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Abstrakt

Obdobie pandémie COVID-19 prinieslo nové medicinske vyzvy, ktoré spolu s nozokomidlnymi bakteridlnymi infekciami znamenali pre
zdravotnictvo obrovsku zataz. Jednou z najalarmujtcejSich nozokomialnych hrozieb bola Klebsiella pneumoniae rezistentna voci karbapenémom
(CRKP). Je nesmierne dolezité monitorovat’ vyskyt CRKP kmertiov a ich antimikrobidlnu rezistenciu, a to ako na globalnej, tak na lokalnej Grovni.
V retrospektivnej §tudii realizovanej v Ustrednej vojenskej nemocnici v Ruzomberku bol zistovany vyskyt CRKP kmefiov v obdobi pred COVID-
19 (2017-2019) a pocas pandémie COVID-19 (2020-2022). Relativny vyskyt CRKP sa po¢as obdobia COVID-19 vyrazne zvysil — 4,8-krat, z 0,18
na 0,76 %. Zaroven 47 % CRKP-pozitivnych pacientov malo suc¢asne aj COVID-19. Identifikovalo sa 26 izolatov produkujucich KPC enzymy
a 69 izolatov produkujucich enzymy NDM. Vybrané CRKP kmene izolované v roku 2022 boli podrobené celogenomovému sekvenovaniu a ich
citlivost’ bola testovana na cefiderokol, ceftazidim—avibaktam, imipeném-relebaktam a meropeném-—vaborbaktam s vynikajucimi vysledkami.
Izolaty produkujuce KPC boli tiez vysoko citlivé na kolistin (92 %). Izolaty NDM mali niz§iu mieru citlivosti na kolistin (iba 57 %). U KPC
izolatov prevladal sekven¢ny typ ST-307 a u NDM izolatov ST-11. Napriek vynikajtcej aktivite novych antimikrobialnych latok je nevyhnutné
dosledné dodrziavanie racionalnej antibiotickej politiky podporené doplnkovou lie¢bou a prisnymi protiepidemickymi opatreniami.

Kracové slova: Klebsiella pneumoniae rezistentna voci karbapenémom. KPC. NDM. COVID-19. Antimikrobialna rezistencia. Celogenomové
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 Ruzomberok, 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.

Uvod

Vyskyt a Sirenie kmentov Klebsiella pneumoniae
rezistentnych voc¢i karbapenémom (CRKP) v nemocniciach
po celom svete [1,2], vratane Slovenskej republiky [3.4],
predstavuje nalichavy globalny problém verejného zdravotnictva

vojne alebo v krajinach, ktoré celia socialno-ekonomickym
a pristahovaleckym vyzvam [8]. Podobna situacia bola
zaznamenana v ére COVID-19. Zaciatok pandémie COVID-19
priniesol nové vyzvy v oblasti zdravotnej starostlivosti, pricom

a predstavuje obrovsku zataz pre nemocni¢né zariadenia u
vysokorizikovych pacientov [5]. Infekcie sposobené tymito
bakteridlnymi agensami predstavuju vyznamny terapeuticky
problém, predovsetkym u pacientov na jednotkach intenzivnej
starostlivosti, kde bakterialne superinfekcie zvySuji morbiditu a
mortalitu kriticky chorych a oslabenych pacientov, s enormnym
dopadom na naklady spojené so zdravotnou starostlivostou
[6,7]. Predchadzajtice analyzy ukazuju, ze baktérie produkujiice
karbapenemazy sa efektivne Siria v casoch chaosu — vo

sekundarne bakterialne infekcie u hospitalizovanych pacientov
predstavovali d’alSie zdravotné hrozby. U pacientov s COVID-
19 sa vyskytla koinfekcia s producentmi karbapenemaz [9].
Stadie z roznych regionov zacali hlasit’ zvySujiicu sa rezistenciu
na karbapenémy, v ktorej dominovali predovsetkym kmene
Klebsiella pneumoniae, vyskytujuce sa najmid na jednotkach
intenzivnej starostlivosti, kde sa lieCili pacienti s tazkym
ochorenim COVID-19 [10-13]. Enormny narast t'azko chorych
pacientov pocas pandémie COVID-19 viedol k preplneniu

ZDRAVOTNICKE STUDIE 02/2023

13

—
S
P
[%2]
A
m
<
S
<

OALST131VAOYLISO

(OF:|

OALDINLOAVYAZ INFYIA JEENERATTESYEINTONECETAND! vIONILSISY YNAOY



LEKARSKE VEDY

>

=
(V)]
=1
L
<
(@)
o
l_
[NN]
0]
(@]

PORODNA ASISTENCIA

VLGN (aaZe P LABORATORNE VYSETROVACIE METODY

Ficik, J., Andrezal, M., Drahovska, H., Bohmer, M., Szemes, T., Liptikova, A., Slobodnikova, L.
Covid a karbapeném-rezistentna Klebsiella pneumoniae v nemocnicnom prostredi

