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1. Oznaczanie wraŜliwości pałeczek z rodziny Enterobacteriaceae.  

1. 1. Metody  

PodłoŜe MHA, zawiesina bakteryjna o gęstości 0,5 McFarlanda, inkubacja 16-18h w temp. 

35oC± 2 oC, w atmosferze tlenowej [41, 42]. 

W przypadku “pełzających” szczepów Proteus spp. naleŜy ignorować wtórny wzrost w 

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

1. 2. NajwaŜniejsze mechanizmy oporności 

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

Jednym z najistotniejszych klinicznie i epidemiologicznie mechanizmów oporności na leki u 

pałeczek z rodziny Enterobacteriaceae jest wytwarzanie tzw. β-laktamaz o rozszerzonym 

spektrum substratowym (ESBL). Są to enzymy zdolne do hydrolizy penicylin, 

cefalosporyn (z wyjątkiem cefamycyn, np. cefoksytyny) i monobaktamów (aztreonamu) 

[7], przy czym „najwaŜniejsza” jest ich aktywność względem cefalosporyn III i IV generacji. 

Pomimo pojawienia się w ostatnich latach innych mechanizmów, ESBL pozostają nadal 

najczęstszym źródłem oporności pałeczek jelitowych na te leki [6, 8, 11, 29], w tym takŜe w 

Polsce [16]. Pomimo, Ŝe ESBL są hamowane przez inhibitory ββββ-laktamaz (kwas 

klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam), szczepy ESBL+ nierzadko okazują się oporne in vitro 

na połączenia β-laktamów z inhibitorami [29]. Co jednak waŜniejsze, szczepy ESBL+ mogą 



Krajowy Ośrodek Referencyjny ds. LekowraŜliwości Drobnoustrojów, Narodowy Instytut Leków 
Centralny Ośrodek Badań Jakości w Diagnostyce Mikrobiologicznej 

Strona 2 z 29 

wykazywać wraŜliwość in vitro na leki naleŜące do substratów ESBL, zwłaszcza na 

przynajmniej niektóre cefalosporyny III/IV generacji i/lub aztreonam. Niemniej, powaŜne 

ryzyko niepowodzenia terapeutycznego przy zastosowaniu takiego leku powoduje, Ŝe 

przyjęto zalecenie, by szczepy wytwarzające ESBL traktować jako szczepy oporne na 

wszystkie penicyliny (bez połączeń z inhibitorami), cefalosporyny (z wyjątkiem 

cefamycyn) i aztreonam [22, 29, 38, 42]. W przypadku cięŜkich zakaŜeń oraz w przypadku 

chorych z czynnikami ryzyka, szczepy ESBL+ bywają traktowane jako z definicji oporne 

równieŜ na połączenia antybiotyków β-laktamowych z inhibitorami β-laktamaz, chociaŜ 

zagadnienie to pozostaje przedmiotem kontrowersji i wymaga więcej danych klinicznych. 

Podane zalecenia naleŜy stosować mniej restrykcyjnie w przypadku szczepów ESBL+ 

izolowanych z miejsc ciała, w których leki ulegają zagęszczeniu [19, 29].  

Do niedawna szczepy ESBL+ były typowymi patogenami szpitalnymi. W ciągu ostatnich lat 

stały się one jednak takŜe rutynowo identyfikowanymi czynnikami etiologicznymi zakaŜeń 

pozaszpitalnych (zwłaszcza dróg moczowych) i stwierdza się je równieŜ w nosicielstwie u 

ludzi zdrowych, zwierząt hodowlanych i domowych oraz w produktach Ŝywnościowych 

pochodzenia zwierzęcego. Najczęściej są to szczepy Escherichia coli wytwarzające ESBL z 

rodziny CTX-M, ale spotyka się teŜ szczepy innych gatunków, np. Salmonella enterica, 

Klebsiella pneumoniae, oraz inne rodzaje ESBL [8, 9, 43]. To powoduje, Ŝe obecnie istnieje 

potrzeba wykrywania ESBL w ramach antybiogramu podstawowego u wszystkich 

badanych szczepów z rodziny Enterobacteriaceae, pochodzących zarówno z zakaŜeń 

szpitalnych, jak i pozaszpitalnych. NaleŜy nadmienić, Ŝe wykrywanie róŜnych 

mechanizmów oporności bakterii na leki ma dwa cele: oprócz celu klinicznego istnieje teŜ 

bardzo waŜny cel epidemiologiczny, wiąŜący się ściśle z zagadnieniami kontroli zakaŜeń i 

potrzebą monitorowania sytuacji epidemiologicznej.  

Wykrywanie ESBL, bez względu na zastosowaną metodę, polega na stwierdzeniu obniŜonej 

wraŜliwości na którykolwiek z uŜytych leków wskaźnikowych (cefotaksym, ceftazydym, 

ceftriakson, cefpodoksym, cefepim, aztreonam) i wykazanie wpływu inhibitora β-

laktamowego na ten efekt [15, 22, 24]. Najczulszym, ale jednocześnie najmniej specyficznym 

związkiem wydaje się cefpodoksym [12].  

1. 2. 2. Cefalosporynazy AmpC 

Drugim waŜnym mechanizmem oporności pałeczek Enterobacteriaceae na antybiotyki β-

laktamowe jest wytwarzanie tzw. cefalosporynaz AmpC, które hydrolizuj ą penicyliny, 

cefalosporyny (z wyjątkiem leków IV generacji) i aztreonam. Z reguły nie są one teŜ 
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podatne na działanie inhibitorów ββββ-laktamowych, zwłaszcza kwasu klawulanowego [4, 7, 

29]. Oporność pałeczek jelitowych na β-laktamy nowych generacji (cefalosporyny III 

generacji i aztreonam) związana z tymi enzymami przejawia się w trzech sytuacjach. 

Pierwszą z nich jest tzw. „derepresja” AmpC u szczepów tych gatunków pałeczek, u których 

β-laktamazy te występują naturalnie, czyli Enterobacter spp., Citrobacter freundii i Serratia 

marcescens (a takŜe Morganella morganii, Providencia spp. i Hafnia alvei). Dzikie szczepy 

tych gatunków, o indukowanej ekspresji AmpC, wykazują naturalną oporność na 

aminopenicyliny i ich połączenia z inhibitorami oraz na cefalosporyny I i II generacji. 

Szczepy z derepresją AmpC wykazują natomiast takŜe oporność (Enterobacter spp., C. 

freundii), a w przypadku innych gatunków oporność lub obniŜoną wraŜliwość na 

pozostałe substraty AmpC i połączenia ββββ-laktamów z inhibitorami  [4, 29]. Wysoka 

częstość spontanicznego pojawiania się szczepów z derepresją AmpC oraz ich selekcji w toku 

terapii cefalosporynami III generacji spowodowały, Ŝe powszechnie mówi się o konieczności 

przynajmniej ostroŜnego stosowania tych leków w przypadku zakaŜeń wywołanych przez 

dzikie szczepy wymienionych gatunków. Istnieją poglądy, aby wskazywać na wyniku 

moŜliwość nabycia oporności na cefalosporyny III generacji w trakcie leczenia, 

prowadzić monitorowanie mikrobiologiczne jego przebiegu, lub teŜ, aby wręcz 

raportować wszystkie szczepy tych gatunków jako z definicji oporne na cefalosporyny 

III generacji i aztreonam [19, 29]. Zdaniem autorów niniejszego opracowania wybór 

podejścia powinien być podyktowany konkretną sytuacją kliniczną (np. rodzaj zakaŜenia, typ 

pacjenta, uprzednio podawane antybiotyki) oraz doświadczeniem klinicznym i 

epidemiologicznym konkretnego ośrodka.  

Druga sytuacja dotyczy E. coli, która takŜe posiada naturalny enzym AmpC, ale dzikie 

szczepy, wytwarzając go na śladowym poziomie, pozostają wraŜliwe na wszystkie β-laktamy 

skuteczne wobec pałeczek Enterobacteriaceae. Pojawiają się jednak szczepy, u których 

dochodzi do podwyŜszenia poziomu ekspresji AmpC i których fenotyp przypomina oporność 

szczepów z derepresją AmpC wyŜej wymienionych drobnoustrojów. Stopień oporności jest 

jednak zróŜnicowany i z reguły niŜszy niŜ u Enterobacter spp. i C. freundii z derepresją 

AmpC [29]. Trzecia sytuacja ma miejsce w przypadku szczepów pałeczek jelitowych, 

wytwarzających nabyte β-laktamazy AmpC [40]. NaleŜą one do róŜnych gatunków, głównie 

K. pneumoniae, E. coli, a w Polsce – szczególnie często Proteus mirabilis [16, 27]. W 

środowisku pozaszpitalnym moŜna zetknąć się ze szczepami S. enterica AmpC+. Poziom 

oporności szczepów z nabytymi AmpC jest zróŜnicowany; obok szczepów bardzo 
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przypominających Enterobacter spp. i C. freundii z derepresją AmpC, moŜna teŜ 

obserwować zaledwie obniŜoną wraŜliwość in vitro na część leków (cefalosporyny III 

generacji, a zwłaszcza na piperacylinę z tazobaktamem i aztreonam) [27, 40]. Wobec 

szczupłości danych naukowych, ewentualną skuteczność tych leków zaleca się traktować 

jako przynajmniej w ątpliw ą.  

