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Extenzivné rezistentni kmeny Acinetobacter baumannii nesouci geny
pro karbapenemazu OXA-23 a metylazu ArmA v nemocnicich Ceské republiky

Extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii strains carrying genes encoding
carbapenemase OXA-23 and methylase ArmA in hospitals of the Czech Republic
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Od ¢ervna 2015 do kvétna 2016 byly v sedmi nemocnicich Ceské republiky zachyceny extenzivné rezistentni
kmeny Acinetobacter baumannii nalezejici k celosvétové rozSifenému epidemickému klonu II. Tyto kmeny nesly
geny pro karbapenemazu OXA-23 a metylazu ArmA a byly rezistentni ke v§em B-laktamim a aminoglykosidim.
Tento rezistotyp je v Ceské republice novy a jeho §ifeni mize dale omezit 1é¢ebné moZnosti u acinetobakterovych

Extensively drug-resistant strains of Acinetobacter baumannii belonging to worldwide epidemic clone II were
isolated in seven Czech hospitals between June 2015 and April 2016. These strains carried the genes encoding the
OXA-23 carbapenemase and ArmA methylase and were resistant to all f3-lactams and aminoglycosides. This
resistotype is new in the Czech Republic and its dissemination may further complicate the therapy of Acinetobacter
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Acinetobacter baumannii je jednou z nejvyznamnéjSich
podminéné patogennich bakterii komplikujicich nemocnic-
ni péci. Jeho klinicko-epidemiologicky vyznam plyne pre-
dev§im z neobycejné schopnosti u¢inné vyvijet a Sifit re-
zistenci k antimikrobnim latkam [1]. Tuto schopnost maji
zejména kmeny celosvétové rozsitenych (tzv. evropskych
nebo mezinarodnich) epidemickych klond Iall [2]. V Ces-
ké republice ptevlada od prelomu milénia epidemicky klon
IT [3], k jehoZ rozSifeni pravdépodobné pfispéla odolnost
kment tohoto klonu viici karbapenemtim, pivodné nej-
ucinnéjsim 1ékim pro 1écbu infekci vyvolanych multire-
zistentnimi kmeny acinetobakterti. Populaci klonu II cha-
rakterizuje vysoka variabilita mechanizml navozujicich
rezistenci ke v§em skupindm klinicky vyuZitelnych antibio-
tik [3].

Ziskané enzymatické mechanizmy, jeZ zptsobuji rezis-
tenci A. baumannii ke karbapenemtim, zahrnuji pfedevsim
B-laktamazy tfidy D (OXA-23, OXA-24/40, OXA-58,
OXA-143 a OXA-235), dile metalo-B-laktaméazy (MBL)
ttidy B (NDM, IMP, VIM a SIM) a vzacné B-laktamazy
tfidy A (GES-14, KPC). Z uvedenych karbapenemaz byly
u Ceské populace A. baumannii dosud zaznamendny OXA-
23, OXA-24/40, OXA-58 a NDM-1 [3, 4, 5, 6]. Klinicky
vyznamna rezistence ¢asto plyne i ze zvySené exprese genu
pro B-laktamazu OXA-51, ktery je stabilni soucasti druho-
vého genomu A. baumannii. Tuto expresi obvykle zptisobu-

