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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

CHDL beta-laktamazy klasy D hydrolizujące karbapenemy (ang. carbapenem-

hydrolyzing class D beta-lactamases) 

CIM metoda inaktywacji karbapenemów (ang. carbapenem inactivation method) 

CPS polisacharyd otoczkowy (ang. capsular polysaccharide) 

CRAb szczepy Acinetobacter baumannii oporne na karbapenemy (ang. 

carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii) 

EPS zewnątrzkomórkowa substancja polimerowa (ang. extracellular polymeric 

substances) 

IS sekwencje insercyjne (ang. insertion sequences) 

LOS lipooligosacharyd (ang. lipooligosaccharide) 

MBL metalo-beta-laktamazy (ang. metallo-beta-lactamases) 

MDR szczep wieloantybiotykooporny (ang. multidrug-resistant) 

MGE mobilne elementy genetyczne (ang. mobile genetic elements) 

NDM-1 New Delhi metalo-beta-laktamaza-1 (ang. New Delhi metallo-beta-

lactamase) 

OIT oddział intensywnej terapii 

OMP białka błony zewnętrznej (ang. outer membrane proteins) 

OMV pęcherzyki błony zewnętrznej (ang. outer membrane vesicles) 

OXA oksacylinazy (ang. oxacillinases) 

PBP białka wiążące penicylinę (ang. penicillin binding proteins) 

PCR reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PDR szczepy oporne na wszystkie antybiotyki (ang. pan-drug-resistant) 

real-time PCR łańcuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time 

polymerase chain reaction) 
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VAP zapalenie płuc związane z wentylacją mechaniczną (ang. ventilator-

associated pneumonia) 

XDR szczepy o rozszerzonej oporności na antybiotyki (ang. extensively drug 

resistance) 
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2. WSTĘP 

2.1. Charakterystyka pałeczek Acinetobacter baumannii 

2.1.1. Klasyfikacja i rys historyczny 

Bakterie z rodzaju Acinetobacter zostały po raz pierwszy opisane w 1911 r. przez duńskiego 

mikrobiologa Beijerincka. Wyizolowany wówczas przez siebie drobnoustrój z gleby 

zaklasyfikował on do rodzaju Micrococcus i nadał nazwę Micrococcus calco-aceticus [1]. W 

kolejnych latach taksonomia tych bakterii pozostawała niejasna i przypisywano je do różnych 

rodzajów, np. Alcaligenes, Mima, Moraxella, Achromobacter. W 1954 r. Brisou i Prevot 

zaproponowali podział rodzaju Achromobacter na gatunki zdolne i niezdolne do ruchu; te 

nieruchliwe nazwali Acinetobacter (gr. ακινɛτοσ [akinetos] – nie poruszające się) [2]. Nazwa ta 

została zaakceptowana dopiero w 1968 r., po pojawieniu się publikacji amerykańskiego 

mikrobiologa Paula Baumanna, która dotyczyła oceny cech odżywczych i biochemicznych 

oksydazo-ujemnych pałeczek należących do grupy Mima-Herellea-Acinetobacter. Na 

podstawie wyników tych badań naukowcy zaklasyfikowali wszystkie oksydazo-ujemne bakterie 

z tej grupy do jednego rodzaju, o nazwie wcześniej zaproponowanej przez Brisou i Prevota – 

Acinetobacter [3]. W 1980 r. w „Approved List of Bacterial Names” wymienione zostały dwa 

gatunki tego rodzaju A. calcoaceticus i A. lwoffii [4]. Przełom w długiej i złożonej historii 

nomenklatury rodzaju nastąpił w 1986 r., kiedy Bouvet i Grimont opierając się na badaniach 

hybrydyzacji DNA-DNA, wyodrębnili 12 genogatunków, z których niektóre otrzymały formalne 

nazwy gatunkowe, w tym A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii 

i A. lwoffii [5].  

Według współczesnej taksonomii wyróżnia się ponad 100 gatunków należących do 

rodzaju Acinetobacter. Najistotniejszym pod względem klinicznym gatunkiem jest 

A. baumannii, który z uwagi na bliskie pokrewieństwo i trudności związane z różnicowaniem 

opartym na właściwościach fenotypowych, został zaklasyfikowany do A. calcoaceticus-

baumannii complex. Ta grupa taksonomiczna obejmuje 6 gatunków: A. calcoaceticus, 

A. baumannii, A. pitti, A. nosocomialis (gatunek genomowy 13TU), A. seifertii i A. lactucae [6]. 

W tabeli nr 1 przedstawiono obowiązującą aktualnie klasyfikację gatunku A. baumannii [7].  

Tabela 1. Klasyfikacja A. baumannii 

Typ Klasa Rząd Rodzina Rodzaj Gatunek 

Proteobacteria γ-Proteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter A. baumannii 
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2.1.2. Występowanie i cechy biologiczne 

Pałeczki A. baumannii są rozpowszechnione w przyrodzie, występują w wodzie, glebie, na 

roślinach i w ściekach. Można je również wyizolować ze skóry i jelit zdrowych ludzi lub zwierząt. 

Są rozpowszechnione w środowisku szpitalnym [8]. 

A. baumannii to Gram-ujemne ziarniako-pałeczki, czasem tworzące układy 

popodziałowe w postaci dwoinek. W fazie logarytmicznego wzrostu przyjmują postać pękatych 

pałeczek, natomiast często w fazie stacjonarnej wykazują kształt kokoidalny (ziarniaków). 

Wielkość ich komórek waha się między 1,0-1,5 µm x 1,5-2,5 µm. Często podczas barwienia 

metodą Grama wybarwiają się nieregularnie, co jest cechą typową dla różnych przedstawicieli 

rodziny Moraxellaceae [7,9]. Są nieruchliwe, jednak część szczepów, pomimo braku rzęsek, 

wykazuje ruch drgający (ang. twitching motility) po powierzchniach stałych, który jest zależny 

od użycia pili typu IV [10] oraz ruch określany zwrotem „rojny” (ang. swarming) polegający na 

skoordynowanym, wielokomórkowym przemieszczaniu się bakterii. Zdolność ta pozwala 

bakteriom na szybkie rozprzestrzenianie się, zwłaszcza w środowisku szpitalnym (np. na 

cewnikach, powierzchniach urządzeń) i kolonizację nowych nisz [11]. Przedstawiciele gatunku 

A. baumannii nie wytwarzają przetrwalników [9]. 

Pałeczki należące do rodzaju Acinetobacter mają niewielkie wymagania pokarmowe. Są 

to prototrofy, wyrastają na ubogich podłożach i mogą wykorzystywać wiele różnych związków 

organicznych jako źródło węgla i energii. Optymalna temperatura wzrostu szczepów 

A. baumannii to 37°C. Optymalne pH do rozwoju wynosi 6,5, jednak mogą wyrastać w zakresie 

pH 5,0 – 8,0. Na agarze z krwią baranią, po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C tworzą 

białawe, wypukłe kolonie o średnicy 1,5 – 3 mm. Niektóre szczepy wytwarzające otoczkę 

wyrastają w postaci śluzowych kolonii [7]. 

 Główne cechy biochemiczne umożliwiające różnicowanie A. baumannii z innymi 

tlenowymi pałeczkami Gram-ujemnymi to: utlenianie glukozy, ksylozy, laktozy oraz brak 

wytwarzania oksydazy cytochromowej [12].  

