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Vyuzitie syndromového panelu PCR pri laboratornej diagnostike
infekcii dolnych dychacich ciest a porovnanie s bakteriologickou
kultivaciou
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Na identifikaciu vyvolavatelov infekcii dolnych dychacich ciest sa rutinne vyuziva kultivacia, sérologicka diag-
nostika a molekularnobiologické metddy. V praci bola porovnana metéda PCR (panel multiplex PCR) s kultiva-
ciou baktérii. V roku 2022 bolo na PCR diagnostiku pomocou FILMARRAY® Pneumonia plus Panel indikovanych
148 vzoriek, ktoré mali zaroven bakteriologicku kultivaciu z identického materialu. Zhoda v zmysle negativne-
ho vysledku PCR/kultivacia, resp. pozitivheho s detekciou rovhakého infekéného agensu bola pozorovanav 110
pripadoch. V 35 pripadoch bola metoda PCR senzitivnejsSia ako kultivacia. V 18 pripadoch bola pozorovana cias-
to¢na zhoda (detekcia vyssieho poctu baktérii pomocou PCR) a v 17 pripadoch bola kultivacia negativna. V 3 pri-
padoch (7 izolatov) bola kultivacna metdda citlivejSia ako PCR. Rychla PCR diagnostika je efektivha najma u kri-
ticky chorych pacientov a optimalne je pouzivat ju v kombinacii s kultivaénym vysetrenim.
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The use of the PCR syndrome panel in the laboratory diagnostics of lower respiratory tract infections and
comparison with bacteriological culture

Cultivation, serological diagnosis and molecular biological methods are routinely used to identify the causative
agents of lower respiratory tract infections. The PCR method (multiplex PCR panel) was compared with the
bacterial culture technique. In 2022, 148 samples were examined in parallel by FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel PCR and bacteriological cultivation. Matched negative results of PCR/culture or positive results with
detection of the same infectious agent were observed in 110 cases. In 35 cases, the PCR analysis was more
sensitive than the cultivation method. In 18 cases, a partial concordance (detection of a higher number of bacteria
by PCR) was observed, and in 17 cases, the culture was negative. In 3 cases (a total of 7 isolates), the culture
method was more sensitive than PCR. Rapid PCR diagnostics is effective, especially in critically ill patients; and
it is optimal to use it in combination with a culture examination.
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Uvod

Infekcie dolnych dychacich ciest su ¢asté ochorenia, kto-
ré nadvazuju alebo sprevadzaju infekcie hornych dychacich
ciest. Su celkovo zavaznejsie ako infekcie hornych dycha-
cich ciest. Patri k nim laryngitida (subgloticka ¢ast laryngu)
a tracheitida, diftéria, pertussis, akutna bronchitida, akut-
na exacerbdcia chronickej bronchitidy, bronchiolitida, res-
piracny syncycidlny virus, hantavirusovy plicny syndrém
a pneumonie™. V etioldgii sa najcastejsie uplatnuju viru-
sy (adenovirus, virus chripky typu A, B, virus parachripky,
RSV, SARS-CoV-2 a iné) a baktérie (Bordetella pertussis, Bor-
detella parapertussis, Mycoplasma pneumoniae, Coryne-
bacterium diphtheriae, bakteridlne superinfekcie napr. Sta-
phylococcus aureus, Haemophilus influenzae). V pripade
chronickej obstrukénej choroby plic byvaju ,spustacom”
pneumdénie virusy, na ktoré nasledne nasadd bakteridl-
na infekcia (napr. Streptococcus pneumoniae, neopuzdre-
né kmene Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Mycoplasma pneumoniae)®.

V diagnostike okrem anamnézy a klinického obrazu je kl'd-
¢ové mikrobiologické vysetrenie (kultivacia a PCR vySetrenie
z materidlov, ako je nazofaryngedlny vyter, sputum, aspirat
z dolnych dychacich ciest, bronchoalveoldrna lavaz; event.
sérologické vysetrenie), vySetrenie inych laboratérnych para-
metrov (krvny obraz, biochemické vys$etrenie, cytoldgia BAL)
a zobrazovacie vySetrenia (Rtg hrudnika, CT vySetrenie).

Cielom préce bolo poukazat na vyznam aj iskalia moleku-
larnej analyzy v diagnostike infekcii respiracného systému.

