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DDM DDM vsvs  EE--testtest  
Disková difúzní metoda: 
- Kvalitativní test  

- Výsledky C=citlivý, R=rezistentní, I= citlivý, zvýšená expozice 

- Plotny s agarem, disky s antibiotikem, difúze antibiotika do 

agaru z disku, na povrch agaru naočkován testovaný mikr. 

- V místě, kde působí koncentrace antibiotika dostatečně 

inhibičně je „projasněná“ zóna bez nárůstu = inhibiční zóna 

- Pozor na správné odečítání, nutno měřit průměry inhibičních 

zón = > ATM s velkými molekulami poskytují menší zóny 

     (z důvodu horší mobility/difúze) 

 
E-test 
- Kvantitativní test  

- Výsledky: lze odečíst hodnotu MIC 

- Plotny s agarem, disky s proužky napuštěnými gradientem 

antibiotika, difúze antibiotika do agaru, na povrch agaru 

naočkován testovaný mikroorganizmus 

- V místě, kde působí koncentrace antibiotika dostatečně 

inhibičně je „projasněná“ zóna bez nárůstu = elipsoidní 

inhibiční zóna 

- Pozor na správné odečítání, nutno správně kvalifikovat 

místo, kde protne hranice inhibiční zóny příslušnou 

koncentraci ATM (vytištěno na proužku) 



Disková difúzní metodaDisková difúzní metoda  
KVALITATIVNÍKVALITATIVNÍ  metoda poskytující výsledkymetoda poskytující výsledky  

  

    C ... citlivost (susceptibility) 

 

  R ... rezistence (resistance) 

   

  I …  citlivý, zvýšená expozice (dříve intermediárně citlivý, intermediate)  

 
Nově  (2019) EUCAST uvádí  I = Citlivý, zvýšená* expozice** 

*v EN EUCAST: „Susceptible, Increased exposure“ zachovává zkratku „I“ pro tuto kategorii; 

** expozice mikrooganizmu v místě infekce závisí na způsobu podávání, dávce, dávkovacím intervalu a době infúze 

antimikrobního přípravku, a rovněž na jeho distribuci, metabolizmu a exkreci. 

Nově (2017) CLSI uvádí pojem necitlivý (nonsusceptible) 

 … tam kde je R raritní nebo nedefinovaná) 



Disková difúzní metoda 

 Cílem  je prokázat rezistenci (citlivost) testovaných 
bakteriálních kmenů k antibakteriálním látkám. 

 

 Rozsah :  
 vhodná především ke stanovení citlivosti 

(rezistence) u rychle rostoucích nenáročných 
bakterií.  

 

 méně vhodná pro pomalu rostoucí bakterie a 
bakterie se speciálními nároky (včetně anaerobů)  

 - pro  tyto druhy bakterií jsou vyvinuty modifikace 
metod, půd i kultivačních podmínek. 

 
Poslední aktualizace EUCAST verze 10.1, leden 2023 viz : 
 Manual_v_11.0_EUCAST_Disk_Test_2023.pdfManual_v_11.0_EUCAST_Disk_Test_2023.pdf  

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Disk_test_documents/2023_manuals/Manual_v_11.0_EUCAST_Disk_Test_2023.pdf


Disková difúzní metoda Disková difúzní metoda --  principprincip  
 Metoda je   založena   na   inokulaci   standardizovaným   inokulem   

mikroorganismů - původců patogeního procesu, na povrch média - 
nejčastěji Mueller - Hinton Agaru rozplněného na Petriho miskách.  

 

 Po inokulaci a odsátí přebytečného množství inokula jsou na povrch 
média umístěny standardní papírové disky s antimikrobiální látkou.  

 

 Po předepsané inkubaci (16-20 hodin (EUCAST nebo specificky dle 
druhu mikroorganismu) je měřen průměr zón inhibice okolo každého 
disku.  

 

 Při dodržení všech kroků standardizovaného postupu platí pravidlo, 
že velikost zón je inverzně proporcionální k breakpointu MIC 
mikroorganismů a je důležitá pro určení terapeuticky dosažitelné 
hladiny léčiv v krvi při systémových onemocněních nebo hladiny v 
moči při močových infekcích. 

