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Priloha ¢.

Odstranit pipetou supernatant.
Pridat 1 ml pfecistovaciho pufru a
vytvofit z pelety suspenzi.
Odstiedit 1 minutu 13 000 ot./min.

‘ “ » w9 Odstranit supernatant.
1 ml krevni kultury + 200 ul lyzaéniho pufiu, Prenést 800 pl této smési na filtr Sigma Prep o )
pienést do reakéni protfepat 10 sekund Spin Column, odstiedit 2 min. 2000 ot./min. *+300 pl deionizované vody,
zkumavky Poté zlikvidovat filtr a znovu centrifugovat 2 promichat

+ 900 pl ethanolu
Nasleduje extrakéni protokol.

minuty pfi 13 000 ot./ min.

1 pl supernatantu pfenést na ter¢ik MALDI
desticky, prevrstvit 1 ul MALDI matrice.

MALDI-TOF analyza.
Ziskani hmotnostnich spekter.

Obrazek 1: Schéma pripravy vzorki pro kit SepsiTyper.
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Prenést 1 ml do mikrozkumavky Eppendorf
Centrifugovat 1 minutu 3000 ot./min.
Prenést supernatant do nové eppendorfky.
Cenrifugovat 2 min. 13 000 ot./min.

2 ml krevni kultury Centrifugovat 10 min. pii

Eiﬁ‘:ﬁ:ﬁ/ﬁo < celerm 3000 ot./min.
ysg Poté rozsuspendovat

sediment na gelu.

Obrazek 2: Schéma pripravy vzorki zkumavek s aktivatorem srazeni.

\ .

Odstranit pipetou supernatant.

+ 300 pl deionizované vody,
promichat

+900 pl ethanolu

Nasleduje extrakéni protokol.

1 pl supernatantu prenést na
ter¢ik MALDI desticky,
Prevrstvit 1 pl MALDI matrice
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Tabulka 1: Souhrnna tabulka vysledki ke zpracovani.

