Microbiologie

SUSCEPTIBILITATEA LA ANTIBIOTICE A TULPINILOR
DE ACINETOBACTER BAUMANII 1ZOLATE DIN INFECTII
NOSOCOMIALE

STANCA LUCIA PANDREA!, LIA MONICA JUNIE?

!Clinica Medicala III, Cluj-Napoca
2Catedra de Microbiologie, Universitatea de Medicina si Farmacie *’Tuliu
Hatieganu” Cluj-Napoca

Rezumat

Introducere. Genul Acinetobacter cuprinde specii recunoscute ca patogeni
oportunisti cu virulenta scazutda. Contributia lor in producerea infectiilor nosoco-
miale a crescut in ultimii 20 de ani, in special A. baumanii fiind recunoscut ca §i
agent etiologic al unor numeroase tipuri de infectii nosocomiale, speciile izolate
demonstrand o crestere a rezistentei la grupele majore de antibiotice.

Material si metoda. In perioada ianuarie - iunie 2010 s-a realizat izolarea si
produse patologice: hemoculturi, secrefii traheo-bronsice, aspirate bronsice, secrefii
din plaga, uroculturi, alte secretii, probe provenite de la pacientii din Spitalul Clinic
de Urgenta Prof. Dr. ,,O.Fodor” Cluj-Napoca, toate tulpinile izolate fiind agenti
etiologici ai unor infectii nosocomiale declarate. Hemoculturile au fost lucrate in
sistemul Bactec (Beckton-Dickinson), restul probelor prin metode conventionale.
Identificarea tulpinilor s-a facut prin metode biochimice clasice si pe sistemul
Vitek2Compact (BioMerieux). Testarea la antibiotice s-a realizat prin sistemul
Vitek2Compact si prin metoda difuzimetricd.

Rezultate si discutii. Din cele 41 de tulpini de A. baumanii izolate din infectii
nosocomiale, 38 au fost multiplu rezistente la antibiotice, 4 tulpini prezentdnd fenotipul
de rezistenta la beta-lactamine prin penicilinaza+cefalosporinazad, 31 au prezentat
rezistentd la beta-lactamine prin acumulare de mecanisme, inclusiv carbapenemaza.
14 din acestea au fost panrezistente, singura alternativa ramdndnd colistinul §i
tigeciclina. Tulpinile au fost majoritatea rezistente la ciprofloxacin (38 din cele 41),
dar si la aminoglicozide. In cadrul acestui studiu s-a determinat si sensibilitatea la
tigeciclina, 24 din cele 24 tulpini testate fiind sensibile in vitro.

Concluzii. Tulpinile de A. baumanii izolate din infectii nosocomiale au pre-
zentat rezistentda multipla la antibiotice. Se remarca aparitia tulpinilor panrezistente,
care creeaza serioase dificultafi de tratament. Pentru a preveni emergenta §i
raspdandirea tulpinilor de A. baumanii in mediul spitalicesc, se impune aplicarea pe
scard larga a masurilor de prevenire si control ale infectiei, precum §i aplicarea
rationala a antibioticelor implicate in selectarea rezistentei, aplicarea dozelor
adecvate si rotarea periodicd a antibioticelor.

Cuvinte cheie: Acinetobacter baumanii, infectii nosocomiale, rezistentd la
antibiotice.

ANTIMICROBIAL  SUSCEPTIBILITY OF ACINETOBACTER
BAUMANII ISOLATED FROM NOSOCOMIAL INFECTIONS

Abstract

Background. Acinetobacter species are opporthunistic pathogens of low
virulence. Their contribution to nosocomial infections, has been increasing over
the past 20 years, especially A. baumanii are recognized as ethiological agent in a
large variety of nosocomial infections, isolates demonstrate increasing resistance to
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commonly prescribed antimicrobials.

Material and methods. Between January-June 2010 was carried out isolation
and antibiotic susceptibility testing of 41 strains of A. baumanii isolated from various
pathological products: blood cultures, trache-bronchial secretions, bronchial aspira-
tions, secretions of surgical wounds, urocultures, other secretions, samples has
provided from patients from Emergence Clinical Hospital Prof. Dr. ,,0.Fodor’’ Cluj-
Napoca, all strains isolated as etiologic agents of nosocomial infections reported.
The blood cultures have been processed using the Bactec system (Beckon-Dickinson),
the rest of samples have been procesed through conventional methods. The strains
have been identified through classical biochemical methods and through Vitek
2Compact (BioMerieux) system. The sensitivity to antibiotics has been tested using
Vitek2Compact and Antimicrobial Disk Susceptibility Method.

