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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-1/2025

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-1/2025

Identifikace cyklu: EHK 1461

Nazev PT: Bakteriologicka diagnostika

Koordinator: RNDr. Renata Safrankova, Ph.D.

Podstata a ucel PT: Identifikace bakterialnich patogend a stanoveni citlivosti
k antimikrobnim preparatiim

Kritéria pro Ucast na PT: Dodrzeni spravné laboratorni praxe

Charakteristika materialu: Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele: Identifikace bakteridlnich patogenu

Zplsob pripravy: Viz kapitola 2 zavéretné zpravy

Pocet Ucastnikad: 111

Termin distribuce vzorkd: 17. 2. 2025

Informace Ucastnikdim: viz Informace pro UCastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd | 10. 3. 2025

Ucastniky:

Oznaceni vzorkovnic: EHK-1461/1-5/2025

Zabezpeceni jakosti vzorku

vCetné testu homogenity a Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

stability:

Mozné zdroje chyb: NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Zplsob vyhodnoceni Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

vysledkd:

Urceni prijaté vztazné hodnoty: | Vysledky dosazené v NRL

Urceni maximalni smérodatné | Aritmeticky primeér vSech hodnocenych laboratoti minus 2

odchylky: smeérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce:
Limit = aritmeticky prmér vysledkd vSech hodnocenych 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 neuspésné.

Termin uverejnéni 18. 3. 2025

predbéznych vysledkd:

Termin uverejnéni zavérecné | Do 2. 6. 2025

zZpravy:

2. Zptisob pFipravy vzorku
2.1 Typ a uskladnéni vychoziho materialu

Vychozim materidlem pro pFipravu vzork(l jsou bakteridlni kultury ziskané z Ceské
narodni sbirky typovych kultur, pfipadné z klinického materialu na pracovistich LCEM
SZU.

Vychozi materidl je dlouhodobé uskladnén v lyofilizované formé pfi pokojové teploté
nebo hluboce zamrazen pfi -80°C.

2.2 Zpracovani vychoziho materialu
Kultury bakterii jsou pred pouzZitim rozmrazeny, lyofilizované kultury rehydratovany
Zivnym bujonem a poté naockovany na Zivnha média a inkubovany v termostatu pfi

teploté 36°C. Médium se oznaci datem ockovani a identifikaci mikroorganismu. Dle
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druhu mikroorganismu jsou naockovany 2 — 4 zivné pldy. Kmeny jsou inkubovany v
termostatu pri 35-36°C ve vhodné atmosfére 24h, pomalu rostouci mikroorganismy
48h. Po inkubaci je vizualné hodnocen rlst a Cistota kultury. Kontaminované misky
jsou pred lyofilizaci vyrazeny.

Narostlé kultury mikroorganisml jsou setfeny sterilnim vatovym tamponem z povrchu
agaru a resuspendovany ve 4 ml fyziologického roztoku. Denzita vysledného zakalu
musi odpovidat McFarlandové standardé 6 (priblizné 1,8x10° org. mil?l). Dle
pozadované vysledné koncentrace bakterii je pripadné pripraveno redéni zakalu ve
stupni 10! - snadna izolace, 107 - stfedné obtizna izolace az 107 - obtizna izolace.
Redéni se pripravi napipetovanim 1ml suspenze bakterii o hustoté McFarland 6 do 9ml
fyz. roztoku (fedéni 101); prenesenim 1ml z fedéni 10! do 9ml fyz. roztoku se pfipravi
fedéni 102, prenesenim 1ml z fedéni 102 do 9ml fyz. roztoku redéni 10-3. Automatickou
pipetou je napipetovano 0,7 ml vzniklé suspenze nebo pozadovaného redéni do 70 ml
lyofilniho média. Suspenze je homogenizovana a rozplnéna do jednotlivych lahvicek
(vzork() o objemu min. 0,5 ml. Vzorky jsou oznaceny poradovym cislem 1-5, Cislem
EHK a datem rozeslani. Pred plnénim se lahvicka vzdy sterilizuje nad plamenem.
Lahvicky se uzaviou gumovym uzavérem pomoci pinzety tak, aby byl ponechan prostor
pro odpareni. Rozpinéné lahvicky jsou umistény na kovovou snimatelnou ploSinu
lyofilizatoru rovhomérné po celé jeji ploSe. Po rozplnéni lahvicek je 1 kapka ze zbylé
suspenze inokulovana na zivny agar a inkubovana pro kontrolu sterility. Kovova ploSina
s lahvic¢kami se vloZi do mraziciho boxu na -80°C. Po 3 hodinach se plosina s lahvi¢kami
vlozi do lyofilizacniho pfistroje, kde probiha vlastni lyofilizace.

