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Zkratky a terminologie

ATCC

CCUG

CECT

CFU

CIP

DSM

ESBL

EUCAST

MH

MH-F

MIC

MRSA

NCTC

R-NAD
QC (KK)

Fyziologicky
roztok

Jednodenni
kultura

American Type Culture Collection
http://www.atcc.org

Culture Collection University of Gothenburg
http://www.ccug.se

Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
http://www.cect.org

Colony Forming Unit

Collection de I'Institut Pasteur
https://www.pasteur.fr/en/public-health/biobanks-and-
collections/collectioninstitut-pasteur-cip

Bacterial cultures from Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ)
https://www.dsmz.de

Sirokospektra B-laktamaza

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
http://www.eucast.org

Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton agar pro naro¢né bakterie (MH obohaceny 5 %
defibrinované konské krve a 20 mg/l B-NAD)

minimalni inhibiéni koncentrace

meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (s geny mecA nebo mecC)

National Collection of Type Cultures
https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/nctc

3-nikotinamid adenin dinukleotid
kontrola kvality

roztok 0,85 % NaCl ve vodé (8,5 g/l)

bakterialni kultura inkubovana po dobu 16-24 h
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1 Uvod

Diskova difuze je jednim z nejstarSich zplsobl vySetfovani antimikrobialni
citlivosti a zUstava jednou z nejpouzivanéjSich metod testovani citlivosti v rutinnich
klinickych laboratofich. Je vhodna pro testovani vétsiny bakterialnich patogent

v

latek, které |ze testovat, a nevyzaduje zadné specialni vybaveni.

Metoda EUCAST, podobné jako dalSi diskové metody, je standardizovana metoda
zaloZena na principech definovanych ve zpravé International Collaborative Study
of Antimicrobial Susceptibility Testing z roku 1971, a ovéfovana zkusenostmi
mezinarodni skupiny expertU.

Breakpointy primeérd inhibiénich zén v metodé diskové difuze EUCAST jsou
kalibrovany podle harmonizovanych evropskych breakpointd MIC, které EUCAST
bezplatné zvefejfiuje na svych webovych strankach (http://www.eucast.orq).

Stejné jako u vSech standardizovanych metod musi byt popsany postup dodrzen
bez jakékoli modifikace, aby bylo mozné ziskat spolehlivé vysledky.

Metodika EUCAST pro diskovou difuzi anaerobnich bakterii je popsana
v samostatném dokumentu
(https://www.eucast.org/ast _of bacteria/disk diffusion _methodology).

1'H M Ericsson and J C Sherris. Antibiotic sensitivity testing. Report of an international collaborative
study. Acta Pathol Microbiol Scand B Microbiol Immunol. 1971;217:Suppl 217:1+.
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Priprava a skladovani pud

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

Mueller-Hinton (MH) agar se pfipravi podle pokynl vyrobce, a pro naro¢né bakterie
se obohati podle Tabulkyl. Pfiprava a pfidani suplementl je podrobné popsano na
http://www.eucast.org (esky: VySetieni antibiotické citlivosti bakterii - SZU | Oficialni
web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) — Pfiprava pad EUCAST).

Vyska pldy by méla byt 4,0 + 0,5 mm (pfiblizné 25 ml na kulatou plotnu o priméru 90
mm, 31 ml na kulatou plotnu o priméru 100 mm, 71 ml na kulatou plotnu o priméru
150 mm, 40 ml na ¢tvercovou plotnu o pruméru 100 mm). Je zapotfebi ovéfit, zda byl
vypocitan spravny objem podle skuteénych rozmeéra Petriho misek. Rozméry ploten
ruznych vyrobcl se mohou lisit.

Povrch agaru by mél byt pfed pouzitim suchy. Na povrchu agaru nebo uvnitf vicka by
nemély byt viditelné Zadné kapky vody. Pokud je to nezbytné, susi se plotny pfes noc
pfi 20-25 °C, nebo s odkrytym vickem pfi 35 °C 15 minut. Plotny nepfesuste.

Vlastni (in-house) pfipravené plotny skladujte pfi 4-8 °C.

PFi vlastni (in-house) pfFipravé ploten by mély byt v ramci programu zajisténi kvality
laboratofe stanoveny podminky pro jejich suseni, skladovani a doba pouzitelnosti.

Komercéné pfipravené plotny by mély byt skladovany podle doporuceni vyrobce a
mély by byt pouzity do data expirace uvedeného na etiketé.

