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Multirezistentni klony Pseudomonas aeruginosa v Ceské republice
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SOUHRN

Nemec A, Maixnerova M., Musilek M.: Multirezistentni klony Pseudomonas aeruginosa v Ceské republice 3

Cil: Rozhodnout, zda Castd rezistence nemocni¢nich kmenti Pseudomonas aeruginosa izolovanych z hemokultur v Ceské republice
souvisi s klonalnim §ifenim multirezistentnich (MR) kmenau.

Material a metody: Studovano bylo 20 MR izolati zachycenych v roce 2007 z krve pacientii hospitalizovanych ve 20 nemocnicich v 15
meéstech. Kazdy z téchto izolatii byl rezistentni alespor ke tfem ze Sesti protipseudomonadovych antibiotik (piperacilin, ceftazidim, me-
ropenem, ciprofloxacin, gentamicin, tobramycin). Dalsich deset izolatu citlivych k témto antibiotikiim tvofilo kontrolni skupinu. Ge-
notypy izolatt byly vySetfeny multilokusovou sekven¢ni typizaci (MLST), makrorestrikéni analyzou genomové DNA (PFGE) a re-
strikéni analyzou variabilnich oblasti integroni tfidy 1.

Vysledky: Devét MR izolat patfilo k multilokusovému sekvenénimu typu ST 235, osm k ST 175, u zbyvajicich MR a viech citlivych
izolatt byly zjistény jedine¢né ST. Jednotlivé ST se vzajemné lisily nejméné ve tiech alelach. Izolaty s tymz ST mély shodné nebo po-
dobné PFGE profily. Integrony byly zjistény u vsech MR izolatt, citlivé izolaty byly negativni. Sedm izolatti s ST 235 mélo struktu-
ralné shodné integrony s variabilni oblasti o délce 1,9 kb, sedm izolatti s ST 175 sdilelo integron s variabilni oblasti 1,6 kb. Integrony
zbyvajicich izolati mély jedine¢nou strukturu.

Zavér: V Ceské republice jsou rozsifeny dva MR klony P. aeruginosa, z nichz jeden (ST 235) patii ke klonalnimu komplexu CC11 vy-
skytujicimu se i jinde v Evropé. Tyto klony se pravdépodobné vyznamné podileji na Casté rezistenci ¢eskych izolatti P. aeruginosa.
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SUMMARY

Nemec A, Maixnerova M., Musilek M.: Multidrug resistant clones of Pseudomonas aeruginosa in the Czech Republic

Objective: To assess whether the high rate of antimicrobial resistance among bloodstream isolates of Pseudomonas aeruginosa in the
Czech Republic is associated with the clonal spread of multidrug resistant (MDR) strains.

Material and methods: A total of 30 bloodstream isolates obtained in 2007 were studied, including 20 MDR isolates (from 20 hospi-
tals in 15 cities) and 10 susceptible control isolates. Each of the MDR isolates was resistant to at least three of the following agents: pi-
peracillin, ceftazidime, meropenem, ciprofloxacin, gentamicin, tobramycin. Isolates were investigated by multilocus sequence typing
(MLST), macrorestriction analysis of genomic DNA (PFGE) and class 1 integron typing.

Results: Nine MDR isolates belonged to multilocus seuence type (ST) 235, eight to ST 175 and each of the remaining isolates yielded
a unique ST. The STs differed from each other in at least three alleles. Isolates of the same ST had highly similar PFGE profiles.
Integrons were found in all MDR isolates but in none of the susceptible controls. Seven isolates with ST 235 harbored the same inte-
gron with a 1.9 kb variable region, while seven isolates with ST 175 shared an integron with a 1.6 kb variable region. Each of the re-
maining isolates yielded a unique integron.

Conclusions: The high prevalence of antibiotic resistance in Czech isolates of P. aeruginosa is likely to be associated with the spread
of MDR clones, one of which (ST 235) belongs to international clonal complex CC11.
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Uvod

