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Nazev: NSVP 4_ldentifikace Iékarsky dulezitych mikroorganisml pomoci orientaénich
a komerénich fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Predmét dokumentu

Cilem dokumentu je poskytnout privodce k pfedbézné identifikaci béZnych baktérii, se
kterymi se muZeme setkat v klinickych vzorcich. Zamérem je navést uzivatele na detailng;jsi
SOP zamérené na identifikace jednotlivych skupin baktérii. SOP se zaméfuje na baktérie
ziskané kultivaci biologického materialu na agarovych plotnach a ne na pfimy prikaz baktérii
natéru nebo v jiném materialu.

Uvod

Identifikace baktérii diagnostickymi laboratofemi je zaloZena na fenotypovych
charakteristikach, obvykle na pfimém srovnani neznamych baktérii s baktériemi v typovych
kulturach. Vétsi dlivéra v identifikaci je v pfimém poméru k poctu charakteristik podobnosti.
V |ékaiské mikrobiologii je dllezitou pomUickou pro pfedbéznou identifikaci, zkuSenost s typy
vzorkl s infekcemi a baktériemi, které byly izolovany z pfislusnych infekci. Pfi identifikaci
baktérii je tfeba mit na mysli, ze jejich charakteristiky jsou variabilni. Navic, species uvnitf
rodu se mohou liSit v nékterych charakteristikach, napf. Capnocytophaga canimorsus je
oxidaza pozitivni, zatimco Capnocytophaga ochracea je oxidaza negativni. Z toho duvodu
nékteré rody se mohou objevit na diagramu vice nez v jedné tabulce. V prabéhu
identifikaéniho procesu je nutno vzit v ivahu dulezitou roli klinickych informaci.

Charakteristiky

P¥i klasifikaci mikroorganismu se berou v Uvahu vSechny znamé charakteristiky, zaroven se
vyberou urcité vlastnosti pro potfeby vlastni identifikace. Primarni identifikace zahrnuje
obvykle nékolik jednoduchych testl jako je morfologie (obvykle zaloZzena na Gramové
barveni), rist v pfitomnosti nebo nepfitomnosti vzduchu, rdst na riznych typech kultivacnich
médii, katalazovy a oxidazovy test. Uzitim téchto nékolika jednodussich testl je obvykle

v v

mozné umistit organismus pfedbé&zné do hlavnich skupin baktérii s Iékafskym vyznamem.
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Principy identifikace

Jsou tfi zakladni metody identifikace. Prvni spoléha na zkuSenost odedgitajiciho, usudek
je zalozen na pravdépodobné identité organismu a vyplyva z klinickych dat, kultivaénich a
atmosférickych charakteristik. Potom se pouzije omezeny rozsah testu, aby se potvrdila nebo
vyvratila hypotéza. Tento postup zasadné spoléha na stabilni vzorec fenotypovych
charakteristik.

Druhy postup je ten, Ze se organismus vystavi baterii testti, napf. v komerénim
identifikaCnim systému, data se zpracuji a srovnaji se standardnimi texty nebo s databazi
po porovnani numerického profilu a tim se ziska identifikace.

Treti metoda je pristup step-by-step, kdy se postupné na zakladé algoritmu rozviji pouziti
rdznych identifikacnich testd, jako je barveni, oxidaza, katalaza a tento systematicky pfistup
je velmi pomaly, nespoléha sice na zkuSenost vysetfujiciho, ale nevyhodou tohoto systému
je, Zze pokud se udéla na zaCatku chyba a pokraluje se Spatnou cestou, stoji to spoustu ¢asu
a vysledek muize byt chybny.

Mikroskopicky vzhled

Mikroskopie a barveni odhali tvar (koky, ty€ky) a charakteristické seskupeni a usporadani
bunék, jejich velikost a pfitomnost intracelularnich inkluzi napf¥. spor. Kromé morfologie,
Gramovo barveni rozdéli baktérie do skupiny — grampozitivnich a gramnegativnich baktérii.
Co se ty¢e morfologie, dava se pfednost zkoumani mladych kultur, které vyrostly na
neselektivnich meédiich.

