INFORMACE Z NRL A ODBORNYCH PRACOVIST SzU

Zachyt serinové karbapenemazy typu GES v izolatech Pseudomonas aeruginosa

v letech 2018-2019

Detection of serine carbapenemase GES in Pseudomonas aeruginosa isolates in 2018-2019

Lucia Malisova, Vladislav Jakubd, Katarina Pomorskd, Helena Zemlickova

— Souhrn * Summary

V letech 2018 az 2019 bylo do NRL pro antibiotika (NRL pro ATB) zaslano 1610 kmenti Pseudomonas aeruginosa
z dtivodu jejich konfirmace na pfitomnost karbapenemaz. U vSech izolath byla pomoci minimalni inhibi¢ni koncent-
race stanovena citlivost k vybranym antibiotikiim. Kvantitativni PCR potvrdila pfitomnost karbapeneméazy typu GES
u 8,76 % (n = 141) kment. VSechny kmeny P. aeruginosa pozitivni na ptitomnost karbapenemazy typu GES byly
rezistentni k ceftolozan/tazobaktamu, gentamicinu a fluorochinolonim (levofloxacin, ciprofloxacin). Identifikace
karbapenemazy typu GES pomoci MALDI-TOF MS (méfeni rozpadu meropenemu) nebyla dostatecné spolehliva,
pozitivni vysledek vykazovalo jen 40 % téchtoizolétt. Oproti roku 2018, doslo v roce 2019 k zvySenému vyskytu
(narast o 13 %) kment P. aeruginosa, které produkovaly karbapenemazu typu GES.

In 2018-2019, 1 610 strains of Pseudomonas aeruginosa were referred to the National Reference Laboratory
for Antibiotics for confirmation of carbapenemase production. Based on MIC values, all isolates were scree-
ned for susceptibility to selected antibiotics. Quantitative PCR confirmed the presence of GES carbapenemase
in 141 (8.76%) strains. All positive strains turned out to be resistant to ceftozolane/tazobactam, gentami-
cin, and fluoroquinolones (levofloxacin and ciprofloxacin). The identification of GES carbapenemase using
MALDI-TOF MS (meropenem degradation rate measurement) was not reliable enough, with 40% of these iso-
lates only showing a positive result. GES carbapenemase producing strains of Pseudomonas aeruginosa showed

a 13% increase in 2019 compared to 2018.
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Karbapenemy jsou betalaktamova antibiotika, které se
uplatiiuji zejména v 1é¢bé t€Zkych nozokomialnich infekci
zpusobenych multirezistentnimi kmeny, véetné producentt
betalaktamaz (Sirokospektré betalaktamazy typu ESBL,
AmpC a jiné). PouZivaji se zejména v uvodni terapii sepse,
ventildtorové pneumonie, u té€Zkych nitrobfisnich infekci,
neuroinfekei a komplikovanych mocovych infekci [1].
Jejich aktivita spociva v uspésné penetraci pres bakteridlni
membranu, afinité k penicilin vaZicim proteinim (PBP — 1,
PBP - 2), nasledné inhibici syntézy bunécné stény a smrti
buiiky. U€innost téchto antibiotik je v sou¢asnosti ohroZena
v disledku $ifeni kmenil produkujicich enzymy s hydrolytic-
kou aktivitou tzv. karbapenemazy. PfidruZeny mechanismus
rezistence, tj. snizend permeabilita vnéjSi membrany mize
taktéz vyrazné ovlivnit i¢innost karbapenemil v terapii [2].
Od 90. let, kdy byly popsany prvni karbapenememazy, se
tyto enzymy roz§ifily globalné do celého svéta [3].

Kromé vertikdlniho ¢i horizontalniho transportu,
mohou byt karbapenemdzy i pfirozenou soucasti geno-
mu bakterii. Inherentni karbapenemdazy byly detekova-
ny u Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp.,

Flavobacterium spp. a Bacteroides fragilis [4]. Dle struktury
aktivniho mista uvnitf karbapenemaz (Amblerova klasifikace
betalaktamdz) existuji serinové betalaktamazy a metalobe-
talaktamazy (kovovy iont v aktivnim misté enzymu). Tato
prace pojednéava o zachytu karbapenemaz typu GES (Guiana
— Sirokospektra betalaktaméza), které na zaklad€ struktury
aktivniho mista patii do skupiny A karbapenemadz. Jedn4 se
o serinové betalaktamazy, které miZou byt slabé inhibovany
inhibitory betalaktamaz (kyselina klavulanové, tazobaktam).
Kromé GES do této skupiny patii i jiné karbapenemazy:
SME, IMI, NMC-A a KPC.

