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Przeprowadzono ocene czestosci wystepowania oraz lekowrazliwosci paleczek
niefermentujacych izolowanych od chorych hospitalizowanych w réznych
oddzialach Szpitala Specjalistycznego im. Ludwika Rydygiera w Krakowie,
w okresie do pazdziernika 2008 do lutego 2010 roku. Uwzgledniajac pierwszy
izolat od pacjenta, przebadano 105 (70%) wieloopornych szczepéw Acine-
tobacter baumannii oraz 46 (30%) wieloopornych szczepéw Pseudomonas
aeruginosa.

ABSTRACT

Introduction: Multidrug-resistant gram-negative non-fermenting bacilli are an important
cause of nosocomial infection. Aim of this study was to analyze the prevalence and anti-
microbial susceptibility of rods of the species Acinetobacter baumannii and Pseudomonas
aeruginosa, belonging to multidrug-resistant alert pathogens.

Methods: 105 (70%) strains of A. baumannii and 46 (30%) strains of P. aeruginosa were
isolated from 125 patients hospitalized in the Specialistic Hospital in Krakow, in the years
2008-2010. Taken into account first isolate from the patient. The condition for inclusion
in the study was the resistance or reduced susceptibility to selected groups of antibiotics,
such as B-lactams, aminoglycosides and fluoroquinolones. Bacterial identification and
antimicrobial susceptibility testing were performed by automated system Vitek 2 Compact
(bioMerieux, Poland). All strains were tested with phenotypic method Etest MBL (AB
Biodisk, Sweden) for the presence of resistance mechanism associated with the production
of metallo-B-lactamases.
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Results: Bacilli of the species A. baumannii were isolated most frequently from patients
from the Department of Anesthesiology and Intensive Care (52%) and Burn Therapy Unit
(25%), with clinical materials collected from the respiratory tract (51%), the wound swabs
(18%), urine (11%) and blood (11%). Production of metallo-B-lactamases was found in 24
(22.9%) strains of 4. baumannii. Drugs effective against multidrug-resistant isolates of 4.
baumannii were colistin and amikacin. Department of Anesthesiology and Intensive Care
(59%) and Unit of Internal Medicine (11%) were the main source of multidrug-resistant
strains of P. aeruginosa. Pathogens were mainly isolated from clinical specimens collected
from the respiratory tract (61%), urine (15%) and wound swabs (13%). Seven (15.2%) strains
of P. aeruginosa produced the metallo-p-lactamases. With regard to colistin and piperacillin
with tazobactam was noted the highest percentage of susceptible isolates.

Conclusions: MDR bacteria belonging to alert pathogens are an important cause of many
severe and difficult to treat infections which greatly increases the morbidity and mortality
among hospitalized patients worldwide. Epidemiological studies and detection of local
resistance patterns can provide useful information which can be used in the development
of strategies to combat the rising tide of microbial antibiotic resistance.

WSTEP

Zakazenia szpitalne, wywolane przez wielolekooporne paleczki niefermentujace z ga-
tunkow Acinetobacter baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa, uznawane sg na swiecie
za jedne z najtrudniejszych pod wzgledem ich kontroli oraz leczenia. Najwigkszy odsetek
zakazen szpitalnych, wywotanych przez szczepy alarmowe, notuje si¢ w oddziatach inten-
sywnej terapii, oparzeniowych, internistycznych, hematologicznych oraz chirurgicznych
(3, 10, 15, 20, 23). Potencjalnymi czynnikami predysponujacymi do rozwoju kolonizacji
lub zakazenia, s3: cigzki stan chorego, obecnos¢ choréb podstawowych, zaburzenie od-
pornosci, niewydolno$¢ wielonarzadowa, wezesniejsza terapia antybiotykami o szerokim
spektrum dziatania jak karbapenemy lub cefalosporyny III/IV generacji, inwazyjne zabiegi
diagnostyczne oraz terapeutyczne (np. wentylacja mechaniczna, cewnikowanie, Zywienie
pozajelitowe), a takze wiek chorego (8, 14, 23).