Terminy uzivané pro popis preparatt
Barveni rovnomérné, nepravidelné, unipolarni, bipolarni,

Ruzencovité (beading, koralky na niti), neobarvené

Tvar koky, kulaty, kratké tyCinky, kokobacily, dlouhé ty€inky,
vlakna, zakfivené tyCinky, spiraly

Endospory sférické, kulaté nebo ovalné, elipsoidni, centralni,
subterminalni, terminalni, mohou zpUsobit rozsifeni

tyCinky (deformace tvaru)

Pouzdro pfitomné nebo nepfitomné

Velikost délka a Sitka

Strany paralelni, vyboulené, konkavni nebo nepravidelné
Konce kulaté, useknuté, zaspicatélé

Usporadani jednotlivé, v parech, v fetizcich, ve shlucich, ve

Ctveficich, ve skupinkach, v hroznovitych utvarech,
kuboidalni balicky

ve svazcich, ve tvaru Cinskych pismen.
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Nepravidelné formy variabilita tvaru a velikosti, kyjovité zakon&eni, vlakna,
vétveni, konkavni, citrénovité, fusiformni, velké nafouklé
formy

Pleomorfizmus variabilita v tvaru, filamentézni formy fragmentuji

do kokobacilarnich forem

Vzhled kolonii

Bakterialni kolonie jedné species, pokud rostou na uréitém médiu za kontrolovanych
podminek, se popisuiji jejich velikosti, tvarem, konzistenci a pigmentem. P¥i kontrolovanych
podminkach je morfologie kolonii dilezita pro pfedbéznou diagnostiku a identifikaci baktérii.

Velikost bakterialnich kolonii za optimalnich ristovych podminek je obvykle uniformni
pro species. Streptokoky jsou malé, kolem 1 mm, stafylokoky a Enterobacteriaceae jsou
vétSi a Bacillus ma nejvétsi kolonie.

Tvar kolonii je dan okrajem a tloustkou kolonie, okraj muze byt hladky nebo celistvy, nebo
nepravidelny a pilovity. Jestlize je kolonie silngjsi v centru, potom je stfed vyvySeny nebo
muze byt relativné uniformni a vypada potom na prufezu jako disk.

Textura kolonie je rovnéz dilezita. Mize byt sucha, kfehka (snadno se drobi) az maslova,
mazlava, lepiva, hladka, mokra, sucha nebo zrnita.

Né&které organismy vytvareji pigmentované kolonie, které mohou napomoci identifikaénimu
procesu (napf. Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens), aCkoliv se v ramci stejného
druhu mohou vyskytovat i nepigmentované kmeny.

Terminy pouzivané v morfologii kolonii

Tvar cirkularni, nepravidelny, paprscity, kofenovity

VyvySeni rovnomeérné, rozSirené, nizké konvexni, konvexni nebo
stfechovité, nebo bez zvy3eného okraje

Povrch hladky, drsny, jemné, stfedné nebo hrubé zrnity, kruhovity,

vybézky, matny nebo leskly, vyvySeny, suchy nebo vlhky

Okraj uplny, zvinény, lalo€naty, zubaty, erodovany, viaknity,
kudrnaty

Forma vlaknita, plaziva, rhizoidni

Velikost primeér v milimetrech

Struktura amorfni, granularni, vlaknita, kudrnata

Barva v odrazeném nebo prochazejicim svétle, fluoreskuijici,

iridescentni, opaleskujici
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Opacita pruhledny, prasvitny nebo opakni (matny, nepriihledny)
Konzistence mazlava, mukoidni, kiehka, koZovita
Emulsifikovatelnost snadno nebo obtizné, homogenni nebo granularni nebo

nerozpojitelna, kdyz se smicha s kapkou vody.
Hemolyza

Nékteré organismy vyvolavaji hemolyzu, tj. lyzu erytrocytl v médiich obsahujicich krev.
RozliSuje se beta hemolyza, alfa hemolyza, a gama hemolyza u nehemolytickych kolonii
treba u streptokoku.