nemocnic, najmé jednotiek intenzivnej starostlivosti, ¢o viedlo k
zvySenému riziku §irenia nozokomidlnych infekcii. Nedostatok
l6zok intenzivnej starostlivosti a mechanickych ventilatorov
tiez viedol k medzinemocni¢nym presunom pacientov s d’alSim
rizikom Sirenia nozokomidlnych agensov, kedze pandémia
ovplyvnila programy kontroly a dohladu, ktoré boli predtym
zavedené proti tymto baktériam [14]. Z tohto hl'adiska Ustredna
vojenska nemocnica v Ruzomberku (UVN), najvicsie vojenské
zdravotnicke zariadenie na Uzemi Slovenskej republiky, ktoré
poskytuje zdravotni starostlivost nielen profesionalnym
vojakom, ale aj civilnému obyvatel'stvu z celej republiky, patri
do kategoérie vyznamnych zdravotnickych centier ohrozenych
prichodom COVID-19. Dali sme si za ciel' retrospektivne
analyzovat vyskyt Klebsiella pneumoniae produkujucich
karbapenemazy v tejto nemocnici pocas pandémie COVID-
19 a porovnat’ ju s obdobim pred COVID-19. Nasledne sme
diskutovali o pravdepodobnych faktoroch veducich k zmenenému
vyskytu CRKP pocas pandémie COVID-19. Hodnotili sme
antimikrobialnu citlivost CRKP kmenov z obdobia COVID-19
a na zéklade vysledkov sme zvazovali antibiotické terapeutické
moznosti infekcii spdsobenych CRKP v UVN pocas pandémie
COVID-19. Vybrané izolaty CRKP z roku 2022 boli podrobené
celogendomovému sekvenovaniu (WGS), ¢o pomohlo k ich
blizSej identifikacii a klonalnej prislusnosti a umoznilo presnejsie
vyhodnotenie epidemiologickych vzt'ahov.

Material a metody
Zdroje udajov

V tejto retrospektivnej $tadii boli analyzované udaje o
izolatoch Klebsiella pneumoniae z databazy laboratdorneho
informa¢ného systému Ustavu klinickej mikrobiologie
Ustrednej vojenskej nemocnice v Ruzomberku z rokov 2017—
2022. Retrospektivne sa analyzoval vyskyt kmenov CRKP v
obdobi COVID-19 a pred COVID-19 (roky 2020-2022, resp.
2017-2019) a antimikrobialna citlivost kmenov CRKP pocas
obdobia COVID-19. Sktimali sa aj udaje o distribacii kmenov
CRKP medzi pacientmi, nemocni¢nymi jednotkami a typmi
biologickych vzoriek. Viacnasobné izolacie rovnakého kmena
od toho istého pacienta boli z analyzy vylucené. Pri analyze
bola aplikovana ochrana osobnych udajov pacientov v stlade s
GDPR.

Izoldcia, identifikdacia a dlhodoba konzervdcia bakteridalnych
kmeriov

Klinické vzorky boli odobraté, transportované a spracované
v stilade so Standardnymi diagnostickymi postupmi. Identifikacia
kmenov Klebsiella pneumoniae bola uskutoénend pomocou
biochemickej supravy ENTEROtest 16 (Erba Lachema
sro, Brno, Ceska republika). Nejednoznatné vysledky boli
potvrdené pouzitim MALDI-TOF MS. Vsetky CRKP izolované
pocas roku 2022 boli dlhodobo konzervované zmrazenim v
kryoprotektivnom médiu (5 % w/v skim milk, Biolife, Milano,
Taliansko) pri -20 °C.

Testovanie antimikrobidlnej citlivosti
karbapenemaz

Na testovanie citlivosti na 18 antimikrobialnych latok
(ampicilin, ampicilin—sulbaktam, piperacilin) bola pouzita
kolorimetricka mikrometéda na automatizované testovanie
citlivosti MIDITECH (Bell Novaman, Bratislava, Slovenska

a detekcia typu

republika), splhajuca odpora¢ania CLSI na testovanie
antimikrobialnej citlivosti [47]. — tazobaktam, cefuroxim,
cefotaxim, ceftazidim, cefoperazéon — sulbaktdm, cefepim,

ertapeném, meropeném, gentamycin, tobramycin, amikacin,
tigecyklin, ciprofloxacin, tetracyklin, kolistin a kotrimoxazol
a 2 kombinacie cefalosporinov s inhibitormi beta-laktamazy
na detekciu beta-laktamdz s rozSirenym spektrom ucinku
(cefotaxim-klavulanat, ceftazidim-klavulanat). Na zistenie
citlivosti na cefiderokol, imipeném-relebaktam, ceftazidim-
avibaktdm a meropeném-vaborbaktam sa pouzil E-test
(Liofilchem, S.r.l., Roseto degli Abruzzi, Taliansko). Hodnoty
MIC sa interpretovali podla klinickych break-pointov
EUCAST-u [48]. Skrining karbapeneméza-pozitivnych kmenov
a detekcia produkcie karbapenemaz (pomocou chromogénneho
pH metrického Carba NP testu; Diagnostics, s.r.o., Galanta,
Slovenska republika) prebiechala podl'a smernic EUCAST-u
[49]. Rychla fenotypova identifikacia karbapenemazového
typu sa uskutocnila pomocou imunochromatografického
testu CARBA-5 (NG-Biotech Laboratoires, Guipry-Messac,
Franctizsko), ktory bol navrhnuty na detekciu piatich hlavnych
typov karbapenemaz (KPC, NDM, VIM, IMP a OXA-48). V
sulade s usmerneniami Ministerstva zdravotnictva SR boli kmene
Klebsiella pneumoniae produkujice karbapenemazy zaslané na
potvrdenie do Narodného referenéného centra pre sledovanie
antimikrobialnej rezistencie.