Results and discussion. From 41 A. baumanii strains isolated from nosocomial
infections, 38 were multiple resistant to antibiotics, 4 of wich presented the phenotype
of resistance to beta-lactam antibiotics through penicillinase+cefalosporinase and 31
presented the phenotype of resistance to beta-lactam antibiotics through mechanism
accumulation (including carbapenemase). 14 of these strain were panresistant, the
only treatement alternative being colistin and tygecicline. In this study was tested
susceptibility to tygecicline, 24 of 24 tested strains was susceptibile in vitro.

Conclusions. The A. baumanii strains isolated from nosocomial infections
presented multiple resistance to antibiotics. The appearance of panresistant strains
create serious treatment difficulties. To prevent the emergence and the spreading of the
multiple resistant A. baumanii strains in hospital environment, must be taken infections
control measures: rational administration of those antibiotics proven to be involved
in resistance selection, adequate dosage, periodic rotation of the antibiotics.

Keywords: Acinetobacter baumanii, nosocomial infections, resistance to
antibiotics.

Introducere rapidd a tulpinilor de 4. baumanii multirezistente este

Speciile genului Acinetobacter sunt bacili Gram
negativi nefermentativi, capsulati, aecrobi. Sunt ubicuitare,
raspandite 1n sol i apa, pot supravietui pentru perioade lungi
in mediul inconjurator si tolereaza la fel de bine umiditatea
cat si conditiile de uscaciune, supravietuind in mediul
spitalicesc. Uneori este greu de diferentiat colonizarea de
infectie [1,2].

Acinetobacter utilizeaza o largd varietate de surse
de carbon si alte surse de energie, el crescand foarte bine
pe o gama largad de medii de culturd. Tendinta de a retine
cristalul violet poate duce la o identificare gresita ca si coci
Gram pozitivi.

Acinetobacter este in principal un patogen asociat
asistentei medicale. S-a constatat o crestere a infectiilor
nosocomiale cu A. baumanii, mai ales pe sectiile de terapie
intensiva: septicemii, bronhopneumonii de ventilator,
infectii de tract urinar, infectii ale plagilor [3.4,6].

Date ale NNIC (Nosocomial Infection Surveillance
Sistem) indica o crestere a rezistentei la antibiotice a tulpi-
nilor de 4. baumanii [3]. Persistenta clonelor de 4. haumanii
multirezistente este legatd de utilizarea prealabila a unor
antibiotice (cefalosporine, carbapenemi, aminoglicozide
si fluorochinolone) [7]. Emergenta si raspandirea
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ingrijoratoare, reprezentdnd o adevaratd amenintare alaturi
de alte microorganisme: Staphylococcus aureus meticilino-
rezistent, Enterococcus spp. vancomicino-rezistent, diferiti
membri ai familiei Enterobacteriaceae, producatori de
beta-lactamaze cu spectru extins (BLSE) si AMPc [8].
Frecventa in crestere a tulpinilor producatoare de BLSE si
carbapenemaze a dus la aparitia tulpinilor de 4. baumanii
panrezistente (rezistentd la carbapeneme, cefalosporine,
aztreonam, aminoglicozide si ciprofloxacin) [4,8,9,10].

Factorii de risc pentru infectia cu A. baumanii rezis-
tent la carbapeneme sunt reprezentati de: alterarea
microflorei normale a gazdei, spitalizarea pe sectiile
de terapie intensiva, terapia antibiotica prealabild cu
imipenem, cefalosporine de generatia a Ill-a, aztreonam
si fluorochinolone [2,10,11], proceduri chirurgicale,
implantarea de corpuri strdine: proteze vasculare si
valvulare, alte proceduri invazive.

Material si metoda

in perioada ianuarie 2010-iunie 2010 s-a realizat
de tulpini de Acinetobacter baumanii izolate din diverse
produse patologice: hemoculturi, secretii traheo-bronsice
(inclusiv spute), aspirate brongice, secretii din plaga,
uroculturi, alte secretii, produse patologice provenite de
la pacientii din Spitalul Clinic de Urgenta Prof. Dr. ,,0.
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Fodor” Cluj-Napoca, toate tulpinile fiind agenti etiologici
ai unor infectii nosocomiale declarate: 3 din hemoculturi,
25 din secretii traheo-bronsice, 5 din secretii de plaga, 3 de
pe tuburi de dren, 3 din uroculturi, una din escara, una din
cateter venos central si o tulpina de pe cateterul de dializa
(Fig. 1). Toate probele au provenit de la pacienti internati
pe sectia de terapie intensiva. Hemoculturile au fost lucrate
in sistemul Bactec (Beckton-Dickinson), restul probelor
au fost lucrate prin metode conventionale. Identificarea
tulpinilor s-a facut prin metode biochimice clasice si
pe sistemul Vitek2 Compact (BioMerieux). Testarea la
antibiotice s-a realizat prin sistemul Vitek2 Compact,
dar si prin metoda difuzimetrica (Kirby-Bauer), conform
ghidurilor elaborate de CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute) [12], s-au utilizat discuri de antibiotice
produse de firma Biorad (Franta).

