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Seznam zkratek 
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Abstrakt 

Rozvoj a šíření antibiotické rezistence představuje jeden z nejzávažnějších medicín-
ských problémů současnosti. Pokračující vzestup incidence karbapenem-rezistent-
ních gramnegativních izolátů, které často postihují vážně stonající pacienty, je 
reálným důvodem k obavám. Celosvětová diseminace karbapenemáz je významně 
spojena s přenosem genů rezistence prostřednictvím mobilních genetických ele-
mentů a klonálním šíření epidemiologicky úspěšných kmenů. 

Zaměřením této disertační práce je molekulárně epidemiologická analýza gram-
negativních karbapenemáza-pozitivních kmenů zachycených v nemocnicích na 
území České republiky. 

Od roku 2015 byl v České republice zaznamenán signifikantní nárůst incidence 
karbapenemáza-pozitivních Enterobacteriaceæ (CPE), převážně způsobený rozšíře-
ním enzymů OXA-48 a NDM. Podařilo se nám zmapovat první velké epidemické 
epizody a sporadické izoláty detekované v ČR. Výsledky studie zaměřená na enzymy 
OXA-48-like prokázaly, že plasmidy nesoucí gen blaOXA-48, které byly identifikovány 
jako deriváty archetypálního IncL plazmidu původně detekovaného v Turecku, hrají 
hlavní roli v šíření enzymu OXA-48 v českých nemocnicích. Toto zjištění je ve shodě 
s výsledky publikací z ostatních zemí světa. Studie zabývající se NDM-pozitivními 
izoláty prokázala, že IncX3 enzymy představují hlavní faktor přispívající k šíření 
NDM-like enzymů v České republice. Zvyšující se počet NDM-pozitivních izolátů 
v ČR odpovídá celosvětově úspěšné diseminaci genů blaNDM. In vivo horizontální 
genový přenos byl prokázán v případě 4 pacientů infikovaných nebo kolonizovaných 
izoláty s produkcí enzymu OXA-48 a u 3 pacientů nesoucích NDM-pozitivní izoláty. 
Pomocí výsledků celogenomové sekvenace bylo identifikovány několik nových 
variant mobilních genetických elementů nesoucích geny blaOXA-48 a blaNDM. 

Izoláty exprimující karbapenemázy GES-5 a IMI-2 jsou dosud detekovány v klinických 
vzorcích sporadicky. Nicméně, jejich lokalizace na mobilních genetických elementech 
by měl být výstražným signálem možné hrozící diseminace. Byly popsány první 
detekované izoláty Enterobacter asburiæ produkujícího enzym IMI-2 a Enterobacter 
cloacæ exprimujícího enzym GES-5, které byly identifikovány v roce 2016 v českých 
nemocničních zařízeních. Oba izoláty byly získány od pacientů bez předchozí 
cestovatelské anamnézy. Vzhledem k nejasnému zdroji původu, lze uvažovat o 
možném dosud neidentifikovaném zdroji těchto izolátů, který může hrát významnou 
roli v jejich nerozpoznaném šíření.  

Karbapenemáza-pozitivní izoláty Pseudomonas æruginosa jsou v posledních letech 
frekventně detekovány z klinických vzorků českých nemocnic. Byla zrealizována 
první národní surveillance, zahrnující podrobnou molekulárně genetickou typizaci, 
izolátů P. æruginosa s produkcí karbapenemáz, které byly detekovány v roce 2015 
napříč nemocnicemi v ČR. Naprostá většina izolátů disponovala genem blaIMP-7 a 
majoritní část patřila k sekvenčnímu typu ST357. Fylogenetická analýza prokázala 
blízkou příbuznost IMP-7 pozitivních izolátů detekovaných v různých geografických 
částech České republiky. Tato studie poukazuje na obrovský význam klonálního 
šíření epidemiologicky úspěšných kmenů P. æruginosa v České republice. 
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Terapeutické možnosti infekcí způsobených multirezistentními gramnegativními 
bakteriemi se současnou produkcí karbapenemáz, jsou velmi omezené. Stále častěji 
jsou detekovány izoláty rezistentní téměř ke všem dostupným antibiotikům, což 
významně komplikuje léčbu. Je nutná komplexní intervence této problematiky. 
Striktní dodržování epidemiologických opatření a aktivní přístup jednotlivých státu, 
stejně tak jako nadnárodních organizací, se jeví jako klíčové. Epidemiologická 
surveillance a molekulárně genetická analýza izolátů v postižených státech může 
signifikantně přispět k hlubšímu porozumění rychlého šíření karbapenemáz, 
poukázat na možné zdroje diseminace a důsledně zmapovat evoluci karbapene-
máza-pozitivních izolátů, která může hrát významnou roli v šíření genů karba-
penemáz.  

Výsledky předkládané disertační práce jsou shrnuty v 5 publikacích, které byly 
publikovány v impaktovaných časopisech, jedna z uvedených prací je prvoautorská. 
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Abstract 

Currently, the development of bacterial resistance is one of the major healthcare 
problems. Especially, the significant continuous increase of carbapenem-resistant 
Gram-negative bacteria, which most often affected seriously ill hospitalized patients, 
is a cause for great concern. Worldwide dissemination of carbapenemase-encoding 
genes is largely associated with mobile genetic elements and the clonal spread of 
high-risk clones. 

The dissertation thesis is focusing on a molecular-epidemiological mapping of 
carbapenemase-positive Gram-negative isolates detected in hospital settings 
throughout the Czech Republic.  