Subor

V roku 2022 (v obdobi 12 mesiacov) bolo paralelne vy-
Setrenych pomocou FILMARRAY® Pneumonia plus Panel
PCR a kultivatne 148 vzoriek odobratych z dolnych dycha-
cich ciest u 148 pacientov (1 pacient = 1 vzorka). Vysetro-
vané materidly boli bronchoalveoladrna lavaz, odsaty sekrét
z dychacich ciest alebo spitum. Bola porovnavana meto-
da PCR pomocou BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel s paralelne realizovanym bakterialnym kultivaénym
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Tabulka 1. Detekcia mikroorganizmov / génov rezistencie voci
antimikrobidlnym latkam vo FilmArray Pneumonia Panel plus

Baktérie (semikvantitativne)

+ Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
« Enterobacter cloacae complex
« Escherichia coli
+ Haemophilus influenzae
* Klebsiella aerogenes
» Klebsiella oxytoca
* Klebsiella pneumoniae group
+ Moraxella catarrhalis
* Proteus spp.
+ Pseudomonas aeruginosa
+ Serratia marcescens
+ Staphylococcus aureus
« Streptococcus agalactiae
+ Streptococcus pneumoniae
« Streptococcus pyogenes
+ Chlamydia pneumoniae
« Legionella pneumophila
» Mycoplasma pneumoniae
Virusy
+ Adenovirus
« Koronavirus (229E, HKUT, NL63, 0C43)
+ Middle East respiratory syndrom Coronavirus MERS-CoV
+ Ludsky metapneumovirus
+ Ludsky rinovirus/enterovirus
+ Influenza A virus
* Influenza B virus
+ Parainfluenza virus
* Respiracny syncycialny virus
Gény rezistencie voci antimikrobialnym latkam
Karbapenemazy:
« IMP
+ KPC
+ NDM
+ OXA-48-like
* VIM
ESBL:
+ CTX-M
Rezistencia vo¢i meticilinu:
+ mecA/C and MREJ (MRSA)

vySetrenim. Ako negativne boli hodnotené nielen vysledky
bez ndlezu baktérii, ale aj detekcia beznej Ustnej mikrobial-
nej flory (pravdepodobne kontaminacia mikroflérou z hor-
nych dychacich ciest pri odbere materialu z dolnych dycha-
cich ciest).

ky ¢inidla potrebné na pripravu vzorky, reverznu transkripciu,
polymeréazovu retazovu reakciu (PCR) a detekciu s cielom
izolovat, amplifikovat a detegovat nukleovu kyselinu z via-
cerych patogénnych mikroorganizmov. Pocas spracovania
systém BIOFIRE® FILMARRAY® extrahuje a purifikuje vSetky
nukleové kyseliny zo vzorky pomocou technolégie magnetic-
kych guldcok, vykona ,nested” multiplexnd PCR a pomocou
udajov krivky teploty topenia deteguje a generuje vysledok
pre kazdy ciel na platnicke FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel®.

Spektrum vySetrovanych patogénnych mikroorganizmov
v BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel je zhrnuté
v tabulke 1.

Kultivacné vysSetrenie sa realizovalo na kultivacnych mé-
diach, ako je krvny agar, McConkeyov agar, ¢okoladovy agar
s bacitracinom a Chromagar (prip. Sabouraudov agar; myko-
logicky nalez nebol hodnoteny).

Vysledky

V obdobi 12 mesiacov v roku 2022 bolo paralelne vySetre-
nych 148 vzoriek z dolnych dychacich ciest (od 148 pacien-
tov) pomocou syndrémového multiplex panelu PCR (BIO-
FIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel) a kultivacne.
Celkovo bola pozorovana Uplna zhoda (v zmysle negativ-
nych, resp. pozitivnych vysledkov) v 110 pripadoch, ¢o pred-
stavuje 74 % (83 vzoriek (56 %) bolo zhodne negativnych
av 27 (18 %) vzorkach bolo detegované rovnaké bakterialne
agens). V 35 pripadoch (24 %) bola citlivejSia metéda PCR
(v 18 vzorkach (12 %) bolo metédou PCR detegovanych viac
druhov mikroorganizmov ako pri kultivacii a v 17 pripadoch
(12 %) bol vysledok kultivacie negativny). U 3 vzoriek (2 %)
bol pozorovany pozitivny kultivaény nélez (spolu 7 izolatov)
napriek negativnemu vysledku PCR (graf 1).