Ruastové pozadavky

Kultivaéni atmosféra

Organismy lze délit do 5 kategorii vzhledem k pozadavkiim na atmosféru.

- striktni aeroby rostou pouze v pfitomnosti kysliku

- striktni anaeroby rostou pouze v nepfitomnosti kysliku

- fakultativni organismy rostou aerobné i anaerobné

- mikroaerobni organismy rostou lépe pfi snizené hladiné kysliku a 5 -10 % COo podporuje
rist

- karboxifilni (kapnofilni) organismy pozaduji ke svému rastu pfidavek COo

Teplota

Organismy se mohou délit podle jejich pozadavkl na teploty:
-psychrofilni rostou pfi nizkych teplotach 2 — 5 °C (optimum 10 — 30 °C)
-mezofilni rostou pfi teplotach mezi 10 - 45 OC (optimum 30 - 40 °C)

-termofilni rostou velmi malo pfi 37 °C (optimum 50 — 60 °C)

VétSina klinicky vyznamnych organismu je mezofilni.

Pohyblivost

Mnoho baktérii je pohyblivych pokud jsou resuspendovany v kapaling, kde se pohybuji

z mista na misto. Pohyblivost se nesmi plést s Brownovym pohybem, ktery je zplisoben
narazy molekul rozpoustédla a nebo proudy tekutiny vznikajici pfi vypafovani. Mikroskopické
vySetfeni mize ukazat, zda dochazi k pohybu pomoci polarniho bi¢iku (oklikaty pohyb) nebo
pomoci peritrichalnich bi¢ikd, které vyvolavaji mensi rozkyv do Sife a pohybuiji se spise
pomoci vibraéniho momentu. Pohyblivost nékterych baktérii je ovlivnéna teplotou, napf. je
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Vyziva
Porovnava se s rlistem na béznych médiich a kde ma pozitivni efekt na rist pfidavek krve
nebo glukdzy nebo ristovych faktor(, jako je X faktor a V faktor (NAD) pro rist hemofilG.

Biochemické testy

Pouzivany jsou pocetné biochemické testy. Viz PP_Seznam.

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF Bruker Daltonics

PP_xx_Pracovni postup identifikace mikroorganismu pomoci hmotnostni spektrometrie
PREANALYTICKA FAZE

Administrativni nalezitosti, technické informace /omezeni

Priorita
Stupen priority je dan prioritou odvozenou od primarniho vzorku.

MP_26 — Urgentni vzorky, stanoveni prioritnich materiald, ranni hlaseni

Pravodky, pracovni listy

Soucasti nékterych komercnich testl nebo pfistrojového vybaveni je pracovni list, ktery se
pouziva k zaznamu naméfenych hodnot, které jsou potom pFepisovany do LIS, pokud nejsou
pfimo pfenaseny elektronicky do LIS. Takové pracovni listy se dale archivuji spolu s
vysledkovymi listy a privodkami, aby bylo Ize zpétné dokumentovat vysledky a pracovni
postupy u pfislusnych pacientl a vzorku.

ANALYTICKA FAZE

1 bezpecnost prace

1.1 Odbér vzorku

vzorkem je kmen v Cisté kultufe pfedany na identifikaci
1.2 doprava a skladovani vzorku

Rozpracované izolaty se pfedavaji na primarnich plotnach nebo jako sekundarni izolaty.
Kmeny se mohou uskladnit pro dal$i identifikaci z epidemiologickych nebo jinych divod
MP_5 — Uchovani vzorku

1.3 zpracovani vzorku, bezpecnost prace

BSL 2. pokud neni podezieni na infekci patogeny na urovniBSL3.Centrifugace se musi
provadét v hermeticky uzavienych kontejnerech, které se oteviraji v biohazardu.

