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Il Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Bakterie beztlenowe sg sktadni-
kiem naturalnego mikrobiomu cztowieka. Wiele z nich cha-
rakteryzuje sie niska patogennoscia, ale moga powodowac
zakazenia oportunistyczne i zakazenia mieszane. Niektore
gatunki sag bezwzglednie patogenne. Celem pracy jest ukaza-
nie problemdw, ktére pojawiajg sie na kazdym etapie badania
mikrobiologicznego z udziatem bakterii beztlenowych.
Opis stanu wiedzy. Nader czesto, ze wzgledu na trudnosci
techniczne i koszt badania, diagnostyka mikrobiologiczna
w kierunku bakterii beztlenowych prowadzona jest w stosun-
kowo nielicznych laboratoriach mikrobiologicznych. Pomija-
nie tych bakterii w rutynowym badaniu mikrobiologicznym
wptywa na niedoszacowanie ich udziatu w etiologii zakazen
oraz uniemozliwia monitorowanie opornosci na antybiotyki.
Szczegdlnie czesto wérdd beztlenowcdw izolowane sg szcze-
py oporne na klindamycyne, antybiotyki beta-laktamowe
skojarzone z inhibitorem beta-laktamaz, pojawiaja sie takze
izolaty oporne na karbapenemy. Problem opornosci dotyczy
gtéwnie beztlenowych pateczek Gram-ujemnych.
Podsumowanie. Wtasciwa procedura badania — od etapu
kwalifikacji prébki do interpretacji otrzymanego wyniku -
wptywa na wiarygodnos$¢ wyniku. Mikrobiologiczne ozna-
czanie lekowrazliwosci bakterii beztlenowych umozliwia
Sledzenie zmian lekoopornosci tej grupy bakterii, ustalanie
zasad terapii empirycznej i kreowanie wtasciwej polityki an-
tybiotykowej w szpitalu.

Stowa kluczowe

bakterie beztlenowe, e-test, hodowla beztlenowcéw, MALDI-
-TOF MS

B Abstract

Introduction and objective. Anaerobic bacteria are
a component of the human microbiome. Many of them are
characterized by low pathogenicity, but some may cause
opportunistic and polybacterial infections. Some species are
absolutely pathogenic. The aim of the study is to show the
problems that may appear at any stage of microbiological
testing with the participation of anaerobic bacteria.

State of knowledge. Due to technical difficulties and the cost
of the test, microbiological diagnostics of anaerobic bacteria
is usually carried out in only a few microbial laboratories.
The skipping of diagnoses of these bacteria in routine
microbiological testing results in an underestimation of
their involvement in the etiology of infections, and makes
the monitoring of antibiotic resistance impossible. Among
anaerobes strains resistant to clindamycin, beta-lactam
antibiotics combined with a beta-lactamase inhibitor and
carbapenems, are especially often isolated. The problem of
resistance mainly concerns anaerobic Gram-negative rods.
Conclusion. The appropriate procedure, from the stage of
sample qualification to the interpretation of the obtained
outcome, exerts an effect on the reliability of the result, and
significantly reduces the cost associated with the isolation
and identification of anaerobic bacteria. Microbiological
determination of drug susceptibility of anaerobic bacteria
also allows assessment of resistance trends, establishing the
principles of empirical therapy, and the creation of appropriate
antibiotic policy in the hospital.
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WPROWADZENIE | CEL PRACY

Bakterie beztlenowe po raz pierwszy zostaly opisane na
poczatku lat 60. XIX wieku przez, pracujacego nad proce-
sami fermentacji Ludwika Pasteura, ktory okredlil je jako
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anaérobies. Mozliwo$ci poznawania beztlenowcéw byly
wowczas istotnie ograniczone. Brak odpowiednich pozywek
oraz trudnoéci w zapewnieniu atmosfery pozbawionej tlenu
uniemozliwialy izolacje beztlenowcédw. Procedury laborato-
ryjne ukierunkowane na bakterie beztlenowe byly stopniowo
udoskonalane. Nadal jednak sg pracochfonne i kosztowne,
czesto wiec pomijane w rutynowej diagnostyce mikrobiolo-
gicznej, co ostatecznie wplywa na niedoszacowanie udzia-
tu tych bakterii w etiologii zakazen. Pomimo ze niektore
beztlenowce uznaje sie za malo patogenne, w sprzyjajacych
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warunkach moga powodowaé zrdznicowane zakazenia
gtéwnie endogenne, ale takze egzogenne w obrebie réznych
tkanek i narzagdow (tab. 1).

