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Priloha 1 — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/40/2024 je zaméfen na ovéreni laboratofe spravné otestovat
a interpretovat vysledek testovani citlivosti antifungalnich latek u mykotickych ptvodcd infekci.

Navrh a realizace PT#M/40/2024 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkouSeni zplsobilosti (ESPT) Statniho
zdravotniho Ustavu (SZU).

S veskerymi informacemi dodanymi Ucastniky je zachazeno jako s dlvérnymi a nejsou bez souhlasu
Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zavereCné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zucastnénou laborator
k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaSeni kédem
laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval: RNDr. Pavlina Lyskova PhD., NRL pro antimykotika, ZU Usti nad Labem

Zpravu autorizoval: RNDr. Pavlina Lyskova PhD.
Tel. 234 118 506

Dne: 05. 08. 2024

Pracovisté 2 ESPT
https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
e-mail: ehk@szu.cz

Statni zdravotni Ustav Praha 2/8



Testovani citlivosti na antimykotika

PT# M/40/2024

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/40/2024

Identifikace cyklu:

EHK 1403

Nazev PT:

Testovani citlivosti na antimykotika

Koordinator:

RNDr. Pavlina Lyskova, PhD., ZU se sidlem v Praze, Sokolovska 60,
186 00 Praha 8

Podstata a ucel PT:

Stanoveni citlivosti mykotickych organism k antifungdlnim latkam vc.
interpretace vysledk?

Kritéria pro Ucast na PT:

Pozadavky na laboratore: zajisténi spravné laboratorni praxe

Charakteristika materialu:

Izolat mikromycetd, viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Testovana antimykotika: anidulafungin, amfotericin B, flukonazol a
vorikonazol.

Hodnoceni: Citlivy/Rezistentni popf. Intermediarni nebo SDD
(Susceptible Dose Dependent)

Zplsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnikd:

43

Termin distribuce vzorka:

30. 4. 2024

Informace Ucastnikim

Se vzorky je distribuovana Informace pro Ucastniky, kde jsou
podrobné informace a pokyny k cyklu EHK

Termin odeslani vysledkd
Ucastniky:

21. 5. 2024

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1403/1-2/2024

Zabezpeceni jakosti vzorku
(véetné termin{ testd
homogenity a stability):

Kvalita je zajisténa manipulaci za sterilnich podminek, vhodnym
skladovanim, rychlym transportem ke zpracovani.

Test homogenity viz kapitola 2 zavére¢né zpravy

Mozné zdroje analytickych
chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe, nespravné vyhodnoceni testd,
chybny zapis do elektronického formulare

Zplsob vyhodnoceni
vysledkd:

Za spravné hodnoceni Ctyf antimykotik u 2 kmenl je mozno ziskat]
maximalné 8 bodd. Bodovani je provadéno ve stupnici 1 bod za
spravnou interpretaci ziskaného vysledku, 0 bod{
neuvedeno/nespravna interpretace vysledku. Laboratof Uspésné
absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se
vypocitava podle vzorce.

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Za vztaznou hodnotu je povaZovan vysledek ziskany v NRL.

Urceni maximalni smérodatné
odchylky:

Aritmeticky prlmér vsech hodnocenych laboratofi minus 2 smérodatné
odchylky. Laboratof Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne

bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce: Limit = aritmeticky
prdmér vysledk{ vsech hodnocenych laboratofi minus dvé smérodatné

zpravy:

odchylky.
Termin uverejnéni predbéznych [31.5.2024
vysledkd:
Termin uverejnéni zavéretné Do 13. 8. 2024
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40/2024

2. Zptisob pripravy vzorki

2.1 Postup pripravy vychoziho materialu

Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zplisobem pouzivanym v laboratofi mykologie, Cisté
kultury jsou izolovany, identifikovany a je u nich stanovena citlivost k ATM (dle pfislusnych SOP).
Ziskané izolaty mykotickych organizmi jsou pomnozeny, je provedena kontrola Cistoty kultur,
kontrola spravnosti identifikace a kontrola citlivosti k ATM dle prislusnych SOP. Vychozi material je
vyockovan na plotny se Sabouraudovym agarem, které jsou ovinuté parafilmem, oznaCeny a uloZeny
do prepravni krabice a dorucen kuryrem popt. osobné predany pracovnikovi SZU Praha. V pripadé
osobniho pfedani je o tomto Ukonu veden zaznam.

