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PREDMLUVA

Politické zmény na podzim 1989 miumoznily v nasledujicim roce nastoupit na misto bakteriolo-
ga do Institutu hygieny a epidemiologiePraze (dnes Statni zdravotni Gstav). Zacal jsem pracovat v
odborné skupiné Klinické mikrobiologie vedené prof. Jifim Schindlerem a mym prvnim tkolem bylo
zavedeni metod molekularni typizace bakterii pro ucely epidemiologické analyzy. Cilovymi orga-
nismy byly zvlasté gramnegativni bakterie uplatitujici se jako podminéné patogeny v nemocnicnich
infekcich metody zahrnovaly strukturalni analyzu bun&¢nych bilkovin, plazmidové a chromozomalni
DNA. Slo o prvni &eské pracovisté, které se zacalo této problematice systematicky vénovat.

V cervnu roku 1991 doslo k zavazné infekéni komplikaci u malého chlapce hospitalizovaného na
Klinice popaleninové mediciny ve Fakultni nemocni€iadlovské Vinohrady. Z krve pacienta
srozvinutou sepsi byl izolovdn kmen acinetobakt&tary byl vysoce rezistentni k&tsiné dostup-
nych antibiotik. Epidemiologické Setfeni soucasné prokazalo vyskyt kment acinetobakterti v prostredi
kliniky a acinetobaktery byly zachyceny i z klinéo materidlu dalSicpacientd. Prof. Schindler mé
pozadal, abych pomoci jiz zavedenych metod porovnal vSechny dostupné izolaty. Vysledky ukazaly,
ze kmen, ktery vyvolal infekci u malého chlapce, se na klinice vyskytoval jiz dfive. Tento kmen kolo-
nizoval chlapcovy popaleniny a byl zavle¢en do krevniho fe€isté€ pomoci nitrozilniho katetru. Podrob-
na bakteriologicka analyza vSak také (a pfedevsim) otevtela fadu otazek tykajicich se kmenové a dru-
hové identity a ppula¢ni struktury acinetobakterti, vypovédni hodnoty riznych metod a s tim spoje-
nych interpretacnich obtizi pfi urCovani epidemiologické vazby. Tematizace téchto otdzek se stala

Vv

t&zistém mého odborného zajmu v nasledujicich letech.

Ptedlozena prace rekapituluje cestu, kterou jsemasinetobaktery prosel. Cestu, pfi niz se studo-
vany organismus stal ¢as od ¢asu partnerem, aby mi piipomn¢l, zZe pfiroda neni deterministicky stroj
ale zivy subjekt, o n&jZ je nutno pecovat. Cestu, ktera mi pfinesla setkani s vynikajicimi lidmi, bez
nichz by tato prace nevznikla a bez nichz bych byl chudsi predevsim ja sam. Jim patii mutj dik.

e

Alexandr Nemec

V Kladnég, 17. listopadu 2004
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Acinetobacter: non-motile but in motion"

1. UVOD: ROD ACINETOBACTER U CLOVEKA

Rod Acinetobacter zahrnuje bakterie bézné rozsifené v prirodé, které pro svou nizkou patogenitu
staly dlouho na okraji zajmu lékarskych mikrobiolog. Béhem poslednich desetileti vSak doslo
k dramatickému posunu v jejich klinickém vyznamu a dnes se fadi k dtlezitym ptivodciim nemocnic-
nich infekci. V nemocnicich mohou dlouhodobé piezivat a vyvolavat epidemie postihujici zvlaste
kriticky nemocné pacienty v intenzivni péci. Jsou Casto multirezistentni a pokracujici vyvoj jejich
rezistence vede k obavam z upIného selhani antibiotické 1é¢by vyvolanych infekci.

1.1. Taxonomie

Rod Acinetobacter zahrnuje gramnegativni, nepohyblivé, striktné aerobni bakterie, které netvoti
oxidazu a maji morfologii kratkych ty¢ek &i koki usporadanych obvykle ve dvojicich.” Podle priméarni
struktury 16S ribozomalni RNA a pozitivniho transformac¢niho testu (schopnosti DNA testovaného
izolatu transformovat kmen Acinetobacter baylyi BD413trpE27 na kmen prototrofni)® predstavuje
geneticky a fylogeneticky diskrétni skupinu. Spolu s rody Moraxella a Psychrobacter se tadi do ¢eledi
Moraxellaceae, ktera je soudasti podttidy gama tiidy Proteobacteria.*

Systematickému studiu acinetobakterti dlouho branila chybéjici druhova klasifikace. Predélem se
stala studie Bouveta a Grimonta z roku 1986, kteti pomoci metody DNA-DNA hybridizace rozd¢lili
rod do 12 DNA skupin (DS).” Sest t&chto skupin bylo pojmenovano (Acinetobacter calcoaceticus,
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter junii, Acinetobacter johnsonii a
Acinetobacter lwoffii), zatimco ostatni obsahovaly maly pocet kmenti nebo je nebylo mozno fenotypo-
v¢ identifikovat a zistaly proto pouze ocCislovany. Roku 1989 popsali Bouvet a Jeanjeanova dalsich
pét DNA skupin zahrnujicich proteolytické kmeny.® V tomtéZ roce Tjernbergova a Ursing publikovali
klasifikaci kment izolovanych z klinického materialu, ktera se shodovala s klasifikaci Bouveta a Gri-
monta a v niz byly popsany tfi nové DNA skupiny.” ProtoZe tyto studie vznikly nezavisle na sobg,
byly DNA skupiny 13 az 15 oznaceny nejednotné (skupiny se stejnym ¢islem se proto rozlisuji inicia-
lami autorQ, napt. 13BJ resp. 13TU). Stav klasifikace a nomenklatury rodu k roku 1996 je uveden v
priloze 3.1., jeji soucasny stav pak na str. 20 (kapitola 2.3.6.).

Pro druhovou identifikaci byla navrzena fada metod, ale jenom nékteré byly ovéfeny na dostatec-
ném poctu referencnich kment predstavujicich vS§echny popsané druhy. Zlatym standardem je DNA-
DNA reasociace (hybridizace), metoda zaroven klasifikacni. Souvisi pfimo s definici bakterialniho
druhu, do néhoz nalezeji vSechny kmeny vykazujici nejméné 70 % ptibuznost genomové DNA proka-
zanou v reasociaénim experimentu.® Pro svou naroénost se viak pouziva pouze v klasifikaénich studi-
ich. V roce 1987 Bouvet a Grimont publikovali metodu identifikace pomoci 19 biochemickych (pfe-
vazn¢ asimilacnich) testl (viz priloha 3.1.: tabulka 2), ktera umoznila identifikovat témét vSechny
druhy/DNA skupiny.’ Pozdgjsi vyhodnoceni tohoto schématu pomoci numerické pravdépodobnostni
identifikace vSak ukazalo jeho nizkou ucinnost pro nékteré fenotypoveé podobné druhy/DNA skupi-

! Nazev doktorské diserta¢ni prace Alexandry T. Bernards (Leiden University, 1998).
2 Baumann P et al. J Bacteriol 1968;95:1520-1541.

3 Juni E. J Bacteriol 1972;112:917-931.

* Rossau R et al. Int J Syst Bacteriol 1991;41:310-319.

’ Bouvet PJM, Grimont PAD. Int J Syst Bacteriol 1986;36:228-240.

¢ Bouvet PJM, Jeanjean S. Res Microbiol 1989;140:291-299.

" Tjernberg I, Ursing J. APMIS 1989; 97:595-605.

¥ Wayne LG et al. Int J Syst Bacteriol 1987;37:463-464.

° Bouvet PIM, Grimont, PAD. Ann Inst Pasteur/Microbiol 1987;138:569-578.



ny.'" Slo zvl4§té o A. calcoaceticus, A. baumannii, DS 3 a DS 13TU, pro n&z bylo v souladu s jejich
genotypovou podobnosti navrzeno skupinové oznaceni komplex A. calcoaceticus-A. baumannii
(ACB). Pozdgji byly vypracovany dalsi biochemické metody avsak sestava testti podle Bouveta a Gri-
monta se stala nejcastéji pouzivanou fenotypovou identifikacni metodou. Druhova identifikace acine-
tobaktert diagnostickymi soupravami (nap¥. Biomérieux API20NE, Biolog) je nespolehliva.'

Jednou z mala dostate¢né vyhodnocenych genotypovych identifikacnich metod a zarovein meto-
dou nejrozsitengjsi je ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis), pti niz se 16S tDNA
amplifikovana pomoci PCR Stépi restrikénimi endonukledzami a vysledné profily se srovnavaji
s knihovnou znamych profilii pro jednotlivé druhy/DNA skupiny.'? Tato metoda rozliila viechny
znamé druhy/DNA skupiny s vyjimkou 4. johnsonii, A. haemolyticus a DS 13BJ/14TU." Pravdépo-
dobné nejucinnéjsi identifikacni metodou (vedle DNA-DNA hybridizace) je AFLP zaloZena na selek-
tivni amplifikaci restrik¢nich fragmentii genomové DNA a jejich separaci na sekvenacnim zafizeni.
Vysledkem jsou komplexni profily odrazejici strukturu celého genomu, jejichz podobnost se vyhodno-
cuje numericky. Korelace vysledkit AFLP a DNA-DNA hybridizace je vynikajici, coz umoznuje jeji
pouziti i pro klasifikaci dosud nezatazenych kmena."

Taxonomicky vyznamnou otazku predstavuji kmeny neidentifikovatelné do zadného z dosud po-
psanych druht/DNA skupin. Ve své studii z roku 1986 Bouvet s Grimontem nezatadili 11 z 85 kment
studovanych DNA-DNA hybridizaci do 7adné z 12 popsanych DNA skupin. Ctyii z té&chto kment
pozdgji Bouvet a Jeanjeanova (1989) klasifikovali do novych DNA skupin, ale dal$ich 7 z 27 studova-
nych proteolytickych kmenti zlstalo nezafazeno. Podobné Tjernbergova a Ursing (1989) nezatadili 16
z 198 kment do zadné ze 14 druhti/DNA skupin. Neidentifikované kmeny se bézné popisuji i ve studi-
ich zalozenych na néekteré z fenotypovych nebo genotypovych identifikacnich metod (priloha 3.1.:
tabulka 5). Jejich vyskyt mize byt disledkem nedostate¢né popsané vnitrodruhové diverzity nebo
mohou spolu s kmeny nezafazenymi v hybridiza¢nich studiich ptedstavovat dosud nepopsané druhy.

1.2. Lékarsky vyznam

Pro nizkou patogenitu acinetobakterti se jejich nalez v klinickém materialu obvykle povazoval za
disledek druhotné kontaminace nebo kolonizace. Nicméné¢ jiz prace ze 70. let uvadéji zavazné infekce
u hospitalizovanych pacientt."> Postupem ¢asu se vyznam acinetobakterii jakozto nemocni¢nich pato-
genl vyrazné zvysil, a to v souvislosti se zménami v nemocni¢ni péci v 70. a 80. letech, pfedevSim
pouzivanim Sirokospektrych antibiotik a rozsifenim invazivnich diagnostickych a terapeutickych vy-
kont.'® V evropské prevalenéni studii z roku 1995 se acinetobaktery uvadgji jako ptivodci 8 % bakte-
rialnich infekci na jednotkach intenzivni péte (JIP)."” V jiné studii se umistily na sedmém misté nej-
Cast&ji izolovanych ptivodcti nemocni¢nich infekci na JIP a jako pivodce 10 % nozokomialnich infek-
ci dychaciho ustroji."®

U hospitalizovanych pacientli je nejcastéji postizen dolni respiracni trakt. Nozokomialni pneu-
monie je obvykle spojena s mechanickou ventilaci kriticky nemocnych pacienti na JIP." Riziko kolo-
nizace a infekce dychaciho traktu vzrista s délkou pobytu v nemocnici, dobou mechanické ventilace a
s pfedchozim podavanim Sirokospektrych B-laktamovych a aminoglykozidovych antibiotik.** Pneu-

' Gerner-Smidt P et al. J Clin Microbiol 1991;29:277-282.

"' Bernards AT et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1996;15:303-308.
12 Vaneechoutte M et al. J Clin Microbiol 1995;33:11-15.

