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1. SOUHRN

Cilem prace bylo definovat populaci baktérii rodu Acinetobacter izolovanych na Kli-
nice popdleninové mediciny (KPM) Fakultni nemocnice Krilovské Vinohrady (FNKV) s oh-
ledem na druhovou identitu, citlivost na antibiotika, klinicky vyznam a epidemiologické sou-
vislosti.

Prospektivni sbér probihal od 1. 2. do 15. 12. 2018; studovany byly navic izoléty za-
chycené pti epidemické epizodé v roce 2012. Druhova identifikace byla zalozena na MALDI-
TOF MS s identifika¢ni databdzi zahrnujici vSechny druhy rodu, prikazu genu specifického
pro A. baumannii a metabolické profilaci. Pro epidemiologickou genotypizaci byla vyuZita
multiplexovd PCR a makrorestrik¢éni analyza. Konvenéni vysetieni citlivosti bylo doplnéno o
prikaz gentl rezistence. Price byly realizovany na Ustavu laboratorni diagnostiky FNKV a
v Laboratofi bakteridlni genetiky ve Statnim zdravotnim udstavu.

V roce 2018 bylo izolovano 52 acinetobakterd, tj. 2,56 % z celkového poctu izolova-
nych mikroorganizmt a 10 % z gramnegativnich bakterii. Tyto izolaty byly zatazeny do A.
pittii (15 izolat), A. baumannii (11), A. Iwoffii (9), A. ursingii (6), A. courvalinii (3) a A. junii
(2); po jednom izol4tu zahrnovaly A. haemolyticus, A. indicus, A. radioresistens, A. schindle-
ri, A. seifertii a A. towneri. Kauzdlni role acinetobakterti na manifestni infekci ani jejich epi-
demické Siteni na KPM nebyly prokdzany. Vyjma tii extenzivné rezistentnich (XDR) a dvou
multirezistentnich (MDR) A. baumannii, byly vSechny izolaty dobfe citlivé na antibiotika.
XDR izolaty nesly geny pro karbapenemdzu OXA-23 a metyldzu ArmA a patfily ke globdl-
nimu epidemickému klonu ECIIL. Epidemickou epizodu z roku 2012 zptsobil MDR kmen A.
baumannii introdukovany na KPM repatriovanym pacientem, ktery posléze infikoval dalSich
Sest pacient.

Lze shrnout, Ze i navzdory relativné nizkému vyskytu na KPM v roce 2018 ptedstavuji
bakterie rodu Acinetobacter riziko pro hospitalizované pacienty s popéleninami, jak dokldda

vyskyt XDR kment i epidemicka epizoda v roce 2012.



2. UVOD

Infekce postiZenych tkani jsou zdvaznou piekazkou brénici v zotaveni pacientil s po-
paleninami, jeZ se podileji az 75 % na jejich imrti. Poskozeni funkce ktiZze jako ochranné ba-
riéry a naruSeni humordlni a bunéné imunity vede k rychlé kolonizaci mikroorganizmy. In-
vazivni diagnostické a 1écebné vykony vcetné postupli umoZziujici pienos mikrobtl z gastroin-
testindlniho traktu pfispivaji ke zvySovani incidence infekci u pacientii s popdleninovym
traumatem.

Té&Zce popaleného pacienta ¢ekd kazdodenni konfrontace s fadou mikrobialnich pato-
genu. Historicky ptivodné nejobdvanéjsi a nejCastéjsi Staphylococcus aureus pozdéji doplnily
gramnegativni bakterie, které dnes predstavuji hlavni hrozbu pro pacienty. Vyznamnou roli v
infekcich popélenych pacienti maji dnes gramnegativni bakterie rodu Acinetobacter, zejména
pak druh Acinetobacter baumannii. Tyto mikroorganizmy byly jesté v 70. letech minulého
stoleti povazovéany za soucdst neSkodné komenzalni fléry. V 80. letech se vSak jejich 1ékarsky
vyznam meéni a acinetobaktery se postupné stavaji jednémi z nejvyznamnéjSich ptivodcl ne-
mocnic¢nich infekci. VdECEi za to predevsim své schopnosti vyvijet rezistenci ke vSem klinicky
vyuzitelnym antibiotikiim a pfeZivat i §ifit se v nemocni¢nim prostredi. ObtiZe s 1é€bou infek-
ci vyvolanych multirezistentnimi kmeny a absence moznych 1é¢ebnych alternativ dnes fadi
acinetobaktery mezi nejproblemati¢téjsi mikroby ve smyslu obav ze selhdni konvencni antibi-
otické terapie (WHO 2017).

Tato atestacni prace je soucdsti dlouhodobého zaméteni spolufeSitelského pracoviste,
Laboratofe bakteridlni genetiky (Statni zdravotni Ustav v Praze), na problematiku rodu Acine-
tobacter. Ta se jiz pocatkem 90. let zacCala systematicky vénovat identifikaci a epidemiologic-
ké typizaci multirezistentnich nemocni¢nich kment acinetobaktert. Prvotnim impulzem pro
toto téma piitom byly zdvazné infekéni komplikace u détského pacienta hospitalizovaného na
Klinice popdleninové mediciny (KPM) Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV),
z jehoz krve byl izolovan kmen A. baumannii rezistentni ke vétSiné tehdy pouzivanych antibi-
otik (Nemec 2004).

PtedloZend prace se vénuje dosud nedostatecné prostudované otdzce ohledn€ vyznamu
bakterii rodu Acinetobacter u popéleninovych pacientil. Jejim cilem bylo definovat populaci
baktérii rodu Acinetobacter izolovanych béhem roku 2018 od pacientl hospitalizovanych na
KPM FNKV s ohledem na jejich druhovou identitu, citlivost na antibiotika a pfislusnost
k hlavnim epidemickym klontim A. baumannii. Dale pak posoudit klinicky vyznam zachyce-

nych izoléth a jejich ptipadnou epidemiologickou souvislost.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Rod Acinetobacter

3.1.1. Vlastnosti a vyskyt

Rod Acinetobacter zahrnuje striktné aerobni, gramnegativni bakterie s negativnim tes-
tem na cytochromoxiddzu C, které nemaji biciky a jsou v konvencnich laboratornich testech
nepohyblivé. V mikroskopickych preparitech piipravenych z agarovych kultur maji obvykle
vzhled jednotlivych nebo ve dvojice spojenych kokobacilil, které Casto obklopuje pouzdro.
Rostou na béZnych agarovych pidach, kde tvoii symetrické, hladké a neprithledné kolonie.
Kolonie n¢kterych kmenii na krevnim agaru obklopuje zéna tplné hemolyzy. Sacharolyticka
aktivita acinetobakterti je nizkd, nebot’ pouze nékteré kmeny Stépi pentdézy nebo hexdzy
(Murray, 1999; Votava et al., 2003).

Acinetobaktery se béZn¢ vyskytuji v riznych ptirodnich ekosystémech (Baumann et
al., 1968; Krizova et al., 2015; Yoon et al., 2014) a lze je izolovat z klize a sliznic zdravych lidi
(Buxton et al., 1978). Vyznamn¢ se uplatiiuji se jako ptivodci nozokomidlnich infekci u hospi-
talizovanych pacientli, zvlasté osob v intenzivni 1é¢ebné péci. Vyznacuji se pozoruhodnou
schopnosti kolonizovat rizné povrchy a oproti jinym gramnegativnim bakteriim jsou znacné
odolné vuci vysychani (Jawad et al., 1998). U nékterych lékatsky vyznamnych druht byly
identifikovany geny, které se uplatiiuji pti adherenci, kolonizaci, tvorbé biofilmu, vazb¢ Zele-

za, cytotoxicité nebo koagulaci lidské plazmy (Wong et al., 2017).

3.1.2. Taxonomie a identifikace

Spolu s rody Moraxella a Psychrobacter patii rod Acinetobacter do celedi Moraxella-
cae, ndlezejici do tiidy Gammaproteobacteria (Rossau et al., 1991).

Klasifikaci rodu Acinetobacter na druhové trovni iniciovala studie Bouveta a Grimon-
ta (Bouvet a Grimont, 1986), na niZ navazaly dalSi prace zaloZené na robustnich a citlivych
postupech taxonomické analyzy. Rod Acinetobacter k dneSnimu datu zahrnuje 60 platné pu-
blikovanych druhovych jmen vcetné ¢tyf parti synonym a fadu provizornich taxont, které
¢ekaji na presnou taxonomickou charakterizaci a pfipadné nomenklaturni ndvrhy
(http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf). Rod obsahuje nékolik fylogeneticky a taxono-
micky zteteln¢ oddélenych uskupeni (Touchon et al., 2014), z nichZ jednim je komplex Acine-
tobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (ACB). Tento komplex zahrnuje Sest druht:

A. baumannii, ktery je klinicko-epidemiologicky nejvyznamné&jsi druh rodu, Acinetobacter



pittii, jenz je nejcastéji izolovanym druhem u ambulantnich pacientl a pacientli v nemocni-
cich, kde nedominuji MDR epidemické klony A. baumannii (A. Nemec, osobni sdéleni), déle
z lidi ptileZitostné izolované Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter seifertii a Acineto-
bacter dijkshoorniae a nakonec primarn¢ pudni druh A. calcoaceticus (Cosgaya et al., 2016;
Nemec et al., 2011, 2015).

Pro druhovou identifikaci se vyuZziva Sirokd Skdla fenotypovych a genotypovych metod.
Vétsinu z t€chto metod nicméné omezuje nedostatecnd schopnost rozlisit fylogeneticky pfi-
buzné druhy. Zlatym standardem se diky technologickému pokroku poslednich let stavd po-
rovnani celogenomovych sekvenci bakteridlnich izolatl (Touchon et al., 2014), byt’ tato me-
toda se zatim pouZziva predevsim pro vyzkumné a referencni cile. V soucasnosti je standardem
pro rutinni rodovou a druhovou identifikaci metoda zaloZend na hmotnostni spektrometrii
(MS, Mass Spectrometry) typu MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-Of-Flight). Princip identifikace MALDI-TOF MS spoc¢ivd v porovnani naméfenych
celobunécnych hmotnostnich spekter s identifikacni databazi, kterd obsahuje referencni spek-
tra pro znamé druhy bakterii (Freiwald a Sauer 2009). Molekularné genetické metody pouZzi-

vané piedevsim pro epidemiologické ucely budou probrany v ptislusSnych kapitolach.

3.1.3. Lékarsky vyznam

S pouzivanim Sirokospektrych antibiotik a srozvojem intenzivni nemocnicni péce
v poslednich desetiletich doslo k postupnému zvySovani vyznamu acinetobakterti jakoZto pu-
vodcti nozokomidlnich infekci. Je to ddno hospitalizaci pacientii se zdkladnim zdvazZnym
onemocnénim ¢i oslabenou imunitou umisténych na jednotkach intenzivni péce. Bakterie rodu
Acinetobacter vyvolavaji pneumonie, které mivaji téZky prub¢h spojeny s vysokou smrtnosti.
Dale se uplatiiuji jako vyvolavatelé sepsi, infekci mocového traktu, meningitid, endokarditid,
infekci ran a popalenych ploch, osteomyelitid a peritonitid. Mimo nemocnici se jako etiolo-
gickd agens uplatiiuji ojedinéle. Ke vzniku komunitnich infekci (pfedevSim pneumonie), do-
chdzi vesmés u osob s rizikovymi faktory (napf. koufeni, alkoholismus, chronicka obstruk¢ni
plicni nemoc nebo diabetes mellitus), u nichZ prognéza onemocnéni byva fatdlni (Dijkshoorn
et al., 2007).

