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1. Uvod

Lidské télo obyva v praméru 10%-10" mikroorganisml, které jsou soucdasti bézné
mikrobialni flory. Bakterie a jiné mikroorganismy se vyskytuji na povrchu lidské klze, na
ustnich, stfevnich a ostatnich slizni€nich povrsich (oko, urogenitalni systém apod.) bézné
nepredstavuji pro imunokompetentniho jedince riziko.

Za urcitych okolnosti, jako jsou poruseni povrchovych bariér, sniZzeni nespecifické
a specifické imunitni odpovédi nebo pfi zhordeni celkového psychosomatického stavu
Clovéka, se vSak tyto organismu mohou stat pro ¢lovéka zdrojem takzvanych endogennich
infekci. Jestlize jsou zdrojem infekce mikroorganismy z okolniho prostfedi, hovofime
o takzvanych exogennich infekcich.

Pokud se do krevniho fecCisté dostane velké mnoZstvi bakterii, mohou vyvolat
celkovou reakci organismu na infekci - sepsi, popfipadé az septicky Sok, nebo mohou byt
krvi zaneseny do tkani riznych organt a vyvolat lokalni infekci (Lobovska, 2001).

Septicky Sok Casto vede az ke smrti pacienta, proto je nutna rychla mikrobiologicka
identifikace etiologického agens, stanoveni citlivosti a co nejdfive aplikovana cilena
antimikrobialni 1é¢ba. Tradiéni mikrobiologické vySetfovaci metody jsou zalozeny na
fenotypickych a biochemickych analyzach, které zahrnuji mikroskopii, zdlouhavé kultivaéni
procesy vyvolavajiciho mikroorganismu, které jsou nasledovany dalSimi metodami pro
specifickou identifikaci (Bene$, 2009). V posledni dobé jsou nékteré analyzy nahrazeny
patfi hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za uc€asti matrice
s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Timeof-Flight Mass Spectrometry). Je to rychla technika, kterd umoznuje identifikaci
mikroorganism( pfimo z pozitivnich hemokultur (La Scola a Raoult, 2009).

PFi rostoucim poctu bakterii rezistentnich na antibiotika je obzvlasté dalezita rychla
stanoveni citlivosti na antibiotika. Evropska komise pro stanoveni antimikrobni citlivosti
(EUCAST) vyvinula rychlou metodu stanoveni antimikrobni citlivosti (RAST), s mozZnosti
ziskani vysledku jiz po 4 az 6 hodinach v porovnani s 16 az 20 hodinami u klasické difuzni
metody stanoveni citlivosti (Jonasson et al., 2020; Akerlund et al., 2020).

Diky zminénym metodam pfimé identifikace infekéniho agens =z pozitivnich
hemokultur pomoci MALDI-TOF MS a rychlého stanoveni antimikrobni citlivosti (RAST) Ize
u pacienta v septickém stavu rychleji aplikovat cilenou antibiotickou terapii a podstatné tak

zvysit pravdépodobnosti preZiti.



2. Cil prace

1. Verifikovat spolehlivost home-made vypracované metodiky pro pfimou identifikaci
bakterii z pozitivhich hemokultur pomoci MALDI-TOF MS

2. Srovnat vysledky mikroskopie a identifikace vykultivovanych bakterii s vysledky pfimé
identifikace z hemokultur pomoci MALDI-TOF MS

3. U vybranych bakterialnich kmenu uréenych pfimou identifikaci aplikovat metodu rychlého

stanoveni citlivosti na specificka antibiotika (RAST)

4. Zhodnotit potencial a pfinos pfimé identifikace z pozitivhich hemokultur pomoci MALDI-
TOF MS a RAST metody



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Infekce krevniho fecisté (IKR)

K infekci krevniho fecisté (IKR) dochazi pranikem mikroorganismu pfes povrchové bariéry,
k(zi a sliznice, nasledovanym jejich pomnozenim v krvi. Tento stav je vétSinou provazen
celkovymi pfiznaky, jako jsou horecka, zimnice, tfesavka a zvy$eni zanétlivych parametrd,
pfi rozvoji sepse dale dochazi ke zménam tlaku. Po napadeni infekEnim agens organismus
aktivuje pfirozené a adaptivni mechanismy imunitniho systému (Cermak et al., 2008).

IKR se mohou délit do nékolika jednotek (Calandra et Cohen, 2005):

e Primarni IKR (IKR neznamého puvodu) — je potvrzena pozitivni hemokulturou,
zachycené infekéni agens neni kontaminaci a zarovefl neni spojeno s jinym
infek&nim procesem, véetné infekce intravaskularniho katétrl. Tato skupina tvofi
v zavislosti na jednotlivych studiich 5-30 % v3ech IKR.

e Sekundarni IKR (kromé katétrovych IKR) — je rovnéZz potvrzena pozitivni
hemokulturou, zachycené infekCni agens neni kontaminaci a zdrojem IKR jsou
infekce v jiném misté organismu. NejCastéji se jedna o mocové cesty,
gastrointestinalni trakt, dychaci cesty a jiné. Dominuji zejména uroinfekce
a pneumonie (Kolar et al., 2002). Nejvice zastoupenymi mikrobialnimi druhy jsou
gramnegativni tyCinky a enterokoky.

e Infekéni endokarditida

o Katétrova sepse

Skladba etiologickych agens IKR se neustdle méni, v 70. letech se nejCastéji
uplatiiovaly pfedevSim kmeny Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus
aureus. V souCasné dobé je zvySena Cetnost koagulaza-negativnich stafylokoku
a enterokokU, pravdépodobné v souvislosti s vétsi invazivitou soudobé mediciny vcetné
zvy$eného pouzivani umélych material(i (katétry, endoprotézy, apod.) (Cermak et al., 2008;
Jones et al., 1999; Jindrak, 2000; Hyanek et al., 2000).

3.1.1 Infek¢ni endokarditida (IE)

IE je Zivot ohroZujici onemocnéni, které je zpUsobeno pfitomnosti infikovaného trombu
lokalizovaného na srdecni chlopni popfipadé na endokardu. Pro ucinnou terapii je dulezité
jeji v€asné zahajeni. IE se déli na endokarditidy, které postihuji nativni chlopné (NVE —
native valve endokarditis) a endokarditidy na chlopennich nahradach (PVE — prosthetic

valve endocaridtis). |IE muze probihat v rliznych formach, jako akutni, subakutni nebo
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chronicka endokarditida. Akutni forma ma nahly zaCatek a probiha pod obrazem sepse. Jeji
pribéh je tézky, rychly a mize dojit k destrukci dosud funkénich chlopni. Akutni forma
vyzaduje témér vzdy chirurgicky zakrok (Koukalova et al., 2011).

NejCastéjSimi pavodci IE jsou bézné se vyskytujici bakterie, ale mize se jednat
I 0 mykotické agens, dale rickettsie, chlamydie, spirochety, aktinomycety a mykobakterie.
V 80-90 % se jedna o grampozitivni bakterie, zejména stafylokoky, streptokoky
a enterokoky. U 5 az 24 % IE se nepodafi objasnit puvodce infekéniho agens.

Projevy IE jsou dosti riznorodé. Typicky se IE projevi horeckami, které jsou az u
90 % pripadu a mohou byt doprovazen tfesavkami a zimnici. Dochazi k embolizaci do klze
a spojivek. Nemocny pfi subakutnim prabéhu postupné chfadne, pocituje slabost, trpi
nechutenstvim a anemii. Casto dochazi k vyraznému Ubytku hmotnosti (Benes et al., 2009;
Havlik et al., 2002).

3.1.2 Katétrova sepse

Pouzivani plastovych intravaskularnich katétrd je nedilnou soucasti moderni Iékafské
praxe, protoze pFedstavuji nezbytny cévni pfistup, ale jejich aplikace je spojena s celou
fadou nezadoucich komplikaci (Raad et Hanna, 2002). Zavedeni intravaskularnich katétra
zvySuje riziko vzniku lokalni infekce (tromboflebitidy, infekci mékkych tkani v okoli katétru),
IKR, septické trombdzy, endokarditidy a jinych metastatickych infekci. Cévni katétry jsou
jednou z nejcastéjSich pri€in infekci vzniklych v souvislosti s poskytovanim zdravotnické
péce (Edgeworth et al., 1999).

Vznik katétrové infekce je zavisly na typu pouzitého katétru, na frekvenci manipulace
s katétrem a na kondici pacienta.

Existuji &tyFi potencidlni zdroje kolonizace katétru a katétrové sepse (Cermak et al.,
2008):

e Kulze v misté vpichu — zdrojem je kolonizujici mikrofléra, nejCastéji koagulaza-
negativni stafylokoky. Bakterie migruji pfes poskozeny kozni kryt a zpUsobuji
kolonizaci intravaskularni ¢asti katetru. Jedna se o nejCast&jSi zdroj katétrové
infekce.

o Katétrovy rozboCovac (hub) — z kontaminované mimotélni &asti katétru mohou
bakterie migrovat podél vnitfniho povrchu katétru az do krevniho obé&hu. Vétsinou
se nevyskytuji znamky infekce v misté vpichu katétru.

e Hematogenni rozsev infekce — bakterie ze vzdaleného mista (dychacich cest,

gastrointestinalniho traktu nebo mocovych cest) kolonizuji cévni katetr.
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e Kontaminace infuzniho roztoku — byly popsany infekce v souvislosti s podanim
kontaminované infuzi, pfevazné se jedna o parenteralni vyZivné roztoky a lipidové

emulze, které mohou podporovat rist bakterii a hub.

3.2 Sepse a septicky Sok

Sepse, nebo novéji septicky syndrom, je klinicky projev aberantni reakce imunitniho
systému na infekci. Pfedstavuje zavazny stav charakterizovany spusténim kaskady
patologickych dé&ja, ktery bez terapeutického zasahu ohrozi Zivot pacienta.

Sepse spada pod skupinu syndromu systémové zanétlivé odpovédi (SIRS —
systemic inflammatory response syndrome). Ve zkratce mlze byt sepse definovana jako
SIRS z infek&nich prigin (obrazek 1) (Cermak et al., 2008). Z neinfek&nich pfigin mize byt
zdrojem SIRS velky chirurgicky zakrok, asepticka pankreatitida a podobné stavy. Klinicka
diagnéza SIRS, sepse a septického 3Soku se opira o pfitomnost alespori dvou
diagnostickych kritérii:

o Teplota téla vysSi nad 38 °C nebo pod 36 °C

e Srdecni sekvence nad 90 tepd/min

e Dechova frekvence nad 20/min nebo hypokapnie PaCO, pod 4,3 kPa (32 mm Hg)

e Pocet leukocytt nad 12x10%I nebo pod 4x10°%1 nebo je pfitomno vice nez 10 % jejich
nezralych forem

Tézka sepse je navic spojena s hypotenzi, hypoperfuzi tkani nebo organovou
dysfunkci, popfipadé az multiorganovym selhanim (Bene$ et al., 2009). Pokud pacient
nereaguje na terapii hypotenze, spliuje kritéria pro diagnézu septického Soku. PFi
septickém Soku dojde k obéhové nedostateCnosti, ktera je zplsobena vazodilataci
vznikajici na podkladé aktivace tvorby velkého mnozZstvi oxidu dusnatého endotelem
v pritomnosti endotoxinu gramnegativnich bakterii (Rokyta et al., 2015).

Sepse a septicky Sok je obavanou diagnézou s nejistou prognézou. Smrtnost se
pohybuje kolem 30 % a v pfipadé septického Soku pfesahuje az 70 %. Progn6za zavisi na
obranyschopnosti pacienta a mnozstvi a virulenci infekéniho mikroorganismu. Mezi rizikové
faktory rozvoje sepse patii napfiklad vysSi vék, t€hotenstvi, néktera onemocnéni, urazy,

zavedené katétry a jiné (Havlik et al., 2002).
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Zdravi * * Patologicky stav

Bakteriemie Infekce krevniho

fecisté

Obrazek 1: Vztah bakteriemie, infekce krevniho feéisté a sepse (upraveno podle Cermak et al.,
2008).

3.3 Mikrobiologicka diagnostika infekci krevniho fecisté

3.3.1 Odbér krve pro kultivaéni vySetfeni

Obecné je pro pfesnou diagnostiku infekéniho agens nutné, aby byl spravné provedeny
odbér adekvatniho Kklinického materialu se zajisténim rychlého transportu do
mikrobiologické laboratofe (Koukalova et al., 2005). Pro mikrobiologické vySetfeni jsou
dana obecna pravidla pro spravny odbér:

e Odbér dostatecného mnozstvi materialu

¢ Provedeni odbéru za aseptickych podminek do sterilnich odbérovych nadob

e Co nejkratsi transport do laboratofe

e Spolehlivé oznaceni kazdého vzorku a vyplnéni pravodniho listu

PFi podezfeni na infekci krevniho fecCisté se odebira vzorek krve venepunkci. Krev
se aplikuje do specialnich lahvicek s obsahem kultivacniho media. Lahvi€ky maji nejen
transportni, ale i kultivacni funkci. Hovofime o takzvanych hemokulturach. Aby se co nejvice
zvysila pravdépodobnost zachytu etiologického agens a snizilo riziko kontaminace vzorku,
je velice dulezita spravna technika a naCasovani odbéru hemokultur. Zde se nejvice projevi
zku$enosti oSetfujiciho zdravotnického personalu. Hemokultury jsou odebirany u pacientd
s podezienim na infekci cévniho FeCisté, pokud mozno jesté pfed nasazenim antibiotické
terapie. Odbér hemokultury by mél provadét vyskoleny zdravotnicky personal (Jurankova
et al., 2011).
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Obrazek 2: Obecny vztah mezi prilbéhem bakteriemie a klinickymi pfiznaky (upraveno podle
Koukalova et al., 2005).

Bakterie se mohou v cévnim fecisti vyskytovat kontinualné, nebo intermitentné.
Nejvhodnéjsi doba pro odbér pfi intermitentni IKR je pfi vzestupu teploty nebo pfi za¢atku
tfesavky. Klinik se témito pfiznaky pfi odbérech Ffidi, protoZe se jedna o reakci pacienta na
pritomnost bakterii v krevnim obé&hu. Zachyt agens je v tuto dobu nejpravdépodobnéjsi
(obrazek 2). V pfipadé, Zze se u pacienta vyskytuji kontinualni horecky (kontinualni
bakteriémie), doporucuje se provést odbér alespon tfi pard hemokultur v pribéhu 2 hodin
s odstupem minimalné 15 minut. Pacient vSak nemusi pokazdé reagovat na infekéni agens
v obéhu teplotou. V takovém pfipadé, pokud je vysloveno podezifeni na IKR, odebiraji se
hemokultury takzvané za studena (u afebrilniho pacienta).

NejbéznéjSim zpusobem odbéru krve pro diagnostické ucely je odbér venepunkci
z periferni zily. K odbéru mohou také slouzit intravendzni katétry. Ty jsou vSak Casto
zdrojem IKR, proto je mnoho autord nedoporuduje (Cermék et al, 2008). Naopak, pfi
podezfeni na katétrovou sepsi nebo kolonizaci katétru, se doporucuje paralelni odbér
venepunkci a zaroven odbér ze suspektni kanyly. Pozitivni kultivace prokazana ze vzorku
odebraného pres katetr potvrdi jeho kolonizaci a nutnost vymény.

Hemokultiva¢ni lahvicky musi byt pfed odbé&rem Fadné pfipravené. Z vrchni €asti
lahvi€ky se sloupne ochranny kryt a oblast perforatniho septa se vydezinfikuje 70%
isopropyl alkoholem. Po lokalizaci a palpaci vény je nutné dezinfikovat kizi v misté vpichu
pro redukci mnozstvi kozni mikrofléry (Lamy, 2016; Jurankova et al., 2011).

Na hemokulturach musi byt Fadné oznacen €as odbéru a misto, ze kterého byla krev
odebrana. U détskych pacientl se odebira asi 5-10 ml krve, u novorozencl je mozné
odebrat jen 0,5-3 ml krve. U dospélych se odebira 10-20 ml krve. Krev se odebira do sterilni
injekéni stfikacky, a po vyméné jehly se krev inokuluje do dvou kultivaénich lahvi¢ek — jedna
pro aerobni a druha pro anaerobni kultivaci (v pfipadé pediatrickych kultivacnich lahvi¢ek
se inokuluje do jediné). Lahvi¢ky obsahuji vyZivny bujon a protisraZlivy prostfedek. Pokud
je odbér provede spravné, a inokulace provedena rychle, je maximalné zachovana

Zivotaschopnosti bakterii.
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Kultivace v hemokulturach probiha za aerobnich a anaerobnich podminek. Touto
kombinaci se zajisti pokryti SirSiho spektra moznych infekénich agens. Néktefi autofi
povazuji za optimalni variantu odbér tfi typa hemokultur — 2x aerobni a 1x anaerobni, nebo
1x aerobni, 1x anaerobni a 1x mykotickou (specialni puda pro kultivaci kvasinek a plisni).
VSechny odbéry se musi pfizplsobit stavu pacienta a suspektnimu etiologickému agens
(Jurankova et al., 2011; Cermak et al., 2008).

Je vhodné, aby byl po odbéru proveden i stér z mista vpichu na kultivaci. Analyza
stéru muze vylougit nebo potvrdit pfipadnou kozni kontaminaci, pfedevsim pro interpretaci
nalezu koagulaza-negativnich stafylokok(. V pfipadé, Ze dojde k izolaci stejného fenotypu
téhoz druhu stafylokoka, v€etné identickych antibiogramd z hemokultury i kozniho stéru, je

kontaminace vysoce pravdépodobna.

