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1. Uvod

Tento dokument je aktualizovana verze navodl vypracovanych Subkomisi EUCAST pro detekci
mechanizmu rezistence, kterou predklada ridici vybor EUCAST. Tento dokument je urcen predevsim
pro rutinni pouziti v klinickych laboratofich a nezahrnuje technické postupy pro identifikaci
mechanizm( rezistence na molekuldrni Urovni. Znacna ¢ast obsahu je pouZitelna také pro narodni
referencni laboratore. Dale je dllezZité poznamenat, Ze tento dokument nezahrnuje screening
asymptomatického nosicstvi (kolonizaci) multirezistentnich mikroorganizm( nebo jejich pfimou
detekci v klinickych vzorcich.

Vsechny kapitoly v tomto dokumentu obsahuji definici mechanizmu specifické rezistence pro
klinické ucely a/nebo pro vefejné zdravi, struc¢ny popis doporucenych metod detekce a odkazy na
podrobny popis metody. Potfeba identifikace mechanizmu rezistence pro ucely kontroly v oblasti
verejného zdravi nebo infekce se muze liSit v misté i v ase v zavislosti na prevalenci a rdznorodosti
rdznych mechanizmud rezistence. Navody byly vyvinuty na zdkladé reSersi PubMed a vyslednd
doporuceni vychazeji z multicentrickych studii a studii z jednotlivych center. Nékolik metod, které
jsou v soucasné dobé ve fazi vyvoje, budou po jejich dokonceni pripadné zahrnuty do dalsi verze
navod(. Navrhy téchto navodu jsou predmétem rozsdhlych konzultaci EUCAST prostfednictvim
konzulta¢nich kontakt(, webovych stranek EUCAST a kontakt(i ECDC Focal Point.

V tomto dokumentu jsou pouZité pripravky v co nejvyssi mife oznaCovany generickymi vyrazy s
vyjimkou situaci, kdy by vylouceni konkrétnich ndzvl produktl mélo za nasledek nejasnosti. Je tfeba
poznamenat, Ze nékteré mechanizmy rezistence vidy neudéluji rezistenci také fenotypu. Zatimco
detekce téchto mechanizm( muze byt relevantni pro kontrolu infekce a vefejného zdravi, nemusi
byt nezbytna pro klinické ucely. Proto u nékterych mechanizmui, zejména u Sirokospektrych B-
laktamaz a karbapenemaz gramnegativnich tycek, nevede detekce mechanizm( rezistence sama o
sobé k oznaceni klinické rezistence.

Christian G. Giske
Predseda EUCAST, byvaly pfedseda Subkomise pro detekci mechanizm( rezistence EUCAST



2. Enterobacteriaceae produkujici karbapenemazy

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ne
Pro ucely kontroly infekce Ano
Pro ucely verejného zdravi Ano

2.1 Definice
Karbapenemazy jsou B-laktamazy, které hydrolyzuji peniciliny, vétsinu cefalosporind, a v rizné mire
karbapenemy a monobaktamy (monobaktamy nejsou hydrolyzovany metalo-B-laktamazami).

2.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

V Evropé se karbapenemazy Sifi od druhé poloviny roku 1990, kdy byly pozorovany v nékolika
zemich Stfedomofi, predeviim u P. aeruginosa (1). Po roce 2000 probé&hly v Recku epidemie
zpUsobené kmeny Klebsiella pneumoniae s B-laktamazou VIM (2), a nasledné K. pneumoniae s
karbapenemdzou KPC K. pneumoniae (1). V soucasné dobé v Evropé nejrychleji roste frekvence
vyskytu karbapenemaz OXA-48 (3). Nyni je necitlivych ke karbapenemim 62 % invazivnich kmen( K.
pneumoniae v Recku a 33 % v Italii (4). V roce 2015 se endemicky nebo meziregionalné Sitily
enterobakterie produkujici karbapenemazu (CPE) ve 13 z 38 sledovanych zemi, zatimco v roce 2013
jen v 6 z 38 zemi. Pouze ve tfech zemich nebyl zjistén Zadny ptipad CPE (3). Jiné zvlast
problematické jsou metalo-B-laktamazy New Delhi (NDM), rozsitené na indickém subkontinentu a
na Stfednim vychodé a importované do nékterych zemi Evropy (4), v jejichZz oblastech se rozsifily
(5). V nékterych c¢astech svéta jsou bézné také IMP-karbapenemazy (6).

Karbapenemdzy vzbuzuji obavy, nebot mohou zplsobit rezistenci prakticky ke vSem
B-laktamovym antibiotikim, producenti karbapenemadz ¢asto disponuji mechanizmy rezistence vici
Siroké Skdle antimikrobnich lé¢iv a infekce zpUsobené Enterobacteriaceae produkujicimi
karbapenemazy jsou spojeny s vysokou mirou umrtnosti (7-9).

2.3 Mechanizmus rezistence

Drtivd vétSina karbapenemdz jsou enzymy ziskané, kdédované geny na transpozovatelnych
elementech lokalizovanych na plazmidech. Jejich exprese je rliznd a vyrazné se liSi v biochemickych
vlastnostech a v aktivité proti specifickym B-laktamovym antibiotikdim. Urovef exprese a vlastnosti
B-laktamazy a Casté spojeni s jinymi mechanizmy rezistence (jinymi
B-laktamazami, efluxem a/nebo zménou permeability) vedou u izoldtd produkujicich
karbapenemazy k Siroké skale fenotypl rezistence (10, 11). SniZzena citlivost ke karbapenemim u
Enterobacteriaceae muizZe byt zpUsobena rovnéz produkci Sirokospektrych B-laktamdz (ESBL) nebo
enzyml AmpC kombinovanou se sniZzenou permeabilitou v dusledku alterace porinG (12), a
pravdépodobné také proteint vazicich peniciliny (13).

Enterobaktérie produkujici karbapenemazy (CPE) maji obvykle sniZzenou citlivost ke karbapenemim
a jsou vétsinou rezistentni k Sirokospektrym (oxyimino-) cefalosporinim (k cefotaximu, ceftriaxonu,
ceftazidimu a nebo k cefepimu) (14). Nicméné kmeny s nékterymi enzymy (napr. OXA-48-like) se
mohou jevit zcela citlivé k cefalosporinlm. Vétsina izolatd CPE vsak spoluexprimuje enzymy
hydrolyzujici cefalosporiny, jako jsou Sirokospektré B-laktamazy CTX-M a proto jsou také rezistentni
k cefalosporinim. Karbapenemazy lze pokladat za vysoce epidemiologicky zavazné, zejména udéluji-
li snizenou citlivost ke kterémukoli karbapenemu (imipenemu, meropenemu, ertapenemu a
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doripenemu), kdy MIC jsou vyssi nez hodnoty pfislusného epidemiologického predélu (ECOFF,
epidemiological cut-off) definované EUCAST (15).

2.4 Doporucené metody pro detekci karbapenemaz u Enterobacteriaceae

2.4.1 Screening na produkci karbapenemadz

U Enterobacteriaceae produkujicich karbapenemdazy muze byt MIC karbapenemu nizsi neZ jsou
jejich klinické breakpointy (14-16). K detekci producentl karbapenemaz vsak lze pouZit hodnoty
epidemiologickych predéld (ECOFF). Nejlepsi kompromis mezi senzitivitou a specificitou prikazu
produkce karbapenemazy nabizi test s meropenemem (14,17). Ertapenem ma vynikajici citlivost, ale
nizkou specificitu, zejména u Enterobacter spp. pro relativni nestabilitu Sirokospektrych
B-laktamaz (ESBL) a B-laktamdz AmpC v kombinaci se ztratou porin( (14). Pfislusné mezni hodnoty
pro detekci predpokladanych producentl karbapenemaz uvadi tabulka 1. Je tfeba poznamenat, ze v
zajmu zvySeni specificnosti jsou hodnoty screeningovych pfedélli pro imipenem a ertapenem o
jedno redéni vyssi nez jsou aktudlné definované pfislusné hodnoty ECOFF.

Tabulka 1. Klinické breakpointy a screeningové predély pro Enterobacteriaceae produkujici
karbapenemdzy (podle metodiky EUCAST).

Primeér inhibi¢ni zony (mm) kolem
W il 10 ug disIZu
Karbapenemdza (/I breakpoint | Screeningovy | C/I breakpoint | Screeningovy
predél predél
Meropenem® <2 >0,125 >22 <28’
Ertapenem® <0,5 >0,125 >25 <25

1Nejlepél’ rovnovaha mezi senzitivitou a specificitou.

2 Izolaty s pridmérem inhibi¢ni zony meropenemu 25 - 27 mm, které jsou soucasné rezistentni k piperacilin/tazobaktamu
a/nebo k temocilinu (ten ma vétsi specificitu) se dale vysetfuji na produkci karbapenemazy. Vysetieni na produkci
karbapenemaz se provadi vidy u izolatl s primérem zény meropenemu <25 mm.

3\ysoka senzitivita ale nizkd specificita. MGZe byt poufZit jako alternativna pro screening, avéak producenti ESBL a AmpC
mohou byt rezistentni bez produkce karbapenemaz.

Kmeny, u nichz byla rutinnimi testy vySetfeni citlivosti prokdzdna snizena citlivost ke
karbapenemOm, by mély byt vySetfeny na prukaz karbapenemdaz fenotypovymi metodami. Mezi
hlavni metody patfi kombinované metody, kolorimetrické testy zalozené na hydrolyze
karbapenemd, a lateral flow assay. Tyto testy jsou popsany dale.

2.4.2 Testovdni kombinace disku

Kombinace diskd pro tento ucel byla dobre ovérena ve studiich a je komeréné dostupnd (MAST,
Velka Britanie; Rosco, Dansko) (18-20). Disky nebo tablety obsahuji meropenem +/- rGizné inhibitory.
Strucné receno, kyselina boritda inhibuje karbapenemazy tridy A (ackoli uUdaje o jinych
karbapenemdzach nez je KPC jsou vzacné) a dipikolinova kyselina a kyselina
ethylenediaminotetraoctova inhibuji karbapenemazy tridy B. Avibaktam, ktery dosud neni zafazen
do paneld, inhibuje produkci OXA-48. K testim byl pfiddn kloxacilin, ktery inhibuje
B-laktamdzy AmpC k rozliSeni mezi hyperprodukci AmpC a ztrdtou porinu a produkci
karbapenemazy. Algoritmus pro interpretaci téchto inhibitorovych testl je uveden na obrazku 1 av
tabulce 2. Hlavni nevyhodou téchto metod je ¢as - trvaji 18 hodin (v praxi to znamena inkubaci pres
noc), coz je dlivod, proc¢ byly zavedeny nové rychlé metody.