Celem pracy jest ukazanie probleméw zwigzanych z la-
boratoryjng diagnostyka zakazen z udziatem bakterii bez-
tlenowych.

Tabela 1. Chorobotwérczos¢ najistotniejszych klinicznie bakterii bez-
tlenowych [1-4]

Rodzaj/gatunek Zakazenia/choroby u ludzi

Pateczki Gram-dodatnie

promienica (szyjno-twarzowa, ptucna, brzuszna,
w obrebie miednicy, OUN), zapalenie kosci, zapa-
lenie szpiku, ropnie moézgu, zapalenie wsierdzia,
zakazenie skory

Actinomyces spp.

tradzik, zakazenia u pacjentéw ze sztucznymi im-
plantami (zastawki, protezy kostne, cewniki), zaka-
zenie kanalikow tzowych

Cutibacterium acnes

Pseudopropionibacterium
propionicum

zakazenie skory i jamy ustnej, zakazenie promieni-
czopodobne

Mobiluncus spp. bakteryjna waginoza, zakazenia oportunistyczne

Lactobacillus spp. zapalenie wsierdzia, bakteriemia

Eubacterium spp.,

) . niska wirulencja, zakazenia oportunistyczne
Bifidobacterium spp. ) P 4

Pateczki Gram-ujemne

ropne zakazenia w obrebie jamy brzusznej (ropnie
watroby, trzustki, nerki, zapalenie drég zétciowych,
zapalenie wyrostka robaczkowego), zakazenia w gi-
nekologii (zapalenie btony sluzowej macicy, ropien
jajnika i jajowodu), ropien mézgu, zakazenie ucha
srodkowego, zapalenie zatok, ropien ptuca, aspira-
cyjne zapalenie ptuc, ropniak optucnej, ropieri oko-
licy okotoodbytniczej, pourazowe zapalenie kosci,
szpiku i tkanek miekkich, bakteriemia, zakazenie
rany, zapalenie zotadka i jelit (szczepy enterotok-
syczne B. fragilis)

Bacteroides spp.,
Parabacteroides spp.

zapalenie przyzebia, zgorzelinowe zapalenie jamy
ustnej, zespot Lemierre’a, udziat w anginie Plauta-
-Vincenta, ropiert okotomigdatkowy, ropien ptuc,
mozgu, narzagdéw miednicy matej, bakteriemia

Fusobacterium spp.

biofilm w postaci ptytki nazebnej, choroby przyzebia
ostre i przewlekte zapalenie zatok, ropien (okoto-
migdatkowy, mézgu, w tkance ptucnej), ostre i prze-
wlekte zapalenie zatok, zachlystowe zapalenie ptuc,
zapalenie narzadéw miednicy matej, bakteriemia,
septyczne zapalenie stawow, zapalenie wsierdzia,
ZOMR, krwiopochodne zapalenie kosci i stawdw,
zakazenie rany po pogryzieniu przez cztowieka lub
zwierze

Prevotella spp.

Porphyromonas plytka nazebna, zapalenie przyzebia

Ziarenkowce Gram-dodatnie

Finegoldia magna, zakazenia oportunistyczne, gtéwnie zakazenie tka-
Parvimonas micra, Peptococ- nek miekkich, ran, kosci, stawéw, zakazenia zwigzane
cus spp., Peptostreptococcus zobecnoscia endoprotez, zakazenia stomatologicz-
spp., Anaerococcus spp., ne, zapalenie zatok, ptuc, optucnej, w obrebie drég
Peptoniphilus spp., piciowych (zapalenie bfony sluzowej macicy, ropien
Schleiferella spp. jajnika), ropnie watroby

Ziarenkowce Gram-ujemne

niski potencjat chorobotwérczy, rzadko: zapalenie

Veillonella spp. ) .
ptuc, septyczne zapalenie zatok, mézgu
Laseczki
Clostridioides difficile biegunka, niedroznosc jelit, megacolon toxicum
zgorzel gazowa, zatrucie pokarmowe, bakteriemia
Clostridium perfringens (pochodzenia endogennego), martwicze zapalenie

jelita cienkiego (typ C), biegunka poantybiotykowa

Clostridium tetani porazenie spastyczne (tezec miejscowy, uogdlniony)

Clostridium botulinum porazenie wiotkie (botulizm)

Zrodto: [1-4]

