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1 UvVoD

1.1 REZISTENCE K ANTIMIKROBNiM PRiIPRAVKUM

Antibiotika zavedend do klinické praxe v sSedesatych letech minulého stoleti
znamenala pfelom ve zdravotnictvi. Diky nim bylo moZné se vyporadat s radou do té
doby smrtelnych bakteridlnich infekci. Prestoze existuje velmi velké mnoiZstvi
antimikrobidlnich latek, z nichZ si miZeme vybirat pro potencidlni terapii infekci, je
u vSech téchto latek dokumentovdna antimikrobidlni rezistence, kterd se mlze objevit
i kratce poté, co je novy lék schvalen k pouziti (Reygaert, 2018).

Selekéni tlak pouZivanych antimikrobidlnich Iatek, ktery vedl k narlstu poctu
rezistentnich izolatli, byl zapfi¢inén i pocate¢ni neuvaZenou aplikaci antibiotik
v neopodstatnénych pripadech. Dfive se objevoval i pfistup k terapii pomoci antibiotik
ve smyslu: , KdyZ to nepomuze, neublizi to” (Kolaf, 2011). Mezi faktory, které postupné
prispivaly k rezistenci, Ize tedy radit zvySenou spotfebu antimikrobnich latek, jak u lidi,
tak i u zvirat (at uz jako terapie, profylaxe, ¢i rGstovy stimulator) (Castanon, 2007, Kolar,

2019), nespravné predepisovana ci zbytecné naduzivana antibiotika (Reygaert, 2018).

Rezistenci bakterii k antimikrobidlnim latkdm muazeme definovat jako schopnost
mikrobidlni populace odoldvat ucinku inhibi¢ni koncentrace dané skupiny
antimikrobidlnich latek (Kolar et al., 2002). Z molekuldrné-biologického pohledu se
jedna o pfitomnost genetické informace v genomu bakterie, kterd kdduje pfislusny
mechanismus odolnosti bakterie k danému antibiotiku (Kolaf, 2019). Urovné rezistence
se mohou u pribuznych bakteridlnich skupin velmi lisit (Reygaert, 2018). Prikladem
i vramci jednoho rodu mohou byt enterokoky. Zatimco Enterococcus faecalis
(E. faecalis) a Enterococcus faecium (E. faecium) jsou primarné citlivé k vankomycinu,
Enterococcus gallinarum (E.gallinarum) a Enterococcus casseliflavus (E. casseliflavus) je
vankomycin-rezistentni (EUCAST).

RozliSujeme dva zakladni typy rezistence:

Primdrni (pfirozena) rezistence je definovana jako znak, ktery je sdilen univerzalné
v daném bakteridlnim druhu. Jednd se o geneticky podminénou odolnost bakteridlniho
druhu, kterda nemd souvislost s predchozim kontaktem santibiotiky. Podstatou
pfirozené rezistence je nepritomnost cilové struktury (Kolar et al., 2002; Reygaert,
2018). Bakterie jsou v tomto pfipadé schopné rlstu a mnoZeni i v pfitomnosti daného
antibiotika, které je nijak neovlivni. Pfikladem pfirozené rezistence muze byt necitlivost
gramnegativnich bakterii ke glykopeptidim ¢i grampozitivnich bakterii na aztreonam
(Reygaert, 2018). Enterokoky jsou primdarné rezistentni na cefalosporiny, makrolidy,
sulfonamidy a nizké hladiny aminoglykosida (Kolar et al., 2020).

Sekundarni (ziskana) rezistence znamena zménu plvodné citlivé bakterie na
rezistentni. DUvodem je zména genomu bakterie zplUsobend bud' spontanni mutaci
stdvajicich genli nebo ziskem nové genetické vybavy prostfednictvim horizontaIniho
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pfenosu genl (Koldf et al., 2002). Spontanni mutace, majici za nasledek zménu
bakteridlniho genotypu, se déji s frekvenci 1 mutace na 10°%-10° déleni bakteridIni buriky
(Reygaert, 2018). Tento zplisob vzniku a Sifeni rezistence je ovsem méné vyznamny.
Z klinického hlediska je mnohem zavainéjsim problémem antimikrobidlni rezistence,
kterd je zplisobena horizontalnim prenosem gent (Munita & Arias, 2016). Tento zpUsob
umoznuje prevzeti ciziho DNA materidlu, nesouci genetickou informaci podminujici
rezistenci. Je umozinén prostrednictvim extrachromozalnich mobilnich genetickych
elementd (plazmidy, transpozony, integrony) rekombinaénimi procesy. Mezi
mechanismy zprostfedkovavajici tyto procesy fradime konjugaci, transformaci
a transdukci (Kolar et al., 2002).

Riziko souvisejici se ziskanou rezistenci predstavuje vyssi pravdépodobnost selhani
antibiotické Iécby. Klinickym dopadem bakteridlni rezistence poté je vyssi morbidita
a mortalita pacientl, spojena i svysSimi ekonomickymi naklady na jejich lécbu
(Reygaert, 2018).

Samostatnou kapitolou je moznd pritomnost rezistentnich bakterii jako soucasti
prirozené flory Clovéka. Jejich potencidlni nebezpedi spoliva vtom, Ze mohou byt
zdrojem genU pro dalsi bakterie a mohou se z nich stat potencialni etiologickd agens,
jejichz vysokd odolnost vici antibiotické |é¢bé muze zplsobit selhani antibiotické
terapie (Kolar, 2019). V roce 2001 byl problém bakteridlni rezistence oznacen Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) jednim ze tfi nebezpeci ohroZujicich zdravotnictvi
21. stoleti (Hornikova, 2011). V roce 2016 bylo na valném shromazdéni OSN vysloveno
nasledujici prohlaseni: ,Lze odhadnout, Ze pokud se bude bakteridlni rezistence zvySovat
stejnym tempem jako doposud, budou vroce 2050 nelécitelné infekce vyvolané
multirezistentnimi bakteriemi nejcastéjsi pficinou umrti“ (Kolar, 2019).

Rezistence bakterii k antibiotikiim je podminéna fadou moZnych mechanisma.
Jednotlivé mechanismy se mohou vzajemné kombinovat a potencovat. Jedna se o jev
komplexni, zahrnujici vice faktorl. Pro vznik rezistentnich bakteridlnich kmenl je
dulezity i neustaly selekéni tlak pouzivanych antibiotik. Velmi ¢asto rezistentni bakterie
pretrvavaji v prostredi, kde je soustavné pouzivano vice druhl antimikrobnich ptipravki
(Kolat et al., 2002, Kolar, 2019). Navic intenzivni pouZzivani antibiotik pro humanni,
veterindrni a zemédélské ucely vede k jejich neustdlému uvolfovani do Zivotniho
prostredi (Rizzo et al., 2013).

1.2 MECHANISMY REZISTENCE BAKTERIi K ANTIMIKROBNiM PRiIPRAVKUM
Obecné jsou znamy 4 hlavni mechanismy vzniku rezistentnich bakterii (Kolar,
2020). Radime mezi né nasledujici: (1) enzymaticka inaktivace antibiotika; (2) aktivni
odcerpavani antibiotika z bakteridlni buriky; (3) sniZeni propustnosti antibiotik do
bakterie; (4) modifikace cilového mista pro antibiotikum. Pochopeni téchto mechanismu



by mélo vést k lepSim moZnostem I|éCby infekénich onemocnéni a k vyvoji
antimikrobidlnich 1éciv, kterd by odolala pokuslim mikroorganismuU o ziskani rezistence
(Reygaert, 2018).

1.2.1 Enzymaticka inaktivace

Jednim z mechanismU rezistence bakterii je moZnost inaktivace antimikrobnich
latek pomoci enzymd, které bakterie vylucuje. Tyto enzymy mohou molekulu antibiotika
rozrusit nebo ji modifikovat, pficemZz mohou vyuZivat rdznych mechanism( jako jsou
hydrolyza, prenos funkéni skupiny ¢i redoxni mechanismy (zfidka) (Jana & Deb, 2006).

Nejzndmeéjsim prikladem mechanismu vyuZivajici hydrolyzu, je velmi pocetna
skupina enzym( zvana B-laktamazy, které narusenim C-N vazby ctyrélenného
B-laktamového  kruhu  B-laktamovych antibiotik  (peniciliny, cefalosporiny,
monobaktamy, karbapenemy) zpUsobi ztratu jejich antimikrobni ucéinnosti (Kolar et al.,
2002, Majiduddin et al., 2002). B-laktamdazy mohou pUsobit dvéma zplsoby. Bud pomoci
reaktivniho serinového rezidua v aktivnim misté, nebo ucinkem tézkych kovli (nejcastéji
Zn%*) spolu s rezidui histidinu a (nebo) cysteinu. Produkce B-laktamdz je pfi¢inou
rezistence k B-laktamovym antibiotik(im asi v 80 % pfipad( (Kolarf et al., 2002).

Existuje vice mozZnosti klasifikace B-laktamaz. Je moiné klasifikovat podle
hydrolytického spektra, citlivosti k inhibitortm B-laktamaz (kyselina klavulanova,
sulbaktam, tazobaktam) ¢i podle toho, zda jsou kédovany chromozomem nebo
plazmidem. Od prvni klasifikace v roce 1968 Sawaiem a spol. probéhla fada reklasifikaci
(napf. vletech 1970, 1973, 1976, 1981, 1989 a 1995). Nejvétsi reorganizace se
uskutecnila v roce 1989 Bushovou a po nasledné revizi v roce 1995 jsou B-laktamazy
klasifikované dle Bush-Jacoby-Mederois, zaloZzené na preferenci substratu a citlivosti
k inhibitordm, na 4 skupiny oznacované jako 1-4. Toto rozdéleni nicméné nezohlediiuje
bodové mutace, které mohou zplsobovat zménu substratové specifity a citlivost
k inhibitordm, coz mlzZe pozménénou B-laktamazu zaradit do jiné skupiny. To fesi
klasifikace dle Amblera, ktera roz¢leniuje B-laktamazy na zakladé sekvence aminokyselin
a rozdéluje je tak rovnéz do 4 skupin oznacovanych jako A-D (Kolar et al., 2002, Paterson
& Bonomo, 2005). Bushova a Jacoby poté jesté v roce 2010 v ndvaznosti na svou drivéjsi
praci uverejnili nové rozsifené rozdéleni B-laktamdz, které pridava nové funkéni
podskupiny (Bush & Jacoby, 2010). Neméné dullezitym kritériem pro rozélenéni
B-laktamaz je také jejich umisténi v ramci bakteridlniho genomu. Geny kddujici tyto
enzymy mohou byt umistény jak na chromozomu, tak na transpozonech, které pak
umoznuji Sireni mezi plazmidy a dalSimi bakteriemi (Kolar et al., 2002). Geny B-laktamaz
nesené plazmidy se nejcastéji vyskytuji u enterobakterii, ale mohou se vyskytovat
i u nékterych druhG grampozitivnich bakterii, jako jsou Staphylococcus aureus
(S. aureus), E. faecalis a E. faecium (Reygaert, 2018).

Nasledujici ¢ast je vénovana vyznamnym B-laktamdazam. Prvni dileZitou skupinu
enzymu prispivajici k rezistenci k B-laktamovym antibiotikiim, jsou tzv. AmpC enzymy.
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Jednd to jedny z prvnich charakterizovanych B-laktamaz, identifikovany byly
u Escherichia coli a jsou kédovany chromozomalné — genem ampC (pojmenovanym
podle rezistence k ampicilinu). Tento gen je sice konstitutivné exprimovan na nizké
Urovni, ale mutace mohou vést k jeho nadmérné expresi. B-laktamazy typu AmpC jsou
nejucinnéjsi proti penicilindm a nékterym cefalosporinim prvni generace (Reygaert,
2018). Jde o skupinu cefalosporindz, spadajicich do skupiny 1 podle Bush-Jacoby-
Mederois a skupiny C podle Amblera. Jejich spole¢nou vlastnosti je, Ze nejsou
inhibovatelné inhibitory B-laktamaz (kys. klavulanovou a ve vétSiné pripadl ani
sulbaktamem ¢i tazobaktamem) (Kolar et al., 2002, Ambler, 1980, Bush et al., 1995).

Dalsi, pocetné velmi obsdhlou skupinou hydrolyzujicich enzymd, pfedstavujicich
vazny klinicky problém, jsou tzv. Sirokospektraini B-laktamazy (ESBL = z angl. extended-
spectrum-B-lactamases). Tento typ, vtomto pfipadé jiz plazmidové-kddovanych
B-laktamdz, predstavuje hlavni pficinu rezistence proti cefalosporinim s rozsifenym
spektrem ucinku, monobaktamdm a penicilinim u celedi Enterobacteriaceae (Kolar et
al., 2002, Paterson, 2006). ESBL spadaji skupiny 2 podle Bush-Jacoby-Mederois
a soucasné do skupiny A dle Amblera (Ambler, 1980, Bush et al., 1995). Nejcastéji se
vyskytujici enzymy této skupiny jsou tzv. TEM a SHV enzymy. Ddle pak také enzymy typu
CTX-M a OXA. Charakteristickym znakem této skupiny je, Ze jsou inhibovatelné inhibitory
B-laktamaz (Kolar et al., 2002, Paterson, 2006, Ryagert, 2018).

Dalsi skupinou enzym jsou tzv. karbapenemazy. Na lécbu infekci zplUsobenych
ESBL ¢i AmpC pozitivnhimi kmeny jsou Iékem volby rezervni B-laktamova antibiotika —
karbapenemy. BohuZel, rezistence se nevyhnula ani této skupiné antibiotik.
Karbapenemazy jsou ¢lenény, stejné jako ostatni B-laktamazy, dle klasifikace navriené
Bushovou, pripadné dle Amblera. V téchto klasifikaCnich systémech se vzdjemné
prekryvaji a jsou zarazeny ve tfech skupinach. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patti
enzymy serinové karbapenemazy (KPC, GES, SME) ¢i metalo-B-laktamdzy (MBL) (VIM,
IMP, NDM), pfipadné OXA karbapenemazy. Je pro né charakteristické, Ze jsou
inhibovany kyselinou3-aminofenylboritou (3-APB), vyjma MBL, které jsou inhibovatelné
EDTA (Htoutou-Sedldkova et al., 2011; Hrabdk et al., 2012).

Rezistence zprostfedkovand B-laktamazami je stdle vice spojovdna pravé
s plazmidové kédovanymi B-laktamdazami, a to jak u ESBL a u karbapenemadz. Konkrétné
s rodinou ESBL (CTX-M), rodinou serinovych karbapenemaz (KPC) ¢i metalo-B-
laktamazami (VIM, IMP a NDM-1) (Bush, 2010).

Kromé B-laktamovych antibiotik existuji ale i dalsi antimikrobialni Iatky, které
mohou byt inaktivovany mechanismem hydrolyzy, a tim je napf. tetracyklin, a to
prostfednictvim genu tetX (Reygaert, 2018).
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1.2.2 Aktivni eflux

Dalsi moznym mechanismem rezistence k antimikrobidlnim latkdm je aktivni
odcerpavani antimikrobialni latky ven z bakteriadlni buniky prostrfednictvim proteinové
efluxni pumpy zabudované v cytoplazmatické membrané. Efluxni pumpy jsou schopny
selektivné vychytdvat pro bunku toxické latky (které se do nich dostaly z vnéjsiho
prostfedi) z cytoplazmy a snizovat tak jejich koncentraci vburice. Vyskytuji jak
u grampozitivnich, tak u gramnegativnich bakterii (Stavri et al., 2007; Hricova & Kolaf¥,
2014). Bakterie maji geny pro efluxni pumpy chromozomalné zakddované, vyskytuji se
ovsem i na plazmidech. Nékteré se exprimuji konstitutivné, jiné jsou indukovany nebo
nadmérné exprimovany (vysokd Uroven rezistence je obvykle zplUsobena mutaci
modifikujici transportni kanal) pfi urcitych podnétech z prostredi nebo pfi pritomnosti
vhodného substratu (Reygaert, 2018). Rezistence muze byt zplUsobena dvéma zpUlsoby.
Bud' zvySenou expresi genl kddujicich proteiny efluxnich pump, coz vede k jejich
vySSimu poctu a rychlejSimu vypuzeni antibiotika nebo tim, Ze je pfitomen takovy
substrat, ktery zvysi afinitu k dané antimikrobidlni latce a tim zefektivni jeji prlichod ven
z buniky (Piddock, 2006).

Pumpy mohou byt specializované bud na jeden typ substratu nebo pro fadu
strukturalné neptibuznych latek. V ptipadé schopnosti vylucovat rlizna antibiotika jsou
pak oznacovany jako MDR (multiple drug resistence) pumpy (Webber & Piddock, 2003).

Klasifikace efluxnich pump je z dlvod( jejich rozmanitosti feSena pomoci
fylogenetického seskupeni, na zakladé proteinovych sekvenci. Lze je rozdélit do 5 skupin.
RND pumpy (resistence-nodulation-division), MF pumpy (major facilitator), MATE
pumpy (multidrug and toxic efflux), SMR (small multi-drug resistence/staphylooccal
multiresistance family) a ABC pumpy. Prvni 4 zmifiované vyuzivaji jako zdroj energie pro
transport dané latky protonovy gradient na membrané, zatimco posledni zmifiovana
jako zdroj pouziva hydrolyzu ATP (Webber & Piddock, 2003; Li et al., 2015).

Jednou z nejprostudovanéjsich pump je AcrAB-TolC u E. coli, spadajici do skupiny
RND pump. Tato pumpa se skladd ze 3 na sebe navazujicich ¢asti prochazejicich skrz
celou bunécénou sténu bakterie. Zbylé skupiny pump jsou lokalizované pouze na vnitfni
membrané (Reygaert, 2018, Du et al., 2014).

1.2.3 Snizeni permeability bunécné stény

Je-li snizena propustnost bunécné stény, jako prvni bariéry vstupu, je
znesnadnéno antimikrobni latce pronikat ke svym cilovym mistim. Vstup do vétsiny
antibiotik do gramnegativnich bakterii je zajistén pomoci pasivnich prenasecd, tzv.
porind. Dojde-li ke strukturdlni zméné porinu, ztraté ¢i k jeho snizené expresi, nepronika
antibiotikum do bakteridlni buniky a ziska tim padem uréity stupen rezistence
(Giedraitiené et al., 2011).
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Studie Tsai et al., 2011 potvrzuje tuto skutecnost u Klebsiella pneumoniae, kterd
disponuje 2 hlavnimi hydrofilnimi poriny pro prlchod B-laktamd, a to OmpK35
a OmpK36. Zvysujici se rezistence, z divodu produkce Sirokospektrych B-laktamaz, ale
komplikuje 1é¢bu témito antibiotiky. U vétSiny ESBL negativnich kmenU Klebsiella
pneumoniae se exprimovaly oba typy porinQ, nicméné u ESBL pozitivnich kmenU byl ve
vétsiné pripadl detekovan pouze OmpK36 porin. Absence OmpK35 muzZe byt jednim
z faktoru pfispivajicich k antibiotické rezistenci (Tsai et al., 2011).

Vzhledem k tomu, Ze grampozitivni bakterie nemaji vnéjsi membranu, tak tak
tento mechanismus rezistence u nich neni tak ¢asty. U enterokokd navic je mozné zminit
skutecnost, Ze poldrni molekuly antibiotika maji potize proniknout bunéénou sténou, coz
umoznilo vnitini rezistenci k aminoglykosidim (Reygaert, 2018).

1.2.4 Modifikace cilového mista

V bakteridalni bufce existuje mnoho sloZek, které mohou byt cilem
antimikrobidlnich latek, a stejné tak existuje mnoho cill, které mohou byt bakteriemi
modifikovany tak, aby umoZnily rezistenci vici témto lécivim (Reygaert, 2018).
V nasledujici ¢asti bude uvedeno, nékolik prikladd tohoto mechanismu rezistence
k antimikrobnim latkam.

Rezistence spojena s modifikaci cilového mista mlze hrat roli u antibiotik
zaméfenych na syntézu DNA. Prikladem mohou byt (fluoro)chinolony, jejichz
antimikrobidlni aktivita je zpUsobena inhibici replikace DNA. Jejich konkrétnim teréem
jsou enzymy typu topoizomerdz (DNA gyraza u grampozitivnich, topoizomeraza IV
u gramnegativnich bakterii), které modifikuji dvousroubovici DNA tim, Ze jeji dvojity
fetézec prerusuji a opét navazuji ¢imz zamezuji jejimu druhotnému staceni (Hricova et
al., 2017). Inhibici aktivity tohoto typu enzymu dojde k usmrceni bunky. Vyvoj
bakterialni rezistence k chinolonovym antibiotikim je multifaktoridlni proces
chromozomadlniho i plazmidového pUvodu (Briales et al., 2011). Rezistence je v tomto
pripadé zplsobena bodovymi mutacemi, které maji za nasledek, ze cilovy enzym
(topoizomeraza) je zménén (Casto v blizkosti jeho aktivniho mista), pripadné muze byt
sniZzena jeho afinita k antimikrobidlni |atce (Hricova et al., 2017).

Dalsi z moZnosti modifikace cilového mista je mechanismus, kdy bakterie ziska
gen kédujici cilovou strukturu se sniZzeninou afinitou k antimikrobidlni latce. Jednim
z vyznamnych prikladd tohoto typu mechanismu je rezistence vuci B-laktamovym
antibiotikim, které pouzivaji témér vyhradné grampozitivni bakterie. Jedna se o zménu
struktury a/nebo poctu PBP (proteinl vazicich penicilin), coZ jsou transpeptidazy, které
se podileji na stavbé peptidoglykanu v bunééné sténé. Ziska-li bakterie gen mecA, zméni
se PBP na PBP2a, pricemz si tento modifikovany enzym zachovava svou enzymatickou
aktivitu, ale jiz neni schopen vazat peniciliny. Bakterie tedy preziva i v pfitomnosti
antimikrobidlni latky (Reygaert, 2018). Praktickou ukazkou je napf. rezistence
k meticilinu u S. aureus, vzniklou pfijetim genu mecA, ktery se ¢asto nachazi ve velkém
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fragmentu DNA oznacovaném jako stafylokokova chromozomadlni kazeta mec (SCCmec).
Jedna se jeden zvice faktor( vzniku tzv. MRSA (meticilin rezistentniho stafylokoka)
(Munita & Arias, 2016; Mundy et al., 2000).

Dal$i moznym mechanismem zaloZzeném na modifikaci cilového mista, v tomto
pripadé na modifikaci bunécné stény, konkrétné peptidoglykanu jako jeji hlavni slozky,
je napt. rezistence enterokok(l k vankomycinu. Glykopeptidy se za normalnich podminek
navazuji koncové casti na peptidoglykanovych prekurzor(, které jsou tvoreny dvojici
aminokyselin D-alanyl-D-alanyl. Po navazani na tyty prekurzory antibiotikum prostorové
brani zesitovani vznikajiciho peptidoglykanu, ¢imz je inhibovana tvorba bunécné stény,
zastavuje se rlst buriky, majici za ndsledek smrt bakterie. Prijetim nékterého z van gent
za pomoci rekombinacnich procest se terminalni ¢asti peptidoglykanu mohou zménit na
D-alanyl-D-laktat nebo D-alanyl-D-serin. Tim je znemoZnéna vazba antibiotika a bakterie
se vUci nému stava rezistentni. (Kolar, 2018, Courvalin, 2006).

1.3 CHARAKTERISTIKA ENTEROKOKU A JEJICH REZISTENCE
K ANTIMIKROBNIM PRIPRAVKUM

Aby antibiotikum mohlo plsobit antimikrobidlné, musi vstoupit do bakteridlni
buriky, kde musi zlstat stabilni nebo byt aktivovano, pricemz musi byt akumulovéno na
danou inhibi¢ni koncentraci. Poté mize vyhledat a interagovat se svym cilem a provést
antimikrobidlni Ucinek. Zmény v kterémkoli z téchto krokll vedou k rezistenci bakterii
vUci antibiotiku bez ohledu na zpUsob ucinku, chemickou strukturu ¢i spektrum Gcinku
(Hochvaldova et al., 2022).

1.3.1 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou ovoidni grampozitivni koky usporadané v retizcich ¢i dvojicich.
Jednd se o bakterie kataldza negativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni. Jsou
schopny rlstu v teplotnim rozmezi 5-50 °C, a to diky ptritomnosti membranovych lipida
a mastnych kyselin v bunécné sténé. Nepropustnost bakteridlni stény pro kyseliny
a zasady je divodem proc jsou schopny prezit rozmezi pH 4,8-9,6. Enterokoky mohou Zit
i v prostredi s 6,5 % NaCl. Jsou také rezistentni k velké vétSiné chemickych desinfekcnich
latek pouzivanych ve zdravotnictvi a potravinarském primyslu (Kolar, 2018, Vu &
Carvalho, 2011, Fisher & Phillips, 2009).

Zastupci rodu Enterococcus predstavuji pfirozenou mikrofléru
gastrointestinalniho traktu (GIT) lidi a teplokrevnych zvifat. Nicméné, pokud je narusen
komenzalni vztah s hostitelem, mohou enterokoky zpUsobit invazivni infekce (Ramos et
al., 2020). A to jak komunitniho, tak nozokomidlniho charakteru. Enterokoky jsou
celosvétové jednim z nejcastéjSich pavodcl infekci spojenych se zdravotni péci. Mohou
vyvolat infekce mocového traktu, meékkych tkani, krevniho tfecisté, respiraéniho traktu,
infekce bricha a panve. Dale mohou vyvolat endokarditidy nebo zapficinit infekci v misté

14



operacniho vykonu (Vu & Carvalho, 2011, Koldr, 2018, Garcia-Solache & Rice, 2019).
U zdravych jedinct jsou enterokoky obvykle neSkodné. Oportunnimi patogeny se mohou
stdt u pacientl s téZkym zdkladnim onemocnénim, u pacientd na jednotkdch intenzivni
péce (JIP), u pacientd s oslabenou imunitou ¢i po predchozi terapii Sirokospektrymi
antibiotiky (Vagnerova & Kolar, 2003; Ramos et al., 2020).

Enterokoky, které byly v lidské fekalni flofe objeveny v roce 1899 (Zhou et al.,
2020), se staly zakladé podrobnych biochemickych analyz a kultivacnich vlastnosti,
samostatnym rodem oddélenim od rodu Streptococcus roku 1984, v kterém byly do té
doby klasifikovany jako streptokoky skupiny D (Garcia-Solache & Rice, 2019). Nyni je do
rodu Enterococcus fazeno pres 50 jednotlivych druh(l, pficemZz mezi nejbéinéjsi
zastupce fadime Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium (Vu & Carvalho, 2011,
Ramos et al., 2020). To potvrzuje i studie Kucové et al. zroku 2021, ktefi ve praci
posuzovali enterokokové infekce u pacientl ve Fakultni nemocnici Olomouc (FNOL)
v obdobi let 2015-2019. E. faecalis a E. faecium tvofily vice jak 90 % nejcastéji
izolovanych druhd. Nejc¢astéji je poté z humanniho klinického materidlu izolovdn
E. faecalis (Moghimbeigi et al., 2018). Tento druh je sice patogenéjsi, ale E. faecium
zaCina mit stale vétsi vyznam, protozZe je ¢asto odolnéjsi vici antimikrobialnim latkdm
(Ramos et al., 2020). Mezi dalsi druhy, které jsou ale identifikovani jako pUvodci
onemocnéni vzacné, lze fadit Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus gallinarum, Enterococcus durans aj. (Kucova et al., 2021).

Enterokoky jsou pfirozené rezistentni k celé fadé antibiotik, a to napfr.
k cefalosporiniim, makroliddm, sulfonamidlim ¢i nizkym hladindm aminoglykosidt
(Kolar et al., 2004, Kolar, 2018). Vyssi mira rezistence k antibiotikim je béZznéjsi u druhu
E. faecium (Asgin & Otlu, 2020). Lékem volby pfi infekcich zpUsobenych E. faecalis jsou
aminopeniciliny, které v pfipadé tézsich infekci mohou byt kombinované
s gentamicinem. Onemocnéni, jejichz plvodcem je Enterococcus faecium jsou léceny
glykopeptidy (vankomycin, teikoplanin), pfipadné pfi selhdni antibiotické lécby je
indikovan linezolid, popf. tigecyklin (Kucova et al., 2021).

Enterokoky mohou disponovat rliznymi faktory virulence, které jim napomahaji
ke vzniku infekci a hraji tak vyznamnou roli v jejich patogenité. Napomahaji jim
v kolonizaci, invazi do tkané hostitele, pomdhaji jim vyhnout se imunitni odpovédi
hostitele ¢i podporuji jejich adherenci k povrchu v misté vyskytu (Fisher & Phillips, 2009;
Ben Braiek & Smaoui, 2019; Ramos et al., 2020). Mezi nejbéznéjsi a dobfe popsané
faktory virulence mulZeme fradit agregacni substanci (agg/asal), cytolysin (cyl),

Zelatinazu (gelE), enterokokovy povrchovy protein (esp) a hyaluronidaza (hyl).

Agregacni substance (agg/asal) je nazev glykoproteinu, ktery podporuje formaci
bakterialnich bunék pfi feromonem indukované konjugaci, a to vytvorenim spoje mezi
darcovskou a recipientni bunkou navdzanim na pribuzny ligand. Také zprostifedkovava
specifické vazby k epitelidinim bunkam pro kolonizaci a naslednou moznou vyménu

15



plazmidlG. Témi je poté mlZe byt umoZinén horizontalni transfer gend rezistence
(Schlievert et al., 1998). Agregacni substance se vyskytuje prevainé u druhu E. faecalis
(Fisher & Phillips, 2009; Ben Braiek & Smaoui, 2019).

Cytolysin (cyl), nékdy také oznacCovany jako hemolyzin, je bakteridlni toxin,
schopny vytvaret pory v cytoplazmé bakterii i eukaryotickych bunék (Van Tyne et al.,
2013). Studie uvadéji pritomnost cytolysinu prevazné u druhu E. faecalis (u~30 %
kmenu), pficemz neni podstatnym faktorem patogenity, nicméné muze klinicky zhorsit
prabéh infekce tim, Ze nici bunky, jako jsou makrofagy a neutrofily (Ramos et al., 2020,
Elsner et al., 2000). ZpUsobi-li infekci enterokok disponujici cytolysinem je moznost
umrti daného jedince az 5x vyssi (Ben Braiek & Smaoui, 2019).

Zelatinaza (gelE) je extraceluldrni endopeptidaza, kterd je schopna podilet se
hydrolyze Zelatiny, kolagenu, hemoglobinu, kaseinu ¢i bioaktivnich peptidl (Fisher &
Phillips, 2009; Ben Braiek & Smaoui, 2019). Tato protedza muze hrat dulezitou roli ve
tvorbé biofilmu, ktery umozni enterokoklim kolonizovat tkané a pretrvavat tak v misté
infekce (Ben Braiek & Smaoui, 2019). Predpoklada se, Ze také poskytuje bakteriim Ziviny
rozkladem tkané hostitele (Ramos et al., 2020).

Enterokokovy povrchovy protein (esp) se vyskytuje jak u E. faecalis tak
u E. faecium (Oancea et al., 2004). Byl jednim z prvnich popsanych faktora virulence
u rodu Enterococcus, a to vroce 1999. Enterokokovy povrchovy protein umoznuje
vysokou pfrilnavost k hostitelské tkani, naslednou kolonizaci a perzistenci (Jovanovic et
al., 2018). Muze tedy mit i pfimou souvislost se vznikem biofilmu napf. v mocovém
traktu. Studie ukazuji, Ze po narusenim genu esp se tvorba biofilmu zhorsuje a naopak,
Ze po prijeti genu plazmidovym prenosem do esp-negativniho enterokoka se jedinec
stane producentem biofilmu (Fisher & Phillips, 2009). Povrchovy protein (Esp) muize mit
kromé role v adhezi také funkci pfi vyhybani se imunitni odpovédi hostitele a v rezistenci
vUci antibiotikim (Ramos et al., 2020).

Hyaluronidaza (hyl) je hydrolyticky enzym, ktery degraduje kyselinu
hyaluronovou, a tim poskozuje okolni tkan a umozni tak dalsi Sifeni enterokokiim. Dle
studii je jeji vyskyt je Castéjsi u klinickych izolatl nez u izolatd z GIT (Fisher & Phillips,
2009; Biswas et al., 2016).

