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Zkratky a terminologie

ATCC

CCUG

CECT

CFU

CIP

CNCTC

DSM

ESBL

EUCAST

MH

MH-F

MIC
MRSA

NCTC

3-NAD

KK

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

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

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

Colony forming unit

Collection de Institut Pasteur
http://www.cabri.orq/CABRI/srs-doc/cip bact.info.html

Czech National Collection of Type Cultures
http://apps.szu.cz/cnctc/

Bacterial cultures from Deutsche Stammsammlung fir Mikroorganismen
und Zellkulturen

http://www.dsmz.de/index.htm

Sirokospekira - laktamaza

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

Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton agar - naro¢né bakterie (MH obohaceny 5 %
defibrinované koriské krve a 20 mg/I 3-NAD)

Minimalni inhibiéni koncentrace
Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (s geny mecA nebo mecC)

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

B3-nikotinamid adenin dinukleotid

Kontrola kvality

Fyziologicky roztok Roztok 0,85 % NaCl ve vodé
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Uvod

Diskova difuze je jednim z nejstarSich zplsobu vySetfovani antibioticke citlivosti a
zlstava jednou z nejpouzivanéjSich metod v rutinnich klinickych laboratofich. Je
vyhovuje pro vySetfovani témérF vSech antibiotik a nevyZaduje zadné zvlastni
vybaveni.

Metoda EUCAST, podobné jako dalsi diskové metody, je standardizovana
metoda zaloZena na principech definovanych v roce 1972 v publikaci International
Collaborative Study of Antimicrobial Susceptibility Testing, a ovéfovana
zkuSenostmi mezinarodni skupiny expertu.

Breakpointy primérd inhibi€nich zén v metodé EUCAST jsou kalibrovany na
harmonizované evropské breakpointy, které EUCAST bezplatné zverejfiuje na
sve webové strance (http://www.eucast.orq).

Jako u jinych metod, je k dosazeni reprodukovatelnych vysledkd nutno popsanou
metodu dodrzovat bez jakékoli modifikace.

EUCAST Diskova difuzni metoda pro vySetfeni citlivosti k antibiotikiim
Verze 10,0 (Leden 2022)

www.eucast.org




2 Priprava a skladovani pud

2.1 MH agar se pfipravi podle pokynud vyrobce, a pro narocné bakterie se obohati
podle Tabulky 1. Pfiprava a pfidani suplementt je podrobné popsano na
http://www.eucast.org (€esky http://www.szu.cz/priprava-medii-eucast).

2.2 Vyska pudy by méla byt 4 mm + 0,5 mm (pfiblizné 25 ml na kulatou plotnu o
praméru 90 mm, 31 ml na kulatou 100 mm plotnu, 71 ml na 150 mm kulatou
plotnu, 40 ml na 100 mm &tvercovou plotnu). Je zapotiebi ovéfit, zda bylo
vypocitan spravny objem podle skute¢nych rozméru Petriho misek. Rozméry
ploten rdznych vyrobch se mohou liSit.

2.3 Prfed pouzitim by mél byt povrch ploten suchy. Na povrchu agaru nebo uvnitf
vicka by nemely byt zadné viditelné kapky vody. Pokud je nezbytné, susi se plotny
pfes noc pfi 20-25 °C, nebo s odkrytym vickem pfi 35 °C po 15 min. PfesuSené
plotny nelze pouZivat.

2.4  P¥ivlastni (in-house) pfipraveé jsou plotny skladovany pfi 8-10 °C.

2.5 Privlastni (in-house) pfipravé ploten by mély byt podminky pro jejich suseni,
uchovavani a pouzitelnost uvedeny v laboratornim programu zajisténi jakosti.