1. 2. 3. Współwystępowanie ESBL i AmpC – implikacje diagnostyczne 

Jak zaznaczono wyŜej, wykrywanie ESBL powinno się wykonywać dla wszystkich szczepów 

pałeczek Enterobacteriaceae. Obecność wytwarzanej na wysokim poziomie cefalosporynazy 

AmpC (derepresja lub nadekspresja naturalnej albo wytwarzanie nabytej AmpC) z reguły 

maskuje fenotyp ESBL+ z powodu podobnego spektrum substratowego i niepodatności 

AmpC na działanie kwasu klawulanowego [15]. Pomimo często ewidentnej oporności takich 

szczepów na wszystkie substraty obu enzymów, naleŜy przeprowadzić wykrywanie ESBL z 

powodów epidemiologicznych. Ponadto, jeszcze częściej występują sytuacje, w których 

badany szczep o fenotypie oporności wskazującym na wytwarzanie AmpC pozostaje 

wraŜliwy in vitro na cefalosporyny IV generacji (niehydrolizowane przez AmpC) i wówczas 

naleŜy wykluczyć obecność ESBL, zanim uzna się je za opcję terapeutyczną. W takim 

przypadku procedura wykrywania ESBL ma równieŜ znaczenie kliniczne. Istnieją dwie 

moŜliwości wykrycia ESBL w obecności AmpC, z rozbudowaniem podstawowego testu 

na ESBL o kombinację cefepim – kwas klawulanowy lub z przeprowadzeniem testu 

podstawowego na podłoŜu uzupełnionym kloksacyliną, która jest inhibitorem AmpC 

[15]. Obie procedury, prowadząc do wykrycia ESBL, jednocześnie potwierdzają (lub 

wykluczają) obecność AmpC i z tego powodu, zdaniem autorów niniejszego opracowania, nie 

ma istotnej potrzeby ukierunkowanego wykrywania cefalosporynaz AmpC w rutynowej 

diagnostyce mikrobiologicznej. Niemniej, takie metody istnieją i najwygodniejsze z nich 

opierają się na stosowaniu substratów wskaźnikowych, takich jak cefotetan (lub cefotaksym, 

ceftriakson) oraz inhibitorów AmpC, takich jak kloksacylina lub kwas boronowy [13, 19].  

W przypadku stwierdzenia fenotypu niezaleŜnej od kwasu klawulanowego oporności na 

penicyliny, cefalosporyny i monobaktamy oraz wykluczenia obecności AmpC, nadal nie 

moŜna odrzucić moŜliwości wytwarzania ESBL przez taki szczep, maskowanej przez silne 

obniŜenie przepuszczalności osłon komórkowych bakterii. W takiej sytuacji wykrycie ESBL 

staje się praktycznie niemoŜliwe w rutynowym laboratorium mikrobiologicznym, a jedynie w 

laboratorium referencyjnym. Wykrycie ESBL jest teŜ utrudnione w przypadku 

współwystępowania ESBL i niektórych β-laktamaz zdolnych do hydrolizy karbapenemów.  
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1. 2. 4. Oporność Enterobacteriaceae na karbapenemy 

W ostatnich latach z coraz większym niepokojem odnotowywane jest pojawianie się i w 

niektórych krajach szybkie rozprzestrzenianie szczepów pałeczek Enterobacteriaceae 

posiadających mechanizmy oporności na karbapenemy. Przez pewien czas oporność ta 

związana była przede wszystkim z wytwarzaniem AmpC lub ESBL na wysokim poziomie i 

jednocześnie obniŜeniem przepuszczalności osłon komórkowych. Szczepy takie z reguły 

charakteryzują się opornością na wszystkie β-laktamy in vitro i brakiem jej podatności na 

działanie jakiegokolwiek inhibitora β-laktamaz. Nie przypadkiem, stosunkowo częściej 

pojawiają się one w populacjach Enterobacter cloacae, ze względu na mechanizm derepresji 

AmpC [30, 34]. W Polsce obserwuje się niekiedy oporne na karbapenemy (i wszystkie β-

laktamy) szczepy P. mirabilis, u których wysokiej ekspresji nabytej AmpC moŜe towarzyszyć 

zmniejszenie przepuszczalności błony zewnętrznej [27]. Spotyka się teŜ szczepy K. 

pneumoniae ESBL+ lub AmpC+ oporne na karbapenemy ze względu na zapewne obniŜenie 

przepuszczalności dla tych antybiotyków [dane niepublikowane].  

Jednak znacznie większy problem wynika z pojawienia się w populacjach pałeczek jelitowych 

β-laktamaz hydrolizujących karbapenemy (tzw. karbapenemaz), kodowanych przez geny 

plazmidowe, czyli mogące rozprzestrzeniać się pomiędzy szczepami bakterii. NaleŜą one 

głównie do dwóch rodzajów, tzw. metalo-β-laktamaz klasy B (MBL) i β-laktamaz klasy A [1, 

7, 44, 46, 51]. Enzymy MBL omówiono szerzej w niniejszym opracowaniu w części 

poświęconej pałeczkom niefermentującym (pkt 2. 2. 3), u których pojawiły się one wcześniej 

i które są nadal ich głównymi producentami (zwłaszcza Pseudomonas aeruginosa). Obecność 

MBL u Enterobacteriaceae, zwłaszcza K. pneumoniae i E. coli, w niektórych krajach 

(Grecja) przybiera zastraszające rozmiary [49], a w ostatnich latach stwierdzono ją teŜ w 

Polsce. Cechą niezwykle utrudniającą wykrywanie MBL u pałeczek jelitowych jest to, Ŝe 

obok szczepów przejawiających ewidentną oporność in vitro na wszystkie substraty 

MBL, czyli penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy (a takŜe połączenia ββββ-laktamów z 

inhibitorami), częściej izoluje się szczepy wykazujące średnią wraŜliwość lub wraŜliwość 

na część z nich, zwłaszcza karbapenemy [10, 47, 49]. Dane naukowe o skuteczności 

klinicznej róŜnych leków w terapii zakaŜeń wywoływanych przez szczepy 

Enterobacteriaceae MBL+ są jak na razie niezwykle ograniczone, przez co nie moŜna obecnie 

podać jednoznacznych zaleceń do interpretacji wyników oznaczeń lekowraŜliwości in vitro 

(omówione w punkcie 1. 2. 5). Niemniej, wydaje się pewnym, Ŝe szczepy MBL+ powinno się 
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wykrywać i bez względu na antybiogram kwalifikować jako jedne z potencjalnie 

najgroźniejszych patogenów bakteryjnych [10, 47].  

