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ABSTRACT

Colistin, Tigecycline and Doripenem Combinations

Against Multidrug-ResistantAcinetobacterbaumannii

ParkGyunCheol

Advisor:Prof.Sook-JinJang,Ph.D.

Departmant of Laboratory

Medicine, Graduate School of

ChosunUniversity

 Theobjectiveofthisstudyistoevaluatethein vitrosynergisticactivityof

colistin,tigecycline,and doripenem combinations against Multidrug-resistant

(MDR)Acinetobacterbaumannii.A totalof109A.baumanniiisolatesincluding60

non-XDR,49XDR strainswereusedinthisstudy.Intimekillassays,colistin

plusdoripenem,and colistin plustigecyclinecombinationsshowed bactericidal

synergyinten(20.4%)and six(12.2%)isolatesagainstXDR strainsand eight

(13.3%) and eighteen (30%) isolates against non-XDR strains,respectively.

Antagonism was detected with the allantibiotic combinations,varied from

13.3~38.8%.These findings may add usefulinformation to plan successful

combinationtherapiesforinfectionscausedbyXDRandnon-XDRA.baumannii.

Keywords:Acinetobacterbaumannii,synergy,Antagonism,timekillassays,MDR
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Ⅰ.서론

 Acinetobacterbaumannii는 최근 중환자실 환자에게서 주로 감염을 일으키는 중

요한 원인균이다[1,2].A.baumannii은 면역력이 저하된 환자에서 폐렴,뇌수막

염,패혈증,상처 감염,복강내 감염,요로 감염과 같은 감염증을 유발한다.과거

수년간 다제내성(Multidrug-resistant [MDR])A.baumannii의 증가로 이에 대한

치료가 중요한 연구 대상이 되어왔다.MDRA.baumannii감염은 높은 치명률과

병원 입원 기간의 연장과 연관되어 있다[3].아직까지 MDRA.baumannii의 감염

에 대한 표준적인 치료법이 없기 때문에 병합 요법을 포함한 새로운 치료법의

개발이 요구되고 있다.

Carbapenem은 MDRA.baumannii에 의한 감염의 첫번째 치료로 주로 사용되

어 왔다[4,5].하지만 Carbapenem에 내성을 보이는 MDRA.baumannii이 근래

세계적으로 보고되고 있는 추세이다[6-8].최근 colistin과 tigecycline이 MDRA.

baumannii에 대한 대체적인 치료제로 각광받고 있다[9-14].하지만,colistin과

tigecycline사용이 증가함에 따라 이러한 항생제에 저항성을 가지는 MDR A.

baumannii의 증가 역시 보고되고 있다[9,15-18].이에 대한 대책으로 최근 수년동

안 두 가지 이상의 항생제 병합요법에 대한 연구가 행해져 왔다.가장 최근에 미

국에서 승인된 carbapenem계열인 doripenem은 다른 carbapenem보다

carbapenamase에 안정적이어서 MDRA.baumannii에 대한 새로운 치료제로 떠

오르고 있으며[19]최근 doripenem을 사용한 병합요법으로 A.baumannii감염의

성공적인 치료 사례도 보고되었다[20].

지금까지 colisitn과 tigecycline, colisitn과 doripenem, 그리고 colisitn과

doripenem병합이 생체 외 실험에서 상승효과를 보인 여러 연구들이 있었지만,

광범위 내성(ExtensivelyDrug-Resistant [XDR])과 비 광범위 내성(non-XDR)A.

baumannii를 대상으로 병합요법 결과를 비교한 보고는 흔치 않다.본 연구에서

우리는 시간 살균 검사(Time killassay)를 사용하여 non-XDR과 XDR-A.

baumannii에 대한 colistin,tigecycline,doripenem의 병합의 결과를 평가해 보았

다. 
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Ⅱ.연구 대상 및 방법

A.대상

 2009년 4월부터 2013년 7월까지 조선대 병원(76주)와 강남 세브란스 병원(33주)

