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Program zkouseni zpdsobilosti PT#M/5-4/2021 byl zaméfen na bakteriologickou diagnostiku.
Navrh a realizace PT#M/5-4/2021 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP
M/5 na pracovisti Expertni skupiny pro zkouSeni zplsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho
Ustavu (SZU). Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako
poskytovatel zkouseni zpUsobilosti ¢. 7001.

S veskerymi informacemi dodanymi Gcastniky je zachdzeno jako s d@vérnymi a nejsou bez
souhlasu Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kaZzdou zucastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: https://ehk.szu.cz/EHK10/
po prihlaseni kodem laboratore a heslem.
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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-4/2021

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-4

Identifikace série:

EHK 1224

Nazev:

Bakteriologicka diagnostika

Koordinator:

Mgr. Renata Safrankova, Ph.D.

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3

Podstata a Ucel EHK:

Identifikace bakteridlnich patogenti a stanoveni citlivosti
k antimikrobnim preparatiim

Kritéria pro Ucast na EHK:

Zajisténi laboratornich procesé podle CSN EN ISO 15189:2013

Zplsob pripravy:

Viz kapitola 2

MnoZstvi pfipravovaného test.
materialu:

Cca pro 135 laboratofi

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1224/1-5/2021

Zabezpeceni kvality vzorku:

U 5 ndhodné vybranych lyofilizatd kaZzdého vzorku je provadéna
1. Kontrola viability vzorku
2. Kontrola pfitomnosti neZzadouci kontaminace

Test homogenity a stability:

Nejméné 14 dni pied distribuci vzork(; po otevreni lyofilizovanych
vzorkd a jejich inkubaci na agarovych plotnach se vizualné hodnoti
rlst a nepfitomnost nezadoucich kontaminant.

Stabilita vychoziho materialu je zabezpecena lyofilizaci kultur.

Podminky distribuce a
uchovavani vzorka:

Kratkodobé uchovavani pfi 4 — 8°C

preprava pfi pokojové teploté v trojitém obalu prepravcem se
sluZzbou preprava nebezpectného zboZi dle reguli ADR pro silni¢ni
prepravu

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Pocet Gcastniky:

119

Termin distribuce vzorka:

1. 11. 2021 (humanni lab.)

Zplsob distribuce:

Prepravni sluzbou (zajist'uje Koordinacni pracovisté ESPT 2)

zZpravy:

Predani vysledkd: Elektronicky do 22. 11. 2021
Zpilsob vyhodnoceni Viz kapitola 4

vysledkd:

Urceni maximalni smérodatné | Neprovadi

odchylky:

Urceni prijaté vztazné Vysledky ziskané v NRL
hodnoty:

Termin uverejnéni 2.12. 2021

oCekavanych vysledkd:

Termin zverejnéni zavérecné | Do 14. 2. 2022
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-4/2021

2. Zptisob pFipravy vzorku

Kultury bakterii jsou pred pouzZitim rozmrazeny, lyofilizované kultury rehydratovany
Zivnym bujonem a poté naockovany na zivna média a inkubovany v termostatu pri
teploté 35°C. U jednotlivych mikroorganisml byla ovérena identifikace (mikroskopie
dle Grama, biochemicka identifikace, prip. sérologicka identifikace). Pred lyofilizaci je
vizualné ovéren rlst a Cistota kultury. Narostlé kultury mikroorganismd jednotlivych
vzorkl (1-5) jsou setfeny sterilnim vatovym tamponem z povrchu agaru a
resuspendovany ve 4 ml fyziologického roztoku tak, aby denzita vysledného zakalu
odpovidala McFarlandovu standardu 6. U vzorku 3 bylo pripraveno fedéni zakalu
komenzalnich bakterii 10-2-stfedné obtiznd izolace az 103-obtiznd izolace.
Automatickou pipetou je napipetovano 0,7 ml vzniklé suspenze nebo pozadovaného
redéni do 70 ml lyofilniho média. Suspenze je rozplnéna v objemu priblizné 0,5 ml do
sklenénych lahvicek a po zmrazeni vzorkd provedena vlastni lyofilizace (SOP-
NRL/CNCTC-01 a SOP-NRL/CNCTC-09). Lahvicky jsou skladovany v chladnic¢ce pfi
teploté 4 — 8°C.

