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Extenzivně rezistentní kmeny Acinetobacter baumannii nesoucí geny
pro karbapenemázu OXA-23 a metylázu ArmA v nemocnicích České republiky
Extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii strains carrying genes encoding
carbapenemase OXA-23 and methylase ArmA in hospitals of the Czech Republic

Lenka Radolfová-Křížová, Martina Maixnerová, Vladislav Jakubů, Alexandr Nemec

Od června 2015 do května 2016 byly v sedmi nemocnicích České republiky zachyceny extenzivně rezistentní
kmeny Acinetobacter baumannii náležející k celosvětově rozšířenému epidemickému klonu II. Tyto kmeny nesly
geny pro karbapenemázu OXA-23 a metylázu ArmA a byly rezistentní ke všem ß-laktamům a aminoglykosidům.
Tento rezistotyp je v České republice nový a jeho šíření může dále omezit léčebné možnosti u acinetobakterových
infekcí.

Extensively drug-resistant strains of Acinetobacter baumannii belonging to worldwide epidemic clone II were
isolated in seven Czech hospitals between June 2015 and April 2016. These strains carried the genes encoding the
OXA-23 carbapenemase and ArmA methylase and were resistant to all ß-lactams and aminoglycosides. This
resistotype is new in the Czech Republic and its dissemination may further complicate the therapy of Acinetobacter
infections.
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Acinetobacter baumannii je jednou z nejvýznamnějších
podmíněně patogenních bakterií komplikujících nemocnič-
ní péči. Jeho klinicko-epidemiologický význam plyne pře-
devším z neobyčejné schopnosti účinně vyvíjet a šířit re-
zistenci k antimikrobním látkám [1]. Tuto schopnost mají
zejména kmeny celosvětově rozšířených (tzv. evropských
nebo mezinárodních) epidemických klonů I a II [2]. V Čes-
ké republice převládá od přelomu milénia epidemický klon
II [3], k jehož rozšíření pravděpodobně přispěla odolnost
kmenů tohoto klonu vůči karbapenemům, původně nej-
účinnějším lékům pro léčbu infekcí vyvolaných multire-
zistentními kmeny acinetobakterů. Populaci klonu II cha-
rakterizuje vysoká variabilita mechanizmů navozujících
rezistenci ke všem skupinám klinicky využitelných antibio-
tik [3].

Získané enzymatické mechanizmy, jež způsobují rezis-
tenci A. baumannii ke karbapenemům, zahrnují především
ß-laktamázy třídy D (OXA-23, OXA-24/40, OXA-58,
OXA-143 a OXA-235), dále metalo-ß-laktamázy (MBL)
třídy B (NDM, IMP, VIM a SIM) a vzácně ß-laktamázy
třídy A (GES-14, KPC). Z uvedených karbapenemáz byly
u české populace A. baumannii dosud zaznamenány OXA-
23, OXA-24/40, OXA-58 a NDM-1 [3, 4, 5, 6]. Klinicky
významná rezistence často plyne i ze zvýšené exprese genu
pro ß-laktamázu OXA-51, který je stabilní součástí druho-
vého genomu A. baumannii. Tuto expresi obvykle způsobu-

je inzerční sekvence ISAba1 se silným promotorem, umís-
těná před kódující oblast genu pro OXA-51 [1, 7].

Významnou alternativou pro léčbu infekcí způsobených
multirezistentními acinetobaktery jsou aminoglykosidy.
Hlavní příčinou rezistence k aminoglykosidům u A. bau-
mannii jsou horizontálně získané geny pro enzymy modi-
fikující tato antibiotika. U českých izolátů byly dosud pro-
kázány geny pro acetyltransferázu AAC(3)-I, fosfotrans-
ferázy APH(3')-I a APH(3')-VI a nukleotidyltransferázy
ANT(2'')-I a ANT(3'')-I [8]. Tyto geny jsou součástí inte-
gronů třídy 1 (aac(3)-I a ant(3'')-I) nebo kompozitních
transpozonů (aph(3')-I a aph(3')-VI) [9]. K aminoglyko-
sidové rezistenci přispívá i efluxový systém typu AdeABC,
transmembránová pumpa, jež aktivně transportuje z buňky
vedle aminoglykosidů i některé ß-laktamy, fluorochinolo-
ny, tetracykliny a tigecyklin [10, 11]. V posledním deseti-
letí byly z různých, zejména asijských zemí navíc hlášeny
kmeny A. baumannii produkující metylázu typu ArmA [12].
Tento enzym metyluje guanin v pozici 1405 na ribozomál-
ní 16S rRNA, což brání vazbě aminoglykosidů na zásaho-
vé místo na ribozómu a vede k vysoké rezistenci ke všem
klinicky použitelným aminoglykosidům [13]. Gen pro
ArmA (armA) nese kompozitní transpozon Tn1548 umís-
těný na konjugativních plazmidech, což umožňuje horizon-
tální šíření genu. Významné je, že kmeny A. baumannii
s ArmA často nesou i karbapenemázu OXA-23, byť geny
pro tyto enzymy nejsou umístěny na stejném plazmidu [12].