" Dijkshoorn L et al. System Appl Microbiol 1998;21:33-39.

' Janssen P et al. Int J Syst Bacteriol 1997;47:1179-1187.

15 Glew RH et al. Medicine 1977;56:79-97.

'® Bergogne-Bérézin E, Towner KI. Clin Microbiol Rev 1996;9:148-165.
17 Vincent JL et al. JAMA 1995;274:639-644.

"% Spencer RC. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1996;15:281-285.

' Hartstein Al et al. Am J Med 1988;85:624-631.

2 peacock JE Jr et al. Infect Control Hosp Epidemiol 1988;9:302-308.



monie vyvolané acinetobaktery mivaji t&zky priibéh se smrtnosti az 73 %.”' Acinetobaktery vyvolavaji
u hospitalizovanych pacienti dale sepse, infekce mocového traktu, meningitidy, endokarditidy, infek-
ce ran a popalenych ploch, osteomyelitidy a peritonitidy.”> Tyto infekce jsou obvykle spojeny
s chirurgickymi a invazivnimi terapeutickymi zasahy a postihuji pacienty s oslabenou imunitou, za-
vaznym zakladnim onemocnénim nebo poranénim. Sepse mohou vznikat jako nasledek kolonizace
dychaciho tstroji u intubovanych pacientd &i v souvislosti se zavedenim nitroZilnich katetrti.” Jejich
pribéh zavisi na zadvaznosti zakladniho onemocnéni i druhu etiologického agens; infekce vyvolané A.
baumannii mivaji zavazngjsi prabéh neZ infekce vyvolané jinymi druhy.**

Acinetobakterové infekce mimo nemocnice jsou ojedinélé. Acinetobakterova etiologie byla pro-
kazana u 4-14 % pacientd se signifikantni bakteriurii.”® Vzacnym ale zavaznym onemocnénim jsou
pneumonie, které postihuji ¢astéji osoby s rizikovymi faktory (napt. alkoholismus, kouteni, chronické
onemocnénim dychacich cest) a u nichz smrtnost dosahuje az 64 %.>

Jednotlivé druhy a DNA skupiny se svym vyznamem li§i. VétSina klinicky a epidemiologicky
vyznamnych kmend nalezi do komplexu ACB. Nejvyznamnéjsi druhem je 4. baumannii, ktery pied-
stavuje zhruba tfi &tvrtiny viech nemocniénich izolatl acinetobakterd.”” Zahrnuje prevaznou vétsinu
kmend s hromadnym vyskytem v nemocnicich a vétSinu multirezistentnich kmend. Studie zalozené na
metodach umoznujicich spolehlivé rozliseni DNA skupin komplexu 4CB vsak ukazaly, ze DS 3 a DS
13TU se mohou v klinickém materialu vyskytovat s Getnosti srovnatelnou s 4. baumannii.** Tyto or-
ganismy mohou podobné jako A. baumannii dlouhodob¢ perzistovat na rizikovych oddé€lenich a vyvo-
lavat nemocniéni epidemie, vyznaduji se viak nizsi rezistenci k antibiotikiim.*

Malo se vi o klinickém vyznamu druhtt a DNA skupin nenalezejicich do komplexu ACB, coz vy-
plyva z ptevazujiciho zajmu o nemocni¢ni infekce, kde komplex 4CB dominuje, a z Casto nedostatec-
né identifikace v klinicky zaméfenych studiich. A. /woffii je bézny u ambulantnich pacientd a je nej-
Gastéji izolovanym druhem z kiize a sliznic zdravych osob i pacientd.’® Z kiize a sliznic ¢lovéka se
izoluji i Acinetobacter radioresistens, A. johnsonii a A. junii.’' S ptirozenym vyskytem t&chto druhii
na kiizi souvisi ziejmé i jejich izolace u pacientt s katetrovou bakteriémii.> 4. baumannii se oproti
tomu na kuzi a sliznicich vyskytuje velmi sporadicky a jeho pfirozeny zdroj je neznamy. Nemocnicni
epidemie zpisobené druhy nenalezejicimi do komplexu ACB jsou ojedin€lé; dosud publikované piipa-
dy se tykaji $ifeni 4. junii na novorozeneckych JIP a pediatrickém onkologickém oddéleni.*

1.3. Epidemiologie nemocni¢nich infekci

Nemocnicni epidemie jsou obvykle zplisobeny jednim bakterialnim kmenem, ¢asto jsou explo-
zivni a maji spolecny zdroj, naptf. kontaminované zafizeni pro mechanickou ventilaci, zvlh¢ovace
vzduchu, pfevodniky pro méfeni tlaku v artériich nebo vyhtivaci lazné pro peritonealni dialyzacni
roztok.** Nejb&Znéjsi cestou pienosu jsou ruce personalu kontaminované pii odetfovani kolonizova-
nych pacientll. Buiiky acinetobakterii pfezivaji na suchém povrchu a prachovych ¢asticich déle nez je

2! Fagon JY et al. Clin Infect Dis 1996;23:538-542.

2 Levi I, Rubinstein E. In: Bergorne-Bérézin E et al. (eds): Acinetobacter microbiology, epidemiology, infections, management. Boca Raton,
CRC Press, 1996,101-115.

2 Tilley PA, Roberts FJ. Clin Infect Dis 1994;18:896-900. Regev R, Dolfin T, Zelig I et al.. Infection 1993;21:394-396.

# Seifert H et al. Infection 1994;22:379-385.

% Levi I, Rubinstein E, viz odkaz 24.

% Anstey NM et al. Clin Infect Dis 1992;14:83-91.

" Bouvet PJM, Grimont PAD. Ann Inst Pasteur/Microbiol 1987;138:569-578. Seifert H, Baginski R et al. Zbl Bakt 1993;279:544-552.

% Tjernberg I, Ursing J. APMIS 1989;97:595-605. Dijkshoorn L et al. J Clin Microbiol 1993a;31:702-705.

2 Horrevorts A et al. J Clin Microbiol 1995;33:1567-1572. McDonald A et al. J Chemother 1999;11:338-344.

3% Gerner-Smidt P, Frederiksen W. APMIS 1993;101:815-825. Seifert H et al. J Clin Microbiol 1997;35:2819-2825.

*' Seifert H et al. J Clin Microbiol 1997;35:2819-2825.

3 Seifert H et al. Clin Infect Dis 1993;17:632-636.

33 Kappstein I et al. J Hosp Infect 2000;44:27-30.

** Hartstein Al et al. Am J Med 1988;85:624-631. Schloesser RL et al. Infection 1990 ;18:230-233. Beck-Sagué CM et al. Am J Epidemiol
1990;132:723-733. Abrutyn E et al. Am J Epidemiol 1978;107:328-335.



znamo u stafylokoki.* Tato jejich vlastnost, mezi gramnegativnimi organismy ojedinéla, miize vyraz-

n¢ prispivat ke vzniku a trvani epidemii. Jsou znamy ptipady, kdy rozsifeni kmene importovaného do

nemocnice nezabranila ani ptisna rezimova opatfeni pouzivana pro stafylokoky rezistentni k meticili-
36

nu.

Pro analyzu lokalnich nemocni¢nich epidemii ma zasadni vyznam subspecificka typizace, pfi niz
se porovnanim vlastnosti bakterialnich izolatl ovétfuje jejich piredpokladana epidemiologicka vazba.
Typizace ma vyznam i pfi sledovani Sifeni urcitych kment (klonil) v §ir§im geografickém a casovém
méfitku a vybéru kment pro studium klinicky a epidemiologicky vyznamnych vlastnosti. Typizacni
systémy jsou obecné a komparativni. Zatimco obecné systémy umoziuji porovnani vysledkl ziska-
nych v riznych laboratofich, systémy komparativni (napf. fingerprintingové metody) jsou omezeny na
studované soubory a piimé srovnani nezavisle ziskanych vysledkli neumoziuji. Kriterii pro posouzeni
ucinnosti typiza¢niho systému jsou predevsim typovatelnost, reprodukovatelnost a rozliSovaci ucin-
nost. Flexibilita, rychlost a snadnost pouziti jsou parametry vyjadiujici jeho praktickou pouzitelnost.”’

Literatura uvadi pro acinetobaktery mnozstvi typiza¢nich metod zalozenych na analyze fenoty-
povych vlastnosti a struktury biologickych makromolekul. Tradi¢ni fenotypové systémy (fagotypiza-
ce, sérotypizace) nenasly z diivodu nizké typovatelnosti a obtizi s referen¢nimi materialy Sir$i pouziti.
Pouzivana je biotypizace navrzena Bouvetem a Grimontem pro 4. baumannii, ktera je zalozena na
utilizaci Sesti riiznych uhlikatych substratd.”® Znamych je 19 biotypt, rozliSovaci Gi¢innost této metody
viak je nizké, nebot’ zhruba 90 % nemocni¢nich kment néalezi do &tyf biotypa.*® Nejdostupn&jsi meto-
dou je vySetfeni citlivosti na antibiotika. Obvykla je kvalitativni interpretace minimalnich inhibi¢nich
koncentraci nebo priméra inhibi¢nich zén v diskovém testu (citlivy-rezistentni), ktera vSak vede ke
ztraté informace o mife citlivosti a nereprodukovatelnosti v situaci, kdy hodnoty kolisaji kolem hra-
ni¢nich hodnot citlivosti (breakpointl). Tato omezeni odstranuje numericka srovnavaci analyza pra-
mérd inhibi¢nich zon.*’

Nejcitlivejsi a nejspolehlivejsi rozliseni kmen umoznuji metody strukturalni analyzy chromo-
zomalni DNA. Vysoce U¢inna je makrorestri¢ni analyza spojena s délenim restrikénich fragmentl v
pulznim elektrickém poli. Poskytuje lepsi rozliSeni nez ribotypizace, ktera je zalozena na restrikénim
polymorfismu fragmenti DNA nesoucich geny pro rRNA.*' Nevyhodou makrorestrikéni analyzy je
pracovni naro¢nost (vySetfeni trva tfi az ¢tyfi dny). Navrzena byla i fada fingerprintingovych metod
zalozenych na PCR.* Tyto metody jsou rychlé a dostupné a obvykle poskytuji dostateéné rozliseni pro
prikkaz lokalnich epidemii, jejich omezenim je nedostatetna reprodukovatelnost. Vysoce Gc¢inna je
AFLP, ktera je pro svou naro¢nost vhodna spise pro obecné popula¢né-genetické studie nez pro rutinni
identifikaci epidemickych kment.* Jeji omezeni plyne z toho, e jde o metodu komparativni, ktera
neumoznuje vyménu primarnich dat (fingerprint) mezi laboratofemi.

Pies velky pocet studii, neexistuje v typizaci nemocni¢nich izolath A. baumannii jednotny po-
stup. Rada metod je omezena nedostate¢nou uéinnosti (obecné typizacni systémy, plazmidové analy-
za) a u veétsiny molekulovych metod dosud chybi vyhodnoceni podle vyse uvedenych kritérii. Pro lo-
kalni epidemiologickou analyzu je nejvhodné&jsi makrorestrikéni analyza, zatimco pro studium Sirsi
populaéni struktury je nutné pouziti nékolika metod.** V roce 1996 Dijkshoornové a spol. uveiejnili
studii epidemickych a sporadickych nemocni¢nich kmenti A. baumannii ze severozapadni Evropy.*

*5 Jawad A et al. J Clin Microbiol 19982;36:1938-1941.

% Bernards AT et al. Am J Infect Control 1998;26:544-551.

37 Struelens MJ, the ESGEM. Clin Microbiol Infect 1996;2:2-11.

3 Bouvet PJM, Grimont, PAD. Ann Inst Pasteur/Microbiol 1987;138:569-578.
3 Bouvet PJM, Grimont, PAD. Ann Inst Pasteur/Microbiol 1987;138:569-578. Seifert H et al. Zbl Bakt 1993;279:544-552.
* Dijkshoorn L et al. J Clin Microbiol 1993;31:702-705.

! Seifert H, Gerner-Smidt P. J Clin Microbiol 1995;33:1402-1407.

