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1. Souhrn 
Úvod: Metoda stanovení baktericidního titru séra představuje alternativní možnost 

optimalizace léčby infekce a podávání antibiotik. Ukazuje skutečnou aktivitu jednoho nebo 

více podávaných antibiotik v komplexním systému antibakteriálního působení séra pacienta. 

Tuto laboratorní metodu je možno použít k potvrzení a kvantifikaci baktericidního účinku 

séra pacienta léčeného antibiotiky, zvláště při léčbě infekcí způsobených multirezistentními 

bakteriemi. Cílem práce bylo potvrdit non-inferioritu výsledků modifikovaných metod 

testování na základě turbidimetrie (čas do výsledku 6, 8, 24 hodin) a barvení resazurinem 

(čas do výsledku 8, 24 hodin) se standardním testováním baktericidie bujónovou diluční 

metodou dle CLSI M21-A Guidelines (čas do výsledku 48, 72 hodin). 

Materiál a metodika: Byla testována čtyři antibiotika gentamicin, amikacin, 

piperacilin/tazobaktam a meropenem s 30 kmeny Escherichia coli izolovaných z hemokultur 

29 pacientů hospitalizovaných na různých odděleních Fakultní nemocnice Hradec Králové. 

Pro testování baktericidního titru lidského krevního séra byla použita séra (n = 76) deseti 

pacientů IV. Interní kliniky FN Hradec Králové. Krev pacientů byla odebrána před a v průběhu 

prvního a třetího dne antibiotické terapie febrilní neutropenie. Pro testování byl použit 

referenční kmen Escherichia coli ATCC 25922.  

Výsledky: Testování baktericidie antibiotik vykázalo non-inferiorní výsledky v testování po 24 

hodinách. Všechny modifikace, které byly odečítány dříve, neměly dostatečnou shodu s CLSI. 

Varianta testování s měřením turbidimetrie na spektrofotometru vykazovala non-inferiorní 

výsledky při použití vlnové délky 405 nm. Nejvyšší oboustranné p-hodnoty byly získány, 

pokud byla použita hranice změny turbidance < 30%. Při testování baktericidie séra byly non-

inferiorní výsledky získány také až při testování za 24 hodin, ale nebyly závislé na použité 

vlnové délce (405nm i 620nm). Výsledky metody barvení resazurinem byla non-inferiorní 

s CLSI v navržené modifikaci odečtu změny barvy po 8 hodinách inkubace a následné 

subkultivaci obsahu negativních jamek mikrotitrační destičky. V této modifikace jsou tedy 

srovnatelné výsledky testování k dispozici také po 24 hodinách testování.  

Závěr: Navržené modifikace testování baktericidie s použitím turbidimetrie a barvení 

resazurinem poskytovaly po 24 hodinách inkubace výsledky srovnatelné s referenční 

metodou CLSI a tím zkrátily čas potřebný k jejich dosažení o 24 až 48 hod v porovnání s touto 

standardní metodikou. 
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2. Summary 
Microbiological Aspects of Infectious Diseases Therapy   

Background: The method of serum bactericidal assay represents an alternative possibility of 

optimization of anti-infectious therapy and administration of antibiotics. It mirrors the real 

activity of one or more administered antibiotics in the complex system of the antibacterial 

effect of patient´s serum. The paper aimed to confirm non-inferiority of bactericidal testing 

using the broth dilution method according to CLSI M21-A Guidelines in comparison 

with modified methods of testing on the basis of and resazurin color. 

Methods: Four antibiotics were tested: gentamicin, amikacin, piperacillin/tazobactam and 

meropenem with 30 Escherichia coli strains isolated from blood cultures of 29 pacients 

hospitalised in University Hospital in Hradec Kralove. Human blood sera (n = 76) from ten 

patients (4th Department of Clinical Medicine, University Hospital, Hradec Kralove) were 

tested to establish bactericidal titer. Patients’ blood was withdrawn prior to and in the 

course of the first and third day of antibiotic therapy of febrile neutropenia. Testing 

employed the reference strain Escherichia coli ATCC 25922.  

Results: A comparison with the standard CSLI showed that the results of bactericidal testing 

of antibiotics did not differ at the statistically significant level (non-inferior) in 24-hours 

modification of the methods used. All results of the modification tests before 24 hours were 

statistically different from CLSI method. The results of the modified turbidimetric method 

were non-inferior with the use of the wavelength of 405 nm; the best two-tailed p-value was 

achieved at the break-point < 30% of the change of turbidance. Comparison of the results of 

serum bactericidal activity showed no dependence on the wavelength used (405nm versus 

620nm) and provided comparable two-tailed p-value after 24 hour incubation. The modified 

method using resazurin color was also statistically non-inferior from CSLI provided that color 

was read after 8 h incubation and added subculture of contents of negative wells. So the 

results were available after 24 hours. 

