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Abstrakt
Obdobie pandémie COVID-19 prinieslo nové medicínske výzvy, ktoré spolu s nozokomiálnymi bakteriálnymi infekciami znamenali pre 

zdravotníctvo obrovskú záťaž. Jednou z najalarmujúcejších nozokomiálnych hrozieb bola Klebsiella pneumoniae rezistentná voči karbapenémom 
(CRKP). Je nesmierne dôležité monitorovať výskyt CRKP kmeňov a ich antimikrobiálnu rezistenciu, a to ako  na globálnej, tak na lokálnej úrovni. 
V retrospektívnej štúdii realizovanej v Ústrednej vojenskej nemocnici v Ružomberku bol zisťovaný výskyt CRKP kmeňov  v období pred COVID-
19 (2017–2019) a počas pandémie COVID-19 (2020–2022). Relatívny výskyt CRKP sa počas obdobia COVID-19 výrazne zvýšil – 4,8-krát, z 0,18 
na 0,76 %. Zároveň 47 % CRKP-pozitívnych pacientov malo súčasne aj COVID-19. Identifikovalo sa 26 izolátov produkujúcich KPC enzýmy 
a 69 izolátov produkujúcich enzýmy NDM. Vybrané CRKP kmene izolované v roku 2022 boli podrobené celogenómovému sekvenovaniu a ich 
citlivosť bola testovaná na cefiderokol, ceftazidím–avibaktám, imipeném–relebaktám a meropeném–vaborbaktám s vynikajúcimi výsledkami. 
Izoláty produkujúce KPC boli tiež vysoko citlivé na kolistín (92 %). Izoláty NDM mali nižšiu mieru citlivosti na kolistín (iba 57 %). U KPC 
izolátov prevládal sekvenčný typ ST-307 a u NDM izolátov ST-11. Napriek vynikajúcej aktivite nových antimikrobiálnych látok je nevyhnutné 
dôsledné dodržiavanie racionálnej antibiotickej politiky podporené doplnkovou liečbou a prísnymi protiepidemickými opatreniami.

Kľúčové slová: Klebsiella pneumoniae rezistentná voči karbapenémom. KPC. NDM. COVID-19. Antimikrobiálna rezistencia. Celogenómové 
sekvenovanie.

Abstract
The COVID-19 pandemic era brought about new medical challenges, which, together with nosocomial bacterial infections, resulted in an 

enormous burden for the healthcare system. One of the most alarming nosocomial threats was carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae 
(CRKP). Monitoring CRKP incidence and antimicrobial resistance globally and locally is vitally important. In a retrospective study, the incidence 
of CRKP in the pre-COVID-19 period (2017–2019) and the COVID-19 pandemic (2020–2022) was investigated in the Central Military Hospital 
in Ružomberok, Slovak Republic. The relative incidence of CRKP significantly increased during the COVID-19 period—by 4.8 times, from 
0.18 to 0.76%. At the same time, 47% of CRKP-positive patients also had COVID-19. Twenty-six KPC and sixty-nine NDM-producing isolates 
were identified. CRKPs isolated in the year 2022 were submitted to whole genome sequencing, and their susceptibility was tested to cefiderocol, 
ceftazidime–avibactam, imipenem–relebactam and meropenem–vaborbactam, with excellent results. KPC-producing isolates were also highly 
susceptible to colistin (92%). The NDM isolates revealed lower susceptibility rates, including only 57% colistin susceptibility. ST-307 prevailed 
in KPC and ST-11 in NDM isolates. Despite the excellent activity of new antimicrobials, rational antibiotic policy must be thoroughly followed, 
supported by complementary treatments and strict anti-epidemic precautions.

Key words: Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. KPC. NDM. COVID-19. Antimicrobial resistance. Whole genome sequencing.

Úvod 
Výskyt a šírenie kmeňov Klebsiella pneumoniae 

rezistentných voči karbapenémom (CRKP) v nemocniciach 
po celom svete [1,2], vrátane Slovenskej republiky [3,4], 
predstavuje naliehavý globálny problém verejného zdravotníctva 
a predstavuje obrovskú záťaž pre nemocničné zariadenia u 
vysokorizikových pacientov [5]. Infekcie spôsobené týmito 
bakteriálnymi agensami predstavujú významný terapeutický 
problém, predovšetkým u pacientov na jednotkách intenzívnej 
starostlivosti, kde bakteriálne superinfekcie zvyšujú morbiditu a 
mortalitu kriticky chorých a oslabených pacientov, s enormným 
dopadom na náklady spojené so zdravotnou starostlivosťou 
[6,7]. Predchádzajúce analýzy ukazujú, že baktérie produkujúce 
karbapenemázy sa efektívne šíria v časoch chaosu – vo 

