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ABSTRAKT

Prace fesi otdzku epidemiologie antibiotické rezistence u Acinetobacter baumannii, dnes
jednoho z nejproblematictéjsich bakteriadlnich ptvodcl infekci ¢lovéka ve smyslu selhavani
antimikrobni terapie. Jejim cilem bylo definovat populac¢né-genetické vlastnosti, epidemiolo-
gii a povahu rezistence u vzorku aktudlni populace A. baumannii z Ceské republiky. Studova-
no bylo 55 multirezistentnich izolatl zachycenych v osmi zdravotnickych zafizenich ve Stre-
doceském kraji a Praze od fijna 2016 do kvétna 2018. U téchto izolatl byla provedena identi-
fikace na druhové, klonalni a kmenové Urovni, uren fenotyp a genotyp rezistence a prove-
dena klasifikace do péti skupin izolatl s pravdépodobnou epidemiologickou vazbou. Studo-
vané izolaty témér vylucné patfily do globalniho klonu ECII; z nich pak 53 % tvorilo geneticky
pomérné homogenni skupinu charakterizovanou extenzivni rezistenci k antibiotikim (citli-
vost pouze ke kolistinu), pfitomnosti gen pro ArmA a OXA-23 (rezistence ke vSsem amino-
glykosidiim a karbapenem(m) a vyskytem na vsech lokalitach. Podrobna epidemiologicka
analyza izolatl z Pribrami a okoli prokazala epidemické siteni dvou kmend, z nichZ jeden
patfil k extenzivné rezistentni skupiné. Oba tyto kmeny byly izolovany od pacient( hospitali-
zovanych na chirurgickém oddéleni, a to i po jejich propusténi do ambulantni péce. Nase
vysledky dokladaji pokracujici Sifeni extenzivné rezistentnich kmen( ECIl s ArmA a OXA-23,

které byly v Cesku poprvé zjistény v roce 2015.

Klicova slova: Acinetobacter baumannii, aminoglykosid, genotypizace, karbapenem,

epidemicky klon, epidemiologie, antibioticka rezistence.



ABSTRACT

This study focuses on the question of the epidemiology of resistance to antibiotics in
Acinetobacter baumannii, which is nowadays one of the most problematic bacterial patho-
gens associated with failing antimicrobial therapy. Its aim was to define population-genetic
properties, epidemiology and the nature of multidrug resistance for a sample of the current
population of A. baumannii from Czechia. A total of 55 isolates were collected in eight medi-
cal facilities in central Bohemia from October 2016 to May 2018. The isolates were assessed
for their identity at the species, clonal and strain levels as well as resistance phenotype and
genotype; they were classified into five clonal groups, each of which encompassed isolates
that were likely to be epidemiologically related. The 55 isolates studied belonged, nearly
exclusively, to global clone ECII, with 53 % of them forming a genetically relatively homoge-
neous group characterized by extensive resistance to antibiotics (susceptible only to col-
istin), the presence of genes encoding ArmA a OXA-23 (resistance to all aminoglycosides and
carbapenems) and spread in all locations. The in-depth epidemiological analysis of isolates
from the city of Pfibram and its vicinity indicated the regional spread of two strains, one of
which belonged to the extensively-resistant group. Both strains were isolated from patients
hospitalized in a surgical ward (also after they were released for ambulatory care). Our re-
sults provide evidence for the continuing spread of extensively-resistant ECII strains with

ArmA and OXA-23 genes, which follows their first detection in Czechia in June 2015.

Keywords: Acinetobacter baumannii, aminoglycoside, genotyping, carbapenem, epi-

demic clone, epidemiology, antibiotic resistance.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAC Acetyltransferaza aminoglycosidu (Aminoglycoside Acetyltransferase)

AFLP  Fingerprintovd DNA metoda (Amplified Fragment Length Polymorphism)

AME  Enzymy modifikujici aminoglykosidy (Aminoglycoside Modifying Enzymes)

ANT Nukleotidyltransferdaza aminoglykosidu (Aminoglycoside Nucleotidyltransferase)

APH Fosfotransferaza aminoglykosidu (Aminoglycoside Phosphotransferase)

ARO Anesteziologicko-resuscitacni oddéleni

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

ECI Epidemicky klon | (Epidemic Clone I)

ECII Epidemicky klon Il (Epidemic Clone Il)

ESBL  B-laktamazy z rozsSirenym substratovym spektrem (Extended-Spectrum 8-
Lactamases)

MALDI-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of-Flight Mass
Spectrometry)

MBL Metalo-B-laktamaza (Metallo-8-lactamase)

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace (Minimal Inhibitory Concentration)

MLSA Multilokusova sekvenéni analyza (Multilocus Sequence Analysis)

MLST Multilokusova sekvencni typizace (Multilocus Sequence Typing)

PCR Polymerdazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PFGE Gelova elektroforéza v pulznim poli (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

WHO  Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)



1. UVOD

Pfedkladana diplomova prace se vénuje lékarsky aktudlni problematice epidemiologie
antibiotické rezistence u nemocni¢niho bakteridlniho patogenu Acinetobacter baumannii.
Bakterie rodu Acinetobacter se jesté v 70. letech minulého stoleti povaZovaly za obecné ne-
Skodné komenzalni mikroorganizmy, které nehraji podstatnou roli pfi vzniku onemocnéni u
Clovéka. Pocinaje 80. lety se vSak tento jejich obraz zacina dramaticky ménit. Kmeny acine-
tobakter( se zacinaji stale Castéji izolovat z pripadl infekci hospitalizovanych pacient(, zvlas-
té pak u osob se zavaznym zakladnim onemocnénim v intenzivni péci. Objevuji se pfipady
epidemického Sifeni infekci a u izolovanych kmen( se zjistuje rezistence k dosud ucinnym
antibiotikim. Dnes jsou multirezistentni acinetobaktery, a zvlasté pak jejich Iékarsky nejvy-
znamnéjsi druh A. baumannii, povazovany za jednoho z hlavnich plvodci nemocni¢nich in-
fekci. Tuto skutecnost podtrhuje zprava Svétové zdravotnické organizace z roku 2017, ktera
tento druh uvadi hned po extenzivné rezistentnim Mycobacterium tuberculosis jako nejpro-
blematictéjsi etiologické agens infekci u ¢lovéka ve smyslu urgentni potieby vyvoje novych

antimikrobnich latek.

Prace navazuje na dlouhodobé zaméreni resitelského pracovisté (Laborator bakteridlni
genetiky, Statni zdravotni Ustav v Praze) na problematiku rodu Acinetobacter. Soucasti toho-
to zaméreni je i systematické studium mechanizm(, genetiky a epidemiologie antibiotické
rezistence u A. baumannii. Laborator se ve svétovém kontextu podilela na realizaci prvnich
studii, které prispély k odhaleni epidemicko-klonalni povahy populaéni struktury tohoto dru-
hu, identifikaci hlavnich epidemickych klonl a jejich vazby na antibiotickou rezistenci. Dalsi
studie ukdzaly zmény v Ceské populaci acinetobakterli smérem ke kmen{m nesoucim efek-
tivnéjsi mechanizmy rezistence. Posledni prace z let 2015 a 2016 pak identifikovaly geneticky
novou populaci A. baumannii charakterizovanou kvantitativné vysokou rezistenci ke vSem
klinicky vyuZitelnym antibiotikim vyjma polymyxinG a naznacily jeji znacny epidemicky po-
tencial. PfedloZzena prace na tato zjiSténi navazuje s cilem prozkoumat vzorek aktualni popu-
lace multirezistentnich kmenU A. baumannii u nas s ohledem na nejnovéjsi poznatky ohledné

epidemiologie a povahy multirezistence u tohoto organizmu.



2. PREHLED LITERATURY
2.1. Problém bakterialni multirezistence k antibiotikiim

Antibiotika se povazuji za nejuspésnéjsi formu chemoterapie vzniklou ve 20. stoleti a
pravdépodobné i v celé historii mediciny (Wright, 2007). Jejich teoretickym vychodiskem byl
koncept , Kouzelné strely”, ktery formuloval Paul Ehrlich v roce 1900 a jehoZ podstatou byla
selektivni toxicita definovanych chemickych latek na patogenni mikroorganizmy (Wright,
2007). Zatimco prvni latky s antibiotickymi Gcinky byly pfipraveny synteticky uz v prvni treti-
né 20. stoleti, zasadni pfinos mél az objev pfirodniho penicilinu Alexandrem Flemingem
vroce 1928, jeho nasledna izolace a zahajeni primyslové produkce béhem druhé svétové
valky. Nasledoval ,Zlaty vék antibiotik” (1945-1960), kdy byla objevena a charakterizovana
vétsina hlavnich skupin dnes pouzivanych antibiotik, a to vesmés jakozto prirodnich produk-
t0 bakterii a plisni (Wright, 2007). V nasledujicich 60. letech pak pfevladla predstava o defini-

tivnim vyreSeni problému bakteridlnich infekci clovéka pomoci antibiotik.

Nedlouho po rozsifeni antibiotické 1écby se vSak objevily pfipady |écebného selhani, je-
hoz pricinou byla bakterialni rezistence. Ukazalo se, Ze bakterie jsou schopné rychle a Gcinné
reagovat na nové zavddénd antibiotika ziskanim Gcinnych mechanizm( omezujicich jejich
ucinek. Klasickym ptikladem je rezistence Staphylococcus aureus k peniciliniim (Lowy, 2003).
Zatimco v dobé Flemingova objevu byla tato bakterie k penicilinu citliva, koncem 60. let uz
byla vétsina kmen( rezistentnich diky produkci B-laktamdzy. Na zavedeni chemicky modifi-
kované, k B-laktamaze odolné rfady penicilinG (meticilin, oxaciliny) zacatkem 60. let reagova-
la populace S. aureus velmi zahy vznikem rezistentnich kmen( (tzv. MRSA, S. aureus rezis-
tentni k meticilinu), jeZ se v nasledujicich desetiletich staly no¢ni mdrou nemocnic. Podobné
na plosné, ¢asto zbytecné pouzivani antibiotik reagovaly dalsi bakteridlni patogeny. Vysled-
kem je dnesni situace, kdy se antibioticka rezistence povazuje za jeden z hlavnich probléma

mediciny a hovoti se o konci antibiotické éry (Falagas a Bliziotis, 2007).

Problém s antibiotickou rezistenci vSak neni stejné zavazny u vSech bakteridlnich pato-
genu. Jsou skupiny, u nichzZ se rezistence ke klicovym antibiotikim navzdory jejich dlouhodo-
bému pouzivani nevyvinula (napf. Streptococcus pyogenes a penicilin). Na druhé strané stoji
organizmy, u nichZ nejvice hrozi selhani konvencni antimikrobni terapie a existuji omezené
moznosti ohledné zavedeni novych, ucéinnéjsich antibiotik. Tuto skupinu tzv. ,superbugs”

tvori kmeny bakteridlnich druh, které sice nedisponuji vysokou primarni patogenitou, ale
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zpusobuji infekce u oslabenych pacientd v nemocnicich, zvlasté osob v intenzivni lé¢ebné
péci. Talbot et al. (2006) do této skupiny, kterou oznacil ESKAPE, zaradil Acinetobacter
baumannii, Enterobacteriaceae produkujici B-laktamdzy s rozsifenym spektrem (ESBL), Ente-
rococcus faecium rezistentni k vankomycinu, Pseudomonas aeruginosa a S. aureus rezistent-

ni k meticilinu.

Vyjimecné postaveni mezi patogeny ESKAPE zaujima druh A. baumannii. Jiz Talbot et al.
(2006) tento organizmus spolu s P. aeruginosa oznacili jako nejproblematictéjsi s ohledem na
absenci budoucich terapeutickych alternativ. Tuto pozici zaujal A. baumannii i v pozdéjsSich
hodnocenich (Boucher et al., 2009; Vila a Pachon, 2011), a to i diky svému dalSimu vyvoji
smérem k panrezistenci, tj. rezistenci ke viem klinicky vyuZitelnym antibiotikdim. WHO pak
v roce 2017 tento druh uvadi po extenzivné rezistentnim Mycobacterium tuberculosis jako
nejproblemati¢téjsi mikroorganizmus ve smyslu urgentni potfeby vyvoje novych antimikrob-
nich latek (Tacconelli et al., 2018). V nékterych pripadech je pfitom A. baumannii jednou

z nejCastéji izolovanych bakterii od hospitalizovanych pacientl (Kotpa et al., 2018).

2.2. Acinetobacter baumannii
2.2.1. Taxonomie, vlastnosti a Iékafsky vyznam

A. baumannii je ptislusnikem rodu Acinetobacter, jenz spolu s rody Moraxella a Psychro-
bacter tvofi Celed Moraxellaceae, nalezejici do tfidy Gammaproteobacteria. Rod Acinetobac-
ter zahrnuje gramnegativni, striktné aerobni, nepohyblivé bakterie, které maji v konvencnich
mikroskopickych preparatech tvar kratkych ty¢inek nebo kok, ¢asto uspofddanych ve dvoji-
cich (Baumann et al., 1968). Rod v soucasnosti tvofi 54 druhi s validné publikovanymi jmény
a fada skupin predstavujicich pravdépodobné dalsi, dosud formalné nepojmenované druhy
(https://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf). Nékteré z nich, jako napf. Acinetobacter
guillouiae (Yoon et al., 2014) nebo Acinetobacter variabilis (Krizova et al., 2015), jsou rozsi-
fené ve vodnich a pUdnich ekosystémech a mohou byt izolovany i od lidi a zvitat, u nichZ pri-
lezitostné vyvolavaji infekce. Jiné jsou vazany na specificky ekosystém, jako napt. Acineto-
bacter nectaris izolovany z kvétniho nektaru (Alvarez-Pérez et al., 2013). A. baumannii spolu
s nékolika dalsimi druhy tvofi fylogeneticky oddélenou skupinu, jeZ se oznacuje jako komplex

Acinetobacter calcoaceticus-A. baumannii (Nemec et al., 2011). Tato skupina vedle A.



baumannii zahrnuje pudni druh A. calcoaceticus a dalsi Ctyfi druhy, které se obvykle izoluji

od lidi, ale vyskytuji se i ve vnéjsim prostredi (Cosgaya et al., 2016).

