
Kliniczna przydalnośc metod badania wrażliwości drobnoustrojow
chorobotworczych na anf ybiotyki i su l{onamidy

W chwili obecnej badanie wraźliwcści drob-
noustroj ych
proces c ym z
działów znej i
zwykle ważną rolę w doborze odporviedniego
środka leczniczego. Dla klinic;zsty istotne zna-
czenie ma nie tylko wstępna ocena wrażliwości,
ale rólvnież śledzenie jej zmian w <,zasie prze-
prorvadzonego leczelria. Pozwala to na ewen-
t,ualną zmianę lv darn-kowaniu lub dobór właś-
ciwszego leku.

\r/śród podstawowych metod badania wraźli-
w,osci drobnoustrojórv naieży wymienió: 1) rrre-
tode seryirrych rozcieńczeń w podłożu płyn-
nym, 2) metodę ser;zjnych rozcieńczeń w pod-
łożu agarorv w podłożu
stałym i jej inder.kową,
b) metodę k rzyśpieszo-
ne metodv niej-
szą z wlw Toz_
cieńczeń w jed.-
nak na sw oTaz
l:ol girvania
stą teryjną
.'r,y suje się j
dy eczność
nia siły działania leku w mcg/ml: rutynowo
jest wykony,ł,ana iedynie przy okreś]łrniu
wrażliwości prątka gruźliczego na streptomy-
cynę, hydrazyd, PAS. Wrażliwość drobnoustro-
jów- oznaczamy badaiąc ich rvzrost w obecności
różnych rozcieńczeń chemoterapeutyków, przv
czym zakres użvwanych rozcieńczeń winien
mieśció się w granicach między najwyższym
stężeniem leku we krwi, a znanvnl stęzenienr
hamującyclr szczep l<ontrolny. W rvypadku kie-
dy drobnoustrój został wyizoiowany z moczu,
zirkres stężerria należ.v- zrviększyć do poziomu
iaki zna jcltljc. się w nroczu, Podłoże używane do
rv/rv badań winno mieó skład następujący: 60
rrll bulionu odżvwcz.ego, 15 ml 10 proc, gluko-
zy w wodzie destylo."łranej, 10 ml nasyconego
roztworu czerwieni fenolowej, 25 ml jałowei
surowicy końskiej (Florey, 1951).

