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Zmiany w stosunku do poprzedniej wersji (w. 11.0)

Sekcja Zmiana

8.9.10 Informacja o obowigzujgcej szczegotowej instrukcji odczytu dla

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium i wankomycyny

Tabela 4 Dodanie Escherichia coli NCTC 13353
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Skréty i terminologia

Amerykanska Kolekcja Szczepéw Wzorcowych

ATCC (ang. American Type Culture Collection)
http://www.atcc.org
Kolekcja Szczepdw Uniwersytetu w Goteborgu
CCUG (ang. Culture Collection Universtity of Géteborg)
http://www.ccug.se
Hiszpanska Kolekcja Szczepéw Wzorcowych
CECT (hiszp. Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo)
http://www.cect.org
CFU Jednostka tworzgca kolonie (ang. Colony Forming Unit)
Kolekcja Instytutu Pasteura franc. Collection de Institut Pasteur)
CIP https://www.pasteur.fr/en/public-health/biobanks-and-
collections/collection-institut-pasteur-cip
Szczepy bakterii z Niemieckiej Kolekcji Szczepdéw Mikroorganizmow
DSM i Hodowli Komodrkowych (niem. Deutsche Stammsammliung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen — DSMZ)
https://www.dsmz.de/
ESBL B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania
Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci
EUCAST (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
http://www.eucast.org
MH Mueller-Hinton agar
MH-F Mueller-Hinton agar dla drobnoustrojéw wymagajgcych (MH z 5%
dodatkiem odwtdknionej krwi konskiej i 20mg/L B-NAD)
MIC Najnizsze stezenie hamujgce (ang. Minimum Inhibitory Concentration)
MRSA Staphylococcus aureus oporny na metycyline (mecA lub mecC dodatni)
Narodowa Kolekcja Szczepéw Wzorcowych
NCTC (ang. National Collection of Type Cultures)
https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/nctc
3-NAD Dinukleotyd B-nikotynoamidoadeninowy
QC Kontrola jakosci (ang. Quality Control)

Sal fizjologiczna

0,85% wodny roztwér NaCl (8,5 g/L)

Catonocna
hodowla

Hodowle bakteryjng inkubowano przez 16-24 godz
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1 Wprowadzenie

Metoda dyfuzyjno-krgzkowa jest jednym 2z najstarszych sposobow badania
lekowrazliwosci drobnoustrojow i pozostaje jedng z najszerzej stosowanych metod
oceny lekowrazliwoéci w laboratoriach klinicznych. Jest odpowiednia do badania
wiekszosci patogendw bakteryjnych, w tym bakterii wymagajgcych, umozliwia badanie
szerokiej gamy antybiotykdw i nie wymaga specjalnego wyposazenia.

Metoda EUCAST, podobnie jak kilka innych technik dyfuzyjno-kragzkowych, oparta jest
na zasadach okreslonych w raporcie International Collaborative Study of Antimicrobial
Susceptibility Testing z roku 1971" i doswiadczeniach grup eksperckich z catego
Swiata.

Wartosci graniczne $rednic stref zahamowania wzrostu sg dopasowane
do ujednoliconych europejskich wartosci granicznych MIC publikowanych
przez EUCAST, ktore sg dostepne bezptatnie na stronie (http://www.eucast.org).

Jak wszystkie wystandaryzowane metody, opisana technika powinna by¢ stosowana
bez modyfikacji w celu uzyskania wiarygodnych wynikow.

Zastosowanie metody dyfuzyjno-krgzkowej przez EUCAST dla bakterii beztlenowych
opisano w oddzielnym dokumencie
(https://www.eucast.org/ast_of bacteria/disk_diffusion_methodology).

" HM Ericsson i JC Sherris. Badanie wrazliwosci na antybiotyki. Raport z badania z wspétpracy
miedzynarodowej. Acta Pathol Microbiol Scand B Microbiol Immunol. 1971;217:Dodatek 217:1+.
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Przygotowywanie i przechowywanie podiozy

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

Podioze Mueller-Hinton (MH) nalezy przygotowywaé zgodnie z zaleceniami
producenta, a dla drobnoustrojow wymagajgcych — z suplementacjg wskazang
w Tabeli 1. Przygotowywanie i suplementowanie podtoza zostato szczegdtowo
opisane na stronie http://www.eucast.org.

Podtoze powinno mie¢ gtebokos¢ 4 mm £ 0,5 mm (ok. 25 mL na ptytke o Srednicy
90 mm, 31 mL na ptytke o srednicy 100 mm, 71 mL na ptytke o srednicy 150 mm i 40
mL na ptytke kwadratowg o boku 100 mm). Na podstawie faktycznych wymiarow
uzywanych w laboratorium ptytek Petriego nalezy sprawdzi¢ czy stosowana jest
odpowiednia objetos¢ podtoza. Wymiary plytek mogg rozni¢ sie w zaleznosci
od producenta.

Powierzchnia agaru powinna by¢ sucha przed uzyciem. Na powierzchni agaru,
ani po wewnetrznej stronie przykrywki nie powinno by¢é widocznych kropli wody.
Jesli to konieczne, ptytki mozna suszy¢ przez noc w temperaturze 20-25°C lub przez
15 minut bez przykrywki w 35°C. Nie nalezy dopuszcza¢ do przesuszenia podtoza.

Piytki przygotowywane w laboratorium powinny by¢ przechowywane w temperaturze
4-8°C.