3. Charakteristika materialu

Simulované klinické vzorky obsahuijici:
1. Signifikantni bakterialni patogen nepritomen
2. Morganella morganii
3. Plesiomonas shigelloides
4. Pseudomonas aeruginosa
5. Klebsiella pneumoniae

4. Zptisob hodnoceni

Kvalitativni; dosaZeni bodového limitu za identifikaci signifikantnich patogend pro
danou sérii se vypocitava dle vzorce; u vzorkl 1-4 max 2 body za 1 vzorek; limit =
aritmeticky prdmér minus dvé smérodatné odchylky.

5. Vyhodnoceni

Celkem byly vzorky rozeslany 119 laboratorim, 117 laboratofi odeslalo vysledek do
zavéreCného terminu. Za identifikaci signifikantniho patogena ve 4 vzorcich mohly
laboratore ziskat maximalné 8 bodd. Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve
stupnici 2, 1 a 0 bodl. Hodnoceni (resp. bodovani) vysetieni citlivosti se z technickych
dGvodd jiz neprovadi, k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Graf 1: Pocet bodi za spravnou identifikaci.

Statni zdravotni Ustav 4/9
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Maximalniho poctu bod{ pfi identifikaci dosahlo 114, tj. 97,4% laboratofi. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 7,313 bodd, (aritmeticky primér minus dvé smérodatné

odchylky, tj. 7,949 — (2x0,318) = 7,313). Tohoto limitu dosahlo 114 laboratori, 3
laboratore tento limit nesplnily.

Vysledky zacastnénych laboratofri

VZOREK 1: Vytér z krku od 11-letého ditéte s bolestmi v krku.

ODPOVED: Signifikantni bakterialni patogen nepfitomen
Vzorek dale obsahoval: Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Neisseria
lactamica

identifikace frekvence | body | procento
Signifikantni (bakterialni) patogen 114 2 97,4%
nepritomen

Arcanobacterium haemolyticum 3 0 2,6%
Celkem 117 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 18 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

Spravny vysledek, tj. signifikantni patogen nepritomen, uvedlo celkem 114 laboratori
(97,4 %).

Rutinni mikrobiologické vySetfeni vytéru z krku slouzi k detekci Streptococcus
pyogenes, jako nejCastéjsiho plivodce vyvolavajiciho bakterialni tonzilofaryngitidu.
Méné cCasto se uplatiuji streptokoky skupiny C a G, dalSi vzacnou pricinou
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-4/2021

tonzilofaryngitidy mlze byt Arcanobacterium haemolyticum, Corynebacterium
diphtheriae a Neisseria gonorrhoeae.

Bez bodového hodnoceni zlstaly tfi laboratore, které jako signifikantniho patogena
urcily Arcanobacterium haemolyticum, které ve vzorku nebylo pritomno.

BéZnou soucasti oralni mikrofléry jsou i tzv. patogenni bakterie, napr. Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidls,
které jsou pric¢inou zavaznych onemocnéni, avsak v této lokalizaci jsou nalézany pouze
jako komenzalni bakterie a nemaji kauzalni vztah k zakladnimu onemocnéni
(tonzilofaryngitida), pro které je vytér z krku provadén.

VZOREK 2: Izolat z moce (signifikantni bakteriurie).

ODPOVED: Morganella morganii

identifikace frekvence | body | procento
Morganella morganii 117 2 100%
Celkem 117 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

Identifikace signifikantniho patogena u vzorku 2 necinila obtiZze a vSechny z(c¢astnéné
laboratore ziskaly po dvou bodech.

VZOREK 3: Stolice od 40 letého pacienta s dyspepsii a vodnatym prdjmem.

