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2.  Roviditések jegyzéke, fogalom magyarazat

AAC Aminoglikozid-acil-transzferaz

ANT Aminoglikozid nukleotidil-transzferaz

APH Aminoglikozid foszfotranszferaz

AP-PCR Arbitrary primed PCR (Tetszdleges primerrel végzett PCR)
American Type Culture Collection (Amerikai Tipustorzs

ATCC
Gylijtemény)

bp Bazispar

BSA bovin albumin szérum

CDM Combined disk method (Kombinalt korong médszer)

chC Centers for Disease Control and Prevention (Betegségmegel6z6 és
Jarvanytigyi Kozpont)

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

CFU koloniaképzod egység

DDST Double disk synergy test (Kétkorong szinergizmus teszt)

DPS Dipikolinsav

EARSS European Antimicrobial Resistance Surveillance System (Eurdpai
Antibiotikum Rezisztencia Surveillance Rendszer)

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

ESBL Extended-spectrum B-lactamase (Kiterjedt-spektrumu 3-laktamaz)

ESBL-NRL ESBL-termel6 Gram-negativ korokozok Nemzeti Referencia
Laboratoriuma

EP Elektroporans torzs
European Committee on Antimicrobial Susceptibiliy Testing

EUCAST (Antimikrobialis szerekkel szembeni Erzékenységi Vizsgéalatok
Eurépai Bizottsaga)

FMEO Fagtipizalo és molekuléria epidemiologiai osztaly

HEC Hungarian Epidemic Clone (Magyar epidémias klon)

IS insertion sequence (inszercids szekvencia)

ITO Intenziv Terapids Osztaly

MBL Metallo-B-laktamaz



Mda
MIC
MLST
MRP
NBS
NCCLS
NTA
OEK
ORF
PCR

PFGE

PIC
PT

QRDR

RFLP

SSCP

ST

TAE
TBE
tnpA
UPGMA

B-laktamazok:

CTX-M
GIM
IMI

IMP
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Megadalton

Minimalis gatlé koncentracio

Multi-16kusz szekvencia tipizalas

Makrorestrikcids profil

Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Nemzeti Tipitalé Adatbazis

Orszagos Epidemioldgiai Kozpont

Open Reading Frame (nyitott leolvasasi keret)
Polimerase chain reaction (Polimeraz lancreakci6)
Pulsed field gel electrophoresis (pulzaltatott mezeji

gélelektroforézis)
Perinatalis Intenziv Centrum

Pulzotipus

Quinolone resistance determining region (kinolon rezisztenciat
meghatarozo régio)

Restriction fragment length polymorphism (restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus)

Single strand conformation polymorphism (egyszalt konformacios

polimorfizmus)
Szekvencia tipus

TRIS Acetate-EDTA koncentralt puffer agar6z gélelektroforézishez
TRIS-borat-EDTA koncentralt puffer agar6z gélelektroforézishez
Transzpozaz gén

Unweighted pair group method with arithmetic averages

Cefotaximaz-Miinchen (elsé 1zolalas)
német imipenemaz

imipenemet hidrolizal6 p-laktamaz
imipenemmel szemben hatékony [3-

laktamaz
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KLUA Kluyvera ascorbata p-laktamaz
KLUC Kluyvera cryocrescens p3-laktamaz
KLUG Kluyvera georgiana [3-laktamaz
KPC Klebsiella pneumoniae karbapenemaz
LAT Beteg neve utan

MIR Miriam korhazban irtak le

NDM Uj-Delhi metallo-B-laktamaz
OXA Oxacillinnel szemben aktiv

SHV Sulphydryl Reagent Variable

SIM Szo6ul imipenemaz

SPM Sao Paolo metallo-f-laktamaz
TEM Temoniera beteg neve utan

VIM Veronai integronon kodolt metallo-f3-

laktamaz

Epidemias (melléknév): Fertdzések vagy kolonizaciok gyors és széleskori elterjedése,
melyek szamos egyedet érintenek egy adott teriileten vagy populacioban azonos

iddékereten beliil. (ESCMID)

Filogeografia: Modern kutatdsi irdny, amely molekularis genetikai jellegek alapjan
Osszekapcsolt modon rekonstrualja a filogenezist és az elterjedési teriilet torténeti

kialakulasat.

Klon: Baktérium izolatumok, amelyek annak ellenére, hogy kiilonb6z6 idépontban,
kiilonb6zé forrdsokbol ¢és kiillonbozd helyeken fiiggetlen modon izoldltdk, még
rendelkeznek annyi k6zds feno- és genotipusos tulajdonsaggal, hogy a hasonldsag

legvaldsziniibb magyarazata a kozos eredet egy relevans iddkereten beliil.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A Klebsiella nemzetség rendszertana

A Klebsiella pneumoniae az Enterobacteriaceae csalad Klebsiella nemzetségébe
sorolhatd. Eredetileg a nemzetség tagjait az altaluk okozott megbetegedések alapjan
csoportositottak: K. pneumoniae, K. ozaenae és K. rhinoscleromatis. Az 1980-as évek
elején a kornyezetbdl izolalt Klebsiella spp. torzseket ideiglenes taxonokba soroltak. Ez
a csoport még négy Uj fajt foglalt magaban: K. terrigena, K. ornithinolytica, K.
planticola és K. trevisanii. 1986-ban az utolso két fajt a K. planticola fajba egyesitették

a nagymértéki DNS homologia alapjan (Podshun és Ulmann, 1998) (1. tablazat).

1. tablazat. A Klebsiella nemzetség species besorolasa kiilonb6z6 taxonomiai besorolas
szerint (Forras: Podschun és Ullmann, 1998)

Rendszertani besorolas
Cowan Bascomb Drskov
K. aerogenes K. aerogenes/oxytoca/ K. pneumoniae
K. edwardsii edwardsii subsp. pneumoniae
subsp. edwardsii K. pneumoniae subsp. ozaenae
. subsp. rhinoscleromatis
subsp. atlantae sensu stricto
K. oxytoca
K. pneumoniae sensu lato K. terrigena
K. ozaenae K. ozaenae K. plantlc.ola _(§yn.
K. trevisanii)
K. rhinoscleromatis | K. rhinoscleromatis K. ornithinolytica
K. “unnamed group”
Enterobacter aerogenes

Drancourt és munkatarsai a Klebsiella spesieshez tartozo 9 tipustorzs és az
Enterobacteriaceae csalad 11 nemzetségéhez tartozd 20 species filogenetikai
rokonsagat vizsgalta a 16S rRNS és a rpoB gének komparativ szekvencia analizissel
(Drancourt és mtsai, 2001). A szekvencia analizis igazolta a Klebsiella genus jelentds
heterogenitasat, igy az eredmények alapjan harom klaszterre (csoportra) osztottak. Az 1-

es klaszter a Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subsp.
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rhinoscleromatis és Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae tipustorzseit tartalmazza. A
2-es Kklaszter Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella planticola, Klebsiella trevisanii és
Klebsiella terrigena fajokhoz tartozo torzseket foglalja magaba, mig a 3-as klaszter
kizarolag K. oxytoca toérzsekbdl all. A szerzOk a 2-es klasztert Raoultella génusznak

nevezték el.

3.2. Morfoldgia, el6fordulas, tenyésztés és biokémiai tulajdonsagok

A K. pneumoniae palca alaku, tokot képz6 Gram-negativ baktérium. Hossza 1-2um,
szélessége 0,5-0,8um kozott valtozhat. Csilloval nem rendelkezik, igy aktiv mozgésra
nem képes. A tok szénhidratdis kozegben nyalkas burokként koriilveszi az egyes
baktériumtelepeket. Differencidlod téptalajokon laktozt fermentdl, kifejezetten nyéakos
jellegli telepeket képez. Antigénszerkezeti felosztdsa a szomatikus (O) és a
tokantigéneken (K) alapul. A tokantigének alapjan 82 tipust kiilonboztetnek meg.
(Czirok 1999; Podchun és Ullmann 1998)

A Klebsiella spp. ubikviter szervezetek, szamos helyen el6fordulnak. Egyik jellegzetes
¢l6helyiik a kornyezet; szaprofitdkként megtaldlhatok a talajban, felszini ¢és
szennyvizekben, ndvényeken. K. pneumoniae torzsek jelenlétét bizonyitottak
fagyasztott narancslé¢ siiritményben (Fuentes ¢és mtsai, 1985), cukornad
melléktermékeken (Nunez és Colmer 1968), fakon, lagyszari ndvényeken, ndvény
eredetli élelmiszereken (Brown és Seidler 1973, Knittel és mtsai 1977, Caplenas és
mtsai 1981). K. pneumoniae torzseket gyakran lehet izolalni kiilonb6z6 novények
gyokérfeliiletérdl (Pedersen és mtsai 1978). Bizonyos diazotr6f K. pneumoniae toérzsek
1971), a rizoszférabol (Rennie 1982), s6t a kukoricaszar szoveteib6l (Palus és mtsai,
1996) is lehet izolalni. Chelius és Triplett (2000) két K. pneumoniae torzs endofita
¢letmodjat bizonyitotta fluorescens festékkel jelolt fehérjék segitségével.

Szamos emldsallatot (Gordon és FitzGibbon 1999) és izeltlabut (Dillon és mtsai 2002)
kolonizalhatjdk K. pneumoniae torzsek. Erdekes megemliteni, hogy a vandorsaskak
hatalmas rajokba vald szervezOdését a rovarok bélflorajaban talalhatd és a széklettel

iriilé K. pneumoniae anyagcseretermékel is segithetik (Dillon és mtsai 2002). A kancak
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epidémias méhgyulladasat K1 és K2 tok-szerotipusu (Id. ksdbb) torzsek okoztak
Anglidban (Platt és mtsai 1976). K. pneumoniae a szarvasmarha emlOmirigy-
gyulladasanak leggyakoribb korokozodja (Braman és mtsai, 1973), de mas allatoknal is —
pl. kutyak, Rhezusz majmok, tengeri malacok, patkanyok, madarak - stlyos fertézéseket
okoz (Wyand és Hayden 1973; Fox és Rohovsky 1975, Kinkler és mtsai 1976, Wilson
1994, Roberts és mtsai 2000).

Az emberben szaprofitaként jelen lehet a béltraktusban és az orrgaratban. Egyes
tanulmanyok szerint a székletmintak 5-38%-ban tartalmazzak a baktériumot. (Podchun
és Ulmann, 1998). Opportunista fertézéseket okozhat, dontéen koérhazban apolt
betegeknél, de bizonyos fOldrajzi régiokban jelentds teriileten szerzett infekciok
korokozoja is lehet. (Err6l bévebben 1d. a ,,K. pneumoniae epidemiologiaja” c.

fejezetben)

A K. pneumoniae tenyésztési homérséklete 37 °C. Sziirkés-fehéres-sargas, gyakran
Osszefolyd telepeket képez agar taptalajon. Véres agaron nem hemolizalod, sima
telepeket, mig eozin-metilénkék agaron altalaban rozsaszin, nagy, domboru telepeket
képez. Jol tiiri a kiszaradast, szobahdmérsékleten akar honapokig életképes. Altalaban

érzékeny hore és fert6tlenitészerekre. (Czirok 1999)

A K. pneumoniae speciesbe nem mozg6, ureazt termeld, oxidaz és indol negativ, katalaz
pozitiv torzsek tartoznak. Késdi laktoz bontdk, lizin-dekarboxilazt termelnek, de a
zselatint nem folyositjak, ornitin-dekarboxilazt és arginin-dihidrolazt nem képeznek. A
K. pneumoniae savat ¢és gazt képez a legtobb cukorbol. (Czirok 1999, Podchun és
Ullman 1998)

10
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3.3. Patogenitasi faktorok

Jelenlegi ismereteink szerint a K. pneumoniae patogenitasat négy fé patogenitasi faktor
jelenléte hatarozza meg: adhezinek, lipopoliszacharidok, tok poliszacharidok és vas

felvevo rendszerek (szideroforok) (Podchun és Ullman 1998).

3.3.1. Tokantigének

A K. pneumoniae torzsek altalaban hidrofil poliszacharidokbol 4llo tokkal
rendelkeznek, amely a baktérium telepek jellegzetes nyakos kiillemét adja. A tok strti
fibrillumos képletekbodl all, melyek a baktérium felszinén massziv rétegként jelennek
meg (1. abra). Feladatai kozé tartozik a korokozoé védelme a polimorfonuklearis

granulocitak fagocitozisatol és a szérum rezisztencia biztositasa (Podschun és Ullmann
1992).

11
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1. abra. Tokkal koriilvett K. pneumoniae sejtek (pasztazo elektron mikroszkoppal
késziilt felvétel) (forras: Ofek és mtsai 1994)

Jelenleg 82 kiilonboz6 antigénszerkezetli exopoliszacharidot ismeriink, ezek koziil 77-et
a nemzetk6zi K-szerotipizalasi séma szerint lehet meghatarozni (Orskov és Fife-Asbury
1977). Jelenleg még nagyon kevés informacio all rendelkezésre a tok poliszacharidok
immunkémiai specifitdsarol.

A tok volt az els6 virulencia faktor, amelyet K. pneumoniae torzseknél irtak le
(Baerthlein 1918, Kauffmann 1949). Mar 1928-ban Edwards kimutatta, hogy a kancak
metritisének kialakulasahoz a K. pneumoniae torzseknek tokkal kell rendelkezniiik
(Edwards 1928). Kiilonboz6 kisérleti modellekben Gsszefiiggést talaltak a tok mérete (1-
es és 2-es szerotipusoknal) és a patogenitas kozott kisérlet (Domenico és mtsai 1982,
Cryz és mtsai 1984). A K-antigén kulcsszerepet tolt be a baktérium opszono-fagocitdzis
elleni védelmében azzal, hogy a komplement rendszer aktivalasat blokkolja (Williams
¢és Thomas 1990).

12
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A torzsek altal expresszalt tok-tipusok kozott a K1 és K2 szerotipusuakat tartjadk a
legvirulensebbeknek. Egerekkel végzett Kisérletek soran Mizuta és mitsai
megallapitottak, hogy intraperitonedlis beadas utdn a K1 és K2 szerotipusoknal fordult
elé a legmagasabb letalitas (Mizuta és mtsai, 1983). Simoons-Smit és mtsai szintén egér
kisérletekkel igazoltak a K1, K2, K4 ¢s K5 tok antigének nagyobb virulenciajat a K6,
ill. ennél nagyobb szammal jeldlt tok antigénekkel szemben (Simoons-Smit és mtsai
1984).

A tok poliszacharidok mannoz tartalma feltehetden meghatarozza az adott K szerotipus
virulencia fokat. Igy pédaul az alacsonyabb virulenciaji K7 vagy K21 a tok-
szerotipusok ismétlodé6 mannéz-a-2/3-manndz, vagy L-ramnéz-a-2/3-L-ramnoz
egységeket tartalmaznak, amelyeket a makrofagok felszinén levd lektinek felismernek
¢és létrejon a lektinofagocitozis (Athamna és mtsai 1991). Ezzel szemben a K2
szerotipusu torzseket, amelyek mas elrendezésben tartalmaznak mannéz egységeket, a
makrofagok nem ismernek fel (Ofek és mtsai 1993).

Néhany tanulmany kimutatta, hogy a K szerotipusok elterjedése kiilonboz6 foldrajzi
régiokhoz kothet6 (Cryz és mtsai 1986, Fung és mtsai 2000). A K1 szerotipust féleg
Taiwan, Kina és Japan teriiletén izolaljak, viszont Eurépaban és az USA-ban végzett
vizsgalatokban nem azonositottdk. A legtobb szerzé egyetért abban, hogy a K2
szerotipus a laggyakrabban izolalt tipus hugyati infekciokbol, pneumoniabdl és
bakterémiabol. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy vilagszerte a K2 a dominans szerotipus
a human klinikai mintakban, viszont a kdrnyezeti mintakban elvétve fordul elé. (Brown
és Seidler 1973, Matsen és mtsai 1974, Edmondson és mtsai 1980, Podschun 1990). Ez
a megfigyelés konzisztens a lektinofagocitozis koncepciojaval, miszerint a K2
szerotipus megvaltozott elrendezésii manndz egységeit a lektinek nem ismerik fel és igy
a komplement rendszer lektinfiiggd aktivacioja elmarad, ami a K2 szerotipusu torzsek
Kiszelektalodasahoz vezet (Podschun és Ullmann 1998).

A mukoid fenotipus (2. abra) elvesztése a virulencia csokkenéséhez vezethet (Takahashi
¢és mtsai 1977). Korabban azt gondolték, hogy a mukoid fenotipus a tok poliszacharidok
tultermelésének eredménye (Takahashi és mtsai 1977). Nassif és mtsai azonban
bebizonyitottak, hogy a mukoid fenotipust az rmpA gén (regulator of mucoid

phenotype) hatarozza meg, amelyet egy 180 kb méretli plazmid hordoz aerobaktint
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kodolo génekkel egyiitt (Nassif és mtsai 1989). Az rpmA génben tortént mutacio 1000

szeresére novelte a kisérleti egerek letalitasat és a torzs megtartotta mukoid fenotipusat.

2. abra Klebsiella pneumoniae mukoid, laktoz-fermental6 telepek (Rebecca Buxton,
University of Utah felvétele)
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3.3.2. Pilusok, fimbriak

A kolonizacio vagy fertézés elsd Iépéseként a baktérium a gazdaszervezet
nyalkahartyajanak epithel sejt felszineire kertil. Ott biztositania kell a szoros kapcsolatot
a gazdaszervezettel — az adhéziot. Az adhezinek gyakran hemagglutininek (a
vorosvértesteket agglutinaljak), amelyeket a sejt felszinen talalhatd fimbridk hordozzék.
A pilusok vagy fimbidk, a baktérium sejt nem ostoros, fonalszer(i képzddményei. Ezek a
strukturak akar 10 pm hosszusagot is elérhetik, a&tmérdjiik 1-11 nm kozott valtozik. 15-
26 kDa méretli, globularis protein alegységeket tartalmaznak. Az adhézios fimbriak
leggyakoribb tipusa az I-es tipust (kozonséges) fimbria, melyeket nagyon sok
baktérium fajnal azonositottak, a klinikai mintakbol izolalt K. pneumoniae torzsek tobb,
mint 80%-a hordozza (Przondo-Hessek és Pulverer 1983, Podschun és Sahly 1991). Az
l-es tipusi fimbridk mannoéztartalma receptorhoz kotddnek €s mivel mannodzzal
kompetitiv gatolhatok, mannozérzékenynek is nevezik. A tengeri malac vordsvértestjeit
agglutinaljak (hemagglutinacid). A K. pneumoniae I-es tipusu fimbriai antigenitasukban
kiilonboznek a kozeli rokon Enterobacter sp. fimbriaitél (Adegbola és Old 1985).
Bizonyitottan részt vesznek a K. pneumoniae torzsek uroepithel sejtekhez valo
megtapadasaban ¢s patkanyok hugyholyag fertézéseinek kialakulasaban (Fader és mtsai
1988, Williams ¢és Thomas 1990). A fert6zés késdbbi stadiumédban a baktérium
leallithatja az I-es tipusu fimbridk képzését, igy a leukocitak nem ismerik fel, és a
lektinofagocitdzis elmarad (Ofek és mtsai 1995).

A K. pneumoniae torzsek Gn. I11-as tipusti manndzrezisztens fimbridkat is termelhetnek,
amelyek csak a tanninnal kezelt vorosvérsejteket agglutinaljak. Przondo-Hessek és
Pulverer (1983) az altaluk vizsgalt klinikai mintakbol izolalt K. pneumoniae torzsek
85%-anal kimutattak ezt a fimbria tipust (Przondo-Hessek és Pulverer 1983). Ez a
fimbria tipus segiti a baktérium megtapadasat kiilonb6zd tipusi human sejtekhez: az
endotheliumhoz, a 1égzétraktus epithel sejtjeihez, az uroepithel sejtekhez (Tarkkanen és
mtsai 1990, Wiirker és mtsai 1990, Hornick és mtsai 1992, Tarkkanen és mtsai 1997).

A lll-as tipusu fimbriat az mrk géncsoport kodolja, egyes gének plazmidon, masok a
kromoszéman talalhatok. A fimbria nyaldb egy nagyobb MrkA ¢és egy kisebb, MrkD-
adhezin egységekbdl all (Hornick és mtsai 1995). Az jabb kutatasok szerint ezek a

fimbriak feltehetden a biofilmképzésben vesznek részt, mivel segitik a baktérium
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megtapadasat kiilonb6z6 szervetlen feliiletekhez (Langstraat és mtsai 2001, Di Martino
¢s mtsai 2003). A biofilm képzésben az MrkA vesz részt, az MrkD adhezin azonban

nem (Langstraat ¢s mtsai 2001)

3.3.3. Szérum rezisztencia és lipopoliszacharidok

A gazdaszervezet mikroorganizmusok elleni védekezésének elsé vonalat a
polimorfonuklearis granulocitak fagocitozisa mellett, a szérum baktericid hatasa alkotja.
A szérum baktericid hatdsat a komplement rendszer adja, mely egyrészt a
komplementmedialt lizist okozza, masrészt szerepe van az opszonizacio és fagocitozis
fokozéasaban, a gyulladasi folyamatok szabalyozéasaban, illetve az immunkomplexek
keringésbdl vald eltavolitasdban. A komplement kaszkad aktivacio soran a
komplementrendszer fehérjéi a baktériumok membranjan akkumuldlédnak, és
létrehozzak az Gn. membran karosit6 komplexet (Membrane Attack Complex- MAC).
Ez a C5b-C9 komplex (C5b, C6, C7, C8 és C9 fehérjékbdl all) a Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranjan porusokat hoz létre, és igy a baktérium lizisét okozza.

A szérum baktériumolé hatdsa ellen a mikrobak kiilonb6z6 mechanizmusokat
fejlesztettek ki. A legtobb Gram-negativ baktérium szérum-érzékeny, viszont a klinikai
izolatumoknal gyakori a szérum-rezisztencia.

A Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjat komplex molekulak, un.
lipopoliszacharidok (LPS) alkotjak. A lipopoliszacharid molekula tobb egységbdl all:
lipid A, R mag (core) és O-specifikus (a Gram-negativ baktériumok f6 felszini
antigénje) oldallancok. K. pneumoniae torzseknél eddig kilenc O-antigén tipust
azonositottak, ezek koziil az Ol a leggyakoribb (Hansen €s mtsai 1999). Az O-antigén
legfontosabb szerepe a baktérium védelme a komplement rendszer altal medialt
bakteriolizistdl. Tobb kisérlet is bizonyitotta, hogy O1l-antigén hidnyos torzsek (a tok
jelenlététdl fliggetleniil) ézékenyek a komplement klasszikus és alternativ iton aktivalt
baktericid hatasdra (Wlliams és Thomas 1990). A C3b opszonizdlé fragmentumok
nagyon gyorsan kotédnek a K'O' sejtek felszinéhez, de a C5b-C9 komponensek
képtelenek a membran karositasara (Williams és Thomas 1990). Merino és mtsai (2000)

az O5-antigén esszencialis szerepét bizonyitottdk a szérum-rezisztencia kialakulasahoz

crer
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hozzék kiterjedt szovet nekrézisok kialakulasaval, ami tovabb stlyosbitja a K.

pneumoniae fertdzéseket (Straus és mtsai 1985)

3.3.4. Szideroforok

A baktériumok szaporodasat a gazdaszervezet szoveteiben annak kiillonb6z6 védekezd
mechanizmusai mellett a megfelel6 vas ellatas is limitalja. Mig a kiilsé kornyezetben
elegendd szabad ferri-vas (Fe®") van jelen, addig a gazdaszervezet szdveteiben, a vérben
¢és nyirokban a vas laktoferrinekhez és transzferrinekhez kotddik és a baktérium szamara
hozzaférheté szabad vas koncentracidja altalaban nagyon alacsony (10®M )(Bullen és
mtsai 1978). Kisérletek bizonyitjak a gazdaszervezetben a hozzaadott vas hatasat a K.
pneumoniae patogenitasara. Tengeri malacoknal a parenteralisan beadott vas hatasara
nagymértékben megnétt a gazdaszervezet érzékenysége K. pneumoniae altal okozott
fert6zés kialakulasara (Khimji és mtsai 1978)

Az Enterobacteriaceae altal szintetizalt szideroforok kis molekulasulyt, magas
affinitasu vaskelat-képzék. A gazdaszervezet vaskotd fehérjeitél “leemelik” a ferri-
vasat, specialis receptorok segitségével megkotik és a baktérium sejtbe szallitjak. Két
tipusuk ismert: a fenolat-tipusu szideroférok (pl. enterobaktin) és a hidroxamat-tipustiak
(aerobaktin). (Podschun és Ullmann 1998). Williams és mtsai (1987) szerint a K.
pneumoniae torzsek tobbsége termel enterobaktint, viszont csak néhany termel
aerobaktint (Williams és mtsai 1987). Krone és mtsai (1985) kimutattak, hogy K2
szerotipusu K. pneumoniae torzsek olyan konjugativ plazmidot hordoznak, amely
aerobaktin termelését kodolja (Krone és mtsai 1985). Mas kutatok a K1 és K2
szerotipusu K. pneumoniae torzsek virulencigjat egy 180 kb. méretli plazmid
jelenlétével hozzak Osszefiiggésbe, amely aerobaktint és mukoid fenotipust (Id.
korabban) kodolo géneket hordoz (Nassif és Sansonetti, 1986).

Ujabb kutatisok szerint egy harmadik tipusa sziderofor is szintetizalodik K.
pneumoniae torzsekben — a yersiniabaktin -, amelyet a Yersinia spp. patogenitasi szigete
kodol (Bach ¢és mtsai 2000, Koczura és Kaznowski 2002). Egyelére sem a
prevalenciaja, sem a patogenezisben betdltott szerepe nem tisztazott. A K. pneumoniae

legfontosabb patogenitasi faktorait a 3. abra 9sszesiti.
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Szérum

rezisztencia

/ adhezinek

citoplazma

LPS

szideroforok

tok

3. abra K. pneumoniae legfontosabb patogenitasi faktorainak sematikus rajza.
(Forras: Podschun és Ullmann 1998)
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3.4. A K. pneumoniae tipizalasa

Epidemioldgiai szempontbol nagyon fontos a K.pneumoniae torzsek kozotti rokonsagi
fok megallapitasa, kiilondsen nozokomidlis jarvanyok felderitése szempontjabol.
Szamos modszert alkalmaznak a klonalitas megallapitasara kisebb-nagyobb sikerrel.
Két nagy csoportot kiilonboztethetiink meg — a fenotipizalasi és a genotipizalasi

modszereket.

3.4.1. Fenotipizalasi médszerek

A fenotipus meghatdrozéasara iranyuld6 médszerek - biotipizalas, szerotipizalas, fagtipus
meghatarozds, bakteriocin tipizdlds, antibiogram meghatarozas ¢és multilokusz
enzimelektroforézis — alkalmazhatosaga alapvetden a kornyezet szelekcids nyomasanak
figgvényében alakul. Eléfordulhatnak instabil antigén tulajdonsadgok vagy valtozéasok
mas tulajdonsagok kifejezddésében, tovabba ezek a mddszerek gyakran lasstak, nem

praktikusak, és alacsony diszkriminativitasuak.

3.4.1.1. Biotipizalas

A Dbiotipizalas, amely a baktériumok biokémiai és tenyésztési tulajdonsdgainak
vizsgalatan alapul, ma is a legpraktikusabb tipizalasi moddszer kisebb, kevésbé jol
felszerelt laboratériumok szamara. A biotipizalas klasszikus probak beallitasaval is
elvégezhetd, de kombinalhatd a kereskedelmi forgalomba kaphato identifikalo
rendszerekkel (pl. API 20E, vagy Micronaut (Podschun és mtsai 1996, Simoons-Smit és
mtsai 1985). A K. pneumoniae biotipizalasa 6nallé modszerként nem, de példaul K-

antigén meghatarozassal egyiitt alkalmas epidemioldgiai vizsgélatokra.

3.4.1.2. Szerotipizalas

A 1990-es évek végéig a szerotipizalas volt a leggyakrabban alkalmazott mddszer a K.

pneumoniae torzsek tipizalasara. A szerotipizalas a tokantigének alapjan csoportositja a
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vizsgalt izolatumokat (Orskov és Orskov 1984). A K. pneumoniae izolatumok gyakran
rendelkeznek jol fejlett poliszacharid tokkal, amely a telepek jellegzetes mukoid
megjelenését adja. Az eddig leirt 82 tokantigén koziil, 77 tipus szerepel a nemzetkozileg
elfogadott szerotipizalasi rendszerben (Orskov és Fife-Asbury 1977). A tokantigének
alapjan végzett szerotipizalds jol reprodukalhatdé és a klinikai izoldtumok tobbségét
elkiiloniti (Ayling-Smith és Pitt 1990). Hatranyai ko6z¢é sorolhatd a nagyszamu
keresztreakcio, a modszer idoigényessége, a savok beszerzése €s fenntartasuk koltségei
fenotipusos modszerek alkalmazéasa esetén a szerotipizalas biotipizalassal, bakteriocin
tipizalassal és/vagy fagtipizdlassal kombindlva ad kielégité eredményt epidemioldgiai

célokra.(Rennie és Duncan 1974).

3.4.1.3. Fagtipizalas

A Klebsiella spp. fagtipizalasat eldszor az 1960-as évekbe dolgozta ki Slopek és Milch
(Przondo-Hessek 1966, Slopek és mtsai 1967). Annak ellenére, hogy az eredmények
konnyen leolvashatok és a mddszer reprodukélhatosaga kivalo, nem terjedt el széles
korben. Ennek 6 oka a nem tipizalhato toérzsek aranya. Az Orszagos Epidemioldgiai
Kozpontban végzett vizsgalatok alapjan az 1990-ben korhazi jarvanyokbdl izolalt K.
pneumoniae torzsek 82%-a volt faggal tipizalhatd, mig 2003-ban mar csak 70%-a.(OKI
éves jelentés 1990, OEK éves jelentés 2003) Hasonl6 tipizalhatdsagi aranyokrol — 19-
67% koz6tt - szamol be tobb nemzetkozi kozlemény is (Rubin 1985, Slopek 1978). Ki
kell emelni azonban, hogy a molekularis modszerek bevezetéseig a fagtipizalas a
biotipizalassal és az antibiogram maghatarozassal kiegészitve volt az egyetlen mddszer,
amely a nozokomialis K. pneumoniae izolatumokat képes volt differencialni, és korhazi
jarvanyokat igazolni.

Magyarorszagon az 1960-as években két korasziilott osztalyon eléforduld sulyos
enteritisszel, pneumoniaval ¢és szepszissel jar6 jarvanyosan fellépd fertézések
korokozojanak diagnosztizalasanak és azonositasanak igénye vezetett a betegekbdl és
kornyezetiikbol izolalt Klebsiella spp. torzsek fagtipus meghatarozasi modszerének
kidolgozasahoz. A betegek Klebsiella torzseibol izolalt fagoknak a kiilonbozo

torzsekhez valé adaptalasaval az OEK Fagtipizalasai osztalyan Milch és munkatarsai
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jarvanyiigyi célra alkalmas fagsorozatot, illetve tipussémat dolgoztak ki, mellyel 5
fagcsoportba és 13 tipusba tudtak besorolni a Klebsiella spp. torzseket. A lezajlott
jarvanybol szarmaz6 torzseket azonositottuk a fertézés forrasaként feltételezett, infuzios
oldatbol szarmazé Klebsiella spp. torzzsel. A fagtipus- meghatarozas modszerével
sikeriilt igazolni az infuzios oldat szerepét a fertozésekben, ill. a jarvany kialakulasaban.
(Milch ¢és Deak 1964-1965,1966,1968). A fagtipus meghatarozasi modszert kesébb
lengyel kutatokkal egyiittmikodésben tovabbfejlesztették és nemzetk6zi modszerként
elfogadtattak (Slopek és mtsai 1967).

3.4.1.4. Bacteriocin tipizalas

Annak ellenére, hogy az XX sz. végére a tokantigének alapjan végzett szerotipizalas
volt a legkedveltebb K. pneumoniae tipizalasi modszer, egyértelmiien sziikség volt
tovabbi tipizalasi modszerek kidolgozasara és alkalmazasara. Szdmos szerz0 ajanlotta és
alkalmazta a bakteriocin tipizalast. (Bauernfeind 1984, Buffenmeyer és mtsai 1976,
Edmondson és Cooke 1979, Hall 1971, Slopek és mtsai 1967.). A bakteriocinek olyan
baktériumok 4ltal termelt — tobbnyire fehérjék — anyagok, amelyek mdas baktériumok
(4ltaldban ugyanazon species tagjai) novekedését gatoljak. Adott torzs jellemezhetd
indikator torzsek novekedésének gatlasaval vagy indikator torzsek altal szintetizalt
bakteriocinek iranti érzékenységével. A Klebsiella spp. altal termelt bakteriocinek elsé
részletes leirdsa Hamon €s Perontdl szarmazik (1963), akik pneumocineknek nevezték
el. A szakirodalomban tovabbi elnevezésekkel is taldlkozhatunk, mint klebocinek
(Buffenmeyer és mtsai 1976, Walia és mtsai 1988), klebecinek (Edmonston és Cooke,
1979), vagy egyszertien bakteriocinek (Hall 1971). Mivel a bakteriocinek termelése a K.
pneumoniae torzsekben nem tal gyakori, a modszert a 90-es években gyakran
alkalmaztak epidemiologiai célokra. A bakteriocin termelés instabilitasa, valamint az
alacsony reprodukélhatdsag és tipizalhatosag miatt ez a modszer mara mar kiszorult a
rutinszeriien hasznalt tipizalasi eszkoztarbol. (Buffenmeyer és mtsai 1976, Edmondson

¢és Cooke 1979, Hall 1971).
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rrrrr

modszerek

A molekularis tipizalasi modszerek — a K. pneumoniae izolatumokra alkalmazva - a XX.
szazad végén még gyerek cipOben jartak. Néhany kozleményben leirtak a plazmidprofil
meghatarozas (Bauernfeind és mtsai 1993, Bingen és mtsai 1993, Cowan és mtsai 1960,
Hartstein €s mtsai 1993, Montgomerie ¢s mtsai 1993, Podschun és mtsai 1986, Walia és
mtsai 1988), ribotipizalas (Arlet és mtsai 1994, Bingen és mtsai 1994, Bingen és mtsai
1993), multilékusz enzim elektroforézis (Combe és mtsai 1994, Nouvellon és mtsai
1994) ¢és pulzaltatott mezejii gélelektroforézis (PFGE) alkalmazasat (Arlet és mtsai
1994, Gouby és mtsai 1994, Poh és mtsai 1993).

