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Abstrakt

Infekce spojené s nemocni¢ni péci se ve zna¢né mife podileji na mortalité a morbidité
ve zdravotnickych zatfizenich. Riziko vzniku nozokomidlnich infekci se vyznamné lisi
u rtiznych skupin pacientdl v zavislosti na charakteru jejich primarniho onemocnéni,
komorbiditach, poskytované péci, délce hospitalizace a také typu pouzitych
diagnostickych a lé¢ebnych postupi. Velkou roli mohou také hrat umélé materidly
jako jsou centrdlni Zilni katetry, shunty, mocové cévky, kloubni a chlopenni ndhrady,
nebo uméla plicni ventilace. Vétsina nozokomidlnich infekci je zptisobena zdstupci
Celedi Enterobacteriacece, ¢leny rodt Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., nebo
nékterymi grampozitivnimi bakteriemi, zejména rody Staphylococcus spp. a
Enterococcus spp. CoZ je predevsim umoznéno jejich schopnosti uchovdvat a
pfendet rizné typy rezistenci k antimikrobnim latkdm. Identifikace a typizace téchto
patogennich organismi je proto nepostradatelnym ndstrojem moderniho sledovani
infek¢énich onemocnéni v oblasti vefejného zdravi, nejen pro vhodnou a Géinnou
lé¢bu infekci, ale i v pripadé vyskytu epidemickych epizod. Pochopeni klondlni
kontinuity mezi vy$etfovanymi kmeny je nezbytné pro uréeni zdroje a cesty $ifeni
infekci, potvrzeni nebo vylouceni epidemickych epizod, sledovani zkfiZeného
pfenosu patogentl souvisejicich se zdravotni péc¢i, nebo rozpoznani virulentnich
kment. Pro tento ucel maze byt pouzita fada jednoduchych fenotypovych metod,
jako je stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace, biochemické testovani nebo
serotypizace, které vyuzivaji rozdild v morfologii, biochemické a enzymatické
aktivité, nebo v antigennim sloZeni jednotlivych mikroorganisma. Kromé toho lze
pouzit komplexnéjsi genotypiza¢ni metody k zajisténi senzitivnéjsi diferenciace
kmen®, vy$§i trovné standardizace, reprodukovatelnosti, typizovatelnosti a
diskrimina¢ni sily ve srovnani s metodami fenotypiza¢nimi. Tyto techniky zahrnuji
nejen fadu postupt zaloZenych na PCR, casto spojenych s béznou, pulzni nebo
kapilarni elektroforézou, ale také sekvenovani, a to od sekvenovani jednotlivych genti
Sangerovou metodou, az po naro¢nou celogenomovou sekvenaci.

Tato dizerta¢ni prace shrnuje vysledky péti vybranych praci publikovanych
v zahrani¢nich casopisech s impaktnim faktorem, pficemz dvé publikace jsou
prvoautorské. Prvni prace vedla k vyvoji a validaci nové automatické techniky pro
depozici bakterii a kvasinek na MALDI desti¢ku pomoci ,mokré depozice“ do kapky
70% kyseliny mravenci. Tato automatickd depozice byla porovnavana s béZnou ruéni
depozici pomoci dfevéného paratka, semi-extrakei, béZné pouzivanou pti identifikaci
kvasinek, a ru¢ni ,mokrou depozici“. Pficemz, pouziti robota MALDI Colonyst
vyrazné zvysilo identifika¢ni skdre bakterii ve srovnani s rutinnim diagnostickym
procesem. Nasledujici ¢tyfi publikace se zaméfuji na epidemiologii nékolika
nejbéznéji se vyskytujicich karbapenemaz v Ceské republice (KPC, OXA-48, NDM a
IMP), a to bud v rdmci nemocni¢nich epidemickych epizod, nebo v rdmci jejich
vyskytu po celé republice. Konkrétné jsme se zaméfili na detekci mozného Sifeni
klont a sledovani cesty a zdroje jejich pfenosu, s vyuzitim fady typiza¢nich metod,
jak fenotypovych, tak genotypovych, v¢etné celogenomové sekvenace.