OPIS STANU WIEDZY

W ostatnich latach bakterie beztlenowe zwigzane z cztowie-
kiem budzg coraz wigksze zainteresowanie. Postep w dzie-
dzinie biotechnologii i rozw6j technik diagnostycznych,
glownie molekularnych, umozliwiaja precyzyjna identy-
fikacje drobnoustrojow wyizolowanych z zakazen. Coraz
wiecej uwagi skupia réwniez komensalna i symbiotyczna
mikrobiota beztlenowa czlowieka, jej udzial w patogenezie
zakazen oraz w zachowaniu zdrowia. Dzigki opracowaniu
nowych metod mikrobiologicznych identyfikowane sg nie-
znane dotad gatunki beztlenowcéw oraz dokonywane sg
zmiany w ich klasyfikacji taksonomicznej. Wczesniejsze
podziaty taksonomiczne opierano na konwencjonalnych
metodach identyfikacji, tj. morfologii kolonii, obrazie mi-
kroskopowym, wynikach testéw biochemicznych. Obecnie
za najlepsze narzedzie filogenetyczne uwazana jest analiza
calego genomu lub sekwencji kodujacych 16S rRNA [5].
Zainteresowanie bakteriami rosngcymi w warunkach bez-
tlenowych uzasadnia takze obserwowany od poczatku XXI
wieku wzrost odsetka izolatéw opornych na antybiotyki [3].
Dotyczy to szczegdlnie antybiotykéw beta-laktamowych
skojarzonych z inhibitorem beta-laktamaz, karbapenemow
i klindamycyny wérdd pateczek Bacteroides i Parabactero-
ides [3, 6-8], antybiotykéw beta-laktamowych u pateczek
Prevotella oraz klindamycyny u beztlenowych ziarenkow-
c6w Gram-dodatnich [9]. Monitorowania wymaga réwniez
wrazliwo$¢ na metronidazol izolatéw Clostridioides difficile
oraz Bacteroides spp. i Parabacteroides spp. [3].

Celem badania mikrobiologicznego jest izolacja i identy-
fikacja drobnoustroju z oceng wrazliwosci szczepu bakterii
na antybiotyKki, co jest podstawg podejmowania decyzji te-
rapeutycznych i ewentualnej korekty terapii empiryczne;j.
Postepowanie to umozliwia takze monitorowanie lekoo-
pornosci patogenéw wywolujacych zakazenia pacjentow
hospitalizowanych w danym oddziale lub ogélnie w szpitalu.

Bakterie beztlenowe moga by¢ izolowane z réznych ma-
terialow klinicznych. Wiarygodno$¢ wyniku istotnie zalezy
od czynnosci przedlaboratoryjnych, tj. doboru prébki do
badania, jej wlasciwego pobrania oraz zabezpieczenia pod-
czas transportu do laboratorium. Ponadto wyzwaniem jest
wymagajaca do§wiadczenia interpretacja wyniku badania,
zwlaszcza w przypadku izolacji wielu gatunkow bakterii
zmiejsca zakazenia czy podejrzenia, ze probka zostala skon-
taminowana bakteriami rezydujacymi w miejscu zakazenia
[3,9]. Dobdr materiatu diagnostycznego zalezy od miejsca to-
czacego sie procesu chorobowego. Moga to by¢ fizjologicznie
jalowe ptyny z jam ciata (ptyn otrzewnowy, ptyn z oplucne;j,
plyn stawowy), fragmenty tkanek oraz materiaty pobrane za
pomoca glebokiej aspiracji lub biopsji.

W wielu przypadkach pobranie takiej probki wymaga
zastosowania procedur chirurgicznych. Wymazy pobrane
za pomocg wymazowki nie s3 zalecane, ale akceptowane
w przypadku ran na skérze, np. po ugryzieniu. Ograniczona
przydatno$¢ wymazdéw moze wynikaé z niewystarczajacej
objetosci materiatu oraz ryzyka zanieczyszczenia probki
bakteriami kolonizujacymi powierzchnie skory [3]. W tab. 2
zestawiono materialy do badan pod katem bakterii beztle-
nowych wraz z ich kategoryzacja.

