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European Society of Clinical Microbiclogy and Infectious Diseases

Diskova difuzni metoda EUCAST a prozatimni kritéria pro
kontrolu kvality (QC) EUCAST u vybranych rychle rostoucich
anaerobnich bakterii na agaru pro naro¢né anaeroby - FFA
(Fastidious Anaerobe Agar)

* Tato metoda je validovana pro Bacteroides spp., Prevotella spp., Fusobacterium

necrophorum, Clostridium perfringens a Cutibacterium acnes pri inkubaci po dobu
16-20 h. Nelze ji pouzit pro jiné druhy anaerobnich bakterii nebo pro inkubaci delsi nez
20 hodin.

Pada
1.

Fastidious Anaerobe Agar (FAA) s 5 % mechanicky defibrinované koriské
krve a bez dalSich pfisad.

a.

b.
C.

f.

Hloubka agaru musi byt 4,0 £ 0,5 mm.

Pfi vlastni pfipravé ploten se pred pfidanim krve puda ochladi na 42-45°C.
Takto pfipravené plotny by mély byt skladovany pfi 4-8 °C ve vétranych
stojanech a chranény pred svétlem. Zpuasob skladovani by mél byt
soucasti laboratorniho programu k zajisténi kontroly kvality, nicméné Ize
oCekavat minimalni trvanlivost 14 dnua.

. Komeréné pripravené plotny by mély byt skladovany podle doporuceni

vyrobce, chranény pred svétlem a pouzity pred datem expirace.

. Plotny FAA se musi pfed o¢kovanim vysusit k odstranéni prebyte¢né

vlhkosti, kterd mize byt pfi¢inou neostrych okraja inhibi¢nich zén,

plazivého nebo zastfeného rustu v zénach. Lze pouzit jeden z

nasledujicich postupu:

i. suSeni pfi 20-25 °C pfes noc, nebo

ii. suseni pfi 35 °C s odkrytym vickem po dobu 15 min. Pfed timto
krokem musi mit plotny pokojovou teplotu.

iii. u ploten skladovanych v plastovych saccich muze byt nezbytné
postupovat podle (i) a poté podle (ii).

Pfed pouzitim se plotny FFA neredukuji v anaerobnim prostredi.

Priprava inokula

1.

Z kultury narostlé na neselektivnim agaru po inkubaci pfes noc se dotykem
sterilni klickou nebo bavinénym tamponem odebere nékolik morfologicky
podobnych kolonii.

Kolonie se rozetfou ve fyziologickém roztoku a promichaji se tak, aby vznikl
rovnomeérny zakal.

. Hustota inokula se upravi pfidanim fyziologického roztoku nebo bakterii
podle zakalové stupnice McFarland 1,0 (0,9-1,1). Doporucuje se pouzit
fotometr.

4. Suspenze inokula se pouzije do 15 minut od pfipravy.
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Inokulace agarovych ploten
1. Sterilni bavinény tampon se ponofi do suspenze o zakalu 1,0 dle McFarlanda.

a. U Bacteroides spp. se prebyte¢na tekutina odstrani otacenim
tamponu proti vnitfni sténé zkumavky, aby nedoslo k naockovani
pFiliSného mnozstvi inokula.

2. Inokulum se rovnomérné rozetfe po povrchu agaru tak, aby nevznikly mezery.

a. To je zvlast dalezité u druhl vyrastajicich na FFA v drobnych
koloniich, jako je Cutibacterium acnes.

Na spravné inokulovanych plotnach je rust splyvavy s rovnomérnymi kruhovymi
inhibi¢nimi zénami.

Aplikace diska s antibiotiky
1. PouZiji se disky s obsahem antibiotik doporu¢ené EUCAST, uvedené v
tabulkach kontroly kvality (QC) na konci tohoto dokumentu.
2. Pred otevienim se kazety nebo kontejnery ponechaji v pokojové
teploté pro temperovani disku.
3. Disky se na plotnu aplikuji do 15ti minut od inokulace.
a. Disky musi byt v t€sném a rovnomeérném kontaktu s povrchem plotny a
po aplikaci se jiz nesmi pfesouvat.
b. Pocet diskl na plotné musi byt omezeny tak, aby se vytvofené zény
neprekryvaly. Optimalné se pouziji tfi disky na kruhovou plotnu o
priméru 90 mm (pro Bacteroides spp. Ize pouzit Ctyfi disky).