2.6 Komer&ni pudy se skladuji podle pokynu vyrobce do data expirace.

2.7 Agarové pudy (ziskané od vyrobce nebo vlastni pfipravou), skladované v

plastikovych saccich nebo uzavienych kontejnerech, mize byt nezbytné pred
pouzitim ususit (viz sekce 2.3). Tim se odstrani pfebyte¢na vlhkost, ktera muze byt
pFicinou neostrych okraji zén a/nebo povlaku uvnitf zén.
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Tabulka 1 Pudy pro vysetreni citlivosti

Bakterie Pada

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, Ca G MH agar?
Streptococcus pneumoniae MH agar!
Skupina viridujicich streptokoki MH agar!
Haemophilus influenzae MH agar?
Moraxella catarrhalis MH agar?
Listeria monocytogenes MH agar!
Pasteurella multocida MH agar!

Campylobacter jejuni a coli

MH agar' (viz Priloha A)

Corynebacterium spp. MH agar?
Aerococcus sanguinicola a urinae MH agar?
Kingella kingae MH agar!
Aeromonas spp. MH agar
Achromobacter xylosoxidans MH agar
Vibrio spp. MH agar
Bacillus spp. MH agar
Burkholderia pseudomallei MH agar
Jiné naro¢né bakterie V pfipravé

" MH + 5 % mechanicky defibrinované koriské krve + 20 mg/L B-NAD

EUCAST Diskova difuzni metoda pro vySetfeni citlivosti k antibiotikiim

Verze 10,0 (Leden 2022)
www.eucast.org




Priprava inokula

3.1

3.2

3.3

3.3.1

3.2.2

3.3.3

3.4

Kolonie bakterii se rozetfou pfimo ve fyziologickém roztoku tak, aby zékal
odpovidal stupni 0,5 McFarlandova zékalového standardu (Tabulka 2), tj.
priblizné 1-2 x108 CFU/ml u Escherichia coli.

Pfimy roztér kolonii vyhovuje pro vSechny bakterie, v€etné naro€nych bakterii,
uvedenych v Tabulce 1.

Z kultury vyrostlé pfes noc na neselektivni pidé se kolonie odebiraji dotykem
sterilni klickou nebo bavinénym tamponem. Odebira se pokud mozno nékolik
morfologicky podobnych kolonii k vylou€eni atypickych variant. Kolonie se roztiraji
ve fyziologickém roztoku do vytvoreni zakalu.

Hustota suspenze bakterii se upravi podle stupné 0,5 McFarlandova zékalového
standardu pfidanim fyziologického roztoku nebo bakterii. HustSi inokulum vytvari
malé zény inhibice, Fidké inokulum ma opacny ucinek.

K Upravé vhodného zékalu Ize doporucit fotometr. Fotometr musi byt
kalibrovan podle pokyna vyrobce na stupen 0,5 McFarlandova zakalového
standardu.

Alternativné se hustota inokula upravuje vizualné porovnavanim se stupném
0,5 McFarlandova zakalového standardu. K usnadnéni Ize pouZit bily papir s
vyznacenymi ¢ernymi linkami, na jehoZ pozadi se porovnava zkal inokula a
standardu.

U Streptococcus pneumoniae se uprednostriuje pfiprava inokula z kultury
narostlé na krevnim agaru v zékalu 0,5 dle McFarlandova standardu. Pokud
se pfipravuje inokulum Streptococcus pneumoniae z ¢okoladového agaru,
musi byt ekvivalentni zakalovému stupni 1,0 McFarlandova standardu.

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

1 Céast pravidla 15-15-15 minut: Inokulum se ogkuje do 15ti minut od pFipravy, disky se kladou do 15ti
minut po inokulaci ploten a do 15ti minut po aplikaci diskU je tfeba plotny zacit inkubovat.
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Tabulka 2 Priprava stupné 0,5 McFarlandova zakalového
standardu

1 K 99,5 ml 0,18 mol/l (0,36 N) H.S04 (1% v/v) se pfida 0,5 ml 0,048 mol/l BaCl,
(1,175% w/v BaCl,-2H,0) a smés se promicha.

