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Paleczki jelitowe z rodziny Enterobacteriaceae

W Polsce, u bakterit z rodziny Enterobacteriaceae najczesciej identyfikowane sg

karbapenemazy typu NDM (klasa B; metalo-B-laktamazy, MBL), KPC (klasa A), oraz OXA-

48 (klasa D). Krajowy Os$rodek Referencyjny ds. Lekowrazliwo$ci Drobnoustrojow

(KORLD), zgodnie z rekomendacjami EUCAST, zaleca wykrywanie karbapenemaz u

wszystkich izolatow Enterobacteriaceae wykazujacych obnizong wrazliwo$¢ na ertapenem

lub meropenem. Wartosci graniczne w/w karbapeneméw kwalifikujgce szczep do

przeprowadzenia fenotypowych testow przesiewowych w  kierunku wykrywania

karbapenemaz zamieszczono w Tabeli 1.



Wykrywanie karbapenemaz — zalecenia KORLD 2017

Dla wszystkich szczepdw spetniajacych kryteria zawarte w tabeli nr 1 nalezy wykonac testy:
1. test Carba NP (metodyka dostgpna na stronie KORLD) lub odpowiedni szybki test
komercyjny (proboéwkowy, paskowy, kasetkowy)
oraz
2. fenotypowe testy przesiewowe (metodyka w zatgczniku 1):
a. test z EDTA w kierunku MBL (Lee, 2003)
b. test z kwasem boronowym w kierunku KPC (Doi, 2008)
c. test z krazkiem z temocyling 30 pg w kierunku OXA-48 (Glupczynski, 2012, van
Dijk, 2013)

Algorytm wykonywania testow przesiewowych przedstawiono na Rycinie nr 1.
Dodatni wynik testu Carba NP potwierdza wystgpowanie karbapenemazy w badanym izolacie

bakterii ze 100% pewno$cig. Wykonanie testu Carba NP przyspiesza wydanie wyniku na
Oddziat i do Zespotu ds. Kontroli Zakazen Szpitalnych oraz podjecie wiasciwych procedur

zapobiegajacych rozprzestrzenianiu sie szczepdw wytwarzajacych karbapenemazy.

Tabela nr 1.

Kliniczne warto$ci graniczne oraz wartosci odcigcia stosowane do wyboru szczepdéw do
fenotypowych testow przesiewowych w kierunku wykrycia karbapenemaz u paleczek
Enterobacteriaceae (zgodnie z metodologia EUCAST); (EUCAST, 2013).

Karbapenem Wartosci MIC (mg/L) Wielkos$¢ strefy zahamowania
wzrostu, krazek 10 pg (mm)
Kliniczna Wartos¢ Kliniczna Wartos¢
wartos¢ odciecia dla wartosé odciecia dla
graniczna testow graniczna testow
przesiewowych przesiewowych
Meropenem' <2 >0,125 >22 <282
Er‘[apenem3 <0,5 >0,125 >25 <25

"Meropenem wykazuje najlepsza specyficznosé jako wskaznik obecnosci karbapenemazy.

Yzolaty dla ktorych wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu wynosi 25-27 mm nalezy bada¢ w kierunku
karbapenemaz jedynie wtedy, gdy sa oporne na piperacyling/tazobaktam i/lub temocyling (temocylina
temocylina podnosi specyficzno$¢ oznaczenia). Zawsze nalezy bada¢ zdolno$¢ do wytwarzania karbapenemaz u
szczepow z wielkoscia strefy dla meropenemu <25 mm.

SErtapenem wykazuje wysokg czulo$¢ wykrywania karbapenemaz, ale niskg specyficzno$¢. Moze byé on
uzywany w badaniach skriningowych alternatywnie dla meropenemu, ale izolaty posiadajagce ESBL i/lub AmpC
moga by¢ oporne na karbapenemy i nie wytwarzaé karbapenemazy.
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Na stronie internetowej KORLD www.korld.edu.pl znajduje sie lista szczepéw drobnoustrojow

przvimowanych do badan referencyjnych w Kierunku potwierdzenia wytwarzania

karbapenemazy przez szczepy paleczek Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae. Nalezy

przesylaé¢ jedynie izolaty wymienione na aktualnej, obowiazujacej w danyvm roku liScie

drobnoustrojow.

Jesli w tym samym czasie od jednego pacjenta zostang wyhodowane szczepy z zakazen i z

kolonizacji, to do potwierdzenia nalezy wysta¢ pierwszy szczep wyhodowany z zakazenia.
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Rycina 1. Algorytm wykonywania testow przesiewowych w celu wykrycia karbapenemaz u Enterobacteriaceae.