A. baumannii je z 1ékarského hlediska jednoznacné nejvyznamnéjsim druhem rodu. Za-
hrnuje prevaznou vétsinu klinicky a epidemiologicky vyznamnych izolat(i acinetobakter( od
hospitalizovanych pacientl, zvlasté pak osob se zavainym zakladnim onemocnénim
v intenzivni |éCebné péci. JakoZto typicky podminény patogen zpUsobuje u téchto pacientl
Skalu infekci, jako jsou ventilani pneumonie, infekce mocového Ustroji a mékkych tkani,
septikémie, endokarditidy nebo meningitidy (Dijkshoorn et al., 2007; Peleg et al., 2008). MG-
Ze dlouhodobé prezivat a Sifit se v nemocni¢nim prostredi, coZ podporuje i jeho u gramnega-
tivnich bakterii neobvykla odolnost k vyschnuti (Jawad et al., 1998). Izolace z klinického ma-
teridlu hospitalizovanych pacientl je vSsak mnohem castéji vyrazem kolonizace nez skutecné

infekce, byt jejich rozliseni je obtizné (Dijkshoorn et al., 2007).

Podobné problematické je i uréeni molekularnich faktord patogenity, které jsou zodpo-
védné za infekcni potencidl A. baumannii. | kdyz byla identifikovdna fada gend, jejichz pro-
dukty se uplatnuji pi adherenci, kolonizaci, tvorbé biofilmu, vazbé Zeleza, cytotoxicité, koa-
gulaci lidské plazmy atd., konkrétni role v patogenezi zUstava u vétsiny z nich stdle nejasna
(Wong et al., 2017). Faktory, které naopak k lIékarskému vyznamu A. baumannii jasné ptispi-
vaji je schopnost ucinné vyvijet a integrovat rezistenci ke vSsem klinicky vyuzitelnym antibio-
tikim a epidemicky se Sifit vlokalnim i geograficky Sirokém prostoru (Dijkshoorn et al.,

2007).

2.2.2. Populacné geneticka struktura a epidemické klony

Epidemické klony jsou evolu¢né samostatné a genotypové relativné homogenni skupiny
kmend, které se ziretelné odlisuji od ostatnich kmen( daného druhu a mohou se vyskytovat
v rizném case a na rlznych mistech (Nemec, 2008). Na existenci epidemickych klon( A.
baumannii poprvé upozornila v poloviné 90. let studie Dijkshoorn et al. (1996), v niz byly
mezi izolaty ze zdpadoevropskych nemocnic (Velkd Britanie, Holandsko, Dansko a Belgie)
z let 1982 az 1990 rozeznana dvé klondlni uskupeni, oznacena jako klon I a Il. Tyto klony cha-
rakterizovalo epidemické Sifeni mezi hospitalizovanymi pacienty a ve srovnani se sporadicky

izolovanymi kmeny A. baumannii vyssi stupen rezistence k antibiotikim. Dalsi multirezis-
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tentni epidemicky klon, tzv. klon 1ll, identifikovali van Dessel et al. (2004) u evropskych izola-
td zachycenych predevsim ve francouzskych a Spanélskych nemocnicich v 90. letech. Obé
tyto studie byly zaloZzeny na kombinaci nékolika typiza¢nich metod umoznujicich klasifikaci
izolatll na poddruhové urovni; Slo predevsim o fingerprintové komparativni metody AFLP a

ribotypizaci.

Klicovy vyznam pro definovani populacni struktury A. baumannii pak méla studie Dian-
court et al. (2010), ktera pro analyzu klonalni pfibuznosti A. baumannii vyuZzila metody multi-
lokusové sekvencni typizace (MLST) a analyzy (MLSA). Na zakladé analyzy rozsdhlého bakte-
ridlniho souboru 154 izolatd tato studie potvrdila existenci tfi hlavnich klonalnich komplexd
odpovidajicich vySe uvedenym klontm I-lll, pro néZ se postupné zavedla rlznad oznaceni,
jako napft. ,evropské” nebo ,,mezinarodni“ (v této praci se pro klony | a Il pouZiva oznaceni
ECI a ECII), a jejich vazbu s antibiotickou multirezistenci. Zaroven naznacila moznou existenci
dalSich klonalnich uskupeni s epidemickym potencidlem. Nasledujici studie pak potvrdily
rozsiteni multirezistentnich klon( odlisSnych od klonQ |-l (Da Silva et al., 2014, Stietz et al.,

2013).

Pocatecni problémy s identifikaci izolatli A. baumannii do zndmych epidemickych klon(
pomoci fingerprintovych metod byly vyfeSeny zavedenim metody MLST, kterd se stala a
standardnim postupem pfi populacné genetickych a epidemiologickych studiich u bakterial-
nich patogen( (Maiden et al., 2013). Tato metoda, jeZ je zaloZena na srovnavaci analyze ¢3s-
tecnych sekvenci nékolika provoznich gen(, umoznuje mezilaboratorni sdileni idaji a jejich
archivaci, coz ma zasadni vyznam pro epidemiologické studie na narodni i globalni Urovni.
Pro A. baumannii byly pivodné zavedeny dvé typizacni schémata (Bartual et al., 2005; Dian-
court et al., 2010), kterd jsou dnes integrovana na webové strance PubMLST (https://pub-
mlst.org/abaumannii). Metodicky jednoduché a rychlé rozliseni hlavnich epidemickych klona
ECI a ECIl pak umoznuje metoda podle Turton et al. (2007) zaloZzena na multiplexové PCR

zamérené klonalné specifické sekvence tfi chromozomalnich gen(.

Zpétny pohled na vysledky studii zamérenych na vyskyt epidemickych klon( ukazuje
rozdily v distribuci téchto klonG v jednotlivych zemich. Zatimco v80. a 90. letech
v evropskych zemich prevazoval klon ECI (Dijkshoorn et al., 1996; Nemec et al., 1999, 2004a),

po prelomu milénia dochazi k posunu ve prospéch ECII (Da Silva et al., 2007; Di Popolo et al.,
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2011; Nemec et al., 2008; Turton et al., 2007). ECIl je poté identifikovan jako dominantni

epidemicky klon i v fadé mimoevropskych zemi (Higgins et al., 2010).

Rozsiteni kmenU ndleZejicich do téhoz klonalniho uskupeni, jako je tomu v pfipadé ECII,
v urcité oblasti komplikuje mikrobiologickou typizaci bakteridlnich izolatl pro ucely epidemi-
ologické analyzy. K této analyze lze vyuZzit fadu tradi¢nich pfistupd, jako jsou fingerprintové
metody zaloZené na polymerazové retézové reakci (PCR) typu Rep-PCR ¢i RAPD (Dijkshoorn a
Nemec 2008) nebo makrorestrikéni analyza genomové DNA (Tenover et al., 1995), ktera je
stale plati za zlaty metodicky standard pro epidemiologickou typizaci. Genetickd podobnost
izolatll ECIl se u téchto metod projevuje vysokou podobnosti genotypovych profild (Nemec
et al., 2008), coz komplikuje rozhodnuti o epidemiologické vazbé porovnavanych izolatd.
Velky pokrok v rychlosti a dostupnosti celogenomové sekvenace zde nabizi vysoce citlivou
alternativu k tradiénim ptistuptm, kterd oproti nim nabizi nejen podrobné;jsi informaci o
genetické podobnosti, ale i analyzu dalSich Iékarsky vyznamnych vlastnosti, jako je rezistence

k antibiotikiim (Higgins et al., 2017).

2.2.3. Citlivost na antibiotika a ziskana rezistence

A. baumannii ma mimoradnou schopnost akumulovat rlizné mechanismy rezistence,
které prispivaji k jeho perzistenci v nemocni¢nim prostredi a Sifeni mezi hospitalizovanymi
pacienty (Peleg et al., 2008). Nékteré kmeny mohou byt panrezistentni, tj. rezistentni ke
vsem Kklinicky vyuZitelnym antimikrobialnim latkam, a tyto kmeny predstavuji nocni maru
zdravotnickych zafizeni (Rossolini a Mantengoli, 2008). Ke vzniku rezistence obecné dochazi
horizontalnim prenosem novych genli nebo modifikaci jiZz pfitomné genetické informace. A.
baumannii ziskdva nové geny pomoci mobilnich nebo mobilizujicich genetickych elementd,
jako jsou plazmidy, transpozony nebo integrony (Roca et al., 2012). Modifikace pfitomnych
struktur zahrnuje predevsim spontanni mutace, které vedou k modifikaci zasahového mista,
a inzerce mobilnich genetickych elementl, které méni expresi endogennich mechanizm
rezistence nebo modifikuji propustnost membrany (Roca et al., 2012). Vzhledem k velkému
spektru téchto mechanizm( u A. baumannii se ndsledujici kapitoly zaméfi na mechanizmy
relevantni pro cile této diplomové prace, konkrétné na enzymatickou rezistenci k PB-
laktamovym a aminoglykosidovym antibiotikim. Znamé mechanizmy tohoto typu u A.

baumannii shrnuje tabulka 1.
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Tabulka 1. Mechanizmy enzymatické rezistence A. baumannii k antibiotikiim.

Mechanizmus  Skupinové zarazeni mechanizmu Pivod  Typicky substrat

Hydrolyza B-laktamQ

ADC Chromozomalni B-laktamaza tridy C Vlastni  Cefalosporiny

TEM-1* B-laktamaza tridy A s uzkym substratovym spektrem  Ziskana Peniciliny

SHV B-laktamaza ttidy A s uzkym substratovym spektrem  Ziskana Peniciliny

SCO-1 B-laktamaza tridy A s uzkym substratovym spektrem  Ziskana Peniciliny

CARB B-laktamaza ttidy A s Sirokym substratovym spektrem Ziskana Peniciliny

VEB-1 B-laktamaza ttidy A s Sirokym substratovym spektrem Ziskana Cefalosporiny

PER-1 B-laktamaza ttidy A s Sirokym substratovym spektrem Ziskana Cefalosporiny

GES B-laktamaza ttidy A s Sirokym substratovym spektrem Ziskana Cefalosporiny

CTX-M-2 B-laktamaza ttidy A s Sirokym substratovym spektrem Ziskana Cefalosporiny

OXA-51* Chromozomalni B-laktamaza tfidy D Vlastni  Karbapenemy

OXA-23* B-laktamaza tridy D Ziskand Karbapenemy

OXA-24/40* B-laktamdza tfidy D Ziskand Karbapenemy

OXA-58* B-laktamaza ttidy D Ziskand Karbapenemy

OXA-143* B-laktamaza tfidy D Ziskand Karbapenemy

OXA-235* B-laktamaza tridy D Ziskand Karbapenemy

IMP Metalo-B-laktamaza Ziskand Karbapenemy

SIM Metalo-B-laktamaza Ziskand Karbapenemy

VIM Metalo-B-laktamaza Ziskand Karbapenemy

NDM Metalo-B-laktamaza Ziskand Karbapenemy
Modifikace aminoglykosidu

AAC(3)-la Acetyltransferaza Ziskand  Gentamicin

AAC(3)-lla Acetyltransferaza Ziskand  Gentamicin, tobramycin

AAC(67)-1b Acetyltransferaza Ziskana  Tobramycin, amikacin

AAC(6°)-lh Acetyltransferaza Ziskand  Tobramycin, amikacin

APH(3')-I Fosfotransferaza Ziskand  Kanamycin

APH(3")-VI Fosfotransferaza Ziskand  Amikacin

ANT(2"')-la Nukleotidyltransferaza Ziskand  Gentamicin, tobramycin

ANT(3"")-la Nukleotidyltransferaza Ziskana  Streptomycin

Metylace aminoglykosid
ArmA Metylaza 16S rRNA Ziskand  Aminoglykosidy

* Existuje vice alelickych variant u genotypové odlisnych kmen(.

2.2.3.1. Rezistence k B-laktamovym antibiotikiim

Rezistenci k B-laktamOm zpUsobuje enzymaticka inaktivace (B-laktamazy) nebo neenzy-
matické mechanizmy, které ovliviiuji permeabilitu membrany (zména exprese proteinl vnéj-
$i membrany nebo aktivity efluxovych systém) i aktivitu proteini PBP pfi syntéze bunécné

stény (Roca et al., 2012).
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Chromozom A. baumannii nese geny pro dvé druhové specifické B-laktamazy, cefa-
losporinazu typu AmpC (Bou a Martinez, 2000), oznacovanou jako ADC, a oxacilinazu typu
OXA-51 (Brown et al., 2005), jez u rlznych kmenu existuji v fadé alelickych variant (Zhao a
Hu, 2012). ADC jsou B-laktamazy tridy C zodpovédné za rezistenci k penicilindm a cefa-
losporinlm. Nejsou inducibilni a jejich exprese je pfirozené nizkd. Pokud se vsak
do promotorové oblasti genu pro ADC (blaapc) presune mobilni element ISAbal nebo jina
inzeréni sekvence se silnym promotorem, exprese genu se zvySi a vznikd rezistence

k plvodné ucinnym cefalosporintim, napf. ceftazidimu (Héritier et al., 2006).

OXA-51 nalezi do B-laktamaz tfidy D, tzv. oxacilinaz, jez typicky hydrolyzuji oxacilin a né-
které oxyimino-B-laktamy, ale ne karbapenemy (Ambler, 1980). Oproti této definici vSak ro-
dové specifické oxacilindzy acinetobakter(i charakterizuje slaba karbapenemazova aktivita,
byt obvykle nehydrolyzuji Sirokospektré cefalosporiny ani aztreonam (Poirel a Nordmann,
2006). Podobné jako blaapc, je gen pro OXA-51 (blaoxas1) exprimovan na nizké hladiné. Pri-
tomnost mobilniho elementu ISAbal nebo I1SAba9 v promotorové oblasti genu vSak muze

zvysit jeho expresi, coZ vede k sniZeni citlivosti ke karbapenemdm (Turton et al., 2006).

Vedle chromozomalni, druhové specifické OXA-51, bylo u A. baumannii nalezeno dalSich
pét fylogeneticky odliSnych podskupin B-laktamaz tfidy D, které nejsou soucdsti druhového
genomu A. baumannii, ale maji jiny ptvod a Siti se horizontalné. Jde o skupiny oznacované
podle prvnich zndmych predstavitel( jako OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143 (Higgins et
al., 2009) a OXA-235 (Higgins et al., 2013).

