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Vyuziti diskového difuzniho testu v epidemiologické typizaci
multirezistentnich kment Acinetobacter baumannii

A. NEMEC

Stdtni zdravotni stav, Praha

SOUHRN

Nemec A.: Vyuziti diskového difuzniho testu v epidemiologické typizaci multirezistentnich kmenii Acinetobacter ba

Cil: Vyhodnotit G&innost diskového difuzniho testu pro epidemiologickou typizaci nemocni¢nich kment komplexu Acinetobacter calcoaceticus-
Acinetobacter baumannai.

Metodika: Antibiotika pro typizaci byla vybrana z 18 preparatii podle distribu¢nich charakteristik a vzijemné korelace u epidemiologicky he-
terogenniho souboru kment (n = 103). Sestavy praméri inhibi¢nich z6n (kvantitativni antibiogramy) byly porovnény pomoci shlukové analy-
zy s euklidovskou vzdalenosti (E) jako koeficientem podobnosti. Rozli$ovaci G¢innost kvantitativniho antibiogramu a dalsich epidemiologic-
kych markert byla vypoétena pomoci diskrimina¢niho indexu (D) pro 57 epidemiologicky nesouvisejicich kmenti. Stabilita a epidemiologicka
konkordance byla analyzovana u deviti skupin, z nichZ kazda zahrnovala pouze izolaty s epidemiologickou vazbou (n = 46).

Vysledky: Typizaéni sestava zahrnovala 11 antibiotik (ampicilin+sulbaktam, piperacilin, ceftazidim, imipenem, ko-trimoxazol, ofloxacin, gen-
tamicin, tobramycin, amikacin, netilmicin a tetracyklin). Reprodukovatelnost kvantitativniho antibiogramu byla 97 % pfi E < 8. Ve srovnani
s ribotypizaci a biotypizaci dosahla tato metoda nejvyssi rozliSovaci G¢innost pro multirezistentni kmeny A. baumannii (D = 0,95). Vysledkem
numerické analyzy kvantitativnich antibiogrami u 46 multirezistentnich izolatii A. baumannii bylo osm zfetelné odliSenych shluki. Sedm shlu-
kit zahrnovalo pouze izolity s epidemiologickou vazbou a shodnym genotypem, jeden shluk obsahoval izolaty dvou biochemicky i genotypové
odlisnych skupin a dva izolaty zustaly z diivodu nestability rezistence nezarazeny.

Zavér: Analjza kvantitativnich antibiogrami je vhodnou metodou typizace multirezistentnich kment A. baumannii. Ma vysokou rozliSovaci
G¢innost a umoziuje diferencovat kmeny s podobnym genotypem. Meze metody vypljvaji z nestability markerii rezistence a fenotypové kon-
vergence.

SUMMARY

Nemec A.: Use of the disk diffusion test for epidemiological typing of multiresistant Acinetobacter ba ii strains.

Objective: To assess the efficacy of the disk diffusion test in epidemiologital typing of hospital strains of the Acinetobacter calcoaceticus-
Acinetobacter baumannii complex.

Methods: The antibiotics for typing were selected from 18 drugs according to the distribution characteristics and correlation in 103 epidemi-
ologically unrelated strains. Sets of inhibition zone diameters, i.e. quantitative antibiograms, were compared using cluster analysis with
Fuclidian distance as the criterion of similarity. To evaluate the discriminatory power of the quantitative antibiogram and other phenotypic
and genotypic markers, discrimination indices (D) were calculated from the data obtained with 57 epidemiologically unrelated strains. Stability
and epidemiologic concordance were tested in nine groups of epidemiologically related A. baumannii isolates (n = 46).

Results: Eleven antibiotics were selected for typing: ampicillin+sulbactam, piperacillin, ceftazidime, imipenem, co-trimoxazole, ofloxacin, gen-
tamicin, tobramycin, amikacin, netilmicin and tetracycline. The reproducibility of the quantitative antibiograms was 97 % at the Euclidian di-
stance lower than or equal to 8. Compared to ribotyping and biotyping, the discriminatory power of quantitative antibiogram typing was hig-
hest for the multiresistant strains of A. baumannii (D = 0,95). Numerical analysis of the antibiograms of 46 multiresistant A. baumannii isolates
yielded eight distinct clusters which correlated with the epidemiological data and genotypic properties of the isolates. Each of seven clusters
grouped only epidemiologically related isolates, while one cluster united the isolates belonging to two genetically and epidemiologically di-
stinct groups, and two isolates remained unclustered due to their instabiiity in resistance.

Conclusion: The similarity analysis of quantitative antibiograms is a suitable tool for typing multiresistant strains of A. baumannii, having a high
discriminatory power and potential for differentiating strains with similar genotypes. Limits to the method are given by the instability of the
resistance markers and phenotypic convergence.
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Uvod

Epidemické a endemické kmeny jsou Casto rezistentni k fadé pd-

Bakterie rodu Acinetobacter patii k vyznamnym pivodciim ne-
mocni¢nich infekci. Kolonizuji a infikuji dychaci a mocovy trakt,
popdlené plochy a rany, mohou vyvolavat meningitidy a sepse [1].
Nejvetsi riziko predstavuji pro pacienty vyZadujici intenzivni péci
spojenou s invazivnimi lécebnymi a diagnostickymi zdkroky. Na
anesteziologicko-resuscitadnich oddélenich a jednotkach intenziv-
ni péce zplisobuji az 8 % vsech infekci bakteridlni etiologie [2].
Opakované bylo doloZeno hromadné $ifeni kment, a to v podobé
epidemického i dlouhodobého endemického vyskytu [3,4,5].

vodné t¢innych antibiotik, zvl. ze skupin B-laktami, aminoglyko-
sidti a fluorochinolonu [3].