에서 분리된 A.baumannii109균주를 모아 -70℃에서 보관하였다가 실험에 사용

하였다.109개의 균주 중 XDR A.baumannii는 49주였으며,non-XDR A.

baumannii는 60주였다.Vitek2system (bioMérieux,Marcy-l’'Etoile,France)을 이

용하하여 A.baumannii로 동정된 임상균주를 대상으로 gyrBmultiplexPCR또는

RNA rpoBsequencinganalysis를 하여 균종명을 확인하였다.그리고 감수성 패

턴에 따라 XDR그룹 과 non-XDR그룹 2집단으로 분류하였다.XDR그룹은 2개

이하의 계열을 제외하고 최소 각 계열에서 하나 이상의 항생제에 저항성을 보일

때 정의하였으며,pandrug-resistant(PDR)그룹은 모든 계열의 항생제에 저항성

을 보일 때 정의하였다[21].본 연구에서는 PDR 균주를 XDR 그룹에 포함하여

분류하였다.

     B.항생제 감수성 시험

Colistin,doripenem,tigecycline에 대한 최소억제농도(minimum inhibitory

concentration,MIC)측정은 ClinicalandLaboratoryStandardsInstitute(CLSI)

[22]의 지침에 따라 한천희석법으로 결정하였다.MIC 측정에 사용된 항생제는

모두 Sigma-Aldrich (St.Louis,MO,USA)에서 구입하여 사용하였다.측정된

Colistin과 doripenem의 MIC 결과는 CLSIbreakpointcriteria에 따라 해석하였

다.CLSIguideline에는 tigecycline의 기준이 없기 때문에 Enterobacteriaceae에

대한 FDA의 criteria를 tigecycline (susceptibility,≤2mg/L;resistance,≥

8mg/L)에 적용하였다[23]. 감수성 정도 관리를 하기 위한 표준균주는

StaphylococcusaureusATCC29213와 Pseudomonasaeruginosa ATCC27853가 사

용되었다.
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    C.시간-살균 검사 (Time-killassays)

 3가지 항균제(doripenem,tigecyclin,colistin)와 항생제의 3가지 병합(colistin과

doripenem,doripenem과 tigecycline,colistin과 tigecycline)에 대하여 각각 시간-

살균 검사를 시행하였다.시간-살균 검사에 사용할 농도는 각 항생제에 대한

serum achievablelevel인 doripenem 8μg/mL,colistin2μg/ml[24]과 achievable

tissuelevel인 tigecycline2μg/mL[25]로 정하였다.Muller-Hintonbroth(MHB)

에 항생제를 적절한 농도로 희석한 후 MHB에 탁도가 McFarland0.5가 되도록

균을 부유한 후 희석하여 최종 균 농도를 5×10
5
CFU/mL가 되도록 균액을 추

가하였다.시험관에 24시간 동안 37℃에서 배양한 후 생존한 균 수를 측정하였

다.처음 접종량보다 3log10CFU/mL이상 균 수가 감소하면 살균효과(Bactericidal

effect)가 있는 것으로 보았다.항생제 조합 결과,24시간에서 처음 접종량보다

2log10CFU/mL이상 균 수가 감소하면서 단독으로 가장 억제 효과가 큰 항균제

보다 2log10CFU/mL이상 균 수가 감소하였을 때 상승작용(synergistic)으로 해

석하였다. 항생제 조합에서 24시간에 단독으로 사용한 항균제보다

2log10CFU/mL이상 균 수가 증가하였을 때 길항작용(antagonistic)으로 해석하였

고,2log10CFU/mL이하의 차이를 보일 때 무관반응(indifference)으로 정의하였다. 

