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Prukaz bakterialnich agens z hemokultur
metodou fluorescencni in situ hybridizace

Cernohorska L., Dolinkova L.

Mikrobiologicky ustav LF MU a FN u sv. Anny v Brné

SOUHRN

Diagnostika bakteridlniho plvodce sepse z hemokultur byva
stézejnim bodem pro naslednou lécbu.

Cilem studie bylo porovnat barveni podle Grama, kultiva-
ci a biochemickou identifikaci s metodikou, ktera detekuje
mikroorganismy z pozitivnich hemokultur pomoci specificky
pripravenych sond na podkladé genotypové metody fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH) a zjistit vyuzitelnost této
metody pro béznou klinickou praxi.

Metodou FISH bylo vyhodnoceno celkem 71 vzork( pozi-
tivnich hemokultur. VSechny tyto hemokultury byly zpracovany
i klasickym zpUsobem tj. detekovany analyzatorem BACTEC,
nasledné byly zachycené bakterie kultivovany na pevnych

ABSTRACT

Cernohorska L., Dolinkova L.: Identification of bacteria from
blood cultures by fluorescence in situ hybridization

The diagnosis of bacterial agents of sepsis from blood cultures
is crucial for the subsequent treatment of this condition.

The aim of this study was to compare Gram stain, culture,
and biochemical identification (conventional methods) and
fluorescence in-situ hybridisation (FISH) that detects micro-
organisms from positive blood cultures using specific probes.
Another aim was to evaluate the potential of this method for
use in clinical practice.

Altogether 71 samples of positive blood cultures were tested
by FISH. Blood cultures were also processed in the conven-
tional way using the BACTEC analyser. The bacteria recovered

uvob

Sepse je definovana jako Zivot ohroZujici organova dys-
funkce zptisobend dysregulovanou (aberantni) odpovédi
na infekci [16].

Piivodcem sepse mohou byt gramnegativni a grampo-
zitivni aerobni bakterie, anaerobni bakterie nebo even-
tudlné mikromycety. V poslednich 25 letech byvaji nej-
castéjsimi ptvodci sepsi ziskanych mimo zdravotnické
zatizeni zlaty stafylokok, pneumokok a Escherichia coli [4].
V nemocni¢nim prosttedi se setkdvame s kmeny klebsiel,
enterobakterti, proteti, seracii, pseudomonad, acineto-
bakterti, stenotrofomonad a s dalsimi. V soucasnosti Ize
sledovat nartst sepsi zptsobenych zejména koagulaza
negativnimi stafylokoky a enterokoky [4, 7]. U méné nez
10 % sepsi jsou ptivodcem anaerobni bakterie, zejména
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pudach a biochemicky identifikovany. Shoda mezi vysledky
ziskanymi klasicky a stanovenim HemoFISH nebyla stopro-
centni, senzitivita byla 90,1 %. Velmi dobré vysledky vykazovala
analyza stafylokokU a enterobakterii. Pouze ve trech pripadech
jsme neziskali metodou FISH vysledek, protoZe nedoslo k hy-
bridizaci sondy a bakteridlni rRNA.

|dentifikace bakterii pomoci FISH je rychlejsi nez klasické meto-
dy, ale méla by byt ovéfena dalsimi metodami.

KLiCOVA SLOVA:

sepse - hemokultura - barveni dle Grama - fluorescen¢ni
in situ hybridizace

were inoculated on solid media and then identified bioche-
mically. The results obtained by the conventional methods
and HemoFISH were not 100% concordant. The sensitivity of
HemoFISH was 90.1%. Very good results were achieved for
staphylococci and enterobacteria. FISH identification failed in
three cases because the hybridization probes were not able to
bind to bacterial rRNA.

The FISH bacterial identification is faster than the conventional
methods, but should be confirmed by the latter.

KEYWORDS:

sepsis - blood cultures - Gram stain - fluorescence in situ
hybridization
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Bacteroides fragilis, dale peptostreptokoky a peptokoky,
vzacné ostatni anaeroby. Anaerobni mikroby hraji roz-
hodujici ulohu u sepse vychazejici z bfi$ni a panevni
oblasti v souvislosti s operacemi pro intraabdomindalni
a gynekologické zanétlivé infekce. Pseudomonas aeruginosa
se nachazi u sepse v pozdéjsim obdobi po popélenti [5].
Priblizné 14 % sepsi ma smiSenou etiologii a pti volbé
terapie je nutné vzit v ivahu vSechny kmeny, které byly
z hemokultury izolovany; takové pripady se oznacuji jako
polymikrobni sepse a lze se s nimi setkat napt. u sepse
z dekubitd [5].

