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1. Oznaczanie wrazliwosci paleczek z rodziny Enterobacteriaceae.

1. 1. Metody

Podloze MHA, zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda, inkubacja 16-18h w temp.
35°C+ 2°C, w atmosferze tlenowej [41, 42].
W przypadku “pelzajacych” szczepéw Proteus spp. nalezy ignorowa¢ wtorny wzrost w

strefach zahamowania wzrostu, jezeli nie przekracza on 20% wzrostu zasadniczego.

1. 2. Najwazniejsze mechanizmy opornosci

1. 2. 1. B-Laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL)

Jednym z najistotniejszych klinicznie i epidemiologicznie mechanizméw oporno$ci na leki u
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae jest wytwarzanie tzw. B-laktamaz o rozszerzonym
spektrum substratowym (ESBL). Sa to enzymy zdolne do hydrolizy penicylin,
cefalosporyn (z wyjatkiem cefamycyn, np. cefoksytyny) i monobaktaméw (aztreonamu)
[7], przy czym ,,najwazniejsza’ jest ich aktywno$¢ wzgledem cefalosporyn IIl 1 IV generacji.
Pomimo pojawienia si¢ w ostatnich latach innych mechanizméw, ESBL pozostaja nadal
najczestszym zrédtem opornosci pateczek jelitowych na te leki [6, 8, 11, 29], w tym takze w
Polsce [16]. Pomimo, ze ESBL s3a hamowane przez inhibitory B-laktamaz (kwas

klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam), szczepy ESBL" nierzadko okazuja si¢ oporne in vitro
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na polaczenia B-laktaméw z inhibitorami [29]. Co jednak wazniejsze, szczepy ESBL* moga
wykazywaé wrazliwos¢ in vitro na leki nalezace do substratéow ESBL, zwlaszcza na
przynajmniej niektore cefalosporyny III/IV generacji i/lub aztreonam. Niemniej, powazne
ryzyko niepowodzenia terapeutycznego przy zastosowaniu takiego leku powoduje, ze
przyjeto zalecenie, by szczepy wytwarzajace ESBL traktowaé jako szczepy oporne na
wszystkie penicyliny (bez polaczen z inhibitorami), cefalosporyny (z wyjatkiem
cefamycyn) i aztreonam [22, 29, 38, 42]. W przypadku cigzkich zakazen oraz w przypadku
chorych z czynnikami ryzyka, szczepy ESBL" bywaja traktowane jako z definicji oporne
rowniez na potaczenia antybiotykéw -laktamowych z inhibitorami [-laktamaz, chociaz
zagadnienie to pozostaje przedmiotem kontrowersji i wymaga wigcej danych klinicznych.
Podane zalecenia nalezy stosowaé mniej restrykcyjnie w przypadku szczepéw ESBL'
izolowanych z miejsc ciata, w ktorych leki ulegaja zaggszczeniu [19, 29].

Do niedawna szczepy ESBL" byly typowymi patogenami szpitalnymi. W ciagu ostatnich lat
staly si¢ one jednak takze rutynowo identyfikowanymi czynnikami etiologicznymi zakazen
pozaszpitalnych (zwlaszcza drég moczowych) i stwierdza si¢ je rOwniez w nosicielstwie u
ludzi zdrowych, zwierzat hodowlanych i domowych oraz w produktach zywnosciowych
pochodzenia zwierzg¢cego. Najczesciej sa to szczepy Escherichia coli wytwarzajace ESBL z
rodziny CTX-M, ale spotyka si¢ tez szczepy innych gatunkéw, np. Salmonella enterica,
Klebsiella pneumoniae, oraz inne rodzaje ESBL [8, 9, 43]. To powoduje, Ze obecnie istnieje
potrzeba wykrywania ESBL w ramach antybiogramu podstawowego u wszystkich
badanych szczepéw z rodziny Enterobacteriaceae, pochodzacych zaréwno z zakazen
szpitalnych, jak i pozaszpitalnych. Nalezy nadmieni¢, ze wykrywanie r6znych
mechanizméw opornosci bakterii na leki ma dwa cele: oprocz celu klinicznego istnieje tez
bardzo wazny cel epidemiologiczny, wigzacy si¢ Scisle z zagadnieniami kontroli zakazen i
potrzeba monitorowania sytuacji epidemiologiczne;j.

Wykrywanie ESBL, bez wzgledu na zastosowana metodg, polega na stwierdzeniu obnizone;j
wrazliwosci na ktérykolwiek z uzytych lekéw wskaznikowych (cefotaksym, ceftazydym,
ceftriakson, cefpodoksym, cefepim, aztreonam) i wykazanie wptywu inhibitora [3-
laktamowego na ten efekt [15, 22, 24]. Najczulszym, ale jednoczesnie najmniej specyficznym

zwiazkiem wydaje si¢ cefpodoksym [12].

1. 2. 2. Cefalosporynazy AmpC

Drugim waznym mechanizmem opornosci pateczek Enterobacteriaceae na antybiotyki [3-

laktamowe jest wytwarzanie tzw. cefalosporynaz AmpC, ktére hydrolizuja penicyliny,
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cefalosporyny (z wyjatkiem lekéw IV generacji) i aztreonam. Z reguly nie sa one tez
podatne na dzialanie inhibitoréw B-laktamowych, zwtaszcza kwasu klawulanowego [4, 7,
29]. Oporno$¢ pateczek jelitowych na [B-laktamy nowych generacji (cefalosporyny III
generacji 1 aztreonam) zwiazana z tymi enzymami przejawia si¢ w trzech sytuacjach.
Pierwsza z nich jest tzw. ,,derepresja” AmpC u szczepéw tych gatunkéw pateczek, u ktérych
B-laktamazy te wystepuja naturalnie, czyli Enterobacter spp., Citrobacter freundii i Serratia
marcescens (a takze Morganella morganii, Providencia spp. 1 Hafnia alvei). Dzikie szczepy
tych gatunkéw, o indukowanej ekspresji AmpC, wykazuja naturalna opornos¢ na
aminopenicyliny i ich polaczenia z inhibitorami oraz na cefalosporyny I i II generacji.
Szczepy z derepresja AmpC wykazuja natomiast takze opornos¢ (Enterobacter spp., C.
Jreundii), a w przypadku innych gatunkéw oporno$¢ lub obnizona wrazliwos¢ na
pozostate substraty AmpC i polaczenia B-laktaméw z inhibitorami [4, 29]. Wysoka
czestos$¢ spontanicznego pojawiania si¢ szczepdw z derepresja AmpC oraz ich selekcji w toku
terapii cefalosporynami III generacji spowodowaty, ze powszechnie méwi si¢ o koniecznos$ci
przynajmniej ostroznego stosowania tych lekow w przypadku zakazen wywotlanych przez
dzikie szczepy wymienionych gatunkéw. Istnieja poglady, aby wskazywa¢ na wyniku
mozliwos¢ nabycia opornosci na cefalosporyny III generacji w trakcie leczenia,
prowadzi¢ monitorowanie mikrobiologiczne jego przebiegu, lub tez, aby wrecz
raportowaé¢ wszystkie szczepy tych gatunkéw jako z definicji oporne na cefalosporyny
IIT generacji i aztreonam [19, 29]. Zdaniem autoréw niniejszego opracowania wybor
podejscia powinien by¢ podyktowany konkretna sytuacja kliniczna (np. rodzaj zakazenia, typ
pacjenta, uprzednio podawane antybiotyki) oraz doswiadczeniem klinicznym i
epidemiologicznym konkretnego osrodka.

Druga sytuacja dotyczy E. coli, ktéra takze posiada naturalny enzym AmpC, ale dzikie
szczepy, wytwarzajac go na sladowym poziomie, pozostaja wrazliwe na wszystkie B-laktamy
skuteczne wobec pateczek Enterobacteriaceae. Pojawiaja si¢ jednak szczepy, u ktérych
dochodzi do podwyzszenia poziomu ekspresji AmpC i ktérych fenotyp przypomina opornos¢
szczepow z derepresja AmpC wyzej wymienionych drobnoustrojow. Stopien opornosci jest
jednak zréznicowany i z reguly nizszy niz u Enterobacter spp. i C. freundii z derepresja
AmpC [29]. Trzecia sytuacja ma miejsce w przypadku szczepoéw pateczek jelitowych,
wytwarzajacych nabyte B-laktamazy AmpC [40]. Naleza one do réznych gatunkéw, gtéwnie
K. pneumoniae, E. coli, a w Polsce — szczegllnie czgsto Proteus mirabilis [16, 27]. W
$rodowisku pozaszpitalnym mozna zetknaé sie ze szczepami S. enterica AmpC'. Poziom
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opornosci szczepow z nabytymi AmpC jest zréznicowany; obok szczepéw bardzo
przypominajacych Enterobacter spp. i C. freundii z derepresja AmpC, mozna tez
obserwowaé zaledwie obnizong wrazliwos¢ in vitro na cze$¢ lekow (cefalosporyny III
generacji, a zwlaszcza na piperacyling z tazobaktamem i aztreonam) [27, 40]. Wobec
szczuplosci danych naukowych, ewentualng skutecznosé tych lekow zaleca si¢ traktowaé

jako przynajmniej watpliwa.

