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Diskova difuzni metoda EUCAST pro vybrané rychle rostouci
anaerobni bakterie* na agaru pro naro¢né anaeroby — Fastidious
Anaerobe Agar with defibrinated horse blood (FAA-HB)

* Tato metoda je validovana pro Bacteroides spp., Prevotella spp.,
Fusobacterium necrophorum, Clostridium perfringens a Cutibacterium acnes
pfi inkubaci po dobu 16-20 h. Nelze ji pouzit pro jiné druhy anaerobnich bakterii nebo
pro inkubaci delsi nez 20 h.

Zmeény proti predchozi verzi (1.0)

Oddil Zména

Obecné Zkratka pro pudu se zménila z FAA na FAA-HB

Puda, 1c Oc&ekavana minimalni trvanlivost pro vlastni (in-house)
FAA-HB se zménila ze 4 na 21 dni

Inokulace, la Nové doporuceni pro Clostridium perfringens — odstranit

Odstranéni prebytecnou tekutinu z bavinéného tamponu pied

problému, 1b nanasenim inokula

Inokulace, 2a Informace doplnéna o to, Ze je obzvlasté dulezité peclivé

Odstranéni ¢arkovat (,to streak”) plotny s FAA-HB u nékterych

problému, 1b Prevotella spp. rostoucich v drobnych koloniich

Odstranéni Pridany informace o slozeni komerc¢nich ploten FAA-HB

problému, la

Odstranéni DalSi informace o poctu diskd danych na jednu plotnu

problému, 1c

Tabulky QC Kritéria kontroly kvality pro anaerobni kmeny QC pfesunuta
z tohoto dokumentu do tabulek EUCAST QC v. 13.0
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Piada
1. Pouziva se Fastidious Anaerobe Agar s 5% mechanicky defibrinované korské
krve (FAA-HB) a bez dalSich pfisad.

a. Vyska agaru musi byt 4,0 + 0,5 mm.

b. P¥i vlastni pfipravé (in-house) ploten se pred pfidanim krve pada
ochladi na 42-45 °C.

c. Vlastni (in-house) plotny by mély byt skladovany pfi teploté 4-8 °C ve
vétranych stojanech a chranény pred svétlem. Doba skladovani by
méla byt stanovena v ramci programu zajisténi kvality laboratore,
nicméneé Ize oCekavat minimalni trvanlivost 21 dni.

d. Komeréné pfipravené plotny by mély byt skladovany podle doporuceni
vyrobce, chranény pfed svétlem a pouzity pfed datem expirace.

e. Plotny FAA-HB se musi pfed oCkovani vysusit k odstranéni pfebyte¢né
vlhkosti, ktera muze byt pfi€inou neostrych okraju zén, plazivého rastu
a/nebo zamlzZeni uvnitf zén. Lze pouzit jeden z nasledujicich postupu:

i. suSeni pfi 20-25 °C pfes noc, nebo

ii. suSeni pfi 35 °C s odkrytym vickem po dobu 15 min. Pfed timto
krokem musi mit plotny pokojovou teplotu.

iii. u ploten skladovanych v plastovych saccich nebo uzavienych
nadobach muaze byt nezbytné postupovat podle (i) a nasledné
podle (ii).

f. Pfed pouzitim se plotny FAA-HB ne pre-redukuji v anaerobnim
prostfedi.

Priprava inokula

1. Z kultury narostlé pfes noc na neselektivni piidé se odebere nékolik
morfologicky podobnych kolonii pomoci sterilni klicky nebo bavinénym
tamponem.

2. Kolonie se suspenduji v 0,85 % fyziologickém roztoku a promichaji se tak, aby
vznikl rovhomérny zakal.

3. Hustota inokula se upravi pfidanim fyziologického roztoku nebo bakterii na 1,0
McFarlanda (0,9-1,1). Doporucuje se pouzit fotometr.

4. Suspenze inokula se pouzije do 15 minut od pfipravy.

Inokulace agarovych ploten
1. Sterilni bavinény tampon se ponofi do suspenze o zakalu 1,0 McFarlanda.

a. U Bacteroides spp. a Clostridium perfringens se pfebytecna tekutina
odstrani otacenim po vnitini sténé zkumavky, aby nedoslo k naoCkovani
pfiliSného mnozstvi inokula.