 

 Metoda je standardní a spolehlivá za předpokladu přísného 
dodržení pracovního postupu, přesného měření inhibičních zón, 
přesného systému kontrol a správné interpretace. 



Disková difúzní metoda - význam 

 Základní výsledky stanovení slouží jako 
podklad pro výběr antimikrobních látek se 
zaměřením na cílenou léčbu onemocnění 
způsobenou zkoumaným infekčním agens. 

 

 Rozšířené výsledky (včetně výsledků 
testování látek nepoužívaných v terapii) slouží 
jako podklad pro monitorování a přehledy 
rezistence. 

 

 Speciální výsledky pro účely taxonomické 
nebo pro účely laboratorního ověřování nově 
registrovaných přípravků. 



Disková difúzní metodaDisková difúzní metoda  

 Pozn.Pozn.    

Výsledky kvalitativního vyšetření diskovou 

difúzní metodou nemusí být vždy dostačující 

pro výběr, dávkování a léčbu některých 

infekcí, které vyžadují kvantitativní stanovení 

MIC (sepse, meningitis, endokarditis …). 



Půdy pro kultivaci 

Nenáročné bakterie:  

Mueller-Hinton agar 

 

Enterobacterales 

Pseudomonas spp. 

Stenotrophomonas maltophilia 

Acinetobacter spp. 

Staphylococcus spp. 

Enterococcus spp. 

Aeromonas spp. 

Achromobacter xylosoxidans 

Burkholderia pseudomallei 

Vibrio spp. 

Bacillus spp. 

  

Náročné bakterie: 

Mueller-Hinton agar + 5% 

mechanicky defibrinované 

koňské krve + 20 mg/L β-

NAD (MH-F) 

Streptococcus pneumoniae 

Streptokoky sk A,B, C a G 

Sk viridujících streptokoků 

Haemophilus influenzae 

Moraxella catarrhalis 

Listeria monocytogenes 

Pasteurell multocida 

Campylobacter jejuni a C. coli 

Corynebacterium spp. 

Aerococcus sanguinicola a urinae 

Kingela kingae 

 

 
Dle EUCAST verze 11.0, 2023 



Disková difúzní metoda  
kultivační média kultivační média   

 Mueller - Hinton agar (MHA) - komerčně vyráběné medium : 

 MHA bez obohacení vyhovuje pro testování citlivosti většiny nenáročných kmenů.  

 Růst některých druhů lze podpořit přidáním 5% defibrinované koňské/(dříve se 
doporučovala a používala i beraní) krve do půdy - vznikne : 

   

 Krevní Mueller-Hinton agar (KMHA) -  

 komerční základ MHA  + 50 ml defibrinované koňské (dříve i beraní) a 20 mg β-
NAD krve na 1000 ml půdy vychlazené na max 45 °C a pečlivé promíchávání. 

 

 K testování citlivosti hemofilů a gonokoků lze použít speciální komerční produkty např.: 

  

 MH – F (dle EUCAST) nahradil Haemophilus test medium  - (HTM) – dle CLSI 

   

dříve se také používalo v laboratoři připravené médium:  

  

 Čokoládový Mueller - Hinton agar (ČMHA)  

 Pozor ! výsledky citlivosti některých antimikrobiálních látek jsou na tomto 
 médiu podhodnoceny -  např. sulf / trimetoprim. 

 

Příprava inokula (dle růstové náročnosti mikroorganizmů): 

  Fyziologický roztok 

  Živný bujon 

  Mueller - Hinton živný bujon ( MHB) 



(zdroj EUCAST(zdroj EUCAST®®, 2010), 2010)  



Disková difúzní metoda   
standardizace metody standardizace metody ––  kultivační médiumkultivační médium  

     

 DNES již  často komerčně dodáváno rozplněné 

    Pokud provádíte experimenty a půdy si připravujete sami: 

 Rozplnění sterilního kultivačního média  

 po 25 ml u P.M. o průměru 90 mm … na jednotlivé P.M. 

 Po 31 ml u P.M. o průměru 100 mm 

 Po 71 ml u P.M. o průměru 150 mm 

 Po 40 ml na čtvercové plotny (100 x 100 mm) 

Zkontrolovat zejména při nákupu nových misek skutečně 
potřebný objem pro dosažení 4mm vrstvy !!! 

