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Priloha 1 — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/40%*/2023 je zaméren na ovéreni laboratofe spravné otestovat
a interpretovat vysledek testovani citlivosti antifungalnich latek u mykotickych plivodcl infekci.

Navrh a realizace PT#M/40*/2023 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu (RNDr. Pavlina Lyskova PhD.) EHK na pracovisti Expertni skupiny pro
zkousSeni zpUsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Ustavu (SZU).

S veskerymi informacemi dodanymi Ucastniky je zachazeno jako s dvérnymi a nejsou bez souhlasu
Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Priloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je rozesilana postou.

Zpravu vypracoval: RNDr. Pavlina Lyskova PhD., NRL pro antimykotika, ZU Usti nad Labem

Zpravu autorizoval: RNDr. Pavlina Lyskova PhD.
Tel. 234 118 506

Dne: 14. 7. 2023

Pracovisté 2 ESPT
https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
e-mail: ehk@szu.cz
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Testovani citlivosti na antimykotika

PT# M/40*/2023

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/40%* /2023

Identifikace cyklu:

EHK 1349

Nazev PT:

Testovani citlivosti na antimykotika

Koordinator:

RNDr. Pavlina Lyskova, PhD., ZU se sidlem v Praze, Sokolovska 60,
186 00 Praha 8

Podstata a ucel PT:

Ovéreni schopnosti stanoveni citlivosti mykotickych organismi
k antifungalnim latkam v¢. interpretace vysledkd

Kritéria pro Ucast na PT:

Znalost a technické vybaveni pro testovani citlivosti na antimykotika.

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Citlivy/Rezistentni popf. intermediarni

Zpdsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnikd:

34

Termin distribuce vzorkd:

2.5.2023

Informace Gcastnikiim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd
Ucastniky (stop termin):

23. 5. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1349/1-2/2023

Zabezpeceni jakosti vzorku véetné
testu homogenity a stability:

Zabezpeceni stability vzork{: Stabilita je zajiSténa manipulaci se vzorky
za sterilnich podminek, vhodnym skladovanim, rychlym transportem ke
zpracovani a uréenim terminu, do kterého musi byt odeslan vysledek
zpét k vyhodnoceni.

Testovani homogenity a stability je posuzovano na zakladé testovani
vybranych vzorkd pred/po ukonceni cyklu EHK. Vzorky jsou
kultivovany za béZnych laboratornich podminek v souladu s normou
CSN 15189 a je ovérena schopnost riistu testovanych kmend. Zaroven
je ovérena citlivost k antimykotiklim u téchto kontrolnich kmend.

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe, nespravné vyhodnoceni testd,
chybny zapis do elektronického formulare

Zplsob vyhodnoceni vysledkd:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Za vztaznou hodnotu je povazovan vysledek ziskany v NRL.

Urceni maximalni smérodatné

odchylky:

Aritmeticky prlimér vSech hodnocenych laboratofi minus 2
smérodatné odchylky. Laboratof Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud
dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce: Limit =
aritmeticky prlimér vysledk( vSech hodnocenych laboratofi minus dvé
smérodatné odchylky.

Termin uverejnéni predbéznych | 30. 5. 2023
vysledkd:

Termin  uverejnéni  zavérecné | Do 15. 8. 2023
zpravy:
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40%*/2023

2. Zplsob pripravy vzorkt

2.1 Postup pripravy vychoziho materialu

Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zplisobem pouzivanym v laboratofi mykologie, Cisté
kultury jsou izolovany, identifikovany a je u nich stanovena citlivost k ATM (dle pfislusnych SOP).
Ziskané izolaty mykotickych organizml jsou pomnozeny, je provedena kontrola Cistoty kultur,
kontrola spravnosti identifikace a kontrola citlivosti k ATM dle prislusnych SOP. Vychozi material je
vyockovan na plotny se Sabouraudovym agarem, které jsou ovinuté parafilmem, oznaCeny a uloZeny
do prepravni krabice a dorucen kuryrem popt. osobné predany pracovnikovi SZU Praha. V pripadé
osobniho predani je o tomto Ukonu veden zaznam.

