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EUAST diskovy difuzni test — Pluida

N O O~ WODN =

. Kterého vyrobce Mueller-Hinton agaru doporuduje EUCAST?
. Jaky je rozdil mezi Mueller-Hinton agarem a Mueller-Hinton agarem [1?
. Je zapotiebi kontrolovat kvalitu kazdé nové Sarze Mueller-Hinton agaru?

. Lze pouzit ovéi krev misto koriské pro pripravu pudy MH-F?
. Jaky B-NAD lze pouzit?
. Lze MH-F pudu pouzit pro gradientni testy?

.V priruéce EUCAST pro diskovou difuzni metodu je stanovena vySka agaru 4.0 + mm.

Znamena to, Ze lze uzit plotny s vySkou agaru 3,5-3,7 mm?

. Mame problémy se zakalem v inhibi¢nich zénach a s ristem kolonii v blizkosti okraju zén,
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zejména na pudé MH-F. Co Ize udélat pro zlepsSeni tohoto stavu?

2. EUCAST diskovy difuzni test - Disky

. Shoduje se obsah diski EUCAST a CLSI?

3. EUCAST diskovy difuzni test - priprava inokula

. Je nutno méfit hodnotu McFarlanda u vSech suspenzi?
. Lze k vySetieni citlivosti pouzit kolonie ze selektivni ptdy?
. Méla by se z ptidy odebrat vice nez jedna kolonie k zachytu heterorezistence?

. Lze Kk pripravé inokula pouzit pufr nebo vodu misto fyziologického roztoku?

.V pfiruéce EUCAST pro diskovou difuzni metodu se uvadi Uprava inokula podle

zakalového stupné 0,5 McFarlandova standardu. Jaké rozmezi lze pouzit?

. Lze plotny pro vysSetreni citlivosti inokulovat prelitim?

4. EUCAST diskovy difuzni test - Hodnoceni zén inhibice

. Je nutno mérit vSechny zdény inhibice?
. Mély by byt inhibiéni zény na MH a MH-F odeditany proti Eernému pozadi?
. Jsou bakteriostaticka a baktericidni antibiotika odecitana podle stejnych doporucéeni?

. Pro¢ nékdy kontrolni kmen Haemophilus influenzae NCTC 8468 roste uvniti zony 3-

laktamovych antibiotik?

. Jsou samostatné kolonie uvnitf inhibiéni zony kolem mecilinamu vyznamné?

. Pro¢ se nékdy u Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 objevuji kolonie uvniti inhibi¢nich

z6n kolem diskt s karbapenemy?
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5. EUCAST diskovy difuzni test - Obecna metodologie

. Je nutno dodrzovat ,pravidlo 15-15-15 minut“?

. Doporuéuje EUCAST “pfimé vySetreni citlivosti”?

. Jak se vySetiuje antibioticka citlivost u Neisseria gonorrhoeae?
. Pro¢ EUCAST doporuduje inkubaci pfi 35 + 1°C zatimco CLSI doporucuje 35 + 2°C?

. Pro€ se diskova difuzni metoda EUCAST, podobné jako je tomu u CLSI, implementuje po
dobu 20 dnu, po nichZ Ize snizit frekvenci provadéni kontroly kvality z denniho na

tydenni?

a B~ WON -

6. Breakpointy - obecné

1. Budou zverejnény breakpointy pro Actinomycetes spp., anaeroby, Bordetella spp.,
Burkholderia spp., Campylobacter spp., Corynebacterium spp., Listeria spp., Neisseria
spp., Nocardia spp., Pasteurella spp., rychle rostouci mykobakterie a Streptomycetes
spp.?

2. Vypracovava EUCAST klinické breakpointy nebo expertni pravidla pro veterinarni oblast?

3. Pro¢ nejsou v tabulkach breakpointtd EUCAST uvedeny Zadné breakpointy pro "I"
kategorii (citlivy, zvySena expozice)?

4. EUCAST neudava breakpointy oxacilinu, cefalosporint a karbapenemu pro stafylokoky,
jak Ize tedy citlivost stanovit?

5. Pro¢ jsou uvedeny breakpointy nitrofurantoinu pouze pro E. coli a ne pro dalSi
ﬁ?

6. Pro¢ nejsou uvedeny breakpointy tetracyklinu pro Efferobacterales?
7. Je trimetoprim-sulfametoxazol jediné pouzitelné antibiotikum pro Stenotroohomonas
maltophilia?

e

9. Jsou breakpointy PK/PD breakpoints (dfive nazvané "non-species-related MIC
breakpoints") v tabulkach breakpointl jakkoli pouzitelné v rutinni klinické laboratofi?

10. Breakpointy cefuroximu pro E. coli, Klebsiella spp. (s vyiimkou K. aerogenes), Raoultella
spp. a P. mirabilis jsou uvedeny pouze pro vysoké davky (1.5 g x 3). Jaky je k tomu
divod?

11. Pro& nelze pouzit vysoké davky cefuroximu pro jiné Efferobacterales nez Escherichia
coli, Klebsiella spp. (s vyjimkou K. aerogenes), Raoultella spp. a Proteus mirabilis, které
se pfi vySetreni citlivosti jevi jako citlivé?

12. Pro& je udan breakpoint trimetoprimu pro véechny Efiferobacterales zatimco
nitrofurantoin je pouze pro Escherichia coli? Obé antibiotika jsou uréena pouze pro
nekomplikované infekce mo&ovych cest.

13. Je v planu stanovit breakpointy pro lokalni antibiotika jako jsou chloramfenikol, polymyxin
B, tetracyklin, neomycin a tobramycin?

14. Bude EUCAST stanovovat breakpointy azitromycinu pro rody Salmonella a Shigella?

15. Které breakpointy Ize pouzit pro gramnegativni nefermentuijici tyéky jiné nez
Pseudomonas spp. a Acinetobacter spp.?

16. Pro¢ byl z posledni verze breakpointtl odstranén screening s nalidixovou kyselinou pro
izolaty Salmonella a jak se ma nyni postupovat?

17. EUCAST v tabulkéch breakpointt uvadi, Ze breakpointy cefalosporint pro
Enterobacterales detekuji véechny klinicky vyznamné mechanizmy rezistence (véetné
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ESBL a plazmidem zprostfedkované AmpC). Znamena to, ze tyto mechanizmy neni tfeba
dale vySetrovat a Ze vysledek se ma hlasit tak, jak byl odeéten?

18. MUze byt k detekci ESBL nebo karbapenemazy pouzit ECOFF?

19. Breakpointy benzylpenicilinu pro Streptococcus pneumoniae zavisi na podané davce?
Jak se ma hlasit vysledek vySetieni? Je nutno do vysledku uvést vSechny poznamky
uvedené u téchto breakpointt?

20. Bude EUCAST zavadét breakpointy antibiotik pouzivanych u mo&ovych infekci pro
skupinu viridujicich streptokokt?

21. Pokud nema pneumokok Zadné mechanizmy rezistence a je citlivy k penicilinu, maze byt
oznacen jako citlivy ke vSem B-laktamovym antibiotikiim, je-li vSak citlivy pfi zvySené
expozici nebo rezistentni, jak se ma hodnotit citlivost k amoxicilinu a
k amoxicilinu/kyseliné klavulanové?

22. Co znamena poznamka ,pouze pro nekomplikované infekce mocovych cest* (IMC) pro
a cefalosporiny?

23. Breakpointy nitrofurantoinu v tabulce pro Staphylococcus spp. jsou uvedeny pouze pro S.

saprophyticus. Jaké je doporuéeni pro testovani a interpretaci pro jiné Staphylococcus
spp. z modi?

24. Pro€ byly odstranény breakpointy mupirocinu u Staphylococcus aureus?

25. U nékterych antibiotik jsou uvedeny komentare tykajici se davkovani. Vztahuji se vySSi
davky k breakpointu pro citlivost nebo pro rezistenci?

26. EUCAST uvadi, ze E. faecium, rezistentni k penicilinim, lze povazovat za rezistentni ke
vSem B-laktamovym antibiotikiim véetné karbapenemdu. Zahrnuje to také
amoxicilin/klavulanat?

27. Tabulka breakpointtl EUCAST u mupirocinu uvadi: "Breakpointy se vztahuji k nosni
dekolonizaci S. aureus”. U dalSich Staphylococcus spp. se tedy hlasi pouze MIC nebo se
neoznamuje zadny vysledek, zeiména proto, Ze pro nékteré koaqulaza-negativni
stafylokoky jsou uvedeny distribuce MIC?

28. Podle metody a breakpointtl EUCAST jsou nékteré B-laktamaza negativni izolaty
Haemophilus influenzae rezistentni k cefuroximu a citlivé k ampicilinu. MtzZe to byt
pravda?

29. Lze pouzit breakpointy uréené pro H. influenzae pro izolaty jinych druht hemofilt?

30. Od zavedeni breakpointtl EUCAST do nasi laboratore vzdy hlasime H. influenzae jako
"citlivy pri zvySené expozici" cefuroximu axetilu. Pfedtim jsme hlasili izolaty H. influenzae
jako citlivé k cefuroximu axetilu podle kritérii CLSI. Lze toto IéCivo podavat ve vySSich

davkach? V nasi oblasti je Siroce pouzivano a nasi klinici véfi, Ze poskytuje vyhovujici
Klinické vysledky. ﬁ

31. Pro€ se breakpointy nitrofurantoinu vztahuji pouze na Enterococcus faecalis a nikoli na
ostatni enterokoky, specialné na Enterococcus faecium?

32. Jak se ma interpretovat benzylpenicilin u S. pneumoniae, je-li hodnota MIC 0,06 mg/I
avSak prumeér zény oxacilinu je <20 mm?

33. Pro¢ nelze nadale aplikovat breakpointy pro penicilin u koagulaza-negativnich
stafylokok(?

34. Nékdy se vyskytne vysledek, kdy je Haemophilus influenzae citlivy k ampicilinu, ale
rezistentni ke kombinaci amoxicilin/klavulanova kyselina. Jak se ma takovy izolat hlasit?

35. Lze odvodit citlivost Corynebacterium spp. k moxifloxacinu od vysledku s
ciprofloxacinem?

36. Co je zakladem pro doporuc¢eni EUCAST o hlaseni citlivosti stafylokoktl a streptokokut
s disociovanou rezistenci ke klindamycinu?
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37. Pro€ nejsou k dispozici breakpointy daptomycinu pro enterokoky?
38. Jak vysSetrovat citlivost u klinickych izolatll nebo antibiotik, pro néz EUCAST neuvadi

breakpointy?

39. Pro¢ jsou breakpointy pro ceftazidim-avibaktam vyS$Si nez pro samotny ceftazidim?

40. Pro¢ EUCAST nedoporucéuje vySetfit B-laktamazovy test predtim, nez hlasi enterokoky

jako citlivé k penicilindm, zatimco CLSI na tom trva?

41. Jaky je rozdil mezi kategorii "citlivy, zvySena expozice" a "citlivost zavisla na davce"

(susceptibility dose dependent, SDD), kterou definuje CLSI pro cefepim?

42. Jak se vySetiuje citlivost a interpretuji se vysledky u Staphylococcus saccharolyticus?

43. Co znamena nova kateqgorie interpretace vysledkd vysetreni citlivosti "I" a jak s ni

zachazet v laboratofi?

44. Co znamena Area of Technical Uncertainity (ATU, Oblast technické nejistoty) a jak s ni

45. Jak se interpretuji vysledky testovani tigecyklinu u jinych Efferobacterales. nes je

zachazet v laboratofi?

Escherichia coli a Citrobacter koseri?

46. Pro¢ EUCAST stanovil breakpointy pro oralni aplikaci amoxicilinu a kombinace

amoxicilinu s kyselinou klavulanovou u Streptococcus pneumoniae a Haemophilus
influenzae?

N —_

A~ @

o] ~ (o] )]

[(e]

7. Breakpointy — priuméry zén

. Ma EUCAST breakpointy priméru zon, které odpovidaji breakpointim nevztazenym k

druhu?

. EUCAST neuvadi breakpointy jinych makrolidt nez erytromycinu. Jak se k nim vysSetfuje

citlivost?

. Co znamena zkratka “IP” v tabulkach breakpointti?

. Pro¢ je u nékterych antibiotik breakpoint praméru inhibi¢nich zén pro citlivé kmeny =50

mm?

. Mohou byt vysledky screeningu s pefloxacinem u Salmonella spp. pouzity k odvozeni

citlivosti k jinym fluorochinolontim nez k ciprofloxacinu?

. Lze pouzit screening s pefloxacinem u jinych druht nez Salmonella spp. pro screening

rezistence k fluorochinoloniim?

. Lze breakpointy priméru zon EUCAST pro Campylobacter jejuni a C. coli pouzit pro jiné

druhy rodu Campylobacter?

. Pro¢ zménil EUCAST screening cefoxitinu u Staphylococcus epidermidis a koagulaza-

negativnich stafylokokt?

. Stanovi EUCAST breakpointy priméru zon kolem disku s fosfomycinem pro jiné

nez Escherichia coli?

S
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10. Bude EUCAST stanovovat breakpointy primérd zén RAST pro jiné ERterobacterales nez
Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae?