Sepse predstavuje zavazny stav a jeji lécba vyzaduje kom-
plexni pfistup a mezioborovou spolupraci [4]. Zasadni vliv
navolbu antibiotik u septickych pacientti ma skutecnost,
zda se jednd o infekci vyvolanou gramnegativnimi, gram-
pozitivnimi bakteriemi nebo houbami. Volba vhodnych



antibiotik zavisi na fadé faktort, a terapie by méla po-
kryvat vSechny predpoklddané patogeny [8].

Pritomnost bakterialniho ptvodce lze nejlépe potvrdit
pozitivni kultivaci krve [4, 7]. K priikazu jsou vhodné
automatizované hemokultivacni systémy [7], které de-
tekuji riist mikroorganismt na zakladé produkce CO,
a oznacuji pozitivni lahvicky. Detekce ptivodcti z lahvicek
je nejcastéji rutinné provadéna pomoci mikroskopie,
s naslednym kultiva¢nim a biochemickym prtkazem.
S ohledem na rozvoj rozmanitych molekularnich metod
a silici pozadavky ze strany klinika na véasnou a rychlou
diagnostiku ptivodcti, se zac¢inaji prosazovat i dalsi me-
tody detekce jako MALDI-TOF (1, 18], PCR [2] ¢i FISH [15].

Fluorescencni in situ hybridizace

Tato cytogeneticka technika se do laboratorni praxe
dostala na konci 80. let minulého stoleti, je zaloZena
na schopnosti jakychkoliv dvou jednofetézcovych DNA
nebo RNA navzdjem hybridizovat za predpokladu, Ze
jejich sekvence se vyznacuji iplnou nebo alespori castec-
nou komplementaritou bazi. Pomoci DNA sondy znacené
fluoroforem se v analyzovaném materialu vyhledava
cilova sekvence komplementarni se sondou za pouZziti
fluorescen¢niho mikroskopu. Ve své podstaté vychazi
FISH z in situ hybridizace (ISH), ktera byla pouzita jiz
roku 1970 [13].

DNA lze denaturovat vlivem zvySené teploty, nékterych
chemikalii nebo specifickych enzym, po pominuti ex-
trémnich podminek pak lze fetézce nasledné opétovné
spojit, pricemz proces spojeni dvou nestejnych molekul
DNA se nazyva hybridizace [17]. Denaturace a nasledni
renaturace DNA je i zakladnim principem ISH za sou-
casného pouziti uméle pripravené sondy, ktera miize
byt znacena atomy radioaktivniho izotopu a signilem
vzniklé hybridizace je v tomto piipadé radioaktivita nebo
coby znacka slouZi fluorescen¢ni barvivo a vyslednym
signalem je fluorescence detekovatelna fluorescen¢nim
mikroskopem [6].

Pracovni postup pii ISH zahrnuje denaturaci sondy
(,proby*) a cilové DNA, ktera byla obnazena lyzou bunék
fixovanych na podloznim sklicku (in situ = na misté).
Po navozeni reasociacnich podminek se denaturovana
sonda ptipoji ke komplementarnim sekvencim a nastava
hybridizace sondy a cilové DNA. Piisobenim formamidu
nebo roztoku o nizké iontové sile se odstrani nenavazané
zbytky sondy z mist, kde nebyla zachovana tplnd kom-
plementarita a v zavislosti na typu pouzitého znaceni
sondy se patra ptisluSnym piistrojovym vybavenim po
hybridiza¢nim signalu [14].

