PRZEGL EPIDEMIOL 2012; 66: 403 - 407 Problemy zakazen

Arkadiusz Kuziemski, Beata Czerniak, Krystyna Frankowska, Ewa Gonia

EPIDEMIOLOGIA MOLEKULARNA SZCZEPOW ACINETOBACTER BAUMANNII
IZOLOWANYCH W LATACH 2008 — 2010 W SZPITALU UNIWERSYTECKIM NR 2
W BYDGOSZCZY

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF ACINETOBACTER BAUMANNII STRAINS
ISOLATED IN THE YEARS 2008-2010 IN UNIVERSITY HOSPITAL NO. 2
IN BYDGOSZCZ

Szpital Uniwersytecki nr 2 im. dr Jana Biziela w Bydgoszczy

STRESZCZENIE

WSTEP. Rejestry zakazen szpitalnych prowadzone w Oddziale Anestezjologii 1 Intensywnej Terapii (OAIlIT)
Szpitala Uniwersyteckiego (SU) nr 2 w Bydgoszczy wykazywaty w latach 2007-2010 wzmozong zapadalno$¢
na zakazenia bakteryjne o etiologii Acinetobacter baumannii. Specyfika Oddziatu stwarza ryzyko przeniesie-
nia bakterii srodowiskowych tworzacych flore szpitalng Oddziatu do innych Oddziatow zgodnie z kierunkiem
przemieszczania si¢ chorych.

MATERIAL IMETODY. W celu okreslenia wielkosci tego ryzyka przez 3 lata kolekcjonowano poprzez zamroze-
nie zblizone fenotypowo ze wzgledu na opornos¢ na antybiotyki szczepy Acinetobacter (ogotem 146 izolatow),
z ktérych wybrano 12, poddanych genotypowaniu. Molekularng diagnostyke roznicowg prowadzono przy uzyciu
metody pulsacyjnej elektroforezy zelowej (PFGE).

WYNIKI. Wyniki badan molekularnych szczepow Acinetobacter (izolowanych z materialow istotnych klinicznie)
poddano analizie w kontek$cie dochodzen epidemiologicznych. Na ich podstawie ustalono, Ze sa co najmnigj
dwa szczepy epidemiczne Acinetobacter baumannii, jeden z nich byt izolowany tylko od chorych leczonych
w OAIIT. Niepokojacy jest fakt izolacji tego genotypu od pacjenta, ktéry nigdy nie byt leczony w OAIlT. Trans-
misja zakazen szpitalnych wywotanych szczepami epidemicznymi Acinetobacter baumannii, izolowanymi do
tej pory od pacjentow OAIlT, stwarza realne ryzyko, ze moga one stac si¢ florg szpitalng kolejnych Oddziatow.

SEOWA KLUCZOWE: epidemiologia molekularna, Oddzial Anestezjologii i Intensywnej Terapii, Acineto-
bacter baumannii

ABSTRACT

INTRODUCTION. Hospital infection registers prepared by Anaesthesiology and Intensive Care Unit (AICU) of
J.Biziel University Hospital no. 2 in Bydgoszcz in the years 2007-2010 indicated to high incidence of bacterial
infections of Acinetobacter baumannii aetiology. The specificity of the Unit poses the risk of hospital infection
with environmental bacteria constituting the bacterial flora of the Unit to other units of the hospital in accordance
with the direction of the patients relocation.

MATERIAL AND METHODS. In order to determine the aforementioned risk, the authors had collected and stored
(in frozen state) Acinetobacter strains of similar phenotype as regards the resistance (146 isolates were collected
in total) for 3 years and then the genotype of 12 selected isolates was determined. Differential molecular diagnosis
was performed using pulsed field gel electrophoresis (PFGE).

