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Technicka prirucka EUCAST pro potvrzeni produkce ESBL u
Enterobacterales pomoci kombinovanych diskt (CDT).

Novy obsah diski s kombinaci cefotaximu nebo ceftazidimu
s klavulanovou kyselinou a bez kyseliny klavulanové.

Vyskyt Enterobacterales produkujicich beta-laktamazu s rozSifenym spektrem (ESBL) se celosvétové
zvysuje. K fenotypovému potvrzeni produkce ESBL u Enterobacterales se pouziva diskova difuze s
cefalosporinovymi disky bez kyseliny klavulanové a s kyselinou klavulanovou.

Pro standardni vySetfeni antibiotické citlivosti diskovou difuzi EUCAST k cefotaximu a ceftazidimu se
pouzivaji disky s obsahem 5 ug, resp. 10 uyg. EUCAST pro potvrzeni produkce ESBL doposud (stejné
jako CLSI) doporucoval pouziti diskd cefotaximu 30 ug a ceftazidimu 30 ug bez a s 10 pg klavulanové
kyseliny (CLAV). Nyni EUCAST doporucuje pouzivat pro standardni diskovou difuzi i pro potvrzeni
ESBL kombinované disky se stejnym obsahem (cefotaxim 5 pg a ceftazidim 10 ug).

EUCAST v multicentrické studii (PFiloha 1) porovnava vysledky dfive doporu¢enych diskd a
navrhovanych novych diskd. Kombinované disky obsahujici cefotaxim 5 ug £ CLAV 10 pg a ceftazidim
10 ug £ CLAV 10 ug vykazuji stejnou senzitivitu a specificitu jako disky s obsahem 30 pg cefotaximu a
30 pg ceftazidimu.

Interpretacni kritéria
O pozitivni produkci ESBL svédcCi zvétSeni priméru zény cefotaximu nebo ceftazidimu v pfitomnosti
kyseliny klavulanové o =2 5 mm ve srovnani se samotnym cefalosporinem.

Kontrola kvality diska pro konfirmaci ESBL

EUCAST doporucuje kontrolovat kvalitu konfirmacnich diskd pro produkci ESBL pomoci Escherichia coli
ATCC 25922 a Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. Tabulky pro kontrolu kvality EUCAST uvadéji
cilové hodnoty a rozmezi pro disky s 5 pg cefotaximu a 10 pg ceftazidimu. Kmen E. coli ATCC 25922 by
s kombinovanymi disky by mél vytvaret zony v rozmezi £ 1 mm ve srovnani se samotnym
cefalosporinem. P¥i testovani kombinovanych diskt s K. pneumoniae ATCC 700603 by méla byt
splnéna tato kritéria:

K. pneumoniae ATCC 700603
Disk Kritéria*
cefotaxim 5 pg + klavulanovéa kyselina 10 ug | zvétSeni priméru zény kolem disku obsahujiciho

kombinaci cefotaxim + klavulanova kyselina
0 =3 mm ve srovnani se samotnym cefotaximem

ceftazidim 10 pg + klavulanova kyselina 10 ug| zvétSeni pradméru zény kolem disku obsahujiciho
kombinaci ceftazidim + klavulanova kyselina
0 25 mm ve srovnani se samotnym ceftazidimem.

*Kritéria jsou identicka s kritérii pro kombinované disky s obsahem 30 pg cefotaximu £ 10 ug CLAV a 30 pg
ceftazidimu £ 10 ug CLAV.

Doporuceni

EUCAST doporucuje laboratofim, aby pro rutinni fenotypové potvrzeni produkce ESBL u
Enterobacterales zavedly kombinované disky obsahuijici 5 ug cefotaximu a 10 pg ceftazidimu bez a s
10 pg kyseliny klavulanové. EUCAST uklada vyrobctim diagnostickych diska zpfistupnit disky s 5 g
cefotaximu = 10 uyg CLAV a 10 ug ceftazidimu = 10 uyg CLAV k potvrzeni identické biologické aktivity
diskl cefotaximu a ceftazidimu bez a s klavulanovou kyselinou. Za timto U¢elem musi byt disky bez a s
klavulanovou kyselinou vyrabény paralelné a prodavany jako diagnosticka souprava.
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Priloha 1
Multicentricka studie s kombinovanymi disky pro potvrzeni ESBL u Enterobacterales

Cil

Cilem této studie bylo zjistit, zda pro potvrzeni ESBL u Enterobacterales poskytuji kombinované disky s
5 pg cefotaximu (CTX) a 10 ug ceftazidimu (CAZ) bez a s klavulanovou kyselinou (CLAV) 10 ug stejné
vysledky jako disky obsahujici 30 ug CTX a 30 ug CAZ.

