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Zakazenia wewngtrzbrzuszne (IAls) stanowia wyzwanie diagnostyczne
i terapeutyczne. Wyst¢powanie opornoSci na antybiotyki stwarza
ryzyko niepowodzenia terapii empirycznej. Profil wrazliwosci bakterii
wywolujacych IAIs na antybiotyki wymaga stalego monitorowana zaréwno
w szpitalu jak i w skali regionu i $wiata. Wyniki analiz powinny by¢
implementowane do programéw nadzoru epidemiologicznego i ustalenia
algorytmow leczenia.

Stowa kluczowe: paleczki beztlenowe, opornosé na antybiotyki, klindamycyna, Enterobac-
teriaceae, zakazenia chirurgiczne

ABSTRACT

Introduction: With their multiple etiologies, IAls have always been a diagnostic and
therapeutic challenge. Development of drug resistance, and possibly multiple drug
resistance, by the causative pathogens may pose difficulties in empirical treatment
selection. The aim of the study was to analyze the etiology of bacterial intra-abdominal
infections (IAls) in patients hospitalized in surgical wards and to evaluate the mechanisms
of antibiotic resistance.

Methods: The evaluated biological samples (fluids from abdominal cavity and bile) were
obtained from patients with suspected or confirmed IAls, hospitalized at a teaching hospital
in Poland. Routine microbiological diagnostic tests were performed.

Results: The proportions of Gram-positive and Gram-negative bacteria isolated from
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the analyzed peritoneal fluid and bile specimens were comparable. Multiple bacterial
species were significantly more common in bile isolates than in peritoneal fluid isolates.
A total of 61,7% of aerobic Gram-negative bacillus isolates obtained from peritoneal fluid
and bile produced ESBL. The proportions of vancomycin-resistant enterococci (VRE)
and enterococci exhibiting high-level aminoglycoside resistance (HLAR) were 32,6%
and 43,5%, respectively. Ertapenem-resistant K. pneumoniae was detected in 22,2% of
peritoneal fluid cultures and 71,4% of biliary cultures. Methicillin resistance was detected
in 85,7% of staphylococcal isolates. The proportion of anaerobes detected in peritoneal
fluids was relatively high at approximately 17% and included predominantly Gram-
negative species. All Gram-negative anaerobes showed resistance to benzylpenicillin.
Conclusions: Etiologies and susceptibility pattern of IAIs must be monitored on a ward,
hospital, regional, and world-wide scale and the findings implemented into epidemiologic
surveillance programs and proposed treatment protocols.

Keywords: anaerobic bacilli, antibiotic resistance, clindamycin, Enterobacteriaceae,
surgery infection

WSTEP

Zakazenia wewnatrzbrzuszne (intraabdominal infections, [Als) wywotlywane s3
najczesciej przez drobnoustroje stanowigce normalng mikroflore przewodu pokarmowego.
W przypadku niektorych infekcji mozna przewidywac ich etiologie, jednakze wystepowanie
zakazen z udzialem kilku réznych gatunkéw bakterii oraz mozliwos¢ wystapienia
mechanizmdéw oporno$ci drobnoustrojow, znacznie utrudniaja dobor terapii empirycznej
(2, 6, 10, 11). Koniecznos¢ monitorowania etiologii wewnatrzbrzusznych zakazen
u pacjentéw szpitalnych, w poszczegodlnych rejonach geograficznych i globalnie jest
oczywista i podkreslana przez wielu autorow. Poczynione obserwacje implementowane sg
do programoéw nadzoru epidemiologicznego i projektowania algorytmoéow leczenia (10, 11,
12, 15, 19). Zmiany etiologii zakazen, oraz zmiany wrazliwosci na leki, moga wymuszad
modyfikowanie antybiotykowej profilaktyki okotozabiegowej oraz zmiang algorytmu
empirycznego leczenia tych zakazen (3, 6).

Od pacjentéw z zakazeniem wewnatrzbrzusznym najczesciej izolowane sg bakterie
Gram-ujemne. Czgsto s to rownoczesnie zakazenia bakteriami tlenowymi i beztlenowymi.
Stwierdzono wyzszg $miertelno$§¢ u chorych zakazonych beztlenowcami z rodzaju
Bacteroides spp. i/lub Clostridium perfringens, a takze bakteriami rosngcymi tlenowo
takimi jak: P. aeruginosa, S. maltophilia oraz Enterococcus spp. (E. faecium 1 E. faecalis).
Wykazano, ze u blisko 4% biorcow watroby rozwija si¢ IAl z udzialem A. baumanii,
a $miertelno$¢ z powodu zakazen tym drobnoustrojem w tej grupie chorych wynosi 50-
90% (5, 9).