Obrazek 1. Algoritmus pro detekci karbapenemaz
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12a’dne’a synergie se nemusi projevit pfi produkci nékolika karbapenemaz napr. MBL a KPC. V téchto pfipadech se
pouZzivaji molekuldrni metody

2Fenotypovy'/m markerem pro OXA-48 je vysoka rezistence k temocilinu (MIC> 128 mg /I, priimér zény <11 mm)
* chromozomalni nebo plazmidova

Algoritmus v tabulce 2 diferencuje mezi metalo-B-laktamazami, karbapenemazami tridy A,
karbapenemazami tfidy D a ne-karbapenemazami (ESBL a/nebo AmpC plus ztrata porinQ). Testy lze
provést diskovou difuzni metodou pro nendrocné bakterie, nebo komerénimi testy podle navod
vyrobce.

V soucasnosti neexistuji zadné inhibitory pro enzymy OXA-48-like. Jako fenotypovy marker u
predpokladanych producentl karbapenemaz OXA-48-like byla navrzena vysoka hodnota rezistence
k temocilinu (MIC> 128 mg/l) (23, 24). Tento marker v3ak neni specificky pro karbapenemazy typu
OXA-48, nebot tento fenotyp mohou vytvéaret dalsi mechanizmy rezistence. Pfitomnost enzym(
OXA-48-like proto musi byt potvrzena jinymi metodami.

Pouziti modifikovaného testu (Hodge) se v soucasné dobé nedoporucuje, protoze vysledky lze
obtizné interpretovat, specificita je nizka a v nékterych pripadech je také senzitivita nedostatecna
(12). Nové modifikace této techniky jsou pro poutZiti v rutinnich klinickych laboratofich téZzkopadné a
neresi vSechny problémy senzitivity a specificity.



Tabulka 2. Interpretace fenotypovych testl (karbapenemazy jsou oznaceny tucné) vysetienych
diskovymi difuznimi metodami pomoci diskd nebo tablet. Pro rlizné komercni produkty je synergie
presné definovédna v ndvodech na pouziti.

Synergie vyjadienad jako zvétseni priméru zény -
(mm) u disku/tablety s 10 pg meropenemu Temocilin
MIC >128 mg/I
B-laktamaza ebo pramér zény
DPA/EDTA |APBA/PBA |DPA+APBA CLX <11 mm
MBL + - - - variabilni*
KPC - + - - variabilni*
MBL + KPC? variabilni | variabilni + - variabilni*
OXA-48-like - - - - ano
AmpC + ztrata porina - + - + variabilnf*
ESBL + ztrata porin( - - - - ne

Zkratky: MBL=metalo-B-laktamaza, KPC= karbapenemaza Klebsiella pneumoniae,
DPA= dipikolinova kyselina, EDTA=ethylendiaminotetraoctova kyselina, APBA=kyselina aminofenylboritd, PBA=kyselina
fenylboritd, CLX= kloxacilin.

Test citlivosti k temocilinu se doporucuje pouzit pouze tehdy, neni-li prokazana synergie s cilem rozliSit mezi ESBL +
ztrata porind a enzymy OXA-48-like (23,24). Jsou-li pfitomny jiné enzymy, je citlivost variabilni a nelze provést jakoukoli
identifikaci na pfitomnost B-laktamazy.

2 Jedna zprdva podporuje pouZiti komerénich tablet obsahujicich dva inhibitory (DPA nebo EDTA plus APBA nebo PBA)
(25), chybi vsak dikazy z dalSich studii. Tyto kombinace prokazuji vysoky stuperi rezistence ke karbapenemdm, ktery je
mimo Recko vzacny.

2.4.3 Biochemické (kolorimetrické) testy

Test CarbaNP je rychly (<2 h) test pro detekci hydrolyzy karbapenemu, kterd vyvold zménu pH, a
barva roztoku fenolové ¢ervené se zméni z ¢ervené na Zlutou (26, 27). Test Carba NP byl validovan s
koloniemi bakterii kultivovanymi na plotnach s Mueller-Hinton agarem, krevnim agarem,
tryptikdzovym sojovym agarem a na nejselektivnéjSich puddach pouZivanych pro screening
producentl karbapenemaz. Test Carba NP by nemél byt provadén s bakteridlnimi koloniemi, které
byly kultivovany na agarovych plotnach Drigalski nebo McConkey. K dosazeni reprodukovatelnych
vysledkl je treba peclivé dodrZovat postup metod. Nékolik publikaci naznacuje vysokou senzitivitu a
specificitu metody (28), zatimco v jedné publikaci byly pozorovany problémy se senzitivitou u izolatt
s mukoidnim fenotypem a u nékterych Enterobacteriaceae produkujicich OXA-48 (29). Bylo
prokdzano, Ze jedna komercni varianta metody je vhodnd pro detekci karbapenemaz
Enterobacteriaceae (30, 31). U urcitych komercnich testll, véetné komercni verze testu CarbaNP,
existuji nékteré problémy s interpretaci zaloZzené na vizualnim cteni barevného posunu s
pochybnymi vysledky a uréitym podilem (3-5%) neinterpretovatelnych vysledka.

Od testu CarbaNP je odvozen test Blue-Carba (BCT), biochemicky test pro rychlou (<2 hod.) detekci
produkce karbapenemadzy (32, 33). Je zaloZen na hydrolyze imipenemu in vitro bakteridlnimi
koloniemi (pfima inokulace bez predchozi lyzy), kterd je detekovana zménami hodnot pH
bromotymolové modfi (modrd az zelend / Zlutd nebo zelend aZz Zlutd). Rozsahlé vyhodnoceni
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provedené Pasteranem a spol. (34), ale provedené pouze v jediné laboratofi prokazalo, Ze test
vykazuje vynikajici senzitivitu pro enzymy tfidy A a B, ale suboptimalni senzitivitu pro detekci
enzym( OXA-48.

Tretim biochemickym testem je B CARBA test™, s vysledky ziskanymi rovnéz za < 2h. Test se provadi
smichanim 1 az 3 kolonii s Cinidly. Odecéteni by mélo byt provedeno nejvyse po 30 minutach
inkubace. Pozitivni reakci indikuje zménu barvy ze Zluté na oranzovou, Cervenou nebo fialovou.
Jedna studie zjistila, Ze 0,5 hodinovd doba inkubace doporucend vyrobcem je pfilis kratka pro
kmeny produkujici OXA-48. Vyhodnocovany soubor byl pomérné omezeny, a proto byl navrien
rozsahlejsi pokus k zjisténi srovnatelnosti testu s jinymi biochemickymi testy (35). V jiném
vyhodnoceni vykazoval B Carba test™ vybornou schopnost detekce CPE a zejména OXA-48. Nicméné
schopnost detekovat dalSi karbapenemazy tfidy A by méla byt ddle ovérfena a objevily se nékteré
falesné pozitivni vysledky u jinych B-laktamaz, jako napf¥. pfi hyperprodukci B-laktamdazy K1 u
Klebsiella oxytoca (33).

2.4.4 Metoda inaktivace karbapenem (CIM)

Principem této metody je detekce enzymatické hydrolyzy pomoci inkubace bakteriadlni suspenze s
karbapenemem. Test CIM vyuZiva pro testovani jako substratové alikvoty disky. PIna klicka
vySettovanych bakterii se po 2 hodiny inkubuje spolu s diskem meropenemu a pak se disk umisti na
agarovou plotnu naockovanou kmenem Escherichia coli ATCC 25922. Pti enzymatické inaktivaci
karbapenemdzou se kolem disku nevytvori Zadna zéna, zatimco vytvoreni zony znamena, zZe
meropenem nebyl hydrolyzovan a testovany kmen karbapenemazu nevytvari. CIM-test ma v
raznych studiich proménlivou vytéZnost (36-38), ale zlistava mozZnou alternativou, i kdyZ negativni
prediktivni hodnota testu stale neni jasna. Hlavni nevyhoda této techniky spociva v tom, Ze ziskani
vysledkl obvykle vyZaduje alespon 18 hodin.

2.4.5 Detekce hydrolyzy karbapenemu pomoci MALDI-TOF

Principem je pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI TOF) detekovat pokles nebo vymizeni
urCitych specifickych pikd karbapenemu po pfedchozi inkubaci bakteridlni suspenze s
karbapenemem (39, 40). Spektra se méfi po suseni mezi m/z 160 a 600 za pouziti hmotnostniho
spektrometru Microflex LT (39). Nékolik studii potvrdilo dobrou senzitivitu a specificitu této metody,
s vyjimkou enzym0 skupiny OXA-48. K upraveé tohoto problému mUze byt k reakci pfidan NH4sHCOs3;
tato modifikace podle jedné studie zlepSila detekci OXA-48 (41). Nova metoda vsak dosud nebyla
hodnocena v multicentrickych studiich ani ve vicecetnych studiich s jednim centrem. DalSim
ponékud nepraktickym rysem je, Ze nastaveni MALDI-TOF, pouzivané pro identifikaci druhu je tfeba
pro detekci karbapenemdz zménit (41).

Lateral flow assay

Neddavno byla popsana novd imunochromatograficka analyza, lateral flow assay. Test je zaloZen na
imunologickém zachyceni epitopd OXA-48 za pouZiti nanocastic koloidniho zlata, vazanych na
nitrocelulézovou membranu v zafizeni pro pficné proudéni. Princip testu spociva v tom, Ze jako
specifické zachycovaci reagencie pro pfimou identifikaci enzymG OXA-48-like slouzi monoklonalni
protildtky anti-OXA-48 (42). Test trva pfiblizné Ctyfi minuty a vyhodnocuje se z kolonii i z
hemokultur (43-46). Nedavno byl vyvinut podobny test pro KPC, ale jeho validita nebyla hodnocena
viceCetnymi  studiemi jednoho centra nebo jednou multicentrickou studii  (46).

2.4.6 Kontrolni kmeny
NiZe je uvedeno nékolik moznych kontrolnich kmenl pro fenotypové a genotypové metody. U
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téchto kmen( nejsou k dispozici limitni rozmezi pro kontrolu kvality. UZivatelé komercnich metod by
méli pouZivat kontrolni kmeny uvedené v pfibalové informaci.

Tabulka 3. Priklady kontrolnich kmenU pro testovani karbapenemaz.

Kmen Mechanizmus

Enterobacter cloacae CCUG 59627 | AmpC kombinovana se snizenou expresi porint

K. pneumoniae CCUG 58547 nebo
K. pneumoniae NCTC 13440

K. pneumoniae NCTC 13443 metalo-B-laktamaza (NDM-1)

E. coliNCTC 13476 metalo-B-laktamaza (IMP)

K. pneumoniae CCUG 56233 nebo
K. pneumoniae NCTC 13438

K. pneumoniae NCTC 13442 OXA-48 karbapenemaza

metalo-B-laktamaza (VIM)

Klebsiella pneumoniae karbapenemaza (KPC)

K. pneumoniae ATCC 25955 negativni kontrola
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3. Enterobacteriaceae produkujici Sirokospektré B-laktamazy (ESBL)

Vyznam detekce mechanizmu rezistence
Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ne
Pro ucely kontroly infekci Ano
Pro Ucely verejného zdravi Ano
3.1 Definice
ESBL jsou enzymy, které hydrolyzuji peniciliny a cefalosporiny, véetné

oxyimino-B-laktamovych sloucenin (cefuroxim, cefalosporiny treti a ¢tvrté generace a aztreonam),
nikoli vSak cefamyciny nebo karbapenemy. VétSina ESBL patfi do B-laktamaz tfidy A Amblerovy
klasifikace a je inhibovdna inhibitory B-laktamazy (kyselina klavulanova, sulbaktam a tazobaktam) a
diazabicyclooctanony (avibaktam) (1).