 

Nalévat na přesně vodorovné podložce (kontrola vodováhou):  

      výška agaru 4 mm. 

 

 Pozor při doplňování suplementů (krev, NAD) nutno půdu 
ochladit na cca 42 – 45 °C 

 



Disková difúzní metoda   
standardizace metody: uchovávání ploten s standardizace metody: uchovávání ploten s 

kultivačním médiemkultivačním médiem  

 Uchovávání P.M.  

 Jedna až tři  misky z každé připravené série se 
inkubují při 37°C / 24 hodin pro kontrolu sterility (v 
odděleném termostatu).  

 

 Plotny lze uchovat týden při chladničkové teplotě 
+4°C. Zatavením ploten do sáčků nebo důkladným 
přebalem alobalem lze zamezit odparu vody a 
prodloužit dobu použitelnosti na 2 týdny po přípravě. 

  

 Před použitím je nutno odstranit kapky kondenzní 
vody na povrchu ploten krátkým předsušením (bez 
víčka, do 15 minut / 35°C (EUCAST, 2019) 

 

 Sledujte/respektujte rovněž pokyny výrobce médií. 

  



Disková difúzní metoda   
standardizace metody: vlhkost plotenstandardizace metody: vlhkost ploten  

 Před inokulací plotny mají mít pokojovou teplotu 

 Povrch agaru před použitím nesmí vykazovat známky 

přebytečné vlhkosti 

 Plotny ale nesmějí být ani přesušené  

 v žádném případě ne odchlipující se agar od stěn misky, prasklinky!) 

 Kapičky vody na agaru nebo víčku misek(zejména pozor u 

ploten skladovaných v sáčku, alobalovém přebalu) 

 Nadbytek vlhkosti způsobuje neostré okrej zón, povlak uvnitř zón 

 Plotny lze předsušit v případě potřeby: 

 při 20-25°C, nebo  

 s odkrytým víčkem 35°C/15 min (zde pozor na kontaminaci!) 



Disková difúzní metoda Disková difúzní metoda --  diskydisky  

Spektrum testovaných antimikrobiálních látek závisí : 
 druhu testovaného mikroorganismu 

 typu infekce a k tomu odpovídajících antibiotik např. podle schopnosti  

      pronikat do určitých tkání 

 typu zvířete (druh, stáří, potravinové – nepotravinové) 

 účelu vyšetření - viz základní, rozšířené a speciální typy testů 

 dostupnosti testovaných antibiotik (u určitých typů antimikrobních látek lze 
testovat analoga nebo zástupce určité farmakologické skupiny a výsledky  
vztáhnout a interpretovat pro jednotlivá atb) 

 

Při použití Petriho misek s maximálním průměrem 9 cm by měla sestava  

obsahovat maximálně 6 disků. Sestavy by měly být po určité období 

víceméně stabilní ( pro možnost srovnávání výsledků).  

 

Pro kladení stabilních sestav disků lze použít tzv. disk dispenzorů = dávkovačů 

pro atb disky, kde můžeme zachovat i pořadí disků (výhodné pro poloautomatické 

nebo automatické hodnocení). 



Disková difúzní metoda  
standardizace metody standardizace metody --  diskydisky  

 Uchovávání disků 
 Disky se uchovávají v závislosti na druhu antibiotika a doporučení výrobce 

v rozmezí -20°C až  +  4°C. Na obalu disků musí být vyznačeno datum 
expirace a přesný způsob uchovávání disků.  

 Pozor na disky s labilními antibiotiky (řídit se pokyny výrobce) 

 

 Nelze používat disky s prošlou expirací, nebo s nevhodným způsobem 
uskladnění.  

 

 Disky distribuované v dávkovacích kontejnerech, které po prvním otevření 
umožňují navlhání skladujeme  v uzavřených zkumavkách s gumovou 
zátkou s tbl absorbující  vlhkost (ta je přiložena v původním balení).  

 

 Dvě hodiny před použitím se disky umístí do pokojové teploty pro 
odstranění kondenzní vody. Lépe je ponechat disky během pracovního dne 
v pokojové teplotě než je opakovaně vytahovat a ukládat do lednice. 