Opracowanie probek klinicznych pod katem obecnosci
bakterii beztlenowych obejmuje kilka etapdw. Po otrzymaniu
materialu istotna jest makroskopowa ocena wygladu prébki
(kolor, obecno$¢ gazu, krwi) oraz zapachu. Kolejne etapy to
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Tabela 2. Kategoryzacja materiatéw do badan ukierunkowanych na

bakterie beztlenowe

Kategoria A

Materiaty, z ktérych moga by¢ z duzym prawdopodobierstwem hodowane
wywotujace zakazenia bakterie beztlenowe

Kategoria A1

probki materiatéw pobrane
z miejsc fizjologicznie ja-
towych (minimalna szansa
kontaminacji mikrobiota
podczas pobrania)

2064, krew, ptyn jam ciata (biopsja, np. jamy stawowej,
optucnej, osierdzia), ptyn mézgowo-rdzeniowy, szpik
kostny, tre$¢ z ropnia mézgu, aspirat przezskoérnej
biopsji ptuc, materiat pobrany srédoperacyjnie, ptyn
z ciatka szklistego, punktat z jamy owodniowej

Kategoria A2

probki materiatéw pobrane
zmiejsc, w ktérych wystepuja
warunki beztlenowe
(istnieje ryzyko zanieczysz-
czenia bakteriami rezydu-
jacymi w miejscu pobrania)

mocz pobrany przez naktucie pecherza moczowego,
probka z bronchoskopii z zastosowaniem fiberosko-
pu, poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (koniecz-
ne badanieilosciowe), prébka pobrana poprzez prze-
zskdrna aspiracje przeztchawicza lub naktucie ptuca,
ptyn pobrany droga punkcji narzadéw w miednicy
(np. kuldocenteza), probki z gtebokich przetok, frag-
menty tkanek migkkich (watroba, sledziona, ptuco,
powiez, serce, kosci, endometrium)

Kategoria A3

probki materiatéw pobrane
Z miejsc z naturalnie wyste-
pujaca mikrobiota

(zawsze kontaminacja bakte-
riami rezydujacymi w miejscu
pobrania)

probki ze sluzéwki jamy ustnej, skory: ptyny pobrane
przez naktucie i aspiracje ropnia w jamie ustnej, prze-
wodzie stuchowym, nosie, gardle, ptyn pobrany przez
naktucie jamy brzusznej (ptyn z jamy otrzewnowe;j,
264¢), ptyn drenazowy

Kategoria B

Materiaty, ktére ze wzgledu
na

lokalizacje lub sposéb po-
brania

charakteryzuja sie niskim
prawdopodobienstwem
izolowania bakterii
beztlenowych oraz
wysokim ryzykiem skontami-
nowania

bakteriami tlenowymi

wymazy ran i owrzodzen skéry (wzgledna przydat-
nos¢ diagnostyczna i tylko jesli pobrane zostaty
z podstawy zmiany po usunieciu zanieczyszczen na
jej powierzchni), niewfasciwe w odniesieniu do diag-
nostyki ukierunkowanej na bakterie beztlenowe sa:
wymazy z gérnych drég oddechowych (wyjatek sta-
nowi zespét Lemierre’a), plwocina, wymaz z pochwy
i szyjki macicy (wyjatek - bakteryjna waginoza), mocz
pobrany przez cewnik, koricéwka cewnika naczy-
niowego, tresc jelita (takze z kolostomii, ileostomii),
materiat z drenazu przetoki

Zrédto: [3, 9, 10].

ocena preparatu bezposredniego barwionego metoda Grama,
nastepnie posiew na podloza ptynne i stale przeznaczone

dla beztlenowcéw.

Bakterie beztlenowe charakteryzuja sie zréznicowana tole-

rancjg na tlen i toksyczne formy tlenu (tj. nadtlenek wodoru,
anion nadtlenkowy [02-], rodnik hydroksylowy OH* i tlen
singletowy O2*). Jest to zwigzane ze zdolnoscia bakterii do
syntezy enzymow (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i pe-
roksydaza) wymaganych do ich eliminacji [9]. Pafeczki z gru-
py B. fragilis orazlaseczki Clostridium perfringes i C. septicum
toleruja stezenie 2-8% tlenu [3]. Wysoce aerotolerancyjnym
gatunkiem jest C. tertium [11]. Bezwzglednych warunkéw
beztlenowych (< 0,5% O,) wymaga Fusobacterium nucleatum
subsp. nucleatum oraz C. sporogenes [12]. Hodowla bakterii
beztlenowych w warunkach laboratoryjnych prowadzona
jest w temperaturze 37°C. Wigkszo$¢ chorobotwdrczych
dla cztowieka gatunkéw wymaga 48-godzinnej inkubacji in
vitro. Laseczki C. perfringens oraz niektdre pateczkiz rodzaju
Bacteroides wyrastaja juz po 24 godzinach hodowli. Bakterie
wolniej rosnace to promieniowiec Actinomyces israelii oraz
rzadki uropatogen, izolowany gléwnie od pacjentéw z ne-
fropatia zaporowa Actinotignum (dawniej Actinobaculum)
schaalii; kolonie pojawiajg sie po 7-14 dniach inkubacji (3,
13, 14]. Wspolczesnie inkubacja bakterii rosngcych beztleno-
wo moze odbywac sie w anaerostatach wykonanych ze stali
nierdzewnej lub poliweglanu. Powietrze wypompowywane

