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Zmény proti pfedchozi verzi (v. 4.0)

Sekce Zména

Uvod Pridany informace o druzich s breakpointy pro
16-20 hodin.

Tabulka 1 Pridany informace o druzich s breakpointy pro
16-20 hodin.

Tabulka 2 PFidany udaje pro 16-20 hodin.

Doporuceni pro kontrolu kvality

- Pfidany informace o dostupnych kmenech pro
kritéria kontroly kvality po 16-20 hodinach.

- Pridany informace o defibrinované koriské
Krvi.
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Metoda EUCAST RAST je zaloZena na standardni metodice EUCAST pro diskovou difuzi, ale s
upravenym inokulem, dobou inkubace, upravenymi pokyny pro odecet a specifickymi breakpointy
RAST.

Ugelem metody EUCAST RAST je umoznit rychlé vysledky testd citlivosti pfimo z pozitivnich
hemokultur. Metoda RAST poskytuje specifické breakpointy pro odecty po 4, 6 a/nebo 8 hodinach
inkubace. Kromé toho byly vyvinuty breakpointy RAST pro inkubaci 16-20 hodin. Vysledky by se mély
odecitat az po 16-20 hodinach, pokud neni mozné odecist vysledky po 4, 6 a/nebo 8 hodinach
inkubace, napfiklad z divodu omezené pracovni doby.

Metoda byla validovana pro nasledujici druhy: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (véetné
Klebsiella variicola a Klebsiella quasipneumoniae), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium a Streptococcus
pneumoniae.

Priprava hemokultiva¢nich lahvicek

Metoda EUCAST RAST byla validovana v hemokultivaénich lahvickach BACTEC (Becton Dickinson),
BacT/ALERT (bioMérieux) a VersaTREK (Thermo Fisher). Metodu RAST Ize provadét v rozmezi 0-18
hodin po pozitivni signalizaci lahvi¢ek. Pozitivni lahvicky s hemokulturou nevyjimejte z pfistroje,
dokud nejste pfipraveni pokracovat v metodé RAST. Abychom v§ak umoznili transport pozitivnich
lahvi¢ek z jednoho pracovisté na druhé, vyhodnotili jsme vliv uchovavani lahvicek pfi pokojove teploté
poté, co jsme je vyndali z pfistroje. Bylo zjisténo, Ze vysledky RAST nebyly ovlivnény ,zpozdénim* az
3 hodiny. Metoda RAST by se neméla provadét u hemokultur se smési druhu bakterii.

Inokulace agarovych ploten pfimo z hemokultiva€nich lahvi¢ek

Z pozitivni hemokultivaéni lahvi¢ky se na kazdou kruhovou agarovou plotnu MH/MH-F o praméru 90
mm prenese 12525 pl nefedéného obsahu. Tekutina se na povrchu agaru jemné rozetfe tamponem
ve tfech smérech nebo automatickym rotatorem, a plotna se poklade disky jako u standardni diskové
difuzni metody. K omezeni interference mezi antibiotiky se na 1 plotnu umisti nejvyse 4-6 disku.
Inokulujte plotny, aplikujte disky s antibiotiky a inkubujte desti¢ky bez prodileni.

Inkubace a odecitani ploten

Plotny se inkubuji podle pokynu v tabulce 1. Pro 4, 6 a 8 hodin: Inhibi¢ni zény se odeditaji v rozmezi
15 minut od uvedeného €asu odecitani (4, 6 a/nebo 8 hodin). Je-li zapotfebi, plotny se do 10 minut
daji znovu inkubovat, aby je bylo mozno odecitat pozdéji (za 6 a/nebo 8 hodin). Je-li nezbytné
inkubovat plotny déle nez 8 hodin, odecitaji se inhibi¢ni zény po 16-20 hodinach. Plotny neinkubujte
ani neodecitejte déle nez 20 hodin.

Tabulka 1. Podminky inkubace ploten pro vySetieni antibiotické citlivosti.

Druh Doba inkubace | Pada | Inkubace
Escherichia coli 4,6 a 8 hodin MH 35+1°C na vzduchu
Klebsiella pneumoniae 16-20 hodin

Acinetobacter baumannii

Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Pseudomonas aeruginosa | 6 a 8 hodin MH 35+1°C na vzduchu
16-20 hodin

Streptococcus pneumoniae | 4, 6 a 8 hodin MH-F | 35+1°C pfi 4-6% CO2ve vzduchu
16-20 hodin
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Vysetreni ploten po inkubaci

4, 6 a 8 hodin inkubace:

Po 4, 6 a 8 hodinach je rist na plotné s agarem Muller-Hinton ¢asto méné zfetelny nez u standardni
diskové metody. Inhibiéni zony by mély byt odecitany pouze tehdy, je-li rist splyvavy a okraje
z6n jsou zretelné viditelné, viz priklad na obrazku 1.

