
WGS sekvenace enterobakterií
produkujících transferabilní

karbapenemázy, možnost integrace a 
využití národních dat v rámci EpiPulse

platformy ECDC. 
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Antibiotická rezistence

Infekce způsobené rezistentními původci vzdorují 

léčbě původně účinnými antibiotiky

Antimicrobial resistance occurs when microorganisms such as bacteria, 
viruses, fungi and parasites change in ways that render the medications used 
to cure the infections they cause ineffective. When the microorganisms 
become resistant to most antimicrobials they are often referred to as 
“superbugs”.



3

Nejpalčivější medicínský problém posledních let (WHO, 

ECDC)

Význam antibiotické rezistence

• V roce 2019 prohlásila Světová zdravotnická organizace (WHO) 
antimikrobiální rezistenci (AMR) za jednu z deseti největších 
celosvětových hrozeb pro veřejné zdraví, kterým lidstvo čelí. V 
červenci 2022 označila Komise spolu s členskými státy antimikrobiální 
rezistenci za jednu ze tří prioritních zdravotních hrozeb v EU.
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Každoročně v Evropě zemře 35 000 lidí v 
důsledku infekce způsobené bakterií 
rezistentní k antibiotikům

+  navíc:

1,5 miliardy eur

2,5 milionu ošetřovatelských dnů navíc
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Doporučení 
RADY 
EVROPSKÉ 
KOMISE - ČR
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Doporučení

Metodické pokyny pro aktivní vyhledávání
importovaných onemocnění CPE (březen 2012)

• Revize doporučení

•  úzká spolupráce s NRC HAI

•  revize doporučení ve spolupráci s Ministerstvo zdravotnictví



8

WHO Bacterial Priority Pathogens List, 2024
Seznam prioritních bakteriálních patogenů WHO pro rok 
2024 (WHO BPPL) je důležitým nástrojem v celosvětovém 
boji proti antimikrobiální rezistenci. V návaznosti na 
vydání z roku 2017 seznam WHO BPPL 2024 aktualizuje a 
zpřesňuje stanovení priorit bakteriálních patogenů 
rezistentních vůči antibiotikům s cílem reagovat na 
vyvíjející se výzvy v oblasti antibiotické rezistence. 
Seznam rozděluje tyto patogeny do skupin s kritickou, 
vysokou a střední prioritou s cílem poskytnout informace 
pro výzkum a vývoj (VaV) a intervence v oblasti veřejného 
zdraví. Seznam WHO BPPL 2024 zahrnuje 24 patogenů, 
které zahrnují 15 rodin bakteriálních patogenů 
rezistentních vůči antibiotikům. Mezi nimi vynikají 
gramnegativní bakterie rezistentní vůči antibiotikům 
poslední volby, mykobakterie tuberkulózy rezistentní vůči 
lékům a další patogeny s vysokou mírou rezistence, jako 
jsou salmonely, shigely, Neisseria gonorrhoeae, 
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. 
Zařazení těchto patogenů na seznam zdůrazňuje jejich 
globální dopad z hlediska zátěže, jakož i otázky související 
s přenosností, léčitelností a možnostmi prevence. Odráží 
také vývoj nových léčebných postupů a nové trendy v 
oblasti rezistence.
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Surveillance citlivosti k antibiotikům u osmi tvz. indikátorových bakterií, které nejčastěji vyvolávají 
humánní infekce (data pouze u invazivních kmenů, tj. izolovaných z krve či likvoru)

Streptococcus pneumoniae 
Staphylococcus aureus 
Enterococcus faecalis  
Enterococcus faecium  
Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter sp.

• Cíl projektu 
➢ Zjištění/zajištění srovnatelných a relevantních dat ohledně antibiotické rezistence napříč EU

European Antimicrobial Resistance Surveillance 
Network, EARS-Net

Systematický monitoring antibiotické rezistence u: 

RIVM – Holandsko: „iniciátor“EU surveillance antibiotické rezistence
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Odhady zátěže infekcemi způsobenými 
rezistentními bakteriemi, 2020
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Eurgen-net - ECDC
https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/who-we-work/disease-and-laboratory-networks/EURGen-net

Evropská síť pro dohled nad geny antimikrobiální rezistence 
(EURGen-Net) je síť pro genomický dohled nad 
multirezistentními bakteriemi s významem pro veřejné zdraví, 
kterou koordinuje Evropské centrum pro prevenci a kontrolu 
nemocí (ECDC). V současné době se sítě EURGen-Net účastní 
národní referenční laboratoře nebo ekvivalentní laboratoře 37 
evropských zemí. 
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Surveillance AMR