8. Kontrola kvality
1. Kde Ize ziskat kmeny pro kontrolu kvality EUCAST?
2. Jak ¢asto by méla byt provadéna kontrola kvality s kontrolnimi kmeny?

3. Lze pouzivat kmeny pro kontrolu kvality EUCAST pro kontrolu kvality automatizovanych
systému?

4. Kde Ize nalézt referenéni distribuce citlivosti pro srovnani s distribucemi citlivosti v nasi
laboratofi?

5. VétSina automatizovanych systému doporuduje kontrolni kmeny, jejichz MIC je mimo
rozmezi v daném antibiotickém panelu. ISO doporuduje, aby nejméné u jednoho
kontrolniho kmene mohlo byt méreno MIC v rozmezi panelu. Je obtizné akceptovat u
kontrolniho kmene vysledky < nebo >, protoze jeho MIC je mimo rozmezi MIC na panelu.
Jak v tomto pfipadé postupovat?

6. Pro¢ jsou v nékterych pripadech nesrovnatelnosti mezi CLSI a EUCAST u stejného
kontrolniho kmene v rozmezi MIC?

7. Jak by se mély kontrolovat disky s kombinacemi B—laktamu s inhibitory B—laktamazy?

8. Kdy by se méla provadét kontrola kvality EUCAST u rychlého vySetreni citlivosti z
pozitivnich hemokultur (RAST)?

9. Ostatni dotazy

1. Novy standard EUCAST uvadi fixni koncentraci inhibitoru B—laktamazy pro piperacilin-
tazobactam, amoxicilin-klavulanat a ampicilin-sulbactam. Plati to pouze pro MIC, a jaky je
pro to duvod?

2. Bude EUCAST doporucovat standardizované fenotypové/genotypové metody pro
konfirmaci producentt karbapenemazy?

3. Jak ¢asto bude EUCAST zverejnovat aktualizace?
4. Co znamena zkratka ND na webové strance primérd zén a MIC EUCAST?

5. Podle tabulky breakpointdt EUCAST musi byt MIC kombinace amoxicilinu/klavulanatu
testovana s fixni koncentraci klavulanatu (2 mg/l). Mohou byt gradientni testy provadény s
fixni koncentraci kyseliny klavulanové?

6. Pro¢ skupinu "jiné streptokoky" nahradila "skupina viridujicich streptokokd", a jak se
vyporadat s nehemolytickymi izolaty?

7. Ma EUCAST néjakou poradni roli ve vyvoji u vyrobcl automatizovanych systému pro
vySetirovani citlivosti?

8. Pouzivani zkratek koncentraci v fedéni dvojnasobné geometrickou fadou v dokumentech
EUCAST neni disledné. Jak se ma spravné interpretovat ve vysledku MIC antibiotika
0,125 ma/l, udava-li EUCAST breakpoint pro citlivost C 0,12 mg/I?

9. V tabulce breakpointtl EUCAST se udava, Ze u viridujicich streptokokd ma byt do
vySetreni citlivosti zahrnut i erytromycin, a to pro detekci indukované rezistence ke
klindamycinu, i kdyZ breakpoint pro erytromycin neni uveden. Jak je to mozné?

10. EUCAST doporucuje MH-F bujén pro mikrodiluéni metodu u streptokokt, ale norma ISO
20776-1 uvadi, ze by mél byt pouzit Mueller-Hinton bujén s 2,5-5 % lyzatem koriské krve.
Pro¢ je zde tento rozdil?

11. Jak se vySetifuje Staphylococcus aureus, ktery pfi pouziti standardni diskové difuzni
metody (neobohaceny Mueller-Hinton agar) neroste na vzduchu?
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12. Pro¢ EUCAST nedoporucéuje pouzivani gradientnich testl pro vysetfeni MIC kolistinu?

13. Je znamo, Ze prUmér zony se muze mezi riznymi laboratoremi liSit. Bere EUCAST tuto

skutecnost v Uvahu pfi stanoveni kritérii pro kontroly kvalitu (QC), breakpointt praméru

zOn a pro data v referenéni databazi EUCAST?

14. Plati stale tabulky v odbornych pravidlech (expert rules v 2.0) uvadéjici pfirozenou

rezistenci a vyjimecéné rezistentni fenotypy (v 3.1)?

15. Jak je definovan "vyjimeény fenotyp rezistence" a pro¢ v posledni verzi expertnich

pravidel (v3.1) byly odstranény "vyjimeéné citlivé fenotypy"?

4. 8ervna 2021

ODPOVEDI:

1. EUCAST diskovy difuzni test - Puda

Kterého vyrobce Mueller-Hinton agaru doporuéuje EUCAST?

EUCAST nedoporucuje urcitého vyrobce Mueller-Hinton agaru. Testovali jsme
opakované Sarze Mueller-Hinton agaru od ¢tyf vyrobct (BBL, Oxoid, bioMérieux a
Bio-Rad) a pfilezitostné i jiné pady. Testovali jsme rovnéz Sarze MH-F (Mueller-
Hinton Fastidious organisms; Mueller-Hinton agar s 5% koriskou krvi a 20 mg/I B-
NAD) od vySe uvedenych vyrobcl. Kazdy uzivatel si musi byt védom toho, ze bez
ohledu na vyrobce musi byt inhibi¢ni zény pfislusnych kontrolnich kmenu pro
vnitfni kontrolu kvality v rozmezi, které uvadi EUCAST. Ty byly kontrolovany na
pudach nékolika vyrobcl. Je nutno poznamenat, ze komercni vyrobci hotovych
pud nemusi byt totozni s vyrobci dehydratovanych piad Mueller Hinton.

>

Jaky je rozdil mezi Mueller-Hinton agarem a Mueller-Hinton agarem 11?

Pdvodni receptura Mueller-Hinton agaru nedefinuje obsah kationtd (které ovliviiuji
vysledky nékolika antibiotik, zejména aminoglykosidu) ani limity pro obsah
thymidinu a thyminu (které ovliviuji vysledky trimetoprimu a sulfonamidd). Mueller-
Hinton agar Il méa nizky obsah thymidinu a thyminu a kontrolovany obsah iontd
vapniku a hof¢iku. V sou€asné dobé by vSechny Mueller-Hinton agary pro
vySetfeni citlivosti mély splfiovat technickou specifikaci ISO 16782. Proto Ize pouzit
kterykoli Mueller-Hinton agar, na némz kontrolni kmeny EUCAST pro vnitfni
kontrolu kvality vytvafi inhibi€ni zény v pfipustném rozmezi, a EUCAST nerozliSuje
mezi MH a MH II.

Hodnoceni MH agaru nékolika vyrobcl (21 Sarzi od 17 vyrobcu
EUCAST Development Laboratory bylo

rovedené v

>

Je zapotrebi kontrolovat kvalitu kazdé nové Sarze Mueller-Hinton agaru?

V rutinni praci se musi na kazdé nové Sarzi Mueller-Hinton agaru kontrolovat rist a
inhibi¢ni zény antibiotik. Pro tuto vnitini kontrolu kvality se pouzivaji kmeny, které
doporucuje EUCAST. Vytvoreni inhibi¢nich zon mimo limit kolem gentamicinu
(nebo tobramycinu) u P. aeruginosa ATCC 27853 ukazuje na vysoky nebo nizky
obsah kationtll a priméry zén kolem trimetoprimu a nebo trimetoprimu-

>



https://www.eucast.org/publications_and_documents/publications_in_journals/
https://www.eucast.org/publications_and_documents/publications_in_journals/

EUCAST Casto kladené otazky 4. Cervna 2021

sulfametoxazolu mensi nez je kontrolni limit u E. faecalis ATCC 29212 ukazuji na
nepfipustné vysoky obsah thyminu i thymidinu.

4 Lze pouzit ovéi krev misto koniské pro pripravu ptidy MH-F?

>

Nikoli. VSechny breakpointy jsou standardizovany a kalibrovany pro Mueller-Hinton
agar s 5 % konskeé krve a 20 mg/l B-NAD a nejsou validovany pro jinou ptdu.
Kmeny Haemophilus spp. nerostou na Mueller-Hinton agaru s 5 % ov¢€i krve a 20
mg/l 3-NAD.

5 | Jaky B-NAD Ize pouzit?

Hodnotili jsme Sarze B-NAD ruznych vyrobcl a doporuujeme vSak pouzivat 3-
NAD s Cistotou = 98%.

[»

6 Lze MH-F pudu pouzit pro gradientni testy?

Informace o tom, které produkty jsou pro MH-F validovany, naleznete v pokynech
vyrobce.

Rlst anaerobl a Neisseria gonorrhoeae na MH-F je casto nedostatecn y a proto
doporucujeme testovani

>

7 | V priruéce EUCAST pro diskovou difuzni metodu je stanovena vyska agaru
4.0 £ mm. Znamena to, ze Ize uzit plotny s vySkou agaru 3,5-3,7 mm?

Nikoli, cilova hodnota by méla byt 4,0 mm bez ohledu na to, zda jsou pudy
pfipraveny komeréné nebo in-house. Pokud opakovana kontrola ukaze vySku pod
nebo nad 4 mm, je zapotfebi upravit objem vylévané pudy, i kdyZ je vySka agaru v
rozmezi 3,5 - 4,5 mm. Pravdépodobnym vysledkem soustavného pouzivani pad s
hloubkou agaru v blizkosti téchto limitd, zejména nizSiho limitu, je vytvoreni
chybnych inhibi¢nich zén.

>

8 Mame problémy se zakalem v inhibi€nich zénach a s riistem kolonii v
blizkosti okraji zén, zejména na pudé MH-F. Co lze udélat pro zlepseni
tohoto stavu?

PFi€inou zakalu nebo neostrych okraji zén maze byt viditelna vihkost na povrchu
agaru nebo na vicku (vihky film nebo kapky) a proto by plotny mély byt pfed
inokulaci suché. Vihkost je bézna u ploten uloZzenych v igelitovych saccich nebo v
uzavienych nadobach.

>

2. EUCAST diskovy difuzni test - Disky
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1 Shoduje se obsah diskti EUCAST a CLSI? A

VétSinou je obsah stejny, ale u nékterych disku se liSi. Pozadovany obsah pro
metodu EUCAST definuji Tabulky breakpointd EUCAST. Pouzivaji-li se kritéria
EUCAST, pak nelze pouzit alternativni obsahy disku. Kazda laborator, ktera
pouziva diskovou difuzni metodu s breakpointy pramért zén EUCAST musi
provadét kontrolu kvality k ovéfeni, zda pouzité disky spliuji kritéria v tabulkach
QC EUCAST. Existuji vyznamné rozdily v kvalité disk( od rdznych vyrobcu, viz
hodnoceni diski EUCAST od 9 vyrobcl,
http://www.eucast.org/documents/publications _in_journals/

3. EUCAST diskovy difuzni test - priprava inokula

1 Je nutno méfit hodnotu McFarlanda u vSech suspenzi?

>

Neni mozno posuzovat zakal pouhym okem bez porovnani se zakalovym
standardem. Hustotu suspenze Ize nejspolehlivéji zméfit na fotometru
kalibrovaném na hodnoty McFarlanda. Porovnavani hustoty suspense se
zakalovym stupném 0,5 McFarlandova standardu pouhym okem je méné
spolehlivé nez fotometrické. V soucasné dobé jsou k dispozici jednoduché
komercni fotometry.

2 Lze k vySetieni citlivosti pouzit kolonie ze selektivni ptdy?

Selektivni pudy obsahuiji latky pro inhibici nebo podporu rtstu nékterych mikroba.
Pro vySetfeni citlivosti se nedoporucuje pouzivat kolonie ze selektivni pady.

>

3 Méla by se z plidy odebrat vice nez jedna kolonie k zachytu
heterorezistence?

>

Odbér vice kolonii neni pro prikaz heterorezistence nutny, maze vSak predejit
vybéru atypické varianty (kolonie ktera ztratila plazmid rezistence). Obvykle je
nutno odebrat vice kolonii pro ziskani dostate€ného mnozstvi materialu k pfipravé
inokula v koncentraci odpovidajici zakalovému stupni 0,5 McFarlanda.

4 Lze k pripravé inokula pouzit pufr nebo vodu misto fyziologického roztoku?

Nikoli. Pfiprava inokula pro diskovou difuzni metodu EUCAST je zaloZena na
pouziti fyziologickeho roztoku (0,85 % NaCl).

>

5 V pfirucce EUCAST pro diskovou difuzni metodu se uvadi uprava inokula
podle zakalového stupné 0,5 McFarlandova standardu. Jaké rozmezi Ize
pouzit?

>

Zadné rozmezi neni uvedeno, nebot koncentrace inokula ma odpovidat
zakalovému stupni 0,5 McFarlanda. Nicméné v praxi mize byt Casové naro¢né
upravovat inokulum pfesné na stuperi 0,5, a malé odchylky vyznamné neovlivni
vysledky. Laboratofe, které pouzivaji jednoduché fotometry, nejsou schopny
odecitat s vétsi presnosti nez 0,1 McFarlandova stupné a zakal inokula je obvykle
v rozmezi 0,4-0,6 McFarlanda, doporu€ujeme vSak, abyste inokulum pokud mozno
upravovali pfesnéji.

