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Wykaz stosowanych skrotow

ATCC: Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych (ang. American Type Culture Collection)

ATU: Obszar niepewnosci technicznej (ang. Area of Technical Uncertainty)

BORSA: Staphylococcus aureus o granicznej wartosci MIC oksacyliny, ktéry nie niesie gendw mec; fenotyp opornosci na oksa-
cyline wynika z nadprodukcji penicylinazy (ang. borderline-oxacillin resistant S. aureus)

CAMHB: podtoze bulionowe Mueller-Hinton wzbogacone w kationy wapnia i magnezu (ang. Cation-adjusted Mueller-Hinton
broth), zalecane do oznaczen lekowrazliwosci przez CLSI. Jest odpowiednikiem podtoza bulionowego Mueller-Hinton wzbo-
gaconego w kationy wapnia i magnezu (ang. Mueller-Hinton broth, MHB) z zalecerh EUCAST.

CA-MRSA: pozaszpitalny S. aureus oporny na metycyline (ang. community-associated MRSA); skrét moze tez oznaczac po-
zaszpitalne zakazenie szczepem MRSA

CC: kompleks klonalny grupujacy szczepy S. aureus o typach sekwencyjnych (ST) posiadajgcych wspdlny profil co najmniej
5 z 7 alleli sekwencjonowanych fragmentéw gendw (ang. clonal complex)

CFU: jednostka tworzaca kolonie (ang. Colony Forming Unit)

CLSI: Instytut Standarddéw Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute)

CO-MRSA: szpitalne zakazenie szczepem MRSA, ktére rozpoczeto sie poza szpitalem (ang. community-onset MRSA)

CoNS: gronkowce koagulazo-ujemne (ang. coagulase negative staphylococci)

EUCAST: Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)

FA-MRSA: odzwierzecy S. aureus (pochodzacy od trzody chlewnej) oporny na metycyline (ang. farm-associated MRSA)
HA-MRSA: szpitalny S. aureus oporny na metycyline (ang. hospital-associated MRSA); skrot moze tez oznaczaé szpitalne
zakazenie szczepem MRSA

heMRSA: S. aureus o heterogennej ekspresji opornosci na metycyline (ang. heterogeneous MRSA)

hoMRSA: S. aureus o homogennej ekspresji opornosci na metycyline (ang. homogeneous MRSA)

HO-MRSA: szpitalne zakazenie szczepem MRSA, ktore rozpoczeto sie w szpitalu (ang. hospital-onset MRSA)

KORLD: Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustrojéw

LA-MRSA: odzwierzecy S. aureus (pochodzacy od zwierzat hodowlanych) oporny na metycyline (ang. livestock-associated
MRSA)

mecA-MRSA: S. aureus oporny na metycyline, niosgcy gen mecA; analogicznie mecC-MRSA - niosgcy gen mecC

MHA: podtoze agarowe Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton agar)

MHB: podtoze bulionowe Mueller-Hinton wzbogacone w kationy wapnia i magnezu (ang. Mueller-Hinton broth), zalecane do
oznaczen lekowrazliwosci przez EUCAST. Jest odpowiednikiem podtoza bulionowego Mueller-Hinton wzbogaconego w katio-
ny wapnia i magnezu (ang. Cation-adjusted Mueller-Hinton broth, CAMHB) z zalecen CLSI.

MIC: najmniejsze stezenie hamujgce (ang. minimal inhibitory concentration)

MLST: metoda typowania bakterii polegajgca na analizie sekwencji nukleotydowych fragmentéw kilku, wybranych dla dane-
go gatunku, gendw (ang. multilocus sequence typing)

MODSA: S. aureus o granicznej wartosci MIC oksacyliny, ktory nie niesie genéw mec; fenotyp opornosci na oksacyline wynika
z obecnosci mutacji punktowych w genach kodujacych naturalne biatka PBP (ang. modified oxacillin resistant S. aureus)
MRCNS: gronkowce koagulazo-ujemne oporne na metycyline (ang. methicillin-resistant coagulase negative staphylococci)
MRS: gronkowce oporne na metycyline (ang. methicillin-resistant staphylococci)

MRSA: S. aureus oporny na metycyline (ang. methicillin-resistant S. aureus)

MRSE: Staphylococcus epidermidis oporny na metycyline (ang. methicillin-resistant S. epidermidis)
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MSCNS: gronkowce koagulazo-ujemne wrazliwe na metycyline (ang. methicillin-susceptible coagulase negative staphy-
lococci)

MSSA: S. aureus wrazliwy na metycyline (ang. methicillin-susceptible S. aureus)

MSSE: S. epidermidis wrazliwy na metycyline (ang. methicillin-susceptible S. epidermidis)

NCTC: Narodowa Kolekcja Kultur Typowych (ang. National Collection of Type Cultures)

OS-MRSA: S. aureus, u ktdrego potwierdzono obecnosc genu mecA, wrazliwy na cefoksytyne i oksacyline ze wzgledu na
brak aktywnosci tego genu (ang. oxacillin-susceptible MRSA)

PBP: biatko wigzace penicyline (ang. penicillin binding protein)

PCR: reakcja taricuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PRSA: S. aureus oporny na penicyline wytgcznie w mechanizmie zwigzanym z wytwarzaniem B-laktamaz (ang. penicilin-
-resistant S. aureus)

PVL: leukocydyna (cytotoksyna) Panton-Valentine’a (ang. Panton-Valentine leukocidin)

SCCmec: gronkowcowa kaseta chromosomalna mec (ang. staphylococcal cassette chromosome mec)

ST: typ sekwencyjny, okreslany na podstawie wynikdw uzyskanych metodga MLST oraz bazy danych MLST dla danego
gatunku drobnoustroju (ang. sequence type)

TSA: agar tryptonowo-sojowy (ang. Trypticase Soy Agar)
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Przedstawione w niniejszym opracowaniu Rekomendacje zostaty przygotowane na podstawie Tabel interpretacji wartosci
granicznych najmniejszych stezen hamujacych oraz wielkosci stref srednic zahamowania wzrostu bakterii w metodzie dy-
fuzyjno-krazkowej EUCAST, wersja 11.0, wazna od 2021-01-01 . W przypadku braku opisu w w/w dokumencie niektérych,

dodatkowo zamieszczonych metod, stosowano zalecenia przedstawione w innych, cytowanych publikacjach.

Wedtug aktualnych zalecern EUCAST ! wartosci graniczne, o ile nie wskazano inaczej, dotyczg wszystkich przedstawicieli

rodzaju Staphylococcus.

e Wartosci graniczne dla S. aureus, o ile nie wskazano inaczej, majg rowniez zastosowanie do innych gatunkéw gronkow-
cow koagulazo-dodatnich: S. argenteus, S. schweitzeri, S. intermedius, S. pseudintermedius i S. coagulans (wczesniej
S. schleiferi podgatunek coagulans).

e Gronkowce koagulazo-ujemne obejmujg nastepujgce gatunki: S. capitis, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis, S. hyicus, S. lugdunensis, S. pettenkoferi, S. saprophyticus, S. schleiferi, S. sciuri, S. simulans, S. warneri
i S. xylosus. W ich przypadku, o ile nie wskazano inaczej, nalezy stosowac wartosci graniczne dla ,,gronkowcéw koagulazo-
-ujemnych”.

e W przypadku S. saccharolyticus nalezy stosowaé metodologie i wartosci graniczne dla Gram-dodatnich bakterii beztle-

nowych.