D.통계분석

colistin과 doripenem,doripenem과 tigecycline,colistin과 tigecycline의 시간-살

균 검사로 나타난 병합요법간의 상승효과 차이가 통계적으로 유의한지 확인하기

위해 SPSSversion18.0.0(SPSSInc.,Chicago,Ill)을 사용하여 McNemar'stest를

시행하였다.Pvalue가 0.05이하일 경우,통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로

보았다.
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III결과

   A.항균제 감수성 시험 결과

 총 60주의 non-XDR A.baumannii균주에 대한 항생제 감수성 검사 결과,

colisitn(100%)은 doripenem (45%)과 tigecycline(48.4%)보다 높은 감수성을 보

였다.총 49주의 XDR A.baumannii균주에 대한 항균제 감수성 검사에서는

colisitn,doripenem,tigecycline에서 각각 46.9%,6.1%,26.5%의 감수성을 보였다.

MIC50과 MIC90에 대한 결과값과 항생제 저항 비율은 table1에 제시하였다.

B.시간-살균 검사 결과

 단독요법 결과,Non-XDR그룹에서는 colistin,doripenem이 각각 13.3(8/60)%,

26.7(16/60)%의 살균작용을 보였으며,XDR그룹에서는 colistin과 doripenem이

각각 20.4 (10/49)%, 6.1 (3/49)%의 살균작용을 나타냈다. tigecycline은

Non-XDR, XDR 그룹 모두 살균작용을 보이지 않았다. 병합요법 결과,

colistin-doripenem과 colistin-tigecycline병합은 모두 단독요법에 비해 높은 살균

작용을 보였다(Table2).반면,doripenem-tigecycline병합은 모든 그룹에서 5.5%

(6/109)의 낮은 살균작용을 보였다.

Non-XDR그룹에서,colistin-tigecycline병합이 가장 높은 30% (18/60)의 상승효

과를 나타냈다.XDR 그룹에서는 colistin-doripenem 병합이 가장 높은 20.4%

(10/49)의 상승효과를 보였다. 반면, doripenem-tigecycline 병합은 오직

Non-XDR 그룹에서 3균주(5%)만이 상승효과를 보였다.길항작용은 Non-XDR,

XDR그룹에서 모두 발견되었다.그 중,doripenem-tigecycline병합이 모든 그룹

에서 가장 높은 36.7% (40/109)의 길항작용을 보였다.
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Antibiotics MICResult(µg/mL) Non-XDR XDR Total

colistin MIC50 0.5 4 1

MIC90 1 16 8

MICrange 0.25~2 0.25~64 0.25~64

Resistance(%) 0% 53.1% 23.6%

doripenem MIC50 8 64 32

MIC90 64 256 64

MICrange 0.5~>256 1~>256 0.5~>256

Resistance(%) 55% 93.9% 72.5%

tigecycline MIC50 4 8 4

MIC90 8 64 32

MICrange 0.25~64 0.5~128 0.25~128

Resistance(%) 51.6% 73.5 61.5%

Table1.Minimum inhibitoryconcentrations(MICs)resultsof60non-XDR,49

XDRstrainsofA.baumanniiofcolistin,doripenem,andtigecycline
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C o m b i n a t i o n   

of antibiotics

Interaction

No. (%)

non XDR (60)

No. (%)

XDR (49)

No. (%)

Total (109)

No. (%)

 

CST+DRP

 

Synergy

 

8 (13.3)

 

10 (20.4)

 

18 (16.5)

 Indifference 39 (65) 29 (59.2) 68 (62.3)

 Antagonism 13 (21.7) 10 (20.4) 23 (21.1)

 bactericidality 20 (33.3) 14 (28.6) 34 (31.2)

     

DRP+TGC Synergy 3 (5) 0 (0) 3 (2.8)

 Indifference 36 (60) 30 (61.2) 66 (60.6)

 Antagonism 21 (35) 19 (38.8) 40 (36.7)

 bactericidality 5 (8.3) 1 (2) 6 (5.5)

     

CST+TGC Synergy 18 (30) 6 (12.2) 24 (22)

 Indifference 34 (56.7) 34 (69.4) 68 (62.4)