Sposobent badania u,raźliwości. i<tóry w
znticznym stopniu pi,zezwycięza trudności i wa-
dy met,;dy seryjnych rozcieńczeń iest metoda
krążkowo-bibułowa z dyfuzją w agarze (Vżn,-
cent, Vincent, 1949) opracowana i wprowadzo-
na w Polsce po raz pierwszy ptzez Gatuenda-
Dzźerżgńską (1955), Polega ona na określaniu
wielkości stref zaharnowania wzrostu badanego
drobnoustroju na podłożu stałym. Strefy te
powstają na agarze dookoła krązkór,v bibuło-
wych nasyconvch róznymi antybiotykami, któ-
re dyfundują do podłoża; strefa zahamowania
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iest tym rn,iększa inr wraź]iwszy jest drobno-
ustrój. Ponadto istnieje cały szereg czynników,
ktore mogą równiez wywierać r,vpływ na wiel-
kość strefy zahamowania wzrostu takich jak
pH. skład podłoza, wielkość i rodzaj inoculum.
stężenie aqaru. Wpłvrł, rł,/rv czynników w od-
niesjeriiu do badan ,,vrażIiwości pałeczek czer-
wonkowych rvykazuje bardzo vzyraźnie praca
Anuszo. (1962). I tak prz;l ocenie wpływu pH
na wieLkcść strefy zahamowanra wzrostu
stwierdzono, że każdy antybiotvk posiada dzia-
łanie optyma]ne rv odpouziednim pH (np. aureo-
lnycyna pH 5, streptomycyna pH 7-B). Inte-
resu_jące wyniki otrz,,,1pąno ró,"r,,nież przy okreś-
laniu wpłytu rodzaju podłoża na wynik ba-
dania rvrażliwości. Otrzymane dane wskazywa-
ły na brak różnic w wielkości stref zahamowa-
nia na agarze z krrł,ią oTaz na agarze zwykłym
z clodatkienr glukozv. l\Iatomiast w porównaniu
z tyrni podłczami na pcdłożu SS i Levina strefv
zahamo,,ł,ania byłv bardzo wyrażnie powięk-
szon,e, a różnice dochodziły do 14 mm. Zauwa-
zono przy tym, że codłoze Levina nie nadaje
sic dc; baclan wraźliwości na sulfonamidy (brak
stt,ejy za]larno,uvania rrrzrostu), co można rvv-tłu-
macz},c obecnością rv podłożu błej<itu metyle-
nowego, inhibitora sulfonamidóu,. Podłożem
nie nadającym sie do badania wrazliwości sul-
fona;nic]ów jest róv,niez 2 proc. agar z gljko-
zą. Wprawdzi,e strefa zahamowania jest tu wi-
d,oczna, ale w jej obrębie obserwuje się wzrost
drobn,oustrojów wraźliwych, co utrudnia wła-
ściwą ocenę wrażlilvości. Wvtłumaczenie tego
faktu nalezy szukać mied_zy innvmi w hamu-
jącvm wpłvwie glukozv na działanie sulfona-
rnjdu (Gerudc, !949). Okazało się też, że wiel-
kośc stref za,hamowania u,zrostu icst odwrot-
nie proporcionalna do koncentracii agaru w
]rorlłozrt, przv cz},nl jest rzecza interesuiacą, że
iuż przv stężeniu 4 ploc. różnice w wielkości
stręf zahanrorł,ania doc}iodza do 7 mm. Śledzac
1rypłyr,ł, ilości drobnoustrojórv na wielkość stre-
f_v zairamowania wzrostu wvkazano, że im
rvjqksze inoculunr tvm wieksza tendencia do
zrnnieiszenja strefy zahamowania. Zagadnie-
njenr barCzo istotn.rm iest równiez szybkość
rvzrostlt baclanego drobnoustroju. Jest Tzeczą
clczyr^ristą, że im sz.ybszv będzie rn zrost bakterii
tvnr rntrie jsza będ.,;ie strefa zahamowania. Ilu-
siracją tegrl z:iawiska moze bvć spostrzeżenie,
że w i>;z",vplldku nie rvstarł,ienia do cieplarki
płvtek z 1.1acianymi ci1,obnoustroiami bezpośred-
nio po 1losiewie, a tl,m samvm uniemożliwienia
drobnoustroiom normalnego wzrostu dochodzi
do pr,lrlzi<,.i<szenia strefy zahamowania wzrostu.
Potlvierdzaią to rólvniez obserwacie własne,
które wskazuią, ze r_tżycie podłożv lramuiącvch
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wzrost drobnoustroiów (podłoże SS i Levina)
prorłradzi do barclzo wyraźnego powiększenia
stref zahamowania lt,zrostu. Djatego tez w oce-
nie wrążiiwości należy uwzględnić różne roz-
cienczenia, w zależności od tego czy używamy
do badań hodowli 2-, czy Z|-godzinne.

Krążki produkorł,arrc przez Warszawską Wy-
twórnię Surorvic i Szczepionek zawierają na-
stępujące ilości antybiotyków: krążki z penicy-
liną - 70 j., ze streptomycyną - 

100 mcg,
z chlorom5zcetyną - 50 mcg, z aureomycyną _
20 nrcg, z; terramycyną - 30 mcg, z erytromy-
cytyną 

- 10 T\cg, z neomyc|yną - 30 mcg,
z tetracykliną - 30 mcg. Wyniki odczytuje się
mierząc średnice stref zahamowania (wraz z
krążkiem) wg nastepującego schematu: wra,źIi-
wy - 30 mm i więcej, średnio-wrażIilvy - 29

- 25 mm, słabo-wraźliwy - 24 - 20 mm,
opolny - 19 - 13 mm.

Oznaczanie wrażliwości na sulfonamidy jest
połączone z pe."vnvmi trudnościami, poniewaz
podłoże tlzvwane do badań, iak i hodowle bak.-
teryjne mogą zat,,ierać substancje hamujące
clziałanie sulfcnamidów. W/w trudności usunęli
Iial,per i Cq.uston (1945), ktorzy stwierdzili, że
substancie hamuiące działanie sulfonamidów
są neutralizowane przez czynnik zawarty w
czerwonych krwinkach. W związku z czym w
badaniach na|eży posługiwać sie podłożem z do-
datl<iem krrvi. piśmiennictwo dotvczące badań
wraźliwości drobnoustro jów na sulfonamidy
jest skąpe, a rvyni}-i badań często rozbieżne.
Wydaje się, że rozbieżności w/w badań maja
swoje najrviększe źródło w nieujednoliconej
i nierł,łaściwej metodyce badań" Bliższe dane
dotyc zące oznacz anta wrażliwości drobnoustro-
jów przedstawia rvyczerpuiąco praca:,,Krązko-
wo-bibułoił,a metoda badania wrażliwości pa-
łeczek czerwonkowych na sulfonamidy w mo-
dyfikacji własnei i iei zastosowanie do badań
rutynowych" (Anusz, 1961), W oparciu o tę
nretodę Wa_rszawska Wytwórnia Surorvic i
Szczepionek podejmuje ,uł, br. produkcję su]fo-
namidowych krązkóvz bibułowych.