1.3.2 Vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE)

Mezi tfi hlavni ddvody vzniku (multi)rezistentnich enterokokl patti (i) prirozena
rezistence k antimikrobidlnim latkam, jako jsou B-laktamy a aminoglykosidy, (ii) ziskana
rezistence prostrednictvim mobilnich elementl (jako jsou transpozony a plazmidy) proti
glykopeptidim, chinolonlim a tetracyklindm, makrolidiim a streptograminu nebo (iii)
a umoznéni dalsich prenost genl rezistence (Mundy et al., 2000).

Nejbéznéji se vyskytujici druhy E. faecalis a E. faecium jsou pfirozené rezistentni k
cefalosporinlm, makrolidim, sulfonamidlim ¢i nizkym hladindm aminoglykosid(.
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Pfirozenou rezistenci kvankomycinu vykazuji pouze druhy E. gallinarum
a E. casseliflavus (EUCAST), které ale nepatfi mezi Casto izolované druhy. Prvnim lékem
volby u infekci s etiologickou roli E. faecalis jsou aminopeniciliny, v pfipadé zavaznéjsich
infekci poté v kombinaci s aminoglykosidy, zejména gentamicinem. U kmen( E. faecium
se voli klécbé glykopeptidy, v pfipadé potvrzeni VRE jsou indikovany linezolid Ci
tigecyklin (Kolar, 2018, Kucova et al., 2021).

Limitujicim faktorem v 1é¢bé enterokokovych infekci je praveé rezistence ziskana, kdy
pavodné citlivd bakterie pfijme horizontalnim prenosem geneticky materidl nesouci
néktery z van genq, ktery ma za ndsledek necitlivost k pouzitému glykopeptidovému
antibiotiku (= vankomycin). Infekce vyvolané vankomycin-rezistentnimi kmeny (VRE)
predstavuji tedy terapeuticky problém a ohroZeni pacienta (Kolaf, 2018). Ziskanou
rezistenci disponuje zejména E. faecium, u druhu E. faecalis je takovy typ rezistence
vzacny (Werner et al., 2008). Antibiotickd rezistence u druhl Enterococcus muze byt
prendsena konjugativnimi plazmidy ¢i transpozony a pfri¢emz geny rezistence se mohou
pfendset nejen na enterokoky citlivé na antibiotika, ale i na jiné patogeny (Fisher &
Phillips, 2009).

Mechanismus rezistence enterokok( k vankomycinu je popsdn v kapitole 1.2.4. Jeho
zakladem je tedy zména standardné pritomnych peptidoglykanovych prekurzort D-
alanyl-D-alanyl v bunécné sténé bakterie za D-alanyl-D-laktat, ktery ma 1000krat nizsi
afinitu k vankomycinu, nebo za D-alanyl-D-serin, ktery ma jen sedmkrat nizsi afinitu
k vankomycinu (Ahmed & Baptiste, 2017). Nicméné se jejich pritomnosti odstrani
pavodni citlivy cil. Tfi hlavni nejdllezitéjsi typy rezistence jsou kddovany klastry vanA,
vanB a vanC (Fisher & Phillips, 2009). U enterokokll bylo ovSsem celkové popsano
9 odlisnych genovych klastrQ. Za syntézu D-alanyl-D-laktat jsou odpovédny geny vanA,
vanB, vanD a vanM a za zménu na D-alanyl-D-serin poté geny vanC, vanE, vanG, vanl a
vanN (Kristich et al., 2014).

Gen vanA je Casto lokalizovan na transpozonu Tn1546, ktery mdze byt umistén na
chromozomu nebo na prenosnych plazmidech, je u enterokok Siroce rozsifen. VanA
fenotyp poté vykazuje rezistenci k vankomycinu a teikoplaninu (Kolar, 2018, Courvalin,
2006). Gen vanB je nejCastéji prenasen transpozonem Tn5382 (v nékterych publikacich
oznacovanym také jako Tn1549) a vramci fenotypu izolaty vykazuji rezistenci
k vankomycinu se zachovalou citlivosti k teikoplaninu (KolaF, 2018; Garcia-Solache &
Rice, 2019). Gen vanC, zpusobuje u enterokokl vnitfni rezistenci a ta specifickd pro
E. gallinarum, E. casseliflavus a E. flavescens, pricemz operon vanC je umistén
chromozomalné a neni pfenosny (Fisher & Phillips, 2009).

V Evropé se nejCastéji vyskytuje fenotyp vanA (Talaga et al., 2018), ale zalinaji se
objevovat jiz i dominantni klony VanB (Vehreschild et al., 2019), které byli dfive typické
spise pro Australii a jihovychodni Asii (Asgin & Otlu, 2020). V Ceské republice dominuje
fenotyp VanA, ktery je charakteristicky vysokou rezistenci k vankomycinu a teikoplaninu.
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Zatimco enterokoky fenotypu vanB jsou rezistentni k vankomycinu, ale maji zachovanou
citlivost k teikoplaninu (Kucova et al., 2021).

1.3.3 Rezistence enterokoku k dal$im antibiotikiim

Enterokoky jsou pfirozené rezistentni v(ci nékolika antibiotikilm a snadno
akumuluji mutace a exogenni geny, které jim propUjcuji dalsi rezistenci (Arias & Murray,
2012).

E. faecalis a E. faecium se vyznacuji sniZzenou citlivosti k mnoha latkam, které jsou
pomérné ucinné proti streptokokim a stafylokoklim. Z B-laktamd jsou primarné
rezistentni prakticky ke vSem cefalosporiniim, dale pak k makrolidim, sulfonamiddm ¢i
k nizkym hladindm aminoglykosid(i (Garcia-Solache & Rice, 2019; Kola¥, 2018). E. faecalis
je navic primarné rezistentni i ke klindamycinu a ke quinopristinu/dalfopristinu (Kolaf,
2018).

Rezistence enterokokl vici B-laktamim je zpUsobena expresi nizkoafinitniho
proteinu vazajiciho penicilin (PBP), oznatovaného PBP4 u E. faecalis a PBP5 u E. faecium
(Garcia-Solache & Rice, 2019), na které se PB-laktamovd antibiotika vaziou slabé.
V dasledku toho jsou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro peniciliny jsou obvykle
2-8 mg/ml pro E. faecalis a 8-16 mg/ml pro E. faecium, coz je mnohem vice nez MIC pro
streptokoky a pribuzné grampozitivni organismy, které neobsahuji chromozomalné
kédované nizkoafinitni geny PBP (Hollenbeck & Rice, 2012). Rezistence vuci klinicky
dosazitelnym koncentracim aminoglykosidu se pfipisuje Spatnému priniku téchto latek
bunécnym obalem enterokokl. Dlvod tohoto slabého pronikani neni jasny, ale bylo
predpoklada se, Ze metabolismus enterokokl je v podstaté anaerobni, coZ vylucuje
transport aminoglykosidl pres cytoplazmatickou membranu, ktery je zavisly na kysliku
(Garcia-Solache & Rice, 2019).

Kromé primarni rezistence jsou enterokoky mimoradné uspésni v rychlém
ziskavani rezistence prakticky na vSechny antimikrobialni latky zavedené do klinického
pouziti. Po zavedeni chloramfenikolu, erytromycinu a tetracyklinG rychle nasledoval
vznik rezistence, kterd v nékterych pripadech dosahla takové prevalence, Ze znemoznila
jejich empirické pouziti (Kristich et al., 2014). Ziskana rezistence u enterokokd,
zplUsobend ojedinélymi mutacemi nebo prostrednictvim ziskdnim ciziho genetického
materidlu horizontalnim prenosem, je pficinou rezistence i k dalSim antibiotik(im
(Hollenbeck & Rice, 2012).

Jak jiz bylo uvedeno, enterokoky jsou primdarné rezistentni vici velké vétSiné
B-laktamu, citlivé jsou pouze na omezeny pocet penicilinll. Ziskana rezistence k témto
penicilinlm je dosazZitelna dvéma mechanismy. Prvnim je produkce B-laktamazy, ktera
je dle studii identickd s B-laktamdzou produkovanou S. aureus. Nicméné exprese
B-laktamazy u E. faecalis se lisi od exprese u S. aureus tim, Ze jeji transkripce neni
indukovatelna pusobenim B-laktamovych latek a zdd se, Ze enzym zUstava vazan na
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membranu. Zpravy o produkci B-laktamazy u kmen( E. faecium jsou ale pomérné vzacné
(Garcia-Solache & Rice, 2019) a prevaziné byly popsany u E. faecalis (Hollenbeck & Rice,
2012). Druhy dulezity mechanismus rezistence k penicilinu je zplsoben expresi
nizkoafinitniho PBP5 u E. faecium, pficemz nejcastéjsim dlivodem je mutace v genu pbp5
vedouci k zaméné aminokyselin v aktivnim misté enzymu nebo v jeho blizkosti. Tyto
vysoce rezistentni kmeny vici ampicilinu spadaji do relativné malého poctu linii, které
se ale Siroce rozsifily prevdiné v nemocnicich a zpUsobuiji klinické infekce a kolonizaci
pacientl (Galloway-Pefia et al., 2009).

Zatimco primarni mechanismy vedou pouze knizké rezistenci Vv0di
aminoglykosidim, ziskanim mobilnich genetickych prvki je typicky zakladem vysoké
rezistence vUc¢i aminoglykosidim jak u E. faecium, tak u E. faecalis. Mezi geny, které
koduji vysokou rezistenci, jsou nejvice znepokojujici ty, které vedou k rezistenci vUci
gentamicinu a streptomycinu, protoze tato antibiotika se pouZivaji k synergické terapii
zavaznych enterokokovych infekci (Hollenbeck & Rice, 2012). Mechanismem rezistence
je vtomto ptipadé pritomnost enzymu (), které katalyzuji kovalentni modifikaci amino-
a hydroxy- skupiny v molekule aminoglykosidd, coz vyrazné sniZuje afinitu vazby mezi
antibiotikem a bakteridlnim ribozomem (Arias & Murray, 2012). Jeden z prvnich byl mezi
enterokoky znam gen, aac(6')-le-aph(2")-la, ktery zprostfedkovava vysokou rezistenci
vUci gentamicinu, nasledovan byl brzy dalSimi (aph(2")-1b, aph(2")-Ic, and aph(2")-Id).
Mezi dalsi geny, které kéduji rezistenci enterokok(l k riznym aminoglykosid(im, ale ne
ke gentamicinu jsou fazeny aph(3')-llla a ant(4')-la (Vakulenko et al., 2003).

Dalsim ziskanym mechanismem rezistence m{ze byt priklad metylace ribozom{.
Vysledkem tohoto mechanismu je snizena schopnost makrolidi vazat se na ribozomy.
Jednd se o jeden z nejcastéjSich mechanism( rezistence k erytromycinu, kterda ma
za nasledek rezistenci enterokokl k makroliddm (Ahmadpoor et al.,, 2021). Tato
geneticka informace je nesena na genu ermB. Predpokladd se, Ze je gen ermB je
kotransferovdn spolec¢né s genem rezistence k vankomycinu (vanA), protoZe oba geny
jsou pritomny na stejném konjugativnim plazmidu (Raza et al., 2018). Timto faktem by
mohla by tim podpotfena hypotéza, Ze tato vazba by mohla byt pficinnym faktorem
pretrvavajici perzistence VRE (Ramos et al., 2020). Druhym mechanismem, jak se mlize
rezistence k makrolidiim projevit je eflux této antimikrobialni Iatky, zprostfedkovany
efluxnimi pumpami, kédovanymi geny mef a msr (Malhotra-Kumar et al., 2005;
Ahmadpoor et al., 2021).

Mezi dalsi priklady mechanism( ziskané rezistence u enterokokl mizeme radit
napf. modifikace v tzv. QRDR (guinolone resistence-determining region) oblasti majici
za nasledek rezistenci k fluorochinolondm (gyrA, parC) ¢i eflux tetracyklint z bakterialni
bunky (tetl) (Garcia-Solache & Rice, 2019).
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1.3.4 Vybrané faktory podporujici vznik rezistence enterokok v prostiedi

Aplikace antibiotik je nedilnou soucasti terapie bakteridalnich onemocnéni. Nicméné
jejich nadmérna spotreba, ¢i Spatna indikace mda vSak negativni dopad na zvySovani
Cetnosti rezistentnich bakterii (Lochmannovd et al., 2004). Celosvétové je
zaznamendvan ndarust rezistence bakterii vic¢i pouZivanym antimikrobidlnim [atkdm.
Vyvoj bakteridlni rezistence vici antibiotiklim je zpisoben rychlou evoluci bakteridlniho
genomu pod selekénim tlakem antibiotik a selekénim tlakem prostfedi. Rezistence se
mlze vyvinout v0¢i jakémukoli antibiotiku. DuleZitym predpokladem nardstu
multirezistentnich kmenu je trvaly selekéni tlak rutinné pouzivanych antibiotik (Kolar et
al., 2001).

Mezi faktory, které pfrispély k rostoucimu problému rezistence tedy lze radit
zvySenou spotfebu antimikrobiadlnich [é¢iv u lidi i zvifat a nespravné predepisovani
antimikrobidlni |écby. Prikladem muze byt prvotni predepsani Sirokospektrého léku,
ktery je zbytecny nebo se nakonec ukaze jako neucinny na mikroorganismy zpusobujici
infekci. Nebezpeci pak spociva vtom, Ze toto nadmérné uzivani antibiotik u lidi vede ke
vzniku rezistentnich mikroorganismu (Reygaert, 2018).

Antibiotika se jiz mnoho let pouzivaji k 16¢bé nebo prevenci onemocnéni v chovech
potravinovych zvirat. Antibiotika v mnoiZstvich, kterd se pohybuji od nizsich, nez
terapeutickych hladin az po plné terapeutické hladiny se vyskytuji i v krmivu pro zvifata,
prficemZ se jednd o antibiotika, kterd pochazeji z vétSiny antimikrobialnich tfid
pouzivanych u lidi. Existuji studie podporuijici teorii, Ze podavani antibiotik potravinovym
zvitatim mlzZe mit za nasledek, Ze timto plivodem vzniklé rezistentni organismy mohou
byt preneseny na lidi. A to bud'konzumaci potraviny pochazejici z téchto zvirat ¢i pfimym
kontaktem (Landers et al., 2012, Reygaert, 2018).

Vzhledem k tomu, Ze rozvoj antimikrobidlni rezistence (AMR) a jeji Sifeni v Zivotnim
prostiedi je v soucasné dobé velkym problémem v oblasti vefejného zdravi, ustanovila
WHO (World Health Organisation) skupinu bakterii, které jsou hlavni pfi¢inou Zivot
ohroZujicich infekci ve zdravotnickych zafizenich. Jednd se o tzv. skupinu ESKAPE
(Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.). V poslednich letech se navic
ukazalo se Sifeni bakterii ESKAPE se neomezuje pouze na lékarské a zdravotnické
systémy, ale zahrnuje také stanovisté s antropogennim nebo zemédélskym vlivem (Savin
et al., 2020).

Je potvrzeno, Ze konkrétné také VRE maji Siroky vyskyt v rlznych
environmentalnich a klinickych nikach (Raza et al., 2018). Pivodnich zdroji VRE tedy
muze byt celd fada, at uZ lidsky gastrointestinalni trakt, animalni oblast, nemocnic¢ni
prostredi ¢i rovnéZ odpadni vody (Arias & Murray, 2012; Nnadozie & Odume, 2019;
Asgin & Otlu, 2020; Hassoun-Kheir et al., 2020; Hricova et al., 2020; Wist et al., 2020).
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1.4 FENOTYPOVA A GENETICKA DETEKCE VRE

1.4.1 Fenotypova detekce

K zakladnim metoddm identifikace enterokokl patti identifikace na zakladé
typickych rdstovych vlastnosti na krevnim agaru. Na ném enterokoky narlstaji po 24
hodinové aerobni kultivaci pfi 37 °C svou typickou morfologii v podobé drobnych
modroSedych kolonii, ¢asto se zénou viridace Pro zrychlenou identifikaci VRE Ize vyuzit
chromogenni pady (napf. Brilliance VRE Agar chromogenni ptidy (Oxoid, Brno, Ceska
republika), které umoznuiji identifikaci vankomycin-rezistentnich E. faecium a E. faecalis
z klinickych vzork( do 24 hod. E. faecium na pldé naroste v podobé tmavé fialovych
kolonii (Obr.1), E. faecalis ve svétle modrych koloniich.

Obrazek 1: Kultura vankomycin-rezistentniho E. faecium na vyhledavaci pidé Brilliance
Oxoid (foto autor, 2020)

Diagnostika, po nardstu na krevnim agaru, nasledné pokracuje identifikaci za
pomoci systému MALDI-TOF MS (Biotyper Microflex, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Germany). Poté je stanovena citlivost k antibiotikim standartni dilu¢ni mikrometodou
podle kritérii EUCAST. K protokolované kontrole kvality je pouzivan referencni kmen
Enterococcus faecalis ATCC 29212. U identifikovanych VRE je dale dotestovana citlivost
k linezolidu a vankomycinu pomoci E-testu podle metodiky EUCAST.

1.4.2 Geneticka detekce

Pro rychlou identifikaci zastupcli druhu Enterococcus jsou vyuZivany metody
molekuldrni biologie. Jsou zaloZeny predevsim na polymerazové retézové reakci (PCR),
napf. broad-range PCR, multiplex PCR ¢i real-time PCR. DalSimi moZnostmi miZe byt
pouziti metod fluorescencni in situ hybridizace (FISH) ¢i amplifikace 16S a 23S sekvenci
ribozomalnich genl pro microarray analyzu (Dongyou, 2011).
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Pro detekci VRE byvaji PCR metody byvaji vétSinou zalozené na identifikaci
jednoho ze ctyr genotypu glykopeptidové rezistence popsanych u enterokokl (vanA,
vanB, vanC-1 ¢i vanC-2/3) u klinicky vyznamnych druhd enterokok( (Dutka-Malen et al.,
1995).

Pfimou identifikaci VRE z klinickych materiald poskytuji nékteré komercni
pristroje. Pristroj BD MAX™ System umoznuje pfimo z perianalnich a/nebo rektalnich
stéru (pripadné i z kolonii) detekovat a provést diferenciaci geni vanA a vanB. Tento
pristroj vyuzivd automatizovanou extrakci DNA, nasledovanou PCR v realném case. DNA
z je zdaného klinického materidlu detekovana s pouzitim sond s fluorescen¢nim
reportérovym barvivem specifickym pro geny vanA a vanB. DalSim z pristroju, které
umoznuji pfimou detekci z klinického materidlu je Eazyplex® VRE od firmy Amplex, ktery
je zaloZen na technologii LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification). Klinicky
materidl je bez nutnosti izolace podroben izotermni amplifikacni reakci s vizualizaci
v realném case mérenim fluorescence.

Diky genetickym analyzam, zaloZzenych na PCR, Ize identifikovat faktory virulence,
kterymi mohou enterokoky disponovat. Mezi ¢asto testované patti agregacni substanci
(agg/asal), cytolysin (cyl), Zelatindzu (gelE), enterokokovy povrchovy protein (esp) Ci
hyaluronidaza (hyl). Prvni Ctyfi jmenované jsou Castéji k nalezeni u E. faecalis, zatimco
posledni dva jsou vice identifikovany u druhu E. faecium (Vankerckhoven et al., 2004).

1.5 EPIDEMIOLOGIE VRE

Enterokoky jsou komenzdly gastrointestinalniho traktu (GIT) ¢lovéka i zvifat,
jejichz schopnost snaset tézké podminky jim umozZnila kolonizovat velmi rozmanita
prostfedi. Byla izolovana z puady, povrchovych vod i mofské vody, z potravin,
fermentovanych potravin a krmiv a také ve spojitosti s rostlinami (Garcia-Solache & Rice,
2019, Ramos et al., 2020).

Vankomycin-rezistentni enterokoky se necekané rychle rozsifily a dnes jejich
vyskyt celosvétové roste. Evropské zemé a Spojené staty vSak zaznamenaly rozdily ve
vyskytu a epidemiologii VRE. Zatimco v USA v 90. letech 20. stoleti doslo k rychlému
vyskytu VRE, kterému predchazel vyskyt E. faecium rezistentniho k ampicilinu na
pocatku 80. let, se nasledné kolonizace hospitalizovanych pacientli VRE od prvniho
zachytu VRE velmi rychle zvySovala. V Evropé byly prvni klinické izolaty VRE zjistény az
v roce 1986 a jejich prevalence v nemocnicich byla dlouhodobé mnohem nizsi a zacala
se zvySovat aZ od roku 2000. Prvni zpravy o VRE v Evropé se tykaly enterokokd, které
byly casto izolovany od zdravych lidi, hospodarskych zvifat, domacich mazlicka
a potravinarskych vyrobkl v maloobchodé, coz naznacuje velky komunitni rezervoar,
zatimco v USA takovy rezervoar v komunité zfejmé chybi. (Ramos et al., 2020).
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Predpoklada se, Ze vyskyt VRE v evropskych zemi byl zplsoben pouZivanim
avoparcinu (glykopeptidové antibiotikum), které byl v 70. letech 20. stol. vyuZzivan jako
rastovy stimuldtor hospodarskych zvirat. VRE, které se u téchto zvirat vyvinuly, se poté
mohly do prosttredi dostat kontaminaci potravinového retézce (Ramos et al., 2020). Po
zakazu pouzivani antibiotik jako rlistovych stimuldtord v Evropské unii vSeobecné (v roce
1997), byl pozorovan zietelny pokles vyskytu VRE ve stolici u zvifat ur¢enych k produkci
potravin, u samotnych potravinovych produktl, a také u zdravych lidi (Torres et al.,
2018).

1.5.1 Vyskyt v VRE v humanni populaci

Infekce clovéka vankomycin-rezistentnimi enterokoky predstavuji zavaziny
terapeuticky problém (Yadav et al., 2017; Kirkizlar et al., 2020; Prematunge 2016,
Hricova et al., 2021), a to zejména u hospitalizovanych pacientd, kde se mohou stat
oportunnimi patogeny. Jednd se se hlavné o pacienty stézkym zdkladnim
onemocnénim, pacienty na JIP, pacienty s oslabenou imunitou ¢i po predchozi terapii
antibiotiky (Vagnerova & Kolar, 2003; Ramos et al., 2020).

Drive vétSinu vSech enterokokovych infekci zplsoboval E. faecalis (80-90 %),
avsak v posledni dobé se zvysuje podil infekci zplsobenych E. faecium, ktery prevysuje
prevalenci E. faecalis (Ramos et al., 2020). Je to zfejmé zpUlsobeno rozsifenim izolatl E.
faecium rezistentnich k ampicilinu v nemocnicich, zatimco rezistence k ampicilinu
a vankomycinu u E. faecalis je stdle méné castd (Garcia-Solache & Rice, 2019).
S nemocni¢nimi (nozokomialnimi) infekcemi je spojovana subpopulace E. faecium,
spadajici do klondlniho komplexu CC-17, charakterizovana pravé vysokou rezistenci
k ampicilinu, zvySenym vyskytem genl rezistenci a genl faktord virulence, které
podporuji tvorbu biofilmu a kolonizaci (Zhou et al., 2020).

Poprvé byl VRE (typu VanA) zaznamenan v roce 1988 ve Francii a ve Spojeném
kralovstvi (Zhou et al., 2020). V Ceské republice byl prvni VRE zachycen roku 1997
u pacientli na Hemato-onkologické klinice ve Fakultni nemocnici Olomouc (Vagnerova &
Kolar, 2003).

Stoupajici tendence vyskytu VRE je za posledni roky znatelna v databazi EARS-NET
(European Antimicrobial Resistance Surveillance Network). Tato vyznamna evropska
databaze ovsem podava informace o vyskytu VRE pouze u invazivnich izolata (tj. z krve
a z mozkomidniho moku). Na grafu 1 je vidét prevalence VRE v Ceské republice
v pribéhu let 2001-2020. Na obrazku 2 je kdispozici prehled o prevalenci VRE
v evropskych statech v roce 2020. Graf 2 porovnava prevalenci VRE v CR ve srovnani se
staty evropskych zemi (EU/EEA) v obdobi 2012-2019 (ECDC).
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Graf 1: Prevalence VRE (E. faecium) u invazivnich izolatd v CR v ¢asovém obdobi 2001 —
2021; dle: https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx?Dataset=27&HealthTopic=4
(202301 17)
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Obrazek 2: Prevalence VRE (E. faecium) u invazivnich izoldtl v evropskych statech v roce
2021 - https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx?Dataset=27&HealthTopic=4
(202301 17)
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Graf 2: Prevalence VRE (E. faecium) u invazivnich izolat( v evropskych zemich (EU/EEA)
a v Ceské Republice dle databdze EARS-NET (v procentech)
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Vankomycin rezistentni enterokoky se v poslednich dvou desetiletich se staly
vyznamnym oportunnim patogenem zpUsobujicim Zivot ohroZujici infekce pacientu
v nemocnicich. Zaradily se tak spolecné s MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus), multirezistentnimi gramnegativnimi bakteriemi, ¢i Clostridioides difficile mezi
nejCastéjsi bakterie, zplsobujici nozokomialni infekce, které se vyskytuji pfiblizné u 4 az
10 % hospitalizovanych pacientl (Zalipour et al., 2019).

VRE casto kolonizuji nemocni¢ni prostfedi. DUvodem miize byt kombinace
schopnosti enterokok(l preZivat dlouhou dobu i v nepfiznivych podminkach s moznymi
cestami prenosu, mezi néZ patfi ruce pacientl i oSetfujiciho personalu. Tyto hlavni
rizikové hlavni faktory, jsou podporeny dlouhodobou hospitalizaci pacientd ¢i pobytem
na spole¢ném pokoji, ¢imzZ je umoZnéna kolonizace touto nozokomialni bakterii (Hricova
et al., 2020; Kolaf et al., 2006 B, Jovanovi¢ et al., 2018). Kolonizace enterokoky
rezistentnimi k vankomycinu se vyskytuje pfedevsim u na vysoce rizikovych oddélenich,
jako jsou jednotky intenzivni péce (JIP) a hematoonkologickd oddéleni (Kirkizlar et al.,
2020). To potvrzuje i studie Kucové et al., 2021, kterd zminuje, Ze klinicky vyznamné
enterokoky byly v jejich 5leté studii v nejvétsi mite izolovany od pacientd s onkologickou
diagndzou (22 %). Kolonizaci VRE kmeny u 29 % pacientl na JIP uvadi studie Amberpet
et al., 2016. Dodrzovani prevence kolonizace je cilem zejména na jednotkach intenzivni
péce (Orsi & Ciorba, 2013).

Vyznamnymi rizikovymi faktory pro suspektni infekce zplisobenymi VRE mohou byt:
preloZeni pacienta na JIP ze standartniho oddéleni, selhani ledvin, del$i pobyt na JIP
a uzivani cefalosporint treti generace, gentamicinu nebo ciprofloxacinu (Moemen et
al., 2015).
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Vyskyt VRE u hospitalizovanych pacient( se lisi. Ve studii Haghi et al. z roku 2019 byly
u pacientq, ktefi méli symptomatické infekce mocovych cest a ktefi byli hospitalizovani
déle jak 48 hod, detekovany VRE z moci v21 % (Haghi et al., 2019). Systematicky
prehled, zahrnujici 53 irdnskych publikaci, uvadi prevalenci VRE u 14 % hospitalizovanych
pacientl (Moghimbeigi et al., 2018). Znatelny naridst VRE izolovanych z krve
nozokomialnich pacientU je viditelny v Irsku. Prevalence VRE vzrostla z 33 % v roce 2007
na45 % vroce 2012 (Ryan et al., 2015). V roce 2019 m4 Irsko dle ECDC (European Centre
for Disease Prevention and Control) hodnotu prevalence VRE 38 % (ECDC 2). Ve studii
zroku 2021, zabyvajici se enterokokovymi infekcemi ve FNOL (v letech 2015-2019)
uvadi Kucova et al., ze v pripadé E. faecium byl prokdzan vyskyt VRE u 24 % izolatu
(Kucova et al., 2021).

Invazivnim infekcim zpUsobenymi VRE kmeny casto predchazi gastrointestinalni
kolonizace, coz muze Cinit problémy zéjména u onkologickych pacientl, pacientl na
jednotkach intenzivni péce a prijemcu transplantaci solidnich (zejména btisnich) organt
(Patel, 2003; Vehreschild et al., 2019). Weber et al., 2019 zminuje, Ze pacienti
s kolonizaci VRE maji az 24x vétsi pravdépodobnost vzniku infekce krevniho recisté
vyvolanou témito kmeny (Weber et al., 2019). Dle souhrnné analyzy Vehreschild et al.,
2019, ktera z vicero studii stanovila hodnotu kolonizace GIT VRE na 20,9 %, prodélalo
infekci krevniho frecisté, kde etiologickym agens bylo identifikovano VRE 5,7 %
kolonizovanych pacientll oproti 2,4 % pacientiim, ktefi kolonizovani nebyli. Jesté vyssi
hodnotu — 14 % infekci krevniho frecisté zplsobenou VRE uvadi konkrétné
u kolonizovanych hematoonkologickych pacientd kolonizovanych VRE (Vehreschild et
al., 2019). Dle souhrnné studie, kterd ¢ita 45 zdroju a posuzuje pres 8000 pacient
s malignitou, se kolonizace VRE v GIT pohybovala okolo 20 % (Alevizakos et al., 2016).
Studie Hricova et al., 2020, zjistila prevelenci VRE v GIT u 7 % hemato-onkologickych
pacientl. Studie Ballo et al. zroku 2019 dokonce u onkologicky nemocnych uvedla
hodnotu prevalence VRE v GIT 74 %, pficemZ posuzovala kolonizaci GIT rezistentnimi
bakteriemi u pacientl s akutni myeloidni leukemii (Ballo et al., 2019).

Vyskyt VRE jako sou¢asti flory GIT v komunité je v CR pomérné nizky. Dokazuji to
data ze 3 Ceskych studii z let 2004 — 2006, kdy byl prokazan vyskyt od 0,4 % - 1,6 % (Kolar
et al., 2004; Kolar et al., 2005; Kolar et al., 2006 A). V nepublikované prospektivni studii
z roku 2019 byla hodnota prevalence v VRE v komunité v Olomouckém regionu nulova.
Hodnoty VRE v GIT v komunité v ostatnich evropskych statech se pohybuji ve vyssSich
hodnotéch, od 4,9 % ve Svycarsku (r. 2001), pfes 12 % v Némecku (r. 1995) i Francii
(r. 2000) aZ po 28 % v Belgii (r. 1996). Z mimoevropskych zemi ma velmi vysoké hodnoty
Taiwan, a to 24,9% (r. 2013) (Hannaoui et al., 2016).
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1.5.2 Vyskyt VRE u zvifat

Enterokoky jsou prirozeni obyvatelé stfeva nejen gastrointestinalniho traktu lidi,
ale i mnoha zvitat. Poprvé byly hlasSeny pfipady VRE izolované z jinych nez lidskych zdroja
v roce 1993 ve Spojeném kralovstvi, pficemz se jednalo o izolaty E. faecium a pochazely
od hospodafskych zvifat (Bates et al., 1993). VRE byly identifikovany jak u volné Zijicich
zvitat, napt. u mysice kfovinné, jezevce lesniho (Mallon et al., 2002) ¢i havrana polniho
(Oravcova et al., 2013), tak u domdcich zvirat jako jsou psi, kocky, papousci ¢i koné. Mezi
potravinova zvifata, u kterych byly VRE identifikovany mGzeme radit napf. dribez ci
prasata (Wada et al.,, 2021). Nejcastéji zjiSténym mechanismem rezistence u VRE
v animalni oblasti byla pfitomnost genu vanA, a to zejména u druhu E. faecium, vanB
gen se vyskytoval pouze ojedinéle (Torres et al., 2018).

