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Bakteriologicka diagnostika

PT#M/5-4/2025

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-4/2025

Identifikace cyklu:

EHK 1503

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:

3. 11, 2025

Informace Ucastnikfim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledk®
Ucastniky:

24. 11. 2025

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1503/1-5/2025

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:

2.12. 2025

Termin uverejnéni zavérecné
Zpravy:

Do 16. 2. 2026

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. Moraxella catarrhalis
2. Streptococcus agalactiae
3. Shigella sonnei
4. Klebsiella pneumoniae
5. Haemophilus influenzae
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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 109 laboratofi, tj. 99,1%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 7,6 bodd, (aritmeticky prdmér minus dvé smérodatné
odchylky, tj. 7,982 — (2x0,191) = 7,6). Tohoto limitu dosahlo 109 laboratori, 1
laborator tento limit nesplnila.

Vysledky zacastnénych laboratofri

VZOREK 1: Hnis od 4letého ditéte po paracentéze.

ODPOVED: Moraxella catarrhalis
Vzorek dale obsahoval: Streptococcus oralis
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identifikace frekvence | body | procento
Moraxella catarrhalis 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 identifikovaly signifikantniho patogena a

ziskaly po 2 bodech.

VZOREK 2: Izolat z likvoru od novorozence se sepsi a meningitidou.

ODPOVED: Streptococcus agalactiae

identifikace frekvence | body | procento
Streptococcus agalactiae 108 2 98,2%
B hemolyticky streptokok sk. B 2 2 1,8%
Celkem 110 100%

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

Identifikace signifikantniho patogena ve vzorku 2 necinila obtize a vSechny z(c¢astnéné

laboratore ziskaly po dvou bodech.

VZOREK 3: Stolice od pacienta 35 let s prijmem, kife¢emi v bfise a horeckou.

ODPOVED: Shigella sonnei

Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Shigella sonnei 109 2 99,1%
Escherichia coli + Shigella dysenteriae 1 0 0,9%
Celkem 110 100%
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Z 20 laboratofi s nejvysSim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

Shigeldza je vysoce nakazlivé infekéni onemocnéni podléhajici Vyhlasce o systému
epidemiologické bdélosti pro vybrana infekéni onemocnéni 389/2023 Sb. (priloha C.
47). Onemocnéni se projevuje upornym prjmem (Casto s pfimési hlenu a krve),
horeckou a tenesmy.

V roce 2025 bylo v CR hlaseno 117 pripadl shigeldz [1].

Shigela je striktné humanni patogen s typicky nizkou infekéni davkou (jiz 10-100
bakterii). Pfenos se déje fekalné-oralni cestou, v rozvojovych zemich je vyznamnou
cestou prenosu kontaminovana voda. V rozvinutych zemich je nejCastéji izolovana
Shigella sonnei (70-84 % infekci), zatimco S. flexneri, S. boydiia S. dysenteriae jsou
vzacné a vétsSinou importované [2]. S. sonnei se dostava do popredi i v rozvojovych
zemich a predstavuje globalni problém [3].

Shigella sonnei se pfi rldstu na pevné pldé obvykle déli na kolonie dvoji morfologie —
plazivé s vinitym okrajem a malé vypouklé, vyskytuje se tzv. ve dvou fazich. Pro shigely
je typicka inaktivni biochemie (negativni lysin, arginin, laktdza, produkce plynu a
motilita). U S. sonnei oproti ostatnim shigelam vétSinou odecitdame pozitivni ornitin, B
galaktosidazu, maltdzu a cCasto i rhamnozu (u 75 % kmen().

Shigella sp. tvori jeden pathovar s enteroinvazivni £. coli, jejich spoleCnym virulen¢nim
markerem je invazin IpaH (jehoz detekce se vyuZziva v PCR diagnostice). RozliSeni na
zakladé biochemickych testl, sérologicky ¢i molekularné je obtiznéjsi. Vétsina shigel je
laktdza negativni, zatimco u enteroinvazivni £. coli je schopnost fermentovat laktzu
variabilni [4]. Metodou MALDI TOF nelze shigelu rozlisit od £. coli z dGvodu blizké
pribuznosti. Ackoli pro klinické a epidemiologické Ucely rozliSujeme £. coli a jednotlivé
shigely, z hlediska taxonomického se jedna o jeden druh [2, 5].

Celkem 109 ze 110 laboratori spravné urcilo jako patogena S. sonnei.

