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Szpitalne szczepy Acinetobacter baumannii sa wysoce oporne na wiele grup
antybiotykow, czyniac leczenie infekcji klinicznym wyzwaniem. Celem pra-
cy byla ocena stopnia indukcji opornosci na sulbaktam, cefoperazon oraz
cefoperazon w polaczeniu z sulbaktamem u Acinetobacter baumannii po
zastosowaniu réznych stezen w zaleznosci od wyjsciowych wartosci MIC dla
tych antybiotykow. Seryjne pasaze w obecnos$ci antybiotykéw powodowaly
u wiekszoSci szczepow trwale podwyzszenie wartosci MIC.

ABSTRACT

Introduction. Majority of nosocomial Acinetobacter baumannii strains are highly resistant
to many available groups of antibiotics, causing therapy of infections the clinical challenge.
The aim of study was to estimate of resistance development to sulbactam, cefoperazone and
cefoperazone/sulbactam in Acinetobacter baumannii clinical strains.

Methods. Five Acinetobacter baumannii strains (Acbl, Acb2, Acb4, Acb13 and Acb25) were
identified by the VITEK 2 GN card and the automatic system VITEK 2 according to the pro-
cedure and following the producer’s instructions. Additionaly, the belonging of the strains to
the species was confirmed by the presence of the bla, ., .. gene. Initial and after antibiotic
exposure MIC values of sulbactam, cefoperazone and cefoperazone/sulbactam were determined
by using a broth microdilution method. Antibiotic pressure of examined strains was performed
in Mueller-Hinton broth containing 0,5x, 0,9x and 2x initial MIC of individual compounds
during six-day passages and next six-day passages without antibiotic presence. The Mann-
Whitney U test and Kruskal-Wallis non-prarametric Anova test were used to statistical analysis.
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Results. Serial passaging of Acinetobacter baumannii strains in the presence of antibiotics
caused permanent increasing MIC value independently of used concentrations in the majority
of examined strains. The highest MIC value increase of sulbactam was found in Acb4 strain.
Even after two passages this isolate changed MIC from 0,5 pg/ml to 4 pg/ml (increase about
four levels of concentration). Moreover, after incubation in 0,9xMIC concentration similar
observation was noted. No normalization of MIC value of sulbactam after incubation dur-
ing next six passages without sulbactam was observed. In case of cefoperazone the highest
levels of induction were noted in Acbl, Acb13 and Acb25 strains. In these strains, after
two passages in presence of cefoperazone (2xMIC) the exceedance of minimal of growth
concentration over the highest examined concentration was observed. Similar effects were
observed in Acbl strain after stimulation with 0,9x and 0,5xMIC cefoperazone. Return of
initial MIC values was received only after induction with 0,5xMIC cefoperazone. In some
cases, no opportunities for evaluation of resistance development was noted, because during
stimulation with 2xMIC of used antibiotics concentarations, bactericidal effect was found.
Conclusions. Sulbactam, cefoperazone and cefoperazone/sulbactam rapidly induce increas-
ing of resistance in Acinetobacter baumannii clinical isolates. Statistically essential MIC
increase after using higher concentration than lower was showed. This effect was particularly
visible in the case of stimulation of cefoperazone/sulbactam combination.

WSTEP

Pojawianie si¢ wieloopornych bakterii Gram-ujemnych stanowi powazny problem
wspolczesnej medycyny na catym $wiecie (12). Oporno$¢ na wiele grup antybiotykow
u niektorych gatunkéw w rodzaju Acinetobacter i Pseudomonas jest szczegdlnym wyzwa-
niem antybiotykoterapii (13). Liczba izolacji wieloopornych Acinetobacter baumannii stale
wzrasta od kilku lat, a leczenie zakazen tymi pateczkami nalezy do szczeg6lnie trudnych
probleméw antybiotykoterapii (5). Do chwili obecnej, wiele szczepdow A. baumannii wy-
korzystujac ré6zne mechanizmy opornosci staje si¢ opornymi na prawie wszystkie dostepne
antybiotyki, wlaczajac w to karbapenemy, ktére wczesniej uwazano za lek z wyboru do
leczenia infekcji A. baumannii (18, 20).

