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Συνδυαστική θεραπεία έναντι 
πολυανθεκτικών στελεχών K. pneumoniae 
που παράγουν καρβαπενεμάσες σε ένα  
in vitro δυναμικό μοντέλο 
φαρμακοκινητικής προσομοίωσης*

ΣΚΟΠΟΣ Οι λοιμώξεις από πολυανθεκτικά στελέχη Klebsiella pneumoniae που 

παράγουν καρβαπενεμάσες (CP-Κp) σχετίζονται με υψηλά ποσοστά θνητότη-

τας, ειδικά σε ανοσοκατασταλμένους ασθενείς. Με τα ποσοστά αντοχής στις 

καρβαπενέμες να αυξάνονται και καθώς δεν υπάρχουν καινούργια δραστικά 

αντιβακτηριακά φάρμακα, η συνδυαστική αντιμικροβιακή θεραπεία χρησι-

μοποιείται συχνά εναντίον CP-Κp. Στην παρούσα μελέτη προσομοιώθηκε η 

φαρμακοκινητική της μεροπενέμης, της κολιστίνης και της τιγεκυκλίνης ως 

μονοθεραπεία και σε συνδυασμό σε ένα in vitro φαρμακοκινητικό-φαρμα-

κοδυναμικό μοντέλο και κατόπιν μελετήθηκε η δράση τους έναντι στελεχών 

CP-Κp με διαφορετικούς μηχανισμούς αντοχής και μειωμένη in vitro ευαισθη-

σία στη μεροπενέμη. ΥΛΙΚΟ-ΜΕΘΟΔΟΣ Σχήματα τιγεκυκλίνης, κολιστίνης 

και μεροπενέμης μόνα τους, σε διπλό και τριπλό συνδυασμό μελετήθηκαν 

έναντι ενός στελέχους άγριου τύπου και έξι στελεχών CP-Kp (δύο στελέχη 

παρήγαγαν καρβαπενεμάση VIM, ένα KPC, ένα NDM, ένα KPC+VIM και ένα 

KPC+VIM+SHV-5) με MIC στη μεροπενέμη 0,06 και 16–512 mg/L, αντίστοιχα. 

Προσομοιώθηκε το προφίλ συγκέντρωσης-χρόνου στο ανθρώπινο πλάσμα 

των δοσολογικών σχημάτων 100 mg τιγεκυκλίνης q12, 4,5 MU κολιστίνης 

q12 και 1 g μεροπενέμης q8 ως ωριαίες εγχύσεις για 48 ώρες. Τα επίπεδα των 

φαρμάκων προσδιορίστηκαν με μικροβιολογική δοκιμασία. Το βακτηριακό 

φορτίο (log10 CFU/mL) μετρήθηκε με ποσοτικές καλλιέργειες και η μείωση από 

το αρχικό εναιώρημα 107 CFU/mL υπολογίστηκε σε 48 ώρες. Η σχέση μεταξύ 

βακτηριοκτόνου δράσης (>3 log10 CFU/mL μείωση) και ΜΙC μεροπενέμης των 

σχημάτων μονοθεραπείας και συνδυαστικής θεραπείας υπολογίστηκε με βάση 

το μοντέλο Emax. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ Το στέλεχος άγριου τύπου θανατώθηκε με 

τη μονοθεραπεία της μεροπενέμης, καθώς και με τα συνδυαστικά δοσολογικά 

σχήματα. Έναντι των στελεχών CP-Kp, η μεροπενέμη δεν ήταν βακτηριοκτό-

νος ενώ η δράση της ενισχύθηκε από την τιγεκυκλίνη, την κολιστίνη και τον 

συνδυασμό τιγεκυκλίνης+κολιστίνης. Η τιγεκυκλίνη και η κολιστίνη μόνες 

τους και σε συνδυασμό δεν ήταν δραστικές. Η μέγιστη τιμή MIC μεροπενέμης 

όπου εμφανίστηκε βακτηριοκτόνος δράση έναντι CP-Kp ήταν 1 mg/L, 8 mg/L, 

128 mg/L και 256 mg/L για τη μονοθεραπεία μεροπενέμης, τους διπλούς 

συνδυασμούς μεροπενέμης+τιγεγυκλίνης και μεροπενέμης+κολιστίνης και 

τον τριπλό συνδυασμό μεροπενέμης+τιγεγυκλίνης+κολιστίνης, αντίστοιχα. 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ Η διπλή συνδυαστική θεραπεία (μεροπενέμη+τιγεγυκλίνη 

και μεροπενέμη+κολιστίνη) και η τριπλή συνδυαστική θεραπεία (μεροπενέ-

μη+τιγεγυκλίνη+κολιστίνη) ήταν αποτελεσματικές έναντι πολυανθεκτικών 

CP-Kp στελεχών με MIC ≥8 mg/L. Η συνδυαστική θεραπεία μπορεί να αυξήσει 

την αποτελεσματικότητα της αντιμικροβιακής αγωγής και να αποτελέσει μια 

νέα θεραπευτική προσέγγιση για τη θεραπεία πολυανθεκτικών λοιμώξεων. 
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Η Klebsiella pneumoniae ευθύνεται για σοβαρές νο-

σοκομειακές λοιμώξεις όπως βακτηριαιμία, πνευμονία 

συνδεόμενη με αναπνευστήρα κ.ά.1 Τις προηγούμενες 

δεκαετίες, στα ελληνικά νοσοκομεία είχαν επικρατήσει 

πολυανθεκτικά στελέχη K. pneumoniae με αντοχή στις 

κεφαλοσπορίνες, στις αμινογλυκοσίδες και στις κινολόνες, 

αφήνοντας ως θεραπεία πρώτης εκλογής τις καρβαπενέμες. 

