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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-1/2020

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT

Identifikace kola/cyklu:

PT#M/5-1/2020-EHK-1113/17. 2. 2020

Nazev: EHK-Bakteriologicka diagnostika
SzU - Centrum epidemiologie a mikrobiologie — AP CEM
Poskytovatel: Srobérova 49/48, Praha 10, 100 00
tel.: + 420 267082258
Vedouci ESPT Ing. Véra Vrbikova
Koordinator: Mgr. Renata Safrankova
Subdodavatel: neni

Charakteristika materialu:

Simulovany klinicky vzorek
1. Arcanobacterium haemolyticum
2. Enterococcus casseliflavus
3. Salmonella Bareilly (edukativni vzorek)
4. Streptococcus pyogenes
Staphylococcus aureus (vet.lab.)
5. Pseudomonas aeruginosa

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 vzork{

Mnozstvi pfipravovaného test.
materialu:

cca pro 135 laboratofi

Ocekavany pocet:

122 laboratori

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1113/1-5/2020

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 vzork{

Termin testu stability:

Nejméné 14 dni pred distribuci vzorkd

Termin distribuce vzorka:

17. 2. 2020 (humanni lab.); 10. 3. 2020 (veterinarni lab. — vzorek 4,
5)

Podminky distribuce a
uchovavani vzorku:

kratkodobé uchovavani pfi 4 — 8°C

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

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Pocet Gcastniky:

122

Zpisob distribuce:

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

Predani vysledkd:

elektronicky do 9. 3. 2020 (hum.lab.); pisesmné na predepsanych
formulafich do 24. 3. 2020 (vet.lab.)

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
Zpravy:

Do 12 tydnl po predani vysledk{ k hodnoceni
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-1/2020

2. Priprava vzorku

Kultury bakterii jsou pred pouzZitim rozmrazeny, lyofilizované kultury rehydratovany
Zivnym bujonem a poté naockovany na zivna média a inkubovany v termostatu pfi
teploté 35°C. U jednotlivych mikroorganismt byla ovérena identifikace (mikroskopie
dle Grama, biochemicka identifikace, pfip. sérologicka identifikace). Pred lyofilizaci je
vizualné ovéren rlst a Cistota kultury. Narostlé kultury mikroorganismd jednotlivych
vzorkll (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 obtizna 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 lahviek a po zmrazeni vzorkl provedena vlastni lyofilizace (SOP-
NRL/CNCTC-01 a SOP-NRL/CNCTC-09). Lahvicky jsou skladovany v chladnicce pri
teploté 4 — 8°C.

3. Hodnoceni

Celkem byly vzorky rozeslany 122 laboratofim, vSechny laboratore odeslaly vysledek
do zavérecného terminu. Za identifikaci signifikantniho patogena ve 3 vzorcich mohly
laboratore ziskat maximalné 6 bodd, 1 vzorek byl edukativni a nehodnotil se. Bodovani
pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1 a 0 bodl. Hodnoceni (resp. bodovani)
vySetfeni citlivosti se z technickych dlvodl jiz neprovadi (pfechod na elektronické
vysledky), k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Graf 1: Pocet bodUl za spravnou identifikaci.
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Maximalniho poctu bodl pri identifikaci dosahlo 120, tj. 98,4% laboratofi. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 5,728 bodl, (aritmeticky prlmér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 5,984 — (2x0,128) = 5,728). Tohoto limitu dosahlo 120 laboratori, 2
laboratore tento limit nesplnily.
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-1/2020

4, Vysledky zucastnénych laboratori

VZOREK 1: Vytér z krku od 19 letého pacienta s bolesti v krku a horeckou.

ODPOVED: Arcanobacterium haemolyticum
Vzorek dale obsahoval: Streptococcus oralis

identifikace frekvence | body | procento
Arcanobacterium haemolyticum 122 2 100%
Celkem 122 100%

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

Arcanobacterium haemolyticum (dfive Corynebacterium haemolyticum) je neprilis
Castym plivodcem rannych infekci a faryngitid pfevazné u mladych lidi; tato bakterie
mdze byt vzacné izolovana jako pficina endokarditid, osteomyelitid i sepsi [1].