V SZU Praha v Narodni referencni laboratori/Ceska narodni sbirka typovych kultur (CNCTC)
je pak na zakladé dohody u zaslanych kmen( provedena lyofilizace.

Kultury mykotickych organism& z NRL/ATM jsou naockovany na vhodna kultivaéni média, dle
druhu mikroorganismu jsou naockovany na 2 — 4 Petriho misky. Kmeny jsou inkubovany v termostatu
pri 35-36°C ve vhodné atmosfére 24h, pomalu rostouci mikroorganismy 48h. Po inkubaci je vizualné
hodnocen rist a Cistota kultury. Kontaminované misky jsou pred lyofilizaci vyfazeny.

Narostlé kultury jsou setfeny sterilnim vatovym tamponem z povrchu agaru a
resuspendovany ve 4 ml fyziologického roztoku. Denzita vysledného zakalu musi odpovidat
McFarlandové standardé 6 (priblizné 1,8x109 org. ml-1). Automatickou pipetou je napipetovano 0,2
ml vzniklé suspenze do 20 ml lyofilniho média. Homogenizovana suspenze je rozplnéna do
jednotlivych lahvicek (vzorkd) v objemu 0,5 ml/ 1 lahvicka. Lahvicky se uzaviou gumovym uzavérem
pomoci pinzety tak, aby byl ponechan prostor pro odpareni. Po rozplnéni lahvicek je 1 kapka ze zbylé
suspenze inokulovana na Zzivny agar a inkubovana pro kontrolu sterility. Rozplnéné lahvicky jsou
umistény na kovovou snimatelnou plosinu lyofilizatoru rovnomérné po celé jeji plose. Kovova plosina
s lahvickami se vlozi do mraziciho boxu na -80°C. Po 3 hodinach se plosina s lahvi¢kami vlozi do
lyofilizacniho pfistroje, kde probiha vlastni lyofilizace (SOP-NRL/CNCTC-09).

Po lyofilizaci nasleduje kontrola Zivotnosti vzorkd. Po jejim provedeni jsou lahvicky opatfeny
Stitkem s poradovym cislem vzorku, Cislem EHK a datem rozeslani. Nasledné se lahvicky zapertluji
pomoci specialnich pertlovacich klesti a jsou viozeny do plastového obalu. Uskladnéni do predani
vzork( probiha v lednici pfi teploté 4 — 8°C.

Pripravené vzorky jsou predany koordinacnimu pracovisti ESPT 2.

Pfeprava vzorkl je zajiStovana prepravcem se sluzbou preprava nebezpecného zbozi dle
reguli ADR pro silnicni prepravu.

2.2 Zabezpeceni kvality vychoziho materialu, homogenita a stabilita
Zabezpeceni kvality: Zabezpeceni kvality vychoziho materialu je zajisténo manipulaci za aseptickych
podminek. Po lyofilizaci je vychozi material testovan na pritomnost sledovanych kultur a je znovu
otestovana citlivost. Ze série lyofilizace jsou nahodné vybrany dva lyofilizaty od kazdého vzorku.
Lahvicka se zbavi pertle a pomoci sterilni pinzety se opatrné vyjme gumovy uzaveér. Do lahvicky se
nakape nékolik kapek fyziologického roztoku. Pomoci Pasteurovy pipety je homogenizovan obsah
lahvicky a nasledné vyockovan na pripravena media. Izolaty mykotickych organizm@ jsou
vykultivovany a provedena kontrola identifikace a citlivosti v terminu pred rozeslanim nebo v terminu
rozesilani vzorkd zakazniklm.
Stabilita vzork{ je zabezpecena lyofilizaci kultur
Homogenita je zajisténa promichanim vzork{ pred zahajenim alikvotovani do vzorkovnic.
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40/2024

3. Charakteristika materialu

Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkl jsou charakterizované kmeny kvasinek popf. vlaknitych
hub, izolované z klinického materialu, dodaného do laboratore koordinatora nebo sbirkové kmeny
uchovavané podle predepsaného navodu nebo skladované zamrazené v hlubokomrazicim boxu (-80
°Q).