Analyza genomu izolatov Klebsiella pneumoniae

Na analyzu genomu izolatov K. pneumoniae sa pouzili
bakterialne kultary kultivované cez noc na médiu Luria-Bertani
(LB) pri 37 © C. DNA bola izolovana pomocou supravy Higher
PurityTM Bacterial Genomic DNAIsolation Kit (CanvaxBiotech;
Cordoba, Spanielsko) a bola kvantifikovani pomocou stipravy
Qubit ds-DNA HS Assay Kit (Thermofisher Scientific; Eugene,
OR, USA). Sekvencné kniznice boli pripravené pomocou
protokolu Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina; San
Diego, CA, USA) a purifikované na magnetickych gul'6¢kach
AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences; Indianapolis, IN,
USA). Kvalita kniznice bola skontrolovana pomocou vysoko
citlivécho DNA elektroforézneho c¢ipu a 2100 Bioanalyzer
Instrument (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA).
Sekvenovanie sa uskutociiovalo s 2 x 150 bp od¢itanim s
pouzitim platformy Illumina NextSeq 500 (Illumina). Ziskané
sekvenéné udaje boli de novo zostavené pomocou SPAdes s
pouzitim Standardného nastavenia parametrov (Centrum pre
algoritmickt biotechnoldgiu; 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 (pristup 14. jula 2023). Kritérium 100
% identity a 100 % pokrytia referenénym génom sa pouzilo
ako prah pre pritomnost génu. Genomy sa dalej analyzovali
pomocou databdzy CGE (Center for Genomic Epidemiology;
Kongens, Lyngby, Dansko), servera BV-BRC a databazy
BIGSdb (Institut Pasteur MLST). Na urcenie pribuznosti
kmenov boli pouzité¢ Standardné MLST a cgMLST zalozené na
629 génoch dostupnych v databaze Klebsiella BIGSdb (https://
bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/, pristup 16. jula 2023). GrapeTree
bol pouzity na vizualizaciu zhlukov kmenov na zaklade analyzy
Klebsiella cgMLST. Sekvenované genémy boli ulozené v NCBI
databazy pod prirastkovym c¢islom bioprojektu PRINA996751
a do databazy BIGSdb-Pasteur Klebsiella pneumoniae pod
pristupovym ¢islom 57223-57235.
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Statistickd analyza

Vysledky boli Statisticky analyzované pomocou chi-
kvadratového testu s pouzitim softvéru Excel verzie 2019
(Microsoft Corporation, USA). Za Statisticky vyznamné sa
povazovali p hodnoty <0,05.

Vysledky

V tejto retrospektivnej Studii sa incidencia a distribucia
Klebsiella pneumoniae rezistentnej voci karbapenémom (CRKP)
analyzovala od roku 2017 do roku 2022 a obdobie pred COVID-
19 sa porovnavalo s obdobim COVID-19. Zahrnuté boli klinické
vzorky 28 808 pacientov odoslanych na mikrobiologicku
analyzu, kde bola skiimana antimikrobidlna citlivost’ kmenov
CRKP izolovanych pocas pandémie COVID-19 a vybrané
kmene izolované v roku 2022 boli podrobené celogenomovému
sekvenovaniu. Vo vSetkych analyzach sme vylucili viacnasobné
izolacie rovnakého kmena CRKP od toho istého pacienta.

Vyskyt Klebsiella pneumoniae produkujicej karbapenemadzy

V obdobi pred COVID-19 v rokoch 2017-2019 sme
mikorbiologickému vySetreniu podrobili klinické vzorky od
16 250 pacientov. U 30 pacientov (0,18 %) boli izolované
CRKP kmene. Celkovo 3 kmene produkovali KPC enzymy a
27 produkovalo enzymy typu NDM. Pocas obdobia COVID-
19 (2020-2022) bolo vySetrenych 12 558 pacientov. Z nich
95 (0,76 %) bolo CRKP pozitivnych a v rovnakom ¢ase malo
45 z nich aj COVID-19 (47 %). Celkovo 26 pacientov malo
KPC a 69 malo kmene CRKP produkujice karbapenemazu
typu NDM. Distribucia pohlavi bola priblizne rovnaka, a to v
zakladnej aj CRKP-pozitivnej skupine pacientov (55 % vs. 56,7
% zien v rokoch 2017-2019; 52,6 % vs. 49,5 % v rokoch 2020—
2022). Pocas obdobia COVID-19 bol zisteny vyznamny, 4,8-
nasobny narast relativneho vyskytu CRKP (p < 0,0001). CRKP
produkujice NDM mali vrchol vyskytu v roku 2021, po ktorom
nasledoval prudky pokles. Podiel CRKP produkujucich KPC
enzymy sa od roku 2020 mierne zvySoval (obrazok 1).
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Obrazok 1 Vyskyt Klebsiella pneumoniae produkujice;j
karbapenemazy pocas analyzovanych rokov. CRKP—
Klebsiella pneumoniae rezistentna voci karbapenémom; KPC
- Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM — New Delhi
metallo-beta-lactamase

Poznamka: viaceré izolaty CRKP od toho istého pacienta boli
vylacené.

Distribucia Klebsiella pneumoniae produkujucich
karbapenemdzy u roznych vekovych skupin, na jednotkdach
intenzivnej starostlivosti a v riznych klinickych vzorkdch

Vek CRKP-pozitivnych pacientov pocas pandémie COVID-
19 sa pohyboval od 2 do 91 rokov, s medianom veku 67 rokov.
Pacienti star§i ako 50 rokov predstavovali vdésinu CRKP-
pozitivnych pripadov v oboch skiimanych obdobiach. V rokoch
2017-2019 predstavovali 90 % vsetkych CRKP-pozitivnych
pripadov; v rokoch 2020-2022 bol tento podiel 83 % (obrazok
2).
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Obrazok 2 Vekova distribucia CRKP-pozitivnych pacientov s
ohladom na rizikovy vek pre zavazny COVID. 0-50 rokov: p =
0,0003; > 51 rokov: p < 0,0001.