Klinicky a epidemiologicky nejvyznamnéjsi skupinou rodu je
komplex A. calcoaceticus-A. baumannii (Acb), ktery vyrazn€ pfe-
vaZuje mezi nemocniénimi kmeny acinetobakterd [6,7,8].
Komplex Acb zahrnuje ¢tyfi fenotypové podobné aviak genotypo-
vé distinktni druhy, resp. genomospecies: A. calcoaceticus, A.
baumannii, genomospecies 3 a genomospecies 13TU [9].
Nejcast&ji je izolovdn A. baumannii, k némuzZ pati{ pfevdZzna vetsi-
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na multirezistentnich a hromadné se vyskytujicich kmeni [8,10].
Komplexni subspecifickd analyza nemocniénich kment pochaze-
Jicich z riznych mist severozdpadni Evropy prokézala, Ze v&tSina
epidemickych kment A. baumannii nilezi do dvou genotypové
diskrétnich skupin, tzv. epidemickych klond 1 a II [11].
Multirezistentni kmeny s podobnymi vlastnostmi se ¢asto izoluji
i v Ceské republice [10].

Predpokladem ucinné kontroly nemocniénich infekci je do-
stupnost typizaéni metody umoZziujici rychlé a spolehlivé odlise-
ni izoldth epidemického, resp. endemického kmene od ostatnich
kment téhoZ druhu. Nejic¢inné€jsi jsou metody strukturdlni analy-
zy genomu, zv143t¢ makrorestrikéni analyza DNA spojend se se-
paraci DNA v pulznim elektrickém poli [4,12], ribotypizace
[12,13] nebo metody zaloZené na polymerdzové fetézové reakci

Obr. 1
Distribuce primérd inhibiénich zén u 52 multirezistentnich a 51 relativné citlivych kmen( komplexu A. calcoaceticus - A. baumannii.
Kmeny jsou kategorizovany na rezistentni (R), intermedialné citlivé (I) a citlivé (C) podle hraniénich pramérd inhibiénich zén (12)
doporucenych NCCLS
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[4,14]. Tyto metody vSak vyZaduji ndkladné pfistrojové a materid-
lové vybaveni a nejsou dostupné pro rutinni klinické laboratofe.
Vysetfeni citlivosti pomoci diskového difuzniho testu je oproti to-
mu ekonomicky nendro¢né a jeho vysledky jsou dostupné jiz
v prvni etapé bakteriologické analyzy.

Cilem této studie bylo vyhodnotit i¢innost diskového difuzniho
testu pro epidemiologickou typizaci nemocni¢nich kmenti kom-
plexu Acb. Kvantitativni vysledky testu a jejich kvalitativni inter-
pretace byly analyzovany podle doporuceni Evropské studijni sku-
piny pro epidemiologické markery [15]. Podle distribu¢nich
charakteristik 18 antibiotik a jejich vzdjemné korelace u epidemio-
logicky heterogenniho souboru kment byla vybrdna typizacni se-
stava, u niZ byla stanovena reprodukovatelnost a rozliSovaci G¢in-
nost. Stabilita a epidemiologickd konkordance byla testovdna na
deviti skupinach epidemiologicky souvisejicich izolatt.

Materidl a metody

Kmeny. Soubor A zahrnoval 103 kment komplexu Acb, které
byly detailné fenotypové a genotypové charakterizovdny v pred-
chozim sdéleni [10]. Soubor byl vybran z vice neZ 400 klinickych
izolatd komplexu Acb zaslanych do Stdtniho zdravotniho Gstavu
v letech 1991 - 1997 tak, aby zahrnoval kimeny maximdlné hetero-
genni v ¢ase a mist& izolace. VSechny kmeny byly izolovény z kli-
nického materidlu hospitalizovanych pacientii a pochazely ze
40 nemocni¢nich odd&leni ve 14 méstech. 77 kmenii bylo identifi-
kovéno jako A. baumannii, 14 jako genomospecies 3, 10 jako ge-
nomospecies 13TU, 1 jako A. calcoaceticus a 1 kmen nebyl jed-
nozna&né zatazen. Podle kvalitativni citlivosti k osmi antibiotikiim

(ampicilin-sulbaktam, tikarcilin, ceftazidim, ofloxacin, ko-trimo-
xazol, gentamicin, tobramycin a amikacin) byly v souboru rozli-
Seny dv& skupiny: 1) multirezistentni kmeny (n = 52, pouze A.
baumannii) rezistentni nejméné ke dvéma antibiotikim (primérné
pét aZ Sest rezistenci na kmen) a 2) relativné citlivé kmeny (n = 51)
citlivé ke viem antibiotikim (n = 48) nebo rezistentni pouze ke
ko-trimoxazolu (n = 3).

Soubor B zahrnoval devét skupin, z nichZ kazda obsahovala Cty-
fi a7 Sest izolatd komplexu Acb pochdzejicich z téhoZ nemocnic-
niho oddé&leni (tabulka I). Izolaty byly zachyceny béhem explo-
zivniho nebo endemického vyskytu ¢i béhem systematického
monitorovdni multirezistentnich kmenti acinetobakterdi a jejich
epidemiologickd vazba byla pfedbéZné ovéfena restrik¢ni analy-
zou bun&éné DNA pomoci endonukledzy HindIII.