  
PoznPozn  . Disky musí vykazovat odpovídající reakci s citlivým referenčním mikroorganismem. Disky musí vykazovat odpovídající reakci s citlivým referenčním mikroorganismem  



Disková difúzní metoda: 
standardizace metody standardizace metody --  inokuluminokulum  

Příprava inokula o vyhovující koncentraci buněk: 

používá se fyziologický roztok - 

zákalový standard 0,5 dle McFarlanda 

odpovídající koncentraci: 

1 - 2 x 108 buněk/ml pro E. coli…    

EUCAST, 2019 + video) 

  

Výjimka: S. pneumoniae 0.5 McFarland z krevního agaru,  

      ALE 1.0 McFarland z čokoládového agaru 

  
Hodnocení referenční suspenze a suspenze 

mikroorganismů pomocí zákalometru. 



Poznámky 
 Lze použít tampónu a  rotačního plotnového inokulátoru 

 Pro G+ nevymačkávat tampon o stěnu zkumavky, dávat  

    VELMI pozor, aby bylo skutečně hustě, bez mezer naočkováno 

 Pro G- lehce vymáčknout tampón o stěnu zkumavky, lehce 

opět, pokud možno bez mezer naočkovat 

 Inokulujete-li pouze rukou+tamponem, použít křížem 3 směry 

https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-

xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ  

  

https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ
https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ
https://www.youtube.com/watch?v=iRveNVZ-xxk&index=2&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ


Disková difúzní metoda  Disková difúzní metoda  
standardizace metody standardizace metody ––  referenční referenční 

mikroorganismymikroorganismy  

 Referenční mikroorganismyReferenční mikroorganismy    
 jsou kmeny se stabilními vlastnostmi a známou 

citlivostí k antibiotikům poskytované sbírkami 
typových kultur.  

 Slouží pro kontrolu přesnosti stanovení a kontrolu 
dodržování  standardní hustoty inokula a 
standardního pracovního postupu.  

 S touto kontrolou je nutno pracovat nejlépe při každé 
sérii stanovení, zcela nezbytná je pak kontrola každé 
nové série půd a disků. 



Kontrola kvality MH dle EUCASTKontrola kvality MH dle EUCAST  

 Ověření, zda zejména kvalita nárůstu a velikost inhibičních zón 

odpovídá referenčním hodnotám se sbírkovými kmeny: 

 

Indikátory problémů jsou: 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: 

 Inhibiční zóny AMINOGLYKOSIDŮ o menším/větším průměru 

než je dolní/horní limit indikují vysokou/nízkou hladinu 

dvojmocných kationtů v kultivační půdě ! 

 

 Enterococcus faecalis ARCC 29 212: 

 Inhibiční zóny SULFAMETHOXAZOLU/TRIMETHOPRIMU 

o menším průměru než je dolní limit ukazují an vysoký obsah 

thyminu a thymidinu v půdě 

 



Obecně interferující látky a parametry 

ovlivňující správnost výsledků 
  

 Nízký obsah živných látek    je příčinou zvětšení zón inhibice. 

 

 Výška agarové vrstvy   nízká vrstva způsobuje neúměrné zvětšení zón inhibice 

 

 Hustota inokula   nízká hustota způsobuje neúměrné zvětšení zón inhibice 

               vysoká hustota způsobuje neúměrné zmenšení zón inhibice 

 

 Nesprávně   připravený nebo znehodnocený zákalový standard. 

 

 Kontaminace   testovaného kmene ze vzorku nebo referenčního kmene 

 

 Změna vlastností  referenčního kmene, která způsobuje zkreslení v hodnocení výsledků. 

 

 Nestandardní obsah antibiotika v disku způsobený prošlou expirací, nesprávným skladováním nebo 
   navlhnutím disků. 

