B% «orip

Rekomendacje doboru testow do oznaczania wrazliwosci bakterii
na antybiotyki i chemioterapeutyki 2010
Oznaczanie wrazliwosci pateczek Gram-dodatnich

z rodzaju Corynebacterium spp.

Iwona Eetowska', Alina Olender”

1. Zaklad Profilaktyki Zakazen i Zakazen Szpitalnych, Narodowy Instytut Lekow
2. Katedra i Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

9. Oznaczanie wrazliwosci Corynebacterium spp.

Gatunki z rodzaju Corynebacterium wchodza w sktad mikroflory skory i bton Sluzowych
1 moga stanowi¢ kontaminacj¢ niewtasciwie pobranego materiatu klinicznego. Oznaczanie
lekowrazliwos$ci powinno dotyczy¢ tylko izolatéw uznanych za pewny czynnik etiologiczny
zakazenia, izolowanych w ilosci znamiennej z krwi, ptynu mézgowo-rdzeniowego, rany,
moczu, miejsc jatowych (oko, tkanki, ptyny). Oznaczenie lekowrazliwosci jest wskazane w
przypadku, gdy nie mozna przewidzie¢ wrazliwosci wyizolowanego drobnoustroju
1 zastosowania terapii empirycznej, albo nalezy on do gatunku, o ktérym wiadomo, ze moze
by¢ oporny na powszechnie stosowane antybiotyki. Oznaczanie lekowrazliwo$ci powinno by¢
wykonane przez laboratorium mikrobiologiczne po konsultacji z klinicysta, ktory nie tylko
oceni, czy takie badanie jest konieczne w konkretnym przypadku, a takze bedzie uczestniczyt

w klinicznej interpretacji wynikow.

9.1 Najwazniejsze mechanizmy opornosci

Gatunki oportunistyczne zaliczane do rodzaju Corynebacterium naleza do drobnoustrojow,
ktéore w ostatnich latach nabieraja coraz wigkszego znaczenia w zakazeniach u ludzi.
Informacje o wysokiej opornosci na antybiotyki oportunistycznych gatunkéw z rodzaju
Corynebacterium oparte sa gtéwnie na badaniach fenotypowych, na podstawie ktérych
scharakteryzowano izolaty hodowane z r6znych materiatéw klinicznych [4, 5, 6, 7, 8, 12, 18].
Opisywane wielooporne szczepy C. jeikeium [14], C. amycolatum [20], C. striatum [1, 12]
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i C. resistens [11] potwierdzaja wystgpowanie u Corynebacterium spp. zarOwno réznych
mechanizméw opornosci jak 1 odpowiedzialnych za nie gendéw.

Mechanizm opornos$ci na makrolidy, linkosamidy i streptograminy B (MLSB), stwierdzony u
szczepdw Corynebacterium spp. jest zwigzany przede wszystkim z obecnos$cia genéw erm,
ktére zostaty zakwalifikowane do klasy X [13]. Geny ermX izolowane z réznych gatunkow
rodzaju Corynebacterium (C. diphtheriae, C. jeikeium, C. xerosis) mimo wysokiego stopnia
homologii wykazywaly r6zna lokalizacj¢ (transpozon, plazmid, chromosom). U szczepoéw
Corynebacterium grupa A posiadajacych réwniez mechanizm opornosci MLSB zostat
wykryty gen - ermB [8], natomiast u szczepéw Corynebacterium spp. opornych na makrolidy
1 streptograminy B stwierdzono obecno$¢ genu msrA [10] i wytwarzanie uktadu aktywnego
transportu wypompowywania antybiotyku z komorki (ang. macrolide efflux proteins).Gen
mef zostal wykryty u szczepéw Corynebacterium grupa A, C. jeikeium oraz innych
Corynebacterium spp. [8].

Opornos¢ na fluorochinolony (ciprofloksacyng, norfloksacyng, lewofloksacyng) zwiazana jest
z mutacjami w obrgbie obszaru genu strukturalnego podjednostki A gyrazy, ktéry okreslany
jest jako obszar warunkujacy oporno$¢ na chinolony (ang. QRDR — quinolone resistance
determining region). Szczegllnie wysoki poziom opornosci stwierdzono w wyniku
podwdjnych mutacji, prowadzacych do zmiany dwoch aminokwaséw [3, 15].

Opornos¢ na tetracykliny jest zwiazana z obecnoscia genu fetM determinujacego opornos¢ na
wszystkie tetracykliny, co jest zwiazane z ochronnym dziataniem na rybosom biatka o masie
okoto 72-72,5 kDa [16]. U C. striatum M82B oporno$¢ na tetracykling jest determinowana
przez geny tetA 1 tetB oraz mechanizm czynnego wypompowywania leku z komorki [17].
Rekomendowanym antybiotykiem w empirycznym leczeniu zakazen o charakterze
inwazyjnym wywolanych przez gatunki z rodzaju Corynebacterium jest wankomycyna.
Wiaze si¢ to z powszechna wrazliwoscia na ten antybiotyk nawet wysokoodpornych
gatunkoéw takich jak C. jeikeium , C. resistant, C. amycolatum, C. striatum. Fernandez-Roblas
1 wsp. w 2009r. [4] przeprowadzili badanie wrazliwosci na antybiotyki z uzyciem paskéow
z gradientem antybiotyku Etest® duzej grupy szczepéow z gatunkéw C. wurealyticum,
C. amycolatum, C. jeikeium, C. coyleae, C. striatum, C. aurimucosum i C. afermentans.
Autorzy stwierdzili, ze wszystkie z tych gatunkéw byly wrazliwe na glikopeptydy, linezolid,

chinupristyn¢/dalfopristing 1 daptomycyng.
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9.2 Metody

Do oznaczania lekowrazliwos$ci szczepow Corynebacterium spp. nie nalezy stosowaé

metody dyfuzyjno-krazkowej.

