Originalna praca
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Baktérie produkujuce karbapenemazy predstavuju vyznamny klinicky problém v medicine. V ramci multirezistentnych baktérii
su jednym z najzavaznejSich problémov v suvislosti s nozokomidlnymi ndkazami. Sledovanie tychto kmenov a nasledné
opatrenia predstavuju dolezity krok pre nastavenie spravnej liecby pacienta a zamedzenie Sirenia tychto kmerov v
nemocni¢nych zariadeniach. V nasledujucom ¢lanku sa venujeme vyskytu baktérii produkujucich karbapenemazy
vykultivovanych v laboratdriu Oddelenia klinickej mikrobioldgie, Medirex, a.s., Bratislava, v rokoch 2019 az 2023.
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Prevalence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in 2019-2023
Summary

Carbapenemase-producing bacteria represent a significant issue in clinical medicine. They present one of the most serious
challengesin nosocomialinfections amongst multidrug-resistant bacteria. Screening, detecting these strains, and conducting
subsequent analyses are critical steps in administering appropriate patient treatment and preventing their spread in hospital
settings. This article focuses on the carbapenemase-producing bacteria detected in the Clinical Microbiology Laboratory,

Medirex, a.s., Bratislava, during the years 2019 to 2023.
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Uvod
Produkcia karbapenemaz predstavuje jeden
z najzavaznejSich  mechanizmov rezistencie baktérii

voci antibiotikdm. Karbapenemazy su enzymy, ktoré Stiepia
karbapenémy (meropeném, ertapeném, imipeném),
betalaktdamové antibiotika tzv. poslednej volby. Gény
zodpovedné za produkciu tychto enzymov su lokalizované
na plazmidoch, ¢o im umoznuje presuvat informéciu nielen
vramci druhu, aleaj horizontalne medzi druhmi (13).
V suvislosti s rychlym Sirenim baktérii produkujucich
karbapenemazy v prostredi zdravotnickych zariadeni je
potrebné ich zachytit ¢o najskér avpripade infekcie
u pacienta presne identifikovat a nasledne spravne nastavit
lieCbu. Infekcie vyvolané tymito mikroorganizmami maju
zvacSa tazky priebeh azaroven ich multirezistencia
a produkcia karbapenemdaz obmedzuje pouZitie ucinnej
terapie (1,5,6).

Najvyznamnejsimi producentmi karbapenemaz
z gramnegativnych baktérii su druhy zradu
Enterobacterales, hlavne Klebsiella pneumoniae

a Escherichia coli. Naj¢astejSie produkuju enzymy typov
KPC (skr. z angl. Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase),
NDM (skr. z angl. New Delhi Metallo-B-lactamase), VIM (skr.
zangl. Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase)
a OXA (najcastejSie OXA-48-like) (skr. z angl. Oxacillinase)

(7). Pre ich detekciu je nevyhnutné pouzivat rychle,
jednoduché a reprodukovatelné metddy. Medzi
kolorimetrické fenotypové metddy radime napr. Carba NP
test (8) na stanovenie produkcie karbapenemaz zmenou
farby indikatora pri zmene pH roztoku, spdsobenej
hydrolyzou imipenému (9). Z molekuldarnych metéd sa
pouzivaju hlavne rézne varianty multiplex a real-time PCR
(10,11). V sucasnosti sa rozvijaju metddy celogendmového
sekvenovania, vratane analyz génov zodpovednych za
produkciu karbapenemaz (12).

