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klasifikační schéma sepse 

PIRO  concept:  
predisposition 

infection 
response 

organ dysfunction 

Diagnostika sepse: 
1. Není zlatý standard pro diagnostiku 

sepse 
2. Různorodá odpověď organizmu 

 
Praxe: 
Pacient vypadá „septicky“ 

 
 
 

 

Revize definice sepse z roku 1991 
 
1. koncept vyhovující pro klinickou praxi 
2. neumožňuje staging a prognózu 
3. kritéria jsou senzitivní ale nespecifická 
4. expandovaná sestava symptomů bude 

lépe reflektovat klinickou odpověď na 
infekci 
 

2003 



Diagnostická kritéria 
sepse 

Schorr, CA, Zanotti, S, Dellinger, P.: Severe sepsis and 
septic shock, Virulence, 2014, Vol. 5:1, 190-199. 



Diagnostické kritéria 
sepsy 

Schorr, CA, Zanotti, S, Dellinger, P.: Severe sepsis and 
septic shock, Virulence, 2014, Vol. 5:1, 190-199. 



Jak na to? 
Komplexní diagnostika: 
patogen + biomarkery 
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V. Sankar, N.R. Webster, Clinical application of sepsis biomarkers, J Anesth, April 2013, Volume 27, pp 269-283  

CRP 
 

Diagnóza      
 nedostatečná senzitivita a specificita, 

elevace u SIRS 
 nutnost  sledování trendů, nedostatečná 

kinetika 
 nereflektuje tíži infekce 
 nejasný cutt-off 

Limitace 
 hepatální selhání 

F. Bloos, K. Reinhart, Rapid diagnosis of sepsis, Virulence 5:1, jan. 2014 Volume5, pp 154-160 

Komplexní diagnostika: 
patogen + biomarkery 
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   PCT 
 

Diagnóza 
 nedostatečná specificita, horší výpovědní 

hodnota u kriticky nemocných     
 nejasný cut-off 

 sepse (0,5 - 2,0 µg/l) 
 septický šok  (4 - 45 µg/l) 
 heterogenita výsledků v studiích  

Limitace 
 pacienti po transplantaci  
 

V. Sankar, N.R. Webster, Clinical application of sepsis biomarkers, J Anesth, April 2013, Volume 27, pp 269-283  

F. Bloos, K. Reinhart, Rapid diagnosis of sepsis, Virulence 5:1, jan. 2014 Volume5, pp 154-160 

Komplexní diagnostika: 
patogen + biomarkery 
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   Interleukin-6 
 

Diagnóza 
 chybí data z velkých randomizovaných studií, 

diskrepantní výsledky  (SIRS vs sepse) 
 nespecifita ( vzestup u těžkých oper.zákroků, 

autoimunní onemocnění, rejekce)      
 nejasný cut-off – 500 µg/l 

Limitace 
 pacienti po transplantaci  
 

F. Bloos, K. Reinhart, Rapid diagnosis of sepsis, Virulence 5:1, jan. 2014 Volume5, pp 154-160 

Komplexní diagnostika: 
patogen + biomarkery 
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Presepsin – rok 2014: 24 článků na PUB MED 



   Multiplex PCR 
detekce patogenů 

 

Diagnóza 
 nejsou data cost efektivity 
 24 hodinová dostupnost, 7 dnů v týdnu 
 jen určené spektrum patogenů 
 jen specifické rezistence 

nenahradí zatím hemokulturu 
 náklady  
 

F. Bloos, K. Reinhart, Rapid diagnosis of sepsis, Virulence 5:1, jan. 2014 Volume5, pp 154-160 

Komplexní diagnostika: 
patogen + biomarkery 
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Nové technologie v diagnostice 
septických pacientů  



Technologie:  
hybcell – cylindrická microarray 

 

 První cylindrická microarray 
 

 Rychlejší reakční časy 
 

 Snadné použití  

      (i v rutinních laboratořích) 

Identifikace 
patogenů v 
návaznosti na 
klasickou PCR 
 

Patogeny 

Rezistenci k ATB 

kvantifikace 
proteinů 
imunochemickými 
metodami 

Zánětlivé markery 

Dysfunkce orgánů 

INTEGROVANÁ 

DIAGNOSTIKA 

SEPTICKÝCH STAVŮ 



CRP 

IL-6 

IL-8 

PCT 

SAA 

Cystatin C 

RUO 

Lipocalin (NGAL) 

IL-10 

Thrombomodulin 

Fibronectin 

Biotin 

Tachykinin 

Až 100 parametrů je možné sledovat v rámci jednoho vzorku (100 µl) a během stejného časového 
rámce (~20 minut) 

CE-IVD 

Vývoj 

D-Dimers? 

suPar? 

