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1. Oznaczanie wraliwosci pateczek z rodzinyEnterobacteriaceae.

1. 1. Metody

Podiaze MHA, zawiesina bakteryjna oggtasci 0,5 McFarlanda, inkubacja 16-18h w temp.
35°C+ 2°C, w atmosferze tlenowej [41, 42].

W przypadku “petzajcych” szczepowProteus spp nalery ignorowa& wtorny wzrost w

strefach zahamowania wzrostu;gé nie przekracza on 20% wzrostu zasadniczego.

1. 2. Najwazniejsze mechanizmy oporngci

1. 2. 1.3-Laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (EBL)

Jednym z najistotniejszych klinicznie i epidemiotzmie mechanizmow oporéa na leki u
pateczek z rodzinynterobacteriaceae jest wytwarzanie tzwp-laktamaz o rozszerzonym
spektrum substratowym (ESBL)Sa to enzymy zdolne do hydrolizy penicylin,
cefalosporyn (z wyptkiem cefamycyn, np. cefoksytyny) i monobaktamow &reonamu)
[7], przy czym ,najwaniejsza” jest ich aktywnig wzgledem cefalosporyn Il i IV generaciji.
Pomimo pojawienia giw ostatnich latach innych mechanizmoéw, ESBL pcgeshadal
najczstszymzrodiem opornéci pateczek jelitowych na te leki [6, 8, 11, 29]tym takze w
Polsce [16]. Pomimoze ESBL s3 hamowane przez inhibitory B-laktamaz (kwas
klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam), szczepy ESHEEerzadko okazujsic opornein vitro

na pohczeniaf-laktamoéw z inhibitorami [29]. Co jednak waiejsze,szczepy ESBL mog
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wykazywa¢ wrazliwosé in vitro na leki nalezace do substratow ESBL. zwilaszcza na
przynajmniej niektore cefalosporyny IlIl/IV genefadjub aztreonam. Niemniej, povmae
ryzyko niepowodzenia terapeutycznego przy zastosmwaakiego leku powodujeze
przyjeto zalecenie, byszczepy wytwarzajce ESBL traktowaé jako szczepy oporne na
wszystkie penicyliny (bez pajczen z inhibitorami), cefalosporyny (z wyjtkiem
cefamycyn) i aztreonam[22, 29, 38, 42]. W przypadkucgkich zakaen oraz w przypadku
chorych z czynnikami ryzyka, szczepy ESBhywap traktowane jako z definicji oporne
rowniez na poiczenia antybiotykowg-laktamowych z inhibitorami3-laktamaz, chocia
zagadnienie to pozostaje przedmiotem kontrowersjiyinaga wecej danych klinicznych.
Podane zalecenia nale stosowéa mniej restrykcyjnie w przypadku szczepéw ESBL
izolowanych z miejsc ciata, w ktérych leki ulegapg:szczeniu [19, 29].

Do niedawna szczepy ESBbyly typowymi patogenami szpitalnymi. Wagu ostatnich lat
staly s¢ one jednak tate rutynowo identyfikowanymi czynnikami etiologicany zakaen
pozaszpitalnych (zwlaszcza drég moczowych) i sulzdarse je rowniez w nosicielstwie u
ludzi zdrowych, zwiergt hodowlanych i domowych oraz w produktagimwnosciowych
pochodzenia zwierzego. Najczsciej s to szczepyEscherichia coli wytwarzajpce ESBL z
rodziny CTX-M, ale spotyka sitez szczepy innych gatunkéw, n@almonella enterica,
Klebsiella pneumoniae, oraz inne rodzaje ESBL [8, 9, 43]. To powodugpbecnie istnieje
potrzeba wykrywania ESBL w ramach antybiogramu podsawowego u wszystkich
badanych szczepdw z rodzinyEnterobacteriaceae, pochodzcych zaréwno z zakaen
szpitalnych, jak i pozaszpitalnych Nalezy nadmient, ze wykrywanie ranych
mechanizméw oporréai bakterii na leki ma dwa cele: oprocz celu klamiego istnieje te
bardzo wany cel epidemiologiczny, wkacy sk scisle z zagadnieniami kontroli zaken i
potrzel monitorowania sytuacji epidemiologiczne;.

Wykrywanie ESBL, bez wzgtlu na zastosowarmetod, polega na stwierdzeniu okonej
wrazliwosci na ktérykolwiek z aytych lekdw wskanikowych (cefotaksym, ceftazydym,
ceftriakson, cefpodoksym, cefepim, aztreonam) i awgnie wptywu inhibitora (3-
laktamowego na ten efekt [15, 22, 24]. Najczulszgia,jednoczaie najmniej specyficznym

zwiazkiem wydaje si cefpodoksym [12].

1. 2. 2. Cefalosporynazy AmpC

Drugim waznym mechanizmem oporfa pateczekEnterobacteriaceae na antybiotyki3-
laktamowe jest wytwarzanie tzw. cefalosporynaz Amp@re hydrolizuja penicyliny,
cefalosporyny (z wyptkiem lekéw IV generacji) i aztreonam. Z reguly niesg one te
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podatne na dziatanie inhibitorow B-laktamowych, zwtaszcza kwasu klawulanowego [4, 7,
29]. Oporndé¢ pateczek jelitowych ng3-laktamy nowych generacji (cefalosporyny Il
generacji i aztreonam) zg@ana z tymi enzymami przejawia¢sw trzech sytuacjach.
Pierwsz z nich jest tzw. ,derepresja” AmpC u szczepow tgeltunkow pateczek, u ktorych
B-laktamazy te wyspuja naturalnie, czylEnterobacter spp.,Citrobacter freundii i Serratia
marcescens (a takze Morganella morganii, Providencia spp. iHafnia alvei). Dzikie szczepy
tych gatunkéw, o indukowanej ekspresji AmpC, wykazwaturalm oporng¢ na
aminopenicyliny i ich paiczenia z inhibitorami oraz na cefalosporyny | igéneracji.
Szczepy z derepregj AmpC wykazuja natomiast takze opornasé¢ (Enterobacter spp., C.
freundii), a w przypadku innych gatunkéw opornd¢ lub obnizona wrazliwosé na
pozostate substraty AmpC i paiczenia B-laktamow z inhibitorami [4, 29]. Wysoka
Czestas¢ spontanicznego pojawiania Szczepow z dereprashmpC oraz ich selekcji w toku
terapii cefalosporynami Ill generacji spowodowatg,powszechnie méwisib koniecznéci
przynajmniej ostrinego stosowania tych lekéw w przypadku zaawywotanych przez
dzikie szczepy wymienionych gatunkow. Istaigpoghdy, aby wskazywa& na wyniku
mozliwos¢ nabycia oporngci na cefalosporyny Il generacji w trakcie leczem,
prowadzi¢ monitorowanie mikrobiologiczne jego przebiegu, lubtez, aby wrecz
raportowa¢ wszystkie szczepy tych gatunkow jako z definicjimorne na cefalosporyny
[l generacji i aztreonam [19, 29]. Zdaniem autoréw niniejszego opracowanigodv
podegcia powinien by podyktowany konkretnsytuacy kliniczna (np. rodzaj zakaenia, typ
pacjenta, uprzednio podawane antybiotyki) oraz swikddczeniem klinicznym i
epidemiologicznym konkretnegarodka.
Druga sytuacja dotycz¥. coli, ktéra take posiada naturalny enzym AmpC, ale dzikie
szczepy, wytwarzag go nasladowym poziomie, pozostajvrazliwe na wszystkig-laktamy
skuteczne wobec paleczdinterobacteriaceae. Pojawiaj si¢ jednak szczepy, u ktérych
dochodzi do podwiszenia poziomu ekspresji AmpC i ktérych fenotypypamina opornét
szczepow z dereprasAmpC wyzej wymienionych drobnoustrojéw. Stopi®porndci jest
jednak zranicowany i z reguty riszy ni u Enterobacter spp. i C. freundii z derepreg)
AmpC [29]. Trzecia sytuacja ma miejsce w przypadkiczepoéw pateczek jelitowych,
wytwarzapcych nabyte3-laktamazy AmpC [40]. Nala one do ranych gatunkéw, gtéwnie
K. pneumoniae, E. coli, a w Polsce — szczegllnieg¢sio Proteus mirabilis [16, 27]. W
srodowisku pozaszpitalnym nmna zetkaé sic ze szczepam® enterica AmpC'. Poziom
opornosci szczepdw z nabytymi AmpC jest zrinicowany; obok szczepdw bardzo
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przypominajacych Enterobacter spp. i C. freundii z derepreshp AmpC, mozna tez
obserwowa zaledwie obnzona wrazliwosé in vitro na cas$¢ lekow (cefalosporyny Il
generacji, a zwlaszcza na piperacylin tazobaktamem i aztreonam) [27, 40Yobec
szczuptdci danych naukowych, ewentualg skuteczndgé tych lekow zaleca si traktowaé

jako przynajmniej w atpliw a.