3.3.2 Transport materialu

Odebrany biologicky material pro mikrobiologické vySetfeni by mél byt co nejrychleji
transportovan do laboratofe. Kazdé pfipadné zdrZeni snizuje uspé3nost diagnostiky,
zejména co se tyka vzork( pro bakteriologické vySetfeni. Pokud neni mozny okamzity
transport, tak se stéry/vytéry, hnis a hemokultury uchovavaji pfi pokojové teploté. Naopak
mo¢, stolice na prikaz antigenu a toxinu Clostridioides difficile a krev na sérologicka
vySetfeni se skladuji pfi chladniCkové teploté (4-8 °C).

Obdobi a podminky transportu mikroorganismy nejlépe snaseji v tekutém materialu
a hemokulturach. V pfipadé hemokultivacnich lahviéek do automatickych systému Bactec
a BacT/Alert vyrobci garantuji stabilitu vzorku v lahviéce po dobu 24 hodin pfi pokojové
teploté. Hemokultury je nutno chranit pfed pfimym svétlem po dobu transportu (Prisa et
al., 2012; Koukalova et al., 2013; Jurankova et al., 2011).

3.3.3 Kultivace hemokultur

Kultivaéni techniky v mikrobiologii jsou znamé jiz z historie, pocinaje Kochem (1843-1910).
Ugelem kultivace biologického materialu je prikaz Zivotaschopnych bakterialnich bunék
v Cistych kulturach, jejich identifikace a stanoveni citlivosti nebo rezistence k antibiotikim.
Median doby pro dosazeni pozitivity hemokultury je asi 15 hodin (Peralta et al., 2006;
Afshari et al., 2012).

Vyvoj metody hemokultivace ma dlouhou historii. Prvni zminka o odbéru krve od
infikovaného pacienta publikovana v roce 1869 doporu€ovala pouziti pijavic nebo nafiznuti

zily (Hansen, 2016). Mezi prvni metody hemokultivace patfila metoda kultivacniho kolace,
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kde kultivacnim médiem byla vlastni krev smichana s agarem a nalita do Petriho misky.
Ovsem tato metoda byla velmi zdlouhava nachyina ke kontaminaci (Cermak et al., 2008).
Az do 90. let se pro zachyt bakterii z krevniho fecCisté pouzivaly dva typy
hemokultivacnich nadobek. Prvni z nich byly transportni nadobky pod nazvem Hemotest |
a Hemotest D, které obsahovaly jen protisrazZlivé &inidlo, a kultivaCnim substratem byla
samotna odebrana krev. Druhou mozZnosti byly nadobky s bifazickou (Castanedovou)
kultivaéni pidou (Cermak et al., 2008). V prib&hu 90. let byly postupné zavedeny

automatizované kultivacni systémy.

3.4 Manualni systémy

U manualnich systému probiha kultivace hemokultur v inkubatoru a vysledky se hodnoti

vizualné. Nevyhodou téchto systému je velka pracnost a zvySené riziko kontaminace.

3.4.1 Dvoufazova (Castanedova) hemokultura

Systém se sklada z kombinace dvou kultivacnich médii. Nadobka obsahuje tekuté
kultivaéni médium (tekuta faze) a pevné médium (agar), ktery je nality Sikmo na sténé
kultivacni nadobky. V tekutém médiu dochazi k pomnoZeni bakterii a nadobky se
minimalné jednou denné nakloni, aby doslo k preliti tekutého média pfes agar a inokulaci.
Pfipadna pozitivita se hodnoti vizualné rlstem bakterialnich kolonii na pevné fazi nebo
zakalem ¢i hemolyzou v tekutém kultivatnim médiu. Tyto hemokultury neni nutné
preoCkovavat, proto je zde i niZ8i riziko kontaminace. Mezi nejroz§ifenéjsi systémy patfi
Hémoline (BioMérieux) z Francie a Septi-Chek ze Svycarska. Tyto bifazické hemokultivaéni
systémy uzivaji jako tekuta média napfiklad thioglykolatovy bujon, trypto-séjovy bujon, nebo
trypto-sojovy bujon s pryskyfici, ktery ma za funkci eliminaci antibiotik. Pevna faze muze
obsahovat vrstvu Cokoladového agaru, MacConkeyova agaru nebo sladinovy agaru.
U dospélych pacientd se 70 ml nadoba inokuluje 8-10 ml krve, pediatrické nadoby jsou

0 objemu 20 ml a inokuluji se 1-3 ml krve (Cermak et al., 2008).

3.4.2 Klasicka hemokultura

Sklenéné lahvi¢ky obsahuji pouze tekutou kultivacéni paddou. Hemokultury se vyrabi pro
aerobni a anaerobni kultivaci se specialni atmosférou. Minimalni objem jedné kultivacni
pudy je 50 ml. Poté co je hemokultivaéni lahviCka inokulovana a transportovana do
laboratore, kultivuje se v termostatu 5 az 7 dni pfi 351 °C. Po dobu kultivace se opakované

sleduje vzhled kultivaéni pidy, pokud dojde k zakaleni, vzorek je vyoCkovan na agar
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a zaroven je provedena mikroskopie. Nevyhodou je krev obsazena v kultivaéni pudé, ktera

ztéZuje hodnoceni piipadného zakalu (Cermak et al., 2008).

3.4.3 Hemokultura s detekénim systémem na zakladé tlaku plynu — Signal (Oxoid)

V tomto pfipadé je v hemokultivacni lahvicce rist bakterii detekovan pomoci zmény tlaku
plynu (CO.). Kultivaéni systém se sklada ze dvou &asti, prvni je bézna hemokultivacni
lahvicka, ktera je naplnéna tekutym médiem. Tato lahvicka je uzaviena pryzovou
propichovaci zatkou a inokuluje se béznym zplsobem. Druha lahvi¢ka je z plastového
materialu s dlouhou injekéni jehlou a uzaviena vickem. Metoda probiha tak, Ze se
v laboratofi obé lahviCky spoji a diky metabolismu rostoucich bakterii dojde k vytvareni
plynu, a tim se médium ze sklenéné lahvi¢ky vytlaCuje pfes jehlu do lahviCky plastove.
Pozitivitu €i negativitu je mozné detekovat pouhym okem. Tato metoda je urCena pro

kultivaci aerobnich nebo fakultativné anaerobnich bakterii (Cermak et al., 2008).

3.5 Automatizované systéemy

Zakladnim principem automatizovanych systému je detekce zmén, které jsou zplsobené
ristem bakterii v kultivatnim médiu. Vysoka citlivost senzorl a kontinualni méfeni
vyraznym zpUsobem zkracuji Cas detekce pozitivity. Tyto systémy v prabéhu let
nahrazovaly manudlni systémy, omezila se opakovana manipulace se vzorky a sniZilo se
riziko kontaminace.

Jako prvni se objevily automatické systémy Bactec a BacT/ALERT, které se
i v sou€asné dobé pouzivaji nejCastéji.

Prvni systémy BACTEC vyuZivaly pro detekci lahvicky s kultivaénim médiem, ktery
obsahoval latky znacené radioizotopy '*C. Mnozici se mikroorganismy pfi vyuzivani
substratu produkovaly radioaktivni CO,, ktery byl detekovan. Problémem byl samozifejmé
radioaktivni odpad a tak byla v roce 1984 uvedena na trh nova generace Bactec pfistroju,
ktera méfila CO; spektrofotometricky. Z hemokultivacnich lahviek musel byt pro méfeni
CO; (radioizotopoveé i spektrofotometrické) jehlou odebran vzorek plynu nad hladinou.
Systém byl v tomto pfipadé ,otevfeny“ a mnohem vice nachylny na kontaminaci (Ryan et
Murray, 1993).

O par let pozdéji byl na trh uveden systém BacT/ALERT, ktery rovnéz detekoval
CO. produkovany mikroorganismy pfi jejich metabolismu, ale na zakladé nepfimého méfeni
zmény pH. Na rozdil od systému Bactec nevyZadoval systém BacT/ALERT pro detekci CO»
odbér z kultivaéni lahvi¢ky, coZz vyznamné sniZilo frekvenci kontaminace. Jednalo se

o takzvany ,uzavieny“ systém (Ryan et Murray, 1993).
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Neinvazivni, uzaviena metoda byla nasledné pfevzata i vyrobci systému Bactec
a aplikovana v pfistroji BACTEC 9000 series, ktery méfil zménu pH na zakladé
fluorescencnich indikator( (Chamberland, 2018).

Systém BacT/ALERT jako prvni méfil zmény produkce CO; kontinualné. Jednalo se

o prelomovy okamzik v mikrobiologické diagnostice pozitivhich hemokultur.

3.5.1 Hemokultivaéni systém BacT/Alert

Systém BacT/Alert predstavuje tepelné izolovana a temperovana skfin. Kultivacni lahvicky
se vzorky se vkladaji do valcovych otvor (buriky), které jsou tvofeny z vodorovnych
kovovych blok. Béhem kultivace dochazi k tfepani. Kazdy blok je oznaCen pismenem
a jednotlivé pozice Cislem. Uvnitf kazdé bufky je umisténa dioda, ktera emituje paprsek
Cerveného svétla na dno kultivacni lahvicky a méfici fotodioda (obrazek 3). Na dné
kultivaéni lahvicky se nachazi specialni indikator na bazi tekutych emulzi reagujici
kolorimetricky na zménu pH.

Dioda vyhodnocuje pozitivitu nebo negativitu vzorku, méfeni probiha kazdych 10
minut. Systém je vybaven autonomni jednotkou, ktera obsahuje Fidici elektroniku s paméti
a baterii, diky tomu je pfi vypadku elektrické energie schopen nepfetrzité €innosti az po
dobu 24 hodin, s vyjimkou zahfivani a tfepani lahviCek. Cely pfistroj je fizen osobnim
pocitaCem se zalohovanym zdrojem, snimacem ¢arového kédu lahvicek a tiskarnou.

Ziskana namérfena data jsou pfepocitana na koncentraci CO.. Hodnoti se zvySeni
produkce CO, oproti pocateCnimu stavu a rychlost zmény hladiny CO,. Na
pozitivitu/negativitu vzorku upozorni kontrolky nad kultivacnimi bloky.

Systém BacT/Alert 120 umoznuje kultivaci s kapacitou 120 lahviCek a BacT/Alert
240 kultivaci pro 240 lahvicek. Kazda skfih ma moznost nastaveni teploty, doporucena
kultivagni teplota je 35-37 °C. Jelikoz tento systém nema moznost chlazeni a za chodu se
pFistroje zahfivaji, nelze ho pouzit pro kultivaci vzorkl pfi pokojové teploté. Pro kultivaci

hemokultur je doporuéena doba 5-7 dni (Cermak et al., 2008).
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Obrazek 3: Princip kolorimetrické detekce zmény pH
zpusobené produkci CO, mnozicimi se bakteriemi

v hemokultuie (upraveno podle Cermak et al., 2008).

3.5.1.1 Hemokultivaéni lahvi¢ky pro BacT/Alert

Pro kazdy systém jsou vyrabény specialni hemokultivaéni lahvi¢ky. Standardni kultivaéni

lahvi€ky standard aerobic (SA) a standard anaerobic (SN), které v zakladu obsahuiji kasein

natraveny pankreatickymi enzymy, komplex aminokyselin a sacharidu, s6jovou hmotu

natravenou papainem a polyanethol sulfonat sodny (SPS):

BacT/Alert SA Standard aerobic — modry uzavér, objem média 40 ml s prostfedim
obohacenym o CO; a O..

BacT/Alert SN Standard anaerobic — purpurovy uzavér, objem média 40 ml
s pfidavkem menadionu, heminu, redukéniho agens a prostfedi, které je obohaceno
0 COz a Na.

DalSi typy lahvi€ek obsahuji média s adsorbénimi polymery pro neutralizaci antimikrobni

aktivity, urCena pro zachyt rastové naroCnych mikroorganismd (FAN - Fastidious

Antimicrobial Neutralization):

BacT/Alert FA (FAN aerobic) — kvalitngjsi zachyt Burkholderia sp., kvasinek Candida
albicans a Cryptococcus neoformans. Objem média je 40 ml s prostfedim
obohacenym o O..

BacT/Alert FN (FAN anaerobic) — vyS8§i zachyt stafylokoku, enterobakterii
a Bacteroides fragilis. Objem média je 40 ml, prostfedi je obohaceno o N
a prumérny detekéni Cas je kratsi.

BacT/Alert PF (Pediatric FAN) — pouzivany v pediatrii, prostfedi je obohaceno O..
Objem média je 20 ml. ZmenSeny objem média znamena zmenSeny objem

odebrané krve a tim sniZeni pravdépodobnosti zachytu.

Média pro detekci mykobakterii:

BacT/Alert MP Mycobacteria — Objem 10 ml, médium je obohaceno
o Middlebrookovu pladu s SPS a glycerolem. Detekuje a kultivuje mykobakterie.
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3.5.2 Hemokultivacni systém Bactec

Bactec ma stejné navrzenou temperovanou skfifi, jakou ma BacT/Alert. Systém funguje na
fluorescenénim principu, dioda emituje svétlo, které reaguje s fluoreskujicim materialem
v senzoru lahvi€ky. Senzor se rovnéZz nachazi na spodni €asti kultivaéni lahviéky pod
membranou selektivné propustnou pro CO,. Jestlize dojde k zvySeni koncentrace CO.,
klesa hodnota pH, a tim klesa hladina fluorescence, ktera je méfena pomoci fotodiody.
Systém Bactec se dale li§i ve zpracovani naméfenych dat. V tomto pfipadé se data
zpracovavaji v mikropocitaci, ktery je umistén v kazdém kultivacnim bloku skfiné. Diky
tomu je mozné kultivovat vice variant kultivacnich lahvi¢ek vedle sebe pfi rozdilnych
teplotach (Cermak et al., 2008).

3.5.2.1 Hemokultivaéni lahvi¢ky pro Bactec

PFistroje Bactec 9240, 9120 a 9050 pouzivaji stejné kultivani lahvicky (Becton Dickinson).
Zakladem pro vSechna kultivacni média je hydrolyzovana soéjova puda s kaseinem,
kvasnicovy extrakt, vytazky ze zvifecich tkani, dextréza, sachardza, fruktéza, menadion,
pyridoxinhydrochlorid, arginin, hemin, thioly, citrat sodny, fosforeChan draselny
a polyanethol sulfonat sodny (SPS). Ve svém portfoliu nabizi firma Becton Siroky rozsah
kultivacnich médii pro aerobni, anaerobni kultivaci, pediatrické a specialni kultivacni média
pro kultivaci kvasinek, plisni nebo mykobakterii:

e Bactec Standard Aerobic/F a Anaerobic/F — objem média je 25 ml, pro aerobni
a anaerobni kultivaci bakteriii a mykotickych agens

e Bactec Plus Aerobic/F a Anaerobic/F —lahvi¢ka 25 ml s obsahem resinu (absorpéni
pryskyfice). Jeji pouziti je doporuCovano u pacientd s antimikrobni lé&bou.
U stafylokoku a streptokoku doSlo ke zkraceni detekéniho €asu.

e Bactec Lytic/10 Anaerobic/F — lahvicka o objemu 40 ml se zlepSenou vytéznosti
zpusobené pritomnosti saponinu (mensi pocet faleSné pozitivnich a faleSné
negativnich vysledk(). Vykazuje vy$si zachyt klinicky vyznamnych mikroorganismu
u pacientl bez ATB terapie.

e Bactec Peds Plus/F — lahvicka 40 ml s obsahem resinu, pro vzorky pediatrickych
pacient nebo jinych vzorkli s malym objemem krve nebo sterilnich télnich tekutin.
Doporucovano u pacientd s antimikrobialni IéEbou.

e Bactec Mycosis IS/F — lahvicka 40 ml pro lepSi selektivni izolaci kvasinek, hub

a plisni u neutropenickych pacientt, nebo pacientu s oslabenou imunitou.
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e Bactec Myco/F Lytic Medium — lahviCky pro neselektivni izolaci mykobakterii
a kvasinek u pacientd s HIV/AIDS. Pouzivaji se jako doplfikové médium k Plus

Anaerobic/F mediu. Nevyzaduiji pfidavani suplement( (Cermak et al., 2008).

3.6 Mikroskopie

Svételna mikroskopie je nedilnou soucasti identifikace etiologickych agens z pozitivnich
hemokultur. Hodnoceni preparatu pfipraveného z pozitivni hemokultury barveného
metodou Grama umozni pfesngjSi zacileni antibiotické IéCby, nez je tomu

u inicialni/empirické terapie infekci krevniho feciste.

3.6.1 Barvené preparaty

Pfed kazdym barvenim je potfeba provést fixaci preparatu k povrchu podloZniho
mikroskopického skla. Fixace materialu zajisti usmrceni mikrobl bez poSkozeni jejich
struktury, které tak snadnéji pfijimaji barviva. Fixaci je mozno provadét chemicky, napfiklad
metanolem nebo formolem. Chemicka fixace je 3etrnéjsi a zlepSuje vysledek barveni, tato
metoda se nejCastéji pouziva pfi parazitologickém vySetfeni. NejuzivanéjSim
a nejjednodussim zplsobem v mikrobiologické praxi je fixace teplem. Aby nedoslo
k poSkozeni materialu na preparatu, nesmi teplota skli¢ka pfi fixaci prekrocit 60-70 °C.

Barvené preparaty se zpravidla pozoruji imerznim objektivem se zvétSenim 1000x
za pouziti imerzniho oleje, ktery se nanese mezi vzorek a objektiv. Imerzni olej zvySuje
kontrast zobrazeni a omezuje rusivé odrazy na krycim skle i objektivu.