 

 Obsah iontů Ca a Mg  v testovacím médiu : např při  vysokém obsahu těchto iontů mají i kmeny 

   citlivé k aminoglykosidům  inhibiční zóny menší než je limit citlivosti, (ko 

   kvality P. aeruginosa ATCC 27853 (EUCAST), problémy i s tetracykliny 

 

 Krevní komponenty  (vyjma koňské krve) obsahující thymidin a ovlivňující výsledky   

    sulfonamidů, trimetoprimu a jejich kombinací. Výsledky pro tato  

   antibiotika na KMHA s beraní krví bývají podhodnocovány. Ko kvality s  

   kmenem  E. faecalis ATCC 29212 ( EUCAST) 

 

 pH půdy :   nižší pH nižší účinnost makrolidů a aminoglykosidů, vyšší tetracyklinů 

    a beta-laktámů a naopak.  



Disková difúzní metoda,  
aneb na detailech záleží, testujte a interpretujte dle metodik 

vydaných stejným úřadem ( v max možném rozsahu) 

 Kultivace mikroorganizmu  základní či speciální (např. selektivní média) 

 

 Příprava inokula a inokulace   velice záleží na čistotě kultury ! Většina 

„podivných“ výsledků je v důsledku kontaminace testované kultury. 

 

 Kladení disků 

 (manuálně, dispenzorem – neposunovat již jednou umístěné disky !) 

 

 Inkubace 

 s ohledem na specifické kultivační nároky mikroorganismů 

 

 Odečet výsledků a hodnocení  

 (automatický, poloautomatický, manuální odečet) 

  

 Interpretace a odeslání výsledků  

viz též Guidance on breakpoint table, EUCAST, 2017: 
https://www.youtube.com/watch?v=pH1WaVgPRnY&index=5&list=PLQU_kWRW
Bld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ 

 

https://www.youtube.com/watch?v=pH1WaVgPRnY&index=5&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ
https://www.youtube.com/watch?v=pH1WaVgPRnY&index=5&list=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ


K inokulaci ploten 

lze použít tzv.  

„disc dispenzorů „„  

(zdroj EUCAST(zdroj EUCAST®®))  
https://www.youtube.com/watch?v=S3SQ2Bptv9Q&index=3&l

ist=PLQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ&t=0s 

VIDEO –EUCAST: 



Inkubace plotenInkubace ploten  

 Plotny se obrátí víčkem dolů (zjistí se přilnutí disků k 

agaru, nesmějí odpadnout) 

 Do 15 minut od naočkování přesun ploten do inkubátoru 

 Nejlépe sloupce max 5 miskách), kvalitní a rovnoměrné 

prohřátí, myslet na kapacitu inkubátoru, aby byla reálná 

cirkulace tepla a prohřátí (respektovat kvalitativní 

parametry inkubátoru). 

 Plotny se standardním médiem MH pro nenáročné 

bakterie se inkubují pří 35°C ve vzduchu (není potřeba 

generovat specifické prostředí). 

 Plotny s MH-F (tedy růstově náročnými) se inkubují v 

mikroaerofilním prostředí (inkubátor s 4-6% CO2), teplota 

rovněž 35°C. 

 



Inkubační teploty + atmosféra + časInkubační teploty + atmosféra + čas  

Vibrio spp., Bacillus spp.,  

Achromobacter xylosoxidans, Burkholderia pseudomallei *  

*nově dle edice 11.0 z ledna 2023  

35+1°C air 18+2h 

35+1°C air 18+2h 



Inkubační teploty + atmosféra + časInkubační teploty + atmosféra + čas  



Podmínky zástupce rodu Podmínky zástupce rodu kampylobakterkampylobakter  

Dle EUCAST 10.0 2022 



Na inokulaci záleží !Na inokulaci záleží !  



Disková difúzní metoda: Disková difúzní metoda: hodnoceníhodnocení  
 Odečítají se pouze misky s kontinuálním nárůstem. 

 

  Průsvitná média ( MHA, Haemophillus test medium, GC agar base) 

  1) Miska se umístí asi 5 - 7 cm nad černým matným povrchem dnem vzhůru. 

  2) Osvětlení misky je nejlepší pod úhlem 45 °. 

  3) Změří se velikost inhibiční zóny s přesností na milimetry přiložením přesného  

               měřítka. 

  4) Pro stafylokoky a penicilináza rezistentní druhy penicilinů (oxa, met, naf) 

   - se  použije prosvětlení misky 

   - je nutno provést pečlivé pozorování : jakýkoliv nárůst i jednotlivých kolonií 

       je považován za přítomnost rezistence (resp. heterorezistentní populace). 