Jeszcze większe zaniepokojenie wywołują obecnie szczepy pałeczek jelitowych 

wytwarzające specyficzny typ karbapenemaz klasy A, tzw. enzymy KPC. Od momentu 

pierwszej izolacji w 1996r. w USA, w ciągu zaledwie kilku lat rozprzestrzeniły się one w 

szpitalach wschodniego wybrzeŜa tego kraju, wywołując w nich liczne epidemie. Z pewnym 

opóźnieniem do identycznego zjawiska doszło w Izraelu i obecnie, zarówno na wschodnim 

wybrzeŜu USA, jak i w Izraelu wytworzyła się sytuacja endemiczna związana z 

występowaniem szczepów KPC+ [33, 44, 46]. Lista krajów, w których zidentyfikowano takie 

szczepy stale się wydłuŜa i w 2008r. objęła takŜe Polskę. Głównym producentem KPC 

pozostaje K. pneumoniae, ale obecność tych enzymów stwierdzono juŜ takŜe u innych 

gatunków Enterobacteriaceae (Klebsiella oxytoca, E. coli, Enterobacter spp., C. freundii, S. 

marcescens, S. enterica) oraz P. aeruginosa [46, 50]. Podobnie jak wśród szczepów 

wytwarzających inne β-laktamazy, tak i tutaj obserwuje się zróŜnicowanie poziomów 

oporności. Stosunkowo częste są doniesienia o szczepach ewidentnie opornych in vitro na 

wszystkie ββββ-laktamy, poniewaŜ KPC są zdolne do hydrolizy praktycznie wszystkich 

leków z tej grupy. Znane są teŜ raporty o szczepach wraŜliwych in vitro na karbapenemy, 

które spowodowały, Ŝe w niektórych szpitalach zbyt późno zorientowano się o postępującym 

rozprzestrzenianiu się tych drobnoustrojów [46]. Często obserwuje się szczepy, które 

charakteryzują się obecnością licznych kolonii rosnących w strefach zahamowania 

wzrostu wokół krąŜków lub pasków Etest z antybiotykami ββββ-laktamowymi, w tym 

karbapenemami, kwalifikujących te szczepy do kategorii opornych. Pomimo podatności 

enzymów KPC na inhibitory β-laktamaz, szczepy KPC+ okazują się oporne na ich połączenia 

z β-laktamami, co więcej, kwas klawulanowy nie nadaje się teŜ do wykrywania KPC 

(omówione niŜej). Podobnie jak w przypadku szczepów MBL+, skuteczność β-laktamów w 

leczeniu zakaŜeń wywoływanych przez szczepy KPC+ wraŜliwe in vitro na te leki nie jest 

obecnie określona, przy czym bierze się pod uwagę ryzyko niepowodzenia terapeutycznego i 

formułuje pełne ostroŜności zalecenia interpretacji wyników oznaczeń lekowraŜliwości (pkt 

1. 2. 5) [42].  

Szczepy pałeczek Enterobacteriaceae wytwarzające MBL lub KPC są, podobnie jak szczepy 

ESBL+ i AmpC+, z reguły wielooporne (notabene często posiadają jednocześnie ESBL) [46]. 

W przypadku pojawiających się w Polsce szczepów KPC+, podobnie jak w innych krajach, 

obserwuje się in vitro wraŜliwość jedynie na gentamicynę (i niekiedy amikacynę), kolistynę i 
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tigecyklinę. Cecha ta, obok niezwykłej łatwości ich utrzymywania się i 

rozprzestrzeniania w środowiskach szpitalnych powoduje, Ŝe szczepy KPC+ naleŜy 

traktować jako jedno z obecnie największych zagroŜeń w dziedzinie zakaŜeń 

bakteryjnych człowieka [33, 44, 46].  

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

karbapenemaz.  

Ostatnio podejmowane są coraz liczniejsze działania mające na celu walkę z 

rozprzestrzenianiem się szczepów pałeczek Gram-ujemnych wytwarzających nabyte 

karbapenemazy. Chodzi w nich m. in. o ustalenie kryteriów kwalifikujących szczep jako 

potencjalnego producenta tych enzymów oraz metod czułego i specyficznego ich 

wykrywania. Kilka lat temu zaproponowano na przykład, aby do wykrywania MBL kierować 

takie szczepy Enterobacteriaceae, które wykaŜą obniŜenie wraŜliwości na którykolwiek 

karbapenem lub oporność na amoksycylinę z kwasem klawulanowym, cefoksytynę i 

niewraŜliwość na ceftazydym (z wyjątkiem naturalnych producentów AmpC) [10]. Obecnie 

przewaŜa pogląd, aby spośród pałeczek jelitowych do ukierunkowanego wykrywania 

karbapenemaz kierować szczepy przede wszystkim na podstawie wyników wnikliwego 

badania ich wraŜliwości na karbapenemy, przy czym zaleca się rutynowe stosowanie w 

diagnostyce trzech karbapenemów, imipenemu, meropenemu i ertapenemu [21, 42]. 

Ertapenem jest dzisiaj uwaŜany za najczulszy (ale teŜ najmniej specyficzny) wskaźnik 

obecności  KPC [2, 14, 48]. RóŜnie definiowane są kryteria interpretacyjne wyników tych 

oznaczeń wskazujące na potrzebę badania w stronę karbapenemaz (omówione niŜej – pkt 1. 5. 

1). Jako test potwierdzający wytwarzanie karbapenemaz proponowany jest tzw. 

zmodyfikowany test Hodge’a („liścia koniczyny”) [21, 26, 42], przy czym nie rozróŜnia on 

MBL od KPC. Drugą moŜliwością jest wykonanie specyficznych testów na MBL i KPC, 

opartych na działaniu inhibitorów. W przypadku MBL najczęściej stosowanym inhibitorem 

jest EDTA (test omówiony szczegółowo w części poświęconej pałeczkom niefermentującym 

– pkt 2. 5. 1) [21, 26, 35, 53], a w przypadku KPC – kwas boronowy (metodę tę opisano 

szczegółowo w dalszej części niniejszego rozdziału – pkt 1. 5. 2. 2) [14, 21, 36, 48]. Pomimo 

Ŝe, jak wspomniano wyŜej, brakuje mocnych danych naukowych na temat skuteczności 

terapeutycznej leków β-laktamowych wobec szczepów Enterobacteriaceae MBL+ i KPC+ 

wykazujących na nie wraŜliwość in vitro, wydaje się, Ŝe wykrywanie tych enzymów 

posiada waŜny aspekt kliniczny. Jest teŜ ono niezbędne z epidemiologicznego punktu 

widzenia. W najnowszych zaleceniach CLSI proponuje się, aby w przypadku stwierdzenia 
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obecności karbapenemazy w szczepie pałeczki jelitowej, oznaczyć wartości MIC 

karbapenemów. Wartości te powinny być podane na wyniku bez interpretacji, 

natomiast lekarz i zespół ds. kontroli zakaŜeń powinni być natychmiast poinformowani 

o moŜliwym zagroŜeniu oraz powinna być wskazana terapia alternatywna do ββββ-

laktamów [42]. W zaleceniach EUCAST odnajdujemy z kolei pogląd, aby szczepy MBL+ 

interpretować z definicji jako niewraŜliwe na karbapenemy i inne ββββ-laktamy, z 

wyjątkiem aztreonamu, który powinno się raportować zgodnie z faktycznym wynikiem 

oznaczenia [19]. Choć podobne zastrzeŜenie nie znalazło się w tych zaleceniach odnośnie 

szczepów KPC+ naleŜy sądzić, Ŝe w świetle zasad, którymi posługują się ich autorzy, 

powinny być one traktowane tak samo, bez wyjątku dla aztreonamu. W kaŜdym 

przypadku szczep ze wskazaniem moŜliwości wytwarzania karbapenemazy MBL lub 

KPC powinien być przesłany do laboratorium referencyjnego w celu jednoznacznego 

potwierdzenia obecności takiej ββββ-laktamazy za pomocą metod niedostępnych lub trudno 

dostępnych w laboratorium rutynowym.  

 

 

1. 3. Antybiogramy pałeczek Enterobacteriaceae (tabele 1. 1 – 1. 4) 

Tab. 1. 1. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY 

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Ampicylina  10 Wynik badania reprezentatywny dla ampicyliny i 
amoksycyliny, nie oznaczać dla Enterobacter spp., 
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. i 
Citrobacter freundii.  

Amoksycylina/ kw. klawulanowy 
lub ampicylina/sulbaktam  

20/10 
10/10 

Nie oznaczać dla Enterobacter spp., Serratia spp., 
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii. 

Cefalotyna  30 Reprezentatywna dla cefaleksyny, cefradyny, cefakloru 
i cefadroksylu. Nie oznaczać dla Enterobacter spp., 
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. i C. 
freundii. 

Cefazolina 30 Nie oznaczać dla Enterobacter spp., Serratia spp., 
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii. 

Cefuroksym lub  
cefamandol  

30 
30 

Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella spp. i C. 
freundii wykazują naturalnie obniŜoną wraŜliwość. 

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

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Ampicylina  10 Wynik badania reprezentatywny dla ampicyliny i 
amoksycyliny. Nie oznaczać dla Enterobacter spp., 
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. i  C. 
freundii.  

Amoksycylina/ kw. klawulanowy 
lub ampicylina/sulbaktam  

20/10 
10/10 

Nie oznaczać dla Enterobacter spp., Serratia spp., 
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii. 

Cefalotyna  
 

30 Reprezentatywna dla cefaleksyny, cefradyny, cefakloru 
i cefadroksylu. Nie oznaczać dla Enterobacter spp., 
Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. i C. 
freundii. 