Wielolekooporne szczepy A. baumannii oraz P. aeruginosa zasiedlaja gtéwnie §rodo-
wisko szpitalne, ktore stanowi zrodto dla rozwoju trudno leczacych si¢ zakazen o cigzkim
przebiegu, obejmujacych m.in.: zapalenia ptuc, zakazenia uktadu moczowego, ran poopera-
cyjnych oraz krwi, a takze zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych. Niewielkie wymagania
odzywcze, niska podatno$¢ na wysychanie oraz opornos¢ na srodki dezynfekcyjne, dodatko-
Wwo sprzyjaja bytowaniu tej grupy drobnoustrojow w warunkach szpitalnych. Konsekwencja
sa niepowodzenia terapeutyczne, zwigkszenie zachorowalnosci oraz $miertelnosci wsrod
pacjentow, przedtuzenie czasu hospitalizacji, z czym wigze si¢ wzrost kosztow leczenia
(14, 19, 25).

Pateczki niefermentujace A. baumannii oraz P. aeruginosa, oprocz posiadania natu-
ralnej opornosci na rézne grupy antybiotykow, tatwo pozyskuja i przekazuja mechanizmy
opornosci nabytej w szerokim zakresie srodkow przeciwbakteryjnych (24). W wyniku
naduzywania antybiotykow w medycynie, weterynarii oraz rolnictwie, doszto do selekcji
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szczepow wielolekoopornych, MDR (ang. multidrug-resistant), charakteryzujacych sie¢
brakiem wrazliwosci na co najmniej trzy grupy sposrod zalecanych do terapii antybiotykow/
chemioterapeutykow. W pismiennictwie opisywane sg rowniez przypadki izolacji patogenow
PDR (ang. pandrug-resistant), opornych na wszystkie dostepne leki (8). Drobnoustroje MDR
oraz PDR sg zaliczane do patogenow alarmowych.

Wsréd mechanizméw opornosci wystepujacych u pateczek niefermentujacych opisano:
wytwarzanie karbapenemaz (metalo-B-laktamazy, oksacylinazy) oraz innych B-laktamaz
(B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym, cefalosporynazy AmpC); zmiany
w biatkach PBP (ang. penicillin-binding protein); zmniejszong przepuszczalno$¢ zewnetrznej
btony komorkowe;j (utrata biatek porynowych lub zmniejszenie ich ekspresji) oraz system
pomp efluksowych (12, 13, 23, 25). Wielooporno$¢ tych bakterii zwigzana jest najczesciej ze
wspotwystepowaniem réznych mechanizméw opornosci, co prowadzi do utraty wrazliwosci
nawet na wszystkie dostgpne w terapii Srodki przeciwbakteryjne.

Karbapenemy (imipenem, meropenem) nalezaly do niedawna do lekow ostatniej
szansy w leczeniu cigzkich zakazen o etiologii MDR A. baumannii oraz P. aeruginosa, ale
ich naduzywanie doprowadzito do lawinowego narastania oporno$ci wsérdd tych pateczek.
W ostatnich latach zaobserwowano wzrost udziatu karbapenemaz w rozwoju opornosci na
karbapenemy (16, 17). Niejednokrotnie jedynym skutecznym lekiem w eradykacji tych
wielolekoopornych patogendw pozostaje kolistyna (7, 25).

Celem badan byla analiza czgstosci wystgpowania w §rodowisku szpitalnym wie-
lolekoopornych pateczek niefermentujacych z gatunkow Acinetobacter baumannii oraz
Pseudomonas aeruginosa.

MATERIAL I METODY

W okresie od pazdziernika 2008 do lutego 2010, tacznie wyizolowano 151 wielolekoo-
pornych pateczek niefermentujacych z gatunkow A. baumannii (105 szczepow; 70%) oraz P.
aeruginosa (46 szczepow; 30%). Szczepy, z uwzglednieniem pierwszego izolatu, pochodzity
od 125 pacjentéw hospitalizowanych w roznych oddziatach Szpitala Specjalistycznego im.
Ludwika Rydygiera w Krakowie. Tylko w przypadku 20 oraz trzech chorych, wyhodowano
odpowiednio dwa i trzy, roznigce si¢ lekowrazliwoscia izolaty. W grupie badanych chorych
byto 89 me¢zezyzn oraz 36 kobiet w wieku od 7 do 100 lat. Szczepy charakteryzowaly sig¢
opornoscig i/lub obnizong wrazliwo$cia na -laktamy (penicyliny, penicyliny z inhibitorami
B-laktamaz, cefalosporyny, karbapenemy), aminoglikozydy oraz fluorochinolony. Stwier-
dzono rowniez obecno$¢ izolatdw opornych na wszystkie leki stosowane w terapii zakazen.