Since 2015, a significant increase of carbapenemase-producing Enterobacteriaceæ 
(CPE) was detected in our country, mainly attributed to the dissemination of OXA-48 
and NDM enzymes. Studies focusing on the first big outbreaks as well as sporadic 
cases of OXA-48 and NDM carbapenemases were performed. Results showed that 

blaOXA-48-carrying plasmids, which are derivatives of the archetypal IncL plasmid 

pOXA-48 originally described in Turkey, play a major role in the dissemination of 
OXA-48 enzymes in Czech hospitals. This finding is in agreement with the data from 
previous studies reported worldwide. The study of NDM-positive isolates revealed 
that IncX3 plasmids are the main factor contributing to the spread of NDM-like 
enzymes in the Czech Republic. The increasing incidence of NDM-positive isolates in 
Czechia is in concordance with the extremely successful spread of blaNDM genes 
detected worldwide. In vivo horizontal gene transfer of genes encoding for 
carbapenemases was observed in 4 and 3 patients infected or colonized by OXA-48 or 
NDM producers, respectively. Moreover, several novel derivatives of mobile genetic 
elements were identified during both studies. 

The GES-5 and IMI-2 carbapenemases are sporadically reported from clinical settings. 
However, the association with mobile genetic elements should be a warning sign 
highlighting possible rapid dissemination. The first cases of IMI-2-producing 
Enterobacter asburiæ and GES-5-producing Enterobacter cloacæ identified in the 
Czech Republic in 2016 were described. Both isolates were obtained from patients 
without previous traveling abroad, lacking the obvious source of origin which 
indicates possible silent dissemination via unrecognized ways. 

Carbapenemase-producing Pseudomonas æruginosa isolates have been frequently 
reported from Czech hospitals. First nationwide surveillance of carbapene-
mase-positive P. æruginosa isolates detected during 2015 throughout the hospitals in 
the Czech Republic was performed, including deep molecular genetic typing. The 
vast majority of the isolates harbored blaIMP-7 genes, and sequence type ST357 was the 
most prevalent. The phylogenetical analysis indicates that IMP-7-producing ST357 
P. æruginosa isolates, recovered from different hospitals throughout the Czech 
Republic, were closely related. The study highlighted the importance of dis-
semination of high-risk clones in the Czech Republic.  

Very few antibiotic options are left for patients infected with multidrug-resistant 
Gram-negative bacilli when resistance to carbapenems is concurrently expressed. Not 
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rarely, bacterial isolates resistant to almost all available antibiotics are detected, 
which complicate therapy and significantly limit treatment options. There is an 
urgent need for comprehensive intervention. Strict adherence to epidemiological 
precautions and an active approach of individual states, as well as international 
organizations, is essential. Epidemiological surveillance and molecular genetic typing 
at a national level can significantly contribute on the deep understanding of the rapid 
spread of carbapenemases, point out to possible ways of dissemination, and 
thoroughly map the evolution of carbapenemase-producing isolates frequently 
contributing to their ongoing successful dissemination. 

The results of this dissertation thesis are summarized in five manuscripts, which have 
been publicated in journals with impact factor. One of these studies is the 
first-author publication.  
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1 Úvod 

V současné době jsme svědky alarmujícího vzestupu rezistence gramnegativních 
bakterií ke karbapenemům, patřících mezi tzv. rezervní antibiotika. Jedním z epide-
miologicky nejzávažnějších mechanismů vzniku této rezistence je produkce enzymů 
schopných degradace molekuly karbapenemu – karbapenemáz. Na celosvětově se 
zvyšující incidenci těchto enzymů se významně podílí především karbapenemázy 
typu KPC, metallo-β-laktamázy (MBL) typu NDM, IMP a VIM a enzymy typu 
OXA-48. Možnosti léčby infekcí způsobených kmeny s produkcí karbapenemáz jsou 
často kriticky omezené. Důvodem je schopnost hydrolýzy většiny β-laktamových 
antibiotik a zároveň častá koexprese dalších mechanismů rezistence, činící tyto 
kmeny rezistentní k majoritní většině dostupných antibiotik.

1
 

Řada epidemiologických studií v Evropě i ve Spojených státech amerických upo-
zorňuje na význam nosokomiálních infekcí způsobených multirezistentními (MDR) 
gramnegativními patogeny, které často postihují kriticky nemocné pacienty.

2
 Včasné 

zahájení adekvátní antibiotické léčby hraje klíčovou roli v terapii sepse/septického 
šoku.

3
 Výsledky mnoha studií prokázaly, že mortalita nemocných se sepsí léčených 

neadekvátním antibiotikem je dvakrát až pětkrát vyšší ve srovnání s léčbou 
adekvátní.

4
 Riziko zahájení terapie nevhodným antibiotikem je mnohonásobně vyšší 

právě u multirezistentních kmenů. Mortalita pacientů infikovaných kmeny 
s produkcí karbapenemáz dosahuje dle publikovanách studií 48-71 %.

5,6
 Karbapene-

máza-pozitivní kmeny jsou nejčastěji asociovány s nosokomiálním prostředím, ale 
narůstá počet těchto kmenů detekovaných v komunitě.

7,8
 
 

Dle výsledků studie zaměřené na výskyt karbapenemáza-pozitivních Enterobakterií 
(CPE) v Evropských zemích (European survey on carbapenemase-producing Entero-
bacteriaceæ, EuSCAPE), se v roce 2015 potýkalo 13 z celkem 38 zúčastněných států 
s endemickou situací nebo interregionálním šířením, ve srovnáni s 6 státy v roce 2013 
(Obrázek 1 a 2).

9
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Obrázek 1. Výskyt CPE ve 38 evropských zemích, březen 2013 [1] 

 

Obrázek 2. Výskyt CPE ve 38 evropských zemích, květen 2015 [2] 

 

V České republice byl výskyt karbapenemáza-pozitivních kmenů do roku 2011 vzácný, 
čítající pouze několik málo detekovaných izolátů.

