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EXTERNÍ HODNOCENÍ KVALITY
EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT

EHK – 673  Bakteriologická diagnostika – vyhodnocení

Helena Žemličková, Jana Zavadilová, Věra Lebedová, Daniela Dědičová, Pavla Urbášková

HODNOCENÍ

Celkem byly rozeslány vzorky 120 laboratořím. 120 la-
boratoří odeslalo výsledek do závěrečného termínu. Za
identifikaci signifikantního patogena ve 4 vzorcích moh-
ly laboratoře získat maximálně 8 bodů, za vyšetření citli-
vosti mohly laboratoře obdržet celkem 4 body (vzorek 4
a 5). Bodování pro identifikaci bylo provedeno ve stupni-
ci 2, 1, 0 a –1 bodů.

Graf 1: POČET BODŮ ZA SPRÁVNOU IDENTIFIKACI

Počet
laboratoří

Počet bodů

limit

průměr

Maximálního počtu bodů při identifikaci dosáhlo
109, tj. 90,8% laboratoří. Limit pro úspěšné absolvování
byl 7,097 bodů, (aritmetický průměr minus dvě směro-
datné odchylky, tj. 7,883 – (2 x 0,393) = 7,097). Tohoto

limitu dosáhlo 109 laboratoří, 11 laboratoří tento limit
nesplnilo.

Z 20 laboratoří s nejvyšším dosaženým počtem bodů
za minulý rok uvedlo správný výsledek 20 laboratoří
u všech 4 vzorků. Vzorky je možno hodnotit.

VÝSLEDKY ZÚČASTNĚNÝCH LABORATOŘÍ

Vzorek 1: Výtěr z nasopharyngu od 4letého dítěte
s dlouhotrvajícím kašlem

Odpověď: Bordetella parapertussis

Identifikace Frekvence Body Procento

Bordetella parapertussis 111 2 92,5 %

Bordetella pertussis 4 1  3,3 %

Bordetella bronchiseptica 3 1  2,5 %

Bordetella species 2 1  1, 7 %

Celkem 120 100 %

Většina laboratoří (111 ze 120, tj. 92,5 %) identifiko-
vala kmen správně jako Bordetella parapertussis. Ne-
správně identifikovalo kmen 7 laboratoří, z nichž 4 urči-
ly vzorek jako B. pertussis, 3 další jako B. bronchisepti-
ca. Pouze 2 laboratoře kmen nedourčily a označily vzo-
rek jako Bordetella sp.

Pokud se jedná o nedourčení kmene (Bordetella sp.)
a záměnu B. parapertussis s B. pertussis lze předpoklá-
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dat, že laboratoře nepoužily ke konečné identifikaci pat-
řičná diagnostická séra (aglutinační séra B. pertussis,
B. parapertussis; Oxoid).

Identifikační postup není obtížný. Vyžaduje použití
vhodných kultivačních půd: Charcoal agar (Oxoid) nebo
Bordet-Gengou (B-G) (Difco). Důležité je pH půdy, kte-
ré má být upraveno na 7.4 ± 0.2 a kultivace v termostatu
při 35-36 °C. B. parapertussis vyrůstá do 48 hodin, kolo-
nie jsou větší (1-2 mm), šedostříbrné s výraznou zónou
hemolýzy a tmavým černohnědým pigmentem v okolí
kolonie. Po delší inkubaci kolonie narůstají až do veli-
kosti 3 mm. Nepohybují se po plotně při doteku kličkou.
Roste i na krevním agaru. B. pertussis vyrůstá za 48 ho-
din, častěji však za 72 hodin v drobných (do 0,5 mm)
stříbřitých koloniích, které se nepohybují při doteku klič-
kou, ale rozetřou se. Po delší inkubaci se kolonie zvětšu-
jí až na 2 mm, se slabou zónou hemolýzy. B. bronchisep-
tica na B-G půdě vyrůstá v koloniích podobných B.
pertussis, v subkulturách jsou kolonie plošší, ale mají
zvednutý prostředek. Roste i na běžných agarových živ-
ných půdách. B. bronchiseptica se může jen zřídka podí-
let na etiologii syndromu dávivého kašle.

Mikroskopicky se bordetely od sebe skoro neliší. Jsou
to gramnegativní kokobacily, v subkulturách mívají
sklon k pleomorfii. Identifikace se potvrdí pomocí sklíč-
kové aglutinace s diagnostickýmí séry (aglutinační séra
B. pertussis, B. parapertussis; Oxoid).

Faktory, které se mohou podílet na neúspěchu kulti-
vace:
- špatná volba kultivační půdy
- pH půdy (optimální 7.4 ± 0.2)
- stará krev

Vzhledem k tomu, že v současné době zaznamenává-
me zvyšující se výskyt pertuse, je nutné věnovat diagnos-
tice tohoto onemocnění patřičnou pozornost. U izolátů B.
pertussis je žádoucí provádět genotypizaci a proto žádá-
me mikrobiology o zvýšení úsilí při kultivačním průkazu
pertuse a o posílání izolátů B. pertussis do NRL pro per-
tusi a difterii.

