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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-2/2025

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-2/2025

Identifikace cyklu:

EHK 1482

Nazev PT:

Bakteriologicka diagnostika

Koordinator:

RNDr. Renéta Safrankova, Ph.D.

Podstata a Ucel PT:

Identifikace bakterialnich patogend a stanoveni citlivosti
k antimikrobnim preparatlim

Kritéria pro Ucast na PT:

Dodrzeni spravné laboratorni praxe

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Identifikace bakterialnich patogent

Zpiisob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Gcastnikd:

111

Termin distribuce vzorka:

5. 5. 2025

Informace Ucastnikfim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledk®
Ucastniky:

26. 5. 2025

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1482/1-5/2025

Zabezpeceni jakosti vzorku
vCetné testu homogenity a
stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Zpilsob vyhodnoceni
vysledkd:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Vysledky dosazené v NRL

Urceni maximalni smérodatné
odchylky:

Aritmeticky prlimér vSech hodnocenych laboratofi minus 2
smeérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce:
Limit = aritmeticky primér 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 nelspésné.

Termin uverejnéni
predbéznych vysledkd:

2. 6. 2025

Termin uverejnéni zavérecné
Zpravy:

Do 18. 8. 2025

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 pri pokojové teploté
nebo hluboce zamrazen pfi -80°C.
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2.2 Zpracovani vychoziho materialu

Kultury bakterii jsou pred pouzitim 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
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. ml?t). 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. Rozplnéné 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
vlozZi do lyofilizacniho pristroje, 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. Staphylococcus lugdunensis
2. Neisseria gonorrhoeae
3. Salmonella Enteritidis
4. Enterobacter hormaechei (Enterobacter cloacae komplex)
5. Pseudomonas tohonis
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4. Zptisob hodnoceni

Kvalitativni; dosaZeni bodového limitu za identifikaci signifikantnich patogend pro
danou sérii se vypocitava dle vzorce; u vzorkll 1-4 max 2 body za 1 vzorek; limit =
aritmeticky prdmér minus dvé smérodatné odchylky.

5. Vyhodnoceni

Za identifikaci signifikantniho patogena ve 4 vzorcich mohly laboratore ziskat
maximalné 8 bodd. Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1 a 0 bodd.
Hodnoceni (resp. bodovani) vysSetreni citlivosti k antibiotiklim se z technickych ddvodd
jiz neprovadi, k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Graf 1: Pocet bodti za spravnou identifikaci.
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Maximalniho poctu bodl pfi identifikaci dosahlo 108 laboratofi, tj. 97,3%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 7,647 bodl, (aritmeticky prlmér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 7,973 - (2x0,163) = 7,647). Tohoto limitu dosahlo 108 laboratori, 3
laboratore tento limit nesplnily.

Vysledky zicastnénych laboratori

VZOREK 1: Izolat z krve od pacienta s podezrenim na endokarditidu.

ODPOVED: Staphylococcus lugdunensis
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identifikace frekvence | body | procento
Staphylococcus lugdunensis 111 2 100%
Celkem 111 100%

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

Staphylococcus Ilugdunensis je typickym podminénym patogenem z koagulaza
negativnich stafylokokli, ktery mZe u imunitné oslabenych osob vyvolat vazna
onemocnéni. Je uvadén i jako pricina infekci krevniho reciSté u nemoci spojenych
s lékarskou pédi. Podle vysledkd NRL pro stafylokoky je jeho vyskyt pomérné casty.
[1].

Kmeny S. /ugdunensis mivaji velice Casto pozitivni test na clumping faktor, ktery je
v laboratofich pouzivan ke skriningové identifikaci kmend S. aureus. Tato latexova
reakce mUZe byt tedy zavadéjici. Jednoduchym testem, ktery druh snadno potvrdi, je
pozitivni reakce na ornitin-dekarboxylazu, kterou produkuji kmeny S. /ugdunensis (s
vyjimkou asi 10 % kmenQ S. epidermidis) jako jediny druh stafylokoka. Spolehlivé ho
umi identifikovat hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

VSechny laboratore oznamily spravny vysledek.

Literatura

[1] Petra$ P, Méfinska T, Hutnikova R. Identifikace koaguldza negativnich stafylokokd
z klinického materidlu v NRL pro stafylokoky v letech 2000-2020. Zpravy CEM (SZU, Praha).
2021; 30(2): 61-67

VZOREK 2: Vytér z cervixu od 20leté pacientky s podezirenim na cervicitidu.

ODPOVED: Neisseria gonorrhoeae
Vzorek dale obsahoval: Lactobacillus acidophilus

identifikace frekvence | body | procento
Neisseria gonorrhoeae 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.

