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8.1. Najwazniejsze mechanizmy opornosci

8.1.1 Mechanizmy opornosci na antybiotyki p-laktamowe
U gronkowcow wyréznia si¢ dwa mechanizmy opornosci na antybiotyki B-laktamowe:
e produkcje P-laktamaz, skutkujaca opornoscia na penicyliny naturalne, amino- i
ureidopenicyliny
e produkcje nowego biatka ,PBP2a, zwanego takze PBP2’ o0 niskim powinowactwie do
antybiotykéw B-laktamowych skutkujaca oporno$cia na wszystkie antybiotyki -
laktamowe obecnie stosowane w leczeniu 1 okreslana mianem opornosci na
meticyling.
W rutynowych oznaczeniach w laboratorium mikrobiologicznym mozna pomina¢ oznaczanie
wrazliwosci na penicyling, poniewaz ocenia sig, ze 80-90% szczepow gronkowcow jest
zdolnych do wytwarzania [-laktamaz. Produkcja P-laktamaz ma najcze$ciej charakter
indukowalny, a wiec zachodzi w obecnosci antybiotyku [-laktamowego. Szczepy
gronkowcéw produkujace B-laktamaze sa oporne na penicyling, ampicyling, amoksycyling,
oraz ureidopenicyliny (np. piperacyling) i tikarcyling Szczepy wytwarzajace -laktamaze, ale
wrazliwe na meticyling sa wrazliwe na: tzw. penicyliny przeciwgronkowcowe, ktére sa
oporne na dzialanie penicylinaz gronkowcowych, takie jak meticylina (obecnie nie
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stosowana), nafcylina oraz penicyliny izoksazolilowe: oksacylina, kloksacylina (jedyna
dostgpna w Polsce, Syntarpen), dikloksacylina, flukloksacylina., a takze na cefalosporyny
(najwicksza aktywnos$¢ wykazuja cefalosporyny I i II generacji), penicyliny z inhibitorami i
karbapenemy. Szczepy wrazliwe na meticyling oznaczane sa skrétem MSSA
(meticylinowrazliwe S.aureus), MSCNS (meticylinowrazliwe gronkowce koagulazo-ujemne).
Sposéb wykonania oznaczenia wrazliwos$ci na penicyling oméwiono w punkcie 8.5.1.

Z klinicznego i epidemiologicznego punktu widzenia najwazniejszym obecnie mechanizmem
oporno$ci na antybiotyki B-laktamowe u Staphylococcus spp. jest oporno$¢ na meticyling
(okreslana w literaturze takze jako oporno$¢ na oksacyling), ktéra oznacza brak wrazliwosci
klinicznej na wszystkie antybiotyki B-laktamowe dotychczas stosowane w terapii. Gronkowce
oporne na meticyling okreslane sa skrétami: MRSA w przypadku meticylinoopornych
szczepOw Staphylococcus aureus oraz MRCNS w przypadku meticylinopornych szczepoéw
gronkowcow koagulazo-ujemnych, a takze MRSE w przypadku meticylinoopornych
Staphylococcus epidermidis. Oporno$¢ na meticyling warunkowana jest obecno$cia nowego
biatka wiazacego penicyling zwanego PBP2a lub PBP2’, kodowanego przez gen mecA
zlokalizowany w chromosomie i1 stanowiacy czg$¢ regionu noszacego nazwe¢ SCCmec
(gronkowcowa kaseta chromosomalna mec, ang. staphylococcocal cassette chromosome
mec). W odréznieniu od pozostatych biatek PBP, bialko PBP2a nie ulega hamowaniu przez
antybiotyki B-laktamowe z powodu obnizonego powinowactwa do tych antybiotykéw. Biatko
PBP2a zachowuje swoja funkcj¢ enzymatyczng 1 uczestniczy w syntezie Sciany komorkowej,
ale jego ekspresja zachodzi tylko w obecnosci B-laktamu. Opornos¢ na meticyling moze mie¢
charakter homogenny, gdy wszystkie komérki danej populacji gronkowca oznaczanych w
badaniach in vitro wykazuja fenotyp opornosci lub heterogenny, gdy tylko cze$s¢ komorek
danej populacji wykazuje fenotyp opornosci [1, 2]. Zaréwno szczepy o homogennej jak i
heterogennej opornosci na meticyling sa klinicznie oporne na wszystkie antybiotyki B-
laktamowe.

Meticylinooporne S.aureus (MRSA) 1 meticylinooporne gronkowce koagulazo-ujemne
(MRCNS) moga by¢ izolowane zaréwno od pacjentéw szpitalnych jak i z zakazen
pozaszpitalnych. Szczepy S.aureus oporne na meticyling izolowane dotychczas od pacjentow
szpitalnych (HA-MRSA ang. hospital acquired MRSA) sa z definicji wielooporne, najczegsciej
niewrazliwe na tetracykliny, aminoglikozydy, makrolidy i linkosamidy, a czgsto rowniez na
fluorochinolony, chloramfenikol, trimetoprim/sulfametoksazol, kwas fusydowy i rifampicyne

