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Kliniczna przydatnos¢ metod badania wrazliwosci drobnoustrojow
chorobotwérczych na antybiotyki i sulfonamidy

W chwili obecnej badanie wrazliwosci drob-
noustrojéow chorobotworczych wywolujacych
proces chorobowy jest jednym z podstawowych
dzialow bakteriologii klinicznej i edgrywa nie-
zwykle wazng role w doborze odpowiedniego
$rodka leczniczego. Dla Kklinicysty istotne zna-
czenie ma nie tylko wstepna ocena wrazliwosci,
ale rowniez $ledzenie jej zmian w czasie prze-
prowadzonego leczenia. Pozwala to na ewen-
tualna zmiane w dawkowaniu lub dobér wias-
ciwszego leku.

V/srod podstawowych metod badania wrazli-
wosci drobnoustrojow nalezy wymienié¢: 1) me-
tode seryjnych rozcienczen w podlozu ptyn-
nym, 2) metode servjnych rozcienczen w pod-
fozu agarowym, 3) metode dyfuzji w podlozu
statym i jej odmiany: a) metade cylinderkows,
b) metode krazkowo-bibutows, 4) przyspieszo-
ne metody badania wrazliwosci. Najdokladniej-
szg z w/'w metod jest metoda seryjnych roz-
cienczenn w podlozu plynnym. Ze wzgledu jed-
nak na swg pracochlonnos$é, kosztownosé oraz
Foniecznosé postugiwania sie w badaniach czy-
stg hodowlg bakteryjng obecnie jest rzadko
wykonywana. Stosuje sie ja zwvkle wtedy, kie-
dy zachodzi koniecznosé dokladnego oznacze-
nia sily dziatania leku w mecg/ml; rutynowo
jest wykonywana jedynie przy okreslaniu
wrazliwosci pratka gruzliczego na streptomy-
cyne, hydrazyd, PAS. Wrazliwosé¢ drobnoustro-
jow oznaczamy badajac ich wzrost w obecnosci
roznych rozcienczen chemoterapeutykéw, przy
czym zakres uzywanych rozcienczen winien
mieéci¢ sie w granicach miedzy najwyzszym
stezeniem leku we krwi, a znanym stezeniem
hamujgeych szezep kontrolny. W wypadku kie-
dy drobnoustréj zostal wyizclowany z moczu,
zakres stezenia nalezy zwiekszyé do poziomu
jaki znajduje sie w moczu. Podloze uzywane do
w/w badan winno mie¢ sktad nastepujacy: 60
ml bulionu odzyweczego, 15 ml 10 proc. gluko-
zy w wodzie destylowanej, 10 ml nasyconego
roztworu czerwieni fenolowej, 256 ml jalowej
surowicy konskiej (Florey, 1951).