Vyskyt serinovych karbapenemaz u Pseudomonas
aeruginosa neni tak Casty, jako je tomu v pfipadé meta-
lobetalaktamaz [S]. Skupina GES miZe byt lokalizovana
jak na chromozomu, tak na integronech v ramci plazmidd,
které jim v populaci zabezpecuji snadnou diseminaci.
Dosud bylo popsano pfiblizné 31 variant rodiny GES.
Karbapenem - hydrolytickou aktivitu maji ale jen n€které
z nich (GES-2, -4, -5, -6, -14, -15, -16, -18, -20, -24) [6].
Ostatni zastupci této rodiny pfipominaji svou aktivitou spi§
ESBL. Karbapenemaza typu GES byva detekovina zejména
u druhQ P, aeruginosa, Acinetobacter baumannii, vyskytu-
je se vSak i u zastupcd fadu Enterobacterales (Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter spp.) [7].

V disledku rychlého Sifeni kmend produkujicich kar-
bapanemazy je detekce téchto enzymt velmi dulezitou,
a diky velké diverzité jejich gent Casto i obtiZnou, soucasti
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Graf 1: Zachyt izolatl P. aeruginosa obsahuijicich ges v letech 2018 a 2019 v NRL pro ATB
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laboratorniho vySetfeni. Karbapeneméaza typu GES neni tak
snadno detekovatelna jako jiné karbapenemdazy. Aktivitu
této serinové karbapenemdzy neni mozné vysetfovat po-
moci kyseliny dipikolinové a chelatatoru kovovych iontl
(napt. EDTA) pouZivanych pro detekci metalobetalaktamaz
(MBL). Test pomoci temocilinu (marker pro karbapenemazy
typu OXA-48), ¢i kyseliny fenylborité (inhibitor KPC) jsou
také neucinné. Biochemické testy (CarbaTest, RESIST-4,
Xpert Carba-R a jiné) nezachyti zmény pH (zména zbarveni)
vzdy tspésné. Navic, tyto testy jsou navrZené pro detekci
karbapenemaz s vétsi frekvenci vyskytu (OXA- like, KPC,
VIM, NDM) a ne pro atypickou karbapenemazu jakou je
GES [8]. Hydrolyticky rozpad meropenemu, ktery je mé-
fen pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS)
tento typ enzymu ne vZdy uspé$n€ zaznameni. Napomocné
jsou v tomto pripadé vysledky vySetieni citlivosti, zejména
karbapenemu a ceftolozan/tazobaktamu (diskova difuzni
metoda nebo minimdlni inhibi¢ni koncentrace; MIC), jed-
noznaénym prikazem je pak detekce pomoci kvantitativni
PCR (gPCR), ¢i sekvenace.

Narodni referencni laboratof pro antibiotika (NRL pro
ATB, Statni zdravotni istav) monitoruje vyskyt karbapene-
maz ve spolupréci s Pracovni skupinou pro monitorovani
rezistence (PSMR). U vsech izolati P. aeruginosa zaslanych
do NRL pro ATB je bujénovou mikrodilu¢ni metodou stano-
vena citlivost (MIC) k vybranym antibiotikiim (ceftolozan/
tazobaktam, piperacilin/tazobaktam, ceftazidim, cefepim,
meropenem, gentamicin, tobramycin, amikacin, kolistin,
levofloxacin, ciprofloxacin) dle doporuc¢eni EUCAST.
U izolatd P. aeruginosa s MIC meropenemu > 2 mg/L [9]
se ovéfuje pfitomnost karpabenemaz pomoci fenotypové
detekce, kterd je zaloZena na zjisténi pfipadnych deformaci
inhibi¢nich zén u diskového difuzniho testu. Pfi ném se kom-
binuje specifické usporadani diski s antibiotiky (imipenem,

meropenem, ceftazidim) s 0,1M kyselinou EDTA (1pl), tzv.
MBL test [10]. Jako pomocny test je pouZivana detekce hyd-
rolyzy meropenemu systémem MALDI-TOF MS (Microflex
Brucker, Bremen, Germany) a qPCR (Bio-Rad).