Bakterie z rodzaju Staphylococcus, tak jak inne bakterie Gram-dodatnie, s naturalnie oporne na aztreonam, temocyline,
polimyksyne B/ kolistyne i kwas nalidiksowy. Charakteryzujg sie ponadto opornoscig na ceftazydym, a niektére gatunki, do-
datkowo, naturalng opornoscia na fosfomycyne (S. saprophyticus i S. capitis), kwas fusydowy (S. saprophyticus) i nowobiocy-

ne (S. saprophyticus, S. cohniii S. xylosus) 2.
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1. Opornos¢ na antybiotyki B-laktamowe

Gronkowce posiadajg wiele roznych mechanizmow opornosci nabytej, wsréd ktérych najwieksze znaczenie kliniczne i epi-

demiologiczne ma opornosé na antybiotyki B-laktamowe.
1.1. Mechanizmy opornosci na antybiotyki B-laktamowe

U gronkowcdw wyrdznia sie dwa podstawowe, nabyte mechanizmy opornosci na antybiotyki -laktamowe:
e wytwarzanie B-laktamaz (tzw. penicylinaz gronkowcowych), nadajgcych opornosé na penicyliny naturalne, amino-
i ureidopenicyliny; oraz
e wytwarzanie nowych biatek PBP, PBP2a (PBP2’), PBP2b lub PBP2c, o niskim powinowactwie do -laktaméw, na-
dajacych opornosc na wszystkie antybiotyki B-laktamowe stosowane obecnie w leczeniu, z wyjatkiem ceftaroliny
i ceftobiprolu. Opornos¢ ta okreslana jest jako opornos¢ na metycyline, poniewaz zostata zaobserwowana po raz
pierwszy wobec metycyliny, tj. pierwszej pdétsyntetycznej penicyliny przeciwgronkowcowe;j.

Wytwarzanie B-laktamaz, wynikajace z nabycia genu blaZ, ma najczesciej charakter indukowalny, co oznacza, ze zachodzi
w obecnosci antybiotyku B-laktamowego 3. Szczepy S. aureus oporne na antybiotyki -laktamowe, wytacznie w mechanizmie zwig-

zanym z produkcjg penicylinaz gronkowcowych, nazywane sg opornymi na penicyline (ang. penicilin-resistant S. aureus, PRSA).

Szczepy gronkowcow wytwarzajace B-laktamaze sg oporne na penicyline, ampicyline, amoksycyline, oraz

ureidopenicyliny (np. piperacyline) i tikarcyline.

Szczepy, ktorych jedynym mechanizmem opornosci na B-laktamy jest wytwarzanie B-laktamaz s3 wrazliwe na tzw.
penicyliny przeciwgronkowcowe, oporne na dziatanie penicylinaz gronkowcowych, takie jak metycylina (obecnie
niestosowana), nafcylina oraz penicyliny izoksazolilowe: oksacylina, kloksacylina (jedyna dostepna w Polsce, Syntarpen),
dikloksacylina, flukloksacylina, penicyliny z inhibitorami, a takze na wiele cefalosporyn (najwiekszg aktywnos¢ wobec

gronkowcow wykazujg cefalosporyny 1 i Il generacji) i imipenem.

UWAGA: Wrazliwo$¢ in vitro nie zawsze oznacza wrazliwosc kliniczna.

Ocenia sie, ze okoto 80-90% szczepow S. aureus wytwarza B-laktamazy, dlatego w badaniach rutynowych, prowadzonych

przez laboratoria mikrobiologiczne, oznaczanie wrazliwosci na penicyline dla tego gatunku mozna poming¢.

Z klinicznego i epidemiologicznego punktu widzenia najwainiejszym mechanizmem opornosci na antybiotyki
B-laktamowe u Staphylococcus spp. jest opornosé na metycyline (opisywana w literaturze réwniez jako opornos¢ na oksa-
cyline). S. aureus oporny na metycyline jest klasyfikowany jako patogen alarmowy. Gronkowce oporne na metycyline ozna-
czane sg skrétami: MRSA (ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus lub meticillin-resistant Staphylococcus aureus)
- S. aureus oporny na metycyline, MRSE (ang. methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis) - S. epidermidis oporny na
metycyline lub MRCNS (ang. methicillin-resistant coagulase negative staphylococci) - gronkowce koagulazo-ujemne oporne
na metycyline. Dla odrdznienia, S. aureus wrazliwy na metycyline okreslany jest skrétem MSSA (ang. methicillin-susceptible
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S. aureus), S. epidermidis wrazliwy na metycyline - MSSE (ang. methicillin-susceptible S. epidermidis), a gronkowce koagula-

zo-ujemne wrazliwe na metycyline - MSCNS (ang. methicillin-susceptible coagulase negative staphylococci).

Opornos¢ na metycyline u S. aureus warunkowana jest obecnoscig nabytych gendw mecA, mecB lub mecC (wczesniej
mecA ,,..) kodujacych, odpowiednio, dodatkowe biatko wigzgce penicyling (ang. penicillin binding protein, PBP): PBP2a
(PBP2’), PBP2b lub PBP2c *5. Geny mecA i mecC zlokalizowane sg w chromosomie S. aureus i stanowig cze$¢ gronkowcowej
kasety chromosomalnej mec (ang. staphylococcocal cassette chromosome mec, SCCmec), przy czym gen mecC zidentyfi-
kowano dotychczas tylko w jednym z 13 typow opisanych kaset, SCCmecXI| 7. Najczesciej wykrywany na catym Swiecie gen
mecA wystepuje w roznych liniach genetycznych, zaréwno MRSA jak MRCNS, izolowanych od ludzi, w sSrodowisku szpitalnym
i pozaszpitalnym, oraz od zwierzat. Z kolei wystepowanie genu mecC jest ograniczone do kilku linii genetycznych S. aureus
oraz kilku innych gatunkdéw z rodzaju Staphylococcus. Szczepy mecC-MRSA wystepujg u zwierzat, gtdwnie kréw, chociaz sg
réwniez izolowane z nosicielstwa i zakazen u ludzi ®#°. Gen mecB, opisany dotychczas w jednym szczepie MRSA, wyhodowa-

nym z nosicielstwa u cztowieka, zlokalizowany jest w plazmidzie °.

W odrdéznieniu od aktywnosci naturalnych biatek komdrkowych PBP (PBP1, PBP2, PBP3 i PBP4), biorgcych udziat w synte-
zie peptydoglikanu sciany komdrkowej, aktywnos¢ enzymatyczna biatek PBP2a-c nie jest hamowana przez B-laktamy z po-
wodu ich obnizonego powinowactwa do tych antybiotykdéw. Nabyte biatka PBP zachowujg wiec swojg funkcje i uczestnicza
w syntezie $ciany komdrkowej, a ich wytwarzanie zachodzi w obecnosci B-laktamu. Wyjatek stanowig cefalosporyny V gene-
racji, ceftarolina i ceftobiprol, ktore skutecznie hamujg aktywnos¢ biatek PBP kodowanych przez geny mecA, mecB i mecC.

Ekspresja opornosci na metycyline u S. aureus moze mie¢ charakter heterogenny (ang. heterogeneous MRSA, heMRSA), gdy
w badaniach in vitro w danej populacji komorek tylko nieznaczna ich frakcja (10°-10° komadrek) wykazuje fenotyp opornosci, lub
homogenny (ang. homogeneous MRSA, hoMRSA), gdy wszystkie komdrki badanej populacji wykazujg fenotyp opornosci 1%,
Ekspozycja na antybiotyki B-laktamowe szczepdw o heterogennej opornosci na metycyline prowadzi do selekcji mutantéw o opor-
nosci homogennej 2. Zaréwno szczepy o hetero- jak homogennej opornosci na metycyline sg klinicznie oporne na wszystkie anty-
biotyki B-laktamowe, z wyjatkiem ceftaroliny i ceftobiprolu. Rozréznienie hetero- i homogennej ekspresji opornosci na metycyline
u S. aureus, a takze okreslenie poziomu heterogennosci, umozliwia metoda przeglagdowa z metycyling w podtozu 34, Przyktadowy

wzrost hodowli szczepdw S. aureus o hetero- i homogennej ekspresji opornosci na metycyline przedstawia Ryc. 1, ponizej.

Rycina 1. Obraz wzrostu szczepéw S. aureus MIKROBANK 14.001 o heterogennej (A) i MIKROBANK 14.002 o homogennej (B)
ekspresji opornosci na metycyline; hodowla nocna bakterii (100 pL) na podtozu TSA z metycyling (25 mg/L).
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Opornos¢ na metycyline oznacza brak wrazliwosci klinicznej na wszystkie antybiotyki B-laktamowe stosowane

w terapii, z wyjatkiem cefalosporyn V generacji — ceftaroliny i ceftobiprolu.

Szczepy z rodzaju Staphylococcus oporne na metycyline sg z definicji wielolekooporne, poniewaz wykazujg
niewrazliwos$¢ na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub wiekszej liczby klas antybiotykéw B-laktamowych *°.