Distributia tulpinilor de A.baumanii in produse patologice

Secretii traheo-
brongice 25
O Secretii traheo-brongice B Hemoculturi O Uroculturi O Secretii plaga
B Tub dren O Escard BCVC O Cateter dializa

Fig. 1. Distributia tulpinilor de A. baumanii in produse
patologice.

Rezultate si discu]:ii
de A. baumanii a pus 1n evidenta un numar mare de tulpini
cu multipla rezistenta la antibiotice, doar trei tulpini au fost
sensibile la toate antibioticele alese spre testare.

Inainte de anii’70, speciile genului Acinetobacter
prezentau rezistentd doar la penicilina G, azi aceastd
rezistentd se intalneste doar la speciile ,,non-baumanii’.
Rezistenta la aminopeniciline, aminopeniciline+acid
clavulanic, cefalosporine de generatia I si a II-a, defineste
fenotipul salbatic [13]. Susceptibilitatea la beta-lactamine
este redatd in figura 2.

Susceptibilitatea tulpinilor de A.baumanii la beta-lactamine
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Fig. 2. Susceptibilitatea tulpinilor de A. baumanii la beta-
lactamine.

Legenda fig.2. TIC = ticarcilind; PRL = piperacilind; CAZ =
ceftazidim; CFP = cefoperazona;

CTX = cefotaxim; FEP = cefepim; ATM = aztreonam; IPM =
imipenem; MEM = meropenem;

TZP =tazobactam+piperacilind; TIM=ticarcilina+acid clavulanic;
SAM = ampicilina+sulbactam

Rezistenta dobandita este legatd de producerea
de beta-lactamaze: penicilinaze plasmidice de tipTEM
(I si 1I), CARBS, oxacilinaze (OXA21), cefalosporinaze
cromozomiale care hidrolizeaza toate cefalosporinele,
inclusiv pe cele din generatia a IlI-a, adesea hiperproduse:
ACE-1 pana la ACE-4 [13]. Rezistenta la imipenem
este legata de o impermeabilitate cuplatd sau nu cu o
cefalosporinaza, cu modificari ale PBP-urilor (protein
binding penicillin) sau cu producerea de enzime de tip
ARI-I, ARI-2 [13,16]. Fenotipurile de rezistenta la beta-
lactamine sunt redate in tabelul I [13].

Din tabelul I se observa ca majoritatea tulpinilor de
A. baumanii izolate apartin fenotipului de rezistenta 1V (4)
si V(31), care sunt fenotipuri rare [13]. Fenotipul IV este
caracterizat prin rezistenta la carboxi si ureido-peniciline,
cefalosporine de generatia a Ill-a, avand ca mecanism
producerea penicilinazelor si cefalosporinazelor. Fenotipul
V este caracterizat in plus fata de fenotipul anterior prin
rezistenta la aztreonam si la carbapeneme si apare prin
acumularea mecanismelor [13].

Mecanismele de rezistenta la carbapeneme descrise
sunt: pierderea proteinelor membranare externe, alterarea

Tabel I. Fenotipuri de rezistenta la beta-lactamine a tulpinilor de 4. baumanii izolate din infectii nosocomiale.

Fenotip I 11 111 v _
IMecanism/antibiotic «salbatic »  |Penicilinaza Cefalosporinaza en1c111naz.a+ - Acumt}l. de
ICefalosporinaza imecanisme
IAminopeniciline R R R R R
IAminopeniciline + ac.clav. R R R R R
Carboxipeniciline S R S R R
Cefalosporine 1 gen. R R R R R
Cefalosporin 2 gen. R R R R R
Cefalosporin 3 gen. S S R R R
|Aztreonam S S R R R
Carbapeneme S S S S R
INr.tulpini 3 1 2 4 31
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PBP-urilor si achizitionarea de beta-lactamaze clasa B, A
si D [4,13,15,16], cele mai frecvente fiind beta-lactamazele
zinc-independente din clasa D [13,15,16].