NejCastéji pouzivanou barvici techniku v mikrobiologii je barveni podle Grama.
Metoda je vyuzivana zejména v bakteriologii. Barveni podle Grama (Hans Christian
Joachim Gram, 1884) umoznuje rozliSeni bakterii na dvé zakladni skupiny: grampozitivni
(v mikroskopu se jevi jako modrofialové) a gramnegativni (rdzovoCervené) bakterie.
Nékteré bakterie nebo kvasinky mohou po barveni gramem jevit jako gramlabilni.

ROzn& barvitelnost Uzce souvisi s rozdilnou stavbou buné&cné stény bakterii.
Grampozitivni bakterie maji jednodussi a siln&jsi sténu sloZzenou pfevazné z polysacharidl
(peptidoglykan, teichoové kyseliny). V pfipadé gramnegativnich bakterii je sténa tvofena
nejen polysacharidy (které jsou v zastoupeny v mnohem mens$i mife nez u grampozitivnich
bakterii), ale i lipidy a bilkovinami. Strukturni rozdily buné&tné stény se odrazeji ve
fyziologickych vlastnostech obou skupin. Z klinického hlediska je zejména dllezita rozdilna
citlivost na néktera antibiotika.

Barveni dle Grama nam dale poskytuje informace o tvaru, velikosti a usporadani

bakterii, ale navic také o bunéénych strukturach v klinickém materialu. Popisuje se
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pfitomnost a Cetnost bunék imunitniho systému, zejména neutrofil svédc&icich o akutnim
zanétu. Dale pfitomnost bunék epitelu, ktery mize odecitajicimu referovat kvalitu
odebraného materialu. Napfiklad material odebrany z dolnich cest dychacich by mél
obsahovat pouze fasinkovy epitel, pokud jsou v mikroskopu epitelie dlazdicové, doSlo ke
kontaminaci materialem z dutiny ustni.

Mezi dal3i barvici techniky v mikrobiologii patfi napfiklad monochromatické barveni
Metoda patfi mezi jednoduché barveni, v praxi se vyuziva omezené. Poskytuje zakladni
informace o pfitomnych mikrobech (tvar, velikost a uspofadani). K barveni se pouzivaji
barviva anilinova, pfedevsim bazicka a neutralni, napfiklad methylénova modf, safranin,
karbolfuchsin a dalsi.

Barveni podle Giemsy je vhodné zejména pro identifikaci buné&nych struktur. Uziva
se prevazné v parazitologii nebo vyjimeéné i v bakteriologii pfi hodnoceni mikroorganismd,
které jsou Spatné barvitelné podle Grama. Giemsovo barvivo obsahuje azur a eosin
rozpusténé ve smési glycerinu a methanolu.

Barveni podle Ziehl-Neelsena je vyuzivano hlavné k barveni mykobakterii
a nékterych bakterii obtizné barvitelnych podle Grama. Tyto mikroorganismy obsahuji ve
své bunécéné sténé velké mnozstvi lipidu, které brani prostupu béznych barviv. Je proto
nutno pouzit koncentrovana barviva, mofidla a vy3ssi teplotu (Jurankova et al., 2011;
Koukalova et al., 2013).

3.7 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS

Metoda MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry, Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za uc¢asti matrice
s pruletovym analyzatorem) poskytuje rychly, levny (s vyjimkou pofizovaci ceny pfistroje
a softwaru) a spolehlivy nastroj pro identifikaci grampozitivnich i gramnegativnich bakterii
a dalSich mikroorganismu, na urovni rodu a druhu na zakladé ziskanych hmotnostnich
spekter proteinu a jinych komponent a jejich porovnani s aktualni databazi (Seng et al.,
2009; Kostrzewa et Schubert, 2017).

Obecnym principem hmotnostni spektrometrie je produkce, separace a detekce
iontd plynné faze. Mezi klasické metody ionizace patfi elektronovy sprej (El) a chemicka
ionizace (Cl). Vedle klasickych metod existuje MALDI ‘mékka” ioniza¢ni technika, ktera
umoznuje analyzu biomolekul (biopolymeru jako jsou proteiny, DNA, peptidy).

Doporuc¢enymi postupy je zizolovanych mikrobialnich kultur, popfipadé i pfimo
z klinickych material(i, pfipraveny bunécny extrakt, ktery je v pfistroji ozafen laserem
o vinové délce 337 nm, po dobu 4 ns. Matrice pfekryvajici vzorek ma za ukol zprostfedkovat

pfenos energie, kdy excitované molekuly matrice za vysokého tlaku ionizuji molekuly
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analytu, a rovnéz ochrani biomolekuly pfed pfimym pUsobenim laseru a nezadoucim
Stépenim. Vzniklé ionty v plynné fazi postupuji pfes silné elektrické pole do vakuové trubice
hmotnostniho analyzatoru, ktery je zalozen na detekci doby letu ¢astic (TOF —Time of
Flight). V detektoru se ionizované Castice pohybuji rychlosti, ktera odpovida jejich
hmotnosti a naboji (m/z). Cim jsou &astice lehéi, & vice nabité, tim dfive dorazi k detektoru.
Detektor je napojen na pocitac, kde jsou data pomoci softwaru zpracovana (obrazek 4).
Kazdy rod, druh nebo kmen ma své charakteristické spektrum, tzv. fingerprint. Identifikace
mikroorganismU spociva ve srovnani proteinového spektra izolatu se spektry referenénich
kmenu v databazi MALDI Biotyper (Takeda et al., 1991; Bursova et al., 2014).

Zavedeni této vysoce spolehlivé a pfesné druhové identifikace bylo pro laboratorni
diagnostiku zasadnim pfinosem. Diky vyhodam MALDI-TOF MS se méné pouzivaji dfive
bézné biochemickeé testy, které maiji Casovou prodlevu (Ny¢ et Bubeniéek, 2015). Urychleni
diagnostiky etiologickych agens ma nezpochybnitelni pfinos pro ¢asnéjSi nasazeni
adekvatni terapie u pacientl se zavaznym infekénim onemocnénim (Morgenthaler
a Kostrzewa, 2015).

Mezi hlavni vyrobce identifikacnich pfistroji na bazi principu MALDI-TOF MS patfi
firmy Bruker a Shimadzu.

Vzorek/Matrice Laserovy paprsek

lonty anabytu |

spekirometr

|
|
I
I
'. : —} Hmotnostni
I
I
I
I
I

/ Kation

Desticka se vzorkem Extrakéni miizka Zaostrovaci Cocka

Obrazek 4: Schéma hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice

s pruletovym analyzatorem (upraveno podle Gates, 2014).

3.7.1 MALDI matrice

Volba matrice je jednim z nejdulezitéjSich parametru, ktery dokaze ovlivnit kvalitu spektra

a naslednou identifikaci. Druh zvolené matrice zavisi na studovaném vzorku. Matrice ma za
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ukol absorbovat energii z laseru a zajistit homogenni krystalizaci s analytem pfenesenim
naboje na analyt.

Matrice jsou typicky zastoupeny slabymi organickymi kyselinami s aromatickym
jadrem, napfiklad derivaty kyseliny skoficové a benzoové. Mezi nejCastéji pouzivané
matrice patfi a-kyano—4—hydroxyskoficova kyselina (HCCA), 3,5—dimethoxy-4—
hydroxyskoficova kyselina (SA) a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB) (tabulka 1).

Pro analyzu se pouzivaji smési téchto kyselin s rozpoustédly, jako jsou acetonitril,
aceton, kyselina mravenci nebo kyselina trifluoroctova a vodou (Carbonelle et al., 2010;
Petersson, 2011; Lay et al., 2000).

Tabulka 1: Matrice MALDI-TOF MS.

Matrice Strukturni vzorec Analyzované molekuly
N
HD il
HCCA -
a-kyano—4—-hydroxyskoficova g OH peptidy

kyselina 0

]

0 e A

SA . l o
3,5—-dimethoxy-4— HO~ M proteiny, polymery

hydroxyskoficova kyselina

e HO oM peptidy, proteiny, lipidy
2,5-dihydroxybenzoova | . nukleové kyseliny, sacharidy
kyselina o

3.7.2 Pfima identifikace bakterii z hemokultury pomoci MALDI-TOF MS

Sepse patfi mezi nej¢asté;jsi pfi€inu umrti s odhadovanou incidenci az 19 milion( lidi roéné
na celém svété (Adhikari et al., 2010). U pacientd v sepsi je nutno podat antibiotickou IéCbu
co nejrychleji - Sance na preziti u pacientl s neléenou sepsi klesa kazdou hodinu (Kumar
et al., 2006). Na zakladé téchto faktl v roce 2012 Vek et al. ve své studii popsali moznost
vyuziti pfimé identifikace z pozitivnich hemokultur pomoci MALDI-TOF MS. Diky této
metodé doslo ke zkraceni ¢asu potfebného k identifikaci mikroorganismud v praméru o 28,8
hodin a sou€asné u 11,3 % pacientl byla podana vhodna antibioticka terapie do 24 hodin
(Vlek et al., 2012).

Pro laboratorni prikaz plvodce sepse, jsou hemokultury zasadni. Pozitivni
hemokultura je podrobena barveni podle Grama a mikroskopicky hodnocena. Dale je

provadéna kultivace na kultivacnich médiich, ktera trva dle standardniho postupu 182 h.
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Izolované mikroorganismy se za uUc€elem identifikace podrobi biochemickym testim, PCR
metodé, popfipadé MALDI-TOF MS a otestuje se jejich citlivost na vybrané antimikrobni
pripravky.

Kompletni identifikace pomalu rostoucich kultivaéné naro€nych mikroorganismu trva
obvykle déle nez 72 hodin v pfipadé bakterii, ale u nékterych mykotickych agens je to i vice
nez 60 hodin. Pfima identifikace z hemokultur umoznuje diagnostiku v rozpéti 12-24 hodin
od odebrani hemokultury v zavislosti na bakterialni hustoté v krvi pacienta a typu mikroba.

Pro pfimou diagnostiku patogent z pozitivnich hemokultur byla vyvinuta fada home-
made metod, které se liSi ve svém pfistupu k odstranéni interferujicich bunéénych slozek
(pacientovi bunky pfitomné v odebrané krvi). Ferroni et al. ve své praci vyuzili saponin
a kyselinu trifluoroctovou, kde saponin rozpousti krevni buriky a uvolfiuje intracelularni
patogeny a zaroven nenarusuje mikrobialni membranu (Ferroni et al., 2010). V jiné praci je
pro lyzu krevnich bunék pouzity chlorid amonny (Prod’hom et al., 2010; Sogawa et al.,
2011). VétSina metod zahrnuje opakované centrifugace vzorku hemokultury, které se
stfidaji s promyvanim vzniklych pelet.

Neékteré firmy uz nabizeji pro zpracovani vzorku z pozitivni hemokultury za ucelem
identifikace pomoci MALDI-TOF MS komer¢ni kity, napfiklad MALDI-SepsiTyper Kit
(Bruker Dlatonics, Germany). Pouziti téchto komer¢nich kiti bylo popsano v nékolika
studiich (Kok et al., 2011; Meex et al., 2012; Schieffer et al., 2014).

VétSina studii zabyvajici se pfimou diagnostikou z pozitivnich hemokultur udava
velice uspésnou identifikaci pfi pouziti home-made metod adaptovanych dle potieb
jednotlivych pracovist. V pfipadé bakterii byly ve vétSiné prfipadd zaznamenany lepSi
vysledky pfimé identifikace u gramnegativnich ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi
(La Scola et Raoult, 2009; Moussaoui et al., 2010; Christner et al., 2010; Ferroni et al.,
2010).

3.8 Stanoveni antibiotické citlivosti

Infekéni nemoci jsou nejcastsgji I€éCeny antibiotiky. Podanim antibiotik dojde k inhibici rustu
mikroorganismud nebo k jejich usmrceni na povrchu nebo uvnitf téla hostitele. Antibiotika
jsou pfipravky proti bakteriim, antivirotika proti virdm, antimykotika proti mikromycetam
a antiparazitika proti parazitim

V souCasné dobé& se antibiotika stavaji velmi ohrozenymi IéCivymi pfipravky,
zejména kvuli rezistenci bakterii vzniklé ve spojitosti s jejich naduzivanim, proto je nutné je
podavat uvazlivé. Rezistence je bud vrozenou vlastnosti (primarni rezistence) a je spole¢na

pro vSechny kmeny daného bakterialniho druhu, nebo ziskana (sekundarni), vznikajici na
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zakladé selekcniho tlaku antibiotika (nejCastéji mutaci) nebo ziskanim genu pro rezistenci
(Rozsypal, 2015).

Uspéch antibiotické 1é8by u septického pacienta zaleZi na rychlosti podani aginného

antimikrobniho pfipravku. Podle Kumarovy studie z roku 2006, kazda hodina odkladu

podani antibiotika zvySuje smrtnost u sepse o0 7,6 % (Kumar et al., 2006). V pfipadé sepsi

se uprednostriuji rychleji pusobici baktericidni pfipravky. Mezi antibiotika nejCastgji

pouzivana pfi sepsi patfi:

1.

Antibiotika pUsobici proti bunééné sténé bakterii
Beta-laktamova antibiotika — zejména peniciliny, cefalosporiny a karbapenemy. Tyto
antibiotika zabrarnuji mnozeni bakterii pomoci inhibice syntézy jejich bunécné stény.
Patfi mezi nejCastéji pouzivana antibiotika pro 1é¢bu sepse kvili své netoxi¢nosti,
vysoké ucinnosti a Sirokému spektru pusobeni. Zavaznym nezadoucim u€inkem
mohou byt alergické reakce pacientl. Problémem je zvySujici se vyskyt bakterii
rezistentnich na beta-laktamy.
Glykopeptidova antibiotika — zejména vankomycin a teikoplanin. Jejich ucinek je
v porovnani s beta-laktamy relativné pomaly a pusobi pouze na grampozitivni
bakterie (gramnegativni bakterie jsou pfirozené rezistentni). Jejich vyhodou je
vzacny vznik rezistence. NejCastéji jsou podavany u infekci zpusobenymi
grampozitivnimi  bakteriemi rezistentnimi na beta-laktamy (MRSA-methicilin
rezistentni Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium), nebo jako inicialni
(empiricka) terapie s nutnosti pokryti Sirokého spektra grampozitivnich bakterii
(infek&ni endokarditidy, febrilni neutropenie).
Antibiotika plisobici na buné&nou membranu bakterii
Aminoglykosidy — napfiklad gentamicin a amikacin. Aminoglykosidy kromé
cytoplasmatické membrany pusobi jest€¢ na ribozomalni Urovni (inhibice
proteosyntézy). Jejich hlavni nevyhodou jsou ototoxicita a nefrotoxicita a omezeny
prinik do tkani. Pfednosti jsou rychlé baktericidni pusobeni a synergie s nékterymi
antibiotiky — napfiklad beta-laktamy. Pouzivaji se hlavné ve dvou situacich:
a) kdyz je potfeba rychle snizit bakterialni naloz (akutni grampozitivni nebo
gramnegativni sepse).
b) kdyz je potieba posilit U€inek sténového antibiotika proti rezistentni
bakterii, napfiklad u enterokokové infekéni endokarditidy nebo

pseudomonadova urosepse (Bene§, 2018).

Stanoveni citlivosti bakteriainiho puvodce in vitro je nezbytnym krokem cilené

antibioterapie. Pro stanoveni citlivosti jsou pouzivany metody difuzni a dilucni.
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3.8.1 Difuzni testy

Difuzni testy jsou prevazné kvalitativni, udavaji informaci o citlivosti nebo rezistenci bakterie
k danému antibiotiku. Tato metoda je zalozena na postupném uvolfiovani antibiotika
z vhodného nosice do agarové pudy, ktera je inokulovana vy$etfovanym mikrobem. Pokud
je bakterie citliva na dané antibiotikum, dojde k vzniku inhibi¢ni zény (Koukalova et al.,
2009).

e Difuzni agarova (diskova) metoda — jedna se o metodu kvalitativni, ziskame
informaci o citlivosti/rezistenci na dané antibiotikum. Zdrojem antibiotika je disk
z filtraniho papiru impregnovany jeho pfesnym mnozZstvim. Bé&hem inkubace
vznikaji kolem disku zény inhibice rustu. Po zméfeni se jejich primér porovna
s definovanymi kritérii citlivosti/rezistence, ktera jsou specificka pro kazdé
antibiotikum a bakterialni kmen.

o E-test — jedna se o difuzni metodu kvantitativni. Zdrojem antibiotika je plastikovy
prouzek obsahujici exponencialné rostouci koncentrace. Umoznuje stanovit
minimalni inhibiéni koncentraci (MIC), coz je nejmensi koncentrace antibiotika
inhibujici rGst mikroba. Hodnota MIC se porovna s definovanymi Kkritérii
(breakpointy), ktera jsou, stejné jako u diskovych testl, specificka pro jednotliva
antibiotika a bakterialni druhy. Neziskame pouze informaci o citlivosti bakterie na
antibiotikum, ale také miru citlivosti na dané antibiotikum (jak blizko se hodnota MIC

nachazi u hodnoty breakpointu).

3.8.2 Dilu¢ni testy

Dilu¢ni testy jsou kvantitativni. Test je zaloZzen na odstupriovanych koncentracich antibiotika
v tekutych médiich (test zkumavkovy, diluéni mikrometoda), nebo tuhych kultivaénich
pudach (test agarovy). Stejné jako u E-testu se stanovuje hodnota MIC (minimalni inhibi¢ni
koncentrace), ktera ukazuje i miru citlivosti na konkrétni antibiotikum. Kazdé antibiotikum
a bakterialni kmen ma jinou hraniéni koncentraci (tzv. breakpoint) definujici
citlivost/rezistenci (Kutalkova et al., 2013).

