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Proč použít PCR 

v diagnostice sepsí ?

 sepse je častou příčinou úmrtí během hospitalizace

 včasné nasazení odpovídající ATB terapie je významným 
faktorem pro snížení úmrtnosti v souvislostí se sepsí

 identifikace původců sepse pomocí hemokultivace obvykle 
trvá přibližně 48 hodin

 rychlá detekce patogenů pomocí PCR může usnadnit 
diagnostiku, umožnit časnější optimalizaci léčby a snížení 
nadužívání širokospektrálních antibiotik



Spektrum identifikovatelných 

druhů G+ a G- baktérií (GenoType BC, Hain Lifescience)

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 kategorií

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



Výběr vzorků

Signál pozitivní hemokultury

BacT/ALERT 3D 

s pozitivním signálem v době od 17:00 do 

7:00 hodin

Barvení dle Grama

G+  //  G-



PCR

Modifikována izolace DNA

benzyl alkohol –

guanidin hydrochloridová extrakce

odstranění aditiv hemokultivačních 

médií inhibujících PCR
(polyanetholesulfonate, SDS)

PCR reakce pro G+ a G-
(broad range PCR, 16S a 23S rRNA)



Identifikace specifického produktu

Reverzní hybridizace 

produktů amplifikace na 

nitrocelulózové membráně 

s druhově specifickými próbami

automatizovaná



Princip reverzní hybridizace



Výsledky I

Staphylococcus epidermidis 74x

Staphylococcus aureus 36x

z toho MRSA 15x

Staphylococcus hominis 27x

Staphylococcus haemolyticus 17x

Enterococcus faecalis 19x

Enterococcus faecium 9x

Streptococcus mitis/oralis 3x

Streptococcus agalactiae 3x

Streptococcus dysagalactiae ssp. eq. 4x

Streptococcus pneumoniae 3x

Staphylococcus warneri 3x

počet vzorků: 331 pozitivních hemokultur

Escherichia coli 38x

Klebsiella pneumoniae 37x

Acinetobacter baumannii 4x

Enterobacter cloaceae/aerogenes 8x

Pseudomonas aeruginosa 4x

Stenotrophomonas maltophilia 1x



Výsledky 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 77% 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%



Výsledky III

2% neproběhla amplifikace

2% chyb – problém při určování směsí
(75% směsí správně či záměna CoNS)

82% hemokultur bylo správně určeno

8% rozdílných určení se týkalo 

koaguláza negativních stafylokoků
(78% CoNS správně)

3% chyb - neurčen A.baumanii

82%

90%

93%

2% chybná identifikace



ZÁVĚRY

 test umožňuje určení původců sepse z pozitivní hemokultury 

za cca 6 hodin, umožňuje zrychlení idetifikace původce sepse

 NEJVĚTŠÍ PŘÍNOS:
 Odlišení S.aureus od koaguláza-negativních stafylokoků.

 Odlišení MRSA od oxacilin-citlivých kmenů S.aureus.

 Odlišení enterokoků a streptokoků.

 Odlišení vybraných beta-hemolytických streptokoků.

 Identifikace vybraných rodů (druhů) fermentujících a nefermentujících 
tyček. 

 problematické je určování směsných infekcí

 musí být zároveň provedena kultivace + citlivost na antibiotika

(MRSA, VRE v testu)

 cenově dostupné (lze fakturovat jako běžnou PCR reakci)

 technická náročnost je přijatelná, automatizace výhodou



DĚKUJEME

ZA POZORNOST