W przypadku ptytek przygotowywanych w laboratorium ich suszenie, warunki
przechowywania i data waznosci powinny by¢ wyznaczone w ramach laboratoryjnego
programu zapewniania jakosci.

Gotowe, komercyjne ptytki powinny by¢é przechowywane zgodnie z zaleceniami
producenta i wykorzystane przed uplywem terminu waznosci zamieszczonym
na opakowaniu.

W przypadku ptytek z podtozem (zaréwno komercyjnym, jak i przygotowywanym
w laboratorium) przechowywanych w plastikowych torebkach lub zamknietych
pojemnikach, konieczne moze by¢ ich suszenie przed uzyciem (patrz podpunkt 2.3).
Osuszenie ptytek ma na celu unikniecie nadmiaru wilgoci, ktéry moze powodowac
problemy z rozmytymi brzegami strefy i/lub wzrostem mgtawicowym w jej obrebie.
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Tabela 1 | Podtoza do badania lekowrazliwosci

Drobnoustréj Podtoze
Enterobacterales MH agar
Pseudomonas spp. MH agar
Stenotrophomonas maltophilia MH agar
Acinetobacter spp. MH agar
Staphylococcus spp. MH agar
Enterococcus spp. MH agar
Streptococcus grupy A, B, Ci G MH-F agar?
Streptococcus pneumoniae MH-F agar?
Streptococcus grupa viridans MH-F agar?
Haemophilus influenzae MH-F agar?
Moraxella catarrhalis MH-F agar?
Listeria monocytogenes MH-F agar?
Pasteurella multocida MH-F agar’

Campylobacter jejuni i coli
Corynebacterium spp.
Aerococcus sanguinicola i urinae
Kingella kingae

Aeromonas spp.

Achromobacter xylosoxidans
Vibrio spp.

Bacillus spp.

Brucella melitensis

Burkholderia pseudomallei

MH-F agar (patrz Dodatek A)
MH-F agar?

MH-F agar?

MH-F agar?

MH agar

MH agar

MH agar

MH agar

MH-F agar?

MH agar

"MH + 5% mechanicznie odwtdknionej krwi konskiej + 20 mg/L B-NAD
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Przygotowywanie inokulum

3.1

3.2

3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.4

Nalezy przygotowac¢ inokulum o gestosci 0,5 w skali McFarlanda (Tabela 2),
zawieszajgc kolonie danego szczepu w soli fizjologicznej. 0,5 McFarlanda odpowiada
ok. 1-2 x 108 CFU/mL dla Escherichia coli.

Metoda przygotowywania zawiesiny bezposrednio z Kkolonii jest odpowiednia
dla wszystkich drobnoustrojéw, w tym drobnoustrojow wymagajgcych z Tabeli 1.

Kolonie nalezy pobrac, sterylng ezg lub wymazdéwka, z catonocnej hodowli na podtozu
nieselektywnym. Jesli to mozliwe, nalezy pobra¢ kilka podobnych morfologicznie
kolonii, aby unikng¢ wybrania nietypowego wariantu szczepu. Kolonie nalezy zawiesic¢
w soli fizjologicznej i miesza¢ do ustalenia gestosci.

Gestos¢ zawiesiny nalezy doprowadzi¢ do 0,5 McFarlanda (dopuszczalny przedziat
0,4-0,6) przez dodawanie soli fizjologicznej lub kolonii bakterii. Zbyt duza gestosc
inokulum moze powodowaé zmniejszenie strefy zahamowania wzrostu, a zbyt mata —
powodowac odwrotny skutek.

Podczas ustalania gestoSci zawiesiny zaleca sie stosowanie urzgdzen
fotometrycznych. Urzadzenie powinno by¢ skalibrowane w oparciu o wzorzec
0,5 w skali McFarlanda wedtug zalecen producenta.

Gesto$¢ zawiesiny moze by¢é ewentualnie poréwnywana wzrokowo
ze wzorcem 0,5 McFarlanda. Dla utatwienia, gestoS¢ zawiesiny i wzorca
zmetnienia nalezy porownywac na biatym tle w czarne paski.

Zawiesine Streptococcus pneumoniae najlepiej przygotowywac z ptytki
z agarem krwawym, a jej gestos¢ powinna wynosi¢ 0,5 McFarlanda. Je$l
zawiesina Streptococcus pneumoniae przygotowywana jest z ptytki z agarem
czekoladowym, gestos¢ inokulum powinna odpowiada¢ wzorcowi 1 w skali
McFarlanda (dopuszczalny przedziat 0,9-1,1).

Zawiesina powinna zosta¢ uzyta w ciggu 15 minut', a najpozniej w ciggu 60 minut
od przygotowania.

"Element zasady 15-15-15: zawiesine nalezy zuzy¢ w ciggu 15 minut od przygotowania, krazki natozy¢
w ciggu 15 minut od inokulacji ptytki, a inkubacje ptytek rozpoczg¢ w ciggu 15 minut od natozenia
krgzkow.
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Przygotowanie wzorca zmetnienia o gestosci 0,5 w skali

Tabela 2
McFarlanda

1 Nalezy doda¢ 0,5 mL 0,048 mol/L BaCl, (1,175% w/o BaCl,-2H20) do 99,5 mL
0,18 mol/L (0,36 N) H2S04 (1% v/v) i doktadnie wymieszadé.

