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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-3/2018

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT

Identifikace kola/cyklu:

PT#M/5-3/2018-EHK-1032/4. 9. 2018

Nazev: EHK-Bakteriologicka diagnostika

SzU — Centrum epidemiologie a mikrobiologie — AP CEM
Poskytovatel: Srobarova 48, Praha 10, 100 42

tel.: + 420 267082250, fax.: + 420 267082427
Vedouci ESPT Ing. Véra Vrbikova
Koordinator: Mgr. Renata Safrankova
Subdodavatel: neni

Charakteristika materialu:

Simulovany klinicky vzorek
1. Signifikantni bakteridlni patogen nepfitomen
2. Bacteroides fragilis
3. Plesiomonas shigelloides
4. Klebsiella pneumoniae
5. Campylobacter jejuni

Podstata a Ucel EHK:

identifikace bakterialnich patogend a stanoveni citlivosti
k antimikrobnim preparatiim

Kritéria pro Ucast na EHK:

Ucast neni omezena

Zplsob pripravy:

viz Protokol o pfipravé vzorkd

Mnozstvi pfipravovaného test.
materialu:

cca pro 135 laboratofi

Ocekavany pocet:

121 laboratori

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1032/1-5/2018

Zabezpeceni kvality vzorku:

U 5 ndhodné vybranych lyofilizatd kaZzdého vzorku je provadéna
1. Kontrola viability vzorku
2. Kontrola pfitomnosti nezadouci kontaminace

Stabilita: zabezpecena vlastni lyofilizaci

Metrologicka navaznost:

viz Protokol o pripravé vzorkd

Termin testu stability:

Nejméné 14 dni pred distribuci vzorkd

Termin distribuce vzorka:

4. 9. 2018 (humanni lab.); 25. 9. 2018 (veterinarni lab. — vzorek 4,
5)

Podminky distribuce a
uchovavani vzorkd:

kratkodobé uchovavani pfi 4 — 8°C

preprava pii pokojové teploté v trojitém obalu pfepravcem se
sluZzbou preprava nebezpectného zboZi dle reguli ADR pro silni¢ni
prepravu

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Pocet Gcastniky:

121

Zpisob distribuce:

prepravcem se sluzbou preprava nebezpecného zboZzi
Prilohy: formulaF pro zapis vysledkd a pokyny ucastnikiim

Predani vysledkd:

pisemné do 25. 9. 2018 (hum.lab.) a do 10. 10. 2018 (vet.lab.) na
predepsanych formulafich

Zplsob vyhodnoceni
vysledkd:

- kvalitativni

(dosazeni bodového limitu za identifikaci signifikantnich patogend
pro danou sérii se vypocitava dle vzorce (Limit = aritmeticky prdmér
minus dvé smérodatné odchylky))

Urceni maximalni smérodatné | Neprovadi
odchylky:

Urceni prijaté vztazné Vysledky NRL
hodnoty:

Termin zverejnéni zavérecné
zZpravy:

Do 12 tydnl po predani vysledkl k hodnoceni
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-3/2018

2. Priprava vzorku

Kultury bakterii jsou pred pouZitim rozmrazeny, lyofilizované kultury rehydratovany
Zivnym bujonem a poté naockovany na zivna média a inkubovany v termostatu pfri
teploté 35°C. U jednotlivych mikroorganisml byla ovérena identifikace (mikroskopie
dle Grama, biochemicka identifikace, prip. sérologicka identifikace). Pred lyofilizaci je
vizualné ovéren rlst a Cistota kultury. Narostlé kultury mikroorganismd jednotlivych
vzorkl (1-5) jsou setfeny sterilnim vatovym tamponem z povrchu agaru a
resuspendovany ve 4 ml fyziologického roztoku tak, aby denzita vysledného zakalu
odpovidala McFarlandovu standardu 6. U vzorku 3 bylo pripraveno fedéni zakalu
komenzalnich bakterii 10-2-stfedné obtiznd izolace az 103-obtiznd izolace.
Automatickou pipetou je napipetovano 0,7 ml vzniklé suspenze nebo pozadovaného
redéni do 70 ml lyofilniho média. Suspenze je rozplnéna v objemu priblizné 0,5 ml do
sklenénych lahvicek a po zmrazeni vzorkd provedena vlastni lyofilizace (SOP-
NRL/CNCTC-01 a SOP-NRL/CNCTC-09). Lahvicky jsou skladovany v chladnic¢ce pfi
teploté 4 — 8°C.

