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1.

Inokulace agarovych ploten

1.1 Jak Ize nejsnadnéji prenést krev z hemokultivaéni naddobky na agarovou plotnu?

1.2

2.2

3.1

3.2

Krev mlZe byt pfenesena na agarovou plotnu bud pipetou (po pfedchozim preneseni
krve do prazdné zkumavky) nebo injekéni stfikackou. Pro pfenaseni pfesného objemu
125 + 25 pl je dulezité postup kalibrovat.

Metoda je validovana na plotnach o priméru 90 mm. Lze pouzit plotny jiné velikosti
a/nebo tvaru?

Ano, metodu Ize provést na plotnach jinych velikosti a tvard, ale je nutno zménit mnozstvi
inokulované krve. Pro vice informaci o mnozstvi krve pro rizné plotny kontaktujte
EUCAST.

Odecitani inhibic¢nich zé6n
Jak postupovat, pokud jsou inhibi¢ni zony nezietelné nebo obtizné Citelné?

Inhibiéni zény pro kazdou kombinaci antibiotik se lisi, nékteré jsou ostré a jiné
nezietelné. Aby bylo odecitani zén co nejjednodussi, je zapotfebi inokulum peclivé
rozetfit. Inokulum se po povrchu roztira tak, aby nebyly viditeIné o€kovaci ¢ary (netlaci
se) a inokulum bylo rovnomérné rozmisténo po povrchu plotny. Vhodné je pouzit
rotacni inokulator ploten.

Pro¢ by mély byt pfi odecitani po 16-20 hodinach inkubace prehlizeny izolované kolonie
P. aeruginosa uvnitf zon piperacilinu-tazobaktamu, imipenemu a meropenemu? Je
mozné, Ze pfi tomto postupu se neprokaze rezistence?

Rust izolovanych kolonii P. aeruginosa v inhibiénich zénéch u piperacilinu-
tazobaktamu, imipenemu a meropenem po 16-20 hodinach inkubace je vysledkem
kombinace silného inokula a prodlouzené inkubace. Stejny jev se objevuje u P.
aeruginosa ATCC 27853 pfi zpracovani podle RAST. Ignorovani izolovanych kolonii
klinickych izolatd pfi odecitani zon je u téchto specifickych kombinaci ovéfeno
vySetfenim mikrodiluéni metodou a nevede k chybné kategorizaci citlivosti. U vSech
ostatnich kombinaci druhd a antibiotik je nutno pfi odeciténi vzit kolonie uvnitf zén do
avahy.

Obecna metodologie RAST

Nez se provede RAST jsou hemokultivacni lahvi¢ky uchovany pfi pokojové teploté
déle nez 3 hodiny. Lze jesté pouzit metodu RAST?

Po pozitivnim signalu je EUCAST RAST validni do 3 hodin pfi pokojové teploté a do 18
hodin v zafizeni pro hemokultivaci. Jakoukoli zménu téchto postupl musi pfislusna
laborator ovéfit.

Lze RAST vySetfit z hemokultivaéni lahvi¢ky, kterda obsahuje vice nez jeden druh
bakterie?

Nikoli, RAST neni uréen pro hemokultivaéni lahvicky se smési druhd.



3.3

K ¢emu slouzi breakpointy RAST po 16-20 hodin inkubace?

Breakpointy RAST pro 16-20 hodinovou inkubaci umozZniuji interpretaci a hlaseni
vysledk RAST z hemokultivaénich lahvi¢ek s pozitivnim signalem vySetfenych v ¢ase
(napf. odpoledne), ktery neumoznuje odecitani vysledkud za 4, 6 nebo 8 hodin.
Inkubaci po dobu 16-20 h Ize pouzit pouze v pfipadé, kdy nelze plotny odecist po 4, 6
nebo 8 hodinach inkubace.

4. Breakpointy RAST

4.1

4.2

5.2

5.3
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Jsou breakpointy RAST pro Acinetobacter baumannii ovéfeny pro dalsi druhy
Acinetobacter baumannii group (A. baumannii, A. nosocomialis, A. pitti, A.
dijkshoorniae, A. seifertii)?

Breakpointy pro A. baumannii nejsou ovéfeny pro jiné druhy Acinetobacter.
V8echny breakpointy EUCAST RAST plati pouze pro druhy uvedené v
tabulce.

Budou brzy k dispozici breakpointy pro jiné druhy?

V soucasnosti neni v planu stanovit breakpointy pro dalSi druhy, ale prfedpoklada se
stanoveni breakpointd dalSich antibiotik u E. coli, K. pneumoniae a Pseudomonas
aeruginosa.

Implementace metody RAST

Doporucuje EUCAST néjaky specificky protokol nebo pocet testovani kmenu pro
kontrolu kvality pfi implementaci metody RAST?

EUCAST nevydal oficialni doporuceni kolikrat je zapotfebi opakovat kontrolu kvality
pfed tim, nez bude systém povazovan za validovany. Je vhodné provést testovani
nejméné v péti dnech. Vysledky by pak mély byt porovnény s cilovymi hodnotami a
rozmezim kontroly kvality RAST. Provedou se Upravy a podle potfeby se opakuje
kontrola kvality.

Maji se kmeny pro kontrolu kvality ockovat do aerobnich nebo anaerobnich
hemokultivacnich lahvi¢ek?

Lze pouzit aerobni nebo anaerobni hemokultivaéni lahvicku.
Lze pfi provadéni kontroly kvality RAST pfidat jinou krev nez ov¢i nebo koriskou?

Metoda byla vyvinuta pro koriskou nebo ov€i krev. Dasledkem pouziti jinych druht
krve nebo ristovych doplikd mohou byt odliSné velikosti zén a proto musi byt
ovéfeny mistni laboratofi.

Jak ziskat spravné fedéni (1 ml roztoku s obsahem 100-200 CFU/ml) kontrolniho
kmene?

Pfipravi se suspenze o koncentraci 0,5 McFarlandova zakalu a zfedi 1:1 000 000
pfenesenim 10 pl roztoku do zkumavky s 990 pl fyziologického roztoku. Tento krok se
opakuje celkem 3 x za sebou. Z posledni zkumavky se odebere 1 ml a pfenese se do
hemokultivaéni lahvicky. Viz obrazek nize.
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Pfipravi se suspenze kontrolniho kmene v koncentraci 0,5 McFarlanda.

Podle vySe uvedeného obrazku se pripravi série fedéni a do hemokultivaéni lahvi¢ky se prida
ovCi nebo koriska krev.

Lahvi¢ka se inkubuje v zafizeni pro inkubaci lahvicek.

Lahvicky, u nichz byl zaznamenan pozitivni signal, se dale zpracovavaji podle metodologie
RAST.

K posouzeni vysledkl se pouzije dokument RAST QC (kontrola kvality), ktery obsahuje kritéria
RAST QC.