Mivel a modszerek kivitelezése nagyban eltért az egyes laboratoriumok kozott és
hidanyoztak a standardizalt koriilmények, az eredmények Osszehasonlitdsa gyakorlatilag
lehetetlen volt. Az utobbi tiz évben tobb probalkozas tortént a molekularis tipizalas
harmonizaldsara, és a legalkalmasabb modszerek kivalasztasara.

A molekularis tipizalas olyan epidemiologiai szempontbol fontos folyamat, ahol
jarvanyok 1igazolasa ¢és kivizsgdldsa, a pathogén torzsek terjedési utvonalanak
magallapitdsa, a fert6z0 forrds felkutatdsa, valamint kiilondsen virulens torzsek
azonositasa a cél. Ehhez szdmos modszert fejlesztettek ki, amelyeknek legalabb harom
kritériumnak kell egyiittesen megfelelni a széleskorli alkalmazhatosag érdekében (Olive
¢és Bean, 1999). Elsddleges a tipizalhatosag, vagyis egy speciesen belill az egyedek
megkiilonboztethetdk legyenek. Ezenkiviil meghatarozé a mddszer diszkriminativitasa.
Ez magéban foglalja egyfeldl a nem rokon torzsek egyértelmii elkiilonitését, masfeldl
pedig az azonos forrasbol szarmazo izolatumok rokonsagénak bizonyitasat. Tovabbi
fontos kritérium a reprodukéalhatosag, azaz ismételt vizsgalattal azonos eredmény
elérése azonos egyed (minta) esetén. A magas szintll reprodukalhatosag fdleg olyan
modszereknél varhato el, ahol a torzsek mintizataival adatbazisokat épitenek és tobb
szdz eredmény egyiittes Osszehasonlitasat végzik (pl. nemzeti és nemzetkdozi PFGE
adatbazisok).

A jelenleg alkalmazott molekularis tipizal6 modszerek tobbsége kiilonb6zd hosszusagi
DNS fragmensek elektroforetikus elvalasztasan alapul. Ezek eredménye altalaban

gélben megjelend savokbdl kialakitott mintdzatok Osszessége. Mivel a mintazatok
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kiilonlegesen bonyolultak is lehetnek, az adott modszer haszndlhatosagat az eredmények
molekularis  tipizdl6 ~modszer magas  diszkriminativitassal és  megfeleld
reprodukalhatosdggal rendelkezik, a modszer komplexitisa, az eredmények
szerepet jatszanak a kivalasztasnal. A PCR-alapu tipizdld6 modszerek tobbségének
hasonl6 a moddszertana, konnyen kivitelezhetéek ¢€s viszonylag olcsok. A
makrorestrikcios profil vizsgalat (PFGE), bar kicsit dragabb és iddigényesebb, szintén
viszonylag konnyen kivitelezheté. Ezzel szemben olyan mddszerek, mint a szekvencia
alapu tipizalas (DNS szakaszok nukleotidsorrendjének meghatarozésa), jelentds eszkoz
¢és modszer ismeretet igényelnek, tovabba komoly szakmai felkésziiltséget az
eredmények értékelésében. Vitathatatlanul legnagyobb eldnylik az adatok pontossaga és

egyértelmiisége, valamint az eredmények laboratoriumok kdzotti 6sszehasonlithatdsaga.

3.4.2.1. Random PCR modszerek

crer

random amplifikalt DNS (RAPD), az ismétlés-alapt PCR (rep-PCR), vagy az
enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence (ERIC-PCR) modszerek,
melyek legnagyobb elénye az egyszerliség és az, hogy nem kell elézéleg ismerni a
genom szekvencidkat. Ezek a modszerek nagyon hasznosak gyors helyi epidemiologiai
vizsgalatokra, a forrasok és a jarvany torzsek terjedési utjanak megallapitadsara. Szamos
kozleményben alkalmaztak Klebsiella pneumoniae torzsek tipizalasara, jarvanyok
igazolasara (Wong ¢és mtsai 1994, Gori €s mtsai 1996, Lhopital és mtsai 1997, Shannon
és mtsai 1998, Ben-Hamouda és mtsai 2003). A moddszerek hatranyai kozé tartozik
alacsony reprodukalhatdsaguk, kdzepes diszkriminativitasuk és a standardizaci6 hidnya,
ami az eredmények kommunikéciojat kiilonbozd laboratoriumok kozott lehetetlenné

teszi.

23



DOI:10.14753/SE.2012.1716

3.4.2.2. Makrorestrikcids profil vizsgalat pulzaltatott-mezejii gélelektroforézissel

(PFGE)

1983-as els@ leirasa utan (Schwarz ¢és mtsai 1983) a pulzaltatott-mezejii
gélelektroforézisen (PFGE) alapulé makrorestrikcidos profil vizsgalat a patogén
baktériumok molekularis epidemioldgiai jellemzésének egyik leggyakrabban
alkalmazott mddszerévé (un. ,,gold standard™) fejlédott. Alapja a restrikcids enzimekkel
feldarabolt bakteridlis kromoszoma vizsgalata gélelektroforézis alkalmazasaval. Ez a
makrorestrikcios ujjlenyomat (fingerprinting) modszer két technika kombinéciojat
jelenti: egyrészt a kromoszoéma ritkdn vago (kevesebb, mint 30 felismerd hely/genom),
un. II tipusu restrikcios endonukleazokkal torténd feldarabolasat, masrészt az igy kapott
fragmensek mintazatainak PFGE-vel val6 vizsgalatat. A PFGE olyan gélelektroforézis,
ahol az elektromos mez6d irdnya és/vagy intenzitdsa meghatarozott i1dokozonként
valtakozik. Ezéltal az 50 kb-nal nagyobb DNS fragmensek képesek szétvalni és
vandorolni a gélben, jellegzetes mintazatot kialakitva.

Ezek koziil a legsikeresebbnek a CHEF (Contour-clamped homogenous electric field)
technika bizonyult. Itt hexagonalisan elhelyezett elektroddk meghatarozott
1d6kozonként 120°-os szogben valtogatjak az allando fesziiltségli (dltaldban 6V/cm)
elektromos erdtér iranyat.

Szamos fizikai €és kémiai tényezd befolyasolja a DNS molekuldk szétvalasztasat a PFGE
soran. A legfontosabb a pulzicios 1d0 (az elektromos erdtér valtakozasanak
id6intervalluma). Minél hosszabb a pulzicidos id6, anndl nagyobb méretli DNS
fragmentumokat tudunk szétvalasztani, viszont rosszabb felbontassal. A tapasztalatok
azt mutatjak, hogy adott iddkereten beliil a pulzacids id6 exponencidlis novelésével
¢érhetd el a DNS fragmentumok legjobb linedris szétvalasztasa. Gyakran hasznalt az 5-
40 s pulzacios id6 keret, amely az 50-600 kb kozotti DNS fragmentumok optimalis
szétvalasztasat biztositja.

A homérséklet szintén befolyasolja a migracios sebességet ¢és a felbontast. Magas
homérseklet esetén a DNS gyorsabban mozog, de a felbontas csokken. Ezért specialis
hiitd rendszerek alkalmazasaval a futtaté puffert allando (14°C) hdmérsékleten tartjak.
Az agardz tipusa és a puffer ionerdssége ugyancsak hatassal vannak a fragmentumok

mozgasara. A PFGE-hez specidlis agardzt ajanlanak, amely magas viszkozitassal és
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alacsony elektro-endoozmézitassal rendelkezik. Altalaban az 1%-os gél optimélis az 50
kb és 1Mb kozotti DNS fragmentumok szétvalasztasara, ennél magasabb koncentraciod
(1,2-1,6%) elmosodott, diffuz savokat és gyenge felbontast eredményez. A futtatas
soran keletkez0 ho csokkentése, valamint rovidebb futtatasi id0 elérése érdekében
praktikus alacsony ionerdsségli pufferek (0,25-0,5x TAE vagy TBE) alkalmazésa.

A makrorestrikcios profil, vagy ujjlenyomat a PFGE-vel szeparalt korlatozott szamu
(<30) nagyméretii (>50kb) DNS fragmens mintazata. Mivel a bakterialis kromoszéma
igen nagy méretli molekula, fontos, hogy a restrikcios enzimnek csak kevés felismerd
helye legyen (,.ritkdn vagd™). Ellenkezd esetben nagyszamu, kisméreti DNS darabok
sokasaga keletkezik, ami az értékelést lehetetlenné teszi. Az ismert, tobb mint 500
restrikcidés enzim koziil csak alig 20 azoknak a szama, amelyek erre a célra
hasznalhatok. A makrorestrikcios analizishez leggyakrabban az Xbal (Gram-negativ
baktériumok tobbsége) és a Smal (Gram-pozitivok nagy része) restrikcidos enzimeket
alkalmazzak. K. pneumoniae torzsek vizsgalatahoz az Xbal mellett Haelll és Spel
enzimeket is hasznaljak (Gouby és mtsai 1994, Monnet és mtsai 1997, Chang ¢és mtsai
2000, Sechi és mtsai 2001, Lebessi és mtsai 2002)

A hagyomanyos izolalasi modszerekkel nyert DNS alkalmatlan makrorestrikciés profil
vizsgélatra, mivel a nagyszdmu mechanikai mivelet sordn a DNS molekula
széttoredezik. Ennek kivédésére a pufferben szuszpendalt baktérium sejteket
bedgyazzak ultra tiszta, nukleazmentes, alacsony olvadasi ponttal rendelkezd agar6zbol
késziilt blokkokba (,,plug”, vagy ,,dugd”), igy mesterséges tdmasztékot kapnak a
sérilékeny DNS molekulak. Igen fontos az agardz blokkokba bedgyazott baktérium
koncentracioja. Ez tobbnyire species fliggd ¢és ma mar standardizalt, altalaban 1-5x10°
CFU/ml baktérium sejt/blokk.

Az elkésziilt agardéz blokkokat legalabb 2 o6rara lizis oldatba helyezziik, ahol
detergensek ¢és proteolitikus enzimek a baktérium sejtfal alkotorészeit lebontjak és
blokkoljak a nukleazok miikodését. A Gram-negativ baktériumokra hasznalt lizis oldat
altalaban 1% natrium lauroyl sarcosint, 1% proteinaz K-t és 0,5 M EDTA-t tartalmaz. A
Gram-pozitiv baktériumok megfeleld eldkészitésére tovabbi sejtfalbontd enzimek
hozzaadéasa sziikséges, pl. lysostaphin, mutanolysin, lysozime. A lizist az agardz
blokkok tobbszori mosasa koveti (4-5 x 30 perc TE pufferben), ezutan a beagyazodott
DNS-t tartalmazd agar6z blokk 4°C-on tobb honapig tarolhato.
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A restrikcios enzim hozzdadésa el6tt az agardz blokkokbol kisebb darabokat vagnak,
amelyeket késObb be lehet illeszteni az agardzgél zsebeibe. A plug darabokat az ajanlott
puffert tartalmazé csovekbe helyezik és hozzaadnak 20-40 U restrikcidos enzimet. Az
enzimatikus emésztés a gyartd altal meghatarozott, megfelel6 homérsékleten altalaban 4
oran keresztiil folyik.

Az optimalis futtatdsi paraméterek a baktériumfajtél, az alkalmazott restrikcios
enzimtol, valamint a PFGE késziilék tipusatol fiiggden valtozhatnak. Az utobbi években
a pulzaltatott mezejii gélelektroforézis alapvetd futtatdsi paramétereit standardizaltak,
igy 0,8-1% agaro6z gél, 0,5 TRIS-borat-EDTA futtaté puffer, 120° reorientacids szog, 5-
50 s kozotti pulzacios idokeret, 6V/cm allando feziiltség, 13°C-on, 24 6ran keresztiil az
ajanlott protokoll (Struelens 2001).

A gélben levé DNS mintazatok lathatéva valnak ethidium-bromidos festés és mosas
utan, amit specialis kameraval UV fény alatt lefényképeznek.

Az elektroforézisen alapuld tipizald rendszerek, igy a PFGE esetében is, az egyik
legfontosabb elvart tulajdonsdg a reprodukalhatosdg. A leggondosabb kivitelezés
mellett is eléfordulnak eltérések azonos mintdk kiilonbozd futtatdsai kozott. Ennek
kikiiszobolése molekulasily markerek alkalmazasaval torténik. Altalanosan hasznaljak
a A-létrat (48,5-1212.5 kb monomer), de alkalmazhatok olyan referencia torzsek is,
amelyek legalabb 16, 20 kb és 800 kb kozotti méretli restrikcios terméket adnak. A
marker segitségével a mintazatok dsszehasonlithatok.

A makrorestrikcios profil analizis a baktérium torzsek restrikcios termékeinek (DNS
fragmensek) mérete ¢€s szama alapjan végzett Osszehasonlitas. Az azonos
baktériumfajhoz tartoz6 egyedek azonos méretli genommal rendelkeznek, igy altalaban
kozel azonos szamu restrikcios terméket adnak. Az egyedek kozotti rokonsdgi fok
megallapitdsa — ami a molekuléris epidemioldgia célja — a restrikcios fragmensek méret-
¢s szambeli Osszehasonlitasan alapul. Amennyiben két, adott baktérium fajhoz tartozo
egyed mintizata teljesen azonos méretli és szamu restrikcios termékbdl all (100%-0s
egyezés), a torzseket azonos genetikai klonhoz tartozonak tekintjiik. Minél kisebb a
rokonsagi fok, anndl kevésbé valdszinli a kozds Os (pl. az adott jarvanyban vald
részvételiik). Az altalanosan elfogadott ajanlasok szerint 1 és 4 sav (restrikcids termék)
kozotti kiilonbség esetén a torzsek egyazon pulzotipus kiillonbozd szubtipusaihoz

tartoznak (Tenover és mtsai 1995, ECDC ajanlas 2007), vagyis epidemiologiailag
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Osszefiigghetnek. Azokat a torzseket, amelyek makrorestrikcids profiljai 6t, vagy annal
tobb termékben eltérnek, kiillonb6z6 pulsotipusokhoz kell besorolni és ennél fogva nem
valoszinli az azonos jarvanyiigyi eseményben vald részvételiik. Ennek megitélése
azonban sok tapasztalatot igényld folyamat, annak ellenére, hogy ma mar specialis
Osszehasonlitd szoftverek (BioNumerix, Fingerprinting) segitik a szakembereket. A
szoftveres analizishez TIFF file-ként rogzitett gélfényképeket hasznalnak, amelyekkel
kozos adatbazist épitenek. A mintdzatok Osszehasonlitasa kiilonb6zo algoritmusok
alkalmazasaval torténhet, ma mar dontden a Dice-koefficiens (az azonos méreti
fragmensek szamat veszi figyelembe) és az UPGMA (unweighted pair group method,
szamtani  atlagokat képez) segitségével generalt csalddfa (dendrogram) a
makrorestrikcios profilvizsgalat alapja. (Struelens 2001)

Jelenleg a makrorestrikcids profil vizsgélat a molekularis epidemiologia leggyakrabban
alkalmazott modszerévé valt, diszkriminativitasa altalaban a 95-100%-ot is eléri. Ma
negyvendt nemzetséghez tartozo, tobb mint 120 baktérium faj tipizalasara hasznaljak.
Ez annak koszonhetd, hogy a makrorestrikciés mintdzatok gyakorlatilag a teljes
bakteridlis genomot magukba foglaljak, igy a muticios események nagy része nyomon
kovethetd. A moddszert alkalmassa teszi nem csak helyi jarvanyok igazoldsara, de
standardizalt protokollok ¢és szamitdégépes adatbazisok segitségével kiillonbozo
epidémias klonok foldrajzi elterjedésének, a klonokon beliill végbement molekularis
evolucio vizsgalatara is.

A modszer hatranyai k6z¢é sorolhatok a viszonylag draga késziilekek és szoftverek
beszerzése, a vizsgalat akar tobb napig tartd kivitelezése, a magas szintli technikai
képzés  sziikségessége, valamint az eredmények laboratoriumok  kozotti

Osszehasonlitdsdnak nehézségei.
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3.4.2.3. Plazmid profil vizsgalat és restrikciés fragmens hossz polimorfizmus

(RFLP)

A plazmid tipizalds magaban foglalja adott baktérium torzsben taldlhaté plazmidok
szamanak, méretének és/vagy restrikcidos enzimekkel generalt mintazatanak vizsgalatat.
A plazmidok olyan cirkularis extrakromoszomalis genetikai elemek — DNS molekulak -,
amelyek 0nallo replikacidra képesek. Bar nem sziikségesek a baktériumok alapvetd
¢életfunkcioihoz, szamos antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat, metabolikus
enzimeket, toxinok és bakteriocinek termeléséért felelds géneket kodolhatnak. Tovabba
rendelkezhetnek olyan génkészlettel is, amely konjugéicid révén biztositja atjutdsukat
mas gazdasejtbe és ez altal az Osszes, plazmidon kodolt tulajdonsag atvitelét is (az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia terjedésének legfobb mechanizmusa) (Mayer
1988).

Egy baktériumsejt kiilonb6zé méretl (1-250 kb kozott) és szamu plazmidot
tartalmazhat. Egy adott torzs plazmidjainak méret szerinti elektroforetikus
szétvalasztasa a plazmid profil vizsgédlat. Ennek legfontosabb 1épése a plazmid(ok)
elkiilonitése a bakteridlis kromoszoématol. Erre szamos, a bakterialis és a plazmid DNS
eltérd tulajdonsagain alapuld eljards létezik. Mig a kémiai denaturdcid soran a
kromoszomalis DNS nagyszdmu fragmensre esik szét és nem képes regeneralodni,
addig a plazmidok nagyon gyorsan regeneralodnak ¢s nem diffundalnak szét a gélben.
Természetesen minél nagyobb a plazmid DNS molekulaja, annal torékenyebb és
nehezebben zar dssze.

A plazmid izolalas klasszikus modszerei a Birnboim és Doli (1979), valamint a Kado és
Liu (1981) altal kidolgozott eljarasok, de ma mar tobb cég is forgalmaz olyan kiteket,
melyekkel a plazmid DNS a profil vizsgalat mellett alkalmas restrikcids emésztésre,
klonozasi kisérletekhez vagy DNS-probdk készitésére is. Ma mar a plazmid profil
vizsgalatot nem alkalmazzdk 6nallo tipizaldsi modszerként. Bebizonyosodott ugyanis,
hogy azonos genetikai klon plazmidhordozé és plazmidmentes egyedekbdl is allhat,
tovabba azonos plazmid profil eléfordulhat kiilonb6z6 kloénok torzseiben is. Sét, az
azonos méretli plazmidok sem feltétleniil azonos képletek. Kiegészitd tipizalasként
azonban a plazmid profil vizsgalat igen informativ, féleg az antibiotikumokkal

szembeni rezisztencia terjedésének megitélése szempontjabol.
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A plazmidok Osszehasonlitasa restrikcidos fragmens hossz polimorfizmussal
(RFLP) végezhetd el. A modszer lényege, hogy restrikciés emésztés utin a
plazmidokbol képzddott fragmensek alkotta mintdzatokat gélelektroforézis segitségével
vizsgaljak ¢és Osszevetik. Mivel a plazmid DNS molekulaja viszonylag kicsi — a
kromoszomalis DNS-hez képest — érdemes gyakori hasitasi hellyel rendelkezd
restrikciés endonukleazt valasztani, pl. EcoR I, Hind Ill, Pst I. A restrikcios
emésztéshez megfeleld mindségii plazmid DNS izolalasara a kereskedelmi forgalomba
kaphato kitek kivaldéan alkalmasak. Adott baktérium torzs teljes plazmid tartalma is
emészthetd, de ebbdl (a vegyes restrikcidés mintdzat miatt) nehéz kdvetkeztetni egyes R-
plazmidok hasonlosagéra vonatkozoan. A plazmidok 6nallé vizsgalatdhoz sziikség van
elézetes futtatasra, ahol a gélbdl a kérdéses plazmidot ki lehet véagni, és késdbb
emészteni. Masik megoldas lehet konjugidcid révén a vizsgalni kivant plazmidot
recipiens torzs sejtjeibe atvinni, majd azokbdl hagyomanyos modszerekkel izolalni, és

emészteni.

3.4.2.4. Ribotipizalas

A ribotipizalas a riboszomalis ribonukleinsav (rRNS) gének restrikciés mintazatainak
Osszehasonlitasa. A modszert széles korben alkalmaztak K. pneumoniae torzsek
tipizalasara (Maslow €s mtsai 1993, Arlet €és mtsai 1994, Lhopital és mtsai 1997, Sader
¢és mtsai 1998, Brisse és mtsai 2000). A modszer diszkriminativitasa nagyon jo, mivel
szamos riboszomalis RNS operon létezik a K. pneumoniae tdrzsek genomjaban,
automatizalhato riboprinter alkalmazésaval, konnyen kivitelezhetd és standardizalhato
(Brisse 2000). Dontéen az EcoRI enzimet hasznaljak a restrikcidos emésztéshez. A
modszer hatranyai kozé tartozik a riboprinter igen magas 4ara, valamint jarvanyok

igazolasara valo korlatozott alkalmazhatosaga.
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3.5. A K. pneumoniae epidemiolégiaja

A Klebsiella spp., beleértve a K. pneumoniae-t is altalanosan eléfordul a természetben.
Két 6 él6helye van, a kornyezet (felszini és szennyvizek, talaj, novények feliiletén és
szoveteikben), valamint az eml8sok kiillonb6z6 nyalkahartya feliiletein.

Az emberben a K. pneumoniae szaprofitaként van jelen a nasopharynxban és a
gastrointestinalis traktusban. Mint Gram-negativ baktérium nem talal megfeleld
szaporodasi feltételeket az emberi bor felszinén, igy a tranziens flora tagjaként tartjak
szamon.

A K. pneumoniae tiinetmentes hordozasardl készilt felmérések eredményei igen
valtozatosak: teriileten a széklet mintakban 5-38% kozotti, mig az orr-torokban 1-6%
kozotti ardanyban fordultak eld (Podschun és Ullmann 1998). Egy Kindban végzett
tanulmany szerint a 65 év felettiek korében az orr-torok kolonizacioja elérheti a 22%-ot
is (Wang ¢és mtsai 2009). Korhazi koriilmények kozott azonban a hordozasi arany
drasztikusan megemelkedik és egyenesen aranyos az apoldsi napok szdmaval. Ehhez
hozzéjéarul a korhdzi személyzet szintén magas hordozasi ardnya is. Egyes tanulmanyok
szerint a K. pneumoniae koérhazi hordozasanak mértéke elérheti a 77%-ot székletben,
19%-ot torokban és 42%-ot az apoltak kezén. (Podschun és Ullmann 1998). Fentiek
ismeretében nem meglepd, hogy a legtdbb — és egyre tobb - K. pneumoniae altal okozott
fertdzés a korhdzakban fordul eld és ezek jelentds részét antibiotikumokkal szemben
rezisztens torzsek okozzak.(Brisse és mtsai 2006)

Az egészségligyi intézményekben a K. pneumoniae terjesztésében a paciensek
gasztrointestinalis traktusa ¢és az apol6 személyzet keze jatszik {6 szerepet. Emellett a K.
pneumoniae torzsek kitiinéen megélnek a korhazi kérnyezetben gyakorlatilag barmilyen
felilleten, infuziés palackokban, vérkészitményekben, endoszkopon, ultrahang
késziiléken. (Gaillot és mtsai 1998, Podschun és Ullmann 1998, Aumeran ¢és mtsai
2010). Gastmeier és munkatarsai altal végzett vizsgalatok kimutattak, hogy K.
pneumoniae torzsek atlagosan 7,5 napig (4-27 nap) is életben maradnak kiilonb6z6
feliileteken a korhazi kornyezetben.(Gastmeier és mtsai 2006). A K. pneumoniae ezen

tulajdonsagai (gyors terjedés, hosszu tulélés) is hozzdjarulnak korhazi jarvanyok
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kialakulasdhoz dontéen Perinatdlis Intenziv Centrumokban ¢és felndtt intenziv
osztalyokon.

A K. pneumoniae jelent6sége, mint teriileten szerzett stlyos fert6zések korokozoja,
egyre n6. A klasszikus Friedlander pneumoéniat ma mar féleg kronikus alkoholistakban
diagnosztizaljak (Carpenter 1990). A legujabb felmérések eredményei még nem
elegenddk, de az otthon szerzett K. pneumoniae altal okozott akut tidégyulladasok
szama elenyész6 Europa, USA, Ausztralia és Argentina teriiletén, ahol Ko és
munkatarsai (2002) Osszesen négy ilyen esetet talaltak korhazaiban éapolt betegek
kozott, viszont 53 esetet Dél-Afrika és Taiwan korhazaiban. Més tanulmanyok szintén
alatamasztjak ezt a megallapitast, s6t néhany vizsgalatban a K. pneumoniae a vezetd
korokozo az otthon szerzett pneumonidknal Dél-Afrikaban és tobb Azsiai orszagban
(Feldman és mtsai 1995, Jong ¢és mtsai 1995, Ishida és mtsai 1998, Liam és mitsai,
2001).

3.6. A K. pneumoniae antibiotikumokkal szembeni rezisztenciaja

A K. pneumoniae természetes rezisztenciaval rendelkezik az aminopenicillinekkel és a
karboxi-penicillinekkel szemben, mivel kromoszomalisan kodolt széles-spektrumu -
laktamazt termel, melyet haromféle gén kodolhat: blasyy (SulpHydryl reagent
Variable), blaen és blaokp (other K. pneumoniae B-lactamase) (Haeggman és mtsai
2004). Ezek az enzimek a Bush-Jacoby—Medeiros osztalyozas szerint a 2b csoportba
(széles spektrumu B-laktamazok), valamint az Ambler-féle osztalyozas szerint az A
molekularis osztalyba tartoznak (ld. késébb). A leggyakoribb kromoszémalisan kodolt
alléltipusok a blasyy-1 vagy blaspy-11 gének (Chaves és mtsai 2001, Lee és mtsai 2006).
Az ureido-penicillineknek €s az 1. generacios cefalosporinoknak is csekély aktivitasuk
van a K. pneumoniae torzsekkel szemben. A Gram-negativ baktériumokra hatd6 mas
antibiotikumcsoportokkal szemben — széles-spektrumu cefalosporinok, karbapenemek,
aminoglikozidok, fluorokinolonok, tetraciklinek, sulfonamidok - a K. pneumoniae-nak
nincs természetes rezisztencidja.

A XXI. szazad elején azonban megjelentek a multirezisztens — p-laktamokkal,

fluorokinolonokkal, tetraciklinnel €és aminoglikozidokkal szemben rezisztens - K.
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pneumoniae torzsek, amelyek vilagszerte egyre tobb és sulyosabb nozokomialis
jarvanyt okoznak. Az 1970-es években a K. pneumoniae térzsek dontden aminoglikozid
rezisztenciaval rendelkeztek (Martin és mtsai 1971, Noriega és mtsai 1975). 1983-ban
megjelentek a Kiterjedt-spektrumt -laktamazokat termelé K. pneumoniae (ESBL-KP)
torzsek, amelyek ezaltal rezisztenssé valtak az oxyimino-cefalosporinokkal szemben is
(Medeiros 1993, Reish és mtsai 1993, Bauernfeind és mtsai 1993). Az azota eltelt kdzel
30 év alatt a vildg majdnem Osszes orszagaban elterjedtek és az egészségiigyi
intézmények tobbségében szamolni kell a jelenlétiikkkel, valamint az altaluk okozott

stlyos fertézések ¢és kiterjedt nozokomialis jarvanyok egyre novekvé szamaval.

3.6.1. Aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia

Az aminoglikozidok fehérje szintézist gatld baktericid hatasu antibiotikumok. Alapvetd
készitmények a klinikai szempontbdl jelentds Gram-negativ baktériumok -
Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp. és Pseudomonas spp — altal okozott fertézések
kezelésében. Potencialis nephro- és ototoxicitasuk, valamint a velilk szemben kialakul6
rezisztencia ellenére ezeket az antibiotikumokot ma is széles korben alkalmazzék
dontéen kombinacidban B-laktam vagy sejtfal aktivitasa  antibiotikumokkal
kombinécioban.

Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia tobb mechanizmusat irtak le. Ezek kozott
van az antibiotikum csokkent mértékii felvétele (a sejtfal permeabilitasanak valtozasa),
a riboszomaban talalhaté célmolekula megvaltozasa, efflux pumpa miikodtetése vagy
enzimatikus modifikacio (Vakulenko és Mobashery 2003). A klinikai mintakbol izolalt
Enterobacteriaceae torzseknél az aminoglikozid rezisztencia dontéen enzimatikus
modifikéacio eredménye. A megvaltoztatott szerkezetli aminoglikozid molekula igy csak
gyengén kotddik a riboszomahoz és a baktérium képes talélni az antibiotikum
jelenlétében. Jelenleg harom aminoglikozid-modifikald enzim csaladot ismeriink:
foszfotranszferazok (APH-k), acetiltranszferazok (AAC-k) és nukleotidiltranszferazok
(ANT-K) (Vakulenko és Mobashery 2003).

Az utébbi évtizedben az aminoglikozid rezisztencia epidemioldgiaja egyre dsszetettebb.
Egyfeldl azért, mert szamos aminoglikozid-modifikal6é enzim létezik, masfelél pedig az

aminoglikozid rezisztenciat egyéb — nem enzimatikus — mechanizmus is befolyasolja.
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Ujabb vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy az aminoglikozid rezisztencia spektruma
sokkal szélesebb olyan orszagokban és korhdzakban, ahol a legtobb klinikailag
alkalmazhaté aminoglikozidokat - gentamicin, tobramycin, amikacin és netilmicin —
széles korben hasznaljak (Over és mtsai 2001). Belgiumban, Franciaorszagban és
Gorogorszagban, ahol az amikacint sokkal nagyobb mértékben hasznéltdk mas Eurdpai
orszagokhoz képest, az AAC(6')-l amikacin rezisztenciat biztositd enzim el6fordulésa is
sokkal magasabb. Ezzel szemben Németorszagban, ahol a gentamicin adta a 80%-at az
Osszes felhasznalt aminoglikozidoknak az ANT(2")-1 és az AAC(3)-1V gentamicin
rezisztenciat biztosit6 enzimek terjedtek el (Miller és mtsai 1997). Erdekes modon,
annak ellenére, hogy tobb, mint 50 aminoglikozid-modifikald enzimet ismeriink, az
Enterobacteriaceae csalad tagjai — beleértve a K. pneumoniae-t is — csak néhany
valtozatot preferalnak: leggyakrabban az ANT(2")-1 és az AAC(6')-I, ritkabban az
AAC(3)-1, AAC(3)-11, AAC(3)-I11, AAC(3)-1V és AAC(3)-VI enzimeket (Vakulenko és
Mobashery 2003).

3.6.2. Fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia

A fluorokinolonok kivalo aktivitassal rendelkeznek az Enterobacteriaceae torzsek ellen
¢s az 1980-as években tortént klinikai bevezetésiik oOta kiterjedten hasznaljak ezen
patogének altal okozott fertdzések kezelésére. Az utobbi 20 év alatt azonban az
Enterobacteriaceae torzseknél a fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia jelentds
aranyokat ért el, bizonyos egészségiigyi intézményekben akar 50%-ot is meghalado
mértékben. (Robicsek és mtsai 2006, Canton és mtsai 2008).

Az utobbi évekig az Enterobacteriaceae torzsek fluorokinolon rezisztenciajat két {6
mechanizmus hatarozta meg: tobbszords mutaciok jelenléte a DNS topoizomeraz-11-t
(gyrA és gyrB), valamint a topoizomeraz IV egyik alegységét kodolo génekben (parC)
(4n. kinolon rezisztenciat meghatarozo régidikban - QRDR), ami a a magas szintil
rezisztencia kialakulasaért felelosek, ill. aktiv efflux pumpak mikodtetése (pl. AcrAB-
TolC Escherichia coli torzsekben) gyakran csokkent membran permeabilitassal és porin
vesztéssel parosulva (Robicsek és mtsai 2006a, Jacoby 2005, Huang 1996). Az elmult
néhany évben 3 wjabb csokkent fluorokinolon érzékenységet biztositd mechanizmust

irtak le, és mindegyikiik mobilis genetikai elemekhez (féleg plazmidokhoz) kothetd.
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(Robicsek és mtsai 2006a, Robicsek és mtsai 2006b, Tran és mtsai 2002, Yamane és
mtsai 2007). Az egyik ilyen mechanizmust gnr gének terjesztik, ahol az altaluk termelt
fehérjék a topoizomeraz [1-hoz kotddve akadalyozzak a fluorokinolonok hozzaférését. A
QnrA, QnrB és QnrS vilagszerte elterjedtek, féleg kiterjedt-spektrumu (3-laktamazokat
termel6 Enterobacteriaceae torzseknél irtak le. (Robicsek és mtsai 2006a, Tran és mtsai
2002). Egy masik mechanizmus — az aminoglikozid acetiltranszferaz (6°)-1b egy
variansa, az aac(6’)-Ib-cr terméke — révén a baktériumok azokat a fluorokinolonokat
képesek inaktivalni, amelyeknél a piperazin-gylriin amino-nitrogén talalhato
(norfloxacin, ciprofloxacin) (Robicsek és mtsai 2006a, Robicsek és mtsai 2006b).
Mindkét mechanizmus kialakulasa és terjedése nagyon aggasztd, mivel ezeket a géneket
konjugativ plazmidok hordozzak, altaldban mas rezisztencia génekkel egyiitt (pl.
kiterjedt-spektruma és AmpC-tipust fB-laktamazok, egyéb aminoglikozid rezisztencia
gének) (Robicsek és mtsai 2006a). Nemrég E. coli torzsekben leirtak egy harmadik
transzferabilis rezisztencia mechanizmust is, amely plazmidhoz kotott, efflux pumpa
mikodését kodold gének — a gep gének — altal biztosit rezisztenciat a hidrofil
fluorokinolonokkal szemben (pl. norfloxacin €s ciprofloxacin) (Yamane és mtsai 2007,
Perichon és mtsai 2007).