1. 2. 3. Wspotwysgpowanie ESBL i AmpC — implikacje diagnostyczne

Jak zaznaczono vgj, wykrywanie ESBL powinno siwykonyw& dla wszystkich szczepdéw
pateczekEnterobacteriaceae. Obecné¢ wytwarzanej na wysokim poziomie cefalosporynazy
AmpC (derepresja lub nadekspresja naturalnej aligovarzanie nabytej AmpC) z reguty
maskuje fenotyp ESBLz powodu podobnego spektrum substratowego i napaiti
AmpC na dziatanie kwasu klawulanowego [15]. Pomirgsto ewidentnej oporsoi takich
szczepoOw na wszystkie substraty obu enzyméw zpalezeprowadz wykrywanie ESBL z
powodow epidemiologicznych. Ponadto, jeszczesae] wystpuja sytuacje, w ktérych
badany szczep o fenotypie opafcio wskazugcym na wytwarzanie AmpC pozostaje
wrazliwy in vitro na cefalosporyny IV generacji (niehydrolizowanegazr AmpC) i wowczas
naleey wykluczy¢ obecné¢ ESBL, zanim uzna sije za opgj terapeutyczp W takim
przypadku procedura wykrywania ESBL ma rownienaczenie klinicznelstnieja dwie
mozliwosci wykrycia ESBL w obecndci AmpC, z rozbudowaniem podstawowego testu
na ESBL o kombinacg cefepim — kwas klawulanowy lub z przeprowadzenientestu
podstawowego na podizu uzupetnionym kloksacylim, ktora jest inhibitorem AmpC
[15]. Obie procedury, prowadez do wykrycia ESBL, jednoczeie potwierdza (lub
wykluczap) obecné¢ AmpC i z tego powodu, zdaniem autoréw niniejszeg@cowania, nie
ma istotnej potrzeby ukierunkowanego wykrywaniaatmefporynaz AmpC w rutynowej
diagnostyce mikrobiologicznej. Niemniej, takie nutoistniep i najwygodniejsze z nich
opierap si¢ na stosowaniu substratow wshkikowych, takich jak cefotetan (lub cefotaksym,
ceftriakson) oraz inhibitoréw AmpC, takich jak kkdcylina lub kwas boronowy [13, 19].

W przypadku stwierdzenia fenotypu niezalej od kwasu klawulanowego opo#kcd na
penicyliny, cefalosporyny i monobaktamy oraz wyldesia obecrixi AmpC, nadal nie
mozna odrzuai mazliwosci wytwarzania ESBL przez taki szczep, maskowamegp silne
obnizenie przepuszczaléo oston komorkowych bakterii. W takiej sytuacji kvycie ESBL
staje st praktycznie niemdiwe w rutynowym laboratorium mikrobiologicznym jedynie w
laboratorium referencyjnym. Wykrycie ESBL jest zteutrudnione w przypadku

wspotwystpowania ESBL i niektorycB-laktamaz zdolnych do hydrolizy karbapenemow.
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1. 2. 4. Opornd¢ Enterobacteriaceae na karbapenemy

W ostatnich latach z coraz gitszym niepokojem odnotowywane jest pojawiani@ isw
niektérych krajach szybkie rozprzestrzenianie saéwe pateczek Enterobacteriaceae
posiadagcych mechanizmy opor8o na karbapenemy. Przez pewien czas opdrria
zwiazana byta przede wszystkim z wytwarzaniem AmpCHSBL na wysokim poziomie i
jednoczénie obnieniem przepuszczaléa oston komorkowych. Szczepy takie z reguty
charakteryzuyj sic oporndécia na wszystkie3-laktamyin vitro i brakiem jej podatniei na
dziatanie jakiegokolwiek inhibitorg3-laktamaz. Nie przypadkiem, stosunkowogstzej
pojawiap sic one w populacjacknterobacter cloacae, ze wzgédu na mechanizm derepresji
AmpC [30, 34]. W Polsce obserwujeg stiekiedy oporne na karbapenemy (i wszystkie
laktamy) szczep¥. mirabilis, u ktérych wysokiej ekspresji nabytej AmpC redowarzysz§
zmniejszenie przepuszczakoo btony zewntrznej [27]. Spotyka si tez szczepy K.
pneumoniae ESBL" lub AmpC’ oporne na karbapenemy ze wahyl na zapewne obignie
przepuszczalnwi dla tych antybiotykow [dane niepublikowane].

Jednak znacznie wkszy problem wynika z pojawieniagsiv populacjach pateczek jelitowych
B-laktamaz hydrolizuyjcych karbapenemy (tzw. karbapenemaz), kodowanyelezpgeny
plazmidowe, czyli mogre rozprzestrzendasic pomkdzy szczepami bakterii. Nealg one
gtéwnie do dwoch rodzajow, tzw. metdbelaktamaz klasy B (MBL) B-laktamaz klasy A [1,
7, 44, 46, 51]. Enzymy MBL omdwiono szerzej w njsaym opracowaniu W @&Ci
paswicconej pateczkom niefermensigym (pkt 2. 2. 3), u ktorych pojawityegsbne wczéniej

i ktére @ nadal ich gtdbwnymi producentami (zwlasz&=eudomonas aeruginosa). Obecnéé
MBL u Enterobacteriaceae, zwtaszczaK. pneumoniae i E. coli, w niektorych krajach
(Grecja) przybiera zastrasaeg¢ rozmiary [49], a w ostatnich latach stwierdzgadez w
Polsce Cechg niezwykle utrudniajaca wykrywanie MBL u pateczek jelitowych jest to,ze
obok szczepow przejawiajcych ewidentry opornosé in vitro na wszystkie substraty
MBL, czyli penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy(a takze pohczeniap-laktamow z
inhibitorami), czesciej izoluje sie szczepy wykazugce srednig wrazliwos¢ lub wrazliwosé
na czs¢ z nich, zwiaszcza karbapenemy10, 47, 49]. Dane naukowe o skutecao
klinicznej r&nych lekdw w terapii zaken wywolywanych przez szczepy
Enterobacteriaceae MBL" 53 jak na razie niezwykle ograniczone, przez co ni¢ma obecnie
pod& jednoznacznych zalegelo interpretacji wynikbw oznacadekowrazliwosci in vitro