Celem podjetych badan byla analiza etiologii zakazen w obrgbie jamy brzusznej
u chorych przebywajacych na oddziatach chirurgicznych szpitala klinicznego w Warszawie
oraz analiza profilu opornosci tych bakterii na antybiotyki.
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MATERIAL I METODY

Analizowano wyniki posiewdw plynu z jamy brzusznej oraz zélci pobranych od
pacjentéw hospitalizowanych na oddziatach chirurgicznych w jednym z duzych szpitali
klinicznych w Warszawie. Od marca 2014 do sierpnia 2015 pobrano 207 probek klinicznych:
172 plynéw z jamy brzusznej oraz 35 probek zoétci. Materiat pobierano w przypadku
podejrzenia lub rozpoznania zakazenia w ramach rutynowych czynnosci diagnostycznych
zgodnie z procedurg obowiazujaca w szpitalu.

Schemat postgpowania diagnostycznego obejmowal: ocen¢ makroskopowa
i mikroskopowg probki pobranego materiatu, hodowle na podtozach mikrobiologicznych,
ocen¢ makroskopowg i mikroskopowa wyhodowanych kolonii, identyfikacj¢ i oznaczanie
lekowrazliwo$ci. Material diagnostyczny posiewano na podloza: Columbia agar
z dodatkiem 5% odwloknionej krwi baraniej (bioMérieux), podloze MacConkey’a,
podtoze z zblcig i1 eskuling (inkubacja 24 godz., temp 37°C, atmosfera tlenowa) oraz
Schaedler agar z 5% krwig baranig i wit K, (bioMérieux), ktére inkubowano 48 godz.
w atmosferze beztlenowej. Wszystkie szczepy zidentyfikowano za pomoca spektrometrii
masowej MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass
spectrometry), z zastosowaniem systemu VITEK MS (bioMérieux).

Analizie wrazliwo$ci na antybiotyki poddano tylko niepowtarzajace si¢ izolaty kliniczne,
a oznaczenie lekowrazliwosci wykonano w automatycznym systemie Vitek2 (bioMérieux). Dla
bakterii z rodzaju Bacteroides 1 Parabacteroides okreslano najmniejsze st¢zenia hamujgce meto-
da gradientowo-dyfuzyjna E-test (bioMérieux) dla nastepujacych antybiotykow: penicylina ben-
zylowa, amoksycylina z kwasem klawulanowym, klindamycyna, metronidazol i imipenem. Sto-
sujgc metode dyfuzyjno-krazkowa wykrywano mechanizmy opornosci w szczepach klinicznych;
wytwarzanie 3-laktamaz (ESBL, MBL, KPC) przez paleczki Gram-ujemne (Enterobacteriaceae
i niefermentujace). Analizy lekowrazliwosci dokonano w oparciu o rekomendacje Europejskiego
Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST). Analizy statystycznej wynikow dokona-
no przy uzyciu testu chi - kwadrat przyjmujac poziom ufnosci dla p<0,05.

WYNIKI

Ogotem z probek klinicznych wyhodowano 131 izolatéw bakterii. Z 48 dodatnich
probek ptynow z jamy brzusznej wyhodowano 77 izolatoéw (Srednio 1,60), a z 26 dodatnich
probek zolci wyhodowano 54 izolatow (Srednio 2,08). Nie wykryto bakterii w 72,1%
materiatow pobranych z jamy brzusznej oraz w 25,7% probkach zolci. Znamiennie czgsciej
(p<0,05) uzyskiwano dodatnie posiewy z zdlci, niz z probek z plyndow z jamy brzuszne;.
Z plynéw z jamy brzusznej i zotci izolowano z poréwnywalng czestoscia bakterie Gram-
dodatnie i Gram-ujemne. Wyniki identyfikacji przedstawiono na rycinie 1 (Ryc.1). Wéréd
tlenowych bakterii Gram-ujemnych najczgsciej identyfikowano paleczki E. coli oraz K.
pneumoniae, a wsrod bakterii Gram-dodatnich dominowat E. faecium.