2 Gestos¢ zawiesiny nalezy sprawdzi¢ za pomocg spektrofotometru przy sciezce
Swiatta dtugosci 1 cm i w odpowiednich kuwetach. Absorbancja przy diugosci
fali 625 nm powinna miesci¢ sie w zakresie od 0,08 do 0,13.

3 Zawiesine nalezy przela¢ do probowek takiej samej wielkosci jak te, ktérych
uzywa sie do przygotowywania zawiesin bakterii i szczelnie zamknggé.

4 Wzorce nalezy przechowywa¢ w temperaturze pokojowej i bez dostepu
Swiatta.

5 Wzorce nalezy doktadnie zworteksowaé bezposrednio przed uzyciem.

6 Po 6 miesigcach przechowywania nalezy sprawdzi¢ absorbancje wykonanych

wzorcow lub przygotowac nowe.
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4 Inokulacja ptytek z podiozem statym

4.1 Przed inokulacjg nalezy upewnic sie, ze ptytki osiggnety temperature pokojowa.

4.2 Inokulum powinno zosta¢ uzyte w ciggu 15 minut', a najpdzniej w ciggu 60 minut
od przygotowania.

4.3 Sterylng wymazéwke bawetniang nalezy zanurzy¢ w zawiesinie.

4.3.1 W  przypadku bakterii Gram-ujemnych nalezy usunaé nadmiar ptynu
z wymazowki przez odcisniecie jej o wnetrze probdwki. Zapobiega
to nadmiernej inokulaciji.

4.3.2 W przypadku bakterii Gram-dodatnich nie nalezy odciska¢ wymazowki
0 wnetrze probowki.

44 W przypadku inokulacji kilku ptytek te samag zawiesing, dla kazdej ptytki nalezy

powtdrzy¢ czynnosci wymienione w podpunkcie 4.3.

4.5 Ptytki mogg by¢ inokulowane recznie poprzez rozprowadzenie zawiesiny w trzech
kierunkach za pomocg wymazowki lub z uzyciem automatycznego inokulatora.
Zawiesine nalezy réwnomiernie rozprowadzi¢ na powierzchni agaru, upewniajgc sie,
ze pomiedzy poszczegdlnymi pasmami nie ma przerw.

4.5.1 W przypadku bakterii Gram-dodatnich nalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na to,

by nie byto przerw pomiedzy poszczegdlnymi pasmami.

4.6  Krazki nalezy natozy¢ w ciggu 15 minut' od inokulaciji.

Jesli inokulowane ptytki przed natozeniem krgzkow pozostang na diuzej
w temperaturze pokojowej, drobnoustroje mogg zaczg¢ sie namnazaé, czego
skutkiem bedzie zanizenie srednic stref zahamowania wzrostu.

TElement zasady 15-15-15: zawiesine nalezy zuzy¢ w ciggu 15 minut od przygotowania, krgzki natozy¢
w ciggu 15 minut od inokulacji ptytki, a inkubacje ptytek rozpoczg¢ w ciggu 15 minut od natozenia
krgzkow.
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5 Naktadanie krazkéw antybiogramowych

5.1 Wymagane zawartosci krgzkéw wymienione zostaty w Tabelach WartoSci
Granicznych i Tabelach Kontroli Jakosci na http://www.eucast.org.

5.1.1 Wartosci graniczne Srednic stref zahamowania wzrostu przez EUCAST oraz
kryteria kontroli jakosci dyskéw sg zatwierdzone dla krgzkéw o srednicy 6 mm

5.2 Krazki powinny pozostawa¢ zamkniete w pojemnikach, w ktorych sg przechowywane,
do uzyskania temperatury pokojowej. Zapobiega to skraplaniu sie wody, ktére moze
prowadzi¢ do szybkiego rozkfadu niektérych antybiotykow.

5.3 Krazki nalezy naktadac¢ na ptytke pewnym ruchem w ciggu 15 minut od jej inokulacji'.
Krazki powinny przylega¢ do powierzchni agaru i po natozeniu nie mogg by¢
przesuwane, poniewaz dyfuzja antybiotyku z krgzka do podtoza zachodzi bardzo
szybko.

5.4 Liczba krgzkéw na piytce powinna by¢é ograniczona, aby strefy nie zachodzity
na siebie, a poszczegdlne antybiotyki nie oddziatywaty na pozostate. Mozliwosc
wiarygodnego pomiaru stref zahamowania wzrostu jest bardzo istotna. Maksymalna
liczba krgzkéw na plytce waha sie w zaleznosci od badanego drobnoustroju
i stosowanych krazkow. Zwykle maksymalna liczba krgzkéw to 6 na ptytce o srednicy
90 mm i 12 na plytce o srednicy 150 mm.

5.4.1 Aby mozliwe byto wykrycie indukowalnej opornosci na klindamycyne
u gronkowcow i paciorkowcow, krazki z erytromycyng i klindamycyng powinny
by¢ potozone w odlegtosci 12-20 mm (liczac od brzegdw krazkow)
dla gronkowcow i odlegtosci 12-16 mm (liczac od brzegdw krgzkow)
dla paciorkowcow.

5.5 Spadek aktywnosci antybiotykéw zawartych w krgzkach powoduje zmniejszenie
Srednic stref zahamowania wzrostu i jest czestym zrédiem biteddéw. Niezbedne
sg nastepujgce $rodki zapobiegawcze:

5.5.1 Krazki, takze te bedgce w uzyciu, nalezy przechowywa¢ w zamknietych
pojemnikach ze srodkiem osuszajgcym i chroni¢ je przed dostepem sSwiatta
(niektére antybiotyki, w tym metronidazol, chloramfenikol i fluorochinolony
sg inaktywowane przy przediuzajgcej sie ekspozycji na swiatto).