vojne alebo v krajinách, ktoré čelia sociálno-ekonomickým 
a prisťahovaleckým výzvam [8]. Podobná situácia bola 
zaznamenaná v ére COVID-19. Začiatok pandémie COVID-19 
priniesol nové výzvy v oblasti zdravotnej starostlivosti, pričom 
sekundárne bakteriálne infekcie u hospitalizovaných pacientov 
predstavovali ďalšie zdravotné hrozby. U pacientov s COVID-
19 sa vyskytla koinfekcia s producentmi karbapenemáz [9]. 
Štúdie z rôznych regiónov začali hlásiť zvyšujúcu sa rezistenciu 
na karbapenémy, v ktorej dominovali predovšetkým kmene 
Klebsiella pneumoniae, vyskytujúce sa najmä na jednotkách 
intenzívnej starostlivosti, kde sa liečili pacienti s ťažkým 
ochorením COVID-19 [10–13]. Enormný nárast ťažko chorých 
pacientov počas pandémie COVID-19 viedol k preplneniu 
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nemocníc, najmä jednotiek intenzívnej starostlivosti, čo viedlo k 
zvýšenému riziku šírenia nozokomiálnych infekcií. Nedostatok 
lôžok intenzívnej starostlivosti a mechanických ventilátorov 
tiež viedol k medzinemocničným presunom pacientov s ďalším 
rizikom šírenia nozokomiálnych agensov, keďže pandémia 
ovplyvnila programy kontroly a dohľadu, ktoré boli predtým 
zavedené proti týmto baktériám [14]. Z tohto hľadiska Ústredná 
vojenská nemocnica v Ružomberku (ÚVN), najväčšie vojenské 
zdravotnícke zariadenie na území Slovenskej republiky, ktoré 
poskytuje zdravotnú starostlivosť nielen profesionálnym 
vojakom, ale aj civilnému obyvateľstvu z celej republiky, patrí 
do kategórie významných zdravotníckych centier ohrozených 
príchodom COVID-19. Dali sme si za cieľ retrospektívne 
analyzovať výskyt Klebsiella pneumoniae produkujúcich 
karbapenemázy v tejto nemocnici počas pandémie COVID-
19 a porovnať ju s obdobím pred COVID-19. Následne sme 
diskutovali o pravdepodobných faktoroch vedúcich k zmenenému 
výskytu CRKP počas pandémie COVID-19. Hodnotili sme 
antimikrobiálnu citlivosť CRKP kmeňov z obdobia COVID-19 
a na základe výsledkov sme zvažovali antibiotické terapeutické 
možnosti infekcií spôsobených CRKP v ÚVN počas pandémie 
COVID-19. Vybrané izoláty CRKP z roku 2022 boli podrobené 
celogenómovému sekvenovaniu (WGS), čo pomohlo k  ich 
bližšej identifikácii a klonálnej príslušnosti a umožnilo presnejšie 
vyhodnotenie epidemiologických vzťahov.

Materiál a metódy
Zdroje údajov

V tejto retrospektívnej štúdii  boli  analyzované údaje o 
izolátoch Klebsiella pneumoniae z databázy laboratórneho 
informačného systému Ústavu klinickej mikrobiológie 
Ústrednej vojenskej nemocnice v Ružomberku z rokov 2017–
2022. Retrospektívne sa analyzoval výskyt kmeňov CRKP v 
období COVID-19 a pred COVID-19 (roky 2020–2022, resp. 
2017–2019) a antimikrobiálna citlivosť kmeňov CRKP počas 
obdobia COVID-19. Skúmali sa aj údaje o distribúcii kmeňov 
CRKP medzi pacientmi, nemocničnými jednotkami a typmi 
biologických vzoriek. Viacnásobné izolácie rovnakého kmeňa 
od toho istého pacienta boli z analýzy vylúčené. Pri analýze 
bola aplikovaná ochrana osobných údajov pacientov v súlade s 
GDPR.

Izolácia, identifikácia a dlhodobá konzervácia bakteriálnych 
kmeňov

Klinické vzorky boli odobraté, transportované a spracované 
v súlade so štandardnými diagnostickými postupmi. Identifikácia 
kmeňov Klebsiella pneumoniae bola uskutočnená pomocou 
biochemickej súpravy ENTEROtest 16 (Erba Lachema 
sro, Brno, Česká republika). Nejednoznačné výsledky boli 
potvrdené použitím MALDI-TOF MS. Všetky CRKP izolované 
počas roku 2022 boli dlhodobo konzervované zmrazením v 
kryoprotektívnom médiu (5 % w/v skim milk, Biolife, Miláno, 
Taliansko) pri -20 °C.

Testovanie antimikrobiálnej citlivosti a detekcia typu 
karbapenemáz

Na testovanie citlivosti na 18 antimikrobiálnych látok 
(ampicilín, ampicilín–sulbaktám, piperacilín) bola použitá 
kolorimetrická mikrometóda na automatizované testovanie 
citlivosti MIDITECH (Bell Novaman, Bratislava, Slovenská 

republika), spĺňajúca odporúčania CLSI na testovanie 
antimikrobiálnej citlivosti [47]. – tazobaktám, cefuroxím, 
cefotaxím, ceftazidím, cefoperazón – sulbaktám, cefepím, 
ertapeném, meropeném, gentamycín, tobramycín, amikacín, 
tigecyklín, ciprofloxacín, tetracyklín, kolistín a kotrimoxazol 
a 2 kombinácie cefalosporínov s inhibítormi beta-laktamázy 
na detekciu beta-laktamáz s rozšíreným spektrom účinku 
(cefotaxim-klavulanát, ceftazidim-klavulanát). Na zistenie 
citlivosti na cefiderokol, imipeném-relebaktám, ceftazidím-
avibaktám a meropeném-vaborbaktám sa použil E-test 
(Liofilchem, S.r.l., Roseto degli Abruzzi, Taliansko). Hodnoty 
MIC sa interpretovali podľa klinických break-pointov 
EUCAST-u [48]. Skríning karbapenemáza-pozitívnych kmeňov 
a detekcia produkcie karbapenemáz (pomocou chromogénneho 
pH metrického Carba NP testu; Diagnostics, s.r.o., Galanta, 
Slovenská republika) prebiehala podľa smerníc EUCAST-u 
[49]. Rýchla fenotypová identifikácia karbapenemázového 
typu sa uskutočnila pomocou imunochromatografického 
testu CARBA-5 (NG-Biotech Laboratoires, Guipry-Messac, 
Francúzsko), ktorý bol navrhnutý na detekciu piatich hlavných 
typov karbapenemáz (KPC, NDM, VIM, IMP a OXA-48). V 
súlade s usmerneniami Ministerstva zdravotníctva SR boli kmene 
Klebsiella pneumoniae produkujúce karbapenemázy zaslané na 
potvrdenie do Národného referenčného centra pre sledovanie 
antimikrobiálnej rezistencie.