Kli¢ova slova: typizace bakterii - fenotypiza¢ni metody - genotypiza¢ni metody -
NGS - MALDI-TOF MS - epidemicka epizoda - HAI



Abstract

Healthcare-associated infections represent a significant cause of morbidity and
mortality in hospital settings. The risk of nosocomial infection differs significantly in
different groups of patients, depending on the character of their primary illness, the
co-morbidities, the type of care provided, the length of hospitalization, or the
medical procedures used. Artificial surfaces such as central venous catheters, shunts,
urinary catheters, valve and joint replacements or controlled lung ventilation play a
major role. The majority of nosocomial infections is caused by several representative
of Enterobacteriaceee family, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., or some Gram-
positives, especially Staphylococcus and Enterococcus spp. This is largely due to their
ability to retain and transfer different types of resistance to antibiotics. The
identification and subtyping of these pathogenic microorganisms is an essential tool
of modern public health infectious disease surveillance not only for appropriate and
efficient treatment of infections, but also in case of an outbreak. Understanding
clonal continuity among investigated strains is essential to determine the source and
routes of infections, confirm or rule out outbreaks, trace cross-transmission of
healthcare-associated pathogens, or recognize virulent strains. For this purpose, a
series of simple phenotypic methods such as determination of minimal inhibition
concentration, biochemical testing or serotyping can be used, utilizing differences in
morphology, biochemical and enzymatic activity, or antigenic composition of given
microorganism. Furthermore, more complex genotypic methods can be used to
provide more sensitive strain differentiation and higher levels of standardization,
reproducibility, typeability, and discriminatory power compared with phenotypic
typing methods. These techniques include not only the number of PCR-based
methods, often associated with conventional, pulsed or capillary electrophoresis, but
also sequenation, ranging from Sanger sequencing of individual genes to exacting
whole-genome sequencing.

The present dissertation thesis summarizes the results of five selected publications
published in impact factor journals, with two first-author publications. The first work
led to the development and validation of a novel automatic technique for bacterial
and yeast deposition on MALDI target using “wet-deposition” into a droplet of 70%
formic acid. This automatic deposition was compared to conventional manual
spotting using a wooden toothpick, semi-extraction routinely used for yeasts, and
manual “wet-deposition”. Spotting by MALDI Colonyst robot significantly increased
identification score of bacteria compared with the routine diagnostic process.
Following four publications are focused on the epidemiology of several of the most
common carbapenemases in the Czech Republic (KPC, OXA-48, NDM, and IMP),
either within hospital outbreaks or their occurring across the country. In particular,
we focused on detecting the possible clonal spread and tracking the path and the
source of their transmission with the use of a number of typing methods, both
phenotypic and genotypic, including whole-genome sequencing.

Keywords: bacterial typing - phenotypic methods - genotypic methods - NGS -
MALDI-TOF MS - outbreak - HAI



1 Uvod

Infekce spojené s nemocni¢ni péci (Healthcare-Associated Infections, HAI) se ve
zna¢né mife podileji na morbidité a mortalité v nemocni¢nich zafizenich. Tyto
infekce postihuji ve Spojenych statech pfiblizné 2 miliony lidi ro¢né, coz odpovida asi
5 % hospitalizovanych pacientdl. Vysledkem je pfiblizné 88 ooo umrti ro¢né a naklady
na zdravotni pé¢i dosahujici aZz hodnoty 4,5 miliardy dolard.' Podobna incidence
nozokomialnich infekci je i v zemich Evropské unie, pti¢emz v Ceské republice se
tyto infekce vyskytuji u pfiblizné 5-7 % hospitalizovanych pacientt a jejich 1é¢ba vede
k vyznamnému narastu vynaloZenych ndklad.> V rozvojovych zemich je vyskyt
nozokomidlnich infekci vys$si nez 10 %, coz vétsinou vyplyva z nedostate¢né zdravotni
péce a nizké drovné hygieny. Riziko nozokomidlnich infekci se vyznamné lisi
v raznych skupindch pacient®, v zdvislosti na charakteru primdrniho onemocnéni,
komorbiditach, druhu poskytované péce, délce hospitalizace nebo pouzitych
lécebnych postupech. Velmi dileZitou roli hraji také umélé povrchy, jako jsou
centralni zilni katétry, shunty, mocové cévky, chlopenni a kloubni nahrady, nebo
uméld plicni ventilace.> 3 Z ¢ehoZ vyplyvaji ¢tyii zdkladni skupiny HAI: (i) infekce
krevniho ob&hu souvisejici s centrdlnim Zilnim pfistupem, (ii) infekce mocovych cest
spojené se zavedenou mocovou cévkou, (iii) infekce v misté chirurgického zdkroku, a
nejpoletnéj$i (iv) pneumonie spojené sumélou ventilaci4 Epidemické epizody
nozokomidlnich infekci jsou neustdle hlaSeny po celém svété v rdznych typech
zdravotnickych zafizeni, a to nejen na jednotkach intenzivni péce (JIP), ale také na
béznych oddélenich.5 Vétsina nozokomidlnich infekci byvd zptisobena nékolika
zastupci skupiny mikrobd, tzv. ESKAPE (Enterococcus feecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumonice, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas eruginosa a
Enterobacter species), které jsou takto nazyvany na zakladé jejich casté
multirezistence, kterda jim diva potencidl uniknout pisobeni rdznych
antimikrobidlnich latek.° Dle Centra pro kontrolu onemocnéni a prevenci (Center for
Disease Control and Prevention, CDC) se na vzniku nozokomidlnich infekcich
mohou ¢asto podilet i jiné patogeny, jako napi. Clostridium difficile (zptsobujici
pseudomembrandzni kolitidu spojenou s postantibiotickym t¢inkem), Candida spp.,
nékteré viry (pfevazné viry hepatitid a chiipky), a v nékterych oblastech také
mykobakteria zptsobujici tuberkulézu. V poslednich letech se na vzniku téchto
infekci intenzivné podilely i Enterobacteriacee rezistentni ke karbapenemim
(Carbapenem-Resistant Enterobacteriacece, CRE). CRE si vyvinuly rezistenci
prakticky ke vSem béZznym antibiotikim a jsou ¢asto citlivé pouze k antibiotikiim
posledni volby, jako jsou aminoglykosidy, tigecyklin, fosfomycin nebo kolistin. Ale
mohou byt rezistentni i viéi nim, proto mohou byt infekce zpiisobené témito
patogeny jen obtizné 1é¢itelné a mohou vést i ke smrti.? Rezervodrem patogent
zpusobujicich nemocni¢ni infekce mtiZze byt nejen endogenni mikrofléra pacienta,
kterd je do rdny pfenesena béhem chirurgického zakroku, ale mohou jim byt i jini
pacienti, zaméstnanci, nebo také okolni prosttedi.8