2 Vila J et al. J Med Microbiol 1996;44:482-489.

# Janssen P, Dijkshoorn L. FEMS Microbiol Lett 1996;142:191-194.

* Dijkshoorn L et al. J Clin Microbiol 1993;31:702-705.

* Dijkshoorn L et al. J Clin Microbiol 1996;34:1519-1525.



Podle vysledtt AFLP, ribotypizace, biotypizace a analyzy proteind vn&j$i membrany klasifikovali vét-
$inu epidemickych kment do dvou geograficky rozsifenych klonti odliSenych od heterogenni populace
sporadickych izolatl a otevreli tak otazku obecné populacni struktury acinetobaktert.

1.4. Rezistence k antibiotikum

Acinetobaktery patii k nejrezistentnéj$im ptivodciim infekci ¢lovéka. V 70. letech byla jejich re-
zistence omezena na tehdy pouZzivana antibiotika (ampicilin, chloramfenikol, tetracyklin, kanamycin a
streptomycin) a sulfonamidy.*® Se zavadénim novych 1éki se postupné rozsitila na mladsi generace p-
laktamovych antibiotik (ureidopeniciliny, cefalosporiny tfeti generace), aminoglykozidy (gentamicin,
amikacin, tobramycin, netilimicin) a fluorochinolony.*” 4. baumannii je obvykle rezistentn&jsi k vét-
§imu poétu antibiotik neZ ostatni druhy/DNA skupiny acinetobaktera® a tato multirezistence mé stou-
pajici trend. Zatimco studie z 80. let popisuji kmeny obvykle citlivé k nékterym aminoglykozidiim,
Sirokospektrym B-laktamovym antibiotikim nebo fluorochinolontim,* pozdgjii zpravy se zmituji o
kmenech citlivych pouze ke karbapenemim, 1éktiim volby pii zavaznych acinetobakterovych infek-
cich.® V poslednich letech se popisuji i epidemické kmeny A. baumannii rezistentni ke karbapene-
miim a polymyxintim,”' coz vede k obavam z celkového selhani antibiotické terapie.

Multirezistence A. baumannii vznika kombinaci riznych druhotné ziskanych mechanizmi rezis-
tence.”” Rezistenci k B-laktamiim zptsobuji plazmidové a chromozomalné kodované B-laktamazy
nebo modifikace porinil. Za rezistenci k aminoglykozidiim jsou zodpovédné predevsim modifikujici
enzymy ze skupin acetyltransferaz, fosfotransferaz a nukleotidyltransferaz. Tyto enzymy se mohou v
jednotlivych kmenech kombinovat a poskytovat kvantitativné a kvalitativné vysokou rezistenci ke
viem terapeuticky vyznamnym aminoglykozidim.”® Rezistence k fluorochinoloniim je obvykle zpii-
sobena mutacemi v genech gyr4 (kdduje podjednotku gyrazy) a parC (kdduje podjednotku topoizome-
razy 1V), jejichz produkty se uplatiuji pii replikaci bakterialniho chromozomu. Dal§im mechanizmem
je efluxova pumpa AdeABC, kterd zplsobuje soucasné snizeni citlivosti k aminoglykozidim, [3-
laktamtim, flourochinolontim, teracyklinu a dal§im antibiotikim.>* Nespecifickou rezistenci muze
zplsobovat také snizend propustnost bunééné stény.” Sifeni mechanizmi rezistence u 4. baumannii
mize byt spojeno s klonalni expanzi rezistentnich kmend nebo horizontdlnim pienosem genti.*® Neni
vsak jasné, nakolik vznik a vyvoj multirezistence souvisi pouze s urCitymi klony a nakolik jde o pro-
ces zcela nezavisly na genetickém pozadi mikroorganismul.

“ Glew RH et al. Medicine 1977;56:79-97.

47 Bergogne-Bérézin E. J Hosp Infect 1995;30:441-452.

* Seifert H et al. Antimicrob Agents Chemother 1993;37:750-753.

* Hartstein Al et al. Am J Med 1988;85:624-631. Vila J et al. J Clin Microbiol 1989;27:1086-1089.

%0 Struelens MJ et al. J Hosp Infect 1993;25:15-32. Biendo M et al. J Clin Microbiol 1999;37:2170-2175.

! Bou G et al. Clin Microbiol Infect 2000;6:635-643. Manikal VM et al. Clin Infect Dis 2000;31:101-106. Urban C et al. Antimicrob Agents
Chemother 2001;45:994-995.

52 Amyes SGB, Young H-K. In: Bergorne-Bérézin E, Joly-Guillou ML, Towner KJ (ed.): Acinetobacter microbiology, epidemiology, infecti-
ons, management. Boca Raton, CRC Press, 1996,185-223.

53 Shaw K1 et al. Microbiol Rev 1993;57:138-163. Miller GH et al. J Chemother 1995;7(Suppl 2):17-30.

* Magnet S et al. Antimicrob Agents Chemother 2001;45:3375-3380.

%3 Miller GH et al. J Chemother 1995;7(Suppl 2):17-30.

¢ Lambert T et al. Antimicrob Agents Chemother 1990;34:1244-1248.Vila J et al. J Clin Microbiol 1999;37:758-761.



Prirozenost se rada skryva.

Hérakleitos z Efezu

2. STUDIUM LEKARSKY VYZNAMNYCH KMENU RODU ACINETOBACTER
(komentai k publikovanym studiim)

2.1. Struktura nemocni¢ni populace Acinetobacter baumannii (piilohy 3.2.-3.8)

Popula¢né-genetické studie popsaly u fady bakteridlnich druh@ evolu¢né a geneticky diskrétni
skupiny kmenti, tzv. klony.”” Klony se vyskytuji v riizném &asovém a geografickém rozmezi a mohou
se lisit mirou patogenity a epidemického Sifeni. Znalost obecné populaéni struktury acinetobakteri na
poddruhové urovni pfed rokem 1996 chybéla, a to véetné klinicky nejvyznamnéjsSiho druhu 4. bau-
mannii. Studie zaméfené na epidemiologickou typizaci acinetobakterti publikované pied timto rokem
se témét vyluéné soustfedily na vyhodnocovani riznych metod nebo analyzu lokalnich nemocni¢nich
epidemii. Tyto studie ukézaly zna¢nou typovou rozmanitost acinetobakterti i shodu vlastnosti u izolat
s kratkodobou epidemiologickou vazbou. Nejednotnost pouzitych metodik vSak vyluc¢ovala srovnani
vysledki ziskanych riznymi autory a obecnéjsi zavery o populaéni struktufe acinetobaktert.

2.1.1. Acinetobaktery na klinice popaleninové mediciny (p7iloha 3.2.)

Studium populacni struktury acinetobakterti jsem zahajil analyzou kmend izolovanych na Klinice
popaleninové mediciny Fakultni nemocnice na Kralovskych Vinohradech. V letech 1991-1993 zde
bylo nasbirano 98 izolatl acinetobakterti, z nichz 95 nalezelo do komplexu ACB. Izolaty komplexu
ACB byly vysetieny restrikéni analyzou bunééné DNA, plazmidovou analyzou, ribotypizaci, biotypi-
zaci a kvantitativnim testem citlivosti na antibiotika. Byly klasifikovany do 15 skupin podobnosti (izo-
laty kazdé skupiny mély shodné profily a byly interpretovany jako pfislusnici t€hoz kmene) a 16 kme-
nl s jedine¢nou kombinaci typizacnich profild. Celkem tak bylo rozliSeno 31 kment, z nichz bylo
ribotypizaci 18 zarazeno do A. baumannii a po 5 do DNA skupin 3 a 13TU. Dva multirezistentni kme-
ny A. baumannii (pozdé&ji zafazené do panevropského klonu I) se na klinice vyskytovaly po celé sle-
dované obdobi a zahrnovaly 41 % vsech studovanych izolati. Jeden z nich zpusobil v ¢ervnu 1991
sepsi malého chlapce zminénou v predmluve, druhy vyvolal epidemii v 1ét¢ 1993.

Tato studie naznacila n¢kolik skutecnosti, které byly posléze potvrzeny studiem geograficky Sirsi
populace acinetobaktert: (i) kmenova diverzita A. baumannii a ostatnich skupin komplexu ACB je
znacna, a to zvIlasté u kment s dobrou citlivosti na antibiotika; (ii) multirezistence je u A. baumannii
spojena s malym poctem genotypti a kmeny s t€émito genotypy mohou v nemocnicich dlouhodobé
pretrvavat a epidemicky se §ifit; (iii) velmi podobné avsak epidemiologicky nesouvisejici multirezis-
tentni kmeny se mohou vyskytovat souc¢asné na jednom odd¢leni a k jejich rozliSeni je nutné soucasné
pouziti n€kolika typizac¢nich metod.

2.1.2. Dvé hlavni klonalni uskupeni Acinetobacter baumannii v Ceské republice (piiloha 3.3.)

Studium nemocni¢ni populace komplexu ACB bylo v dalsim kroku rozsifeno na celou republi-
ku. Z vice nez 400 izolatl acinetobakterti, zaslanych v letech 1991-1997 do nasi laboratote, byl vybran
soubor 103 klinicky nebo epidemiologicky vyznamnych nemocni¢nich izolath komplexu ACB. Studo-
vany byly pomoci ribotypizace, plazmidové analyzy, biotypizace a vySetfeni citlivosti na antibiotika.

*" Dijkshoorn L, Ursing BM, Ursing JB. Strain, clone and species: comments on three basic concepts of bacteriology. J Med Microbiol
2000;49: 397-401. Maynard Smith J, Smith NH, O'Rourke M, Spratt BG. How clonal are bacteria? Proc Natl Acad Sci USA 1993;90:4384-
4388.



Podle EcoRlI ribotypi jich bylo 77 (75 %) identifikovano jako A. baumannii, ostatni jako dal§i DNA
skupiny komplexu ACB. A. baumannii zahrnoval v§echny multirezistentni a epidemické kmeny.

Celkem bylo zjisténo 50 riznych EcoRlI ribotypi, z nichz se pouze dva vyskytovaly u vétsiho po-
¢tu izolath (4. baumannii) rizného pivodu. Izolaty s kazdym z téchto ribotypt sdilely téZ shodny ne-
bo podobny biotyp a plazmidovy profil a tvotily tak dvé feneticky diskrétni skupiny. Tyto skupiny
jsem oznacil jako A a B s tim, Ze jde pravdépodobné o dvé klonalni linie A. baumannii rozsifené
v nemocnicich Ceské republiky. Skupina A zahrnovala 37 izolatd s ribotypem I, biotypem 11 nebo 6 a
kryptickym plazmidem pANT1 o velikosti 8,7 kb; skupina B obsahovala osm izolatd s ribotypem II a
biotypem 2, u nichz vétSinou nebyla plazmidova DNA zjiSténa. Ob¢ skupiny obsahovaly epidemické i
sporadické kmeny, které¢ byly izolovany na riznych lokalitich béhem celého sledovaného obdobi a
které byly rezistentni k vétsimu poctu antibiotik nez zbyvajici izolaty (skupiny A a B zahrnovaly 44 %
vSech studovanych izolatl a 85 % multirezistentnich izolata).

Béhem praci na tomto projektu publikovali Dijkshoornova a NIPH RUH RUH NIPH y
spol. studii, v niZ porovnali genotypové a fenotypové vlastnosti . PR o "
epidemickych a sporadickych nemocni¢nich kment A. baumannii ze — T s i
severozapadni Evropy.”® Vétsinu epidemickych kmenti rozdélili do amtEntas. & KU
dvou diskrétnich skupin zietelné odliSenych od heterogenni popula- oY TR T : __—

e e . ere . g _
ce sporadickych izolati a tyto skupiny oznacili jako epidemické s g
klony I a II. Epidemické klony zahrnovaly kmeny izolované v letech — —
1982-1990 ve Velké Britanii, Holandsku a Belgii, které byly vyraz- '
né rezistentngjsi k antibiotikim nez sporadické izolaty. Porovnani st 3,5
publikovanych ribotypti a biotypl s nasimi vysledky naznacilo, zZe
skupiny A a B odpovidaji popsanym klontim. To posléze potvrdila e,
ribotypizace (obr. 1) a plazmidova analyza referenc¢nich kment pro g
klony I a II. —

Tato studie potvrdila klic¢ovou roli 4. baumannii v nemocnicni w— 15

populaci acinetobakterti. Jeji vyznam spocival zejména v objevu
dvou Siroce rozsitenych skupin A. baumannii zahrnujicich vétSinu
ceskych multirezistentnich izolat a ve zjisténi, Ze tyto skupiny od-
povidaji epidemickym klontim ze severozapadni Evropy. Slo o prvni Obr. 1. EcoRI ribotypy referenénich
doklad panevropského rozsiteni klonalné ptibuznych kment u rodu  kmend pro klony | (RUH 875)) a Il

. 59 , , , . v s (RUH 134) a pro ¢eské skupiny A
Acinetobacter.” Kmeny popsané v této praci se staly referencnim (NIPH 7) a B (NIPH 24).
materidlem pro dalsi studium vlastnosti a struktury nemocnicni po-

pulace 4. baumannii.