Stejné jako v humdnnim Iékarstvi, jsou i ve veterindrni sféfe pouzivany
antibiotika pro terapii i profylaxi infekénich onemocnéni. V animalni oblasti mohou
enterokoky zpUsobit infekce u rfady druh( zvitat, naptiklad mastitidu u krav, amyloidni
encefalopatii, artritidu a osteomyelitidu u dribeZe a prGjem u psl, kocek a prasat
(Lawpidet et al., 2021). Antibiotika ale mohou byt v nékterych statech svéta poddvana
i jako stimulatory rlstu, které poté pozitivné ovliviuji uZitkové vlastnosti zvirat.
V Evropské unii (a tim padem i v Ceské republice) je od 1. ledna 2006 zakazano podévat
antimikrobidlni latky v jakékoliv Iékové formé pro Ucely stimulace rlistu a produkce
(Pokludova et al., 2018). Po tomto zdkazu se selekcni tlak plsobici na bakterie sice snizil,
nicméné VRE u zvirat perzistuji i naddle (Torres et al., 2018). Presto, Ze byl avoparcin
stazen z trhu pred vice neZz 20 lety, je rezistence na vankomycin stale zjistovana
u enterokoku izolovanych ze zvirat uréenych k produkci potravin, ackoliv jiz v nizkych az
velmi nizkych hladinach (Ramos et al., 2020). Perzistence VRE pfi absenci zjevného
selekéniho tlaku je tedy stale pozorovana a predpokladd se, Zze mize byt disledkem
koselekce prostrednictvim terapeutického pouzivani jinych antimikrobidlnich latek, jako
jsou makrolidy nebo tetracyklin (Wist et al., 2020). Na stejném plazmidu, kde se nachazi
geneticky zaklad pro rezistenci k témto latkdm, muUZe byt totiz nesena geneticka
informace pro rezistenci na vankomycin (Aarestrup et al., 2000 A).

Prvnim potvrzenym zachytem VRE u zvifete v Ceské republice byl v roce 2000
zachyt u drlbeze. Z celkového poctu 561 testovanych zvirat bylo identifikovano 109
izolatl enterokok (Kolar et al., 2000).

V dalsi studii Kolar et al. vroce 2005 neprokdazali molekularné-genetickou
analyzou souvislost mezi zachycenymi VRE u animalnich vzork(i a humannich vzorkd,
zajiSténych ve stejném ¢asovém obdobi. Poukazali se spiSe na vysokou variabilitu izolatl
VRE bez znakd pribuznosti téchto dvou zdrojl (Kolar et al., 2005).

1.5.3 Vyskyt VRE v potravinach ZivocisSného plvodu
Enterokoky obecné byly detekovany v potravindch jako jsou mlééné vyrobky
(syry, syrové mléko), fermentované zelenina, maso, ryby ¢i morské plody. Nékteré studie
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uvadéji, Ze vice nez 90 % vzorkd potravin Zivocisného plvodu muizZe byt na jatkach
kontaminovany enterokoky (E. faecalis a E. faecium) (Torres et al., 2018).

Vyskyt enterokokll v mléce je tradicné povazovan za duasledek fekalni
kontaminace, ale mnoho studii uvadi, Ze tento vyskyt s ni nemusi vZdy nutné souviset,
atoz dlivodu schopnosti rodu Enterococcus se adaptovat na r(izné substraty a podminky
rastu. Je totiZz potvrzen vyskyt jak v syrovych, tak v pasterizovanych mlécich (kravském,
ov¢im, kozim nebo velbloudim mléce) (Ben Braiek & Smaoui, 2019). Portugalska studie
Koluman et al. zroku 2009 identifikovala enterokoky u 50 % testovanych potravin
rozdilného plivodu (maso, syry, jogurty, jidla urcena k pfimé spotiebé) prodavanych
v trzni siti. Nejcastéjsi zachyt enterokokt byl u hovéziho masa (88 %), dale pak u kureciho
masa (72 %). Nejvyssi hodnota rezistence (k 12 testovanych antimikrobnim latkdm) byla
identifikovana u izolatd ze vzorku smetanového syra. Ddvodem takto vysoké rezistence
u toho typu vyrobku muze byt fakt, Ze je vyrdbén ze smési riznych druh( syrd rGdzného
plvodu (Koluman et al., 2009).

VRE z hospodarskych zvifat mohou pfi nedodrzeni hygienickych standardd
snadno kontaminovat potravni tfetézec (Torres et al., 2018) a tim predstavovat
potencialni riziko pro lidské zdravi. Souhrnna studie (posuzujici 50 publikaci zahrnujicich
roky 1998-2020) uvadi prevalenci VRE v potravinach Zivocisného plvodu na celém svété
na 11,7 %. Prevalence VRE u hovéziho skotu je vtéto studii stanovena na 6,9 %,
u veprového masa na 7,3 % a u drlibeZe na 20,8 % (Lawpidet et al., 2021). Potvrzenim
vysokych hodnoty VRE u drlbeZe je studie Robredo et al. zroku 2000, kterd
identifikovala VRE u 25 z 92 vzorkd (27,2 %) kureciho masa ze supermarket( ¢i studie
Song et al. z roku 2005, uvadéjici 60 % zachyt VRE u syrového kureciho masa (Robredo
et al., 2000; Song et al., 2005).

Stejné jako v humanni populaci patii mezi nej¢astéji izolované druhy enterokokd,
z potravin jako jsou syr, ryby, mleté hovézi ¢i veprové maso, druhy E. faecalis
a E. faecium (Ramos et al., 2020). Vétsina publikaci, tykajici se zvifat uréenych k produkci
potravin uvadi E. faecium jako hlavni identifikovany druh, prficemz pokud vykazoval
ziskanou rezistenci k vankomycinu, bylo to ve vétsiné pripadd s genotypem vanA (Torres
et al., 2018).

1.5.4 Vyskyt VRE v Zivotnim prostredi

Hlavnimi zdroji antibiotického ,znecisténi” Zivotniho prostredi (pitnd voda,
povrchové vody, podzemni vody, odpadni vody, kal, plida atd.) je rozsahlé pouZivani
téchto latek v humanni a veterinarni mediciné, kde jsou vyuzivany za ucelem profylaxe
nebo lécby infekci (Kimmerer, 2009). Antimikrobialni latky se do Zivotniho prostredi
mohou dostdvat také ve formé lidskych splaskd ¢i nespravnou likvidaci, napfiklad
z domdcnosti. Rizné chemické latky, véetné antibiotik, by se mohou do Zivotniho
prostredi dostat také ve formé odpadu z farmaceutického prdmyslu (Polianciuc et al.,
2020).
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Odpadni voda, kterd je kontaminovana antibiotiky a produkty metabolismu
antimikrobidlnich latek, se v Cistirnach odpadnich vod upravuje kombinaci rdznych
procesU, aby se odstranily chemické ¢i biologické Skodliviny a sniZil se tak jejich dopad
na Zivotni prostredi a lidské zdravi. Nicméné pfitomnost antibiotik v metabolizované
i nemetabolizované formé v pritomnosti velkého mnozstvi rliznorodych bakteridlnich
populaci (komensdlnich, patogennich a environmentdlnich) a vhodnych rdstovych
podminek (teplota, pH, vysoka nutri¢ni koncentrace atd.), vedou k tomu, Ze Cisticky
odpadnich vod mohou predstavovat idealni mista ke vzniku bakterii rezistentnich v{ci
antibiotikim (Nnadozie & Odume, 2019; Rizzo et al., 2013; Kumar & Pal, 2018). Tato
ohniska se tak mohou stat vhodnym mistem pro horizontdIni prenos genl
zodpovédnych za rezistenci mezi bakteriemi a umozni tak jejich nasledné Sifeni do
prostiedi (Karkman et al., 2018). Prvni zachyt VRE v odpadnich voddach je zminén ve
studii Bates et al. ve Spojeném kralovstvi roce 1993 (Bates et al., 1993). Zachyt VRE
v odpadnich voddach se pohybuje v hodnotach od 3—40 % (Rosenberg Goldstein et al.,
2014; Iversen et al., 2002). Zachyt VRE v CR v odpadnich vodach u 11 % vzorkd uvadi ve
své studii z roku 2021 Hricova et al.

Cistirny odpadnich vod a nemocniéni odpadni vody jsou celosvétové vnimany
jako hlavni prispévatelé gen0 rezistence vUci antibiotikim a rezistentnich bakterii do
vodni prostfedi (Nnadozie & Odume, 2019). Dle studie Dinh et al. zroku 2017 je
koncentrace antibiotik v nemocni¢ni odpadni vodé desetkrat vyssi nez hodnoty
namérené méstské odpadni vodé. Z 23 testovanych antibiotik tato studie zjistuje 14
z nich na vstupu i vystupu v Cisticky odpadnich vod, a to véetné vankomycinu (Dinh et
al., 2017).

Nékterd antibiotika, jako vankomycin ¢i celefotaxim, jsou striktné pouZivana
pouze v nemocni¢nim sektoru (Dinh et al., 2017). Vyssi koncentrace tohoto antibiotika,
které byly v nemocni¢nich odpadnich vodach zjistény nicméné nepfispiva k vyraznéjsi
selekci VRE (Hricova et al., 2021). Také studie Hassoun-Kheir et al. uvadi Ze, nemocnice
k vétSimu vyskytu VRE nepfispivaji konzistentné (Hassoun-Kheir et al., 2020).

Mezi druhy bakterii nejbéznéji identifikovanych v odpadnich vodach jsou fazeny
fekalni a koliformni bakterie, nejCastéji Escherichia coli. Nicménég, k témto bakteriim byla
zjisténa Siroka Skala klinicky vyznamnych rezistentnich bakterii jako jsou napf. MRSA,
rezistentni gramnegativni bakterie (zastupci r. Acinetobacter, enterobakterii Ci
pseudomondad) nebo také zastupci rodu Enterococcus rezistentni na vankomycin
(Karkman et al., 2018). Z rezistentnich enterokoku jsou nejcastéji identifikovany druhy
E. faecium (78 %) a E. faecalis (22 %) (Rosenberg Goldstein et al., 2014).

Do povrchovych vod (feky, jezera apod.) se mohou antimikrobni latky uvolfiovat
z rlznych zdrojl. Antibiotika, ktera jsou podavanda hospodarskym zvifatiim, jsou z jejich
tél vyluCovana ve formé fekalii. Témi mazZe byt hnojena plida a pfi desti se z ni mohou
dostavat do podzemnich i povrchovych vod (Kimmerer, 2009). Ve formé odtokl ze
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zemédélskych pozemkl, vypousténim odpadnich vod ¢i prosakovanim z pldy se
antibiotika mohou dostat do vodniho prostredi. Také zde se v kombinaci s vyssi hustotou
bakterii vodé mlze vytvaret prostor vhodny pro rozvoj gent rezistence vuci antibiotikim
(Nnadozie & Odume, 2019). Zachyty VRE v povrchovych voddach jsou nicméné nizké.
Studie Iversen et al. z roku 2002 uvadi zachyt 1 izolatu z 37 vzork(, studie Hricova et al.
z roku 2021 eviduje 2 izolaty z 36 vzorkU (lversen et al., 2002; Hricova et al., 2021).

1.5.5 ,,0One Health” koncept

Zdravi lidi, zdravi zvitat a zdravi ekosystémuU spolu neoddélitelné souvisi.
Iniciativa "One Health" zahrnuje globalni strategii na podporu mezioborové spoluprace
a komunikace ve vSech aspektech zdravotni péce o lidi, zvifata a Zivotni prostredi
(Obr.3). DllezZitou soucasti této koncepce jsou otazky souvisejici s infekénimi chorobami
a odolnosti bakterii vic¢i antibiotikiim. Iniciativa usiluje o uZsi spolupraci mezi
humannimi |ékafri, veterinafi a odborniky na Zivotni prostfedi, aby bylo dosazeno vyse
uvedenych cil(. Iniciativa "One Health" si klade za cil zlepSit kvalitu Zivota a zdravi lidi
a zvirat prostrfednictvim integrace humanni mediciny, veterinarni mediciny a védy
o Zivotnim prostredi. https://onehealthinitiative.com/.

Obrazek 3: Grafické zndzornéni "One Health Concept" (autor, 2022)
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Kontaminace VRE se z hlediska konceptu "One Health" tyka v zakladu tfi oblasti
(lidé, zvirata a zZivotni prostredi). Diky své schopnosti mnozit se v gastrointestindlnim
traktu hostitele (animdlni i humdanni oblast) jsou VRE vylu¢ovény vykaly hostitele, coz
vede ke kontaminaci Zivotniho prostfedi. U zvifecich hostiteld mohou vylu¢ované VRE
kontaminovat potraviny ZivociSného plvodu. Kromé toho kontaminovany hn(ij mdze byt
pouzivan jako hnojivo pro péstovani zeleniny a rostlin. V ptipadé lidského hostitele se
muzZe VRE dostat do odpadnich vod (zejména z nemocnicnich odpadnich vod) a rozsirit
se do vodniho prostredi. V kone¢ném dusledku muze dojit az ke kontaminaci VRE dalSich
¢lankd potravniho fetézce, napfiklad zeleniny. DalSim dulezitym zdrojem, ktery zvysuje

rezistenci vlci antibiotiklim v Zivotnim prostredi jsou odpadni vody z farmaceutického
pramyslu (Lawpidet et al., 2021).
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2 CiLE PRACE
Cilem prace bylo zmapovani vyskytu VRE v humanni populaci, u zvifat a v potravinach
zZivocisného plvodu, v prostiedi a detailni charakteristika ziskanych izolatl. Zejména pak
fenotypova rezistence kantimikrobnim latkdm, prikaz vybranych gen( rezistence
k antimikrobnim latkdm a gen( virulence. Dale pak identifikace genetické pribuznosti
vybranych izolat(.

Konkrétni cile Ize definovat nasledujicimi body:

1) Vyskyt a charakteristika VRE v humanni populaci:
a) V klinickém materidlu hospitalizovanych pacientll ve Fakultni nemocnici
Olomouc (FNOL) a Vojenské nemocnici Olomouc (VNOL)
b) Vyskyt VRE v GIT u hematoonkologickych pacientt
c) Prospektivni studie prevalence VRE v komunité a u hospitalizovanych pacient(
d) Vyskyt a charakteristika VRE u pacient( na Klinice anesteziologie a resuscitace a
intenzivni mediciny (KARIM) hospitalizovanych s onemocnénim COVID-19

2) Vyskyt a charakteristika VRE u zvifat a v potravindch Zivocisného plivodu
3) Vyskyt a charakteristika VRE v prostiedi povrchovych a odpadnich vod
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3 MATERIAL A METODY
3.1 ANALYZA VRE U HUMANNIi POPULACE

3.1.1 Sbér, izolace a identifikace
Prvnim cilem disertacni prace byla analyza VRE v humanni populaci, a to jak
u hospitalizovanych pacienti ve FNOL a VNOL, tak v komunité.

3.1.1.1 VRE u hospitalizovanych pacientii

V ¢asovém obdobi od 1.1.2018 — 31.12.2020 byly z rdznych klinickych materiala
pacientl (stolice, moce, endosekrety, kanyly, hemokultury, stéry/vytéry aj.),
hospitalizovanych ve FNOL a VNOL ziskavany izolaty rodu Enterococcus.

Na kultivaci vzorkd byly pouzity standartni mikrobiologické postupy. Materidly
byly vyockovany na krevni agar a pro zrychlenou identifikaci VRE byly pouzivany
i chromogenni pGdy Brilliance VRE Agar (Oxoid, Brno, Ceskd republika). Oba typy pd
byly nasledné aerobné kultivovany pfi 37 °C po dobu 24 hod.

Na krevnim agaru mély enterokoky typickou morfologii v podobé narlstu
drobnych modrosedych kolonii, ¢asto se zonou viridace. Na chromagaru narostly pfimo
VRE, atov denimové modré barvé kolonii — E. faecium a svétlé modré barvé — E. faecalis.
Nasledné byly suspektni kolonie identifikovany do rodu a druhl za pomoci pfristroje
Microflex LT/SH (Biotyper Microflex, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Némecko), ktery
provadi identifikaci za pomoci metody MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/
ionization time — of — flight mass spectrometry). Citlivost k antibiotikiim byla u vSech
ziskanych izolatl enterokokll stanovena standartni dilu¢ni mikrometodou uréenim
hodnoty MIC (minimalni inhibicni koncentrace) podle kritérii EUCAST, a to dle hrani¢nich
koncentraci pro citlivé kmeny: penicilin (0,25 mg/l), ampicilin (8 mg/l), tigecyklin
(0,25 mg/l), cefalotin (2 mg/l), chloramfenikol (4 mg/l), tetracyklin (2 mg/l), erytromycin
(0,5 mg/l), klindamycin (0,5 mg/l), vankomycin (4 mg/l), teikoplanin (2 mg/1), furantoin
(64 mg/l), ciprofloxacin (4 mg/l).

Ke stanoveni fenotypové rezistence izolatli byly pouzity tedy diagnostické
soupravy a nasledné v pripadé rezistence na vankomycin, probéhlo dotestovani na
linezolid (4 mg/l) a vankomycin pomoci E-testd (BioMérieux, Francie). Od kaZdého
pacienta byl do analyzovaného souboru zarazen vidy jen jeden izolat VRE. Pro dalsi
analyzy byly ziskané izolaty uchovavany v hluboko mrazicim boxu pfi -80 °C za pomoci
ITEST kryobanky B (ITEST plus s.r.o., Hradec Kralové, Ceska republika).

3.1.1.2 VRE u hematoonkologickych pacienti

V ¢asovém obdobi 1.1.2016 — 31.12.2018 byly od pacientl hospitalizovanych na
Hemato-onkologické klinice FNOL vramci zavedeného dlouhodobé probihajiciho
»screeningu” ziskavany vzorky periandlnich stérG. Tyto materidly byly podrobeny
standartni mikrobiologické kultivaci, véetné kultivace na chromogenni p(idé Brilliance
VRE Agar (Oxoid, Brno, Ceskd republika). Poté nasledovala fenotypova identifikace VRE
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tak, jak je popsano v kapitole 3.1.1.1. Jejich vybér a zplisob uchovani pro nasledné
analyzy pobihal tak, jak je popsano v téze kapitole.

3.1.1.3 VRE v komunité a u hospitalizovanych pacienti (prospektivni studie)

V ¢asovém obdobi 10 tydn( (23.9.2019 — 29.11.2019) byly cilené zpracovavany
veskeré vzorky stolic a periandlnich stérd od pacientl hospitalizovanych FNOL a dale od
osob v komunitnim prostfedi (Mikrochem s.r.o., Olomouc). Vzorky byly cilené
kultivovany na chromogenni pUdé Brilliance VRE Agar. V pfipadé nardstu na
chromogennim agaru nasledovala identifikace bakterii pomoci systému MALDI-TOF MS.
V pfipadé urceni bakterii z rodu Enterococcus byla stanovena citlivost k antibiotikim
standartni dilu¢ni mikrometodou. Poté nasledovala fenotypova identifikace VRE tak, jak
je popsano v kapitole 3.1.1.1. Jejich vybér a zplUsob uchovani pro ndsledné analyzy
pobihal tak, jak je popsano v téze kapitole.

3.1.1.4 VRE u pacientii hospitalizovanych s onemocnénim COVID-19

V ¢asovém obdobi od 1.1.2021 — 31.5.2021 byly cilené zpracovavany biologické
vzorky (endosekret, BAL, mog, stolice aj.) od pacientl hospitalizovanych s onemocnénim
COVID-19 na KARIM (Klinika anesteziologie a resuscitace a intenzivni mediciny) ve FNOL.
Po standartni mikrobiologické kultivaci nasledovala fenotypova identifikace VRE. Vybér
a zpusob uchovani pro nasledné analyzy byl popsan v kapitole 3.1.1.1.

3.2 ANALYZA VRE U ZVIiRAT A V POTRAVINACH
Jednim z dalSich cilG disertacni prace byla analyza vyskytu a vlastnosti VRE u
zvitat a u potravin ZivocisSného puvodu v olomouckém regionu.

3.2.1 Sbér, izolace a identifikace

V obdobi od 1.9.2018 - 31.12.2020 byly na pfitomnost VRE testovany
rdzné potraviny ZivociSného plvodu. Jednalo se napfiklad o masné vyrobky (napf.
uzeniny...) v¢. rybich vyrobkd, mlécné vyrobky (napf. syry, jogurty, mléko...), ¢i vajecné
vyrobky. Dale byl testovan klinicky material zvirat. Jednalo se o stéry pokozky a sliznic
(rektalni vytéry, kloakalni vytéry, vytéry z pochvy, vytéry z ucha, spojivky, nosu), trus,
mo¢, mléko, ¢i seSkraby srsti. Ziskany material byl cilené kultivovdn aerobné na
chromogenni pddé Brilliance VRE Agar (Oxoid, Brno, Ceska republika) 24 hodin pfi
teploté 37 °C. V pfipadé narUstu suspektnich kolonii nasledovala druhova identifikace
enterokokl metodou MALDI — TOF MS, jejich vybér a zplsob uchovani pro nasledné
analyzy byl popsan v kapitole 3.1.1.1.
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3.3 ANALYZA VRE V PROSTREDI POVRCHOVYCH A ODPADNICH VOD
DalSim zcild disertacni prace byla analyza VRE izolovanych z prostredi
povrchovych a odpadnich vod, a to jak z nemocnicnich, tak komunitnich.

3.3.1 Sbér, izolace a identifikace

Vzorky odpadnich vod olomouckého regionu (cca 250tis. obyvatel) byly
odebirdny v casovém obdobi od fijna 2018 do cervence 2020 na celkem 8 odbérovych
mistech (obr. 4). Konkrétné se jednalo o 3 vypustné kanaly Vojenské nemocnice
v Olomouci (VNOL 1,2,3), cisticku odpadnich vod Fakultni nemocnice Olomouc
(FNOL 1 - vstup a FNOL 2 - vystup), Méstskou Cisticku odpadnich vod v Olomouci
(COV 1 -vstup a COV 2 - vystup) a o vystup Cisticky odpadnich vod Statniho veterinarniho
Ustavu Olomouc (SVU). Déle byly odebirany vzorky povrchové vody z dvou mist z feky
Moravy protékajici mé&stem Olomouc. Konkrétné pred vypusti méstské COV do feky
(Morava pred) a za vypusti méstské COV do feky Moravy (Morava za).

Analyza VRE izolovanych z prostfedi povrchovych a odpadnich vod byla
realizovana za finan¢ni podpory grantu AZV ¢. NV18-05-00340 ,Epidemiologie
vankomycin-rezistentnich enterokoktl v Ceské republice: One Health concept®.

Obrazek 4: Mapa odbérovych mist odpadnich a povrchovych vod v Olomouci
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Pro mikrobiologickou analyzu — stanoveni pfitomnosti VRE, byly pouzity specialni
odbérové tampony (délka 11 cm, Sitka 5 cm) ponorené do povrchovych a odpadnich vod
na dobu 24 hodin na vsech odbérovych mistech dle postupu Moore et al.,, 1952.
Ndsledné byly tyto odbérové tampony v laboratofi umistény na 24 hodin do Zivného
bujénu s 6,5 % NaCl. Druhy den byl bujon inokulovdan na chromogenni puady Brilliance
VRE agar a nasledovala kultivace 24 hodin pfi 37°C.
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Druhova identifikace suspektnich izolatl vykultivovanych na chromagarovych
plotndach byla potvrzena pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF MS a citlivost
k antibiotiklim byla stanovena standartni dilu¢ni mikrometodou podle kritérii EUCAST.
Takto ziskané izolaty VRE byly zamrazeny do kryozkumavek a uchovavany pfi - 80 °C pro
dalsi analyzu.

3.3.2 Odbér vod a kalli pro stanoveni rezidui antibiotik

Ze stejnych odbérovych mist (odpadni vody, feka Morava), kde probihal odbér
vzorkl pro mikrobiologickou analyzu za Uc¢elem izolace VRE, byly odebirany také vzorky
vod a kalll kanalyze vyskytu rezidui vybranych antibiotik (nitrofurantoin,
chloramfenikol, teikoplanin, linezolid, ampicilin, klindamycin, tetracyklin, tigecyklin,
vankomycin, erytromycin). Vzorky byly odebirdany do chemicky Ccistych lahvi,
prefiltrovany pres membranovy filtr a prepraveny do laboratofe k chemické analyze
pomoci hmotnostni spektrometrie. Tyto analyzy byly dale provadény na Katedre
analytické chemie P¥irodovédecké fakulty Univerzity Palackého (PRF UP) spolufesiteli
grantu AZV ¢. NV18-05-00340 ,Epidemiologie vankomycin-rezistentnich enterokokd
v Ceské republice: One Health concept”.

Problematika stanoveni rezidui sledovanych vybranych antibiotik neni primarnim
cilem predkladané disertacni prace, proto je zminéna a ddle komentovana v kapitole
4.3.1 jen pro Uplnost obsahlé tématiky VRE.
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3.4 GENETICKA ANALYZA VRE

Ziskané izolaty byly charakterizovany pomoci molekularné biologickych metod
zalozenych na PCR metodach. Genetické analyzy zahrnovaly detekce jednotlivych van
genUl (vanA, vanB, vanC-1 ¢i vanC-2/3) a vybranych faktorl virulence (asal, cyl, gelE, esp
a hyl). Dale pak genu kodujicich rezistenci k tetracyklinim (tet(K), tet(L), tet(M), tet(O))
a makrolidim (erm(A), erm(B), mef(A/E)) a genU kddujicich enzymy modifikujici
aminoglykosidy (ant(4’)-la, aac(6’)-aph(2”), aph(3’)-llla).

DNA pro vSechny genetické analyzy v nasledujicich kapitolach 3.4.1-3.4.4 byla
vyizolovdna pomoci izolacniho kitu DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, Hilden,
Némecko). Pro izolaci byly pouZity kolonie enterokokl vykultivované na krevnim agaru
z jednodenni kultury (18-24 h, 37 °C).

V nasledujicich podkapitolach je uveden konkrétni popis jednotlivych
genetickych analyz.

3.4.1 Detekce gent kédujicich rezistenci k vankomycinu

Pro detekci jednotlivych van gen (vanA, vanB, vanC-1 ¢i vanC-2/3) byly pouZity
PCR reakce, které probihaly v pristroji Rotor-Gene (Qiagen, Némecko). PouZité sady
primerq, které vychazely ze studie Dutka-Malen et al., 1995, jsou uvedeny v tabulce 1.
PCR reakce probihaly v objemu 25ul (24ul master mix + 1ul DNA). SloZeni a koncentrace
danych reagencii pouzitého master mixu uvadi tabulka 2 a pfislusné reakéni podminky
jsou uvedeny v tabulce 3. Jako pozitivni kontroly byly pouZity kmeny Enterococcus
faecium (vanA), Enterococcus faecalis (vanB) a Enterococcus casseliflavus (vanC1),
pochézejici ze sbirky Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Jako kontrola kvality byla pouZita negativni kontrola (tj. voda bez obsahu
bakteridlni DNA)

Tabulka 1: Sekvence oligonukleotidovych primerl pouzitych pro identifikaci
jednotlivych van genl (Dutka-Malen et al., 1995)

Cilovy gen Nukleotidova sekvence (5'=3') Velikost (bp)
GGGAAAACGACAATTGC
vanA 732
GTACAATGCGGCCGTTA
ATGGGAAGCCGATAGTC
vanB 635
GATTTCGTTCCTCGACC
GGTATCAAGGAAACCTC
vanC-1 822
CTTCCGCCATCATAGCT
CTCCTACGATTCTCTTG
vanC2/C3 439
CGAGCAAGACCTTTAAG
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Tabulka 2: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu PCR pro identifikaci
van genu

PCR slozky Mnozstvi komponent (pl) Konecna koncentrace
PCR voda
. 20,7
(Top-Bio, CR)
PCR pufr + MgCl
putr + Vg2 2,5 1x + ¢(Mg?) = 1,5mM
(Top-Bio, CR)
dNTPs
0,2 (10 mM kazdy) 0,08 mM kazdy
(Promega, USA)
Primer forward
y 0,2 (100 uM) 0,8 uM
(East Port, CR)
Primer reverse
y 0,2 (100 uM) 0,8 uM
(East Port, CR)
Taqg polymeraza
g poymer 0,2 1 U (0,04 U/ pl)
(Top-Bio, CR)
Templatova DNA 1

Tabulka 3: Reakéni podminky pro detekci van genl

Kroky PCR reakce Pocet cyklt Teplota/cas
Pocatecni denaturace 1 95 °C/7 min
Denaturace 95 °C/30 sek
Hybridizace primerd 35 62 °C/30 sek
Extenze 72 °C/1 min
Konecna extenze 1 72 °C/7 min

Ziskané amplikony byly separovany v 1,5% (w/v) gelu, ktery byl pfipraven do
elektroforetické vani¢ky o objemu 250 ml s vyjimatelnym hiebinkem. SloZeni gelu bylo
nasledujici: 1,8 g agardzy (Serva, Némecko) rozpusténé za pomoci mikrovinné trouby
ve 108 ml destilované vody s 12 ml 10x ziedéného TBE pufru (Bio-Rad, USA). Po mirném
zchladnuti bylo pfed zatuhnutim gelu pfidano 5ul SybrSafe DNA gel stain (Life
technologies, USA). Takto pripraveny gel umistény do elektroforetické vany byl prelit
TBE separaénim pufrem. Ziskané PCR produkty byly naneseny do jamek gelu, a to
konkrétné po 10ul produktu promichaného s 2 ul nanaseciho pufru. Separace amplikon(
probihala 60 min pfi 110 V s ndaslednou vizualizaci v UV-transluminatoru. Velikost
separovanych amplikonl byla posuzovana podle DNA markeru s velikosti fragmenta
v rozsahu 200-1500 bp (Top-Bio, Ceska republika).
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3.4.2 Detekce genti kddujicich vybrané faktory virulence

Pro detekci vybranych faktord virulence (asal, cyl, gelE, esp a hyl) byly pouzity
multiplex PCR reakce, vychazejici ze studie Vankerckhoven et al., 2004. Ty probihaly
v pristroji Rotor-Gene (Qiagen, Némecko). Pouzité sady primer( jsou uvedeny v tabulce
4. Multiplex PCR reakce probihaly v objemu 25 pl (23 pl mater mix + 2 pul DNA). SloZeni
a koncentrace danych reagencii pouZitého master mixu uvadi tabulka 5 a pfrislusné
reakéni podminky jsou uvedeny v tabulce 6. Jako pozitivni kontroly byly pouzity kmeny
E. faecium (hyl), E. faecium (esp, hyl), E. faecium (esp) a E. faecalis (cyl, esp, asal, gelE),
pochézejici ze sbirky Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Jako negativni kontrola kvality byla pouZita voda bez obsahu bakteridlni
DNA.

Tabulka 4: Sekvence oligonukleotidovych primerl pouzitych pro identifikaci vybranych
faktora virulence (Vankerckhoven et al., 2004)

Cilovy faktor . i .
. Nukleotidova sekvence (5'=3') Velikost (bp)
virulence
GCACGCTATTACGAACTATGA
asal 375
TAAGAAAGAACATCACCACGA
TATGACAATGCTTTTTGGGAT
gelE 213
AGATGCACCCGAAATAATATA
ACTCGGGGATTGATAGGC
cylA 688
GCTGCTAAAGCTGCGCTT
AGATTTCATCTTTGATTCTTGG
esp 510
AATTGATTCTTTAGCATCTGG
vl ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276
Y GACTGACGTCCAAGTTTCCAA
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Tabulka 5: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu multiplex PCR pro
identifikaci vybranych faktoru virulence

PCR slozky Mnozstvi komponent (pl) Konecné koncentrace
PCR voda 16
PCR pufr + MgCl, 2,5 1x + ¢(Mg?*) = 1,5 mM
dNTPs 0,5 (10 mM kazdy) 0,2 mM kazdy
0,25 (asal) + 0,25 (gelE) +
. ( ) (gelE) 1 uM (asal, gelE, hyl)
Primer forward 0,25 (hyl) + 0,5 (cylA) +
2 UM (cylA, esp)
0,5 (esp)
0,25 (asal) + 0,25 (gelE) +
. ( ) (gelE) 1 uM (asal, gelE, hyl)
Primer reverse 0,25 (hyl) + 0,5 (cylA) +
2 UM (cylA, esp)
0,5(esp)
Taq polymeraza 0,5 2,5U(0,1U/p)
DNA 2

Tabulka 6: Reakéni podminky pro detekci vybranych faktort virulence

Kroky PCR reakce Cykly — pocet Teplota/cas
Pocatek denaturace 1 95 °C/15 min
Denaturace 95 °C/1 min
Hybridizace primerd 30 56 °C/1 min
Extenze 72 °C/1 min
Konecna extenze 1 72 °C/10 min

Ziskané amplikony byly separovany v 1,5% (w/v) agarézovém gelu, jehoZ postup
pfipravy je uveden v kapitole 3.4.1.