 Conclusion: The proposed modifications for testing of bactericidal activity of serum after 24 

hours of incubation yielded results comparable with the CLSI method and thus shortened the 

time necessary for their achievement by 24 to 48 hours in comparison with the standard 

methodology according to CLSI. 
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3. Úvod do problematiky 
 

Poslední dobou se objevují zprávy o zvýšeném výskytu obtížně léčitelných bakteriálních 

infekcí (Orsi, Falcone a Venditti 2011, Mohamed et al. 2019). Vzhledem k vysoké variabilitě 

farmakokinetiky (PK), pozměněné farmakodynamice (PD), vzniku a vývoji rezistence na 

antibiotika konvenční dávkování antibiotik (ATB) nedosahuje dostatečně účinných hladin ke 

zvládnutí infekce, zvláště u kriticky nemocných (Parker 2015). Také terapeutické postupy na 

jednotce intezivní péče mění PK/PD vztahy a poměry většiny léků a mohou ovlivnit klinický 

průběh infekce (Gonçalves-Pereira 2015). Léčba antibiotiky a dosažení příznivého efektu je 

proto obtížnější a vyžaduje si stále častěji individuální přístup k dávkování. 

Vedle metody stanovení sérových koncentrací antibiotik a terapeutického monitorování 

antibiotik je možné testovat přímo baktericidní vlastnosti séra pacienta léčeného ATB 

metodou stanovení sérového inhibičního titru (SIT) nebo sérového baktericidního titru (SBT). 

Jejich výhodou je, že ukazují skutečnou aktivitu jednoho nebo více podávaných ATB v séru 

pacienta s jeho komplexním antimikrobiálním působením. Metodu popsali již v roce 1947  

Schlichter a Mac Lean pro vedení léčby závažných bakteriálních infekcí. CLSI tuto metodiku 

standardizovala v roce 1991 a aktualizovala s cílem zlepšení reprodukovatelnosti v roce 

1999. Test SBT je modifikací bujónové diluční metody, kdy SBT je definován jako nejvyšší 

ředění séra, které redukuje vstupní bakteriální inokulum o 99,9 %. Sérum k testování se 

odebírá pacientovi ve stanovených intervalech, které odpovídají PK daného ATB: jeho dávce, 

intervalu dávkování a způsobu podání. Obvykle je odběr séra načasován na dobu po 

ukončení podávání dávky ATB (maximální koncentrace, peak concentration, cmax) a na konec 

dávkovacího intervalu, před podáním následující dávky (minimální koncentrace, trough 

concentration, cmin). Další postup vyšetření séra ke stanovení SIT a SBT je uveden v Tab. 1. 

CLSI doporučuje pro zjištění baktericidního účinku v terminální fázi laboratorního testování 

přímé vyočkování obsahu negativních jamek (jamek bez známek růstu bakterie) na agarové 

půdy a jejich inkubací v termostatu v teplotě optimální pro testovaný bakteriální kmen po 

dobu 24 a 48 hodin ke zjištění růstu. Vzhledem k časové náročnosti poslední fáze testování je 

vhodné zařazení jiné metody detekce viability, založené na měření aktivity spojené 

s životaschopností buněk (jejich metabolickou nebo enzymatickou aktivitou).  
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Tabulka 1 Postup vyšetření baktericidního účinku séra, SBT. 

Postup 
testování SBT  

Sérum k testování je odebráno pacientovi s antibiotickou terapií ve 
vhodných intervalech v průběhu dávkovacího intervalu pacienta. 

Kultivace předpokládaného bakteriálního původce infekčního 
onemocnění (kmen izolovaný z relevantního klinického vzorku 
pacienta, nejčastěji hemokultury) 

Příprava séra v jeho postupném logaritmickém ředění (log 2) ve 
zkumavkách nebo jamkách mikrotitračních destiček 

Inokulace jednotlivých ředění séra standardizovaným množstvím 
bakteriálního původce 

Inkubace bakterií s naředěným sérem  

Detekce vlivu séra na růst a množení bakterií: SIT (sérum inhibiční 
titr), SBT (sérum baktericidní titr), testy viability buněk, 
turbidimetrie  

 

Mezi testy viability patří redukce tetrazolu, redukce barviva resazurinu, test buněčné 

proliferace za použití nukleotidových analogů, analýza proteázové aktivity, analýza ATP, real-

time assay využívající luciferázu (Riss 2016). Pro stanovení bakteriálního růstu je možné 

využít také turbidimetrii. Bakterie v průběhu množení vytváří v tekutém vzorku zákal, 

turbidimetrie využívá měření změny intenzity zákalu média v závislosti na čase. Mezi 

perspektivní metody měření účinku antibiotik patří nanotechnologie, kdy navázání 

antimikrobiální látky na cílové místo nanoelektromechanické konzole vede k povrchovému 

stresu bakteriální membrány. Tato metoda byla vyvinuta pro měření koncentrace aktivní 

formy antibiotik i ve velmi nízkých koncentracích (Ndieyira 2014). Aga v roce 2016 pro 

detekci účinku antibiotik použil bioreportéry, geneticky upravené živé buňky schopné 

produkce detekovatelného signálu, jakmile detekují cílovou látku (Aga 2016). 