10-12
 V roce 2011 byl zaznamenán 

značný nárůst počtu těchto kmenů, způsobený převážně šířením enzymů typu KPC a 
MBL. Jako reakce na tuto skutečnost byl vydán metodický postup ke kontrole výskytu 
Enterobakteriií produkujících karbapenemázy, zaměřující se na aktivní screening 
karbapenem-rezistentních kmenů.

13
 Do konce roku 2014 byl stav počtu karbapene-
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máza-pozitivních Enterobacteriaceæ stacionární.
14

 V roce 2015 došlo k významnému 
nárůstu incidence izolátů s produkcí karbapenemáz, převážně kvůli šíření enzymů 
typu OXA-48. V roce 2016 byl v českých nemocnicích zaznamenán alarmující vzestup 
počtu enzymů typu NDM. Pokračující a strmě stoupající tendence šíření 
karbapenemáza-pozitivních kmenů je nadále patrná i v roce 2017 a 2018, s majoritním 
zastoupením enzymů typu OXA-48, NDM a KPC. (Obrázek 3). Vedle CPE izolátů 
bylo v roce 2016 detekováno v České republice 275 MBL-pozitivních klinických 
izolátů Pseudomonas æruginosa. V roce 2017 pak 167 izolátů Pseudomonas æruginosa 
s prokázanou produkcí metallo-β-laktamáz, predominantně typu IMP. 

 

 

Obrázek 3. CPE detekované v České republice od roku 2011 do června 2018 [3] 

 

Celosvětová systematická surveillance a molekulárně genetická analýza izolátů 
rezistentních ke karbapenemům je zásadní pro monitoraci a pochopení mechanismů 
šíření karbapenemáza-pozitivních kmenů. Studie předkládané v této disertační práci 
jsou zaměřeny na molekulárně epidemiologickou charakterizaci klinických izolátů 
čeledi Enterobacteriaceæ a rodu Pseudomonas s prokázanou produkcí karbapenemáz, 
které byly detekovány v nemocnicích na území České republiky. Speciální pozornost 
je zaměřena na typy karbapenemáz s nejvyšší zaznamenanou incidencí a zároveň 
recentně dokumentovaným rapidním šířením (OXA-48, NDM, IMP), které majorit-
ním dílem přispěly k alarmujícímu nárůstu počtu kmenů s produkcí karbapenemáz 
v ČR. Zároveň jsou uvedeny studie karbapenemáz se sporadickým klinickým 
výskytem (GES, IMI), které byly nově zaznamenány v českých nemocnicích.  
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2 Hypotéza a cíl práce 

2.1 Hypotéza  

 Antibiotická rezistence gramnegativních bakterií představuje jeden z nejzá-
važnějších zdravotnických problémů současnosti. Karbapenemy, sloužící jako 
rezervní antibiotika, disponují širokospektrou antimikrobiální aktivitou zahr-
nující řadu multirezistentních gramnegativních bakterií. Celosvětové šíření 
karbapenemáz (enzymů hydrolyzujících karbapenemová antibiotika), významně 
limituje jejich použití. Terapeutické možnosti infekcí způsobených kmeny 
s produkcí karbapenemáz jsou významně omezeny. 

 Řádná a důsledná surveillance karbapenem-rezistentních izolátů může na-
pomoci k odhalení potenciálních rizikových faktorů spojených s šířením karba-
penemáz a zároveň přispět ke zlepšení stávající epidemiologické situace. 

 Jedním z nejzávažnějších mechanismů šíření rezistence ke karbapenemům je 
horizontální přenos genů kódujících karbapenemázy prostřednictvím mobilních 
genetických elementů. Detailní analýza molekulárně genetických aspektů 
asociovaných s geny karbapenemáz může přispět k lepšímu porozumění jejich 
úspěšného šíření a zároveň objasnit mechanismy bakteriální evoluce. 

2.2 Cíl práce 

 Systematicky vedená diagnostika, molekulárně genetická analýza a surveillance 
karbapenem-rezistentních izolátů čeledi Enterobacteriaceæ a rodu Pseudo-
monas, které byly detekovány na území České republiky, se zaměřením na 
izoláty pocházející z klinických vzorků. 

 Molekulárně genetická analýza, zahrnující celogenomovou sekvenaci, karba-
penemáza-pozitivních izolátů, se zaměřením na nejčastěji se vyskytující typy 
kybapenemáz, mapování nemocničních epidemických epizod a prvních dete-
kovaných případů sporadicky se vyskytujících karbapenemáz v České republice. 

 Identifikace a popis nových genetických aspektů asociovaných s geny kódujícími 
karbapenemázy. 

 Srovnání získaných informací s molekulárně genetickými daty z ostatních zemí, 
odhalení možných epidemiologických souvislostí spojených s šířením karba-
penemáz. 
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3 Metodika 

Veškeré izoláty, které byly předmětem výzkumu studií předkládaných v této diser-
tační práci, byly získány buďto ve spolupráci s Národní referenční laboratoří pro 
antibiotika, nebo přímo izolovány z klinických vzorků pocházejících z Fakultní 
nemocnice Plzeň. Dle charakteru konkrétní studie byly následně selektovány vybrané 
soubory, nebo jednotlivé konkrétní izoláty, které byly podrobeny detailní moleku-
lárně genetické analýze.  