Fluorescence

U metody FISH se pouZziva sonda znacena fluorescencné.
Znaceni sond lze provadét enzymaticky, a to tzv. nick-
-translaci, kdy se jednofetézcovy zlom DNA inkubuje ve
smési DNazy, DNA-polymerdzy a deoxyribonukleotidtri-
fosfatti (ANTP) s chemicky navdzanym fluorochromem.
V pritomnosti hofe¢natych kationtti jsou postupné do
vlakna DNA zaclenény znacené dNTP. Dalsi metodou
enzymatického znacenti je PCR, v tomto piipadé Ize sondu
navic jesté i amplifikovat. Metodami p¥imého neenzy-
mového znaceni dochazi ke vzniku velmi homogenné
znacenych hybridiza¢nich sond [6].

Fluorochromy jsou polycyklické organické molekuly
a jejich derivaty nebo fluorescencni proteiny, které se
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vyznacuji schopnosti absorbce svételné energie o vlnové
délce v neviditelné oblasti spektra. Pii pohlceni svétla
dojde k excitaci molekuly fluorochromu na vyssi energe-
tickou hladinu a pfi navratu do klidového stavu je emi-
tovano svétlo z viditelné ¢asti vlnového spektra. Barva
pohlceného a vyzareného svétla se tedy lisi. Emitované
zateni md vétsi vinovou délku, ale niZsi energii, protoze
se cast energie pfeménila na energii vibracni. Nejvice vy-
uzivanymi fluorochromy jsou: fluorescein-isothiokyanat
(FITC), ktery poskytuje emisni svétlo jasné zelené barvy
a phycoerythrin (PE) nebo rhodamin s emisnim svétlem
barvy cervené [11].

HemoFISH Sepsis Masterpanel

Vyuziva kvalitativni stanoveni pomoci hybridizace nuk-
leové kyseliny bakterie a komer¢né pripravené sondy.
Test rozpozna az 95 % klinicky relevantnich patogent
zodpovédnych za rozvoj sepse a je urcen pro identifikaci
bakteridlniho druhu, rodu a Celedi (tab. 1). Testovani
probihd z krve po detekci pozitivni hemokultury analy-
zatorem. Je mozné pouzit i kolonie bakterii narostlé na
pevném kultiva¢nim médiu.

Tabulka 1. Panelova kompozice HemoFISH Sepsis Masterpanel

Table 1. Composition of HemoFISH Sepsis Masterpanel slides

Pole Cerveny kanal (ATTO) Zeleny kanal (FAM)

1 Pozitivni kontrola Negativni kontrola

2 Staphylococcus sp. Enterobacteriaceae

3 Staphylococcus aureus Escherichia coli

4 Streptococcus sp. Klebsiella pneumoniae
5 Streptococcus pneumoniae Proteus mirabilis

6 Streptococcus agalactiae Pseudomonas aeruginosa
7 Enterococcus faecium Acinetobacter sp.

8 Enterococcus faecalis Sten,z‘tar/(;gggirlyg nas

Vyuziva se klasické FISH technologie s pouzitim fluo-
rescencné znacenych molekuldrnich sond. Tyto se skla-
dajiz DNA sekvence uspoiddané v kruhovité strukture,
kde je na 5" konci zabudovany fluorofor a tzv. quencher
je zasazen na 3~ konci. DNA sekvence na obou kon-
cich jsou mezi sebou komplementarni a udrzuji fluofor
a quencher v bezprostfedni blizkosti. V tomto stavu je
zabranéno vzniku fluorescen¢niho signalu. DNA sekven-
ce mezi koncovymi ¢astmi se na zakladé parovani bazi
vazi na rRNA bakterie, kterd je unikatni pro jednotlivé
bakterie na trovni ¢eledi, rodu i druhu. ProtoZe kazda
bakterialni bunka obsahuje vice nez deset tisic kopii
rRNA, neni nutnd amplifikace. Po vniknuti sondy skrz
bakteridlni sténu a membrinu do nitra buriky, se jeji
DNA sekvence specificky vaZe na cilovou bakterialni
rRNA. Pfinavazani se fluorofor sondy prostorové vzdali
od tzv. quencheru a timto je umoznéna emise svétla
v urcité vlnové délce poté, co bylo dodano svétlo exci-
tacni. Kazda rRNA kopie s navdzanou sondou produkuje
fluorescen¢ni signal a je detekovana fluorescenc¢nim
mikroskopem jako svitici objekt. Nenavidzané sondy
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nefluoreskuji, tudiz negeneruji signal a jsou nasledné
v promyvacim roztoku odstranény.