[1, 10, 11, 17]. Opisano takze gronkowce oporne na wankomycyng, linezolid,
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chinupristyn¢/dalfopristyng oraz daptomycyne [7, 17,, 19, 21]. Natomiast szczepy S.aureus
oporne na meticyling izolowane z typowych zakazen pozaszpitalnych (CA-MRSA ang.
community acquired MRSA) sa z definicji oporne na wszystkie B-laktamy, a dodatkowo na
tetracykliny i niekiedy na makrolidy [1, 10, 16, 18]. Szczepy CA-MRSA wywotuja
najczesciej pierwotne zakazenia skory i tkanek migkkich (ropnie, czyraki) oraz rzadziej
martwicze zapalenie pluc. Zwiazane jest to z wytwarzaniem toksyny - leukocydyny
Panton-Valentine (PVL) [16, 18]. CA-MRSA moga sprawia¢ trudnosci diagnostyczne,
poniewaz czgsto wykazuja bardzo wysoce heterogenna ekspresj¢ opornosci na meticyling. W
ciagu ostatnich lat pojawily si¢ takze doniesienia o wystgpowaniu MRSA u zwierzat
gospodarskich ($winie, konie, bydto) i domowych (koty, psy), przy czym zwierzgta domowe
sa najczgscie] kolonizowane i zakazane przez szczepy MRSA pochodzenia ludzkiego.
Obserwowano réwniez nosicielstwo 1 zakazenia u ludzi wywolywane przez oporne na
meticyling szczepy S. aureus pochodzenia zwierzg¢cego, charakterystyczne dla zwierzat
gospodarskich. Najwigcej badan poswigcono jak dotad szczepom MRSA izolowanym od
swin, bydta i koni. Szczepy izolowane ze Srodowiska chlewni oraz z przypadkéw kolonizacji
u hodowcéw $win, pracownikOw chlewni, rzezni i lekarzy weterynarii, nazywane FA-MRSA
(ang. farm associated MRSA) lub LA-MRSA (ang. livestock associated MRSA) nalezaty do
jednego kompleksu klonalnego ST398 i charakteryzowaly si¢ opornoscia na tetracykliny, a
niekiedy rowniez erytromycyng, linkomycyng, kanamycyng 1 gentamicyng [23].

Oznaczanie wrazliwo$ci na meticyling u wszystkich gatunkéw gronkowcow wykonuje si¢
z uzyciem krazka z cefoksytyna 30 pg [2, 13, 14, 15]. Interpretacje wynikow oznaczania
wrazliwosci na meticyling z uzyciem krazka z cefoksytyna 30 pug podano w tab. 8.1.
Odczytu wynikéw oznaczania opornosci na meticyling dokonuje si¢ po 24 godz.
inkubacji w temperaturze 35°C. Utrzymanie inkubacji do 24 godzin umozliwia wykrycie
szczepéw o heterogennym fenotypie opornosci na meticyline. Wynik oznaczania
wrazliwosci na meticyling jest jednoczesnie wynikiem dla wszystkich antybiotykow f-

laktamowych i nie nalezy oznaczaé¢ wrazliwosci na inne leki z tej grupy, a wykonanie

takiego oznaczenia moze prowadzi¢ do uzyskiwania niewiarygodnych wynikow

(aktywnos$¢ in vitro, przy braku skutecznos$ci klinicznej) i powaznych skutkow

klinicznych i epidemiologicznych. . Szczepy oporne na meticyling sa klinicznie oporne na

wszystkie antybiotyki B-laktamowe dotychczas stosowane w terapii, czyli na penicyliny,
aminopenicyliny, penicyliny izoksazolilowe (oksacylina, kloksacylina, dikloksacylina,

flukloksacylina), nafcyling, cefalosporyny, penicyliny z inhibitorami, cefalosporyny z
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inhibitorami i karbapenemy. Nadzieje wigze si¢ z niezarejestrowanymi dotychczas w
krajach UE nowymi cefalosporynami o aktywnos$ci anty-MRSA takimi jak ceftobiprol,
ktore wykazuja aktywnos$¢ in vitro wobec szczepéw MRSA.

Do grupy szczepéw opornych na oksacyling, oprocz szczepéw wykazujacych ekspresje genu
mecA 1 produkujacych biatko PBP2a zaliczane sa réwniez tzw. szczepy MOD-SA (ang.
modified S.aureus). Szczepy MOD-SA wystgpuja bardzo rzadko, charakteryzuja sig
wartosciami MIC oksacyliny 24 mg/L 1 wykazuja opornos¢ na oksacyling w wyniku zmiany
powinowactwa do oksacyliny innych niz PBP2A biatek wiazacych penicyling, wystgpujacych

w $Scianie komdrkowej gronkowca.

Uwaga!

Do identyfikacji opornosci na meticyling zaréwno u S.aureus jak i u gronkowcow
koagulazo-ujemnych sposréd metod dyfuzyjno-krazkowych zalecana jest obecnie
metoda z uzyciem krazka z cefoksytyna 30 pg [2,15]. Interpretacj¢ wynikow oznaczania
wrazliwosci na meticyling z uzyciem krazka z cefoksytyna 30 pg u Staphylococcus
lugdunesis wykonuje si¢ z zastosowaniem wartosci granicznych dla S.aureus.
Interpretacje wynikow oznaczania wrazliwosci na meticyling z uzyciem krazka z
cefoksytyna 30 pg u pozostalych gatunkéw gronkowcoéw koagulazo-ujemnych (z
wyjatkiem S.lugdunesis) wykonuje¢ si¢ wedlug osobnych kryteriow. Wartos$ci graniczne
dla metody dyfuzyjno-krazkowej z zastosowaniem krazka z cefoksytyna 30 pg
przedstawiono w tabeli 8.1.

Metoda przegladowa do oznaczania opornosci na meticyling z oksacyling w podlozu
moze byé¢ stosowana jako metoda wykrywania opornosci na meticyling jedynie u
S.aureus. W przypadku niejednoznacznych wynikéw w metodzie przegladowej z
oksacyling w podlozu, wynik nalezy potwierdzi¢ stosujac testy wykrywajace biatko
PBP2a, produkt genu mecA. Nalezy pamig¢taé, ze dostgpne testy oparte o metode
aglutynacji lateksowej wykrywajace bialko PBP2a daja miarodajne wyniki jedynie w
przypadku izolatéw S aureus.

Wykrywanie obecno$ci genu mecA metoda PCR jest nadal uznawane za “zloty
standard” i powinno by¢ wykonywane w przypadku uzyskania niejednoznacznych
wynikéw w metodach fenotypowych, zaréwno w przypadku S.aureus jak i gronkowcow
koagulazo-ujemnych. Izolaty z cig¢zkich zakazen inwazyjnych podejrzane o fenotyp
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MRSA i sprawiajace trudnos$ci diagnostyczne nalezy przestaé¢ w celu potwierdzenia do
KORLD.
Osrodki III stopnia referencyjnosci powinny przechowywaé szczepy MRSA jako

patogenéw alarmowych w przypadku ich izolacji z zakazen inwazyjnych.

