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HODNOCENI{

Celkem byly rozeslany vzorky 120 laboratofim. 120 la-
boratofi odeslalo vysledek do zavérecného terminu. Za
identifikaci signifikantniho patogena ve 4 vzorcich moh-
ly laboratofe ziskat maximalné 8 bodd, za vySetieni citli-
vosti mohly laboratofe obdrzet celkem 4 body (vzorek 4
a 5). Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve stupni-
ci2,1,0a-1 bodu.

Graf 1: POCET BODU ZA SPRAVNOU IDENTIFIKACI
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Maximalniho poctu bodu pfi identifikaci dosdhlo
109, tj. 90,8% laboratofi. Limit pro Gspésné absolvovani
byl 7,097 bodi, (aritmeticky primér minus dvé sméro-
datné odchylky, tj. 7,883 — (2 x 0,393) = 7,097). Tohoto

limitu dosahlo 109 laboratofi, 11 laboratofi tento limit
nesplnilo.

Z 20 laboratofi s nejvyssim dosazenym poctem bodl
za minuly rok uvedlo spravny vysledek 20 laboratofi
u vSech 4 vzorkd. Vzorky je moZno hodnotit.

VYSLEDKY ZUCASTNENYCH LABORATORI

Vzorek 1: Vytér z nasopharyngu od 4letého ditéte
s dlouhotrvajicim kaslem

Odpovéd: 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 %

VEtSina laboratoti (111 ze 120, tj. 92,5 %) identifiko-
vala kmen spravné jako Bordetella parapertussis. Ne-
spravné identifikovalo kmen 7 laboratofi, z nichZ 4 urci-
ly vzorek jako B. pertussis, 3 dalsi jako B. bronchisepti-
ca. Pouze 2 laboratofe kmen nedourcily a oznacily vzo-
rek jako Bordetella sp.

Pokud se jednd o nedourceni kmene (Bordetella sp.)
a zaménu B. parapertussis s B. pertussis 1ze predpokla-
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dat, Ze laboratofe nepouZily ke kone¢né identifikaci pat-
ficna diagnosticka séra (aglutinacni séra B. pertussis,
B. parapertussis; Oxoid).

Identifika¢ni postup neni obtizny. VyZzaduje pouZziti
vhodnych kultiva¢nich pid: Charcoal agar (Oxoid) nebo
Bordet-Gengou (B-G) (Difco). Dtlezité je pH pudy, kte-
ré ma byt upraveno na 7.4 = 0.2 a kultivace v termostatu
pri 35-36 °C. B. parapertussis vyrusta do 48 hodin, kolo-
nie jsou vétsi (1-2 mm), Sedostiibrné s vyraznou zénou
hemolyzy a tmavym ¢ernohnédym pigmentem v okoli
kolonie. Po delsi inkubaci kolonie nartstaji az do veli-
kosti 3 mm. Nepohybuji se po plotné pii doteku klickou.
Roste i na krevnim agaru. B. pertussis vyrista za 48 ho-
din, Castéji vSak za 72 hodin v drobnych (do 0,5 mm)
stfibfitych koloniich, které se nepohybuji pfi doteku klic-
kou, ale rozetfou se. Po delsi inkubaci se kolonie zvétSu-
ji az na 2 mm, se slabou zénou hemolyzy. B. bronchisep-
tica na B-G pudé vyristd v koloniich podobnych B.
pertussis, v subkulturdch jsou kolonie plossi, ale maji
zvednuty prostiedek. Roste i na béZnych agarovych Ziv-
nych ptdach. B. bronchiseptica se mize jen ziidka podi-
let na etiologii syndromu davivého kasle.

Mikroskopicky se bordetely od sebe skoro nelisi. Jsou
to gramnegativni kokobacily, v subkulturdch mivaji
sklon k pleomorfii. Identifikace se potvrdi pomoci sklic-
kové aglutinace s diagnostickymi séry (aglutinacni séra
B. pertussis, B. parapertussis; Oxoid).

Faktory, které se mohou podilet na netispéchu kulti-
vace:

- Spatnd volba kultivacni pidy
- pH pidy (optimalni 7.4 + 0.2)
- stard krev

Vzhledem k tomu, Ze v soucasné dob& zaznamenava-
me zvySujici se vyskyt pertuse, je nutné vénovat diagnos-
tice tohoto onemocnéni patfiénou pozornost. U izolatd B.
pertussis je Zadouci provadét genotypizaci a proto zada-
me mikrobiology o zvySeni Gsili pfi kultivaénim priikazu
pertuse a o posilani izolatt B. pertussis do NRL pro per-
tusi a difterii.