1.2. Epidemiologia MRSA

Zakazenia o etiologii MRSA wystepowaty poczatkowo wytgcznie w szpitalach. Pdzniej zaczeto je réwniez obserwowac
w zaktadach opieki zdrowotnej oraz wsrdd oséb majgcych zawodowy kontakt z tymi srodowiskami. W latach 80. szczepy
MRSA pojawity sie réwniez u oséb niemajacych kontaktu z placdwkami opieki zdrowotnej, a czestos¢ wywotywanych przez
nie zakazen zaczeta istotnie wzrasta¢. Wprowadzono wéwczas podziat zakazenn MRSA na szpitalne (ang. hospital-acquired
MRSA, HA-MRSA) i pozaszpitalne (ang. community-acquired MRSA, CA-MRSA). Z czasem typowe pozaszpitalne szczepy
MRSA zaczety wywotywac ogniska epidemiczne w szpitalach i zaistniata wéwczas koniecznos¢ stworzenia systemu klasyfika-
cji zakazen wywotywanych przez szczepy S. aureus oporne na metycyling. W Tab. 1 podano, zaproponowang przez Klevens
i wsp. ¢, najczesciej stosowanga klasyfikacje epidemiologiczng zakazers wywotywanych przez szczepy MRSA w zaleznosci od

miejsca nabycia zakazenia.

Tabela 1. Definicje stosowane w klasyfikacji epidemiologicznej zakazen Staphylococcus aureus opornych na metycyline

(MRSA), w zaleznosci od miejsca nabycia szczepu wg Klevens i wsp. !¢, zmodyfikowane.

Klasyfikacja epidemiologiczna Definicja

Zakazenie zwigzane z opieka zdrowotng (ang. healthcare-associated MRSA)

Zakazenie o poczatku szpitalnym* Zakazenia zdiagnozowane po 48 godz. hospitalizacji;

(ang. hospital-onset MRSA, HO-MRSA) Dopuszczalne jest wystgpienie czynnikéw ryzyka, takich jak w zakazeniu CO-MRSA
Zakazenie o poczatku pozaszpitalnym Zakazenia zdiagnozowane w pierwszych 48 godz. hospitalizacji;

(ang. community-onset MRSA, CO-MRSA) Udokumentowany co najmniej jeden czynnik ryzyka zwigzany z opieka zdrowotna:

(1) obecnos¢ cewnika, sondy dozotagdkowej itp.

(2) wczesniejsze zakazenie/kolonizacja MRSA;

(3) wykonany zabieg chirurgiczny, hospitalizacja, dializy lub przebywanie w domu
opieki dtugoterminowej w okresie 12 m-cy poprzedzajacych wyhodowanie MRSA

Zakazenie pozaszpitalne (ang. community-associated MRSA, CA-MRSA)

Zakazenia zdiagnozowane w pierwszych 48 godz. hospitalizacji;
Brak udokumentowanych czynnikéw ryzyka zwigzanych z opiekg zdrowotng

* W literaturze okreslane tez jako szpitalne zakazenie MRSA (ang. hospital-associated MRSA, HA-MRSA)
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Szczepy MRSA izolowane z zakazen szpitalnych (ang. hospital-associated MRSA, HA-MRSA), sg czesto oporne na antybiotyki in-
nych klas niz 3-laktamy, takie jak tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, aminoglikozydy, fluorochinolony, a réwniez na trimetoprim/
sulfametoksazol, kwas fusydowy, rifampicyne i chloramfenikol 1. W grupie te]j najczesciej opisywane sg rowniez gronkowce
oporne na linezolid, chinupristyne/dalfopristyne i daptomycyne oraz o obnizonej wrazliwosci lub oporne na glikopeptydy (wan-
komycyne i teikoplaning) 224, Ta powszechna opornos¢ szczepdw HA-MRSA na wiele klas antybiotykow jest nastepstwem selekcji

réznych mechanizméw w wyniku szeroko stosowanej terapii antybiotykowej w sSrodowisku zwigzanym z opieka zdrowotna.

Szczepy MRSA izolowane z zakazen pozaszpitalnych (ang. community-associated MRSA, CA-MRSA) charakteryzuje zazwy-
czaj wrazliwos¢ na antybiotyki inne niz B-laktamy 2>, chociaz zdarzajg sie szczepy oporne na dodatkowe klasy antybioty-
kéw, gtéwnie tetracykliny, makrolidy, linkozamidy i fluorochinolony #%°. Szczepy CA-MRSA wywotujg najczesciej pierwotne,
ostre ropne zakazenia skory i tkanek miekkich (ropnie, czyraki) oraz, rzadziej, martwicze zapalenie ptuc, najczesciej jako
powiktanie pogrypowe *. Nie rozstrzygnieto dotychczas czy zmiany martwicze, obserwowane w obrazie klinicznym zakazen
wywotywanych przez szczepy CA-MRSA, zwigzane s3 z wytwarzaniem leukocydyny Panton-Valentine’a (ang. Panton-Valen-

tine leukocidin, PVL) ¥, czy kluczowa role w patogenezie odgrywajg tto genetyczne i udziat kilku czynnikéw zjadliwosci 3132,

Szczepy HA-MRSA i CA-MRSA nalezg do odmiennych linii genetycznych, niosg rézne kasety SCCmec i charakteryzuja sie zréz-
nicowanym wytwarzaniem toksyn 3334 W Polsce wsrdd szczepdw szpitalnych dominuje kompleks klonalny (ang. clonal complex,

CC) CC5, a pozaszpitalnych - CC59. Izolaty z kompleksu CC59 niosa geny lukS/lukF-PV, kodujace leukocydyne PVL.

Szczepy MRSA wystepujg rowniez u zwierzat gospodarskich (Swinie, bydto, konie, dréb) i domowych (koty, psy), przy czym
zwierzeta domowe s3g najczesciej kolonizowane i zakazane przez szczepy MRSA pochodzenia ludzkiego. Obserwowane jest takze
nosicielstwo i zakazenia u ludzi wywotywane przez oporne na metycyline szczepy S. aureus pochodzgce od zwierzat gospodarskich.
Takie odzwierzece szczepy MRSA, poczgtkowo identyfikowane u trzody chlewnej i w Srodowisku chlewni oraz w przypadkach
kolonizacji hodowcow s$win, pracownikdw chlewni, rzezni i lekarzy weterynarii, charakteryzowaty sie unikatowymi cechami
w typowaniu molekularnym i zostaty okreslone jako FA-MRSA (ang. farm-associated MRSA). Po zidentyfikowaniu szczepéw
o0 podobnej charakterystyce molekularnej réwniez u innych zwierzat hodowlanych nazwe te zmieniono na LA-MRSA (ang.
livestock-associated MRSA). W Europie, takze w Polsce, przewazajgcy odsetek szczepéw LA-MRSA nalezy do jednego kompleksu
klonalnego CC398, podczas gdy w Azji - gtéwnie do CC9 3%, Szczepy LA-MRSA, poza opornoscig na -laktamy, charakteryzuja sie
z reguly opornoscig na tetracykliny, a niekiedy rowniez na erytromycyne i linkozamidy (klindamycyne i linkomycyne) lub jedynie na
linkozamidy, przy zachowanej wrazliwosci na makrolidy 3°. Sporadycznie opisywane s3 szczepy LA-MRSA oporne jednoczesnie na

kilka klas antybiotykdw innych niz B-laktamy lub oporne na chinupristyne/dalfopristyne, chloramfenikol i linezolid 4.