Tab. 8.1. Interpretacja wynikOw oznaczenia wrazliwosci na meticyling izolatow
Staphylococcus spp. w metodzie dyfuzyjno-krazkowej (Srednica strefy w mm). Odczyt po

24h inkubacji w temp. 33-35°C, nie przekraczaé¢ 35°C [15].

Krazek z Staphylococcus aureus i Koagulazo-ujemne gronkowce, (CNS
antybiotykiem Staphylococcus lugdunensis | ang. coagulase- negative staphylococci)
(z wyjatkiem S. lugdunensis)
oporny wrazliwy oporny wrazliwy
Cefoksytyna 30 ug <21 >22 <24 >25

8.1.2. Opornos$¢ na glikopeptydy

W przypadku izolacji szczepéw MRSA lub nadwrazliwosci na [B-laktamy antybiogram
powinien uwzglednia¢ oznaczenie wrazliwosci na wankomycyng. Nalezy zawsze wykonaé
oznaczenie MIC wankomycyny (minimalnego stezenia hamujacego), poniewaz metoda
dyfuzyjno-krazkowa nie daje wiarygodnych wynikéw. Szczepy S.aureus izolowane w
Polsce charakteryzuja si¢ wartosciami MIC wankomycyny w zakresie 0,5-2,0 ug/mL [10, 11].
Sporadycznie pojawiaja si¢ szczepy o obnizonej wrazliwosci na wankomycyng i teikoplaning
nazywane VISA (ang. vancomycin-intermediate S.aureus) lub bardziej prawidlowo GISA
(ang. glycopeptide-intermediate S.aureus). Szczepy takie charakteryzuja si¢ homogenna
(GISA) lub heterogenna ekspresja opornosci (hGISA) na glikopeptydy. W przypadku
szczepOw GISA stwierdza si¢ wartosci MIC wankomycyny w zakresie 2-8 pg/mL i
teikoplaniny > 8 pg/mL., a w przypadku szczepéw hGISA wartosci MIC wankomycyny w
zakresie 1-4 pg/mL i teikoplaniny w zakresie 0,5-8 pg/mL. Obecnie uwaza sig, ze szczep
mozna zaliczy¢ do grupy tzw. prawdziwych VISA (ang. true VISA), jesli charakteryzuje si¢

MIC wankomycyny =24 mg/L w oznaczeniu metoda rozcienczen w bulionie. Wielu badaczy
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zwraca uwagg na fakt, ze terminy VISA 1 GISA stopniowo stajg si¢ terminami historycznym,
ze wzgledu na fakt, ze zalecenia EUCAST, obowiazujace w wielu krajach Unii Europejskie;,
w tym takze w Polsce od 1 stycznia 2011 roku, podaja jedynie kliniczng warto$¢ graniczna
wankomycyny i teikoplaniny dla szczepéw wrazliwych <2 mg/L, a wszystkie szczepy o
warto$ciach MIC >2 mg/L zaliczane sa do kategorii ,,oporny”. Wszystkie szczepy S.aureus
o wartosciach MIC wankomycyny >2 pg/mL nalezy bada¢ w Kkierunku obnizonej
wrazliwosci na glikopeptydy (metodyka punkt 8.5.5.) i przesta¢ do KORLD w celu
potwierdzenia.

Jak dotad rejestrowano jedynie sporadycznie i to wytacznie w USA zakazenia wywotywane
przez szczepy S.aureus oporne na wankomycyng¢ (VRSA - ang. vancomycin-resistant
S.aureus).W kilku przypadkach udato sig ustali¢, ze opornos¢ na wankomycyng byta u tych
szczepOw warunkowana obecnoscia genu vanA, przeniesionego od enterokokdw. Szczepy
S.aureus posiadajace gen vanA charakteryzowaly si¢ wysokimi wartosciami MIC
wankomycyny (128-256 upg/mL) [12]. W przypadku kilku szczepow VRSA systemy
automatyczne nie wykryly u nich opornosci na wankomycyne. Biorac to pod uwageg zaleca
si¢ oznaczanie MIC wankomycyny metoda mikrorozcienczen w bulionie lub metoda
dyfuzji z paska zawierajacego gradient antybiotyku dla wszystkich szczepow
izolowanych z ci¢zkich zakazen od pacjentéw z dlugo stosowang terapig glikopeptydami.
W przypadku stwierdzenia braku poprawy stanu klinicznego u pacjenta leczonego
dlugo glikopeptydami oznaczenie MIC wankomycyny nalezy powtérzy¢ dla kolejnych
izolatow S.aureus hodowanych od takiego pacjenta.

Gronkowce koagulazo-ujemne charakteryzuja si¢ wyzszymi wartosciami MIC glikopeptydéw
niz S. aureus. CLSI dla gronkowcéw koagulazo-ujemnych proponuje nastgpujace kliniczne
warto$ci graniczne: wankomycyna wrazliwy <4 pg/mL, oporny >32 ug/mL; teikoplanina
wrazliwy <8 ug/mL, oporny =32 pug/mL [15]. EUCAST proponuje natomiast nastgpujace
warto$ci graniczne: wankomycyna wrazliwy <2 mg/L, oporny >2 mg/L, teikoplanina

wrazliwy <4 mg/L, oporny >4 mg/L.

8.2. Metody

Stosowane podloze MHA, zawiesina bakteryjna o ggstosci 0,5 McFarlanda inkubacja w
atmosferze tlenowej 16-18h w temp. 33-35°C, nie przekraczaé¢ 35°C. W przypadku

cefoksytyny i wankomycyny inkubacja 24h. Metody wykonania oznaczen opisano
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doktadnie w tym opracowaniu w rozdziale 8.5: ,Metody oznaczania lekowrazliwosci i

mechanizméw opornosci u Staphylococcus spp.”.

