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1. Úvod 
 

 

Tento dokument je aktualizovaná verze návodů vypracovaných Subkomisí EUCAST pro detekci 
mechanizmů rezistence, kterou předkládá řídící výbor EUCAST.  Tento dokument je určen především 
pro rutinní použití v klinických laboratořích a nezahrnuje technické postupy pro identifikaci 
mechanizmů rezistence na molekulární úrovni. Značná část obsahu je použitelná také pro národní 
referenční laboratoře. Dále je důležité poznamenat, že tento dokument nezahrnuje screening 
asymptomatického nosičství (kolonizaci) multirezistentních mikroorganizmů nebo jejich přímou 
detekci v klinických vzorcích.  
 
Všechny kapitoly v tomto dokumentu obsahují definici mechanizmu specifické rezistence pro 
klinické účely a/nebo pro veřejné zdraví, stručný popis doporučených metod detekce a odkazy na 
podrobný popis metody. Potřeba identifikace mechanizmu rezistence pro účely kontroly v oblasti 
veřejného zdraví nebo infekce se může lišit v místě i v čase v závislosti na prevalenci a různorodosti 
různých mechanizmů rezistence. Návody byly vyvinuty na základě rešerší PubMed a výsledná 
doporučení vycházejí z multicentrických studií a studií z jednotlivých center. Několik metod, které 
jsou v současné době ve fázi vývoje, budou po jejich dokončení případně zahrnuty do další verze 
návodů. Návrhy těchto návodů jsou předmětem rozsáhlých konzultací EUCAST prostřednictvím 
konzultačních kontaktů, webových stránek EUCAST a kontaktů ECDC Focal Point. 
 
V tomto dokumentu jsou použité přípravky v co nejvyšší míře označovány generickými výrazy s 
výjimkou situací, kdy by vyloučení konkrétních názvů produktů mělo za následek nejasnosti. Je třeba 
poznamenat, že některé mechanizmy rezistence vždy neudělují rezistenci také fenotypu. Zatímco 
detekce těchto mechanizmů může být relevantní pro kontrolu infekce a veřejného zdraví, nemusí 
být nezbytná pro klinické účely. Proto u některých mechanizmů, zejména u širokospektrých β-
laktamáz a karbapenemáz  gramnegativních tyček, nevede detekce mechanizmů rezistence sama o 
sobě k označení klinické rezistence.  
  
 
 
 
Christian G. Giske                                     
Předseda EUCAST, bývalý předseda Subkomise pro detekci mechanizmů rezistence EUCAST                            
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2. Enterobacteriaceae produkující karbapenemázy 
 

 

Význam detekce mechanizmu rezistence  

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ne 

Pro účely kontroly infekce  Ano 

Pro účely veřejného zdraví Ano 
 
 

2.1 Definice 
Karbapenemázy jsou β-laktamázy, které hydrolyzují peniciliny, většinu cefalosporinů, a v různé míře 
karbapenemy a monobaktamy (monobaktamy nejsou hydrolyzovány metalo-β-laktamázami).  
 
 

2.2 Klinický a/nebo epidemiologický význam 
V Evropě se karbapenemázy šíří od druhé poloviny roku 1990, kdy byly pozorovány v několika 
zemích Středomoří, především u P. aeruginosa (1). Po roce 2000 proběhly v Řecku epidemie 

způsobené kmeny Klebsiella pneumoniae s β-laktamázou VIM (2), a následně K. pneumoniae s 
karbapenemázou KPC K. pneumoniae (1). V současné době v Evropě nejrychleji roste frekvence 
výskytu karbapenemáz OXA-48 (3). Nyní je necitlivých ke karbapenemům 62 % invazivních kmenů K. 

pneumoniae v Řecku a 33 % v Itálii (4). V roce 2015 se endemicky nebo meziregionálně šířily 
enterobakterie produkující karbapenemázu (CPE) ve 13 z 38 sledovaných zemí, zatímco v roce 2013 
jen v 6 z 38 zemí. Pouze ve třech zemích nebyl zjištěn žádný případ CPE (3). Jiné zvlášť 
problematické jsou metalo-β-laktamázy New Delhi (NDM), rozšířené na indickém subkontinentu a 
na Středním východě a importované do některých zemí Evropy (4), v jejichž oblastech se rozšířily 
(5). V některých částech světa jsou běžné také IMP-karbapenemázy (6).  
 
Karbapenemázy vzbuzují obavy, neboť mohou způsobit rezistenci prakticky ke všem  
β-laktamovým antibiotikům, producenti karbapenemáz často disponují mechanizmy rezistence vůči 
široké škále antimikrobních léčiv a infekce způsobené Enterobacteriaceae produkujícími 
karbapenemázy jsou spojeny s vysokou mírou úmrtnosti (7-9). 
 

2.3 Mechanizmus rezistence 
Drtivá většina karbapenemáz jsou enzymy získané, kódované geny na transpozovatelných 
elementech lokalizovaných na plazmidech. Jejich exprese je různá a výrazně se liší v biochemických 
vlastnostech a v aktivitě proti specifickým β-laktamovým antibiotikům. Úroveň exprese a vlastností 
β-laktamázy a časté spojení s jinými mechanizmy rezistence (jinými  
β-laktamázami, efluxem a/nebo změnou permeability) vedou u izolátů produkujících 
karbapenemázy k široké škále fenotypů rezistence (10, 11). Snížená citlivost ke karbapenemům u 
Enterobacteriaceae může být způsobena rovněž produkcí širokospektrých β-laktamáz (ESBL) nebo 
enzymů  AmpC kombinovanou se sníženou permeabilitou v důsledku alterace porinů (12), a 
pravděpodobně také proteinů vážících peniciliny (13). 
 
Enterobaktérie produkující karbapenemázy (CPE) mají obvykle sníženou citlivost ke karbapenemům 
a jsou většinou rezistentní k širokospektrým (oxyimino-) cefalosporinům (k cefotaximu, ceftriaxonu, 
ceftazidimu a nebo k cefepimu) (14). Nicméně kmeny s některými enzymy (např. OXA-48-like) se 
mohou jevit zcela citlivé k cefalosporinům. Většina izolátů CPE však spoluexprimuje enzymy 
hydrolyzující cefalosporiny, jako jsou širokospektré β-laktamázy CTX-M a proto jsou také rezistentní 
k cefalosporinům. Karbapenemázy lze pokládat za vysoce epidemiologicky závažné, zejména udělují-
li sníženou citlivost ke kterémukoli karbapenemu (imipenemu, meropenemu, ertapenemu a 
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doripenemu), kdy MIC jsou vyšší než hodnoty příslušného epidemiologického předělu (ECOFF, 
epidemiological cut-off) definované EUCAST (15). 
 
 

2.4 Doporučené metody pro detekci karbapenemáz u Enterobacteriaceae 
 

2.4.1 Screening na produkci karbapenemáz 
U Enterobacteriaceae produkujících karbapenemázy může být MIC karbapenemů nižší než jsou 
jejich klinické breakpointy (14-16). K detekci producentů karbapenemáz však lze použít hodnoty 
epidemiologických předělů (ECOFF).  Nejlepší kompromis mezi senzitivitou a specificitou průkazu 
produkce karbapenemázy nabízí test s meropenemem (14,17). Ertapenem má vynikající citlivost, ale 
nízkou specificitu, zejména u Enterobacter spp. pro relativní nestabilitu širokospektrých  
β-laktamáz (ESBL) a β-laktamáz AmpC v kombinaci se ztrátou porinů (14). Příslušné mezní hodnoty 
pro detekci předpokládaných producentů karbapenemáz uvádí tabulka 1. Je třeba poznamenat, že v 
zájmu zvýšení specifičnosti jsou hodnoty screeningových předělů pro imipenem a ertapenem o 
jedno ředění vyšší než jsou aktuálně definované příslušné hodnoty ECOFF.  
 
Tabulka 1. Klinické breakpointy a screeningové předěly pro Enterobacteriaceae produkující 
karbapenemázy (podle metodiky EUCAST). 
 

 
Karbapenemáza 

  

MIC (mg/l) 
 Průměr inhibiční zóny (mm) kolem 

10 µg disku 
C/I breakpoint Screeningový 

předěl 
C/I breakpoint Screeningový 

předěl 
Meropenem1

 ≤2   >0,125 ≥22 <282
 

      Ertapenem3
 ≤0,5   >0,125 ≥25 <25 

 

1
Nejlepší rovnováha mezi senzitivitou a specificitou. 

2
 Izoláty s průměrem inhibiční zóny meropenemu 25 - 27 mm, které jsou současně rezistentní k piperacilin/tazobaktamu 

a/nebo k temocilinu (ten má větší specificitu) se dále vyšetřují na produkci karbapenemázy. Vyšetření na produkci 

karbapenemáz se provádí vždy u izolátů s průměrem zóny meropenemu <25 mm.  
3 Vysoká senzitivita ale nízká specificita. Může být použit jako alternativna pro screening, avšak producenti ESBL a AmpC 
mohou být rezistentní bez produkce karbapenemáz. 

 

Kmeny, u nichž byla rutinními testy vyšetření citlivosti prokázána snížená citlivost ke 
karbapenemům, by měly být vyšetřeny na průkaz karbapenemáz fenotypovými metodami. Mezi 
hlavní metody patří kombinované metody, kolorimetrické testy založené na hydrolýze 
karbapenemů, a lateral flow assay. Tyto testy jsou popsány dále. 

 

2.4.2 Testování kombinace disků 
Kombinace disků pro tento účel byla dobře ověřena ve studiích a je komerčně dostupná (MAST, 
Velká Británie; Rosco, Dánsko) (18-20). Disky nebo tablety obsahují meropenem +/- různé inhibitory. 
Stručně řečeno, kyselina boritá inhibuje karbapenemázy třídy A (ačkoli údaje o jiných 
karbapenemázách než je KPC jsou vzácné) a dipikolinová kyselina a kyselina  
ethylenediaminotetraoctová inhibují karbapenemázy třídy B. Avibaktam, který dosud není zařazen 
do panelů, inhibuje produkci OXA-48. K testům byl přidán kloxacilin, který inhibuje  
β-laktamázy AmpC k rozlišení mezi hyperprodukcí AmpC a ztrátou porinu a produkcí 
karbapenemázy. Algoritmus pro interpretaci těchto inhibitorových testů je uveden na obrázku 1 a v 
tabulce 2. Hlavní nevýhodou těchto metod je čas -  trvají 18 hodin (v praxi to znamená inkubaci přes 
noc), což je důvod, proč byly zavedeny nové rychlé metody. 
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Obrázek 1. Algoritmus pro detekci karbapenemáz 

 
 
1

Žádná synergie se nemusí projevit při produkci několika karbapenemáz např. MBL a KPC. V těchto případech se 
používají molekulární metody  
2

Fenotypovým markerem pro OXA-48  je vysoká rezistence k temocilinu (MIC> 128 mg /l, průměr zóny <11 mm)  
* chromozomální nebo plazmidová 

 
 

Algoritmus v tabulce 2 diferencuje mezi metalo-β-laktamázami, karbapenemázami třídy A, 
karbapenemázami třídy D a ne-karbapenemázami (ESBL a/nebo AmpC plus ztráta porinů). Testy lze 
provést diskovou difúzní metodou pro nenáročné bakterie, nebo komerčními testy podle návodů 
výrobce.  
 
