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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/5-3/2025 byl zaméfen na bakteriologickou diagnostiku.
Navrh a realizace PT#M/5-3/2025 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu na pracovisti Expertni skupiny pro zkouSeni zplsobilosti (ESPT)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro
akreditaci, 0.p.s. jako poskytovatel zkouseni zpUsobilosti ¢. 7001.

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

Pfiloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kaZzdou zucastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: https://ehk.szu.cz/EHK10/
po prihlaseni kodem laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval:
RNDr. Renata Safrankova, Ph.D., RNDr. Vladislav Jakubt, Ph.D., Mgr. Jana Zavadilova

Zpravu autorizoval:
RNDr. Renata Safrankova, Ph.D.
Dne: 18. 11. 2025

Pracovisté 2 ESPT

ehk@szu.gov.cz
https://szu.gov.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-
mikrobiologii/
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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-3/2025

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-3/2025

Identifikace cyklu:

EHK 1489

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:

110

Termin distribuce vzorka:

1. 9. 2025

Informace Ucastnikfim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledk®
Ucastniky:

22. 9. 2025

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1489/1-5/2025

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:

1. 10. 2025

Termin uverejnéni zavérecné
Zpravy:

Do 15. 12. 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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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-3/2025

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. Corynebacterium ulcerans
2. Serratia marcescens
3. Plesiomonas shigelloides
4. Streptococcus dysgalactiae
5. Salmonella Enteritidis
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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.

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) vysetieni citlivosti k antibiotik@im se z technickych ddvod(
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 109 laboratofi, tj. 99,1%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 7,801 bodl, (aritmeticky prlmér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 7,991 — (2x0,095) = 7,801). Tohoto limitu dosahlo 109 laboratori, 1
laborator tento limit nesplnila.

Vysledky zacastnénych laboratofri

VZOREK 1: Vytér z tonsil u pacienta s bolesti v krku (podezreni na zaskrt).

ODPOVED: Corynebacterium ulcerans
Vzorek dale obsahoval: Streptococcus oralis, Neisseria lactamica
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identifikace frekvence | body | procento
Corynebacterium ulcerans 109 2 99,1%
Corynebacterium pseudotuberculosis 1 1 0,9%
Celkem 110 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 19 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

Vétsina laboratori (109 ze 110) kmen urcila spravné jako Corynebacterium ulcerans.
Pouze 1 laborator kmen identifikovala jako Corynebacterium pseudotuberculosis. 55
laboratori (tj. 50%) spravné poznamenalo, ze by kmen odeslali do NRL pro pertusi a
difterii ke stanoveni produkce difterického toxinu.

Corynebacterium ulcerans je fylogeneticky vysoce pribuzné s Corynebacterium
diphtheriae a mQze produkovat diftericky toxin. Cesta prenosu onemocnéni je ze
zvitete na Clovéka. Toxigenni kmeny C wicerans jsou plvodci onemocnéni
pripominajici klasickou diftérii (faryngealni ¢i kozni formu). Kmeny neprodukuijici toxin
se podili na patogenezi rliznych zanétl, predevsim koznich. Zachyt kmenl C. vicerans
se objevuje nejcastéji ve spojeni s cestovatelskou anamnézou nebo chovem zvirat.

Pri biochemickém rozliSeni C. ulcerans a C. pseudotuberculosis testem API Coryne nam
pomlze test fermentace glykogenu, ktery je u C wilcerans pozitivni a u
C. pseudotuberculosis negativni.

C. ulcerans roste na krevnim agaru a na agaru obohacenym teluri¢itanem draselnym
(suché, nased|é, neprihledné kolonie).

VZOREK 2: Izolat z moce od pacienta z JIP.

ODPOVED: Serratia marcescens

identifikace frekvence | body | procento
Serratia marcescens 110 2 100%
Celkem 110 100%

Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny

vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

VSechny zucastnéné laboratore identifikovaly signifikantniho patogena spravné a

ziskaly po 2 bodech.
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VZOREK 3: Stolice od pacienta 45 let s vodnatym prdjmem a dyspepsii.

ODPOVED: Plesiomonas shigelloides
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Morganella morganii

identifikace frekvence | body | procento
Plesiomonas shigelloides 110 2 100%
Celkem 110 100%

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

VSechny zUcastnéné laboratore spravné urCily P. shigelloides jako signifikantniho
patogena a ziskaly po 2 bodech.

VZOREK 4: Izolat z vytéru z krku od pacienta s bolesti v krku a horeckou.