Vnitrostátní provádění rozhodnutí EK 
(2018) - projednává se

140/23 - Dohled nad přenosnými 
nemocemi

Za prvé - HAI a AMR zmíněny v české 
legislativě 

Podmínky pro systém surveillance včetně 
poskytování údajů pro Tessy (ECDC).
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Stav rezistence ke karbapenemům u Klebsiella 
pneumoniae z ivazivních infekcí, 2023 (EARS-Net)
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Trend rezistence ke karbapenemům u Klebsiella pneumoniae z 
ivazivních infekcí, 2005-2023 (EARS-Net)

V roce 2022 nárůst o 188 % oproti 2019
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Mechanizmy rezistence ke karbapenemům

1.Zvýšeným efluxem antibiotik
1. Aktivní vylučování antibiotik z buňky pomocí efluxních pump (např. AcrAB-TolC u Enterobacterales)

2.Modifikací penicilin-vazebných proteinů (PBP)
1. Změna cílových míst antibiotika, která vede ke snížené účinnosti

3.Sníženou permeabilitou vnější membrány
1. Mutace v genech pro poriny (např. OmpK35, OmpK36)
2. Omezený příjem antibiotik do bakteriální buňky

4.Produkcí karbapenemáz (enzymy štěpící karbapenemy)
1. KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
2. NDM (New Delhi metallo-β-laktamáza)
3. OXA-48 a její varianty
4. VIM (Verona integron-encoded metallo-β-laktamáza)
5. IMP (Imipenemase metallo-β-laktamáza)



Karbapenemázy jsou enzymy produkované některými gramnegativními bakteriemi, 
zejména enterobakteriemi, které jsou schopny inaktivovat široké spektrum beta-

laktamových antibiotik, včetně karbapenemů. Produkce těchto enzymů představuje 
závažný zdravotnický problém, protože karbapenemy jsou považovány za antibiotika 

poslední volby v léčbě infekcí způsobených multirezistentním bakteriemi. 
Enterobakterie produkující karbapenemázy (CPE – Carbapenemase-Producing 

Enterobacterales) zahrnují zejména druhy Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli. 
Tyto klinicky významné bakterie způsobují zejména uroinfekce, nebo pneumonie 

(Klebsiella), včetně těžkých septických stavů. Transferabilní karbapenemázy se mezi 
různými kmeny a druhy bakterií rychle šíří a to zejména v nemocničním prostředí, kde 

jsou pacienti často vystaveni riziku kolonizace nebo infekce.
V Evropě postupně dochází ke zvyšování podílu enterobakterií rezistentních vůči 

karbapenemům. Od roku 2021 v České republice dramaticky vzrůstá výskyt kmenů s 
produkcí karbapenemáz, změnila se i struktura zastoupení jednotlivých enzymů, a to 

zejména ve prospěch metalobetalaktamázy typu NDM.
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Trendy výskytu CPE v ČR: enterobacterales (2014 – 
2024)

Přehled zachycených typů 
karbapenemáz u enterobakterií 
v letech 2014 – 2024.

V závorkách je uveden celkový počet 
kmenů s produkcí daného typu 
karbapenemázy v období 2014 – 2022. 
Zvyšující se počet kmenů produkující 2 
typy karbapenemáz.
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Trendy výskytu CPE v ČR (2018 – 2024)
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Počet kmenů

Morganella morganii, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, 
Escherichia coli, Klepbsiella penumoniae

V závorkách je uveden celkový počet kmenů daného species 
produkující karbapenemázy v období 2018 – 2024. 



Tento trend ukazuje na rostoucí hrozbu CPE a zdůrazňuje potřebu včasné a spolehlivé 
diagnostiky, celorepublikového monitoringu výskytu těchto bakterií a vhledu do 

genomického pozadí šíření CPE metodou sekvenování celého genomu (WGS).
Cílem tohoto projektu bylo zavést WGS do systému národní a mezinárodní genomické 

surveillance, zlepšit diagnostiku a identifikaci mechanismů rezistence/virulence u CPE a 
event. využít WGS v systému epidemiologických šetření. Součástí implementace WGS 
byla standardizace metody vlastního sekvenování i analýzy sekvenačních dat, včetně 

externího hodnocení kvality WGS. Konečným cílem bylo vytvořit robustní metodologii 
pro WGS a účinné nástroje pro zdokonalení systému surveillance bakterií rezistentních k 

antibiotikům.



