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SOUHRN
Nemec A., van der Reijden T.J.K., Dijkshoorn L.: Multirezistentni klony Acinetobacter baumannii v Ceské republice.
Cil: Prostudovani genetické pribuznosti ¢eskych multirezistentnich kment Acinetobacter baumannii a epidemickych kloni ze seve-
rozapadni Evropy.
Metodika: Studovany soubor zahrnoval 70 epidemiologicky nesouvisejicich multirezistentnich kment, izolovanych v ¢eskych nemoc-
nicich v letech 1991-2001, 8 referen¢nich kment pro epidemické klony I a II ze severozapadni Evropy (Dijkshoorn L, et al. J Clin Mic-
robiol 1996;34:1519-25) a kontrolni skupinu 15 citlivych ¢eskych kment. Kmeny byly studovany pomoci ribotypizace, AFLP finger-
printingu, biotypizace a vySetfeny na citlivost k 11 antibiotikim diskovym difiznim testem (ampicilin + sulbaktam, piperacilin,
ceftazidim, imipenem, ko-trimoxazol, ofloxacin, gentamicin, tobramycin, amikacin, netilmicin a tetracyklin).
Vysledky: Pomoci numerické analyzy AFLP profila a ribotypii byly eské multirezistentni kmeny klasifikovany do klonu I (n = 41), klo-
nu II (n = 21) a heterogenni skupiny ostatnich kmeni (n = 8). Citlivé kmeny byly genotypové a fenotypové heterogenni a ostie odlise-
né od klonu I a II. Kmeny naleZejici k témuz klonu mély shodné nebo podobné ribotypy, odlisné od ribotypt ostatnich kment. Kme-
ny klonu I nélezely k biotypim 11 (n=24), 6 (n=15) a 12 (n= 1) a byly v praméru rezistentni k 7 antibiotikéim; kmeny klonu II patiily
k biotypu 2 a byly v primeéru rezistentni k 6 antibiotikim.
Zavér: Ceské multirezistentni kmeny A. baumannii patfily pfevazné do dvou klonalnich uskupeni, prokazanych u nemocnic¢nich epi-
demickych kmenu ze severozapadni Evropy. Skupiny A a B, dfive popsané v Ceske republice, jsou podmnozinami téchto klont (klo-
nu I resp. klonu II). Oba klony zahrnovaly epidemické i sporadické kmeny, vyskytujici se nejméné od roku 1991 v Ceské republice.
Dlouhodobé panevropské rozsifeni a vnitini typova diverzita klonii naznacuje, Ze jde o relativné stara uskupeni, zahrnujici geografic-
ké subklony. Vysoce rezistentni ¢eské kmeny klonu I néleZejici k biotypu 11 predstavuji pravdépodobné jeden z téchto subkloni.

SUMMARY
Nemec A., van der Reijden T.J.K., Dijkshoorn L.: Multiresistant clones of Acinetobacter baumannii in the Czech republic.
Objectives: To investigate genetic relatedness of multiresistant hospital Acinetobacter baumannii strains from the Czech Republic and
epidemic A. baumannii clones from north-western Europe.
Methods: Seventy epidemiologically unrelated multiresistant strains isolated in Czech hospitals between 1991 and 2001, 8 reference
strains of epidemic clones I and II from north-western Europe (Dijkshoorn L, et al. J Clin Microbiol 1996;34:1519-25) and 15 control
susceptible Czech strains were studied by AFLP fingerprinting, ribotyping with HindIII and HincII and biotyping and were tested for
susceptibility to 11 antibiotics (ampicillin +sulbactam, piperacillin, ceftazidime, imipenem, co-trimoxazole, ofloxacin, gentamicin, tob-
ramycin, amikacin, netilmicin and tetracycline) using disk diffusion test.
Results: Based on numerical analysis of AFLP fingerprints and ribotypes, the Czech multiresistant strains were classified into clone
I (n = 41), clone II (n = 21) or a heterogeneous group of other strains (n = 8). The susceptible strains were genotypically and phenoty-
pically heterogeneous and distinct from those of clones I and II. The strains of the same clone had identical or similar ribotypes not
found in the other strains. Clone I strains belonged to biotypes 11 (n=24), 6 (n= 15) or 12 (n = 1) and were resistant, on average to se-
ven antibiotics; clone II strains were of biotype 2 and were resistant, on average to six antibiotics.
Conclusions: The Czech multiresistant A. baumannii strains belonged mostly to two clonal lineages previously recognized among stra-
ins from north-western European hospitals. Groups A and B recently described in the Czech Republic are subgroups of these clones
(clone I and clone II, respectively). Both clones comprise outbreak and sporadic strains isolated from all over the Czech Republic sin-
ce 1991. Paneuropean spread over a long time and intraclonal type diversity indicate that the clones are relatively old groups with
a number of geographical subclones. One of these is probably represented by highly resistant Czech clone I strains belonging to bio-