Ribotypizace. Bunéénd DNA izolovana fenol-chloroformovou
extrakci [13] byla $tépena restrikéni endonukledzou EcoRI
Elektroforeticky rozdélend DNA byla vakuové pfenesena na nylo-
novou membrinu (Zeta-Probe, Bio-Rad) a hybridizovana s IDNA
znacenou digoxigeninem, kterd byla pfipravena reverzni transkrip-
ci z 16S-23S rRNA (Boehringer) [10]. Fragmenty DNA s navdza-
nou sondou byly imunochemicky detekovany soupravou DIG
Nucleic Acid Detection Kit (Boehringer). Druhova identifikace
byla provedena porovnanim EcoRI profilii studovanych izoldtd
s profily referen¢nich kmend komplexu Acb [13]. Ribotyp defino-
vany pro Gcely subspecifické analyzy zahrnoval pouze identické
profily.

Biotypizace a Ciselné oznadeni jednotlivych biotypii byly prove-
deny podle typizaéniho schématu Bouveta a Grimonta, zaloZzeném

Obr. 2
RozloZeni priiméru inhibiénich zon u dvojic antibiotik s nejvétsi korelaci
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Tabulka 1

Pdvod epidemiologicky souvisejicich izolatl komplexu A. calcoaceticus - A. baumannii
Skupina Izol4ty &. Lokalita Oddéleni Prevarujici materidl  Casové rozmez izolace
A 220, 221, 222, 223 Kladno novorozenecké sputum 22.1.-24.3.1993
B 154, 160, 162, 167, 172, 186 Praha popdleninové rizny 3.8.-22. 10. 1993
c 359,360,361, 362,363  Plzei ARO sputum 29.8.-3.9. 1994
D a 307, 340, 342, 343,7 54;9, 350 Ostrava popéleninové sté;' z popéleniny ”77275. 1.-27.5. 197974 7
E 302, 304, 317, 318, 354 Kladno ARO 7 sputum 27.6.-9.9. 195;1
F 656, 657, 658, 659, 660, 661 Praha neurologické B sputum 1.4.-4.4.1996
G 481, 718, 719, 723, 729 C. Budégjovice ARO sputum 3.3.-23.8.1997
H 720, 721, 731, 865 C. Budéjovice pediatrické sputum 30.7.-29. 11. 1997
I 471, 480, 691, 867, 869 C. Budgjovice ARO rizny 20. 1. - 28. 11. 1997

na rozdilech v utilizaci levulinatu, citrakondtu, fenylacetatu (L-fe-
nylalaninu), 4-hydroxybenzodtu a L-tartratu [7].

Makrorestrikéni analyza (PFGE). Pro pfipravu chromozomadlni
DNA v agar6zovych bloccich byla modifikovana metoda podle de
Lencastre et al. [16]. 0,5 ml bujonové (TSB, Difco) kultury (kulti-
vace 16 h pti 30 °C) bylo zahusténo centrifugaci, sediment promyt
v 0,5 ml pufru PIV (10 mM Tris pH 8,0, 1 M NaCl) a koncentra-
ce bunék byla upravena na ODsy, = 8,0. Agar6zové disky o obje-
mu 20 pl byly pfipraveny z bunééné suspenze smichané v ekviva-
lentnim poméru se 100 ul 1% agarézy (Low-gelling-temperature,
Sea Plaue, FMC Bioproducts). Disky byly inkubovdny 3 h pfi
37 °C v 1 ml pufru EC (6 mM Tris pH 8,0, 1 M NaCl, 0,IM
EDTA pH 8,0, 0,2% deoxycholét sodny, 0,5% Sarkosyl) obsahuji-
cim lysozym (100 pg/ml), lysostafin (50 pg/ml) a RNazu A (50 pg/ml),
poté 17 h pfi 50 °C v roztoku proteinazy K (1 mg/ml) v 1 ml pu-
fru ES (0,5 M EDTA pH 9,0, 1% Sarkosyl) a nakonec pétkrat pro-
myty ve 13 ml pufru TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,5). DNA
byla Stépena restrikéni endonukledzou Apal (New England
BioLabs) a restrikéni fragmenty byly separovany v 1% agardze
(SeaKem LE, FMC Bioproducts) a TBE pufru (45 mM Tris,
45 mM kyselina boritdi, 1 mM EDTA pH 8,0) na zafizeni
CHEF-DR III (Bio-Rad). Elektroforéza probihala 20 h pfi 14 °C
a linedrnim zvySovéani délky pulzti od 4 do 28 s. Jako molekulovy
standard byl pouzit 50 kb A DNA ladder (New England BioLabs).
Podobnost profilti byla interpretovdana podle doporuceni Tenovera
et al. [17].

Antibiogram. Citivost na 18 antibiotik byla vySetfena diskovou
difuzni metodou na Mueller Hinton agaru (Oxoid) standardizova-
nou podle NCCLS [18]. Testovany byly (u1g/disk): ampicilin (10),
ampicilin+sulbaktam (10 + 10), ‘aztreonam (30), cefotaxim (30),
ceftazidim (30), imipenem (10), piperacilin (100), tikarcilin (75),
amikacin (30), gentamicin (10), kanamycin (30), netilmicin (30),
tobramycin (10), tetracyklin (30), ciprofloxacin (5), kyselina nali-
dixova (30), ofloxacin (5) a ko-trimoxazol (sulfametoxazol + tri-
metoprim: 23,75 + 1,25) (Oxoid). Pudy byly inkubovany
18 - 20 hodin pfi 37 °C, pruméry inhibi¢nich zén (IZ) byly méfe-
ny posuvnym méfitkem. Jako standard pro stanoveni reprodukova-
telnosti jednotlivych méfeni byl pouZzit relativné citlivy kmen A.
baumannii 56, u souboru B navic multirezistentni kmen A. bau-
mannii 470. Kmeny byly klasifikovany jako citlivé, intermedidarné
citlivé nebo tezistentni podle kritérii NCCLS [18].