V současnosti neexistují žádné inhibitory pro enzymy OXA-48-like. Jako fenotypový marker u 
předpokládaných producentů karbapenemáz OXA-48-like byla navržena vysoká hodnota rezistence 
k temocilinu (MIC> 128 mg/l) (23, 24). Tento marker však není specifický pro karbapenemázy typu 
OXA-48, neboť tento fenotyp mohou vytvářet další mechanizmy rezistence. Přítomnost enzymů 
OXA-48-like proto musí být potvrzena jinými metodami.  
 
Použití modifikovaného testu (Hodge) se v současné době nedoporučuje, protože výsledky lze 
obtížně interpretovat, specificita je nízká a v některých případech je také senzitivita nedostatečná 
(12). Nové modifikace této techniky jsou pro použití v rutinních klinických laboratořích těžkopádné a 
neřeší všechny problémy senzitivity a specificity.
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Tabulka 2. Interpretace fenotypových testů (karbapenemázy jsou označeny tučně) vyšetřených 
diskovými difúzními metodami pomocí disků nebo tablet. Pro různé komerční produkty je synergie 
přesně definována v návodech na použití. 

 

 
β-laktamáza 

Synergie vyjádřená jako zvětšení průměru zóny 
(mm) u disku/tablety s 10 µg meropenemu Temocilin 

MIC >128 mg/l 
nebo průměr zóny 

<11 mm 

 
DPA/EDTA 

 
APBA/PBA 

 
DPA+APBA 

 
CLX 

MBL + - - - variabilní1 

KPC - + - - variabilní1 

MBL + KPC2
 variabilní variabilní + - variabilní1 

OXA-48-like - - - - ano 

AmpC + ztráta porinů - + - + variabilní1 

ESBL + ztráta porinů - - - - ne 

 
Zkratky: MBL=metalo-β-laktamáza, KPC= karbapenemáza Klebsiella pneumoniae, 

DPA= dipikolinová kyselina, EDTA=ethylendiaminotetraoctová kyselina, APBA=kyselina aminofenylboritá, PBA=kyselina 

fenylboritá, CLX= kloxacilin. 
1 

Test citlivosti k temocilinu se doporučuje použít pouze tehdy, není-li prokázána synergie s cílem rozlišit mezi ESBL + 

ztráta porinů a enzymy OXA-48-like (23,24). Jsou-li přítomny jiné enzymy, je citlivost variabilní a nelze provést jakoukoli 

identifikaci na přítomnost β-laktamázy. 
2 

Jedna zpráva podporuje použití komerčních tablet obsahujících dva inhibitory (DPA nebo EDTA plus APBA nebo PBA) 

(25), chybí však důkazy z dalších studií. Tyto kombinace prokazují vysoký stupeň rezistence ke karbapenemům, který je 

mimo Řecko vzácný.  

 

2.4.3 Biochemické (kolorimetrické) testy 
Test CarbaNP je rychlý (<2 h) test pro detekci hydrolýzy karbapenemu, která vyvolá změnu pH, a 
barva roztoku fenolové červeně se změní z červené na žlutou (26, 27). Test Carba NP byl validován s 
koloniemi bakterií kultivovanými na plotnách s Mueller-Hinton agarem, krevním agarem, 
tryptikázovým sójovým agarem a na nejselektivnějších půdách používaných pro screening 
producentů karbapenemáz. Test Carba NP by neměl být prováděn s bakteriálními koloniemi, které 
byly kultivovány na agarových plotnách Drigalski nebo McConkey. K dosažení reprodukovatelných 
výsledků je třeba pečlivě dodržovat postup metod. Několik publikací naznačuje vysokou senzitivitu a 
specificitu metody (28), zatímco v jedné publikaci byly pozorovány problémy se senzitivitou u izolátů 
s mukoidním fenotypem a u některých Enterobacteriaceae produkujících OXA-48 (29). Bylo 
prokázáno, že jedna komerční varianta metody je vhodná pro detekci karbapenemáz 
Enterobacteriaceae (30, 31). U určitých komerčních testů, včetně komerční verze testu CarbaNP, 
existují některé problémy s interpretací založené na vizuálním čtení barevného posunu s 
pochybnými výsledky a určitým podílem (3-5%) neinterpretovatelných výsledků. 
 
Od testu CarbaNP je odvozen test Blue-Carba (BCT), biochemický test pro rychlou (<2 hod.) detekci 
produkce karbapenemázy (32, 33). Je založen na hydrolýze imipenemu in vitro bakteriálními 
koloniemi (přímá inokulace bez předchozí lýzy), která je detekována změnami hodnot pH 
bromotymolové modři (modrá až zelená / žlutá nebo zelená až žlutá). Rozsáhlé vyhodnocení 
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provedené Pasteranem a spol. (34), ale provedené pouze v jediné laboratoři prokázalo, že test 
vykazuje vynikající senzitivitu pro enzymy třídy A a B, ale suboptimální senzitivitu pro detekci 
enzymů OXA-48. 
 
Třetím biochemickým testem je β CARBA test™, s výsledky získanými rovněž za < 2h. Test se provádí 
smícháním 1 až 3 kolonií s činidly. Odečtení by mělo být provedeno nejvýše po 30 minutách 
inkubace. Pozitivní reakci indikuje změnu barvy ze žluté na oranžovou, červenou nebo fialovou. 
Jedna studie zjistila, že 0,5 hodinová doba inkubace doporučená výrobcem je příliš krátká pro 
kmeny produkující OXA-48. Vyhodnocovaný soubor byl poměrně omezený, a proto byl navržen 
rozsáhlejší pokus k zjištění srovnatelnosti testu s jinými biochemickými testy (35). V jiném 
vyhodnocení vykazoval β Carba test™ výbornou schopnost detekce CPE a zejména OXA-48. Nicméně 
schopnost detekovat další karbapenemázy třídy A by měla být dále ověřena a objevily se některé 
falešně pozitivní výsledky u jiných β-laktamáz, jako např. při hyperprodukci β-laktamázy K1 u 
Klebsiella oxytoca (33). 
 

2.4.4 Metoda inaktivace karbapenem (CIM) 

Principem této metody je detekce enzymatické hydrolýzy pomocí inkubace bakteriální suspenze s 
karbapenemem. Test CIM využívá pro testování jako substrátové alikvoty disky. Plná klička 
vyšetřovaných bakterií se po 2 hodiny inkubuje spolu s diskem meropenemu a pak se disk umístí na 
agarovou plotnu naočkovanou kmenem Escherichia coli ATCC 25922. Při enzymatické inaktivaci 
karbapenemázou se kolem disku nevytvoří žádná zóna, zatímco vytvoření zóny znamená, že 
meropenem nebyl hydrolyzován a testovaný kmen karbapenemázu nevytváří. CIM-test má v 
různých studiích proměnlivou výtěžnost (36-38), ale zůstává možnou alternativou, i když negativní 
prediktivní hodnota testu stále není jasná. Hlavní nevýhoda této techniky spočívá v tom, že získání  
výsledků obvykle vyžaduje alespoň 18 hodin. 
 

2.4.5 Detekce hydrolýzy karbapenemu pomocí MALDI-TOF 
Principem je pomocí hmotnostní spektrometrie (MALDI TOF) detekovat pokles nebo vymizení 
určitých specifických píků karbapenemu po předchozí inkubaci bakteriální suspenze s 
karbapenemem (39, 40). Spektra se měří po sušení mezi m/z 160 a 600 za použití hmotnostního 
spektrometru Microflex LT (39). Několik studií potvrdilo dobrou senzitivitu a specificitu této metody, 
s výjimkou enzymů skupiny OXA-48. K úpravě tohoto problému může být k reakci přidán NH4HCO3;  
tato modifikace podle jedné studie zlepšila detekci OXA-48 (41). Nová metoda však dosud nebyla 
hodnocena v multicentrických studiích ani ve vícečetných studiích s jedním centrem. Dalším 
poněkud nepraktickým rysem je, že nastavení MALDI-TOF, používané pro identifikaci druhů je třeba 
pro detekci karbapenemáz změnit (41). 
 

Lateral flow assay 

Nedávno byla popsána nová imunochromatografická analýza, lateral flow assay. Test je založen na 
imunologickém zachycení epitopů OXA-48 za použití nanočástic koloidního zlata, vázaných na 
nitrocelulózovou membránu v zařízení pro příčné proudění. Princip testu spočívá v tom, že jako 
specifické zachycovací reagencie pro přímou identifikaci enzymů OXA-48-like slouží monoklonální 
protilátky  anti-OXA-48 (42). Test trvá přibližně čtyři minuty a vyhodnocuje se z kolonií i z 
hemokultur (43-46). Nedávno byl vyvinut podobný test pro KPC, ale jeho validita nebyla hodnocena 
vícečetnými studiemi jednoho centra nebo jednou multicentrickou studií (46). 

 

2.4.6 Kontrolní kmeny 

Níže je uvedeno několik možných kontrolních kmenů pro fenotypové a genotypové metody. U 
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těchto kmenů nejsou k dispozici limitní rozmezí pro kontrolu kvality. Uživatelé komerčních metod by 
měli používat kontrolní kmeny uvedené v příbalové informaci. 
 
Tabulka 3. Příklady kontrolních kmenů pro testování karbapenemáz. 
 

