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1. Bevezetés

A K. pneumoniae species tagjai ubikviter szervezetek, szaprofitakként
megtalalhatok a talajban, felszini €s szennyvizekben, ndévényeken. Az
emberben és az allatokban szintén szaprofitaként jelen lehetnek a
béltraktusban és az orrgaratban. Bizonyos fo6ldrajzi régiokban teriileten
szerzett infekciok jelentds korokozoi, és mint opportunista patogének
felelosek az elsdsorban intenziv terapids osztalyokon el6forduld
nozokomialis fert6zésekért, ahol nagy kockazatot jelentenek az ezeken az
osztalyokon apolt immunkompromittalt betegekre. Hatalmas jarvanyokozd
képességgel rendelkeznek, és jelentds forrasai a horizontalisan terjedd
antibiotikum rezisztencianak. Ma a kiterjedt-spektrumt pB-laktamaz (ESBL)
termel6é Klebsiella pneumoniae torzsek vilagszerte a multirezisztens Gram-
negativ baktériumok egyik legnagyobb csoportjat alkotjak.

A mobilis geneteikai elemek — f6leg konjugativ plazmidok — segitségével
pandémias elterjedést elért TEM, SHV és CTX-M ESBL-eket hordozd
multirezisztens K. pneumoniae torzsek altal okozott fert6zések kezelésére
dontéen a karbapenemeket alkalmaztdk ¢és alkalmazzdk. Ennek
eredményeként az utdobbi néhany évben szerzett, karbapenemeket
hatastalanito  karbapenemazok (pl. metallo-fB-laktamazok (MBL), K.
pneumoniae karbapenemazok (KPC)) jelentek meg a K. pneumoniae
populacioban. Az ilyen multirezisztens — f6leg colistin rezisztenciaval
parosulva - torzsek altal okozott fertézésekre gyakorlatilag mar nem létezik
adekvat terapia, és ezek globalis terjedése jelentdsen hozzajarul az

egészségiigyi ellatas jelenlegi vilagméreti krizisé¢hez.



A Nemzeti ESBL-termel6 Gram-negativ korokozok Nemzeti Referencia
Laboratorium (ESBL-NRL) adatai alapjan az ESBL-termelé K. pneumoniae
(ESBL-KP) a leggyakoribb ESBL-termel6 patogén Magyarorszagon. 2002
ota az ESBL-termel6 Enterobacteriaceae torzsek kozott 65-75%-os aranyban
fordulnak eld. A Nemzeti Bakteriologiai Surveillance alapjan a
hemokulturakbol izolalt 3. gen. cephalosporin rezisztens K. pneumoniae
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.

A szazadfordulon Magyarorszagon ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek
egyre tobb, sulyos nozokomialis jarvanyt okoztak, féleg PIC-ban. A helyzet
sulyossaga indokolta az Enteralis és Nozokomialis Baktérialis Patogének
Nemzeti referencia laboratériumaba (BP-NTRL) bekiildtt jarvanyokbol,
halmoz6dasokbol és  sporadikus esetekbol szarmazd 3. generacios
cefalosporin rezisztens K. pneumoniae izolatumok széleskorli, komplex
molekularis epidemioldgiai vizsgalatat.

Dolgozatom legfébb célja a 3. generacioés cefalosporin rezisztens K.
valtozasok nyomon kovetése, a multirezisztens epidémias klonok és
epidémias plazmidok robbanasszer( orszagos terjedésének hatterében huzodo
molekularis-genetikai folyamatok feltérképezése. A tobb szaz izolatum
molekularis-epidemioldgiai  jellemzéséhez  dontdéen  teljes  genom
makrorestrikcios ~ profilanalizist (PFGE) alkalmaztam, kiegészitve
plazmidprofil, ~ feno- és  genotipusos  rezisztencia  mechanizmus
meghatarozassal, tovabba antibiotikum rezisztencia és haztartasi gének

(MLST) szekvencia meghatarozasaval. A szamos izolatum PFGE



mintdzataival olyan adatbazist épitettem, amelyben az eredendden
Osszehasonlito  (komparativ) jellegli makrorestrikcidos profilvizsgalatok
eredményeit definitivvé (meghatarozo) tettem és ezaltal térben és idében
onalléan  értelmezhetévé és  értékelhetévé  valtak.  Eredményeim
hozzajarulnak, hogy a Magyarorszagon egyik legjelentésebb nozokomialis
korokozova valt K. pneumoniae molekularis epidemiologidjat  és
antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajat alaposabban megismerjiik,
tovabba segitséget nyUjthatnak az infektologus ¢és korhazhigiénikus

szakembereknek a stlyos hazai helyzet javitdsahoz.

