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PRIPRAVA VZORKU

Kultury bakterii jsou pied pouZitim rozmrazeny, lyofilizo-
vané kultury rehydratovany Zivnym bujénem a poté naoc-
kovéany na Zivna média a inkubovany v termostatu pfi tep-
loté 37 °C. U jednotlivych mikroorganisma byla ovéfena
identifikace (mikroskopie dle Grama, biochemickd identi-
fikace, pfip. sérologicka identifikace). Pfed lyofilizaci je
vizualné ovéfen rist a Cistota kultury. Narostlé kultury mi-
kroorganismi jednotlivych vzorkt (1-5) jsou setfeny ste-
rilnim vatovym tamponem z povrchu agaru a resuspendo-
vany ve 4 ml fyziologického roztoku tak, aby denzita
vysledného zdkalu odpovidala McFarlandové standardé 6.
U vzorku 3 bylo pfipraveno fedéni zédkalu komenzalnich
bakterii 102 — stfedné obtizna izolace az 10~ — obtiZna izo-
lace. Automatickou pipetou je napipetovano 0,7 ml vznik-
1é suspenze nebo pozadovaného fedéni do 70 ml lyofilniho
média. Suspenze je rozplnéna v objemu priblizné 0,5 ml
do sklenénych lahvic¢ek a po zmrazZeni vzorkl provedena
vlastni lyofilizace (SOP-NRL/CNCTC-03 a SOP-NRL/
CNCTC-09). Lahvicky jsou skladovany v chladnicce pfi
teploté 4-8 °C.

HODNOCENI

Celkem byly rozeslany vzorky 121 laboratofim, 120 labo-
ratofi odeslalo vysledek do zavérecného terminu. Za iden-
tifikaci signifikantniho patogena ve 4 vzorcich mohly la-
boratofe ziskat maximalné 8 bodd; za vySetieni citlivosti
mohly laboratofe obdrzet celkem 5 bodt (vzorek 4 a 5).
Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1,
0 a -1 bodd.
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Maximalniho poctu bodu pfi identifikaci dosahlo 106,
tj. 88,3 % laboratofi. Limit pro Gspé$né absolvovani byl
6,928 boddu, (aritmeticky primér minus dvé smérodatné

odchylky, tj. 7,85 — (2x0,461) = 6,928). Tohoto limitu do-
sahlo 117 laboratofi, 3 laboratofe tento limit nesplnily.

VYSLEDKY ZUCASTNENYCH LABORATORI

Vzorek 1: Nasofaryngealni vytér od ditéte
se Stékavym kaslem

Odpovéd’: Bordetella pertussis

Vzorek dale obsahoval: Streptococcus oralis

Identifikace Frekvence | Body Procento
Bordetella pertussis 111 2 92,5%
Bordetella sp. 4 1 3,3%
Bordetella parapertussis 2 1 1,7%
Bordetella bronchiseptica 2 1 1,7%
Corynebacterium ulcerans 1 0 0,8%
Celkem 120 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodu
za minuly rok uvedlo spravny vysledek 19 laboratofi. Vzo-
rek je mozno hodnotit.

VétSina laboratofi (111 ze 120, tj. 92,5 %) identifikovala
kmen spravné jako Bordetella pertussis. Nespravné identi-
fikovalo kmen 5 laboratofi, z nichZ dvé urcily kmen jako
Bordetella parapertussis, dvé dalsi jako Bordetella bron-
chiseptica, 1 laboratot jako Corynebacterium ulcerans. 4
laboratore kmen nedourcily a oznacily vzorek jako Borde-
tella sp.

Pokud se jedna o nedourceni kmene (Bordetella sp.)
a zameénu Bordetella pertussis s Bordetellou parapertussis
1ze pfedpokladat, Ze laboratofe nepouzily ke kone¢né iden-
tifikaci patficné diagnosticka séra (aglutinacni séra Borde-
tella pertussis, Bordetella parapertussis; Remel).

Identifikacni postup neni obtizny. VyZaduje pouZiti
vhodnych kultiva¢nich ptd: Charcoal agar nebo Bordet-
Gengou agar. Dilezité je pH pidy, které ma byt upraveno
na 7.4+0.2 a minimalné 7denni kultivace v termostatu pfi
35-36 °C. Diferencialni diagnostika rodu Bordetella je uve-
dena v tabulce 1.

Vzhled kolonii na Bordet-Gengou agaru:

Bordetella pertussis vyrustd za 48 hodin, Castéji vSak
za 72 hodin v drobnych (do 0,5 mm) hladkych, stfibfitych
koloniich, které se nepohybuji pti doteku klickou, ale ro-
zetfou se. Po delsi inkubaci se kolonie zvétSuji az na 2 mm,
nékdy miZe byt viditelnd slaba zoéna hemolyzy.