A. haemolyticum je koryneformni, grampozitivni tycka, na rozdil od korynebakterii je
katalaza negativni a ma pozitivni reverzni (inverzni) CAMP test se Staphylococcus
aureus. Identifikace pomoci API Coryne je spolehliva stejné jako identifikace metodou
MALDI-TOF MS.

Jméno Arcanobacterium (z latin. ,arcanus" = tajemny, zahadny) znamena ,zahadna
bakterie® a vaze se ke skuteCnosti, Ze tento mikrob je v laboratorich klinické
mikrobiologie ¢asto prehlizen, protoze je povazovan za kontaminujici nebo béznou floru
[2].

VSechny zucastnéné laboratore identifikovaly signifikantniho patogena spravné a
ziskaly po 2 bodech.

Literatura

[1] Wong V, Turmezei T, Cartmill M, Soo S. Infective endocarditis caused by Arcanobacterium
haemolyticum: a case report. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2011; 10: 17.

[2] Meyer DK, Reboli AC. In: Principles and Practice of Infectious Diseases. sixth. Mandell GL,
Bennett JE, Dolin R, editor. Vol. 2. Philadelphia: Elsevier Churchill Livingstone; 2005. Other
Coryneform Bacteria and Rhodococcus, pp. 2465-2478.

VZOREK 2: Izolat z hemokultury od pacienta z JIP.

ODPOVED: Enterococcus casseliflavus
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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-1/2020

identifikace frekvence | body | procento
Enterococcus casseliflavus 120 2 98,4%
Enterococcus faecium 1 1 0,8%
Enterococcus spp. 1 1 0,8%
Celkem 122 100%

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

Vétsina laboratori (98,4%) identifikovala spravné druh mikroba a ziskala plny pocet
bodd. Jedna laboratof kmen identifikovala jako Enterococcus faecium a dalsi zaradila
kmen pouze do rodu, tyto dvé laboratore obdrzely po jednom bodu. E£.casseliflavus je
na rozdil od E. faecium pohyblivy; k rozliSeni od rovnéz pohyblivého druhu E£.
gallinarum slouzi u E.casseliflavus spolehlivé produkce zlutého pigmentu, ktera je
patrna zejména pri prodlouzené kultivaci (48 h). Spolehliva je i identifikace metodou
MALDI-TOF MS.

VZOREK 3: Edukativni vzorek (vzorek se nehodnoti)
o Stolice od 55 leté pacientky s prljmem a bolestmi bficha.
ODPOVED: Sa/monella enterica subsp. enterica sérovar Bareilly

6,7:y:1,5
identifikace Cetnost celkem |frekvence v % | celkem v %
Salmonella Bareilly (6,7:y:1,5) 53 43,4
Salmonella (6,7:y:-) 6 62 4,9 50,8
Salmonella (7:y:-) 3 2,5
Salmonella (6,7,8:y:-) 1 1 0,9 0,9
Salmonella Mikawasima (6,7:y:e,n,z15) |2 2 1,6 1,6
Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-) 1 1 0,9 0,9
Salmonella sk. C1 27 27 22,1 22,1
Salmonella sk. C 16 16 13,1 13,1
Salmonella OMB (C, F, G, H) 2 2 1,6 1,6
Salmonella spp. 11 11 9,0 9,0
Celkem 122 122 100,0 100,0

Jako edukativni vzorek byl rozeslan kmen Sa/monella Bareilly 6,7:y:1,5 se zadanim
urcit antigenni vzorec nebo také nazev sérovaru podle zarazeni dle White-Kauffmann-
Le Minor schématu. Jedna se o sérovar, ktery byl v letech 2017 a 2018 evidovan jako
treti a Sesty nejCastéjSi v Ceské republice. Jeho zvySeny vyskyt byl téz zaznamenan i
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-1/2020

na Slovensku. Divodem zvySeného vyskytu byla epidemie, jejimz zdrojem byly susené
vajecné hmoty distribuované v obou statech.