OXA-23 plGvodné oznacena jako ARI-1 byla objevena jiz v roce 1985 (Paton at al., 1993).
Enzym zpUsoboval rezistenci k penicilinim, cefalosporinim a imipenemu. Je prvni znamou
oxacilindzu s karbapenemdzovou aktivitou, ktera byla navic zachycena jesté pred ploSnym
zavedenim karbapenemovych antibiotik. Gen blagxa-23 byl posléze detekovan i po celém své-
té, neseny na chromozomu i plazmidech a asociovany s mobilnimi genetickymi elementy,
predevsim ISAbal (Mugnier et al., 2010). PGvod genu pro OXA-23 byl zjistén v chromozomu
Acinetobacter radioresistens (Poirel et al., 2008) a rozsifeni tohoto genu je dosud omezeno

témeér vylu¢né na rod Acinetobacter.

Historicky druhou skupinou je OXA-24/40 pivodem ze Spanélska (Bou et al., 2000). OXA-
24 a OXA-40 byly povaZzovany za rlizné enzymy, ale posléze se ukazalo, Ze jsou shodné. Geny

kodujici OXA-24/40 nebo jejich alelické varianty jsou neseny na chromozomu nebo plazmi-
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dech a jsou rozsifené predevsim na Pyrenejském poloostrové (Quinteira et al., 2007; Ruiz et
al., 2007). OXA-58 byla objevena u francouzského izolatu A. baumannii z roku 2003 (Poirel et
al., 2005). Gen blaoxass je typicky umistén na plazmidech, coz pravdépodobné pric¢inou jeho
celosvétového rozsireni (D'Arezzo et al., 2009; Gogou et al., 2011). Posledni dvé skupiny aci-
netobakterovych oxacilinaz s karbapenemazovou aktivitou byly objeveny u americkych izola-
td A. baumannii: OXA-143 v Brazilii (Higgins et al., 2009) a OXA-235 v USA a Mexiku (Higgins
et al.,, 2013).

Metalo-B-laktamazy (MBL) tvofi tfidu B podle Amblera (1980). Maji Siroké substratové
spektrum - hydrolyzuji vsechny B-laktamy vyjma monobaktam( a aztreonamu. Pro svou hyd-
rolytickou aktivitu vyZaduji atomy zinku a jsou tudiz inhibovany EDTA. Oproti B-laktamazam
tridy D maji 100-1000krat vyssi hydrolytickou aktivitu ke karbapenemim (Poirel a Nordman,
2006). Z dosud popsanych skupin byly u A. baumannii nalezeny MBL typu IMP, VIM, SIM a
NDM, které s vyjimkou NDM byvaji soucasti genovych kazet v integronech tfidy 1 (Houang et
al., 2003; Tsakris et al., 2006). Neddvno objevena B-laktamaza NDM byla u A. baumannii po-
prvé zjisténa v roce 2010 (Karthikeyan et al., 2010) u izolatu z Indie, ktery obsahoval téz geny
blaoxa-23 @ metyldzu 16S rRNA typu ArmA zplsobujici rezistenci k aminoglykosidim. Dalsi

méné vyznamné B-laktamdzy nalezené v A. baumannii uvadi tabulka 1.

2.2.3.2. Rezistence k aminoglykosidiim

Klinicky vyznamna rezistence k aminoglykosididm u A. baumannii nejcastéji vznika po-
moci ziskanych enzym( modifikujicich aminoglykosidy (AME) ze skupin acetyltransferaz
(AAC), fosfotransferdz (APH) nebo nukleotidyltransferdz (ANT) (Shaw et al., 1993). Tyto
enzymy modifikuji hydroxylové skupiny (adenylace, fosforylace) nebo aminoskupiny (acely-
tace) molekul aminoglykosidd, coZ snizuje jejich afinitu k zasahovému mistu na ribozomu.
Jejich geny mohou byt lokalizovany na chromozomu nebo na plazmidu a Casto tvofi genové
kazety, jez jsou soucasti integron( tridy 1 (Nemec et al., 2004b). Klasifikace AME je vedle
typu enzymové aktivity zaloZena na poloze modifikované skupiny v molekule aminoglykosidu
a substratovém spektru daného enzymu (Shaw et al., 1993). Prikladem je acetyltransferaza
AAC(3)-1, kterd acetyluje aminoskupinu v poloze 3 prvniho aminoglykosidového kruhu gen-
tamicinu. Urcity typ AME modifikuje jenom urcité aminoglykosidy a kvalitativné komplexni

rezistenci Ize dosdhnout pouze kombinaci rdznych AME v téZe bakterialni burice (Nemec et
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al., 2004b). Z tohoto hlediska efektivnéjsi je enzym ArmA, ktery metyluje 16S rRNA a tim blo-
kuje zasahové misto pro vsechny aminoglykosidy pouzivané v Ié¢bé gramnegativnich infekci
(Doi a Arakawa, 2007). Vysledkem je kvantitativné vysokd rezistence k témto antibiotikim.
Gen pro ArmA byl opakované prokazan u multirezistentnich kmen0 A. baumannii, a to ¢asto

v kombinaci s genem pro OXA-23 (Kim et al., 2008; Karthikeyan et al., 2010).

2.2.4. Situace v Ceské republice

Problematice nemocnicnich izolatl acinetobakterd s dlrazem na epidemiologii multire-
zistentnich kmen@ A. baumannii se v Ceské republice vénovalo nékolik rozsahlych studii rea-
lizovanych Laboratofi bakteridlni genetiky ve Statnim zdravotnim ustavu v Praze. Prvni z nich
byla retrospektivni studie zamérena na klinické izolaty komplexu A. calcoaceticus-A.
baumannii pochazejici z let 1991-1997 ze 17 Ceskych a moravskych nemocnic. Pomoci ri-
botypizace bylo z celkem 103 izolat( identifikovano 77 jako A. baumannii, 14 jako Acineto-
bacter pittii (tehdy provizorné oznaceny jako DNA skupina 3), 10 jako Acinetobacter noso-
comialis (tehdejsi DNA skupina 13TU) a jeden jako A. calcoaceticus (zbyvajici nezarazeny izo-
lat byl pozdéji identifikovan jako Acinetobacter seifertii). Antibioticka multirezistence byla
zjiSténa pouze u izoldtd A. baumannii a tyto multirezistentni izolaty patfily podle ribotypl a
biochemickych vlastnosti témér vyluéné do dvou skupin odpovidajicich epidemickym klonim
ECI a ECIl popsanych Dijkshoorn et al. (1996). Podstatné pocetnéjsi byla skupina typu ECI (37
izolatll oproti osmi izolatdm odpovidajicim ECII), pficem?Z izolaty této skupiny byly zachyceny
ve vetsiné nemocnic zahrnutych ve studii. Navazujici studie realizovana ve spolupraci
s kolegy z holandského Leidenu potvrdila pomoci metody AFLP shodu ceskych a zapadoev-
ropskych epidemickych kloni (Nemec et al., 2004a). Prace z roku 1999 byla po studii Dijk-

shoorn et al. (1996) prvnim dokladem o rozsifeni ECI a ECIl na Uzemi urcitého statu.

VySe zminéné studie prokdzaly vysoky stupen multirezistence nasich izolatl, ktera
v rlzné mire zahrnovala vSechna testovana antibiotika vyjma karbapenemi a netilmicinu.
Situace se vSak zménila po roce 2000, kdy se zacaly objevovat kmeny rezistentni ke karbape-
nemum, do té doby plné ucinnym lékim volby pro lé¢bu infekci vyvolanych multirezistent-
nim acinetobaktery. Tato nepfiznivd zména iniciovala prospektivni, popula¢né genetickou a
epidemiologickou studii zaméfenou na nemocniéni kmeny acinetobakter( izolované v Ceské

republice letech 2005 a 2006 (Nemec et al., 2008). Studie zahrnovala 150 izolat( acinetobak-

16



terl, znichz bylo 108 (72 %) identifikovano jako A. baumannii. Celkem 66 izolatl A.
baumannii patfilo k ECII, zatimco do ECI bylo zarfazeno pouze pét izolatl; zbyvajici izolaty
byly vesmés genotypové unikatni. Rezistence ke karbapenemdm (MIC = 8 mg/L) byla zjisténa
u 23 izolatll, z toho 20 patfilo do ECII. Rezistentni izolaty a vétSina izolatl se sniZzenou citli-
vosti (MIC ke karbapenemim 2-4 mg/I) nesly geny spojené s karbapenemazovou aktivitou
(blaoxa-ss-iike, blaoxa-24-ike NEDO pritomnost ISAbal v promotoru blaoxasi-ike), které chybély u
pIné citlivych izolat(.

Vysledky obou vySe zminénych studii z let 1991-1997 a 2005-2006 jsou s ohledem na
distribuci epidemickych klonl a plvod izolatl porovnany na obr. 1. Zatimco v prvni studii
dominoval ECI, ve druhé studii dominoval ECIl. Tento posun v populaéni strukture byl spojen
s objevenim se sniZzené citlivosti a rezistence ke karbapenemim, na niz se pravdépodobné
podilela zvlasté nadprodukce chromozomalni B-laktamazy typu OXA-51 u kmen0 ECII. Tyto
studie tézZ ukazaly vyraznou variabilitu ve fenotypech a genotypech rezistence k testovanym
antibiotikim u izolatl téhoz epidemického klonu. Tato variabilita byla zaznamendna prede-
vsim u izolatl ECIl v druhé studii, a to navzdory jejich vysoké podobnosti v genotypech (AFLP
a makrorestrikéni profily). U téchto izolatd bylo zjisténo 21 profilli citlivosti a 17 kombinaci
gen( rezistence. Lze predpokladat, Ze na tomto jevu se podili schopnost kmen( ECII efektiv-
né ziskavat genetické determinanty rezistence horizontalnim prenosem nebo jejich genetic-

ka nestabilita (Nemec et al., 2008).

Treti a dosud posledni studie se zaméfila na extenzivné rezistentni izolaty A. baumannii
zachycené od ¢ervna 2015 do kvétna 2016 (Radolfova-Krizova et al., 2016). Tato studie byla
iniciovana zachytem kmene A. baumannii s vysokou kvantitativni rezistenci ke vSem klinicky
vyuzitelnym antibiotikiim (vyjma kolistinu) v nemocnici v Pardubicich v ¢ervnu 2015.
V nasledujicich 11 mésicich byly zachyceny dalsi 22 klinické izolaty s podobnym fenotypem
rezistence v Sesti Ceskych a moravskych nemocnicich. ProtoZe $lo o novy fenotyp rezistence,
ktery nebyl dosud v Ceské republice zaznamendn, byla provedena podrobna analyza, ktera
ukdzala, Ze vSechny zminéné izolaty nesly gen (armA) pro metyldzu typu ArmA zodpovédnou
za rezistenci ke viem Kklinicky vyuzZitelnym aminoglykosididm a gen (blaoxa-23) pro karbape-
nemazu typu OXA-23, jez zpUsobuje kvantitativné vysokou rezistenci ke karbapenemim a
dalsim B-laktamUm. Analyza dvou izoldtd pomoci celogenomové sekvenace pak prokdzala

ISAbal v promotoru blaoya-»3 a gen armA lokalizovala v transpozonu Tn1548 ulozeném na
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Obr. 1. Porovnani vysledk( studii zamérenych na nemocnic¢ni kmeny A. baumannii provedenych La-
boratofi bakterialni genetiky v SZU. Nahote jsou vysledky pro izolaty z let 1991-1997 (Nemec et al.,
1999), dole pak vysledky pro roky 2005-2006 (Nemec et al., 2008). Obrazek je prevzat z Nemec
(2008).

plazmidu. VSech 23 izolatl patfilo do ECII a nékolika subtypl podle makrorestrikénich profi-
IU, které odpovidaly mistim izolace. Skupiny mistné specifickych kmenu se navic vzajemné
liSily pfitomnosti dalSich genl rezistence, napt. genu pro R-laktamazu TEM-1, karbapenema-
zu OXA-58 nebo fosfotransferazy APH(3')-1 a APH(3')-VI. To potvrzuje vySe zminénou gene-

tickou variabilitu ECII.

Pro uplnost nutno zminit i mensi studie realizované Laboratofi bakterialni genetiky, kte-
ré prokazaly vyskyt neobvyklych genotypi rezistence v éeskych nemocnicich. Slo o kmen A.
baumannii ECI, ktery nesl karbapenemazu typu NDM-1 a jenz byl importovan s pacientem
repatriovanym z egyptské Hurghady v roce 2011 (Nemec a Krizova, 2012). Déle pak o kmen

ECIl nesouci B-laktamazy PER-1 a OXA-23 (Ktizova et al., 2012) zachyceny v Hradci Kralové.
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V obou téchto pripadech vsak Slo pouze o lokalni vyskyt, aniz by bylo zaznamenano dalsi Si-

feni kmenU s uvedenymi genotypy rezistence.
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3. CiLE PRACE

Cilem této prace bylo definovat aktualni populaci multirezistentnich kmend A. bauman-
nii v Ceské republice ve smyslu populaéné-genetickych vlastnosti, epidemiologie a povahy
rezistence k antibiotikim. Prace navazuje na predchozi studie Laboratore bakteridlni geneti-
ky Statniho zdravotniho Ustavu v Praze a zaméfuje se na dosud nezpracované bakteridlni
izolaty z obdobi od konce roku 2016. Reaguje na vyskyt extenzivné-rezistentnich kmenu na-
leZejicich do globalniho epidemického klonu ECII, které jsou charakterizovany kvantitativné
vysokou rezistenci ke vSem klinicky vyuZitelnym antibiotikiim vyjma polymyxin(i a nesou ge-
ny pro karbapenemazu OXA-23 a metylazu ArmA. Tyto kmeny byly v Cechach poprvé zachy-
ceny v roce 2015, aby se zahy objevily v nékolika ¢eskych a moravskych nemocnicich. Prace
tak resi z Iékarského hlediska vysoce vyznamné téma problematiky epidemiologie multirezis-
tentnich plvodcl nemocnicnich infekci, zaméfujic se na mikroorganizmus, ktery WHO
v soucasnosti klasifikuje jako nejproblematictéjsi nemocnicni patogen ohledné rizika selhani

konvencni antimikrobni terapie.

