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Multirezistentni Acinetobacter baumannii nesouci geny pro karbapenemazy
NDM-1 a OXA-23 importovany do Ceské republiky
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Multirezistentni kmen Acinetobacter baumannii nesouci gen pro metalo--laktamazu NDM-1 byl letos v Cervenci
zachycen u pacienta hospitalizovaného na oddéleni intenzivni péce v Usti nad Labem. Kmen byl importovan
z Egypta a je in vitro rezistentni k -laktami@im a ostatnim klinicky relevantnim antibiotikim kromé kolistinu,
tobramycinu, netilmicinu, doxycyklinu a tigecyklinu. Nese téZ gen pro karbapemdzu OXA-23 (v Ceské republice
dosud nedolozeny) a fadu dalSich genetickych determinant rezistence.

A multidrug-resistant Acinetobacter baumannii strain carrying the gene encoding metallo-f3-lactamase NDM-1
was isolated from a patient hospitalized in an intensive care unit in Usti nad Labem. The strain was imported from
Egypt and is in vitro resistant to f3-lactams and to other clinically relevant antimicrobial agents except for colistin,
tobramycin, netilmicin, doxycycline and tigecycline. It also carries the gene encoding the OXA-23 carbapenemase
(not yet reported from the Czech Republic) and a number of other resistance determinants.
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Multirezistentni (MR) Acinetobacter baumannii je vy-
znamny puvodce infekci pacientd v nemocni¢ni intenziv-
ni péci [1]. Celosvétovym problémem posledniho deseti-
leti je rostouci proporce kmentt A. baumannii rezistent-
nich ke karbapenemtim, ptivodné nejicinnéj$im antibioti-
ktim pro 1é¢bu acinetobakterovych infekci. Tento trend
neminul ani Ceskou republiku. Studium populaéni struk-
tury a antibiotické rezistence nemocnic¢nich izolat acine-
tobakterd provadéné nasi laboratofi od pocatku 90. let
ukazalo, Ze zatimco kmeny A. baumannii z let 1991-1997
byly ke karbapenentim bézné citlivé [2], proporce izola-
ta necitlivych (MIK k imipenemu a/nebo meropenemu
>8 mg/l) k témto antibiotikiim dosahovala v letech 2004—
—2005 21 % [3]. Tato zména byla spojena s rozsifenim
MR kmeni epidemického Evropského (EU) klonu II re-
zistentnich ke karbapenemtm, jeZ nahradily populaci EU
klonu I pievazujici v Ceské republice v 90. letech. V po-
sledni dobé byla publikovéina fada studii ukazujicich, Ze
EU klon II m4 zasadni, nikoliv v§ak vyluc¢nou, roli pfi ce-
losvétovém Sifeni karbapenemové resistence u acineto-
baktera [4, 5].