Literatura

[1] Vyskyt vybranych hlasenych infekci v Ceské republice. Zpravy CEM (SzU, Praha) 2025;
34(11-12): 341.

[2] Jorgensen JH, Carroll KC, Funke G, Pfaller MA, Landry ML, Richter SS, Warnock DW.
Manual of clinical microbiology 11th Edition. ASM press, Washington, DC 2015.

[3] Thompson CN, Duy PT, Baker S. The Rising Dominance of Shigella sonnei An
Intercontinental Shift in the Etiology of Bacillary Dysentery. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Jun
11;9(6):e0003708. doi: 10.1371/journal.pntd.0003708. PMID: 26068698; PMCID:
PMC4466244.

[4] LabersliI, Wester AL, Kristiansen A et al. Molecular differentiation of Shigella spp. from
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VZOREK 4: Izolat z krve u muze s podezrenim na nozokomialni pneumonii.

ODPOVED: Klebsiella pneumoniae

identifikace frekvence | body | procento
Klebsiella pneumoniae 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.

Pozadavek byl urcit signifikantniho patogena a vysetfit citlivost k témto antibiotikim:
ceftazidim (CAZ) a cefepim (FEP).
Kmen je rezistentni (R) k ceftazidimu i k cefepimu [1].
VSechny laboratore identifikovaly signifikantniho patogena spravné a ziskaly po dvou
bodech. VSechny zaslané vysledky testovani citlivost byly bezchybné, jedna laborator
nedodala vysledek u cefepimu.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivosti! kmene 4 Klebsiella pneumoniae.

Vysledky laboratofi
a2
Priméry IZ (mm) 1 MIC (mgll) * Kategqne / spravny
Obsah absolutni pocet vjsledek
Antibiotikum | —po2 laboratofi 3
disku ) p , :
Breakpoint* | rozmezihodnot | Breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> v NRL*
ceftazidim 0pg | 22 19 8-9 1 4 >64 0 0 | 110 100
cefepim 0ug | 27 24 2-14 1 4 >32 0 0 | 109 | 99,15

11Z - prdmér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v15
Zkategorie C: citlivy pfi standardnim d&vkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni

3 oCekavané vysledky jsou zvyraznény
4hodnoty mezi CaR jsou |
5 jedna laboratof vysledek nedodala

* pét méfeni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou
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| VZOREK 5: Haemophilus influenzae |

PoZadavek byl vysettit citlivost k témto antibiotikim: ampicilin (AMP), cefuroxim iv
(CRX).

Celkové vysledky vysetreni 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 Haemophilus influenzae.

Viysledky laboratofi
- Kategorie?/ L
1 1
Obsah Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) absolutni pocet Vspsrla;\ér;yk
Antibiotikum | disku laboratofi? y
breakpoint4 | rozmezi hodnot |  breakpoint ¢ hodnoty
naméfenych naméfené C I R %
Cz | R< vNRL* C< | R> vNRL*
ampicilin 2ug | 18 18 19-20 1 1 0,5 109 | 0 1 99,1
cefuroxims | 30 g | 27 25 27-29 1 2 1
icili 02| 5 3 92,7
penicilin 1J 12 19 12 i i i
screen

11Z - pramér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v15

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

4hodnoty mezi Ca R jsou |

5breakpoint pro cefuroxim iv

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

Kmen je citlivy (C) k ampicilinu i cefuroximu.
Velka vétsina Ucastnikd interpretovala vysledek vysSetfeni citlivosti spravné pro obé
antibiotika, detailni vysledky viz Tabulka 2.

Diskuse

VysSetieni citlivosti na antibiotika bylo bez vétsich problémd. Pouze u kmene
H. influenzae se mohla hodnota u diskové difuzni metody u cefuroximu objevit v ATU,
na coz nékteré laboratore poukazaly. SniZeni interpretace o jeden stupen je ale jen
jedno z feSeni problematiky ATU, vice viz sekce ,Technickd nejistota" v Tabulkach
breakpoint [1]. Pro interpretaci u obou antibiotik mohl byt také navodny skriningovy
test s penicilinem, ktery byl negativni, coz vylucuje pfitomnost mechanism{ rezistence
vUci betalaktamm. Vyjimku u klinické interpretace negativniho skriningového testu
tvori pouze peroralni formy konkrétnich antibiotik (amoxicilin, amoxicilin/klavulanat a
cefuroxim), které jsou hlaseny jako ,citlivé, zvySena expozice" (I). Divodem je nutnost
vyssiho davkovani téchto antibiotik pfi peroralnim podani.
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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. 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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