Dilci cile:
1. Urceni populacné genetickych vlastnosti, citlivosti ke klinicky vyuZzitelnym antimikrob-
nim latkdm a mechanizm rezistence k antibiotikim ze skupiny karbapenem( a aminoglyko-

sidd u multirezistentnich izolatli A. baumannii ziskanych Laboratofi bakteridlni genetiky

z klinickych pracovist od fijna 2016.

2. Klasifikace izolat(i do genotypové definovanych skupin a posouzeni moznych epide-

miologickych souvislosti uvniti téchto skupin.

3. Posouzeni epidemiologické situace ve smyslu vyskytu a Sifeni multirezistentnich kme-

nG A. baumannii v Oblastni nemoci Pribram a pfilehlych zdravotnickych zafizenich.

4. Vyhodnotit situaci ohledné aktualniho vyskytu extenzivné rezistentnich kmen( nesou-

cich geny pro OXA-23 a ArmA.

20



4. MATERIAL A METODY
4.1. Vysetieni citlivosti k antibiotikim
4.1.1. Antibiotika a referen¢ni kmeny

Antibiotika byla vybrana podle doporuceni autorll Maqgiorakos et al. (2012). Jde o latky,
které jsou primdrné ucinné na plné citlivé kmeny A. baumannii, tj. kmeny bez ziskané (dru-
hotné) rezistence. Vyjimkou (z didvodu porovnatelnosti s archivnimi Udaji Laboratore bakte-
ridIni genetiky) bylo poutZiti piperacilinu namisto piperacilinu s tazobaktamem a ofloxacinu
namisto ciprofloxacinu. Antibiotika pouzita v difuznim diskovém testu uvadi tabulka 2. Navic
byl zarazen kolistin, pro ktery byla z divodu nespolehlivosti difuzniho testu pouZita mikro-
diluéni metoda (viz kapitola 4.1.4). Pro kontrolu metodického postupu pfi urceni citlivosti
jsme poutzili standardni referen¢ni kmeny Escherichia coli ATCC 25922 a P. aeruginosa ATCC
27853, pro néz jsou znamé hodnoty citlivosti (CLSI 2011), a jako dodatecny kontrolni kmen A.
baumannii NIPH 56.

Tabulka 2. Antibiotika pouzitd v difuznim diskovém testu a hrani¢ni hodnoty citlivosti a rezistence.

Antibiotikum Obsah disku Primér inhibicni z6ny (v mm)*
[zkratka] (vpg) Citlivost Rezistence
Amikacin [AMI] 30 217 <14
Ampicilin/sulbaktam [AMS] 10/10 >15 <11
Ceftazidim [CTZ] 30 >18 <14
Doxycyklin [DOX] 30 >13 <9
Gentamicin [GEN] 10 >15 <12
Imipenem [IMI] 10 >16 <13
Meropenem MER] 10 >16 <13
Netilmicin [NET] 30 215 <12
Ofloxacin [OFL] 5 216 <12
Piperacilin [PIP] 100 >21 <17
Tobramycin [TOB] 10 215 <12
Trimethoprim/sulfamethoxazol [COT] 23,75/1,25 >16 <10

* Kategorie rezistentni, citlivy a intermediarné citlivy (hodnoty mezi Udaji v tabulce) podle doporuceni CLSI (2011) pro
Acinetobacter spp. vyjma ofloxacinu a trimethoprim/sulfamethoxazolu, pro néz byly pouzity hodnoty pro Enterobacteria-
ceae (CLSI 2011) a piperacilinu a netilmicinu s hodnotami pouzivanymi Laboratofi bakteriadlni genetiky.
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4.1.2. Difuzni diskovy test

Je zaloZen na difuzi molekul antibiotika v agarové pudé a nasledné inhibici rlstu bakteri-
alni kultury (CLSI 2011). Pro metodu jsme pouZili disky s antibiotiky od firmy Oxoid.
Z dvacetihodinové bakteridlni kultury narostlé na krevnim agaru (Oxoid) pfi 30 °C jsme steril-
ni klickou odebrali dvé nebo tfi morfologicky typické kolonie a pfipravili z nich suspenzi ve
4,5 ml fyziologického roztoku. Suspenze odpovidala zakalu 0,5 podle McFarlandovy zakalové
stupnice. Suspenzi jsme 100x nafedili fyziologickym roztokem. Pfipravené plotny s Mueller-
Hintonovym agarem (Oxoid) jsme pfrelili 2 ml nafedéné bakteridlni suspenze a prebytecnou
tekutinu odsali. Po nékolika minutach jsme pomoci dispenzoru (Oxoid) umistili na plotny
antibiotické disky. Plotny jsme inkubovali 20 h pfi 35 °C a vysledné inhibi¢ni zény zméf¥ili po-

suvnym meéfritkem.

4.1.3. Mikrodiluéni metoda

Jde o referenéni metodu pro vysetfeni citlivosti ke kolistinu, u néhoz vzhledem
k velikosti jeho molekuly a nedostatec¢né difuzi v agaru nelze pouzit difuzni diskovy test. Me-
toda se provadi v mikrotitracnich destickach, jejichz jamky obsahuji 100 pl Mueller-
Hintonova bujénu (Oxoid) s dvojndsobné rostouci koncentraci kolistinu (v rozmezi 0,125-16
ug/ml). Kontrolni jamky bez kolistinu slouzi pro kontrolu rlstu. Pfipravené a pfi -20 °C skla-
dované destic¢ky jsme temperovali pfi laboratorni teploté a poté ockovali bakterialni suspenzi
pfipravenou podle kapitoly 4.1.2 (0,75 ul suspenze na jamku). Desticky se inkubovaly 20 h pfi

35 °C. Hodnotu MIC jsme odetitali jako nejnizsi koncentraci antibiotika, pfi které nedoslo

k viditelnému rUstu. Za citlivé byly povazovany kmeny s hodnotou MIC <2 pg/ml (CLSI 2011).

4.2. Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

Jako prvni krok pro rodovou a druhovou identifikaci bakteridlnich izolat(i jsme pouzili
metodu zaloZenou na hmotnostni spektrometrii typu MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser De-
sorption/lonization Time-Of-Flight). Principem identifikace je porovnani namérenych celobu-
néénych hmotnostnich spekter sidentifikacni databazi, ktera obsahuje referencni spektra
pro znamé druhy bakterii (Freiwald & Sauer 2009). Pouzili jsme pfistrojové (Microflex LT) a

programové (BioTyper verze 3.1) vybaveni firmy Bruker Daltonics a postupovali podle in-
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strukci vyrobce. Dvacetihodinovou bakteridlni kulturu narostlou na krevnim agaru (Oxoid) pfi
30 °C jsme nanesli na ocelovou analytickou desti¢ku a pfevrstvili 1 pl roztoku matrice (satu-
rovany roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové (Bruker Daltonics) v prostredi roztoku
acetonitrilu/H,0/kyseliny trifluoroctové (Sigma-Aldrich) v objemovém poméru 50/47,5/2,5).
Po zaschnuti jsme desticku umistili do komory analyzatoru Microflex LT a postupovali podle
protokolu pro automatické méreni. Vysledna identifikacni skére jsme interpretovali

v souladu s kritérii doporuc¢enymi vyrobcem.

4.3. Identifikace A. baumannii prikkazem genu pro OXA-51

K potvrzeni pfislusnosti izolatd k A. baumannii jsme vyuZili postup zaloZzeny na faktu, Ze
tento druh nese druhové specifickou, chromozomalni B-laktamazu typu OXA-51 (Turton et
al., 2006). K prikazu genu pro OXA-51 (blaoxas1) jsme poutzili konvenéni PCR s templatovou
DNA pfipravenou alkalickou lyzi bakterialnich bunék a primery OXA-51F (5' TAATGCTTTGAT-
CGGCCTTG 3') a OXA-51R (5' TGGATTGCACTTCATCTTGG 3'). Bakterialni izolaty uchovavané
v bujénu s 50% glycerolem p¥i -80 °C jsme vyockovali na Mueller-HintonGv agar (Oxoid) a
inkubovali 20 h pti 30 °C. Do mikrozkumavek o objemu 2 ml jsme pfenesli 20 pl lyzujiciho
roztoku [0,25% (w/v) SDS, 0,05 N hydroxid sodny, H,0], v némz jsme pomoci sterilni plastové
klicky homogenizovali jednu bakterialni kolonii. Suspenzi jsme inkubovali 15 min pfi 95 °C,
kratce centrifugovali pfi 13 250x g (MIKRO 120, Hettich) a pfidali k ni 180 pl H,O pro moleku-
larni biologii (Sigma-Aldrich). Smés jsme promichali na stolni tfepacce a centrifugovali 5 min
pfi 13 250x g. Supernatant (uchovavan pfi -20 °C) jsme poutZili jako zdroj templatové DNA pro
PCR. Reakéni smés pro jeden vzorek o celkovém objemu 20 ul obsahovala 10 pl komercéniho
mixu (Tag PCR Master Mix Kit, Qiagen), 6,4 ul H,O pro molekuldrni analyzu (Sigma-Aldrich), 1
ul 25 nM MgCl,, 1,6 ul roztoku primerl (2,5 uM) a 1 pl roztoku templatové DNA. PCR probi-
hala v cykleru (Sensoquest) s témito parametry: inicidlni denaturace 3 min pfi 94 °C, 34 cyklu
(denaturace 50 s pti 94 °C, annealing 30 s pfi 60 °C a elongace 2 min pti 72 °C) a terminalni

elongace 7 min pfti 72 °C. Oc¢ekdvana velikost vysledného amplikonu byla 353 bp.

Vysledek PCR byl analyzovan konvencni elektroforetickou separaci pfi pouziti jedno-
smérného konstantniho napéti. Separace fragmentd DNA probihala v 1,8% (w/v) agardzo-
vém gelu, ktery jsme pfipravili smisenim 2,16 g agardzy (Serva) se 120 ml elektroforetického
pufru TBE [kyselina borita (5,5 g/l), Tris (10,8 g/lI), EDTA (5,9 g/l), H,0, pH 8,0], naslednym
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povarenim a vylitim do elektroforetické formy s hfebenem. Vzorek jsme pfipravili smichanim
15 pl produktu PCR s 3 ul elektroforetické barvicky (6x DNA Loading Dye, Fermentas). Na
prvni pozici gelu jsme umistili 3,5 ul molekulového standardu (GeneRuler 100 bp Plus, Fer-
mentas). Elektroforeticka separace probihala 90 min pfi 110 V. Poté jsme gel barvili v rozto-
ku ethidium bromidu, promyli v H,O a fotografovali zafizenim DOC-PRINT VX5 (Vilber Lour-

mat).

4.4. I|dentifikace epidemickych klonl ECI a ECIl pomoci multiplexové PCR

Pro identifikaci dvou hlavnich epidemickych klon( jsme pouZili metodu multiplexové
PCR podle Turton et al. (2007). Jde o dvé multiplexové sestavy, z nich kazda zahrnuje kombi-
naci primerQ pro detekci tfi chromozomalnich gent (ompA, csuE, blaoxasi1), které jsou speci-
fické pro jejich alelické varianty u prislusného epidemického klonu (tabulka 3). Pfiprava tem-
platové DNA a reakéni smési pro PCR a program pro PCR byly stejné jako v kapitole 4.3
s vyjimkou teploty pro annealing, kterd byla 52 °C. Separace amplikon( byla provedena elek-

troforézou v 1,5% (w/v) agarézovém (Serva) gelu pfi 110 V po dobu 90 min.

Tabulka 3. Primery pro detekci epidemickych klonl ECI a ECIl pomoci multiplexové PCR.

Klon Gen Sekvence Orientace  Amplikon Pozitivni kontrola
ECII ompA GATGGCGTAAATCGTGGTA F 355 bp ANC 4097
CAACTTTAGCGATTTCTGG R
csukE CAACTTTAGCGATTTCTGG F 702 bp
TACACCCGGGTTAATCGT R
blagyxasy  GCGCTTCAAAATCTGATGTA F 559 bp
GCGTATATTTTGTTTCCATTC R
ECI ompA GACCTTTCTTATCACAACGA F 343 bp ANC 4355
CAACTTTAGCGATTTCTGG R
csuk GGCGAACATGACCTATTT F 580 bp
CTTCATGGCTCGTTGGTT R
blaoxasy  CATCAAGGTCAAACTCAA F 162 bp
TAGCCTTTTTTCCCCATC R
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4.5. Epidemiologicka genotypizace pomoci makrorestrikéni analyzy

Jde o zlaty standard fingerprintovych metod pro epidemiologickou genotypizaci bakteri-
alnich izolatl (Tenover et al., 1995). Je zaloZena na Stépeni genomové DNA pomoci endonuk-
ledz generujicich maly pocet relativné velkych (>20 kb) restrikénich fragmentld DNA a jejich
nasledné elektroforetické separaci v pulznim elektrickém poli. Metodiku jsme prevzali

z predchozi diplomové prace realizované na resitelském pracovisti (Kladivova, 2014).

PFiprava agarovych diskd. Z bakteridlni kultury na Mueller-Hintonové agaru (kultivace
24 h pti 30 °C) jsme do mikrozkumavky (1,5 ml) odebrali klickou biomasu o hmotnosti 10 mg,
kterou jsme homogenizovali v 0,5 ml roztoku PIV [NaCl (58,4 g/l), Tris (1,2 g/l), H,0, pH 7,6]
pomoci stolni michacky a poté centrifugovali 2 min pfi 13 250x g (centrifuga Universal 320R,
Hettich). Odstranili jsme supernatant a resuspendovali pelet v 200 pl PIV. Do mikrozkumavky
s 1200 pl PIV jsme pfidali 12 ul vzorku, homogenizovali, roztok prenesli do kyvety a zméfili
optickou denzitu na spektrofotometru (Shimadzu UV1800). Suspenzi jsme naredili roztokem
PIV, jehoZ potfebné mnoiZstvi v ul jsme vypocitali podle vzorce (200 x OD/0,15) - 200.
Z nafedéné suspenze jsme odebrali 150 pl do mikrozkumavky a inkubovali 10 min pfi 42 °C
v termobloku. Pfipravili jsme si 1,5% (w/v) agardzu s nizkym bodem tani (Low Melting Agaro-
se, Bio-Rad) v PIV v mnoZstvi 150 pl na vzorek a inkubovali ji pfi 50 °C. Agardzu jsme pFidali
ke vzorku, smés peclivé promichali a rozplnili do formicek na blocky, které jsme umistili na

15 min do 10 °C.