55.2 Krazki nalezy przechowywa¢ zgodnie z zaleceniami producenta. Niektore
antybiotyki mogg by¢ mniej trwate od pozostatych (np. amoksycylina — kwas
klawulanowy, cefaklor i karbapenemy), a producenci mogg dysponowac
doktadnymi zaleceniami.

5.5.3 Krazki bedace w uzyciu nalezy przechowywac¢ zgodnie z zaleceniami
producenta. Od momentu otwarcia opakowania, krazki powinny zostac
wykorzystane w czasie okreslonym przez producenta.

554 Po uptywie daty waznosci podanej na opakowaniu krgzki nalezy wyrzucié.

5.5.5 W celu kontrolowania czy antybiotyki w krgzkach nie stracity aktywnosci
W czasie przechowywania, nalezy regularnie nastawia¢ kontrole jakosci
aktualnie uzywanych kragzkéw (patrz punkt 9).

"Element zasady 15-15-15: zawiesine nalezy zuzy¢ w ciggu 15 minut od przygotowania, krgzki natozy¢
w ciggu 15 minut od inokulacji ptytki, a inkubacje ptytek rozpocza¢ w ciggu 15 minut od natozenia
krgzkow.
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6 Inkubacja ptytek

6.1 Ptytki nalezy odwrdcié podtozem do gory, upewniajgc sie, ze krgzki nie spadty
z powierzchni agaru. Inkubacja ptytek powinna rozpoczg¢ sie w ciggu 15 minut'
od natozenia krgzkéw. Pozostawienie ptytek w temperaturze pokojowej po natozeniu
krazkdw moze skutkowaé zawyzeniem srednic stref zahamowania wzrostu.

6.2 Ukfadanie stosow ptytek w cieplarce moze wptywaé na wyniki badan z powodu
ich nierbwnomiernego ogrzewania. Wydajnosc cieplarek jest rozna, dlatego kontrola
inkubacji, w tym odpowiedniej liczby plytek w stosie, powinna by¢ elementem
laboratoryjnego programu zapewniania jakosci. W wiekszosci cieplarek mozna
uktadaé maksymalnie po 5 ptytek w stosie.

6.3 Ptytki nalezy inkubowac w warunkach okreslonych w Tabeli 3.

6.3.1 Ptytki nie powinny by¢ inkubowane dtuzej niz jest to zalecane. Przedtuzenie
inkubacji moze powodowacC wystgpienie wzrostu w obrebie stref i btedne
raportowanie izolatéw jako opornych.

6.3.2 W przypadku badania wrazliwosci Enterococcus spp. na glikopeptydy, kolonie
oporne moga nie by¢ widoczne na ptytkach przed uptywem 24 h, jednak ptytki
moga by¢ oceniane po 16-20 h.
Po 16-20 h mozna raportowa¢ szczep jako oporny, ale inkubacja ptytek
z izolatami uznanymi po tym czasie za wrazliwe musi zosta¢ przediuzona
do 24 h. Po 24 h nalezy odczytac strefy ponownie.

TElement zasady 15-15-15: zawiesine nalezy zuzy¢ w ciggu 15 minut od przygotowania, krgzki natozy¢
w ciggu 15 minut od inokulacji ptytki, a inkubacje ptytek rozpoczg¢ w ciggu 15 minut od natozenia
krgzkow.
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Tabela 3

Warunki inkubacji ptytek z testami do badania
lekowrazliwosci

Drobnoustroéj

Warunki inkubacji

Enterobacterales
Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas maltophilia
Acinetobacter spp.
Staphylococcus spp.

Enterococcus spp.

Aeromonas spp.
Achromobacter xylosoxidans
Vibrio spp.

Bacillus spp.

Burkholderia pseudomallei

Bacillus anthracis

Streptococcus grupy A, B, Ci G
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus grupa viridans
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis

Listeria monocytogenes

Pasteurella multocida

Brucella melitensis

Campylobacter jejuni i coli

Corynebacterium spp.

Aerococcus sanguinicola i urinae

Kingella kingae

35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 £ 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 £ 2 h

35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h (24 h w przypadku
glikopeptydow)

35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 £+ 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 £ 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h
35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h

35+1°C w warunkach tlenowych przez 18 + 2 h

35+1°C w warunkach tlenowych przez 17 £1 h

35+1°C 24-6% CO2przez 18 £ 2 h
35+£1°C 24-6% COz2 przez 18 £ 2 h
35+£1°C 24-6% COz2 przez 18 £ 2 h
35+£1°C 24-6% COz2 przez 18 £ 2 h
35+1°C 24-6% CO2przez 18 £ 2 h
35+1°C 24-6% CO2przez 18 £ 2 h
35+1°C 24-6% CO2przez 18 £ 2 h

35+1°C 24-6% CO2 przez48 2 h

Patrz Dodatek A

35+ 1°C z 4-6% CO:2 przez 18 + 2 h. Inkubacja izolatow, ktérych
wzrost jest niewystarczajgcy po 16-20 h, powinna zostac
przedtuzona do 40-44 h. Po tym czasie nalezy odczyta¢ strefy
zahamowania wzrostu.