Klinicznie dostgpne inhibitory B-laktamaz (kwas klawulanowy, sulbaktam, tazobaktam)
charakteryzuja si¢ zazwyczaj niewielka aktywnoS$cia przeciwbakteryjng. Synergistyczne
dziatanie w polaczeniu z antybiotykami B-laktamowymi przejawia si¢ wzrostem aktywnosci
preparatow skojarzonych oraz obnizeniem minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii.
Sulbaktam w przeciwienstwie do pozostatych inhibitoréw p-laktamaz charakteryzuje si¢
wyjatkowa bezposrednig aktywnoscig przeciwbakteryjna wobec szczepow Acinetobacter
sp. oraz Bacteroides fragilis (10).

Celem pracy byta ocena wartosci MIC sulbaktamu, cefoperazonu i cefoperazonu w po-
Iaczeniu z sulbaktamem u szczepdw Acinetobacter baumannii w trakcie inkubacji w r6znych
stezeniach powyzszych czynnikdw.
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MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. W badaniu wykorzystano 5 szczepdw Acinetobacter baumannii
(Acbl, Acb2, Acb4, Acb13, Acb25) wyizolowanych od pacjentéw leczonych w Uniwersy-
teckim Szpitalu Klinicznym w Biatymstoku. Szczepy zostaly zidentyfikowane na podstawie
cech biochemicznych przy uzyciu karty VITEK 2 GN i automatycznego systemu VITEK 2
(bioMerieux) zgodnie z procedurg podang przez producenta. Dodatkowo, w celu potwier-
dzenia wyniku identyfikacji wykorzystano zdolno$¢ wzrostu A. baumannii w temperaturze
44° C, oraz obecnos¢ naturalnie wystepujacych u tego gatunku genow bla,, ., .. karba-
penemaz z grupy OXA-51 (17).

Seryjne pasaze. Przed rozpoczgciem seryjnych pasazy badanych szczepéw w obecnosci
antybiotyku oznaczono wyjsciowg wartos¢ MIC sulbaktamu, cefoperazonu oraz cefope-
razonu w polaczeniu z sulbaktamem. Do oznaczania wartosci MIC zastosowano metodg
mikrorozcienczeniowg (2). Presj¢ antybiotykowa poszczegdlnymi substancjami wobec
kazdego ze szczepow wykonano w stezeniach: 0,5x, 0,9x oraz 2x wartosci wyjsciowej
MIC w ciagu 6 kolejnych dni. Nastgpnych 6 pasazy badanych szczepdéw wykonano bez
dodatku antybiotykow. Seryjne pasaze przeprowadzono w bulionie Mueller-Hintona zgod-
nie z metodyka opisang przez Li i wsp. (11). Pierwszego dnia do probowek zawierajacych
odpowiednie st¢zenia antybiotykéw w bulionie Mueller-Hintona (po 5 ml) zaszczepiono
po jednej kolonii badanych szczepdéw. Hodowle inkubowano w temperaturze 37° C przy
statym wytrzasaniu (120 rpm). W celu wykonania kolejnych pasazy przenoszono po 50 pl
hodowli do nowych probdéwek. Wartosci MIC w trakcie prowadzonych pasazy oznaczano
co drugi dzief takze metoda mikrorozcienczeniowa. W badaniu wykorzystano sulbaktam
dzieki uprzejmosci firmy Pfizer Inc. (USA).

Analiza statystyczna. W analizie statystycznej do sprawdzenia zalezno$ci pomiedzy
cechami zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya w przypadku dwoch grup
oraz nieparametryczny test ANOVA rang Kruskala-Wallisa z testem post-hoc wielokrot-
nych porownan $rednich rang dla wszystkich préob w przypadku wielu préb. Wyniki istotne
statystycznie uznano na poziomie p<0,05. W obliczeniach wykorzystano pakiet Statistica
8.0 firmy StatSoft.