Lyza DNA. Do uzaviratelné plastové zkumavky o objemu 15 ml jsme napipetovali 1 ml ly-
zujiciho roztoku EC [Tris (7,3 g/l), NaCl (0,06 g/1), EDTA (29,2 g/l), Brij 58 (5 g/l), deoxycholat
(2 g/1), sarkosyl (5 g/l), H,0O, pH 7,6], pridali 5 ul lysozymu (0,2 g/I, Sigma-Aldrich) a 5 pl RNa-
zy (0,01 g/l, Sigma-Aldrich), premistili tam agarézové blocky a vse inkubovali 5 h ve vodni
l4zni pfi 37 °C. Poté jsme pFes gdzu slili lyzujici roztok, pfidali 1 ml roztoku ES [EDTA (146,1
g/1), sarkosyl (1 g/I), H,0, pH 9,0-9,5] a proteinazu K (0,01 g/I, Sigma) a inkubovali pfi 50 °C
pfes noc (nejméné 17 h). Rdno jsme nechali zkumavky zchladnout 10 min pfi 10 °C, roztok
ESP slili pres gazu a pridali 13 ml pufru TE [Tris (1,21 g/l), EDTA (0,29 g/l), H,0, pH 7,5]. Bloc¢-
ky jsme pétkrat po 30 min promyli na kyvaci tfepacce, prenesli do mikrozkumavek s 1 ml TE a

uchovdvali pfi 4 °C.

v s

Restrikéni Stépeni DNA. Na Petriho misku jsme polozily agarézovy bloc¢ek s DNA a odfizli

z néj tenky prouzek. Pomoci kryciho sklicka jsme prouzek prenesli do mikrozkumavky obsa-
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hujici 100 pl restrikéni smési s endonukleazu Apal (New England Biolabs) a smés inkubovali 2
h pfi 25 °C. Standard molekulovych hmotnosti pro PFGE (Lambda Ladder 48,5 bp, Bio-Rad)
jsme inkubovali 2 h pfi 37 °Cv 1 ml TE.

Elektroforéza v pulznim elektrickém poli (PFGE). Pro PFGE jsme pouZili CHEF-DR Il Sys-
tem (Bio-Rad). Pripravili jsme 1 % agardzu SeaKem LE (Bio-Rad) a ponechali ji ve vodni lazni
pfi 50 °C. Do elektroforetické vany jsme dali 2 000 ml 0,5x koncentrovaného pufru TBE [kyse-
lina borita (5,5 g/l), Tris (10,8 g/I), EDTA (5,9 g/l), H,O, pH 8,0] a nastavili teplotu na 14 °C.
Prouzky s nastépenou DNA a standard molekulovych hmotnosti jsme umistili na elektrofore-
ticky hfeben a nechali 20 min pfilnout. Poté jsme hieben polozZili do formy na gel a zalili
temperovanou agardzou. Po ztuhnuti gelu jsme hieben vyjmuli a vzniklé jamky zalili zbylou
agarozou. Gel jsme umistili do elektroforetické vany a spustili zafizeni. Parametry PFGE byly
nasledujici: ¢asové rozmezi zmén sméru elektrického pole 5-20 s, napéti 6 V/cm, Uhel mezi
sméry elektrického pole 120 °C, teplota 14 °C a celkovy &as 19 h. Po skonéeni PFGE jsme gel
barvili v roztoku ethidium bromidu po dobu 45 min a poté 30 min odbarvovali v destilované
vodé. Gel jsme fotografovali na zafizeni DOC-PRINT VX5 (Vilber Lourmat). Pfi hodnoceni vza-
jemné podobnosti vyslednych restrikénich profild smyslu jejich pravdépodobné epidemiolo-

gické pribuznosti jsme se fidili doporucenim autor(i Tenover et al. (1995).

4.6. Prukaz geni rezistence pomoci PCR

Tabulka 4 uvadi seznam genu spojenych s rezistenci k B-laktamdm a aminoglykosidiim,
jejichz pritomnost jsme u studovanych izolatd vysetfili pomoci konvenéni PCR. Tabulka uvadi
sekvence primerU pro jednotlivé geny a genetické struktury (vazba ISAbal a pfilehlych gent
blaoxa-s1 nebo blaapc), velikost vyslednych amplikond a pozitivni kontroly, tj. kmeny nesouci
prislusny gen ¢i genetickou strukturu. Uvedeny jsou téZ metodické odliSnosti od postupu pro
PCR uvedeného v kapitole 4.3. Obr. 2 pak ukazuje vysledek PCR pro referencni kmeny (pozi-

tivni kontroly uvedené v tabulce 4), které nesou prislusné geny a genetické struktury.
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Tabulka 4.

Primery a podminky PCR pro detekci genl rezistence*.

Gen Sekvence primeru Orientace Amplikon Annealing Pozitivni kontrola
(bp) (°C) (kmen ¢.)
ISAbal CACGAATGCAGAAGTTG F 550 58 NIPH 2540
CGACGAATACTATGACAC R
ISAbal+  GTTGCACTTGGTCGAATGAAAA F 751 50 NIPH 2540
blaoe ~ ACGTCGCGAGTTGAAGTAAGTT R
ISAbal+ CACGAATGCAGAAGTTG F 1300 52 NIPH 2650
blagyasy TGGATTGCACTTCATCTTGG R
blagm1 GGGAATTCTCGGGGAAATGTGCGCGGAAC F 998 54 NIPH 2514
GGGATCCGAGTAAACTTGGTCTGACAG R
blaoxas  GATCGGATTGGAGAACCAGA F 501 53 NIPH 2522
ATTTCTGACCGCATTTCCAT R
blaoxa-2a20 GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA F 249 57 NIPH 2980
AGTTGAGCGAAAAGGGGATT R
blaoyxass ~ TTTTATCAAAATCCAATCGGC F 900 50 ANC 4131
TTATAAATAATGAAAAACACC R
blapeg.1 ATGAATGTCATTATAAAAG F 1000 46 Neni
TTGGGCTTAGGGCAG R
blanpm TTGCCCAATATTATGCACCCG F 805 44 ANC 4114
AGCGCAGCTTGTCGGCCAT R
blape GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC F 470 45 ANC 3428
CCAAACYACTASGTTATCT R
blaym TTTGGTCGCATATCGCAACG F 450 45 ANC 3543
CCATTCAGCCAGATCGGCAT R
blagm TCGACACACCTTGGTCTGA F 477 50 ANC 4116
AACTTCCAACTTTGCCATGC R
armA AGGTTGTTTCCATTTCTGAG F 590 44 ANC 5452
TCTCTTCCATTCCCTTCTCC R
aacCl GACATAAGCCTGTTCGGTT F 372 55 NIPH 281
CTCCGAACTCACGACCGA R
aacC2 ATGCATACGCGGAAGGC F 822 46 NIPH 1651
TGCTGGCACGATCGGAG R
aacA4 TATGAGTGGCTAAATCGAT F 395 50 NIPH 533
CCCGCTTTCTCGTAGCA R
aphAl CGAGCATCAAATGAAACTGC F 623 56 NIPH 281
GCGTTGCCAATGATGTTACAG R
aphA6 ATACAGAGACCACCATACAGT F 235 50 NIPH 281
GGACAATCAATAATAGCAAT R
aadB ATCTGCCGCTCTGGAT F 404 55 NIPH 281
CGAGCCTGTAGGACT R

* MgCl, bylo pfidano vSude vyjma blargyp.1; U armA byl do PCR smési pfidan 1 pl DMSO (namisto 1 pl H,0).
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Obr. 2. Vysledky PCR detekce genetickych determinant rezistence u kontrolnich referen¢nich kmen(
A. baumannii obsahujicich nasledujici geny a genetické struktury (viz kapitola 4.3 a tabulka 4): (a)
blaoxasi, (b) ISAbal, (c) ISAbal-blanyc, (d) blagxa.»s, (€) ISAbal-blagyasy, (f) armA, (g) aphAé6, (h) aacCl,
(i) blatgm.1. M, standard molekulovych hmotnosti (GeneRuler 100 bp Plus, Fermentas); NK, negativni
kontrola; PK, pozitivni kontrola. Aagarézova elektroforéza byla provedena podle kapitoly 4.3.
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5. VYSLEDKY
5.1. Vybér izolatua

Do studie byly zahrnuty multirezistentni izolaty A. baumannii, které byly zachyceny
ve zdravotnickych zafizenich ve Stfednich Cechdch véetné Prahy v obdobi od Fijna 2016 do
kvétna 2018. Tyto organizmy byly vybrany ze viech izolat(i acinetobakterd zaslanych do La-
boratore bakterialni genetiky z terénnich mikrobiologickych laboratofi, které byly predbéziné
zarazeny do A. baumannii a jez soucasné spliiovaly kritérium multirezistence, tj. byly rezis-
tentni alespon k jedné latce z nejméné tfi testovanych antibiotickych ttid (kapitola 4.1.1,
Magiorakos et al., 2012). Z celkem cca 200 izolatl ziskanych v uvedeném obdobi bylo pro
konecny studijni soubor vybrano 55 izolatd. Studijni soubor navic zahrnoval tti referenéni
izolaty (5190, 5452 a 5494) prevzaté z predchozi studie reSitelského pracovisté (Radolfova-
Ktizova et al., 2016). Tyto izolaty patfi k nové ceské populaci ECII nesouci geny pro armA a

blaoxa-23 a reprezentuji necastéjsi makrorestrikéni profily DNA zjisténé u této populace.

Plvod a dalsi epidemiologické udaje 58 studovanych izolatd shrnuje tabulka 5. Z dlivodu
ochrany citlivych dat nejsou uvedeny presné nazvy a umisténi zdravotnickych zatizeni ani
identita pacientU. Vyjimkou, k niZ svolilo vedeni Oblastni nemocnice Pfibram, jsou pracovisté
této nemocnice, odtud zdroven pochazi nejvice izolatd. Jde o chirurgické oddéleni (18 izola-
td), chirurgickou ambulanci (dva izolaty), interni oddéleni a ARO (po jednom izolatu). Dalsich
osm izolath bylo zaslano ze dvou chirurgickych ambulanci na Pfibramsku a tfi izolaty z jiné
nemocnice ve Stredoceském kraji. Zbyvajicich 20 izolatli pochazelo z oddéleni intenzivni pé-
Ce tfi prazskych nemocnic. Kromé dvou izolatl z nemocniéniho prosttedi Slo o klinické izolaty
od hospitalizovanych nebo ambulantnich pacientd. Klinické izolaty pak pochazely od rtznych
pacientl vyjma dvou dvojic a jedné trojice konsekutivnich izolat(i od tti pacient( (tabulka 5).
Mezi druhy klinického materialu prevazovaly stéry z kozni léze, rany nebo bércového viedu
(n=30). Nasledoval aspirat (n=8), krev nebo krevni katétr (n=7), mo¢ (n=6) a vytér z krku

(n=2); po jednom vzorku bylo z obsahu drénu, stéru z dekubitu a okoli katétru.
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Tabulka 5. Epidemiologické udaje studovanych izolatl A. baumannii.

Izolat Vzorek* Zafizeni Oddélenit Material Datum odbéru
5190% 1 Nemocnice Pardubice Kardiologie Aspirat 15.6.2015
5452% 2 Nemocnice Ostrava AROJIP Mo¢ 3.8.2015
5494% 3 Nemocnice Praha 1 Urologie Mo¢ 9.5.2016
5586 4 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 17.10.2016
5649 5 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Aspirat 1.12.2016
5650 6 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Aspirat 5.12.2016
5651 7 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Aspirat 5.12.2016
5652 8 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Vytér krk 8.12.2016
5653 9 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Stér z prostredi 19.12.2016
5654 10 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Stér z prostredi 19.12.2016
5658 11 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Aspirat 10.1.2017
5665 12 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Obsah drénu 27.1.2017
5666 13 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Aspirat 27.1.2017
5667 14 Nemocnice Praha 1 Infekce JIP Aspirat 27.1.2017
5668 15 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z koini léze 30.1.2017
5672 16 (A) Ambulance 1 (Pfibramsko) Chirurgie amb. Stér z kozni léze 10.2.2017
5674 17 Nemocnice Praha 1 Chirurgie JIP Stér z koini léze 21.2.2017
5675 18 Nemocnice Praha 1 Chirurgie JIP Aspirat 21.2.2017
5676 19 Nemocnice Praha 1 Chirurgie JIP Vytér krku 16.2.2017
5677 20 (B) Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 21.2.2017
5683 21 (B) Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 6.3.2017
5687 22 (A) Ambulance 1 (Pfibramsko) Chirurgie amb. Stér z kozni léze 13.3.2017
5689 23 Ambulance 1 (Pfibramsko) Chirurgie amb. Stér z kozni léze 24.3.2017
5697 24 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie amb. Stér z kozni léze 24.4.2017
5699 25 (C) Ambulance 1 (P¥ibramsko) Chirurgie amb. Stér z viedu 26.4.2017
5700 26 Ambulance 2 (Ptibram) Chirurgie amb. Stér z viedu 3.5.2017
5703 27 Nemocnice Praha 2 ARO Stér z rany 12.5.2017
5704 28 (A) Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie amb. Stér z kozni léze 23.5.2017
5706 29 Nemocnice Praha 2 ARO Mo¢ 24.5.2017
5707 30 Nemocnice Praha 2 ARO Mo¢ 29.5.2017
5710 31 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z koini léze 3.7.2017
5711 32 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z rany 3.7.2017
5714 33 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z dekubitu 30.6.2017
5721 34 (C) Ambulance 1 (Pfibramsko) Chirurgie amb. Stér z viedu 19.7.2017
5722 35 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z koini léze 20.7.2017
5723 36 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 17.7.2017
5726 37 Oblastni nemocnice Pfibram Interna Mo¢ 20.7.2017
5727 38 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 19.7.2017
5729 39 Ambulance 1 (Pfibramsko) Chirurgie amb. Stér z rany 31.7.2017
5740 40 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 14.8.2017
5761 41 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie amb. Stér z koini léze 26.10.2017
5763 42 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 27.10.2017
5769 43 Nemocnice (Stfedocesky kraj) JIP Katétr 6.11.2017
5770 44 Nemocnice (Stfedocesky kraj) ARO Katétr 7.11.2017
5771 45 Nemocnice (Stfedocesky kraj) Interna Katétr 14.11.2017
5774 46 Oblastni nemocnice Pfibram Interna Stér z viedu 4.12.2017
5776 47 Oblastni nemocnice Pfibram ARO Stér z okoli katétru 1.12.2017
5781 48 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 2.1.2018
5784 49 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Mo¢ 5.1.2018
5808 50 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 15.2.2018
5810 51 Ambulance 1 (Pfibramsko) Chirurgie amb. Stér z rany 16.2.2018
5812 52 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 21.2.2018
5815 53 Nemocnice Praha 3 JIP Krev 4.3.2018
5818 54 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z kozni léze 14.3.2018
5820 55 Oblastni nemocnice Pfibram Chirurgie Stér z rany 13.3.2018
5855 56 Nemocnice Praha 3 JIP Krev 21.4.2018
5860 57 Nemocnice Praha 3 JIP Krev 2.5.2018
5863 58 Nemocnice Praha 3 JIP Krev 5.5.2018

* Vzorky od téhozZ pacienty jsou oznaceny shodnym pismenem.

tJIP, jednotka intenzivni péce; ARO, anesteziologicko-resuscitacni oddéleni; amb., ambulance.
f Referencni izolaty nesouci geny armA a blaoxa-23 prevzaté ze studie autor(i Radolfova-Kfizova et al. (2016).