Ωστόσο, η εμφάνιση και επικράτηση στελεχών ανθεκτικών 

και στις καρβαπενέμες εξ αιτίας της παραγωγής καρβαπε-

νεμασών τα τελευταία χρόνια2 αποτελεί ένα πολύ σοβαρό 

πρόβλημα καθώς τα στελέχη αυτά προκαλούν λοιμώξεις 

που σχετίζονται με υψηλά ποσοστά θνητότητας, ιδιαίτερα 

σε ανοσοκατασταλμένους ασθενείς.3,4

Οι καρβαπενεμάσες είναι β-λακταμάσες με ευρύ φά-

σμα υδρόλυσης, το οποίο περιλαμβάνει τις πενικιλίνες, 

τις κεφαλοσπορίνες και τις καρβαπενέμες, και παρέχουν 

στα στελέχη που τις παράγουν μειωμένη ευαισθησία ή 

αντοχή στα παραπάνω αντιβιοτικά. Με βάση τη δομή τους 

κατατάσσονται στις τάξεις A, B και D κατά Ambler, με χαρα-

κτηριστικούς αντιπροσώπους κάθε τάξης τα ένζυμα τύπου 

KPC, VIM ή NDM και ΟΧΑ, αντίστοιχα. Οι καρβαπενεμάσες 

των τάξεων A και D έχουν σερίνη στο ενεργό κέντρο τους, 

ενώ αυτές της τάξης B είναι μεταλλο-ένζυμα και η δράση 

τους εξαρτάται από την παρουσία ψευδαργύρου.5 Ένα από 

τα χαρακτηριστικά της K. pneumoniae είναι η ικανότητά 

της να αποκτά αντοχή έναντι διαφορετικών κατηγοριών 

αντιβιοτικών, περιλαμβανομένων των καρβαπενεμών.6 

Είναι επομένως επιτακτική η ανάγκη για την ανακάλυψη 

νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων, τόσο για την ενίσχυση 

της βακτηριοκτόνου δράσης όσο και στην πρόληψη ή στην 

επιβράδυνση της εμφάνισης της ανθεκτικότητας.7,8 

Οι θεραπευτικές επιλογές για τις λοιμώξεις οι οποίες 

προκαλούνται από τα βακτήρια που παράγουν καρβαπε-

νεμάσες συνήθως περιορίζονται σε κολιστίνη, γενταμικίνη 

ή και τιγεκυκλίνη,9 αλλά το βέλτιστο δοσολογικό σχήμα δεν 

έχει προσδιοριστεί ακόμη. Κλινικές μελέτες έχουν δείξει ότι 

η αγωγή με τιγεκυκλίνη ή με μια αμινογλυκοσίδη γενικά 

συνδέεται με θετικά αποτελέσματα,10,11 καθώς και ότι οι 

συνδυασμοί καρβαπενεμών με κολιστίνη ή τιγεκυκλίνη 

μπορεί να λειτουργήσουν συνεργικά.12,13 Επί πλέον, μελέτες 

δείχνουν ότι έναντι λοιμώξεων που προκαλούνται από CP-

Kp οι συνδυαστικές θεραπείες μπορεί να είναι περισσότερο 

αποτελεσματικές από τις μονοθεραπείες.4,14,15 

Ωστόσο, είναι άγνωστο ποιος συνδυασμός είναι ο πλέον 

δραστικός έναντι στελεχών CP-Kp, αν ο μηχανισμός δράσης 

επηρεάζει την αποτελεσματικότητα της συνδυαστικής 

θεραπείας και αν η συνδυαστική θεραπεία είναι εξ ίσου 

αποτελεσματική για στελέχη CP-Kp με υψηλές τιμές MIC 

στη μεροπενέμη. Οι περισσότερες κλινικές μελέτες είναι 

αναδρομικές, όπου διαφορετικοί συνδυασμοί, είδη, στελέχη 

και μηχανισμοί αντοχής αναλύονται συγκεντρωτικά, με 

αποτέλεσμα να δυσχεραίνεται η εξαγωγή συγκεκριμένων 

συμπερασμάτων. Προοπτικές κλινικές μελέτες οι οποίες 

θα μπορούσαν να απαντήσουν σε τέτοια ερωτήματα είναι 

δύσκολο να διεξαχθούν, ειδικά για σχήματα τριπλής συνδυ-

αστικής θεραπείας, όπου απαιτείται μεγάλος αριθμός ασθε-

νών και ομάδων θεραπείας. Οι μελέτες σε πειραματόζωα 

είναι δυσχερείς λόγω της διαφορετικής παθοφυσιολογίας 

των εν λόγω λοιμώξεων, της διαφορετικής φαρμακοκινη-

τικής των αντιβακτηριακών φαρμάκων και των ηθικών 

ζητημάτων που προκύπτουν. Τα in vitro πειράματα σε 

στατικά μοντέλα, όπου η συγκέντρωση των φαρμάκων 

παραμένει σταθερή (μικροαραιώσεις σε ζωμό, μελέτες 

θανάτωσης-χρόνου), δεν προσομοιώνουν την αλλαγή των 

συγκεντρώσεων με την πάροδο του χρόνου και τα διαφο-

ρετικά σχήματα χορήγησης φαρμάκων in vivo. 

Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η απόδοση σχη-

μάτων διπλής και τριπλής συνδυαστικής θεραπείας έναντι 

στελεχών K. pneumoniae με διαφορετικούς μηχανισμούς 

αντοχής και μειωμένη in vitro ευαισθησία στη μεροπενέμη, 

σε ένα in vitro φαρμακοκινητικό-φαρμακοδυναμικό (PK/PD) 

μοντέλο. Συγκεκριμένα, προσομοιώθηκε η φαρμακοκινη-

τική της μεροπενέμης, της κολιστίνης και της τιγεκυκλίνης 

όταν χορηγούνται μόνες τους και σε συνδυασμό (διπλό και 

τριπλό) και συγκρίθηκε η βακτηριοκτόνος δράση του κάθε 

σχήματος με τη δράση της μονοθεραπείας για στελέχη με 

διαφορετικές MIC στη μεροπενέμη.