Bordetella parapertussis vyrista za 48 hodin, kolonie
jsou vétsi (1-2 mm), Sedostiibrné s vyraznou zénou he-
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molyzy a tmavym ¢ernohnédym pigmentem v okoli kolo-
nie. Po delsi inkubaci kolonie nartistaji az do velikosti 3 mm
a vypadaji jako vpadlé do pidy. Nepohybuji se po plotné
pri doteku klickou.

Bordetella bronchiseptica vyrusta za 24 hodin v drob-
nych koloniich podobnych druhu Bordetella pertussis.

Vzhled kolonii na Charcoal agaru:

Bordetella pertussis vyrusta za 48 hodin, Castéji vSak
za 72 hodin v drobnych, hladkych, Sedych a velmi lesklych
koloniich, které vypadaji jako ,.kapky rosy* .

Bordetella parapertussis vyrasta za 48 hodin, kolonie
jsou podobné druhu Bordetella pertussis, ale jsou vétsi a Se-
divé;jsi. Po delsi inkubaci vypadaji kolonie jako vpadlé do
pudy.

Bordetella bronchiseptica vyrusta za 24 hodin ve vétSich
koloniich, pro které je charakteristicky nepfijemny — ,,hni-
lobny* zapach.

Tabulka 1: DIFERENCIALNi DIAGNOSTIKA RODU BORDETELLA

B. pertussis | B. parapertussis | B. bronchiseptica
Pohyblivost - - +
Oxidazovy test + - +
Produkce uredzy - + +
Redukce nitratd - - +

- negativni  + pozitivni

Vzorek 2: Izolat z excidované tkané od veterinarni-
ho pracovnika s rannou infekci

Odpovéd: Erysipelothrix rhusiopathiae

Identifikace Frekvence | Body Procento

Erysipelothrix rhusiopathiae 119 2 99,2%

Arcanobacterium ' 1 0 0,8%
haemolyticum

Celkem 120 100%

Z. 20 laboratofi s nejvy$sim dosaZzenym pocétem bodu
za minuly rok uvedlo spravny vysledek 20 laboratofti. Vzo-
rek je moZzno hodnotit.

VétSina laboratofi identifikovala spravné druh mikroba
a ziskala tak plny pocet bodu.

Rod Erysipelothrix v souCasnosti sestava z 3 druhii: Ery-
sipelothrix rhusiopathiae, E. tonsillarum a E. inopinata.

E. rhusiopathiae je grampozitivni nesporulujici nepo-
hybliva tycka, katalaza i oxid4za negativni, nehydrolyzuje
eskulin, produkuje H,S; lépe roste v prostiedi s 5-10 %
CO,. Je znam jako pfifina nemoci zvané Cervenka u prasat
(rhusiopathia suis), u lidi se projevuje jako erysipeloid -
kozni infekce nejéastéji prsti nebo rukou (nutno odlisit od
erysipelu zptsobeného Streptococcus pyogenes).

E. tonsillarum byl izolovan z krénich mandli zdravych
prasat. Jako tieti druh pak byl v roce 2004 popsan Erysipe-
lothrix inopinata, ktery se podaftilo izolovat béhem sterilni
filtrace rostlinného peptonového media [1].
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Vzorek 3: Stolice od 4letého ditéte s prijmem
s primési krve, hlenu a horeckou

Odpovéd: Yersinia enterocolitica
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli,

Enterococcus faecalis
Identifikace Frekvence | Body Procento
Yersinia enterocolitica 120 2 100%
Celkem 120 100%

Z 20 laboratofi s nejvyssim dosazenym poctem bodu
za minuly rok uvedlo spravny vysledek 20 laboratofii. Vzo-
rek je mozno hodnotit.

Rod Yersinia patii do celedé Enterobacteriaceae. Je
znamych 17 druhd, z toho dva enteropatogenni pro ¢lové-
ka — Y. pseudotuberculosis a Y. enterocolitica. (Hlavnim
patogenem rodu je samoziejmé Yersinia pestis, puvodce
moru.) Yersiniézy se nejcastéji vyskytuji jako sporadické
pripady, ale byly popsany i klastry piipadua ¢i epidemie [1].
Aktualn& byl v CR zaznamendn hromadny vyskyt gastroen-
teritidy, vyvolané kmenem Y. enterocolitica v Détské psy-
chiatrické 1é¢ebné, kde onemocnélo 62 osob po konzumaci
zkontaminované masové pomazanky [2]. Zdrojem ndkazy
yersinii byva kontaminované jidlo ¢i voda, méné Casto pii-
my kontakt s infikovanym zvifetem. Typickym klinickym
obrazem je enterokolitida, nejbéznéjsi sekundarni kompli-
kaci je reaktivni artritida a erythema nodosum. Yersinia
enterocolitica je tretim nejcastéjSim bakteridlnim ptvod-
cem prijmua v Evropé s incidenci 1,65 na 100 000 obyva-
tel [1].