2.1.3. Czynniki wirulencji i patogeneza zakażeń 

Pałeczki A. baumannii dysponują czynnikami wirulencji stanowiącymi wyspecjalizowane 

mechanizmy i struktury, które umożliwiają kolonizację tkanek gospodarza, wywoływanie 

zakażeń miejscowych i ogólnoustrojowych, unikanie mechanizmów obronnych gospodarza 

oraz przetrwanie w różnych warunkach środowiskowych. Najbardziej charakterystycznym 
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składnikiem błony zewnętrznej pałeczek Gram-ujemnych jest lipopolisacharyd, jednak szczepy 

A. baumannii posiadają lipooligosacharyd (LOS), który ma krótszą strukturę oligosacharydową 

z powodu braku antygenu O w swojej budowie [13]. Wykazano, że występowanie LOS 

stymuluje wrodzoną odpowiedź immunologiczną gospodarza poprzez aktywację receptora 

Toll-like 4 [14]. Budowa LOS może zmieniać się w wyniku warunków stresowych i pozwala 

A. baumannii adaptować się do niskich temperatur [15].  

Kolejną ważną determinantą zjadliwości jest polisacharyd otoczkowy (ang. capsular 

polysaccharide, CPS), który stanowi główny składnik otoczki bakteryjnej. Pośredniczy ona w 

unikaniu mechanizmów odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez szczepy A. baumannii 

poprzez ograniczanie interakcji między immunogennymi strukturami powierzchniowymi 

bakterii, a mechanizmami obronnymi gospodarza. Obecność CPS zwiększa oporność tych 

bakterii na związki przeciwdrobnoustrojowe, w tym środki dezynfekcyjne [16]. Tolerancja 

A. baumannii na wysuszenie wynika z tzw. strategii „załamania lub rozkwitu” (ang. „bust or 

boom”), w której przetrwała subpopulacja komórek przeżywa kosztem obumierających 

komórek. CPS zwiększa ponadto tolerancję na wysuszenie, zapewniając fizyczną barierę 

ułatwiającą zatrzymywanie wody w komórce [17]. Udowodniono, że hiperwirulentny szczep 

A. baumannii AB5075 wytwarza warstwę CPS dwukrotnie grubszą niż ich mniej zjadliwe 

odpowiedniki [18]. 

Spośród czynników determinujących wirulencję pałeczek A. baumannii na szczególną 

uwagę, ze względu na swoje umiejscowienie, zasługują białka błony zewnętrznej (ang. outer 

membrane proteins, OMP) [19]. Spośród wielu białek OMP, najliczniej występują: OmpA, Omp 

33-36 kDa, BauA, CarO, OprD-like, AbuO, TolB, DcaP, Oma87/BamA, NmRmpM, CadF i OprF 

[19–21]. Są one uwalniane wraz z innymi cząsteczkami tworzącymi błonę zewnętrzną w 

pęcherzykach błony zewnętrznej (ang. outer membrane vesicles, OMV) [22]. OMP 

umiejscowione na zewnątrz błony biorą udział w adhezji do komórek gospodarza, ich inwazji, 

mają również zdolność do aktywacji apoptozy i pełnią rolę w transporcie różnych cząsteczek, 

w tym antybiotyków do wnętrza komórki bakteryjnej [23]. U szczepów A. baumannii w błonie 

zewnętrznej najliczniej występuje białko OmpA. Fizjologicznie, jak wszystkie OMP, pełni ono 

rolę kanału porynowego dla małych cząsteczek, które dostają się do wnętrza komórki 

bakteryjnej. W patomechanizmie zakażenia czynnik ten oddziałuje na komórki układu 

immunologicznego gospodarza, m.in. poprzez stymulację wytwarzania reaktywnych form 

tlenu, co prowadzi do wczesnej apoptozy komórek gospodarza [24]. Białko Omp o masie 
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cząsteczkowej od 33 do 36 kDa (Omp 33-36) to poryna, działająca jako kanał umożliwiający 

przepływ wody. W komórkach gospodarza białko to indukuje apoptozę poprzez aktywację 

kaspaz i modulację zjawiska autofagii [25]. Wykrywano specyficzne przeciwciała IgM, IgA, IgG 

w surowicy wiążące białko Omp 34,4 kDa, co mogłoby wskazywać, że białko to może być 

markerem diagnostycznym w badaniach serologicznych wykrywających zakażenie o etiologii 

A. baumannii [26]. Wykazano również, że OMV uczestniczą w horyzontalnym transferze genów, 

w tym genów oporności na antybiotyki, do sąsiednich komórek bakteryjnych [27]. 

Celem przetrwania w środowisku o ograniczonym dostępie do żelaza niektóre 

drobnoustroje wykształciły systemy pozyskiwania żelaza – siderofory. Choć opisywane bakterie 

mogą wytwarzać kilka sideroforów, główny i najlepiej scharakteryzowany siderofor 

wytwarzany przez pałeczki A. baumannii to acinetobaktyna. Geny kodujące białka 

zaangażowane w biosyntezę (np. basA, basB, basC i basD) i transport (np. bauA, bauC, bauD) 

acinetobaktyny są zlokalizowane w obrębie jednego klastru genowego [25,26]. Wśród 

szczepów A. baumannii opisano różnorodność genetyczną w klastrach genów acinetobaktyny, 

co może być powiązane ze zróżnicowaną wirulencją przedstawicieli tego gatunku [28,29]. 

Jednym z głównych czynników pozwalających przetrwać A. baumannii w środowisku 

szpitalnym jest zdolność do wytwarzania biofilmu. Jest to struktura składająca się z 

drobnoustrojów przylegających do powierzchni otoczonych przez wytworzoną przez nie 

macierz złożoną z zewnątrzkomórkowej substancji polimerowej (ang. extracellular polymeric 

substances, EPS) [30]. Taka budowa umożliwia komórkom A. baumannii obronę przed 

działaniem układu odpornościowego oraz unikanie niekorzystnego wpływu środków 

dezynfekcyjnych czy antybiotyków [31]. Wytwarzanie biofilmu jest złożonym procesem, który 

można podzielić na 5 głównych etapów: 

1. odwracalne przyleganie komórek bakteryjnych do powierzchni,  

2. nieodwracalną adhezję za pomocą czynników związanych z powierzchnią komórki,  

3. początkowe formowanie się biofilmu indukowane wytwarzaniem macierzy 

zewnątrzkomórkowej,  

4. dojrzewanie biofilmu poprzez ciągły podział komórek bakteryjnych i wytwarzanie 

dodatkowych EPS,  

5. rozproszenie komórek z biofilmu [32].  
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Każdy z tych etapów jest regulowany przez szereg czynników zewnętrznych i 

wewnętrznych, m.in.: OMP, pili, fimbrie, system komunikowania się komórek bakterii – 

quorum sensing, białko Bap [33].  

Czynnikami, które wpływają bezpośrednio na strukturę błony komórek gospodarza są 

enzymy – hemolizyny (bezpośrednie i pośrednie), lipazy, proteazy i fosfolipazy. Szczepy 

A. baumannii mogą wytwarzać fosfolipazy C oraz D. Ich działanie polega na hydrolizie 

fosfolipidu wchodzącego w skład błony komórkowej eukariontów – fosfatydylocholiny. 

Hydroliza tego fosfolipidu powoduje zmianę przepuszczalności błony komórkowej gospodarza 

[34,35].  