Tato studie vznikla na základě záchytu kmene A. bau-
mannii rezistentního ke všem ß-laktamům a aminoglykos-
idům v nemocnici v Pardubicích v červnu 2015. Tento
kmen byl zaslán do Národní referenční laboratoře pro an-
tibiotika k potvrzení karbapenemové rezistence. V násle-
dujících 11 měsících byly další 22 izoláty s podobným fe-
notypem rezistence, pocházející ze sputa, tracheálního as-
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pirátu, krve, ran a moče, zachyceny
nejen v Pardubicích, ale i v dalších
šesti českých a moravských nemoc-
nicích (FN Hradec Králové; FN Os-
trava; Nemocnice ve Frýdku-Místku;
Nemocnice Tanvald; Nemocnice s
poliklinikou Karviná-Ráj, pracoviš-
tě Orlová; FN Na Bulovce v Praze).
Vzhledem ke klinicko-epidemiolo-
gické závažnosti vzniklé situace jsme
se rozhodli určit mechanizmy rezis-
tence zodpovědné za neobvyklý pro-
fil rezistence u těchto 23 izolátů a po-
soudit jejich epidemiologickou sou-
vislost.

Metodou multiplex PCR zaměře-
nou na klonálně specifické sekvence
DNA [14] byly všechny izoláty za-
řazeny do epidemického klonu II.
Makrorestrikční analýza genomové
DNA (PFGE) [3] dále ukázala, že i přes shodný neobvyklý
fenotyp rezistence náleželo 23 izolátů k pěti různým, byť
vzájemně podobným genotypům (obr. 1). Identické makro-
restrikční profily vždy korelovaly s místem původu izolátů,
což naznačuje jejich bezprostřední epidemiologickou vaz-
bu v dané nemocnici. Tanvaldské izoláty měly navíc geno-
typ shodný s izoláty z Pardubic a podobně tomu bylo u izo-
látů z  Frýdku-Místku a Ostravy (obr. 1). V jednotlivých
nemocnicích šlo tedy nejspíše o izolované epidemické epi-
zody způsobené lokálně specifickými kmeny, které se
v některých případech rozšířily do dalších nemocnic.

Diskovým difúzním testem [15] byla prokázána rezis-
tence u všech izolátů k  imipenemu, meropenemu, ampici-
lin-sulbaktamu, ceftazidimu, cefotaximu, cefepimu, pipe-
racilin-tazobaktamu, aztreonamu, amikacinu, gentamicinu,
netilmicinu, tobramycinu, ciprofloxacinu, ofloxacinu a do-
xycyklinu. Ke kotrimoxazolu a tigecyklinu byly izoláty
rezistentní nebo intermediárně citlivé. Vysokou míru re-
zistence ke klinicky významným antibiotikům ilustruje

obr. 2 na příkladu izolátu ANC 5452 z Ostravy. Úplná cit-
livost byla u všech izolátů zachována pouze ke kolistinu
(0,25-0,5 mg/l; stanoveno diluční mikrometodou). Pomo-
cí Etestu byla potvrzena vysoká kvantitativní rezistence
k imipenemu (>–32 mg/l), amikacinu (>256 mg/l), genta-
micinu (>256 mg/l) a netilmicinu (>256 mg/l). Etest pro
průkaz MBL prokázal 24-násobné snížení minimální inhi-
biční koncentrace (MIC) k imipenemu v přítomnosti EDTA
(obr. 3), ukazující na produkci MBL. V tomto případě však
šlo o známou falešnou pozitivitu tohoto testu u A. baumannii
produkujících karbapenemázu OXA-23 [16].