Lékatsky nejvyznamnéjs$i A. baumannii zahrnuje ptevaznou vétSinu multirezistentnich
(MDR) a epidemickych kment. Klicovou vlastnosti A. baumannii je schopnost efektivné vy-
vijet a integrovat rezistenci ke vSem 1é¢ebn¢ vyuzitelnym antibiotikim. Americky Narodni

institut pro alergie a infekéni nemoci (NIAID, National Institute of Allergy and Infectious



Diseases) jej v roce 2008 zatadil do skupiny ESKAPE, kterou tvoii baktérie Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeru-
ginosa a rod Enterobacter, tedy patogeny, které jsou ¢astymi piivodci nemocnic¢nich infekct,
jejichz 1é¢bu komplikuje rezistence téchto bakterii ke vétSiné pouZivanych antimikrobidlnich
preparatii (Rice et al., 2008). Svétova zdravotnickd organizace (WHO) pak v roce 2017 A.
baumannii uvedla jako druhy (po Mycobacterium tuberculosis) nejproblematictéjsi mikroor-

ganizmus ve smyslu selhdvani konven¢ni antimikrobni terapie a potfeby vyvoje novych anti-

mikrobnich latek (Tacconelli et al., 2018; WHO 2017).

3.1.4. Rezistence k antibiotikiim a epidemické klony

A. baumannii a dal$i druhy komplexu ACB jsou primarn¢ rezistentni k fadé antibiotik,
napf. k aminopeniciliniim, cefalosporintim I. a II. generace nebo chloramfenikolu (Seifert et
al., 1993). Karbapenemy, sulbaktam, aminoglykosidy, fluorochinolony, polymyxiny, doxy-
cyklin, protipseudomonddové cefalosporiny a tigecyklin jsou na tyto organizmy primarné
ucinné (Magiorakos et al., 2012), A. baumannii vSak muze ziskat rezistenci ke vSem témto
latkdm. Od pocatku milénia se zvySuje vyskyt izolatl rezistentnich ke karbapenemiim a obje-
vuji se 1 kmeny rezistentni ke kolistinu a tigecyklinu. Konven¢ni antibiotickd 1écba infekci
vyvolanych t€mito izolaty je tak obtizné feSitelnd (Nemec et al., 2008).

Epidemicky klon je fenotypové a genotypové relativné homogenni skupina bakteridl-
nich kment, které sdileji klondlni pivod a vyskytuji se v rizném cCase na riiznych mistech
(Dijkshoorn et al., 1996). Existenci epidemickych klonl u A. baumannii jako prvni doloZila
studie Dijkshoorn et al. (1996), v nizZ byly na zdkladé porovnani nemocni¢nich kment
z ruznych zemi severozdpadni Evropy definovany dvé MDR skupiny, jeZ se genotypové a
fenotypové odliSovaly od ostatnich pfevazné citlivych izolatl. Tyto skupiny, oznacené jako
evropské epidemické klony (EC) I a II, byly izolovany ve Velké Britanii, Holandsku, Belgii a
Diénsku (Dijkshoorn et al., 1996). Vyskyt ECI a ECII byl posléze zjistén i v Ceské republice
a v dalSich evropskych a mimoevropskych zemich (Nemec et al., 2004). Pro tyto klony je
charakteristické epidemické Siteni mezi hospitalizovanymi pacienty a vyssi kvalitativni rezis-
tence oproti sporadicky zachycenym izolatim A. baumannii. Nizozemskymi a francouzskymi
autory byl v roce 2004 popsén epidemicky MDR klon III, ktery byl zjistén zejména ve Spa-
nélsku a Francii (Van Dessel et al., 2004).

Ob¢ zminéné studie metodicky vychdzely pfedev§Sim z kombinace celogenomového

fingerprintingu AFLP a ribotypizace zaloZené na restrikénim polymorfizmu tsekiit DNA ne-
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soucich geny pro ribozomdlni RNA. Zavedeni metody multilokusové sekvencni typizace
(MLST) poté umoZznilo spolehlivou identifikaci epidemickych kloni. MLST je zaloZena na
porovndni sedmi provoznich gent, kdy kazdy izolét je charakterizovan alelickym profilem
(unikatni kombinaci genovych sekvenci) oznacenym jako sekven¢ni typ (ST). Metoda ma
vysoké rozliSeni a umozinuje mezilaboratorni sdileni tidaji, proto se stala zlatym standardem
pii populaéné-genetickych studiich (Maiden et al., 2013). Dvé¢ alternativni schémata pro typi-
zaci A. baumannii (Bartual et al., 2005; Diancourt et al., 2010) jsou integrovdna na webové
strince PubMLST (https://pub-mlst.org/abaumannii). Metodicky jednodussi postup, ktery
umoziuje identifikaci ECI a ECII, je metoda zaloZend na multiplexové PCR tii chromozo-
madlnich gena (Turton et al., 2007).

Studie zalozené na vySe jmenovanych metodidch umozZnily charakterizovat distribuci
epidemickych klonl v jednotlivych zemich. V 80. a 90. letech ptevazoval v evropskych ze-
mich klon ECI (Dijkshoorn et al., 1996; Nemec et al., 1999, 2004), zatimco po pielomu tisi-
cileti zacind dominovat klon ECII (Da Silva et al., 2007; Di Popolo et al., 2011; Nemec et al.,
2008)

3.1.5. Mechanizmy rezistence k antibiotikiim

Rezistenci acinetobakterti k antimikrobnim latkdm zplsobuji vSechny obecné mecha-
nizmy bakteridlni rezistence (Dijkshoorn et al., 2007). Jde o enzymatickou inaktivaci antibio-
tika (tabulka 1), zménu cilového mista, aktivni eflux nebo sniZeny influx. Tyto mechanizmy
se mohou vyskytovat v riznych kombinacich.

B-laktamazy jsou nejpocetn€jsi skupinou mechanizmu rezistence s vice nez 20 rizny-
mi enzymy zjiSténymi u A. baumannii (Dijkshoorn et al., 2007). Rezistenci k amino-
glykosidiim zpusobuje skupina modifikujicich enzymil. Za rezistenci k fluorochinoloniim
zodpovidaji bodové mutace v genech kddujicich topoizomerdzy, zatimco na rezistenci
k tetracyklinim se podileji specifické efluxové pumpy. VétSina gent kodujicich inaktivujici
enzymy nebo specifické pumpy je pfitomna pouze u nckterych kmenti rodu Acinetobacter,
byvaji obvykle soucdsti mobilnich nebo mobilizujicich genetickych elementi (plazmidy,
transpozony, integrony), coZ umoziuje jejich horizontdlni Siteni (Dijkshoorn et al., 2007;

Nemec et al., 2008).
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Tabulka 1. Mechanizmy enzymatické rezistence ke karbapenemtim a aminoglykosidiim u acinetobak-
terd.

Mechanizmus Skupinové zafazeni Pivod Typicky substrat
mechanizmu

Hydrolyza g-laktamu*

OXA-51 B-laktaméza tiidy D Vlastni Karbapenemy

OXA-23 B-laktaméza tiidy D Ziskana Karbapenemy
OXA-24/40 B-laktaméza tiidy D Ziskana Karbapenemy

OXA-58 B-laktaméza tiidy D Ziskana Karbapenemy
OXA-143 B-laktaméza tiidy D Ziskana Karbapenemy
OXA-235 B-laktaméza tfidy D Ziskana Karbapenemy

IMP Metalo-f-laktamaza Ziskani Karbapenemy

SIM Metalo-p-laktamaza Ziskana Karbapenemy

VIM Metalo-B-laktamaza Ziskana Karbapenemy

NDM Metalo-B-laktamaza Ziskana Karbapenemy
Modifikace aminoglykosidi

AAC(3)-Ia Acetyltransferdza Ziskana Gentamicin

AAC(3)-1Ia Acetyltransferdza Ziskana Gentamicin, tobramycin
AAC(67)-Ib Acetyltransferdza Ziskana Tobramycin, amikacin
APH(3")-1 Fosfotransferdza Ziskana Kanamycin

APH(3")-VI Fosfotransferaza Ziskana Kanamycin, amikacin
ANT(27)-Ia Nukleotidyltransferaza Ziskana Gentamicin, tobramycin
ANT(37)-Ia Nukleotidyltransferaza Ziskana Streptomycin

Modifikace zasahového mista
ArmA Metyldza 16S rRNA Ziskana Aminoglykosidy

* U vSech uvedenych mechanizmi rezistence k f-laktamtim existuje vice alelickyc variant.

Vyznamné jsou i mechanizmy rezistence, jejichZ geny jsou soucésti druhového geno-
mu a jsou umistény na chromozomu u vSech nebo vétSiny kmeni piislusného druhu (Dijk-
shoorn et al., 2007; Nemec et al., 2008). Exprese téchto geni byva nizk4, zvySuje se zpravidla
az v disledku genetickych zmén. Jde o geny kédujici B-laktamézu typu AmpC (ADC) nebo B-
laktamazu typu OXA-51, které jsou druhové specifické pro A. baumannii. ZvySeni exprese
téchto genti obvykle zptlisobuje integrace mobilni inzer¢ni sekvence ISAbal nesouci silny
promotor do jejich promotorové oblasti. Zatimco nadprodukce ADC vede k rezistenci
k cefalosporiniim 3. generace, OXA-51 se podili na sniZeni citlivosti ke karbapenemtm.

AdeABC je efluxovy systém kédovany tfemi chromozomadlnimi strukturnimi geny, k jehoZz
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nadprodukci dochdzi mutacemi v regulacnich genech. Tato nadprodukce vede ke snizené cit-

livosti k aminoglykosidiim, chinolonim, tetracyklinim a nékterym B-laktamtm.

3.2. Problematika popalenin
3.2.1. KiizZe a kozni mikroflora

Kuze je nejvetsim orgdnem lidského téla a tvofi jeho souvisly pokryv. U dospélého
lovéka zaujimd povrch 1,5-2 m? a vaZi mezi 6-10 kg, u novorozence piedstavuje plochu asi
0,2 m?. KiZe tvoii ochranny obal pro vnitini orgdny, zabrafiuje ztratim tekutin, zajidt'uje ter-
moregulaci, funguje jako ochranny mechanizmus proti mikrobidlni invazi, piisobi jako senzo-
ricky orgén, je rezervni orgdn a v neposledni fad¢ tvoii esteticky obal pro lidské télo (Koni-
gova et al., 2010).

Lidskou kiizi pfirozen¢ kolonizuje Sirokd Skdla mikrobii. Diky bakteridlni interferenci
zajistuje fada z nich odolnost vii¢i patogennim mikroorganizmim. Fyziologickou mikrobni
floéru rozd€lujeme na rezidentni a tranzientni. Rezidentni flora jsou bakterie, které trvale osi-
dluji kizi daného jedince. Oproti tomu tranzientni fléra je ziskdvana docasné, vétSinou béhem
kontaktu s jinymi osobami ¢i pobytem v kontaminovaném prostiedi. K typickym piedstavite-

lim fyziologické fléry patii rody Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Micro-

coccus, Neisseria, Peptococcus, Propionibacterium, Staphylococcus nebo Streptococcus

(Schommer et al., 2013).