Pocas analyzovanych ¢asovych obdobi bol podiel CRKP
siginifikantne vy$$i na jednotkach intenzivnej starostlivosti
(obrazok 3). Pocas obdobia COVID-19 bola ako pévodca zapalu
pluc izolovana K. pneumoniae z dolnych dychacich ciest u
167 pacientov na jednotkach intenzivnej starostlivosti. Celkovo
58 z nich malo CRKP kmene (38 pacientov bolo pozitivnych
na COVID-19) a 48 z nich trpelo ventilatorovou pneumoéniou
(VAP) sposobenou CRKP (34 bolo pozitivnych na COVID-19).
U Siestich pacientov s VAP spdsobenou CRKP bola zistena K.
pneumoniae v hemokulture; vSetci pacienti trpeli na COVID.
Celkovo 31 pacientov s VAP zomrelo pocas hospitalizacie, ¢o
predstavuje takmer 65 % hospitalizacni mortalitu; 24 z nich
boli pacienti s COVID-19 (4mrtnost’” 71 %). Z tychto udajov
bol najvyraznejsi nérast pozitivity na CRKP pocas pandémie
COVID-19 zisteny vo vzorkach z dolnych dychacich ciest (z 0
na 2,6 %). Po nich nasledovali vzorky z infekcii koze a méakkych
tkaniv (z 0,08 % na 1,67 %) a hemokultar (z 0,05 na 0,61 %)
(obrazok 4).

m2017-2019 = 2020-2022
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Intenzivna starostlivost

% CRKP-pozitivnych pacientov
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Obrazok 3 Distribucia Klebsiella pneumoniae rezistentnej
na karbapenémy na jednotkach intenzivnej starostlivosti a na
ostatnych oddeleniach. * p < 0,05; *** p <0,0001.
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Obrazok 4 Distribucia Klebsiella pneumoniae rezistentej na karbapenémy v klinickych vzorkach z roznych telesnych lokalit.
sesksk
p <0,0001.

Antimikrobidlna citlivost’ Klebsiella pneumoniae produkujiicej
karbapenémadzy

Vysledky citlivosti na antibiotika boli analyzované u CRKP
kmenov z obdobia COVID-19. Z 18 testovanych antibiotik bolo
8 (ampicilin — vnutorna rezistencia; ampicilin — sulbaktam,
piperacilin — tazobaktam, cefuroxim, cefotaxim, ceftazidim,
cefepim a ertapeném) neucinnych. Antimikrobidlna citlivost’ na
zvySok antibiotik sa medzi producentmi KPC a NDM znacne
lisila (obrazky 5 a 6). Spomedzi KPC-pozitivnych kmenov sa

v

pre kolistin, ale bola ovel'a vyssia ako u KPC kmenov: 43 %. Po
kolistine nasledoval tigecyklin, tetracyklin a kotrimoxazol ( 45,
48 a 71 % v tomto poradi).

ATB citlivost K. pneumoniae KPC 2020-2022

m Rezistentny = Citlivy pri zvysenej expozicii m Citlivy
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Obrazok 5 Citlivost Klebsiella pneumoniae produkujicej
KPC izolovanej pocCas pandémie COVID-19. SPZ
cefoperazon—sulbaktim, MEM meropeném, GEN gentamicin,
TOB tobramycin, AMI amikacin, CIP ciprofloxacin, TET

tetracyklin, TGC tigecyklin, COT kotrimoxazol (trimetoprim—
sulfametoxazol), COL colistin. VSetky izolaty boli rezistentné
na ampicilin (vnitornd rezistencia); ampicilin-sulbaktam,
piperacilin-tazobaktam, cefuroxim, cefotaxim, ceftazidim,
cefepim a ertapeném (nie su znazornené na obrazku 5).

ATB citlivost K. pneumoniae NDM 2020-2022

M Rezistentny = Citlivy pri zvysenej expozicii B Citlivy
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Obrazok 6 Citlivost Klebsiella pneumoniae produkujucej
NDM izolovanej pocas pandémie COVID-19. SPZ
cefoperazon—sulbaktam, MEM meropeném, GEN gentamicin,
TOB tobramycin, AMI amikacin, CIP ciprofloxacin, TET
tetracyklin, TGC tigecyklin, COT kotrimoxazol (trimetoprim—
sulfametoxazol), COL colistin. VSetky izolaty boli rezistentné
na ampicilin (vnatorna rezistencia); ampicilin-sulbaktam,
piperacilin-tazobaktam, cefuroxim, cefotaxim, ceftazidim,
cefepim a ertapeném (nie su znazornené na obrazku 6).

% CRKP NDM kmenov
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In vitro aktivita novych beta-laktamov

V skupine 12 kmenov CRKP izolovanych v roku 2022 bola
testovana aktivita jedného nového cefalosporinu a troch novych
kombinacii beta-laktdmov s inhibitormi beta-laktamaz. Izolaty
produkujuce KPC boli testované na cefiderokol (break-point 2
mg/l) ceftazidim-avibaktam (break-point 8 mg/l), imipeném-
relebaktam (break-point 2 mg/l) a meropeném-vaborbaktam
(break-point 8 mg/l). VSetky Styri terapeutikd boli navrhnuté na
liecbuinfekciisposobenych multirezistentnymi gramnegativnymi

baktériami, vratane CRKP. Izolaty produkujuce NDM boli
testované iba na cefiderokol, pretoze inhibitory beta-laktamaz
kombinované¢ s dal§imi tromi beta-laktamovymi liekmi su
neaktivne proti metalo-beta-laktamazam triedy B. Vo vsetkych
analyzovanych izolatoch bola zistena vynikajuca in vitro aktivita.
Aj ked hodnoty MIC cefiderokolu boli mierne vyssie v kmenoch
produkujicich NDM, boli zna¢ne vzdialené od hrani¢nych
hodnot (tabulky 1 a 2).

Tabulka 1 Ceftazidim-avibaktam, imipeném-relebaktdm a meropeném-vaborbaktam in vitro aktivita proti KPC-produkujicim
karbapeném-rezistentnym kmenom Klebsiella pneumoniae.