6 Lze plotny pro vysetieni citlivosti inokulovat prelitim?

>

Nikoli. V minulosti bylo pfeliti alternativou inokulace ploten roztérem. Ve vétsiné
zemi je nyni z bezpeénostnich diivodl povazovano preliti za nepfijatelné, nebot
pipetovani nebo pfelévani povrchu ploten suspenzi s vysokou koncentraci bakterii
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a jeji nasledné odstranéni je zdrojem vysokeého rizika aerosolu a potfisnéni. Navic
je pfi preliti vy$Si koncentrace mikrobl na povrchu agaru nez pfi inokulaci
roztérem. Z tohoto divodu EUCAST nedoporucuje inokulaci prelitim pouzivat.
Inokulaci tamponem Ize pouzit na plotny jakéhokoli tvaru a velikosti je-li provadéna
spravneé (roztér ve tfech smérech po celé plose plotny). Na kruhovych plotnach Ize
pouzit rotator.

4. EUCAST diskovy difuzni test - Hodnoceni zén inhibice

1 Je nutno méfit vSechny zény inhibice?

Méreni a odecitani zon se doporucuje pfi zavadéni diskové difuzni metody
EUCAST. Laboratof muze ziskané Udaje analyzovat v porovnani s distribuci
referencnich inhibiénich zén dostupnych v databazi priiméru inhibi¢nich zén
EUCAST. Jako alternativu k méfeni zon Ize nasledné pouzivat Sablony
kalibrovane podle breakpointt EUCAST. Zény kontrolnich kmenu je nutno vzdy
méfit a zaznamenavat.

>

2 Mély by byt inhibiéni zény na MH a MH-F odecitany proti €¢ernému pozadi?

Plotny s MH jsou vZdy odec€itany na spodni strané v odrazeném svétle proti
¢ernému pozadi. Plotny MH-F jsou odecitany zepfedu s odkrytym vickem

v odrazeném svétle a pfednostné proti svétlému pozadi. Pokud neni uvedeno
jinak, plotna se umisti ve vzdalenosti zhruba 30 cm od oka. BlizSi umisténi muze
byt zapotfebi pfi odecitani rozdild mezi hemolyzou a ristem na MH-F, mezi ostrym
a nejasnym okrajem zony (Staphylococcus aureus a benzylpenicilin, enterokoky a
vankomycin) a/nebo pfi patrani po pfitomnosti kolonii v zéné (pro detekci
heterogenni rezistence).

Viz EUCAST Disk Diffusion Manual and Reading Guide for Instructions.

>

3 | Jsou bakteriostaticka a baktericidni antibiotika odecitana podle stejnych
doporuceni?

Ano, u vSech antibiotik se odecitaji okraje zony od bodu uplné inhibice pozorované
pouhym okem. Plotna se umisti 30 cm od oka a nepatra se po povlaku nebo
drobnych koloniich neviditelnych pouhym okem (seznam vyjimek je uveden

v pfiru¢ce a v navodu pro diskovou difuzni metodu EUCAST Reading Guide,
Cesky preklad viz PFiru¢ka a Navod k odecitani na http://www.szu.cz/diskova-
difuzni-metoda-eucast ).

>

4 Pro¢ nékdy kontrolni kmen Haemophilus influenzae ATCC 49766 roste
uvniti zény p-laktamovych antibiotik?

Zony inhibice kontrolniho kmene Haemophilus influenzae ATCC 49766 u
B—laktamovych antibiotik by mély byt bez ristu a v rozmezi kterd uvadi EUCAST.
Rust uvnitf zén je dusledkem pfili§ koncentrovaného inokula nebo nepfimérené
dlouhé inkubace.

>

5 | Jsou samostatné kolonie uvnitf inhibiéni z6ny kolem mecilinamu
(pivmecilinamu) vyznamné?
U diskového (a gradientniho) testu s mecilinamem se mohou vyskytnout kolonie

uvnitf inhibicni zény. Interpretace testu u E. coli (nikoli vSak u jinych enterobakterii)
vychazi z prdméru zény inhibice a jednotlivé kolonie uvnitf zoény se prehlizeji.

>

6 Pro¢ se nékdy u Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 objevuji kolonie

>
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uvnitf inhibiénich zén kolem diskl s karbapenemy?

Izolované kolonie uvnitf inhibi€nich zén, vytvarenych kolem diskl s karbapenemy
kmenem Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 mohou byt disledkem ztraty
aktivity karbapenemt v disku (karbapenemy jsou mimoradné citlivé k degradaci
bé&hem skladovani), nebo pfili§ koncentrovaného inokula, které usnadnuje vyskyt
rezistentnich mutant, nebo zmény kontrolniho kmene bé&éhem subkultivaci. Moznou
ztratu aktivity disku Ize nejlépe detekovat denni kontrolou kvality. Kmen pro
kontrolu kvality by se ze zkumavek uchovavanych v mrazni¢ce mél vyoCkovavat

kazdy tyden a pro zachovani vlastnosti subkultivovat po dobu nejvyse Sesti dnu.
P aeruginosa ATCO 27889 i va py kooni a oba musi byt v subkulturéch

5. EUCAST diskovy difuzni test - Obecna metodologie

Je nutno dodrzovat ,,pravidlo 15-15-15 minut“?

EUCAST doporucuje, aby bakterialni suspenze byla naotkovana do 15 minut od
pripravy, EiBGEGENEER G BONIREGA BHBMEISISENgE, ~ntbioticke cisky je
nutno klast do 15 minut po naoCkovani ploten a do dalSich 15 minut je nutno zadcit

plotny inkubovat. Prodlouzeni téchto ¢asu mize nezadoucim zpuisobem ovlivnit
(zvétsit nebo zmensSit) inhibi¢ni zény.

>

Doporucéuje EUCAST “pirimé vysetieni citlivosti”?
EUCAST zvefejnil navod pro “pfimé testovani citlivosti”, pro vice informaci, viz
http://www.eucast.org/ast of bacteria/guidance documents/

(Cesky preklad je dostupny na http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-s-pokyny-pri-
testovani-citlivosti-eucast)

>

Jak se vysetiuje antibioticka citlivost u Neisseria gonorrhoeae?
EUCAST urcil breakpointy pro gonokoky, avsak v sou¢asné dobé neni doporucena

specificka metoda @hi ptida. EUCAST vyviji alternativy ve spolupraci
s mezinarodnimi experty na * Do doby nez EUCAST tyto

metody zvefejni je moZno pouzivat existujici narodni nebo mezinarodni postupy.
PFi pouzivani komer&nich vyrobkl pro vySetfeni MIC je nutno postupovat podle
pokynu vyrobce.

>

Pro¢ EUCAST doporucuje inkubaci pfi 35 * 1°C zatimco CLSI doporucuje 35
+ 2°C?

Narodni standardy pro inkubacni teplotu jsou dosti odliSné, avSak s vyjimkou CLSI
uvadéji £1°C. Standard ISO pro MIC uvadi teplotu v rozmezi 34-37°C, zahrnujici
odchylku £1°C pro inkubatory nastavené na 35 nebo 36°C.

Moderni inkubatory maji stanovenu kontrolu teploty v rozmezi £1°C. Rozsahla
prace na kalibraci diskové difuzni metody EUCAST byla zaloZena na
monitorovanych teplotach 35 + 1°C a nevyskytl se zadny problém s jejich
dosazenim.

>

10
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5 Pro¢ se diskova difuzni metoda EUCAST, podobné jako je tomu u CLSI,
implementuje po dobu 20 dnu, po nichz Ize snizit frekvenci provadéni
kontroly kvality z denniho na tydenni?

>

Pfed rutinnim pouzivanim diskové difuzni metody doporucuje EUCAST pro
vS§echny pracovniky laboratore trénink pfipravy a odecitani pud (pfiblizné po dobu
dvou mésicu).

Vnitfni kontrola kvality pomoci doporuéenych kmenu by méla byt provadéna
denné, nebo alesponi 4 krat tydné. Primérné hodnoty testl (opakovanych = 10 x)
by mély byt optimalné na cilovych hodnotach kontroly kvality £ 1 mm.

Po dobu nejméné jednoho mésice se doporuCuje méfit a zaznamenavat vSechny

inhibi¢ni zény a jejich histogramy srovnavat s referencnimi histogramy na webové
strance EUCAST zone diameter distribution website. Median distribuce divokého

typu by se mél pohybovat v rozmezi £ 1 mm od medianu referen¢ni distribuce.

6. Breakpointy - obecné

1 Budou zveiejnény breakpointy pro Actinomycetes spp., Bordetella spp.,
Nocardia spp., rychle rostouci mykobakterie a Streptomycetes spp.?

O stanoveni breakpointd pro tyto bakterie se uvazuje. Pro nékteré z nich bude
doporuceno pouze vySetfeni MIC, u jinych se vypracovavaji kritéria pro diskovou
difuzni metodu.

>

2 Vypracovava EUCAST klinické breakpointy nebo expertni pravidla pro
veterinarni oblast?

>

EUCAST nema klinické breakpointy nebo expertni pravidla pro veterinarni pouziti.
Humanni klinické breakpointy nemusi vyhovovat pro veterinarni izolaty, které
pochazeji z riznych zvifat. Farmakodynamika antibiotik se muze u rlznych zvifat
velmi liit. V téchto situacich je logickou alternativou humannich klinickych
breakpointl pouziti epidemiologickych predéll (epidemiological cut-off, ECOFF),
kterym se dava prednost také v nékterych veterinarnich studiich surveillance
rezistence. Expertni pravidla EUCAST byla navrZzena pro pouzivani v humanni
klinické oblasti a z dGvodu uvedenych vysSe nékteré z nich mohou byt pro
veterinarni ucely nevhodné, ackoli vétSinu z nich Ize aplikovat v humanni i
veterinarni oblasti. Vice informaci, viz EUCAST Veterinary Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (VetCAST),

http://www.eucast.org/ast of veterinary pathogens/).

3 Pro€ nejsou v tabulkach breakpointtii EUCAST uvedeny zadné breakpointy
pro "I" kategorii (citlivy, zvySena expozice)?

Hodnoty MIC nebo priimérd zén v tabulkach mezi breakpointy pro C a R jsou v
kategorii "I". Méfi-li se zény na nejblizsi vy§Si hodnotu (mm), pak na pfiklad primér
zény 217 mm pro citlivost a <14 mm pro rezistenci znamena, ze pramér zény 14-
16 mm znaci kategorii "I".

>

4 EUCAST neudava breakpointy oxacilinu, cefalosporint a karbapenemtu pro
stafylokoky, jak lIze tedy citlivost stanovit?

Citlivost k témto antibiotikim se odvozuje od citlivosti k cefoxitinu. Nové zavedena

>
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B—-laktamova antibiotika ucinna proti izolatim rezistentnim k meticilinu maji
specifické breakpointy, zahrnuté v tabulce breakpointd.

5 Pro¢ jsou uvedeny breakpointy nitrofurantoinu pouze pro E. coli a ne pro
dalsi Enterobacterales?

Nitrofurantoin je doporu€en pouze pro IéEbu nekomplikovanych infekci mocovych
cest. Mo&ové infekce zptisobené jinym druhem z &eledi hjsou
pravdépodobné komplikované nebo postihuji horni mocové cesty, a proto jsou
z tohoto doporuceni vylouceny.

>

6 | Proé nejsou uvedeny breakpointy tetracyklinu pro Enterobacterales?

EUCAST Steering Committee ustoupila u Enterobacterales od zarazeni
breakpointu tetracyklinu, protoze toto antibiotikum neni nadale povazovano za
vhodné pro Ié8bu infekci zptisobenych Enterobacterales. \/zhledem k tomu, ze
tetracyklin je nékdy pouzivan k profylaxi, Ize pouzit hodnotu epidemiologického
predélu (ECOFF) 8 mg/l k odliseni kmenl bez mechanizmi rezistence od kmenu
rezistentnich.

[»

7 Je trimetoprim-sulfametoxazol jediné pouzitelné antibiotikum pro
Stenotrophomonas maltophilia ?

Trimetoprim-sulfametoxazol (kotrimoxazol) je jedinym antibiotikem, u néhoz je
potvrzena klinicka korelace mezi MIC Stenotrophomonas maltophilia a klinickym
ucinkem. V budoucnu snad bude mozno stanovit breakpointy pro dalSi antibiotika,
av8ak soucasna literatura neposkytuje jasné indikace, pro které antibiotikum je
stanoveni breakpointl opodstatnéné. Viz navod“Stenotrophomonas maltophilia’,

(http://www.eucast.org/antimicrobial _susceptibility testing/quidance documents/),
Cesky preklad je dostupny na http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-s-pokyny-pri-
testovani-citlivosti-eucast

>

[»

" Vaaktanto weskpon notat ro veochny Enirapaciersigt 0

9 Jsou breakpointy PK/PD (dfive nazvané "non-species-related MIC
breakpoints") v tabulkach breakpointt jakkoli pouzitelné v rutinni klinické
laboratofi?

Breakpointy PK/PD vychazi pouze z farmakokinetickych a farmakodynamickych
Udajl. Pouzivaji se jako zaklad pro stanoveni klinickych breakpointd, pfi némz
musi byt modifikovany v zavislosti na mikrobiologickych a klinickych udajich.