Izolacje bakterii wykonano metodami klasycznymi, stosujac podtoza namnazajace oraz
réznicujace (bioMerieux Polska Sp. z 0.0.). Drobnoustroje zostaty zidentyfikowane do gatun-
ku przy w automatycznym systemie Vitek 2 Compact firmy bioMerieux (Polska Sp. z 0.0.),
z uzyciem kart GN dla bakterii Gram-ujemnych. Oceng¢ lekowrazliwosci analizowanych
patogendw, na rdzne grupy lekow, z oznaczeniem minimalnego stezenia hamujacego (MIC),
przeprowadzono w systemie Vitek 2 Compact z wykorzystaniem kart antybiogramowych:
AST-N117, AST-GN27 oraz AST-N093. Wyniki interpretowano zgodnie z zaleceniami
Clinical and Laboratory Standards Institute (5). W kontroli oznaczen lekowrazliwos$ci
wykorzystano szczepy wzorcowe E. coli ATCC 25922 oraz P. aeruginosa ATCC 27853.
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U wszystkich szczepdw przeprowadzono wykrywanie obecno$ci mechanizmu opornosci
zwigzanego z wytwarzaniem metalo-f-laktamaz. Zastosowano metode fenotypowa - Etest
MBL (AB Biodisk), pasek zawierajacy gradient st¢zen imipenemu oraz imipenemu ze statym
stezeniem EDTA. Wyniki interpretowano zgodnie z instrukcja producenta. W oznaczeniach
wykorzystano szczep kontrolny P. aeruginosa 13.001, z kolekcji Krajowego Osrodka Re-
ferencyjnego ds. Lekowrazliwo$ci Drobnoustrojow w Warszawie.

WYNIKI

W badaniach przeprowadzonych w latach 2008-2010, wsrdéd pacjentow krakowskiego
szpitala, najczgsciej wystepujacym patogenem alarmowym byly pateczki A. baumannii.
Lgcznie wyhodowano 105 szczepow, gtownie od chorych hospitalizowanych w Oddziale
Anestezjologii i Intensywnej Terapii (52%) oraz w Oddziale Leczenia Oparzen (25%)
(Ryc.1), z materiatéw klinicznych pochodzacych z drég oddechowych (aspirat oskrzelowo-
-tchawiczy, wydzielina z drzewa oskrzelowego i inne) (51%), z wymazdw z rany (18%),
z moczu (11%) i z krwi (11%) (Ryc.2).
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Ryc. 1 Wystepowanie szczepdéw nalezacych do gatunkow A. baumannii oraz P. aeruginosa, w po-
szczegdlnych oddziatach Szpitala Specjalistycznego w Krakowie, w latach 2008-2010.
Oddziaty: AilT - Anestezjologii i Intensywnej Terapii; LO - Leczenia Oparzen; UWOIN
- Urazow Wielonarzadowych Ortopedii i Neuroortopedii; ChW - Chorob Wewngtrznych;
NiUM - Neurologii i Udarow Moézgu; ChP - Chirurgii Plastycznej; ChOiO - Chirurgii
Ogolnej i Onkologicznej; U - Urologii; HIChW - Hematologii i Choréb Wewnetrznych; K
- Kardiologii; ChSzT - Chirurgii Szczekowo-Twarzowej; N - Nefrologii; R — Rehabilitacji.

Drugim patogenem alarmowym, reprezentujacym pateczki niefermentujace, byt P
aeruginosa. Podobnie, Oddziat Anestezjologii i Intensywnej Terapii oraz Oddziat Chorob
Wewngtrznych, stanowity gldwne zrdédlo izolacji wielopornych szczepow pateczki ropy
biekitnej (odpowiednio 59% oraz 11%). Rzadziej P. aeruginosa hodowano od pacjentow
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Ryc. 2 Probki materiatu klinicznego, z ktorych izolowano szczepy 4. baumannii oraz P. aeruginosa.