ΥΛΙΚO ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ

Βακτηριακά στελέχη, φάρμακα και θρεπτικό υλικό

Χρησιμοποιήθηκαν ένα στέλεχος άγριου τύπου και έξι στελέχη 

CP-Kp που παρήγαγαν τις ευρύτερα διαδεδομένες καρβαπενε-

μάσες στην Ελλάδα και είχαν αυξανόμενες τιμές MIC σε μεροπε-

νέμη (16–512 mg/L), κολιστίνη (0,25–32 mg/L) και τιγεκυκλίνη 

(0,125–4 mg/L) (πίν. 1). Τα στελέχη ανακαλλιεργήθηκαν σε τρυβλία 

άγαρ ΜcConkey (MCK) και επωάστηκαν στους 37 °C για 24 ώρες. 

Με τη βοήθεια θολωσιμέτρου παρασκευάστηκε εναιώρημα 0,5 

McFarland, το οποίο αραιώθηκε ώστε να επιτευχθεί τελική συγκέ-

ντρωση 107 CFU/mL. Χρησιμοποιήθηκαν τα κλινικά ενδοφλέβια 

φαρμακευτικά προϊόντα μεροπενέμης (Meronem 500 mg/vial IV) και 

τιγεκυκλίνης (Tigecycline 5 g, Pfizer, Greece) και η καθαρή ουσία 

κολιστίνης (colistin sulphate, Sigma-Aldrich, Athens, Greece). Το 

θρεπτικό υλικό ήταν Müller-Hinton εξισορροπημένο ως προς τα 

κατιόντα σύμφωνα με τις οδηγίες του CLSI (cation-adjusted Müller-

Hinton broth, CAMHB).

In vitro φαρμακοκινητικό-φαρμακοδυναμικό μοντέλο

Το in vitro φαρμακοκινητικό μοντέλο αποτελείται από δύο δι-
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αμερίσματα, το εσωτερικό και το εξωτερικό (εικ. 1).16 Το εξωτερικό 

διαμέρισμα περιλαμβάνει κωνική φιάλη η οποία περιέχει 700 mL 

θρεπτικού ζωμού CAMHB και τοποθετείται σε εστία με μαγνητικό 

αναδευτήρα και θέρμανση στους 37 °C. Το εσωτερικό διαμέρισμα 

αποτελείται από έναν σωλήνα από ημιδιαπερατή μεμβράνη κυτ-

ταρίνης (Float-Α-Lyzer®, Spectrum Labs, Breda, The Netherlands) 

που επιτρέπει την αμφίδρομη διάχυση του φαρμάκου και του 

θρεπτικού υλικού, εμποδίζοντας τη διαφυγή των βακτηρίων. Κάθε 

σωληνάριο περιέχει 10 mL θρεπτικού ζωμού CAMHB και εναιώρημα 

107 CFU/mL από κάθε βακτηριακό στέλεχος.

In vitro φαρμακοκινητική

Προσομοιώθηκαν τα δοσολογικά σχήματα ωριαίας έγχυσης 100 

mg τιγεκυκλίνης q12, 4,5 MU κολιστίνης q12 και 1 g μεροπενέμης 

q8. Λαμβάνοντας υπ’ όψη τον βαθμό σύνδεσης στις πρωτεΐνες της 

τιγεκυκλίνης (80%), της κολιστίνης (60%) και της μεροπενέμης 

(2%), οι μέγιστες συγκεντρώσεις ελεύθερων μορίων που μπορεί να 

επιτευχθούν στον ορό των ασθενών με τα συγκεκριμένα σχήματα 

είναι 0,3 mg/L, 1,6 mg/L και 60 mg/L, με χρόνο ημιζωής >14 ώρες, 

12 ώρες και <2 ώρες, αντίστοιχα.17–19 Οι παραπάνω συγκεντρώ-

σεις μεροπενέμης εισήχθησαν στο εξωτερικό και στο εσωτερικό 

διαμέρισμα του in vitro μοντέλου ανά 8 ώρες, ενώ η τιγεκυκλίνη 

και η κολιστίνη ανά 12 ώρες για 48 ώρες, προσομοιώνοντας την 

ημερήσια φαρμακοκινητική των φαρμάκων στον άνθρωπο για 

δύο ημέρες. Λόγω της φυσικής αποικοδόμησης της κολιστίνης, 

προστέθηκε κολιστίνη συγκέντρωσης 0,4 mg/L στο εσωτερικό 

και στο εξωτερικό διαμέρισμα μετά από 9, 21, 33 και 45 ώρες. 

Οι συγκεντρώσεις των φαρμάκων προσδιορίστηκαν ανά τακτά 

χρονικά διαστήματα με μικροβιολογική δοκιμασία διάχυσης σε 

άγαρ, χρησιμοποιώντας ένα ευαίσθητο στέλεχος E. coli.20 Η εν 

λόγω μέθοδος ανιχνεύει συγκεντρώσεις από 0,06–120 mg/L με 

ικανοποιητική επαναληψιμότητα (συντελεστής διακύμανσης CV 

<25%) και γραμμική συσχέτιση των συγκεντρώσεων με τις ζώνες 

αναστολής (r2 >0,95).

In vitro φαρμακοδυναμική

Το βακτηριακό φορτίο στα εσωτερικά διαμερίσματα αξιολογή-

θηκε ανά τακτά χρονικά διαστήματα με δειγματοληψία 20 μL και 

ποσοτικές καλλιέργειες σε τρυβλία με Müller-Hinton άγαρ, τα οποία 

επωάστηκαν για 24 ώρες στους 37 οC. Με βάση τα αποτελέσματα αυτά 

σχεδιάστηκαν καμπύλες θανάτωσης-χρόνου για κάθε στέλεχος 

και δοσολογικό σχήμα.

