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micro-organismen uit positieve hemoculturen
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Directe identificatie en gevoeligheidsbepaling
van micro-organismen uit positieve
hemoculturen met behulp van MALDI-TOF MS
en het BD Phoenix Systeem

1. Methodes?
2. Welke micro-organismen?

3. Opstellen van een eigen methode
in het Jessa Ziekenhuis Hasselt
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JECSS BD Phoenix Systeem
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= (Saponine) '/
= Serum Separator Tube (SST) U

= 5mL, 7mL, 8.5mL, 12 mL inhoud positieve
hemocultuurfles

= (Centrifugatie
= 2000 x g gedurende 10 min
= 2620 x g gedurende 15 min

= Supernatans verwijderen

= Bacterién in suspensie brengen in Phoenix
Systeem ID Broth




JES5S MALDI-TOF MS
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= BACTEC - BacT/Alert systeem
= 200pL tot 10mL
= Steriele buis of SST
= Verwijderen rode bloedcellen
= Cel lyse
= Centrifugatie aan lage snelheid
» Steriel water
= Ammonium chloride
= Wassen
= SST
= (Eiwitextractie)
= 70% ethanol
= Mierenzuur
= Trifluoroacetic acid
= Acetonitrile




IIIIIIIIII

Welke micro-organismen?
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Enkel Gram-negatieve staven
Enkel Gram-positieve kokken
Beiden

Mono-microbieel

Gram-negatieve staven — Gram-positieve kokken

Fermenterende bacterién / niet-fermenterende
bacterién




JESS MALDI-TOF MS

= Gram-negatieve bacterién
= Gram-positieve bacterién
= @isten

= Gram-negatieve bacterién > Gram-positieve
bacterién

= (Viridans) streptokokken en coagulase-negatieve
stafylokokken

= Streptococcus oralis/mitis — Streptococcus
pneumoniae

= Mono-microbieel — Poly-microbieel




Opstellen van een eigen methode

in het Jessa Ziekenhuis Hasselt




Positieve hemocultuurfles

~ N\

BD Vacutainer SST Il Advance (8.5 mL) BD Wacutainer SST Il Advance (8.5 mL)

2500 RPM gedurende 10 min |

1 ¥

Supernatans verwijderen Supernatans verwijderen
750 pL steriel water toevoegen 750 pL steriel water toevoegen
en zachtjes opmengen (bolpipat) en zachtjes opmengen (bolpipat)
woud in Eppendorf tube (bolpipet) Inhoud in Eppendorf tube (bolpipet)

| 1500 RPM gedurends 2 min |

1 1

Supernatans van beide Eppendorf tubes voorzichtig samenvoegen in 1 Eppendorf tube
(pipet 1000 pL)

13000 RPM gedurende 2 min

+

Supernatans voorzichtig verwijderen
(pipet 1000 pL)

-~ '
Analyse MALDI-TOF MS | l Analyse BD Phoenix Systeem

» \
) . Pellet in suspensie brengen
Prikken in pellet en aanbrengen op target plate in Phoenix Systeem ID broth tube

{3 spots per positieve hemocultuurfles) (0.5 McF of 0.25 McF)

| l

25pL of 50pL overbrengen
in Phoenix Systeem AST(-5) broth tube
met 1 druppel AST(-3) indicator oplossing
Suspensie overbrengen in panel

1pL matrix toevoegen, laten drogen

l

Analyse Analyse




~===%" Methode Jessa Ziekenhuis Hasselt

= 74 hemocultuurflessen
= 41 aeroob
= 26 anaeroob
= /7 pediatrisch
= 1 hemocultuurfles per patiént

= Mono-microbiéle stalen

= Bacterién




Gram-negatieve bacterién Aantal (n=)
Escherichia coli 10

Klebsiella pneumoniae 4
Proteus mirabilis

Morganella morganii
Pseudomonas aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Brevundimonas vesicularis
Prevotella buccae

Totaal 23

— = ===

Gram-positieve bacterién Aantal (n=)
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus capitis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus saprophyticus
Enterococcus faecalis

Micrococcus luteus

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus oralis

Streptococcus constellatus
Streptococcus mitis

Streptococcus intermedius
Streptococcus gallolyticus
(identificatie routine met sequencing)
Streptococcus bovis |
(identificatie routine met BD Phoenix Systeem)