Sposobem badania wrazliwosci. ktory w
znacznym stopniu przezwycieza trudnosci i wa-
dy metody seryjnych rozcienczen jest metoda
krazkowo-bibutowa z dyfuzja w agarze (Vin-
cent, Vincent, 1949) opracowana i wprowadzo-
na w Polsce po raz pierwszy przez Gawenda-
Dzierzynskq (1955). Polega ona na okreslaniu
wielkosci stref zahamowania wzrostu badanego
drobnoustroju na podlozu stalym. Strefy te
powstaja na agarze dookola krazkéw bibulo-
wych nasyconych réznymi antybiotykami, kto-
re dyfundujg do podioza; strefa zahamowania
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jest tym wieksza im wrazliwszy jest drobno-
ustroj. Ponadto istnieje caly szereg czynnikow,
ktére moga réwniez wywiera¢ wplyw na wiel-
koé¢ strefy zahamowania wzrostu takich jak
pH. sklad podlora, wielkos$¢ i rodzaj inoculum,
stezenie agaru. Wplyw w/w czynnikow w od-
niesieniu do badan wrazliwecsei pateczek czer-
woenkowych wykazuje bardzo wyraZnie praca
Anusza (1962). 1 tak przy ocenie wplywu pH
na wielkc$é strefy zahamowania wzrostu
stwierdzono, ze kazdy antybictyk posiada dzia-
lanie optymalne w odpowiednim pH (np. aureo-
mycyna pH 5, streptomycyna pH 7-—8). Inte-
resujace wyniki ctrzymano rowniez przy okres-
ianiu wplywu rodzaju pedioza na wynik ba-
dania wrazliwoéci. Otrzymane dane wskazywa-
ty na brak réznic w wielkosci stref zahamowa-
nia na agarze z krwig oraz na agarze zwyklym
z dodatkiem glukozy. NMatomiast w poréwnaniu
z tymi pedtozami na pediozu SS i Levina strefy
zahamowania byly bardzo wyraznie powiek-
szone, a réznice dochodzily do 14 mm. Zauwa-
zono przy tym, ze podloze Levina nie nadaje
sic de badan wrazliwesci na sulfonamidy (brak
strefy zahamowania wzrostu), co mozna wytiu-
maczy¢ obecnoscig w podiozu blekitu metyle-
nowego, inhibitora sulfonamidéw. Podlozem
nie nadaigcym sie do badania wrazliwosci sul-
{fonamiddow jest rowniez 2 proc. agar z gliko-
za, Wprawdzie strefa zahamowania jest tu wi-
doczna, ale w jej obrebie obserwuje sie wzrost
drobnoustrojéw wrazliwych, co utrudnia wla-
$ciwa ocene wrazliwosci. Wyttumaczenie tego
faktu nale?y szuka¢ miedzy innvmi w hamu-
jacym wplvwie g¢lukezv na dzialanie sulfona-
midu (Gerude, 1949). Okazalo sie tez, ze wiel-
kos¢ stref zehamowania wzrostu jest odwrot-
nie proporcjonalna do koncentracji agaru w
podiozu, przv czym jest rzecza interesuijgcs, ze
juz przy stezeniu 4 proc. réznice w wielkosei
stref zahamowania dochodra do 7 mm. Sledzac
wplyw ilo$ci drobnoustrojéw na wielkos$é stre-
fy zahamowania wzrostu wvkazano, ze im
wicksze inoculum tym wieksza tendencja do
zimniejszeria strefy zahamowania. Zagadnie-
nient bardzo istotnym jest réwniez szybkosé
wzrostu badanege drobnoustroju. Jest rzeczg
oczywisty, ze im szybszy bedzie wzrost bakterii
tvm muieisza bedrie strefa zahamowania. Ilu-
stracig tego zjawiska mo7Ze byé spostrzezenie,
ze w przypadku nje wstawienia do cieplarki
plvtek z badanymi drobnoustrojami bezpoéred-
nio po posiewie, a tym samym uniemozliwienia
drobnoustrojom normalnego wzrostu dochodzi
do powiekszenia strely zahamowania wzrostu.
Fotwierdzaja to rdwniez obserwacje wlasne,
ktore wskazuja, ze uzycie podlozy hamujacych
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wzrost drobnoustrojow (podioze SS 1 Levina)
prowadzi do bardzo wyraznego powiekszenia
stref zahamowania wzrostu. Dlatego tez w oce-
nie wrazliwosci nalezy uwszgledni¢ rézne roz-
cienczenia, w zaleznosci od tego czy uziywamy
do badan hodowli 2-, czy 24-godzinne.

Krazki produkowane przez Warszawskg Wy-
twornie Surowic i Szczepionek zawieraja na-
stepuiace ilosci antybiotykow: krazki z penicy-
ling — 10 j., ze streptomycyng — 100 mecg,
z chloromycetyng — 50 mcg, z aureomycyng —
20 mcg, z terramycyna — 30 meg, z erytromy-
cytyng — 10 meg, z neomycyng — 30 mecg,
z tetracykling -— 30 mcg. Wyniki odczytuje sie
mierzac $rednice stref zahamowania (wraz z
krazkiem) wg nastepujacego schematu: wrazli-
wy — 30 mm i wiecej, $rednio-wrazliwy — 29
25 mm, stabo-wrazliwy — 24 — 20 mm,
oporny 19 — 13 mm.