2.1.4. Mechanizmy oporności na antybiotyki 

Pałeczki A. baumannii wykazują wysoki poziom oporności na szereg antybiotyków różnych 

grup chemicznych. Większość szczepów tego gatunku, izolowanych od pacjentów 

hospitalizowanych, wykazuje fenotyp oporności rozszerzonej na antybiotyki (ang. extensively 

drug resistance, XDR). Wytwarzane przez drobnoustroje mechanizmy oporności na antybiotyki 

można podzielić na trzy główne grupy, tj.: kontrolę transportu antybiotyku przez błony 

biologiczne, zmianę miejsca docelowego działania leków, działanie enzymatyczne zmieniające 

lub inaktywujące działanie antybiotyku. Pałeczki A. baumannii wykształciły wszystkie 

dotychczas poznane mechanizmy antybiotykooporności, które często współwystępują w 

obrębie jednego szczepu.  

Kontrola transportu antybiotyku może zachodzić poprzez utratę białek porynowych, 

które tworzą często kanały błonowe dla antybiotyków, co skutkuje zmniejszeniem ich stężenia 

wewnątrzkomórkowego. Alternatywnie może się to odbywać poprzez nadekspresję pomp 

wyrzutu (ang. efflux pump), których działanie polega na aktywnym transporcie antybiotyków 

na zewnątrz komórki bakteryjnej [36,37].  

Do zmiany miejsca docelowego działania leków może dochodzić na skutek mutacji 

genów, które kodują białka będące receptorem dla danego antybiotyku (np. wobec 

fluorochinolonów mutacje zachodzą w genach kodujących podjednostkę gyrazy DNA i 

podjednostkę C topoizomerazy). Pałeczki A. baumannii wytwarzają ponadto liczne enzymy 

hydrolizujące beta-laktamy, w szczególności beta-laktamazy o wąskim i rozszerzonym zakresie 

działania, a także enzymy modyfikujące aminoglikozydy. 
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Pałeczki A. baumannii, ze względu na wyjątkową plastyczność genomu, poprzez 

rearanżacje genetyczne, zdolne są do nabywania nowych mechanizmów oporności na 

antybiotyki, np. na drodze horyzontalnego transferu genów. Najprostszymi mobilnymi 

elementami genetycznymi (ang. mobile genetic elements, MGE), które występują u tego 

gatunku są sekwencje insercyjne (ang. insertion sequences, IS), które mogą formować 

transpozony. Bardziej złożonymi MGE, powiązanymi z antybiotykoopornością są integrony, 

wyspy genomowe i plazmidy [38].  

2.1.5. Mechanizmy oporności na karbapenemy 

Oporność A. baumannii na karbapenemy, które do niedawna były antybiotykami z wyboru w 

leczeniu zakażeń o tej etiologii, wynika z obecności wielu, często współwystępujących 

mechanizmów. Utrata białek porynowych, np. CarO, OprD, Omp33-36, zwiększa poziom 

oporności komórki bakteryjnej na karbapenemy, gdyż tracą one możliwość dyfuzji do miejsca 

ich docelowego działania, tj. przestrzeni peryplazmatycznej [19].  

Kolejnym mechanizmem, którego działanie również polega na obniżaniu stężenia 

wewnątrzkomórkowego leku, jest nadekspresja pomp wyrzutu. Z opornością na karbapenemy 

najbardziej powiązana jest pompa wyrzutu AdeABC – należąca do rodziny pomp RND (ang. 

resistance-nodulation-division) [39]. Składa się ona z trzech komponentów: AdeA — białko 

fuzyjne błony komórkowej, AdeB — kanał białkowy błony wewnętrznej i AdeC — kanał 

białkowy błony zewnętrznej [40]. Nadekspresja białka AdeB wynika zazwyczaj z mutacji w 

genach adeS i adeR, ale może także być związana z obecnością sekwencji insercyjnej ISAba1 

powyżej genu adeS [41,42]. Zdecydowanie mniejsze znaczenie w rozwoju oporności na 

antybiotyki beta-laktamowe u pałeczek A. baumannii, podobnie jak u pozostałych bakterii 

Gram-ujemnych, ma zmiana struktury grupy białek wiążących penicylinę (ang. penicillin 

binding proteins, PBP). Oporność na karbapenemy powiązana jest głównie ze zmianami 

strukturalnymi w cząsteczkach PBP3 [43]. 

 Oporność na karbapenemy u pałeczek A. baumannii determinowana jest głównie 

poprzez wytwarzanie przez te drobnoustroje enzymów hydrolizujących antybiotyki – 

karbapenemaz. Bakterie te wytwarzają beta-laktamazy wszystkich typów ujętych w klasyfikacji 

Amblera [44]. Spośród beta-laktamaz klasy A, sporadycznie wykrywano karbapenemazę 

Klebsiella pneumoniae (ang. Klebsiella pnemoniae carbapenemase) [45]. Największe znaczenie 

kliniczne wśród beta-laktamaz klasy B (metalo-beta-laktamazy, MBL) wykrywanych u 
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klinicznych szczepów A. baumannii ma New Delhi metalo-beta-laktamaza-1 (ang. New Delhi 

metallo-beta-lactamase, NDM-1) oraz imipenemaza (ang. imipenemase). Geny kodujące 

enzym NDM-1 są najczęściej umiejscowione na plazmidach, w związku z tym posiadające je 

szczepy stanowią istotne zagrożenie epidemiologiczne ze względu na możliwość 

przekazywania informacji genetycznej na drodze horyzontalnego transferu genów [46]. 

Mechanizmem warunkującym oporność na karbapenemy u większości szczepów A. baumannii 

jest wytwarzanie beta-laktamaz klasy D hydrolizujących karbapenemy (ang. carbapenem-

hydrolyzing class D beta-lactamases, CHDL), nazywanych również oksacylinazami (ang. 

oxacillinases, OXA). U pałeczek A. baumannii najczęściej występują enzymy typu: OXA-23, OXA-

24/40 i OXA-58. Geny kodujące ten rodzaj beta-laktamaz mogą być zlokalizowane zarówno w 

strukturze chromosomu bakteryjnego, jak i plazmidu. Naturalnie występującą oksacylinazą u 

A. baumannii, kodowaną chromosomalnie jest natomiast OXA-51 [47]. CHDL to enzymy 

serynowe, które wykazują niskie powinowactwo do karbapenemów. Na poziom ekspresji 

genów blaOXA istotnie wpływa występowanie sekwencji promotorowych, insercyjnych [45]. U 

A. baumannii najczęściej występuje sekwencja ISAba1. Ponadto elementy IS w obrębie swoich 

sekwencji kodują enzym transpozazę, co umożliwia horyzontalny transfer genów i wpływa na 

rozprzestrzenianie się tego mechanizmu oporności pomiędzy szczepami [47].  

2.1.6. Epidemiologia i postaci zakażeń wywoływanych przez Acinetobacter 

baumannii 

Dawniej uważano, że bakterie z rodzaju Acinetobacter występują tylko w wilgotnym klimacie. 

Były one drugą najczęstszą, po pałeczkach z gatunku Pseudomonas aeruginosa, przyczyną 

zapalenia płuc związanego z wentylacją mechaniczną w gwatemalskich szpitalach. Pałeczki 

A. baumannii, mimo, że nie wytwarzają przetrwalników, wykazują zdolność do przetrwania w 

suchym środowisku, co może sprzyjać ich transmisji poprzez kontakt ze skażonymi 

powierzchniami (np. klamki, telefony, blaty) w szpitalach. W związku z tą cechą, jak i zdolnością 

przylegania do polimerów stosowanych w medycynie (szczególnie do rurek 

tracheostomijnych), pałeczki te od lat 70. XX w. nabrały istotnego znaczenia klinicznego – 

stanowią ważny czynnik etiologiczny zakażeń szpitalnych również w klimacie umiarkowanym 

[48].  