Terminologie. Termin ,,antibiotikum® je pouZit pro v§echny stu-
dované litky s antibakteridlni aktivitou a jejich dvojkombinace.
,.Kvantitativni antibiogram* je sestava praméra IZ (y mm) k testo-
vanym antibiotikim. .

Vypodet podobnosti a statistickd analyza. Statistické vypocty
byly provedeny v programovém prostfedi Statistica 5.1 (StatSoft).

Korelace mezi priiméry IZ pro jednotliva antibiotika byla vypocte-
na pomoci Spearmanova koeficientu (r). K vyjadieni podobnosti
kvantitativnich antibiogramti byla pouZita euklidovskd vzddlenost
(E) uddvajici vzddlenost ve vicerozmérném prostoru, na jehoZ sou-
fadnicich jsou vyneseny priméry IZ pro jednotlivd antibiotika
[19]. Shlukovaci metodou pro konstrukci fenogramt byla UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Averages). RozliSovaci
ucinnost (discriminatory power) byla vyjadfena pomoci diskrimi-
nac¢niho indexu [20]:

N

D=1-1/N(N-1)Xa;
j=1
kde N je celkovy pocet kmenti v testovaném souboru a a; je po-

Cet kment, které nelze odlisit od j-t¢ho kmene. D vyjadfuje prav-
dépodobnost, s niz budou odliSeny dva ndhodné vybrané kmeny
z testovaného souboru, a nabyva hodnot v intervalu <0,1> (pfi
D =1 Ize vzdjemné odlisit vSechny kmeny). Za hrani¢ni hodnotu
pro statistickou pouzitelnost metody je povaZzovana D = 0,9 [21].

Vysledky
Soubor A

Distribuce priiméri inhibi¢nich zén. Obrdzek 1 ukazuje rozlo-
Zeni citlivosti pro 14 antibiotik, u nichZ byla zfetelné odliSena re-
lativné citlivd a rezistentni populace. Pouze v pfipadé imipenemu
tvofily vSechny kmeny nediferencovany shluk v citlivé oblasti.
U ampicilinu, cefotaximu a aztreonamu nebylo rozliSeni na popu-
lace zjevné a vSechny kmeny byly podle hrani¢nich primérd 1Z
kategorizovany jako rezistentni nebo intermedidrné citlivé.
RozliSeni kmenil na multirezistentni a relativné citlivé vymezilo
populace primarné€ citlivych kmend s pfiblizné normélnim rozlo-
Zenim hodnot. Interpretace citlivosti- podle hrani¢nich praméri 1Z
neodpovidala vZdy rozloZeni naméfenych hodnot. Napiiklad u am-
picilin+sulbaktamu byly kmeny tvofici diskrétni populaci se sni-
Zenou citlivosti zafazeny do vSech tf{ kategorif citlivosti a u kyse-
liny nalidixové, piperacilinu a tetracyklinu byla znand Cdst
relativng citlivé populace klasifikovdna jako intermedidrné citliva.

Koreladnf analyza. Nejvyssi korelace byla zjist€na u dvojic: of-
loxacin a ciprofloxacin (r = 0,98), ofloxacin a nalidixové kyselina
(r=0,92), ciprofloxacin a nalidixova kyselina (r = 0,91), tikarcilin
a ampicilin+sulbaktam (r = 0,90), kanamycin a gentamicin
(r=0,89), piperacilin a tikarcilin (r = 0,89), tikarcilin a kanamycin
(r=0,89). Na obr. 2a a 2b je znazornéno vzajemné rozloZeni pri-
mérl IZ pro chinolonova antibiotika. Hodnoty pro ciprofloxacin
a ofloxacin korelovaly v celé kvantitativni $kdle; rozdil mezi oflo-
xacinem a nalidixovou kyselinou (podobné mezi ciprofloxacinem
a nalidixovou kyselinou) byl ddn pouze niZ§im rozliSenim rezi-
stentnich kment kyselinou nalidixovou. V piipadé B-laktami byla

Klinickd mikrobiologie a infekéni Iékarstvi 1999 9-10

291 |




PUVODNI PRACE

podobnd zdvislost zjist€éna u kombinace ampicilin+sulbaktam a ti-
karcilinu (obr. 2c), v pfipadé aminoglykosidi u gentamicinu a ka-
namycinu (obr. 2d). Rezistentni kmeny byly méné rozliseny tikar-
cilinem a kanamycinem. Pouze jediny kmen byl rezistentni ke
gentamicinu a citlivy ke kanamycinu.

Typizacnf sestava. Podle distribuce primérii IZ a korelace che-
micky pfibuznych preparatii a s prihlédnutim ke klinické pouZitel-
nosti bylo pro typizaci vybrdno 11 antibiotik (ampicilin+sulbak-
tam, piperacilin, ceftazidim, imipenem, ko-trimoxazol, ofloxacin,
gentamicin, tobramycin, amikacin, netilmicin a tetracyklin). Z pt-
vodni sestavy byly kromé nedéinného ampicilinu, aztreonamu
a cefotaximu vyfazeny ciprofloxacin, nalidixova kyselina, tikarci-
lin a kanamycin, a to z diivodu zminéné vysoké korelace s jinymi
antibiotiky a niZ$i diferenciace rezistentnich kmend.