Vzorek 2: Izolat z krve od pacienta s chronickym
zanétem pruadusek

Odpovéd: Haemophilus influenzae

Identifikace Frekvence | Body | Procento
Haemophilus influenzae 114 2 95,0 %
Haemaphilus influenzae typ b 8 2 2,5%
Haemophilus parainfluenzae 2 1 1,7 %
patogen neprokazan 1 0 0,8 %
Celkem 120 100 %

Kmen ve vzorku &islo 2, laboratorni ¢islo NRL/HEM
9/10, je neopouzdieny (= netypovatelny) Haemophilus
influenzae, biotyp II, spontanné aglutinujici s fyziolo-
gickym roztokem. 114 laboratofi identifikovalo spravné

druh Haemophilus influenzae, 3 laboratote, kromé& urce-
ného druhu, uvadi i typ b. Typ nebyl urceny spravné. Jed-
nd se o netypovatelny kmen H. influenzae, ktery spontan-
né aglutinuje s fyziologickych roztokem i s aglutinacni-
mi séry véetné séra b. Pro spravné urceni typu je potieba
kmen aglutinovat nejen s fyziologickym roztokem, ale
také s celou sadou sér a—f.

Dvé laboratofe chybné urCily druh H. parainfluenzae
misto H. influenzae. K tomu mize dojit napriklad tehdy,
kdyZ se pouZziva k urceni zavislosti na faktoru X (hemin)
a 'V (NAD) diskova metoda a ptida pro testovani obsahu-
je faktor X.

Po zavedeni rutinni vakcinace proti H. influenzae b
(Hib) doslo v Ceské republice k poklesu celkové nemoc-
nosti Hib invazivnich onemocnéni. V soucasnosti se sta-
vé nejcastéjSim ptivodcem zdavaznych hemofilovych one-
mocnéni neopouzdreny H. influenzae a dalsi typy opouz-
dfenych kmenti H. influenzae, pfedevSim typ e a typ f.
Vzhledem k tomu, Ze vSechna invazivni onemocnéni
zplsobend H. influenzae podléhaji v CR podle Sbirky za-
kont €. 473 / 2008 povinnému hlaseni, je spravné labora-
torni potvrzeni etiologie H. influenzae nezbytné.

Vzorek 3: Stolice od pacienta s prijmem a bolestmi
bricha

Odpovéd: Salmonella Enteritidis

Vzorek dale 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 predstavoval bézného ptivodce alimentarniho
onemocnéni s typickym klinickym nalezem. Salmonella
Enteritidis (SE) je jiz od roku 1984 jednozna¢né na prv-
nim mist& v prevalenci sérovarti v populaci CR, proto
neni jeho urceni pro terénni laboratore problémem. Jed-
nalo se o kmen vykazujici typické biochemické i sérolo-
gické vlastnosti, ktery spravné identifikovalo 99 % zu-
castnénych laboratofi (2 body). Pouze jedina laboratot
nezaradila kmen ani do skupiny (0,8 %, 1 bod).

Presto pocet komunitnich salmonel Enteritidis, ktery
prichazi do NRL/Sa se Zadosti o identifikaci, se kazdo-
ro¢né podili na celkovém poctu v NRL typizovanych sal-
monel vice jak 4,5 %. Svéd¢i to o pretrvavajicim problé-
mu laboratofi s antigenné méné zdatnymi izolaty ¢i
nedostatku kvalitnich diagnostickych sér. Obdobna ¢i
jesté komplikovanéjsi situace bude patrné u ostatnich
»Top 5 sérotypu a jejich variant (4,5,12:1: - a 6,7:-:1,5)
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Vzorek 4: Izolat ze sputa od pacienta s pneumonii

Odpovéd: Streptococcus pneumoniae

Identifikace Frekvence | Body Procento
Streptococcus pneumoniae 120 2 100%
Celkem 120 100 %

Pozadavek byl identifikovat druh zaslaného kmene
a zjistit jeho citlivost k penicilinu a k ciprofloxacinu.
Kmen 4 je Streptococcus pneumoniae, citlivy k penicili-
nu a rezistentni k fluorochinolonim. VSech 120 zucast-
nénych laboratofi uvedlo spravné vysledky vysSetieni cit-
livosti u obou antibiotikiim. Celkové vysledky vySetieni
citlivosti jsou v tabulce 1, kterd obsahuje obsahuje limit-
ni hodnoty pramért inhibi¢nich z6n (IZ) a minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) pro citlivé kmeny pneu-
mokokt, hodnoty naméfené v NRL pro antibiotika a vy-
sledky laboratofi.

Vzorek 5: Streptococcus pneumoniae

Pozadavek byl zjistit citlivost kmene 5 k penicilinu
a k ciprofloxacinu. Kmen byl intermediarné rezistentni
k penicilinu a intermedidrné rezistentni k ciprofloxacinu.
Ze 120 zacastnénych laboratoti uvedlo 52 (43,0 %) labo-

ratofi spravny vysledek vySetfeni citlivosti k antibio-
tikim, vysledek vysetfeni citlivosti k ciprofloxacinu ne-
byl hodnocen. Celkové vysledky vySetifeni citlivosti jsou
v tabulce 2, ktera obsahuje obsahuje limitni hodnoty pri-
méru inhibi¢nich zén (IZ) a miniméalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) pro citlivé kmeny pneumokokd, hod-
noty naméfené v NRL pro antibiotika a vysledky labora-
tofi.