3.2.2. Popaleninové trauma a osidlovani popalenych ploch

Poruseni integrity kozniho krytu vede k poruseni jeho funkce. Pfedev§im pak omezeni
role kiize jako mechanické bariéry umoZznuje vstup infekcnich organizmu. Pfi popéleni kize
dochdzi k poruSeni lokdlnimu a posléze se ptfidavaji i faktory celkové, jako je hypotermie,
ztrata tekutin, sniZeni objemu plazmatickych bilkovin nebo poruseni homeostidzy (Konigova
et al., 2010). Zejména rozvoj nespecifické a specifické imunosuprese vede ke zvysenému rizi-
ku rozsiteni infekce a sepse (Erol et al., 2004; Lipovy et al., 2012a, 2012b). Popaleniny se tak

Bezprosttedné po popdleninovém traumatu je plocha sterilni, bakterie patfici k béZné
kozni fléte vykazuji podobnou odolnost k tepelnému poskozeni jako kozni bunky. Primarné
sterilni plochy se ndsledn¢ rychle kontaminuji, posléze kolonizuji (béhem 3—4 dni). Pfi pie-
kroceni kritické hranice kolonizace hrozi vysoké riziko rozvoje infekce popalené plochy

(Church et al., 2006; Lipovy et al., 2010). Jako infekéni agens se mohou uplatnit bakterie,

13



kvasinky ¢i plisné, pro které prestavuje nekroticka kiize a podkozi vhodné kultivaéni medium.
Jako patogeny se muiZe uplatnit rezidentni fléra postizené osoby nebo mikroorganizmy ziska-
né z vné¢jSiho prostfedi. Béhem pobytu ve zdravotnickém zafizeni dochazi ke konverzi bakte-
ridlniho spektra; grampozitivni bakterie (pfedev§im endogenniho ptivodu) jsou postupné na-
hrazovany gramnegativnimi bakteriemi pfevazné exogenniho ptivodu (Erol et al., 2004; Re-

zaei et al., 2011; Lipovy et al., 2010)

3.2.3. Druh infekce popalené plochy dle kritérii American Burn Association

Greenhalgh et al. (2007) rozliSuje infekce popélenych ploch nasledovné:

Kolonizace kozZniho defektu: bakterie jsou na povrchu defektu v malém mnoZzstvi (<
10° bakterii/gram tkdné); nejsou znamky tkanové invaze.

Infekce koZniho defektu: bakterie jsou ptitomny ve vysoké koncentraci (> 10° bakte-
rii/gram tkdng€); nejsou zndmky tkanové invaze; nejsou pritomny systémové priznaky.

Invazivni infekce: bakterie jsou pfitomny v takovém mnoZstvi, Ze se §ifi nejen po po-
vrchu, ale také vertikdln¢ do hloubky, postihuji primarné nepopélenou tkan. Pfiznaky sepse
mohou a nemusi byt pfitomny.

Flegmona: bakterie jsou ptitomny ve vysoké koncentraci, prostupuji do hlubSich tka-
novych struktur. Je postizena okolni tkan, ktera se klinicky projevuje zarudnutim a induraci.
Znamky sepse jsou vzdy pfitomny.

Nekrotizujici infekce/fascitida: agresivni invaze, rychle se Sifici v podkoZzi a zptisobu-

jici nekrézy.
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4. CILE

Predlozend prace se na piikladu pacient hospitalizovanych na KPM FNKV vénuje
dosud malo prostudované problematice bakterii rodu Acinetobacter u osob s popdleninami.

Jeji cile byly:

. Urcit proporci izolatd rodu Acinetobacter ve vztahu k ostatnim mikroorganizmim
zachycenych od pacienti hospitalizovanych na KPM béhem mikrobiologického rutinniho

vySetfovani v roce 2018 (1. 2. = 15. 12. 2018).

° Definovat zachycené izolaty acinetobaktert s ohledem na jejich druhovou piisluSnost

a citlivost na antibiotika. Posoudit klinicky vyznam jejich zachytu.

o Urcit piislusnost MDR a XDR izolatt k hlavnim epidemickym klonlim A. baumannii a

identifikovat u nich epidemiologicky vyznamné mechanizmy rezistence.

. Provést retrospektivni mikrobiologicko-epidemiologickou analyzu izolath MDR A.
baumannii zachycenych u sedmi pacienti na KPM v obdobi od 10. 9. do 5. 10. 2012 s cilem
posoudit predpoklad, Ze Slo o monoklondlni epidemickou epizodu danou Sifenim kmene in-

trodukovaného na KPM repatriovanym pacientem.
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5. MATERIAL A METODIKA

5.1. Soubory bakterii

Prospektivni sbér bakteridlnich izolatti probihal v obdobi od 1. 2. 2018 do 15. 12. 2018
od pacientli hospitalizovanych na KPM FNKV. Tutu kliniku tvoii odd¢€leni JIP pro dosp€lé
pacienty (9 luzek); odd¢leni JIP pro détské pacienty (6 lizek), détské oddé€leni (15 luzek),
standardni oddéleni (21 lizek), ambulance pro dospélé a ambulance pro détské pacienty. Od
jednoho pacienta byl pouZzit jediny izoldt vyjma piipadd, kdy zachycené izolaty pattily
k jinym druhtim. Do price byly navic zahrnuty retrospektivni klinické izolaty zachycené

v souvislosti s pravdépodobnou epidemickou epizodou, ke které doSlo na KPM v roce 2012.

5.2. Odbér materialu

Vzorky byly rutinn€ odebirany v ramci screeningového vysetieni z nosu, krku a popa-
lenych ran, a to formou vytéra, stérti nebo otiskové metody. V ptipad¢ cilené klinické indika-

ce se rutinnim postupem vySetfoval i jiny materidl (napf. aspirat, sputum nebo moc).

5.2.1. Stéry a vytéry

Nejcastéji se pouzily transportni odbérové systémy (napi. Amies Charcoal, MED LAB
Trade). Provadél se vytér nebo stér popalené plochy, nosu ¢i krku vatovym tampdnem na ty-
¢ince, ktery byl néasledné zanotfen do transportni pidy. V laboratoifi byl materidl ockovan na
nasledujici kultivaéni média: krevni agar Columbia (s 5 % ové&ich erytrocytil), McConkey
agar, selektivni pida s 10% NaCl pro stafylokoky, URIselect (chromogenni kultivacni ptida
pro zachyt grampozitivnich i gramnegativnich mikrobii s barevnym odliSenim ristu) a Sa-
bouraudiiv agar. Jako pomnozZovaci medium byl pouZit masopeptonovy bujén (vSe BIO-

RAD).

5.2.2. Otiskova metoda

Tato metoda se pouZziva ke kvantifikaci mnoZstvi mikroorganismi na popélené plose,
kterd umoZznuje i ptipadné hodnoceni Gi¢innosti antibiotické terapie. Sterilni ¢tverec filtracniho
papiru (5 x 5 cm) pfiloZeny na krevni agar (obr. 1) byl poskytnut oddéleni, kde prob&hl odbér.
Papir byl pinzetou pfiloZen na ranu, zde byl ponechan 10 vtefin a poté pfenesen zpét na krevni

agar. V laboratofi byl sejmut a pfenesen na dalsi kultivaéni medium, zpravidla McConkey

16



Obr. 1. Otiskova metoda.

agar, a zde byl ponechdn opét 10 vtefin. Takto pfipravené plotny byly kultivovdny za stano-

venych podminek (viz kapitola 5.3.).

5.3. Kultivace

Naockované pudy byly inkubovany 18-24 hodin pfi teploté 35-37 °C v termostatu pfi
zvySené tenzi CO,. V piipad€ negativniho kultiva¢niho nélezu se inkubace u otiskové metody

prodlouZila na 48 hodin.

5.4. Identifikace mikroorganizmu

Jako prvni krok pro rodovou a druhovou identifikaci bakteridlnich izolétl byla pouZzita
metoda zaloZend na hmotnostni spektrometrii typu MALDI-TOF MS. Kmeny zatazené touto
metodou do rodu Acinetobacter byly dédle taxonomicky vySetfeny (viz kapitoly 5.4.2 a 5.4.3)

v Laboratofi bakteridlni genetiky (LBG) ve Stidtnim zdravotnim tstavu (SZ0).

54.1. MALDI-TOF MS

Principem metody je porovndni naméfenych celobunéénych hmotnostnich spekter s

identifikacni databdzi, kterd obsahuje referen¢ni spektra pro zndmé druhy bakterii (Freiwald a
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Sauer 2009). Pouzili jsme pfistrojové (Microflex LT) a programové (Flex Analysis 3.4, Bio-
Typer verze 3.1) vybaveni firmy Bruker Daltonics a postupovali podle instrukci vyrobce. Vy-
branou kolonii jsme nanesli na ocelovou analytickou desticku a prevrstvili 1 pl roztoku matri-
ce (saturovany roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové, Bruker Daltonics). Po zaschnuti
roztoku jsme destiCku umistili do komory analyzatoru Microflex LT a postupovali podle pro-
tokolu pro automatické métreni. Nameétrend spektra jsme porovnali s identifikacnimi maticemi
obsahujicimi referencni spektra pomoci programu BioTyper. PouZita byla firemni matice ver-
ze ¢. 7.0.0.0 doplnénd o spektra typovych kment druhii rodu Acinetobacter, které nejsou ve
firemni matici obsaZeny. Tato spektra byla vytvotfena ze sbirkovych typovych kment piislus-
nych druhil uloZenych ve sbirce LBG postupem doporuc¢enym vyrobcem. Identifikacni skére

ziskand pro studované izolaty jsme interpretovali pomoci kritérii doporu¢enymi vyrobcem.

5.4.2. Identifikace A. baumannii priukazem genu pro OXA-51

Metoda je zaloZend na faktu, ze A. baumannii nese chromozomadlni B-laktamézu typu
OXA-51 (Turton et al., 2007), kterd se nevyskytuje u jinych druhti. K prikazu genu pro OXA-
51 (blapxa-si) jsme pouzili konvenéni PCR s templdtovou DNA pfipravenou alkalickou 1yzi
bakteridlnich bun¢k a primery OXA-51F (5' TAATGCTTTGATCGGCCTTG 3') a OXA-51R
(5' TGGATTGCACTTCATCTTGG 3'). Vysledek PCR byl analyzovan konvenéni elektrofo-
retickou separaci pfi pouZiti jednosmérného konstantniho napéti. Postup ptipravy templatové
DNA, reak¢ni smési, program PCR s ndslednou elektroforetickou separaci a zdvérecnou vizu-
alizaci je podrobné popsdna v diplomové praci realizované na fesitelském pracovisti (Svando-

vd, 2018).

5.4.3. Metabolicka profilace

Jde o taxonomickou referen¢ni metodu pouZivanou v LBG pro fenotypovou charakte-
rizaci izolata acinetobaktert, kterd je zalozena na 44 in-house laboratornich, pfevazné asimi-
la¢nich testech (Krizova et al., 2015; https://apps.szu.cz/anemec/Phenotype.pdf). Metoda
umoznuje rozlisit nékteré fylogeneticky piibuzné druhy acinetobaktert, které nelze pomoci
MALDI-TOF MS spolehlivé odlisit. VySetteni vybranych izolat provedl pro dcely této prace
tym LBG.
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5.5. Stanoveni citlivosti k antibiotikum
5.5.1. Diskovy difuzni test

Je zaloZen na difuzi molekul antibiotika z diski v agarové pud¢ a ndsledné inhibici
rustu soucCasn¢ inokulované bakteridlni kultury. VySetfeni se realizovala v laboratofi ve
FNKYV a vychdzela z metodiky EUCAST (2019). Z dvacetihodinové bakteridlni kultury na-
rostlé na krevnim agaru (BIO-RAD) pii 30 °C jsme sterilni klickou odebrali dvé nebo tfi mor-
fologicky typické kolonie a piipravili z nich suspenzi ve 4,5 ml fyziologického roztoku odpo-
vidajici hodnoté 0,5 podle McFarlandovy zdkalové stupnice. Pfipravené plotny s Mueller-
Hintonovym agarem (BIO-RAD) jsme inokulovali sterilnim vatovym tampénem namoceném
v pfipravené suspenzi. Po nékolika minutach jsme pomoci dispenzoru (BIO-RAD) umistili na
plotny antibiotické disky (Oxoid, BIO-RAD). Plotny jsme inkubovali 20 h pfi 35 °C a vysled-
né inhibi¢ni z6ény zméfili posuvnym pravitkem. Jako kontrolni byly pouzity kmeny
Escherichia coli CCM 3954 a P. aeruginosa CCM 3955. PouZitd antibiotika a hrani¢ni kon-

centrace pro kvalitativni interpretaci citlivosti a rezistence uvadi tabulka 2.