Ceftazidim- KPC (n) Imipeném- KPC (n) Meropeném- KPC (n)
avibaktam MIC relebaktam MIC vaborbaktam MIC
[mg/L] [mg/L] [mg/L]
0.032 1 0.094 1 0.023 3
0.094 1 0.125 2 0.032
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 — minimalna inhibi¢na koncentracia; KPC - Klebsiella pneumoniae - carbapenemase

Tabul’ka 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
0.094 1
0.19 -
0.25 -

— N — =

MIC - minimalna inhibi¢na koncentracia; KPC - Klebsiella
pneumoniae carbapenemase; NDM — New Delhi metallo-beta-
lactamase

Sekvenovanie genomu vybranych kmeiiov  Klebsiella
pneumoniae registentnych na karbapenémy

Dvanast izolatov CRKP z roku 2022 bolo analyzovanych
prostrednictvom WGS (Whole Genome Sequencing). Dizka
genémov sa pohybovala od 5,38 do 6,04 Mbp, a ked sa
analyzovali pomocou MLST (Multi-Locus Sequence Typing),
izolaty patrili k trom typom sekvencii (ST) (obrazok 7, tabulka
3). Pat kmenov patrilo do ST-11 sublinie SL-258, d’alSich Sest’
bolo ST-307 a SL-307 a posledny kmen bol vzacneho typu ST-
5889. Vzajomna pribuznost’ kmenov priradenych k rovnakému
ST bola dalej hodnotena pomocou cgMLST (core genome
MLST). Kmene boli zoskupené podl'a typov sekvencii (obrazok
7). Styri z piatich kmefiov ST-11 boli navzajom blizko pribuzné,
pretoze sa lisili menej ako Styrmi alelami; posledny kmen bol
odlisny, pretoze mal 95 odlisnych alel a patril do inej klonalne;j
skupiny. Kmene ST-307 boli veI'mi homogénne a nemali medzi
sebou takmer ziadne rozdiely.

Obrdazok 7 GrapeTree 12 izolatov Klebsiella pneumoniae
rezistentnych na karbapenémy na zaklade cgMLST. Velkosti
prstencov zodpovedaju poétu kmenov s rovnakym genotypom;
oznacCenie kmenov je vyznaCené vo vnutri krazku a ST su
oznadené farbou. Cisla na ¢iarach medzi krazkami zodpovedaji
¢islam roznych alel.

Tabul’ka 3 Charakterizacia 12 izolatov Klebsiella pneumoniae
rezistentnych na karbapenémy so sekvenovanymi genomami.

Sublinia ST Klonalna Sérotyp (wzi)! Karbapenemazovy Pocet
skupina gén kmenov
CG340 K15:04 (50) NDM-1 4
SL-258 11
CG3666 ?(24) NDM-1 1
SL-307 307  CG307 K2:01/2 (173) KPC-2 6
CG11340 5889 CG11340 K14/15:03 (new) KPC-2 1

'Sérotyp ur¢eny podl'a K-PAM (¢islo alely génu wzi)

Vzor fenotypu antimikrobialnej rezistencie a zodpovedajtce
typy sekvencii analyzovanej Klebsiella pneumoniae produkujicej
karbapenemazu s znazornené na obrazku 8.
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SPZ MEM GEN TOB AMI cIr TET TGC COoT COL FDC CAZ/AVI IMP/REL MEM/VAB MLST
2 307
g 307
<
307
307
11
L
g 11
£
~ 11
E 11
Z
- f 1 -+ 1 ° 1 1 1
| G Citivy prizviSene] exporicii  [NNRGEstenty Netestované

Obrazok 8 Antibiogram a distribucia sekvenénych typov u kmenov Klebsiella pneumoniae rezistentnych na karbapenémy z roku
2022. SPZ cefoperazén—sulbaktam, MEM meropeném, GEN gentamicin, TOB tobramycin, AMI amikacin, CIP ciprofloxacin,
TET tetracyklin, TGC tigecyklin, COT kotrimoxazol (trimetoprim—sulfametoxazol), COL kolistin, FDC cefiderokol, CAZ/AVI
ceftazidim—avibaktam, IMP/REL imipeném-relebaktim, MEM/VAB meropeném—vaborbaktdm, KPC Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, NDM—New Delhi metallo-beta-lactamase. VSetky izolaty boli rezistentné na ampicilin (vnitorna rezistencia);
ampicilin-sulbaktam, piperacilin-tazobaktam, cefuroxim, cefotaxim, ceftazidim, cefepim a ertapeném (nie su znazornené na obrazku

8).

Diskusia

Blizsie stadium nozokomialnych kmenov ako aj analyza
ich vyskytu a antimikrobialnej citlivosti je enormne dolezita z
hladiska liecby a prevencie nozokomialnych nakaz. Z nich maja
obrovsky vyznam infekcie spdsobené CRKP. Poc¢as pandémie
COVID-19 boli z réznych krajin sveta hlasené zvysené pocty
nozokomialnych bakteridlnych superinfekcii  spdsobenych
CRKP [10-13,15]. Ustredna vojenska nemocnica (UVN)
nebola vynimkou: relativna incidencia Klebsiella pneumoniae
rezistentnej na karbapenémy sa zvysila 4,8-krat. Nase vysledky
st vSak v rozpore s niektorymi ¢inskymi a talianskymi stadiami,
ktoré nezistili ziadny Statisticky vyznamny rozdiel v pomere
incidencie, kolonizacii a miere infekcie Enterobacterales
rezistentnych na karbapenémy pocas pandémie [16,17]. Takmer
polovica CRKP-pozitivnych pacientov v UVN mala v rovnakom
case infekciu COVID-19.