Analýza genómu izolátov Klebsiella pneumoniae
Na analýzu genómu izolátov K. pneumoniae sa použili 

bakteriálne kultúry kultivované cez noc na médiu Luria-Bertani 
(LB) pri 37 ° C. DNA bola izolovaná pomocou súpravy Higher 
PurityTM Bacterial Genomic DNA Isolation Kit (CanvaxBiotech; 
Cordoba, Španielsko) a bola kvantifikovaná pomocou súpravy 
Qubit ds-DNA HS Assay Kit (Thermofisher Scientific; Eugene, 
OR, USA). Sekvenčné knižnice boli pripravené pomocou 
protokolu Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina; San 
Diego, CA, USA) a purifikované na magnetických guľôčkach 
AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences; Indianapolis, IN, 
USA). Kvalita knižnice bola skontrolovaná pomocou vysoko 
citlivého DNA elektroforézneho čipu a 2100 Bioanalyzer 
Instrument (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA). 
Sekvenovanie sa uskutočňovalo s 2 x 150 bp odčítaním s 
použitím platformy Illumina NextSeq 500 (Illumina). Získané 
sekvenčné údaje boli de novo zostavené pomocou SPAdes s 
použitím štandardného nastavenia parametrov (Centrum pre 
algoritmickú biotechnológiu; St. Petersburg State University, St 
Petersburg, Rusko) [50] a anotované pomocou online programu 
BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center, 
https://www.bv-brc.org (prístup 14. júla 2023). Kritérium 100 
% identity a 100 % pokrytia referenčným génom sa použilo 
ako prah pre prítomnosť génu. Genómy sa ďalej analyzovali 
pomocou databázy CGE (Center for Genomic Epidemiology; 
Kongens, Lyngby, Dánsko), servera BV-BRC a databázy 
BIGSdb (Institut Pasteur MLST). Na určenie príbuznosti 
kmeňov boli použité štandardné MLST a cgMLST založené na 
629 génoch dostupných v databáze Klebsiella BIGSdb (https://
bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/, prístup 16. júla 2023). GrapeTree 
bol použitý na vizualizáciu zhlukov kmeňov na základe analýzy 
Klebsiella cgMLST. Sekvenované genómy boli uložené v NCBI 
databázy pod prírastkovým číslom bioprojektu PRJNA996751 
a do databázy BIGSdb-Pasteur Klebsiella pneumoniae pod 
prístupovým číslom 57223–57235.
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Štatistická analýza
Výsledky boli štatisticky analyzované pomocou chí-

kvadrátového testu s použitím softvéru Excel verzie 2019 
(Microsoft Corporation, USA). Za štatisticky významné  sa 
považovali p hodnoty <0,05.

Výsledky
V tejto retrospektívnej štúdii sa incidencia a distribúcia 

Klebsiella pneumoniae rezistentnej voči karbapenémom (CRKP) 
analyzovala od roku 2017 do roku 2022 a obdobie pred COVID-
19 sa porovnávalo s obdobím COVID-19. Zahrnuté boli klinické 
vzorky 28 808 pacientov odoslaných na mikrobiologickú 
analýzu, kde bola skúmaná antimikrobiálna citlivosť kmeňov 
CRKP izolovaných počas pandémie COVID-19 a  vybrané 
kmene izolované v roku 2022 boli podrobené celogenómovému 
sekvenovaniu. Vo všetkých analýzach sme vylúčili viacnásobné 
izolácie rovnakého kmeňa CRKP od toho istého pacienta.

Výskyt Klebsiella pneumoniae produkujúcej karbapenemázy 
V období pred COVID-19 v rokoch 2017–2019 sme 

mikorbiologickému vyšetreniu podrobili klinické vzorky od 
16 250 pacientov. U 30 pacientov (0,18 %) boli izolované 
CRKP kmene. Celkovo 3 kmene produkovali KPC enzýmy a 
27 produkovalo enzýmy typu NDM. Počas obdobia COVID-
19 (2020–2022) bolo vyšetrených 12 558 pacientov. Z nich 
95 (0,76 %) bolo CRKP pozitívnych a v rovnakom čase malo 
45 z  nich aj COVID-19 (47 %). Celkovo 26 pacientov malo 
KPC a 69 malo kmene CRKP produkujúce karbapenemázu 
typu NDM. Distribúcia pohlaví bola približne rovnaká, a to v 
základnej aj CRKP-pozitívnej skupine pacientov (55 % vs. 56,7 
% žien v rokoch 2017–2019; 52,6 % vs. 49,5 % v rokoch 2020–
2022). Počas obdobia COVID-19 bol zistený významný, 4,8-
násobný nárast relatívneho výskytu CRKP (p < 0,0001). CRKP 
produkujúce NDM mali vrchol výskytu v roku 2021, po ktorom 
nasledoval prudký pokles. Podiel CRKP produkujúcich KPC 
enzýmy sa od roku 2020 mierne zvyšoval (obrázok 1).

Obrázok 1 Výskyt Klebsiella pneumoniae produkujúcej 
karbapenemázy počas analyzovaných rokov. CRKP—

Klebsiella pneumoniae rezistentná voči karbapenémom; KPC 
- Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM – New Delhi 

metallo-beta-lactamase

Poznámka: viaceré izoláty CRKP od toho istého pacienta boli 
vylúčené.

Distribúcia Klebsiella pneumoniae produkujúcich 
karbapenemázy u rôznych vekových skupín, na jednotkách 
intenzívnej starostlivosti a v rúznych klinických vzorkách

Vek CRKP-pozitívnych pacientov počas pandémie COVID-
19 sa pohyboval od 2 do 91 rokov, s mediánom veku 67 rokov. 
Pacienti starší ako 50 rokov predstavovali väčšinu CRKP-
pozitívnych prípadov v oboch skúmaných obdobiach. V rokoch 
2017–2019 predstavovali 90 % všetkých CRKP-pozitívnych 
prípadov; v rokoch 2020–2022 bol tento podiel 83 % (obrázok 
2).