Po kontrole lyofilizatd jsou lahvicky opatfeny pertli pomoci pertlovacich klesti a
oznaceny nalepkou pro identifikaci lyofilizatu. Takto oznacené a zapertlované lahvicky
jsou vlozeny do plastového obalu a skladovany pfi teploté 4 — 8°C.

Stabilita vychoziho materialu je zabezpecena lyofilizaci kultur.
Homogenita je zajisténa promichanim vzorkd pred zahajenim alikvotovani do
vzorkovnic.

3. Charakteristika materialu

Simulované klinické vzorky obsahuijici:
1. Bordetella holmesii (edukativni vzorek)
2. Listeria monocytogenes
3. Escherichia coli0145
4. Enterococcus faecalis
5. Streptococcus pneumoniae

4. Zplsob hodnoceni
Kvalitativni; dosaZeni bodového limitu za identifikaci signifikantnich patogend pro

danou sérii se vypocitava dle vzorce; u vzorkl 1-4 max 2 body za 1 vzorek; limit =
aritmeticky prmér minus dvé smérodatné odchylky.
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5. Vyhodnoceni

Za identifikaci signifikantniho patogena ve 3 vzorcich mohly laboratofe ziskat
maximalné 6 bodd, vzorek 1 byl edukativni a nehodnotil se. Bodovani pro identifikaci
bylo provedeno ve stupnici 2, 1 a 0 bodd. Hodnoceni (resp. bodovani) vysetfeni
citlivosti k antibiotiklim se z technickych d@vodl jiz neprovadi, k dispozici jsou
komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Graf 1: Pocet bodii za spravnou identifikaci.
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Maximalniho poctu bodl pfi identifikaci dosahlo 106 laboratofi, tj. 95,5%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 5,317 bodd, (aritmeticky primér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 5,937 — (2x0,310) = 5,317). Tohoto limitu dosahlo 106 laboratori, 5
laboratore tento limit nesplnilo.

Vysledky zacastnénych laboratofri

VZOREK 1: Edukativni vzorek (vzorek se nehodnoti).

Izolat z vytéru z nosohltanu od pacienta s kaslem, ktery nereaguje na lé¢bu
antitusiky.

ODPOVED: Bordetella holmesii

identifikace frekvence | procento
Bordetella holmesii 101 91%
Bordetella sp. 10 9%
Celkem 111 100%
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Vzorek 1 vysetrilo vSech 111 laboratofi, 101 laboratori (91%) kmen spravné urcilo jako
Bordetella holmesii. 10 laboratori (9%) kmen urcilo jako Bordetella spp., 8 laboratori
(7,2%) uvedlo, ze by kmen poslalo k ovéreni do NRL pro pertusi a difterii.

Bordetella holmesii je jednim z plvodcl davivého (Cerného) kasle, mlize byt i
plvodcem zavaznych invazivnich infekci jako je sepse a endokarditida. Klinické
priznaky spojené s respiracnim onemocnénim jsou podobné jako u infekce zplisobené
B. pertussis. O¢kovani proti pertusi nechrani pred infekcemi zplsobenymi B. holmesi.
B. holmesii je rezistentni k ceftriaxonu, cefotaximu a trimethoprim-sulfamethaxozolu.
Makrolidy pouzivané k Ié¢bé pertuse maji nizsi ucinnost proti B. ho/lmesii[1]. Studie in-
vitro uvadéji, Ze nejucinngjsimi antibiotiky k Ié¢bé onemocnéni zplsobenymi
B. holmesii jsou fluorochinolony a karbapenemy [2,3,4].

Literatura
[1] Clare S, Ahmed T, Singh R, Gough S. Bordetella holmesii. a rare cause of bacterial
endocarditis in a post-splenectomy patient. BMJ Case Rep 2010.

[2] Shepard CW, Daneshvar MI, Kaiser RM, Ashford DA, Lonsway D, Patel JB, Morey RE,
Jordan ]G, Weyant RS, Fischer M. Bordetella holmesii bacteremia: a newly recognized clinical
entity among asplenic patients. Clin Infect Dis 38:799-804, 2004.

[3] Kanji J, Gee S, Ahmed-Bentley J, Lee MC, Nigrin ], Verity R, Solomon N. Bordetella
holmesii bacteremia in Northern Alberta: a 5-year case review. Can J Infect Dis Med Microbio/
22:22A, 2011.

[4] Nei T, Hyodo H, Sonobe K, Dan K, Saito R. First report of infectious pericarditis due to
Bordetella holmesii in an adult patient with malignant lymphoma. J Clin Microbio/ 50:1815—
1817, 2012.

VZOREK 2: Izolat z likvoru od 75leté pacientky s hnisavou meningitidou.