RESULTS. Results of the molecular tests of Acinetobacter strains (isolated from clinically significant material)
were analysed in the context of epidemiologic investigations. On the basis of the results, the authors found out
that there are at least two epidemic strains of Acinetobacter baumannii; one of them was isolated from patients
treated in AICU only. It is alarming that genotype has been isolated from the patient who has never been treated
in AICU. Transfer of hospital infections caused by Acinetobacter baumannii strains isolated so far from AICU
patients poses real threat that those bacteria can become part of bacterial flora in other hospital units.
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WSTEP

Analiza rejestrowanych w OAIIT zakazen szpital-
nych wykazata, ze dominujagcym czynnikiem etiolo-
gicznym s3 szczepy Acinetobacter baumannii (okoto
30% wszystkich zakazen), ktorych fenotyp wykazywat
wieloopornos¢ (tab I). Wiekszos$¢ chorych leczonych
w OAIIT byta po uzyskaniu poprawy przekazywana
do macierzystych Oddziatow. Wsrdd izolowanych
w szpitalu bakterii Acinetobacter baumannii byty
szczepy, ktore reprezentowaty zblizony fenotyp w za-
kresie opornosci do tych, ktore byly traktowane jako
flora szpitalna OAIIT. Niektore z nich byty izolowane
z materiatu klinicznego pobranego od chorych, ktorzy
nigdy nie byli leczeni w OAIIT. Na podstawie prowa-
dzonych przez Zespot Kontroli Zakazen Szpitalnych
(ZKZS) dochodzen epidemiologicznych ustalono, ze
istnieje ryzyko iz szczepy Acinetobacter baumannii sa
poprzez chorych przenoszone do innych Oddziatow.
Z tego powodu zdecydowano si¢ wykorzysta¢ metody
epidemiologii molekularnej w prowadzeniu dochodzen
epidemiologicznych. W latach 2008-2010 izolaty Aci-
netobacter baumannii spetiajace kryteria (materiat
kliniczny, zblizony profil oporno$ci) byly zamrazane
i kolekcjonowane (ogétem 146 szczepow). Sposrod
nich wybrano 12 szczepow, ktore zostaty poddane
genotypowaniu metodg pulsacyjnej elektroforezy zelo-
wej. Jest to metoda czesto stosowana w molekularnych
dochodzeniach epidemiologicznych (1,5,12).

Celem pracy byta ocena ryzyka przeniesienia
bakterii srodowiskowych tworzacych florg szpitalng
Oddziatu Anestezjologii i Intensywnej Terapii (OAilT)
Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 w Bydgoszczy do in-
nych oddziatéw zgodnie z kierunkiem przemieszczania
si¢ chorych.

MATERIAL I METODY

Pobierany materiat istotny klinicznie byt diagnozo-
wany mikrobiologicznie w nastepujacy sposob:
Szczepy bakteryjne. Przedmiotem badan byto 12
szczepow A. baumannii wyizolowanych ze 146 probek
materialow klinicznych pochodzacych od pacjentow
hospitalizowanych w réznych oddziatach Szpitala
Uniwersyteckiego nr 2 im. Jana Biziela w Bydgoszczy
w okresie od grudnia 2008r. do pazdziernika 2010r.
Badanym materiatem byly: mocz, wydzielina z drog
oddechowych, wydzielina ze zmian ropnych i dodatnie
posiewy krwi prowadzone w automatycznym systemie