Identifikace a typizace téchto patogennich mikroorganism@ je proto nezbytnym
nastrojem moderniho sledovéni infek¢nich onemocnéni v oblasti vefejného zdravi, a
to nejen pro vhodnou a u¢innou léc¢bu infekci, ale také v piipadé vyskytu



epidemickych epizod.? * Pochopeni klonalni kontinuity mezi vySetfovanymi kmeny
je nezbytné pro urleni zdroje a cesty §ifeni infekci, potvrzeni nebo vyloudeni
epidemické epizody, sledovani zkiiZzeného prenosu patogenti souvisejicich se
zdravotni péci, nebo rozpoznani virulentnich kment. To vyznamné napomdha zvysit
efektivitu sledovani vzniklych infekci pfi kontrole vefejného zdravi a pripadné

zabranit vzniku novych epidemickych epizod.™

2 Hypotéza

e Rozvoj antibiotické rezistence u gramnegativnich bakterii a jejich $ifeni ve
zdravotnickych zafizenich, kde mohou vyvolavat kratkodobé i dlouhodobé
epidemické epizody razného rozsahu, je v poslednich letech hlavnim
problémem vétsiny zdravotnickych zafizeni.

e Je proto nezbytné tyto patogeny vcas detekovat, spravné identifikovat,
pochopit vztahy mezi jednotlivymi izoldty, a zejména v¢as zjistit jejich zdroj
a zpusob Sifeni.

eV soucasné dobé se pouziva $irokd skala technik pro typizaci bakterii, které
se podstatné lisi v zavislosti na pozadovaném usili, cené, spolehlivosti, a
schopnosti rozliSovat mezi jednotlivymi bakteridlnimi kmeny. Pficemz
7adna technika neni optimalni pro vSechny typy epidemiologickych studii.

e Proto je vybér typiza¢ni techniky kli¢ovy pro uspé$né porozuméni
patogenezi a pienosu infekci, a pfipadnou prevenci onemocnéni.

3 Cil prace

e  Vyvoj a validace standardizované metody pro automatickou depozici izolat
bakterii a kvasinek na MALDI desti¢ku.

e Epidemiologické studie nékolika epidemickych epizod v ¢eskych nemocni-
cich, zptsobenych enterobakteriemi a pseudomonadami produkujicimi
karbapenemadzu za vyuziti $iroké skaly bakteridlnich typiza¢nich metod, od
zakladnich fenotypovych postupt aZ po celogenomovou sekvenaci.



4  Validace automatické depozice bakterii a kvasinek na MALDI desti¢ku
pro MALDI-TOF MS identifikaci za pouziti robotu MALDI Colonyst

Katefina Chudé&jova3, Michal Boha¢?, Anna Skalova'3, Veronika Rotoval,

Costas C. Papagiannitsis’, Jana Hanzli¢kova3, Tamara Bergerova's and Jaroslav
Hrabak'3

* Biomedicinské centrum a Oddéleni mikrobiologie, Lékai'skd fakulta a Fakultni
nemocnice Plzeri, Univerzita Karlova, Plzeri, Ceskd republika

2 Bruker s.r.0., Prazdkova 60, Brno, Ceskd republika

3 Oddélent mikrobiologie, Fakultni nemocnice Plzeri, Ceskd republika

Publikace: PLoS ONE 12(12): e0190038. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0190038

Hlavnim cilem klinické mikrobiologie je izolace a identifikace patogennich
mikroorganismt a nasledné stanoveni jejich citlivosti k antimikrobialnim latkdm pro
piedepsani adekvatni lé¢by daného onemocnéni. Identifikace bakterif a hub zaloZena
na hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) signifikantné zménila diagnosticky
proces v oboru klinické mikrobiologie.

