Wykrywanie mechanizmow opornosci
u ziarenkowcow Gram-dodatnich
Schematy diagnostyczne

Dorota Zabicka
Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow (KORLD)
Zaktad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej NIL

Wersja 1.0

Warszawa 01.12.2020

4 INSTY,
O\‘}*‘ [/7,

S @

& 7

< < ©
=z é Krajowy Os$rodek Referencyjny
® ° ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojow
2. e8]
Z =

A D

/O é

2, &

@ .
MEDICINES



Spis tresci:
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Oznaczanie wrazliwosci na antybiotyki B-laktamowe u Streptococcus pneumoniae

2. Wykrywanie i interpretacja mechanizmu opornosci MLSg u ziarenkowcéw Gram-dodatnich
3. Oznaczanie opornosci na metycyline u Staphylococcus spp.

4.
5

Oznaczanie wrazliwosci na glikopeptydy u Staphylococcus spp.

. Testy przesiewowe wykrywajgce mechanizm obnizonej wrazliwosci Stphylococcus aureus

na glikopeptydy (GISA, hGISA)
Oznaczanie wrazliwosci na glikopeptydy u Enterococcus spp.

. Wykrywanie opornosci wysokiego stopnia na aminoglikozydy u Enterococcus spp.



Oznaczanie wrazliwosci na antybiotyki B-laktamowe u Streptococcus pneumoniae

Metoda dyfuzyjno-krazkowa, Mueller-Hinton agar + 5% odwidkniona Szczep kontrolny
krew konska i 20 mg/L B-NAD (MH-F) zawiesina 0,5 McFarlanda z
podtoza agar z 5% krwig lub 1 McFarlanda z podtoza czekoladowego,

inkubacja 35°C £ 1°C, z5% CO,, 18 + 2 godz.

Oznaczanie MIC Mechanizm
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| opornosci
: S. pnumoniae | Penicylina
| ATCC 49619 WZE
|

I

I
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|

|
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Wartosé¢ MIC

Srednica strefy zahamowania wzrostu .
penicylina benzylowa

/ T

krazek z oksacyling 1 ug

g A
220 mm <20 mm <0,06 mg/L 0,06 - 2 mg/L >2,0 mg/L
v v v v v
Wrazliwy na antybiotyki Interpretacja zalezna od leku patrz tabela Wrazliwy na antybiotyki Interpretacja zalezna od lokalizacji Oporny
B-laktamowe; cefaklor WZE Oznaczy¢ MIC penicyliny i innych lekow B-laktamowe zakazenia (ZOMR, inne) i dawki leku

Postepowanie w przypadku uzyskania w metodzie dyfuzyjno-krazkowej z krazkiem z oksacyling 1 pug wyniku: srednica strefy < 20 mm

Antybiotyki Dodatkowe badania i/lub interpretacja

Penicylina benzylowa (zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych) i fenoksymetylopenicylina (wszystkie Raportowac ,,oporny”. Dla izolatéw z ZOMR nalezy ZAWSZE oznaczy¢ MIC penicyliny
postacie kliniczne zakazenia)

Penicylina benzylowa (wszystkie zakazenia z wyjatkiem

. . . Oznaczy¢ MIC i wynik interpretowac¢ zgodnie z klinicznymi wartosciami granicznymi
zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych)

Srednica zahamowania wzrostu Raportowac ,,wrazliwy”.
wokot krazka z oksacyling 28 mm W ZOMR oznaczaé MIC leku planowaneqo do terapii

Ampicylina, amoksycylina, cefepim, cefotaksym,

ceftriakson i ceftarolina .
Srednica zahamowania wzrostu | Oznaczy¢ MIC antybiotyku beta-laktamowego planowanego do terapii i

wokot krazka z oksacyling <8 mm interpretowaé zgodnie z wartosciami granicznymi.