 

4. Cíle práce 
Cílem práce bylo ověřit možnost dosažení výsledku testování účinku antibiotik v krevním séru 

v čase kratším, než umožňuje standardní metodika dle CLSI s využitím rutinního vybavení 

mikrobiologické laboratoře. U CSLI jsou výsledky testování k dispozici nejdříve za 48-72 hodin 

od začátku laboratorního testování resp. 72-96 hodin od odběru klinického materiálu. 
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Testování bylo schváleno Etickou komisí České lékařské komory v Hradci Králové č. 201807 

S23P. 

5. Materiál a metodika 
Pro testování baktericidie byly použity dva různé druhy substrátů: krevní sérum pacienta 

s probíhající ATB terapií a samotné ATB v různých ředěních. Příprava destiček byla odlišná 

podle testovaného materiálu.  

Pro testování SBT lidského krevního séra bylo použito 76 sér deseti pacientů (6 žen, 4 mužů) 

hospitalizovaných na IV. Interní hematologické klinice FN Hradec Králové. Věkový průměr byl 

49,2 let (min 22, max 66, medián 48,5 let). Pacienti byli léčeni piperacilin/tazobaktamem a 

dalšími antibiotiky z důvodu febrilní neutropenie při léčbě hematoonkologického 

onemocnění v letech 2012-2013. Charakteristiku souboru pacientů je možno vidět v Tab. 2.  

Tabulka 2 Charakteristika souboru pacientů  

Pacient Pohlaví Věk Kultivace Podávaná 
antibiotika Diagnóza 

1 žena 45 negativní PPT, CIP, COT, AMI  mnohočetný myelom 

2 žena 65 E.coli moč PPT, CLA, COT, AMI Burkittův lymfom 

3 žena 61 negativní PPT, CIP  akutní leukémie 
monoblasticko/monocytická  

4 žena 64 negativní PPT B lymfom 

5 žena 66 negativní PPT, CIP akutní myeloblastická leukémie 

6 žena 22 negativní PPT, CIP akutní leukémie  
monoblasticko/monocytická  

7 žena 52 negativní PPT, CIP akutní myeloblastická leukémie 

8 muž 34 negativní PPT, CIP akutní myeloblastická leukémie 

9 muž 40 negativní PPT, CIP, COT akutní myeloblastická leukémie 

10 muž 43 P.aeruginosa 
rána PPT B lymfom 

Zkratky: AMI amikacin, CIP ciprofloxacin, CLA klaritromycin, COT trimethoprim-sulfamethoxazol, E. coli 
Escherichia coli, PPT piperacilin-tazobaktam, P.aeruginosa Pseudomonas aeruginosa. 

 

Piperacilin/tazobaktam (PPT) byl pacientům podáván v dávce 4,5 g v prodloužené infúzi 

trvající 3 hodiny v intervalu po 8 hodinách, celková délka trvání antibiotické terapie závisela 

na klinickém stavu pacienta. První vzorek krve byl odebrán před začátkem terapie PPT, další 

vzorky v čase 3 hodiny, 6 hodin a 8 hodin po prvním podání PPT. Druhá série čtyřech odběrů 
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krve proběhla třetí den léčby PPT: před podáním první denní dávky PPT, po 3, 6 a 8 

hodinách. Po odběru byla krev vyšetřena na Ústavu klinické biochemie a diagnostiky FN 

Hradec Králové, kde proběhla separace séra. Po zpracování ke stanovení hladiny antibiotika 

byla uložena do mrazicího boxu na -70°C ± 5°C. Séra byla před vyšetřením rozmražena na 

pokojovou teplotu. Séra byla ředěna v řadě log2 ve sloupcích 96-jamkové mikrotitrační 

destičky.  Jako ředící roztok byl zvolen Mueller-Hintonův bujón adjustovaný kationty. Každé 

sérum bylo testováno ve dvou sloupcích. K testování baktericidie byl použit referenční kmen 

Escherichia coli ATCC 25922 uchovaný zamražením v kryobance v mrazicím boxu při -70°C ± 

5°C, před použitím byl revitalizován. Jako kontrola byla použita antibiotika gentamicin a 

piperacillin/tazobaktam. 

Pro testování baktericidie antibiotik byl vybrán gentamicin, amikacin, 

piperacilin/tazobaktam a meropenem. Antibiotika byla naředěna do sloupců 96-jamkové 

mikrotitrační destičky za použití stejné metodiky jako séra pacientů (viz výše). Pro testování 

byly použity bakteriální kmeny Escherichia coli izolované z hemokultur pacientů Fakultní 

nemocnice  Hradec Králové, 12 žen a 17 mužů, průměrného věku 66,8 roku (min 0, max 91, 

medián 74 let). Hemokultury byly kultivovány na Ústavu klinické mikrobiologie Fakultní 

nemocnice Hradec Králové, kmeny byly sbírány konsekutivně v dubnu, květnu a červnu v 

letech 2015, 2016 a 2017 do celkového počtu 29. Jako kontrola metody byl použit referenční 

kmen Escherichia coli ATCC 25922. 