MATERIÁL A METODY

- sběr CPE vzorků 

- identifikace bakterií pomocí MALDI 
TOF (Matrix Assisted Desorption 
Ionization, Bruker, Německo)

- bujonová mikrodiluční 
metoda/disková difúzní metoda



MATERIÁL A METODY

- Hydrolýza meropenemu – 
MALDI- TOF

- genotypová identifikace produkce 
karbapenemáz (detekce bla genů - 
RT-PCR)



MATERIÁL A 
METODY

- příprava knihoven 
(Illumina postupy)
- sekvenace vzorků  
(Illumina MiSeq)
- zpracování dat, 
skládání genomů
- analýza a 
interpretace dat
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Implementace sekvenování WGS (NRL pro ATB)

Ve spolupráci s BC Plzeň (školení - červen 2023)

Genomická surveillance vybraných infekčních onemocnění v ČR - projekt HERA2 - Vybavení a 

spotřební materiál - MiSeq Illumina (NIPH)
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Implementace sekvenování WGS (NRL pro ATB)

Úspěšná analýza dat wgs: 

Používáme následující softwary:  

- de novo alignment: SPAdes

- anotace: Prokka

- detekce genů rezistence:  Amrfinderplus, Resfinder

- identifikace a případná detekce genomové kontaminace: rMLST  

- analýza SNP:  Samtools, Bcftools, Fastp, Bwa-mem2, Bcftools
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Implementace sekvenování WGS (NRL pro ATB)

WGS EQA

EURGen-RefLabCap EQA 2022

Analytical part

EURGen-RefLabCap virtual EQA 2023

„First in silico inter-laboratory ring trial of bioinformatics pipelines for prediction of AMR 
genes in antimicrobial-resistant Salmonella and Campylobacter (RingTrial2-WGS-AMR)„ (10/22)

Analytical part

"Second in silico inter-laboratory ring trial of bioinformatics pipelines for prediction of AMR 
genes in antimicrobial-resistant Salmonella and Campylobacter (RingTrial2-WGS-AMR)„ (3/23)

Technical + analytical part



VÝSLEDKY

1. Postup sekvenování wgs byl implementován 

 - n=80
 - detekce mechanizmů rezistence u CPE (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae complex, Serratia 
marcescens)
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1. Klebsiella pneumoniae (n=49): 

- identifikované karbapenemázy: NDM-1 (n=6), NDM-5 (n=1), OXA-48 (n=1), 
NDM-1 a OXA-48 (n=22), NDM-5 a OXA-48 (n=18), KPC-2 (n=1)

- sekvenční typy: 11 (n=4), 13 (n=1), 16 (n=1), 17 (n=1), 23 (n=1), 39 (n=5), 
104 (n=2),  147 (n=20), 235 (n=1), 307 (n=3),  340 (n=2),  395 (n=1), 437 (n=2), 
709 (n=1), 1271 (n=1), 2096 (n=1), 2497 (n=1)

Proteus mirabilis (n=2):        NDM-1 (n=2), ST 48
Enterobacter cloacae complex (n=1): OXA-1 (n=1), ST256
Serratia marcescens (n=3):        NDM-1 (n=3), ST90



VÝSLEDKY

2. Escherichia coli: analyzováno 25 karbapenemázu produkujících kmenů

 - identifikované karbapenemázy: OXA-48 (n=10), NDM-5 (n=8), KPC-2 
(n=3), NDM-1 (n=1), NDM-4 (n=1), NDM-1 a OXA-48 (n=1), NDM-5 a OXA-
48 (n=1)

 - sekvenční typy: ST12 (n=1), ST38 (n=6), ST69 (n=3), ST46 (n=1), ST101 
(n=1), ST131 (n=1), ST167 (n=3), ST354 (n=1), ST361 (n=2), ST404 (n=1), 
ST442 (n=1), ST1193 (n=1), ST2448 (n=1), ST3268 (n=1), ST3580 (n=1)



Výzva EpiPulse: 

Nárůst CPE izolátů E. coli ST131 (22 izolátů v roce 2019 oproti dvěma v
roce 2014) a jejich geografické rozšíření (detekce v 11 zemích v roce
2019 oproti dvěma v roce 2014) je znepokojující. ECDC proto požádalo
národní referenční laboratoře, aby v reakci na tento příspěvek v 
EpiPulse zveřejnily informace o četnosti E. coli ST131 nesoucích
karbapenemázové geny a zaslaly národní epidemiologická a WGS data 
pro analýzu CPE E.coli ST131 na úrovni Evropy.

     NRL pro ATB



Výzva EpiPulse, ECDC (2024-ARH-00008) 



Cíl studie

Zjistit epidemiologickou situaci a genomické charakteristiky E. 
coli ST131 a jeho variant (SLV) nesoucí geny pro 

karbapenemázu v EU/EHP. 