Metoda

Celkem 45 kmenu Escherichia coli a 5 kmenu Klebsiella pneumoniae bylo tfemi laboratofemi
testovano diskovou difuzni metodou EUCAST na agaru Mueller-Hinton Oxoid (Thermo Fisher
Scientific). Byly vyhodnoceny tfi sady kombinovanych diskd; 5 ug CTX £ 10 uyg CLAV a 10 uyg CAZ +
10 ug CLAV vyrobct MAST a Liofilchem, které byly porovnavany s 30 ug CTX £ 10 ug CLAV a 30 ug
CAZ £+ 10 pg CLAV vyrobce MAST. Izolaty byly povazovany za ESBL pozitivni, jestlize u jednoho
nebo obou cefalosporind doslo v pfitomnosti kyseliny klavulanové k zvétSeni praméru zény o 25 mm
ve srovnani se samotnym cefalosporinem. Pfitomnost nebo nepfitomnost genu rezistence k beta-
laktamdm byla identifikovana pomoci amplikonového sekvenovani nové generace (amplicon-based
next generation-sequencing) (lon Torrent), viz tabulka 1.

Tabulka 1. Vlastnosti studovanych izolatt (50 Enterobacterales), detekované sekvenovanim nové generace.

Mechanizmus
rezistence Zadny ESBL AmpC ESBL + AmpC
. CTX-M CTX-M CTX-M cIT DHA QTX-M
Geny rezistence - skupina 1 skupina 9 | skupiny 1+9 skupina 1+ CIT
E. coli 6 10 23 1 2 1 2
K. pneumoniae 0 5 0 0 0 0 0
Vysledky

Sensitivita a specificita u vSech kombinaci diskd ve vSech tfech laboratofich byla 100 %. Produkce
ESBL byla pozitivné potvrzena u vSech producentl samotné ESBL (39/50) a producenti obou enzym{
ESBL a AmpC (2/50) podle o¢ekavani nebyli detekovani Zzadnym z kombinovanych diskd. ZvétSeni
priméru zény pfitomnosti kyseliny klavulanové u diskd obsahujicich 30 pg CTX a 30 ug CAZ bylo
podobné jako u diskd s obsahem 5 ug CTX a 10 ug CAZ (Tabulka 2).

Tabulka 2. ZvétSeni priméru zony zpisobené pridanim kyseliny klavulanové (mm)

Disk Vyrobce disku Negativni vysledky| Pouzitivni vysledky
Cefotaxim 30 pg * kyselina klavulanova 10 g Mast 0-2 14 - 28
Ceftazidim 30 pg + kyselina klavulanova 10 ug Mast 0-4 4-22
Cefotaxim 5 g + kyselina klavulanova 10 ug Mast 0-2 16 - 26
Ceftazidim 10 pg + kyselina klavulanova 10 g Mast 0-4 4-23
Cefotaxim 5 g + kyselina klavulanova 10 ug Liofilchem 0-2 14 - 25
Ceftazidim 10 pg + kyselina klavulanova 10 pg Liofilchem 0-2 3-21

Zavér

Studie ukazala, ze kombinované disky obsahujici cefotaxim 5 ug + CLAV 10 ug a ceftazidim 10 pg =

CLAV 10 pg vykazuji stejnou senzitivitu a specificitu jako kombinované disky s obsahem 30 pg

cefotaximu a 30 pg ceftazidimu. V laboratofi je vyhodné pouzivat pro konfirmaci ESBL disky o stejném

obsahu jako pro standardni metodu vyS$etfeni citlivosti.