V letech 2018 az 2019 bylo do NRL pro ATB zaslano ke
konfirmaci pritomnosti karbapenemaz celkem 1610 kment
P. aeruginosa (2018/680; 2019/930). Celkovy podil kmeni
z hemokultur byl 12 % (196), 1412 kmend bylo izolovanych
z riznych dalSich klinickych materiali (87,5 % (595/680),
2018; 87,8 % (817/930), 2019). V obou letech dominovaly
hlavné izolaty zachycené z moci (35,3 % (240/680), 2018;
25,9 % (241/930), 2019).

Pfitomnost karbapenemazy typu GES byla potvrzena
pomoci qPCR celkem u 141 kmeni (8,7 %), v roce 2018
to bylo u 10 izolatd (1,5 %), v roce 2019 se jejich pocet
zvySil na 131 izolatd (14 %) (Graf 1). Celkem 74 % kmenu
pochézelo z Prahy, zbylé izolaty pochézely z lokalit Beroun,
Kladno, Kolin, Liberec, Litoméfice, Nachod, Novy Jicin,
Ostrava a Znojmo. VSechny kmeny P. aeruginosa/ges* byly
rezistentni k ceftolozan/tazobaktamu, gentamicinu, fluoro-
chinoloniim (levofloxacin, ciprofloxacin) a nevykazovaly
deformaci inhibi¢nich z6n pfi MBL diskovém difuznim
testu. Vysoky podil rezistence byl zaznamenan u ceftazidimu
(99 %), tobramycinu (99 %), amikacinu (97 %), piperacilin/
tazobaktamu (92 %), cefepimu (88 %) a meropenemu (72 %)
(Graf 2). Tti izolaty byly rezistentni ke kolistinu (2 %)
bez prokézané pfitomnosti genti mcr. Zadna z dostupnych
fenotypovych metod spolehlivé nedetekuje pfitomnost
karbapenemadzy typu GES. Hmotnostni spektrometrie, ktera
se v detekci jinych karbapenemdz jevi jako velmi u¢inna
metoda, nedosahuje u karbapenemazy typu GES takové
spolehlivosti. Vzhledem k tomu, Ze metoda MALDI-TOF
MS je primarné ur¢ena pro detekci rozpadu karbapenemit
v fadu Enterobacterales a rodu Acinetobacter spp. [11,
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Graf 2: Prehled antibiotickeé rezistence u P, aeruginosa/ges* v letech 2018 az 2019
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12, 13], detekce karbapenemdz v jinych druzich bakterii 6. Bonnin RA, Jousset AB, Urvoy N et al. Detection of GES-5

nemusi byt tak spolehlivd. U kment produkujicich GES-5,
ktery se vyznacuje hydrolytickou aktivitou karbapenemt,
byly zaznamenany fale$né negativni vysledky rozpadu me-
ropenemu, zatimco u kmenu produkujici karbapenemazy
s ESBL aktivitou (napf. GES-1) se objevuji fale$né pozitivni
vysledky [14]. Pozitivni vysledek rozkladu meropenemu
(MALDI-TOF MS) byl zaznamenan jen u 57 kmena (40 %)
P. aeruginosa/ges®.

I kdyZ karbapeneméazy typu GES nejsou v populaci tak
hojné zastoupeny, jako napiiklad metalobetalaktamazy, jsou

oy

nebezpecné z divodu mozného skrytého Siteni v disledku
jejich obtizné fenotypové detekce. I z téchto diivodi ma

Ny

monitoring vyskytu/Sifeni tohoto typu karbapeneméiz své
opodstatnéni.

Podékovani: NRL pro ATB dékuje za spolupréci vSem
laboratofim v ramci skupiny PSMR (Pracovni skupina pro
monitorovani rezistence).
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