Oddziatu Neurologii i Udarow Mo6zgu oraz Leczenia Oparzen (odpowiednio 7% oraz 7%)
(Ryc.1). Zrodtem bakterii, w 61%, byty materiaty kliniczne pobrane z drog oddechowych, jak
aspirat oskrzelowo-tchawiczy, wydzielina z drzewa oskrzelowego oraz plwocina. Rzadziej
pateczki P. aeruginosa izolowano z moczu (15%) oraz z wymazow z ran (13%) (Ryc.2).
Szczepy A. baumannii charakteryzowaly si¢ opornoscia wobec wigkszosci zastosowa-
nych w antybiogramie antybiotykéw. Wykazano 100% szczepéw opornych na piperacyling,
98% na tikarcyling, 97% na tikarcyling z kwasem klawulanowym oraz 92% na piperacyling

Tabela I.  Analiza lekowrazliwosci szczepdw A. baumannii izolowanych od pacjentdow hospitalizo-
wanych w r6znych oddziatach krakowskiego szpitala. Uwzgledniono szczepy oporne oraz

wrazliwe.
Acinetobacter baumannii (n=105)
Antybiotyk Liczba szczepow Liczba (%) szczepow
badanych opornych wrazliwych

Piperacylina 104 104 (100%) 0 (0%)
Tikarcylina 90 88 (98%) 0 (0%)
Piperacylina/tazobaktam 105 97 (92%) 2 (2%)
Tikarcylina/kwas klawulanowy 89 86 (97%) 1 (1%)
Ceftazydym 104 100 (96%) 0 (0%)
Cefepim 101 99 (99%) 1 (0,5%)
Imipenem 105 96 (91%) 8 (8%)
Meropenem 95 90 (95%) 5 (5%)
Amikacyna 105 38 (36%) 53 (51%)
Gentamicyna 104 99 (95%) 1 (1%)
Tobramycyna 91 17 (18%) 15 (17%)
Pefloksacyna 89 89 (100%) 0 (0%)
Ciprofloksacyna 103 103 (100%) 0 (0%)
Kolistyna 90 1 (1%) 89 (99%)
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Tabela II. Analiza lekowrazliwosci szczepow P. aeruginosa izolowanych od pacjentdw hospitalizo-
wanych w roznych oddziatach krakowskiego szpitala. Uwzgledniono szczepy oporne oraz

wrazliwe.
Pseudomonas aeruginosa (n=46)
Antybiotyk Liczba szczepow Liczba (%) szczepow
badanych opornych wrazliwych
Piperacylina 44 39 (89%) 5(11%)
Tikarcylina 41 40 (98%) 1 (2%)
Piperacylina/tazobaktam 46 34 (74%) 12 (26%)
Tikarcylina/kwas klawulanowy 40 38 (95%) 2 (5%)
Ceftazydym 46 43 (93%) 3 (7%)
Cefepim 46 41 (89%) 1 (2%)
Imipenem 46 19 (41%) 3 (7%)
Meropenem 41 36 (88%) 3 (7%)
Amikacyna 46 42 (91%) 3 (7%)
Gentamicyna 45 44 (98%) 1 (2%)
Tobramycyna 40 37 (93%) 2 (5%)
Pefloksacyna 40 40 (100%) 0 (0%)
Ciprofloksacyna 45 44 (98%) 0 (0%)
Kolistyna 41 1 (2%) 40 (98%)

z tazobaktamem. Odnotowano rowniez wysoki procent izolatow o braku wrazliwosci na cef-
tazydym (96%) oraz cefepim (99%). Stwierdzono narastanie opornosci na antybiotyki z grupy
karbapenemow, w tym 91% szczepow byto opornych na imipenem oraz 95% na meropenem.