type 11.
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Uvod nicky a epidemiologicky nejvyznamné;jsi druh je Acineto-
Rod Acinetobacter zahrnuje ubikvitni mikroorganismy, bacter baumannii, do néhoz patii vétSina nemocnic¢nich izo-
které jsou vyznamnymi puvodci nemocniénich infekei. Kli-  1atd acinetobaktera [1,2]. Nékteré kmeny A. baumannii mo-
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hou v nemocni¢nim prostiedi dlouhodobé piezivat a hro-
madné se §ifit. Tyto kmeny jsou Casto rezistentni k vétSiné
terapeuticky pouZzivanych antibiotik a predstavuji zdvazny
1écebny a epidemiologicky problém [1,3].

Vnitrodruhova (kmenova, klondlni) diverzita A. bauman-
nii neni dosud dostate¢né prostudovéna. Lze pfitom predpo-
kladat, Ze podobné jako u jinych druhd bakterif [4,5] exis-
tuji kmeny s vyraznéjsi schopnosti §ifit se v nemocni¢nim
prostredi, kolonizovat a infikovat pacienty a ziskdvat rezi-
stenci k antibiotikiim. Znalost vnitrodruhové populaéni
struktury mtZe mit vyznam pro identifikaci znaka specific-
kych pro epidemické a virulentni klony i pro studium biolo-
gickych faktort, uplatiujicich se v etiologii a epidemiologii
infekei.

V piedchozi studii jsme prokazali, Ze variabilita vlastnos-
ti multirezistentnich (MR) nemocni¢nich kment A. bau-
mannii z Ceské republiky je mnohem mens3i nez u citlivych
izolatd téhoz druhu [2]. Vétsina MR kmenti ndleZela do
dvou skupin, oznacenych jako A a B, z nichZ kazd4 byla
charakterizovdna specifickym ribotypem (profilem restriké-
nich fragmentii chromozomalni DNA nesoucich geny pro
rRNA) a shodnym nebo podobnym biotypem a plazmido-
vym profilem. Svymi vlastnostmi tyto skupiny odpovidaly
epidemickym kloniim I a II, které byly popsdny u nemoc-
ni¢nich kmenl A. baumannii, pochazejicich ze severoza-
padni Evropy [6]. Identitu ¢eské skupiny A a klonu I nazna-
Cily i vysledky analyzy pomoci monoklonélnich protilatek
proti O-antigenu [7]. Oproti tomu zistala nevyjasnéna ge-
neticka pfibuznost skupiny B s klonem II a pozice nékte-
rych nezafazenych MR kment [7]. Tyto otdzky lze fesit po-
moci citlivych metod srovnavaci analyzy bakteridlniho
genomu jako je AFLP™ [8] nebo MLST (Multilocus Sequ-
ence Typing) [9].

Cilem této prace bylo prostudovat genotypovou podob-
nost nemocni¢nich kment A. baumannii izolovanych
v Ceské republice a epidemickych klontl ze severozapadni
Evropy. Ceské kmeny z let 1991-2001 a kmeny reprezentu-
jici epidemické klony I a II byly studovdny pomoci riboty-
pizace a metody AFLP. Vysledky ukézaly, Ze Ceské MR
kmeny ndleZ{ téméf vylucné do klont I a II. Studie zaroven
shrnuje dosud znamé fenotypové a genotypové vlastnosti
epidemickych klond.

Materidl a metody

Kmeny

Soubor ARCH zahrnoval 52 archivnich kmenG A. bau-
mannii izolovanych v letech 1991-1999 v Ceské republice.
Tento soubor byl vybran z vice nez 700 klinickych izolatd
acinetobaktert tak, aby obsahoval nemocni¢ni kmeny maxi-
malné heterogenni v ¢ase a misté izolace. Soubor ARCH byl
detailné charakterizovan v pfedchozim sdéleni [7], které je
dostupné na http://jcm.asm.org/cgi/reprint/39/7/2576.pdf,
a zahrnoval MR kmeny skupiny A (n = 23), skupiny B
(n="1) a ostatni MR (n=7) a citlivé (n = 15) kmeny.

Soubor REC zahrnoval 33 nemocni¢nich kment A. bau-
mannii z Ceské republiky vybranych podle biochemickych
vlastnosti a citlivosti na antibiotika u 250 izolati zaslanych
do Statniho zdravotniho dstavu v letech 2000-2001. Vybra-
ny byly pouze MR kmeny (definice multirezistence — viz ni-
Ze) maximdlné heterogenni v Case a misté izolace (pochdze-

ly z 19 nemocnic ve 13 méstech). Epidemiologickd vazba
izolat pochdzejicich z téZe nemocnice byla vyloucena po-
moci biotypizace a makrorestrikéni analyzy genomové
DNA [10]. Kmeny byly izolovany z klinického materidlu
(sputum, krev, moc¢, stéry z ran aj.) pacientl hospitalizova-
nych téméf vylu¢né na oddélenich intenzivni péce.