Inkubace ploten

1. Plotny obrati dnem vzhiru k ujisténi, ze disky nespadly z povrchu. Plotny se
daji inkubovat do 15ti minut po aplikaci disku.

2. Plotny FAA se inkubuji v anaerobnim prostredi pfi 35-37 °C po dobu 16-20 h.

a. Anaerobnich podminek Ize dosahnout v anaerobni stanici nebo v
anaerobnich nadobéach, v nichZ se vyviji plyn pro anaerobni prostiedi
nebo v systému vyvijejicim plyn jako je Anoxomat.

b. Prodlouzeni inkubace (vice nez 20 h) neni povoleno, nebot ovliviiuje
velikost zén a zneplatriuje kritéria pro interpretaci.

Odecitani inhibiénich zén

1. Spravné inokulum poskytuje splyvavy rovnomérny rast po celém povrchu
agaru. Neni-li rast splyvavy, test je zapotfebi opakovat nebo vySetfit MIC.

2. Plotny se po odstranéni vicka odecitaji z horni strany v odrazeném svétle.

3. Okraj zony se odecitd od bodu uplné inhibice viditelné pouhym okem z plotny
drzené ve vzdalenosti 30 cm od oka, naklonéné v uhlu 45 ° k pracovnimu stolu.

4. Pramér inhibi¢ni zény se pravitkem nebo posuvnym méfitkem zméfi na
nejbliz§i milimetr.
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a. Pfi zastfeni uvnitf zény se od¢ita prmér zény od nejzietelngjsiho
okraje. Zjevny okraj zény Ize lépe rozeznat naklonénim plotny
smérem k sobé.

b. V pfipadé dvojitych z6n se odecita primér vnitini zény.

c. Hemolyza a plazivy rast uvnitf zény se ignoruije.

5. Izolované kolonie rostouci uvnitf inhibi€ni zény je nutno vzit do avahy.
Zvlast' dulezité je prozkoumat kolonie rostouci uvniti zény kolem
klindamycinu.

6. Obrazky a pfiklady odecitani uvadi Navod k odecitani diskové difuze u
anaerobnich bakterii na FFA.

Kontrola kvality
1. Kontrola kvality (QC) se provadi pfi kazdém vysSetfeni. PouZije se kultura
kontrolnich kmenu inkubovanych pfes noc a stejny postup vysSetfeni jako u
klinickych izolatd.

a. K monitorovani testu se pouzije Bacteroides fragilis ATCC 25285 a
Clostridium perfringens ATCC 13124. Rozmezi a cile QC jsou v
tabulce uvedené nize.

b. K monitorovani anaerobniho prostfedi slouzi Clostridium perfringens
DSM 25589 a disk s 5 ug metronidazolu. Bylo prokazano, ze tato
kombinace je citlivym indikatorem anaerobniho prostiedi.
Nedostate&nd anaerobiéza mize ovlivnit rdst a vysledky vySetieni
citlivosti anaerobd. Interpretacni kritéria jsou uvedeny nize v tabulce.

i. Zvlastni pozornost vyZzaduje anaerobni prostfedi pracovnich
stanic. Pravidelny servis a technicka kontrola jsou nezbytné.

Odstranéni problému
Pro vysledky mimo rozmezi existuje jeden nebo vice divodu. Pro zajisténi
spolehlivych vysledki je nutné pfisné dodrzovat vysSetreni.
Navod pro odstranéni probléma:
a. Pudda

i. Jsou plotny FAA skladovany a su$eny podle vySe uvedenych
pokyna?

ii. Je hloubka agaru 4,0 + 0,5 mm? Cilova hloubka je 4,0 mm, tudiz
hodnoty £ 0,5 mm je mozné pfipustit jako nahodné, nikoli
systematické odchylky.

b. Ockovani ploten

i. Dba se na to, aby inokulum bylo rovhomérné a bez mezer
rozetfeno po celém povrchu agaru.