8.3. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

W przypadku izolacji bakterii z rodzaju Staphylococcus spp. obowiazkowe jest dokladne
okreslenie gatunku oraz wykonanie oznaczenia wrazliwosci na meticyling dla wszystkich
szczepoOw wyhodowanych z przypadkow zakazen oraz dla szczepdéw S.aureus izolowanych w

badaniach na nosicielstwo.

Tab. 8.2. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

Antybiotyk Krazek |Uwagi

Cefoksytyna 30 ug Krazek z cefoksytyna najlepiej wykrywa oporno$¢ na meticyling, ktdra jest
warunkowana obecnoscig genu mecA zaréwno u S.aureus jak i u
gronkowcéw koagulazo-ujemnych [2, 14, 15]. Jednak w wyniku oznaczania
lekowrazliwosci nalezy podawac informacj¢ o opornosci szczepu na
meticyling, czyli wszystkie antybiotyki B-laktamowe. Interpretacja wynikéw
oznaczania lekowrazliwosci patrz tab. 8.1.

Erytromycyna 15 ug Wynik oznaczania wrazliwo$ci na erytromycyng jest reprezentatywny dla
roksytromycyny, klarytromycyny i azytromycyny. Metoda dwéch krazkéw i
interpretacja fenotypow opornosci patrz punkt 8.5.2.

Klindamycyna 2ug Oznaczenie indukcyjnej oporno$ci na klindamycyng metoda dwéch
krazkéw. Metoda i interpretacja fenotypéw opornosci patrz punkt 8.5.2

Tab. 8.3. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY DLA SZCZEPOW IZOLOWANYCH Z MOCZU

Antybiotyk Krazek Uwagi

Cefoksytyna 30 ug Oznaczenie wrazliwo$ci na antybiotyki 3-
laktamowe - patrz tabela 8.1.

Norfloksacyna 10 ug Wrazliwo$¢ na norfloksacyng oznacza wrazliwo$¢
na ciprofloksacyng, ofloksacyng, lewofloksacyne, i
moksifloksacyng . W przypadku stwierdzenia
opornosci na norfloksacyng nalezy oznaczy¢
wrazliwos¢ dla leku, ktéry ma by¢ zastosowany w
terapii.

Nitrofurantoina 300 ug
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Trimetoprim 5ug

Trimetoprim/sulfametoksazol | 1,25/23,75 ug

Uwaga: Dla Staphylococcus saprophyticus izolowanego z moczu nie jest konieczne
rutynowe oznaczanie lekowrazliwosci, poniewaz zakazenie to dobrze odpowiada na leczenie
standardowymi dawkami lekéw stosowanych w leczeniu ostrych zapalen pegcherza
moczowego (np. nitrofurantoina, fluorochinolony, trimetoprimu/sulfametoksazol, trometamol

fosfomycyny).

8.4 ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

We wszystkich ciezkich zakazeniach oraz w przypadku niepowodzen terapeutycznych
nalezy bezwzglednie oznacza¢ MIC (minimalne stezenie hamujace leku). Osrodki I1I
stopnia referencyjnosci powinny przechowywaé szczepy MRSA jako patogenéow

alarmowych w przypadku ich izolacji z zakazen inwazyjnych.

Tab. 8.4. ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

Antybiotyk Krazek Uwagi

Wankomycyna wylacznie Lek stosowany gléwnie w leczeniu zakazen o etiologii MRSA. Nalezy
oznaczanie zawsze wykona¢ oznaczenie MIC. Metoda dyfuzyjno-krazkowa nie
MIC pozwala na odréznienie wrazliwych izolatow S.aureus i gronkowcoéw

koagulazo-ujemnych od $redniowrazliwych i z obnizong wrazliwo$cia
na glikopeptydy (GISA). Schemat oznaczania wrazliwosci na
wankomycyng dla S.aureus — patrz punkt 8.5.5. Szczepy o warto$ciach
MIC>2pg/mL nalezy przesta¢ do KORLD.

Teikoplanina wylacznie Nalezy zawsze wykona¢ oznaczenie MIC. Metoda dyfuzyjno-
oznaczanie krazkowa moze dawaé niewiarygodne wyniki. Teikoplanina jest mniej
MIC aktywna od wankomycyny wobec szczepéw gronkowcoéw koagulazo-

ujemnych zwlaszcza S.haemolyticus.

Daptomycyna wylacznie Lek stosowany w leczeniu skomplikowanych zakazen o etiologii
oznaczanie MIC | MRSA. Nalezy zawsze wykona¢ oznaczenie MIC. Metoda dyfuzyjno-
krazkowa nie jest wiarygodna. Aktywno$¢ leku jest zalezna od
obecnosci jonéw wapnia w podiozu; metodyka wykonania oznaczenia
patrz punkt 8.5.3. Szczepy o wartosciach MIC>1 pg/mL nalezy
przesta¢ do KORLD.

Tetracyklina 30 ug Szczepy wrazliwe na tetracykling nalezy uwaza¢ za wrazliwe na
doksycykling. Szczepy $redniowrazliwe lub oporne na tetracykling
moga by¢ wrazliwe na doksycykling, minocykling (niedsostgpma w
Polsce) lub tigecykling.

Tigecyklina 15 ug Lek stosowa¢ w leczeniu skomplikowanych zakazen o etiologii MRSA.
Oznaczanie metoda dyfuzyjno-krazkowa i oznaczanie MIC metoda
rozcienczeniowa zgodnie ze standardowa metodyka CLSI, oznaczanie
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MIC metoda dyfuzji z paska zawierajacego gradient antybiotyku wg
instrukcji producenta [3, 14, 15]. Metodyka oznaczenia MIC metoda
rozcienczeh w bulionie lub w agarze patrz punkt 8.5.4. Szczepy
wrazliwe strefa zahamowania wzrostu >18 mm, niewrazliwe <18mm
[4]. Zgodnie z zaleceniami EUCAST i FDA szczepy wrazliwe MIC<0,5
pg/mL, niewrazliwe MIC>0,5 ug/mL [4, 5]. Wszystkie szczepy o
warto$ciach MIC>0,5 pg/mL nalezy przesta¢ do KORLD.