Tabulka 2. Antibiotika pouzitd v diskovém difuznim testu.

Primér inhibi¢ni zény v mm

Antibiotikum Obsah antibiotika

[zkratka] v disku (ug) Citlivost Rezistence
Amikacin [AMI]* 30 >19 <17
Ampicilin/sulbaktam [AMS]¥ 10/10 >15 <11
Ciprofloxacin [CIP]} 5 >21 <15
Ceftazidim [CTZ]T 30 >18 <14
Doxycyklin [DOX]T 30 >13 <9
Gentamicin [GEN]* 10 >17 <17
Imipenem [IMI]¥ 10 >22 <18
Meropenem [MER]* 10 >21 <15
Netilmicin [NET]* 10 >16 <16
Ofloxacin [OFL]} 5 >16 <12
Piperacilin/tazobaktam [PPT]+ 100/10 >21 <17
Tobramycin [TOB]T 10 >15 <12
Trimethoprim/sulfamethoxazol [COT]*  1,25/23,75 >14 <11

* Zarazeni do kategorie citlivy, intermedidrné citlivy a rezistentni podle EUCAST (2019).

T Zatazeni do kategorie citlivy, intermedidrné citlivy a rezistentnf podle CLSI (2015).
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5.5.2. Mikrodiluéni metoda (kolistin)

Jde o referen¢ni metodu pro kolistin, a to z divodu jeho nedostatecné difuze v agaru a
tudiZ nespolehlivosti diskového testu. VySetfeni se provadélo v mikrotitracnich destickéch,
jejichz jamky obsahuji 100 pl Mueller-Hintonova bujénu (Oxoid) s dvojndsobné rostouci
koncentraci kolistinu (v rozmezi 0,125-16 mg/l). Kontrolni jamky bez kolistinu slouZi pro
kontrolu rastu. Pfi -20°C skladované desticky jsme temperovali pii laboratorni teploté a poté
oc¢kovali bakteridlni suspenzi. Desti¢ky se poté inkubovaly 20 h pfi 35 °C. Hodnotu MIC jsme
odecetli jako nejnizsi koncentraci antibiotika, pii které nedoslo k viditelnému riistu. Za citlivé

byly povazoviny kmeny s hodnotou MIC <2 mg/l (CLSI 2015).

5.6. Genotypizace
5.6.1. Identifikace epidemickych kloni ECI a ECII pomoci multiplexové PCR

Jde o metodu identifikace dvou hlavnich epidemickych klonti A. baumannii, ECI a
ECII (Turton et al., 2007). Tvoii ji dvé sestavy primert pro detekci tff chromozomalnich genti
(ompA, csuE a blapxa-s1), které jsou specifické pro alelické varianty téchto genti pro pfislusny
epidemicky klon (tabulka 3). PouZity metodicky postup je podrobné popsan v préci Svandové
(2018).

Tabulka 3. Primery pro detekci epidemickych kloni ECI a ECII pomoci multiplexové PCR.*

Klon Gen Sekvence (5' — 3") Orientace Amplikon Pozitivni kontrola
GATGGCGTAAATCGTGGTA  F 355 bp
ECI ompA A. baumannii ANC 4097
CAACTTTAGCGATTTCTGG R
csuE CAACTTTAGCGATTTCTGG F 702 bp
TACACCCGGGTTAATCGT R
GCGCTTCAAAATCTGATGTA F 559 bp
blapxa-si
GCGTATATTTTGTTTCCATTC R
GACCTTTCTTATCACAACGA F 343 bp
ECIl  ompA A. baumannii ANC 4355
CAACTTTAGCGATTTCTGG R
csuE GGCGAACATGACCTATTT F 580 bp
CTTCATGGCTCGTTGGTT R
bl CATCAAGGTCAAACTCAA F 162 bp
XA T AGCCTTTTTTCCCCATC R

* Podle Svandové (2018)
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5.6.2. Epidemiologicka genotypizace pomoci makrorestrikéni analyzy

Tato metoda je zalozend na porovnani elektroforetickych profili genomové DNA
vzniklych $tépenim restrikénimi endonukledzami, jez rozezndvaji maly pocet cilovych sek-
venci v bakteridlnim chromozomu. Vysledkem jsou restrikéni profily (tzv. pulzotypy), jez
jsou tvoreny malym poctem fragmenti DNA o vysoké molekulové hmotnosti (> 20 kb) a je-
jichZ podobnost odrazi genetickou piibuznost porovniavanych bakteridlnich izolatd. Metoda
zahrnuje piipravu intaktni genomové DNA v agar6zovych bloccich, jeji Stépeni restrikéni
endonukledzou Apal a separaci vzniklych fragmenti DNA pomoci elektroforézy v pulznim

elektrickém poli. Metoda byla provedena podle protokolu Svandové (2018).

5.6.3. Prikaz genu rezistence pomoci PCR

Izolaty A. baumannii rezistentni ke karbapenemim a aminoglykosidiim jsme vysetfili
na piitomnost v soucasnosti epidemiologicky nejvyznamnéjSich gena pro rezistenci k témto
skupindm antibiotik (Svandova 2018). Slo o gen kédujici metyldzu 16S rRNA typu ArmA
(armA) a gen pro karbapenemazu typu OXA-23 (blapxa-3). VySetteni jsme provedli pomoci
konvenéni (end-point) PCR podle postupu Svandové (2018) s primery a podminkami uvede-

nymi v tabulce 4.

Tabulka 4. Primery a podminky PCR pro detekci genti armA a blaoxa ..

Gen Sekvence primeru (5' — 3') Orientace Amplikon Annealing Pozitivni kontrola
(O] (kmen A. baumannii)
blaoxans GATCGGATTGGAGAACCAGA F 501 bp 33 NIPH 2522
ATTTCTGACCGCATTTCCAT R
armA AGGTTGTTTCCATTTCTGAG F 590 bp 44 ANC 5452
TCTCTTCCATTCCCTTCTCC R
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6. VYSLEDKY

6.1. Piehled mikroorganizmii izolovanych u popalenych pacienta

V obdobi od 1. 2. do 15. 12. 2018 bylo od 556 pacientl hospitalizovanych na KPM
FNKYV zachyceno celkem 2038 mikrobidlnich izolétt. Z nich 1471 (72 %) ptipadlo na gram-
pozitivni a 524 (26 %) na gramnegativni bakterie (obr. 2). Grampozitivni bakterie zahrnovaly
koaguldza negativni stafylokoky (n = 525; 36 %), S. aureus (n = 282; 19 %) vcetné osmi
kmeni MRSA (S. aureus rezistentni k meticilinu), Bacillus spp. (n = 154; 10%), Entero-
coccus spp. (n =102; 7 %) a B-hemolytické streptokoky (n = 57; 4 %) (obr. 3). Gramnegativ-
ni bakterie zahrnovaly Escherichia spp. (n = 91; 7 %), Enterobacter spp. (n = 67; 13 %),
Pseudomonas spp. (n = 67; 13 %), Klebsiella spp. (n = 65; 12 %), Acinetobacter spp. (n = 52;
10 %) a ostatni taxony (n = 182, 35 %) (obr. 4).

2038

1471 m Pozitivni zdchyt bakteri{
B Grampozitivni bakterie

524 Gramnegativni bakterie

m Kvasinky
43
-
Pozitivni zachyt Grampozitivn{ Gramnegativn{ Kvasinky
bakterif bakterie bakterie

Obr. 2. Pocty izolatt z KPM podle piislu$nosti do hlavnich skupin mikroorganizmi.

525
351
282
154
102
P o

Koaguldza Ostatni Staphylococcus Bacillus Enterococcus B hemolytické
negativni grampozitivn{ aureus (vcetné streptokoky
stafylokoky MRSA)

Obr. 3. Identifikace 1471 grampozitivnich izol4ti z KPM.
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ﬂ Daaia

Ostatni Escherichia Enterobacter Klebsiella Pseudomonas Acinetobacter
gramnegativn{
baktérie

Obr. 4. Identifikace 524 gramnegativnich izolati z KPM.

6.2. Analyza izolati Acinetobacter spp.
6.2.1. Epidemiologické adaje

Epidemiologické udaje o 52 izolatech rodu Acinetobacter zachycenych od 1. 2. do 15.
12. 2018 shrnuje tabulka 5. Z nich bylo 48 z popalenych ran ¢i ploch a Ctyfi z nosni sliznice.
Primérny vek pacientli v souboru byl 30,3 let (0—89 let) a priimérny rozsah popalené plochy
byl 11,7 % (1-50 %) z celkového teélesného povrchu pacienta. Primérnd délka hospitalizace
Cinila 25,6 dnii (1-140 dnil); tento udaj je vztazen ke dni 15. 12. 2018, kdy nebyla hospitali-

zace dvou pacientl jeSté ukoncena.

6.2.2. Druhova identifikace

Vysledky druhové identifikace jednotlivych izolati uvadi tabulka 6. Identifikace byla
priméarné zaloZzena na MALDI-TOF MS s rozsifenou identifikacni databazi pro rod Acineto-
bacter (kapitola 5.4.1), kterou v ptipadé¢ omezené spolehlivosti dosazené identifikace MAL-
DI-TOF MS (interpretace vysledku jind nez ,,vysoce pravdépodobnd‘ nebo ,,pravdépodobna*
druhova identifikace a ,,druhova konzistence*) doplnily dal$i metody. U komplexu ACB $lo o
prikkaz genu pro OXA-51 (kapitola 5.4.2), jehoZ pfitomnost je specifickd pro A. baumannii, u
druhii ndlezejicich do tzv. hemolytické fyloskupiny (Acinetobacter courvalinii, Acinetobacter
haemolyticus a Acinetobacter junii) a Acinetobacter indicus o metabolickou profilaci (kapito-

la 5.4.3). Vysledky téchto konfirmacnich metod ve vSech piipadech potvrdily identifikaci
navrZzenou MALDI-TOF MS v prvni volb¢ (tabulka 6).
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Tabulka 5. Epidemiologické udaje o studovanych izolatech rodu Acinetobacter.