 

Kmen Mechanizmus 

 

Enterobacter cloacae CCUG 59627 AmpC kombinovaná se sníženou expresí porinů 

K. pneumoniae CCUG 58547 nebo 
K. pneumoniae NCTC 13440 

 

metalo-β-laktamáza (VIM) 

K. pneumoniae NCTC 13443 metalo-β-laktamáza (NDM-1) 

E. coli NCTC 13476 metalo-β-laktamáza (IMP) 

K. pneumoniae CCUG 56233 nebo 
K. pneumoniae NCTC 13438 

 

Klebsiella pneumoniae karbapenemáza (KPC) 

K. pneumoniae NCTC 13442 OXA-48 karbapenemáza 

K. pneumoniae ATCC 25955 negativní kontrola 
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3. Enterobacteriaceae produkující širokospektré β-laktamázy (ESBL) 
 

 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ne 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejného zdraví Ano 

 

3.1  Definice 
ESBL jsou enzymy, které hydrolyzují peniciliny a cefalosporiny, včetně  
oxyimino-β-laktamových sloučenin (cefuroxim, cefalosporiny třetí a čtvrté generace a aztreonam), 
nikoli však cefamyciny nebo karbapenemy. Většina ESBL patří do β-laktamáz třídy A Amblerovy 
klasifikace a je inhibována inhibitory β-laktamázy (kyselina klavulanová, sulbaktam a tazobaktam) a 
diazabicyclooctanony (avibaktam) (1). 
 

3.2 Klinický a/nebo epidemiologický význam 
První kmeny produkující ESBL byly identifikovány v roce 1983, a od té doby se nacházejí všude ve 
světě. Toto rozšíření je výsledkem klonální expanze kmenů produkujících ESBL, horizontálního 
transferu ESBL genů na plazmidech a méně často vzniku de novo. Klinicky nejvýznamnější skupina 
ESBL jsou CTX-M enzymy, následovaná ESBL odvozenými od enzymů SHV a TEM (2-5). 
 
Produkce ESBL byla pozorována především u Enterobacteriaceae, nejprve v nemocničním prostředí, 
později v domech s pečovatelskou službou, a zhruba od roku 2000 u kmenů v komunitě (od 
ambulantních pacientů, zdravých nosičů, nemocných a zdravých zvířat, z potravinářských výrobků). 
K nejčastějším producentům ESBL patří Escherichia coli a K. pneumoniae. Produkce ESBL je nicméně 
běžná i u všech ostatních klinicky relevantních druhů Enterobacteriaceae. Prevalence izolátů 
produkujících ESBL závisí na řadě faktorů zahrnujících druh, zeměpisnou lokalitu, 
nemocnici/oddělení, skupiny pacientů a typy infekce, a v různých studiích byly zaznamenány velké 
rozdíly (2,3,6,7). Údaje EARS-Net v roce 2015 ukázaly, že ve většině evropských zemí počet 
invazivních izolátů K. pneumoniae necitlivých k cefalosporinům třetí generace přesáhl 25 % a v 
některých zemích byl vyšší než 50 %. Většina těchto izolátů byla označena jako producenti ESBL na 
základě lokálního testování (8). S výjimkou Řecka a Itálie s vysokým podílem izolátů produkujících 
karbapenemázu typu KPC se na základě místních výsledků testů ESBL většina těchto izolátů považuje 
za producenty ESBL (8). 
 

3.3 Mechanizmus rezistence 
Převážná většina ESBL jsou enzymy získané, kódované geny na plazmidech. Exprese získaných ESBL 
se vyjadřuje s různou intenzitou a výrazně se liší v biochemických vlastnostech, jako je aktivita proti 
specifickým β-laktamovým antibiotikům (například cefotaximu, ceftazidimu, aztreonamu). Úroveň 
exprese, vlastnosti enzymu a současná přítomnost jiných mechanismů rezistence (ostatní β-
laktamázy, eflux, změny permeability) u izolátů produkujících ESBL má za následek širokou škálu 
fenotypů rezistence (1-4,9-11). 
 

3.4 Doporučené metody pro detekci ESBL u Enterobacteriaceae 

V mnoha oblastech se doporučuje nebo je povinné detekovat a charakterizovat ESBL pro kontrolu 
infekcí. Doporučená strategie pro detekci ESBL u enterobakterií je založena na necitlivosti k 
indikátorovým oxyimino-cefalosporinům s následnou konfirmací fenotypovými (a v některých 
případech genotypovými) testy (tabulka 1, obrázek 1). 
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V souladu s návody vydanými EUCAST a CLSI se pro screening cefotaximu, ceftriaxonu, ceftazidimu a 
cefpodoximu doporučuje breakpoint >1 mg/l (tabulka 1) (12,13). Klinické hraniční hodnoty EUCAST 
pro citlivé Enterobacteriaceae jsou také 1 mg/l (12). Pro screening lze použít cefpodoxim, který je 
nejcitlivějším individuálním indikátorovým cefalosporinem pro detekci produkce ESBL. Tento test je 
však méně specifický než test s kombinací cefotaximu (nebo ceftriaxonu) a ceftazidimu (14,15), 
který se používá pro konfirmaci produkce ESBL. Příslušné průměry zón pro indikátorové 
cefalosporiny jsou uvedeny v tabulce 1. 
 
Tabulka 1. Metody screeningu ESBL u Enterobacteriaceae (13-19). 
 

Metoda Antibiotikum Vyšetřit ESBL, pokud je 

 

 

Bujónová nebo agarová 

diluce1
 

cefotaxim/ceftriaxon 
A 
ceftazidim 

 

MIC >1 mg/l pro kterékoli 
antibiotikum 

cefpodoxim MIC >1 mg/l 

Disková difúze1
 

cefotaxim (5 μg) nebo 
ceftriaxon (30 μg) 
A 
ceftazidim (10 μg) 

inhibiční zóna <21 mm 
inhibiční zóna <23 mm 
 

inhibiční zóna <22 mm 

cefpodoxim (10 µg) inhibiční zóna <21 mm 
1 U všech metod se vždy testuje cefotaxim (i) nebo ceftriaxon A ceftazidim NEBO (ii)  cefpodoxim. 
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Obrázek 1. Algoritmus pro fenotypovou detekci ESBL 

1
Byl-li testován cefoxitin a výsledná MIC je MIC >8 mg/l, vyšetří se konfirmační test s cefepimem +/-  

         kyselinou klavulanovou 
2

Výsledek nelze označit jako pozitivní nebo negativní (např. pokud nelze odečíst výsledek neboť růst kmene je mimo 
rozmezí MIC, nebo když je nejasná synergie v testu s kombinací disků nebo v testu double disk synergy). Pokud je 
výsledek konfirmačního testu s cefepimem +/- kyselinou klavulanovou stále nejasný, je nutno vyšetřit genotyp.  

 

 

3.4.1 Screening ESBL u Enterobacteriaceae 
A. Screening u skupiny 1 Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp., Raoultella spp., P. mirabilis, 
Salmonella spp., Shigella spp.) 
Doporučené metody pro screening ESBL ve skupině 1 Enterobacteriaceae jsou bujónová diluce, 
agarová diluce, disková difúze nebo může být použit některý z automatizovaných systémů 
(13,20,21). Jako indikátorové cefalosporiny je nutno užít vždy cefotaxim (nebo ceftriaxon) a 
ceftazidim, neboť MIC těchto antibiotik se může u různých producentů ESBL výrazně lišit (14,22,23). 
 
Algoritmus pro screening ESBL a fenotypové konfirmační metody pro skupinu 1  
Enterobacteriaceae, které jsou pozitivní v screeningových testech, jsou na obrázku 1 a v tabulce  2. 
 

B. Screening u skupiny 2 Enterobacteriaceae (Enterobacter spp, Serratia spp., Citrobacter freundii, 
Morganella morganii, Providencia spp, Hafnia alvei) 
Screening pro skupinu 2 Enterobacteriaceae se provádí podle metod popsaných výše pro skupinu 1 
Enterobacteriaceae (obrázek 1 a tabulka 3) (19). U těchto druhů je však velmi častým mechanizmem 
rezistence k cefalosporinům dereprese chromozomální AmpC β-laktamázy. Při testování fenotypu 
lze proto v kombinaci s kyselinou klavulanovou použít cefepim pro jeho stabilitu vůči hydrolýze 
AmpC. 
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3.4.2 Fenotypové konfirmační metody 
Pro konfirmaci ESBL jsou doporučeny čtyři z několika dalších metod, založených na inhibici aktivity 
ESBL kyselinou klavulanovou in vitro: kombinovaný diskový test (CDT), double disk synergy test 
(DDST), ESBL gradient test a bujónový mikrodiluční test (tabulky 2 a 3) (20, 21, 24). Podle jedné 
multicentrické studie byla prokázána vyšší specificita CDT než u ESBL gradient testu při srovnatelné 
citlivosti (25). Výrobci automatických systémů pro vyšetřování citlivosti zavedli detekční testy 
založené na inhibici enzymů ESBL kyselinou klavulanovou. V různých studiích se výtěžnost 
konfirmačních metod liší v závislosti na souboru testovaných kmenů a použitém zařízení (17-19). 
 
A. Kombinovaný diskový test (CDT)  
Vždy se použijí disky nebo tablety obsahující cefalosporin samotný (cefotaxim, ceftazidim, cefepim) 
a v kombinaci s kyselinou klavulanovou. Srovnávají se inhibiční zóny kolem disků nebo tablet 
cefalosporinů v kombinaci s kyselinou klavulanovou se zónami kolem disků nebo tablet se 
samotnými cefalosporiny. Test je pozitivní, pokud rozdíl v průměru inhibiční zóny disku s kyselinou 
klavulanovou a bez ní je větší než 5 mm (tabulka 3) (26, 27).  
 
B. Double-disk synergy test (DDST) 
Disky cefalosporinů (cefotaxim, ceftazidim, cefepim) jsou aplikovány na plotny vedle disků s 
kyselinou klavulanovou (amoxicilin-klavulanová kyselina). Pozitivní výsledek indikuje rozšíření 
inhibiční zóny kolem některého z cefalosporinových disků směrem k disku, který obsahuje kyselinu 
klavulanovou. Rozhodujícím faktorem je vzdálenost 20 mm od středu disků, která je optimální pro 
disky s 30 g cefalosporinu; nicméně u kmenů s velmi vysokým nebo nízkým stupněm rezistence 
může být snížena (15 mm), respektive zvýšena (30 mm) (20). Pro disky s nižším obsahem 
cefalosporinů používané v diskové difúzní metodě EUCAST musí být doporučení přehodnoceno. 
 
C. Gradientní test 
Gradientní testy se provádí, hodnotí a interpretují podle návodů výrobce. Test je pozitivní, pokud 
MIC v cefalosporinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou je 8 násobně nižší ve srovnání s MIC 
samotného cefalosporinu, nebo pokud je přítomna fantómová zóna, nebo deformovaná elipsa (viz 
návody výrobce) (tabulka 3). Výsledek testu je neurčitý, pokud je MIC mimo rozmezí proužku a test 
nelze hodnotit. Ve všech ostatních případech je výsledek testu negativní. ESBL gradientní testy by 
měly být použity pouze pro potvrzení produkce ESBL a nejsou spolehlivé pro stanovení MIC.  
 