(omdéwione w punkcie 1. 2. 5). Niemniej, wydaje gewnym,ze szczepy MBL™ powinno sk
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wykrywaé¢ i bez wzgédu na antybiogram kwalifikowaé¢ jako jedne z potencjalnie
najgrozniejszych patogenéw bakteryjnych[10, 47].
Jeszcze wiksze zaniepokojenie wywotuyy obecnie szczepy pateczek jelitowych
wytwarzajace specyficzny typ karbapenemaz klasy A, tzw. enzyrKPC. Od momentu
pierwszej izolacji w 1996r. w USA, w ggu zaledwie kilku lat rozprzestrzenityesone w
szpitalach wschodniego wybrzetego kraju, wywotuic w nich liczne epidemie. Z pewnym
op&nieniem do identycznego zjawiska doszto w Izraebbécnie, zarbwno na wschodnim
wybrzeeu USA, jak i w lIzraelu wytworzyla i sytuacja endemiczna zwgana z
wystepowaniem szczepdéw KP(33, 44, 46]. Lista krajow, w ktorych zidentyfikawo takie
szczepy stale siwydtuza i w 2008r. ohjta takze Polsk. Gtownym producentem KPC
pozostajeK. pneumoniae, ale obecn@& tych enzymow stwierdzono jutakze u innych
gatunkoéwEnterobacteriaceae (Klebsiella oxytoca, E. coli, Enterobacter spp.,C. freundii, S
marcescens, S. enterica) oraz P. aeruginosa [46, 50]. Podobnie jak &od szczepow
wytwarzapcych inne -laktamazy, tak i tutaj obserwuje¢sizréznicowanie poziomow
opornaci. Stosunkowo cgte g doniesienia szczepach ewidentnie opornycin vitro na
wszystkie B-laktamy, poniewaz KPC s3 zdolne do hydrolizy praktycznie wszystkich
lekéw z tej grupy. Znane g tez raporty oszczepach wraliwych in vitro na karbapenemy
ktére spowodowatyze w niektorych szpitalach zbyt fo zorientowano sio postpujacym
rozprzestrzenianiu &itych drobnoustrojow [46]. &GBto obserwuje si szczepy, ktére
charakteryzuja si¢ obecndcia licznych kolonii rosnacych w strefach zahamowania
wzrostu wokot krazkow lub paskow Etest z antybiotykami B-laktamowymi, w tym
karbapenemami, kwalifikagych te szczepy do kategorii opornych. Pomimo pusat
enzyméw KPC na inhibitor}-laktamaz, szczepy KP@kazup sie oporne na ich patzenia
z [B-laktamami, co wicej, kwas klawulanowy nie nadaje¢siez do wykrywania KPC
(omoéwione niej). Podobnie jak w przypadku szczepéw MBEkutecznét B-laktaméw w
leczeniu zakzen wywotywanych przez szczepy KP®razliwe in vitro na te leki nie jest
obecnie okréona, przy czym bierze gpod uwag ryzyko niepowodzenia terapeutycznego i
formutuje pelne ostrnosci zalecenia interpretacji wynikbw oznaézkekowraliwosci (pkt
1.2.5)[42].
Szczepy pateczeknterobacteriaceae wytwarzajce MBL lub KPC g, podobnie jak szczepy
ESBL" i AmpC’, z regutywielooporne (notabene esto posiadaj jednoczénie ESBL) [46].
W przypadku pojawiacych s¢é w Polsce szczepéw KPCpodobnie jak w innych krajach,
obserwuje siin vitro wrazliwosé¢ jedynie na gentamicyn(i niekiedy amikacye), kolistyre i
Krajowy Gsrodek Referencyjny ds. Lekowtavosci Drobnoustrojow, Narodowy Instytut Lekow
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tigecykline. Cecha ta, obok niezwykle] tatwéci ich utrzymywania sie i
rozprzestrzeniania w srodowiskach szpitalnych powoduje,ze szczepy KPC nalezy
traktowa¢é¢ jako jedno z obecnie najwgkszych zagraem w dziedzinie zakaen
bakteryjnych cztowieka[33, 44, 46].

1. 2. 5. Proponowany schemat pogtowania ze szczepami podejrzanymi o wytwarzanie
karbapenemaz.

Ostatnio podejmowane as coraz liczniejsze dziatania map na celu wakk z
rozprzestrzenianiem ¢i szczepdéw pateczek Gram-ujemnych wytwar@gth nabyte
karbapenemazy. Chodzi w nich m. in. o ustalenidekigw kwalifikujacych szczep jako
potencjalnego producenta tych enzymow oraz metodiega i specyficznego ich
wykrywania. Kilka lat temu zaproponowano na przgktaby do wykrywania MBL kierowa
takie szczepyEnterobacteriaceae, ktore wykaa obnienie wraliwosci na ktérykolwiek
karbapenem Iub oporé® na amoksycylia z kwasem klawulanowym, cefoksytyni
niewrazliwos¢ na ceftazydym (z wyikiem naturalnych producentéw AmpC) [10]. Obecnie
przewaa poghd, aby spasrod pateczek jelitowych do ukierunkowanego wykrywania
karbapenemaz kierowa& szczepy przede wszystkim na podstawie wynikow wriwego
badania ich wrazliwosci na karbapenemy, przy czym zaleca sirutynowe stosowanie w
diagnostyce trzech karbapenemdw, imipenemu, meropemu i ertapenemu[21, 42].
Ertapenem jest dzisiaj uwany za najczulszy (ale zenajmniej specyficzny) wskaik
obecndci KPC [2, 14, 48]. Rinie definiowane s kryteria interpretacyjne wynikow tych
oznaczé wskazujce na potrzepbadania w strapkarbapenemaz (oméwionezaj — pkt 1. 5.
1). Jako test potwierdzgyy wytwarzanie karbapenemaz proponowany jest tzw.
zmodyfikowany test Hodge’a (dcia koniczyny”) [21, 26, 42], przy czym nie rozréa on
MBL od KPC. Drug mozliwoscia jest wykonanie specyficznych testow na MBL i KPC,
opartych na dziataniu inhibitoréw. W przypadku MBlajcz:sciej stosowanym inhibitorem
jest EDTA (test omowiony szczegdtowo webai poswicconej pateczkom niefermenggym

— pkt 2. 5. 1) [21, 26, 35, 53], a w przypadku KRGwas boronowy (metedic opisano
szczegOtowo w dalszej ¢xi niniejszego rozdziatu — pkt 1. 5. 2. 2) [14, 36, 48]. Pomimo
ze, jak wspomniano wAgj, brakuje mocnych danych naukowych na temat skuotgci
terapeutycznej lekovB-laktamowych wobec szczepoOBnterobacteriaceae MBL™ i KPC'
wykazupcych na nie wraiwos¢ in vitro, wydaje st, ze wykrywanie tych enzymoéw
posiada wany aspekt kliniczny. Jest t& ono niezledne z epidemiologicznego punktu
widzenia. W najnowszych zaleceniach CLSI proponujg abyw przypadku stwierdzenia
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obecndci karbapenemazy w szczepie pateczki jelitowej, oawnzy wartosci MIC
karbapenemow. Wartdci te powinny by podane na wyniku bez interpretaciji,
natomiast lekarz i zesp6t ds. kontroli zakaen powinni by¢ natychmiast poinformowani
0 mazliwym zagrozeniu oraz powinna by wskazana terapia alternatywna do 3-
laktamow [42]. W zaleceniach EUCAST odnajdujemy z kolei pdglabyszczepy MBL'
interpretowaé¢ z definicji jako niewrazliwe na karbapenemy i inne B-laktamy, z
wyj atkiem aztreonamu, ktéry powinno s raportowaé zgodnie z faktycznym wynikiem
oznaczenia[19]. Cha& podobne zastrzenie nie znalazto siw tych zaleceniach od&ie
szczepéw KPC nalery sadzi¢, ze w $wietle zasad, ktérymi postugujsie ich autorzy,
powinny by¢ one traktowane tak samo, bez wwtku dla aztreonamu. W kazdym
przypadku szczep ze wskazaniem nmibwosci wytwarzania karbapenemazy MBL lub
KPC powinien by¢ przestany do laboratorium referencyjnego w celu j@noznacznego
potwierdzenia obecndci takiej B-laktamazy za pomog metod niedogpnych lub trudno

dostpnych w laboratorium rutynowym.

1. 3. Antybiogramy pateczekEnterobacteriaceae (tabele 1. 1 — 1. 4)

Tab. 1. 1.ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

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

amoksycyliny, nie oznaczalla Enterobacter spp,
Serratia spp, Morganella spp, Providencia spp i
Citrobacter freundii.

Amoksycylina/ kw. klawulanowy 20/10 | Nie oznaczadlaEnterobacter spp, Serratia spp,
lub ampicylina/sulbaktam 10/10 Morganella spp, Providencia spp i C. freundii.
Cefalotyna 30 Reprezentatywna dla cefaleksyny, cefradyny, cefakl

i cefadroksylu. Nie oznacgzalla Enterobacter spp.,
Serratia spp.,Morganella spp, Providencia spp i C.