VSechny zicastnéné laboratore identifikovali signifikantniho patogena spravné a ziskaly
po 2 bodech.
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Vyskyt kapavky v CR i ve svété, vyvoj rezistence k antibiotikdm a pfipadné moznosti
vakcinace proti kapavce shrnuje prehledné clanek ve Zpravach CEM z roku 2023. [1].
Literatura

[1] Zakoucka H. Pokroky v oblasti primarni prevence sexualné prenosnych infekci vakcinaci.
Zpravy CEM (SZU, Praha). 2023; 32(12): 454-458

VZOREK 3: Stolice od 3letého ditéte s horeckou, zvracenim a bolesti bficha.

ODPOVED: Sa/monella Enteritidis
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Salmonella Enteritidis 107 2 96,4%
Salmonella sk. 0:9, susp. S. Enteritidis 1 2 0,9%
Salmonella sk. O:9 2 1 1,8%
Salmonella spp. 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.

Jako vzorek byl rozeslan kmen Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Enteritidis
antigenni struktury 9,12 : g,m : -, (dale jen S. Enteritidis).

Plnou sérotypizaci zaslaného kmene, Sal/monella Enteritidis dokazalo urcit 107
laboratori z celkového poctu 111, coz je vice nez 96 % zucastnénych laboratori.

Tri laboratore (tj. 2,7 % ze vSech zucastnénych) urcily pouze somaticky antigen a
vyhodnotily kmen salmonely jako zastupce skupiny 0:9, z toho jedna laborator uvedla
S. Enteritidis suspektné.

Jedina z laboratofi jako hlavni vysledek uvedla identifikaci do druhu (tj. Sa/monella
spp.)-

Dale uvadime prehled nejcastéji hlaSenych sérovardi za rok 2024. Salmonella Enteritidis
byla v roce 2024 jednoznacné nejcCast&ji hlasenym sérovarem na Uzemi CR.
Z celkového poctu hlasenych pripadd salmoneléz predstavovala 79,8 %, coz odpovida
5 623 pripadtim. Tento sérovar tak vyrazné dominuje nad ostatnimi — druha nejcastéjsi
byla Sa/monella Typhimurium (6,1 %), nasledovana S. Typhimurium monofazicka (1,3
%), S. Coeln (1,3 %) a S. Infantis (1,2 %). Pét nejCastéjsich sérovarll véetné S,
Enteritidis tvorilo celkem 89,8 % vSech hlasenych infekci.
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Tabulka 1. Zastoupeni sérovar( hlasenych v roce 2024 na tzemi CR (data k
24. 03. 2025, zdroj ISIN).

v , v zastoupeni z celkového
poradi serovar pocet " v
poctu hlasenych salmonel

1. S. Enteritidis 5623 79,8 %
2. S. Typhimurium 432 6,1 %
3. S. Typhimurium monofazicka | 94 1,3 %
4, S. Coeln 90 1,3 %
5. S. Infantis 87 1,2 %

celkem tyto sérotypy 6326 89,8 %

Tento domaci trend odpovida i evropskym udajlim. Podle posledni dostupné zpravy
(EFSA & ECDC, 2024) [1] byla S. Enteritidis v roce 2023 nejcastéji hlaSenym sérovarem
salmonel6z v EU/EEA a zaroven nejCastéjSim plvodcem ohnisek. Nejvétsi pocet
ohnisek i pfipadd byl spojen s kombinaci S. Enteritidis a potravinovych produktl z
vajec, ktera byla oznacena za nejvyznamnéjsi ,agent/food pair"* a vedla k druhému
nejvysSimu poctu hospitalizaci (EFSA & ECDC, 2024) [1].

Vedle tradi¢nich vajec se vSak v roce 2023 zvysSilo riziko prenosu S. Enteritidis
prostrednictvim kureciho masa. Spolecné rychlé hodnoceni ohniska nakazy EFSA/ECDC
popsala tfi preshranicni ohniska nakazy sekvencniho typu ST11 spojena s kurecim
masem a kurecimi kebaby. Od 1. ledna do 24. fijna 2023 bylo hlaseno 335 laboratorné
potvrzenych pripadd ve 14 zemich EU/EEA, Spojeném kralovstvi a USA; devét pacient(
bylo hospitalizovano a v Rakousku bylo zaznamenano jedno umrti (ECDC & EFSA,
2023). [2]

Tyto Udaje podtrhuiji trvale vysoky vyznam S. Enteritidis pro verejné zdravi v CR i v EU
a ukazuji, Ze monitoring a kontrola musi kromé vajec nové zahrnovat také drlbezi
maso a vyrobky z néj.