Cefuroksym lub  
cefamandol  

30 
30 

Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella spp. i      
C. freundii wykazują naturalną oporność lub średnią 
wraŜliwość. 

Tetracyklina  30 Szczepy wraŜliwe na tetracyklinę moŜna uwaŜać za 
wraŜliwe na doksycyklinę. Szczepy średniowraŜliwe lub 
oporne na tetracyklinę mogą być wraŜliwe na 
doksycyklinę. 

Norfloksacyna lub  
ofloksacyna  

10 
5 

 

Nitrofurantoina  300 Szczepy Proteus spp, Serratia spp., Providencia spp. i 
Morganella spp. są zwykle oporne. 

Trimetoprim/sulfametoksazol  1,25/23,75  

Fosfomycyna (trometamol)  200 Stosować tylko wobec E. coli izolowanych z ostrych 
zakaŜeń dolnych dróg moczowych (cystitis).  



Krajowy Ośrodek Referencyjny ds. LekowraŜliwości Drobnoustrojów, Narodowy Instytut Leków 
Centralny Ośrodek Badań Jakości w Diagnostyce Mikrobiologicznej 

Strona 10 z 29 

Tab. 1. 3. ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY 

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Piperacylina  100  

Tikarcylina  75  

Piperacylina/tazobaktam  100/10  

Tikarcylina/ kw. klawulanowy  75/10  

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

Cefotaksym lub  
ceftriakson  

30 
30 

Szczepy Enterobacter spp., Serratia spp., 
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii 
mogą wytworzyć oporność w ciągu pierwszych dni 
po rozpoczęciu terapii. Zaleca się monitorowanie 
wraŜliwości w czasie leczenia. 

Ceftazydym  30 Szczepy Enterobacter spp., Serratia spp., 
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii 
mogą wytworzyć oporność w ciągu pierwszych dni 
po rozpoczęciu terapii. Zaleca się monitorowanie 
wraŜliwości w czasie leczenia. 

Cefepim  30  

Aztreonam  30 Szczepy Enterobacter spp., Serratia spp., 
Morganella spp., Providencia spp. i C. freundii 
mogą wytworzyć oporność w ciągu pierwszych dni 
po rozpoczęciu terapii. Zaleca się monitorowanie 
wraŜliwości w czasie leczenia. 

Imipenem  
Meropenem  
Ertapenem  
Doripenem 

10 
10 
10 
10 

Oznaczać w przypadku cięŜkich zakaŜeń. Wynik 
oznaczania dla jednego z karbapenemów nie moŜe 
być odnoszony do pozostałych karbapenemów. 
Wykonanie oznaczenia patrz 8.5 „Wykrywanie 
karbapenemaz” . Interpretacja dla doripenemu: 
szczep wraŜliwy MIC ≤ 1 µg/mL  strefa 
zahamowania wzrostu ≥24 mm,  szczep oporny 
strefa <19 mm, MIC >4 µg/mL. [45]. 

Ciprofloksacyna  5  

Amikacyna  30  

Netilmicyna  30  

Tobramycyna  10  

Chloramfenikol  30 Oznaczać w wyjątkowych sytuacjach, tylko wobec 
szczepów wieloopornych.  

Tetracyklina  30 Szczepy wraŜliwe na tetracyklinę moŜna uwaŜać za 
wraŜliwe na doksycyklinę. Szczepy 
średniowraŜliwe lub oporne na tetracyklinę mogą 
być wraŜliwe na doksycyklinę. 

Tigecyklina  15 Aktywna wobec szczepów wytwarzających ESBL. 
Tigecyklina wykazuje obniŜoną aktywność in vitro 
wobec Morganella spp., Proteus spp. oraz 
Providencia spp.  Interpretacja: szczepy wraŜliwe:  
MIC ≤ 2 µg/mL, strefa zahamowania wzrostu     
≥19 mm, szczepy oporne strefa zahamowania 
wzrostu ≤14 mm, MIC ≥8 µg/mL [45].  

Trimetoprim/sulfametoksazol  1,25/23,75  
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Tab. 1. 4. Oznaczanie wraŜliwości pałeczek Salmonella spp.  

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Ampicylina  10  
Kwas nalidyksowy  30 Testowanie kwasu nalidyksowego jest istotne do 

oceny moŜliwości zastosowania fluorochinolonów 
w terapii. Istnieje niebezpieczeństwo 
niepowodzenia terapeutycznego przy zastosowaniu 
fluorochinolonów wobec szczepów wraŜliwych na 
fluorochinolony a opornych na kwas nalidyksowy. 

Ciprofloksacyna lub inne 
fluorochinolony  

5  

Trimetoprim/sulfametoksazol  1,25/23,75  

Uwaga: W przypadku zakaŜeń uogólnionych wywołanych przez Salmonella spp. naleŜy 

oznaczać wraŜliwość na cefalosporyny III-ej generacji i chloramfenikol. Nie oznaczać 

wraŜliwości na cefalosporyny I i II generacji, na cefamycyny oraz na aminoglikozydy, 

poniewaŜ mimo wraŜliwości in vitro leki te nie wykazują skuteczności klinicznej [42]. 

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

1. 4. 1. Oznaczanie ESBL metodą dwóch krąŜków 

Do wykrywania ESBL moŜe być stosowany tzw. test dwóch krąŜków (DDST) [15, 24]. Za 

jego pomocą ESBL moŜna oznaczać u wszystkich gatunków Enterobacteriaceae (a takŜe 

pałeczek niefermentujących – pkt 2. 2. 2). W wariancie podstawowym tej metody stosuje się 

krąŜki z ceftazydymem 30 µg i cefotaksymem 30 µg ułoŜone w odległości 2 cm (pomiędzy 

środkami) od krąŜka z amoksycyliną z kwasem klawulanowym 20/10 µg. W celu zwiększenia 

czułości testu moŜna dodawać krąŜki z cefpodoksymem 10 µg lub aztreonamem 30 µg. 

Wynik pozytywny testu polega na wyraźnym powiększeniu strefy zahamowania wzrostu 

wokół krąŜka z ceftazydymem lub cefotaksymem (cefpodoksymem, aztreonamem) od 

strony krąŜka zawierającego kwas klawulanowy. Powiększenie to moŜe przybierać bardzo 

róŜne kształty.  

Jak wspomniano wyŜej, w niektórych szczepach bakteryjnych, obecność ESBL moŜe być 

maskowana przez inne mechanizmy oporności na β-laktamy, niepodatne na działanie kwasu 

klawulanowego (konstytutywna, wysoka ekspresja β-laktamazy AmpC, obniŜona 

przepuszczalność osłon dla antybiotyków β-laktamowych itd.). Wykazują one z reguły 

oporność na ceftazydym i cefotaksym i są negatywne w klasycznych testach na obecność 

ESBL. Wykrywanie ESBL w takich szczepach moŜna prowadzić za pomocą testu DDS, w 



Krajowy Ośrodek Referencyjny ds. LekowraŜliwości Drobnoustrojów, Narodowy Instytut Leków 
Centralny Ośrodek Badań Jakości w Diagnostyce Mikrobiologicznej 

Strona 12 z 29 

którym dodaje się krąŜek z cefepimem 30 µg. Podstawą tego podejścia jest fakt, Ŝe cefepim 

jest bardzo słabym substratem AmpC, przez co zmniejszenie wraŜliwości lub oporność na ten 

antybiotyk jest częściej wynikiem działania ESBL. Alternatywą jest test DDS w swojej 

podstawowej wersji, wykonywany na podłoŜu MHA z kloksacyliną w stęŜeniu 250 µg/ml 

(lub 100 µg/ml w przypadku szczepów nierosnących na podłoŜu z 250 µg/ml kloksacyliny). 

Kloksacylina jest dobrym inhibitorem enzymów AmpC, przez co na uzupełnionym nią 

podłoŜu „odsłaniane” są fenotypy oporności maskowane przez AmpC. NaleŜy podkreślić, Ŝe 

omawiane modyfikacje testu DDS (cefepim, kloksacylina) słuŜą wyłącznie wykrywaniu 

ESBL w kontekście AmpC, a nie innych mechanizmów oporności niezaleŜnych od kwasu 

klawulanowego.  

1. 4. 2. Oznaczanie ESBL wg CLSI  

Oznaczać wyłącznie u szczepów E. coli i Klebsiella spp. (oraz P. mirabilis, przy czym w 

przypadku tego gatunku CLSI zaleca oznaczanie ESBL jedynie u izolatów pochodzących z 

powaŜnych zakaŜeń oraz wykonywanie testu przeglądowego wyłącznie z cefpodoksymem, 

ceftazydymem i cefotaksymem) – tabela 1.5.  