Odrebng grupe wsrdd LA-MRSA stanowig S. aureus niosgce gen mecC. Nalezg one do kilku linii genetycznych, z dominu-
jacym i najbardziej rozprzestrzenionym kompleksem klonalnym CC130 #2%3, Szczepy niosgce gen mecC opisywane s3 gtéwnie
w Europie, chociaz ostatnio coraz czesciej pojawiajg sie doniesienia o ich obecnosci w innych czesciach swiata **8, W Pol-
sce dotychczas nie zidentyfikowano mecC-MRSA, co moze wynikaé z faktu, ze odrdznienie izolatdow S. aureus niosacych gen
mecA od niosgcych mecC jest w warunkach diagnostycznego laboratorium mikrobiologicznego trudne i wymaga zawsze po-
twierdzenia metodg PCR ze specyficznymi starterami *° lub testami komercyjnymi 0. Szczepy MRSA niosgce gen mecA lub
mecC sg oporne na cefoksytyne, ale w przeciwienstwie do szczepdw mecA-MRSA, ktdére z reguty s3 oporne réwniez na
oksacyline, szczepy mecC-MRSA s3 czesto wrazliwe na ten antybiotyk®3. Rdznica ta najprawdopodobniej wynika z fak-
tu, ze powinowactwo biatka PBP2a do oksacyliny i cefoksytyny jest porownywalne, natomiast w przypadku PBP2c jest ono
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czterokrotnie wyzsze do oksacyliny niz cefoksytyny 4. Zréznicowanie profilu opornosci na cefoksytyne i oksacyline moze utatwié¢
identyfikacje szczepdw niosgcych gen mecC, przy czym nalezy pamietac, ze wsrod mecA-MRSA zdarzajg sie szczepy wrazliwe na
oksacyline, a wsréd mecC-MRSA szczepy oporne na ten antybiotyk 8. Poniewaz odsetek szczepdw mecC-MRSA pochodzacych od
ludzi jest niski *> wydaje sie, ze co najwyzej potowa szczepdw MRSA o fenotypie ,wrazliwy na oksacyline/oporny na cefoksytyne”

moze nie$¢ gen mecC .

1.3. S. aureus o granicznej wartosci MIC oksacyliny

W literaturze opisywane sg rowniez szczepy S. aureus charakteryzujace sie graniczng wartoscig MIC oksacyliny, ktore nie

niosg genoéw mec .

Szczepy takie wystepuja rzadko i reprezentuja fenotypy BORSA (ang. borderline-oxacillin resistant S. aureus) oraz MODSA
(ang. modified S. aureus). Fenotyp BORSA wynika gtéwnie z nadprodukcji penicylinazy, a charakteryzujace sie nim szczepy
wykazujg wrazliwos¢ na inhibitory B-laktamaz. Fenotyp MODSA jest zwigzany z obecnosciag mutacji w genach kodujacych
naturalne biatka PBP, powodujacych obnizenie powinowactwa tych biatek do B-laktaméw, lub mutacji w genach, ktdérych
produkty wptywaja na nadprodukcje biatek PBP w komdrce bakterii. Szczepy o tym fenotypie nie wykazuja wrazliwosci na
inhibitory B-laktamaz. Niektdrzy autorzy okreslajg oba wspomniane fenotypy jako BORSA 7.

Identyfikacja fenotypu BORSA i MODSA jest trudna i opiera sie przede wszystkim na wynikach okreslenia wartosci najmniej-
szych stezern hamujacych (ang. minimal inhibition concentration, MIC) oksacyliny. Zazwyczaj szczepy o takich fenotypach cha-
rakteryzuja sie niskimi wartosciami MIC oksacyliny (2 do 12 mg/L) i MIC cefoksytyny (4 do 8 mg/L) 57%°. W przesztosci, kiedy do
wykrywania szczepow S. aureus opornych na metycyline stosowano metode oznaczania MIC oksacyliny, szczepy BORSA btednie

identyfikowano jako MRSA, co miato bezposrednie przetozenie na stosowang terapie i postepowanie epidemiologiczne.

Zasadniczo, wytyczne EUCAST ! nie zalecaja przeprowadzania systematycznych badan przesiewowych S. aureus w kie-
runku fenotypu o granicznej wartosci MIC oksacyliny. Chociaz, w przypadku jesli badanie przesiewowe opornosci na me-
tycyline z uzyciem krazka z cefoksytyna (30 ug) daje wynik ujemny i MIC oksacyliny jest > 4 mg/L, EUCAST zaleca badanie

w kierunku fenotypu BORSA, o ile s3 ku temu wskazania kliniczne .

1.4. Wykrywanie MRSA i MRCNS

Historycznie, izolaty z rodzaju Staphylococcus oporne na penicyliny przeciwgronkowcowe okreslano jako ,izolaty oporne na
metycyline”. Dlatego nadal stosowane sg wobec nich skréty MRSA lub MRCNS, chociaz sama metycylina, najstarsza z potsyn-
tetycznych penicylin przeciwgronkowcowych, ze wzgledu na niskg aktywnos¢, matg stabilnosé i toksycznosé, nie jest antybioty-
kiem z wyboru do testowania lub leczenia. Kolejng penicyling przeciwgronkowcowg uzywang, przez wiele lat, do wykrywania
opornosci na metycyline byta oksacylina. Z jej wykorzystaniem opracowano kilka réznych, stosowanych do dzisiaj, metod wy-
krywania opornosci i wprowadzono termin ,,izolaty oporne na oksacyline”, stosowany zamiennie z terminem ,izolaty oporne na
metycyline”. Obecnie, opornosé na metycyline jest wykrywana przede wszystkim za pomocg cefoksytyny (cefamycyna), chociaz
w przypadku niektérych gatunkéw gronkowcéw nadal rekomendowane jest stosowanie oksacyliny. W zaleceniach EUCAST *
uzywany jest termin ,,opornos$¢ na metycyline”, a w CLSI % - ,,oporno$¢ na metycyline (oksacyline)”. Termin ,,opornosc¢ na ce-

foksytyne” nie jest stosowany, poniewaz cefoksytyna nie jest wykorzystywana w leczeniu zakazern gronkowcowych. Stuzy
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wytacznie jako antybiotyk wskaZnikowy, ktory z wysoka czutoscia i specyficznoscig wykrywa opornos¢ na metycyline, w tym
heterogennga, w szczepach niosgcych geny mecA lub mecC %. W antybiogramie, dla zaznaczenia opornosci na metycyline,

nalezy uzy¢ komentarza ,,szczep MRSA” i ewentualnie dodac informacje ,,szczep oporny na kloksacyline”.

Opornos¢ na metycyline u S. aureus mozna oznaczac réoznymi metodami fenotypowymi, takimi jak: metoda dyfuzyjno-
-krgzkowa z uzyciem krazka z cefoksytyng, metoda przegladowa z oksacyling w podtozu, okreslenie wartosci MIC cefoksytyny
lub oksacyliny, testy aglutynacji lateksowej lub immunochromatograficzne wykrywajgce biatka PBP2a i PBP2c, oraz metoda-

mi genetycznymi wykrywajgcymi geny mecA, mecB i mecC, najczesciej przy uzyciu techniki PCR.

Zgodnie z zaleceniami EUCAST ?, oznaczanie wrazliwosci na metycyline u wszystkich gatunkéw gronkowcdw, z wyjat-
kiem S. pseudintermedius i S. schleiferi, nalezy wykonywa¢ metodg dyfuzyjno-krazkowa z uzyciem krazka z cefoksytyna
(30 pg). W przypadku S. pseudintermedius i S. schleiferi zalecane jest stosowanie krazka z oksacyling (1 pg). Inkubacja
powinna by¢ prowadzona w atmosferze tlenowej, w temp. 35+1°C przez 18+2h.

Zalecenia CLSI ** dopuszczaja stosowanie u gronkowcdw rdéznych, w zaleznosci od gatunku, fenotypowych metod wykry-
wania opornosci na metycyline (oksacyline) (Tab. 2). We wszystkich tych metodach rekomendowana jest inkubacja w temp.
33 - 35°C, poniewaz, wedtug zalecen, testy prowadzone w temp. powyzej 35°C mogg nie wykrywac tej opornosci.

Oznaczanie wrazliwosci na metycyling izolatow S. aureus, ktére stabo rosna na podtozach MHA i CAMHB, przyktadowo
tzw. small-colony variants, nie powinno by¢ przeprowadzane na innych podtozach ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania
niewiarygodnych wynikéw opornosci wynikajgcej z obecnosci genu mecA. W przypadku tego typu izolatéw nalezy prze-
prowadzi¢ test w kierunku obecnosci PBP2a, po wczesniejszej indukcji wytwarzania biatka za pomocg cefoksytyny (patrz

pkt 2.4). Mozna przeprowadzi¢ rowniez wykrywanie genu mecA metodg PCR 3.

Tabela 2. Zestawienie fenotypowych metod wykrywania opornosci na metycyline (oksacyline) u Staphylococcus spp. wedtug CLSI *3.