Uktad krazkéw do wykrycia karbapenemaz
metoda fenotypowa

O
O MEM 10 O

MEM 10 +
kw. boronowy

CAZ 30 EDTA IPM 10

MBL

Agar Mueller-Hinton

Wykrywanie karbapenemaz u Enterobacteriaceae
wszystkie izolaty spetniajgce nastepujgce kryteria:
Karbapenem Warto$é MIC (mg/L) Wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu
krazek 10 pg (mm)

meropenem >0,125 <28
ertapenem >0,125 <25

jednoczesnie

Wynik ujemny

szczep nie wytwarza
karbapenemazy

Wynik watpliwy

powiekszenie strefy wokét strefa zahamowania krazkéw zawierajacych
krazka CAZ i/lub IMP w strone] | wzrostu wokoét krgzka TEM
krazka EDTA wynosi £10 mm MEM + kw. boronowy / MEM

powtorzy¢ test

strefy zahamowania wzrostu wokot

réznig sie 0 4 mm (lub wiecej)

Informacja na Oddziat

Opracowanie: Zaktad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa, 2017r.
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Paleczki niefermentujace z rodzajow Pseudomonas i Acinetobacter

Paleczki niefementujace Pseudomonas spp. najczesciej wytwarzaja karbapenemazy klasy B czyli
MBL, natomiast Acinetobacter spp. karbapenemazy klasy D (karbapenemazy z rodziny OXA).
Pojawity si¢ rowniez doniesienia o wystepowaniu u tych drobnoustrojéw karbapenemaz klasy A -
KPC. Wykrywanie karbapenemaz u paleczek niefermentujacych nalezy wykonywaé w przypadku
szczepow spetniajacych nastepujace kryteria:
e Pseudomonas aeruginosa: izolaty niewrazliwe (Sredniowrazliwe lub oporne) na karbapenemy
(imipenem, meropenem lub doripenem) i oporne na tikarcyling z kwasem klawulanowym
e Acinetobacter spp. 1 pozostale gatunki Pseudomonas spp.: izolaty niewrazliwe
(Sredniowrazliwe lub oporne) na karbapenemy

Dla wszystkich szczepow spelniajagcych powyzsze kryteria nalezy wykona¢ test Carba
NP/CarbAcineto (metodyka dostepna na stronie KORLD) oraz fenotypowe testy przesiewowe
z EDTA w kierunku wykrycia MBL oraz test z kwasem boronowym w kierunku KPC (metodyka
w zalaczniku 1). Testow fenotypowych w kierunku OXA nie wykonuje si¢. Algorytm wykonania
testow przesiewowych dla Pseudomonas spp. przedstawia Rycina nr 2, natomiast dla Acinetobacter
spp. - Rycina 3. Metodyke wykonywania testow przesiewowych podano w zatgczniku nr 1.

W celu potwierdzenia karbapenemazy, nalezy przesyla¢ do KORLD wszystkie szczepy
wyhodowane z zakazen, niewrazliwe na karbapenemy i wykazujace dodatni albo
niejednoznaczny wynik testu w kierunku MBL lub KPC.
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Rycina 2. Algorytm wykonywania testow przesiewowych w celu wykrycia karbapenemaz u pateczek Pseudomonas spp.

Uklad krazkéw do wykrycia Wykrywanie karbapenemaz u Pseudomonas spp.

karbapenemaz MBL / KPC metodg fenotypowa

P. aeruginosa: izolaty niewrazliwe (I/R) na MEM i/lub IMP oraz
oporne (R) na TIM (tikarcylina/kwas klawulanowy);

inne Pseudomonas spp.: niewrazliwe (I/R) na MEM i/lub IMP

jednoczesnie

Agar Mueller-Hinton

Wynik ujemny

szczep nie wytwarza
karbapenemazy

\

Wynik watpliwy

powtorzyc test

strefy zahamowania wzrostu wokét
powiekszenie strefy wokdt krgzkéw zawierajgcych

MEM + kw. boronowy / MEM
réznia sie o0 7 mm (lub wiecej)

krazka CAZ i/lub IMP w strone
kragzka EDTA

Informacja na Oddziat

Opracowanie: Zaktad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa, 2017r.
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Rycina 3. Algorytm wykonywania testow przesiewowych w celu wykrycia karbapenemaz u pateczek Acinetobacter spp.

Uktad krgzkéw do wykrycia
karbapenemaz MBL / KPC metodg
fenotypowa

Agar Mueller-Hinton

Wykrywanie karbapenemaz u Acinetobacter spp.

izolaty niewrazliwe (I/R) na MEM i/lub IMP

powiekszenie strefy wokot
krazka CAZ i/lub IMP w
strone krgzka EDTA

strefy zahamowania wzrostu wokot
krazkoéw zawierajgcych

MEM + kw. boronowy / MEM
réznia sie o 7 mm (lub wiecej)

jednoczesnie

Wynik ujemny

szczep nie wytwarza
karbapenemazy

Wynik watpliwy
powtorzyc test

Informacja na Oddziat

Uwaga:

Szczep, dla ktérego test CarbAcineto jest dodatni oraz wyniki testéw fenotypowych w
kierunku MBL i KPC s3a ujemne, raportowac jako szczep wytwarzajacy nabyta
karbapenemaze, najprawdopodobniejz grupy OXA.

Opracowanie: Zaktad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa, 2015r.
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Zalacznik 1.