3. Hodnoceni

Celkem byly vzorky rozeslany 121 laboratofim, vSechny laboratore odeslaly vysledek
do zavérecného terminu. Za identifikaci signifikantniho patogena ve 4 vzorcich mohly
laboratore ziskat maximalné 8 bodU; za vySetieni citlivosti mohly laboratofe obdrzet
celkem 5 bodl. Hodnoceni vysetfeni citlivosti je pouze orientacni a toto bodové
ohodnoceni se nezapocitava do limitu nutného pro Uspésné absolvovani série EHK.
Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1, 0 a —1 bodd.

Graf 1: Pocet bodUl za spravnou identifikaci.

poget T
laborato Fi
120 p
e
100 A d
e
/'/
80 17
////
e
60 ~
pd
/’/
40 p
/// 4
20 y B
0 L e
5 6 7 8
poéet bod

Maximalniho poctu bod( pfi identifikaci dosahlo 115, tj. 95% laboratofi. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 6,991 bodd, (aritmeticky primér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 7,901 — (2x0,455) = 6,991). Tohoto limitu dosdhlo 116 laboratori, 5
laboratofi tento limit nesplnilo.
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-3/2018

4. Vysledky zGcastnénych laboratori

VZOREK 1: Vytér z krku od 10 letého ditéte s bolestmi v krku.

ODPOVED: Signifikantni bakterialni patogen nepfitomen
Vzorek dale obsahoval: Haemophilus parainfluenzae, Neisseria lactamica,
Streptococcus oralls

identifikace frekvence | body | procento
Signifikantni bakterialni patogen 117 2 96,7%
nepritomen

Haemophilus parainfluenzae. 4 0 3,3%
Celkem 121 100%

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

Spravny vysledek, tj. signifikantni patogen nepritomen, uvedlo celkem 117 laboratori
(96,7 %).

Rutinni mikrobiologické vySetfeni vytéru z krku slouzi k detekci Streptococcus
pyogenes, jako nejcastéjsiho plivodce vyvolavajiciho bakterialni tonzilofaryngitidu.
Méné Casto se uplatniuji streptokoky skupiny C a G, prlibéh onemocnéni je mirn&jsi nez
u S. pyogenes, komplikace se vyskytuji zfidka a nikdy nedochazi ke vzniku revmatické
horecky [1]. Dalsi vzacnou pFiCinou tonzilofaryngitidy mdze byt Arcanobacterium
haemolyticum, Corynebacterium diphtheriae a Neisseria gonorrhoeae.

Haemophilus parainfluenzae, Neisseria lactamica i Streptococcus oralis, které byly ve
vzorku obsazeny, jsou soucasti normalni fléry dutiny ustni a hornich cest dychacich,
proto byly 4 laboratofim, které urcily jako signifikantniho patogena H. parainfluenzae,
odebrany 2 body. BéZnou soucasti oralni mikrofldry jsou i tzv. patogenni bakterie, napr.
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Neisseria
meningitidis, které jsou pri¢inou zavaznych onemocnéni, avSak v této lokalizaci jsou
nalézany pouze jako komenzalni bakterie a nemaji kauzalni vztah k zakladnimu
onemocnéni (tonzilofaryngitida), pro které je vytér z krku provadén.

Literatura

[1] Benes 1. Infekéni Iékarstvi, Galen, 2009

VZOREK 2: Izolat z hnisu z nitrobrisniho abscesu

ODPOVED: Bacteroides fragilis
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-3/2018

identifikace frekvence | body procento
Bacteroides fragilis 117 2 96,7%
Bacteroides fragilis group 1 2 0,8%
Bacteroides sp. 1 2 0,8%
Bacteroides fragilis + Granulicatella 1 1 0,8%
elegans/adiacens

Capnocytophaga ochracea 1 0 0,8%
Celkem 121 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 19 laboratofi. Vzorek je mozno hodnotit.

119 laboratori, tj. 98,3%, uvedlo spravnou identifikaci (rodova identifikace byla u
tohoto vzorku postacujici), coz je oproti minulé sérii EHK-798 [1], kdy odpovédeély
spravné vsechny laboratore, mirné zhorseni.