Cefoksytyna Oksacylina
Gatunek
Krazek (30 ug) Krazek (1 ug) | Agar z NaCl*

S. aureus Tak (16-20h)? Tak® (16-18h) Tak (24h) Nie Tak (24h)
S. lugdunensis Tak (16-20h) Tak (16-18h) Tak (24h) Nie Nie
S. epidermidis Nie Tak (24h) Tak (24h) Tak (16-18h) Nie
S. pseudintermedius Nie Nie Tak (24h) Tak (16-18h Nie
S. schleiferi Nie Nie Tak (24h) Tak (16-18h) Nie
Staphylococcus spp. (niewymienione powyzej lub . . .

o ) Nie Tak (24h)* Tak (24h)* Nie Nie
niezidentyfikowane do gatunku)

! patrz Metoda przeglagdowa, pkt 2.6 2 W nawiasach podano zalecany czas inkubacji 3 Podkreslono metode zalecang przez EUCAST *

4 W przypadku izolatéw nalezacych do kategorii ,,Staphylococcus spp. (niewymienione powyzej lub niezidentyfikowane do gatunku)” wyhodowanych z ciez-
kich zakazen, dla ktérych wartosci MIC oksacyliny mieszcza sie w zakresie 1-2 pug/mL, zalecenia CLSI sugeruja przeprowadzenie analizy w kierunku obec-
nosci mecA lub PBP2a, poniewaz s3 to najbardziej wiarygodne metody wykrywania u nich opornosci na metycyline (oksacyling). Zalecenia CLSI podaja, ze
metoda dyfuzyjno-kragzkowa z uzyciem krazka z cefoksytyng moze nie dawac wiarygodnych wynikdw dla niektérych gatunkéw nalezacych do tej kategorii
(np. S. haemolyticus).
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Zalecana przez CLSI metoda przegladowa, z oksacyling w podtozu, do oznaczania opornosci na metycyline (oksacyline)
moze by¢ stosowana jako metoda wykrywania opornosci na metycyline jedynie u S. aureus. W przypadku niejednoznacznych

wynikow uzyskanych tg metoda, wynik nalezy potwierdzi¢ stosujgc inne metody fenotypowe lub genetyczne.

Metody genetyczne, wykrywajgce obecnos¢ genow mecA, mecB i mecC technikg PCR, nadal uznawane s3 za ,ztoty
standard” i powinny by¢ wykonywane w przypadku uzyskania niejednoznacznych wynikow metodami fenotypowymi,

zaréwno w przypadku S. aureus jak i innych gatunkéw z rodzaju Staphylococcus.

Niezwykle rzadko wystepujgce izolaty S. aureus, u ktérych potwierdzono metodami molekularnymi obecnos¢ genu mecA,
a ktdre sg wrazliwe na cefoksytyne i oksacyline, ze wzgledu na brak aktywnosci tego genu (ang. oxacillin-susceptible MRSA,
0S-MRSA) 3, powinny by¢ raportowane jako MRSA 2, Wydaje sie, ze taka sama zasada powinna dotyczy¢ izolatéw wrazli-

wych na cefoksytyne i oksacyline niosgcych geny mecB i mecC, chociaz obecnie nie ma takich zalecen.

Dostepne testy aglutynacji lateksowej lub immunochromatograficzne, wykrywajace biatko PBP2a, daja miarodajne
wyniki jedynie w przypadku opornych na metycyline izolatéw S. aureus niosacych gen mecA. Dla zwiekszenia wykrywal-
nosci izolatdéw opornych na metycyline zalecana jest, przed wykonaniem testu, indukcja ekspresji gendw mec przy uzyciu
krazka z cefoksytyng (patrz pkt 2.4).

Izolaty z zakazen inwazyjnych, podejrzane o fenotyp MRS i sprawiajace trudnosci diagnostyczne nalezy, w celu
potwierdzenia, przesyta¢ do KORLD.

2. Metody oznaczania lekowrazliwosci i wykrywania mechanizmow

opornosci Staphylococcus spp. na antybiotyki B-laktamowe

Zgodnie z zaleceniami EUCAST ! podstawowga metoda wykrywania opornosci na antybiotyki B-laktamowe u Staphylo-
coccus spp. w badaniu przesiewowym jest oznaczenie opornosci na metycyline metodg dyfuzyjno-krgzkowq z uzyciem
krazka z cefoksytyna (30 ug). W przypadku S. pseudintermedius i S. schleiferi w badaniu przesiewowym stosowana jest
metoda dyfuzyjno-krazkowa z uzyciem krazka z oksacyling (1 pg).

Dla nielicznych antybiotykéw B-laktamowych (penicylina benzylowa dla S. aureus i S. lugdunensis, ceftarolina i ceftobiprol
dla S. aureus) wykonywane jest réwniez oznaczanie lekowrazliwosci metodg dyfuzyjno-krazkows i/lub za pomocg okreslania
wartosci MIC. Natomiast w przypadku S. saprophyticus wykonywane jest oznaczanie lekowrazliwosci metodg dyfuzyjno-

-krazkowa z uzyciem krazka z ampicyling.
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Przygotowanie inokulum oraz rozcienczen leku w celu okreslenia wartosci MIC metodg mikrorozcienczen w podtozu ptyn-
nym MHB (Mueller-Hinton broth) powinno by¢ przeprowadzane zgodnie z Polskg Normg PN-EN ISO 20776-1:2007, bedaca
polskg wersjg Normy Europejskiej EN ISO 20776-1:2006, zalecanej przez EUCAST *. Koricowa gestos¢ inokulum powinna
wynosi¢ 5 x 10° CFU/mL (zakres od 2 x 10° do 8 x 10° CFU/mL).

Oznaczanie metodg dyfuzyjno-krgzkowa i przy uzyciu paska gradientowego wykonywane jest na podtozu statym MHA
(Mueller-Hinton agar), z zawiesing bakteryjng o gestosci optycznej 0,5 McFarlanda; inkubacja 18+2h w temp. 35+1°C, w at-

mosferze tlenowej.

2.1. Oznaczanie wrazliwosci S. aureus i S. lugdunensis na penicyline *

Oznaczanie wrazliwosci na penicyline wykonywane jest wytacznie dla izolatéw S. aureus i S. lugdunensis; nie opracowano
wiarygodnej metody dla pozostatych gatunkéw gronkowcodw. Mozna stosowac metode dyfuzyjno-krgzkowa z uzyciem krazka

z penicyling benzylowg (1 jednostka) lub metode okreslania wartosci MIC penicyliny benzylowe;j.

Metoda dyfuzyjno-krgzkowa
e Podtoze state: MHA
e  Krazek z penicyling benzylowa (1 jednostka)
e  Zawiesina bakteryjna o gestosci optycznej 0,5 McFarlanda
e  Sposéb wykonania:
e Nanie$¢ rownomiernie zawiesine bakteryjng na podfoze jatowg wymazowka
e Nanies¢ krazek
e Inkubacja: 18+2h w temp. 35+1°C, w atmosferze tlenowe;j
e  Odczyt: wykonaé pomiar srednicy strefy zahamowania wzrostu; odczyt prowadzi¢ w Swietle przechodzgcym

e Interpretacja wyniku: Tab. 3

Metoda mikrorozcienczen w podtozu ptynnym
. Podtoze ptynne: MHB
. Inokulum: 5x10° CFU/mL
. Sposob wykonania:
e Przygotowac serie dwukrotnych rozcienczen penicyliny benzylowej w bulionie MHB
. Inkubacja: 18+2h w temp. 35+1°C, w atmosferze tlenowe;j

. Interpretacja wyniku: Tab. 3

2.2. Oznaczanie wrazliwosci S. saprophyticus na ampicyline !

Oznaczanie wrazliwosci na ampicyline wykonywane jest wytgcznie dla izolatéw S. saprophyticus, metoda dyfuzyjno-kraz-

kowag z uzyciem krazka z ampicyling (2 pg).
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Metoda dyfuzyjno-krazkowa
e Podtoze state: MHA
e Krazek z ampicyling (2 ng)
e Zawiesina bakteryjna o gestosci optycznej 0,5 McFarlanda
e  Sposéb wykonania:
o Nanies¢ rownomiernie zawiesine bakteryjng na podfoze jatowg wymazowka
e Nanies$¢ krazek
e Inkubacja: 18+2h w temp. 35+1°C, w atmosferze tlenowe;j
e Odczyt: wykonaé pomiar srednicy strefy zahamowania wzrostu; odczyt prowadzié¢ w swietle odbitym

e Interpretacja wyniku: Tab. 3

Tabela 3. Interpretacja wynikdw oznaczania wrazliwosci na penicyline S. aureus i S. lugdunensis w metodach dyfuzyjno-
-krgzkowej oraz mikrorozciericzeniowej lub dyfuzji z paska gradientowego oraz wrazliwosci na ampicyline S. saprophyticus

w metodzie dyfuzyjno-krazkowej *.

