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EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT

eHk – 1252 bakteriologická diagnostika pT#m/5-1/2022

Renáta Šafránková, Ondřej Daniel, Andrea Mančíková, Petr Petráš, Pavla Urbášková

zPůSob PříPravy vzorKu

Kultury bakterií jsou před použitím rozmraženy, lyo-
filizované kultury rehydratovány živným bujónem a poté 
naočkovány na živná média a inkubovány v termostatu při 
teplotě 35 °C. U jednotlivých mikroorganismů byla ověřena 
identifikace (mikroskopie dle Grama, biochemická identifika-
ce, příp. sérologická identifikace). Před lyofilizací je vizuálně 
ověřen růst a čistota kultury. Narostlé kultury mikroorganismů 
jednotlivých vzorků (1–5) jsou setřeny sterilním vatovým tam-
ponem z povrchu agaru a resuspendovány ve 4 ml fyziologic-
kého roztoku tak, aby denzita výsledného zákalu odpovídala 
McFarlandovu standardu 6. U vzorku 3 bylo připraveno ředění 
zákalu komenzálních bakterií 10-2 – středně obtížná izolace až 
10-3– obtížná izolace. Automatickou pipetou bylo napipeto-
váno 0,7 ml vzniklé suspenze nebo požadovaného ředění do 
70 ml lyofilního média. Suspenze byla rozplněna v objemu 
přibližně 0,5 ml do skleněných lahviček a po zmražení vzorků 
provedena vlastní lyofilizace (SOP-NRL/CNCTC-01 a SOP-
NRL/CNCTC-09). Lahvičky jsou skladovány v chladničce 
při teplotě 4–8 °C.

cHaraKtEriStiKa MatEriálu

Simulované klinické vzorky obsahující:

1. Bordetella parapertussis
2. Staphylococcus lugdunensis
3. Salmonella Typhimurium
4. Streptococcus suis
5. Citrobacter freundii

zPůSob HodnocEní

Kvalitativní; dosažení bodového limitu za identifikaci 
signifikantních patogenů pro danou sérii se vypočítává dle 
vzorce; u vzorků 1–4 max 2 body za 1 vzorek; limit = arit-
metický průměr minus dvě směrodatné odchylky.

vyHodnocEní

Celkem byly vzorky rozeslány 117 laboratořím, 116 la-
boratoří odeslalo výsledek do závěrečného termínu, 1 labo-
ratoř se odhlásila. Za identifikaci signifikantního patogena 
ve 4 vzorcích mohly laboratoře získat maximálně 8 bodů. 
Bodování pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1 
a 0 bodů. Hodnocení (resp. bodování) vyšetření citlivosti 
se z technických důvodů již neprovádí, k dispozici jsou 
komentované výsledky (vzorek 4 a 5).

Maximálního počtu bodů při identifikaci dosáhlo 91, 
tj. 78,5% laboratoří. Limit pro úspěšné absolvování byl 
6,681 bodů, (aritmetický průměr minus dvě směrodatné 
odchylky, tj. 7,741 – (2×0,530) = 6,681). Tohoto limitu 
dosáhlo 111 laboratoří, 5 laboratoří tento limit nesplnilo.

výSlEdKy zÚčaStněnýcH laboratoří

VZOREK 1:   Výtěr z nosohltanu od 3letého dítěte s dlouhotrvajícím 
kašlem

Odpověď:  Bordetella parapertussis  
Vzorek dále obsahoval:  Streptococcus oralis

identifikace frekvence body procento

Bordetella parapertussis 116 2 100%

Celkem 116 100%

Z 20 laboratoří s nejvyšším dosaženým počtem bodů za 
minulý rok uvedlo správný výsledek 20 laboratoří. Vzorek 
je možno hodnotit. 

Identifikace signifikantního patogena u vzorku 1 nečinila 
obtíže a všechny zúčastněné laboratoře získaly po dvou bodech. 