Literatura

[1] European Food Safety Authority (EFSA), & European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC). (2024). The European Union One Health 2023 Zoonoses report (EFSA Journal
2024;22(12):9106). https://doi.org/10.2903/j.efsa.2024.9106

[2] European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), & European Food Safety
Authority (EFSA). (2023). Multi-country outbreak of Salmonella Enteritidis sequence type
(ST)11 infections potentially linked to chicken meat and chicken kebab in EU/EEA and the
United Kingdom - 24 October 2023 (Joint ECDC-EFSA Rapid Outbreak Assessment).
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/salmonella-enteritidis-st11-outbreak-
linked-chicken-kebab
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VZOREK 4: Izolat z moce od pacientky s akutni cystitidou (signifikantni
bakteriurie).

ODPOVED: Enterobacter hormaechei (E. cloacae komplex)

identifikace frekvence | body | procento
Enterobacter hormaechei 65 2 58,6%
Enterobacter cloacae komplex 29 2 26,1%
Enterobacter cloacae 17 2 15,3%
Celkem 111 100%

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

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit citlivost k témto antibiotikim:
piperacilin-tazobactam (TZP) a kotrimoxazol (SXT).

Izolat Enterobacter hormaechei je rezistentni k piperacilinu-tazobaktamu a citlivy ke
kotrimoxaolu [1].

VSechny laboratore identifikovaly signifikantniho patogena spravné a ziskaly po dvou
bodech.

Citlivost k obéma antibiotikdim spravné interpretovaly vSechny laboratore.

Tabulka 2 obsahuje breakpointy (BP) priimérd inhibicnich zon a minimalnich inhibicnich
koncentraci (MIC) namérené v NRL pro antibiotika a vysledky laboratofi.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Enterobacter hormaechei.

Viysledky laboratofi
a2
Praméry 1Z (mm) MIC (mg/l) ! ab‘;ﬁ}ﬁgﬁr&éet spravny
Antibiotikum | OPS3" laboratori s | "¥SIedek
disku , p , :
Breakpoint4 | rozmezi hodnot | Breakpoint4 | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> v NRL*
piperacilin- i i
tazobactam Bug | 20 20 13-14 8 8 32-32 0 0 | 111 100
kotrimoxazol | 25 ug | 14 1 26-27 2 4 0,125-0,125 M1| 0 0 100

11Z - pramér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v14
Zkategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni
3 oCekavané vysledky jsou zvyraznény

4hodnoty mezi CaR jsou |

* pét méfeni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou
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| VZOREK 5: Pseudomonas tohonis |

PoZadavek byl vysettit citlivost k témto antibiotiklim: meropenem (MER),
ciprofloxacin (CIP).

Celkové vysledky vysetreni citlivosti izolatu 5 jsou v tabulce 3, ktera obsahuje BP
inhibi¢nich zén (I1Z) a MIC, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a vysledky
laboratofi.

Tabulka 3. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 5 Pseudomonas tohonis.

Viysledky laboratofi
e Kategorie?/ L
1 1
Obsat Prdméry 1Z (mm) MIC (mgll) absolutni podet Vspsrlz\ér;yk
Antibiotikum | disku , laboratofi® y
breakpoint* | rozmezi hodnot | Preakpoint ¢ rozmezl
ham&Fenych hodnot | || 1 R | g
C= | R< v NRL* C< R> | naméfenych
v NRL*
meropenem 5| 10ug | 20 14 11-13 2 8 16-16 0 0 | 1M1 100
ciprofloxacin | 5ug | 50 | 26 38-40 0,001 0,5 0,06-0,06 5 1106 | 0 95,5

11Z - pramér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v14

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

4hodnoty mezi C aR jsou |

5 uvedeny breakpointy pro infekce jiné nez meningitida

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

Kmen je rezistentni k meropenemu (R) a pti zvySené expozici citlivy k ciprofloxacinu
(D) [1].

Diskuse

Pét laboratori interpretovalo ciprofloxacin jako citlivy, prestoze EUCAST u této
kombinace kategorii ,Citlivy" nepfipousti. Tuto poznamku uvadime snad u kazdého
kola EHK a stale se tato interpretace objevuje u antibiotik, u kterych neni v EUCAST
uvedena. Jinak vysetfeni citlivosti necilo u vzorkd 4 a 5 Zadné potize. Kmen P. tohonis
byl jako vzorek 5 zafazen z edukacnich dlvodd. Tento celkem neznamy druh byl
izolovan i od Ceskych pacientll, ale predevSim byl na chromozomu tohoto kmene
detekovan specificky a neobvykly gen blapam.;, kddujici metalo-beta-laktamazu
s aktivitou proti beta-laktamdm/karbapenemim [2].

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/

[2] Jakubd V. etal. Zachyt Pseudomonas tohoniss produkci neobvyklé metalo-beta-laktamazy
z kozniho defektu u dvou pacientd v Ceské republice. Zpravy CEM (SZU, Praha). 2024;
33(11-12): 419-421
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6. Zaveéer

Celkem byly vzorky rozeslany 111 laboratorim, 111 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 108 laboratofi.

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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