1. To je zvlasté dulezité u druht rostoucich na FFA v malych
koloniich, jako Cutibacterium acnes.

ii. U Bacteroides spp. je tfeba zajistit odstranéni prebyteéné tekutiny
otagenim tamponu proti vnitini st€né zkumavky, aby nedoslo k
naockovani pfiliSného mnozstvi inokula.
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c. Disky s antibiotiky

Pocet diskll na plotné je tfeba omezit a umoznit tak neomezeny
rist a vytvareni neprekryvajicich se zén. Na kruhové 90 mm
plotné se u vétSiny druhl se pouziji tfi disky s antibiotiky.

Pfed otevienim se kazety ponechaji v pokojové teploté pro
temperovani diskd a zkontroluje se, zda byly dodrzeny podminky
pro skladovani disku.

d. Inkubace

Anaerobni atmosféra se kontroluje pravidelné (bez ohledu na
to, jak vznikla).

1. Anaerobni atmosféra pracovnich stanic vyzaduje
pravidelny servis a technickou kontrolu. Atmosféru a
teplotu muze ovlivnit to, jak ¢asto se systém otevira pro
vkladani a vykladani ploten, a také mnozstvi ploten v
pracovni stanici.

2. Pfi pouziti anaerobnich nadob pro kultivaci je zapotrebi
se ujistit, Ze nedochazi k uniku plynu.

Breakpointy a kritéria kontroly kvality diskové difuze pro
anaerobni bakterie EUCAST na FAA plati pouze pro16-20 h
inkubaci.
1. Prodlouzeni inkubace neni povoleno, nebot vyrazné
ovliviiuje velikost zén.

e. Odecitani zén

Je tfeba se uijistit, ze byly dodrzeny vySe uvedené konkrétni
pokyny pro odecitani u anaerobu. Obrazky a pfiklady
odecditani uvadi Navod k odecitani diskové difuze u
anaerobnich bakterii na FFA.
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Prozatimni kritéria EUCAST pro kontrolu kvality diskové difuzni metody
EUCAST na agaru pro naro¢né anaeroby (FAA)

Bacteroides fragilis ATCC 25285 (CNCTC 56327)
(NCTC 9343, DSM 2151, CCUG 4856T)

. Pramér inhibiéni zény
Antibiotikum Obsah disku (mm)
(n9) Cil' Rozmezi'
Piperacilin-tazobaktam? 30-6 32 29-35
Meropenem 10 35-36 32-39
Klindamycin 2 26 23-29
Metronidazol 5 32-33 29-36

Clostridium perfringens ATCC 13124 (CNCTC 54677)

(NCTC 8237, CIP 103409, DSM 756, CCUG 1795T, CECT 376 T)

. Prameér inhibiéni zony
Antibiotikum Obsah disku (mm)
(Ho) Cil' Rozmezi'

Benzylpenicilin 1J 26 23-29
Piperacilin-tazobaktam? 30-6 33 30-36
Meropenem 10 37 34-40
Vankomycin 5 17 14-20
Klindamycin 2 23 20-26
Metronidazol 5 23 20-26

1V tabulkach pro kontrolu kvality (QC) EUCAST jsou uvedeny cile i rozsahy pramérd inhibi¢nich zon.
Opakované vySetfovani kmenu pro kontrolu kvality EUCAST by mélo poskytnout hodnoty pramérd
jednotlivych zén nahodné distribuované v doporu¢enych rozmezich. Pfi poctu testd = 10 by se mél
stfedni pramér zény blizit cilové hodnoté (optimalné + 1 mm od cile).

2 Pro kontrolu kvality sloZky inhibitoru, viz Routine control for B-lactam-inhibitor combinations v
EUCAST QC Tables (https://www.eucast.org/ast_of _bacteria/quality_control/), esky preklad viz
Tabulky pro kontrolu kvality EUCAST (http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast).

Kontrola anaerobniho prostredi pfi pouziti diskové difuzni metody
EUCAST na agaru pro naro¢né anaeroby (FAA)

Clostridium perfringens DSM 25589

(CCUG 75076)

Antibiotikum Obsah disku Cut-off
(ug) (mm)

Metronidazol 5 <25

T Prdmeér zény < 25 mm znaci nedostate¢nou anaerobiézu. To mize ovlivnit rast a vysledky
vySetfeni citlivosti anaerobnich bakterii.