VZOREK 2: Izolát z prsní žlázy od 34leté pacientky s mastitidou

ODPOVĚď: Staphylococcus lugdunensis

identifikace frekvence body procento
Staphylococcus lugdunensis 116 2 100%
Celkem 116 100%

Z 20 laboratoří s nejvyšším dosaženým počtem bodů za 
minulý rok uvedlo správný výsledek 20 laboratoří. Vzorek 
je možno hodnotit.

Staphylococcus lugdunensis je typickým podmíněným pato-
genem z koaguláza negativních stafylokoků (KNS), který může být 
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VZOREK 1:  Výtěr z nosohltanu od 3letého dítěte s dlouhotrvajícím kašlem 
 
ODPOVĚĎ:  Bordetella parapertussis   
Vzorek dále obsahoval:  Streptococcus oralis 

Graf 1: počet bodů za správnou identifikaci 
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u imunitně oslabených osob, intravenózních narkomanů a dlouho-
době hospitalizovaných pacientů příčinou vážných onemocnění. 
Podle výsledků NRL pro stafylokoky je jeho výskyt poměrně čas-
tý. Z přibližně 2 500 kmenů KNS, které byly do NRL/St v letech  
2000–2020 k identifikaci zaslány, je na páté pozici s 6 % záchytů 
(po S. epidermidis, S. haemolyticus a dvou poddruhů S. hominis). 
Z 516 kmenů izolovaných z hnisu, byl dokonce na 3. místě po 
S. haemolyticus a S. epidermidis [1]. 

S. lugdunensis byl popsán v r. 1988 francouzskými 
bakteriology a pojmenován podle původního latinského 
názvu Lyonu (Lugdunum). Je uváděn i jako příčina infekcí 
krevního řečiště u nemocí spojených s lékařskou péčí. 

Testovaný kmen má pozitivní test na clumping faktor, 
který je v laboratořích stále často používán ke skríningo-
vé identifikaci kmenů S. aureus. Tato latexová reakce může 
být tedy zavádějící. S. lugdunensis lze velice snadno odlišit 
negativním testem na hyaluronidázu a pozitivní reakcí 
dekarboxylace ornitinu. Také hmotnostní spektrometrie 
MALDI-TOF ho umí velice dobře určit. 

Všechny laboratoře oznámily správný výsledek.
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VZOREK 3: Stolice od 15leté pacientky s průjmem a horečkou
Odpověď:  Salmonella enterica subsp. enterica sérotyp 

Typhimurium  
4,12 : i : 1,2

Vzorek dále obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence body procento
Salmonella Typhimurium   93 2 80,2%

Salmonella Typhimurium monofázická   12 1 10,3%
Salmonella sk. B*, Salmonella spp.*    5 1   4,3%
Salmonella O4*    1 1   0,9%
Salmonella Enteritidis    1 0   0,9%
Salmonella sk. B    3 0   2,6%
Salmonella spp.    1 0   0,9%
celkem 116 100%

*pozn. – tyto laboratoře uvedly v komentáři částečnou 
antigenní strukturu, příp. „zasláno na ověření do NRL“

Z 20 laboratoří s nejvyšším dosaženým počtem bodů za 
minulý rok uvedlo správný výsledek 18 laboratoří. Vzorek 
je možno hodnotit.

Jako vzorek byl rozeslán kmen Salmonella Typhimurium 
antigenní struktury  4,12 : i : 1,2. Úplnou antigenní struk-
turu Salmonella Typhimurium 4,12 : i : 1,2 dokázalo určit 
93 laboratoří (jedna laboratoř uvedla identifikaci do komen-
táře) z celkového počtu 116, což je více než tři čtvrtiny ze 
zúčastněných laboratoří : 80,2 %. Alespoň dvě antigenní 
determinanty určilo správně 12 laboratoří, viz výsledek 
Salmonella Typhimurium monofázická. 