ODPOVED: Listeria monocytogenes

identifikace frekvence | body | procento
Listeria monocytogenes 110 2 99,1%
Listeria ivanovif 1 1 0,9%
Celkem 111 100%

Z 20 laboratofi s nejvyssim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

VSechny laboratore vyjma jedné odpovédély spravné a ziskaly po dvou bodech,
laborator, ktera do vysledku uvedla jiny druh listerie, ziskala jeden bod.

L. ivanovii ma oproti Listeria monocytogenes zretelné vétsi zonu betahemolyzy na
krevnim agaru; CAMP-test se Staphylococcus aureusie u L. ivanoviinegativni (na rozdil
od L. monocytogenes, kde je pozitivni, obr. 1a), naopak pozitivni u L. ivanoviije CAMP-
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test s Rhodococcus equi (obr. 1b). Z dalSich testd Ize pouZit test okyselovani ramndzy
(u L. ivanovii negativni, u L. monocytogenes pozitivni) a okyselovani xylozy (u L.
ivanovii pozitivni, u L. monocytogenes negativni).

BohuZel pomoci MALDI-TOF MS neni vzdy zcela mozné oba druhy od sebe spolehlivé
odlisit, coz bylo zfejmé pricinou neldspéchu jedné laboratore.
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b)
Obr. ¢.1. a) CAMP-test se Staphylococcus aureusie u L. ivanoviinegativni, u L. monocytogenes
je lehce pozitivni; b) pozitivni CAMP test u L. /vanoviis Rhodococcus equi.

VZOREK 3: Stolice od 2letého ditéte s vodnatym prdjmem.

ODPOVED: Escherichia coli 0145
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis
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identifikace frekvence | body | procento
Escherichia coli 0145 92 2 82,9%
Escherichia coli - susp. STEC/EPEC 11 2 9,9%
Enteropatogenni £. colj/suspektni E. colt 2 2 1,8%
E. coli EPEC pozitivni 1 2 0,9%
Enteropatogenni  E.coli  polyvalentni 1 2 0,9%
skupina III.

Escherichia coli 026** 1 1 0,9%
Escherichia coli aglutinovana séry: 1 1 0,9%
Trivalent I -, II-, ITI-, IV- Q:157-%**

Escherichia coli 1 0 0,9%
Signifikantni bakt. patogen nepritomen 1 0 0,9%
Celkem 111 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 18 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

* séroskupina 0127
** bez blizSiho upresnéni, zda se jedna o STEC/EPEC
*** Pfj pretrvavajicich obtizich bychom odesilali do NRL k dourceni

E. coli 0145 patfi k celosvétovym plvodclm prijmu. Mlze se vyskytovat jako
enteropatogenni (EPEC) (charakteristickym znakem EPEC je pfitomnost genu eae
kdduijiciho adherencni faktor intimin) nebo Shiga toxin-produkujici £. coli (STEC)
(specifickym markerem a faktorem virulence jsou Shiga toxiny, kddovany geny stx)
[1].

Nékteré kmeny E. coli 0145 mohou byt hemolytické na Columbia krevnim agaru.
Naprosta vétsina £. co/i0145, které jsou zasilany do NRL pro E. colia shigely k rozliSeni
mezi EPEC a STEC, jsou na zakladé PCR zarazeny do patoskupiny EPEC (nebo-li
pozitivni na pritomnost genu eae a negativni na geny stx), méné nez 15 % tvori STEC
[2].

STEC 0145 patfi k Sesti nejfrekventovanéjSim séroskupinam Shiga toxin-produkujicich
E. coliv ramci EU/EEA [3].

Suspektni a pozitivni kmeny STEC se zasilaji na zakladé vyhlasky 389/2023 Sb. do NRL
pro £. coli a shigely ke konfirmaci a epidemiologickym tcellm.

Literatura
[1] Croxen MA, Law RJ, Scholz R, Keeney KM, Wlodarska M, Finlay BB. Recent advances in
understanding enteric pathogenic Escherichia coli. Clin Microbiol Rev. 2013;26(4):822-880.
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[2] Ileninova Z, KlimeSova P, Schlosserova K, Kotis J, et al. Laboratorni diagnostika Shiga
toxin-produkuijicich E. coli v Narodni referencni laboratofi pro E. coli a shigely a metodicka
doporuceni pro klinické laboratore. Zpravy CEM (SZU, Praha) 2022; 31(1):15-22.

[3] European Centre for Disease Prevention and Control. STEC infection. In: ECDC. Annual
epidemiological report for 2022. Stockholm: ECDC; 2024.

VZOREK 4: Izolat z hemokultury od pacienta s onkologickym onemocnénim.

