nebo VITEK®MS), které jsou neustéle aktualizované. Identifikace bakterif
pomoci MALDI-TOF nemusf probihat pouze z vykultivovanych bakterif,
ale pfimo v klinickych materidlech od pacientd. Kromé hemokultur Ize
identifikovat bakterie i v likvoru (u hnisavé meningitidy), nebo v moci.
MALDI-TOF nachézi stéle dalsi uplatnéni, napiiklad v detekci specifickych
mechanismU rezistence a v rdmci klinické epidemiologie, kde umoznuje
nahradit drahé a sloZité metody jako MLST (multilokusova sekvencnf
typizace) nebo pulzni gelova elektroforéza (15, 16).

Metoda MALDI-TOF zkracuje identifikaci bakterii ve srovnani s drive
pouzivanymi biochemickymi testy o 24 hodin. Standardné je pro identifikaci
agens z hemokultur ovsem nutné vyockovat krev z pozitivni hemokulti-
vacnf lahvicky na pevné pady a identifikaci provést az za 24 hodin z ¢isté
bakteridlni kultury. Pro zrychlenf diagnostiky z krve byly vyvinuty komer¢nf
kity i ,in-house” metody, které umoznuijf identifikaci pomoci MALDI-TOF MS
pifmo z pozitivni hemokultury bez vyse uvedeného mezikroku (17-23). Tim
se zkrati doba nutna pro identifikaci az 0 24 hodin (0 48 hodin v porovnéni
s biochemickymi testy). V¢asna identifikace agens je zasadni z hlediska
posouzenf adekvatnosti jiz nasazené antibiotické terapie. Tim, Ze je species
identifikovano vyrazné dfive, nez tomu bylo doposud, je umoznéna zména
pripadné neadekvatni antibiotické terapie na zakladé znalosti primarni
rezistence detekované bakterie k antibiotikdm téméf o 24 hodin dfive.
Diky v¢asné identifikaci je mozné rovnéz aplikovat metody pro detekci
gend rezistence nebo rychlé stanoveni bakteridIni citlivosti k antibiotikdim
pfimo z pozitivnich hemokultivacnich lahvi¢ek, coz ma pro pacienty se
z&vaznymi bakteridlnimi infekcemi zésadni vyznam.

Detekce genii rezistence z pozitivnich
hemokultivacnich lahvicek

Diky novym automatizovanym systémdm je mozné zavést ampli-
fika¢ni metody (PCR, loop-mediated isothermal amplification (LAMP))
pro detekci genl rezistence pfimo z pozitivnich hemokultivacnich
lahvicek do celkového algoritmu vysetieni hemokultur a rychle ziskat
predstavu o pfitomnosti/absenci genl rezistence v bakterialnim geno-
mu. Vyhodou téchto vysetienf je vysoka senzitivita, snadné provedenf
a rychly vysledek (30 minut az dvé hodiny). Limitacemi byva vysokd
cena, pozadavek na specifické pfistrojové vybaveni a omezeny pocet
detekenich cilé v daném komercnim kitu. Nejcastéji detekovanymi geny
jsou mecA a mecCzodpovédné za fenotyp MRSA (methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus), vanA a vanB zodpovédné za fenotyp VRE (van-
komycin-rezistentnf enterokok), geny pro karbapenemazy (IMP, KPC,
OXA, NDM, VIM) a Sirokospektré beta-laktamdazy ESBL (CTX-M), piipadné
plazmidové pfenositelny gen pro rezistenci ke kolistinu (mcr-1). Pfestoze
je ve vétsiné pripadd tato znalost pfinosna pro pfipadnou Upravu ini-
cidlni terapie, mohou nastat situace, kdy redlny fenotyp neodpovida
prokdzanému genotypu. Piikladem mUze byt tichy gen (tj. gen s mutaci,
kterd zapficini jeho nefunkénost, resp. zabrani expresi), v tomto pfipadé
se oCekdvany fenotyp rezistence nepotvrdi. Horsi variantou je, pokud
gen detekovén neni, ale bakterie je fenotypové rezistentni (rezistence
je zpUsobena jinymi mechanismy nebo je zplsobena odlisSnym genem/
variantou genu, ktery nenf detekovan). Proto je kromé vysetfeni gen(
rezistence nezbytné vzdy provést fenotypové vysetteni a ziskani anti-
biogramu s hodnotami MIC jednotlivych antibiotik.
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Novinky v oblasti bakteriologického vy3etieni krve