2.2 Zabezpeceni kvality vychoziho materialu, homogenita a stabilita

Zabezpeceni kvality vychoziho materialu je zajisténo manipulaci za aseptickych podminek.

Pro zabezpeCeni homogenity jsou vzorky pfed pouzitim pro ucely kontroly kvality zkontrolovany
vyockovanim a otestovanim citlivosti. Zkontrolovany material je pfedan do SZU Praha k dalSimu
zpracovani. V SZU Praha je vychozi material predan koordinacnimu pracovisti ESPT2, které provede
distribuci vzorkd Ucastnikim EHK. Pro kazdy vzorek je vystaven protokol o pfipravé vzorkd, ve
kterém jsou uvedeny veskeré manipulace provadéné s pripravovanym vzorkem. Ze série vzork{ jsou
pri zahajeni cyklu EHK nahodné vybrany Ctyri narostlé kultury (po jedné z kazdého testovaného
kmene). Stabilita vychoziho materidlu je zabezpecena lyofilizaci kultur a vhodnym skladovanim (pfi
+5°C). Stabilita vzork{ je ovérena po ukonceni série EHK.

2.3 Rozpinéni vychoziho materialu
Lyofilni médium obsahujici prislusné kultury kvasinek je rozplnéno do jednotlivych lahvi¢ek
(vzorkl) o objemu 0,5 ml. Vzorky jsou oznaceny poradovym Cislem 1 — 2, Cislem EHK a
datem rozeslani.

Po lyofilizaci je material testovan na pritomnost sledovanych kultur. Od kazdého vzorku jsou
nahodné vybrany 4 lyofilizaty. Do ampule se nakape nékolik kapek fyziologického roztoku.
Pomoci Pasteurovy pipety je homogenizovan obsah ampule, nasledné vyockovan na
pripravena media a je provedena kontrola identifikace. Poté jsou lahvicky opatteny pertli,
vlozeny do plastového obalu a skladovany pfi teploté 4 — 8°C az do distribuce Ucastnikim
EHK.

Preprava vzorkl je zajiStovana prepravcem se sluzbou preprava nebezpecného zbozi dle
reguli ADR pro silni¢ni prepravu.

Pro kazdy vzorek je vystaven protokol o pFipravé vzorkd, ve kterém jsou uvedeny veskeré
manipulace provadéné s pripravovanym vzorkem.

3. Charakteristika materialu

Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkd jsou charakterizované kmeny kvasinek popf. vlaknitych
hub, izolované z klinického materialu, dodaného do laboratore koordinatora nebo sbirkové kmeny
uchovavané podle predepsaného navodu nebo skladované zamrazené v hlubokomrazicim boxu (-80
°C).
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40%*/2023

Nazev programu EHK | Pocet vzorki | vzorky jsou urceny k testovani

Vv sérii téchto cilovych markerti
Testovani citlivosti na 2 Vybrané izolaty kvasinek uréené
antimykotika k testovani vybranych antimykotik /in vitro

(amfotericin B, anidulafungin, flukonazol,
vorikonazol)

Jednotlivé vzorky predstavuji simulovany humanni klinicky material s obsahem cilovych
druht mikromycetd.

¢. vzorku kmen poznamka

C. albicans
Amfotericin B - citlivy
Anidulafungin - citlivy
Flukonazol - citlivy
Vorikonazol - citlivy

C. parapsilosis
Amfotericin B - citlivy
Anidulafungin - citlivy
Flukonazol - citlivy
Vorikonazol - citlivy

4. Zptisob hodnoceni

Vztaznou hodnotou jsou vysledky ziskané v NRL pro antimykotika.

Bodové hodnoceni Gcastnikdl vychazi z ocekavanych vysledkl ziskanych opakovanym vysetfenim
vzorkl na pracovisti koordinatora a je nastaveno tak, Zze jednim bodem je hodnocena Uplna shoda
s oCekavanym vysledkem (spravna interpretace vysledku) a bez bodového ohodnoceni jsou
vysledky, které se s ocekavanym vysledkem neshoduji (napt. ,citlivy® misto ,rezistentni™) nebo
nejsou uvedeny (s vyjimkou pripadl, kde interpretacni kritéria nejsou dana). Volba metody pro
testovani vzork( zavisi na rutinni praxi ucastnika.