Tab. 1. 5. Oznaczanie ESBL wg CLSI. 

Wskaźnik Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Test przeglądowy wstępny 1 Test potwierdzający 

Cefpodoksym lub 

 

10  gdy strefa ≤ 17 mm wykonać test 
potwierdzający (≤ 22 dla P. mirabilis) 

Ceftazydym lub 

 

30 gdy strefa ≤ 22 mm wykonać test 
potwierdzający (≤ 22 dla P. mirabilis) 

Aztreonam lub 30 gdy strefa ≤ 27 mm wykonać test 
potwierdzający 

Cefotaksym lub 

 

30 gdy strefa ≤ 27 mm wykonać test 
potwierdzający (≤ 27 dla P. mirabilis) 

Ceftriakson  30 gdy strefa ≤ 25 mm wykonać test 
potwierdzający 

Ceftazydym 30 µg i 
ceftazydym/kwas 
klawulanowy 30/10 
µg oraz cefotaksym 
30 µg i 
cefotaksym/kwas 
klawulanowy 30/10 
µg 

1 - Dla zwiększenia czułości testu powinno się oznaczać wraŜliwość dla kilku antybiotyków. 

Jeśli szczep wytwarza ESBL to średnica strefy wokół krąŜka zawierającego ceftazydym z 

kwasem klawulanowym lub cefotaksym z kwasem klawulanowym, jest większa o 5 mm lub 

więcej od średnicy strefy wokół krąŜka, odpowiednio z samym ceftazydymem lub 

cefotaksymem.  
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W przypadku testów potwierdzających wykonanych ze szczepem wzorcowym K. 

pneumoniae ATCC 700603 róŜnica średnic stref wokół krąŜków z ceftazydymem/kw. 

klawulanowym i ceftazydymem powinna być nie mniejsza niŜ 5 mm oraz nie mniejsza niŜ 3 

mm dla krąŜków z cefotaksymem/kw. klawulanowym i cefotaksymem. Dla szczepu E. coli 

ATCC 25922 analogiczne róŜnice średnic stref nie powinny być większe niŜ 2 mm. 

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

dla szczepów wzorcowych ATCC. 

Wskaźnik Kr ąŜek 

 [µµµµg] 

K. pneumoniae ATCC 700603 

 strefa [mm] 

E. coli ATCC 25922  

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 pomocą Etestu 

Od dłuŜszego czasu dostępne są Etesty pozwalające wykrywać ESBL, zawierające 

ceftazydym i ceftazydym z kwasem klawulanowym oraz cefotaksym i cefotaksym z kwasem 

klawulanowym. Są takŜe obecnie Etesty zawierające cefepim i cefepim z kwasem 

klawulanowym. Wykonanie i interpretacja wyników testu powinny być prowadzone zgodnie 

z zaleceniami producenta [18].  

1. 5. Wykrywanie karbapenemaz 

Jak zaznaczono wyŜej, obecnie coraz powszechniej uwaŜa się, Ŝe kaŜdy izolowany w szpitalu 

szczep pałeczki z rodziny Enterobacteriaceae powinien być poddany wstępnemu badaniu na 

moŜliwość wytwarzania karbapenemazy typu MBL lub KPC („screening”).   

1. 5. 1. Testy wstępne na obecność karbapenemaz 

Informacji o moŜliwości wytwarzania karbapenemazy przez szczep pałeczki jelitowej 

dostarcza staranne oznaczenie jego wraŜliwości na karbapenemy [21, 42]. Znaczące 

obniŜenie wraŜliwości in vitro na którykolwiek z karbapenemów jest sygnałem do 

wykonania testów potwierdzających. Na podstawie dotychczasowych doświadczeń sądzi 



Krajowy Ośrodek Referencyjny ds. LekowraŜliwości Drobnoustrojów, Narodowy Instytut Leków 
Centralny Ośrodek Badań Jakości w Diagnostyce Mikrobiologicznej 

Strona 14 z 29 

się, Ŝe najczulszym wskaźnikiem obecności karbapenemaz KPC (ale niekoniecznie 

MBL) jest ertapenem [2, 14, 48]. Kryteria obniŜenia wraŜliwości na karbapenemy są róŜne 

w zaleŜności od zespołu opracowującego rekomendacje (tabela 1.7). Warto przypomnieć 

podaną wcześniej informację, Ŝe szczepy wytwarzające KPC (ale teŜ MBL) często posiadają 

liczne, izolowane kolonie rosnące w strefach wzrostu wokół krąŜków z karbapenemami (i 

innymi β-laktamami). Cecha ta moŜe okazać się przydatna w diagnostyce, ale nie moŜna 

jej uwaŜać za prawdziwie specyficzną.  

Tab. 1.7. Wyniki testów wstępnych na obecność karbapenemaz w szczepach 

Enterobacteriaceae – kryteria kwalifikowania szczepów do testów potwierdzających 

 

CLSI [42] Giske i wsp. [21] 

metoda dyfuzyjno-krąŜkowa MIC MIC 
Wskaźnik 

kr ąŜek 
[µµµµg] 

punkt odcięcia 
[mm] 

punkt odcięcia 
[µµµµg/ml] 

punkt odcięcia 
[µµµµg/ml] 

ertapenem 10 ≤ 19-21 lub ≥ 2 lub ≥ 0,5 lub 

imipenem uwaŜany za słaby wskaźnik ≥ 2-4 lub ≥ 1 lub 

meropenem 10 ≤ 16-21 ≥ 2-4 ≥ 0,5 

 dodatkowo oporność na jedną lub więcej cefalosporyn 
III generacji (np. ceftazydym, cefotaksym, ceftriakson)  

 

 

1. 5. 2. Testy potwierdzające wytwarzanie karbapenemaz  

Wg autorów niniejszego opracowania praktyczniejszym (łatwiejszym i bardziej 

informatywnym) podejściem w przypadku szczepu Enterobacteriaceae podejrzanego o 

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

1. 5. 2. 1. Testy na MBL 

Testy na MBL moŜna wykonywać tak, jak jest to opisane w części poświęconej 

pałeczkom niefermentującym (pkt 2.5), z zastrzeŜeniem, Ŝe w przypadku pałeczek 

jelitowych niewskazane jest stosowanie Etestu (ze względu na wspomnianą wyŜej, częstą 

wraŜliwość in vitro takich szczepów na imipenem, powodującą „zlewanie” się stref 

zahamowania wzrostu wokół obu połówek paska). Podstawowym inhibitorem jest EDTA [26, 

35, 53]; stosowanie kwasu 2-merkaptopropionowego (MPA) [3] lub mieszaniny EDTA i soli 

sodowej kwasu merkaptooctowego (SMA) [26] nie wydaje się konieczne. Antybiotykami 
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wskaźnikowymi są imipenem i/lub meropenem, a wiele laboratoriów dokłada teŜ ceftazydym; 

w schemacie Giske’go i wsp. zaproponowano tylko meropenem [21]. Alternatywnie do 

opisanej niŜej szczegółowo wersji „zbliŜeniowej” testu (pkt 2. 5. 1), moŜe on być teŜ 

wykonywany w wersji „kombinowanej”, w której EDTA podawany jest wprost na krąŜek z 

karbapenemem i mierzy się róŜnicę stref wokół krąŜka z karbapenemem i EDTA oraz krąŜka 

z samym karbapenemem [21, 35, 53].  

1. 5. 2. 2. Testy na KPC 

Jak wspomniano wyŜej, zaproponowane ostatnio testy fenotypowe na obecność KPC 

wykorzystują kwas boronowy jako inhibitor tych ββββ-laktamaz [14, 21, 36, 37, 48]. 

Jednocześnie, jako związki wskaźnikowe proponowane są często imipenem i meropenem, 

poniewaŜ ertapenem moŜe być źródłem wyników mniej specyficznych (np. w przypadku 

producentów cefalosporynaz AmpC). MoŜna spotkać się z poglądem, Ŝe w teście z kwasem 

boronowym najlepsze wyniki (pod względem czułości i specyficzności jednocześnie) 

uzyskuje się stosując meropenem [14, 21, 48].  

Test z kwasem boronowym na obecność KPC częściej wykonuje się w wersji 

„kombinowanej”, w której na krąŜki z imipenemem (10 µg) i meropenemem (10 µg), lub 

tylko z meropenemem podaje się kwas boronowy i bada róŜnicę stref wokół krąŜka z 

karbapenemem i inhibitorem oraz krąŜka z samym karbapenemem [14, 21, 36, 48]. W 

literaturze moŜna spotkać róŜne ilości kwasu boronowego uznane za optymalne (300, 400 lub 

600 µg); autorzy niniejszego opracowania, w ślad za Doi i wsp. zalecają 300 µg [14]. 