Izolat ¢.*  LBG ¢. Pohlavi/Vék Stupen Pocet dnii Material Oddéleni Datum
popaleni hospitalizace odbéru
1 ANC 5801 F/1 15 %, Ila 26 Vytér rany POPDEO 5.2.2018
2 ANC 5802  M/32 9 %, 111 33 Otisk POP1 7.2.2018
3 ANC 5803  F/3 1 %, lla 1 Vytér rany PODJIP 7.2.2018
4 ANC 5807  F2 11,5 %, lla—IIb 13 Otisk POPDEO 16.2.2018
5 ANC 5814  M/24 4 %, I 14 Vytér rany POP1 14.2.2018
6 ANC 5816  F/1 7 %, 1-1la 2 Vytér rany PODIJIP 5.3.2018
7 ANC 5817  F/80 6 %, Ib—I1I 41 Vytér rany POP1 9.3.2018
8 ANC 5827  M/42 2 %, II-111 34 Otisk POP1 20.3.2018
9 ANC 5832  M/63 5 %, Ila—IIb 27 Vytér rany POPJIP 24.3.2018
10 ANC 5834  M/41 15 %, II-111 54 Vytér rany POPJIP 1.4.2018
11 ANC 5836  M/1 15 %, la 17 Otisk PODJIP 11.4.2018
12 ANC 5837  F/84 2 %, 11 53 Otisk POP1 16.4.2018
13 ANC 5846  M/1 3 %, 11 4 Vytér rany PODJIP 23.4.2018
14 ANC 5847  M/1 1 %, 11 12 Vytér rany PODIJIP 25.4.2018
15 ANC 5848  F/35 10 %, TIb-11I 24 Vytér rany POP1 24.4.2018
16 ANC 5851 M/73 15 %, ITb-111 23 Otisk POPJIP 3.5.2018
17 ANC 5866  M/45 50 %, 11 140 Vytér rany POP1 3.5.2018
18 ANC 5871 F/1 12 %, 11 7 Vytér rany PODIJIP 18.5.2018
19 ANC 5876  F/89 12 % IIb-II1 56 Vytér rany POPJIP 1.6.2018
20 ANC 5887  M/32 10 %, IIb— 111 22 Vytér rany POP1 12.6.2018
21 ANC 5895  M/4 20 %, Tb-I1I 26 Vytér rany PODJIP 20.6.2018
22 ANC 5910  M/60 30 %, Ib-111 68 Otisk POPJIP 29.6.2018
23 ANC 5911 M/73 7 %, Ib-I1 23 Vytér rany POP1 4.7.2018
24 ANC 5912  F/1 20 %, Ila—b 12 Vytér rany PODIJIP 6.7.2018
25 ANC 5933  M/72 2 %, Ib-I1I 58 Vytér rany POP1 11.7.2018
26 ANC 5939  F/50 18 %, ITb-111 12 Otisk POPJIP 31.7.2018
27 ANC 5946  F/50 4 %, b 23 Vytér rany POP1 6.8.2018
28 ANC 5948  M/65 10 %, 1 1 Vytér nosu POP1 7.8.2018
29 (A) ANC 5958  M/63 31 %, Tb-11I 68 Vytér rany ARO/JTP 26.8.2018
30 ANC 5965 M/1 1 %, Ila 5 Vytér nosu POPDEO 2.9.2018
31 ANC 5985  M/33 10 %, lla-b 17 Vytér rany POPJIP 9.9.2018
32 ANC 5991 F/9 4 %, 1b— 111 21 Vytér rany POPDEO 12.9.2018
33 ANC 5992  M/1 5%, 11 5 Vytér rany POPDEO 13.9.2018
34 (A) ANC 5993  M/63 31 %, Ib-111 68 Otisk POPJIP 12.9.2018
35 ANC 5996  M/31 41 %, IIb-II1 Trvd Otisk POPJIP 16.9.2018
36 ANC 5999  M/46 3 %, IIb-1I1 18 Vytér rany POP1 29.9.2018
37 ANC 6000  F/1 6 %, I-1la 2 Vytér rany POPDEO 3.10.2018
38 ANC 6001 M/81 2 %, 111 21 Vytér rany POP1 2.10.2018
39 ANC 6003  F/0 1 %, lla 1 Vytér rany POPDEO 5.10.2018
40 ANC 6004  M/1 16 %, Ila 8 Vytér rany PODIJIP 9.10.2018
41 ANC 6005  F/1 6 %, 1la 7 Vytér nosu PODJIP 10. 10. 2018
42 ANC 6016  F/58 45 %, IIb-111 41 Vytér rany POPJIP 18. 10. 2018
43 ANC 6023  F/1 5 %, 1la 9 Vytér rany POPDEO 29.10.2018
44 ANC 6024  M/1 4 %, la 8 Vytér nosu POPDEO 30. 10. 2018
45 ANC 6025  F/1 12 %, 11 19 Vytér rany PODJIP 4.11.2018
46 ANC 6027  M/33 14 %, ITb-111 Trva Vytér rany POPJIP 8.11.2018
47 ANC 6030  M/1 3 %, 11 1 Vytér rany POPDEO 8.11.2018
48 ANC 6031 M/1 6 %, I1 10 Vytér rany POPDEO 11.11. 2018
49 ANC 6032  M/61 22 %, 11 21x Vytér rany POPJIP 17.11.2018
50 (B) ANC 6048  M/1 10 %, Ila 8 Vytér rany PODIJIP 2.12.2018
51 ANC 6049  M/31 6 %, 11 5 Vytér rany POP1 30.11.2018
52 (B) ANC 6051 M/1 10 % 1la 8 Otisk PODIJIP 5.12.2018

* Izoldty od téhoZ pacienta jsou oznaceny shodnym pismenem.

F %, Rozsah popdlené plochy; I, postizeni epidermis; Ila, postiZeni epidermis a povrchové ¢asti dermis; IIb, postiZeni zasahuje do retikuldrni
vrstvy dermis; III, ireverzibilni poskozeni dermis a epidermis, zniceni kapilarni sit¢ dermis; IV, kromé& kiuize zasaZeny i hlubs{ struktury
(Konigova et al., 2010).

1 POPDEO, détské standardni lizkové oddéleni KPM; POPI, standardni lizkové oddéleni KPM; PODIJIP, détska jednotka intenzivni péce
KPM; POPIJIP, jednotka intenzivni péce KPM; ARO/JIP, anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni FNKV.

x Pacient zemfel.
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Tabulka 6. Genotypové a fenotypové vlastnosti studovanych izoléti rodu Acinetobacter.

Izolat LBG Species Identifikace Skére Metabolicka Gen pro Epide- Primér inhibi¢ni zény v difuznim diskovém testu (mm)
[ ¢, MALDI-TOF MALDI- profilace OXA-51 micky
MS TOF MS klon

AMI ASM CIP CTZ DOX GEN IMI MER NET OFL PTZ TOB COT
1 ANC 5801 A. pirtii A. pittii 2.6 (B) - 23 27 30 22 27 22 28 20 24 25 21 22 22
2 ANC 5802 A. seifertii A. seifertii 2.5(B) - 23 24 27 18 24 22 30 25 24 22 10 22 23
3 ANC 5803 A. pirtii A. pittii 2.5(B) - 23 29 31 20 29 23 31 29 24 31 20 22 30
4 ANC 5807 A. pittii A. pittii 2.4 (B) - 23 27 28 23 22 23 31 30 23 27 21 22 24
5 ANC 5814 A. Iwoffii A. lwoffii 22 (A) 27 33 23 30 31 25 32 34 20 30 24 25 30
6 ANC 5816 A. pittii A. pittii 2.5(B) - 23 29 31 20 31 21 32 30 23 27 19 21 30
7 ANC 5817 A. pittii A. pittii 2.5(B) - 23 29 29 25 30 22 33 29 25 28 18 21 20
8 ANC 5827 A. indicus A. indicus 24 (B) A. indicus 23 29 25 23 30 23 35 34 20 30 22 22 30
9 ANC 5832  A. Iwoffii A. lwoffii 23 (A) >30 >30 33 >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30 22 >30 >30
10 ANC 5834 A. pittii A. pittii 2.4 (B) - 20 29 27 24 29 20 31 29 20 30 18 24 21
11 ANC 5836 A. junii A. junii 2.3 (B) A. junii 29 >30 30 >30 29 29 >30 >30 29 30 30 27 >30
12 ANC 5837 A. baumannii A. baumannii 2.5(B) + 21 33 34 30 25 23 31 31 24 29 27 21 20
13 ANC 5846 A. pittii A. pittii 2.4 (B) - 24 29 30 22 20 22 27 20 24 29 20 22 20
14 ANC 5847 A. baumannii A. baumannii 2.5 (B) + ECI 0 0 0 0 7 0 7 7 0 0 0 0 0
15 ANC 5848 A. ursingii A. ursingii 2.1(A) 28 32 31 19 14 27 33 30 28 24 20 25 0
16 ANC 5851 A. baumannii A. baumannii 2.4 (B) + ECI 21 11 13 7 0 8 24 23 10 11 10 21 0
17 ANC 5866 A. baumannii A. baumannii 2.4 (B) + 22 27 20 23 23 21 29 28 22 25 20 20 24
18 ANC 5871 A. pittii A. pittii 2.6 (B) - 24 27 29 21 25 23 30 27 24 28 19 21 20
19 ANC 5876  A. lwoffii A. lwoffii 2.1(A) 27 33 25 20 25 20 32 30 27 28 23 20 30
20 ANC 5887 A. lwoffii A. lwoffii 2.0 (A) 24 29 20 21 30 23 29 30 25 28 25 23 32
21 ANC 5895 A. Iwoffii A. lwoffii 22 (A) 200 >30 30 >30 29 24 >30 >30 25 20 30 24 >30
22 ANC 5910 A. radioresistens  A. radioresistens 2.2 (A) 25 28 30 27 29 24 31 33 20 28 21 23 30
23 ANC 5911 A. pittii A. pittii 2.1(A) - 25 28 30 23 29 23 31 29 24 28 10 23 28
24 ANC 5912 A. Iwoffii A. lwoffii 2.1(A) >30 >30 28 >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30 22 >30 >30
25 ANC 5933 A. baumannii A. baumannii 2.6 (B) + ECII-like 22 0 0 0 0 17 7 7 15 0 0 20 0
26 ANC 5939 A. baumannii A. baumannii 2.6 (B) + ECI 0 12 0 0 0 0 8 8 0 7 0 0 0
27 ANC 5946 A. pittii A. pittii 2.4 (A) - 20 30 30 23 29 24 33 29 25 27 18 23 23
28 ANC 5948 A. Iwoffii A. lwoffii 22 (A) 25 >30 20 >30 28 22 >30 >30 24 20 20 23 >30
29 (A) ANC 5958 A. courvalinii A. courvalinii 2.3 (B) A. courvalinii 22 30 25 23 23 21 27 25 23 20 21 19 22
30 ANC 5965 A. Iwoffii A. lwoffii 22 (A) 23 27 32 21 20 19 28 20 21 23 27 20 27
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Tabulka 6. Genotypové a fenotypové vlastnosti studovanych izolatli rodu Acinetobacter — pokracovani.