Az Enterobacteriaceae torzsek magas szintii fluorokinolon rezisztenciaja
tobbtényezds folyamat. A szerzett fluorokinolon rezisztencia determinansok énmagukba
csak alacsony szintii rezisztenciat biztositanak, viszont jelenlétiik hozzasegiti a magas
szinti rezisztenciaért felelés, kromoszomalis mutaciokkal rendelkezé torzsek
szelekciojat és igy hozzajarulnak a riasztban magas rezisztencia aranyokhoz. (Robicsek

¢és mtsai 20064, Strahilevitz és mtsai 2007).
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3.6.3. B-laktamokkal szembeni rezisztencia

Bush ¢és mtsai 1995-ben publikdltdk a [(-laktamazok ma is alkalmazott
csoportositasat, melyben az tn. Bush-Jacoby-Medeiros féle funkcionalis osztalyozast
otvozik az Ambler-féle szerkezeti felépitésen alapuld csoportositassal. Eszerint a f3-
laktamazok négy csoportjat kiilonboztetiink meg (Bush és mtsai 1995):

- Csoport 1: Ambler-féele C  molekularis  osztalyba  tartozo
cefalosporinazok, melyek altaldban nem gatolhatok klavulansavval, és dontéen
kromoszomalisan kédoltak. Ujabban plazmidon kodolt valtozatai is egyre
inkdbb terjednek. A csoport tagjait AmpC-tipusu [-laktamézoknak nevezik
(Bush és mtsai 1995, Jacoby 2009, Livermore 1995).

- Csoport 2: Ambler-féle A és D molekularis osztalyba tartozd B-
laktamazok kiilonb6z6 szubsztrat specifitassal. Tobbnyire gatolhatok [3-laktamaz
inhibitorokkal.

- Csoport 3: Ambler-féle B molekularis osztalyba tartoz6 metallo-f3-
laktamazok, melyek hidrolizaljdk a penicillineket, cefalosporinokat és
karbapenemeket is. Az aktiv centrumban kétértékii kationt tartalmaznak (pl.
Zn®"), és miikddésiiket kelatképzé vegyiiletekkel lehet gatolni (etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA), dipikolinsav) (Shin és mtsai 2008, Yong és mtsai 2002)

- Csoport 4: penicillindzok, melyek nem gatolhatok klavulansavval.

3.6.3.1. Kiterjedt-spektrumi B-laktamazok

Az elséként leirt SHV és TEM-tipusi ESBL-ek jellemzésére elészor 1988-ban
alkalmaztak a kKiterjedt-spektrumt B-laktamaz elnevezést. Ez foleg az akkor ismert
plazmidon kodolt, fent emlitett széles-spektrumu cefalosporinokat bontd 3-laktamazok
meghatarozasara vonatkozott (Philippon és mtsai 1989), viszont az ijabban leirt széles-
spektrumu cefalosporint bont6 [-laktamaz enzimek besorolasara mar elégtelen. A

szamos vita ellenére ma sem rendelkeziink ujabb definiciéval. Igy altalanosan
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elfogadott meghatarozds, hogy az ESBL enzimek hidrolizdljdk az oxyimino-
cefalosporinokat (ceftazidim, ceftriaxon, cefotaxim, cefepim), monobaktamokat
(aztreonam) ¢és a széles-spektrumu penicilleneket (ampicillin, amoxicillin), nem képesek
hidrolizalni a karbapenemeket (imipenem, meropenem) €s a cefamicineket (cefoxitin €s
cefotetan). A B-laktamaz inhibitorok (klavulansav, szulbaktam, tazobaktam) altalaban
gatoljak az enzim miikodését (Paterson és Bonomo 2005, Stiirenburg és Mack 2003).

A XX. szazad végéig dontdéen az SHV, TEM és OXA-tipusi ESBL-k terjedtek
el az Enterobacteriaceae csalad tagjainal, és igy a K. pneumoniae torzseknél is. Az
utobbi évtizedben viszont a bélbaktériumoknal dominanssa valt a CTX-M-tipusa ESBL,

¢és ma mar pandémiardl beszéliink (Canton és mtsai 2008).

3.6.3.1.1. SHV-tipusu ESBL-k

A K. pneumoniae torzsek tobbsége rendelkezik kromoszomalis blasyy-1 vagy blasyy-11
génekkel, amelyek azonban nem-Kkiterjedt-spektrumu -laktamazokat kodolnak (Chaves
és mtsai 2001, Lee és mtsai 2006). Plazmidok altal hordozott blasyy gének feltehetéen a
kromoszémabol mobilizalodtak a plazmidokra az 1S26 inszerciés elem
kozremiikodésével (Ford és Avison, 2004). Az 1S26 elem beépiilését tobb, plazmidon
kodolt SHV-tipusnal (pl. SHV-2a, SHV5, SHV-12) szamos koézleményben leirtak
(Gutmann és mtsai 1995, Niiesch-Inderbinen és mtsai 1997, Podbieski és mtsai 1991).

Az SHV-tipusu B-laktamazok esetében a széles-spektrumu cefalosporinokkal szembeni
rezisztencia kialakuldsdban dontéen a Gly238 és Glu240 poziciokban bekovetkezd
aminosav valtozasok jatszanak jelentds szerepet. Az SHV-2, SHV-2a és SHV-3
enzimek, amelyekben a Gly238Ser szubsztitucid6 6nmagéaban van jelen, magasabb szintli
rezisztenciat mutatnak cefotaximmal, mint ceftazidimmel szemben (Bradford 2001,
Podbieski és mtsai 1991). A Gly240 pozicioban bekovetkezé mutaciok azonban az
enzim ceftazidimmel szembeni hidrolitikus aktivitasat is emelik. Az SHV-5 és SHV-12
enzimeket (Gly238Ser és Glu240Lys mutaciok) termeld torzsek ceftazidimmel szemben
is magasabb szintii rezisztenciat mutatnak (Gutmann és mtsai 1995, Niiesch-Inderbinen

és mtsai 1997).
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Jelenlegi ismereteink szerint és a klasszikus definicid szerint az dsszesen 134
eddig leirt SHV-tipusu enzim kozil 44 tartozik a valédi ESBL-ek kozé
(http://www.lahey.org/Studies/). Ezek kozil az SHV-2, SHV-2a, SHV-5 és SHV-12

tipusok terjedtek el széles korben f6leg Enterobacteriaceae és Pseudomonas spp.

torzsekben. Ma a legelterjedtebb SHV-tipus az SHV-12, melyet féleg Tavol-Keleten
klinikai mintakbdl izolalt K. pneumoniae torzseknél és teriileten szerzett hugyuti

fert6zésekbdl izolalt E. coli torzseknél mutattak ki (Canton és mtsai 2008).

3.6.3.1.2. TEM-tipusi ESBL-k

A TEM-1 volt az elsé plazmidon kddolt B-laktamaz, amelyet Gram-negativ
baktériumokban irtak le 1965-ben (Turner 2005). Eddig 182 tipusat irtak le
(http://www.lahey.org/Studies/), ezek kozil 92 ESBL tipus. Hall és Barlow (2004)

filogenetikai vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy a rokon TEM és SHV enzimek Kkb.
300-400 milli6 évvel ezeldtt valtak el egymastol. Az Aspl04, Argl64, Ala237, Gly238
¢s Glu240 poziciokban jellemz6 aminosav szubsztituciok talalhatok, és az SHV-tipusu
ESBL-enzimekhez hasonldéan az Gly238Ser szubsztiticid a cefotaxim hidrolizisért, a
Glu240Lys szubsztitucid a ceftazidim hidrolizisért felel6s (Paterson és Bonomo 2005).
A TEM ESBL-enzimek féleg K. pneumoniae és E. coli térzsekben fordulnak eld, de az
Enterobacteriaceae csalad tobb tagjaban is azonositottak: E. aerogenes, Morganella
morganii, Proteus mirabilis, P. rettgeri, Salmonella spp. (Shah és mtsai 2004).

Az Egyesiilt Allamokban TEM-10 ESBL-enzimet termeld torzsek okoztak koérhazi
jarvanyokat, Franciaorszagban a TEM-3 ESBL-enzim volt gyakori, TEM-12 és TEM-
26 enzimet termeld torzsek pedig Nagy-Britannidban okoztak jarvanyokat.
Nozokomidlis jarvanyt okozdé TEM-24 enzimet termeld torzseket irtak Ie
Lengyelorszagbol, Koreaban viszont TEM-52 enzimet termel6 torzsek terjedtek el
(Bradford 2001).
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3.6.3.1.3. CTX-M-tipusu ESBL-k

A CTX-M-tipusu kiterjedt spektrumu (-laktamézokat eldszor Japanban azonositottak
1986-ban és késobb — 1989-ben - Németorszagban CTX-M-1-tipust B-laktamazoknak
nevezték el (Bauernfeind és mtsai 1990). A CTX-M-tipusu enzimek 40%-nal kisebb
homolégiat mutatnak az SHV és a TEM-tipusu enzimekkel €s viszonylag heterogén
csaladot alkotnak. Jelenleg ez a leggyorsabban terjedé [(-laktaméz tipus vilagszerte

tobb, mint 90 képviselével. (http://www.lahey.org/). A CTX-M-tipustt enzimek

elterjedése az utobbi 10 évben pandémiis méreteket ért el, ma a leggyakrabban

azonositott ESBL-k teriileti és korhazi mintakban egyarant. (Canton és Coque 2006) (4.

abra).

. CTX-M-1 . CTX-M:9
B v [] cmxmas

* Faccsl ovolises “ . CTX. M3 . CTX-M: 15

2 Lebanon, b bsracl ¢ Kewal ] Owers

4. abra. Dominans és gyakori CTX-M B-laktamaz tipusok kiilonb6z6 foldrajzi régiokban
(Forras: Hawkey és Jones 2006)

A szekvencia homoldgia alapjan a CTX-M-tipust B-laktamazokat 6t nagy csoportba
soroljak:  CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ¢s CTX-M-25
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(http://www.lahey.org/studies/webt.stm) (2. tablazat). Az egyes csoportok tagjai kozott
legalabb 94%-o0s hasonldsag van, mig a kiillonb6z6 csoportok tagjai kozott kevesebb,
mint 90% (Bonnet 2004). A filogenetikai vizsgalatok alapjan a CTX-M-1 csoport széles
korben elterjedt enzimeket tartalmaz, mint pl. CTXM-1, CTX-M-3 és CTX-M-15, mig a
CTX-M-2 csoportba kisebb elterjedésti enzimek tartoznak (CTX-M-2, CTX-M-4 ¢és
CTX-M-6). A szintén széles korben elterjedt CTX-M-9 csoport a CTX-M-9 és CTX-M-
14 enzimeket tartalmazza (Canton és Coque 2006).

2. tablazat. Kiilonb6z6 CTX-M csoportok és blactx-m gének eredete (Forras: Canton és

mtsai 2008)

CTX-M csoport

CTX-M-1 CTX-M-2 CTX-M-8 CTX-M-9 CTX-M-25
1996 (CTX-
Ev (enzim, 1989 (CTX-M-1, 1986 (FEC-1, M-8, 1994 (CTX-M-9, 2000 (CTX-M-
orszag)® Németorszag) Japan) Brazilia) Spanyolorszag) 25, Kanada)
CTX-M-2, -4, - CTX-M-9, -13, -
CTX-M-1,-3,- 5,-6,-7,-20, - 14, -16, -17, -18, -
10, -11,-12,-15, 31,-44 CTX-M-8, 19, -24, -27, -45
-22,-23 -29, -30, (korabban CTX-M-40  (korabban TOHO-
-32, -33, -28, -36, TOHO-1), 2), -46, -47, -48,- CTX-M, -26, -
Enzimek -54, UOE-1 FEC-1 49, -50, 25, -39, -41
Eredeti . ) b
) K. ascorbata K. ascorbata K. georgiana K. georgiana NM
species

% Az els6 izolalas, vagy leiras éve (els6ként leirt enzim és az orszag, ahol izolaltak);

CTX-M-14 és CTX-M-18 azonos enzim; ®NM: nem meghatarozott.

A CTX-M-1 és a CTX-M-2 csoportokhoz tartozd enzimek feltehetéen a Kluyvera
ascorbata kromoszomalis blak ua Qénjébdl erednek, mig mas vizsgalatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a CTX-M-8 és a CTX-M-9 csoportok tagjai a Kluyvera
georgiana kromoszomalis blak, uc génjével allnak kapcsolatban (Olson és mtsai 2005,
Rodriguez és mtsai 2004) (2. tablazat). A CTX-M enzimeket kodolé plazmidok

altalaban nagyon konnyen éatvihetOk mas gazdasejtekbe és ez a tulajdonsdguk talan
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magyarazattal szolgal a blacrx-.m-hordozé plazmidok gyors terjedéséért vilagszerte
(Baraniak és mtsai 2002).

Kiilonboz6  inszercios elemek (IS) jatszanak sSzerepet a blactxm gének
mobilizaciojaban. Leggyakrabban az ISEcpl-t mutattak ki a blacrtx.v gének ORF-jétol
expresszidjahoz (Lartigue és mtsai 2004). A feltételezés mellett sz6l Poirel és mtsai
(2008) megfigyelése, akik megallapitottak, hogy Kluyvera spp. torzsekben a
kromoszomalis CTX-M alacsony szinten, mig a plazmidon kodolt gének magas szinten
expresszalodnak.

A CTX-M tipusu enzimek nagyobb aktivitast mutatnak cefotaximmal és ceftriaxonnal,
mint ceftazidimmal szemben. Néhany pontmuticié azonban meg tudja emelni a
ceftazidim iranti aktivitisukat. A CTX-M- 15 és a CTX-M-32 egy Asp240Gly
szubsztiticioval kiillonboznek a progenitor CTX-M-3 és a CTX-M-1 enzimektdl,
viszont sokkal nagyobb aktivitaist mutatnak a ceftazidimmal szemben, mint
progenitoraik (Cartelle és mtsai 2004, Poirel és mtsai 2002). A CTX-M-27 és a CTX-
M-16, melyek ugyanazzal a mutacidval kiilonboznek a CTX-M-9-tdl és a CTX-M-14-
t6l, szintén magasabb aktivitast mutatnak a ceftazidimmal szemben (Bonnet és mtsai
2001, Bonnet és mtsai 2003).

Dontéen K. pneumoniae és E. coli torzsek segitségével, ma a CTX-M enzimek
pandémiajarol beszéliink. Leggyakrabban CTX-M-15, CTX-M-14, CTX-M-3, CTX-M-
2 és CTX-M-9 enzimeket azonositanak (Hawkey és Jones 2009). Eurdépaban a CTX-M-
15 a dominans tipus, mig progenitor tipusat - a CTX-M-3 tipust - csak néhany kelet-
eurépai orszagban azonositottak. Erdekes modon Lengyelorszdgban még mindig a
CTX-M-3 a leggyakrabban izolalt tipus. A CTX-M-1 és CTX-M-32 kezdetben
mediterran orszagokban fordultak eld, de ma mar egész Eurdpaban megtalalhatok.
Meglepd, hogy Spanyolorszagban a CTX-M-9 csoport tagjai (CTX-M-9 és CTX-M-14)
a dominéns tipusok (Canton €s Coque 2006, Canton és mtsai 2008). Dél-Amerikaban
elsdsorban a CTX-M-2, a CTX-M-9 és a CTX-M-15 (Bonnet 2004, Pallechi és mtsai
2007) tipusokrol szamolnak be. Kindban késziilt felmérések a CTX-M-14 dominanciajat
bizonyitottak, ¢és ezt a tipust mas Tavol-Kleleti orszagokban is leirtak (4.
abra)(Chanawong és mtsai 2002, Hawkey 2008). Legtjabb vizsgalatok szerint azonban

CTX-M-15-termeld E. coli és K. pneumoniae torzsek okoztak jarvanyokat Dél-Kinaban,
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ami a CTX-M-14 és CTX-M-3 tipusok dominanciajat veszélyezteti (Liu és mtsai 2009).
Indiabol eddig csak CTX-M-15-r61 szamolnak be, és ma mar feltételezik, hogy az enzim
vilagméretii hoditasa a sikeres uropatogén E. coli O25/ST131 segitségével indult atjara
(Nicolas-Chanoine és mtsai 2008). A vilag néhany orszagaban a CTX-M még
sporadikus elterjedésti, viszont Azsidban, Eurépa és Dél-Amerika nagy részén
endémiassa valt (Canton és Coque 2006). Sokaig tigy tint, hogy az Egyesiilt Allamok
mentes a CTX-M-tipusti enzimektél. Egy 2007-ben végzett vizsgalatban azonban a
CTX-M-15 és -14 tipusokat a K. pneumoniae és E. coli izolatumok kozel 40%-aban
kimutattdk és ezek az izolatumok a résztvevd korhazak 80%-abol szarmaztak

(Castanheira és mtsai 2008).

3.6.3.2. K. pneumoniae torzsekben azonositott egyéb jelentosebb p-laktamazok

3.6.3.2.1. KPC-tipusu B-laktamazok

A KPC-tipusu (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) B-laktamazok gyakorlatilag az
Osszes B-laktdm antibiotikumot képesek hidrolizalni, beleértve a karbapenemeket is
(Grundmann és mtsai). Mivel a KPC-tipust karbapenemazt termelé K. pneumoniae
torzsek a PB-laktdmok mellett tobb mas antibiotikum csoporttal szemben is rezisztenciat
mutatnak, ezeket a torzseket mar nem MDR (multidrug resistant), hanem XDR
(extensively drug resistant) fenotipustnak nevezik. Souli és mtsai megfogalmazasa
szerint az XDR fenotipus olyan rezisztenciakép, amikor a baktériumtorzs egy vagy két
antibiotikum osztaly kivételével minden mas egyébként hatékony antibiotikummal
szemben rezisztenciat mutat (Souli és mtsai 2008). Dontden két tipusa terjedt el, a KPC-
2 ¢és a KPC-3 (Grundmann ¢és mtsai 2010).

KPC-termel6 K. pneumoniae torzseket els¢ alkalommal az USA-ban irtak le 1996-
ban.(Yigit és mtsai 2001). Azota is tGlnyomoérészt ebben a fajban azonositottak,
azonban mara mar szamos mas Enterobacteriaceae speciesben és Pseudomonas
aeruginosa-ban is kimutattadk. Az utobbi egy évtizedben a KPC-termel6k aranya
rohamosan nétt a K. pneumoniae torzsek kozott, s6t ezek klonalis megjelenését is
leirtak. Az egyik legelterjedtebb az ST258 szekvencia tipusba tartozd6 KPC-termeld K.

pneumoniae klon, melyet 2010 végéig Izraelben (Grundmann és mtsai 2010), USA-ban
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(Kitchel és mtsai 2009), Norvégiaban és Svédorszagban (Samuelsen ¢s mtsai 2009) és

Lengyelorszagban (Baraniak és mtsai 2009) irtak le.

3.6.3.2.2. AmpC-tipusu p-laktamazok

Az AmpC-tipust B-laktamazok olyan Ambler-féle C molekularis osztalyba tartozo
cefalosporinazok, melyek 4ltaldban nem gatolhatok klavuldnsavval. Foleg
kromoszoémalisan kodoltak, de el6fordulnak plazmidon koédolt valtozatok is. (Bush és
mtsai 1995, Livermore 2007, Jacoby 2009).

Az AmpC-tipusu kromoszoémalisan kodolt (3-laktamézokat eddig 23 genusban irtak le,
de dontéen az Enterobacteriaceae csalad tagjainal fordulnak eld. (Jacoby 2009).

Az E. coli és a Shigella spp. torzsek vad tipusai nem-indukalhatd6 kromoszomalisan
kodolt AmpC-tipusu B-laktamazzal rendelkeznek. Ezzel szemben az Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella morganii, Providenica stuartii és P.
rettgeri speciesek indukalhatdo kromoszomalisan kodolt AmpC-tipust [-laktamazokat
termelhetnek. K. pneumoniae torzsekben eddig nem irtak le kromoszomalisan kodolt
Amp-C B-laktamazokat (Jacoby 2009).

Plazmidon-kodolt AmpC-tipustt B-laktamazokrol eldszor 1989-ben szamoltak be.
Jelenleg az aminosav szekvencia alapjan hét enzimcsaladot kiilonbozetnek meg: eddig
43 CMY allélt, 7 FOX allélt, 4 ACC, LAT és MIR allélt, 3 ACT és MOX, illetve 2
DHA allélt irtak le. Egyes tipusokat kromoszoémalisan kodolt génként is azonositottak,
¢s a plazmidon kodolt valtozatok ezekbdl a fajokbol szdrmazhatnak (pl. CMY-1
Aeromonas hydrophila-bol, vagy a MIR-1 Enterobacter cloacae-bol). A plazmidon
koédolt AmpC enzimek altaldban konstitutivan termelddnek (ritkan indukalhatoéak pl.
ACT-1, DHA-1, DHA-2), ¢és rezisztenciat biztositanak penicillinekkel, széles-
spektrumt cefalosporinokkal, cefamicinekkel, €s valtozoéan aztreonammal szemben, de
a torzsek altalaban érzékenyek maradnak cefepimre és karbapenemekre (Jacoby 2009).
Ezek az enzimek gyakran fordulnak el6 mas rezisztencia génekkel -egyiitt
(aminoglikozidokkal, chloramphenicollal, kinolonokkal, sulfonamiddal,
tetraciklinekkel, és trimethoprimmel szemben rezisztenciat biztositd génekkel, ill.

szamos mas [3-laktamazzal (pl. TEM-1, PSE-1, CTX-M-k, SHV-k, ¢s VIM-1).
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Hasonléan a TEM és SHV-enzimekbdl kialakult ESBL-ekhez, az AmpC-enzimeknél
is megjelentek olyan enzimvaridnsok, melyeknél szélesedett a szubsztrat spektrum.
Ezeknek a mutacioknak a hatasa altaldban a ceftazidim és a cefepim, illetve az
aztreonam MIC értékét érintik, és magas szintii rezisztencia kialakulasahoz vezethetnek.
Vilagszerte elterjedt enzimek, bar joval kevésbé gyakoriak, mint az ESBL-k.

A CMY-2 a legszélesebb foldrajzi elterjedtségli plazmidon kodolt AmpC, és a nem-
tifoid salmonella torzsekben a [3-laktdm rezisztencia egyik fontos okozdja. Nem-
salmonella torzsekben a CMY-tipus mellett a DHA ¢és FOX tipusokat irtak le
leggyakrabban. (Jacoby 2009). Az utobbi években plazmidon-kodolt, DHA-1-tipusa
AmpC-termelé Klebsiella pneumoniae izolatumok felbukkanasat irtak le tobb eurdpai
orszagban (Empel ¢és mtsai 2010, Chudackova és mtsai 2010, Diestra és mtsai 2010,

Cuzon és mtsai 2010a).

3.6.3.2.3. Metallo-p-laktamazok

A metallo-B-laktamazok (MBL-ek) az aminosav-homoldogian alapulé Ambler-féle ,,B”
molekularis osztalyba tartoznak, és a 3-as csoportba sorolt enzimek a Bush-Jacoby-
Medeiros-féle funkcionalis osztalyozas szerint. A metallo-B-laktamazok aktiv
centrumaban kétértékli fémion talalhato, leggyakrabban cinkion (Zn?h). A szerin-tipusu
B-laktamazoknal szélesebb szubsztrat-spektrummal rendelkeznek (Walsh és mtsai,
2005).

A metallo-B-laktamazokat elészor kromoszoman kodolt génekként azonositottak
Bacillus cereus, Aeromonas spp., ¢és Stenotrophomonas maltophilia kornyezeti
torzsekben, amelyek ritkan okoznak sulyos fertzéseket, vagy korhazi jarvanyokat. A
metallo-p-laktaméaz gének mobilizacidja azonban ma mar jelentds egészségligyi
problémat jelent. Altalaban integronokon helyzkednek el, mas tipust antibiotikumokkal
szembeni rezisztenciat is kodolo génekkel egyiitt. Amennyiben ezek az integronok
konjugativ plazmidokon, vagy transzpozonokhoz kapcsoltan helyezkednek el, az MBL
gének horizontalis terjedése igen gyors lehet.

Eddig hat, mobilis genetikai elemeken is terjedé metallo-3-laktamaz csaladot irtak le: az

IMP(,,active on imipenem”)-, a VIM (Verona integron-encoded metallo- f-lactamase)-,
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a GIM (German imipenemase)-, a SIM (Seoul imipenemase)-, a SPM (Sao Paolo
metallo- p-lactamase)- és a NDM (New Delhi metallo-f-lactamase) -tipusu enzimeket
(Queenan ¢s Bush, 2007; Hawkey ¢és Jones, 2009).

A Gram-negativ baktériumok korében a leggyakoribb szerzett MBL enzimek az IMP-
¢s a VIM-tipusuak. Korabban dontéen P. aeruginosa és A. baumannii torzsekben
azonositottak, azota viszont az Enterobacteriaceae csalad tagjai kozott széles korben
terjedtek el (Pfeifer és mtsai, 2010).

Az IMP-tipusu enzimet elészor 1988-ban itrak le egy Japanban izolalt P. aeruginosa
torzsben, ahol a blajvp-1-gén konjugativ plazmidon helyezkedett el. Az enzim dontéen a
nem-fermentalé Gram-negativ palcak korében terjed, de az Enterobacteriaceae csalad
tagjai kozott is eléfordul. K. pneumoniae torzsekben elvétve jelenik meg, és eddig
egyetlen nozokomidlis jarvanyt irtak le, amit IMP-1-termeld torzs okozott Japanba
(Fukigai és mtsai 2007). Brazilidban egy IMP-1-termel6 K. pneumoniae torzset
azonositottak nozokomialis pneumoniaban szenvedd betegnél (Lincopan és mtsai 2005),
Ausztraliaban pedig négy, kiillonbozé ribotipushoz tartozo IMP-4-termeld torzset (Peleg
és mtsai 2005). Egy-egy IMP-termelé K. pneumoniae torzsrél szamoltak be
Torokorszagbol (Aktas és mtsai 2006) és Libanonbdl (Daoud és mtsai 2008). Minden
vizsgélatban az IMP gének 1. osztalyu integronon helyezkedtek el.

Elterjedtségével sokkal jelentésebb a MBL-k masik nagy csaladja, a VIM-enzimek.
Ezeket is el6szor P. aeruginosa torzsekben irtak le: VIM-1-et 1997-ben Veronaban, a
VIM-2-t pedig 1996-ban Franciaorszagban. A VIM-2 tipust ma mar 6t kontinens kozel
40 orszagaban irtak le (Walsh 2008, Hawkey és Jones, 2009).

Az Enterobacteriaceae csaladban a VIM-1-, a VIM-2- és a VIM-4-tipusi MBL
enzimeket mutatjak ki leggyakrabban (Walsh és mtsai 2005, Queenan és Bush 2007).
VIM-1-termel6 K. pneumoniae torzsek els6ként Gordgorszagban jelentek meg 2001-
ben, azota szamos nozokomialis jarvanyt okoztak és endémidssa valtak az orszagban
(Grundmann ¢és mtsai 2010). VIM-4-termelé6 K. pneumoniae torzset elGszor
Olaszorszagban irtak le (Luzzaro és mtsai 2004).

Komoly riadalmat okozott a szakemberek korében egy nemrég felfedezett metallo-f3-
laktamaz enzim csoport, a New-Delhi metallo-B-laktamaz (NDM). Az enzimet

Svédorszagban €16 betegbdl izolalt K. pneumoniae és E. coli térzsekben azonositottak,

aki el6zdleg Indidban részesiilt korhazi kezelésben. A karbapenem rezisztenciaért
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felel6s blanpm-1 gén konjugativ plazmidon, de nem integronon helyezkedett el. 2009-
2010-ben mar Eurdpa tobb orszagaban irtak le: Ausztria, Belgium, Franciaorszag,
Németorszag, Norvégia, Svédorszag és Hollandia (Grundmann és mtsai 2010). Az
Egyesiilt Kiralysagban ma a NDM-1 a leggyakoribb metallo-f-laktaméaz enzimtipus a
karbapenemaz-termelé Enterobacteriaceae izolatumok kozott, és a K. pneumoniae
izolatumoké a vezetd szerep (Pfeifer 2010; Kumarasamy ¢s mtsai, 2010). Az ECDC
altal végzett Eurdpai surveillance eredményei alapjan az NDM jelenléte néhany Balkani
orszagban nem kapcsolodik sem indiai vagy pakisztani korhdzi kezeléssel, sem

odautazassal (Struelens és mtsai 2010).

3.6.3.2.4. OXA B-laktamazok

Az OXA-tipusu (oxacillin-hidrolizal6) B-laktaméazok a D molekuléris osztalyba
tartoznak, és szerin csoportot tartalmaznak az aktiv centrumukban. Dont6en az amino-
¢s ureidopenicillinekkel szemben biztositanak rezisztenciat. Nagyfoku hidrolitikus
aktivitassal birnak a cloxacillinnel, az oxacillinnel és a methicillinnel szemben, az
aktivitasukat gyengén gatolja a klavulansav (Bush és mtsai 1995). Az oxacillindz gének
tobbsége mobilis genetikai elemeken taldlhaté (plazmidok, transzpozonok vagy
integronok). Jelenleg a tobb mint 160 eddig leirt tipusa koziil csak 18 tipus képes
hatékonyan bontani a széles-spektrumt cefalosporinokat (Paterson és Bonomo 2005). A
karbapenemeket is hidrolizalo6 OXA-tipusu B-laktamazokat (Carbapenem-Hydrolyzing
class D B-lactamases — CHDL) altalaban Pseudomonas aeruginosa és Acinetobacter
spp. izolatumokban azonositjak. K. pneumoniae izolatumokban az OXA-48 a
leggyakoribb CHDL tipus. El6szor Torokorszagban izolaltak (Poirel és mtsai 2004),
ahol késobb egy isztambuli korhazban nozokomialis jarvanyt okozott (Carrer és mtsai
2008). Azota Tunéziaban (Cuzon és mtsai 2010b), Belgiumban (Cuzon és mtsai 2008),
Libanonban (Matar és mtsai 2010) és Franciaorszdgban (Levast és mtsai 2011) izolaltak

OXA-48-termel6 K. pneumoniae torzseket.

45



DOI:10.14753/SE.2012.1716

3.7. Az els6 hazai ESBL-termel6 K. pneumoniae torzsek vizsgalatai

ESBL-termelé Enterobacteriaceae izolatumok els6 hazai vizsgalatait 1996-ban
végezték. Osszesen 170 K. pneumoniae (114 Szegedrdl, 27 észak-, 10 észak-nyugat-, 8
nyugat-magyarorszagi régiobol és 11 Budapestrél szarmazott), valamint 82 E. cloacae
és 15 S. marcescens izolatumot gyiijtottek Ossze és elemeztek. Ezek kozil 15 K.
pneumoniae (9 szegedi, 3 budapesti és 2 észak-magyarorszagi) és egy S. marcescens
izolatum Dbizonyult SHV-tipusi ESBL-termelének. Az ESBL-t kodold gének
alléltipusainak meghatarozasahoz PCR-RFLP-SSCP mddszert alkalmaztak, igy 12 K.
pneumoniae és a S. marcescens izolatum SHV-2, tovabba 3 K. pneumoniae SHV-5
termeldnek bizonyult. Egy beteg mintdjabdl izolaltak egy SHV-2 termeld S. marcescens
és egy SHV-2-pozitiv K. pneumoniae izolatumot is, igy a szerzék in vivo horizontalis
génatvitelt feltételeztek (Nagy és mtsai 1998, Pragai és mtsai 1998).

Szab6 és mtsai 1999-ben szamoltak be az els6 nozokomialis jarvanyrol, amelyet
bizonyitottan ESBL-termeld K. pneumoniae torzs okozott Magyarorszagon. A szolnoki
Hetényi Géza Megyei Korhaz PIC részlegén 1998. junius 1. és november 30. kdzott 15
betegtdl 6sszesen 21 SHV-5-tipustt ESBL-termeld K. pneumoniae és egy SHV-5 pozitiv
S. marcescens torzset izoldltak. A kornyezeti (n=143) és a dolgozoi (n=22) sziirések
soran egy fiirdeté szappanbo6l szarmazd mintdbdl tenyészett ki SHV-5-termeld K.
pneumoniae torzs. Az Osszes izolatum gentamicinnel szemben rezisztens volt, és
érzékeny amikacinra és ciprofloxacinra. Ennél a vizsgalatnal is PCR-RFLP-SSCP
modszert alkalmaztak az ESBL-tipusok meghatarozasara. Egy kivételével a K.
pneumoniae klinikai izolatumok, a kornyezeti mintabol izolalt K. pneumoniae, ill. a S.
marcescens izolatum egy nagyon hasonld restrikcids mintazatot mutatd, nagyméretii
plazmidot hordoztak. Emellett a 15 K. pneumoniae torzs koziil 14, valamint a
kornyezeti sziirésbdl szarmazo torzs klondlis rokonsagot mutatott AP-PCR modszerrel.
Ez bizonyitotta a torzsek genetikai rokonsagat, valamint a S. marcescens esetében a
blasyy-2 gén in vivo horizontalis atadasat (Szabd és mtsai 1999).