3.4.3 Detekce genti kdduijicich rezistenci k tetracyklinu a makrolidiim

Pro detekci jednotlivych genl kodujicich rezistenci k tetracyklinm (tet(K), tet(L),
tet(M), tet(0O)) a makrolidim (erm(A), erm(B), mef(A/E)) byly pouZity multiplex PCR
reakce, vychdzejici ze studie Malhotra-Kumar et al., 2005. PouZité sady primer( pro
jejich detekci jsou uvedeny v tabulce 7. Multiplex PCR probihaly v objemu 50 pl (45 ul
master mix + 5 pl DNA). SloZeni a koncentrace danych reagencii pouzZitého master mixu
uvadi tabulka 8 a pfislusné reakéni podminky jsou uvedeny v tabulce 9. Geny tet(S) a
tet(X) byly zjistovany za poufZiti jednotlivych PCR reakci, vychazejicich ze studii Weigel et
al., 2007 a Ng et al., 2001. Pouzité sady primer( pro jejich detekci jsou uvedeny
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v tabulce 7. PCR reakce pro detekci genu tet(S) probihaly v objemu 50 pl (45 ul master
mix + 5 pl DNA) a pro detekci genu tet(X) v objemu 26 pl (24 pl master mix + 2 pl DNA).
SloZeni a koncentrace danych reagencii pouzitych master mixt uvadi tabulky 10 (tet(S))
a 12 (tet(X)) a prislusné reakéni podminky jsou uvedeny v tabulce 11 (tet(S)) a 13 (tet(X)).
Veskeré reakce pro detekci genl kdédujicich rezistenci k tetracyklinm a makroliddm
probihaly v pfistroji Rotor-Gene (Qiagen, Némecko). Jako pozitivni kontroly byly pouzity
kmeny, pochéazejici ze sbirky Ustavu mikrobiologie LékaFské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Jako negativni kontrola kvality byla pouZita voda bez obsahu bakteridlni
DNA.

Tabulka 7: Sekvence oligonukleotidovych primert k detekci gent kddujicich rezistenci
k tetracyklinim a makroliddm (Malhotra-Kumar et al., 2005; Weigel et al., 2007; Ng et
al., 2001)

. . 3 Velikost .
Cilovy gen Nukleotidova sekvence (5'=3') (bp) Publikace
GATCAATTGTAGCTTTAGGTGAAGG
tet(K) 155
TTTTGTTGATTTACCAGGTACCATT
TGGTGGAATGATAGCCCATT
tet(L) 229
CAGGAATGACAGCACGCTAA
GTGGACAAAGGTACAACGAG
tet(M) 406
CGGTAAAGTTCGTCACACAC
Malhotra-
AACTTAGGCATTCTGGCTCAC
tet(O) 515 Kumar et al.,
TCCCACTGTTCCATATCGTCA 5005
CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT
erm(A) 590
CCCTGTTTACCCATTTATAAACG
TGGTATTCCAAATGCGTAATG
erm(B) 745
CTGTGGTATGGCGGGTAAGT
CAATATGGGCAGGGCAAG
mef(A/E) 317
AAGCTGTTCCAATGCTACGG
GATGGTCAACGGCTTGTC Weigel et al.,
tet(S) 570
TGCCACTACCCAAAGGAA 2007
CAATAATTGGTGGTGGACCC Ng et al.,
tet(X) 468
TTCTTACCTTGGACATCCCG 2001
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Tabulka 8: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu multiplex PCR pro
identifikaci genl kddujicich rezistenci k tetracyklindm (tet(K), tet(L), tet(M), tet(O)) a
makroliddm (erm(A), erm(B), mef(A/E))

PCR slozky Mnozstvi komponent (ul) Konecné koncentrace
PCR voda 29,4
PCR pufr +
5 bez MgCl, + 7 (MgCl2 25 mM) 1x + ¢(Mg?*) = 3,5 mM
MgCl,
dNTPs 0,6 (10 mM kazdy) 0,12 mM kazdy
0,4 uM tet(M), tet(L
_ 0,2 tet(M) + 0,25 tet(0) + 0,2 tet(L) + uM tet(M), tet(L)
Primer 0,5 uM tet(0), erm(A), erm(B)
0,05 tet(K) + 0,25 erm(A) +
forward 0,1 uM tet(K)
0,25 erm(B) + 0,1 mef(A/E)
0,2 uM mef(A/E)
0,4 uM tet(M), tet(L
_ 0,2 tet(M) + 0,25 tet(0) + 0,2 tet(L) + uM tet(M), tet(L)
Primer 0,5 uM tet(0), erm(A), erm(B)
0,05 tet(K) + 0,25 erm(A) +
reverse 0,1 uM tet(K)
0,25 erm(B) + 0,1 mef(A/E)
0,2 uM mef(A/E)
Ta
I . 0,4 2 U (0,08 U/p)
polymerdza
DNA 5

Tabulka 9: Reakéni podminky pro detekci genl kdédujicich rezistenci k tetracyklinlm
(tet(K), tet(L), tet(M), tet(O)) a makrolidim (erm(A), erm(B), mef(A/E))

Kroky PCR reakce Cykly — pocet Teplota/cas
Poc¢atek denaturace 1 93 °C/3 min
Denaturace 93 °C/1 min
Hybridizace primert 30 62 °C/1 min
Extenze 65 °C/4 min
Koneénd extenze 1 65 °C/3 min
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Tabulka 10: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu PCR pro

identifikaci genu tet(S) kddujiciho rezistenci k tetracyklinim

PCR slozky Mnozstvi komponent (pl) Konecna koncentrace
PCR voda 39,2
PCR pufr + MgCl, 5 1x + ¢(Mg?*) =1,5mM
dNTPs 0,2 (10 mM kazdy) 0,04 mM kazdy
Primer forward 0,2 (100 uM) 0,4 uM
Primer reverse 0,2 (100 uM) 0,4 uM
Taq polymeraza 0,2 1 U (0,02 U/ ul)
DNA 5

Tabulka 11: Reakéni podminky pro detekci genu tet(S) kédujiciho rezistenci k

tetracyklinlim

Kroky PCR reakce Cykly — pocet Teplota/cas
Pocatek denaturace 1 95 °C/5 min
Denaturace 95°C/30s
Hybridizace primerd 35 50°C/20s
Extenze 72°C/30s
Konecna extenze 1 72 °C/7 min

Tabulka 12: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu PCR pro

identifikaci genu tet(X) kédujiciho rezistenci k tetracyklinim

PCR slozky

Mnozstvi komponent (pl)

Konecna koncentrace

PCR voda

16,7

PCR pufr + MgCl,

2,5 + 4 (MgCl-25 mM)

1x + ¢(Mg?*) =4 mM

dNTPs 0,1 (10 mM kazdy) 0,04 mM kazdy
Primer forward 0,3 (100 uM) 1,2 uM
Primer reverse 0,3 (100 uM) 1,2 uM
Taq polymeraza 0,1 0,5 U (0,02 U/ ul)
DNA 2
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Tabulka 13: Reakéni podminky pro detekci genu tet(X) kddujiciho rezistenci
k tetracyklinlm

Kroky PCR reakce Cykly — pocet Teplota/cas
Pocatek denaturace 1 94 °C/5 min
Denaturace 94 °C/1 min
Hybridizace primerd 35 55 °C/1 min
Extenze 72 °C/1,5 min
Konecna extenze 1 72 °C/10 min

Ziskané amplikony byly separovany v 1,5% (w/v) agarézovém gelu, jehoZ postup
pfipravy je uveden v kapitole 3.4.1.

3.4.4 Detekce gent kédujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy

Pro detekci genl kddujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy (ant(4’)-1a,
aac(6’)-le-aph(2’)-la, aph(3’)-1lla) byly pouZzity multiplex PCR reakce, vychazejici ze studie
(Vakulenko et al., 2003). Tyto reakce probihaly v pfistroji Rotor-Gene (Qiagen,
Némecko). Pouzité sady primeru pro jejich detekci jsou uvedeny v tabulce 14. SloZeni a
koncentrace danych reagencii pouzitého master mixu uvadi tabulka 15 a pfislusné
reakéni podminky jsou uvedeny v tabulce 16. Jako pozitivni kontroly byly pouzity kmeny,
pochézejici ze sbirky Ustavu mikrobiologie Lékarské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci.

Tabulka 14: Sekvence oligonukleotidovych primerl pouzitych pro identifikaci gen(
kodujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy (Vakulenko et al., 2003)

Cilovy gen Nukleotidova sekvence (5'=3') Velikost (bp)
CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC
ant(4’)-la 294
GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT
CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG
aac(6’)-le-aph(2’)-la 348

CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC

GGCTAAAATGAGAATATCACCGG
aph(3’)-llla 523
CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG
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Tabulka 15: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu PCR pro

identifikaci genl kédujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy

PCR slozky Mnozstvi komponent (pl) Konecna koncentrace
PCR voda 36,2
PCR pufr + MgCl, 5 1x + ¢(Mg?*) = 1,5mM

dNTPs

0,5 (10 mM kazdy)

0,04 mM kazdy

Primer forward

1 (aac(6’)-le-aph(2’)-1a) (100 uM)
+ 0,2 (aph(3’)-llla) (100 uM)
+ 0,2 (ant(4’)-1a) (100 pM)

2uM+04uM+0,4
uM

Primer reverse

1 (aac(6’)-le-aph(2’)-1a) (100 uM)
+ 0,2 (aph(3’)-llla) (100 uM)
+ 0,2 (ant(4’)-1a) (100 pM)

2uM+04uM+0,4
uM

Taqg polymeraza

0,5

2,5 U (0,05 U/pl)

DNA

5ul

Tabulka 16: Reakéni podminky pro detekci genli koédujicich enzymy modifikujici

aminoglykosidy

Kroky PCR reakce Cykly — pocet Teplota/cas
Pocatek denaturace 1 94 °C/5 min
Denaturace 94°C/40 s
Hybridizace primer( 35 55°C/40s
Extenze 72°C/40 s
Konecna extenze 1 72 °C/7 min

Ziskané amplikony byly separovany v 1,5% (w/v) agarézovém gelu, jehoZ postup

pfipravy je uveden v kapitole 3.4.1.

Pro detekci genu aac(6’)-aph(2”’) bylo provedeno testovani i pomoci druhé sady

primerd (Vakulenko et al., 2003), jejiz sekvence jsou uvedeny v tabulce 17. SloZeni
a koncentrace danych reagencii pouzitého master mixu uvadi tabulka 18. Pfislusné
reakéni podminky byly stejné jako multiplex PCR pro detekci predchozich gena
kddujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy a jsou tedy uvedeny v tabulce 16.
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Tabulka 17: Sekvence oligonukleotidovych primerd pouzitych pro identifikaci genu
aac(6’)-le-aph(2’)-la kédujiciho enzym modifikujici aminoglykosidy (Vakulenko et al.,
2003)

Nukleotidova sekvence (5'=3')

CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG
aac(6’)-le-aph(2’)-la 369
CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC

Cilovy gen Velikost (bp)

Tabulka 18: SloZeni a koncentrace jednotlivych reagencii master mixu PCR pro
identifikaci genu aac(6’)-aph(2”’) kédujiciho enzym modifikujici aminoglykosidy

PCR slozky Mnozstvi komponent (pl) Konecna koncentrace
PCR voda 19,1
PCR pufr + MgCl; 2,5 1x + ¢(Mg?*) = 1,5mM

dNTPs

0,2 (10 mM kazdy)

0,08 mM kazdy

0,5 (aac(6’)-le-aph(2’)-1a)

Primer forward 2 uM
(200 uMm)
. 0,5 (aac(6’)-le-aph(2’)-1a)
Primer reverse 2 uM
(200 uMm)
Taq polymeraza 0,2 1 U (0,04 U/ul)
DNA 2 ul

Ziskané amplikony byly separovany v 1,5% (w/v) agarézovém gelu, jehoZ postup
pfipravy je uveden v kapitole 3.4.1.

3.5 EPIDEMIOLOGICKA ANALYZA VRE

U vybranych skupin izolatd byla provedena typizace za pomoci pulsni gelové
elektroforézy (PFGE), ktera umoznila detekovat genetickou pribuznost danych izolatl
a tim i sledovat jejich epidemiologii.

3.5.1 Izolace DNA pro restrikéni analyzu

Do 20 ml Mueller-Hintonova tekutého bujonu bylo zaockovano nékolik kolonii
testovaného enterokoka a probéhla inkubace za mirného trepani pfi 37 °C do druhého
dne. Bujon s pomnoZenymi bakteriemi byl zcentrifugovan pti 4000 otackach pri 4 °C po
dobu 10 min. Vznikly pelet byl resuspendovan 5 ml promyvaciho roztoku (10 mM
Tris/HCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M NaCl; pH 7,5). Promyti se opakovalo 3x.
Ndasledné byly bakterie stejnym roztokem naredény na optickou denzitu 0,5-0,6

(Densilameter I, Brno, CR) na vysledny objem 10 ml. Po centrifugaci byly bakterie
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resuspendovany ve 100 ul promyvaciho roztoku, ke kterému bylo pfiddno 7 pl
lyzostafinu (Sigma-Aldrich, Némecko). Poté byly smichany se 100 pl 2% ,low melting
point agarosy” (Bio-Rad, USA) vytemperované na 65 °C. Takto pfipravena suspenze byla
premisténa do tvoritka na blocky. Ty byly po ztuhnuti umistény do lyza¢niho roztoku
(6 mM Tris/HCI, 1 M NaCl, 100 mM EDTA 0,5 % BRIJ, 0,2 % Na-deoxycholat, 0,5 %
laurylsarkosin; pH 7,6) s lysozymem (0,5 mg/ml) a inkubovany pti 37 °C pfes noc. Lyzacni
roztok byl poté vyménén za deproteinizacni roztok (25 mM EDTA, 20 mM EGTA, 1 %
laurylsarkosin; pH 9,0) s 500 pg proteinazy K a blocky byly inkubovany pfti 55 °C po dobu
6 hodin. Blocky byly poté uchovavany v TE pufru (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 7,8)
pi 4 °C.

3.5.2 Restrikce DNA

Z kazdého blocku, ktery obsahoval vyizolovanou celogenomovou DNA dle
postupu v kapitole 3.5.1, byl ufiznut pomoci skalpelu prouzek o tloustce cca 1-2 mm.
Ten byl umistén do restrikéniho roztoku (10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl;, 1 mM
dithiothreitol, 50 mM NaCl, 0,01 % BSA) s 20 U restrikéniho enzymy Smal (Takara,
Biotechnology, Japonsko) a byl inkubovan pfi 37 °C pres noc.

3.5.3 Separace produktti pomoci PFGE

Po restrikci byly blo¢ky presunuty do jamek 1,2% agardzového gelu, ktery byl
pripraven z 1,2 g ,Pulsed Field Certified” agardzy (Bio-Rad, USA) rozpusténé za tepla
v 95 ml destilované vody s 5ml 10xTBE pufru (Bio-Rad, USA). Fragmenty DNA vzniklé
restrikci byly rozseparovdny pulsni gelovou elektroforézou v pfistroji CHEF-DRII Systém
(Bio-Rad, USA). Analyza probihala za nasledujicich podminek: teplota 14 °C, pulsni ¢asy
6-35 sek, napéti 6 V/cm, celkovy ¢as 24hod. Gel byl poté inkubovan po dobu 90 min ve
vodni 1azni s ethidium bromidem (0,75 pg/ml). Vizualizace probéhla v transluminatoru
pod UV svétlem (Transluminator Discovery™ (UltraLum, USA)).

3.5.4 Vyhodnoceni genetické pfibuznosti

Ziskané restrik¢ni profily byly hodnoceny pouzZitim pocitacového softwaru
GelCompare I, version 2.0. (Applied Maths, Kotrijk, Belgie). Koeficient podobnosti
makrorestrikénich fragmentd byl stanovovan pouzitim Dieceho algoritmu (na zdkladé
Dieceho koeficientu podobnosti makrorestrikénich profill stanoveném na 1,5 %).
Analyza jednotlivych klastrG byla vyhodnocena vyuZitim UPGMA algoritmu (metoda
nevazenych skupin pard s aritmetickym pramérem). Konecné vysledky byly
interpretovany podle kritérii popsanych v praci Tenover et al., 1995.
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4 VYSLEDKY

4.1 MOLEKULARNE-BIOLOGICKA ANALYZA VRE U HUMANNI POPULACE

4.1.1 VRE u hospitalizovanych pacienti

Zachycené izolaty VRE zrGznych klinickych materidld od hospitalizovanych
pacientl ve FNOL a VNOL z let 2018-2020 byly podrobeny genetickym analyzam, jejichz
vysledky budou popsany v této kapitole. Vycet enterokokt a nasledné pocty VRE uvadi
tabulka ¢.19.

Vysledky této kapitoly jsou cilené rozdéleny na dvé ¢asti. Prvni skupina vysledka
ukazuje zachyt VRE z rGznych klinickych material( od pacientl ze vsech klinik a oddéleni
ve FNOL a VNOL, kromé perianadlnich stéri pacientd na Hemato-onkologické klinice
(HOK) ve FNOL. Ty tvoti druhou skupiny vysledkd. Na HOK ve FNOL totiZ dlouhodobé
probiha ,screening” u hospitalizovanych pacientd pro detekci VRE v jejich GIT v rdmci
zjisténi jeho potencidlniho nosicstvi.

Tabulka 19: Pocty zachycenych izolatli VRE ve FNOL a VNOL za obdobi 2018-2020

Z nichz
Celkem
) , zachyceno
, zpracovaného Zachycenych Z toho o
Obdobi vV ramci

klinického Enterococcus sp. | VRE W
»Screeningu

materialu
na HOK
1.1.2018-31.12.2018 70007 1811 66 43
1.1.2019-31.12.2019 71834 1813 44 23
1.1.2020-31.12.2020 65314 2159 40 12
Celkem: 150 78 (52 %)

Za trileté obdobi bylo ziskdno celkem 150 izolatl VRE. Ve vsech pfipadech se
jednalo o druh Enterococcus faecium. Z tohoto souboru 72 (48 %) pochazelo z riznych
klinickych materidlt od pacientli mimo ,screening” na HOK. Vzorky moce a stéry z ran
predstavovaly nejcastéjsi materidl, ve kterém byly tyto VRE zachyceny (Graf 3).
Nejpocetnéjsi vékova skupina, z které izolaty VRE pochazely, byla 70-79 let (Graf 4),
pricemz 39 izolatd pochazelo od muzli a 32 izolatl od Zen. Nejcastéji pochdazely tyto
izolaty z Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny (16) a internich
oddéleni (13) (Graf 5).
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Graf 3: Zachyt izolatl VRE v klinickém materidlu za 2018-2020 (v poctech)
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Graf 4: Zachyt izolatl VRE podle vékovych kategorii za 2018-2020 (v poctech)
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Graf 5: Zachyt izolat( VRE dle oddéleni a klinik ve FNOL a VNOL za 2018-2020 (v poctech)
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Vysvétlivky: KARIM — Klinika anesteziologie a resuscitace, IPCHO — Intenzivni péce chirurgickych obord,
LDN — Lécebna dlouhodobé nemocnych

Vysledky stanoveni citlivosti ziskanych izolatli VRE k testovanym antibiotikim
jsou uvedeny v tabulce 20. Byla stanovena 100 % rezistence k penicilinu, ampicilinu,
erytromycinu i klindamycinu. Vysoka citlivost byla prokazana v pripadé tigecyklinu (96
%) a linezolidu (100 %).

Tabulka 20: Citlivost VRE k vybranym antibiotiklim (v procentech) u klinickych vzorku
pacientd FNOL a VNOL

Rok/ATB PNC | AMP | TIG | CMP | TET | ERY | CLI | VAN | TElI | FUR | LNZ

2018 0 0 87 78 30 0 0 0 4 39 | 100
2019 0 0 100 | 100 | 33 0 0 0 5 76 | 100
2020 0 0 100 | 96 54 0 0 0 0 71 | 100

2018-2020 0 0 9% | 91 39 0 0 0 3 62 | 100

Legenda: PNC-penicilin, AMP-ampicilin, TIG-tigecyclin, CMP-chloramfenikol, TET-tetracyklin, ERY-
erytromycin, CLI-klindamycin, VAN-vankomycin, TEI-teikoplanin, FUR-nitrofurantoin, LNZ-linezolid.
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Z celkem 72 pacientll, u kterych byl VRE zachycen v rGznych biologickych
materialech, byla nasazena |écba na infekci jim zpUsobenou u 27 jedinc(. Nejcastéjsi byl
uroifekt, a to v 11 pripadech. Nasledovan lécbou infekce zplisobenou VRE v rané (6),
v sekretu-drenu (5), v endosekretu (3), v hemokultuie (1) a kanyle (1). Casté&ji byl [ékem
volby tigecyklin, a to ve 20 pripadech. U 7 infekci pak byl zvolen k |é¢bé linezolid.

U vSech 72 ziskanych izolatl VRE (Enterococcus faecium) byl identifikovdn gen
vanA. Geny vanB, vanC-1 ¢i vanC-2/3 detekovany nebyly. Ze sledovanych gen(
kddujicich faktory virulence byly u téchto izolatl identifikovany dva z péti gen(, a to esp
a hyl. Nejcastéji samotné gen esp (30 izolata), ten v kombinaci s hy/ (17 izolata) a hyl
samostatné pak v 7 pripadech. Zbylé tfi testované faktory virulence, tedy agregacni
substance (agg/asal), cytolysin (cyl) ani Zelatinaza (gelE) nebyly detekovany u Zadného
izolatll. Bez identifikovaného faktoru virulence bylo 18 izolatu.

Pfi testovani genl kédujicich rezistenci k tetracyklinGm byly zachyceny 3 ze 6
zjistovanych genQ, a to u 47 izolatl, konkrétné geny tetM, tetl a tetS. Gen tetM byl
zachycen samostatné u 17 izolatQ, gen tetlL samostatné u 1 izolatu. Kombinace gena
tetM a tetlL u 17 izoldtd a kombinace tfi genl tetM, tetL a tetS u 12 izolat(l. Bez
jakéhokoliv identifikovaného genu rezistenci k tetracyklinim bylo 25 izolatl VRE. Zbylé
3 testované geny (tetK, tetO a tetX) nebyly nalezeny ani u jednoho z izolatd.

Ze 3 testovanych genu, kédujicich rezistenci k makrolid(im byl detekovan jen gen
erm(B), a to u 67 izolatl. Geny erm(A) a mef(A/E) nebyly detekovany.

Geny kodujici enzymy modifikujici aminoglykosidy byly detekovany u 71
testovanych izolatl. Nejc¢astéji byla zachycena kombinace genl aac(6’)-le-aph(2’)-la a
aph(3°)-llla, a to v 52 pripadech. Gen aac(6’)-le-aph(2’)-la byl samostatné detekovan u
9 izolatl a gen aph(3°)-llla také u 9 izolatl. Jeden z testovanych izolatl nedisponoval
zadnych z genU kdédujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy. Gen ant(4’)-la nebyl
detekovan ani u jednoho z izolata.

Porovnani vyskytu testovanych gen( rezistence s MIC testovanych antibiotik
(erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), tetracyklin (TET), vankomycin (VAN)) je dispozici
v tabulce 21.
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Tabulka 21: Zastoupeni genu rezistence mezi izoldty VRE od pacient( hospitalizovanych
ve FNOL a VNOL a jejich porovnani s rozsahem MIC testovanych antibiotik

Pfitomnost gendi MIC (pg/ml)
Potet izoldtl tet | tet | tet | tet | tet | tet | erm | erm | mef
vanA VAN | TET | ERY | CLI
(K) | (L) | (M) | (O) | (S)|(X)| (A) | (B) | (A/E)
25 + - - - - - - - + - 4-256 | 0516 | 4-16 | 4-32
17 + |- -1+ -]-1-71-71+ - | 8256 | 02516 | 4-16 | 4-16
16 + - + + - - - - + - 32-25 | 0516 | 4-16 | 4-8
8 + -+ |+ -+ - - + - 32-25% | 1-16 | 4-16 | 4-8
4 + - + + - - - - + - 64-25 | 16-32 | 8-16 | 4-8
1 + - + + - - - - - - 32 4 16 4
1 + - - + - - - - + - 256 | 1 8 4
Legenda:

*pfitomnost genu + / nepfitomnost genu -

Breakpointy pro testovana antibiotika: VAN: 4; TET: 2; ERY:

0,5; CLI: 0,5 (ug/ml)

Zbylych 78 izolath (52 %) z celkového poctu 150 zachycenych VRE za ttileté
obdobi pochazelo od hospitalizovanych hematoonkologickych pacient(i podrobujicich se

pravidelnym ,screeningim” pro zjisténi VRE v GIT metodou pravidelnych odbérd

perianalnich stéru.

(Graf 6), pricemz ve 43 pripadech se jednalo o muze a ve 35 pripadech o Zeny.

Nejcastéji pochdazely tyto izolaty VRE od pacientl ve vékové skupiné od 60-69 let

Graf 6: Zachyt izolatd VRE ve vékovych kategoriich u hematoonkologickych pacientt
podrobujicich se ,,screeningu” za 2018-2020
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Vysledky stanoveni citlivosti ziskanych izolatl VRE k testovanym antibiotikim
jsou uvedeny v tabulce 22. Byla stanovena 100 % rezistence k penicilinu, ampicilinu,
erytromycinu i klindamycinu. Vysoka citlivost byla prokazana v ptipadé tigecyklinu (99
%) a linezolidu (100 %).

Tabulka 22: Citlivost VRE k vybranym antibiotikim (v  procentech)
u hematoonkologickych pacientli podrobujicich se ,screeningu”

Rok/ATB PNC | AMP | TIG | CMP | TET | ERY | CLI | VAN | TElI | FUR | LNZ

2018 0 0 98 93 21 0 0 0 2 47 | 100
2019 0 0 100 | 91 39 0 0 0 9 70 | 100
2020 0 0 100 | 92 | 42 0 0 0 0 75 | 100

2018-2020 0 0 929 | 92 34 0 0 0 4 64 | 100

Legenda: PNC-penicilin, AMP-ampicilin, TIG-tigecyclin, CMP-chloramfenikol, TET-tetracyklin, ERY-
erytromycin, CLI-klindamycin, VAN-vankomycin, TEI-teikoplanin, FUR-nitrofurantoin, LNZ-linezolid.

Zachyty VRE u hematoonkologickych pacient, u nichz se VRE objevilo minimalné
jednou i v jinych biologickych materidlech neZ v perianalnich vytérech, jsou k dispozici
v ramci ¢asovych os z danych let v tabulce 23 (rok 2018), 24 (rok 2019) a 25 (rok 2020).

VRE bylo v perianalnich stérech zjistovano po ¢asova obdobi od 2 aZ po 25 po
sobé jdoucich tydnd. Po vytéru z rekta, byly izolaty VRE nejcastéji zjistény ve vytéru
z krku. U pacientt, u kterych bylo VRE v GIT zachycovano opakované (20), bylo u 11
zjisténo i v dalSich materidlech. Nejcastéji v moci, a to u 9 pacientl. Dale poté také ve
sputu, BALu ¢i v dutiné ustni. Uroinfekci zpUsobil VRE v 1 pripadé a lékem volby byl
zvolen tigecyklin.
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Tabulka 23: Zachyty VRE u hematoonkologickych pacientl v roce 2018

Pacient VRE va\'n:lny: 1|2 (3|4 (5 |6(7|8(9|10{11(12|13(14|15(16|17(18|19(20|21|22(23|24(25|26(27|28(29|30(31|32|33|34|35(36|37|38|39(40|41(42|43|44(45|46(47|48|49

HOK stolice .

V.v. /[ 1947

HOK stolice .

11. / 1955

HOK stolice = |- .

1.B. [/ 1940

HOK stolice | e . . | .

RK./ 1976

HOK stolice s

L.B. / 1960

HOK stolice . . .

P.H. [/ 1960

HOK stolice - .. I N I I

L.B. /1965

HOK stolice .

1.CH./ 1654

sputum X

HOK stolice sl |s|s .

1.0Z.[1981

HOK stolice . .| . .

R.P./ 1977

stér/vytér dd B

HOK stolice w|e |

I.N. /1967

HOK stolice . 0|

1p. /1958




Tabulka 24: Zachyty VRE u hematoonkologickych pacientl v roce 2019

Pacient VREv /Tydny| 1|2 (3|4 |5|6|7|8|9|10{11]|12|13(14a|15|16|17|18|19|20|21|22(23|24|25|26|27|28|29(30|31|32|33|34|35|36(37|38|30|40|41|42|43|44|45|46|a7|48|4a0
HOK stolice s|o|o]|s|s]|s .
M.R. /1977
HOK stolice . . (o
V.K./ 1946
HOK stolice .| s|o|s
B.K. /1957
HOK stolice . .
D.M. / 1998
HOK stolice .| . . . I I N I I
P.L. /1984
HOK stolice . o -
M.K. / 1933
BAL .
HOK stolice .e .e
M.M. / 1945
I.B. /1965 HOK stolice s |-
(pokr. z roku
2018)
J.P. / 1958 (pokr. [HOK stolice .
z roku 2018)




Tabulka 25: Zachyty VRE u hematoonkologickych pacient( v roce 2020 / s pfesahem zachytu do roku 2021

P.P. / 1968

Pacient VRE v / Tydny| 20| 21|22 |23|24| 25| 26| 27| 28| 29|30|31|32|33|34|35|36(37|38|39|40| 41|42 |a3|a4|45| 46| 47| 48| 49|50(51|52 |53 4
HOK stolice K
M.M. / 1945
(pokraéovani
z roku 2019)
sputum .
HDK S‘tﬂli:e 1] ] ] ] ] ] - - - 1] ] ]

Legenda k tabulkdm 23, 24 a 25: Inicidla jména / rok narozeni. Pozitivni zachyt v daném tydnu je ozna¢en symbolem e.
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U vSech 78 izolati VRE byl detekovan gen vanA. Z vybranych faktora virulence
byly u téchto izolatd identifikovany dva z péti, a to enterokokovy povrchovy protein (esp)
a hyaluronidaza (hyl). Nejcastéji byl nalezen samotné gen esp (35 izolatl), tento pak
v kombinaci s hyl u 29 izolatl a gen hyl samostatné pak v 10 pripadech. Bez
identifikovaného faktoru virulence pak byly 4 izolaty. Agregacni substance (agg/asal),
cytolysin (cyl) ani Zelatinaza (gelE) nebyly u zddného izolatu detekovany.

Pti testovani genl kddujicich rezistenci k tetracyklindm byly zachyceny 3 ze 6
zjistovanych genQ, a to u 55 izolatl, konkrétné geny tetM, tetl a tetS. Gen tetM byl
zachycen samostatné u 33 izolat. Kombinace gen( tetM a tetL u 16 izolatli a kombinace
tfi genu tetM, tetL a tetS u 6 izolatl. Bez jakéhokoliv identifikovaného genu rezistenci
k tetracyklinlm bylo 23 izolatd VRE. Zbylé 3 zjistované geny (tetK, tetO a tetX) nebyly
nalezeny ani u jednoho z izolata.

Ze 3 testovanych genu, kédujicich rezistenci k makrolid(im byl detekovdan jen gen
erm(B), a to u 72 izolatd. Pfitomnost genl erm(A) a mef(A/E) nebyla u izolat( zjisténa.

Geny kodujici enzymy modifikujici aminoglykosidy byly detekovany u 77
testovanych izolat(i. Nejcastéji byla zachycena kombinace genl aac(6’)-le-aph(2’)-la
a aph(3°)-llla, a to v 64 pripadech. Gen aac(6’)-le-aph(2’)-la byl samostatné detekovan
u 4 izoldth a gen aph(3°)-llla u 9 izolatd. Jeden ztestovanych izolatl nedisponoval
zadnych z genU kdédujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy. Gen ant(4’)-la nebyl
detekovan ani u jednoho z izolata.

Porovnani vyskytu testovanych gen( rezistence s MIC testovanych antibiotik
(erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), tetracyklin (TET), vankomycin (VAN)) je dispozici
v tabulce 26.