ZAVER

Z vysledkt vySetieni u kmene 4 vyplyva, Ze laboratofe
nemaji problém s interpretaci vysledki u kmend, které
jsou velmi dobre citlivé (nizkd MIC penicilinu) nebo jed-
noznacné rezistentni (vysokda MIC ciprofloxacinu). MIC
penicilinu u kmene 5 (0,25 mg/1) byla vyssi nez je MIC
u divoké populace pneumokokt (<= 0,063 mg/l). Takové
kmeny se zarazuji do kategorie intermedidrni rezistence,
ktera zahrnuje kmeny pneumokokt u nichZ je MIC peni-
cilinu 0,125 — 2 mg/l1. Jen pokud by byl v protokolu uve-
den pivod kmene pneumokoka z likvoru, bylo by mozno
interpretovat vysledek jako rezistentni, u pivodce pneu-
monie interpretace vysledku zavisi na vysi davky penici-
linu nebo amoxicilinu, ktery je pacientovi podavan. Pu-
vod kmene uddn nebyl a kmen mél byt spravné oznacen
jako intermediarné rezistentni k penicilinu. Respiracni
fluorochionolony jsou pomérné $patnymi substraty pro
vySetieni citlivosti pneumokoki in vitro a proto se pouZi-
vaji ndhradni vySetfeni. Velmi spolehlivym vyhledadva-

Tabulka 1: VYSLEDKY VYSETRENI CITLIVOSTI KMENE 4 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Praméry IZ (mm) MIC (mg/l) Spravné vysledky
Antibiotikum limit rozmezi hod- limit hodnoty . . o
pro citlivé not namére- pro citlivé namérené kat[:gzcirle Iabp:riitoﬁ o
pneumokoky nych v NRL* pneumokoky v NRL** ’
12 | [ 2]
oxacilin >=20 |>=20 23-24 ND NV c 190/120 100,0
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 méfeni diskovou difuzni metodou, obsah disk( oxacilin 1 pg, norfloxacin 10 ug;
** 3 méfeni diluéni mikrometodou; C: citlivy, R: rezistentni; ND — neudéno; NV: nevy$etfeno.
Tabulka 2: VYSLEDKY VYSETRENI CITLIVOSTI KMENE 5 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
Primeéry I1Z (mm) MIC (mg/l) Spravné vysledky
Antibiotikum limit rozmezi hod- limit hodnoty kategorie pocet %
pro citlivé not namére- pro citlivé naméfené [1.2] laboratofi
pneumokoky nych v NRL* pneumokoky v NRL* ’
12 | 12 2]
oxacilin >=20 |>=20 10-10 ND NV R 52/120 130
penicilin ND ND NV <= 0,063 0,25-0,25
norfloxacin >=12 | ND 17 -17 ND NV R NH NH
ciprofloxacin ND ND NV <=0,125 0,5-0,5

* 3 méfeni diskovou difuzni metodou, obsah diski oxacilin 1 g, norfloxacin 10 pg;

** 3 méfeni diluéni mikrometodou; IR: intermediarné rezistentni; ND: neudano; NV: nevy$etfeno, NH: nehodnoceno
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cim testem je diskova difuzni metoda a nasledné vySetfe-  LITERATURA
ni MIC ciprofloxacinu u kment, které maji primér inhi-  [1] Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance
bi¢ni zony < 12 mm kolem disku s 10 mg norfloxacinu. standards for antimicrobial susceptibility testing; twentie-
Pneumokoky jsou — s velmi vzacnymi vyjimkami — k ci- th informational supplement. CLSI Document M100-S20.
profloxacinu inherentné intermedidrné rezistentni, vySet- Clinical and Laboratory Standards Institute, USA, Pa, 2010.
. . N vo P . [2] European Committee on Antimicrobial Susceptibility Te-
feni MIC tohoto antibiotika se pouziva k odhaleni rezis- . . . .

K 1 . bo levofloxacinu. kierd se pied- sting. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone
tence, ‘mox1 oxilcmu nebo T p diameters. Version 1,1 April 2010; dostupné na
pokladd u kment s MIC ciprofloxacinu > 2 mg/l. Pro http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/
velké mnozZstvi chybnych odpovédi nebyly vysledky

u kmene 5 hodnoceny. Kontakt: MUDr. Helena Zemlickovd, PhD.
Ceskd ndrodni sbirka typovych kultur
OML CLC SZU
e-mail: hzemlickova@szu.cz
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