Obrázok 2 Veková distribúcia CRKP-pozitívnych pacientov s 
ohľadom na rizikový vek pre závažný COVID. 0–50 rokov: p = 

0,0003; ≥ 51 rokov: p < 0,0001.

Počas analyzovaných časových období bol podiel CRKP 
siginifikantne vyšší na jednotkách intenzívnej starostlivosti 
(obrázok 3). Počas obdobia COVID-19 bola ako pôvodca zápalu 
pľúc  izolovaná K. pneumoniae z dolných dýchacích ciest u 
167 pacientov na jednotkách intenzívnej starostlivosti. Celkovo 
58 z nich malo CRKP kmene (38 pacientov bolo pozitívnych 
na COVID-19) a 48 z nich trpelo ventilátorovou pneumóniou 
(VAP) spôsobenou CRKP (34 bolo pozitívnych na COVID-19). 
U šiestich pacientov s VAP spôsobenou CRKP bola zistená K. 
pneumoniae v hemokultúre; všetci pacienti trpeli na COVID. 
Celkovo 31 pacientov s VAP zomrelo počas hospitalizácie, čo 
predstavuje takmer 65 % hospitalizačnú mortalitu; 24 z nich 
boli pacienti s COVID-19 (úmrtnosť 71 %). Z týchto údajov 
bol najvýraznejší nárast pozitivity na CRKP počas pandémie 
COVID-19 zistený vo vzorkách z dolných dýchacích ciest (z 0 
na 2,6 %). Po nich nasledovali vzorky z infekcií kože a mäkkých 
tkanív (z 0,08 % na 1,67 %) a hemokultúr (z 0,05 na 0,61 %) 
(obrázok 4).

Obrázok 3 Distribúcia Klebsiella pneumoniae rezistentnej 
na karbapenémy na jednotkách intenzívnej starostlivosti a na 
ostatných oddeleniach. * p < 0,05; *** p < 0,0001.
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Obrázok 4 Distribúcia Klebsiella pneumoniae rezistentej na karbapenémy v klinických vzorkách z rôznych telesných lokalít.  
*** p < 0,0001.

Antimikrobiálna citlivosť Klebsiella pneumoniae produkujúcej 
karbapenémázy

Výsledky citlivosti na antibiotiká boli analyzované u CRKP 
kmeňov z obdobia COVID-19. Z 18 testovaných antibiotík bolo 
8 (ampicilín – vnútorná rezistencia; ampicilín – sulbaktám, 
piperacilín – tazobaktám, cefuroxím, cefotaxím, ceftazidím, 
cefepím a ertapeném) neúčinných. Antimikrobiálna citlivosť na 
zvyšok antibiotík sa medzi producentmi KPC a NDM značne 
líšila (obrázky 5 a 6). Spomedzi KPC-pozitívnych kmeňov sa 
najnižšia miera rezistencie zistila u kolistínu (8 %) a amikacínu 
(15 %), po ktorých nasledoval gentamicín a tigecyklín (oba 88 
%). Najnižšia rezistencia u producentov NDM bola opäť zistená 
pre kolistín, ale bola oveľa vyššia ako u KPC kmeňov: 43 %. Po 
kolistíne nasledoval tigecyklín, tetracyklín a kotrimoxazol ( 45, 
48 a 71 % v tomto poradí).

Obrázok 5 Citlivosť Klebsiella pneumoniae produkujúcej 
KPC izolovanej počas pandémie COVID-19. SPZ 
cefoperazón–sulbaktám, MEM meropeném, GEN gentamicín, 
TOB tobramycín, AMI amikacín, CIP ciprofloxacín, TET 

tetracyklín, TGC tigecyklín, COT kotrimoxazol (trimetoprim–
sulfametoxazol), COL colistin. Všetky izoláty boli rezistentné 
na ampicilín (vnútorná rezistencia); ampicilín-sulbaktám, 
piperacilín-tazobaktám, cefuroxím, cefotaxím, ceftazidím, 
cefepím a ertapeném (nie sú znázornené na obrázku 5).

Obrázok 6 Citlivosť Klebsiella pneumoniae produkujúcej 
NDM izolovanej počas pandémie COVID-19. SPZ 
cefoperazón–sulbaktám, MEM meropeném, GEN gentamicín, 
TOB tobramycín, AMI amikacín, CIP ciprofloxacín, TET 
tetracyklín, TGC tigecyklín, COT kotrimoxazol (trimetoprim–
sulfametoxazol), COL colistin. Všetky izoláty boli rezistentné 
na ampicilín (vnútorná rezistencia); ampicilín-sulbaktám, 
piperacilín-tazobaktám, cefuroxím, cefotaxím, ceftazidím, 
cefepím a ertapeném (nie sú znázornené na obrázku 6).
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In vitro aktivita nových beta-laktámov
V skupine 12 kmeňov CRKP izolovaných v roku 2022 bola 

testovaná aktivita jedného nového cefalosporínu a troch nových 
kombinácií beta-laktámov s inhibítormi beta-laktamáz. Izoláty 
produkujúce KPC boli testované na cefiderokol (break-point 2 
mg/l) ceftazidím-avibaktám (break-point 8 mg/l), imipeném-
relebaktám (break-point 2 mg/l) a meropeném-vaborbaktám 
(break-point 8 mg/l). Všetky štyri terapeutiká boli navrhnuté na 
liečbu infekcií spôsobených multirezistentnými gramnegatívnymi 

baktériami, vrátane CRKP. Izoláty produkujúce NDM boli 
testované iba na cefiderokol, pretože inhibítory beta-laktamáz 
kombinované s ďalšími tromi beta-laktamovými liekmi sú 
neaktívne proti metalo-beta-laktamázam triedy B. Vo všetkých 
analyzovaných izolátoch bola zistená vynikajúca in vitro aktivita. 
Aj keď hodnoty MIC cefiderokolu boli mierne vyššie v kmeňoch 
produkujúcich NDM, boli značne vzdialené od hraničných 
hodnôt (tabuľky 1 a 2).