Ανάλυση

Προκειμένου να μελετηθεί η σχέση μεταξύ της τιμής MIC 

στη μεροπενέμη των CP-Kp και της αντιβακτηριακής δράσης της 

μονοθεραπείας, των διπλών συνδυασμών και του τριπλού συνδυ-

ασμού, για κάθε σχήμα και στέλεχος υπολογίστηκε η μεταβολή 

του βακτηριακού φορτίου στις 48 ώρες σε σύγκριση με το αρχικό 

εναιώρημα. H σχέση μεταξύ της MIC στη μεροπενέμη και της με-

ταβολής log10 CFU/mL στο τέλος του πειράματος αναλύθηκε με 

γραμμική παλινδρόμηση, χρησιμοποιώντας το μοντέλο Emax που 

περιγράφεται από την εξίσωση E=(Emax-Emin) × (MIC/MIC50)m/

[1+(MIC/MIC50)m]+Emin, όπου E είναι η εξαρτημένη μεταβλητή 

48h-μεταβολή log10 CFU/mL από το αρχικό εναιώρημα, MIC είναι 

η τιμή MIC του κάθε στελέχους (ανεξάρτητη μεταβλητή), Emax 

και Εmin είναι η μέγιστη και η ελάχιστη 48h-μεταβολή log10 CFU/

mL, αντίστοιχα, ΜΙC50 είναι η τιμή MIC που αντιστοιχεί στο 50% 

της Emax, και m είναι η κλίση των καμπυλών MIC-μεταβολής log10 

CFU/mL (Graph Pad Prism 4.03).

Προκειμένου να διερευνηθεί ο ρόλος της κολιστίνης και της 

τιγεκυκλίνης, μόνες τους και σε συνδυασμό, στη βακτηριοκτόνο 

Πίνακας 1. Τα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη. 
Παρουσιάζονται οι μηχανισμοί αντοχής και οι τιμές MIC για την κολιστίνη, 
τη μεροπενέμη και την τιγεκυκλίνη όπως προσδιορίστηκαν με τη μέθοδο 
μικροαραιώσεων σε ζωμό κατά CLSI.

Στέλεχος Μηχανισμός 

αντοχής

MIC (mg/L)

Μεροπενέμη Κολιστίνη Τιγεκυκλίνη

TZAN59 Κανένας 0,06 0,5 0,125

SEC2 VIM 16 0,25 1

SEC4 VIM 256 0,5 2

1781 NDM 512 32 4

1780 KPC+VIM 256 2 1

1782 KPC 64 4 0,5

EUG KPC+VIM+SHV-5 128 2 1

Εικόνα 1. In vitro φαρμακοκινητικό-φαρμακοδυναμικό (PK/PD) μοντέλο 
προσομοίωσης της ανθρώπινης φαρμακοκινητικής αντιβακτηριακών 
φαρμάκων έναντι K. pneumoniae. Αποτελείται από (α) ένα γυάλινο δοχείο 
το οποίο περιέχει 700 mL θρεπτικού υλικού (εξωτερικό διαμέρισμα), (β) 
έναν σωλήνα διάχυσης όγκου 10 mL που επιτρέπει την ελεύθερη διέλευση 
μορίων με μοριακό βάρος <1000 kDa, στον οποίο εισάγεται εναιώρημα 
του βακτηρίου (εσωτερικό διαμέρισμα) και (γ) μια περισταλτική αντλία 
που εισάγει θρεπτικό υλικό στο δοχείο, ενώ, παράλληλα, απομακρύνει 
το περιεχόμενό του σύμφωνα με τον ρυθμό κάθαρσης του εξεταζόμενου 
φαρμάκου.
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ώρες. Παρά τις διαφορετικές τιμές MIC στην κολιστίνη και 

στην τιγεκυκλίνη, η δράση των μονοθεραπειών δεν διέφερε 

σε σύγκριση με τη μεροπενέμη, όπου υπήρχε μια σαφής 

σχέση MIC-αντιβακτηριακής δράσης στο in vitro μοντέλο. 

(β) Διπλή συνδυαστική θεραπεία. Από τους διπλούς 

συνδυασμούς, η τιγεκυκλίνη+κολιστίνη είχε τη μικρότερη 

δράση, μιας και μετά από σημαντική μείωση του βακτηρι-

ακού φορτίου στις 12 ώρες ακολούθησε πλήρης ανάπτυξη 

στα επίπεδα του μάρτυρα χωρίς φάρμακο, όπως παρα-

τηρήθηκε και με τη μονοθεραπεία της κολιστίνης (εικ. 4). 

Ο διπλός συνδυασμός μεροπενέμης + τιγεκυκλίνης ήταν 

βακτηριοκτόνος μόνο για το στέλεχος άγριου τύπου με 

MIC 0,06 mg/L, όπως συνέβη και με τη μονοθεραπεία της 

μεροπενέμης, ενώ για τα άλλα δύο στελέχη με MIC 16 mg/L 

και 256 mg/L παρατηρήθηκε μείωση του αρχικού βακτηρι-

ακού φορτίου κατά 1–2 log10 CFU/mL. Για τα συγκεκριμένα 

στελέχη φαίνεται ότι η τιγεκυκλίνη ενίσχυσε τη δράση 

της μεροπενέμης, μιας και η μεροπενέμη μόνη της δεν 

κατόρθωσε να μειώσει το αρχικό τους βακτηριακό φορτίο. 

Τέλος, ο πλέον αποτελεσματικός διπλός συνδυασμός ήταν 

μεροπενέμη+κολιστίνη ο οποίος ήταν βακτηριοκτόνος για 

στελέχη με MIC 0,06 mg/L και 16 mg/L και κατόρθωσε να 

μειώσει το αρχικό βακτηριακό φορτίο του στελέχους με 

MIC 256 mg/L κατά 2 log10 CFU/mL. Παρ’ όλο που η δράση 

του διπλού συνδυασμού ήταν παρόμοια με τη δράση των 

μονοθεραπειών για τα στελέχη με MIC 0,06 mg/L και 256 

mg/L, ο διπλός συνδυασμός ήταν περισσότερο δραστικός 

από τις μονοθεραπείες για το στέλεχος με MIC 16 mg/L.