Dilu€nimi testy Ize stanovit i hodnotu MBC (minimalni baktericidni koncentrace).
Pfedstavuje nejmensi koncentraci latky, ktera je potfebna k usmrceni mikroorganismu.
MBC se nékdy rovna MIC, nebo muze byt i mnohonasobné vyssi.

¢ Diluéni mikrometoda se provadi se v jamkach mikrotitracni desticky, ktera obsahuje
nejcastéji 96 jamek (8x12). Na jedno bakteridlnim kmeni se v tomto pfipadé testuje

citlivost ke 12 antibiotikim. Kmeny s hodnotou MIC shodnou nebo nizsi, nez je
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hrani¢ni hodnota koncentrace, se oznaci jako citlivé k danému antibiotiku. Pokud je
MIC bakterie vysSi, nez je hraniéni hodnota, je bakterie vyhodnocena jako
rezistentni.

e Pfi agarové diluéni metodé je pfipravena sada kultivanich agart s rostouci
koncentraci jednoho antibiotika. Na jednu kultivaéni plotnu maze byt vyo€kovano
vice bakteridlnich kmen(, v zavislosti na technice a velikosti pady, az nékolik

v vs

inhibujici rast.

3.9 Rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti (RAST) bakterii z pozitivnich
hemokultur

U septickych pacientd v kritickém stavu je nezbytné co nejrychlejSi identifikace
etiologického agens a urceni citlivosti na antibiotika. Zejména v souCasné dobé, kdy
dochazi k narlstu vyskytu rezistentnich a multirezistentnich bakterii, je identifikace
rezistence na antibiotika nasledovana upravou inicialni terapie na cilenou antibiotickou
terapii faktor, ktery miize rozhodnout, zda pacient zivot ohrozujici infekci prezije.

PFfima identifikace agens z pozitivnich hemokultur pomoci MALDI-TOF MS umozni
oSetfujicimu Iékafi upravit antibiotickou terapii na zakladé znalosti pfirozenych rezistenci
vyvolavajiciho agens. Bohuzel neposkytuje informaci o ziskanych rezistenci. Spole¢nost
EUCAST (Evropska komise pro testovani antimikrobni citlivosti) vyvinula v roce 2019
metodu pro rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti (rapid antimicrobial susceptibility testing
- RAST) u vybranych bakterii pfimo z pozitivnich hemokultur. Pfi vyvoji této metody si
EUCAST kladl za cile:

e Aby metoda byla aplikovatelna pro nejcastéjsi etiologicka agens vyvolavajici infekce
cévniho fecisté.

e Aby bylo mozno hodnotit citlivost v co nejkrat§im ¢asovém intervalu od potvrzeni
pozitivniho nalezu v hemokultivaéni lahvi¢ce.

e Aby materialy potfebné k provedeni této metody byly soucasti standardni vybavy
mikrobiologické laboratofe.

e Aby metoda byla snadno proveditelna a kontrolovatelna.

e Aby postup a interpretace byly volné dostupné na strankach spole¢nosti EUCAST.

Velice dulezity je fakt, Ze pfi vyvoji této metody a pfi sestaveni interpretacnich kritérii
pro jednotlivd antibiotika EUCAST zohlednil jednak pouzité materidly (hemokultivacni
lahvicky, kultivaéni pldy, antibiotické disky - v§e od rlznych dodavatell) a také ¢as mezi

pozitivitou hemokultury a €asem vlastniho provedeni stanoveni citlivosti (pokud je pozitivita
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hemokultury stanovena pfistrojem mimo standardni pracovni dobu laboratofe a jeji
zpracovani probéhne pozdéiji).

Aby se zamezilo faleSné citlivosti/rezistenci s ohledem na vySe uvedenou variabilitu
v metodice provadéné v jednotlivych mikrobiologickych laboratofich, zavedl EUCAST
hodnotu ATU (oblast technické nejistoty), ktera se nachazi v oblasti mezi potvrzenou
citlivosti (C) a potvrzenou rezistenci (R) na testované antibiotikum, a ktera odecitajicimu
pracovnikovi zabrani v pfipadné chybné interpretaci.

Metoda RAST je modifikovana diskova difuzni metoda, ktera se odecita za 4, 6 a 8
hodin, tj. v tentyz den, kdy je hemokultivaéni lahvicka oznacena za pozitivni. Pro dany
bakterialni druh a konkrétni antibiotikum jsou modifikovany specifické hrani¢ni hodnoty
inhibi€nich zén po 4, 6 a 8 hodinach (velikost zon se muze s dobou odeditani ménit).

K sou¢asnému datu je metoda RAST vypracovana pouze pro 8 bakterialnich druh,
které se nejCastéji vyskytuji jako etiologicka agens infekci krevniho fecisté (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis a Streptococcus
pneumoniae) a vybrana antibiotika. Kombinace metody pfimé identifikace pomoci MALDI-
TOF MS s metodou rychlého stanoveni citlivosti lze zkratit mikrobiologické vySetfeni

pozitivnich hemokultur v fadu o dny.
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4. Material a metody

4.1 Pristroje a vybaveni

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity nasledujici pfistroje a software:

automaticky hemokultivaéni systém BACTEC (Bruker)
- centrifuga (Fischer Scientific)
- mikrocentrifuga (BOECO Germany)
inkubator CO; (Sanyo)
- inkubator (BMT)
- MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Microflex LT Systém (Bruker)
- software MALDI Biotyper
- mikroskop (Olympus)
- PC s programem Envis LIMS
- Bunsenlv kahan (WLD-TEC GmbH)

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pouzZito nasledujici vybaveni laboratofe a
plasty:

- automatické pipety a pfislusné sterilni Spi¢ky 0,5-10 ul, 1-10 pl, 10-100 pl,

100-1000 pl (Eppendorf)

- MALDI desticka MSP 96 z lesténé oceli (Bruker)

- mikrodesti¢ka 96 jamek (Gamedium)

- mikroskopicka skla (VWR)

- plastova zkumavka 15 ml (Gamedium)

- mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml (Eppendorf)

- sterilni bakteriologické klicky (VWR)

- sterilni injek&ni jehly (BRAUN)

- sterilni injek&ni stfikacky (BRAUN)

- stojanky na mikrozkumavky (P-LAB)

4.2 Pouzité chemikalie

- acetonitril (Sigma Aldrich)
- ATB disky (Biorad)
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- barvici roztoky na barveni preparatu dle Grama
o acetonalkohol (Chemicals Unlimited)
o krystalova violet' (Sigma Aldrich)
o Lugollv roztok (VWR)
o safranin (Sigma Alrich)
- destilovana voda
- dezinfek&ni prostiedek (Verkon)
- ethanol (Erba Lachema)
- fyziologicky roztok (Trios)
- kultivaéni pudy (Trios)
o Mueller-Hinton agar (MH)
o Mueller-Hinton agar s koriskou krvi (Mueller-Hinton Fastidious, MH-F)
- kyselina mravenci (Sigma Aldrich)

- matrice - a-kyano—4—hydroxyskoficova kyselina (Sigma Aldrich)

4.3 Pracovni postup a kultivace mikroorganismu

Po pfijmu biologického materialu v laboratofi byly vzorky — hemokultivacni lahvi¢ky se
vzorkem krve od pacienta se suspektni infekci krevniho fecisté — prfekontrolovany a bylo
jim pfidéleno Cislo vySetfeni vygenerované systémem. Takto oznaCené lahvicky byly
vlozeny do automatického hemokultivaéniho systému BACTEC, ve kterém probihala
kultivace do pfipadného zaznamenani metabolické aktivity uvnitf lahvicky, nebo maximalné
po dobu 5 dna pfi teploté 35+1 °C.

Pokud byla hemokultura i po 5 dnech negativni, byla oznacena automatickym
systémem pfislusSnym svételnym signalem, vyjmuta z pfistroje a negativni vysledek
zaznamenan do laboratorniho systému.

V pfipadé pozitivity byly hemokultury rovnéz systémem oznacleny pfislusnym
svételnym signalem. Navic byla pozitivita ohlaSena zvukovym signalem, aby bylo zaji§téno
co nejrychlejSi zpracovani pfislusnymi metodami pro identifikaci bakterii a predani

informace oSetfujicimu klinickému personalu.

4.4 Barveni podle Grama

Prvnim krokem v identifikaci bakterialniho agens bylo provedeni barveni dle Grama. Vrchni
¢ast hemokultivacni lahvicky s propichovacim septem byla dikladné vydezinfikovana, aby
se zabranilo kontaminaci materialu, a septum bylo perforovano jehlou s nasazenou injekéni

stfikackou o objemu 5 ml, do které se nasal vzorek krve. Kapka krve se rozetfela na sterilni
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podlozni sklo na plochu zhruba 1 x 2 cm a nechala se dikladné zaschnout. Poté byla
provedena tepelna fixace preparatu nad Bunsenovym kahanem.

Takto pfipraveny preparat byl obarven barvici technikou podle Grama (tabulka 2).
Preparat byl poloZzen na barvici misku a prevrstven krystalovou violeti po dobu 20 s.
Nasledné byla barva nahnutim preparatu slita a poté byl na povrch preparatu nanesen
Lugoliv roztok rovnéz po dobu 20 s. Preparat se znovu nahnul stejnym smérem
a oplachovan acetonalkoholem, do odbarveni po dobu maximalné 20 s. Dale byl cely
preparat oplachnut vodou a dobarven safraninem po dobu 1 minuty. Nakonec byl preparat

znovu oplachnut vodou a osusen filtracnim papirem.

Tabulka 2: Pfehled postupu barveni podle Grama.

Poradi Chemikalie Cas
1. krystalova violet 20s
2. Lugoldv roztok 20s
3. acetonalkohol 20s
4, oplach vodou
5. safranin 1 min
6. oplach vodou

4.4.1 Hodnoceni preparat(

Preparat se prohliZel za pouziti imerzniho objektivu pfi zvétSeni 1000x. Hodnotila se barva
bakterii, jejich tvar a uspofadani. Grampozitivni bakterie byly zbarveny modie
a gramnegativni ¢ervené. Vysledek Gramova barveni se zaznamenal do laboratorniho
informacniho systému a byl rovnéz telefonicky nahldSen na oddéleni oSetfujicimu
personalu.

Na =zakladé mikroskopického nalezu byla krev z hemokultivacni lahvicky
rozoCkovana na povrch pfislusného kultivaéniho média a po zaschnuti byla aplikovana
vhodné zvolena sestava antibiotik pro rychlé testovani citlivosti pfimou diskovou difuzni
metodou (RAST).

4.5 Zpracovani pozitivnich hemokultur pro identifikaci pomoci MALDI-TOF
MS

Z pozitivni hemokultury bylo pipetou odebrano 6 ml krve a pfeneseno do 15 ml sterilni
plastové zkumavky. Tato zkumavka s krvi byla centrifugovana pfi 1500 rpm po dobu 5
minut. Po centrifugaci (obrazek 5) bylo 1400 pl supernatantu pfeneseno do 1,5 mi
mikrozkumavky a centrifugovano pfi 12000 rpm po dobu 1 minuty. Nasledné byl pipetou

peclivé odstranén supernatant, ktery dale nebyl potfebny. K peleté bylo pfidano 300 pl

32



destilované H,O a 900 ul 96% ethanolu. Peleta byla peclivé promichana (obrazek 6) a
vzorek byl znovu centrifugovan pfi 12000 rpm po dobu 1 minuty. Znovu byl peclivé
odstranén supernatant a k peleté (obrazek 6) byl pfidan acetonitril a koncentrovana kyselina
mravenci v poméru 1:1 o objemu 5ul:5ul. Peleta byla dukladné promichana a naposledy
centrifugovana pfi 12000 rpm po dobu 1 minuty. Supernatant byl pouzit pro naslednou
identifikaci pomoci MALDI-TOF MS.

Obrazek 5: Zkumavky s krvi odebranou z pozitivnich hemokultivaénich
lahvicek (odebrano z aerobni a anaerobni hemokultury, vzorek patfil
jednomu pacientovi). Zkumavky jsou vyfoceny po centrifugaci pfi 1500
rpm po dobu 5 minut — vlevo: vzorek z aerobni hemokultivaéni lahvicky
(nehemolyticky), v supernatantu Ize vidét zakal zpusobeny bakterialnim
ristem, v peleté jsou sedimentované erytrocyty; vpravo: vzorek odebrany

z anaerobni hemokultivaéni lahvicky (hemolyticky).

Obrazek 6: Mikrozkumavka 1,5 ml-v levé &asti
je zkumavka s rozmichanou peletou ve smési
$300 pl H2O a 900 pl 96% ethanolu pred
centrifugaci. V pravé ¢&asti je zkumavka po
centrifugaci, supernatant byl odstranén, v dolni

Céasti zkumavky viditelna peleta.

4.6 Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

Ze vzorku zpracované hemokultury byl odebran 1 pl, ktery byl nanesen na policko MALDI
desticky. Pro kazdy vzorek byla pouzita nova Spicka, aby nedoslo ke kontaminaci. Poté co
vzorek na desti€ce zaschnul, byl pfevrstven 1 ul matrice. Jako matrice byla pouzita

a-kyano—4—-hydroxyskoficova kyselina (HCCA). Po uplném zaschnuti vzorku byla MALDI
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desticka vloZena do pristroje Microflex LT od firmy Bruker, kde bylo provedeno méfeni

hmotnostnich spekter.

4.6.1 Interpretace vysledki MALDI-TOF MS

Software Biotyper (Bruker) porovnal ziskana hmotnostni spektra s aktualni databazi a na
zakladé tohoto srovnani sestavil seznam moznych druhovych a rodovych identifikaci
s pfifazenym skore spolehlivosti identifikace. Firma Bruker Daltonics uvadi pro metodu
MALDI-TOF MS doporuc¢ené mezni hodnoty skére pro identifikaci mikroorganismu (tabulka
3). Hodnota skére = 2,00 udava spolehlivou identifikaci mikroorganismu na urovni druhu.
Skore v rozmezi 1,70 — 1,99 znamena spolehlivou identifikaci na drovni rodu. V pfipadé, ze
je hodnota niz8i nez 1,70, se jedna o nespolehlivou identifikaci. Pokud nebylo na plochu
MALDI destiCky naneseno dostatené mnozstvi materialu, popfipadé pokud nebyl vzorek
prekryt matrici, nemusi se v prib&hu méfeni zobrazit hmotnostni spektra — software poté

vyhodnoti méfeni jako ,zadné piky nenalezeny*.

Tabulka 3: MALDI-TOF MS hodnoty skore.

Rozmezi hodnot Vyhodnoceni i . .
. Interpretace : . Barevné oznaceni
skére identifikace
rod identifikovan s jistotou, . .
2,00 — lehl Zel
,00 — 3,00 druh pravdépodobné spolehliva elena
1,70 — 1,99 pravdepoc!obna' \dentifikace na pravdépodobna Zluta
urovni rodu
0,00 - 1,69 nespolehliva identifikace nespolehliva Cervena

4.7 Metoda rychlého stanoveni antibiotické citlivosti (RAST)

150 pl krve z pozitivni hemokultury bylo rozockovano na povrch kultivaéniho agaru sterilnim
vatovym tampoénem v 6 smeérech (obrazek 7). Po zaschnuti byly na povrch aplikovany
antibiotické (ATB) disky. V tabulce 7 jsou uvedeny pouzita antibiotika, jejich zkratky a obsah
antibiotického disku. Typ kultivacniho agaru a konkrétni antibiotika byla zvolena na zakladé

vyhodnoceni Gramova barveni.
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Obrazek 7: OcCkovani pozitivni hemokultury na
povrch MH kultivaéniho agaru v 6 smérech pomoci

sterilniho vatového tamponu

V pfipadé gramnegativnich tyéek byla hemokultura vyoCkovana na povrch dvou
vytemperovanych MH (Muller-Hinton) agard. Na zaschnuty povrch agard byly poté
aplikovany nasledné ATB disky: na prvni HM agar disky ampicilinu (AMP), cefuroximu
(CRX), amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou (AMC), cefotaximu (CTX),
gentamicinu (GEN), kotrimoxazolu (COT) a ciprofloxacinu (CIP); na druhy MH agar disky
piperacilinu v kombinaci s tazobaktamem (PPT), meropenemu (MER), amikacinu (AMI),
tigeciklinu (TIG) a ceftazidimu (CTZ). Na povrch plotny bylo pozna€eno Cislo hemokultury
a Cas aplikace diskl. Poté byly plotny umistény do inkubatoru a inkubovany pfi 351 °C.
Pokud byly pod mikroskopem identifikovany grampozitivni koky v hlou€cich byla
hemokultura vyoCkovana na povrch vytemperovaného MH agaru, na ktery byly aplikovany
ATB disky: cefoxitin (CXT), erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), kotrimoxazol (COT),
ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN) a tetracyklin (TET). Na povrch plotny bylo zazna¢eno
Cislo hemokultury a ¢as aplikace disku. Plotna byla nasledné umisténa do inkubatoru
a inkubovana pfi 351 °C.

Pokud byly identifikovany grampozitivni koky v fetizcich/ve dvojicich byla hemokultura
vyoCkovana na povrch vytemperovaného MH agaru a na povrch MH agaru s koriskou krvi
(MH-F). Na povrch MH agaru byly aplikovany ATB disky: ampicilin (AMP), vankomycin
(VAN), gentamicin — vysokodavkovany (HL-GEN), tigecyklin (TIG), linezolid (LNZ)
a nitrofurantoin (FUR). Na povrch MH-F agaru byly aplikovany ATB disky: oxacilin (OXA),
erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), kotrimoxazol (COT), tetracyklin (TET), levofloxacin
(LEV), vankomycin (VAN) a penicilin G (PEN). Povrch plotny byl oznafen c¢islem
hemokultury a ¢as aplikace disk(. Poté byla plotna MH umisténa do inkubatoru
ainkubovana pfi 35+1 °C. Plotna MH-F byla umisténa do inkubatoru s 5% CO:

a inkubovana pfi 351 °C.
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Tabulka 4: Seznam a obsah ATB diskd.