D. Bujónová mikrodiluce 
Bujónová mikrodiluce se provádí v Mueller-Hinton bujónu obsahujícím samostatný cefotaxim, 
ceftazidim a cefepim v ředění dvojnásobnou řadou při koncentracích v rozmezí 0,25 až 512 mg/l a 
tatáž ředění v kombinaci s kyselinou klavulanovou ve fixní koncentraci 4 mg/l. Test je pozitivní, 
pokud je MIC cefalosporinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou 8 násobně snížená ve srovnání s 
MIC samotného cefalosporinu. Ve všech ostatních případech je výsledek testu negativní (24). 
 
D. Biochemické (kolorimetrické) testy 
Test ESBL NDP byl poprvé popsán v roce 2012 a používá jako indikátor cefotaxim a tazobaktam jako 
inhibitor (28). Provádí se v destičkách s 96 jamkami nebo ve zkumavkách. Změna barvy z červené na 
žlutou se považuje za pozitivní. Test byl také použit přímo na vzorcích pacientů (29). Byla popsána 
vynikající senzitivita a specificita, ale test nebyl hodnocen v žádné multicentrické studii. 
 
Test β-LACTA je kolorimetrický test s použitím chromogenního cefalosporinového substrátu (HMRZ-
86) na izolátech a také přímo na klinických vzorcích (30). V prospektivní multicentrické studii v Belgii 
a Francii bylo zjištěno, že vykazuje výbornou senzitivitu a specifitu u E. coli a K. pneumoniae (96 % a 
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100 %), zatímco u druhů produkujících indukovatelné β-laktamázy AmpC vykazuje nižší senzitivitu 
(67 %). Vysoká negativní prediktivní hodnota pro E. coli a K. pneumoniae (99 % v oblastech s 
prevalencí rezistence na cefalosporiny 3 generace v rozmezí 10 až 30 %) činí tento jednoduchý test 
velmi účinným při predikci rezistence na cefalosporiny třetí generace, zejména u kmenů 
produkujících β-laktamázu s rozšířeným spektrem. 
 
E. Speciální zřetel při interpretaci 
Konfirmace ESBL testů, které používají jako indikátor cefalosporinů cefotaxim, může být falešně 
pozitivní u kmenů Klebsiella oxytoca s hyperprodukcí chromozomálních β-laktamáz K1 (OXY-like) 
(31). Podobný fenotyp se může vyskytnout u Proteus vulgaris, Proteus penneri, Citrobacter koseri a 
Kluyvera spp. a u některých druhů podobných C. koseri, jako je C. sedlakii, C. farmeri a C. 

amalonaticus, které mají chromozomální β-laktamázy inhibované kyselinou klavulanovou (32, 33). 
Další možnou příčinou falešně pozitivních výsledků je hyperprodukce  
β-laktamázy SHV-1, TEM-1, nebo OXA-1-like v kombinaci se změněnou permeabilitou (18). Podobné 
problémy s falešně pozitivními výsledky u K. oxytoca produkující K1 mohou také nastat, použije-li se 
ke konfirmaci ESBL pouze samotný cefepim (34). 
 
Tabulka 2. Metody pro konfirmaci ESBL u Enterobacteriaceae s pozitivním ESBL screeningovým 
testem (viz tabulka 1). Skupina 1 Enterobacteriaceae (viz obrázek 1). 
 

 

Metoda 
Antibiotikum 
(obsah disku nebo MIC) 

 

Pozitivní konfirmace ESBL 

ESBL gradientní test cefotaxim +/- 
klavulanová kys. 

poměr MIC ≥8 nebo vytvoření 
deformované elipsy 

ceftazidim +/- 
klavulanová kys. 

poměr MIC ≥8 nebo vytvoření 
deformované elipsy 

Kombinovaný diskový 
difúzní test (CDT) 

cefotaxim (30 µg) +/- 
klavulanová kys. (10 µg) 

zvětšení inhibiční zóny ≥5 mm 

ceftazidim (30 µg) +/- 
klavulanová kys. (10 µg) 

zvětšení inhibiční zóny ≥5 mm 

Bujónová mikrodiluce cefotaxim +/- 
klavulanová kys. (4 mg/l) 

poměr MIC ≥8 

ceftazidim +/- 
klavulanová kys. (4 mg/l) 

poměr MIC ≥8 

cefepim +/- 
klavulanová kys. (4 mg/l) 

poměr MIC ≥8 

Double disk 
synergy test (DDST) 

cefotaxim, ceftazidim a 
cefepim 

rozšíření inhibiční zóny 
indikátorového cefalosporinu ve 
směru k disku amoxicilinu s 
klavulanovou kyselinou 
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Tabulka 3. Metody pro konfirmaci ESBL u Enterobacteriaceae s pozitivním ESBL screeningovým testem 

(viz tabulka 1). Skupina 2 Enterobacteriaceae (viz obrázek 1). 
 

Metoda Antibiotikum Pozitivní konfirmace ESBL 

ESBL gradientní test 
EtestESBL 

cefepim +/- klavulanová kys. poměr MIC ≥8 nebo vytvoření 
deformované elipsy 

Kombinovaný diskový 
difúzní test 
 

cefepim (30 µg) +/- 
klavulanová kys. (10 µg) 

zvětšení inhibiční zóny ≥5 mm 

Bujónová mikrodiluce cefepim +/- klavulanová kys. 
(fixní koncentrace 4 mg/l) 

poměr MIC ≥8 

Double disk 
synergy test 
(DDST) 

cefotaxim, ceftazidim, 
cefepim 

rozšíření inhibiční zóny 
indikátorového cefalosporinu ve 
směru k disku amoxicilinu s 
klavulanovou kyselinou 

 

3.4.3 Fenotypová detekce ESBL v přítomnosti jiných β-laktamáz, které maskují synergii  
Neurčité výsledky (u Etestu®) a falešně negativní výsledky testů (u CDT, DDST, Etestu a bujónové 
mikrodiluce) mohou být způsobeny expresí β-laktamáz AmpC ve vysokém stupni, které maskují 
přítomnost ESBL (20,34,35). Izoláty s vysokou úrovní exprese β-laktamázy AmpC jsou obvykle 
jednoznačně rezistentní k cefalosporinům třetí generace. O vysoké úrovni exprese β-laktamáz AmpC 
svědčí také rezistence k cefamycinům (MIC cefoxitinu >8 mg/l (31), s vzácnou výjimkou β-laktamáz 
ACC, které rezistenci k cefoxitinu neudělují (36). 
 
Ke konfirmaci produkce ESBL u izolátů s vysokou úrovní exprese β-laktamáz AmpC se doporučuje 
dodatečné potvrzení ESBL s indikátorovým cefalosporinem cefepimem, který β-laktamázy AmpC 
nehydrolyzují. Cefepim lze použít u všech metod (CDT, DDST, gradientních a mikrodilučních) (27,34-
36). Alternativně lze použít kloxacilin, který je dobrým inhibitorem enzymů AmpC. Test je uspořádán 
jako CDT s disky obsahujícími dva indikátorové cefalosporiny (cefotaxim a ceftazidim) spolu s 
kyselinou klavulanovou a kloxacilinem; a standardní CDT nebo DDST na agarových plotnách 
obsahujících 200-250 mg/l kloxacilinu (19). K dispozici jsou i komerční disky nebo tablety, které 
obsahují kyselinu klavulanovou i kloxacilin, chybí však multicentrické studie hodnotící tyto přípravky.  
 
Přítomnost ESBL mohou maskovat rovněž karbapenemázy jako jsou MBL nebo KPC (nikoli však 
enzymy OXA-48-like) a/nebo závažné poruchy permeability (40, 41). Pokud je detekce ESBL v těchto 
případech nadále relevantní, lze použít molekulární metody. 
 

3.4.4 Konfirmace genotypu 
Pro genotypové potvrzení přítomnosti ESBL genů existuje řada možností od PCR a sekvenování po 
celogenomové sekvenování, včetně mapování genů rezistence. K dispozici jsou také různé 
mikročipy. Existují komerční i in-house metody, ale nebyly systematicky ověřeny, a proto nebudou v 
tomto dokumentu zařazeny. Metody sekvenování celého genomu byly popsány v jiné publikaci 
EUCAST (42). 
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3.4.5 Kontrola kvality 
Níže je uvedeno několik možných kontrolních kmenů pro fenotypové a genotypové metody. U 
těchto kmenů nejsou k dispozici limitní rozmezí pro kontrolu kvality. Uživatelé komerčních metod by 
měli používat kontrolní kmeny uvedené v příbalové informaci. 
 
Tabulka 4. Příklady kontrolních kmenů pro testování ESBL. 
 

Kmen Mechanizmus 

K. pneumoniae ATCC 700603 SHV-18 ESBL 

E. coli CCUG 62975 ESBL skupiny CTX-M-1 a získaná CMY AmpC 

E. coli ATCC 25922 ESBL-negativní 
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4. Enterobacteriaceae produkující získanou β-laktamázu AmpC  
 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ne 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejné zdraví Ano 
 
 

4.1 Definice 
Cefalosporinázy typu AmpC jsou β-laktamázy třídy C dle Amblerovy klasifikace. Hydrolyzují 
peniciliny, cefalosporiny (včetně třetí, nikoli však čtvrté generace) a monobaktamy. Obecně platí, že 
enzymy typu AmpC jsou špatně inhibovány klasickými inhibitory ESBL a zvláště kyselinou 
klavulanovou (1). 
 
4.2 Klinický a/nebo epidemiologický význam 
První izoláty produkující získané enzymy AmpC byly identifikovány na konci osmdesátých let 
minulého století a poté byly pozorovány všude ve světě jako důsledek klonálního šíření a 
horizontálního přenosu genů AmpC (často označovaného jako plazmidem zprostředkovaná AmpC). 
Existuje několik linií mobilních genů AmpC, které pocházejí od přirozených producentů, zejména ze 
skupiny Enterobacter (MIR, ACT), skupiny C. freundii (CMY-like, LAT, CFE), skupiny M. morganii 
(DHA), skupiny Hafnia alvei (ACC), skupiny Aeromonas (CMY-1-like, FOX, MOX) a skupiny 
Acinetobacter baumannii (ABA). Nejčetnější a nejvíce rozšířeny jsou enzymy CMY-2-like, a značně 
jsou rozšířeny také indukované β-laktamázy DHA-like a některé další (1). 
 