Testarea la aminoglicozide (AG) a evidentiat rezis-
tenta la aceasta clasa de antibiotice: doar trei tulpini au fost
sensibile la toate cele patru AG testate: 36 din 41 de tulpini
au fost rezistente la gentamicina (GN), 38 au fost rezistente
la amikacind (AK), 23 tulpini rezistente la tobramicina
(TOB) si 34 rezistente la netilmicind (NET) (Fig. 3).

Susceptibilitatea la aminoglicozide a tulpinilor de A.baumanii

nr.tulpini
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GN AK TOB NET

antibiotic

Fig. 3. Susceptibilitatea la aminoglicozide a tulpinilor de A.
baumanii.

Rezistenta la AG este legata de producerea de enzi-
me de inactivare [13,15,16]. Fenotipurile de rezistenta la
AG sunt redate 1n tabelul II: se observa ca cel mai frecvent
este fenotipul de rezistentd gentamicind-amikacina-
tobramicina (23 de tulpini).

Tabel II. Fenotipuri de rezistentd la aminoglicozide a tulpinilor
de A. baumanii.

IFenotip INumar de tulpini
GN 5

GN,AK 18

GN,AK,TOB 23

[Tulpini rezistente: total 38

Rezistenta tulpinilor de A. baumanii la alte antibio-
tice este redata in figura 4 si evidentiazd numarul mare de
tulpini rezistente: 38 de tulpini rezistente la ciprofloxacin,
ofloxacin, norfloxacin; 36 rezistente la sulfametoxazol-
trimetoprim, 39 rezistente la cloramfenicol, toate tulpinile
au fost sensibile la colistin, rezistenta la colistin fiind un
fenotip exceptional [16].

Rezistenta la antibiotice a tulpinilor de 4.baumanii
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Fig. 4. Rezistenta la antibiotice a tulpinilor de A. baumanii.
Susceptibilitatea la antibiotice: CIP = ciprofloxacin; OFX
= ofloxacin; NOR = norfloxacin; SXT = sulfametoxazol-
trimetoprim; CT = colistin; C = cloramfenicol.

Rezistenta la fluorochinolone este legatd de
modificarea tintelor [16]. In acest studiu doar 3 tulpini au
fost sensibile la toate chinolonele testate.

Tulpinile multirezistente se caracterizeaza prin
rezistenta la doua sau mai multe din urmatoarele clase de
antibiotice: cefalosporinele antiPseudomonas (ceftazidim
sau cefepim), carbapeneme (imipenem sau meropenem),
ampicilina-sulbactam, fluorochinolone (ciprofloxacin
sau levofloxacin) si AG (gentamicina, tobramicina sau
amikacina). Panrezistenta este definitd ca si rezistenta la
toate antibioticele folosite ca prima linie de testare, cu efect
terapeutic potential asupra A. baumanii, acestea incluzand
toate beta-lactaminele (carbapeneme si sulbactam)
fluorochinolonele si AG [16].

In cadrul acestui studiu s-a realizat testarea si la
tigeciclina (glicilciclina), toate tulpinile testate (24) fiind
sensibile la acest antibiotic. Acest nou compus alaturi
de sulbactam reprezintd solutiile terapeutice [1,4,8,16]
pentru tratamentul infectiilor cu tulpini de A. baumanii
panrezistente. Pentru infectiile cu 4. baumanii rezistent la
sulbactam, alternativa terapeuticd o reprezintd colistinul,
de obicei evitat, datoritd toxicitatii [3,4,9]. Folosirea
colistinului in asociere cu alte antibiotice poate fi eficienta
[3,17].

Concluzii

Tulpinile de Acinetobacter baumanii izolate din
infectii nosocomiale au prezentat multipld rezistenta la
antibiotice, din cele 31 de tulpini rezistente la carbapeneme,
23 au fost panrezistente, prezentand rezistentd la:
cefalosporine, aztreonam, carbapenemi, aminoglicozide
si chinolone. Aparitia tulpinilor de 4. baumanii rezistente
la carbapeneme este ingrijoratoare, dat fiindcd aceste
antibiotice au constituit un tratament de electie pentru
infectiile cu A. baumanii multirezistente la antibiotice.
Aceste tulpini creeaza dificultati de tratament ale infec-
tiilor, colistinul rdimanand singura solutie terapeutica, alaturi
de tigeciclina, deoarece doar trei tulpini au fost sensibile
la sulbactam. Pentru a preveni raspandirea tulpinilor de
A. baumanii multirezistente se impune aplicarea pe scarda
larga a masurilor de prevenire si control ale infectiei,
administrarea rationald a antibioticelor implicate in selec-
tarea rezistentei, aplicarea dozelor adecvate si rotarea
periodica a antibioticelor.
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