35+ 1°C z 4-6% CO:2 przez 18 £ 2 h. Inkubacja izolatow, ktérych
wzrost jest niewystarczajgcy po 16-20 h, powinna zostac
przediuzona do 40-44 h. Po tym czasie nalezy odczyta¢ strefy
zahamowania wzrostu.

35 £ 1°C z 4-6% CO:2 przez 18 £ 2 h. Inkubacja izolatéw, ktérych
wzrost jest niewystarczajgcy po 16-20 h, powinna zostac
przediuzona do 40-44 h. Po tym czasie nalezy odczyta¢ strefy
zahamowania wzrostu.

EUCAST Oznaczanie lekowrazliwosci metodg dyfuzyjno-krgzkowg 13

Wersja 13.0 (Styczen 2025)
www.eucast.org




Kontrola ptytek po inkubacji

7.1

7.11

7.2

7.3

Wynikiem przygotowania odpowiedniej zawiesiny i prawidtowego inokulowania ptytki
powinien by¢ wzrost zlewny.

Jesli widoczne sg poszczegodlne kolonie, inokulum byto zbyt mate, a badanie
powinno zostac¢ powtdrzone.

Na catej powierzchni agaru wzrost powinien by¢ rownomierny, aby krawedzie stref
byly regularne, a nie postrzepione.

Nalezy sprawdzaé czy srednice stref zahamowania wzrostu dla szczepéw
wzorcowych mieszczg sie w dopuszczalnych zakresach (http://www.eucast.org).
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Pomiary stref i interpretacja lekowrazliwosci

8.2

8.3

8.4

8.5

8.5.1

8.6

8.7

8.8

8.9
8.9.1

8.9.2

Dla wszystkich antybiotykéw (o ile nie zaznaczono inaczej w podpunkcie 8.9) granica
strefy powinna by¢ odczytywana w punkcie catkowitego zahamowania wzrostu
ocenianego okiem nieuzbrojonym z odlegtosci ok. 30 cm od ptytki. Jesli granice strefy
zahamowania wzrostu sg trudne do wyznaczenia, trzymanie ptytki pod katem 45
stopni do blatu roboczego moze utatwia¢ odczyt.

Ptytki z podtozem niewzbogaconym nalezy odczytywa¢ na ciemnym tle, od tytu,
w Swietle odbitym.

Piytki z podtozem wzbogaconym nalezy odczytywaé od przodu, ze zdjetg
przykrywka, w swietle odbitym.

Nie nalezy oglada¢ ptytek w sSwietle przechodzgcym (unosi¢ ptytek pod sSwiatto),
ani uzywacé szkta powiekszajgcego, o ile nie zaznaczono inaczej (patrz podpunkt
8.9).

Srednice stref zahamowania wzrostu nalezy mierzyé z doktadnoscig do milimetra
za pomoca linijki lub suwmiarki.

Jesli uzywany jest automatyczny czytnik stref, musi by¢é on skalibrowany
z odczytem manualnym.

Srednice stref nalezy zaszeregowywaé do danej kategorii wrazliwoséci zgodnie
z  aktualnymi  Tabelami  Wartosci  Granicznych EUCAST  dostepnymi
na http://www.eucast.org.

Jesli do interpretacji srednic stref uzywane sg szablony, piytka powinna by¢
umieszczona na szablonie, a $rednice stref interpretowane zgodnie z zaznaczonymi
na nim wartosciami granicznymi EUCAST. Nalezy sprawdza¢ czy wartosci
zaznaczone na szablonach sg zgodne z aktualng wersjg Tabel Wartosci Granicznych
EUCAST. Program do przygotowywania szablonéw zostat bezptatnie udostepniony
na http://bsac.org.uk/susceptibility/template-program.

Przyktadowe zdjecia przedstawiajgce sposob odczytu $rednic stref zahamowania
wzrostu zamieszczone zostaty w Przewodniku Odczytu (EUCAST Reading Guide)
na http://www.eucast.org. Dokument ten zawiera takze wytyczne odczytu
dla konkretnych potgczen drobnoustréj-antybiotyk.

Szczegotowe instrukcje odczytu:

W przypadku podwodjnych stref lub kolonii wyraznie widocznych w obrebie
strefy, nalezy sprawdzi¢ czystos¢ hodowli i w razie potrzeby powtérzy¢ test.
Jesli hodowle sg czyste, nalezy wzigé pod uwage kolonie w strefie podczas
pomiaru jej srednicy.

W przypadku trimetoprimu i trimetoprimu z sulfametoksazolem w obrebie
strefy moze pojawia¢ sie podrost pod krgzek z powodu obecnosci
antagonistow w podtozu. Taki wzrost powinien byé ignorowany, a Srednica
strefy mierzona na jej wyrazniejszej granicy

W przypadku Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans i
Burkholderia pseudomallei oraz krgzka trimetoprim- sulfametoksazol, kazdy
izolat przejawiajgcy jakiekolwiek oznaki wystgpienia strefy wiekszej lub réwne;j
wartosci granicznej wrazliwosci powinien by¢ raportowany jako wrazliwy.
Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze w obrebie strefy moze wystepowac znaczny
wzrost. Brak strefy powinien by¢ raportowany wtedy, kiedy szczep podrasta
pod krgzek i nie ma zadnego sladu strefy zahamowania wzrostu.
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8.9.3

8.9.4

8.9.5

8.9.6

8.9.7

8.9.8

8.9.9

8.9.10

8.9.11

8.9.12

8.9.13

W przypadku Aeromonas spp. i Brucella melitensis oraz krgzka trimetoprim-
sulfametoksazol, nalezy odczytywaé wyrazng strefe zahamowania wzrostu i
ignorowa¢ wzrost mgtawicowy lub kolonie w jej obrebie. Jesli krawedz
wewnetrznej strefy jest wyraznie widoczna, nalezy odczytywac jg jako strefe
zahamowania wzrostu.