Hlavními producenty získaných AmpCs jsou E. coli, K. pneumoniae, Salmonella enterica a 
P. mirabilis. Izoláty těchto enzymů byly získány jak od hospitalizovaných pacientů, tak od pacientů z 
řad komunit, a byly rozpoznány dříve než klasické enzymy ESBL u hospodářských zvířat v 
potravinách (E. coli a S. enterica). Ačkoli masivní rozšíření získané AmpC bylo zaznamenáno v 
multicentrických studiích týkajících se rezistence enterobakterií k cefalosporinům třetí generace, 
jejich celková frekvence výskytu zůstává mnohem nižší než výskyt ESBL, přinejmenším v Evropě. 
Nicméně význam bakterií produkujících tyto enzymy se může významně zvýšit v některých 
specifických místních a epidemiologických podmínkách (1-5). 
 

4.3 Mechanizmus rezistence 
Četné další Enterobacteriaceae a některé jiné gramnegativní tyčky produkují přirozené enzymy 
AmpC konstitutivně ve stopovém množství (například E. coli, Shigella spp.) nebo indukovaně 
(například Enterobacter spp., C. freundii, M. morganii, P. aeruginosa). Dereprese nebo 
hyperprodukce přirozených AmpC je způsobena různými genetickými změnami a uděluje vysoký 
stupeň rezistence k cefalosporinům a ke kombinacím penicilinů s inhibitory β-laktamázy. 
Cefalosporinázy třídy C se také mohou vyskytovat jako získané enzymy, hlavně u enterobakterií. S 
výjimkou indukovaného enzymu DHA jsou získané AmpC exprimovány konstitutivně, a jejich 
rezistence k cefalosporinům je podobná jako u hyperprodukujících nebo dereprivovaných mutantů 
přirozených producentů AmpC. Stupeň rezistence závisí na množství vytvořených enzymů, jakož i na 
přítomnosti jiných mechanismů rezistence. Podobně jako ESBL, získané AmpC jsou obvykle 
kódovány na genech zprostředkovaných plazmidy (1-3). 
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4.4 Doporučené metody pro detekci získané AmpC u Enterobacteriaceae 
Jako fenotypová kritéria pro zkoumání produkce AmpC v Enterobacteriaceae skupiny 1 lze použít cefoxitin 

(MIC> 8 mg/l nebo průměr zóny <19 mm) v kombinovaci s fenotypovou rezistencí vůči ceftazidimu a/nebo 

cefotaximu (podle breakpointů), nelze však tímto způsobem detekovat ACC-1, plazmidem zprostředkovanou 

AmpC, která cefoxitin nehydrolyzuje (6). Je třeba poznamenat, že rezistence k cefoxitinu může být také  

působena ztrátou porinů (1).  

 

Obrázek 1. Algoritmus pro detekci AmpC.  

1R u cefoxitinu je definována jako ne-divokého typu (MIC >8 mg/L nebo průměr zóny <19 mm).  
Výsledek "R" pro cefotaxim a ceftazidim se odvozuje podle breakointů EUCAST. Vyšetřování izolátů, které nejsou citlivé 
na cefotaxim a ceftazidim. Postup, při němž se používá jako kritérium pro výběr izolátů jejich necitlivost k cefotaximu a 
ceftazidimu, má pro průkaz AmpC vyšší senzitivitu ale nižší specificitu, než použije-li se jako kritérium rezistence k 
cefoxitinu (7). Enzym AmpC může být také přítomen u izolátů, které mají pozitivní test na ESBL (synergie s klavulanovou 
kyselinou). Bez ohledu na výsledek testu na průkaz ESBL může být někdy potřebné vyšetřit také AmpC. Laboratoře, které 
nevyšetřují cefoxitin, mohou použít jako další, méně specifický fenotypový indikátor citlivost k cefepimu společně s 
rezistencí k cefotaximu nebo ceftazidimu. 
 

Fenotypové testy pro konfirmaci AmpC jsou obecně založeny na inhibici AmpC kloxacilinem nebo 
deriváty kyseliny borité. Deriváty kyseliny borité nicméně inhibují také karbapenemázy třídy A. 
Několik publikací svědčí o dostatečné přesnosti metod pro průkaz AmpC připravovaných "in-house" 
(8-10), stejně jako komerčních metod jako je "AmpC Detection Disc Set Mast" (senzitivita 96-100 %, 
specificita 98-100 %) (11,12), AmpC gradientní test, který je v současné době k dispozici pouze od 
bioMérieux (senzitivita 84-93 %, specificita 70 až 100 %) (12,13) a metod používajících Rosco tablety 
s cefotaximem-kloxacilinem a ceftazidimem-kloxacilinem (senzitivita 96 %, specificita 92 %) (7,14). 
Získanou AmpC však nelze odlišit od konstitutivně hyperprodukované chromozomální AmpC u  
E.coli. 
 
Přítomnost získaných enzymů AmpC mohou konfirmovat metody založené na PCR (15, 16), nebo 
DNA microarray (17). 
 
Tabulka 1. uvádí několik možných kontrolních kmenů pro fenotypové a genotypové metody. U 
těchto kmenů nejsou k dispozici limitní rozmezí pro kontrolu kvality. Uživatelé komerčních metod by 
měli používat kontrolní kmeny uvedené v příbalové informaci. 
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Tabulka 1. Příklady kontrolních kmenů vyšetření AmpC. 

 

Kmen Mechanizmus 
 

E. coli CCUG 58543 získaná AmpC CMY-2  

E. coli CCUG 62975 získaná AmpC CMY a ESBL skupiny CTX-M-1  

K. pneumoniae CCUG 58545 získaná DHA 

E. coli ATCC 25922 AmpC a ESBL negativní 
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5. Rezistence gramnegativních tyček k polymyxinu  
 
 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ano 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejné zdraví Ano 

 

Získaná rezistence k polymyxinu u Enterobacteriaceae se v posledních letech vyskytuje celosvětově.  
Zvláště znepokojující je výskyt rezistence zprostředkované plazmidem u zvířat, potravin a lidí, která 
má velkou tendenci šířit se horizontálně.  

  
Dříve byla polymyxinová rezistence hlášena vždy jako chromozomálně zprostředkovaná, a obvykle 
souvisela s mutacemi v několika genech obsažených v dvoukomponentním regulačním systému pro 
biosyntézu lipidu A a regulaci náboje lipopolysacharidu (LPS) (1,2). V roce 2015 se objevily první 
zprávy o rezistenci na kolistin zprostředkované plazmidem a souvisely s plazmidem kódovanou 
fosfoetanolamin transferázou, která přidává fosfoethanolaminovou skupinu k lipidu A. Výsledným 
účinkem je snížení negativního náboje v LPS a tudíž snížení interakce s kladně nabitými polymyxiny. 
Nová determinanta rezistence byla pojmenována MCR-1 (3). Od té doby byla přítomnost tohoto 
mechanizmu rezistence prokázána na všech kontinentech. Jeden izolát se datuje do osmdesátých 
let, ale zdá se, že celosvětový vzestup se uskutečnil v posledních přibližně 5 letech (4). Během roku 
2016 byly popsány dvě nové varianty MCR-1 - MCR-1.2 a MCR-2 (5, 6).  

 
U evropských invazivních kmenů K. pneumoniae je prevalence rezistence na kolistin 8,6 % a u izolátů 
rezistentních na karbapenem může činit až 29 % (7). Je nutno zdůraznit, že značné rozdíly ve 
frekvenci výskytu této rezistence mezi zeměmi mohou být způsobeny metodickými problémy. 
Předpokládá se, že většina rezistence je způsobena chromozomálními mechanismy, ale bylo 
zaznamenáno několik hlášení o enterobakteriích produkujících karbapenemázu spolu s MCR-1 (4). 
 
V současné době neexistují spolehlivě ověřené metody pro fenotypovou charakterizaci různých 
mechanismů rezistence na polymyxin než samotné stanovení MIC mikrodiluční metodou (gradientní 
testy a disková difúze jsou u polymyxinů nespolehlivé). Nedávno bylo zjištěno, že hydrolýza enzymy 
MCR závisí na zinku a cheláty zinku tudíž mohou jejich aktivitu inhibovat (8). Z tohoto důvodu se 
očekává přínos inhibičních testů založených na EDTA nebo dipikolinové kyselině. Současné zaměření 
je však na zjištění rezistence polymyxinu bez ohledu na mechanizmus. Laboratořím se doporučuje, 
aby vyšetřovaly MIC kolistinu výlučně mikrodiluční metodou se sulfátem kolistinu (9). Diskové 
difuzní a gradientní testy by se neměly používat, protože jsou spojeny s vysokým rizikem velmi 
závažných a závažných chyb (10). V poslední době byla také zavedena kolorimetrická metoda, ale 
její spolehlivost byla zatím ověřena jen na jednom pracovišti (11). Pro další studie mechanizmu 
rezistence jsou nezbytné molekulární metody. Současným doporučením je provést takové další 
testování pouze na izolátech rezistentních ke kolistinu.  
Pro kontrolu kvality musí být použit jak citlivý kmen (E. coli ATCC 25922 nebo P. aeruginosa ATCC 
27853),  t a k  rezistentní kmen ke kolistinu  E. coli NCTC 13846 (pozitivní mcr-1). Cílová hodnota 
MIC kolistinu u E. coli NCTC 13846 je 4 mg/l a jen výjimečně 2 mg/l nebo 8 mg/l. 
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6. P. aeruginosa a Acinetobacter produkující karbapenemázu 
 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti             Ne 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejné zdraví Ano 
 

P. aeruginosa a skupina Acinetobacter baumannii produkující karbapenemázu se běžně nachází na 
většině území Evropy (1). V Evropě u P. aeruginosa dominují enzymy VIM, zejména VIM-2, 
producenti KPC  jsou zaznamenáni také v zemích Latinské Ameriky (2). U skupiny  Acinetobacter se 
často vyskytují karbapenemázy OXA, zejména OXA-23-, OXA 24/40-, OXA-58-, OXA-143-, OXA-235-
like (3). 

 
V současné době neexistují žádné specifické inhibitory karbapenemáz OXA třídy D a žádná z 
existujících fenotypových metod neposkytuje uspokojivé výsledky pro detekci/identifikaci těchto 
karbapenemáz u skupiny Acinetobacter. Kolorimetrické zkoušky byly testovány, ale celkově se u 
tohoto rodu neprokázala přesnost (4). Acinetobacter může produkovat karbapenemázy typu MBL a 
je možné, že vyšetření těchto enzymů může být snadnější. 

