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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)
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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
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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
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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
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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
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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%

/7
= Allandé N
o E Hanyatlo
ON
> wn
9
53
T
E v
= a . Fae - r
ER- Log — exponencialis névekedés
g2
- o
<
Lag ,
Id&

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.
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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
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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. ¥

14



DOI:10.14753/SE.2024.3002

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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Partikulum vagy sejt

Kopenyfolyadéek Kopenyfolyadeéek
ki ha 4 be

Oldaliranyu fényszoras és
fluoreszcencia detektorok \

Lézer
fenyforras

Eloreiranyu ’
fenyszoras
detektor ’

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 