Cislo |Druh Identifikace Zkumavky
vzorku|lahvicky|Mikroskopie|z narostlych kultur SepsiTyper kit [Skore [s aktivatorem srazeni|Skore |Konecny vysledek
Nespolehliva Zadné piky
1 |FAPlus |Kvasinky Staphylococcus aureus|identifikace 1,408 |nenalezeny 0 |Candida albicans
Klebsiella Klebsiella Klebsiella
2 |FA G- tycky Klebsiella pneumoniae |pneumoniae 2,388 |pneumoniae 2,347 |pneumoniae
3 |PF G- tycky Escherichia coli Escherichia coli | 2,401 |Escherichia coli 2,306 |Escherichia coli
G+koky v Zadné piky Zadné piky Enterococcus
4 |FN fetizcich Enterococcus faecium [nenalezeny 0 |nenalezeny 0 |faecium
Acinetobacter Zadné piky
5 |PF G- tycky Acinetobacter pittii  |pittii 2,266 |nenalezeny 0 |Acinetobacter pittii
G+kokyv  |Streptococcus Streptococcus Zadné piky Streptococcus
6 |FA fetizcich pyogenes pyogenes 2,004 |nenalezeny 0 |pyogenes
Koagulaza-
G+koky ve |Staphylococcus Staphylococcus Zadné piky negativni
7 |PF shlucich hominis hominis 1,918 |nenalezeny 0 |stafylokoky
Nespolehliva Nespolehliva
8 |PF Kvasinky Candida albicans identifikace 1,262 |identifikace 1,143 |Candida albicans
Nic
9 |FAPlus |nenalezeno |Escherichia coli Escherichia coli | 2,357 |Escherichia coli 2,149 | Escherichia coli
G+koky ve |Staphylococcus Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
10 |FAPlus |shlucich epidermidis epidermidis 1,763 |identifikace 1,095 |epidermidis
G+koky ve |Staphylococcus Stapholococcus Nespolehliva S.epidermidis/ S.
11 |FN shlucich epidermidis hominis 2,248 |identifikace 1,095 |hominis
G+koky ve |Staphylococcus Nespolehliva Nespolehliva S.epidermidis/ S.
12 |FAPlus |shlucich epidermidis identifikace 1,558 |identifikace 1,084 | cohnii
Zadné piky
13 |[FA G- tycky Escherichia coli E. coli 2,348 |nenalezeny 0 |Escherichia coli
G+ koky ve |Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
14 [FA shlucich hominis S. hominis 2,293 |identifikace 1,093 |hominis
Nespolehliva Nespolehliva Candida
15 |FN Kvasinky Candida parapsilosis |identifikace 1,273 |identifikace 1,085 | parapsilosis
Neprovadéno,
identifikace z natéru a
rezistence na Lactobacillus Zadné piky
16 |PF G+ tycky Vankomycin paracasei 1,842 |nenalezeny 0 |Lactobacillus
Zadné piky Nespolehliva Candida
17 |FA Kvasinky Candida dubliniensis |nenalezeny 0 |identifikace 1,035 |dubliniensis
Enterobacter Nespolehliva Enterobacter
18 |[FA G- tycky Enterobacter cloacae |cloacae 2,27 lidentifikace 1,154 |cloacae
Zadné piky
19 |PF G- tycky Escherichia coli nenalezeny 0 |Escherichia coli 2,218 | Escherichia coli
G+ koky ve Zadné piky Nespolehliva Staphylococcus
20 |FN shlucich Staphylococcus aureus|nenalezeny 0 |identifikace 1,207 |aureus
Citrobacter Nespolehliva Citrobacter
21 [SN G- tycky Citrobacter freundii  |freundii 2,264 |identifikace 1,589 | freundii
G+ koky ve |Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
22 |FA shlucich haemolyticus S. haemolyticus | 2,286 |identifikace 1,087 |haemolyticus
Nic Z4dné piky Nespolehliva Sterilni
23 |FN nenalezeno |Nicnenalezeno nenalezeny 0 |identifikace 1,073 |hemokultura
Nic Nespolehliva Nespolehlivd Sterilni
24 |FN nenalezeno |Nicnenalezeno identifikace 1,404 |identifikace 1,173 |hemokultura