Pro oba substráty byly testovány dvě modifikace metody: měření turbidimetrie (čas do 

výsledku 6, 8, 24 hodin) a modifikace metody stanovení pomocí resazurinu (čas do výsledku 

8, 24 hodin). Cílem práce bylo potvrdit, zda standardní testování baktericidie tekutin (SBT - 

serum bactericidal testing) dle CLSI M21-A Guidelines ((Barry et al. 1999) je srovnatelné 

s modifikovanými metodami testování pomocí turbidimetrie a barvení resazurinem. 

Ze suspenze kmene byla mechanickým inokulátorem provedena inokulace mikrotitrační 

destičky ve všech jamkách kromě jamek negativní kontroly, do jamky bylo přidáno 1,5 µl 

bakteriální suspense. Předpokládané cílové finální inokulum v každé jamce bylo 5x105 

CFU/ml. Velikost inokula pro stanovení letálního end-pointu byla ověřena na základě 

metodiky CLSI (Barry et al. 1999). 
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Všechny naočkované mikrotitrační destičky byly přikryty víčkem, rozděleny do skupiny A a B. 

Skupina A byla určena pro tubidimetrii a pro klasickou metodu dle CLSI, skupina B pro 

modifikaci s použitím barvení resazurinem. Všechny destičky byly vloženy do termostatu, kde 

byly inkubovány v běžné atmosféře při 35 °C ± 2 °C. 

Účinek séra a antibiotik na testovaný kmen Escherichia coli u každé mikrotitrační destičky 

skupiny A byl měřen ve spektrofotometru při vlnové délce 405 nm a 620 nm v čase inkubace 

2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin, 8 hodin a 24 hodin od inokulace. Před každým měřením byly 

destičky ve spektrofotometru krátce protřepány (t = 5 s). Byly vypočítány změny turbidance 

(ΔTb v %) od počáteční turbidance Tb (měřené po 2 hodinách inkubace). Sérový inhibiční titr 

pro turbidimetrii – SIT (ΔTb) a minimální inhibiční titr antibiotik - MIC (ΔTb) byl definován 

jako nejvyšší ředění séra nebo antibiotika, které vykazovalo < 20%, < 25%, respektive < 30% 

změnu turbidance. V konečném vyhodnocení byly pro každý vzorek a každou vlnovou délku 

vypočítány tři sety výsledků SIT (20 % ΔTb), SIT (25 % ΔTb) a SIT (30 % ΔTb). 

Po inkubaci a měření turbidance v čase 24 hodin byl u každé destičky v každém sloupci 

ředění antibiotik stanoven SIT (CLSI), sérum inhibiční titr dle CLSI (v případě antibiotika MIC 

CLSI), který reprezentoval první jamku v řadě ředění bez viditelného růstu. Všechny jamky 

bez viditelného růstu byly inokulovány přímo na krevní agar, který byl dále inkubován 

v termostatu v běžné atmosféře při 35 ± 2 °C po 18-24h a 48 hodin. Porovnáním počtu 

narostlých kolonií a letálního end-pointu pro každý kmen byl stanoven SBT (sérový 

baktericidní titr), MBC (minimální baktericidní koncentrace) dle metodiky CLSI, které byly 

definovány jako nejvyšší ředění redukující vstupní inokulum o 99,9 %. 

Skupina naočkovaných mikrotitračních destiček B byla určena k testování modifikací barvení 

resazurinem. Destičky byly inkubovány v běžné atmosféře při 35 ± 2°C a v  čase inkubace 7 

hodin bylo do každé jamky přidáno 9 μl resazurinu. Po 1 hodině inkubace byla provedena 

kontrola změny barvy jamek z modré (negativní růst) na růžovou (pozitivní růst), k hodnocení 

změny barvy nebyly použity žádné zobrazovací techniky. Pro každý kmen a každé sérum bylo 

zjištěno SIT8 (MIC8) resazurin, definované jako nejvyšší ředění s negativním růstem. První 

sloupec každého testování byl určen k potvrzení baktericidie po 8 hodinách: všechny jamky 

s  negativním růstem byly vyočkovány přímou inokulací na krevní agar ke zjištění SBT8 

(MBC8) resazurin. Po vyočkování prvních sloupců byly všechny destičky skupiny B opět 

přikryty víčkem a spolu s naočkovanými krevními agary byly vloženy do termostatu, kde byly 
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inkubovány v běžné atmosféře při 35 ± 2°C. Po 18-24 hodinách inkubace byl proveden 

odečet SIT24 (MIC24) resazurin (sérum inhibiční titr po 24 hodinách).  