WYNIKI

Sekwencja seryjnych pasazy Acinetobacter baumannii w obecnosci subinhibicyjnych
stezen (0,5x oraz 0,9x wyjsciowej wartosci MIC) oraz dwukrotnie wyzszego (2x warto§¢
MIC) stezenia sulbaktamu, cefoperazonu i cefoperazonu z sulbaktamem powodowata
u wigkszosci szczepoéw podwyzszenie MIC. Ocena indukcji byta niemozliwa (brak wzrostu
bakterii) w przypadku stymulacji stezeniami 2x wyj$ciowa wartos¢ MIC dla sulbaktamu
— szczep Acbl i Acb25, dla cefoperazonu — Acb4 oraz dla cefoperazonu z sulbaktamem —
Acbl, Acb4 i Acb13.

Na rycinie la przedstawiono zmian¢ warto$§ci MIC w trakcie pasazowania szczepow
z sulbaktamem. Najnizsza wyj$ciowa wartos¢ MIC prezentowat szczep Acb4 (0,5 pg/ml),
za$ najwyzsza szczep Acb25 (16 pg/ml). Najwyzszy wzrost MIC w stosunku do wyjscio-
wego odnotowano u Acb4, u ktorego doszto do zmiany wartosci o 4 rzedy stezen po szesciu
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Ryec. 1.

Zmiana wartosci MIC u Acinetobacter baumannii w trakcie inkubacji w okreslonych
stezeniach a) sulbaktamu, b) cefoperazonu c) cefoperazonu z sulbaktamem

SUL — sulbaktam, CFP — cefoperazon, SCP — cefoperazon z sulbaktamem, MIC — minimalne st¢zenie
hamujace wzrost, * — osiagnigty efekt bakteriobdjczy po inkubacji w stezeniu 2x MIC wyjsciowy

(brak wzrostu bakterii)
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pasazach z sulbaktamem (2x MIC). Izolat ten po dwoch pasazach hamowany byt przez
4 ng/ml, podobnie jak po inkubacji w st¢zeniu 0,9x MIC. Pasaze bez obecnosci sulbaktamu
po presji dwoma wyzszymi st¢zeniami nie doprowadzily do normalizacji wartosci MIC.
Indukcja opornosci u szczepu Acb4 w stezeniu 0,5x MIC nie miata tak wyraznego wptywu
jak stezenia opisane powyzej. Szczep Acb2 po 8 pasazach osiggnal jednakowy MIC (16
pg/ml) niezaleznie od stezen w jakich byt inkubowany i takze nie powrdcit do pierwotne;j
warto$ci hamujacej wzrost. Szczep Acb13 uzyskal wyjsciowa wartos¢ MIC (niezaleznie od
stezen presyjnych po 12 pasazach) mimo wzrostu do 32 pg/ml w trakcie indukcji stezeniem
2x. Wyijsciowe warto$ci MIC osiagnal takze szczep 4. baumannii Acb25.

Pierwotne warto$ci hamujace wzrost wobec cefoperazonu dla wigkszos$ci szczepow
wynosity >512 pg/ml, za wyjatkiem szczepu Acb4 — 32 ng/ml. Najwyzszy poziom in-
dukcji po zastosowaniu cefoperazonu uzyskano u szczepu Acbl, Acb13 oraz Acb25 (Ryc.
1b). U tych szczepdw juz po 2 pasazach w obecnosci cefoperazonu (2x MIC) warto$ci
stezenia hamujacego wzrost wykroczyly poza najwyzsze w szeregu st¢zen zastosowanym
do okreslenia MIC (> 4096 pg/ml). U szczepu Acbl podobny efekt zaobserwowano takze
przy stezeniach 0,9x i 0,5x MIC, przy ktérych przebieg indukcji opornosci pokrywat si¢ ze
stezeniem indukcyjnym 2x MIC. Powrdt warto$ci pierwotnych uzyskano na zakonczenie
indukc;ji tylko stezeniem 0,5x MIC. Podobnie poziom warto$ci MIC sprzed indukeji (0,5x
MIC) stwierdzono takze u szczepu Acb13.