2. Inokulum se rovhomérné rozetfe po celém povrchu agaru tak, aby nevznikly
mezery.

a. To je zvlast dllezité u druhu rostoucich v drobnych koloniich na FAA-HB,
jako Cutibacterium acnes a nékteré Prevotella spp.

Na spravneé inokulovanych plotnach je rst splyvavy s rovhomérné kruhovymi
inhibiénimi zénami.
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Aplikace diskl s antibiotiky
1. Pouziji se disky s obsahem antibiotik doporu¢ené EUCAST, uvedené
v Tabulkéach kontroly kvality EUCAST nebo Tabulkach breakpointd EUCAST
(Gesky: Klinické breakpointy - breakpointy a navody - SZU | Oficialni web
Statniho zdravotniho ustavu v Praze (szu.cz) a VySetfeni antibiotické citlivosti
bakterii - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) —
Kontrola kvality EUCAST).
2. Pred otevienim se kazety nebo kontejnery s disky ponechaiji pfi pokojové
teploté temperovat.
3. Disky se na plotnu aplikuji do 15 minut od inokulace.
a. Disky musi byt v t€sném a rovnomérném kontaktu s povrchem agaru a
po aplikaci se jiz nesmi pfesouvat.
b. Pocet disku na plotné musi byt omezen tak, aby se vytvofené zény
nepiekryvaly. Optimalné se pouziji tfi disky na kruhovou plotnu o
pruméru 90 mm (pro Bacteroides spp. Ize pouzit Ctyfi disky).

Inkubace ploten
1. Plotny se obrati dnem vzhuru k uji§téni, Ze disky nespadly z povrchu agaru.
Plotny se daji inkubovat do 15 minut po aplikaci disku.
2. Plotny FAA-HB se inkubuji v anaerobnim prostfedi pfi 35-37 °C po dobu 16-
20h.

a. Anaerobnich podminek Ize dosahnout bud v anaerobni pracovni
stanici, nebo v nadobéch, v nichz se vyviji plny pro anaerobni prostredi
nebo v systému vyvijejicim plyn, jako je Anoxomat.

b. Prodlouzeni inkubace (vice nez 20h) neni povoleno, nebot’ ovliviiuje
velikost zén a zneplatniuje kritéria pro interpretaci.

Odegéitani inhibiénich zon
1. Spravné inokulum poskytuje splyvavy rovnomérny rust po celém povrchu
agaru. Neni-li rist splyvavy, je zapotfebi test zopakovat nebo vysetfit MIC.
2. Plotny se odecitaji zepfedu po odstranéni vicka v odrazeném svétle.
3. Okraje z6n se odeditaji od bodu uplné inhibice viditelné pouhym okem,
z plotny drzené ve vzdalenosti zhruba 30 cm od oka, naklonéné v uhlu 45° k
pracovnimu stolu.
4. Prdmér inhibicni zony se méfi pravitkem nebo posuvnym méfitkem na
nejbliz§i milimetr.
a. P¥i zastfeni uvnitf zony se odecita nejzietelnéjSi okraj. Naklonénim
plotny smérem k sobé |ze zjevny okraj Iépe rozeznat.
b. V pfipadé dvojitych zén se odecita vnitini okraj zony.
c. Hemolyza a plazivy rist se prehlizeji.
5. lzolované kolonie uvnitf inhibic¢ni zony je nutno vzit do uvahy. U klindamycinu
je zvlast dulezité peclivé prozkoumat zény, zda v nich nerostou kolonie.
6. Obrazky s pfiklady odecitani jsou dostupné v Reading Guide for disk diffusion
of anaerobic bacteria on FAA-HB (Cesky: VySetfeni antibiotické citlivosti
bakterii - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) —
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Diskova difuzni metodologie EUCAST - Anaerobni bakterie — diskova difuzni

metoda pro anaerobni bakterie).