Pseudomonas aeruginosa je vyznamnym bakteridlnim pt-
vodcem infekci u pacientti v intenzivni nemocnicni péci.
Zavaznym problémem jsou multirezistentni (MR) kmeny,
které zdsadné omezuji lééebné moznosti. Na rezistenci
P. aeruginosa se podili fada molekuldrnich mechanizmu, je-
jichz kombinace mohou vést az k rezistenci ke vSem klinic-
ky pouzitelnym antibiotikim [1]. V literatufe se proto MR
P. aeruginosa nékdy oznacuje terminem ,superbug® [2],
ktery vyjadiuje téZ obavy z dalsitho vyvoje populace tohoto
organizmu k lé¢ebné nezvladnutelné rezistenci [3]. A to

v situaci, kdy nelze v blizké budoucnosti o¢ekdvat uvedeni
novych latek s antipseudomonddovym tcinkem [2].
Jednim z predpokladii d¢inné kontroly rezistence je zna-
lost jeji epidemiologie [4]. Zjisténi, do jaké miry se na ris-
tu multirezistence podili $ifeni MR kmend a jakou roli pfi
ném hraje nezdvisly vznik rezistence u nepiibuznych kme-
nd, mize vést ke zlepSeni preventivnich opatfeni. Pro po-
souzeni klonalniho pivodu multirezistence 1ze vyuzit meto-
dy analyzy DNA, které umoziiuji urcit strukturu bakteridlni
populace na poddruhové (kmenové) drovni. Rizné metody
se lis1 svoji vypovédni hodnotou. Zatimco multilokusova se-
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kven¢ni typizace (MLST) je zaloZena na porovnani sekven-
ci nékolika provoznich gend, které se vyskytuji u vSech
kment (souddst tzv. ,,core genome*), makrorestrikéni ana-
lyza (PFGE) mapuje cely bakteridlni genom a strukturdln{
analyza mobilnich genetickych elementd nesoucich geny
pro rezistenci se zaméfuje na pridatné slozky genomu
(,;accessory genome*), které se vyskytuji pouze u nékterych
kment. Vhodnou kombinaci metod Ize urcit roli epidemic-
kych klonu pfi Sifeni rezistence i proménlivost rezistence
u jednotlivych kloni.

Vysledky studie EARSS (The European Antimicrobial
Resistance Surveillance System) za roky 2005 a 2006 uké-
zaly vysoky vyskyt nemocnicnich izolati P. aeruginosa re-
zistentnich k protipseudomonadovym antibiotikiim v Ceské
republice [5]. Cilem této pilotni studie bylo rozhodnout, zda
dany jev souvisi s klonalnim §ifenim ur¢itych MR kmend.
Za timto ucelem byl genotypiza¢nimi metodami analyzovan
soubor izolati P. aeruginosa pochazejici z hemokultur pa-
cienti hospitalizovanych v roce 2007 v Ceské republice.

Material a metody

Kmeny

Celkem 30 studovanych izolatt pochézelo ze souboru 437
klinickych izolati P. aeruginosa ziskanych v roce 2007 pii
feseni projekti IGA MZ CR NR/9428-3 a EARSS. Podle
udaji o pivodu izoldti a vysledki primarniho vySetieni
citlivosti poskytnutych Nérodni referen¢ni laboratofi pro
antibiotika (NRL-ATB) bylo vybrdano 20 MR izoldta (rezi-
stentnich nejméné ke tfem z téchto antimikrobidlnich latek:
piperacilin, ceftazidim, meropenem, ciprofloxacin, genta-
micin, tobramycin) pochéazejicich z 20 nemocnic v 15 més-
tech CR (obr. 1) a 10 izolati citlivych ke viem testovanym
antibiotikiim. VSechny izolaty pochazely z krve hospitalizo-
vanych pacientt.

MLST

Byla pouzita metoda podle Currana et al. pro sedm pro-
voznich gent (acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA, trpE)
[6]. Postup zahrnoval izolaci genomové DNA, amplifikaci
cilovych oblasti a jejich sekvenaci pomoci kitu ABI
PRISM® BigDye 3.1 Terminator a sekvenacniho zafizeni
ABI PRISM® 3100 Avant (Applied Biosystems). Alelickym
formam gend a jejich kombinacim byly pfifazeny Ciselné
kédy na zakladé porovnani s databazi MLST pro P. aerugi-
nosa [http://pubmlst.org/paeruginosa/].

PFGE

Genotypova podobnost izol4tl byla dile vysetfena Stépe-
nim genomové DNA pomoci restrikéni endonukledzy Spel
(New England Biolabs) s ndslednou separaci makrorestriké-
nich fragmentt v pulznim elektrickém poli [7]. Vysledné re-
strikéni profily byly porovnany vizudlné.

Typizace integrént

Struktura variabilnich oblasti integrént tiidy 1 byla ana-
lyzovana podle publikovaného postupu [8]. U vsech 30 izo-
latd byla nejdiive vySetiena pfitomnost integrénd téidy 1 po-
moci PCR amplifikace vnitfntho fragmentu genu pro
integrazu (intl1). U pozitivnich izolatd byly poté amplifiko-
vany variabilni oblasti integronii pomoci primera komple-

mentdrnich ke konzervovanym oblastem 5° and 3’ vymezu-
jicim integrované genové kazety. Struktura variabilnich ob-
lasti byla porovndna restrikéni analyzou amplikont s endo-
nukleazou Hinfl (Fermentas).