Cenną zaletą metody krążkowo-bibułowei
iest dokła,dna zgodność z metodą seryinych
rozcieńczeń (od 90 do 100 proc.) i szybka ocena
wra,żIiwcści badanych drobnoustrojów dzięki
możliwości zastosowania badania bezpośrednie-
qo. Ważne jest przv tym, abv badania bezpo-
średnie były za:vsze poprzedzane mikroskopo-
wvmi badaniami patologicznego materiału.
Pozvzoli to bowiem na stwierdzenie iakości (ho-
dowla jednorodna czv mieszana) oraz ilości ba-
danych drobnoustrojów. Uzyskane dane pozwo-
lą na uwzględnienie w badaniu właściwym moz-
iiwie niskich rozcieńczeń badanych hodowli. Ba-
danie bezpośrednie iest metodą zasługującą na
szersze, niż dotychczas stosowanie i to nie tyl-
ko ze wzglqdu na znaczne skrócenie czasu ba-
dań,lecz rórł,nież ze względu na mozliwość jed-
noczesnej oceny wrażliwości wielu różnvch
drohnoustro-iów zna;dujących się lł, badanym

środowisku, Wiadomo bowiem, że rv skupisku
drobnoustrojów chorobotwórczych spotkać mo-
żemy szczepy tego samego gatunku ale o róż-
nym stopniu wrażIiwości zarówno wrażliwe jak
i oporne. W takim przypadku badanie wrażli-
wości jednego tylko szczepu, a nie całej popu-
lacji może zatrzeć nam właściwy obraz i nie
pozr.voli na wyjaśnienie braku działania chemo-
terapeutyktł. Nic wiec dziwnego, że badanie
wrażliwości rnetodą bezpośrednią nie tylko
skraca czas badań. ale iest równocześnie me-
todą dającą najbardziej prawidłowe wyniki, a
w związku z tyrn i mniejsze możli.łości błędu
ze względu na większą zbieznośó między ba-
daniami wrażliwośr:i a wynikami w leczeniu
(Lesińska, Noruosźelska-Zgórniak, 1960; jak
również obserwacje własne w odniesieniu do
badań wrażliwości pał. czeru,onki na podłożu
SS). Stosując tę metodę, należy uwzględnić i jej
ujemne cechy np, możIirvość zahamo\^/ania
w zrostu droJcnoustro i ów wrażliwych pt zez ljak-
terie oporne oraz niemożność dokładnego.
określenia wie]kości inoculum. Istnieje tl za-
tem potrzeba wykonania dodatkowych badań
kontrolnych. które .łskazywałvby czy wszyst-
kie drobnoustroje w czasie badania diagno-
stycznego są wrazliwe na zastosowany lek.

W ostatnich latach prace nad metodami ba-
dania wrażliwości poszły w kierunku maksy-
malnego skrócenia czasu ich wykonania. Szcze-
gólnie interesujące wyniki otrzymali autnrzy
(Ragers i wsp. |955; Pital i wsp. 1956; Boss
i wsp, 7957: Sorensen, 1959), użyu,ający przy
porrriarze wzrostu badanych drobnoustrojów
wskaźników redukujących. (Hb krwi, rezazuri-
D3, chlorek trójfenvlotetrazolowy). Czas po-
trzebny do odczvtania wyników badań wraźIi-
wości przy zastosowaniu tych metod został
skrócony do 2-5 godzin.