3.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

Prvni kmeny produkujici ESBL byly identifikovany v roce 1983, a od té doby se nachazeji vSude ve
svété. Toto rozsifeni je vysledkem klonalni expanze kmenU produkujicich ESBL, horizontalniho
transferu ESBL genl na plazmidech a méné casto vzniku de novo. Klinicky nejvyznamné;jsi skupina
ESBL jsou CTX-M enzymy, nasledovana ESBL odvozenymi od enzym( SHV a TEM (2-5).

Produkce ESBL byla pozorovana predevsim u Enterobacteriaceae, nejprve v nemocnicnim prostiedi,
pozdéji v domech s pecovatelskou sluzbou, a zhruba od roku 2000 u kmend v komunité (od
ambulantnich pacient(, zdravych nosicli, nemocnych a zdravych zvifat, z potravinarskych vyrobka).
K nejcastéjsim producentdm ESBL patti Escherichia coli a K. pneumoniae. Produkce ESBL je nicméné
béZnd i u vSech ostatnich klinicky relevantnich druhl Enterobacteriaceae. Prevalence izolatl
produkujicich ESBL zavisi na radé faktord zahrnujicich druh, zemépisnou lokalitu,
nemocnici/oddéleni, skupiny pacientl a typy infekce, a v rGznych studiich byly zaznamenany velké
rozdily (2,3,6,7). Udaje EARS-Net v roce 2015 ukdzaly, 7e ve vétiiné evropskych zemi pocet
invazivnich izolatd K. pneumoniae necitlivych k cefalosporinim treti generace presahl 25 % a v
nékterych zemich byl vyssi nez 50 %. Vétsina téchto izolatd byla oznacena jako producenti ESBL na
zakladé lokdlniho testovani (8). S vyjimkou Recka a Itélie s vysokym podilem izolatd produkujicich
karbapenemazu typu KPC se na zakladé mistnich vysledku testl ESBL vétsina téchto izolatl povazuje
za producenty ESBL (8).

3.3 Mechanizmus rezistence

Pfevazna vétsina ESBL jsou enzymy ziskané, kédované geny na plazmidech. Exprese ziskanych ESBL
se vyjadfuje s rznou intenzitou a vyrazné se lisi v biochemickych vlastnostech, jako je aktivita proti
specifickym B-laktamovym antibiotiklim (napfiklad cefotaximu, ceftazidimu, aztreonamu). Uroven
exprese, vlastnosti enzymu a soucasna pritomnost jinych mechanism( rezistence (ostatni B-
laktamazy, eflux, zmény permeability) u izoldtd produkujicich ESBL md za nasledek Sirokou Skalu
fenotypl rezistence (1-4,9-11).

3.4 Doporucené metody pro detekci ESBL u Enterobacteriaceae

V mnoha oblastech se doporucuje nebo je povinné detekovat a charakterizovat ESBL pro kontrolu
infekci. Doporucenda strategie pro detekci ESBL u enterobakterii je zaloZzena na necitlivosti k
indikatorovym oxyimino-cefalosporinim s naslednou konfirmaci fenotypovymi (a v nékterych
pripadech genotypovymi) testy (tabulka 1, obrazek 1).
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V souladu s navody vydanymi EUCAST a CLSI se pro screening cefotaximu, ceftriaxonu, ceftazidimu a
cefpodoximu doporucuje breakpoint >1 mg/| (tabulka 1) (12,13). Klinické hrani¢ni hodnoty EUCAST
pro citlivé Enterobacteriaceae jsou také 1 mg/l (12). Pro screening lze pouZit cefpodoxim, ktery je
nejcitlivéjSim individualnim indikatorovym cefalosporinem pro detekci produkce ESBL. Tento test je
vSak méné specificky nez test s kombinaci cefotaximu (nebo ceftriaxonu) a ceftazidimu (14,15),
ktery se pouzivd pro konfirmaci produkce ESBL. Pfislusné priméry zén pro indikatorové
cefalosporiny jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Metody screeningu ESBL u Enterobacteriaceae (13-19).

Metoda Antibiotikum Vysetrit ESBL, pokud je
cefotaxim/ceftriaxon
A MIC >1 mg/| pro kterékoli
Bujénova nebo agarova ceftazidim antibiotikum
diluce’ .
cefpodoxim MIC >1 mg/I
cefotaxim (5 pg) nebo | jnhibieni zéna <21 mm
ceftriaxon (30 pg) inhibiéni zéna <23 mm
Diskova difuze’ A oy
ceftazidim (10 pg) inhibi¢ni zéna <22 mm
cefpodoxim (10 ug) inhibi¢ni zéna <21 mm

1
U vSech metod se vZdy testuje cefotaxim (i) nebo ceftriaxon A ceftazidim NEBO (ii) cefpodoxim.
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Obrazek 1. Algoritmus pro fenotypovou detekci ESBL

ESEL SCREENING:
IR k cefotaximu nebo k ceftazidimu nebo k obéma NE ESBL neg.

{nebe R k cefpodoximu)
ANO
¥
EKonfirmace ESBL podle druhu
Skupina 1: Skupina 2:
E. goli Klebsiella spp., P mirabilis, Salmonella spp., Entercbacteriaceae 3 indukovanou chromozomalai AmpC:
Shigella spp. Enmterobacter spp., Citrobacter freundil, Morganella morgantii,
Providencia stusrtii Serratiz spp., Hafhia alvel
KONFIRMACE!ESBL KONFIRMACE ESEL
s ceftaridimem a cefotaximem+/- loys. Klavulanovou i s cefepimem +/- kys. Klavulanovou
¥ r ¥ L
Nez.: Z4dni ESBL | | Nejasai | | Posifival: ESBL ‘ | Neg.: Zadna ESBL | | Nejasni? | | Pozitivai: ESBL |

1Byl-li testovan cefoxitin a vysledna MIC je MIC >8 mg/I, vysetti se konfirmacni test s cefepimem +/-
kyselinou klavulanovou

2V\'/sledek nelze oznacit jako pozitivni nebo negativni (napf. pokud nelze odedist vysledek neboft rist kmene je mimo
rozmezi MIC, nebo kdyZ je nejasna synergie v testu s kombinaci diskl nebo v testu double disk synergy). Pokud je
vysledek konfirmaéniho testu s cefepimem +/- kyselinou klavulanovou stale nejasny, je nutno vysetfit 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.)

Doporucené metody pro screening ESBL ve skupiné 1 Enterobacteriaceae jsou bujonova diluce,
agarova diluce, diskova difuze nebo miiZze byt pouZit néktery z automatizovanych systému
(13,20,21). Jako indikatorové cefalosporiny je nutno uzit vidy cefotaxim (nebo ceftriaxon) a
ceftazidim, nebot MIC téchto antibiotik se miZe u rlznych producent( ESBL vyrazné lisit (14,22,23).

Algoritmus pro screening ESBL a fenotypové konfirmacni metody pro skupinu 1
Enterobacteriaceae, které jsou pozitivni v screeningovych testech, jsou na obrazku 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 provadi podle metod popsanych vyse pro skupinu 1
Enterobacteriaceae (obrdzek 1 a tabulka 3) (19). U téchto druhi je vSak velmi ¢astym mechanizmem
rezistence k cefalosporinim dereprese chromozomalni AmpC B-laktamazy. Pfi testovani fenotypu
Ize proto v kombinaci s kyselinou klavulanovou pouzit cefepim pro jeho stabilitu vici hydrolyze
AmpC.
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3.4.2 Fenotypové konfirmacni metody

Pro konfirmaci ESBL jsou doporuceny Ctyti z nékolika dalSich metod, zaloZzenych na inhibici aktivity
ESBL kyselinou klavulanovou in vitro: kombinovany diskovy test (CDT), double disk synergy test
(DDST), ESBL gradient test a bujonovy mikrodilu¢ni test (tabulky 2 a 3) (20, 21, 24). Podle jedné
multicentrické studie byla prokazana vyssi specificita CDT nez u ESBL gradient testu pfi srovnatelné
citlivosti (25). Vyrobci automatickych systémuU pro vysetfovani citlivosti zavedli detekéni testy
zaloZzené na inhibici enzym( ESBL kyselinou klavulanovou. V rlznych studiich se vytéZnost
konfirmacnich metod lisi v zavislosti na souboru testovanych kmenU a pouZitém zafizeni (17-19).

A. Kombinovany diskovy test (CDT)

Vidy se poutziji disky nebo tablety obsahujici cefalosporin samotny (cefotaxim, ceftazidim, cefepim)
a v kombinaci s kyselinou klavulanovou. Srovndvaji se inhibi¢ni zény kolem disk(i nebo tablet
cefalosporin v kombinaci s kyselinou klavulanovou se zénami kolem diski nebo tablet se
samotnymi cefalosporiny. Test je pozitivni, pokud rozdil v prméru inhibi¢ni zény disku s kyselinou
klavulanovou a bez ni je vétsi nez 5 mm (tabulka 3) (26, 27).

B. Double-disk synergy test (DDST)

Disky cefalosporind (cefotaxim, ceftazidim, cefepim) jsou aplikovany na plotny vedle disk( s
kyselinou klavulanovou (amoxicilin-klavulanovd kyselina). Pozitivni vysledek indikuje rozsiteni
inhibi¢ni zény kolem nékterého z cefalosporinovych diski smérem k disku, ktery obsahuje kyselinu
klavulanovou. Rozhodujicim faktorem je vzdalenost 20 mm od stfedu disk(, ktera je optimalni pro
disky s 30 g cefalosporinu; nicméné u kmenl s velmi vysokym nebo nizkym stupném rezistence
mulzZe byt snizena (15 mm), respektive zvySena (30 mm) (20). Pro disky s nizSim obsahem
cefalosporin( pouzivané v diskové difuzni metodé EUCAST musi byt doporuceni pfehodnoceno.

C. Gradientni test

Gradientni testy se provadi, hodnoti a interpretuji podle navodl vyrobce. Test je pozitivni, pokud
MIC v cefalosporinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou je 8 nasobné nizsi ve srovnani s MIC
samotného cefalosporinu, nebo pokud je pritomna fantomova zéna, nebo deformovana elipsa (viz
navody vyrobce) (tabulka 3). Vysledek testu je neurdity, pokud je MIC mimo rozmezi prouzku a test
nelze hodnotit. Ve vSech ostatnich pfipadech je vysledek testu negativni. ESBL gradientni testy by
mély byt pouzity pouze pro potvrzeni produkce ESBL a nejsou spolehlivé pro stanoveni MIC.