Totaal 51
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“aPCcC o Directe identificatie met MALDI-TOF MS
g et gl en het BD Phoenix Systeem

Eerst analyse MALDI-TOF MS -> BD Phoenix Systeem

MALDI-TOF MS
= 23 Gram-negatieve bacterién
= 51 Gram-positieve bacterién
= 3 spots op een “target plate”
= Automatische analyse -> manuele analyse
= Gram-negatieve bacterién > Gram-positieve bacterién

=  BD Phoenix Systeem

= 23 Gram-negatieve bacterién
= Exclusie Prevotella buccae

= 51 Gram-positieve bacterién

= (3 stafylokokken)
= (7 streptokokken)

= Gram-negatieve bacterién > Gram-positieve bacterién



Identficatie MALDI-TOF MS Identificatie BD Phoenix Systeem

Score = 2 (%) Score = |.7 (%) Correcte ID Foutieve ID Geen 1D
Gram-negatieve Aantal
bacterién
Escherichia coli 10 7 (70%) 10 (100%) 10 {100%)
Klebsiella preumeonige 4 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%)
Proteus mirabilis 4 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%)
Morganela morganii | | {100%) | {100%) | {100%)
Pseudomenas aeruginosa | | {100%) | (100%) | (100%)
Stenotrophomenas | *) =) | {100%)
maltop hilia
Brevundimonas vesicularis | 0 {0%) 0 {0%) I {100%)
Prevotella buccae | | {100%) | {100%) (=) (=) ()
Totaal 23 18/23 (78%) 21/23 (91%) 21/22 (95%) 1/22 (5%)
{*) Resultaten van de verschillende spots waren zowel Pseudomonas geniculata als Stenotrophomenas geniculata met score = 2
{**) Voor de identificatie met het BD Phoenix Systeem werd Prevotella buccae geéxcludeerd




Identificatie MALDI-TOF MS Identificatie B D Phoenix Systeem

Score =2 3 Score = |7 (%)

Gram-positieve Aantal

bacterién

Staphylococaws epidermidis 13 0 (0%) 2 (15%) & (46%) 3 (23%) 4(31%) ™)
Staphylococas aureus 3 0 (0%) 2 (40%) 2 [(40%) 3 (608
Staphylococaus hominis 4 2 (50%) 2 (50%) 3 (75%) I {25%)
Staphylococous capitis 3 I {33%) 3 100%) I (33%) 1 {33%) I {33%)
Staphylecocous hoemolytiass | 0 (0%) 0 [0%) I (1003
Staphylococaus lugaunensis | 0 (0%) 0 (0%) 1 {100%)

Staphylococas 1 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) (%)
saprophyticus

Entern @ cous foecdis 3 I (33%) I (33%) I (33%) 2 (67%) (%)
Microm cass lutews 4 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%)

Streptomccus preumonioe 7 5(71%) & (B6%) 3 (43%) 1 14%) 3 (43%)
Streptoaccus ogdoctioe 1 1 100%) 1 (1003 I (10:0%)

Streptomacus dysgdactioe 1 1 100%) 1 100%) 1 100%:)

Streplo moous Pypgenes | 0 (0%) 0 [0%) 1 (100%) )
Streptomccus oralis | 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) ()
Streptoaccus constellatus 1 0 (0%) 0 [0%) 1 (100%) )
Strepto @ ccus mitis 1 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) )
Strepto acous inte medius 1 0 (0%) 0 [0%) 1 (100%) )
Streptom ceus gallolytios 1 1 {100%) 1 {100%) I 100%)

Strepto ccus bovis 1 0 (0%) 1 (100%) () 1 (1003
Totaal 3l 251 (24%) 20051 (3¥%) ZIST (41%) arsl (16%) I3 (43%)
[¥) Waarvan | kiem niet geanalyseerd kon worden met het BD Phoenix Systeem gezien geen suspensie van minstens 025 McF bekomen kon worden
") Geen analyse met het BD Phoenix Systeem mogelijk gezien juiste panel niet kon ingezet worden

) Streptecocos lutetiensis




Directe gevoeligheidsbepaling met
c,C,;
??EE: E‘,f H"U i % het BD Phoenix Systeem