Pomimo niewątpliwej ro]i jaką w chwi]i
obecne j spełnia. oznaczanie wraźliwości drobno-
ustrojów wobec ant;rbiotvków i sulfonamidów,
nie wolno zapominać., o stosunkowo często wy-
stępującej niezgodności między wynikami le-
czenia a ]aboratoryinym oznaczaniem wraźli-
wości, Zagadnienie to wymaga szerszego omó-
wienia, ze wzg)ędw na panujące rł,śród klini-
cystów, często wTęcz przeciwstawne poglądy,
co do przydatności w/w badań w klinice. Właś-
ciwa ocena tych nieuniknionych zresztą roz-
bieżności jest trudna i wymaga uwzg]ędnienia
całego szeTegu różnych czynnikó,w. Jako przy-
kład mogą posłużyć wyniki badań Rybakotuej
i Stapińskiej (1961) dotyczące niezgodności
miedzy badaniami in uitro a in ul.uo, w zależ-
ności od postaci schorzenia. Odnośne badania
wykonane w II Klinice Chorób Zakaźnych .LM
u chorych na czer\Ą,onkę wykazały, że wyniki
]eczenia sulfaguanidyną i chloromycetvną były
w zdecydou/anej wiqkszości przypadków zgod-
ne z antvbiogramarrLi szczepów (Anusz i wsp.
1960). Jako przykład niepełnej kolelacji mię-
dzv wraźlirł,ością na antl,biotyki z wynikami

jlJ
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leczenia moze posłużyć zakażenie S. tEphi. Pa- jak zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych
łeczki te wykazu ją in uźtro szerokie spectrum wzrnożoie przechodzenie peńicy]inv do pł),nu
wraŹIiwości na wiele znanych antybiotyków mózgowo-rdzeniolvego moze posłużyć jako
(chloromvcetyna, terramycyna, aureomycyna, wczesny ob,iaw rozpoznawczy. Inne antybiot5lki
neom}cyna, streptomycyna), gdy w leczeniu (chloromycetyna, \Ą, mniejszym stopniu tetra-
duru brzuszrrego najskuteczniejszym iekiem, a clrklin;z) nie posiadarją takiej łatwości przenika-
więc lekiem z wyboru jest chloromycetyna. nia do przestrzeni podoponorvych, iak penicy-

Istotnym momentem wymagającym uwzględ- iln] 1_ltertomYcYna, Niemniei Poziom chloro-
nienia §tz"v analizie koreiacjińiióry b;fi;t;_ -l::l{"y wprowadzonej peT os jest równie
mi wraźtińości drobnoustrojów ". J"ńli"ivpi ,*y'9ki r',z płynie mózgowo-rdzeniowym jak w
a ich skutecznością w leczeniu i".t t"iJ"""ao k Yi:_'* razie oporności drobnoustrojów v,ry-

usunięcia możtiwoŚó błednej i"t".prót""ll] .o wołljalycn zapalenie opon mózgorvo-rdzenio-
do narastania oporności drobnoustrffii; ; yy"|, antybiotyki te moż_2a_z powodzenlem za-
czasie leczenia. Załóżmy, że doszło ao 

"ri.""z""io 1taqiĆ chloromYcetYn1,(M9PrumP i wsP. 1954;

drobnoustrojami wraźiiwy-i i opornJ;-;; |,::!:.Ti"" i wsP, J955; Xossur i wsP, 1959),

stoso\^zany 
".rtvbiotyk 

, piro*^gą:"a"ł.-J,""t_ Wvnik ]eczenia antybiotykami uzalezniony jest

noustrojów wraźli#ych.^u choieg"; dil;il; :9y"y od charakteru zmian anatomo-patolo-
początkówy* okrÓ"ió leczenia nieivątp'l-iwń"";_ c]11:l:ł w miejscu_zapalenia. Znane są bowiem
onse.wuiemv wyraźną poprawe. Ń',fi";;l",i rrlynad}<i (np, endocarditis ulcerosa), w któ-
nak coraz silr,:ieiszego narastania a.otioi,ri""- rYch, mimo stwierdzonej wrażliwości czvntrika
iów opornycn, a""niii"ń a."u""ilt."je;;;;_ .:1:_"]:q]:r"ego, 

a rravlet uz.i'skan'a przeiściowej
.żti*yóh, aójazie do pogorszenia się .i;" ;ń;_ ł:!*-y klinicznej, dochodzi do zejścia śmier-
robŃego. podobny prźebieg choroby *"z"".r" łęll:r,l, z pc:,łzoclu, tttl'uclnjonego dostępu_ar-rty-
zaobserivor,vae ;eanat< .i wte"dy, gdy" j;j^;;;n biotvku do martr.viczego ogniska (Kędroua,
czyną si1 tvlko "drobnoustroie wriziiw""'"i;i'"_ 1957: Daikos i wsp. 1960: Lindheinter i rvsP.
sowan}, antybiotyk i reaguiące w sposób zgod,- '"_o_')'nv z o(]eną badinia vzriźliwości. Żd,arzvi'sie Krvtyczlre uwagi co do korelacji wvników
to może w wypadku reinfekcii drobnouŚtro,iaj badań wraziiuzości in uitro i in uiuo nie dys-
mi tego 