Tabulka 26: Zastoupeni genU rezistence mezi izolaty VRE od hematoonkologickych
pacientd v rdmci dlouhodobého ,screeningu” a jejich porovnani srozsahem MIC
testovanych antibiotik

Pfitomnost genl MIC (pg/ml)
Poietioliti | van | tet | tet | tet | tet | tet | tet | erm | erm | mef van | TeT | ery | cu
A [ (K)| (L) | (M)|(O)]|(S)|(X)]| (A) | (B) | (A/E)
31 + - - + - - - - + - 16-32 | 0516 | 8 | 4-8
2 + | - |- -1 -1T-7T-1T-71+ - | 162% | 01516 | 432 | 4
13 + - + + - - - - + - 8256 | 0532 | 4-8 | 416
6 + - |+ + -+ | - - + - 3225 | 16 | 432 | 4-8
3 + - + + - - - - - - 256 | 16 4 |48
2 + - - + - - - - - - 1632 | 0516 | 8 | 4-8
1 + |- -1 -1-1T-1T-1T-71- - |256| 2 | 4|8
Legenda:

*pfitomnost genu + / nepfitomnost genu -
Breakpointy pro testovana antibiotika: VAN: 4; TET: 2; ERY: 0,5; CLI: 0,5 (ug/ml)
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Porovnani zjisténych faktor( virulence a genl rezistence vuci jednotlivym
skupinam antibiotik u dvou rozdilnych testovanych skupin nabizi graf 7.

Graf 7: Porovnani zachytu faktord virulence a genu rezistence mezi izolaty od pacientt
FNOL a VNOL a pacientd zarazenych do ,screeningu” na HOK.
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DalSim analyzam vénujicim se identifikaci VRE v GIT u hospitalizovanych
hematoonkologickych pacientl v rdmci zjisténi jeho potenciadlniho nosi¢stvi a mozného
klonalniho Sifeni je vénovana kapitola 4.1.2.

4.1.2 VRE u hematoonkologickych pacienti

V ¢asovém obdobi 1.1.2016 — 31.12.2018 bylo ze vzorkd periandlnich stér(i od
1405 pacientd hospitalizovanych na HOK ve FNOL v ramci zavedeného dlouhodobé
probihajiciho ,screeningu” ziskdno 103 izoldtd VRE. Ve vSech pfipadech se jednalo
o druh Enterococcus faecium. Nosi¢stvi VRE v GIT u hematoonkologickych pacientl bylo
tedy stanoveno na 7,3 %.

U vSech izolovanych VRE byla detekovana pfitomnost vanA genu. Enterokoky
s fenotypy VanB, VanC-1, VanC2-C3 nebyly zachyceny. Analyza vybranych faktoru
virulence nejcastéji prokdzala pritomnost enterokokového povrchového proteinu (esp),
a to u 84 % izolatd. Samostatné byl detekovan u 53 % izoldtl, v kombinaci
s hyaluronidazou (esp+hyl) pak u 31 % izolat(l. Hyaluroniddaza (hy/) se celkové vyskytovala
u 40 % izolat(, samostatné pak u 9 %. Agregacni substance (agg/asal), cytolysin (cyl) ani
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Zelatinaza (gelE) nebyly u Zadného izolatu detekovany. Bez jakéhokoliv faktoru virulence
bylo 7 % izolat(.

Vysledky stanoveni MIC ziskanych izoldtd VRE jsou uvedeny v tabulce 27. Byla
stanovena 100% rezistence k penicilinu, ampicilinu, erytromycinu i klindamycinu.
Vysoka citlivost byla prokdzana v pfipadé tigecyklinu (94 %) a linezolidu (100 %).

Tabulka 27: Citlivost VRE k vybranym antibiotikim (v procentech)

Rok/ATB PNC | AMP | TIG | CMP | TET | ERY | CLI | VAN | TElI | FUR | LNZ

2016 0 0 100 | 50 | 90 0 0 0 0 | 100 | 100
2017 0 0 84 | 59 38 0 0 0 0 81 | 100
2018 0 0 98 93 21 0 0 0 2 47 | 100

2016-2018 0 0 94 | 67 50 0 0 0 1 76 | 100

Legenda: PNC-penicilin, AMP-ampicilin, TIG-tigecyclin, CMP-chloramfenikol, TET-tetracyklin, ERY-
erytromycin, CLI-klindamycin, VAN-vankomycin, TEI-teikoplanin, FUR-nitrofurantoin, LNZ-linezolid.

Vysledkem porovnani izolatli VRE od hematoonkologickych pacientd metodou
PFGE je dendrogram na obrdzku 5. U 103 VRE bylo identifikovano 69 klonu a tyto byly
na zakladé miry podobnosti rozdéleny do 18 skupin. Vzniklé skupiny byly oznaceny
pismeny A-R a Citaly 2-12 izolat(, pficemz velmi ¢asto se jednalo o klony o 2-3 izolatech.
Celkova klonalita testovanych VRE tedy Cinila 67 %. Zbylych 34 izolatt (33 %) vykazovalo
jedinecny restrikéni profil. Izolaty v jednotlivych klonalnich skupinach vykazovaly 98%
miru podobnosti.
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Obrazek 5: Dendrogram PFGE 103 izolatl vankomycin-rezistentnich E. faecium za
obdobi studie 2016-2018.
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Vyskyt jednotlivych klonalnich skupin VRE v prlibéhu sledovaného obdobi dle
Casové osy znazornuje obrazek 6.

Obrazek 6: Casova osa vyskytu klonélnich skupin VRE

| [*] e
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BN e e O

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1 23456789 wuwli2 34567809 wuweli 23456789 wun
ROK 2016 ROK 2017 ROK 2018

4.1.3 VRE v komunité a u hospitalizovanych pacientd (prospektivni studie)

V pribéhu 10 tydn( v obdobi od zati do listopadu 2019 byly cilené zpracovavany
vzorky stolic a perianalnich stér(i od pacientd FNOL a VNOL a osob v komunitnim
prostredi. 1zolaty z komunitniho prostredi byly ziskany pfi spolupraci s mikrobiologickou
laboratofi Mikrochem s.r.0., cozZ je akreditovand zdravotnicka laborator specializujici se
na laboratorni diagnostiku v oblasti lIékafské mikrobiologie. Pro zachyt VRE z GIT byly
vyuzity chromogenni vyhleddvaci pldy (viz metodika). Po otestovdni 1000 vzorku
biologického materidlu (500 - FNOL / 500 - Mikrochem s.r.0.) z kazdého pracovisté bylo
identifikovdano celkem 13 izoldtd VRE, pficemZz zachyceny byly pouze u pacientd
hospitalizovanych ve FNOL. Z komunity nebyl zachycen Zadny izolat VRE. Ve vSech
pfipadech se jednalo u E. faecium. Za dané casové obdobi bylo zachyceno dle
nemocnicniho systému 102 enterokokd, prevalence VRE tedy cinila 13 %.

Vétsi Cast (8 izolatd) cinily VRE pochazejici od pacientll z HOK, zbylych
5 pochazelo od pacientl z rliznych oddéleni (détska klinika, novorozenecké oddéleni,
interni klinika ¢i onkologie). Od muz(i pochazelo 5 a od Zen 8 izolatd VRE. Nejvice byla
zastoupena vékova skupina v rozmezi 70-79 let, a to 7 izolaty VRE. Z vysledkd stanoveni
MIC byla stanovena 100 % rezistence k penicilinu, ampicilinu, erytromycinu
i klindamycinu a vysoka citlivost prokdzadna v pfipadé tigecyklinu (100 %). Rozmezi
zjisténych hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci vankomycinu i teikoplaninu se
pohybovalo v rozmezi 8-256 mg/ul.

Geneticka analyza téchto izolatl VRE ukdzala na pfitomnost genu vanA u viech
13 izolath. Ztestovanych faktorl virulence byl nejcastéji zachycen gen kodujici
hyaluronidazu (hyl), a to u 6 izolatl, v kombinaci s enterokokovym povrchovym
proteinem (esp+hyl) pak i jednoho izolatu. Gen esp samostatné pak u 4 izolatl. Bez
identifikovaného faktoru virulence byly 2 izolaty VRE.
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Epidemiologicka analyza byla provedena pomoci PFGE a jeji vysledek v podobé
dendrogramu je vidét na obr. 7. Vysledkem jsou 3 klonalni skupiny o 2-4 izolatech a 3
izolatd s jedine¢nym restrikénim profilem.

Obrazek 7: Dendrogram PFGE izoldtl VRE z prospektivni studie

Jaccard (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PS VRE 2019

[65
[70
[75

‘ ‘ 8 - I 7.11.2019 LK PS VRE 133 HOK 5A

| 7.11.2019 Js PS VRE 132 3IK 39C

| 11.11.2019 AK PS VRE 139 HOK 5A
29.10.2019 PL PS VRE 97 HOK 5B
29.10.2019 KH I PS VRE 96 Il novor 16A JIP
27.9.2019 LK PS VRE 12 ONK 42A
7.10.2019 ZN PS VRE 36 3IK 39D
27.9.2019 MKl PS VRE 11 1l HOK 5A

‘ 16.10.2019 JP Il PS VRE 63 Il HOK Amb.
23.9.2019 VF PS VRE 2 HOK 5A

| 16.10.2019 5 PS VRE 62 HOK 5A

8.11.2019 MM PS VRE 136 HOK 5A
—|: 22.10.2019 MB PS VRE 86 DK 21C

4.1.4 VRE u pacientl hospitalizovanych s onemocnénim COVID-19

V casovém Useku od ledna do kvétna roku 2021 bylo od pacient(l s vaznym
prabéhem COVID-19 hospitalizovanych na Klinice anesteziologie a resuscitace
a intenzivni mediciny ve FNOL ziskano celkem 50 izoldtd VRE, a to z rdznych biologickych
material( (endosekrety — u 30 % izolat,, moc (26 %), vytéry z rekta (32 %) aj.), pficemz
se ve vSech pfipadech jednalo o Enterococcus faecium. lzolaty byly podrobeny
epidemiologické analyze pomoci PFGE. Vysledny dendrogram (obr. 8) rozdéloval 44 ze
ziskanych 50 izolatt do 5 klondlnich skupin, ¢itajicich 3-12 izolatl (A-E). Zbylych 6 izolat(
(12 %) vykazovalo jedinecny restrikéni profil. VSechny takto ziskané izolaty VRE byly
v rdmci této studie podrobeny dalsi genetické analyze.
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Casovd osa (obr.9) poskytuje informace o dobé vyskytu jednotlivych izolatd VRE.
Zachyt daného izoldtu v klondIni skupiné v casovém pribéhu studie je oznacen
pismenem dané klonalni skupiny. Barevné vyznaceny jsou celé klonalni skupiny. Nejdéle
pretrvavala skupina, oznacend ,B“, a to témér 11 tydnl, s celkovym poctem 11
identifikovanych izolatt VRE.

Obrazek 9: Casova osa vyskytu jednotlivych izolatd VRE u covidovych pacient(

biezen kviten

U viech izoldtd VRE byl identifikovan gen vanA. Enterokoky s fenotypy VanB,
VanC-1, VanC2-C3 nebyly zachyceny. Z testovanych 5 faktor( virulence (agregacni
substance (agg/asal), cytolysin (cyl), Zelatinaza (gelE), enterokokovy povrchovy protein
(esp) a hyaluronidaza (hyl)) byl zachycen pouze jeden, a to gen pro esp. Ten byl zjistén u
vsech testovanych VRE.

Pti identifikaci gend kddujicich rezistenci k tetracyklinllm byly zachyceny 3 ze 6
testovanych gend, a to u 14 izolatd. Gen tetM byl zachycen u 1 izolatu a kombinace genl
tetM a tetL u 11 izolatl a kombinace genu tetM a tetL a tetS u 2 izolatl. Zbylé 3 testované
geny (tetK, tetO a tetX) nebyly nalezeny ani u jednoho z izolata.

Ze 3 testovanych genu, kédujicich rezistenci k makrolid(im byl detekovan jen gen
erm(B), a to u 44 izolatd. Geny erm(A) a mef(A/E) nebyly detekovany.

Geny kodujici enzymy modifikujici aminoglykosidy byly detekovany u 49
testovanych izolati. Nejcastéji byla zachycena kombinace genl aac(6’)-le-aph(2’)-la
a aph(3°)-llla, a to v 42 pripadech. Gen aac(6’)-le-aph(2’)-la byl samostatné detekovan
u 6 izolatlh a gen aph(3°)-llla jen u 1. Gen ant(4’)-la nebyl detekovan ani u jednoho z 50
izolatu.

Byla stanovena 100% rezistence k penicilinu, ampicilinu, erytromycinu
i klindamycinu. Vysoka citlivost byla prokazana v pfipadé tigecyklinu (100 %) a linezolidu
(100 %). Porovnani vyskytu testovanych gen( rezistence s MIC testovanych antibiotik
(erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), tetracyklin (TET), vankomycin (VAN)) je dispozici
v tabulce 28.
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Tabulka 28: Zastoupeni gen( rezistence mezi izolatli VRE od pacientl s téikym
prabéhem COVID-19 a jejich porovnani s rozsahem MIC testovanych antibiotik

Pfitomnost genl MIC (pg/ml)

Potet izolat tet | tet | tet | tet | tet | tet | erm | erm | mef
vanA VAN | TET | ERY | CLI

(K) | (L) | (M) | (O)| (S)|(X)| (A) | (B) | (A/E)
36 + |- -1 -1-17-1T-71-71+ - | 825 | 0516 | 4-8 | 4-8
6 + |-+« -7 -1-71 -1+ - | 8256 [1-32]4-8]4-8
5 + |-+« -1-1T-71T-71- - |ees6 | 16 | 4-8 | 4-8
1 + -+ |+ - - - - - 64 | 16 | 8 8
1 + -+ |+ -+ |- - + - 256 | 16 | 8 8
1 + - - + - - - - + - 64 | 16 | 8 8

Legenda:

*pfitomnost genu + / nepfitomnost genu -
Breakpointy pro testovana antibiotika: VAN: 4; TET: 2; ERY: 0,5; CLI: 0,5 (ug/ml)

4.2 MOLEKULARNE-BIOLOGICKA ANALYZA VRE U ZVIRAT A V POTRAVINACH

V ¢asovém obdobi 1.9.2018 - 31.12.2020 bylo z potravin Zivoc¢isného plivodu
a klinického materidlu zvifat zpracovano celkem 3020 vzork(. Za celou dobu trvani
studie byly potvrzeny pouze 3 izoldty VRE (oznaceni izolatl S376, S374, S373), pficemz
ve vSech pripadech se jednalo o Enterococcus faecium. Tyto izolaty byly zachyceny
z klinického materidlu zvirat. Konkrétné jednalo o kloakalni vytéry brojler pochazejicich
z jedné farmy a zachyceny byly pfi jednom sbéru v lednu roku 2019.

Naslednou analyzou zachycenych izolatl pomoci PFGE bylo zjiSténo, Ze se jedna
o tentyz kmen (Obr. 10). U tohoto kmene byl detekovdn vanA gen a nedisponoval
zadnym faktorem virulence. Dale u néj byla identifikovdna kombinace gen( tet(L)
a tet(M), kddujicich rezistenci k tetracyklinim a gen erm(B) jako jediny ze 3 testovanych
genu, kddujicich rezistenci k makrolidim. Aminoglykosidova rezistence byla detekovana
zachytem kombinaci genl aac(6°)-aph(2°°) a aph(3°)-llla.

Obrazek 10: Vysledek PFGE (foto gelu) u 3 animalnich izolatl

Legenda:
*DNA marker

*jzolaty animalniho plvodu (5376, S374, S373)
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Vysledky stanoveni MIC ziskanych izolatli VRE stanovily 100% rezistenci
k ampicilinu, penicilinu a erytromycinu. Vysoka citlivost byla zjisténa k tigecyklinu (90 %)
a linezolidu (100 %). Porovnani vyskytu testovanych genu rezistence s MIC testovanych
antibiotik (erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), tetracyklin (TET), vankomycin (VAN)) je
dispozici v tabulce 29.

Tabulka 29: Zastoupeni genl rezistence u zachyceného VRE kmene z animalni oblasti a
jeho porovnani s MIC testovanych antibiotik.

Potet PFitomnost genll MIC (pg/ml)
izol4t vanA | tet | tet | tet | tet | tet | tet | erm | erm | mef van | TeT | Ery | cui
(K) | (L) | (M) | (O)| (S) | (X)]| (A) | (B) | (A/E)
3 + - + + - - - - + - 32 16 4 4
Legenda:

*pfitomnost genu + / nepfitomnost genu -
Breakpointy pro testovana antibiotika: VAN: 4; TET: 2; ERY: 0,5; CLI: 0,5 (ug/ml)

4.3 MOLEKULARNE-BIOLOGICKA ANALYZA VRE V PROSTREDI POVRCHOVYCH

A ODPADNICH VOD

Za cCasové obdobi 1.1.2018 — 31.12.2020 bylo v terénu zajisténo 200 vzork
povrchovych i odpadnich vod a kalt. Ve 180 pripadech se jednalo o vzorky vody odpadni
a povrchové a ve 20 ptipadech o vzorky kalu z COV. Standartnimi mikrobiologickymi
metodami popsanymi v kapitole 3.1.1.1 bylo ziskano 21 izolat( VRE. Ve vSech ptipadech
se jednalo o Enterococcus faecium. Pomoci molekuldrni typizace za pouziti PFGE bylo
zjisténo 18 jedine¢nych kmenQ, pficemz 16 pochdazelo z odpadnich vod a 2 zvod
povrchovych (Obr. 11). Ve vzorcich kald nebyl VRE zachycen.

Obrazek 11: Dendrogram 18 jedinecnych kmen@ VRE z odpadnich a povrchovych vod

Dice (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% §>0.0%) [0.0%-100.0%]
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4,—|: E
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wWw 1
—

Ww 15
ww 17

ww 13
—| : WW 14
ww 2

Legenda:
*Horizontélni osa — podobnost kmenU v procentech

*Vertikalni osa — oznaceni izolat
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Souhrn identifikovanych VRE a mista jejich zachytu uvadi tabulka 30. Zachyty byly
pouze ve vzorcich z odpadnich a povrchovych vod, z kalu nebyl detekovan Zadny izolat
VRE. Nejcastéjsi zachyty po celou dobu studie byly na vystupu z méstské Cisticky
odpadnich vod (COV 2).

Tabulka 30: Celkovy pocet izolatli VRE ziskanych z jednotlivych odbérovych mist

Laboratorni
oznaceni Odbérové misto Typ vzorku Datlfm

o odbéru
izolatu

WW1 FNOL 1 odpadni voda 10/2018
WW?2 FNOL 1 odpadni voda 11/2018
WWw3 Morava pred COV povrchovd voda 06/2019
Www4 cov 2 precisténa odpadnivoda | 06/2019
WWS5 Morava pred COV povrchovd voda 08/2019
WW6 VNOL 3 odpadni voda 08/2019
WW?7 cov 2 precisténa odpadnivoda | 10/2019
WW9 FNOL 1 odpadni voda 11/2019
WWwW10 FNOL 2 precisténa odpadnivoda | 11/2019
Wwwi1 FNOL 2 precisténa odpadnivoda | 11/2019
Ww13 cov 2 precisténa odpadnivoda | 01/2020
wwi14 cov 2 precisténa odpadnivoda | 02/2020
WW15 cov 2 precisténa odpadnivoda | 02/2020
WW16 FNOL 2 precisténa odpadnivoda | 06/2020
WWwW17 cov 2 precisténa odpadnivoda | 06/2020
WWw18 cov 2 precisténa odpadnivoda | 06/2020
WW19 cov 2 precisténa odpadnivoda | 07/2020
WW20 cov 2 precisténa odpadnivoda | 07/2020

U vSech identifikovanych VRE byla stanovena citlivost k antibiotikim, vcetné
hodnot minimalnich inhibiénich koncentraci. Byla stanovena 100% rezistence
k ampicilinu, penicilinu a erytromycinu. S vyjimkou jednoho izoldtu (WW17) byly
vSechny VRE rezistentni ke klindamycinu a s vyjimkou jednoho izolatu (WW11)
rezistentni k teikoplaninu. Vysoka citlivost byla prokazana v pripadé tigecyklinu (90 %)
a linezolidu (100 %).

Pomoci PCR a nasledné gelové elektroforézy byl u 17 izolatl VRE prokazan vanA
gen a u 1izolatu vanB gen (WW11 — jako jediny zachyt po celou dobu studie odpadnich
vod). Dalsi genetické analyzy odhalily vyskyt genU kddujicich faktory virulence. Byly
detekovany geny kédujici produkci enterokokového povrchového proteinu
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a hyaluronidazy. Konkrétné byly prokazany geny esp (n=4), hyl (n=6) a kombinace
esp+hyl (n=3). U 5 izolatl VRE nebyl prokazan zadny faktor virulence.

Pti testovani gen( kddujicich rezistenci k tetracyklinlm byly zachyceny 2 ze 6
testovanych gen(, a to u 13 z 18 izolatd. Gen tetM byl zachycen u 6 izolat(i a kombinace
genl tetM a tetL u dalSich 7 izolatl. Ze 3 testovanych gen(, kddujicich rezistenci
k makrolidim byl detekovan jen jediny, a to gen erm(B), a to u 13 izolatl. Nejcastéji se
u ziskanych rezistentnich enterokokl z odpadnich vod vyskytovala kombinace gent
tet(M)+erm(B), ato u 5 izolatl. Geny tetK, tet(O), tet(S), tet(X), erm(A) a mef(A/E) nebyly
nalezeny.

Geny kodujici rezistenci k aminoglykosidim byly detekovany u 16 z18
testovanych izolatl. Nejcastéji byla zachycena kombinace genl aac(6’)-aph(2”)
a aph(3’)-llla, a to v 11 pripadech. Gen aac(6°)-aph(2°’) byl samostatné detekovan
u 3 izolatd a gen aph(3°)-1lla u dalsich 2.

Porovnani vyskytu testovanych genu rezistence s MIC testovanych antibiotik:
erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), tetracyklin (TET), vankomycin (VAN) je dispozici
v tabulce 31.

Tabulka 31: Zastoupeni genU rezistence mezi izoldty VRE z odpadnich a povrchovych
vod a jejich porovnani s MIC testovanych antibiotik

Potet PFitomnost gentl MIC (pg/ml)
iz0l4th van | van | tet | tet | tet | tet | tet | tet | erm | erm | mef VAN TET ERY U
A B | (K)| (L) | (M)|(O)]|(S)|(X)| (A) | (B) | (A/E)
3 + | - |-« | -]-1-71- + . 832 | 16 48 | 4-16
4 + | - -]+ +-1-1-]- - - 832 | 0516 | 416 | 0,068
5 + -1 -1+ -1-7- - + - | 1664 | 0516 | 4-16 | 4-16
1 + - - - + - - - - - - 64 16 8 4
4 + | - |- -1 -1-1-71- - + - 832 | 16 48 | 416
1 e + - 8 0,5 4 4
Legenda:

*pfitomnost genu + / pfitomnost genu -
Breakpointy pro testovana antibiotika: VAN: 4; TET: 2; ERY: 0,5; CLI: 0,5 (ug/ml)

4.3.1 Korelace zachytu VRE s nalezy rezidui antibiotik v odpadnich a povrchovych
vodach
Hodnoty rezidui antibiotik v odpadnich a povrchovych vodach byly stanovovany
na Katedfe analytické chemie PRF UP spolufesiteli grantu AZV €& NV18-05-00340
,Epidemiologie vankomycin-rezistentnich enterokokd v Ceské republice: One Health
concept” pomoci hmotnostni spektrometrie. S jejich laskavym dovolenim uvadim
v nasledujici ¢asti vysledky korelace.

Zjisténé hodnoty rezidui antibiotik z odbérovych mist byly porovnavany
s hodnotami PNEC (z angl. predicted no effect concentration) (Bengtsson-Palme &
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Larsson, 2016), coz je hodnota, pod niz by se uvedeny nepfiznivy Ucinek
antimikrobidlnich latek pfi expozici ve vodnim prostredi s nejvétsi pravdépodobnosti
nemél projevit. Tyto hodnoty PNEC byly v pribéhu studie u testovanych antibiotik
pfekroceny u 32 % vzorkd, a to u 5 (ampicilin, klindamycin, tetracyklin, tigecyklin
a vankomycin) z 10 testovanych antibiotik. Z toho nejéastéji u vankomycinu, a to 29krat,
tzn. u 16 % testovanych vzork(. Vidy se jednalo o vzorky z nemocnicnich odpadnich vod
(FNOL 1 nebo FNOL 2). Nadlimitni hodnoty PNEC pro vankomycin u dalSich vzork( vod
nebyly prokazany.

Vybrané korelace zachytu identifikovanych izolatli VRE se zjiSténou hodnotou
rezidua vankomycinu ve vodé jsou k dispozici na obrézcich 12, 13 a 14. Cervend ¢ara na
téchto obrazcich zobrazuje hodnotu PNEC pro vankomycin, coZ je 8000 ng/l. PIné
Cervené Sipky zobrazuji zachyt VRE v kombinaci s nadprahovou hodnotou PNEC pro
vankomycin. Prazdné cervené Sipky zobrazuji zadchyt VRE pfi sou¢asné namérené
hodnoté vankomycinu pod hodnotou PNEC, tedy pod 8000 ng/l. Z vyznamnych zachyt(
jsou zobrazeny 3 izolaty VRE na vstupu do nemocniéni COV (FNOL 1, Obr. 12), 3 izolaty
VRE na vystupu z nemocniéni COV (FNOL 2, Obr. 13) a 9 izolat(i VRE na vystupu z méstské
&isti¢ky odpadnich vod (COV 2, Obr. 14).
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Obrazek 12: Z4chyt VRE v odpadnich vodach na vstupu do nemocniéni COV (FNOL 1)
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Obrazek 13: Zachyt VRE v odpadnich vodach na vystupu z nemocniéni COV (FNOL 2)
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Legenda k obrazkiim 12 a 13:

*osa x ... koncentrace vankomycinu v ng/l / osa y... data odbér(

*prazdna Sipka — zachyt VRE s oznacenim daného vzorku

*plna cervenad Sipka — zachyt VRE + nadprahovéa hodnota pro vankomycin s ozna¢enim daného vzorku
*Cervena vodorovna ¢ara udava prahovou hodnotu PNEC pro vankomycin (8000 ng/L)



Obrazek 14: Zachyt VRE v odpadnich vodach na vystupu z méstské Cisticky odpadnich
(Cov 2)
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Legenda k obrazku 14:

*osa x ... koncentrace vankomycinu v ng/l / osa y... data odbér(

*prazdna Sipka — zachyt VRE s oznacenim daného vzorku

*Cervena vodorovna ¢ara udava prahovou hodnotu PNEC pro vankomycin (8000 ng/L)
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DISKUZE

Enterokokim, pulvodné gastrointestindlnim komenzalim, umozZnuje jejich
odolnost kolonizovat velmi rliznorodd prostredi, jako jsou puda, voda, potraviny Ci
krmiva. Tato schopnost prekonat nepfiznivé vnéjsi podminky Ccini enterokoky
problematickymi také v pripadé moiné kolonizace nemocnicnich prostor. Spolecné
v kombinaci poddajnosti jejich genom(l, mozZnosti disponovat rlznymi faktory virulence
a schopnosti ziskavat a Sifit determinanty antibiotické rezistence pfispivaji k preméné
toho, co kdysi byvalo jen dalSim oportunnim patogenem na zavazny klinicky problém
(Ramos et al., 2020).

Enterokoky, kromé toho, Ze jsou pfirozené rezistentni k radé antibiotik, jsou
mimoradné uspésné v rychlém ziskavani rezistence prakticky na vsechny antimikrobialni
latky zavedené do klinického pouZiti. Potvrzenim této teze je skutecnost, Ze po zavedeni
chloramfenikolu, erytromycinu a tetracyklinG ndsledoval vznik rezistence, kterd
v nékterych pfipadech dosahla takové prevalence, Ze znemoznila jejich empirické pouziti
latky pouzivané klécbé enterokokovych infekci. Vyskyt rezistentnich kment k témto
antimikrobnim latkdm, je nepochybné vysledkem rozsahlého pouzivani téchto antibiotik
(Ahmadpoor et al., 2021).

4.4 ANALYZA VRE U HUMANNI POPULACE

Enterokoky, predstavujici u lidi pfirozenou mikrobiotu GIT a jsou u zdravych
jedincl obvykle neskodni. Problematickymi se mohou stat, je-li narusen komenzalni
vztah s hostitelem, poté se enterokoky, respektive VRE, mUZou stat plvodci invazivnich
infekci (Ramos et al., 2020).

4.4.1 VRE u hospitalizovanych pacienti

Enterokoky jsou oportunnimi patogeny zejména u pacientl, ktefi jsou na
jednotkdch intenzivni péce, trpi zdvainym zakladnim onemocnénim nebo maji
oslabenou imunitu. ZavaZnost onemocnéni a suprese imunity mohou pfimo souviset s
dlouhodobym pobytem v nemocnici a/nebo nevhodnym uZivanim antibiotik, coZ jsou
hlavni rizikové faktory pro vznik nozokomidlnich infekci rezistentnimi enterokoky (El-
Kersh et al., 2016). Primarnim zdrojem VRE v nemocni¢nim prostiedi mohou byt
zejména pacienti s kolonizaci VRE v jejich GIT. Tyto VRE poté mohou zplsobovat jak
endogenni, tak exogenni infekce (Kolar, 2018). Mezi rizikové faktory, které poté mohou
komorbidity, gastrointestinalni chirurgii ¢i umisténi invazivnich zafizeni typu centralnich
venoznich katetr( (Gedik et al., 2014).

Nejcastéji je z humanniho klinického materidlu izolovan E. faecalis (Moghimbeigi
et al., 2018). Tento druh je sice patogenéjsi, ale zachycené druhy E. faecium maji stale
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vétsi vyznam, protoze jsou odolnéjsi viici antimikrobidlnim latkam, véetné vankomycinu
(Ramos et al., 2020). E. faecium rezistentni kvankomycinu (VREF) je spojovdn
s nemocni¢nimi infekcemi, jako jsou infekce mocovych cest, rany, bakteriémie,
endokarditida a meningitida (Arias a Murray, 2012; Moemen et al., 2015). Nékolik studif
prokazalo, Ze pacienti s bakteriemii zplsobenou VRE maji vys$si umrtnost nez pacienti
infikovani enterokoky citlivymi na vankomycin (Moemen et al., 2015).

Prvni ¢ast diskuze v této kapitole se vénuje izoldtidm VRE zachycenych z rliznych
klinickych material(i od pacientl ze vSech klinik a oddéleni ve FNOL a VNOL (mimo
hematoonkologické pacienty, kterym je vénovana druhd ¢éast kapitoly 5.1.1).

V souladu s jinymi studiemi bylo zjisténo, Ze jednim z dulezitych zdroju infekci
VRE mohou byt mocové cesty (Song et al., 2009; Arshadi et al., 2017). Studie Sun et al.
z roku 2019 uvadi shodny procentudlni zachyt izolatl VRE v moci, jako predloZena
disertacni prace. V obou pripadech byly izolaty VRE v moci zachyceny ve 40 % pripada.
Sun et al. udava 35 zachytl VRE v moci z celkem 87 klinickych vzork(, v disertaéni préci
byly VRE zachyceny ve 29 vzorcich moci z celkového poctu klinického materidlu 72
vzorkud (Sun et al., 2019).

Vék pacientl je vSeobecné dulezitym faktorem, ktery maze prispét k rezistenci
na antibiotika (Moghimbeigi et al., 2018). V ramci disertacni prace byly VRE zachyceny
spise u starSich pacientl. Pouhych 15 % zachyt VRE bylo u osob pod 50 let. Zachycené
VRE od pacientd ve FNOL a VNOL ve véku 60-79 let Cinily 50 % z celkového zachytu. To
odpovida studii Asgin & Otlu z roku 2020, kde pacienti s VRE ve stejné vékové kategorii
tvorily 55,3 %. Studie KuCové a kolektivu, zabyvajici se vyskytem enterokokovych infekci
taktéz ve FNOL a VNOL, uvadi distribuci VRE u osob ve vékové kategorii 51-60 let v 29 %,
u osob 61-70 let v 26 % a starSich 70 let v 19 % izolovanych VRE (Kucova et al., 2021).

