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Acinetobacter baumannii: mechanisms of resistance to antibacterial agents

Abstract: Acinetobacter baumannii has become one of the most dangerous Gram-negative bacterial species, causing numerous infections
over the last 20 years. A. baumannii is responsible for nosocomial ventilator-associated pneumonia (VAP), urinary tract infections,
meningitidis and bacteremia. Its remarkable ability to acquire resistance determinants against multiple antibiotics of different classes and
to tolerate harsh environments resulted in the dissemination of multi-drug-resistant (MDR) strains. Diverse mechanisms of resistance limit
therapeutic options and make the infections difficult to treat. The described resistance mechanisms include: production of B-lactamases,
i.e. enzymes modifying structure of antibiotics, activity of efflux pumps, loss of membrane porins and formation of biofilm.
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1. Wstep

W 2008 roku akronimem ESKAPE okreslono 6 ga-
tunkow bakterii najczesciej wywolujacych powazne
zakazenia szpitalne: Enterococcus faecium, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter sp.
Okreslenie ESKAPE, oznaczajace w jezyku angielskim
ucieczke (,escape”), w tym przypadku oznacza dzia-
tanie zwigzkéw przeciwbakteryjnych na wymienione
wyzej gatunki drobnoustrojow [11]. Nalezacy do tej
grupy A. baumannii okazal si¢ w ostatnich 20 latach
jednym z najbardziej alarmujacych patogendéw wywo-
tujacych zakazenia trudne w leczeniu.

Rodzaj Acinetobacter, nalezacy do rodziny Mora-
xellaceae, obejmuje bakterie Gram-ujemne, paleczki
(w fazie logarytmicznego wzrostu), tlenowe, niefermen-
tujace, niewybredne, niewykazujace zdolnosci ruchu
(gr. akinetos — nieruchliwy). Rodzaj ten obejmuje co
najmniej 41 gatunkow, z ktorych wigkszo$¢ nie stanowi
zagrozenia dla zdrowia czlowieka. Gatunki Acinetobacter
calcoaceticus (gatunek genowy 1), A. baumannii (gatu-
nek genowy 2), Acinetobacter pitti (gatunek genowy 3),

Acinetobacter nosocomialis (gatunek genowy 13TU) oraz
dwa rzadko wystepujace gatunki genowe ,,pomiedzy 1
i3”1,blisko spokrewniony z 13TU” wykazuja tak duze
podobienstwo fenotypowe, ze okresla si¢ je wspolnie
jako Acinetobacter calcoaceticus — A. baumannii-com-
plex [33]. Spos$réd wymienionych gatunkéw najbardziej
istotny z klinicznego punktu widzenia jest A. baumannii.
Posiada on wiele naturalnych mechanizméw opornosci
na antybiotyki i chemioterapeutyki, a ponadto wykazuje
zdolnos¢ nabywania nowych determinantéw opornosci
na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe.

Szczepy gatunku A. baumannii s naturalnie oporne
na ampicyling, amoksycyling oraz jej polaczenie z kwa-
sem klawulanowym, cefazoline, cefotaksym, ceftriakson,
ertapenem, trimetoprim, fosfomycyne (wg European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
EUCAST). Warto zauwazy¢, ze u opisywanych paleczek
moze wystepowac¢ wrazliwos¢ na ampicyling w polacze-
niu z sulbaktamem. Sulbaktam, jako jedyny z inhibito-
réw P-laktamaz, wykazuje aktywno$¢ wobec szczepow
z gatunku A. baumannii. Do naturalnych mechanizmoéw
opornosci na antybiotyki p-laktamowe nalezy wytwa-
rzanie B-laktamaz typu AmpC - ADC (Acinetobacter
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derived cephalosporinase) [40] oraz p-laktamaz OXA-
51-like [16]. Coraz czgsciej na calym $wiecie izoluje
sie wielolekooporne szczepy A.baumannii (MDRAB
- multidrug resistant Acinetobacter baumannii) [17, 28].
Determinanty opornoéci u szczepéw MDRAB (wykazu-
jacych $rednig badz catkowita opornos¢ na co najmniej
trzy klasy antybiotykéw) sa najczesciej umieszczone
w obrebie integrondw i transpozondw, co bardzo utat-
wia ich rozprzestrzenianie si¢ [86].

Leczenie zakazen wywotanych wielolekoopornymi
szczepami A. baumannii nie moze ograniczac sie do
jednego antybiotyku lub chemioterapeutyku. Poszu-
kuje si¢ takich zestawien zwigzkow, ktore zapewnia
skuteczng terapie, jednoczesnie ograniczajac ryzyko
wytworzenia przez dany szczep mechanizmu opor-
nosci. Dotychczas wykazano dzialanie synergistyczne
B-laktaméw z aminoglikozydami i fluorochinolonami
wobec szczepéw A. baumannii. Jednak wystepujaca
coraz czgséciej u opisywanych paleczek opornos¢ na
wymienione wyzej grupy antybiotykéw i chemiote-
rapeutykow, sklania do stosowania innych zwiazkéw,
najczesciej w terapii zlozonej. W schematach leczenia
zakazen MDRAB, kluczowym lekiem sg polimyksyny
w zestawieniu z karbapenemami lub sulbaktamem lub
tygecykling lub ryfampicyng [109]. Wobec szczepow
A. baumannii opornych na karbapenemy (imipenem
i meropenem) proponowane sg zestawienia kolistyny
z tygecykling lub cefoperazonem/sulbaktamem lub
piperacyling/tazobaktamem. W przypadku szpitalnych
zapalen pluc wywolanych przez szczepy oporne na imi-
penem i meropenem, zalecang opcja terapeutyczng jest
zestawienie kolistyny z ryfampicyng. Ryfampicyna nie
powinna by¢ stosowana w monoterapii, ze wzgledu na
bardzo szybkie narastanie opornosci na ten lek [56].
Dla nowego leku z grupy karbapenemdw - doripe-
nemu, wykazano dzialanie synergistyczne z polimy-
ksyna B i ryfampicyng oraz z amikacyng. Efekt ten
zaobserwowano wobec szczepdw A. baumannii opor-
nych na inne karbapenemy (imipenem i meropenem)
[20]. Terapia zlozona z wykorzystaniem doripenemu
moze zatem stanowi¢ nowa opcje¢ leczenia zakazen
wywolanych szczepami A. baumannii opornymi na
dotychczas stosowane karbapenemy. Innym antybio-
tykiem, wykazujacym in vitro dzialanie synergistyczne
z cefoperazonem/sulbaktamem lub meropenemem lub
kolistyna, wobec wielolekoopornych szczepéw A. bau-
mannii, jest nalezagca do grupy tetracyklin minocy-
klina. Jednak, mimo obiecujacych wynikéw aktywnosci
minocykliny in vitro, niewiele jest danych klinicznych
potwierdzajacych skuteczno$¢ terapii z wykorzysta-
niem tego antybiotyku w przypadku zakazen szczepami
A. baumannii [109].

Metodami wykorzystywanymi do genotypowania
szczepow klinicznych A. baumannii sa: analiza makro-
restrykcyjna fragmentéw chromosomalnego DNA
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po ich elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym
- REA-PFGE (restriction enzyme analysis pulsed field
gel electrophoresis), traktowana jako ,,zloty standard”
w badaniu podobienstwa genetycznego szczepow bak-
terii, reakcja PCR sekwencji powtarzalnych Rep-PCR
(repetitive extragenic palindromic sequence-based
PCR) oraz MLST (multilocus sequence typing), pole-
gajaca na sekwencjonowaniu fragmentéw wybranych
gendéw i ustaleniu typu sekwencyjnego, ktory identy-
fikuje sie z wykorzystaniem internetowej bazy danych.
Metoda Rep-PCR stuzy réwniez do okreslania przy-
naleznosci badanego szczepu A. baumannii do danego
klonu europejskiego I, I badz III.

Bakterie z rodzaju Acinetobacter uwazane s za
wszechobecne. Szczepy A. baumannii izoluje sie z pro-
bek gleby, wod powierzchniowych i innych prébek
srodowiskowych. Wykrywa si¢ takze obecnos¢ tych
pateczek na ludzkiej skorze i w kale [46]. Byt to naj-
czesciej izolowany drobnoustréj z ran zolnierzy wal-
czagcych na wojnie w Iraku i Afganistanie, wystepowat
w ranach oséb poszkodowanych w trzesieniu ziemi
w Chinach i w wyniku tsunami z 2006 roku [71]. Co
ciekawe, pateczki z gatunku A. baumannii wykryto
u wszy ludzkich pochodzacych od ludzi bezdomnych
z Francji [46]. Te pasozytujace owady moga stanowic¢
zatem wazny rezerwuar opisywanych bakterii.