Byly porovnány odchylky výsledků jednotlivých testovaných modifikací od standardního 

testování SBT (MBC) dle CLSI (porovnány páry výsledků). Odchylka výsledku je definována 

jako odchylka výsledku testování modifikace v počtu jamek (ředění log2) od CLSI. Pozitivní 

odchylka ředění značí vyšší a negativní nižší ředění séra log2 než je standardní výsledek dle 

CLSI. Pro statistické hodnocení byl použit Studentův párový T-test a Wilcoxon Signed Ranks 

Test. Nulová hypotéza byla definována tak, že se referenční metoda CLSI neliší od ostatních 

metod. Non-inferiorita byla potvrzena, pokud výsledky oboustranné p-hodnoty ≥ 0,05. 

Statistické vyhodnocení bylo provedeno pomocí software Microsoft Excel 2013 (Microsoft, 

USA), MedCalC 9.5.2.0 (MedCalc, Belgium) a SPSS plus v. 26.0 (IBM SPSS Statistics for 

Windows, version 26.0. Armonk, NY: IBM Corp.).  

6.  Výsledky 
Souhrnné výsledky oboustranných p-hodnot srovnání testování jednotlivých modifikací 

s metodikou CLSI za užití Wilcoxon Signed Ranks Testu viz Tab. 3 a Graf 1. 

Při srovnávání obou druhů testování se ozřejmily některé rozdíly: testování baktericidie 

antibiotik vykázalo non-inferiorní výsledky až v testování po 24 hodinách, všechny 

modifikace, které byly odečítány dříve, neměly dostatečnou shodu s CLSI. Pro testování 

modifikace s měřením turbidimetrie byly non-inferiorní výsledky při použití vlnové délky 

spektrofotometru 405 nm, nejvyšší oboustranné p-hodnoty při použití hraniční změny < 30% 

změny turbidance. 

Naopak při testování baktericidie séra nebyl velký rozdíl v použité vlnové délky (srovnatelné 

výsledky oboustranné p-hodnoty byly při použití vlnové délky 405 nm i 620 nm také až při 

testování za 24 hodin inkubace. Pouze modifikace měření turbidimetrie 620 nm < 20 % 

změny turbidance vykazovala vyšší oboustrannou p-hodnotou 0,045 při měření po 8 

hodinách inkubace, jež ale nedosáhla non-inferiority. 

Metoda barvení resazurinem podala v navržené modifikaci konzistentní výsledky v testování 

MBC i SBT. Výsledky vykazovaly non-inferioritu pouze při barvení po 8 hodinách a následné 

subkultivaci negativních jamek mikrotitrační destičky. Výsledky odečtu jsou tak k dispozici 

také po 24 hodnách testování.   
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Tabulka 3 Souhrnné výsledky srovnání testování modifikací a CLSI metod (čísla v tabulce označují 
oboustrannou p-hodnotu při zpracování Wilcoxon Signed Ranks Testem (statisticky významná non-
inferiorita  metod při výsledku oboustranné p-hodnoty > 0,05 tučně červeně zvýrazněny) 

(Zkratky: Δ Tb - změna turbidance, CLSI - The Clinical & Laboratory Standards Institute) 

Provnávané páry 
metod 

Bakteridie 
séra 

Všechna 
antibiotika Amikacin Gentamicin Meropenem Piperacilin 

tazobaktam 

Pár 1 CLSI – 30% ΔTb 
6 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001 

Pár 2 CLSI – 30% ΔTb 
8 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,034 0,001 

Pár 3 CLSI – 30% ΔTb 
24 hod. 405 nm 0,410 0,742 0,763 0,317 0,564 1,000 

Pár 4 CLSI – 30% ΔTb 
6 hod. 620 nm 0,001 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001 

Pár 5 CLSI – 30% ΔTb 
8 hod. 620 nm 0,001 0,000 0,000 0,001 0,014 0,002 

Pár 6 CLSI – 30% ΔTb 
24 hod. 620 nm 0,758 0,016 0,480 0,020 0,414 0,206 

Pár 7 CLSI – 25% ΔTb 
6 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,001 