Toth és mtsai az ESBL-NRL-be bekiildott 2002. januar ¢és 2003. augusztusa kozott 25
hazai mikrobiologiai laboratériumban izolalt 252 ESBL-termeld Enterobacteriaceae

izolatum vizsgalatat végezték el. A bekiildott izolatumok tilnyomo tobbsége a
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Klebsiella genusba tartozott (K. pneumoniae (65,9%), K. oxytoca (12,7%), tovabba E.
coli (11,5%), E. cloacae (5,2%), S. marcescens (2,8%), C. freundii (1,2%), és 1-1
Serratia liquefaciens és E. aerogenes. Az izolatumok 92,1%-a SHV-tipusi géneket
hordozott. Ezek ko6ziil Budapestrél és 14 megyébdl (megyénként 1-3 torzs) szarmazo 35
izolatumot tovabb vizsgaltak: K. pneumoniae (n=21), K. oxytoca (n=6), S. marcescens
(n=3), E. coli (n=3) és E. cloacae (n=2). Mind a 35 izolatum esetében az SHV gén
tipusat DNS-szekvenalassal hataroztak meg. Két dominans ESBL-tipust azonositottak:
28 izolatumban a SHV-5 tipust (16 K. pneumoniae, 6 K. oxytoca, 3 S. marcescens, 2 E.
coli, 1 E. cloacae), 6 izolatumban pedig a SHV-2a tipust (5 K. pneumoniae, 1 E. coli).
Ezenkiviil egy E. cloacae izolatum SHV-12-t kodolo gént hordozott. Az SHV-5- és az
SHV-12-termeld izolatumok ceftazidimmel szemben magasabb szintli rezisztenciat
mutattak, mint cefotaximmal szemben, az SHV-2a termel6 izolatumoknal ez forditva
volt. Korongdiffuzios vizsgalat alapjan minden izolatum érzékeny volt ciprofloxacinra

(Toth és mtsai 2005).
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4. Ceélkituzések

Az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontban 2002 o6ta miikddik az Enteralis ¢€s
nozokomialis baktéridlis patogének nemzeti tipizalé referencia laboratériuma (BP-
NTRL). A referencia laboratérium egyik legfontosabb feladata a teriileti és
nozokomialis bakterialis jarvanyok igazolasa és kivizsgalasa, a patogén torzsek terjedési
utvonaldnak magallapitasa, a fert6zo forras felkutatasa, és kiilondsen virulens torzsek
azonositadsa a molekuldaris tipizalas segitségével.
A szazadforduléon Magyarorszagon ESBL-termel6 K. pneumoniae torzsek egyre tobb,
stlyos nozokomidlis jarvanyt okoztak, f6leg PIC-ban. A helyzet stulyossadga indokolta a
BP-NTRL-be bekiildott jarvanyokbol, halmozddasokbdl és sporadikus esetekbol
szarmaz6 3. generacios cefalosporin rezisztens K. pneumoniae izolatumok széleskorti,
komplex molekularis epidemiologiai vizsgalatat.
Dolgozatom legfébb célja a 3. generacids cefalosporin rezisztens K. pneumoniae
epidemioldgidjanak megértése, a populacidban végbemend valtozdsok nyomon
kovetése, a multirezisztens epidémias klonok robbanasszeri orszagos terjedésének
hatterében huzodé molekularis-genetikai folyamatok feltérképezése. A tobb szaz
izolatum jellemzéséhez dontden teljes genom makrorestrikcios profilanalizist (PFGE)
alkalmaztunk, kiegészitve plazmidprofil, feno- ¢és genotipusos rezisztencia
mechanizmus meghatarozassal, tovabba antibiotikum rezisztencia és héaztartasi genek
(MLST) szekvencia meghatdrozasaval. Bizom abban, hogy az eredményeink
hozzajarulhatnak a  Magyarorszagon masodik legjelentésebb  nozokomialis
szembeni rezisztencidjanak alaposabb ismeretéhez, tovabba segitséget nyujthatnak az
infektologus és korhazhigiénikus szakembereknek a stilyos hazai helyzet javitasdhoz.
Dolgozatom célkitlizései egyben az BP-NTRL-be végzett munkam célkitiizéseit is
tartalmazzak:

1. A 2002-2003-ban Perinatalis Intenziv Centrumokban (PIC) jarvanyokat, illetve

halmozdodasokat okozdé ESBL-termelé Klebsiella spp. torzsek genetikai

rokonsaganak meghatarozasa, és az altaluk hordozott ESBL-gének jellemzése,
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valamint Osszehasonlitdsa egy 1998-ban hazankban lezajlott ESBL-termel6 K.
pneumoniae altal okozott jarvany torzseivel.

. A hazankban 2003-ban megjelent CTX-M-termelé K. pneumoniae torzsek
jellemzése. A CTX-M-termeld torzsek terjedésének tovabbi monitorozasa, €s
Osszehasonlitdsa a 2003-ban izolalt torzsekkel. Nemzeti Tipizaldo Adatbazis
épitése és folyamatos fejlesztése K. pneumoniae epidémias klonok terjedésének
monitorozasara. Filogeografiai térképek szerkesztése a multirezisztens K.
pneumoniae klonok orszagos eléfordulasarol.

. Az els6, Magyarorszagon megjelent SHV-tipusa ESBL- és KPC-termeld K.
pneumoniae izolatumok molekularis epidemiologiai vizsgalata, genetikai
jellemzése.

. Az elsd, Magyarorszagon megjelent CTX-M-tipusi ESBL- és VIM- termeld K.
pneumoniae izolatumok molekularis epidemioldgiai vizsgalata, genetikai
jellemzése.

. A hazankban 2009-ben megjelent plazmidon kédolt AmpC B-laktaméz és CTX-
M-termel6 K. pneumoniae izolatumok molekularis epidemioldgiai vizsgalata és

terjedésének monitorozasa.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Baktérium torzsek

A Fagtipizalo és molekuléris epidemiologiai osztalyra az 1960-as évektdl kezdédden
kiildik halmozo6dasokbol, nozokomialis jarvanyokbdl izolalt K. pneumoniae torzseket
tipizalasara €s tovabbi vizsgalatokra, valamint 2002. 6ta kiildik az ESBL-termelésre
gyants izolatumokat is ESBL-NRL-ba. 2002-2010 kozott a 3. generacios
cefalosporinokkal szembeni rezisztencidt mutatd6 KP izoldtumok megoszldsa a
kovetkezoképpen alakult: 85 db (2002), 197 db (2003), 183 db (2004), 281 db (2005),
102 db (2006), 129 db (2007), 257 db (2008), 145 db (2009) és 329 (2010).

Munkéankat nagyban segitik az izoldtumokhoz mellékelt bekiild6lapok, amelyek
tartalmazzak a legfontosabb epidemioldgiai adatokat (beteg adatai, mintatipus, izolalas
helye, ideje, laboratoriumi vizsgalati eredmények). Ez késObb lehetdvé teszi a
molekularis epidemiologai vizsgalatok elvégzését.

SHV-termelé Klebsiella spp. jarvanytorzsek vizsgalata: 1998-ban, valamint
2002-2003. kozott 5 megyei, illetve oktatd korhdz PIC osztalyan lezajlott jarvanyokbol
izolalt 126 ESBL-termel6 Klebsiella spp. izolatumot kiildtek be az FMEO ¢s az ESBL-
NRL-ba tovabbi vizsgalatra. A bejelentett jarvanyok a kovetkezéek voltak: i, PIC 1
(Fejér megye): 2002-ben egy elhtizodo jarvany utan (izolatumok n=35) egy évvel
késobb egy ujabb jarvany ugyanazon az osztalyon (n=26); ii, PIC 2 (Bacs-Kiskun
megye): két jarvany négy év kiilonbséggel (n=24 (1998), n=9 (2002); iii, PIC 3
(Csongrad megye): 2002-ben két honapig tartd jarvany (n=12); iv, PIC 4(Vas megye):
K. oxytoca jarvany (n=10); v, PIC 5 (Baranya megye): széklet hordozas halmozddasa
(n=8).

A vizsgalt izolatumok 86 beteg klinikai mintaibol szarmaztak: vér (n=17), felsd
léguti valadék (n=55), als6 léguti valadék (n=3), vizelet (n=18), szemvaladék (n=1),
fiillvaladék (n=1), széklet (n=18), sebvaladék (n=1), katéter (n=1), koldok (n=1),

endotrachedlis tubus (n=12).
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CTX-M-termelé K. pneumoniae torzsek vizsgalata: 2003-ban az FMEO ¢és az ESBL-
NRL-ba bekiildott ESBL-termelé K. pneumoniae izolatumok koziil 17 igen ritka —
XIAlL - fagtipusu volt, és addig nem tapasztalt magas szintli ciprofloxacin rezisztenciat,
valamint ceftazidimnél magasabb szintli cefotaxim rezisztenciat mutatott. Az
izoldtumok 6t megye nyolc kiillonb6zdé korhazénak felndtt beteg ellatd osztalyairdl
(sebészet, uroldgia, belgydgyaszat, nefrologia) szarmaztak, melyeket elsdsorban miitéti
sebvaladékokbol (10/17) és vizeletbol (3/17) izolaltdk. Ezek a torzsek bizonyultak az
elsé CTX-M-tipusu 3-laktamaz termeld izolatumok Magyarorszagon.

A 2004-ben bekiildott izoldtumok kozott csak 4 volt CTX-M-termeld. Azonban a 2005-
ben beérkezett 281 ESBL-termel6 K. pneumoniae izolatum koziil mar 196 volt CTX-M-
termeld és magas szinten ciprofloxacin rezisztens. Ezek az izolatumok 13 megye 35
koérhazabol érkeztek be az ESBL-NRL-be, és hat jarvanybol (n=137) valamint
sporadikus esetekbdl szdrmaztak. ElsOsorban intenziv terapids (n=82), belgyogyaszati
(n=34), traumatoldgiai (n=18), sebészeti (n=18) és uroldgiai (n=18) osztalyokrdl
izolaltak. Az izolatumok 36%-a vizeletbdl, 18%-a vérbol, 15%-a sebbdl és 9%-a

alsoléguti valadékbol szarmazott.

Fluorokinolonokkal szembeni csokkent érzékenységet mutato ESBL-termelo K.
pneumoniae torzsek vizsgalata: A 2006-2008 kozott folyamatosan végzett monitorozas
soran megerdsitésre/tovabbi vizsgalatokra bekiildott 488 ESBL-termelé K. pneumoniae
izolatum kozott volt 27 olyan torzs, mely csokkent érzékenységet mutatott
fluorokinolonokkal szemben (CLSI (2009) breakpointok: E<1 mg/L; R >4 mg/L). A 27,
ciprofloxacinnal szemben emelkedett minimalis inhibitor koncentracié (MIC) értéket
mutato torzseket 5 egészségiigyi intézményben izolaltdk a kovetkez6 megoszlasban: 1,
10 torzs felndtt é&polasi osztalyokrol (ebbdl 5 invaziv minta egy nosocomidlis
jarvanybol); ii, 17 tdrzs csecsemd osztalyokrol (ebbdl 12 invaziv minta két

nozokomialis jarvanybol kiilonb6zé PIC-ban).

KPC-termelo K. pneumoniae izolatumok vizsgalata: 2008. oktober és 2009. aprilis
kozott kilenc, karbapenemekkel szemben nem-érzékeny K. pneumoniae izolatumot
kiildtek be az Orszagos Epidemiologiai Kozpontba a rezisztencia mechanizmus

meghatarozasara és molekularis tipizalasra. A kilenc torzs hét betegtél szarmazott a
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kovetkezd megoszlasban: seb (n=2), alséléguti valadék (n=2), felsd léguti valadék

(n=2), széklet (n=2) és centralis véna kaniil (n=1).

Metallo-f-laktamaz-termeld K. pneumoniae torzs vizsgdlata: 2009 februarjaban egy
Budapesti korhazban apolt paciens broncho-alveolaris lavage mintajabol a KP3686 K.
pneumoniae izolatumot azonositottdk, melyet az elGzetes fenotipusos vizsgalatok

alapjan metallo-B-laktamaz-termelés gyanujaval kiildtek be tovabbi vizsgalatra.

Plazmidon kodolt AmpC-tipusu  [-laktamaz-termelé K. pneumoniae izoldtumok
vizsgdlata: 2009 év végén és 2010 év folyaman olyan K. pneumoniae izolatumokat
kiildtek be, amelyeknél a cefoxitin rezisztencia és a 3. generacids cefalosporinokkal
szembeni csokkent érzékenység/ rezisztencia egyiittes megjelenése AmpC-tipustu B-
laktamaz termelésre utalt. A 2010-es év végéig 15 egészségligyi intézménybdl dsszesen
116 ilyen izolatumot kiildtek be tovabbi vizsgalatra, mely86 betegtdl szarmazott. Az
izolatumok dontéen székletbdl (n=32), vizeletbdl (n=30) és felséléguti valadékbol
(n=25) szarmaztak, tovabba alséléguti mintabol (n=11), sebvaladékbol (n=8),
hemokulturab6l (n=4), kaniil és katétervégbdl (n=3), hasiiri valadékbol (n=2) és

drainbdl (n=1) is izolaltak.
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5.2. Baktériumtorzsek fenotipusos vizsgalata

5.2.1. Torzsek identifikalasa

A torzsek identifikalasat kiilonboz6 félautomata identifikald rendszerekkel végeztiik:
API20E, ATB ID32E (bioMerieux, Marcy I’Etoile, Franciaorszig), Micronaut E
(Genzyme Virotech GmbH, Ruesselsheim, Németorszag).

5.2.2. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok

5.2.2.1. Korongdiffizios vizsgalatok

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok egy részét korongdiffuziés modszerrel
végeztilk a CLSI ajanlasa alapjan. A vizsgalando torzsek 0,5 McFarland-os (~1,5x10°
Mueller-Hinton agarra (OEK, Taptalajkészité Egység), majd felhelyeztik az
antibiotikum tartalmi korongokat. A lemezeket 37°C-os, normal atmoszféraji
termosztatban inkubdltuk egy éjszakdn keresztiil, majd lemértiik a gatlasi zonak
atmérojét.

Az ESBL-termelés megerésitésére a kombinalt korong moédszer elvén alapulé ESBL
SET (MAST Diagnostics, Reinfeld, Németorszag) kereskedelmi tesztet alkalmaztuk. A
vizsgalat soran ceftazidim (30ug) — ceftazidim (30ug)/ klavulansav (10ug); cefotaxim
(30ug) — cefotaxim (30ug)/ klavulansav (10ug) és cefpodoxim (30ug) — cefpodoxim
(30ug)/ klavulansav (10pg) tartalmu korongokat hasznaltunk. Barmely klavulansav
tartalmtl koronggal mért gatlasi zona 4tméré >5 mm-el nagyobb, mint a klavulansav
mentes cfalosporin esetében, akkor a teszt eredménye pozitiv.

A felételezett karbapenemaz termelés fenotipusos kimutatdsara modositott Hodge-
tesztet alkalmaztunk. Ennek soran az indikatortérzs (ATCC 25922 E. coli) 0,5
Hinton agarra. A lemezre 10 npg karbapenem tartalmii (ertapenem, meropenem,
imipenem) korongot helyeztiink egymastol ~3-3 cm-es tavolsagban. A korongokra 4,5
pl ZnSO4 oldatot mértiink. A cinkion a metallo-B-laktamaz enzim mikodéséhez

szlikséges kofaktor, amely eldsegiti az enzimtermelés kimutatasat. (Lee és mtsai, 2003).
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Ezutan a vizsgdland6 izolatumokat egy csikban végighuztuk a korong iranyabol a Petri-
csésze széle felé haladva az agar feliiletén. Egy éjszakat inkubaltuk 37°C-on, normal
atmoszféran a kiértékelés elott. Karbapenemdz termelés esetében az ATCC 25922 E.
coli torzs bendvése lathatd a gatlasi zonaba a tesztizolatum mentén.

A kiilonb6zd B-laktaméz tipusok elkiilonitésére tovabbi B-laktaméaz gatloszerekkel
kiegészitett kombinalt korong moddszereket alkalmaztunk karbapenem (imipenem,
meropenem ¢és ertapenem) tartalmi korongok felhasznalasaval. A KPC-termelés
kimutatasahoz 3-aminofenil-boronsavat (300 ng), a MBL-termelés vizsgalatahoz
EDTA-t (750 ng) és dipikolinsavat (835 ng) alkalmaztunk, az AmpC-enzim aktivitasat
pedig cloxacillinnel (750 nug) gatoltuk (Yong és mtsai 2002, Anderson és mtsai 2007,
Shin és mtsai 2008). A kiértékelés soran hasonldan jartunk el, mint az ESBL-termelés

vizsgalatanal.

5.2.2.2. Minimalis inhibitor koncentracié (MIC) meghatarozasa

A K. pneumoniae L klon izolatumainak vizsgalatanal a CLSI ajanlasa szerint végzett
agarhigitdsos modszerrel hatdroztuk meg az izoldtumok ceftazidim, cefotaxim,
ciprofloxacin, gentamicin és amikacin MIC értékeit.

A tovabbi vizsgalatokban kivalasztott torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatanal a
MIC értékek meghatdrozasat E-teszt (AB Biodisk, Solna, Svédorszadg) modszerrel
végeztilk. A kovetkezd antibiotikumokat alkalmaztuk: ceftazidim (0.016-256 mg/L),
cefotaxim (0.016-256 mg/L), cefepim (0.016-256 mg/L), gentamicin (0.016-256
mg/L), tobramycin, (0.016-256 mg/L), amikacin (0.016-256 mg/L), netilmicin (0.016—
256 mg/L), ciprofloxacin (0.002—32 mg/L), tetraciklin (0.016-256 mg/L), trimethoprim/
sulfamethoxazol (0.002—32 mg/L), imipenem (0.002—32 mg/L), meropenem (0.002-32
mg/L), ertapenem (0.002-32 mg/L), tigecyclin (0.016-256 mg/L), colistin (0.016-256
mg/L) ¢és cefoxitin (0.016-256 mg/L). Egyes vizsgalatokndl ennél kevesebb
antibiotikum csoport MIC értékét hataroztuk meg. ESBL-termelés megerdsitéséhez
ESBL E-teszt-t (cefotaxim, ceftazidim €s cefepim tartalmu tesztcsikok) is alkalmaztunk
(AB Biodisk).

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatoknal az E. coli ATCC 25922, illetve az ESBL-
termel6 K. pneumoniae ATCC700603 torzset hasznaltuk kontrollként.
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Az izolatumok identifikalasat és az antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat az OEK

Bakterioldgia I. Osztalyan végezték.

5.3. Molekularis vizsgalatok

A leirt molekuléris epidemioldgiai €és genetikai vizsgalatokat altalanosan hasznaljuk az
FMEO-ra és az ESBL-NRL-ba tovabbi vizsgalatokra bekiildott torzsek esetében. A
dolgozatban targyalt tanulmdnyokndl nem minden esetben hasznaltuk az Osszes

modszert.

5.3.1. Polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction — PCR)

Laboratériumainkban a polimeraz lancreakcio a kiilonbozoé antibiotikum rezisztencia
gének kimutatisara és DNS szakaszok specifikus felszaporitdsdra altalanosan
alkalmazott modszer.

A kiilonb6z6 antibiotikum rezisztencia gének kimutatdsara haszndlt primerek listajat a
3. tablazat, az alkalmazott PCR héprofilokat a 4. tablazat tartalmazza.

A bakterialis DNS feltarasat a PCR vizsgalatokhoz alkalikus lizissel végeztiik. A 16-18
oras tenyészet néhany telepét 25 ul 0,5M NaOH (Merck, Darmstadt, Németorszag)
oldatban szuszpendaltunk és 15 perc szobahdmérsékletli inkubacio utdn hozzaadtunk 25
ml 1M Tris-HCI (pH 8,3) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Németorszag) oldatot, valamint
200 pl PCR tisztasagu vizet (GIBCO, Invitrogen, CA, USA). A mintat tovabbi
felhasznalasig -20°C-on tartottuk.

A PCR reakciok Osszetétele, 25ul végtérfogatra szamolva, a kovetkezd volt: 12,5ul 2x

crer

crer

Coralville, USA) (3. tablazat szerint). Kivéve a metallo-f3-laktamaz gének kimutatdsara
hasznalt és a plazmidon-kodolt AmpC-tipusu gének kimutatdsara hasznalt multiplex

PCR-eket.

A metallo-B-laktamaz gének kimutatasa kimutatasara hasznalt PCR reakcio Osszetétele

crer
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mM Mg,Cl) (Thermo Scientific), 5 ul DNS minta, 0,5 uM végkoncentracioju VIM,
GIM, SIM és SPM primerek, valamint 1 uM végkoncentracioju IMP primerek (IDT
Inc.) (Ellington és mtsai 2007).

A plazmidon-koédolt gének kimutatasara hasznalt PCR reakcio Osszetétele 25 pl
Mg,Cl) (Thermo Scientific), 5 ul DNS minta, 0,6 uM végkoncentracioja MOX, CIT,
DHA primerek, 0,5 uM ACC, EBC primerek, valamint 0,4 uM FOX primerek (Pérez-
Pérez és Hanson 2002).

Minden PCR reakcional alkalmaztunk negativ kontrollt (DNS feltarasahoz hasznalt
oldat baktérium nélkiil), valamint a megfeleld pozitiv kontrollokat (kontroll torzseket,
illetve publikacidban megjelent pozitiv tdrzseket).

A PCR-t kovetden a termékeket 2% agardz gélben (Agarose, Type II, Sigma)
detektaltuk, ¢és ethidium-bromiddal festettiik. A gélelektroforézist 45 percig végeztiik, az
alabbi képlet alapjan szamitott fesziiltségen: az anod és katod kozott mért tavolsag (cm)
X 5 V/cm. Molekulasuly markerként 100 bp markert (Superladder-Low 100bp Ladder,
Thermo Scientific), vagy 500 bp markert (Superladder-MID 500bp Ladder, Thermo
Scientific) hasznaltunk.

Az inszerciés elemek (IS26 és ISEcpl) elhelyezkedését ,,PCR-mapping” modszerrel
vizsgaltuk, melynek sordn az IS elemekre specifikus primereket kombindltuk a [3-
laktamaz génekre tervezett primerekkel.

Az ESBL, AmpC, KPC géntipusok meghatarozasat, illetve a tovabbi antibiotikum
rezisztencia gének PCR-val kapott termékeinek vizsgalatdt DNS-szekvenalassal
végeztiik el. Ehhez a legtobb vizsgalatnal az amplifikalo primereket hasznaltuk, a CTX-
M és a KPC gének kivételével. Utobbi kettonél kiilon szekvenald primereket
alkalmaztunk (3. tablazat). Az MBL gének tipusat az azokat hordozo 1. osztalyt
integronok szekvendlasaval hataroztuk meg. A szekvencidk értékeléséhez a Chromas, a

ClustalX ¢és a BioEdit Sequence Alignment Editor freeware programokat hasznaltuk, és

BLAST program (http://www.ncbi.nih.gov) segitségével hasonlitottuk 6ssze a GenBank

adatbazisaban talalhato szekvenciakkal.
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3. tablazat. A PCR vizsgalatokhoz hasznalt primerparok szekvencidi és
referenciai
C\/eé;i?;(- Funkcio Primer Oligonukleotid szekvencia (5'-3')? Referencia
SHV-F 5'-CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC-3' Bedenic és misai
blaghy B-laktamaz
SHV-R 5-TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA-3' (2001)
TEM-F 5-ATGAGTATTCAACATTTCCGTG-3' Vahaboglu & misai
blatem B-laktamaz
TEM-R 5-TTACCAATGCTTAATCAGTGAG-3' (2001)
CTX-Malt-F 5-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3' Edelstein és misai
bIaCTx.M B-Iaktamél
CTX-Malt-R 5-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3' (2003)
CTX-M-I aktams CTX-M-I-F 5-ATGGTTAAAAAATCACTGCG-3' Baraniak és misai
-lakKlamaz
csoport p CTX-M-I-R 5-CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG-3' (2002a)
CTX-M-II B laktami CTX-M-II-F 5-ATGATGACTCAGAGCATTCG-3' Chmelnitsky és
-laktamaz .
csoport CTX-M-II-R 5-TTATTGCATCAGAAACCGTG-3' mtsai (2005)
KPCF 5>-ATGTCACTGTATCGCCGTCT-3’ Queenan és Bush
KPC -laktamaz 2007 ’
KPC R 5°- TTTTCAGAGCCTTACTGCCC-3’ (2007)
KPCF 5-TGTCACTGTATCGCCGTC-3' Yigit és mtsai
KPC seq B-laktamaz 200
KPCR 5’-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3' (2001)
Imp F 5’-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3' Ellington és mtsai
IMP B-laktamaz 2007
Imp R 5’-CCAAACYACTASGTTATCT-3' (2007)
Vim F 5-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3' Ellington és mtsai
VIM -laktamaz . 2007
VimR 5-CGAATGCGCAGCACCAG-3' (2007)
GimF 5’-TCGACACACCTTGGTCTGAA-3' Ellington és mtsai
GIM -laktamaz . 200
GimR 5-AACTTCCAACTTTGCCATGC-3' (2007)
SpmF 5’-AAAATCTGGGTACGCAAACG-3' Ellington és mitsai
SPM B-laktamaz 2007
SpmR 5-ACATTATCCGCTGGAACAGG-3' (2007)
SimF 5’-TACAAGGGATTCGGCATCG-3' Ellington és mtsai
SIM B-laktamaz .
SimR 5-TAATGGCCTGTTCCCATGTG-3' (2007)
N(IZOI\/IX\;liZ’ " MOX F 5-GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT-3' Pérez-Pérez és
-1, -laktamaz
CMY-8-11 P MOX R 5-CACATTGACATAGGTGTGGTGC-3' Hanson (2002)
4'—CAJ\-(1-2 " CITF 5-TGGCCAGAACTGACAGGCAAA-3' Péres-Pérez és
, -Z- -laktamaz
7 BIL-1 P CITR 5°-TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC -3' Hanson (2002)
DHA-L, A DHAF 5-AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT-3' Péres-Pérez és
DHA-2 DHAR 5’-CCGTACGCATACTGGCTTTGC-3' Hanson (2002)
) ACCF 5’-AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA -3' Pérez-Pérez s
ACC B-laktamaz , ' Hanson (2002)
ACCR 5’-TTCGCCGCAATCATCCCTAGC-3
MIR-1, A EBCF 5’-TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG-3' Pérez-Pérez és
ACT-1 EBCR 5-CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT -3' Hanson (2002)
L. osztalyt mobilis 5'CS 5-GGCATCCAAGCAGCTTTGAC-3 Daly és Fanning
integron  genetikai elem 3'CS 5-AAGCAGACTTGACCTGA-3' (2000)
ISEcpl inszercios ISEcpl F 5-GCAGGTCTTTTTCTGCTCC-3' Karim és mtsai

57



DOI:10.14753/SE.2012.1716

szekvencia ISEcpl R 5-ATTTCCGCAGCACCGTTTGC-3' (2001)
IS26  mSeerds o ysper 5-AGCGGTAAATCGTGGAGTGA-3 ECke(thoé&‘)msai
CTX-M Eckert és mtsai
Mal reverse Mal 5-ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3' (2004)
altalanos
sac.(6) 1y aminoglikozid aac-(6')-1b-F 5-CATGACTGAGCATGACCTT-3' Leflon-Guibout és
rezisztencla  aac-(6')-1b-R 5-GAAGGGTTAGGCATCACT-3' mtsai (2004)
aac(3)11 aminpgliquid aac(3)-11-F 5-CAATAACGGAGGCAATTCG-3' Leflon-Guibout és
rezisztencia  aac(3)-11-R 5-GATTATCATTGTCGACGG-3' mtsai (2004)
OXA-1- N— OXA'Fl'"ke' 5-GGATAAAACCCCCAAAGGAA-3' Karisik & mtsai
like OXA llker 5 TGCACCAGTTTTCCCATACA-3 (2006)
o) tetraciklin tet(A)-F 5-GTAATTCTGAGCACTGTCGC-3' Guardabassi és
rezisztencia tet(A)-R 5-CTGCCTGGACAACATTGCTT-3' mtsai (2000)
1(E) tetraciklin tet(B)-F 5-CTCAGTATTCCAAGCCTTTG-3' Guardabassi és
rezisztencia tet(B)-R 5-CTAAGCACTTGTCTCCTGTT-3 mtsai (2000)
() tetraciklin tet(C) -F 5-TCTAACAATGCGCTCATCGT-3' Guardabassi és
rezisztencia tet(C )-R 5-GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC-3' mtsai (2000)
A Kinolon qnrA-F 5-TCAGCAAGAGGATTTCTCA-3' Kehrenberg és
a rezisztencia gnrA-R 5-GGCAGCACTATGACTCCCA-3' mtsai (2006)
- Kinolon qnrB-F 5-TCGGCTGTCAGTTCTATGATCG-3' Kehrenberg és
a rezisztencia gnrB-R 5-TCCATGAGCAACGATGCCT-3' mtsai (2006)
" Kinolon qnrs-F 5-TGATCTCACCTTCACCGCTTG-3' Kehrenberg és
a rezisztencia qnrs-R 5-GAATCAGTTCTTGCTGCCAGG-3' mtsai (2006)
ayrA topoizomeraz gyrA-F 5'-CGACCTTGCGAGAGAAAT-3' Weigel és mtsai
I gyrA-R 5-GTTCCATCAGCCCTTCAA-3' (1998)
e topoizomeréz parC-F 5-AATGCCAGCGCCAAATTCAAAAAG-3'  Gruteke és misai
P v parC-R 5-CCCCCAGTTTCCCTGACCATCC-3' (2003)

% Kevert bazisok kodjai: M=A+C, R=A+G, W=A+T, S=G+C, Y=C+T, V=A+G+C,
H=A+C+T, D=A+G+T, B=G+T+C, N=A+G+C+T, K=G+T
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Végsé

Primerek Kezd6 denaturacio  Ciklusok szama Denaturacio  Annelacio Elongacio clongécié Hiités
SHV-F 95°C 95°C 65°C 72°C 72°C 4°C
SHV-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s e
TEM-F 95°C 95°C 50°C 72°C 72°C 4°C
TEM-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s e

CTX-Malt-F 95°C 95°C 65°C 72°C 72°C 4°C
CTX-Malt-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s e
CTX-M-I-F 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
CTX-M-I-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s e
CTX-M-II-F 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
CTX-M-1I-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s £
KPC F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
KPCR 150's 28 30s 30s 90s 300s 0
95°C 95°C 52°C 72°C 72°C 4°C
MBL multiplex PCR 33
150 s 25 40s 50s 300s s
95°C 95°C 64°C 72°C 72°C 4°C
AmpC multiplex PCR 25
150 s 30s 30 60 420's s
5'CS 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
3'Cs 150 s 28 60s 60s 420s 600 s 0
ISEcpl F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
ISEcpl R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
aac-(6")-1b-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
aac-(6")-1b-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
aac(3)-1I-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
aac(3)-11-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s ©
OXA-1-like-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
OXA-1-like-R 150's 28 30s 30s 90s 300s 0
tet(A)-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C

tet(A)-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
tet(B)-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
tet(B)-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
tet(C) -F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C

tet(C )-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
qnrA-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
gnrA-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
qgnrB-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
gnrB-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s o0
gnrS-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
gnrS-R 150 s 28 30s 30s 90s 300s 0
gyrA-F 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C
gyrA-R 240's %0 30s 30s 455 300 s 0
parC-F 95°C 95°C 52°C 72°C 72°C 4°C
parC-R 180s %0 30s 60s 60s 480 s o0

59



DOI:10.14753/SE.2012.1716

5.3.2. CTX-M-termelé K. pneumoniae torzsek kinolon rezisztenciat meghatarozo

régioinak (QRDR) vizsgalata

A CTX-M-termel6 K. pneumoniae torzsek magas szintii ciprofloxacin rezisztenciajat a
QRDR-k DNS-szekvenalasaval vizsgaltuk. A gyrA és parC QRDR-ban bekovetkezett
valtozasokat 10 kivalasztott izolatumnal hataroztuk meg. A szekvenalashoz a PCR-nél
hasznalt (3. tdblazat) primereket alkalmaztuk (Weigel és mtsai 1998, Gruteke és mtsai
2003). Az aminosav valtozasokat okozo6 nukleotid szubsztiticidkat korabbi publikacidok

alapjan azonositottuk (Weigel és mtsai 1998, Gruteke és mtsai 2003).

5.3.3. K. pneumoniae torzsek makrorestrikcios profil meghatarozasa PFGE

modszerrel

A K. pneumoniae torzsek genetikai rokonsagat a nemzetkozi ,,gold-standard”
modszerrel, pulzéltatott-mezejii  gélelektroforézissel (PFGE)  vizsgaltuk. A
vizsgalatokhoz a CDC (Centers for Disease Control and Prevention) strandardizalt
PFGE protokolljat hasznaltuk (http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/pulsenet/

pulsenet.ntm), és a vizsgalatokat Chef-DR II rendszeren végeztiik el (BioRad,
Kalifornia, CA, USA). A gélképek értékelését Fingerprinting II Informatix Software
(BioRad, Ventura, CA, USA) segitségével végeztik el. A PFGE mintazatok
hasonlosagat Dice koefficienssel jellemeztiik, a cluster analizis alapjan szerkesztett
dendrogram UPGMA (,,unweighted pair group method with arithmetic averages™)
modszerrel késziilt. Egy pulzotipusba (PT) tartozonak tekintettikk azokat a
makrorestrikcios mintazatokat, melyek legalabb 85%-S hasonlosagot mutattak. Az
egyes PT-kat a Tenover kritériumok alapjan jeloltiik betlikkel vagy betiikkel és
szamokkal (Tenover és mtsai 1995). Az azonos PT-ba val6 besorolas a térzsek genetikai
rokonsagat és valoszinili klonalis kapcsolatat jelenti.

A vizsgalat célja a makrorestrikcidos fragmentumok szdmanak és méretének
meghatarozasa. A vizsgalat elve a baktériumok teljes kromoszoéma allomanyanak

feldarabolasa ritkdn hasitd enzimekkel (makrorestrikcio), a keletkezett termekek
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(makrorestrikcios fragmentumok) molekulastly szerinti szétvalasztasa pulzalé mezejii
gélelektroforézissel (PFGE), majd detektalasuk ethidium-bromiddal valé jel6lés utan
(UV fényben lathatova valik a jelolt DNS). A jelolt termékek szama és mérete egy
mintdzatot hataroz meg (PFGE mintadzat), amelyet vizudlisan és szoftver segitségével
értékeltiink és taroltunk.