Pateczki z gatunku A.baumannii sa patogenami
oportunistycznymi. Stwarzaja ogromne ryzyko dla
pacjentow, szczegolnie leczonych na oddziatach inten-
sywnej terapii, przewlekle chorych, z ostabionym
ukladem odpornosciowym. Bakterie te sg przyczyna
zapalenn ptuc typu VAP (ventilator-associated pneu-
monia), zakazen drég moczowych, krwi, centralnego
ukladu nerwowego, miejsca operowanego, oczu, takze
skomplikowanych zakazen tkanek migkkich i skory
[46]. Pacjenci, ktoérzy przebyli zakazenie bakteryjne
o innej etiologii, w wyniku ktdrego przyjmowali anty-
biotyki w przeciggu 90 dni, s3 szczegélnie narazeni na
zakazenie A. baumannii. Mechaniczna wentylacja czy
zalozenie cewnika urologicznego stanowig dodatkowe
zagrozenie, wynikajace ze zdolnosci paleczki do wytwa-
rzania biofilmu [59].

2. Opornos¢ na antybiotyki -laktamowe

Karbapenemy, nalezagce do grupy antybiotykéw
B-laktamowych, uwaza sie za leki z wyboru w przypadku
zakazen wywolanych przez A. baumannii. Naduzywa-
nie lekéw z tej grupy w ostatnich dwoch dekadach
spowodowalo wytworzenie nowych mechanizméw
opornosci wérod opisywanych paleczek. U szczepow
A. baumannii wykazujacych catkowita oporno$¢ na
karbapenemy, zwykle wykrywa si¢ wspéldzialanie kilku

réznych mechanizméw opornosci, przede wszystkim
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wytwarzanie karbapenemaz [97], a ponadto obni-
zong u paleczek Acinetobacter przepuszczalno$¢ blony
zewnetrznej wynikajaca z utraty poréw [30] oraz
nadekspresje systemow pomp usuwajacych antybio-
tyki z komorek bakteryjnych — mechanizm efflux [21].
W tabeli I zestawiono B-laktamazy wytwarzane przez
A. baumannii. Bakterie te wytwarzaja karbapenemazy
nalezace do klas A, B, Ci D wg Amblera [5], z ktérych
najczesciej wystepuja u tych szczepdw enzymy klasy D,
czyli enzymy CHDL (carbapenem-hydrolyzing class D
B-lactamases). Enzymy klasy B, metalo-p-laktamazy
MBL (metallo-p-lactamase) wystepuja u A. bauman-
nii rzadziej niz CHDL. Natomiast nalezace do klasy A
enzymy KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
stanowig najwieksze zagrozenie dla oséb w przypadku
zakazenia szczepami KPC+, ze wzgledu na zakres sub-
stratowy tych enzymow, obejmujacy wszystkie antybio-
tyki B-laktamowe oraz zlokalizowanie genéw je koduja-
cych w ruchomych elementach genetycznych. Enzymy
klasy C wystepujace u A. baumannii to naturalne cefa-
losporynazy, jedynie enzym ADC-68, ma zdolnos¢ do
hydrolizy karbapenemow [42].

2.1. Enzymy CHDL

Kazdy szczep A. baumannii posiada w chromoso-
mie gen kodujacy enzym CHDL z grupy OXA-51-like.
B-laktamazy te posiadaja niskg aktywno$¢ w stosunku
do karbapenemoéw. Jednakze, gdy gen bla, ., poprze-
dza sekwencja insercyjna ISAbal lub ISAba9, zawiera-
jaca sekwencje silnego promotora, dochodzi do nad-
ekspresji genu, zdolnos¢ do hydrolizy karbapeneméw
wzrasta i szczep A. baumannii staje si¢ srednio wrazliwy
na t¢ grupe¢ antybiotykow [82].

U szczepoéw z gatunku A. baumannii wykazano
obecnos¢ pieciu grup nabytych oksacylinaz CHDL:
OXA-23-like [100], OXA-40-like [63], OXA-58-like
[79], OXA-143-like [38], OXA-235-like [37]. Te enzy-
my CHDL, podobnie jak OXA-51-like, posiadaja
staba aktywnos$¢ karbapenemaz. Nie wykazujg takze
znaczacej aktywnosci wobec cefalosporyn o szerokim
zakresie substratowym. Do wyksztalcenia si¢ opornosci
na wysokie stezenia karbapenemow u szczepu A. bau-
mannii wytwarzajacego powyzsze enzymy CHDL,
potrzebna jest jednoczesna nadekspresja systemow
pomp typu eftlux i/lub zmniejszona przepuszczalnosé
blony zewnetrznej. Ponadto, ekspresja genéw bla,
kodujacych B-laktamazy CHDL moze by¢ regulo-
wana przez sekwencje insercyjne (ISAbal, ISAba2,
ISAba3, 1SAbal8) [83], ktore pelnigc role silnych
promotorow, w efekcie nadaja enzymowi aktywnos¢
karbapenemazy [108].

Pierwszy enzym CHDL wykryty u A. baumannii
to OXA-23 (nazwany poczatkowo ARI-1, Acinetobac-
ter resistant to imipenem) [100]. Enzym kodowany
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byl przez gen zlokalizowany w plazmidzie szczepu
izolowanego w Szkocji. Grupa OXA-23 to najbar-
dziej rozpowszechnione enzymy CHDL wérdd pale-
czek A. baumannii na $wiecie. Opisano wystepowanie
szczepOw wytwarzajacych te enzymy w wielu krajach:
Polsce, Chorwacji, Francji, Grecji, Rumunii, Wloszech,
Hiszpanii, Turcji, Niemiec, Bulgarii, Egipcie, Algierii,
Tunezji, Izraelu, Tajwanie, Chinach, Korei Potudnio-
wej, Singapurze, Stanach Zjednoczonych, Kolumbii,
Brazylii, Australii [25, 56, 70]. Badania Mugnier i wsp.
[65] wykazaty obecno$¢ gendw bla_, ,, u A. baumannii
poprzedzonych sekwencja ISAbal, w transpozonach
Tn2006, Tn2007 i Tn2008. Wykazano, iz w szczepach
klinicznych A. baumannii transpozon Tn2006 zawiera-
jacy gen bla_, .. zlokalizowany byt w chromosomie lub
plazmidzie, co moze znaczaco utatwic¢ rozprzestrzenia-
nie sie tych genéw. Do podgrupy enzymoéow OXA-23
zalicza sie takze OXA-27 [2] oraz OXA-49 [82]. Gen
bla ., .. zidentyfikowano u opornego na karbapenemy
szczepu A. baumannii wyizolowanego w Singapurze.
W 2014 roku opublikowano pracg, w ktérej opisano
nowy enzym z rodziny OXA-23 i byl to OXA-239 [104].
Szczepy wytwarzajace OXA-239 izolowano w Meksyku
w 2010 roku. Gen bla_, , ., byl poprzedzony sekwencja
insercyjna ISAbal.

Do innej grupy nabytych przez A.baumannii
karbapenemaz CHDL nalezg enzymy OXA-40-like
(nazywane takze OXA-24-like). Sg one mniej rozpo-
wszechnione niz OXA-23-like. Geny bla , , wykryto
u szczepdw A. baumannii zaréwno w chromosomie,
jak i w plazmidach [82]. Enzymy OXA-40 wytwa-
rzaly szczepy izolowane z Pétwyspu Iberyjskiego [63],
Bulgarii [106], Francji [36], Stanéw Zjednoczonych
[56]. Do grupy OXA-40-like nalezg takze enzymy:
OXA-25, OXA-26 [2] oraz OXA-72 [98]. Enzym
OXA-25 wytwarzal szczep A.baumannii izolowany
w Hiszpanii, a enzym OXA-26 szczep pochodzacy
z Belgii [2]. Lokalizacja genéw kodujacych oba enzymy
nie zostala okreslona. Enzym OXA-72 wykryto u szcze-
pow A. baumannii z Tajwanu [50], Kolumbii [98],
Japonii, Brazylii, Chorwacji, Litwy [86]. Gen bla_, .,
zlokalizowany byl za kazdym razem w plazmidach.
Obecnos¢ genu bla , ., warunkowala u szczepow
A. baumannii wzrost wartosci MIC sulbaktamu
(16 mg/1), imipenemu i meropenemu (32 mg/1), ampi-
cyliny (1024 mg/1), tykarcyliny (> 1024 mg/1) [38, 50].