je inzer¢ni sekvence ISAbal se silnym promotorem, umis-
téna pred kddujici oblast genu pro OXA-51 [1, 7].
Vyznamnou alternativou pro 1é¢bu infekci zplisobenych
multirezistentnimi acinetobaktery jsou aminoglykosidy.
Hlavni pficinou rezistence k aminoglykosidim u A. bau-
mannii jsou horizontalné ziskané geny pro enzymy modi-
fikujici tato antibiotika. U Ceskych izolatl byly dosud pro-
kazany geny pro acetyltransferaizu AAC(3)-1, fosfotrans-
ferazy APH(3')-1 a APH(3')-VI a nukleotidyltransferazy
ANT(2")-I a ANT(3")-I [8]. Tyto geny jsou soucdsti inte-
grond tfidy 1 (aac(3)-I a ant(3")-I) nebo kompozitnich
transpozont (aph(3')-1 a aph(3')-VI) [9]. K aminoglyko-
sidové rezistenci prispiva i efluxovy systém typu AdeABC,
transmembranova pumpa, jez aktivné transportuje z buiilky
vedle aminoglykosida i nékteré 3-laktamy, fluorochinolo-
ny, tetracykliny a tigecyklin [10, 11]. V poslednim deseti-
leti byly z riznych, zejména asijskych zemi navic hlaseny
kmeny A. baumannii produkujici metylazu typu ArmA [12].
Tento enzym metyluje guanin v pozici 1405 na ribozomal-
ni 16S rRNA, coz brani vazbé aminoglykosidi na zasaho-
vé misto na ribozému a vede k vysoké rezistenci ke vSem
klinicky pouzitelnym aminoglykosidim [13]. Gen pro
ArmA (armA) nese kompozitni transpozon Tn/548 umis-
tény na konjugativnich plazmidech, coZ umozZziuje horizon-
talni Sifeni genu. Vyznamné je, Ze kmeny A. baumannii
s ArmA casto nesou i karbapenemazu OXA-23, byt geny
pro tyto enzymy nejsou umistény na stejném plazmidu [12].
Tato studie vznikla na zdkladé zachytu kmene A. bau-
mannii rezistentniho ke v§em B-laktamim a aminoglykos-
idim v nemocnici v Pardubicich v ¢ervnu 2015. Tento
kmen byl zaslan do Narodni referencni laboratofe pro an-
tibiotika k potvrzeni karbapenemové rezistence. V nasle-
dujicich 11 mésicich byly dalsi 22 izol4ty s podobnym fe-
notypem rezistence, pochézejici ze sputa, trachealniho as-
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piratu, krve, ran a moce, zachyceny
nejen v Pardubicich, ale i v dalSich
Sesti ¢eskych a moravskych nemoc-
nicich (FN Hradec Kralové; FN Os-
trava; Nemocnice ve Frydku-Mistku;
Nemocnice Tanvald; Nemocnice s
poliklinikou Karvina-Raj, pracovis-
té Orlova; FN Na Bulovce v Praze).
Vzhledem ke klinicko-epidemiolo-
gické zavaznosti vzniklé situace jsme
se rozhodli ur¢it mechanizmy rezis-
tence zodpovédné za neobvykly pro-
fil rezistence u téchto 23 izolatl a po-
soudit jejich epidemiologickou sou-
vislost.

Metodou multiplex PCR zaméie-
nou na klonalné specifické sekvence
DNA [14] byly vSechny izolaty za-
fazeny do epidemického klonu II.
Makrorestrikéni analyza genomové
DNA (PFGE) [3] dale ukazala, Ze i pfes shodny neobvykly
fenotyp rezistence nalezelo 23 izolatd k péti riznym, byt
vzajemné podobnym genotyptim (obr. 1). Identické makro-
restrikéni profily vzdy korelovaly s mistem ptivodu izolatd,
coz naznacuje jejich bezprostfedni epidemiologickou vaz-
bu v dané nemocnici. Tanvaldské izolaty mély navic geno-
typ shodny s izolaty z Pardubic a podobné tomu bylo u izo-
latd z Frydku-Mistku a Ostravy (obr. 1). V jednotlivych
nemocnicich §lo tedy nejspiSe o izolované epidemické epi-
zody zpisobené lokalné specifickymi kmeny, které se
v nékterych pfipadech rozsifily do dalSich nemocnic.

Diskovym diftiznim testem [15] byla prokazéana rezis-
tence u vSech izolatd k imipenemu, meropenemu, ampici-
lin-sulbaktamu, ceftazidimu, cefotaximu, cefepimu, pipe-
racilin-tazobaktamu, aztreonamu, amikacinu, gentamicinu,
netilmicinu, tobramycinu, ciprofloxacinu, ofloxacinu a do-
xycyklinu. Ke kotrimoxazolu a tigecyklinu byly izolaty
rezistentni nebo intermedidrné citlivé. Vysokou miru re-
zistence ke klinicky vyznamnym antibiotikim ilustruje

Obrazek 1: Priklady makrorestrikénich profild studovanych izolatd
A. baumannii. Podtrzené a tucné jsou zvyraznény lokality, v nichz byly
zachyceny izolaty se shodnymi profily. M, molekulovy marker (48,5 kb).
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Obrazek 2: Profil antibiotické rezistence izolatu ANC 5452 v diskovém diftiznim testu. AMI, ami-
kacin (30 pg/disk); CAZ, ceftazidim (30); CIP, ciprofloxacin (5); GEN, gentamicin (10); DOX, doxy-
cyklin (30); CEF, cefepim (30); IMI, imipenem (10); MER, meropenem (10); SAM, ampici-
lin+sulbaktam (10+10); SXT, trimetoprim+sulfametoxazol (1,25+23,75); TOB, tobramycin (10); TZP,
piperacilin+tazobaktam (100+10). Disky pochazely od firmy Oxoid.