Sledovanie vyskytu karbapenemaz je klucové pre kontrolu
Sirenia rezistentnych baktérii. Celosvetovo, aj vramci
Eurépskej Uunie, existuju Standardizované postupy a
odporuc¢ania na monitorovanie Sirenia tychto enzymov.
V Eurépe koordinuje sledovanie antimikrobialnej rezistencie
Eurépske centrum pre prevenciu a kontrolu choréb (ECDC)
prostrednictvom siete EARS-Net (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network). EARS-Net zhromazduje
Udaje ovyskyte rezistentnych mikroorganizmov vratane
baktérii produkujucich karbepenemazy (CPE, zangl
Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae) z
¢élenskych §tatov EU. Na zaklade tychto tidajov ECDC vydéva
pravidelné spravy a odporucania (1). Na Slovensku sa
sledovaniu vyskytu karbapenemaz venuje Narodné
referencné centrum pre sledovanie rezistencie
mikroorganizmov na antibiotikd (NRC pre ATB), posobiace
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pod Uradom verejného zdravotnictva SR azarovei je
zapojené do eurdpskej siete EARS-Net. Toto centrum
zhromazduje a analyzuje udaje o rezistencii
mikroorganizmov voc¢i antibiotikam, vratane karbapenemaz.
Laboratéria klinickej mikrobiolégie z celého Slovenska maju
povinnost zasielat izolaty s podozrenim na produkciu
karbapenemaz do NRC na potvrdenie adalSie analyzy,
vratane typizécie karbapenemaz (2,4).

Subor vzoriek

Pocas rokov 2019 az 2023 sme v nasom laboratériu (OKM
Bakteriolégia, CL Bratislava, Medirex, a.s.) sledovali vyskyt
bakteridlnych kmenov Enterobacterales produkujicich
karbapenemazy. Kmene pochadzali zklinickych vzoriek
(vzorky mocu, sputa, vytery z rekta, stery z ran, hemokultury
ainé) od pacientov vSetkych vekovych skupin s réznymi
diagnézami.

Fenotypova a molekularna analyza

Kmene so zvySenou hodnotou minimalnej inhibi¢ne;j
koncentracie (MIC) na meropeném (> 0,12 mg/l) sme overili
opakovanim testu MIC a pomocou diskového difuzneho
testu na meropeném (10 pg) na Muller-Hinton agare (MHA).
Test sme vyhodnocovali meranim priemeru zény bez
narastu okolo antibiotického disku podla sStandardov
EUCAST (2019-2023). Pokial bola MIC opakovane zvySena
a/alebo inhibi¢na zéna okolo meropenémového disku mala
menej ako 28 mm, kmen sme podrobili fenotypovému testu
CARBA (Diagnostics, Galanta, SR).

Do mikroskumavky s obsahom imipenému sme pridali 12 az
14 kvapiek roztoku CARBA. Nésledne sme pomocou
inokulaénej klucky preniesli 10 pl bakteridlnej kultury
adokladne zhomogenizovali. Pouzitd bola cCerstva 24-
hodinova bakteridlna kultira zvhodného kultivaéného
média (napr. Columbia krvny agar ¢. 2). Suspenziu sme
inkubovali v termostate pri 35 *= 2 °C. Test sa vyhodnocoval
maximalne po 2 hodinach. Principom testu je hydrolyza
imipenému produkovanymi karbapenemdzami. Pozitivny
vysledok sa vizualizoval farebnou zmenou suspenzie
z Cervenej nazltu. Kazdy bakteridlny kmen s pozitivnym
CARBA testom sme odoslali do NRC pre ATB na overenie
a detekciu konkrétneho typu karbapenemaz.

VSetky kmene prijaté do NRC pre ATB boli overené na
produkciu karbapenemaz, takisto pomocou fenotypového
testu podla vlastného Standardného pracovného postupu.
Na extrakciu proteinov bola rozmieSana plna 10 pl
bakteriologicka klucka vykultivovanej kultary
na neselektivnej pevnej péde v 20 pl extrakéného pufra v
mikroskimavke. Nasledne sa suspenzia inkubovala pri
izbovej teplote maximalne 30 minut.