LPudia nad 50 rokov patria do rizikovej skupiny pre
zévazny priebeh COVID-19 [18] a pacienti s COVID-19
st obzvlast ohrozeni sekundarnou infekciou CRKP pre ich
extrémnu krehkost’ a potrebu dlhodobého pobytu na jednotkach
intenzivnej starostlivosti (JIS) [19]. Preto sme sa pokusili
pozriet na vekové rozlozenie CRKP-pozitivnych pacientov.
Pocas obdobia COVID-19 (2020-2022) tato vekova skupina
predstavovala 79 % vsetkych pacientov s pozitivnym nalezom
CRKP. Aj ked boli CRKP kmene izolované od pacientov nad
50 rokov s vyrazne vysSou frekvenciou v obdobi COVID-
19, podobné vysledky sa dosiahli v obdobi pred COVID-19.
V tomto ohlade mdézu mat star$i pacienti nickol’ko dalSich
individualnych rizikovych faktorov, ktoré prispievaju k infekcii
sposobenej CRKP [20], rovnako ako niektori mladi pacienti s
tazkym ochorenim COVID-19 [19]. V nasej studii neboli ziadne
signifikantné rozdiely vo vyskyte CRKP medzi muzskymi a
zenskymi pacientmi, na rozdiel od Yang et al., ktori zistili vyssie
podiely CRKP a rezistenciu u muzskych pacientov [16]. Podobné
vysledky prezentovali Medrzycka-Dabrowska et al. vo svojom
rozsiahlom prehl'ade infekcii CRKP u pacientov s COVID-19

[21], ktori uviedli, ze vdcsina pacientov s CRKP boli muzi s
priemernym vekom 61 rokov.

Vyskyt izolatov CRKP bol signifikantne vyssi na JIS v
sulade so vysledkami mnohych inych §tadii [ pre prehlad pozri
21]. Tento jav bol este vyraznejsi pocas obdobia COVID-19, ked’
sa zmenili podmienky v UVN. Vyssie boli poéty tazko chorych
pacientov, a to najmi so zadpalom plc, Casto s potrebou umelej
plucnej ventilacie (UPV), ¢o zvySovalo riziko sekundarneho
bakteridlneho zapalu plac. V UVN bola zaznamenana takmer
71 % umrtnost medzi pacientmi s COVID-19 na UPV so
sekundarnou bakteridlnou pneumoéniou sposobenou CRKP
kmenmi. Podobné miery imrtnosti boli hlasené v retrospektivnej
case-control §tudii v jednom centre zo Spanielska, kde
Enterobacterales produkujiuce karbapenemazy boli pri¢inou
smrti priblizne dvoch tretin kriticky chorych pacientov s COVID-
19 [22]. Studia Dumitru et al. uvadza devit pacientov na JIS
s tazkou invazivnou koinfekciou CRKP s COVID-19. Vsetci
pacienti okrem jedného boli starsi ako 50 rokov so zna¢nymi
komorbiditami. Pat’ pacientov zomrelo, o predstavuje viac ako
50 % mortalitu [23].

Paralelne s narastom pacientov na UPV v UVN sa zvysila
aj pozitivita CRKP kmenov vo vzorkach sptita; podobne ¢inska
studia identifikovala spiitum ako primarny zdroj CRKP pocas
pandémie COVID-19 [16]. Hlavnym rezervodrom infekcii K.
pneumoniae je gastrointestinalne nosi¢stvo [24]; vyskyt CRKP v
gastrointestindlnych vzorkach pacientov v UVN pocas obdobia
COVID-19 sa vsak zvysil len mierne. Umeld plicna ventilacia
predstavuje zvySené riziko sekundarnej nozokomialnej plucnej
infekcie, ktori moze eSte zhorSit primarna virusova plucna
infekcia. Aj ked’ nalez CRKP v hornych dychacich cestach
svedci skor o kolonizacii, m6ze sa stat’ zdrojom plticnej infekcie
pocas intubacie [25]. Napriek tomu naSa Studia odhalila len
mierny narast vyskytu CRKP kmenov vo vzorkach z hornych
dychacich ciest. Analyzou moznych pri¢in prudkého narastu
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incidencie CRKP v UVN po¢as roku 2021 sa odhalilo viacero
faktorov, ktoré postihli predovsetkym pacientov Kliniky
anestézioldgie a intenzivnej mediciny (KAIM). V roku 2021 sa
pocet pacientov na umelej plicnej ventilacii zvysil Stvornasobne
v porovnani s obdobim pred COVID-19. Malo to za nasledok
obrovsku zataz pre persondl a nehovoriac o nedostatku sestier a
lekéarov. Déleziti ulohu by mohol zohrat’ aj pocit faloSnej Cistoty.
Personal bol obleceny v kombinézach s dvoma ochrannymi
rukavicami. Multirezistentné kmene klebsiel vSak dokazu
prezit aj dezinfekciu a zostat’ na kombinézach, ¢o umoziuje
Sirenie z pacienta na pacienta, pricom v UVN na KAIM boli
hospitalizovani pacienti z celého Slovenska. Okrem toho sa
KAIM z technickych a organiza¢nych dévodov niekol'kokrat
stahovala do réznych nemocni¢nych priestorov. Je zname,
ze takéto bezprecedentné podmienky moézu prispiet’ k Sireniu
antimikrobidlnej rezistencie vratane rezistencie na karbapenémy
[17], ako to potvrdila analyza vyskytu Enterobacterales
rezistentnych na karbapenémy (CRE) v talianskej studii Tiri et
al. [15]. Zistili narast akvizicii CRE zo 6,7 % v roku 2019 na 50
% v marci az aprili 2020 (najkritickejSie obdobie COVID-19 v
Taliansku). V d’alsom roku sa poet pacientov na KAIM v UVN
znizil na polovicu v porovnani s rokom 2021. Pracovnici KAIM
sa navyse poucili z predchadzajucej krizy. Zaviedli sa prisnejsie
protiepidemické opatrenia, vratane nosenia jednorazového plasta
na vrchnej Casti kombinézy pocas starostlivosti o pacientov
kolonizovanych multirezistentnymi kmeiimi, zvySenej hygieny
ruk a dodato¢nych rukavic, izolacie alebo kohortizacie CRKP-
pozitivnych pacientov, reedukécia personalu, monitorovanie
povrchov prostredia sustred’ujuc sa na CRKP kmene, okamzité
hlasenie novych pozitivnych pripadov a celkovo zvySeny
hygienicky rezim v nemocnici. To viedlo k poklesu incidencie
CRKP produkujicich NDM na uroven predpandemického
obdobia; objavil sa vSak mierny vzostup CRKP kmeiov
produkujucich KPC.