Wplyw indukcji opornosci na wartosci MIC cefoperazonu w potgczeniu z sulbaktamem
przedstawiono na rycinie 1c. Najwyzszy wzrost MIC w stosunku do pierwotnego odnotowano
u szczepu Acb25, u ktorego po 4 pasazach stezenie 2x MIC podwyzszyto minimalne stezenie
hamujace do 128 pg/ml (4 rzedy stezen). Najwyzszy wzrost po dwdch pasazach stwierdzono
uAcbl oraz Acb25, u ktorych wzrost nastepowat z wartosci 8 pg/ml do 64 pg/ml, ale przy
roéznych stezeniach wykorzystanych do indukcji — odpowiednio przy indukcji 0,9x MIC
oraz 2x MIC. U szczepu Acb2 stymulacja cefoperazonem z sulbaktamem (0,5x MIC) nie
spowodowata zmiany warto$ci MIC, a niewielki wpltyw takiego stezenia (zmiany | rzedu
stezen) zaobserwowano u Acbl, Acb4 i Acb13 z czgstym powrotem warto$ci wyjsciowe;.
Powrot warto$ci wyjsciowych na zakonczenie cyklu pasazy stwierdzono po indukcji 0,9x
MIC u Acb2 oraz Acb25. Z kolei bardzo zblizony przebieg stymulacji dwoma st¢zeniami
0,5x oraz 0,9x MIC stwierdzono u szczepu Acb4.

Analiza statystyczna wykazata u szczepu Acb4 istotne statystycznie wyzsze warto$ci
MIC po zastosowaniu do indukcji wyzszego stezenia sulbaktamu (2x MIC) w stosunku do
obu nizszych stezen (0,9x i 0,5x MIC).Warto$ci p wynosity odpowiednio 0,038 oraz 0,002.
W przypadku indukcji cefoperazonem roznice istotne statystycznie dotyczyly stezenia 2x
MIC wobec 0,5x MIC u dwoch szczepow — Acb13 1 Acb25, u ktorych warto$ci p wynosity
0,005 oraz 0,007. U szczepu Acb25 dodatkowo réznice w indukcji stezeniem 0,9x MIC
10,5x MIC byty na granicy istotnosci statystycznej (p=0,06). Najwigcej réznic na poziomie
istotnosci statystycznej stwierdzono w przypadku zastosowania cefoperazonu w potaczeniu
z sulbaktamem. U szczepow Acb1 i Acb13 réznice dotyczyly tylko stezen subinhibicyjnych,
awartosci p wynosily 0,013 oraz 0,02. Natomiast u szczepdw Acb2 i Acb25 roéznice dotyczyty
stezenia indukcyjnego 2x MIC oraz 0,5x MIC. Wykazane p=0,004 u pierwszego szczepu
wskazywatlo na réznice istotnie statystycznie, za§ u drugiego byly na granicy istotnosci
statystycznej (p=0,055).
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DYSKUSJA

