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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpdsobilosti PT#M/5-1/2024 byl zaméfen na bakteriologickou diagnostiku.
Navrh a realizace PT#M/5-1/2024 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu 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 zplsobilosti ¢. 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.

Zpravu vypracoval:
RNDr. Renata Safrankovd, Ph.D., Ing. Monika Havlickova, Ph.D., RNDr. Vladislav
Jakubd, Ph.D.

Zpravu autorizoval:
RNDr. Renata Safrankova, Ph.D.
Dne: 24. 5. 2024

Pracovisté 2 ESPT
ehk@szu.cz

https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-1/2024

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-1/2024

Identifikace cyklu: EHK 1387

Nazev PT: Bakteriologicka diagnostika

Koordinator: RNDr. Renéta Safrankova, Ph.D.

Podstata a ucel PT: Identifikace bakterialnich patogend a stanoveni citlivosti
k antimikrobnim preparatlim

Kritéria pro Ucast na PT: DodrZeni spravné laboratorni praxe

Charakteristika materialu: Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele: Identifikace bakteridlnich patogenu

Zplsob pripravy: Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnikd: 113

Termin distribuce vzorkd: 19. 2. 2024

Informace Ucastnikdim: viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkl | 11. 3. 2024

Ucastniky:

Oznaceni vzorkovnic: EHK-1387/1-5/2024

Zabezpeceni jakosti vzorku

vCetné testu homogenity a Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

stability:

Mozné zdroje chyb: NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Zplsob vyhodnoceni Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

vysledkd:

Urceni prijaté vztazné hodnoty: | Vysledky dosaZené v NRL

Urceni maximalni smérodatné | Aritmeticky prmér vsech hodnocenych laboratofi minus 2

odchylky: smeérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce:
Limit = aritmeticky primér vysledkd vsech hodnocenych 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.

Termin uverejnéni 18. 3. 2024

predbéznych vysledkd:

Termin uverejnéni zavérecné | Do 3. 6. 2024

Zpravy:

2. Zptisob prFipravy vzorku

2.1 Typ a uskladnéni vychoziho materialu

Vychozim materidlem pro pfipravu vzork(l jsou bakteridlni kultury ziskané z Ceské
narodni sbirky typovych kultur, pfipadné z klinického materialu na pracovistich LCEM
SZU.

Vychozi materidl je dlouhodobé uskladnén v lyofilizované formé pfi pokojové teploté
nebo hluboce zamrazen pri -80°C.

2.2 Zpracovani vychoziho materialu

Kultury bakterii jsou pred pouzZitim rozmrazeny, lyofilizované kultury rehydratovany
Zivnym bujonem a poté naockovany na zivnad média a inkubovany v termostatu pfri
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teploté 36°C. Médium se oznaci datem ockovani a identifikaci mikroorganismu. Dle
druhu mikroorganismu jsou naockovany 2 — 4 zivné pddy. Kmeny jsou inkubovany v
termostatu pri 35-36°C ve vhodné atmosfére 24h, pomalu rostouci mikroorganismy
48h. Po inkubaci je vizualné hodnocen rlst a Cistota kultury. Kontaminované misky
jsou pred lyofilizaci vyrazeny.

Narostlé kultury mikroorganismd jsou setfeny sterilnim vatovym tamponem z povrchu
agaru a resuspendovany ve 4 ml fyziologického roztoku. Denzita vysledného zakalu
musi odpovidat McFarlandové standardé 6 (priblizné 1,8x10° org. ml?t). Dle
pozadované vysledné koncentrace bakterii je pripadné pripraveno redéni zakalu ve
stupni 10" - snadna izolace, 107 - stfedné obtizna izolace az 107 - obtizna izolace.
Redéni se pripravi napipetovanim 1ml suspenze bakterii o hustoté McFarland 6 do 9ml
fyz. roztoku (fedéni 10'1); prenesenim 1ml z fedéni 10! do 9ml fyz. roztoku se pripravi
fedéni 102, prenesenim 1ml z fedéni 102 do 9ml fyz. roztoku fedéni 10-3, Automatickou
pipetou je napipetovano 0,7 ml vzniklé suspenze nebo pozadovaného redéni do 70 ml
lyofilniho média. Suspenze je homogenizovana a rozplnéna do jednotlivych lahvicek
(vzork() o objemu min. 0,5 ml. Vzorky jsou oznaceny poradovym cislem 1-5, Cislem
EHK a datem rozeslani. Pred plnénim se lahvicka vzdy sterilizuje nad plamenem.
Lahvicky se uzaviou gumovym uzavérem pomoci pinzety tak, aby byl ponechan prostor
pro odpareni. Rozplnéné lahvicky jsou umistény na kovovou snimatelnou ploSinu
lyofilizatoru rovhomérné po celé jeji ploSe. Po rozplnéni lahvicek je 1 kapka ze zbylé
suspenze inokulovana na zivny agar a inkubovana pro kontrolu sterility. Kovova ploSina
s lahvickami se vlozi do mraziciho boxu na -80°C. Po 3 hodinach se plosSina s lahvi¢kami
vlozi do lyofilizaniho pristroje, kde probiha vlastni lyofilizace (SOP-NRL/CNCTC-03,
SOP-NRL/CNCTC-09).