 Antagonism 8 (13.3) 9 (18.4) 17 (15.6)

 bactericidality 21 (35) 10 (20.4) 31 (27.4)

Table2.Theresultsoftimekillassaysof109A.baumanniiclinicalisolates

including 60 non XDR and 49 XDR strains of A.baumanniiof two-drug

combinationsofcolistin,doripenem,andtigecycline

 Abbreviations: CST, colistin; TGC, tigecycline; DRP, doripenem.
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Ⅳ 고 찰

최근 MDR-A.baumannii감염에 대한 치료로써 많은 병합요법의 연구가 행해지

고 있으며,그 중 colistin을 포함하는 병합의 연구가 흔하다[17].Colistin은 세균

세포벽의 투과성을 항진시켜 다른 항생제의 투과를 항진시켜주는 역할을 하는

것으로 추측되고 있다[26].그리고 Colistin병합요법은 단독요법으로 사용할 때

나타나는 항생제 저항성 증가와 독성을 예방하는 데 도움이 된다[27].

Doripenem은 그람 양성,그람 음성,그리고 혐기성 세균에 대해 광범위한 생체

외 활성도(invitroactivity)를 가지고 있다[28].최근 A.baumannii균주에 대하여

colistin과 doripenem을 포함한 병합요법의 생체 내,생체 외 연구가 여러 차례

보고되어 왔다.지금까지,colistin-doripenem [27,29],colistin-tigecycline[23,30,

31],doripenem-levofloxacin,doripenem-amikacin [27],doripenem-tigecycline

[29]등이 A.baumannii균주에 대해서 상승효과를 보였다고 보고되었다.

colistin-rifampin병합은 XDR-A.baumannii에 대한 병합요법으로 가장 흔하게

연구된 조합이며,생체 내 및 생체 외 실험에서 좋은 효과를 보여주었다[17,32].

하지만,최근 colistin-doripenem 병합이 colistin-rifampin병합보다 더 뛰어난 임

상 효과를 보인 연구가 보고 되었다[32, 33]. 생체 외 실험에서,

colistin-doripenem 병합이 상승효과를 보이고,단독요법보다 더 높은 살균효과를

보인 연구들도 보고되었다[24, 34]. 이전 연구와 비슷하게 본 연구에서

colistin-doripenem 병합은 XDR그룹에서 일부 상승효과(20.4% [10/49])를 보였

고,단독요법에 비해 더 높은 살균효과를 나타냈다.그리고 이전 연구[35]와 마찬

가지로 doripenem-tigecycline병합은 XDR그룹에 대해서 상승작용을 보이지 않

았다.

XDR-A.baumannii균주를 대상으로 한 생체 외 연구에서,colistin-tigecycline병

합은 tigecycline-rifampin병합과 colistin-rifampin병합보다 더 높은 상승작용을

보인 것으로 보고되었다[26]. 그리고 생체 내 병합요법 연구에서는

colistin-tigecycline병합이 조직의 세균 부하를 감소시키는 것으로 나타났다[12].
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본 연구에서 colistin-tigecycline병합은 XDR그룹의 12.2% (6/49)에서 상승작용

이 관찰되었고,이는 20.4% (10/40)의 상승작용을 보인 colistin-doripenem 병합

보다 낮은 결과이다.하지만 이 결과는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았

다. 최근 임상 연구에서는, XDR-A. baumannii 감염 치료에 대해서

colistin-doripenem 병합이 colistin-tigecycline병합보다 더 좋은 치료 효과를 나

타냈다[32,33].

본 연구 결과, non-XDR 그룹에서 colistin-tigecycline (30% [18/60])은

colistin-doripenem (13.3% [8/60])과 doripenem-tigecycline(3% [5/60])보다 더

높은 상승효과를 나타냈으며,통계적으로 유의한 차이를 보였다(pvalue<0.05).