30



5.2. Identifikace na druhové a klonalni urovni

Vysledky druhové a klonalni identifikace uvadi tabulka 6. Metodou MALDI-TOF MS (kapi-
tola 4.2) byly viechny izoldty identifikovany jako A. baumannii v prvni volbé. Identifikace na
druhové vsak nebyla vnékterych pfipadech spolehlivda (naznaceno pismenem B
v identifikacnim skoére), coz plyne z fylogenetické pribuznosti mezi A. baumannii a ostatnimi
druhy komplexu A. calcoaceticus-A. baumannii, zvla$té Acinetobacter nosocomialis (Sedo et
al., 2013). Zarazeni do druhu A. baumannii pak u vsech izolatl potvrdil pozitivni vysledek

detekce genu pro OXA-51 pomoci PCR (kapitola 4.3).

Identifikace hlavnich epidemickych klonl ECI a ECIl metodou multiplexové PCR (kapitola
4.4) byla provedena u 40 izolat(, které reprezentovaly vSsechny mozné kombinace odlisnych
makrorestrikénich profill, fenotyp( citlivosti a mist izolace. Vysledky pro vybrané izolaty
ukazuje obr. 3. AZ na Ctyfi byly vSechny izolaty zafazeny do ECII. Jediny izolat (5703) mél pro-
fil ECI. Zbyvajici tfi izolaty pochazejici z téZze nemocnice (Praha 1) pak sdilely unikatni profil
charakterizovany pfitomnosti amplikonl pro ompA a blaoxa-s1 specifickych pro ECII a absenci
amplikonu pro csuE. Vzhledem k vysoké podobnosti makrorestrikénich profil( téchto tfi izo-
1ata s profily izoldtd ECII Ize predpoklddat, Ze jde bud o ECIl se zménénymi cilovymi sekven-
cemi pro pouzité primery nebo o klondlni variantu blizkou ECII. Tento profil jsme oznacili

jako EClI-like.

5.3. Citlivost na antibiotika a vztah mezi genotypem a fenotypem rezistence

Tabulka 6 dale shrnuje vysledky vysetfeni citlivosti na antibiotika a detekce genu a gene-
tickych struktur zodpovédnych za rezistenci k B-laktamovym a aminoglykosidovym antibioti-
kéim, které byly provedeny postupem uvedenym v kapitolach 4.1 a 4.6. Zatimco fenotyp jsme
vysetfili u vSech izolatl (priklad viz obr. 4), detekci nami zvolené sestavy gent jsme provedli
u podmnotziny izolatl reprezentujicich hlavni kombinace makrorestrikénich profil(, fenotypu
citlivosti a ptivodu. Vysledky pro referencni izolaty 5190, 5452 a 5494 jsme prevzali ze studie

autord Radolfova-Kfizova et al. (2016).
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Obr. 3. Vysledky multiplexové PCR pro identifikaci hlavnich epidemickych klonl u vybranych izolat(
A. baumannii. V horni ¢asti (a) jsou vysledky pro kombinaci primer( specifickych pro epidemicky klon
ECII, v dolni ¢asti (b) vysledky pro epidemicky klon ECI (viz kapitola 4.4). Izolat 5667 ma profil ECII
vyjma fragmentu pro gen csuE. Provedeno podle postupu v kapitole 4.4. PK, referencni kmeny pro

ECIl (kmen ANC 4355) a ECI (ANC 4097); M, standard molekulovych hmotnosti (GeneRuler 100 bp
Plus, Fermentas).
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Obr. 4. Vysetreni antibiotické citlivosti izolatl A. baumannii difuznim diskovym testem. (a) PIné citlivy
referen¢ni kmen ANC 3949; (b) multirezistentni izolat 5700 s ISAbal v promotorové oblasti gend
blaxsc (rezistence k ceftazidimu) a blagxas: (snizena citlivost ke karbapenemim) a s genem aacC1
(rezistence ke gentamicinu); (c) pouze ke kolistinu citlivy izolat 5808 s geny armA, blaoxa-»z a blarew.1,
zodpovédné za rezistenci ke vsem B-laktamim a aminoglykosidlim. Oznaceni disk(: AK, amikacin;
CAZ, ceftazidim; CN, gentamicin; DO, doxycyklin; IPM, imipenem; MEM, meropenem; OFX, ofloxacin;
PRL, piperacilin; SAM, ampicilin/sulbaktam; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazol; TOB, tobramycin.
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Z vysledk(l uvedenych v tabulce 6 je zfejma vysoka mira kvalitativni (pocet antibiotik,
k nimz je izolat rezistentni) i kvantitativni (stupen rezistence k danému antibiotiku) rezisten-
ce ke véem klicovym antibiotikim vyjma kolistinu, jehoz MIC byla < 1 mg/I pro vSechny tes-
tované izolaty. Vsechny izolaty byly rezistentni k ceftazidimu, piperacilinu a ofloxacinu a
kromé par vyjimek k doxycyklinu a kombinaci trimethoprimu a sulfamethoxazolu. Zasadni,
byt olekavana je mald proporce izolatl citlivych ke karbapenemd, zvlasté pak meropenemu
(jediny izolat). Vysledky genotypové analyzy potvrdili absenci gendl, které byly v Cesku dosud
zachyceny vzacné nebo vlbec, tj. blaoxa-24/40, blaper-1, blanom, blawe, blayiv, blagiv, aacA4 a
aacC2, a prokazan nebyl ani aadB. Z determinant rezistence ke karbapenemuim byly zjistény
geny pro oxacilindzy typu OXA-23 (blaoxa-»3) @ OXA-58 ( blaoxass) a pfitomnost ISAbal v pro-
motorové oblasti gend pro oxacilindzy typd OXA-51 (ISAbal-blaoxasi) a OXA-23 (ISAbal-
blaoxa-23). Z determinant rezistence k dalSim B-laktam(0m pak geny pro TEM-1 (blaem.1) a
pfitomnost ISAbal v promotorové oblasti genu pro chromozomalni cefalosporinazu ADC
(ISAbal-blaapc). Ohledné rezistence k aminoglykosidim byly zjistény geny pro fosfotrans-
ferdzy APH(3")-I (aphA1) a APH(3")-VI (aphA6), acetytransferazu AAC(3)-la (aacC1) a metyla-

zu ArmA (armA).

Tabulka 7. Ocekavany fenotyp u determinant rezistence prokazanych u studovanych izolata.

Geneticka determinanta Fenotyp rezistence

armA GEN, NET, TOB, AMI, kanamycin*
aacCl GEN

aphA1l Kanamycin*

aphA6 AMI, kanamycin*

ISAbal-blaapc CTZ a dalsi B-laktamy
ISAbal-blaoyasi Karbapenemy a dalsi B-laktamy*
blagm1 AMSH

blaoya-»3 (ISAbal-blagya.»s) Karbapenemy a dalsi B-laktamy
blagya.ss Karbapenemy a dalsi B-laktamy

* Citlivost na kanamycin nebyla vySetfena.

¥ Oproti jinym bakteriim zpUsobuje blagy.1 rezistenci k sulbaktamu, ktery je spolu s ampicilinem soucasti AMS.
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Pti uréeni pravdépodobnych mechanizmu rezistence k B-laktamovym a aminoglykosido-
vym antibiotikdm jsme vychazeli ze vztahu mezi fenotypem a genotypem rezistence u studo-
vanych izolatd, a to, jak uvadi tabulka 7, s ohledem na fenotypy ocekavané u prokazaného
prislusného genu nebo genetické determinanty. Toto porovnani shrnuje tabulka 8, ktera do-
kldda soulad mezi predpoklddanym a zjisténym fenotypem citlivosti. Napf. u viech izolatu
s armA byla zjisténa kvantitativné vysoka rezistence ke vSsem aminoglykosidiim, podobné
tomu bylo v pfipadé blaoxa-23 a rezistence ke karbapenemim a ostatnim B-laktamidm. Nutno
vSak uvést, Ze v fadé pripadd byl zjistény fenotyp odvoditelny z nékolika genetickych deter-
minant, které se soucasné vyskytovaly ve stejném izolatu. V tomto ohledu je vyraznym pfi-
kladem izolat 5697 s kvantitativné vysokou rezistenci ke karbapenem(m, u néhoz byly pro-
kazany tti genetické determinanty potencialné koédujici tuto rezistenci, tj. blaoxa-23, blaoxas1a
blaoxass. V pripadé aminoglykosidl jde pak o izolaty soucasné nesouci armA a geny koduijici
enzymatickou modifikaci antibiotik (napf. izolaty s geny armA a aphA6), které kéduiji kvanti-
tativné vysokou rezistenci k amikacinu. Soulad mezi genotypem a fenotypem rezistence na

prikladu izolat( 5700 a 5808 ilustruje obr. 4.

Tabulka 8. Zjisténé genotypy a fenotypy rezistence k B-laktamim a aminoglykosidtm.

Genotyp Fenotyp Pocet izolata

B-laktamy
ISAba1-blapc, 1SAbal-blaoyas:, blatem.1, blaoxass®, blaoxass AMS, CTZ, IMI, MER, PIP 1
ISAbal-blapc, blatem.1, blaoxa.23™, blaoxass AMS, CTZ, IMI, MER, PIP 1
ISAbal-blapc, 1SAbal-blaoyas:, blaoyass CTZ, IMI, MER, PIP 1
ISAbal-blapc, ISAbal-blagya.sy CTZ, MER, PIP 8
ISAbal-blaxpe, blaremt, blaoxass™ AMS, CTZ, IMI, MER, PIP 5
ISAbal-blapc, blaoxaas®, blaoxass AMS, CTZ, IMI, MER, PIP 1
blaoya.s AMS, CTZ, IMI, MER, PIP 10
ISAbal-blagyas: CTZ, IMI, MER, PIP 2

Aminoglykosidy
aacCl GEN 1
aacCl, aphAl GEN 7
aacCl, aphAl GEN, NET 1
armA, aphA6, aphAl GEN, TOB, AMI, NET 6
armA, aphAl GEN, TOB, AMI, NET 1
armA, aphA6 GEN, TOB, AMI, NET 1
armA GEN, TOB, AMI, NET 8

* blagyaos byl v testovanych pripadech vzdy asociovan s ISAbal.
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Pouze ve dvou pripadech jsme zjistili nesoulad mezi zjisténym genotypem a fenotypem.
Izolat 5658 byl rezistentni k netilmicinu, byt jsme u néj neprokazali Zadny gen kddujici rezis-
tenci k tomuto antibiotiku. Vzhledem k tomu, Ze mira této rezistence byla nizsi nez u izolatt
s armA, je moziné, Ze u izolatu 5658 jde o disledek nadprodukce efluxového systému Ade-
ABC, kterd snizuje citlivost k netilmicinu az k hodnotdm rezistence, a to i pfi absenci dalSich
mechanizm( rezistence k tomuto aminoglykosidu (Magnet et al., 2001; Nemec et al., 2007).
U izolatu 5677 nesouciho gen aacC1 pak byla zjisténa pouze intermediarni citlivost ke gen-

tamicinu, byt pfitomnost tohoto genu je obvykle spojena s vysokou rezistenci.

5.4. Skupiny izolata s pravdépodobnou epidemiologickou vazbou

Zasadni otazkou bylo uréeni mozné epidemiologické vazby studovanych izolatd, tj. roz-
hodnuti o jejich bezprostfednim klondlnim vztahu neboli o tom, zda studované izolaty patfi
k populaci téhoz kmene, ktery se Sifi vdaném prostoru a case. K relativné spolehlivému ur-
Ceni této vazby je kromé vysledku citlivych genotypizacnich a dalSich typizacnich metod po-
tfebnd podrobna znalost epidemiologického kontextu zachytu izolatl. Pfi rozhodovani o epi-
demiologické vazbé jsme tudiz vychazeli z vysledk( genotypizace (multiplexovd PCR pro ur-
¢eni klondlnich typl, makrorestrikéni analyza, uréeni genotypu rezistence), fenotypu antibio-
tické citlivosti a dostupnych epidemiologickych udajud, pricemz klicovym kritériem byla po-

dobnost makrorestrikénich profild.