D. Bujénova mikrodiluce

Bujonova mikrodiluce se provadi v Mueller-Hinton bujénu obsahujicim samostatny cefotaxim,
ceftazidim a cefepim v fedéni dvojnasobnou radou pfi koncentracich v rozmezi 0,25 az 512 mg/l a
tatadz fedéni v kombinaci s kyselinou klavulanovou ve fixni koncentraci 4 mg/l. Test je pozitivni,
pokud je MIC cefalosporinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou 8 nasobné sniZzend ve srovnani s
MIC samotného cefalosporinu. Ve vSech ostatnich pfipadech je vysledek testu negativni (24).

D. Biochemické (kolorimetrické) testy

Test ESBL NDP byl poprvé popsan v roce 2012 a pouziva jako indikdtor cefotaxim a tazobaktam jako
inhibitor (28). Provadi se v desti¢kach s 96 jamkami nebo ve zkumavkach. Zména barvy z ¢ervené na
zZlutou se povazuje za pozitivni. Test byl také pouzit pfimo na vzorcich pacientd (29). Byla popsana
vynikajici senzitivita a specificita, ale test nebyl hodnocen v Zadné multicentrické studii.

Test B-LACTA je kolorimetricky test s pouzitim chromogenniho cefalosporinového substratu (HMRZ-
86) na izolatech a také pfimo na klinickych vzorcich (30). V prospektivni multicentrické studii v Belgii
a Francii bylo zjisténo, Ze vykazuje vybornou senzitivitu a specifitu u E. coli a K. pneumoniae (96 % a
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100 %), zatimco u druht produkujicich indukovatelné B-laktamazy AmpC vykazuje nizsi senzitivitu
(67 %). Vysoka negativni prediktivni hodnota pro E. coli a K. pneumoniae (99 % v oblastech s
prevalenci rezistence na cefalosporiny 3 generace v rozmezi 10 az 30 %) Cini tento jednoduchy test
velmi ucinnym pfi predikci rezistence na cefalosporiny treti generace, zejména u kmenQ
produkujicich B-laktamazu s rozsitrenym spektrem.

E. Specidlni zfetel pfi interpretaci

Konfirmace ESBL test(, které pouZivaji jako indikator cefalosporinli cefotaxim, miZe byt falesné
pozitivni u kmenU Klebsiella oxytoca s hyperprodukci chromozomalnich B-laktamaz K1 (OXY-like)
(31). Podobny fenotyp se muze vyskytnout u Proteus vulgaris, Proteus penneri, Citrobacter koseri a
Kluyvera spp. a u nékterych druhl podobnych C. koseri, jako je C. sedlakii, C. farmeri a C.
amalonaticus, které maji chromozomalni B-laktamdzy inhibované kyselinou klavulanovou (32, 33).
Dalsi mozZnou pfi¢inou falesné pozitivnich vysledk( je hyperprodukce
B-laktamdzy SHV-1, TEM-1, nebo OXA-1-like v kombinaci se zménénou permeabilitou (18). Podobné
problémy s faleSné pozitivnimi vysledky u K. oxytoca produkujici K1 mohou také nastat, pouzije-li se
ke konfirmaci ESBL pouze samotny cefepim (34).

Tabulka 2. Metody pro konfirmaci ESBL u Enterobacteriaceae s pozitivnim ESBL screeningovym
testem (viz tabulka 1). Skupina 1 Enterobacteriaceae (viz obrazek 1).

Antibiotikum
Metoda (obsah disku nebo Mic) | Pozitivni konfirmace ESBL
ESBL gradientni test | cefotaxim +/- pomér MIC 28 nebo vytvoreni
klavulanova kys. deformované elipsy
ceftazidim +/- pomér MIC 28 nebo vytvoreni
klavulanova kys. deformované elipsy
Kombinovany diskovy| cefotaxim (30 ug) +/- zvétSeni inhibicni zény =5 mm
diftzni test (CDT) klavulanova kys. (10 ug)
ceftazidim (30 pg) +/- zvétseni inhibi¢ni zény 25 mm
klavulanova kys. (10 ug)
Bujonovda mikrodiluce| cefotaxim +/- pomér MIC 28
klavulanova kys. (4 mg/I)
ceftazidim +/- pomér MIC =8
klavulanova kys. (4 mg/I)
cefepim +/- pomér MIC 28

klavulanova kys. (4 mg/l)

Double disk cefotaxim, ceftazidim a rozsifeni inhibi¢ni zony

synergy test (DDST) cefepim indikatorového cefalosporinu ve
sméru k disku amoxicilinu s
klavulanovou kyselinou
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Tabulka 3. Metody pro konfirmaci ESBL u Enterobacteriaceae s pozitivnim ESBL screeningovym testem
(viz tabulka 1). Skupina 2 Enterobacteriaceae (viz obrazek 1).

Metoda Antibiotikum Pozitivni konfirmace ESBL

ESBL gradientni test cefepim +/- klavulanova kys.| pomér MIC =8 nebo vytvoreni

EtestESBL deformované elipsy
Kombinovany diskovy | cefepim (30 pg) +/- zvétseni inhibicni zony 25 mm
difdzni test klavulanova kys. (10 pg)

Bujonovda mikrodiluce | cefepim +/- klavulanova kys.| pomér MIC 28
(fixni koncentrace 4 mg/l)

Double disk cefotaxim, ceftazidim, rozsireni inhibi¢ni zény
synergy test cefepim indikatorového cefalosporinu ve
(DDST) sméru k disku amoxicilinu s

klavulanovou kyselinou

3.4.3 Fenotypovd detekce ESBL v pritomnosti jinych 8-laktamdz, které maskuji synergii
Neurcité vysledky (u Etestu®) a falesné negativni vysledky testl (u CDT, DDST, Etestu a bujonové
mikrodiluce) mohou byt zplsobeny expresi B-laktamaz AmpC ve vysokém stupni, které maskuji
prfitomnost ESBL (20,34,35). lzolaty s vysokou uUrovni exprese B-laktamazy AmpC jsou obvykle
jednoznacné rezistentni k cefalosporinim treti generace. O vysoké urovni exprese B-laktamaz AmpC
svédci také rezistence k cefamycinim (MIC cefoxitinu >8 mg/| (31), s vzacnou vyjimkou B-laktamaz
ACC, které rezistenci k cefoxitinu neudéluji (36).

Ke konfirmaci produkce ESBL u izolatd s vysokou urovni exprese B-laktamaz AmpC se doporucuje
dodatecné potvrzeni ESBL s indikatorovym cefalosporinem cefepimem, ktery B-laktamazy AmpC
nehydrolyzuji. Cefepim lze pouzit u vSech metod (CDT, DDST, gradientnich a mikrodilu¢nich) (27,34-
36). Alternativné Ize poutZit kloxacilin, ktery je dobrym inhibitorem enzym AmpC. Test je usporadan
jako CDT s disky obsahujicimi dva indikatorové cefalosporiny (cefotaxim a ceftazidim) spolu s
kyselinou klavulanovou a kloxacilinem; a standardni CDT nebo DDST na agarovych plotnach
obsahujicich 200-250 mg/I kloxacilinu (19). K dispozici jsou i komercni disky nebo tablety, které
obsahuji kyselinu klavulanovou i kloxacilin, chybi vSsak multicentrické studie hodnotici tyto pfipravky.

Pfitomnost ESBL mohou maskovat rovnéz karbapenemdzy jako jsou MBL nebo KPC (nikoli vSak
enzymy OXA-48-like) a/nebo zavazné poruchy permeability (40, 41). Pokud je detekce ESBL v téchto
pfipadech nadale relevantni, Ize pouzit molekularni metody.

3.4.4 Konfirmace genotypu

Pro genotypové potvrzeni pritomnosti ESBL gen(l existuje fada mozZnosti od PCR a sekvenovani po
celogenomové sekvenovani, v€etné mapovani genl rezistence. K dispozici jsou také rGzné
mikrocCipy. Existuji komercni i in-house metody, ale nebyly systematicky ovéreny, a proto nebudou v

tomto dokumentu zarazeny. Metody sekvenovani celého genomu byly popsany v jiné publikaci
EUCAST (42).
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3.4.5 Kontrola kvality

NiZze je uvedeno nékolik moznych kontrolnich kmen( pro fenotypové a genotypové metody. U
téchto kmenu nejsou k dispozici limitni rozmezi pro kontrolu kvality. UZivatelé komercnich metod by
méli pouzivat kontrolni kmeny uvedené v pribalové informaci.

Tabulka 4. Priklady kontrolnich kmenu pro testovani ESBL.

Kmen Mechanizmus

K. pneumoniae ATCC 700603 SHV-18 ESBL

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

E. coli ATCC 25922 ESBL-negativni
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4. Enterobacteriaceae produkujici ziskanou B-laktamazu AmpC

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ne
Pro ucely kontroly infekci Ano
Pro ucely verejné zdravi Ano

4.1 Definice

Cefalosporinazy typu AmpC jsou p-laktamazy tfidy C dle Amblerovy klasifikace. Hydrolyzuji
peniciliny, cefalosporiny (v€etné treti, nikoli vSak Ctvrté generace) a monobaktamy. Obecné plati, ze
enzymy typu AmpC jsou Spatné inhibovany klasickymi inhibitory ESBL a zvlasté kyselinou
klavulanovou (1).

4.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

Prvni izolaty produkujici ziskané enzymy AmpC byly identifikovany na konci osmdesatych let
minulého stoleti a poté byly pozorovany vSude ve svété jako dlsledek klondlniho Sifeni a
horizontdlniho pfenosu gend AmpC (¢asto oznacovaného jako plazmidem zprostfedkovand AmpC).
Existuje nékolik linii mobilnich gend AmpC, které pochdzeji od pfirozenych producent(, 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). Nejcetnéjsi a nejvice rozsireny jsou enzymy CMY-2-like, a znacné
jsou rozsireny také indukované B-laktamazy DHA-like a nékteré dalsi (1).

Hlavnimi producenty ziskanych AmpCs jsou E. coli, K. pneumoniae, Salmonella enterica a
P. mirabilis. 1zolaty téchto enzym( byly ziskany jak od hospitalizovanych pacient(, tak od pacient( z
fad komunit, a byly rozpoznany dfive nez klasické enzymy ESBL u hospodarskych zvifat v
potravinach (E. coli a S. enterica). Ackoli masivni rozsifeni ziskané AmpC bylo zaznamendano v
multicentrickych studiich tykajicich se rezistence enterobakterii k cefalosporinm treti generace,
jejich celkova frekvence vyskytu zlstava mnohem nizsi neZ vyskyt ESBL, prinejmensim v Evropé.
Nicméné vyznam bakterii produkujicich tyto enzymy se mulze vyznamné zvysit v nékterych
specifickych mistnich a epidemiologickych podminkach (1-5).