2.1.3. Studium O-antigenti pomoci monoklonalnich protilatek (prilohy 3.4., 3.5.)

Studium Ceskych kmenti 4. baumannii pokracovalo analyzou O-antigenti pomoci 20 monoklo-
nalnich protilatek (MAb), ptipravenych Dr. Ralphem Pantophletem (Research Center Borstel). Studo-
vano bylo 52 ¢eskych kmentl z let 1991-1999 a 13 referencnich kment pro klony I a II z ptivodni pra-
ce Dijkshoornové a spol. Cesky soubor zahrnoval kmeny skupin A a B a dal§i multirezistentni a citlivé
kmeny, vybrané vétSinou z ptedchozi studie (kapitola 2.1.2.). U novych ¢eskych izolatl a referen¢nich
kment ze zapadni Evropy byly z diivodu metodického sjednoceni vySetieny ribotypy, biotypy a pfi-
tomnost plazmidu pANI1.

%8 Dijkshoorn L, Aucken H, Gerner-Smidt P et al. Comparison of outbreak and nonoutbreak Acinetobacter baumannii strains by genotypic
and phenotypic methods. J Clin Microbiol 1996;34:1519-1525.

% Citovano: Juni, E. Genus Acinetobacter. In: Garrity G. (ed.). Bergey's Manual of Systematic Bacteriology: Proteobacteria, Parts A, B & C.
Springer-Verlag New York Inc. 2004.
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Vysledky potvrdily homogenitu ¢eskych skupin A a B a jejich odlisnost od ostatnich ¢eskych
kmend. VSechny kmeny skupiny A reagovaly s MAb S48-3-13 nebo S51-3 a vSechny kmeny skupiny
B reagovaly s MAb S53-32, zatimco vétSina ostatnich rezistentnich a citlivych kment nereagovala
se zadnou testovanou protilatkou. Vlastnosti skupiny A odpovidaly klonu I (shodny EcoRI ribotyp,
biotyp 6 nebo 11, reaktivita s MAb S48-3-13, plazmid pANI1) a vlastnosti skupiny B byly zjistény u
vétSiny kment klonu II (EcoRI ribotyp, biotyp 2). Reaktivita s monoklonalnimi protilatkami se vSak
u skupiny B a klonu II lisila. Vysledky dalsi studie (p#iloha 3.5.) ukazaly, Ze reaktivita s protilatkami
zjisténa u klonu I a II a ¢eskych klonalnich skupin je ¢astd i u kment z dalSich evropskych zemi (Bul-
harsko, Mad’arsko, Polsko, Némecko).

2.1.4. Vztah Ceskych klonalnich skupin a zapadoevropskych kloni (prilohy 3.6., 3.7.)

Navzdory predchozim vysledkiim zGstaval piesny vztah zapadoevropskych klonti a ceskych
kmenti A. baumannii nevyjasnén. Klony I a II byly primarmé definovany podle podobnosti profild
AFLP, Ceské skupiny shodou v EcoRI ribotypech. Zatimco metoda AFLP je zaloZena na analyze krat-
kych useki DNA reprezentujicich cely genom, ribotypizace vychazi ze struktury genti pro ribozomalni
RNA a tésné prilehlych oblasti. Zapadoevropské klony a ¢eské skupiny tak nemusely byt zcela shod-
né. Heterogenitu ribotypt a biotypt u klonu II ukazala uz ptivodni prace Dijkshoornové a spol. (1996).
Ceska skupina B byla oproti tomu v téchto vlastnostech homogenni.

S touto otazkou byly analyzovany genotypy 52 Ceskych kment a 13 referencnich kmenti pro klo-
ny I a II z pfedchozi studie (priloha 3.4.) a 33 Ceskych multirezistentnich kment z let 2000 - 2001
(tabulka 1). Ke kvantitativnimu vyjadieni genotypové podobnosti byla pouzita ribotypizace s enzymy
Hincll a Hindlll a metoda AFLP. Numericka analyza ribotypt a profili AFLP potvrdila pfibuznost
skupiny A s klonem I a skupiny B s klonem II. Vysledky nicméné ukazaly, ze do obou kloni (defino-
vanych primarné podle AFLP) nalezeji i nékteré ceské kmeny s mirn€é odlisSnymi ribotypy, které pi-
vodné nebyly zafazeny do skupiny A ani B. Klony I a II tak ptedstavuji $ir$i uskupeni nez ceské sku-
piny. Kvantitativni genotypova analyza zaroven potvrdila genetickou heterogenitu ¢eskych citlivych
kment a jejich odlisnost od klonti I a II a ostatnich multirezistentnich kmenti 4. baumannii. Podobng¢
vysokou diverzitu fenotypovych a genotypovych vlastnosti popsali u citlivych kmenti ze severozapad-
ni Evropy 1 Dijkshoornova a spol. (1996).

Prevalence panevropskych klonii mezi multirezistentnimi nemocni¢nimi kmeny byla v letech
1991-2001 v Ceské republice vysoka: z celkem 70 multirezistentnich kmenti bylo 41 zatazeno do klo-
nu I a 21 do klonu II, tj. 89 % multirezistentnich kmenti nalezelo k jednomu z téchto klont. Jejich
pomeérny vyskyt byl vSak ve skutecnosti zfejmé vyssi, nebot’ pfi vybéru kmenti pro tyto studie bylo

Tabulka 1. Vlastnosti klonti | a II*

. . Pocet Pocet kment Reaktivita
Doba Pocet Ribotyp . . . . P
Klon Soubor izolace Kkmenti Hin dill-Hin il Biotyp rezistenci s plazmidem s monoklonalni
na kmen** pAN1 (8,7 kb) protilatkou
Ceska R1-1(38), R5-3 (1), 6(15) 71 24 $48-3-13 (18)
republika 1 001-2001 41 R3-1(2) 1(24) [2-10] Netestovano (17) S51-3-12.(6)
P 12(1) Netestovano (17)
Klon |
Evropské 6(3) 66
referenéni  1984-1990 9 R1-1(8), R3-1 (1) . ’ 9 S48-3-13 (9)
11(17) [4-9]
kmeny
R2-2 R6-4 -32
Ceska (11), R6-4 (4), 58 ; $53-32 (7)
. 1991-2001 21 R4-2 (3), R2-5 (2), 2(21) . Netypovatelné (3)
republika [3-8] Netestovano (11) .
R2-4 (1) Netestovano (11)
Klon II E K 101
vropské )
referenéni  1982-1989 4 R2-2 (3),R4-2 (1) 2(2), [:1512] 1 Ne?480\:/3at1e7ln(:() 1
kmeny 9(1) i

* V zavorkach uvedeny pocty kmenu nalezejici k pfislusnému typu.
** Testovano 11 antibiotik (viz kapitola 2.1.6.). Uveden primérny poCet rezistenci na kmen, v hranatych zavorkach rozpéti.
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zachovani typové rozmanitosti nadfazeno proporénimu zastoupeni jednotlivych typi.

2.1.5. Povaha a vlastnosti panevropskych kloni (p7ilohy 3.3.- 3.7., 3.11.)

Klon je populaci bakterii odvozenych asexualni reprodukei z jediného individua. Je kategorii re-
lativni, nebot’ vztahy mezi jednotlivymi pfedky mohou byt opét klonalni. Klonalni vztah existuje mezi
buiikami jedné kolonie, izolaty endemického kmene, kmeny pandemického klonalniho uskupeni ale i
mezi riiznymi prvky této fady. Pokazdé jde o vztah v jiném Easovém a generatnim intervalu. Cim je
tento interval delsi, tim vétsi jsou rozdily ve vlastnostech pfibuznych organismi (vzniklé mutacemi
nebo horizontalnim prenosem gentl) a tim obtizn&ji se klonalni vztah® rozeznava (zvlasté tehdy,
uplatiiuje-li se vyznamné horizontalni ptenos).*’

K rozliseni 1ékaisky vyznamnych klonii se pouzivaji rizné metody, pii nichz se vychazi
z podobnosti vlastnosti u klonaln€¢ ptibuznych organismii a jejich odliSnosti u neptibuznych (méne
ptibuznych) organismi.*”® Jde o feneticky piistup (analyza celkové podobnosti organismil), ktery pii
pouziti metod strukturalni analyzy DNA umoznuje aproximaci klonalnich vztahi i bez fylogenetické
dedukce. Dnes pouzivané genotypové metody (makrorestricni analyza chromozomalni DNA nebo
fingerprintingové metody zalozené na PCR) jsou vysoce citlivé a umoznuji rozlisit melké klonalni
vazby, coz ma vyznam zvlasté v epidemiologii a diagnostice. V poslednich letech doslo k vyraznému
posunu i v definovani $ir§ich ptibuzenskych vztahd uvniti populaci jednotlivych druhd, a to diky me-
tod¢ multilokusové sekvenéni typizace (MLST) zalozené na analyze tzv. provoznich gent (housekee-
ping genes).”’ Tento piistup umoZiiuje pouziti matematickych modelt pro analyzu populaéni struktury
bakterii a pro definovani klonalnich uskupeni.®*

Klony I a II byly rozpoznany na zakladé celkové podobnosti genotypovych (AFLP, ribotypy) a
fenotypovych vlastnosti (biotyp, struktura O-antigenu). I kdyZ biologické diivody obecné neumoziuji
presné urceni hranic klonu, je zjevné, Ze oba panevropské klony maji diskrétni a homogenni genetické
jadro. To potvrdila i studie ve spolupraci s Geertem Huysem z University v Gentu (piiloha 3.11.),
v niz byly oba klony spolehlivé identifikovany metodou fingerprintingu (rep)-PCR, ktera vychazi
z jinych Casti genomu nez AFLP a ribotypizace. Rozeznéni a detailni analyza klond I a II iniciovaly
studium populacni struktury 4. baumannii. V letoSnim roce vysla prace popisujici dalsi evropsky mul-
tirezistentni klon (klon III)* a nase nepublikované vysledky naznaluji existenci dalsich klonalnich
uskupeni. Ocekavané zavedeni metody MLST je pfedpokladem ucinnéjsi analyzy populacni struktury
A. baumannii a sledovani jejich zmén.

v 4

Z rozsiteni klonu I a II a jejich vnitini diverzity lze usuzovat na to, Ze jde o relativné staré skupi-
ny. Typové varianty uvniti klonli vznikaji postupnou diverzifikaci a mohou predstavovat geneticky
homogenni a evoluén¢ mladé populace (subklony). Piikladem jsou ¢eské kmeny klonu I nalezejici k
biotypu 11. Kmeny A. baumannii s timto biotypem jsou v Ceské republice nejéast&j§i zatimco v za-
padni Evropé jsou vzacné (prilohy 3.1. a 3.3.). Kmeny s biotypem 11 mély vétSinou podobné makrore-
strikéni profily chromozomalni DNA a sdilely dalsi vlastnosti (neschopnost ristu na L-arabinoze a
pritomnost plazmidu o velikosti 6 kb), které nebyly zjistény u ostatnich kment klonu I.

% Klondlni vztah zde neznamena genetickou identitu, ale nedavnou spole¢nou evoluéni historii vétsiny genomu.

®! Feil EJ, Spratt BG. Recombination and the population structures of bacterial pathogens. Annu Rev Microbiol 2001;55:561-590.

2 @rskov F, @rskov 1. Summary of a workshop on the clone concept in epidemiology, taxonomy, and evolution of the Enterobacteriaceae
and other bacteria. J Infect Dis 1983;148:346-357.