ODPOVED: Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Enterococcus faecalis 111 2 100%
Celkem 111 100%

Z 20 laboratofi s nejvyssim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit citlivost k témto antibiotikim:
vankomycin (VAN), tigecyklin (TGC).
Izolat Enterococcus faecalis je citlivy (C) k vankomycinu i k tigecyklinu.

VSechny laboratore identifikovaly spravné vzorek do druhu a ziskaly po dvou bodech.
Citlivost k vankomycinu spravné interpretovaly témér vSechny laboratore, u tigecyklinu
vSechny, které dodaly vysledek.
Tabulka 1 obsahuje breakpointy (BP) priimérl inhibi¢nich zén a minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) vankomycinu a tigecyklinu namérené v NRL pro antibiotika a
vysledky laboratofi.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Enterococcus faecalis

Viysledky laboratofi
=Y4
Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) Kategorie 1 vy
Obsah absolutni pocet visledek
Antbiotikum | "¢ s laboratoff®
isku , p , :
breakpoint | rozmezihodnot | breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs| R> v NRL**
vankomycin | 5 g 12 12 14-15 4 4 0,5-1 110 | 1 0 99,1
tigecyklin 15ug | 20 20 21-22 05 | 05 0,06-0,06 110 | 0 99,1°
11Z - pramér inhibiéni zony; MIC - minimalini inhibiéni koncentrace. EUCAST v14
2kategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni
3 o¢ekavané vysledky jsou zvyraznény
* pét méfeni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou
¢ jedna laboratof vysledek nedodala
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\VZOREK 5: Streptococcus pneumoniae \

PoZadavek byl vysettfit citlivost k témto antibiotikim: penicilin (PEN), levofloxacin
(LEV).

Celkové vysledky vysetreni citlivosti izolatu 5 jsou v tabulce 2, ktera obsahuje BP
inhibi¢nich zén (1Z) a MIC pro penicilin a levofloxacin, hodnoty namérené v NRL pro
antibiotika a vysledky laboratofri.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivostit kmene 5 Streptococcus
pneumoniae.

Viysledky laboratofi
. Kategorie?/ A
1 1
Obsat Prdméry 1Z (mm) MIC (mgll) absolutni poet fiﬁﬂ
Antibiotikum | disku : laboratori? Y
breakpoint | ro7mezi hodnot | Preakpoint ¢ rozmez|
ham&Fenych hodnot | || 1 R | g
C= | R< v NRL* C< R> | naméfenych
v NRL*
oxagilin Tpg | 20 | 20 6-6 - - -
penicilin® | - - |- - 0,06 1 2-2 0| 6 | 105 946
norfloxacin
screen 10ug | 10 10 14-16 - - - s e 945 °
levofloxacin - - - - 0,001 2 1-1

11Z - pramér inhibiéni zony; MIC - minimalini inhibiéni koncentrace. EUCAST v14

2 kategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni
3 oCekavané vysledky jsou zvyraznény

4hodnoty mezi Ca R jsou |

5 uvedeny breakpointy pro infekce jiné nez meningitida a endokarditida

* pét méfeni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou

° dvé laboratofe vysledek nedodaly

Kmen Streptococcus pneumoniae je rezistentni k penicilinu (R) a pfi zvySené expozici
citlivy k levofloxacinu (I). U obou antibiotik interpretovalo vysledky spravné témér
95 % laboratori.

Diskuse

Toto kolo EHK se u vzork{ 4 a 5 mimo jiné zaméfilo na antibiotika, u kterych doslo od
ledna 2025 ke zméné klinickych breakpointli. Tento fakt mozna nékteré laboratore
nezaznamenaly a mohl byt tak pricinou nékolika chybnych interpretaci penicilinu u
vzorku Streptococcus pneumoniae. EUCAST od roku 2025 totiz snizil breakpoint pro
rezistenci u penicilinu z2 mg/l na 1mg/l (u infekci jinych nez meningitida a
endokarditida)! U enterokokd pak EUCAST naopak zvysil breakpoint u tigecyklinu
z 0,25 mg/l na 0,5 mg/I. Sest laboratori interpretovalo dale levofloxacin jako citlivy,
prestoze EUCAST u této kombinace kategorii ,Citlivy" nepripousti. Obdobné u
vankomycinu neni platna kategorie ,I", kterou uvedla jedna laborator.
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Literatura

[1] EUCAST. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial
breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 15, valid from
2025-01-01 [on-line]. Dostupny z WWW: http://www.eucast.org/clinical breakpoints/

6. Zaveéer

Celkem byly vzorky rozeslany 111 laboratorim, 111 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 106 laboratori.

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY

Statni zdravotni Ustav 12/12