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

3 Suspenze se rozplni do stejnych zkumavek jako pro pfipravu inokula. Zkumavky
se uzaviou.
4 Uzaviené zkumavky se standardem se skladuji pfi pokojové teploté v temnu.
5 Bezprostiedné pred pouzitim se standard dukladné promicha na vortexu.
6 Po 6 mésicich skladovani se standard pfipravi znovu, nebo se zkontroluje
absorbance.
9

EUCAST Diskova difuzni metoda pro vySetfeni citlivosti k antibiotikiim
Verze 10,0 (Leden 2022)

www.eucast.org




4 |Inokulace agarovych pud

4.1 Pfed inokulaci je zapotfebi se uijistit, Ze agarové plotny maji pokojovou teplotu.

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

4.3 Bavinény tampon se ponofi do suspenze.

4.3.1 Prebyte€né mnozstvi suspenze gramnegativnich bakterii se odstrani otacenim

pfitlaceného tamponu po vnitini sténé zkumavky.

4.3.2 U grampozitivnich bakterii se tampon nepfitlauje a neotaci proti 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 ockuji tamponem ve tfech smérech nebo automatickym rotatorem.
Inokulum musi byt rozetfeno po celém povrchu agaru tak, aby nevznikly zadné
mezery mezi o€kovacimi ¢arami.

4.51 U grampozitivnich bakterii se dba se zvlast peclivé na to, aby nevznikly Zadné

mezery mezi o€kovacimi ¢arami.

4.6 Disky se kladou do 15ti minut' po inokulaci.

Pokud jsou inokulované plotny ponechany pfi pokojové teploté pied aplikaci disku
delSi dobu, bakterie mohou zahdjit rast a vysledkem jsou chybné z6ny inhibice o
mensim primeéru.

1 Céast pravidla 15-15-15 minut: Inokulum se ogkuje do 15ti minut od pFipravy, disky se kladou do 15ti
minut po inokulaci ploten a do 15ti minut po aplikaci diskU je tfeba plotny zacit inkubovat.

10
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Aplikace diskt s antibiotiky

5.1

5.2

5.3

5.4

5.4.1

5.5

5.5.1

5.5.2

5.5.3

554

5.5.5

Pozadované obsahy diskul jsou v tabulkach Breakpoint a Quality Control Tables na
http://www.eucast.org (Cesky http:/www.szu.cz/tabulky-breakpointu-eucast a
http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast).

Disky pred otevienim zasobnikd nebo nadobek, v nichz jsou uchovavany je nutno
temperovat pfi pokojové teploté. Toto opatfeni brani kondenzaci, jejimz disledkem
je rychly rozklad nékterych antibiotik.

Disky se aplikuji pevné na povrch inokulované agarové plotny do 15ti minut od
inokulace ploten'. Cela plocha disku musi byt v t&¢sném a rovnomérném kontaktu s
povrchem plotny. Po aplikaci se disk nesmi pfesunovat, nebot difuze antibiotika z
disku je velmi rychla.

Pocet diskd na plotné je nutno omezit, aby se pfedeslo pfekryvani inhibi¢nich zén a
interferenci mezi antibiotiky. Tim Ize dosahnout spolehlivé méfeni pramérd zon.
Pocet disku na plotné zavisi na vySetfovaném druhu bakterie a na vybéru diska.
NejvySsi pocet disku je obvykle 6 na 90 mm a 12 na 150 mm kruhové plotné.

Pro detekci indukované rezistence ke klindamycinu u stafylokokd a
streptokokl se disky s erytromycinem a klindamycinem umisti ve vzdalenosti
12-20 mm od okraju diskl pro stafylokoky a 12-16 mm od okraju disk( pro
streptokoky.