Oznaczanie wrazliwoéci na sulfonamidy jest
polaczone z pewnymi trudnosciami, poniewaz
podloze uzywane do badan, jak i hodowle bak-
teryjne mogg zawiera¢ substancje hamujace
dzialanie sulfcnamidéw. W/w trudnosci usuneli
Harper 1 Cawston (1945), ktorzy stwierdzili, ze
substancje hamujgce dziatanie sulfonamidéow
sa neutralizowane przez czynnik zawarty w
czerwonych krwinkach. W zwiazku z czym w
badaniach nalezy postugiwacé sie podtozem z do-
datkiem krwi. PiSmiennictwo dotyczace badan
wrazliwoscl  drobnoustrojéow na sulfonamidy
jest skape, a wyniki badan czesto rozbiezne.
Wydaje sie, ze rozbieznosci w/w badan maja
swoje najwieksze 7rodlo w nieujednoliconej
i niewtasciwej metodyce badan. Blizsze dane
dotyczgce oznaczania wrazliwosei drobnoustro-
jow przedstawia wyczerpujaco praca: ,, Krazko-
wo-bibutowa metoda badania wrazliwosei pa-
teczek czerwonkowych na sulfonamidy w mo-
dyfikacji wilasnej i jej zastosowanie do badan
rutynowych” (Anusz, 1961). W oparciu o te
metode Warszawska Wytwoérnia Surowic i
Szezeplonek podejmuje w br. produkcje sulfo-
namidowych krazkow bibutowych.

Cenna zaleta metody krgzkowo-bibutowe]
jest doktadna zgodnoé¢ z metodg seryjnych
rozcienczen (od 90 do 100 proc.) i szybka ocena
wrazliwesei badanych drobnoustrojow dzieki
mozliwosdel zastosowania badania bezpo$rednie-
go. Wazne jest przy tym, aby badania bezpo-
frednie byly zawsze poprzedzane mikroskopo-
wymi badaniami patologicznego materiatu.
Pozwoli to bowiem na stwierdzenie jakosci (ho-
dowla jednorodna czy mieszana) oraz ilosci ba~
danych drobnoustrojéw. Uzyskane dane pozwo-
la na uwzglednienie w badaniu wlasciwym moz-
liwie niskich rozcienczen badanych hodowli. Ba-
danie bezposrednie jest metods zastugujaca na
szersze, niz dotychezas stosowanie i to nie tyl-
ko ze wzgledu na znaczne skroécenie czasu ba-
dan, lecz réwniez ze wzgledu na mozliwesé jed-
noczesnej oceny wrazliwo$ci wielu réznych
drobnoustrojéow znajdujacych sie w badanym
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srodowisku. Wiadomo bowiem, ze w skupisku
drobnoustrojow chorobotworczych spotkaé¢ mo-
zemy szczepy tego samego gatunku ale o réz-
nym stopniu wrazliwoéci zaréowno wrazliwe jak
i oporne. W takim przypadku badanie wrazli-
wosci jednego tylko szczepu, a nie calej popu-
lacji moze zatrze¢ nam wilasciwy obraz i nie
pozwoli na wyjasnienie braku dzialania chemo-
terapeutyku. Nic wiec dziwnego, ze badanie
wrazliwosei metodg bezposrednig nie tylko
skraca czas badan, ale jest réwnoczesnie me-~
toda dajgcag najbardziej prawidlowe wyniki, a
w zwigzku z tym i1 mniejsze mozliwosci bledu
ze wzgledu na wieksza zbieznos$¢ miedzy ba-
daniami wrazliwosci a wynikami w leczeniu
(Lesinska, Nowosielska-Zgdrniak, 1960; jak
rowniez obserwacje wlasne w odniesieniu do
badan wrazliwosci pat. czerwonki na podlozu
S8). Stosujgc te metode, nalezy uwzgledni¢ i jej
ujemne cechy np. mozliwos¢ zahamowania
wzrostu drobnoustrojow wrazliwych przez bak-
terie oporne oraz niemozno$¢ dokladnego,
okreslenia wielkosci inoculum. Istnieje tu za-
tem potrzeba wykonania dodatkowych badan
kontrolnych, ktére wskazywalyby czy wszyst-
kie drobnoustroje w czasie badania diagno-
stycznego sg wrazliwe na zastosowany lek.