Agarové plotny (komeréné nebo vlastné (in-house) pfipravené), skladované

v plastovych saccich nebo uzavienych nadobach, mize byt nutné pfed pouzitim
ususit (viz oddil 2.3). To proto, aby se zabranilo nadmérné vihkosti, ktera muze byt
pFic¢inou neostrych okraji zén a/nebo zamlzenim uvnitf zén.
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Tabulka 1 | Pudy pro vysetieni antimikrobialni citlivosti
Bakterie Puda
Enterobacterales MH agar
Pseudomonas spp. MH agar
Stenotrophomonas maltophilia MH agar
Acinetobacter spp. MH agar
Staphylococcus spp. MH agar
Enterococcus spp. MH agar
Streptokoky skupin A, B, C a G MH-F agar!
Streptococcus pneumoniae MH-F agar!
Skupina viridujicich streptokoku MH-F agar!
Haemophilus influenzae MH-F agar!
Moraxella catarrhalis MH-F agar!
Listeria monocytogenes MH-F agar!
Pasteurella multocida MH-F agar!
Campylobacter jejuni a coli MH-F agar? (viz Priloha A)
Corynebacterium spp. MH-F agar!
Aerococcus sanguinicola a urinae MH-F agar!
Kingella kingae MH agar!
Aeromonas spp. MH agar
Achromobacter xylosoxidans MH agar
Vibrio spp. MH agar
Bacillus spp. MH agar
Brucella melitensis MH-F agar!
Burkholderia pseudomallei MH agar

1MH + 5 % mechanicky defibrinované koriské krve + 20 mg/l B-NAD
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Priprava inokula

3.1

3.2

3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.4

Metodou pfimé suspenze kolonii se vytvofi suspenze bakterie ve fyziologickém
roztoku (kolonie bakterii se rozetfou pfimo ve fyz. roztoku) o hustoté 0,5
McFarlandova zakalového standardu (Tabulka 2), tj. pfiblizné 1-2 x 108 CFU/ml pro
Escherichia coli.

Metoda pfimé suspenze kolonii je vhodna pro vSechny bakterie, véetné naroénych
bakterii, uvedenych v Tabulce 1.

Z kultury vyrostlé pfes noc na neselektivni pldé se kolonie odebiraji pomoci sterilni
klicky nebo bavinéného tamponu. Odebira se, pokud mozno, nékolik morfologicky
podobnych kolonii k vylou€eni atypickych variant. Kolonie se suspenduiji ve
fyziologickém roztoku do vytvorfeni rovhomérného zakalu.

Hustota suspenze bakterii se upravi na 0,5 (pfijatelna odchylka 0,4-0,6)
McFarlandova zakalového standardu pfidanim fyziologického roztoku nebo vétsiho
mnozstvi bakterii. HustSi inokulum vytvaFi mensi inhibi¢ni zony, Fidké inokulum ma
opacny ucinek.

K Upravé hustoty (zakalu) suspenze se doporucuje pouzit fotometr. Fotometr
musi byt kalibrovan podle pokynl vyrobce na stuper 0,5 McFarlandova
zakalového standardu.

Alternativné Ize hustotu inokula vizualné porovnat se stupném 0,5
McFarlandova zakalového standardu. K usnadnéni Ize pouzit bily papir

s vyznacenymi ¢ernymi linkami, na jehoz pozadi se porovnava zakal inokula
a standardu.

U Streptococcus pneumoniae se uprednostnuje pfiprava inokula z kultury
narostlé na krevnim agaru na hustotu 0,5 McFarlandova standardu. Pokud
se pfipravuje inokulum Streptococcus pneumoniae z ¢okoladového agaru,
musi inokulum odpovidat hustoté 1,0 (pfijatelna odchylka 0,9-1,1)
McFarlandova standardu.

Suspenze inokula se ockuje na plotny nejlépe do 15 minut! od pfipravy, a vzdy
nejpozdéji do 60 minut.

1 Soucast pravidla 15-15-15 minut: Suspenze inokula se o¢kuje do 15 minut od pfipravy, disky se
aplikuji do 15 minut od inokulace ploten a plotny se inkubuji do 15 minut od aplikace disku.
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Tabulka 2 | Priprava 0,5 McFarlandova zakalového standardu

K 99,5 ml 0,18 mol/l (0,36 N) H2SO4 (1% v/v) se pfida 0,5 ml 0,048 mol/|

1 BaCl; (1,175% w/v BaCl,-2H,0) a smés se promicha.

2 Zakal suspenze se zméfi na spektrofotometru v kyveté s optickou drdhou 1
cm. Absorbance pfi 625 nm by méla byt v rozmezi od 0,08 do 0,13.