1. 2. 3. Wspétwystepowanie ESBL i AmpC - implikacje diagnostyczne

Jak zaznaczono wyzej, wykrywanie ESBL powinno si¢ wykonywa¢ dla wszystkich szczepow
pateczek Enterobacteriaceae. Obecno$¢ wytwarzanej na wysokim poziomie cefalosporynazy
AmpC (derepresja lub nadekspresja naturalnej albo wytwarzanie nabytej AmpC) z reguly
maskuje fenotyp ESBL® z powodu podobnego spektrum substratowego i niepodatnosci
AmpC na dziatanie kwasu klawulanowego [15]. Pomimo czgsto ewidentnej opornosci takich
szczepOw na wszystkie substraty obu enzymow, nalezy przeprowadzi¢ wykrywanie ESBL z
powodow epidemiologicznych. Ponadto, jeszcze czg$ciej wystgpuja sytuacje, w ktoérych
badany szczep o fenotypie opornosci wskazujacym na wytwarzanie AmpC pozostaje
wrazliwy in vitro na cefalosporyny IV generacji (niehydrolizowane przez AmpC) i wéwczas
nalezy wykluczy¢ obecnos¢ ESBL, zanim uzna si¢ je za opcjg terapeutyczng. W takim
przypadku procedura wykrywania ESBL ma réwniez znaczenie kliniczne. Istnieja dwie
mozliwosci wykrycia ESBL w obecnosci AmpC, z rozbudowaniem podstawowego testu
na ESBL o kombinacj¢ cefepim — kwas klawulanowy lub z przeprowadzeniem testu
podstawowego na podlozu uzupelnionym kloksacyling, ktéra jest inhibitorem AmpC
[15]. Obie procedury, prowadzac do wykrycia ESBL, jednoczes$nie potwierdzaja (lub
wykluczaja) obecnos¢ AmpC i z tego powodu, zdaniem autor6w niniejszego opracowania, nie
ma istotnej potrzeby ukierunkowanego wykrywania cefalosporynaz AmpC w rutynowej
diagnostyce mikrobiologicznej. Niemniej, takie metody istnieja i najwygodniejsze z nich
opieraja si¢ na stosowaniu substratow wskaznikowych, takich jak cefotetan (lub cefotaksym,
ceftriakson) oraz inhibitoréw AmpC, takich jak kloksacylina lub kwas boronowy [13, 19].

W przypadku stwierdzenia fenotypu niezaleznej od kwasu klawulanowego opornosci na
penicyliny, cefalosporyny i monobaktamy oraz wykluczenia obecnosci AmpC, nadal nie
mozna odrzuci¢ mozliwosci wytwarzania ESBL przez taki szczep, maskowanej przez silne
obnizenie przepuszczalno$ci oston komoérkowych bakterii. W takiej sytuacji wykrycie ESBL

staje si¢ praktycznie niemozliwe w rutynowym laboratorium mikrobiologicznym, a jedynie w
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laboratorium referencyjnym. Wykrycie ESBL jest tez utrudnione w przypadku

wspotwystepowania ESBL i niektérych B-laktamaz zdolnych do hydrolizy karbapeneméw.

1. 2. 4. Opornos$¢ Enterobacteriaceae na karbapenemy

W ostatnich latach z coraz wigkszym niepokojem odnotowywane jest pojawianie si¢ i w
niektérych krajach szybkie rozprzestrzenianie szczepdéw pateczek Enterobacteriaceae
posiadajacych mechanizmy opornosci na karbapenemy. Przez pewien czas opornos¢ ta
zwiazana byta przede wszystkim z wytwarzaniem AmpC lub ESBL na wysokim poziomie i
jednoczes$nie obnizeniem przepuszczalnosci oston komdrkowych. Szczepy takie z reguly
charakteryzuja si¢ opornoscia na wszystkie B-laktamy in vitro i brakiem jej podatnosci na
dziatanie jakiegokolwiek inhibitora [B-laktamaz. Nie przypadkiem, stosunkowo czgsciej
pojawiaja si¢ one w populacjach Enterobacter cloacae, ze wzgledu na mechanizm derepresji
AmpC [30, 34]. W Polsce obserwuje si¢ niekiedy oporne na karbapenemy (i wszystkie 3-
laktamy) szczepy P. mirabilis, u ktérych wysokiej ekspresji nabytej AmpC moze towarzyszy¢
zmniejszenie przepuszczalno$ci btony zewnegtrznej [27]. Spotyka si¢ tez szczepy K.
pneumoniae ESBL' lub AmpC" oporne na karbapenemy ze wzgledu na zapewne obnizenie
przepuszczalnosci dla tych antybiotykoéw [dane niepublikowane].

Jednak znacznie wigkszy problem wynika z pojawienia si¢ w populacjach pateczek jelitowych
B-laktamaz hydrolizujacych karbapenemy (tzw. karbapenemaz), kodowanych przez geny
plazmidowe, czyli mogace rozprzestrzenia¢ si¢ pomigdzy szczepami bakterii. Naleza one
gtéwnie do dwoch rodzajéw, tzw. metalo-B-laktamaz klasy B (MBL) i B-laktamaz klasy A [1,
7, 44, 46, 51]. Enzymy MBL oméwiono szerzej w niniejszym opracowaniu w czgsci
poswigconej pateczkom niefermentujacym (pkt 2. 2. 3), u ktérych pojawity si¢ one wczesniej
1 ktore sa nadal ich gléwnymi producentami (zwtaszcza Pseudomonas aeruginosa). Obecnos¢
MBL u Enterobacteriaceae, zwtaszcza K. pneumoniae i E. coli, w niektérych krajach
(Grecja) przybiera zastraszajace rozmiary [49], a w ostatnich latach stwierdzono ja tez w
Polsce. Cechg niezwykle utrudniajaca wykrywanie MBL u pateczek jelitowych jest to, ze
obok szczepéw przejawiajacych ewidentng opornosé in vifro na wszystkie substraty
MBL, czyli penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy (a takze potaczenia B-laktaméw z
inhibitorami), cz¢sciej izoluje si¢ szczepy wykazujace Srednia wrazliwo$¢ lub wrazliwo$¢
na cze$S¢ z nich, zwlaszcza karbapenemy [10, 47, 49]. Dane naukowe o skutecznosci
klinicznej réznych lekéw w terapii zakazeh ~wywolywanych przez szczepy
Enterobacteriaceae MBL" sa jak na razie niezwykle ograniczone, przez co nie mozna obecnie
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poda¢ jednoznacznych zalecen do interpretacji wynikdw oznaczen lekowrazliwosci in vitro
(oméwione w punkcie 1. 2. 5). Niemniej, wydaje si¢ pewnym, ze szczepy MBL* powinno si¢
wykrywaé¢ i bez wzgledu na antybiogram kwalifikowaé jako jedne z potencjalnie
najgrozniejszych patogenéw bakteryjnych [10, 47].

