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Sepse je castou pricinou umrti
behem hospitalizace.

VCasné nasazeni odpovidajici
ATB terapie je vyznamnym

faktorem pro snizeni umrtnosti,
doby hospitalizace a celkovych
nakladu v souvislosti se sepsi.



|dentifikace SEPSE

SIRS
- Telesna teplota <36 °C nebo >38 oC
- Tepova frekvence > 90tepu/ min
- Dechova frekvence >20 dechu/ min
nebo PaCO, < 4,3kPa
- PoCet leukocytu < 4000b/ ul nebo
> 12 000 bunek/ yl nebo > 10% nezralych forem

SEPSE
- Pfiznaky SIRS + prukaz patogena



RYCHLOST

Molekularni diagnostika
septickych stavu predstavuje pro
rutinni molekularni diagnostiku
obrovskou vyzvu



Hemokultivace

+ Zlaty standard
+ Vysoka citlivost

- Casova narocnost (dny)

- Falesne negativni vysledky po predchozim
nasazeni ATB, nutricni naroky mikroba a
jeho viabilita



Metody nezavislé na kultivaci

+ Rychlost (hodiny)

+ Nezavislé na viabilité mikroorganismu a jeho
nutricnich narocich

Nutnost spravného odbéeru a jeho nacasovani
Nizsi analyticka senzitivita

- Nebezpeli kontaminace

Problematicka interpretace



Prehled vyuzivanych molekularne-
biologickych metod pro detekci bakterii

Metoda je nejCasteji zalozena na PCR:
* Specificka PCR = multiplex RT-PCR
* Sirokospektra PCR

* Nested PCR

* Technika High resolution melting

* Technologie mikroCipu

* Spojeni metody PCR a hmotnostni spektrometrie
(PCR-ESI/MS)



Soucasné moznosti detekce septickych
patogenu (komercni vyrobci)
*Detekce primo z primarnich vzorku (plna krev, plasma...)

1/ Magicplex Sepsis Real Time test (Seegene)
Princip: Multiplex RT-PCR.
Systém detekuje vice nez 90 patogenu + rezistence. Bez izolace cca ca za 3 hodiny.

2/ SeptiFast (Roche)
Princip: Multiplex RT-PCR
Systém detekuje 25 patogend. | s izolaci za 4,5-6 hodin (podle druhu pouzité izolace)

3/ SepsiTest (Molzym)
Princip: Univerzalni RT-PCR + sekvenovani.
Systém detekuje cca 345 bakterii a hub. K detekci je ale tfeba doba delSi nez 8 hodin (i s izolaci).

4/ Hybcell Bacteria DNA xA a Hybcell Fungi DNA xA (Anagnostics)
Princip: univerzalni PCR + compact sequencing na chipu. | s izolaci za 8 hodin (podle druhu pouZité izolace)

5/ Bactereamia 16 well (Aus Diagnostics)
Princip: Nested PCR
Systém detekuje 15 patogenu a rezistenci. | s izolaci za 4,5-6 hodin (podle druhu pouzité izolace)



Spravny odbéer a nacasovani

* Patogen musi byt ve vzorku pritomen v minimalnim
mnozstvi

* Bakteremie je dynamicky proces. K uvolnovani bakterii
dochazi v Casovych intervalech s rizné dlouhym
obdobim klidu

Il NaCasovani odbéru krve je velmi dulezité !!!

* Je rozumne, aby molekularne diagnosticke metody
kopirovaly mikrobiologicka schémata indikace a odberu
vzorku = predevsim by mély byt splnéna kritéria SIRS



Senzitivita a spolehlivost

* Kultivacni metody

+ Citlivejsi

- NizSi spolehlivost — zavislost na viabilite, ATB
terapii, nutricnich narocich patogena

* Metody nezavislé na kultivaci
- Nizsi citlivost (cca 1000x meéne citlivé v
porovnani s kultivaci)

+ Vysoka spolehlivost nad urovni analyticke
citlivosti



Zvyseni citlivosti PCR metod

« Zakoncentrovani vzorku behem izolace NK

= zvySeni objemu izolovaneho primarniho vzorku +
snizeni elucniho objemu

* Zacileni do multikopiovych sekvenci

= detekce ribosomalni RNA (nékolik tisic ribosomu/
bunka)

= detekce fungal ribosomal rDNA complex (40-80
repetitivnich sekvenci na haploidni genom)



Falesne pozitivni vysledky

Z duvodu detekce ,mrtvych® patogenu v
organismu. | kdyz mrtvé mikroorganismy a
jejich DNA jsou z krevniho obehu rychle
eliminovany.

