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MB diagnostika je zalozena...

* na detekci nukleovych kyselin mikroorganismu v
klinickém vzorku — nejcastéji pomoci metody PCR

e DNA — deoxyribonukleova kyselina
e RNA —ribonukleova kyselina

— u mikroorganismu jejichz geneticka informace je kddovana
RNA (nékteré viry — napt. HIV, virus chripky, virus
hepatitidy A, C, D, E)

— v pripade, ze je mikroorganismus detekovan na zakladé
genove exprese — detekce mRNA

Mancini et al.,Clinical Microbiology Reviews, 2010, 23 (1), 235-251



MB vysetreni je obecnhe vhodné
zejména v téchto pripadech:

Pokud jsou mikroorganismy:

e obtizné kultivovatelné, pomalu rostouci

e vysoce infekcni, jejichz kultivace je nebezpecCna

e pritomné v klinickém vzorku ve velmi malém mnozstvi
Nebo pokud:

* mame omezené mnozstvi vzorku

e potreba kvantifikovat virovou nebo bakterialni naloz
Nebo v pripadeé specialnich vysetreni:

e testovani citlivosti k (antibiotikiim), antivirotikiim nebo
antimykotikim — prukaz bodovych mutaci v DNA (zdmén v
sekvenci DNA), které vedou k rezistenci



Dalsi moznosti pouziti MB metod v
mikrobiologii

e I|dentifikace, tj. dourcCeni a taxonomické zarazeni agens, které
jsou jiz jako bakteridlni/mykoticka kultura

e Epidemiologie - typizace multirezistentnich bakterii

e Celogenomoveé sekvenovani —technicky snadné, ale slozité
vyhodnoceni — zatim se nejevi jako budouci univerzalni feseni
pro rutinni diagnostiku, spise epidemiologii apod.

— (Metagenomika?)



Zakladni otazky pri pouziti
molekularnée biologickych metod:

e Co?

— Indikace k molekularné biologickému vysetreni
e Jakacim?

— Standardizace

— Kvalitativni vs. kvantitativhi metody

— Komercni vs. ,in-house” diagnostické soupravy
e Copakstim?

— Interpretace vysledku



Co?

e Diferencialné diagnosticka rozvaha — zacileni

VvV eV 7/

patogeny s ohledem na
— typ infekce

— zakladni diagnozu a dosavadni [éCbu pacienta
(imunosuprese?)

 PCR metody nenahrazuji kultivaci ani dalsi metody —
informace ziskané z riznych metod usnadniuji
konecnou interpretaci nalezu



Co?

 Viry - PCR metody se pouzivaji pro detekci i
kvantifikaci, Casto metoda volby

e Kvasinky a plisné — kultivace jsou casto zdlouhave a
malo citlivé, sérologie ne zcela specificka a nebo neni
k dispozici (mukormycety, fusaria)

* Bakterie —zejména obtizné kultivovatelné nebo
hrozi-li vyznamna casova prodleva (napfr. puvodci
meningitidy), objasnéni etiologie pri zahajené ATB
terapii (?)

Burillo et al., BMC Infectious Diseases, 2014, 14, 593
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2. Jak a ¢cim?

Komercni diagnostické
sety
e PRO
— Standardizace
— Uzivatelsky privéetivé
e CON
— Cena

— Casto nevhodna
kombinace v sadeée

— Neposkytuji interpretaci
nalezu

Afshari et al., Critical Care, 2012, 16, 222

,In-house” diagnostické
sety
e PRO
— Cena
— Sestavy na miru
e CON
— Narocna validace

— Pouziti pouze ve
specializovanych
laboratorich

— Standardizace a
,obhajitelnost”



Vyhody MB vysetreni - 1. rychlost

 PCR vysledek muze byt k dispozici i béhem nékolika malo
hodin, ale...

— laborator musi byt opravdu blizko

— tyka se jen cilené detekce a kvantifikace — u broad-range
metod nutna Casto sekvenace — prodleva az 48 hodin

— pozor na pokroky v kultivaci - kombinace automatickych
kultivacnich systému a identifikace pomoci MALDI-TOF —

identifikace z pozitivnich hemokultur po kratkodobé
kultivaci (4h)

A hlavné - my nezavodime :0), ale snazime se maximalné
efektivné ziskat relevantni vysledky, které potvrdi nebo vylouci
infekéni etiologii pri objasnovani priciny potizi pacienta — cena
vs. vykon



Vyhody MB vysetreni - 2. vysoka
citlivost

Ano, ale:

— Je 50 kopii JC viru/ml likvoru u
imunokompromitovaného pacienta malo nebo
moc?

— Nejasna interpretace nizkych nalozi herpetickych
virl napr. v bronchoalveolarni lavazi — reaktivace v
souvislosti s mechanickou ventilaci, soubéznou
bakterialni infekci atd.



Uskali interpretace vysledki
molekularné biologickych vysetreni
(laboratorni)

Dostupnost overenych diagnostickych souprav —
CE/IVD znacka bohuzel ¢asto neni zarukou kvality

Geneticka variabilita mikroorganismd (muze

postihnout i komercni soupravy) — ucast ve vhodnych
EHK

Ovlivnéni vysledkt — kvalita vzorku, inhibice —
komunikace lékat/laborator

Nejednotnost v jednotkach pouzivanych pro
kvantifikaci (kopie/ml; kopie/PCR reakci; Ct hodnota)



Uskali interpretace vysledk

molekularné biologickych vysetreni
(klinicka)

Absence relevantnich studii/doporuceni — plati i
mezinarodneée

RUzné hladiny vyznamné pozitivity u ruznych skupin
pacientl komunikace lékar/laboratof (+ moznost
zacilit vysSetreni...)

Nespravna/obtizna interpretace ziskanych vysledkl —
broad-range PCR

Prehnana ocekavani indikujicich [ékaru — neexistuji
ucinné ,univerzalni“ metody



Zaverem

e MB metody maji své pevné postaveni v
diagnostice agens zminénych v uvodu této
prednasky

* Nelze je chapat jako univerzalni nastroj pro
detekci mikroorganismu v riznych klinickych
materialech — neefektivni testovani vzorku na
_viechno”. Zddnd metoda neumi véechno.
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