Za spravné hodnoceni Ctyf antimykotik u 2 kmend je mozno ziskat maximalné 8 bodu.

Postupné bude mozno pridat také vzorek edukacni, ktery nebude hodnocen body.

Laborator Uspésné absolvuje EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce
(Limit = aritmeticky pr@mér vysledk{ vSech laboratofi minus dvé smérodatné odchylky).

Pokud se v hodnocené skupiné vyskytne pracovisté s extrémné nizkym bodovym ziskem (<50 %
maximalniho bodového zisku), je vylouceno z vypoctu limitu. Takové pracovisté je automaticky
hodnoceno jako nelspésné.

Koordinator si vyhrazuje pravo pfi vysokém vyskytu atypickych vysledkl vyradit z hodnoceni cely
vzorek. Koordinator je opravnén v pripadé potfeby jmenovat odbornou poradni skupinu pro reseni
konkrétniho kola dané série.
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40%*/2023

V pripadé, Ze je pocet ucastniki mensi nez 10, nepouZije se vySe uvedeny postup vypoctu
limitu. V tomto pripadé laborator Uspésné absolvuje EHK, pokud dosahne 80 % maximalniho
bodového zisku.

5. Vyhodnoceni

Tabulka &. 1: Uspésnost laboratofi v EHK 1349
8 bodl za spravné hodnoceni vysledku.

Dosazené body 6 7 8
Pocet laboratori 3 9 22
Procento 8,8 26,5 64,7

Maximalniho poctu bodti dosahlo 22 laboratoFi z 34 z(icastnénych.
Aritmeticky prmér byl 7,56

Smérodatna odchylka byla 0,65

Limit (t. j. prGmér -2 smérodatné odchylky) byl 6,26 bodd.

Limit splnilo vSech 34 laboratori.

Tabulka ¢. 2: Bodové hodnoceni vysledki jednotlivych laboratofFi (n=34)
Kod vzorek 1 (CAAL) vzorek 2 (CAPA)
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PIny pocet (8 bod{) ziskalo 22 laboratofi (64,7 %), devét laboratofi ziskalo 7 bodl a tfi laboratore
ziskaly 6 bodl. Oba kmeny byly citlivé ke vSsem testovanym antimykotikim (ATM).

Tri laboratore uvedly, Ze netestuji anidulafungin (AND). Jedna laborator oznacila amfotericin B (AMB)
jako intermediarné citlivy (I) u C. albicans. Tri laboratore oznacily AND u C. albicans jako rezistentni
a zajimavé je, ze vSechny tyto laboratore pouzily MIC YST (bude rozvedeno v dale). Dvé laboratore
vyhodnotily AND u C. parapsilosis jako ,I". Trem laboratofim vySel flukonazol (FLU) u C. parapsilosis
vySsi (4 mg/l; ,I").

Ctyfi laboratore pouzily pro stanoveni citlivosti diskovou difizni metodu. Ostatni laboratore pouzily
metodu stanoveni MIC (mikrodilucni, Etesty, VITEK) popf. kombinaci metod.

6. Zaver

Pilotni série EHK 1349 — Testovani citlivosti na antimykotika se zUcastnilo 34 laboratofi, vSechny
laboratore vratily vysledky k hodnoceni.
Uspélo vsech 34 laboratofi.

Pro vyzkouseni zp@sobilosti laboratofi v CR provadét a interpretovat vysledky testovani citlivosti
kvasinek /n vitro byly vybrany dva z nejcastéjsich druhf plvodcl invazivnich infekci krevniho fecisté
C. albicans (CAAL) a C. parapsilosis (CAPA). Pro otestovani byli zvoleni zastupci ze tfi skupin
systémovych ATM dostupnych a uzivanych v CR pro terapii invazivnich kvasinkovych infekci. Lékem
prvni volby u téchto infekci jsou echinokandiny a zastupce skupiny — anidulafungin — je povazovan
za marker /n vitro rezistence pro ostatni echinokandiny (mutace v genu fks jsou obvykle zodpovédné
za zkrizenou rezistenci ke vSem ATM z této skupiny). Oba kmeny (CAAL a CAPA) predstavovaly citlivé
divoké kmeny (tzv. wild type) bez ziskaného mechanismu rezistence. Zastupci C. parapsilosis
komplexu maji obecné horsi citlivost k echinokandindm diky pfirozené alteraci aminokyselin v genu
Fks1p, coz se projevuje vysSimi hodnotami MIC ziskanymi /in vitro.

