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—Centrum Voda: WP 8 Voda a zdravi - Studie vyskytu antibiotické rezistence
—v povrchovych vodach v CR a urcéeni miry rizika pro ohrozeni lidského zdravi

~+ meta-analyza a systematicka reserse informaci publikovanych ve vedecke
— literature z oblasti, kde je problematika antimikrobialni rezistence (AMR) jiz delSi
dobu Fedena, tj. klinicka a veterinarni medicina a aktualné zafazené oblasti ZP,
vcetné vSech typu vod

hledani optimalniho pristupu k dohledu nad Sifenim AMR vodnim prostredim
= identifikace vztahu mezi fenotypovym a genotypovym projevem AMR,
detekované ve vodach:

« kultivacni prikaz vyskytu rezistence u modelové bakterie E. coli (diskova difuzni
metoda) - fenotypovy projev AMR

« gPCR detekce genu rezistence v celém mikrobiomu sledovanych vzorkd —
genotypovy projev AMR

= * na nahodném vybéru vzorkl raznych typu vod (z ekonomickych duvodu budou
= vyuzity vzorky z probihajicich projektt VUV)

~+ vysledkem bude informace o efektivnim potencialu vyuziti obou pfistupti pro

dohled nad $ifenim AMR vodnim prostfedim v podminkach CR.
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Problem ar;tlfnlkroblalnl rezistence VUV

- (AMR) TGM
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| EI ohrozeni G&innosti Iééby infekénich onemocnéni antibiotiky = ve svété
—  koluji nebezpecCné rezistentni bakterie, na které nefunguji bézna ani rezervni
antibiotika

— U dokazeme se branit pouze pomoci vyssich davek nebo jinym druhem
~ antibiotik

d omezené mnozstvi,

O vetsi zatizeni organismu,

O vice nezadoucich ucinkd,

O bakterie si muze najit cestu, jak nad antibiotiky zvitézit.

— U umrtnost v EU cca 35 000 lidi roCné a stoupa
-~ predpoklad ,v roce 2050 uz bude na sveté tolik odolnych bakterii, ze lidé budou
~na infekéni onemocnéni umirat mnohem ¢astéji nez dnes a zbyteéné tak zemie
kazdy rok 10 milionu lidi*
—U www.antibiotickarezistence.cz/rizika-a-hrozby




: Problém: AMR VOV
e

~ O AMR je jedna z nejnaléhaveéjsich globalnich hrozeb pro verejné zdravi a
-~ environmentalni udrzitelnost,

— [ bakterie rezistentni na antibiotika (ARB) a geny rezistence (ARG) pochazi
primarné od klinickych a veterinarnich pacientd,

O mohou se Sifit nebo i nové vznikat v zivotnim prostredi = kliCova role

~ 0O mnoho mechanism rezistence (enzymaticka inaktivace — betalaktamazy,
karbapenemazy, efluxni pumpy, zména cilové struktury, vytvoreni alternativni
metabolické drahy...),

[ patogeny s kritickou prioritou dle WHO:
’ 0 MRSA = meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (nemocnicni
Infekce — zapal plic, sepse!)
[ Escherichia coli rezistentni k cefalosporinlm 3. generace (sepse,
zanety ledvin, mocCove infekce)
O Klebsiella pneumoniae rezistentni ke karbapenemum — infekce
krevniho recisté, umrtnost > 50 %!



- Problem AMR VUV

v,K Sireni AMR prispiva:

1 vylucovani ATB do odpadnich vod (az 80 %),

— 0 naduzivani antibiotik v zemédélském sektoru

~ (do 2006, a v nékterych zemich mimo EU dosud -
preventivni podavani ATB chovnym zvifatum za
ucelem urychleni rustu),

O uzivani sirokospektrych antibiotik u lidi,

U poddavkovani doporucenych lécCebnych davek
~ (adaptace bakterii na nizké hladiny antibiotik),

-~ 0 nedusledna diagnostika puvodce nemoci, napf.
~|é€ba virovych infekci antibiotiky.