Cilem prace bylo vyzkouset soupravu HemoFISH Sepsis
Masterpanel (fy Miacom® diagnostics) pro identifikaci
bakterii z hemokultur, a posoudit vyhody ¢i nevyhody
metody FISH oproti dosavadné pouzivanym zkouskam.

MATERIAL A METODY

Pro kultivaci krve byly pouZity dva typy hemokultivac-
nich lahvicek: BD BACTEC™ Plus Aerobic k detekci bak-
terii, hub a plisni a BD BACTEC™ Plus Anaerobic k de-
tekci anaerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii.
Lahvicky byly umistény do hemokultiva¢niho ptistroje
BD Bactec™ FX (fy BD Diagnostics). Pozitivni hemokul-
tura byla vyjmuta z piistroje, z kapky krve byl pfipraven
natér na podlozni sklicko a obarven podle Crama, zaroven
byly naockovany nasledujici kultivacni piidy: krevni agar
s 10 % Nacl (fy Oxoid), krevni agar (fy Oxoid), Endova
ptda (fy Oxoid), eventudlné WCHA agar (fy HiMedia)
a CHROMagar™ Candida (fy Trios). Na krevni agar byl
naockovan carou kmen Staphylococcus aureus CCM 6188
kvali moznosti zachytu zastupct rodu Haemophilus. Krevni
agar byl kultivovan 18-24 hodin pfi 37 °C za zvySené tenze
CO,. Krevni agar s 10 % NaCl, Endova piida, (eventudlné
CHROMagar™ Candida) byly kultivovany 18-24 hodin
pti 37 °C. Pokud $lo o pozitivni anaerobni lahvicku, byl
pfidan WCHA agar a ponechan v anaerobnim boxu 48-72
hodin pfi 37 °C. Nasledujici den bylo provedeno dourceni
mikrobt pomoci diagnostickych seti ENTEROtest 16
(fy Erba Lachema), RapID™ Plus System (fy Remel) pro
rody Corynebacterium, Streptococcus a gramnegativni nefer-
mentujici ty¢inky a latexové aglutinace - PASTOREX™
STAPH-PLUS (fy BIO-RAD).

Priprava vzorku a komponent

Z hemokulturové lahvicky bylo odebrano cca 1-1,5 ml
krevni kultury a pfeneseno do sterilni reakéni zkumavky.
Zvoleny stupen fedéni (od 1: 1do1: 20) zdvisel na vysled-
cich Gramova barveni. Pokud byl mikroskopii zjiStén
nizky pocet bakteridlnich bunék, fedilo se v pomérul: 1.
Pokud byl pocet bunék vyssi, bylo pouzito fedéni vyssiho
stupné. Uvzorkd, u kterych byla v mikroskopii spatfena
zaplava bakterii, bylo pouZito fedéni 1 : 20.

Pred prvnim pouzitim byl pfipraven STOP roztok smi-
senim 50 ml STOP roztoku (10krat koncentrovaného),
200 ml deionizované nebo dvakrat destilované vody
a 250 ml etanolu (= 96% metylovaného ¢i purifikovaného).
Zhruba 100 ml této smési bylo nalito do ¢isté Coplinovy
kyvety. Stejnym zpisobem byly prichystany dvé lazné
etanolu. Dale bylo pfidano 800 pl rekonstitutivnich kom-
ponent soupravy do kazdého sloupce zasobniku lytického
pufru a zasobniku hybridiza¢nich sond.

Pred kazdodennim pouzitim byly vSechny ¢asti soupravy
kratce temperovany pti teploté 15-25 °C. Etanolova lazern
byla vzdy cerstva, STOP lazen byla ménéna kazdych 5 dnt
v piipadé, Ze byla pouzita kazdy den nebo po 15 sklech
v ni ponofenych.