Jeszcze wigksze zaniepokojenie wywoluja obecnie szczepy paleczek jelitowych
wytwarzajace specyficzny typ karbapenemaz klasy A, tzw. enzymy KPC. Od momentu
pierwszej izolacji w 1996r. w USA, w ciagu zaledwie kilku lat rozprzestrzenity si¢ one w
szpitalach wschodniego wybrzeza tego kraju, wywotujac w nich liczne epidemie. Z pewnym
op6znieniem do identycznego zjawiska doszio w Izraelu i obecnie, zaréwno na wschodnim
wybrzezu USA, jak 1 w Izraelu wytworzyla si¢ sytuacja endemiczna zwigzana z
wystepowaniem szczepéw KPC' [33, 44, 46]. Lista krajéw, w ktérych zidentyfikowano takie
szczepy stale si¢ wydluza i w 2008r. objeta takze Polskg. Gtownym producentem KPC
pozostaje K. pneumoniae, ale obecno$¢ tych enzymdéw stwierdzono juz takze u innych
gatunkéw Enterobacteriaceae (Klebsiella oxytoca, E. coli, Enterobacter spp., C. freundii, S.
marcescens, S. enterica) oraz P. aeruginosa [46, 50]. Podobnie jak wsréd szczepow
wytwarzajacych inne P-laktamazy, tak i tutaj obserwuje si¢ zréznicowanie pozioméw
opornosci. Stosunkowo czeste sa doniesienia o szczepach ewidentnie opornych in vitro na
wszystkie B-laktamy, poniewaz KPC sa zdolne do hydrolizy praktycznie wszystkich
lekow z tej grupy. Znane sa tez raporty o szczepach wrazliwych in vitro na karbapenemy,
ktore spowodowaly, ze w niektorych szpitalach zbyt p6zno zorientowano si¢ o postgpujacym
rozprzestrzenianiu si¢ tych drobnoustrojéow [46]. Czgsto obserwuje si¢ szczepy, ktore
charakteryzuja si¢ obecnoscia licznych kolonii rosngcych w strefach zahamowania
wzrostu wokél krazkow lub paskow Etest z antybiotykami B-laktamowymi, w tym
karbapenemami, kwalifikujacych te szczepy do kategorii opornych. Pomimo podatnosci
enzym6éw KPC na inhibitory f-laktamaz, szczepy KPC" okazuja si¢ oporne na ich potaczenia
z P-laktamami, co wigcej, kwas klawulanowy nie nadaje si¢ tez do wykrywania KPC
(oméwione nizej). Podobnie jak w przypadku szczepéw MBLY, skuteczno$é B-laktaméw w
leczeniu zakazen wywolywanych przez szczepy KPC* wrazliwe in vitro na te leki nie jest
obecnie okreslona, przy czym bierze si¢ pod uwage ryzyko niepowodzenia terapeutycznego i
formutuje pelne ostroznosci zalecenia interpretacji wynikow oznaczen lekowrazliwosci (pkt
1.2.5) [42].

Szczepy pateczek Enterobacteriaceae wytwarzajace MBL lub KPC sa, podobnie jak szczepy
ESBL" i AmpC”*, z reguty wielooporne (notabene czesto posiadaja jednocze$nie ESBL) [46].
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W przypadku pojawiajacych sie¢ w Polsce szczepéw KPC", podobnie jak w innych krajach,
obserwuje si¢ in vitro wrazliwos¢ jedynie na gentamicyng (i niekiedy amikacyng), kolistyng i
tigecykling. Cecha ta, obok niezwyklej latwosci ich utrzymywania si¢ i
rozprzestrzeniania w S$rodowiskach szpitalnych powoduje, ze szczepy KPC' nalezy
traktowa¢ jako jedno z obecnie najwi¢kszych zagrozen w dziedzinie zakazen

bakteryjnych czltowieka [33, 44, 46].

1. 2. 5. Proponowany schemat postepowania ze szczepami podejrzanymi o wytwarzanie

karbapenemaz.

Ostatnio podejmowane sa coraz liczniejsze dzialania majace na celu walke z
rozprzestrzenianiem si¢ szczepdéw pateczek Gram-ujemnych wytwarzajacych nabyte
karbapenemazy. Chodzi w nich m. in. o ustalenie kryteriéw kwalifikujacych szczep jako
potencjalnego producenta tych enzyméw oraz metod czulego i specyficznego ich
wykrywania. Kilka lat temu zaproponowano na przyktad, aby do wykrywania MBL kierowac
takie szczepy Enterobacteriaceae, ktére wykaza obnizenie wrazliwosci na ktérykolwiek
karbapenem Iub oporno$¢ na amoksycyling z kwasem klawulanowym, cefoksytyne i
niewrazliwo$¢ na ceftazydym (z wyjatkiem naturalnych producentéw AmpC) [10]. Obecnie
przewaza poglad, aby sposréd paleczek jelitowych do ukierunkowanego wykrywania
karbapenemaz kierowac¢ szczepy przede wszystkim na podstawie wynikow wnikliwego
badania ich wrazliwosci na karbapenemy, przy czym zaleca si¢ rutynowe stosowanie w
diagnostyce trzech karbapenemoéw, imipenemu, meropenemu i ertapenemu [21, 42].
Ertapenem jest dzisiaj uwazany za najczulszy (ale tez najmniej specyficzny) wskaznik
obecnosci KPC [2, 14, 48]. Roznie definiowane sa kryteria interpretacyjne wynikow tych
oznaczen wskazujace na potrzebg¢ badania w strong karbapenemaz (omdéwione nizej — pkt 1. 5.
1). Jako test potwierdzajacy wytwarzanie Kkarbapenemaz proponowany jest tzw.
zmodyfikowany test Hodge’a (,,licia koniczyny”) [21, 26, 42], przy czym nie rozr6znia on
MBL od KPC. Druga mozliwoscia jest wykonanie specyficznych testow na MBL 1 KPC,
opartych na dziataniu inhibitoréw. W przypadku MBL najczgsciej stosowanym inhibitorem
jest EDTA (test oméwiony szczegétowo w czesci poswigconej pateczkom niefermentujacym
— pkt 2. 5. 1) [21, 26, 35, 53], a w przypadku KPC — kwas boronowy (metode t¢ opisano
szczegblowo w dalszej czgsci niniejszego rozdziatu — pkt 1. 5. 2. 2) [14, 21, 36, 48]. Pomimo
ze, jak wspomniano wyzej, brakuje mocnych danych naukowych na temat skutecznosci
terapeutycznej lekéw B-laktamowych wobec szczepéw Enterobacteriaceae MBL' i KPC*

wykazujacych na nie wrazliwo$¢ in vitro, wydaje si¢, ze wykrywanie tych enzymoéw
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posiada wazny aspekt kliniczny. Jest tez ono niezb¢dne z epidemiologicznego punktu
widzenia. W najnowszych zaleceniach CLSI proponuje si¢, aby w przypadku stwierdzenia
obecnosci karbapenemazy w szczepie paleczki jelitowej, oznaczy¢ wartosci MIC
karbapeneméw. Wartosci te powinny by¢ podane na wyniku bez interpretacji,
natomiast lekarz i zespoét ds. kontroli zakazen powinni by¢ natychmiast poinformowani
o mozliwym zagrozeniu oraz powinna by¢ wskazana terapia alternatywna do -
laktaméw [42]. W zaleceniach EUCAST odnajdujemy z kolei poglad, aby szczepy MBL*
interpretowa¢ z definicji jako niewrazliwe na karbapenemy i inne B-laktamy, z
wyjatkiem aztreonamu, ktory powinno si¢ raportowaé zgodnie z faktycznym wynikiem
oznaczenia [19]. Cho¢ podobne zastrzezenie nie znalazto si¢ w tych zaleceniach odnos$nie
szczepéw KPC' nalezy sadzi¢, ze w $wietle zasad, ktérymi postuguja sie ich autorzy,
powinny byé one traktowane tak samo, bez wyjatku dla aztreonamu. W kazdym
przypadku szczep ze wskazaniem mozliwosci wytwarzania karbapenemazy MBL lub
KPC powinien by¢ przestany do laboratorium referencyjnego w celu jednoznacznego
potwierdzenia obecnosci takiej B-laktamazy za pomoca metod niedostgpnych lub trudno

dostepnych w laboratorium rutynowym.

1. 3. Antybiogramy paleczek Enterobacteriaceae (tabele 1.1 —1. 4)

Tab. 1. 1. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

Antybiotyk Krazek |Uwagi
[ug]
Ampicylina 10 Wynik badania reprezentatywny dla ampicyliny i

amoksycyliny, nie oznacza¢ dla Enterobacter spp.,
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. i

Citrobacter freundii.
Amoksycylina/ kw. klawulanowy 20/10 Nie oznacza¢ dla Enterobacter spp., Serratia spp.,
lub ampicylina/sulbaktam 10/10 Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii.
Cefalotyna 30 Reprezentatywna dla cefaleksyny, cefradyny, cefakloru

i cefadroksylu. Nie oznacza¢ dla Enterobacter spp.,
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. i C.

freundii.
Cefazolina 30 Nie oznacza¢ dla Enterobacter spp., Serratia spp.,
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii.
Cefuroksym lub 30 Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella spp. i C.
cefamandol 30 freundii wykazuja naturalnie obnizong wrazliwos¢.