A moddszer nem szabvanyos, validdlasat referencia anyagmintdk és molekulasuly
standard alkalmazasaval végeztiik. A specificitas €s a prediktiv érték ebben az esetben
nem értelmezhetd kategoriak, mivel a vizsgalt baktérium populéciotol (biologiai minta
diverzitasatol), az eléforduldé PFGE mintazatok szamatdl és gyakorisagatol fliggden
valtoz6. A moédzser érzékenysége 10° + 5x10° DNS molekula, reprodukalhatésiga
95+1%, 30-680 kilobazis mérési tartomanyban.

A vizsgaland6 mintak aktudlis sorozata mellett a teljes munkafolyamatot elvégeztiik a
kontroll térzzsel - K. pneumoniae ATCC 700603 (ESBL: SHV-18 pozitiv), valamint a
molekulastly marker torzzel — Salmonella branderup H9812 (PulseNet altalanos
standard).

DNS agaroz blokk (plug) készités lépései. A vizsgalandd izolatumok nutrient 2 agar friss
sz€lesztésébol indultunk ki. A DNS agar6z blokkokkal végig ugy dolgoztunk, hogy
megovjuk Oket a toréstol, kiszaradastol, kontaminaciotol, DN4az enzimek hatasatol.

1 ml sejtszuszpendald (100mM EDTA, 100mM Tris, Na-lauril szulfat, destillalt viz)
oldatba kacsnyi telepet jol felszuszpendaltunk. 500 pl-t 450 nm-en fotometraltunk, K.
pneumoniae esetében az optimalis optikai denzitas 450 nm-en mérve 1.2-1.5 k6zott van.
A masik 500 pl-t higitottuk a megfeleld sejtstiriiségre, majd ebbdl 150 pl-t kivettiink. 1
%-o0s alacsony olvadds pontl agardz gélt készitettiink sejtszuszpendald oldat
felhasznalasaval: 10 ml oldatot és 0,1 g SeaKem agardzt (Lonza, Rockland USA)
Osszekevertiink, felolvasztottuk és 60 °C —os vizflirddbe helyeztiik a felolvadt gélt. A
sejtszuszpenziot Osszekevertik 175 ul 1 %-os géllel, és zart alji Ont6formaba
pipettaztuk (90-100 pl/cella). A plugokat 30 percig dermedni hagytuk +4 °C-on, utana
héallo csovekbe helyeztiik at (a csovek mar tartalmazzak a szétmért lizisoldatot, 0,5
ml/plug)

Az agardz blokkokat lizis oldatban (50mM EDTA, 1% Na-laurylsarcosine, desztillalt
viz, 20mg/ml Proteindz K) inkubaltuk 55°C-on rdz6 vizfirdében (50 rpm) 18 oran

keresztiil. A lizist kdvetden 4x20-30 percenként mosogatjuk a plugokat tarold oldattal
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(10mM Tris, ImM EDTA, desztillalt viz) szobahOmérsékleten. Az agardz blokkokat

+4°C-n taroljuk a tarol6 oldatban, 6-12 honapig alkalmasak vizsgalatok elvégzésére.

Enzimatikus hasitas restrikcios endonukleazzal (makrorestrikcio). A DNS agaroz
blokkokbol 2 mm széles darabkat vagtunk és a gyartd utasitasanak megfelden, frissen
elkészitett Neb2 (New England BioLabs) enzim pufferbe (150-200 pl) helyeztiik és 20-
30 percig allni hagytuk. A puffert ezutan lecseréltiik Gjabb 150-200 pl Neb2 enzim
pufferre (mosas), majd Gjabb 20-30 perc inkubalas utdn enzimet és sziikség szerint
BSA-t (New England BioLabs) is tartalmaz6 150 —200 pl enzim pufferre cseréltiik.
Klebsiella spp. esetén 50U Xbal restrikcios endonukléaz (New England BioLabs)
hozzéadasaval 37°C-on 18 o6réan keresztiil folyik az emésztés raz6 vizfiirdében (50rpm).

(A fenti mennyiségek egy reakciora értendok).

PFGE. Az elektroforézis puffer elkészitése: 4000 ml 0.5x TBE (Invitrogene) oldatot
készitlink (200 ml 10xTBE + 3800ml steril desztillalt viz).

A gél készitése:100 ml 1%-os gélt készitiink (100 ml 0,5x TBE + 1 g agardz). Olvasztas
utan a 60-70°C-ig visszahiitott agardzt féstivel ellatott gélketrecbe ontjiik. A dermedés
utan (30 perc) a féstit eltavolitjuk, a gélt dvatosan kiemeljiik.

A mintak behelyezése a gélbe: behelyezziik a megemésztett agaréz darabokat az
elokészitett gél zsebeibe és PFGE kad gélrogzitd keretébe helyeztiik. Az elektroforézis
soran a géleket 20 oran keresztiil futtattuk 6 V/em fesziiltségen, 2,16-54,17s kozotti
pulzécios iddintervallummal.

A lefuttatott gélt 30 percig festettik 0,5 pg / ml ethidiumbromid (Invitrogene)
bromid mentes pufferben. A termékek detektalasat UV fényben, transzilluminator
segitségével a GelDoc 2000 (BioRad, Kalifornia, CA, USA) géldokumentacios
rendszerben végeztiik és a gélképeket rogzitettiik.

A vizsgalatok eredményéinek értékelését szemmel, illetve szamitogépes programmal
végeztik (Quantity One, BioRad, Fingerprinting II Informatix version 3.0), amely a
molekulasuly értékeket 1% pontossaggal méri meg. Amennyiben a kapott mintazatok
nem tobb, mint 6 restrikcios termékben kiilonboznek, a mintazatokat azonos PFGE
tipushoz (pulzotipus) tartozonak tekintettiik. Amennyiben a kapott mintazatok

azonosak, vagy nem tobb mint 3 restrikcios termékben kiilonboztek, azokat azonos
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PFGE tipushoz ¢és altipushoz tartozonak tekintettiik (Dijkshoorn és mtsai, 2001). Az
egymastol 4-6 restrikcios termékben kiilonb6zé mintdzatokat azonos PFGE tipusba, de
kiilonb6z6 PFGE altipusba tartozonak tekintettiik. K. pneumoniae torzseknél a
mintazatokkal készitett szoftveres dendrogram alapjan legaldbb 85%-o0s hasonldsag
esetén meghatarozhato a PFGE tipus (Dijkshoorn és mtsai, 2001.). Az elterjedt
(epidémids) tipusok (kloénok) esetében eldfordult, hogy a kiilonbdzd jarvanyokbol,
valamint sporadikus esetekbdl izolalt torzsek PFGE mintdzatai kozotti kiilonbség a 6
terméket meghaladta. Ilyen esetekben kiegészitd vizsgalatok eredményei, valamint a
szemmel lathaté hasonlésag (PFGE mintazatok) alapjan a torzset az adott epidémids

PFGE klonhoz tartozonak mindsitettiik.

5.3.4. Klebsiella pneumoniae izolatumok szekvencia tipus meghatarozasa MLST

modszerrel

A multi-lokusz szekvencia tipizalas (MLST) soran a K. pneumoniae 7 haztartasi
génjének specifikus szakaszat hasonlitjak 6ssze DNS-szekvenalassal. A kiillonb6zo allél
variansok egylittesen Un. szekvencia tipusokat (ST) hatdroznak meg (5. tablazat). Az

MLST vizsgalatot Diancourt és mtsai (2005) altal kidolgozott séma alapjan végeztiik.
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5. tablazat Klebsiella pneumoniae MLST-hez hasznalt primerei

Gén Funkcid Primer Oligonukleotid szekvencia (5'-3')* Referencia
op  RNS polimerdz rpoB-F 5-GGCGAAATGGCWGAGAACCA-3'
P B b-alegység rpoB-R 5-GAGTCTTCGAAGTTGTAACC-3'
Glicerinaldehid-  gapA-F 5-TGAAATATGACTCCACTCACGG-3'
gapA 3-foszfat
dehidrogendz ~ 9aPAR 5-CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT-3'
i Almasav- mdh-F 5-CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG-3'
dehidrogenaz mdh-R 5-CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG-3'
_ phoE-F  5-ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG-3'  Diancourt
phoE Foszforin E és mtsai
phoE-R 5-TGATCAGAACTGGTAGGTGAT-3' (2005)
Periplazmatikus  tonB-1F 5-CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT-3
ton8 traen“fz?;ier tonB-2R 5-ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG-3'
i Foszfogliikoz- pgi-F 5-GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC-3'
izomeraz pgi-R 5-CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT-3'
o Transzlicio infB-F 5-CTCGCTGCTGGACTATATTCG-3'
inicial6 faktor 2 jnfB-R 5-CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC-3'

# Kevert bazisok kodjai: M=A+C, R=A+G, W=A+T, S=G+C, Y=C+T, V=A+G+C,
H=A+C+T, D=A+G+T, B=G+T+C, N=A+G+C+T, K=G+T

A makrorestrikcios profil vizsgalat kivaloan alkalmazhaté a baktérium izolatumok

lokalis epidemioldgiai

tipizalasdra, azonban térben ¢és

idében nem-06sszefiiggd

izolatumok Osszehasonlitidsa ezzel a modszerrel csak nagy, tobbszdz mintdzatot

tartalmaz6 adatbazisok segitségével végezhetd el megbizhatéan. Ezzel ellentétben, az

MLST moddszer, mely a haztartdsi gének genetikai valtozatossagan alapul, jol

alkalmazhat6 idében €s térben hosszabb tavot feloleld epidemiologiai 6sszehasonlitd €s

populécid-genetikai vizsgalatok elvégzésére (Maiden és mtsai 1998).

5.3.5. Plazmid profil analizis, konjugacios és elektroporacios kisérletek

A plazmid DNS kivonasat és a vertikalis gélelektroforézist Kado és Liu modszerével

végeztik el (Kado és Liu 1981). Molekulasuly markerként az E. coli 517 torzset

hasznaltuk (Macrina és mtsai 1978).
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A B-laktamaz gének atvihetOségét recipiens torzsbe konjugacids kisérletekkel
vizsgaltuk. A vizsgélat soran 4 ml taplevesben (OEK, Taptalajkészité Egység) 0,5
McFarland siirfiségli szuszpenziot készitettiink az E. coli K12 J5-3R" tgrzsbél. A donor
izolatumbol szintén 0,5 McFarland sirliségli szuszpenziot készitettink 2 mg/L
cefotaxim vagy ceftazidim tartalmt taplevesben. 37°C-on rdzatva inkubdltuk, amig a
szuszpenziok striisége elérte a 3 McFarlandot. Centrifugaltuk 3000 rpm-en 5 percig a
recipiens teljes térfogatat, a donor szuszpenziébol pedig 1 ml-t. Majd atmértik a
recipiens pelletét a donor pelletéhez, és szuszpendaltuk. Felengedtiik 1 ml taplevessel,
és egy éjszakan at novesztettiik 35-37 °C-on, rézatas nélkiil. A kovetkezd napon
szelektiv taptalajra (cefotaxim 4 mg/L és rifampicin 300 mg/L) szélesztettiink 50 pl-t, és
a kinétt telepeket vizsgaltuk tovabb. Azokndl a donor torzseknél, amelyek
rezisztensebbek voltak ceftazidimmel szemben, mint cefotaximmal szemben,
ceftazidimet is hasznaltunk antibiotikumként, az el6zéekkel megegyezd aranyokban.
Abban az esetben, ha egy vizsgalt izolatumnal a konjugaciés kisérletek negativ
eredménnyel zarultak, elektroporacioval probaltuk DHS5-oo E. coli recipens torzsbe
atvinni az ESBL-gént kddolé mobilis genetikai elemet. Az elektroporaciot Gene Pulser
Xcell elektroporator rendszerrel (BioRad) végeztiik. A recipiens sejtek el6készitését és a
vizsgalatot a Gene Pusler Xcell E. coli-ra vonatkozo ajanlasa szerint végeztik. Az
elektroporansokat cefotaxim 2 mg/L vagy ceftazidim 2 mg/L tartalmu taptalajon
novesztettiik.

Sikeres konjugacio vagy elektroporacio esetén vizsgalatonként 10-10 telepbdl plazmid
profil analizist végeztiik Kado és Liu modszerével. Azokat a transzkonjugansokat (TK)/
elektroporansokat (EP) vizsgaltuk tovabb, melyekbe egyetlen plazmid keriilt at. A
TK/EP torzsekbdl QIAprep Spin Miniprep Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag)
nyertiik ki a plazmid DNS-t. Ezutan plazmid-RFLP vizsgalatot végeztiink: Pstl (New
England BioLabs) enzimes emésztés utan 0,7%-s agar6z gélben (SIGMA) futtattuk
5V/em fesziiltségen 90 percig. A plazmid-RFLP soran kapott restrikcids mintazatokat

szemmel értékeltiik ki, és hasonlitottuk 0ssze.
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6. Eredmények

6.1. Perinatalis intenziv centrumokban jarvanyokat okozo SHV-tipusu

ESBL-termel6 Klebsiella spp. izolatumok vizsgalata

1998-2003 kozott a hazai PIC osztalyokon a legtobb jarvanyt Klebsiella spp. okozta
(19/25, OEK-be bejelentett jarvanyok alapjan). Ezek koziil hétben ESBL-termeld
torzsek voltak a korokozok. Az érintett 5 PIC osztalyrdl szarmazéd (5. abra) 126 torzs
fenotipusos €s molekularis vizsgalatait végeztiik el (6. tablazat).

A PCR-RFLP vizsgalat alapjan az 6sszes torzs SHV-tipusut ESBL-gént hordozott.
Minden izolatum rezisztens volt ceftazidimmel és cefotaximmal szemben, 74%
netilmicinnel és 71% trimethoprim/sulfamethoxazollal szemben is rezisztens volt.
Ciprofloxacin rezisztens izolatumot nem izolaltak a jarvanyok soran. Ki kell emelni,
hogy akér ugyanabbol a jarvanybol szarmazo izolatumok kozott is eléfordultak eltérd

antibiotikum rezisztencia mintazatok (6. tablazat).

5. abra. ESBL-termeld Klebsiella spp. altal okozott jarvanyok Magyarorszagon, 1998-
2003 (Az OEK-be bejelentett jarvanyok). NICU=PIC
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6. tablazat. SHV-termeld Klebsiella spp. okozta jarvanyok helye és iddtartama, az

izolatumok plazmid profilja, antibiogramja és pulzotipusa

Antibiogram®

) Izolalas honapja (jarvany Plazmid profil Pulzo-
Faj/szarmazas . CA CT FE NE SX CI
id6tartama (kb) (n) tipus
Z X P T T P
K. pneumoniae, o 181, 94, 80 , , ,
2002. junius-julius R R E R E E E
PIC1 (9)*
(Fejér megye) 203, 94 (2) R R E R E E E
181,943 R R E R E E E
181,94,508) R R E R E E D
181,944* R R E R E E D
203, 94 (3) R R E R E E D
112 (1) R R E E E E K
217, 58 (1) R R R R R E L
2002. november 181,944* R R E R E E E
203, 94 (2) R R E R E E E
2003. julius 9427260 R R E R R E J
K. pneumoniae, o 3 , ,
2002. julius 137, 94 (9) R R E R R E F
PIC 2
(Bécs-Kiskun 1998. szeptember 9422242 R R E E R E G
megye)
K. pneumoniae, 2002. november-december 162,943 R R E E R E C
PIC3 , ,
203, 94 (1) R R E R R E C1
(Csongrad
94,50, 5.4,4.3, , ]
megye) R R E R R E B2
37,23 (1)
116, 18 (2) R R E E R E A
228,9455(1) R R E R R E
228,94,55, R R R R R E B
K2 20(N , ,
94,55 (1) R R R E R E B1
228,130,949, R R R E E E C2
K. oxytoca, PIC 4 2002. 4prilis 94,6010 R R E R R E |
(Vas megye)
K. pneumoniae, , ,
2002. julius 170, 94 (1) R R E R R E
PIC5 H
(Baranya megye) 94 (7) R R E R R E

CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaxim; FEP, cefepim; NET, netilmicin; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazol; CIP, ciprofloxacin.
.23 Hemokulturabél szdrmazo torzsek szama
b Antibiogram:Korongdiffuzios vizsgalat eredménye ( E, érzékeny; R, rezisztens)
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A PFGE vizsgalat alapjan a 126 izolatum 12 kiilonb6z6 PT-ba tartozott (6. tablazat, 6.
abra). A makrorestrikciés profilokbol késziilt dendrogram igazolta, hogy az 5

kiilonboz6 koérhaz PIC osztalyan a hét jarvanyt 10 kiilonb6zo genetikai klon okozta.

D i1 DO [Tl 4,093 0% ) (M0 O 500 D% [0 0P 00 £
Izolatum Pulzotipus Szarmazas Minta ESBL-tipus
PIC1 vér

FHETIAN ) wovens : .
[LE LA wesans PIC1 ver SHY-5
LI ETE | wesoe o PIC1 torok SHV-5
[LHHIRCE L wrree PIC3 vizelet  gug
(] TUI I )| weovo2 € PcL v SHV-5
(1 (UFL L || weseoz € PICL torok SHV-5
[| T ] weaee & PICL torok SHV-5
(011 I waroe l PIC4 katdter gy
(][I wso PIC4 vér SHV-5
[T IEI | ez F pIC2 vér SHV-S
[ TEIE ) | kamee F PIC2 vér SHV-5
[ 11| eeoos & PICS szeklet  gpiyug
(I WL || kwoose & PIC 2 vér SHV-2a
(1 ] || kresse o Pic2  torok SHV-Za
[T 0[] ] koo PIC3 vér SHV-2a
[T AL (] )] wrsee e PIC3 seb SHv-2a
| | | wrowce A PIC3 vizelet SHV-28
T ] avecTooses

6. abra. ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca izolatumok makrorestrikcios

profiljanak klaszter analizise

A rezisztencia genetikai hétterének vizsgéalatdhoz 13 izolatumot vélasztottunk ki a faj,
az antibiogram, a pulzotipus, a plazmid tartalom, az izoldlas éve és a korhazi osztaly
figyelembevételével.

Nyolc K. pneumoniae és 2 K. oxytoca izolatum SHV-5 gént hordozott, harom K.
pneumoniae izolatum SHV-2a-t hordozott, és mindegyik izolatum esetében a gén
atvihetd volt konjugécioval a recipiens torzsbe. Mindegyik SHV géntdl 5° irdnyban
IS26 inszercios elemet mutattunk ki PCR moddszerrel. A TK-k cefalosporin és
aminoglikozid MIC értékei legalabb 5 higitasi fokkal a recipiens torzs MIC értekei felett
voltak (7. tablazat). 10 K. pneumoniae ¢és 2 K. oxytoca donor torzsbdl egy kb. 90 kb
nagysagu plazmid jutott 4t a TK-okba, egyetlen K. pneumoniae tdrzsnél (K70/02) az
atjutott plazmid mérete kb. 120 kb volt. Utobbi torzs TK-abol a blagyy gén mellett
blatgm-1 gént is kimutattunk. A plazmid RFLP vizsgalatot Pstl enzimmel végeztiik el.

Nagyon hasonlé vagy azonos emésztési mintazat volt lathatdo az Osszes blaspy-s gént
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hordozé plazmidnal. Tovabba két blaspyy-24 gént hordozo plazmid is (TK105/98, PIC2,

1998; TK75/02, PIC3, 2002) teljesen azonos emésztési mintazatot mutatott egymassal
(7. abra).

M1 23 45 6 7 8 91011 12 M

(=
-
S
e
—
N

7. abra Transzkonjugansokbdl izolalt plazmidok Pstl emésztési mintdzata.
M, molekulasuly marker; Futtatasi sorrend: 1. TK36/02 (D PT, SHV-5, PIC 1); 2. TK39/02 (E
PT, SHV-5, PIC 1) 3. TK85/02 (E PT, SHV-5, PIC 1) 4. TK109/03 (J PT, SHV-5, PIC 1) 5.
TK26/02 (F PT, SHV-5, PIC 2) 6. TK71/02 (B PT, SHV-5, PIC 3) 7. TK2/03 (I PT, SHV-5,
PIC 4) 8. TK5/03 (I PT, SHV-5, PIC 4) 9. TK20/03 (H PT, SHV-5, PIC 5) 10. TC105/98 (G
PT, SHV-2a, PIC 2) 11. TC70/02 (A PT, SHV-2a, PIC 3) 12. TC75/02 (C PT, SHV-2a, PIC 3)
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7. tablazat. Reprezentativ ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca izolatumok és azok transzkonjugansainak jellemzoi

Torzs szama/ . . . a Plazmid . . MIC (mg/L)

Izolalgs éve  SAMMAZASMINGT - prof () Pulzotipus - SHV-tipus CTX CRO  FEP FOX IMP AMC GEN TOB NET  AMK CIP
K36/02 T 181,94,50 D SHV-5 9% 8 8 1 3 0125 4 4 12 32 16 0023
TK36/02 94 — 3 038 05 0047 NM NM 2 05 2 4 1 0.006
K39/02 T 181,94,80 E SHV-5 96 16 12 2 4 025 4 4 12 64 32 0064
TK39/02 94 — 3 025 05 0047 NM NM 15 05 2 4 1 0.006
K41/02 T 181,94,80 E SHV-5 128 12 12 15 3 019 4 4 12 32 16 0023
TK41/02 94 — 3 025 038 0047 NM NM 2 05 2 4 1 0.006
K85/02 T 181, 94 E1 SHV-5 192 8 8 1 3 025 6 3 12 32 12 0032
TK85/02 94 — 4 15 15 0125 NM NM 15 075 2 4 2 0.004
K109/03 IIHK 94, 2.7 J SHV-5 128 16 24 2 2 019 8 3 12 48 8 0.125
TK109/03 94 — 3 038 025 0064 3 NM 15 05 2 3 1 0.006
K26/02 H/HK 137, 94 F SHV-5 128 24 12 2 3 019 4 4 16 48 16 0.047
TK26/02 94 — 8 05 038 0047 NM NM 2 038 2 2 0.75 0,006
K105/98 ax 94 G SHV-2a 8 8 8 2 8 0.25 12 48 8 8 15  0.064
TK105/98 94 — 05 15 15 025 15 NM 3 6 2 2 025 NM
K70/02 v 116, 18 A SHV-2a 6 6 6 15 2 025 8 4 4 05 15 0032
TK70/02 116 — 038 05 05 0094 NM NM 3 075 1 0047 1 0.006
K71/02 1Y 228, 94, B SHV-5 256 4 12 0.75 3 0125 3 2 6 24 6 0.064

55,52,

2.9
TK71/02 94 — 3 025 025 0047 NM NM 15 038 2 4 1 0.006
K75/02 s 162, 94 c SHV-2a 4 4 8 1 2 0.19 16 2 6 8 15 0.023
TK75/02 94 — 05 075 05 0125 NM NM 6 3 1 15 025  0.006
K20/03 VISz 170, 94 H SHV-5 128 16 8 2 3 019 3 4 16 64 24 0.047
TK20/03 94 — 6 05 075 0047 NM NM 2 05 2 3 1 0.006
K2/03 IV/K 94, 6.0 | SHV-5 256 32 24 15 2 025 2 3 4 12 4 0.016
TK2/03 94 — 3 05 05 0047 NM NM 2 025 15 15 05  0.006
K5/03 VIV 94, 6.0 | SHV-5 96 24 24 1 3 025 3 6 12 64 16 0016
TK5/03 94 — 4 038 025 0047 NM NM 2 05 2 4 1 0.006
3-5-3 — - — 009 003 002 0023 15 009 15 006 013 0047 009 0.006
ATCC 700603 — SHV-18 2 4 8 1 2 019 4 6 4 075 2 NM

MIC, minimalis inhibitor koncentracid; CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaxim; CRO, ceftriaxon; FEP, cefepim; FOX, cefoxitin; IPM, imipenem; AMC,
amoxicillin/klavulansav; GEN, gentamicin; TOB, tobramycin; NET, netilmicin; AMK, amikacin; CIP, ciprofloxacin; NM, Nem vizsgalt.
Szarmazas: | =PIC 1; 11 =PIC 2; Il =PIC 3; IV =PIC 4; V =PIC 5. Minta: T =torok; HK = hemokulttra; V = vizelet; S = seb; Sz = széklet; K = katéter.
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6.2. CTX-M-termel6 K. pneumoniae izolatumok vizsgalata 2003-2005
kozott

Az elsé magas szinten ciprofloxacin rezisztens, ESBL-termelé K. pneumoniae
izolatumokat 2003-ban kiildték be az ESBL-NRL-be megerdsitd vizsgalatra. Az
Osszesen 17 izolatum mindegyike blactx-m-15 ESBL-gént hordozott. Az antibiotikum
rezisztencia alapjan a torzsek magas szintii cefotaxim, tetraciklin, ciprofloxacin és egy
kivételével (K16/03) gentamicin rezisztenciat mutattak. Meérsékeltebb szintli
rezisztenciat mutatak ceftazidimmel, amoxicillin/klavulansavval ¢és cefepimmel
szemben (8. tablazat). A TK-okba egy nagyméretii, kb. 140 kb nagysaga plazmid jutott
at, mely hordozta a CTX-M-15 kodold gént, valamint a gentamicin érzékeny torzs
kivételével az aac(3)-1la aminoglikozid rezisztencia gént is. PStl enzimmel végzett
plazmid RFLP nagyon hasonldé mintazatot adott mindegyik plazmidnal. Az ISEcpl
inszercids elem meglétét PCR mapping moddszerrel vizsgaltuk, és mindegyik TK-nal
negativ eredményt kaptunk.

A 17 izolatum 5 megyében ¢s Budapesten levd 8 egészségiligyi intézménybol
szarmazott, de a kozos jellemzok (antibiogram, hasonld osztaly, azonos klinikai minta,
CTX-M-15 hordozas) arra utaltak, hogy dsszefiiggés lehet az egyes izolatumok kozott.
Az izolatumok makrorestrikcids profil vizsgalata igazolta a 17 izolatum kozotti klonalis
kapcsolatot (89%-os hasonlosagi szint). Az izolatumokat az N PT-ba soroltuk és a
Magyar Epidémias Klon elnevezést ajanlottuk (HEC-Hungarian Epidemic Clone). A
HEC-hez tartozd izolatumok mintdzatai egyértelmiien kiilonboztek a korabban leirt

SHV-tipustt ESBL-termel6 K. pneumoniae izolatumokétol.
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8.tablazat CTX-M-15-termel6 K. pneumoniae (K) izolatumok és a transzkonjugansok (TK) jellemz6i

. - . e A D . . MIC (mg/L)*

Izolatum Korhaz elhelyezkedése 1zolalas datuma Korhazi osztaly Minta Pulzotipus CTX CAZ AMC FEP FOX IMP_GEN AMK TET _CIp
K34/03 Pest megye 2003.01.06 ITO Hastiri valadék N1 256 64 48 32 4 0.25 128 8 256 32
TK34/03 256 15 16 1 2 0.125 6 0.75 64 0.016

K46/03 Pest megye 2003.02.10 Sebészet Seb N1
K54/03 Pest megye 2003.02.11 Sebészet Seb N1 256 96 256 32 16 0.19 32 3 256 32
TK54/03 24 3 3 2 15 0.125 3 1 64  0.032
K55/03 Pest megye 2003.02.28 Sebészet Seb N1
K83/03 Pest megye 2003.03.31 Sebészet Seb N1
K85/03 Noégrad megye 2003.03.31 Sebészet Seb N1
K86/03 Noégrad megye 2003.04.08 ITO Hasiiri valadék N1 256 64 48 32 4 0.25 128 8 256 32
TK86/03 256 2 32 05 1 0.125 4 0.5 96 0.016
K168/03 Noégrad megye 2003.06.10 Sebészet Seb N1
K171/03 Budapest | 2003.06.11 Urologia Vizelet N2 256 96 48 32 8 0.19 24 2 256 32
TK171/03 16 3 8 2 15 0.125 4 1 96  0.023
K153/03 Budapest | 2003.06.11 Traumatoldgia Orrvaladék N2
K154/03 Budapest | 2003.06.12 Nefrologia Vizelet N2 256 96 96 32 16 0.19 32 3 256 32
TK154/03 24 3 3 2 15 0.125 3 0.75 64 0.032
K158/03 Budapest I 2003.06.16 Sebészet Seb N2 256 48 48 32 32 0.25 128 6 156 32
TK158/03 256 3 32 15 15 0.125 4 0.5 96 0.023
K233/03 Tolna megye | 2003.06.16 Belgyogyaszat Vizelet N1 256 64 48 32 16 0.19 96 6 156 32
TK233/03 128 4 24 2 0.75  0.125 4 0.75 96 0.016
K152/03 Pest megye 2003.07.16 Sebészet Seb N1
K150/03 Budapest 111 2003.07.16 Belgyogyaszat Vér N1 256 48 16 32 4 0.25 48 3 256 24
TK150/03 256 4 3 1 1 0.125 4 0.25 96  0.006
K165/03 Baranya megye 2003.09.16 Sebészet Seb N1 256 64 24 24 0.25 0.5 3 156 32
TK165/03 256 4 6 0.75 0.75 0125 0.125 1 96 0.016
K262/03 Tolna megye Il 2003.10.03 Sebészet Seb N1 256 64 48 32 16 0.19 96 8 156 32
TK262/03 256 2 24 6 15 0.125 6 0.5 64  0.023
J5-3 0.03 0.09 15 0.023 15 009 006 019 NM 0.006
ATCC 700603 4 32 2 1 32 0.19 6 2 NM  NM

aCTX: cefotaxim, CAZ: ceftazidim, AMC: amoxicillin/klavulansav, FEP: cefepim, FOX: cefoxitin, IMP: imipenem, GEN: gentamicin, AMK: amikacin, TET: Tetraciklin, CIP:

ciprofloxacin. ®ITO: intenziv terapias osztaly
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A HEC azonositasa utan folyamatosan monitoroztuk a ciprofloxacin rezisztens CTX-M-
termelé K. pneumoniae eléfordulasat az ESBL-NRL-be bekiildott izolatumok kozott.
2004-ben csak négy hasonld izolatum érkezett megerdsitésre, azonban 2005-ben a
CTX-M-15 termeld, ciprofloxacin rezisztens K. pneumoniae izolatumok szamanak
robbanasszerli novekedését tapasztaltuk, ami részben annak is az eredménye, hogy
ebben az évben ezek a torzsek 6 sulyos nozokomialis jarvanyt okoztak. A beérkezett és
megvizsgalt 196 CTX-M-15 termeld, ciprofloxacin rezisztens K. pneumoniae izolatum
13 megye 35 korhazabol szarmazott (8. abra). A bekiildott izolatumok tobbsége intenziv
therapias osztalyokrol (n=82), belgydgyaszati (n=34), traumatologiai (n=18), sebészeti
(n=17) és uroldgiai (n=15) osztalyokrdl szarmazott. Osszességében az izolatumok 36%-
a vizelet mintakban fordult elo, de 18%-a hemokulturaban, 15%-a sebvaladékban és 9
%-a als6 légati mintakban.

A 196 izolatum mindegyike hordozta a blasyy, blaoxa és blacTx-m géneket, ezek koziil
21 izolatum blargm pozitivnak is bizonyult.

Az Osszes izolatum magas szintli rezisztencidt mutatott ceftazidimmel, cefotaximmal és
ciprofloxacinnal szemben, valamint a torzsek 76%-a gentamicinnel, 72%-a
tetraciklinnel szemben volt in vitro rezisztens.

A PFGE vizsgalat 85%-o0s hasonlosagi szinten Osszesen 3 PT-ba kiilonitette el a 196
izolatumot: az N PT-ba (HEC) 129 izolatum 27 egészségiigyi intézménybdl, R PT-ba 46
izolatum 9 egészségiigyi intézménybdl, mig az S PT-ba 21 izolatum 4 egészségiigyi
intézménybdl tartozott (9. abra).

A plazmid profil analizis alapjan az izolatumok kiillonb6zd méretli és szamu plazmidot
hordoztak. Az N PT-ra (HEC) két kiilonb6z6 nagyméretii plazmid volt jellemz6: az FJ2
centrumban lezajlott jarvanybol szarmazod 45 izolatum mindegyike egy kb. 140 kb
nagysagu plazmidot hordozott, hasonldéan a 2003-ban izolalt HEC torzshoz, mig a BP18
centrumbol szarmaz6 15 izolatumra €s a BR1-bdl szdrmazo 10 izolatumra egy kb. 90 kb
nagysagu plazmid volt jellemzo.

Az R PT-ba tartoz6 izolatumokra szintén egy kb. 90 kb nagysagu plazmid, mig az S PT-
ba tartoz6 izolatumokra egy 50 kb nagysagt plazmid volt jellemzd.

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia genetikai hatterének jellemzésére 19
izolatumot valasztottunk ki: 3 HEC izolatumot a 140 kb plazmiddal, 9 HEC izolatumot
a 90 kb plazmiddal, 4 R PT-u és 3 S PT-u izolatumot. Az S PT izolatumokbodl szarmazo
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50 kb nagysagli plazmidon kiviil mindegyik konjugalhatd volt E. coli J53 recipiens
torzsbe. A sikertelen konjugaciods kisérlet utdan az 50 kb plazmidot elektroporacidval
jutattuk be az E. coli DH5a recipiens torzsbe. Az azonos PT-bol szarmazo6 plazmidok
restrikciés mintdzata is azonos vagy nagyon hasonld volt a PT-n belil, viszont
kiilonboztek a tobbi PT-ba tartozo izolatumok ESBL-gént hordoz6 plazmidjaitol (10.
abra).

A TK- és EP-okban a cefotaxim és a tetraciklin MIC értékek hasonloak voltak, mint a
donor izolatumokban, a ciprofloxacin MIC értéke pedig enyhe emelkedést mutatott a
recipiens tOrzsekhez képest (9. tablazat). Mind a harom PT-bdl szarmazd plazmid
hordozta a blactx-m-15, blaoxa-1, aac(6’)-Ib-cr és aac(3)-11a géneket. Az aac(3)-1la gén
nem volt jelen a gentamicin érzékeny HEC izolatumok TK-inal. Kizarélag az S PT-hoz
tartozo izolatumok 50 kb plazmidja hordozta a blargm.; B-laktamaz gént is és csak itt
lehetett ISEcpl elemet kimutatni a blactx-m-15 géntél 5° iranyban. A HEC izolatumokbol
szarmaz6 0sszes TK-ban — fiiggetleniil a plasmid méretétdl - azonositottuk a tet(A) és a
tet(C) tetraciklin rezisztenciaért felelds géneket is (10. tablazat).

