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6. Oznaczanie wrazliwoSci Neisseria meningitidis

6.1. Metody

W przypadku koniecznosci oznaczenia wrazliwosci meningokokéw na penicyling lub

ampicyling nie nalezy stosowa¢ metody dyfuzyjno-krazkowej; nalezy oznaczy¢ MIC

antybiotykéw jedna z metod:

1). metoda rozcienczen w agarze, stosujac podioze KBMHA (Mueller Hinton agar z 5% krwi
baraniej)

2). metoda dyfuzji z paska zawierajacego gradient antybiotyku (wg instrukcji producenta).
Do oznaczen wrazliwo$ci na pozostale antybiotyki stosowane w leczeniu i
chemioprofilaktyce mozna stosowa¢ metod¢ dyfuzyjno-krazkowa. Stosowane jest podioze
KBMHA. Zawiesing bakteryjna o ggstosci 0,5 McFarlanda nalezy przygotowac z 20-24
godz. hodowli na podlozu czekoladowym. Nalezy pamigtaé, ze w przypadku
przygotowywania zawiesiny o gestosci 0,5 McFarlanda z hodowli na agarze krwawym
zawiera ona okoto potowy jednostek tworzacych koloni¢ w poréwnaniu z podltozem
czekoladowym. Antybiogramy oraz ptytki do oznaczania MIC nalezy inkubowac¢ 20- 24
godz. w temp. 35°+2°C, w atmosferze 5% CO; [9].

6.2. ANTYBIOGRAM

Rutynowe oznaczanie wrazliwosci na leki szczepdw N. meningitidis nie jest zalecane
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Tab. 6.1. Interpretacja wielkosSci stref zahamowania wzrostu dla N. meningitidis [9]

Antybiotyk Krazek Srednica strefy (mm)
wrazliwy sredniowrazliwy oporny

Penicylina NA NA NA
Ampicylina NA NA NA
Cefotaksym lub ceftriakson 30 ug >34 - -

Chloramfenikol 30 ug >26 20-25 <19
Ciprofloksacyna* 5ug > 35 33-34 <32
Rifampicyna* 5ug >25 20-24 <19

NA — metoda dyfuzyjno-krazkowa nie moze by¢ stosowana w oznaczaniu wrazliwosci szczepdw N. meningitidis
na penicyling i ampicyling; nalezy oznacza¢ warto§ci MIC

*antybiotyki uzywane w chemioprofilaktyce zakazen o etiologii N. meningitidis.

Tab. 6.2. Interpretacja wartosci MIC antybiotykéw dla N. meningitidis [9]

Antybiotyk Wartos¢ MIC (ug/ml)

wrazliwy sredniowrazliwy oporny
Penicylina <0,06 0,12-0,25 >0,5
Ampicylina <0,12 0,25-1 >2
Cefotaksym lub ceftriakson <0,12 - -
Chloramfenikol <2 4 >8
Ciprofloksacyna* <0,03 0,06 >0,12
Rifampicyna* <0,5 1 >2

*antybiotyki uzywane w profilaktyce zakazen o etiologii N. meningitidis.

6.3. Szczepy wzorcowe:

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 — inkubacja w warunkach tlenowych lub w
atmosferze 5% CO,.

Escherichia coli ATCC 25922 - szczep stuzy do kontroli jako$ci oznaczania wrazliwosci na
ciprofloksacyne¢ 1 minocykling. Inkubacja powinna by¢ prowadzona w warunkach tlenowych

lub w atmosferze 5% CO,.
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7. Oznaczanie wrazliwosci Haemophilus influenzae

7.1. Metody

Oznaczanie wrazliwo$ci wykonuje si¢ na podlozu HTM, stosujac zawiesing bakteryjna o
gestosci 0,5 McFarlanda (na posiane ptytki o $rednicy 9-10 cm z podtozem HTM naktadac

nie wiecej niz 4 krazki) oraz inkubacje trwajaca 16-18 godz. w temp. 35°+2°C, w atmosferze

5% CO,. W przypadku oznaczania wartosci MIC antybiotykéw metoda mikrorozcienczen w
bulionie HTM, inkubacja powinna trwa¢ 20-24 godz. w warunkach tlenowych. Odczyt strefy
zahamowania wzrostu dla szczepéw Haemophilus spp. wokot krazkow z antybiotykami moze
sprawia¢ trudnosci. Wazne jest, aby odczytywa¢ wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu
zasadniczego bakterii z pomini¢ciem stabego wzrostu bardzo matych kolonii lub wzrostu

mgtawicowego [9].

