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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkousSeni zpdsobilosti PT#M/5-2/2024 byl zaméfen na bakteriologickou diagnostiku.
Navrh a realizace PT#M/5-2/2024 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 Safrankova, Ph.D., Mgr. Ondfej Daniel, RNDr. Vladislav Jakubd, Ph.D.

Zpravu autorizoval:
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-2/2024

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-2/2024

Identifikace cyklu: EHK 1404

Nazev PT: Bakteriologicka diagnostika

Koordinator: RNDr. Renata Safrankova, Ph.D.

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

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 zavéretné zpravy

Pocet Ucastnikad: 112

Termin distribuce vzorkd: 6. 5. 2024

Informace Ucastnikdim: viz Informace pro UCastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkl | 27. 5. 2024

Ucastniky:

Oznaceni vzorkovnic: EHK-1404/1-5/2024

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 primeér vSech hodnocenych laboratoti minus 2

odchylky: smeérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce:
Limit = aritmeticky prmér 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 neuspésné.

Termin uverejnéni 6. 6. 2024

predbéznych vysledkd:

Termin uverejnéni zavérecné | Do 19. 8. 2024

zZpravy:

2. Zptisob pFipravy 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 pfi -80°C.

2.2 Zpracovani vychoziho materialu
Kultury bakterii jsou pred pouzZitim rozmrazeny, lyofilizované kultury rehydratovany
Zivnym bujonem a poté naockovany na Zivnha média a inkubovany v termostatu pfi

teploté 36°C. Médium se oznaci datem ockovani a identifikaci mikroorganismu. Dle
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druhu mikroorganismu jsou naockovany 2 — 4 zivné pldy. 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 mikroorganisml 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. mil?l). 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 101); prenesenim 1ml z fedéni 10! do 9ml fyz. roztoku se pfipravi
fedéni 102, prenesenim 1ml z fedéni 102 do 9ml fyz. roztoku redéni 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. Rozpinéné 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 lahvic¢kami se vloZi do mraziciho boxu na -80°C. Po 3 hodinach se plosina s lahvi¢kami
vlozi do lyofilizacniho pristroje, kde probiha vlastni lyofilizace (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. Streptococcus sk. C (betahemolyticky)
2. Morganella morganii
3. Salmonella Infantis
4. Streptococcus pneumoniae
5. Pseudomonas aeruginosa

4. Zplsob 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 prmér minus dvé smérodatné odchylky.
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5. Vyhodnoceni

Za identifikaci signifikantniho patogena ve 3 vzorcich mohly laboratofe ziskat
maximalné 6 bodl, vzorek 3 se nehodnotil. Bodovani pro identifikaci bylo provedeno
ve stupnici 2, 1 a 0 bod@. Hodnoceni (resp. bodovani) vysetieni citlivosti k antibiotiklim
se z technickych dlvodd jiz neprovadi, k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek
4 abs).

Graf 1: Pocet bodul za spravnou identifikaci.
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Maximalniho poctu bodl pfi identifikaci dosahlo 111 laboratofi, tj. 99,1%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 5,604 bodl, (aritmeticky prlmér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 5,982 — (2x0,189) = 5,604). Tohoto limitu dosahlo 111 laboratori, 1
laborator tento limit nesplnila.

Vysledky zicastnénych laboratori

VZOREK 1: Vytér z krku od pacienta s bolestmi v krku a horeckou.

ODPOVED: Streptococcus sk. C (betahemolyticky)
Vzorek dale obsahoval: Neisseria lactamica, Streptococcus oralis

identifikace frekvence | body | procento
Streptococcus sk. C 48 2 42,9%
Streptococcus dysgalactiae 63 2 56,2%
Signifikantni bakt. patogen nepritomen 1 0 0,9%
Celkem 112 100%
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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 nelinila obtize a kromé jedné
laboratore, ktera do vysledku neuvedla zadné agens, ziskaly vSechny laboratore po

dvou bodech.

VZOREK 2: Izolat z moce (signifikantni bakteriurie).

ODPOVED: Morganella morganii

identifikace frekvence | body | procento
Morganella morganii 112 2 100%
Celkem 112 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bod@ za minuly rok uvedlo spravny

vysledek 20 laboratofi. Vzorek je mozno hodnotit.