Pałeczki A. baumannii wywołują przede wszystkim zakażenia oportunistyczne. Są 

czynnikiem etiologicznym m.in.: zapalenia płuc związanego z wentylacją mechaniczną (ang. 

ventilator-associated pneumonia, VAP), zakażeń ran, zakażeń układu moczowego (szczególnie 
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u pacjentów cewnikowanych) oraz bakteriemii. Dłuższe okresy hospitalizacji, obniżona 

skuteczność odpowiedzi immunologicznej pacjenta, oparzenia i obrażenia ciała, długi czas 

ekspozycji na antybiotyki, stosowanie procedur inwazyjnych, brak wydajnej kontroli zakażeń 

oraz choroba podstawowa to uznane czynniki ryzyka zakażeń szczepami A. baumannii [49]. 

Część z tych czynników współwystępuje u pacjentów leczonych na oddziałach intensywnej 

terapii (OIT), dlatego bakterie tego gatunku najczęściej izoluje się od chorych leczonych w 

jednostkach szpitalnych o tym profilu [50]. 

 Możliwość tworzenia biofilmu i preferencja środowiska wilgotnego prowadzi do 

kolonizacji respiratorów przez pałeczki A. baumannii. Jest to zazwyczaj faza wstępna VAP. 

Zgodnie z rekomendacjami Narodowego Programu Ochrony Antybiotyków, pałeczki 

A. baumannii są jednym z głównych czynników etiologicznych późnego VAP, tj. takiego, który 

pojawia się po upływie 5. doby od rozpoczęcia oddechu zastępczego [51]. Epizody bakteriemii 

wywołanej przez A. baumannii występują najczęściej u pacjentów w stanie krytycznym 

przyjmowanych na OIT. Objawy kliniczne bakteriemii wywołanej przez A. baumannii nie są 

specyficzne. Najczęstszymi źródłami bakteriemii są cewniki wewnątrznaczyniowe i drogi 

oddechowe. Zakażenia wewnątrzszpitalne wywołane wieloantybiotykoopornymi (ang. 

multidrug-resistant, MDR) szczepami A. baumannii charakteryzuje wysoki odsetek 

śmiertelności. W przypadku VAP wynosi on niemal 70%, natomiast ponad 40% w przypadkach 

bakteriemii [52].  

2.1.7. Leczenie zakażeń wywoływanych przez pałeczki Acinetobacter baumannii 

Zakażenia o etiologii A. baumannii są jednym z największych zagrożeń w środowisku szpitalnym 

na całym świecie ze względu na wysoki odsetek szczepów opornych na działanie leków 

przeciwbakteryjnych. Wobec tych, które pozostają wrażliwe na antybiotyki, lekiem z wyboru 

są karbapenemy. Odsetek takich izolatów w Polsce dotyczy jednak zaledwie od kilku do 

kilkunastu procent. W 2024 r. Światowa Organizacja Zdrowia aktualizując listę drobnoustrojów, 

dla których kluczowe jest poszukiwanie nowych opcji terapeutycznych, ponownie umieściła na 

niej pałeczki A. baumannii oporne na karbapenemy (ang. carbapenem-resistant Acinetobacter 

baumannii, CRAb) [53]. Lekiem, który dotychczas był traktowany jako antybiotyk ostatniej 

szansy w zakażeniach o etiologii A. baumannii jest kolistyna. Jej stosowanie podlega jednak 

pewnym ograniczeniom, gdyż z uwagi na ograniczoną skuteczność zaleca się jej stosowanie 

jedynie w terapii skojarzonej. Spośród dotychczas znanych leków aktywnych wobec CRAb 
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skuteczność kliniczną przy stosowaniu wysokich dawek może wykazywać ampicylina z 

sulbaktamem [54]. Leczenie zakażeń o etiologii CRAb jest niezwykle trudne, dlatego sugeruje 

się, żeby każdorazowo stosować terapię skojarzoną. 

Ze względu na występowanie u pałeczek A. baumannii licznych mechanizmów 

antybiotykooporności konieczne jest poszukiwanie nowych skutecznych leków. W ciągu 

ostatnich lat na rynku medycznym pojawił się antybiotyk z grupy cefalosporyn – cefiderokol. 

Struktura sideroforowa tego leku pozwala na wiązanie pozakomórkowego żelaza, co umożliwia 

jego aktywny transport do przestrzeni peryplazmatycznej [55]. Kolejnym nowym rozwiązaniem 

jest połączenie sulbaktamu z durlobaktamem, który w Stanach Zjednoczonych jest 

zarejestrowany do leczenia zapalenia płuc o etiologii CRAb. Jego mechanizm działania opiera 

się na zastosowaniu nowego inhibitora beta-laktamaz – durlobaktamu, który hamuje działanie 

CHDL i przywraca aktywność sulbaktamowi pełniącemu jednocześnie funkcję inhibitora beta-

laktamaz oraz wykazującemu aktywność wobec pałeczek Acinetobacter spp. poprzez wiązanie 

z białkami PBP, co prowadzi do zaburzania syntezy ściany komórkowej i w konsekwencji do 

śmierci komórki bakteryjnej. 
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3. CEL BADAŃ 

Na przetrwanie pałeczek A. baumannii w środowisku szpitalnym i możliwość zakażania 

kolejnych pacjentów wpływa wiele czynników. Po pierwsze, patogeneza zakażeń 

wywoływanych przez pałeczki A. baumannii jest determinowana przez szereg czynników 

zjadliwości, które umożliwiają patogenom adhezję, inwazję i przetrwanie w środowisku 

niesprzyjającym dla rozwoju drobnoustrojów. Po drugie, leczenie zakażeń o etiologii 

A. baumannii u pacjentów hospitalizowanych stanowi poważne wyzwanie terapeutyczne. 

Dotychczas lekami z wyboru stosowanymi w leczeniu tych zakażeń były karbapenemy. W 

ostatnich latach wśród izolatów szpitalnych notuje się znaczący wzrost liczby szczepów 

opornych na antybiotyki beta-laktamowe. Oporność na karbapenemy u pałeczek A. baumannii 

warunkowana jest współwystępowaniem różnych mechanizmów oporności. W związku ze 

zjawiskiem narastającej antybiotykooporności u tych szczepów konieczne jest zastosowanie 

celowanej oraz jak najbardziej wiarygodnej i szybkiej diagnostyki zakażeń. 

Celem badań włączonych do niniejszego cyklu publikacji była ocena i analiza 

mechanizmów warunkujących oporność na antybiotyki oraz zdolność do wywoływania 

zakażeń przez kliniczne szczepy A. baumannii, ze szczególnym uwzględnieniem zależności 

pomiędzy czynnikami wirulencji i mechanizmami oporności na karbapenemy oraz ich analiza 

w znaczeniu diagnostycznym. W szczególności podjęto próbę: 

• określenia powiązań pomiędzy wybranymi genami wirulencji a opornością na 

karbapenemy,  

• oceny znaczenia elementów mobilnych w fenotypowym ujawnieniu oporności na 

karbapenemy,  

• analizy przydatności metod molekularnych w wykrywaniu mechanizmów oporności na 

karbapenemy. 