K specifické izolaci kmend Yersinia z humannich vzor-
kt se vyuZziva semi-selektivni médium znamé pod ndzvem
CIN (Cefsulodin-irgasan-novobiocin) agar. Toto médium,
kromeé inhibice jinych enterobakterii, mize potlacovat také
narast kmena Y. pseudotuberculosis.

Na rozdil od jinych enterobakterii, yersinie rostou poma-
leji, s optimem rastové teploty 28 °C [1]. Pfi primérni izo-
laci Y. enterocolitica z klinickych vzorka se proto kultiva-
ce na CIN agaru provadi pfi nizSich teplotach, 22-26 °C,
48 hodin nebo 32 °C, 24 hodin. Po 48 hodinach jsou na-
rostlé typické kolonie Y. enterocolitica o praméru 1-2 mm
s ostfe ohrani¢enym tmavé rizovym stfedem obklopenym
prihlednou bezbarvou zénou s neporusenym okrajem.

Vsech 120 laboratoii zatfadilo patogena spravné.
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Vzorek 4: Izolat z hemokultury od pacienta se sepsi
Odpovéd: Enterococcus gallinarum

Identifikace Frekvence | Body Procento
Enterococcus gallinarum 114 2 95%
Enterococcus faecium 2 1 1,7%
Enterococcus casseliflavus 2 1 1,7%
Enterogoccus casseliflavus/ 1 1 0,8%

/gallinarum

Enterococcus faecalis 1 1 0,8%
Celkem 120 100%

Z 20 laboratofi s nejvyssim dosazenym poctem boda
za minuly rok uvedlo spravny vysledek 20 laboratofi. Vzo-
rek je mozno hodnotit.

Pozadavek byl identifikovat druh zaslaného kmene,
vysetfit jeho citlivost k vankomycinu a zjistit, zda je rezis-
tentni k vysoké koncentraci gentamicinu. Kmen 4 je Ente-
rococcus gallinarum, rezistentni k vankomycinu, ktery neni
rezistentni k vysoké koncentraci gentamicinu. EHK-761
se zucastnilo 120 laboratofi, z nich Sest chybovalo v dru-

hovém nazvu kmene 4 (viz tabulka vyse). Dvé laboratore
chybné oznadily kmen jako citlivy k vankomycinu a jede-
nact laboratofi neuvedlo pozadovanou spravnou odpovéd
NE na dotaz, zda je kmen rezistentni k vysoké koncentraci
gentamicinu. Vysledky vySetfeni citlivosti k vankomycinu
jsou v tabulce 1, kterd obsahuje limitni hodnoty praméra
inhibi¢nich z6n (IZ) a minimélnich inhibi¢nich koncentra-
ci (MIC) pro citlivé enterokoky, hodnoty naméfené v NRL
pro antibiotika a vysledky laboratofi. Tabulka 2 obsahuje
limitni praméry inhibi¢nich z6n (IZ), minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) pro kmeny s vysokou rezistenci ke gen-
tamicinu a pocet laboratofi se spravnou odpovédi.

Vzorek 5: Escherichia coli

Pozadavek byl vySetfit citlivost k cefotaximu, gentami-
cinu a odpovédét na otazku, zda kmen produkuje Siro-
kospektrou beta-laktamazu (ESBL). Kmen 5 byl rezistent-
ni k cefotaximu, citlivy ke gentamicinu a produkoval ESBL.
VSechny laboratore spravné hodnotily kmen 5 jako rezis-
tentni k cefotaximu, jedna laborator chybné oznacila kmen
jako rezistentni ke gentamicinu, a s vyjimkou dvou ostatni
laboratote spravné odpovédély ANO na otazku, zda je kmen
producentem ESBL. Celkové vysledky vySetreni citlivosti
jsou v tabulce 3, ktera obsahuje limitni hodnoty praméra
inhibi¢nich z6n (IZ) a minimélnich inhibi¢nich koncentra-
ci (MIC) obou antibiotik pro kmeny gramnegativnich ty-
Cek, hodnoty naméfené v NRL pro antibiotika a pocet sprav-
nych odpovédi laboratofi na otazku, zda kmen 5 je produ-
cent ESBL.