UŜywanym preparatem chemicznym moŜe być kwas fenyloboronowy. Wygodnie jest 

przygotować roztwór wodny kwasu fenyloboronowego o stęŜeniu 15 mg/ml (przy obliczaniu 

nawaŜki kwasu naleŜy uwzględnić zawartość czystego związku w preparacie, np. 95%). Na 

krąŜek z karbapenemem naleŜy następnie nakroplić 20 µl tego roztworu i odczekać ok. 30 

min. do wyschnięcia krąŜka. Podanie większych ilości kwasu wymaga przygotowania 

bardziej stęŜonego roztworu, co moŜna osiągnąć rozpuszczając odczynnik w mieszaninie 

wody i dwumetylosulfotlenku, DMSO (1:1) [48]. PoniewaŜ kwas fenyloboronowy jest 

odczynnikiem stosunkowo kosztownym, moŜna przygotowywać jednorazowo niewielkie 

ilości roztworu (np. 1 ml; naleŜy teŜ pamiętać o czułości wagi laboratoryjnej); roztwór moŜna 

teŜ przechowywać dłuŜszy czas w lodówce. Wynik odczytujemy jako pozytywny, jeśli 

róŜnica stref zahamowania wzrostu wokół krąŜka z którymkolwiek z karbapenemów i 

inhibitorem oraz krąŜka z samym karbapenemem wyniesie 5 mm lub więcej (300 µg kwasu) 
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[14], 7 mm lub więcej (400 µg kwasu) [48] lub 4 mm lub więcej (600 µg kwasu) [21]. Z 

reguły, w przypadku „prawdziwych” szczepów KPC+ róŜnice te są wyraźne. Jednak, 

poniewaŜ kwas boronowy jest równieŜ dobrym inhibitorem cefalosporynaz AmpC, omawiany 

test moŜe dać fałszywie pozytywne wyniki w przypadku wspomnianych wyŜej szczepów 

Enterobacteriaceae, których oporność na karbapenemy jest uwarunkowana wysoką ekspresją 

AmpC przy jednocześnie obniŜonej przepuszczalności osłon komórkowych (pkt 1. 2. 4) [21, 

36]. Ze względu na stosunkowo niewielkie jeszcze doświadczenie z omówionymi 

metodami, szczepy zachowujące się jak pozytywne naleŜy przesyłać do laboratorium 

referencyjnego w celu jednoznacznego potwierdzenia. Od momentu uzyskania własnego 

wyniku naleŜy jednak traktować je jako szczepy najwyŜszego zagroŜenia i uruchamiać 

najostrzejsze procedury kontroli zakaŜeń.  

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

Jako test potwierdzający wytwarzanie karbapenemaz moŜna teŜ stosować tzw. 

zmodyfikowany test Hodge’a („liścia koniczyny”) [21, 26, 36, 42], w zaleceniach CLSI jest to 

jedyny obecnie proponowany test na obecność karbapenemaz u Enterobacteriaceae [42]. Test 

ten nie rozróŜnia między MBL i KPC, wynik pozytywny oznacza więc wyłącznie 

stwierdzenie prawdopodobnej obecności „karbapenemazy” w szczepie bakteryjnym. 

Szczegóły techniczne wykonania tego testu róŜnią poszczególne ośrodki [21, 26, 42]. 

Wykorzystuje się w nim wraŜliwy na karbapenemy, niewytwarzający karbapenemaz szczep 

E. coli ATCC 25922. Zasadniczo, w teście tym wysiewa się na powierzchnię całej płytki E. 

coli ATCC 25922 (rozcieńczenie 1:10 zawiesiny 0,5 McFarlanda) i układa na niej krąŜek z 

ertapenemem lub meropenemem [42] lub imipenemem [21]. Następnie wykonuje się tzw. 

„posiew promienisty” szczepów badanych, poprzez pociągnięcie ezą od krawędzi krąŜka z 

karbapenemem do krawędzi płytki (3-5 kolonii zebranych z podłoŜa z krwią). Wynik 

pozytywny polega na odkształceniu strefy zahamowania wzrostu E. coli ATCC 25922 wokół 

krąŜka z karbapenemem wzdłuŜ linii posiewu szczepu badanego (podrastanie E. coli ATCC 

25922 w stronę krąŜka).  
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1. 6. Szczepy wzorcowe: 

Escherichia coli ATCC 25922 – słuŜy do kontroli jakości lekowraŜliwości oraz do kontroli 

jakości oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna 

Escherichia coli ATCC 35218 - słuŜy do kontroli jakości krąŜków antybiogramowych z 

antybiotykami β-laktamowymi w połączeniu z inhibitorami β-laktamaz (kwas klawulanowy, 

sulbaktam, tazobaktam) 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - słuŜy do kontroli jakości oznaczenia ESBL jako 

kontrola pozytywna  

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 – słuŜy do kontroli jakości oznaczenia 

karbapenemazy w teście Hodge’a (kontrola pozytywna; poniewaŜ wytwarza KPC, moŜe 

słuŜyć teŜ jako kontrola pozytywna w teście na KPC) 

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 – szczep oporny na karbapenemy, niewytwarzający 

karbapenemaz – słuŜy do kontroli jakości oznaczenia karbapenemazy (kontrola negatywna)  

Klebsiella pneumoniae MIKROBANK 10.021 - słuŜy do kontroli jakości oznaczania ESBL 

testem dwóch krąŜków - DDST (kontrola pozytywna)  

Citrobacter freundii MIKROBANK 10.001 - słuŜy do kontroli jakości oznaczania ESBL 

wyłącznie testem dwóch krąŜków - DDST (kontrola pozytywna)  

Enterobacter cloacae MIKROBANK 10.011 - słuŜy do kontroli jakości oznaczania ESBL 

wyłącznie testem dwóch krąŜków - DDST (kontrola pozytywna, szczep ESBL+, derepresja 

AmpC)  

 

2. Oznaczanie wraŜliwości pałeczek niefermentujących. 

2. 1. Metody 

PodłoŜe MHA, zawiesina bakteryjna o gęstości 0,5 McFarlanda, inkubacja 16-18h (20-24h 

dla Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia i Burkholderia cepacia; 24h dla 

Pseudomonas aeruginosa izolowanych od pacjentów z mukowiscydozą) w temp. 35oC±2 oC, 

w atmosferze tlenowej [41, 42]. 

Spośród pałeczek niefermentujących, metoda dyfuzyjno-krąŜkowa moŜe być stosowana 

szeroko jedynie wobec P. aeruginosa i Acinetobacter spp. (tabele 2. 1 – 2. 3). W przypadku 

S. maltophilia i B. cepacia moŜna tę metodę wykorzystywać dla wybranych antybiotyków 

(tabele 2. 4 i 2. 5). W oznaczeniach wraŜliwości S. maltophilia i B. cepacia na inne niŜ 
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wymienione w tabelach 2. 4 i 2. 5 antybiotyki oraz w przypadku innych gatunków pałeczek 

niefermentujących naleŜy oznaczać MIC [31, 42]. 

2. 2. WaŜne mechanizmy oporności 

2. 2. 1. Oporność naturalna 

Gram-ujemne pałeczki niefermentujące dysponują większym „arsenałem” naturalnych 

mechanizmów oporności na leki niŜ rodzina Enterobacteriaceae, często teŜ pojawiają się u 

nich mechanizmy nabyte. P. aeruginosa i Acinetobacter spp. posiadają gatunkowo-

specyficzne cefalosporynazy AmpC. Podobnie do Enterobacter spp., C. freundii, S. 

marcescens itp., u P. aeruginosa AmpC jest wytwarzana w sposób indukowany i dochodzi do 

jej derepresji, zjawisko to jednak jest rzadsze i ma charakter stopniowy [25, 29]. U 

Acinetobacter baumannii z kolei, podobnie do E. coli, AmpC jest eksprymowana 

konstytutywnie na śladowym poziomie, ale teŜ wskutek zmian genetycznych u części 

szczepów obserwuje się jej bardzo podwyŜszone wytwarzanie [5, 23]. S. maltophilia posiada 

przynajmniej dwie naturalne β-laktamazy, L1 i L2, z których pierwsza jest metalo-β-

laktamazą (MBL), a druga przypomina aktywnością β-laktamazy o rozszerzonym spektrum 

substratowym (ESBL) [29]. U P. aeruginosa najlepiej poznano teŜ naturalne zjawisko tzw. 