% Maiden MCJ, Bygraves JA, Feil E et al. Multilocus sequence typing: a portable approach to the identification of clones within populations
of pathogenic microorganisms. Proc Natl Acad Sci USA 1998;95:3140-3145.

% Day N P, Moore CE, Enright MC et al. A link between virulence and ecological abundance in natural populations of Staphylococcus
aureus. Science 2001;292:114-116. (Retraction, 295:971,2002)

% Van Dessel H, Dijkshoorn L, van der Reijden TJK et al. Identification of a new geographically widespread multiresistant Acinetobacter
baumannii clone from European hospitals. Res Microbiol 2004;155:105-112.
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Objev panevropskych klonit miize mit pro 1ékarskou mikrobiologii nemaly vyznam. Lze ptedpo-
kladat, ze tyto klony nesou faktory zodpovédné za jejich schopnost §ifit se, kolonizovat pacienty a
efektivné vyvijet rezistenci k antibiotikiim. Studium téchto faktorti u taxonomicky a evolu¢né¢ defino-
vanych skupin mutize objasnit ptiiny, pro¢ se A. baumannii béhem poslednich desetileti stal jednim
z nejvyznamngjSich nemocni¢nich patogeni.

2.1.6. Praktick4a metoda epidemiologické typizace multirezistentnich kmenu (p7iloha 3.8.)

Jednim z kol praktické bakteriologie je v¢asné rozpoznani epidemiologicky zavazné situace
analyzou vlastnosti nemocni¢nich kment (typizaci). Pokusil jsem se proto vypracovat metodu, ktera
za minimalnich materidlovych a pracovnich narokti umozni u izolati A. baumannii rozeznat epidemio-
logickou vazbu. Vychodiskem byla skute¢nost, Ze u multirezistentnich kmend existuje zna¢na rozma-
nitost profilii rezistence a fakt, ze priméry inhibi¢nich zon kolem antibiotickych diskil v rutinnim dis-
kovém diftznim testu jsou mirou citlivosti, kterou lze numericky vyhodnotit a pouzit pro presnéjsi
klasifikaci kment neZ umoziuji kategorizace citlivy-rezistentni.®

Typizacni sestava 11 antibiotik byla vybrana podle distribu¢nich charakteristik a vzajemné kore-
lace hodnot citlivosti u epidemiologicky heterogenniho souboru kmenti. Obsahovala ampici-
lintsulbaktam, piperacilin, ceftazidim, imipenem, ko-trimoxazol, ofloxacin, gentamicin, tobramycin,
amikacin, netilmicin a tetracyklin. Sestavy primérti inhibi¢nich zén pro tato antibiotika (antibiogra-
my) byly porovnany shlukovou analyzou s euklidovskou vzdalenosti jako koeficientem podobnosti.
Tato metoda ucinngji rozliSovala multirezistentni kmeny nez ribotypizace a biotypizace (coz plyne
z konzervativnosti téchto znakt u prevazujicich klont), a podobné jako makrorestrikéni analyza chro-
mozomalni DNA rozliSila kmeny nalezejici do klonu I. Jeji meze plynou z nestability rezistence
k nékterym antibiotikim (napft. k amikacinu), z mozné shody fenotypu rezistence u genotypoveé odlis-
nych kmenti a z neschopnosti rozlisit citlivé kmeny. Vysledky nicméné ukazaly, Ze tuto jednoduchou a
rutinné provadénou metodu lze v praxi vyuzit pro orientacni typizaci multirezistentnich kmend A.
baumannii, zv1asté pak pro vcasné rozpoznani jejich epidemického Siteni.

2.2. Povaha multirezistence Acinetobacter baumannii (prilohy 3.9.-3.12.)

Zjisténi, ze multirezistentni kmeny 4. baumannii jsou genotypove vyrazné¢ homogenngjsi nez cit-
livé kmeny (priloha 3.3), vedlo k otazce, zda je tento jev disledek rozsifeni ne¢kolika multirezistent-
nich kmeni nebo nezavislého vzniku a vyvoje rezistence u klonaln¢ ptibuznych citlivych kment. Sku-
teCnost, ze vSechny do té doby izolované kmeny klont I a II byly multirezistentni, svéd¢ila pro prvni
alternativu, zatimco rozmanitost fenotypt rezistence uvniti klonti ukazovala na moznost druhou. Do-
stupnost definovaného souboru kment z Ceské republiky a dal$ich evropskych zemi umoznila studo-
vat tuto otazku na vztahu mezi multirezistenci a prislusnosti kmenti do hlavnich klonalnich uskupeni.

2.2.1. Vztah mezi klonalitou a rezistenci k aminoglykozidim (p7ilohy 3.9., 3.10)

Jako modelovou skupinu antibiotik pro studium tohoto vztahu jsem vybral aminoglykozidy. Dt-
vody byly tyto: (i) multirezistentni kmeny 4. baumannii jsou obvykle rezistentni alespon k jednomu
klinicky vyznamnému aminoglykozidu; (ii) mechanizmy rezistence k aminoglykozidiim jsou u acine-
tobakterti dobie prostudovany: zahrnuji predev§im enzymatickou modifikaci antibiotik acetyltransfe-
razami (AAC), nukleotidyltransferazami (ANT) nebo fosfotransferazami (APH); (iii) tyto enzymy

% Giacca M, Menzo S, Trojan S, Monti-Bragadin C. Cluster analysis of antibiotic susceptibility patterns of clinical isolates as a tool in
nosocomial infection surveillance. Eur J Epidemiol 1987;3:155-163.
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maji strukturalné a funkéné odlisné formy, které se mohou vyskytovat u jednotlivych kmeni
v ruznych kombinacich; (iv) sekvence mnoha gend pro tyto enzymy jsou znamy a lze je proto prokazat
pomoci PCR; (v) geny pro modifikujici enzymy mohou byt soucasti integronil tfidy I, genetickych
struktur obsahujicich rizné geny rezistence ve formé tzv. genovych kazet a charakterizovanych kon-
zervativnimi strukturalnimi prvky, které umoziuji uréeni typu a polohy integrované kazety. Cilem
studie bylo urcit vztah mezi pfitomnosti a genetickou lokalizaci gent pro rezistenci k aminoglykozi-
dim a pfislusnosti kment do hlavnich klonalnich uskupeni.

Studovany soubor zahrnoval 106 multirezistentnich kmend a 15 kontrolnich kment pfirozené
(wild-type) citlivych k aminoglykozidiim. Slo o 85 ¢eskych kmenii a 13 referen¢nich kment pro klony
I a II z ptedchozi studie (pFiloha 3.7.) doplnénych o 23 multirezistentnich kmenti klont I, II a III izo-
lovanych v letech 1993-1998 v dalSich evropskych zemich. Pomoci PCR byla vysetifena pfitomnost
genl pro sedm modifikujicich enzymil vybranych podle literarnich udaji a vysledkl pilotni studie
provedené ve spolupraci s Dr. Georgem Millerem (Schering-Plough Institute): fosfotransferazy
APH(3’)-1a (gen aphAl) a APH(3’)-Vla (aphA6), acetyltransferazy AAC(3)-la (aacCl), AAC(3)-11a
(aacC2) a AAC(6)-Ib (aacA4), nukleotidyltransferazy ANT(2’*)-Ia (aadB) a ANT(3"’)-la (aadAl).”’
Umisténi a poloha gen ve variabilnich oblastech integronti byla studovana metodou PCR mapovani,
pfi niz se pouzivaji primery specifické pro konzervativni &asti integronu a genti pro rezistenci.”®

Vysledky potvrdily zasadni vyznam modifikujicich enzymi pro klinicky vyznamnou rezistenci k
aminoglykozidim. Celkem 96 % multirezistentnich kment bylo rezistentnich k nejméné jednomu
aminoglykozidu (kanamycin, 92 %; gentamicin, 88 %; amikacin, 47 %; tobramycin, 37 %; netilmicin,
26 %) a nejmén¢ jeden gen rezistence byl zjistén u 95 % kment (aphAl, 72 %; aacCl, 64 %; aadAl,
64 %; aphA6, 52 %; aadB, 29 %; aacC2, 7 %; aacA4, 3 %). U 84 % multirezistentnich kment byly
zjistény kombinace dvou az péti riznych gent, a to ve 12 rlznych sestavach. Pfitomnost genti pro
modifikujici enzymy a fenotyp rezistence byly v souladu v prfevazné vétsing piipadd s vyjimkou ne-
tilmicinu. I kdyz vysoka rezistence k netilmicinu byla obvykle spojena s pfitomnosti genidl pro jeho
inaktivaci, hodnoty MIK (minimalni inhibi¢ni koncentrace) se u vétSiny kment (71 %) bez téchto
genl pohybovaly kolem hrani¢ni koncentrace pro citlivost (8 mg/l), tj. byly zhruba desetkrat vyssi nez
MIK kontrolnich citlivych kment.

Integrony tiidy I byly zjistény u 74 % multirezistentnich kmend, a to celkem v Sesti typech varia-
bilnich oblasti o velikostech 0,7 kb az 3,0 kb. Jednozna¢né prevazovaly oblasti o 2,5 kb a 3,0 kb, které
se ob¢ vyskytovaly u klonti I a II, nikoliv vS§ak u ostatnich kment. Sekven¢ni analyza provedena Dr.
Lucillou Dolzani z Univerzity v Terstu, ukazala, Ze oblast 2,5 kb obsahuje genové kazety v potadi
aacCl, orfX, orfX', aadA 1, zatimco oblast 3,0 kb kazety aacCl, orfX, orfX, orfX', aadAl 5 Obe nej-
roz§ifenéjsi integronové oblasti se tak liSily pouze dodate¢nou kazetou orfX u variabilni oblasti 3,0 kb
a maji tak pravdépodobné spole¢ny pivod (Ize predpokladat vzajemnou konverzi deleci nebo duplika-

ci orfX).

Vnitroklonalni diverzita gent rezistence, jejich kombinaci a typt integrond byla u klonti I a 11
znacéna. U klonu I bylo zjisténo devét genovych kombinaci a Etyfi typy integront, zatimco u klonu 11
se vyskytlo sedm kombinaci genli a tfi typy integrond. Tato diverzita odpovidd jiz zminéné
heterogenité v dalSich vlastnostech a dale potvrzuje, Ze klony I a II jsou relativné stara uskupeni (klon
III byl oproti tomu zcela homogenni, coz naznacuje jeho pomérné nedavné rozsifeni). Klony I a II
pritom sdilely vétSinu genti rezistence, jejich kombinace i oba geograficky rozsifené typy integrond.
Situaci, kdy evolu¢né odlisné skupiny jsou v genotypu rezistence vniting heterogenni a zaroven sdileji

%7 Fenotypy rezistence pro jednotlivé enzymy jsou nasledujici: APH(3’)-Ta (kanamycin), APH(3")-VIa (kanamycin, amikacin), AAC(3)-Ia
(gentamicin), AAC(3)-Ila (gentamicin, tobramycin, netilmicin), AAC(6’)-Ib (kanamycin, tobramycin, netilmicin,amikacin), ANT(2’)-la
(kanamycin, gentamicin, tobramycin), ANT(3"*)-Ia (streptomycin).

% Lévesque C, Piché L, Larose C, Roy PH. PCR mapping of integrons reveals several novel combinations of resistance genes. Antimicrob
Agents Chemother 1995;39:185-191.

 Kazety orfX a orfX’ koduji proteiny neznamé funkce.
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shodné genotypové prvky rezistence, lze interpretovat jako dasledek horizontalniho Sifeni gent pfi-
padné kombinovaného s jejich nestabilitou. Tomu odpovida i zji$téni, Ze Ceské multirezistentni
kmeny byly jako celek (tj. bez ohledu na klondlni pfislusnost) v genotypu rezistence homogennéjsi
(nesly pouze integrony typu 2,5 kb a 3,0 kb a neobsahovaly geny aacC2 a aacA4 pro inaktivaci netil-
micinu) nez geograficky heterogenni populace jednotlivych klonti. Tyto rozdily mezi geograficky
oddélenymi populacemi klonalné piibuznych kmenti mohou plynout z lokalnich odlisnosti ve slozeni
dostupnych genil (genetic pool) nebo v aplikaci jednotlivych antibiotik.

