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Zachyt Pseudomonas tohonis s produkci neobvyklé metalo-beta-laktamazy
z kozniho defektu u dvou pacientli v Ceské republice
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Clanek popisuje zachyt nového druhu pseudomonady (Pseudomonas tohonis) popsané poprvé v Japonsku v roce
2021. Tento druh je mimo jiné charakteristicky rezistenci ke karbapenemim v disledku produkce druhové specifické
metalo-beta-laktamazy. Dva kmeny tohoto druhu byly izolovany z klinického materialu od pacientti hospitalizo-

The article describes the detection of a new species of pseudomonad (Pseudomonas tohonis) described for the
first time in Japan in 2021. Among other things, this species is characterized by resistance to carbapenems due to
the production of a species specific metallo-beta-lactamase. Two strains of this species were isolated from clinical
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Na jate roku 2024 byl do Narodni referen¢ni laboratote
pro antibiotika (NRL ATB) zaslan vzorek Pseudomonas sp.
z pracovisté klinické mikrobiologie nemocnice v Ceskych
Budgjovicich. Vzorek pochazel z vytéru z defektu od 64le-
tého muze s diagndzou ,,zilni méstky dolnich koncetin se

viedem®. Druhova identifikace izolatu nebyla prukazna,
izolat byl referovan z didvodu podezfeni na produkci
karbapenemazy.

Citlivost k antibiotikim byla stanovena bujénovou
mikrodiluéni metodou (BDM) dle EUCAST. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla vySetfena u nasleduji-
cich antibiotik: piperacilin/tazobaktam 16 mg/l; ceftazidim
32 mg/l; cefepim 4 mg/l; ceftazidim-avibaktam 32 mg/l;
ceftolozan/tazobaktam 32 mg/l; meropenem >16 mg/l;
meropenem/vaborbaktam 16 mg/l; imipenem/relebaktam
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4 mg/l; ciprofloxacin 0,125 mg/l; levofloxacin 0,25 mg/l;
tobramycin 0,25 mg/l; amikacin 1 mg/l; kolistin 0,25 mg/1
a cefiderokol < 0,125 mg/1 [1]. Fenotypovy prukaz metalo-
-beta-laktamaz (MBL) pomoci diskového testu EDTA/
meropenem a EDTA/imipenem byl pozitivni [2]. Kolem
meropenemu i imipenemu byly vytvofeny inhibi¢ni zony
(s naméfenymi hodnotami 16 mm, resp. 13 mm) s rozsife-
nim smérem k disku s EDTA indikujici pfitomnost MBL.
Detekce hydrolytické aktivity karbapenemaz za ptitomnosti
meropenemu pomoci MALDI-TOF MS byla spiSe pozitiv-
ni [3]. PCR prikaz karbapenemaz typu VIM, IMP, NDM
a beta-laktamazy/karbapenemazy GES byl ovSem negativni.

Druhova identifikace za pouziti MALDI-TOF-MS
(Microflex, Bruker, databaze Revision K - 4274 druht/
zaznami) urcila kmen pouze druhové jako Pseudomonas
sp. s identifika¢nim skore 1,83. Mozné nabizené druhy
meély nizké identifikacni skore P. mendocina, P. resino-
vorans, P. alcaligenes, P. flavescens, P. anguilliseptica
a P. oryzihabitans.

U kmene byla proto provedena celogenomova sekve-
nace (WGS). Extrakce genomové DNA byla uskute¢néna
dle navodu vyrobce kitu (New England Biolabs, Monarch®
Genomic DNA Purification Kit). Koncentrace DNA a jeji
Cistota byla méfena na fluorometru Qubit™ 4 (Invitrogen).
Na cykleru Biometra Tone (Analytik Jena) prob&hla frag-
mentace a amplifikace dil¢ich knihoven. Nasledné byla
jejich kvalita ovéfena na Agilent TapeStation 4150 (Agilent).
Vlastni sekvenace probéhla na platformé Illumina Miseq.
Sekvenovany genom byl anotovan pomoci programu
PROKKAW. 1.14.6 [4]. CDS genomu byl blastovan pomoci
odpovidajicich databazi. Identifikace byla uréena na on-line
platform¢ Ribosomal MLST (PubMLST, https://pubmlst.
org/species-id). Geny rezistence byly detekovany pomoci
nastroje AMR Finder v.3.12.8 (DB v. 2024-07-22; https://
github.com/ncbi/amr). Vyhodnoceni WGS dat ukézalo za-
chyt raritniho druhu pseudomonady. Kmen byl nastrojem
Ribosomal MLST identifikovan se 100% shodou s databazi
jako Pseudomonas tohonis.

U kmene byly detekovany tyto geny rezistence: gacEdel-
tal pro rezistenci na kvartérni amoniové soli, sull a dfr433
(rezistence k sulfamethoxazolu resp. k trimetoprimu ) - tyto
geny jsou pravdépodobné nesené na plazmidu (viralverify
- https://github.com/ablab/viral Verify). Pfedevsim byl ale
na chromozomu detekovan gen blaPAM-2 —MBL s aktivitou
proti beta-laktamtim/karbapenemtiim. Vsechny geny byly
uréené se 100% identitou k referen¢nimu genu z pouZité
detekéni databaze.

