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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/5-1/2026 byl zaméfen na bakteriologickou diagnostiku.
Navrh a realizace PT#M/5-1/2026 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 kddem laboratore a heslem.
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-1/2026

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-1/2026

Identifikace cyklu: EHK 1545

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 bakteridlnich patogenu

Zplsob pripravy: Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnikd: 111

Termin distribuce vzorkd: 16. 2. 2026

Informace Ucastnikdim: viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd | 9. 3. 2026

Ucastniky:

Oznaceni vzorkovnic: EHK-1545/1-5/2026

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

Termin uverejnéni 16. 3. 2026

predbéznych vysledkd:

Termin uverejnéni zavérecné | Do 1. 6. 2026

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 pri 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 Zivna 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. Arcanobacterium haemolyticum
2. Enterococcus casseliflavus
3. Yersinia enterocolitica
4. Kingella kingae
5. Enterococcus faecium

4. Zplsob hodnoceni

Hranice UspéSnosti pro jednotlivy cyklus EHK Bakteriologicka diagnostika je stanovena
na 80 % z celkového mozného poctu bodl. Ucastnik Uspésné absolvuje cyklus EHK,
pokud jeho celkovy soucet bodl dosahne alespon 80 % z celkového mozného poctu
bodd v daném cyklu.

5. Vyhodnoceni
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Za identifikaci signifikantniho patogenu ve 4 vzorcich mohly laboratofe ziskat
maximalné 8 bodd. Bodovani pro identifikaci bylo provedeno ve stupnici 2, 1 a 0 bodd.
Hodnoceni (resp. bodovani) vysetieni citlivosti k antibiotikiim se z technickych ddvod(
jiz neprovadi, k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Maximalniho poctu bodl pfi identifikaci dosahlo 109 laboratofi, tj. 98,2%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 6,4 bodu (tj. 7 bodd). Tohoto limitu dosahlo vSech 111
zUcastnénych laboratofi.

Body Kod laboratore

001, 002, 005, 009, 011, 016, 017, 018, 023, 026, 028, 029, 031, 032, 033,
034, 035, 037, 039, 040, 047, 048, 050, 051, 053, 055, 056, 058, 063, 064,
065, 066, 067, 068, 070, 071, 072, 077, 088, 089, 118, 156, 184, 192, 207,
208, 211, 214, 227, 228, 287, 289, 290, 299, 302, 312, 313, 317, 324, 332,

8 333, 341, 350, 353, 354, 365, 369, 370, 371, 373, 379, 384, 388, 406, 407,
423, 438, 443, 456, 460, 465, 469, 478, 529, 536, 539, 550, 552, 554, 566,
584, 595, 614, 633, 634, 641, 656, 702, 725, 737, 757, 760, 763, 782, 786,
787,792,817, 821

7 496, 557

Vysledky zicastnénych laboratori

VZOREK 1: Vytér z krku od 17 letého pacienta s bolesti v krku a horeckou.

ODPOVED: Arcanobacterium haemolyticum
Vzorek dale obsahoval: Streptococcus oralis

identifikace frekvence | body | procento
Arcanobacterium haemolyticum 110 2 99,1%
Arcanobacterium  haemolyticum  + 1 1 0,9%
Streptococcus mitis

Celkem 111 100%

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

VSechny zlcastnéné laboratore kromé jedné spravné identifikovaly signifikantni
patogen a ziskaly po 2 bodech. Jedna laborator do vysledku identifikace pripsala i
komenzala (navic nespravné urceného) a byl ji odebran jeden bod (viz ,Nabidka
programl zkouSeni zpUsobilosti v lékafské mikrobiologii EHK 2026“ bod 13.5:
Problematika uvadéni komenzalnich bakterii ve vysledcich).
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VZOREK 2: Izolat z hemokultury od pacienta s hemoblastdzou.

ODPOVED: Enterococcus casseliflavus

identifikace frekvence | body | procento
Enterococcus casseliflavus 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.

Identifikace signifikantniho patogenu ve vzorku 2 necinila obtize a vSechny z(¢astnéné
laboratore ziskaly po dvou bodech.

VZOREK 3: Stolice od dospélého muze (45 let) s podezienim na apendicitidu.

ODPOVED: Yersinia enterocolitica
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Yersinia enterocolitica 110 2 99,1%
Yersinia enterocolitica + Escherichia coli 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.

Yersinia enterocolitica je zoonoticky patogen, vyskytuje se v travicim traktu zvirat,
zejména prasat. Byla popsana také u hlodavci, zajicl, pst nebo kocek. K prenosu
nakazy dochazi primarné fekalné-oralni cestou, vehikulem mdze byt kontaminované
veprové maso.

Klinické formy onemocnéni Y. enterocolitica zahrnuji gastroenteritidu, terminalni
ileitidu a mezenterialni lymfadenitidu [1].

Y. enterocolitica roste dobre na vétsiné béznych kultivacnich médii pro enterobakterie
pri teplotach 25-30 °C (24-48 hodin). Vhodnym selektivnim kultivacnim médiem je
CIN agar. U pacientd s terminalini ileitidou nebo postinfek¢ni artritidou se doporucuje
chladové pomnoZeni v PBS (phosphate buffered saline; pH 7,4) po dobu 3 tydnl pfi
teploté 4 °C svyockovanim po kazdém tydnu. VY. enterocolitica je dobre
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identifikovatelna do druhu jak s pouzitim MALDI TOF MS, tak pomoci komercnich
biochemickych sestav [1].