Referencnimi kmeny pro epidemické klony byly RUH
3282, RUH 3242, RUH 436 a RUH 875 (klon I) a RUH 134,
RUH 3240, RUH 3422 a RUH 3245 (klon II) [6]. Tyto kme-
ny byly izolovany v letech 1982-1990 v Holandsku, Velké
Britanii a Dansku. Podrobné byly charakterizovany v pred-
chozich sdélenich [6,7].

Fyziologické a morfologické vlastnosti v§ech kment od-
povidaly rodu Acinetobacter [11]. VSechny kmeny rostly pfi
44 °C a byly identifikovany jako A. baumannii podle EcoRI
ribotypt [12].

Ribotypizace

Metoda byla popsdna v pfedchozim sdéleni [2]. Buné¢na
DNA byla Stépena restrikénimi endonukledzami EcoRlI,
HindIIl nebo Hincll. Elektroforeticky rozdélend DNA byla
prenesena na nylonovou membranu a hybridizovana s IDNA
znacenou digoxigeninem, kterd byla pfipravena reverzni
transkripci z 16S-23S rRNA (Roche). Fragmenty DNA
s navdzanou sondou byly zjistény soupravou DIG Nucleic
Acid Detection Kit (Roche). Ribotyp byl tvoren hybridizac-
nimi prouzky, odpovidajicimi svou polohou na membrané
rizné velkym restrikénim fragmentdm DNA, nesoucich ge-
ny pro rRNA. Pro kvantifikaci podobnosti ribotyptu byly
pouZity restrik¢ni endonukleazy HindlIl a HincIl. Podob-
nost byla vypoctena jako podil poétu prouzki, v nichZ se ri-
botypy lisi, z celkového poctu zjisténych prouzki. Shluko-
vou metodou byla UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Averages). K vypo¢tim byl pouZit program
Statistica 5.1 (StatSoft).

AFLP™

AFLP je metoda DNA fingerprintingu, zaloZend na selek-
tivni amplifikaci restrik¢nich fragmentt buné¢né DNA po-
moci PCR [8]. PouZit byl postup popsany v pfedchozim
sdéleni [13]. Restrik¢ni Stépeni a ligace probihaly soucasné
v reakéni smési, obsahujici templatovou DNA, EcoRI, Msel,
T4 DNA-ligdzu a adaptéry EcoRI a Msel. Smés se po inku-
baci naredila a pfidala do PCR amplifika¢ni reakéni smési
obsahujici selektivni primery EcoRI+A (Cy5-GACTG-
CGTACCAATTCa-3’; a = selektivni baze) a Msel + C (5°-
-GATGAGTCCTGAGTAACc-3’; ¢ = selektivni bdze). Am-
plikony byly separovany na systému ALFexpress Il DNA
analysis (Amersham Pharmacia Biotech) a vysledné AFLP
profily byly analyzovany programem BioNumerics 2.0
(Applied Maths). Pro shlukovou analyzu byly pouZity frag-
menty o velikostech 50-500 bp. Kritériem podobnosti byl
Pearsontiv koeficient, shlukovou metodou UPGMA.

Biotypizace

Biotypizace a ¢iselné oznaceni jednotlivych biotypi byly
provedeny podle typizacniho schématu Bouveta a Grimon-
ta, zaloZeném na rozdilech v utilizaci levulindtu, citrako-
natu, fenylacetitu (L-fenylalaninu), 4-hydroxybenzodtu
a L-tartaratu [ 14].
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Stanovent citlivosti na antibiotika
Citivost na 11 antibiotik byla vySetfena diskovou diftizni
metodou na agaru Mueller Hinton (Oxoid), standardizova-

Tabulka 1

nou podle NCCLS [15]. Testovany byly (ung/disk): ampici-
lin + sulbaktam (10 + 10), ceftazidim (30), imipenem (10),
piperacilin (100), amikacin (30), gentamicin (10), netilmi-

Rezistence Ceskych kmenl A. baumannii k antibiotikiim. Uvedeny jsou poCty rezistentnich kmenu (procentudini vyjadreni
v zavorkach). Rezistence byla definovana primérem inhibi¢ni zony mensim neZ uvedené hrani¢ni hodnoty