3 Suspenze se rozplni do stejnych zkumavek (stejna velkost) jako pro pfipravu
inokula. Zkumavky se uzaviou.

4 Uzaviené zkumavky se standardem se skladuji pfi pokojové teploté v temnu.

5 Bezprostfedné pred pouzitim se standard didkladné promicha na vortexu.

6 Po 6 mésicich skladovani se standard pfipravi znovu, nebo se zkontroluje
absorbance.
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4 Inokulace agarovych ploten

4.1 PFed inokulaci je zapotfebi se ujistit, Ze agarové plotny maji pokojovou teplotu.

4.2 Suspenze inokula se o¢kuje na plotny nejlépe do 15 minut* od pfipravy, a vzdy
nejpozdéji do 60 minut.

4.3 Sterilni bavinény tampon se ponofi do suspenze.

43.1 Prebyte€né mnoZstvi suspenze gramnegativnich bakterii se odstrani
otaCenim pfitlaceného tamponu po vnitfni sténé zkumavky.

4.3.2 U grampozitivnich bakterii se tampon nepfitlacuje a neotaci po vnitfni sténé
zkumavky.
4.4 Ockuje-li se stejné inokulum na nékolik ploten, opakuje se u kazdé plotny postup

popsany v sekci 4.3.

4.5 Plotny se oc€kuji tamponem ve tfech smérech nebo automatickym rotatorem.
Inokulum musi byt rozetfeno rovnomérné po celém povrchu tak, aby nevznikly Zadné
mezery mezi o¢kovacimi ¢arami.

45.1 U grampozitivnich bakterii se dba zejména na to, aby nevznikly zadné
mezery mezi ockovacimi ¢arami.

4.6 Disky se aplikuji do 15 minut!® po inokulaci.
Pokud jsou inokulované plotny ponechany pfi pokojové teploté pfed aplikaci disku
delSi dobu, bakterie mohou zahajit rist a vysledkem jsou chybné inhibiéni zény o
mensSim prameéru.

1 Soucast pravidla 15-15-15 minut: Suspenze inokula se o¢kuje do 15 minut od pfipravy, disky se
aplikuji do 15 minut od inokulace ploten a plotny se inkubuji do 15 minut od aplikace disku.
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5 Aplikace diskd s antibiotiky

5.1 Pozadované obsahy diskul jsou v tabulkach Breakpoint and Quality Control Tabels na
http://www.eucast.org (Gesky: Klinické breakpointy - breakpointy a navody - SZU |
Oficialni web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) a VySetfeni antibiotické
citlivosti bakterii - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) —
Kontrola kvality EUCAST).

5.1.1 Breakpointy prdméru inhibi¢nich zon EUCAST a kontrola kvality diskd jsou
validovany pro 6 mm papirové disky.

5.2 Disky je nutno pfed otevienim zasobnik( nebo nadobek, v nichZ jsou uchovavany,
temperovat pfi pokojové teploté. Toto opatfeni brani kondenzaci, jejimz dusledkem je
rychlé znehodnoceni nékterych antibiotik.

5.3 Disky se aplikuji pevné na povrch inokulované agarové plotny do 15 minut od
inokulace plotent. Cela plocha disku musi byt v t&€sném a rovnomérném kontaktu
s povrchem agaru a po aplikaci se disk nesmi pfesunovat, nebot difuze antibiotika
z disku je velmi rychla.

54 Pocet diskd na plotné je nutno omezit, aby se predeslo pfekryvani inhibi¢nich zén a
interferenci mezi antibiotiky. Tim Ize dosahnout spolehlivého méfeni priméru zén.
Maximalni pocCet diskd na plotné zavisi na vySetfovaném druhu bakterie a na vybéru
diskd. NejvySsi pocet disku je obvykle 6 na 90 mm a 12 na 150 mm kruhové plotné.

5.4.1 Pro detekci indukované rezistence ke klindamycinu u stafylokokl a streptokoku
se disky s erytromycinem a klindamycinem umisti ve vzdalenosti 12-20 mm od
okrajl disku pro stafylokoky a 12-16 mm od okraje disku pro streptokoky.

55 Obvyklym zdrojem chyb je ztrata aktivity antibiotik v discich, ktera se projevi
zmen$enim inhibiéni zény. Je nezbytné postupovat takto.

55.1 Skladovat disky, v€etné téch v dispenzorech, v uzavienych zasobnicich
s indikatorem vlhkosti a chranit je proti svétlu (nékteré z antibiotik, jako
metronidazol, chloramfenikol a fluorochinolony inaktivuje delSi expozice svétlu).

5.5.2 Skladovat zasobni disky podle pokynu vyrobce. Pro néktera labilngjsi
antibiotika (napf. amoxicilin-klavulanové kyselina, cefaklor a karbapenemy)
vyrobci uvadeéji specificka doporuceni.