(γ) Τριπλή συνδυαστική θεραπεία. Ο τριπλός συνδυασμός 

παρουσίασε βακτηριοκτόνο δράση για τα τρία στελέχη 

TZAN59, SEC2 και SEC4, περιλαμβανομένων και των δύο 

στελεχών που παράγουν καρβαπενεμάση τύπου VIM, 

με τιμές MIC 16 mg/L και 256 mg/L (εικ. 4). Ειδικά για το 

τελευταίο στέλεχος με MIC 256 mg/L, κανένας διπλός συν-

δράση της μεροπενέμης, υπολογίστηκε η μέγιστη MIC μερο-

πενέμης των CP-Kp, όπου η μονοθεραπεία της μεροπενέμης, 

οι διπλοί συνδυασμοί και ο τριπλός συνδυασμός μεροπενέ-

μη+τιγεκυκλίνη+κολιστίνη εμφάνισαν βακτηριοκτόνο δράση 

(μείωση 3 log10 CFU/mL του αρχικού εναιωρήματος).

AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

In vitro φαρμακοκινητική

H φαρμακοκινητική των τριών φαρμάκων τιγεκυκλίνη, 

κολιστίνη και μεροπενέμη προσομοιώθηκε ικανοποιητικά 

στο in vitro μοντέλο (εικ. 2). Οι μέσες τιμές fCmax και t1/2 

ήταν 2 mg/L και 10–12 ώρες για την κολιστίνη και 40–60 

mg/L και <4 ώρες για τη μεροπενέμη. Για την τιγεκυκλίνη, 

το επιτευχθέν fCmax ήταν 0,2–0,3 mg/L, με τις συγκεντρώ-

σεις να μειώνονται διφασικά με t1/2 2–4 ώρες στην πρώτη 

φάση και >12 ώρες στη δεύτερη φάση, όπως και στο αίμα 

των ανθρώπων.17–19

In vitro φαρμακοδυναμική

(α) Μονοθεραπείες. Οι καμπύλες θανάτωσης-χρόνου για κάθε 

δοσολογικό σχήμα και στέλεχος παρουσιάζονται στην εικόνα 

3. Η μονοθεραπεία της μεροπενέμης ήταν αποτελεσματική 

κατά του ευαίσθητου στελέχους με MIC 0,06 mg/L, αλλά 

όχι κατά των υπολοίπων με υψηλότερες τιμές MICs. Η 

μονοθεραπεία της κολιστίνης είχε αρχικά βακτηριοκτόνο 

δράση με μείωση βακτηριακού πληθυσμού κατά 4 log10 

CFU/mL. Όμως, μετά από αρχική μείωση του βακτηρια-

κού φορτίου παρατηρήθηκε ανάπτυξη εντός 12 ωρών. Η 

μονοθεραπεία της τιγεκυκλίνης είχε μικρή έως αμελητέα 

δράση με <1 log10 CFU/mL μείωση βακτηριακού φορτίου 

στις 12 ώρες μόνο για το στέλεχος με MIC 0,125 mg/L και 

ανάπτυξη στα επίπεδα του μάρτυρα χωρίς φάρμακο στις 48 

Εικόνα 2. In vitro φαρμακοκινητική 4,5 MU κολιστίνης q12, 1 g μεροπενέμης q8 και 100 mg τιγεκυκλίνης q12 στο in vitro φαρμακοκινητικό-φαρ-
μακοδυναμικό (PK/PD) μοντέλο. Τα βέλη αντιστοιχούν στα χρονικά σημεία όπου προστέθηκε νέο φάρμακο στο in vitro μοντέλο προκειμένου να 
προσομοιωθούν οι 12ωρες χορηγήσεις της τιγεκυκλίνης και της κολιστίνης και η 8ωρη χορήγηση της μεροπενέμης.
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Εικόνα 3. Φαρμακοδυναμική μονοθεραπειών. Καμπύλες θανάτωσης-χρόνου τριών στελεχών K. pneumoniae (ΤΖΑΝ59, SEC2, SEC4) με αυξανόμενες 
τιμές MIC στη μεροπενέμη (0,06 mg/L, 16 mg/L και 256 mg/L, αντίστοιχα) στο in vitro μοντέλο όπου προσομοιώθηκαν τα κλινικά δοσολογικά σχή-
ματα μονοθεραπείας για μεροπενέμη (1 g q8h), κολιστίνη (4,5 MU q12h) και τιγεκυκλίνη (100 mg q12). Με διακεκομμένες γραμμές παρουσιάζονται 
οι καμπύλες ανάπτυξης των τριών στελεχών σε θρεπτικό ζωμό χωρίς φάρμακο.

Εικόνα 4. Φαρμακοδυναμική διπλής και τριπλής συνδυαστικής θεραπείας. Καμπύλες θανάτωσης-χρόνου τριών στελεχών K. pneumoniae (ΤΖΑΝ59, 
SEC2, SEC4) με αυξανόμενες τιμές MIC στη μεροπενέμη (0,06 mg/L, 16 mg/L και 256 mg/L, αντίστοιχα) στο in vitro μοντέλο όπου προσομοιώθηκαν 
οι τρεις διπλές συνδυαστικές θεραπείες και μια τριπλή συνδυαστική θεραπεία μεροπενέμης (1 g q8h), κολιστίνης (4,5 MU q12h) και τιγεκυκλίνης (100 
mg q12). Με διακεκομμένες γραμμές παρουσιάζονται οι καμπύλες ανάπτυξης των τριών στελεχών σε θρεπτικό ζωμό χωρίς φάρμακο. 
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δυασμός δεν ήταν τόσο δραστικός όσο ο τριπλός. Τέλος, ο 

τριπλός συνδυασμός ήταν βακτηριοκτόνος και για στελέχη 

που παρήγαγαν άλλες καρβαπενεμάσες ή συνδυασμό 

καρβαπενεμασών και τιμές MIC μέχρι 256 mg/L (εικ. 5).