Tabulka 1: VYSLEDKY VYSETRENI CITLIVOSTI KMENE 4 ENTEROCOCCUS GALLINARUM

Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) Spravné vysledky
obsah | limit pro rozmezi limit pro rozmezi
Antibiotikum Zdroj disku citlivé hodnot citlivé hodnot kategorie pocet %
ug kmeny | naméfenych kmeny namérenych laboratofi
v NRL* v NRL*
vankomycin EUCAST[1] 5 212 -1 <4 4-4 R (IR) 118 98,3
CLSI[2] 30 217 15-16

1Z: inhibiéni zéna; MIC: minimalni inhibiéni koncentrace; * 5 méfeni diskovou difuzni metodou, ** 5 méfeni diluéni mikrometodou;

R: rezistentni; IR: intermediarné rezistentni.

Tabulka 1: LIMITNi HODNOTY PRO KMENY ENTEROKOKU S VYSOKOU REZISTENCI KE GENTAMICINU A VYSLEDKY LABORATORI

Priméry IZ (mm) MIC (mgfl) Spravné vysledky
obsah rozmezi rozmezi
Antibiotikum Zdroj disku | limit pro hodnot limit pro hodnot kategorie pocet %
ug GEH namérenych GEH naméfenych laboratofi
v NRL* v NRL*
. EUCAST [1] 30 <8 19-19 > 128 NV
gentamicin
CLSI[2] 120 6 21-22 > 500 < 500*
Je kmen vysoce rezistentni ke gentamicinu? NE 109 | 90,8

1Z: inhibiéni z6na; MIC: minimalni inhibicni koncentrace; GEH: vysokd rezistence ke gentamicinu; * 5 méfeni diskovou difuzni metodou,

** 3 krét skrinink na pidé s obsahem 500 mg/I gentamicinu; NV: nevysSetieno.
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Tabulka 3: VYSLEDKY VYSETRENI CITLIVOSTI KMENE 5 ESCHERICHIA COLI

Priiméry I1Z (mm) MIC (mg/l) Spravné vysledky
obsah | limit pro rozmezi limit pro rozmezi
Antibiotikum Zdroj disku citlivé hodnot citlivé hodnot kategorie pocet %
ug kmeny | naméfenych kmeny namérenych laboratofi
v NRL* v NRL*
cefotaxim EUCASTIN] | 5 220 9-9 <1 8-8 R 120 100,0
CLSI[2] 30 > 26 17-18
> <
gentamicin EUCAST[1] 10 217 15-16 <2 1-2mgll C 119 99,2
CLSI[2] >15 <4
Je kmen producent ESBL? ANO 118 | 98,3

IZ: inhibiéni zéna; MIC: minimalni inhibiéni koncentrace; * 5 méfeni diskovou difuzni metodou, ** 5 méfeni diluéni mikrometodou;

C: citlivy; R: rezistentni; ESBL: Sirokospektra beta-laktamaza.

ZAVER
Ve snaze eliminovat potiZe, které vznikaji s interpretaci cit-
livosti enterokokt k vankomycinu, zejména u kment s in-
herentni sniZenou citlivosti k vankomycinu (jako je napf.
kmen 4), vypustil EUCAST ve své posledni verzi interme-
diarni kategorii pro toto antibiotikum. Kmeny, které vy-
tvareji inhibicni zény (IZ) < 12 mm kolem disku s 5 pg
vankomycinu, zafazuje EUCAST do kategorie rezistence,
zatimco kmeny vytvérejici IZ 2 12 mm jsou citlivé k tomuto
antibiotiku [1]. Podobné je tomu u interpretace vysledki
MIC, pro které EUCAST rovnéZ neuvadi rezistentni kate-
gorii [1]. Vysledky laboratofi, které uvedly intermediarni
rezistenci, jsou pro tuto sérii EHK zatrazeny do spravnych
odpovédi.

Rezistence ke gentamicinu (a dal§im aminoglykosidiim)
v nizkém stupni je prirozena u vsech druht enterokokd,
neinterferuje vSak se synergickym u¢inkem pii podavani
kombinace aminoglykosidl s beta-laktamovymi antibioti-
ky pti 1é¢bé zavaznych enterokokovych infekei. Proto se
u enterokokd patra po vysoké rezistenci ke gentamicinu,
kterd ve vySe uvedené souvislosti vylucuje pouziti gentami-
cinu a ostatnich aminoglykosida (kromé streptomycinu) [1].

Spravna odpovéd je NE na otdzku, zda je kmen rezistentni
k vysoké koncentraci gentamicinu.

VySetfeni citlivosti a interpretace vysledi u kmene 5
necinilo laboratofim potiZe, ani spravna odpovéd ANO na
otdzku zda kmen produkuje ESBL, s vyjimkou dvou labora-
tofi, z nichZ jedna uvedla misto vyZadané formy odpovédi
ktizek.
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