Antibiotikum Zkratka Obsah (ug)
amikacin AMI 30
amoxicilin/kyselina klavulanova AMC 20/10
ampicilin AMP 2
cefotaxim CTX 30
cefuroxim CRX 30
ciprofloxacin CIP 5
erytromycin ERY 15
gentamicin GEN 10
klindamycin CLI 2
(trimetholp:s:rzl/r:l(jl)f(zric:althoxazol) cot 1,25/23,75
levofloxacin LEV 5
linezolid LNZ 10
meropenem MER 10
nitrofurantoin FUR 100
oxacilin OXA 1
penicilin G PEN 1 jednotka
piperacilin/tazobaktam PPT 30/6
tetracyklin TET 30
tigecyklin TIG 15
vankomycin VAN 5
vysokodavkovany gentamicin HL-GEN 30

V pfipadé standartniho postupu stanoveni citlivosti pomoci diskové difuzni metody
byly velikosti inhibi€nich z6n hodnoceny po 1812 hodinach inkubace u vSech ATB disku
a vysledek byl zaznamenan do laboratorniho systému (LIMS). U metody rychlého stanoveni
antibiotické citlivosti (RAST) byla hodnocena velikost inhibi¢nich zén pouze kolem
vybranych antibiotickych diskl (viz. 4.7.1 Interpretacni tabulky RAST a jejich pouziti) po
4 a6 hodinach inkubace. V ramci diplomové prace byla hodnocena pouze vybrana

antibiotika definovana pro metodu RAST.

4.7.1 Interpretacni tabulky RAST a jejich pouziti

Interpretacni tabulky (tabulka 5, 7-13) pro vyhodnoceni metody byly pievzaty
z dokumentace EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing;
Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti). Dle doporuceni byla tato metoda

aplikovana pouze na vybrané kmeny bakterii: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium.

Tabulka 5: Vzor interpretacni tabulky — pfevzato z dokumentace EUCAST. Uvedené hodnoty jsou
velikosti inhibi¢nich zén (mm) kolem antibiotickych disk( a-g v ¢asech 4, 6 a 8 hodin.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin

C2 ATU R < C= ATU R < C= ATU R <
a 17 14-16 14 18 15-17 15 18 15-17 15
b 15 12-14 12 16 14-15 14 17 15-16 15
c 18 15-17 15 17 15-16 15 17 15-16 15
d 501 14-15 14 501 15-16 15 501 16-17 16
e -2 213 13 16 14-15 14 16 14-15 14
f 14 12-13 12 14 12-13 12 14 12-13 12
g 13 <12 -2 13 10-12 10 13 10-12 10

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; 50! - prameér inhibi¢ni zény, pro kterou je kritérium C (citlivy pfi standardnim davkovani) stanoveno
na = 50 mm je EUCASTem vytvofena umysiné, aby se zabranilo pod-davkovani antibiotika. Pokud se hodnota
inhibiéni zény nachazi mezi hodnotou ATU a S, je doporu¢eno oznacit kmen jako | - citlivy pfi zvySeném
davkovani (Susceptible, increased exposure); -° - citlivost/rezistence (C/R) nemulze byt vdany &as dle
doporuc¢eni EUCAST definovana.

V presné definovany €as od nasazeni antibiotickych disk( na naockovany kultivacni
agar byla pomoci kalibrovaného pravitka zméfena velikost inhibi¢nich zén kolem
antibiotickych disk(l v mm. Zény se méfily v intervalu 4 a 6 hodin (v intervalu 8 hodin se
meéfeni z technickych divodl neprovadélo) s vyjimkou Pseudomonas aeruginosa, kde se
citlivost hodnotila pouze v €ase 6 hodin. Bylo dulezité dodrzovat pfesny as méfeni, protoze
interpretacni kritéria jsou na tyto €asy vazana. Inkubacni doby a kultivacni agary pro
jednotlivé kmeny jsou uvedeny v tabulce 6.

Ziskané hodnoty se porovnaly s hodnotami v interpretacnich tabulkach pro

jednotlivé bakterialni kmeny (tabulky 7-13).

Tabulka 6: Inkubaéni podminky pro stanoveni antimikrobialni citlivosti dle EUCAST.

Bakterialni kmen Casy méreni Medium Inkubace
Escherichia coli 4, 6 a 8 hodin MH 35+1°C
Klebsiella pneumoniae 4,6 a 8 hodin MH 35+1°C
Acinetobacter baumannii 4,6 a 8 hodin MH 35+1°C
Staphylococcus aureus 4,6 a 8 hodin MH 35+1°C
Enterococcus faecalis 4,6 a 8 hodin MH 35+1°C
Enterococcus faecium 4,6 a 8 hodin MH 35+1°C
Pseudomonas aeruginosa 6 a 8 hodin MH 35+1°C

Pokud byla velikost inhibi¢ni zény vétSi nebo rovna hodnoté C (hraniéni
koncentrace, tzv. breakpoint), interpretovalo se dané antibiotikum jako citlivé pfi
standardnim doporu€eném davkovani (oSetfujici IékaF, popfipadé konzultujici klinicky

mikrobiolog se fidi podle doporu¢eného davkovani pro jednotliva antibiotika). Pokud byla
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zméfena hodnota mensi nez hodnota R, byla bakterie na dané antibiotikum rezistentni.
Pokud zméfena hodnota spadala do tzv. ATU rozmezi (do oblasti technické nejistoty),
nebylo mozno definovat, zda je na antibiotikum bakterie citliva nebo rezistentni.

U rodd Pseudomonas a Acinetobacter stanovil EUCAST hrani¢ni koncentrace
(breakpointy) nékterych antibiotik umysiné mimo rozsah testovacich koncentraci daného
antibiotika — v tabulce 9 al10 se jedna o hodnotu C = 50 mm. Pokud velikost zméfené
inhibi¢ni zény spadala do oblasti mezi ATU a C, interpretovalo se antibiotikum jako citlivé
pfi zvySseném davkovani (1). Ze strany EUCAST se jedna o umysl zabranit kategorizaci C —
citlivy pfi standardnim davkovani a zdlraznéni potfeby vysokého davkovani antibiotika pfi
terapii.

U nékterych antibiotik nebyly v ur€itych €asovych intervalech dle dokumentace
EUCAST definovany hraniéni koncentrace (v tabulce 10-13 pouzito oznaceni -), nebylo tedy

mozné stanovit citlivost nebo rezistenci.

Tabulka 7: Escherichia coli — tabulka interpretacnich kritérii na zakladé priméru inhibiéni zény (mm)
v jednotlivych ¢asech mérfeni.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin

(obsah ug) c= ATU R < C= ATU R < C= ATU R <
PPT (30/6) 17 14-16 14 18 15-17 15 18 15-17 15
CTZ (10) 15 12-14 12 16 14-15 14 17 15-16 15
MER (10) 18 15-17 15 17 15-16 15 17 15-16 15
CIP (5) 17 14-16 14 20 17-19 17 20 17-19 17
AMI (30) 15 13-14 13 15 13-14 13 15 13-14 13
GEN (10) 14 12-13 12 14 12-13 12 14 12-13 12
COT (1.25/23.75) 12 10-11 10 14 12-13 12 14 12-13 12

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; PPT — piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI —
amikacin, GEN — gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)

Tabulka 8: Klebsiella pneumoniae — tabulka interpretac¢nich kritérii na zakladé priiméru inhibiéni
zény (mm) v jednotlivych ¢asech méfeni.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin
(obsah pg) (O ATU R < Cc= ATU R < Cc= ATU R <
PPT (30/6) 15 13-14 13 16 14-15 14 16 14-15 14
CTZ (10) 15 13-14 13 16 14-15 14 16 14-15 14
MER (10) 15 13-14 13 17 15-16 15 17 15-16 15
CIP (5) 18 15-17 15 18 15-17 15 19 16-18 16
AMI (30) 15 13-14 13 14 12-13 12 15 13-14 13
GEN (10) 14 12-13 12 14 12-13 12 13 11-12 11
COT (1.25/23.75) 11 9-10 9 11 9-10 9 11 9-10 9

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; PPT — piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI —
amikacin, GEN — gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)
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Tabulka 9: Pseudomonas aeruginosa — tabulka interpretacnich kritérii na zakladé prameéru inhibiéni
z6ny (mm) v jednotlivych ¢asech méreni.

. 6 hodin 8 hodin
Antibiotikum (obsah pg) c> ATU R< C> ATU R<
PPT (30/6) 50! 13-15 13 501 14-16 14
CTZ (10) 50! 12-14 12 501 13-15 13
MER (10) 16 14-15 14 16 14-15 14
CIP (5) 50! 17-18 17 501 20-21 20
AMI (30) 16 14-15 14 16 14-15 14

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; 50? - pramér inhibi¢ni zony, pro kterou je kritérium C (citlivy pfi standardnim davkovani) stanoveno
na =2 50 mm je EUCASTem vytvofena umysiné, aby se zabranilo pod-davkovani antibiotika. Pokud se hodnota
inhibiéni zény nachazi mezi hodnotou ATU a S, je doporu¢eno oznacit kmen jako | - citlivy pfi zvySeném
davkovani (Susceptible, increased exposure); PPT — piperacilin/tazobaktam; CTZ - ceftazidim; MER —
meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin

Tabulka 10: Acinetobacter baumannii — tabulka interpretacnich kritérii na zakladé praméru inhibiéni
zony (mm) v jednotlivych asech méreni.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin
(obsah ug) Cz= ATU R < Cz= ATU R < Cz= ATU R <
MER (10) 15 12-14 12 17 15-16 15 18 16-17 16

CIP (5) 50! 14-15 14 50! 15-16 15 501 16-17 16

AMI (30) -2 213 13 16 14-15 14 16 14-15 14
GEN (10) 14 12-13 12 14 12-13 12 15 13-14 13
COT (1.25/23.75) 13 <12 -2 13 10-12 10 13 10-12 10

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; 50 - priimér inhibiéni zény, pro kterou je kritérium C (citlivy pfi standardnim davkovani) stanoveno
na = 50 mm je EUCASTem vytvofena umysiné, aby se zabranilo pod-davkovani antibiotika. Pokud se hodnota
inhibiéni zény nachazi mezi hodnotou ATU a S, je doporu¢eno oznacit kmen jako | - citlivy pfi zvySeném
davkovani (Susceptible, increased exposure); -2 - citlivost/rezistence (C/R) nemuUZe byt v dany &as dle
doporuceni EUCAST definovana; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin, GEN — gentamicin;
COT - kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)

Tabulka 11: Staphylococcus aureus — tabulka interpretacnich kritérii na zakladé praméru inhibiéni
z6ny (mm) v jednotlivych €asech méfeni.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin
(obsah ug) C= ATU R < C= ATU R < C= ATU R <
GEN (10) 14 12-13 12 15 13-14 13 16 14-15 14
CLI (2) 16 <15 -2 19 16-18 16 19 16-18 16

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakteridlni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; -2 - citlivost/rezistence (C/R) nemuZe byt v dany &as dle doporuéeni EUCAST definovana; GEN —
gentamicin; CLI - klindamycin

Tabulka 12: Enterococcus faecalis — tabulka interpretacnich kritérii na zakladé priméru inhibicni
zény (mm) v jednotlivych ¢asech méfeni.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin
(obsah pg) C= ATU R < C= ATU R < C2 ATU R <
AMP (2) 9 <8 -2 9 <8 -2 9 <8 2
VAN (5) 2 =210 10 -2 =210 10 -2 =210 10
LNZ (10) 17 14-16 14 17 14-16 14 17 14-16 14

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané

antibiotikum; -2 - citlivost/rezistence (C/R) nemiiZze byt v dany &as dle doporuéeni EUCAST definovana; AMP —
ampicilin; VAN — vankomycin; LNZ — linezolid
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Tabulka 13: Enterococcus faecium — tabulka interpretacnich kritérii na zakladé prdméru inhibiéni
z6ny (mm) v jednotlivych ¢asech méreni.

Antibiotikum 4 hodiny 6 hodin 8 hodin
(obsah pg) C= ATU R < (O ATU R < C= ATU R <
VAN (5) 2 212 12 2 213 13 2 213 13
LNZ (10) -2 -2 -2 20 17-19 17 19 17-18 17

C - bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou Fict,
zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; -2 - citlivost/rezistence (C/R) nemuze byt v dany &as dle doporuéeni EUCAST definovana; VAN —
vankomycin; LNZ - linezolid

Vysledky citlivosti ziskané pomoci metody RAST byly porovnany s vysledky
ziskanymi referencni metodou — stanoveni citlivosti na antibiotika pomoci diluéni bujonové
mikrometody (stanoveni MIC). Data byla dohledana v laboratornim informacnim systému
(LIMS). Vysledky citlivosti stanovené referenéni metodou byly jednotné srovnany
s vysledky RAST po 6 hodinach inkubace, jelikoz u nékterych bakterialnich kmend,
zejména u grampozitivnich bakterii, nebylo mozné po 4 hodinach odecist velikost
inhibi€nich zén pro slaby narust na kultivaénim agaru.

Dale byl v ramci vyhodnoceni metody RAST sledovan vyskyt a) velmi zavaznych
chyb — bakterie byla pomoci metody RAST vyhodnocena jako citliva na dané antibiotikum,
ale pomoci referenéni metody stanovenim MIC byla vyhodnocena jako rezistentni; b)
zavaznych chyb — bakterie byla pomoci metody RAST vyhodnocena jako rezistentni, ale

pomoci referenéni metody byla vyhodnocena jako citliva.
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5. Vysledky

5.1 Pfima identifikace z hemokultur pomoci MALDI-TOF MS

Celkem byla provedena identifikace ze 169 pozitivnich hemokultur, a to identifikace pfima
s vyuzitim home-made metody a identifikace z kultur ziskanych klasickym postupem izolaci
na kultivacénich plGdach. Identifikace byla provedena pomoci analyzy MALDI-TOF MS
s vyuzitim softwaru MALDI Biotyper. Na zakladé identifikacniho skére pak byla identifikace
bakterialniho kmene oznaena jako spolehliva (identifikace na drovni druhu),
pravdépodobna (identifikace na urovni rodu) a nespolehliva (bakterialni agens se
nepodafilo identifikovat). Mezi skupinou identifikovanou z hemokultur a skupinou
identifikovanou z kultur bylo provedeno porovnani spolehlivosti identifikace (obrazky 8—12).

Bakterie identifikované z pozitivnich hemokultur a kultur izolovanych na kultivaénich
pudach byly rozdéleny do péti skupin — Streptococcus (grampozitivni koky v fetizcich),
Staphylococcus (grampozitivni koky v hlou€cich), Enterococcus (grampozitivni koky
v fetizcich), fermentujici gramnegativni bakterie (enterobakterie) a nefermentujici

gramnegativni bakterie.

Rod Streptococcus (grampozitivni koky v retizcich)

Z celkového poctu analytd patfilo 5,33 % (9/169) do rodu Streptococcus (obrazek
8). Identifikace pfimo z hemokultur byla spolehliva (identifikace na drovni druhu) v 11 %
(1/9), pravdépodobna (identifikace na urovni rodu) ve 33 % (3/9) a nespolehliva v 56 %

a pravdépodobna v 22 % (2/9).

Streptococcus - identifikace z hemokultur Streptococcus - identifikace z kultur

11% 22%

 SPOLEHLIVA 'PRAVDEPODOBNA u NESPOLEHLIVA @ SPOLEHLIVA IPRAVDEPODOBNA

Obrazek 8: Na obrazku je zobrazeno porovnani identifikace bakterii rodu Streptococcus pomoci
MALDI-TOF MS pfimo z hemokultur a z kultivovanych bakterii. Na zakladé identifikacniho skore jsou
analyty klasifikovany jako uréené spolehlivé (na urovni druhu), pravdépodobné (na drovni rodu)
a nespolehlivé (bakterialni agens se nepodafilo urcit).
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Rod Staphylococcus (grampozitivni koky v hlouccich)

Z celkového poctu analytd bylo 49,11 % (83/19) z rodu Staphylococcus (obrazek 9).
Identifikace z hemokultur byla spolehliva v 24 % (20/83), pravdépodobna v 47 % (39/83)
a nespolehliva v 29 % (24/83). V pripadé uréeni bakterii z kultur byla identifikace spolehliva
v 65 % (54/83), pravdépodobna v 34 % (28/83) a nespolehliva v 1 % (1/83).

Staphylococcus - identifikace z hemokultur Staphylococcus - identifikace z kultur

24%
34%

65%

@ SPOLEHLIVA . PRAVDEPODOBNA aNESPOLEHLIVA @ SPOLEHLIVA 1 PRAVDEPODOBNA mNESPOLEHLIVA

Obrazek 9: Na obrazku je zobrazeno porovnani identifikace bakterii rodu Staphylococcus pomoci
MALDI-TOF MS pfimo z hemokultur a z kultivovanych bakterii. Na zakladé identifikaéniho skére jsou
analyty klasifikovany jako uréené spolehlivé (na drovni druhu), pravdépodobné (na urovni rodu)
a nespolehlivé (bakterialni agens se nepodafilo urcit).

Rod Enterococcus (grampozitivni koky v fetizcich)

Rod Enterococcus byl zastoupen v 3,55 % (6/169) z celkového poctu analytd
(obrazek 10). V 50 % (3/6) byla identifikace analytt pfimo z hemokultury vyhodnocena jako
spolehliva, v 33 % (2/6) jako pravdépodobna a nespolehliva v 17 % (1/6). V porovnani
s pfimou identifikaci, byla identifikace bakterii z kultur spolehliva v 83 % (5/6)

a pravdépodobna v 17 % (1/6).