Obvyklym zdrojem chyb je ztrata aktivity antibiotik v discich, ktera se projevi
zmengenim inhibi¢ni zény. Je nezbytné postupovat takto:

Skladovat disky, v€etné téch v dispenzorech nebo v uzavienych
zasobnicich s vysouSe€em a chranéné proti svétlu (nékteré z nich, jako
metronidazol, chloramfenikol a fluorochinolony, inaktivuje delSi
expozice svétlu).

Skladovat zasobni disky podle pokynu vyrobce. Pro néktera labilngjsi
antibiotika (amoxicilin-klavulanova kyselina, cefaklor, karbapenemy)
vyrobci uvadeéji speciélni doporuceni.

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

Po datu expirace je nutno disky vyhodit.

Provadét ¢asté kontroly kvality (viz sekce 9) pouzivanych diska k ovéreni, zda
disky s antibiotiky neztratily béhem skladovani uc¢innost.

1 Céast pravidla 15-15-15 minut: Inokulum se o¢kuje do 15ti minut od pFipravy, disky se kladou do 15ti
minut po inokulaci ploten a do 15ti minut po aplikaci disk je tfeba plotny zagit inkubovat.

11
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6 |Inkubace ploten
6.1 K ujisténi, ze disky nespadnou z povrchu agaru, se plotny obrati vickem dold. Plotny
se daji inkubovat do 15ti minut' od aplikace disk. Pokud jsou plotny po aplikaci
diskl ponechany pfi pokojové teploté, vytvareji se nezadouci velké zény v dusledku
predifuze.

6.2 Stohovani ploten v inkubatoru ve sloupcich je pfi¢inou nerovnomérné teploty ploten.
Vykonnost inkubatort je odliSna a proto je zapotfebi v ramci programu laboratorni
kontroly kvality kontrolovat podminky inkubace, v€etné pfiméfeného poctu ploten
ve sloupcich. Pro vétSinu inkubatoru je vhodné ukladat plotny ve sloupcich po
péti.

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

6.3.1 Vysledkem inkubace delSi nez je doporuceny ¢asovy limit mize byt rdst uvnitf

inhibi€nich zén a chybné oznaceni rezistence u izolatu.

6.3.2 PFi vySetfovani glykopeptidd jsou u nékterych kmenu Enterococcus spp.

rezistentni kolonie viditelné az po inkubaci trvajici plnych 24 h. Po 16-20 h sice

Ize plotny odecist a hlasit pfipadnou rezistenci, ale izolaty, které se po této
dobé jevi jako citlivé, musi byt reinkubovany a znovu odecéteny za 24 h.

1 Céast pravidla 15-15-15 minut: Inokulum se ogkuje do 15ti minut od pFipravy, disky se kladou do 15ti
minut po inokulaci ploten a do 15ti minut po aplikaci diskU je tfeba plotny zacit inkubovat.

12
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Podminky inkubace ploten pro vysSetiovani

Tabulka 3 v )

citlivosti
Bakterie Podminky inkubace
Enterobacterales 35+ 1°C navzduchu, 18 £2 h

Pseudomonas spp.

35+ 1°C navzduchu, 18 £2 h

Stenotrophomonas maltophilia

35+ 1°C navzduchu, 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 £2 h

Burkholderia pseudomallei

35+ 1 °Cnavzduchu, 18 £2h

Streptokoky sk. A, B,Ca G

35+1°Cv4-6% CO2navzduchu, 18 +2 h

Streptococcus pneumoniae

35+1°Cv4-6% CO2navzduchu, 18 +2 h

Viridujici streptokoky

35+1°Cv4-6 % CO2navzduchu, 18 £2 h

Haemophilus spp.

35+1°Cv4-6 % CO2navzduchu, 18 £2 h

Moraxella catarrhalis

35+1°Cv4-6% CO2navzduchu, 18 £2 h

Listeria monocytogenes

35+1°Cv4-6% CO2navzduchu, 18 £2 h

Pasteurella multocida

35+1°Cv4-6 % CO2navzduchu, 18 £2 h

Campylobacter jejuni a coli

Viz Pfiloha A

Corynebacterium spp.