  

 Neprůsvitná média (MH-F (KMHA), ČMHA) 

  1) Nárůst na misce je nutno hodnotit bez víčka s úhlem dopadajícího světla 45 °. 

  2) Velikost zóny se měří kontaktním měřítkem přímo na povrchu agaru. 

  3) Jsou - li testovány hemolytické mikroorganismy měří zóna inhibice je měřena od 
 povrchu  kolonie nikoliv od zóny hemolýzy. 

    

Po inkubaci se změří průměry inhibičních zón : 

 u dobře patrných zón s ostrou hranicí lze pro přesnost použít např. analyzátor obrazu Lucia  

 používají se rovněž jiné automatické readery (VITEC, OXOID) 

 u zón s neostrou hranicí nebo u kmenů se špatně patrným nárůstem použijeme posuvné      
měřítko 





Hranice zóny se odečítá tam, kde je hranice Hranice zóny se odečítá tam, kde je hranice 

úplné inhibice růstu viditelná pouhým okemúplné inhibice růstu viditelná pouhým okem  



Disková difúzní metoda: hodnoceníhodnocení  

 Při měření zón nebereme v úvahu: 
 - plazivý růst uvnitř jinak dobře ohraničené inhibiční zóny v případě kmenů rodu 

   Proteus 

 - jemný nárůst velmi drobných kolonií uvnitř zón vytvořených okolo disků se 

   sulfonamidy   nebo kombinací sulfonamidy a trimetoprimem 

 - jemné podrůstání kolonií přes jinak zřetelně patrnou hranici inhibiční zóny 

 

  

 Dalšímu testování rezistence a identifikaci podrobíme větší a velké 
kolonie rostoucí uvnitř zón inhibice, je nutno se zaměřit na takové kolonie zejména v 
případě: 

 - testování penicilináza rezistentních penicilinových antibiotik u kmenů stafylokoků 

 - testování heterogenních populací heterorezistentních stafylokoků 

 - testování rezistence vankomycinu u enterokoků 

 

 Dojde - li při testování subkultur kolonií z vnitřní plochy zón k opakování jevu  

 (a kultura se jeví morfologicky jako čistá) nebo je - li zóna menší, hodnotíme kmen 
jako rezistentní. 

 

 Interpretace citlivosti nebo rezistence se provede dle tabulek uváděných aktuálně 
Národní referenční laboratoří pro antibiotika při SZÚ v Praze. 



Odečítání zón Odečítání zón ––  výjimky (I)výjimky (I)  



Odečítání zón Odečítání zón ––  výjimky (II)výjimky (II)  



Kolonie, které nelze považovat za kontaminaci 

by měly být při odečtu brány v úvahu  

(zdroj EUCAST®): 



Kontrola kvality je důležitá!Kontrola kvality je důležitá!  









Jsou-li 2 z 20 testů mimo rozsah, musí se prověřovat proč 



Max 6 dnů lze z původního 

oživeného kmene dělat 

subkultury kontroly kvality 



Nejčastější potenciální zdroje chybNejčastější potenciální zdroje chyb  



www.eucast.org 

Sledujte 

pravidelné 

aktualizace !!! 

http://www.eucast.org/


Principy zůstávají stejné, ale sledujte Principy zůstávají stejné, ale sledujte 

aktuální verze: nyní aktuální verze: nyní z ledna 2022z ledna 2022  

Anaeroby 

komplet NOVÉ !! 



Metodika a kontrola Metodika a kontrola kvality.včetněkvality.včetně  kritérií QCkritérií QC  

Pokyn pro správné odečítání včetně fotografií ! 
ANAEROBY 

UPDATE !!! 