Chloramfenikol |30 ug Stosowa¢ wyjatkowo (ze wzgledu na dziatania niepozadane) wobec
szczep6w izolowanych z ptynu mézgowo-rdzeniowego lub
niewrazliwych na wszystkie inne antybiotyki (nalezy oznaczy¢ MIC).
Lek niedostgpny w Polsce do dziatania ogdlnego

Ciprofloksacyna |5 ug Nalezy pamigta¢ o mozliwosci szybkiego narastaniu oporno$ci na

5 fluorochinolony u gronkowcéw w ciagu trzech do czterech dni od

lub Ofloksacyna He rozpoczgcia terapii; nie stosowa¢ w przypadku MRSA.

Rifampicyna 5ug Stosowa¢ wyjatkowo, wytacznie w cigzkich zakazeniach wobec
szczepow wieloopornych; nigdy nie stosowa¢ w monoterapii.

Gentamicyna lub | 10 ug Oporno$¢ na gentamicyng oznacza kliniczng oporno$¢ na wszystkie

. aminoglikozydy (niezaleznie od wynikéw uzyskanych in vitro dla

Amikacyna 30 pg pozostatych preparatéw) z wyjatkiem streptomycyny. Wrazliwo$¢ na

Tobramycyna 10 ug gentamicyne nie oznacza wrazliwosci na pozostale aminoglikozydy. W

Netilmycyna 30 ug takim przypadku mozna oznaczaé wrazliwo$¢ dla innych niz

Kanamvevn 30 gentamicyna ammogh.kozydéw. Oporno$¢ na kanamycyng oznacza

anamycyna He takze opornos¢ na amikacyng (uzywac krazka z kanamycyna).
Oporno$¢ na tobramycyng zawsze oznacza oporno$¢ na kanamycyng i
amikacyng [4].

Trimetoprim/ 1,25/23,75 ng

sulfametoksazol

Linezolid 30 ug Lek moze by¢ skuteczny w leczeniu zakazen o etiologii MRSA, GISA,
VRSA. Szczepy identyfikowane jako niewrazliwe nalezy przesta¢ do
KORLD. Odczyt wynikéw w §wietle przechodzacym. Oznaczajac MIC
linezolidu metoda dyfuzji w agarze z paska nasaczonego gradientem
antybiotyku nalezy pamigta¢ o prawidlowym odczycie strefy
zahamowania wzrostu (strefa jest rozmyta i odczyt MIC wykonuje si¢
biorac pod uwage wzrost 80% kolonii z zawiesiny)

Kwas fusidowy |10 ug Szczepy oporne - strefa zahamowania <22mm,, wrazliwe >22 mm [4].
Nie stosowa¢ w monoterapii.

Chinupristyna/ 15 ug Lek moze by¢ zastosowany do leczenia zakazefi o etiologii GISA,

dalfopristyna VRSA. Wobec szczepé6w opornych na makrolidy w mechanizmie MLSg
nie wykazuje dziatania bakteriobdjczego. Wiele dziatan
niepozadanych.. Lek niedostgpny w Polsce do stosowania ogdlnego.

Mupirocyna 200 pg Stuzy do likwidacji nosicielstwa MRSA w nosie (tylko preparat na

bazie parafiny), nalezy wyeliminowac stosowanie w szpitalach we
wskazaniach dermatologicznych (preparat na bazie glikolu
polietylenowego) ze wzgledu na zidentyfikowanie w Polsce
epidemicznego, szpitalnego szczepu MRSA o wysokiej oporno$ci na
mupirocyng. Brak strefy zahamowania wzrostu wokét krazka Swiadczy
o wysokiej opornosci.

Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw, Narodowy Instytut Lekéw
Centralny O$rodek Badan Jakosci w Diagnostyce Mikrobiologiczne;j

Strona 9 z 20




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

8.5. Metody oznaczania lekowrazliwos$ci i mechanizméw opornosci Staphylococcus spp.

8.5.1 Wykrywanie opornosci na antybiotyki B-laktamowe

8.5.1.1. Oznaczanie wrazliwoS$ci na penicyline

Oznaczanie wrazliwosci na penicyling wykonuje si¢ stosujac krazek z penicyling 10 UI (dla
wszystkich wrazliwych szczepéw gronkowcéw wielkos¢ strefy 229 mm). Wrazliwos¢ na
penicyling nalezy potwierdzi¢ u szczepéw o wielkosci strefy zahamowania wzrostu wokét
krazka z penicyling 10 UI = 29 mm lub wartosci MIC penicyliny <0,12 pg/mL wykonujac test
cefinazowy wykrywajacy produkcj¢ indukowalnej B-laktamazy. Material do wykonania testu
zbiera si¢ z krawedzi strefy zahamowania wzrostu woko6t krazka z penicyling, tak aby
oznaczenie wykona¢ z populacja komérek z indukcja produkcji B-laktamazy. Jako kontrole
stosuje si¢ szczepy: S.aureus ATCC 29213 jako kontrol¢ dodatnia oraz S.aureus ATCC
25923 jako kontrolg ujemna [ 14, 15].

8.5.1.2. Oznaczanie wrazliwosci na meticyling. Metoda dyfuzyjno-krazkowa z

cefoksytyng [15]

e Podloze: MHA (Muller Hinton agar)

e Zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda

e Nanies¢ zawiesing na podloze jatlowa wymazéwka

e Nanies¢ krazek z cefoksytyna 30 pg

¢ Inkubacja: 24h w temp. 33-35°C, w atmosferze tlenowe;.

Odczyt: wykona¢ pomiar strefy zahamowania wzrostu (zwrdci¢ szczegdlng uwage na

pojedyncze kolonie w strefie). Odczyt przeprowadzi¢ w §wietle odbitym,. Interpretowaé wg

zalecen CLSI - patrz tabela 8.1. A EUCAST!!!