Všechny izoláty byly typizovány pomocí fenotypických a genetických metod. 
Konkrétní mikroorganismy byly identifikovány pomocí matrix-assisted laser 
desorbtion ionization-time of flight hmotnostní spektrometrie (MALDI-TOF MS). 
Testování citlivosti bakterií na vybraná antibiotika byla provedena mikrodiluční 
metodou se stanovením minimálních inhibičních koncentrací (MIC) a interpretována 
dle doporučení Evropské komise pro testování antimikrobiální citlivosti 
(EUCAST).

15,16
 Produkce karbapenemáz byla ověřena prostřednictvím přímé detekce 

hydrolýzy karbapenemů pomocí MALDI-TOF MS.
17,18

 Izoláty u kterých byla 
potvrzena přítomnost karbapenemáz, byly dále podrobeny fenotypovým inhibičním 
testům s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), kyselinou fenylboritou (PBA) 
a diskem s temocilinem.

19,20
 Následovala detekce genů kódujících karbapenemázy 

prostřednictvím polymerázové řetězové reakce (PCR). U vybraných izolátů Pseudo-
monas sp. Byla provedena analýza integronů a detekce genů asociovaných se 
zvýšenou virulencí. Veškeré PCR produkty byly následně sekvenovány Sangerovou 
metodou. Izoláty byly dále podrobeny multilokusové sekvenční analýze (MLST).

21-23
 

Přítomnost dalších β-laktamáz byla ověřena metodou isolelektrické fokusace (IEF). 
Geny kódující karbapenemázy byly přeneseny do recipientního kmen prostřed-
nictvím konjugace nebo transformace.

24,25
 Analýza plazmidů byla provedena pomocí 

pulzní gelové elektroforézy (PFGE) s použítím S1 nukleázy, následované Southern 
blottingem a hybridizací se sondami značenými dogoxigeninem.

26
 Inkompatibilta 

plazmidů byla charakterizována prostřednictvím metody PCR replikonové typizace 
(PBRT).

27
 Plazmidová DNA transkonjugantů a transformantů byla získána pomocí 

extrakce za použití Qiagen Large-Construct Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Chromo-
zomální DNA byla extrahována pomocí DNA-Sorb-B kit (Sacace Biotechnologies 
S.r.l., Como, Italy). Vybrané plazmidy a chromosomální DNA byly následně 
sekvenovány systémem Illumina MiSeq. Vybraná data získaná celogenomovou 
sekvenací byla použita k fylogenetické analýze izolátů. 
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4 Seznam publikací předkládaných v disertační práci 
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Jakubů V, Žemličková H, Hrabák J. Molecular Characterization of 
Carbapenemase-producing Pseudomonas æruginosa of Czech origin and evidence for 
clonal spread of extensively resistant sequence type 357 expressing IMP-7 
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* práce byly publikovány pod rodným příjmením   
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5 Shrnutí, výsledky a závěry jednotlivých publikací 

5.1 Molekulárně genetická analýza OXA-48-pozitivních izolátů z čeledi 
Enterobacteriaceæ detekovaných v České republice a průkaz 
horizontálního přenosu pOXA-48-like plazmidů 

(Molecular characterization of OXA-48-like-producing Enterobacteriaceæ in the 
Czech Republic and evidence for horizontal transfer of pOXA-48-like plasmids)  

Autorský kolektiv: Skálová A., Chudějová K., Rotová V., Medvecký M., 
Študentová V., Chudáčková E., Lavička P., Bergerová T., Jakubů V., Žemličková H., 
Papagiannitsis C.C., Hrabák J. 

Publikováno: Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2017 Feb 1;61(2):e01889-16, 
IF = 4.307 

 

V posledních letech dochází k alarmujícímu celosvětovému šíření enzymů typu 
OXA-48. Signifikantní a pokračující nárůst incidence karbapenemáz v České 
republice, pozorovaný od roku 2015, je významně spojen s diseminací enzymů 
OXA-48. Předmětem této studie je kompletní molekulárně genetická analýza všech 
izolátů exprimujících geny blaOXA-48-like, které byly detekovány na území České 
republiky do konce roku 2015. 

Celkově bylo analyzováno 26 izolátů s produkcí karbapenemáz typu OXA-48, 
pocházejících od 20 pacientů hospitalizovaných v celkově 7 českých nemocnicích. U 
čtyř pacientů byla nalezena infekce nebo kolonizace způsobená dvěma a více různými 
bakteriálními druhy nebo kmeny s produkcí enzymů OXA-48-like. U pěti pacientů 
byla zjištěna recentní pozitivní cestovatelská anamnéza, což upozorňuje na nutnost 
screeningu pacientů repatriovaných z cizích zemí. U třech OXA-48-like pozitivních 
izolátů, postrádající jasně prokazatelné epidemiologické souvislosti o možném zdroji 
původu, nelze vyloučit komunitní zdroj infekce/kolonizace. Tento fakt podtrhuje 
závažnost situace spojenou s potenciálním tichým šířením v komunitním prostředí, 
které může mít za následek devastující šíření antibiotické rezistence. 

Analýza sekvenčních typů (ST) izolátů zahrnutých ve studii prokázala, že velká část 
z nich byla již v minulosti asociována s šířením enzymů typu OXA-48 v různých 
částech světa.

28-32
 U většiny izolátů nesoucích geny blaOXA-48-like byly zároveň 

exprimovány další typy β-laktamáz, vedoucích k multirezistentnímu (MDR) fenotypu 
daných izolátů, s potenciálním vlivem na výrazné omezení terapeutických možností.  

V daném souboru izolátů byly detekovány 3 typy OXA-48-like enzymů: OXA-48, 
OXA-181 a OXA-232. Dvacet čtyři izolátů exprimovalo gen blaOXA-48, jeden izolát 
blaOXA-181 a jeden zbývající izolát blaOXA-232 se současnou koexpresí genu kódujícího 
metallo-β-laktamázu NDM-1. U většiny izolátů byly geny blaOXA-48-like lokalizovány 
na plazmidech, ve dvou případech bylo prokázáno chromozomální umístění.  