Srednica strefy zahamowania

Antybiotyk MIC (mg/L) R ()
S R®> S> R<
Penicylina benzylowa, S. aureus* i S. lugdunensis 0,125 0,125 1jedn. 26 26

Penicylina benzylowa, gronkowce koagulazo-ujemne inne

ni2.S. fugdunensis Brak wiarygodnych metod oznaczania wrazliwosci

Ampicylina, S. saprophyticus Brak zalecen 2ug 18 18

aS —wrazliwy; °R — oporny; *W wykrywaniu izolatdw S. aureus wytwarzajgcych penicylinaze gronkowcowg, metoda dyfuzyjno-kragzkowa jest wiarygodniejsza
od metody okreslania wartosci MIC, pod warunkiem, ze jest mierzona $rednica strefy zahamowania wzrostu i doktadnie sprawdzana granica strefy. Granica
strefy zahamowania wzrostu powinna by¢ sprawdzana w $wietle przechodzacym (ptytka trzymana pod swiatto). Jesli srednica strefy zahamowania wzrostu
wynosi <26 mm izolat nalezy raportowac jako oporny na penicyling. Jesli srednica strefy zahamowania wzrostu wynosi >26 mm i granica tej strefy jest ostra

lub watpliwa izolat réwniez nalezy raportowac jako oporny na penicyline. Jesli jest rozmyta, raportowac jako wrazliwy.

2.3. Oznaczanie wrazliwosci Staphylococcus spp. na metycyline !

Do wykrywania opornosci Staphylococcus spp. na metycyline rekomendowana jest metoda dyfuzyjno-krazkowa.

Metoda dyfuzyjno-krazkowa

e Podtoze state: MHA

o Krazek z cefoksytyng (30 ug) z wyjatkiem izolatow S. pseudintermedius i S. schleiferi, dla ktorych stosowany jest krazek
z oksacyling (1 ug)

e  Zawiesina bakteryjna o gestosci optycznej 0,5 McFarlanda

e  Sposéb wykonania:
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e Nanie$¢ rownomiernie zawiesine bakteryjng na podfoze jatowg wymazowka
e Nanies$¢ krgzek odpowiedni dla badanego gatunku
e Inkubacja: 18+2h w temp. 35+1°C, w atmosferze tlenowe;j
e  Odczyt: wykonac pomiar Srednicy strefy zahamowania wzrostu (uwzgledni¢ obecnos¢ pojedynczych kolonii w strefie);
odczyt prowadzi¢ w Swietle odbitym

e Interpretacja wyniku: Tab. 4

Tabela 4. Interpretacja wynikdw oznaczania wrazliwosci na metycyline izolatéw Staphylococcus spp. w metodzie dyfuzyjno-

-krazkowe;j .

Srednica strefy

Antybiotyk zahamowania
wzrostu (mm)

S< Rb>
Cefoksytyna (badanie przesiewowe opornosci na metycyline), S. aureus
. . . by . o 30 22 22
i gronkowce koagulazo-ujemne inne niz S. epidermidis
Cefoksytyna (badanie przesiewowe opornosci na metycyling), S. epidermidis 30 25 25 25-27
Cefoksytyna (badanie przesiewowe opornosci na metycyline), gronkowce
. L . 30 25 25
koagulazo-ujemne niezidentyfikowane do gatunku
Oksacylina (badanie przesiewowe opornosci na metycyling),
. L r 1 20 20
S. pseudintermedius i S. schleiferi

aS — wrazliwy; "R — oporny; *Obszar niepewnosci technicznej (ang. Area of Technical Uncertainty)

Poréwnanie wartosci granicznych do interpretacji wielkosci stref Srednic zahamowania wzrostu Staphylococcus spp., zalecanych

przez EUCAST *i CLSI %3, w metodzie dyfuzyjno-krazkowej z uzyciem krazka z cefoksytyng i oksacyling, przedstawiono w pkt 2.8, Tab. 6.
2.4. Indukcja ekspresji gendw mec przy uzyciu krazka z cefoksytyna

Wytwarzanie nabytych biatek PBP w komdrce bakterii zachodzi w obecnosci cefoksytyny, bedacej bardzo dobrym induk-
torem ekspresji gendw mecA i mecC %%, Dlatego tez zalecane jest, aby testy immunologiczne stuzgce do wykrywania tych
biatek wykonywaé z wykorzystaniem populacji komérek, w ktérych ich wytwarzanie jest zaindukowane. W celu uzyskania
takiego materiatu nalezy nanies¢ rownomiernie zawiesine bakteryjng jatowa wymazdwka na ptytke z podtozem statym MHA
uzupetnionym krwig lub ptytke agarowa z krwig i potozy¢ krazek z cefoksytyna (30 pg). Materiat wyhodowany po 24h inku-

bacji w temp. 35+2°C, w atmosferze 5% CO,, pobierac z krawedzi strefy zahamowania wzrostu bakterii wokét krazka .
2.5. Oznaczanie wrazliwosci S. aureus na cefalosporyny V generacji !
Oznaczanie wrazliwosci na cefalosporyny V gen., ceftaroline i ceftobiprol, wykonywane jest wytgcznie dla izolatéow

S. aureus. Mozna stosowa¢ metode dyfuzyjno-krazkowg z uzyciem krazka z ceftaroling (5 pg) lub ceftobiprolem (5 pg), lub
metode okreslania wartosci MIC.
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Metoda dyfuzyjno-krazkowa

[ )

Podtoze state: MHA
Krazek z ceftaroling (5 pg) lub ceftobiprolem (5 pg)
Zawiesina bakteryjna o gestosci optycznej 0,5 McFarlanda
Sposdb wykonania:
o Nanies¢ rownomiernie zawiesine bakteryjng na podfoze jatowg wymazowka
o Nanie$¢ odpowiedni krgzek
Inkubacja: 18+2h w temp. 35+1°C, w atmosferze tlenowe;j
Odczyt: wykonac¢ pomiar srednicy strefy zahamowania wzrostu; odczyt prowadzi¢ w $wietle odbitym

Interpretacja wyniku: Tab. 5

Metoda mikrorozcienczen w podtozu ptynnym

Podtoze ptynne: MHB
Inokulum: 5x10° CFU/mL
Sposéb wykonania:
e Przygotowac serie dwukrotnych rozcieficzen ceftaroliny lub ceftobiprolu w bulionie MHB
Inkubacja: 18+2h w temp. 35+1°C, w atmosferze tlenowej
Interpretacja wyniku: Tab. 5

Tabela 5. Interpretacja wynikéw oznaczania wrazliwosci na ceftaroline i ceftobiprol S. aureus w metodach dyfuzyjno-krazko-

wej oraz mikrorozcieficzeniowej lub dyfuzji z paska gradientowego .