8.5.1.3. Oznaczanie wrazliwosci S aureus na meticyling. Metoda przegladowa z

oksacyling w podlozu [15].

e Podloze: MHA z oksacyling w stezeniu 6 pug/mL i dodatkiem 4% NaCl.
e Zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda.
® Sposéb wykonania:
e 1. zanurzy¢ wykalibrowana ez¢ (1uL) w zawiesinie bakteryjnej, a nastgpnie nanies¢ ja

na podloze i rozprowadzi¢ w postaci plamki o §rednicy 10-15 mm; lub
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2. zanurzy¢ wymazoéwke w zawiesinie bakteryjnej i rozprowadzi¢ w postaci plamki o

srednicy 10-15 mm lub na calej ptytce.

¢ Inkubacja: 24h w 35°C, w atmosferze tlenowe;j.

e (Odczyt: wzrost wiecej niz jednej kolonii oznacza oporno$¢ na meticyling; odczytywac¢ w

Swietle przechodzacym.

8.5.1.4. Testy wykrywajace biatko PBP2a (PBP2’) u S.aureus

Stosowane sa testy aglutynacji lateksowej umozliwiajace wykrywanie biatka PBP2a,

produktu genu mecA warunkujacego oporno$¢ na meticyling. Dostgpne testy réznych

producentéw (np. Slidex® MRSA Detection - BioMerieux, Oxoid PBP2’ Test - Oxoid)

umozliwiaja wykonanie oznaczenia jedynie u izolatow S. aureus. Wykonanie testu zgodnie z

zaleceniami producenta.

8.5.1.5. Oznaczanie MIC (minimalnego stezenia hamujacego) oksacyliny

Stosowana jest metoda mikrorozcienczen w bulionie [12] lub metoda dyfuzji z paska

zawierajacego gradient antybiotyku [3, 20].

e Metoda mikrorozcienczen w bulionie:

Seryjne rozcienczenia oksacyliny w bulionie Mueller-Hinton z odpowiednim
stezeniem kationéw (CAMHB) 1 z dodatkiem 2% NaCl.
Zalecane inokulum wynosi 5x10"5 CFU/mL

Inkubacja 24h w 35°C, w atmosferze tlenowej

e Metoda dyfuzji z paska zawierajacego gradient antybiotyku — wykonanie zgodnie z

zaleceniami producenta [3, 20].

Do oznaczenia stosuje si¢ podtoze MHA (Mueller Hinton agar) z dodatkiem 2% NaCl
Zawiesina bakteryjna o ggstosci 0,5 McFarlanda

Nanie$¢ zawiesing wymazéwka na ptytke rozprowadzajace w trzech kierunkach;
stosowac jednag wymazowke na ptytke

Nanie$¢ pasek nasaczony gradientem antybiotyku.

Inkubacja 24h w 35°C, w atmosferze tlenowe;.

Odczyt w $wietle przechodzacym z uzyciem lupy. Obecno$¢ pojedynczych kolonii i
podrost w strefie zahamowania wzrostu wokot paska traktowac¢ jako oporno$¢ na dane

stgzenie antybiotyku.
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W przypadku oznaczania MIC u Staphylococcus epidermidis odczytu nalezy dokonaé

po 48 godzinach inkubacji.

8.5.2. Oznaczanie wrazliwosci na makrolidy i linkosamidy

Zawsze nalezy wykona¢ oznaczenie metoda dwoch krazkow, bo jedynie metoda dyfuzyjno-

krazkowa pozwala wykry¢ indukcyjny mechanizm opornosci na makrolidy, linkosamidy i

streptograminy B.

Podloze MHA.

Zawiesina bakteryjna o ggstosci 0,5 McFarlanda.

Nanosimy zawiesing na podloze jalowa wymazowka, naktadamy krazki z
erytromycyna 15 pg i klindamycyna 2 pug w odlegtosci 15-26 mm od krawedzi
krazkow.

Inkubacja: 16-18 h w temp. 33-35°C, w atmosferze tlenowe;.

Odczyt 1 interpretacja kliniczna — patrz rycina 8.1 W przypadku opornosci na
erytromycyn¢ nalezy zwraca¢ uwage na splaszczenie strefy zahamowania wzrostu
dookota krazka z klindamycyna od strony krazka z erytromycyna (ksztalt litery D)

swiadczace o indukcyjnym mechanizmie opornosci MLSg [4, 6, 9].

Ryc. 8.1. Identyfikacja i interpretacja fenotypéw opornosci na makrolidy, linkosamidy i

streptograminy B u gronkowcow [6, 9].

Szczep wrazliwy na erytromycyng)

N

wrazliwo$¢ naklindamycyng opornos¢ na klindamycyng
szczep wrazliwy btad w oznaczeniu lub fenotyp L
lub inne fenotypy

zalecane powtdrzenie oznaczenia

|

w leczeniu nie powinno si¢ stosowac
klindamycyny i linkomycyny
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Szczep oporny na erytromycyne

I

wrazliwo$¢ na klindamycyne  wrazliwo$¢ na klindamycyne  klindamycyna oporna
1 sptaszczenie strefy
zahamowania wzrostu

wokot krazka z klindamycyna
od strony krazka z erytromycyna

(ksztatt litery D)
v l v
MS;p MLSg5 indukcyjny MLS5 konstytutywny
nie powinno si¢ stosowac nie powinno si¢ stosowac
makrolidéw 14 i 15-cztonowych makrolidow, linkosamidow
oraz streptogramin B 1 streptogramin B