V rutinni klinické laboratofi je Ize pouzit u mikroorganizma, pro néz nejsou
breakpointy stanoveny. Znamena to, Ze u druhu nebo skupiny mikrobd, které
nejsou zahrnuty nebo zminény v jakékoli ¢asti tabulek breakpointd, Ize vySetfit MIC
a interpretovat vysledek podle breakpointli PK/PD. Tak Ize ziskat urcitou pfedstavu
o pouzitelnosti daného antibiotika. Ziskany vysledek MIC je mozno také porovnat

s distribuci MIC na webu EUCAST, je-li pro dany druh a antibiotikum k dispozici
(dostupné na EUCAST MIC distribution website). Takové srovnani umoznuje
posoudit pravdépodobnost vyskytu jakéhokoli fenotypové detekovatelného

>
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mechanizmu rezistence u daného izolatu.

DalSi informace Ize ziskat v pokynech “What to do when there are no breakpoints
in the EUCAST Breakpoint Table”

(http://www.eucast.org/qguidance documents/),Cesky preklad "Jak postupovat
nejsou-li k dispozici breakpointy" je dostupny na http://www.szu.cz/dalsi-
dokumenty-s-pokyny-pri-testovani-citlivosti-eucast

10

Breakpointy cefuroximu pro E. coli, Klebsiella spp. (s vyjimkou
K. aerogenes), Raoultella spp. a P. mirabilis jsou uvedeny pouze pro vysoké
davky (1.5 g x 3). Jaky je k tomu divod?

PK/PD breakpointy cefuroximu jsou C <4 mg/l a R >8 mg/l. Breakpoint C vychazi
z nizké davky (750 mg x 3) a breakpoint R z vysSi davky. Hodnota 4 mg/l spada
doprostied distribuce MIC populace divokého typu E. coli a indikuje, Ze pfi podani
standardni davky bude |éCba pacienta na hranici u€innosti, nebo bude zcela
nedostateéna. Breakpoint pro C byl tudiz upraven na 8 mg/l, aby se predeslo
rozdéleni populace divokého typu (které znemozhuje ziskani reprodukovatelnych
vysledkl vysSetfeni citlivosti) a pro kompenzaci zvySeného breakpointu bylo
specifikovano vysoké davkovani. Distribuce MIC je uvedena na EUCAST MIC
distribution website.

>

11

Pro¢ nelze pouzit vysoké davky cefuroximu pro jiné Enterobacterales nez
Escherichia coli, Klebsiella spp. (s vyjimkou K. aerogenes), Raoultella spp. a
Proteus mirabilis, které se pfi vySetreni citlivosti jevi jako citlivé?

PFi harmonizaci breakpointt byl cefuroxim nejspornéjSim antibiotikem a nékteré
zemeé neakceptovaly u Zzadného Clena Celedi Enterobacterales citlivost

k cefuroximu pro jeho hrani¢ni u€innost. Vysledkem kompromisu je omezeni
pouziti cefuroximu na nejcitlivéji (a nejpbéznéjsi) druhy a pouziti pouze vysokych
davek.

V soucCasné verzi tabulek breakpointt (viz posledni verzi na webu EUCAST) jsou
v poznamce k cefuroximu spolu s Escherichia coli zahrnuty Klebsiella spp. (s
vyjimkou K. aerogenes), Raoultella spp. a Proteus mirabilis. BEhem rozhodovaciho
procesu o ucinnosti cefuroximu se také diskutovalo o jinych jednoznacné
nekomplikovanych infekcich. Bylo rozhodnuto, Ze ,nekomplikované® infekce by
mely byt primarné zpasobeny pouze témito druhy a Ze pro jiné, méné Casto
izolované druhy, je dokumentace o klinické ucinnosti cefuroximu chuda nebo
neexistuje.

>

12

Pro¢ je udan breakpoint trimetoprimu pro vSechny Enterobacterales zatimco
nitrofurantoin je pouze pro Escherichia coli? Obé antibiotika jsou uréena
pouze pro nekomplikované infekce mocovych cest.

Je pravda, ze nitrofurantoin i trimetoprim jsou uréeny pouze pro nekomplikované
infekce mocovych cest (IMC) a Ze Enterobacterales jiné, nez E. coli, jsou obvykle
sdruzeny s komplikovanymi IMC. Nicméné ucinnost trimetoprimu proti
Enterobacterales je relativné konstantni a s reprodukovatelnosti vysledkd vysetfeni
citlivosti trimetoprimu nejsou problémy.

E. coli je jedina cilova bakterie pro nitrofurantoin, protoze u Klebsiella pneumoniae
MIC nitrofurantoinu Casto pfevysuje breakpoint a jeho ucinnost je tudiz
problematicka, a protoze ucinnost nitrofurantoinu proti Proteus spp. a Providencia
spp. je nizka.

>
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13

Je v planu stanovit breakpointy pro lokalné aplikovana antibiotika jako jsou
chloramfenikol, polymyxin B, tetracyklin, neomycin a tobramycin?

Pfes viekla jednani a dvé rozsahlé konzultace EUCAST breakpointy pro lokalni
antibiotika _ neustanovil. U vétsiny z nich neni znama koncentrace v misté
infekce, jak dlouho pfetrvava a jaka je v praxi jejich variabilita. Pro vétSinu téchto
I&Civ nejsou k dispozici Zadné spolehlivé farmakokinetické udaje a ani podlozené
Udaje o vysledcich [é€by. Pouziti klinickych breakpointll nemusi byt vhodné a navic
nejsou k dispozici pro vSechna lokalné pouzivana antibiotika. Pouziti
epidemiologickych pfedélt (ECOFF) by mohlo vést k podcenéni aktivity nékterych
lokalnich antibiotik, pfinejmensim je vSak schopno kategorizovat izolaty jako divoky
typ a ne-divoky typ se snizenou citlivosti, ktera mize vést k vyssi
pravdépodobnosti klinického selhani. Néktefi u¢astnici diskuse vsak silné
pocitovali, ze pouzivani ECOFF, které jsou ¢asto blizké klinickym breakpointim,
by bylo matouci. Klinické udaje tykajici se vztahu MIC a vysledku IéEby nejsou k
dispozici, a proto EUCAST nebyla schopna dosahnout konsensu, ktery by vyfesil
protichudné nazory na tyto dva alternativni navrhy:

1. U vSech lokalnich antibiotik pouzivat epidemiologické predély (ECOFF).

2. Pouzivat klinické breakpointy a v pfipadech, kdy nejsou k dispozici, pouZivat
epidemiologické predély (ECOFF).

Dokument s pfislusnymi argumenty pro pouziti epidemiologickych predéli nebo
klinickych breakpointl je na

http://www.eucast.org/ast _of bacteria/guidance documents/, Eesky pieklad
http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-s-pokyny-pri-testovani-citlivosti-eucast.

A

14

Bude EUCAST stanovovat breakpointy azitromycinu pro rody Salmonella a
Shigella?

T

>

15

Které breakpointy lze pouzit pro gramnegativni nefermentujici ty¢ky jiné nez
Pseudomonas spp. a Acinetobacter spp.?

Dalsi informace, viz dokument EUCAST "What to do when
there are no breakpoints in the EUCAST Breakpoint Table”
(http://www.eucast.org/quidance _documents/), Cesky preklad "Jak postupovat
nejsou-li k dispozici breakpointy”, dostupny na http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-
s-pokyny-pri-testovani-citlivosti-eucast

>

16

Proc byl z posledni verze breakpointi odstranén screening s nalidixovou
kyselinou pro izolaty Salmonella a jak se ma nyni postupovat?

Ohledné chinolonové rezistence u Salmonella spp. probéhla rozsahla diskuse,
specialné u rezistence v nizkém stupni. Vzhledem k tomu, Ze screening

s nalidixovou kyselinou neodhali mutanty gnr, nelze jej nadale doporucovat pro
vySetfeni citlivosti k ciprofloxacinu.

EUCAST doporucuije pro detekci rezistence k ciprofloxacinu u Salmonella spp.
screening s diskem 5 ug pefloxacinu (viz EUCAST breakpoint table). Tak Ize
detekovat kmeny se znamymi mechanizmy rezistence (gnr, QRDR, a aac’) u

>
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Salmonella spp. a vSech dalSich izolatd s MIC vy8Sim nez ECOFF (> 0,06 mg/l). Z
toho davodu Ize hlasit izolaty rezistentni k pefloxacinu jako rezistentni k
ciprofloxacinu a izolaty citlivé k pefloxacinu jako citlivé k ciprofloxacinu.

Pokud se k testovani pouziva kyselina nalidixova, pak vSechny rezistentni izolaty
Ize kategorizovat jako rezistentni také k ciprofloxacinu. U citlivych izolatl ke
kyseliné nalidixové musi byt stanoveno MIC ciprofloxacinu.

Pro vice informaci, viz Skov R. et al. 2015. Development of a pefloxacin disk
diffusion method for detection of fluoroquinolone-resistant Salmonella enterica. J
Clin Microbiol 53:3411-3417.

17

EUCAST v tabulkach breakpointl uvadi, Ze breakpointy cefalosporint pro
Enterobacterales detekuji vdechny klinicky vyznamné mechanizmy
rezistence (véetné ESBL a plazmidem zprostiedkované AmpC). Znamena to,
ze tyto mechanizmy neni tieba dale vySetiovat a ze vysledek se ma hlasit tak,
jak byl odeéten?

EUCAST doporucuje stejné jako CLSI, aby vysledek vySetieni f—laktamovych
antibiotik pro ﬂ byl hlagen tak, jak byl odedten (,as found*). Tudiz

pro klinické hladeni vysledkld neni nutno detekovat mechanizmy rezistence.

Nicméné jsou zde dobré duvody pro detekci mechanizm rezistence pro
epidemiologické ucely a kontrolu infekci.

Viz metodicky dokument pro detekci mechanizmu rezistence

http://www.eucast.org/resistance_mechanisms/, Eesky preklad
http://www.szu.cz/detekce-mechanismu-rezistence-eucast .

>

18

Muze byt k detekci ESBL nebo karbapenemazy pouzit ECOFF?

>

19

Breakpointy benzylpenicilinu pro Streptococcus pneumoniae zavisi na
podané davce. Jak se ma hlasit vysledek vysSetreni? Je nutno do vysledku
uvést vSechny poznamky uvedené u téchto breakpointi?

Narodni komise pro vySetfovani citlivosti (u nas Subkomise pro antibiotickou
politiku CLS JEP) by méla doporugit laboratoFim piislusné breakpointy podle toho,
jaké davky penicilinu se nej¢astéji pouzivaji k I6éEbé pneumokokové pneumonie

v dané zemi.

[»

20

Bude EUCAST zavadét breakpointy antibiotik pouzivanych u mocovych
infekci pro skupinu viridujicich streptokokt?

Nalez viridujicich streptokokd v modi je s nejvétsi pravdépodobnosti kontaminace,
a tyto bakterie jsou velmi vzacné pfic¢inou moc€ovych infekci. EUCAST
nepredpoklada zavadéni breakpointl antibiotik u izolatl viridujicich streptokokl z
modi.

>
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21

Pokud nema pneumokok zadné mechanizmy rezistence a je citlivy k
penicilinu, mize byt oznacen jako citlivy ke vSem B-laktamovym
antibiotikaim, je-li vSak citlivy pfi zvySené expozici nebo rezistentni, jak se ma
hodnotit citlivost k amoxicilinu a k amoxicilinu/kyseliné klavulanové?

Od doby, kdy byla polozena tato otazka, byly zavedeny breakpointy pro peroralni
lé€bu infekci zpusobenych S. pneumoniae (a H. influenzae) témito antibiotiky.

A

22

Co znamena poznamka ,,pouze pro nekomplikované infekce moéovych cest“
(IMC) pro Enterobacterales a cefalosporiny?

P¥i stanovovani breakpointu pro peroralni cefalosporiny u Enterobacterales
nenasSel EUCAST klinické dukazy podporujici pouzivani téchto antibiotik u jinych
nez nekomplikovanych IMC. Tyto pfipravky maji nizké tkafiové hladiny a udaje
PK/PD obecné ukazuji na nedostateCnou odpovéd u celkovych infekci. Bez ohledu
na tyto skute¢nosti se mohou vyskytnout situace, v nichz je 1é€ba celkovych infekci
uspésna, a pokud EUCAST shleda dostatek klinickych dikaz( potvrzujicich
uspésné pouziti v Ié€bé infekci jinych nez IMC, bude breakpointy revidovat. Viz
také metodicky dokument

http://www.eucast.org/ast _of bacteria/guidance documents/, Cesky pfeklad je
dostupny na http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-s-pokyny-pri-testovani-citlivosti-
eucast

>

23

Breakpointy nitrofurantoinu v tabulce pro Staphylococcus spp. jsou
uvedeny pouze pro S. saprophyticus. Jaké je doporuéeni pro testovani a
interpretaci pro jiné Staphylococcus spp. z moéi?

EUCAST nedoporucuje nitrofurantoin u jinych stafylokok( nez je

S. saprophyticus. Zavazné infekce zplsobené S. aureus nebo koagulaza-
negativnimi stafylokoky jinymi nez S. saprophyticus obvykle nejsou pfi€inou
nekomplikovanych infekci moCovych cest a nemohou byt IéCeny nitrofurantoinem.