W poszczególnych publikacjach, realizując powyższe cele, przeprowadzono następujące oceny: 

• częstości występowania genów kodujących czynniki biorące udział w patogenezie 

zakażeń wywoływanych przez szczepy A. baumannii niewrażliwe na karbapenemy oraz 

możliwość ich zastosowania jako markerów genetycznych (Publikacja nr 1), 

• współwystępowania genów kodujących karbapenemazy klasy D oraz genów 

kodujących wybrane czynniki zjadliwości (Publikacja nr 1), 

• występowania genów blaOXA wśród izolatów wrażliwych na jeden z karbapenemów tj. 

meropenem (Publikacja nr 2), 
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• częstości występowania sekwencji insercyjnych wśród izolatów wytwarzających 

karbapenemazy typu OXA, tj. szczepów blaOXA-23-dodatnich (Publikacja nr 2), 

• parametrów diagnostycznych metod stosowanych w diagnostyce mikrobiologicznej 

służących do wykrywania beta-laktamaz klasy D (Publikacja nr 3). 
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5. MATERIAŁ I METODY BADAWCZE 

5.1. Materiał kliniczny 

Szczepy ujęte w badaniach opisanych w poszczególnych publikacjach izolowano od pacjentów 

leczonych w Szpitalu Uniwersyteckim nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy w latach 

2017–2023. Badane szczepy pochodziły od pacjentów hospitalizowanych na różnych 

oddziałach szpitalnych. Szczegółowe dane dotyczące pochodzenia izolatów oraz rozkładu 

procentowego rodzajów materiału klinicznego, z którego wyodrębniono szczepy, 

przedstawiono w poszczególnych publikacjach.  

5.2. Identyfikacja i ocena antybiotykowrażliwości pałeczek Acinetobacter baumannii 

Identyfikację gatunkową badanych szczepów przeprowadzano przy użyciu metody 

spektrometrii mas z desorpcją/jonizacją laserem wspomaganą matrycą i analizatorem czasu 

przelotu (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry, 

MALDI-TOF MS) w aparacie firmy Bruker Daltonik GmbH (Mannheim, Niemcy). Oznaczenie 

antybiotykowrażliwości badanych szczepów przeprowadzono metodą półautomatyczną w 

aparacie BD PhoenixTM M50 (panele NMIC-402; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, 

USA). Wyniki oceny antybiotykowrażliwości interpretowano zgodnie z wytycznymi 

Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrażliwości Drobnoustrojów (ang. European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST). W celu zapewnienia 

wiarygodnych wyników do kontroli jakości metod oceny antybiotykowrażliwości użyto 

wzorcowych szczepów P. aeruginosa ATCC 27853 i Escherichia coli ATCC 25922. Zastosowano 

klasyfikację pod względem fenotypów oporności na antybiotyki szczepów według 

następujących definicji:  

• szczepy o fenotypie MDR – szczepy oporne na co najmniej trzy spośród badanych 

antybiotyków, należących do odrębnych grup chemicznych leków 

przeciwdrobnoustrojowych, 

• szczepy o fenotypie XDR – szczepy oporne na wszystkie, z wyjątkiem dwóch grup 

uwzględnionych leków przeciwdrobnoustrojowych, które mogą wykazywać aktywność 

wobec szczepów A. baumannii,  

• szczepy oporne na wszystkie badane antybiotyki (ang. pan-drug-resistant, PDR).  
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5.3. Metody stosowane w poszczególnych publikacjach 

Publikacja nr 1 

W celu uzyskania wysokiej jakości materiału genetycznego badanych szczepów pałeczek 

A. baumannii przeprowadzano izolację DNA z zastosowaniem metody kolumienkowej – 

Genomic Mini kit (A&A Biotechnology, Gdańsk, Polska) zgodnie z instrukcją producenta. Geny 

kodujące czynniki zjadliwości i karbapenemazy wykrywano przy użyciu łańcuchowej reakcji 

polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain reaction, real-time PCR) z 

analizą krzywych topnienia DNA w aparacie LightCycler 480 II (Roche, Basel, Szwajcaria) i CFX 

OPUS 96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Zastosowanie etapu analizy krzywych topnienia DNA 

umożliwiło weryfikację uzyskanych wyników poprzez ocenę specyficzności produktów reakcji 

real-time PCR. Zastosowane startery przedstawiono w tabeli 1 zamieszczonej w publikacji. 

Dodatkowo, w celu zapewnienia wiarygodności otrzymanych wyników, zastosowano kontrole 

dodatnie dla poszczególnych genów w postaci DNA wyekstrahowanego z referencyjnych 

szczepów A. baumannii DSMZ 30008 oraz A. baumannii DSMZ 102930. Używano również 

kontrolę ujemną w postaci wody do zastosowań w biologii molekularnej, co pozwalało na 

wykrycie ewentualnego zanieczyszczenia reakcji real-time PCR. 

Publikacja nr 2 

Izolację DNA badanych szczepów A. baumannii przeprowadzano również przy użyciu zestawu 

Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology, Gdańsk, Polska). Obecność genów kodujących 

karbapenemazy typu OXA wykrywano metodą real-time PCR z analizą krzywych topnienia 

amplifikowanego DNA. Natomiast sekwencje insercyjne ISAba1 powyżej genu blaOXA-23 

wykrywano klasyczną reakcją łańcuchową polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR). 

Produkty tej reakcji rozdzielano w 1,5% żelu agarozowym podczas elektroforezy w aparacie 

MINI SUBTM DNA CELL (Bio-Rad, Feldkirchen, Niemcy).  

Publikacja nr 3 

Karbapenemazy u badanych izolatów wykrywano przy użyciu testów fenotypowych: testu 

CarbAcineto NP, metody inaktywacji karbapenemów (ang. carbapenem inactivation method, 

CIM), które wykonywano zgodnie z opublikowanymi procedurami [56,57]. Wytwarzanie 

karbapenemaz oceniano także przy użyciu metody półautomatycznej przeprowadzanej w 

aparacie BD Phoenix™ M50 (panele GN-502; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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Wszystkie badania wykonywano zgodnie z instrukcją producenta. Geny kodujące 

karbapenemazy OXA wykrywano natomiast z zastosowaniem reakcji PCR oraz real-time PCR, 

których metodologie opisano szczegółowo w publikacji.  

Izolację materiału genetycznego badanych szczepów wykonywano metodą termiczną 

zgodnie z opublikowaną procedurą [58]. Uzyskany supernatant wykorzystywano jako matrycę 

DNA do dalszych analiz. W celu wykrywania genów blaOXA-40 i blaOXA-23 przeprowadzano analizy 

z zastosowaniem technik biologii molekularnej. Reakcję PCR oraz real-time PCR z analizą 

krzywych topnienia DNA wykonywano z użyciem odpowiednich starterów. Amplifikację w 

klasycznej metodzie PCR przeprowadzano przy użyciu termocyklera GeneAmp® PCR System 

2700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) stosując odpowiednie profile temperaturowe. 

Produkty reakcji PCR rozdzielano metodą elektroforezy w żelu agarozowym w urządzeniu MINI 

SUB™ DNA CELL (Bio-Rad, Feldkirchen, Niemcy). Zoptymalizowano reakcje real-time PCR z 

analizą krzywych topnienia DNA z użyciem zestawu zawierającego barwnik interkalujący (HOT 

FIREPol® EvaGreen®; SolisBiodyne, Tartu, Estonia). Reakcje przeprowadzano w aparacie cobas 

z480 (Roche, Basel, Szwajcaria).  