Gentamicyna 10
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Tab. 1. 2. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY DLA SZCZEPOW IZOLOWANYCH Z MOCZU

Antybiotyk Krazek |Uwagi
[ugl
Ampicylina 10 Wynik badania reprezentatywny dla ampicyliny i

amoksycyliny. Nie oznacza¢ dla Enterobacter spp.,
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp.i C.

freundii.
Amoksycylina] kw. k]awu]an()wy 20/10 Nie oznacza¢ dla Enterobacter spp., Serratia spp.,
lub ampicylina/sulbaktam 10/10 Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii.
Cefalotyna 30 Reprezentatywna dla cefaleksyny, cefradyny, cefakloru

i cefadroksylu. Nie oznacza¢ dla Enterobacter spp.,
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. 1 C.

freundii.
Cefuroksym lub 30 Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella spp. i
cefamandol 30 C. freundii wykazuja naturalng opornos¢ lub $rednia
wrazliwos$¢.
Tetracyklina 30 Szczepy wrazliwe na tetracykling mozna uwazaé za

wrazliwe na doksycykling. Szczepy Sredniowrazliwe lub
oporne na tetracykling moga by¢ wrazliwe na

doksycykling.
Norfloksacyna lub 10
ofloksacyna 5
Nitrofurantoina 300 Szczepy Proteus spp, Serratia spp., Providencia spp. i

Morganella spp. sa zwykle oporne.

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75

Fosfomycyna (trometamol) 200 Stosowac tylko wobec E. coli izolowanych z ostrych
zakazen dolnych drég moczowych (cystitis).
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Tab. 1. 3. ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

Antybiotyk Krazek |Uwagi
[pg]

Piperacylina 100

Tikarcylina 75

Piperacylina/tazobaktam 100/10

Tikarcylina/ kw. klawulanowy 75/10

Cefoksytyna 30 Nie oznacza¢ u Enterobacter spp., Serratia spp.,
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii.

Cefotaksym lub 30 Szczepy Enterobacter spp., Serratia spp.,

ceftriakson 30 Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii
moga wytworzy¢ oporno$¢ w ciggu pierwszych dni
po rozpoczgciu terapii. Zaleca si¢ monitorowanie
wrazliwo$ci w czasie leczenia.

Ceftazydym 30 Szczepy Enterobacter spp., Serratia spp.,
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii
moga wytworzy¢ oporno$¢ w ciagu pierwszych dni
po rozpoczgceiu terapii. Zaleca si¢ monitorowanie
wrazliwo$ci w czasie leczenia.

Cefepim 30

Aztreonam 30 Szczepy Enterobacter spp., Serratia spp.,
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii
moga wytworzy¢ oporno$¢ w ciggu pierwszych dni
po rozpoczeciu terapii. Zaleca si¢ monitorowanie
wrazliwosci w czasie leczenia.

Imipenem 10 Oznacza¢ w przypadku cigzkich zakazen. Wynik

Meropenem 10 oznaczania dla jednego z karbapeneméw nie moze
by¢ odnoszony do pozostatych karbapeneméw.

Ertapenem 10 Wykonani : :

; ykonanie oznaczenia patrz 8.5 ,,Wykrywanie

Doripenem 10 karbapenemaz” . Interpretacja dla doripenemu:
szczep wrazliwy MIC < 1 ug/mL strefa
zahamowania wzrostu >24 mm, szczep oporny
strefa <19 mm, MIC >4 pg/mL. [45].

Ciprofloksacyna 5

Amikacyna 30

Netilmicyna 30

Tobramycyna 10

Chloramfenikol 30 Oznacza¢ w wyjatkowych sytuacjach, tylko wobec
szczepbéw wieloopornych.

Tetracyklina 30 Szczepy wrazliwe na tetracykling mozna uwazac¢ za
wrazliwe na doksycykling. Szczepy
Sredniowrazliwe lub oporne na tetracykling moga
by¢ wrazliwe na doksycykling.

Tigecyklina 15 Aktywna wobec szczepéw wytwarzajacych ESBL.
Tigecyklina wykazuje obnizong aktywno$¢ in vitro
wobec Morganella spp., Proteus spp. oraz
Providencia spp. Interpretacja: szczepy wrazliwe:
MIC <2 pg/mL, strefa zahamowania wzrostu
>19 mm, szczepy oporne strefa zahamowania
wzrostu <14 mm, MIC >8 ug/mL [45].

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75
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Tab. 1. 4. Oznaczanie wrazliwosci paleczek Salmonella spp.

Antybiotyk Krazek Uwagi
[ug]
Ampicylina 10
Kwas nalidyksowy 30 Testowanie kwasu nalidyksowego jest istotne do

oceny mozliwosci zastosowania fluorochinolonéw
w terapii. Istnieje niebezpieczenstwo

niepowodzenia terapeutycznego przy zastosowaniu
fluorochinolonéw wobec szczepéw wrazliwych na
fluorochinolony a opornych na kwas nalidyksowy.

Ciprofloksacyna lub inne 5
fluorochinolony
Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75

Uwaga: W przypadku zakazen uogélnionych wywotanych przez Salmonella spp. nalezy
oznacza¢ wrazliwos¢ na cefalosporyny IIl-ej generacji 1 chloramfenikol. Nie oznaczaé
wrazliwo$ci na cefalosporyny I i II generacji, na cefamycyny oraz na aminoglikozydy,

poniewaz mimo wrazliwosci in vitro leki te nie wykazuja skutecznosci klinicznej [42].

1. 4. Wykrywanie B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL)

1. 4. 1. Oznaczanie ESBL metoda dwéch krazkow

Do wykrywania ESBL moze by¢ stosowany tzw. test dwoch krazkéw (DDST) [15, 24]. Za
jego pomoca ESBL mozna oznacza¢ u wszystkich gatunkéw Enterobacteriaceae (a takze
pateczek niefermentujacych — pkt 2. 2. 2). W wariancie podstawowym tej metody stosuje si¢
krazki z ceftazydymem 30 pg i cefotaksymem 30 pg utozone w odlegtosci 2 cm (pomigdzy
srodkami) od krazka z amoksycylina z kwasem klawulanowym 20/10 ug. W celu zwigkszenia
czutosci testu mozna dodawaé krazki z cefpodoksymem 10 pg lub aztreonamem 30 pg.
Wynik pozytywny testu polega na wyraznym powig¢kszeniu strefy zahamowania wzrostu
wokol krazka z ceftazydymem lub cefotaksymem (cefpodoksymem, aztreonamem) od
strony krazka zawierajgcego kwas klawulanowy. Powigkszenie to moze przybiera¢ bardzo

rozne ksztalty.

Jak wspomniano wyzej, w niektérych szczepach bakteryjnych, obecnos¢ ESBL moze by¢
maskowana przez inne mechanizmy opornosci na B-laktamy, niepodatne na dziatanie kwasu
klawulanowego (konstytutywna, wysoka ekspresja [-laktamazy AmpC, obnizona
przepuszczalno$¢ oston dla antybiotykéw [-laktamowych itd.). Wykazuja one z reguty
oporno$¢ na ceftazydym 1 cefotaksym i1 sq negatywne w klasycznych testach na obecnos¢

ESBL. Wykrywanie ESBL w takich szczepach mozna prowadzi¢ za pomoca testu DDS, w
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ktérym dodaje si¢ krazek z cefepimem 30 pg. Podstawa tego podejscia jest fakt, ze cefepim
jest bardzo stabym substratem AmpC, przez co zmniejszenie wrazliwosci lub opornos¢ na ten
antybiotyk jest czesciej] wynikiem dziatania ESBL. Alternatywa jest test DDS w swojej
podstawowej wersji, wykonywany na podtozu MHA z kloksacyling w st¢zeniu 250 pg/ml
(lub 100 pg/ml w przypadku szczepéw nierosnacych na podiozu z 250 pg/ml kloksacyliny).
Kloksacylina jest dobrym inhibitorem enzyméw AmpC, przez co na uzupeilnionym nig
podtozu ,,odstaniane” sa fenotypy opornosci maskowane przez AmpC. Nalezy podkresli¢, ze
omawiane modyfikacje testu DDS (cefepim, kloksacylina) stuza wylacznie wykrywaniu
ESBL w kontekscie AmpC, a nie innych mechanizméw opornos$ci niezaleznych od kwasu

klawulanowego.

1.4.2. Oznaczanie ESBL wg CLSI

Oznacza¢ wylacznie u szczepéw E. coli i Klebsiella spp. (oraz P. mirabilis, przy czym w
przypadku tego gatunku CLSI zaleca oznaczanie ESBL jedynie u izolatow pochodzacych z
powaznych zakazen oraz wykonywanie testu przegladowego wytacznie z cefpodoksymem,

ceftazydymem i cefotaksymem) — tabela 1.5.