Antibiotikum Hrani¢ni Klon I Klon I Ostatni MR Citlivé
prumér IZ kmeny kmeny
(mm) (m=41) (n=21) (n=238) (m=15)
Ampicilin + sulbaktam 15 25 (61 %) 12 (57 %) 1 0
Ceftazidim 18 17 (41 %) 14 (67 %) | 0
Imipenem 16 0 (0 %) 2 (10 %) 2 0
Piperacilin 18 38 (93 %) 19 (90 %) 6 0
Amikacin 17 31 (76 %) 7 (33 %) 1 0
Gentamicin 15 39 (95 %) 16 (76 %) 8 0
Netilmicin 15 8 (20 %) 2 (10 %) 3 0
Tobramycin 15 16 (39 %) 1 (5 %) 6 0
Ofloxacin 16 39 (95 %) 15 (71 %) 6 0
Ko-trimoxazol 16 39 (95 %) 12 (57 %) 5 2
Tetracyklin 15 40 (98 %) 21(100 %) 7 1
Tabulka 2
Vlastnosti klonli 1 a |l
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Klon I ARCH 1991-1999 24 R1-1 (23), 6(9), 11 (14) 7,1 24 S48-3-13 (18)
R5-3 (1) S51-3-12 (6)
REC 2000-2001 17 R1-1 (15), 6 (6), 11 (10), 7,1 Netesto- Netestovano
o - B R3-1(2) 12 (1) EEO, - -
Referencni 1984-1990 4 R1-1 (3), 6(3), 11 (1) 6,5 4 S48-3-13 (4)
kmeny R3-1 (1)
Klon II ARCH 1991-1997 10 R2-2 (7), 2 (10) 5,7 1 S$53-32 (7)
R6-4 (3) Netypovatelné (3)
REC 2000-2001 11 R2-2 (4), R6-4 (1) 2 (11) 5,7 Netesto- Netestovano
R4-2 (3), R2-5 (2) vano
R2-4 (1)
Referenéni 1982-1989 4 R2-2 (3), 1(1),2(Q2), 3,8 1 S48-3-17 (3)
kmeny R4-2 (1) 9 (1) Netypovatelné (1)

Udaje pochézeji z této studie a z prace Pantophleta et al. [7]. V zdvorkdch uvedeny poéty kmeni naleZejici k piisluiného typu.
'Soubory ARCH a REC zahrnovaly kmeny z Ceské republiky, referen¢ni kmeny pochizely ze severozapadni Evropy (viz Materdl a me-

tody).

2Biotyp podle Bouveta a Grimonta [14]. Jeden kmen klonu I (soubor ARCH) byl auxotrofni.
3Testovano 11 antibiotik (viz tabulka 1).
4Testovano 20 monoklondlnich protilatek vyvinutych proti O-antigenu acinetobaktera [7].
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cin (30), tobramycin (10), tetracyklin (30), ofloxacin (5)
a ko-trimoxazol (sulphametoxazol+trimethoprim: 23,75
+ 1,25) (Oxoid). Pidy byly inkubovany 18-20 h pfi 37 °C.
Hrani¢ni hodnoty pro rezistenci byly upraveny podle zniamé
distribuce primért inhibi¢nich zén u Eeskych kmeni [10];
byly shodné s hodnotami NCCLS pro intermedirn{ rezi-
stenci s vyjimkou tetracyklinu a piperacilinu, u nichZ byly
pouZity hodnoty NCCLS pro rezistenci (tabulka I). Multi-
rezistence byla definovana jako rezistence k nejméné dvéma
antibiotikim.

Vysledky

Ribotypizace

Ribotypizaci s Hindlll bylo zji§téno celkem 33 rdznych
poloh hybridiza¢nich prouzkt odpovidajicich fragmentim
DNA o rozdilné molekulové hmotnosti; na jeden ribotyp
piipadalo 9—11 prouzki. Ribotypizaci s Hincll bylo zji§téno
celkem 25 rliznych poloh prouzkd; na jeden ribotyp ptipa-
dalo 8-11 prouzki. Priklady ribotypt HindIII a Hincll jsou
uvedeny na obr. I. Celkem bylo prokdzano 24 riiznych ri-
botypt Hindlll, 20 ribotypd Hincll a 29 kombinacf riboty-
pt HindIII a Hincll. Nejpo&etn&jsi byl kombinovany ribotyp
RI-1 zjistény u 38 Ceskych MR kment a tf{ referencnich
kment pro klon I (RUH 3282, RUH 436 a RUH 875). Dru-
hym nejcastéj$im ribotypem byl R2-2 prokdzany u 11 &es-
kych MR kmenii a tif referen¢nich kmeni pro klon II (RUH
134, RUH 3422 a RUH 3245). Kmen RUH 3242 (klon I)
mél ribotyp R3-1, RUH 3240 (klon II) ribotyp R4-2. Oba
tyto ribotypy byly zjistény také u Ceskych kmend.