 
Po několik desetiletí používané testy pro průkaz MBL pomocí Etestu nebo nebo disků mají špatnou 
specificitu (5-7). Nedávno několik autorů také navrhlo různé modifikace kombinovaných diskových 
testů (buď imipenem nebo meropenem v kombinaci s různými inhibičními látkami třídy B (EDTA 
nebo DPA), ale tyto byly validovány ve studiích s jedním centrem a jejich spolehlivost je nejasná (8, 
9). Kolorimetrické testy fungovaly lépe u P. aeruginosa než u Acinetobacter (10) a v současné době 
mají tyto testy pravděpodobně nejlépe prokázanou specificitu. Stále však není k dispozici žádný 
dostatečně specifický test bez molekulární konfirmace. 
 
Pro vyšetření vlastností karbapenemáz produkovaných P. aeruginosa a Acinetobacter by měly být 
použity genotypové metody, ale zejména u P. aeruginosa jsou pro počáteční vyšetření vhodné 
některé z výše uvedených fenotypových metod. 

 
Je třeba poznamenat, že testování karbapenemáz je klinicky nejvýznamnější u P. aeruginosa, 
protože tento druh může být rezistentní na karbapenemy prostřednictvím několika 
chromozomálních mechanizmů (aktivní eflux, alterace nebo ztráta porinů). Naopak rezistence na 
karbapenem u Acinetobacter je téměř konstantně způsobena produkcí karbapenemáz OXA. 

 
Některé práce doporučují kontrolní kmeny P. aeruginosa   NCTC   13437 (producent VIM-10) a A. 

baumannii NCTC 13301 (producent OXA-23).  Pro tyto kmeny není k dispozici limitní rozmezí.  
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7. Staphylococcus aureus rezistentní k meticilinu (MRSA) 
 

 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ano 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejné zdraví Ano 
 
 

7.1 Definice 
Izoláty S. aureus s pomocným proteinem vážícím penicilin (penicillin-binding protein) (PBP2a/PBP2c, 
kódovanými geny mecA resp. mecC), charakterizuje nízká afinita pro β-laktamová antibiotika, s 
výjimkou nové třídy cefalosporinů s aktivitou proti MRSA (ceftarolin, ceftobiprol). 
 
7.2 Klinický a/nebo epidemiologický význam 
S. aureus rezistentní k meticilinu je celosvětově hlavní příčinou morbidity a mortality (1,2). Mortalita 
u infekcí krevního řečiště způsobená MRSA je dvakrát vyšší, než je tomu u podobných infekcí 
způsobených kmeny citlivými k meticilinu v důsledku zpoždění vhodné léčby a jejího nižšího účinku 
(3). Infekce způsobené MRSA jsou endemické v komunitě i v nemocnicích všech částí světa.  
 
7.3 Mechanizmus rezistence 
Hlavním mechanizmem rezistence je produkce PBP2a/PBBc, pomocného proteinu vážícího penicilin 
(penicillin-binding protein), který izolátům uděluje rezistenci ke všem β-laktamovým antibiotikům s 
výjimkou nové třídy specifických "anti-MRSA" cefalosporinů. Tyto látky mají dostatečně vysokou 
afinitu k PBP2a, a pravděpodobně i k PBP kódovaným genem mecC a jsou tudíž účinné proti MRSA 
(4). Pomocné PBP jsou kódovány genem mecA, respektive nedávno popsaným genem  mecC  (5). 
Geny mec jsou pro S. aureus cizí a u kmenů citlivých k meticilinu nejsou přítomny. Přesnost výsledků 
vyšetření citlivosti je negativně ovlivněna u kmenů s výraznou heterogenní expresí genu mecA a s 
obvykle nízkou MIC oxacilinu (5). Některé izoláty jsou sice rezistentní k oxacilinu v nízkém stupni, ale 
jsou mecA a mecC negativní a nevytvářejí alternativní PBP [hraničně citlivý S. aureus (BORSA, 
borderline susceptible S. aureus)]. Tyto kmeny jsou poměrně vzácné a jejich mechanismus 
rezistence je nedostatečně prozkoumán, může však zahrnovat hyperprodukci β-laktamáz nebo 
změnu původně přítomných PBP (6). 
 
V různých částech světa byly popsány mecA pozitivní izoláty S. aureus, které jsou díky inaktivaci 
mecA citlivé k cefoxitinu i k oxacilinu (OS-MRSA). Tyto kmeny se liší od heterogenně rezistentních 
MRSA, které jsou také citlivé na oxacilin, ale rezistentní k cefoxitinu (7, 8). Četnost těchto izolátů se 
podle kombinovaných výsledků (získaných konvenčním vyšetřením fenotypu nebo pozitivním 
průkazem mecA pomocí PCR) odhaduje přibližně na 3 %. V jednom případě (9) byla během 
prodloužené antibiotické léčby plně dokumentována reverze z citlivosti na meticilin k rezistenci na 
meticilin, a předpokládá se, že se tak děje i v jiných případech, nicméně rychlost takové reverzibilní 
rezistence je v současné době neznámá. Takové izoláty mohou být podle definice detekovány pouze 
molekulární analýzou. To neznamená, že molekulární analýzu je třeba provádět u všech kmenů, ale 
je významná jen v případech selhání léčby. Pokud je gen mecA detekován náhodně nebo při 
screeningu kvůli terapeutickému selhání, měl by být izolát vždy hlášen jako rezistentní.  
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7.4 Doporučené metody pro detekci meticilinové rezistence u S. aureus 
Meticilinová/oxacilinová rezistence stafylokoků může být detekována fenotypově pomocí stanovení 
MIC nebo diskovým difúzním testem.  Aglutinaci lze použít k průkazu PBP2a, není však spolehlivá k 
detekci PBP2c.  Pro genotypovou detekci je vhodná PCR. 
 
7.4.1 Detekce vyšetřením MIC nebo diskovou difúzní metodou MIC  
Heterogenní exprese rezistence ovlivňuje zejména MIC oxacilinu, ke kterému se kmen jeví jako 
citlivý. Cefoxitin je velmi citlivý a specifický marker pro detekci meticilinové rezistence 
zprostředkované geny mecA/mecC a je antibiotikem volby pro diskový difúzní test. Difúzní diskový 
test s oxacilinem je již obsoletní a tabulka klinických breakpointů EUCAST nezahrnuje interpretační 
kritéria průměrů inhibičních zón oxacilinu pro špatnou korelaci s přítomností genu mecA.  

 
A. Bujónová mikrodiluce: 
Použije se standardní metoda (ISO 20776-1) a kmeny s MIC >4 mg/l cefoxitinu by se měly hlásit jako 
rezistentní k meticilinu.  

 
B. Disková difúze: Použije se disková difúzní metoda EUCAST. Kmeny s průměrem inhibiční zóny <22 
mm kolem disku s cefoxitinem (30 µg disk) by se měly hlásit jako rezistentní k meticilinu.  
 
7.4.2 Detekce genotypovými a latexovými aglutinačními metodami.  
Genotypová detekce genů mecA a mecC pomocí PCR a detekce proteinu PBP2a soupravou pro 
latexovou aglutinaci se provádí komerčními testy nebo testy připravenými "in-house". PBP2c nelze 
většinou komerčních testů detekovat.  
 
7.4.3 Kontrolní kmeny 
Níže je uvedeno několik možných kontrolních kmenů pro fenotypové a genotypové metody. U 
těchto kmenů nejsou k dispozici limitní rozmezí pro kontrolu kvality. Uživatelé komerčních metod by 
měli používat kontrolní kmeny uvedené v příbalové informaci. 
 
Tabulka 1. Příklady kontrolních kmenů pro testování MRSA. 
 

Kmen Mechanizmus 

S. aureus ATCC 29213 citlivý k meticilinu 

S. aureus NCTC 12493 rezistentní k meticilinu (mecA) 

S. aureus NCTC 13552 rezistentní k meticilinu (mecC) 
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8. Staphylococcus aureus necitlivý k vankomycinu  
 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ano 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejné zdraví Ano 
 

 

8.1  Definice 
Klinický breakpoint EUCAST pro rezistenci k vankomycinu je MIC >2 mg/l. Nedávné snížení 
breakpointů vankomycinu vedlo k odstranění dříve používané intermediární kategorie.  Existují však 
významné rozdíly mezi mechanizmem rezistence u S. aureus s rezistencí k vankomycinu ve vysokém 
stupni zprostředkovanou VanA (VRSA - vankomycin resistant S. aureus) a izoláty non-VanA s nízkým 
stupněm rezistence. Proto izoláty s nízkým stupněm rezistence nezprostředkované VanA (non-
VanA) jsou označeny jako VISA pro vankomycin intermediární S. aureus a jako hVISA pro 
heterorezistentní vankomycin intermediární S. aureus. Při léčbě vankomycinem u pacientů se 
závažnou infekcí způsobenou S. aureus by měla být vždy vyšetřena MIC. Ve vybraných případech, 
např. při podezření na selhání léčby, se doporučuje vyšetřit hVISA. Test na průkaz hVISA je 
komplikovaný, a proto se antibiotická surveillance zaměřuje na detekci VISA a VRSA. 
 

VRSA: Vankomycin rezistentní S. aureus: 
Izoláty S. aureus s vysokým stupněm rezistence k vankomycinu (MIC >8 mg/l). 
 

VISA: Vankomycin intermediární S. aureus 
Izoláty S. aureus s nízkým stupněm rezistence k vankomycinu (MIC 4 - 8 mg/l). 

 
hVISA: Heterogeneous vankomycin intermediární S. aureus. 
Izoláty S. aureus citlivé k vankomycinu (MIC ≤2mg/l), ale jak bylo zjištěno populační analýzou, 

menšinovou populaci (1 na 10
6 buněk) inhibuje MIC vankomycinu >2 mg/l. 

 
Je nutno zdůraznit, že přes rozdílná označení jsou všechny výše uvedené kategorie klinicky 
rezistentní.  

 
8.2  Klinický a/nebo epidemiologický význam 
O prevalenci izolátů se sníženou citlivostí ke glykopeptidům nejsou v Evropě žádné recentní 
informace. Ze zpráv jednotlivých institucí lze odhadnout, že mezi MRSA v Evropě je prevalence 
hVISA ≤2 % a VISA je méně než 0,1 % (1). Výskyt VRSA v Evropě doposud nebyl hlášen a v 
současnosti je extrémně vzácný i jinde ve světě (2). Lokální prevalence hVISA může být podstatně 
vyšší (1) v důsledku šíření specifických klonálních linií (2). Téměř všechny izoláty se zvýšenou MIC 
(VISA) nebo obsahující rezistentní subpopulaci (hVISA) jsou současně MRSA. 
 
