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Postup pfi zavadéni breakpointu
EUCAST do vysetrovani citlivosti

Pred zavedenim metod vysSetrovani citlivosti a breakpointii EUCAST
do laboratore je tfreba zvazit nasledujici:

1. Kontaktovat narodni antibiotickou komisi (NAK) pro vySetfovani antibiotické
citlivosti.

2. ldentifikovat vSechny metody pro vySetfeni citlivosti pouzivané v laboratofi
(diskova difuze, automatické metody, gradientni testy a ostatni metody).
Ujistit se, ze vSechny metody jsou vhodné pro pouziti breakpointid EUCAST.

3. ldentifikovat podplrné systémy, které muze zavedeni ovlivnit (laboratorni
akreditaci, pfiru¢ky, laboratorni informacéni systém a povinné hlaseni vysledk).

4. Urcit "vedouciho" laboratorniho personalu, ktery bude mit zodpovédnost v
celém prabéhu zavadéni metod EUCAST.

5. Spolupracovat s laboratofi, ktera jizZ zavedla breakpointy a metody vySetfeni
citlivosti EUCAST. Dohodnout navstévu pracovniku v této laboratofi.

6. ldentifikovat a informovat vdechny zucastnéné strany (zameéstnance
laboratofe, zakazniky / uzivatele, laboratorni programy a programy
surveillance a dodavatele materialu a pfistroju pro vySetreni citlivosti).

7. Ujistit se, Ze je k dispozici veSkery potfebny material k vySetfeni citlivosti.
Zkontrolovat pfipravenost vyrobcu produktt (materialu a pomucek)
nezbytnych pro vysetfeni citlivosti podle doporu¢eni EUCAST (webova
stranka EUCAST Compliance of manufacturers).

8. V pfedem stanoveném terminu realizovat v laboratofi 3-6 mési¢ni
vzdélavaci program pro zavedeni metod v laboratofi.

9. Informovat organizatory programu externiho hodnoceni kvality.

10.V pfipadé potfeby konzultovat EUCAST (kontaktni informace jsou dispozici na
http://www.eucast.org/).



http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Consultation/Compliance_of_Manufacturers_20120720.pdf
http://www.eucast.org/
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Problematika zavadéni automatizovanych systému vysetreni
citlivosti

1. Kontaktovat narodni antibiotickou komisi pro vySetfovani antibiotické
citlivosti (NAK) ohledné jakéhokoli problému.

2. Ujistit se, Ze dany automatizovany systém poskytuje podporu pro breakpointy
EUCAST vSech pozadovanych antibiotik. Zeptat se vyrobce, zda jeho
systém akceptuje aktualni doporu¢eni EUCAST (v riznych zemich a v
odliSném &ase instalace systému se mohou vyskytnout rozdily).

3. Zkontrolujte, zda symboly “IE” a “-" uvedené v tabulkach EUCAST nejsou v
automatizovaném systému nahrazeny jinymi breakpointy.

Problematika zavadéni diskové difuzni metody EUCAST

Zakladem diskové difuzni metody EUCAST je splyvavé inokulum (McFarland
0,5) na Mueller-Hinton agaru s nebo bez 5% koriské krve a 20 mg/l 3-NAD. Je
dalezité dodrzovat postup metody podle popisu (dostupného na www.eucast.orq).

Je treba si vS§imat téchto dulezitych detaill:

e Suspenze inokula by méla byt ekvivalentni standardu McFarland 0,5, nejlépe pfi
méfeni fotometrem.
Vyjimka: suspenze Streptococcus pneumoniae z nartistu na krevnim agaru se
pfipravuje podle standardu McFarlanda 0,5, z Cokoladového agaru podle standardu
McFarlanda 1,0.

« Rust by mél byt splyvavy a rovhomérné rozlozeny na plotné.
Spravné inokulum, pfislusné rozetfené na plotnach, vytvafri splyvajici narlst a
uniformné kruhové inhibicni zény. Rovnomérné rozetfeni inokula poskytuje
reprodukovatelné priiméry inhibi¢nich zén. Zvlastni pozornost pfed inokulaci ploten
je zapotiebi vénovat odstranéni prebytecné tekutiny lehkym otaCenim tamponu
proti sttnam zkumavky k odstranéni pfili§ koncentrovaného inokula
gramnegativnich bakterii.

e Pravidlo 15-15-15 minut k ziskani reprodukovatelnych vysledku:
0 Do 15ti minut od pfipravy pouzit inokulum.
o Do 15ti minut od inokulace ploten aplikovat disky.
0 Do 15ti minut od aplikace disku zahajit inkubaci.
DodrZovani pravidla "15-15-15" si mUze vyzadat malé zmény v organizaci prace
rutinni laboratofe, napf. provadéni testi po mensich davkach.

e Pouzivat disky se spravnym obsahem. Obsah diskl je uveden v tabulkach
klinickych breakpointt a v tabulkach pro kontrolu kvality EUCAST. Obsahy disku se
mohou odliSovat od obsahu dfive pouzivanych v laboratofi.


http://eucast.www137.server1.mensemedia.net/eucast_disk_diffusion_test/disk_diffusion_methodology/
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e Neprodluzovat nebo nezkracovat predepsanou dobu inkubace 16-20h.

e Postupovat podle pokynu pro odecitani.
Okraje zény by mély byt odecitany v misté uplné inhibice viditelné pouhym
okem. Plotny Mueller-Hinton bez suplementl se odecitaji v odrazeném svétle
na spodni strané misky, umisténé na tmavém pozadi. Plotny Mueller-Hinton se
suplementy se odecitaji v misce s odkrytym vickem v odrazeném svétle pfi
pohledu zpfedu.