W ostatnich latach prace nad metodami ba-
dania wrazliwosci poszty w kierunku maksy-
malnego skrécenia czasu ich wykonania. Szcze-
golnie interesujace wyniki otrzymali autorzy
(Rogers i wsp. 1955; Pital i wsp. 1956; Bass
i wsp. 1957; Sorensen, 1959), uzywajacy przy
pomiarze wzrostu badanych drobnoustrojow
wskaznikéw redukujacych. (Hb krwi, rezazuri-
na, chlorek tréjfenylotetrazolowy). Czas po-
trzebny do odezytania wynikéw badan wrazli-
wodei przy zastosowaniu tych metod zostat
skrocony do 2—5 godzin.

Pomimo niewatpliwej roli jakg w chwili
obecne]j spetnia oznaczanie wrazliwosci drobno-
ustrojéw wobec antybiotykéw i sulfonamidéw,
nie wolnc zapominaé o stosunkowo czesto wy-
stepujacej niezgodnosci miedzy wynikami le-
czenia a laboratoryinym oznaczaniem wraZli-
woscl. Zagadnienie to wymaga szerszego omo-
wienia, ze wzgledu na panujgce wsérod Kklini-
cystow, czesto wrecz przeciwstawne poglady,
co do przydatnosci w/w badan w klinice. Wtas-
ciwa ocena tych nieuniknionych zresztg roz-
bieznosci jest trudna i wymaga uwzglednienia
calego szeregu rdéznych czynnikéw. Jako przy-
ktad moga postuzy¢ wyniki badan Rybakowej
i Stapinskiej (1961) dotyczace niezgodnosci
miedzy badaniami in vitro a in vivo, w zalez-
nosci od postaci schorzenia. Odnosne badania
wykonane w II Klinice Choréb Zakaznych AM
u chorych na czerwonke wykazaly, ze wyniki
leczenia sulfaguanidyng i chloromycetyng byly
w zdecydowanej wigkszosci przypadkow zgod-
ne z antybiogramami szczepéw (Anusz i wsp.
1960). Jako przyklad niepelnej korelacji mie-
dzy wrazliwoscig na antybiotyki z wynikami
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leczenia moze postuzy¢ zakazenie S. typhi. Pa-
teczki te wykazuja in vitro szerokie spectrum
wrazliwosei na wiele znanych antybiotykéw
(chloromycetyna, terramycyna, aureomycyna,
neomycyna, streptomycyna), gdy w leczeniu
duru brzusznego najskuteczniejszym lekiem, a
wiec lekiem z wyboru jest chloromycetyna.

Istotnym momentem wymagajgcym uwzgled-
nienia przy analizie korelacji miedzy badania-
mi wrazliwo$ci drobnoustrojéw na antybiotyki
a ich skutecznoscig w leczeniu jest trudna do
usuniecia mozliwo$é blednej interpretacji, co
do narastania opornoéci drobnoustrojow w
czasie leczenia. Zalézmy, ze doszlo do zakazenia
drobnoustrojami wrazliwymi i opornymi na
stosowany antybiotyk z przewagg jednak drob-
noustrojé6w wrazliwych. U chorego takiego w
poczatkowym okresie leczenia niewatpliwie za-
obserwujemy wyrazng poprawe. W miare jed-
nak coraz silniejszego narastania drobnoustro-
jow opornych, a znikania drobnoustrojéw wra-
+zliwych, dojdzie do pogorszenia sie stanu cho-
robowego. Podobny przebieg choroby mozemy
zaobserwowaé jednak i wtedy, gdy ijej przy-
czyna sa tylko drobnoustroje wrazliwe na sto-
sowany antybiotyk i reagujace w spos6b zgod-
ny z oceng badania wrazliwosci. Zdarzyé sie
to moze w wypadku reinfekeji drobnoustroja-
mi tego samego gatunku opornymi na stosowa-
ny antybiotyk a pochodzgcymi od innych cho-
rych lub oséb z otorzenia, zwlaszeza od perso-
nelu opiekujgcego sie chorym. Taki przebieg
choroby moze stworzyé¢ falszywy poglad, ze ma-
my do czynienia ze zjawiskiem nabywania opor-
nosci pod wplywem leczenia. W niektérych
przypadkach udaje sie wykazaé zmiane wrazli-
wosci badanego szczepu w trakeie przeprowa-
dzania jego izolacji. Np. obserwuje sie nieraz,
jak szczep Streptococcus pyogenes oporny na
antybiotyki in vitro staje sie wrazliwy w trak-
cie przesiewdw podczas izolaciji, co znowu moze
byé przyczyng powaznego w nastepstwa bledu.