Enterococcus - identifikace z hemokultur Enterococcus - identifikace z kultur
< 17%
50%
33%
4 SPOLEHLLIVA 1PRAVDEPODOBNA wNESPOLEHLIVA u SPOLEHLIVA |PRAVDEPODOBNA

Obrazek 10: Na obrazku je zobrazeno porovnani identifikace bakterii rodu Enterococcus pomoci
MALDI-TOF MS pfimo z hemokultur a z kultivovanych bakterii. Na zakladé identifikagniho skére jsou
analyty klasifikovany jako uréené spolehlivé (na drovni druhu), pravdépodobné (na drovni rodu)
a nespolehlivé (bakteridlni agens se nepodafilo urcit).
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Fermentujici gramnegativni bakterie (enterobakterie)

Fermentujici gramnegativni bakterie (obrazek 11) byly v testované skupiné
zahrunuty v 36,09 % (61/169). Provedena identifikace pfimo z hemokultur byla spolehliva
(na urovni druhu) v 70 % (43/61), pravdépodobna (na urovni rodu) v 25 % (15/61)
a nespolehliva (analyt se nepodafilo urCit) v 5 % (3/61). V pfipadé analyzy z kultur byla
identifikace definovana jako spolehliva v 95 % (58/61), pravdépodobna ve 2 % (1/61)
a nespolehliva ve 3 % (2/61).

Fermentujici ty¢inky - identifikace z hemokultur Fermentujici tycinky - identifikace z kultur
3%
25%
95%
70%
1 SPOLEHLIVA /PRAVDEPODOBENA =NESPOLEHLIVA 1 SPOLEHLIVA mPRAVDEPODOENA INESPOLEHLIVA

Obrazek 11: Na obrazku je zobrazeno porovnani identifikace gramnegativnich fermentujicich
bakterii (enterobakterii) pomoci MALDI-TOF MS pfimo z hemokultur a z kultivovanych bakterii. Na
zakladé identifikacniho skoére jsou analyty klasifikovany jako ur¢ené spolehlivé (na urovni druhu),
pravdépodobné (na Urovni rodu) a nespolehlivé (bakterialni agens se nepodafilo urgit).

Nefermentujici gramnegativni bakterie

Posledni skupinu pfedstavovaly nefermentujici gramnegativni bakterie, které byly
zastoupeny v 5,92 % (10/169) z celkového poctu analytd (obrazek 12). Provedena
identifikace bakterii pfimo z hemokultur byla spolehliva v 70 % (7/10) a pravdépodobna
v 30 % (3/10). Naproti tomu identifikace z kultury byla spolehliva ve 100 % (10/10).

Nefermentujici tyCinky - identifikace z hemokultur Nefermentujici tyéinky - identifikace z kultur
30%
70%
100%
WSPOLEHLIVA LI PRAVDEPODOBNA @ SPOLEHLIVA

Obrazek 12: Na obrazku je zobrazeno porovnani identifikace gramnegativnich nefermentujicich
bakterii (enterobakterii) pomoci MALDI-TOF MS pfimo z hemokultur a z kultivovanych bakterii. Na
zakladé identifikacniho skore jsou analyty klasifikovany jako ur€ené spolehlivé (na drovni druhu)
a pravdépodobné (na urovni rodu).
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Na obrazku 13 je zobrazeno celkové procento spolehlivych (na drovni druhu)
a pravdépodobnych (na urovni rodu) identifikaci a procento neuspésnych identifikaci.
Porovnany jsou skupiny grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a identifikace
provedené pomoci MALDI-TOF MS pfimo z pozitivnich hemokultivacnich lahviCek versus
identifikace z vykultivovanych bakterialnich izolatd. VysSi procento uspésné identifikace
bylo zaznamenano u gramnegativnich bakterii, a to vobou pfipadech, bakterii
identifikovanych pfimo z pozitivnich hemokultur a bakterii identifikovanych z kultury. V obou
pfipadech se podafilo identifikovat vice nez 95 % analytl, konkrétné u hemokultur
spolehlivé (na uroven druhu) se podafrilo identifikovat 70,4 % a pravdépodobné (na uroven
rodu) 25,4 %. U izolovanych kultur byla identifikace spolehliva (druh) celkem v 95,8 %
a pravdépodobna (rod) v 1,4 %.

U grampozitivnich bakterii se z hemokultur podafilo identifikovat celkem 69,4 %, na
urovni druhu 24,5 % a na urovni rodu 44,9 %. P¥i identifikaci z kultur se podafilo urcit 99 %
analytd, spolehlivé 67,4 % a pravdépodobné 31,6 %.

Pfima identifikace z hemokultur ma mensi podil spolehlivé identifikace na urovni
druhu, nezZ je tomu v pfipadé identifikace zizolovanych kultur, pfesto Ize tuto metodu

povaZzovat za spolehlivou a doporudit ji do béZného provozu laboratofre.

Identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF MS

5
=4 95,8
E
© 70,4
o ' 67,4
5
X 449
% 25 4 24.5 30,6 31,6
o
$ 4,2 1,4 2,8 1
| — I
gramnegativni gramnegativni grampozitivni grampozitivni
bakterie z bakterie z kultur bakterie z bakterie z kultur
hemokultur hemokultur

Spolehliva Pravdépodobna m Nespolehliva

Obrazek 13: Celkové vyhodnoceni procenta identifikace grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
pomoci MALDI-TOF MS z pozitivhich hemokultur a z bakterialnich kultur izolovanych na kultivaénich
pudach. Na zakladé identifikacniho skore je identifikace analytu klasifikovana jako spolehliva (uréeni
na urovni druhu), pravdépodobna (uréeni na urovni rodu) a nespolehliva (bakterialni agens se
nepodafilo urcit).
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5.2 Rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti (RAST)

Na zakladé identifikace MALDI-TOF MS byla u bakterialnich kmenu Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium provedena metoda
rychlého stanoveni antimikrobni citlivosti (RAST) dle doporueného postupu Evropské
komise pro stanoveni antimikrobni citlivosti (EUCAST). V ramci metody byl proveden
odecet velikosti inhibi¢nich zén na kultivacnim agaru po 4 a/nebo po 6 hodinach (obrazky
14 -16). Podle interpretacnich kritérii doporu¢enych pro metodu RAST (EUCAST) byly

nasledné jednotlivé bakterialni kmeny vyhodnoceny jako rezistentni nebo citlivé na

testované antibiotikum, popfipadé uzavfeny jako neinterpretovatelné (oblast technické
nejistoty — ATU).

= N e

Obrazek 14: Vznik inhibiénich zon kolem aplikovanych ATB diskd v ¢ase 0, 4 a 6 hodin u
enterobakterie Escherichia coli na Mueller-Hinton agaru. V této sestavé jsou nasledujici ATB disky
(od horni €asti plotny dale proti sméru hodinovych ruci¢ek) AMP — ampicilin; CRX — cefuroxim; AMC
— amoxicilin/kyselina klavulanova; CTX — cefotaxim; GEN — gentamicin; COT — kotrimoxazol
(trimetoprim/sulfametoxazol); CIP — ciprofloxacin.

Obrazek 15: Vznik inhibi¢nich zén kolem aplikovanych ATB diskd v ¢ase 0, 4 a 6 hodin u
enterobakterie Escherichia coli na Mueller-Hinton agaru. V této sestavé jsou nasledujici ATB disky
(od horni Casti plotny dale proti sméru hodinovych ruCiCek a nakonec uprostifed) PPT —
piperacilin/tazobaktam; MER — meropenem; AMI — amikacin; TIG — tigecyklin; CTZ — ceftazidim.
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Obrazek 16: Vznik inhibi¢nich zén kolem ATB disku v ¢ase 0, 4 a 6 hodin u bakterie Staphylococcus
aureus na Mueller-Hinton agaru. V sestavé jsou aplikovany ATB disky (od horni ¢asti plotny proti
sméru hodinovych ruciek) - CXT — cefoxitim; ERY — erytromycin; CLI — klindamycin; COT -
kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol); CIP — ciprofloxacin; GEN — gentamicin; TET — tetracyklin.

Inhibi¢ni zény kolem nasazenych sestav ATB disku bylo mozné ve vétSiné pripadd
odecitat jiz po 4 hodinach, ale jelikoz je nutné, aby byly zony zfetelné Citelné, byl v nékterych
pfipadech proveden odecet az po 6 hodinach kultivace.

Vysledky ziskané metodou RAST byly poté porovnany s vysledky MIC (minimalini
inhibiéni koncentrace) ziskanymi referenéni metodou stanoveni citlivosti (diluéni
mikrometodou) a jejich interpretaci. Hodnoty MIC a jejich interpretace byly vyhledany
v laboratornim informacnim systému (LIMS). Dale byl v rdamci metody RAST hodnocen
vyskyt velmi zavaznych chyb (metodou RAST stanovena citlivost na antibiotikum vs.
referenéni metodou vysledek uzavien jako rezistentni na dané antibiotikum) a vyskyt
zavaznych chyb (metodou RAST stanovena rezistence vs. referenéni metodou stanovena

citlivost na antibiotikum).

Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae

Pomoci metody RAST bylo vyhodnoceno 10 kmenu Escherichia coli (tabulka 14
a 15) a 10 kmenu Klebsiella pneumoniae (tabulka 16 a 17), u kazdého kmene byla
testovana citlivost u 7 antibiotik. Celkem bylo tedy provedeno 280 testl. U vSech kmenu
bylo mozno hodnotit velikost inhibi€nich zén u vSech testovanych antibiotik jiz po 4 hodinach
inkubace (280/280). Po 4 hodinach inkubace byla hodnota ATU (oblast technické nejistoty,
bakterialni kmen nelze kategorizovat jako citlivy/rezistentni na dané antibiotikum)
zaznamenana v 8,5 % (24/280), po 6 hodinach ve 4,2 % (12/280).

Ve Ctyfech pfipadech (1,4 %) byla po 4 hodinach kultivace zaznamenana zavazna
chyba — kmen byl pomoci metody RAST odecten jako rezistentni na dané antibiotikum, ale
podle referenéni metody stanoveni citlivosti (MIC) byl stanoven jako citlivy na dané

antibiotiku. Po 6 hodinach kultivace jiz tato chyba nebyla zaznamenana.
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Ani v jednom pfipadé nebyla zaznamenana velmi zavazna chyba (antibiotikum je
pomoci metody RAST definované jako citlivé, ale metodou diluéni jako rezistentni) po 4 ani

po 6 hodinach kultivace.

Tabulka 14: Escherichia coli kmen €. 1-5. V tabulce jsou uvedeny primeéry inhibiénich zén (mm) a
jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Dale je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
C. (obsah pg) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
PPT (30/6) 14/ATU 16-17/ATU NH 4/C nelze
CTZ (10) 10/R 18-19/C NH 0,2/C ano
L MER(®10) 20/C 25/C NH <0,1/C ano
Q  CIP(5) 17/C 25/C NH <0,03/C ano
®  AMI(30) 14/ATU 17-18/C NH 2/C ano
GEN (10) 14/C 17/C NH 2/C ano
COT (1,25/23,75) 0/R OR NH >256/R ano
PPT (30/6) 0/R 0/R NH >128/R ano
<« CTZ(0) 15-16/C 18-19/C NH <0,125/C ano
N MER (10) 21-22/C 24/C NH <0,125/C ano
S CIP®) 0/R O/R NH 4R ano
o AMI(30) 11-12/R 11/R NH 32/IR ano
GEN (10) 13/ATU 13/ATU NH 1/C nelze
COT (1,25/23,75) 15/C 20/C NH <8/C ano
PPT (30/6) 0/R O/R NH >128/R ano
CTZ (10) 15-16/C 18-19/C NH <0,125/C ano
< MER(10) 21-22/C 24/C NH <0,125/C ano
S CcIP(B) 0/R O/R NH 4/R ano
o AMI(30) 11-12/R 11/R NH 32/IR ano
GEN (10) 13/ATU 13/ATU NH 1/C nelze
COT (1,25/23,75) 15/C 20/C NH <8/C ano
PPT (30/6) 15/ATU 15/ATU NH 32/R nelze
CTZ (10) 9/R 9,5/R NH >16/R ano
£  MER(10) 21/C 23/C NH <0,1/C ano
3 CIP (5) 0/R 0/R NH >4/R ano
I AMI(30) 16/C 17/C NH 1/C ano
GEN (10) 17/C 20/C NH 0,2/C ano
COT (1,25/23,75) 0/R 15/ATU NH 8/C nelze
PPT (30/6) 14-15/ATU 15-16/ATU NH 2/C nelze
CTZ (10) 15/C 17/C NH <0,125/C ano
< MER (10) 18/C 20/C NH <0,06/C ano
L CIP(5) 19/C 22/C NH <0,06/C ano
- AMI (30) 16/C 15-16/C NH 2/C ano
GEN (10) 15/C 15-16/C NH 1/C ano
COT (1,25/23,75) 16/C 17-18/C NH <2/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze
s jistotou fFict, zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je
rezistentni na dané antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo
mozné u testovaného kmene jednoznacné urcit, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni,
nelze se tudiz vyjadfit, zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; PPT -
piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin,
GEN - gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)
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Tabulka 15: Escherichia coli kmen €. 6-10. V tabulce jsou uvedeny priméry inhibi¢nich zén (mm) a
jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Dale je uvedena hodnota MIC (v€etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
¢C. (obsah pug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
PPT (30/6) 0/R 16-17/ATU NH <1/C nelze
o CTZ (10) 12-13/ATU 17/C NH <0,1/C ano
B MER (10) 18-19/C 23/C NH <0,1/C ano
© CIP (5) 17/C 23/C NH <0,03/C ano
= AMI (30) 13-14/ATU 16/C NH 1/C ano
©  GEN (10) 14/C 16-17/C NH 0,5/C ano
COT (1,25/23,75) 16/C 20/C NH <2/C ano
PPT (30/6) 15-16/ATU 18/C NH <1/C ano
o CTZ (10) 14/ATU 17-18/C NH <0,1/C ano
S MER (10) 25/C 25-26/C NH <0,1/C ano
= CIP (5) 20/C 24-25/C NH <0,06/C ano
= AMI (30) 15/C 15/C NH 4/C ano
~ GEN (10) 15/C 16/C NH 0,5/C ano
COT (1,25/23,75) 22/C 25/C NH <2/C ano
PPT (30/6) 14/ATU 18/C NH <1/C ano
0 CTZ (10) 15/C 21/C NH <0,1/C ano
2 MER (10) 21/C 26/C NH <0,1/C ano
© CIP (5) 10/R 11/R NH >8/R ano
N AMI (30) 15-16/C 18/C NH <1/C ano
©  GEN (10) 15/C 18/C NH 1/C ano
COT (1,25/23,75) OR O/R NH >256/R ano
PPT (30/6) 0/R O/R NH >256/R ano
0 CTZ (10) 10/R 12/R NH 8/R ano
S MER (10) 20/C 22/C NH <0,1/C ano
N CIP (5) 0/R 0/R NH >8/R ano
= AMI (30) 10/R 10/R NH >24/R ano
@ GEN (10) 15/C 15/C NH 1/C ano
COT (1,25/23,75) 17/C 20/C NH <2/C ano
PPT (30/6) 16/ATU 18/C NH <1/C ano
o CTZ (10) 18/C 20/C NH <0,1/C ano
S MER (10) 23/C 24/C NH <0,1/C ano
5 CIP (5) 23/C 25/C NH <0,06/C ano
S AMI (30) 16/C 17/C NH 8/C ano
= GEN (10) 15/C 17/C NH 1/C ano
COT (1,25/23,75) 14/C 18/C NH 8/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovéani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze
s jistotou fFict, zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je
rezistentni na dané antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo
mozné u testovaného kmene jednoznacné urdit, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni,
nelze se tudiz vyjadfit, zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; PPT -
piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin,

GEN - gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)
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Tabulka 16: Klebsiella pneumoniae kmen ¢. 1-5. V tabulce jsou uvedeny priiméry inhibi¢nich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Dale je uvedena hodnota MIC (v€etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
¢C. (obsah pug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
PPT (30/6) 8/R 12/R NH 64/R ano
n  CTZ(10) 13-14/ATU 17/C NH 0,25/C ano
& MER(10) 12/R 18-19/C NH <0,125/C ano
© CIP (5) 0/R 0/R NH >4/R ano
—  AMI (30) 14/ATU 16/C NH 8/C ano
' GEN(10) 15/C 15/C NH <1/C ano
COT (1,25/23,75) 0/R oR NH >256/R ano
PPT (30/6) 8/R NH NH >128/R ano
CTZ (10) O/R NH NH >16/R ano
< MER(10) 19/C NH NH 0,125/C ano
S CIP(5) 12/R NH NH >16/R ano
~ AMI (30) 15/C NH NH 4/C ano
GEN (10) O/R NH NH >64/R ano
COT (1,25/23,75) OR NH NH >256/R ano
PPT (30/6) 14/ATU 14/ATU NH 2/C nelze
CTZ (10) 15/C 16/C NH <0,125/C ano
€ MER(®10) 15/C 17/C NH <0,125/C ano
@ CIP(5) 14/R 15/ATU NH 1/R nelze
L AMI(30) 15/C 15/C NH 1/C ano
GEN (10) 15/C 16/C NH <0,25/C ano
COT (1,25/23,75) 0/R 0/R NH >256/R ano
PPT (30/6) 10/R 11-12/R NH 32/R ano
< CTZ (10) 9/R 9/R NH >16/R ano
»  MER(10) 14/ATU 17-18/C NH <0,125/C ano
& cP) 13/IR 12/IR NH >4/R ano
—  AMI (30) 14/ATU 15/C NH 4/Cc ano
¥ GEN(10) OR 0/R NH 128/R ano
COT (1,25/23,75) OR 0/R NH >256/R ano
PPT (30/6) 14/ATU 14/ATU NH 2/C nelze
CTZ (10) 15/C 16/C NH <0,125/C ano
S MER (10) 13/ATU 18-19/C NH <0,125/C ano
§ CIP (5) 20/C 20/C NH <0,06/C ano
n  AMI(30) 15/C 15/C NH <0,5/C ano
GEN (10) 14-15/C 15/C NH <0,5/C ano
COT (1,25/23,75)  16-17/C 20/C NH <2/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibiéni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze
s jistotou fFict, zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je
rezistentni na dané antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo
mozné u testovaného kmene jednoznacné urcit, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni,
nelze se tudiz vyjadfit, zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; PPT -
piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin,