Majoritní většina plazmidů nesoucích gen blaOXA-48 byla identifikována jako varianta 

archetypálního IncL blaOXA-48-nesoucího plazmidu, původně detekovaného 
v Turecku v roce 2001 a následně rozšířeného celosvětově.

33
 Devatenáct z 22 
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blaOXA-48-nesoucích plazmidů vykazovalo vysoce shodné molekulárně genetické 
aspekty s dříve charakterizovaným pE71T plazmidem pocházejícím z Irska, lišícím se 
od pOXA-48 inzercí 2 kopií inzerčních sekvencí IS1R.

34
 Dále byly popsány 2 nové 

varianty plazmidu pE71T.  

U izolátu s expresí enzymu OXA-181 byl gen blaOXA-181 lokalizován na IncX3 plazmidu, 
který byl dosud identifikován pouze v Číně.

35
 Enzym OXA-232 byl lokalizován na 

plazmidu typu ColE2, původně popsaném u pacienta repatriovaného z Indie do 
Francie v roce 2011.

36
 

U čtyř pacientů byla zjištěna přítomnost 2 nebo 3 odlišných OXA-48-pozitivních 
izolátů, indikující in vivo horizontální přenos genů rezistence. Tuto hypotézu dále 
potvrzují data získaná celogenomovou sekvenací, která prokázala přítomnost zcela 

shodných blaOXA-48-nesoucích plazmidů.  

Výsledky získané molekulárně genetickou analýzou izolátů s produkcí enzymů typu 

OXA-48 potvrzují, že plazmidy typu pOXA-48 hrají hlavní roli v šíření genů blaOXA-48 

v českých nemocnicích. Tyto výsledky jsou ve shodě s nálezy publikací z dalších částí 
světa.

33,34,37 

 

5.2 První záchyt klinického izolátu Enterobacter cloacæ ST252 s produkcí 
karbapenemázy GES-5 v České republice 

(Emergence of sequence type 252 Enterobacter cloacæ producing GES-5 
carbapenemase in a Czech hospital)  

Autorský kolektiv: Chudějová K., Rotová V., Skálová A., Medvecký M., 
Adámková V., Papagiannitsis C.C., Hrabák J. 

Publikováno: Diagnostic Microbiology and Infectious Disease. 2018 Feb 1;90(2):148-
50, IF = 2.401 

 

Enzymy typu GES, které byly doposud detekovány převážně sporadicky, jsou 
v současné době se zvýšenou frekvencí nalézány v různých geografických oblastech. 
Především u varianty GES-5 byla zaznamenána rostoucí incidence v řadě evropských 
zemí.

38,39
  

Byla provedena molekulárně genetická analýza prvního GES-5 pozitivního izolátu 
Enterobacter cloacæ, zachyceného v České republice v roce 2016. Izolát E. cloacæ 
ST252 byl získán z klinického materiálu od pacienta s anamnézou opakovaných 
předchozích hospitalizací, nicméně bez recentní cestovatelské anamnézy. Sekvenční 
typ ST252 byl v minulosti popsán v souvislosti se šířením KPC-pozitivních izolátů 
E. cloacæ v nozokomiálním prostředí ve Spojených státech amerických.

40 

Gen blaGES-5 byl identifikován jako první genová kazeta nově charakterizovaného 
integronu první třídy, In1406, lokalizovaného na plazmidu o velikosti přibližně 7kb. 
Současně byla identifikována a popsaná nová alela genové kazety aadA15, podílející se 
na rezistenci k aminoglyosidům. In1406 byl inzertován v oblasti sekvence (3687kb) 
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sdílející shodné genetické aspekty s několika dříve popsanými plazmidy typu ColE, 
asociovanými s šířením eznzymů tpu OXA-48.

41,42 

Nález enzymů typu GES lokalizovaných na plazmidech typu ColE je poměrně 
znepokojující vzhledem k reálné možnosti jejich úspěšného a rychlého šíření, jehož 
jsme byli svědky v případě enzymů typu OXA-48. Dalším důležitým faktem je výskyt 
GES-5-pozitivního izolátu bez jasně prokázaného epidemiologického zdroje. Tato 
skutečnost by mohla, vzhledem k opakovaným předchozím hospitalizacím pacienta, 
poukazovat na možné skryté šíření těchto enzymů v českých nemocničních 
zařízeních. 

 

5.3 Charakterizace plazmidů nesoucích karbapenemázy typu NDM, které 
byly detekovány z izolátů čeledi Enterobacteriaceæ získaných 
v nemocnicích na území České republiky  

(Characterization of NDM-encoding plasmids from Enterobacteriaceæ recovered 
from Czech hospitals) 

Autorský kolektiv: Pašková V., Medvecký M., Skálová A., Chudějová K., Bitar I., 
Jakubů V., Bergerová T., Žemličková H., Papagiannitsis C.C., Hrabák J. 

Publikováno: Frontiers in Microbiolgy. 2018; Article in press, IF = 4.076 

 

Od roku 2016 byl v České republice zaznamenán kritický nárůst incidence 
karbapenemáz typu NDM, který se z velké míry podílí na celkovém alarmujícím 
vzestupu počtu karbapenemáza-pozitivních kmenů na našem území, pozorovaném 
od roku 2015.  