2.2.2. Klony a determinanty rezistence k tetracyklintim (p#iloha 3.11.)

Tématem dalsi studie provedené ve spolupraci s Dr. Geertem Huysem (Univerzita v Gentu) byl
vztah mezi determinantami tetracyklinové rezistence a klonalni pfislusnosti kmend A. baumannii. Stu-
dovano bylo 49 multirezistentnich kment z riiznych evropskych nemocnic nalezejicich vétSinou do
klonu I (n=18), klonu II (n=19) nebo klonu III (n=4). U kmenti klond I a III se vyskytoval téméf vy-
luéné pouze gen fet(4) kddujici eflux tetracyklinu, zatimco gen tet(B) (eflux tetracyklinu i minocykli-
nu) byl zjistén u prevazné vétSiny kmenti klonu II. Tato zjisténi odpovidala fenotypové citlivosti stu-
dovanych kment k tetracyklinu a minocyklinu i nepublikovanym udajim pro citlivost ¢eskych multi-
rezistetntnich kmenti k doxycyklinu (kmeny klonu I mély snizenou citlivost k doxycyklinu, kmeny
klonu II byly obvykle pln¢ rezistentni). Tyto vysledky naznacuji - na rozdil od aminoglykozidové re-
zistence - klonalni vazbu genetickych determinant rezistence k tetracyklinim i moZznou terapeutickou
ucinnost tetracyklind druhé generace na infekce vyvolané predevsim multirezistentnimi kmeny nena-
leZejicimi do klonu II.

2.2.3. Efluxova pumpa AdeABC (prilohy 3.10., 3.11.)

Miller a spol. uvadeji ve své praci z roku 1995 jako jeden z nejrozsitenéjSich mechanizmti ami-
noglykozidové rezistence u acinetobakterti tzv. AAC(3)-?, charakterizovany intermediarni citlivosti
(nizkou rezistenci) k netilmicinu, gentamicinu a klinicky nepouzivanym derivatim netilmicinu.”® I
kdyz se ptivodné ptredpokladalo, ze jde o acetyltransferazu, nikdy se nepodatilo tento hypoteticky en-
zym izolovat. V roce 2001 Magnetova a spol. publikovali praci, v niz popsali u kmene A. baumannii
efluxovou pumpu AdeABC sniZujici citlivost k fadé antibiotik v&etné aminoglykozidi.”' Tato pumpa
byla zvlasté ucinna pro hydroféobni aminoglykozidy (netilmicin a gentamicin). Maze tudiz zodpovidat
za typ rezistence AAC(3)-? a byt pfic¢inou snizené citlivosti k netilmicinu zjisténé u pfevazné vétSiny
multirezistentnich kmenti 4. baumannii, u nichz nebyly prokazany jiné mechanizmy rezistence
k tomuto antibiotiku (p#ilohy 3.9., 3.10.).

Otazku distribuce genu pro AdeB (vlastni proteinova pumpa) a jeho vazbu s fenotypem citlivosti
jsme zkoumali u 70 multirezistentnich a 15 pfirozené citlivych ¢eskych kmend 4. baumannii. Gen
adeB byl zjistén u vsech multirezistentnich kmentl, coz bylo v souladu s faktem, Ze tyto kmeny mély
obvykle sniZenou citlivost k netilmicinu a Ze jejich MIK pro ostatni aminoglykozidy (po vylouceni
rezistence zptusobené enzymatickou modifikaci) odpovidaly udajim ze studie Magnetové a spol. Gen
adeA se vsak vyskytoval i u osmi z 15 kment s MIK pfirozené¢ citlivé populace, u nichz nemél vliv na
kvantitativni hodnoty citlivosti. Vysvétleni tohoto jevu nabizi pravé uveiejnéna prace, jejiz autofi stu-
dovali piirozené citlivy kmen A. baumannii obsahujici geny pro pumpu AdeABC.”> Molekularni ana-
lyza spontannich mutant rezistentnich ke gentamicinu odvozenych z tohoto kmene ukazala, ze ptivodni

" Miller GH, Sabatelli FJ, Naples L, Hare RS, Shaw KJ. The most frequently occuring aminoglycoside mechanisms - combined results of
surveys in eight regions of the world. J Chemother 1995;7(Suppl 2):17-30.

"I Magnet S, Courvalin P, Lambert, T. Resistance-nodulation-cell division-type efflux pump involved in aminoglycoside resistance in Acine-
tobacter baumannii strain BM4454. Antimicrob Agents Chemother 2001;45:3375-3380.

2 Marchand I, Damier-Piolle L, Courvalin P, Lambert, T. Expression of the RND-type efflux pump AdeABC in Acinetobacter baumannii is
regulated by the AdeRS two-component system. Antimicrob Agents Chemother 2004;48:3298-3304.
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citlivy fenotyp byl dasledkem striktni regulace dvousloZzkovym systémem AdeRS. Spontdnni mutace
v regulacnich genech vedly ke konstitutivni (nadmérné) expresi pumpy a rezistenci resp. snizené citli-
vosti.

Nase vysledky ohledné netilmicinu naznacuji, Ze konstitutivné exprimovana pumpa se pravidelné
vyskytuje u multirezistentnich kmend, které disponuji dal$imi mechanizmy rezistence, vyskytujicimi
se u riznych kment v riznych kombinacich. Aktivace efluxového systému tak mtze byt prvnim kro-
kem umoziujicim ptezivani piivodné dobie citlivych kment v prostiedi s antibiotiky, na néjz navazuje
akvizice specifickych a vysoce G€¢innych mechanizmi rezistence. Protoze multirezistence je pravdépo-
dobné epidemiologicky nejvyznamnéjsi vlastnost acinetobakterti, mize byt pumpa AdeABC jednim
z hlavnich divodu, pro¢ se praveé 4. baumannii (a jeho urcité klonalni linie) stal mezi ostatnimi acine-
tobaktery daleko nejvyznamnéj§im nemocni¢nim patogenem.

2.2.4. Antibioticky ucinek peptidu odvozeného z humanniho laktoferinu (p7iloha 3.12.)

Pokracujici nartist multirezistence A. baumannii a obavy ze selhani antibiotické 1é¢by vedou
kromé studia vzniku a vyvoje rezistence ke hledani novych preparatii s antibakterialnim ucinkem.
Jednou z takovych latek je synteticky peptid (hLF(1-11) odpovidajici prvnim 11 aminokyselinam N-
konce lidského laktoferinu (hLF), ktery je vysoce G€inny pii 1écbé experimentalnich infekci zptisobe-
nych multirezistentnimi stafylokoky.” Ve studii provedené na Department of Infectious Diseases v
Leidenu jsme studovali €inek hLF1-11 na pét multirezistentnich kmenti 4. baumannii vybranych z
predchozich studii. Peptid hLF1-11 byl vysoce u¢inny na vSechny kmeny in vitro (redukce CFU o tfi
az Ctyfi fady) a na Ctyfi z t€chto kmend v experimentalni infekci u mysi (redukce CFU o dva az tii
rady) a je tak nadéjnym kandidatem pro 1écbu infekci vyvolanych kmeny rezistentnimi ke konven¢nim
antibiotiktim.

2.3. Druhova diverzita rodu Acinetobacter (piilohy 3.3., 3.13. - 3.17)

Nejistota ohledné biologickych kontur a praktické definice klonu neni o nic mensi u bakterialniho
druhu. AC je druh v bakteriologii zadkladni taxonomicka jednotka, jeho pojeti (species concept) i zpa-
sob rozliSeni (species definition) jsou predmétem neustavajici diskuse. Hlavni pti¢inou je povaha bak-
terii jako nepohlavné se mnozicich haploidnich organismi a tudiz nepouzitelnost biologického kriteria
reproduktivniho kiiZeni (reproductive interbreeding) platného pro vyssi eukaryontni organismy.”*
Pochybnosti tykajici se ontologického statutu druhu u bakterii jsou proto opravnéné.” Dnesni pojeti
bakterialniho druhu zahrnuje feneticky i fylogeneticky prvek (phylo-phenetic species concept).”® Druh
je chapan jako monofyleticky a genomové koherentni shluk individui sdilejicich vysoky stupen po-
dobnosti v mnoha nezavislych vlastnostech, ktery lze rozeznat podle fenotypovych znakii. Toto pojeti
slucuje tfi pristupy: (i) ur¢eni genomovych hranic taxonu metodou DNA-DNA reasociace (hybridiza-
ce),”’ (ii) studium fenotypovych vlastnosti s cilem definovat vnitrodruhovou diverzitu a uréit druhové
specifické a diagnosticky vyznamné vlastnosti, (iii) prikaz monofyletické povahy taxonu a jeho zafta-
zeni do evolucni genealogie (zvlasté pomoci srovnavaci sekven¢ni analyzy 16S ribozomalni RNA).

3 Nibbering PH, Ravensbergen E, Welling MM et al. Human lactoferrin and peptides derived from its N terminus are highly effective aga-
inst infections with antibiotic-resistant bacteria. Infect Immun 2001;69:1469-1476.

™ Mayr E. The ontological status of species: scientific progress and phylosophical terminology. Biol Phil 1987;2:145-166.

> Cowan ST. Sense and nonsense in bacterial taxonomy. J Gen Microbiol 1971;67:1-8.

76 Rossell6 -Mora R, Amann R. The species concept for prokaryotes. FEMS Microbiology Reviews 2001;25:39-67.

" Wayne LG, Brenner DJ, Colwell RR et al. Report of the Ad Hoc Committee on reconciliation of approaches to Bacterial Systematics. Int J
Syst Bacteriol 1987;37:463-464.
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S timto pojetim druhu souvisi i polyfazovy pfistup ve studiu druhové diverzity bakterii zalozeny na
analyze irokého spektra vlastnosti.”

V roce 1986 publikovali Bouvet a Grimont klasifika¢ni studii, ktera méla pro taxonomii acineto-
bakterti zasadni vyznam.” Pomoci DNA-DNA reasociace a rozsahlé fenotypové analyzy v ni rozdélili
rod do 12 DNA skupin. Jejich systém byl nezavisle potvrzen Tjernbergovou a Ursingem™ a byl nasle-
dovén dal§imi klasifika¢nimi studiemi. V roce 1992, kdyZ jsem se zacal zabyvat druhovou identifikaci
acinetobakterti, obsahoval rod sedm pojmenovanych druhti (nomenspecies) a 12 nepojmenovanych
DNA skupin (genomic species) (viz priloha 3.1.: str. 24). Bylo nicméné jasné, Ze taxonomie acineto-
bakterti je teprve na pocatku a nabizi ke zkoumani fadu otazek. Ty zahrnovaly nedostate¢nou znalost
vnitini diverzity nékterych DNA skupin (danou malym poctem dostupnych izolatit), problémy
s odlisenim néekterych druht/DNA skupin vyplyvajici z jejich genetické pribuznosti (napt. komplex
ACB nebo proteolytické druhy), obtize druhové identifikace, existenci kmend s neznamou druhovou
identitou a nejednotnou nomenklaturu.

2.3.1. Metoda konsenzualni identifikace (priloha 3.13.)

Prakticky vyznam druhu je v tom, Ze jeho priikaz umoziuje predikci druhové charakteristickych
vlastnosti, ¢asto 1ékaisky vyznamnych (patogenita, primarni rezistence na antibiotika). Predpokladem
je spolehliva identifika¢ni metoda, jejiz nedostupnost dosud komplikuje taxonomii acinetobakterti a
snizuje hodnotu popsanych druhti v o¢ich praktickych mikrobiologli. Ani pomérné komplikované cit-
livé metody jako je biochemické schéma podle Bouveta a Grimonta nebo restrikéni analyza 16S rDNA
(ARDRA) neumoziuji identifikaci v§ech popsanych druhti/DNA skupin.