2. Célkitiizések

1. A 2002-2003-ban Perinatalis Intenziv Centrumokban (PIC)
jarvanyokat, illetve halmozodasokat okozo ESBL-termel6 Klebsiella
spp. torzsek genetikai rokonsaganak meghatarozasa, és az altaluk
hordozott ESBL-gének jellemzése, valamint Gsszehasonlitasa egy
1998-ban hazankban lezajlott ESBL-termelé K. pneumoniae altal
okozott jarvany torzseivel.

2. A hazankban 2003-ban megjelent CTX-M-termel6 K. pneumoniae
torzsek jellemzése. A CTX-M-termeld torzsek terjedésének tovabbi
monitorozasa, és Osszehasonlitisa a 2003-ban izolalt torzsekkel.
Nemzeti Tipizalé Adatbazis épitése és folyamatos fejlesztése K.
pneumoniae epidémias klonok terjedésének monitorozasara.
Filogeografiai térképek szerkesztése a multirezisztens K.

pneumoniae klonok elterjedtségérol térben és idében.



3. Az els6, Magyarorszagon megjelent SHV-tipusu ESBL- és KPC-
termelé K. pneumoniae izolatumok molekularis epidemiologiai
vizsgalata, genetikai jellemzése.

4. Az els6, Magyarorszagon megjelent CTX-M-tipusu ESBL- és VIM-
termelé K. pneumoniae izolatumok molekularis epidemiologiai
vizsgalata, genetikai jellemzése.

5. A hazankban 2009-ben megjelent plazmidon kodolt AmpC B-
laktamaz és CTX-M-termel6 K. pneumoniae izolatumok
molekularis epidemiologiai vizsgalata és terjedésének monitorozasa.

3. Modszerek

Baktérium torzsek

A Fagtipizalé és molekularis epidemioldgiai osztalyra, valamint az BP-
NTRL-be az 1960-as évektdl kezddédden kiildik halmozodasokbol,
nozokomidlis jarvanyokbdl izolalt K. pneumoniae torzseket tipizalasara és
tovabbi vizsgalatokra, valamint 2002. 6ta kiildik az ESBL-termelésre gyanus
izolatumokat is az ESBL-NRL-ba. Vizsgalatainkhoz az izolatumokat a 2002-
2010 kozott bekiildott, 3. generacios cefalosporinokkal —szembeni
rezisztenciat mutaté 1708 K. pneumoniae izolatum kozott valasztottuk ki.
SHV-termeld Klebsiella spp. jarvanytorzsek vizsgdalata: 1998-ban, valamint
2002-2003. kozott 5 megyei, illetve oktatd korhaz PIC osztalyan lezajlott hét
jarvanybol izolalt 126 ESBL-termel6 Klebsiella spp. izolatumot valasztottuk
ki komplex molekularis epidemiolégiai vizsgalatokra.

CTX-M-termel6 K. pneumoniae torzsek vizsgalata: 2003-ban az FMEO és az
ESBL-NRL-ba bekiildott ESBL-termeld K. pneumoniae izolatumok koziil 17



magas szintli ciprofloxacin rezisztenciat mutatott és 6t megye nyolc
korhdzanak felndtt beteg ellatd osztalyairol szarmazott. 2004-ben csak 4,
2005-ben pedig 196 K. pneumoniae izolatum volt CTX-M-termel6 és magas
szinten ciprofloxacin rezisztens. A 13 megye 35 korhazabol, 6t jarvanybol
(n=137) valamint sporadikus esetekbdl szarmazo izolatumok PFGE, MLST
és plazmid tipizalasat, tovabba a rezisztencia mechanizmusok vizsgalatait
végeztiik el.