BacTAlert 120 (bioMerieux). Do posiewow uzywano
gotowych podiozy produkceji bioMerieux: Columbia
agar z krwig owczg i MacConkey agar, a dla probek
materiatu z dolnych drég oddechowych dodatkowo
agar czekoladowy wybiorczy dla Hemophilus spp.
Hodowle prowadzono w warunkach tlenowych i w at-
mosferze wzbogaconej COl, w temperaturze 36°C =
1°C 1 oceniano je po 24 godz. inkubacji. W przypadku
braku wzrostu drobnoustrojow inkubacje przedtuzano
o dalsze 24 godziny. Niefermentujace glukozy, kata-
lazo-dodatnie, oksydazo-ujemne, Gram-ujemne ziar-
niakopateczki kierowano do identyfikacji w kierunku
Acinetobacter spp.
Identyfikacja szczepow. Przynalezno$¢ gatunkowsa
oznaczano na podstawie profili biochemicznych przy
uzyciu testu NEFERMtest 24 (PLIVA-Lachema Dia-
gnostika) wg instrukcji producenta, braku hemolizy
na podtozu agarowym z krwig owcza i zdolnosci do
wzrostu w temp. 44°C.
Lekowrazliwo$¢ szczepow. Wykonano metodg dyfu-
zyjno — kragzkowa na podtozu Mueller-Hintona (bioMe-
rieux) z zastosowaniem krazkow bibutowych (Oxoid).
Oznaczano wrazliwo$¢ na nastgpujace antybiotyki
i chemioterapeutyki: piperacylina (100ug), piperacy-
lina/tazobactam (100/10pg), ampicylina/sulbactam
(100/10pg), ceftazydym (30pg), cefepim (30pg), imipe-
nem (10png), meropenem (10ug), gentamycyna (10png),
amikacyna (30yg), ciprofloksacyna (5ug), tetracyklina
(30ug) 1 trimetoprim/sulfametoksazol (1,25/23,75ug).
Wyniki odczytywano po 20 godz. inkubacji w temp.
35°C=+ 1°C. Przy interpretacji wynikow przyjmowano
kryteria zgodne z zaleceniami CLSI (Clinical and La-
boratory Standards Institute) (1,2). Do wewnetrznej
kontroli oznaczen stosowano szczepy Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 27853 i Pseudo-
monas aeruginosa ATCC27853. Lekowrazliwos¢ byta
oznaczana zgodnie zaleceniami Krajowego Osrodka ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojow.
Przechowywanie szczepéw: izolaty przechowywano
w proboéwkach z bulionem tryptozowo — sojowym z do-
datkiem 20% glicerolu (BD Diagnostics) w temp. -75°C
(zamrazarka laboratoryjna niskotemperaturowa Plati-
num 340V produkcji Angelantoni Industrie Wtochy).
Diagnostyka mikrobiologiczna materiatu klinicznego
1 izolacja szczepdéw oraz ich przechowywanie byty
prowadzone w zaktadzie mikrobiogicznym SU nr 2.
W grudniu 2010 r. spos$rdéd 146 przechowywanych
szczepow wybrano 12. Ustalono nast¢pujace kryteria
wyboru: zblizona opornos¢, materiat kliniczny, odstep
czasu okoto 90 dni pomiedzy pobraniami materiatu. Do
badan genetycznych przekazano izolaty wyhodowane
z: krwi - 5, moczu — 2, wymazy z BAL — 2, wymazy
zran — 3. Wybrane izolaty genotypowano przy uzyciu
pulsacyjnej elektroforezy zelowej (PFGE) wedtug
schematu:
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Przygotowanie bloczkéw Zelowych z zawiesing
Acinetobacter baumanni do lizy komoérek. Szczepy
Acinetobacter baumannii rozsiewano na powierzchni
pozywki agarowej CASO + 0,6% ekstrakt drozdzowy
i inkubowano ptytki w temperaturze 37°C przez noc.
Po inkubacji zbierano wymazowka wyroste kolonie
i zawieszano w 2 ml buforu CSB (100mM Tris HCI,
1.0 mM EDTA, pH 8.0). Nastgpnie mierzono gestos¢
optyczna (GO) na fotometrze przy dhugosci fali 600
nm. Jezeli wynik pomiaru byt GO = 1,0, pobierano
400 pl zawiesiny. Jezeli warto$ci pomiaru byty wieksze
lub mniejsze, to przeliczano ilo$¢ potrzebnej zawiesiny
wedtug wzoru: 1,0 x 400: GO. Zawiesing umieszcza-
no w proboéwce Eppendorfa o poj. 1,5 ml i dodawano
20 pl proteinazy K (20mg/ml). Nastepnie dodawano
w przypadku szczepdw A. baumannii 1% SeaKem Gold
agaroze z detergentem jonowym (na 1 probke: 370 ul
1,0% zelu agarozowego, 30 ul 10% SDS), mieszano
i nanoszono do otworéw znajdujacych si¢ na plastiko-
wej plytce, podklejonej tasma. Zel pozostawiano do
zestalenia na 15 min.