„oporności własnej” (ang. intrinsic resistance), które polega na tym, Ŝe z powodu większej 

liczby i aktywności enzymów o charakterze pomp błonowych, komórki tego drobnoustroju są 

z definicji w mniejszym stopniu wraŜliwe, a niekiedy wręcz oporne na róŜne leki 

przeciwbakteryjne [28]. Oporność ta moŜe się „podnosić” wskutek nabywania rozmaitych 

mutacji i stanowi przez to istotne „tło” podwyŜszające poziom oporności wynikający z 

obecności mechanizmów oporności nabytej.  

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

Zdarzają się szczepy P. aeruginosa lub A. baumannii wytwarzające ESBL (omówione 

szczegółowo w punkcie 1. 2. 1). Są one jednak znacznie rzadsze niŜ szczepy pałeczek 

Enterobacteriaceae ESBL+, choć w niektórych krajach lub ośrodkach mogą stanowić istotny 

odsetek szczepów wymienionych gatunków, co wiąŜe się ze specyfiką lokalnej sytuacji 

epidemiologicznej. Co ciekawe, P. aeruginosa, obok typowych rodzajów ESBL, moŜe teŜ 

wytwarzać sporadycznie występujące, a niekiedy wręcz unikatowe bądź niemal specyficzne 

dla siebie typy tych enzymów [32, 52]. Niektóre z nich są bardzo trudne do wykrycia 

fenotypowego, inne mogą wymagać specyficznych zestawów krąŜków z antybiotykami w 
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testach typu DDS (pkt 1. 4. 1). Jednak zastosowanie podstawowego wariantu takiego testu 

pozwala wykryć wiele przypadków szczepów P. aeruginosa ESBL+. PoniewaŜ w Polsce takie 

szczepy pojawiają się, a nawet wywołały duŜe, szpitalne ognisko epidemiczne [17, 52] 

wydaje się wskazanym, aby szczepy tego gatunku oporne na ceftazydym badać w kierunku 

ESBL, zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 1. 4. 1., przynajmniej w tych ośrodkach, w 

których wcześniej je izolowano.  

2. 2. 3. Metalo-ββββ-laktamazy (MBL) i inne mechanizmy oporności na karbapenemy 

W środowiskach szpitalnych izolowane są szczepy niefermentujących pałeczek Gram-

ujemnych, zwłaszcza P. aeruginosa, dysponujących nabytą opornością na karbapenemy. 

Oporność ta jest uwarunkowana wieloma róŜnymi mechanizmami (np. karbapenemazy, 

ograniczenie przepuszczalności osłon komórkowych, wypompowywanie leku z komórki) [28, 

30, 34], które mogą takŜe dotyczyć innych antybiotyków (zwłaszcza fluorochinolonów). Typ 

i wariant mechanizmu, poziom jego ekspresji oraz nagminne współwystępowanie kilku 

mechanizmów oporności na β-laktamy decydują o duŜej róŜnorodności fenotypów takich 

szczepów.  

Wśród znanych obecnie mechanizmów oporności P. aeruginosa na karbapenemy szczególne 

zagroŜenie stanowią metalo-β-laktamazy klasy B (MBL), zwane tak ze względu na 

wykorzystywanie jonów Zn2+ jako kofaktorów reakcji hydrolizy β-laktamów [7, 10, 30, 34, 

44, 46, 51]. Geny kodujące MBL mogą być przekazywane pomiędzy szczepami P. 

aeruginosa, a takŜe innych gatunków pałeczek niefermentujących (np. Pseudomonas putida, 

A. baumannii), a od kilku lat obserwuje się je równieŜ u gatunków z rodziny 

Enterobacteriaceae (omówione wyŜej – pkt 1. 2. 4). Od przełomu lat 1990. i 2000. 

wytwarzające MBL szczepy pałeczek niefermentujących (głównie P. aeruginosa) obecne są 

w Polsce i ulegają szybkiemu rozprzestrzenianiu [20, 39]. Szczepy MBL+ są oporne lub 

wykazują obniŜoną wraŜliwość na penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy oraz na 

połączenia z inhibitorami ββββ-laktamaz (brak wpływu inhibitorów). W porównaniu z 

pałeczkami Enterobacteriaceae, ale teŜ A. baumannii, szczepy P. aeruginosa MBL + 

znacznie częściej wykazują oporność na leki ze spektrum substratowego MBL, a ze 

względu na współwystępowanie innych mechanizmów, obserwuje się teŜ szczepy 

ewidentnie oporne na wszystkie dostępne dzisiaj ββββ-laktamy. Stosunkowo niewielki zasób 

danych naukowych na temat ewentualnej skuteczności β-laktamów, na które szczepy MBL+ 

P. aeruginosa i innych pałeczek wykazują jednak wraŜliwość in vitro (włącznie z 

aztreonamem, który nie jest substratem MBL) powoduje, Ŝe interpretacja takich 
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antybiogramów jest trudna [10]. Rozpowszechniany jest obecnie pogląd, aby szczepy MBL+ 

interpretować z definicji jako niewraŜliwe na karbapenemy i inne ββββ-laktamy, z 

wyjątkiem aztreonamu, który powinno się raportować zgodnie z faktycznym wynikiem 

oznaczenia [10, 19]. Wydaje się jednak, Ŝe w sytuacji powaŜnego zakaŜenia szczepem o 

wybitnej wielooporności i niezwykle zawęŜonych opcjach terapeutycznych, moŜe okazać się 

wskazanym poinformowanie lekarza o stwierdzonej wraŜliwości in vitro na określony β-

laktam z podaniem jego wartości MIC i uświadomieniem moŜliwości niepowodzenia 

terapeutycznego. NaleŜy nadmienić równieŜ, Ŝe wyraŜany jest dzisiaj pogląd, aby w 

przypadku cięŜkich zakaŜeń wywoływanych przez szczepy MBL+ rozwaŜać przede 

wszystkim moŜliwości leczenia skojarzonego [10, 47].  

Jak wspomniano wyŜej, ukierunkowane testy fenotypowe na obecność MBL opierają się na 

wykorzystywaniu inhibitorów tych β-laktamaz (głównie EDTA) oraz karbapenemów i 

ceftazydymu jako antybiotyków wskaźnikowych. Ze względu na działanie EDTA na wiele 

struktur i procesów komórkowych bakterii, szczepy podejrzewane o wytwarzanie MBL 

powinny być przesyłane do laboratorium referencyjnego w celu potwierdzenia 

oznaczenia za pomocą metod biochemicznych i molekularnych.  

Podobnie do P. aeruginosa, szczepy A. baumannii równieŜ mogą nabywać oporności na 

karbapenemy za pośrednictwem róŜnorodnych mechanizmów, włączając mechanizmy 

związane z osłonami komórkowymi. Mogą one teŜ wytwarzać karbapenemazy, w tym MBL. 

Głównym jednak rodzajem karbapenemaz u Acinetobacter spp. są obecnie tzw. 

karbapenemazy klasy D (CHDL). Choć ich aktywność względem cefalosporyn III generacji 

jest znikoma, to współwystępowanie innych mechanizmów (w tym innych β-laktamaz) często 

nadaje szczepom A. baumannii CHDL+ oporność na wszystkie β-laktamy, bez wpływu 

inhibitorów β-laktamaz. Jeden rodzaj CHDL występuje naturalnie u A. baumannii, przy czym 

oporność na karbapenemy pojawia się dopiero wskutek znaczącego podniesienia poziomu 

ekspresji takiej β-laktamazy dzięki określonym zmianom genetycznym. Kilka innych 

rodzajów CHDL, to z kolei enzymy typowo nabyte, kodowane przez geny plazmidowe lub 

chromosomalne. Nie ma obecnie metod fenotypowego wykrywania CHDL; moŜna je 

identyfikować jedynie metodami biochemicznymi lub molekularnymi [34, 44, 46].  

Oporne na karbapenemy szczepy Acinetobacter spp., zarówno o fenotypie MBL+, jak i 

MBL -, powinny być przesyłane 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 ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Tikarcylina  75  
Piperacylina  100  
Ceftazydym  30  
Gentamicyna  10  
Tobramycyna  10  

 

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

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Piperacylina  100  
Karbenicylina  100  
Ceftazydym  30  
Gentamicyna  10  
Tetracyklina  30 Oznaczać tylko dla Acinetobacter spp. Szczepy 

wraŜliwe na tetracyklinę moŜna uwaŜać za wraŜliwe na 
doksycyklinę. Szczepy średniowraŜliwe lub oporne na 
tetracyklinę mogą być wraŜliwe na doksycyklinę. 