>

24

Pro¢ byly odstranény breakpointy mupirocinu u Staphylococcus aureus?

Breakpointy a epidemiologické pfedély (ECOFF) EUCAST pro S. aureus a
mupirocin jsou v tabulce pro lokalni antibiotika (ta byla prvné zahrnuta do Tabulek
breakpointll EUCAST verze 7.0, 2017). DalSi informace o tom, jak tyto breakpointy
pouzivat, viz webové stranky EUCAST

(http://www.eucast.org/guidance documents/), Cesky preklad "Breakpointy pro
lokalné pouzivana antibiotika" je dostupny na http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-s-
pokyny-pri-testovani-citlivosti-eucast

>

25

U nékterych antibiotik jsou uvedeny komentare tykajici se davkovani.
Vztahuji se vyssi davky k breakpointu pro citlivost nebo pro rezistenci?

Podle terminologie EUCAST se vysSi davka se vztahuje ke kategorii ,citlivy,
zvySena expozice“. Viz tabulka davkovani v Tabulce breakpointi EUCAST.

>

26

EUCAST uvadi, ze E. faecium, rezistentni k penicilinim, Ize povazovat za
rezistentni ke vSem p-laktamovym antibiotikim véetné karbapenemdi.
Zahrnuje to také amoxicilin/klavulanat?

Rezistence k B-laktamdm u E. faecium je obvykle dusledkem zmény nebo zvysene
exprese PBP. Podle nasich informaci je produkce B-laktamazy popsana pouze ve
dvou publikacich, jedna je z USA (Coudron et al 1992, AAC 36:1125-6), a jedna z
Italie (Sarti et al 2012; JCM 50:169-72).

Vzhledem k tomu, Ze rezistenci vétSiny kmenu E. faecium k B-laktamovym

>
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antibiotikim zpusobuje pFitomnost alterovanych PBP, nemaji inhibitory p-laktamaz
Zadny vliv na obnoveni citlivosti k témto antibiotikim. Rezistentni izolaty vytvarejici
B—-laktamazu, citlivé ke kombinaci ampicilinu se sulbaktamem, byly zfejmé popsany
pouze v italské studii.

27

Tabulka breakpointit EUCAST u mupirocinu uvadi: "Breakpointy se vztahuiji
k nosni dekolonizaci S. aureus”. U dalSich Staphylococcus spp, se tedy hlasi
pouze MIC nebo se zadny vysledek neoznamuje?

Udaje o mechanizmech rezistence a jgjieh klinicky vyznam se tykaji pouze S.
aureus, proto se hlasi jen tyto vysledky.

>

28

Podle metod a breakpointii EUCAST jsou nékteré p-laktamaza negativni
izolaty Haemophilus influenzae rezistentni k cefuroximu a citlivé k
ampicilinu. Maze to byt pravda?

EUCAST doporucuje k prukazu p-laktamové rezistence H. influenzae screening s
diskem s 1J benzylpenicilinu. Disk s 1 J benzylpenicilinu je spolehlivy pro odhaleni
vSech typl pB-laktamové rezistence, v€etné produkce B-laktamazy a ruznych typa
PBP mutaci. Pokud je zéna kolem disku = 12 mm, pak Ize kmen povazovat za
citlivy ke vSem B-laktam0Om, u nichz jsou uvedeny klinické breakpointy (viz
doplikovou tabulku v breakpointech EUCAST pro H. influenzae). Informace o
screeningu s benzylpenicilinem je v EUCAST breakpoint table a na webu EUCAST
http://www.eucast.org/ast_of bacteria/calibration_and_validation/

V poslednich letech vzrostla rozmanitost a mnozstvi mutaci PBP u H. influenzae.
Nékolik typu PBP mutaci se tyka predevsim penicilind (véetné ampicilinu) a dalsi
se tykaji zejména cefalosporint (a ty maji nejvétsi vliv na cefuroxim). Tyto mutace
nemusi mit ve stejné mire vliv na ampicilin nebo amoxicilin. Cefuroxim je citlivy
marker pro mutace PBP, které ovliviiuji cefalosporiny. Tyto mutace nemusi pasobit
na ampicilin nebo amoxicilin ve stejné mife.

>

29

Lze pouzit breakpointy uréené pro H. influenzae pro izolaty jinych druht
hemofilt?

Breakpointy EUCAST byly definovany pouze pro H. influenzae, nebot klinické
udaje tykajici se uspéchu nebo selhani 1éCby infekci zplsobenych jinymi druhy
Haemophilus jsou vzacné. Distribuce MIC u H. parainfluenzae a H. influenzae jsou
vS§ak velmi podobné, a proto po dobu absence pfislusnych breakpointl Ize
pouzivat breakpointy pro H. influenzae. Kritéria diskové difuzni metody pro jiné
druhy Haemophilus nez H. influenzae nejsou stanovena.

>

30

Od zavedeni breakpointii EUCAST do nasi laboratoie vzdy hlasime H.
influenzae jako "citlivy, zvySena expozice" k cefuroximu axetilu. Pfedtim
jsme hlasili izolaty H. influenzae jako citlivé k cefuroximu axetilu podle
kritérii CLSI. Lze toto Ié¢ivo podavat ve vyssich davkach? V nasi oblasti je
Siroce pouzivano a nasi klinici véri, ze poskytuje vyhovujici klinické
vysledky. Jaky je dilvod, ze izolaty nelze hlasit jako citlivé?

Ve srovnani s mnoha jinymi antibiotiky neni u€inek cefuroximu proti H. influenzae
dostatecny a dokonce je sporné, zda i pfi intraven6znim podavani jsou u pacientu
vzdy dosazeny ucinné koncentrace. Pfi stanoveni breakpointi EUCAST pro
cefuroxim a cefuroxim axetil byly vzaty do uvahy v8echny aspekty (distribuce MIC,
farmakokinetiky, farmakodynamiky, nosné klinické udaje a mechanizmy
rezistence) a bylo rozhodnuto, Ze neexistuji Zadné klinické udaje podporujici

>
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pouzivani cefuroximu axetilu (nebo cefacloru) k 1é¢bé plicnich infekci nebo otitis
media, zpusobenych H. influenzae. Klini¢ti I€kafi sice mohou pfi¢itat uspéch 1é¢by
cefuroximu, avSak infekce hornich cest dychacich zpusobené H. influenzae jsou
ve vysoké frekvenci samouzdravné, a proto ucinek tohoto antibiotika je obtizné
posoudit.

Kromé toho se vzrUstajici a ve vétsiné lokalit vysokou frekvenci vyskytu
chromosomalné zprostiedkované rezistence (mutace PBP3) k beta-laktamim (t.].
beta-laktamova rezistence nezplsobena produkci beta-laktamazy) u H. influenzae
a skuteCnosti, ze cefuroxim (a cefuroxim axetil a cefaclor) tyto mutace ovliviiuje
vice nez jiné beta-laktamy, je tfeba se vyhnout empirické terapii cefuroxim
axetilem.

31

Pro¢ se breakpointy nitrofurantoinu vztahuji pouze na Enterococcus
faecalis a nikoli na ostatni enterokoky, specialné na Enterococcus faecium?

Distribuce MIC u E. faecalis (median MIC 8) a E. faecium (median MIC 64 nebo
vy8Si) se liSi nejméné o tfi fedéni. Citlivy breakpoint C<64 mg/l je vhodny pro

E. faecalis, rozdéluje vSak distribuci MIC u E. faecium v takové mife, Ze
reprodukovatelna kategorizace citlivosti neni mozna. Tato skute¢nost v kombinaci
s mnohem niz$i vrozenou citlivosti E. faecium a s nedostatkem dikazl o klinickém
ucinku vedla EUCAST Kk vylouceni breakpointu u E. faecium.

>

32

Jak se ma interpretovat benzylpenicilin u S. pneumoniae, je-li hodnota MIC <
0,06 mg/l avSak pramér zény oxacilinu je <20 mm?

Prvnim krokem by mélo byt opakovani obou testd. Nemate-li Cas k opakovanému
vySetfeni s oxacilinovym diskem a MIC (a u meningitidy nelze otalet), navrhujeme
nasledujici postup: pokud je kvalita vaseho vySetfeni MIC dobra (bujonova dilu€ni
mikrometoda podle standardu ISO), je dobfe kalibrovana a peclivé kontrolovana,
pak Ize vysledku MIC duvéfovat a hlasit izolat jako C (citlivy). Pokud si nejste zcela
jisti vysledkem MIC, pak pouZijte nejhorsi scénar a hlaste izolat R (rezistentni),
zejména neni-li zéna kolem oxacilinu hrani¢ni. Oxacilinovy disk je spolehlivy
screening pro B—laktamovou rezistenci u S. pneumoniae.

>

33

Pro¢ nelze nadale aplikovat breakpointy pro penicilin u koagulaza-
negativnich stafylokoki?

Breakpointy benzylpenicilinu pro stafylokoky byly zaloZeny na datech ziskanych se
S. aureus a puvodné byly pouzivany pro vSechny stafylokoky s nékolika
vyjmenovanymi vyjimkami. Protoze byla ziskana nova data pro takové druhy jako
je S. lugdunensis a ukazalo se, Ze spolehlivost detekce penicilinazy je nizka, byla
zpochybnéna pouzitelnost breakpointi benzylpenicilinu pro vS§echny druhy
stafylokoku.

Breakpointy penicilinu pro S. aureus byly v zasadé zalozeny na odlideni
producentl B-laktamazy od izolatl neprodukujicich penicilinazu. Breakpoint MIC
v8ak v8echny producenty neodli§i a pro sniZzeni vyskytu chyb by se proto
producenti penicilinazy méli hlasit jako rezistentni, i kdyz jejich MIC
benzylpenicilinu je niz8i nez breakpoint. VétSina metod pro detekci penicilinazy u
stafylokoku je nespolehliva, véetné metod s chromogennimi cefalosporiny. Pokud
se vénuje pozornost pecClivému odecitani, pak jako spolehlivy se jevi screening
ostrych okrajli zon, tato metoda vSak je pouzitelna pouze pro S. aureus ale nikoli
obecné pro stafylokoky. U S. lugdunensis 1ze pomoci screeningu s diskem
benzylpenicilinu (stejné jako breakpointem MIC) odliSit izolaty blaZ pozitivni od
blaZ negativnich. Geny blaZ geny jsou variabilni a vysledky PCR metod mohou

>
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byt zavislé na pouzitych primerech, takze nemohou byt pokladany za referenéni
nebo jako priikaz pfitomnosti blaZ. Navic benzylpenicilin je nepravdépodobnym
lékem volby pro IéCbu infekci zpusobenych koagulaza-negativnimi stafylokoky s
vyjimkou S. lugdunensis, zejména pro vysokou proporci rezistentnich izolatad.

Na zakladé v sou¢asné dobé dostupnych udaju Ize konstatovat, ze breakpointy
penicilinu nejsou pouzitelné pro koagulaza-negativni stafylokoky a ze pro né neni
zadny duvod.

34

Nékdy se vyskytne vysledek, kdy je Haemophilus influenzae citlivy k
ampicilinu, ale rezistentni ke kombinaci amoxicilin/klavulanova kyselina. Jak
se ma takovy izolat hlasit?

Izolaty citlivé k ampicilinu by mély byt hlaseny jako citlivé k ampicilinu, amoxicilinu
a ke kombinaci amoxicilin/klavulanova kyselina. VySetfeni citlivosti k
aminopenicilinu u H. influenzae se zménami PBP je obtizné a proto byla zavedena
"Area of Technical Uncertainties (ATU, Oblasti technické nejistoty)" k upozornéni
laboratofi, Ze nékteré vysledky jsou nejisté. EUCAST doporucuje postup pfi
testovani ampicilinu a hlaseni vysledku u izolatd s negativni produkci beta-
laktamazy (z nichz Ize odvodit citlivost na amoxicilin a amoxicilin/klavulanovou
kyselinu) a testovani kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina a hlaseni
vysledku u izolatd s pozitivni produkci beta-laktamazy. Viz také Breakpointy -
obecné, otazka 28.

>

35

Lze odvodit citlivost Corynebacterium spp. k moxifloxacinu od vysledku s
ciprofloxacinem?

Citlivost Corynebacterium spp. k moxifloxacinu miize byt odvozena od vysledku
diskového difuzniho testu s diskem ciprofloxacinu, ale rezistence k moxifloxacinu
muze byt v nékterych pfipadech precenéna.

>

36

Co je zakladem pro doporuc¢eni EUCAST o hlaseni citlivosti stafylokoku a
streptokoku s disociovanou rezistenci ke klindamycinu?

Rezistenci k makrolidim, linkosamidiim a streptograminu B (MLSg) u stafylokoku a
streptokokl vétSinou zprostfedkovavaji erm geny a indukuje ji erytromycin,
klaritromycin a azitromycin, nikoli vSak klindamycin (disociovana nebo indukovana
MLSg rezistence). Z tohoto dlivodu jsou kmeny s indukovanou rezistenci v testu
citlivosti rezistentni k erytromycinu, ale ne ke klindamycinu. Kmeny s konstitutivni
MLSg rezistenci jsou k obéma pripravkum rezistentni.