Tab. 1. 5. Oznaczanie ESBL wg CLSIL

Wskaznik Krazek | Test przegladowy wstepny ! Test potwierdzajacy
[nel
Cefpodoksym lub 10 gdy strefa < 17 mm wykonac test Ceftazydym 30 pg i
potwierdzajacy (< 22 dla P. mirabilis) | ceftazydym/kwas
klawulanowy 30/10
Ceftazydym lub 30 gdy strefa <22 mm wykonac test g oraz cefotaksym
potwierdzajacy (< 22 dla P. mirabilis) 30 ugi
cefotaksym/kwas
Aztreonam lub 30 | gdy strefa <27 mm wykonaé test Klawulanowy 30/10
potwierdzajacy ue
Cefotaksym lub 30 | gdy strefa <27 mm wykonaé test
potwierdzajacy (< 27 dla P. mirabilis)
Ceftriakson 30 | gdy strefa <25 mm wykonac test
potwierdzajacy

'_ Dla zwigkszenia czutosci testu powinno si¢ oznacza¢ wrazliwo$é dla kilku antybiotykéw.

Jesli szczep wytwarza ESBL to $rednica strefy wokot krazka zawierajacego ceftazydym z

kwasem klawulanowym lub cefotaksym z kwasem klawulanowym, jest wigksza o 5 mm lub
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wigce] od Srednicy strefy wokét krazka, odpowiednio z samym ceftazydymem lub
cefotaksymem.

W  przypadku testow potwierdzajacych wykonanych ze szczepem wzorcowym K.
pneumoniae ATCC 700603 réznica s$rednic stref wokoét krazkéw z ceftazydymem/kw.
klawulanowym i ceftazydymem powinna by¢ nie mniejsza niz 5 mm oraz nie mniejsza niz 3
mm dla krazkéw z cefotaksymem/kw. klawulanowym i cefotaksymem. Dla szczepu E. coli

ATCC 25922 analogiczne réznice $rednic stref nie powinny by¢ wigksze niz 2 mm.

Tab. 1. 6. Zakresy stref zahamowania wzrostu w milimetrach dla wybranych antybiotykéw

dla szczepéw wzorcowych ATCC.

Wskaznik Krazek | K. pneumoniae ATCC 700603 E. coli ATCC 25922
[ugl strefa [mm] strefa [mm]
Cefpodoksym 10 9-16 23-28
Ceftazydym 30 10-18 25-32
Aztreonam 30 9-17 28-36
Cefotaksym 30 17-25 29-35
Ceftriakson 30 16-24 29-35

1. 4. 3. Oznaczanie ESBL za pomoca Etestu

Od dtuzszego czasu dostgpne sa Etesty pozwalajace wykrywa¢ ESBL, zawierajace
ceftazydym 1 ceftazydym z kwasem klawulanowym oraz cefotaksym i cefotaksym z kwasem
klawulanowym. Sa takze obecnie Etesty zawierajace cefepim i cefepim z kwasem
klawulanowym. Wykonanie i interpretacja wynikéw testu powinny by¢ prowadzone zgodnie

z zaleceniami producenta [18].

1. 5. Wykrywanie karbapenemaz

Jak zaznaczono wyzej, obecnie coraz powszechniej uwaza sig, ze kazdy izolowany w szpitalu
szczep pateczki z rodziny Enterobacteriaceae powinien by¢ poddany wstgpnemu badaniu na

mozliwo$¢ wytwarzania karbapenemazy typu MBL lub KPC (,,screening”).

1. 5. 1. Testy wstepne na obecno$¢ karbapenemaz

Informacji o mozliwosci wytwarzania karbapenemazy przez szczep pateczki jelitowe]
dostarcza staranne oznaczenie jego wrazliwosci na karbapenemy [21, 42]. Znaczace
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obnizenie wrazliwosci in vitro na ktérykolwiek z karbapenemoéw jest sygnalem do
wykonania testow potwierdzajacych. Na podstawie dotychczasowych doswiadczen sadzi
si¢, ze najczulszym wskaznikiem obecnosci karbapenemaz KPC (ale niekoniecznie
MBL) jest ertapenem [2, 14, 48]. Kryteria obnizenia wrazliwos$ci na karbapenemy sa rézne
w zalezno$ci od zespotu opracowujacego rekomendacje (tabela 1.7). Warto przypomniec
podana wczesniej informacjg, ze szczepy wytwarzajace KPC (ale tez MBL) czgsto posiadaja
liczne, izolowane kolonie rosnace w strefach wzrostu wokot krazkéw z karbapenemami (i
innymi B-laktamami). Cecha ta moze okazac si¢ przydatna w diagnostyce, ale nie mozna

Jjej uwazaé za prawdziwie specyficzng.

Tab. 1.7. Wyniki testéw wstepnych na obecno$¢ karbapenemaz w szczepach

Enterobacteriaceae — kryteria kwalifikowania szczepow do testow potwierdzajacych

CLSI [42] Giske i wsp. [21]
Wskaznik metoda dyfuzyjno-krazkowa MIC MIC
krazek punkt odcigcia punkt odcigcia punkt odcigcia
[ugl [mm] [ug/ml] [ug/ml]

ertapenem 10 <19-21lub > 2 lub =>0,5 lub
imipenem uwazany za staby wskaznik >2-4 lub > 11lub
meropenem 10 <16-21 >2-4 =0,5

dodatkowo oporno$¢ na jedna lub wigcej cefalosporyn

IIT generacji (np. ceftazydym, cefotaksym, ceftriakson)

1. 5. 2. Testy potwierdzajace wytwarzanie karbapenemaz

Wg autor6w niniejszego opracowania praktyczniejszym (latwiejszym i1 bardziej
informatywnym) podejsciem w przypadku szczepu Enterobacteriaceae podejrzanego o

wytwarzanie karbapenemazy jest jednoczesne wykonywanie testu na MBL 1 testu na KPC.

1. 5. 2. 1. Testy na MBL

Testy na MBL mozna wykonywacé tak, jak jest to opisane w czeSci poswigconej
paleczkom niefermentujacym (pkt 2.5), z zastrzezeniem, ze w przypadku pateczek
jelitowych niewskazane jest stosowanie Etestu (ze wzgledu na wspomniana wyzej, czesta
wrazliwo$¢ in vitro takich szczepéw na imipenem, powodujaca ,zlewanie” si¢ stref
zahamowania wzrostu wokoét obu potéwek paska). Podstawowym inhibitorem jest EDTA [26,
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35, 53]; stosowanie kwasu 2-merkaptopropionowego (MPA) [3] lub mieszaniny EDTA i soli
sodowej kwasu merkaptooctowego (SMA) [26] nie wydaje si¢ konieczne. Antybiotykami
wskaznikowymi sa imipenem i/lub meropenem, a wiele laboratoriow doktada tez ceftazydym:;
w schemacie Giske’go i wsp. zaproponowano tylko meropenem [21]. Alternatywnie do
opisanej nizej szczegétowo wersji ,,zblizeniowej” testu (pkt 2. 5. 1), moze on by¢ tez
wykonywany w wersji ,,kombinowanej”, w ktére] EDTA podawany jest wprost na krazek z
karbapenemem i mierzy si¢ réznice stref wokot krazka z karbapenemem i EDTA oraz krazka

z samym karbapenemem [21, 35, 53].

1. 5. 2. 2. Testy na KPC

Jak wspomniano wyzej, zaproponowane ostatnio testy fenotypowe na obecnos¢ KPC
wykorzystuja kwas boronowy jako inhibitor tych PB-laktamaz [14, 21, 36, 37, 48].
Jednoczesnie, jako zwiazki wskaznikowe proponowane sa czgsto imipenem i meropenem,
poniewaz ertapenem moze by¢ zrédtem wynikéw mniej specyficznych (np. w przypadku
producentéw cefalosporynaz AmpC). Mozna spotkac si¢ z pogladem, ze w tescie z kwasem
boronowym najlepsze wyniki (pod wzgledem czulosci 1 specyficznosci jednoczesnie)

uzyskuje si¢ stosujac meropenem [ 14, 21, 48].