Vysetfen{ citlivosti

Minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIK) pro imipenem,
meropenem, ceftazidim, cefepim, piperacilin, gentamicin,
tobramycin, amikacin, ciprofloxacin a kolistin byla vysetfe-
na pomoci Etestu® (AB-Biodisk) na ptudé s Mueller-Hinto-
novym agarem (Oxoid). Podle kriterii CLSI byly izolaty
hodnoceny jako citlivé, intermediarni nebo rezistentni [9].

Vysledky

Vysledky genotypizace a citlivost k antimikrébnim lat-
kdm u 30 studovanych izolatd uvadi tabulka 1.

MLST

U deviti MR izolatd byl zjistén alelicky profil (acsA-
aroE-guaA-mutL-nuoD-ppsA-tipE) 38-11-3-13-1-2-4 od-
povidajici sekvenénimu typu ST 235 a u osmi profil 28-22-
5-3-3-14-19 odpovidajici ST 175, zatimco tfi zbyvajici MR
i v8echny citlivé izolaty mély jedinecné profily. Jednotlivé
profily se vzdjemné liSily nejméné ve tfech alelach.

PFGE

Profily jednotlivych izolatti obsahovaly 25-30 elektrofo-
retickych prouzkt odpovidajicich restrikénim fragmentim
DNA o rizné délce. PFGE profily izolatt s tymz ST se li$i-
ly nejvyse v poloze sedmi prouzkd, kdezto u izolatd s ruz-
nymi ST se liSily polohou vice nez 14 prouzkd.

Analyza integréni

Gen intl1 byl zjistén u v§ech MR izolatd, zatimco vSech-
ny citlivé izolaty byly negativni. U izoldti s ST 235 byly
v sedmi pifipadech zjiStény amplikony o délce 1,9 kb a se
shodnym restrikénim profilem, jeden z téchto izoldti po-
skytl navic amplikon o délce 0,5 kb. U dvou zbyvajicich
izolati s ST 235 bylo zjisténo po jednom jedine¢ném am-
plikonu. Izolaty s ST 175 mély aZ na jeden strukturdlné

Obr. 1
Geograficky plvod 20 studovanych multirezistentnich
izolatl P. aeruginosa rozliSenych podle multilokusového
sekvenéniho typu (ST)

@ ST 235
W ST 175
A ostatni ST
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shodné amplikony o délce 1,6 kb. Integrény kazdého ze zby-
vajicich tif MR izolati mély jedine¢nou strukturu.

Citlivost k antimikrobialnfm Iatkdm

Vsechny MR izolaty byly citlivé ke kolistinu (MIK
< 4 mg/l), rezistentni k ciprofloxacinu a (s vyjimkou dvou
intermedidrné citlivych izolat) ke gentamicinu a tobramy-
cinu (tabulka I). Citlivost k B-laktamim byla rizna, a to
i uizolatd se stejnym ST. Izolaty s ST 175 byly oproti izo-
latim s ST 235 vysoce rezistentni ke gentamicinu, citlivé
k amikacinu a vétSinou rezistentni ke karbapenemdm.

Diskuze

Cilem této studie bylo zjistit, zda se na Casté rezistenci
P. aeruginosa v Ceské republice podili klonaln{ ffeni MR
kment. Genotypova analyza 20 MR a 10 citlivych izolatd
ukdzala, Ze vétSina (17 z 20) MR izolati nélezela do dvou
genotypové odlisnych skupin, z nichZ kazda zahrnovala izo-
laty se shodnym MLST profilem, podobnymi PFGE profily
a vétSinou shodnymi integrény. Zjisténd genotypova podob-
nost MR izolatt ukazuje na klondlni $ifeni MR kment, vy-
loucit vSak nelze ani nezavisly vznik rezistence u kmeni
ptvodné citlivého klondlniho uskupeni pfevazujictho v ne-
mocni¢nim prostiedi. Vysledky je proto nutné interpretovat
v kontextu znalosti o populacni struktufe P. aeruginosa
a metodicky srovnatelnych studii.