Je obtížné posoudit klinický význam hVISA, neboť nebyly provedeny žádné dobře kontrolované 
prospektivní studie. Předpokládá se však, že přítomnost fenotypu hVISA provází horší průběh, 
přinejmenším u závažných infekcí (2,3). Je proto prozíravé vyšetřovat přítomnost hVISA u infekcí 
krevního řečiště nereagujících na léčbu. V poslední době přibývá důkazů, že izoláty s MIC v horní 
části citlivého rozmezí (MIC >1 mg/l) jsou spojovány s horším průběhem a zvýšenou mortalitou, 
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alespoň u infekcí krevního řečiště (3-8). Možná příčina tohoto pozorování není objasněna, může se 
jednat i o poddávkování vankomycinu (9,10). Navíc interpretace výsledků MIC v těchto studiích 
může být ovlivněna různými použitými metodami (8, 9).  
 
Detekce hVISA je složitá a spočívá v populační analýze (11), která je pracná, vyžaduje speciální 
vybavení a potřebuje vysokou úroveň technických znalostí. Metoda pro detekci hVISA je uvedena, 
ale pro účely surveilance se hlášení omezuje na VISA a VRSA, shodně definované MIC >2mg/l. 
 

8.3  Mechanizmus rezistence 
 Rezistence VRSA je řízena genem vanA, exogenně získaným od enterokoků. U izolátů VISA i hVISA je 
původ rezistence endogenní (tzn. chromozomální mutace) a na velmi složitém mechanizmu se podílí 
více genů. Fenotyp VISA/hVISA je spojen s hyperprodukcí cílových míst glykopeptidů a se zesílením 
buněčné stěny. Fenotyp hVISA je v laboratoři nestabilní, in vivo však má schopnost vyvinout se ve 
VISA (2). 
 

8.4 Doporučené metody pro detekci S. aureus necitlivého k vankomycinu   
Diskovou difuzi NELZE použít pro detekci hVISA nebo VISA, a možnost použití pro VRSA připouští jen 
několik studií (12). 
 

8.4.1 Stanovení MIC  
Zlatým standardem je bujónová mikrodiluční metoda doporučovaná EUCAST (ISO 20776-1). Je 
nutno poznamenat, že MIC stanovená gradientní proužkovou metodou může být o 0,5-1 stupeň 
dvojnásobné diluce vyšší, než jsou výsledky získané bujónovou mikrodilucí (8,9). Breakpoint EUCAST 
pro rezistenci S. aureus je MIC vankomycinu >2 mg/l. Izoláty s ověřenou MIC vankomycinu >2 mg/l 
(podle bujónové mikrodiluce) by měly být vyšetřeny v referenční laboratoři. Stanovením MIC nelze 
hVISA detekovat. 
 

8.4.2 Testy pro detekci VRSA, VISA a hVISA 
Detekovat hVISA je obtížné, a proto je detekce rozdělena na screening a konfirmaci. Pro screening 
byly vyvinuty četné speciální metody. Konfirmace spočívá v analýze populačního profilu izolátu na 
agarových plotnách, obsahujících řadu koncentrací vankomycinu (PAP-AUC) (11). Bez rozsáhlých 
zkušeností je tato metoda technicky náročná, a proto ji většinou provádí referenční laboratoře. 
Metoda založená na kaseinovém screeningovém agaru s vankomycinem (13) má sice vysokou 
senzitivitu a specificitu, byla však ověřena jen v jediné studi,i a proto zde není zahrnuta. Všechny 
dále uvedené metody jsou schopny detekovat VRSA a VISA a byly hodnoceny v multicentrických 
studiích (14,15). 
 

A. Makrogradientní test: 
Tento test indikuje sníženou citlivost k vankomycinu, nejedná se však o stanovení MIC.  Navíc tento 
test nerozlišuje mezi hVISA, VISA a VRSA. Test se provádí podle návodů výrobce. Je třeba 
poznamenat, že inokulum je vyšší (2,0 McFarland) než u standardních gradientních testů a test se 
provádí na agaru BHI (Brain Heart Infusion), nikoli na Mueller Hinton agaru. Výsledek je definitivně 
odečten po 48 hodinách. Pozitivní výsledek indikuje odečet ≥8mg/l pro vankomycin i teikoplanin, 
NEBO ≥12mg/l pro samotný teikoplanin. 
 
Protože obě kritéria zahrnují teikoplanin, závisí testování vankomycinu na výsledku testu s 
teikoplaninem. Algoritmus je následující: 
 

• Odečet teikoplaninu ≥12 mg/l: VRSA, VISA nebo hVISA 
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• Odečet teikoplaninu 8 mg/l: Testuje se vankomycin. Pokud je odečet vankomycinu ≥8 mg/l, jedná 
se o VRSA, VISA nebo hVISA 

• Odečet teikoplaninu <8 mg/l: Nejedná se o VRSA, VISA nebo hVISA  

  
B. Gradientní test k detekci glykopeptidové rezistence (GRD): 
Test se provádí podle návodů výrobce. Výsledek je pozitivní pokud je výsledek GRD ≥8 mg/l pro 
vankomycin nebo teikoplanin.  
 
C. Screeningový agar s teikoplaninem: 
Používá se Mueller-Hinton agar s obsahem 5 mg/l teikoplaninu (14). Inokulum v zákalu 2,0 dle 
standardu McFarlanda se připraví rozetřením několika kolonií v 0,9 % fyziologickém roztoku. Na 
povrch agaru se aplikuje 10 µl inokula a plotna se inkubuje při 35° C na vzduchu po 24 a 48 h. Růst 
více než dvou kolonií po 48 h indikuje sníženou citlivost ke glykopeptidům.  
 
D. Testy na konfirmaci hVISA/VISA: 
Jakýkoli izolát se sníženou citlivostí podle výsledku screeningu a neidentifikovaný jako VRSA nebo 
VISA vyšetřením MIC může být hVISA a měl být podroben vyšetření profilu pod křivkou pomocí 
populační analýzy (PAP-AUC) (9), obvykle v příslušné referenční laboratoři. 

 
8.4.3 Kontrolní kmeny 
Níže je uvedeno několik možných kontrolních kmenů pro fenotypové a genotypové metody. U 
těchto kmenů nejsou k dispozici limitní rozmezí pro kontrolu kvality. Uživatelé komerčních metod by 
měli používat kontrolní kmeny uvedené v příbalové informaci. 
 
Tabulka 1. Příklady kontrolních kmenů pro testování rezistence S. aureus k vankomycinu. 

 
 

Kmen Mechanizmus 

S. aureus ATCC 29213 citlivý ke glykopeptidům 

S. aureus ATCC 700698 hVISA (Mu3) 

S. aureus ATCC 700699 VISA (Mu50) 
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9. Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis rezistentní k 
vankomycinu 

 
Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti Ano 

Pro účely kontroly infekcí Ano 

Pro účely veřejné zdraví Ano 
 

 
9.1 Definice 
Enterococcus faecium nebo Enterococcus faecalis rezistentní k vankomycinu (VRE) 
(MIC vankomycinu >4 mg/l). 
 

9.2 Klinický a/nebo epidemiologický význam 

Enterokoky, zvláště E. faecium, jsou obecně rezistentní k většině klinicky dostupných antimikrobních 
léčiv. Léčba infekcí způsobených enterokoky rezistentními k vankomycinu (VRE, vancomycin resistant 
enterococci) je proto obtížná, s malým počtem léčebných alternativ. Je známo, že v nemocničním 
prostředí se VRE mohou úspěšně šířit, přetrvávat a kolonizovat mnoho osob, z nichž pouze u některých 
se mohou vyvinout enterokokové infekce (1,2). Fenotyp izolátů nesoucích VanB je obvykle citlivý k 
teikoplaninu. Selekci rezistence k teikoplaninu během léčby u enterokoků nesoucích VanB popisují 
dvě kasuistiky (3,4), a nedávno byly posány čtyři případy terapeutického selhání (5) indikující, že 
teikoplanin by měl být používán u enterokoků VanB s opatrností.  
Typické hodnoty MIC pro klinicky nejvýznamnější enzymy Van jsou v tabulce 1. 

 
Tabulka 1. Typické MIC glykopeptidů u enterokoků s expresí VanA nebo VanB. 

 
 

Glykopeptid 
MIC (mg/l) 

                 VanA VanB 

vankomycin 64-1024 4-1024 

teikoplanin              8-512 0,06-1 
 

 

9.3 Mechanizmus rezistence 
Klinicky významná rezistence je nejčastěji zprostředkována ligázami VanA a VanB, kódovanými na 
plazmidu, které v peptidoglykanu nahradí koncový D-Ala za D-Lac. Tato substituce snižuje vazbu 
glykopeptidu na cílové místo. Kmeny VanA vykazují rezistenci k vankomycinu i k teikoplaninu, 
zatímco kmeny VanB obvykle zůstávají k teikoplaninu citlivé, neboť nejsou schopny indukovat 
operon pro rezistenci. Mezi další enzymy s nízkou prevalencí patří VanD, VanE, VanG, VanL, VanM a 
VanN (6-9), ačkoli podle nedávného pozorování se zvyšuje frekvence výskytu vanM v Číně (10).  
 
Další druhy enterokoků (např. E. raffinosus, E. gallinarum a E. casseliflavus), mohou obsahovat výše 
uvedené enzymy kódované geny vanA, vanB nebo jinými geny, takové kmeny jsou však poměrně 
vzácné. Všechny izoláty E. gallinarum a E. casseliflavus obsahují chromozomálně kódované enzymy 

VanC. Enzymy VanC zprostředkovávají rezistenci k vankomycinu v nízkém stupni (MIC 4-16 mg/l), z 
hlediska kontroly infekcí by však neměly být pokládány za významné (11). 
Enteroky variabilní k vankomycinu je termín používaný pro VRE, u nichž exprese van genů není 
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fenotypově vyjádřená v důsledku genetického přeuspořádání, které může být revertováno 
selekčním tlakem glykopeptidů (12,13).  Kromě toho se používá termín low-MIC pro izoláty vanB, 
které vzhledem ke špatné schopnosti být indukovány vankomycinem mají nízkou expresi genů vanB 
a MIC mají nižší než klinický breakpoint vankomycinu. U low-MIC VRE se po delší expozici 
vankomycinu může zvýšit MIC vankomycinu nad limitní koncentraci (14). Kmeny VRE i low-MIC VRE 
lze často detekovat pouze molekulární analýzou. Jejich současné rozšíření v různých zeměpisných 
oblastech není známo. 
 

9.4 Doporučené metody pro detekci glykopeptidové rezistence u E. faecium a 
E. faecalis 
Rezistenci k vankomycinu lze detekovat stanovením MIC, diskovou difuzí a agarovou 
breakpointovou metodou. K odhalení indukované rezistence je nezbytné u všech tří metod 
inkubovat plotny po plných 24 h. 