Liza komoérek. Bufor do lizy komoérek mial naste-
pujacy sktad: 50mM Tris, pH 8.0; 50 mM EDTA, pH
8.0; 1% N-laurosylsarkozyna, 0.1 mg/ml, proteinazy K
(20.0 mg/ml). Bufor rozlewano po 4 ml do probowek
i umieszczano w nim zestalone szablony zelowe. Lize
komorek prowadzono w tazni wodnej w temperaturze
57°C przez noc bez mieszania. Nast¢gpnie przemywano
szablony 2 razy woda destylowana i 4 razy buforem TE
(10mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0). Po ostatnim myciu
szablony pozostawiano w 5 ml buforu TE, 8.0 i prze-
chowywano w temperaturze 4—6°C. Tak przygotowane
szablony poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego.

Wykonanie cigcia DNA enzymem restrykcyjnym.
Przed poddaniem dziataniu enzymu restrykcyjnego sza-
blony agarozowe cigto na potiumieszczano w probow-
kach Eppendorfa o poj. 1,5 ml. Szablony zawierajace
zawiesing A. baumannii przemywano roztworem: 180
ul wody destylowanej i 20 ul 10x bufor Tango (ilos¢
na 1 probke) i inkubowano w termomikserze w tem-
peraturze 37°C przez 10 min. Nastgpnie szablony te
poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego. Roztwor
z enzymem restrykcyjnym sktadat si¢ z: 175 pl wody
destylowanej, 20 pul 10x bufor Tango, 5 pl enzymu Xbal
(10 U/ul) — ilos¢ na 1 probke. Probki inkubowano
w termomikserze w 37°C przez noc mieszajac przy
300 obr/min. Po restrykcji enzymem szablony zelowe
wyjmowano i uktadano na grzebieniu, ktory nastepnie
umieszczano w ptynnym 1% Zelu agarozowym (Pulsed
Field Agarose). Po zestaleniu zel poddawano elektro-
forezie w aparacie do elektroforezy w zmiennym polu
elektrycznym CHEF-DRIII w buforze TBE (45.0 mM
Tris-HCI, pH 8.0; 45.0 mM kwas borowy, ImM EDTA,
pH 8.4) o temperaturze 14°C. Czas pulsu poczatkowego
wynosit 2.2 s, a koncowego 63.8 s. Czas migracji wyno-

sit 19 h przy napigciu 6V/cm i kacie 120° Jako markera
wielko$ci uzywano szablondéw agarozowych, ktére
zwieraly zawiesing konktameréw A. Po elektroforezie
zel wybarwiano w roztworze wodnym bromku ety-
dyny (500 ml wody i 50 pl bromku etydyny) przez 0,5
godz. Nastepnie zel odbarwiano w wodzie destylowane;j
przez 20 min. Zel analizowano w $wietle UV (UVP
AutoChemi®Syatem). Badania 12 izolatow Acineto-
bacter baumanii przy uzyciu pulsacyjnej elektroforezy
zelowej wykonano w Laboratorium Mikrobiologicznym
Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej
w Bydgoszczy.

Wyniki badan zostaty opracowane statystycznie
przy uzyciu oprogramowania Microsoft Office 2007
firmy Microsoft.

WYNIKI

Wybrane do badan molekularnych szczepy Acineto-
bacter baumannii byty wielooporne. Fenotyp oporno$ci
wykazywal wrazliwo$¢ tylko na antybiotyki z grupy
karbapenemow i kolistyne. Kazdy z 3 szczepow sposrod

Tabela I. Zestawienie liczby przypadkdéw zakazen szpital-
nych w tym zakazen wywolanych przez Acineto-
bacter baumanii zarejestrowanych w latach 2007
— 2010 w Oddziale Anestezjologii i Intensywnej
Terapii Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. Jana
Biziela w Bydgoszczy

Table I. Tabularized overview of hosptal infections recorded
in the years 2007 — 2010 in the Anaesthesiology
and Intensive Care Unit of Jan Biziel University
Hospital no. 2 in Bydgoszcz
. . . .| Liczha zakazer wywotanych przez

ROK | Liczba wszystkich zakazen Acinetobacter b)(llumanr):ii (E/O)
2007 M 8 (19,5%)

2008 69 18 (26%)

2009 108 33 (30%)

2010 129 44 (34,1%)