PR_7 Provozni rad
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2 odbér vzorku

Podle

LP — Odbér materialu

3 transport a skladovani vzorku

LP — Odbér materialu, pokud se jedna o extramuralni izolat.
4.Zpracovani vzorku

4.1 vybér metod

4.2 makroskopicky vzhled vzorku

Popis kolonii se provadi pouze v indikovanych pfipadech podle pravidel v ivodu..
4.3 mikroskopie

Gramovo barveni (viz Barvici postupy)

PP_ Pracovni postupy barveni mikroskopickych preparatu,

barveni se pouziva zejména k ovéfeni morfologie kmene a Cistoty kultury vybrané pro
identifikaci.

4.3 kultivace a odecitani

Dalsi izolace se provadi v pfipadé diskrepantnich vysledkl identifikace k zajisténi Cisté
kultury pro opakované testovani nebo izolaci DNA.

Viz Priloha 1.

4.5 Identifikace (ID)
4.5.1 minimalni uroven ID v laboratofi

Kterykoliv mikroorganismus povazovany za kontaminantu nemusi byt identifikovan do druhu.
Dalsi urCovani se provadi podle klinické nebo epidemiologické indikace a podle jednotlivych
SOP.

4.5.2 spoluprace s referenénimi laboratoremi

Vyznamnost pfislusnych izolatl a jejich dour€eni v referencnich laboratofich souvisi s
interpretaci nalezu a je pfedmétem specializovanych SOP.

4.6 vysetieni citlivosti na antibiotika
Vyplyva z interpretace pfislusného nalezu v ramci konkrétni SOP.

NSVP_Mikrobiologické vySetfeni citlivosti mikroorganismu na antibiotika semikvantitativni
diskovou difusni metodou, kvantitativni diluéni metodou v mikrodesti¢kach a kvantitativni
metodou E-test,

POSTANALYTICKA FAZE VYSETRENI

5 sdélovani vysledku, predpokladana doba odezvy laboratore
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5.5. Autorizace a validace vysledku opravnénou osobou, uvoliovani vysledkt pro tisk
a expedice vysledku

Vysledek identifikace izolatu (védecky nazev mikroorganismu) je soucasti vysledkového listu
prislusného komplexniho vySetfeni v ramci néhoz je kontrolovan a uvolfovan k tisku
vysledku. Uvolfiovani vysledku je odpovédnosti kompetentniho pracovnika. Pokud je
vzorkem pro vySetfeni extramuralni izolat mikroorganismu zaslany na identifikaci (agenda
NRL pro patogenni aktinomycety), pak je izolat veden jako klinicky vzorek a je vykazovan v
systému OPENLIMS STAPRO na pfislusného pacienta jako kterékoliv jiné vySetfeni. Pokud
jde o vzorek bez vztahu k pacientovi, je veden v evidenci NRL.

S_osoby opravnéné k uvolfiovani a validaci vysledku pro tisk a expedici.

6 Hlaseni vysledkd Zdravotnim ustaviim podle zakona (mistni a regionalni systém
hlaseni CDC)

Pfipadné hladeni nalezu se déje v kontextu klinického vzorku podle nasledujici
dokumentace:

K_15 Kniha hlasek a pravdépodobnych nozokomialnich kmenu, ED-M-117 Seznam
infek&nich chorob - pfiloha k EPIDATuU - podléhajicich povinnosti hlaSeni prisluSnému
organu ochrany vefejného zdravi, ED: Povinna hlaseni dle Vyhl.MZ CR ¢.473/2008 Sb., ve
znéni vyhlasek ¢.275/2010 Sb. A €.233/2011 Sb

7.Materialné technické a personalni zabezpeceni

7.1 Personal

Osoby opravnéné podle Pracovni napiné, Instrukci o zpracovani materialu a platné
dokumentace pro pfisluSnou laboratofi.