V rdmci této studie jsme popsali inovativni techniku pro depozici bakterii a kvasinek
na MALDI desticku za pouZiti automatizovaného pracovniho postupu, ktery zvysuje
ziskané identifika¢ni skore. V prvni fazi studie byly srovnavany ¢tyfi rzné techniky
nandseni vzorkt na desticku. Na MALDI desticku bylo naneseno 100 gramnega-
tivnich, 100 grampozitivnich a 20 anaerobnich bakterii, a 20 kvasinek pomoci klasické
manudlni depozice za vyuziti difevéného paritka, ktera byla srovnavana se semi-
extrakci, vlhkou depozici do kapky 70% kyseliny mravend¢i, a automatickou depozici
vyuZivajici pravé robot MALDI Colonyst. Pfi¢emZ nejniz$iho skore bylo dosazeno
klasickou ru¢ni depozici, ktera se vyznamné liSila od ostatnich tfi technik.
Identifika¢ni skére semiextrakce, vlhké depozice a automatické vlhké depozice se pii
vypoc¢tu relativni smérodatné odchylky (RSD) vyznamné nelisily. Nicméné nejlepsi
vysledky s nizkou mirou chybovosti byly ziskany pfi vyuziti robota MALDI Colonyst.
Druhy krok validace zahrnoval zpracovani 542 klinickych izolatd v rutinni mikro-
biologické laboratofi pomoci bé7né vyuzivané ru¢ni depozice pdrdatkem nebo
semiextrakce kyselinou mravenéi (v piipadé kvasinek), a automatické depozice za
vyuziti MALDI Colonyst robotu. Validace v rutinnim provozu ukazala signifikantné
vy$8i skore u automatického zpracovani ve srovnani se standardnimi manudlnimi
metodami u v$ech testovanych skupin mikroorganisma (grampozitivni, gramnega-
tivni a anaerobni bakterie, a kvasinky).



Automatickd depozice je rychld a dobfe monitorovana technika, kterd umoziuje
zpracovat 96 pozic MALDI desticky pfiblizné za 45 minut se standardizovanym
mnozstvim biomasy na kazdém spotu, coZ umoziuje retrospektivni kontrolu kvality.
Navic nevyzaduje pipetovaci $picky pro nandseni kyseliny mravendi, coZ sniZuje
spotiebni ndklady. Nevyhodou muze byt vysoka pofizovaci cena, kterou si nemohou
dovolit mensi laboratofe s malym obratem identifikovanych vzorka za den. A jak
ukazuji nase data, automatickd depozice kolonii na MALDI desti¢ku vede ke zvySeni
MALDI-TOF MS identifika¢niho skdre a reprodukovatelnosti.
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5 Charakterizace KPC-kédujiciho plasmidu u Enterobacteriacece
izolovanych v ¢eské nemocnici
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tRudolf Kukla a Katefina Chudéjova v této praci prispéli stejnym dilem.

Publikace: Antimicrobial Agents and Chemotherapy 62: eo2152-17.
https://doi.org/10.1128/AAC.02152-17

B-laktamédza typu KPC piedstavuje vyraznou skupinu plasmidem pienasenych
enzymu s karbapenemdzovou aktivitou, vyskytujici se pfevazné u kment Klebsiella
pneumonice. Se jednd o patogeny, které zpisobuji infekce spojené se zdravotni péci,
zejména diky své rozsahlé rezistenci k riznym antibiotikim a jejich schopnosti
vyvolavat infekce spojené s vysokou mirou umrtnosti3 Producenti KPC jsou
celosvétové rozsifeni a v souc¢asné dobé piedstavuji vyznamny problém pro vefejné
zdravi.4 Piesto byl jejich vyskyt v Ceské republice doposud pouze sporadicky. Prvnim
pripadem u nas byla Klebsiella pneumonice produkujici KPC-2 nalezena v roce 2009 u
pacienta, ktery byl d¥ive hospitalizovan v Recku.s