G+ koky ve [Staphylococcus Nespolehliva Zadné piky Staphylococcus
25 |FA shlucich epidermidis identifikace 1,399 |nenalezeny 0 |epidermidis
G+ koky ve
dvojicich a Zadné piky Streptococcus
26 |FA fetizcich Streptococcus sp. nenalezeny 0 |S. pneumoniae 1,872 |pneumoniae
Z4dné piky Klebsiella Klebsiella
27 |FA G- tycky Klebsiella pneumoniae |nenalezeny 0 |pneumoniae 2,334 |pneumoniae
G+ koky ve |Staphylococcus Nespolehliva Zadné piky Streptococcus
28 |FN shlucich epidermidis identifikace 1,603 |nenalezeny 0 [|epidermidis
G+ koky ve [Staphylococcus Nespolehliva Nespolehliva Staphylococcus
29 |FA shlucich epidermidis identifikace 1,439 |identifikace 1,026 | epidermidis
Zadné piky
30 |FN G- tycky Escherichia coli Escherichia coli | 1,953 |[nenalezeny 0 |Escherichia coli
31 |FN G- tycky Escherichia coli Escherichia coli | 1,743 |E.coli 2,017 |Escherichia coli
G+ koky ve
dvojicich a Enterococcus Zadné piky Enterococcus
32 |FN fetizcich Enterococcus faecium |faecium 2,215 |nenalezeny 0 |faecium
G+ koky ve
dvojicich a Enterococcus Nespolehliva Enterococcus
33 |FA fetizcich Enterococcus faecium |faecium 2,211 lidentifikace 1,165 | faecium
Zadné piky Klebsiella
34 |FAPlus |G- tycky Klebsiella pneumoniae |K. pneumoniae | 2,119 |nenalezeny 0 |pneumoniae
35 |FN G- tycky Escherichia coli E.coli 2,485 |E.coli 2,118 |Escherichia coli
Nespolehlivi
36 |FA G- tycky Escherichia coli E.coli 2,367 |identifikace 1,005 |Escherichia coli
Zadné piky Zadné piky Klebsiella
37 |FN G- tycky Klebsiella pneumoniae |nenalezeny 0 |nenalezeny 0 |pneumoniae
Zadné piky Zadné piky Klebsiella
38 |FA G- tycky Klebsiella pneumoniae |nenalezeny 0 |nenalezeny 0 |pneumoniae
Klebsiella Nespolehliva Klebsiella
39 |FN G- tycky Klebsiella pneumoniae |pneumoniae 2,249 |identifikace 1,62 |pneumoniae
Klebsiella Klebsiella
40 |FN G- tycky Klebsiella pneumoniae |pneumoniae 2,43 |K. pneumoniae 2,21 |pneumoniae
G+koky ve |Staphylococcus Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
41 |FA shlucich epidermidis epidermidis 1,891 |identifikace 1,023 | epidermidis
G+ koky ve Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
42 |FA shlucich Staphylococcus sp. haemolyticus 1,997 |identifikace 1,022 |haemolyticus
G+ koky ve Zadné piky Nespolehliva Staphylococcus
43 |FA shlucich Staphylococcus aureus|nenalezeny 0 |identifikace 1,322 |aureus
Zadné piky Providencia
44 |FA Plus |G- tycky Providencia stuartii  |nenalezeny 0 |Providencia stuartii | 1,978 |stuartii
G+ koky ve Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
45 |FN shlucich Staphylococcus aureus|aureus 2,357 |identifikace 1,49 |aureus
G+ koky ve Staphylococcus Zadné piky Staphylococcus
46 |FA Plus [shlucich Staphylococcus aureus|aureus 2,102 |nenalezeny 0 |aureus
G+ koky ve Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
47 |FN shlucich Staphylococcus aureus|aureus 2,335 |identifikace 1,303 |aureus
G+ koky ve Staphylococcus Nespolehliva Staphylococcus
48 |FA Plus |shlucich Staphylococcus aureus|aureus 2,14 |identifikace 0,962 |aureus
Proteus
49 |FA G- tycky Proteus mirabilis mirabilis 2,416 | Proteus mirabilis 2,129 | Proteus mirabilis
Enterobacter Enterobacter
50 |FA G- tycky Enterobacter cloacae |cloacae 2,041 |Enterobacter cloacae | 1,927 |cloacae

FA: aerobni lahvicka s pfidavkem uhli; FN: anaerobni lahvicka s pfidavkem uhli, PF: détska lahvicka,

SN: standardni lahvicka bez uhli.

G +: grampozitivni bakterie, G-: gramnegativni bakterie

Zelena: spolehliva identifikace na urovni druhu; zlutd: spolehlivd identifikace na tUrovni rodu, méné

pravdépodobna druhova identifikace.
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Tabulka 2: Primérné hodnoty skore: SepsiTyper, zkumavky s gelem.