Enzym OXA-58 razem z OXA-96 [48], OXA-97
[78] 1 OXA-164 [39] tworzg kolejng grupe enzymow
CHDL. Gen kodujacy enzym OXA-58, pierwszy raz
zostal wykryty u szczepu MDRAB wyizolowanego
we Francji [79]. Nastepnie opisywano wystepowanie
szczepOw wytwarzajacych ten enzym w Hiszpanii,
we Wtoszech, Belgii, Turcji, Grecji, Austrii, Wielkiej
Brytanii [46], a takze w Australii, Stanach Zjednoczo-
nych, Kuwejcie, Pakistanie, Chinach [31] i w krajach
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Najbardziej istotne B-laktamazy wytwarzane przez szczepy A. baumannii

Tabela I

Klasa Rodzina Karba- L Pismien-
B-laktamaz wg B-laktamaz Enzym penemaza Lokalizacja genu nictwo
Amblera [5]

KPC-2
KpC-3 + Chromosom [93]
KPC-4
KPC-10
GES-11 + Plazmid [17]
GES-14 + Plazmid [7]

A ESBL GES-12 Plazmid (7]
GES-22 - ? [12]
PER-1 Transpozon Tni1213 [77]
PER-2 - ? [15]
PER-7 Chromosom [10]
VEB-1 - Integron klasy I, chromosom [80]
CARB-10 - Plazmid [85]
IMP-1 Integron klasy I [53]
IMP-2 Integron klasy I [92]
IMP-4 Integron klasy I [48]
IMP-5 N Integron klasy I [23]
IMP-6 Integron klasy I [32]
IMP-8 Integron klasy I [110]
IMP-11 Integron klasy I (112]
IMP-19 Integron klasy I

B MBL VIM-1 Integron klasy I [107]
VIM-2 Integron klasy I [113]
VIM-4 ? [29]
VIM-6 ?

[86]

VIM-11 + Integron klasy I
SIM-1 Integron klasy I [54]
NDM-1 Transpozon Tn125 O]
NDM-2 [43]
TMB-1 Integron klasy I [45]
ADC-33 [95]

C cefalosporynazy | ADC-56 - Chromosom [105]
ADC-68 + [42]
OXA-23 Chromosom i plazmid [65]
OXA-27 ? 2]
OXA-49 ? [82]
OXA-239 ? [104]
OXA-40 Chromosom i plazmid [82]
OXA-25 ? 2]
OXA-26
OXA-72 Plazmid [98]

D oksacylinazy | OXA-58 + [79]
OXA-96 Plazmid [48]
OXA-97 (78]
OXA-164 ? [39]
OXA-143 Plagmid [38]
OXA-182 [47]
OXA-235 Chromosom i plazmid
OXA-236 (37]
OXA-237 Plazmid

»+~ — enzym posiada aktywnos¢ karbapenemazy; ,,-” — enzym nie posiada aktywnosci karbapenemazy; ,,2” — brak danych
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Ameryki Poludniowej: Argentynie [46], Wenezueli
[99], Chile [73]. Gen bla_, ., znajdowal si¢ w pla-
zmidach. Enzym OXA-58 wykazuje slabg aktywno$¢
karbapenemaz, lecz w przypadku obecnosci sekwen-
cji insercyjnych ISAbal, ISAba2, ISAba3, IS18 poziom
opornosci na karbapenemy szczepéw wytwarzajacych
OXA-58 znacznie wzrasta [83]. Gen bla_, ,, wykryto
u szczepu A. baumannii wyizolowanego w Singapurze
(48], a gen bla . u szczepu z Tunezji [78].

W 2009 roku opisano nowy enzym CHDL wystepu-
jacy u A. baumannii - OXA-143 [38]. Szczep Kkliniczny,
u ktorego wykryto OXA-143, wyizolowano w Brazylii.
Enzym wykazuje 88% podobienstwa sekwencji amino-
kwasowej z OXA-40, 63% z OXA-23 i 52% z OXA-58.
Gen bla_, ., zlokalizowany byl w plazmidzie, w ktérym
jednak nie wykryto obecnosci integronéw i sekwen-
¢ji insercyjnych [38]. Zakres substratowy OXA-143
obejmuje penicyliny oraz karbapenemy, bez znacz-
nej aktywnosci wobec cefalosporyn III i IV genera-
cji. W 2010 roku badacze z Korei Potudniowej opisali
inny enzym CHDL, OXA-182, wykazujacy 93% podo-
bienstwa sekwencji aminokwasowej z OXA-143 i 89%
z OXA-40. Zaliczono go do grupy OXA-143-like. Warto
zaznaczyc, Ze szczep wytwarzajacy ten enzym wyizolo-
wano juz w 2002 roku [47]. Gen bla, ., zlokalizowany
byt w plazmidzie. Warto$¢ MIC imipenemu u pieciu
z sze$ciu badanych szczepdw A. baumannii posiadaja-
cych bla, ., wynosita powyzej 32 pug/ml [55].

Enzymy OXA-235, OXA-236, OXA-237 stanowig
podgrupe B-laktamaz typu CHDL nazwang OXA-235-
like [37]. Enzymy te wykryto u 9 szczepdw wyizolo-
wanych w Stanach Zjednoczonych i jednego szczepu
z Meksyku. U 8 szczepéw wystepowat gen bla_, ..,
natomiast bla, ... i bla_, . wykryto u pozostatych
dwoch badanych izolatéw. Sekwencja aminokwa-
sowa tych karbapenemaz wykazywala 85% podobien-
stwa z sekwencja OXA-134, 54-57% podobienstwa
z OXA-23, OXA-24, OXA-58 i OXA-143, oraz 56%
podobienstwa z sekwencja OXA-51 [37]. Geny bla_, ..
zlokalizowane byty w chromosomie i/lub plazmidzie,
podobnie jak bla , .., natomiast bla_, .. wystepowal
tylko w plazmidzie. Geny wszystkich trzech enzymoéw
nalezacych do tej grupy byly oflankowane sekwencjami
ISAbal. Enzymy OXA-235-like hydrolizujg penicyliny
i karbapenemy, nie wykazuja aktywnosci wobec cefa-
losporyn III i IV generacji [37].

2.2. Enzymy MBL

Metalo-B-laktamazy posiadaja w swoim centrum
aktywnym jon metalu dwuwarto$ciowego. Ich zakres
substratowy obejmuje wszystkie antybiotyki [-lakta-
mowe za wyjatkiem monobaktamoéw, a ich aktyw-
nos¢ nie jest hamowana przez inhibitory p-laktamaz,
jakimi sa kwas klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam.
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Wystepuja one u szczepow A. baumannii znacznie
rzadziej niz p-laktamazy serynowe. Obecnie opisano
pie¢ rodzin enzyméw MBL wystepujacych u pateczek
A. baumannii: IMP (imipenem (-lactamase), VIM
(Verona integron-encoded metallo-p-lactamase) [107],
SIM (Seoul imipenemase) [54], NDM (New Delhi
metallo-B-lactamase) [44] oraz TMB (Tripoli metallo-
B-lactamase) [45].

W obrebie duzej rodziny enzymoéw IMP, u A. bau-
mannii opisano wystepowanie dziewieciu z nich. Meta-
loenzym IMP-1 wykryto u szczepdw A. baumannii
wyizolowanych we Wtoszech, Japonii [86], Korei Potu-
dniowej [53], Indiach, Tajwanie i Kuwejcie [86]. Enzym
IMP-2 wytwarzaly szczepy z Wtoch [92] i Japonii
[86]. Enzym IMP-4 wykryto u szczepdw A. baumannii
wyizolowanych w Hong Kongu, Singapurze i Australii
[18, 48, 86], IMP-5 w Portugalii [23], IMP-6 w Bra-
zylii [32], a IMP-8 w Chinach [110]. Wystepowanie
B-laktamaz IMP-11 i IMP-19 opisano w Japonii [112],
IMP-14 w Tajlandii [86]. Geny kodujace enzymy IMP
zlokalizowane byty w obrebie integronéw klasy I.

Pierwszy enzym typu VIM wykryto i opisano
u szczepu z gatunku A. baumannii wyizolowanego
w Korei Potudniowej [113]. Byl to enzym VIM-2.
Nastepnie opisano wytwarzanie tego enzymu przez
szczep A. baumannii w Kuwejcie [86]. Gen bla,,, , zlo-
kalizowany byl w obrebie integronu klasy I. Kolejno
wykrywano u szczepow A. baumannii enzymy: VIM-1
w Grecji [107], VIM-4 we Wtoszech [60], VIM-6
w Indiach [86] i VIM-11 w Tajwanie [86]. Geny kodu-
jace metaloenzymy VIM-1 i VIM-11 zlokalizowane byty
w obrebie integrondow klasy I. Warto zauwazy¢, ze w Pol-
sce rowniez wykryto u A. baumannii enzym z rodziny
VIM, nie okre$lono jednak jego sekwencji [111].