A magas szintli kinolon rezisztencia vizsgalatdhoz 10 kivalasztott eredeti izolatum gyrA
¢és parC QRDR-¢t szekvenaltuk meg. A HEC és az S PT izolatumok GyrA QRDR-¢ben
két aminosav cserét (Ser83Phe és Asp87Ala), valamint a ParC-ben egy aminosavcserét
(Ser80lle) mutattunk ki. Az R PT-ba tartozé izolatumoknal mindkét génnél egy-egy
aminosavszintli valtozast okoz6 muticidt hatdroztunk meg (GyrA Ser83lle, ParC
Ser801Ile). A kiegészitd kinolon rezisztenciat okozd gének koziil a gqnr gének (gnrA,
gnrB és qnrS) hianyoztak az izolatumokbodl, azonban az aac(6’)-lb-cr mindegyik
vizsgalt plazmidon megtalalhato volt (10. tablazat).

Az MLST vizsgalatokat a 3 PT-bol kivalasztott 10 izolatummal és a 2003-ban izolalt
HEC prototipus torzsével végeztik el. A harom vizsgalt PT harom kiilonb6z6
szekvencia tipusba tartozott: HEC (N PT) a ST15 (allélprofil: 1-1-1-1-1-1-1), aS PT a
ST11 (allél profil: 1-3-1-1-1-3-4), a R PT pedig a ST147 (allél profil: 4-3-6-1-7-4-38)
(10. tablazat).
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BP1(N)  BPIO(RIN) BPI9(N)

BPX(5:N) BPIL(R)

nrs sy RN

BrE(N) BN

BPS(S) BFI4 (SRN)

BPe (H:N) BPIS(N)

BPT(N)  BPeON) Borsod-Abauj-Zemplin
BPE(R:N) BPIT(N)

BPON) BPIX(N)

Seaboles-Seatmar-Bereg

8. dbra. A 35 érintett egészségligyi intézmény elhelyezkedése Magyarorszagon.

Zargjelben az egyes centrumokban azonositott pulzotipusok.
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9. abra. A 35 centrumbdl szarmazo6 196 K. pneumoniae torzs

makrorestrikcids profiljanak cluster analizise. * HEC prototipusa 2003-bol. ** FJ2-ben

lezajlott jarvanybodl szarmazé torzsek (2005. aprilis és oktober). *** B18 centrumban lezajlott
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10. é4bra Kiilonbozdé epidémias klonok transzkonjugénsaibdl és elektropordnsaibol
szarmazo plazmidok Pstl-emésztett restrikcidos mintdzatai. M, molekulasuly marker;
Futtatasi sorrend: 1, TK79 (HEC, PT N/ST15); 2, TK242 (HEC, PT N/ST15); 3, TK411
(HEC, PT N/ST15); 4, TK401 (HEC, PT N/ST15); lane 5, TK12 (HEC, PT N/ST15); 6,
TK280 (HEC, PT N/ST15); 7, TK366 (HEC, PT N/ST15); 8, TK93 (EC II, PT
R/ST147); 9, TK159 (EC Il, PT R/ST147); 10, TK107 (EC Il, PT R/ST147); 11, EP260
(EC I, PT S/ST 11); 12, EP294 (EC Ill, PT S/ST 11).
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9. tablazat. Multirezisztens CTX-M-15-termel6 K. pneumoniae izolatumok (K), transzkonjugansok (TK) és

elektroporansok (EP) jellemzo6i

8.

Torzs Izolalas Koérhazi Minta® Pulzotipus MIC (mg/L)°
szama helye osztaly? CAZ CTX FEP GEN TOB AMK CIP TET SXT IPM  FOX
K83/5 BP18 belgyogy. vizelet N 64 >256 128 128 64 8 >32 >256 0.125 0.25 4
TK83/5 2 64 2 4 8 1 0.016 64 0.032 0.125 2
K79/5 BP18 ITO HK N 64 >256 64 32 64 8 >32 >256 1 0.25 16
TK79/5 2 >256 16 8 4 1 0.032 64 0.032 0.25 2
K106/5 BP18 ITO HK N 64 >256 32 128 64 4 >32 >256 0.5 0.25 16
TK106/5 2 >256 1 4 8 2 0.016 32 0.032 0.25 2
K109/5 BP18 ITO HK N 64 >256 32 64 64 4 >32 >256 1 0.25 16
TK109/5 2 >256 2 8 8 1 0.032 32 0.032 0.25 2
K114/5 BP18 ITO HK N 64 >256 32 64 64 4 >32 >256 0.5 0.25 16
TK114/5 2 >256 16 8 8 1 0.032 32 0.032 0.25 2
K113/5 BP18 sebészet HK N 128 >256 32 64 64 4 >32 >256 1 0.25 16
TK113/5 4 >256 32 8 8 1 0.016 32 0.032 0.125 2
K242/5 BK2 ITO vizelet N 64 >256 32 64 32 4 >32 256 32 0.25 8
TK242/5 2 64 1 8 8 2 0.032 32 0.032 0.125 2
K401/5 NG1 urolégia vizelet N 64 >256 32 64 64 4 >32 >256 0.5 0.125 32
TK401/5 2 >256 1 8 8 2 0.032 32 0.032 0.125 2
K411/5 BP18 ITO HK N 128 >256 64 64 32 4 >32 >256 0.5 0.125 32
TK411/5 2 >256 8 8 4 1 0.032 32 0.032 0.25 2
K40518 ZL1 ITO vizelet N 64 >256 32 64 64 4 >32 >256 0.5 0.125 32
TK12/6 2 128 2 8 8 2 0.032 32 0.032 0.125 2
K70/5 FJ2 stroke vizelet N 64 >256 64 1 32 4 >32 >256 0.5 0.25 16
TK70/5 4 >256 4 0.125 8 1 0.016 64 0.032 0.125 2
K280/5 FJ2 ITO AL N 64 >256 32 1 32 4 >32 >256 0.5 0.25 32
TK280/5 4 >256 2 0.5 8 1 0.032 32 0.032 0.125 2
K366/5 FJ2 belgyogy. HK N 64 >256 32 05 32 4 >32 >256 1 0.25 32
TK366/5 4 >256 1 0.125 4 1 0.032 32 0.032 0.25 2
K93/5 BP14 HK R 128 >256 >256 64 64 8 >32 8 0.125 0.25 8
TK93/5 2 32 1 4 4 2 0.016 1 0.032 0.125 2
K107/5 BP6 tiiddgydgy. vizelet R 256  >256 64 64 32 8 >32 8 32 0125 4
TK107/5 2 64 2 8 8 2 0.032 1 0.032 0.125 2
K159/5 BP11 ITO HK R 64 >256 128 128 64 8 >32 8 32 0.25 4
TK159/5 4 >256 8 4 4 1 0.032 1 0.032 0.25 4
K260/5 BP14 belgyogy. HK S 64  >256 32 64 32 4 >32 1 32 0.25 8
EP260/5 8 32 2 8 4 2 0.032 0.5 0.016 0.125 4
K294/5 BP3 stroke HK S 32 >256 16 64 32 4 >32 1 0.125 0.25 4
EP294/5 8 64 4 8 4 2 0.032 0.5 0.016 0.125 4
J53 — — — — 0.125 0.032 0.032 0.064 0.125 0.25 0.008 0.5 0.032 0.125 2
DH5a — — — — 0.125 0.032 0.032 0.25 0.5 1 0.016 0.5 0.016 0.125 4

“ITO, Intenziv terapids osztaly; © HK, Hemokultara;AL, Alsoléguti valadék; “CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaxim; FEP, cefepim; GEN,
gentamicin; TOB, tobramycin; AMK, amikacin; CIP, Ciprofloxacin; TET, tetraciklin; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazol; IPM, imipenem;
FOX, cefoxitin.
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10. tablazat Multirezisztens CTX-M-15-termelé K. pneumoniae epidémias klonok antibiotikum rezisztenciajanak
genetikai hattere

Pulzotipus Donor torzsek TK vagy EP
p (kromoszomalis) (plazmidok)
gyrA:3SER>PHE 140 kb plazmid:
TASP>ALA; parC: ReTIws Didoxs
! \ etA, tetC, aac(o)-
HEC/N/ST15 80SER>ILE (ATC) 90 kb: blacry s,
bla bIaOXA.l, tetA, tetC,
SHV-28 aac(6)-1b, aac(3)-1

gyrA: 83SER>ILE; 90 Kb:blacrx-u-15

ECII/R/ST147 . bIaOXA.l, aaC(G)'lb,
parC: 80SER>ILE (ATT) aac(3)-Il
. 50 kb
EC I/ oL e blacrx.is (ISECpL),
S/ST1 parC: 80SER>ILE (ATC) blacxas, blarens,

aac(6)-Ib, aac(3)-11,
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6.3. ESBL-termel6 Klebsiella pneumoniae molekularis epidemiologiaja 2006-
2010 kozott

6.3.1. ESBL-termel6 Klebsiella pneumoniae Nemzeti PFGE adatbazisa

A harom epidémias klon terjedését folyamatos monitorozassal nyomon kovettiik, ennek
kivitelezéséhez elkezdtilk épiteni a KP PFGE nemzeti tipizalé adatbazisat. Az évenként
bekiildott és megvizsgalt izolatumok kozott a 2010. év végéig Osszesen 153, a HEC—hez
tartozd6 (N/ST15) izolatumot azonositottunk, melyek 35 korhdzbol és egy hazi orvosi
rendeléstdl szarmaztak. Ez a multirezisztens epidémids klon tovabbi nozokomidlis jarvanyokat
is okozott, 2006-ban egy Baranya megyei korhaz intenziv terapias osztalyan és 2008—ban egy
GyOr—Moson-Sopron megyei koérhdz nefrologiai osztalyan, ahol infazids folyadékbol és
dializal6 folyadékbol is szarmaztak izolatumok. Az R/ST147 és az S/ST11 CTX-M-15-termeld
klonok jarvanyokat mar nem okoztak, viszont tobb halmozdodasbol és szdmos sporadikus
esetbdl azonositottuk. 2010 végén az R/ST147 klén 12 intézménybdl szadrmazod 76
izolatummal, az S klon pedig 10 korhdzbol szdrmazé 51 izoldtummal szerepel
adatbazisunkban.

2006-ban egy negyedik ciprofloxacin rezisztens CTX—M-15-termelé epidémias klon is
megjelent, melyet Z pulzotipusként jeloltik. Az MLST vizsgalat egy 0j - ST525 - tipust
igazolt. Egy budapesti és egy Pest megyei korhaz intenziv terapias osztalyain parhuzamosan
nozokomialis jarvanyokat okozott 2006. oktoberében. 2007-ben mindkét korhazban Ujabb
halmozodasokat okozott, és tovabbi két budapesti, valamint egy Szabolcs-Szatmar-Bereg
megyei korhazban 4polt betegek mintdibdl is azonositottuk. Az epidémids klon tovabb terjedt
2008-ban, felbukkant ijabb budapesti egészségiigyi intézményekben, Gyor-Moson-Sopron,
Nograd, Heves, Zala, Veszprém, Vas, Hajdu-Bihar megyék egy-egy korhazaban is. 2010
végéig 37 egészségiigyl intézményben fordult eld dsszesen 130 izoldtummal (11. dbra). 2008-
ban Borsod megye egyik korhazanak tobb osztalyarol szarmazé ESBL-termeld K. pneumoniae
izolatum jarvanyiigyi tipizaldsa a K jelolésti genetikai klon jelenlétét igazolta, amelyet mar
korabban — 2007-ben — szintén ebben a koérhazban azonositottuk. A higiéniai mintakbol
(felmos6 vodor, tubus 6sszekdtd harmonika, szivocsd belseje, szélcsd) szarmazd izolatumok is
a K genetikai klonhoz tartoztak. A K klon azdta endémidsséa valt ebben a korhazban, az orszag
mas egészségligyl intézményeiben nem azonositottuk.

A 2004 ¢és 2010 kozott tovabbi, PIC-ban lezajlott jarvanyokbol és halmozddasokbol szdrmazod

ESBL-termeld K. pneumoniae izolatumok makrorestrikcidos profilvizsgalatat végeztiik el.
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Dontden egy jarvanybdl vagy halmozodasbodl egy (ritkan kettd) genetikai klont azonositottunk.
Ilyenek voltak az M és O kloénok 2004-ben, a T klon 2005-ben, a W és X klonok 2006-ban, az
U, Y és V 2007-ben, a KP025 2008-ban és a KP041 2009-ban.

A Q, H, P ¢és L klonok egynél tobb intézményben fordultak eld, akar évekkel késobb is. A Q
klon Békés megyében okozott jarvanyt 2004-ben és Fejér megyében, 2007-ben. A H klont
Baranya megye egyik PIC-ban 2003 és 2004 kozott tobbszor azonositottuk jarvanyokbdl és
halmozodasokbdl, az L klon pedig egy budapesti és egy Pest megyei PIC-ban okozott jarvanyt
2008-ban. A 2004-2008 kozotti idészakban PIC-okbol szarmazo és vizsgalt izolatumok
antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja megegyezett a 2002-2003 kozott izolalt torzsekével,
¢és ezt igazolta az SHV-tipust (SHV-5 és SHV-2a) ESBL-gének kizardlagos hordozasa is. A
kovetkezd két évben azonban ciprofloxacin rezisztens CTX-M-15-termeld torzsek is
megjelentek a korasziilott osztalyokon. 2009-ben egy Szolnok megyei korhaz PIC-ban
nozokomialis jarvanyt jelentettek 15 korasziilott érintettségével, 2010-ben egy Budapesti
kérhaz PIC-ban masik nozokomidlis jarvanyt szintén 15 korasziilott érintettségével. Mindkét
jarvanybol szarmazoé izolatumok molekularis tipizalasa igazolta, hogy az Osszes izolatum a
ciprofloxacin-rezisztens, CTX-M-15-termeld orszagosan elterjedt Z/ST525 epidémias klonhoz
tartozott.

A korasziilott és gyermekosztalyokbol izolalt jelentésebb SHV-termelé K. pneumoniae jarvany
torzseket (genetikai klonokat) egy-egy képviseldjiik PFGE mintazata alapjan késziilt csaladfa

segitségével mutatjuk be a 12. abran.
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11. abra. Multirezisztens CTX—M-15 termeld epidémias klonok makrorestrikcids mintdzata

(Felnétt apolasi osztalyok, 2003—2010)
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12. abra SHV-tipusu ESBL-termel6 Klebsiella spp. jarvany torzsek makrorestrikcios

mintazata (PIC-ok, 2002-2010)
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6.3.2. ESBL-termelé Klebsiella pneumoniae L epidémias klon megjelenése és terjedése

tobb korhaz felnott és csecsemo osztalyan

Ebben a vizsgalatban 27 ciprofloxacinnal szemben csokkent érzékenységet, ill. alacsony szintii
rezisztenciat mutatdo (MIC: 0.5-8 mg/L), ESBL-termelé K. pneumoniae izolatum fenotipusos,
genetikai és molekularis epidemiologiai jellemzését végeztiik el.

A 27 ESBL-KP torzs makrorestrikcios profilvizsgalata egyetlen genetikai klon — L klon -
jelenlétét bizonyitotta mind a felndtt, mind az 0jsziilott osztalyokon (13. 4bra). Az MLST
eredménye igazolta a makrorestrikcidos profil vizsgalat eredményét, mivel mindharom
kivalasztott térzs azonos szekvencia tipusba, az ST274-be tartozott.

Az agarhigitasos MIC érték meghatarozasok sordn a ceftazidim esetében az izoldtumok két jol
elkiiloniild csoportjat azonositottuk: a csecsemd osztalyokrol szarmazd izolatumok MIC értéke
8 mg/L, mig a felnbtt osztalyokrdl szarmazo izolatumoké 64-128 mg/L-nek bizonyultak (11.
tablazat). Az ESBL-gén tipusok meghatarozasaval kideriilt, hogy a csecsemd osztalyokrol
szarmazo izolatumok kizarélag SHV-2a tipust, a felndtt betegeket apold osztalyokrol szarmazo
izolatumok pedig kizarolag CTX-M-15 tipust hordoztak. Valdsziniileg az ESBL-gén tipusok,
illetve az ezeket hordoz6 plazmidok kiillonbozdésége okozhatta a MIC értékekben tapasztalt
eltérést.

Az aminoglikozidok esetében a gentamicinnel szembeni rezisztencia mindkét csoport
torzseinél magas volt, a feln6tt osztalyokrol szarmazd izolatumok emellett amikacinnal
szemben is rezisztensek voltak. Az aminoglikozid rezisztencia vizsgalatdnal két kiilonb6zo
acetiltranszferazt (AAC) kodold gént azonositottunk: az aac(3)-l1-t, amely a gentamicin,
tobramycin és netilmicin rezisztenciaért felelds enzimet kodolja és az aac(6)-1b-cr varianst,
amely amikacinnal szembeni rezisztencidért felelés. A korasziilott osztalyokrol szarmazod
izolatumok R-plazmidjai csak az aac(3)-1l-t kodoltak- ezért ezek az izolatumok csak
gentamicinre voltak rezisztensek, mig a felnétt osztalyokrol szarmazo izolatumok R-plazmidjai
mindkét gént hordoztdk — ennek kovetkezménye, hogy a torzsek mindkét vizsgalt

aminoglikozidra rezisztensnek bizonyultak. (11. tablazat)
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13. abra. SHV-2a vagy CTX-M-15 tipusu ESBL-termel6 Klebsiella pneumoniae L klonhoz
(ST274) tartoz6 izolatumok makrorestrikciés mintazata.

(PIC, felnétt osztalyok, n=27, 2006-2008)

A ciprofloxacinnel szembeni rezisztencia vizsgalatok soran a felndtt osztalyokrol szdrmazo
izolatumok 2-8 mg/L, a korasziilott osztalyokrdl szarmazé izoldtumok, egy kivétellel (K61/8,
MIC: 8mg/L), 0,5 mg/LL MIC értékeket mértiink. Az efflux-pumpa inhibitor teszttel o6t
reprezentativ izolatum MIC érték valtozasat vizsgaltuk. Aktiv ciprofloxacin efflux-pumpa
miikodését a K61/08 jelll korasziilott osztalyrol szarmazo izolatum esetében tapasztaltuk, ahol
az eredeti 8 mg/L MIC érték Phe-Arg-Bnaphtylamid hozzaadasa utan 0,5 mg/L-re valtozott.
Mivel a teszt alapjan az emelkedett ciprofloxacin MIC értéket csak egy esetben lehetett efflux
pumpa taltermelés hatasdval magyarazni, a tovabbiakban megvizsgaltuk a DNS replikdcioban
résztvevd fehérjéket kodold gének leggyakrabban leirt, kinolon rezisztenciadt eredményezd
mutécioit is. A gyrA és parC gének kinolon rezisztenciat meghatdrozé régidinak (QRDR)
direkt szekvenalasaval kidertilt, hogy mind a felndtt, mind a korasziilott osztalyokrol szarmazé
izolatumok rendelkeznek a gyrA génjliikben egy mutacioval (83SER>TYR), mig a parC gén
ezen régidjaban mutacioé nem volt (12. tablazat).

A transzkonjugansokbol és transzformansokbol izolalt ~90 kb méretii blaspy-24 Vagy blactx-m-1s

géneket kodoldo R-plazmidok restrikcidos mintazatai lényegesen eltértek egymastol. Meglepd
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volt azonban a korabban azonositott jarvany és epidémias ESBL-KP klénok R-plazmidjainak
restrikcios mintazataival tortént 6sszehasonlitas eredménye. A felnétt betegekbdl izolalt CTX-
M-15 tipusu B-laktamaz gént hordozo6 plazmidok mintdzata azonos volt a 2005-ben leirt CTX-
M-15 termel6 Magyar Epidémias Klon Ib R-plazmidjainak mintazataval. Tovabba a
korasziilott osztalyokrol szarmazo SHV-2a termeld izolatumok R-plazmidjainak restrikcios
mintazata teljesen megegyezett az 1998- ¢és 2002-ben kiilonb6z6 Perinatalis Intenziv

Centrumokban izolalt SHV-2a-termel6 jarvany torzsek plazmidjainak mintazataival (14. abra).
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11. tablazat ESBL-termeld K. pneumoniae L/ST274 epidémias klon reprezentans torzseinek €s

ezek transzkonjugénsainak (TK) és elektroporansainak (EP) tulajdonsagai

Torzs Bk%tff Minta* Ellatas helye Betegellato; MIC (mg/L)™ CIPt
szama (&v) (varos) osztaly** CAZ CTX FEP CN AK CIP PABN
K130/06 34 CSF  Budapest ﬁ;g;eb_ 128 256 64 128 32 2 ND
K131/06 39 vér  Budapest ﬁ;g;eb_ 128 256 64 128 32 2 1

K133/06 52 vér  Budapest E;éiseb' 128 128 64 128 32 2 ND
K24/07 73 vér  Budapest BPLITO 128 256 64 128 32 2  ND
K80/08 0 vér  Budapest BPZPIC 8 8 2 128 2 05 ND
K1/08 0  széklet Budapest BP2; PIC 8 8 4 128 1 0,5 ND
K4/08 0 vér  Vic P1; PIC 8 8 2 128 2 05 025
K5/08 0 vér  Vic P1; PIC 8 8 2 128 2 05 ND
K6/08 0 vér  Vic P1; PIC 8 8 4 128 4 05 ND
K3508 O torok Székesfehérvér F1;PIC g8 8 2 128 2 05 ND
K53/08 73 LRT  Debrecen I%i;gseb_ 64 128 32 128 8 8 8

K61/08 0 vér  Budapest BPZPIC 8 8 4 128 1 8 05
K62/08 0 vér  Budapest E':f&iolégia 64 128 128 128 2 05 05
K63/08 0 vér Budapest BP2; PIC 8 8 2 64 2 0,5 ND
TK130/06 4 64 4 16 05 <0064 ND
TK131/06 2 16 1 16 1 <0064 ND
TK133/06 8 64 2 32 1 <0064 ND
TK62/08 > 8 1 16 05 <0064 ND
TK63/08 > 8 1 16 05 <0064 ND
EP4/8 <05 1 <05 32 05 <0064 ND
EP5/8 <05 1 <05 32 05 <0064 ND
EP61/8 1 1 <05 32 05 <0064 ND
35-3 <05 <05 <05 <025 <05 <0,064 ND
DH56 <05 <05 <05 <025 <05 <0064 ND

* CSF: celebrospinalis folyadék, LRT: als6léguti minta
** ITO: Intenziv Terapiads Osztaly, PIC: Perinatélis Intenziv Centrum
*** CAZ: ceftazidim; CTX: cefotaxim; FEP: Cefepim; CN: Gentamicin; AK: Amikacin; CIP: Ciprofloxacin
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12. tablazat. Az L/ST274 epidémids klonhoz tartozd torzsek genetikai sajatossagai

Donor torzsek TK v. EP (plazmidok)
Felnott OSZtélyI’él gyrA: 83SER>TYR 90 kb: blactx-m-15, blaoxa-1, tetA, tetC,
szarmazo torzsek parC: vadtipus aac(6’)-1b-cr, aac(3)-I1

Csecsemd osztalyrol gyrA: 83SER>TYR;

90 kb:blagpy-24, @aac(3)-11
szarmazo torzsek parC: vadtipus

|2006| |2008|

| | FH

|

-

14. abra. Kiilonboz6 epidémias klonok transzkonjugansaibol (TK) és transzformansaibol (T)
izolalt R-plazmidok restrikcidés mintazatai (Pstl emésztés). M, marker; 1, TK130/06 (CTX-M-
15, L PT); 2, TK131/06 (CTX-M-15, L PT); 3, TK133/06 (CTX-M-15, L PT); 4, T4/08 (SHV-
2a, L PT); 5, T5/08 (SHV-2a, L PT); 6, T61/08 (SHV-2a, L PT); 7, TK62/08 (SHV-2a, L PT);
8, TK105/98 (SHV-2a, G PT); 9, TK280/05 (CTX-M-15, HEC-la); 10, TK79/05 (CTX-M-15,
HEC-I1b)

6.3.3. KPC -termelé Klebsiella pneumoniae megjelenése Magyarorszagon

Az els6 KPC- termel6 izolatumot (K509/08) egy magyar beteg mintdjabol izolaltak, akit egy
gordgorszagi korhdzbol a Borsod-Abaugj-Zemplén Megyei Korhazba szallitottak 4t 2008
oktoberében. Ezt a beteget kezdetben az idegsebészeti osztdlyon, majd az intenziv terdpias
osztalyon apoltak. A K120/09 és K168/09 izolatumokat 2009. elején tenyészették ki egy olyan
beteg mintaibol, akit az intenziv terapids osztilyon egy idében apoltak az elsé beteggel. A

K105/09 ¢és K153/09 izoldtumokat a harmadik, mig a K160/09 izolatumot a negyedik beteg
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mintdjabol tenyészették ki. Ezt a két beteget azon az idegsebészeti osztalyon is apoltak, ahol az
elsO beteget, azonban egy honappal késobb. A negyedik beteget késébb atszallitottdk a MISEK
Diosgyori telephelyére, ahol harom kiilonb6zd osztalyon is apoltdk. A negyedik és az 6todik
beteget, akinek a mintajabol a K167/09 izolatum kitenyészett, a MISEK Diosgy0Or intenziv
terapias osztalyan apoltak egyidejiileg. A K97/09 és K132/09 KPC-termel6 K. pneumoniae
izolatumokat két olyan beteg mintdjabol tenyésztették ki, akiknek a koérhazi tartozkodasa alatt
nem volt ismert kapcsolata a korabbi 6t beteggel. Mindegyik beteg elhunyt a kérhazi kezelés
soran, a boncolas eredménye alapjan két eset volt 0sszefiiggésbe hozhatdo a KPC-termeld K.
pneumoniae okozta fertézéssel.

A kilenc izolatum magas szintli rezisztenciat mutatott a széles-spektrumu cefalosporinokkal és
ciprofloxacinnal szemben, tovabba mindegyik rezisztens volt ertapenemmel, imipenemmel ¢és
amikacinnal szemben. Meropenem esetében valtozé MIC értékeket mértiink (MIC 8->32
mg/L). Nyolc torzs tigecyclinre mérsékelten érzékeny, mig egy (K105/09) rezisztens (MIC 4
mg/L) volt. Minden izoldtum esetében a gentamicin MIC értékét is emelkedettnek talaltuk.
Ezek az MIC értékek nagyon hasonléak voltak egy norvég és egy svéd KPC-termeld K.
pneumoniae torzsekéhez, amelyeket Osszahasonlitias céljabol kaptunk (Samuelsen és mtsai
2009). Ki kell emelni, hogy mig az els6 izolatum (K509/08) magas szinten rezisztens volt
trimethoprim/sulfamethoxazollal szemben (MIC >32 mg/L) és colistinre érzékeny (MIC 0,5
mg/L), addig a tovabbi nyolc izolatum trimethoprim/sulfamethoxazol-ra volt érzékeny (MIC
0,25-0,5 mg/L) és magasszintli rezisztenciaval rendelkezett colistinnel szemben (MIC 16-32
mg/L) (13. tablazat).

A PFGE vizsgalatok igazoltak, hogy a kilenc izolatum 89%-0s hasonlésag alapjan az S PT-ba
tartozott, amelyet 2005-ben azonositottuk, mint orszagosan elterjedt ciprofloxacin rezisztens
CTX-M-15-termel6 epidémias klon (15. abra).

A blakpc, blatem és blasyy génekre minden izolatum pozitiv PCR eredményt adott, viszont
egyik sem hordozott blactx-m gént. Két kivalasztott izolatum (K509/08, K97/09) szekvenalasi
eredményei szerint az ST258 szekvencia tipushoz tartoztak és blakpc.2, blatem-1, blasyv-11 és

blasuy-12 géneket hordoztak.
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13. tablazat KPC-2-termel6 K. pneumoniae izolatumok klinikai jellemz6i €s antibiotikum érzékenysége

MIC (mg/L)°

Izoldtum Paciens Nem/kor® Az izolalas helye” Minta

CAZ CTXETPIPM MEM TET TGC CIP GEN AMK SXT CST

68

K509/08 A F/57 BAZ-MK felsd leguti >256256 8 16 8 16 2 >324 64 >3205
K97/09 F N/67 MISEK-SK seb >256256 8 32 32 64 2 >324 64 05 16
K105/09 C N/62 BAZ-MK széklet >256256 16 >3216 32 4 >324 64 0,2516
K120/09 B N/27 BAZ-MK felsd leguti >25632 16 >32 8 32 2 >322 64 05 32
K132/09 G F/85 BAZ-MK alsé léguti >256128 8 >3232 16 2 >324 64 05 16
K153/09 C N/62 BAZ-MK seb >256 256 32 >32 8 16 2 >322 64 05 16
K160/09 D F/66 MISEK-D CVK >256256 8 >3232 16 2 >324 64 05 32
K167/09 E F/81 MISEK-D als¢ léguti >25664 16 >32 8 16 2 >322 64 05 16
K168/09 B N/27 BAZ-MK széklet >25664 16 >32>32 16 2 >322 64 05 32

%F,férfi; N, no.

"BAZ-MK, Borsod-Abauj-Zemplén Megyei Korhaz, Miskolc; MISEK-SK, Miskolc Egészségiigyi Kozpont —Semmelweis Korhaz,
Miskolc; MISEK-D, Miskolc Egészségiigyi Kozpont -Didsgydr, Miskolc.

‘CAZ, ceftazidim; CTX, cefotaxim; ETP: ertapenem; IPM, imipenem; MEM: meropenem; TET, tetracyclin; TGC: tigecyclin; CIP,
ciprofloxacin; GEN, gentamicin; AMK, amikacin; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazol; CST: colistin.
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Dice (Opt:1.00%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

85%

Torzs szama

K509/08
K47-25
K48-58
K120/09
K132/09
K153/09
K160/09
K168/09
K167/09
K97/09
K105/09
K177/07
K294/05
K33/09
K64/07
K126/06
K260/05
K83/06
K159/05
K93/05
K233/03
K369/05
K167/05

Pulzotipus/ST

S1/ST258
S1/ST258*
S1/ST258*
S1

S1

S1

S1

S1

S1
S1/ST258
S1

S

S/ST11

S

S

S

S/ST 11
S

R/ST 147
R/ST 147
N/ST 15
N/ST 15
N/ST 15

Ev/Centrum
(No. of isolates)

2008/BAZ-MK

2009/BAZ-MK
2009/BAZ-MK
2009/BAZ-MK
2009/MISEK-D
2009/BAZ-MK
2009/MISEK-D
2009/MISEK-SK
2009/BAZ-MK
2007-2008/BP4 (2)
2005/BP5 (3)
2009/PT1 (3)
2006-2007/BP6 (3)
2006-2007/BP1 (7)
2005/BP2 (13)
2006/BP3 (2)

EC IIS

EC IIS

HECS

HECS

HECS

15. abra Kilenc KPC-2-termel6 és 33 CTX-M-15-termel6 K. pneumoniae torzs

makrorestrikcids profilon (MRP) alapulé dendrogramja, valamint a kivalasztott torzsek

szekvencia tipusa. ECII (R/ST147) és HEC (N/ST15) torzsek MRP-ja szintén lathat6 az &dbran.

* Norvégiaban izolalt KPC-2-termel6 K. pneumoniae torzsek (Samuelsen és mtsai 2009)
§ ECII, Epidémias klon IT; HEC (Hungarian Epidemic clone)
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6.3.4. Metallo-p-laktamaz termelé K. pneumoniae izolatum vizsgalata

A meger6sitd vizsgalatok alapjan 2009-ben azonositottuk az elsé hazai metallo-p-
laktamaz-termelé K. pneumoniae izolatumot (KP3686), amely egy Budapesti korhazban
apolt beteg BAL mintdjabol szarmazott

A KP3686 izoldtum kromoszomalisan kodolt SHV-11 nem-ESBL tipust B-laktamazt
termelt. Az izolatum altal hordozott plazmidokon blactx-m-15 és blargm.1, tovabba 1.
osztalyu integronon blayu-4 géneket azonositottuk. Az integronon az elsé pozicidéban az
aac(6)-1b aminoglikozid rezisztenciat kodold gén, mogotte pedig a blayim-4 metallo-p-
laktaméz kodold gén jelenlétét igazoltuk. Az integron nukleotid szekvenciai a GenBank
GU181265 szdmmal szerepelnek.

Az 1. osztilyl integron lokalizdcidjanak meghatdrozasdhoz konjugécios és
transzformécios kisérleteket végeztiink. A B-laktamaz géneket hordozé plazmidok
transzformacidja az E. coli DH5a recipiens torzsben sikeres volt. A transzformansok
PCR-termékeinek szekvenalasa igazolta a blactx.m1is ESBL és Dblatem:  gének
elhelyezkedését a ~50 kb méretii pKP3686/2 jel6lésti plazmidon, illetve a blayv-4 gént
a ~90 kb méretli pKP3686/1 jeldlésii plazmidon.