Wisrdd dodatnich probek ptynu z jamy brzusznej bakterie bezwzglednie beztlenowe
wykryto w 7 (14,6%) z nich. W 5 z tych probek beztlenowcom towarzyszyty bakterie
tlenowe. Z plynu z jamy brzusznej hodowano gtownie paleczki z rodzaju Bacteroides
i Parabacteroides. W 2 probkach zélci wykazano obecno$¢ po jednym gatunku bakterii
beztlenowej (Bifidobacterium spp. oraz Peptostreptococcus spp.).
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Raoultella planticola
Citrobacter freundii

Proteus vulgaris

Aeromonas salmonicida
Providencia stercoris
Acinetobacter baumanii
Morganella morganii
Enterobacter cloacae
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Staphylococcus warneri
Staphylococcus equorum
Staphylococcus aureus
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus mitis group
Streptococcus intermedius
Streptococcus gallolyticus
Enterococcus gallinarum
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus faeacalis
Enterococcus faecium
Peptostreptococcus spp.
Bifidobacterium spp
Propionibacterium acnes
Eubacterium lentum
Parabacteroides distasonis
Bacteroides caccae
Bacteroides ovatus
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides vulgatus
Bacteroides fragilis
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Ryec. 1. Liczba gatunkow bakterii wyhodowanych z plynéw z jamy brzusznej i probek zotci.

Z badanych materialéw hodowano po jednym lub wigcej roznych gatunkéw bakterii.
Wigcej niz jeden gatunek bakterii izolowano z zélci istotnie cz¢sciej niz z probek ptynu
z jamy brzusznej (p<0,05). Z 54,2% plynow z jamy brzusznej wyhodowano pojedynczy
izolat bakterii; 2, 3 lub 4 izolaty wystgpowaly odpowiednio w 33,3%, 10,4% i 2,1%
probek. Pojedyncze izolaty wystgpowaty w 26,9% probek zolei, natomiast 2, 3 lub 4 izolaty
zidentyfikowano odpowiednio w 46,2% 1 15,4%, 11,5% badanych probkach. Szczegolnie
czesto pateczkom K. pneumoniae wyhodowanym z ptynu z jamy brzusznej towarzyszyty
bakterie E. coli lub E. faecium. W probkach zoélci szczepy K. pneumoniae izolowane byty
facznie z E. faecium, E. coli lub z E. faecalis.

Wykazano, ze 61,7% izolatéw tlenowych pateczek Gram-ujemnych pochodzacych
z ptyndéw z jamy brzusznej i zolci wytwarzato B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL). Byty to gtownie E. coli (66, 7%) 1 K. pneumoniae (63,6%). Roéwniez
u 63,6% izolatéw K. pneumoniae pochodzacych z probek zoétci wykryto ESBL, natomiast
pateczki E. coli nie wytwarzaty ESBL.
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Analizowano oporno$¢ pateczek Gram-ujemnych na karbapenemy. Z ptynéw z jamy
brzusznej wyizolowano 9 izolatow K. pneumoniae, z ktorych 2 (22,2%) cechowala
opornos¢ na ertapenem. Jeden z nich byl réwniez oporny na imipenem, natomiast oba
pozostaly wrazliwe in vitro na meropenem. Z probek zoélci wyizolowano ogoélem 7
szczepow K. pneumoniae, z czego 5 (71,4%) bylo opornych na ertapenem. Sposrod tych
szczepow 3 wykazywaly jednoczesnie oporno$¢ na imipenem i meropenem, a pozostate
2 $rednig wrazliwo$¢ na oba antybiotyki. Wszystkie oporne na karbapenemy szczepy K.
pneumoniae wytwarzaly ESBL. Oporno$¢ na imipenem i meropenem stwierdzono u 2
izolatow P. aeruginosa (po jednym z kazdego materiatu).

Z z6tci wyizolowano takze 4. salmonicida 1 ESBL-dotatnie szczepy E. coli, E. cloacae,
wszystkie oporne na ertapenem i zachowujace wrazliwo$¢ na imipenem i meropenem.
Izolowane z ptynow pateczki A. baumanii wykazaty oporno$¢ na imipenem i meropenem.
Natomiast jeden szczep E. cloacae izolowany z ptynu, podobnie jak izolat tego samego
gatunku pochodzacy z zélci prezentowal opornos$¢ jedynie na ertapenem. Dla Zzadnego
ze szczepow opornych na karbapenemy nie uzyskano dodatnich wynikéw w testach
fenotypowych wykrywajacych KPC i MBL.