EUCAST hodnoti pro CAAL jako citlivé hodnoty MIC AMB<1; AND<0,03; FLU<2 a VOR<0,06 mg/I.
CLSI hodnoti jako citlivé AND<0,25; FLU<2 a VOR<0,125 mg/l a nema stanovena interpretacni
kritéria pro hodnoceni AMB.

EUCAST hodnoti pro CAPA jako citlivé hodnoty MIC AMB<1; AND<4; FLU<2 a VOR<0,125 mg/I.
CLSI hodnoti jako citlivé AND<2; FLU<2 a VOR<0,125 mg/| a nema stanovena interpretacni kritéria
pro hodnoceni AMB.
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40%*/2023

Testovani citlivosti kvasinek a vlaknitych hub zaznamenalo v poslednich letech znacny progres,
presto je i nadale v nékterych pripadech pomérné problematické. CLSI ma, kromé mikrodilucni
metodiky, rozpracovanou metodiku také pro diskovou difizni metodu a pro néktera ATM ma
stanoveny velikosti zon v ndvaznosti na druhové specifické breakpointy (BP). Testovani je vsak
v posledni dobé znacné komplikovano vypadky tablet Neo-Sensitabs, navic u nékterych tablet bude
vyroba ukoncena. Ostatni dodavané disky (od jinych vyrobcl) by mély zohlednovat druhové
specifické BP. Disk pro AND neni k dispozici. Spole¢nost EUCAST-AFST na diskové diflizni metodice
v minulosti pracovala, podle informaci prof. M. C. Arendrup vSak spolecnost od této aktivity upustila
z dlvodu problém{ s dodavkami substanci a problematickym odecitanim velikosti zon, a v soucasné
dobé nema v planu na rozvoji metodiky pracovat — bohuzel.

Obé spolecnosti (CLSI a EUCAST) maiji rozpracovanou mikrodilucni metodiku a pro nejcastéjsi
druhy kvasinek jsou BP stanoveny. U klinicky vyznamnych izolatd je vhodné MIC stanovovat, protoze
stanoveni MIC je presnéjsi. I v ambulantni péi milZe nastat potfeba systémové terapie u
chronickych, refrakternich, rekurentnich infekci nebo tam, kde v dlsledku dlouhodobé terapie
azolovymi preparaty dojde rozvoji rezistence.

Na zavér jesté dilezita poznamka k pouzivani MIC YST (Diagnostics; viz zminka vySe). Diky
MUDr. Skruzné, ktera zaznamenala, ze citlivé kmeny kvasinek v MIC YST pomérné Casto vychazely
Jrezistentni™ (a po ovéreni vysly citlivé), byla provedena revize predepsané doby odectu v navodu.
Stanovena doba odectu je 16-24 hod a desticka by méla byt odectena ve chvili, kdy je
narostla (rtizova) pozitivni kontrola. S naslednou prodluzujici se dobou inkubace mohou
hodnoty MIC narlstat (a prepadat do ,R"“ kategorie). Odkaz na aktualizovany navod je zde:
http://www.diagnostics.sk/products/mic-kits/mic-yst-216. O nové metodé odvozené od EUCAST
byla informovana komise EUCAST-AFST.

Vybér testovanych ATM zlstane s nejvétsi pravdépodobnosti stejny i v pristim kole.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho radu. Pro zadani
reklamace pouzijte mailovy nebo telefonicky kontakt na koordinacni pracovisté ESPT 2: ehk@szu.cz,
tel. 267 082 258

Konec zavérecné zpravy
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