35+ 1°C v 4-6 % CO2 na vzduchu, 18 + 2 h. Nedostatecné vyrostlé
izolaty jsou ihned reinkubovany a inhibiéni zény se odecitaji po
celkové dobé inkubace 40-44 h.

Aerococcus sanguinicola a
urinae

35+ 1°C v 4-6 % CO2 na vzduchu, 18 + 2 h. Nedostatecné vyrostlé
izolaty jsou ihned reinkubovany a inhibiéni zény se odecitaji po
celkové dobé inkubace 40-44 h.

Kingella kingae

35+ 1°C v 4-6 % CO2 na vzduchu, 18 + 2 h. Nedostatecné vyrostlé
izolaty jsou ihned reinkubovany a inhibi¢ni zény se odecitaji po
celkové dobé inkubace 40-44 h.

Ostatni naro¢né bakterie

V pfipravé
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7 |Prohlizeni ploten po inkubaci
7.1 Spravné inokulum, dobfe rozetfené na plotny, poskytuje splyvavy nardst.
711 Malo koncentrované inokulum vytvaFi izolované kolonie a vySetfeni je nutno
opakovat.
7.2 Narast by mél byt rovnomeérné rozprostfeny na plotné, aby zény inhibice byly ostré,
s nevykousanymi okraji.
7.3 Kontroluje se, zda inhibi¢ni zony kontrolnich kmenu jsou v pfipustném rozmezi

(http://www.eucast.org, Cesky http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-
kvality-eucast)
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Méreni zén a interpretace citlivosti

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.5.1

8.6

8.7

8.8

8.9

8.9.1

8.9.2

Okraje z6n u vSech antibiotik (neni-li stanoveno jinak v sekci 8.9) se odecitaji
ve vzdalenosti 30ti cm od oka, od bodu UplIné inhibice viditelné pouhym okem.
U obtizné viditelnych z6n pomuaze naklonéni plotny do Uhlu 45 ° proti stolu.

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

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

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

Praméry zon Ize méfit na nejbliz8i milimetr pravitkem nebo posuvnym
méfitkem.

Pouziva-li se automaticky odecita€ zdén, musi byt kalibrovan podle
manualniho odecitani.

Priméry zon se interpretuji do kategorii citlivosti podle posledni verze tabulky
breakpointl na http://www.eucast.org (Cesky http://www.szu.cz/tabulky-breakpointu-

eucast).

Pokud se plotny odecitaji s pomoci Sablon, je zapotfebi umistit plotnu na $ablonu
a zony interpretovat podle breakpointt EUCAST vyznadenych na Sabloné. Je
tfeba se ujistit, Ze breakpointy na $abloné jsou podle posledni verze tabulky
breakpointd EUCAST. Program pro vyrobeni Sablony je volné dostupny na
http://bsac.org.uk/susceptibility/template-program.

Nékolik obrazku s pfiklady odeditani pramérd zén uvadi Reading Guide EUCAST
na http://www.eucast.org (€esky Navod k odecitani http://www.szu.cz/diskova-
difuzni-metoda-eucast). Tento dokument také zahrnuje pokyny pro odecitani
specifickych kombinaci bakterie-antibiotikum.

Specifické pokyny pro odecitani:

Vyskytnou-li se dvojité zény, nebo odli§né kolonie uvnitf zony, kontroluje se
Cistota kultury a test se pfipadné opakuje. Pokud je kultura Cista, pak se pfi
meéfeni berou do Uvahy kolonie uvnitf inhibiéni zény.

Antagonisté v pudé mohou byt pfi¢inou jemného rustu v zéné kolem disku s
trimetoprimem nebo kombinace trimetoprimu se sulfametoxazolem. Takovy
narast se prehlizi a pramér zény se méfi od jejiho zfetelného okraje.