GEN - gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)
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Tabulka 17: Klebsiella pneumoniae kmen ¢&. 6-10. V tabulce jsou uvedeny priiméry inhibi¢nich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Déle je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
¢C. (obsah pug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
PPT (30/6) 15/C 17/C NH 2/C ano
CTZ (10) 15/C 18/C NH <0,125/C ano
@ MER (10) 15/C 19/C NH <0,125/C ano
g CIP() 20/C 20/C NH <0,03/C ano
©  AMI(30) 15/C 15/C NH <0,5/C ano
GEN (10) 15/C 15/C NH <0,125/C ano
COT (1,25/23,75) 20/C 20/C NH <2/C ano
PPT (30/6) 0/R 0/R NH 32/IR ano
CTZ (10) 0/R 0/R NH >16/R ano
L  MER®10) 15/C 18-20/C NH <0,125/C ano
©  CIP(5) 12-13/R 12-13/R NH >4/R ano
N AMI (30) 14/ATU 16/C NH 2/C ano
GEN (10) 0/R 0/R NH >16/R ano
COT (1,25/23,75) 0/R OR NH >256/R ano
PPT (30/6) 0/R 0/R NH 32/IR ano
CTZ (10) 13/ATU 13/R NH >16/R ano
L  MER(Q10) 17-18/C 19/C NH <0,125/C ano
0 CIP (5) 13/R 13/R NH >4/R ano
o AMI(30) 15/C 15/C NH 2/C ano
GEN (10) 0/R 0/R NH >16/R ano
COT (1,25/23,75) 0/R 0/R NH >256/R ano
PPT (30/6) 14/ATU 15/ATU NH 2/C nelze
CTZ (10) 16/C 16/C NH <0,125/C ano
< MER(@10) 17-18/C 18/C NH <0,125/C ano
X CcIP() 20/C 22/C NH <0,03/C ano
o AMI(30) 16/C 17/C NH 1/C ano
GEN (10) 17/C 18/C NH 0,5/C ano
COT (1,25/23,75) 0/R O/R NH >256/R ano
PPT (30/6) 14/ATU 14/ATU NH 4/C nelze
o CTZ(10) 15/C 16/C NH <0,125/C ano
B MER (10) 15/C 17/C NH <0,125/C ano
I CIP() 18/C 20/C NH <0,03/C ano
o  AMI(30) 14/ATU 14/C NH <0,5/C ano
~  GEN(10) 14/C 14/C NH 1/C ano
COT (1,25/23,75) 15/C 17/C NH <2/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; ATU - oblast technické nejistoty (nelze
s jistotou fFict, zda je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je
rezistentni na dané antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo
mozné u testovaného kmene jednoznacné ur€it, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni,
nelze se tudiz vyjadfit, zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; PPT -
piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin,
GEN - gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)

Pseudomonas aeruginosa

Celkem bylo metodou RAST otestovano 5 antibiotik u 5 kmeni Pseudomonas
aeruginosa — celkem 25 testl (tabulka 18). Tento kmen byl jako jediny hodnocen ve shodé
s doporu¢enym postupem EUCAST az po 6 hodinach inkubace. V 28 % (7/25) nebylo
mozné kategorizovat vysledky citlivosti (velikost inhibiéni zény se nachazela v rozmezi
ATU). V60 % (15/25) se vysledky RAST shodovaly s vysledky stanoveni citlivosti
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referencni metodou a ve 12 % (3/25) doslo k vyskytu zavazné chyby (metodou RAST

stanovena rezistence na antibiotikum, referenéni metodou stanovena citlivost).

Tabulka 18: Pseudomonas aeruginosa kmen €. 1-5. V tabulce jsou uvedeny priiméry inhibi¢nich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Déle je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
¢. (obsah ug) 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
. PPT(30/6) 20/1 NH a ano
S  CTz(10) 14/ATU NH 1/1 nelze
S MER (10) 20/C NH 0,25/C ano
o CIP (5) 23/ NH <0,06/I ano

AMI (30) 16/C NH 1/C ano
<  PPT(30/6) 18/1 NH a ano
S CTZ(10) 20/1 NH 1/ ano
S MER(10) 20/C NH 1/C ano
<  CIP(5) 20/1 NH <0,125/1 ano
N AMI (30) 20/C NH 1/C ano
o PPT(30/6) 15/ATU NH 1/l nelze
S CTzZ(10) 12-13/ATU NH 1/ nelze
8 MER(10) 17-19/C NH 0,125/C ano
=  CIP(5) 23/ NH 0,125/1 ano
“  AMI (30) 15/ATU NH 1/C nelze

PPT (30/6) 0/R NH a ne
&  CTZ@10) 15/1 NH 1/l ano
g MER (10) 15/ATU NH 0,25/C nelze
< CIP (5) 23 NH <0,125/I ano

AMI (30) 19/C NH 1/C ano

PPT (30/6) 0/R NH 16/1 ne
© CTZ (10) OR NH 4| ne
§ MER (10) 0/R NH >16/R ano
n  CIP(5) 17-18/ATU NH 0,5/1 nelze

AMI (30) 15/ATU NH 2/C nelze

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; I - citlivy pfi zvySeném davkovani (Susceptible,
increased exposure); ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou fict, zda je bakterie na dané
antibiotikum citlivd nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané antibiotikum; NH —
nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo mozné u testovaného kmene jednoznacné
ur€it, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni, nelze se tudiz vyjadfit, zda se
jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; PPT — piperacilin/tazobaktam; CTZ — ceftazidim;
MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI — amikacin.

Acinetobacter baumannii

V ramci studie byly v hemokulturach zachyceny celkem 3 kmeny Acinetobacter
baumannii, u kterych byla metodou RAST stanovena citlivost na 5 antibiotik — celkem 15
testu (tabulka 19). V 67 % bylo mozné odedist citlivost jiz po 4 hodinach (10/15), po 6
hodinach jiz bylo mozné odedist citlivost vSech testovanych antibiotik. Hodnota ATU byla
zaznamenana po 4 hodinach ve 13 % (2 antibiotika), po 6 hodinach bylo mozné provést
kategorizaci u vSech testovanych antibiotik (15/15).

Ani v jednom pfipadé nebyly zaznamenany zavazné nebo velmi zavazné chyby

v porovnani s referenéni metodou.

51



Tabulka 19: Acinetobacter baumannii kmen €. 1-3. V tabulce jsou uvedeny praméry inhibi¢nich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Déle je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
¢C. (obsah pug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
o MER (10) 15/C 17/C NH <0,125/C ano
= CIP (5) 16/l 20-21/1 NH 0,125/1 ano
S AMI(30) 15/-1 16/C NH 8/C ano
= GEN (10) 14-15/C 16-17/C NH 2/C ano
- COT (1,25/23,75) 20/C 23-24/C NH <2/C ano

MER (10) NH 20/C NH <0,125/C ano
% CIP (5) NH 24/1 NH 0,06/l ano
S AMI (30) NH 19/C NH 2/C ano
~ GEN (10) NH 18-19/C NH 4/C ano
COT (1,25/23,75) NH 17-18/C NH 4/C ano
MER (10) 15/C 18/C NH 0,25/C ano
g  cr 20/1 22/1 NH 0,125/1 ano
S AMI (30) 15/-1 19/C NH 4/C ano
S GEN (10) 16/C 18-19/C NH 2/C ano
COT (1,25/23,75) 16/C 18/C NH 4/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; | - citlivy pfi zvySeném davkovani (Susceptible,
increased exposure); - citlivost/rezistence (C/R) nemUze byt v dany ¢as dle doporu¢eni EUCAST
definovana; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou fict, zda je bakterie na dané
antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané antibiotikum; NH —
nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo mozné u testovaného kmene jednoznacné
ur€it, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni, nelze se tudiz vyjadfit, zda se
jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; MER — meropenem, CIP — ciprofloxacin; AMI —
amikacin, GEN — gentamicin; COT — kotrimoxazol (trimetoprim/sulfametoxazol)

Staphylococcus aureus

Celkem bylo provedeno 20 testl — testovano 10 bakterialnich kmenu a 2 antibiotika
(tabulka 20). Po 4 hodinach inkubace nebylo pro slaby rist na kultivacnim agaru mozno
odecist velikost inhibi¢nich zén v 50 % (10/20) a v5 % (1/20) nebylo mozné vysledek
kategorizovat (ATU). Po 6 hodinach bylo mozné odecist vSechny testy, v15 % bez
moznosti interpretace (ATU).

V 10 % (2/20) byly zaznamenana velmi zavazna chyba — pomoci metody RAST
odectena citlivost na antibiotikum byla v kone€ném vysledku uzaviena jako rezistentni.
V tomto pfipadé se jednalo antibiotikum klindamycin (CLI), u kterého byla fenotypové
prokdzana tzv. inducibilni rezistence na toto antibiotikum (informace ziskana

z laboratorniho informacniho systému LIMS).
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Tabulka 20: Staphylococcus aureus kmen ¢&. 1-10. V tabulce jsou uvedeny praméry inhibiénich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Déle je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
¢. (obsah ug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
1 GEN (10) NH 15/C NH 0,25/C ano
2072/A  CLI(2) NH 20/C NH 1/R ne (ind)
2 GEN (10) 15/C 16/C NH 0,5/C ano
3707/A  CLI(2) 19-20/C 20/C NH 0,125/C ano
3 GEN (10) 12/ATU 16-17/C NH 0,5/C ano
4382/A  CLI (2) 17/C 19/C NH 0,125/C ano
4 GEN (10) 15/C 16/C NH 1/C ano
5109/B  CLI(2) 16-17/C 20/C NH 0,25/C ano
5 GEN (10) 15/C 18/C NH 1/C ano
7205/B  CLI(2) 18/C 20/C NH 0,5/R ne (ind)
6 GEN (10) NH 15/C NH 1/C ano
7282/B  CLI(2) NH 18/ATU NH 0,06/C nelze
7 GEN (10) NH 20/C NH <0,125/C ano
8950/B CLI(2) NH 22/C NH <0,06/C ano
8 GEN (10) 16/C 16/C NH 0,25/C ano
20499/C CLI(2) 20/C 20/C NH <0,06/C ano
9 GEN (10) NH 18/C NH 0,25/C ano
20604/C  CLI (2 NH 22/C NH <0,06/C ano
10 GEN (10) NH 14/ATU NH <0,125/C nelze
19229/A CLI(2) NH 17/ATU NH <0,06/C nelze

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibiéni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; -! citlivost/rezistence (C/R) nemuze byt v dany
Cas dle doporuceni EUCAST definovana; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou fict, zda
je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo mozné u testovaného
kmene jednoznacéné urcit, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni, nelze se tudiZ vyjadfit,
zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; ind — po 24 hodinach inkubace u daného
kmene prokazana inducibilni rezistence ke klindamycinu GEN — gentamicin; CLI — clindamycin.

Enterococcus faecalis

V ramci prace byly vyhodnoceny 3 kmeny a jejich citlivost na 3 antibiotika — celkem
9 testd (tabulka 21). Po 4 hodinach nebylo mozné pro nedostatecny rust provést hodnoceni
u 44,4 % (4/9). Po 6 hodinach byly inhibi¢ni zény jiz dostate¢né Citelné pro hodnoceni -
vjednom pfipadé u linezolidu (LNZ) nebylo mozné interpretovat vysledek jako
citlivy/rezistentni, protoZze hodnota inhibi¢ni zény spadala do kategorie ATU. V souladu
s doporu¢enim EUCAST nebylo u vankomycinu (VAN) mozno v zadném Casovém intervalu
kategorizovat vysledek jako citlivy - u tohoto antibiotika Ize pouze vyslovit podezieni na
rezistenci pfi velikosti inhibiéni z6ny mensi nez 10 mm. U zadného kmene v3ak rezistence
na vankomycin nebyla potvrzena.

Ani v jednom pfipadé nebyla zaznamenana zavazna nebo velmi zavazna chyba.
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Tabulka 21: Enterococcus faecalis kmen ¢. 1-3. V tabulce jsou uvedeny praméry inhibi¢nich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Dale je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen & Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
" (obsah ug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST

1 AMP (2) NH 9/C NH 2/C ano
2032/B VAN (5) NH 12/-* NH 1/C nelze
LNZ (10) NH 15/ATU NH 0,5/C nelze

2 AMP (2) 10/C 12/C NH 2/C ano
6748/A VAN (5) 12/-1 12/-t NH <0,5/C nelze

LNZ (10) 20/C 20/C NH 1/C ano

3 AMP (2) 10/C 12/C NH 2/C ano
7070/A VAN (5) 12/-1 12/-% NH <0,5/C nelze

LNZ (10) NH 20/C NH 1,5/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; -! citlivost/rezistence (C/R) nemUze byt v dany
Cas dle doporuceni EUCAST definovana; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou fict, zda
je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo mozné u testovaného
kmene jednoznaéné urcit, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni, nelze se tudiz vyjadrit,
zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; AMP — ampicilin; VAN — vankomycin; LNZ
— linezolid.

Enterococcus faecium

Pomoci metody rast byly otestovany 2 antibiotika u 5 kmenu — bylo provedeno 10
testu (tabulka 22). Po 4 hodinach nebylo pro slaby rist na kultivaénim agaru mozno
vyhodnotit Zadny test. Po 6 hodinach do kategorie ATU spadal jeden test (linezolid). Stejné
jako v pfipadé Enterococcus faecalis, nebylo mozné u Enterococcus faecium kategorizovat
vankomycin jako citlivy. Rovnéz zde vSak u Zadného kmene nebyla v kone€ném vysledku
potvrzena rezistence na vankomycin.

Ani v jednom pfipadé nebyla zaznamenana zavazna nebo velmi zavazna chyba.
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Tabulka 22: Enterococcus faecium kmen €. 1-5. V tabulce jsou uvedeny priméry inhibiénich zén
(mm) a jejich interpretace stanovené pomoci metody RAST. Déle je uvedena hodnota MIC (v&etné
interpretace), ktera je stanovena standardnim postupem za pouziti diluéni mikrometody, a jeji
porovnani s vysledky ziskanymi metodou RAST.

Kmen & Antibiotikum RAST MIC (mg/l) Shoda
" (obsah ug) 4 hodiny 6 hodin 8 hodin MIC/RAST
1 VAN (5) NH 15/-1 NH <0,5/C nelze
3943/A  LNZ (10) NH 20/C NH 0,5/C ano
2 VAN (5) NH 14/-1 NH <0,5/C nelze
19503/C LNZ (10) NH 17/ATU NH 1/C nelze
3 VAN (5) NH 14/-1 NH 0,5/C nelze
5337/C  LNZ (10) NH 20/C NH 1/C ano
4 VAN (5) NH 14-15/-* NH 0,5/C nelze
4982/A  LNZ (10) NH 20/C NH 0,5/C ano
5 VAN (5) NH 15/-1 NH <0,25/C nelze
4963/A  LNZ (10) NH 20/C NH 1,5/C ano

RAST - rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti; MIC — minimalni inhibiéni koncentrace; C -
bakterialni kmen je citlivy pfi standardnim davkovani; -! citlivost/rezistence (C/R) nemuZze byt v dany
Cas dle doporuc¢eni EUCAST definovana; ATU - oblast technické nejistoty (nelze s jistotou fict, zda
je bakterie na dané antibiotikum citliva nebo rezistentni); R - bakterialni kmen je rezistentni na dané
antibiotikum; NH — nebylo hodnoceno; nelze — pomoci metody RAST nebylo mozné u testovaného
kmene jednoznacné urcit, zda je na dané antibiotikum citlivy, nebo rezistentni, nelze se tudiz vyjadfrit,
zda se jedna/nejedna o shodu s metodou stanoveni MIC; VAN — vankomycin; LNZ — linezolid.

Lze shrnout, ze u gramnegativnich bakterii Ize s vyjimkou Pseudomonas aeruginosa
odecist vysledky jizZ po 4 hodinach, u grampozitivnich bakterii spiSe az po 6 hodinach.
6 hodinach, stejné tak je po 6 hodinach mensi vyskyt zavaznych chyb. Dale by se mélo
postupovat s opatrnosti v pfipadé interpretace klindamycinu u S. aureus — mize se zde
vyskytnout velmi zavazna chyba z divodu fenotypové potvrzené inducibilni rezistence na
toto antibiotikum. V pfipadé vankomycinu Ize spolehlivé kategorizovat pouze rezistenci, ale

ne citlivost.
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6. Diskuze

Infekce krevniho feCidté a sepse predstavuji Zivot ohroZujici stavy a jednim
z klicovych faktoru, ktery zvySuje pravdépodobnost preZiti pacienta, je rychla identifikace
etiologického agens, urceni citlivosti na antibiotika a podani cilené antibioticke terapie. Jako
velice slibna metoda rychlého uréeni mikroorganismi z pozitivnich hemokultivacnich
lahviek se jevi vyuziti systému MALDI-TOF MS.