Vysledek numerické analyzy ribotypa HindIIl a Hincll je
na obr. 2. Ribotypy RI-1 a R2-2, pfedstavujici prevazujici
ribotypy u klont I a II, byly zfeteln& oddéleny. Kvantitativ-
ni rozdily neidentickych ribotypt zjist€nych u kmend klasi-
fikovanych podle AFLP do stejného klonu (obr. 3) byly ma-
1¢; tyto ribotypy se vétSinou shlukovaly na nizké hladiné
rozdilnosti (napf. ribotypy RI-1, R3-1 a R5-2 na hlading
0,08). Odliseni ribotypi zjisténych u klond I nebo II a né-
kterych nepfibuznych kment nebylo ostré; napf. ribotyp
R7-1 zjist€ny u citlivého kmene NIPH 410 s distinktnim
profilem AFLP se lisil od RI-1 v poloze jediného prouzku.

AFLP

Metodou AFLP bylo vysetfeno 49 ¢eskych kment repre-
zentujicich jednotlivé ribotypy (ribotypy R2-4 a R24-20 ne-
byly zastoupeny). Casté ribotypy byly zastoupeny vice kme-
ny, které byly vétSinou heterogenni v dalSich vlastnostech
(biotyp, plazmidovy profil, antibiogram). Dendrogram po-
dobnosti profili AFLP je na obr. 3. Na hladin& 80 % byly
rozliSeny dva velké shluky, z nichz kazdy zahrnoval kmeny
se shodnymi nebo velmi podobnymi ribotypy. Podle umis-
t€ni a vzdjemné vazby referen¢nich kment (RUH) tyto shlu-
ky odpovidaly klontim I a II [6]. Shluk I zahrnoval 15 &es-
kych a tii referencni kmeny s ribotypem RI-1 (tyto kmeny
odpovidaly ¢eské skupiné A), dva Ceské a jeden referen¢ni
kmen s ribotypem R3-1 a jeden ¢esky kmen (NIPH 10) s je-
dine¢nym ribotypem R3-3, ktery diive nebyl zafazen ani do
skupiny A ani B [2]. Shluk II zahrnoval p&t eskych a t¥i re-
feren¢ni kmeny s ribotypem R2-2 (tyto kmeny odpovidaly
Ceské skupiné B), tfi Ceské a jeden referen¢ni kmen s ribo-
typem R4-2, Ctyfi Ceské kmeny s ribotypem R6-4, dva Ces-

ké kmeny s ribotypem R2-5 a jeden ¢esky kmen s unikdtnim
ribotypem R2-4. NIPH 657 s ribotypem R6-4 byl dfive kla-
sifikovdn jako MR kmen nezafazeny do skupiny A ani B

Obr. 1
Pfiklady ribotypl kment A. baumannii po $tépeni
restrikénimi endonukleazami Hindill (a) a Hincll (b).

Nahore jsou uvedena Cisla kmenl (NIPH), dole oznaceni

ribotypd. M, molekulovy standard.
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[2]. AFLP profily vSech citlivych kment a ostatnich MR
kmeni byly vysoce heterogenni a vyrazné se liily od profi-
1t klonti I a II (s vyjimkou dvou MR kmenti se oddélovaly
na hladiné >65 %).

Klasifikace &eskych kmenti do klont I a IT

Kombinaci vysledki ribotypizace a AFLP bylo 41 kmeni
zafazeno do klonu I a 21 kment do klonu II (sem byl zahr-
nut i kmen s ribotypem R2-4 nestudovany AFLP, jehoz jed-
notlivé EcoRI, HindlIl a Hincll ribotypy odpovidaly klonu
IT). Do klonu I pattily kmeny s ribotypy RI-1, R3-1a R5-3,
do klonu II kmeny s ribotypy R2-2, R4-2, R2-5, R6-4
a R2-4 (tabulka 2). Nezafazenymi do klont I a II zistalo
osm multirezistentnich a vSech 15 citlivych kmend.

Biotypizace

Kmeny klonu I patfily k biotypiim 11 (n = 24), 6 (n =15)
a 12 (n=1) a vSechny kmeny klonu II mély biotyp 2. Zby-
vajici kmeny ndlezZely k 11 riznym biotypim.

Rezistence k antibiotikiim

Tabulka 1 shrnuje vysledky vySetien{ citlivosti. U kmenu
klonu I se rezistence k jednotlivym antibiotikiim vyskytova-
la ¢astéji neZ u kment klonu II: na jeden kmen klonu I pfi-
padalo v priméru 7,1 rezistence, zatimco na jeden kmen
klonu II 5,7 rezistence. Ani jeden ¢esky kmen nebyl rezi-

stentn{ ke v§em antibiotikiim, avsak citlivost MR kmeni by-
la vétsinou niZ8i neZ u normalni citlivé populace [10].