Několik laboratoří určilo pouze somatický antigen 
a vyhodnotily kmen salmonely jako zástupce skupiny B, 
případně O:4, případně provedly pouze druhovou identifikaci 
bez bližší specifikace.

Nesprávně (jak somatické, tak bičíkové antigeny) určila 
kmen jedna laboratoř a to jako S. Enteritidis.

V následující tabulce je uveden přehled nejčastěji 
hlášených sérotypů za rok 2021. Z tabulky je patrné, že 
Salmonella Typhimurium je druhým nejčastějším sérotypem 
na území ČR.  Stejně jako v předchozích letech největší 
podíl připadá na S. Enteritidis (88 %) a na třetím místě je 
S. Typhimurium monofázická (1 %).

V souvislosti s epidemiologickým šetřením je nutné sé-
rotypy salmonel od sebe důsledně odlišovat. Biochemickými 
testy je možné rozlišit kmeny na úrovni druhu S. enterica 
nebo S. bongori. Druh S. enterica je možné dále biochemicky 
rozdělit do šesti podruhů [1].
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Zastoupení sérotypů hlášených v roce 2021 na území čr  
(data k 23. 03. 2022, zdroj isin):

počet zastoupení 
z celkového počtu 

hlášených salmonel

1. S. Enteritidis 9 034 88,36 %

2. S. Typhimurium 508 4,97 %

3. S. Typhimurium 
monofázická

94 0,92 %

4. S. Infantis 74 0,72 %

5. S. Coeln 57 0,56 %

6. S. Newport 19 0,19 %

7. S. Oranienburg 18 0,18 %

8. S. Hadar 15 0,15 %

9. S. Kentucky 13 0,13 %

10. S. Stanley 13 0,13 %

celkem tyto sérotypy 9 845 96,29 %

VZOREK 4: Izolát z kloubu od pacienta se septickou artritidou

ODPOVĚď: Streptococcus suis

identifikace frekvence body procento

Streptococcus suis 114 2 98,3%

Streptococcus bovis    1 1   0,9%

Streptococcus spp.    1 1   0,9%

celkem 116 100%

Z 20 laboratoří s nejvyšším dosaženým počtem bodů za 
minulý rok uvedlo správný výsledek 20 laboratoří. Vzorek 
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je možno hodnotit.

Požadavek byl určit signifikantního patogena a vyšetřit 
jeho citlivost k penicilinu a ke klindamycinu. Izolát je citlivý 
k oběma antibiotikům při standardním dávkování (C). Ze 116 
zúčastněných laboratoří dvě chybovaly v druhovém určení 
izolátu, jedna z nich identifikovala S. bovis a druhá uvedla 
pouze rodové jméno. Všechny laboratoře správně vyhodno-
tily citlivost izolátu k oběma požadovaným antibiotikům. 
Celkové výsledky vyšetření citlivosti izolátu ze vzorku 
4 jsou v tabulce 1, která obsahuje breakpointy minimálních 
inhibičních koncentrací (MIC) pro citlivé a rezistentní izo-
láty skupiny viridujících streptokoků, hodnoty naměřené 
v NRL pro antibiotika a výsledky laboratoří.

  

VZOREK 5: Citrobacter freundii (izolát z moči)

Izolát z moči č. 5 je při standardním dávkování citlivý (C) 
ke gentamicinu a při zvýšené expozici je citlivý (I) k mero-
penemu. Všechny laboratoře správně vyhodnotily citlivost 
kmene ke gentamicinu avšak pouze dvě pětiny laboratoří 
správně označily u tohoto kmene citlivost k meropenemu 