U okoto 32,6%143,5% enterokokdéw wykryto oporno$¢ odpowiednio na wankomycyne
(VRE) i wysokie st¢zenie aminoglikozydow (HLAR). Oporno$¢ na wankomycyne
wystepowata u 51,4% izolatow E. faecium 1 17,6% izolatow E. faecalis. Opornos¢ na
wysokie stg¢zenia aminoglikozydow wykazano u 41,4% izolatow E. faecium 1 47,1%
izolatow E. faecalis. Oporno$¢ na metycyling (MRCNS i MRSA) wykryto u 85,7%
izolatow gronkowcow.

Wszystkie wyizolowane pateczki Gram-ujemne beztlenowo rosnace (n=9) wykazaty
oporno$¢ na penicyling benzylowa, 7 izolatow oporno§¢ na amoksycyling z kwasem
klawulanowym, 1 szczep B. fragilis byt oporny na klindamycyne.

DYSKUSJA

Naturalna mikroflora przewodu pokarmowego to ekosystem zlozony gloéwnie z bakterii
bezwzglednie beztlenowych (jest ich okoto 100 razy wiecej niz tlenowych). Sktad jakosciowy
1 ilo$ciowy mikroflory rezydujacej w przewodzie pokarmowym, glownie w jelicie grubym
zmienia si¢ pod wpltywem roznych czynnikow, a zwlaszcza leczenia antybiotykami (17, 18).
W wieloo$rodkowym badaniu przeprowadzonym w Hiszpanii, w ktorym w ramach programu
SMART (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends) analizowano 8869 materialow
od pacjentow z podejrzeniem IAl wykazano, ze dominujacym patogenem izolowanym
z probek klinicznych od pacjentéw hospitalizowanych byty paleczki Enterobacteriaceae: E.
coli (49,9%), K. pneumoniae (9,2%), P. mirabilis (5,5%), a wérod pateczek niefermentujacych
P, aeruginosa (8,6%). Okoto 6,3% pateczek Gram-ujemnych produkowata ESBL, najczgsciej:
E. coli (8,7%) i K. pneumoniae (8,4%), gtdwnie u chorych po 60 roku zycia (3). Podobne
badanie przeprowadzono w Ameryce Pétnocnej, w latach 2010-2011 zgromadzono 4208 Gram-
ujemnych pateczek wyizolowanych z zakazen wewnatrzbrzusznych. Wsrod Enterobacteriaceae
najliczniej izolowano: E. coli (46, 4%), K. pneumoniae (19,7%), E. cloacae (10,1%), P.
mirabilis (4,7%). Z 11,5% materialow wyizolowano P. aeruginosa (12). Na uwage zastuguje
niedoszacowany udziat bakterii beztlenowych, ktore jako gtowny sktadnik mikroflory jelita
grubego rowniez uczestniczag w [Als (13, 14).
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Zrédlem zakazenia wewnatrzbrzusznego moga byé bakterie rezydujace na skorze
(przeniesione podczas lub w nastepstwie wykonywania inwazyjnych procedur medycznych)
stad znaczny odsetek koagulazo-ujemnych gronkowcoéw i innych ziarenkowcéw Gram-
dodatnich w badanych prébkach klinicznych (17). Badacze zajmujacy si¢ problematyka
IAI zaobserwowali zmiany w epidemiologii zakazen bakteryjnych u pacjentéw po
przeszczepieniu watroby oraz ze spontanicznym zapaleniem otrzewnej (1, 8). Z powodu
zmieniajacej si¢ epidemiologii zakazen oraz selekcji szczepow opornych na antybiotyki
leczenie empiryczne IAI w wielu przypadkach jest powaznym wyzwaniem terapeutycznym
(8, 12, 16, 17). W pracach wykazano, ze problem zakazef wywotanych przez tlenowe
bakterie Gram-ujemne gltownie z rodziny Enterobacteriaceae wymusit profilaktyczne
stosowanie fluorochinolonéw. Odpowiedzia na powszechne stosowanie norfloksacyny byto
pojawienie si¢ zakazen Gram-dodatnimi ziarenkowcami, opornymi na fluorochinolony:
Enterococcus spp., Streptococcus spp., a takze S. aureus (1,7, 19).