Obr. 5 znazornuje vSechny unikatni makrorestrikéni profily (pulzotypy) nalezené u stu-
dovanych izolatld s tim, Ze shodné profily jsou zastoupeny jednim predstavitelem. Pulzotypy
jsou na obrazku serazeny do péti skupin podobnosti podle doporuceni Tenovera et al.
(1995). Kazda skupina obsahuje natolik podobné pulzotypy, Ze nelze spolehlivé vyloucit epi-
demiologickou vazbu pfrislusnych izolat. Oproti tomu rozdily pulzotypl mezi skupinami ta-
kovou vazbu vyluCuji. Obr. 6 pak ilustruje komplexnost situace pfi hodnoceni podobnosti
pulzotypl v pfipadé izolatd bez genu armA s riznou mirou mozné epidemiologické vazby, a

to véetné epidemiologicky souvisejicich izolatl se shodnymi profily.
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Obr. 5. Makrorestrikéni profily genomové DNA (pulzotypy) u studovanych izolatl A. baumannii. Klasi-
fikace do typu (A-E) a jejich pfipadnych subtypl (1-5) byla provedena podle Tenovera et al. (1995). X,
Y a Z jsou pulzotypy referencnich kmenl nesoucich gen armA (bez indikace podobnosti mezi sebou
nebo s novymi pulzotypy). Vyznacena je pfitomnost resp. nepritomnost genu armA u izolatl s dany-
mi pulzotypy. Provedeno podle kapitoly 4.5. M, standard molekulovych hmotnosti (Bio-Rad CHEF
DNA Size Standard Ladder 48,5 kb).

Tabulka 9 shrnuje klasifikaci studovanych izolatl do uvedenych péti klonalnich skupin (I-
V) a jejich pripadnych podskupin podle pulzotyp(, genotypu a fenotypu rezistence a plivodu.
Genotyp rezistence byl kompletné vySetifen pouze u vybranych izolatQ, predevsim predstavi-
tel( viceCetnych skupin izolatli se shodnym pulzotypem a fenotypem rezistence, u nichz Ize
s velkou pravdépodobnosti predpokladat shodu i v nesenych genech pro rezistenci. Nasledu-

jici text shrnuje hlavni vlastnosti péti klonalnich skupin.
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Skupina I. Jde o pocetné nejvétsi (n=29) a klinicko-epidemiologicky nejvyznamné;jsi sku-
pinu, ktera zahrnuje izolaty ECIlI pochazejici ze vSech studovanych nemocnic. Jde o extenziv-
né rezistentni izolaty s kvantitativné vysokou rezistenci ke vSsem antibiotikim vyjma plné
citlivosti na kolistin a ojedinélé intermediarni citlivosti nebo citlivosti na sulbaktam, trimet-
hoprim/sulfamethoxazol nebo doxycyklin. VSechny testované izolaty obsahovaly geny pro
ArmA a OXA-23. Jak ukazuje obr. 5, odliSnosti mezi vnitroskupinovymi variantami pulzotypt
jsou malé a podobné malé rozdily jsou i mezi témito variantami a pulzotypy tfi archivnich
referencnich kmen( (5190, 5452 a 5494) izolovanych mezi cervnem 2015 a kvétnem 2016.
To omezuje poufZiti téchto profilli pro spolehlivé rozliseni ve smyslu vylouceni epidemiologic-
ké vazby. Nicméné shoda pulzotypU u prevdiné vétsiny izolatu z téZe lokality naznacuje jejich
pfimou epidemiologickou vazbu uvnitf téchto nemocnic a v pripadé shody pulzotypl u izola-
tl z tfi nemocnic (Prahal, Praha 2 a nemocnice Stfedoceského kraje) je velmi pravdépodob-

né sireni téhoz kmene mezi témito zdravotnickymi zarizenimi.

Z 16 izolatd pochazejicich z Pribramska se dva (5697, 5714) od ostatnich ¢astecné lisi.
Izolat 5714 je oproti ostatnim citlivy na trimethoprim/sulfamethoxazol, avsak shoduje se
s nimi v pfitomnosti genu pro OXA-23 a ArmA a jeho pulzotyp se od ostatnich liSil pouze
v poloze jednoho aZz dvou prouzk( (obr. 5). Vzhledem k tomu, Ze byl spolu s vétSinou ostat-
nich izolovan v podobném case na témze nemocni¢nim oddéleni, Ize predpokladat, Ze jde o
epidemiologicky nevyznamnou variantu populace lokdlniho epidemického kmene. Oproti
tomu mél izolat 5697 odlisSnéjsi pulzotyp (obr. 5), jiny genotyp rezistence (tabulka 9) a byl
izolovan od ambulantniho pacienta. V jeho pfipadé je tudiz bezprostfedni epidemiologicka

vazba s ostatnimi izolaty méné pravdépodobna.

Skupina Il. Jde o druhou nejpocetné;jsi skupinu, ktera zahrnuje 16 izolatt ECII z Pfibram-
ska; devét z Oblastni nemocnice Pfibram (osm z chirurgického lizkového oddéleni a jeden
izoldt z chirurgické ambulance), Sest z chirurgické ambulance mimo Pfibram a jeden
z ambulance na pribramské poliklinice. S vyjimkou dvou (5727, 5683) se tyto izolaty shodova-
ly ve vSech vlastnostech (vyjma citlivosti ke gentamicinu u 5677) a jde tak zjevné o populaci
lokalné se Sificiho multirezistentniho kmene. U tohoto kmene je rezistence (meropenem)
nebo sniZzena citlivost (imipenem) ke karbapenemim nejspise zplsobena nadprodukci OXA-
51 a rezistence k ceftazidimu nadprodukci ADC; rezistence ke gentamicinu pak souvisi s pfi-

tomnym genem pro acelytransferazu AAC(3)-la. Izolaty 5727 a 5683 maiji pulzotypy, jejichz
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odliSnost od pulzotypu ostatnich izolatd (obr. 5 a 6) Ize interpretovat jako dUsledek jediné
genetické udalosti (vznik jednoho restrikéniho mista). TéZ vzhledem ke shodnému mistu a
Casu izolace (tabulka 5) tak Ize prfedpokladat, Ze tyto izolaty patfi spolu s ostatnimi k populaci
téhoz lokdlniho kmene. U izolatu 5683 je to podporeno i tim, Ze jde o izolat z pacienta, od
néhoZ byl ze stejné kozni |éze o dva tydny dfive zachycen typicky izoldt skupiny Il (izolat
5677), ktery byl stejné jako izolat 5683 oproti ostatnim izolatdm pouze intermediarné citlivy

ke gentamicinu (tabulky 5 a 6).

Skupina lll. Jde o tfi izolaty z jedné nemocnice (Praha 1) s ojedinélym profilem multi-
plexové PCR (kapitola 5.2, obr. 3), které nalezeji k ECIl nebo jsou tomuto klonu blizké. Vzhle-
dem k této zvlastnosti, shodé nebo vysoké podobnosti pulzotypt (obr. 5 a 6) a zadchytu na
stejném oddéleni v kratkém casovém rozpéti (tabulka 5), jde nepochybné izolaty téhoz kme-
ne nesouciho gen pro OXA-23. | kdyZ u téchto izolatl nebyl kompletné uréen genotyp rezis-

tence, pfitomnost armA lze vyloucit na zakladé plné citlivosti k tobramycinu.

Skupina IV. Jde o Sest izolatli ECIl pochazejicich z jediné nemocnice (Praha 1), které byly
s jedinou vyjimkou (izolat 5674) zachyceny béhem meésice na témze lUZzkovém oddéleni.
Kromé kolistinu jsou tyto izolaty plné citlivé pouze na tobramycin a amikacin. Byt malé rozdi-
ly mezi étyfmi pulzotypy nevylucuji pfimou epidemiologickou vazbu, je tato skupina do jisté
miry heterogenni i jinak (izolaty 5674 a 5658 se lisi prfitomnosti genl blaoya-ss @ aphAl; 5653
je citlivy na gentamicin). Vzhledem neuplné charakterizaci genotypu rezistence zUstava otdz-

ka pfimé epidemiologické vazby u této skupiny oteviena.

Skupina V. Jde o jediny izolat z prazské nemocnice, ktery zaroven jedinym zastupcem
ECI v této studii. Ptislusnost k ECI naznacuje i jeho svébytny pulzotyp (obr. 5) a citlivost na

doxycyklin.

5.5. Epidemiologicka analyza v Oblastni nemocnici Pfibram

Posledni bodem této prace byla podrobna analyza epidemiologické situace a mozného
epidemického Sifeni u izolatd zaslanych Laboratofi mikrobiologie a parazitologie v Oblastni
nemocnici Pfibram. Vychodiskem pro tento typ analyzy byla dlouhodoba spoluprace této
laboratore vedené prim. MVDr. Petrem Jezkem s Laboratoti bakteriadlni genetiky, ktera spo-

¢iva v systematickém zasilani izolatli rodu Acinetobacter spolu s podrobnymi Udaji o mikro-
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biologickém, epidemiologickém i klinickém kontextu jejich zachytu. Do nasi studie byly zara-
zeny 32 izolaty zaslané touto laboratofi, coZ tvofi 58 % vsech studovanych izolatli a zaroven
pfedstavuje vzorek populace multirezistentnich acinetobakterd z jednoho regionu. Diky spo-
lupraci s mistnim Tymem pro kontrolu a prevenci infekci spojenych se zdravotni péci jsme
ziskali podrobnou retrospektivni informaci o délce hospitalizace a dalSim epidemiologickém
kontextu u pacient(, od nichZ pochazely studované izolaty. Vedeni nemocnice nam zaroven
dalo laskavy souhlas ke zvefejnéni mistnich a ¢asovych udajl pro ucely této diplomové pra-

ce.

Tricet dva izolaty zaslané pribramskou laboratori pochazely od 28 pacientl (od dvou pa-
cientl bylo po dvou izolatech, od jednoho tfi izolaty). Z 21 izolath zachycenych u pacient(
hospitalizovanych v pribramské nemocnici bylo 18 z chirurgického, dva z interniho a jeden
z anesteziologicko-resuscitacniho oddéleni. Zbyvajicich 11 izoldtl pochazelo od ambulant-
nich pacientU: tfi z chirurgické ambulance pfibramské nemocnice, jeden z ambulance na pfi-
bramské poliklinice a sedm z chirurgické ambulance na Pfibramsku. Odebranym materidlem
byly s vyjimkou dvou vzorkd moci pouze stéry z télesného povrchu (kozni léze, rany, viedy a
okoli katétru). Povaha vzork( naznacuje, Ze i pokud $lo o klinicky vyznamné nélezy, Slo pouze

o lokalni a nikoliv systémové infekce. To potvrdily i klinické udaje o pacientech.

Jak plyne z vyse uvedeného (kapitola 5.4, tabulky 5 a 9), 32 izolaty z pfibramské labora-
tofe jsme pomoci genotypizace s jedinou vyjimkou klasifikovali do dvou skupin, z nichz kazda
s vysokou pravdépodobnosti zahrnuje izolaty jednoho lokalné/regionalné se Sificiho kmene.
Jako kmen A jsme oznacili 15 izolatd naleZejicich do klonalni skupiny I; jde o extenzivné rezis-
tentni izolaty s pulzotypy A4 a A5, které nesou geny pro ArmA a OXA-23. Kmen B (klonalni
skupina |, pulzotyp A2, izolat 5697), ktery téZ nese tyto geny, predstavuje ojedinély zachyt
v chirurgické ambulanci pfibramské nemocnice bez pfimé epidemiologické vazby s kmenem

A. Kmen C pak zahrnuje 16 multirezistentnich izolata klonalni skupiny II.

Epidemiologickou situaci s ohledem na pacienty hospitalizované v obdobi od fijna 2016
do dubna 2018 na lGZzkovém chirurgickém oddéleni pfibramské nemocnice graficky shrnuje
obr. 7. Obrazek formou ¢asové osy pro jednotlivé pacienty udava dobu hospitalizace na od-
déleni i ¢as odbéru vzork(, z nichZ byl izolovan epidemicky kmen, a to véetné odbérd mimo
dobu a misto hospitalizace. Multirezistentni kmen C byl poprvé zachycen v fijnu 2016 a na-

posledy v ¢ervenci 2017, pficemz jeho izolace v mezidobi byly od pacient(, jejichz hospitali-
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zace tvofi neprerusenou fadu ve smyslu Casové ndvaznosti nebo prekryvu. V sedmi pfipa-
dech byl kmen C zachycen az v nasledné ambulantni péci po ukonceni hospitalizace. Analo-
gickou situaci pfedstavuje vyskyt kmene A, ktery byl izolovan v obdobi mezi ¢ervencem 2017
a breznem 2018. Jista ¢asova prodleva (zafi aZ listopad 2017) mezi hospitalizacemi pacient(
s pozitivnim nalezem mZe byt dana metodicky (negativni kultivacni vysledek u kolonizova-
ného pacienta). | u kmene A doslo k izolaci po ukonceni hospitalizace, a to po presunu na jiné
oddéleni (anesteziologicko-resuscitacni oddéleni) a v ambulanci pfibramské nemocnice.
Nutno zminit, Ze kmen A byl poprvé izolovan z pacienta, ktery byl v ten samy den prelozen
z prazské nemocnice (v této studii oznacena jako Nemocnice Praha 1), v niz byly izolaty ne-
souci armA a blaoxa3 a majici pulzotypy témér shodné s kmenem A jiz dfive zachyceny (ta-
bulky 5 a9, obr. 5). Kmen B byl jedinkrat zachycen v dubnu 2017, ale navzdory tomu, Ze dany

pacient posléze na chirurgickém oddéleni hospitalizovan, dalsi jeho izolace nendsledovaly.

