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Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/5-2/2026 byl zaméfen na bakteriologickou diagnostiku.
Navrh a realizace PT#M/5-2/2026 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 kodem laboratore a heslem.
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-2/2026

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/5-2/2026

Identifikace cyklu: EHK 1563

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: 112

Termin distribuce vzorkd: 4. 5. 2026

Informace Ucastnikdim: viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkl | 25. 5. 2026

Ucastniky:

Oznaceni vzorkovnic: EHK-1563/1-5/2026

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 3. 6.2026

predbéznych vysledkd:

Termin uverejnéni zavérecné | Do 17. 8. 2026

zZpravy:

2. Zptisob pripravy 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 klinickeho materialu na pracovistich LCEM
SZU.

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

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
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Bakteriologicka diagnostika PT#M/5-2/2026

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 vyfazeny.

Narostlé kultury mikroorganismd 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 ptipravi
fedéni 102, prenesenim 1ml z fedéni 102 do 9ml fyz. roztoku fedéni 10-3, Automatickou
pipetou je napipetovano 0,7 ml vzniklé suspenze nebo pozadovaného rfedéni 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 rovnomérné 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 lahvickami se vlozi do mraziciho boxu na -80°C. Po 3 hodinach se plosSina 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 vzork@ pred zahdajenim alikvotovani do
vzorkovnic.

3. Charakteristika materialu

Simulované klinické vzorky obsahuijici:
1. Bordetella parapertussis
2. Klebsiella oxytoca
3. Vibrio cholerae non-01/non-0139
4. Staphylococcus aureus
5. Escherichia coli

4. Zptisob hodnoceni

Hranice uspesnosti 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 alesporn 80 % z celkového mozného poctu
bodd v daném cyklu.
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5. Vyhodnoceni

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) vysSetreni citlivosti k antibiotiklim se z technickych ddvodd
jiz neprovadi, k dispozici jsou komentované vysledky (vzorek 4 a 5).

Maximalniho poctu bodl pfi identifikaci dosahlo 108 laboratofi, tj. 96,4%. Limit pro
Uspésné absolvovani byl 6,4 bodu (tj. 7 bod{). Tohoto limitu dosahlo 111 zG¢astnénych
laboratori, jedna laborator tento limit nesplnila.

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, 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, 333,
341, 350, 353, 354, 365, 369, 370, 371, 373, 379, 384, 388, 406, 407, 423,
438, 443, 456, 460, 465, 469, 478, 496, 529, 536, 539, 550, 552, 554, 566,
584, 595, 614, 633, 634, 641, 656, 702, 725, 737, 757, 760, 763, 782, 786,
787, 817, 821

7 055, 492, 792

4 557

Vysledky zacastnénych laboratofri

VZOREK 1: Vytér z nosohltanu od 4 letého ditéte s dlouhotrvajicim kaslem.

ODPOVED: Bordetella parapertussis
Vzorek dale obsahoval: Streptococcus oralis

identifikace frekvence | body | procento
Bordetella parapertussis 111 2 99,1%
Bordetella bronchiseptica 1 1 0,9%
Celkem 112 100%

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 uvedla do vysledku identifikace jiny
druh a byl ji odebran jeden bod.
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VZOREK 2: Izolat z moci od pacientky s cystitidou.

ODPOVED: Klebsiella oxytoca

identifikace frekvence | body | procento
Klebsiella oxytoca 112 2 100%
Celkem 112 100%

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

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

VZOREK 3: Stolice od pacienta (45 let) s vodnatym prdjmem vzniklym po navratu
z Keni.

ODPOVED: Vibrio cholerae non-01/non-0139
Vzorek dale obsahoval: Escherichia coli, Enterococcus faecalis

identifikace frekvence | body | procento
Vibrio cholerae 109 2 97,3%
Vibrio mimicus 1 1 0,9%
Vibrio sp./parahaemolyticus 1 1 0,9%
Zadny vysledek 1 0 0,9%
Celkem 112 100%

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

Vibrio cholerae je fakultativné anaerobni gramnegativni tycka zpdsobujici Skalu
klinickych ptiznakd od vodnatého priijmu, bolesti bficha, kiece. Je etiologickym agens
cholery - podléhajici Vyhlasce o systému epidemiologické bdélosti pro vybrana infekcni
onemocnéni 389/2023 Sb. (priloha ¢. 51).

Cholera je akutni gastrointestinalni onemocnéni charakterizované profuznimi prijmy
(stolice vzhledu ryZového odvaru), velkymi ztratami vody a elektrolytll; bez IéCby umira
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az 50 % pacientl. Je endemicka v zemich s nizSim hygienickym standardem (oblasti
jihovychodni Asie, Afriky, stfedni a jizni Ameriky), v zemich stredniho pasma se jedna
prevazné o importované nakazy. Zdrojem infekce je clovék, prenasi se fekalné
kontaminovanou vodou a potravinami [1], infekéni davka je 10° bakterii. Laboratornim
kritériem cholery je pritomnost genu kodujiciho cholerovy toxin (ctx) a pritomnost
antigenu O1 nebo 0139 u izolatu V. cholerae. Posledni pfipad (importované) cholery
byl v CR zaznamenan v roce 2017 [2].

Netoxinogenni kmeny Vibrio cholerae jsou spojovany s leh¢imi formami gastroenteritid
a extraintestinalnimi infekcemi (sepse, otitis media, infekce ran) [1].

Na zakladé Vyhlasky o systému epidemiologické bdeélosti jsou vSechny izolaty
V. cholerae zasilany ke konfirmaci/dourceni a uchovani do NRL pro £. coli a shigely
SZU.