Tabuľka 1 Ceftazidim-avibaktám, imipeném-relebaktám a meropeném-vaborbaktám in vitro aktivita proti KPC-produkujúcim 
karbapeném-rezistentným kmeňom Klebsiella pneumoniae.

Ceftazidím-
avibaktám MIC 

[mg/L]

KPC (n) Imipeném-
relebaktám  MIC 

[mg/L]

KPC (n) Meropeném-
vaborbaktám MIC 

[mg/L]

KPC (n)

0.032 1 0.094 1 0.023 3
0.094 1 0.125 2 0.032 3
0.190 2 0.190 1 0.047 1
0.380 1 0.250 1
0.750 2 0.380 1

0.5 1
MIC – minimálna inhibičná koncentrácia; KPC - Klebsiella pneumoniae - carbapenemase

Tabuľka 2 In vitro aktivita cefiderokolu proti Klebsiella 
pneumoniae rezistentnej na karbapenémy.

Cefiderokol MIC [mg/L] KPC (n) NDM (n)
0.016 1 -
0.032 4 -
0.064 1 1
0.094 1 1
0.19 - 2
0.25 - 1

MIC - minimálna inhibičná koncentrácia; KPC - Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase; NDM – New Delhi metallo-beta-

lactamase

Sekvenovanie genómu vybraných kmeňov Klebsiella 
pneumoniae rezistentných na karbapenémy

Dvanásť izolátov CRKP z roku 2022 bolo analyzovaných 
prostredníctvom WGS (Whole Genome Sequencing). Dĺžka 
genómov sa pohybovala od 5,38 do 6,04 Mbp, a keď sa 
analyzovali pomocou MLST (Multi-Locus Sequence Typing), 
izoláty patrili k trom typom sekvencií (ST) (obrázok 7, tabuľka 
3). Päť kmeňov patrilo do ST-11 sublínie SL-258, ďalších šesť 
bolo ST-307 a SL-307 a posledný kmeň bol vzácneho typu ST-
5889. Vzájomná príbuznosť kmeňov priradených k rovnakému 
ST bola ďalej hodnotená pomocou cgMLST (core genome 
MLST). Kmene boli zoskupené podľa typov sekvencií (obrázok 
7). Štyri z piatich kmeňov ST-11 boli navzájom blízko príbuzné, 
pretože sa líšili menej ako štyrmi alelami; posledný kmeň bol 
odlišný, pretože mal 95 odlišných alel a patril do inej klonálnej 
skupiny. Kmene ST-307 boli veľmi homogénne a nemali medzi 
sebou takmer žiadne rozdiely.

Obrázok 7 GrapeTree 12 izolátov Klebsiella pneumoniae 
rezistentných na karbapenémy na základe cgMLST. Veľkosti 
prstencov zodpovedajú počtu kmeňov s rovnakým genotypom; 
označenie kmeňov je vyznačené vo vnútri krúžku a ST sú 
označené farbou. Čísla na čiarach medzi krúžkami zodpovedajú 
číslam rôznych alel.

Tabuľka 3 Charakterizácia 12 izolátov Klebsiella pneumoniae 
rezistentných na karbapenémy so sekvenovanými genómami.

Sublínia ST Klonálna 

skupina

Sérotyp (wzi)1 Karbapenemázový 

gén

Počet 

kmeňov

SL-258 11
CG340 K15:O4 (50) NDM-1 4
CG3666 ? (24) NDM-1 1

SL-307 307 CG307 K2:O1/2 (173) KPC-2 6
CG11340 5889 CG11340 K14/15:O3 (new) KPC-2 1

1 Sérotyp určený podľa K-PAM (číslo alely génu wzi)

Vzor fenotypu antimikrobiálnej rezistencie a zodpovedajúce 
typy sekvencií analyzovanej Klebsiella pneumoniae produkujúcej 
karbapenemázu sú znázornené na obrázku 8.
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Obrázok 8 Antibiogram a distribúcia sekvenčných typov u kmeňov Klebsiella pneumoniae rezistentných na karbapenémy z roku 
2022. SPZ cefoperazón–sulbaktám, MEM meropeném, GEN gentamicín, TOB tobramycín, AMI amikacín, CIP ciprofloxacín, 
TET tetracyklín, TGC tigecyklín, COT kotrimoxazol (trimetoprim–sulfametoxazol), COL kolistín, FDC cefiderokol, CAZ/AVI 
ceftazidím–avibaktám, IMP/REL imipeném–relebaktám, MEM/VAB meropeném–vaborbaktám, KPC Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase, NDM—New Delhi metallo-beta-lactamase. Všetky izoláty boli rezistentné na ampicilín (vnútorná rezistencia); 
ampicilín-sulbaktám, piperacilín-tazobaktám, cefuroxím, cefotaxím, ceftazidím, cefepím a ertapeném (nie sú znázornené na obrázku 
8).

Diskusia
Bližšie štúdium nozokomiálnych kmeňov ako aj analýza 

ich výskytu a antimikrobiálnej citlivosti je enormne dôležitá z 
hľadiska liečby a prevencie nozokomiálnych nákaz. Z nich majú 
obrovský význam infekcie spôsobené CRKP. Počas pandémie 
COVID-19 boli z rôznych krajín sveta hlásené zvýšené počty 
nozokomiálnych bakteriálnych superinfekcií spôsobených 
CRKP [10–13,15]. Ústredná vojenská nemocnica (ÚVN) 
nebola výnimkou: relatívna incidencia Klebsiella pneumoniae 
rezistentnej na karbapenémy sa zvýšila 4,8-krát. Naše výsledky 
sú však v rozpore s niektorými čínskymi a talianskymi štúdiami, 
ktoré nezistili žiadny štatisticky významný rozdiel v pomere 
incidencie, kolonizácii a miere infekcie Enterobacterales 
rezistentných na karbapenémy počas pandémie [16,17]. Takmer 
polovica CRKP-pozitívnych pacientov v ÚVN mala v rovnakom 
čase infekciu COVID-19.