Prevalence VRE je ovlivnéna také typem oddéleni ¢i kliniky nemocni¢niho
zatizeni odkud zachycené VRE pochazi. Je tfeba brat v Uvahu, Ze pacienti, u kterych se
¢asto ma infekce VRE vétsi Sanci rozvinout, jsou vétSinou dlouhodobé hospitalizovani €i
jsou umisténi na jednotkach intenzivni péce. Mezi rizikové pacienty tedy lze radit
pacienty intenzivné lécené antibiotiky, pacienty s mnohocetnymi komorbiditami, ddle
pacienty napf. po transplantaci orgdnl, po selhani ledvin, vyZadujici dialyzu,
hematologické a onkologické nemocné (Vehreschild et al., 2019). Tuto skutecnost
potvrzuje studie Asgin & Otlu, kterad zachycuje VRE u 81 % na jednotkach intenzivni péci
a zbylych 19 % ptipadd odpovidalo standartnim oddélenim turecké nemocnice v niz tato
studie probihala (Asgin & Otlu, 2020). Vysledky disertacni prace ukazuji na zachyt na
jednotkach intenzivni péce (KARIM ve FNOL a JIP ve VNOL) ve 25 % pfipadu zachycenych
VRE a v 18 % pripadl na internich oddélenich. Tyto vysledky pfiblizné odpovidaji iranské
studii Zalipour et al., kterd identifikovala VRE u 32 % pfipad(i na JIP a 26 % na internich
oddélenich (Zalipour et al., 2019).
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Vysledky stanoveni citlivosti ziskanych izolatl VRE od hospitalizovanych pacientt
ukazovaly na 100% rezistenci k penicilinu, ampicilinu, erytromycinu i klindamycinu.
Vysoka citlivost byla prokazana v pripadé tigecyklinu (96 %) a linezolidu (100 %). ZjiSténa
citlivost klinezolidu vramci disertacni prace odpovida i hodnotdam z evropskych
i mimoevropskych statd, Irdn (99,3 %), Turecko (99 %), Australie (98,7 %), Cina (100 %).
Nizsi hodnoty citlivosti VRE kmenu k linezolidu vykazuje Kanada, a to 86,3 % (Sun et al.,
2019; Asgin & Otlu, 2020). Vzhledem ktomu, Ze linezolid, spolecné s tigecyklinem
zGstavaji lékem volby pfi infekcich VRE kmeny, je tfeba tyto hodnoty naddle sledovat.

Jak jiz bylo zminéno vyse, velmi ¢asto zpusobuji VRE infekci mocovych cest (Song
et al., 2009; Arshadi et al., 2017). Tuto skutecnost potvrzuji i vysledky predloZené
disertacni prace. Ze 72 zachycenych izolatl VRE od pacientli FNOL a VNOL, jich 29 bylo
zachyceno v moci, pficemz v 11 pripadech (38 %) zpUsobily infekci mocovych cest
vyzadujicich |écbu. Lékem volby byl u6 pacientli zvolen linezolid a u5 pacientd
tigecyklin. V 5 pripadech pak tito pacienti pochdzeli zJIP. VRE byly poté také casto
identifikovany jako pUvodci infekci vyZadujicich I1éCbu rezervnimi antibiotiky, ve stérech
a vytérech ran, velmi casto z bficha, ¢i v sekretech-drénech. To odpovidd mozné
kolonizaci enterokokem z GIT daného mista napriklad po invazivnich operacnich
vykonech.

Nejéasté&ji se vyskytujicim fenotypem VRE v Evropé, i v CR je VanA (Talaga et al.,
2018; Kucova et al., 2021). Tomu odpovidaji i vysledky nasich studii. Pti identifikaci VRE
u hospitalizovanych pacient(i ve FNOL a VNOL v ramci predkladané disertacni prace, byly
zachyceny pouze druhy E. faecium rezistentni k vankomycinu (VREF), pficemz vysledky
genetickych analyz ukdzaly, Ze ve vSech pfipadech byla rezistence k vankomycinu
podminéna pfitomnosti vanA genu.

Faktory virulence mohou u enterokokll zvySovat schopnost adherence
k hostitelské tkani a podporovat tak kolonizaci. Mezi bézné a velmi dobfe popsané
faktory virulence mizZeme fradit agregacni substanci (agg, asal), cytolysin (cyl),
Zelatinazu (gelE), enterokokovy povrchovy protein (esp) a hyaluronidaza (hyl)(Coscun,
2019; Fisher&Phillips, 2009; Braiek, 2019). Je vhodné zminit, Ze enterokoky mohou
predavat faktory virulence, ¢i geny rezistence dalSim kmenim enterokokl a dalSim
bakteriim, napf. stafylokokiim, vé. MRSA (Arshadi et al., 2017). Ze sledovanych gen(
kddujicich faktory virulence v ramci této disertacni prace byly u 72 izolatli VRE od
hospitalizovanych pacient( identifikovany pouze dva z péti gen(. Konkrétné slo o geny
esp a hyl, pricemz byly zjistény u celkem 75 % testovanych izolatll. Gen esp byl zjistén u
47 % izolath a gen hyl u 30 % izolatl VRE. Bez jakéhokoliv faktoru virulence bylo 25 %
VRE. Zachyt genu esp v nasi praci je nizsi nezli napf. v iranské studii Haghi et al., ktefi
identifikovali tento gen u 67 % izolat(i VRE. Naproti tomu gen hyl zachycuji pouze u 4 %
VRE (Haghi et al., 2019). Jesté vyssi zachyt genu esp uvadi studie Gozalan et al. z roku
2015, ato 75 % VRE (Gozalan et al., 2015).
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Jak jiz bylo zminéno v Uvodu diskuze, dokazou enterokoky byt velmi Uspésni
v rychlém ziskavani rezistence na antimikrobialni |atky zavedené do klinického poutZiti,
napr. k chloramfenikolu, erytromycinu ¢i tetracyklinGm (Kristich et al., 2014). Vyskyt
kmenU VRE s identifikovanymi geny podminujicich rezistenci k tetracyklinlm ¢i
makrolidim potvrzuji také vysledky predloZzené disertacni prace. Geny kddujici
rezistenci k tetracyklindm byly zachyceny u 65 % (47/72) izolat( VRE. Geny kddujici
rezistenci k makrolidim byly detekovany u 93 % izolat VRE (67/72). Byla tedy potvrzena
prirozena rezistence enterokok( k makroliddm, pfitomnosti genu ermB u vétsiny izolata.
Tyto vysledky odpovidaji studii Ahmadpoor et al., z roku 2021, ktera stanovila Ze vétsina
jimi studovanych izolatl VRE (73 %) byla rezistentni jak k erytromycinu, tak
i ktetracyklinu. Enterokoky jsou pfirozené rezistentni knizkym hladinam
aminoglykosidd. Tomu odpovidad také nas zachyt genl kddujici enzymy modifikujici
aminoglykosidy. Byly zachyceny u 99 % izolatt (71/72).

S vysledky identifikovanych gend kodujici rezistenci koreluji i zjisténé hodnoty
MIC jednotlivych antibiotik. U tetracyklinu bylo v nasi praci 61 % kmen( urceno jako
rezistentnich k tomuto antibiotiku. K erytromycinu, jako zdstupci makrolidl, byly
rezistentni vSechny testované kmeny VRE. Posouzeni hodnot MIC aminoglykosid(
nebylo mozné, jelikoZ nejsou nasi antibiotickou laboratofi testovany.

Nasledujici ¢ast diskuze disertacni prace se vénuje izolatim VRE zachycenych
u hospitalizovanych pacientd z Hemato-onkologické kliniky, podrobujicich se
pravidelnym ,screeningdm* pro detekci VRE v jejich GIT, v ramci detekce potencidlniho
nosicstvi.

Enterokoky, véetné VRE, jsou oznacovany za bakteridlni patogeny zodpovédné za
infekce spojené se zdravotni péci, a to zejména u pacientd s prodlouzenou hospitalizaci,
zavaznym zdkladnim onemocnénim nebo predchozi Sirokospektrou antibiotickou
|écbou. Mezi né lze radit pravé hematoonkologické pacienty (Hricova et al., 2020).
Cytostatika pouzivana pfti jejich |é¢bé vedou k vyraznému sniZeni obranyschopnosti
téchto pacientl proti infekcim, takZe bakteridlni infekce maji vyznamny vliv na progndzu
pacienta (Koldf et al., 2006 B). Mechanismem ziskani VRE, u téchto
imonokompromivanych pacientd mohou byt kontaminované povrchy pokoji a prenos
od jinych pacientl, pravdépodobné prostfednictvim prostifednika-kontaminované
osoby nebo sdileného vybaveni. Studie napt. uvadéji, Ze kontaminace prostredi, kde
pretrvavala VRE pozitivni osoba na pokoji nebo byla potvrzena pozitivni kultivace VRE
z povrchl na pokoji spole¢né v kombinaci s vy$Sim procentem dalSich pacientd s VRE
kolonizaci na oddéleni, zvysuji riziko ziskani VRE (Ford et al., 2016). Vysledky studie Forda
a kol. také poukazuji na to, Ze riziko nemocnicni gastrointestinalni kolonizace VRE bylo
pfimo umérné délce hospitalizace. Studie Werber et al. dale napf. uvadi, Zze pacienti
s kolonizaci VRE maji az 24x vétsi pravdépodobnost vzniku infekce krevniho recisté
vyvolanou témito kmeny (Weber et al., 2019).
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Stejné jako u predchozi studované skupiny pacientl zrGznych oddéleni
a klinik FNOL a VNOL, jsme i zde, v ramci predloZené disertacni prace, zjistili vyssi zachyt
VRE zejména u starsich pacientll. Nejcastéji byly VRE v GIT zachyceny ve vékové skupiné
60-69 let (33 %), dale pak 50-59 let (22 %) a 70 let a vySe (21 %). V porovnani s nasimi
vysledky, byl u pacientl s akutni leukemii ¢i febrilni neutropenii ve studii Kirkizlar a kol.
pramérny vék pacientll kolonizovanych VRE nizsi, a to 47 let (Kirkizlar et al., 2020). Mirné
vyssi vékovy primér u hematoonkologickych pacientl kolonizovanych VRE v jejich GIT
zachycuji Gedik a kol., a to 52 let (Gedik et al., 2014).

U citlivosti na antibiotika, nebyl u VRE v GIT vyznamny rozdil mezi izolaty
z predchozi studované skupiny pacientd (klinicky materidl od pacientli ze vsech klinik
a oddélenive FNOL a VNOL). | zde byla opét zjisténa vysoka citlivost v pfipadé tigecyklinu
(99 %) a linezolidu (100 %), nizka hodnota citlivosti u tetracyklinu (34 %) a nulova citlivost
k testovanym makroliddm. Vysokou citlivost k linezolidu u testovanych izolatl VRE
u hematoonkologickych pacientl stanovila také studie Marchi et al., a to 98,8 % (Marchi
et al., 2018).

U vétSiny nami sledovanych hematoonkologickych pacienti podrobujicich se
»screeningu”, se VRE jako prvni objevil ve vytéru z rekta, coz bylo zjisténo pravidelné se
konajicimi odbéry. VRE vtomto klinickém materidlu pretrvaval po rozdilnd ¢asova
obdobi, a to od 2 aZ po 25 po sobé jdoucich tydnl. U nékterych hematoonkologickych
pacientl byly VRE nasledné zjistovany i v dalsich klinickych materidlech. Po vytéru
z rekta, byly izolaty VRE v naSem pripadé nejcastéji zjistény ve vytéru z krku. Z celkem 20
pacientl, u kterych byl VRE v GIT zachycen opakované, byl VRE u 11 z nich zjistén
i v dalSich materidlech. Nej¢astéji v modi, a to u 9 pacientl. Dale poté také ve sputu,
BALu ¢i v dutiné ustni. Uroinfekci zpUsobil VRE v 1 pfipadé a lIékem volby byl zvolen
tigecyklin.

Jak je patrné z vysledku disertacni prace je realna skutecnost, Ze kolonizace GIT
kmenem VRE mulzZe byt primarnim mistem pro potencialni Siteni do dalSich lokalit
organismu daného pacienta. Pacient s potvrzenym VRE v GIT se soucasné stava
potencialnim zdrojem VRE pro nozokomidlni Sifeni tohoto agens nemocni¢nim
prostfedim. Tuto domnénku potvrzuje i stude Jovanovi¢ et al. tvrzenim, Ze VRE jsou
mikroorganismy, které se casto vyskytuji v nemocnicich a Sifi se oro-fekdlni cestou
a dalSimi, relativné neprobadanymi zpuUsoby tykajicimi se nemocni¢niho prostredi
(Jovanovic et al., 2018).

Genetickou analyzou izolath VRE od pacientll zHOK podrobujicich se
,screeningu” byl zjistén pouze gen vanA, podminujici rezistenci k vankomycinu.
Protikladem jsou vysledky australské studie, kde zjistuji naopak pouze fenotyp VanB
u onkologickych a hematoonkologickych pacientl (Xie et al., 2020). V Australii je
nicméné tento fenotyp dominantni (Zhou et al., 2020). Faktory virulence byly u skupiny
hematoonkologickych pacientl, podrobujicich se ,screeningu”, zachyceny stejné jako

75



u pacientll nehematoonkologickych. Opét byly identifikovany geny esp a hyl, nicméné
zjistény byly u jesté vétsiho poctu izoldtd, a to u 95 % izolatlh VRE a Castéjsi byl také
vyskyt kombinace téchto gen(i. Konkrétné byl gen esp identifikovan u 82 % izolatl a gen
hyl u 13 % izolatl. Obdobné hodnoty stanovila vramci ,screeningu”
hematoonkologickych pacientl také studie Worth et al.. Ti konkrétné zjistuji gen esp
u 81,5 % izolatd VRE (Worth et al., 2008).

Dalsim cilem disertaéni prace bylo posoudit zjisténou hodnotu MIC
s identifikovanymi geny rezistence k vybranym antimikrobidlnim [atkam. Geny kodujici
rezistenci k tetracyklindm byly zachyceny u 71 % (55/78) izolatd VRE a posouzenim
hodnot MIC tetracyklinu byla zjisténa rezistence u 66 % VRE. U erytromycinu, kde byly
geny kddujici rezistenci k makrolidim detekovany u 92 % izolatd VRE (72/78), odpovidaji
zjisténé vysoké hodnoty MIC vedouci k 0% citlivosti k tomuto antibiotiku. Jak jiz bylo
zminéno, jsou enterokoky prirozené rezistentni k nizkym hladindm aminoglykosidd.
Tomu odpovidd nalez VRE u hematoonkologickych pacientl. Geny kdédujici enzymy
modifikujici aminoglykosidy byly opét zachyceny u 99 % izolatl (77/78). Posouzeni
hodnot MIC nebylo moiné, jelikoz aminoglykosidy nejsou nasi antibiotickou laboratofi
testovany.

Zavérecné posouzeni fenotypovych projevl a genetickych analyz testovanych
izolatl VRE hospitalizovanych pacientl s pacienty z HOK podrobujicich se pravidelnym
»screeningm® za dané casové obdobi poskytlo nasledujici data. Porovnanim vyskytu
faktord virulence u téchto studovanych skupin pacientl Ize konstatovat, ze 25 % izolat(
VRE pochdzejicich od hospitalizovanych pacientd nedisponovalo Zadnym z faktoru
virulence. Také lze fict, Ze celkové i procentudlni zachyt faktor( virulence byl nizsi oproti
pacientim ze ,screeningové” skupiny pacientll z HOK. Zachyceny u obou skupin byly
celkové jen 2 ze 5 testovanych genl, a to esp a hyl, at uz samostatné ¢i oba geny
u jednoho izolatu dohromady. Co se tyka genl rezistence k tetracyklinim, makrolidim
¢i genll kddujici enzymy modifikujici aminoglykosidy nebyl mezi jednotlivymi skupinami
vyznamny rozdil.

Dopad infekci zplisobenych VRE na umrtnost zlUstava dodnes nejasny. Invazivni
infekce VRE se vyskytuji pfedevsim u hostiteld, ktefi jsou vainé postizeni zhorSujicim se
zakladnim zdravotnim stavem. Celkovy vysledek zdravotniho stavu pacienta je ¢asto
uréen samotnym zdkladnim onemocnénim a infekce VRE muZe byt kone¢nou udalosti
u osob s velmi Spatnou progndzou (Vehreschild et al., 2019).

4.4.2 VRE u hematoonkologickych pacientl

Problematika VRE u hematoonkologickych pacientli byla jiz ¢aste¢né popsana
v pfedchozi kapitole diskuze. Je zndmo, Ze VRE jsou vyznamnymi oportunnimi patogeny
a infekcim zpUsobenymi témito kmeny casto milzZe predchazet gastrointestinalni
kolonizace. Nejen jeji problematice u hematoonkologickych pacientll je vénovana
nasledujici ¢ast diskuze.
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Pacienti (véetné hematoonkologickych) jsou povazovani za hlavni rezervoar
a nosi¢e kmenl VRE, pochdzejicich z jejich GIT. V nemocni¢nim prostiedi poté mUze
dochazet k Sifeni a prenosu VRE pfimym kontaktem s kolonizovanymi nebo infikovanymi
pacienty nebo neprimym kontaktem prostfednictvim rukou zdravotnickych pracovnik
nebo kontaminovaného vybaveni, jako jsou teploméry, zabradli, rukavice a povrchy
v prostiedi (Orsi & Ciorba, 2013). Nemocni¢ni prostfedi hraje klicovou roli pfi
nozokomialnim Sifeni VRE. Uchyceni VRE na naZivém povrchu a jejich dlouhodob3d
perzistence na ném, stejné jako jejich rezistence vici standardnim cisticim postuplim,
mohou vytvaret rezervodr, ze kterého se mohou tyto patogeny Sifit sloZitymi cestami
nozokomialni diseminace (Suleyman et al., 2018).

S nozokomialnimi infekcemi po celém svété je ¢astéji spojovan druh E. faecium
rezistentni k vankomycinu (VREF) (Arias a Murray, 2012). Studie Moemen et al. uvadi,
Ze mira kolonizaci a infekci vyvolanych VREF se v poslednich letech neustale zvySuje,
pricemz vétsina pripadu je zplsobena enterokoky disponujicimi VanA a VanB genotypy,
coz jsou nejcastéji se vyskytujici formy rezistence vici glykopeptidim (Moemen et al.,
2015). Vysledky disertacni prace ukazuji na pfitomnost pouze genu vanA, a to u vSech
testovanych izolatl VRE z GIT hematoonkologickych pacientd, pticemz se vidy jednalo
o druh E. faecium.

Na HOK ve FNOL dlouhodobé probiha ,screening” u hospitalizovanych pacient(
pro detekci VRE v jejich GIT vramci zjisténi jeho potencidlniho nosi¢stvi. Vysledky
disertani prace stanovily za trileté obdobi studie prevalenci VRE v GIT
u hematoonkologickych pacientli na 7,3 %. Tato hodnota je nizsi, nez uvadi napf.
souhrnna studie, posuzujici pres 8000 pacientl s malignitou, kterd stanovuje kolonizace
VRE v GIT na 20 % (Alevizakos et al., 2016). Vyssi hodnotu kolonizace VRE v GIT
u hematoonkologickych pacientd, a to konkrétné 68 %, uvadi také australska studie (Xie
et al., 2020).

Epidemiologicka analyza ziskanych izolatl VRE, od hematoonkologickych
pacientld z FNOL, béhem sledovanych tfi let, provedena pomoci metody PFGE, rozdélila
69 (67 %) ze 103 izolatd na zakladé miry podobnosti do 18 skupin. Tyto citaly 2-12
izolatd, pricemz velmi Casto se jednalo o klonalni skupiny o 2-3 izoldtech. Lze tedy fici,
Ze nedoslo k zZddnému vyraznému propuknuti klonalniho Sifeni VRE, ale byla pozorovdna
opakovana vzplanuti mensiho charakteru. Nicméné zjisténi shodnych VRE u dvou, popf.
tfi pacientll, naznacuje jejich Sifeni mezi pacienty, ktefi byli hospitalizovani v témze
Casovém obdobi. Zvysledkl lze tedy urcit, Ze nebyl prokdzan jeden nemocni¢ni kmen,
ktery by se v nepozménéném genetickém profilu v objevoval opakované béhem
analyzovanych tfi let. Zbylych 34 izolatlh VRE (33 %) vykazovalo jedinecny restrikéni
profil.

U identifikovanych VRE od HOK pacientd byly opét zjistovany vybrané faktory
virulence (viz kap 5.1.1), jejichz produkce mlzZe napomahat vzniku infekci. Vysledky
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disertacni prace ukazuji na pritomnost stejnych faktorll virulence jako
u nehematoonkologickych pacientl. Gen kédujici enterokokovy povrchovy protein (esp)
byl zjiStén u 84 % izolatl a gen kddujici hyaluronidazu (hyl) u 40 % izolatl VRE. Zjistény
vyskyt genu kddujici hyaluroniddzu je srovnatelny se studii Jovanovi¢ et al., 2018,
zabyvajici se mikrobiotou u hematoonkologickych pacientl. Ta uvadi zachyt genu hy/
u 38 % izolatl VRE, nicméné gen esp zjistuje jejich studie pouze u 30 % izolatd VRE
(Jovanovic et al., 2018). Oproti tomu studie Marchi et al. zjistila 97% zachyt esp genu u
VRE v pripadé hematoonkologickych pacientli (Marchi et al., 2018).

Vysledky stanoveni MIC ziskanych izolatd VRE od HOK pacientli pro potieby
disertacni prace ukazuji na vysokou citlivost v pripadé tigecyklinu (94 %) a linezolidu (100
%) a pouze 1% citlivost k teikoplaninu. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s vysledky studie
Marchi et al., ktera udava také 100% citlivost k linezolidu a 0% citlivost k teikoplaninu
u testovanych izoldtl VRE pochazejicich od hematoonkologickych pacientd (Marchi et
al., 2018).

U hematologickych a onkologickych pacientl se Sirokym spektrem onemocnéni
se mira infekci zpisobenych VRE u kolonizovanych pacientd odhaduje na 1,5 %. Naproti
tomu hematologicti/onkologicti pacienti ve vysoce rizikovych situacich, jako je alogenni
transplantace, vykazovali mnohem vyssi riziko s celkovou mirou 14 %. VSechny analyzy
tykajici se této vysoce rizikové populace vSak pochazeji ze severoamerickych nemocnic,
kde je mira vyskytu VRE tradi¢né vysoka (Vehreschild et al., 2019).

4.4.3 VRE v komunité a u hospitalizovanych pacientl (prospektivni studie)

VRE se rozsitily ne¢ekané rychle a celosvétové jich neustale pribyva. Nicméné lze
rozlisit teoreticky plvod a epidemiologii VRE v evropskych zemi a ve Spojenych statech
(Ahmed & Baptiste, 2017). V USA, kde vyskytu VRE predchdzel vyskyt E. faecium
rezistentniho k ampicilinu, se kolonizace hospitalizovanych pacientd VRE od prvniho
zachytu VRE rychle zvySovala, a to az na soucasnou endemickou Urovent v mnoha
nemocnicich (Rios et al., 2020). V Evropé byly prvni klinické izoldty VRE zjistény v roce
1986 a mira prevalence v nemocnicich zGstavala mnohem nizsi. Zacala se zvySovat aZ od
roku 2000 (Ahmed & Baptiste, 2017). Pocatec¢ni zprdvy o VRE v Evropé se tykaly
organismu, které byly ¢asto izolovany od zdravych lidi, hospodaiskych zvifat, domacich
mazlickd a potravinarskych vyrobkd v maloobchodé, coz naznacuje velky komunitni
rezervoar, zatimco v USA takovy komunitni rezervodr zfejmé chybi (Arias & Murray,
2012; Freitas et al., 2011).

Tyto epidemiologické rozdily mezi USA a Evropou pravdépodobné vyplyvaji
z hojného uZivani antibiotik v americkych nemocnicich, zejména vankomycinu
a cefalosporinli, kde vyskytu VRE predchdazel vyskyt enterokokl rezistentnich vaci
ampicilinu, coz je Cinilo citlivéjSimi vUci selektivnim acinkim antibiotik (Dubin et al.,
2016; Top et al., 2008). V Evropé je puvod VRE odlisny. Pfredpoklada se, Ze rozsahlé
arozsitené pouzivani avoparcinu (glykopeptidu podobného vankomycinu, ktery se v USA
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nikdy nepouZival) v chovech zvifat souviselo s vysokym poctem VRE ve zvifecich vykalech
a vzorcich masa, které ndsledné mohly prostrednictvim potravinového fetézce
kolonizovat zdravé lidi. To by vysvétlovalo plivodni rezervoar v komunité (Torres et al.,
2018). Zjisténi VRE u hospitalizovanych osob, které predtim nebyly hospitalizovany ani
neuzivaly antibiotika, tedy naznaduje, Ze se VRE mohly nakazit prostfednictvim
potravinového retézce (Fisher & Phillips, 2009). Existuje i redlna dalsi moZnost prenosu
VRE, a to pfimym kontaktem s hospodarskym zvifetem, které je infikovdno nebo
kolonizovdno VRE. Tento zpUsob je nicméné vymezen pouze Uzké skupiné pracovnik(
v zemédélstvi a pracovnikim ve veterinarni sfére (Kolar, 2018).

OdliSnost izoldtd VRE z nemocni¢nim prostfedi od izolatd pochazejicich
z komunitniho prostredi potvrzuje také studie Mutters et al. z roku 2013. Jako mozZnost
rozliSeni nemocni¢nich od komenzalnich kmenl uvadi molekuldrni typizaci kmena
metodami, jako je multilokusovd sekvencni typizace (MLST) a multilokusova analyza
tandemovych repetic (MLVA) (Mutters et al., 2013).

Dle studie Hannaoui et al. se hodnoty VRE v GIT v evropské komunité pohybuji
vrozmezi 5 — 28 % (Hannaoui et al., 2016). Vyskyt VRE jako soucdsti mikrobioty GIT
v komunité CR je pomé&rné nizky. Uvadi to data z&eskych studii zlet 2004-2006,
konkrétné jsou to hodnoty v rozmezi 0,4 % - 1,6 % (Kolar et al., 2004; Kolar et al., 2005;
Kolar et al., 2006 A). Tato data povrzuji i vysledky prospektivni studie pro disertacni
praci. U osob v komunité nebyly za sledované obdobi VRE prokazany. Jednalo se oviem
o kratké casové obdobi studie.

V nemocni¢nim prostredi u hospitalizovanych pacientl se prevalence VRE v GIT
pohybuje okolo 14 % (Moghimbeigi et al., 2018). Tato hodnota odpovida i vysledkiim
predloZené disertacni prace. Za dané ¢asové obdobi prospektivni studie byla prevalence
VRE v GIT stanovena na 13 %. Také studie Arshadi et al. stanovuje hodnotu prevalence
testovanych VRE v GIT v podobnych hodnotéach, konkrétné na 15,5 % (Arshadi et al.,
2017). Studie Amberpet et al. z roku 2016 zjistila prevalenci VRE v GIT u pacientl
prijimanych na jednotky intenzivni péce v hodnoté dokonce 27,4 %. V pribéhu jejich
studie se poté zjistila kolonizace VRE u dalSich 5 pacientl a prevalence VRE se tim zvysila
na 29 %. Infekce, jejiz potvrzenym plvodcem byly VRE, probéhly na jednotce intenzivni
péce za dané Casové obdobi studie u 5 pacient(. Z nich 4 byly jiz predtim kolonizovani
VRE. Nejcastéjsimi infekcemi byly infekce mocovych cest, nasledované infekcemi v misté
chirurgického vykonu (Amberpet et al., 2016).

Studie Jernigan et al., 2020 uvadi, Ze VRE, karbapenem rezistentni druhy
acinetobakter(i a MDR P. aeruginosa jsou identifikovany témér vyhradné u pacientl s
vyznamnou expozici ve zdravotnictvi a zda se, Ze jsou zfidka ziskavany v komunité.
Informaci tykajici se VRE v nemocni¢nim prostfedi potvrzuji i vysledky prospektivni
studie zarazené do této disertacni prace. | kdyZz byla studie pouze desetitydenni,
zachyceny byly VRE pouze v nemocni¢nim prostredi, nikoliv v komunité. Studie Jernigan

79



et al., 2020 dale zminuje zajimavou pfiznivou informaci, Ze mezi lety 2012 a 2017 se
u hospitalizovanych pacientu snizila incidence infekci zplsobenych VRE (Jernigan et al.,
2020).

V rdmci desetitydenni prospektivni studie na podzim roku 2019 bylo jednim z cila
disertacni prace zjistit prevalenci VRE v GIT vkomunité olomouckého regionu
a u hospitalizovanych pacient(i ve FNOL a VNOL.

Prospektivni studie pro disertacni praci zachytila celkem 13 izoldtd VRE.
Osm pozitivnich izolatl pochazelo z HOK ve FNOL, pét zbyvajicich z rGznych oddéleni
a klinik (détska klinika, novorozenecké oddéleni, interni klinika ¢i onkologie). Zjisténé
izolaty v osmi ptipadech pochazeli od Zen a v péti pfipadech od muzl. Vékové byla
nejvice obsazena vékova skupina v rozmezi 70-80 let. Ve vSech pfipadech byly zachyceny
opét druhy E. faecium, u kterych genetickymi metodami byla potvrzena pfitomnost vanA
genu, kodujici rezistenci k vankomycinu. Oproti tomu studie Kolar a kol. z roku 2006 ze
stejného pracovisté dokumentuje 78 % zachycenych VRE urcenych jako VanA pozitivni
kmeny E. faecium a 10 % jako VanB pozitivni E. faecalis (Kolar et al., 2006 B).

V patogenité enterokokd mohou hraji vyznamnou roli faktory virulence.
Napomahaji jim v kolonizaci ¢i adhezi a tim mohou navysit jejich schopnosti ke vzniku
infekce. Ztestovanych faktor(l virulence byly u testované skupiny pacientl
v prospektivni studii zachyceny geny koédujici hyaluroniddzu (hyl) a gen pro
enterokokovy povrchovy, bud samostatné ¢i v kombinaci, a to u 11 izolatd VRE. Bez
identifikovaného faktoru virulence byly 2 ze 13 izolat(i VRE.

Vétsi ¢ast zachycenych VRE nemocni¢ni provenience v nasi prospektivni studii
pochdzela zHemato-onkologické kliniky. Pacienti  hospitalizovani  z divodu
onkologického onemocnéni, |éfeni chemoterapeutiky, ¢asto vkombinaci se
Sirokospektrymi antibiotiky, maji vétsi nachylnost k osidleni gastrointestindlnim traktu
VRE (Hricova et al., 2020). Napfiklad studie Gedik et al. z roku 2014 uvadi kolonizaci VRE
u 50 ze 126 (40 %) pacientl s hematologickymi malignitami, pficemz u dvou z téchto
pacientl se nasledné rozvinula bakteriemie (Gedik et al., 2014).

Dendrogram, jako vysledek molekuldrni typizace naSich izolatd ukazal, ze 4
izolaty VRE, pochdzejicich od rGznych pacientll z Hemato-onkologické kliniky za obdobi
jednoho mésice, vykazovaly naprosto stejny restrikéni profil. Dalsi klonalni skupinu
tvorila dvojice jinych hematoonkologickych pacientd spolec¢né s jednim pacientem
z interni kliniky, pfi¢emz vzorky byli ziskdny v pribéhu 4 dn(. Treti a posledni klonalni
skupinu tvofily shodné izolaty VRE od novorozence a onkologického pacienta, ziskané
v rozmezi 1 mésice od sebe. Zbylé 4 izolaty VRE pochazeli ze 4 riznych oddéleni ¢i klinik
a vykazovaly jedinecny restrikéni profil. Mlzeme vyjadfit podezieni na klonalni Sifeni
shodnych VRE u 4 pacientl ze stejného oddéleni, ktefi byli hospitalizovani v témze
¢asovém obdobi. Siteni shodnych izoldtd mezi rznymi oddélenimi a klinikami
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nemocnice je moiné teoreticky prisoudit presunlm zdravotnického personalu
a odolnosti enterokok( prezivat v nepfiznivych podminkach po delsi casové obdobi.