Test z kwasem boronowym na obecnos¢ KPC czesciej wykonuje si¢ w wersji
,,kombinowanej”, w ktoérej na krazki z imipenemem (10 pg) i meropenemem (10 pg), lub
tylko z meropenemem podaje si¢ kwas boronowy i bada réznice stref wokoét krazka z
karbapenemem 1 inhibitorem oraz krazka z samym karbapenemem [14, 21, 36, 48]. W
literaturze mozna spotkac rézne ilosci kwasu boronowego uznane za optymalne (300, 400 lub
600 pg); autorzy niniejszego opracowania, w Slad za Doi i wsp. zalecaja 300 ng [14].
Uzywanym preparatem chemicznym moze by¢ kwas fenyloboronowy. Wygodnie jest
przygotowac roztwoér wodny kwasu fenyloboronowego o stezeniu 15 mg/ml (przy obliczaniu
nawazki kwasu nalezy uwzgledni¢ zawarto$¢ czystego zwiazku w preparacie, np. 95%). Na
krazek z karbapenemem nalezy nast¢pnie nakropli¢ 20 ul tego roztworu i odczeka¢ ok. 30
min. do wyschnigcia krazka. Podanie wigkszych ilosci kwasu wymaga przygotowania
bardziej stgzonego roztworu, co mozna o0siagnaé rozpuszczajac odczynnik w mieszaninie
wody 1 dwumetylosulfotlenku, DMSO (1:1) [48]. Poniewaz kwas fenyloboronowy jest
odczynnikiem stosunkowo kosztownym, mozna przygotowywaé jednorazowo niewielkie
ilosci roztworu (np. 1 ml; nalezy tez pamigta¢ o czutosci wagi laboratoryjnej); roztwér mozna
tez przechowywa¢ dluzszy czas w lodowce. Wynik odczytujemy jako pozytywny, jesli
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roznica stref zahamowania wzrostu wokol krazka z ktérymkolwiek z karbapenemoéw i
inhibitorem oraz krazka z samym karbapenemem wyniesie 5 mm lub wigcej (300 g kwasu)
[14], 7 mm lub wigcej (400 nug kwasu) [48] lub 4 mm lub wigcej (600 pug kwasu) [21]. Z
reguty, w przypadku ,,prawdziwych” szczepéw KPC' réznice te sa wyrazne. Jednak,
poniewaz kwas boronowy jest rowniez dobrym inhibitorem cefalosporynaz AmpC, omawiany
test moze da¢ falszywie pozytywne wyniki w przypadku wspomnianych wyzej szczepow
Enterobacteriaceae, ktérych oporno$¢ na karbapenemy jest uwarunkowana wysoka ekspresja
AmpC przy jednoczesnie obnizonej przepuszczalnosci oston komérkowych (pkt 1. 2. 4) [21,
36]. Ze wzgledu na stosunkowo niewielkie jeszcze doswiadczenie z omdéwionymi
metodami, szczepy zachowujace si¢ jak pozytywne nalezy przesyla¢ do laboratorium
referencyjnego w celu jednoznacznego potwierdzenia. Od momentu uzyskania wlasnego
wyniku nalezy jednak traktowac je jako szczepy najwyzszego zagrozenia i uruchamiac

najostrzejsze procedury kontroli zakazen.

1. 5. 2. 3. Zmodyfikowany test Hodge’a

Jako test potwierdzajacy wytwarzanie karbapenemaz mozna tez stosowaé tzw.
zmodyfikowany test Hodge’a (,,liscia koniczyny”) [21, 26, 36, 42], w zaleceniach CLSI jest
to jedyny obecnie proponowany test na obecno$¢ karbapenemaz u Enterobacteriaceae [42].
Test ten nie rozréznia miedzy MBL i KPC, wynik pozytywny oznacza wigec wylacznie
stwierdzenie prawdopodobnej obecnosci ,,karbapenemazy” w szczepie bakteryjnym.
Szczegbély techniczne wykonania tego testu réznia poszczegdlne osrodki [21, 26, 42].
Wykorzystuje si¢ w nim wrazliwy na karbapenemy, niewytwarzajacy karbapenemaz szczep
E. coli ATCC 25922. Zasadniczo, w tescie tym wysiewa si¢ na powierzchnig catej ptytki E.
coli ATCC 25922 (rozcienczenie 1:10 zawiesiny 0,5 McFarlanda) i uktada na niej krazek z
ertapenemem lub meropenemem [42] lub imipenemem [21]. Nastgpnie wykonuje si¢ tzw.
,posiew promienisty” szczepOw badanych, poprzez pociagnigcie eza od krawedzi krazka z
karbapenemem do krawedzi ptytki (3-5 kolonii zebranych z podiloza z krwia). Wynik
pozytywny polega na odksztatceniu strefy zahamowania wzrostu E. coli ATCC 25922 wokét
krazka z karbapenemem wzdtuz linii posiewu szczepu badanego (podrastanie E. coli ATCC

25922 w strong krazka).
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1. 6. Szczepy wzorcowe:

Escherichia coli ATCC 25922 — stuzy do kontroli jakos$ci lekowrazliwosci oraz do kontroli
jakosci oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna

Escherichia coli ATCC 35218 - stuzy do kontroli jakosci krazkéw antybiogramowych z
antybiotykami B-laktamowymi w potaczeniu z inhibitorami B-laktamaz (kwas klawulanowy,
sulbaktam, tazobaktam)

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - stuzy do kontroli jakos$ci oznaczenia ESBL jako
kontrola pozytywna

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 - sluzy do kontroli jakosci oznaczenia
karbapenemazy w tescie Hodge’a (kontrola pozytywna; poniewaz wytwarza KPC, moze
stuzy¢ tez jako kontrola pozytywna w tescie na KPC)

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 — szczep oporny na karbapenemy, niewytwarzajacy
karbapenemaz — stuzy do kontroli jako$ci oznaczenia karbapenemazy (kontrola negatywna)
Klebsiella pneumoniae MIKROBANK 10.021 - stuzy do kontroli jakosci oznaczania ESBL
testem dwoch krazkéw - DDST (kontrola pozytywna)

Citrobacter freundii MIKROBANK 10.001 - sluzy do kontroli jakoSci oznaczania ESBL
wylacznie testem dwdch krazkéow - DDST (kontrola pozytywna)

Enterobacter cloacae MIKROBANK 10.011 - stluzy do kontroli jakos$ci oznaczania ESBL
wylacznie testem dwoch krazkéw - DDST (kontrola pozytywna, szczep ESBL, derepresja
AmpC)

2. Oznaczanie wrazliwosci paleczek niefermentujacych.

2. 1. Metody

Podtoze MHA, zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda, inkubacja 16-18h (20-24h
dla Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia 1 Burkholderia cepacia; 24h dla
Pseudomonas aeruginosa izolowanych od pacjentéw z mukowiscydoza) w temp. 35°C+2 °C,
w atmosferze tlenowej [41, 42].

Sposrdd pateczek niefermentujacych, metoda dyfuzyjno-krazkowa moze by¢ stosowana
szeroko jedynie wobec P. aeruginosa i Acinetobacter spp. (tabele 2. 1 — 2. 3). W przypadku
S. maltophilia 1 B. cepacia mozna t¢ metode wykorzystywa¢ dla wybranych antybiotykow

(tabele 2. 4 1 2. 5). W oznaczeniach wrazliwosci S. maltophilia i B. cepacia na inne niz

Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw, Narodowy Instytut Lekéw
Centralny Osrodek Badan Jakosci w Diagnostyce Mikrobiologiczne;j
Strona 17 z 29



Rekomendacje doboru testéw do oznaczania wrazliwosci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki 2009

wymienione w tabelach 2. 4 1 2. 5 antybiotyki oraz w przypadku innych gatunkéw pateczek

niefermentujacych nalezy oznacza¢ MIC [31, 42].

2. 2. Wazne mechanizmy opornosci

2. 2. 1. Opornos$¢ naturalna

Gram-ujemne pateczki niefermentujace dysponuja wigkszym ,arsenalem” naturalnych
mechanizméw opornosci na leki niz rodzina Enterobacteriaceae, czgsto tez pojawiaja si¢ u
nich mechanizmy nabyte. P. aeruginosa i Acinetobacter spp. posiadaja gatunkowo-
specyficzne cefalosporynazy AmpC. Podobnie do Enterobacter spp., C. freundii, S.
marcescens itp., u P. aeruginosa AmpC jest wytwarzana w sposob indukowany i dochodzi do
jej derepresji, zjawisko to jednak jest rzadsze i ma charakter stopniowy [25, 29]. U
Acinetobacter baumannii z kolei, podobnie do E. coli, AmpC jest eksprymowana
konstytutywnie na $ladowym poziomie, ale tez wskutek zmian genetycznych u czgsci
szczepOw obserwuje si¢ jej bardzo podwyzszone wytwarzanie [5, 23]. S. maltophilia posiada
przynajmniej dwie naturalne PB-laktamazy, L1 i L2, z ktorych pierwsza jest metalo-3-
laktamaza (MBL), a druga przypomina aktywnoscia B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) [29]. U P. aeruginosa najlepiej poznano tez naturalne zjawisko tzw.
,opornosci wlasnej” (ang. intrinsic resistance), ktore polega na tym, ze z powodu wigkszej
liczby i aktywnosci enzyméw o charakterze pomp btonowych, komoérki tego drobnoustroju sa
z definicji w mniejszym stopniu wrazliwe, a niekiedy wrecz oporne na rézne leki
przeciwbakteryjne [28]. Oporno$¢ ta moze si¢ ,,podnosi¢” wskutek nabywania rozmaitych
mutacji 1 stanowi przez to istotne ,,tto” podwyzszajace poziom opornosci wynikajacy z

obecnosci mechanizméw opornos$ci nabyte;j.