15
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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

Izolat Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans a
Burkholderia pseudomallei 1ze oznacit jako citlivy, vytvaFi-li kolem disku s
trimetoprimem-sulfametoxazolem jakoukoli znamku inhibi¢ni zény = breakpoint
pro citlivost. Je tfeba upozornit, ze uvnitf nékterych zén maze byt rist masivni.
Az pokud kmen roste az k disku a neni pfitomna zadna znamka inhibice,
hodnoti se vysledek jako Zadna zéna.

Aeromonas spp. se odecita od okraje zfetelné inhibi¢ni zény kolem
trimethoprimu-sulfamethoxazolu a jemné zastfeni nebo rist v zéné se prehlizi.
Je-li vytvoren zfetelny okraj vnitfni zény, odecita se zéna od tohoto okraje.

U Enterobacterales a ampicilinu, ampicilinu-sulbaktamu a amoxicilinu-
klavulanové kyseliny se pfehlizi jemny rust ve vnitini zoné, ktery se vyskytuje u
nékterych Sarzi MH agaru.

Izolované kolonie Enterobacterales uvnitf inhibi€ni zény temocilinu se prehlizi.
Izolované kolonie E. coli uvnitf inhibiéni zény kolem mecillinamu se prehlizi.

Izolované kolonie E. coli uvnitf inhibi¢ni zény kolem fosfomycinu se prehlizi a
odecita se od okraje vnéjsi zony.

Plazivy rast Proteus spp. uvnitf inhibi€nich zén se pfehliZi a odecita se inhibice
rastu.

Okraj zoény kolem benzylpenicillinu se u Staphylococcus aureus prohlizi blizko
proti zdroji svétla (v prochazejicim svétle). I1zolaty, které maji pramér inhibicni
zony = breakpoint pro citlivost, avSak s ostrymi okraji zon, se oznacdi jako
rezistentni.

Pfi detekci rezistence k meticilinu pomoci cefoxitinu se zméfi pramér zretelné
zony a uvnitf zony inhibice se pfi dobrém osvétleni patra po koloniich. Tyto
kolonie mohou byt zplisobeny kontaminaci, nebo expresi heterogenni
rezistence k meticilinu.

U enterokokl se okraje zony kolem vankomycinu prohlizeji blizko proti zdroji
svétla (v prochazejicim svétle). Neostré okraje zény a kolonie uvnitf zény
ukazuji na rezistenci k vankomycinu a mély by byt dale vySetfeny. Izolaty nesmi
byt hlaSeny jako citlivé dfive nez za 24 h inkubace.

U hemolytickych streptokoku se odecita inhibice rastu, nikoli hemolyzy. 3-
hemolyza obvykle rdst neobsahuje, zatimco a-hemolyza a riist se vétSinou
prekryvaji. Odlisit rist od hemolyzy napomaha naklanéni plotny dopfedu a
dozadu.

U H. influenzae a beta-laktam( se prumér zény odecita od vnéjsiho okraje i v
pfipadé, kdy jasna inhibi¢ni zéna obsahuje oblast ristu kolem disku.
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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 specifické kontrolni kmeny (KK) uvedené v
Tabulce 4. Doporucené zakladni KK jsou typické citlivé kmeny. Pro ovéfeni metod k
detekci rezistence, zprostfedkované znamymi mechanizmy, jsou uréeny rezistentni
KK (RozS§ifena kontrola kvality, Tabulka 5). KK mohou byt zakoupeny ze sbirky kultur
nebo z komerénich zdroju.

Ke kontrole slozky inhibitoru v discich obsahujicich kombinaci inhibitor B-laktamazy s 3-
laktamem jsou doporuceny specialni producenti B-laktamézy (Tabulka 4). Tato kontrola
by méla byt provadéna rutinné. Kontrola aktivni slozky se provadi citlivym KK.