V této sérii se jednalo o izolat z hnisu z nitrobfiSniho abscesu; etiologie nitrobfisSnich
infekci je zpravidla smiSend, nejcastéji s podilem B. fragilis, enterobakterii,
anaerobnich kokl a enterokokd.

Literatura

[1] Kolinska R, Marejkova M., Urbaskova P, Zavadilova J.: EHK-798, Bakteriologicka
diagnostika. Zpravy CEM (SZU, PRAHA) 2013; 22(8): 270-272.

VZOREK 3: Stolice od pacienta s vodnatym prijmem.

ODPOVED: Plesiomonas shigelloides
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Morganella morganii

identifikace frekvence |body |procento
Plesiomonas shigelloides 120 2 99,2%
Plesiomonas shigelloides + Morganella 1 1 0,8%
morganil

Celkem 121 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.
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Plesiomonas shigelloides je oxidaza-pozitivni tyCka patfici do radu Enterobacterales a
predstavuje jediny druh rodu Plesiomonas. Na nutrient agaru tvori kolonie se
"shigelovym pachem", je pozitivni na dekarboxylazy a inozitol, jinymi biochemickymi
znaky pripomina Shigella dysenteriae 2. Je dobre identifikovatelny jak pomoci
komercnich a konvencnich biochemickych testl, tak i pouzitim MALDI-TOF MS.

P. shigelloides se vyskytuje ve vodg, u zivoCichl, ryb a ptakl a obojZivelnikd. U lidi je
plvodcem gastroenteritid, ale i mimostievnich infekci (septikémie, meningitidy,
cholecystitidy), a to zejména u imunitné oslabenych osob [1,2].

VSechny Ucastnéné laboratore spravné urcily P. shigelloides jako signifikantniho
patogena, jediné laboratori, ktera pripsala nespravné i Morganella morganii jako
signifikantni nalez, bude odebran jeden bod.

Literatura

[1] Jorgensen JH, Carroll KC, Funke G, Pfaller MA, Landry ML, Richter SS, Warnock DW.
Manual of clinical microbiology 11th Edition. ASM press, Washington, DC 2015.
doi:10.1128/9781555817381.

[2] AHEM, priloha ¢.4/1987. Metodické a informacni materidly pro hygienickou sluzbu.
E.Aldov3, strana 4.

VZOREK 4: Izolat z krve u muze s urosepsi.

ODPOVED: Klebsiella pneumoniae

identifikace frekvence | body | procento
Klebsiella pneumoniae 120 2 99,2%
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 1 2 0,8%
Celkem 121 100%

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

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit jeho citlivost k cefotaximu,
ceftazidimu a k meropenemu. Spravnou identifikaci uvedlo vSech 121 laboratofi.
Celkové vysledky vysetieni citlivosti kmene ze vzorku 4 jsou v tabulce 1, ktera obsahuje
breakpointy inhibicnich zén (1Z) a minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) pro citlivé
izolaty Enterobacterales, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a vysledky
laboratofi.
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Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti kmene 4 Klebsiella pneumoniae

Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) Spravné vysledky
Obsah breaknoint rozmezi breaknoint rozmezi
Antibiotikum Zdroj disku poin hodnot pon hodnot kate- | pocet
pro citlivé Y pro citlivé . ) A
Mg kmeny naméfenych kmeny naméfenych | gorie | laboratofi | %
v NRL* v NRL**
EUCAST[1] | 5ug =220 16 - 17
cefotaxim <1 4-4 IR*™* | 114/121 | 94,2
CLSI[2] 30 ug > 26 24 - 26
EUCAST [1] | 10 ug =222 23-24 <1
ceftazidim 1-1 C 115/121 | 95,0
CLSI[2] 30 pg =21 27-28 <4
EUCAST [1] =22 <2
meropenem 10 g 26 - 26 0,25-0,25 C 117121 | 96,7
CLSI[2] =23 <1

IZ: inhibiéni zona; MIC: minimalni inhibiéni koncentrace; * 5 méfeni diskovou difuzni metodou EUCAST; ** 5 méfeni diluéni
mikrometodou EUCAST; C: citlivy, R: rezistentni; *** intermediarni kategorie uvedena na zakladé vysledk( UK NEQAS, blize

viz Zaveér

| VZOREK 5: Campylobacter jejuni

Kmen 5 je citlivy k erytromycinu a rezistentni k ciprofloxacinu. Celkové vysledky
vySetieni citlivosti u kmene 5 jsou v tabulce 2, ktera obsahuje breakpointy inhibi¢nich
z6n (I1Z) a MIC pro citlivé izolaty C. jejuni, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a
vysledky laboratofi.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti kmene 5 Campylobacter jejuni.