""rne§Ó 
gatunku oporńvmi na stosowa- kwalifikują onrówi.onych uprzednio badań

ny antybiotyk a pochodząĆvmi od innych cho- rviażliwości, one je ich
rych lub osób z otoczenia, zwłaszcza od perso- intei'nretacji iest pe _,vzrn
nelu opiekującego się chorym. Taki prŻebie,; ze strony kli anowią cen-
choroby może stworzvćfałsiywy pogląd, że ma"- ną rvskazórvke wytvczającą właŚcirvy' kierunek
my do czynienia ze zjiwiskień ńarvwania opor- Ie;zenia i zasłtl;'u ją na szersze niż dotychczas
ności pod rvpłvr,ł.em leczenia. W niektórych w'łkorz.vstariie 'w medycynie weterynaryjnej.
przvpadkach udaje sie wykazaó zmianę wraźIi- piśmiennict\\,owości badanego szczepu w trakcie przeprowa-
dzania jego izolacji.Np.obserwuje się nieraz, }. iłii2żż.',Y,l!a";:il:.ir#'H"od.u'Łu,"i.",no'jak szczep Streptococcus paogenes opornY na 3. Anusz z. Grabińśl{i A, mi"ęński J,; Przegl.
Óntybiotvi<i in uitro staie Śió ńrażIiwy w irak- .. BTt,'T1: f;'.ulu .. Mitche1l B. Btocker G.:
cie,przesiełvów podczas izolacji, co znowu.mo_że , i'łJff|"}."g"JTŁ"";.,'ł,/;Jor,i,o;.rod'r*r1 ślł..t". 

".,bYć PtzYczYną Powaznego W nastęPstwa błędu, , S'ł:tl; ?:],^i:'Ł.ll'"i,ł ;1 }<,in. lńrschr. 1960, 11,

W ocenie zgodności wYników badań in uitro , frl . . e y w.: Antibiotics, 1951. London cyt wp stokes.ainuiuo uv,rzglednićnależyrównieżrodzajsto- ;. ";;e'naa-ozielżyńska J., polak T.: pol. TyB.
sowanego _antybiotvku. Narastanie .bowiem ,.ŁT*irj;r"o,Juj\erżyńska J., wąsiewicz J.:oporności drobnoustroiów nie wystqpuje z jed- 1ł;o. ios*. i Mlkrob. 'isso, a, azs

nakową siła w stosunku do wszystkich anty- łl Ę:l[ti"";1,"§§,*iBiu"'r!|n,-nior01949,7,409
biotvków. Na przykład w stosunku do chloro- " §,1.'i]li,i;;,ilr}ńi.?'"i,T.3;5"x,;,tJ;.y;f,, i;n 1ri,i_mycetynv oporność narasta bardzo powoli, a iriiu"l"
w stosunku do streptomycyny bardzo szvbko. i: 5^*_','.'wa S,: Pol, Tl'g, Lek, 12, 1622

Inny jest rytm nabywanii opórnośo wobe"c pe- 'n .'oi.=itr'. l'"u."iru..'iuił.'ak-Nowo'l3ielSka L':

nic e opornvchpod- " Łi.in|L."il.i"'"^Jinui"rło,3u3. W., KoSsling F.:

leg n iom. Sko.,iarzo- 'u X_9"r|..,ł#,.l.]u#.",'rl fl;_ 
I)nbur8 J, Mel,idith

ne e oŻe w duŻvm rz pit"r'ł Designe T., Leise M,: Anti}riotics che-
stopniu osłabić i opóźnić wysteporvanie opor- ,, §".1!T;.'n'fł.u,f'i.^ *.. sevens J: Antibiotics
ności. Cheńother. lsss, s, ssz.

poważny wpłvw na wynik leczenia antybio- ,T $$,"*lł:J"" :. ;:":",:_:i":^"""''"T] j::;tykami ma równieŻ proces zapalny. Wiacomo , med, wschl 1955, B0, 1088.

na przykład, że stężenie penicyliny w płynie ; :iJ;::"J, ";;,,Y"T'"i',"T"".",ii;.r""il;r]'"J;,,|u;"]nn'
tkankowym w ognisku zapalnym jest zwykle 23. Y;,"""."nt G,, vincent w: proc. soc Exptl. ]ued

wyższe niż w dańei chwili we-krwi. Sugeruie 19+4' 55' 162'

się nawet, że w takich stanach chorobowych, n,^1'."' 
JL]tO]a: Zbigllie\\ Allt!§7, Wars7-Łl\\il, BabośZe\\'ska U
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