4.3 Mechanizmus rezistence

Cetné daldi Enterobacteriaceae a nékteré jiné gramnegativni tyéky produkuji pfirozené enzymy
AmpC konstitutivné ve stopovém mnoizstvi (napfiklad E. coli, Shigella spp.) nebo indukované
(naptiklad Enterobacter spp., C. freundii, M. morganii, P. aeruginosa). Dereprese nebo
hyperprodukce pfirozenych AmpC je zpUsobena riznymi genetickymi zménami a udéluje vysoky
stupen rezistence k cefalosporinlm a ke kombinacim penicilind s inhibitory B-laktamazy.
Cefalosporinazy tfidy C se také mohou vyskytovat jako ziskané enzymy, hlavné u enterobakterii. S
vyjimkou indukovaného enzymu DHA jsou ziskané AmpC exprimovany konstitutivné, a jejich
rezistence k cefalosporinim je podobna jako u hyperprodukujicich nebo dereprivovanych mutant(
prirozenych producentl AmpC. Stupen rezistence zavisi na mnoZstvi vytvorenych enzymu, jakoZ i na
pritomnosti jinych mechanism( rezistence. Podobné jako ESBL, ziskané AmpC jsou obvykle
kodovany na genech zprostiedkovanych plazmidy (1-3).
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4.4 Doporucené metody pro detekci ziskané AmpC u Enterobacteriaceae

Jako fenotypova kritéria pro zkoumani produkce AmpC v Enterobacteriaceae skupiny 1 lze pouZit cefoxitin
(MIC> 8 mg/l nebo primeér zény <19 mm) v kombinovaci s fenotypovou rezistenci viéi ceftazidimu a/nebo
cefotaximu (podle breakpointl), nelze vsak timto zplsobem detekovat ACC-1, plazmidem zprostfedkovanou
AmpC, kterd cefoxitin nehydrolyzuje (6). Je tfeba poznamenat, Ze rezistence k cefoxitinu mlze byt také
plsobena ztratou porinl (2).

Obrazek 1. Algoritmus pro detekci AmpC.

cefotaxim R nebo ceftazidim R A cefoxitin R’
u E. goli, K. pneumoniae, F. mirabilis,
Salmonella spp, Shigella spp

kloxacilin kloxacilin
synergie detekovana synergie nedetekovana
| | |
E. coli a Shigella spp: PCR K. pneumoniae, P. mirabilis,

Jiné mechanizmy

k rozliseni mezi AmpGC Salmonella (chromozomalni - :
plazmidovou a AmpC chybi) detekce [napr._zzrata
chromozomalni plazmidem fizené AmpC PO

'R u cefoxitinu je definovdna jako ne-divokého typu (MIC >8 mg/L nebo prdmér zény <19 mm).

Vysledek "R" pro cefotaxim a ceftazidim se odvozuje podle breakointll EUCAST. VySetfovani izolat(l, které nejsou citlivé
na cefotaxim a ceftazidim. Postup, pfi némz se pouziva jako kritérium pro vybér izolatd jejich necitlivost k cefotaximu a
ceftazidimu, ma pro prikaz AmpC vyssi senzitivitu ale nizsi specificitu, nez pouZije-li se jako kritérium rezistence k
cefoxitinu (7). Enzym AmpC mUzZe byt také pfitomen u izolatl, které maji pozitivni test na ESBL (synergie s klavulanovou
kyselinou). Bez ohledu na vysledek testu na prikaz ESBL muZe byt nékdy potfebné vysetfit také AmpC. Laboratore, které
nevysetruji cefoxitin, mohou pouZzit jako dalsi, méné specificky fenotypovy indikator citlivost k cefepimu spole¢né s
rezistenci k cefotaximu nebo ceftazidimu.

Fenotypové testy pro konfirmaci AmpC jsou obecné zaloZzeny na inhibici AmpC kloxacilinem nebo
derivaty kyseliny borité. Derivaty kyseliny borité nicméné inhibuji také karbapenemazy tridy A.
Nékolik publikaci svédc¢i o dostatecné presnosti metod pro prikaz AmpC pripravovanych "in-house"
(8-10), stejné jako komercnich metod jako je "AmpC Detection Disc Set Mast" (senzitivita 96-100 %,
specificita 98-100 %) (11,12), AmpC gradientni test, ktery je v soucasné dobé k dispozici pouze od
bioMérieux (senzitivita 84-93 %, specificita 70 az 100 %) (12,13) a metod pouzivajicich Rosco tablety
s cefotaximem-kloxacilinem a ceftazidimem-kloxacilinem (senzitivita 96 %, specificita 92 %) (7,14).
Ziskanou AmpC vsak nelze odlisit od konstitutivné hyperprodukované chromozomalni AmpC u
E.coli.

Pritomnost ziskanych enzymd AmpC mohou konfirmovat metody zaloZzené na PCR (15, 16), nebo
DNA microarray (17).

Tabulka 1. uvadi nékolik moznych kontrolnich kmen( pro fenotypové a genotypové metody. U
téchto kmenu nejsou k dispozici limitni rozmezi pro kontrolu kvality. UZivatelé komercnich metod by
méli pouzivat kontrolni kmeny uvedené v pribalové informaci.
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Tabulka 1. Priklady kontrolnich kmen( vysetfeni AmpC.

Kmen Mechanizmus
E. coli CCUG 58543 ziskana AmpC CMY-2
E. coli CCUG 62975 ziskand AmpC CMY a ESBL skupiny CTX-M-1

K. pneumoniae CCUG 58545 ziskana DHA

E. coli ATCC 25922 AmpC a ESBL negativni
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5. Rezistence gramnegativnich tycek k polymyxinu

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ano
Pro ucely kontroly infekci Ano
Pro ucely verejné zdravi Ano

Ziskana rezistence k polymyxinu u Enterobacteriaceae se v poslednich letech vyskytuje celosvétové.
Zvlasté znepokojujici je vyskyt rezistence zprostfedkované plazmidem u zvifat, potravin a lidi, ktera
ma velkou tendenci Sifit se horizontalné.

Drive byla polymyxinova rezistence hlasena vidy jako chromozomalné zprostfedkovand, a obvykle
souvisela s mutacemi v nékolika genech obsaZzenych v dvoukomponentnim regulacnim systému pro
biosyntézu lipidu A a regulaci naboje lipopolysacharidu (LPS) (1,2). V roce 2015 se objevily prvni
zpravy o rezistenci na kolistin zprostfedkované plazmidem a souvisely s plazmidem kdédovanou
fosfoetanolamin transferazou, ktera pridava fosfoethanolaminovou skupinu k lipidu A. Vyslednym
ucinkem je snizeni negativniho naboje v LPS a tudiz snizeni interakce s kladné nabitymi polymyxiny.
Nova determinanta rezistence byla pojmenovana MCR-1 (3). Od té doby byla pfitomnost tohoto
mechanizmu rezistence prokdzana na vSech kontinentech. Jeden izolat se datuje do osmdesatych
let, ale zda se, Ze celosvétovy vzestup se uskutecnil v poslednich pfiblizné 5 letech (4). BEhem roku
2016 byly popsany dvé nové varianty MCR-1 - MCR-1.2 a MCR-2 (5, 6).

U evropskych invazivnich kmen( K. pneumoniae je prevalence rezistence na kolistin 8,6 % a u izolatl
rezistentnich na karbapenem mize cinit az 29 % (7). Je nutno zdlraznit, Ze znacné rozdily ve
frekvenci vyskytu této rezistence mezi zemémi mohou byt zplUsobeny metodickymi problémy.
Predpoklada se, Ze vétSina rezistence je zpUsobena chromozomialnimi mechanismy, ale bylo
zaznamenano nékolik hlaseni o enterobakteriich produkujicich karbapenemazu spolu s MCR-1 (4).

V soucasné dobé neexistuji spolehlivé ovérené metody pro fenotypovou charakterizaci rdznych
mechanismu rezistence na polymyxin nez samotné stanoveni MIC mikrodiluéni metodou (gradientni
testy a diskova difuze jsou u polymyxin( nespolehlivé). Nedavno bylo zjisténo, Ze hydrolyza enzymy
MCR zavisi na zinku a chelaty zinku tudiz mohou jejich aktivitu inhibovat (8). Z tohoto divodu se
ocekava prinos inhibicnich testl zaloZzenych na EDTA nebo dipikolinové kyseliné. Soucasné zaméreni
je vsak na zjisténi rezistence polymyxinu bez ohledu na mechanizmus. Laboratofim se doporucuje,
aby vysetrovaly MIC kolistinu vyluéné mikrodiluéni metodou se sulfatem kolistinu (9). Diskové
difuzni a gradientni testy by se nemély pouzivat, protoZe jsou spojeny s vysokym rizikem velmi
zavaznych a zavaznych chyb (10). V posledni dobé byla také zavedena kolorimetrickda metoda, ale
jeji spolehlivost byla zatim ovérena jen na jednom pracovisti (11). Pro dalsi studie mechanizmu
rezistence jsou nezbytné molekularni metody. Sou¢asnym doporucenim je provést takové dalsi
testovani pouze na izolatech rezistentnich ke kolistinu.

Pro kontrolu kvality musi byt pouzit jak citlivy kmen (E. coli ATCC 25922 nebo P. aeruginosa ATCC

27853), tak rezistentni kmen ke kolistinu E. coli NCTC 13846 (pozitivni mcr-1). Cilova hodnota
MIC kolistinu u E. coli NCTC 13846 je 4 mg/| a jen vyjimecné 2 mg/l nebo 8 mg/I.
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6. P. aeruginosa a Acinetobacter produkujici karbapenemazu

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ne
Pro ucely kontroly infekci Ano
Pro ucely verejné zdravi Ano

P. aeruginosa a skupina Acinetobacter baumannii produkujici karbapenemadzu se bézné nachazi na
vétsiné uzemi Evropy (1). V Evropé u P. aeruginosa dominuji enzymy VIM, zejména VIM-2,
producenti KPC jsou zaznamendni také v zemich Latinské Ameriky (2). U skupiny Acinetobacter se
Casto vyskytuji karbapenemazy OXA, zejména OXA-23-, OXA 24/40-, OXA-58-, OXA-143-, OXA-235-
like (3).

V soucasné dobé neexistuji Zadné specifické inhibitory karbapenemaz OXA tfidy D a Zadna z
existujicich fenotypovych metod neposkytuje uspokojivé vysledky pro detekci/identifikaci téchto
karbapenemdz u skupiny Acinetobacter. Kolorimetrické zkousky byly testovany, ale celkové se u
tohoto rodu neprokazala presnost (4). Acinetobacter mlize produkovat karbapenemazy typu MBL a
je moiné, Ze vysetreni téchto enzymd muzZe byt snadnéjsi.

Po nékolik desetileti pouzivané testy pro prikaz MBL pomoci Etestu nebo nebo disk(l maji Spatnou
specificitu (5-7). Nedavno nékolik autord také navrhlo rizné modifikace kombinovanych diskovych
testd (bud imipenem nebo meropenem v kombinaci s rdznymi inhibi¢nimi latkami tridy B (EDTA
nebo DPA), ale tyto byly validovany ve studiich s jednim centrem a jejich spolehlivost je nejasna (8,
9). Kolorimetrické testy fungovaly |épe u P. aeruginosa nez u Acinetobacter (10) a v soucasné dobé
maji tyto testy pravdépodobné nejlépe prokazanou specificitu. Stale vSak neni k dispozici zadny
dostatecné specificky test bez molekularni konfirmace.