Prlméry IZ (mm) MIC (mgll) Sprévné vysledky
Obsah breaknoint rozmezi breaknoint rozmezi
Antibiotikum | Zdroj disku | cipmvé hodnot - c?tlivé hodnot | kate- | podet
pkmen naméfenych pkmen naméfenych | gorie | laboratofi | %
Y1 VNRL y vNRL™
EUCAST [1] 220 <4
erytromycin 15 ug 31-32 05-1 C | 120121 | 99,2
CLSI[3] =16 <8
EUCAST [1] =26 <05
ciprofloxacin 5 ug 6-6 >4->4 R | 120/121 | 99,2
CLSI[3] =24 <1

IZ: inhibiéni zéna; MIC: minimalni inhibiéni koncentrace; * 5 méreni diskovou difuzni metodou EUCAST; ** 5 méfeni dilu¢ni
mikrometodou EUCAST; C: citlivy, R: rezistentni.

Zaveér

Kmen 4 byl soucasti kontroly kvality, zaslané z UK NEQAS ucastnikim EARS-Net pod
Cislem 4321. Referencni vysledky vysetreni citlivosti UK NEQAS udavaji, ze kmen k
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-3/2018

4321 je k cefotaximu intermediarni/rezistentni a k ceftazidimu a meropenemu citlivy.
Vysledky NRL pro antibiotika byly v souladu s vysledky UK NEQAS.

Nékolik laboratori hlasilo u kmene 4 vyskyt morfologicky odliSnych kolonii s rozdilnou
citlivosti k cefotaximu (a k aminoglykosid@im).

V NRL pro antibiotika byla primokultura i subkultura kmene 4 na MH agaru homogenni,
disociované kolonie nebyly pozorovany a citlivost byla vySetfena obvyklym zplsobem.
Po upozornéni nékterych Gcastnikll EHK 1032 na disociaci kultury ze vzorku 4 byly
morfologicky odliSné kolonie pozorovany az po vyockovani na selektivni McConkey
agar. U téchto morfologicky rozdilnych kolonii potvrdila NRL pro antibiotika malé
odchylky v hodnotach MIC a inhibi¢nich zén u cefotaximu, které vSak neovlivnily
kategorii citlivosti. Rozdil v kategorii byl zaznamenan u gentamicinu (MIC 0,5 mg/I u
svétlych kolonii a > 16 mg/l u tmavych kolonii), gentamicin vSak nebyl v EHK 1032
pozadovan.

Pri vySetreni citlivosti z lyofilizatu se po vyockovani na prislusné kultivacni, pripadné
selektivni ptidy, doporucuje nejvyse jedna pasaz vyrostlych kolonii (viz Privodni dopis
k EKH Bakteriologicka diagnostika). Pady zvolené pro kultivaci musi zahrnovat i
neselektivni pldu (agar MH, pfipadné MH-F pro narocné bakterie) pro relevantni
vysetreni citlivosti. Nedodrzeni téchto podminek (opakované pasaze kultury, vysetreni
citlivosti ze selektivni pddy) mdze mit vliv na stimulaci disociace kultury s rozdilnymi
vlastnostmi kolonii véetné odliSné antibiotickeé citlivosti.

U kmene 5 nékolik laboratofi nahlasilo problémy s rlstem kmene, coz mohlo byt
zplsobeno kultivaci lyofilizovaného kmene na selektivnim medium v kombinaci s nizsi
teplotou nez doporucenych 42°C. VSem dotéenym laboratofim byl zaslan nahradni
vzorek na tamponu.

Literatura

[1] European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial breakpoint
tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 8.1, valid from 2018-01-01
[on-line]. Dostupny z WWW: http://www.eucast.org/clinical breakpoints/

[2] CLSI. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 28th ed. CLSI
supplement M100-S. Wayne, Pa. Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018.

[3] CLSI. Methods for antimicrobial dilution and disk susceptibility testing of infrequently
isolated or fastidious bacteria. 3rd ed. Wayne, Pa. Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2015.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série postupuite, prosim, dle reklamacniho fadu.
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