7.2. Najwazniejsze mechanizmy opornoSci

Oporno$¢ na ampicyling u Haemophilus influenzae jest najczeSciej zwiazana z produkcja -
laktamazy. Szczepy H. influenzae oporne na ampicyling, B-laktamazo-ujemne (BLNAR)
wystepuja na $Swiecie i w Polsce coraz czesciej [1, 2, 7, 10]. Szczepy BLNAR powinny by¢
traktowane jako klinicznie oporne na ampicyling, amoksycyling, amoksycyling z kw.
klawulanowym, ampicyling z sulbaktamem, cefaklor, cefprozil, cefuroksym, cefetamet i
piperacyling z tazobaktamem [9], pomimo iz in vitro niektére z tych szczepéw moga
wykazywa¢ wrazliwo$¢ na wymienione leki. Mechanizm ten wynika ze zmian w biatkach
wigzacych penicyling, PBP 1 jest trudny do wykrycia rutynowymi metodami [1, 3, 4].
Obnizona wrazliwo$¢ na ampicyling, amoksycyling 1 amoksycyling z kwasem
klawulanowym, brak wytwarzania P-laktamazy w tescie cefinazowym, a zwlaszcza
niepowodzenie terapeutyczne, powinny skioni¢ do przypuszczenia, ze mozemy mie¢ do
czynienia ze szczepem BLNAR. Jak do tej pory nie ma jednolitego schematu wykrywania tej
opornosci w oparciu o testy fenotypowe [3]. Optymalnym postgpowaniem byloby
zastosowanie metod biologii molekularnej (PCR) w celu wykrycia mutacji w genie f#sl,
kodujacym PBP3. Z metod fenotypowych najlepsze wyniki uzyskiwano stosujac
jednoczesnie krazki z ampicyling (2 pg) oraz z amoksycyling/kw. klawulanowym
(2 ng/1 pg). Strefa zahamowania wzrostu dla szczepéw BLNAR (dla obu krazkéw) wynosi
na ogét <13 mm, dla szczepéw wrazliwych =17 mm [8, 11]. MIC ampicyliny lub
amoksycyliny dla szczepéw BLNAR ma na ogdét warto§¢ =1 pg/ml, jednak opisywano
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szczepy tzw. lowBLNAR z wartoSciami MIC=0,5 pg/ml [6, 10]. Dla szczepéw wrazliwych
MIC ampicyliny ma zazwyczaj warto$¢ 0,25 pg/ml lub mniejsza. Druga metoda pozwalajaca
na dobre réznicowanie szczepéw wrazliwych od BLNAR, trudng jednak do zastosowania w
rutynowej diagnostyce, jest oznaczanie MIC amoksycyliny i amoksycyliny z kw.
klawulanowym metoda mikrorozcienczen (dla szczepéw BLNAR MIC >1 pg/ml) [3]. Na
Swiecie, a ostatnio w Polsce opisano juz takze szczepy H. influenzae dysponujace
jednocze$nie dwoma mechanizmami opornosci na ampicyling: zmianami w biatkach PBP
(BLNAR) i wytwarzajace -laktamazg, tzw. szczepy BLPACR (ang. B-lactamase-producing,
amoxicillin-clavulanic acid-resistant) [1, 4, 5, 10]. Szczepy BLNAR i BLPACR nalezy
przesyta¢ do KORLD.

7.3. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

Amoksycylina, amoksycylina z kwasem klawulanowym, azytromycyna, klarytromycyna,
cefaklor i cefuroksym to antybiotyki, ktére moga by¢ stosowane w terapii empirycznej
zakazen drég oddechowych wywotywanych przez H. influenzae. Oznaczanie wrazliwosci na

te leki jest istotne z powodow epidemiologicznych.