 
Všemi třemi metodami lze snadno detekovat rezistenci zprostředkovanou geny vanA. Náročnější je 
detekce rezistence zprostředkované vanB. Stanovení MIC agarovou nebo bujónovou dilucí není vždy 
úspěšné pro detekci VanB (15-17). Podle starších zpráv je problematické detekovat rezistenci 
zprostředkovanou vanB automatickými metodami (18). Od té doby byly automatické metody 
aktualizovány, stále však chybí novější studie o zlepšení detekce rezistence zprostředkované vanB. 
Použití disku s 5 µg vankomycinu může poskytnout dobré výsledky jen při pečlivém dodržení návodu 
pro odečítání, který uvádí EUCAST (19). 

 
Při interpretaci výsledků MIC nebo diskové difuze je nutno mít jistotu, že izolát není  
E. gallinarum nebo E. casseliflavus, který může být podle pozitivní arabinózy zaměněn za  
E. faecium. V tomto kontextu je pro identifikaci enterokoků velmi užitečná metoda MALDI-TOF (20). 
Není-li MALDI-TOF k dispozici, lze k odlišení E. gallinarum/E. casseliflavus od E. faecium použít testy 
MGP (metyl-alfa-D-glucopyranosid) (E. faecium je nepohyblivý a test MGP je negativní). 
 
9.4.1 Stanovení MIC  
MIC lze stanovit agarovou dilucí, bujónovou mikrometodou nebo gradientními metodami. Bujónová 
mikrodiluce se provádí podle standardu ISO 20776-1, jak doporučuje EUCAST. 
 

9.4.2 Disková difuze 
Disková difuzní metoda musí být pečlivě provedena podle postupu EUCAST. Zóny se prohlíží v 
procházejícím světle a pátrá se po roztřepených okrajích zón a/nebo mikrokoloniích uvnitř zón. 
Ostré okraje zón ukazují na citlivý izolát, a pokud má izolát ostrou zónu s příslušným průměrem, 
může být hlášen jako citlivý k vankomycinu. 

Izoláty s neostrými okraji nebo koloniemi uvnitř zóny (obrázek 1) mohou být bez ohledu na průměr 
zóny rezistentní a nemohou být hlášeny jako citlivé bez konfirmace stanovením MIC. 

V nedávné multicentrické studii se disková difúze pro detekci enterokoků produkujících vanB 
osvědčila lépe než VITEK2, zvláště v laboratořích se zkušenostmi s roztřepenými okraji zón (19). 
Disková difuze se provádí podle metody EUCAST pro nenáročné bakterie. Pro detekci indukované 
rezistence je nutno plotny inkubovat po 24 h.   
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Obrázek 1. Odečítání diskových difuzních testů s vankomycinem u Enterococcus spp. 
b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

c) d) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) Ostré okraje zóny a průměr zóny ≥12 mm. Hlásí se jako citlivý. 
b-d) Neostré okraje zón a/nebo kolonie uvnitř zóny. Hlásí se jako rezistentní bez ohledu na průměr zóny. 

 

9.4.3 Agarová breakpointová metoda 
K detekci izolátů pozitivních na vanA a vanB jsou vhodné agarové breakpointové testy na Brain Heart 
Infusion (BHI) agaru s 6 mg/l vankomycinu (19). Breakpointové plotny lze získat od komerčních 
výrobců nebo připravit v laboratoři. Na plotnu s BHI agarem a 6 mg/l vankomycinu se aplikuje 10 µl 

inokula v koncentraci 1 x 105 - 1 x 106 cfu (zákal 0,5 dle McFarlanda). Inkubace po 24 h při 35±1°C na 
vzduchu umožní detekovat rezistenci i u izolátů s indukovanou rezistencí. Růst více než jedné 
kolonie se hodnotí jako pozitivní výsledek testu. 
 

9.4.4 Genotypové metody 
Detekce rezistence k vankomycinu pomocí PCR cílené na vanA a vanB lze provést metodami 
připravenými v laboratoři nebo získanými od komerčních výrobců (20-22). 
 

9.4.5 Kontrola kvality 
Níže je uvedeno několik možných kontrolních kmenů pro fenotypové a genotypové metody. U 
těchto kmenů nejsou k dispozici limitní rozmezí pro kontrolu kvality. Uživatelé komerčních metod by 
měli používat kontrolní kmeny uvedené v příbalové informaci. 
 
 

Tabulka 2. Vhodné kmeny pro kontrolu kvality vyšetření citlivosti ke glykopeptidům. 
 

Kmen Mechanizmus 

E. faecalis ATCC 29212 citlivý k vankomycinu 

E. faecalis ATCC 51299 rezistentní k vankomycinu (vanB) 

E. faecium NCTC 12202 rezistentní k vankomycinu (vanA) 
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10. Streptococcus pneumoniae necitlivý k penicilinu (non-wild type)  
 
 

Význam detekce mechanizmu rezistence 

Potřeba pro kategorizaci klinické antimikrobní citlivosti         Ano 

Pro účely kontroly infekcí Ne 

Pro účely veřejné zdraví   Ano 

 

10.1 Definice 
Izoláty S. pneumoniae se sníženou citlivostí k penicilinu (MIC >0,06 mg/l, tzn. vyšší než u divokého 
typu), způsobenou přítomností modifikovaných PBP (penicillin-binding proteins) s nízkou afinitou k 
β-laktamům 
 

10.2 Klinický a/nebo epidemiologický význam 
S. pneumoniae je celosvětově nejčastější příčinou pneumonie. Nemocnost a úmrtnost je vysoká a podle 
odhadu každoročně umírají asi tři miliony lidí na infekce způsobené pneumokoky. U meningitidy léčené 
benzylpenicilinem může být snížení citlivosti pneumokoka k penicilinu spojeno se zvýšením 
mortality (1). U ostatních typů infekcí způsobených pneumokoky se sníženou citlivostí k penicilinu 
není pozorováno zvýšení mortality, jsou-li podávány vyšší dávky penicilinu. Mnoho zemí zavedlo 
očkovací programy proti několika pneumokokovým sérotypům, a to také mohlo ovlivnit stupeň rezistence 

invazivních izolátů (2). S. pneumoniae necitlivý k penicilinu zůstává hlavním klinickým problémem z hlediska 
veřejného zdraví, i když se tento mikrob ve zdravotnických zařízeních nešíří, na rozdíl od mnoha jiných 
patogenů popsaných v tomto dokumentu.  
 

10.3 Mechanizmus rezistence 
S. pneumoniae obsahuje šest PBP, z nichž PBP 2x je primárním cílem účinku penicilinu  
(3). Přítomnost "mozaikových genů" kódujících PBP s nízkou afinitou je výsledkem horizontálního 
přenosu genů z komenzálních viridujících streptokoků (3). Úroveň rezistence k β-laktamům závisí 
nejen na přítomnosti mozaikových PBP s nízkou afinitou v izolátu, ale i na změně konkrétních PBP, 
které jsou pro S. pneumoniae nezbytné (4). Kmeny s MIC benzylpenicilinu v rozmezí 0,125 až 2 mg/l 
jsou u infekcí jiných než meningitida považovány za citlivé při použití vyšších dávek penicilinu, 
zatímco u meningitidy musí být takové kmeny vždy označeny jako rezistentní (5). 
 
10.4 Doporučené metody pro detekci necitlivosti S. pneumoniae k penicilinu  
Necitlivost k penicilinu lze detekovat fenotypově, vyšetřením MIC nebo diskovou difúzní metodou.  
 
11.4.1 Disková difúzní metoda 
Disková difúzní metoda s 1 µg diskem oxacilinu je efektivní screening pro detekci pneumokoků 
necitlivých k penicilinu (6-8). Tato metoda je velmi citlivá, ale není příliš specifická, neboť kmeny, 
které vytvářejí zóny o průměru ≤19 mm, mohou mít různou citlivost k benzylpenicilinu a MIC 
benzylpenicilinu by měla být vyšetřena u všech kmenů non-wild typu zjištěných screeningem (8).  

 
Citlivost k jiným β-laktamům než k benzylpenicilinu lze odvodit podle průměru zóny kolem 
oxacilinu, viz Obrázek 1. 
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Obrázek 1. Screening rezistence k β-laktamům u S. pneumoniae 

 
*Oxacillin 1 μg <20 mm: Vždy se vyšetří MIC penicilinu, ale neodkládá se hlášení jiných  

β-laktamů uvedených výše a neotálí se s hlášením výsledku vyšetření benzylpenicilinu u meningitidy.   

 

 

10.4.2 Klinické breakpointy 
Původně byly breakpointy penicilinu koncipovány tak, aby byl zajištěn úspěch léčby meningitidy. Nicméně 
klinické studie ukázaly, že výsledky léčby pneumokokové pneumonie, vyvolané většinou kmenů se zvýšenou 
MIC penicilinu a léčených parenterálním penicilinem, se neliší od výsledků léčby u pacientů léčených jinými 
antimikrobními léčivy. Po přezkoumání mikrobiologických, farmakokinetických a farmakodynamických údajů 
byly revidovány klinické breakpointy benzylpenicilinu pro izoláty z jiných infekcí než z meningitid (4) a 
aktuální breakpointy EUCAST jsou v tabulce 1. 
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Tabulka 1. Interpretace citlivosti k benzylpenicilinu u meningitidy a infekcí jiných než meningitida. 
 

Indications MIC/breakpoint 
(mg/L) 

Poznámka 

C ≤ R >  

Benzylpenicillin (non-
meningitis) 

0,06 2 U pneumonie lze považovat izoláty s MIC ≤ 0,5 
mg/l za citlivé k benzylpenicilinu při aplikaci 
1,2 g 4 krát denně. 
U pneumonie lze považovat izoláty s MIC ≤ 1 
mg/l za citlivé k benzylpenicilinu při aplikaci 
2,4 g 4 krát denně, nebo 1,2 g 6 krát denně. 
U pneumonie lze považovat izoláty s MIC ≤ 2 
mg/l za citlivé k benzylpenicilinu při aplikaci 2,4 
g 6 krát denně. 

Benzylpenicillin 
(meningitis) 

0,06 0,06  

 

10.4.3 Kontrola kvality 
Níže je uveden vhodný kontrolní kmen strain pro vyšetření fenotypu.   

Tabulka 2. Příklad kontrolního kmene pro vyšetření benzylpenicilinu. 

Kmen Mechanizmus 

S. pneumoniae ATCC 49619 mozaikové PBP, MIC benzylpenicilinu 0,5 mg/l 
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