W ocenie zgodnosci wynikow badah in vitro
a in vivo uwzgledni¢ nalezy réwniez rodzaj sto-
sowanego antybiotvku. Narastanie bowiem
opornoéci drobnoustrojéw nie wystepuie z jed-
nakowa sitla w stosunku do wszystkich anty-
biotykéw. Na przyklad w stosunku do chloro-
mycetyny opornos¢ narasta bardzo powoli, a
w stosunku do streptomycyny bardzo szybko.
Inny jest rytm nabywania opornosci wobec pe-
nicvliny, gdzie procent szczepéw opornych pod-
lega ustawicznym duzym wahaniom. Skojarzo-
ne stosowanie antvbiotykéw moze w duzym
stopniu ostabi¢ i opdzni¢é wystepowanie opor-
nosci.

Powazny wplyw na wynik leczenia antybio-
tykami ma réwniez proces zapalny. Wiadomo
na przyklad, Ze stezenie penicyliny w plynie
tkankowym w ognisku zapalnym jest zwykle
wyzsze niz w danej chwili we krwi. Sugeruje
sie nawet, ze w takich stanach chorobowych,
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jak zapalenie opon mébzgowo-rdzeniowych
wzmozone przechodzenie penicyliny do piynu
moézgowo-rdzeniowego moze postuzy¢ jako
wezesny objaw rozpoznawezy. Inne antybjotyki
(chloromycetyna, w mniejszym stopniu tetra-
cvkliny) nie posiadajg takiej tatwosei przenika-
nia do przestrzeni podoponowych, jak penicy-
lina i streptomycyna. Niemniej poziom chloro-
mycetyny wprowadzone] per os jest roéwnie
wysoki w plynie mozgowo-rdzeniowym jak w
krwi, i w razie opornosci drobnoustirojow wy-
wolujacych zapalenie opon moézgowo-rdzenio-
wych antybiotyki te mozna z powodzeniem za-
stapi¢ chloromycetyng (McCrump 1 wsp. 1954;
Seelemann 1 wsp. 1955; Kassur i wsp. 1959).
Wynik leczenia antybiotykami uzalezniony jest
réwniez od charakteru zmian anatomo-patolo-
gicznych w miejscu zapalenia. Znane sg bowiem
przypadki (np. endocarditis ulcerosa), w kto-
rych, mimo stwierdzonej wrazliwoscei czynnika
etiologicznego, a nawet uzyskania przejsciowe]
poprawy klinicznej, dochodzi do zejscia $mier-
telnego z powodu utrudnionego dostepu anty-
biotvku do martwiczego ogniska (Kedrowa,
1957; Daikcs i wsp. 1960: Lindheimer i wsp.
1961).

Krytyczne uwagi co do korelacji wynikéw
badan wrazliwesei in vitro i in vivo nie dys-
kwalifikuja omoéwionych uprzednio badan
wrazliwosei. Wskazuja one jedvnie, ze w ich
interpretacji konieczny jest pewien krytyveyzm
ze strony klinicvsty. Stanowig one bardzo cen-
ng wskazowke wytvczajacg wlasciwy kierunek
leczenia i zastuguja na szersze niz dotychczas
wvkorzystanie w medycynie weterynaryjnej.
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