Tab. 7.1. ANTYBIOGRAM PODSTAWOWY

Antybiotyk Krazek Uwagi

Ampicylina 10 ug U szczepdw niewrazliwych na ampicyling konieczne
jest oznaczanie wytwarzania B-laktamaz krazkiem z
nitrocefing (test cefinazowy).

Wiyniki dla ampicyliny powinny by¢ wykorzystywane
do przewidywania wrazliwo$ci na amoksycyling.
Rzadko wystgpujace szczepy oporne na ampicyling i
nie wytwarzajace B-laktamazy (BLNAR) nalezy
oznacza¢ zgodnie ze schematem postgpowania
opisanym w punkcie 7.2. Szczepy podejrzane o
fenotyp BLNAR nalezy przesyta¢ do KORLD celem
potwierdzenia fenotypu.

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

Uwaga!
W sytuacji, gdy nie jest mozliwe wykonanie antybiogramu nalezy wykona¢ przynajmniej test
cefinazowy, w celu wykluczenia produkcji PB-laktamazy u wyhodowanych izolatéw

H. influenzae.
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7.4. ANTYBIOGRAM ROZRZERZONY

Stosowa¢ do oznaczen lekowrazliwosci izolatéw pochodzacych z ptynu moézgowo-
rdzeniowego, krwi oraz od pacjentéw z zagrozeniem zycia. Dla izolatow z ptynu mézgowo-
rdzeniowego nalezy rutynowo raportowa¢ wyniki badania lekowrazliwo$ci jedynie dla

ampicyliny, jednej z cefalosporyn IlI-generacji, chloramfenikolu i meropenemu [9].

Tab. 7.2. ANTYBIOGRAM ROZSZERZONY

Antybiotyk Krazek Uwagi
Cefotaksym lub ceftriakson 30 ug
Ceftazydym 30 ug
Chloramfenikol 30 ug Szczepy izolowane z ptynu mézgowo-rdzeniowego.
Aztreonam 30 ug
Meropenem 10 ug
Azytromycyna lub 15 ug Ze wzgledu na brak szczep6w opornych ustalono dla
klarytromycyna azytromycyny jedynie kategori¢ “wrazliwy” przy strefie
zahamowania wzrostu >12 mm. Interpretacja dla
klarytromycyny jest nastgpujaca: <10 mm oporny; 11-
12 mm - $redniowrazliwy; 213 mm - wrazliwy. Leki z
tej grupy stosowac jako leki drugiego rzutu, np. dla
pacjentéw uczulonych na penicyliny.
Rifampicyna 5ug Stosowa¢ wyjatkowo, jedynie w cigzkich zakazeniach
wieloopornymi szczepami, nie powinna by¢ stosowana
W monoterapii.
Tetracyklina 30 ug Szczepy wrazliwe na tetracykling sa takze wrazliwe na
doksycykling.
Ciprofloksacyna 5ug Oporno$¢ na fluorochinolony wystepuje niezwykle
rzadko; szczepy oporne nalezy przesta¢ do KORLD.
Uwaga!

Oznaczanie lekowrazliwo$ci H. parainfluenzae nalezy wykona¢é¢ jedynie w przypadku
zakazen inwazyjnych i wyhodowania z materialéw fizjologicznie jalowych. Doboér

antybiotykow i interpretacja wynikow taka sama jak dla H. influenzae.

7.5. Szczepy wzorcowe:

Haemophilus influenzae ATCC 49766 - stuzy do kontroli jakosci oznaczania wrazliwosci na
wybrane cefalosporyny (cefaklor, cefamandol, cefprozil, cefuroksym) w metodzie dyfuzyjno-

krazkowej oraz karbapenemy w metodach rozcienczeniowych (oznaczenie MIC).
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Haemophilus influenzae ATCC 49247 - szczep BLNAR, stuzy do kontroli jako$ci oznaczania
wrazliwos$ci na pozostate antybiotyki.

Haemophilus influenzae ATCC 10211 —stuzy do kontroli, czy stosowane podtoze HTM jest
wystarczajaco bogate w sktadniki odzywcze, by umozliwi¢ wzrost wymagajacych szczepéw
Haemophilus spp.

Escherichia coli ATCC 35218 — szczep stuzy do kontroli jako$ci oznaczania wrazliwosci na

amoksycyling/ kw. klawulanowy réwniez na podtozu HTM [9].
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