Srednica strefy
zahamowania
wzrostu (mm)

Krazek
(ng)

Antybiotyk MIC (mg/L) ATU*

Ceftarolina, S. aureus ( wskazania inne niz

. 1 2 1 5 20 17 19-20
zapalenie ptuc)
Ceftarolina, S. aureus (zapalenie ptuc) 1 1 1 5 20 20 19-20
Ceftobiprol, S. aureus 2 2 2 5 17 17 16-17

aS — wrazliwy; "R — oporny; *Obszar niepewnosci technicznej (ang. Area of Technical Uncertainty, ATU)

2.6. Oznaczanie wrazliwosci S. aureus na metycyline (oksacyling) 52

Metoda przegladowa z oksacyling w podtozu statym

Podtoze state: MHA z 4% NaCl i oksacyling w stezeniu 6 pg/mL
Zawiesina bakteryjna o gestosci optycznej 0,5 McFarlanda
Sposdb wykonania:
1.  zanurzy¢ wykalibrowana eze (1 pL) w zawiesinie bakteryjnej, a nastepnie nanies$¢ jg na podtoze i rozprowadzi¢
w postaci plamki o $rednicy 10-15 mm; lub
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2. zanurzy¢ wymazowke w zawiesinie bakteryjnej i rozprowadzi¢ w postaci plamki o srednicy 10-15 mm lub réwno-

miernie na catej ptytce
Inkubacja: 24h w temp. 33 - 35°C, w atmosferze tlenowej

Odczyt: wzrost bakterii odczytywac w Swietle przechodzacym

Interpretacja wyniku: wzrost wiecej niz jednej kolonii lub niewielki slad wzrostu w postaci mgietki oznacza opornosc na

metycyline (oksacyline)

2.7. Oznaczanie wrazliwosci na metycyline (oksacyline). Metoda okreslania wartosci minimalnego stezenia hamujacego

Wykrywanie opornosci na metycyline poprzez oznaczenie wartosci MIC jest wykonywane najczesciej z uzyciem gotowych

testow diagnostycznych do odczytu wizualnego lub w systemach automatycznych. Do oznaczania wartosci MIC stosowana

jest metoda mikrorozcienczen cefoksytyny lub oksacyliny w podtozu bulionowym, lub metoda dyfuzji z paska gradientowego.

2.7.1. Oznaczanie wrazliwosci na metycyline S. aureus i S. lugdunensis >

Metoda mikrorozcienczen cefoksytyny w podtozu ptynnym

Metoda obejmuje takze pozostate gatunki z kompleksu S. aureus - S. argenteus i S. schweitzeri.

Podtoze ptynne: CAMHB
Inokulum: 5x10° CFU/mL
Sposob wykonania:
e Przygotowac serie dwukrotnych rozcienczen cefoksytyny w bulionie CAMHB

Inkubacja: 16-20h w temp. 33 - 35°C, w atmosferze tlenowej
Interpretacja wyniku:
MIC cefoksytyny:

> 8 ug/mL izolat oporny na metycyline (oksacyline) - mecA dodatni*

< 4 ug/mL izolat wrazliwy na metycyline (oksacyline) - mecA ujemny

*Wytyczne EUCAST dotyczace wykrywania mechanizmdéw opornosci i swoistej opornosci o znaczeniu klinicznym i/lub epidemiologicz-

nym zalecajq raportowanie izolatéw S. aureus, dla ktorych MIC cefoksytyny wynosi >4 pg/L jako oporne na metycyline 2.

Metoda mikrorozcienczen oksacyliny w podtozu ptynnym

Metoda obejmuje takze pozostate gatunki z kompleksu S. aureus - S. argenteus i S. schweitzeri.

Podtoze ptynne: CAMHB z 2% NaCl
Inokulum: 5x10° CFU/mL
Sposob wykonania:
e Przygotowac serie dwukrotnych rozciericzen oksacyliny w bulionie CAMHB z 2% NaCl
Inkubacja: 24h w temp. 33 - 35°C, w atmosferze tlenowej

Interpretacja wyniku:
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MIC oksacyliny:
>4 pg/mL izolat oporny na metycyline (oksacyling) - mecA dodatni*
< 2 yg/mL izolat wrazliwy na metycyline (oksacyline) - mecA ujemny
* Ze wzgledu na rzadkie przypadki wystepowania mechanizmow opornosci na metycyline (oksacyline) innych niz obecnosé mecA izolaty,
ktdre nie niosg genu mecA, ale sg oporne na oksacyline (MIC oksacyliny > 4 ug/mL), powinny by¢ raportowane jako oporne na metycyli-

ne (oksacyline) .

2.7.2. Oznaczanie wrazliwosci Staphylococcus spp. na metycyline z wyjatkiem S. aureus i S. lugdunensis >

Metoda mikrorozcienczen oksacyliny w podtozu ptynnym
Metoda nie obejmuje gatunkéw z kompleksu S. aureus.
. Podtoze ptynne: CAMHB z 2% NaCl
. Inokulum: 5x10° CFU/mL
e Sposdb wykonania:
e Przygotowac serie dwukrotnych rozcieficzen oksacyliny w bulionie CAMHB z 2% NaCl
. Inkubacja: 24h w temp. 33 - 35°C, w atmosferze tlenowe;j
o Interpretacja wyniku:
MIC oksacyliny:
>1 pg/mL izolat oporny na metycyline (oksacyline) - mecA dodatni

< 0,5 pg/mL izolat wrazliwy na metycyline (oksacyline) - mecA ujemny

2.7.3. Oznaczanie wrazliwosci na metycyline. Metoda dyfuzji z paska gradientowego z cefoksytyng lub oksacyling

Komercyjne paski z gradientem stezen cefoksytyny lub okascyliny wytwarzane sg przez roznych producentéw. Oznaczanie
wrazliwosci i interpretacje wynikow nalezy prowadzi¢ zgodnie z instrukcjg wytwaércy.
Poréwnanie wartosci granicznych MIC cefoksytyny i oksacyliny dla Staphylococcus spp., w metodzie mikrorozcienczenio-

wej lub dyfuzji z paska gradientowego, zalecanych przez EUCAST i CLSI >3 przedstawiono w pkt 2.8, Tab. 7.
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2.8. Oznaczanie wrazliwosci Staphylococcus spp. na metycyline - poréwnanie wartosci granicznych zalecanych przez EUCAST ! i CLSI 3

Tabela 6. Poréwnanie wartos$ci granicznych do interpretacji wielkosci stref srednic zahamowania wzrostu bakterii z rodzaju Staphylococcus, zalecanych przez EUCAST i CLSI %3, w metodzie

dyfuzyjno-krazkowej z uzyciem krazka z cefoksytynga i oksacyling

Cefoksytyna Oksacylina

Krazek  Srednica strefy Krazek  Srednica strefy
(ng) zahamowania (ug) zahamowania

Gatunek wzrostu (mm) wzrostu (mm) Uwagi/interpretacja wg Ref.

R® s? R®
S. i ki ki lazo-uj i iz
o aureus i gronkowce koagulazo-ujemne inne niz 30 522 <22
o | S. epidermidis
N
- epi e .
5 S' e;?/dermlfyhs i gronkowce koagulazo-ujemne 30 525 <25 *S. epidermidis ATU 25-27 mm
s niezidentyfikowane do gatunku
o pseudintermedius i 5. schleiferi 1 520 <20 Cefoksy'fy.na w me_tf:)dZ_le dyfuzyjno kraz’kowej jest stabszym wskaznikiem
obecnosci mecA niz u innych gronkowcow
® <21 mm =opornosc ze wzgledu na obecno$¢ mecA,; izolat raportowacé
jako oporny na metycyline (oksacyline)
S. aureus®i S. lugdunensis 30 >22 <21 2 22.mm = izolat mecA ujemryy . .
Wynik metody dyfuzyjno-krazkowej z uzyciem krazka
z oksacyling nie jest wiarygodny przy wykrywaniu opornosci
warunkowanej obecnoscig genu mecA.
-
S ® <17 mm =opornosc¢ ze wzgledu na obecnos¢ mecA,; izolat raportowacé
; jako oporny na metycyline (oksacyline)
- . .
O | s. epidermidis, S. pseudintermedius i S. schleiferi 1 >18 <17 ° 218 mm = izolat mecA wemny - .
Wynik metody dyfuzyjno-kragzkowej z uzyciem krazka
z cefoksytyna nie jest wiarygodny przy wykrywaniu opornosci
warunkowanej obecnoscig genu mecA.
. ® <24 mm =opornosc ze wzgledu na obecnos¢ mecA,; izolat raportowacé
Staphylococcus spp. z wyjatkiem S. aureus, - . .
. . S e 30 >25 <24 jako oporny na metycyline (oksacyline)
S. lugdunensis, S. pseudintermedius i S. schleiferi = = ] )
® >25mm =izolat mecA ujemny

S —wrazliwy; °R — oporny; ¢dotyczy kompleksu S. aureus, obejmujgcego trzy gatunki gronkowcdw koagulazo-dodatnich: S. aureus, S. argenteus i S. schweitzeri

*Obszar niepewnosci technicznej (ang. Area of Technical Uncertainty, ATU)
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Tabela 7. Poréwnanie wartosci granicznych najmniejszych stezen hamujacych (ang. minimal inhibition concentration, MIC) cefoksytyny i oksacyliny dla bakterii z rodzaju Staphylococcus,

w metodzie mikrorozciericzeniowej lub dyfuzji z paska gradientowego, zalecanych przez EUCAST i CLSI .