Fluorokinolonokkal szembeni csokkent érzékenységet mutato ESBL-termelo
K. pneumoniae térzsek vizsgalata: A 2006-2008 kozott folyamatosan végzett
monitorozas soran megerdsitésre/tovabbi vizsgalatokra bekiildott 488 ESBL-
termel6 K. pneumoniae izolatum koziil 27, 6t egészségligyi intézmény felnétt
és csecsemd apolasi osztalyairdl szarmazo izolatum csokkent érzékenységet
mutatott fluorokinolonokkal szemben. Az izolatumok molekularis tipizalasat
és rezisztencia mechanizmusok vizsgalatait végeztiik el.

KPC-termelé K. pneumoniae izolatumok vizsgalata: 2008. oktober €s 2009.
aprilis kozott kilenc, karbapenemekkel szemben nem-érzékeny K.
pneumoniae izolatumot kiildtek be az ESBL-NRL-ba. Az izolatumok
rezisztencia mechanizmus meghatarozasat és molekularis tipizalasat végeztiik
el.

MBL-termelé K. pneumoniae izoldtum vizsgdlata: 2009-ben egy Budapesti
korhazban apolt paciens broncho-alveolaris lavage mintdjabol a KP3686 K.
pneumoniae izolatumot azonositottak, melyet az elézetes fenotipusos
vizsgalatok alapjan MBL-termelés gyanujaval kiildtek be tovabbi vizsgalatra.
Az izolatum PFGE és MLST tipizalasat elvégeztiik, a multirezisztencia

genetikai hatterét meghataroztuk.



Plazmidon kédolt  AmpC-tipusu  [laktamdz-termelé K. pneumoniae
izolatumok vizsgalata: 2009 év végén és 2010 év folyaman olyan K.
pneumoniae izolatumokat kiildtek be, amelyeknél a cefoxitin rezisztencia és a
3. generacios cefalosporinokkal szembeni csokkent érzékenység/ rezisztencia
egyiittes megjelenése AmpC-tipusu PB-laktamaz termelésre utalt. A 2010-es

év végéig 15 egészségiigyi intézménybdl szarmazd Osszesen 117 izolatum

rrrrr

Identifikalds biokémiai mddszerekkel és antibiotikum érzékenységi

vizsgalatok.

Az izolatumok identifikdlasat kiilonboz6  félautomata identifikald
rendszerekkel végeztiik: API20E, ATB ID32E (bioMerieux, Marcy I’Etoile,
Franciaorszag), Micronaut E (Genzyme Virotech GmbH). Az antibiotikum
érzékenységi vizsgalatokat korongdiffiizios modszerrel végeztiik a Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) aktualis ajanlasai alapjan. Az
ESBL-termelés megerdsitésére a kombinalt korong modszer elvén alapuld
ESBL SET (MAST) kereskedelmi tesztet alkalmaztuk. A felételezett
karbapenemaz termelés fenotipusos kimutatasara modositott Hodge-tesztet
alkalmaztunk. A kiilonbozé B-laktamaz tipusok elkiilonitésére tovabbi -
laktamaz gatloszerekkel kiegészitett (a2 KPC-termelés kimutatasahoz 3-
aminofenil-boronsav, a MBL-termelés vizsgalatahoz EDTA és dipikolinsav,
az AmpC-enzim vizsgalatahoz cloxacillin) kombinalt korong moédszereket
alkalmaztunk karbapenem tartalmu korongok felhasznédldsaval. Az

antibiotikumok minimalis gatld koncentraciojat (MIC) E-teszttel (AB



Biodisk), leveshigitasos, illetve agarhigitasos médszerrel végeztiik a gyartd

¢és a CLSI ajanlasai szerint.

Molekularis modszerek

Polimeraz lanc reakci6 (PCR) modszert alkalmaztunk kiilonb6z6
antibiotikum rezisztencia gének keresésére kivalasztott izolatumoknal: -
laktam rezisztenciat kodold gének (blasyy, blarem, blaoxa--ike , blacTx-m,
blakpc, blayim, blapya), aminoglikozid rezisztenciat kodold gének (aac-(3)-
Ila, aac-(6°)-Ib), kinolon rezisztenciat kodold gének (qnrA, gnrB, gnrS) és
tetraciklin rezisztenciat kodolo gének (tet(A), tet(B), tet(C)).