obr. 2 na prikladu izolatu ANC 5452 z Ostravy. Uplna cit-
livost byla u vSech izolath zachovana pouze ke kolistinu
(0,25-0,5 mg/l1; stanoveno dilu¢ni mikrometodou). Pomo-
ci Etestu byla potvrzena vysokd kvantitativni rezistence
k imipenemu (=32 mg/l), amikacinu (>256 mg/l), genta-
micinu (>256 mg/l) a netilmicinu (>256 mg/l). Etest pro
prikaz MBL prokazal 24-n4dsobné sniZeni minimalni inhi-
bi¢ni koncentrace (MIC) k imipenemu v pfitomnosti EDTA
(obr. 3), ukazujici na produkci MBL. V tomto pfipadé v§ak
§lo 0 znamou fale$nou pozitivitu tohoto testu u A. baumannii
produkujicich karbapenemazu OXA-23 [16].

Priikaz genil rezistence byl proveden pomoci konvenc-
ni (end-point) PCR. VSechny izolaty nesly gen pro karba-
penemdzu OXA-23 (blagga.,;) s ISAbal v promotorové
oblasti a gen armA. U dvou izolatd ze dvou nejpocetnéj-
§ich skupin (z Pardubic a Ostravy) byly uréeny celogeno-
mové sekvence [primarni sekvencni data byla pfipravena
v EMBL v Heidelbergu, jejich sestaveni de novo pak po-
moci programu Geneious (Biomatters,
New Zealand) v Laboratofi bakterialni
genetiky]. Analyza téchto genom pro-
kazala ptfitomnost blagy,.; S ISAbal
v promotorové oblasti a genu armA, kte-
ry nesl transpozon Tn/548 uloZeny na
plazmidu o velikosti >177 kb. Geny pro
MBL ani ISAbal umisténé v promo-
torové oblasti blagy, s, nebyly v geno-
mech ani pomoci konvenéni PCR u os-
tatnich izol4tl zjistény. Za vysokou miru
karbapenemové rezistence i za faleSné
pozitivni Etest MBL u vSech studova-
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Obrazek 3:

VySetfeni produkce metalo-B-laktamaz u kme-
ne ANC 5452 pomoci Etestu MBL (AB bioMé-
rieux). U kmen0 A. baumanniiprodukujicich OXA-
23 dochazi k faledné pozitivité testu [16] — pfi-
tomnost EDTA (IPI) vyznamné snizuje MIC pro imi-
penem (IP) v nepfitomnosti metalo-3-laktamazy.
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nych izolat tedy velmi pravdépodobné odpovidd OXA-
23. Skupiny mistné specifickych kment se nicméné vza-
jemné liSily pfitomnosti dalSich gent rezistence, napt. genu
pro B-laktamazu TEM-1, karbapenemazu OXA-58 nebo
fosfotransferazy APH(3")-1 a APH(3")-VI. Tato zjisténi po-
tvrzuji jiz zminénou genetickou plasticitu rezistomu typic-
kou pro klon II.

PrestoZze kmeny A. baumannii nesouci blagy, »; byly
v Ceskych nemocnicich jiz diive zachyceny, Slo dosud ve-
smés o ojedinélé nalezy [4, 5, 6], a hlavni pfi¢inou rezis-
tence ke karbapenemtim byla dosud nadprodukce chromo-
zomdlni OXA-51 [3]. Sifeni kmenii s OXA-23 je alarmujici,
nebot tento mechanizmus poskytuje oproti OXA-51 kvan-
titativné vyssi rezistenci ke karbapenemim a omezuje tcin-
nost i dal§ich B-laktami. JeSté zavaznéjsi je pak zjisténi, Ze
studované kmeny zdroveii nesou (pro Ceskou republiku
novou) metylazu ArmA, jez zptisobuje kvantitativné vyso-
kou rezistenci ke vSem aminoglykosidim (obr. 4a, 4b),
které 1ze jinak docilit pouze kombinaci nékolika mecha-
nizmu (obr. 4¢). Soucasna produkce OXA-23 a ArmA tak
zcela vyrazuje dvé nejvyznamnéjsi skupiny antibiotik po-
uzivanych v nemocni¢ni péci. A spolu s rezistenci k fluo-
rochinolonim (mutace v genech pro topoizomerazy) a tetra-
cyklindm (efluxova pumpa TetB), béZnymi u klonu II,
ponechava minimalni 1écebné moznosti.