Jako metodę referencyjną zastosowano test z certyfikacją IVD (ang. in vitro diagnostic) 

eazyplex® SuperBug complete A (Amplex Diagnostics GmbH, Gars am Inn, Niemcy), który 

wykonywano zgodnie z instrukcją producenta. 

5.4. Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną uzyskanych wyników przeprowadzano stosując program StatisticaTM 13.3 

(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA). W celu oceny zależności pomiędzy występowaniem 

genów kodujących poszczególne czynniki wirulencji a pochodzeniem badanych izolatów 

wykonano test korelacji rang Spearmana. Natomiast w celu oceny istotności statystycznej 

różnic w pochodzeniu szczepów oraz zmian w profilach oporności na antybiotyki zastosowano 

test chi-kwadrat Pearsona oraz dokładny test Fishera. Za statystycznie istotne uznano wartości 

p ≤ 0,05. Wartości współczynnika kontyngencji Pearsona wykorzystano do oceny siły korelacji 

współwystępowania poszczególnych cech oraz pochodzenia szczepów (p ≤ 0,05). 
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6. OPIS WYNIKÓW UJĘTYCH W PUBLIKACJACH WCHODZĄCYCH W SKŁAD CYKLU 

Publikacja nr 1 

W tej publikacji scharakteryzowano antybiotykowrażliwość 100 klinicznych szczepów 

A. baumannii. Oceniono również u tych bakterii częstość występowania genów kodujących 

czynniki wirulencji (bap, surA1, omp33-36, bauA, bauS i pld) i genów kodujących najczęściej 

stwierdzane karbapenemazy typu OXA (blaOXA-23 i blaOXA-40) oraz zależności między ich 

występowaniem. Charakterystyka powyższych cech miała na celu rozszerzenie wiedzy na 

temat genetycznych podstaw patogenezy zakażeń wywoływanych przez szczepy MDR oraz 

identyfikację potencjalnych markerów genetycznych, które mogłyby zostać wykorzystane w 

szybkiej diagnostyce molekularnej zakażeń o etiologii pałeczek A. baumannii.  

 U wszystkich badanych szczepów wykazano fenotyp oporności typu MDR, z których 6 

(6,0%) określono jako PDR. Geny kodujące białko Bap i SurA1 wykryto u wszystkich izolatów 

ujętych w ocenie, natomiast gen basD i pld u 99 (99,0%) szczepów. Genów bauA i omp33-36 

nie wykryto w badanej grupie szczepów. Obecność genów blaOXA-40 i blaOXA-23 wykazano 

odpowiednio, u 62 (62,0%) i 35 (35,0%) izolatów. Po przeprowadzonej analizie nie stwierdzono 

istotnych statystycznie różnic pomiędzy obecnością poszczególnych genów wirulencji a 

obecnością genów wykrywanych karbapenemaz. 

 W badanej grupie szczepów nie odnotowano jednoznacznej zależności pomiędzy 

obecnością genów omp33-36 i bauA, a zdolnością do wywoływania zakażeń, co może 

wskazywać, że czynniki te nie są kluczowymi determinantami patogenezy w badanej populacji 

blaOXA-dodatnich szczepów A. baumannii. Stwierdzone współwystępowanie genów bap i 

surA1 u wszystkich izolatów sugeruje, że mogą one stanowić potencjalne markery 

molekularne zakażeń wywoływanych przez tę grupę bakterii. Ich przydatność diagnostyczna 

wymaga jednak dalszych badań. Uzyskane wyniki wskazują ponadto, że w badanym regionie 

częściej występują karbapenemazy typu OXA-40, co pozostaje zgodne z wynikami 

wcześniejszych opracowań dotyczących szczepów klinicznych izolowanych w Polsce [59]. 

Publikacja nr 2 

W wymienionej publikacji oceniono występowanie genów kodujących beta-laktamazy klasy D 

(blaOXA-23, blaOXA-40 i blaOXA-51) u 35 klinicznych szczepów A. baumannii wrażliwych na jeden z 

karbapenemów – meropenem. Celem analizy było określenie, w jakim stopniu obecność tych 

genów koreluje z fenotypową opornością na karbapenemy. Dodatkowo oceniono obecność 
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sekwencji insercyjnej ISAba1 zlokalizowanej powyżej genu blaOXA-23 u 53 szczepów 

A. baumannii.  

 Obecność genu blaOXA-51 potwierdzono u wszystkich badanych szczepów (n=35). Geny 

blaOXA-40  i blaOXA-23 wykryto odpowiednio, u trzech (8,6%) i dwóch (5,7%) izolatów. W tabeli 6. 

w publikacji nr 2 przedstawiono antybiotykowrażliwość tych szczepów. U obu izolatów blaOXA-

23-dodatnich powyżej genu wykryto ISAba1. Spośród 53 szczepów blaOXA-23-dodatnich u 52 

(98,1%) potwierdzono obecność ISAba1 powyżej genu blaOXA-23. Dla jednego szczepu nie 

uzyskano produktu o oczekiwanej długości 962 pz., natomiast otrzymano amplikon około 1000 

pz., co może sugerować rearanżacje poszukiwanego genu i wymaga przeprowadzenia dalszych 

badań pod tym względem. 

 Uzyskane wyniki wskazują, że sama obecność genów blaOXA nie zawsze determinuje 

fenotypową oporność na karbapenemy. Jednocześnie obecność ISAba1 w regionie promotora 

genu blaOXA-23 jest zjawiskiem powszechnym wśród badanych szczepów i może odgrywać 

istotną rolę w modulowaniu ekspresji genów oporności. Ponadto otrzymane wyniki sugerują, 

że karbapenemy mogą wykazywać aktywność wobec szczepów mających geny blaOXA, co ma 

istotne znaczenie w kontekście interpretacji wyników badań mikrobiologicznych w odniesieniu 

do podejmowanych decyzji terapeutycznych. 

Publikacja nr 3 

Ze względu na diagnostyczny charakter niniejszego cyklu publikacji, w tej pracy dokonano 

oceny i porównania parametrów diagnostycznych metod fenotypowych oraz genotypowych 

stosowanych do wykrywania karbapenemaz klasy D wśród klinicznych izolatów A. baumannii. 

Z uwagi na związek występowania tych enzymów z opornością na karbapenemy, szybka 

diagnostyka w tym zakresie ma istotne znaczenie kliniczne i epidemiologiczne. 

 Wszystkie badane szczepy (n=58) A. baumannii charakteryzowały się 

wieloantybiotykoopornością, a 54 (93,1%) z nich wykazywało fenotyp XDR. W analizowanej 

grupie szczepów stwierdzono obecność genów kodujących karbapenemazy typu OXA, przy 

czym dominującym wariantem był gen blaOXA-40, wykrywany u 39 (67,2%) izolatów. Natomiast 

gen blaOXA-23 zidentyfikowano u 19 (32,8%) badanych szczepów. 

Ocena przydatności metod diagnostycznych wykazała, że zarówno PCR 

konwencjonalny, jak i real-time PCR charakteryzowały się pełną czułością (100%) w 

wykrywaniu genów blaOXA. Porównywalną skuteczność uzyskano również dla metody CIM oraz 
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systemu PhoenixTM M50, które wykazały pełną zgodność z metodą referencyjną. Natomiast 

test CarbAcineto NP cechował się istotnie niższą czułością, wynoszącą 65,5%, co mogło 

wynikać z subiektywnej oceny wyników oznaczeń oraz trudnej do zauważenia nieuzbrojonym 

okiem zmiany barwy wskaźnika pH. 