Diskuze

U fady bakterii existuji epidemické klony, evolu¢né dis-
krétni a genotypové relativné homogenni skupiny kmen,
které se zfetelné odlisuji od ostatnich kment daného druhu.
Epidemické klony se mohou vyskytovat v rizném Case a mis-
t€. Byly zjiStény u pivodct komunitnich i nemocni¢nich in-
fekci, napt. Staphylococcus aureus s rezistenci k meticilinu
[4], Pseudomonas aeruginosa [16] nebo Burkholderia cepa-
cia [5]. Studie zaméfené na epidemiologickou typizaci jiz
drive prokdzaly vysokou kmenovou diverzitu acinetobakte-
ri. VEtSina z nich vS§ak zahrnovala malé soubory lokdlné
souvisejicich izolati a jejich vysledky nebylo mozno vzhle-
dem k nejednotné metodice porovnat. Pouze ojedinélé pra-
ce naznacily existenci klondlné piibuznych kmentu A. bau-
mannii, pochdzejicich ze vzdéalenych lokalit [17,18].

V roce 1996 publikovali Dijkshoorn L, et al. studii, v niZ
porovnali fenotypové a genotypové vlastnosti 31 hromadné
a sporadicky se vyskytujicich nemocniénich kmenl A. bau-
mannii, pochézejicich z riznych lokalit severozapadni Ev-
ropy [6]. Podle vysledki polyfiazové analyzy (AFLP, riboty-
pizace, analyza proteind vnéjSi membrany, biotypizace,
vySetfeni citlivosti k antibiotikim) autofi rozdélili vétSinu
hromadné se vyskytujicich (epidemickych) kment do dvou

Obr. 2
Dendrogram podobnosti kombinovanych ribotypt Hindlll-Hincll zjisténych u 85 Eeskych kmenl A. baumannii. Cislo pred
pomlckou oznacuje ribotyp Hindlll, ¢islo za pomlckou ribotyp Hincll. V zavorkach jsou uvedeny pocty kmenl s prislusnym
ribotypem. Ribotypy multirezistentnich kmenu jsou vyznaceny tucné. Symbol * znaci ribotypy tvofici AFLP shluk |, symbol x
ribotypy tvofici AFLP shluk Il (viz obr. 3). Kmeny s ribotypy oznacenymi teCkou nebyly studovany pomoci AFLP.
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distinktnich skupin zfetelné odliSenych od heterogenni po-
pulace sporadickych izolatd a tyto skupiny oznacili jako
epidemické klony I a II. Kmeny naleZejici do klonti I a II by-
ly izolovdny v letech 1982-1990 ve Velké Britanii, Holand-
sku, Dansku a Belgii. Tyto kmeny byly rezistentnéjsi k anti-
biotikim neZ sporadické izolaty.

V praci z roku 1999 jsme studovali vlastnosti kmeni kom-
plexu Acinetobacter calcoaceticus — A. baumannii izolova-

nych z nemocni¢nich pacientii v Ceské republice v letech

1991-1997 [2]. Vétsina MR kmend A. baumannii byla kla-
sifikovdana do dvou skupin (A a B), z nichz kazda méla di-
stinktni EcoRlI ribotyp a zahrnovala izolaty se shodnym ne-
bo podobnym biotypem a plazmidovych profilem. U kmeni
vybranych z této studie a referenénich kment pro klon I a Il
byla posléze studovina reaktivita s monoklondlnimi proti-
latkami proti O antigenu [7]. Vysledky obou studii [2,7]
prokézaly shodu nebo podobnost vlastnosti skupiny A s klo-
nem I a skupiny B s klonem II. Pfesny vztah téchto skupin

Obr. 3
Dendrogram podobnosti profild AFLP u 49 ceskych kmenu (NIPH) reprezentujici jednotlivé ribotypy Hindlll-Hincll
a 8 referenénich kment (RUH) pro klony | a Il. Vyznaéeny jsou shluky odpovidajici klonim | a Il. V zavorkéach za €isly kment
jsou uvedeny kombinované ribotypy Hindlll-Hincll (obr. 2). Kmeny NIPH 4 — NIPH 657 nalezZeji k souboru ARCH, kmeny NIPH
1362 — NIPH 1729 k souboru REC. Multirezistentni kmeny jsou vyznaceny tu¢né. Kritériem podobnosti je Pearsontv
koeficient, shlukovou metodou UPGMA.
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viak zlistaval nejasny, nebot klony I a II byly definovdny
primarné pomoci metody AFLP, zatimco ceské skupiny
A a B pomoci ribotypizace.