= (Categorical agreement:
= Category results are identical

= Very major error:

= Test results shows susceptibility, and reference result shows
resistance

= Major error:
» Test result shows resistance, and reference result shows
susceptibility
= Minor error:

= Test result shows resistance or susceptibility and reference
result shows intermediate, or test result shows intermediate
and reference result shows resistance or susceptibility

Clinical microbiclogy procedures handbook, 3rd edition. Garcia. ASM press 2010. Evaluating
Antimicrobial Susceptibility Test Systems




Directe gevoeligheidsbepaling met
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= Eerst analyse MALDI-TOF MS -> BD Phoenix Systeem
= LIS
= Routine methode - directe methode
= EUCAST richtlijnen
= 23 Gram-negatieve bacterién
= Exclusie Prevotella buccae
= 51 Gram-positieve bacterién
= 3 stafylokokken
= 7 streptokokken
= 4 Micrococcus luteus
= 8 stafylokokken
= 4 stafylokokken en 1 streptokok
= 3 stafylokokken en 4 streptokokken
= 6 streptokokken, 10 stafylokokken en 1 enterokok




Antibiotica Aantal

kKienmen
getest
Amikacine
Amaxicilline- o 95% 5%
clvulkanzuur
Ampicilline e 1003
AzZtreonam 20 100%
Cefazaline e 1003
Cefepime (%) 18 1003
Cefazidime 20 1005
Ceftriaxone 1o 05% 5%
Cefuroxime e 100%
Ciprofloxacine 21 1003
Colistine I 1003
Ertapenem b 100%
Gentamicine 20 100%
Levofloxacine () 18 1003
Meropenem 20 100%
Piperacilline- 20 100
tazobactam
Temaocilline (%) 2 4% 8%
Trimethaoprim- 20 1D
sulfamethoxazole
Totaal 330 ¥ 0.3% 0.3% 0.&8%

(*) Voor 2 kiemen werd eenmaal met de routine methode en éénmaal met de directe methode
geen resultaat bekomen met het BD Phoenix Systeem. Bij het “aantal geteste kiemen™ werden
deze niet meegenomen voor de berekening van de CA.

(**) Voor | kiem werd zowel met de routine methode als met de directe methode geen
resultaat bekomen met het BD Phoenid Systeem. Bij het “aantal geteste kiemen™ werd deze niet
meegenomen voor de berekening van de CA.




Antibiotica Aantal

kiemen
getest

I3 9%

Amaoxicilline [ 100%

Ampicilline [ 1003

Cefepime a 100%

Cefotaxime i} 100%

Cefaxitine (%) 12 1003

Cefuroxime i 10:0%

Chloramphenical g 100%

Ciprofloxacine 14 93% 7%

Chndamy cine 23 263 4%

Erytromycine 23 10:0%

Fosfomycine 1 10:0%

Fusidinezuur 13 10:0%

Gentamicine 13 100%

Gentamicine-5yn [ 10:0%

Levofloxacine g 67% 27% 11%

Linezalid 23 1003

Meropenem a 10:0%

M oxcifloxacine 2 B6% 9% 5%

Mupirocine K] 100%

Mupiracine High 13 1003

Ccacilline 13 100%

Penicilline G 10 1003

Rifampicine 13 100%

Tetracycline 22 7% % 14%

Trimetroprim- 20 95% 5%

sulfamethoxazole

Yancomycing 24 10:0%

Totaal 338 ¥3% 0% 2% 3%
() Voor | kiem werd met de directe methode geen resultaat bekomen met het BD Phoenix

Systeem. Bij het “aantal geteste kiemen™ werd deze niet meegenomen voor de berekening van

de CA.




Methode Jessa Ziekenhuis Hasselt

Gelijktijdig directe identificatie en gevoeligheidsbepaling voor
Gram-negatieve bacterién uit positieve hemocultuurflessen
waardoor sneller een optimale therapie opgestart kan worden

Gram-positieve bacterién?




Evalueren van andere methodes voor

de directe identificatie / gevoeligheidsbepaling

van micro-organismen uit positieve hemocultuurflessen,
voornamelijk van Gram-positieve bacterién.