Uzyskane wyniki wskazują, że metody molekularne, w tym PCR konwencjonalny oraz 

real-time PCR, stanowią wiarygodne i szybkie narzędzia diagnostyczne w identyfikacji 

mechanizmów oporności na karbapenemy u A. baumannii, przewyższając pod względem 

czułości wybrane metody fenotypowe. Zastosowanie metod PCR i real-time PCR umożliwia 

szybkie wykrywanie szczepów A. baumannii opornych na karbapenemy, co może wspierać 

podejmowanie racjonalnych decyzji terapeutycznych. Skrócenie czasu diagnostyki stwarza 

możliwość wcześniejszego wdrożenia odpowiedniej antybiotykoterapii, przyczyniając się do 

ograniczenia rozwoju antybiotykooporności, optymalizacji kosztów leczenia oraz poprawy 

efektywności opieki zdrowotnej. 
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7. WNIOSKI I PODSUMOWANIE 

7.1. Wnioski 

Na podstawie przeprowadzonych badań sformułowano następujące wnioski: 

• wśród badanych klinicznych szczepów A. baumannii powszechnie występują geny 

powiązane z tworzeniem biofilmu, z czego geny bap i surA1 występują u wszystkich 

badanych izolatów, 

• pomimo relatywnie częstego współwystępowania genów wirulencji i genów 

karbapenemaz, nie stwierdza się statystycznie istotnych zależności pomiędzy 

obecnością tych poszczególnych determinant, 

• obecność genów kodujących karbapenemazy nie zawsze koreluje z fenotypową 

opornością na meropenem, co wskazuje na złożony charakter mechanizmów 

warunkujących oporność na karbapenemy, 

• wysoka częstość występowania ISAba1 wśród izolatów posiadających gen blaOXA-23 

może wskazywać na jej potencjalny udział w kształtowaniu oporności na karbapenemy, 

• porównanie metod fenotypowych i molekularnych stosowanych do wykrywania 

karbapenemaz wykazało zalety diagnostyczne metod molekularnych oraz ograniczenia 

metod fenotypowych, 

• metody molekularne charakteryzują się wyższą czułością niż metody fenotypowe w 

wykrywaniu karbapenemaz i stanowią wiarygodne narzędzie diagnostyczne w 

identyfikacji szczepów CRAb, 

• opracowana samodzielnie i zwalidowana metoda real-time PCR z analizą krzywych 

topnienia DNA umożliwia szybkie i wiarygodne wykrywanie genów karbapenemaz u 

klinicznych szczepów A. baumannii. 

7.2. Podsumowanie 

Cykl publikacji koncentruje się na analizie molekularnych determinant oporności na 

karbapenemy, ze szczególnym uwzględnieniem genów blaOXA, sekwencji insercyjnych 

związanych z regulacją ekspresji genów kodujących oksacylinazy oraz genów kodujących 

wybrane czynniki wirulencji u klinicznych szczepów A. baumannii. Badania obejmują również 

opracowaną metodę real-time PCR z analizą krzywych topnienia DNA oraz ocenę przydatności 

metod konwencjonalnego PCR i real-time PCR w szybkiej diagnostyce szczepów 

karbapenemoopornych.  
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Wkład badań w rozwój nauki dotyczy przede wszystkim poszerzenia aktualnej wiedzy 

na temat zależności pomiędzy obecnością determinant molekularnych a fenotypem oporności 

na karbapenemy. Uzyskane wyniki wskazują na potencjalnie istotną rolę sekwencji 

insercyjnych, szczególnie ISAba1, w modulowaniu ekspresji genów oksacylinaz i kształtowaniu 

poziomu oporności szczepów A. baumannii. Badania wzbogacają tym samym dotychczasowe 

rozumienie procesów regulujących ekspresję mechanizmów oporności na antybiotyki i 

podkreślają znaczenie elementów mobilnych genomu bakterii.  

Istotnym elementem naukowym jest analiza obecności wybranych genów wirulencji 

oraz ich współwystępowania z determinantami antybiotykooporności. Uzyskane wyniki 

wpisują się w aktualny nurt badań nad kompleksową charakterystyką klinicznych szczepów 

wielolantybiotykoopornych, uwzględniając zarówno mechanizmy oporności, jak i właściwości 

związane z wirulencją, tworzeniem biofilmu oraz adaptacją środowiskową. 

Wyniki tych badań poszerzają również wiedzę na temat sytuacji epidemiologicznej w 

lokalnym środowisku szpitalnym, co ma istotne znaczenie w monitorowaniu i przeciwdziałaniu 

rozprzestrzeniania się szczepów wieloantybiotykoopornych. 

Znaczącym aspektem cyklu publikacji jest ocena przydatności metod molekularnych w 

szybkiej i wiarygodnej diagnostyce zakażeń wywoływanych przez szczepy CRAb. Wyniki badań 

wskazują, że klasyczny PCR i opracowana samodzielnie metodologia oparta na real-time PCR 

mogą stanowić wiarygodne i użyteczne narzędzia wspierające identyfikację genów oporności 

na antybiotyki oraz monitorowanie szczepów szpitalnych w ujęciu epidemiologicznym. 

Badania wpisują się tym samym w rozwijający się obszar diagnostyki translacyjnej, łączącej 

badania podstawowe z praktyką kliniczną. 

Wartość naukowa badań wynika z aktualności problematyki antybiotykooporności, 

uznawanej obecnie za jedno z najważniejszych zagrożeń zdrowia publicznego na świecie. 

Rozwój wiedzy dotyczącej molekularnych mechanizmów oporności na antybiotyki oraz metod 

ich szybkiej identyfikacji ma kluczowe znaczenie dla skutecznego monitorowania globalnego 

rozprzestrzeniania się szczepów wieloantybiotykoopornych i opracowywania nowych strategii 

diagnostycznych i terapeutycznych. 

Wyniki badań mają potencjalne znaczenie aplikacyjne przede wszystkim w obszarze 

diagnostyki mikrobiologicznej, kontroli zakażeń szpitalnych oraz monitorowania występowania 

szczepów wieloantybiotykoopornych. Jednym z najważniejszych potencjalnych zastosowań 

praktycznych jest możliwość wykorzystania metod klasycznego PCR i real-time PCR do szybkiej 
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identyfikacji klinicznych szczepów A. baumannii, w tym izolatów wykazujących oporność na 

karbapenemy. Zoptymalizowana przez zespół badawczy metoda real-time PCR wykorzystująca 

analizę krzywych topnienia umożliwia uzyskanie wiarygodnych wyników w krótszym czasie 

(około dwóch godzin), co może sprzyjać wcześniejszemu wdrożeniu ukierunkowanej 

antybiotykoterapii oraz szybszemu podejmowaniu działań ograniczających transmisję 

szczepów wieloantybiotykoopornych w środowisku szpitalnym.  