Ľudia nad 50 rokov patria do rizikovej skupiny pre 
závažný priebeh COVID-19 [18] a pacienti s COVID-19 
sú obzvlášť ohrození sekundárnou infekciou CRKP pre ich 
extrémnu krehkosť a potrebu dlhodobého pobytu na jednotkách 
intenzívnej starostlivosti (JIS) [19]. Preto sme sa pokúsili 
pozrieť na vekové rozloženie CRKP-pozitívnych pacientov. 
Počas obdobia COVID-19 (2020–2022) táto veková skupina 
predstavovala 79 % všetkých pacientov s pozitívnym nálezom 
CRKP. Aj keď boli CRKP kmene izolované od pacientov nad 
50 rokov s výrazne vyššou frekvenciou v období COVID-
19, podobné výsledky sa dosiahli v období pred COVID-19. 
V tomto ohľade môžu mať starší pacienti niekoľko ďalších 
individuálnych rizikových faktorov, ktoré prispievajú k infekcii 
spôsobenej CRKP [20], rovnako ako niektorí mladí pacienti s 
ťažkým ochorením COVID-19 [19]. V našej štúdii neboli žiadne 
signifikantné rozdiely vo výskyte CRKP medzi mužskými a 
ženskými pacientmi, na rozdiel od Yang et al., ktorí zistili vyššie 
podiely CRKP a rezistenciu u mužských pacientov [16]. Podobné 
výsledky prezentovali Mędrzycka-Dąbrowska et al. vo svojom 
rozsiahlom prehľade infekcií CRKP u pacientov s COVID-19 

[21], ktorí uviedli, že väčšina pacientov s CRKP boli muži s 
priemerným vekom 61 rokov.

Výskyt izolátov CRKP bol signifikantne vyšší na JIS v 
súlade so výsledkami mnohých iných štúdií  [ pre prehľad pozri 
21]. Tento jav bol ešte výraznejší počas obdobia COVID-19, keď 
sa zmenili podmienky v ÚVN. Vyššie boli počty ťažko chorých 
pacientov, a to najmä so zápalom pľúc, často s potrebou umelej 
pľúcnej ventilácie (UPV), čo zvyšovalo riziko sekundárneho 
bakteriálneho zápalu pľúc. V ÚVN bola zaznamenaná takmer 
71 % úmrtnosť medzi pacientmi s COVID-19 na UPV so 
sekundárnou bakteriálnou pneumóniou spôsobenou CRKP 
kmeňmi. Podobné miery úmrtnosti boli hlásené v retrospektívnej 
case-control štúdii v jednom centre zo Španielska, kde 
Enterobacterales produkujúce karbapenemázy boli príčinou 
smrti približne dvoch tretín kriticky chorých pacientov s COVID-
19 [22]. Štúdia Dumitru et al. uvádza deväť pacientov na JIS 
s ťažkou invazívnou koinfekciou CRKP s COVID-19. Všetci 
pacienti okrem jedného boli starší ako 50 rokov so značnými 
komorbiditami. Päť pacientov zomrelo, čo predstavuje viac ako 
50 % mortalitu [23].

Paralelne s nárastom pacientov na UPV v ÚVN sa zvýšila 
aj pozitivita CRKP kmeňov vo vzorkách spúta; podobne čínska 
štúdia identifikovala spútum ako primárny zdroj CRKP počas 
pandémie COVID-19 [16]. Hlavným rezervoárom infekcií K. 
pneumoniae je gastrointestinálne nosičstvo [24]; výskyt CRKP v 
gastrointestinálnych vzorkách pacientov v ÚVN počas obdobia 
COVID-19 sa však zvýšil len mierne. Umelá pľúcna ventilácia 
predstavuje zvýšené riziko sekundárnej nozokomiálnej pľúcnej 
infekcie, ktorú môže ešte zhoršiť primárna vírusová pľúcna 
infekcia. Aj keď nález CRKP v horných dýchacích cestách 
svedčí skôr o kolonizácii, môže sa stať zdrojom pľúcnej infekcie 
počas intubácie [25]. Napriek tomu naša štúdia odhalila len 
mierny nárast výskytu CRKP kmeňov vo vzorkách z horných 
dýchacích ciest. Analýzou možných príčin prudkého nárastu 
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incidencie CRKP v ÚVN počas roku 2021 sa odhalilo viacero 
faktorov, ktoré postihli predovšetkým pacientov Kliniky 
anestéziológie a intenzívnej medicíny (KAIM). V roku 2021 sa 
počet pacientov na umelej pľúcnej ventilácii zvýšil štvornásobne 
v porovnaní s obdobím pred COVID-19. Malo to za následok 
obrovskú záťaž pre personál a nehovoriac o nedostatku sestier a 
lekárov. Dôležitú úlohu by mohol zohrať aj pocit falošnej čistoty. 
Personál bol oblečený v kombinézach s dvoma ochrannými 
rukavicami. Multirezistentné kmene klebsiel však dokážu 
prežiť aj dezinfekciu a zostať na kombinézach, čo umožňuje 
šírenie z pacienta na pacienta, pričom v ÚVN na KAIM boli 
hospitalizovaní pacienti z celého Slovenska. Okrem toho sa 
KAIM z technických a organizačných dôvodov niekoľkokrát 
sťahovala do rôznych nemocničných priestorov. Je známe, 
že takéto bezprecedentné podmienky môžu prispieť k šíreniu 
antimikrobiálnej rezistencie vrátane rezistencie na karbapenémy 
[17], ako to potvrdila analýza výskytu Enterobacterales 
rezistentných na karbapenémy (CRE) v talianskej štúdii Tiri et 
al. [15]. Zistili nárast akvizícií CRE zo 6,7 % v roku 2019 na 50 
% v marci až apríli 2020 (najkritickejšie obdobie COVID-19 v 
Taliansku). V ďalšom roku sa počet pacientov na KAIM v ÚVN 
znížil na polovicu v porovnaní s rokom 2021. Pracovníci KAIM 
sa navyše poučili z predchádzajúcej krízy. Zaviedli sa prísnejšie 
protiepidemické opatrenia, vrátane nosenia jednorazového plášťa 
na vrchnej časti kombinézy počas starostlivosti o pacientov 
kolonizovaných multirezistentnými kmeňmi, zvýšenej hygieny 
rúk a dodatočných rukavíc, izolácie alebo kohortizácie CRKP-
pozitívnych pacientov, reedukácia personálu, monitorovanie 
povrchov prostredia sústreďujúc sa na CRKP kmene, okamžité 
hlásenie nových pozitívnych prípadov a celkovo zvýšený 
hygienický režim v nemocnici. To viedlo k poklesu incidencie 
CRKP produkujúcich  NDM na úroveň predpandemického 
obdobia; objavil sa však mierny vzostup CRKP kmeňov 
produkujúcich KPC.