그리고 doripenem-tigecycline병합은 모든 그룹에서 가장 낮은 상승효과(2.8%)를

보였다(Table2).이는 Principe[29]등의 연구에서 나타난 doripenem-tigecycline

병합의 상승효과(16.7%,[4/24])보다 낮은 결과이다.그 이유는 시간-살균검사의

상승효과 해석의 차이 때문으로 생각되어진다.Principe[29]등의 연구에서 상승효

과는 관찰된 시간에 상관없이 해석되었다.본 연구의 해석 기준(접종 후 24시간

에서 균 수를 측정하여 해석)을 적용하면,Principe[29]등의 연구에서 발견된

doripenem-tigecycline병합의 상승효과는 접종 후 24시간에서 발견되지 않았기

때문에 무관으로 해석된다.위의 예처럼,병합요법 실험은 사용되는 연구의 해석

기준에 따라 다른 결과가 나올 수도 있는 문제점이 있다.그러므로 병합요법의

정확한 평가를 위해서는 먼저 상승효과에 대한 표준적인 해석 기준의 확립이 필

요할 것으로 보인다.그리고 본 연구의 실험결과와 대조적으로,Dinc[19]등은 생

체 내 실험 결과 doripenem-tigecycline병합이 colistin-doripenem 병합보다 더

좋은 치료 효과를 보였다고 보고하였다.이처럼 생체 내 실험 결과가 항상 생체

외 반응에 반영되지는 않기 때문에,지속적인 상호보완적 연구가 필요할 것으로

보인다.

본 연구 결과,모든 병합요법에서 다양한 길항작용(13.3%~38.8%)이 나타났다.

특히 doripenem-tigecycline병합은 XDR과 non-XDRA.baumannii그룹에서 모

두 가장 높은 길항작용을 나타냈다(table2).A.baumannii균주에 대하여 colistin

과 tigecycline,doripenem을 사용한 대다수 병합실험에서 길항작용은 거의 보고

되지 않았지만 드물게 일부 연구에서 길항작용이 보고되었다.Principe[30]등은
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MDR A. baumannii 균주를 대상으로 chequerboard test 결과

tigecycline-piperacillin/tazobactam 병합과 tigecycline-amikacin 병합, 그리고

colistin-tigecycline 병합에서 길항작용이 나타났다고 보고하였다.

ampicillin/sulbactam-colistin병합에서 길항작용이 발견된 Cikman[36]등의 연구

에서는 colistin 감수성 균주에서 길항작용이 더 발견되었다.아직까지,A.

baumannii균주에 대한 병합요법에서 길항작용이 나타나는 원인은 명확하게 밝

혀진 바가 없다.A.baumannii균주의 OXA carbapenemase유전자에 따른 항생

제의 감수성 또는 병합요법의 효과의 차이를 다룬 연구들은 여러 차례 보고되었

지만[29,37-39]길항작용과 유전자적 특성과의 상관관계를 다룬 연구는 찾기 힘

든 실정이다.그러므로,유전자형 특성과 길항작용과의 인과관계 여부를 밝히기

위해서는 향후 더 많은 분자역학적 연구를 통한 데이터의 수집과 분석이 필요할

것으로 보인다.

종합해보면, colistin-doripenem 병합과 colistin-tigecycline 병합은 XDR과

non-XDRA.baumannii균주에 대해서 단독요법에 비해 더 좋은 살균효과를 보

였고 일부에서 상승효과를 보였다.그리고 colistin-tigecycline병합은 XDR보다

non-XDRA.baumannii균주에 대해서 더 좋은 상승효과를 보여주었다.하지만

본 연구의 모든 항생제 조합에서 길항작용이 발견되었다.그러므로 일부 병합요

법은 치료에 부정적 영향을 끼칠 가능성이 있어 임상적 사용 전에 주의를 기울

여야 할 것으로 보인다.본 연구의 결과는 다른 생체 내 연구와 함께 A.

baumannii감염의 치료방향을 예측하는데 도움이 될 것으로 보인다. 
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