W odniesieniu do aminoglikozydow, odsetek opornych szczepdw A. baumannii, wy-
niost odpowiednio 95% dla gentamicyny, 36% dla amikacyny oraz 18% dla tobramycyny.
Ponadto, nie stwierdzono szczepow wrazliwych na flurochinolony, reprezentowane przez
ciprofloksacyne oraz pefloksacyne. Wigkszos¢ (99%) wieloopornych izolatow A. bauman-
nii zachowata wrazliwo$¢ na lek z grupy polimyksyn: polimyksyne B — kolistyne (Tab. I).
Wytwarzanie metalo-f-laktamaz MBL, przy uzyciu metody fenotypowej (Etest MBL),
stwierdzono u 24 (22,9%), sposrod 105 analizowanych patogenow z gatunku 4. baumannii.

Najwicksza opornos¢, wsrdd szczepodw pateczki ropy biekitnej, wykazano w odniesieniu
do tikarcyliny, tikarcyliny z kwasem klawulanowym i ceftazydymu, odpowiednio 98%,
95% oraz 93%. Ponadto, brak wrazliwo$ci na meropenem oraz imipenem stwierdzono
odpowiednio u 88% oraz 41% szczepow. Rowniez odnotowano wysoka oporno$¢ na ami-
noglikozydy, w zakresie od 91% dla amikcyny do 98% dla gentamycyny. Podobnie, nie
stwierdzono wrazliwosci patogenow na fluorochinolony (opornos¢ na poziomie 98% dla
ciprofloksacyny oraz 100% dla pefloksacyny) (Tab. II). Siedem szczepow (15,2%), sposrod
46 badanych w metodzie Etest, wykazato wytwarzanie metalo-p-laktamaz (MBL).

DYSKUSJA

Drobnoustroje MDR naleza do patogendéw alarmowych, ktore sa przyczyna wielu,
cigzkich w przebiegu oraz trudnych w terapii zakazef, co w znacznym stopniu wplywa
na wzrost zachorowalnosci i $miertelnosci wsrod chorych hospitalizowanych (6, 14, 21).
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W okresie przeprowadzonych przez nas badan, patogeny z gatunku 4. baumannii (105
szczepow, 70%), izolowano cze¢sciej, w porownaniu do P. aeruginosa (46 szczepow, 30%).
Natomiast Bogiel 1 wsp. (2) oraz Korzekwa 1 wsp. (11) wykazali wigkszy odsetek izolacji
P. aeruginosa (odpowiednio 74,9% oraz 81,8%). Glownym zrodlem wielolekoopornych
drobnoustrojow w badaniach wlasnych byt Oddziat Anestezjiologii i Intensywnej Terapii, co
jest zgodne z danymi literaturowymi (11, 15, 23). Podobnie jak u wielu autoréw, patogeny
alarmowe z gatunku 4. baumannii, najczgsciej izolowano od chorych z drég oddechowych,
z ran oraz z krwi (6, 7). Natomiast badanie CANWARD, przeprowadzone w Kanadzie
podato, ze szczepy hodowano gtownie z probek krwi (53%) (15).

Analiza wrazliwosci wielolekoopornych izolatéw A. baumannii, wykazata brak ak-
tywnosci in vitro wigkszo$ci antybiotykow/chemioterapeutykéw zalecanych do terapii,
obejmujaych: B-laktamy, aminoglikozydy oraz fluorochinolony. Na uwage zastuguje wysoka
opornos$¢ w odniesieniu do karbapenemow (91% dla imipenemu oraz 95% dla meropenemu),
stanowigcych do niedawna leki ostatniej szansy. Stopniowy spadek wrazliwosci wobec tej
grupy B-laktaméw, wynikajacy glownie z niewtasciwego stosowania antybiotykow, zaobse-
rowowala rowniez Gogou i wsp. (9), analizujgc 94 wielolekooporne izolaty 4. baumannii,
pochodzace od pacjentow z czterech greckich szpitali. Wykazata wzrost odstetka szczepow
opornych na karbapenemy z 43,5% w latach 2000-2004 do 64,4% w latach 2005-2009.

Wytwarzanie przez 22,9% szczepow, pochodzacych z krakowskiego szpitala, metalo-
B-laktamaz potwierdzilo, ze produkcja enzymodw z tej grupy byla jednym z mechanizméw
odpowiedzialnych za oporno$¢ na karbapanemy. Peymani i wsp. (18) odnotowali wsrdd A.
baumannii opornych na karbapenemy az 49% szczepéw MBL(+).