Reprodukovatelnost. Na obr. 3 je zndzornéna distribuce eukli-
dovskych vzdalenosti vypoctenych pro dvojice nezavislych vyset-
feni u 65 kment. Hodnoty E byly u 63 kment mensi neZ 8, pouze
ve dvou pfipadech (kmeny ¢. 48 a 78) byly vyrazné vyssi (E= 17,5,
resp. 16,7). E = 8, pfi niZ bylo dosazeno 97% reprodukovatelnosti,
byla zvolena za hrani¢ni hodnotu, pod niZ 1ze rozdily povaZovat za

nihodné a nevyznamné pro rozliseni kment. Reprodukovatelnost
profild rezistence stanovenych podle hrani¢nich priméri pro tutéz
sestavu experimentalnich tdaji byla pfi poZadavku naprosté sho-
dy profili pouhych 83 %. Divodem byl vétSinou rozdil v rezisten-
ci k jednomu antibiotiku, vyplyvajici z drobnych oscilaci kolem
hrani¢nich priméri. Pokud byl kritériem pro rozliSeni profili roz-
dil v rezistenci nejméné ke dvéma antibiotikim, dosahla reprodu-
kovatelnost 98 %.

V tabulce 2 jsou uvedeny pruméry IZ pro izolaty reprezentujici
Lrezistentni“ a ,.citlivé” subpopulace kment ¢. 48 a 78. Zatimco
u ostatnich kmeniti dosahovaly rozdily primért IZ pfi opakovaném
vySetfeni 1 - 3 mm (vyjime¢né 4 mm), byly u téchto kment zjiste-
ny rozdily odpovidajici vzdalenosti rezistentni a citlivé populace
komplexu Acb (viz obr. 1). V piipadé 48a/48b byl tento rozdil
pouze u ko-trimoxazolu, u 78a/78b soucasné u nékterych [-lakta-
movych antibiotik (ampicilin+sulbaktam, tikarcilin, piperacilin)
a aminoglykosidi (kanamycin, gentamicin). Obé subpopulace by-
lo moZno z piivodnich kultur ziskat opakovan¢; u kmene 78 vzdy
s kvantitativnim antibiogramem odpovidajicim bud’ izolatu 78a,
nebo 78b. Makrorestrikéni analyza DNA pomoci Apal vyloucila

Tabulka 2
Praméry inhibi¢nich z6n (v mm) u subpopulaci kmen( 48 a 78

Kmend. AMS TIC PP CIZ CIX IMI AZT COT NAL OFL KAN GEN TOB AMI NET TET
48a 15 6 20 16 28 11 6 18 23 6 6 7 18 13 6
48b 12 6 12 2 17 29 12 24 18 2 6 6 8 18 14 6
78a 15 6 B3 21 14 30 8 6 7 13 6 9 2 B 2 6
78b 26 20 20 20 13 28 8 6 7 3 23 19 2 23 20 6

Zkratky: AMS ampicilin + sulbaktam; TIC tikarcilin; PIP piperacilin; CTZ ceftazidim; CTX cefotaxim; IMI imipenem; AZT aztreonam; COT ko-trimo-
xazol; NAL nelidixova kyselina; OFL ofloxacin; KAN kanamycin; GEN gentamicin; TOB tobramycin; AMI amikacin; NET netilmicin; TET tetracyklin

Tabulka 3
Hodnoty diskriminacniho indexu pro Ctyfi typizani metody

Epidemiologicky marker Multirezistentni a relativné citlivé kmeny Multirezistentni kmeny

(n=57) (n=35)
Kvantitativni antibiogram 0,905 0,951
Profil rezistence 0,799 0,818
EcoRI ribotyp o 0,814 0523
Biotyp o 10,795 0,674

Tabulka 4

Genotypové a biochemické vlastnosti epidemiologicky souvisejicich izolatu

Skupina Pocet izol4ti Klon EcoRlI ribotyp Apal PFGE Biotyp
A 4 I B a 2
B 6 I A b 6
c 5 1 A c 6
D 6 I A d 11*
E 5 D e 6
F 6 c f 2
G 5 i B I A g o 6
H 4 C h 2
I 5 o B i 2

* jeden izoldt nerostl na Zddném z testovanych substratl
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Obr. 3
Distribuce euklidovskych vzdalenosti pro dvojice nezavislych vySetieni kvantitativnino antibiogramu
u 65 kmenl komplexu A. calcoaceticus - A. baumannii
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v obou pfipadech mozZnost kontaminace jinym kmenem:
48a/48b mély shodné profily, u 78a/78b byl zjistén rozdil pouze ve
velikosti nejvétsiho fragmentu.

Rorzlisovaci déinnost. Rozlisovaci G¢innost typiza¢ni sestavy by-
la stanovena pro 35 multirezistentnich a 22 relativné citlivych
kment A. baumannii, vybranych ze souboru A tak, aby kazdou lo-
kalitu reprezentoval pouze jeden kmen s uréitou kombinaci geno-
typovych markerl (EcoRI ribotyp, plazmidovy profil) a biotypu.
Tim se sniZila pravdépodobnost, Ze v souboru budou zahrnuty
mnohocetné izolaty endemickych kmena. Na obr. 4 je uveden fe-
nogram podle kvantitativnich antibiogrami s vyznacenim ribotyp
a biotypil. Na hladin€ E = 8 bylo rozliSeno 8 shlukii a 17 jednotli-
vych kment. Zatimco vétSina relativné citlivych kmenu tvofila je-
diny shluk, byly multirezistentni kmeny klasifikovany do Sesti
mensich shluki a 15 jednotlivych kmenu. S tim kontrastovala bio-
chemickd a genotypova heterogenita relativné citlivych kmenti
a nizka diverzita multirezistentnich kmendQ. V tabulce 3 jsou uve-
deny hodnoty diskrimina¢niho indexu pro typizaci podle kvantita-
tivnich antibiogramu a profild rezistence, ribotypizaci a biotypiza-
ci. Pouze u kvantitativniho antibiogramu byly dosaZeny pfijatelné
hodnoty indexu pro cely soubor a multirezistentni kmeny.