Βακτηριοκτόνος δράση

Η σχέση μεταξύ ΜΙC μεροπενέμης και μεταβολής βα-

κτηριακού φορτίου περιγράφηκε επαρκώς από το Emax 

μοντέλο, όπως φαίνεται και στην εικόνα 6 (r2 >0,97). Οι 

καμπύλες των συνδυασμών είναι εμφανώς μετατοπισμένες 

δεξιά σε σύγκριση με την καμπύλη της μονοθεραπείας, 

υποδηλώνοντας ότι η κολιστίνη και η τιγεκυκλίνη ενίσχυ-

σαν τη δράση της μεροπενέμης με την ακόλουθη σειρά: 

τιγεκυκλίνη<κολιστίνη<τιγεκυκλίνη+κολιστίνη. Η μέγιστη 

τιμή MIC μεροπενέμης όπου εμφανίστηκε βακτηριοκτόνος 

δράση έναντι στελεχών CP-Kp ήταν 1 mg/L, 8 mg/L, 128 

mg/L και 256 mg/L για τη μονοθεραπεία μεροπενέμης, 

τον διπλό συνδυασμό μεροπενέμης+τιγεκυκλίνης, τον 

διπλό συνδυασμό μεροπενέμης+κολιστίνης και τον τρι-

πλό συνδυασμό μεροπενέμης+τιγεκυκλίνης+κολιστίνης, 

αντίστοιχα (εικ. 6).

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Οι καρβαπενέμες αποτελούν τη θεραπεία εκλογής για 

νοσοκομειακές λοιμώξεις από πολυανθεκτικά στελέχη K. 

pneumoniae, αλλά τα ολοένα αυξανόμενα ποσοστά αντο-

χής τους σε αυτές έχουν θέσει υπό συζήτηση τον πολύτιμο 

ρόλο τους. Παρά το πολυανθεκτικό προφίλ των ανθεκτικών 

στις καρβαπενέμες στελεχών, παρατηρείται ευαισθησία σε 

αντιβακτηριακά όπως η κολιστίνη και η τιγεκυκλίνη, αλλά 

και εύρος στα επίπεδα αντοχής στις καρβαπενέμες, τα 

οποία συχνά είναι σχετικά χαμηλά (≤16 mg/L).21,22 Επίσης, 

εναλλακτικά σχήματα παρατεταμένης έγχυσης μπορεί να 

αυξήσουν τη δράση των καρβαπενεμών για στελέχη με 

τιμές MIC μέχρι και 8 mg/L.23 Ωστόσο, η εμφάνιση στελεχών 

με υψηλότερες τιμές MIC, που δεν μπορούν να καλυφθούν 

από παρατεταμένα σχήματα έγχυσης μονοθεραπείας με-

ροπενέμης, έχει οδηγήσει στη διερεύνηση της χρήσης συν-

δυαστικής θεραπείας ως μιας εναλλακτικής προσέγγισης.

Στην παρούσα μελέτη συγκρίθηκε η αποτελεσματι-

κότητα κλινικών δοσολογικών σχημάτων μεροπενέμης, 

κολιστίνης και τιγεκυκλίνης έναντι κλινικών στελεχών K. 

pneumoniae που παράγουν μία ή περισσότερες από τις 

πλέον διαδεδομένες στην Ελλάδα καρβαπενεμάσες (VIM, 

KPC, NDM, KPC+VIM) και σε συνδυασμό με την επίσης διαδε-

δομένη στη χώρα μας εκτεταμένου φάσματος β-λακταμάση 

SHV-5 με τη χρήση ενός φαρμακοκινητικού-φαρμακοδυνα-

μικoύ μοντέλου. Τα κλινικά σχήματα τα οποία επιλέχθηκαν 

είναι τα ευρύτερα χρησιμοποιούμενα και προσομοιώθηκαν 

οι συγκεντρώσεις που επιτυγχάνονται στον ορό ασθενών 

μετά από χορήγηση 100 mg τιγεκυκλίνης κάθε 12 ώρες, 4,5 

MU κολιστίνης κάθε 12 ώρες και 1 g μεροπενέμης κάθε 8 

ώρες ως ωριαίες εγχύσεις. Οι μονοθεραπείες τιγεκυκλίνης 

και κολιστίνης δεν ήταν αποτελεσματικές έναντι στελεχών 

CP-Κp, ανεξάρτητα από την τιμή MIC, σε αντίθεση με τη 

μονοθεραπεία μεροπενέμης όπου βακτηριοκτόνος δράση 

υπολογίστηκε για στελέχη με τιμές MIC ≤1 mg/L. Από τους 

διπλούς συνδυασμούς, η τιγεκυκλίνη+κολιστίνη δεν ήταν 

Εικόνα 5. Φαρμακοδυναμική τριπλής συνδυαστικής θεραπείας σε στελέχη 

με διαφορετικούς μηχανισμούς αντοχής. Καμπύλες θανάτωσης-χρόνου 
τεσσάρων επί πλέον στελεχών K. pneumoniae (1782, EUG, 1780 και 1781) 
με διαφορετικούς μηχανισμούς αντοχής και αυξανόμενες τιμές MIC στη 
μεροπενέμη (64 mg/L, 128 mg/L, 256 mg/L και 512 mg/L, αντίστοιχα) στο 
in vitro μοντέλο όπου προσομοιώθηκε η τριπλή συνδυαστική θεραπεία 
μεροπενέμης (1 g q8h), κολιστίνης (4,5 MU q12h) και τιγεκυκλίνης (100 
mg q12).

Εικόνα 6. In vitro συσχέτιση της τιμής MIC στη μεροπενέμη και της δράσης 
της μονοθεραπείας και της συνδυαστικής θεραπείας έναντι στελεχών 
Klebsiella pneumoniae που παράγουν καρβαπενεμάσες (CP-Kp).
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δραστική για κανένα στέλεχος ενώ οι διπλοί συνδυασμοί 

μεροπενέμη+τιγεκυκλίνη και μεροπενέμη+κολιστίνη ήταν 

βακτηριοκτόνοι για στελέχη CP-Κp με τιμές MIC ≤8 και ≤128 

mg/L, αντίστοιχα. Το πιο δραστικό σχήμα ήταν ο τριπλός 

συνδυασμός μεροπενέμη+τιγεκυκλίνη+κολιστίνη, ο οποίος 

ήταν βακτηριοκτόνος για στελέχη με τιμές MIC ≤256 mg/L.