Kontrola kvality
1. Kontrola kvality (QC) se provadi pfi kazdém vySetfeni. PouZije se kultura
kontrolniho kmene narostla pfes noc a stejny postup vysetfeni jako u klinickych
izolata.

a. K monitorovani ucinnosti testu se pouZzije Bacteroides fragilis ATCC
25285 a Clostridium perfringens ATCC 13124. Rozsah a cile QC, viz
EUCAST QC Tables (€esky: Klinické breakpointy - breakpointy a
navody - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho Gstavu v Praze
(szu.cz) a VySetieni antibiotické citlivosti bakterii - SZU | Oficialni web
Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) — Kontrola kvality
EUCAST).

b. K monitorovani anaerobniho prostfedi se pouzije Clostridium
perfringens DSM 25589 a disk s 5 ug metronidazolu. Bylo prokazano,
Ze tato kombinace je citlivym indikatorem anaerobniho prostiedi.
NedostateCna anaerobidéza muize ovlivnit rast a vysledky méfeni
ciltivosti anaerobu. Interpretacni kritéria, viz see EUCAST QC Tables
(Cesky: Klinické breakpointy - breakpointy a navody - SZU | Oficialni
web Statniho zdravotniho Ustavu v Praze (szu.cz) a VySetfeni
antibiotické citlivosti bakterii - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho
Ustavu v Praze (szu.cz) — Kontrola kvality EUCAST).

I. Zvlastni pozornost vyZaduje anaerobni prostfedi pracovnich
stanic. Pravidelny servis a technické kontrola jsou nezbytné.

Odstranéni problému
1. Pro vysledky QC mimo rozsah existuje jeden nebo vice divodu. Pro zajisténi
spolehlivych vysledkUl je nutné pfisné dodrzovat protokol.
Pokyny pro feSeni probléma:
a. Puda

i. Jsou plotny FAA-HB skladovany a suSeny podle vyse
uvedenych pokyn(?

ii. Je vySka agaru 4,0 £ 0,5 mm? Cilova vySka agaru je 4,0 mm,
tudiz hodnoty = 0,5 mm je mozné pripustit jako nahodné, nikoli
systematické odchylky.

iii. Jsou komerc¢ni plotny FAA-HB pfipraveny podle doporuceni
EUCAST s 5 % mechanicky defibrinované koriské krve jako
jedinym doplfikem?

b. Ockovani ploten

i. Dba se na to, aby inokulum bylo rovhomérné a bez mezer
rozetfeno po celém povrchu agaru.

1. To je zvlasté dulezité u druhd rostoucich na FAA-HB
v drobnych koloniich, jako jsou Cutibacterium acnes a
nékteré Prevotella spp.
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U Bacteroides spp. a Clostridium perfringens je tfeba odstranéni
prebytecné tekutiny otaCenim tamponu proti vnitini sténé
zkumavky, aby nedoslo k naockovani pfiliSného mnozstvi
inokula.

c. Disky s antibiotiky

Pocet diskll na plotné je tfeba omezit a umoznit tak neomezeny
rist a vytvareni neprekryvajicich se zén. Pro vétSinu druht a
antibiotik se na kruhové plotné o priméru 90 mm pouziji tfi
disky, ale u nékterych izolati to mohou byt pouze dva disky na
plotnu.

Pfed otevienim se kazety s disky ponechaiji pfi pokojové teploté
temperovat a zkontroluje se, zda byly dodrzeny podminky pro
skladovani disku.

d. Inkubace

Anaerobni atmosféra se kontroluje pravidelné (bez ohledu na to,
jak vznikla).

1. Anaerobni atmosféra pracovnich stanic vyzaduje
pravidelny servis a technickou kontrolu. Atmosféru a
teplotu muze ovlivnit to, jak Casto se systém otevira pro
vkladani a vyndavani ploten, a také mnozstvi ploten v
pracovni stanici.

2. P¥i pouziti nadob pro anaerobni inkubaci je zapotfebi se
ujistit, Ze nedochazi k tuniku plynu.

Breakpointy EUCAST a QC kritéria pro diskovou difuzi
anaerobu na FAA-HB jsou validovany pouze pro 16-20h
inkubaci.

1. Prodlouzeni inkubace neni povoleno, nebot vyznamné
ovliviiuje velikost zon.

e. Odeditani zon

Je tfeba se uijistit, Zze byly dodrzeny vySe uvedené specifické
pokyny pro odecitani anaerobl. Obrazky s pfiklady odecitani
jsou dostupné na Reading Guide for disk diffusion of anaerobic
bacteria on FAA-HB (Cesky: VySetfeni antibiotické citlivosti
bakterii - SZU | Oficialni web Statniho zdravotniho Gstavu v
Praze (szu.cz) — Diskova difuzni metodologie EUCAST -
Anaerobni bakterie — diskova difuzni metoda pro anaerobni
bakterie).
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