jest z pojemnika manualnie lub automatycznie przy uzyciu
pompy membranowej, wzglednie zastepowane mieszaning
gazow. Atmosfera beztlenowa moze by¢ réwniez generowana
chemicznie za pomocg zwigzkéw w postaci zredukowa-
nej (dostepne na rynku, np. GAS-Pack-Kit, Genbag anaer,
AnaeroGen). Mieszanka odtleniajgca zawiera np. 0,5 g py-
rogallolu, 0,25 g weglanu potasu, 1 g ziemi okrzemkowej
i generuje atmosfere o skladzie 85% N, 10% H, oraz 5%
CO, [3, 9, 15]. Kosztownym, ale wygodnym rozwigzaniem
sa komory anaerobowe (typu glove box), ktére umozliwiaja
state utrzymanie warunkéw beztlenowych od momentu
inokulacji na podloza hodowlane. Wydajno$¢ wszelkich
systemow generujacych atmosfere beztlenowa powinna by¢
systematycznie kontrolowana, np. z wykorzystaniem paskow
wskaznikowych (impregnowanych btekitem metylenowym
lub resazuryna) [3].

W toku badania mikrobiologicznego nalezy poprowadzi¢
hodowle bakterii na wzbogaconych podlozach w atmosferze
beztlenowej oraz kontrolnie na agarze z krwig w atmosferze
tlenowej (test aerotoleranciji) [2].

Beztlenowce rosng na pozywkach bakteriologicznych,
ktére zawierajg hemine (czynnik X) i krew. Sg one zrédlem
hemu, niezbednego do podziatéw komdrek bakterii. Su-
plementacja witaming K stymuluje wzrost bakterii. Beztle-
nowce wymagaja niskiego potencjalu oksydoredukcyjnego,
dlatego do hodowli uzywane sa podloza, ktérych potencjat
redox zostal obnizony, np. przez dodanie tioglikolanu lub
kwasu askorbinowego [2]. W rutynowej diagnostyce mi-
krobiologicznej uzywane sg: podloze Schaedler agar z 5%
krwia baranig i witaming K1, podtoze Wilkinsa-Chalgrena
z 5% krwig baranig i witaming K3, agar Columbia z dodat-
kiem krwi baraniej oraz podfoze Brucella agar z 10% krwia
konska [2, 3, 9]. Do hodowli laseczek C. difficile stosuje si¢
podtoze z krwig oraz cykloseryna, cefoksytyna i amfotery-
cyna B, a takze dostepne na rynku podloza chromogenne
[3, 9]. Zastosowanie w diagnostyce laboratoryjnej znalazty
takze podloza wybidrcze, pozwalajace na izolowanie Gram-
-ujemnych pateczek beztlenowych bezposrednio z materiatu
klinicznego. Do izolacji pateczek z grupy B. fragilis i Bilophila
wadsworthia wykorzystuje sie podloze BBE (Bacteroides Bile
Esculin, z zdkcig, eskuling i gentamicyna). Wyhodowanie
bakterii umozliwia ocene morfologii kolonii. Niektore pa-
teczki z rodzajow Prevotella i Porphyromonas (ryc. 1) maja
zdolnoé¢ wytwarzania specyficznego dla nich barwnika
wskutek asymilowania hemoglobiny z krwi zawartej w pod-
tozu i konwertowania jej do protoheminy, ktéra powoduje
ciemnobrazowe lub czarne zabarwienie kolonii po kilkudnio-
wej inkubacji. Cechg diagnostyczng jest rowniez fluorescen-
cja mlodych kolonii w §wietle lampy UV emitujacej $wiatto
o dlugosci 366 nm o barwie czerwonej (niektére gatunki
Prevotella i Porphyromonas) lub z6tto-zielonej (C. difficile)
[2]. Podloza ptynne stosowane do namnazania beztlenow-
cow to bulion BHI (bulion mézgowo-sercowy) oraz bulion
tioglikolanowy; bakterie rosng w nich w postaci zmetnienia
z widocznym osadem na dnie probdwki.