F_8_Odborné kompetence, F_41_Plan Skolicich akci, F_54 Seznam zaméstnancu OLMI,
F_70_Plan rozdéleni laborantek
7.2.Pristroje a pomocna zafizeni

Viz pfiloha

7.4.Chemikalie, reagencie a spotiebni material (tabulka)
Viz pfiloha

7.5.Prostory
Klinicka laborator, stirevni laborator, NRL, identifikaéni laboratof

8.Systém kontroly kvality

QSOP 2 interni kontrola kvality v klinické mikrobioloqii
F_Zaznam rannich hlaSeni s projednanim vysledkt EHK

9.Validace a verifikace
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Provadéna SOP je validovana udaiji v recenzované literatuie a Narodnich SOP (viz.
Literatura) a je verifikovana v ramci EHK, v némz se laboratof u€astni a pomoci IHK a IKK
viz QSOP 2 interni kontrola kvality v klinické mikrobiologii:

Dokumenty SLM CLS JEP platné pro NASKL a CIA:
http://www.splm.cz/dokumenty/PSSLP_2.pdf,
http://www.splm.cz/dokumenty/PS_VALVER.pdf , QSOP 2_interni kontrola kvality v klinické

mikrobiologii

10.Souvisejici dokumentace

ED_Povinna hlageni dle Vyhl.MZ CR &.473/2008 Sb., ve znéni vyhlasek &.275/2010 Sb. A
€.233/2011 Sb

K_15 Kniha hlasek a pravdépodobnych nozokomialnich kmenu
K_16_Kmeny zaslané do NRL,

LP_1 Laboratorni pfiruka

F_10- Telefonické konzultace a hlaSeni neshod pfi pfijmu vzorku
MP_2__Identifikace vzork(

MP_3 - LIS

MP_5 — Uchovani vzorku

MP_11 - Manipulace s infekénim odpadem,

MP_20 - Expedice vysledkd

MP_Rozdélovani expedovanych papirovych vysledku

PK_1 - Pfirucka kvality

MP_1 - Pfijem materialu

PP_20_Expedice vysledku

PP_Svoz biologického materialu a rozvoz vysledkl a odbérového materialu.
PP_106_Zpracovani vytéru na GO

PR_7 Provozni fad,

MP_11 - Manipulace s infek€énim odpadem,

F_osoby opravnéné k uvolfiovani a validaci vysledku pro tisk a expedici.
QSOP_1_Rizeni dokumentd a zdznama
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21. Hospital Epidemiology and Infection Control. 2" ed. CG Mayhall, Lippincott,
Williams and Wilkins 1999

22. Diferencialni diagnostika v klinické mikrobiologii. J Scharfen, ml., vydavatel
RNDr. FrantiSek Skopec - Nucleus HK, Praha 2013

12.Definice, terminologie a zkratky

13. Rozdélovnik
Elektronické ulozisté dat ONTU, fizena dokumentace SOP u vrchni laborantky, pracovni

postupy a knihy podle laboratofi. Zpracovani materialu laborator klinicka.
14.Souvisejici zaznamy

F_56 Seznam opravnéni pracovnikd podle SOP.

F_58 Evidence Sarzi - pady

F_59 Evidence Sarzi diagnostik — identifikace,

F_59 Evidence Sarzi disku— citlivosti,

F_70_Plan rozdéleni laborantek

ED_Seznam pravnich pfedpisu - zdravotnictvi — 473/2008 Vyhlaska o systému
epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce, se zménami €.275/2010 — platna od
12.10.2010 a €. 233/2011 Sb. S platnosti od 5.8. 2011, LP_Zadanka o vySetieni

Priloha 1: Algoritmus moznosti vyuziti polyfazové idenfikace neznamého izolatu na
razné hladiné presnosti identifikace v zavislosti na klinickém stavu pacienta (VIZ
DOLE).

Priloha 2 Pristroje

Pfriloha 3 Reagencie
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SOP Identifikace bakterialnich izolatd
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w
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