Béhem nékolika poslednich let vyrazné vzrostlo vyuziti metody MALDI-TOF MS. Tato
metoda umoznila rychlejsi identifikaci jak grampozitivnich, tak gramnegativnich bakterii
izolovanych z klinického materialu na kultivaCnich meédiich a nové i pfimo z klinického
materialu, napfiklad z moce, nebo pravé z pozitivnich hemokultur (La Scola et Raoult, 2009;
Ferreira et al., 2010; Fothergill et al., 2013). Pokud porovname potifebny ¢as k identifikaci,
pfi klasickém postupu, ktery zahrnuje kultivaci bakterialniho agens a identifikaci pomoci
biochemickych metod, dostaneme se do ¢asového horizontu 24 hodin pro rychle rostouci
fakultativné anaerobni bakterie, 48 hodin pro anaerobni bakterie a v pfipadé, ze se jedna
0 pomalu rostouci, kultivacné naroéné bakterie, je €as potifebny k identifikaci mnohem delsi.
Aplikace izolagnich metod a pouziti MALDI-TOF MS umozni urcit bakterii v biologickém
materialu, pokud se pfipolte €as potfebny ke zpracovani vzorku, v fadu desitek minut.

V souc€asné dobé jsou jiz k dostani komeréni soupravy, které umozni rychlou izolaci
a pfipravu vzorku z klinického materialu pro identifikaci pomoci MALDI-TOF MS, napf.
MALDI-SepsiTyper Kit (Bruker Dlatonics Bremen, Germany). Pouziti téchto komercnich kitl
bylo popsano v nékolika studiich (Kok et al., 2011; Meex et al., 2012; Schieffer et al., 2014),
avsak jejich nevyhodou muze byt vysSi cena.

V ramci této prace bylo s vyuzitim home-made metody provedeno zpracovani vzorku
ze 169 pozitivnich hemokultur a provedena jejich identifikace za pomoci MALDI-TOF MS.

PFi vyhodnoceni vysledku identifikace bylo dodrzeno doporuceni vyrobce softwaru
(MALDI Biotyper). ldentifikacni skére = 2,0 znamenalo pravdépodobnou identifikaci na
arovni druhu, skoére v rozmezi 1,7 — 1,99 na urovni rodu, a v pfipadé skore <1,7 byl vysledek
uzavien jako nespolehliva identifikace. V nékterych studiich vSak pfi identifikacich
z pozitivnich hemokultur snizili autofi hodnotu skoére spolehlivé identifikace. Napfiklad, pro
spolehlivou identifikaci na urovni druhu byla pouzita hrani¢ni hodnota identifikacniho skoére
1,6 a na urovni druhu dokonce hodnota 1,4 (Moussaoui et al., 2010; Martiny et al., 2012),
vysledkem byl az o 5 % vy3Si poCet identifikovanych bakterii. Spravnost identifikace
z hemokultur byla v téchto studiich potvrzena identifikaci z bakterialni kultury.

Ze 169 nami analyzovanych hemokultur obsahovalo 98 grampozitivni koky (rody

Staphylococcus, Streptococcus a Enterococcus). Ztéto skupiny se pomoci pfimé
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identifikace podafilo ur€it celkem 69,4 %, na urovni druhu 24,5 % (identifikacni skore = 2)
a na urovni rodu 44,9 % (identifikacni skore 1,7 — 1,99). Tretinu izolatd se urcit nepodaifilo
(identifikacni skore <1,7). Vys8i uspéch identifikace jsme zaznamenali v pfipadé rodd
Staphylococcus a Enterococcus Vv porovnani s uspésnosti identifikace u rodu
Streptococcus, kdy se nepodafilo urlit vice nez 56 % kmenl. Podobné vysledky
zaznamenaly i jiné prace. V praci od autort Morgenthaler et Kostrzeva 2015 se poukazuje
na problém v identifikaci pomoci MALDI-TOF u viridujicich streptokokd — Streptococcus
mitis byl systémem pokazdé uréen jako primarné patogenni Streptococcus pneumoniae,
ktery pfestavuje pro pacienta mnohem vysSi riziko.

Problém s menSi UspéSnosti identifikace v pfipadé grampozitivnich bakterii neni
zatim zcela objasnén. Jednim z pfi¢éin mize byt silna bunétna sténa, ktera snizuje
vytéznost proteinu potfebnych pro dobrou identifikaci, nebo pomalejsi rist v hemokulture,
kvuli kterému se ziska mens§i mnozstvi materialu pro identifikaci. DalSim problémem muize
byt vyskyt pouzdra na povrchu bakterii, jak gramnegativnich, tak grampozitivnich
(Christner, 2010; Saffert et al., 2012; Morgenthaler et Kostrzeva, 2015; Hou et al., 2019).

V pfipadé gramnegativnich fermentujicich a nefermentujicich bakterii byla provedena
identifikace ze 71 pozitivnich hemokultur. Na drovni druhu (= 2,0) bylo spravné
identifikovano 70,4 %, na urovni rodu (1,7 — 1,99) bylo spravné identifikovano 25,4 %.
Celkem se tedy podafilo identifikovat 95,8 % gramnegativnich bakterii. Podobné vysledky
s uspésnou identifikaci gramnegativnich bakterii v porovnani s grampozitivnimi byly
zaznamenany v celé fadé jinych studii (La Scola, 2009; Juiz et al., 2012; Martiny et al.,
2013; Morgenthaler et al., 2015).

Vy3$&i pravdépodobnost v Gspésnosti identifikace je ovlivnéna i jinymi faktory. Cim
vy8Si je koncentrace bakterii v hemokultufe, tim lIépe jsou vyhodnocena spektra a tim vyssi
je identifikacni skére (Christner et al., 2010; Tarabova et Bardon, 2016). Koncentraci
bakterii znacné ovlivni doba od pozitivity, zaznamenana automatickym kultivacnim
systémem. Pokud je hemokultura ozna¢ena za pozitivni a je poté hned zpracovana, muze
obsahovat mensi koncentraci bakterii nez hemokultura, ktera byla oznacena za pozitivni po
pracovni dobé a byla zpracovana az po nékolika hodinach.

Zavazné je i zjisténi, Zze ze 169 analytd patfilo 27,8 % do skupiny koagulaza
negativnich stafylokokl, a ztoho vétSinu (55,3 %) pFedstavoval Staphylococcus
epidermidis. Tyto stafylokoky predstavuji normalni sou€ast kozni mikrofléry a nejsou za
normalnich okolnosti patogenni pro lidsky organismus. Ve vétsiné pfipadu je pficinou
izolace koaguldza negativnich stafylokokt z hemokultur kontaminace z kGze pacienta,
proto je nutné dbat na aseptické podminky pfi odbéru.

U pacientl v téZké sepsi je dllezité co nejvice zkratit dobu od nasazeni inicialni

terapie do aplikace cilené terapie, zejména v soucasné dobé, kdy dochazi k narlstu
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vyskytu patogent rezistentnich na antimikrobni pFipravky. Proto je nezbytné v co nejkratSim
Casovém intervalu identifikovat bakterii infikujici krevni feCisté a urCit jeji citlivost na
antibiotika (Kumar et al., 2006; Hombach et al., 2017).

V prabéhu let byla navrzena a vyzkouSena cela fada zplsobu, jak urychlit
stanoveni citlivosti na antibiotika, od velmi jednoduchych zaloZenych vizualnim hodnoceni
bakterialniho ristu ve formé zakalu ve zkumavce v pfitomnosti antibiotika (Schneierson,
1954), pouziti kratké inkubace u diskové difuzni metody a hodnoceni vytvorenych
inhibi¢nich zén (Barry et al., 1973), az po velmi moderni metody zalozenych na bunécné
analyze, kdy se pomoci digitalniho mikroskopu a pocitatového softwaru hodnoti odpovéd
bakterie na pfitomnosti antibiotika (Descours et al., 2018).

V soucasné dobé existuje jen velmi omezené mnozstvi komeréné vyrabénych kitd
pro rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti. VétSinou vyzaduji delSi ¢as provedeni, jsou
kapacitné omezené a drahé (Idelevich et Becker, 2019; van Belkum et al., 2019; Charnot-
Katsikas et al., 2018; Pancholi et al., 2018) a fada spolecnosti je v pfipravé komercénich kit
pro rychlé stanoveni antibiotické citlivosti z pozitivnich hemokultur teprve ve fazi vyvoje.

Rychla detekce rezistence muze byt provedena rovnéz pomoci ruznych
genetickych metod nebo pomoci testll, které zjistuji pfitomnost degradacnich produktu
konkrétniho antibiotika. Detekce produktll degradace maze byt provedena pomoci MALDI-
TOF MS (Burckhardt et Zimmermann, 2011). V8echny vySe zminéné metody mohou byt
velice rychlé (v rozmezi 15 minut az jedné hodiny), ale v porovnani s fenotypovou metodou
stanoveni citlivosti na antibiotika/stanoveni rezistence na antibiotika, maji zavazna
omezeni. Pfitomnost genu rezistence neznamend, Ze dojde k jeho expresi a naopak,
negativni vysledek nemusi znamenat citlivost na testované antibiotikum, protoze se mohou
uplathovat jiné mechanismy rezistence. Napfiklad rezistence ke karbapenemu nemusi byt
zpusobena aktivaci genu pro karbapenemazu — enzymu, ktery $tépi toto antibiotikum — ale
na zakladé zmény propustnosti cytoplazmatické membrany nebo plsobenim efluxnich
pump (Chalhoub et al., 2016; Culbreath et al., 2015; Idelevich et al., 2016; Dien Bard et
Lee, 2018).

Pomoci metody RAST (rychlé stanoveni antimikrobni citlivosti) navrZzené Evropskou
komisi pro stanoveni antimikrobni citlivosti (EUCAST) je mozné stanovit pfedbéznou
citlivost na vybrana antibiotika u skupin bakterii, které jsou nejCastéji zodpovédné za sepsi
jiz za 4, popfipadé 6 hodin od pozitivity hemokultury. Velkou vyhodou této metody je jeji
nenarocnost, protoze vyzaduje pouze standartni vybaveni mikrobiologické laboratore:
kultivaéni agar, antibiotické disky pro stanoveni citlivosti pomoci difuzni metody a inkubator
(Jonasson et al., 2020).
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Cilem prace bylo otestovat metodu RAST podle pracovniho postupu EUCAST,
ohodnotit jeji proveditelnost a spolehlivost v porovnani se standardni referenéni metodou
stanoveni citlivosti pomoci dilu€nich mikrotestd (MIC).

Celkem bylo na 7 bakterialnich kmenech (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium) identifikovanych z pozitivhich hemokultivacnich lahvi¢ek
provedeno 359 diskovych difuznich testl stanoveni antimikrobni citlivosti. Odecet
inhibiénich zén v okoli antibiotickych diskli a kategorizace citlivosti/rezistence/nejistoty
probihal po 4 a 6 hodinach inkubace.

Po 4 hodinach inkubace bylo mozno z celkového poctu provedenych testd hodnotit
a kategorizovat jako citlivy/rezistentni 84,4 %. Po 6 hodinach inkubace se jednalo jiz
0 93,3 % hodnotitelnych testl se zafazenim vysledkl do kategorii citlivy/rezistentni.
Vysledky se zhruba shoduji s vysledky dosazenymi ve studiich provadénych v celkem 55
laboratofich v severni a jizni Evropé& (Akerlund et al., 2020). Celkem bylo ve studii
provedeno na 1151 bakterialnich izolatech vice nez 20 tisic testl stanoveni antimikrobni
citlivosti metodou RAST. V €asovych intervalech 4, 6 a 8 hodin byly laboratofe schopné
odecist a hodnotit 88 %, 96 % a 99 % citlivosti pro jednotlivé intervaly.

Z hlediska vyskytu chyb pfi porovnani vysledki RAST a referenéni metody stanoveni
citlivosti, byla v nasi studii zachycena velmi zavazna chyba (podle metody RAST byla
bakterie definovana jako citlivd na dané antibiotikum, ale podle referenéni metody byla
uzaviena jako rezistentni) v 0,3 % po 4 hodinach inkubace a v 0,6 % po 6 hodinach
inkubace. Ve vy$e zminéné studii (Akerlund et al., 2020) se jednalo 0 0,2 % a 0,4 % po 4 a
6 hodinach inkubace. Podobny vysledek byl zaznamenan v pfipadé zavazné chyby
(metoda RAST vyhodnoti bakterii jako rezistentni na antibiotikum a referenéni metoda jako
citlivou) — 1,1 % po 4 a 0,83 % po 6 hodinach v nasi praci, a 2,1 % po 4 a 1,1 % po
6 hodinach ve studii (Akerlund et al., 2020).

Velmi zavazna chyba se vyskytla u dvou kmenu Staphylococcus aureus v pfipadé
antibiotika klindamycin, které bylo metodou RAST vyhodnoceno jako citlivé a referenéni
metodou jako rezistentni. V tomto pfipadé se ale jednalo o tzv. inducibilni typ rezistence na
antibiotikum. Bakterie je nosiCem genu erm, ktery je zodpovédny za rezistenci proti
antibiotikim skupiny MLSg (makrolidy, linkosamidy, streptograminy skupiny B) a tento gen
muze byt exprimovan konstitutivné, nebo jak tomu bylo v pfipadé vySe zminénych dvou
kmenl S. aureus, se jedna o inducibilni aktivaci genu. Klindamycin je slaby induktor,
anaopak erytromycin je silnym induktorem. Antibiotické disky s erytromycinem
a klindamycinem se poloZi na naoCkovany kultivacni agar vedle sebe a erytromycin

indukuje aktivaci genu pro rezistenci, kterd se projevi deformaci inhibi¢ni zény tvaru D
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v okoli klindamycinu (Urbaskova et al., 2015). Tento typ rezistence nebylo mozné hodnotit
po 4 ani po 6 hodinach, proto doslo v tomto pfipadé k vyskytu velmi zavazné chyby.

Na zakladé této prace Ize hodnotit metodu rychlého stanoveni antimikrobni citlivosti
navrzené spolecnosti EUCAST za velice dobfe proveditelnou, levnou a spolehlivou.
Z klinického hlediska je rychlé urCeni bakterialniho druhu pomoci MALDI-TOF MS
v pozitivni hemokultury a rychlé stanoveni antibiotické citlivosti pomoci metody RAST
nezpochybnitelnym pfinosem, které snizuje mortalitu a morbiditu a zvySuje

pravdépodobnost preziti pacienta v septickém stavu.
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7. Zaver

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyvala infekci krevniho fecisté a jeji mikrobiologickou
diagnostikou. Byly popsany zakladni postupy hemokultivace, skladajici se z odbéru krve,
transportu v hemokultivacnich lahvickach a systému, které jsou pro kultivaci hemokultur
pouzivany. Byly popsany standartni postupy diagnostiky a stanoveni citlivosti infekénich
agens v pozitivnich hemokulturach a postupy rychlé diagnostiky a stanoveni citlivosti —
pfima identifikace pomoci MALDI-TOF MS a metody RAST.

Cilem diplomové prace bylo porovnani pfimé identifikace etiologickych agens
z pozitivnich hemokultur a metody rychlého stanoveni antimikrobni citlivosti s klasickymi
metodami, které zahrnovaly izolaci bakteridlniho agens kultivaci vzorku odebraného
z pozitivnich hemokultur a stanoveni citlivosti izolovaného bakterialniho kmene pomoci
diluéni mikrometody.

Kombinace metody pfimé identifikace z pozitivnich hemokultur pomoci MALDI TOF
MS s metodou rychlého stanoveni citlivosti umoznila v porovnani se standartnimi metodami
vyrazné rychlejsi ziskani vysledkl, které maji vysoky potencial vyuziti v cilené antibiotické
terapii pacienta s infekci krevniho fecisté. Bylo prokazano, ze tyto rychlé metody jsou
materialové nenarocné, snadno proveditelné, a protoze byly v naprosté vétsiné vysledky
ziskané rychlymi metodami shodné s vysledky ziskanymi referenénimi metodami, Ize je

oznacit i za spolehlivé.
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8. Seznam zkratek

ATB
ATU

Cl

DHB

El
EUCAST
FA

FN
HCCA
IKR

IE
MALDI-TOF MS

MB
MH
MH-F
MIC
MRSA
NVE
PE
PVE
RAST

SA
SA
SIRS

SN
SOP
SPS
SW

antibiotikum/antibioticky

Area of technical uncertainty (oblast technické nejistoty)

chemicka ionizace

2,5-dihydroxybenzoova kyselina

elektronovy sprej

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

FAN - Fastidious Antimicrobial Neutralization aerobic

FAN - Fastidious Antimicrobial Neutralization anaerobic
a-kyano—4—hydroxyskoficova kyselina

Infekce krevniho fecisté

infek€ni endokarditida

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry; hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a
ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem

mycobacteria blood

Mueller-Hinton

Mueller-Hinton Fastidious (Mueller Hinton s koriskou krvi)

minimalni inhibi¢ni koncentrace

methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

native valve endokarditis; endokarditida nativni chlopné

pediatric

prostetic valve endokarditis; endokarditida chlopennich nahrad

rapid antimicrobial susceptibility testing (rychlé testovani antimikrobni
citlivosti)

3,5—dimethoxy-4— hydroxyskoficova kyselina

standard aerobic

systemic indammatory response syndrome; syndrom systémové
zanétové odpovédi

standard anaerobic

standartni operaéni postup

polyanetholsulfonat sodny

sowtware
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