Izolat LBG Species Identifikace Skore Metabolicka Gen pro Epide- Pramér inhibi¢ni zény v difuznim diskovém testu (mm)f
[V &, MALDI-TOF MALDI- profilace OXA-51 micky
MS TOF MS klon

AMI ASM CIP CTZ DOX GEN IMI MER NET OFL PTZ TOB COT
31 ANC 5985 A. schindleri A. schindleri 2.0 (A) 22 27 39 18 22 21 27 25 21 20 33 19 0
32 ANC 5991 A. courvalinii A. courvalinii 24 (B) A. courvalinii 22 31 28 23 23 21 29 28 20 20 20 18 24
33 ANC 5992 A. baumannii A. baumannii 2.5(B) + 21 27 29 23 20 20 28 28 21 25 19 19 22
34 (A) ANC 5993 A. lwoffii A. woffii 2.1 (A) 18 10 28 14 22 19 22 22 18 20 22 19 0
35 ANC 5996 A. baumannii A. baumannii 24 (B) + 24 24 30 22 27 23 29 28 23 20 21 21 28
36 ANC 5999 A. pirttii A. pittii 2.0 (A) - 25 25 29 20 24 23 32 20 24 25 21 22 23
37 ANC 6000 A. pirtii A. pittii 2.5(A) - 25 27 29 23 20 22 28 28 24 20 18 23 29
38 ANC 6001 A. junii A. junii 2.3 (B) A. junii 27 >30 29 >30 24 20 >30 >30 24 20 20 24 >30
39 ANC 6003 A. baumannii A. baumannii 2.5(B) + 22 27 30 24 20 19 27 27 21 20 24 20 21
40 ANC 6004 A. pirtii A. pittii 2.5(B) - 24 28 28 23 27 22 28 28 23 25 23 23 29
41 ANC 6005 A. ursingii A. ursingii 2.3 (A) 20 20 30 18 27 20 27 28 29 25 23 24 28
42 ANC 6016 A. ursingii A. ursingii 2.0 (A) 29 >30 27 >30 27 25 >30 >30 29 23 27 27 >30
43 ANC 6023  A. ursingii A. ursingii 2.5(A) 28 30 30 22 27 24 >30 >30 25 24 20 20 >30
44 ANC 6024  A. pittii A. pittii 2.5(B) - 22 28 30 20 30 22 33 31 25 27 20 21 25
45 ANC 6025 A. rowneri A. towneri 22 (A) A. towneri 17 25 30 23 32 20 24 20 21 17 30 20 20
46 ANC 6027 A. haemolyticus A. haemolyticus 2.5 (B) A. haemolyticus 17 30 20 23 21 21 32 29 13 27 24 14 23
47 ANC 6030 A. ursingii A. ursingii 2.5(A) 27 33 25 23 28 0 20 20 10 23 22 10 0
48 ANC 6031 A. baumannii A. baumannii 2.5(B) + ECII 0 0 7 0 0 0 8 8 0 0 7 0 0
49 ANC 6032 A. courvalinii A. courvalinii 2.5(B) A. courvalinii 25 28 29 22 27 23 31 28 24 28 24 22 27
50 (B) ANC 6048 A. ursingii A. ursingii 23 (A) 27 24 30 19 24 25 20 27 28 25 21 20 25
51 ANC 6049 A. baumannii A. baumannii 24 (B) + 20 29 31 20 28 21 28 27 22 20 23 19 24
52 (B) ANC 6051 A. pittii A. pittii 2.6 (B) - 22 27 27 24 28 22 29 28 24 27 23 22 20

* Jzolaty od téhoZ pacienta jsou oznaceny shodnym pismenem.

T Zkratky ndzvu antibiotik a kategorizace citlivosti na rezistentni (Sedé pozadi), intermedidrné citlivé (tu¢né) a citlivé (ostatni) - viz tabulka 2.
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Souhrnné vysledky identifikace 52 izolati acinetobakterli jsou nésledujici. Do kom-
plexu ACB bylo zatazeno 27 (52 %) izolat, z toho 15 (29 %) jako A. pittii, 11 (21 %) jako A.
baumannii (potvrzeno pozitivnim vysledkem testu na pfitomnost blapxa-s1) a jeden jako A.
seifertii. K hemolytické fyloskupiné patfilo Sest (12 %) izolati, z nichz tii byly zatfazeny do A.
courvalinii, dva do A. junii a jeden jako A. haemolyticus. Devét (17 %) izolati bylo identifi-
kovéno jako Acinetobacter Iwoffii a Sest (12 %) jako Acinetobacter ursingii, zatimco po jed-
nom izolatu pfipadlo na A. indicus, Acinetobacter radioresistens, Acinetobacter schindleri a
Acinetobacter towneri. NejCastéji izolovanymi druhy tak byly A. pittii (n = 15), A. baumannii
(n=11), A. Iwoffii (n =9) a A. ursingii (n = 6), které dohromady ptedstavovaly 79 % vSech

izolatq.

6.2.3. Citlivost na antibiotika

Vysledky citlivosti na antibiotika a jejich kvalitativni interpretaci podle klinickych
hrani¢nich koncentraci uvadi tabulka 6. Tyto idaje ukazuji kompletni citlivost na klicova an-
tibiotika pouZzivand v 1€cb¢ acinetobakterovych infekci u izoléti patficich k druhim jinym nez
A. baumannii. Vyjimkou je pouze rezistence k trimethoprimu-sulfamethoxazolu u péti izolatu,
rezistence k aminoglykosidim u A. ursingii ANC 6030, ceftazidimu u A. Iwoffii ANC 5993 a
sniZzend citlivost k tobramycinu u A. haemolyticus ANC 6027 (pravdépodobny diisledek pro-
dukce acetyltransferazy AAC(6')-Ig specifické pro A. haemolyticus).

Z 11 izolath A. baumannii, bylo Sest pIn¢ citlivych, zatimco dva izolaty (ANC 5851 a
ANC 5933) byly MDR a tfi (ANC 5847, ANC 5939 a ANC 6031) extenzivné rezistentni
(XDR) podle klasifikace Magiorakose et al. (2012). ANC 5851 a ANC 5933 byly citlivé pou-
ze na kolistin a aminoglykosidy, ANC 5851 byl navic intermedidrné¢ citlivy na karbapenemy.
Tti XDR izoléty byly citlivé na kolistin a vysoce rezistentni ke v§em ostatnim antibiotikiim. U
MDR izolatu ANC 5933 a vSech tiif XDR izolati jsme provedli vySetfeni na prikaz genti pro
OXA-23 a ArmA (kapitola 5.6.3). Jak ukazuje obr. 5, vSechny tyto izolaty nesly gen pro kar-
bapenemazu OXA-23, zatimco gen pro metyldzu 16S rRNA typu ArmA byl zjiS§tén pouze u

XDR izolétl. Tyto vysledky jsou v souladu s fenotypem rezistence izolatl (tabulka 6).
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L 2

Obr. 5. Detekce gent rezistence pro ArmA (armA) a OXA-23 (blapxa-23 pomoci PCR a
konvenéni agarézové elektroforézy u izolath A. baumannii z KPM s kvantitativné vysokou
rezistenci ke karbapenemim. Provedeno podle postupu v kapitole 4.6.3. Amplikony byly se-
parovany v 1,8% (w/v) agar6zovém gelu 90 min pii 110 V a vizualizovany pomoci ethidium
bromidu. M, standard molekulovych hmotnosti (GeneRuler 100 bp Plus, Fermentas); NK,
negativni kontrola; PK, pozitivni kontrola (A. baumannii ANC 5452).

6.2.4. Epidemiologicka typizace a epidemické klony

Zatazeni do epidemickych kloni (kapitola 5.6.1) bylo provedeno u dvou MDR (ANC
5851 a ANC 5933) a tiif XDR (ANC 5847, ANC 5939 a ANC 6031) izol4ti. Pomoci multi-
plexové PCR byly tii XDR izolaty a MDR izolat ANC 5851 identifikovan jako ECII, MDR
izolat mél profil odpovidajici ECII s vyjimkou chybéjiciho amplikonu pro gen csuE (obr. 6).
MDR izolaty s timto profilem (oznacené jako ECII-like) byly neddvno zjistény v jiné prazské
nemocnici; pravdépodobné jde o variantu klonu ECII (Svandové 2018).

Epidemiologickad genotypizace pomoci makrorestrikéni analyzy (kapitola 5.6.2) zahr-
novala tfi XDR izolaty (ANC 5847, ANC 5939 a ANC 6031) nesouci geny pro OXA-23 a
ArmA s cilem posoudit jejich pfibuznost na kmenové trovni. Makrorestrik¢éni analyza odhali-
la vysoce podobné, byt neidentické profily (obr. 7). Za tcelem posouzeni piibuznosti téchto
izolatl v kontextu soucasné populace A. baumannii celé FNKV jsme jejich profily porovnali

s profily deviti XDR izolatt, které byly v roce 2018 zachyceny na jinych odd€lenich FNKV a
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jez nesly geny pro OXA-23 a ArmA. Jak ukazuje obr. 7, té€chto devét izolati mélo profily
lisici se vzdjemné nejvyse polohou ¢ty fragmenti, a tyto profily podobaly profilim izolata
z KPM. Byt na zdklad¢ této informace nelze spolehlivé vyloucit epidemiologickou vazbu

mezi izolaty, je pravdépodobné, Ze izolaty z KPM piedstavuji sporadické zachyty bez piimé

vazby.
~
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Obr. 6. Vysledky multiplexové PCR pro identifikaci epidemickych klont ECI a ECII u MDR
a XDR izolat A. baumannii z KPM. (A) Kombinace primerti specifickych pro epidemicky
klon ECII, (B) kombinace primera specifickych pro epidemicky klon ECI. Provedeno podle
postupu popsanému v kapitole 4.6.1. Amplikony byly separoviny v 1,8% (w/v) agar6zovém
gelu 90 min pfi 110 V a vizualizovdny pomoci ethidium bromidu. NK, negativni kontrola;
PK, referen¢ni kmeny pro ECI (ANC 4097) a ECII (ANC 4355); M, standard molekulovych
hmotnosti (GeneRuler 100 bp Plus, Fermentas).
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Obr. 7. Makrorestrikéni profily (Apal) genomové DNA u XDR izoldtd A. baumannii nesou-
cich geny pro ArmA a OXA-23 zachycenych na KPM a jinych liZkovych oddélenich FNKV
v roce 2018. Provedeno postupem popsanym v kapitole 5.6.2. Nad profily je klasifikace do
typt podle vizudlné posouzené podobnosti (A-F) a ¢isla, pod nimiZ jsou izoldty uloZeny v
LBG. M, standard molekulovych hmotnosti (Bio-Rad CHEF DNA Size Standard Ladder 48,5
kb).

6.2.5. Klinicky vyznam izolata

Dostupné klinické tdaje naznacuji, Ze zachycené izoldty acinetobakterti souvisely
s kolonizaci, nikoliv manifestni infekci postiZzenych tkdni. Infekce akutni popalené plochy
s nutnosti antibiotické terapie se vyskytla u 30 pacientli, u nichZ vSak byly krom¢ acinetobak-
tera izolovany dal$i agens (polymikrobni infekce). Invazivni infekce ve smyslu pozitivni he-
mokultury s odpovidajicimi klinickymi a laboratornimi parametry nebyla prokdzana u Zadné-

ho ze sledovanych pacientii. U pacientl, u nichZ byly zachyceny MDR (pacienti ¢. 16 a 25) a
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XDR (€. 14, 26 a 48) izolaty A. baumannii, nebylo potieba zajistit adekvéatni antibiotickou
terapii a ndlez byl interpretovan jako kolonizace popdlené plochy. Ze sledovaného souboru

pacientli zemfiel jeden pacient (€. 49), a to v dusledku protrahovaného septického stavu.