Druh P, tohonis je nedavno popsany kmen pseudomonady
z Japonska, kde byl v roce 2018 izolovan z kiize pacienta
s popaleninami [5]. Tento druh byl identifikovan na zakladé

genetickych a fenotypickych analyz. Bakterie je kultivo-
vatelna pii teplotach 20-42 °C s optimem pii 30-35 °C.
Fylogeneticka a 16S rDNA analyza ukazala, Ze je blizce
ptibuzna s druhy P, alcaligenes (99,08 %) a P, otitidis (98,51
%), ale vykazuje jasné genetické rozdily. Tento novy druh
byl v roce 2021 pojmenovan P. tohonis na pocest Toho
University, kde byl poprvé izolovan z klinického vzorku
a analyzovan.

Bakterie je aerobni, gramnegativni, pohybliva a nespo-
rulujici s prodlouzenym ty¢inkovitym tvarem (1,0-2,0 um
dlouha a 0,5-0,8 um Siroka). Kolonie tvofené na Mueller-
Hinton agaru jsou drsné, pastelové zelené barvy a maji
prumér 2—4 mm po 24 hodinach kultivace pfi 35 °C.
Kolonie emituji modrou fluorescenci pod UV svétlem, coz
je zpisobeno produkcei pyoverdinu. Po biochemické strance
P, tohonis vykazuje pozitivni reakce na katalazu, oxidazu,
redukei dusi¢nani (slabé pozitivni) a Zelatindzu. Negativni
reakce byly pozorovany u ureazy a B-galaktosidazy.
Utilizace byla pozorovana u glukozy, d-xylozy, d-fruktozy,
l-argininu, citratu sodného, fenylacetatu, n-kapronové kyse-
liny a malonatu sodného. Naopak nezpracovava N-acetyl-
d-glukosamin, d-arabitol, laktézu, d-mannitol, d-mannézu,
d-sorbitol, d-serobidzu, l-arabindzu, d-galaktozu, maltozu,
sachardzu, trehaldzu, 1-histidin, 1-ornitin, 1-lysin, 5-ketoglu-
konovou kyselinu, N-acetylglukosamin, glukonat draselny,
adipové kyseliny a l-y-glutamyl-p-nitroanilid.

U kmene byl prokazan gen bla,,,, ,, ktery koduje MBL
PAM-2. Zinek dependentni MBL jsou fazeny do tii pod-
skupin: B1, B2 a B3. Zatimco B1 podskupina zahrnuje
nejcastéjsi enzymy asociované s transferabilni rezistenci
(NDM, IMP a VIM), B2 enzymy jsou typické pro Aeromonas
hydrophila complex (CphA) a Pseudomonas fluorescens
complex (PFM). B3 podskupina enzymi je nalézana
u glukéza nefermentujicich bakterii a patii sem druhové
specifické enzymy, napt. L1 Stenotrophomonas maltophilia,
POMI1 Pseudomonas otitidis nebo PAM-1 Pseudomonas
alcaligenes. MBL naseho izolatu je jednou ze dvou novych
variant PAM (PAM-2 a PAM-3), které byly popsany pii
analyze MBL tii japonskych klinickych vzorkd P. tohonis
[6]. Na zaklad¢ vlastnosti byly varianty PAM zatfazeny
do vyse popsané podskupiny B3 MBL. Nové varianty PAM
(PAM-2 a PAM-3) jsou z B3 podskupiny sekvenacné nejvice
podobné PAM-1 P. alcaligenes. Tyto enzymy jsou schopné
hydrolyzovat Siroké spektrum beta-laktamovych antibiotik,
vcetné karbapenemu. Efektivné hydrolyzuji beta-laktamy
(ampicilin, piperacilin), n¢které cefalosporiny (ceftazidim,
cefotaxim) a karbapenemy (meropenem). Hydrolyticka
aktivita vii¢i cefepimu a imipenemu je nizsi, enzymy jsou
také mén¢ inhibovany EDTA [6].

U izolatu P. tohonis se bohuzel nepodafilo ziskat vice
podrobnosti o pacientovi. Tento ¢lanek proto popisuje
jen detekci relativné nového environmentalniho druhu

420



INFORMACE Z NRL A ODBORNYCH PRACOVIST szU

pseudomonady zachycené v klinickém humannim materialu.
V zivotnim prostiedi byl tento druh izolovan z rhizosféry
(puda v bezprostrednim okoli kofenti) ptesli¢niku. Aplikace
tohoto druhu bakterie u¢inné chrani nékteré rostliny (pteslic-
nik, podzemnice olejna a rajcata) pred infekci zptisobenou
Ralstonia solanacearum [7]. Popisovana MBL PAM-2
je druhové specifickd, korektni identifikace druhu by tak
meéla postacovat k urCeni této inherentné ptitomné MBL.
Spravnou druhovou identifikaci ale v soucasnosti MALDI-
TOF MS neumoziiuje. Identifikace je mozna pouze pomoci
sekvenace (WGS nebo parcialni 16S rDNA sekvenace)
nebo dle biochemickych markerti popsanych vyse. MIC
meropenemu je popisovana v Sirokém rozmezi, testovani
citlivosti je tak jednoznacné primarnim zdrojem informaci
o aktivité¢ enzymu.

Dodatek: V lednu 2025 byl osekvenovan dalsi nejasny
vzorek Pseudomonas sp. pochazejici z ostravské laboratote,
ktery byl do NRL ATB zaslan béhem 1éta ze stéru od 77le-
tého muze s diagndzou ,,vied dolni koncetiny“. Pomoci
analyz WGS dat byl kmen identifikovan opét jako P. fohonis
se stejnou vybavou gend rezistence jako byl prvni vzorek.
Vzorky se ale lisi citlivosti k meropenemu, u druhého vzorku
byla stanovena MIC jen 1 mg/l.
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