ANAEROBY 

UPDATE 2023 



EUCAST klinické EUCAST klinické breakpointybreakpointy  

Aktuální verze 13.0, leden 2023Aktuální verze 13.0, leden 2023  

Metodiky 

Verze 11.0 

2023 

Všímejte si 

zelených prokliků 

=> upřesnění, i 

např. videa 



  

SPECIFIKA ODEČÍTÁNÍ   
viz EUCAST prezentace 

a video: 

 
https://www.youtube.com/watch?v=aLFLTbAgVi0&list=P

LQU_kWRWBld4X9Acg59iNKlj4QwNRJShJ&index=4 



Disková difúzní metodaDisková difúzní metoda  
sdělování výsledků 

 Zásady pro sdělování výsledků praktickému lékaři : 
(dle metodického listu č. 16, 22.4. 1998,  NRL ATB SZÚ Praha, CEM 5 / 98 str. 195, nicméně stále užitečné !) 

Základní sdělená antibiotika : 

 C nebo R daného původce infekčního onemocnění k základním atb (atb. tzv. první 
volby pro danou infekci a daného původce) se sděluje vždy.  

 Do závorky lze uvést další testovaná antibiotika bez sdělení konkrétních výsledků, 
ale s telefonním číslem pro konzultaci či s dalším doplňujícím textem. 

Selektivně sdělená antibiotika: 

 C nebo R k těmto antibiotikům se sděluje při rezistenci k některému ze základních 
nebo dalších vyšetřených antibiotik. V této skupině mohou být u veterinárií 
uvedena také atb s indikačním omezením a to v případě rezistence k základním 
antibiotikům. 

Ostatní antibiotika : 

 C nebo R k antibiotikům, která pro daný druh bakterie nepatří mezi základní nebo 
selektivně sdělená antibiotika (ve veterinární medicíně se týká antibiotik 
s indikačním omezením) se sděluje v souladu se zásadami antibiotické politiky 
podle: 
 kvalifikované rozvahy o účelnosti těchto antibiotik pro terapii podle  

 závažnosti a druhu infekce,  

 podle druhu situace v dané lokalitě, 

 podle výskytu rezistentních kmenů event. podle předchozí terapie,  

 ve veterinární medicíně i podle druhu chovu. 



Disková difúzní metoda: 

sdělování výsledkůsdělování výsledků  

Je-li bakteriální původce ohrožující život jedince nebo 

jedinců a závažně ovlivňující epidemiologickou situaci 

v daném místě (JIP, oddělení, ve veterinární medicíně 

chov), či jedná-li se o multirezistentní kmen bakteriálního 

původce daného onemocnění: 

 Sdělují se výsledky všech antibiotik přicházejících do 
úvahy pro léčbu spolu s komentářem a přehledem o 
rezistenci v daném místě (oddělení, lokalita, chov) – jsou-li 
tyto přehledy k dispozici.  

 Zároveň je vhodné uvést kontaktní telefon pro konzultace. 

 



EE--testtest  

  

  



EE--testtest  
KVANTITATIVNÍ test citlivosti  

k antimikrobiálním látkám  
 je relativně nová metoda, 

 princip agarové difúze, ale kombinuje difúzní a diluční 
přístup pro in vitro stanovení citlivosti k antimikrobiálním 
látkám pro široké spektrum mikroorganismů, nevyjímaje ani 
vláknité organismy a anaeroby, 

 E-test je jednoduše proveditelný,  

 na rozdíl od diskové difúzní metody ukazuje i MIC, 

 praktický pouze tehdy, je-li nutno otestovat jen malé 
množství různých atb - z důvodů pracnosti a nákladnosti, 

 velkou výhodou tohoto testu atb testované rutinně na MIC 
panelu může být testováno individuálně. 

 Snadná modifikace pro vláknité mikroorganismy kdy je  
použito speciální nutričně vyhovující pevné médium. 

 



  
EE--testtest  



EE--test test --  PRINCIPPRINCIP  

 Je obdobný jako u difúzní diskové metody,  
 

 vyžaduje standardní inokulum mikroorganismů nanesené na povrch 
agarové plotny, 

 

 na plotnu jsou aplikovány E-testové proužky, obsahující na svých 
okrajích gradient antimikrobiální látky, která proniká do média a 
ovlivňuje nárůst bakterií.  

 

 Antimikrobiální látka difunduje do agaru a vytváří kontinuální 
koncentrační gradient antibiotika, který je vytvořen podél stran E - 
proužku. 

 

 Po inkubaci se vytvoří elipsoidní inhibiční zóna.  