Kvantitativni genotypova analyza v této studii prokdzala,
7e Seské kmeny skupiny A patii do klonu I a kmeny skupi-
ny B do klonu II. Klony definované pomoci AFLP zahrno-
valy i kmeny ribotypd jinych neZ téch, které byly pouZity
pro definici skupin A a B. Rozdily mezi ribotypy u kmend
zafazenych do téhoz klonu byly vSak malé a tyto kmeny mé-
ly shodné, nebo velmi podobné ostatni vlastnosti. Napf.
kmen NIPH 10 s jedine¢nym ribotypem byl metodou AFLP
zafazen do klonu I, ¢emuZ odpovidaly biochemické vlast-
nosti (biotyp 6), reaktivita s protildtkou S51-3 a pfitomnost
plazmidu pANT1 u tohoto kmene. Metoda AFLP je zaloZena
na analyze dsekli DNA reprezentujicich cely genom a pfed-
chozi studie potvrdily jeji d¢innost pro porovnani celkové
genetické pifbuznosti acinetobakterd na druhové [19] 1 pod-
druhové drovni [20]. Ribotypizace je oproti tomu zaloZena
na strukturdlni analyze malé Casti genomu (geny pro ribo-
zomdlni RNA a jejich prilehlych oblasti). Priklad kmene
NIPH 410 (viz obr. 1 a obr. 2) ukazuje, Ze vysoka podobnost
ribotypl nemusi byt v souladu v celkovou podobnosti orga-
nismu. Pro zafazeni kmeni s nezndmymi ribotypy do klont
I a II je proto pouZziti AFLP nezbytné.

Klon je mnoZinou organismi odvozenych asexudlni re-
produkci z jediné buiiky. U bakteridlniho druhu je kategorii
relativni, nebot mezi jedinci, z nichzZ se jednotlivé klony od-
vozuji, 1ze predpoklddat klondlni vztah v hlubsi Casové vrst-
vé. Z geografického a Casového rozsifeni klond I a Il a je-
jich vnitini diverzity (tabulka 2) lze usuzovat na to, Ze jde
o skupiny relativné staré. Typové varianty zjiSténé u obou
klont jsou pravdépodobnym diisledkem jejich vnitfni diver-
zifikace. Piikladem jsou eské kmeny klonu I néleZejici
k biotypu 11. Kmeny A. baumannii s timto biotypem jsou
v zdpadni Evropé vzacné [14,21], zatimco v Ceské republi-
ce jsou nejcast&jsi [2]. Vétsina ceskych kmeni s biotypem
11 méla velmi podobné restrikéni profily chromozomalni
DNA st&pené Apal. Tyto kmeny sdilely vlastnosti, kter€ ne-
byly zji$tény u ostatnich kment klonu I, napf. neschopnost
rlistu na L-arabindze a pfitomnost plazmidu o molekulové
hmotnosti 6 kb (nepublikovano). Kmeny klonu I a biotypu
11 tudiz mohou piedstavovat ¢esky subklon SirStho pane-
vropského klonalniho uskupeni.

Prevalence klont I a II je mezi MR nemocni¢nimi kmeny
v Ceské republice vysokd. Z celkem 70 MR kmend 41 nle-
7elo ke klonu I a 21 ke klonu II, tj. 89 % kmenu nileZelo
k jednomu z klont. Jejich pomérny vyskyt je ve skuteCnos-
ti zfejmé vy3$§i, nebof pii vybéru kment pro tuto studii bylo
zachovéni typové diverzity nadfazeno propor¢nimu zastou-
peni jednotlivych typi. Citlivé kmeny jsou naopak fenoty-
pové a genotypové vysoce heterogenni. Skutec¢nost, Ze mul-
tirezistence je vdzdna na genotypové omezené spekirum
kment, mize byt disledkem klondlni expanze plivodné
multirezistentnich kmend, nebo nezdvislého vyvoje rezi-
stence u klondlné piibuznych citlivych kmend. Fakt, Ze
viechny dosud izolované kmeny klonu I a Il byly multirezi-
stentni, sv&éd&i pro prvni alternativu. Oproti tomu diverzita
mechanizmi rezistence uvnitf klond naznacuje nezdvisly
a dynamicky vyvoj rezistence u klondlné pfibuznych kme-
na.

Lze predpoklddat, Ze klony I a IT nesou faktory ovliviiuji-
ci jejich schopnost §ifit se, kolonizovat pacienty a efektivné
vyvijet rezistenci k antibiotikiim. Studium téchto faktori
miiZe objasnit pfi¢iny, pro¢ se A. baumannii béhem posled-
nich desetileti stal jednim z nejvyznamnéjSich nemocnic-

nich patogend.

Zavér

Ceské multirezistentni kmeny A. baumannii patii pfevaz-
né do dvou klondlnich uskupeni, prokdzanych u nemoc-
ni¢nich epidemickych kmend ze severozdpadni Evropy.
Skupiny A a B dfive popsané v Ceské republice jsou pod-
mnoZinami téchto uskupeni (tzv. klonu I resp. klonu II).
Oba klony zahrnuji hromadné se vyskytujici i sporadické
kmeny a jsou v Ceské republice rozsifeny nejméné od roku
1991. Panevropsky vyskyt a vnitini typova diverzita nazna-
&uji, Ze jde o relativné stard uskupeni s fadou geografickych
subklonti, z nichZ jeden je pravdépodobné reprezentovin
vysoce rezistentnimi ¢eskymi kmeny klonu I, ndleZejicimi
k biotypu 11. Definovani téchto klonalnich uskupeni je vy-
chodiskem pro studium biologickych faktorti zodpovédnych
za §ifeni, virulenci a vznik rezistence u klinicky a epidemi-
ologicky nejvyznamnéjsich kment A. baumannii.