Obrazek 1. E. coli po 4 hodinach inkubace. Zény se zfetelné viditelnym okrajem zény by mély byt
odecteny (plna ¢ara) a zastfené zony by se odecitat nemély (teCkovana cara).

16-20 hodin inkubace:
Po 16-20 hodinéch inkubace RAST je rast na plotné s agarem Muller-Hinton obvykle silnéj8i nez u
standardni diskové metody, viz pfiklad na obrazku 2.

Obrazek 2. E. coli po 16-20 hodinach inkubace.
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Méfeni zén inhibice

Obecné pokyny k odecitani

Plotny s MH se odecitaji proti tmavému pozadi, plotny s MH-F proti svétlému pozadi. Plotny
se odeditaji ve vzdalenosti 30 cm od oka pod uhlem 45°. Plotna se naklani tak, aby se dal
rozpoznat ostry okraj zony.

Prameér inhibi€ni zény se méfi ruéné s presnosti na milimetry. Metoda RAST nebyla
validovana pro automatické odecitani.

Slaby rast uvnitf inhibi€ni zony s jasnym okrajem by mél byt ignorovan. Toto se obas
objevuje pfi Casném odectu u E. coli a K. pneumoniae a nejCastéji u B-laktamovych antibiotik.

Specifické pokyny k odecitani po 4, 6 a 8 hodinach inkubace

Plotny MH a MH-F se odecitaji z predni strany plotny se sejmutym vickem v odrazeném
svétle.

U A. baumannii s trimethoprim-sulfametoxazolem (kotrimoxazolem) se odecita vné;jSi okraj
zény a ignoruje se rust uvnitf zény.

Nékdy neni po 4 hodinéch patrna inhibi€ni zéna, ale po 6 hodinéch jiz I1ze primér zény snadno
zméfit (tabulka 2). Inhibiéni zény u v8ech testovanych antibiotik neni vZdy mozno odedist.

Specifické pokyny k odecitani po 16-20 hodinach inkubace

Po 16-20 hodinach se plotny s MH agarem odecitaji ze spodni strany plotny v odrazeném
svétle a plotny MH-F se odecitaji z predni strany se sejmutym vickem v odrazeném
svétle.

U P. aeruginosa s piperacilin-tazobaktamem, imipenemem, imipenemem-relebaktamem,
meropenemem a meropenemem-vaborbaktamem se ignoruji ojedinélé kolonie uvnitf inhibiéni
zony a odecita se vnéjsi okraj zony, viz priklad na obrazku 3.

Obrazek 3. Ojedinélé kolonie uvnitf inhibicni z6ny se ignoruji a odecita se vné;jsi okraj zony.
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Tabulka 2. Podil pramért zon (%) které je mozné odecist* po 4-20 h inkubace.

Druh 4 hodiny 6 hodin 8 hodin 16-20 hodin
Escherichia coli 90 99 99 100
Klebsiella pneumoniae 96 98 98 100
Pseudomonas aeruginosa** - 88 97 100
Acinetobacter baumannii 99 100 100 100
Staphylococcus aureus 55*** 91 95 100
Enterococcus faecalis 93 99 100 100
Enterococcus faecium 44 93 99 100
Streptococcus pneumoniae 68 83 95 100

* 'V tabulce je uvedeno "je mozno odecist", nikoli "je mozno interpretovat”, nebot nékteré praméry
z6n mohou byt v ATU.

** U nékterych izolatd P. aeruginosa je slaby rist pfi RAST, izolaty maji obvykle slaby rist i pfi
standardni diskové difuzi po 16-20 hodinach inkubace.

*** Cefoxitin a aminoglykosidy Ize snadno odecist, zatimco norfloxacin a klindamycin se odecitaji
obtiznéji.

Interpretace vysledku

» Namérené priméry inhibicnich z6n interpretujte podle nejnovéjsi verze tabulek breakpointd
RAST.