Pti hledani postupu, ktery by zajistil spolehlivou identifikaci a pfitom nevyzadoval nakladné pfi-
strojové vybaveni, jsem vysel z pfedpokladu, Ze nedostatky téchto dvou metod Ize potlacit jejich kom-
binaci. Tento pfistup, nazvany konsenzualni identifikace (consensus identification), ma dvé Casti. Prv-
ni je numericka pravdépodobnostni identifikace, pii niz se vysledky biochemickych testi pro dany
kmen nezavisle porovnaji se dvéma publikovanymi identikacnimi (frekvencnimi) maticemi odvoze-
nymi z vlastnosti riznych soubord referenénich kment.*' Druhou je ARDRA, pfi niz se restrikéni
profily amplifikované 16S rDNA ziskané pro dany kmen srovnavaji s knihovnou znamych profilti pro
jednotlivé druhy/DNA skupiny. Kazdy kmen je tak charakterizovan tfemi vysledky identifikace, dvé-
ma podle biochemickych znaki a jednim podle ARDRA. Kmen je identifikovan, pokud se vysledek
ARDRA shoduje (resp. neni v rozporu) alespoii s jednim vysledkem biochemické identifikace.

2.3.2. Druhova diverzita klinickych izolati z Ceské republiky (p/iloha 3.13.)

Druhova diverzita byla studovana u 700 izolath z let 1991-1999, které pochazely od hospitalizo-
vanych i ambulantnich pacientii a byly vysoce heterogenni s ohledem na geograficky ptivod a typ vy-
Setfovan¢ho materialu. VSechny izolaty byly nejdiive vySetfeny biochemickymi testy, jejichz vysledky
byly interpretovany pomoci pravdépodobnostni numerické identifikace s vyuzitim zminénych dvou
matic. Kmeny, které nebyly obéma maticemi shodné zatazeny do komplexu ACB, byly studovany
metodou ARDRA a identifikovany postupem konsenzualni identifikace. Vysledky byly nasledujici:

" Vandamme P, Pot B, Gillis M, De Vos P, Swings J. Polyphasic taxonomy, a consensus approach to bacterial systematics. Microbiol Rev
1996;60:407-438.

™ Bouvet PJM, Grimont PAD. Taxonomy of the genus Acinetobacter with the recognition of Acinetobacter baumannii sp. nov., Acinetobac-
ter haemolyticus sp. nov., Acinetobacter johnsonii sp. nov., and Acinetobacter junii sp. nov. and emended descriptions of Acinetobacter
calcoaceticus and Acinetobacter Iwolffii. Int J Syst Bacteriol 1986;36:228-240.

8 Tjernberg I, Ursing J. Clinical strains of Acinetobacter classified by DNA-DNA hybridization. APMIS 1989;97:595-605.

81 Gerner-Smidt P, Tjernberg I, Ursing J. Reliability of phenotypic tests for identification of Acinetobacter species. J Clin Microbiol 1991;
29:277-282. Grimont PAD, Bouvet PJM. Taxonomy of Acinetobacter, p. 25-36. In Towner KJ, Bergogne-Bérézin E, Fewson CA (ed.), The
biology of Acinetobacter, 1991 ,Plenum Press, New York.
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komplex ACB (n=553, 79 %), A. lwoffii (n=63, 9 %), DS 13BJ/14TU (n=9), A. johnsonii (n=7), A.
haemolyticus (n=6), A. junii (n=5), A. radioresistens (n=4), DS 10 (n=3), DS 11 (n=2), DS 6 (n=1),
DS 15TU (rn=1) a DS 16 (rn=1). Druhova skladba studovana u 103 nemocni¢nich kmenti komplexu
ACB pomoci EcoRlI ribotypizace (priloha 3.3.) pak potvrdila dominantni postaveni A. baumannii,
ktery zahrnoval tii ¢tvrtiny izolatl komplexu ACB a vSechny epidemické a multirezistentni kmeny.

U 45 (31 %) ze 147 izolatd, které nendlezely do komplexu 4CB, nebyla mozna identifikace zad-
nou metodou nebo byly vysledky biochemické a genotypové (ARDRA) identifikace v rozporu. Kom-
binace obou metod nicméné umoznila klasifikaci 32 (71 %) nezatfazenych izolatli do dvou feneticky
diskrétnich skupin, tzv. fenonti 1 a 2. Zatimco fenon 1 (n=17) byl témé&f homogenni biochemicky a
vyznacoval se jistou heterogenitou v profilech ARDRA, u fenonu 2 (n=15) tomu bylo obracené. Pou-
ziti jediné z uvedenych metod by tudiz rozpoznani obou fenonli neumoznilo. Dal$i dva kmeny tvofici
na agarovych piidach neobvykle drobné kolonie byly zatazeny do tzv. fenonu 4. Pomoci AFLP byla
pozdgji vyjasnéna druhova pfislusnost dalSich neidentifikovanych kment: dva byly identifikovany
jako A. haemolyticus, dva jako A. johnsonii a jeden jako A. junii. V téchto pripadech §lo o disledek
vnitrodruhové diverzity nezachycené v identifikacnich schématech.

2.3.3. Studium druhové nezarazenych kment

V roce 1999 jsme (s Dr. Dijkshoornovou) zahajili projekt zaméteny na celkovou taxonomickou
revizi rodu, jehoZ soucasti byla i klasifikace kmenti s nejasnou taxonomickou pozici. V té dob¢ bylo
v nasich sbirkach pies 100 druhové nezatazenych kmend: 27 kmenti z predchozich klasifikacnich stu-
dii zalozenych na DNA-DNA reasociaci (Bouvet a Grimont, 1986; Tjernbergova a Ursing, 1989;
Bouvet a Jeanjean, 1989), 45 kmenti ze studie ¢eskych klinickych izolatd a vice nez 30 kment neiden-
tifikovatelnych nékterou z citlivych identifikacnich metod. Prvnim krokem byla charakterizace bio-
chemickych vlastnosti, ktera v kombinaci s metodou ARDRA umoznila presumptivni identifikaci
aberantnich kment a klasifikaci neidentifikovatelnych kmenti do tzv. fenont. Nasledujici analyza po-
moci AFLP bud’ umoznila zafadit aberantni kmeny do znamych druht/DNA skupin nebo potvrdila
statut fenonu, tj. genomové diskrétni skupiny piredstavujici s velkou pravdépodobnosti novy druh.
Fenony, obsahujici nejméné pét kmeni rtizného pivodu byly poté studovany rozsifenou sestavou asi-
milacnich testli, srovnavaci analyzou 16S rDNA (prof. Mario Vaneechoutte a Dr. Thierry de Baere
z Univerzity v Gentu) a DNA-DNA reasociaci (Dr. Ingela Tjernberg z Univerzity v Malmo a Dr. Da-
nielle Janssens z Univerzity v Gentu).

2.3.4. Acinetobacter ursingii, A. schindleri, A. parvus (piilohy 3.14.-3.16.)

Studium nezatazenych kmenid pomoci kombinace biochemické analyzy a ARDRA umoznilo roz-
Sifit Ceské fenony 1 a 2 o izolaty z dalSich evropskych zemi. Analyza fenotypu, ARDRA, AFLP,
DNA-DNA reasociace a sekvencni analyza genti pro 16S rRNA prokazaly, ze fenony 1 (n=29) a 2
(n=22) predstavuji dva nové druhy nazvané Acinetobacter ursingii a Acinetobacter schindleri.
Vsechny kmeny, podle nichz byly oba druhy popsany, pochizely z ¢loveéka. Zatimco A. schindleri
bylvétsinou izolovan ze sliznic, kiize a moce ambulantnich pacientdi, 4. ursingii zahrnoval pfevazné
klinicky vyznamné nemocni¢ni izolaty. Celkem 13 kment 4. ursingii bylo izolovano z krve pacienti
hospitalizovanych v kritickém stavu na oddé€lenich intenzivni péCe a nejméné u tii pacientll byla

82 Termin fenon oznacuje skupiny vzajemné si podobnych izolati (podle fenotypovych znakii a ARDRA), zietelné odlisenych od znamych
druhi/DNA skupin a dal$ich nezafazenych kment.
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Fig. 2. Kolonie (a) Acinetobacter
parvus, (b) Acinetobacter ursingiii
a (c) Acinetobacter schindleri.
Kmeny byly kultivovany 24 h pfi
30 °C na trypt6zo-sojovém agaru;
usecka, 2 mm.

prokazéna sepse. Retrospektivni analyza rozsahlého souboru kmenti izolovanych v Ceské republice za
poslednich 10 let navic ukazala, Zze A. ursingii byl po A. baumannii nejcastéji izolovanym druhem
acinetobaktera z hemokultur.

Obdobny postup jako u fenontd 1 a 2 byl pouzit pii taxonomické analyze sedmi kment fenonu 4
vyznacujicich se neobvykle malymi koloniemi na agarovych ptidach (obr. 2) a nizkou biochemickou
aktivitou. Polyfazova analyza potvrdila, Ze i v tomto piipadé jde o geneticky diskrétni skupinu pred-
stavujici novy druh nazvany Acinetobacter parvus. Casem byly izolovany dalsi kmeny, které potvrdily
relativné Casty vyskyt A. ursingii v krvi hospitalizovanych pacientll. Bakteriémii vyvolanou timto dru-
hem popsali v minulém roce i jini autofi.*’ Vysetieni citlivosti dale ukazalo, Ze A. ursingii ma ve srov-
nani s A. schindleri a A. Iwoffii snizenou citlivost k antibiotiklim, pfedevsim pB-laktamtim, a Ze nekteré
kmeny A. ursingii obsahuji druhotn€ ziskanou rezistenci k aminoglykozidim.

2.3.5. Taxonomie hemolytickych kmenu (priloha 3.17.)

Cilem zatim posledni etapy bylo urcit taxonomickou pozici nezafazenych hemolytickych kmeni.
Schopnost rozkladat berani erytrocyty je u acinetobakterti relevantni taxonomicky znak. Zatimco A.
haemolyticus, 'A. venetianus' a DNA skupiny 6, 13BJ (= 14TU), 14BJ, 15BJ, 16 a 17 zahrnuji vylucné
hemolytické kmeny, kmeny ostatnich druhti/DNA skupin jsou nehemolytické. Pouze u A. junii jde o
znak variabilni. Schopnost hemolyzy je obvykle spojena s proteolytickou aktivitou. Studie Bouveta a
Jeanjeanové z roku 1989 navic ukazala, ze hodnoty DNA-DNA reasociace mezi proteolyticko-
hemolytickymi DNA skupinami 13BJ-17 jsou vyrazné vyssi nez hodnoty mezi témito skupinami a
ostatnimi druhy/DNA skupinami a jejich fylogenetickou ptibuznost prokazaly i vysledky srovndvaci
sekvencni analyzy gentl gyrB a recA.* Vyrazem této piibuznosti jsou malé fenotypové rozdily mezi
nekterymi proteolytickymi skupinami.

Studie zahrnovala 36 druhové nezarfazenych hemolytickych kmenti, izolovanych vétSinou
z klinického materialu. Kmeny byly klasifikovany pomoci AFLP a ARDRA a podle biochemickych
vlastnosti do Sesti fenonti (obsahujicich po dvou a vice kmenech) a tfi nezarazenych kmeni. Podrobna
analyza dvou nejpocetnéjSich skupin, fenonti 3 (n=8) a 7 (n=14), umoznila nalézt biochemické znaky,
kterymi se tyto fenony odliSuji od dosud popsanych druhd. Nekteré jejich kmeny byly studovany jiz v
predchozich taxonomickych studiich pomoci DNA-DNA reasociace, jejichz vysledky potvrzuji geno-
movou diskrétnost obou fenonti. Jde tak s nejvétsi pravdépodobnosti o dva nové druhy, na jejichz no-
menklaturnich navrzich se v soucasnosti pracuje.