ODPOVED: Streptococcus dysgalactiae/ B hemolyticky streptokok sk. G

identifikace frekvence | body | procento
Streptococcus dysgalactiae 66 2 60%
B hemolyticky streptokok sk. G 44 2 40%
Celkem 110 100%

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

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit citlivost k témto antibiotikim:
penicilin (PEN) a klindamycin (CLI).

Kmen je rezistentni (R) k penicilinu i ke klindamycinu [1].

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

Klindamycin reportovaly spravné jako rezistentni vSechny laboratore. Pouze 47,7 %
Ucastnikd interpretovalo penicilin spravné jako rezistentni.

Tabulka 1 obsahuje breakpointy (BP) priimérl inhibi¢nich zén a minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) namérené v NRL pro antibiotika a vysledky laboratofi.
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Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Streptococcus dysgalactiae.

Viysledky laboratofi
1=Y4
Praméry 1Z (mm) MIC (mg/l) ! ab‘;}ﬁgﬁr;;éet spravny
- vysledek
Antibiotikum Opsah laboratofi 3 y
disku ) p , :
Breakpoint | rozmezi hodnot | Breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< v NRL* Cs | R> v NRL™
penicilin 1J 23 23 19-20 0,03 | 0,03 0,06 52 | 3 54 47,7
klindamycin | 2 g 17 17 6 05 | 05 >4 0 0 | 110 100

11Z - pramér inhibiéni zony; MIC - minimalni 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

| VZOREK 5: Sal/monella Enteritidis |

PoZadavek byl vysettit citlivost k témto antibiotikiim: ampicilin (AMP), ciprofloxacin
(CIP).

Celkové vysledky vysSetreni citlivosti izolatu 5 jsou v tabulce 2, ktera obsahuje BP
inhibi¢nich zén (I1Z) a MIC, hodnoty namérené v NRL pro antibiotika a vysledky
laboratofi.

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 5 Sa/monella Enteritidis.

Vysledky laboratofi
e Kategorie?/ L
1 1
Obsat Prdméry 1Z (mm) MIC (mgll) absolutni podet Vszae\éli
Antibiotikum | disku : laboratori? Y
breakpoint* | r6;mezi hodnot | Preakpoint ¢ rozmezl
naméfenych hqant, C I R %
Cz | R< v NRL* Cc< R > naméfenych
v NRL**
ampicilin | 10 pg | 14 14 24-26 8 8 1-2 10| 0 0 100
ciprofloxacin 0,06 0,06 0,125
pefloxacin | 5ug | 24 | 24 18-20 41 1 | 105 ] 955

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 oCekavané vysledky jsou zvyraznény

4hodnoty mezi CaR jsou |

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

Kmen je citlivy (C) k ampicilinu a rezistentni (R) k ciprofloxacinu (pefloxacin screen)
[1].

VSechny laboratore spravné urcily kmen jako citlivy k ampicilinu. Velmi vazna chyba
byla zaznamenana u péti laboratori, které nezjistily rezistenci k ciprofloxacinu.
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Diskuse

Pét laboratori interpretovalo ciprofloxacin u vzorku 5 chybné jako citlivy (4x C, 1x I).
Problémy s interpretaci jsou zfejmé zplsobeny tim, Ze laboratofe nemaji pro
Salmonella spp. nastaveny spravné breakpointy, které se pravé u tohoto rodu
specificky odlisuji od celé skupiny Enterobacterales.

U vzorku €. 4, identifikovaného jako Streptococcus dysgalactiae, se objevily
komplikace pfi interpretaci citlivosti k penicilinu. Lze uvaZzovat o dvou
nejpravdépodobnéjSich vysvétlenich tohoto jevu:

1. Inherentni biologicka variabilita

2. Revize breakpointli EUCAST: Od roku 2025 doslo k zasadni aktualizaci
interpretace penicilinu u S. dysgalactiae. EUCAST posunul hranici pro diskovou
difuzni metodu z 18 mm na 23 mm a pro bujonovou mikrodilu¢ni metodu z
0,25 mg/I na 0,03 mg/I. Podle Tabulky breakpointl verze 14 [2] by tak byl
tento kmen hodnocen konzistentné jako citlivy, a to bez ohledu na pouZzitou
metodu. Zména z 0,25 mg/I na 0,03 mg/| je pomérné dramaticka a ukazuje na
prehodnoceni farmakodynamickych dat i klinickych zkusenosti.

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] EUCAST. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial
breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 14.

6. Zavér

Celkem byly vzorky rozeslany 110 laboratorim, 110 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 109 laboratori.

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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