Bylo analyzováno 18 izolátů s produkcí karbapenemáz typu NDM, které byly získány 
z klinických vzorků od 15 pacientů hospitalizovaných v celkem 5 českých nemoc-
nicích v průběhu roku 2016. Pro srovnávací epidemiologické účely byl dále do studie 
zařazen NDM-4-pozitivní izolát, detekovaný v roce 2012 u pacientky repatriované ze 
Sri Lanky. U většiny zařazených izolátů byla identifikována koexprese široko-
spektrých β-laktamáz (ESBL).  

Do studie byly zařazeny izoláty pocházející z epidemické epizody detekované 
v nemocnici B1 a zahrnujícího celkem 10 pacientů, další klinické vzorky pocházely od 
2 pacientů hospitalizovaných v nemocnici B2, ve zbylých případech se jednalo 
o sporadické izoláty detekované v různých nemocnicích napříč Českou republikou.  

Dvanáct izolátů, všechny pocházející z epidemie v nemocnici B1, bylo identifikováno 
jako producenti enzymu NDM-4. V majoritní většině případů se jednalo o izoláty 
komplexu Enterobcater cloacæ ST182. Izolát, detekovaný v roce 2012 ve stejné 
nemocnici, byl taktéž identifikován jako NDM-4-pozitivní E. cloacæ ST182. Zároveň 
plazmidy nesoucí gen blaNDM-4 byly u všech těchto izolátů shodně identifikovány jako 
plazmidy typu IncX3. Izoláty komplexu E. cloacæ ST182 produkující enzym NDM-1 
byly již v minulosti spojovány s šířením těchto karbapenemáz v Mexiku.

43
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U třech izolátů, pocházejících z nemocnice B2, byla ozřejmena produkce enzymu 
NDM-5. Geny blaNDM-5 byly lokalizovány na plazmidech typu IncX3. Dva izoláty byly 
identifikovány jako E. coli ST167. Tento sekvenční typ byl v minulosti opakovaně 
popisován v souvislosti s šířením NDM-5-pozitivnich izolátů v Číně.

44,45
 Zbývající 

izolát Klebsiella oxytoca, klasifikován jako ST2, náleží k mezinárodně se rozšiřujícímu 
klonálnímu komplexu.

46 

Tři zbývající sporadické izoláty (E. coli, K. pneumoniæ, R. ornithinolytica) exprimova-
ly gen blaNDM-1, lokalizovaný na třech typech plzmidů odlišné velikosti (~55kb, 150kb a 
300kb). Gen blaNDM-1 identifikovaný u R. ornithinolytica byl nalezen na plazmidu typu 
IncX3 o velikosti přibližně 55kb. Jako součást plazmidu byla detekována sekvence 
kódující enzym SHV-12, vykazující podobnost s úsekem nesoucím gen blaSHV-12 u dříve 
popsaného izolátu K. pneumoniæ detekovaného v Číně (GeneBank přístupový kód 
KU314941). blaNDM-1-nesoucí plazmid o velikosti ~300kb, detekovaný u izolátu E. coli, 
byl popsán jako multi-replikon A/C2+R, skládající se ze sekvencí odlišného původu. 
Plazmid o velikosti přibližně 150kb získaný z izolátu K. pneumoniæ, který nebyl 
typizovatelný pomocí PBRT schématu, byl dourčen jako IncFIB(K) typ plazmidu, 
obsahující úsek získané sekvence.

47
 Tento plazmid vykazoval shodné genetické 

aspekty s plazmidem p1605752FIB získaným z pan-rezistentního izolátu K. pneu-
moniæ z USA (GenBank přístupový kód CP022125). Současně byly nalezeny shodné 
znaky segmentu kódujícího enzyme NDM-1 s dříve charakterizovaným NDM-1-
pozitivním izolátem detekovaným v ČR.

48 

Všechny plazmidy typu IncX3 vykazovaly vysokou podobnost jak navzájem, tak 
s ostatními IncX3 NDM-pozitivními plazmidy detekovanými v různých geografických 
oblastech světa.

45,49
 Dva z plazmidů nesoucích gen blaNDM-5 byly téměř identické s 

dříve charakterizovaným plazmidem z čínského izolátu E. coli ST167.
45

 Veškeré IncX3 
plazmidy nesoucí gen blaNDM-4 se odlišovaly oproti ostatním NDM-pozitivním 
plazmidům inzercí Tn3-like transposonu. Zároveň byla prokázána shodnost plazmidu 
pocházejícího z izolátu E. cloacæ získaném v roce 2012 s NDM-4-pozitivními 
plazmidy, které pocházely z epidemické epizody v nemocnici B1. Avšak komparativní 
genomická analýza odhalila přítomnost 4 inzercí v genomu izolátu z roku 2012, které 
nebyly nalezeny u izolátů z roku 2016.  

U třech pacientů byly nalezeny 2 různé izoláty s produkcí enzymu typu NDM, 
poukazující na možný horizontální genový přenos. Tuto hypotézu dále potvrzují data 
získaná z celogenomové sekvenace. 

Studie prokázala zásadní roli IncX3 plazmidů v šíření enzymů typu NDM v České 
republice. Zvyšující se incidence NDM-pozitivních izolátů v ČR je v souladu s daty 
publikovanými z ostatních světových zemí. Tato skutečnost si zaslouží zvýšenou 
pozornost, vzhledem k extrémně úspěšnému šíření genů blaNDM cestou horizon-
tálního genového přenosu. 

 



20 

5.4 Molekulárně genetická analýza karbapenemáza-pozitivních izolátů 
Psedomonas æruginosa detekovaných v České republice a průkaz 
klonálního šíření extrémně rezistentního kmene ST357 exprimujícího 
metallo-β-laktamázu IMP-7 

(Molecular characterization of carbapenemase-producing Pseudomonas æruginosa of 
Czech origin and evidence for clonal spread of extensively resistant sequence type 357 
expressing IMP-7 metallo-β-lactamase) 

Autorský kolektiv: Papagiannitsis C.C., Medvecký M., Chudějová K., Skálová A., 
Rotová V., Španělová P., Jakubů V., Žemličková H., Hrabák J. 