4.4.4 VRE u pacientl hospitalizovanych s onemocnénim COVID-19

Pandemie COVID-19 méla za nasledek pfiliv velkého poctu kriticky nemocnych
pacientl do zdravotnickych zafizeni a zvysila tak ndroky na udrieni dlouhodobé
zavedenych opatfeni pro kontrolu infekci, a to véetné prevence infekci spojenych se
zdravotni pécéi a moziného narlstu nozokomialnich ndkaz. Jednou z bakterii, které
mohou byt hlavni pfiinou Zivot ohrozujicich infekci a Sifit se zdravotnickymi zafizenimi
mohou byt i vankomycin rezistentni enterokoky (Kampmeier et al., 2020).

V ramci predkladané disertacni prace byl u hospitalizovanych pacient s COVID-
19 nejcastéjsi zachyt VRE za dobu studie z vytérd z rekta (32 %), z endosekretd (30 %)
a z moce (26 %). Studie Arshadi et al. svymi vysledky studie u pacient( na JIP shledava
mocovy trakt jako nejdllezitéjsim zdrojem infekci VRE. Tato studie udava, Ze priblizné
77 % VRE bylo izolovano ze vzorkd moci pacientld (Arshadi et al., 2017). Vysledky
disertacni prace udavaji zadchyt v moci u 26 % pacientli, nicméné, vezmeme-li v ivahu
potencialni kontaminaci mocového traktu VRE z GIT (30 %), dostavame se obdobnou, ac
stale nizsi hodnotu, tedy na 56 %.

Vsechny naSe izolaty VRE disponovaly genem vanA, podmifujici rezistenci
k vankomycinu. Z testovanych faktoru virulence byl zachycen pouze jeden, a to gen pro
enterokokovy povrchovy protein — esp. Zjistén byl u 100 % testovanych izolatd. Vysoké
procento zachytu genu kédujiciho enterokokovy povrchovy protein (esp) u pacientd na
jednotkdch intenzivni péce uvadi také studie Arshadi et al. zroku 2017, a to 90 %
(Arshadi et al., 2017). Zachycené geny rezistence a zastoupeni zjisténych faktoru
virulence odpovidaly vysledk(im studii z nekovidovych obdobi. Nebyl zietelny znacny
rozdil.

Epidemiologickd analyza, provedena pomoci metody PFGE, rozdélila 44 z 50
nasich izolatd do 7 klonalnich skupin, které ¢italy od 3-12 izolat(. Tyto jednotlivé klonalni
skupiny se vyskytovaly v ¢asovych Usecich v fadu tydnd. Nejdéle pretrvavala skupina po
dobu 11 tydn(, s celkovym poctem 11 identifikovanych izolatd VRE. PFGE tedy odhalila
nékolik skupin izolatd s identickymi profily nebo velmi vysokymi koeficienty podobnosti
(>95 %), coz naznacuje velmi pravdépodobné klondlni Siteni a prenos VRE mezi pacienty.
Geneticky pfibuzné izolaty VRE u pacientd s COVID-19 na jednotce intenzivni péce uvedli
také Kampmeier et al.. Jejich studie popisuje genetickou pribuznost izolatli VRE
zjisténych u pacientll a nékolika kmenu izolovanych z prostiedi, pficemz zdGraznuji
mozZnou povrchovou kontaminaci (Kampmeier et al., 2020). Napfriklad vysledky typizace,
provedené také pomoci metody PFGE iranské studie Arshadi et al. ukazaly na
heterogenitu mezi VRE izolovanych z riznych zdroji (klinické vzorky, rektalni vytéry,
vzorky z prostiedi, oSetfujici persondl) na JIP. Tato skutecnost naznacuje rlznorodost
populaci kment VRE (Arshadi et al., 2017). Nicméné tato studie neni z ¢asového obdobi
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epidemie COVID-19 a byla tudiz vétsi Sance dodrzovat zavedena opatreni pro kontrolu
nozokomialnich infekci. Cemusz vysledky poté odpovidaji.

4.5 ANALYZA VRE U ZViRAT AV POTRAVINACH

Jako rezervodr VRE mohou mit velky vyznam i zvifata, u nichZz enterokoky tvofi
prirozenou soucast mikrofléry stfevniho traktu a je tedy nutné vzit v dvahu moZnost
jejich Siteni z animalni oblasti do lidské komunitni populace (KolaF, 2018). Nékteré
varianty vanA genového klastru VRE nesené na transpozonu Tn1546, které kdduji
rezistenci k vankomycinu, jsou stejné u lidi i zvifat. To znamena, Ze zvifata, zejména
hovézi dobytek, drliibeZ a prasata, by mohla predstavovat pro ¢lovéka dllezity rezervoar
VRE (Ramos et al., 2020), ktery ovliviiuje veterinarni a humdanni medicinu, a to bud
horizontdlnim prenosem genUl rezistence vici vankomycinu mezi zvifecimi a lidskymi
adaptovanymi enterokoky, nebo klonalnim Sifenim rezistentnich kmenl (Wist et al.,
2020).

V 90.letech 20.stoleti byl znatelny velky reservoar VRE v komunité, ktery mél
znacnou souvislost s chovem hospodarskych zvifat, u nichz byl pouzivan avoparcin
(glykopeptidové ATB) jako rlstovy stimulator. | z diivodu potencidlniho prenosu van
gend z komunity do nemocni¢niho prostredi, bylo pouZzivani tohoto antibiotika v roce
1997 v evropskych zemich zakdzano. Vyskyt VRE u hospodarskych zvifat diky tomu kroku
vyrazné klesl, i kdyZ na nékterych farmach byla znatelna perzistence (Zhou et al., 2020).
Tuto skutecnost potvrzuji i data portugalské studie, ktera zjistuje, Ze VRE jsou stale Siroce
rozsifené a jsou izolovany ze zdravych zvifat uréenych k produkci potravin. Udavaji
procentudlni zachyt VRE u prasat (35,2 %), ovci (5,4 %) Ci dobytka (3,4 %) (Ramos et al.,
2020). Nizsi zachyty uvadéji Wist et al.. Ti dokazuji VRE u 2 % vzork( skotu (vSechny ze
skotu patficiho do stejného stada), u 3 % vzorku prasat a u 16 % vzork( dribeze (Wist et
al., 2020).

Prvni zachyt VRE u zvifat v Ceské republice byl zdokumentovén v roce 2000. VRE
byly zachyceny u slepic a byly izolovany u 2,5 % vySetfovanych vzork(. (Koldr et al.,
2000). V rozmezi let 2002-2004 bylo poté z farem v olomouckého regionu (CR) zji§t&no
11 VRE z 527 izolatd Enterococcus sp. z celkového poctu 1050 odebranych kloakalnich
vytérd dribezZe. Prevalence tedy cinila 2,1 %. Soubézné byly vyhleddvany vzorky také
v komunité. Molekularni typizace nicméné neprokdzala spojitost mezi animalnimi
a humannimi vzorky (Kolar et al., 2005).

Problematiku potravin ZivocisSného plvodu jako zdroje VRE, fesi napt. prace
Lawpidet et al., ktera porovndvala 50 studii na toto téma. Prevalence VRE v této
komodité uvadi cca 12 %(Lawpidet et al., 2021). Prace uddva nejcastéjsi zachyt VRE
u potravin pochazejicich z vodniho prostredi (43,4 %), nicméné autofi sami upozornuji
na to, Ze jejich odhad byl stanoven pouze ze tfi zdrojui, coz ukazuje na mozZnou
nepresnost . Hned dalsi nejvy$si uvadéna hodnota prevalence VRE je uvadéna
u drlbeziho masa (20,8 %). Tato hodnota prevalence VRE odpovida i dalsSim studiim.
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Studie Robredo et al., identifikovala VRE u 27,2 % kureciho masa (Robredo et al., 2000).
Nizsi zachyt VRE, a to jen u 6 % testovanych vzork( kufeciho masa udava napf. rakouska
studie (Zarfel et al., 2014).

V Ceské republice byla v roce 2007 provedena studie, jejimi cilem bylo stanovit
antibiotickou rezistence u bakterii izolovanych z potravin Zivoc¢iSného plvodu. Zjistény
v ramci studie kromé stafylokok( a escherichii byly také enterokoky. Ani jeden z nich
ovsem nebyl identifikovan jako VRE (Bardon et al., 2007).

Vysledky této disertacni prace ukazuji na velice nizky zachyt VRE u zvirat
a v potravinach. Z celkového poctu 3020 vzorkd (klinické vzorky hospodarskych zvitat Ci
razné potraviny ZivociSného puvodu), byly za celou dobu trvani nasi studie potvrzeny
pouze 3 izolaty VRE. Ty pochazely z klinickych vzork( hospodarskych zvirat, konkrétné
se jednalo o kloakalni vytéry brojleri plivodem z jedné farmy a zachyceny byly pfi
jednom odbéru, a to vlednu roku 2019. Vysledky molekuldrni typizace, provedené
pomoci metody PFGE, ukazuji na zcela shodny restrikéni profil ziskanych izolatd VRE. Ze
zjiSténych dat lze tedy usuzovat na klonalni Sifeni daného kmene mezi brojlery v ramci
jedné farmy.

Vétsina prazkuma u zvirat uréenych k produkci potravin uvadi E. faecium jako
hlavni druh rodu Enterococcus vykazujici ziskanou rezistenci k vankomycinu, ve vétsiné
pfipadld s genotypem vanA (Torres et al., 2018). To potvrzuje i genetickd analyza
zachycenych izolatl VRE vramci diserta¢ni prace. Tyto disponovaly genem vanA
a soucasné u nich nebyl prokdzan zadny faktor virulence. Co se tyka genl rezistence, byl
zjistén gen ermB, kddujici pfirozenou rezistenci k makrolidim, coz koreluje i se
stanovenou hodnotou MIC u erytromycinu, 4 ug/ml, spadajici do rezistentnich hodnot.
Také zjisténa hodnota tetracyklinu, 16 pg/ml, spada vysoko nad breakpoint a koreluje
s nalezem genl tetl a tetM u téchto izolat(i VRE z dribeze.

Pretrvavani VRE u zvirat uréenych k produkci potravin i prostredi farem, a to i roky
po vysazeni avoparcinu, naznacuje, ze koselekce s jinymi antimikrobidlnimi latkami
zvysuje fitness kmenl a nelze vyloucit pfitomnost specifickych mobilnich genetickych
prvka. Je zndmo, Ze napf. gen ermB, kddujici rezistenci k makrolidim, mlzZe byt
prenasen stejnym konjugativnim plazmidem nesouci gen vanA (Aarestrup et al., 2000
B). Tetracykliny a makrolidy jsou v chovech prasat Siroce predepisovany ke kontrole
respiracnich a stfevnich onemocnéni a pouzivani jedné z téchto antimikrobidlnich latek
muUZe podporovat Sifeni rezistence vici antimikrobidlnim latkdm z rlznych skupin
(Ramos et al., 2020; Garcia-Solache & Rice, 2019). Tuto teorii podporuje také studie Wist
et al. zroku 2020. Tato studie uvadi, Ze pretrvavani VRE bez zjevného selekéniho tlaku
bylo pozorovano jiz dfive a predpoklada se, Ze je disledkem koselekce priterapeutickém
pouzivani jinych antimikrobidlnich latek, jako jsou makrolidy nebo tetracyklin (Wist et
al., 2020).
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4.6 ANALYZA VRE V PROSTREDI POVRCHOVYCH A ODPADNICH VOD

Vyskyt VRE v Zivotnim prostifedi mliZe souviset, mimo jiné, s pfitomnosti rezidui
antibiotik. Hlavnim zdrojem znecisténi Zivotniho prostredi (pitna voda, povrchové vody,
podzemni vody, odpadni vody, kaly, piida atd.) antibiotiky je rozsahlé pouzivani téchto
l[dtek v humdnni a veterinarni mediciné ¢i v akvakultufe nebo zemédélstvi za Ucelem
prevence nebo |éCby infekci (Kimmerer, 2009). Antibiotika jsou u zvifat a lidi obvykle
metabolizovdna pouze ¢astecné a zbytek se dostava do Zivotniho prostredi bud' jako celé
slouéeniny, nebo jako metabolity ve formé splaska (Zheng et al., 2022). Dalsi moznosti,
jak se antibiotika mohou dostat do Zivotniho prostfedi, je také jejich nespravna likvidace
¢i ve formé odpadu z farmaceutického primyslu (Polianciuc et al., 2020).

Dulezité je, Ze antibiotika v prostfedi mohou vyvolat vznik a Sifeni bakterii
rezistentnich vici antibiotikim (ARB) a genu rezistence vici antibiotikim (ARG), které
se mohou S$ifit na organismy a ¢lovéka horizontdlnim prenosem gen(l bud' pfimym
kontaktem, nebo prostrednictvim potravniho retézce, coz vede k rozsdhlé rezistenci
napric¢ ekosystémy (Zheng et al., 2022).

Mistem kde se vytvari vhodné prostredi pro vznik a Sifeni ARB a ARG mohou byt
gistirny odpadnich vod (COV). Na jednom misté se zde setkavad velké mnoZstvi
raznorodych bakterialnich populaci s antibiotiky v metabolizované i nemetabolizované
formé, a to vSe, v pro né vhodnych ridstovych podminkach (Nnadozie & Odume, 2019;
Rizzo et al., 2013; Kumar & Pal, 2018). Odpadni vody z Cistiren odpadnich vod byly
uzndny jako vyznamné rezervodry AMR v Zivotnim prostiedi v disledku selekéniho tlaku
vytvareného antibiotiky, kterd se dostavaji do vody (Kumar & Pal, 2018; Grehs et al.,
2021). Jednou z moznosti jak se poté ARB a ARG mohou Sifit je opétovné vyuzivani
vyCisténé odpadni vody kzavlazovani. CoZz je praktickym rteSenim, jak prekonat
nedostatek vody, ale s touto praxi je spojeno nékolik zdravotnich a environmentdlnich
rizik (Kumar & Pal, 2018).

Na odtoku a pfitoku COV se jsou €asto detekovany zastupci antibiotik tfid
makrolidi, sulfonamidl, trimetoprimu a chinolonli, nasledované skupinami
tetracyklinovych ¢i  B-laktamovych antibiotik. Dlvodem vyskytu pravé téchto
antimikrobnich latek je skutecnost, Ze jsou tato antibiotika nejéastéji prfedepisovana
a maji stabilni strukturu. V ndvaznosti na tyto informace studie Wang et al. uvadi, Ze
mezi béiné detekované ARG v COV jsou fazeny geny podmifujici rezistenci
k B-laktamUm (blacrxm, blarem, blaoxa-a, blaswy, mecA), k chinolondm (gnrS, gnrC, gnrD),
k sulfonamidtm (sull, sul2, dhfr1), k tetracyklinGm (tetA, tetB, tetE, tetG, tetH, tetS, tetT,
tetX) Ci k makrolidiim (ereA, ermB, ermC, erm43) (Wang et al., 2020). Mezi druhy, které
bakterii nejbéinéji zjistovany v odpadnich vodach, jsou fazeny fekalni a koliformni
bakterie, nejcastéji Escherichia coli. Nicméné, k témto bakteriim je nutné pfiradit i vyskyt
klinicky vyznamnych rezistentnich bakterii jako jsou napf. MRSA, rezistentni
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gramnegativni bakterie (zastupcir. Acinetobacter, enterobakterii ¢i pseudomonad) nebo
také zdstupci rodu Enterococcus rezistentnich na vankomycin (Karkman et al., 2018).

COV jsou navrieny predeviim k odstraflovani organického zneci$téni
s odstranénim. Vysledky Wang et al. ukazaly, Ze antibiotika nejsou z COV odstrarfiovana
dostatecné (53-78 %) (Wang et al., 2020).

Enterokoky se vieobecné radi k bakteriim s vysokou odolnosti ke vlivim vnéjsiho
prostiedi, coz vSieobecné umoznuje i jejich prezivani ve Zivotnim prostredi (Fisher &
Phillips, 2009). VRE, které mizeme radit mezi problematické bakterie, které mohou Sifit
zdravotnickymi zafizenimi a jsou hlavnimi plvodci nemocniénich infekci, se mohou
vyskytovat v odpadnich vodach (Rosenberg Goldstein et al., 2014). Jejich pfitomnost
v odpadnich vodach a nasledné vypousténi do vodnich toku a ¢i pripadné pouzivani kall
v zemédélstvi mUzZe aktivné pfispivat k Sifeni kmen( VRE, rezistentnich bakterii a gen(
rezistence v Zivotnim prostfedi (Ramos et al., 2020).

Konkrétni vyskyt VRE v odpadnich voddch potvrzuji r(izné studie. Jako prvni
zachyt VRE v odpadnich vodach je zminén ve studii Bates et al. ve Spojeném krdlovstvi
roce 1993 (Bates et al., 1993). Americkad studie z roku 2014 detekovala VRE u 27 %
(12/44) ze vsech odebranych vzorkd odpadnich vod, pficemz VRE predstavovaly 3 %
z celkového poctu enterokok(l (Rosenberg Goldstein et al., 2014). Svédska studie uvadi,
Ze VRE izolovaly z 21 z 35 vzorkUd necisténych odpadnich vod (60 %) a z 6 z 32 vzorka
vycisténych odpadnich vod (19 %), (Iversen et al., 2002). Vysledky predlozené disertacni
prace ukazuji na zachyt VRE v odpadnich vodach v olomouckém regionu v CR u 11 %
odebranych vzork( (16/144), pticemZ se ve vsech pfipadech jednalo o E. faecium.
Nadpolovi¢ni vétsina identifikovanych izolatl VRE, konkrétné 9 z 16 (56 %) pochdazela
z precisténé odpadni vody na vystupu z COV.

Poté co je odpadni voda precisténa v COV, odchazi do povrchovych vod. | do nich
se tedy mohou ARB, respektive ARG mohou dostat. Tuto skutecnost potvrzuje i studie
Schwartz et al. z roku 2003, ktera zkoumala odpadni, povrchovou a pitnou vodu v ramci
jednoho méstského systému na pritomnost rezistentnich bakterii a genl rezistence.
Autofi zjistili gen rezistence vanA bez odpovidajici detekce bakterii (enterokoku)
v biofilmech odebranych z COV ¢&i z odpadnich vod (Schwartz et al., 2003). Zachyt jiz
konkrétnich enterokokl rezistentnich na vankomycin uvadi studie Iversen et al., ktera
udavd zachyt 1 VRE z celkem 37 vzork( povrchovych vod (lversen et al., 2002). Vysledky
disertacni prace ukazuji na zachyt VRE v povrchovych vodach (konkrétné reka Morava),
a to ve 2 pripadech z 36 odebranych vzorkl vody.

Vramci disertacni prace byl provddén také odbér odpadnich vod pfimo
v nemocnicni Cisticce odpadnich vod FNOL a z vypustnych kanal(i VNOL. | zde byly izolaty
VRE v ramci tfileté studie zachyceny. Zachyty ve FNOL cinili 37,5 % z celkového poctu
identifikovanych izolatu VRE z odpadnich vod. Byly zjistény celkem 3 izolaty VRE na
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vstupu a 3 izolaty VRE na vystupu z nemocniéni COV. Identifikovan byl také jeden izolat
VRE (6 %) z odpadnich vod ve vypustném kanalu VNOL. Ackoliv je vankomycin ATB
striktné pouzivané pouze v nemocni¢nich provozech, a da se tedy predpokladat
pritomnost VRE pravé v téchto odpadnich vodach, byly zachyty izolatl VRE zjisténé za
dobu studie, nizsi neZli zadchyty VRE na vystupu z méstské COV.

Vankomycin rezistentni enterokoky z odpadnich a povrchovych vod zajisténé pro
potieby disertacni prace byly charakterizovany pomoci antibiogramd a konfirmovany
potvrzenim pfitomnosti van gen(l. Gen rezistence vanA byl identifikovan u 17 izolatQ
VRE (94 %) a u 1 izolatu (6 %) byla potvrzena pfitomnost vanB genu. Izolat oznaceny
WW11, s potvrzenym genem vanB, byl jedinym zachycenym enterokokem, nesouci
tento gen, a to po celou dobu disertaéni prace, napfic¢ vSemi typy otestovanych vzork.
Podobny pomér v zachytu téchto dvou genl udava i Svédskd studie Iversen et al.
identifikovala gen vanA (86 %) gen vanB (14 %) u izolatd VRE, pficemZ tyto pochazely ze
tfi rdznych Cistiren odpadnich vod a ziskany byly v pribéhu 1 roku (Iversen et al., 2002).

U vsech identifikovanych VRE z odpadnich a povrchovych vod byla stanovena
citlivost k antibiotikim. Veskeré izolaty VRE v ramci disertacni prace vykazovaly 100%
rezistenci k ampicilinu, penicilinu a erytromycinu. lzolat WW11 byl navic citlivy
k teikoplaninu, coZz odpovida potvrzeni pritomnosti genu vanB, u kterého je citlivost
k teikoplaninu zachovdna. Odlisné zjisténé hodnoty rezistence ke stejnym ATB udava
Iversen et al.. Hodnotu rezistence kerytromycinu uddvd tato studie na 67 %
a k ampicilinu dokonce jen 38 % (Iversen et al., 2002).

Identifikované faktory virulence u izolat(i VRE, v rdmci studie pro disertacni praci,
z odpadnich a povrchovych vod odpovidaly svym zastoupenim izoldtim VRE od pacientl
z nemocni¢niho prostfedi. Opét byly detekovany geny kodujici produkci
enterokokového povrchového proteinu a hyaluroniddzy. Konkrétné byly prokazany geny
esp (22 %), hyl (33 %) a kombinace esp+hyl (17 %). U 5 izolatl VRE (28 %) nebyl prokazan
zadny faktor virulence. Stejné vybrané faktory virulence testovala i studie Matlou et al.
zroku 2019. Jimi identifikované faktory virulence jsou v odliSnych hodnotach, a to
konkrétné esp (4,5 %) a hyl (6,8 %) (Matlou et al., 2019). Navic zachycuji i geny pro
Zelatinazu (36,4 %) a agregacni substanci (27,3 %). V jejich studii byly nicméné zachyceny
rezistentni druhy jak E. faecium, tak i E. faecalis, coz by mohlo zplsobovat odlisny zachyt
faktora virulence.

Studie Wang et al. udava, ze velmi ¢asto se v odpadnich vodach vyskytuji geny
rezistence k tetracykliniim ¢i k makrolidim (Wang et al., 2020). To potvrzuji i vysledky
predloZzené disertacni prace. Nejcastéji se u ziskanych rezistentnich enterokok
z odpadnich vod a povrchovych vod vyskytovala kombinace genud tet(M)+ erm(B). Byla
tedy potvrzena prirozena rezistence enterokok( k makrolidtim, prfitomnosti genu ermB.
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V ramci studie pro disertaéni praci nebyly mezi jednotlivymi odbérovymi misty
nalezeny kmeny se shodnym restrikénim profilem. Pomoci molekularni typizace za
pouziti PFGE bylo zjisténo 18 jedinecnych kmend (16 z odpadnich vod a 2 zvod
povrchovych). Nebyla zjisténa ani podobnost/shodnost u kmenU na stejném odbérovém
misté. Jind ¢eska studie naopak uvadi, Ze byla zjisténa opakované pritomnost shodnych
vankomycin-rezistentnich E. faecium s genem vanA ve vycisténé odpadni vodé z méstské
COV (Oravcova et al., 2017). Opakovana pfitomnost shodnych izolatd VRE byla
pozorovana také béhem c¢tyr mésicli ve Svédskych Cistirenskych kalech, ale ve vétsiné
téchto pripadu se jednalo o E. faecium s genem vanB (Sahlstrom et al., 2009).

4.6.1 Korelace zachytu VRE s nalezy rezidui antibiotik v odpadnich a povrchovych
vodach

DalSim cilem disertaéni prace bylo posoudit vyskyt rezidui vybranych antibiotik
v odpadnich vodach, vzorcich povrchovych vod a uréeni konkrétnich antibiotik
prekracujicich hodnoty PNEC (hodnota, pod niZz se uvedeny nepfiznivy Ucinek
antimikrobidlnich latek pfi expozici s nejvétsi pravdépodobnosti neprojevi), které
definovali ve své praci Bengtsson-Palme & Larsson, 2016. Pod touto hodnotou by se
uvedeny nepfiznivy ucinek antimikrobidlnich latek pfi expozici ve vodnim prostredi
s nejvétsi pravdépodobnosti nemél projevit. Ze stejnych odbérovych mist, kde probihal
odbér vzork( pro mikrobiologickou analyzu za ucelem izolace VRE, byly tedy odebirany
také vzorky vod a kall k analyze vyskytu rezidui vybranych antibiotik (nitrofurantoin,
chloramfenikol, teikoplanin, linezolid, ampicilin, klindamycin, tetracyklin, tigecyklin,
vankomycin, erytromycin).

Celkové byly hodnoty PNEC v prabéhu studie u vSech testovanych antibiotik
prekroceny u 58 ze 180 vzork( odpadnich vod, tj. u 32 % vzork(. Konkrétné u 5 z 10
testovanych antibiotik. Jmenovité u ampicilinu, klindamycinu, tetracyklinu, tigecyklinu a
vankomycinu. Nejcastéji byly hodnoty PNEC prekroceny pravé uvankomycinu, a to
u 16 % testovanych vzork(l. Ve vsech pfipadech se jednalo o vzorky z nemocnicnich
odpadnich vod. Dlvodem téchto nadlimitnich hodnot pravé z téchto odbérovych mist je
skutecnost, Ze se vankomycin pouZiva vyhradné v nemocniéni péci (Dinh et al., 2017;
Tran et al.,, 2019), a proto se zfejmé vyskytl v nadlimitnich hodnotdch pouze na
nemocni¢nich odbérovych mistech. Konkrétné ve FNOL, je divodem zjisténi takto
vysokych koncentraci vankomycinu zifejmé i skutec¢nost, Ze do nemocnicni Cisti¢ky
odpadnich vod pfitéka odpadni voda z Hemato-onkologické kliniky FNOL, kde je
vankomycin c¢asto aplikovdan u pacientd s infekcemi vyvolanymi multirezistentnimi
stafylokoky a kmeny Enterococcus faecium. Hodnoty nad limitem PNEC pro vankomycin
na dalSich odbérovych mistech odpadnich nebo povrchovych vod nebyly prokazany.

Vysledky je mozné srovnat se studii Rodriguez-Mozaz et al., ktera zjistovala hodnotu
PNEC u 13 evropskych méstskych Cisticek vod. Nase studie zachytila rezidua ampicilinu
a tetracyklinu, prekracujici jejich PNEC, pouze v jednotkdch vzorkd odpadnich
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a povrchovych vod. Stejné tak studie Rodriguez-Mozaz et al. potvrzuje zachyt rezidua
ampicilinu pouze v1 z testovanych evropskych COV a rezidua tetracyklinu u jimi
posuzovanych Ccisticek neprekrocili hodnotu PNEC ani vjednom pripadé. Zatimco
rezidua klindamycinu, prekracujicich hodnotu jeho PNEC nase studie pro disertacni praci
potvrdila u 22 z 90 vzork(l nemocni¢nich odpadnich vod, studie Rodriguez-Mozaz et al.
jej nezachytila aniv jedné z testovanych evropskych COV (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).
Rezidua tigecyklinu, ktera byly zachycena nasi studii v nadlimitnich hodnotach u 8 ze 180
vzorkd odpadnich a povrchovych vod, nelze srovndvat, jelikoz literarni idaje o vyskytu
tigecyklinu ve vodnim prostredi nejsou k dispozici.

Studie Rodriguez-Mozaz et al. pozorovala evropskou geografickou gradaci zachytu
antimikrobnich latek ve sméru sever-jih, pokud jde o celkové mnoistvi antibiotik
uvoliovanych do Zivotniho prostiedi. Mezi slouéeniny s nejvyssim zatizenim ve vSech
zemich byly zafazeny makrolidy a fluorochinolony. Ackoli se predpokladalo, ze zjisténé
mnozstvi antibiotik uvolnénych do Zivotniho prostfedi bude mit obecné mirny dopad na
Zivotni prostredi, antibiotika jako azithromycin a ciprofloxacin mohou do budoucna
prilezitostné predstavovat riziko pro Zivotni prostiedi a rozvoj rezistence vaci
antibiotikim. Proto je nutné monitorovani antibiotik v odpadnich a povrchovych
vodach, na zdkladé chemickych analytickych metod nebo biologickych testli. A to
zejména pro zlepSeni presnosti hodnoceni moznych rizik zpGsobenych znedisténim
vodnich Utvara riznymi antimikrobnimi latkami (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).

DalSim konkrétnim cilem, vzhledem ktématu disertaéni prace, bylo odhalit
potencidlni souvislost mezi prevalenci VRE a rezidui vankomycinu v povrchovych
a odpadnich vodach, ktera by se mohla podilet na selekci VRE. Tomuto tématu je
vénovana nasledujici ¢ast diskuze.

Z vyznamnych zachytl z izolatl VRE v odpadnich vodach, jich 6 pochdzelo ze vzorkl
z nemocni¢nich odpadnich vod (FNOL 1 a FNOL 2) a 9 izolath VRE bylo identifikovano
z odpadnich vod na vystupu z méstské ¢isticky vod (COV 2). Vysledné koncentrace
vankomycinu ve vzorcich odpadnich vod a vod feky Moravy, ziskanych na jednotlivych
odbérovych mistech v priibéhu testovaného obdobi byly rozdilné.

Na vstupu do nemocni¢ni COV (FNOL 1) byly zachyceny z celkem 18 odbérl
odpadnich vod pouze 3 izolaty VRE. A ackoliv byla nadlimitni hodnota PNEC pro
vankomycin zjisténa ve 13 odbérovych mésicich, pouze 2 izolaty VRE pochazeli z mésicu
s touto nadlimitni hodnotou. Jeden izolat VRE pak z mésice s podlimitni hodnotou PNEC.

Na vystupu z nemocniéni COV (FNOL 2) byly zachyceny opét 3 izolaty VRE, nicméné
pouze 1 z nich koreloval s nadlimitni hodnotou PNEC pro vankomycin vyssi nez 8000
ng/l. Dalsi dva odlisné izolaty VRE byly zachyceny v mésici, kdy hodnota PNEC byla
podlimitni. V dalSich odbérovych 12 mésicich se zjisténou hodnotou PNEC nad 8000 ng/|
nebyl zachycen zadny izolat VRE.
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Ackoliv se zjisténé hodnoty PNEC pro vankomycin z nemocnic¢nich odpadnich vod
FNOL po celou dobu studie vétSinou pohybovaly v nadlimitnich hodnotach (13x z 18ti
odbérll), korelace se zachytem identifikovanych izolatd VRE se zjisténou hodnotou
rezidua vankomycinu v odpadnich voddach se nepotvrdila.

Tuto teorii potvrzuji i vysledky poskytuji data pochdzejici z odpadnich vod na
vystupu z méstské cisticky vod (COV 2). Na tomto odbérovém misté naopak nebyla
prekro¢ena hodnota PNEC pro vankomycin po celou dobu studie ani jednou. Nicméné
zde byly nejcastéjsi zachyty izolatl VRE. Z celkovych 18 izolat(i VRE za celou dobu studie
odpadnich i povrchovych vod, jich zde bylo identifikovano celkem 9. Ddvodem castého
zachytu na tomto odbérovém misté mlze byt skutecnost, zZe Cisticky odpadnich vod
poskytuji vhodné rlstové podminky (teplota, pH, nutricni koncentrace) pro velké
mnozstvi rdznorodych bakteridlnich populaci.

Posouzenim uvedenych dat Ize souhrnné tedy fici, Ze ziskané vysledky nasi prace
neprokazaly pfimy vztah mezi vy$$i koncentraci vankomycinu v odpadnich vodach
a vyraznéjsi selekci VRE. Souvislost mezi zvySenou namérenou koncentraci vankomycinu
(nad hodnotou PNEC) a zachytu VRE tedy nebyla potvrzena. Nicméné je obtizné tento
zavér zevseobecnit, protoZe zejména soubory VRE izolované z odpadnich vod, nejsou
velké. Soucasné lze fici, Ze méstské Cisticky odpadnich vod, kde byly zjistény podlimitni
hodnoty PNEC pro vSechna vybrana testovana antibiotika se stavaji idealnim mistem
k horizontalnimu prenosu genu rezistence a mozné selekci bakterii rezistentnich vUci
antibiotik(m.
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5 ZAVER
Na zakladé vysledkl prace provedené v ramci postgradualniho studia lze stru¢né
definovat nasledujici zavéry:

1. Veskeré VRE z humanniho klinického materidlu byly vidy identifikovany jako druh
E. faecium. Rezistence na vankomycin byla potvrzena pritomnosti genu vanA.
Nejcastéjsimi faktory virulence byly u téchto izolat VRE zjistény enterokokovy
povrchovy protein (esp) a hyaluronidaza (hyl).