ODPOVED: Plesiomonas shigelloides
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Plesiomonas shigelloides 117 2 100%
Celkem 117 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.
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Plesiomonas shigelloides je oxidaza-pozitivni ty¢ka patfici do radu Enterobacterales a
predstavuje jediny druh rodu Plesiomonas. U lidi je plivodcem gastroenteritid, vzacnéji
i mimostrevnich infekci (septikémie, meningitidy, infekce ran), a to zejména u imunitné
oslabenych osob [1,2]. P. shigelloides se pfirozené vyskytuje ve sladké a brakické vodé
s nizSi salinitou, proto infekce lidi se nejCastéji vyskytuji po ingesci kontaminované vody
[2]. DalSim rizikovym faktorem je konzumace syrovych nebo nedostatecné tepelné
upravenych ryb a morskych plodl, a to zejména syrovych Ustfic [1, 2]. Mezi dalsi
rizikové faktory patfi cestovani do tropickych a subtropickych krajin, protoze A.
shigelloides se |épe mnozi v teplych vodach [2].

Na nutrient agaru tvori P, shigelloides kolonie se "shigelovym pachem", je pozitivni na
dekarboxylazy, inozitol a oxidazu, jinymi biochemickymi znaky prfipomina Shigella
dysenteriae 2. Je dobre identifikovatelny jak pomoci komercnich a konvencnich
biochemickych testd, tak i pouzitim MALDI-TOF MS.

VSechny Ucastnéné laboratore spravné urcily P. shigelloides jako signifikantniho
patogena.

Literatura

[1] Forsyth SJ, Pitout J, Charnot-Katsikas C, Alby K., Frank KM: Klebsiella and Selected
Enterobacterales, In: Manual of Clinical Microbiology, KC Carroll and MA Pfaller, Editors.
Washington: ASM Press; 2019. ISBN: 978-1-555-81983-5.

[2] Lawley R, Curtis L, Davis J: The Food Safety Hazard Guidebook, 2nd Edition, 2012.

VZOREK 4: Izolat z krve od pacienta s akutni intersticialni nefritidou.

ODPOVED: Pseudomonas aeruginosa

identifikace frekvence | body | procento
Pseudomonas aeruginosa 117 2 100%
Celkem 117 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bod@ za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratofi. Vzorek je mozno hodnotit.

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vySetfit jeho citlivost k
piperacilinu/tazobaktamu a k ciprofloxacinu. Izolat je citlivy k obéma antibiotikdm pfi
zvySené expozici (I). VSech 117 zicastnénych laboratori identifikovalo spravné druh
patogena, 111 z nich dosadhlo spravny vysledek vySetreni citlivosti u
piperacilinu/tazobaktamu a 112 u ciprofloxacinu. Izoldt 4 oznacilo chybné jako
rezistentni k piperacilinu/tazobaktamu nebo k ciprofloxacinu 6, respektive 5 laboratofri.
Celkové vysledky vysetteni citlivosti izolatu ze vzorku 4 jsou v tabulce 1, ktera obsahuje
breakpointy minimalnich inhibicnich koncentraci (MIC) pro citlivé a rezistentni izolaty
P. aeruginosa, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a vysledky laboratori.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Pseudomonas aeruginosa.
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Vysledky laboratofi (n=117)
Imeé 1@3

Obsah Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) ab:gltjt%?gi éet4 spréwné

Antibiotikum | disku - -

Hg breakpoint2 | rozmezi hodnot | breakpoint2 | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> v NRL**

piperacilin/ ) )
tazobaktam 30/6 | 50 18 27-27 0,001 | 16 4-4 0 | 1M1 | 6 94,5
ciprofloxacin 5 50 26 38-38 0,001 | 0,5 | 0,125-0,125 0 | 112 | 5 95,7

" metoda vySetieni a interpretace vysledkd podle EUCAST 2021 [1]
Zhodnoty mezi breakpointy pro kategorie C a R jsou hodnoty pro kategorii | (citlivy pfi zvySené expozici)

3 kategorie: C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni i pfi zvySené expozici
4spravné vysledky podle kategorie jsou zvyraznény