V. cholerae je dobre identifikovatelné do druhu metodou MALDI-TOF MS s vyuzitim
.vojenské, databaze (= SRL/Security relevant library) obsahujici spektra vysoce
rizikovych agens. V bézné dostupné databazi V. cholerae obsazeno neni a takovy taxon
je prirazovan spektru Vibrio albensis*. Druhovou identifikaci V. cholerae Ize
konfirmovat pomoci komercnich biochemickych testl. K sérotypizaci a prikazu
cholerového toxinu je v NRL pro E£. colia shigely vyuzivana PCR detekce gend kédujici
antigeny O1 (gen O1r/), 0139 (gen 0139 rfb) a cholera-toxin (gen ctx).

Vibria dobfe rostou na b&znych neselektivnich plidach pro stfevni bakterie, selektivni
pldou je TCZS (thiosiran-citrat-zlu¢-sacharoza), kde V. cholerae roste ve Zlutych
(sachardza-pozitivnich) koloniich. V. cholerae|ze prokazat zakladnimi testy (oxidaza +,
laktdza —, sirovodik —, glukdza + bez plynu; pozitivni stringtest, gramnegativni jemné
zahnuté tycinky).

K selektivnimu pomnoZzeni V. cholerae se pouziva alkalicka peptonova voda.

Do EHK byl vybran netoxinogenni kmen V. cholerae non O1/non 0139.

Celkem 109 ze 112 laboratofi spravné urcilo jako patogen V. cholerae.

Jedna laborator ve webovém formulafi nespravné priradila (spravny) vysledek
identifikace vzorku 3 k vzorku 4, nicméné zapis vysledku musi byt jako postanalyticka
faze testovani zapsan spravné. Dobre vySetieny vzorek, ktery je Spatné zapsan, mdze
vést k poskozeni pacienta. Laboratofi proto byly dva body odebrany.

*Pozn. Vibrio albensis (nékdy se uvadi jako biovar V. cholerae) je svétélkuijici bakterie, ktera
se naléza v rekach, ale i ve stolici a v ZIuci. Byla popsana jako patogen pro morcata a holuby,
ale neni uvadéna mezi humannimi patogeny.

Literatura

[1] Poh CJ, Greig DR, Rodwell EV, Jenkins C. Public health surveillance of Vibrio cholerae in
travellers returning to the United Kingdom. J Med Microbiol. 2026 Feb;75(2):002121. doi:
10.1099/jmm.0.002121. PMID: 41649857; PMCID: PMC12881997.

[2] Marejkovd M, Spackova M, Jagrova Z, Saganovéa T, Mackova B a Petrad$ P. Riziko pro
obCany EU/EEA spojené s vyskytem cholery na Africkém rohu (Somalsky poloostrov) a v
Adenském zalivu— importovany pripad cholery do CR. Zpravy CEM (SZU, Praha) 2017; 26(4):
147-150.
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VZOREK 4: Izolat ze stéru od pacienta s impetigem.

ODPOVED: Staphylococcus aureus

identifikace frekvence | body | procento
Staphylococcus aureus 111 2 99,1%
Vibrio cholerae 1 0 0,9%
Celkem 112 100%

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:
oxacilin (OXA) a kotrimoxazol (SXT).
Kmen je rezistentni k oxacilinu (R) a citlivy ke kotrimoxazolu (C) [1].

VSechny laboratore kromé jedné (viz komentar u vzorku 3) identifikovaly signifikantni
patogen spravné a ziskaly po dvou bodech.

Tabulka 1. Vysledky vysetreni citlivostit kmene 4 Staphylococcus aureus.

Viysledky laboratofi
a2
Praméry 1Z (mm) MIC (mg/l) ! Kategorie 1 1 auny
Obsah absolutni poget visledek
Antibiotikum | Zos2 laboratofi *
disku , p , :
Breakpoint | rozmezi hodnot | Breakpoint | rozmezi hodnot
naméfenych naméfenych C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> v NRL**
oxacilin 2 2 >8
cefoxitin 0pug | 22 22 6 0 0 | 12 100
kotrimoxazol | 25ug | 20 20 38-40 05 | 05 <0,125 112 0 0 100

11Z - pramér inhibiéni zony; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v16
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
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| VZOREK 5: Escherichia coli (indikace: URO infekce) |

PoZadavek byl vysetfit citlivost k témto antibiotikim: ampicilin (AMP), kotrimoxazol
(SXT).

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 citlivostil kmene 5 Escherichia coli.

Vysledky laboratofi
- Kategorie?/ L
1 1
Obsah Priméry IZ (mm) MIC (mg/l) absolutni pocet :F)sﬁ?e\éré)/k
Antibiotikum | disku laboratofi® y
breakpoint | rozmezi hodnot | breakpoint hodnoty
naméfenych naméfené C I R %
Cz | R< vNRL* Cs | R> | yNRL™
ampicilin - | 10 pg | 14 14 6 8 8 >32 0 0 | 112 100
kotrimoxazol | 25 ug | 15 15 6 0,5 0,5 >8 1 0 | 111 99,1

11Z - pramér inhibiéni zény; MIC - minimalni inhibiéni koncentrace. EUCAST v16

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

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

Kmen je rezistentni k ampicilinu i ke kotrimoxazolu.

Diskuse
Velka vétsSina Ucastnikd interpretovala vysledky vysSetfeni citlivosti spravné pro obé
antibiotika u obou kmend, detailni vysledky viz Tabulka 1,2.

Literatura

[1] EUCAST. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Antimicrobial
breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 16, valid from
2026-01-01 [on-line]. Dostupny z WWW: http://www.eucast.org/clinical breakpoints/

6. Zaveér

Celkem byly vzorky rozeslany 112 laboratorim, 112 laboratofi odeslalo vysledek
k vyhodnoceni. Uspélo 111 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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