O

freundii.
Cefazolina 30 Nie oznaczadlaEnterobacter spp, Serratia spp,
Morganella spp, Providencia spp. iC. freundii.
Cefuroksym lub 30 Enterobacter spp, Serratia spp, Morganella spp i C.
cefamandol 30 freundii wykazup naturalnie obriiona wrazliwos¢.

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

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

amoksycyliny. Nie oznaczalla Enterobacter spp.,
Serratia spp, Morganella spp.,Providenciaspp i C.

freundii.
Amoksycylina/ kw. klawulanowy  20/10 | Nie oznaczadlaEnterobacter spp.,Serratia spp,
lub ampicylina/sulbaktam 10/10 Morganella spp, Providencia spp i C. freundii.
Cefalotyna 30 Reprezentatywna dla cefaleksyny, cefradyny, cefaklp

i cefadroksylu. Nie oznaczalla Enterobacter spp,
Serratia spp, Morganella spp, Providencia spp i C.

freundii.
Cefuroksym lub 30 Enterobacter spp., Serratia spp, Morganella spp i
cefamandol 30 C. freundii wykazup naturalm oporndgc¢ lub sredng
wrazliwo §¢.
Tetracyklina 30 Szczepy wraliwe na tetracyklip mazna uwaac za

wrazliwe na doksycyklin. Szczepyredniowraliwe lub
oporne na tetracyklinmog by¢ wrazliwe na

doksycyklirg.
Norfloksacyna lub 10
ofloksacyna 5
Nitrofurantoina 300 SzczepyProteus spp,Serratia spp.,Providencia spp. i
Morganella spp sa zwykle oporne.
Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75
Fosfomycyna (trometamol) 200 | Stosowa tylko wobeckE. cali izolowanych z ostrych

zakaen dolnych drég moczowych (cystitis).
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Tab. 1. 3.ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

Antybiotyk Kr azek |Uwagi
[ma]

Piperacylina 100

Tikarcylina 75

Piperacylina/tazobaktam 100/10

Tikarcylina/ kw. klawulanowy 75/10

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

Cefotaksym lub 30 SzczepyEnterobacter spp, Serratia spp,

ceftriakson 30 Morganella spp, Providencia spp i C. freundii
mog wytworzy oporngé w ciagu pierwszych dni
po rozpoczciu terapii. Zaleca simonitorowanie
wrazliwo$ci w czasie leczenia.

Ceftazydym 30 SzczepyEnterobacter spp, Serratia spp,
Morganella spp, Providencia spp i C. freundii
mog wytworzy¢ oporng¢ w ciagu pierwszych dni
po rozpoczciu terapii. Zaleca simonitorowanie
wrazliwosci w czasie leczenia.

Cefepim 30

Aztreonam 30 SzczepyEnterobacter spp, Serratia spp,
Morganella spp, Providencia spp i C. freundii
mog wytworzy¢ oporng¢ w ciagu pierwszych dni
po rozpoczciu terapii. Zaleca simonitorowanie
wrazliwo$ci w czasie leczenia.

Imipenem 10 Oznaczé w przypadku aizkich zakaen. Wynik

Meropenem 10 oznaczania dla jednego z karbapenemoéw nizemo

Ertapenem 10 by¢ odnoszony do pozostatych karbapeneméw.

: Wykonanie oznaczenia patrz 8.5 ,Wykrywanie

Doripenem 10 karbapenemaz” . Interpretacja dla doripenemu:
szczep wraliwy MIC < 1pug/mL strefa
zahamowania wzrostl4 mm, szczep oporny
strefa <19 mm, MIC >4ug/mL. [45].

Ciprofloksacyna 5

Amikacyna 30

Netilmicyna 30

Tobramycyna 10

Chloramfenikol 30 Oznaczéa w wyjatkowych sytuacjach, tylko wobeg
szczepbw wieloopornych.

Tetracyklina 30 Szczepy wraliwe na tetracykliR mazna uwaaé za
wrazliwe na doksycyklin. Szczepy
sredniowraliwe lub oporne na tetracykknmog
by¢ wrazliwe na doksycyklir.

Tigecyklina 15 Aktywna wobec szczepow wytwarzaych ESBL.
Tigecyklina wykazuje obtibng aktywna¢ in vitro
wobecMorganella spp.,Proteus spp. oraz
Providencia spp. Interpretacja: szczepy vwtiave:
MIC < 2 pug/mL, strefa zahamowania wzrostu
>19 mm, szczepy oporne strefa zahamowania
wzrostu<14 mm, MIC>8 pg/mL [45].

Trimetoprim/sulfametoksazol 1,25/23,75
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Tab. 1. 4.0znaczanie wrdiwosci pateczeksalmonella spp.

Antybiotyk Kr azek Uwagi
[ug]
Ampicylina 10
Kwas nalidyksowy 30 Testowanie kwasu nalidyksowego jest istotne dg

oceny maliwosci zastosowania fluorochinolonéw
w terapii. Istnieje niebezpiecagtwo

niepowodzenia terapeutycznego przy zastosowgniu
fluorochinolonow wobec szczepow witavych na
fluorochinolony a opornych na kwas nalidyksowy.

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

Uwaga: W przypadku zakeen uogolnionych wywotanych prze&almonella spp. naley
oznacza wrazliwos¢ na cefalosporyny lll-ej generacji i chloramfenikdlie oznacza
wrazliwosci na cefalosporyny 1 i Il generacji, na cefamycyosaz na aminoglikozydy,

poniewa mimo wraliwosci in vitro leki te nie wykazuj skutecznéci klinicznej [42].

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

1. 4. 1. Oznaczanie ESBL metaddwoch krazkow

Do wykrywania ESBL mge by stosowany tzw. test dwochakkow (DDST) [15, 24]. Za
jego pomog ESBL mana oznacza u wszystkich gatunkdvEnterobacteriaceae (a take
pateczek niefermentagych — pkt 2. 2. 2)W wariancie podstawowym tej metody stosuje Si
krazki z ceftazydymem 3@Qg i cefotaksymem 3Qg utazone w odlegtéci 2 cm (pomedzy
srodkami) od k#izka z amoksycylia z kwasem klawulanowym 20/3@. W celu zw¢kszenia
czutcéci testu mana dodawaé krazki z cefpodoksymem 1Qug lub aztreonamem 3(Qg.
Wynik pozytywny testu polega na wyrgnym powiekszeniu strefy zahamowania wzrostu
wokot krazka z ceftazydymem lub cefotaksymem (cefpodoksymeraztreonamem) od
strony krazka zawierajacego kwas klawulanowyPowikszenie to mge przybierd bardzo

rozne ksztatty.

Jak wspomniano wagj, w niektorych szczepach bakteryjnych, ob&éneSBL mae by
maskowana przez inne mechanizmy opécnaa 3-laktamy, niepodatne na dziatanie kwasu
klawulanowego (konstytutywna, wysoka ekspresfalaktamazy AmpC, obabna
przepuszczalnd oston dla antybiotykowB-laktamowych itd.). Wykazuaj one z reguty
oporna¢ na ceftazydym i cefotaksym i s1egatywne w klasycznych testach na obéeno

ESBL. Wykrywanie ESBL w takich szczepach ina prowadz za pomog testu DDS, w
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ktérym dodaje si krazek z cefepimem 3Qig. Podstaw tego podejcia jest fakt,ze cefepim
jest bardzo stabym substratem AmpC, przez co zsureeje wraliwosci lub oporndé na ten
antybiotyk jest cgciej wynikiem dziatania ESBL. Alternatyawjest test DDS w swoje]
podstawowej wersji, wykonywany na pogdo MHA z kloksacylim w skzeniu 250ug/ml
(lub 100pug/ml w przypadku szczepow nierasych na podisu z 250ug/ml kloksacyliny).
Kloksacylina jest dobrym inhibitorem enzyméw Amp@rzez co na uzupetnionym ani
podtazu ,odstaniane” g fenotypy opornéci maskowane przez AmpC. Najepodkréli¢, ze
omawiane modyfikacje testu DDS (cefepim, kloksacyla) stuza wytacznie wykrywaniu
ESBL w kontekscie AmpC, a nie innych mechanizméw opo#geoniezalenych od kwasu

klawulanowego.