V souvislosti s metyldzou ArmA je nutno zminit jev,
ktery umoziiuje rozeznat ptfitomnost tohoto mechanizmu
v rutinnim difdznim testu. Jde o nehomogenni rist kmenti
produkujicich ArmA kolem diskl s aminoglykosidy. Byt
byl tento jev v souvislosti s ArmA v literatufe popséan [17,
18], jeho pricina zatim neni zcela objasnéna. Situaci ilus-
truje obr. 4 s ANC 5190 a ANC 5452, jez zastupuji dvé
genotypové a lokalné€ odlisné skupiny studovanych izolatt.
U obou izolatl je nehomogenni rdst patrny pouze v pripa-
dech, kdy je ArmA mechanizmem jedinym (v§echny amino-
glykosidy vyjma kanamycinu u ANC 5190; gentamicin,
netilmicin a tobramycin u ANC 5452). Soucasna exprese
efluxu AdeABC, jeZ neposkytuje kvantitativné vysokou re-
zistenci (z aminoglykosidu je netdcinnéjsi na gentamicin
a netilmicin), se v bezprostiedni blizkosti disku neuplatiiuje.
Narozdil od ANC 5190 a ANC 5452 se u archivniho izolatu

NIPH 281 bez ArmA zminény nehomogenni rist nevysky-
tuje (obr. 4c).

Z vysledkl genotypizace nelze jednoznacné stanovit,
jakym zptisobem k Sifeni kment doslo. Mozné scénare za-
hrnuji (i) import jediného kmene s OXA-23 a ArmA ze
zahranici a jeho nésledné rozsifeni a genetickou diverzifi-
kaci, (ii) soucasny zahrani¢ni import nékolika kment klo-
nu II s OXA-23 a ArmA, (iii) ziskadni armA Ceskymi kme-
ny klonu II s jiZ pfitomnou OXA-23 horizontdlnim
prenosem od jinych bakterii nebo (iv) kombinace téchto
moznosti. Tfebaze pouzité metody genotypizace spolehli-
vé rozliSeni uvedenych alternativ neumoziuji, odpovéd na
tuto otdzku dnes nabizi uréeni celogenomovych sekvenci
izolatl reprezentujicich jednotlivé lokélni populace a je-
jich srovnani navzdjem i s dostupnymi genomovymi sek-
vencemi izolatd z rdznych zemi. Tato analyza se nyni v La-
boratofi bakteridlni genetiky provadi.

Smyslem tohoto sdé€leni je predevSim upozornit na novy
typ rezistence u nemocni¢nich kment A. baumannii v Ces-
ké republice, jenz zahrnuje vysoce t¢innou kombinaci dvou
mechanizmi rezistence poskytujici tplnou rezistenci in
vitro k 3-laktamovym a aminoglykosidovym antibiotikiim.
Kmeny s timto typem rezistence se rok od svého prvniho
zachytu objevily v nékolika nemocnicich, kde obvykle vy-
volaly lokalni epidemické epizody. Vedle rizika dalSiho $i-
feni téchto kmend je moZny i horizontalni pfenos metyla-
zy ArmA na jiné druhy nemocni¢nich patogentd. Dulezité
je proto vyskyt kment s timto typem rezistence sledovat,
k ¢emuz lze v diagnostickych laboratofich vyuzit charak-
teristicky fenotyp tohoto typu rezistence v diskovém di-
faznim testu.

Autori dékuji kolegiim z klinické laboratoie Nemocni-
ce Pardubice, FN Hradce Kralové, ZU Ostrava, SPA-
DIA LAB a.s. Ostrava, PREVEDIG spol. s r.o. Praha,
Krajské nemocnice Liberec, MeDiLa spol. s r.o. Pardu-
bice, FN Na Bulovce, Ceské Laboratorni s.r.o. Labora-
toi'e OmniL.ab Praha za zaslani izolatl a spolupraci.

Studie byla podporena MZ CR — RVO (Stdtni zdravotni
tstav — SZU, 75010330).

Obrazek 4: Priklady mechanizm(i rezistence k aminoglykosidim a jejich kombinaci u izolatli A. baumannii (a) ANC 5190 (Pardubice, 2015), (b)
ANC 5452 (Ostrava, 2015) a (c) NIPH 281 (Pfibram, 1994 [8]). AMI, amikacin (30 pg/disk); GEN, gentamicin (10); ISE, isepamicin (30); KAN,
kanamycin (30); NET, netilmicin (30); TOB, tobramycin (10). Disky pochazely od firmy Oxoid vyjma isepamicinu (Bio-Rad). Vysvétleni mechanizm

rezistence je uvedeno v hlavnim textu.
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