Pro vySetreni vlastnosti karbapenemaz produkovanych P. aeruginosa a Acinetobacter by mély byt
pouzity genotypové metody, ale zejména u P. aeruginosa jsou pro pocatecni vySetfeni vhodné
nékteré z vySe uvedenych fenotypovych metod.

Je tfeba poznamenat, Ze testovani karbapenemdz je klinicky nejvyznamnéjsi u P. aeruginosa,
protoze tento druh mulZe byt rezistentni na karbapenemy prostfednictvim nékolika
chromozomalnich mechanizma (aktivni eflux, alterace nebo ztrata porin(). Naopak rezistence na
karbapenem u Acinetobacter je témér konstantné zplsobena produkci karbapenemaz OXA.

Nékteré prace doporucuji kontrolni kmeny P. aeruginosa NCTC 13437 (producent VIM-10) a A.
baumannii NCTC 13301 (producent OXA-23). Pro tyto kmeny neni k dispozici limitni rozmezi.
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7. Staphylococcus aureus rezistentni k meticilinu (MRSA)

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ano

Pro ucely kontroly infekci Ano

Pro ucely verejné zdravi Ano
7.1 Definice

Izolaty S. aureus s pomocnym proteinem vazicim penicilin (penicillin-binding protein) (PBP2a/PBP2c,
kédovanymi geny mecA resp. mecC), charakterizuje nizka afinita pro B-laktamova antibiotika, s
vyjimkou nové tfidy cefalosporind s aktivitou proti MRSA (ceftarolin, ceftobiprol).

7.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

S. aureus rezistentni k meticilinu je celosvétové hlavni pfi¢inou morbidity a mortality (1,2). Mortalita
u infekci krevniho fecisté zplisobena MRSA je dvakrat vyssi, nez je tomu u podobnych infekci
zpusobenych kmeny citlivymi k meticilinu v disledku zpoZdéni vhodné 1écby a jejiho nizsiho ucinku
(3). Infekce zplisobené MRSA jsou endemické v komunité i v nemocnicich vsech ¢asti svéta.

7.3 Mechanizmus rezistence

Hlavnim mechanizmem rezistence je produkce PBP2a/PBBc, pomocného proteinu vaziciho penicilin
(penicillin-binding protein), ktery izoldtidm udéluje rezistenci ke viem B-laktamovym antibiotikiim s
vyjimkou nové tfidy specifickych "anti-MRSA" cefalosporin(. Tyto latky maji dostate¢né vysokou
afinitu k PBP2a, a pravdépodobné i k PBP kédovanym genem mecC a jsou tudiz uc¢inné proti MRSA
(4). Pomocné PBP jsou kédovany genem mecA, respektive nedavno popsanym genem mecC (5).
Geny mec jsou pro S. aureus cizi a u kmenu citlivych k meticilinu nejsou pfitomny. Pfesnost vysledk
vysSetreni citlivosti je negativné ovlivnéna u kmen( s vyraznou heterogenni expresi genu mecA a s
obvykle nizkou MIC oxacilinu (5). Nékteré izolaty jsou sice rezistentni k oxacilinu v nizkém stupni, ale
jsou mecA a mecC negativni a nevytvareji alternativni PBP [hranicné citlivy S. aureus (BORSA,
borderline susceptible S. aureus)]. Tyto kmeny jsou pomérné vzacné a jejich mechanismus
rezistence je nedostatecné prozkouman, mlzZe vSak zahrnovat hyperprodukci B-laktamaz nebo
zménu pUvodné pritomnych PBP (6).

V rlznych ¢astech svéta byly popsany mecA pozitivni izolaty S. aureus, které jsou diky inaktivaci
mecA citlivé k cefoxitinu i k oxacilinu (OS-MRSA). Tyto kmeny se |isi od heterogenné rezistentnich
MRSA, které jsou také citlivé na oxacilin, ale rezistentni k cefoxitinu (7, 8). Cetnost téchto izolatd se
podle kombinovanych vysledkl (ziskanych konvencénim vySetfenim fenotypu nebo pozitivnim
prikazem mecA pomoci PCR) odhaduje pfiblizné na 3 %. V jednom pfipadé (9) byla béhem
prodlouzené antibiotické |é€by plné dokumentovdna reverze z citlivosti na meticilin k rezistenci na
meticilin, a predpoklada se, Ze se tak déje i v jinych pfipadech, nicméné rychlost takové reverzibilni
rezistence je v soucasné dobé nezndma. Takové izolaty mohou byt podle definice detekovany pouze
molekularni analyzou. To neznamena, Ze molekularni analyzu je tfeba provadét u viech kmenu, ale
je vyznamna jen v pfipadech selhani lé¢by. Pokud je gen mecA detekovan ndhodné nebo pfi
screeningu kvUli terapeutickému selhdni, mél by byt izolat vzdy hlasen jako rezistentni.
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7.4 Doporucené metody pro detekci meticilinové rezistence u S. aureus
Meticilinova/oxacilinova rezistence stafylokokll mizZe byt detekovana fenotypové pomoci stanoveni
MIC nebo diskovym difaznim testem. Aglutinaci lze pouZit k priikazu PBP2a, neni vsak spolehliva k
detekci PBP2c. Pro genotypovou detekci je vhodna PCR.

7.4.1 Detekce vysetrenim MIC nebo diskovou difuzni metodou MIC

Heterogenni exprese rezistence ovliviiuje zejména MIC oxacilinu, ke kterému se kmen jevi jako
citlivy. Cefoxitin je velmi citlivy a specificky marker pro detekci meticilinové rezistence
zprostiedkované geny mecA/mecC a je antibiotikem volby pro diskovy difuzni test. Difuzni diskovy
test s oxacilinem je jiz obsoletni a tabulka klinickych breakpointli EUCAST nezahrnuje interpretacni
kritéria primérd inhibi¢nich zén oxacilinu pro Spatnou korelaci s pfitomnosti genu mecA.

A. Bujénova mikrodiluce:
PouZije se standardni metoda (ISO 20776-1) a kmeny s MIC >4 mg/| cefoxitinu by se mély hlasit jako
rezistentni k meticilinu.

B. Diskova difuze: PouZije se diskova difuzni metoda EUCAST. Kmeny s priimérem inhibi¢ni zény <22
mm kolem disku s cefoxitinem (30 pg disk) by se mély hlasit jako rezistentni k meticilinu.

7.4.2 Detekce genotypovymi a latexovymi aglutinacnimi metodami.

Genotypova detekce genli mecA a mecC pomoci PCR a detekce proteinu PBP2a soupravou pro
latexovou aglutinaci se provadi komercnimi testy nebo testy pfipravenymi "in-house". PBP2c nelze
vétSinou komer¢nich testl detekovat.

7.4.3 Kontrolni kmeny

NiZze je uvedeno nékolik moznych kontrolnich kmen( pro fenotypové a genotypové metody. U
téchto kmenu nejsou k dispozici limitni rozmezi pro kontrolu kvality. UZivatelé komercnich metod by
méli pouZivat kontrolni kmeny uvedené v pfibalové informaci.

Tabulka 1. Pfiklady kontrolnich kmen( pro testovani MRSA.

Kmen Mechanizmus

S. aureus ATCC 29213 citlivy k meticilinu
S. aureus NCTC 12493 rezistentni k meticilinu (mecA)
S. aureus NCTC 13552 rezistentni k meticilinu (mecC)
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8. Staphylococcus aureus necitlivy k vankomycinu

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ano

Pro ucely kontroly infekci Ano

Pro ucely verejné zdravi Ano
8.1 Definice

Klinicky breakpoint EUCAST pro rezistenci k vankomycinu je MIC >2 mg/l. Nedavné snizeni
breakpointli vankomycinu vedlo k odstranéni dfive pouZivané intermediarni kategorie. Existuji vSak
vyznamné rozdily mezi mechanizmem rezistence u S. aureus s rezistenci k vankomycinu ve vysokém
stupni zprostfedkovanou VanA (VRSA - vankomycin resistant S. aureus) a izolaty non-VanA s nizkym
stupném rezistence. Proto izolaty s nizkym stupném rezistence nezprostfedkované VanA (non-
VanA) jsou oznaceny jako VISA pro vankomycin intermediarni S. aureus a jako hVISA pro
heterorezistentni vankomycin intermediarni S. aureus. Pfi |écbé vankomycinem u pacientd se
zdvaznou infekci zplsobenou S. aureus by méla byt vidy vySetfena MIC. Ve vybranych ptipadech,
napf. pfi podezieni na selhdni lé¢by, se doporucuje vySetfit hVISA. Test na prlikaz hVISA je
komplikovany, a proto se antibioticka surveillance zaméruje na detekci VISA a VRSA.

VRSA: Vankomycin rezistentni S. aureus:
Izolaty S. aureus s vysokym stupném rezistence k vankomycinu (MIC >8 mg/I).

VISA: Vankomycin intermedidrni S. aureus
Izolaty S. aureus s nizkym stupném rezistence k vankomycinu (MIC 4 - 8 mg/I).

hVISA: Heterogeneous vankomycin intermediarni S. aureus.
lzolaty S. aureus citlivé k vankomycinu (MIC <2mg/l), ale jak bylo zjisténo populacni analyzou,

6
mensinovou populaci (1 na 10 bunék) inhibuje MIC vankomycinu >2 mg/I.

Je nutno zdlraznit, Ze pres rozdilnd oznaceni jsou vsechny vySe uvedené kategorie klinicky
rezistentni.

8.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

O prevalenci izolath se snizenou citlivosti ke glykopeptidim nejsou v Evropé Zadné recentni
informace. Ze zprav jednotlivych instituci l1ze odhadnout, Ze mezi MRSA v Evropé je prevalence
hVISA <2 % a VISA je méné nez 0,1 % (1). Vyskyt VRSA v Evropé doposud nebyl hlasen a v
soucasnosti je extrémné vzacny i jinde ve svété (2). LokdIni prevalence hVISA muizZe byt podstatné
vysSi (1) v dlsledku Sifeni specifickych klondlnich linii (2). Témér vSechny izolaty se zvySenou MIC
(VISA) nebo obsahujici rezistentni subpopulaci (hVISA) jsou soucasné MRSA.

Je obtizné posoudit klinicky vyznam hVISA, nebot nebyly provedeny Zadné dobre kontrolované
prospektivni studie. Pfedpokladd se vsak, Ze pfitomnost fenotypu hVISA provazi horsi pribéh,
pfinejmensim u zavainych infekci (2,3). Je proto proziravé vysetfovat pfitomnost hVISA u infekci
krevniho fecisté nereagujicich na lécbu. V posledni dobé pribyva dikazu, Ze izolaty s MIC v horni
¢asti citlivého rozmezi (MIC >1 mg/l) jsou spojovany s horsim pribéhem a zvySenou mortalitou,
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alespon u infekci krevniho recisté (3-8). Mozna pricina tohoto pozorovani neni objasnéna, muze se
jednat i o poddavkovani vankomycinu (9,10). Navic interpretace vysledkd MIC v téchto studiich
muzZe byt ovlivnéna rdznymi pouZitymi metodami (8, 9).