Pár 8 CLSI – 25% ΔTb 
8 hod. 405 nm 0,001 0,000 0,000 0,000 0,025 0,001 

Pár 9 CLSI – 25% ΔTb 
24 hod. 405 nm 0,514 0,325 0,763 0,096 1,000 0,763 

Pár 
10 

CLSI – 25% ΔTb 
6 hod. 620 nm 0,004 0,000 0,000 0,000 0,011 0,001 

Pár 
11 

CLSI – 25% ΔTb 
8 hod. 620 nm 0,020 0,000 0,000 0,005 0,014 0,005 

Pár 
12 

CLSI – 25% ΔTb 
24 hod. 620 nm 0,168 0,008 0,480 0,007 0,414 0,206 

Pár 
13 

CLSI – 20% ΔTb 
6 hod. 405 nm 0,000 0,000 0,000 0,000 0,011 0,001 

Pár 
14 

CLSI – 20% ΔTb 
8 hod. 405 nm 0,002 0,000 0,000 0,000 0,025 0,001 

Pár 
15 

CLSI – 20% ΔTb 
24 hod. 405 nm 0,514 0,154 0,763 0,096 0,257 0,763 

Pár 
16 

CLSI – 20% ΔTb 
6 hod. 620 nm 0,023 0,000 0,000 0,000 0,035 0,001 

Pár 
17 

CLSI – 20% ΔTb 
8 hod. 620 nm 0,045 0,000 0,000 0,012 0,059 0,005 

Pár 
18 

CLSI – 20% ΔTb 
24 hod. 620 nm 0,168 0,003 0,480 0,008 0,157 0,206 

Pár 
19 

CLSI –resazurin 
8 hod. 0,002 0,000 0,000 0,001 0,206 0,002 

Pár 
20 

CLSI –resazurin 
8 hod. + 
subkultivace 

0,221 0,469 0,109 0,822 0,000 0,578 

Pár 
21 

CLSI –resazurin 
24 hod. 0,008 0,000 0,001 0,003 0,366 0,005 
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Graf 1 Znázornění kumulativní oboustranné p-hodnoty při užití Wilcoxon Signed Ranks Testu (na 
ose x kumulativní oboustranná p-hodnota, která je definována jako součet oboustranných p-hodnot 
baktericidie séra a všech antibiotik, statisticky signifikantní non-inferiorita jednotlivých oboustranných 
p > 0,05) 

(Zkratky: ATB – antibiotikum, E.coli – Escherichia coli, ΔTb - změna turbidance, SIT sérum inhibiční titr, 
SBT sérum baktericidní titr, CLSI - The Clinical & Laboratory Standards Institute)  

 

7. Diskuze 
Testování sérových koncentrací antibiotika je nejčastěji užívanou metodou k laboratornímu 

ověření účinnosti antibiotické terapie. Jednou z limitací těchto testování je, že sice precizně 

kvantifikuje koncentraci léčiva, ta však nemusí reprezentovat jeho reálnou biologickou 

aktivitu v séru. V převážné většině je stanovena celková koncentraci antibiotika bez ohledu 

na to, že část antibiotika je vázána na sérové proteiny. Na začátku analýzy totiž dochází 

různými metodami k vyvázání antibiotika z proteinové vazby. Výsledná hodnota tak ve 

většině případů neukazuje opravdovou koncentraci aktivní frakce, která není navázaná na 

bílkoviny krevní plazmy, ale celkovou koncentraci antibiotika (Adámek 2008).  
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Pro testování skutečné antimikrobiální aktivity se jeví jako výhodnější testování SBT, která 

v neředěném séru pacienta ukazuje výsledek společného působení acelulárních složek 

přirozené imunity a antibiotik. Při testování séra v ředící řadě, kdy je sérum ředěno bujonem, 

se složky přirozené imunity oslabují a pozitivní výsledek je způsoben převážně účinkem 

antibiotik. Výsledek SBT je úměrný koncentraci aktivní složky antibiotika. Čím vyšší 

koncentrace, tím je SBT prokázán ve vyšším ředění séra.  

V kontextu, kdy lze SBT využít s různým cílem v různých klinických situacích, je omezujícím 

faktorem rutinního použití čas do výsledku testování. Výsledek SBT je při standardním 

testování znám až za mnoho dní: první den proběhne odběr séra, druhý den je provedena 

inokulace, třetí den vyhodnocení sérum inhibiční titr, čtvrtý a pátý den vyhodnocení SBT. 

Faktor času není tak závažný u dlouhodobě léčených pacientů (např. při léčbě osteomyelitidy 

nebo infekční endokarditidy). Pro využití u pacientů s akutními infekcemi však hraje čas 

zásadní roli. 

Metoda barvení resazurinem v čase 24 hodin měla úplnou shodu 69,7 % v obou modifikacích 

(s nebo bez subkultivace), respektive 98,7 % při použití akceptovatelné odchylky jednoho 

ředění. Přestože je vyočkování negativních jamek na agary po 8 hodinách inkubace pracnější 

a finančně náročnější, pouze tato modifikace s resazurinem se ukázala jako non-inferiorní od 

CLSI (oboustranné p = 0,221). Pravděpodobnou příčinou, proč použití barvení resazurinem 

po 24 hodinách inkubace nemělo dobré výsledky, byla nestálost barvy v podmínkách 

krevního séra. Resazurin v redukované podobě (růžový resorufin při pozitivním růstu) se 

mění na bezbarvý dihydroresorufin, a tak může růžová barva po několika hodinách inkubace 

blednout. Zeslabovat reakci může také použití fetálního bovinního séra nebo bovinního 

sérového albuminu (Rampersad 2012). Pravděpodobně by se dalo metodicky tomuto 

fenoménu vyvarovat, pokud by se resazurin přidával do reakce až po 18-24 hodinách 

inkubace a odečet by probíhal následně po 1 hodině společné reakce.  