UWAGA!
Dla izolatéw z ZOMR zawsze oznacza¢ MIC penicyliny, cefotaksymu lub ceftriaksonu, a takze meropenemu, wankomycyny, rifampicyny i chloramfenikolu



Wykrywanie i interpretacja mechanizmu opornosci MLSg u ziarenkowcow Gram-dodatnich
Wykrywanie antagonizmu klindamycyny i antybiotyku z grupy markolidow (mechanizm indukcyjny)

Staphylococcus spp. krgzki z klindamycyng 2 ug i erytromycyng 15 ug w odlegtosci 12-20 mm (od krawedzi do krawedzi krgzkdw)
Streptococcus spp. krgzki z klindamycyna 2 ug i erytromycyng 15 ug w odlegtosci 12-16 mm (od krawedzi do krawedzi krgzkdw)

erytromycyna krazek 15 pg —wrazliwa

/ N\

klindamycyna wrazliwa klindamycyna oporna
szczep wrazliwy btad w oznaczeniu lub fenotyp L (Staphylococcus spp.)

zalecane powtorzenie oznaczenia

w leczeniu nie powinno sie¢ stosowa¢ klindamycyny i linkomycyny

erytromycyna krazek 15 pg oporna

o~

klindamycyna wrazliwa klindamycyna wrazliwa klindamycyna oporna 12-16
i sptaszczenie strefy lub sSredniowrazliwa ()
zahamowania wzrostu
raportowa¢ klindamycyna oporny l Klindamycyna 2ug Erytromycyna 15 pg
oporny

fenotyp M (Streptococcus spp.) MLSg indukcyjny MLSg konstytutywny

hie powinno sie stosowaé nie powinno sie¢ stosowa¢ makrolidéw, Mozna doda¢ komentarz:

makrolidéw 14 i 15-cztonowych »Klindamycyna moze by¢ stosowana w krotkotrwatej terapii Izejszych postaci zakazen

skory i tkanki podskornej, poniewaz w trakcie takiej terapii jest mate prawdopodobienstwo rozwoju
petnej opornosci.”



Oznaczanie opornosci na metycyline u Staphylococcus spp.

Badanie przesiewowe z uzyciem krazka z cefoksytyng 30 pug Metoda
dyfuzyjno-krazkowa,
podtoze Mueller-Hinton agar, zawiesina 0,5 McFarlanda,
inkubacja 35°C £ 1°C, O, 18 £ 2 godz.

S. aureus
Gronkowce koagualzo-ujemne
z wyjatkiem S. epidermidis

Y \

S. epidermidis

[\

222 mm <22 mm 225 mm <25 mm
wrazliwy oporny wrazliwy oporny

Krazek z oksacyling 1 pg
S. pseudointermedius i S. schleiferi: wrazliwy 220 mm, oporny<20 mm

Szczepy kontrolne

Mechanizm opornosci
S.aureus ATCC 29213 | Wrazliwy na metycyline
S.aureus NCTC 12493 | Oporny na metycyline (mecA)
S.aureus NCTC 13552 | Oporny na metycyline (mecC)

Interpretacja w przypadku roéznicy wynikéw dla oksacyliny i cefoksytyny

Oznaczanie MIC oksacyliny lub cefoksytyny

Wartos¢ MIC oksacyliny

S.aureus Gronkowce koagulazo-ujemne
S. lugdunensis z wyjatkiem S. lugdunensis oraz S.
S. saprophyticus saprophyticus
2 mg/L >2 mg/L <£0,25 mg/L > 0,25 mg/L
wrazliwy oporny wrazliwy oporny

Wartos¢ MIC cefoksytyny

WA

Gatunek c:;?é( :gr:a Interpretacja
Staphylococcus aureus >4 oporny
Staphylococcus lugdunensis >4 oporny
Staphylococcus saprophyticus >8 oporny

Gronkowce koagulazo-ujemne MIC cefoksytyny nie jest

dobrym wskaznikiem opornosci
na metycyline

S. pseudointermedius

S. schleiferi

Cefoksytyna - MIC lub metoda dyfuzyjno-krazkowa

wrazliwy

oporny

Oksacylina MIC oporny

Raportowac oksacylina ,,oporny”