=) Aminopenicillin {amoxicillinfampicillin) resistance 2251 18.45 17.63 21.87 26.48 - +17.6
Z Third-generation cephalosporin (cefotaxime/ceftriaxone/ceftazidime) resistance 65 | 465 494 625 815 - | 22
= E. coli Carbapenem (imipenem/meropenem) resistance 0.00n 0.02n 0.00n 0.04n 0.00~ - NA
? » e Fluoroguinolone (ciprofloxacin/levofloxacin/ofloxacin) resistance 9.49 .07 6.75 1.73 8.81 = -1.2
Cil 2030: -5 % Aminoglycoside gentamicin/netilmicin/tobramycin) resistance” 4N 3.57 329 3.9 5.01 - +6.4
/ Combined resistance to third-generation cephalosporins, fluoroguinolones, and aminoglycosides® 2.70 1.88 193 2.06 2.49 = -1.8
/ Third-generation cephalosporin (cefotaxime/ceftriaxone/ceftazidime) resistance 9.18 7.90 9.39 9.65 10.19 T +11.0
Carbapenem (imipenem/meropenem) resistance 009~ | 007 0160 0240  0.26° T +188.9
B K. pneumoniae Fluoroguinolone (dprofloxacin/levofloxacin/ofloxacin) resistance 8.82 1.62 8.08 8.40 8.34 - -5.4
:;jf_ Cil 2030: -2 %  Aminoglycoside (gentamicin/netilmicin/tobramycin) resistance® 8.64 7.33 7.86 1.76 8.06 - -6.7

Combined resistance to third-generation cephalosporins, fluoroquinelones, and aminoglycosides® 7.12 5.96 6.40 6.36 6.23 z -12.5
= | Piperacillin-tazobactam resistance 1.60 131 148 191 189 T +18.1
e 2 Ceftazidime resistance 1.56 1.24 134 iy 1.65 = +5.8

Carbapenem (imipenem/meropenem) resistance 1.00 103 113 1.58 1.62 T +62.0
_————|P. aeruginosa Fluorogquinolone (ciprofloxacin/levofloxacin) resistance 2.32 1.86 186 213 1.83 - -21.1
] Aminoglycoside (gentamicin/netilmicin/tobramycin) resistance® 1.50 0.86 0.88 127 107 NA -28.7

Combined resistance to 23 antimicrobial groups (among piperacillin-tazobactam, ceftazidime,

. . e 1.29 0.99 106 1.34 1.23 NA -4.7
E— carbapenems, fluoroguinolones and aminoglycosides)

Carbapenem (imipenem/meropenem) resistance 0.34 0.32 0.76 0.39 0.45 = +32.4
|Acinetobacter Fluoroguinolone (ciprofloxacinf/levofloxacin) resistance 0.36 0.34 0.76 0.42 0.46 - +27.8
~|species Aminoglycoside (gentamicin/netilmicin/tobramyein) resistance” 037 0.33 0.72 0.38 0.42 - +13.5

- Combined resistance to carbapenems, fluoroquinolones and aminoglycosides® 0.32 0.29 0.72 0.37 0.41 - +28.1
5. qureus MRsA! 3.06 2.28 251 2.15 2.92 - -4.6

== Penicillin non-wild-type® 0.22 011 0.15 0.30 0.26 - +182 |
5. pneumoniae Macrolide (azithromycin/clarithromyein/erythromycin) resistance 0.46 0.16 0.28 0.43 0.65 = +41.3
e Combined penicillin non-wild-type and resistance to macrolides® 0.10 0.05 0.09 0.12 0.08 = -20.0
L. foecalis High-level gentamicin resistance 192 2.06 3.42 233 2.47 = +28.6
E. foecium 'u'ancarmrun resistance 0.80 0.79 0.85 0.89 1.10 1T +37.5

2023

Antimicrobial group/agent

Estimated incidence® of isolates from bloodstream infections with
resistance phenotype (n per 100 000 population)