W diagnostyce zakazen beztlenowcami duza role odgry-
wa bezposredni preparat mikroskopowy. Ocena mikrosko-
powa materiatu klinicznego w przypadku aktinomykozy
ma wyzsza czuto$¢ diagnostyczng w poréwnaniu z metoda
hodowli. Jest rowniez niezbedna w szybkim rozpoznaniu
zgorzeli gazowej lub zakazenia ptynu stawowego [3]. Bar-
wienie rozmazu metoda Schaeffera-Fultona lub Trujillo
moze by¢ czescig diagnostyki zakazen wywotanych przez
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laseczki z rodzaju Clostridium; umozliwia obserwacje cha-
rakterystycznie umiejscowionych, odksztalcajacych komorke
endospor [16]. Preparat mikroskopy barwiony metodg Gra-
ma wykonywany jest rowniez z hodowli bakteryjnych na
podlozach bakteriologicznych. W przesztosci obligatoryjnie
stanowil on uzupelnienie testéw fenotypowych. Niektdre
beztlenowce maja charakterystyczny dla gatunku/rodzaju
morfotyp, np. paleczki Bacteroides barwig si¢ Gram-ujem-
nie, ale nieregularnie (wyglad agrafki); ponadto przyjmuja
polimorficzne ksztalty: formy wydluzone, z rozszerzonym
srodkiem lub nitkowate czy niemal kuliste. Wrzecionowce
Fusobacterium to Gram-ujemne, wydtuzone komoérki o za-
ostrzonych koncach; bakterie te moga réwniez przyjmowac
ksztalt paleczkowaty, kokoidalny lub nitkowaty. Kroétkie
paleczki wybarwione Gram-ujemnie mogg reprezentowac
gatunki nalezgce do rodzajow Prevotella lub Porphyromonas.
Wrykorzystywane jest réwniez barwienie negatywne ukazu-
jace otoczke (np. C. perfringens) wg metody Burri-Ginsa [2].

W przeszto$ci beztlenowce identyfikowano metoda chro-
matografii gazowo-cieczowej (GLC), ktdra zostala po raz
pierwszy zastosowana pod koniec lat 60. XX wieku do celow
taksonomicznych. Metoda ta umozliwiata detekcje kwasow
tluszczowych, np.: kwasu octowego, propionowego, masto-
wego, izomaslowego, walerianowego, izowalerianowego,
izokapronowego, oraz alkoholi wytwarzanych przez bakterie
beztlenowe w procesie oddychania. Chromatografia gazowo-
-cieczowa sprawdzila si¢ gléwnie w okredlaniu przynalez-
nosci gatunkowej Gram-ujemnych pateczek beztlenowych.
Gléwnym produktem metabolicznym fermentacji cukréow
gatunkow nalezacych do grupy B. fragilis jest kwas octowy,
a takze propionowy i mastowy. Gatunki Veillonella wytwa-
rzaja kwas octowy i propionowy, pateczki Prevotella maja
zdolnos¢ fermentowania weglowodandw, produkuja z gluko-
zy kwas octowy i bursztynowy. Gram-dodatnie ziarenkowce
oraz Clostridia wytwarzaja kwas octowy i mastowy [1, 17, 18].
GLC okazala si¢ jednak badaniem czasochfonnym i kosztow-
nym, wobec tego poszukiwano innych rozwigzan. Odpowie-
dzia na zapotrzebowanie w laboratoriach byto wprowadzenie
do rutynowej diagnostyki mikrobiologicznej komercyjnych
testow fenotypowych analizujacych wladciwosci biochemicz-
ne (proteolityczne i sacharolityczne) bakterii beztlenowych.
Przykladem takich testow byly testy API 20A (bioMérieux)
oraz RapID-ANA II (Innovative Diagnostic Systems) [1, 19,
20]. W kolejnych latach zautomatyzowano proces diagno-
styczny. Nadal poréwnywano wtasciwosci biochemiczne
bakterii z bazg wzorcows, tym razem wykorzystujac system
VITEK®2 (bioMérieux), ktory oprdcz beztlenowcoéw iden-
tyfikuje takze maczugowce. Badanie wymaga wykonania
barwienia izolatu metoda Grama oraz testu aerotolerancji.
Niedoskonalo$cig systemu jest rozpoznawanie tylko najistot-
niejszych klinicznie gatunkéw [20, 21]. Wiasne spostrzezenia
oraz badania przeprowadzone przez innych autoréw wykaza-
ty, ze system ten cze$¢ gatunkow identyfikuje nieprecyzyjnie
(np. B. stercoris zamiast B. thetaiotaomicron, oznacza izolaty
np. jako B. thetaiotaomicron/B. caccae, zalecajac zastoso-
wanie dodatkowych testéw roznicujacych) lub identyfikuje
bakterie jedynie do poziomu rodzaju (Bifidobacterium spp.
i Veillonella spp.) [22, 23]. Czas wykonania identyfikacji
wynosi ok. 6-8 godzin. Testy okreslajace wlasciwosci bio-
chemiczne wymagajg zawiesiny o duzej gestoéci (2,7-3,3
McFarlanda) izolatu z jednorodnej, $wiezej hodowli [21, 22].