Rezistenci A. baumannii ke karbapenemiim zptisobuji
rizné mechanizmy omezujici tcinek téchto antibiotik na
enzymy syntetizujici peptidoglykan bunécné stény. A€ se
na ni miZe podilet sniZeni koncentrace karbapenemu
v mist€ zasahu pomoci aktivniho efluxu (systém Ade-
ABC) ¢i sniZzeného influxu (napf. ztrata porinu CarO)
nebo modifikace proteinil vazajicich penicilin, hlavni roli
v ni maji B-laktamazy s karbapenemazovou aktivitou na-
leZejici k serinovym karbapenemazam typu OXA (carba-
penem-hydrolysing class D f;—lactamases, CHDL) nebo
metalo-B-laktamazam (MBL) [1]. CHDL se podle sek-
vencni podobnosti ¢leni do péti skupin, které se téméft vy-
lu¢né vyskytuji pouze u rodu Acinetobacter: oxacilinazy
typu OXA-23, OXA-40, OXA-58, OXA-143 a OXA-51
[1, 6]. Prvni ¢tyfi skupiny jsou ziskané CHDL (s vyjim-
kou Acinetobacter radioresistens, u néhoz je gen pro oxa-
cilindzu typu OXA-23 ptivodni soucasti chromozomu), je-
jichZ geny jsou asociované s mobilnimi genetickymi
elementy a jeZ se vyskytuji pouze u nékterych kmend.
Oproti tomu chromozomalni gen pro oxacilindzu typu
OXA-51 (blaogxasiike) je specifickou a stabilni soucasti
druhového genomu A. baumannii (dosud je popsdno 68
aminokyselinovych variant OXA-51). Exprese blaoxa.si.iie
je obvykle nizka a nevede ke karbapenemové rezistenci.
MiiZe vSak byt zvySena umisténim inzercni sekvence ISA-
bal nesouci silny promotor do regulacni oblasti genu, coZ
vede ke sniZeni citlivosti nebo rezistenci ke karbapene-
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mum [1]. ISAbal nebo jiné inzeréni sekvence se mohou
podilet i na mobilizaci a/nebo zvySené expresi ziskanych
CHDL. MBL se u acinetobakter oproti CHDL vyskytuji
vzacnéji. U A. baumannii byly prokazany MBL typti IMP,
VIM, SIM [1] ale téZ nedavno popsané karbapenemazy
typu NDM (NDM-1 a NDM-2) [7, 8]. Z uvedenych kar-
bapenemazovych gent byly u ¢eské populace A. bau-
mannii dosud dolozeny blaoxa.siaike S ISAbal v promo-
torové oblasti (geneticka struktura béZna u kmend s MIK
ke karbapenemtim >2 mg/1), blaoxa.-ssaie @ Dlaoxasa-iikes DYE
dva posledné jmenované byly popsany pouze u dvou re-
spektive jednoho izolatu z let 2005-2006 [3].

V letoS$nim roce byla Laboratoii bakteridlni genetiky
(LBG) zorganizovana studie, jejimZ cilem bylo posoudit
zmény v populaci MR nemocni¢nich kment rodu Acine-
tobacter v Ceské republice oproti 1étim 2005-2006. Mezi
kmeny zaslanymi do LBG spolupracujicimi laboratoremi
byl i izolat (LBG ¢. ANC 4097) s neobvykle vysokymi
hodnotami MIK pro B-laktamy a rezistentni k vétSiné
ostatnich klinicky relevantnich antibiotik (obr. 1). Kmen
byl izolovén v Cervenci letoSniho roku u pacienta hospita-
lizovaného na oddéleni intenzivni péce v Usti nad Labem.
Podle pozdéji ziskanych informaci byl pravdépodobné tyz
kmen (charakterizovany pro ¢eskou populaci acinetobak-
tertl neobvyklym fenotypem rezistence; viz obr. 1) kratce
pfedtim zachycen na stejném oddéleni ze sputa jiného pa-
cienta pricestovavsiho z Egypta a nasledné provedena
protiepidemickd a hygienicka opatfeni zabranila dalSimu
Sifeni tohoto importovaného kmene v nemocnici (MUDr.
M. Stolbov4, osobni sdéleni). Genotypova charakterizace
ANC 4097 v LBG a ve spolupracujicim pracovisti v Uni-
verzitni nemocnici v Bicetre v Parizi ukazala, ze kromé
fady béznych genl rezistence nese tento izoldt i geny pro
karbapenemézy dosud v Ceské republice nezaznamenané,
NDM-1 (Dr. L. Poirel, osobni sdéleni) a OXA-23. Vzhle-
dem k vyznamu tohoto nélezu zde uvadime piredb€Zné vy-
sledky dosud provedenych vySetieni. Podrobnd geneticka
analyza izoldtu ANC 4097 se dokoncuje ve spolupraci
s pafizskym pracovistém a bude obsahem jiného sd€leni.