Detekce hVISA je sloZita a spociva v populaéni analyze (11), kterd je pracnd, vyZzaduje specialni
vybaveni a potiebuje vysokou Uroven technickych znalosti. Metoda pro detekci hVISA je uvedena,
ale pro ucely surveilance se hlaseni omezuje na VISA a VRSA, shodné definované MIC >2mg/I.

8.3 Mechanizmus rezistence

Rezistence VRSA je fizena genem vanA, exogenné ziskanym od enterokokd. U izolatd VISA i hVISA je
plvod rezistence endogenni (tzn. chromozomalni mutace) a na velmi sloZitém mechanizmu se podili
vice gen(. Fenotyp VISA/hVISA je spojen s hyperprodukci cilovych mist glykopeptidd a se zesilenim
bunécné stény. Fenotyp hVISA je v laboratofi nestabilni, in vivo vSak ma schopnost vyvinout se ve
VISA (2).

8.4 Doporucené metody pro detekci S. aureus necitlivého k vankomycinu
Diskovou difuzi NELZE pouzit pro detekci hVISA nebo VISA, a moZnost pouziti pro VRSA pfipousti jen
nékolik studii (12).

8.4.1 Stanoveni MIC

Zlatym standardem je bujénova mikrodiluéni metoda doporuc¢ovana EUCAST (ISO 20776-1). Je
nutno poznamenat, Zze MIC stanovena gradientni prouzkovou metodou muze byt o 0,5-1 stupen
dvojnasobné diluce vyssi, nez jsou vysledky ziskané bujénovou mikrodiluci (8,9). Breakpoint EUCAST
pro rezistenci S. aureus je MIC vankomycinu >2 mg/I. Izolaty s ovéfenou MIC vankomycinu >2 mg/I
(podle bujonové mikrodiluce) by mély byt vysetreny v referencni laboratofi. Stanovenim MIC nelze
hVISA detekovat.

8.4.2 Testy pro detekci VRSA, VISA a hVISA

Detekovat hVISA je obtiZzné, a proto je detekce rozdélena na screening a konfirmaci. Pro screening
byly vyvinuty ¢etné speciadlni metody. Konfirmace spociva v analyze populacniho profilu izolatu na
agarovych plotnach, obsahujicich fadu koncentraci vankomycinu (PAP-AUC) (11). Bez rozsahlych
zkuSenosti je tato metoda technicky naro¢nd, a proto ji vétSinou provadi referencni laboratore.
Metoda zaloZena na kaseinovém screeningovém agaru s vankomycinem (13) md sice vysokou
senzitivitu a specificitu, byla vSak ovéfena jen v jediné studi,i a proto zde neni zahrnuta. VSechny
dale uvedené metody jsou schopny detekovat VRSA a VISA a byly hodnoceny v multicentrickych
studiich (14,15).

A. Makrogradientni test:

Tento test indikuje snizenou citlivost k vankomycinu, nejedna se v3ak o stanoveni MIC. Navic tento
test nerozliSuje mezi hVISA, VISA a VRSA. Test se provadi podle navod( vyrobce. Je treba
poznamenat, Ze inokulum je vy3si (2,0 McFarland) neZ u standardnich gradientnich test( a test se
provadi na agaru BHI (Brain Heart Infusion), nikoli na Mueller Hinton agaru. Vysledek je definitivné
odecten po 48 hodinach. Pozitivni vysledek indikuje odecet 28mg/I pro vankomycin i teikoplanin,
NEBO 2=12mg/| pro samotny teikoplanin.

ProtoZe obé kritéria zahrnuji teikoplanin, zdavisi testovani vankomycinu na vysledku testu s
teikoplaninem. Algoritmus je nasleduijici:

» Odecet teikoplaninu 212 mg/I: VRSA, VISA nebo hVISA
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* Odecet teikoplaninu 8 mg/l: Testuje se vankomycin. Pokud je odecet vankomycinu 28 mg/l, jedna
se 0 VRSA, VISA nebo hVISA

* Odecet teikoplaninu <8 mg/l: Nejedna se o VRSA, VISA nebo hVISA

B. Gradientni test k detekci glykopeptidové rezistence (GRD):
Test se provadi podle navod( vyrobce. Vysledek je pozitivni pokud je vysledek GRD =8 mg/I pro
vankomycin nebo teikoplanin.

C. Screeningovy agar s teikoplaninem:

PouZivd se Mueller-Hinton agar s obsahem 5 mg/| teikoplaninu (14). Inokulum v zakalu 2,0 dle
standardu McFarlanda se pfipravi rozetfenim nékolika kolonii v 0,9 % fyziologickém roztoku. Na
povrch agaru se aplikuje 10 ul inokula a plotna se inkubuje pti 35° C na vzduchu po 24 a 48 h. Rist
vice neZ dvou kolonii po 48 h indikuje sniZzenou citlivost ke glykopeptidim.

D. Testy na konfirmaci hVISA/VISA:

Jakykoli izolat se sniZzenou citlivosti podle vysledku screeningu a neidentifikovany jako VRSA nebo
VISA vysetfenim MIC mlze byt hVISA a mél byt podroben vysetreni profilu pod kfivkou pomoci
populacni analyzy (PAP-AUC) (9), obvykle v pfislusné referencni laboratofi.

8.4.3 Kontrolni kmeny

NiZze je uvedeno nékolik moznych kontrolnich kmen( pro fenotypové a genotypové metody. U
téchto kmenu nejsou k dispozici limitni rozmezi pro kontrolu kvality. UZivatelé komercnich metod by
méli pouzivat kontrolni kmeny uvedené v pribalové informaci.

Tabulka 1. Pfiklady kontrolnich kmen( pro testovani rezistence S. aureus k vankomycinu.

Kmen Mechanizmus
S. aureus ATCC 29213 citlivy ke glykopeptidim
S. aureus ATCC 700698 hVISA (Mu3)
S. aureus ATCC 700699 VISA (Mu50)
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9. Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis rezistentni k
vankomycinu

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ano
Pro ucely kontroly infekci Ano
Pro ucely verejné zdravi Ano

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

9.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

Enterokoky, zvlasté E. faecium, jsou obecné rezistentni k vétsiné klinicky dostupnych antimikrobnich
[éCiv. Lécba infekci zplsobenych enterokoky rezistentnimi k vankomycinu (VRE, vancomycin resistant
enterococci) je proto obtiznd, s malym poctem léCebnych alternativ. Je znamo, Ze v nemocnic¢nim
prostiedi se VRE mohou Uspésné sirit, pretrvavat a kolonizovat mnoho osob, z nichZ pouze u nékterych
se mohou vyvinout enterokokové infekce (1,2). Fenotyp izolatd nesoucich VanB je obvykle citlivy k
teikoplaninu. Selekci rezistence k teikoplaninu béhem Iécby u enterokok( nesoucich VanB popisuji
dvé kasuistiky (3,4), a nedavno byly posany Ctyri pripady terapeutického selhani (5) indikujici, ze
teikoplanin by mél byt pouzivan u enterokokl VanB s opatrnosti.

Typické hodnoty MIC pro klinicky nejvyznamnéjsi enzymy Van jsou v tabulce 1.

Tabulka 1. Typické MIC glykopeptid( u enterokok( s expresi VanA nebo VanB.

MIC (mg/l)
Glykopeptid
yKopep VanA VanB
vankomycin 64-1024 4-1024
teikoplanin 8-512 0,06-1

9.3 Mechanizmus rezistence

Klinicky vyznamna rezistence je nejcastéji zprostfedkovana ligdzami VanA a VanB, kédovanymi na
plazmidu, které v peptidoglykanu nahradi koncovy D-Ala za D-Lac. Tato substituce sniZuje vazbu
glykopeptidu na cilové misto. Kmeny VanA vykazuji rezistenci k vankomycinu i k teikoplaninu,
zatimco kmeny VanB obvykle zUstavaji k teikoplaninu citlivé, nebot nejsou schopny indukovat
operon pro rezistenci. Mezi dalSi enzymy s nizkou prevalenci patfi VanD, VanE, VanG, VanL, VanM a
VanN (6-9), ackoli podle neddvného pozorovani se zvy3uje frekvence vyskytu vanM v Ciné (10).

Dalsi druhy enterokokd (napf. E. raffinosus, E. gallinarum a E. casseliflavus), mohou obsahovat vyse
uvedené enzymy kédované geny vanA, vanB nebo jinymi geny, takové kmeny jsou vsak pomérné
vzacné. VSechny izolaty E. gallinarum a E. casseliflavus obsahuji chromozomalné kédované enzymy
VanC. Enzymy VanC zprostfedkovdvaji rezistenci k vankomycinu v nizkém stupni (MIC 4-16 mg/l), z
hlediska kontroly infekci by viak nemély byt pokladany za vyznamné (11).

Enteroky variabilni k vankomycinu je termin pouzivany pro VRE, u nichZ exprese van genl neni
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fenotypové vyjadiend v dusledku genetického preusporadani, které muaze byt revertovano
selekénim tlakem glykopeptidll (12,13). Kromé toho se pouziva termin low-MIC pro izolaty vanB,
které vzhledem ke Spatné schopnosti byt indukovany vankomycinem maji nizkou expresi genli vanB
a MIC maji nizsi nez klinicky breakpoint vankomycinu. U low-MIC VRE se po delSi expozici
vankomycinu muaze zvysit MIC vankomycinu nad limitni koncentraci (14). Kmeny VRE i low-MIC VRE
Ize Casto detekovat pouze molekuldrni analyzou. Jejich soucasné rozsireni v rdznych zemépisnych
oblastech neni znamo.

9.4 Doporucené metody pro detekci glykopeptidové rezistence u E. faecium a

E. faecalis

Rezistenci k vankomycinu lze detekovat stanovenim MIC, diskovou difuzi a agarovou
breakpointovou metodou. K odhaleni indukované rezistence je nezbytné u vSech tfi metod
inkubovat plotny po plnych 24 h.

Vsemi tfemi metodami Ize snadno detekovat rezistenci zprostfedkovanou geny vanA. Narocnéjsi je
detekce rezistence zprostfedkované vanB. Stanoveni MIC agarovou nebo bujénovou diluci neni vzdy
Uspésné pro detekci VanB (15-17). Podle starSich zprav je problematické detekovat rezistenci
zprostredkovanou vanB automatickymi metodami (18). Od té doby byly automatické metody
aktualizovdny, stale vSak chybi novéjsi studie o zlepSeni detekce rezistence zprostfedkované vanB.
Pouziti disku s 5 ug vankomycinu muze poskytnout dobré vysledky jen pfi peclivém dodrZzeni ndvodu
pro odeditani, ktery uvadi EUCAST (19).