W przypadku Enterobacterales i krazka z ampicyling, ampicyling z
sulbaktamem i amoksycyling z kwasem klawulanowym nalezy ignorowac
delikatny wzrost tworzgcy wewnetrzng strefe na niektérych seriach agaru
Mueller-Hinton.

W przypadku Enterobacterales i krgzka z temocyling nalezy ignorowaé
pojedyncze kolonie w strefie zahamowania wzrostu i odczytywa¢ zewnetrzng
krawedz strefy.

W przypadku Enterobacterales i krgzka z mecylinamem nalezy ignorowac
pojedyncze kolonie w strefie zahamowania wzrostu i odczytywaé zewnetrzng
krawedz strefy.

W przypadku Escherichia coli i krgzka z fosfomycyng nalezy ignorowacé
pojedyncze kolonie w strefie zahamowania wzrostu i odczytywaé zewnetrzng
krawedz strefy.

W przypadku Proteus spp. nalezy ignorowaé wzrost mgtawicowy i odczytywac
strefe zahamowania wzrostu.

W przypadku Staphylococcus aureus i krgzka z penicyling benzylowg o
Srednicy = 26 mm, nalezy dokfadnie przyjrze¢ sie granicy strefy od przodu
ptytki, pod $wiatto (w Swietle przechodzgcym). Izolaty, ktérych strefa
zahamowania wzrostu jest wieksza lub rowna wartosci granicznej wrazliwosci,
ale jej brzeg jest ostry, powinny by¢ raportowane jako oporne.

Jesli do wykrywania opornosci na metycyline u Staphylococcus spp. uzywana
jest cefoksytyna, nalezy zmierzy¢é wyrazng strefe i przyjrze¢ sie
jej doktadnie przy dobrym oswietleniu w celu znalezienia kolonii w jej obrebie.
Ich obecno$¢ moze swiadczy¢ o zanieczyszczeniu lub ekspresji heterogenne;j
opornosci na metycyline.

W przypadku Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium i srednicy strefy
zahamowania wzrostu wokot krgzka z wankomycyng =12 mm, nalezy
przyjrze¢ sie strefie od przodu ptytki, pod swiatto (w Swietle przechodzgcym).
Rozmyte krawedzie strefy i kolonie w jej obrebie wskazujg na opornos¢ na
wankomycyne — wymagane sg dalsze badania. |Izolat nie moze by¢ uznany za
wrazliwy przed uptywem 24-godzinnej inkubacji.

W  przypadku paciorkowcow hemolizujgcych nalezy odczytywacé strefe
zahamowania wzrostu, a nie hemolizy. B-hemoliza jest zwykle wolna
od wzrostu, jednak a-hemoliza i wzrost zwykle sie pokrywajg. Aby fatwiej
odrézni¢ hemolize od wzrostu nalezy poruszac¢ ptytkg zmieniajac kat jej
nachylenia.

W przypadku H. influenzae z antybiotykami p-laktamowymi, kiedy w wyraznej
strefie zahamowania wzrostu pojawia sie podrost tuz przy krgzku, nalezy
odczytywaé zewnetrzng krawedz strefy.

W przypadku Brucella melitensis i krgzka z ryfampicyng nalezy dokfadnie
przyjrze¢ sie pod katem kolonii w poblizu krawedzi strefy. Kolonie powinny
by¢ brane pod uwage podczas czytania.
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Kontrola jakosci

9.1

9.1.1

9.2

9.3

9.4

9.4.1

9.5

W celu kontroli jakosci wynikdw oznaczenia nalezy uzy¢ szczepdw wzorcowych
wymienionych w Tabeli 4. Podstawowymi szczepami kontrolnymi sg typowe, wrazliwe
szczepy. Szczepy oporne takze mogg by¢ wykorzystywane do potwierdzenia, ze dang
metodg mozna wykry¢ opornoS¢ zwigzang ze znanymi mechanizmami opornosci
(rozszerzona kontrola jakosci, Tabela 5). Szczepy wzorcowe mozna naby¢ z kolekcji
kultur lub ze zrédet komercyjnych.

Do kontroli inhibitora w krgzkach z potgczeniem B-laktam — inhibitor -
laktamazy, rekomendowane sg konkretne, produkujgce B-laktamaze szczepy
(Tabela 4). Powinien by¢ to element rutynowej kontroli jakosci. Antybiotyk
jest sprawdzany z uzyciem wrazliwego szczepu QC.

Szczepy wzorcowe powinny byé przechowywane w warunkach, ktére zapewnig im
przezywalno$¢ i utrzymanie cech charakterystycznych. Praktyczng metodg jest
przechowywanie szczepéw w -70°C na kulkach szklanych w bulionie z dodatkiem
glicerolu (lub ich komercyjnym odpowiedniku). Kazdy szczep powinien by¢
przechowywany w dwoéch powtérzeniach: jedno do biezgcego uzycia, drugie jako
bank, z ktérego w razie potrzeby uzupetnia sie probowke do biezgcego uzycia.