Soubor B

Vlastnosti a klondln{ pfislusnost. Podle EcoRI ribotypl byly
vSechny izoldty identifikovany jako A:. baumannii. Z tabulky 4 je
zfejmé, Ze izoldty kazdé skupiny byly genotypové a biochemicky
homogenni. Jedinou vyjimkou byl izoldt ¢. 350, ktery na rozdil od
ostatnich izolatl skupiny D nerostl na Zadném substritu. V néko-
lika piipadech byly u izolat téZe skupiny zjistény rozdily v Apal
profilech. Tyto rozdily se tykaly polohy nejvyse tfi fragmenti
a byly vysvétlitelné jako disledek jediné genetické uddlosti (napf.
ztraty nebo vytvoreni cilové sekvence pro restrikéni endonukled-
zu). Oproti tomu byly rozdily mezi profily riznych skupin vétsi
a epidemiologicky nesouvisejici izoldty mohly byt spolehlivé od-

liSeny (viz obr. 5). EcoRlI ribotyp a biotypy zjisté€né u skupin B, C,
D a G odpovidaly epidemickému klonu I, vlastnosti skupin
A al epidemickému klonu II. '
Kvantitativni antibiogram. Na obr. 6 je zndzornén fenogram
podle priméri IZ. Vysledky pro referen¢ni kmeny ¢. 56 a 470 se
shlukovaly na hladiné E = 4. Shluky odpovidajici jednotlivym sku-
pindm epidemiologicky souvisejicich izoldti byly rozliseny pfi
E=6-11. Shluky 1 - 7 zahrnovaly pouze epidemiologicky souvi-
sejici izoldty se shodnym genotypem; shluk 8 obsahoval izoldty bi-
ochemicky i genotypové odlisnych skupin B a 1. Dva izolaty zi-
staly nezafazeny. Izoldt ¢. 659 se k ostatnim izoldtim skupiny
E pfipojoval na hladin¢ E = 12 a lisil se od nich pouze citlivosti na
amikacin (IZ = 22 mm oproti 7 mm u ostatnich izolatd). Druhy ne-
zafazeny izoldt, ¢. 222, se lisil od ostatnich izoldti skupiny
A kvantitativni i kvalitativni citlivosti na v§echny aminoglykosidy
a chinolony a nékterd -laktamova antibiotika. S vyjimkou pipera-
cilinu byl ke vSem antibiotikiim citlivéjsi s primérem IZ u nékte-
rych antibiotik dokonce vétSim, nez je bézné u citlivych kmenti
(napft. IZ = 30 mm pro ofloxacin, IZ = 25 mm pro amikacin). Tento
izoldt jako jediny nepochdzel z klinického materidlu, ale byl izolo-
van z respirdtoru béhem epidemie na novorozeneckém oddéleni.

Diskuze

Kbvalitativni interpretace primérti IZ nebo minimdlnich inhibi¢-
nich koncentraci (MIK) je béZnou souédsti studii zabyvajicich se
typizaci nemocni¢nich kmeni acinetobaktert [10,22,23]. PouZit{
pevnych interpretacnich kritérii pro tento tcel je vSak problema-
tické. 1) Jsou-li hodnoty citlivosti blizké hrani¢nim hodnotdm, mo-
hou byt pfibuzné izolaty pfi chybé, kterd i za dusledné standardi-
zace Cini u diskového testu 1 - 3 mm, zafazeny do riiznych vzorct
rezistence. 2) Hrani¢ni hodnoty definované pro terapeutické acely
nemuseji byt v souladu s rozlozenim kvantitativni citlivosti u stu-
dované bakteridlni populace (v této studii napf. ampicilin+sulbak-
tam, piperacilin). 3) Kvalitativni kategorizace vede ke ztrdt& infor-
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mace. Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze priméry IZ multirezi-
stentnich kmenil se u fady antibiotik pohybuji v Sirokém rozmezi
(napt. fluorochinolony, aminoglykosidy, ceftazidim, ampici-
lin+sulbaktam), které miiZe byt vychodiskem pro citlivéjsi rozlise-
ni kmend.

Problémiim s hrani¢nimi hodnotami se lze vyhnout pfimym po-
rovndnim kvantitativnich hodnot citlivosti. Pro zvySeni G&innosti
antibiogramu pfi surveillance nemocni¢nich infekci navrhli Giacca
et al. numerickou analyzu primért IZ v diskovém difuznim testu
[24]. Tento postup byl pouZit i pro typizaci nemocniénich kmenti
acinetobakteri [25,26], avSak bez definovaného vybéru antibiotik
a stanoveni zdkladnich parametrii vyjadfujicich statistickou spo-
lehlivost metody [15].

Typizacni sestava uréend pro klinickou laboratof musi zahrnovat
pouze béZn4 antibiotika, jejichZ pocet v§ak nema byt mensi neZ 10
[27]. Vylouc¢ena maji byt primadrné neiéinnd antibiotika a prepard-
ty, u nichZ se neocekava vznik rezistence (napf. polymyxiny). Pfi
vybéru diskriminujici sestavy je nutné vychdzet ze znalosti distri-
buce sekunddrni rezistence u populace reprezentujici relevantni
klinicko-epidemiologicky a geograficky kontext [15]. Vysok4 pre-
valence ur€itych typl rezistence miize omezit rozliSovaci G¢innost
metody. Vazbu lze ofekdvat u chemicky ptibuznych antibiotik se
spole¢nym molekuldrnim zdkladem rezistence, coZ se v této studii
potvrdilo u chinolonovych antibiotik. Korela¢ni analyza prokézala
také vazbu kanamycinu a tikarcilinu, tj. mezi preparaty, u nichz
nelze predpokladat spoleény mechanismus rezistence. Tato vazba