Vybrané CRKP kmene z roku 2022 boli podrobené
celogenomovému sekvenovaniu. Na zaklade vysledkov
sekvenovania predstavovala K. pneumoniae rezistentna na
karbapenémy izolovana v UVN fylogeneticky maélo roznoroda
skupinu, ¢o naznacuje epidemické nozokomidlne rozsirenie.
Viacsina izolatov bola typu ST-11 (producenti NDM-1) a
ST-307 (producenti KPC-2). Iba jeden izolat KPC-2 bol
in¢ho typu ST: ST-5889. V Eurépe st CRKP ST 11, 15, 101
a 258/512 Ssiroko distribuované [1]. Okrem toho je ST-11
dominantnym klonom CRKP v Cine s alarmujicim rozsirenim
[26], Gispesnym medzindrodnym prenosom [27] a schopnost'ou
premeny na hypervirulentné (hv) infekéné agensy produkujtice
karbapenémazy, ako dokazuju nedavno objavené Kmene ST-11
CR-HVKP [28]. Na druhej strane, CRKP ST-11 mdzu tiez stratit’
antimikrobialnu rezistenciu a virulenciu [29], Co znamena4, Ze ich
gendém musi byt vel'mi plasticky a vyzaduje trvalé monitorovanie;
tato vlastnost’ je vSak typicka pre mnohé d’alsie typy sekvencii
Klebsiella pneumoniae. Klebsiella pneumoniae ST-307 sa
objavila v roku 2008 a odvtedy sa rozsirila do réznych casti
sveta, kde sposobovala nemocnicné epidémie [30]. O unikdtnom
CRKP ST-5889 chybaju literarne tdaje. Len jeden d’alsi izolat
(z Ciny) je uloZzeny v databaze Klebsiella BIGSdb. Nas izolat
CRKP ST-5889 sa podstatne lisil od ostatnych CRKP z UVN
niz§im poctom beta-laktamdz a vysSou citlivost'ou na ne-beta-
laktdmové antibiotikd. K dispozicii je len jedna Stidia tykajica
sa distribucie typu sekvencie CRKP v inych nemocniciach v SR.
Trochu Sirsie spektrum typov sekvencii CRKP bolo pritomné

v troch zdravotnickych zariadeniach Univerzitnej nemocnice v
Bratislave, ako uvadza Korei et al. [4]. Podobne ako pri nasich
vysledkoch, vac¢sina CRKP boli producentmi ST-11 NDM-1. Po
nich nasledovali KPC-2 producenti ST-258 — dominantny ST u
CRKP kmenov v Europe a Amerike [1] — a zriedkavy ST-584.
Len jeden izolat bol hlaseny z ST-15 a ST-340 a ziadny z naSich
najhojnejsie sa vyskytujiicich KPC-2 produkujicich ST-307 v
nasej nemocnici.