Raportowac oksacylina ,,oporny”

Oksacylina MIC wrazliwy

Raportowac oksacylina ,,wrazliwy”

Raportowac oksacylina ,,oporny”

Testy potwierdzenia dla S.aureus:

1. Potwierdzenie obecnosci genu mecA lub mecC metoda PCR z odpowiednimi starterami
2. Potwierdzenie obecnosci biatka PBP2a metodg aglutynacji lateksowej (genotyp mecA)



Oporny na glikopeptydy GRSA

Oznaczanie wrazliwosci na glikopeptydy u Staphylococcus spp.

Oznaczanie MIC glikopeptydéw

Wartos$¢ MIC wankomycyny

S. aureus Gronkowce koagulazo-ujemne
<2 mg/L >2mg/L <4 mg/L >4 mg/L
wrazliwy oporny wrazliwy oporny
MIC > 8 mg/L MIC w zakresie 4 — 8 mg/L

Szczep o obnizonej wrazliwosci na glikopeptydy GISA

Wartos¢ MIC teikoplaniny

S.aureus Gronkowce koagulazo-ujemne
<2 mg/L >2 mg/L <4 mg/L >4 mg/L
wrazliwy oporny wrazliwy oporny

Szczepy hGISA — wrazliwy na wankomycyne (MIC <2 mg/L), ale 1 na 10"6 komérek z MIC wankomycyny >2 mg/L

Wystaé do laboratorium referencyjnego do potwierdzenia

Szczepy kontrolne

Mechanizm opornosci
Wrazliwy na glikopeptydy
hGISA

GISA

S. aureus ATCC 29213
S. aureus Mu3
S. aureus Mu50




Testy przesiewowe wykrywajgce mechanizm obnizonej wrazliwosci Stphylococcus aureus
na glikopeptydy (GISA, hGISA)

/. ~

LUB

Makrometoda z uzyciem Etest® wankomycyna i teikoplanina Test gradientowy Etest®GRD

Podtoze BHI, zawiesina 2 McFarlanda, inkubacja 35°C + 1°C, O,, Podtoze Mueller-Hinton agar+ 5% krwi baraniej, zawiesina 0,5 McFarlanda,

Odczyt po 24 i po 48 godz. inkubacja 35°C + 1°C, O,, odczyt po 24 i 48 godz.
MIC teikoplaniny < 8 mg/L MIC teikoplaniny 2 12 mg/L

lub Dodatni test GRD
MIC teikolaniny 8 mg/L oraz MIC wankomycyny = 8 mg/L (MIC wankomycyny lub teikoplaniny 2 8 mg/L)
nie GRSA, GISA i nie hGISA
LUB GRSA, GISA lub hGISA
Metoda przegladowa: Podtoze BHI z teikoplaning 5 /

mg/L; wysia¢ 10 pl zawiesiny o gestosci 0,5

McFarlanda, inkubacja 35°C £ 1°C, O,, 24 - 48 godz. > Wzrost >2 kolonii

Szczepy kontrolne

Mechanizm opornosci

S. aureus ATCC 29213 | Wrazliwy na glikopeptydy

S. aureus Mu3 hGISA

S. aureus Mu50 GISA

v

Wystac do laboratorium referencyjnego do potwierdzenia metodg analizy populacyjnej



Oznaczanie wrazliwosci na glikopeptydy u Enterococcus spp.

Metoda dyfuzyjno-kragzkowa, podtoze Mueller-Hinton agar,
zawiesina 0,5 McFarlanda, inkubacja 35°C + 1°C, O, 24 godz.