Co tydzien nalezy wysiewaé szczep z probéwki do biezacego uzycia na odpowiednie
podioze nieselektywne w celu kontroli czystosci. Z tak uzyskanej czystej hodowli
nalezy przygotowywa¢ nowe hodowle na kazdy dzien tygodnia. W przypadku
drobnoustrojow wymagajgcych, ktérych przezywalnos¢ na ptytce jest krotsza niz
tydzieh, nowe hodowle powinny by¢ przygotowywane kolejno kazdego dnia. Szczepy
wzorcowe mogg by¢ przesiewane przez maksimum szes¢ dni, po ktérych ptytki nalezy
wyrzuci¢. Materiat na nowg ptytke do kontroli czystosci powinien zosta¢ wysiany z
zamrozonej probéwk do biezgcego uzycia. Kiedy zawartos¢ probowki do biezgcego
uzycia sie skonczy, nalezy wysia¢ materiat z banku (z podpunktu 9.2), a z uzyskanej
hodowli przygotowaé kolejng probdéwke do biezgcego uzycia.

Przy przesiewaniu szczepéw kontrolnych nalezy pobiera¢ kilka kolonii, aby unikngé
wyselekcjonowania mutantow.

Wyniki szczepow kontrolnych powinny miesci¢ sie w dopuszczalnych zakresach
wartosci umieszczonych w Tabelach Kontroli Jakosci EUCAST (EUCAST QC Tables)
dostepnych na http://www.eucast.org.

W Tabelach Kontroli Jakosci EUCAST wyszczegdlnione sg zardéwno
dopuszczalne zakresy wartodci, jak i wartosci oczekiwane. Powtorzenie
badania szczepéw wzorcowych EUCAST powinno daé srednice stref wokot
krazkéw losowo rozmieszczone w zalecanych zakresach wartosci. Jesli liczba
testow jest 210, Srednia wielkos¢ strefy powinna by¢ zblizona do wartosci
oczekiwanej (1 mm od wartosci oczekiwanej).

W celu kontrolowania wynikdw oznaczen nalezy uzywac¢ rekomendowanych szczepow
do rutynowej kontroli jakosci. Nalezy uzywac¢ catonocnych hodowli szczepéw
wzorcowych oraz stosowac takg sama procedure badania jak dla izolatow klinicznych.

Kontrola powinna by¢ nastawiana i sprawdzana codziennie, a przynajmniej cztery razy
w tygodniu dla antybiotykow, ktére sg oznaczane rutynowo. Wyniki kontroli powinny
by¢ odczytywane i oceniane przed wystawieniem wynikdw oznaczenia lekowrazliwo$ci
dla izolatéw klinicznych.
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9.5.1

9.5.2

9.56.3

9.54

9.56.5

9.6

9.6.1

9.6.2

Kazdego dnia, kiedy nastawiane sg badania, nalezy przejrze¢ wyniki minimum
20 ostatnich oznaczen pod katem wystepowania trendow Ilub statego
sytuowania sie wynikow powyzej lub ponizej wartosci oczekiwane;.

Jesli dwa nie-kolejne wyniki znajdujg sie poza dopuszczalnym zakresem po tej
samej stronie wartosci oczekiwanej, mozna raportowac wyniki lekowrazliwosci
dla izolatéw klinicznych, ale nalezy zbadac tego przyczyne.

Jesli wyniki dwoch kolejnych oznaczeh znajdujg sie poza dopuszczalnym
zakresem lub jesli wyniki dla wielu krgzkéw nastawianych jednego dnia
znajdujg sie poza dopuszczalnym zakresem, nalezy zbadac przyczyne przed
wydaniem wynikéw oznaczenia lekowrazliwosci dla izolatow klinicznych.
Oznaczenia moga wymagac powtorzenia.

Jesli oporny szczep wzorcowy nie daje wyniku "oporny", nalezy wstrzymac
wydawanie wynikéw oznaczenia lekowrazliwosci dla izolatow Kklinicznych,
zbadac przyczyne i powtdrzy¢ oznaczenia.

Podczas szukania mozliwych przyczyn btedow w metodzie dyfuzyjno-
krazkowej nalezy rozwazy¢ problemy zwigzane z krgzkami antybiogramowymi,
podtozami, warunkami oznaczen oraz szczepami wWzorcowymi.

Poza rutynowg kontrolg jakosci, nalezy sprawdza¢ kazdg nowg serie agaru Mueller-
Hinton w celu upewnienia sie, ze wszystkie strefy znajdujg sie w dopuszczalnych
zakresach wartosci. Dla kazdej nowej partii podtoza Mueller-Hinton nalezy takze
zmierzy¢ gtebokos¢ agaru, aby upewni¢ sie, ze miesci sie w dopuszczalnych
granicach.

Aminoglikozydy mogg uwidacznia¢ niedopuszczalne zmiany zawartosci kationdw
dwuwartosciowych w podtozu, tigecyklina — zmiany w zawartosci magnezu,
trimetoprim-sulfametoksazol wskazuje na nieprawidtowg zawartos¢ tyminy i tymidyny,
a erytromycyna — niedopuszczalne pH. Zbyt gruba lub zbyt cienka warstwa agaru
powoduje odpowiednio zanizenie lub zawyzenie wielkosci stref zahamowania wzrostu.