Vybrané CRKP kmene z roku 2022 boli podrobené 
celogenómovému sekvenovaniu. Na základe výsledkov 
sekvenovania predstavovala K. pneumoniae rezistentná na 
karbapenémy izolovaná v ÚVN fylogeneticky málo rôznorodú 
skupinu, čo naznačuje epidemické nozokomiálne rozšírenie. 
Väčšina izolátov bola typu  ST-11 (producenti NDM-1) a 
ST-307 (producenti KPC-2). Iba jeden izolát KPC-2 bol 
iného typu ST: ST-5889. V Európe sú CRKP ST 11, 15, 101 
a 258/512 široko distribuované [1]. Okrem toho je ST-11 
dominantným klonom CRKP v Číne s alarmujúcim rozšírením 
[26], úspešným medzinárodným prenosom [27] a schopnosťou 
premeny na hypervirulentné (hv) infekčné agensy produkujúce 
karbapenémázy, ako dokazujú nedávno objavené Kmene ST-11 
CR-HvKP [28]. Na druhej strane, CRKP ST-11 môžu tiež stratiť 
antimikrobiálnu rezistenciu a virulenciu [29], čo znamená, že ich 
genóm musí byť veľmi plastický a vyžaduje trvalé monitorovanie; 
táto vlastnosť je však typická pre mnohé ďalšie typy sekvencií 
Klebsiella pneumoniae. Klebsiella pneumoniae ST-307 sa 
objavila v roku 2008 a odvtedy sa rozšírila do rôznych častí 
sveta, kde spôsobovala nemocničné epidémie [30]. O unikátnom 
CRKP ST-5889 chýbajú literárne údaje. Len jeden ďalší izolát 
(z Číny) je uložený v databáze Klebsiella BIGSdb. Náš izolát 
CRKP ST-5889 sa podstatne líšil od ostatných CRKP z ÚVN 
nižším počtom beta-laktamáz a vyššou citlivosťou na ne-beta-
laktámové antibiotiká. K dispozícii je len jedna štúdia týkajúca 
sa distribúcie typu sekvencie CRKP v iných nemocniciach v SR. 
Trochu širšie spektrum typov sekvencií CRKP bolo prítomné 

v troch zdravotníckych zariadeniach Univerzitnej nemocnice v 
Bratislave, ako uvádza Koreň et al. [4]. Podobne ako pri našich 
výsledkoch, väčšina CRKP boli producentmi ST-11 NDM-1. Po 
nich nasledovali KPC-2 producenti ST-258 – dominantný ST u 
CRKP kmeňov v Európe a Amerike [1] – a zriedkavý ST-584. 
Len jeden izolát bol hlásený z ST-15 a ST-340 a žiadny z našich 
najhojnejšie sa vyskytujúcich KPC-2 produkujúcich ST-307 v 
našej nemocnici. 