Enzym SIM-1 jest jedyna P-laktamazg z rodziny
SIM. Dotychczas opisano jej wystepowanie jedynie
u szczepow A. baumannii wyizolowanych w Korei Potu-
dniowej [54]. SIM-1 wykazuje najwieksze podobien-
stwo do sekwencji aminokwasowej enzymow z rodziny
IMP: do IMP-12 (69%) i do IMP-9 (64%). Gen bla, |
zlokalizowany byl w obrebie integronu klasy I, gdzie
stanowil pierwsza kasete genowa. Izolaty wytwarza-
jace SIM-1 wykazywaly wzglednie niskie wartosci MIC
imipenemu i meropenemu (dla obu antybiotykow
8-16 ug/ml) i posiadaly fenotyp szczepéw MDR [54].
Zakres substratowy tego enzymu obejmuje penicyliny,
cefalosporyny i karbapenemy [54].

Szczepy A. baumannii wytwarzajace metalo-p-lak-
tamaze NDM-1 s3 coraz cze$ciej izolowane w rdz-
nych czedciach $wiata. Enzym, poczatkowo zidenty-
fikowany u K. pneumoniae, obecnie wykrywany jest
u wielu gatunkéw bakterii Gram-ujemnych. U szcze-
pow A. baumannii enzym NDM-1 wykryto w Europie:
w Niemczech, Szwajcarii, Francji, Stowenii [9], Stowa-
cji [49], w Afryce wschodniej [90], Algierii, Libanie
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- gdzie izolowano szczepy od uchodzcéw z Syrii [87],
takze w Ameryce Poludniowej w Brazylii [76], w Azji
w Chinach [114], Japonii [68] oraz w Indiach [44],
gdzie wyizolowany byl po raz pierwszy. W 2011 opisano
szczep A. baumannii wytwarzajacy enzym NDM-2 (rdz-
nigcy si¢ od NDM-1 w sekwencji aminokwasowej obec-
noscig alaniny zamiast proliny w pozycji 28). Szczep
wytwarzajacy ten enzym byl wyizolowany od pacjenta
narodowosci niemieckiej, hospitalizowanego w Egip-
cie [43]. Szczepy A. baumannii wytwarzajace enzym
NDM-2 wyizolowano takze w Izraelu i Zjednoczonych
Emiratach Arabskich. Geny kodujace enzymy z grupy
NDM, oflankowane z dwoch stron dwiema kopiami
sekwencji insercyjnej ISAbal25 zawierajacej sekwen-
cje promotorows, zlokalizowano w obrebie transpo-
zonu TnI25 [9]. Enzym NDM-1 moze by¢ kodowany
zaréwno chromosomalnie jak i plazmidowo, natomiast
gen kodujacy enzym NDM-2 wystepowal dotychczas
u szczepow A. baumannii tylko w chromosomie [86].

W kwietniu 2014 roku zesp6t badaczy z Japonii opisat
szczep A. baumannii wytwarzajacy metalo-p-laktamaze
z rodziny TMB [45]. W zakres substratowy tych enzy-
méw wchodzg wszystkie antybiotyki [B-laktamowe,
z wylaczeniem imipenemu. Z tego wzgledu fenotyp taki
nazywany jest paradoksalnym. Gen bla . , zlokalizo-
wano w obrebie integronu klasy I. Wytwarzanie enzymu
TMB-2 wykryto w Japonii, u innych gatunkéw z rodzaju
Acinetobacter: A. pitti i Acinetobacter gatunek genowy
14B]J, lecz nie u A. baumannii [45].

2.3. Karbapenemazy nalezace do klasy A wg Amblera

Do B-laktamaz serynowych klasy A, o aktywnosci
karbapenemaz wytwarzanych przez A.baumannii,
naleza enzymy KPC oraz niektére enzymy z rodziny
GES (Guiana extended spectrum). -laktamazy KPC
stanowig zagrozenie przede wszystkim ze wzgledu na
obecno$¢ genow je kodujacych w ruchomych elemen-
tach genetycznych, takich jak plazmidy koniugacyjne,
a takze ze wzgledu na zakres substratowy, ktory obej-
muje wszystkie antybiotyki -laktamowe. Dotychczas
szczepy z kompleksu A. calcoaceticius — A. baumannii
wytwarzajace enzymy KPC wykryto jedynie w Puerto
Rico [93]. Sposrdd 10 izolatéw enzym KPC-3 wytwa-
rzalo siedem, natomiast pozostale 3 szczepy wytwarzaly
po jednym enzymie: KPC-2, KPC-4 oraz KPC-10 [93].

Coraz czgsciej izoluje si¢ szczepy A.baumannii
wytwarzajace enzymy z rodziny GES. Wykryto izo-
laty wytwarzajace aktywne wobec karbapenemoéw
enzymy GES-11 i GES-14. Geny bla_, zlokalizowane
byly u szczepow A. baumannii w plazmidach w obre-
bie integronéw klasy I [8, 64]. Opisano wystepowa-
nie szczepow A. baumannii wytwarzajacych GES-11
w Turcji, Belgii, Egipcie, Kuwejcie, Gazie oraz Francji.
GES-14 wykryto u szczepéw izolowanych w Turcji,
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Belgii i Kuwejcie [3]. Oporno$¢ na wysokie steze-
nia karbapenemdéw moze wynikaé przede wszystkim
z wytwarzania przez dany szczep jednoczes$nie enzy-
moéw z rodziny GES oraz enzyméw CHDL. Najczes-
ciej opisywane jest dzialanie synergistyczne enzymu
GES-111 OXA-23 [17] lub OXA-40 [19].

2.4. Nabyte enzymy ESPL hamowane przez
inhibitory pB-laktamaz

Enzymy ESPL (extended spectrum -lactamase)
wystepuja u szczepow A. baumannii znacznie rza-
dziej niz oksacylinazy CHDL, a takze nie stanowig tak
duzego zagrozenia dla zdrowia publicznego ze wzgledu
na brak aktywno$ci wobec karbapenemoéw. Szczepy
A. baumannii wytwarzajace enzymy gtéwnie z rodziny
PER (Pseudomonas extender resistant), VEB (Vietnam
extender spectrum [-lactamase), GES oraz znacznie
rzadziej CTX-M (cefotaxime hydrolyzing capabilities),
TEM (Temoneira) i SHV (sulthydryl variable) wykry-
wane sg w wielu czesciach $wiata [86].

Pierwszym enzymem ESPL wykrytym u A. bau-
mannii byl PER-1 [77]. Enzym ten jest zdolny do hydro-
lizy penicylin, oksyimino-cefalosporyn (III generacja)
i aztreonamu. U A. baumannii gen bla,, , byt czescig
transpozonu Tni1213. Oflankowany byt dwiema rdz-
nymi sekwencjami insercyjnymi ISPa12i1SPal3, a eks-
presja genu zachodzito przy udziale silnego promotora
zlokalizowanego w ISPa12 [77]. Enzym PER-1 wytwa-
rzaly szczepy A. baumannii wyizolowane w Belgii [66],
Turcji, Wloszech, Rosji, Korei Potudniowej, Indiach,
Chinach, Japonii [6], Iranie [27]. U szczepdw z gatunku
A. baumannii stwierdzono takze obecnos¢ enzymoéw
PER-2 [15], PER-3 [4], PER-7 [10] i PER-8 [86]. Gen
bla,. . w odréznieniu od genu bla,.. ,, poprzedzata
jedna kopia sekwencji ISPal2, lecz nie wystepowala
sekwencja ISPal3. Enzym PER-2 wytwarzaly szczepy
wyizolowane w Ameryce Poludniowej [15, 75]. Enzym
PER-3 zostal opisany u gatunku A. baumannii w Egip-
cie [86], PER-7 wykryto we Francji i w Zjednoczonych
Emiratach Arabskich [10, 74]. U szczepu wyizolowa-
nego we Francji gen bla, . . zlokalizowano w plaz-
midzie, w drugim przypadku enzym kodowany byt
chromosomalnie, jednak w obu przypadkach geny
wystepowaly w obrebie integronéw klasy I, gdzie
poprzedzata je sekwencja ISCRI zawierajaca sekwen-
cje promotorowg. Opornos¢ na wysokie stezenia karba-
penemow wystepowala tylko w przypadku, gdy szczep
wytwarzal jednocze$nie enzymy PER-7 i OXA-23 [10].

Kolejng grupg enzyméw ESPL  wystepujacych
u A. baumannii s3 enzymy VEB. Szczepy A. bauman-
nii wytwarzajace enzym VEB-1 byly przyczyng zaka-
zen szpitalnych, ktore mialy miejsce we Francji i trwaty
9 miesiecy (od sierpnia 2001 do kwietnia 2002 roku)
[80]. Gen kodujacy te [-laktamaze zlokalizowano
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w obrebie integronow klasy I w chromosomach bak-
teryjnych [80]. W Argentynie w 2009 roku wyizolo-
wano cztery szczepy A. baumannii wytwarzajace enzym
VEB-la. Gen bla,, kodujacy te p-laktamaze byt
poprzedzony sekwencjg ISCR2 [81]. Ponadto, szczepy
A. baumannii posiadajace gen bla, .,  wykryto w Belgii
[66], Iranie, Tajwanie [27, 28] i Ameryce Poludnio-
wej [75]. Gen bla,,, , opisano u pojedynczego szczepu
A. baumannii z Tajwanu, bla, . u szczepu ze Standw
Zjednoczonych [86].