Wyniki kontroli jakosci krgzkéw z aminoglikozydami dla P. aeruginosa ATCC
27853 ponizej lub powyzej dopuszczalnego zakresu mogg wskazywaé na
odpowiednio za wysokie lub za niskie stezenie kationow dwuwartosciowych
(Ca?*, Mg*).

Wyniki kontroli jakosci krazkéw z potgczeniem trimetoprim-sulfametoksazol
dla E. faecalis ATCC 29212 ponizej dopuszczalnego zakresu mogg
wskazywaé na nadmiar tyminy i tymidyny w podtozu.
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Tabela 4 | Drobnoustroje w rutynowej kontroli jakosci

Drobnoustroj

Szczep

Charakterystyka

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas
aeruginosa

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Streptococcus
pneumoniae

ATCC 25922
NCTC 12241
CIP 76.24
DSM 1103
CCUG 17620
CECT 434

ATCC 35218
NCTC 11954
CIP 102181
DSM 5923
CCUG 30600
CECT 943

NCTC 13353

ATCC 700603

NCTC 13368
CCUG 45421
CECT 7787

Wrazliwy, typ dziki

B-laktamaza TEM-1, oporny na ampicyline
(do kontroli inhibitora w krgzkach z potgczeniem
B-laktam — inhibitor B-laktamazy)

Producent ESBL (CTX-M-15) i OXA-1
(do kontroli inhibitora w krgzkach z potgczeniem
B-laktam — inhibitor B-laktamazy)

Producent ESBL (SHV-18)
(do kontroli inhibitora w krgzkach z potgczeniem
B-laktam — inhibitor B-laktamazy)

ATCC BAA-2814 KPC-3, SHV-11i TEM-1

ATCC 27853
NCTC 12903
CIP 76.110
DSM 1117
CCUG 17619
CECT 108

ATCC 29213
NCTC 12973
CIP 103429
DSM 2569
CCUG 15915
CECT 794

ATCC 29212
NCTC 12697
CIP 103214
DSM 2570
CCUG 9997
CECT 795

ATCC 49619
NCTC 12977
CIP 104340
DSM 11967
CCUG 33638

(do kontroli inhibitora w krgzkach z potgczeniem
B-laktam — inhibitor B-laktamazy)

Wrazliwy, typ dziki

Staby producent B-laktamazy

Wrazliwy, typ dziki

Obnizona wrazliwo$¢ na penicyling benzylowg
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Haemophilus influenzae  ATCC 49766

Campylobacter jejuni

NCTC 12975
CIP 103570
DSM 11970
CCUG 29539

ATCC 33560
NCTC 11351
CIP 70.2T
DSM 4688
CCUG 11284

Wrazliwy, typ dziki

Wrazliwy, typ dziki
Warunki badania: patrz Dodatek A

Tabela 5 Drobnoustroje w rozszerzonej kontroli jakosci

do wykrywania okreslonych mechanizméw opornosci

Drobnoustroj

Szczep

Charakterystyka

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Haemophilus influenzae

ATCC 700603 Producent ESBL (SHV-18)

NCTC 13368
CCUG 45421
CECT 7787

NCTC 12493
CCUG 67181

ATCC 51299
NCTC 13379
CIP 104676
DSM 12956
CCUG 34289

ATCC 49247
NCTC 12699
CIP 104604
DSM 9999
CCUG 26214

mecA dodatni, metycylinooporny (MRSA)

Obecnos¢ enzymu modyfikujgcego aminoglikozydy
(wysoki poziom opornosci na aminoglikozydy — HLAR)
i opornos¢ na wankomycyne (vanB dodatni)

Obnizona wrazliwos¢ na B-laktamy z powodu mutacji PBP
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Dodatek A
Badanie Campylobacter jejuni i Campylobacter coli metoda
dyfuzyjno-krazkowa

Ponizsze zasady (Tabela A1) powinny by¢ stosowane podczas badania Campylobacter jejuni
i Campylobacter coli metodg dyfuzyjno-krazkowg wg EUCAST.

Zastosowanie metody dyfuzyjno-kragzkowej

Tabela A1 S, .
dla Campylobacter jejuni i Campylobacter coli

Podtloze Mueller-Hinton agar z 5% odwitdknionej krwi konskiej i 20 mg/L B-NAD
(MH-F)
W celu ograniczenia wzrostu mgtawicowego, ptytki z agarem MH-F
powinny zosta¢ osuszone przed inokulacjg (w 20-25°C przez noc
lub 35°C, bez przykrywki, przez 15 minut).

Inokulum 0,5 McFarlanda

Inkubacja warunki mikroaerobowe
41+1°C
24h+t1h
Wynikiem inkubacji powinien by¢ wzrost zlewny. Niektore izolaty C. coli
mogg nie wykazywac wystarczajgcego wzrostu po 24 h. Ich inkubacja
powinna zosta¢ przediuzona, a strefy zahamowania wzrostu odczytane
po 40-48 h.
Temperatura inkubacji 41 + 1°C zostata dobrana w celu stworzenia
warunkéw sprzyjajacych wzrostowi Campylobacter spp.

Odczyt Piytki z podtozem MH-F nalezy odczytywac¢ od przodu ptytki, ze zdjetg

przykrywka, w $wietle odbitym.

Krawedzie stref powinny by¢ odczytywane w punkcie catkowitego
zahamowania wzrostu ocenianego okiem nieuzbrojonym z odlegtosci
ok. 30 cm i pod katem 45 stopni do blatu roboczego.

Kontrola jakosci = Campylobacter jejuni ATCC 33560
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