UloZeni kmend do CCM a CNCTC

Do Ceské sbirky mikroorganismt (CCM) a Ceské narod-
ni sbirky typovych kultur (CNCTC) byly uloZeny nésleduji-
ci kmeny A. baumannii izolované v Ceské republice: CCM
7031 = CNCTC 5558 (= NIPH 7; klon I, referen¢ni kmen
pro skupinu A), CCM 7033 = CNCTC 5564 (= NIPH 24;
klon I, referenéni kmen pro skupinu B), CCM 7032 =
CNCTC 5563 (= NIPH 15; klon I/skupina A), CCM 7034 (=
NIPH 281; klon I/skupina A), CCM 7035 (= NIPH 632;
klon I/skupina A), CNCTC 5559 (= NIPH 10; klon I).
Udaje o pivodu a vlastnostech kmend jsou dostupné na
http://jcm.asm.org/cgi/reprint/39/7/2576.pdf.
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ZACHYCENO NA INTERNETU

Okulo-respira¢ni syndrom a protichfipkové vakcinace

V Kanadé byla zaznamendna v pribéhu zimy 2000-2001 dosud
nepopsand komplikace oc¢kovdni proti chfipce, nazvana okulo-re-
spiracni syndrom. Vyskyt byl spojen s vakcinou od jednoho vy-
robce. Okulo-respira¢ni syndrom je definovan jako bilaterdlni kon-
junktivitida, otok v obliceji a/nebo respiracni pfiznaky, pocéinajici
2-24 h po aplikaci vakciny a trvajici zhruba 48 hodin, nékdy i dé-
le. Ze 609 kontaktovanych osob se u 13 % objevily pfiznaky do 2
hodin, 27 % mélo potiZe déle nez 48 hodin a 42 % udalo, Ze poci-
fovalo pfiznaky jako silné. Na zdkladé této informace by mél byt
tento syndrom zafazen do monitorovani bezpecnosti ockovani pro-
ti chfipce.

Pramen: Skowronski DM et al: Oculo-Respiratory Syndrome: a New Influenza Va-

ccine-Associated Adverse Event? Clin Infect Dis 2003;36:705. Abstrakt on-line
(http://www.journals.uchicago.edu/CID/home.html)

Zlepsend metoda detekce Salmonella sp. v potravinich

Tato prace ze SRN popisuje detekci a identifikaci Salmonella sp.
v potravindch s vyuZitim techniky FISH (fluorescent in situ hybri-
dization) se dvéma druhové specifickymi 23S-rRNA cilenymi oli-
gonukleotidovymi sondami (byly vybrany Sal-1 a Sal-3 a nové na-
vrzena Sal-544). Relativni specificita téchto sond byly porovnina

s bakteridlnimi 23S-rRNA sekvencemi z databdze Gen Banky
a testovana in-situ hybridizaci s natéry z Cistych kultur kment 51
serovarl salmonel subspecies enterica. Nebyly zaznamenény zkii-
Zené reakce s 46 jinymi enterobakteriemi ani se 14 jinymi subspe-
cies salmonel. Metoda nebyla nepfiznivé ovlivnéna ani skladova-
nim testovaciho kmene S.panama ani koncentraci NaCl od 2 do
15 % &i pH mezi 3.3 a 7.4. Metoda detekovala pfitomnost salmo-
nel ve 225 pfirozené kontaminovanych vzorcich potravin, zatim co
béznd kultivace detekovala salmonely jen ve 30 z 225 vorki. FISH
selhala ve 2 resp. 3 pripadech (podle pouzité sondy), kdy byla kul-
tivace pozitivni.

Pramen: FS-NET 3.5.03 (mailto: fsnet-L @listserv.uoguelph.ca, fsnet-L @listserv. uo-

guelph.ca) s odvolanim na J Food Protect 2003;66:723-31, http://www.foodprotecti-
on.org/QuickLinks.htm

Z kongresového kalenddfe PROMED

Tentokrat upozorfiuyjeme na konferenci http://gtcbio.com/
index.asp. ,,Vaccines: from political, social-economical, scientific,
provider, user and legal view points*, kterd se bude konat 22. — 24.
10. 2003 v Hilton Crystal City, VA, USA. BliZ§i informace
http://gtcbio.com/speekerlist.asp?cid=4

Predpoklada se dcast Spickovych fe¢nikut ze vSech sledovanych ob-
lasti.
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