1.4.2. Oznaczanie ESBL wg CLSI

Oznacza wytacznie u szczepOuie. coli i Klebsiella spp (oraz P. mirabilis, przy czym w
przypadku tego gatunku CLSI zaleca oznaczanie Ef@Bynie u izolatow pochodezych z
powaznych zakaen oraz wykonywanie testu przedbwego wykcznie z cefpodoksymem,
ceftazydymem i cefotaksymem) — tabela 1.5.

Tab. 1. 5.0znaczanie ESBL wg CLSI.

Wskaznik Kr azek | Test przeghdowy wstepny * Test potwierdzajacy
[ug]
Cefpodoksym lulj 10 |gdy strefa< 17 mm wykona test Ceftazydym 3Qug i
potwierdzajcy (< 22 dlaP. mirabilis) | ceftazydym/kwas
klawulanowy 30/10
Ceftazydym lub 30 | gdy strefa< 22 mm wykona test ug oraz cefotaksym
potwierdzajcy (s 22 dlaP. mirabilis)  |30ug i
cefotaksym/kwas
Aztreonam lub 30 |gdy strefa< 27 mm wykona test klawulanowy 30/10
potwierdzagcy Lg
Cefotaksym lub 30 | gdy strefa< 27 mm wykona test
potwierdzajcy (< 27 dlaP. mirabilis)
Ceftriakson 30 |gdy strefa< 25 mm wykona test
potwierdzagcy

1. Dla zwickszenia czuci testu powinno sioznacza wrazliwosé dla kilku antybiotykéw.

Jeli szczep wytwarza ESBL térednica strefy wokot kka zawierajcego ceftazydym z
kwasem klawulanowym lub cefotaksym z kwasem klawovaym, jest wéksza o0 5 mm lub
wiecej od srednicy strefy wokot kizka, odpowiednio z samym ceftazydymem lub

cefotaksymem.
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W przypadku testow potwierdzgych wykonanych ze szczepem wzorcowyk
pneumoniae ATCC 700603 rénica srednic stref wokdt kgzkow z ceftazydymem/kw.
klawulanowym i ceftazydymem powinnadwgie mniejsza i 5 mm oraz nie mniejszan8
mm dla kazkow z cefotaksymem/kw. klawulanowym i cefotaksymddia szczeplE. coli

ATCC 25922analogiczne rinicesrednic stref nie powinny kiywigksze nk 2 mm.

Tab. 1. 6. Zakresy stref zahamowania wzrostu w milimetrach wibranych antybiotykow

dla szczepéw wzorcowych ATCC.

Wskaznik Kr azek | K. pneumoniae ATCC 700603 E. coli ATCC 25922
[ug] 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 pomgdtestu

Od dluszego czasu dagtne @ Etesty pozwalace wykryw& ESBL, zawierajce

ceftazydym i ceftazydym z kwasem klawulanowym arafotaksym i cefotaksym z kwasem
klawulanowym. § takze obecnie Etesty zawiesap cefepim i cefepim z kwasem
klawulanowym. Wykonanie i interpretacja wynikowttepowinny by prowadzone zgodnie

z zaleceniami producenta [18].

1. 5. Wykrywanie karbapenemaz

Jak zaznaczono virgj, obecnie coraz powszechniej waak, ze kady izolowany w szpitalu
szczep pateczki z rodziriynterobacteriaceae powinien by poddany wsipnemu badaniu na

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

1. 5. 1. Testy wsfpne na obecné¢ karbapenemaz

Informacji o maliwosci wytwarzania karbapenemazy przez szczep patepdikbwej
dostarczastaranne oznaczenie jego widiwosci na karbapenemy [21, 42]. Znaczace
obnizenie wrazliwosci in vitro na ktorykolwiek z karbapenemdw jest sygnatem do
wykonania testow potwierdzapcych. Na podstawie dotychczasowychsdiadcze: sadzi
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sig, ze najczulszym wskanikiem obecndci karbapenemaz KPC (ale niekoniecznie
MBL) jest ertapenem [2, 14, 48]. Kryteria obrenia wraliwosci na karbapenemysdzne

w zaleznosci od zespotu opracowagego rekomendacje (tabela 1.7). Warto przypomnie
podara wczeniej informacg, ze szczepy wytwarzage KPC (ale te MBL) czesto posiadaj
liczne, izolowane kolonie rogne w strefach wzrostu wokot &akow z karbapenemami (i
innymi B-laktamami).Cecha ta mae okaz&a si¢ przydatna w diagnostyce, ale nie mma

jej uwaza¢ za prawdziwie specyficzg.

Tab. 1.7. Wyniki testow wstpnych na obecrsd karbapenemaz w szczepach

Enterobacteriaceae — kryteria kwalifikowania szczepow do testow pawizajcych

CLSI [42] Giske i wsp. [21]
Wskaznik metoda dyfuzyjno-krazkowa MIC MIC
kr azek punkt odciecia punkt odciecia punkt odciecia
[ug] [mm] [ug/ml] [ug/ml]

ertapenem 10 <19-21lub > 2lub > 0,5lub
imipenem uwaany za staby wskaik > 2-4lub >1lub
meropenen 10 <16-21 >2-4 20,5

dodatkowo opornig na jedm lub wigcej cefalosporyr]

lIl generacji (np. ceftazydym, cefotaksym, ceftgak)

1. 5. 2. Testy potwierdzajce wytwarzanie karbapenemaz

Wg autorow niniejszego opracowania praktyczniejszy@latwiejszym i bardziej
informatywnym) poddciem w przypadku szczep&nterobacteriaceae podejrzanego o
wytwarzanie karbapenemazy jest jednoczesne wykomgwastu na MBL i testu na KPC.

1.5.2. 1. Testy na MBL

Testy na MBL mozna wykonywaé tak, jak jest to opisane w cgsci poswieconej
pateczkom niefermentupcym (pkt 2.5) z zastrzaeniem, ze w przypadku pateczek
jelitowych niewskazane jest stosowanie Etest(ze wzgtdu na wspomnianwyzej, czsty
wrazliwos¢ in vitro takich szczepdw na imipenem, powadbdj ,zlewanie” sg stref
zahamowania wzrostu wokot obu potéwek paska). Radstyym inhibitorem jest EDTA [26,
35, 53]; stosowanie kwasu 2-merkaptopropionowegBAM[3] lub mieszaniny EDTA i soli
sodowej kwasu merkaptooctowego (SMA) [26] nie wgdag konieczne. Antybiotykami
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wskaznikowymi s imipenem i/lub meropenem, a wiele laboratoriowtddi te ceftazydym;
w schemacie Giske'go i wsp. zaproponowano tylko apenem [21]. Alternatywnie do
opisanej niej szczegotowo wersji ,zbleniowej” testu (pkt 2. 5. 1), me on by tez
wykonywany w wersji ,kombinowanej’, w ktorej EDTAopdawany jest wprost nadgek z
karbapenemem i mierzyesidznice stref wokot kazka z karbapenemem i EDTA orazkka

z samym karbapenemem [21, 35, 53].

1.5.2. 2. Testy na KPC

Jak wspomniano wAgj, zaproponowane ostatnio testy fenotypowe na obed@ KPC
wykorzystuja kwas boronowy jako inhibitor tych B-laktamaz [14, 21, 36, 37, 48].
Jednoczénie, jako zwazki wskanikowe proponowaneasczesto imipenem i meropenem,
poniewa ertapenem ma by zrodiem wynikbw mniej specyficznych (np. w przypadku
producentéw cefalosporynaz AmpC). k@ spotké sie z poghdem,ze w t&cie z kwasem
boronowym najlepsze wyniki (pod waglem czutéci i specyficznéci jednoczénie)

uzyskuje s} stosujc meropenem [14, 21, 48].