* Nékdy neni mozné uvést kategorii citlivosti pro vSechny testované antimikrobialni pfipravky, a
to bud proto, Ze nedochazi k rastu, nelze zénu spolehlivé odecist, nebo proto, Zze primér zény
je v ATU. V téchto pfipadech ponechte hlaSeni pro pfislusny pfipravek prazdné.
Doporuc€ujeme, aby laboratofe do hldSeni o pozitivnich hemokulturach uvadély komentar,
ktery vysvétluje, pro¢ nékdy nelze hlasit nékteré vysledky. Komentar by mohl znit takto: ,Pfi
vySetieni antimikrobidlni citlivosti pfimo z pozitivnich hemokultivaénich lahvicek, kdy se
vysledky odecitaji po 4, 6 a/nebo 8 hodinach, Ize hlasit pouze spolehlivé vysledky. Neuplny
vysledek vysetieni citlivosti po kratké inkubaci maze byt pozdéji doplnén dalSimi vysledky.”

Oblast technické nejistoty (ATU)

ATU je rozsah priméru inhibiénich zén. U metody EUCAST RAST existuji ATU pro vSechny
kombinace organismu a antimikrobialnich latek. V oblasti ATU je nesnadné rozliSit kategorie citlivosti
(C, I 'a R). Interpretacni chyby se v této oblasti dramaticky zvySuji a proto se nedoporucuje
interpretovat kategorie citlivosti. Vysledky nad nebo pod ATU Ize spolehlivé interpretovat.

Pokud je vysledek uvniti ATU, nelze jej interpretovat a misto pro vysledek se ponecha prazdné. Po 4
hodinach se plotny do 10 minut reinkubuji a znovu se odecitaji po 6 a pfipadné po 8 hodinach, a je-li
nezbytné po 16-20 hodinach. Pokud nelze poskytnout Uplny vysledek po 8 nebo 16-20 hodinach

inkubace, provedte vySetfeni antimikrobialni citlivosti standardni diskovou difuzni metodou EUCAST.

Doporuceni pro kontrolu kvality.

U standardni diskové difuze EUCAST doporucuje EUCAST provadét interni kontrolu kvality (QC)
denné za Ucelem validace postupu a materiald vySetfeni antimikrobialni citlivosti. EUCAST rovnéz
vypracoval kritéria pro odecitani za 4, 6, 8 a 16-20 hodin pro pét kmenu kontroly kvality - QC (E.coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 a S.
pneumoniae ATCC 49619). Kritéria jsou k dispozici v Tabulkach RAST QC. Kontrola kvality RAST QC
se provadi predevsim ke kalibraci a validaci zavedeni nového postupu. V8echny ¢asy odectu
pouzivané v laboratofi by mély byt validovany pomoci kmenu QC. Jakmile je postup zaveden a jsou s
nim seznameni i novi pracovnici nebo je ovéfen u novych materialt (pfi zméné systému kultivace
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krve nebo médii ¢i diskl), neni zapotfebi nadale provadét QC RAST. Pravidelnou interni QC u
standardni metody vySetfeni ke kontrole pouzivanych materidld a vybaveni je vSak podle doporuceni
EUCAST zapotrebi provadét stale.

Kmeny QC se testuji inokulaci hemokultivaéni lahvicky 1 ml suspenze 100-200 CFU/mI* kmene pro
QC a pfidé se priblizné 5 ml defibrinované koriské nebo ov¢i krve. Naockovane lahvi¢ky se inkubuji v
pristroji pro hemokultivaci a po pozitivnim signalu se zpracuji podle metodiky RAST.

*100-200 CFU/mI = suspenze upravena na 0,5 McFarland se Fedi v poméru 1:1 000 000, viz pfiklad v
grafu nize.
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a) Pripravi se suspenze kontrolniho kmene (QC kmen) v koncentraci 0,5 McFarlanda.

b) Podle vySe uvedeného obrazku se pfipravi série fedéni a do hemokultivaéni lahviky se pfida
ovCi nebo koriska krev.

c) Lahvicka se inkubuje v zafizeni pro kultivaci krve.

d) Lahvi€ky, u nichz byl zaznamenan pozitivni signal, se dale zpracovavaji podle metodologie RAST.

e) K posouzeni vysledku se pouziji kritéria uvedena v dokumentu RAST QC.

Dulezité upozornéni pri pouzivani metody EUCAST RAST

« Zbny inhibice Ize odecitat pouze tehdy, je-li rist splyvavy a okraje jsou zfetelné viditelné.

» Zbny se odecitaji pouze v ur€enych Casech, tj. za 4, 6 a 8 h a neni-li zbyti (napf. z ddvodu
omezené pracovni doby) pak za 16 -20 h.

» Pro interpretaci vysledka do kategorii citlivosti se pouzivaji Tabulky breakpointdt EUCAST
RAST, nikoli bézné Tabulky breakpointd EUCAST.

EUCAST RAST method v 5.0 (www.eucast.org)