5.5.3 Dodavky disku je nutno skladovat podle pokynu vyrobce. Disky z jednou
otevieného zasobniku by mély byt pouzivany do ¢asového limitu uvedeného
vyrobcem.

554 Po datu expirace uvedené vyrobcem na obalu je nutno disky vyhodit.

5.5.5 Provadét casté kontroly kvality (viz sekce 9) pouzivanych diskl k ovéfeni, zda

disky s antibiotiky neztratily béhem skladovani ucinnost.

1 Soucast pravidla 15-15-15 minut: Suspenze inokula se o¢kuje do 15 minut od pfipravy, disky se
aplikuji do 15 minut od inokulace ploten a plotny se inkubuji do 15 minut od aplikace disku.
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6 Inkubace ploten

6.1 K ujisténi, ze disky nespadnou z povrchu agaru, se plotny obrati vickem dolu. Plotny
se daji inkubovat do 15 minut! od aplikace diskd. Pokud jsou plotny po aplikaci disku
ponechany pfi pokojové teploté, vytvareji se nezadouci velké inhibi¢ni zony
v dUsledku predifuze.

6.2 Stohovani ploten (ve sloupcich) v inkubatoru maze ovlivnit vysledky pfi¢inou
nerovnomé&rné teploty ploten. Uginnost inkubator( je odli§na a proto je zapotiebi
v rdmci programu laboratorni kontroly kvality kontrolovat podminky inkubace, véetné
pfiméfeného poctu ploten ve sloupcich. Pro vétSinu inkubator( je vhodné ukladat
plotny ve sloupcich maximalné po péti.

6.3 Plotny je tfeba inkubovat podle podminek uvedenych v Tabulce 3.

6.3.1 Inkubace po uplynuti doporu¢ené doby by neméla byt provadéna, protoze to
muze vést k rastu v inhibi€nich zénach a k hlaseni izolatu jako falesSné
pozitivnich.

6.3.2 PFi vysetfovani citlivosti glykopeptidl jsou u nékterych kmen( Enterococcus

spp. rezistentni kolonie viditelné az po inkubaci trvajici plnych 24 h. Po
16-20 h sice Ize plotny odedist a hlasit pfipadnou rezistenci, ale izolaty, které
se po této dobé jevi jako citlivé, musi byt reinkubovany a znovu odecteny za
24 h.

1 Soucgast pravidla 15-15-15 minut: Suspenze inokula se o¢kuje do 15 minut od pfipravy, disky se
aplikuji do 15 minut od inokulace ploten a plotny se inkubuji do 15 minut od aplikace disku.
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Podminky inkubace ploten pro vysetrovani

Tabulka 3 | 5 timikrobialni citlivosti

Bakterie ‘ Podminky inkubace

Enterobacterales 35+ 1°Cnavzduchu, 182 h
Pseudomonas spp. 35+ 1°Cnavzduchu, 18+2h
Stenotrophomonas maltophilia 35+ 1 °Cnavzduchu, 18 +2 h
Acinetobacter spp. 35+ 1 °Cnavzduchu, 18 +2 h
Staphylococcus spp. 35+ 1 °Cnavzduchu, 18 +2 h
Enterococcus spp. 35 + 1°C na vzduchu, 18 £ 2 h (24 h pro glykopeptidy)
Aeromonas spp. 35+ 1°Cnavzduchu, 18+2h
Achromobacter xylosoxidans 35+ 1 °Cnavzduchu, 18 +2 h

Vibrio spp. 35+ 1 °Cnavzduchu, 18 £2 h

Bacillus spp. 35+1°Cnavzduchu, 18+2h
Burkholderia pseudomallei 35+ 1 °Cnavzduchu, 18 +2 h

Bacillus anthracis 35+ 1°Cnavzduchu, 17 +1h

Streptokoky skupin A, B,Ca G 35+ 1°Cnavzduchus 4-6 % CO2, 18+ 2 h
Streptococcus pneumoniae 35+ 1°Cnavzduchus 4-6 % CO2, 18+ 2 h
Skupina viridujicich streptokoku 35+ 1°Cnavzduchus 4-6 % CO2, 18+ 2 h
Haemophilus influenzae 35+ 1°Cnavzduchus 4-6 % CO2, 18+ 2 h
Moraxella catarrhalis 35+ 1°Cnavzduchus 4-6 % CO2, 18+ 2 h
Listeria monocytogenes 35+ 1°Cnavzduchus 4-6 % CO2, 18+ 2h
Pasteurella multocida 35+ 1 °Cnavzduchus 4-6 % CO2,18+2h
Brucella melitensis 35+ 1 °Cnavzduchus 4-6 % CO2,48+2h
Campylobacter jejuni a coli Viz Priloha A

Corynebacterium spp. 35+ 1 °C navzduchu s 4-6 % CO2, 18 + 2 h. |zolaty s

nedostatecnym rustem po 16-20 h jsou ihned reinkubovany a
inhibi¢ni zény se odecitaji po celkové dobé inkubace 40-44 h.