A plazmid DNS kivonasat és a vertikalis gélelektroforézist Kado és Liu
modszerével végeztik el. Az B-laktamaz gének atvihet6ségét recipiens
torzsekbe konjugacios és elektroporacios kisérletekkel vizsgaltuk. A
transzkonjugans vagy elektroporans (TK/EP) torzsekbdl QIAprep Spin
Miniprep Kit-tel (Qiagen) nyertiik ki a plazmid DNS-t és plazmid-RFLP
vizsgalatot  végeztink Pstl (New England BiolLabs) restrikcios
endonukledzzal. Az enzimes emésztés utan 0,7%-s agardz gélben futtattuk
S5V/em fesziiltségen 90 percig.

A K. pneumoniae magas szintii ciprofloxacin rezisztenciajat a giraz és
topoizomeraz IV bizonyos alegységeit kodold gyrA és parC gének kinolon
rezisztenciat meghatarozé régidiba (QRDR-k) bekovetkezett valtozasokat
DNS-szekvenalasaval vizsgaltuk kivalasztott izolatumoknal.

A K. pneumoniae izolatumok genetikai rokonsagat pulzaltatott-mezeji
gélelektroforézissel (PFGE) vizsgaltuk a CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) strandardizalt PFGE protokolja alapjan a Chef-DR Il



rendszer alkalmazasaval (BioRad). A gélképek értékelését és az adatbazis
felépitését Fingerprinting II Informatix Software (BioRad) 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.

A multi-lokusz szekvencia tipizalast (MLST) kivalasztott K. pneumoniae
izolatumoknal végeztiik el Diancourt és mtsai altal kidolgozott séma alapjan.
Az allél szekvencidk és a szekvencia tipusok (ST) meghatarozasat a
http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html

honlap segitségével végeztiik el.

4. Eredmények

Perinatalis intenziv centrumokban jarvanyokat okozé SHYV-tipusi

ESBL-termelé Klebsiella spp. izolatumok vizsgalata

1998-2003 k6z6tt a hazai PIC osztalyokon a legtobb jarvanyt Klebsiella spp.
okozta (19/25, OEK-be bejelentett jarvanyok alapjan). Ezek koziil hétben
ESBL-termel6 torzsek voltak a kdérokozok. Az érintett 5 PIC osztalyrol
szarmazod 126 torzs fenotipusos és molekularis vizsgalatait végeztiik el.

Az 0Osszes izolatum multirezisztens volt, de érzékeny -ciprofloxacinnal
szemben. A PFGE vizsgalat alapjan a 126 izolatum 12 kiilonb6z6 PT-ba
tartozott. A makrorestrikcios profilokbol késziilt dendrogram igazolta, hogy
az 5 kiilonb6zo korhaz PIC osztalyan a hét jarvanyt 10 kiilonbozd genetikai

klén okozta.



Az izolatumok 1-5 kiilonbozé, 2,3-228 kb méretii plazmidot hordoztak.
Nyolc K. pneumoniae és 2 K. oxytoca jarvany torzs blaspy.s gént, mig harom
K. pneumoniae jarvany torzs blagyy..a gént hordozott, és mindegyik izolatum
esetében a gén atvihetd volt konjugéacioval a recipiens torzsbe. 10 K.
pneumoniae és 2 K. oxytoca donor izolatumnal az ESBL-gének kb. 90 kb
nagysagi plazmidon helyezkedtek el. A TK-bol izolalt plazmidok RFLP
vizsgalata (emésztés Pstl enzimmel) utdn nagyon hasonlé vagy azonos
emésztési mintazat volt lathatd az Gsszes blagyy.s gént hordozo plazmidnal,

tovabba két blagpy.o gént hordozo plazmidnal is.