… 

… 

… 

… 

Panel zánětlivých markerů a proteinů 



Kompetitivní 

anti CystatinC Ab anti IL-6 Ab 

Cystatin C 
(Fluorescence tagged) 

anti IL-6 
(Fluorescence tagged) 

 

Inkubační směs Vzorek (plazma) 

IL-6 

Cystatin C 

Sandwich 

Panel zánětlivých markerů a proteinů 



Escherichia coli 

Klebsiella oxytoca 

Klebsiella pneumoniae 

Enterobacter aerogenes 

Enterobacter cloacae 

Proteus mirabilis 

Pseudomonas aeruginosa 

 
 

 
 

 

 
 

 

 

Enterococcus spp. 

     Enterococcus faecalis 

Staphylococcaceae 

     Staphylococcus aureus 

     Staphylococcus epidermidis 

Streptococcaceae 

     Streptococcus agalactiae/ dysgalactiae 

     Streptococcus anginosus 

     Streptococcus pneumoniae 

     Streptococcus pyogenes 

 

Gram (-) Gram (+) 

Bacteria general (99,9%) 

Candida sp.  Candida albicans  Candida glabrata 

Aspergillus sp.  Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus 

Trichophyton sp.   Cryptococcus sp.   Issatchenkia sp.  

      (C. krusei) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Panel patogenů 



2. PCR  a 
amplifikace 

1. DNA 
izolace 

3. Kompaktní 
sekvenování 

MolYsis izolace  Molzym 
(1 ml plné krve 
 100 µl eluát) 

~80 min 

~220 min 

~20 min 

 

Klasická PCR 
(Amplifikace  16S & 28S 

rDNA bakteriálních a 
houbových genomů) 

Hyborg – hybcell 
Analýza amplikonů 

kompaktním sekvenováním 

Automatická analýza dat, 
vytváření dokumentace 

~120 min 

Identifikace patogenů: integrovaný systém 



Digesce lidské 
DNA pomocí 
DNázy 

Lýza patogenů 

Purifikace DNA 

Selektivní 
lýza bílých 
krvinek 

Uvolnění lidské 
DNA 

Odstranění lidské 
DNA 

Inaktivace DNáz 

krev 

Bílé krvinky 

Patogen 

Izolace DNA pomocí MolYsis DNA izolačního kitu firmy molzym 

1. Izolace nukleových kyselin z plné krve 

Příprava vzorků: odstranění lidské DNA 



           16S DNA Alignment 

---T-T------------G---- 

---A-T------------A---- 

Staph. aureus 

Staph. epidermis 

2. Identifikace patogenů: klasická PCR 

Výsledek:  specifická amplifikace DNA  



A T C A C G A T C G A T C G A T C  

T A G T G C T A G C T A G C T A G  
DNA 

Primer 2  se značkou 

Primer 1 

Označený PCR produkt 

Krok 1: Asymetrická PCR + značení 

3. Kompaktní sekvenování 

Technologie hybcell 
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Polymeráza Označený PCR 
produkt 

Krok 2: Extenze primeru na pevné fázi 

3. Kompaktní sekvenování 
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Označený PCR 
produkt 

Specifický signál 

Krok 3: Stringentní promytí 

3. Kompaktní sekvenování 



Příprava pilotního projektu  



Schorr, CA, Zanotti, S, Dellinger, P.: Severe sepsis and 
septic shock, Virulence, 2014, Vol. 5:1, 190-199. 



Pilotní studie IKEM 

Panel zánětlivých markerů 
opakovat za 24 hodin,  
pak 3., 7., a 10. den 

Panel patogenů vstupně 

Schorr, CA, Zanotti, S, Dellinger, P.: Severe 
sepsis and septic shock, Virulence, 2014, Vol. 
5:1, 190-199. 



Pilotní studie IKEM 



Pilotní studie IKEM 



Závěry 

Multimarkerová strategie 
 kombinace více markerů (zánět, 
 orgánová dysfunkce) 
 jednoduchá a dostupná 
 technologie 

 
Diagnostika patogenů do 6 hodin 
 určení rezistence 

 
  
  
  
 
 
 
 

Kombinace „zánět, orgánová 
dysfunkce, patogen“ perspektiva v 

specifičtější diagnostice sepse? 
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