Průkaz genů rezistence byl proveden pomocí konvenč-
ní (end-point) PCR. Všechny izoláty nesly gen pro karba-
penemázu OXA-23 (blaOXA-23) s ISAba1 v promotorové
oblasti a gen armA. U dvou izolátů ze dvou nejpočetněj-
ších skupin (z Pardubic a Ostravy) byly určeny celogeno-
mové sekvence [primární sekvenční data byla připravena
v EMBL v Heidelbergu, jejich sestavení de novo pak po-
mocí programu Geneious (Biomatters,
New Zealand) v Laboratoři bakteriální
genetiky]. Analýza těchto genomů pro-
kázala přítomnost blaOXA-23 s ISAba1
v promotorové oblasti a genu armA, kte-
rý nesl transpozon Tn1548 uložený na
plazmidu o velikosti >177 kb. Geny pro
MBL ani ISAba1 umístěné v promo-
torové oblasti blaOXA-51 nebyly v geno-
mech ani pomocí konvenční PCR u os-
tatních izolátů zjištěny. Za vysokou míru
karbapenemové rezistence i za falešně
pozitivní Etest MBL u všech studova-

Obrázek 1: Příklady makrorestrikčních profilů studovaných izolátů
A. baumannii. Podtrženě a tučně jsou zvýrazněny lokality, v nichž byly
zachyceny izoláty se shodnými profily. M, molekulový marker (48,5 kb).

Obrázek 3:
Vyšetření produkce metalo-ß-laktamáz u kme-
ne ANC 5452 pomocí Etestu MBL (AB bioMé-
rieux). U kmenů A. baumannii produkujících OXA-
23 dochází k falešné pozitivitě testu [16] – pří-
tomnost EDTA (IPI) významně snižuje MIC pro imi-
penem (IP) v nepřítomnosti metalo-ß-laktamázy.

Obrázek 2: Profil antibiotické rezistence izolátu ANC 5452 v diskovém difúzním testu. AMI, ami-
kacin (30 μμμμμg/disk); CAZ, ceftazidim (30); CIP, ciprofloxacin (5); GEN, gentamicin (10); DOX, doxy-
cyklin (30); CEF, cefepim (30); IMI, imipenem (10); MER, meropenem (10); SAM, ampici-
lin+sulbaktam (10+10); SXT, trimetoprim+sulfametoxazol (1,25+23,75); TOB, tobramycin (10); TZP,
piperacilin+tazobaktam (100+10). Disky pocházely od firmy Oxoid.
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ných izolátů tedy velmi pravděpodobně odpovídá OXA-
23. Skupiny místně specifických kmenů se nicméně vzá-
jemně lišily přítomností dalších genů rezistence, např. genu
pro ß-laktamázu TEM-1, karbapenemázu OXA-58 nebo
fosfotransferázy APH(3')-I a APH(3')-VI. Tato zjištění po-
tvrzují již zmíněnou genetickou plasticitu rezistomu typic-
kou pro klon II.

Přestože kmeny A. baumannii nesoucí blaOXA-23 byly
v českých nemocnicích již dříve zachyceny, šlo dosud ve-
směs o ojedinělé nálezy [4, 5, 6], a hlavní příčinou rezis-
tence ke karbapenemům byla dosud nadprodukce chromo-
zomální OXA-51 [3]. Šíření kmenů s OXA-23 je alarmující,
neboť tento mechanizmus poskytuje oproti OXA-51 kvan-
titativně vyšší rezistenci ke karbapenemům a omezuje účin-
nost i dalších ß-laktamů. Ještě závažnější je pak zjištění, že
studované kmeny zároveň nesou (pro Českou republiku
novou) metylázu ArmA, jež způsobuje kvantitativně vyso-
kou rezistenci ke všem aminoglykosidům (obr. 4a, 4b),
které lze jinak docílit pouze kombinací několika mecha-
nizmů (obr. 4c). Současná produkce OXA-23 a ArmA tak
zcela vyřazuje dvě nejvýznamnější skupiny antibiotik po-
užívaných v nemocniční péči. A spolu s rezistencí k fluo-
rochinolonům (mutace v genech pro topoizomerázy) a tetra-
cyklinům (efluxová pumpa TetB), běžnými u klonu II,
ponechává minimální léčebné možnosti.

