente rezistenčnega markerja

Croxatto J Vis Exp 2014

MALDI:
• Detekcija PSM‐mec+ sevov MRSA (hkrati z ID)
• STAR‐BL Carba (dodatna izvedba testa + rekalibracija)
• nekomercialne metode za detekcijo ESBL (analogno

STAR‐BL) (dodatna izvedba testa + rekalibracija)

MALDI:
• Detekcija PSM‐mec+ sevov MRSA (hkrati z ID)
• STAR‐BL Carba (dodatna izvedba testa + rekalibracija)
• nekomercialne metode za detekcijo ESBL (analogno

STAR‐BL) (dodatna izvedba testa + rekalibracija)



MALDI‐TOF & 
TIPIZACIJA BAKTERIJ

Serotipizacija ‐> posamezni antigeni

Genotipizacija ‐> DNA

MALDI‐TOF tipizacija ‐> rutinski MS ‐ znotrajcelični proteini



A.  MALDI‐TOF MS spekter iz enega izolata E.coli 
na 2 različnih gojiščih (Columbia agar, Drigalski
agar)

B. Teoretični PFGE gel (ocena 20‐30 DNA fragmentov)

Tenoverjevi kriteriji: do 3 različni fragmenti
epidemiološka povezanost

C.  MALDI‐TOF MS analogi za PFGE gel (analiza 100 
masnih vrhov ‐> 15 masnih vrhov razlike = epidemiološka
povezanost?)

‐> Uporaba različnih gojišč (krvni agar, 
čokoladni agar…)

‐> Neodvisno od izpostavljenosti 
antibiotikom (selektivna gojišča)

‐> Različno trajanje kultivacije

‐> Tipično zadošča 5‐10 značilnih masnih 
vrhov

‐> Statistična obdelava podatkov razvita

IDENTIFIKACIJA

‐> Problem standardizacije pri 
pridobivanju masnega spektra, številni 
vplivi!

‐> Enako gojišče za vse testirane izolate, 
čas in pogoji rasti

‐> Enaka količina bakterij na tarči

‐> Enak matriks

‐> Enak protokol ekstrakcije proteinov

‐> Potrebnih več značilnih vrhov (≈> 20)

‐> Problem statistične obdelave 
rezultatov (Biotyper, Bionumerics, 
paket R) 

(SUB)TIPIZACIJA



Zaključki

1. Identifikacija bakterij z MALDI – TOF ‐> revolucija

2. Dopolnjevanje in izboljšave knjižnic, odprava določenih napak

3. Pomen identifikacije bakterij neposredno iz kužnin za zdravljenje

bolnikov

4. Številne aplikacije in študije za ugotavljanje odpornosti proti

antibiotikom,  na voljo nekateri komercialni kiti, vendar še

nepreverjeni

5. Izkušnje uporabnikov s tipizacijo bakterij z MALDI – TOF so

različne, nujna standardizacija