Izolat ANC 4097 byl rezistentni (v zavorkach uvedeny
MIK v mg/l uréené Etestem piipadné dilu¢ni mikrometo-
dou) k imipenemu (>32), meropenemu (>32), ampicilin-
sulbaktamu (>256), ceftazidimu (>256), cefotaximu (>256),
cefepimu (>256), piperacilin-tazobaktamu (>256), amika-
cinu (>64), gentamicinu (32), ciprofloxacinu (>32) a tet-
racyklinu (128). Diskovy diftzni test navic ukazal rezis-
tenci k aztreonamu, tikarcilinu, kotrimoxazolu a ofloxaci-
nu (obr. 1). Caste¢na nebo tplna citlivost byla zachovéna
pouze u doxycyklinu (2), tigecyklinu (2), netilmicinu (4),
tobramycinu (0,5) a kolistinu (0,25). Etest pro priukaz
MBL ukézal 24-n4sobné sniZzeni MIK k imipenemu v pii-
tomnosti inhibitoru EDTA (obr. 2), naznacujici tak pro-
dukci MBL.

Metodou PCR byla vySetfena pfitomnost CHDL
a MBL [3]. Pozitivni signél byl zji§tén pro geny kodujici
karbapenemazy typu OXA-51, OXA-23 a NDM. Urceni
sekvenci dplnych kodujicich oblasti ukazalo, ze ANC
4097 nese geny blagxa.»; @ blaxpy.,. Analyza oblasti pfi-
lehlych ke genim pro CHDL [3] prokézala pfitom-

nost ISAbal v promotorovych oblastech genll blagxa.siiike
a blapxa..;- Obsazeny byly i geny pro efluxovy systém
AdeABC. Zvysené hodnoty MIK k netilmicinu (oproti
plné citlivé populaci A. baumannii) naznacuji ¢astecnou
nadprodukci tohoto systému, kterd vSak pravdépodobné
nemd podstatny vliv na rezistenci ANC 4097 ke karba-
penemtm [9, 10]. Z uvedenych vysledku plyne, Ze na vy-
soké rezistenci ke karbapenemtim a dal$im B-laktamtm
se u ANC 4097 kromé NDM-1 muze podilet OXA-23
a chromozomalni oxacilindza typu OXA-51. Nutno vSak
pripomenout, Ze z pouhé pritomnosti genti neplyne jejich
fenotypové vyjadreni a Ze nelze vyloucit pfitomnost dal-
Sich enzymatickych ani neenzymatickych mechanizmi
karbapenemové rezistence.

Pomoci PCR byla déle prostudovana pfitomnost dal-
Sich gent a genetickych struktur se znamou roli v ziskané
rezistenci A. baumannii [3]. Zjisténé genetické struktury
byly v souladu s fenotypem rezistence. ANC 4097 nesl
blargy. i (rezistence k sulbaktamu) a geny pro fosfot-
ransferazu APH(3’)-VI (rezistence k amikacinu) a acetyl-
transferazu AAC(3)-I (rezistence ke gentamicinu), nikoliv
vSak geny pro enzymy modifikujici tobramycin a netilmi-
cin a pro efluxovou pumpu TetB (citlivost na doxycyklin).
Byla téZ zjiSténa inzerce ISAbal v promotorové oblasti
genu pro druhové specifickou chromozomalni B-laktama-
zu typu AmpC (rezistence k ceftazidimu). VSechny tyto
geny a genetické struktury jsou u MR kmeni A. bauman-
nii v Ceské republice béZné a navic charakteristické pro
EU klon I, do néhoZ ANC 4097 podle predbéZnych vy-
sledkti genotypizace patii.