KK se uchovavaji v podminkach, které udrzuji Zivotaschopnost a vlastnosti kmena.
Vyhovujici je skladovani kmentd na sklenénych koralcich pfi -70 °C v glycerolovém
bujonu (nebo v podobné komeréni pomuicce). Nenarocné bakterie mohou byt
uchovavany pfi -20 °C. Kazdy kmen by mél byt uchovavan ve dvou lahvi¢kach, v jedné
pro pouziti a ve druhé v archivu jako pfipadna nahrada lahvi¢ky pro pouziti.

Kazdy tyden se koralek z lahvi€ky pro pouziti subkultivuje na pfislu§nou neselektivni
pudu a oveéfi se Cistota kultury. Z této Cisté kultury se kazdy den tydne pfipravi jedna
subkultura. Naro¢né bakterie je zapotifebi pfeockovavat kazdy den, nebot po dobu
vyockuji ze zmrazené lahvi¢ky. Po vypotfebovani lahvi€ek pro pouZiti se nové lahvicky
pro pouziti pfipravi z archivované lahvicky.

Pfi subkultivaci KK se ockuje nékolik kolonii k prevenci selekce mutant.
Ovéfuje se, zda vysledky jsou v pfipustnych rozmezich inhibi¢nich zén uvedenych v

EUCAST QC Tables na http://www.eucast.org (€esky http:/www.szu.cz/tabulky-pro-
rutinni-kontrolu-kvality-eucast).

V tabulkdch KK EUCAST jsou uvedeny cilové hodnoty i rozmezi. Opakovana
vySetfeni KK EUCAST by méla poskytnout nahodné rozdélené hodnoty praméra
z6n v doporuceném rozmezi. Je-li po¢et méfeni = 10, pak stfedni hodnota priméru
z6n by méla byt v blizkosti cilové hodnoty (+ 1 mm od cilové hodnoty).

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

Kontrolni testy by mély byt provadény a vyhodnocovany denng, nebo alespon Ctyfi krat
tydné u antibiotik v rutinni sestavé. PouZiva se stejny postup vysetfeni citlivosti jako u
klinickych izolatd.

V kazdy den, kdy se vySetfeni provede, se prohlédnou vysledky poslednich 20ti testd
nasledujicich po sobé (konsekutivnich). Prozkoumaji se vysledky trendl a zén, které
opakované spadaji nad nebo pod pfipustné rozmezi.

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

9.54

9.5.5

9.6

9.6.1

9.6.2

Pokud jsou mimo rozmezi hodnoty dvou po sobé nasledujicich testl, nebo u vice
diskt vysSetfenych v tyz den, je zapotfebi pfed hlaSenim vysledkl vySetfit pFicinu.
Test mozna bude nutno opakovat.

Neni-li prokazéna rezistence u rezistentniho KK, je nutno pozastavit vySetfeni
citlivosti klinickych izolatd, vySetfit pricinu a rezistentni KK znovu otestovat.

Pfi hledani moznych pficin chyb u diskové difuze je tfeba vzit do avahy problémy
vztahujici se k diskim s antibiotiky, podminkam vysetfeni a ke KK.

Kromé rutinni kontroly kvality je u kazdé nové Sarze agaru Mueller-Hinton nutno ovéfit,
zda jsou v8echny zony 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 pidy: u
aminoglykosidu a dvojmocnych kationtd, u tigecyklinu a hof€iku, u trimetoprimu a
trimetoprimu-sulfametoxazolu a obsahem tyminu a tymidinu, erytromycinu a
nevhodném pH. Vyska agaru nad a pod pfipustnym limitem je pfi€inou vytvareni
mensich, respektive vétSich zon inhibice.

Na vy$si nebo niz$i obsah dvojmocnych kationtd (Ca?*, Mg?*) ukazuje vytvareni
inhibi€nich zén kolem diskd s aminoglykosidy o mensim, respektive vét§im praméru
u P. aeruginosa ATCC 27853.