Charakter populaci bakteridlnich druht se — z genetické-
ho hlediska — pohybuje mezi klondlni (zdrojem diverzifika-
ce druhového ,,core genome* jsou mutace) a panmiktickou
strukturou (k diverzifikaci dochdzi zvlasté rekombinaci na-
sledkem horizontdlntho pfenosu DNA) [10]. Curran et al.
zjistili velkou rozmanitost MLST profilG u obecné populace
P. aeruginosa a zaroven existenci skupin izolatti se shodny-
mi nebo podobnymi MLST profily [6]. U P. aeruginosa se
tudiZ predpoklada klondlné epidemicka struktura charakte-
rizovand rekombinaci alelickych variant provoznich gent
s doCasnym (epidemickym) rozsifenim urcitych MLST ge-
notypu. Pfikladem je pfibuznost evropskych izolitu rezi-
stentnich ke karbapenemim [11,12].

Porovnéni naSich a zahrani¢nich vysledkd ukazalo, Ze
MLST profily pfibuzné s nasim profilem 38-11-3-13-1-2-4
(ST 235) byly nalezeny i jinde v Evropé. Shodny profil byl
prokazan u izolatd z Polska [13] a Madarska [12], jeho va-
rianty liSici se v jedné alele u izolatd z Itdlie (profil 38-11-
3-9-1-2-4; ST 227) a z Recka a Svédska (profil 38-11-5-13-
1-2-4; ST 230) [11]. Tyto profily ndlezeji do klondlniho
uskupeni CC11 (pozn. klondlni komplex je uskupeni podob-
nych ST lisicich se obvykle nejvyse ve dvou ze sedmi alel).
Oproti tomu druhy profil pfevazujici mezi ¢eskymi MR izo-
laty (28-22-5-3-3-14-19; ST 175) neuvadi zZadnd z citova-
nych studii s vyjimkou jednolokusové varianty (28-22-5-3-
1-14-19; ST 228) zjisténé u italského izolatu [11]. Nutno
zminit, Ze citované prace se zabyvaly nepocetnymi skupina-
mi izolatd produkujicich B-laktamézy typu PER-1 [13] nebo
VIM [11,12]. Ve studii zaméfené na obecnou populaci P. ae-
ruginosa nebyl mezi 139 sekvenénimi typy zjistén ST 235
ani ST 175 [6]. V jiné studii bylo u 90 izolatu z rekta zjisté-
no 60 raznych ST, z toho tfi izoldty s ST 235 a dva izolaty
s sekvencnimi typy tvoricimi s ST 235 klondlni komplex,
zatimco zadny ST nebyl piibuzny s ST 175 [14]. U Ceskych

izolatd tak prevazuje v literatufe dosud nepopsany ST 175
a ST 235 zjistény zv1asté u madarskych a polskych izolata
produkujicich B-laktamdzy PER-1 nebo VIM.

Srovnani se zminénymi publikacemi umoznuji i vysledky
analyzy integront. Giske et al. nalezli u 11 studovanych izo-
14tG 10 integrént s riznou strukturou variabiln{ oblasti (z to-
ho kazdy ze sedmi izoldti CC11 s jedine¢nym integrénem)
[11]. Podobné Libisch et al. zjistili Sest riznych integront
u deviti izolati produkujicich VIM (dva z nich byly izolaty
s ST 235 s riznymi integrony) [12]. Tyto vysledky doklada-
ji vysokou rozmanitost integrénd i u izolatd téhoz klonalni-
ho komplexu a sekvenéniho typu. Skutecnost, Ze vétSina
Ceskych izolati s tymZz MLST profilem nesla shodné integ-
rény, tedy predstavuje pravdépodobny duisledek jejich bez-
prostfedni klondln{ a tudiz i epidemiologické vazby. Tomu
odpovidaji i velmi podobné PFGE profily u izolatli s tymz
MLST profilem. I pfi omezeném poctu studovanych izolatd
Ize predpokladat, ze tyto klony predstavuji vyznamnou ¢4ast
MR izolatd z infekei krevniho fecisté u hospitalizovanych
pacientii v Ceské republice.

Z4vér

Na rezistenci nemocniénich izoltd P. aeruginosa v Ceské
republice se podileji dva MR klony, z nichZ jeden patii
k evoluc¢né Sirsimu klondlnimu uskupeni vyskytujicimu se
v dal§ich evropskych zemich. Shoda nebo vysokd podob-
nost genotypovych markert u izolati téhoz klonu ukazuje
na nedavné klondlni rozsifeni MR kmenid v Ceskych ne-
mocnicich. Vyskyt MR epidemickych klont u P. aerugino-
sa a dal§ich vyznamnych nemocni¢nich patogent [15, 16]
na tzemi celého stitu pravdépodobné souvisi s nedostatec-
nymi opatfenimi proti Sifeni MR mikroorganizm.
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