A. baumannii produkujici OXA-23 nebo nesouci gen
pro tuto karbapenemdzu byl izolovan v mnoha evrop-
skych zemich a vyskyt tohoto genu u ¢eského izolatu pro-
to nepiekvapuje. OXA-23 je omezena na rod Acinetobac-
ter (s jedinou zndmou vyjimkou kmene Proteus mirabilis)
a nepfedpoklada se jeji horizontalni Sifeni do jinych bak-
teridlnich rodfl. Vyznamnéjsi je ndlez genu pro NDM-1,
pred dvéma roky popsanou metalo-B-laktamazu, jiz je
v literatufe vénovdna znacnd pozornost [11, 12, 13].
NDM-1 byla prokazana u klinickych izolatd rdznych dru-
ht enterobakterii a to ptivodné u kment izolovanych v In-
dii nebo z ni importovanych. Pozornost vénovana NDM- 1
plyne kromé jiného z neobycejné rychlosti jejiho global-
niho §ifeni, s ni spojenych vysokych hodnot MIK ke kar-
bapenemm (oproti jinym karbapenemazam) a lokalizace
kédujiciho genu na konjugativnich plazmidech, které mo-
hou téZ nést geny pro rezistenci k aminoglykozidim, ri-
fampicinu, sulfonamidim, aztreonamu a dal$im antibioti-
kiim [13]. Ndlezy NDM-1 u acinetobakterd jsou dosud
ojedinélé [7, 14, 15], pfitomnost ¢asti acinetobakterové
inzer¢ni sekvence ISAbal25 pred genem pro NDM-1
u enterobakterii nicméné naznacuje, Ze A. baumannii mi-
Ze byt jednim z pivodnich zdroji diseminace této karba-
penemazy [16].

Predchozi studie ukazaly, Ze Sifeni MR kmeni acine-
tobaktert [3] a dalSich vyznamnych podminénych patoge-
nl mezi ¢eskymi nemocnicemi je bézné [17, 18, 19]
a pravdépodobné souvisi s nedostate¢nymi bariérovymi
a hygienickymi opatfenimi. Obavy ze Sifeni bakterii ne-
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Obrazek 1: Citlivost kmene ANC 4097 k antibiotik(im v diskovém diftiznim testu

AK, amikacin (30 pg/disk); ATM, aztreonam (30); CAZ, ceftazidim (30); CIP, ciprofloxacin (5); CN, gentamicin (10); CTX, cefotaxim (30);
DO, doxycyklin (30); FEP, cefepim (30); IMP, imipenem (10); MEM, meropenem (10); NET, netilmicin (30); OFX, ofloxacin (5);

SAM, ampicilin+sulbaktam (10+10); SXT, trimetoprim+sulfometoxazol (1,25+23,75); TGC, tigecyklin (15); TIC, tikarcilin (75);

TOB, tobramycin (10); TZP, piperacilin+tazobaktam (100+10).

Laborator bakterialni genetiky (LBG;
www.szu.cz/laborator-bakterialni-genetiky) se vé-

nuje problematice taxonomie, populacni struktury u kmene ANC 4097
a genetickych determinant rezistence k antibioti- pomoci Etestu MBL
kiim u gramnegativnich nefermentujicich tycinek, (AB bioMérieux).
zv14sté rodu Acinetobacter a druhu Pseudomonas Pritomnost EDTA (IP)

aeruginosa. Dosud se kromé jiného podilela na
popisu deviti novych klinicky vyznamnych druha
acinetobaktert (www.szu.cz/anemec/Classificati-
on.pdf), identifikovala epidemické MR klony
A. baumannii [2, 20] a P. aeruginosa [19] v Ceské
republice a popsala nové genetické struktury spo-
jené s antibiotickou rezistenci u téchto druhu [19,
21, 22]. Poskytuje konzultacni a referencni ¢innost
vénovanou témto organizmim a to zvlasté v sou-
vislosti s §ifenim multirezistetnich kment v ne-
mocnic¢nich zafizenich. Pracovnici LBG budou di-
agnostickym pracovistim nadéale zavazani za zasi-
lani kment acinetobaktert nejistého taxonomic-
kého zarazeni, s neobvyklym fenotypem rezistence
(zvlasté vysoka kvantitativni rezistence ke karba-
penemum, vSem aminoglykozidim a/nebo rezis-
tence ke kolistinu) nebo izolovanych ze zavaznych
klinickych a epidemiologickych situaci.

soucich uc¢inné mechanizmy rezistence, které mohou dale
komplikovat nemocniéni péci, jsou proto opravnéné. Tato
studie ilustruje dileZitost znalosti struktury a vlastnosti
populace vyznamného nemocni¢niho patogenu na statni
drovni, kterd je predpokladem pro rychlou detekci nebez-
pe¢nych kmenl a novych mechanizm rezistence.
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