2. 2. 2. B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL)

Zdarzaja si¢ szczepy P. aeruginosa lub A. baumannii wytwarzajace ESBL (omdéwione
szczegblowo w punkcie 1. 2. 1). Sa one jednak znacznie rzadsze niz szczepy pateczek
Enterobacteriaceae ESBL", cho¢ w niektérych krajach lub o$rodkach moga stanowi¢ istotny
odsetek szczepéw wymienionych gatunkoéw, co wiaze si¢ ze specyfika lokalnej sytuacji
epidemiologicznej. Co ciekawe, P. aeruginosa, obok typowych rodzajéw ESBL, moze tez
wytwarza¢ sporadycznie wystepujace, a niekiedy wrecz unikatowe badz niemal specyficzne
dla siebie typy tych enzyméw [32, 52]. Niektére z nich sa bardzo trudne do wykrycia
fenotypowego, inne moga wymaga¢ specyficznych zestawéw krazkéw z antybiotykami w
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testach typu DDS (pkt 1. 4. 1). Jednak zastosowanie podstawowego wariantu takiego testu
pozwala wykry¢ wiele przypadkéw szczepéw P. aeruginosa ESBL'. Poniewaz w Polsce takie
szczepy pojawiaja sig, a nawet wywolaly duze, szpitalne ognisko epidemiczne [17, 52]
wydaje si¢ wskazanym, aby szczepy tego gatunku oporne na ceftazydym bada¢ w kierunku
ESBL, zgodnie z procedura opisana w punkcie 1. 4. 1., przynajmniej w tych osrodkach, w

ktérych wczesniej je izolowano.

2. 2. 3. Metalo-B-laktamazy (MBL) i inne mechanizmy opornosci na karbapenemy

W $rodowiskach szpitalnych izolowane sa szczepy niefermentujacych paleczek Gram-
ujemnych, zwtaszcza P. aeruginosa, dysponujacych nabyta opornoscia na karbapenemy.
Opornos$¢ ta jest uwarunkowana wieloma réznymi mechanizmami (np. karbapenemazy,
ograniczenie przepuszczalno$ci oston komdrkowych, wypompowywanie leku z komorki) [28,
30, 34], ktére moga takze dotyczy¢ innych antybiotykéw (zwtaszcza fluorochinolonéw). Typ
i wariant mechanizmu, poziom jego ekspresji oraz nagminne wspotwystepowanie kilku
mechanizméw opornosci na B-laktamy decyduja o duzej r6znorodnosci fenotypéw takich
SZCZepoOw.

Wsréd znanych obecnie mechanizméw opornosci P. aeruginosa na karbapenemy szczegdlne
zagrozenie stanowig metalo-B-laktamazy klasy B (MBL), zwane tak ze wzgledu na
wykorzystywanie jonéw Zn”* jako kofaktoréw reakcji hydrolizy B-laktaméw [7, 10, 30, 34,
44, 46, 51]. Geny kodujace MBL moga by¢ przekazywane pomigdzy szczepami P.
aeruginosa, a takze innych gatunkéw paleczek niefermentujacych (np. Pseudomonas putida,
A. baumannii), a od kilku lat obserwuje si¢ je réwniez u gatunkéw z rodziny
Enterobacteriaceae (oméwione wyzej — pkt 1. 2. 4). Od przelomu lat 1990. i 2000.
wytwarzajace MBL szczepy pateczek niefermentujacych (gtéwnie P. aeruginosa) obecne sa
w Polsce i ulegaja szybkiemu rozprzestrzenianiu [20, 39]. Szczepy MBL" sa oporne lub
wykazuja obnizong wrazliwos¢ na penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy oraz na
polaczenia z inhibitorami B-laktamaz (brak wplywu inhibitoréw). W poréwnaniu z
paleczkami Enterobacteriaceae, ale tez A. baumannii, szczepy P. aeruginosa MBL*
znacznie czeSciej wykazuja opornosé na leki ze spektrum substratowego MBL, a ze
wzgledu na wspolwystepowanie innych mechanizméw, obserwuje si¢ tez szczepy
ewidentnie oporne na wszystkie dostgpne dzisiaj B-laktamy. Stosunkowo niewielki zaséb
danych naukowych na temat ewentualnej skutecznoéci f-laktaméw, na ktére szczepy MBL"
P. aeruginosa 1 innych pateczek wykazuja jednak wrazliwo$¢ in vitro (wlacznie z
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aztreonamem, ktoéry nie jest substratem MBL) powoduje, Zze interpretacja takich
antybiograméw jest trudna [10]. Rozpowszechniany jest obecnie poglad, aby szczepy MBL*
interpretowa¢ z definicji jako niewrazliwe na karbapenemy i inne B-laktamy, z
wyjatkiem aztreonamu, ktéry powinno si¢ raportowaé zgodnie z faktycznym wynikiem
oznaczenia [10, 19]. Wydaje si¢ jednak, ze w sytuacji powaznego zakazenia szczepem o
wybitnej wieloopornosci 1 niezwykle zawgzonych opcjach terapeutycznych, moze okazac sig
wskazanym poinformowanie lekarza o stwierdzonej wrazliwosci in vitro na okre$lony -
laktam z podaniem jego wartosci MIC i uswiadomieniem mozliwosci niepowodzenia
terapeutycznego. Nalezy nadmieni¢ réwniez, ze wyrazany jest dzisiaj poglad, aby w
przypadku ciezkich zakazen wywolywanych przez szczepy MBL' rozwazaé przede
wszystkim mozliwosci leczenia skojarzonego [10, 47].

Jak wspomniano wyzej, ukierunkowane testy fenotypowe na obecnos¢ MBL opieraja si¢ na
wykorzystywaniu inhibitoréw tych [-laktamaz (gtéwnie EDTA) oraz karbapeneméw i
ceftazydymu jako antybiotykéw wskaznikowych. Ze wzgledu na dziatanie EDTA na wiele
struktur i proceséw komoérkowych bakterii, szczepy podejrzewane o wytwarzanie MBL
powinny by¢ przesylane do laboratorium referencyjnego w celu potwierdzenia
oznaczenia za pomoca metod biochemicznych i molekularnych.

Podobnie do P. aeruginosa, szczepy A. baumannii réwniez moga nabywac¢ opornosci na
karbapenemy za posrednictwem rdéznorodnych mechanizméw, wilaczajac mechanizmy
zwiazane z ostonami komoérkowymi. Moga one tez wytwarza¢ karbapenemazy, w tym MBL.
Gtéwnym jednak rodzajem karbapenemaz u Acinetobacter spp. sa obecnie tzw.
karbapenemazy klasy D (CHDL). Cho¢ ich aktywnos¢ wzgledem cefalosporyn III generacji
jest znikoma, to wspétwystepowanie innych mechanizméw (w tym innych B-laktamaz) czgsto
nadaje szczepom A. baumannii CHDL' oporno$¢ na wszystkie B-laktamy, bez wptywu
inhibitor6w B-laktamaz. Jeden rodzaj CHDL wystepuje naturalnie u A. baumannii, przy czym
oporno$¢ na karbapenemy pojawia si¢ dopiero wskutek znaczacego podniesienia poziomu
ekspresji takiej [B-laktamazy dzigki okreSlonym zmianom genetycznym. Kilka innych
rodzajow CHDL, to z kolei enzymy typowo nabyte, kodowane przez geny plazmidowe lub
chromosomalne. Nie ma obecnie metod fenotypowego wykrywania CHDL; mozna je
identyfikowac jedynie metodami biochemicznymi lub molekularnymi [34, 44, 46].

Oporne na karbapenemy szczepy Acinetobacter spp., zaré6wno o fenotypie MBL®, jak i

MBL’, powinny by¢ przesylane do laboratorium referencyjnego.
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2.3. Antybiogramy P. aeruginosa i Acinetobacter spp. (tabele 2. 1 do 2. 3)

Tab. 2. 1. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

Antybiotyk Krazek Uwagi
[ugl

Tikarcylina 75

Piperacylina 100

Ceftazydym 30

Gentamicyna 10

Tobramycyna 10

Tab. 2. 2. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY DLA SZCZEPOW IZOLOWANYCH Z MOCZU

Antybiotyk Krazek Uwagi
[l
Piperacylina 100
Karbenicylina 100
Ceftazydym 30
Gentamicyna 10
Tetracyklina 30 Oznacza¢ tylko dla Acinetobacter spp. Szczepy

wrazliwe na tetracykling mozna uwaza¢ za wrazliwe na
doksycykling. Szczepy $redniowrazliwe lub oporne na
tetracykling moga by¢ wrazliwe na doksycykling.