Wspolczesnie w laboratoryjnej diagnostyce zakazen bez-
tlenowcami coraz chetniej korzysta si¢ z metod innych niz

analizy fenotypowe. Innowacja ostatnich kilkunastu lat
jest spektrometria masowa, ktora umozliwia identyfika-
cje drobnoustrojow na podstawie analizy biatek ryboso-
malnych. Obecnie technika analityczna MALDI-TOF MS
(matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight
mass spectrometry) dostepna jest w systemie MALDI Bio-
typer (Bruker Daltonics) oraz VITEK MS (bioMérieux)
[3, 22, 24, 25]. Identyfikacja opiera si¢ na jonizacji lasero-
wej biatek rybosomalnych, ktére pod wplywem promieni
lasera ulegaja desorpcji i jonizacji. Zjonizowane peptydy
przyspieszane sa w polu elektrycznym, ulegajg rozdziatowi
wg masy czgsteczkowej, tadunku oraz odmiennego czasu
przelotu. Oprogramowanie poréwnuje uzyskane podczas
analizy widmo z wagami wierzchotkéw zdefiniowanymi
dla kazdego z gatunkoéw. Obliczane jest prawdopodobien-
stwo, ktore odzwierciedla podobienistwo pomigdzy badanym
drobnoustrojem a mikroorganizmem znajdujacym si¢ w ba-
zie danych. Spektrometria masowa oferuje skrocenie czasu
badania mikrobiologicznego w poréwnaniu z klasycznymi
metodami fenotypowymi. Badanie pojedynczego izolatu
trwa kilka minut. Procedura zaklada wykorzystanie jednej
kolonii (10° CFU) badanego drobnoustroju [3, 24, 26, 27].
W przypadku bardzo drobnych kolonii (np. ziarenkowce
Gram-dodatnie i Gram-ujemne) nie jest to mozliwe; do ba-
dania nalezy pobra¢ kilka kolonii. Bazy widm obu systeméw
MALDI umozliwiajg rozpoznanie gatunkow, ktére maja
obecnie nowg pozycje systematyczng i nie sg uwzglednione
w automatycznych i pétautomatycznych systemach bioche-
micznych [24, 25, 28]. Obecnie zlotym standardem identy-
fikacji jest metoda oparta na analizie sekwencji gatunkowo
swoistego genu kodujacego podjednostke 16S rRNA. Gen ten
wystepuje u wszystkich bakterii, jest wysoce konserwatywny,
jednak zawiera gatunkowo zmienne regiony, umozliwiajace
roéznicowanie pomiedzy rodzajami i gatunkami drobno-
ustrojow. Metoda 16S rRNA pozwala na dokonanie wlasciwej
identyfikacji, a takze na szybkie rozpoznanie i klasyfikacje
wczesniej nieopisanych drobnoustrojow. Na ogél metoda ta
nie jest uzywana w klinicznych laboratoriach mikrobiolo-
gicznych, analizy z jej zastosowaniem zwykle wykonywane
sa w celach naukowych [3].