8.5.3. Oznaczanie MIC tigecykliny

Tigecyklina jest stosowana do leczenia zakazen o etiologii MRSA (rejestracja:
skomplikowane zakazenia skory i tkani podskérnej i zakazenia w obrgbie jamy brzusznej).
Oznaczanie MIC tigecykliny metoda rozcienczeniowa wykonuje si¢ zgodnie ze standardowa
metodyka CLSI [12]. Oznaczajac MIC tigecykliny metoda mikrorozcienczen w bulionie lub
rozcienczen w agarze, standard tigecykliny nalezy doda¢ do podtoza w dniu badania.
Ponadto, jesli oznaczamy MIC metoda mikrorozcienczen w bulionie podtoze musi byc¢
przygotowane nie wczesniej niz w ciagu 24 godz. przed badaniem lub, jesli jest starsze,
powinno zosta¢ zagotowane (i ostudzone) tuz przed dodaniem tigecykliny w celu usunigcia
tlenu z podtoza [8]. Oznaczanie MIC tigecykliny metoda dyfuzji z paska zawierajacego
gradient antybiotyku wykonuje si¢ zgodnie z zaleceniami producenta. Nalezy pamigta¢ o
stosowaniu swiezego podioza Mueller-Hinton agar, nie nalezy stosowa¢ podtozy na granicy
terminu waznosci. Odczyt strefy zahamowania wzrostu moze by¢ utrudniony ze wzgledu na
niewyrazna granic¢ zahamowania wzrostu, podobnie jak w przypadku linezolidu i innych
lekéw bakteriostatycznych. Odczytu wartosci MIC nalezy dokonywaé przy zahamowaniu

wzrostu 80% komoérek z wyjsciowej zawiesiny.
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8.5.4. Oznaczanie wrazliwosci Staphylococcus spp. na daptomycyne

Lek jest zarejestrowany do leczenia skomplikowanych zakazen skory i tkanki podskdrnej

oraz prawostronnego zapalenia wsierdzi o etiologii MRSA. Daptomycyna do swojej

aktywnos$ci wymaga odpowiedniego st¢zenia jonéw wapnia. Zawsze nalezy oznaczy¢ MIC,

poniewaz metoda dyfuzyjno-krazkowa nie pozwala w sposéb wiarygodny odr6zni¢ szczepow

wrazliwych od opornych [15].Obecnie zalecane sa jedynie dwie metody oznaczania MIC

daptomycyny: metoda Etest® i metoda rozcienczen w bulionie [3, 4, 12].

8.5.4.1. Metoda rozcienczen w bulionie

Seryjne rozcienczenia daptomycyny w bulionie Mueller-Hinton z odpowiednim
stezeniem kationéw (CAMHB) wzbogaconym jonami wapnia w st¢zeniu 50 pg/mL.
Zalecane inokulum wynosi 5x10*5 CFU/mL

Inkubacja 16-20 h w 35°C, w atmosferze tlenowe;j

8.5.4.2. Metoda Etest®

W metodzie z zastosowaniem Etest® nie ma potrzeby dodatkowego wzbogacania
gotowych poditozy Mueller-Hinton w jony wapnia, ze wzgledu na fakt, ze pasek
Etest® oprécz gradientu antybiotyku zostat dodatkowo nasaczony jonami wapnia w
stezeniu odpowiadajacym 40 pg/mL.

Podloze MHA (uzywac tylko podtozy z zawartoscia jonéw wapnia 25-40 pg/mL)
Zawiesina bakteryjna o ggstosci 0,5 McFarlanda.

Nanies¢ zawiesing na podioze jalowa wymazdowka, natozy¢ Etest® z daptomycyna
Inkubacja 16-20 h w 35°C, w atmosferze tlenowej. Obecnos¢ pojedynczych kolonii i
podrost w strefie zahamowania wzrostu wokot paska traktowac¢ jako oporno$¢ na dane

stezenie antybiotyku.

8.5.5. Oznaczanie wrazliwoSci S.aureus na glikopeptydy.

8.5.5.1. Metoda przegladowa z wankomycyng [15].

e Podloze: BHIA (BHI agar) z wankomycyna o st¢zeniu 6 pLg/ml.

e Zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda.

e Nanies¢ punktowo 10 pl zawiesiny na agar z antybiotykiem, lub zanurzy¢ jalowa

wymazéwke w zawiesinie bakteryjnej i rozprowadzi¢ w postaci plamki o $rednicy 10-15

mm lub na calej ptytce.
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e Inkubowaé: 24h, w temp. 35°C, w atmosferze tlenowe;j.
Odczyt: ocenia¢ w $wietle przechodzacym, wzrost wigcej niz jednej kolonii lub delikatny

wzrost - podejrzenie VISA/VRSA

8.5.5.2. Oznaczanie MIC glikopeptydow

Stosowana jest metoda mikrorozcienczen w bulionie [12] lub metoda dyfuzji w agarze z

paska nasaczonego gradientem antybiotyku. [3, 20].

e Metoda mikrorozcienczen w bulionie:
e Seryjne rozcienczenia wankomycyny lub teikoplaniny w bulionie Mueller-Hinton z
odpowiednim st¢zeniem kationéw (CAMHB)
e Zalecane inokulum wynosi 5x1075 CFU/ml

¢ Inkubacja 24 H w 35°C, w atmosferze tlenowej

e Metoda dyfuzji w agarze z paska nasgczonego gradientem antybiotyku — wykonanie

zgodnie z zaleceniami producenta [3, 20].

e Podloze MHA

e Zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda

e Nanies¢ 100 pl zawiesiny na plytke i rozprowadzi¢ w trzech kierunkach lub nanies¢
zawiesing wymazowka na ptytke rozprowadzajac w trzech kierunkach; stosowac
jedna wymazowke na jedna ptytke.

e Nanies¢ pasek z wankomycyna lub teikoplaning.

e Inkubowa¢ w 35°C w atmosferze tlenowej przez 48 godzin

e (Odczyt w swietle przechodzacym z uzyciem lupy po 24 i 48 godzinach. Obecno$¢
pojedynczych kolonii 1 podrost w strefie zahamowania wzrostu wokoét paska

traktowac jako oporno$¢ na dane st¢zenie antybiotyku.