Pfi interpretaci vysledkl MIC nebo diskové difuze je nutno mit jistotu, Ze izolat neni
E. gallinarum nebo E. casseliflavus, ktery muize byt podle pozitivni arabindzy zaménén za
E. faecium. V tomto kontextu je pro identifikaci enterokokd velmi uzite¢nd metoda MALDI-TOF (20).
Neni-li MALDI-TOF k dispozici, Ize k odliseni E. gallinarum/E. casseliflavus od E. faecium pouzit testy
MGP (metyl-alfa-D-glucopyranosid) (E. faecium je nepohyblivy a test MGP je negativni).

9.4.1 Stanoveni MIC
MIC Ize stanovit agarovou diluci, bujénovou mikrometodou nebo gradientnimi metodami. Bujonova
mikrodiluce se provadi podle standardu ISO 20776-1, jak doporucuje EUCAST.

9.4.2 Diskova difuze

Diskova difuzni metoda musi byt peclivé provedena podle postupu EUCAST. Zény se prohlizi v
prochazejicim svétle a patra se po roztfepenych okrajich zon a/nebo mikrokoloniich uvniti zén.
Ostré okraje zon ukazuji na citlivy izolat, a pokud ma izolat ostrou zénu s pfislusSnym primérem,
muze byt hlasen jako citlivy k vankomycinu.

Izolaty s neostrymi okraji nebo koloniemi uvnitf zény (obrazek 1) mohou byt bez ohledu na priimér
zony rezistentni a nemohou byt hlaseny jako citlivé bez konfirmace stanovenim MIC.

V neddvné multicentrické studii se diskova difuze pro detekci enterokokl produkujicich vanB
osvédcila |épe neZ VITEK2, zvlasté v laboratofich se zkuSenostmi s roztfepenymi okraji zén (19).
Diskova difuze se provadi podle metody EUCAST pro nenarocné bakterie. Pro detekci indukované
rezistence je nutno plotny inkubovat po 24 h.
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Obrazek 1. Odecitani diskovych difuznich testd s vankomycinem u Enterococcus spp.

a) Ostré okraje zony a primér zény 212 mm. Hlasi se jako citlivy.
b-d) Neostré okraje zén a/nebo kolonie uvnitf zény. Hlasi se jako rezistentni bez ohledu na pramér zény.

9.4.3 Agarovd breakpointovd metoda

K detekci izolatl pozitivnich na vanA a vanB jsou vhodné agarové breakpointové testy na Brain Heart
Infusion (BHI) agaru s 6 mg/l vankomycinu (19). Breakpointové plotny Ize ziskat od komercnich
vyrobcl nebo pfipravit v laboratofi. Na plotnu s BHI agarem a 6 mg/l vankomycinu se aplikuje 10 pl
inokula v koncentraci 1 x 10° - 1 x 10° cfu (zékal 0,5 dle McFarlanda). Inkubace po 24 h pfi 35+1°C na
vzduchu umozni detekovat rezistenci i u izolatl s indukovanou rezistenci. Rlst vice nez jedné
kolonie se hodnoti jako pozitivni vysledek testu.

9.4.4 Genotypové metody
Detekce rezistence k vankomycinu pomoci PCR cilené na vanA a vanB lze provést metodami
pfipravenymi v laboratofi nebo ziskanymi od komer¢nich vyrobcl (20-22).

9.4.5 Kontrola kvality

NiZe je uvedeno nékolik moznych kontrolnich kmen( pro fenotypové a genotypové metody. U
téchto kmena nejsou k dispozici limitni rozmezi pro kontrolu kvality. UZivatelé komercnich metod by
méli pouZivat kontrolni kmeny uvedené v pfibalové informaci.

Tabulka 2. Vhodné kmeny pro kontrolu kvality vySetieni citlivosti ke glykopeptidim.

Kmen Mechanizmus
E. faecalis ATCC 29212 citlivy k vankomycinu
E. faecalis ATCC 51299 rezistentni k vankomycinu (vanB)
E. faecium NCTC 12202 rezistentni k vankomycinu (vanA)
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10. Streptococcus pneumoniae necitlivy k penicilinu (non-wild type)

Vyznam detekce mechanizmu rezistence

Potreba pro kategorizaci klinické antimikrobni citlivosti Ano
Pro ucely kontroly infekci Ne
Pro ucely verejné zdravi Ano

10.1 Definice

lzoldty S. pneumoniae se snizenou citlivosti k penicilinu (MIC >0,06 mg/I, tzn. vys$si nez u divokého
typu), zplsobenou pritomnosti modifikovanych PBP (penicillin-binding proteins) s nizkou afinitou k
B-laktamidm

10.2 Klinicky a/nebo epidemiologicky vyznam

S. pneumoniae je celosvétové nejcastéjsi pfic¢inou pneumonie. Nemocnost a imrtnost je vysokd a podle
odhadu kaZdoroéné umiraji asi tfi miliony lidi na infekce zplsobené pneumokoky. U meningitidy |écené
benzylpenicilinem mulze byt sniZeni citlivosti pneumokoka k penicilinu spojeno se zvySenim
mortality (1). U ostatnich typ( infekci zpUsobenych pneumokoky se sniZzenou citlivosti k penicilinu
neni pozorovano zvyseni mortality, jsou-li podavany vyssi davky penicilinu. Mnoho zemi zavedlo
ockovaci programy proti nékolika pneumokokovym sérotypiim, a to také mohlo ovlivnit stupen rezistence
invazivnich izolatt (2). S. pneumoniae necitlivy k penicilinu ztstava hlavnim klinickym problémem z hlediska
vefejného zdravi, i kdyZ se tento mikrob ve zdravotnickych zafizenich nesifi, na rozdil od mnoha jinych
patogenl popsanych v tomto dokumentu.

10.3 Mechanizmus rezistence

S. pneumoniae obsahuje Sest PBP, z nichz PBP 2x je primarnim cilem uacinku penicilinu
(3). Pritomnost "mozaikovych gen(" kodujicich PBP s nizkou afinitou je vysledkem horizontalniho
prenosu gentl z komenzélnich viridujicich streptokokd (3). Uroven rezistence k B-laktam@m zavisi
nejen na pritomnosti mozaikovych PBP s nizkou afinitou v izolatu, ale i na zméné konkrétnich PBP,
které jsou pro S. pneumoniae nezbytné (4). Kmeny s MIC benzylpenicilinu v rozmezi 0,125 az 2 mg/I
jsou u infekci jinych nez meningitida povaZovany za citlivé pfi pouziti vyssSich davek penicilinu,
zatimco u meningitidy musi byt takové kmeny vzdy oznaceny jako rezistentni (5).

10.4 Doporucené metody pro detekci necitlivosti S. pneumoniae k penicilinu
Necitlivost k penicilinu Ize detekovat fenotypové, vysetienim MIC nebo diskovou difuzni metodou.

11.4.1 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda s 1 pg diskem oxacilinu je efektivni screening pro detekci pneumokoki
necitlivych k penicilinu (6-8). Tato metoda je velmi citliva, ale neni pfilis specificka, nebot kmeny,
které vytvareji zony o praméru <19 mm, mohou mit rliznou citlivost k benzylpenicilinu a MIC
benzylpenicilinu by méla byt vysSetfena u vSech kmenU non-wild typu zjisténych screeningem (8).

Citlivost k jinym pB-laktamUm neZ k benzylpenicilinu lze odvodit podle priméru zény kolem
oxacilinu, viz Obrazek 1.
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Obrazek 1. Screening rezistence k [3-laktamim u S. pneumoniae

| Diskovy difuzni test s diskem oxacilinu 1 pg |

| Prumér zény = 20 mm | Primeér zony < 20 mm* |

|

Hlasi sejako citlivy keviem beta-laktamim,
pronéZjsouk dispozici klinicke breakpointy,
vietnétéch u nichz je*Poznamka”,
swyjimkou cefakloru, ktery, pokud sehlasi,
pak jako intermediarni.

Benzylpenicilin® Benzylpenicilin (infekce Ampicilin, amoxicilin a piperacilin Ostatnibeta-
(meningitida) jiné nez meningitida (= inhibitorem beta-laktamazy a bez laktamova
a néj), cefepim, cefotaxim, ceftarolin, antibiotika
fenoxymetylpenicilin ceftobiprol a ceftriaxon
(vdechny indikace)
|
| zona oxacilinu = 8 mm | | zéna oxacilinu < § mm |
4 W W W R
Hlasi se jako rezistentni Stanovise MIC | Hiasisejako citlivy StanoviseMIC a interpretuje se podle
ainterpretujese podle klinickych breakpointa. Citlivost k
klinickych breakpointd. ampicilinu, amoxiciline a piperacilinu
(s inhibitorem beta-laktamazy a bez
nej)se odvozujeod MIC ampicilinu.

*Oxacillin 1 pug <20 mm: Vidy se vysetii MIC penicilinu, ale neodklada se hlaseni jinych
B-laktam( uvedenych vyse a neotali se s hlasenim vysledku vysettfeni benzylpenicilinu u meningitidy.

10.4.2 Klinické breakpointy

PlGvodné byly breakpointy penicilinu koncipovany tak, aby byl zajistén Uspéch lé¢by meningitidy. Nicméné
klinické studie ukazaly, Ze vysledky 1éCby pneumokokové pneumonie, vyvolané vétsSinou kmenu se zvySenou
MIC penicilinu a Iécenych parenteralnim penicilinem, se nelisi od vysledk( l1écby u pacientl lécenych jinymi
antimikrobnimi IéCivy. Po prezkoumani mikrobiologickych, farmakokinetickych a farmakodynamickych udaju
byly revidovany klinické breakpointy benzylpenicilinu pro izolaty z jinych infekci nez z meningitid (4) a
aktudlni breakpointy EUCAST jsou v tabulce 1.
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Tabulka 1. Interpretace citlivosti k benzylpenicilinu u meningitidy a infekci jinych nez meningitida.

Indications MIC/breakpoint Poznamka
(mg/L)
C< R>
Benzylpenicillin (non- | 0,06 2 U pneumonie Ize povazZovat izolaty s MIC £ 0,5
meningitis) mg/| za citlivé k benzylpenicilinu pfi aplikaci

1,2 g 4 krat denné.

U pneumonie Ize povazovat izoldty s MIC < 1
mg/| za citlivé k benzylpenicilinu pfi aplikaci
2,4 g 4 krat denné, nebo 1,2 g 6 krat denné.

U pneumonie Ize povazovat izoldty s MIC < 2
mg/| za citlivé k benzylpenicilinu pfi aplikaci 2,4
g 6 krat denné.

Benzylpenicillin 0,06 0,06
(meningitis)

10.4.3 Kontrola kvality
NiZe je uveden vhodny kontrolni kmen strain pro vysetreni fenotypu.

Tabulka 2. Pfiklad kontrolniho kmene pro vySetfeni benzylpenicilinu.

Kmen Mechanizmus

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