Test z kwasem boronowym na obeghoKPC czsciej wykonuje st w  wersji
.kombinowanej”, w ktorej na kzki z imipenemem (1Qug) i meropenemem (10g), lub
tylko z meropenemem podaje¢ skwas boronowy i bada #aice stref wokot kazka z
karbapenemem i inhibitorem orazakka z samym karbapenemem [14, 21, 36, 48]. W
literaturze mana spotka rozne ilosci kwasu boronowego uznane za optymailne (300, 40 |
600 ug); autorzy niniejszego opracowania, dad za Doi i wsp. zalecgaj300 ug [14].
Uzywanym preparatem chemicznym o by kwas fenyloboronowy. Wygodnie jest
przygotowa roztwor wodny kwasu fenyloboronowego @zsniu 15 mg/ml (przy obliczaniu
nawaki kwasu naley uwzgkdni¢ zawartd¢ czystego zwazku w preparacie, np. 95%). Na
krazek z karbapenemem najenastpnie nakropk 20 ul tego roztworu i odczekaok. 30
min. do wyschnjcia kmzka. Podanie wkszych ilgci kwasu wymaga przygotowania
bardziej stzonego roztworu, co nmima osagnaé¢ rozpuszczag odczynnik w mieszaninie
wody i dwumetylosulfotlenku, DMSO (1:1) [48]. Powni&z kwas fenyloboronowy jest
odczynnikiem stosunkowo kosztownym, ima przygotowywé jednorazowo niewielkie
ilosci roztworu (np. 1 ml; naley tez pamktac o czutdgci wagi laboratoryjnej); roztwér nioa
tez przechowywa dituzszy czas w lodéwce. Wynik odczytujemy jako pozytywiesli
réznica stref zahamowania wzrostu wokolaia z ktorymkolwiek z karbapenemodw i

inhibitorem oraz kizka z samym karbapenemem wyniesie 5 mm luzeyi(300ug kwasu)
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[14], 7 mm lub wi¢ce] (400ug kwasu) [48] lub 4 mm lub weej (600ug kwasu) [21]. Z
regulty, w przypadku ,prawdziwych” szczepéw KPGoOznice te g§ wyrazne. Jednak,
poniewa kwas boronowy jest rowntedobrym inhibitorem cefalosporynaz AmpC, omawiany
test mae da falszywie pozytywne wyniki w przypadku wspomniahywyzej szczepow
Enterobacteriaceae, ktérych oporné na karbapenemy jest uwarunkowana wysekspresj
AmpC przy jednoczaie obnrzonej przepuszczaldoi oston komorkowych (pkt 1. 2. 4) [21,
36]. Ze wzgkdu na stosunkowo niewielkie jeszcze d&wiadczenie z omowionymi
metodami, szczepy zachowgre s¢ jak pozytywne nalery przesytat do laboratorium
referencyjnego w celu jednoznacznego potwierdzeni@d momentu uzyskania wkasnego
wyniku nalezy jednak traktowa¢é je jako szczepy najwyszego zagréenia i uruchamiaé

najostrzejsze procedury kontroli zakazen.

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

Jako test potwierdzggy wytwarzanie karbapenemaz #ma te stosowa tzw.
zmodyfikowany test Hodge’a (dcia koniczyny”) [21, 26, 36, 42], w zaleceniach Qfj&st to
jedyny obecnie proponowany test na obé&émkarbapenemaz nterobacteriaceae [42]. Test
ten nie rozréznia migdzy MBL i KPC, wynik pozytywny oznacza wic wylacznie
stwierdzenie prawdopodobnej obecnsi karbapenemazy” w szczepie bakteryjnym.
Szczegoly techniczne wykonania tego testunkp poszczegoélne soodki [21, 26, 42].
Wykorzystuje s w nim wraliwy na karbapenemy, niewytwaraay karbapenemaz szczep
E. coli ATCC 25922. Zasadniczo, wst@e tym wysiewa & na powierzchri catej ptytki E.
coli ATCC 25922 (rozcikczenie 1:10 zawiesiny 0,5 McFarlanda) i uktada g krazek z
ertapenemem lub meropenemem [42] lub imipenemerh [@4stpnie wykonuje si tzw.
,posiew promienisty” szczepow badanych, poprzezigumiccie ez od krawedzi krazka z
karbapenemem do kradzi ptytki (3-5 kolonii zebranych z podta z krwh). Wynik
pozytywny polega na odksztatceniu strefy zahamoavarzrostut. coli ATCC 25922 wokot
krazka z karbapenemem wzdahlinii posiewu szczepu badanego (podrast&hieoli ATCC
25922 w stroa krazka).
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1. 6. Szczepy wzorcowe:

Escherichia coli ATCC 25922 — sty do kontroli jakdci lekowraliwosci oraz do kontroli
jakosci oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna

Escherichia coli ATCC 35218 - sty do kontroli jakdci krazkow antybiogramowych z
antybiotykamip-laktamowymi w padczeniu z inhibitoramp-laktamaz (kwas klawulanowy,
sulbaktam, tazobaktam)

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - sty do kontroli jakdci oznaczenia ESBL jako
kontrola pozytywna

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 - stay do kontroli jakdci oznaczenia
karbapenemazy w geie Hodge’a (kontrola pozytywna; poniewavytwarza KPC, moe
stuzy¢ tez jako kontrola pozytywna w ¢eie na KPC)

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 — szczep oporny na karbapenemy, piesarzapcy
karbapenemaz — sty do kontroli jakdci oznaczenia karbapenemazy (kontrola negatywna)
Klebsiella pneumoniae MIKROBANK 10.021 - stwzy do kontroli jakdci oznaczania ESBL
testem dwoch kgkéw - DDST (kontrola pozytywna)

Citrobacter freundii MIKROBANK 10.001 - stwzy do kontroli jakdci oznaczania ESBL
wytacznie testem dwdch krkéw - DDST (kontrola pozytywna)

Enterobacter cloacae MIKROBANK 10.011 - stwzy do kontroli jakéci oznaczania ESBL
wytacznie testem dwdch &tkow - DDST (kontrola pozytywna, szczep ESBderepresja
AmpC)

2. Oznaczanie wraliwosci pateczek niefermentugcych.

2. 1. Metody

Podioze MHA, zawiesina bakteryjna oggtasci 0,5 McFarlanda, inkubacja 16-18h (20-24h
dla Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia i Burkholderia cepacia; 24h dla
Pseudomonas aeruginosa izolowanych od pacjentéw z mukowiscydpav temp. 35C+2 °C,

w atmosferze tlenowej [41, 42].

Sparod pateczek niefermentigych, metoda dyfuzyjno-kgkowa mae by stosowana
szeroko jedynie wobee. aeruginosa i Acinetobacter spp. (tabele 2. 1 — 2. 3)V przypadku

S maltophilia i B. cepacia mazna &€ metod wykorzystywa& dla wybranych antybiotykow

(tabele 2. 4 i 2. 5). W oznaczeniach snaosci S. maltophilia i B. cepacia na inne ni
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wymienione w tabelach 2. 4 i 2. 5 antybiotyki omzrzypadku innych gatunkéw pateczek

niefermentujcych naleéy oznacza MIC [31, 42].

2. 2. Wane mechanizmy opornéci

2. 2. 1. Opornd¢ naturalna

Gram-ujemne pateczki niefermenicg dysponuy wigkszym ,arsenalem” naturalnych
mechanizméw oporrici na leki ni rodzinaEnterobacteriaceae, czsto tez pojawiap Sic u
nich mechanizmy nabyteP. aeruginosa i Acinetobacter spp. posiadaj gatunkowo-
specyficzne cefalosporynazy AmpC. Podobnie Hoaterobacter spp., C. freundii, S
mar cescens itp., uP. aeruginosa AmpC jest wytwarzana w sposob indukowany i dochddz
jej derepresji, zjawisko to jednak jest rzadsze a wharakter stopniowy [25, 29]. U
Acinetobacter baumannii z kolei, podobnie doE. coli, AmpC jest eksprymowana
konstytutywnie nasladowym poziomie, ale e wskutek zmian genetycznych u céai
szczepoOw obserwujecsjej bardzo podwiszone wytwarzanie [5, 23R maltophilia posiada
przynajmniej dwie naturalngd-laktamazy, L1 i L2, z ktérych pierwsza jest metfio
laktamaz (MBL), a druga przypomina aktywgca B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) [29]. UP. aeruginosa najlepiej poznano fenaturalne zjawisko tzw.
»opornasci wkasnej” (ang.ntrinsic resistance), ktére polega na tynre z powodu wikszej
liczby i aktywndci enzyméw o charakterze pomp btonowych, komérgotdrobnoustrojuss
z definicji w mniejszym stopniu wgiwe, a niekiedy wgcz oporne na te leki
przeciwbakteryjne [28]. Opordé ta mae sk ,podnost” wskutek nabywania rozmaitych
mutacji 1 stanowi przez to istotne ,to” podwszapce poziom oporni wynikajacy z
obecndéci mechanizméw oporroi nabyte;.