Navrh postupu pfi zavadéni diskové difuzni metody EUCAST do laboratore:
Prakticky priivodce vedouciho laboranta

1. Vzdélavat laboratorni personal v diskové difuzni metodologii se zaméfenim na
oCkovani ploten a méfreni zon. Prezentace je na www.eucast.org (¢esky na
http://www.szu.cz/diskova-difuzni-metoda-eucast).

2. Zahajit prakticky vycvik tim, Ze vSichni laboratorni pracovnici odectou zény ze
stejné plotny. Cilem je sladit odecitani inhibi€nich zén v laboratofi. Stejny
vycvik je zapotfebi provést pred zafazenim novych pracovnik( do rutinni
prace v laboratofi. Navod k odecitani je na www.eucast.org (Eesky na
http://www.szu.cz/diskova-difuzni-metoda-eucast).

e Zacit odecitanim z6n dvou kontrolnich kmena (napf. E. coli ATCC
25922 a S. aureus ATCC 29213) na agaru Mueller-Hinton agar bez
suplementu. Vybrat ¢tyfi antibiotika, rutinné testovana u pfislusného
druhu. VySetfeni opakovat tfi dny po sobé. Srovnat priméry
inhibi€nich zon naméfené laboratornimi pracovniky mezi sebou a v
jednotlivych dnech a zjistit, zda jsou v limitnim rozmezi hodnot
kontrolnich kmend. Tabulky pro kontrolu kvality jsou dostupné na
www.eucast.org (€esky na http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-
kontrolu-kvality-eucast).

e Diskutovat o vysledcich na poradach. Opakovat vyuku se stejnymi
kontrolnimi kmeny a antibiotiky, pokud se nebudou vysledky vSech
shodovat.

e Opakovat vycvik s P. aeruginosa ATCC 27853 a E. faecalis ATCC 29212.

e Opakovat vycvik na MH-F (agar Mueller-Hinton s 5% koriské krve a
20 mg/l B-NAD) s H. influenzae NCTC 8468 a S. pneumoniae ATCC
49619.

e Opakovat vycvik s nékolika klinickymi izolaty dalSich bakterii, jako jsou
streptokoky skupin A, B, C a G. Porovnat jednotlivé vysledky s
prumérem skupiny.

3. DalSim krokem je pfiprava inokula a ockovani ploten. Cilem je dosahnout
standardizovany, splyvajici a neroztfepeny narlst na plotné. Nejlepsi
zpusob k ziskani pfislusné koncentrace inokula je pouziti jednoduchého
nefelometru / spektrofotometru. Bez ohledu na pouzity zpUsob inokulace
ploten (vatovym tamponem, plotnovym rotatorem nebo ru¢nim rozetfenim


http://www.eucast.org/eucast_disk_diffusion_test/disk_diffusion_methodology/
http://www.szu.cz/diskova-difuzni-metoda-eucast
http://www.eucast.org/eucast_disk_diffusion_test/disk_diffusion_methodology/
http://www.szu.cz/diskova-difuzni-metoda-eucast
http://www.eucast.org/eucast_disk_diffusion_test/eucast_qc_tables/
http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast
http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast

2% EUCAST smee Verze 10

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

ve tfech smérech) by mél byt vysledny narast splyvavy a neroztfepeny.
Odecitani usnadnuje pouZiti antibiotickych diskd, které vytvareji ostry okraj
zony.

Laboratorni pracovnici by méli tento postup opakovat u vSech kontrolnich kment
doporu¢enych EUCAST. Srovnaji se pruméry inhibi¢nich z6n namérfené laboratornimi
pracovniky mezi sebou a v jednotlivych dnech a zjisti se, zda jsou v limitnim rozmezi hodnot
kontrolnich kmenu. Tabulky pro kontrolu kvality jsou dostupné na www.eucast.org (¢esky na
http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast).

4. Pred zavedenim diskové difuzni metody EUCAST do rutinni prace v
laboratofi se kontrola kvality s kontrolnimi kmeny (s vyuzitim vSech bézné
pouzivanych antibiotickych disk(l) provadi denné, dokud neni postup v
laboratofi harmonizovan a testovani je kompatibilni s poZzadavky EUCAST.

Mate otazky ohledné diskové difuzni metody? Nebo
potrebujete pomoc pri provadéni diskového difuzniho testu?

Kontaktujte prosim erika.matuschek@ltkronoberg.se


http://www.eucast.org/eucast_disk_diffusion_test/eucast_qc_tables/
http://www.szu.cz/tabulky-pro-rutinni-kontrolu-kvality-eucast
mailto:erika.matuschek@ltkronoberg.se