1



Tato studie monitoruje epidemickou epizodu KPC produkyjicich enterobakterii,
ktera byla zaznamenana na 3. Interni gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice
v Hradci Krélové. Od roku 2014 do roku 2016 bylo detekovdno deset jedine¢nych
izolatd produkujicich KPC ziskanych od sedmi pacientd. Zajimavé je, Ze zadny
z téchto pacientli nemél cestovni anamnézu. VSech deset izolat bylo pozitivni na
pritomnost genu blaxpc.,. Vétsinu izolatt tvofily kmeny Citrobacter freundii néleZici
do tii sekven¢nich typt (ST), pticemz pievazoval ST18. U jednoho z pacientdi byly
béhem hospitalizace zachyceny ¢tyfi razné izolaty produkujici KPC-2 (C. freundii,
Klebsiella pneumonice, E. coli, a Morganella morganii), coz potvrzuje hypotézu in vivo
horizontdlniho pfenosu plasmidu nesouciho gen blakpc-.. Stejny typ plasmidu byl také
nalezen u dvou izolatd jinych pacientd, coz dédle podporuje tuto hypotézu. U vSech
deseti izolatG nesoucich gen blakpc, byly identifikovany plasmidy tifi rdznych
velikosti (~30, ~45 a ~80 kb), z nichZ osm bylo IncR pozitivni. Poté celogenomova
sekvenace (WGS) odhalila taktéz tfi typy plasmidd, které byly oznaceny A, B a C.
Pfi¢emz pfevazovaly plasmidy typu A odpodajici velikosti plasmidu ~45 kb, u kterych
se IncR alela a gen pro KPC-2 nachazely v oblasti kddujici multirezistenci. Plasmid
typu B byl derivatem plasmidu typu A, a nesl segment odvozeny od IncN3 alely,
zatimco plasmid typu C obsahoval alelu IncP6, Pfi¢emz oba plasmidy sdilely
s plasmidem A stejnou multirezistentni oblast. Ani jeden =z plasmidd nebyl
konjugativni kvili c¢aste¢né deleci nebo nepfitomnosti gend, které umozniuji
transport. U vSech plasmidt byl gen blakpc., kédovan na transposonu Tn4401a, coZ je
derivat Tng401 bézné se vyskytujiciho u KPC producentt.

Nase nalezy zdiiraznuji rostouci klinicky vyznam plasmida typu IncR a potencidlni
moznost $ifeni jednotlivych genti rezistence v rdmci velkych MDR segmentt
piestavbou enterobakteridlnich plasmidi.
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Karbapenemadza OXA-48, kterd nalezi do -laktamaz skupiny D, vykazuje slabou, ale
vyznamnou karbapenemdzovou aktivitu. Poprvé byla popsidna u bakterii Klebsiella
pneumonice v Turecku v roce 2003.1° Ve stejném obdobi byl gen blaoxa-4s identifi-
kovan také v jinych zemich Stfedniho vychodu a severni Afriky, v Evropé byl
detekovan pouze sporadicky.”7 8 Ale v sou¢asné dobé se producenti OXA-48 rozsituji
po celé Evropé s nejvétsim vyskytem zejména v oblasti jihovychodni Evropy.’ Presto
byla u nas OXA-48 doposud zaznamendvdna pouze sporadicky. Jelikoz producenti
karbapenemdzy OXA-48 vykazuji pouze nizkou uroveri rezistence ke karbapenemtm
a nedaji se odliit fenotypovymi testy za vyuziti inhibitord, mtZe byt jejich identifi-
kace pomérné obtizna.

Cilem této studie bylo charakterizovat prvni pfipady epidemickych epizod
Enterobacteriacece produkujicich karbapenemdazu OXA-48 ziskanych z nemocni¢nich
zafizeni celé Ceské republiky. Za obdobi 2013-2015 bylo izolovano 22 izolatd Klebsiella
pneumonic, 3 Escherichia coli, a 1 izolat Enterobacter cloace pochazejicich od 20
pacienti. VSechny tyto izolaty produkovaly OXA-48-like karbapenemazu. Pri¢emz
Ctyti pacienti byli kolonizovdni nebo infikovani dvéma nebo tfemi rtznymi
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producenty OXA-48-like. Izolaty K. pneumonice byly tvofeny deviti sekven¢nimi typy
(ST), kdy prevladal STio1 (n = 8). Tento sekvené¢ni typ je celosvétové spojovan
s epidemickymi epizodami zptisobenymi K. pneumonice producenty OXA-48.2°3 U
izolatd E. coli byly zastoupeny razné ST, a izolat E. cloacee patfil k ST109. Dvacet ¢tyfi
izolatdl neslo gen blaoxa-4s, zatimco dva zbylé izolaty nesly geny blaoxa-s: nebo blaoxa-
232 Téméf viechny izolaty (n = 22) nesouci blaoxa-4s obsahovaly plasmidy podobné
velikosti (~60 kb), s vyjimkou dvou izolatt produkujicich OXA-181 nebo OXA-232.
S1profilovéni velikosti plasmidd spojené s hybridizaci odhalilo chromozomaélni
umisténi genu blaoxa-4s u izolatu K. pneumonice ST45 a izoldtu E. coli ST38. Nasledné
celogenomové sekvenovani ukdzalo, Ze vétSina plasmidi nesoucich gen blaoxa-4s
vykazuje vysoky stupeni podobnosti s pOXA-48-like plasmidem pE7T, ktery byl dfive
popsan v Irsku.24 Dale byly identifikovany dva nové derivaty plasmidu pE71T, a to
pOXA-48 30715 a pOXA-48 30891. Plasmid nesouci blaoxa+s: byl identicky
splasmidem IncX3 pOXAi81 EC14828, zatimco plasmid nesouci blaoxa.;. byl
plasmidem typu ColE2, coZ je novy derivait pOXA-232. Sekven¢ni data také ukdzala,
Ze izolaty K. pneumonice ST45 a E. coli ST38 obsahovaly chromozomalné lokalizovany
transpozon Tn6237 nesouci gen blaoxa-4s.