Enzymy z rodziny CTX-M, hydrolizujace cefotak-
sym i ceftriakson, zostaly wykryte u szczepéw A. bau-
mannii w kilku regionach $wiata: CTX-M-2 w Japonii
[67] i Stanach Zjednoczonych [86], CTX-M-43 w Boli-
wii i Stanach Zjednoczonych [1, 15], a CTX-M-15 na
Haiti [84] i w Indiach [86]. Enzymy z tej grupy s roz-
powszechnione wérod pateczek z rodziny Enterobac-
teriaceae, natomiast u szczepow A. baumannii wyste-
puja niezmiernie rzadko. Podejrzewa sie, ze wynika to
z obecnosci gendéw kodujacych te B-laktamaze w plaz-
midach o waskim zakresie gospodarzy, co uniemozli-
wia ich replikacje u pateczek niefermentujacych [84].
U szczepu A. baumannii z Haiti gen bla_, . .z poprze-
dzajaca gen sekwencja ISEcp1, zlokalizowano w obrebie
transpozonu, w bakteryjnym chromosomie [84].

Enzymy typu ESBL nalezace do rodziny GES, poza
tymi o aktywnosci karbapenemaz, wykrywa si¢ coraz
czesciej u szczepow A. baumannii. p-laktamaza GES-12,
wytwarzana przez szczep wyizolowany w Belgii, w wyn-
iku substytucji Thr237Ala (w poréwnaniu do GES-11)
nabrala silnej aktywnosci hydrolitycznej wobec cefta-
zydymu [7]. Gen bla_, ,, zlokalizowano w obrebie inte-
gronu klasy I w plazmidzie [7]. Innym enzymem z tej
rodziny wytwarzanym przez A. baumannii jest GES-22,
ktéry wykryto u dwoch szczepdw z Turcji [12]. U obu
szczepow gen bla . ,, byl zlokalizowany w plazmidzie,
w obrebie integronu klasy I.

Nietypowym enzymem ESPL wykrytym u A. bau-
mannii jest karbenicylinaza CARB-10, hydrolizujaca
cefepim i cefpirom, lecz nie wykazujaca aktywnosci
wobec ceftazydymu czy cefotaksymu. Szczep posia-
dajacy gen bla_, .., (zlokalizowany w plazmidzie,
z poprzedzajaca go sekwencja ISAba9) wyizolowano
we Francji [85].

VEB-7

2.5. Enzymy AmpC

Szczepy A. baumannii posiadaja w chromosomie
geny kodujace cefalosporynazy typu AmpC. Enzymy
tego typu wystepujace u A. baumannii okreslane sa
jako enzymy ADC. Geny kodujace te bialka ulegaja
ekspresji na staltym, niskim poziomie, niewystarczaja-
cym dla wyrazania opornosci na oksyimino-cefalospo-
ryny u paleczek Acinetobacter. W przypadku obecno-
Sci powyzej genu bla, . sekwencji insercyjnej ISAbal,
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zawierajacej silny promotor, ekspresja genu wzrasta.
Skutkuje to pojawieniem si¢ opornosci na cefalosporyny
III generacji: ceftazydym i cefotaksym [95]. Enzymy
AmpC, hydrolizujace takze cefalosporyny IV genera-
¢ji, nazywane sg enzymami o rozszerzonym zakresie
substratowym — ESAC (extended spectrum AmpC).
Wystepuja czesto u gatunkéw z rodziny Enterobacte-
riaceae i P, aeruginosa, wykryto je réwniez u A. bau-
mannii. Aktywno$¢ enzymoéw ESAC jest warunkowana
substytucjami, delecjami lub insercjami w sekwen-
¢ji aminokwasowej w poblizu centrum aktywnego
enzymu. U szczepow A. baumannii wykryto nalezace
do tej grupy enzymy ADC-33 i ADC-56. W sekwencji
aminokwasowej ADC-33 nastgpila substytucja Pro-
210Arg oraz duplikacja Ala w pozycji 215 (wewnatrz
petli omega). Co istotne, obie mutacje muszg mie¢
miejsce, aby enzym ADC-33 mial szeroki zakres sub-
stratowy. Wyizolowany od pacjenta z Gwadelupy szczep
A. baumannii wytwarzajacy ADC-33, wykazywal opor-
no$¢ na cefalosporyny III i IV generacji [95]. Drugim
enzymem nalezagcym do ESAC i wytwarzanym przez
A. baumannii jest ADC-56. Poszerzony zakres sub-
stratowy tego enzymu wynika z substytucji Arg148Glu.
Szczepy, u ktérych wykryto ta cefalosporynaze, pocho-
dzily od dwdch pacjentéw z miasta Pittsburgh w Sta-
nach Zjednoczonych. Na podstawie analizy PFGE
stwierdzono, ze szczepy pochodzace od tych pacjentow
byty ze soba spokrewnione i nalezg do europejskiego
klonu 2, kompleks klonalny 92 [105].

W 2014 roku opisano enzym ADC-68, ktory jest
pierwsza B-laktamazg typu AmpC wytwarzang przez
A. baumannii posiadajacg aktywnos$¢ karbapenemazy.
Szczep pochodzil od pacjenta z Korei Potudniowej i byt
oporny na penicyliny, cefalotyne, ceftazydym, cefotak-
sym, imipenem, meropenem i ertapenem. Gen bla
zlokalizowany byt w chromosomie [42].

ADC-68

3. Opornos¢ na antybiotyki inne niz $-laktamy
3.1. Opornos¢ na chinolony i fluorochinolony

Dziatanie chinolonéw i fluorochinolonéw polega
na hamowaniu replikacji bakteryjnego DNA poprzez
oddzialywanie na gyraze DNA (kodowang przez geny
gyrA i gyrB) oraz topoizomeraze IV (kodowang przez
geny parA i parC). Mutacje zachodzace w obrebie
genéw kodujacych te enzymy, powoduja brak mozli-
wosci przylaczenia sie czasteczki antybiotyku do kom-
pleksu enzym-DNA, ze wzgledu na zmiany struktu-
ralne zachodzace w biatku. Do mutacji dochodzi
w obszarze warunkujagcym opornos¢ na chinolony
- QRDR (quinolone resistance-determining region).
U szczepéw A. baumannii mutacje odpowiedzialne
za wzrost warto$ci MIC cyprofloksacyny to substy-
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tucja Ser83Leu w przypadku GyrA oraz substytuacja
Ser80Leu w sekwencji ParC [41].

Innym mechanizmem opornosci na chinolony sa
pompy blonowe, zlokalizowane w ostonach komoérko-
wych bakterii, aktywnie usuwajace antybiotyki z ko-
morki. Systemy pomp wystepujace u szczepow A. bau-
mannii obejmujace swoim zakresem substratowym te
grupe chemioterapeutykéw to: AdeABC, AdelJK [21],
AdeFGH [22] (wszystkie trzy z rodziny RND) a takze
AbeS (z rodziny SMR) i AbeM (z rodziny MATE) [21].
Opornos¢ szczepdw A. baumannii na wysokie stezenia
chinolonéw najczesciej wiaze si¢ ze wspotobecnoscia
obu przedstawionych powyzej mechanizmdéw opor-
nosci, tj. mutacjami w genach gyr/par i dziataniem pomp
btonowych. Dotychczas nie wykryto u A. baumannii
genow kodujacych pompy blonowe zlokalizowanych
w plazmidach warunkujgcych oporno$¢ na chinolony.