CTX-M-termelé K. pneumoniae izolatumok vizsgalata 2003-2005 kozott

Elészor 2003-ban azonositottunk magas szinten ciprofloxacin rezisztens,
ESBL-KP izolatumokat. A 17 izolatum mindegyike blacrx.m.1s ESBL-gént
hordozott és — a 3. gen. cefalosporinokkal szembeni rezisztencia mellett -
magas szintll - tetraciklin, ciprofloxacin és gentamicin (egy izolatum
kivételével) rezisztenciat mutatott. A TK-okbol kb. 140 kb nagysagu
plazmidon azonositottuk 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 hasonlé mintazatot adott
mindegyik plazmidnal. A 17 izolatum 5 megyében és Budapesten levd 8
egészségiigyi intézménybdl szarmazott, de a makrorestrikcids profil vizsgalat
klonalis kapcsolatot igazolt. Az izoldtumokat az N PT-ba soroltuk és a
Magyar Epidémias Klon elnevezést ajanlottuk (HEC-Hungarian Epidemic
Clone).

10



2005-ben a CTX-M-15-termeld, ciprofloxacin rezisztens K. pneumoniae
izolatumok szama ugrasszeriien megemelkedett, igy 13 megye 35 kérhdzabol
szarmazd 196 izolatum komplex molekularis epidemioldgiai vizsgalatat
végeztiik el.

Az O0sszes izolatum magas szintli rezisztencidt mutatott ceftazidimmel,
cefotaximmal és ciprofloxacinnal szemben.

A PFGE vizsgalat 6sszesen 3 PT-ba kiilonitette el a 196 izolatumot: az N PT-
ba (HEC) 129 izolatum 27 egészségligyi intézménybd6l, az R PT-ba
(Epidémias Klon II, EK II) 46 izolatum 9 egészségiigyi intézménybdl, mig 21
izolatum 4 egészségiigyi intézménybdl az S PT-ba (Epidémias Klon III, EK
[11) tartozott.

A plazmid profil analizis alapjan a HEC izolatumokra egy kb. 140 vagy kb.
90 kb, az R PT-ba tartoz6 izolatumokra szintén egy kb. 90 kb, mig az S PT-
ba tartozo izolatumokra egy 50 kb nagysagu plazmid volt jellemz6. Mind a
harom PT-bol szarmazd R-plazmid hordozta a blacrx.m.1s, 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-inadl. Kizardlag az S PT-hoz tart6zo
izolatumok 50 kb plazmidja hordozta a blargy.; B-laktamaz gént is és csak itt
lehetett ISEcpl elemet kimutatni. A HEC izolatumokbol szarmazo Gsszes
TK-ban — fiiggetleniil a plasmid méretétél - azonositottuk a tet(A) és a tet(C)
tetraciklin rezisztenciaért felelés géneket is.

A magas szint{i kinolon rezisztencia vizsgalatahoz kivalasztott izolatumok
gyrA és parC QRDR-ét szekvenaltuk meg. A HEC és az S PT izolatumok
GyrA QRDR-ében két aminosav cserét (Ser83Phe és Asp87Ala), valamint a

ParC-ben egy aminosavcserét (Ser80lle) mutattunk ki. Az R PT-ba tartozo

11



izolatumokndl mindkét génnél egy-egy aminosavszintli valtozast okozo
mutaciot azonositottunk (GyrA Ser83lle, ParC Ser80lle).
Az MLST alapjan is a harom vizsgalt PT harom kiilonb6z6 szekvencia

tipusba tartozott: HEC (N PT) a ST15,a S PT a ST11, a R PT pedig a ST147.

ESBL-termelé K. pneumoniae molekularis epidemiologiaja 2006-2010

kozott és a K. pneumoniae Nemzeti PFGE adatbazisa

A harom epidémias klon terjedésének nyomon kovetéséhez létrehoztuk a KP
PFGE nemzeti tipizald adatbazisat, melyet azota is folyamatosan bovitjiik. A
2010. év végéig Osszesen 153, 35 korhazbol szarmazé a HEC-hez tartozd
(N/ST15) izolatumot azonositottunk. Az R/ST147 klon 12 Eiil-bdl szarmazo
76 izolatummal, az S klon pedig 10 koérhazbol szarmazéd 51 izolatummal
szerepel adatbazisunkban.

2006-ban egy negyedik ciprofloxacin rezisztens CTX-M-15-termel6
epidémias klon is megjelent, melyet Z/ST525 tipusként jeloltik. Az 6t év
alatt szamos nozokomialis jarvanyt okozott orszagszerte, és 2010 végéig 37
egészségiigyl intézményben fordult el dsszesen 130 izolatummal.