8 1 oubinoux J, Mihaila-Amrouche L, Le Fleche A et al. Bacteremia caused by Acinetobacter ursingii. J Clin Microbiol 2003;41:1337-1338.
¥ Yamamoto S, Harayama S. Phylogenetic analysis of Acinetobacter strains based on the nucleotide sequences of gyrB genes and on the
amino acid sequences of their products. Int J Syst Bacteriol 1996; 46: 506-511. Krawczyk B, Lewandowski K, Kur J. Comparative studies of
the Acinetobacter genus and the species identification method based on the rec4 sequences Molecular and Cellular Probes 2002;16,1-11.
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2.3.6. Soucasny stav druhové klasifikace

Tabulka 2 uvadi stav klasifikace rodu Acinetobacter k souc¢asnému datu. Rozliseno je zatim 32
DNA skupin (genomic species), z nichz 17 ma platné druhové jméno. DalSich Sest fenonti s velkou
pravdépodobnosti pfedstavuje nové druhy a spolu s dosud neklasifikovanymi kmeny ukazuje znac¢nou
genetickou a druhovou diverzitu acinetobakterti. Z tabulky je nicmén¢ ziejmé, ze otazky vyslovené na
pocatku stale ¢ekaji na odpoveéd. Nékteré z nich jsou dokonce komplikovangjsi a to zasluhou studie
Carrové a spol. z roku 2003, v niz bylo popsano sedm novych druht podle pouhych 11 izolatd z akti-
vovaného kalu.*’ Autofi opustili pravidlo uplatiiované v piedchozich klasifikagnich studiich, tj. Ze
pojmenovany jsou pouze fenotypové identifikovatelné DNA skupiny obsahujici nejméné 5 kmend.
Maly pocet kmenti neumoziuje dostate¢né prozkoumat vnitini diverzitu popisovaného druhua vylu-
¢uje spolehlivou fenotypovou identifikaci. A¢ zjevn€ nesmyslny, je popis druhu (obecné entity) podle
vlastnosti jediného izolatu (individua) v bakteriologii obvykly: 40 % novych druhii z let 1990-2000
bylo navrzeno na zéklad¢ jediného kmene a tento trend pokracuje navzdory presvédc€ivé kritice Chris-

Tabulka 2. Druhova klasifikace rodu Acinetobacter

Druh s platnym jménem Reference Pocet kment Puvod kmenu
A. calcoaceticus (= DNA skupina 1)  Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 3/5 ¢lovék, puda
A. baumannii (= DNA skupina 2) Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 21/10 Clovek

A. haemolyticus (= DNA skupina4)  Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 10/11 Clovek

A. junii (= DNA skupina 5) Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 4/19 ¢lovek, prostredi
A. johsonii (= DNA skupina 7) Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 12/12 Clovek, prostredi
A. Iwoffii (= DNA skupiny 8 a 9) Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 9/44 Clovek

A. radioresistens (= DNA skupina 12) Nishimura et al. (1987)/Bouvet & Grimont (1986)/ 3/2/32 bavina, ¢lovék
A. ursingii (= Fenon 1) Nemec et al. (2001) 29 Clovék

A. schindleri (= Fenon 2) Nemec et al. (2001) 22 Clovék

A. parvus (= Fenon 4) Nemec et al. (2003) 7 Elovek, pes
A. baylyi Carr et al. (2003) 3 aktivovany kal
A. tiernbergiae Carr et al. (2003) 2 aktivovany kal
A. towneri Carr et al. (2003) 2 aktivovany kal
A. bouvetii Carr et al. (2003) 1 aktivovany kal
A. grimontii Carr et al. (2003) 1 aktivovany kal
A. gerneri Carr et al. (2003) 1 aktivovany kal
A. tandoii Carr et al. (2003) 1 aktivovany kal
DNA skupina Reference Pocet kmen(i Pavod kmenu
A. venetianus' DiCello et al. (1997)/Vaneechoutte et al. (1999) 2/2 morska voda
3 Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 4/30 Clovék

6 Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 2/1 Clovek

10 Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 4/3 Clovek

11 Bouvet & Grimont (1986)/Tjernberg & Ursing (1989) 3/5 Elovek, skot
13 BJ/14TU Bouvet & Jeanjean (1989)/Tjernberg & Ursing (1989) 9/4 Clovék

14 BJ Bouvet & Jeanjean (1989) 3 Clovek
15BJ Bouvet & Jeanjean (1989) 2 Clovek

16 Bouvet & Jeanjean (1989) 4 Clovek

17 Bouvet & Jeanjean (1989) 2 Clovék
13TU Tjernberg & Ursing (1989) 4 Clovek
15TU Tjernberg & Ursing (1989) 2 Clovek
"Close to 13TU" Gerner-Smidt & Tjernberg (1993) 2 Clovék
"Between 1 and 3" Gerner-Smidt & Tjernberg (1993) 2 Clovek
Fenon Reference Pocet kment Pivod kment
Fenon 3 Nemec et al. (2004) 8 Clovék
Fenon 7 Nemec et al. (2004) 14 ¢lovek, kan, prostiedi
Fenon 8 Nemec et al. (nepublikovano) 2 Clovek
Fenon 9 Nemec et al. (nepublikovano) 2 Clovék
Fenon 10 Nemec et al. (nepublikovano) 4 Elovék, prostredi
Fenon 11 Nemec et al. (nepublikovano) 3 Clovek

8 Carr EL, Kéampfer P, Patel BKC, Giirtler V, Seviour RJ. Seven novel species of Acinetobacter isolated from activated sludge. Int J Syst
Evol Microbiol 2003;53:953-963.
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tensena a spol. z roku 2001.* V kombinaci s technokratickou aplikaci srovnavaci sekvenéni analyzy
16S rDNAY pak tento piistup vede ke kumulaci pojmenovanych izolati o pochybném taxonomickém
vyznamu.

Taxonomické studie od roku 1986 nicméné umoznily zna¢ny pokrok v druhové klasifikaci 1ékar-
sky vyznamnych acinetobakter( a staly se vychodiskem pro dal$i podrobné studium vlastnosti a eko-
logie téchto organisml na pozadi jejich zndmé genetické a evolucni ptibuznosti. Tabulka 3 ukazuje
identifikaci a klasifikaci nezatazenych kment z predchozich taxonomickych studii zamétenych téméf
vyluéné na izolaty z ¢lovéka. Skupina neidentifikovanych a neklasifikovanych klinickych izolatt se
vyrazné zmenSila, avSak dal§i taxonomicky obtizné kmeny se budou u cloveéka nepochybné dale obje-
vovat vzhledem k dosud neodhadnutelné avsak bezpochyby ohromné genetické rozmanitosti rodu v
pfirodé a schopnosti fady druhti osidlovat riznorodé ekosystémy.

Tabulka 3. Taxonomicka pozice kment neidentifikovanych/neklasifikovanych v pfedchozich studiich.

Druh/DNA skupina/ ?‘:ijr‘rl]itn? Tjernberg & Bouvet & Seifert Dijkshoorn Nemec

X Jeanjean
Fenon (1986) Ursing (1989) (1989) etal.(1997) etal. (1998) et al.(2000)

Celkem

A. haemolyticus 1 2
A. junii
A. johsonii 1 2
A. Iwoffii 1

A. radioresistens 1

A. ursingii 2 5 1 17
A. schindleri 4

A. parvus 3
DNA skupina 11

DNA skupina 16

DNA skupina 13TU 1
DNA skupina "Close to 13TU" 1

Fenon 3 4 1
Fenon 7 1 2 1

Fenon 8 1 1
Fenon 9

Fenon 10

Dosud nezafazeno
Celkem 4 16

-

-

N

~N =
N
w

Zadna klasifikace Zivé prirody nemiize byt konecna. Je vidy uréena metodou popisu a interpreta-
ci. Je metafyzickym ndrokem svirajicim spontaneitu a riist. Casem se ziejmé ukdze, Ze popsané taxony
nejsou izolované entity, ale jenom zdanlivé shluky diskrétnosti v mori kontinuity a toku vyvoje bakteri-
alniho sveéta. Nicméné nalezity popis téchto byt i nejistych utvarii je uzitecnym krokem umoZiujicim
studium souvislosti a zmeén v Zivé populaci, usporadani nepiehlednych a stale nariistajicich poznatkii i
predikci prakticky vyznamnych vlastnosti.

A. Nemec

% Christensen H, Bisgaard M, Frederiksen W et al. Is characterization of a single isolate sufficient for valid publication of a new genus or
species? Proposal to modify Recommendation 30b of the Bacteriological Code (1990 Revision). Int J Syst Evol Microbiol 2001;51:2221-
2225.

87 Stackebrandt E, Goebel BM. Taxonomic note: a place for DNA-DNA reassociation and 16S rRNA sequence analysis in the present species
de¢nition in Bacteriology. Int J Syst Bacteriol 1994;44:846-849. Na zaklad¢ této prace ss DNA-DNA hybridizace provadi pouze u kment s
podobnosti 16S rDNA vyss§inez 97 %.
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2.4. Shrnuti
Studie z let 1996-2004 piinesly tyto hlavni vysledky:

Shromazdéni svétové unikatniho souboru kmenti acinetobaktert. Tento soubor v kombinaci se
systematickou polyfazovou analyzou pfispél k vyjasnéni taxonomie a populacni struktury rodu
Acinetobacter a povahy multirezistence u A. baumannii.

Vypracovani metody konsenzualni identifikace zalozené na kombinaci numerické pravdépodob-
nosti identifikace podle biochemickych znakt a restrikéni analyzy genti pro 16S rDNA. Metoda
se osvédcila pti identifikaci i pfi klasifikaci druhoveé nezarazenych kmenti do provizornich taxond.

Urceni taxonomické pozice kmenti s nejasnou druhovou ptislusnosti a popis tii novych druhii: 4.
ursingii, A. schindleri a A. parvus. A. ursingii zpisobuje zavazné infekce u hospitalizovanych pa-
cientd, zatimco A. schindleri se obvykle izoluje ze sliznic ambulantnich pacientii. 4. parvus ma
mezi acinetobaktery unikatni morfologii kolonii a miize mit klinicky vyznam.

Klasifikace druhové nezafazenych hemolytickych kment do Sesti feneticky diskrétnich skupin
(fenontl) predstavujicich pravdépodobné dalsi druhy.

Potvrzeni kli¢ové role A. baumannii v nemocni¢ni populaci acinetobakteri. Multirezistentni a
epidemické kmeny patii téméf vyluéné do tohoto druhu.

Objev dvou Siroce rozsitenych klonalnich skupin zahrnujicich vétsinu ¢eskych multirezistentnich
kmenti 4. baumannii. Tyto skupiny odpovidaji epidemickym kloniim I a II ze severozapadni Ev-
ropy. Jde o prvni doklad panevropského rozsiteni klonalnich linii 4. baumannii a jejich detailni

popis.

Prostudovani molekularni povahy rezistence k aminoglykozidiim u ¢eskych kment 4. baumannii.
Jeji hlavni pficinou je enzymaticka modifikace gentamicinu, tobramycinu a amikacinu. Modifiku-
jici enzymy se rizné kombinuji, coz vede k vysoké a komplexni rezistenci. Intermediarni citlivost
k netilmicinu je pravdépodobné zpiisobena nadmérnou expresi efluxové pumpy AdeABC.

Charakterizace strukturalnich typt integrond a definovani jejich role v rezistenci 4. baumannii k
aminoglykozidim. Integronové struktury o velikostech 3,0 kb a 2,5 kb (obsahuji geny pro rezis-
tenci ke gentamicinu a streptomycinu) jsou zna¢n¢ rozsifené u obou hlavnich panevropskych klo-
nu. Popis struktury 3,0 kb je prioritni.

Zjisténi, Zze nekteré mechanizmy rezistence (nespecificka efluxova pumpa AdeABC, eflux tetra-
cyklinil) jsou evolu¢né konzervativni. Tyto mechanismy mohly hrat roli pfi tvodni adaptaci urci-
tych klondl na nemocni¢ni prostiedi. Oproti tomu specifické a vysoce u¢inné mechanizmy (enzy-
my modifikujici aminoglykozidy) ziskavaji klonalné piibuzné kmeny nezavisle, coz vede k vyso-
ké vnitroklonalni diverzité rezistence.

Vypracovani metody typizace multirezistentnich kment A. baumannii zalozené na numerické

analyze primérd inhibi¢nich zén v diskovém difuznim testu. Metoda je vhodna pro presumptivni
epidemiologickou typizaci v rutinnich laboratofich.

Priikaz antibakterialniho t¢inku syntetického peptidu odvozeného z lidského laktoferinu in vitro i
in vivo proti multirezistentnim kmentim A. baumannii. Peptid je nad€jnym kandidatem pro lécbu
infekci vyvolanych kmeny rezistentnimi ke konvenénim antibiotikiim.
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