IZ: inhibiéni zéna; MIC: minimalni inhibi¢ni koncentrace
* 5 méfeni diskovou difuzni metodou, ** 5 méfeni diluéni mikrometodou

| VZOREK 5: Klebsiella pneumoniae

Izolat €. 5 od pacienta s jinou dg. nez meningitida je citlivy pfi standardnim davkovani
(C) k cefotaximu a ke kolistinu je rezistentni (R). Vysledky vysetreni k cefotaximu
poskytlo vSech 117 laboratofi a chybovala jen jedna laboratof, ktera izolat oznacila
jako rezistentni. Kolistin vysetrilo 116 ze 117 laboratofi, spravny vysledek udalo jen 65
laboratori. Padesat laboratofi oznacilo kmen ke kolistinu chybné jako citlivy a jedna
jako citlivy pri zvySené expozici. Celkové vysledky vySetreni citlivosti izolatu 5 jsou
v tabulce 2, ktera obsahuje breakpointy inhibic¢nich zén (IZ) cefotaximu a MIC
cefotaximu a kolistinu pro Enterobacterales, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika
a vysledky laboratofi.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 5 Klebsiella pneumoniae.

Vysledky laboratofi
_— kategorie/
Obsah Promery IZ (mm) MIC (mg/) absolutni poget | spravné
Antibiotikum | disku laboratofi*
Hg breakpoint? | rozmezi hodnot |  breakpoint? | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
C | R vNRL* C R v NRL*
cefotaxims 5pug | 220 | <17 24-25 <1 >2 | 0,125-0,125 | 116 | O 1 99,2
kolistin ND nevySetfuje se <2 2 >8->8 50 1 65 56,0
" metoda vySetieni a interpretace vysledkd podle EUCAST 2020 [1]
Zhodnoty mezi breakpointy pro kategorie C a R jsou hodnoty pro kategorii | (citlivy, zvySena expozice)
3 kategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvy3ené expozici; R: rezistentni i pfi zvySené expozici
4sprévné vysledky podle kategorie jsou zvyraznény
Sinfekce jiné nez meningitida
IZ: inhibiéni zdna; MIC: minimalni inhibicni koncentrace
* 5 méfeni diskovou difuzni metodou, ** 5 méfeni diluéni mikrometodou
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6. Zaveér

Zhruba 5 % laboratofi chybovalo pri vySetfeni citlivosti kmene 4 Pseudomonas
aeruginosa k piperacilinu/tazobaktamu resp. k ciprofloxacinu, a pouze jedna laborator
chybovala pri vySetreni citlivosti k cefotaximu u kmene 5 Klebsiella pneumoniae. U
tohoto kmene vsak byly zjistény neuspokojivé vysledky vysetreni citlivosti ke kolistinu:
spravné vysettila toto antibiotikum o néco vice nez polovina laboratofi. Pricinou mohlo
byt pouziti disku nebo gradientniho testu s kolistinem; obé tyto metody jsou pro
vysetreni citlivosti ke kolistinu nespolehlivé [2,3].

Literatura

[1]

[2]

[3]

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial breakpoint
tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 11.0, valid from 2021-01-01
[on-line]. Dostupny z WWW: http://www.eucast.org/clinical breakpoints/, ¢esky preklad
http://www.szu.cz/klinicke-breakpointy

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Recommendations for MIC
determination of colistin (polymyxin E) as recommened by the joint CLSI-EUCAST
Polymyxin Breakpoints Working. Dostupné z WWW:
https://www.eucast.org/eucastguidancedocuments/Recommendations for colistin
(polymyxin E) MIC testing, ¢esky preklad Stanoveni MIC kolistinu (polymyxinu E)
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. EUCAST warnings concerning
antimicrobial susceptibility testing products or procedures (May 2020). Dostupné z WWW:
https://www.eucast.org/ast_of_bacteria/warnings/#c13111

Problems with colistin susceptibility testing and several commercially available products

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série postupuijte, prosim, dle reklamacniho fadu.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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