VSechny laboratore odpoveédely spravné a byly jim udéleny dva body.

konzumaci kureciho masa.

VZOREK 3: Stolice od 30letého pacienta se zvracenim a vodnatym prlijmem po

ODPOVED: Sa/monella Infantis

Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca

identifikace frekvence | procento
Salmonella Infantis 57 51%
Salmonella sk. C1 31 28%
Salmonella sk. O:7 15 13%
Salmonella spp. 8 7%
Salmonella Bareilly 1 1%
Celkem 112 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny

vysledek 12 laboratori. Vzorek se nehodnoti.

Statni zdravotni Ustav
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Jako vzorek byl rozeslan kmen Sa/monella Infantis antigenni struktury 6,7 : r: 1,5.
PInou sérotypizaci zaslaného kmene, Sa/monella Infantis 6,7 : r : 1,5, dokazalo urcit
57 laboratori z celkového poctu 112, cozZ je vice nez jedna polovina ze zUc¢astnénych
laboratori — 51 %.

Jedna laborator ve svych vysledcich uvedla, Ze se jedna o Sal/monella Bareilly 6,7 : vy :
1,5.

Ctyficet Sest laboratofi (tj. 41 % ze vdech z(castnénych) spravné urdilo pouze
somaticky antigen a vyhodnotily kmen salmonely jako zastupce skupiny C1, pripadné
0:7.

Osm laboratori jako hlavni vysledek uvedlo identifikaci do rodu.

Dale uvadime prehled nejCastéji hlaSenych sérotypli za rok 2023. Z tabulky 1 je patrng,
ze Salmonella Infantis je ¢tvrtym nejcastéjSim sérotypem na tzemi CR. Stejné jako v
predchozich letech nejvétsi podil pfipada na Sa/monella Enteritidis (80,2 %) dale na
Salmonella Typhimurium (5,5 %) a na tretim misté je Sa/monella Thompson (1,9 %),
ktera vystfidala monofazickou S. Typhimurium. VysSi zastoupeni S. Thompson bylo
zplsobeno epidemickym vyskytem v Kralovéhradeckém kraji.

Tabulka 1: Zastoupeni sérotypi hlasenych v roce 2023 na izemi CR
(data k 25. 03. 2024, zdroj ISIN)

v | s y zastoupeni z celkového poctu
poradi | serotyp pocet hlasenych salmonel
1. S. Enteritidis 6181 80,2 %
2. S. Typhimurium 421 55%
3. S. Thompson 145 1,9%
4, S. Infantis 76 1,0 %
5. S. Typhimurium monofazicka | 74 1,0 %
celkem tyto sérotypy 6897 |89,5 %

Zprava agentury EFSA (EFSA 2023) uvadi, ze S. Infantis je striktné vazana na brojlery
(mysleno ve smyslu zdroje, az v 95,6%). V ramci EU byl v roce 2022 tento sérotyp
evidovan taktéz mezi péti nejcastéjsimi, které zplsobuiji lidské infekce (EFSA, 2023).
Radi bychom pripomnéli, ze v souvislosti s epidemiologickym Setfenim je nutné
sérotypy salmonel od sebe dlsledné odliSovat. V pfipadé nejasnosti prosime o doruceni
kmene do NRL pro salmonely.

Literatura

[1] European Food Safety Authority (EFSA); European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC). The European Union One Health 2022 Zoonoses Report. EFSA J.
2023;21(12):e8442. Published 2023 Dec 12. doi:10.2903/j.efsa.2023.8442

VZOREK 4: Izolat z hemokultury od pacienta s pneumonii.

ODPOVED: Streptococcus pneumoniae
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identifikace frekvence | body | procento
Streptococcus pneumoniae 112 2 100%
Celkem 112 100%

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 vysettit citlivost k témto antibiotiklm:
penicilin (PEN), erytromycin (ERY). Izolat Streptococcus pneumoniae je pri
standardnim davkovani citlivy (C) k penicilinu i k erytromycinu.

VSech 112 zlcastnénych laboratofi identifikovalo spravné vzorek do druhu. Laboratore
byly 100 % i v interpretaci vySetfeni citlivosti, kdy spravné urcily citlivost jak
k penicilinu, tak k erytromycinu.