Metody wykrywania karbapenemaz — fenotypowe testy przesiewowe

Wykrywanie MBL testem fenotypowym z EDTA (Lee, 2003)

Oznaczenie wykonuje si¢ metodg dyfuzyjno-kragzkowa zgodnie z metodyka EUCAST.

Sterylne krazki bibutowe o §rednicy 6 mm nasgczy¢ 10 ul sterylnego 0,5M roztworu
EDTA, pH 7,3-7,5.

Na podtoze Mueller-Hinton agar nanie$¢ zawiesing bakterii o gestosci 0,5 McFarlanda
w 0,9% NaCl

Utozy¢ krazek z EDTA i po jego obu stronach krazki z ceftazydymem 30 pg
i imipenemem 10 pg, w odleglosci 2 cm od krazka z EDTA (odleglo$¢ miedzy
srodkami krazkow).

Plytki inkubowaé w 35°C + 1°C przez 18 + 2 godz.

Wynik dodatni testu: pojawienie si¢ i wyrazne powiekszenie strefy wokot krazka
z ceftazydymem i/lub imipenemem od strony krazka zawierajacego EDTA, inhibitora
MBL (obraz podobny do dodatniego wyniku oznaczania ESBL metoda dwoch
krazkow).

Wykrywanie KPC testem fenotypowym z kwasem boronowym (Doi, 2008)

Oznaczenie wykonuje si¢ metodg dyfuzyjno-kragzkowa zgodnie z metodyka EUCAST.

Przygotowac krazki meropenem + kwas fenyloboronowy. Krazki meropenem 10 pg
nasgczy¢ 300 pg kwasu fenyloboronowego (20 pl roztworu o stezeniu 15 mg/ml)
1 zostawi¢ na 30 min w temperaturze pokojowe;j.
Na podtoze Mueller-Hinton agar nanies¢ zawiesing bakterii o gestosci 0,5 McFarlanda
w 0,9% NaCl.
Ulozy¢ krazek meropenem 10 pg i w odlegtosci nie mniejszej niz 3 cm krazek
meropenem + kwas fenyloboronowy
Ptytki inkubowa¢ w 35°C + 1°C przez 18 + 2 godz.
Wynik dodatni testu, podejrzenie produkcji KPC:

v’ paleczek z rodziny Enterobacteriaceae: rdznica (powiekszenie) wielkosci

srednicy strefy zahamowania wzrostu wokot krazka z meropenemem

w stosunku do kragzka meropenem + kwas fenyloboronowy o 4 mm lub wigce;j;

v' paleczek niefermentujgcych z rodzajéw Pseudomonas i Acinetobacter: rdznica
(powicgkszenie) wielkosci $rednicy strefy zahamowania wzrostu wokot krazka
z meropenemem w stosunku do krazka meropenem + kwas fenyloboronowy
o 7 mm lub wigce;j.

Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw, Narodowy Instytut Lekéw

Strona91z10



Wykrywanie karbapenemaz — zalecenia KORLD 2017

Wykrywanie OXA-48 testem z krazkiem z temocyling 30 png (Glupczynski, 2012, van
Dijk, 2013)

Oznaczenie wykonuje si¢ metodg dyfuzyjno-kragzkowa zgodnie z metodyka EUCAST.

Na podtoze Mueller-Hinton agar nanie$¢ zawiesing bakterii o gestosci 0,5 McFarlanda
w 0,9% NaCl

Ulozy¢ krazek z temocyling 30 ug

Phytki inkubowa¢ w 35°C £ 1°C przez 18 £+ 2 godz.

Wynik dodatni testu i podejrzenie produkcji OXA-48: $rednica strefy zahamowania
wzrostu wokot krazka z temocyling mniejsza lub rowna 10 mm.

Izolaty Enterobacteriaceae produkujace karbapenemazg OXA-48 wykazuja wysoki poziom
opornosci na temocyling (MIC od 128 do >256 mg/L) oraz oporno$¢ na piperacyling
z tazobaktamem (Glupczynski, 2012).

Szczepy kontrolne:

Escherichia coli ATCC 25922 - kontrola jakos$ci oznaczania lekowrazliwos$ci, stuzy
takze do kontroli jako$ci oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - kontrola jakosci oznaczania lekowrazliwos$ci
shuzy takze do kontroli jakosci prawidtowej zawartosci Ca** i Mg?>* w podlozu MHA
Pseudomonas aeruginosa  MIKROBANK 13.001 - stuizy do kontroli jakosci
oznaczania MBL (kontrola pozytywna, szczep MBL").

Szczepy kontrolne do wykrywania karbapenemaz metodami fenotypowymi, zalecane
przez EUCAST (2).

Szczep

Mechanizm

K. pneumoniae NCTC 13440 kontrola dodatnia MBL+

K. pneumoniae NCTC 13438 kontrola dodatnia KPC +

K. pneumoniae NCTC 13442 kontrola dodatnia OXA-48+

K. pneumoniae ATCC 25955 kontrola negatywna (szczep wrazliwy na karbapenemy)
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