A KP3686 izolatum a makrorestrikcids profil vizsgalat alapjan a 2005-ben azonositott
epidémias elterjedésti S PT-hoz tartozott. Az MLST az izolatumot ST11-ként hatarozta

meg.
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6.3.5. DHA-1 AmpC-tipusu -laktamazok magyarorszagi megjelenése és terjedése

K pneumoniae térzsekben

Az ESBL-termelés meger0sitésre az Orszagos Epidemiologiai Kozpontba bekiildott
K. pneumoniae izolatumok kozott 2009. év végén azonositottuk az elsé CTX-M-tipusu
ESBL és indukalhato, plazmidon-kodolt AmpC-termel6 K. pneumoniae izolatumokat. A
kovetkez0 év soran folyamatosan érkeztek ilyen izolatumok dontden egy Fdvarosi
intézmenyben zajlo, tobb osztalyt érinté nozokomialis jarvanybol. Az év végére mar 15
egészségiigyi intézménybdl és harom haziorvostdl érkeztek hasonld izolatumok, melyek
a cefalosporinok mellett aminoglikozidokkal, fluorokinolonokkal és sumetrolimmal
szemben is rezisztensek voltak. Ki kell emelni, hogy az izolatumok 30%-a legalabb egy
karbapenemmel szemben is rezisztens volt (akar >32 mg/L imipenem MIC értékek is
el6fordultak).
2010. év végéig 117 K. pneumoniae izolatumot azonositottunk, melyek plazmidon-
koédolt, indukalhato6 DHA-termeldknek bizonyultak. Ezek koziil 108 CTX-M-tipusu
ESBL-termel6 is volt. Az izolatumok molekularis epidemiologiai tipizaldsa igazolta,
hogy jelentds résziik - 82,9%-a — a KP053 pulzotipushoz és az ST11-hez tartozott (14.
tablazat, 16. abra). Ezenkiviil 20 izolatum tovabbi 8 kiilonb6z6 PT-ba tartozott, egy-egy
S/ST11 és Z/ST525 epidémias klonokhoz tartozé izolatumban is azonositottuk a blappa-
1 gént.

14. tablazat Klebsiella pneumoniae izolatumok plazmidon-kodolt AmpC-tipusu -
laktaméz (DHA-1) hordozasa Magyarorszagon, 2009.01.01.-2010.12.31.

PFGE Izolatumok ~ CTX-M-tipusit ESBL-t Ev
tipusok szama is termel6k szdma 2009 2010
- 95 (A B,C,D,EFG,H,I

KP053 97 95 2 (A) 1K, L, M)

KPQ70 10 3 - 10 (A, C,J,N)

KP080 4 4 - 4 (A)

Z klon 1 1 - 1(A)

S klon 1 1 - 1(A)

KP055 1 1 - 1(A)

KP071 1 1 - 1 (D)

KP073 1 1 - 1(C)

KPQ79 1 1 - 1(0)
Osszesen 117 108 2 115

* Kiilonboz6 egészségiigyi intézmények, ahonnan az izolatumok szarmaztak
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16. abra DHA-1 termelé KP053 PT multirezisztens K. pneumoniae epidémias klon
MRP dendrogramja.

7. Megbeszélés

Az a tény, hogy a kornyezeti mikroorganizmusok nem képesek egészséges
gazdaszervezeteket megbetegiteni, viszont nagy gyakorisaggal okoznak fertdzéseket
immunokompromittalt paciensekben azt jelzi, hogy szamos szervezet Okologiailag
kompatibilis az emberi test fiziko-kémiai viszonyaival. Igy az emberi test olyan
okologiai tér, amelyet szdmos mikroorganizmus — gyakran kornyezeti eredetli - képes
(Quinn  1998). Az

megakadalyozza, hogy az emberi testet kolonizald opportunista patogének infekcidkat

kolonizalni egészséges szervezetben az immunrendszer
okozzanak. Féleg az immunokompromittalt betegekben azonban az antibiotikum
kezelés tart fenn kolonizalhato teret az emberi testben (Martinez és Baquero 2002). igy
elsddlegesen azok az egyedek — vagy klonok —, amelyek megfelel6 eszkozokkel
(rezisztencia gének, mutaciok) rendelkeznek az antibiotikumok kivédésére, lesznek
képesek ezt a teret kolonizalni (17. dbra). Az antibiotikum kezelések erds szelekcios
nyomdasanak kdszonhetden az adott species rezisztens klonjai fognak domindlni, és

epidémias baktérium faj esetében széleskort terjedést elérni.

93



DOI:10.14753/SE.2012.1716

Antibiotic resistance mutation

hos

Antibiotic resistance gene

Antibiotic selective pressure

17. dbra Az epidémias baktérium klonok konnyen felvehetnek antibiotikum-rezisztencia
géneket. Egy epidémids klon (z6ld) a gazdaszervezetek (minden egyes kék kocka)
kozott terjedve noveli a populacié méretét, ezaltal eldsegiti az antibiotikum-rezisztens
mutaciok megjelenését (sarga nyil) és horizontalisan terjedd rezisztencia gének
felvételét (barna nyil). A klon epidémias jellegébol adodik, hogy a megszerzett
rezisztencia igen gyorsan elterjed a populacioban, akar antibiotikum jelenléte nélkiil is
(rezisztens variansok, sarga és barna). Szamos kombinacio 1étezhet a kiilonb6z6
rezisztencia mechanizmusok kozott, ami végiil multirezisztens egyedek kialakuldsdhoz
vezet (piros). Amennyiben az antibiotikumok allandéan jelen vannak a
gazdaszervezetben, mint pl. az intenziv osztalyokon (fekete kockak), az a rezsiztens
egyedek elterjedését segiti el6. (Martinez és Baquero, 2002 nyoman).

A K.pneumoniae populacio strukturajardl igen kevés informacioval rendelkeziink.
Brisse ¢és mtsai (2009) eredményei szerint részben klonalis lehet, mivel 235 human,
allati és kornyezeti mintakbol izolalt K. pneumoniae torzs alapjan MLSTmodszerrel

sikerlilt néhany virulens klont — mint klonalis komplexet (CC-t) - azonositaniuk.
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Figyelembe véve egyfelol a K. pneumoniae jarvanyokozo képességét, masfeldl a
virulens kloénok 1étezését, az immunokompromittalt betegek antibiotikumokkal torténd
sz¢éleskorti korhazi kezelésének logikus kovetkezménye lehet rezisztens epidémids
klonok kiszelektalodasa a K. pneumoniae populaciokon beliil.

A XXI. szazad egyik jelentOs egészségligyi problémaja a multirezisztens Gram-negativ
bakteriumok, és ezenbelil a szamos rezisztencia mechanizmussal védekezd K.
pneumoniae pandémias terjedése. Ennek okaira a fenti hipotézis részben magyarazatot
adhat.

A 3. generacios cefalosporinok az 1980-as években keriiltek bevezetésre, és rovid idon
beliil megjelentek az ESBL-termeld torzsek is. A nemzetkozi irodalomban az ESBL-
termelést elészor K. pneumoniae klinikai izolatumoknal irtak le (Knothe és mtsai 1983),
ahogy az els6 ESBL-termeld torzs altal okozott nozokomidlis jarvanyt is
Franciaorszagban, amely szintén egy K. pneumoniae jarvany torzs volt (Buré és mtsai
1988).

Eurdpa utan az ESBL-termel6é K. pneumoniae torzsek igen gyorsan — a 1990-es évek
elején — athajoztak” Eszak-Amerikaba, ahol nagy kiterjedésii, sulyos nozokomialis
jarvanyokat okoztak (Meyer és mtsai 1993, Medeiros 1993).

Az utobbi 10 évben az ESBL-termelé K. pneumoniae térzsek eléfordulasa dramaian
megnétt. A kozelmultban eurdpai €s interkontinentdlis surveillance tanulmanyok
késziiltek az ESBL-termelé Enterobacteriaceae és ezen beliil az ESBL-termelé K.
pneumoniae kiilonbozé foldrajzi régidkban vald elterjedtségérol. Az ESBL-KP torzsek
aranyat 2004 és 2006 kozott folytatott Tygecycline Evaluation and Surveillance Trial
(TEST) keretein beliil négy kontinensen vizsgaltak (Reinert és mtsai 2007). A vizsgalat
szerint az ESBL-KP aranya Eurépaban (13.3%) és Eszak Amerikaban (13.3%) sokkal
alacsonyabb Dél Amerikahoz (45%) és Azsiahoz (25%) képest. Az EARSS-Net (the
European Antimicrobial Resistance Surveillance System) 2009-es adatai szerint a
hemokulturabdl izolalt 3. generacids cefalosporin rezisztens K. pneumoniae torzsek
aranya a Skandinav orszagokban 5% alatti, Nyugat-Europaban 10-25%, Kelet-
Européban 25-50% kozotti, és a Balkdnon 50% f616tt van (18. 4bra).
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18. abra Hemokulturabdl izolalt K. pneumoniae izolatumok 3. generacios cefalosporin

rezisztenciajanak aranya a résztvevo orszagokban, EARSS 2009

Az OEK szervezésében miikddd hazai antibiotikum rezisztenciat monitorozé6 Nemzeti
Bakteriologiai Surveillance (NBS) a bakteridlis kérokozok antibiotikum rezisztencia
adatainak gyQjtését és feldolgozasat végzi. A hazai pozitiv tenyésztési eredmények kb.
60-70%-a keriil évente az adatbazisba, és ebbdl a rendszerbdl szarmaznak az eurdpai
antibiotikum rezisztencia surveillance rendszerbe (EARSS) (2010-t61 az Europai
Betegségmegeldzési  és Jarvanyiigyi Kozpont (ECDC) Europai Antibiotikum
Rezisztencia Surveillance Halozataba (EARS-Net)) kozolt adatok is.

Az NBS adatai szerint Magyarorszagon a hemokultirabol izolalt K. pneumoniae aranya
2004-ben tapasztalt 2%-rol 4%-ra emelkedett 2010-ben (19. abra). Ezenbelil a 3.
generacios cefalosporin rezisztens K. pneumoniae izolatumok aranya is évrol-évre

folyamatosan emelkedik mind a nozokomialis, mind a teriileten szerzett infekciok
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esetében (20. abra). A hemokulturabdl szarmazé K. pneumoniae izolatumok kozel fele
ma mar multirezisztens (egyszerre 3. generdcios cefalosporin, fluorokinolon ¢és
aminoglikozid rezisztens): 2003-ban ilyen izolatumok még 1%-nal Kkisebb
gyakorisdggal fordultak eld, 2005-ben elértek a 15%-ot mig 2010-ben az Osszes K.
pneumoniae izolatum 40%-t, a 3. generacios cefalosporin rezisztens K. pneumoniae
izolatumoknak pedig tobb mint 70%-t adtdk (21. dbra). Dolgozatomban az abrakrol
leolvashat6 trendek mogott huzodo kilenc évet feldlelé populacio-dinamikai valtozasok,
a populacioban cirkulalo rezisztencia gének meghatarozasa és aranya, a K. pneumoniae

epidemicitasanak, molekularis epidemiologiajanak vizsgalata keriil bemutatésra.

=== Staphylococcus aureus =8 = Escherichia coli Enterococcus spp.
=8 = Pseudomonas aeruginosa ==A = Klebsiella pneumoniae O - Enterobacter cloacae
= & = /Acinetobacter baumannii
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19. abra Hemokultirabol izolalt korokozdk aranya.

(NBS adatok alapjan 2003-2010)
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20. abra K. pneumoniae izolatumok 3. generacios cefalosporin rezisztenciajanak aranya.

(NBS adatok alapjan 2003-2010)
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(n=372) (n=334) (n=342) (n=300) (n=317) (n=378) (n=366) (N=475)

21. abra 3. gen. cefalosporinok, aminoglikozidok és fluorokinolonok korezisztenciaja
hemokulturabdl szarmazo K. pneumoniae izolatumokban.
(NBS adatai alapjan, 2003-2010)
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7.1. SHV-tipusu ESBL-termelé Klebsiella spp. altal okozott jarvanyok

vizsgalata

2002-2003 kozott Magyarorszagon ESBL-termelé Klebsiella spp. torzsek szamos
nozokomialis jarvanyt okoztak kiilonboz6 PIC-ban. Ennek okait keresve az OEK-be
bekiildott hét bejelentett nozokomidlis jarvanybol szarmazod 126 torzs molekularis
epidemiologiai vizsgalatat végeztiik el. Eredményeink igazoltak, hogy az 6t kérhaz PIC-
iban lezajlott hét jarvanyt tiz epidemioldgiailag fliggetlen genetikai klon okozta.
Korhazak kozott terjedd, tobb jarvanyban résztvevd epidémids klonokat nem
azonositottunk.

Erdekes médon azokban a PIC-ban (PIC1, PIC2), ahol egynél t5bb jarvany fordult eld,
egyetlen jarvany torzs sem perzisztalt hosszabb ideig ugyanazon az osztalyon. Ezek a
megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy az SHV-termel6 Klebsiella spp.
klonok terjedése egy-egy korhazra korlatozodott és nem jatszott kiemelkedd szerepet a
sz¢leskorli elterjedésben, amire viszont mas tanulmanyok utalnak. (Bauernfeind és
mtsai 1993, Coque és mtsai 2002).

Annak ellenére, hogy a hét SHV-5-tipust B-laktamaz termel6 jarvany torzs (D,
E, J PTk, PIC 1; F PT, PIC 2; B PT, PIC 3; I PT, PIC 4 és H PT PIC 5) egyenként akar
6 kiillonb6z6 méretli plazmidot is tartalmazott, egyediil a 94 kb méretli plazmid atvitele
sikerililt minden egyes torzsbdl. A 94 kb méretli plazmidok restrikcios vizsgéalata két
restrikcids enzimmel igazolta, hogy mindegyik plazmid nagyon hasonld, vagy azonos
mintdzattal rendelkezett. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy azonos
blaspy-s-hordozd plazmidok terjedtek el a jarvanyokat okozo K. pneumoniae és K.
oxytoca torzsekben az orszag tavoleso régidiban. Legjobb tudomasunk szerint ez volt az
elso leirdsa egy R-plazmid ilyen nagyméretli és gyors orszagos terjedésének, ahol 8
honap alatt jarvanyok sorozatat okozta tobb megye PIC-aiban.

Részben hasonl6 eredményekrél szamolnak be Prodinger és mtsai (1996), akik
egy 80 kb koriili blagny-s-hordozé R-plazmid epidémias terjedését és harom korhazi
osztalyon parhuzamos jarvanyok kialakuldsdban jatszott szerepét bizonyitottdk be.
Magyarorszagon Kristof és mtsai 2001 és 2005 kozott izolalt Klebsiella spp ESBL
termelését vizsgaltadk egy budapesti kérhaz PIC osztilyan. Az izolatumok 46%-anal

igazoltak az ESBL-termelést (23 K. pneumoniae és 16 K. oxytoca izolatum). A vizsgalat
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ideje alatt a 6 kiilonbozé PT-hoz tartozo torzsek csak néhany honapig voltak jelen az
osztalyon. Az izolatumok 70%-a blasyy.s gént hordozott, valamint 9 K. oxytoca
izolatumban blaspy.12 gént azonositottak. (Az altalunk vizsgalt jarvanyoknal az utdbbi
gént nem detektaltuk). Az izolatumok tobbségében a blasyy-s gén itt is egy ~90 kb
méretli plazmidon helyezkedett el (Kristof és mtsai 2007).

Vizsgalatunk idészakdban még igen kevés tanulmanyban irtak le SHV-2a-termeld
patogéneket. Igen ritkan izolalt B-laktamaz tipus volt Eurdpaban (Bedenic és mtsai
2001, Perilli és mtsai 2002, Zarnayova ¢s mtsai 2005), de érdekes modon a
leggyakoribb Koredban (Kim 2002). Spanyolorszagban ¢s Szlovakidban végzett
vizsgélatok szerint az SHV-2a kiilonb6z0 klonokban valdé megjelenése nem R-
plazmidok terjedésének kovetkezménye (Coque és mtsai 2002, Zarnayova és mtsai
2005). Ezzel szemben vizsgalatunkban a K105/98 (PIC 2, 1998) és K75/02 (PIC 3,
2002) izolatumokbodl szarmazé SHV-2a enzimet kodoldo konjugativ plazmidok
restrikcidés mintazata teljesen megegyezett. A két plazmidot két kiilonbozd jarvany
torzsbdl izolaltuk, a torzsek pedig foldrajzilag tavolesdé PIC-kban okoztak jarvanyokat 4
év eltéréssel. Emellett a TK-nak ezek a plazmidok hasonld rezisztencia szintet
kozvetitettek cefotaximmal és gentamicinnel szemben. Ezt figyelembe véve ugy tiinik,
hogy a blaspy-2a gén — a gentamicin rezisztenciaval egyiitt - egyetlen konjugativ plazmid
segitségével képes terjedni.

Glatz ¢és mtsai 1998-ban PIC osztalyokrol gyiijtott E. cloacae izoatumokkal végeztek
vizsgalatokat. A 142 vizsgalt izolatum koziil hétben egy ~90 kb nagysagu, blasyy-2agént
hordoz6 plazmidot izolaltak, amely emésztési képe nagyon hasonlo volt a K.
pneumoniae-bol szarmazo plazmidhoz (Glatz és mtsai 2010). Ez az eredmény
lehetséges magyarazattal szolgalhat az epidémids plazmidok szarmazéasira vagy
perzisztalasara, annal is inkabb, mert az E. cloacae torzsek képesek ellenallni bizonyos
ferttlenitoszereknek (Herson és mtsai 1987), és az intenziv terdpids osztalyok
kornyezetében hosszabb ideig életképesek (atlagosan 17,5 nap), mint a K. pneumoniae
(atlagosan 7,5 nap) vagy az E. coli (altagosan 2 nap) torzsek (Gastmeier és mtsai 2006).
Ez alapjan lehetséges, hogy az R-plazmidok rezervoarja a korhazi koérnyezetben van,
onnan pedig virulensebb, de antibiotikumokkal szemben érzékeny torzsek ezeket

felvehetik.
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Eredményeink bebizonyitottak, hogy a hazai PIC-kban 2002-2003 ko6zott lezajlott
ESBL-termelé Klebsiella spp. torzsek altal okozott jarvanyok rezisztencia géneket
hordoz6é plazmidok széles korli, hatékony terjedésének kovetkezménye. Ez alapjan a
PIC-ban az akkori ESBL-szituicié hatterében hasonlé vagy azonos blaspyy.s- vagy
blashy-2a-hordozd multirezisztens epidémias R-plamidok orszagos terjedése allt,
amelyek a K. pneumoniae és K oxytoca populaciok egyes tagjait potencialis jarvany
torzsekkeé tehették. Baquero és mtsai (2002) az ESBL-termel6 patogénekkel kapcsolatos
megfigyeléseik definidlasara bevezették a ,,allodémias” (allos = mas) elnevezést
bizonyos poliklondlis jarvanyok leirdsara. Megfigyeléseik alapjan amikor az
epidemioldgiai szituacid nem egyértelmii — sem jarvanyok, sem endémids terjedés nem
bizonyithat6 egyértelmiien — az ,,allodémids szituacid” fogalma alkalmasabb a helyzet
leirasara. Fentieket figyelembe véve az akkori helyzetet korhazak kozotti ,,allodémias
szituacioként” irhatjuk le, amelyet SHV-tipusi ESBL-gént kodold, nagyon hasonlo R-
plazmidok Klebsiella spp. torzsekbe valo tobbszori bejutasa okozott. Az ilyen tipust R-

plazmidok elnevezésére az ,,allodémias R-plazmidok” fogalmat ajanljuk.

7.2. CTX-M-termel6 K. pneumoniae torzsek vizsgalata

A CTX-M-15-tipust B-laktamazok megjelenése K. pneumoniae torzsekben nem volt
meglepd, tekintve széles korti elterjedésiiket az Enterobacteriaceae csalad tagjai kozott
Kelet Europaban (Baraniak és mtsai 2002a, Edelstein és mtsai 2003). 2003-ban végzett
vizsgalatunkban 17 ciprofloxacin rezisztens CTX-M-15-termelé K. pneumoniae
izolatumot azonositottunk, amelyeket 5 megye nyolc, foldrajzilag tavolesé korhdzaban,
dontéen sebészeti osztalyain sebvaladékokbol izolaltak. Erdekes modon az izolatumok
kiilonb6zé 1ddpontokban vett mintakbol szarmaztak, akar tobb honap eltéréssel. A
makrorestrikcids profil vizsgalat alapjan az izolatumok egy genetikai klonhoz —
epidémids konhoz tartoztak. Az epidémids klon elnevezésére a Magyar Epidémias Klon
(Hungarian Epidemic Clone, HEC) nevet ajanlottuk. Ez akkor nem csak
Magyarorszagon, de a nemzetkozi irodalomban is az elsé bizonyitottan epidémias
elterjedésti K. pneumoniae klon volt.

A HEC-hez tartoz6 2003-bol szarmazé izolatumokban a blactx-m-15 gén egy ~140 kb
méretli konjugativ plazmidon helyezkedett el. Egy francia korhazban izolalt E. coli

izolatumokban a blactx-m-15 hasonléan nagy, 120 kb meretii konjugativ plazmidon
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helyezkedett el tetraciklin és aminoglikozid rezisztencidt kodold génekkel egyiitt
(Leflon-Guibout és mtsai 2004). Altalanossagban elmondhat6, hogy a CTX-M-kodold
gének 7-160 kb nagysaga plazmidokon fordulhatnak el6 és a plazmidok tobbsége in
vitro konjugaciéval atvihetd. Ezek a plazmidok igen gyakran mas - aminoglikozidok,
chloramphenicol, sulfonamidok, teraciklin - rezisztencia géneket is kodolnak (Bonnet
2004). A vizsgalatunk idészakaban a CTX-M-15-termelé klonok epidémias terjedését
csak E. coli torzsekre irtak le az Egyesiilt Kiralysagban és Franciaorszagban (Woodford
¢s mtsai 2004, Leflon-Guibout €s mtsai 2004).

A HEC azonositasa utan folyamatos monitorozassal figyeltiik a hasonl6 antibiogrammal
rendelkezé izolatumok felbukkanasat. 2004-ben az OEK-be bekiildott 183 ESBL-
termelé K. pneumoniae izolatum koziil 6sszesen négy volt ciprofloxacin rezisztens
CTX-M-15 termeld. A kovetkezd évben azonban a ciprofloxacin rezisztens CTX-M-15
termelé K. pneumoniae robbanasszer(, széles kort elterjedését tapasztaltuk: 13 megye
35 korhazéaban, foleg intenziv terapids osztalyokrdl szdrmazd 196 izolatumot kiildtek be
tovabbi vizsgalatokra.

A makrorestrikcids profil vizsgéilat a kizardlag felndtt betegekbdl szdrmazod 196
izolatumot Osszesen harom pulzotipusba sorolta, amelyeket epidémids klonoknak
neveztiink el: a mar ismert HEC, valamint ECII (R PT) és ECIII (S PT). A HEC-t
tovabbi harom szubtipusba soroltuk, ami mar a kléon heterogenitasat bizonyitotta. Ez
nem meglepd, mivel 2003-ban tortént elsd leirdsa utan mar két év telt el, és a klon mar
az egész orszagban elterjedt. A térben és idOben torténd terjedés pedig a baktérialis
klonok esetében a genetikai alloméany kisebb-nagyobb valtozasat eredményezheti,
ahogy a szervezet kénytelen alkalmazkodni az ijabb kornyezeti feltételekhez. Az S és
az R epidémids klonok viszonylag homogén strukturaval rendelkeztek, ami feltehetden
az akkori kisebb elterjedtségiiknek koszonhetd.

A PFGE kivaléan alkalmas baktériumok molekularis-epidemiologiai
tipizalasara, viszont térben és idOben az epidemiologiailag nem Osszefliggd izolatumok
Osszehasonlitdsdra csak nagy, tobbszaz izolatum mintdzatait tartalmazé adatbazisok
segitségével alkalmazhato. Ezzel szemben az MLST, amely a baktériumok héztartasi
gének genetikai valtozatossagan alapul, jol alkalmazhatd idében és térben hosszabb
tavot feloleld epidemiologiai Osszehasonlito és populacio-genetikai vizsgalatok

elvégzésére (Maiden és mtsai 1998). A K. pneumoniae MLST sémajat éppen akkor
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kozoltek Diancourt és mtsai (2005), és ezen a teriileten elséként alkalmaztuk a hdrom
epidémids klon tipizalasara. Az MLST eredményei igazoltak a makrorestrikcids profil
szerinti csoportositast, a torzsek valoban harom kiilonb6z6 epidémids klonhoz tartoztak:
ST11 (S PT), ST15 (N PT), ST147 (R PT). Az ST11 és ST15 tipusokhoz tartoz6 néhany
torzs sporadikus izolalasarol Eur6paban akkor mar  beszédmoltak

(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PE8/mist/Kpneumoniae.html, Diancourt és

mtsai 2005), viszont az ST147 szekvenciatipust elséként irtuk le.

Az MLST eredmények interpretacidja 0j megvilagitasban helyezte a K.pneumoniae
populaciérdl eddig alkotott elképzeléseinket. Bizonyitékot nyert, hogy a populacion
beliil néhany torzs stabil klonalis struktraval rendelkezik. Igy a K. pneumoniae
populacidban elsdként irtunk le epidémias klonok létezését. Vizsgalataink igazoltik,
hogy Magyarorszagon ezek az epidémids klonok tobb egészségiigyi intézményben jelen
vannak, és akar tobb évig perzisztalhatnak ugyanabban a kérhazban. Megallapithatjuk,
hogy a CTX-M-15-tipusi ESBL 2005-ben tapasztalt ugrasszerii emelkedése a K.
pneumoniae izolatumokban 6sszesen harom, ciprofloxacin rezisztens stabil epidémias
klon elképesztéen gyors (12 honap) orszagos elterjedésének koszonhetd. Erdemes
kiemelni, hogy az OEK-be 2005-ben bekiildott ESBL-termelé K. pneumoniae
izolatumok 70%-a, valamint az altaluk okozott nozokomialis véraram fertézések 36%-
aban az izolatumok a harom epidémias klon valamelyikéhez tartozott.

Az izolatumok tobbsége legaldbb négy antibiotikum csoporttal szemben mutatott
rezisztenciat. A hdrom epidémids klén TK-ibdl izolalt ESBL-gént kodold plazmidokon
tobb rezisztencia gént azonositottunk: a blacrx.m-15 mellett blapxa-1, aac(6’)-1b-cr és
aac(3)-11 géneket is. A gentamicin érzékeny HEC izolatumok plazmidjai ezutobbi gént
nem hordoztak. A tetraciklin rezisztencia gének - tet(A) és tet(C) - kizarolag a HEC
izolatumokbdl szarmaz6 plazmidokon fordultak eld. Az egy plazmidon eldfordulod
hasonld rezisztencia gén kombindciot az Anglidban teriileten elterjedt CTX-M-15
termeld E. coli A és D torzsek plazmidjainal mutattak ki (Karisik és mtsai 2006)
Mindharom epidémias klon magas szintli ciprofloxacin rezisztencidt mutatott. A
vizsgalt izolatumok gyrA és parC gének QRDR-eiben tobbszords mutacidkat
igazoltunk. A magas szintli kinolon rezisztencia eléréséhez a Gram-negativ
baktériumoknal mindkét gén szimultdn mutéacidi sziikségesek, ami azonban hossza,

1épésrol-1épésre kialakuld folyamat (Brisse és mtsai 1999, Deguchi és mtsai 1997,
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Woodford és Ellington 2007). A felndtt apolasi osztalyokon, ahol igen magas a
kinolonok hasznalata, a kinolonokkal szemben rezisztens torzs egyértelmii szelekcios
elonyhoz jut. Mivel azonban a magas szintli kinolon rezisztencia elérése igen
hosszadalmas a baktérium szempontjabol, ez viszonylag kevés egyednek fog sikeriilni.
A populacid adott koriilmények kozott (kinolonok folyamatos jelenléte) ezen egyedek
szaporodasat fogja preferdlni, ez pedig elvezethet egy stabil rezisztens klon
kialakulasdhoz. Az egyedszdm novekedésével a rezisztens klon nagyobb
valoszinliséggel vehet fel olyan mobilis genetikai elemeket, amelyek tovabbi
rezisztencidkat kodolnak (pl. plazmidon hordozott ESBL-kédolé géneket). Ez
magyarazattal szolgalhat a harom epidémids klon kialakuldsara, gyors és hatékony
terjedésére.

A fenti hipotézistdl kissé eltéré magyarazatot fogalmaznak Hawkey és Jones (2009). Az
aac(6’)-1b aminoglikozid rezisztencia gén egyik variansa — az aac(6’)-lb-cr -
kismértékben hidrolizalja a ciprofloxacint és a norfloxacint. Mivel ez a gén gyakran az
ESBL-gént hordozo plazmidon lokalizdlodik az adott izoldtum bizonyos ideig védve
van a kinolonoktdl, amig a sziikséges mutaciok kialakulasaval eléri a magas szintli
ciprofloxacin rezisztenciat. Ez a rezisztencia gén valtozat mindhdrom epidémias klonbol
izolalt plazmidokon jelen volt, és a TK-kban is megemelte kismértékben a ciprofloxacin
MIC értékét.

Az elébbiekben bemutatott vizsgalatunknal megallapitottuk, hogy a PIC-kban SHV-
termel6 Klebsiella spp. altal okozott jarvany sorozatok allodémias R-plazmidok széles
korli, hatékony terjedésének kovetkezménye. Ezzel szemben a cefotaximazok — és foleg
a CTX-M-15 — robbanasszerli orszagos terjedésének hatterében csak harom epidémias
klon gyors és hatékony térhoditdsa 4ll, amelyek meglepden hasonld ,rezisztencia
felszereléssel” rendelkeznek.

A 2005-ben bejelentett K. pneumoniae torzsek altal okozott jarvanyok koziil hatot a
harom epidémias klon okozott. Ez a tény kiemeli a harom klon jelentds epidemicitasat
(Isd korabban) és kiilonleges alkalmazkodasat a korhazi kornyezethez. A 2005-2008
kozott lezajlott, az eléz6ekben bemutatott ESBL-termelé K. pneumoniae torzsek altal
okozott jarvanyokat Szilagyi és mtsai elemezték epidemiologiai modszerekkel. Arra
kerestek magyarazatot, hogy a PIC-eken miért csak SHV-tipusu ESBL-termeld K.

pneumoniae torzsek, a felndtt ITO-okon pedig csak CTX-M-termelé K. pneumoniae
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torzsek okoztak nozokomidlis fertézéseket. Feltételezték, hogy a kétféle osztalytipus
teljesen szeparalt (a betegeket és az apold személyzetet is beleértve), és eltéréek az
antibiotikum felhasznalasi szokasok is. Mivel az SHV-tipusu torzsekkel ellentétben, a
CTX-M-termel6 K. pneumoniae torzsek szinte mindig rezisztensek fluorokinolonokkal
szemben, igy az ITO-n a fluorokinolon hasznalat eldsegitheti a CTX-M-termel6 torzsek
terjedését. A CTX-M-termeld torzsek megjelenése elétt a ciprofloxacin érzékeny, SHV-
tipusa ESBL-termelé K. pneumoniae torzsek csak sporadikusan fordultak elé feln6tt
ITO-okon, azonban az itt alkalmazott fluorokinolonok szelekcids eldnyt jelentettek a
CTX-M-termel6 torzsekre. (Szilagyi és mtsai 2010).

Az az egydilalld helyzet, amikor az orszagszerte azonositott CTX-M-termeld K.
pneumoniae izolatumok 97%-a magas szintii ciprofloxacin rezisztenciaval rendelkez6,
Osszesen harom epidémias elterjedésti genetikai klonhoz tartozik, valamint az, hogy a
HEC ¢évekig perzisztdl ¢és cirkulal hazdnk egészségligyi intézményeiben a
Staphylococcus aureus (MRSA versus MSSA) populacioban lezajlott eseményekhez
hasonloan (Musser és mtsai 1992) konvergens evollcids folyamatokat feltételez.
Enright és mtsai (2002) 912 MRSA ¢és MSSA torzset tartalmazd nemzetkozi
gyujtemény multilokusz szekvencia tipizalasat elvégezték és megallapitottak, hogy a
nagy interkontinentdlis MRSA klonok kisszamt, Okologiailag sikeres epidémias
elterjedésit. MSSA klonokbol alakultak ki methicillin rezisztencia gének tobbszori

felvételével.

7.3. Klebsiella spp. nemzeti PFGE tipizal6 adatbazis

Az elmult években szdmos nozokomialis jarvanybol és halmozddasbol, valamint
sporadikus esetbdl szarmazo tobb mint 1000 ESBL-termelé K. pneumoniae izolatum
makrorestrikcios profilvizsgalatat (PFGE) végeztiik el. Az adatbéazisban felvett torzseket
genetikai hasonlosaguk alapjan betlivel, ill. 2008 6ta species roviditést és tipusszamot
tartalmaz6 PFGE tipusokba soroltuk be. Ily mddon az adatbazis komplex elemzésével
nyomonkovethetd egyes PFGE tipusok — genetikai klonok - terjedése az orszag
egészségligyl intézményeiben évekre visszamendleg, valamint 0 tipusok megjelenése

is.
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Az adatbazis ezen kiviil tartalmazza a torzsek azonosit6 adatait, minden epidemiologiai
informacioét, ami rendelkezésiinkre 4ll, valamint szdmos kiegészité vizsgalat
eredményeit is. A kiegészité vizsgalatok magukban foglalhatjdk a fagtipizalast, a
plazmidprofil meghatarozast, a plazmid tipizalast, az ESBL-gén tipusanak, ill. mas
rezisztencia géntipusok meghatarozasat is. Valasztott torzsek esetében a szekvencia
tipust (MLST) is meghatarozzuk, és a szekvencia alapu tipizalds eredményeit

nemzetkozi adatbazisokban is kozzétessziik.

A 2006-6ta tartdo multirezisztens K. pneumoniae izolatumok molekularis epidemiologiai
vizsgalata igazolta a 2005-ben leirt harom epidémids klon genetikai stabiliitasat,
tovabba széles korii elterjedését és epidemicitdsat (Isd korabban) hazank szamos
egészségiigyi intézményében. 2005-2010 kozott Osszesen 444 izolatum tartozott a
Magyarorszagon azonositott ciprofloxacin rezisztens féleg CTX-M-15-termeld K.
pneumoniae epidémias klonok valamelyikéhez (22. abra). A 2010-es év végéig
Osszesen 153, a HEC-hez tartozd (N/ST15) izoldtumot azonositottunk, melyeket 35
koérhazbol és egy hazi orvosi rendelésrol szarmazo mintakbol izolaltak. 12 intézménybdl
szarmazo 76 izolatum tartozott az R/ST147 epidémias klénhoz, 10 korhazbol szarmazéd
51 izoldtum tartozott az S/STI11, ST258 epidémias klonhoz és 130 izoldtum 37
egészseégiigyl intézménybdl a Z/ST525 epidémids klonhoz tartozott.