Liecba pacientov infikovanych CRKP kmenmi predstavuje
vel'ki medicinsku vyzvu. V zavislosti od typu produkovanej
karbapenemazy su tieto kmene rezistentné na rézne beta-
laktamové antibiotikd a ich citlivost’ na ne-beta-laktdmové lieciva
nie je mozné predvidat’ v dosledku ziskania r6znych dodatocnych
mechanizmov rezistencie [31,32], ako ukazuju aj nase vysledky.
Preto su terapeutické moznosti obmedzené a odpoved’ na liecbu
je casto neistd [33]. KPC kmene a metalo-beta-laktamazy,
ako NDM, predstavuji zékladny molekuldrny mechanizmus
rezistencie CRKP kmenov voc¢i karbapenémom [34]. CRKP
v nasej Studii produkovali iba tieto dve triedy karbapenemaz.
Medzi producentmi KPC a NDM boli identifikované rozne
modely antimikrobialnej rezistencie. Najvyraznejsi rozdiel bol
v citlivosti na amikacin, pricom vacsSinou boli citlivi producenti
KPC a rezistencia u takmer vSetkych producentov NDM.
Podstatné rozdiely sa zistili aj v citlivosti na kolistin — ,,stary*
liek, ktory v sti€asnosti zaziva renesanciu v klinickom pouzivani,
pri rozsiahlom $ireni gramnegativnych pali¢iek odolnych voci
viacerym antibiotikdm v nemocni¢nom prostredi. Aj ked’ bol
kolistin relativne toxicky, v mnohych pripadoch sa povazoval za
liek poslednej vol'by. Kvoli Sireniu antimikrobialnej rezistencie
a objaveniu sa CRKP kmeiiov sa v sucasnosti ¢asto pouziva ako
liecba prvej vol'by pri infekciach spdsobenych tymito baktériami
[35]. S Coraz CastejSim pouzivanim kolistinu v terapii sa zacali
objavovat kmene rezistentné na kolistin s modifikovanymi
molekulami LPS (lipopolysacharidu) [36]. V naSej Stadii mali
CRKP kmene produkujice KPC len nizku mieru rezistencie na
kolistin; neocakavali sme vSak taki vysokukolistinovurezistenciu
u producentov NDM (nad 40 %). Rastiice pocty izolatov
CRKP rezistentnych na kolistin boli hlasené aj zo zariadeni
fakultnych nemocnic v SR, aj ked’ nie az také alarmujuce — z 0
% publikovanych v roku 2019 na 2,5 % v roku 2022 [3,4]. Pri
analyze tejto extrémne vysokej miery rezistencie na kolistin v
UVN medzi kmetimi NDM je najpravdepodobnejsim dévodom
epidemické rozsirenie rovnakého kmena Klebsiella pneumoniae
NDM rezistentného na kolistin poc¢as obdobia COVID-19 (ako
je uvedené vyssie). Na zaklade in vitro stadii [37] a klinickych
studii [38] by kolistin v kombinacii s meropenémom alebo
amikacinom mohol predstavovat’ redlnu terapeuticki moznost’
proti CRKP izolatom rezistentnym na kolistin. Bohuzial’ tato
moznost’ nemohla byt pouzita u vacsiny pacientov v UVN s
CRKP produkujucimi NDM kvoli ich vysokej miere rezistencie
vo¢i tymto antimikrobidlnym liekom. Tigecyklin je d’al$im
liekom s aktivitou proti CRKP a pozitivnym vplyvom na
prezivanie pacientov s tazkymi infekciami sposobenymi CRKP
kmenmi pri aplikédcii vo vysokych davkach v kombinovanej
liecbe [39]. Pocas liecby infekcii CRKP vSak bola popisana
rastiica rezistencia [40]. V naSej Stidii mozno na zéklade
vysledkov testu citlivosti o¢akéavat’ tspesny efekt kombinovanej
terapie s tigecyklinom u viac ako polovice infekcii sposobenych
CRKP kmenmi produkujucimi NDM, ale iba v menej ako
20 % pripadov spdsobenych KPC- producentmi. Nezvycajna
kombinacia ertapenému s inym karbapenémom v terapii infekcii
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sposobenych CRKP kmeiimi je zalozena na dokaze, ze ertapeném
sa mdze viazat’ na karbapeném s vel'mi vysokou afinitou, ktora
zabranuje hydrolyze d’alSej molekuly karbapenému a zachovava
jej baktericidnu aktivitu [41].

Spravna identifikdcia typu karbapenemazy je klucova pre
vyber najvhodnejSieho antimikrobidlneho lieku spomedzi tych,
ktoré boli nedavno zavedené do terapeutickej praxe [34]. Vo
vSeobecnosti st CRKP kmene, ktoré produkuju metalo-beta-
laktamazu (vratane NDM), rezistentné voci vsSetkym beta-
laktdmom (a ich kombindcidm s inhibitormi beta-laktamaz),
okrem cefiderokolu — prvého sideroforového cefalosporinu
— a monobaktamu aztreonamu [42]. Pri CRKP kmenoch
produkujucich metalo-beta-laktamazu moéze byt aztreonam
Casto inaktivovany inymi beta-laktamazami. Kombindcia
ceftazidim-avibaktamu a aztreonamu moéze mat synergicky
ucinok, pretoze avibaktam moéze inaktivovat’ iné beta-laktamazy
na zachovanie aktivity aztreonamu [43,44]. Testovanie tychto
dvoch antimikrobidlnych latok vSak nebolo zahrnuté do rutinnej
schémy testovania citlivosti naSich CRKP kmeiiov.

Na liecbu infekcii sposobenych producentmi KPC sa
odporucaju kombindcie betalaktamov s novymi inhibitormi
betalaktamdz, ako s ceftazidim—avibaktdm, meropeném—
vaborbaktdm alebo imipeném-relebaktdm alebo novy
cefalosporin, cefiderokol [45]. Tieto nové lieky sa v SR zatial
pouzivaju len ojedinele. Ich zriedkavé pouzitie je v sulade s
vynikajtcou citlivostou zistenou u CRKP kmenov izolovanych
v roku 2022 v UVN. Zial’, vo svete uz existuju spravy o vzniku
rezistencie aj vo¢i tymto novym efektivnym liekom [45,46].
Klinické zlyhanie liecby ceftazidim-avibaktamom opisali
Dumitru et al. [25] u pacientov, ktorych diagnéza bola stanovena
neskoro. RieSenim moéze byt v€asna a spravna identifikacia typu
karbapenemazy produkovanej CRKP, v€asna terapia t€innymi
liekmi, prisne dodrziavanie racionalnej antimikrobialnej liecby a
uvazlivé predpisovanie tychto cennych antimikrobialnych latok.
Tieto opatrenia moézu spomalit’ vznik a Sirenie rezistentnych
kmenov a zachovat aktivitu vysSie uvedenych lieciv do
budicnosti [45,46].

Zaver

Poget CRKP izolatov sa v UVN pocas pandémie COVID-
19 signifikantne zvysil 4,8-krat. Produkcia karbapenemaz typu
KPC a NDM predstavovala zakladné molekularne mechanizmy
zodpovedné za rezistenciu na karbapenémy. Izolaty z roku 2022
mali relativne nizku fylogeneticku diverzitu, ¢o méze naznacovat’
epidemické Sirenie; vSetky boli citlivé na nové antimikrobialne
latky urcené na liecbu infekcii spdsobenych CRKP kmenmi.
Napriek vynikajucej aktivite novych antimikrobialnych latok sa
vSak musi dosledne dodrziavat’ raciondlna antibioticka politika
podporena doplnkovou liecbou a prisnymi protiepidemickymi
opatreniami, zvlast’ v nemocni¢nych zariadeniach.
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