Wystepowanie 4. baumannii charakteryzujacych si¢ brakiem wrazliwos$ci na wigk-
szo$¢ dostgpnych lekow, stanowi problem w szpitalach w kraju oraz na $wiecie (4, 7).
Wielolekooporno$¢ moze wynikaé z obecnosci réznych mechanizméw, ktdre wystepujac
jednoczes$nie, znacznie ograniczaja zakres lekéw stosowanych w terapii. W naszym bada-
niu skuteczne wobec 4. baumannii pozostaty kolistyna (99%) oraz w znacznie mniejszym
stopniu amikacyna (51%).

W badaniach wlasnych wielolekooporne szczepy P. aeruginosa izolowano najczesciej
z materiatléw klinicznych pochodzacych z drég oddechowych, moczu oraz ran, zgodnie
z danymi z pismiennictwa (10, 15). Bogiel i wsp. (1) oraz Korzekwa 1 wsp. (11) hodowali
P aeruginosa gldwnie z probek moczu pacjentdw, co mogto wynikac ze specyfiki i struk-
tury szpitala oraz oddziatow, ktéra wptyneta na rodzaj oraz liczb¢ materiatéw klinicznych
pobieranych do badafh mikrobiologicznych.

Analiza wrazliwosci szczepow pateczki ropy biekitnej, wykazalta réwniez opornosé
wobec wigkszos$ci uzytych w badaniach antybiotykoéw B-laktamowych. Odnotowano zréz-
nicowany stopien wrazliwo$ci na karbapenemy. Stwierdzono wyzsza, reprezentowang przez
88% szczepow, opornos¢ na meropenem. Na uwagg zashuguje fakt izolacji w poroéwnywalnym
procencie, szczepow opornych oraz $redniowrazliwych na imipenem, odpowiednio w 41%
oraz w 52%. Stwierdzenie tylko u 7 (15,2%), sposrod 46 szczepodw P. aeruginosa, obecnosci
metalo-B-laktamaz, wskazato na wystgpowanie innych mechanizméw determinujacych
opornos¢ na karbapenemy.

W badanich wlasnych zaobserwowano, wérod izolatéw pateczki ropy biekitnej, rowniez
opornos¢ na aminoglikozydy (amikacyna, gentamicyna, tobramycyna) oraz fluorochinolony
(ciprofloksacyna, pefloksacyna). Wedtug McCracken i wsp. (15) lekami o najwyzszej sku-
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tecznos$ci wobec izolatéw pateczki ropy biekitnej byty kolistyna, amikacyna oraz piperacylina
z tazobaktamem. Podobnie, w naszych badaniach, 98% szczepdw byto wrazliwych na koli-
styng. Rowniez Bogiel i wsp. (1), analizujac 775 izolatow pateczek P. aeruginosa opornych
na karbapenemy, wykazali bardzo niski procent szczepéw opornych na kolistyne (1,7%).

Niepokojacym zjawiskiem, odnotowanym w naszym badaniu, byto wspotwystepowanie
u 23 chorych wigcej niz jednego czynnika etiologicznego zakazenia, co potwierdzili réwniez
w swoich analizach inni autorzy (6, 23).

Poznanie profilu wrazliwosci bakterii, a takze identyfikacja mechanizmdéw opornosci,
pozwala na wykorzystanie uzyskanych informacji w celach klinicznych, dla poprawy wy-
nikow stosowanej terapii empirycznej, celowanej oraz profilaktycznej. Biezace dane epide-
miologiczne oddziatu oraz szpitala pozwalaja skuteczniej wybra¢ optymalne leczenie oraz
ksztattowac polityke antybiotykowa tak, aby unikna¢ dalszego narastania opornosci, wsrdd
drobnoustrojow zasiedlajacych srodowisko szpitalne. Ze wzgledu na niewielka liczbg badan
nad nowymi lekami przeciwbakteryjnymi, aby oddali¢ perspektywe ery poantybiotykowe;j,
nalezy w miar¢ mozliwosci prowadzi¢ leczenie w oparciu o wynik badania mikrobiologicz-
nego lub w jak najkrétszym czasie zmieni¢ terapi¢ empiryczng na celowana (10, 22, 25).
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