Interpretacja uzyskanych w toku badania mikrobiologicz-
nego wynikow wymaga do$wiadczenia i powinna uwzgled-
nia¢ mozliwg kontaminacje probki mikrobiota wystepujaca
w miejscu zakazenia lub w jego poblizu oraz udzial kilku
patogendw w etiologii zakazenia [10]. Zakazenia mieszane,
czyli powodowane przez dwa lub wiecej gatunki wytacz-
nie bakterii beztlenowych lub bakterie beztlenowa razem
z gatunkami tlenowymi, to najcze$ciej zakazenia wewnatrz
jamy brzusznej, polozniczo-ginekologiczne, zakazenia stopy
cukrzycowej, przewlekle zapalenie zatok, ucha srodkowego,
angina Ludwiga, ropnie przyzebia. W zakazeniach miesza-
nych bakteriom beztlenowym najczesciej towarzyszg tlenowe
pateczki Gram-ujemne (E. coli, K. pneumoniae) oraz ziaren-
kowce Gram-dodatnie (S. aureus, ziarenkowce koagulazo-
-ujemne, Enterococcus faecalis), rzadziej wystepuja pacior-
kowce oraz inne pateczki Gram-ujemne (Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Proteus vulgaris
iSerratia marcescens) [29]. Precyzyjna ocena takich zakazen
jestistotna ze wzgledu na szczeg6lne nastepstwa wynikajace
z mozliwoéci wymiany informacji genetycznej pomiedzy
gatunkami tlenowymi i beztlenowymi, a tym samym ich
wiekszg zjadliwo$¢ i oporno$¢ na antybiotyki. Oznaczenie
lekowrazliwosci jest niezbedne w przypadku wyhodowania
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szczepu bakterii beztlenowej z miejsc fizjologicznie jatowych
lub/i od pacjenta z zakazeniem inwazyjnym (bakteriemia,
zapalenie wsierdzia, zapalenie ko$ci, szpiku i stawow, ropien
mozgu). W oznaczaniu wrazliwosci bakterii beztlenowych na
antybiotyki stosowane sg metody fenotypowe wymagajace
wyhodowania szczepu. Nalezy zastosowaé metody iloécio-
we okreslajace MIC antybiotyku, tj. minimalne stezenie
hamujgce wzrost szczepu wyrazone w mg/L. Oznaczenie to
mozna wykona¢ za pomocg metody seryjnych rozcienczen
antybiotyku w podlozu ptynnym lub stalym albo metody
gradientowo-dyfuzyjnej z zastosowaniem paskow e-test na-
saczonych antybiotykiem w gradiencie stezen.

Obie metody pozwalaja na zakwalifikowanie szczepu do
kategorii wrazliwy lub oporny na podstawie wartosci gra-
nicznych. Badanie gradientowo-dyfuzyjne ze wzgledu na
mniejsza czasochlonno$¢ jest czedciej stosowane w rutyno-
wej pracy. Rekomendacje doboru antybiotykéw dla bakterii
beztlenowych oraz wartosci graniczne MIC zawarte sg w re-
komendacjach EUCAST [29].

Z uwagi na narastajaca opornos¢ beztlenowcéw na anty-
biotyki wskazane jest rutynowe monitorowanie lekowrazli-
wosci i stosowanie terapii celowanej na podstawie wyniku an-
tybiogramu. Obecnie najwiekszym problemem jest opornos¢
Bacteroides spp. na klindamycyne. Monitorujac od ponad
dekady lekowrazliwo$¢ u tych bakterii, potwierdzili$my ob-
serwacje osrodkéw na $wiecie; ok. 40% klinicznych izolatow
Bacteroides spp. jest oporna na ten antybiotyk [3, 30]. Prob-
lemem jest wzrost opornosci réwniez na inne antybiotyki.
np. amoksycyline z kwasem klawulanowym (§rednio 2,83%
w okresie 2007-2012 vs 8,15% w okresie 2013-2017 w jednym
zklinicznych szpitali w Warszawie) oraz na imipenem (1,41%
vs 3,7% w tym samym okresie) [30]. Odnotowano réwniez
stosunkowo niski (ponizej 2%), ale w niektérych o$rodkach
staly i zréznicowany geograficznie wzrost opornosci u Bac-
teroides spp. na metronidazol [3, 30].

PODSUMOWANIE

Bakterie beztlenowe sg sktadnkiem mikrobioty, ale wiele
gatunkow pelni istotng role w patogenezie zakazen u ludzi.
Z tego wzgledu, majac na uwadze problem narastajacej bakte-
ryjnej opornosci na antybiotyki, nalezy stworzy¢ w laborato-
riom mikrobiologicznym warunki do wlasciwej identyfikacji
tych bakterii oraz monitorowania ich wrazliwosci na anty-
biotyki. Nalezy mie¢ na uwadze, Ze uzyskanie wiarygodnego
wyniku oraz redukcja kosztéw badania istotnie zaleza od
procedur zapewniajacych wlasciwe postepowanie na etapie
przedlaboratoryjnym badania, gdzie najistotniejsze jest po-
branie odpowiedniej probki materiatu klinicznego w sposob
ograniczajacy jej kontaminacje bakteriami rezydujacymi
na skorze i blonach $luzowych, a nastepnie przekazanie
jej do laboratorium w $cisle okreslonych warunkach (czas,
temperatura).
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