3.2. Opornos$¢ na aminoglikozydy

Antybiotyki aminoglikozydowe hamujg synteze
bialek wigzac sie gléwnie z podjednostka 30S rybo-
somow. Opornos¢ na te antybiotyki wynika przede
wszystkim z wytwarzania enzyméw modyfikujacych
aminoglikozydy, okreslanych skrétem AME (amino-
glycoside-modyfying-enzyme). Enzymy AME obejmuja
O-fosfotransferazy APH (aminoglycoside phospho-
transferase), O-adenylotransferazy ANT (aminogly-
coside nucleotydylotransferase) i N-acetylotransferazy
AAC (aminoglycoside acetylotransferase). Wszystkie
trzy wymienione grupy enzymow wykryto réwniez
u szczepdw A. baumannii. Geny kodujace te enzymy
czesto s3 zlokalizowane w obrebie réznych ruchomych
elementéw genetycznych, jak: plazmidy, transpozony
i integrony. W obrebie integronu, geny kodujace AME
wystepuja czesto z genami warunkujacymi opornosé
na inne grupy antybiotykéw np. B-laktamy, co prowa-
dzi do wielolekoopornosci [8, 64]. Najwazniejszymi
AME w przypadku opisywanej paleczki sa enzymy:
AAC(3’)-I modyfikujacy gentamycyne, APH(3’)-VI
modyfikujacy amikacyne, kanamycyne i neomycyne
oraz AAC(6°)-Ib modyfikujacy tobramycyne, netilmy-
cyne i amikacyne. W 2014 roku w badaniu przeprowa-
dzonym na 173 szczepach A. baumannii, odsetek szcze-
pow opornych na aminoglikozydy, gdzie wartosci MIC
amikacyny i gentamycyny s3 wyzsze niz 512 pg/ml,
osiagnal 59% [69]. Wsrod wszystkich badanych szcze-
pow wykryto 15 réznych enzyméw AME [69]. Najczes-
ciej wystepowaly enzymy ANT(3”)-1 (115 szczepdéw),
AAC(3)-1 (78 szczepow), APH(3’)-1 (59 szczepdw)
oraz AAC(6°)-Ib (56 szczepdw).

Innym mechanizmem opornosci na aminogliko-
zydy jest metylacja miejsca aktywnego w rybosomie
przez metylazy. U A. baumannii wykryto metylazy
ArmA i RmtB. Wytwarzanie enzymu ArmA opisano
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u szczepow A. baumannii izolowanych z wielu kra-
jow: Chin, Korei Potudniowej, Wietnamu, Japonii,
Stanéw Zjednoczonych, Norwegii, Wioch, Bulgarii,
Iranu i Algierii [86]. Doi i wsp. [26] wykryli u 5 bada-
nych szczepdw A. baumannii obecno$¢ genu armA.
U jednego izolatu gen ten byt zlokalizowany w obrebie
transpozonu Tn1548, obecnego w plazmidzie. W innym
badaniu gen armA zostal wykryty u 59,5% badanych
szczepow A. baumanniiiu 98% szczepow tego gatunku
opornych na aminoglikozydy [69]. Metylaze RmtB
wykryto u 9 szczepdw A. baumannii wyizolowanych
w Wietnamie [86].

Wplyw na oporno$¢ szczepéw A. baumannii na
aminoglikozydy ma réwniez nadekspresja systemow
pomp blonowych AdeABC i AdeFGH, z rodziny RND
[21]. Antybiotyki aminoglikozydowe: kanamycyna
i gentamycyna, sg takze substratami dla pompy AbeM
z rodziny MATE, ktora wystepuje u szczepow A. bau-
mannii [103].

3.3. Opornos¢ na kolistyne

Kolistyna, inaczej polimyksyna E, nalezy do grupy
polikationowych, antybiotykéw peptydowych. Jej aktyw-
nos¢ bakteriobdjcza wiaze si¢ z dzialaniem na lipid A
powodujac dezorganizacje blony zewnetrznej bakterii.
Istnieja dwie hipotezy dotyczace mechanizmu opornosci
A. baumannii na kolistyne. Pierwsza z nich sugeruje
catkowitg utrate przez bakteri¢ LPS. W wyniku mutacji
w genach IpxA, IpxC lub IpxD, badz obecnosci sekwen-
cji insercyjnej ISAball inaktywujacej te geny, dochodzi
do przedwczesnej terminacji translacji biatka katalizuja-
cego biosynteze lipidu A i w konsekwencji do catkowitej
utraty LPS [72]. Oznacza to brak punktu uchwytu dla
kolistyny i opornos¢ szczepu na ten zwigzek.

Druga teoria dotyczy modyfikacji LPS. Mutacje
w genach pmrA i/lub pmrB, kodujacych system dwu-
sktadnikowy PmrA/PmrB prowadza do konstytutyw-
nej ekspresji genu pmrA, ktory z kolei bierze udzial
w up-regulacji operonu pmrCAB. Reguluje on synteze
i transfer fosfoetanoloaminy do lipidu A. Doprowadza
to do obnizenia tadunku ujemnego lipidu A, co jedno-
cze$nie zmniejsza powinowactwo kolistyny do LPS.
Niektore szczepy A. baumannii posiadajg gen pmrC-like,
nazwany eptA, ktérego ekspresja jest wyzsza u szczepow
opornych na kolistyne [72].

Po raz pierwszy szczepy z rodzaju Acinetobac-
ter oporne na kolistyne wyizolowano w Czechach
w 1999 roku. W kolejnych latach stwierdzono ich
obecno$¢ w Hiszpanii i Bulgarii, a takze poza Europa
- w Australii, Azji, Ameryce Péinocnej i Potudniowe;.
Najwyzszy odsetek (40,6%) szczepdw opornych na koli-
styne notowano w Hiszpanii.

Kolistyna nalezy do antybiotykow ostatniej szansy
w przypadku zakazen wielolekoopornymi szczepami



400

A. baumannii. W lecznictwie stosuje si¢ mieszanine
siarczanéw polimyksyny B i E. W latach 70. XX wieku
zaprzestano podawania kolistyny chorym ze wzgledu
na silne dzialania niepozadane (nefro- i neurotoksycz-
no$¢). Jednak najnowsze badania wskazuja, iz tok-
syczno$¢ kolistyny okazala si¢ nizsza niz pierwotnie
sadzono [58]. Nie ulega jednak watpliwosci, ze mono-
terapia zwigksza prawdopodobienistwo wytworzenia
opornosci na podawany antybiotyk, natomiast lecze-
nie skojarzone moze prowadzi¢ do kumulacji dzialan
niepozadanych. Ponadto, monoterapia moze przyczy-
ni¢ sie do wyksztalcenia si¢ heteroopornosci szczepow
[58]. Liu i wsp. [58] przeprowadzili w 2014 roku analize¢
skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania mono- i poli-
terapii polimyksynami. Uzyskane wyniki wskazywaty
na skuteczno$¢ kliniczna polimyksyn. Analiza wyka-
zala réwniez podobng nefrotoksycznos¢ podawanej
kolistyny i placebo. Mimo stosowania polimyksyn
w pofaczeniu z innymi, potencjalnie uszkadzajacymi
nerki antybiotykami (np. aminoglikozydami), uszko-
dzenie nerek ujawnilo si¢ u zaledwie 11% pacjentdw,
a w przypadku dwoch innych badan, niewydolnosci
nerek w ogole nie stwierdzono [58].

4. Aktywne usuwanie antybiotykow z komorki
bakteryjnej przy udziale pomp blonowych
- mechanizm efflux

Opornos¢ szczepéw A. baumannii na antybiotyki
warunkujg takze mechanizmy nieenzymatyczne, takie
jak: aktywnos$¢ pomp blonowych usuwajacych anty-
biotyk z komorki bakteryjnej oraz modyfikacje/utrata
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kanatéw umozliwiajacych dotarcie substancji prze-
ciwdrobnoustrojowej do wnetrza bakterii. Dotychczas
poznano 5 systeméw pomp MDR bioracych udzial
w czynnym usuwaniu antybiotykéw z komorki bakte-
ryjnej. Pompy sklasyfikowano w rodziny lub superro-
dziny. U szczepdw A. baumannii opisano wystepowanie
systemow pomp: SMR (small multidrug resistance),
MATE (multidrug and toxic compound extrusion),
MEFS (major facilitator superfamily), RND (resistance
nodulation cell division) [21] oraz PACE (proteobac-
terial antimicrobial compound efflux) [35]. Poza syste-
mami pomp, ktérych geny wystepuja w chromosomie
szczepow A. baumannii (do ktorych zaliczaja sie pompy
z rodziny RND, MATE, SMR, pompa AmvA i CraA
z rodziny MFS) poznano réwniez nabyte systemy efflux,
o waskim zakresie substratowym, ktére warunkuja
oporno$¢ szczepdw na tetracykliny i chloramfenikol,
czyli nalezace do rodziny MFS pompy TetA, TetB,
CmlA i CmlA5. W tabeli II zestawiono informacje
o pompach btonowych opisanych dotychczas u szcze-
pow A. baumannii.