SepsiTyper Zkumavky s aktivatorem srazeni
Mikroorganismus Minimum  Maximum Aritm:etlcky Minimum Maximum Aritm?tlcky
; j pramér hodnot ) j pramér
skore skore . skore skore ;
skore hodnot skére
Gramnegativni bakterie (21)
Acinetobacter pittii (1) / 2,266 2,266 / / /
Citrobacter freundii (1) / 2,264 2,264 / 1,589 1,589
Enterobacter cloacae (2) 2,041 2,270 2,156 1,154 1,927 1,541
Escherichia coli (8) 0,000 2,485 1,957 1,005 2,306 1,477
Klebsiella pneumoniae (7) 0,000 2,430 1,312 0,000 2,347 1,216
Proteus mirabilis (1) / 2,416 2,416 / 2,129 2,129
Providencia stuartii (1) 0,000 / 0,000 / 1,978 1,978
Primérné hodnoty 1,767 1,655
Grampozitivni bakterie (23)
Enterococcus faecium (3) 0,000 2,215 1,475 0,000 1,165 0,388
Lactobacillus sp. (1) / 1,842 1,842 0,000 / 0,000
:<1o)agula’za negativni stafylokoky / 1,918 1,918 0,000 / 0,000
Staphylococcus aureus (6) 0,000 2,357 1,489 0,000 1,303 1,047
Staphylococcus epidermidis (5) 1,399 1,891 1,619 0,000 1,095 0,629
Staphylococcus hominis (1) / 2,293 2,293 / 1,093 1,093
Staphylococcus haemolyticus (2) 1,997 2,286 2,142 1,022 1,087 1,055
S. epidermidis/S. cohnii (1) / 1,558 1,558 / 1,084 1,084
S. epidermidis/S. hominis (1) / 2,248 2,248 / 1,095 1,095
Streptococcus pneumoniae (1) 0,000 / 0,000 / 1,872 1,872
Streptococcus pyogenes (1) / 2,004 2,004 0,000 / 0,000
Primérné hodnoty 1,690 0,751
Kvasinky (4)
Candida albicans (2) 1,262 1,408 1,335 0,000 1,143 0,572
Candida dubliniensis (1) 0,000 / 0,000 / 1,035 1,035
Candida parapsilosis (1) / 1,273 1,273 / 1,085 1,085

Priimérné hodnoty 0,869 0,897
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Tabulka 3: Studie hodnotici rychlou identifikaci pfimo z pozitivnich hemokultur.

Pocet
Autor Casopis Rok Hemokultivacni systém, Pfiprava vzorki testovanych !’roce'n.to L Poznamky
. .y identifikace
publikace typ lahvicky hemokultur (n)
Loonen et al. Eur) Clin Microbiol 2011  BacT/ALERT; lahvicky SepsiTyper kit (S), 101 S:78%
Infect Dis typu SA, SN Molzym’sMolYsis Basic 5 kit M: 50,5 %
(M), centrifugacni/promyvaci C: 65%
metoda C
Meex et al. J Med Microbiol 2012  BacT/ALERT; lahvicky  SepsiTyper kit (S), saponin 113 S:67% U FAlahvicek problém
typu SN, FA extratkni metoda (SA) SA: 66 % aktiwni uhli-Spatné
reprodukovatelné vysledky
Wiippenhorst etal. Eur) Clin Microbiol ~ 2012 BacT/ALERT; lahvicky ~ Saponin extrakéni metoda 167 74,30% Snizené kritéria hodnoceni,
Infect Dis typu FA, FN spravna identifikace >
1,400
Lagacé-Wiens etal. 22. kongresklinické 2012  BacT/ALERT; lahvicky SepsiTyper (S), konvenéni 63 S:852%
mikrobiologie a typu SA, SN biochemické metody (KBM) KBM: 100 %
infekcnich
onemocnéni
Juizetal. Eur J Clin Microbiol 2011  BACTEC SepsiTyper (S), in-house 85 S, GP: 81,72 %,
Infect Dis metoda (In) GN: 97,31 %;
In, GN:92 %,
GP:34,64 %
Martiny et al. EurJ Clin Microbiol 2012  BACTEC SepsiTyper (S), in-house 63 S:68,4 %,
Infect Dis metoda (In) In:73,7%
Buchan et al. J Clin Microbiol 2012  BACTEC SepsiTyper (S), MALDI krevni 164 S:855%

agar (KA)