Vzorek 2: Izolát z krve od pacienta s chronickým
zánětem průdušek

Odpověď: Haemophilus influenzae

Identifikace Frekvence Body Procento

Haemophilus influenzae 114 2  95,0 %

Haemophilus influenzae typ b 3 2  2,5 %

Haemophilus parainfluenzae 2 1  1,7 %

patogen neprokázán 1 0  0,8 %

Celkem 120 100 %

Kmen ve vzorku číslo 2, laboratorní číslo NRL/HEM
9/10, je neopouzdřený (= netypovatelný) Haemophilus
influenzae, biotyp II, spontánně aglutinující s fyziolo-
gickým roztokem. 114 laboratoří identifikovalo správně

druh Haemophilus influenzae, 3 laboratoře, kromě urče-
ného druhu, uvádí i typ b. Typ nebyl určený správně. Jed-
ná se o netypovatelný kmen H. influenzae, který spontán-
ně aglutinuje s fyziologických roztokem i s aglutinační-
mi séry včetně séra b. Pro správné určení typu je potřeba
kmen aglutinovat nejen s fyziologickým roztokem, ale
také s celou sadou sér a–f.

Dvě laboratoře chybně určily druh H. parainfluenzae
místo H. influenzae. K tomu může dojít například tehdy,
když se používá k určení závislosti na faktoru X (hemin)
a V (NAD) disková metoda a půda pro testování obsahu-
je faktor X.

Po zavedení rutinní vakcinace proti H. influenzae b
(Hib) došlo v České republice k poklesu celkové nemoc-
nosti Hib invazivních onemocnění. V současnosti se stá-
vá nejčastějším původcem závažných hemofilových one-
mocnění neopouzdřený H. influenzae a další typy opouz-
dřených kmenů H. influenzae, především typ e a typ f.
Vzhledem k tomu, že všechna invazivní onemocnění
způsobená H. influenzae podléhají v ČR podle Sbírky zá-
konů č. 473 / 2008 povinnému hlášení, je správné labora-
torní potvrzení etiologie H. influenzae nezbytné.

Vzorek 3: Stolice od pacienta s průjmem a bolestmi
břicha

Odpověď: Salmonella Enteritidis

Vzorek dále obsahoval: Escherichia coli,
Proteus mirabilis

Identifikace Frekvence Body Procento

Salmonella Enteritidis 119 2 99,2%

Salmonella species  1 1  0,8%

Celkem 120 100 %

Vzorek představoval běžného původce alimentárního
onemocnění s typickým klinickým nálezem. Salmonella
Enteritidis (SE) je již od roku 1984 jednoznačně na prv-
ním místě v prevalenci sérovarů v populaci ČR, proto
není jeho určení pro terénní laboratoře problémem. Jed-
nalo se o kmen vykazující typické biochemické i sérolo-
gické vlastnosti, který správně identifikovalo 99 % zú-
častněných laboratoří (2 body). Pouze jediná laboratoř
nezařadila kmen ani do skupiny (0,8 %, 1 bod).

Přesto počet komunitních salmonel Enteritidis, který
přichází do NRL/Sa se žádostí o identifikaci, se každo-
ročně podílí na celkovém počtu v NRL typizovaných sal-
monel více jak 4,5 %. Svědčí to o přetrvávajícím problé-
mu laboratoří s antigenně méně zdatnými izoláty či
nedostatku kvalitních diagnostických sér. Obdobná či
ještě komplikovanější situace bude patrně u ostatních
„Top 5“ sérotypů a jejich variant (4,5,12:i: - a 6,7:-:1,5)
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Vzorek 4: Izolát ze sputa od pacienta s pneumonií

Odpověď: Streptococcus pneumoniae

Identifikace Frekvence Body Procento

Streptococcus pneumoniae 120 2 100%

Celkem 120 100 %

Požadavek byl identifikovat druh zaslaného kmene
a zjistit jeho citlivost k penicilinu a k ciprofloxacinu.
Kmen 4 je Streptococcus pneumoniae, citlivý k penicili-
nu a rezistentní k fluorochinolonům. Všech 120 zúčast-
něných laboratoří uvedlo správné výsledky vyšetření cit-
livosti u obou antibiotikům. Celkové výsledky vyšetření
citlivosti jsou v tabulce 1, která obsahuje obsahuje limit-
ní hodnoty průměrů inhibičních zón (IZ) a minimálních
inhibičních koncentrací (MIC) pro citlivé kmeny pneu-
mokoků, hodnoty naměřené v NRL pro antibiotika a vý-
sledky laboratoří.