Na pripravu testovacieho roztoku bolo vkadicke
zmieSanych 24 mg imipenému so 16 ml sterilnej
destilovanej vody. Bolo pridanych 2 ml 1 mmol/l roztoku
ZnSO4 a 2 ml 0,5% fenolovej Cervene v destilovanej vode.
Hodnota pH bola upravena pridanim 1 mmol/l NaOH na 7,8.
Na jeden karbapenemazovy test sa z reakéného roztoku
odobralo 200 pl do 1,5 ml mikroskumavky.
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Obrazok 1 Bakterialne kmene s pozitivnou produkciou karbapenemaz
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Do mikroskimavky s reakénou zmesou roztoku bolo
pridanych 20 pl bakteridlneho proteinového extraktu, obsah
sa premieSal a inkuboval pri teplote 35 £+ 2 °C po dobu
maximalne 120 minat. S kaZzdou vzorkou sa vykonavala
negativna kontrola tak, Ze rovnaky bakteridlny proteinovy
extrakt sa premieSal skontrolnym roztokom rovnakého
zlozenia ako testovaci roztok, avSak bez imipenému. Ako
pozitivny bol test od¢itany vtedy, ak v testovacej skimavke
doslo kjednoznacnej zmene farby z cCervenej na zltu
a zaroven v kontrolnej skimavke ostala farba nezmenena.

Tabulka 1 PCR cykly na detekciu karbapenemaz (prevzaté
zZECDC, 2019)

Cyklus Teplota (°C) Cas Pocet
cyklov
Pociatoéna 94 5 minat 1
denaturacia
Denaturacia 94 30 sekund
Annealing Teplota topenia | 30 sekund
(52 - 60 °C - 30
podla génu)
Extenzia 72 1 minuta
Hold 72 10 minut 1

VSetky kmene boli zaroven podrobené analyze pomocou
PCR metddy. Postup tejto metddy podlieha technickej
sprave vydanej ECDC (3). Na extrakciu DNA sa pouZiva
metdda validovana pre E. coli a K. pneumoniae. Bakterialna
kultura sa suspenduje v sterilnom pufri Tris-EDTA, vari sa pri
100 °C pocas 10 minut a centrifuguje sa pri 6000 G pocas 5
minut. Supernatant sarozpustiv pufri Tris-HCL. Stanovuju sa
4 hlavné enzymy, ktoré su kédované na géne bla, konkrétne
blaxec, blanom, blavim a blaoxa-4s. Pre kazdy z tychto génov su
dostupné Specifické primery. Samotny cyklus PCR reakcie
s jednotlivymi Casmi su uvedené v tabulke 1.

Vysledky

Vrokoch 2019 az 2023 sme v naSom laboratériu zachytili
celkovo 1673 bakteridlnych izolatov, ktoré boli pozitivhe
na produkciu karbapenemaz pomocou CARBA testu.
Najviac kmenov sme zachytili vroku 2021 (503; 30,1%)
a najmenejvroku 2019 (185; 11,1%).

Z celého suboru izolatov boli v najvysSej miere zastipené
kmene Klebsiella pneumoniae (1479; 88,4%), nasledovali
kmene Escherichia coli (66; 3,9%), Enterobacter cloacae
(53; 3,2%), Citrobacter freundii (21; 1,3%) aKlebsiella
oxytoca (19; 1,1%) (Obrazok 1).

Pozitivne kmene boli najCastejSie izolované zo vzoriek
mocov (548; 32,8%), nasledovali vytery z rekta (skrining CPE;
372; 22,2%), stery z ran (povrchové rany, loziska, dekubity,
atd.; 211; 12,6%), horné dychacie cesty (HDC) (205; 12,3%),
dolné dychacie cesty (DDC) (189; 11,3%) (Obrazok 2).
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Obrazok 2 Klinické vzorky sizolovanymi pozitivnymi
bakterialnymi kmermi (Vysvetlivky: HDC - horné dychacie
cesty; DDC - dolné dychacie cesty; HK — hemokultura;
kat/drén — katéter/drén, GT - genitalny trakt)