Z pozorovaného spektra baktérii (tabulke 1 — Baktérie
semikvantitativne) boli najCastejSie zastipené Pseudo-
monas aeruginosa (22), Staphylococcus aureus (19), Kleb-
siella pneumoniae group (15), Strepotococcus pneumoniae
(14) a Haemophilus influenzae (11). Z dal$ich bakterialnych
druhov boli pritomné Moraxella catarrhalis, Escherichia
coli, Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex, Ente-
robacter cloacae complex, Klebsiella oxytoca, Streptococcus
agalactiae, Serratia marcescens, Streptococcus pyogenes,
Klebsiella aerogenes. V grafe 2 je zobrazeny pocCet detek-
cii jednotlivych sledovanych baktérii pomocou PCR vs. kul-
tivacnym vySetrenim. Metédou PCR sme v 1 pripade dete-
govali DNA Legionella pneumophila (nehodnotené), ktora sa

Graf 1. Porovnanie detekcie vybranych druhov baktérii metédou
FILMARRAY® Pneumonia plus Panel (PCR) vs. bakteriologickym
kultivacnym vysetrenim

Metéda

BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel je kvalita- PCR / kultivacia:
tivna/semikvantitativna multiplex PCR, ktora umoznuje de-

: . L , A ; B neg/neg

tekciu nukleovych kyselin viacerych respiracnych virusov
a baktérii a vybranych génov rezistencie proti antimikrobi- 27;18% = poz/poz
alnym latkam. Analyzovany material zahrnal sputa (induko- poz (>) / poz
vané alebo vykaslané, resp. endotrachealny aspirat) a bron- poz / neg
choalveoldrnu lavaz. Suprava FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel je uzavrety jednorazovy systém, ktory obsahuje vset- = neg/ poz
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Tabulka 2. Zoznam mikroorganizmov, detegovanych bud'v PCR
paneli alebo kultivacne, ktoré nebolo mozné porovnat

A) Detekcia ostatnych mikroorganizmov v PCR paneli

_

Legionella pneumophila

Rhinovirus/Enterovirus 19
Parainfluenza virus 7
RSV 4
Adenovirus 3
Influenza A 3
Coronavirus 2

B) Izolacia baktérii nepritomnych v PCR paneli
Stenotrophomonas maltophilia

Enterococcus faecium

=INO;

Enterococcus faecalis

Tabulka 3. Zoznam detegovanych mikroorganizmov u pacientov
s kombinovanou infekciou

Pac. €. | Virus Baktéria

1 Rhinovirus/Enterovirus M. catarrhalis, S. pneumoniae

M. catarrhalis, S. pneumoniae,

2 Rhinovirus/Enterovirus ;
P. aeruginosa, S. aureus

S.pneumoniae, H. influenzae,

3 Rhinovirus/Enterovirus

S. aureus

Rhinovirus/Enterovirus

M. catarrhalis, S. pneumoniae,
H. influenzae

Rhinovirus/Enterovirus

S. pneumoniae, S. aureus

Rhinovirus/Enterovirus

S. pneumoniae, H. influenzae

Rhinovirus/Enterovirus

P, aeruginosa, K. aerogenes

Rhinovirus/Enterovirus +
Parainfluenza

o N|joojo| b

S. pneumoniae, H. influenzae

9 Rhinovirus/Enterovirus +
Parainfluenza

M. catarrhalis, S. pneumoniae,
H. influenzae

10 Rhinovirus/Enterovirus + RSV

K. oxytoca

Rhinovirus/Enterovirus + RSV

1 + Parainfluenza

S. aureus, K. oxytoca

12 Influenza A

Acinetobacter spp.

13 Influenza A

M. catarrhalis

14 Influenza A + Parainfluenza

S. aureus, K. oxytoca

K. pneumoniae group,
E. cloacae complex,
S. marcescens

15 Parainfluenza

P, aeruginosa,

. Coronavirus Acinetobacter spp.

v nasom laboratériu bakteriologickou kultivaciou nevysSet-
ruje. Naproti tomu boli vykultivované aj niektoré baktérie,
ktoré nie st zahrnuté v PCR paneli (tabulka 2).