Vzorek 5: Streptococcus pneumoniae

Požadavek byl zjistit citlivost kmene 5 k penicilinu
a k ciprofloxacinu. Kmen byl intermediárně rezistentní
k penicilinu a intermediárně rezistentní k ciprofloxacinu.
Ze 120 zúčastněných laboratoří uvedlo 52 (43,0 %) labo-

Tabulka 1: VÝSLEDKY VYŠETŘENÍ CITLIVOSTI KMENE 4 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Antibiotikum

Průměry IZ (mm) MIC (mg/l) Správné výsledky

limit rozmezí hod- limit hodnoty
kategorie počet %pro citlivé not naměře- pro citlivé naměřené

[1,2] laboratořípneumokoky ných v NRL* pneumokoky v NRL**

[1,2]          [2] [2]

oxacilin >= 20      >= 20 23 - 24 ND NV
C 120/120 100,0

penicilin ND          ND NV <= 0,063 0,008 - 0,016

norfloxacin >= 12      ND 6 - 6 ND NV
R 120/120 100,0

ciprofloxacin ND          ND NV <= 0,125 > 16

* 3 měření diskovou difuzní metodou, obsah disků oxacilin 1 μg, norfloxacin 10 μg;
** 3 měření diluční mikrometodou; C: citlivý, R: rezistentní; ND – neudáno; NV: nevyšetřeno.

Tabulka 2: VÝSLEDKY VYŠETŘENÍ CITLIVOSTI KMENE 5 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Antibiotikum

Průměry IZ (mm) MIC (mg/l) Správné výsledky

limit rozmezí hod- limit hodnoty
kategorie počet %pro citlivé not naměře- pro citlivé naměřené

[1,2] laboratořípneumokoky ných v NRL* pneumokoky v NRL**

[1,2]          [2] [2]

oxacilin >= 20      >= 20 10 - 10 ND NV
IR 52/120 43,0

penicilin ND          ND NV <= 0,063 0,25 - 0,25

norfloxacin >= 12      ND 17 - 17 ND NV
IR NH NH

ciprofloxacin ND          ND NV <= 0,125 0,5 - 0,5

* 3 měření diskovou difuzní metodou, obsah disků oxacilin 1 μg, norfloxacin 10 μg;
** 3 měření diluční mikrometodou; IR: intermediárně rezistentní; ND: neudáno; NV: nevyšetřeno, NH: nehodnoceno

ratoří správný výsledek vyšetření citlivosti k antibio-
tikům, výsledek vyšetření citlivosti k ciprofloxacinu ne-
byl hodnocen. Celkové výsledky vyšetření citlivosti jsou
v tabulce 2, která obsahuje obsahuje limitní hodnoty prů-
měrů inhibičních zón (IZ) a minimálních inhibičních
koncentrací (MIC) pro citlivé kmeny pneumokoků, hod-
noty naměřené v NRL pro antibiotika a výsledky labora-
toří.

ZÁVĚR

Z výsledků vyšetření u kmene 4 vyplývá, že laboratoře
nemají problém s interpretací výsledků u kmenů, které
jsou velmi dobře citlivé (nízká MIC penicilinu) nebo jed-
noznačně rezistentní (vysoká MIC ciprofloxacinu). MIC
penicilinu u kmene 5 (0,25 mg/l) byla vyšší než je MIC
u divoké populace pneumokoků (<= 0,063 mg/l). Takové
kmeny se zařazují do kategorie intermediární rezistence,
která zahrnuje kmeny pneumokoků u nichž je MIC peni-
cilinu 0,125 – 2 mg/l. Jen pokud by byl v protokolu uve-
den původ kmene pneumokoka z likvoru, bylo by možno
interpretovat výsledek jako rezistentní, u původce pneu-
monie interpretace výsledku závisí na výši dávky penici-
linu nebo amoxicilinu, který je pacientovi podáván. Pů-
vod kmene udán nebyl a kmen měl být správně označen
jako intermediárně rezistentní k penicilinu. Respirační
fluorochionolony jsou poměrně špatnými substráty pro
vyšetření citlivosti pneumokoků in vitro a proto se použí-
vají náhradní vyšetření. Velmi spolehlivým vyhledáva-
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cím testem je disková difuzní metoda a následné vyšetře-
ní MIC ciprofloxacinu u kmenů, které mají průměr inhi-
biční zóny < 12 mm kolem disku s 10 mg norfloxacinu.
Pneumokoky jsou – s velmi vzácnými výjimkami – k ci-
profloxacinu inherentně intermediárně rezistentní, vyšet-
ření MIC tohoto antibiotika se používá k odhalení rezis-
tence k moxifloxacinu nebo levofloxacinu, která se před-
pokládá u kmenů s MIC ciprofloxacinu > 2 mg/l. Pro
velké množství chybných odpovědí nebyly výsledky
u kmene 5 hodnoceny.
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