Po kontrole lyofilizatd jsou lahvicky opatfeny pertli pomoci pertlovacich klesti a
oznaceny nalepkou pro identifikaci lyofilizatu. Takto oznacené a zapertlované lahvicky
jsou vlozeny do plastového obalu a skladovany pfi teploté 4 — 8°C.

Stabilita vychoziho materialu je zabezpecena lyofilizaci kultur.
Homogenita je zajisténa promichanim vzorkd pred zahajenim alikvotovani do
vzorkovnic.

3. Charakteristika materialu

Simulované klinické vzorky obsahuijici:
1. Bacteroides fragilis
2. Klebsiella pneumoniae + Escherichia coli
3. Shigella flexneri
4. Enterococcus faecium
5. Haemophilus influenzae

4. Zptisob hodnoceni
Kvalitativni; dosaZeni bodového limitu za identifikaci signifikantnich patogend pro
danou sérii se vypocitava dle vzorce; u vzorkll 1-4 max 2 body za 1 vzorek; limit =

aritmeticky prdmér minus dvé smérodatné odchylky.
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5. Vyhodnoceni

Za identifikaci signifikantniho patogena ve 4 vzorcich mohly laboratofe ziskat
maximalné 8 bodd. Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1 a 0 bodd.
Hodnoceni (resp. bodovani) vysSetreni citlivosti k antibiotiklim se z technickych ddvodd
jiz neprovadi, k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Graf 1: Pocet bodi za spravnou identifikaci.
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Maximalniho poctu bod{ pfi identifikaci dosahlo 109 laboratofi, tj. 96,5%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 7,464 bodd, (aritmeticky prlmér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 7,956 — (2x0,246) = 7,464). Tohoto limitu dosahlo 109 laboratori, 4
laborator tento limit nesplnily.

Vysledky zicastnénych laboratori

VZOREK 1: Izolat z hnisu z jaterniho abscesu.

ODPOVED: Bacteroides fragilis

identifikace frekvence | body | procento
Bacteroides fragilis 113 2 100%
Celkem 113 100%

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

Identifikace signifikantniho patogena ve vzorku 1 necinila obtize a vSechny z(c¢astnéné
laboratore ziskaly po dvou bodech.
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VZOREK 2: Hemokultura od pacientky s pyelonefritidou.

ODPOVED: Klebsiella pneumoniae + Escherichia coli

identifikace frekvence | body | procento
Klebsiella pneumoniae + 113 2 100%
Escherichia coli

Celkem 113 100%

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

Vzorek obsahuijici dva patogeny spravné vysetfilo vSech 113 laboratofi.

VZOREK 3: Stolice od 38letého pacienta s horeckou a krvavym prljmem po
navratu z ciziny.

ODPOVED: Shigella flexneri

Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Shigella flexneri 111 2 98,2%
Shigella boydii 2 1 1,8%
Celkem 113 100%

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

Shigeldza je vysoce nakazlivé infekéni onemocnéni podléhajici Vyhlasce o systému
epidemiologické bdélosti pro vybrana infekéni onemocnéni 389/2023 Sb. (priloha C.
47). Onemocnéni se projevuje Upornym prljmem (Casto s pfimési hlenu a krve),
horeckou a tenesmy.

V roce 2023 bylo v CR hlaseno vice nez 150 pripadd shigeldzy, nejvice ve vékovych
skupinach 5-9 let a 30-34 let [1]. Shigella flexneribyla evidovana u 20 pfipadd, z nichz
polovina byla importovanych [2]. Geograficky se S. flexneri nejCastéji vyskytuje v
rozvojovych zemich, a spolu s S. sonnei je zodpovédna za vétSinu pripadt shigeldzy
[3].

Shigella sp. tvori jeden pathovar s enteroinvazivni £. coli, jejich spoleCnym virulen¢nim
markerem je invazin IpaH (jehoz detekce se vyuziva v PCR diagnostice). RozliSovani
téchto dvou patogenl je vsak dllezZité zejména pro Gcely epidemiologické. Rozliseni
na zakladé biochemickych testd, sérologicky ¢i molekularné je obtiznéjsi. Vétsina shigel
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je laktdza negativni, zatimco u enteroinvazivni £. colije schopnost fermentovat laktozu
variabilni [4].

Metodou MALDI TOF MS nelze shigelu rozlisit od £. coli z dGvodu blizké pFibuznosti
[5,6]. Zakladni biochemické vlastnosti shigely a £. colibiotypu inactive, které je odliSuji
od E. coli, jsou: lysin*, pohyb, plyn, acetat*, mukat* a laktdza* negativni (*= 25-40
% kmenl £.coliinactive mlze byt pozitivnich) [5].