V souvislosti s metylázou ArmA je nutno zmínit jev,
který umožňuje rozeznat přítomnost tohoto mechanizmu
v rutinním difúzním testu. Jde o nehomogenní růst kmenů
produkujících ArmA kolem disků s aminoglykosidy. Byť
byl tento jev v souvislosti s ArmA v literatuře popsán [17,
18], jeho příčina zatím není zcela objasněna. Situaci ilus-
truje obr. 4 s ANC 5190 a ANC 5452, jež zastupují dvě
genotypově a lokálně odlišné skupiny studovaných izolátů.
U obou izolátů je nehomogenní růst patrný pouze v přípa-
dech, kdy je ArmA mechanizmem jediným (všechny amino-
glykosidy vyjma kanamycinu u ANC 5190; gentamicin,
netilmicin a tobramycin u ANC 5452). Současná exprese
efluxu AdeABC, jež neposkytuje kvantitativně vysokou re-
zistenci (z aminoglykosidů je neúčinnější na gentamicin
a netilmicin), se v bezprostřední blízkosti disku neuplatňuje.
Na rozdíl od ANC 5190 a ANC 5452 se u archivního izolátu

Obrázek 4: Příklady mechanizmů rezistence k aminoglykosidům a jejich kombinací u izolátů A. baumannii (a) ANC 5190 (Pardubice, 2015), (b)
ANC 5452 (Ostrava, 2015) a (c) NIPH 281 (Příbram, 1994 [8]). AMI, amikacin (30 μg/disk); GEN, gentamicin (10); ISE, isepamicin (30); KAN,
kanamycin (30); NET, netilmicin (30); TOB, tobramycin (10). Disky pocházely od firmy Oxoid vyjma isepamicinu (Bio-Rad). Vysvětlení mechanizmů
rezistence je uvedeno v hlavním textu.

NIPH 281 bez ArmA zmíněný nehomogenní růst nevysky-
tuje (obr. 4c).

Z výsledků genotypizace nelze jednoznačně stanovit,
jakým způsobem k šíření kmenů došlo. Možné scénáře za-
hrnují (i) import jediného kmene s OXA-23 a ArmA ze
zahraničí a jeho následné rozšíření a genetickou diverzifi-
kaci, (ii) současný zahraniční import několika kmenů klo-
nu II s OXA-23 a ArmA, (iii) získání armA českými kme-
ny klonu II s již přítomnou OXA-23 horizontálním
přenosem od jiných bakterií nebo (iv) kombinace těchto
možností. Třebaže použité metody genotypizace spolehli-
vé rozlišení uvedených alternativ neumožňují, odpověď na
tuto otázku dnes nabízí určení celogenomových sekvencí
izolátů reprezentujících jednotlivé lokální populace a je-
jich srovnání navzájem i s dostupnými genomovými sek-
vencemi izolátů z různých zemí. Tato analýza se nyní v La-
boratoři bakteriální genetiky provádí.

Smyslem tohoto sdělení je především upozornit na nový
typ rezistence u nemocničních kmenů A. baumannii v Čes-
ké republice, jenž zahrnuje vysoce účinnou kombinaci dvou
mechanizmů rezistence poskytující úplnou rezistenci in
vitro k ß-laktamovým a aminoglykosidovým antibiotikům.
Kmeny s tímto typem rezistence se rok od svého prvního
záchytu objevily v několika nemocnicích, kde obvykle vy-
volaly lokální epidemické epizody. Vedle rizika dalšího ší-
ření těchto kmenů je možný i horizontální přenos metylá-
zy ArmA na jiné druhy nemocničních patogenů. Důležité
je proto výskyt kmenů s tímto typem rezistence sledovat,
k čemuž lze v diagnostických laboratořích využít charak-
teristický fenotyp tohoto typu rezistence v diskovém di-
fúzním testu.

Autoři děkují kolegům z klinické laboratoře Nemocni-
ce Pardubice, FN Hradce Králové, ZÚ Ostrava, SPA-
DIA LAB a.s. Ostrava, PREVEDIG spol. s r.o. Praha,
Krajské nemocnice Liberec, MeDiLa spol. s r.o. Pardu-
bice, FN Na Bulovce, České Laboratorní s.r.o. Labora-
toře OmniLab Praha za zaslání izolátů a spolupráci.

Studie byla podpořena MZ ČR – RVO (Státní zdravotní
ústav – SZU, 75010330).
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