Acinetobacter baumannii charakteryzuje si¢ narastajacg opornoscig na antybiotyki.
W zwiagzku z faktem, ze posiada on wrodzone mechanizmy opornosci i moze tatwo naby-
wac kolejne, czyni ten patogen jednym z najwazniejszych mikrobiologicznych wyzwan
wspolczesnej medycyny. Poszukiwania terapeutycznych opcji zakazen wywotywanych
takze przez szczepy wielooporne (w tym oporne na karbapenemy) stawiajg w kregu
zainteresowania sulbaktam (wystepujacy w preparatach skojarzonych z ampicyling lub
cefoperazonem) jako alternatywne rozwigzanie w leczeniu takich zakazen (9). Skojarzenie
sulbaktamu z -laktamami znacznie poprawia aktywno$¢ tych ostatnich, chociaz skuteczno$é
tego potaczenia w znacznej mierze moze zaleze¢ od dziatania samego sulbaktamu wobec
Acinetobacter baumannii (10, 15, 16). Wykazywano w réznych regionach $§wiata wysoka
aktywnos$¢ ampicyliny z sulbaktamem (66,5 % - 100 % szczepow wrazliwych ) oraz cefo-
perazonu z sulbaktamem (73,8 % - 99,5 %) (3, 4, 10). Aktywnos$¢ samych B-laktamow bez
sulbaktamu moze ksztaltowac si¢ na bardzo niskim poziomie < 10% szczepoéw wrazliwych
(<5 % ampicylina, < 10 % cefoperazon) (3, 4). Wezesniejsze badania wlasne oceniajace
aktywnos¢ cefoperazonu z sulbaktamem wykazywaty takze wysoki odsetek szczepoéw Aci-
netobacter baumannii wrazliwych na to polaczenie (ok. 90%), wobec niskiej aktywnos$ci
samego cefoperazonu (>80 % szczepdw opornych) (6).

Aktualne badanie miato na celu indukcj¢ opornosci po zastosowaniu réoznych stezen
sulbaktamu, cefoperazonu i cefoperazonu z sulbaktamem oraz oceng warto$ci MIC w za-
leznosci od liczby pasazy bakterii w obecnosci tych antybiotykow. Przebieg krzywych
obrazujacy zmiany wartosci MIC u poszczegodlnych szczepow wskazuje na szybsze i wyz-
sze podwyzszenie warto$ci MIC w trakcie inkubacji w wyzszych st¢zeniach antybiotykow
(1. 2x wartosci MIC i ew. 0,9x MIC). Obserwowane réznice wyjsciowych wartosci MIC
samego sulbaktamu wobec potaczenia z cefoperazonem oraz samego przebiegu indukcji
opornosci mogg wynikac ze wzajemnych interakcji pomiedzy tymi sktadnikami. Opisywano
zarowno korzystny synergizm, jak i niekorzystny antagonizm sulbaktamu po polaczeniu
z antybiotykami B-laktamowymi wobec niektorych szczepow Acinetobacter baumannii, co
mogto wplywaé na przebieg indukcji opornosci w naszym przypadku (7, 8). Istotne moga
by¢ takze proporcje p-laktamu do sulbaktamu — stwierdzano wyzszy odsetek szczepow
opornych, kiedy zastosowano proporcje 2:1 w stosunku do 1:1 (cefoperazon:sulbaktam) (19).

O opornosci na potaczenia inhibitorow z B-laktamami moga decydowac¢ rézne me-
chanizmy. Wigkszo$¢ bakterii z derepresja cefalosporynaz chromosomalnych (klasa C
B-laktamaz) jest oporna na te kombinacje. Nadprodukcja enzymow klasy A (TEM-1 i TEM-
2) lub produkcja enzyméw z rodziny TEM i OXA, ktdre nie sg hamowane przez inhibitory
-laktamaz to kolejna przyczyna oporno$ci. Nadprodukcja B-laktamaz pojawia si¢ w wyniku
punktowych mutacji w sekwencjach promotorowych gendéw kodujacych enzymy TEM lub
OXA, badz tez w wyniku pozyskiwania wielu kopii genow zlokalizowanych na plazmidach
(1). W przypadku Acinetobacter baumannii tego typu mechanizmy (14), wytwarzanie ok-
sacylinaz i nadprodukcja enzymow klasy C, z ktorych czgsto korzysta ten gatunek moga
odgrywac szczegdlng role we wzroscie warto$ci MIC prowadzonej indukcji opornosci.
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WNIOSKI

Sulbaktam, cefoperazon i cefoperazon z sulbaktamem szybko indukuja narastanie opor-
nosci u Acinetobacter baumannii.

Wykazano istotny statystycznie wzrost wartosci MIC po zastosowaniu wyzszych stezen
indukcyjnych wzgledem nizszych, szczegdlnie w przypadku jednoczesnej stymulacji
cefoperazonem w potagczeniu z sulbaktamem.
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