ECDC ‘Roéni epldemlologlcka Zprava

Trend  Change
2019- 2019-

203" 2023 (%)

=

European Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial resistance in the EU/ EEA(EARS Net) Annual Epidemiological Repon 2023. Stockholm: ECDC 2024
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= Zdro;e AMR = shodne se Zdl'OjI
~ mikrobialniho znecéisténi vod:

3 odpadni vody z COV (komunalni,
nemocnicni)

— 0 volné vyusti kanalizaci,

~ 0 splachy z pud

1 zemédélstvi

,,:,Nové rezistence:

—Q vertikalni pfenos (mutace a jejich pfenos)
~Q horizontalni pfenos genu (vzajemné

predavani genu)
- konjugace (plazmidy)
- transdukce (bakteriofagy)
- transformace (volna DNA z mrtvych
bakterii)
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Pro¢ fesime AMR v zivotnim  VJV
~____ prostiedi? TGM
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—Potencialni rizika pri kontaktu/poziti kontaminované
~—vody

~— [ pitna voda,

— U rekreace,

~——0 zavlaha.

~_Vznik a sifeni novych rezistenci
~ 0 COV - biologické aktivaéni nadrze
= vysoka koncentrace bakterii z rznych zdroju
(nemocnicni, environmentalni...),
= selekéni tlak — subinhibiéni koncentrace ATB,
-0 COV - anaerobni vyhnivaci nadrze pro stabilizaci kalu 1
= extrémné vysoka koncentrace bakterii, genu —
— rezistence, dalSich stresoru (tézké kovy),
d povrchové vody — pod vyustémi COV — kontakt
s environmentalnimi bakteriemi,
U dnové sedimenty,
~ 0O biofilmy,
QO
Q

zemedeélské plochy hnojené statkovymi hnojivy a kaly
akvakultury.
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Metodika stanoveni AMR ve vzorcich vod
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kultlvace T b i | kvantitativhi polymerazova
= o fetézova reakce (QPCR)

| |
o i e | g/ /
g ¢ L |
o B \ 19 [ 1 4
- >\ ; i 7
s Ny \ F1
¥ . i \ .
24 AN L =——
g N > o —
T \ e T - ~
— o =4 e

Escherichia coli diskova diftizni metoda rce BEESSS




Testovana rezistence: antibiotika a geny

ATB zkratka skupina ATB zkratka skupina

cefuroxim* * CXM SEiElBs el 2. chloramfenikol C amfenikoly
{f‘\é generace
,f . . . 0
cefotaxim™ /éo, CTX cefalosporiny 3. nitrofurantoin F nitrofurany
/2 generace ) .
, fosfomycin FOS fosfonova atb
il FEP cefalosporiny 4.
generace sulphameth./trimeth. SXT sulfonamidy
meropenem* MEM karbapenemy

tigecyklin TGC glycylcykliny

gentamicin CN aminoglykosidy

Geny antimikrobidlni rezistence (ARG)

16S rDNA intll aadAl ermB blaCTX-M1 vanA sull tetW blaKPC

odhad potencial
~ bakteridlniho genového
oziveni prenosu

rezistence k rezistence k rezistence k rezistence k rezistence k rezistence k rezistence ke
aminoglykosidim makrolidiim R-laktamim vankomycinu sulfonamidim tetracyklindm karbapenemim
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Pocty rezistenci a rezistentnich izolatu
Praha

nad (47) piitok (111)

odtok (213)

A

SRR SR AN \\s\v\ AR VR
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// pod 35km (62) pod 810 km (1)
— — —

———. Ny N 5

* nejcasteéji
cefotaxim, cefuroxim

~« vyskyt multirezistence (>3 skupiny ATB)

Antibiotikum
. cefepim

. cefotaxim
. cefuroxim
. fosfomycin
. gentamicin

. meropenem
. nitrofurantoin

—

. chloramfenikol &

. sullfmeth./trim.