Po mnoho let se diskutuje o tom, zda stafylokoky a streptokoky s indukovanou
rezistenci ke klindamycinu (rezistentni k erytromycinu, citlivé ke klindamycinu), by
mély byt hlaSeny jako rezistentni nebo citlivé, nebot’ indukované kmeny segreguji
mutanty rezistentni ke klindamycinu, jejichz selekce v pribéhu lIéEby mlze vést

k selhani IéCby.

Soucasné stanovisko upfednostriuje hlasit stafylokoky s disociovanou rezistenci
jako rezistentni ke klindamycinu. U zvifecich modell infikovanych kmeny S.
aureus a léCenych klindamycinem byl prokazan opétovny narlst S. aureus

s disociovanou rezistenci ke klindamycinu. U S. aureus jsou i odkazy na klinicka
selhani, i kdyZz neni znama jejich €etnost a klindamycin pravdépodobné muze byt
pouzit u méné zavaznych infekci kize a mékkych tkani. Proto se v souasné dobé
doporucuje kmen s disociovanou rezistenci hlasit jako rezistentni a do vysledku by
se mélo uvazit pfidani komentafe o moznosti kratkodobého pouZziti klindamycinu
pro léEbu méné zavaznych infekci kiize a mékkych tkani, nebot rozvoj piné
rezistence se jevi v prabéhu této IéCby nepravdépodobny.

Vyznam disociované rezistence neni tak jasny u streptokoku. U zvifecich modell

>
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Ié€enych klindamycinem byl prokazan opétovny nardst kmenu s disociovanou
rezistenci ke klindamycinu, ale v mensi mife, nez je tomu u S. aureus. Klinické

Udaje u streptokoku jsou velmi vzacné, i kdyz jedna nedavna zprava ukazuje, ze
mze dojt k selhani léchy. EUCASTreferé obezreny/posius SHmIZe pok.d j
u izolatu zjisténa disociovana rezistence, mél by byt hlasSen jako rezistentni a do
vysledku by se mélo uvazit pfidani komentare o moznosti kratkodobého pouziti
klindamycinu pro IéEbu méné zavaznych infekci kize a mékkych tkani, nebot
rozvoj konstitutivni rezistence se jevi v pribéhu této 1é¢by nepravdépodobny.

Vyznam indukované rezistence pfi kombinované terapii zavaznych infekci
zpusobenych S. pyogenes neni znam.

37

Pro¢ nejsou k dispozici breakpointy daptomycinu pro enterokoky?

Z farmakokinetickych a farmakodynamickych studii a skromnych klinickych tdaj(
vyplyva nizka pravdépodobnost uspéchu lécby infekci zpusobenych izolaty
divokého typu i pfes pouziti licencované

davky daptomycinu (4 mg/kg/den). Z toho
divodu nejsou k dispozici breakpointy.

)

[»

38

Jak vysetrovat citlivost u klinickych izolati nebo antibiotik, pro néz EUCAST
neuvadi breakpointy?

Pro nékteré skupiny bakterii a @ntimikrobni pripravky EUCAST doposud nestanovil

breakpointy.

Breakpointy pro nové pFipravky se stanovi v ptipadé, Ze dany pfipravek prosel
registraci EMA a byl schvalen. Existuji-li padné duvody, pak mohou byt stanoveny
breakpointy i pro nékteré starsi (napf. nitroxolin nebo temocilin).
Breakpointy mohou byt pfipadné stanoveny i pro nékteré vzacné se vyskytujici
mikroby (napf. pro Nocardia spp.).

Tyka se to prfedevsim starSich , které nahradily modernéjsi
, avSak se zfetelnymi vyhodami (vysSi aktivitou, zlepSenou
farmakokinetikou nebo niZsi toxicitou). Jedna se napfiklad o aminoglykosid
kanamycin, chinolon sparfloxacin, makrolid josamycin a cefalosporiny cefalotin a
cefazolin. Je také pravdépodobné, ze breakpointy fébudol stanoveny pro

e

jejuni a C. coli, a pro skupiny mikrobU, u nichz je obtizné zajistit reprodukovatelné
podminky vySetieni, jako je tomu u Acinetobacter spp. a cefalosporind, nebo u
Stenotrophomonas maltophilia a vétSiny antibiotik.

Pokud nejsou k dispozici pfislusné breakpointy, pak Ize posoudit citlivost
zaloZzenou na vysetfeni fenotypu podle vysledku reprodukovatelnych a
vérohodnych hodnot MIC. Naméfené hodnoty MIC mohou byt interpretovany podle
zduvodnujicich dokumentll EUCAST (EUCAST Rationale Documents) nebo podle
EUCAST Breakpoint Table (http://www.eucast.org/) kde jsou uvedeny breakpointy
PK-PD.

Ngjsousli breakpointy PK-PD k dispozici iprotoie tidaje PKPD nebyly stanoven

pfi poCateCnim hodnoceni ), je vhodné oveéit,

je v souladu s distribuci MIC u divokého typu tohoto druhu. Na webové
strance s distribuci MIC EUCAST je
(http://www.eucast.org/mic_distributions _and_ecoffs/) Ize vyhledat potfebné udaje
podle jména druhu nebo antibiotika. Podle distribuce MIC daného antibiotika u
pFisluSného druhu pak Ize posoudit, zda podle namérené MIC patfi vySetfovany
kmen k divokému typu ¢&i nikoli. Pokud jeho MIC odpovida divokému typu, pak Ize
pfihlédnout k breakpointim daného antibiotika stanovenych u jinych druht, a s

>
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opatrnosti interpretovat vysledek. Jako pfiklad Ize uvést posouzeni, zda izolat
Arcanobacterium haemolyticum je €i neni citlivy k erytromycinu. VySetiena MIC je
0,5 mg/l. Na strance EUCAST s distribuci MIC nejsou Zadné udaje pro
Arcanobacterium haemolyticum, nicméné v8echny grampozitivni bakterie
povazované za citlivé k erytromycinu vykazuji pro divoky typ distribuci MIC nizsi
nez 1 mg/l, a vétSinou niz§i nez 0,5 mg/l. Izolat je tudiz pravdépodobné citlivy k
erytromycinu. Podrobnéjsi vysvétleni je v dokumentu “What to do when there are
no breakpoints in the EUCAST Breakpoint Table”
(http://www.eucast.org/guidance documents/), Cesky preklad "Jak postupovat,
nejsou-li k dispozici breakpointy”, dostupny na_http://www.szu.cz/dalsi-dokumenty-
s-pokyny-pri-testovani-citlivosti-eucast.

viz také Breakpointy- obecné, otazka 9

39

Pro¢ jsou breakpointy pro ceftazidim-avibaktam vyssi nez pro samotny
ceftazidim?

V8echny breakpointy jsou vztazeny k davkovacimu rezimu daného antibiotika.
Mezi ceftazidimem a kombinaci ceftazidimu s avibaktamem jsou rozdily v
davkovani: standardni davka samotného ceftazidimu, podavaného infuzi po dobu
0,5 h je 1 g 3 krat denné (vysoka davka je 2 g 3 krat denné), zatimco standardni
rezim pro ceftazidim-avibaktam je 2 g+0,5 g v prodlouzené infuzi na dobu 2 h.
Podavani dvojnasobné davky v prodlouzené infuzi zvedne hladiny oproti niz3i
davce o dveé dalsi koncentrace MIC.

>

40

Proé¢ EUCAST nedoporucuje vySetrit B-laktamazovy test predtim, nez hlasi
enterokoky jako citlivé k penicilinim, zatimco CLSI na tom trva?

Breakpointy EUCAST jsou urCeny k odhaleni pfitomnosti vyznamného
mechanismu rezistence, a proto pokud neni podle breakpointu detekovan
enterokok rezistentni k penicilinu/ampicilinu, neni tfeba provést beta-laktamazovy
test.

>

41

Jaky je rozdil mezi kategorii "citlivy, zvySena expozice" a "citlivost zavisla na
davce" (susceptibility dose dependent, SDD), kterou definuje CLSI pro
cefepim?

VSechny breakpointy zavisli na davce (nebo spiSe expozici). Proto ,citlivy, zvySena
expozice“ je vhodnégjsi termin nez SDD a od roku 2019 tato kategorie nahrazuje
kategorii ,intermediarni“ v.dokumentech EUCAST.

>

42

Jak se vysetruje citlivost a interpretuji vysledky u Staphylococcus
saccharolyticus?

Staphylococcus saccharolyticus je anaerobni, koagulaza-negativni stafylokok a
mél by byt testovan podle metodologie pro anaerobni bakterie, tj. vySetrfenim MIC.
PFi pouziti komer¢ni metody je zapotfebi postupovat podle pokynu vyrobce. MIC
by se méla interpretovat podle breakpointd EUCAST pro grampozitivni anaeroby.

>

43

Co znamena nova kategorie interpretace vysledkt vysetieni citlivosti "I" a
jak s ni zachazet v laboratofri?

Rozhodnuti EUCAST o zméné definice kategorii citlivosti C, | a R je uvedeno nize.
Vysledky nékolika konzultaci novych definic jsou k dispozici na internetovych
strankach EUCAST v ¢asti ,Konzultace”.

C — Citlivy, standardni davkovaci rezim: Mikroorganizmus je definovan jako

>
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citlivy pfi standardnim davkovacim rezimu, je-li urover aktivity antimikrobniho
pfipravku podavaného ve standardnim davkovani spojena s vysokou
pravdépodobnosti [é€ebného Uspéchu.

I - Citlivy, zvySena expozice*: Mikroorganizmus je definovan jako citlivy pfi
zvysené expozici*, je-li iroven aktivity antimikrobniho pfipravku spojena s vysokou
pravdépodobnosti IéEebného uspéchu pouze pfi zvySené expozici pFipravku
upravou davkovaciho rezimu nebo pfi koncentrovani tohoto pfipravku v misté
infekce.

R - Rezistentni: Mikroorganizmus je definovan jako rezistentni, je-li iroven
aktivity antimikrobniho pfipravku spojena s vysokou pravdépodobnosti selhani
léCby i pfi zvySené expozici*.

* Expozice je funkci zpusobu podavani, davky, davkovaciho intervalu, doby infuze;
infikujici bakterii v misté infekce dale ovliviiuje distribuce, metabolizmus a exkrece
antimikrobniho pfipravku.

Nové definice jasné souviseji s expozici plvodce antibiotiku, ktera zase souvisi s
davkou, frekvenci davkovani (v€etné zmény z opakovaného podani na
intravendzni infuzi), zpusobem podani a farmakokinetikou a nékdy s typem infekce
(infekce mocovych cest vs. meningitida).

Davkovani a zpusoby podavani ve vztahu ke kategoriim C, | a R uvadi posledni
tabulka v Tabulkach breakpointd EUCAST.

Viz web EUCAST (http://www.eucast.org/newsiandr/).

44

Co znamena Area of Technical Uncertainity (ATU, Oblast technické nejistoty)
a jak s ni zachazet v laboratofi?

ATU upozorfiuje laboratofe na nejistotu, kterou je tieba fesit pfed nahlasenim
vysledku klinickym lékafam. ATU se tykaiji oblasti s nejistymi vysledky a
nesouviseji s ,kategorii I. ATU se mohou tykat priméra zén, hodnot MIC nebo
obou.

Jak se zachazi s vysledky v ramci ATU zaleZi na dané situaci. Pfijata opatfeni
zavisi na typu vzorku (hemokultura vs. kultivace moci), po¢tu dostupnych
alternativnich antibiotik, zavaznosti onemocnéni, nebo na moznosti konzultace s
klinickymi kolegy. DalSi pokyny Ize nalézt v Tabulkach breakpointd EUCAST (ve
sloupcich oznadenych ATU v tabulkach pro jednotlivé bakterie) a v pokynech
EUCAST pro ATU (http://www.eucast.org/ast _of bacteria/quidance documents/).

>

45

Jak se interpretruji vysledky testovani tigecyklinu u jinych Enterobacterales
nez je Escherichia coli a Citrobacter koseri?

Standardni davkovaci rezim tigecyklinu neumozriuje dosahnout hodnoty MIC
populace divokeho typu téchto druht, Rovnéz neexistuje zadna schvalena vysoka
davka, ale pro ty, ktefi se chtéji zaméfit na Ié€bu infekci zplsobenych témito druhy
Ize nalézt dalSi postup v pokynech EUCAST ohledné davkovani tigecyklinu:
http://www.eucast.org/ast _of bacteria/quidance documents/.

>

46

Pro¢ EUCAST stanovil breakpointy pro oralni aplikaci amoxicilinu a
kombinace amoxicilinu s kyselinou klavulanovou u Streptococcus
pneumoniae a Haemophilus influenzae?

Antimikrobni expozice amoxicilinu a ampicilinu se znacné lisi v zavislosti na tom,
zda jsou podavany peroralné nebo intravenézné. Pfestoze breakpointy pro
peroralni i intravendzni téchto antibiotik jsou shodné, je dulezité uvést, na kterych
davkovacich rezimech jsou breakpointy stanoveny. V sou€asnosti se provéru;ji

>
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situace, v nichZ se breakpointy pro peroralni a intravenézni aplikaci mohou lisit.