Aerococcus sanguinicola a urinae 35+ 1 °C navzduchu s 4-6 % COz, 18 + 2 h. Izolaty s
nedostatecnym rastem po 16-20 h jsou ihned reinkubovany a
inhibiéni zény se odecitaji po celkové dobé inkubace 40-44 h.

Kingella kingae 35+ 1 °C navzduchu s 4-6 % COz2, 18 + 2 h. Izolaty s
nedostateénym rdstem po 16-20 h jsou ihned reinkubovany a
inhibiéni zény se odeditaji po celkové dobé inkubace 40-44 h.
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7 Prohlizeni ploten po inkubaci

7.1 Spravné inokulum, dobfe rozetfené na plotny, poskytuje splyvavy narust.

7.1.1 Malo koncentrované inokulum vytvafi izolované kolonie a vySetfeni je nutno
opakovat.

7.2 Narast by mél byt rovnomérné rozprostfeny na agaru, aby inhibiéni zény byly

rovhomerné kruhové, ostré, s nevykousanymi okraji.

7.3 Kontroluje se, zda inhibi¢ni zény kontrolnich kmen( jsou v pfipustném rozmezi
(http://www.eucast.org, Sesky: VySetieni antibiotické citlivosti bakterii - SZU | Oficialni
web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) — Tabulky pro kontrolu kvality
EUCAST).
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8 Méreni zOn a interpretace citlivosti

8.1 Okraje zén u vSech antibiotik (neni-li stanoveno jinak v sekci 8.9) se odecitaji ve
vzdélenosti 30 cm od oka, od bodu UpIné inhibice viditelné pouhym okem. U obtizné
viditelnych zén pomuze naklonéni plotny do Uhlu 45 ° proti pracovnimu stolu.

8.2 Neobohacené plotny se odecitaji ze spodni strany proti tmavému pozadi v odrazeném
svétle.

8.3 Obohacené plotny se odeditaji po odstranéni vicka z horni strany v odrazeném svétle.

8.4 Plotny nelze odecitat v prochazejicim svétle (kdy je plotna umisténa proti svétlu) nebo
pomoci lupy, pokud neni stanoveno jinak (viz sekce 8.9).

8.5 Prameéry inhibi¢nich zén se méfi na nejbliz§i milimetr pravitkem nebo posuvnym
méritkem.

8.5.1 Pouziva-li se automaticky odecita¢ zon, musi byt kalibrovan podle

manualniho odecitani.

8.6 Praméry zon se interpretuji do kategorii citlivosti podle posledni verze tabulek
breakpointt na http://www.eucast.org (€esky: Klinické breakpointy - breakpointy a
navody - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz)).

8.7 Pokud se priméry zén odeditaji s pomoci Sablon, je zapotfebi umistit plotnu na
Sablonu a zény interpretovat podle breakpointll EUCAST vyznacenych na Sabloné. Je
tfeba se ujistit, Ze breakpointy na $abloné jsou podle posledni verze tabulek
breakpointl EUCAST. Program pro vyrobeni Sablony je volné dostupny na
http://bsac.org.uk/susceptibility/template-program.

8.8 Nékolik obrazku s pfiklady odecitani priméru inhibiCnich zon uvadi Reading Guide na
http://www.eucast.org (Cesky: VySetieni antibiotické citlivosti bakterii - SZU | Oficialni
web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) — Diskova difuzni metodologie
EUCAST — Navod k odecitani). Tento dokument také zahrnuje pokyny pro odecitani
specifickych kombinaci bakterie-antibiotikum.

8.9 Specifické pokyny pro odecitani:

8.9.1 Vyskytnou-li se dvojité zény, nebo odlisné kolonie uvnitf zén, kontroluje se
Cistota kultury a test se pfipadné opakuje. Pokud je kultura Cista, pak se
kolonie uvnitf inhibiéni zony pfi méFeni berou do uvahy.

8.9.2 Antagonisté v pidé mohou byt pfi€innou slabého ristu v zéné kolem disku

s trimetoprimem nebo trimetoprim-sulfametoxazolem. Takovy narust se
pfehlizi a primér zény se méfi od jejiho zfetelného okraje.