Tyto poznatky podtrhuji skute¢nost, Ze horizontalni pfenos plasmidt pOXA-48-like
s jejich obtiznou detekci ptedstavuji producenti karbapenemaz OXA-48 vyznamnou
hrozbu pro vefejné zdravi.
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v tisku

Metalo B-laktamédza typu NDM byla poprvé popsdana u K. pneumonie a E. coli
izolovanych ve Svédsku v roce 2008 od indického pacienta s ptedchozi hospitalizaci
v Novém Dilli.s Od té doby jsou bakterie produkujici NDM popisovany celosvétové u
klinickych izolatti Enterobacteriacee a Acinetobacter baumannii. V Ceské republice
byl vyskyt NDM producentd pouze sporadicky, v obdobi 201 az 2013 byly u nas
popsany pouze tii pfipady.26-28

Tato studie je zaméfena na sporadické piipady a epidemické epizody Entero-
bacteriacece produkujicich NDM-like karbapenemadzu, které byly ziskdny od pacientt
Ceskych nemocnic béhem roku 2016. V tomto obdobi bylo zachyceno 18 izolata
enterobakterii produkujicich NDM karbapenemdzu ziskanych od 15 pacientd. Tento
soubor obsahoval 10 izolatd komplexu Enterobacter cloace, 4 izolaty E. coli, 1 izolat
Kluyvera intermedia, 1 K. pneumonice, 1 Klebsiella oxytoca a 1 Raoultella
ornithinolytica. Pfi¢emz u tfi pacientt byli pti hospitalizaci detekovani dva razni
NDM-like producenti, coz podporuje hypotézu in vivo horizontdlniho prenosu
plasmidu nesouciho gen blanpm. Postupné byly vSechny izoldty podrobeny
multilokusové sekvenaci (MLST), profilovani plasmidi za pouziti S1 endonukledzy, a
celogenomovému sekvenovani (Illumina, San Diego CA, USA). Nasledné byla
provedena komparativni analyza klinickych izolata komplexu E. cloace zalozena na
detekci jednonukleotidovych polymorfismt (Single-Nucleotide Polymorphisms,

15



SNPs). Vsechny izolaty komplexu E. cloace, s vyjimkou E. asburice, které byly ziskany
ze stejné nemocnice, patfily k sekvenénimu typu (ST) 182. Dale dva izolaty E. coli
nalezely k ST167, zatimco zbyvajici izolaty nebyly klondlné ptibuzné. Tfinact izolath
obsahovalo gen blanpwm-4, zatimco zbylych Sest izolatd neslo gen blanpm- nebo blanpm-
5. Témér vSechny izolaty obsahovaly plasmid nesouci gen blanpwm, ktery byl pozitivni
pro alelu IncX3, pouze s vyjimkou izolatd E. coli STs58 a K. pneumonie STi4
produkujicich karbapenemdzu NDM-1. Sekven¢ni analyza plasmidt ukazala, Ze
vSechny IncX3 plasmidy vykazovaly vysokou vzdjemnou podobnost a také podobnost
k dfive popsanym plasmidim hldSenym po celém svété.293' Pro srovndni
Bocanegra-Ibarias et al.3> pouZil u podobné epidemické epizody pouze plasmidovou
analyzu s pouzitim S1 endonukledzy a poté soubor podrobil MLST pro detekci
klondlni diverzity. Podobna typiza¢ni schéma vyuZil i Torres-Gonzalez et al.33 pro
vySetfeni epidemické epizody v Mexiku, s tim rozdilem, Ze analyzovali cely
chromozom nastépeny restrikéni endonukledzou Xbal. V obou téchto ptipadech bylo
identifikovano mnozstvi izolatd E. cloace ST182, stejné jako v nasem pripadé.