Tento proces je dllezity, protoze zatim neni zcela jasné, zda breakpoint bude v

obou pfipadech stejny, a mohou také existovat situace, kdy breakpoint bude

definovan pouze pro intravendzni podavani.
— A
F A
e s
— A
- Co znamenaji zavorky u breakpointi v Tabulkach breakpointa EUCAST? A
— A
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7. Breakpointy — priiméry zén

1 Ma EUCAST breakpointy pramért zoén, které odpovidaji breakpointim
PK/PD?

V tabulce PK/PD breakpointl jsou pouze breakpointy MIC. Neexistuji zadné
ekvivalentni breakpointy priméru zén.

>

2 EUCAST neuvadi breakpointy jinych makrolidii nez erytromycinu. Jak se
k nim vySetiuje citlivost?

[»

Citlivost jinych makrolidd se odvozuje od citlivosti k erytromycinu.

3 Co znamena zkratka “IP” v tabulkach breakpoint(?

>

V tabulkach breakpointd EUCAST je nékolik breakpointl primérd zén nahrazeno
zkratkou "IP" (v pfipravé). To znamena, Ze breakpointy budou uvedeny v pozdéjsi
verzi tabulky breakpointu.

4 Proc je u nékterych antibiotik breakpoint priméru inhibi€nich zén pro citlivé
kmeny 250 mm?

Breakpoint pro £C =50 mmf u diskového difuzniho testu je arbitrarni pramér zény

"mimo rozsah" ("off scale") a oznacuje, Ze podle klinickych breakpointli EUCAST
neobsahuje dany druh bakterie
d tzn., Ze izolaty divokého typu jsou

kategorizovany jako "citlivy, zvySena expozice".

>

5 Mohou byt vysledky screeningu s pefloxacinem u Salmonella spp. pouzity k
odvozeni citlivosti k jinym fluorochinoloniim nez k ciprofloxacinu?
Screening s pefloxacinem u Salmonella spp] detekuje rezistenci

k fluorochinolonim v dusledku mutaci QRDR a plazmidy zprostfedkovanou
rezistenci, jako je gnr a aacd néhoz EUCAST

stanovil specifické breakpointy pro Salmonella spp.

[»

6 Lze pouzit screening s pefloxacinem u jinych druhii nez Salmonella spp. pro
screening rezistence k fluorochinolonim?

>

7 Lze breakpointy priméru zén EUCAST pro Campylobacter jejuni a C. coli
pouzit pro jiné druhy rodu Campylobacter?

Nikoli. Breakpointy praméru inhibi¢nich zén EUCAST pro Campylobacter spp. plati
pouze pro Campylobacter jejuni a C. coli. U ostatnich druht se vySetfuje MIC.

>

8 Pro¢ zménil EUCAST screening cefoxitinu u Staphylococcus epidermidis a
koagulaza-negativnich stafylokoka?

>
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V tabulce EUCAST Breakpoint Tables verze 7.0 byla zvefejnéna nova kritéria
priméru zén kolem disku s 30 ug cefoxitinu pro kategorizaci citlivosti a rezistence
koagulaza-negativnich stafylokokd (KNS) k meticilinu a k ostatnim B-laktamdm.
Tato doporuceni prfedpokladaji druhovou identifikaci KNS, coz vedlo k dotaziim pfi
interpretaci vysledkd. Ridici vybor EUCAST piezkoumal data a rozhodl se
revidovat kritéria praméru zény pro S. epidermidis, jakoz i znéni doprovodné
poznamky B. Revidovana verze byla zvefejnéna v EUCAST Breakpoint Tables
verze 7.1.

Pro laboratore, které KNS neidentifikuji do druh(, se fidici vybor EUCAST rozhodl
sladit kritéria primeéru zén pro vSechny KNS s kritérii pro S. epidermidis (C = 25
mm, R < 25 mm). Jedna se o kompromis, ktery sice spravné kategorizuje citlivé
S. epidermidis, avSak kategorizuje malé procento S. epidermidis obsahujicich
mecA jako citlivé. PFi dal$i analyze téchto izolatu bylo zjisténo, Ze vétSinou
obsahuji neexprimované mecA geny, fenomén dfive prokazany u S. aureus. Pro
laboratore, které KNS identifikuji do druhd, musi pro vSechny KNS s vyjimkou

S. epidermidis pouZzivat breakpointy pro C =22 mm a pro R <22 mm.

Stanovi EUCAST breakpointy praméra zén kolem disku s fosfomycinem pro
jiné Enterobacterales nez pro Escherichia coli?

Probiha ovéfrovani reprodukovatelné metody difuzniho disku a stanoveni
breakpointu primért zén kolem fosfomycinu u Klebsiella pneumoniae a
Staphylococcus aureus.

>

10

Bude EUCAST stanovovat breakpointy priméri zén RAST pro jiné
Enterobacterales nez Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae?

Metoda RAST byla vyvinuta pro nejdulezitéjSi a nejCastéji izolované patogeny a
puavodce infekce krevniho feclisté. Metoda RAST byla zvefejnéna v listopadu 2018
a pozdéji byly pfidany breakpointy pro Acinetobacter baumannii a pro dalsi
pripravky. ZvaZzuji se breakpointy pro dalsi antibiotika a dal$i druhy, metoda RAST
vSak nikdy nepokryje vSechny druhy a antibiotika s breakpointy uvedenymi ve
standardni metodologii.

>

8. Kontrola kvality

Kde Ize ziskat kmeny pro kontrolu kvality EUCAST?

Kmeny pro kontrolu kvality Ize ziskat z narodnich sbirek kontrolnich kment ATCC,
NCTC, CIP, atd. (u nas CNCTC, CCM). Prodavaiji je také firmy dodavajici material
pro vysetfovani citlivosti.

>

Jak ¢asto by méla byt provadéna kontrola kvality s kontrolnimi kmeny?

Kontrolni kmeny by mély byt testovany denné, nebo nejméné 4 krat tydné. Mimo
kontrolni limit muze byt nanejvys 1 z 20 po sobé nasledujicich testu.

Casté rutinni kontroly jsou zapotfebi pro pouzivané materialy a zafizeni (pGdy,
disky, inkubatory apod.) a pro postupy (pfiprava inokula, o¢kovani ploten, inkubaci
a odecitani zén). Nepravidelna nebo méné Casta kontrola kvality neodhali
problémy souvisejici s pudami, disky nebo inkubatory, a negativné ovlivni vysledky
vySetfeni klinickych izolatd.

>
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3 Lze pouzivat kmeny pro kontrolu kvality EUCAST pro kontrolu kvality A
automatizovanych systému?

Uginna kontrola kvality vyZaduje kmeny s MIC v rozmezi fedé&ni pouzivaném v
automatizovaném systému. Vhodné kmeny by mél dodat vyrobce.

4 Kde Ize nalézt referenéni distribuce citlivosti pro srovnani s distribucemi
citlivosti v nasi laboratofi?

>

Referencni distribuci MIC a pramérd zén obsahuijici data z riznych zdroju Ize
nalézt na webu EUCAST (www.eucast.org) pod “MIC distributions & ECOFFs ”
nebo “Zone diameter distributions & ECOFFs”.

5 Vétsina automatizovanych systému doporucuje kontrolni kmeny, jejichz MIC
je mimo rozmezi v daném antibiotickém panelu. ISO doporuéuje, aby
nejméné u jednoho kontrolniho kmene mohlo byt méreno MIC v rozmezi
panelu. Je obtizné akceptovat u kontrolniho kmene vysledky < nebo >,
protoze jeho MIC je mimo rozmezi MIC na panelu.

>

EUCAST souhlasi s touto pfipominkou. VSechny systémy, i automatizované, by
mély obsahovat koncentrace antibiotika zahrnujici rozmezi MIC kontrolniho
kmene, jinak je kontrola neucinna. Pokud je rozsah koncentraci omezen, jako je
tomu u nekterych automatizovanych systemu, pak pro kontrolu kvality by mély byt
zvoleny alternativni kontrolni kmeny s MIC v testovaném rozmezi koncentraci. V
praxi to m{ze byt problém, protoze bude nutno vybrat vice kontrolnich kment pro
pokryti riznych antibiotik. V sou¢asnosti ma takova kontrola mimo rozsah
nedefinovatelnou citlivost pro detekci chyb, a proto je to velmi $patna kontrola.

6 Proc jsou v nékterych pripadech u stejného kontrolniho kmene
nesrovnatelnosti mezi CLS|I a EUCAST v rozmezi MIC?

V zasadé by nemély byt zadné rozdily mezi rozmezim kontrolnich kmenu
udavanym EUCAST a CLSI. Obé¢ instituce pouzivaji standard ISO 2077-1, a nyni
EUCAST a CLSI spolupracuji na aktualizaci kontroly kvality tam kde je to
zapotiebi. Zvefejnovani aktualizaci neni koordinovano a to maze byt pricinou
diskrepanci. Nicméné lisi-li se podminky testq, lisi se i rozmezi MIC a pramér
z6n. Hlavni rozdily u diskové difuzni metody jsou zplsobeny rozdilnym obsahem
diskll a v nékterych pfipadech rozdilnym slozenim pud (napf. pro naro¢né
bakterie).

>

>

7 Jak by se mély kontrolovat disky s kombinacemi B—laktamt s inhibitory
p-laktamazy?

Pro kontrolu inhibitoru f—laktamazy v kombinovanych discich jsou zapotiebi kmeny
produkujici p—laktamazu. Uginna slozka je kontrolovana standardnim citlivym
kmenem. Aktualni doporuceni uvadi EUCAST QC Tables (Cesky preklad viz
Kontrola kvality EUCAST).

8 Kdy by se méla provadét kontrola kvality EUCAST u rychlého vysetieni
citlivosti z pozitivnich hemokultur (RAST)?

Kontrola kvality u metody EUCAST RAST by méla byt provadéna pfi zavadéni
metody RAST v laboratofi, pfi Skoleni novych zaméstnancu a pfi jakékoli zméné
systému (napf. zméné systému hemokultivaci, vyrobce diski nebo pud). U
standardni diskové difuze EUCAST se provadi kontrola kvality pouZitych materiald,

>

26



http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/qc_tables/
http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast

EUCAST Casto kladené otazky

4. 8ervna 2021

zarizeni a postupl v laboratofi. DalSi informace, viz
http://www.eucast.org/rapid ast in_blood cultures/ (€esky preklad viz
http://www.szu.cz/rychle-vysetreni-citlivosti-z-hemokultur)

9. Ostatni dotazy

Breakpointy EUCAST uvadi fixni koncentraci inhibitoru p—laktamazy pro
piperacilin-tazobactam, amoxicilin-klavulanat a ampicilin-sulbactam. Plati to
pouze pro MIC, a jaky je pro to divod?

Fixni koncentrace inhibitoru plati jen pro MIC. Pro disky tento poZadavek
pochopitelné nelze pouzit.

Testovani kombinaci inhibitoru s p—laktamovym antibiotikem se v minulosti liilo
podle toho, zda byla pouZita fixni koncentrace inhibitoru, nebo jeho pomérna
koncentrace vzhledem ke koncentraci pfislusného antibiotika v kombinaci. U
amoxicilinu-klavulanatu a ampicilinu-sulbactamu se pouZzivala pomérna
koncentrace, zatimco u piperacilinu-tazobactamu a tikarcilinu-klavulanatu fixni
koncentrace. Pro tento rozdilny pFistup neni zadny logicky diivod a nyni se
v§eobecné povazuje fixni kombinace za vhodnéjsi, a tento pfistup bude pouzit u
novych kombinaci s inhibitory. Nékteré skupiny sice pro kontinuitu dat ponechavaji
pomeérnou koncentraci u kombinace ampicilinu se sulbaktamem a amoxicilinu s
klavulanovou kyselinou, nicméné EUCAST nechce pokradovat v opakovani této
chyby a dlrazné nabada k testovani fixni koncentrace inhibitoru. Cilem je zjistit,
zda MIC aktivni sloZky antibiotika se méni podle pfitomnosti inhibitoru. Pomér latek
v kombinaci amoxicilin-klavulanat se v riznych farmaceutickych pfipravcich lisi a
v misté infekce neni fixovan v poméru 2:1. Pfi pomérné koncentraci se spolu se
zvySujici se MIC ucinné slozky v kombinaci, zvySuji i koncentrace inhibitoru - a to
daleko za klinicky dosaziteIné koncentrace.

Plati to i pro testy s gradientem antibiotika, a pouze gradientni test s fixni
koncentraci inhibitoru Ize pouzit pro vysetfeni MIC podle EUCAST.

Viz také Ostatni dotazy, otazka 5.

>

Bude EUCAST doporucovat standardizované fenotypové/genotypové metody
pro konfirmaci producentt karbapenemazy?

Od roku 2013 je na webové strance EUCAST k dispozici dokument “EUCAST
guideline for the detection of resistance mechanisms and specific resistances of
clinical and/or epidemiological importance”

(http://www.eucast.org/resistance _mechanisms/, Cesky pfeklad
http://www.szu.cz/detekce-mechanismu-rezistence-eucast .