Izolaty Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans a
Burkholderia pseudomallei se hlasi jako citlivé, vytvafi-li kolem disku

s trimetoprim-sulfametoxazolem jakoukoli znamku inhibi¢ni zény = breakpoint
pro citlivost. Je tfeba upozornit, Ze uvnitf nékterych zén muze byt rist vyrazny.
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8.9.3

8.9.4

8.9.5

8.9.6

8.9.7

8.9.8

8.9.9

8.9.10

8.9.11

8.9.12

8.9.13

Pokud kmen roste az k disku a neni pfitomna Zadna znamka inhibice, hodnoti
se vysledek jako Zadna zoéna.

Aeromonas spp. a Brucella melitensis se odecitaji od okraje zfetelné inhibicni
zony kolem trimetoprim-sulfometoxazolu a jemné zastfeni nebo rlst v z6né se
prehlizi. Je-li vytvorfen zfetelny okraj vnitfni zony, odedita se zéna od tohoto
okraje.

U Enterobacterales s ampicilinem, ampicilin-sulbaktamem a
amoxicilin-klavulanovou kyselinou se pfehlizi jemny rast uvnitf zény, ktery se
vyskytuje u nékterych Sarzi MH agaru.

U Enterobacterales s temocillinem se prehlizi izolované kolonie uvnitf
inhibi¢ni zény a odecte se vnéjsi okraj zony.

U Enterobacterales s mecilinamem se pfehliZi izolované kolonie uvnitf
inhibi¢ni zony a odecte se vnéjsi okraj zony.

U Escherichia coli s fosfomycinem se pfehlizi izolované kolonie uvnitf
inhibi¢ni zony a odecte se vnéjsi okraj zony.

Plazivy rust Proteus spp. se prehlizi a odecita se inhibice rlstu.

Okraj zony kolem benzylpenicilinu 2 26 mm se u Staphylococcus aureus
prohlizi z pfedni strany plotny blizko svétla (v prochazejicim svétle). zolaty s
pramérem inhibiéni zény = breakpoint pro citlivost, ale s ostrymi okraji zén, se
hlasi jako rezistentni.

Pri detekci rezistence k meticilinu pomoci cefoxitinu u Staphylococcus spp. se
méFi prumér zretelné zény a pfi dobrém osvétleni se patra po koloniich uvnitf
inhibiéni zény. Tyto kolonie mohou byt bud’ zpisobeny kontaminaci nebo
expresi heterogenni rezistence k meticilinu.

Okraj zény kolem vankomycinu = 12 mm se u enterokok prohlizi z pfedni
strany plotny blizko svétla (v prochazejicim svétle). Neostré okraje zony a
kolonie uvniti zony ukazuji na rezistenci k vankomycinu a mély by byt dale
zkoumany. Izolaty nesmi byt hlaseny jako citlivé dfive nez za 24 h inkubaci.

U hemolytickych streptokokul se odecita inhibice ristu, nikoli inhibice
hemolyzy. B-hemolyza obvykle rist neobsahuje, zatimco a-hemolyza a rust
se vétSinou prekryvaji. Odlisit rist od hemolyzy napomaha naklanéni plotny
dopfedu a dozadu.

U H. influenzae a beta-laktamu se primér zony odecita od vnéjSiho okraje i
v pfipadé, kdy jasna inhibi¢ni zéna obsahuje oblast rustu kolem disku.

U Brucella melitensis s rifampicinem se zony peclivé zkoumaji, zda se v nich
nevyskytuji kolonie blizko okraje zény. Pfi odecitani je tfeba brat takové
kolonie v Gvahu.
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Kontrola kvality

9.1

9.11

9.2

9.3

9.4

9.4.1

9.5

9.5.1

9.5.2

Ke sledovani kvality vySetfeni se pouZivaji kontrolni kmeny (KK) uvedené v Tabulce
4. Zakladni doporuéené kontrolni kmeny jsou typicky citlivé kmeny. Pro ovéfeni metod
k detekci rezistence, zprostfedkované znamymi mechanismy, jsou urCeny rezistentni
KK (RozSifena kontrola kvality, Tabulka 5). KK mohou byt zakoupeny ze sbirek kultur
nebo z komer&nich zdroja.

Pro kontrolu inhibi€ni slozky v discich obsahujicich kombinaci

B-laktamu s inhibitory B-laktamaz se doporucuje pouzivat specifické kmeny
produkujici B-laktamazu (Tabulka 4). Tato kontrola se provadi rutinné.
Aktivni slozka se kontroluje pomoci citliveho KK kmene.