Norfloksacyna lub 
ofloksacyna  

10 
5 

 

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

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Tikarcylina/kw.klawulanowy  75/10  

Ampicylina/sulbaktam  10/10 Oznaczać tylko dla Acinetobacter spp. ze względu na 
dobrą aktywność sulbaktamu wobec tego rodzaju. 

Piperacylina/tazobaktam  100/10  
Cefepim  30  

Cefotaksym lub      
ceftriakson  

30                   
30 

 

Aztreonam  30  

Imipenem  10  

Meropenem  10  

Doripenem 10 Interpretacja: szczep wraŜliwy strefa zahamowania 
wzrostu ≥24mm, MIC ≤1 µg/mL, szczep oporny strefa  
<19 mm, MIC>4 µg/mL  [45] 

Amikacyna  30  

Netilmicyna  30  

Ciprofloksacyna  5 Dla Acinetobacter spp. lek moŜe być włączony do 
antybiogramu podstawowego 

Lewofloksacyna 5 Dla Acinetobacter spp. lek moŜe być włączony do 
antybiogramu podstawowego  

Trimetoprim/sulfametoksazol  1,25/23,75 Oznaczać tylko dla Acinetobacter spp. – lek moŜe być 
włączony do antybiogramu podstawowego  

Chloramfenikol  30 Oznaczać tylko dla Acinetobacter spp.  

Kolistyna  50 W cięŜkich zakaŜeniach, niepowodzeniach 
terapeutycznych oraz w przypadku szczepów 
wieloopornych zawsze oznaczać MIC. W przypadku 
P.aeruginosa oznaczać wyłącznie MIC ze względu na 
brak korelacji pomiędzy wielkością strefy zahamowania 
wzrostu i wartościami MIC. Interpretacja dla kolistyny i 
polimyksyny B: szczep wraŜliwy strefa zahamowania 
wzrostu ≥15mm, MIC ≤2 µg/mL  oporny strefa  <15 
mm, MIC>2 µg/mL  [45] 
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2. 4. Antybiogramy S. maltophilia, B. cepacia metodą dyfuzyjno-kr ąŜkową (tabele 2. 4 

i  2. 5) 

Tab. 2. 4. Oznaczanie wraŜliwości S. maltophilia metodą dyfuzyjno-krąŜkową 

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Ceftazydym nie stosować Oznaczać wyłącznie MIC; szczep wraŜliwy ≤8 µg/mL, 
szczep oporny ≥32 µg/mL   

Lewofloksacyna  5 wraŜliwy - ≥17mm, średniowraŜliwy – 14-16 mm, 
oporny - ≤13 mm 

Trimetoprim/sulfametoksazol  1,25/23,75 wraŜliwy - ≥16 mm, średniowraŜliwy – 11-15 mm, 
oporny - ≤10 mm 

 

Tab. 2. 5. Oznaczanie wraŜliwości B. cepacia metodą dyfuzyjno-krąŜkową 

Antybiotyk Kr ąŜek 
[µµµµg] 

Uwagi 

Ceftazydym  30 wraŜliwy - ≥21 mm, średniowraŜliwy – 18-20 mm, 
oporny - ≤17 mm 

Meropenem  10 wraŜliwy - ≥20 mm, średniowraŜliwy – 16-19 mm, 
oporny - ≤15 mm 

Trimetoprim/sulfametoksazol  1,25/23,75 wraŜliwy - ≥16 mm, średniowraŜliwy – 11-15 mm, 
oporny - ≤10 mm 

Lewofloksacyna nie stosować Oznaczać wyłącznie MIC; szczep wraŜliwy ≤2 µg/mL, 
szczep oporny ≥8 µg/mL   

 

2. 5. Oznaczanie wytwarzania metalo-ββββ-laktamaz (MBL) 

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

W przypadku pałeczek niefermentujących (P. aeruginosa, inne Pseudomonas spp. i 

Acinetobacter spp.) wykrywaniu MBL powinno się poddawać szczepy oporne lub 

o obniŜonej wraŜliwości na karbapenemy (imipenem i/lub meropenem) i jednocześnie 

oporne na tikarcylinę i tikarcylin ę z kwasem klawulanowym [10]. (Kryteria wyboru 

szczepów Enterobacteriaceae zostały przedstawione w rozdziale poświęconym pałeczkom 

jelitowym – pkt 1. 5. 1). Wykrycie szczepu wytwarzającego MBL, choćby w nosicielstwie, 

powinno stanowić przesłankę do wszczęcia energicznych działań w zakresie kontroli 

zakaŜeń [10].  

Test wykonuje się metodą dyfuzyjno-krąŜkową, a płytki MHA z posianym szczepem bakterii 

przygotowuje się jak w rutynowych badaniach wraŜliwości na leki wg zaleceń CLSI. Na 
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płytce układa się zestaw krąŜków, przypominający test dwóch krąŜków (DDST) do 

wykrywania ESBL (wersja „zbliŜeniowa” testu). Zestaw zawiera krąŜek z EDTA (10 µl 0,5M 

EDTA, pH 7,3-7,5) i po jego obu stronach krąŜki z ceftazydymem 30 µg i imipenemem 10 

µg, odległe od krąŜka z EDTA o 2 cm (między środkami krąŜków) [26]. MoŜna teŜ dokładać 

krąŜek z meropenemem 10 µg po trzeciej stronie krąŜka z EDTA. Dodatkowo, moŜna teŜ 

wykonać oznaczenie z drugim zestawem krąŜków, w którym krąŜek środkowy zawiera kwas 

2-merkaptopropionowy zamiast EDTA (2-MPA; 2-3 µl nierozcieńczonej substancji) [3]. 

KrąŜki z EDTA (i 2-MPA) naleŜy przygotować samodzielnie na kilka minut przed ułoŜeniem 

na płytce. EDTA (i 2-MPA) jest inhibitorem MBL, w związku z czym, o wytwarzaniu tych 

enzymów świadczy pojawienie się i wyraźne powiększenie strefy wokół krąŜka z 

ceftazydymem i/lub karbapenemem od strony krąŜka zawierającego inhibitor (obraz bardzo 

podobny do dodatniego wyniku oznaczania ESBL metodą dwóch krąŜków, DDST).  

Test fenotypowy na obecność MBL moŜna teŜ wykonywać w wersji „kombinowanej”. 

Zaproponowano wariant oznaczania dla P. aeruginosa, w którym na krąŜek z imipenemem 10 

µg podaje się 5 µl 0,5M EDTA (750 µg), a wynik pozytywny ma miejsce w sytuacji wyraźnej 

róŜnicy między strefami zahamowania wzrostu wokół krąŜka z imipenemem i EDTA oraz 

krąŜka z samym imipenemem (ponad 5 mm) [53]. Podobny test, tyle Ŝe z meropenemem 

Giske i wsp. zaproponowali dla Enterobacteriaceae [21].  

2. 5. 2. Oznaczanie MBL za pomocą Etestu 

NaleŜy równieŜ dodać, Ŝe do oznaczania MBL moŜna teŜ stosować Etest, w którym 

wykorzystywane są imipenem i EDTA. Wykonanie i interpretacja wyników testu powinny 

być prowadzone zgodnie z zaleceniami producenta [18]. W Ŝadnym przypadku paska Etest 

MBL nie naleŜy stosować do oznaczania faktycznej wartości MIC imipenemu; takie 

oznaczenie moŜna wykonywać tylko przy uŜyciu paska Etest z samym imipenemem. (Jak 

zaznaczono wyŜej, Etestu MBL nie zaleca się dla pałeczek Enterobacteriaceae – pkt 1.5.2.1). 

2. 6. Szczepy wzorcowe: 

Escherichia coli ATCC 25922 - słuŜy do kontroli jakości lekowraŜliwości oraz do kontroli 

jakości oznaczenia ESBL jako kontrola negatywna 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - słuŜy takŜe do kontroli jakości prawidłowej 

zawartości Ca2+ i Mg2+ w podłoŜu MHA 
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Escherichia coli ATCC 35218 - słuŜy do kontroli jakości krąŜków antybiogramowych z 

antybiotykami β-laktamowymi w połączeniu z inhibitorami β-laktamaz (kwas klawulanowy, 

sulbaktam, tazobaktam) 

Pseudomonas aeruginosa MIKROBANK 13.001 - słuŜy do kontroli jakości oznaczania MBL 

(kontrola pozytywna, szczep MBL+)  
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