MIC cefoksytyny MIC oksacyliny o . .
Gatunek Uwagi/interpretacja wg Ref. Zalecenia
S? R® S R
S. aureus Izolat oporny na metycyline (najczesciej ze wzgledu na obecnosé
. >4 mg/Le . y . , .
S. lugdunensis genu mecA, rzadziej - mecC). Opornos¢ na metycyline wiarygodnie
. przewiduje metoda dyfuzyjno-krazkowa z uzyciem krazka
S. saprophyticus >8 mg/L z cefoksytyna.
i
(o]
Q W wiekszosci przypadkéw izolaty sa oporne na metycylineg,
~ | S. aureus 2 . .
0 . ze wzgledu na obecnosc genu mecA lub mecC. Czasami wysokie
< | S. lugdunensis >2mg/L A .
9 | saprophyticus wartosci MIC oksacyliny u S. aureus obserwowane sg przy braku o
2 | genéw mec — fenotyp BORSA. Przy wartosciach
granicznych MIC powtérzy¢
CoNS inne niz badanie; sprawdzic’ fer?otyp
S. lugdunensis i >0,25 mg/L | lzolat oporny na metycyline metoda dyfuzyjno-krazkowa
S. saprophyticus z cefoks'ytyna lub .
oksacyling, zgodnie
e MIC cefoksytyny > 8 ug/mL = opornos¢ ze wzgledu na obecnoéé | z zaleceniami.
<4pg/mL  >8pg/mL mecA,; izolat raportowac jako oporny na metycyline (oksacyling) | Przeprowadzi¢ wykrywanie
s y e MIC cefoksytyny < 4 ug/mL = izolat mecA ujemny obecnosci gendw mecA,
. 7“?"5 , mecB i mecC za pomoca
- fugaunensts e MIC oksacyliny > 4 pg/mL = opornos¢ ze wzgledu na obecnosé techniki ,PCR lub ich .
<2 pg/mL >4 pg/mL mecA,; izolat raportowac jako oporny na metycyling (oksacyline) Produktow .metodgml
e MIC oksacyliny < 2 pg/mL = izolat mecA ujemny immunologicznymi.
= e  MIC oksacyliny > 1 pg/mL = opornos$¢ ze wzgledu na obecno$é Izolaty, u ktérych uzyskano
2 mecA,; izolat raportowac jako oporny na metycyling (oksacyline) | wynik ujemny powinny byé
a e MIC oksacyliny < 0,5 pug/mL = izolat mecA ujemny raportowane jako wrazliwe
b Dla gatunkdéw Staphylococcus spp. innych niz S. aureus, na metycyline (oksacyline).
S. lugdunensis, S. epidermidis, S. pseudintermedius i S. schleiferi
Staphylococcus spp. s . . B}
. iy : wartosci graniczne MIC oksacyliny moga przeszacowywad
inne niz S. aureus i <0,5 ug/mL >1pug/mL e b L
s. lugdunensis opornosc i niektore izolaty o wartosciach MIC 1-2 ug/mL mogg
’ by¢ mecA ujemne. lIzolaty o takich wartosciach MIC, pochodzgce
z powaznych zakazen, mozna bada¢ w kierunku obecnosci
genu mecA lub PBP2a. Izolaty, u ktérych nie wykryto obecnosci
tych markeréw powinny by¢ raportowane jako wrazliwe na
metycyline (oksacyline).

S —wrazliwy; R — oporny; ¢ jednostki wg zalecen; ¢ dotyczy kompleksu S. aureus, obejmujacego trzy gatunki gronkowcdéw koagulazo-dodatnich: S. aureus, S. argenteus i S. schweitzeri




Ziarenkowce Gram-dodatnie z rodzaju Staphylococcus. Antybiotyki B-laktamowe 25

2.9. Testy immunologiczne do wykrywania MRSA

Dostepne, komercyjne testy immunologiczne zostaty opracowane do wykrywania biatka PBP2a (PBP2’), produktu genu
mecA. Obejmujg one testy aglutynacji lateksowej, przyktadowo Slidex® MRSA Detection Kit (bioMérieux), Oxoid™ PBP2’
Latex Agglutination Test Kit (Termo Scientific™), PBP2a assay (Innogenetics) lub Mastalex™-MRSA (Mast Group Ltd.) oraz
testy immunochromatograficzne, jak PBP2a Culture Colony Test (Alere™) lub Clearview Exact PBP2a (Inverness Medical In-
novations). W zaleznosci od rodzaju, testy te umozliwiajg wykonanie oznaczenia wytgcznie u izolatéw S. aureus lub zaréwno
S. aureus jak i gronkowcéw koagulazo-ujemnych, przy czym, nalezy zawsze prowadzi¢ je zgodnie z zaleceniami producenta.
Nalezy pamietac, ze charakteryzujg sie one rézng swoistoscig i czutoscig ¢”%8. Nie opracowano dotychczas testow immu-
nologicznych swoiscie wykrywajacych biatka PBP2b i PBP2c (produkty genéw mecB i mecC), a tym samym jednoznacznie
rozrdzniajgcych nabyte biatka PBP warunkujace opornosé na metycyline. Co wiecej, pomimo 63% homologii pomiedzy se-
kwencjami aminokwasowymi biatek PBP2a i PBP2c 2, niektdre z testow do wykrywania biatka PBP2a wykrywajg réwniez
biatko PBP2c. Przyktadowo, pierwsze izolaty S. aureus niosace gen mecC byty zidentyfikowane jako MRSA przy uzyciu testéw
Mastalex™-MRSA i Clearview Exact PBP2a, ale nie przy stosowaniu PBP2a assay . Pokazano réwniez, ze test PBP2a Culture
Colony Test wykrywa biatko PBP2¢ w izolatach mecC-MRSA wdwczas, gdy jego wytwarzanie jest indukowane cefoksytyna
przez co najmniej 18h %. Indukcje cefoksytyna (patrz pkt 2.4) mozna réwniez stosowac przy wykrywaniu biatka PBP2a meto-

dag immunochromatograficzng w izolatach S. aureus o niskim poziomie ekspresji genu mecA 7.

2.10. Szczepy wzorcowe

Kontrole jakosci nalezy prowadzi¢ zgodnie z zaleceniami EUCAST %7, Jako szczep kontrolny do oznaczania wrazliwosci na
antybiotyki B-laktamowe oraz wykrywania obecnosci penicylinazy zalecany jest Staphylococcus aureus ATCC 29213 (mecA
ujemny, wytwarzajacy na niskim poziomie B-laktamaze). Jako szczep oporny na metycyline (MRSA) w metodzie dyfuzyjno-
-krgzkowej z cefoksytyng zalecany jest Staphylococcus aureus NCTC 12493 (mecA dodatni). Jako szczep wrazliwy na wszystkie

antybiotyki B-laktamowe zalecany jest Staphylococcus aureus ATCC 25923 =3,

Do kontroli jakosci oznaczania wrazliwosci S. aureus na metycyline w metodzie przeglagdowej z oksacyling w podtozu za-
lecane s3:
e Staphylococcus aureus ATCC 29213 - wrazliwy na metycyline (mecA ujemny)
e Staphylococcus aureus ATCC 43300 - oporny na metycyline (mecA dodatni) lub
e  Staphylococcus aureus MIKROBANK 14.001 (dawniej S. aureus MIKROBANK MR3) - szczep o heterogennej ekspresji
opornosci na metycyline (kontrola dodatnia)
e Staphylococcus aureus MIKROBANK 14.002 (dawniej S. aureus MIKROBANK MR16) - szczep o homogennej ekspresji

opornosci na metycyline (kontrola dodatnia).
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