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ProcC pouzit PCR
v diaghostice sepsi ?

sepse je castou pricinou umrti behem hospitalizace

vCasné nasazeni odpovidajici ATB terapie je vyznamnym
faktorem pro snizeni umrtnosti v souvislosti se sepsi

identifikace puvodcu sepse pomoci hemokultivace obvykle
trva priblizné 48 hodin

rychla detekce patogenu pomoci PCR muze usnadnit
diagnostiku, umoznit CasnejSi optimalizaci IéCby a snizeni
naduzivani sirokospektralnich antibiotik



Spektrum identifikovatelnych
druhu G+ a G- bakteérii cenorype ac, Han tiescience

Streptococcus anginosus / contellatus /
intermedius / mutans / sanguis
Streptococcus mitis / oralis
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalacitae
Streptococcus dysagalactiae ssp. equisimilis
Streptococcus bovis

Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis
Staphylococcus warneri
Staphylococcus simulans
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Enterococcus gallinarum

Enterococcus casseliflavus

MRSA

VRE

Escherichia coli / Shigella sp.
Acinetobacter baumannii
Enterobacter cloaceae / aerogenes
Citrobacter freundii / koseri
Enterobacter intermedium
Haemophilus influenzae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
Salmonela enteritidis / typhimurium
Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia
Haemophilus parainfluenzae
Enterobacter agglomerans

celkem 41 agens / 32 kategorii



Vybér vzorku

Signal pozitivni hemokultury
BacT/ALERT 3D

s pozitivnim signalem v dobe od 17:00 do
7:00 hodin

Barveni dle Grama

G+ /I G-




PCR

Modifikovana izolace DNA

benzyl alkohol —
guanidin hydrochloridova extrakce

odstranéni aditiv hemokultivacnich
medii inhibujicich PCR

(polyanetholesulfonate, SDS)

PCR reakce pro G+ a G-

(broad range PCR, 16S a 23S rRNA)

PTC-100" Programmable Thermal Controller




Identifikace specifickeho produktu

Reverzni hybridizace

produktt amplifikace na
nitrocelulézové membrané
s druhové specifickymi probami

automatizovana
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Vysledky |

pocCet vzorku:

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus

ztoho MRSA
Staphylococcus hominis
Staphylococcus haemolyticus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Streptococcus mitis/oralis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysagalactiae ssp. eq.
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus warneri

331 pozitivnich hemokultur

74X
36X
15x
27X
17x
19x
9x

3X
3X
4x
3X
3X

Escherichia coli 38x
Klebsiella pneumoniae 37x
Acinetobacter baumannii 4x
Enterobacter cloaceae/aerogenes 8x
Pseudomonas aeruginosa 4x

Stenotrophomonas maltophilia 1x



Vysledky II

Senzitivita Specifita PPH NPH prevalence
S.epidermidis 94% 93% 85% 97% 31%
S. aureus 100% 99% 94% 100% 16%
MRSA 100% 99% 93% 100% 7%
S.hominis 7% 98% 87% 96% 16%
S.haemolyticus 90% 96% 53% 99% 5%
E.faecalis 100% 99% 95% 100% 8%
E.faecium 90% 100% 100% 99% 5%
E.coli 97% 100% 100% 99% 34%
K.pneumoniae 95% 99% 97% 97% 34%




Vysledky Il

82% hemokultur bylo spravné uréeno [[82%

8% rozdilnych urceni se tykalo

koagulaza negativnich stafylokokii 90%
(78% CoONS spravné)

3% chyb - neurcen A.baumanii 93%

2% chyb — problém pfri urcovani smesi

(75% smési spravné i zaména CoNS)

2% chybna identifikace



ZAVERY

test umoznuje urceni puvodcu sepse z pozitivni hemokultury
za cca 6 hodin, umoznuje zrychleni idetifikace puvodce sepse

NEJVETSI PRINOS:
OdliSeni S.aureus od koagulaza-negativnich stafylokoku.
Odliseni MRSA od oxacilin-citlivych kmenu S.aureus.
OdliSeni enterokoku a streptokokd.
Odliseni vybranych beta-hemolytickych streptokokd.

|dentifikace vybranych rodu (druht) fermentujicich a nefermentujicich
tyCek.

problematické je urCovani smesnych infekci

musi byt zaroven provedena kultivace + citlivost na antibiotika
(MRSA, VRE v testu)

cenove dostupné (lze fakturovat jako béznou PCR reakci)

technicka narocnost je prijatelna, automatizace vyhodou