Na zdkladé téchto a dalich publikaci je zifejmé, Ze Enterobacter cloace ST182 hraje
dtlezitou roli v globalnim $ifeni genu blanpm. A v kombinaci s dal$im vyvojem
plasmid umoziujici prestavbu multirezistentnich oblasti nesoucich geny blanpm-iike
u enterobakterii miZe jit o vyznamnou epidemiologickou hrozbu.
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Pseudomonas eruginosa je jednim z klinicky nejdtlezitéjsich oportunnich patogent,
ktery se vyznacuje vrozenou rezistenci k S$iroké skale antimikrobnich latek.34
Ojedinéle jsou popisovany pseudomondady produkujici serinové protedzy jako jsou
KPC, OXA nebo GES, ale mnohem Cdastéji jsou spojovany s produkci metalo-f-
laktamdz (ML), zejména typtt VIM a IMP.35 MBL jsou zinek-dependentni enzymy
obecné charakteristické schopnosti hydrolyzovat vét$inu B-laktamd a to vcetné
karbapenemti. Tyto enzymy byly v Ceské republice popisovany spise sporadicky.

V tomto pfipadé se jednd o prvni narodni studii izolatd P. eruginosa produkujicich
karbapenemdzu za pouZiti podrobné molekuldrné-genetické typizace. BEhem roku
2015 bylo shromdzdéno 136 izolatd karbapenemazu produkujicich pseudomonad
pochézejicich z 22 nemocnic celé republiky. Sto tficet dva izolatd produkovalo
karbapenemdzu typu ML a zbyvajici ¢tyfi izoldty produkovaly karbapenemazu GES
tfidy A. Naprosta vét$ina pseudomondd produkujicich MBL naleZela k sekvenénimu
typu (ST) 357 a nesla integron In-puio kdédujici MBL typu IMP-7, coZ poukazuje na
klonalni Sifeni téchto izolat v ¢eskych nemocnicich. Mimo jiné byly zaznamenany i
STt a 235, které jsou povazovany za vysoce rizikové klony.3¢ VSechny izolaty byly
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podrobeny PCR mapovéni oblasti obklopujicich karbapenemdazu kodujicich gent,
které odhalilo sedm typt integroni tfidy 1. Nasledné bylo provedeno celogenomové
sekvenovani (WGS) a fylogeneticka analyza pro stanoveni popula¢ni diverzity
zalozend na rozdilech vjednonukleotidovych polymorfismech (Single-Nucleotide
Polymorphisms, SNPs). Fylogenetickd analyza ukdzala, Ze v8echny izolaty ST357
vytvorily monofyletickou skupinu, coZ naznaduje, Ze tyto izolaty jsou blizce pfibuzné.
Tato zjisténi podpofily hypotézu klonalniho $ifeni izolatd ST357 produkujici IMP-7
v ¢eskych nemocnicich. WGS také odhalila dalsi geny pro rezistenci, jmenovité na
aminoglykosidy, tetracykliny, trimetoprim a chloramfenikol. Tento vysledek
odpovida zavérim ptredchozich studii ¢eskych a polskych izolat. Vétsina z téchto
multirezistentnich izolatd také ndlezela k ST357, ktery produkuje IMP-7, ale v tomto
piipadé, byly izolaty porovndny pouze pulzni gelovou elektroforezou.3” Fylogeneticka
analyza za pouziti WGS byla provedena tymem Miyoshi-Akiyama. Pficem? jejich
soubor zahrnoval kmeny nemocni¢nich pacienttt z obdobi 2001 az 2013, a to nejen
z celého Japonska, ale také jinych zemi, mimo jiné z Polska. V tomto ptipadé byl
dominantni vysoce rizikovy klon ST235, nasledovany pravé ST357.38

Tyto vysledky naznacuji, Ze je pravdépodobné, Ze se jednd o regiondlni klonalni $ifeni
ST357 produkujiciho metalo-p-laktamdzu typu IMP-7 ve stfedni Evropé, protoze

jinde je popisovan pouze zfidka. Z téchto déivodti by méla byt zavedena vhodnd
preventivni opatfeni, ktera by zabranila dal$imu $ifeni.
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9 Zavér