Publikováno: Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2017 Dec 1;61(12):e01811-17, 
IF = 4.307 

 

Krabapenemáza pozitivní izoláty Pseudomonas æruginosa jsou v současné době 
frekventně detekovány v českých nemocničních zařízeních. Předmětem studie bylo 
provedení první národní surveillance, zahrnující podrobnou molekulárně genetickou 
analýzu, karbapenemáza-pozitivních izolátů Pseudomonas æruginosa identifikova-
ných během roku 2015 napříč nemocnicemi v České republice. Ve studii bylo 
zahrnuto 136 karbapenemáza-pozitivních izolátů z 22 českých nemocnic. Pro srov-
návací účely bylo dále zařazeno 58 karbapenem rezistentních izolátů bez prokázané 
karbapenemázové aktivity a 93 izolátů se zachovalou citlivostí k meropenemu. 

Celkem bylo v roce 2015 detekováno 132 izolátů Pseudomonas æruginosa s proká-
zanou produkcí metallo-β-laktamáz (MBL). Z tohoto počtu byly u 117 izolátů nalezeny 
geny blaIMP, zahrnujících 116 producentů enzymu IMP-7 a jednoho producenta 
enzymu IMP-1, zatímco 15 izolátů exprimovalo gen blaVIM-2.U čtyř zbývajících izolátů 
byla prokázána produkce enzymu typu GES.  

Data získaná pomocí MLST identifikovala ST357 jako nejčastější sekvenční typ, 
detekovaný u 120 MBL-pozitivních izolátů. Většina izolátů ST357 byla producenty 
enzymu IMP-7 (n = 115), zatímco pouze 5 izolátů s produkcí enzymu VIM patřilo 
k tomuto sekvenčnímu typu. Třináct izolátů náleželo k ST111 (většina producentů 
VIM-2), a ST235 (zahrnující všechny producenty enzymu GES). Zbývající izoláty 
představovaly různé sekvenční typy. Naopak, byla prokázána významná diverzita 
napříč izoláty bez prokázané karbapenemázové aktivity. U 58 karbapene-
máza-negativních karbapenem-rezistentních izolátů bylo identifikováno 29 klonů, 
kdy nejpočetnější sekvenční typy byly ST175 a ST235 (n = 22). Izoláty se zachovalou 
citlivostí k meropenemu pak náležely k 53 různým sekvenčním typům, z toho 11 bylo 
nově detekovaných.  

Izoláty P. æruginosa ST357 s produkcí enzymu IMP-7 byly již v minulosti detekovány 
ve Střední Evropě.

50
 Studie zaměřená na karbapenemáza-pozitivní izoláty 

P. æruginosa detekované v Brně mezi lety 2009 a 2011 taktéž identifikovala 
producenty enzymů VIM a IMP-7 patřící k ST111 a ST357.

51
 Zároveň sekvenční typ 

ST357 je spojován i s šířením enzymu IMP-1 v Japonsku.
52

 Dříve publikované studie 
dále zařadily další detekovaný sekvenční typ, ST235, mezi epidemiologicky vysoce 
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rizikové klony.
52

 Popisované epidemiologicky vysoce rizikové klony (ST357 a ST235) 
nebyly nalezeny mezi izoláty citlivými k meropenemu.  

Geny blaIMP byly identifikovány na třech hlavních typech integronů první třídy. 
Nejčastěji detekovaným typem byl In-p110-like integron, detekovaný u 115 ST352 
karbapenemáza-pozitivních izolátů. Integron In-p110, již dříve charakterizovaný 
z MBL-pozitivního českého izolátu P. æruginosa, byl detekován v případě 94 ST357 
izolátů, zatímco u zbylých 21 ST357 IMP-7-pozitivních izolátů byla prokázána 
přítomnost derivátu In-p110 integronu.

51
 U producentů enzymu IMP-7 byly dále 

popsány dva nové typy integronů (s označením In1393 a In1392). Nejčastěji identifi-
kovaným typem mezi integrony nesoucími gen blaVIM byl derivát integronu I59, dříve 
charakterizovaný ve Francii.

53
 Zároveň byla opět posán nový typ integronu nesoucího 

gen blaVIM-2 (In1391). Izoláty exprimující enzym GES disponovaly integronem In717, 
dříve popsaným australskými autory.

54
 
 

Data získaná celogenomovou sekvenací potvrdila chromozomální umístění integronů 
nesoucích geny karbapenemáz u všech izolátů P. æruginosa zařazených ve studii. 
Byla provedena detailní molekulárně genetická analýza, která odhalila řadu shodných 
genetických aspektů s izoláty identifikovanými z různých částí světa. U některých 
izolátů byly popsány nové formy genomických ostrovů.  

Zásadní informaci poskytla fylogenetická analýza, která prokázala blízkou příbuznost 
ST357 IMP-7-pozitivních izolátů napříč Českou republikou. Tyto výsledky potvrzují 
hypotézu klonálního šíření epidemiologicky vysoce rizikového klonu P. æruginosa 
ST357 v českých nemocnicích. Na závažnost situace se dále podílí fakt, že u většiny 
izolátů byly identifikovány geny kódující rezistenci k dalším skupinám antibiotik a 
geny virulence již dříve spojované se zvýšenou mortalitou infekcí způsobených 
těmito kmeny.