Při použití testovaných modifikací testování SBT měřením turbidimetrie by bylo možné vydat 

výsledky SBT srovnatelné s CLSI již druhý den testování, tedy po 24 hodinách inkubace. 

Výhodou turbidimetrie je, že je vhodná pro mikrometody a k detekci a kvantifikaci 

výsledného signálu lze použít přístroje typu spektrofotometr, který je běžnou součástí 

mikrobiologické laboratoře. Měření turbidity je možné za předpokladu, že suspenze (sérum) 

je bezbarvá a hodnota blanku je < 0,25 absorbance (Štern 2006). Při všech zákalových 
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metodách je klíčová homogenita, tj. potřeba, aby suspenze byla tvořena difúzní jemně 

rozptýlenými částicemi, a proto je důležité míchání nebo potřepávání před měřením. 

K obecným nevýhodám testování SBT patří nezbytnost precizní laboratorní práce při 

maximálním dodržování standardizované metodologie, protože výsledek SBT závisí nejen na 

vnitřní aktivitě antibiotika a mikroorganismu, ale také na podmínkách testování. Získané 

výsledky se mohou odlišovat v závislosti na velikosti inokula, růstové fázi inokula, výběru 

média, objemu bujonu, přesnosti sběru pacientských vzorků. Největší vliv na výsledek a jeho 

interpretaci má kontakt mezi mikroorganismem, velikost inokula a proporce rychle 

rostoucích buněk v inokulu (Schwalbe 2007). Pro testování je používán předpokládaný 

původce infekčního onemocnění, tedy kmen izolovaný z relevantního klinického vzorku 

pacienta, nejčastěji hemokultury. Limitací testování SBT je, že testovat lze pouze méně 

náročné mikroorganismy, které dobře rostou v Mueller-Hintonově bujónu při 24 hodinové 

inkubaci. Vzhledem k podmínkám testu jsou nejčastěji testovány stafylokoky, enterobakterie 

nebo enterokoky.  

Pokud je SBT negativní a lze bez pochybností vyloučit laboratorní chybu v preanalytické nebo 

analytické fázi, antibiotika v séru pravděpodobně nedosahují aktivity potřebné k usmrcení 

nebo inhibici původce. Nízká subinhibiční koncentrace aktivní formy antibiotika může 

vzniknout z přirozených příčin např. z důvodů odběru séra před podáním antibiotika nebo je 

pokles koncentrace způsoben jinými důvody: adjustované vylučování nebo metabolizace 

antibiotika, únik do velkého distribučního prostoru, antagonistické působení antibiotik, 

ostatních léčiv a dalších složek séra – nutrice, minerálů (Asín-Prieto 2015, Yang 2017). 

SBT byl historicky nejvíce používán při kontrole terapie infekcí vyžadujících dlouhodobou 

antibiotickou léčbu (endokarditida, osteomyelitida) a pro tyto indikaci je považován za 

dostatečný SBT > 1:32 (Standiford 1986). Dále byl SBT testován u imunokompromitovaných 

pacientů s intenzivní antibiotickou terapií. Z tohoto důvodu testoval SBT Sculier, který zjistil, 

že SBT >1:8 u non-neutropenických pacientů a SBT >1:16 u granulocytopenických pacientů 

dobře koreloval při léčbě gramnegativní bakteremie s dobrým klinickým účinkem u 98 % 

(respektive 87 %) pacientů. V této studii byl SBT testován druhý den terapie různými 

antibiotiky včetně kombinací a testování hodnoceno jako jednoduše proveditelné, zvláště 

pokud byl izolován dobře rostoucí patogen (Sculier 1984).  
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SBT tedy byl používán v případech, kdy má pacient dobře definovanou infekci a dobře 

rostoucí etiologické agens, je léčen antibiotikem nebo antibiotiky, ale panuje nejistota 

ohledně účinku antibiotika: účinek antibiotické terapie pacient není dostatečný, je pomalý 

nebo žádný, neodpovídá předpokladům. V průběhu antiinfekční terapie nemocných je 

možné vytipovat několik dalších situací, kdy je vhodné zamyslet se nad možností použití SBT. 

V těchto situacích je třeba správně definovat cíl, potřebu a požadavek na laboratorní 

testování.  

První situací je ta, kdy pacient má infekční onemocnění způsobené známou bakterií se 

známou citlivostí na antibiotika, ale je léčen z různých důvodů kombinací antibiotik a není 

známo vzájemné působení kombinace. Laboratorní metody testování účinnosti kombinace 

antibiotik se v praxi rutinně nepoužívají: interpretace výsledků není snadná a testování in 

vitro nemůže jednoduše předpovědět klinický efekt kombinace antibiotik. V případě 

podávání kombinací antibiotik může SBT ozřejmit konkrétní působení kombinace antibiotik 

v průběhu dávkovacího intervalu, kdy se odlišně mění koncentrace každého antibiotika 

v závislosti na podání, distribuci a clearance.  