Tabulka 2: výsledky vyšetření citlivosti1 kmene 5 Citrobacter freundii

Antibiotikum
Obsah 
disku

µg

Průměry IZ (mm) mIC (mg/l)
Výsledky laboratoří 

kategorie3/
absolutní počet laboratoří4

správné

breakpoint2 rozmezí hodnot 
naměřených 

v NRL*

breakpoint2 rozmezí hodnot 
naměřených 

v NRL**
C I R %

C R C R

gentamicin5 10 µg ≥ 17 < 17 17–19 ≤ 2 > 2 1–1 116 0 0 100,0

meropenem 10 µg ≥ 22 < 16 18–19 ≤ 2 > 8 8–8 7 40 69 40,5 

1 metoda vyšetření a interpretace výsledků podle EUCAST 2022 [1]
2 hodnoty mezi breakpointy pro kategorie C a R jsou hodnoty pro kategorii I (citlivý, zvýšená expozice)
3 kategorie C: citlivý při standardním dávkování, I: citlivý při zvýšené expozici; R: rezistentní i při zvýšené expozici
4 správné výsledky podle kategorie jsou zvýrazněny
5 izoláty z moči
IZ: inhibiční zóna; mIC: minimální inhibiční koncentrace
* 5 měření diskovou difuzní metodou, ** 5 měření diluční mikrometodou

Tabulka 1: výsledky vyšetření citlivosti1 kmene 4 Streptococcus suis

Antibiotikum Obsah 
disku

Průměry IZ (mm) mIC (mg/l)

Výsledky laboratoří (n = 116)

kategorie3/
absolutní počet4

správné

breakpoint2 rozmezí hodnot 
naměřených 

v NRL*

breakpoint2 rozmezí hodnot 
naměřených 

v NRL**
C I R %

C ≥ R < C ≤ R >

penicilin 1 J 18 12 20–21 0,25 2 0,03–0,03 116 0 0 100,0

klindamycin 2 µg 19 19 16–18 0,5 0,5 0,06–0,125 116 0 0 100,0

1 metoda vyšetření a interpretace výsledků podle EUCAST 2022 [1]
2 hodnoty  mezi breakpointy pro kategorie C a R jsou hodnoty pro kategorii I (citlivý při zvýšené expozici)
3 kategorie: C: citlivý při standardním dávkování, I: citlivý při zvýšené expozici; R: rezistentní i při zvýšené expozici
4 správné výsledky podle kategorie jsou zvýrazněny 
IZ: inhibiční zóna; mIC: minimální inhibiční koncentrace
* 5 měření diskovou difuzní metodou, ** 5 měření diluční mikrometodou

při zvýšené expozici (I).  Celkové výsledky vyšetření citli-
vosti izolátu 5 jsou v tabulce 2, která obsahuje breakpointy 
inhibičních zón (IZ) a MIC gentamicinu a meropenemu pro 
Enterobacterales,  hodnoty naměřené v NRL pro antibiotika 
a výsledky laboratoří.

závěr

Všechny laboratoře vyhodnotily správně citlivost 
při standardním dávkování (C) u izolátu ze vzorku 4 
Streptococcus suis k penicilinu a ke klindamycinu a u izolátu 
ze vzorku 5 Citrobacter freundii z moči ke gentamicinu. 
U toho izolátu však byly zjištěny neuspokojivé výsledky 
vyšetření citlivosti k meropenemu: správně vyšetřily toto 
antibiotikum pouze dvě pětiny laboratoří (40,5 %). Fenotyp 
citlivosti k meropenemu u tohoto kmene byl vyhodnocen 
podle diskové metody i vyšetření MIC jako citlivý při 
zvýšené expozici (I), přestože produkoval karbapenemázu. 
Výsledek je v souladu s doporučeními EUCAST, podle 
nichž „samotná přítomnost nebo absence karbapenemáz 
nemá vliv na kategorizaci citlivosti“, doporučuje se však 
provádět detekci a analýzu vlastností karbapenemáz pro 
účely veřejného zdravotnictví a kontrolu infekcí“ [1,2].
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eHk – 1258 sérologie Hiv, Hbv a Hcv pT#m/10-1/2022