Tabela I1. Wyniki badan molekularnych 12 szczepow Acine-
tobacter baumanii genotypowanych przy uzyciu
pulsacyjnej elektroforezy zelowej

Table II. The molecular tests results
bm:gg_ Liczba badapych szcze- Pulsotypy
ny pow
P | P | P | P | P
Krew 5 1 - 1 -
Mocz 2 1 1
BAL 2 1 - - 1
Wymazy 3 1 2 - - -
RAZEM 12 5 4 1 1 1
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12 genotypowanych wykazywat unikalny wzor restryk-
cyjny. Pozostate 9 szczepow sktadalo si¢ z 2 genoty-
pow wykazujacych identyczny uktad prazkow. Jeden
z nich szczep P3 wystepowat pieciokrotnie, szczep P1
czterokrotnie. Z krwi najcze$ciej izolowano szczep P3
(3x). W wymazach z ran P1 izolowano dwukrotnie. Po-
chodzenie materialu pobranego do badan w kontekscie
wykrytych pulsotypow przedstawiono w tabeli (tab II).

Przeprowadzone dochodzenie epidemiologiczne
wykazato, ze 6 pacjentow, od ktorych pobrano materiat
do badan, byto leczonych w OAIlT, a nastgpnie w in-
nych Oddziatach szpitala. U 4 sposrdd nich izolowano
szczep P3, a u pozostatych szczepy P2 i P5. Szczep
P1 byt czterokrotnie izolowany od chorych leczonych
w roznych Oddzialach, ale nigdy nie przebywali oni
w OAIIT. Wyniki dochodzenia wskazuja, ze genotypy
Acinetobacter wykrywane w OAIlIT (P2, P3, P5) poza
uzyskanym od jednego chorego, nie byly izolowane od
chorych leczonych w innych Oddziatach. W jednym
przypadku chory nigdy nie byt leczony w OAIlT, a izo-
lowano od niego z krwi szczep P3 (pacjent Oddziatu
Neurologii — 2010 rok). Podczas jego pobytu w Od-
dziale Neurologii nie byt leczony zaden chory, ktory
przebywatby jednoczesnie w OAIIT. W 2008 1.12009 1.
u dwoch pacjentéw z Oddziatu Neurologii izolowano
szczep P1. Wyniki dochodzenia epidemiologicznego
przedstawiono w tabeli II1.

Tabela III. Wyniki dochodzenia epidemiologicznego — wy-
izolowane pulsotypy od pacjentéw z podziatem
na oddzialy na ktorych byli leczeni

Table III. The epidemiologic investigation results
Pacjenci leczeni na oddziatach
Pulsotyp anesteszlogii | inten- ) po.zosta“’ry.c.h bez anestg-
sywnej terapiioraz | neurologii | zjologiiiintensywnej
neurologii terapii

P - 2 2
Ps 4 1 -
P, - - 1
Ps 1
P, 1 - -

RAZEM 6 3 3

DYSKUSJA

Zakazenia szpitalne rejestrowane w OAIlT cha-
rakteryzuja si¢ wysoka zapadalnos$cia, a ich etiologia
czesto wynika z obecnosci patogenow w srodowisku.
Naleza do nich szczepy Acinetobacter baumannii,
ktore fenotypowo prezentujg wieloopornosé i stanowia
flor¢ szpitalng tych Oddziatow, bedac jednoczes$nie
przyczyng wysokiej smiertelno$ci w przebiegu tych
zakazen (2,6,7,9,10,13). OAIIT sg interdyscyplinarnymi
jednostkami szpitalnymi, w ktérych ruch chorych jest