Norfloksacyna lub 10
ofloksacyna 5

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75 | Oznacza¢ tylko dla Acinetobacter spp.
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Tab. 2. 3. ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

Antybiotyk Krazek Uwagi
[ugl

Tikarcylina/kw.klawulanowy 75/10

Ampicylina/sulbaktam 10/10 Oznaczac¢ tylko dla Acinetobacter spp. ze wzgledu na
dobra aktywno$¢ sulbaktamu wobec tego rodzaju.

Piperacylina/tazobaktam 100/10

Cefepim 30

Cefotaksym lub 30

ceftriakson 30

Aztreonam 30

Imipenem 10

Meropenem 10

Doripenem 10 Interpretacja: szczep wrazliwy strefa zahamowania
wzrostu 224mm, MIC <1 pg/ml., szczep oporny strefa
<19 mm, MIC>4 pg/mL [45]

Amikacyna 30

Netilmicyna 30

Ciprofloksacyna 5 Dla Acinetobacter spp. lek moze by¢ wiaczony do
antybiogramu podstawowego

Lewofloksacyna 5 Dla Acinetobacter spp. lek moze by¢ wiaczony do
antybiogramu podstawowego

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75 Oznaczac¢ tylko dla Acinetobacter spp. — lek moze by¢
wlaczony do antybiogramu podstawowego

Chloramfenikol 30 Oznaczac¢ tylko dla Acinetobacter spp.

Kolistyna 50 W cigzkich zakazeniach, niepowodzeniach

terapeutycznych oraz w przypadku szczepoéw
wieloopornych zawsze oznacza¢ MIC. W przypadku
P.aeruginosa oznacza¢ wytacznie MIC ze wzgledu na
brak korelacji pomigdzy wielko$cia strefy zahamowania
wzrostu i wartosciami MIC. Interpretacja dla kolistyny i
polimyksyny B: szczep wrazliwy strefa zahamowania
wzrostu 215mm, MIC <2 ug/mL oporny strefa <15
mm, MIC>2 pg/mL [45]
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2.4. Antybiogramy S. maltophilia, B. cepacia metoda dyfuzyjno-krazkowa (tabele 2. 4
i2.5)

Tab. 2. 4. Oznaczanie wrazliwosci S. maltophilia metoda dyfuzyjno-krazkowa

Antybiotyk Krazek Uwagi
[ugl

Ceftazydym nie stosowac¢ | Oznaczaé¢ wytacznie MIC; szczep wrazliwy <8 pug/mL,
szczep oporny 232 pug/mL

Lewofloksacyna 5 wrazliwy - 217mm, $redniowrazliwy — 14-16 mm,
oporny - <13 mm

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75 | wrazliwy - 216 mm, $redniowrazliwy — 11-15 mm,
oporny - <10 mm

Tab. 2. 5. Oznaczanie wrazliwosci B. cepacia metoda dyfuzyjno-krazkowa

Antybiotyk Krazek Uwagi
[uel
Ceftazydym 30 wrazliwy - 221 mm, $redniowrazliwy — 18-20 mm,
oporny - <17 mm
Meropenem 10 wrazliwy - 220 mm, $redniowrazliwy — 16-19 mm,

oporny - <15 mm

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75 | wrazliwy - 216 mm, $redniowrazliwy — 11-15 mm,
oporny - <10 mm

Lewofloksacyna nie stosowaé | Oznacza¢ wyltacznie MIC; szczep wrazliwy <2 ug/mL,
szczep oporny =8 pg/mL

2.5. Oznaczanie wytwarzania metalo-B-laktamaz (MBL)

2. 5. 1. Testy dyfuzyjno-krazkowe na MBL

W przypadku paleczek niefermentujacych (P. aeruginosa, inne Pseudomonas spp. i
Acinetobacter spp.) wykrywaniu MBL powinno si¢ poddawaé¢ szczepy oporne lub
o obnizonej wrazliwosci na karbapenemy (imipenem i/lub meropenem) i jednoczesnie
oporne na tikarcyling i tikarcyling z kwasem klawulanowym [10]. (Kryteria wyboru
szczepOw Enterobacteriaceae zostaly przedstawione w rozdziale poswigconym pateczkom
jelitowym — pkt 1. 5. 1). Wykrycie szczepu wytwarzajacego MBL, cho¢by w nosicielstwie,
powinno stanowi¢ przestanke do wszczecia energicznych dzialan w zakresie kontroli
zakazen [10].

Test wykonuje si¢ metoda dyfuzyjno-krazkowa, a ptytki MHA z posianym szczepem bakterii
przygotowuje si¢ jak w rutynowych badaniach wrazliwosci na leki wg zalecen CLSI. Na
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ptytce uklada si¢ zestaw krazkow, przypominajacy test dwoch krazkéw (DDST) do
wykrywania ESBL (wersja ,,zblizeniowa” testu). Zestaw zawiera krazek z EDTA (10 ul 0,5M
EDTA, pH 7,3-7,5) i po jego obu stronach krazki z ceftazydymem 30 pg i imipenemem 10
ng, odlegte od krazka z EDTA o 2 cm (migdzy srodkami krazkéw) [26]. Mozna tez doktadac
krazek z meropenemem 10 ug po trzeciej stronie krazka z EDTA. Dodatkowo, mozna tez
wykona¢ oznaczenie z drugim zestawem krazkow, w ktérym krazek srodkowy zawiera kwas
2-merkaptopropionowy zamiast EDTA (2-MPA; 2-3 ul nierozcienczonej substancji) [3].
Krazki z EDTA (i 2-MPA) nalezy przygotowa¢ samodzielnie na kilka minut przed utozeniem
na ptytce. EDTA (i 2-MPA) jest inhibitorem MBL, w zwiazku z czym, o wytwarzaniu tych
enzymOw S$wiadczy pojawienie si¢ i wyrazne powigkszenie strefy wokét krazka z
ceftazydymem i/lub karbapenemem od strony krazka zawierajacego inhibitor (obraz bardzo
podobny do dodatniego wyniku oznaczania ESBL metoda dwdéch krazkéw, DDST).

Test fenotypowy na obecnos¢ MBL mozna tez wykonywa¢ w wersji ,.kombinowane;j”.
Zaproponowano wariant oznaczania dla P. aeruginosa, w ktérym na krazek z imipenemem 10
ng podaje si¢ 5 ul 0,5M EDTA (750 pg), a wynik pozytywny ma miejsce w sytuacji wyraznej
réznicy migdzy strefami zahamowania wzrostu wokét krazka z imipenemem i EDTA oraz
krazka z samym imipenemem (ponad 5 mm) [53]. Podobny test, tyle Zze z meropenemem

Giske 1 wsp. zaproponowali dla Enterobacteriaceae [21].

2. 5. 2. Oznaczanie MBL za pomoca Etestu

Nalezy réwniez dodaé, ze do oznaczania MBL mozna tez stosowaé Etest, w ktérym
wykorzystywane sa imipenem i EDTA. Wykonanie i interpretacja wynikéw testu powinny
by¢ prowadzone zgodnie z zaleceniami producenta [18]. W zadnym przypadku paska Etest
MBL nie nalezy stosowa¢ do oznaczania faktycznej wartosci MIC imipenemu; takie
oznaczenie mozna wykonywac tylko przy uzyciu paska Etest z samym imipenemem. (Jak

zaznaczono wyzej, Etestu MBL nie zaleca si¢ dla paleczek Enterobacteriaceae — pkt 1.5.2.1).

2.6. Szczepy wzorcowe:

Escherichia coli ATCC 25922 - stuzy do kontroli jakos$ci lekowrazliwosci oraz do kontroli
jakosci oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - stuzy takze do kontroli jako$ci prawidtowe;j

zawartoéci Ca®* i Mg®* w podtozu MHA
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Escherichia coli ATCC 35218 - stluzy do kontroli jakosci krazkéw antybiogramowych z
antybiotykami B-laktamowymi w potaczeniu z inhibitorami B-laktamaz (kwas klawulanowy,
sulbaktam, tazobaktam)

Pseudomonas aeruginosa MIKROBANK 13.001 - stuzy do kontroli jakosci oznaczania MBL
(kontrola pozytywna, szczep MBL")
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