Tato dizerta¢ni prace shrnuje vysledky péti vybranych publikaci. Prvni prace vedla
k vyvoji a validaci nové automatické techniky pro depozici bakterii a kvasinek na
MALDI desticku pomoci vlhké depozice do kapicky 70% kyseliny mravendi. Tato
automatickd depozice byla porovnavana s konven¢nim ru¢nim nanasenim vzorku za
pouziti dfevéného pardtka, dale semiextrakci bézné pouzivanou pro kvasinky a
manudlnim vlhkym nanasenim. Nand$eni kolonii pomoci robota MALDI Colonyst
vyrazné zvysilo identifika¢ni skdre bakterii ve srovnani s rutinné pouZivanou
metodou. Nejvétsi rozdily v identifika¢nim skore byly pozorovany u kvasinek a
anaerobnich bakterii, naopak nejmensi rozdily u Enterobacteriacece. Jak ukdzala nase
data, jednd se o robustni metodu, ktera umoziiuje rychlou identifikaci bakterii a
kvasinek, coz ma za nasledek nejen zvySeni skére MALDI-TOF MS identifikace, ale
také reprodukovatelnosti, a zdrovenl umoziuje dal$i vyuZiti v automatizovanych
linkach v laboratotich klinické mikrobiologie.

Nésleduyjici ¢tyti publikace se zaméfuji na epidemiologii nékolika nejbéznéji se
vyskytujicich karbapenemaz v Ceské republice (KPC, OXA-48, NDM a IMP), a to bud
v ramci nemocni¢nich epidemickych epizod, nebo v ramci jejich vyskytu po celé
republice. Zejména jsme se zamétovali na jejich mozné klondlni $ifeni, a sledovani
cesty a zdroje jejich prenosu. U karbapenemaz typu KPC-2 byl identifikovan pfevazné
nekonjugativni plasmid typu IncR, ktery v této oblasti neni popisovan, ale je ¢asto
spojovan s sifenim karbapenemadz v jihovychodni Asii.3% 4° VSechny plasmidy nesly
gen blakpc.. zabudovany do transposonu Tng4o01a v oblasti pro multirezistenci
(MDR). Nase nalezy zdtraziiuji rostouci klinicky vyznam IncR plasmidi a potencialni
moznost §ifeni jednotlivych genti rezistence v rdmci velkych MDR segmentt
pfestavbou enterobakterialnich plasmidi.

V pfipadé producentti karbapenemdz typu OXA-48 bylo ziskdno 26 izoldtd
Enterobacteriacece od dvaceti pacientlt ¢eskych nemocnic. V pievazné vétsiné se
jednalo o izolaty Klebsiella pneumonice s prevladajicim STi01 a ST461, ale byly také
identifikovany epidemiologicky rizikové klony STu. Obecné byl u vétsiny izolata
detekovan plasmid stejného typu (IncL/M, pE71T) nesouci gen blaoxa-ss-ike- Tento
plasmid se geneticky shodoval s plasmidem, ktery byl poprvé identifikovan v roce 201
v Irsku.>4 Tato zjisténi podporuji hypotézu horizontdlniho pienosu pOXA-48-like
plasmidu, ktery umoznil $ifeni genu blaoxa-,s v nemocnicich v Ceské republice.

V ramci epidemiologické studie producenttt metalo-B-laktamaz typu NDM-4 bylo
ziskano osmnadct izolatt Enterobacteriacece od 15 ¢eskych pacientd s pfevahou izolat
Enterobacter cloace ST182. Vétsina izolatl obsahovala NDM pozitivni plasmid typu
IncX3 jehoz analyza ukdzala, Ze vSechny tyto plasmidy vykazovaly vysokou
podobnost nejen mezi sebou, ale i s dfive popsanymi plasmidy, hlasenymi po celém
svété, Casto pravé v souvislosti s ST182.293 Na zdkladé téchto a dalsich publikaci je
ziejmé, ze Enterobacter cloacee ST182 hraje dilezitou roli v globdlnim §ifeni gentl
blaNDM»like-

V posledni zahrnuté studii jsme se zaméfili na izolaty P. eruginosa produkujici
metalo-f3-laktamdz, zejména typu IMP a VIM. Béhem roku 2015 bylo ve 22 ¢eskych
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nemocnicich detekovdno 136 metalo-B-laktamdzu produkujicich pseudomonad.
Pievazna vétsina téchto izolatd ndlezela k ST357 a nesla integron In-puno kodujici
metalo-f-laktamazu typu IMP-7, coZz naznacuje klondlni Sifeni téchto izolath
v ¢eskych nemocnicich. Proto by méla byt zavedena vhodnd preventivni opatfeni,

ktera by zabranila dal$imu $ifeni.
Pfedchozi zavéry potvrzuji vyznam epidemiologickych studii jednotlivych gent
rezistence sledujicich jejich celosvétové Sifeni, ruku v ruce s vyvojem novych

vykonnych typiza¢nich technik a mezinidrodnich online databazi umoziiujicich
srovnavani.
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