Z vyse uvedeného plyne, Ze sifeni multirezistentnich a extenzivné rezistentnich kmen
A. baumannii v pribramské nemocnici a okoli byl zprostfedkovan pfesuny a pohybem koloni-
zovanych pacientl. Hlavnim zdrojem této kolonizace bylo IGZkové chirurgické oddéleni, kde
se ve sledovaném obdobi po sobé vyskytly dva epidemické kmeny pfednostné infikujici nebo
kolonizujici kozni |éze. Po propusténi z nemocnice se tito pacienti stali moznym zdrojem dal-
Siho siteni téchto organizm(. Na zavér nutno dodat, Ze vysledky nasi analyzy podpofily zpfis-
néni hygienickych a protiepidemickych opatfeni na chirurgickém oddéleni. V obdobi od
brezna do Cervence 2018 pak na tomto oddéleni nebyly multirezistentni ani extenzivné rezis-

tentni A. baumannii izolovany (prim. MVDr. P. JeZek, osobni sdéleni).
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6. DISKUZE

PredloZena studie byla motivovana nedavnou zménou v populaci nemocni¢nich kmenu
A. baumannii v Ceské republice, ktera byla zaznamendana v roce 2015 a spocivala v objeveni
se extenzivné rezistentnich izolat globalniho epidemického klonu ECII nesoucich kombinaci
genul pro metylazu ArmA a karbapenemazu OXA-23. Jak ukdzala studie Radolfové-KFizové et
al. (2016), prvni izoldt stimto genotypem rezistence byl zachycen vcéervnu 2015
v pardubické nemocnici. V nasledujicich 11 mésicich byly podobné kmeny izolovany v Sesti
nemocnicich, konkrétné v Hradci Kralové, Frydku-Mistku, Karviné, Ostravé, Praze a Tanvaldu
(Radolfova-Krizova et al., 2016). Tyto izolaty pochazely z klinického materidlu hospitalizova-
nych pacientU, v€etné sputa, trachedlniho aspiratu, krve, ran a moci. Jejich charakteristickym
rysem byla kvantitativné vysoka rezistence ke vsem klinicky vyuZitelnym antibiotikim (imi-
penem, meropenem, ampicilin-sulbaktam, ceftazidim, cefotaxim, cefepim, piperacilin-
tazobaktam, aztreonam, amikacin, gentamicin, netilmicin, tobramycin, ciprofloxacin, ofloxa-
cin a doxycyklin). Vyjimku predstavoval kolistin, ktery si ve vSech pfipadech zachoval plnou
ucinnost, a kotrimoxazol (trimethoprim/sulfamethoxazol) a tigecyklin, k nimZ bylo nékolik
izolatd intermediarné citlivych. Nutno zdlraznit, Ze k identifikaci prvniho izolatu této exten-
zivné-rezistentni skupiny doslo v kontextu systematického sledovani populace A. baumannii
resitelskym pracovistém od pocatku 90. let minulého stoleti (kapitola 2.2.4), a rozsireni kme-

na této skupiny u nas pred rokem 2015 je tudiz velmi nepravdépodobné.

Vysledky predkladané studie ukazuji, ze $iteni kmend ECIl s geny armA a blaoxa.23 v Ceské
republice pokraduje. Z 55 multirezistentnich izoldtd zachycenych v osmi zdravotnickych zafi-
zenich stfedoCeského regionu mezi fijnem 2016 a kvétnem 2018 jich 29 patftilo k této exten-
zivné rezistentni skupiné a tyto izolaty byly zachyceny na vSech lokalitach. Nase vysledky
ukazuji, Ze jde o geneticky velmi pribuzné organizmy se shodnymi nebo velmi podobnymi
typizacnimi profily. Epidemicky potencidl téchto kmen( ve smyslu jejich Siteni uvnitf zdra-
votnickych zafizeni i mezi nimi dokladaji vysledky genotypizace (5.4) i epidemiologické Udaje
(kapitola 5.5). Shoda nebo vysoka podobnost typizacnich profild byla prokazana mezi izolaty
s armA/blaoxa.»3 rizného plvodu téz ve studii Radolfové-Krizové et al. (2016) a porovnani tri
referencnich kmen( z této studie s naSimi izolaty potvrzuje genetickou pribuznost izolata
obou studii. Tuzemska populace A. baumannii nesouci armA/blaoxa3 se z genotypového

hlediska tak jevi jako geneticky vnitfné souroda byt ne zcela homogenni skupina, ktera se
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zietelné odliSuje od nasich ostatnich kmen( A. baumannii, a to véetné kmenu naleZejicich ke

stejnému globalnimu klonu ECII, ktera tuto kombinaci gent neobsahuiji.

Metylaza typu ArmA predstavuje vysoce efektivni singuldarni mechanizmus rezistence,
ktery je zaloZzen na modifikaci zasahového mista na 16S rRNA, jenz je spolecné pro antibioti-
ka gentamicinové a kanamycinové fady, a eliminuje tak ucinek viech aminoglykosid(i pouzi-
vanych v nemocnicni péci (Doi a Arakawa, 2007). Gen pro AmA byl zjistén na plazmidu pol-
ského izolatu Citrobacter freundii z roku 1996 (Doi et al., 2016) a poté byl identifikovan
v Evropé i Asii u dalSich druh( ¢eledi Enterobacteriaceaee (Galimand et al., 2003; Gonzalez-
Zorn et al., 2005). U A. baumannii byl armA prokazan u korejskych izolat( jiz z roku 2003 (Lee

et al., 2006).

Karbapenemaza typu OXA-23 je velmi Ucinny mechanizmus rezistence, ktery eliminuje
ucinnost karbapenemu a vétsiny dalSich B-laktamovych antibiotik. Oproti armA je témér vy-
luéné vazana na rod Acinetobacter, kde ma i svdj plvod (kapitola 2.2.3.1). Gen pro OXA-23 je
mezi kmeny A. baumannii i jinych druh( acinetobakter( je celosvétové rozsifen (Mugnier et
al., 2010), nicméné systematické studie fesitelského pracovisté jeho vyskyt v Ceské republice
az do roku 2010 neprokazaly. Prvni doklady o vyskytu blapyxa»s U nds jsou teprve z let 2011—
2012 (Kfizova et al., 2012; Nemec a Krizova, 2012; Senkyrikova et al., 2013). V téchto pfipa-

dech vsak Slo o kmeny A. baumannii nesouci pouze blaoxa-»3 a nikoliv armaA.

Kombinace genli pro ArmA a OXA-23 predstavuje vysoce efektivni ochranu kmen( A.
baumannii proti aminoglykosidim a B-laktamUim, dvéma nejvyznamné;jsim skupinam antibi-
otik pouzivanych v [éCbé nemocnicnich infekci. V Evropé byla u A. baumannii tato kombinace
zjiSténa poprvé u norskych izolatd z let 2007 a 2009 (Karah et al., 2011). Nasledovaly nalezy
v italskych nemocnicich v letech 2009 (Monza a Balsamo; Brigante et al., 2012), 2009-2011
(Terst; Milan et al., 2016) a 2014-2015 (sicilska Katanie; Caio et al., 2018) a v Bulharsku (Stra-
teva et al., 2012). Témér ve vSech téchto pripadech pfitom Slo, tak jako v nasi studii, o izolaty
ECIl. Z mimoevropskych zemi, kde byly kmeny A. baumannii s armA/blaoxa-»3 identifikovany,
Ize uvést Jemen (Bakour et al., 2014), Indii (Karthikeyan et al., 2010) nebo Koreu (Hong et al.,
2013). Publikované zpravy tak naznacuji dosud geograficky omezené rozsifeni A. baumannii s

armA/blaoxa-23 a zdUraznuji vyznam nasich nalezd pfinejmensim v evropském kontextu.

Je potfebné zminit dvé metodickda omezeni predloZené studie. Prvni zahrnuje vybér a

reprezentativnost studovaného vzorku populace. Vzhledem k tomu, Ze Slo o retrospektivni
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analyzu pocetné i geograficky omezeného populacniho vzorku ziskaného nahodné béhem
referencni Cinnosti resitelského pracovisté, nelze z nasich vysledk( vyvozovat zavéry ohledné
proporce vyskytu kment s armA/blaOXA-23 v celkové populaci A. baumannii ani miry celo-
republikového rozsifeni, jako tomu bylo u predchozi prospektivni studie (Nemec et al.,
2008). Vysoké zastoupeni téchto kmenl v nasi studii a jejich vyskyt na vSech studovanych
lokalitach nicméné svéddi o jejich pokracujicim Siteni.

Druhym omezenim je vypovédni hodnota vysledkl typiza¢nich metod ve smyslu poznani
Casoprostorové trajektorie, po niz se epidemické kmeny Sifi. Tyto metody v principu umoz-
nuji pouze vylouceni pfimé epidemiologické vazby, zatimco jeji potvrzeni je spojeno pouze
s rliznou mirou pravdépodobnosti (van Belkum et al., 2007). Vypovédni hodnota typizacni
metody je urcena jeji rozliSovaci schopnosti, tj. pravdépodobnosti odliSit epidemiologicky
nepfribuzné kmeny (Hunter a Gaston, 1988). Spolehlivost tohoto rozliseni je funkci poctu ty-
pG v populaci a jejich proporce ve studovaném kontextu (Hunter a Gaston, 1988). V pripadé
epidemického rozsiteni urcitého typu klesa ucinnost metody, pfiéemz mohou vznikat vza-
jemné velmi podobné typové varianty, které rozhodnuti o epidemiologické vazbé komplikuiji.
Ptikladem tohoto problému je shoda ¢i vysokd podobnost makrorestrikénich profill zjisté-
nych u izolatd s armA/blaOXA-23 z téze lokality i lokalit odliSnych. Samotné porovnani téchto
profill ma omezenu vypovédni hodnotu, nebot nelze spolehlivé rozhodnout, zda drobny
rozdil v profilech odradzi nezavisly plvod izolatd, ¢i jde o dusledek aktudlni zmény v populaci
epidemického kmene. V téchto pripadech lze pfihlédnout k dalsim znakim, napf. genotypu
rezistence. Ale i zde mUze byt zjistény rozdil disledkem ziskdni nebo ztraty genetické struk-
tury v populaci epidemického kmene. Prikladem je vysoka mira nestability genu aphAé6 (rezi-
stence k amikacinu) prokazana resitelskym pracovistém u kmene ECII rezistentniho ke kar-
bapenemim (Nemec et al., 2006). Zminéné metodické meze lze zmirnit modernimi vysoce
citlivymi metodami, které jsou zaloZeny na porovndani celogenomovych sekvenci (Fitzpatrick

et al,, 2016).

Klicovym kritériem pro rozhodnuti o epidemiologické vazbé mezi bakterialnimi izolaty na
lokalni Urovni z(stdva presna znalost epidemiologického kontextu jejich zachytu. Teprve ty
vytvareji nalezity interpretacni rdmec pro vysledky mikrobiologické analyzy. V tomto smyslu
povazujeme za zvlasté prinosnou mikrobiologicko-epidemiologickou analyzu v Oblastni ne-

mocnici Pribram (kapitola 5.5). Tato analyza umoznila rozlisit dvé po sobé nasledujici epide-
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mické epizody, které by v pfipadé absence mikrobiologické analyzy mohly byt povazovany za
epizodu jedinou. Dale pak ukazala, Ze kolonizace pacientl kmeny ziskanymi béhem hospitali-
zace mUzZe pretrvavat i po propusténi z nemocnice a predstavovat tak riziko pro jejich dalsi
Siteni. V pripadé extenzivné rezistentnich kmen(, u nichZ jsou mozZnosti antibiotické 1éCby
vyvolanych infekci dramaticky omezeny ¢i neexistuji, z(stavd naleZitd epidemiologicko-

mikrobiologicka analyza jednim z mala postupl, které umoznuji kontrolu téchto infekci.
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7. SOUHRN

V predloZené priaci byla provedena mikrobiologicko-epidemiologicka analyza 55 multire-
zistentnich izolatl A. baumannii, které byly zachyceny v osmi zdravotnickych zafizenich ve
Stredoceském kraji a Praze v fijnu 2016 aZ kvétnu 2018. U téchto izolatl byla provedena
identifikace na druhové a klonalni Urovni, kmenova genotypizace, uréeni fenotypu a genoty-
pu rezistence k antibiotikim a klasifikace do skupin izolatli s pravdépodobnou epidemiolo-

gickou vazbou. Hlavni vysledky s ohledem na vytycené cile (kapitola 3) jsou:

1. S jedinou vyjimkou (klon ECI) byly vSechny izolaty identifikovany jako ECII (n=51) nebo
skupina pribuzna klonu ECII (n=3). Celkem 29 izolatd bylo extenzivné rezistentnich (plna citli-
vost zachovana pouze pro kolistin) a tyto izolaty nesly geny pro metylazu ArmA (rezistence
ke vsem aminoglykosidiim) a oxacilinazu OXA-23 (rezistence ke karbapenemim a dalSim B-
laktam(m). Zbyvajicich 26 izolatd bylo multirezistentnich a neneslo gen pro ArmA a vétsinou
ani pro OXA-23. Z ostatnich genetickych determinant rezistence k B-laktamim byly v rGizné
proporci a kombinacich zjistény geny pro OXA-58, TEM-1 a pfitomnost ISAbal v promotoro-
vé oblasti chromozomalnich genli pro OXA-51 a ADC; ohledné rezistence k aminoglykosidiim

pak geny pro fosfotransferazy APH(3')-I a APH(3")-VI a acetyltransferazu AAC(3)-la.

2. Primarné podle vysledkl makrorestrikéni analyzy genomové DNA a dale pak podle
genotypu rezistence a dalSich udajl byly izolaty klasifikovany do péti genotypové vzajemné
odlisnych, ale vnitfné koheznich homogennich skupin, které byly v nékterych pfipadech roz-
déleny do podskupin. Kazda z téchto skupin obsahovala izolaty nebo podskupiny izolatl
s vysoce pravdépodobnou epidemiologickou vazbou. Nejvyznamnéjsi skupina zahrnovala
vSechny extenzivné rezistentni izolaty s geny pro ArmA a OXA-23 zachycené ve vsech hlav-

nich lokalitach.

3. Podrobna mikrobiologicko-epidemiologicka analyza v Oblastni nemocnici Pfibram a
regionalné prilehlych ambulancich prokazala epidemické Sifeni dvou kmen(. Prvni zahrnoval
15 multirezistentnich izolatd od pacientl hospitalizovanych na chirurgickém lGZzkovém oddé-
leni mezi fijnem 2016 a ¢ervencem 2017, zatimco ke druhému kmenu patfilo 16 extenzivné
rezistentnich izolatl od pacientl téhoZ oddéleni z ¢ervence 2017 az bfezna 2018. Pravdépo-
dobnost epidemiologické vazby izolatl u obou kmenU podporila ¢asova navaznost hospitali-
zace kolonizovanych pacientll. V nékterych pfipadech byly tyto kmeny izolovany aZ pfi kon-

trole v ndsledné ambulantni péci.

51



4. Vysledky prokazaly pokracujici vyskyt a Sifeni extenzivné rezistentnich kmen( ECIl ne-
soucich geny ArmA a OXA-23, které byly poprvé zachyceny v Ceské republice v éervnu 2015 a
zahy se rozsifily v ¢eskych a moravskych nemocnicich. Tyto kmeny jsou rezistentni ke vSem
klinicky vyuZitelnym antibiotikdm vyjma kolistinu a maji znacny potencial sifit se mezi zdra-

votnickymi zafizenimi, a to zvlasté skrze presuny kolonizovanych pacient.
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