Vyznamnou vyhodou téchto genetickych metod je moznost kom-
binace rlznych detekénich cilli v jedné reakci, ¢ehoz se vyuziva pro sou-
¢asnou identifikaci bakterialntho species a gend rezistence. Jako pfiklad
Ize uvést komercni sady eazyplex® BloodScreen (AmplexDiagnostics
GmbH, Austria) pro detekci 4 grampozitivnich nebo 5 gramnegativnich
bakterii v kombinaci vzdy se 2 geny rezistence, nebo BioFire BCID2
Panel (bioMérieux, France) s 43 detekenimi cili zahrnujicimi gramnega-
tivni i grampozitivni bakterie, kvasinky a 10 gen( rezistence. Vysledek
téchto metod je k dispozici za 0,5-2 hodiny podle rozsahu spektra
detekeniho kitu.

Rychlé stanoveni bakterialni citlivosti
k antibiotikiim z pozitivnich hemokultivacnich
lahvicek

Klasickymi metodami testovani citlivosti k antibiotikdim (dilu¢ni mikro-
metodovu, E-testem &i agarovou diskovou metodou) je ziskan antibiogram
za 16-24 hodin. V soucasnosti existuji moznosti, jak toto vysetieni urychlit
a vysledek mit k dispozici do nékolika hodin od signalizace pozitivity
hemokultivagni lahvicky. Jako nejjednodussi a nejlevnéjsi se jevi metoda
publikovana v roce 2019 Evropskou komisi pro testovani bakterialni citli-
vosti k antibiotikdm (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, EUCAST). Jedna se o rychlé testovani pfimo z hemokultivacnich
lahvicek pod zkratkou RAST (Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing)
(24). RAST je klasicka diskova difuzni metoda, kterd se odecita za 4, 6
a 8 hodin od rozetfeni vzorku krve z pozitivni lahvi¢ky na povrch kulti-
vacniho agaru a aplikace antibiotickych diskd. Pro dany bakteridlni druh
a konkrétni antibiotikum jsou v uvedenych ¢asovych intervalech stano-
veny hrani¢nf hodnoty inhibi¢nich zon (s dobou odecitani se méni), které
umozni dany bakteridIni kmen interpretovat jako citlivy nebo rezistentni.
Aktudlné je RAST metoda definovana pro 8 vyznamnych bakteridlnich
druhU (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis a Streptococcus pneumoniae) a vybrana antibiotika,
nicméné jsou to prave agens, kterd jsou nejvyznamnéjsimi plvoddi infekci
krevniho fecisté a sepsi (25-28).

Dalsimi moznostmi jsou automatizované a semiautomatizované sys-
témy na principu ¢asosbérné detekce morfologickych, kinetickych, pfi-
padné metabolickych zmén bakteridlnich bunék v prostfedi antibiotik.
Detekce mUze byt provedena mikroskopif v temném poli, fluorescencni
prdtokovou cytometrii, pomoci plastovych mikrocipU, biosenzord atd.
(29). Antibiogramy Ize u téchto metod ziskat za 1,5-7 hodin, limitacemi
jsou nutnost pofizeni specialniho pfistrojového vybaventi a vy3si cena
jednotlivého vysetient.

Racionalizace hemokultivacniho vysetieni
v rutinni praxi

Mikrobiologicka pracovisté vyuzivaji nékteré z vyse uvedenych me-
tod jako doplInéni ke klasickému hemokultivacnimu vysetfent. Cilem je
predat o3etfujicimu Iékafi vysledek identifikace bakteridiniho plivodce
a jeho citlivost/rezistenci k antibiotikm co nejrychleji. Jako pfiklad im-
plementace modernich metod do klasického postupu hemokultivace
maze slouzit algoritmus Ustavu mikrobiologie Fakultni nemocnice
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