. tigecyklin

— gentamicin, fosfomycin,

-+ vyskyt kmenu s produkci betalaktamaz

(1-2 %)
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Nase vysledky — diskova difuzni metoda

« nad COV

~ + pod COV (3-5 a 8-10 km)

~+ pritok GOV

~ « odtok COV
* potoky — pfitoky Vitavy

Pocty rezistenci a rezistentnich izolatu
Brno
piitok (50)

odtok (60)

N2

nad (43)

pod 3-5 km (47) pod 8-10 km (52)

L —

 Vzorkovani POV a ODP (Praha, Brno) vod
- —2023-2025 - 1X meésicéné:

Antibiotikum

. cefepim

. cefotaxim
. cefuroxim
. fosfomycin
. gentamicin
. chloramfenikol
. meropenem
. nitrofurantoin
B suifmeth ftrim.

T n
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V)leedkvstanovem ARG pomoci qPCR

"+ nejméné ARG nad COV (mnozZstvi i zastoupeni skupin ATB)

|+ Fadové vice pfitoky COV

_| » Fadové méné odtoky COV

~| = v8echny skupiny v&. genu rezistence k vankomycinu a genu
1 (nejméné Casto)

pro karbamenemazy

|+ vtoku podobné, ale vy3si pfitomnost klinicky vyznamnych gent nez nad COV

~|{e* vicevBrné

Brno Praha
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nad pritok odtok pod 3-5km  pod 8-10 km nad pritok odtok pod 3-5 km pod 8-10 km

Kategorie (vztah k COV)

Gen

B3 168

B3 inti1

E‘El ermB

E aadA1
B3 sul

B3 tetw

B3 blaCTx-M1
B3 blakPC

B3 vanA
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e Vysledkystanovem ARG pomoci qPCR

|+ vztazeno na 16S rDNA
—1 « vztah k celkovému bakterialnim ozZiveni vzorku

|+ podobné jako pfedchozi vyjadreni
» pfitoky a odtoky COV — Ffadové stejné — odpovida sniZeni poc¢td bakterii na odtocich

* recipient pod CI)OV Praha — snizeni o rad
~ |+ recipient pod COV Brno — méné vyznamneé snizeni — odpovida vysokému poctu

bakterii, danému nizkym narfedénim v malo vodném recipientu
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- VUV
RAMLE TGM

% AM Rby'la detekovana ve véech sledovanych typech vod!

~» zaznamenany multirezistentni mikroorganismy!

> potvrzeny klinicky vyznamné geny a typy rezistenci!

> metody kultivacni (fenotypovy projev) | molekularne- biologicke

= PCR (genotypovy projev) davaji dobre vysledky

~ » pro ziskani komplexnich informaci nutno kombinovat oba

metodické pristupy
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> pokracovani v ramci Centra Voda II,

—» vyzkum zamereny na hodnoceni miry rizika pro verejne zdravi a

zivotni prostredi:
e zameéreni na Sirsi spektrum mikroorganismu a gentu,

 hodnoceni sezénnich vliva, fyzikalné-chemickych faktorl, rozdilnych
technologii Cistirenskych procesu,

* vznik a Sifeni v prostredi

> aplikace postupu a metodik, navrzenych EU pro Smérnici

= « COV nad 100 tis. EO,

Evropského parlamentu a Rady (EU) 2024/3019 o CcCisténi
meéstskych odpadnich vod (UWWTD):

«  mésiéné na pfitoku a odtoku COV,
24 genu, qPCR,
* prvnireporting 2030.
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kdo z koho?

—f—,,,,,,,,,,,,,,Pnspevek vzn|k| za podpory WP 8 ,,Voda a zdravi“ financovaného z Operatlvnlho
—vyzkumu Centra Voda 8802030027 Vodni systémy a vodni hospodafrstvi v CR
v podmmkach zmény kllmatu aza podpory institucionalnich prostredku

VUV TGM poskytovanych MZP.~