2. 2. 2 3-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (EBL)

Zdarzaj sig szczepyP. aeruginosa lub A. baumannii wytwarzagce ESBL (omowione
szczegotlowo w punkcie 1. 2. 1)a ®ne jednak znacznie rzadsze: izczepy pateczek
Enterobacteriaceae ESBL', chat w niektdrych krajach lubspodkach mog stanowé istotny
odsetek szczepéw wymienionych gatunkéw, cazwist ze specyfig lokalnej sytuacii
epidemiologicznej. Co ciekaw®. aeruginosa, obok typowych rodzajéw ESBL, me tez
wytwarz& sporadycznie wyspujace, a niekiedy wicz unikatowe bdz niemal specyficzne
dla siebie typy tych enzymow [32, 52]. Niektore £hhs bardzo trudne do wykrycia
fenotypowego, inne magwymaga specyficznych zestawdw dakdw z antybiotykami w
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testach typu DDS (pkt 1. 4. 1). Jednak zastosowpodstawowego wariantu takiego testu
pozwala wykry wiele przypadkéw szczepOr: aeruginosa ESBL'. Poniewa w Polsce takie
szczepy pojawiaj Sig, a nawet wywotaly die, szpitalne ognisko epidemiczne [17, 52]
wydaje s¢ wskazanym, aby szczepy tego gatunku oporne nazgefym badaw kierunku
ESBL, zgodnie z procedumopisaa w punkcie 1. 4. 1., przynajmniej w tycrodkach, w

ktorych wczéniej je izolowano.

2. 2. 3. MetaloB-laktamazy (MBL) i inne mechanizmy oporndgci na karbapenemy

W érodowiskach szpitalnych izolowanes szczepy niefermentagych pateczek Gram-
ujemnych, zwlaszcz#®. aeruginosa, dysponuicych nabyq oporndgcia na karbapenemy.
Oporng¢ ta jest uwarunkowana wielomaznymi mechanizmami (np. karbapenemazy,
ograniczenie przepuszczaleooston komorkowych, wypompowywanie leku z kom®iia8s,
30, 34], ktére mogtakze dotyczy innych antybiotykow (zwtaszcza fluorochinolonowyp

i wariant mechanizmu, poziom jego ekspresji oragmmane wspotwysipowanie kilku
mechanizméw oporrici na B-laktamy decyduyj o duej réznorodndci fenotypdw takich
szczepow.

Wsrdd znanych obecnie mechanizméw opéon®. aeruginosa na karbapenemy szczegolne
zagraenie stanowi metalof-laktamazy klasy B (MBL), zwane tak ze wedl na
wykorzystywanie jonéw Zfi jako kofaktoréw reakcji hydroliz-laktaméw [7, 10, 30, 34,
44, 46, 51]. Geny kodage MBL mog by¢ przekazywane porgilzy szczepamiP.
aeruginosa, a take innych gatunkéw pateczek niefermentyich (np.Pseudomonas putida,

A. baumannii), a od kilku lat obserwuje eije rowniez u gatunkébw z rodziny
Enterobacteriaceae (omowione wyej — pkt 1. 2. 4). Od przetomu lat 1990. i 2000.
wytwarzagce MBL szczepy pateczek niefermentyjch (gtownieP. aeruginosa) obecne $

w Polsce i ulegaj szybkiemu rozprzestrzenianiu [20, 3%zczepy MBL" 3 oporne lub
wykazuja obnizona wrazliwo$é¢ na penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy oraz na
potaczenia z inhibitorami B-laktamaz (brak wptywu inhibitoréw). W poréwnaniu z
pateczkami Enterobacteriaceae, ale te A. baumannii, szczepyP. aeruginosa MBL”
znacznie cgsciej wykazuja opornos¢ na leki ze spektrum substratowego MBL, a ze
wzgledu na wspotwysgpowanie innych mechanizméw, obserwuje eitez szczepy
ewidentnie oporne na wszystkie dogpne dzisiaj 3-laktamy. Stosunkowo niewielki zasob
danych naukowych na temat ewentualnej skuteczifblaktamow, na ktére szczepy MBL
P. aeruginosa i innych paleczek wykazaj jednak wraliwos¢ in vitro (wlacznie z

aztreonamem, ktéry nie jest substratem MBL) poweduje interpretacja takich
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antybiogramow jest trudna [10]. Rozpowszechniasy gbecnie pogH, abyszczepy MBL'
interpretowaé¢ z definicji jako niewrazliwe na karbapenemy i inne B-laktamy, z
wyj atkiem aztreonamu, ktéry powinno si raportowaé zgodnie z faktycznym wynikiem
oznaczenia[10, 19]. Wydaje si jednak,ze w sytuacji powznego zakaenia szczepem 0
wybitnej wieloopornéci i niezwykle zawzonych opcjach terapeutycznych, reookaza sic
wskazanym poinformowanie lekarza o stwierdzonejziw@sci in vitro na okrélony [3-
laktam z podaniem jego wagtm MIC i uswiadomieniem mgiwosci niepowodzenia
terapeutycznego. Nalg nadmient rOowniez, ze wyraany jest dzisiaj pogt, aby w
przypadku cizkich zakaen wywolywanych przez szczepy MBLrozwaaé przede
wszystkim maliwosci leczenia skojarzonego [10, 47].

Jak wspomniano wagj, ukierunkowane testy fenotypowe na ob&é¢ndBL opierap si¢ ha
wykorzystywaniu inhibitoréw tychp-laktamaz (gtéwnie EDTA) oraz karbapenemow i
ceftazydymu jako antybiotykéw wskaikowych. Ze wzgidu na dziatanie EDTA na wiele
struktur i proceséw komorkowych bakterizczepy podejrzewane o wytwarzanie MBL
powinny byé przesytane do laboratorium referencyjnego w celu @wierdzenia
oznaczenia za pomagmetod biochemicznych i molekularnych.

Podobnie doP. aeruginosa, szczepyA. baumannii rowniez mog nabywa& oporndgci na
karbapenemy za prednictwem ranorodnych mechanizméw, wudzapc mechanizmy
zwiazane z ostonami komérkowymi. Ma@ne te wytwarza karbapenemazy, w tym MBL.
Gtownym jednak rodzajem karbapenemaz Acinetobacter spp. § obecnie tzw.
karbapenemazy klasy D (CHDL). Ghah aktywnad¢ wzgledem cefalosporyn Il generacji
jest znikoma, to wspétwygbowanie innych mechanizmoéw (w tym innyBHaktamaz) czsto
nadaje szczepomh. baumannii CHDL" oporngé na wszystkiep-laktamy, bez wptywu
inhibitoréw B-laktamaz. Jeden rodzaj CHDL wyggtije naturalnie . baumannii, przy czym
opornag¢ na karbapenemy pojawiagstlopiero wskutek znagzego podniesienia poziomu
ekspresji takiej B-laktamazy dziki okreslonym zmianom genetycznym. Kilka innych
rodzajéow CHDL, to z kolei enzymy typowo nabyte, kadne przez geny plazmidowe lub
chromosomalne. Nie ma obecnie metod fenotypowegarywania CHDL; mana je
identyfikowa jedynie metodami biochemicznymi lub molekularny84, 44, 46].