Na nadbytek tyminu a tymidinu ukazuje vytvareni inhibi€nich zén pod pfipustnym
rozmezim kolem disku s trimetoprimem a trimetoprimem-sulfametoxazolem u E. coli
ATCC 29212.
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Tabulka 4 | Kontrolni kmeny pro rutinni kontrolu kvality

Bakterie

Kmen

Vlastnosti

Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiellapneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Campylobacter jejuni

ATCC 25922
NCTC 12241
CIP 7624
DSM 1103
CCUG 17620
CECT 434
CNCTC 5276

ATCC 35218
NCTC 11954
CIP 102181
DSM 5564
CCUG 30600
CECT 943
CNCTC 5321

ATCC 700603
NCTC 13368
CCUG 45421
CECT 7787
CNCTC 7439

ATCC 27853
NCTC 12934
CIP 76110
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
CIP 103570
DSM 11970
CCUG 29539

CNCTC 5105

ATCC 33560
NCTC 11351

CIP 702

DSM 4688
CCUG 11284
CNCTC 7365

Citlivy, divoky typ

TEM-1 B-laktamaza, kampicilinu rezistentni (pro kontrolu
slozky inhibitoru v discich s kombinaci B-laktam a inhibitor
B-laktamazy)

Producent ESBL (SHV-18) (pro kontrolu slozky inhibitoru v
discich s kombinaci B-laktam a inhibitor B-laktamazy)

Citlivy, divoky typ

Slaby producent B-laktamazy

Citlivy, divoky typ

Snizena citlivost k benzylpenicilinu

Citlivy, divoky typ

Citlivy, divoky typ
Podminky vySetfeni, viz Pfiloha A
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Tabulka 5 Dalsi kOI:ItI‘O!I‘II kr_neny k detekci specifickych
mechanizmu rezistence

Bakterie Kmen Vlastnosti

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

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2814 Producent KPC-3, SHV-11 a TEM-1

Staphylococcus aureus NCTC 12493 Heterorezistentni MRSA, mecA pozitivni
CCUG 67181

Enterococcus faecalis ATCC 51299 Rezistentni k vysoké koncentraci
NCTC 13379 aminoglykosidd (HLAR) a k vankomycinu (vanB pozitivni)
CIP 104676
DSM 12956
CCUG 34289
CNCTC 5530

Haemophilus influenzae ATCC 49247 Snizena citlivost k B-laktamim zplsobena mutacemi
NCTC 12699 PBP (3-laktamaza negativni, ampicilin rezistentni,
CIP 104604 BLNAR)
DSM 9999
CCUG 26214
CNCTC 5063
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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)

Diskova difuzni metoda pro Campylobacter jejuni

Tabulka A1 ,
a coli
Mueller-Hinton agar s 5 % defibrinované koriské krve a 20 mg/I 3-NAD
(MH-F).

Pida Plazivému rlstu Ize predejit susenim ploten MH-F pfed inokulaci (pfi
20-25 °C pfes noc, nebo s odstranénym vickem pfi 35 °C po dobu 15ti
min).

Inokulum McFarland 0,5
Mikroaerobni prostredi
41 +1°C
24 h

Inkubace Rust po inkubaci by mél byt splyvavy. Nékteré izolaty C. colipo 24 h
dostate¢né nerostou. Takové izolaty je nutné ihned po odecteni dale
inkubovat a zony se odecitaji po 40-48 h.

Inkubacni teplota 41 + 1 °C zajistuje optimalni podminky pro rist
Campylobacter spp.
Provadi se MH-F ploten zepfedu po odstranéni vicka v odrazeném svétle.

Ode&itani Odecita se na plotné vzdélené zhruba 30 cm od prostého oka, naklonéné

ve 45 °Uhlu nad pracovnim stolem, v misté UpIné inhibice rustu na okraji
inhibiéni zony.

Kontrola kvality

Campylobacter jejuni ATCC 33560
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