Vlastni provedeni FISH (v zavislosti na mnozstvi
vzorkt celkem 20-30 minut):

a) Fixace: Z nafedéného vzorku bylo napipetovano 10 pl
na kazdé pole mikroskopického skla. Sklo bylo umisténo
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na teplotni ploténku piedehfatou na 52 °C (+1°C) ccana
5 minut do iplného dosuseni.

b) Parcialni lyza bunék: Sklo setrvavalo na teplotni plo-
ténce. Na v§echna pole bylo ptidano 10 pllytického pufru
ze zasobniku, tento se nechal 5 minut pisobit. Sklo bylo
proprano v prvni lazni etanolu, kde ztistalo ponotfeno
5 minut. Poté se spodni strana setfela savym papirem
nebo bunicinou a sklo bylo vriceno na ploténku. Zbytek
etanolu se odpafil béhem 20 sekund.

c) Hybridizace: Pfi tomto kroku bylo nutné dbat zvysené
opatrnosti, protoze hybridiza¢ni sondy obsahovaly form-
amid. Ze zasobniku bylo napipetovano 10 pl roztoku lyo-
filizovanych specifickych DNA sond na kazdé pole skla.
Sklo bylo ptikryto hybridiza¢ni komirkou a ptiklopeno
vikem ploténky. Hybridizace probihala 10 minut v tem-
ném a vlhkém prostiedi pti teploté 52 °C (+1°C). V tomto
kroku doslo k navazani sondy na molekulu rRNA bakterie
v krvi pacienta.

d) STOP reakce: Hybridiza¢ni komftirka byla odstranéna
a sklo bylo ponotfeno nejprve do STOP lazné na 1 minutu
+ 10 sekund, kde doslo k zastaveni reakce, nasledné na
1 minutu do druhé etanolové 1azné, kterd odstranila
zbytky STOP roztoku. Spodni strana vyjmutého skla byla
setfena savym papirem a kratce dosusena.

e) Montdz: Na preparat byly naneseny malé kapky monto-
vaciho média a nasledné ptikryty krycim sklem tak, aby
nevznikaly vzduchové bubliny. Hotovy preparat byl chra-
nén pied pfimym slune¢nim zafenim ¢i jinym silnym
zdrojem svétla, aby nedoslo k vyblednuti fluorescence.
f) Odecitani: K odecitani slouzil fluorescen¢ni mikroskop
Leica DM750 se 2 filtry; Filtrset A pro ATTOS550 - absorpéni
maximum: 554 nm emisni maximum: 576 nm; Filtrset
B pro FAM- absorpéni maximum: 494 nm; emisni ma-
ximum: 520 nm a svételnym zdrojem o vykonu 100 W.
Preparat byl prohliZen nejlépe ihned; standardné do 2
hodin od montaze. Ptiskladovani v temnu pfi 15-25 °C by
bylo mozné sklo odecitat i béhem 12 hodin. V zavislosti
na mnozstvi skel doba odecitani trvala 15-30 minut.
Pocate¢nim voditkem byl znamy vysledek Gramova bar-
veni. Jednotliva odecitajici pole skla byla ohranicena
teflonovym lemem, ktery umoznil pohyb objektivu pouze
v oblasti, kde pole svitila, a bylo moZzné spatfit fixované
bakterialni buriky. Preparat byl ozafen svétlem zdroje
a po chvili byly vyhledany fluoreskujici butiky bakterii.
Stridavé bylo kazdé pole zkoumano pres kanal emitujici
Cervené zafeni pii 576 nm (filtrset A) a kanal emitujici
zelené zafeni pii 520 nm (filtrset B). Spravné pozitivni
vysledek byl definovan jako pozitivni fluorescen¢ni sig-
nal jen na jednom kanalu. Pozitivita nalezena v obou
kanalech byla moznd u smiSenych sepsi nebo v ptipadé
nespravného postupu, kontaminace apod.

Pole ¢. 1 v oblasti cerveného kandlu slouzilo jako pozi-
tivni kontrola. V piipadé, Ze pole zdfilo, byly bunky na
sklicku ptitomny. Kdyz signal v tomto poli chybél, ale
doslo k vyskytu fluoreskujicich bunék v jiném poli, byl
test zopakovan. Jestlize nesvitilo toto ani zadné jiné
pole, nedoslo vitbec k hybridizaci, nebo bylo bunék ve
vzorku malo a piesto bylo pouZito silné fedéni. V téchto
piipadech doslo k zopakovani testu s Cerstvé a vhodnéji
naredénym vzorkem, piipadné byla znovu hodnocena
mikroskopie podle Grama. Pole ¢. 1 v oblasti zeleného
kandlu fungovalo jako negativni kontrola. Pokud se
zde objevil signal, test byl zopakovan a zkontrolovala se
teplota pfi hybridizaci.