V ramci Case definice enteritidy vyvolané Y. enterocolitica je laboratornim kritériem 1)
izolace humanniho patogenu Y. enterocolitica z klinického vzorku nebo 2) detekce
genl virulence Y. enterocolitica v klinickém vzorku [2]. K dourceni do séroskupiny (pro
epidemiologické Ucely) se vyuziva sklickové aglutinace a/nebo PCR detekce genl
kddujicich O antigeny, kterou Ize kombinovat s detekci marker( virulence [3].

Yersinidzy vyvolané Y. enterocolitica a Y. pseudotuberculosis podléhaji Vyhlasce o
systému epidemiologické bdélosti ¢. 389/2023 Sb. a jsou hlaseny do evropského
surveillance systému (TESSy, Epipulse), kde patfi k prioritdm programu Food-and-
waterborne diseases.

Vroce 2023 bylo v Evropské unii evidovano pres 8000 potvrzenych pfipadd VY.
enterocolitica, pricemz Ceska republika je zemi s druhou nejvyssi incidenci s celkem
611 hlasenymi pripady. Nejvyssi incidenci vykazuje Dansko s poctem bezmala 1200
pripadd rocné [4].

Zaslany kmen spravné zaradilo do druhu 110 laboratofi, 1 laborator pfipsala do
vysledku identifikace i komenzalni bakterii £. coli (bez upresnujiciho komentare) a byl
ji odebran 1 bod (viz ,Nabidka program{ zkouseni zpUsobilosti v Iékarské mikrobiologii
EHK 2026" bod 13.5: Problematika uvadéni komenzalnich bakterii ve vysledcich).

24 laboratoti spravné dourcilo kmen do séroskupiny O5.

Literatura

[1] 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.
doi:10.1128/9781555817381.

[2] Provadéci rozhodnuti komise (EU) 2018/945

[3] Garzetti D, Susen R, Fruth A, Tietze E, Heesemann J, Rakin A. A molecular scheme for
Yersinia enterocolitica patho-serotyping derived from genome-wide analysis. Int.J. of Medical
Microbiol. 2014; 304:275-283.

[4] Surveillance Atlas of Infectious Diseases, ECDC

VZOREK 4: Izolat z krve od pacienta s podezrenim na endokarditidu.

ODPOVED: Kingella kingae

identifikace frekvence | body | procento
Kingella kingae 111 2 100%
Celkem 111 100%
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Z 20 laboratofi s nejvyssim dosazenym poctem bodd za minuly rok uvedlo spravny
vysledek 20 laboratori. Vzorek je mozno hodnotit.

Pozadavek byl urcit signifikantni patogen a vysetfit citlivost k témto antibiotikdim:
penicilin (PEN) a erytromycin (ERY).

Kmen je citlivy (C) k penicilinu i k erytromycinu [1].

VSechny laboratore identifikovaly signifikantni patogen spravné a ziskaly po dvou
bodech. Dvé laboratore chybovaly pri interpretaci u penicilinu, interpretaci u
erytromycinu mély vSechny laboratore spravné.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivostit kmene 4 Kingella kingae.

Vysledky laboratofi
a2
Priméry IZ (mm) ! MIC (mgll) * Kategqne / spravny
Obsah absolutni pocet vjsledek
Antibiotikum | o2 laboratofi 3
disku ) p , :
Breakpoint | rozmezi hodnot | Breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> v NRL*
penicilin 1J 25 25 34-34 0,03 | 0,03 0,016-0,03 109 | 0 2 98,2
erytromycin | 15ug | 20 20 24-26 05 | 05 0,5 M1| 0 0 100

11Z - pramér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v15
Zkategorie C: citlivy pfi standardnim davkovani, I: citlivy pfi zvySené expozici; R: rezistentni
3 oCekavané vysledky jsou zvyraznény

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

| VZOREK 5: Enterococcus faecium |

PoZadavek byl vysetfit citlivost k témto antibiotikim: linezolid (LNZ), vankomycin
(VAN).

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

Tabulka 2. Vysledky vysetreni citlivostil kmene 5 Enterococcus faecium.

Vysledky laboratofi
- Kategorie?/ L
1 1
Obsah Priméry 1Z (mm) MIC (mg/l) absolutni podet \/sgz\ér;yk
Antibiotikum | disku laboratofi®
breakpoint | rozmezi hodnot | breakpoint hodnoty
naméfenych naméfené | C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> | yNRL™
linezolid 10pg | 20 20 24-25 4 4 2 10| 0 1 99,1
vankomycin | 5ug | 12 12 6 4 4 >32 1 0 | 110 99,1

11Z - prdmér 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

* pét méfeni diskovou difuzni metodou; ** pét méfeni diluéni mikrometodou
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Kmen je citlivy (C) k linezolidu a rezistentni k vankomycinu
Velka vétsina ucastnikd interpretovala vysledek vysSetfeni citlivosti spravné pro obé
antibiotika, detailni vysledky viz Tabulka 2.

Diskuse

PFi vySetfeni citlivosti k antibiotikdm byly identifikovany dvé zavazné chyby spocivajici
v tom, ze dvé laboratore nespravné interpretovaly jasné citlivy kmen Kingella kingae
jako rezistentni k penicilinu, a dale jedna velmi zavazna chyba, kdy byl jednou
laboratori mylné hodnocen kmen Enterococcus faecium jako citlivy k vankomycinu.

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 111 laboratorim, 111 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 111 laboratori.

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY

Statni zdravotni Ustav 9/9