KK se uchovavaji v podminkach, které udrzuji zivotaschopnost a viastnosti kmena.
Vyhovuijici je skladovani kmenu na sklenénych koralcich pfi -70 °C v glycerolovaném
bujonu (nebo v podobné komeréni pomucce). Kazdy kmen by mél byt uchovavan ve
dvou lahvi¢kach, v jedné pro pouziti a v druhé v archivu jako pfipadna nahrazka
lahviCky pro pouziti.

Kazdy tyden se koralek z lahvi€ky pro pouziti subkultivuje na pfislusnou neselektivni
pladu a ovéfi se Cistota kultury. Z této Cisté kultury se kazdy den tydne pfipravi jedna
preockovat kazdy den. KK Ize pfeoCkovavat nejvySe za 6 dn, pak se plotny vyfadi a
znovu se pripravi nové Cisté plotny ze zmrazené lahvi¢ky pro pouziti. Po
vypotifebovani lahvi¢ky pro pouziti se nova lahvi¢ka pro pouziti pfipravi z archivované
lahvicky.

PFi subkultivaci KK se ockuje nékolik kolonii k prevenci selekce mutanta.

Ovéfuje se, zda vysledky jsou v pfipustnych rozmezich v EUCAST QC Tables na
http://www.eucast.org (Sesky: VySetfeni antibiotické citlivosti bakterii - SZU | Oficialni
web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) — Tabulky pro kontrolu kvality
EUCAST).

V tabulk&ch kontroly kvality EUCAST jsou uvedeny cilové hodnoty i rozmezi.
Opakovana vysetieni KK EUCAST by méla poskytnout nahodné rozdélené
hodnoty priméru v doporu¢eném rozmezi. Je-li poet méfeni = 10, pak
stfedni hodnota priméru zén by méla byt v blizkosti cilové hodnoty
(optimalné £ 1 mm od cilové hodnoty).

Ke sledovani kvality vySetfeni je nutno pouzivat doporu¢ené KK. Pouziva se
jednodenni kultura KK a stejny postup vySetieni citlivosti jako u klinickych izolatu.

Kontrolni testy by mély byt provadény a vyhodnocovany denné, nebo alespon Ctyfikrat
tydné u antibiotik v rutinni sestavé. Kontrolni testy by mély byt odecitéany a
vyhodnoceny pfed oznameni vysledku testu citlivosti.

Kazdy den, kdy se provadi vySetieni, se zkontroluji vysledky poslednich 20
testl. Prozkoumaiji se vysledky z hlediska trendu a zén, které opakované
spadaji nad nebo pod cilovou hodnotu.

Pokud dva z testd nenasledujicich po sobé jsou mimo rozmezi, avSak na
stejné strané cilové hodnoty, Ize vysledek vySetieni citlivosti klinického
izolatu hlasit, je vSak zapotiebi vysetfit pfiinu.
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9.5.3

9.54

955

9.6

9.6.1

9.6.2

Pokud jsou dva po sobé jdouci testy mimo rozmezi, nebo pokud je mimo
rozmezi vice diskl vySetfenych v tyz den, je zapotfebi pfed hlaSenim
vysledku vySetfit pficinu. Test mozna bude nutno opakovat.

Neni-li prokazana rezistence u rezistentniho KK, je nutno pozastavit vySetreni
citlivosti klinickych izolata, vySetfit pfiinu a rezistentni KK znovu otestovat.

PFi hledani moznych pfic¢in chyb u diskové difuze je tfeba vzit do uvahy
problémy vztahujici s k diskiim s antibiotiky, médiim, podminkam vySetfeni a
KK.

Kromé rutinni kontroly kvality je u kazdé nové Sarze Mueller-Hintonova agaru nutno
oVvéfit, zda jsou vSechny zbény v pfipustném rozmezi. U kazdé nové Sarze je nutno
také zméfit, zda vySka agaru je v pfipustném limitu.

Nepfijatelné odchylky se mohou vyskytnout v téchto souvislostech s kvalitou pady: u
aminoglykosidu a dvojmocnych kationtd, u tigecyklinu a hof¢iku, u
trimetoprim-sulfametoxazolu a obsahu tyminu a tymidinu, u erytromycinu a
nevhodného pH. Vyska agaru nad nebo pod pfipustnym limitem je pfi¢innou
vytvareni mensich, respektive vétSich pramér( zén.

Na vy$8i nebo niz$i obsah dvojmocnych kationtd (Ca?*, Mg?*) v padé ukazuje
vytvareni inhibiénich zén kolem diskd s aminoglykosidy pod, respektive nad
limity kontroly kvality u P. aeruginosa ATCC 27853.