Srednica strefy zahamowania wzrostu

Krazek
wankomycyna 5 pg

Krazek
teikoplanina 30 pg

/N

212 mm <12 mm 216 mm <16 mm
wrazliwy oporny wrazliwy oporny

l l

Podejrzenie wystgpienia nabytej opornosci na wankomycyne (VRE) <

Testy potwierdzenia nabytej opornosci na wankomycyne

u enterokokéw (VRE): potwierdzenie obecnosci genéw vanA i vanB
metoda PCR z odpowiednimi starterami

Naturalna opornos¢ niskiego stopnia na wankomycyne VanC:

1. Enterococcus gallinarum i Enterococcus casseliflavus

2. Wartosci MIC wankomycyny w zakresie 4-16 mg/L

3. Potwierdzenie obecnosci genu vanC metodg PCR z odpowiednimi starterami

Oznaczanie MIC

Wartosc MIC

l

wankomycyna teikoplanina
<4mg/L >4mg/L <2mg/L >2 mg/L
wrazliwy oporny wrazliwy oporny

/

Metoda przegladowa

'

Posiew na podtoze

z antybiotykiem np.:
podtoie BHI z
wankomycyng 6 mg/L lub
podtoie chromogenne
Postepowac zgodnie z
zaleceniami producenta.

'

Wozrost > 1 kolonia

|

Test dodatni

Wartosci MIC dla szczepdéw o fenotypie VanA i VanB

. Wartosci MIC
Antybiotyk
VanA VanB
wankomycyna 64 — 1024 mg/L 4-1024 mg/L
teikoplanina 8-512 mg/L 0,06 — 1 mg/L

Szczepy kontrolne

Mechanizm opornosci

E. faecalis ATCC 29212

Wrazliwy na wankomycyne

E. faecalis ATCC 51299

Oporny na wankomycyne (vanB)




Wykrywanie opornosci wysokiego stopnia na aminoglikozydy u Enterococcus spp.

Metoda dyfuzyjno-kragzkowa, podtoze Mueller-Hinton agar,

zawiesina 0,5 McFarlanda, inkubacja 35°C + 1°C, O, 18 + 2 godz. Oznaczanie MIC

Srednica strefy zahamowania wzrostu Wartos¢ MIC

|
|
|
|
|
|
|
Krazek Krazek | gentamycyna streptomycyna
gentamycyna 30 pg Streptomycyna 300 pg :
|
/ N /N |
|
>8 mm <8 mm 214 mm <14 mm | <128 mg/L  >128 mg/L <512mg/L >512mg/L
|
/ } } | o } ! }
|
negatywny pozytywny negatywny pozytywny | negatywny pozytywny negatywny pozytywny
|

Interpretacja wynikow oznaczania opornosci wysokiego stopnia na aminoglikozydy u Enterococcu sspp.

Aminoglikozyd Wynik testu
NEGATYWNY POZYTYWNY
gentamycyna Izolaty o wartosci MIC gentamycyny <128 mg/L lub strefie zahamowania Szczep posiada nabyte mechanizmy opornosci wysokiego stopnia na
wzrostu wokot kragzka 28 mm. Sg to izolaty typu dzikiego, o naturalnej aminoglikozydy, z wyjatkiem streptomycyny, dla ktéorej nalezy
opornosci niskiego stopnia na gentamycyne. W odniesieniu do innych wykona¢ osobne oznaczenie.
aminoglikozydéw moze to nie byc¢ izolat typu dzikiego, o naturalnej Nie wystepuje synergizm dziatania z penicylinami lub glikopeptydami

opornosci niskiego stopnia. Nalezy oczekiwa¢ synergizmu z penicylinami lub
glikopeptydami, jesli izolaty sg wrazliwe na te leki.

streptomycyna | lzolat typu dzikiego o naturalnej opornosci niskiego stopnia na Szczep posiada nabyte mechanizmy opornosci wysokiego stopnia na
streptomycyne.Nalezy oczekiwa¢ synergizmu z penicylinami lub streptomycyne.
glikopeptydami, jesli szczep jest wrazliwy na te leki. Nie wystepuje synergizm dziatania z penicylinami lub glikopeptydami

Szczepy kontrolne

Mechanizm opornosci

E. faecalis ATCC 29212 Naturalna opornosc niskiego stopnia

E. faecalisATCC 51299 Opornos¢ wysokiego stopnia