Oporne na karbapenemy szczepycinetobacter spp., zaréwno o fenotypie MBL, jak i

MBL °, powinny by¢ przesytane 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 Kr azek Uwagi
[Hg]

Tikarcylina 75

Piperacylina 100

Ceftazydym 30

Gentamicyna 10

Tobramycyna 10

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

Antybiotyk Kr azek Uwagi
(]
Piperacylina 100
Karbenicylina 100
Ceftazydym 30
Gentamicyna 10
Tetracyklina 30 Oznacza tylko dlaAcinetobacter spp Szczepy

wrazliwe na tetracyklia mozna uwaaé za wraliwe na
doksycyklire. Szczepyredniowrealiwe lub oporne na
tetracyklire mogy by¢ wrazliwe na doksycyklir.

Norfloksacyna lub 10
ofloksacyna 5
Trimetoprim/sulfametoksazal 1,25/23,75 |Oznaczatylko dlaAcinetobacter spp.
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Tab. 2. 3.ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

&

Antybiotyk Kr azek Uwagi
- [ug]

Tikarcylina/kw.klawulanowy 75/10

Ampicylina/sulbaktam 10/10 Oznaczéa tylko dlaAcinetobacter spp ze wzgédu na
dobrn aktywna¢ 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 wilawy strefa zahamowania
wzrostu=24mm, MIC<1 pg/mL, szczep oporny strefa
<19 mm, MIC>4ug/mL [45]

Amikacyna 30

Netilmicyna 30

Ciprofloksacyna 5 Dla Acinetobacter spp lek maze by wtaczony do
antybiogramu podstawowego

Lewofloksacyna 5 Dla Acinetobacter spp lek maze by wtaczony do
antybiogramu podstawowego

Trimetoprim/sulfametoksazal 1,25/23,75 |Oznaczatylko dlaAcinetobacter spp — lek mae by
wiaczony do antybiogramu podstawowego

Chloramfenikol 30 Oznaczé tylko dlaAcinetobacter spp

Kolistyna 50 W cigzkich zakaeniach, niepowodzeniach
terapeutycznych oraz w przypadku szczepow
wieloopornych zawsze oznaczislIC. W przypadku
P.aeruginosa oznaczé wytacznie MIC ze wzgidu na
brak korelacji pomidzy wielkadscia strefy zahamowani
wzrostu i wartéciami MIC. Interpretacja dla kolistyny
polimyksyny B: szczep wediwy strefa zahamowania
wzrostu=15mm, MIC<2 ug/mL oporny strefa <15
mm, MIC>2ug/mL [45]
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2. 4. Antybiogramy S. maltophilia, B. cepacia metoda dyfuzyjno-kr azkowa (tabele 2. 4
i 2.5)

Tab. 2. 4.0znaczanie wediwosci S. maltophilia metod, dyfuzyjno-kiazkowa

Antybiotyk Kr azek Uwagi
[ug]

Ceftazydym nie stosowa | Oznaczéa wytacznie MIC; szczep wediwy <8 pug/mL,
szczep oporng32 ug/mL

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

Trimetoprim/sulfametoksazagl 1,25/23,75 |wrazliwy - 216 mm,sredniowraliwy — 11-15 mm,
oporny -<10 mm

Tab. 2. 5.0znaczanie wediwosci B. cepacia metody dyfuzyjno-kazkowa

Antybiotyk Kr azek Uwagi
[ug]
Ceftazydym 30 wrazliwy - =21 mm,sredniowraliwy — 18-20 mm,
oporny -<17 mm
Meropenem 10 wrazliwy - 220 mm,sredniowraliwy — 16-19 mm,

oporny -<15 mm
Trimetoprim/sulfametoksazagl 1,25/23,75 |wrazliwy - 216 mm,sredniowraliwy — 11-15 mm,
oporny -<10 mm

Lewofloksacyna nie stosowa| Oznacza wytacznie MIC; szczep widiwy <2 pg/mL,
szczep oporng8 ug/mL

2.5. Oznaczanie wytwarzania metal@-laktamaz (MBL)

2. 5. 1. Testy dyfuzyjno-knzkowe na MBL
W przypadku pateczek niefermentupcych (P. aeruginosa, inne Pseudomonas spp. i
Acinetobacter spp.) wykrywaniu MBL powinno si¢ poddawa szczepy oporne lub
0 obnizonej wrazliwosci na karbapenemy (imipenem i/lub meropenem) i jedocz&nie
oporne na tikarcyline i tikarcylin ¢ z kwasem klawulanowym[10]. (Kryteria wyboru
szczepOwENterobacteriaceae zostaty przedstawione w rozdzialesmocconym pateczkom
jelitowym — pkt 1. 5. 1)Wykrycie szczepu wytwarzagcego MBL, chaby w nosicielstwie,
powinno stanowi przestanke do wszcecia energicznych dziatéa w zakresie kontroli
zakazen [10].
Test wykonuje s metod, dyfuzyjno-kizkowa, a ptytki MHA z posianym szczepem bakterii
przygotowuje si jak w rutynowych badaniach wiavosci na leki wg zaleae CLSI. Na
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ptytce uktada s zestaw kigzkow, przypominajcy test dwoéch kzkow (DDST) do
wykrywania ESBL (wersja ,zbtieniowa” testu). Zestaw zawieragkek z EDTA (10ul 0,5M
EDTA, pH 7,3-7,5) i po jego obu stronachakki z ceftazydymem 3Qg i imipenemem 10
Hg, odlegte od kizka z EDTA o 2 cm (meidzy srodkami kazkow) [26]. Mazna tez doktad&
krazek z meropenemem 10y po trzeciej stronie kfka z EDTA. Dodatkowo, mma te
wykona oznaczenie z drugim zestawemdkow, w ktérym kazek srodkowy zawiera kwas
2-merkaptopropionowy zamiast EDTA (2-MPA; 28 nierozcigiczonej substancji) [3].
Krazki z EDTA (i 2-MPA) naley przygotowa samodzielnie na kilka minut przed gémiem
na ptytce. EDTA (i 2-MPA) jest inhibitorem MBL, waazku z czym, o wytwarzaniu tych
enzymoOw swiadczy pojawienie 8i i wyrazne powekszenie strefy wokét kpka z
ceftazydymem i/lub karbapenemem od stroryzka zawierajcego inhibitor (obraz bardzo
podobny do dodatniego wyniku oznaczania ESBL metivddch kazkéw, DDST).

Test fenotypowy na obecfio MBL mozna te wykonywa w wersji ,kombinowanej”.
Zaproponowano wariant oznaczania Elaeruginosa, w ktérym na kizek z imipenemem 10
Mg podaje si 5 pl 0,5M EDTA (750ug), a wynik pozytywny ma miejsce w sytuacji wimnaj
réznicy miedzy strefami zahamowania wzrostu wokohaka z imipenemem i EDTA oraz
krazka z samym imipenemem (ponad 5 mm) [53]. Podobasy; tgle ze z meropenemem

Giske i wsp. zaproponowali dinterobacteriaceae [21].

2. 5. 2. Oznaczanie MBL za pomegcEtestu

Nalezy rowniez dod&, ze do oznaczania MBL moa te stosowdé Etest, w ktGrym
wykorzystywane s imipenem i EDTA. Wykonanie i interpretacja wynik@estu powinny
by¢ prowadzone zgodnie z zaleceniami producenta [Bradnym przypadkypaska Etest
MBL nie nalezy stosow& do oznaczania faktycznej wartéci MIC imipenemu; takie
oznaczenie mma wykonywa tylko przy wyciu paska Etest z samym imipenemem. (Jak

zaznaczono waej, Etestu MBL nie zalecagsila pateczelenterobacteriaceae — pkt 1.5.2.1).

2.6. Szczepy wzorcowe:

Escherichia coli ATCC 25922 - sty do kontroli jakdci lekowraliwosci oraz do kontroli
jakosci oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - stwy takze do kontroli jakéci prawidiowej
zawartgci C&*i Mg®* w podtazu MHA
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Escherichia coli ATCC 35218 - sty do kontroli jakdci krazkow antybiogramowych z

antybiotykamip-laktamowymi w padczeniu z inhibitoramB-laktamaz (kwas klawulanowy,

sulbaktam, tazobaktam)

Pseudomonas aeruginosa MIKROBANK 13.001 - stay do kontroli jakéci oznaczania MBL

(kontrola pozytywna, szczep MB)
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