Detekce fluorescence v ptislusnych polich poukazovala na
pritomnost jednotlivych bakterii v krvi pacienta (tab. 1).
Pokud druhové speciticka sonda davala pozitivni signdl,
ale rodova sonda ziistala bez zdznamu fluorescence, byl
test zopakovan, nebo byly vyuZity alternativni metody
k urceni patogenu.

Kvasinky se mohly objevit jako fluoreskujici objekty
v obou kanalech [15], pfestoZe souprava nebyla cilené
urcena k detekci kvasinek. I kdyz byla jedna bakterie
identifikovana, byla prohlédnuta vSechna pole, aby byla
odhalena ptipadnd koinfekce. V pfipadé dvou vzorki
hemokultur od jednoho pacienta byla provedena obé
stanoveni.

VYSLEDKY

Metodou FISH bylo vyhodnoceno od 20. bfezna do 7. kvét-
na 2013 celkem 71 vzorkl pozitivnich hemokultur.
Prevazovalo stanoveni z aerobnich typt lahvicek. Pro
vétsinu vzorkl bylo pouzito fedéni 1 : 4. Jeden vzorek
byl analyzitorem z nezndmé pticiny vyhodnocen jako
pozitivni i pfesto, Ze se ptiaerobni i anaerobni kultivaci
nepodafilo izolovat Zzadné agens. Ve tfech pripadech
jsme neziskali metodou FISH vysledek, protoze nedo-
8lo k hybridizaci sondy a bakteridlni rRNA. HemoFISH
Sepsis Masterpanel diagnostikoval pouze omezeny pocet
gramnegativnich bakterii (viz tab. 1), jiné bakterie tak
byly urceny sondou pouze jako celed Enterobacteriaceae.
Celkové vysledky ukazuje tabulka 2. Metoda vykazovala
90,1% senzitivitu a 100% specificitu.

Tabulka 2. Vyhodnoceni vysledkt

Table 2. Conventional methods vs. FISH

Testované bakterie kl: ;zfc"k‘; Fl:;f:le(r";:)
Staphylococcus aureus 6 6 (100 %)
Klebsiella pneumoniae 14 11 (79 %)
Escherichia coli 9 9 (100 %)
Stafylokoky koagulaza negativni 34 33 (97 %)
Citrobacter freundii 2 2 (100 %)
Jiné 10 6 (60 %)
Celkem 75 67 (89 %)

DISKUSE

Metoda vyzadovala precizni zpracovani kvalifikovanym
personalem na tdrovni asepse a piipravu reagencii nej-
lépe v prostiedi biohazard boxu. Jakakoliv mikrobialni
kontaminace, stejné jako kfiZova kontaminace mezi
vzorkem a reagenciemi navzdjem mohla vést k chybnym
vysledktm.

Shoda mezi klasicky ziskanymi vysledky a stanovenim
HemoFISH nebyla stoprocentni, jak se pivodné pred-
pokladalo. Senzitivita a analyticka specificita v8ak byla
podobna jako u jinych praci [12, 15]. Velmi dobré vy-
sledky vykazovala analyza stafylokokt a enterobakterii.
Opakované selhdvala diagnostika u smeési dvou mikrobii
ipfesto, Ze vyrobce garantoval moznost rozpoznani az tii
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mikrobtl v pfipadé koinfekce z jednoho vzorku. V ptipadé
odhaleni tfi a vice druhii bakterii v jedné hemokultute
je doporuceno zvazit mozné piiciny interferujicich vli-
vi, test opakovat nebo vysledek konfirmovat tradic¢ni-
mi identifikacnimi metodami. U streptokoki patrné
interferoval §patné zvoleny stupen fedéni krve v fedicim
roztoku. Za zabranu hybridizace mohl byt téz zodpovédny
rozpad pouzdra téchto bakterii. Problém vyvstal u ode-
¢itani na poslednim poli podlozniho sklicka, se kterym
se pod mikroskopem $patné manipulovalo, tudizZ nebyl
identifikovan Enterococcus faecalis.