8.5.5.3. Metoda identyfikacji szczepow o obnizonej wrazliwosci na glikopeptydy GISA
(ang. Glycopeptide Intermediate Staphylococcus aureus) i hGISA (ang. hetero-

Glycopeptide Intermediate Staphylococcus aureus)

Potwierdzenie fenotypu GISA nalezy wykonac u wszystkich izolatéw S.aureus o wartosciach
MIC wankomycyny >2 pug/mL. Przed wykonaniem oznaczenia nalezy sprawdzi¢ czystos¢
hodowli i potwierdzi¢ identyfikacje. Do oznaczen fenotypu GISA stosowane sa dwie metody;

tzw. makrometoda Etest® [3, 22] i metoda z zastosowaniem Etest® GRD [3, 24]. Wykonanie
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oznaczenia fenotypu GISA z zastosowaniem kazdej z tych metod opisano ponizej. Metoda

Etest®GRD zgodnie z danymi literaturowymi daje wyniki poréwnywalne z wynikami

uzyskanymi metoda analizy populacyjnej [24]. Wyniki uzyskiwane z zastosowaniem

Etest®GRD lub makrometody Etest® nie sq prawdziwymi wartosciami MIC danego

izolatu, a tylko wskaznikami, ze dany izolat moze prezentowa¢é fenotyp GISA [22, 24].

Wszystkie szczepy podejrzane o fenotyp GISA lub hGISA powinny by¢ przestane do

KORLD w celu potwierdzenia fenotypu.

Makrometoda Etest®
e Podloze BHIA (BHI agar)
e Zawiesina bakteryjna o ggstosci 2,0 McFarlanda
e Nanies¢ 100 pl zawiesiny na ptytke i rozprowadzi¢ w trzech kierunkach lub
nanies¢ zawiesing wymazowka na ptytke rozprowadzajac w trzech kierunkach;
stosowac jednag wymazowke na jedna ptytke.
® Nanies¢ Etest® z wankomycyna lub teikoplanina.
¢ Inkubowaé¢ w 35°C w atmosferze tlenowej przez 48 godzin
e  (Odczyt w $wietle przechodzacym z uzyciem lupy po 24 i 48 godzinach. Obecnos¢
pojedynczych kolonii i podrost w strefie zahamowania wzrostu woko6t paska
traktowac jako opornos¢ na dane stgzenie antybiotyku.
® Interpretacja wynikow:
o szczep GISA lub hGISA:
= MIC wankomycyny =6 pg/ml oraz
* w oznaczeniu z uzyciem makrometody: teikoplanina MIC=12 pg/ml
lub wankomycyna MIC=8 pg/ml i teikoplanina MIC=8 pg/ml
o szczep GRSA:
» wankomycyna MIC=32 pg/ml oraz
* w oznaczeniu z uzyciem makrometody teikoplanina MIC=12 pg/ml lub

wankomycyna MIC >8 pug/ml i teikoplanina MIC>8 pg/ml

Metoda z zastosowaniem Etest® GRD

¢ Podloze MHA z 5% krwi

e Zawiesina bakteryjna o gestosci 0,5 McFarlanda w bulionie Mueller-Hinton Broth
e Nanies¢ zawiesing wymazowka na plytke rozprowadzajac w trzech kierunkach;

stosowac jedna wymazowke na jedna ptytke.
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¢ Nanies¢ Etest® GRD
e Inkubowa¢ w 35°C w atmosferze tlenowej przez 48 godzin
e (Odczyt w $wietle przechodzacym z uzyciem lupy po 24 1 48 godzinach Obecno$¢
pojedynczych kolonii i podrost w strefie zahamowania wzrostu wokét paska
traktowac jako oporno$¢ na dane st¢zenie antybiotyku.
¢ Interpretacja wynikéw:
o wynik dodatni w tescie Etest® GRD (szczep GISA lub hGISA):
=  MIC wankomycyny lub teikoplaniny w tescie Etest® GRD >8 mg/L.
o szczep GISA:
= wankomycyna MIC>4 pug/ml w tescie standardowym oraz
* wynik dodatni w oznaczeniu z uzyciem Etest®GRD czyli
wankomycyna MIC=8 png/ml lub teikoplanina MIC=8 pg/ml
o szczep hGISA:
= wankomycyna MIC<4 png/ml oraz
» wynik dodatni w oznaczeniu z uzyciem Etest®GRD czyli

wankomycyna MIC =8 pg/ml lub teikoplanina MIC=8 pg/ml

8.6. Szczepy wzorcowe:

8.6.1. Metoda dyfuzyjno-krazkowa:

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - wrazliwy na meticyling

8.6.2. Metoda przegladowa z oksacyling w podlozu:

Staphylococcus aureus ATCC 29213 - wrazliwy na meticyling

Staphylococcus aureus ATCC 43300 - oporny na meticyling lub

Staphylococcus aureus MIKROBANK 14.001 - stluzy do kontroli jakoSci oznaczania
wrazliwo$ci na meticyling w metodzie przegladowej z oksacyling w podlozu, szczep o
heterogennej ekspresji opornosci na meticyling (kontrola dodatnia)

Staphylococcus aureus MIKROBANK 14.002 - stuzy do kontroli jako$ci oznaczania
wrazliwo$ci na meticyling w metodzie przegladowej z oksacyling w podlozu, szczep o

homogennej ekspresji opornosci na meticyling (kontrola dodatnia)
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8.6.3. Metoda dwoch krazkoéw — oznaczanie wrazliwosci na makrolidy i linkosamidy:

Staphylococcus aureus ATCC BAA-977

Staphylococcus aureus ATCC BAA-976 lub

Streptococcus pyogenes MIKROBANK 15.001 — stuzy do kontroli jakosci oznaczania
wrazliwos$ci na makrolidy metoda dwdéch krazkéw, szczep o fenotypie iMLSp

Streptococcus pyogenes MIKROBANK 15.002 - stuzy do kontroli jakosci oznaczania

wrazliwos$ci na makrolidy metoda dwdéch krazkéw, szczep o fenotypie kMLSg

8.6.4. Metoda przegladowa z wankomycyna w podlozu oraz oznaczanie MIC

wankomycyny:

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - wrazliwy na glikopeptydy
Enterococcus faecalis ATCC 51299 - oporny na glikopeptydy
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