4.1. Systemy pomp RND

Systemy pomp z rodziny RND sa najbardziej roz-
powszechnionymi wsréd bakterii Gram-ujemnych
pompami MDR. Maja najwieksze znaczenie kliniczne
i s3 zdolne usuna¢ z komorki wiele substancji o roznej
budowie: antybiotyki, bromek etydyny, SDS (dode-
cylo siarczan sodu), triklosan oraz rozpuszczalniki
organiczne. Systemy pomp z rodziny RND zlozone
sg z trzech grup biatek: biatek RND, czyli transporte-
réw w blonie cytoplazmatycznej, bialek OMF (outer

Tabela II
Pompy blonowe obecne w ostonach komérkowych A. baumannii

Rodzina Pompa Zakres substrat Pi$mien-
pomp MDR akres substratowy nictwo
System AdeABC B-laktamy, afminognlikozyd}.r, makrolidy, fluorochinolony, tetracykliny, tygecyklina, [21]
chloramfenikol, trimetoprim
RND | System AdelK cefalosp(?ryny, tykarFylina, aztreonam? fluorochinolony, linkozami.dy, tetracykliny, (9]
tygecyklina, ryfampicyna, chloramfenikol, kwas fusydowy, nowobiocyna
System AdeFGH fluorochinolony, klindamycyna, tetracykliny, tygecyklina, chloramfenikol, trimetoprim, 22]
sulfametoksazol
CraA chloramfenikol [94]
AmvA erytromycyna, bromek etydyny, parakwat [88]
MEFS TetA tetracyklina 1]
TetB tetracyklina, doksycyklina, minocyklina
CmlA, CmlA5 | chloramfenikol [57]
gentamycyna, kanamycyna, fluorochinolony, chloramfenikol, trimetoprim, bromek etydyny,
MATE | AbeM DAPI, triklosan, trypoflawina, doksorubicyna, rodamina 6G, TPPCl (103]
SMR | Abes erytromycyna, fluorochinolony, chloramfenikol, nowobiocyna, SDS, bromek etydyny, [102]
deoksycholan
PACE | Acel chlorheksydyna, chlorek benzalkoniowy, chlorek dekwaliniowy, aryflawina, proflawina [35]
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membrane factor) pelnigcych funkcje kanatéw w btonie
zewnetrznej oraz biatek MFP (major fusion protein),
ktore tworzg kanaly taczace transportery RND z bial-
kami OME Dzieki tej budowie, systemy pomp umozli-
wiajg transport substancji poprzez obie blony (we-
wnetrzng i zewnetrzng). Geny kodujace biatka pomp
tworzg operony, w sktad ktérych wchodzg kolejno: pro-
motor, gen kodujacy biatka MFP, gen kodujacy biatka
transportera RND w blonie oraz gen kodujacy biatka
OME. Jedynie nadekspresja operonu nadaje szczepowi
fenotyp wielolekoopornosci [51].

Pierwszym opisanym u paleczek A.baumannii
systemem z rodziny pomp RND byl AdeABC (Acine-
tobacter drug efflux). Nastepnie odkryto u tego gatunku
pateczek kolejne dwa systemy pomp AdeFGH i AdelJK
[21]. Geny adeA, adeB i adeC tworza operon adeABC,
ktérego ekspresja jest Scisle regulowana przez dwu-
skladnikowy system regulatorowy AdeR-AdeS [61].
Zmiany w bialkach adeR (substytucja Proll6Leu)
i adeS (substytucja Thr153Met), a takze obecnos¢
sekwencji ISAbal przed operonem adeABC, powoduje
jego nadekspresje. System pomp AdeABC warunkuje
oporno$¢ (przy nadekspresji) na szereg grup anty-
biotykéw (tabela II) [21]. Udzial systemu AdeABC
w opornodci na karbapenemy jest niejasny. Badania
aktywnosci karbapenemoéw w obecnosci i bez uzycia
inhibitoréw pomp nie wykazaly réznic. Opornos¢
na wysokie stezenia tych antybiotykow stwierdza sie,
gdy nadekspresja genéw kodujacych ten system pomp
wystepuje jednocze$nie z wytwarzaniem enzymow
CHDL [36].

Innym systemem pomp z rodziny RND u szcze-
pow A. baumannii jest system AdelJK kodowany przez
operon adelJK. Warunkuje opornos¢ na czes$¢ antybio-
tykow usuwanych przez system AdeABC, a takze na
B-laktamy takie jak cefalosporyny, tykarcylina, i aztre-
onam oraz linkozamidy, ryfampicyne, kwas fusydowy,
nowobiocyne (tabela IT). Gen regulujacy ekspresje ope-
ronu adelJK okreslono w 2012 roku [96]. Byl to gen
adeN, kodujacy biatko adeN z rodziny biatek TetR. Gen
ten funkcjonowat jako represor.

Kolejnym systemem pomp z rodziny RND opisa-
nym u szczepdw A. baumannii jest system AdeFGH.
Geny kodujace ten system tworzg operon adeFGH.
Otwarta ramka odczytu kodujaca regulator transkrypcji
typu LysR - gen adeL, zlokalizowana jest powyzej ope-
ronu adeFHG, a jej transkrypcja zachodzi w przeciw-
nym kierunku. Mutacje w obrebie genu adeL warunkuja
nadekspresje systemu pomp AdeFGH [22]. Podobnie,
jak u pomp wymienionych wyzej, nadekspresja genow
tworzacych operon nadaje bakterii fenotyp wielo-
lekoopornosci. Pompa nadaje szczepom opornosé
na fluorochinolony, klindamycyne, chloramfenikol,
trimetoprim, a obnizong wrazliwo$¢ na tetracykliny,
tygecykline, sulfametoksazol.
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4.2. Inne systemy pomp blonowych

Poza systemami pomp z rodziny RND u A. bauman-
nii wykryto takze inne pompy, przyczyniajace sie do
wzrostu opornosci na okreslone antybiotyki (tabela IT).

System odpowiedzialny za naturalng opornos¢ na
chloramfenikol, to pompa CraA (chloramphenicol resi-
stance Acinetobacter) [94], nalezaca do rodziny MFS.
Z rodziny pomp MFS, wykryto takze pompe AmvA,
odpowiedzialng gléwnie za usuwanie erytromycny,
bromku etydyny i parakwatu [88]. Kolejny system,
AbeM, nalezacy do rodziny MATE, odpowiada za co
najmniej 4-krotny wzrost wartosci MIC gentamycyny,
fluorochinolondéw, 4,6-diamino-2-fenyloindolu (DAPI),
triklosanu, trypoflawiny, doksorubicyny, rodaminy 6G
i bromku etydyny oraz za 2-krotny wzrost MIC kana-
mycyny, chloramfenikolu, trimetoprimu i chlorku
tetrafenylofosforowego (TPPCIl) [103]. Nalezy zazna-
czy¢, iz badania dotyczace opornosci warunkowa-
nej obecno$cia pompy AbeM przeprowadzono na
komorkach Escherichia coli. Pompa AbeS z rodziny
SMR, kodowana przez znajdujacy si¢ w chromoso-
mie gen abeS, warunkuje oporno$¢ niskiego stopnia
(3-8-krotny spadek wartosci MIC przy inaktywacji
pompy) na erytromycyne, fluorochinolony, chloram-
fenikol, nowobiocyne, a takze na SDS, bromek etydyny,
deoksycholan [102].

Zdolno$¢ nabywania nowych genéw opornosci przez
szczepy A. baumannii dotyczy takze genéw kodujacych
pompy MDR. Poza opisanymi wyzej genami znajdu-
jacymi sie w chromosomie odkryto geny stanowigce
cze$ci plazmidow czy transpozondw, nabytych przez
bakterie. Do tej grupy naleza pompy z rodziny MFS:
TetA, TetB i CmlA, CmlA5. Najczesciej wystepujacymi
pompami u szczepow A. baumannii s TetA i TetB,
ktére odpowiadajg za usuwanie tetracykliny. Pompa
TetB usuwa réwniez minocykline i doksycykline.
Geny tetR i tetA zlokalizowano w obrebie transpozonu
Tn1721-like, natomiast gen tetB w plazmidach [91].
Oporno$¢ na chloramfenikol byta warunkowana przez
pompy CmlA i CmlA5 [57].

W 2013 roku Hassan i wsp. [35], opisali nowg
rodzing pomp MDR - rodzine PACE. Gen acel, kodu-
jacy pompe Acel (Acinetobacter chlorhexidine efflux
protein I), nalezaca do tej rodziny, zlokalizowany jest
w chromosomie bakteryjnym. Badania wykazaly, ze
nadekspresja genu zachodzi, gdy w srodowisku bakterii
znajdzie si¢ chlorheksydyna w stezeniu ponizej wartosci
nadajacej jej aktywnos¢. Obecnos¢ biatka Acel potwier-
dzono u A. baumannii, natomiast bialka homologiczne
do Acel znaleziono u P, aeruginosa, Vibrio parahaemo-
Iyticus, Burkholderia cenocepacia, Veillonella parvula
oraz E. coli. Substratem dla tej pompy u wszystkich
przebadanych gatunkow jest chlorheksydyna (stano-
wigca sktadnik antybakteryjnych mydet i plynéw do
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plukania ust). Niektore biatka Acel warunkuja opor-
no$¢ takze na inne substancje o dzialaniu dezynfekcyj-
nym i antyseptycznym (tabela II).