A 2006-ban egy Pest megyei kérhdzban azonositott Z/ST252 epidémias klon négy év
alatt dominanssa valt hazankban, részben kiszoritva az N/ST15, az R/ST147 ¢és az

S/ST11 epidémias klonokat.
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22. abra K. pneumoniae multirezistens CTX-M-15-termeld epidémias klonok

filogeografiai térképe a nemzeti tipizal6 adatbazis adatai alapjan (2005-2010, n=444)

2005-2010 0Osszesitett eredményei alapjan az adatbazisban szerepld epidemioldgiai
adatok alapjan az OEK-be bekiildott az 5 epidémias klon (N/ST15, S/ST11, R/ST147,
L/ST274 és Z/ST525) 85%-at adta a felnott betegek invaziv mintdibol szarmazd
izolatumoknak. A Z/ST525 epidémias klont az invaziv mintakban 32%-ban
azonositottuk (23. dbra)

K kién
5%

S klé
6%
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‘

23. abra ESBL+ K.pneumoniae epidémias és endémias klonok eléfordulasa invaziv
mintakban (n= 139, 2005-2010, felndtt apolasi osztalyok)
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A 2004 ¢és 2010 kozotti iddszakban a PIC-bol és csecsemd osztalyokrdl szarmazod
ESBL-termel6 K. pneumoniae izolatumok jellemzése igazolta —a 2002-2003 idészakban
végzett vizsgalatunkhoz hasonldan -, hogy egy jarvanyban egyetlen (ritkan kettd)
genetikai  klon vett részt, melyet altalaban sem kordbban, sem késObb nem
azonositottunk mas egészségiigyi intézményben. Ezek a kloénok rovid, ,kérészéletiinek”
bizonyultak, azokat kizarélag egy jarvanybol izolaltdk és nem perzisztaltak hosszabb
ideig — honapokig - az adott osztalyon. Kivételt képeznek a Q, H és L klonok,
amelyeket térben és id6ében tobbszor azonositottuk (24. abra). A ciprofloxacin rezisztens
Z/ST525 megjelenése egy PIC-ben 2009-ben bizonyitottan az elsé eset 2002 ota,
amikor nem a ,,megszokott” SHV-termelé K. pneumoniae tdrzset azonositunk gyerek
osztalyon. Ez a klén 2010-ben egy masodik nozokomidlis jarvanyt is okozott egy masik
PIC-ban. Hasonléan aggodalomra ad okot a ciprofloxacin-rezisztens CTX-M-termeld

KP046 PT is egy Fovarosi korhaz korasziilott osztalyan valé megjelenése.

% (2002-10)=22 Jarvany
24 genetikai klén 292 torzs
DE rokon R-

....... § Abivit) Zemphin

plazmidok

Seaboles Seatmor Bereg

Mg Bibnr

m.
.m—ll -3 klén/jarvany

Kizarolag Gyerek
Osztalyok

2009 Tozs/PFGE tipus

24. abra 2002-2010 kozott izolalt SHV-tipustt ESBL-termel6 K. pneumoniae jarvany
torzsek (n=292) filogeografiai térképe.
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7.4. CTX-M-15 vagy SHV-2a termelé K. pneumoniae L/ST274

epidémias klon vizsgalata

A baktériumok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidjanak szamos tipusat irtak le.
Az antibiotikum rezisztencia mechanizmusokat harom f6 csoportba lehet sorolni, attol
fliggben, hogy a mikrobak milyen méddon keriilik el az antibiotikum hatasat: i,
antibiotikumot bonté/moddositd enzim termelése (pl. B-laktamazok, aminoglikozid
acetiltranszferazok); ii, az antibiotikum célmolekuldjanak megvaltoztatasa (pl. DNS
girdz, topoizomeraz megvaltozasa); iii, a célmolekulahoz val6 csokkent hozzaférés (pl.
sejtfal ateresztoképességének megvaltozasa, porinvesztés, aktiv efflux). Az antibiotikum
rezisztencia megszerzése is tobbféle Uton torténhet: mutaciokkal vagy rezisztencia
gének felvételével (Mulvey €s Simor 2009).

Hasonloan a 2005-ben tapasztalt CTX-M-15-termeld K. pneumoniae epidémias klonok
megjelenéséhez és robbanaszerl elterjedéséhez, egy Gjabb multirezisztens klon sikeres
terjedését figyelhettiik meg az orszadg tobb egészségiigyi intézményében. A vizsgalt
kléonhoz tartoz6 izolatumokban mindhdrom tipusti rezisztencia mechanizmus
(antibiotikumot bonté/modosité enzim termelése; az antibiotikum célmolekuldjanak
megvaltoztatasa; a célmolekulahoz valo csokkent hozzaférés) eléfordult (13. tablazat).
A 3. generacios cefalosporinokkal és aminoglikozidokkal szemben kiilonbdz6 enzimek
termelésével védekeztek, mig a ciprofloxacin esetében mindharom tipusu rezisztencia
mechanizmus megjelent. A gyrA génben tortént mutacido lehetett a rezisztencia
kialakulasadnak elsé 1épése, mely megemelte az antibiotikum MIC értékét (MIC: 0,5
mg/L a csecsemé osztalyokrol szarmazo torzseknél). A blactxm-1s gént hordozd
plazmidon talalhatdo az aac(6)-lb-cr gén is, amely altal kodolt enzim képes kis
mértékben bontani a kinolonokat, és ez a feln6tt osztalyokrol szdrmazo térzsek MIC
értékét tovabb emelte (MIC: 2 mg/L). Ezek az eredmények alatdmasztjak Hawkey és
Jones hipotézisét a fluorokinolon rezisztencia kialakuldsdhoz (Hawkey és Jones 2009),
miszerint plazmidon kodolt, bizonyos kinolonokat kis mértékben hidrolizalé enzimek az
adott torzseket ,,megveédik”, amig a magas szintli kinolon rezisztenciat eredményezd
kromoszémalis mutaciok létrejonnek. A csecsemd osztalyrdl szarmazé Ko61/8 torzs

esetében egy tovabbi rezisztencia mechanizmus is megjelent a GyrA mutacid mellett -
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egy efflux pumpa hatdsa, mely magasabb szintli ciprofloxacin rezisztenciat

eredményezett (MIC: 8 mg/L).

14. tablazat. Az L/ST274 epidémids klonhoz kdothetd antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok

Mechanizmus Molekularis hattér Erintett antibiotikum

1. Antib. inaktivacio

l.a. B-laktamaz CTX-M-15 Cefalosporinok
SHV-2a

I.b. Aminogl. inakt. AAC(3)-11 Gentamicin

enzimek AAC(6”)-Ib-cr Amikacin+Kinolon

I1. Target hely valtozas

I1.b.DNS GyrA: 83 Ser>Tyr Ciprofloxacin,

giraz/topoizomeraz Levofloxacin

III.Csokkent hozzaférés a
target helyhez

I11.b.Efflux pumpa TetA, TetC Tetracyclin

? Ciprofloxacin

crer

hogy a csecsemé és 1jsziilott osztalyokon dontéen az egyes antibiotikum rezisztencia
gének (poliklonalis terjedés), mig felndtt apolasi osztalyokon a sikeres multirezisztens
klénok terjedtek (monoklondlis terjedés). Ebben a vizsgalatban egy olyan ESBL-
termelé K. pneumoniae epidémias klont jellemeztink (L klon, ST274), mely - a
korabbiaktdl eltéréen - sikeresen terjedt el €s okozott jarvanyokat mind korasziilott,
mind feln6tt osztalyokon. Ehhez egy eddig ismeretlen stratégiat alkalmazva, a
kiilonbozd korhazi osztalyok kornyezetére jellemzd, évekkel kordbban azonositott és

ismert epidémias R-plazmidokat vett fel.
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7.5. KPC-2-termel6 K. pneumoniae S/ST258 klon vizsgalata

Az ST258 KPC-termeld klon megjelenése hazankban varhatdo volt, mivel
Gorogorszagban 2007-t61 a leggyakoribb karbapenemaz-termelé K. pneumoniae klon
(Grundmann ¢és mtsai, 2010). A kiilonb6z6 orszagokban leirt KPC-termeld6 ST258
izoldtumok tulnyomo tobbsége érzékeny colistinre, amelynek hasznalata Gjra elétérbe
keriilt sulyos betegek MDR vagy XDR Gram-negativ baktériumok altal okozott
fert6zéseinek kezelésében (Li és mtsai 2006). Colistin rezisztens MDR K. pneumoniae
torzsek megjelenésének okat Antoniadou és mtsai (2007) vizsgaltak, ¢és feltételezték,
hogy a colistin rezisztencia a MDR K. pneumoniae torzsek korében a tulzott és nem
megfeleld colistin hasznalat szelekcids nyomasara alakul ki. Ennek ellent mond, hogy a
hazankban kezelt betegeknél sem és az adott osztilyokon sem alkalmaztak colistin
kezelést, a colistin rezisztens torzsek mégis megjelentek.

A hazai és norvég KPC-termel6 izolatumok, valamint a CTX-M-15 termelé S/ST11
hazai izolatumok (S pulsotipus, epidémias klon III (ECII), 2005-2009) PFGE
vizsgalatanak eredménye igazolta, hogy 85%-o0s hasonldsagi szinten mindegyik vizsgalt
izolatum azonos genotipus csoportba tartozott, melyet két f6 alcsoportra lehetett osztani
(25. abra). Az S/ST11 kozel 6t éves hazai terjedése soran meglepéen homogén
struktarat mutatott —a makrorestrikcids profil vizsgalat eredményei szerint nagyobb
méretli inszercios vagy delecids események nem torténtek. Ugyanilyen genetikai
stabilitast lehet felfedezni az Osszes KPC-termeld ST258 izolatum esetében. A két
norvég €s az elsO magyar izolatum PFGE mintdzata teljesen megegyezett annak
ellenére, hogy az izolalasok kozott tobbezer kilométer foldrajzi és egy €v iddbeli eltérés

volt!
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25. abra KPC-2-, CTM-15- és VIM-4-termel6 K. pneumoniae izolatumok
makrorestrikcios profil vizsgalata (MRP) és szekvencia tipusai (ST). Az dsszes izolatum

az S PT-ba tartozik és a CC258/340 klonalis komlexbe.

Az MLST adatbazis alapjan Magyarorszagon tortént elsd leirdsa utdn az STI11-t
Koredban (Ko és mtsai 2010) és tobb Azsiai orszagban (Lee és mtsai 2011) is
azonositottak. Az ST258-t, amely a hét vizsgalt gén koziil csak egyben tér el az ST11-
tél (SLV, Single Locus Variant), kimutattdk Norvégiaban, Svédorszdgban (Samuelsen
¢s mtsai 2009), Izraelben (Navon-Venezia ¢és mtsai 2009), Gordgorszagban
(Grundmann és mtsai 2010), USA-ban (Kitchel és mtsai 2009), Lengyelorszagban
(Baraniak és mtsai 2009) és Koreaban (http://www.pasteur.fr/mlst). Tekintve, hogy az
MLST alapjan egy klonalis komplexbe (clonal complex, CC) tartozonak tekintik azokat
a torzseket, melyek szekvencia tipusa maximum egy génben tér el az azonos csoportba
tartozoktol, valamint a PFGE, az MLST tipizalds eredménye ¢és az ST11 és ST258
torzsek SHV-11 hordozasa alapjan Ugy tiinik ez az els¢ azonositott hiperepidémias
klonalis komplex a K. pneumoniae populacioban, mely jelenleg a vilag minden tajan
elterjedt. Mivel az MLST adatbazisban viszonylag kevés torzs adatai szerpelnek ezen

klonalis komplex nomenklaturaja/elnevezése még valtozhat. Ezt figyelembe véve a
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CC258/340 jelolést javasoltuk. A legfrissebb kozlések szerint 2011-ben azonositottak az
ST11 szekvencia tipusba tartozé KPC-termelé K. pneumoniae klont, mint dominans
KPC-2 termel6 klon Kinaban (Qi és mtsai 2011), tovabba az ST437 (az ST11 SLV-a)
szekvencia tipusba tartoz6 KPC-termel6 K. pneumoniae klont, mint dominans KPC-2-
termeld klon Brazilidban (Andrade és mtsai 2011)(26. abra).

Eredményeink - Osszhangban Samuelsen és mtsai (2009) megallapitasaval - arra
utalnak, hogy az els6 hazai KPC-termel6 K. pneumoniae valosziniileg Gorogorszagbol
keriilt Magyarorszagra, mig a tovabbi torzsek terjedésénél mar helyir atvitel

feltételezhetO.

* 1 ST147/VIM-27

. /.

—

ST437/KPC-2 !
ST14/NDM-1

ST11/DHA-1,
SHV-2,-5 ST147/NDM-1

26. abra Kiilonb6z6 rezisztencia géneket hordozo K. pneumoniae ST11 (SLV: ST340,
ST258, ST437), ST15 (SLV: ST14) és ST147 epidémias klonok azonositasa a vilag
szamos orszagaban a klonok magyarorszagi elso leirdsa utan.

7.6. VIM-4-termel6 K. pneumoniae S/ST11 izolatum vizsgalata

A PFGE ¢és az MLST eredményei egyOntetlien bebizonyitottdk, hogy a KP3686
izoldtum az S PT-ba és ST11 tipusba tartozott. Ezt a tipust 2005-ben azonositottuk, mint
orszagos elterjedésti CTX-M-15-termeld epidémias klont. Ennél az epidémias klonnal, a

tobbi magyar epidémids klontol eltérden, egy ~ 50 kb méretli, nem-konjugativ plazmid

113



DOI:10.14753/SE.2012.1716

hordozza a blactx-m-15 gént és mellette a blargm.1 gént is. Az ST11 szekvencia tipushoz
tartoz6 KP3686 izolatum esetén a blactx-m-15 gén szintén hasonld méretii plazmidon
talalhato. Az azonos szekvencia tipus és a blacrx-m-15 gént hordozo plazmid mintazata
alapjan valoszintsithetd, hogy a KP3686 izolatum esetében a ciprofloxacin rezisztens
CTX-M-15-termeléd S/ST11 epidémias klon egy blayma gént hordozd plazmid
felvételével tovabb novelte szelekcios esélyeit. Tudomasunk szerint a nemzetkozi
irodalomban ez az elsd kozlés, ahol egy orszagosan elterjedt ESBL-termeld K.
pneumoniae epidémias klon bizonyithatdan metallo-p-laktamaz gént hordozo integron
felvételével még sikeresebb klonna valt, tovabba eldszor irtuk le a hiperepidémias klon
VIM-termelését.

A VIM-termeld torzsek dinamikdjdnak megértéséhez a molekularis epidemioldgiai
vizsgalatok kulcs szerepet jatszanak. A KP3686 izolatumban azonositott 1. osztaly(
integron kazetta szerkezete azonos volt Libisch és mtsai (2008a, 2008b) altal
Pseudomonas aeruginosa ¢és Aeromonas hydrophila torzseknél leirt integronok
szerkezetével. Ez a tény az integronok kozos eredetére utalhat (Libisch és mtsai, 2008a;
Libisch és mtsai, 2008b) és az A. hydrophila — mint kornyezeti baktérium — feltehetéen
jelentés szerepet jatszik a rezisztencia gének horizontalis atvitelében. Az Aeromonas
fajok szamos élotérben megtalalhatok (szennyvizek, tenger-, édesvizek), de huméan
fertézéseket is okozhatnak (Libisch és mtsai 2008b; Libisch ¢és mtsai, 2008c). Mivel a
blayim géneket hordozo integronok dontéen konjugativ plazmidokon helyezkednek el, a

rezisztencia terjedése nagyon gyors és hatékony lehet, akar tobb species kozott is.

7.7. DHA-1-termel6 K. pneumoniae izolatumok vizsgalata

Annak ellenére, hogy az antibiotikum terdpia szempontjabol nem igazén fontos az
AmpC-gének kiilonb6z6 elhelyezkedése (kromoszomalisan vagy plazmidon-kodoltak),
az infekciokontroll és korhazhigiénés szempontbol azonban jelentds kiilonbség van.
Mig a kromoszomalis AmpC-taltermeld torzsek altalaban a terdpia sordn mutéacioval
alakulnak ki, és klonalisan terjedhetnek, addig a plazmidon-kédolt AmpC -laktamazok

mobilis genetikai elemeken kddolva horizontdlisan is terjedhetnek, akér speciesek
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kozott is, és dontéen mas rezisztencia géneket is kodold plazmidokon lokalizalédnak
(Jacoby 2009).

A DHA-1-termel6é K. pneumoniae robbanasszerii terjedése Magyarorszagon a szemiink
elott zajlott le 12 honap alatt. A terjedés folyamata az el6z6 vizsgalatainkban
tapasztaltakkal megegyezik: egyfeldl a blapyaa kodold plazmidok a mar megismert
epidémias klonok (S/ST11, Z/ST525) egy-egy izolatumaban -eléfordultak és a
horizontalis génatvitelt bizonyitjak, masfel6l a KP053/ST11 azonositasaval a klonalis
terjedést is figyelemmel kisérhettiik. Az izolatumok egy része CTX-M-15 termeld is
volt. A KP053/ST11 (97 izolatum, 13 egészségiigyi intézmény) az els6 DHA-1-termeld
orszagos elterjedésii epidémias klon Magyarorszagon.

be. A Csehorszagban izolalt DHA-1-termeld K. pneumoniae térzsek mindegyike — a
Magyarorszgi klonhoz hasonléan - az STI11 szekvencia tipusba tartozott, egyes
izolatumok SHV-5-tipustt ESBL-t is termeltek (Empel és mtsai 2010, Chudackova és
mtsai 2010). Ezzel szemben a Spanyolorszagban izolalt 26 K. pneumoniae torzs viszont
8 kiilonb6z6 szekvencia tipusba volt sorolhatd (ezek koziil 3 torzs CTX-M-15-tipusu
ESBL-pozitiv is volt, szekvencia tipusuk ST326) (Diestra és mtsai 2010). Cuzon és
mtsai, valamint Chudackova ¢és mtsai olyan DHA-1-termelé K. pneumoniae
izolatumokrol szamoltak be (ezek koziil tobb ESBL-termeld is volt), melyeknél az
OmpK36 porin elvesztése karbapenem rezisztenciat is okozott (Cuzon és mtsai 2010a,

Chudackova és mtsai 2010).
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8. Zarokovetkeztések, uj eredmények

A Kkiterjedt-spektrumu B-laktamaz termelé Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP) torzsek
vilagszerte a multirezisztens Gram-negativ baktériumok egyik legnagyobb csoportjat
alkotjak. Ezek az opportunista patogének feleldsek az elsdsorban intenziv terdpids
osztalyokon el6forduld nozokomidlis fertézésekért és hatalmas kockézatot jelentenek az
ezeken az osztalyokon apolt immunkompromittalt betegekre. Hatalmas jarvanyokozé
képességgel rendelkeznek, €s jelentds forrasai a horizontalisan terjedd antibiotikum
rezisztencianak.

A Nemzeti ESBL-termeld Gram-negativ korokozok Nemzeti Referencia
Laboratoriumanak adatai alapjan az ESBL-KP a leggyakoribb ESBL-termel6 patogén
Magyarorszagon. 2002 6ta az ESBL-termelé Enterobacteriaceae torzsek kozott 65-
75%-0s aranyban fordulnak el6. A Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance alapjan a
hemokultarakbol izolalt 3. gen. cephalosporin rezisztens K. pneumoniae térzsek aranya
a 2003-ban tapasztalt 9%-ro6l kozel 50%-ra emelkedett 2010-ben, tovabba ezeknek a
torzseknek a 80%-a aminoglikozidokkal és fluoroquinolonokkal szemben is rezisztens
volt.

végbemend valtozasok nyomon kovetéséhez komplex molekularis epidemioldgiai

vizsgalatokat végeztiink el.

SHV-tipusu ESBL-termel6 Klebsiella spp. altal okozott jarvanyok jellemzése

A 2002. és 2003. kozott bekiildott torzsek 92%-a SHV-tipusu ESBL-gént hordozott. A
vizsgalt izoldtumok szamottevd hanyada 5 megyei korhdz perinatalis intenziv
centrumaiban lezajlott hét jarvanybol szarmazott. A hét jarvanybol szadrmazd 126
izolatum molekularis epidemioldgiai tipizaldsa 10 kiilonb6zd ciprofloxacin-érzékeny
genetikai klont igazolt. Kivalasztott izolatumok ESBL-génjeinek szekvencia vizsgalata
a Magyarorszdgon ebben az idészakban dominans géntipusok - SHV-5 és SHV-2a —
jelenlétét igazolta. Az azonos ESBL-géntipust hordoz6é 10 jarvanytorzs kozos
jellemzo6je egyediil az volt, hogy nagyon hasonlo vagy teljesen azonos plazmiddal

rendelkeztek. Kovetkezésképpen a viszonylag rovid iddintervallumban (21 hoénap)
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megjelend jarvanyokat allodémias R-plazmidok orszagos terjedése okozta. A
nemzetkdzi irodalomban elséként irtuk le, hogy a nagyszamu PIC—ban lezajlott SHV-
tipusu ESBL—termelé KP altal okozott nozokomidlis jarvany azonos allodémids R—
plazmidok gyors, hatékony ¢és széles kort elterjedésének kovetkezménye.
Megallapitottuk, hogy Magyarorszagon ebben az iddszakban a K. pneumoniae
populacidoban az SHV-tipusit ESBL-gének poliklondlis terjedést mutattak. Az azodta

tartd monitorozas szintén ezt igazolja.

CTX-M-15-termelé K. pneumoniae izolatumok jellemzése és a Nemzeti K.

pneumoniae PFGE adatbazis

A 2003. év folyaman azonositottuk az els6 CTX-M-15-tipusi ESBL-termeld K.
pneumoniae izolatumokat hazankban. Az 0Osszesen 17 izolatumot kiilonboz6
egészségiigyi intézményekben és kiilonbozd idépontokba izolaltdk, de ennek ellenére
egyetlen genetikai klonhoz tartoztak (N/ST15). Ezt a klont Magyar Epidémias Klonként
(HEC) irtuk le és vilagviszonylatban ez volt az elsd leirdsa egy igazoltan orszagos

elterjedést, stabil epidémias K. pneumoniae klonnak.

2005-ben a CTX-M-15-tipusu ESBL-termelé K. pneumoniae izolatumok szama
ugrasszerlien megemelkedett, ¢s Magyarorszagon akkor jelentették az elsd, felnott
betegeket apold osztalyokrol ESBL-KP altal okozott nozokomialis jarvanyokat. A
molekularis epidemiologiai vizsgalatok eredményei alapjan tobbségiik HEC-hez
tartozott (129 izolatum, 27 egészségiigyi intézmény). A CTX-M-termeld izolatumok
2005-ben tortént robbanasszert terjedésében két tovabbi multirezisztens epidémias klon
1s szerepet jatszott — az R/ST147 (46 izolatum, 9 egészségiigyi intézmeény) és az S/ST11
(21 izolatum, 4 egészségligyi intézmény). Az epidémids klonok rezisztencidjanak
hatterében igen hasonlé mutaciokat és rezisztencia gén hordozast allapitottuk meg. A
harom epidémias klén 2005-ben 6t nozokomidlis jarvanyt okozott. Vilagviszonylatban
elsdként irtunk le térben és idOben stabil multirezisztens genetikai klonokat a K.
pneumoniae populaciéban és ennek bizonyitasara eldszor alkalmaztunk MLST-t. A
kozlemény megjelenése utan a modszert a kutatok azonnal elkezdték alkalmazni K.
pneumoniae izolatumok tipizalasara, és az eltelt két ¢év alatt megallapitasaink

beigazolddtak. Valdban léteznek olyan térben €s idében stabil, a legveszélyesebb
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rezisztencia mechanizmusokkal rendelkezd epidémias klonok, amelyek az egész vildgon
elterjedtek. Ezek koziil a leggyakrabban azonositott tipusok az altalunk elsoként leirt
ST11 (és annak kozeli rokonai, az ST258 ¢s ST437) és ST15.

Az epidémias és endémias multirezisztens K. pneumoniae klonok folyamatos
monitorozasara felépitettiik, és mikodtetjik a Nemzeti K. pneumoniae PFGE
adatbazist. Az N/STI15 (152 izolatum, 35 egészségiigyi intézmény), az R/ST147 (76
izolatum, 12 egészségiigyi intézmény) és az S/ST11 (53 izolatum, 10 egészségiigyi
intézmény) mellett két tovabbi epidémias klon kiszelektalodasat és orszagos terjedését
figyelhettilk meg: a Z/ST525 (130 izolatum, 37 egészségiigyi intézmény) és az L/ST274
(33 izolatum, 5 egészségiigyi intézmény). A szintén ciprofloxacin rezisztens CTX-M-
15-termelé Z/STS525 epidémids klon orszagos térhoditdsanak nyomon kovetése
alatdmasztja a CTX-M-tipust ESBL-k monoklonalis terjedését hazankban. Az L klon
esetében egy eddig ismeretlen talélési stratégiat irtunk le: a gyermekosztalyokrol
szarmazd izolatumok SHV-2a-tipusi ESBL—-termel6k voltak, a felndtt osztalyokrol
szarmazd izolatumoknal viszont CTX-M-15 tipusa ESBL- termelését igazoltuk. Az
L/ST274 epidémias klon a kiilonb6z6 koérhazi osztalyok kornyezetére jellemzo, évekkel
korabban azonositott és ismert allodémias R-plazmidokat vett fel. Vilagviszonylatban
elsdként irtuk le allodémias R-plazmidok akar tiz évig tartd stabilitasat és perzisztalasat
az orszag egészségiigyl intézményeiben, valamint K. pneumoniae klonok ilyen tipusu
alkalmazkodasat az eltérdé kornyezeti feltételekhez, ami feltehetden eldsegiti epidémias

terjedéstiket.

Karbapenemaz-termel6 K. pneumoniae izolatumok vizsgalata

A mobilis geneteikai elemek — féleg konjugativ plazmidok — segitségével pandémias
elterjedést elért TEM, SHV ¢és CTX-M ESBL-eket hordozé multirezisztens K.
pneumoniae torzsek altal okozott fertdzések kezelésére dontéen a karbapenemeket
alkalmaztak ¢és alkalmazzak. Ennek eredményeként az utdobbi néhany évben szerzett,
karbapenemeket hatdstalanité karbapenemazok (pl. metallo-B-laktamazok (MBL), K.
pneumoniae karbapenemazok (KPC)) jelentek meg a K. pneumoniae populacioban. Az

ilyen multirezisztens — féleg colistin rezisztenciaval parosulva - torzsek altal okozott
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fertdzésekre gyakorlatilag mar nem létezik adekvat terdpia, és ezek globalis terjedése
jelentésen hozzajarul az egészségligyi ellatas jelenlegi vilagméretli kriziséhez.
Magyaroszagon elsdként azonositottunk KPC-termeld és VIM-termel6 izolatumokat. A
KPC-2 termeld ST258 izolatumok, valamint a CTX-M-15 termelé ST11 hazai
izolatumok azonos genotipus csoportba (S pulzotipus) tartoztak. Figyelembe véve a két
szekvencia tipus kozeli rokonsagat, a PFGE eredményeit, az azonos, kromoszémalisan
kodolt blasyyv-11 gén jelenlétét a K. pneumoniae populacioban elséként azonositottuk
egy hiperepidémias klonalis komplexet, mely jelenleg a vildg minden t4jan elterjedt.
Mivel az MLST adatbazisban még viszonylag kevés torzs adatai szerpelnek a klonalis
komplex nomenklatiraja/elnevezése még valtozhat. Ezt figyelembe véve a CC258/340
jeldlést javasoltuk.

A VIM-4-termel6 izolatum jellemzése alatamasztotta a K. pneumoniae populaciora
vonatkozd6 megfigyeléseinket, az izolatum az azdta Dbizonyitottan sikeres
interkontinentélis elterjedésti S/ST11 hiperepidémias klénhoz tartozott, és kozel 6t éves
orszagos cirkulacidja alatt feltehetden a kdrnyezetébdl egy ismert integront vett fel,
ezaltal tovabb novelve szelekcids esélyeit. A nemzetkdzi irodalomban elsdként irtuk le

az ST11 hiperepidémids klon VIM-4 termelését.
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9. Osszefoglalas

A Kiterjedt-spektrumu p-laktamaz (ESBL) termel6 Klebsiella pneumoniae (KP) torzsek
vilagszerte a multirezisztens Gram-negativ baktériumok egyik legnagyobb csoportjat
alkotjdk. Mint opportunista patogének feleldsek az elsOsorban intenziv terdpias
osztalyokon eléforduld nozokomialis fertézésekért és komoly kockéazatot jelentenek az
ezeken az osztalyokon apolt immunkompromittalt betegekre. Hatalmas jarvanyokozo
képességgel rendelkeznek, és jelentds forrasai a horizontédlisan terjedd antibiotikum
rezisztencianak.

A Nemzeti ESBL-termelé6 Gram-negativ korokozok Nemzeti Referencia
Laboratoriumanak adatai alapjan az ESBL-termelé K. pneumoniae (ESBL-KP) a
leggyakoribb ESBL-termelé patogén Magyarorszagon. A Nemzeti Bakteriologiai
Surveillance alapjan a hemokulturakbol izolalt 3. gen. cephalosporin rezisztens KP
torzsek aranya a 2003—ban tapasztalt 9%-rol kozel 50%ra emelkedett 2010-ben,
tovabba ezeknek a torzseknek a 80%-a aminoglikozidokkal és fluoroquinolonokkal
szemben is rezisztens volt.

végbemend valtozasok nyomon kovetéséhez komplex molekularis epidemioldgiai
vizsgélatokat végeztiink el.

A 2002-2010 kozott végzett vizsgalatok eredményei, valamint a Nemzeti Klebsiella
PFGE Adatbazis elemzése alapjan az ESBL gének kétiranyu terjedése figyelhetdé meg a
KP populacioban Magyarorszagon. Az SHV-tipusi ESBL-k orszadgos jelenléte
poliklonalis, azonos vagy hasonldé blasyy.s vagy blaspy-2a hordozé multirezisztens
allodémias R-plazmidok terjedésének kovetkezménye. Ezzel szemben a CTX-M-15
tipusit ESBL-k szélekorli elterjedése monoklonalis, csupan néhany multirezisztens
epidemias klon gyors €s hatékony terjedésével €s évekig tartd orszadgos perzisztalasaval
magyarazhaté, melyek nagyon hasonld ‘rezisztencia génkészlettel” rendelkeznek.
Elséként irtunk le térben és idében stabil multirezisztens genetikai klonokat (N/ST15,
S/ST11, R/ST147) a K. pneumoniae populacioban.

Magyaroszagon els6ként azonositottunk karbapeneméz-termelé (KPC, VIM)
izolatumokat. A KPC-2 termel6 ST258 izolatumok, valamint a CTX-M-15 termelo

ST11 hazai izolatumok azonos genotipus csoportba (S pulzotipus) tartoztak. Az
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Osszesitett eredmények alapjan a K. pneumoniae populacioban az elsé hiperepidémias
klonalis komplexet, a CC258/340-t irtuk le. A VIM-4-termeld izolatum jellemzése
alatdmasztotta a KP populaciéra vonatkozé megfigyeléseinket, az izolatum az altalunk
eldszor leirt sikeres interkontinentalis elterjedésti S/ST11 hiperepidémias klonhoz
tartozott, amely kozel 6t éves orszagos cirkulacioja alatt feltehetden a kdrnyezetébol egy

ismert integront vett fel, ezaltal tovabb novelve szelekcids esélyeit.
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10. Summary

The extended-spectrum B-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP)
constitute one of the most common Gram-negative bacteria showing multiple antibiotic
resistance worldwide. These opportunistic pathogens are responsible for nosocomial
infections primarily in intensive care units (ICUs) and pose a major risk especially to
immunocompromised patients treated in these wards.

The ESBL-KP is the most important nosocomial pathogen in our country. According to
data of National Bacteriological Surveillance (NBS) the propotion of 3rd generation
cephalosporin-resistant KP from blood rose from 9% in 2003 to 49% in 2010.
Additionally the proportion of combined fluoroguinolone and aminoglycoside resistant
ESBL-KP became more than thirty-fold during the past eight years.

The main purpose of my work is understanding molecular epidemiology of 3rd
generation cephalosporin resistant KP, monitoring and possible explanation of changes
within ESBL-KP population in Hungary.

According to our National Typing Database, it was found that molecular epidemiology
of nosocomial ESBL-KP substantially changed during the past eight years. Between
2002 and 2004 the predominant ESBL-type in Hungary proved SHV (-2a,-5) which was
the consequence of polyclonal extensive and effective dissemination of similar
allodemic R-plasmids causing nasocomial outbreaks in Neonatal Intensive Care Units
throughout country. In 2005 a major shift in ESBL-type was observed among ESBL-KP
nosocomial isolates in Hungary. It was found that the nationwide dissemination of
cefotaximases and especially those of CTX-M-15 type is monoclonal and can be
explained with the rapid and efficient expansion of a few multidrug resistant CTX-M-
15-producing KP epidemic clones (ECs) with surprisingly similar ‘resistance
equipment’. We described for the first time in the international literature that there are
spatially and temporally stable multidrug resistant KP-ECs (N/ST15, S/ST11, R/ST147)
within KP population showed worldwide distribution and carried the most important
resistance mechanisms.

We identified and characterized the first carbapenemase-producing (KPC and VIM) KP
isolates in Hungary. The KPC-2-producing ST258 isolates and the CTX-M-15-

producing ST11 Hungarian isolates belonged to the same genetic cluster (S PT).
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Considering the overall results we described in the international literature the first
hyperepidemic clonal complex in KP population and proposed the CC258/CC340
designation. Molecular epidemiological typing and genetic characterization of the VIM-
4-producing isolate confirmed our observations on structure and dinamycs of KP
population. The isolate belonged to the intercontinental S/ST11 pandemic clone and
during five years of its countrywide persistence aquired an previously described
integron, probably from the environmental genetic pool. We described for the first time
in the international literature the existence of an successful hyperepidemic clone - the

ST11 - within KP population and its VIM-4-type MBL-production.
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