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Fluorescencni hybridizaci in situ (dale FISH) se detekuji specifické sekvence na 16S a 23S rRNA u bakterii a 18S rRNA u kvasinek za pomoci fluorescencne
znacenych oligonukleotidovych DNA-sond. Detekcni limit téchto sond stanoveny pro vzorky BAL je 103 CFU/mI (1).

Nekolik zahraniCnich studii srovnavalo metodu FISH s kultivacni diagnostikou v hemokultivacnich systémech BACTEC nebo BacT/ALERT (2,3,4,5). NaSe
pracoviste toto provedlo poprvé v rutinnich laboratornich podminkach CR.

Prace byla provedena na zakladé smlouvy o zpracovani srovnavaci studie s firmou BioVendor, Laboratorni medicina a.s.

METODIKA

® Hemokultivace byla provadéna v systému BacT/ALERT 3D (bioMérieux) (obr.A), kazda signal-pozitivni hemokultura byla mikroskopovana dle Grama

a kultivovana standardnim postupem. Dle mikroskopie byla vybrana sada sond SeaFAST®Sepsis (Seapro Theranostics International, BioVendor). Pro FISH
bylo sterilné odebrano 0,5 ml hemokultury. Pro stanoveni FISH byla hemokultura 10x naredena v PBS (fosfatovy pufr) a promichana. Po 10 minutach byly
naneseny naredéne hemokultury na sklicko (obr.B), po ususeni byly vzorky fixovany v mikroviné troubé. Nasledovala permeabilizace bunék etanolem (obr.
C), razantnéjsi naruseni bunecne stény se provadi u G+ bakterii (navic procedura s komponenty F a G). Po ususSeni se provedla hybridizace - naneseni
hybridizadni smési na pFislusné poli¢ko, inkubace v hybridiza¢ni komurce 90 minut pfi 48°C ve vodni lazni (obr.D). Nehybridizované sondy byly odstranény
promytim. Promyvani probihalo v promyvaci komurce ve vodni lazni pfi 48°C po dobu 15 minut. Po promyti se pfipravil preparat pro mikroskopovani -
promyti v etanolu, ususeni, pridani montovaciho média, prekryti krycim sklickem. K mikroskopovani byl pouzit mikroskop OLYMPUS BHT s flurescencnim
nadstavcem s filtry pro cervenou a zelenou fluorescenci (sondy jsou znaceny FITC, Cy3).

® Statistickad ucinnost pouzitych sond byla stanovena dle Ransohoffa a Feinsteina (6).
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® Ze 181 signal-pozitivnich hemokultur bylo izolovano 188 kmenu bakterii a kvasinek (87 stafylokokl, 12 streptokokl, 12 enterokoku, 42 G-fermentujicich el
tycek, 21 G- nefermentujicich tycek, 5 G+ aerobnich tycek a 9 kandid). Vysledku FISH bylo dosazeno do tri hodin od klasické mikroskopie pozitivni ¢ -Gp
hemokultury. s6 8

® Pro kazdou sondu byla stanovena senzitivita (rozmezi 0,800 — 1,000), specificita (0,714-1,000), pozitivni (0,500-1,000) a negativni (0,833-0,862) prediktivni
hodnota ve vztahu k vysledku kultivace a prevalenci - viz tabulka. Sondy s vysokou senzitivitou (0,953-1,000) i specificitou (0,979-1,000) diagnostikuji tyto
skupiny bakterii: eubakterie, Enterobacteriaceae, stafylokoky, streptokoky a enterokoky. V téchto skupinach hybridizovaly kromé ni?e uvedenych druhtd mj.
druhy koaguldzo-negativnich stafylokoku (s pfevahou S.epidermidis, S.hominis a S.haemolyticus), beta-hemolytické streptokoky skupiny G, S.mitis, S.bovis,
S.salivarius, E.cloaceae,P.mirabilis, K.oxytoca, S.marcescens, E.kobei, Salmonella Enteritidis, komplex A.baumannii, A.lwoffii, M.osloensis, korynebakteria a
B.cereus.

® S vysokou senzitivitou 1,000 a specificitou (0,980-1,000) diagnostikuji do druhu bakterie S.aureus, S.agalactiae, F.faecalis, E.faecium, P.aeruginosa, =
S.maltophilia, K.pneumoniae a B.cepacia komplex. Individualni sonda 6a E.coli v souprave nefungovala.

® Druhova identifikace kandid C.albicans, C.tropicalis a C.parapsilosis méla senzitivitu 0,8-1,000 a specificitu 0,714-1,000.

® Sondy pro S.pyogenes, C.perfringens, S.pneumoniae, shigely, H.influenzae, bakteroidy, prevotely, C.dubliniensis a C.glabrata nebyly do statistiky zahrnuty,
protoZe ve sledovaném pozitivhim souboru hemokultur tyto mikroorganismy nebyly kultivacne prokazany.

Tab.: Statisticka ucinnost diagnostického testu
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ZAVER
® \/ysledek sondy FISH je hotov do tri hodin po mikroskopii pozitivni hemokultury barvené dle Grama, coz umoznuje

jesté tentyZ den uprFesnit prvni diagnostickou informaci o mozném puvodci sepse.

® Sondy s vysokou senzitivitou i specificitou diagnostikuji v hemokulturach tyto skupiny bakterii: eubakterie,
Enterobacteriaceae, stafylokoky, streptokoky a enterokoky.

® Umoznuji predb&znou druhovou diferencialni diagnostiku dulezitych puvodcu sepsi ze skupiny G+ koku: S.aureus,
S.agalactiae, E.faecalis a E.faecium. Ve skupiné G-tyCek diagnostikuji do druhu K.pneumoniae, z nefermentujich
P.aeruginosa, S.maltophilia a B.cepacia komplex.

Nutno revidovat sondu pro E.coli, protoZze je z hemokultur mezi G-fermentujicimi tyckami izolovana nejcasteji.
Multiplexovy systém umozfuje paralelni testovani vice skupin patogenu najednou.
FISH hemokultury musi byt vzdy doprovazena paralelni kultivaci.

Odecitani FISH vyzaduje zkuSenost s fluorescencni mikroskopii, napr. pro vylouceni autofluorescence (problém u kva-
sinek).

Nutnost provadét interni kontrolu kvality Sarzi jednotlivych sond.

Nutnost provadeét interni kontroly hybridizace — pozitivni se sondou pro eubakterie. Doporucujeme zaradit i negativni
(napr. komplementarni Non-EUB338) (1).

® Metoda FISH je rovnéz vhodna i k rutinnimu pouziti. Jeji cena je adekvatni zavaznosti vysetrovaného klinického
materialu.
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SEN = senzitivita (kdyZz je kultivace pozitivni, s jakou pravdépodobnosti je pozitivni sonda?)
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SPE = specificita (kdyZ neni kultivace pozitvni, s jakou pravdépodobnosti je negativni sonda?)
PPH = pozitivni prediktivni hodnota (kdyZ je sonda pozitivni, s jakou pravdépodobnosti je pozitivni kultivace?)
NPH = negativni prediktivni hodnota (kdyz je sonda negativni, s jakou pravdépodobnosti je negativni kultivace?)

F = Cetnost vyskytu jevu, prevalence (6)

Priklady fluorescencnich obrazu:
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Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Burkholderia cepacia komplex Streptococcus agalactiae Klebsiella pneumoniae Candida albicans
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