Σε προηγούμενες in vitro μελέτες σε στατικά μοντέλα 

μικροαραιώσεων σε ζωμό, οι διπλοί συνδυασμοί κολιστί-

νη+μεροπενέμη και κολιστίνη+τιγεκυκλίνη αλλά όχι ο 

συνδυασμός μεροπενέμη+τιγεκυκλίνη ήταν συνεργικοί 

έναντι CP-Kp στελεχών με διαφορετικούς μηχανισμούς 

αντοχής και ιδιαίτερα για στελέχη με MIC στη μεροπενέμη 

≥8 mg/L.24 Όταν χρησιμοποιήθηκαν μικρότερες συγκε-

ντρώσεις μεροπενέμης (7 mg/L) σε στατικά μοντέλα θα-

νάτωσης-χρόνου, ο συνδυασμός μεροπενέμης+κολιστίνης 

δεν ήταν βακτηριοκτόνος έναντι MBL(+) στελεχών CP-Κp, 

γεγονός που υποδηλώνει τη δοσοεξαρτώμενη φύση των 

φαρμακοδυναμικών αλληλεπιδράσεων.25 Ωστόσο, σε αντί-

θεση με in vitro μελέτες σε στατικά μοντέλα, μελέτες σε 

δυναμικά μοντέλα έδειξαν ότι ο συνδυασμός μεροπενέμης 

(2 g σε τρίωρη έγχυση q8)+τιγεκυκλίνης (100 mg q12) ήταν 

βακτηριοκτόνος στις 48 ώρες, όπως βρέθηκε και στην πα-

ρούσα μελέτη.26 Είναι αναμενόμενο ότι η φαρμακοδυναμική 

των αντιβιοτικών και ιδιαίτερα των χρονο-εξαρτώμενων 

φαρμάκων όπως η μεροπενέμη να διαφέρει μεταξύ μελε-

τών σε στατικά μοντέλα όπου η συγκέντρωση παραμένει 

σταθερή (υψηλές τιμές fT>MIC) και μελετών σε δυναμικά 

μοντέλα όπου η συγκέντρωση μειώνεται με την πάροδο του 

χρόνου (φυσιολογικές τιμές fT>MIC). Η προσθήκη τρίτου 

αντιβιοτικού σε στατικά μοντέλα μικροαραιώσεων δεν 

αύξησε σημαντικά τον βαθμό συνέργειας στους διπλούς 

συνδυασμούς με κολιστίνη, μεροπενέμη και τιγεκυκλίνη.24 

Ωστόσο, η απουσία συνέργειας δεν υποδηλώνει την έλλειψη 

δραστικότητας. Με βάση την καθιερωμένη ορολογία της 

συνέργειας, απαιτείται μείωση των MIC των φαρμάκων 

μόνων τους κατά >2 αραιώσεις όταν συνδυαστούν. Στην 

παρούσα μελέτη, η προσθήκη τιγεκυκλίνης στον διπλό 

συνδυασμό μεροπενέμη+κολιστίνη αύξησε τη βακτηριο-

κτόνο δράση έναντι βακτηρίων με MIC υψηλότερη κατά μία 

αραίωση (από 128 mg/L σε 256 mg/L). Αν και δεν πληροί 

τα κριτήρια της συνέργειας, η ενίσχυση της βακτηριοκτό-

νου δράσης του διπλού συνδυασμού είναι σημαντική. Σε 

in vivo μελέτες σε λοιμώξεις μηρού, οι διπλοί συνδυασμοί 

τιγεκυκλίνης+κολιστίνης και τιγεκυκλίνης+μεροπενέμης 

δεν ήταν αποτελεσματικοί.15 Ένας πιθανός μηχανισμός 

αυτής της ενίσχυσης της δράσης της μεροπενέμης παρου-

σία κολιστίνης και τιγεκυκλίνης θα μπορούσε να ήταν το 

γεγονός ότι η κολιστίνη αποσταθεροποιεί και δημιουργεί 

πόρους στις βακτηριακές μεμβράνες, αυξάνοντας έτσι τη 

διαπερατότητα σε άλλα αντιβιοτικά, όπως η μεροπενέμη και 

η τιγεκυκλίνη, τα οποία δρουν σε διαφορετικούς στόχους. 

Σε πολλές κλινικές μελέτες οι οποίες αφορούν στη 

θεραπεία λοιμώξεων από στελέχη που παράγουν καρβα-

πενεμάση με τη χρήση καρβαπενεμών, βρέθηκε ότι αν το 

στέλεχος έχει MIC ≤8 mg/L στις καρβαπενέμες, η συνδυα-

στική θεραπεία με καρβαπενέμη και ένα ακόμη δραστικό 

φάρμακο (μια αμινογλυκοσίδη ή κολιστίνη ή τιγεκυκλίνη) 

συσχετίζεται με σημαντικά χαμηλότερη θνητότητα απ’ 