Liečba pacientov infikovaných CRKP kmeňmi predstavuje 
veľkú medicínsku výzvu. V závislosti od typu produkovanej 
karbapenemázy sú tieto kmene rezistentné na rôzne beta-
laktámové antibiotiká a ich citlivosť na ne-beta-laktámové liečivá 
nie je možné predvídať v dôsledku získania rôznych dodatočných 
mechanizmov rezistencie [31,32], ako ukazujú aj naše výsledky. 
Preto sú terapeutické možnosti obmedzené a odpoveď na liečbu 
je často neistá [33]. KPC kmene a metalo-beta-laktamázy, 
ako NDM, predstavujú základný molekulárny mechanizmus 
rezistencie CRKP kmeňov voči karbapenémom [34]. CRKP 
v našej štúdii produkovali iba tieto dve triedy karbapenemáz. 
Medzi producentmi KPC a NDM boli identifikované rôzne 
modely antimikrobiálnej rezistencie. Najvýraznejší rozdiel bol 
v citlivosti na amikacín, pričom väčšinou boli citliví producenti 
KPC a rezistencia u takmer všetkých producentov NDM. 
Podstatné rozdiely sa zistili aj v citlivosti na kolistín – „starý“ 
liek, ktorý v súčasnosti zažíva renesanciu v klinickom používaní, 
pri rozsiahlom šírení gramnegatívnych paličiek odolných voči 
viacerým antibiotikám v nemocničnom prostredí. Aj keď bol 
kolistín relatívne toxický, v mnohých prípadoch sa považoval za 
liek poslednej voľby. Kvôli šíreniu antimikrobiálnej rezistencie 
a objaveniu sa CRKP kmeňov sa v súčasnosti často používa ako 
liečba prvej voľby pri infekciách spôsobených týmito baktériami 
[35]. S čoraz častejším používaním kolistínu v terapii sa začali 
objavovať kmene rezistentné na kolistín s modifikovanými 
molekulami LPS (lipopolysacharidu) [36]. V našej štúdii mali 
CRKP kmene produkujúce KPC len nízku mieru rezistencie na 
kolistín; neočakávali sme však takú vysokú kolistínovú rezistenciu 
u producentov NDM (nad 40 %). Rastúce počty izolátov 
CRKP rezistentných na kolistín boli hlásené aj zo zariadení 
fakultných nemocníc v SR, aj keď nie až také alarmujúce – z 0 
% publikovaných v roku 2019 na 2,5 % v roku 2022 [3,4]. Pri 
analýze tejto extrémne vysokej miery rezistencie na kolistín v 
ÚVN medzi kmeňmi NDM je najpravdepodobnejším dôvodom 
epidemické rozšírenie rovnakého kmeňa Klebsiella pneumoniae 
NDM rezistentného na kolistín počas obdobia COVID-19 (ako 
je uvedené vyššie). Na základe in vitro štúdií [37] a klinických 
štúdií [38] by kolistín v kombinácii s meropenémom alebo 
amikacínom mohol predstavovať reálnu terapeutickú možnosť 
proti CRKP izolátom rezistentným na kolistín. Bohužiaľ táto 
možnosť nemohla byť použitá u väčšiny pacientov v ÚVN s 
CRKP produkujúcimi NDM kvôli ich vysokej miere rezistencie 
voči týmto antimikrobiálnym liekom. Tigecyklín je ďalším 
liekom s aktivitou proti CRKP a pozitívnym vplyvom na 
prežívanie pacientov s ťažkými infekciami spôsobenými CRKP 
kmeňmi pri aplikácii vo vysokých dávkach v kombinovanej 
liečbe [39]. Počas liečby infekcií CRKP však bola popísaná 
rastúca rezistencia [40]. V našej štúdii možno na základe 
výsledkov testu citlivosti očakávať úspešný efekt kombinovanej 
terapie s tigecyklínom u viac ako polovice infekcií spôsobených 
CRKP kmeňmi produkujúcimi NDM, ale iba v menej ako  
20 % prípadov spôsobených KPC- producentmi. Nezvyčajná 
kombinácia ertapenému s iným karbapenémom v terapii infekcií 
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spôsobených CRKP kmeňmi je založená na dôkaze, že ertapeném 
sa môže viazať na karbapeném s veľmi vysokou afinitou, ktorá 
zabraňuje hydrolýze ďalšej molekuly karbapenému a zachováva 
jej baktericídnu aktivitu [41]. 
Správna identifikácia typu karbapenemázy je kľúčová pre 
výber najvhodnejšieho antimikrobiálneho lieku spomedzi tých, 
ktoré boli nedávno zavedené do terapeutickej praxe [34]. Vo 
všeobecnosti sú CRKP kmene, ktoré produkujú metalo-beta-
laktamázu (vrátane NDM), rezistentné voči všetkým beta-
laktámom (a ich kombináciám s inhibítormi beta-laktamáz), 
okrem cefiderokolu – prvého sideroforového cefalosporínu 
– a monobaktámu aztreonamu [42]. Pri CRKP kmeňoch 
produkujúcich metalo-beta-laktamázu môže byť aztreonam 
často inaktivovaný inými beta-laktamázami. Kombinácia 
ceftazidím-avibaktámu a aztreonamu môže mať synergický 
účinok, pretože avibaktám môže inaktivovať iné beta-laktamázy 
na zachovanie aktivity aztreonamu [43,44]. Testovanie týchto 
dvoch antimikrobiálnych látok však nebolo zahrnuté do rutinnej 
schémy testovania citlivosti našich CRKP kmeňov.

Na liečbu infekcií spôsobených producentmi KPC sa 
odporúčajú kombinácie betalaktámov s novými inhibítormi 
betalaktamáz, ako sú ceftazidím–avibaktám, meropeném–
vaborbaktám alebo imipeném–relebaktám alebo nový 
cefalosporín, cefiderokol [45]. Tieto nové lieky sa v SR zatiaľ 
používajú len ojedinele. Ich zriedkavé použitie je v súlade s 
vynikajúcou citlivosťou zistenou u CRKP kmeňov izolovaných 
v roku 2022 v ÚVN. Žiaľ, vo svete už existujú správy o vzniku 
rezistencie aj voči týmto novým efektívnym liekom [45,46]. 
Klinické zlyhanie liečby ceftazidím-avibaktámom opísali 
Dumitru et al. [25] u pacientov, ktorých diagnóza bola stanovená 
neskoro. Riešením môže byť včasná a správna identifikácia typu 
karbapenemázy produkovanej CRKP, včasná terapia účinnými 
liekmi, prísne dodržiavanie racionálnej antimikrobiálnej liečby a 
uvážlivé predpisovanie týchto cenných antimikrobiálnych látok. 
Tieto opatrenia môžu spomaliť vznik a šírenie rezistentných 
kmeňov a zachovať aktivitu vyššie uvedených liečiv do 
budúcnosti [45,46].

Záver
Počet CRKP izolátov sa v ÚVN počas pandémie COVID-

19 signifikantne zvýšil 4,8-krát. Produkcia karbapenemáz typu 
KPC a NDM predstavovala základné molekulárne mechanizmy 
zodpovedné za rezistenciu na karbapenémy. Izoláty z roku 2022 
mali relatívne nízku fylogenetickú diverzitu, čo môže naznačovať 
epidemické šírenie; všetky boli citlivé na nové antimikrobiálne 
látky určené na liečbu infekcií spôsobených CRKP kmeňmi. 
Napriek vynikajúcej aktivite nových antimikrobiálnych látok sa 
však musí dôsledne dodržiavať racionálna antibiotická politika 
podporená doplnkovou liečbou a prísnymi protiepidemickými 
opatreniami, zvlášť v nemocničných zariadeniach.
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