55,56
  

Výsledky studie upozorňují na významnost šíření epidemiologicky vysoce rizikových 
kmenů, jako jsou ST111, 175, 235 a 357 v České republice. Zároveň nově charakteri-
zované struktury integronů nesoucích geny karbapenemáz zdůrazňují pokračující 
evoluci těchto kmenů, což může do budoucna vést k dalšímu zhoršení situace. 

 

5.5 První popsaný případ Enterobacter asburiæ s produkcí karbapenemázy 
IMI-2 v České republice 

(First description of the emergence of Enterobacter asburiæ producing IMI-2 
carbapenemase in the Czech Republic.) 

Autorský kolektiv: Rotová V., Papagiannitsis C. C., Chudějová K., Medvecký M., 
Skálová A., Adámková V., Hrabák J. 

Publikováno: Journal of Global Antimicrobial Resistance. 2017 Oct 10;11:98, IF = 1,276 

 

Karbapenemázy typu IMI, které jsou dosud pouze sporadicky detekované u klinic-
kých vzorků, jsou nalézány převážně u izolátů rodu Enterobacter. Studie popisuje 
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první případ izolátu Enterobacter asburiæ produkujícího karbapenemázu IMI-2, který 
byl detekován v klinickém vzorku pocházejícím od pacienta bez anamnézy před-
chozích hospitalizací či recentní cestovatelské anamnézy.  

Gen blaIMI-2 byl identifikován na plazmidu typu IncFII o velikosti přibližně 80kb. Data 
získaná celogenomovou sekvenací odhalila vysokou podobnost s plazmidem pJF-787, 
dříve charakterizovaným britskými autory z izolátu Klebsiella variicola (GenBank 
přístupový kód KX868552).  

Zároveň byly zjištěny shodné genetické aspekty popsané v minulosti dánskými autory 
u plazmidu IncX3 pocházejícím z izolátu Shigella sp. (GeneBank přístupový kód 
HE578057).  

Možný původ izolátu nebyl identifikován. Tento fakt může poukazovat na 
nerozpoznané šíření genů karbapenemáz typu IMI dosud neodhalenými cestami, což 
by představovalo potenciální významnou hrozbu šíření těchto enzymů. Přestože jsou 
geny kódující karbapenemázy IMI-2 detekovány v klinických vzorcích sporadicky, 
popsaná lokalizace na konjugativních plazmidech může představovat reálné riziko 
jejich další diseminace.  
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6 Závěr 

Celosvětové šíření gramnegativních bakterií rezistentních ke karbapenemům patří 
mezi největší zdravotnické problémy současnosti. Úspěšná diseminace genů kódu-
jících karbapenemázy může být do značné míry vysvětlena jejich asociací s mobilními 
genetickými elementy. Neméně důležitou roli pak hraje klonální šíření epidemio-
logicky vysoce rizikových kmenů. Jak vyplývá ze závěrů prezentovaných studií, obě 
tyto cesty jsou důvodem zvyšující se incidence producentů karbapenemáz v České 
republice. K závažnosti situace dále přispívá koexprese dalších mechanismů rezis-
tence, která byla potvrzena i u většiny námi analyzovaných izolátů. Antibiotická 
terapie nejen β-laktamy, ale i strukturálně zcela odlišnými skupinami antimikro-
biálních léčiv, pak může přispívat k výraznému selekčnímu tlaku a potažmo dise-
minaci karbapenemáza-pozitivních kmenů.  

Zvláštní pozornost zasluhují izoláty exprimující geny karbapenemáz, bez jasně proká-
zaného zdroje akvizice, u kterých existuje reálné riziko nerozpoznaného šíření 
v komunitě nebo životním prostředí. Přestože šíření kmenů rezistentních ke 
karbapenemům je v naší geografické oblasti spojováno především s nosokomiálním 
prostředím, karbapenemáza-pozitivní izoláty (např. karbapenemázy typu OXA-48 a 
NDM) jsou stále častěji v řadě evropských zemí detekovány právě z komunitního 
prostředí.

57,58
 Několik izolátů zařazených v předkládaných pracích bylo získáno 

z klinických vzorků pocházejících od pacientů bez anamnézy předchozí hospitalizace 
či recentní cestovatelské anamnézy. Tyto izoláty mohou upozorňovat na možnou 
existenci dosud neidentifikovaných zdrojů šíření. 

Včasné odhalení infekce či kolonizace bakteriemi produkujícími karbapenemázy je 
zásadní pro prevenci rozvoje nemocničních epidemií. Infekce způsobené multirezi-
stentními bakteriemi mají významný dopad na léčebné možnosti postižených pacien-
tů a zároveň představují značnou ekonomickou zátěž.

59
 Se zhoršující se situací 

narůstá potřeba nových antimikrobiálních léčiv. Nové přístupy ve farmaceutickém 
výzkumu, jako např. užití glykopeptidových analog schopným překlenutí vnitřní 
rezistence gramnegativních bakterií, by mohly poskytnout nové terapeutické 
možnosti.

60
 Ve světle pokračujícího šíření multirezistentních gramnegativních 

bakterií s významným klinickým dopadem, Světová zdravotnická organizace vydala 
seznam prioritních patogenů, proti kterým by měl být soustředěn výzkum a vývoj 
nových antibiotik. První místo tohoto seznamu obsadily právě karbapenem-
-rezistentní kmeny čeledi Enterobacteriacæ, Pseudomonas æruginosa a Acinetobacter 
baumanii.

61
  

Celosvětová systematická snaha předcházet šíření kmenů produkujících karbapene-
mázy je zásadním krokem nutným k zastavení pokračující diseminace a vyhnutí se 
hrozící situaci nekontrolovatelného šíření, jakého jsme svědky v případě široko-
spektrých β-laktamáz (ESBL).  
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