6.3. Analyza epidemické epizody z roku 2012
6.3.1. Popis piipadu

V roce 2012 byl na KPM z nemocnice v feckych Athénach repatriovdn 60lety pacient,
ktery se na ostroveé Lefkada vazné popalil pii manipulaci s propanbutanovou lahvi. Po piijeti
na KPM (6. srpna) u néj byla provedena hemokultivace, jeZ prokazala polymikrobni infekci
krevniho teciSté vyvolanou K. pneumoniae a E. coli produkujicimi ESBL (B-laktamazy
s roz$ifenym substratovym spektrem) a MDR A. baumannii. Navzdory naslednym epidemio-
logickym opatienim byly béhem zéaii a fijna 2012 zachyceny MDR izolidty A. baumannii
z klinickych vzorkli od dalSich Sesti pacient hospitalizovanych na KPM (tabulka 7), které
m¢ély s pivodnim izoldtem shodny profil rezistence k antibiotikim. U tii z téchto pacientt
(v€etné u pacienta 1, od néhoz byly ziskany izoléty z krve a otisku) byla prokdzdna invazivni
infekce (hemokultury pozitivni na MDR A. baumannii) s odpovidajicimi klinickymi projevy i
biochemickych laboratornim nilezem. Nasledn4 antibiotickd terapie se setkala u dvou pacien-
ti s ptiznivou klinickou odezvou (pacient 1 1éCen tigecyklinem, pacient 2 kolistinem a posléze
tigecyklinem), tfeti pacient v§ak umird v disledku multiorgdnového selhdni. U ostatnich Ctyt
pacientl byl zachyt A. baumannii vyhodnocen jako kolonizace popédlené plochy. Izolaty ze

vsech pacientl byly archivovany a pro tcely této prace analyzovany v LBG.

Tabulka 7. Udaje o izoldtech MDR A. baumannii z epidemické epizody z roku 2012.*

Pacient Izolat ¢. Pohlavi/  Stupei Pocet dni Material Oddéleni Datum
Vék popaleni hospitalizace odbéru
1 ANC 4373  M/60 64 %, TI-111 97 Otisk POPJIP 10. 8.2012
2 ANC 4382 M/27 20 %, 1I-111 66 Hemokultura POPJIP 10. 9. 2012
3 ANC 4383 F/78 23 %, 11 26+ Hemokultura POPJIP 10. 9. 2012
4 ANC 4416 M/12 15 %, 11 8 Vytér rany POPDEO 5.10.2012
5 ANC 4417 F/9 4 %, TI-11T 22 Vytér rany POPDEO 5. 10.2012
6 ANC 4418 M/0 2 %, 11 2 Vytér rany POPDEO 5. 10. 2012
7 ANC 4419 M/28 25 %, lla-1Ib 23 Vytér rany POPJIP  5.10.2012

* Vysvétlivky viz tabulka 5.

1 Pacient zemiel
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6.3.2. Mikrobiologicka analyza

Izolaty jsme porovnali pomoci difuzniho diskového testu a makrorestrikéni analyzy.
Vsechny sdilely antibiogram charakterizovany citlivosti na tobramycin a netilmicin, interme-
diarni citlivosti na doxycyklin a kvantitativn€ vysokou rezistenci na ostatni antibiotika (ami-
kacin, ampicilin/sulbaktam, ciprofloxacin, ceftazidim, gentamicin, imipenem, meropenem,
piperacilin/tazobaktam a trimethoprim/sulfamethoxazol). Jak je patrné z obr. 8, izolaty mély
shodné makrorestrikéni profily, coZ potvrzuje jejich identitu na kmenové drovni a je
v souladu s ptedpokladem bezprostfedni epidemiologické vazby. U indexového izoldtu ANC
4373 jsme téZ provedli multiplexovou PCR, jeZ jej identifikovala jako piislusnika epidemic-
kého klonu ECI (obr. 6).

Detekce gent rezistence pomoci PCR ukézala u vSech sedmi izolath pfitomnost genu
pro OXA-23 a absenci genu pro ArmA (obr. 5), coZ je v souladu s jejich kvantitativné vyso-
kou rezistenci ke karbapenemim a citlivosti k nékterym aminoglykosidim. Tym laboratoie
LBG provedl u indexového izolatu ANC 4373 téZ vySetfeni na piitomnost dalSich gent rezis-
tence s doloZzenym vyskytem u A. baumannii podle metodiky popsané v prici Svandové
(2018). Ta v souladu s fenotypem rezistence prokdzala piitomnost genl pro acetyltransferdzu
AAC(3)-I (rezistence ke gentamicinu) a fosfotransferazu APH(3")-VI (rezistence k amikacinu)
a nepfitomnost genil pro karbapenemdzy (metalo-p-laktamazy IMP, GIM, NDM, SIM, VIM a
SPM a oxacilindzy OXA-24/40, OXA-58 a OXA-143) a pro modifikaci aminoglykosidu (ace-
tyltransferazy AAC(3)-II a AAC(6)-Ib, fosfotransferaiza APH(3')-VI a nukleotidyltransferaza
AAD(2")-1a.

Uvedené vysledky jsou v souladu s pfedpokladem, Ze zichyt MDR izolati A.
baumannii od sedmi pacient na KPM je disledkem monoklondlni epidemické epizody zpi-
sobené kmenem, ktery kolonizoval pacienta repatriovaného z Athén. Tento kmen nélezi do
epidemického klonu ECI, ktery byl v 90. letech minulého stoleti rozsiten v ¢eskych nemocni-
cich a stéle, byt vzacnéji, se u nds vyskytuje. Oproti historickym ¢eskym kmeniim vSak novy
kmen kéduje karbapenemazu OXA-23, kterd zplisobuje kvantitativné vysokou rezistenci ke

karbapenemiim a vétSin€ ostatnich B-laktamim priméarn€ G¢innym na A. baumannii.
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Obr. 8. Makrorestrik¢ni profily (Apal) genomové DNA u sedmi MDR izolath A. baumannii
ECI (ANC 4373—ANC 4419) zachycenych od rtiznych pacientl hospitalizovanych na KPM v
obdobi 10. 8. -5. 10. 2012. Izolat ANC 5966 je zatazen pro porovndni s profily XDR izolath
ECII nesouci ArmA z obr. 8. Provedeno postupem popsanym v kapitole 4.6.2. M, standard
molekulovych hmotnosti (Bio-Rad CHEF DNA Size Standard Ladder 48,5 kb)..
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7. DISKUZE

K vyznamnému zkvalitnéni péce o téZce popalené pacienty doslo béhem druhé polo-
viny 20. stoleti. Sance na pfeZiti a pokles mortality jsou ddny zejména pokrokem v tekutinové
resuscitaci, zkvalitnénim umélé plicni ventilace, ¢asné nekrektomii ndsledované autotrans-
plantaci dermoepidermalnim St€pem, nutritivni podpofe a v neposledni fadé mikrobiologickou
kontrolou. Pfes vSechny tyto aspekty popéleniny pfedstavuji typ traumatu, ktery ma vyrazny
socidlni a ekonomicky dopad (Lipovy et al., 2012b). Zasadni problém piedstavuji infekéni
komplikace. Faktory, které jsou pro jejich vznik rozhodujici, jsou velikost popalené plochy,
vek pacienta, délka hospitalizace a etnost chirurgickych a rekonstrukénich zakrokl (Lipovy
et al., 2010; Vrankova et al., 1998). Dochazi také k dramatickému nardstu rezistentnich mi-
kroorganismil, na coZ nesta¢i farmaceutické firmy reagovat vyvojem novych antimikrobidl-
nich preparati a moZnosti adekvatni terapie tak mohou byt zna¢né¢ omezené (Leseva et al.,
2013).

Vysledky predkldadané prace ve smyslu zastoupeni jednotlivych infek¢nich agens u
popélenych pacientli odpovidaji dostupnym literdrnim zdrojim (Erol et al., 2004; Lipovy et
al., 2010, 2012a, 2012b; Vrankova et al., 1998). NejcCast&ji izolovanymi z popalenych ploch
byly zastupci rodu Staphylococcus, a to pievazné koaguldza negativnich druhli. Druhou
nejpocetn€jsi skupinou byl rod Bacillus. Ob¢ tyto skupiny vesmés patii k fyziologické koZni
mikrofléte s nizkym patogennim potencidlem, avSak ve spojeni s popdleninovym traumatem a
naruSenou imunitou pacienta mohou vyvolat zdvazné infekéni komplikace. Vyjimkou je pri-
madrni patogen S. aureus. Ten sice mizZe byt soucasti fyziologické mikrofléry (kiiZe, nos), ale
tato kolonizace predstavuje riziko endogenni infekce piipadné exogenni infekce pro ostatni
pacienty a oSetiujici persondl (Dansby et al., 2008). Je tfeba zminit relativné nizky zachyt
baktérii z rodu Enterococcus a Streptococcus, zvlasteé primdrné patogenni B-hemolytické
streptokoky v Cele se Streptococcus pyogenes. Ve spektru gramnegativnich baktérii dominuje
rod Escherichia, ktery patii k ¢asné€ kolonizujicim podminéné patogennim mikroorganizmum,
zejména pokud jde o postizeni v perianogenitdlni oblasti. Relativné vysokou mirou zichytu
mél rod Pseudomonas, obzvlasté pak P. aeruginosa se schopnosti zptisobit infekci jakéhoko-
liv orgédnu nebo organového systému. Rody Enterobacter a Klebsiella, v na$i praci s témét
stejnym zachytem, jsou obdvanymi podminéné patogennimi agens vzhledem k ¢asté multire-
zistenci a tudiZ problematické terapii.

PredloZend prace se zaméfila na rod Acinetobacter, ktery ze sledovanych agens prodé-

lal historicky nejvétsi posun ve smyslu klinicko-epidemiologického vyznamu u infekci spoje-
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nych se zdravotni péci a jehoZ role u popéleninovych pacientli neni dostatecné prostudovana.
V nasi studii jsme ve sledovaném obdobi zachytili 52 izolatd acinetobaktert, coz je 2,56 % z
celkem 2038 izolovanych mikroorganizmt a 10 % z 524 zachycenych gramnegativnich bakte-
rii. Nejpocetné€jsi zastoupeni mél komplex A. calcoaceticus-A. baumannii s 27 (52 %) izolaty
(15 izolatd A. pittii, 11 izolath A. baumannii a jeden izolat A. seifertii), nasledovany A. Iwolffii
s deviti (17 %), A. ursingii se Sesti (12 %), A. courvalinii se ttemi a A. junii se dvéma izolaty.
Po jednom izolatu piipadlo na A. indicus, A. radioresistens, A. schindleri a A. towneri.
Porovnani s dosud publikovanymi ddaji o vyskytu a medicinské relevanci acinetobak-
terll u pacientl s popdleninami omezuje maly pocet takto zamétenych studii a jejich témét
prevazné zaméfeni na komplex ACB. Albrecht et al. (2006) se zabyvali nartistajicim poctem
infekci zptusobenych kmeny komplexu ACB u vojaka, ktefi byli zranéni na misich v Irdku
nebo Afganistdnu. Béhem let 2003-2005 bylo do zafizeni popéleninové mediciny pfijato 821
pacientl. Infekce komplexem ACB se objevily u 7,4 % z nich, a to zejména u osob s té€zZkymi
popéleninami v intenzivni péci. Prace poukdzala na dilezitost nemocnic¢nich infekci vyvola-
nych MDR kmeny komplexu ACB a moZzny prediktivni vyznam izolace téchto bakterii pro
zvySenou mortalitu u pacientil se zdvaznym poranénim a rozsdhlymi popdleninami. I dals{
studie, jeZ probéhla v letech 2006-2011 v popéleninovém centru bruselské vojenské nemoc-
nice, se zaméfila na klinicky vyznam i molekularni epidemiologii komplexu ACB u popale-
nych osob (De Vos et al., 2016). Do studie trvajici 52 mésicti bylo zahrnuto 1438 hospitalizo-
vanych pacientll, z nichZ infikovdno nebo kolonizovano bylo 48 (3,3 %). Z toho prokdzanych
infekei (pozitivni hemokultura a laboratorni i klinické znaky infekce) bylo 11, vzdy vyvola-
nych A. baumannii. Toto relativné nizké Cislo (napt. ve srovndni s predchozi studii) autoii
vysvétluji tim, Ze oproti americké armadé, Belgie pouze sporadicky repatriuje zranéné vojaky
z oblasti s vysokym vyskytem multirezistentnich organizmu. Neddvno publikovana retrospek-
tivni studie americkych autort (Aurora et al., 2018) se zamé¢fila na riziko opakovanych infekci
krevniho fecisté rizné etiologie u vojakt popdlenych pii vojenskych konfliktech. Ze 166 pa-
cientli, u kterych byla béhem hospitalizace diagnostikovdna bakteriémie, se u 105 (63,2 %)
tato komplikace objevila pouze jednou, zatimco u 61 pacientt (36,8 %) doslo k jejimu opako-
vanému vyskytu. Bakterie komplexu ACB byly oproti ostatnim agens nejcastéji izolovany v
situacich, kdy nedoslo k opakované infekci (64 ptipadl, 63 %), a zaroven byly nejvice asoci-
ovany s mortalitou. Podle autorii mohla vysokd incidence infekci zpusobenych komplexem

ACB souviset s faktem, ze fada pacientli byla repatriovana z konfliktli na Blizkém Vychodé

VVVVVV
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v obdobi epidemického vyskytu kmeni komplexu ACB v americkém vojenském nemocnic-
nim systému.