determinowany przez stan zagrozenia zycia pacjenta.
Po uzyskaniu poprawy klinicznej chorzy wracaja do
swoich pierwotnych Oddziatéw. U wielu sposrdéd nich
rozpoznaje si¢ zakazenie szpitalne, do ktérego doszto
w OAIIT (5,9,13). Istnieje realne ryzyko, ze moga oni
sta¢ si¢ wektorem przenoszacym bakterie wystepujace
w §rodowisku OAIIT do innych Oddzialow szpitalnych.
Przeprowadzone przez nasz Zespot badanie, dzieki
zastosowaniu metod epidemiologii molekularnej mia-
to wykry¢, czy w naszym szpitalu dochodzi do takich
przypadkow. Genotypowanie szczepdw A. baumannii
wykazalo, ze sg dwa szczepy epidemiczne, a jeden
z nich ,,pulsotyp P3” byt izolowany od chorych leczo-
nych w OAIIT. Pulsotyp P1 nie byl wykrywany w ma-
teriale pochodzacym od chorych leczonych w OAIIT.
Izolacja pulsotypu P3 od chorego nigdy nieleczonego
w OAIIT jest dowodem na przeniesienie zakazenia
w Oddziale Neurologicznym, w ktérym do tej pory on
nie wystgpowat.

Z dochodzenia epidemiologicznego wynika, ze
nie ma podstaw aby uznaé, ze przeniesiono zakazenie
z pacjenta na pacjenta. Wobec tego jedyna mozliwa
droga zakazenia to przeniesienie zakazenia ze Srodowi-
ska na pacjenta. Wyniki naszego badania wskazuja, ze
ryzyko przeniesienia flory bakteryjnej sSrodowiskowej,
wystepujacej do tej pory tylko w OAIIT, jest realne,
a wektorem przenoszacym patogeny sg chorzy. W pracy
badaczy argentynskich, bez uzycia metod epidemiolo-
gii molekularnej, wykazano mozliwg droge szerzenia
sic w §rodowisku szpitalnym klonéw Acinetobacter
poprzez chorych przemieszczajacych si¢ pomiedzy
oddziatami (4). Jest to wynik zbiezny z naszymi ob-
serwacjami, aczkolwiek stwierdzono potencjalnie
mozliwg transmisje przez r¢ce personelu (chwilowa
kontaminacja), wykluczajac droge powietrzng. W li-
teraturze podkresla si¢ udzial w przenoszeniu patoge-
néw srodkow ochrony osobistej 1 rak personelu (8,11).
Zostato to potwierdzone wynikami badah naukowcoéw
z Baltimore, ktorzy wykryli tatwo$¢ kontaminacji rak,
rekawiczek i1 fartuchow zwlaszcza bakteriami z rodzaju
A. baumannii.

Z naszych badan wynika, ze procedury higieniczne
stosowane w naszym szpitalu sg skuteczne, poniewaz
wykryli§my, ze genotypy A. baumannii bedace flora
szpitalng OAIlT, nie sa, poza jednym przypadkiem,
obecne w pozostaltych Oddziatach. Z drugiej strony
pomimo presji wywieranej przez $rodki dezynfekcyjne
1 antybiotyki epidemiczne, klony A. baumannii utrzy-
muja si¢ w Srodowisku OAIIT od wielu lat dominujac
w etiologii zakazen szpitalnych. Do podobnych wnio-
skow na podstawie trzyletnich badan doszli autorzy ze
szpitala w Filadelfii, aczkolwiek wyniki badan moleku-
larnych (rep-PCR) wskazywaty na zanik dominujacego
w latach 2006-2007 klonu i wyparcie go przez zupeltnie
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inny (3). Jest to dowod na wysoki potencjat mutagenny
szczepOdw A. baumannii.

Kolonizacja srodowiska kolejnych Oddziatow
wieloopornymi szczepami utrudnia i podwyzsza kosz-
ty antybiotykoterapii, poteguje ryzyko pojawiania si¢
nowych szczepow epidemicznych wsrod bakterii Srodo-
wiskowych z wyzszym potencjatem do wyksztalcenia
nowych mechanizmdéw opornosci.

WNIOSKI

1. Pacjenci Oddziatow OAIIT zakazeni wieloopornymi
patogenami srodowiskowymi mogg stac¢ si¢ wekto-
rem przenoszacym je do innych Oddziatow.

2. Zespot Kontroli Zakazen Szpitalnych powinien
monitorowac ryzyko przeniesienia patogenow.

3. Do Zespotu Kontroli Zakazen Szpitalnych nalezy
opracowanie metod zapobiegania szerzenia si¢ wie-
loopornych patogenoéw w srodowisku szpitalnym.
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