Nazev programu EHK | Pocet vzork{ | vzorky jsou urceny k testovani

Vv sérii téchto cilovych markert
Testovani citlivosti na 2 Vybrané izolaty kvasinek urcené
antimykotika k testovani vybranych antimykotik /n vitro

(amfotericin B, anidulafungin, flukonazol,
vorikonazol)

Jednotlivé vzorky predstavuiji simulovany humanni klinicky material s obsahem cilovych
druh mikromycetd.

¢. vzorku kmen poznamka

C. tropicalis
Amfotericin B (AMB) - citlivy
Anidulafungin (AND) - citlivy

L Flukonazol (FLU) - citlivy
Vorikonazol (VOR) - citlivy
C. albicans
Amfotericin B - citlivy

) Anidulafungin - citlivy

Flukonazol - citlivy
Vorikonazol - citlivy

Ocekavané vysledky (mg/I)

Druh/ATM AMB AND FLU VOR
C. tropicalis 0,125 <0,004 0,5 0,016
C. albicans 0,125 <0,004 0,25 0,008

4. Zptsob hodnoceni

Vztaznou hodnotou jsou vysledky ziskané v NRL pro antimykotika (viz tabulka o¢ekavané vysledky).

Bodové hodnoceni Ucastnikl vychazi z oCekavanych vysledk( ziskanych opakovanym vysetfenim
vzork{ na pracovisti koordinatora a je nastaveno tak, Ze jednim bodem je hodnocena Uplna shoda
s oCekavanym vysledkem (spravna interpretace vysledku) a bez bodového ohodnoceni jsou
vysledky, které se s ocekavanym vysledkem neshoduji (napt. ,citlivy® misto ,rezistentni™) nebo
nejsou uvedeny (s vyjimkou pfipadd, kde interpretacni kritéria nejsou dana). Volba metody pro
testovani vzorkd zavisi na rutinni praxi Ucastnika.
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40/2024

Za spravné hodnoceni ¢tyf antimykotik u 2 kmend je mozno ziskat maximalné 8 bodd.
Postupné bude mozno pridat také vzorek edukacni, ktery nebude hodnocen body.

Laborator Uspésné absolvuje EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce
(Limit = aritmeticky pr@mér vysledkd vsech laboratofi minus dvé smérodatné odchylky).

Pokud se v hodnocené skupiné vyskytne pracovisté s extrémné nizkym bodovym ziskem (<50 %
maximalniho bodového zisku), je vylouceno z vypoctu limitu. Takové pracovisté je automaticky
hodnoceno jako nelspésné.

Koordinator si vyhrazuje pravo pri vysokém vyskytu atypickych vysledkd vyradit z hodnoceni cely
vzorek. Koordinator je opravnén v pripadé potfeby jmenovat odbornou poradni skupinu pro reseni
konkrétniho kola dané série.

V pFipadé, Ze je pocet ucastnikli mensi nez 10, nepouzije se vySe uvedeny postup vypoctu

limitu. V tomto pripadé laboratof Uspésné absolvuje EHK, pokud dosahne 80 % maximalniho
bodového zisku.

5. Vyhodnoceni

Tabulka &. 1: Uspésnost laboratofi v EHK 1403
8 bodl za spravné hodnoceni vysledku.

Dosazené body 6 7 8
Pocet laboratori 0 2 41
Procento 0 4,7 95,3

Maximalniho poc¢tu bodi dosahlo 41 laboratofi ze 43 zicastnénych.
Aritmeticky prmér byl 8

Smérodatna odchylka byla 0,2

Limit (t. j. prGmér -2 smérodatné odchylky) byl 7,6 bodd.

Limit splnilo 41 laboratori.
2 laboratore neuspély.
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PT# M/40/2024

Testovani citlivosti na antimykotika
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Tabulka ¢. 2: Bodové hodnocen

soucet

VOR

FLU

vzorek B (CAAL)

AND

AMB

VOR

FLU

vzorek A (CATR)

AND

AMB

Kéd
laboratore

11
17
18
26
28
31

32
35
37
39
40

48

50
51

58
64
65
71

89

156
207
208
211
214
228
283
289
299
350
369
370
371
373
443
456
465
467
529
539
554
595
641
702
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Testovani citlivosti na antimykotika PT# M/40/2024

PIny pocet (8 bod{) ziskalo 41 laboratofi (95,3 %), dvé laboratore ziskaly 7 bod{. Oba kmeny byly
citlivé ke véem testovanym antimykotiklm (ATM).