Predlozend studie klade diraz na precizni identifikaci izolati na druhové drovni, coz
je v kontextu dosud publikovanych udajt ohledné infekci u pacientii s popaleninami ojediné-
1é. Nejcastéji jsme izolovali A. pittii, ktery obecné prevazuje ve vzorcich z klinického materié-
lu v ptipadech absence epidemického vyskytu MDR kmenii A. baumannii. Z tohoto hlediska
se tak naSe vysledky nelisi od situace u jinych skupin pacienti. Podobné je tomu tak s A.
Iwolffii, ktery té€Z patii k nejCastéji izolovanym acinetobakterim u lidi (Nemec et al., 2000) a v
nasi studii poc¢tem zachytl nasledoval po A. pittii a A. baumannii. Nalez A. Iwoffii v klinickém
materidlu je vzhledem k jeho nizké patogenité obvykle povazovan za diisledek pouhé koloni-
zace bez etiologického vyznamu. Jinak je tomu u A. ursingii, ktery v nasi studii po¢tem za-
chytii ndsledoval za A. Iwoffii. Tento druh je Casto izolovéan z krevniho fecisté nebo jinak kli-
nicky vyznamného materidlu hospitalizovanych pacientli (Nemec et al., 2000, 2001) a miZze
vyvoléavat epidemické epizody septickych infekci v nemocnicich (Nemec et al., 2000; Kilic et
al., 2008). Jeho druhovou vlastnosti je sniZzend citlivost az rezistence k cefalosporiniim 3. ge-
nerace (Dortet et al., 2006), coz predstavuje selektivni vyhodu v nemocni¢nim prostredi, i
schopnost ziskdvat sekundarni mechanizmy rezistence k dal§im antibiotikiim (Faccone et al.,
2019). Z taxonomického pohledu zajimavy je zachyt tif izolatl neddvno popsaného druhu A.
courvalinii (Nemec et al., 2016), ktery ndlezi do tzv. hemolytické fyloskupiny a je charakte-
risticky silnou proteolytickou aktivitou. Byt je A. courvalinii ptilezitostn¢ izolovén z lidskych
vzorkl (Nemec et al., 2016), jeho 1ékarsky vyznam neni prozkoumén. Dva izolaty byly identi-
fikovany jako A. junii, ktery se pravideln¢€ izoluje z rznych typid klinického materidlu a byl
doloZen i jako pivodce epidemickych epizod na novorozeneckych oddélenich (Bernards et
al., 1997). Zbyvajici izolaty byly po jednom zafazeny do A. indicus, A. radioresistens, A.
schindleri, A. seifertii a A. towneri, coz jsou aZ na environmentalni A. towneri druhy, které se
prileZitostn€ objevuji ve vzorcich ambulantnich i hospitalizovanych pacientt.

Z epidemiologického, klinického 1 terapeutického hlediska je klicovym druhem rodu
A. baumannii (Dijkshoorn et al., 2007). V nas$i studii jsme izolovali celkem 11 izolata A.
baumannii, tj. 21 % vSech izolati acinetobakteru. Z toho tii XDR izoléty byly citlivé pouze ke
kolistinu a dva MDR izolaty citlivé vedle kolistinu téZ k n¢kterym aminoglykosidiim a v jed-
nom piipad¢ karbapenemlim. Zbyvajici izoldty pak byly pIn¢ citlivé ke vSem antibiotikiim,
které jsou primarné uc¢inné na A. baumannii (Magiorakos et al., 2012). VSechny tii XDR izo-
laty nesly gen pro OXA-23, ktery zpusobuje kvantitativné vysokou rezistenci ke karbapene-

mum a vétSing€ dalSich B-laktamil, a gen pro metyldzu ArmA, kterd modifikuje cilové misto
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pro aminoglykosidy na molekule 16S rRNA a zplsobuje kvantitativné vysokou rezistenci ke
vSem antibiotikim kanamycinové (amikacin, kanamycin a tobramycin) a gentamicinové (gen-
tamicin a netilmicin) fady (Radolfova-Kftizova et. al, 2016). XDR kmeny A. baumannii ECII,
které jsou citlivé pouze na kolistin a nesou tyto geny rezistence byly v Cesku poprvé zjistény
v poloviné roku 2015 a posléze byly izolovany v fadé€ Ceskych a moravskych nemocnic (Ra-
dolfova-Kiizovi et al., 2016). Svandova (2018) pak doloZila jejich pokra¢ujici §ifeni v Praze a
SttedoCeském kraji v letech 2017 az 2018, a to vcetné¢ piipadii epidemickych epizod
v jednotlivych nemocnicich i pfenosu mezi nemocnicemi. Tato v Cesku novéa subpopulace
ECII, jez disponuje az na kolistin kvantitativné vysokou rezistenci ke v§em klinicky vyuZzitel-
nym antibiotikim i schopnosti epidemicky se §ifit, tak predstavuje novou hrozbu zvlasté pro
kriticky nemocné pacienty v nemocnicni péci. Navzdory tomuto potencidlu neni pravdépo-
dobné, ze tfi XDR izolaty z KPM maji pfimou epidemiologickou souvislost, a to s ohledem
na Casovy odstup jejich izolace a rozdily v makrorestrikénich profilech DNA. Lze tak piedpo-
kladat, ze Slo nezdavislé introdukované kmeny v soucasnosti expandujici XDR subpopulace
ECII, které se na KPM dale nesitily. Absence Siteni MDR nebo XDR kment A. baumannii na
KPM ve sledovaném obdobi tak vysvétluje i relativné nizkou proporci izolath A. baumannii,
které v nemocni¢nich populacich za epidemické situace vyrazné prevazuji (Nemec et al.,
1999, 2008).

Potencidl A. baumannii k vyvoléani epidemickych epizod jsme nicméné potvrdili retro-
spektivni analyzou MDR izolatl zachycenych na KPM v roce 2012. NasSe vysledky ukazaly,
Ze pacient repatriovany z Recka kolonizovany MDR kmenem A. baumannii ECI, ktery byl
ptijaty na KPM pocatkem srpna, byl zdrojem monoklonélni epidemické epizody, kterd postih-
la v obdobi od zafi do fijna Sest dalSich pacienti. U dvou pacientd byl kmen izolovan
z krevniho fecisté a jeden z nich zemiel. Vyznamny je fakt, Ze tento kmen nesl gen pro kar-
bapenemdzu OXA-23, ktery byl do té doby v Cesku zjiitén pouze ojedinéle, piicem?
v jednom ze tii do roku 2012 doloZenych ptipadu $lo téZ o import skrze kolonizovaného paci-
enta, ktery byl repatriovéan ze sttedomotské oblasti (Svandov4, 2018).

Z vyse uvedeného plyne, Ze ve sledovaném obdobi byl zachyt acinetobakterii na KPM
a oproti ostatnim bakteridlnim agens relativné nizky a nebyla prokdzdna pouze acinetobakte-
rem vyvoland infekce ani Sifeni MDR kment téchto bakterii mezi pacienty. To vSak nezpo-
chybiiuje rizikovost téchto organizmt, jak ukazuje piiklad epidemické situace vyvolané im-
portovanym kmenem z roku 2012 i sporadicky vyskyt XDR kmenti A. baumannii ve sledova-

ném obdobi. V této souvislosti je nutno zdaraznit pilotni charakter a metodickd omezeni nasi

studie, nebot’ sbér trvajici necelych 11 mésicii byl realizovan pouze v rdmci rutinniho mikro-
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biologického provozu, tj. bez prospektivniho zaméteni na selektivni zdchyt acinetobaktert a
souvisejici detailni epidemiologickou a klinickou analyzu. Nicmén¢ 1ze doufat, Ze i tak naSe

vysledky pfispéji ke studiu role acinetobakterti u huménnich infekci.
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8. ZAVER
Vysledky predlozené prace lze vzhledem k jejim ciliim specifikovanym v kapitole 4

shrnout nasledovné:

. Béhem sledovaného obdobi (1. 2. — 15. 12. 2018) byly na KPM zachyceny 52 izolaty
rodu Acinetobacter, coz ¢ini 2,56 % ze vSech izolovanych mikroorganizmu (n = 2038) a 10 %
gramnegativnich bakterii (n = 524). Toto relativné nizké ¢islo je zjevnym dusledkem absence

NP

epidemického Siteni acinetobakterti (viz nize).

o Zachycené 52 izolaty byly zatazeny do A. pittii (n = 15), A. baumannii (n = 11), A.
Iwoffii (n =9), A. ursingii (n = 6), A. courvalinii (n = 3) a A. junii (n = 2). Po jednom izolatu
piipadlo na A. indicus, A. haemolyticus, A. radioresistens, A. schindleri, A. seifertii a A.
towneri. AZ na tii XDR a dva MDR izolaty A. baumannii, byly vSechny izolaty pln€ citlivé na
vSechna nebo vétSinu antibiotik pouZzivanych v 1é¢bé acinetobakterovych infekci. Dostupné
klinické tdaje nenaznacCily kauzdlni roli acinetobakteri na manifestni infekci postizenych

tkani.

. Tii XDR a jeden MDR izoldt A. baumannii izoléaty pattily k celosvétove prevazujici-
mu epidemickému klonu ECII; u jednoho MDR izolétu §lo o variantu ECII. XDR izolaty byly
citlivé pouze na kolistin a nesly geny pro karbapenemazu OXA-23 a metyldzu ArmA, jeZ jsou
zodpovédné za kvantitativné vysokou rezistenci k B-laktamim a aminoglykosidim. XDR
izolaty patii k subpopulaci ECII, jez aktudln¢ expanduje v tuzemskych nemocnicich. Vzajem-

nd epidemiologickd vazba XDR izolatl na KPM je nepravdépodobnd.

. Pacient repatriovany v srpnu 2012 byl kolonizovany MDR kmenem A. baumannii ECI
nesoucim gen pro karbapenemédzu OXA-23. Tento kmen zplsobil na KPM monoklondlni epi-
demickou epizodu, ktera postihla od zafi do fijna Sest dalSich pacientd, z nichz jeden v souvis-
losti s infekci zemftel. Tato kauza doklddad hrozbu pfi epidemickém Siteni MDR/XDR kmenti

acinetobaktert.
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