5. Kanaly blonowe - pory

U bakterii Gram-ujemnych w sktad oston komor-
kowych, chroniagcych m.in. przed szkodliwymi czyn-
nikami z zewnatrz, wchodzi bfona zewnetrzna. Poza
systemami pomp aktywnie usuwajacymi szkodliwe sub-
stancje z komorki, istotnym pod wzgledem opornosci
elementem blony, sg kanaly (pory) biatkowe. Umoz-
liwiajg one transport czasteczek poprzez podwdjng
warstwe lipidowa budujaca blone zewnetrzng. Zmiany
w strukturze lub zmiany w regulacji ekspresji genow
kodujacych te kanaly moga by¢ dla bakterii mechani-
zmem obronnym przed dzialaniem $rodkéw przeciw-
drobnoustrojowych. Szczepy A. baumannii posiadaja
wzglednie niska liczbe poréw, i dodatkowo o niewiel-
kich rozmiarach, co ogranicza naturalng przepuszczal-
nos$¢ blony zewnetrznej i tym samym nadaje wigksza
oporno$¢ na substancje przeciwbakteryjne. Odkryto
trzy rodzaje kanaléw blonowych, w przypadku ktérych
spadek ekspresji genéw je kodujacych ma znaczenie
w opornosci na antybiotyki u A. baumannii: CarQO,
Omp 33-36 oraz OprD.

Wystepujacy u szczepow A. baumannii kanal bial-
kowy CarO (carbapenem associated outer membrane
protein) odpowiedzialny jest za transport do wnetrza
komorki ornityny i innych aminokwasow, a takze, ze
wzgledu na konformacje strukturalng i miejsce wigza-
nia, jest zdolny do transportu imipenemu (ale nie mero-
penemu) [13]. Warto podkresli¢, iz jest to jedyne biatko
OMP u szczepdw A. baumannii, ktére posiada miejsce
wigzania dla imipenemu, co czyni je selektywnym
kanalem pod wzgledem wychwytu antybiotykow. Ze
wzgledu na réznice w budowie kanatu wyrdznia sie jego
dwa rodzaje: CarOa i CarOb. Kanal CarOb wykazuje
wigksze powinowactwo do imipenemu niz CarOa [13].
Mechanizm opornosci na imipenem, w ktérym bierze
udzial biatko CarO moze dotyczy¢ (i) inaktywacji genu
carO, co powoduje brak poréw w blonie; (ii) zmiany
w sekwencji aminokwasowej CarOa lub CarOb co moze
prowadzi¢ do niskiego badz znikomego powinowactwa
do konkretnego antybiotyku; i/lub (iii) obnizenia eks-
presji genow i niskiej liczby poréw w blonie [30].

Kanal OprD-homolog, wykazujacy 46-57% podo-
bienstwa do specyficznego dla karbapenemoéw biatka
OprD, wystepujacego u P. aeruginosa, wydawal si¢ mie¢
duzy wplyw na opornos$¢ na te antybiotyki réwniez
u paleczek A.baumannii. Dokladniejsze badania nie
wykazaly jednak tej zaleznosci [14, 101]. U szczepdw
A. baumannii bialko OprD bierze udzial w wychwycie
jonéw Fe** i Mg** [14].
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Oporno$¢ szczepow A. baumannii na imipenem
i meropenem moze wynika¢ takze ze zmniejszonej
ekspresji kanatéw blonowych Omp 33-36 [24].

Warto wspomnie¢ o biatku OprA, ktére chociaz nie
warunkuje opornosci na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki u szczepodw A. baumannii, to jest czynnikiem zja-
dliwosci tych bakterii poprzez posredniczenie w adhezji
i inwazji komorek nablonkowych, w powstawaniu bio-
filmu oraz w indukcji apoptozy komorki [62].

6. Biofilm i zjawisko quorum sensing

Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu jest istotnym czyn-
nikiem wirulencji u pateczek A. baumannii. Powszech-
nie wiadomo, ze bakterie rosngce w formie biofilmu
majg obnizong wrazliwos$¢ na leki przeciwbakteryjne,
srodki dezynfekcyjne, a takze trudno poddaja si¢ dzia-
faniu mechanizméw odpornosciowych gospodarza.
Biofilm bakteryjny moze wystepowa¢ na powierzch-
niach wyrobéw medycznych, jak cewniki urologiczne
i sprzet do intubacji. Wykazano, iz adhezja komoérek
A. baumannii do nablonka jest pierwszym etapem
w kolonizacji gospodarza, po ktérej moze dojs¢ do
rozwoju zakazenia [59].

Za wirulencje szczepdw A. baumannii rosngcych
w postaci biofilmu odpowiedzialne sa geny systemu
CsuA/BABCDE (regulowane przez dwuskladnikowy
system BfmS/BfmR). Produktem tych genéw sa: biatka
tworzace fimbrie, umozliwiajace przyleganie komorek
bakteryjnych do powierzchni, biatko OmpA (38 kDa),
bialko blony zewnetrznej o wielkosci 854 kDa (wykazu-
jace duze podobienstwo do biatka Bap - biofilm associa-
ted protein, wystepujacego w rodzaju Staphylococcus),
syntaza Abal, bedgca czgscig systemu quorum sensing
(QS) oraz locus pgaABCD kodujacy biatko biorace
udzial w syntezie poli-p-(1,6)-N-acetylo-glukozaminy
(PNAG) [59]. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
mutacje w obrebie genéw bap hamujg wzrost biofilmu
i powoduja spadek zdolnosci przylegania A. bauman-
nii do komorek nabtonka [34]. Na powstawanie bio-
filmu ma wplyw stezenie Zelaza zewnatrzkomadrkowego
(im nizsze stezenie, tym mniejsza zdolnos¢ adhezji
komorek bakteryjnych do powierzchni). Ponadto,
zostala postawiona hipoteza, ze obecnos¢ genéw opor-
nosci na antybiotyki, np. genu bla,,. , ma silny zwig-
zek z powstawaniem biofilmu u opisywanych pateczek.
Badania Lee i wsp. [52], wskazywaly na silny zwigzek
obecnosci genu bla,,. , i tworzenia biofilmu, jednak
inne badania przeczyly tym wynikom [89]. Kwestia ta
nie zostala dotychczas rozstrzygnieta, jednak uwaza
sie, iz opisywana korelacja dotyczy bardziej zdolnosci
komorek do adhezji niz do formowania dojrzalego bio-
filmu [89]. Wplyw na powstawanie biofilmu innego
rodzaju czynnikoéw, jak np. stan pacjenta, miejsce izo-
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lacji szczepu klinicznego czy typ molekularny szczepu,
wymaga prowadzenia dalszych badan.

Zjawisko quorum sensing (QS) jest mechanizmem
komunikacji miedzy komérkami bakteryjnymi, ktora
polega na wytwarzaniu, odbieraniu i odpowiedzi
bakterii na czgsteczki zwane autoinduktorami (AI).
U szczepdw A. baumannii role Al pelnig N-acylowane
laktony homoseryny (AHL), syntetyzowane przez syn-
taze¢ AHL (homolog LuxI). Laktony AHL wiazg sie ze
swoim receptorem (LuxR homolog), powstaje kompleks
AHL-LuxR, ktory kontroluje ekspresje gendw zaleznych
od systemu QS.

7. Podsumowanie

Zdolno$¢ szczepow A. baumannii do nabywania
nowych determinantéw opornosci uczynifa z opisywa-
nej paleczki jeden z najbardziej niebezpiecznych pato-
genow szpitalnych ostatnich dwdch dekad. Szczepy
A. baumannii posiadajace geny opornosci na karbape-
nemy, zlokalizowane w plazmidach, stanowig grozny
rezerwuar mechanizméw opornosci mogacy zostaé
przekazany innym bakteriom. Rosnaca liczba izolowa-
nych szczepow z gatunku A. baumannii opornych na
karbapenemy ogranicza dostepne opcje terapeutyczne.
Poza karbapenemazami wystepujacymi réwniez u pate-
czek z rodziny Enterobacteriaceae i P. aeruginosa (takimi
jak NDM, KPC czy MBL), u szczepow A. baumannii
wystepuja swoiste enzymy CHDL. Dodatkowo, nad-
ekspresja gendw kodujacych pompy MDR i zmniejszona
przepuszczalnosé blony zewnetrznej, wystepujace jed-
noczesnie z karbapenemazami moga uczynic ze szcze-
pow z gatunku A. baumannii bakteri¢ wielolekooporna.
W zwigzku z tym niezbedne jest prowadzenie badan nad
rozprzestrzenianiem si¢ genéw kodujacych karbapene-
mazy, poszukiwaniem nowych enzyméw oddziatywuja-
cych na antybiotyki i analiza ich zakresu substratowego,
tak aby zminimalizowa¢ ryzyko nieskutecznej terapii
zakazen wywotanych paleczkami A. baumannii.
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