Redeni: selektivni izolace mikrobialni DNA —
eliminace falesne pozitivnich vysledku z
duvodu detekce ,mrtvych” patogenu v
organismul.



Falesne pozitivni vysledky

Exogenni kontaminace

= Nukleové kyseliny bakterii a hub nas obklopuiji.
Je nutno zajistit sterilitu celého procesu a dusledné
pouzivat negativni kontroly

Interpretace pozitivniho vysledku a predevsim
neobvyklych nalezu musi byt provedena v
kontextu mozne exogenni kontaminace!



Uskali interpretace vysledk

* Hemokultivace: Primarne jsou detekovany
mikroorganismy, které se snadno kultivuji

* Molekularni diagnostika: Primarne jsou detekovany
mikroorganismy, kterych je ve vzorku vice

= Jde o dva ruzné pohledy na stanoveni téhoz vzorku.
Ziskane vysledky tak mohou byt velmi odlisne,
pricemz oba jsou vsak spravne



Zaver

* Molekularni diagnostika neni lepsi nebo
horsi nez jiné diagnosticke metody

* P¥i jejim vyuziti hraje velmi dulezitou roli
spravna interpretace vysledku, kde svou
nezastupitelnou roli ma mezioborova
spoluprace



Zkusenosti IKEM se systemem High Plex 384

* Vyrobce: Aus Diagnostics (Australie)

* Automatizovany system k provadeni
vysoce multiplexnich reakci pro detekci
patogenu z ruznych primarnich vzorku
technologii Multiplex Tandem PCR



+ VVysoce multiplexni analyza siroke skaly
patogenu a rezistenci

+ Certifikace CE/ IVD

+ Uzivatelsky velmi prijemny

+ Systém kontrol a verifikace dat

+ Moznost relativni kvantifikace

+ Siroky vybér ,ready to use“ souprav nebo |
moznost vytvoreni soupravy zcela na
prani uzivatele
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Parametry testu Bactereamia 16 well

Gene Symbol
Staphylococcus
Streptococcus
S.aureus

mech
S_pneumo
S.pyogenes
GBS
Enterococcus
E.coli
P.aeruginosa
Klebsiella spp
Entercbactenaceae
P_mirabilis
S.marcescens
C freundii
SFIKE

Bacteraemia (16-well), Catalogue number: 22411, Version: 01

Description

Staphylococcus spp.
Streptococcus specific gene
Staphyloccus aureus
Methicillin-resistance gene
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Enterococcus spp.

E.coli (beta-glucuronidase gene)
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella spp
Entercbacteriaceae

Proteus mirabilis

Serratia marcescens
Citrobacter freundii

Artificial sequence for assay control

Inclusivity

Includes S. aureus, 5. epidermidis and 5. haemolyticus

Including all strains

Includes serotypes 2, 3, 6B, 7F, 11A, 12,14, 19A 19, 23F, 29

Includes all strains

all serotypes, possibly reduced sensitivity for o145:H28

Includes known isolates



f""-fi ﬂx““wm, ,-'Hf =
(120 ) ¢ 75 ) -
: i \ B min |
\ min | \ min \ -
1.3 m
e 3

24 samples 384-well Easy-
High-Plex Processor Plex Analyser
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System Aus Diagnostics na IKEM

* Od leta 2016

* Otestovano 17 pacientu — celkem
testovano 24 vzorku (krev, plasma,
sputum, drény...)



Celkem 24 vzorku

* Pozitivnich Aus Diagnostics......... 18
* Pozitivni mikrobiologie................ 12

* Negativni Aus Diagnostics + pozitivni
mikrobiologie.........................l. 1
(vysledek z jiné nemocnice)

* Pozitivni Aus Diagnostics + negativni
mikrobiologie............................ 14



Vyhody x Nevyhody

+ Rychla detekce

+ Vybeér z ,ready to use” souprav
nebo moznost individualizace

+ Stanoveni z fady primarnich
vzorku

+ Pozitivita i po nasazeni ATB
(x Hemokultivace)

+ Systém nevyuziva sondy =
je relativné levny (patogen jiz od
cca 50 K¢)

- Inhibice PCR (heparin, léky,
nezname faktory)

- DNA mrtvych mikroorganismd



DEKUJI ZA POZORNOST!



	Snímek 1
	Snímek 2
	Snímek 3
	Snímek 4
	Snímek 5
	Snímek 6
	Snímek 7
	Snímek 8
	Snímek 9
	Snímek 10
	Snímek 11
	Snímek 12
	Snímek 13
	Snímek 14
	Snímek 15
	Snímek 16
	Snímek 17
	Snímek 18
	Snímek 19
	Snímek 20
	Snímek 21
	Snímek 22
	Snímek 23
	Snímek 24
	Snímek 25