Uzyskane wyniki mogą wspierać rozwój nowoczesnych paneli diagnostycznych 

ukierunkowanych na wykrywanie: genów blaOXA, sekwencji insercyjnych związanych z 

ekspresją oporności czy wybranych genów wirulencji. Takie rozwiązania mogłyby mieć 

zastosowanie w laboratoriach mikrobiologicznych (medycznych, weterynaryjnych, 

środowiskowych) oraz ośrodkach monitorowania i kontroli zakażeń. Uzyskane wyniki mogą 

stanowić podstawę do opracowania paneli diagnostycznych bardziej dostosowanych do 

lokalnej sytuacji epidemiologicznej. 

Potencjał aplikacyjny badań obejmuje możliwość wykorzystania uzyskanych danych w 

działaniach z zakresu kontroli zakażeń szpitalnych i racjonalizacji antybiotykoterapii. Szybsza 

identyfikacja szczepów CRAb może przyczyniać się do ograniczenia transmisji patogenów 

alarmowych, zmniejszenia liczby zakażeń szpitalnych oraz poprawy bezpieczeństwa pacjentów. 

Istotne znaczenie aplikacyjne mają aspekty edukacyjne i społeczne prowadzonych 

badań. Upowszechnianie wiedzy dotyczącej molekularnych mechanizmów 

antybiotykooporności, szerzenia się szczepów wieloantybiotykoopornych oraz znaczenia 

szybkiej diagnostyki może wspierać działania związane z ochroną zdrowia publicznego i 

racjonalnym stosowaniem antybiotyków w różnych obszarach (medycyna, hodowla zwierząt, 

roślin). 

Uzyskane wyniki mogą stanowić podstawę do dalszych badań obejmujących, analizę 

ekspresji genów oporności, badania transkryptomiczne i genomowe, sekwencjonowanie 

całogenomowego DNA szczepów klinicznych, badania dokładnych zależności pomiędzy 

wirulencją a antybiotykoopornością bakterii. 
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8. STRESZCZENIE W JĘZYKU POLSKIM  

Jednym z największych wyzwań współczesnej medycyny jest narastająca antybiotykooporność 

drobnoustrojów. Problem ten dotyczy w szczególności bakterii odpowiedzialnych za zakażenia 

związane z opieką zdrowotną, które podlegają silnej presji selekcyjnej środowiska szpitalnego. 

Pałeczki A. baumannii są oportunistycznymi patogenami charakteryzującymi się wysokim 

poziomem oporności na liczne grupy antybiotyków. Do niedawna karbapenemy stanowiły leki 

z wyboru w leczeniu wywoływanych przez nie zakażeń. Poznanie mechanizmów 

warunkujących zjadliwość tych drobnoustrojów oraz ich oporność na karbapenemy może 

przyczynić się do opracowania skuteczniejszych strategii diagnostycznych, terapeutycznych i 

profilaktycznych, ograniczających rozprzestrzenianie się szczepów antybiotykoopornych. 

 Celem badań zrealizowanych w publikacjach wchodzących w skład przedstawionego 

cyklu było scharakteryzowanie na poziomie molekularnym genów związanych z wirulencją oraz 

mechanizmami oporności na karbapenemy u klinicznych szczepów A. baumannii. Ponadto, ze 

względu na rosnące znaczenie diagnostyki molekularnej w identyfikacji szczepów opornych, 

oceniono przydatność metod wykrywania mechanizmów oporności na karbapenemy, w tym 

opracowanej samodzielnie metody real-time PCR opartej na analizie krzywych topnienia 

produktów amplifikacji genów karbapenemaz. 

 Przeprowadzone badania wykazały, że wśród klinicznych szczepów A. baumannii 

niewrażliwych na karbapenemy geny wirulencji występowały powszechnie, przy czym 

najczęściej identyfikowano geny bap i surA1, co wskazuje na ich potencjalne znaczenie w 

patogenezie zakażeń wywoływanych przez ten gatunek. Analiza genów kodujących 

karbapenemazy typu OXA oraz sekwencje insercyjne wykazała, że sama obecność genów 

blaOXA nie zawsze warunkuje fenotypową oporność na karbapenemy. Jednocześnie 

potwierdzono częste występowanie sekwencji ISAba1 w regionie promotora genu blaOXA-23, co 

wskazuje na jej potencjalne znaczenie w regulacji ekspresji mechanizmów oporności. Ponadto 

wykazano wysoką przydatność metod konwencjonalnego PCR oraz real-time PCR w 

wykrywaniu genów blaOXA. Obie metody charakteryzowały się wysoką czułością diagnostyczną 

i pozwalały na szybką identyfikację szczepów opornych. Uzyskane wyniki podkreślają znaczenie 

diagnostyki molekularnej w monitorowaniu mechanizmów oporności oraz wspieraniu 

racjonalnej antybiotykoterapii zakażeń wywoływanych przez A. baumannii. Potwierdzają także 

złożoność mechanizmów warunkujących zjadliwość oraz oporność na karbapenemy u pałeczek 

A. baumannii. Przedstawione dane mają znaczenie naukowe, diagnostyczne i kliniczne oraz 
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mogą stanowić podstawę do dalszych badań nad patogenezą zakażeń wywoływanych przez 

ten przedstawicieli tego gatunku, mechanizmami oporności na karbapenemy i rozwojem 

metod szybkiej diagnostyki molekularnej. 
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9. ABSTRACT 

Antimicrobial resistance of microorganisms is one of the greatest challenges of modern 

medicine. This issue is particularly relevant to bacteria responsible for healthcare-associated 

infections, due to the selection pressure present in the hospital environment. A. baumannii is 

an opportunistic pathogen characterized by a high level of resistance to numerous classes of 

antibiotics. Until recently, carbapenems were the drugs of choice for treating infections caused 

by A. baumannii. Understanding the mechanisms that determine the virulence of these 

microorganisms and their resistance to carbapenems may contribute to the development of 

more effective diagnostic, therapeutic, and preventive strategies to limit the spread of 

antibiotic-resistant strains. 

 The aim of the studies described in this series of publications was to characterize, at 

the molecular level, the genes associated with virulence and carbapenem resistance 

mechanisms in A. baumannii clinical strains. Furthermore, due to the growing importance of 

molecular diagnostics in the identification of resistant strains, the usefulness of methods for 

detecting carbapenem resistance mechanisms was evaluated, including the self-developed 

real-time PCR method based on the analysis of melting curves of carbapenemases genes 

amplification products. 

The study demonstrated that virulence genes were widespread among carbapenem-

resistant A. baumannii clinical strains, with the bap and surA1 genes being the most frequently 

identified, suggesting their potential role in the pathogenesis of infections caused by this 

species. Analysis of genes encoding OXA-type carbapenemases and insertion sequences 

revealed that the presence of blaOXA genes does not necessarily determine phenotypic 

resistance to carbapenems. At the same time, the frequent prevalence of the ISAba1 in the 

promoter region of the blaOXA-23 gene was confirmed, indicating its potential role in the 

regulation of resistance gene expression. 

Furthermore, both conventional PCR and real-time PCR methods proved highly 

effective for the detection of blaOXA genes. These methods presented high diagnostic sensitivity 

and enabled the rapid identification of resistant strains. The findings highlight the importance 

of molecular diagnostics in monitoring resistance mechanisms and supporting rational 

antimicrobial therapy for infections caused by A. baumannii. They also emphasize the 

complexity of the mechanisms underlying virulence and carbapenem resistance among the 

representatives of the species. The data presented are of scientific, diagnostic, and clinical 
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significance and may provide a foundation for further research into the pathogenesis of A. 

baumannii infections, the mechanisms of carbapenem resistance, and the development of 

rapid molecular diagnostic methods. 
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