Pozadavky zadani splnilo 53 (43,4 %) zucastnénych laboratofi, které uvedly nazev
sérovaru Ci plny antigenni vzorec. Kdybychom jako kritérium Uspésnosti zvolili
identifikaci alespon dvou antigennich struktur, Uspesnost by se zvysila na 65 (53,3 %)
pracovist'.

V identifikaci bi¢ikovych antigen( jsme pozorovali skoro nulovou rozmanitost. Pouze
dvé laboratore dospély k castecné nespravnému antigennimu vzorci, nepresné
identifikovaly biCikové antigeny druhé faze (S. Mikawasima). Jedna laborator chybné
stanovila somatické i bi¢ikové antigeny (S. Enteritidis).

V dalSich 43 pripadech se klinické laboratore spokojily se zarazenim do skupiny C1
(pfitomnost 0:6,7 epitopli) nebo vice obecné do skupiny C (pfitomnost 0:6,7; 0:6,8
¢i 0:8 epitopll). Pravé O somatické antigeny S. Bareilly je mozné urcit antiséry, ktera
si laboratore porizuji pro identifikaci jednoho z dlouhodobé nejfrekventovanéjsich
sérovarll a to S. Infantis. Dvakrat byla stanovena prislusnost prostfednictvim OMB
polyvalentniho O antiséra.

Zavérem je potfeba zminit, Ze vhodnym postupem k Uplnému uréeni antigenniho
vzorce Salmonella sp., konkrétné v pripadech nedostupnosti polyvalentnich,
monovalentnich a faktorovych antisér ¢i nemoznosti Uplného urceni, je jeji zaslani do
NRL pro salmonely. Optimalné alespon s ¢astecné urcenou antigenni strukturou, jak
néktefi Gcastnici uvedli. Dale je potésujici, ze oproti predeSlym cyklim EHK se v
letoSnim roce vSechny laboratore zapojily do identifikace patogena, i kdyz se jednalo
o vzorek edukativni.

VZOREK 4: Izolat z vytéru krku od ditéte (9 let) s akutni infekci HCD.

ODPOVED: Streptococcus pyogenes

identifikace frekvence | body | procento
Streptococcus pyogenes 121 2 99,2%
Streptococcus sk. A 1 2 0,8%
Celkem 122 100%

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

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit jeho citlivost k erytromycinu a
ke klindamycinu. 121 laboratofi spravné identifikovalo kmen 4 jako Streptococcus
pyogenes, jedna laborator jako Streptococcus sk.A.

Kmen byl rezistentni (R) k obéma antibiotikdim. U klindamycinu byly sice vysledky MIC
i diskové metody v citlivé kategorii, ale kmen vykazoval rezistenci po indukci
erytromycinem.
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Celkové vysledky vysSetreni citlivosti kmene ze vzorku 4 jsou v tabulce 1, ktera
obsahuje breakpointy inhibicnich zén (IZ) a minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC)
pro citlivé izolaty S. pyogenes, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a vysledky
laboratofi.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti' kmene 4 Streptococcus pyogenes.