98,2 % ucastnénych laboratofi spravné identifikovalo vzorek do druhu S. flexneri, dvé
laboratore v druhovém zarazeni neuspély a bude jim odebran 1 bod. Tfi z laboratori
dourcily kmen az do sérotypu S. flexneri 2a (antigenni struktura B, II, 3(4)). 19
laboratori uvedlo odeslani kmene do NRL.
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VZOREK 4: Izolat z hemokultury u pacienta s chlopenni nahradou.

ODPOVED: Enterococcus faecium

identifikace frekvence | body | procento
Enterococcus faecium 111 2 98,2%
Enterococcus gallinarum 1 1 0,9%
Zadny vysledek 1 0 0,9%
Celkem 113 100%

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

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit jeho citlivost k vankomycinu a
linezolidu. Izolat Enterococcus faecium je pri standardnim davkovani citlivy (C) k
vankomycinu i k linezolidu.

111 zlGcéastnénych laboratori identifikovalo spravné vzorek do druhu, tj. 98,2 %.
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U vankomycinu urcily spravnou interpretaci vSechny laboratore, linezolid byl urcen
spravné pouze v 75 % pripadd.

Tabulka 1 obsahuje breakpointy primér inhibi¢nich zén a minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) vankomycinu a linezolidu namérené v NRL pro antibiotika a vysledky
laboratofi.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Enterococcus faecium.

Viysledky laboratofi
. Kategorie?/ A
obseh Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) absolutni podet \/sysrli\érg(
Antibiotikum | o2 laboratofi?
disku , p , :
breakpoint | rozmezi hodnot | breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> v NRL**
vankomycin | 5 g 12 12 16-17 4 4 05-05 13| 0 0 100
linezolid 10upg | 20 20 21-22 4 4 2-2 8 | 0 28 75,2

1Z - pramér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v14
2kategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni
3 oCekavané vysledky jsou zvyraznény

* pét méfeni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou;

| VZOREK 5: Haemophilus influenzae |

Pozadavek byl vysetfit citlivost k ampicilinu (AMP), amoxicilin-klavulanatu (AMC) —
intravendzni podani.

Celkové vysledky vysetreni citlivosti izolatu 5 jsou v tabulce 2, ktera obsahuje
breakpointy inhibi¢nich zén (I1Z) a MIC pro ampicilin a amoxicilin-klavulanat, hodnoty
namérené v NRL pro antibiotika a vysledky laboratori.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 5 Haemophilus influenzae.

Vysledky laboratofi
- Kategorie®/ L
Obsah Primery 2 {mm) MIC (mgf) absolutni pocet :F)Sﬁz\g;yk
Antibiotikum | disku , laboratofi¢ y
breakpoint | ro7mezi hodnot breakpoint rozmez|
o hodnot o
naméfenych e C I R %
C= | R< v NRL* C< R> | naméfenych
v NRL*
ampicilin 2 g 18 18 19-22 1 1 025-0,25 [113| 0 0 100
amoxicilin-
Kavulanat | 21RO | 15 15 16-17 2 2 05-1 [112| 1 | 0 99,1

11Z - pramér inhibiéni zony; MIC - minimalini inhibiéni koncentrace. EUCAST v14
3kategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni
4oCekavané vysledky jsou zvyraznény

* pét méreni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou;
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Kmen Haemophilus influenzae je citlivy k ampicilinu i amoxicilin-klavulanatu (iv).
Laboratore velmi dobre interpretovaly citlivosti obou antibiotik, pouze jedna laborator
interpretovala vysledek amoxicilin-klavulanatu jako citlivy pri zvySené expozici (I) —
tato kategorizace je vSak pripustnd pouze pri perordlni aplikaci, pfi intravenoznim
podani neni k dispozici.

Diskuse

Interpretace citlivosti kmene Haemophilus influenzae necinila problémy. Kmen
neprodukuje beta-laktamazu a dle antibiotického profilu ani neobsahuje mutace v genu
pro PBP3.

U izolatu Enterococcus faecium bylo prekvapivé relativné velké mnoZzstvi chybnych
interpretaci u linezolidu (28 %). Naopak interpretace vankomycinu byla ve 100 %
spravna. Pro vankomycin EUCAST uvadi, Ze nesmi byt prohlasen za citlivy drive, nez
za 24 h inkubace pfi diskové difuzni metodé a Ze okraje inhibicnich zdn jsou u citlivych
kmen( ostré.

Literatura

[1] EUCAST. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial
breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 14.1, valid from
2023-06-29 [on-line]. Dostupny z WWW: http://www.eucast.org/clinical breakpoints/

6. Zavér

Celkem byly vzorky rozeslany 113 laboratorim, 113 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 109 laboratori.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro zadani
reklamace pouZijte webovou aplikaci SZU.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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