 

 MIC je odečtena v místě, kde se hranice růstu bakterií  protíná s 
okrajem proužku.  



EE--test test --  PRINCIPPRINCIP  
 Může být vyčísleno široké spektrum koncentrace 

antimikrobiální látky, protože  je umožněna kontinuální 
diluce (rozředění).  

 

 V závislosti na antibiotiku, gradient pokrývá kontinuální 
koncentrační spektrum od 
 0,016 do 256 nebo  

 0,002 do 32 mg / ml. 

 

 Toto spektrum koresponduje s 15 dilučními 
koncentracemi v konvenčním MIC testu.  

 

 Použití klasifikace citlivý, intermediární, rezistentní s 
příslušným kvantitativním vyjádřením MIC 

 

 Zvláštní pozornost je třeba věnovat testování anaerobů. 

 



  



EE--test test --  PostupPostup  

 Vyjmutí P.M. a proužků z chladničky a ponechání k vytemperování 
při laboratorní teplotě 

 

 Inokulace P.M.  

 (hustota  na 0,5 Mc Farlanda, inokulum se dobře protřepe pro 
zajištění homogenity, nanést na P.M. a přebytek po cca 15 s odsát) 

 

 Aplikace proužků 

 

 Umístění do termostatu a inkubace  

 (přizpůsobit specifickým nárokům mikroorganismů) 

 

 Hodnocení a interpretace 



EE--test test ––  aplikace proužkůaplikace proužků  
 Umístěte vyznačením MIC na lícové straně nahoru , tak že 

antimikrobiální látka je na rubové straně proužku, nesmí se 
poškrábat rubové strany proužku. 
 Používáte - li pinzety, uchopte opatrně na konci proužku s označením E 

. Ověřte si, že proužky jsou od sebe bezvadně odděleny před aplikací 
na povrch agaru. 

 Používáte - li  E-test aplikátor, ujistěte se že  adhesívní páska dodávaná 
s aplikátorem je aplikována ve správné pozici ( na každém konci 
aplikátoru). 

 nejvyšší koncentrace u okraje misky.  

 celá plocha proužku byla v kontaktu s agarem.  

 používáte - li pinzety pokládejte jako první E konec proužku na agar. 

 P.M. o průměru100 mm - pouze jeden proužek na misku a umístěte 
jej do středu misky.  

 P.M. o průměru 150 mm - neumísťujte více než 6 E-test proužků na 
misku. Umístěte proužky ve stejnoměrné vzdálenosti, tak aby 
paprsčitě vybíhaly ze středu misky. Okraj proužku označený E by se 
měl dotýkat okrajů misky. 

  



EE--testtest  ––  aplikace proužkůaplikace proužků  
 Přitiskněte proužky k povrchu agaru a ubezpečte se , že proužky 

jsou v bezprostředním kontaktu s povrchem půdy. 

 

 Odstraňte velké vzduchové bubliny pod proužkem použitím pinzety 
a opatrným tlakem na proužek. Začněte pod bublinkou a pohybujte 
pinzetou směrem po koncentračním gradientu směrem ke konci 
označeném  E . Přítomnost malých bublinek nemůže způsobit chybu 
v testu. 

 

 Po uložení E-test proužku na plochu agaru nepohybujte již s 
proužkem do jiné polohy. Po té, co proužek přilnul k povrchu agaru, 
antimikrobiální látka ze spodní strany proužku okamžitě difunduje do 
půdy.  

 

 Pokud proužek upadne na povrch agaru horní stranou dolů, opatrně 
jej pinzetou nadzvedněte, obraťte a umístěte na povrch agaru. 

 

 Jestliže proužek upadl na povrch pracovního stolu nebo jiného 
objektu, může být použit pokud se nedostal do styku s vlhkostí 







  



  





  



Upozornění:Upozornění:  

  

  

Prezentace  je určena výslovně pro účely výuky,  
 

použité fotografické materiály pocházejí z citovaných zdrojů: 

Web stránky EUCAST a SZÚ 

Web stránky ABBIODISC (http://www.genetixbiotech.com/images/pdf/AB%20Biodisk.pdf) 

E-test reading guide (slidy 38 - 43) 

 

Prezentace není určena k dalšímu šíření. 