W prowadzonej analizie bakteriologicznej probek klinicznych, podobnie jak inni
badacze zauwazyliSmy, ze pateczki E. coli oraz K. pneumoniae dominuja zaréwno
w plynach pobranych z jamy brzusznej jak i zotci. Izolowane byly rowniez pateczki
niefermentujace: P. aeruginosa oraz S. maltophilia. Blisko 50% ogolnej liczby izolatow
stanowity bakterie Gram-dodatnie.

W prowadzonym badaniu wykazano bardzo wysoki poziom opornosci bakterii na
powszechnie stosowane antybiotyki. Okoto 60% wszystkich pateczek Gram-ujemnych
wytwarzato ESBL, 30% izolatow K. pneumoniae wykazata oporno$¢ na ertapenem,
a czeg$¢ szczepOw byla takze oporna na inne karbapenemy. Okoto 30% enterokokow byto
opornych na wankomycyne.

Z kolei badania prowadzone w szpitalach w Ameryce Polnocnej w latach 2010-
2011, wykazaly, ze 8,3% izolatow E. coli i 8,9% izolatow K. pneumoniae wytwarzato
B-laktamazy. Obserwacje te byly zbiezne z poczynionymi w Hiszpanii, a opornos¢ na
ertapenem zanotowano u ponad 40% izolatow K. pneumoniae i E. cloacae (3, 12).

W  programie SMART monitorujacym trendy opornosci bakterii zwigzanych
zkomplikacjami wewnatrzbrzusznymi wziely rowniez udzial niektore kraje Azji. Niezmiennie
wykazano, ze gatunkami dominujacymi w etiologii IAI byly: E. coli i K. pneumoniae.
W wicgkszosci krajoéw na trzeciej pozycji wymieniany jest gatunek P. aeruginosa, chociaz
w Indonezji czgsciej izolowany byl S. aureus, a w Korei Enterococcus spp. Dane pochodzace
z badania SMART z lat 2005-2010 wykazaty, ze w rejonie Azji i Pacyfiku wystepuje stale
najwigkszy odsetek szczepow E. coli, K. pneumoniae 1 K. oxytoca wytwarzajacych ESBL
1 jest on wyzszy o okoto 40 % w poréwnaniu z innym krajami na tym kontynencie, np.
w Wietnamie i na Filipinach. Na oddziatach intensywnego nadzoru izoluje si¢ odpowiednio
81% 1 58,8% pateczek ESBL-dodatnich. Na Tajwanie odsetek opornych izolatow jest
znacznie nizszy, wynosi odpowiednio 7,5% i 7% dla E. coli i K. pneumoniae (15). Analiza
lekowrazliwosci pateczek Gram-ujemnych hodowanych w 9 o$rodkach w Indiach od
pacjentow z 1Al wykazata, ze 79% izolatow E. coli, 70% izolatéw K. pneumoniae 1 100%
izolatéw K. oxytoca produkowato B-laktamazy. Wéréd ESBL-dodatnich izolatow E. coli
wykazano wysoka wrazliwo$¢ na karbapenemy: imipenem (97%) i ertapenem (95%). ESBL-
dodatnie izolaty K. pneumoniae charakteryzowaly si¢ wrazliwo$cia na imipenem (94%).
Okoto 80% izolatow tego gatunku bylo wrazliwych na ertapenem (4).
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WNIOSKI

Uzyskane wyniki potwierdzaja dominujaca role pateczek Enterobacteriaceae w zaka-
zeniach w jamie brzusznej. Okoto 60% wszystkich pateczek Gram-ujemnych wytwa-
rzalo ESBL.

Uzyskano zastanawiajaco wysoki odsetek wyhodowan E. faecium, z czego okoto 51%
141% izolatow byto opornych odpowiednio na wankomycyng i wysokie st¢zenie ami-
noglikozydow.

W badanych materiatach stwierdzono obecno$¢ beztlenowcow (okoto 17%, gtownie
pateczek Gram-ujemnych). W pi§miennictwie brakuje wynikoéw dotyczacych czesto-
$ci wystepowania oraz analizy oporno$ci na antybiotyki bakterii bezwzglednie beztle-
nowych. Oczywistym jest, ze ta grupa bakterii nie moze by¢ pomijana w opracowy-
waniu terapii empiryczne;j.
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