Laishram ve své práci představuje kombinovanou metodiku stanovení sérových koncentrací 

jednotlivých antibiotik a SBT, jejímž cílem je ozřejmit interakci mezi antibiotiky podávanými 

v kombinaci. Výsledný výpočet je interpretován jako synergie (≤ 0.25), aditivní efekt (0.25–4), 

antagonismus (≥ 4). Tato metoda vyžaduje stanovení koncentrace volného antibiotika a SBT 

v séru po deaktivaci komplementu. V praxi se zatím rutinně nevyužívá. Po klinické účely by 

měl význam pro vyhodnocení výhody podávání kombinace antibiotik proti monoterapii 

(Laishram 2017). 

Robinson použil tuto metodu vyšetření synergie sérovou dilucí u pacientů s endokarditidou 

nebo osteomyelitidou, kteří byli léčeni kombinací antibiotik. Výsledky srovnával s těmi, které 

byly dosaženy metodou checkerboard a time-kill assay. Zjistil, že metoda SBT/sérové 

koncentrace predikuje aditivní efekt 2x častěji než obě další metody, ale v určení synergie je 

horší než time-kill assay. Tato studie byla laboratorní a výsledky léčení pacientů nebyly 

sledovány (Robinson 1985).  

SBT má svoje opodstatnění také v případě terapie infekce způsobené multirezistentním až 

panrezistentním původcem. V této situaci existuje vysoká pravděpodobnost selhání 



17 
 

antibiotické terapie, ale z důvodu nedostatku účinných antibiotik je pacient léčen vysokými 

dávkami několika antibiotik, které mají nejvyšší pravděpodobnost účinku (jsou popsány jako 

doporučené v kontrolovaných studiích nebo jednotlivých kazuistikách). Laboratorní testování 

sérových koncentrací antibiotik může pomoci z důvodu zjištění, zda bylo dosaženo 

dostatečných cílových koncentrací (aminoglykosidy) a PK/PD cílů (beta-laktamy, kolistin, 

vankomycin). I v případě multirezistentních kmenů by byla hodnota porovnávána k MIC 

původce. SBT je možné vyšetřit, pokud není testování sérových koncentrací antibiotik 

k dispozici nebo panuje nejistota ohledně působení kombinace antibiotik. Gomez testoval 

SBT pacientů s infekcemi způsobenými bakterií Klebsiella pneumoniae produkující 

karbapenemázu KPC. Tito pacienti byli léčení polymyxinem B v kombinaci s dalšími 

antibiotiky (s doripenemem, tigecyklinem nebo rifampicinem a doripenemem). U všech 

pacientů byla SBT séra po celý dávkovací interval ≥ 1:4 i při testování kmene Klebsiella 

pneumoniae se sníženou citlivostí k podávaným antibiotikům (Gomez 2011). Prokázal 

baktericidní aktivitu séra s kombinací antibiotik i po 12 hodinách po podání polymyxinu B. 

Přestože účinek polymyxinu samotného je baktericidní v koncentraci 4x MIC (Pournaras 

2011), v synergii s tigecyklinem byl baktericidní v koncentraci 1-2x MIC po dobu 4-8 hodin při 

užití time-kill assay. Gomez také zjistil, že kombinace polymyxin B s rifampicinem a 

doripenemem má v séru baktericidní aktivitu, přestože byl původce na každé z antibiotik 

zvlášť rezistentní (Gomez 2011).  

Tak jako je rozdílná sérová koncentrace a působení antibiotik, pravděpodobně neexistuje 

jediná správná doporučená SBT pro všechny klinické situace. Většina odborných publikací 

o využití SBT pochází z doby před extenzivním rozvojem znalostí o PK/PD principech 

antibiotické terapie. V práci Gomeze, ve které byl sledován klinický výsledek léčby, byli dva 

ze tří pacientů úspěšně vyléčeni, přestože SBT byl v určitou dobu dávkovacího intervalu 

pouze 1:4 (Gomez 2011). Podle mého názoru by teoreticky mělo mít SBT různé cílové 

hodnoty podle PK/PD podávaných antibiotik. Například SBT antibiotik ze skupiny vykazující 

PK/PD index t/MIC nebo AUC/MIC by měl dosahovat dostatečných hodnot v průběhu celého 

dávkovacího intervalu. Naopak pro antibiotika s PK/PD indexem cmax /MIC by SBT na začátku 

dávkovacího intervalu po ukončení podávání antibiotika měl dosahovat dostatečně vysokých 

hodnot na rozdíl od SBT testovaným před podáním. Pro toto potvrzení této domněnky je 

však potřeba dalších laboratorních a klinických studií.  
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8. Závěr 
 

Výsledky navržených modifikací testování SBT s použitím turbidimetrie a barvení 

resazurinem jsou statisticky non-inferiorní s CLSI metodou, technicky proveditelné s běžným 

vybavením laboratoře a jejich výsledky jsou k dispozici po 24 hodinách inkubace, tedy o 24-

48 dříve než standardní metodikou dle CLSI. 
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