ό,τι η συνδυαστική θεραπεία με άλλα φάρμακα εκτός 

καρβαπενεμών αλλά με in vitro δραστικότητα.27 Τα εν λόγω 

ευρήματα ήταν επίσης σε συμφωνία με φαρμακοκινητικά/

φαρμακοδυναμικά δεδομένα από ανθρώπους.28–30 Σε μια 

πολυκεντρική αναδρομική μελέτη ασθενών με βακτηριαι-

μία από στελέχη CP-Kp, η τριπλή συνδυαστική θεραπεία 

με κολιστίνη+μεροπενέμη+τιγεκυκλίνη σχετιζόταν με 

χαμηλότερη θνητότητα απ’ ό,τι οι μονοθεραπείες και οι 

διπλές συνδυαστικές θεραπείες.31 Μάλιστα, το ποσοστό 

επιβίωσης για λοιμώξεις από στελέχη με υψηλές τιμές MIC 

στη μεροπενέμη (8 mg/L και ≥16 mg/L) ήταν σημαντικό 

(75% και 65%, αντίστοιχα), όπως έδειξε και η παρούσα 

μελέτη, όπου ο τριπλός συνδυασμός ήταν βακτηριοκτόνος 

για στελέχη με τιμές MIC στη μεροπενέμη ≥16 mg/L. Σε 

μια άλλη αναδρομική μελέτη της ίδιας ομάδας βρέθηκε 

ότι το ποσοστό επιβίωσης ασθενών με λοιμώξεις από 

πολυανθεκτικά στελέχη ήταν σημαντικά υψηλότερο όταν 

χρησιμοποιήθηκε η υψηλή δόση τιγεκυκλίνης (100 mg q12) 

στη συνδυαστική θεραπεία μόνο για στελέχη CP-Kp και όχι 

για Acinetobacter baumannii ή άλλα βακτήρια.32

Συμπερασματικά, η παρούσα μελέτη έδειξε ότι η υπε-

ροχή της τριπλής συνδυαστικής θεραπείας που βρέθηκε 

σε αναδρομικές κλινικές μελέτες έχει φαρμακοδυναμική 

προέλευση, καθώς αυξάνεται η βακτηριοκτόνος δράση του 

τριπλού συνδυασμού ακόμη και για στελέχη με MIC 256 

mg/L στη μεροπενέμη. Επί πλέον, η παρούσα μελέτη έδειξε 

ότι η βακτηριοκτόνος δράση της μεροπενέμης αυξάνεται 

και με τους διπλούς συνδυασμούς μεροπενέμη+τιγεκυκλίνη 

και μεροπενέμη+κολιστίνη για στελέχη με MIC 8 mg/L και 

128 mg/L, αντίστοιχα, και ότι η σχετική δράση παρατηρή-

θηκε με την ημίωρη έγχυση 1 g μεροπενέμης q8, 4,5 MU 

κολιστίνης q12 και την υψηλή δόση τιγεκυκλίνης των 100 

mg q12. Επομένως, οι παραπάνω συνδυαστικές θεραπείες 

καθιερωμένων δοσολογικών σχημάτων μπορεί να αυξήσουν 

την αποτελεσματικότητα της αντιβακτηριακής θεραπείας 

έναντι λοιμώξεων από CP-Kp χωρίς να απαιτείται αύξηση 

των δόσεων που ενδεχομένως να οδηγούσε σε αυξημένη 

τοξικότητα. 
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ABSTRACT

Combination therapy against multidrug resistant carbapenemase producing  

Klebsiella pneumoniae in an in vitro pharmacokinetic-pharmacodynamic model

M. TSALA,1 S. VOURLI,1 G. DAIKOS,2 A. TSAKRIS,3 S. POURNARAS,1 J. MELETIADIS1

1Clinical Microbiology Laboratory, “Attikon” University General Hospital, School of Medicine, National and 

Kapodistrian University of Athens, Athens, 2First Department of Internal Medicine, “Laiko” General Hospital, 

National and Kapodistrian University of Athens, Athens, 3Department of Microbiology, School of Medicine, 

National and Kapodistrian University of Athens, Athens, Greece

Archives of Hellenic Medicine 2018, 35(2):198–206

OBJECTIVE Infections by multidrug resistant carbapenemase producing Klebsiella pneumoniae isolates (CP-Κp) are 

associated with a high mortality rate, particularly in immunocompromised patients. Because of an increase in resis-

tance rates to carbapenems and the lack of new active antibacterial drugs, combination therapy is often used against 

CP-Κp. In the present study, human pharmacokinetics of meropenem, colistin and tigecycline monotherapy and 

combination therapy (double and triple) were simulated in an in vitro pharmacokinetic-pharmacodynamic model. 

Antibacterial activity against CP-Κp isolates with different resistance mechanisms and reduced susceptibility to me-

ropenem was assessed. METHOD The effect was studied of the triple combination meropenem+colistin+tigecycline 

against a wild-type susceptible and six CP-Kp isolates (two producing VIM, one KPC, one NDM, one KPC+VIM and one 

KPC+VIM+SHV-5) with MIC of meropenem 0.06 mg/L and 16–512 mg/L, respectively. The human plasma concentra-

tion-time profiles of 100 mg tigecycline q12, 4.5 MU colistin q12 και 1 g meropenem q8 as one hour’ infusion were 

simulated for 48 hours. Drug levels were measured by microbiological assay. Bacterial burden (log10 CFU/mL) was de-

termined with quantitative cultures at regular time intervals and the reduction from the initial inoculum of 107 CFU/

mL was calculated at 48 hours. The bactericidal activity (>3 log10 CFU/mL reduction)-MIC relationship of monothera-

py and combination therapy regimens was analyzed using the Emax model. RESULTS The wild-type isolate was killed 

by meropenem monotherapy and combination therapy regimens. Tigecycline and colistin alone and in combination 

were not active. Against the CP-Kp isolates, meropenem was not effective alone but its activity was enhanced by tige-

cycline, colistin and tigecycline+colistin. The highest MIC of meropenem where bactericidal activity was found against 

CP-Kp isolates were 1 mg/L, 8 mg/L, 128 mg/L and 256 mg/L for meropenem monotherapy, the double combinations 

meropenem+tigecycline and meropenem+colistin and the triple combination meropenem+tigecycline+colistin, re-

spectively. CONCLUSIONS The double combinations meropenem+tigecycline and meropenem+colistin and the tri-

ple combination meropenem+tigecycline+colistin were effective against CP-Kp isolates with MIC ≥8 mg/L. Combi-

nation therapy may increase the efficacy of antimicrobial therapy and can provide an alternative effective approach 

for the treatment of multidrug resistant infections. 

Key words: Colistin, Combination therapy, Klebsiella pneumoniae, Meropenem, Tigecycline 
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