Tabulka 2 obsahuje breakpointy (BP) priimérl inhibi¢nich zén a minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) penicilinu a erytromycinu namérené v NRL pro antibiotika a vysledky
laboratofi.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Streptococcus pneumoniae.

Vysledky laboratofi
a2
Priméry IZ (mm) MIC (mgll) Kategqne / spravny
Obsah absolutni pocet vjsledek
Antibiotikum | o2 laboratofi®
disku ) p , :
breakpoint | rozmezihodnot | breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
C2 | R< vNRL* C< | R>|  vNRL™
penicilin - - - - 0,06 2 0,016 - 0,016
oxacilin Tng | 20 | 20 22-23 S - : M2 0] 0} 100
erytromycin | 15pg | 22 22 23-24 025|025 | <0,03-<003 |112| O 0 100

11Z - 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

- nepouZzito pro testovani

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

| VZOREK 5: Pseudomonas aeruginosa |

PoZadavek byl vysetfit citlivost k témto antibiotiklim: meropenem (MER), tobramycin
(TOB).

Celkové vysledky vySetreni citlivosti izolatu 5 jsou v tabulce 3, ktera obsahuje BP
inhibi¢nich zon (1Z) a MIC pro meropenem a tobramycin, hodnoty namérené v NRL pro
antibiotika a vysledky laboratofri.
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Tabulka 3. Vysledky vysetreni citlivostil kmene 5 Pseudomonas aeruginosa.

Viysledky laboratofi
- Kategorie?/ L
Priméry IZ (mm) MIC (mgll) absolutni podet spravny
Obsah laboratof vysledek
Antibiotikum | disku -
breakpoint | 1ozmezi hodnot breakpoint rozmezl
naméfenych hodnot ¢ | | | R | %
C=z R< v NRL* C< R> namerenyCh
v NRL*
meropenem | 10 ug | 20 14 6-8 2 8 >16->16 0 0 | 112 100
tobramycin | 10pug | 18 18 21-22 2 2 0,5-1 110 | 1 0 98,21

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

Kmen Pseudomonas aeruginosa je rezistentni (R) k meropenemu a pri standardnim
davkovani citlivy (C) k tobramycinu. Laboratore velmi dobre interpretovaly citlivosti
obou antibiotik, pouze jedna laborator interpretovala vysledek tobramycinu jako citlivy
pri zvySené expozici (I) — tuto kategorizaci vSak EUCAST u kombinace Pseudomonas
aeruginosa/tobramycin neuvadi. Jedna laboratof tobramycin nevysetfila vibec.

Diskuse

VySetreni citlivosti a nasledna interpretace u vzorkd Cislo 4 a 5 necinila problémy.

U Streptococcus pneumoniae ma EUCAST pro stanoveni citlivosti na beta-laktamova
antibiotika vyvinuty diagram zaloZeny na testovani disku oxacilinu. Hodnota nad 19
mm vylucuje vSechny mechanismy rezistence vici beta-laktamdm a kmen se pak da
hlasit jako citlivy.

Izolat Pseudomonas aeruginosa je interpretovan jako rezistentni k meropenemu jak za
pouziti breakpointl (BP) pro meningitidu, tak i pfi BP pro jiné indikace. Kmen nenese
Zzadnou karbapenemazu, obsahuje pouze prirozenou beta-laktamazu blaOXA-486 a
ziskanou cefalosporinazu blaPDC-24. Rezistence k meropenemu je zplsobena mutaci
vV genu pro poriny vnéjsi membrany.

U tobramycinu by mél byt bran zretel na to, z jakého materialu izolat pochazi. Klinicky
BP 2 mg/I je nastaveny pro nekomplikované UTI, pfi systémovych infekcich je treba
k vySe uvedenému BP pristupovat dle instrukci uvedenych v dokumentu ,Breakpointy
v zavorkach" (https://szu.cz/wp-
content/uploads/2023/06/Breakpointy v zavorkach 1 12 2021.pdf).

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/
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6. Zaveéer

Celkem byly vzorky rozeslany 112 laboratorim, 112 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 111 laboratofi.

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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