Zaleca si¢ oznaczanie minimalnego st¢zenia hamujacego antybiotyku (MIC) jedna z

ponizszych metod:

9.2.1

9.3.

Metoda mikrorozcienczen w bulionie [2]

Seryjne rozcienczenia antybiotykéw w bulionie Mueller Hinton z odpowiednim

stezeniem kationdw (CAMHB) i dodatkiem zlizowanej krwi konskiej (2,5 do 5% v/v)

® przy oznaczaniu wrazliwosci na daptomycyn¢ podioze wzbogacone jonami wapnia
w stezeniu 50 pg/mL

Inokulum: zawiesina bakteryjna o ggstosci 0,5 McFarlanda

Inkubacja: 35°C w atmosferze tlenowej, 24 do 48 godzin

Metoda dyfuzji z paska nasaczonego gradientem antybiotyku [19,20]

Stosuje si¢ podtoze Mueller Hinton Agar z dodatkiem 5% krwi baranie;j

Inokulum w bulionie: zawiesina o ggstosci 1,0 McFarlanda

Inkubacja: 35°C w atmosferze tlenowej lub z 5% CO, (jesli jest to wymagane do
lepszego wzrostu szczepu), 24 do 48 godzin lub diuzej, jezeli szczep jest
wolnorosnacy. W przypadku erytromycyny i klindamycyny dopuszczalna jedynie
inkubacja w atmosferze tlenowe;j.

Odczytana wartos¢ MIC na pasku powinna odpowiada¢ catkowitemu zahamowaniu
wzrostu, obejmujacemu rowniez mikrokolonie 1 wzrost mgtawicowy; dla
antybiotykow bakteriostatycznych przy widocznym wzroscie mgtawicowym nalezy

odczyta¢ wartos¢ MIC w punkcie 80% jego zahamowania.

Antybiogram podstawowy

Tab. 1. Interpretacja wartosci MIC dla Corynebacterium spp. [2]

Wartoé¢ MIC (ug/mL)

Antybiotyk Komentarz

wrazliwy | Srednio-wrazliwy | oporny

Kryteria interpretacji

Penicylina <1 2 >4 moga nie stosowac si¢

do zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych
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Wankomycyna * <4 - -

Erytromycyna (-CO») <0,5 1 >2

Gentamicyna <4 8 >16 Interpretacja wartosci
MIC tylko dla metody
mikrorozcienczen

* Dla pewnych ukladéw drobnoustrdj/antybiotyk brak lub rzadkie wystgpowanie szczepdw opornych
praktycznie wyklucza definiowanie wynikow w kategorii innej niz ,,wrazliwy”. W przypadku szczepéw, dla
ktérych wyniki sugeruja kategori¢ ,,niewrazliwy” nalezy sprawdzi¢ i ewentualnie powtérzy¢ zaréwno badanie
lekowrazliwosci jak i identyfikacj¢ gatunku. Izolaty o potwierdzonej identyfikacji i lekowrazliwosci w kategorii
,hiewrazliwy” nalezy przesta¢ do laboratorium referencyjnego celem potwierdzenia wyniku.

9.4. Antybiogram rozszerzony

Tab. 2. Interpretacja warto$ci MIC dla Corynebacterium spp. [2]

Warto$¢ MIC (mg/L)
Antybiotyk wrazliwy | S$rednio- oporny Komentarz
wrazliwy
Cefepim <1 2 >4
Cefotaksym =<1 2 24 Kryteria interpretacji moga
Ceftriakson <1 2 >4 nie stosowac si¢ do zapalenia
Tmipenem <4 3 >16 opon mézgowo-rdzeniowych
Meropenem <4 8 >16
Daptomycyna* <1 - -
Interpretacja wartosci MIC
Ciprofloksacyna <1 2 >4 tylko dla metody
mikrorozcienczen
Interpretacja wartosci MIC
Doksycyklina <4 8 >16 tylko dla metody
mikrorozcienczen
Tetracyklina <4 8 >16
Klindamycyna (-CO») <0,5 1-2 >4
Trimetoprim/ <2/38 - >4/76 Wartosci na pasku z
sulfametoksazol (1/19) gradientem antybiotyku
odnoszg si¢ do trimetoprimu
Rifampicyna <1 2 >4 Stosowac wytacznie w
terapii skojarzone;j
Chinupristyna/ <1 2 >4
dalfopristyna
Linezolid* <2 - -

* Dla pewnych uktadéw drobnoustrdj/antybiotyk brak lub rzadkie wystgpowanie szczepéw opornych
praktycznie wyklucza definiowanie wynikéw w kategorii innej niz ,,wrazliwy”. W przypadku szczepéw, dla
ktérych wyniki sugeruja kategori¢ ,,niewrazliwy” nalezy sprawdzi¢ i ewentualnie powtérzy¢ zaréwno badanie
lekowrazliwo$ci jak i identyfikacje gatunku. Izolaty o potwierdzonej identyfikacji i lekowrazliwosci w kategorii
,hiewrazliwy” nalezy przesta¢ do laboratorium referencyjnego celem potwierdzenia wyniku.
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9.5. Szczepy wzorcowe

9.5.1. Metoda mikrorozcienczen.
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Escherichia coli ATCC 25922 (dla gentamycyny)

9.5.2. Metoda dyfuzji z paska z gradientem antybiotyku.
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
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