Obr. 4
Fenogram podle primérd inhibicnich zén pro 11 antibiotik u 57 epidemiologicky nesouvisejicich kment A. baumannii.
Koeficientem podobnosti byla euklidovska vzdalenost (E), shiukovaci metodou UPGMA. Kmeny jsou rozliseny na multirezistentni (R)
a relativné citlivé (C), vysledky biotypizace a ribotypizace byly pfevzaty z pfedchoziho sdéleni [10]. EcoRI ribotyp A odpovida
epidemickému klonu |, ribotyp B klonu Il, ostatni kmeny mély jedinecné ribotypy. Usecky vymezuji shluky definované na hladiné £=8
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Obr. 5
Makrorestrikéni analyza tfi skupin epidemiologicky souvisejicich izolatl A. baumannii nalezejicich do epidemického
klonu I. Chromozomalni DNA byla Stépena enzymem Apal a restrikéni fragmenty separovany v pulznim elektrickém poli
na zarizeni CHEF. M - standard molekulovych hmotnosti

M 359 360 361 362

kb

339,56

291

2425

194

145,5

97

48,5

muzZe byt ddna spole¢nou strukturni organizaci genil pro rezisten-
ci, napf. ve formé transpozénii [28]) nebo integréni [29]. V soula-
du s touto predstavou je i vyskyt subpopulaci kmene ¢. 78, liSicich
se citlivosti pravé k témto antibiotikim. Citliva subpopulace v ta-
kovém pripadé mohla vzniknout jako disledek jednoduché gene-
tické udalosti soucasné postihujici oba typy rezistence.

RozliSovaci ucinnost kvantitativni analyzy citlivosti byla pro
multirezistentni kmeny vysokd. Pfi porovndni s typizaci podle pro-
fila rezistence, biotypizaci a ribotypizaci dosahla pouze tato meto-
da limitni hodnoty diskrimina¢niho indexu a tc¢innosti rozlisit sku-
piny epidemiologicky souvisejicich izoldti se podobala
makrorestrikéni analyze DNA. Zvlasté vyznamnd je moznost roz-
liseni kment ndleZejicich do panevropského epidemického klonu
I. Tento klon zahrnoval 9 ze 14 epidemickych kmend A. bauman-
nii izolovanych v Sirokém regionu severozdpadni Evropy [11]
a 54 % multirezistentnich kmend komplexu Acb izolovanych
v Ceské republice [10]. Z vysoké prevalence vyplyvé redlnad moz-
nost soucasného vyskytu klondlné piibuznych kment rizného pu-
vodu a jejich spole¢ného Sifeni. Tyto kmeny pfitom nelze rozlisit
ani jinak d¢innymi metodami molekulové analyzy - ribotypizaci,
RAPD nebo stanovenim proteinovych profild vnéjsi membrany
[11,30].

Pouze v jediném piipad€é nebylo mozno separovat dvé epidemi-
ologicky odliSné skupiny izolatd, které zaroven reprezentovaly

363 481 718 719

723 729 340 342 307 349 343

350 M

rizné epidemické klony. Tato tzv. fenotypovéd konvergence mize
byt disledkem podobného selekéniho tlaku antibiotik. Pfi jejim
vzniku se miZe uplatfiovat postupny vyvoj multirezistence kumu-
laci chromozomdlnich mutaci a horizontdlné pfendSenych genti
pro rezistenci. Jinou cestou miZe byt jednorazovy horizontdlni
prenos hotovych genovych sestav. Tuto moznost naznacuje prikaz
identickych sestav genii pro rezistenci k aminoglykosidim
(aac(3) Ia, aph(3°)-I) u dvou genotypové a biochemicky odliSnych
kmeni (Dr. G. H. Miller, osobni sdéleni), které byly zachyceny ve
stejném obdobi na Klinice popdleninové mediciny v Praze.
PrestoZe kazdy z té€chto kmend ndlezel k jinému epidemickému
klonu, nebylo je mozno spolehlivé rozlisit podle hodnot MIK k 21
antibiotiktim [5].

Hlavni ndmitkou proti samostatnému pouZiti antibiogramu jako
epidemiologického markeru byvé jeho nedostate¢na stabilita, kte-
rd mize vést k chybnému vylouceni epidemiologické vazby [25].
V této studii byla nestabilita prokdzdna u dvou skupin epidemiolo-
gicky souvisejicich izolatt. Z vyssi citlivosti a ojedinélého zachy-
tu aberantnich izol4tti 1ze v obou pfipadech usuzovat na ztritu re-
zistence. U prvniho izoldtu, ktery se liSil pouze citlivosti
k amikacinu, se mohla uplatnit alterace specifického mechanismu
rezistence, pravdépobné fosfotransferazy APH(3’)-VI, kterd je
hlavni pfi¢inou rezistence k amikacinu u acinetobakterd [31].
Druhy izolat se lisil ve vétSiné antibiotik s priméry IZ Casto pfe-
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Obr. 6
Fenogram podle primérl inhibi¢nich zén pro 11 antibiotik u 46 nemocniénich izolat(i A. baumannii. Koeficientem podobnosti byla
euklidovska vzdalenost (E), shlukovaci metodou UPGMA. Use&kami jsou vymezeny shluky definované na hladiné E=8,
nezafazené izolaty jsou oznaGeny teckami. Pismena oznacuiji skupiny epidemiologicky souvisejicich izolatd,
Kmeny €. 56 a 470 jsou standardy pro stanoveni reprodukovatelnosti jednotlivych vySetfeni
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sahujicimi hodnoty béZné u citlivych kmeni. Lze usuzovat, Ze tak-
to atypicky celkovy posun citlivosti souvisi s mistem zdchytu izo-
latu (respirdtor) a Gc¢inkem vnéjsich fyzikélnich nebo chemickych
faktorti. S nestabilitou markeri rezistence pravdépodobné souvisi
i vyskyt rezistentnich a citlivych subpopulaci zjisténych pii opa-
kovaném vySetfeni u dvou kmend. Tento jev miize ve svém di-
sledku nejen zkreslit zdvéry epidemiologické analyzy, ale i ne-
pfiznive ovlivnit predikci terapeuticky d¢innych antibiotik.