V 30 vzorkéch (20 %) bol v PCR paneli zisteny pozitivny na-
lez virusov spolu 38 virusovych agens (tabulka 2 - ¢ast A),
z toho v 16 pripadoch islo o kombinovanu (virusovu a bakte-
ridlnu) infekciu (tabulka 3). Najcastejsie bol vo vzorkach pri-
tomny rinovirus/enterovirus v pocte 19 pripadov. Z dalSich to
boli virus parachripky (7 pripadov), RSV (4 pripady), adenovi-
rus (3 pripady), virus chripky typu A (3 pripady) a koronavirus
(zo skupiny 229E, HKU1, NL63, 0C43) (2 pripady).

Zaver a diskusia

BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel poskytuje
moznost detegovat nukleovu kyselinu 16 vyznamnych pato-
génnych bakterialnych mikroorganizmov/komplexov (vrata-

Graf 2. Porovnanie poltu pozitivnych detekcii metddou PCR vs.
bakteriologickou kultivaciou u vybranych mikroorganizmov
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ne 7 génov antimikrobialnej rezistencie), 2 atypickych bakté-
rii a 9 virusov. Jednou z najvacsich vyhod metddy je rychlost
a jednoduché spracovanie vzorky (priprava vzorky trva asi 2
min a cely proces je ukonceny do 80 min).

Vyznam multiplex PCR panelu spociva v rychlom odliSeni
bakteridlnej infekcie/koinfekcie pri ochoreniach dolnych dy-
chacich ciest (a vyhnutie sa nevhodnej preskripcii antibiotik)
od virusovej etioldgie*d. Vysetrenie bronchoalveolarnej lava-
ze PCR met6dou u pacientov s pneumoniou a rizikom gram-
negativnej infekcie skracuje dizku neadekvatnej antibiotickej
terapie 0 45 %®. Vzhladom na vyssie ekonomické naklady je
urCeny najma pre pacientov z anestéziologicko-resuscitac-
nych oddeleni, JIS, oddeleni patologickych novorodencov, ko-
ronarnych jednotiek a dalSich.

Pri manazmente pacientov je potrebné brat do uvahy
i predchadzajuce kultivacné ndlezy a podanu antibioticku
liecbu. Metéda PCR ma vysokd citlivost a schopnost zachytit
vel'mi malé mnoZstvo nukleovej kyseliny, tzn. aj z nevitalnych
a rozpadnutych zvyskov baktérii. Tato skutocnost by moh-
la byt jednou z pricin pozitivnych PCR vysledkov pri negativ-
nej kultivacii, resp. detekcie viac druhov infekénych agens
oproti kultivacii v 35 vzorkach (24 %). Opacny pripad nastal
v nasom subore v troch pripadoch (pozitivna kultivacia vs.
negativna PCR) (graf 2). Moznym vysvetlenim by mohla byt
predanalyticka faza — odberova technika, napr. ind porcia
materidlu pri odbere BAL, Ci rozdelovanie materidlu do via-
cerych skimaviek bez dostato¢ného premiesania vzorky. Pri
detekcii viacerych druhov mikroorganizmov je tiez potrebné
brat do Gvahy odberov techniku, napr. odber sputa, nesprav-
nu techniku odsavania sekrétu a horsiu spolupracu pacien-
ta napr. u deti.

Nevyhodami syndromového PCR panelu st okrem vyssej
ceny vySetrenia i obmedzeny pocet vySetrovanych baktérii
(v tomto pripade detekcia 3 dalSich druhov baktérii kultivac-
nou metodou; tabulka 2B). Rozhodujuce pre spravnu indika-
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ciu ATB terapie je aj stanovenie fenotypovej citlivosti pri jed-
notlivych izoldtoch pomocou kultivacného vysetrenia.
Vzhl'adom na vysSSie uvedené skuto¢nosti ma multiplex
PCR panel vyuzitie v diagnosticko-terapeutickom algoritme
u kriticky chorych pacientov. Napriek vysokej citlivosti, rych-
lejsej informacii o moznej etioldgii tazkosti pacienta, o vyset-
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