Pavel Fritz

Datum odeslání vzorků: 8. 3. 2022
Termín pro ukončení testování: 29. 3. 2022
Počet účastníků: 205
Počet vzorků: 5
Vyšetřované markery: anti-HIV, HBsAg, anti-HCV

způsob hodnocení: Všechny tři diagnostické markery 
jsou hodnoceny nezávisle. Každá chyba znamená u přísluš-
ného markeru hodnocení „laboratoř neuspěla“. Výjimku lze 
učinit v případech, kdy je příčinou chyby nesprávné vyplnění 
výsledkového formuláře, nebo vlastnost použitého testu, 
kterou uživatel nemohl ovlivnit. 

cElKové HodnocEní 

Série EHK – 1258 se účastnilo celkem 205 laboratoří, 
všechny zaslaly zpět výsledkový formulář. 

Neshodný výsledek vedoucí ke ztrátě bodů zaznamenali 
dva účastníci. V prvním případě se jednalo o falešnou nega-
tivitu anti-HIV u vzorku E, ve druhém o falešnou reaktivitu 

HBsAg u vzorku A. Tyto dvě laboratoře obdržely (vždy za 
příslušný marker) hodnocení neuspěla.

Dále byly zaznamenány nejednotné výsledky při testo-
vání HBsAg u vzorku B. Tento vzorek byl připraven zčásti 
jako experimentální s cílem zmapovat některé vlastnosti po-
užívaných diagnostických souprav a vyznačoval se hraniční 
koncentrací HBsAg s možnou přítomností imunokomplexů. 
Z 200 laboratoří, které jej testovaly, vykázalo 14 výsledek 
negativní (z toho 4× až po konfirmaci), zbytek slabě reak-
tivní. Negativní výsledky nebyly hodnoceny jako chybné 
a nepromítly se do tabulky 2. Rovněž nelze činit závěr, že 
by testy, které neprokázaly přítomnost antigenu u tohoto 
uměle připraveného vzorku, měly být méně citlivé v běžné 
diagnostice (proto neuvádíme jmenovitě).    

Vedle výše uvedených případů se vyskytly ojedině-
lé překlepy při vyplňování elektronického formuláře. 
Nejrozsáhlejší administrativní pochybení představoval 
případ, kdy laboratoř omylem zadala výsledky vyšetření 
anti-HCV do kolonek pro anti-HIV a naopak. Vzhledem 
k tomu, že na vyžádání poskytla originální protokoly z dia-
gnostického analyzátoru Architect, nebyla bodově postižena 
(a rovněž nefiguruje v tabulce 2).

Mgr. Pavel Fritz
NRL pro virové hepatitidy

CEM SZÚ

Tabulka 1: správné výsledky

mArker
vZorek

A b c D e
Anti-Hcv neg. poz. poz. neg. neg.
Anti-Hiv poz. neg. poz. poz. poz.
HbsAg neg. poz.* neg. neg. poz.

*Ve vzorku B přítomen HBsAg v hraniční koncentraci (viz další text).

Tabulka 2: výsledky laboratoří podle jednotlivých markerů

počet chyb
počet laboratoří (% z vyšetřujících laboratoří)

HbsAg Anti-Hiv Anti-Hcv
0 199 (99,5 %) 175 (99,4 %) 183 (100,0 %)
1 1 (0,5 %) 1 (0,6 %) –
2 – – –
nevyšetřuje 5 29 22
celkem 205 205 205

Tabulka 3: četnost vyšetřovaných markerů

kombinace markerů počet laboratoří
Hiv, HbsAg, Hcv 167 81,5 %
HbsAg, Hcv 15 7,3 %
HbsAg, anti-Hiv 5 2,4 %
HbsAg 13 6,3 %
anti-Hiv 4 2,0 %
anti-Hcv 1 0,5 %
celkem 205 100,0 %