Najviac zastupené oddelenia (1562 vzoriek; 93,4%),
z ktorych pochadzali pozitivne vzorky, boli oddelenia
anesteziologicko-intenzivnej mediciny (AIM) (382; 24,5%),
interné oddelenia (244; 15,6%), oddelenia dlhodobo
chorych (ODCH) (197; 12,6%), chirurgické oddelenia (135;
8,6%) a geriatrické oddelenia (103; 6,6%).
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Obrazok 3 Detegované typy karbapenemaz (Vysvetlivky:
negat — negativne)
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Obrazok 4 Oddelenia, z ktorych pochadzali pozitivne vzorky (Vysvetlivky: AIM — anesteziologicko-intenzivnej mediciny; ODCH
— odd. dlhodobo chorych; OHT - odd. hematoldgie a transfuzioldgie; FRO - fyziatricko-rehabilitacné odd.; PlaT — pracovné

lekdrstvo a toxikoldgia; ORL — otorinolaryngoldgia)

VSetky kmene boli zaslané do NRC pre ATB na overenie
produkcie a typizaciu karbapenemaz. Pomocou metéd PCR
sme detegovali karbapenemazy typu KPC
v1230(73,5%) pripadoch, typu NDM v224 (13,4%)
pripadoch, typu OXA-48-like v 42 (2,5%) pripadoch a typu

V 136 pripadoch sa nam podarilo zachytit pri jednom kmeni
az dva typy karbapenemaz - v130 (7,8%) pripadoch sa
jednalo okombindciu NDM a OXA-48-like, v 3(0,2%)
pripadoch sa jednalo o KPC a OXA-48-like, v2 (0,1%)
pripadoch o KPC aVIM avjednom pripade (0,05%) sme
detegovali typy KPC a NDM (Obréazok 5).
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Obrazok 5 Pocet kmeriov s dvoma detegovanymi typmi
karbapenemaz

VIM v 33 (2%) pripadoch. Pomocou PCR sa nepodarilo typ
karbapenemazy stanovit v 8 (0,5%) pripadoch,
pravdepodobne sa jednalo o iny typ karbapenemaz, aké su
rutinne sledované pomocou PCR (Obrazok 3).

Zaver

V ¢lanku sme prezentovali vysledky prehladu baktérii
produkujicich karbapenemazy zachytenych v laboratériu
OKM Bakterioldgie, Medirex, a.s., Bratislava. Celkovo bolo
pomocou fenotypového CARBA testu detegovanych 1673
bakteridlnych kmenov. Najviac zastipené boli kmene
Klebsiella pneumoniae (1479; 88,4%), Escherichia coli (66;
3,9%) a Enterobacter cloaceae (53;3,2%). NajcastejSie
pozitivne izolaty pochadzali zo vzoriek mocov (548; 32,8%),
zvyterov zrekta (372; 22,2%) azranovych infekcii
(211; 12,6%). Vzorky pochadzali najma zoddeleni AIM
(382; 24,5%), internych oddeleni (244; 15,6%) a ODCH (197;
12,6%). Molekuldrnou analyzou sme najcastejSie
identifikovali karbapenemazy typov KPC (1230; 73,5%),
NDM (224; 13,4%) a OXA-48-like (42; 2,5%). Zarover sa nam
podarilo identifikovat kmene produkujuce sucasne dva typy
karbapenemaz, najcastejSie to boli kmene produkujluce
NDM a OXA-48-like enzymy (130; 7,8%).

Baktérie produkujluce karbapenemazy predstavuju zavazny
globalny problém pri lieCbe pacientov. Tieto enzymy Stiepia
karbapenémy, antibiotikd tzv. poslednej volby. Zaroven
prindsaju vyznamny problém aj zepidemiologického
hladiska, kedZe tieto kmene sa rychlo Siria v nemocni¢nom
prostredi.
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