Prdméry IZ (mm) MIC (mgll) Spravné vysledky
Obsah breakpoint pro rozmezi breakpoint rozmezi
Antibiotikum | disku pointp hodnot poin hodnot | kate- | poget
Mg citive naméfenych pro citive naméfenych | gorie | laboratofi | %
kmeny v NRL* kmeny v NRL**
erytromycin 15 pg 221 6-6 <0,25 >4->4 R 1221122 | 100
klindamycin 2 ug =17 22-24 <05 <0,03-<0,03| R2 1201122 | 98,4

" metoda vySetfeni a interpretace vysledkl podle EUCAST 2020 [1]

2 indukovana rezistence

IZ: inhibiéni zéna; MIC: minimalni inhibiéni koncentrace; * 5 méfeni diskovou difuzni metodou, ** 5 méfeni diluéni
mikrometodou; R: rezistentni.

| VZOREK 5: Pseudomonas aeruginosa z modi |

Kmen 5 je citlivy (C) k amikacinu a k ceftazidimu je citlivy pri zvySené expozici (I).
Jedna laborator chybovala u amikacinu, a 15 u ceftazidimu (14 laboratori oznacilo
kmen jako citlivy a jedna jako rezistentni).

Celkové vysledky vysetreni citlivosti u kmene 5 jsou v tabulce 2, ktera obsahuje
breakpointy inhibicnich zon (1Z) a MIC amikacinu a ceftazidimu pro izolat P. aeruginosa
z modi, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a vysledky laboratofi.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 5 Pseudomonas aeruginosa.

Vysledky*
- kategorie/
Obsah Praméry IZ (mm) MIC (mgf) absolutni pocet | spravné
Antibiotikum | disku laboratofi
Hg breakpoint? | rozmezi hodnot | breakpoint2 | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
C | R vNRL* C | R v NRL*

amikacin® 0ug |215| <15 23-23 <16 | >16 4-8 121 | 1 0 99,2
ceftazidim 10ug | 250 | <17 24 -25 0 §01 >8 4-8 14 | 107 | 1 87,7

" metoda vySetfeni a interpretace vysledkl podle EUCAST 2020 [1]

Zhodnoty mezi breakpointy pro kategorie C a R jsou hodnoty pro kategorii | (citlivy, zvySena expozice)

3 breakpointy pro infekce pochazejici z mo€ovych cest

4 sprévné vysledky jsou zvyraznény

IZ: inhibi¢ni zona; MIC: minimalni inhibiéni koncentrace; * 5 méfeni diskovou difuzni metodou, ** 5 méfeni diluéni
mikrometodou; C: citlivy, I: citlivy pfi zvySené expozici, R: rezistentni i pfi zvySené expozici.
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Zaver

V této sérii EHK chybovaly dvé laboratore u interpretace vysledkd citlivosti ke
klindamycinu u S. pyogenes (kmen 4) a 15 laboratoti chybovalo u Pseudomonas
aeruginosa (kmen 5).

Lécba infekci P. aeruginosa vyzaduje vysoké davky nékterych antibiotik [1], u
aminoglykosidl (s vyjimkou mocovych infekci) také kombinaci s jinymi antibiotiky
nebo Ié¢ebnymi postupy. Podrobnosti ohledné nové kategorizace citlivosti k
aminoglykosid@im v zavislosti na plvodu vzork{ Ize nalézt na webové strance EUCAST
(http://www.eucast.org/ast_of _bacteria/guidance_documents/) nebo v ¢eském
prekladu tohoto dokumentu (Pokyny k zavadéni a pouzivani revidovanych breakpointd
aminoglykosidt (http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-s-pokyny-pri-testovani-citlivosti-
eucast).

Patnact laboratofi chybovalo u ceftazidimu, 14 z nich oznacilo kmen jako C, Cili citlivy
pri standardnim davkovacim rezimu. VSechny kmeny inhibované koncentraci < 8
mg/| ceftazidimu jsou vSak fazeny do kategorie I (citlivé pri zvySené expozici),
neexistuji tudiz kmeny P. aeruginosa citlivé pri standardnim davkovacim rezimu.
Nové kategorie citlivosti se tykaji také jinych druhd bakterii a antibiotik [1].

Literatura

[1] European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial breakpoint
tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 10.0, valid from 2020-01-01
[on-line]. Dostupny z WWW: http://www.eucast.org/clinical breakpoints/, ¢esky preklad
http://www.szu.cz/klinicke-breakpointy

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