• 3/2024 - Dánsko – zvyšující se počty OXA-244-produkujících E. 
coli ST131 (patogen)

• ST131 je vysoce riziková linie s celosvětovým rozšířením

• často spojená s multirezistencí

• doposud bylo zaznamenáno pouze několik zpráv o CPE E. coli 
ST131 humánního původu v EU/EHP



33

ST131 

- často spojen s multirezistentními infekcemi (FQ, KR) - obtížné ho účinně léčit běžnými 

antibiotiky

- vysoká patogenita: závažné infekce, včetně infekcí močových cest (UTI), sepsí a dalších 

komplikovaných stavů, zejména u imunokompromitovaných jedinců nebo starších osob

• ST131 byl poprvé identifikován - 2008 (USA)

• globálně významný (Evropa, Severní Amerika a Asie) 

• nemocniční a komunitní infekce

• vyskytuje ve třech hlavních podtypech (A, B, C), přičemž podtyp C je spojený s největšími 

problémy v oblasti antibiotické rezistence (FQ, KR), ESBL



• ECDC požádalo prostřednictvím svého systému EpiPulse oplatformy, národní 
referenční laboratoře, aby poskytly WGS data a epidemiologické údaje o 
izolátech E. coli ST131 a jejích SLV nesoucí geny karbapenemázy

• do září 2012 do května 2024

• v reakci na tuto výzvu se 17 zemí EU/zemí EHP předložilo 660 souborů 
sekvenčních dat (500 sad krátkých čtení, 11 sad dlouhých čtení, 116 sad 
krátkých čtení) od 627 osob

• kontrola kvality a odstranění duplicit

• analýza sekvencí 594 izolátů nesoucích karbapenemázy



• krátká čtení byla sestavena pomocí SPAdes v3.15.5 

• dlouhá čtení pomocí Flye v2.9.4 

• identifikace alel - ChewBBACA v3.3.4 a Escherichia/Shigella core 
genome multilocus sequence typing.(cgMLST) z EnteroBase

• identifikovace genů antimikrobiální rezistence ResFinder v4.1.11 



Výsledky - distribuce genů karbapenemáz

• 18 různých genů karbapenemáz v izolátech E. coli ST131, včetně ST131 SLV
• dvě karbapenemázy: OXA-244 (n = 230) a OXA-48 (n = 224) tvořily dohromady 76 % 

genů izolátů, následovaný NDM-1 u 31 (5 %) a NDM-5 u 20 (3 %) izolátů (7 zemí) 
• všechny ostatní karbapenemázové geny minoritní
• izoláty nesoucí OXA-244 byly zjištěny ve 14 zemích
• izoláty nesoucí OXA-48 byly zjištěny ve 12 zemích - většina z nich pocházela z 

Francie a Irska





Epidemiologické a mikrobiologické charakteristiky izolátů

• na základě měnících se frekvencí a časových trendů - izoláty rozděleny do tří skupin pro 
další analýzu:

• skupina 1: izoláty E. coli ST131, včetně ST131 SLV, nesoucí OXA-244
• skupina 2: izoláty nesoucí OXA-48;
• skupina 3: izoláty nesoucí jiné karbapenemázy

• V epidemiologické analýze skupina 1 vynikala vysokým podílem pacientek, relativně
nízkým průměrným věkem, častým výskytem izolátů ze vzorků moči a mírně častějším
výskytem dokumentace cestování mimo EU/EHP během 12 měsíců před detekcí

• ATB se také lišily podle skupin, např. beta-laktamáza typu ESBL CTX-M-15 se výrazně častěji 
vyskytovala v skupině 1 než u izolátů skupiny 2 a 3
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Zapojení ČR do výzvy ECDC - EpiPulse

NRL pro ATB: 1 kmen E. coli (NDM)

BC v Plzni: 2 izoláty



• na základě genomických a genetických analýz epidemiologických dat ze 17 zemí EU/EHP byl 
identifikován výskyt E. coli sekvenčního typu ST131 nesoucí karbapenemázy

• zvyšující se četnost záchytů a diverzita karbapenemáz v letech 2012 až 2024

• heterogenita v geografickém rozšíření a rychlosti šíření konkrétních karbapenemáz
• zejména v případě ST131 nesoucích chromozomálně lokalizovaný OXA-244

• rostoucí detekce CPE E. coli ST131 - znepokojující - infekce (NAI, komunity; močové, 
krevního řečiště )
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Genomická surveillance vybraných
infekčních nemocí v České republice

Projekt „Genomická surveillance vybraných infekčních nemocí v České republice“ (HERA2CZ) 

je spolufinancován Evropskou unií. Prezentované názory a postoje však představují pouze 

názory autorů a nemusí nutně odrážet názory a postoje Evropské unie nebo Evropské 

výkonné agentury pro zdraví a digitální oblast (HaDEA). Ani Evropská unie, ani Evropská 

výkonná agentura pro zdraví a digitální oblast (HaDEA) za ně nemohou nést odpovědnost.

Prezentovaný výzkum byl realizován týmem pracovníků Státního Zdravotního Ústavu díky projektu:  
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