Jedna laborator oznacila anidulafungin jako rezistentni a jedna flukonazol jako intermediarné citlivy
v obou pripadech u C. tropicalis. V prvnim pripadé byl pouzit MIC YST a v druhém pripadé MIC Test
Strip (MTS, Liofilchem).

Vétsina laboratofi stanovovala MIC (mikrodilucni, Etesty, VITEK) popf. kombinaci metod.

6. Zaveér

EHK 1403 — Testovani citlivosti na antimykotika se zGc¢astnilo 43 laboratofi, vSechny laboratore vratily
vysledky k hodnoceni.

Uspélo 41 laboratofi, neuspély 2 laboratore.

Z ddvodu celkové vysoké Uspésnosti se tentokrat bohuzel vyrazné projevila i ztrata pouhého jednoho
bodu.

Pro vyzkoudeni zplsobilosti laboratofi v CR provadét a interpretovat vysledky testovani citlivosti
kvasinek /n vitro byly vybrany dva ze Ctyf nejcastéjSich druhd plvodci invazivnich infekci krevniho
Fecisté v CR - C. tropicalis (CATR) a C. albicans (CAAL). Pro otestovani byli zvoleni zastupci ze tfi
skupin systémovych ATM dostupnych a uzivanych v CR pro terapii invazivnich kvasinkovych infekci.
Lékem prvni volby u téchto infekci jsou echinokandiny. Rezistence byva obvykle zkfizena (mutace v
genu fks jsou obvykle zodpovédné za zkrizenou rezistenci ke vSem ATM z této skupiny), avSak
vzhledem tomu, Ze se vyskytuiji i pfipady, kdy toto neplati, Ize doporucit testovat vSechny zastupce.
Koncem lonského roku EMA (European Medicine Agency) schvalila pouZivani nového echinokandinu
— rezafunginu — v Evropé.

Oba kmeny (CATR a CAAL) predstavovaly citlivé divoké kmeny (tzv. wild type) bez ziskaného
mechanismu rezistence.

EUCAST hodnoti pro CATR jako citlivé hodnoty MIC AMB<1; AND<0,06; FLU<2 a VOR<0,125 mg/I.
CLSI hodnoti jako citlivé: AND<0,25; FLU<2 a VOR<0,125 mg/l a nema stanovena interpretacni
kritéria pro hodnoceni AMB.

EUCAST hodnoti pro CAAL jako citlivé hodnoty MIC AMB<1; AND<0,03; FLU<2 a VOR<0,06 mg/I.
CLSI hodnoti jako citlivé AND<0,25; FLU<2 a VOR<0,125 mg/l a nema stanovena interpretacni
kritéria pro hodnoceni AMB.

ProtoZe jedna laborator uvedla rezistentni vysledek za pouziti metody MIC YST, jesté jednou bych
chtéla pripomenout dileZitou poznamku k odeCtu. Stanovena doba odectu je 16-24 hod a
desticka by méla byt odectena ve chvili, kdy je dostatecné narostla (rtizova) pozitivni
kontrola. S naslednou prodluzujici se dobou inkubace mohou hodnoty MIC nardstat (a pfepadat do
.R" kategorie). Odkaz na aktualizovany navod je zde: http://www.diagnostics.sk/products/mic-
kits/mic-yst-216.

Vybér testovanych ATM zlistane s nejvétsi pravdépodobnosti stejny i v pFistim kole. Zaroven se bude
v pristim kole bodovat i identifikace kvasinek (tzn., kvasinky nebudou predem urcené).

Laboratofe, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostfednictvim weboveé aplikace
SZU, a to do 30 dn{ po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich vzork& nebudou mit viiv na
opravu predchoziho nelspésného vysledku v ramci EHK a slouzi pouze jako podklad pro vyreseni
pripadné neshodné prace v laboratofri.

Edukativni vzorky laborator obdrzi obvyklou cestou v co nejkratSim terminu po objednani

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro zadani
reklamace pouZzijte také webovou aplikaci SZU.

Konec zavére¢né zpravy
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