>

Jak ¢asto bude EUCAST zverejiovat aktualizace?

EUCAST od roku 2012 zvefejiiuje aktualizace kazdoro¢né. Pfedbé&zna verze
tabulek je ke komentovani zvefejnéna od zaCatku prosince a kone€na verze je k
dispozici kazdoro¢né 1. ledna. V8echny zmény proti pfedchozi verzi jsou svétle
Zluté zvyraznény. Je zapotiebi sledovat EUCAST News, pfipadné se pfihlasit k
jejich bezplatnému odbéru prostfednictvim News (RSS) na EUCAST website.

>

Co znamena zkratka ND na webové strance pramérti zén a MIC EUCAST?
ND znamenag, Ze hodnota ECOFF ,Neni Definovana“ ("Not Defined"). Pfi¢inou

>
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muZze byt skuteCnost, Ze udaje distribuce MIC nutné ke stanoveni ECOFF jsou
znamy u malého poctu izolatl, nebo jsou pokladany za nereprodukovatelné, nebo
nejsou jednoznacné. Prubézné jsou do databaze distribuci MIC pfidavana dalsi
data a distribuce jsou posuzovany ve svétle novych dat. Po takovém pfezkoumani
muze byt namisto ND definovan pfislusny ECOFF.

Viz také EUCAST SOP 10.0, http://www.eucast.org/documents/sops/.

5 Podle tabulky breakpointit EUCAST musi byt MIC kombinace
amoxicilinu/klavulanové kyseliny testovana s fixni koncentraci klavulanové
kyseliny (2 mgl/l). Jak je tomu u gradientnich test?

Neni zadny dlvod, pro¢ by gradientni testy MIC amoxicilinu nemohly byt
provedeny s fixni koncentraci kyseliny klavulanové, stejné jako je kombinace
piperacilin-tazobaktam testovana s fixni koncentraci tazobaktamu. V sou¢asné
dobé nejsou gradientni prouzky s amoxicilinem/klavulanovou kyselinou s fixni
koncentraci kyseliny klavulanové k dispozici od vSech vyrobcu. Gradientni prouzky,
v nichz je pomér amoxicilinu a kyseliny klavulanové 2:1 nemohou byt pouzity misto
prouzkd, v nichz je fixni koncentrace klavulanové kyseliny, protoZe u
rezistentnéjSich izolatd maze byt vysledna MIC faleSné nizSi. Gradientni testy s
fixni koncentraci inhibitoru pro amoxicilin-klavulanat a ampicilin sulbaktam jsou k
dispozici pfinejmensim od jednoho vyrobce.

>

6 Pro¢ skupinu "jiné streptokoky" nahradila "skupina viridujicich streptokoku",
a jak se vyporadat s nehemolytickymi izolaty?

>

V tabulkach breakpointll EUCAST byl nazev "Ostatni streptokoky" nahrazen
odbornéj§im nazvem "Skupina viridujicich streptokok(". Bakterie, které jsou do této
skupiny zafazeny, se nemeéni. Skupina viridujicich streptokoku je velka (zahrnuje
vice nez 30 druhu), v€etné skupin S. salivarius, S. bovis, S. mitis, S. mutans a

S. anginosus, z nichz nékteré obsahuji vice druhli. Nékolik druht zafazenych do
skupiny viridujicich maze byt nehemolytickych. Jini jsou pfevazné alfa-hemolyticti
a nékolik ze skupiny anginosus je B—hemolytickych. Vétsina klinicky vyznamnych
nehemolytickych streptokoku patfi do skupiny viridujicich. Do EUCAST Breakpoint
Table (V.6, 2016), (Cesky preklad viz_Tabulky breakpointt EUCAST) byla pfidana
informace o druzich zafazenych do skupiny viridujicich streptokoka.

7 Ma EUCAST néjakou poradni roli ve vyvoji u vyrobct automatizovanych
systému pro vysSetiovani citlivosti?

EUCAST nema poradni roli ve vyvoji komer&nich systému pro vySetfeni citlivosti.
Nicméné EUCAST tyto systémy komentuje a dava jasné najevo, Ze je povinnosti
obchodnich spole€nosti zajistit, aby jejich systémy byly v souladu s navody
EUCAST, véetné referenénich metod.

>

8 Pouzivani zkratek koncentraci v fedéni dvojnasobné geometrickou radou v
dokumentech EUCAST neni disledné. Jak se ma spravné interpretovat ve
vysledku MIC antibiotika 0,125 mg/l, udava-li EUCAST breakpoint pro
citlivost C < 0,12 mg/I?

Podle mezinarodni zvyklosti je série fedéni pro MIC zalozena na dvojnasobné fadé
se zakladem 1 smérem nahoru a dol(. Redéni niz&i nez 0,25 mg/I maji
mnohonasobné desetinna mista. Pro néktera tato fedéni existuji rizné zkratky,
které se vétSinou odvijeji od toho, jakym zplsobem se série fedéni pro MIC
pfipravuje. EUCAST se rozhodl pouzivat nasledujici, matematicky spravné zkratky.

>
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Dohodnuta terminologie je za¢lenéna do dokumenti EUCAST.

Koncentrace (mg/l) Terminologie Alternativy pouzivané
EUCAST jinde

0,125 0,125 0,12
0,0625 0,06 0,064
0,03125 0,03 0,032
0,015625 0,016 0,015
0,0078125 0,008 -
0,00390625 0,004 -
0,001953125 0,002 -

V tabulce breakpointit EUCAST se udava, ze u viridujicich streptokoki ma
byt do vysetreni citlivosti zahrnut i erytromycin, a to pro detekci indukované
rezistence ke klindamycinu, i kdyz breakpoint pro erytromycin neni uveden.
Jak je to mozné?

Disk erytromycinu o obsahu 15 g je pouZzit v tomto testu pouze za uéelem
vySetfeni indukované rezistence ke klindamycinu, ur¢ované podle zplosténi
inhibi¢ni zény kolem klindamycinu v blizkosti disku s erytromycinem. Citlivost k
erytromycinu nelze podle priméru inhibiéni zény interpretovat.

>

10

EUCAST doporucuje pro mikrodiluéni metodu u streptokokt MH-F bujon, ale
norma ISO 20776-1 uvadi, ze by mél byt pouzit Mueller-Hinton bujén s 2,5-5 %
lyzatem koniské krve. Pro¢ je zde tento rozdil?

EUCAST se rozhodl pouzit stejny bujén pro streptokoky a pro Haemophilus
influenzae (a analogicky pevnou pidu MH-F). MH-F bujén pro kultivaci naroénych
bakterii obsahuje Mueller-Hinton bujon s 5 % lyzatem konské krve (LHB) a 20 mg/I
B -NAD (http://www.eucast.org/ast of bacteria/media_preparation/). B-NAD pro
streptokoky neni potfeba a nema na né vliv, a 5 % LHB je v ramci doporuceni I1SO.

Neexistuje zadny dikaz, Ze pfidani 20 mg/I B-NAD jakkoli ovliviiuje MIC u
streptokok( a pneumokokd.

Rlzna koncentrace LHB (2,5 nebo 5 %) sice mize mit urity vliv, ale toto nebylo
dale hodnoceno. EUCAST si je védom, Ze niz8i koncentrace LHB (2,5 %)
usnadnuje odecitani vysledkl u vétSiny automatizovanych nebo
poloautomatizovanych systému, ale vysSi koncentrace LHB (5 %) je vyhodna pro
podporu rdstu naro¢nych organismd, jako je H. influenzae, a manualni odecitani
testd s pudou MH-F bujén neni obtizné.

Stru¢né fe€eno, doporu¢eni EUCAST je pouzit MH-F bujon pro vSechny naroéné
organismy. Rozdily v MIC pro streptokoky pfi pouziti MH-F nebo CAMHB s 2,5 %
LHB dosud nebyly vyznamné.

>

11

Jak se vysSetruje Staphylococcus aureus, ktery pfi pouziti standardni diskové
difuzni metody (neobohaceny Mueller-Hinton agar) neroste na vzduchu?

Vzacné kmeny S. aureus (nebo jinych bakterii), které nerostou pfi vySetfeni
standardni metodologii, Ize testovat v CO, na agarech MH a MH-F (MH s 5 %
defibrinovanou krvi a 20 mg/l 3-NAD), ale je tfeba si uvédomit, Ze u nékolika
antibiotik mohou existovat urcité rozdily v primérech zén. Inkubace v CO,
napfiklad ovliviiuje pH. Aminoglykosidy a makrolidy jsou méné u&inné pfi nizSim
pH, zatimco tetracyklin a kyselina fusidova jsou pfi niz§im pH aktivnéjsi. Zény pro

>
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antibiotika s vysokou vazbou na proteiny (kyselina fusidova) mohou byt na MH-F
mensi, ale pro vétSinu antibiotik jsou zény velmi malo ovlivnény krvi. Pokud pfi
pouziti nestandardnich doporucéeni (jako napf. CO, nebo MH-F) jsou prliméry
inhibi€nich zén v blizkosti hrani€nich hodnot, je tfeba opatrnosti pfi interpretaci.

12

Pro¢ EUCAST nedoporucuje pouzivani gradientnich testa pro vysetreni MIC
kolistinu?

Existuje nékolik zprav o nedostatecnosti gradientnich testl pro spravnou
predpovéd citlivosti a rezistence ke kolistinu. EUCAST vyhodnotil metody vySetieni
MIC kolistinu na sbirce 75 gramnegativnich bakterii (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter spp.). Byly pouzity tyto
metody: gradientni testy dvou vyrobct, bujénové mikrodilu¢ni metody (BMD)
komerénich vyrobcu a diskova difuze. Na zakladé vysledk této studie EUCAST
vydal varovani pfed pouzitim gradientnich testu pro stanoveni MIC kolistinu
(http://www.eucast.org/warnings/).

Souhrnné vysledky:

o mikrodiluéni metody, které byly pouzity, poskytly spravné vysledky u
citlivych i rezistentnich kmena, ackoli tyto metody od nékterych vyrobcu by
se mohly jesté zlepsit,

o diskovou difuzni metodu nelze pro vySetteni citlivosti ke kolistinu pouzit,
nebot nerozlisi mezi citlivymi a rezistentnimi izolaty,

e gradientni testy dostupné v sou€asnosti poskytuji snizené hodnoty MIC a
tudiz nizsi podty rezistentnich kmend, i kdyz vysledky kontroly kvality jsou v
pfipustném rozmezi,

¢ kontrola kvality kolistinu musi byt provedena s citlivym kmenem QC (E. coli
ATCC 25922 nebo P. aeruginosa ATCC 27853) i s kmenem rezistentnim
ke kolistinu E. coli NCTC 13846 (pozitivni mcr-1). Pro E. coli NCTC 13846
je cilova hodnota MIC kolistinu 4 mg/l, nékdy maze byt 2 nebo 8 mg/l.

>

13

Je znamo, ze primér zény se muze mezi rGznymi laboratoremi liSit. Bere
EUCAST tuto skuteé¢nost v ivahu pfi stanoveni kritérii pro kontroly kvalitu
(QC), breakpointti primérd zén a pro data v referencni databazi EUCAST?

EUCAST pfi stanoveni kritérii pro QC a breakpointl priiméru zén pouziva data
ziskana s disky a padami od vice nez jednoho vyrobce a udaje poskytované
rGznymi laboratofemi k potvrzeni robustnosti kritérii. Postupy EUCAST pro
stanoveni breakpointd praméru zén a kritérii QC pro nova antibiotika jsou k
dispozici v SOP 9.0 (http://www.eucast.org/documents/sops/).

Veskeré referencni distribuce primérd zén v databazi EUCAST
(http://www.eucast.org/mic_distributions and ecoffs/) vychazeji z udajl ziskanych
pfi vySetfeni, pfi nichz byly pouzity materialy nékolika vyrobcl a které byly
provadény nékolika laboranty. Pro nékteré kombinace bakterii a antibiotik byly
ziskany udaje nékolika laboratofi a Udaje z dalSich laboratofi se pfidavaji, pokud
jsou k dispozici.

>

14

Plati stale tabulky v expertnich pravidlech (expert rules v 2.0) uvadéjici
pfirozenou rezistenci a vyjimeéné rezistentni fenotypy (v 3.1)?

Rozsahla revize Expertnich pravidel byla zvefejnéna v unoru 2020 jako verze 3.2.
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Expert Rules/202
O/Intrin sic_Resistance and Unusual Phenotypes Tables v3.2 20200225.pdf

>
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Cesky pieklad Expertnich pravidel v. 3.2 naleznete na http://www.szu.cz/expertni-
pravidla-eucast-v3-0

15

Jak je definovan "vyjimecny fenotyp rezistence" a proc¢ v posledni verzi
expertnich pravidel (¥3:2) byly odstranény "vyjimeéné citlivé fenotypy"?
EUCAST si je védom toho, ze to, co se v jednom okamziku povazuje za "vyjimecény
fenotyp", nemusi byt v pozdéjSim okamziku vyjime¢né a Ze to, co se v jedné
zemeépisné oblasti povazuje za vyjime€né, nemusi byt vyjimecné v jiné. Potfeba
opakované revize dokumentu je tedy ziejma.

>
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