2. Stanoveni MIC ziskanych izolatl VRE zjistilo vysoké hodnoty rezistence k penicilinu,
ampicilinu, erytromycinu i klindamycinu a vysokou citlivost v pfipadé tigecyklinu
a linezolidu. V pripadé testovani genU rezistence k tetracyklinGm se nejcastéji
vyskytovaly geny tet(M) a tet(L). Nejcastéjsimi zjiSténymi geny kddujicich enzymy
modifikujici aminoglykosidy byly urceny aac(6’)-le-aph(2’)-la a aph(3’)-llla.
Nejcastéji identifikovanym genem rezistence, potvrzujici pfirozenou rezistence
enterokokd k makrolidim, byl erm(B). Od hospitalizovanych pacientd ve FNOL a
VNOL z let 2018-2020 bylo ziskano 150 izolatl VRE. Z toho jich 72 pochazelo od
pacientd mimo ,screening” na HOK. Nejcastéji byly VRE identifikovany v modi, u
pacientl ve vékové skupiné 70-79 let a z oddéleni KARIM a internich oddéleni.
Infekci VRE zpUsobily u 27 ze 72 pacientl. Zbylych 78 izolatd pochdzelo od
hospitalizovanych HOK pacient(l podrobujicich se pravidelnym ,screeeningim” pro
zjisténi VRE v GIT metodou pravidelnych odbérl perianalnich stérd. Nejcastéji byly
zjistény ve vékové skupiné od 60-69 let. DalSim klinickym materidlem, kde byly VRE
Casto zachyceny byly stér/vytér z krku a moc. Infekci VRE zpUsobil v jednom pripadé.

3. Od 1405 pacient HOK pacientd ve FNOL vramci zavedeného dlouhodobé
probihajiciho ,screeningu” bylo za roky 2016-2018 ziskano 103 izolatl VRE.
Nosic¢stvi VRE v GIT u HOK pacientl bylo stanoveno na 7,3 %. Epidemiologicka
analyza roztfidila tyto izolaty na zakladé miry podobnosti do 18 skupin, pfi¢emz se
velmi casto se jednalo o klonalni skupiny o 2-3 izolatech. Lze fici, Ze nedoslo
k Zddnému vyraznému propuknuti klondlniho Sifeni VRE, protoZe nebyl prokazan
jeden nemocnicni kmen, ktery by se v nepozménéném genetickém profilu
v objevoval opakované béhem analyzovanych tfi let.

4. Zkomunity nebyl v prlibéhu prospektivni studie zjistén Zadny izolat VRE. Zjistény
byly jen u hospitalizovanych pacientd ve FNOL a prevalence VRE byla stanovena na
13 %.

5. 0Od pacientll s vaznym pribéhem COVID-19 hospitalizovanych na KARIM ve FNOL

bylo na jare 2021 ziskdno celkem 50 izoldtd VRE, a to nejcastéji zrekta,
z endosekretli a zmoce. Epidemiologickd analyza, rozdélila 44 ze ziskanych
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50 izolatl do 7 klonalnich skupin, které Citali od 3-12 izolat(. Jednotlivé klonalni
skupiny se vyskytovaly v fadu tydn(, coz naznacuje velmi pravdépodobné klonalni
Sifeni a pfenos VRE mezi pacienty.

Z celkem 3020 vzorkU z potravin Zivoc¢isného plivodu a klinického materidlu zvifat
zpracovanych za obdobi 3 let byly identifikovany pouze 3 izolaty VRE. Jednalo se
o kloakalni vytéry brojlert pochdzejicich z téze farmy a zachyceny byly pfi jednom
sbéru v lednu roku 2019. Pomoci PFGE bylo zjisténo, Ze se jedna o tentyz kmen.
Tento izolat E. faecium, disponoval vanA genem, nemél Zzadny faktor virulence a byly
u néj identifikovany geny rezistence tet(L), tet(M), erm(B), aac(6’)-aph(2”)
a aph(3°)-llla. Z MIC tohoto izolatu VRE Ize stanovit rezistenci k ampicilinu, penicilinu
a erytromycinu a vysoka citlivost k tigecyklinu a linezolidu.

V obdobi 2018-2020 bylo v terénu zajisténo 180 vzorkd odpadnich a povrchovych
vod (z celkem 8 odbérovych mist) a 20 vzorkd kalu z COV. Z nich bylo ziskdno 21
izolath VRE (E. faecium) a za pouziti PFGE zjisténo 18 jedinecnych kmend, pficemz
16 pochazelo z odpadnich vod a 2 z vod povrchovych. Nejcastéjsi zachyty po celou
dobu studie byly na vystupu z méstské cisticky odpadnich vod (9), nasledovano
zachytem ze vzorkd z nemocnicnich odpadnich vod (6). Nebyly nalezeny kmeny,
které by si restrikénim profilem odpovidaly mezi jednotlivymi odbérovymi misty. Ve
vzorcich kall nebyl VRE zachycen. U 17 izolat(i byl detekovan gen vanA a u jednoho
VRE (jako jediného z celé predlozené disertacni prace) byl identifikovan gen vanB.
Stanovena byla u téchto izolatd rezistence k ampicilinu, penicilinu a erytromycinu
a vysokd citlivost v pripadé tigecyklinu a linezolidu. Nejcastéji se u ziskanych
rezistentnich enterokokd z odpadnich vod vyskytovala kombinace gen( rezistence
tet(M) + erm(B) a kombinace genl aac(6°)-aph(2°°) a aph(3°)-llla.

V zajisténych vzorcich odpadnich a povrchovych vod byly zjistovany hodnoty PNEC
(hodnoty, pod niz se uvedeny neptiznivy Ucinek antimikrobialnich latek pfi expozici
s nejvétsi pravdépodobnosti neprojevi). Hodnoty PNEC byly v prlibéhu studie u
testovanych antibiotik prekroceny u 58 ze 180 vzorkud odpadnich a povrchovych vod,
tj. u32 % vzork(, a to konkrétné u ampicilinu, klindamycinu, tetracyklinu, tigecyklinu
a vankomycinu. Nejcastéji byly hodnoty PNEC prekroceny pravé u vankomycinu,
a to u 16 % testovanych vzork(, pficemz se vzdy jednalo o vzorky z nemocnicnich
odpadnich vod.

Potencialni souvislost mezi prevalenci VRE a rezidui vankomycinu v povrchovych
a odpadnich vodach, ktera by se mohla podilet na selekci VRE, nebyla potvrzena.
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6 SOUHRN

Stoupajici rezistence bakterii k antimikrobnim pfipravkiim je celosvétovym
problémem. Riziko souvisi se zejména se ziskanou rezistenci, které predstavuje vyssi
pravdépodobnost selhani antibiotické Iécby. Klinickym dopadem poté mizZe byt vyssi
morbidita a mortalita pacient(l, spojend i s vy$simi ekonomickymi naklady na jejich
[é¢bu. V roce 2001 byl problém bakteridlni rezistence dokonce oznacen Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) jednim ze tfi nebezpeci ohroZujicich zdravotnictvi 21.
stoleti.

Pro vznik rezistentnich bakteridlnich kmenU je duleZity neustdly selekéni tlak
pouzivanych antibiotik. Velmi Casto rezistentni bakterie pfetrvavaji v prostredi, kde je
soustavné pouzivano vice druhd antimikrobnich ptipravkd. Témi mohou byt nemocnicéni
zafizeni, ve kterych se pak tyto bakterie mohou stat nozokomialnimi patogeny. Mezi
hlavni problematické bakterie, které mohou byt pric¢inou Zivot ohroZujicich infekci a Sifit
se zdravotnickymi zafizenimi jsou fazeny MRSA, multirezistentni gramnegativni
bakterie, Clostridioides difficile ¢i VRE. Rezistentni bakterie, véetné VRE, se mohou
vyskytovat také jako soucasti prirozené flory clovéka. Jejich potenciadlni nebezpedi
spociva v tom, Ze mohou byt zdrojem gen0 pro dalsi bakterie. Dale mohou byt pGvodci
endogennich infekci u oslabenych jedinct, ¢i plvodci exogennich infekci pro ostatni
pacienty.

MozZnym mistem pro vznik rezistentnich bakterii jsou také cisticky odpadnich vod.
Vyskyt antibiotik v pfitomnosti velkého mnozstvi rlznorodych bakteridlnich populaci
a vhodnych rlstovych podminek (teplota, pH, vysoka nutri¢ni koncentrace atd.), vedou
k tomu, Ze jsou COV idedlnim mistem ke vzniku bakterif rezistentnich v{i¢i antibiotikdim.
Odtud se poté rezistentni bakterie mohou $ifit dal do vodniho prostfedi.

Jednim z cild predloZené disertacni prace bylo posouzeni vyskytu a charakteristika
VRE v humanni populaci. Predkladana disertacni prace sledovala vyskyt VRE v rliznych
kohortach. Ve vsech identifikovanych pripadech VRE se jednalo o druh Enterococcus
faecium.

Prvni sledovanou skupinou u humadnni populace byly izoldty VRE ziskdvany od
pacientd z FNOL a VNOL po dobu 3 let (2018-2020). Bylo identifikovano celkem 150
izolatl VRE. Z rdznych klinickych materiald od hospitalizovanych pacientl z rlznych
klinik a oddéleni ve FNOL a VNOL pochdzelo 72 ze 150 izolatl VRE (48 %). Nejcastéji byly
identifikovany v moci. Nejpocetnéjsi vékova skupina, z které tyto izolaty pochazely, byla
70-79 let. Nejcastéji tyto izolaty pochazely z KARIM a internich oddéleni. U 27 z téchto
72 pacient(l zplGsobilo VRE infekci, ktera byla l1é¢ena rezervnimi antibiotiky (tigecyklin,
linezolid). Nejcastéjsi se jednalo o uroifekt, a to v 11 pripadech. Dale pak byly l1é¢eny
infekce zpUsobené VRE vrané (6 pacientll), v sekretu-drenu (5), v endosekretu (3),
v hemokulture (1) a kanyle (1). Zbylych 78 izoldtd (52 %) byly zachyceno
u hematoonkologickych pacientl hospitalizovanych na HOK ve FNOL, na niZ dlouhodobé
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probihd ,screening” pro detekci VRE v jejich GIT. A to formou odbéru perianalniho stéru
vramci zjisténi potencidlniho nosi¢stvi VRE. U téchto pacientl byly VRE nejcastéji
zachyceny ve vékové skupiné od 60-69 let. VRE v téchto pacient(i v jejich GIT pretrvavalo
po rozdilnd ¢asova obdobi, a to od 2 aZ po 25 po sobé jdoucich tydn(. V jednom pfipadé
byl VRE identifikovdn jako plvodce uroinfekce, ktera byly |é¢ena byla tigecyklinem.
Genetickd analyza 150 izolatl VRE potvrdila pfitomnost genu vanA u vsech izolata VRE.
Faktory virulence byly detekovany pouze 2 z 5, a to geny esp a hyl. U 25 % izolata VRE
pochazejicich od hospitalizovanych pacientd nebyl identifikovan Zzadny zfaktort
virulence. Mezi vyskytem genl kddujicich rezistenci k tetracyklinlm, makrolidim a gent
kodujicich enzymy modifikujici aminoglykosidy nebyl vyznamny rozdil. U obou skupin
pacientl byla stanovena vysokad rezistence k penicilinu, ampicilinu, erytromycinu
i klindamycinu. Vysoka citlivost byla prokazana v pripadé tigecyklinu a linezolidu.

Dalsi studovanou skupinou humanni populace byly opét hematoonkologicti
pacienti podléhajici ,screeningu“ pro detekci nosi¢stvi VRE, s pfihlédnutim
k epidemiologického pohledu na vyskyt VRE. V ¢asovém obdobi 3 let (2016-2018) bylo
ze vzork( periandlnich stérd od 1405 pacientd hospitalizovanych na HOK ve FNOL
ziskano 103 izolath VRE. Nosic¢stvi VRE v GIT u hematoonkologickych pacientd bylo tedy
stanoveno na 7,3 %. U vSech izolovanych VRE byla detekovana pfitomnost vanA genu.
Z faktor( virulence byly zjiStény esp nebo hyl, a to u 93 % izolat(i. Opét byl potvrzen
vyskyt genl kédujicich rezistenci k tetracyklinim, makrolid(im a gent kddujicich enzymy
modifikujici aminoglykosidy. Hodnoty MIC ukazovaly na 100% rezistenci k penicilinu,
ampicilinu, erytromycinu i klindamycinu. Vysoka citlivost byla prokdzdna v pripadé
tigecyklinu (94 %) a linezolidu (100 %). Epidemiologicka analyza ziskanych izolat(i VRE od
HOK pacientl z FNOL provedena pomoci metody PFGE, rozdélila 69 ze 103 izolat(i na
zakladé miry podobnosti do 18 skupin. Ty Citaly 2-12 izolatu, pficemz casto se jednalo
o klondlni skupiny o 2-3 izolatech. Lze tedy konstatovat, Zze nedoSlo k vyraznému
propuknuti klonalniho Sifeni VRE, ale byla pozorovana opakovana vzplanuti mensiho
charakteru. Zjisténi shodnych VRE u dvou, popf. tfi pacientl, naznacuje jejich Sifeni mezi
pacienty, ktefi byli hospitalizovani v témze casovém obdobi. Nebyl prokazan jeden
nemocni¢ni kmen, ktery by se v nepozménéném genetickém profilu v objevoval
opakované béhem analyzovanych tfi let.

Treti studovanou kohortou pro identifikaci VRE pochdzejici z humanni populace
byly pacienti z komunity v porovnani s hospitalizovanymi pacienty ve FNOL. Prospektivni
studie z podzimu 2019 pro detekci VRE v GIT u pacientd z komunity a z nemocni¢niho
prostfedi pfinesla potvrzeni o vyskytu VRE pouze v nemocni¢nim prostiedi. Po
otestovani 500 vzork( periandlnich stérl z komunity a 500 vzorkd od pacientd z FNOL,
bylo identifikovdno celkem 13 izolatd VRE, pricemz vSechny pochazely od
hospitalizovanych pacientl. V komunité nebyl zjistén zadny zachyt VRE. Geneticka
analyza izoldtd VRE pfrinesla obdobné vysledky jako u predchozich studiich
u hospitalizovanych pacientd.
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Posledni studovanou skupinou z humanni populace byly pacienti svazinym
prabéhem COVID-19 hospitalizovanych na KARIM ve FNOL na jate roku 2021. Od nich
bylo ziskdno celkem 50 izolat VRE. U vSech byl potvrzen vanA gen a esp gen. Geneticka
analyza gen( rezistence izolatli VRE vykazovala obdobné vysledky jako u predchozich
studiich u hospitalizovanych pacientd. Vysledkem epidemiologické analyzy bylo
rozdéleni 44 ze ziskanych 50 izoldtd do 5 klondlnich skupin, Citajicich 3-12 izolat(.
Nejdéle pretrvavala (téméf 11 tydn() skupina s celkovym poctem 11 identifikovanych
izolath VRE. Tyto vysledky poukazaly na velmi pravdépodobné klonaini Sifeni a pfenos
VRE mezi pacienty, zplUsobené ndrlstem poctu kriticky nemocnych pacientl
v kovidovém obdobi.

Soucasti disertacni prace bylo posouzeni vyskytu a charakteristika VRE také
v animalni populaci. V ¢asovém obdobi 2018—-2020 bylo z potravin Zivoc¢isného plvodu
a klinického materidlu zvifat zpracovano celkem 3020 vzork(. Za celou dobu trvani
studie byly potvrzeny pouze 3 izolaty VRE. Tyto byly zachyceny z kloakdlnich vytér(
brojler(i pochazejicich z jedné farmy a zachyceny byly pfi jediném sbéru v lednu 2019.
Analyzou zachycenych izolatl pomoci PFGE bylo zjiSténo, Ze se jednd o tentyZ kmen,
ktery se Sifil danym prostifedim farmy. Byl u néj detekovan vanA gen a nedisponoval
zadnym faktorem virulence.

Posledni ¢asti disertacni prace bylo posouzeni vyskytu a charakteristika VRE
v prostredi povrchovych a odpadnich vod. Za ¢asové obdobi let 2018-2020 bylo
v terénu zajiSténo 200 vzorkl povrchovych i odpadnich vod a kall, z kterych byly
identifikovano 21 izoldtl VRE. Pomoci molekuldrni typizace za poutziti PFGE bylo zjisténo
18 jedine¢nych kmenu, pfi¢emz 16 pochazelo z odpadnich vod a 2 z vod povrchovych.
Nejcastéjsi zachyty byly na vystupu z méstskeé Cisticky odpadnich vod. U 17 izolatl VRE
prokazan vanA gen a u 1 izoldtu vanB gen (jako jediny zachyt po celou dobu studii na
disertacni praci). Z faktorQ virulence byly detekovany geny esp a hyl. V rdmci disertacni
praci nebyly nalezeny kmeny, které by si restrikénim profilem odpovidaly mezi
jednotlivymi odbérovymi misty. Nebyla zjisténa ani podobnost/shodnost v kmenech na
stejném odbérovém misté.

Mezi dalSimi cili disertaéni prace bylo posouzeni vyskytu rezidui vybranych
antibiotik v odpadnich vodach, vzorcich povrchovych vod a uréeni konkrétnich antibiotik
prekracujicich hodnoty PNEC stanovené autory Bengtsson-Palme & Larsson, 2016. Pod
touto hodnotou by se uvedeny nepfiznivy Ucinek antimikrobidlnich latek pfi expozici ve
vodnim prostredi s nejvétsi pravdépodobnosti nemél projevit. Celkové byly hodnoty
PNEC v pribéhu studie u vSech testovanych antibiotik prekroceny u 58 ze 180 vzorka
odpadnich vod, tj. u 32 % vzorkd. Konkrétné u 5 z 10 testovanych antibiotik (ampicilin,
klindamycin, tetracyklin, tigecyklin a vankomycin). Nejcastéji byly hodnoty PNEC
prekroceny prdvé u vankomycinu, a to u 16 % testovanych vzorkd.
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Zavérecnym cilem predlozené disertacni prace bylo i odhalit potencidlni souvislost
mezi prevalenci VRE a rezidui vankomycinu v povrchovych a odpadnich vodach, ktera by
se mohla podilet na selekci VRE. Z celkem 18 zachytu izoldtd VRE v odpadnich vodach,
jich 6 pochazelo ze vzork(i z nemocni¢nich odpadnich vod (FNOL 1 a FNOL 2) a 9 VRE
bylo identifikovdno z odpadnich vod na vystupu z méstské Cisticky vod (COV 2).
Koncentrace vankomycinu ve vzorcich odpadnich vod, ziskanych na jednotlivych
odbérovych mistech v pribéhu testovaného obdobi byly znaéné rozdilné. Korelace mezi
zjisténou koncentraci vankomycinu (nad hodnotou PNEC) a zachytem konkrétniho
izolatu nebyla v této praci potvrzena.
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7 SUMMARY

The increasing resistance of bacteria to antimicrobial drugs is a global problem.
The risk is mainly related to acquired resistance, representing a higher probability
of antibiotic treatment failure. In addition, the clinical impact may be higher morbidity
and mortality of patients, associated with higher economic costs of their treatment.
In 2001, the problem of bacterial resistance was even identified by the World Health
Organization as one of the three health threats of the 21st century.

The constant selection pressure of the antibiotics used is vital for the emergence
of resistant bacterial strains. Very often, resistant bacteria persist in environments
where multiple antimicrobial agents are used consistently. These can be hospital
settings where these bacteria can then become nosocomial pathogens. Methicillin-
resistant  Staphylococcus aureus, multidrug-resistant Gram-negative bacteria,
Clostridioides difficile and vancomycin-resistant enterococci (VRE) are among the main
problematic bacteria that can cause life-threatening infections and spread through
healthcare facilities. Resistant bacteria, including VRE, can also occur as part of the
natural flora of humans. Their potential danger is that they may be a source of genes for
other bacteria. Furthermore, they can cause endogenous infections in weakened
individuals or exogenous infections in other patients.

Wastewater treatment plants (WWTPs) are also potential sites for resistant
bacteria. The presence of antibiotics in the presence of many diverse bacterial
populations and suitable growth conditions (temperature, pH, high nutrient
concentrations, etc.) make WWTPs ideal sites for the emergence of antibiotic-resistant
bacteria. From there, resistant bacteria can spread further into the aquatic
environment.

One of the aims of the present dissertation was to assess the prevalence and
characteristics of VRE in the human population. Therefore, the prevalence of VRE was
investigated in different cohorts. In all identified VRE cases, the species involved was
Enterococcus faecium.

In the first study group in the human population, VRE isolates were obtained
from University Hospital Olomouc (FNOL) and Military Hospital Olomouc (VNOL)
patients over three years (2018-2020). A total of 150 VRE isolates were identified. Of
those, 72 (48 %) were obtained from different clinical materials collected from patients
staying in various FNOL and VNOL departments. They were predominantly identified in
urine. The largest age group from which these isolates came was 70-79 years. Most
often, these isolates came from anaesthesiology and intensive medicine and internal
medicine departments. In 27 of these 72 patients, VRE caused infections that were
treated with reserve antibiotics (tigecycline, linezolid). Urinary tract infection was the
most common cause, responsible for 11 cases. Further, infections caused by VRE in the
wound (six patients), secretion or drain (five), endotracheal aspirate (three), blood
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culture and cannula (one each) were treated. The remaining 78 isolates (52 %) were
recovered from haemato-oncology patients admitted to the Department of Haemato-
oncology (HOK), which has a long-term screening programme for VRE in the
gastrointestinal tract (GIT). To detect potential VRE carriage, perianal swabs are used.
In these patients, VRE were most commonly detected in the age group of 60-69 years.

VRE persisted in the GIT of these patients for varying periods, ranging from two
to 25 consecutive weeks. In one case, VRE was identified as the causative agent of the
urinary tract infection, which was treated with tigecycline. Genetic analysis of 150 VRE
isolates confirmed the presence of the vanA gene in all VRE isolates. Only two of the five
virulence factors were detected, namely the esp and hy/ genes. None of the virulence
factors was identified in 25 % of the VRE isolates from hospitalised patients. There was
no significant difference between the occurrence of genes encoding resistance to
tetracyclines and macrolides and genes encoding aminoglycoside-modifying enzymes.
Both groups of patients showed high resistance to penicillin, ampicillin, erythromycin
and clindamycin. High susceptibility was demonstrated for tigecycline and linezolid.

Another human population studied was, once again, haemato-oncology patients
subjected to screening for VRE carriage, taking into account the epidemiological
perspective of VRE incidence. Over a period of three years (2016-2018), 103 VRE isolates
were obtained from perianal swab samples taken from 1405 patients admitted to the
HOK. Thus, the carriage of VRE in the GIT of haemato-oncology patients was determined
to be 7,3 %. The presence of the vanA gene was detected in all isolated VRE. As for
virulence factors, esp or hyl were detected in 93 % of isolates. The presence of genes
encoding resistance to tetracyclines and macrolides and genes encoding
aminoglycoside-modifying enzymes was confirmed again. Minimum inhibitory
concentration values indicated 100 % resistance to penicillin, ampicillin, erythromycin
and clindamycin. High susceptibility was demonstrated for tigecycline (94 %) and
linezolid (100 %). Epidemiological analysis of VRE isolates obtained from HOK patients,
performed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), classified 69 out of 103 isolates
into 18 groups based on the degree of similarity. These consisted of two to 12 isolates,
often clonal groups of two or three isolates. Thus, it can be concluded that there was no
significant outbreak of clonal spread of VRE, but repeated minor outbreaks were
observed. The finding of identical VRE in two or three patients suggests their spread
among hospitalised patients during the same period. No hospital-acquired strain with
an unchanged genetic profile was found to recur over the three years analysed.

The third study cohort for identification of VRE originating from the human
population comprised patients from the community compared with FNOL inpatients.
A prospective study in autumn 2019 to detect VRE in the GIT of community and hospital
patients only confirmed VRE in the hospital setting. After testing 500 perianal swab
samples from the community and another 500 from FNOL patients, 13 VRE isolates were
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identified, all from hospitalised patients. There was no detection of VRE in the
community. Genetic analysis of the VRE isolates yielded results similar to previous
studies in hospitalised patients.

The last study group from the human population included patients with a severe
course of COVID-19 staying at the FNOL Department of Anaesthesiology, Resuscitation
and Intensive Medicine in spring 2021. A total of 50 VRE isolates were obtained from
them. The vanA and esp genes were confirmed in all of them. Genetic analysis of the
resistance genes of the VRE isolates showed results similar to previous studies in
hospitalised patients. The epidemiological analysis classified 44 of the 50 isolates into
five clonal groups of three to 12 isolates. A group with 11 identified VRE isolates
persisted the longest (almost 11 weeks). These results indicated a likely clonal spread
and transmission of VRE among patients caused by the increase in critically ill patients
during the COVID-19 period.

One part of the dissertation was assessing the prevalence and characterisation
of VRE also in the animal population. A total of 3020 samples from foods of animal origin
and clinical material of animals were processed in 2018-2020. Over the entire period,
only three VRE isolates were identified. These were obtained from cloacal swabs of
broilers from a single farm during a single collection in January 2019. A PFGE analysis of
the isolates revealed that they were the same strain spreading in the farm environment.
The vanA gene was detected, but no virulence factor.

The last part of the dissertation was concerned with VRE in surface water and
wastewater. Over a period of 2018-2020, 200 surface water, wastewater and sludge
samples were collected, in which 21 VRE isolates were identified. Using PFGE molecular
typing, 18 unique strains were identified, 16 from wastewater and two from surface
water. Most frequently, the samples were from the outfall of a municipal WWTP. The
vanA gene was found in 17 VRE isolates and the vanB gene in one isolate (the only case
throughout the dissertation studies). As for virulence factors, the esp and hyl genes were
detected. During the period, no strains from different sampling sites were found to have
identical restriction profiles. Additionally, no strains from the same sampling site were
identical or similar.

Other aims of the dissertation were to assess the occurrence of residues of
selected antibiotics in wastewater and surface water samples and to identify specific
antibiotics exceeding the predicted no-effect concentration (PNEC) values set by
Bengtsson-Palme & Larsson in 2016. Below these values, the above-mentioned adverse
effects of antimicrobials are unlikely to occur during exposure in the aquatic
environment. Overall, the PNEC values for all antibiotics tested were exceeded in 58 out
of 180 (32 %) wastewater samples during the study, specifically for 5 of the 10 antibiotics
tested (ampicillin, clindamycin, tetracycline, tigecycline and vancomycin). Most
frequently, the PNEC values were exceeded for vancomycin (16 %).
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Finally, the dissertation aimed to reveal a potential association between the
prevalence of VRE and vancomycin residues in surface water and wastewater, which
could be involved in the selection of VRE. Of the 18 VRE isolates detected in wastewater,
six were from hospital wastewater samples and nine were from wastewater at the
outfall of a municipal WWTP. However, the concentrations of vancomycin in the
wastewater samples obtained at different sampling sites during the study period varied
considerably. Therefore, this study failed to confirm the correlation between measured
vancomycin concentrations (above the PNEC) and identification of a particular isolate.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
aac(6’)-le-aph(2’)-la gen kédujici enzymy modifikujici aminoglykosidy
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AcrAB-TolC
agg/asal
AMP
ampC
AmpC
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ant(4’)-la
aph(3’)-llla
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EU/EEA
EUCAST

FNOL
FUR
gelE

typ efluxni pumpy

typ efluxni pumpy

gen kédujici faktor virulence / agregacni substance

ampicilin

gen kddujici 8-laktamazu AmpC

skupina 8-laktamaz se Sirokym spektrem ucinku
antimikrobialni rezistence

gen kédujici enzymy modifikujici aminoglykosidy

gen kédujici enzymy modifikujici aminoglykosidy

bakterie rezistentnich vici antibiotiklim (antibiotic-resistant
bacteria)

geny rezistence vici antibiotikim (antibiotic resistance genes)
antibiotikum

adenosintrifosfat

bronchoalveolarni lavaz

par nukleotidovych bazi

polyethylenglykollaurylether / neiontovy detergen

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

klindamycin

chloramfenikol

skupina 8-laktamaz se Sirokym spektrem ucinku

gen koduijici faktor virulence / cytolysin

Cisticka odpadnich vod

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosidtrifosfaty

evropska sit pro sledovani antimikrobialni rezistence (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network)

Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci (European
Centre for Disease Prevention and Control)
ethylendiamintetraoctova kyselina

kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova
geny kéduijici rezistenci k makrolidiim

erytromycin

B-laktamazy se Sirokym spektrem ucinku (extended-spectrum-6-
lactamases)

souhrnny nazev pro skupinu bakterii (Enterococcus spp.,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.)

gen kédujici faktor virulence / enterokokovy povrchovy protein
staty evropskych zemi

Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

Fakultni nemocnice Olomouc

nitrofurantoin

gen koduijici faktor virulence / Zelatinaza
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hyl
IMP
JIP
KARIM
KPC
LNZ
MALDI-TOF MS

MATE
MBL
MDR
mef(A/E)
MF
MgCl»
MIC

MLST
MLVA

MRSA
NDM
OmpK35
OmpK36
OSN
OXA

PBP
PBP2a, PBP4, PBP5
PCR
PFGE
PNC
PNEC

qnr
QRDR

RND
SCCmec
SHV
SME
SMR

typ karbapenemazy

gastrointestindlni trakt

kyselina chlorovodikova

Hemato-onkologicka klinika

gen koduijici faktor virulence / hyaluronidaza

typ metalo-B-laktamazy

jednotka intentzivni pécée

Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny

typ karbapenemazy

linezolid

matrici asistovanad laserova desorpce a ionizace v kombinaci
s detektorem doby letu (Matrix-assisted laser
desorption/ionization time — of — flight mass spektrometry)
typ efluxni pumpy (multidrug and toxic efflux)
metalo-B-laktamdza

vicelékova rezistence (multiple drug resistence)

gen kédujici rezistenci k makrolidim

typ efluxni pumpy (major facilitator)

chlorid horecnaty

minimalni inhibi¢ni koncentrace (minimal inhibition
concentration)

multilokusova sekvenéni typizace (multilocus sequence typing)
multilokusova analyza tandemovych repetic (multiple locus
variable number of tandem repeats analysis)
metilicin-rezistentni Staphylococcus aureus

typ metalo-B-laktamazy

typ porinu pro prichod B-laktama

typ porinu pro prichod B-laktama

Organizace spojenych narodu

skupina 8-laktamaz

penicilin vazajici protein (penicilin binding proteins)
penicilin vazajici proteiny / modifikovany enzymy
polymerdzova retézova reakce (polymerase chain reaction)
pulsni gelova elektroforéza (pulse gel field electrophoresis)
penicilin

hodnota, pod niz se uvedeny nepfiznivy ucinek antimikrobialnich
latek pfi expozici s nejvétsi pravdépodobnosti neprojevi
(predicted no effect concentration)

gen kéduijici rezistenci k chinolonim

oblast DNA, kde probihajici mutace, vedouci rezistenci

k fluorochinolonlim (quinolone resistence-determining region)
typ efluxni pumpy (resistence-nodulation-division)
stafylokokovd chromozomalni kazeta

skupina 8-laktamaz

typ karbapenemazy

typ efluxni pumpy (small multi-drug resistence/staphylooccal
multiresistance family)
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svu
TBE pufr
TEI
TEM
tet
TET
TIG
Tris
van
VAN
VIM
VNOL
VRE
VREF
w/v
WHO

Statni veterinarni Ustav

pufr Tris-kyselina borita-EDTA
teikoplanin

skupina 8-laktamaz

gen kddujici rezistenci k tetracyklinu
tetracyklin

tigecyclin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
gen kédujici rezistenci k vankomycinu
vankomycin

typ metalo-B-laktamazy

Vojenska nemocnice Olomouc
vankomycin rezistentni enterokok

E. faecium rezistentni k vankomycinu
hmotnostni zlomek (weight/volume)
svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)
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