Hlavnim tématem diskuse je spolehlivost lyofilizova-
nych sond uZitych pii testovani HemoFISH, které nejsou
zcela specifické. Rodové zaméfena sonda pro streptoko-
ky detekuje také rod Lactococcus, podobné druhova sonda
pro E. faecium dava pozitivni signal po navazani na rRNA
Enterococcus durans a E. hirae [3]. Podle databazi fy Miacom
diagnostics sondy pro rody Streptococcus a Staphylococcus
jsou schopné zachytit vétsinu druhd téchto bakterii
kvili podobnosti sekvence jejich TRNA. Sonda proti E. coli
nedokaze poznat rozdil E. coli a Shigella sp. [10], pficemz
na sebe vaze také E. albertii a E. fergusonii, coz je zptsobe-
no jejich identickou sekvenci. Stejny pifipad druhové
nespecifické reakce vykazuje sonda pro K. pneumoniae,
jez také vychytava Klebsiella variicola a proba pro P. aerugi-
nosa detekuje i Pseudomonas fulva a Pseudomonas mendocina.
Jedina sonda fungujici pro detekci v8ech bakterii patiici
do Celedi Enterobacteriaceae umi zachytit velké mnoZstvi
rodi jako: Citrobacter sp., Enterobacter sp., Hafnia sp.,
Morganella sp., Pantoea sp., Escherichia sp., Klebsiella sp.,
Proteus sp., Salmonella sp., Serratia sp., Shigella sp., Yersinia
sp., ale mizZe detekovat nékteré druhy rodu Aeromo-
nas [3].

Pres nesporné vyhody rychlého stanoveni patogenti z k-
ve je metoda FISH limitovana. Kvili zachovani dobré
kondice bakteridlnich bunék se musi vysetfeni provést
z Cerstvé krevni kultury co nejdiive po detekci pozitivity
hemokultury, nejpozdéji do 12 hodin. Vysledky ziskané
z krevniho lyzatu zpracovaného pozdéji nez za 24 hodin
od detekce pozitivni lahvicky nelze povaZovat za validni.
vena podle sériovych fedicich pokust na 10° CFU/ ml
krve. Reagencie a ostatni komponenty diagnostického
setu jsou nachylné ke kontaminaci a vyzaduji specifické
skladovaci podminky. Velky vliv na ispésné navazani
sondy na bakteridlni rRNA ma stuperi fedéni, teplotni
interval pii hybridizaci a peclivé provedeni pracovniho
postupu lege artis.

Fale$né negativni vysledky mtiZzeme ziskat, kdyz je
pouzito jiné vybaveni ¢i reagencie, nez je doporuceno
vyrobcem; kdyz neni teplota pfi hybridizaci kontrolo-
vana a dojde k jejimu vychyleni od normy, anebo je-li
vynechan néktery z kroki pracovniho postupu. Falesné
pozitivni vysledky jsou vétSinou dany pritomnosti au-
tofluorescence. Tento jev se miize objevit, pokud je pouZit
jiny filtr, nez je stanoveno nebo je néktera z tekutych
komponent, popt. mikroskopicka skla kontaminovana
autofluorescencnimi ¢asticemi, mezi néz fadime pra-
chové partikule, vlasy, chlupy a mykotické elementy [3].
Na bakterie, které se ve spektru dané soupravy nena-
chazi, je nutné pouzit jiny panel. Vysledky HemoFISH
by mély byt validovany alespori dvéma alternativnimi
metodami (napf. kultivaci, biochemickou identifikaci,
PCR, MALDI-TOF aj.), coZ analyzu znac¢né prodrazuje
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a mély by korelovat i s dalsimi vysledky laboratornich
zkousek a stavem pacienta.

ZAVER

Sepse pfedstavuje pro pacienta Zivot ohrozujici stav.
K diagnostice sepse pfispiva vyraznou mérou i vySetieni
hemokultur. Kazdé véasné zjisténi piivodce proto mize
urychlit pouziti adekvatni terapie. Metoda FISH je rychla,
nazev bakterie zname jiz za 1-2 hodiny od detekce pozi-
tivity, mtze tedy pomoci pfi nasazovani vhodné terapie
tam, kde nenf ¢as na klasickou kultivaci. Nevyhodou
FISH je pak pomérné vysoka cena a zejména nutnost
rychlého zpracovani materialu za aseptickych podminek.
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