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• Jaké jsou přístupy ke klinické rezistenci a jaké jsou definice EUCAST

• Úskalí rychlých metod detekce rezistence

• Příklady rychlých metod v rutinní praxi
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Léčba závažných infekčních onemocnění
• Včasné nasazení správné léčby má přímý dopad na zvládnutí infekce



Klinická rezistence a její detekce



Definice klinické rezistence



Úskalí definice klinické rezistence

Microbiological resistance

Clinical resistance



Úskalí definice klinické rezistence

Jak vysoká pravděpodobnost úspěchu / selhání léčby je akceptovatelná?



Rychlá detekce antibiotické rezistence



Jaká jsou úskalí rychlé detekce rezistence 
• Vždy je nutné u rychlých metod zvažovat VME (very major error – chybná interpretace 

vyšetřovaného izolátu v citlivé kategorii, i když je referenční metodou rezistentní)

• Nezbytné pro detekci rezistence – nasazení vhodné ATB terapie

• Epidemiologické účely

• Deeskalace (???)



Jaká jsou úskalí rychlé detekce rezistence 
• Vždy je nutné u rychlých metod zvažovat VME (very major error – chybná interpretace 

vyšetřovaného izolátu v citlivé kategorii, i když je referenční metodou rezistentní)

• Nezbytné pro detekci rezistence – nasazení vhodné ATB terapie

• Deeskalace (???)

– Bude ošetřující lékař deeskalovat mimo standardní pracovní dobu?

– Deeskalace pokud je izolát k antibiotiku volby citlivý (WT)

– Je etické deeskalovat na antibiotikum, u něhož se projevuje biologická 
(avšak ne klinická) rezistence (non-wild type) ???



Rychlá detekce antibiotické rezistence

• Kultivační techniky

• Funkční detekce mechanizmů rezistence (obvykle enzymatická)

• Detekce buněčných struktur a enzymů zodpovědných za rezistence

• Detekce molekulárních markerů (např. specifické klony, plazmidy)



Kultivační techniky



Kultivační techniky

• Referenční metoda: Mikrodiluční bujonová metoda 
 (stanovení MIC)

• Všechny kultivační metody musí být validovány oproti standardní metodě (VME, ME)

• Stanovení MIC není modelováním infekce v organismu (!)

• Odpověď bakteriální buňky na antibiotika nemusí být lineární



Kultivační techniky
Stanovení křivek letálního účinku



Rychlé AST z hemokultur

Kultivační techniky



Rychlá detekce u specifických antibiotik

• Stanovení optické density během růstu

• Detekce okyselení média (obyvklým substrátem je glukóza)

• Detekce viability (NP testy – resazurin → resorufin) 

• Detekce metabolitů
Phenol Red

Source: Wikipedia

Kultivační techniky



Kultivační techniky
Rychlá detekce u specifických antibiotik



Funkční testy mechanizmů rezistence



Funkční testy mechanizmů rezistence

• Detekce enzymové aktivity

– Přímá detekce molekuly antibiotika (např. MALDI-TOF MS, spektrofotometrie)

– Detekce průběhu enzymové reakce(např. změna pH)



Detekce buněčných struktur



Detekce buněčných struktur
Příklady

• Imunochromatografie

• Detekce MRSA (PBP2a) 

• Detekce karbapenemáz



Lekce od ESβLs
• CTX-M-3 vs. CTX-M-15

CTX-M-3: Klasická cefotaximasa – nehydrolyzuje ceftazidim

CTX-M-15: Hydrolysuje cefotaxim i ceftazidim

• Substituce jediné aminokyseliny Asp-240 → Gly

Detekce buněčných struktur



Příklady rychlé detekce klinicky a epidemiologicky závažné rezistence



Detection of Carbapenemases



MALDI-TOF MS – detekce β-laktamáz  
• Detekce karbapenemáz

• Detekce ESβL a AmpC

• Stanovení typu dle citlivosti 
      k inhibitorům



Specifická detekce enzymů typu OXA-48

Meropenem

Negative

KPC-2

OXA-48

Hydrolysis 
„classical“ way

Lactonization 
OXA-48-like

m/z 384.5

m/z 384.5m/z 402.5

MALDI-TOF MS – detekce β-laktamáz  



Detekce karbapenemáz pomocí imunochromatografie
• Rychlá detekce karbapenemáz 5 nejvýznamnějších skupin (skupiny: KPC, 

OXA-48-like, NDM, VIM, IMP)

• Negativní výsledek však neznamená, že kmen neprodukuje karbapenemázu! 
Závisí na lokální epidemiologické situaci.

www.ngbiotech.com Photo: Kateřina Vlková



MALDI-TOF MS – Detection of Specific Marker  
Detection of putative pKpQIL plasmid



MALDI-TOF MS – Detekce specifických markerů
Detekce pravděpodobného plazmidu pKpQIL

• Nejedná se o detekci karbapenemázy!

• Stejný gen může být nalezen i na jiných plazmidech

• Epidemiologie blaKPC je mnohem komplexnější (nejen pKpQIL je zodpovědný za šíření)



Nové technologie ve stádiu proof-of-concept



Nové techniky - příklady
• V součanosti je vyvíjena řada metod

• Všechny metody však vyžadují 
      precizní validaci



Nové techniky - příklady



Závěr



Conclusions

• V současnosti je k dispozici řada metod pro rychlou AST

• Většina metod však není aplikovatelná přímo na klinický vzorek (kromě PCR)

• Všechny diagnostické metody musí být precizně validovány (IVDR legislativa 
EU)

• Další metody jsou ve stádiu proof-of-concept



Predikce antibiotické rezistence

Detekce mechanizmu 
rezistence ⇒ Predikce klinické 

rezistence

Pokud není 
mechanizmus 

rezistence detekován

Predikce klinické 
citlivosti⇒