ZAavér

Kvantitativni antibiogram je v kombinaci se shlukovou analyzou
vhodnou metodou typizace multirezistentnich kmentt A. bauman-

20 30

E

nii. Pfi vhodném vybéru markeri rezistence a standardnim postu-
pu se vyznacuje vysokou rozliSovaci déinnosti a schopnosti dife-
rencovat kmeny s podobnym genotypem. Je to ekonomicky nena-
rofnd a rychld metoda, kterou lze v praxi vyuZit k analyze
epidemickych situaci i systematickému monitorovani multirezi-
stentnich kmend. MiiZze mit zdsadni vyznam pro véasné rozpozn4-
ni epidemiologicky zdvazné situace, nelze ji v§ak povaZovat za kri-
térium definitivni. Prokdzand nestabilita a fenotypova konvergence
mohou byt zdrojem interpretaénich chyb. Nejistd je G€innost me-
tody v komplexni endemické situaci, tj. pfi paralelnim vyskytu
a Sifeni vétStho mnoZstvi kmeni, a zcela nespolehlivé je rozliseni
citlivych kmenti. V podobnych situacich je nezbytné pouZit nékte-
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rou z dalSich metod subspecifické analyzy (napf. makrorestrikéni
analyzu DNA) nebo jejich kombinace.
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ZACHYCENO NA INTERNETUJ

Virus zdpadonilské horecky - 3ifici se patogen?

V zéfi a v fijnu t.r. byl virus zdpadonilské horecky hitem na Internetu, v od-
borném tisku i v masmédiich. Nikoliv neprdvem, protoZe vie nasvédCuje
tomu, Ze tento virus je typickym ,,nové se Sificim*“ patogenem (jeho pfi-
tomnost byla prokézéna i v Ceské republice). Je to asi nejrozsitendjii z fla-
vivirt s vyskytem v Africe, Evropé a Asii. Zdjem o virus vzbudila epide-
mie encefalitidy, kterd probéhla od druhé poloviny srpna do zdfi t.r. na
severovychodnim pobieZi USA, konkretné v mésté a stité¢ New York. Z 56
onemocnélych 7 zemfielo. V téZe dobé bylo pozorovdno hromadné hynuti
ptdku a drobnd epizootie u koni. Infekce byla u zvitat prokdzéna i ve sta-
tech New Jersey a Connecticut. Jako agens byl u lidskych i zvifecich ndkaz
(po vylouceni encefalitidy St. Louis) potvrzen virus zdpadonilské horecky.
Virus byl izolovan téZ z odchycenych komari. Jde viibec o prvni vyskyt in-
fekce timto virem na zdpadni polokouli a moZna cesta importu ndkazy se
prosetfuje, uvaZuje se o prenosu taznymi ptaky, pfipadné ilegdlné pasova-
nymi ptaky. Letos bylo diagnostikovana tato infekce (encefalitickd forma)
vibec poprvé také v Nepélu. Podle zpravy ve skupiné Promed méla letos
probéhnout v okoli Volgogradu epidemie s 550 onemocnénimi a 33 dmrti-
mi. V paméti je jesté epidemie (kolem 500 onemocnéni), kterd probéhla
pred 3 roky v Rumunsku s imrtnosti kolem 8 - 10 %. Letos bylo téZ pub-
likovéno sd&leni (Hubalek et al) o prikazu piitomnosti viru v CR (jizni
Morava) v r. 1997 s pravdépodobnym onemocnénim 5 osob.

Vse nasvédCuje tomu, Ze se sporadickymi pfipady, pfipadné lokdlnim
vzplanutim ¢i epidemii je tfeba pocitat nejen v tropech a subtropech, ale
i v zemich mirného klimatického pdsma a revidovat zvyklosti ochrany pied
komary.

Prameny: MMWR 1999;48: 890-2, MMWR 1999;48:944-6, Hubdlek Z, et
al. Emerg Infect Dis 1999;5:594-5 a 643-50 a fada sdé€leni v diskuzni sku-
pin¢ Promed (promed@promed.isid.harvard.edu) v zafi a fijnu tr.
Vsechny citace jsou v plném znéni dostupné na siti v archivech pfislusnych

pramend.

Nozokomiélni pfenos malérie ve V. Brit4nii

Na jednotce pro infekéni nemoci v méstské nemocnici v Nottinghamu se
vyskytly tfi pfipady maldrie Pl falciparum u pacientl, ktefi neopustili
Anglii. Diagnézy byly laboratorné ovéteny. Dva nemocni prezili, tfeti zem-
fel na cerebralni formu. Setenf neprokazalo pfitomnost anophelidii v ne-
mocnici ani v okoli a vedlo k zdvéru, Ze infekce byla nejspise pfenesena pii
prostfikovéni intravenéznich kanyl. Zdrojem byl jiny pacient, ktery byl
v rozhodné dobé téz hospitalizovan s maldrif ziskanou v Africe.

Prameny: Promed (promed@osi.oracle.com) file 990930135047,
Eurosurveillance Weekly 1.4.1999.
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