Na nadbytek tyminu a tymidinu v pudé ukazuje vytvareni inhibi¢nich zén
kolem disku s trimetoprim-sulfametoxazolem pod limity kontroly kvality u
E. faecalis ATCC 29212.
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Tabulka 4

Kontrolni kmeny pro rutinni kontrolu kvality

Bakterie

Kmen

Vlastnosti

Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

ATCC 25922
NCTC 12241
CIP 76.24
DSM 1103
CCUG 17620
CECT 434
CNCTC 5276

ATCC 35218
NCTC 11954
CIP 10218
DSM 5923
CCUG 30600
CECT 943
CNCTC 5321

ATCC 700603
NCTC 13368
CECT 7787

ATCC BAA-2814

ATCC 27853
NCTC 12903
CIP 76.110
DSM 1117
CCUG 17619
CECT 108
CNCTC 5482

ATCC 29213
NCTC 12973
CIP 103429
DSM 2569
CCUG 15915
CECT 794
CNCTC 5480

ATCC 29212
NCTC 12697
CIP 103214
DSM 2570
CCUG 9997
CECT 795
CNCTC 5483

ATCC 49619
NCTC 12977
CIP 104340
DSM 11967
CCUG 33638
CNCTC 5043

ATCC 49766
NCTC 12975

Citlivy, divoky typ

TEM-1 R-laktamaza, ampicilin rezistentni
(pro kontrolu inhibi¢ni slozky v discich
obsahujicich kombinaci B-laktamu s inhibitory)

Producent ESBL (SHV-18) (pro kontrolu inhibi¢ni
slozky v discich obsahujicich kombinaci
B-laktamU s inhibitory)

KPC-3, SHV-11 a TEM-1

Citlivy, divoky typ

Slaby producent B-laktamazy

Citlivy, divoky typ

Snizena citlivost k benzylpenicilinu

Citlivy, divoky typ
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CIP 103570
DSM 11970
CCUG 29539
CNCTC 5105

Campylobacter jejuni ATCC 33560 Citlivy, divoky typ
NCTC 11351 Pro podminky vySetfeni, viz Pfiloha A
CIP 702
DSM 4688
CCUG 11284
CNCTC 7365

DalSi kontrolni kmeny k detekci specifickych mechanismu

Tabulka 5 , vrv .
rezistence (rozsirena kontrola kvality)

Bakterie Kmen Vlastnosti

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Producent ESBL (SHV-18)
NCTC 13368
CCUG 45421
CECT 7787
CNCTC 7439

Staphylococcus aureus NCTC 12493 mecA pozitivni, meticilin rezistentni (MRSA)
CCUG 67181

Enterococcus faecalis ATCC 51299 Aminoglykosid-modifikujici enzym (High-level
NCTC 13379 aminoglycoside resistant, HLAR) a
CIP 104676 vankomycin rezistentni (vanB pozitivni)
DSM 12956
CCUG 34289
CNCTC 5530

Haemophilus influenzae ATCC 49247 Snizena citlivost k B-laktamim zplsobena
NCTC 12699 mutacemi PBP
CIP 104604
DSM 9999
CCUG 26214
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Priloha A

Diskova difuzni metoda pro Campylobacter jejuni a coli

PFi vysetfovani citlivosti diskovou difuzni metodou EUCAST u Campylobacter jejuni a coli
musi byt dodrZen nasledujici postup (Tabulka A1).

Tabulka A1

Diskova difuzni metoda pro Campylobacter jejuni a coli

Pada

Mueller-Hinton agar s 5 % defibrinované konské krve a 20 mg/l B-NAD
(MH-F).

Plazivému rastu Ize predejit suSenim ploten MH-F pred inokulaci (pfi
20-25 °C pfes noc, nebo s odstranénym vickem pfi 35 °C po dobu 15 min).

Inokulum

0,5 McFarland

Inkubace

Mikroaerobni prostredi
41+1°C
24+1h

Rust po inkubaci by mél byt splyvavy. Nékteré izolaty C. coli po 24 h
dostateéné nerostou. Takove izolaty je nutné ihned po odeéteni dale
reinkubovat a inhibi¢ni zény se odecitaji po celkové inkubaci 40-48 h.

Inkubacni teplota 41 + 1 °C zaijistuje optimalni podminky pro rust
Campylobacter spp.

Odecditani

Odecitaji se MH-F plotny zepfedu po odstranéni vicka v odrazeném svétle.
Okraje z6n se odecitaji na plotné vzdalené cca 30 cm od oka, naklonéné ve
45 ° Uhlu nad pracovnim stolem, v misté UplIné inhibice rlstu na okraji
inhibiéni zony.

Kontrola kvality

Campylobacter jejuni ATCC 33560
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