A 2004 ¢és 2010 kozott szamos PIC-ban lezajlott jarvanyokbol és
halmoz6dasokbol szarmazé izolatumok PFGE vizsgalatat végeztik el.
Dontéen egy jarvanybol vagy halmozodasbol egy (ritkan kettd) genetikai
klont azonositottunk (M és O klonok 2004-ben, T 2005-ben, W és X 2006-
ban, U, Y és V 2007-ben, KP025 2008-ban és KP041 2009-ben) és
mindegyik SHV-5 vagy SHV-2a ESBL-gént hordozott. A Q, H, P és L

klonok egynél tobb intézményben fordultak eld, akar évekkel késébb is.

12



A 27 ciprofloxacinnal szemben csokkent érzékenységet mutaté 2006-2008
kozott izolalt 5 Eiil-bol szarmazd ESBL-KP izolatum PFGE és MLST
vizsgalata egyetlen genetikai klon — L/ST274 epidémias klon - jelenlétét
bizonyitotta mind a felnétt, mind az ujsziilott osztalyokon. A csecsemo
osztalyokrol szarmazo izolatumok kizardlag SHV-2a, a felnétt betegeket
apolo osztalyokrol szarmazo izolatumok pedig kizarolag CTX-M-15 tipusu
ESBL gént hordoztak. Két kiilonbozé aminoglikozid acetiltranszferazt
(AAC) kodold gént azonositottunk: az aac(3)-11-t, amely a gentamicin,
tobramycin és netilmicin rezisztenciaért felelds enzimet kodolja és az aac(6)-
Ib-cr varianst, amely amikacinnal szembeni rezisztenciaért és bizonyos
kinolonok gyenge hidroliziséért felelés. A korasziilott osztalyokrol szarmazo
izolatumok R-plazmidjai csak az aac(3)-11-t kodoltak, a felnétt osztalyokrol
szarmaz0 izolatumok R-plazmidjai mindkét gént hordoztak.

A ciprofloxacinnel szembeni rezisztencia vizsgalatok soran aktiv
ciprofloxacin efflux-pumpa miikodését egyetlen, korasziilott osztalyrol
szarmaz6 izolatum esetében igazoltuk. A gyrA és parC gének QRDR-nek
direkt szekvenalasaval kideriilt, hogy mind a felnott, mind a korasziilott
osztalyokrol szarmazd izolatumok rendelkeznek a gyrA génjiikkben egy
volt.

A TK-bol és EP-bol izolalt ~90 kb méretii blagyy.o Vagy blacrx.m.1s géneket
kodold R-plazmidok restrikciés mintazatai lényegesen eltértek egymastol. A
felnott betegekbdl izolalt CTX-M-15 tipust B-laktamaz gént hordozo
plazmidok mintazata azonos volt a HEC 140 kb R-plazmidjainak
mintazataval, a korasziilott osztalyokrol szarmaz6 SHV-2a termeld

izolatumok  R-plazmidjainak restrikcidos mintdzata viszont teljesen
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megegyezett az 1998- ¢és 2002-ben kiilonb6zé PIC-ban izolalt SHV-2a-

termelé jarvany torzsek plazmidjainak mintazataival.

DHA-1 AmpC-tipust B-laktamizok megjelenése és terjedése K
pneumoniae térzsekben

2009. év végén azonositottuk az elsd CTX-M-tipusi ESBL és
indukalhat6, plazmidon-kdédolt AmpC-termel$ K. pneumoniae izolatumokat.,
melyek a cefalosporinok mellett aminoglikozidokkal, fluorokinolonokkal és
sumetrolimmal szemben is rezisztensek voltak. Az izolatumok 30%-a
legalabb egy karbapenemmel szemben is rezisztens volt.

2010. év végéig 117, 15 Eul-bdl szarmazd K. pneumoniae izolatumot
azonositottunk, melyek plazmidon-kodolt, indukalhaté DHA-termel6knek
bizonyultak. Ezek koziill 108 CTX-M-tipusu ESBL-termeld is volt. Az
izolatumok 83%-a a KP053 PT-hoz és az ST11-hez tartozott. Ezenkiviil 20
izolatum tovéabbi 8 kiilonbozé PT-ba tartozott, egy-egy S/ST11 és Z/ST525

epidémias klénokhoz tartozo izolatumban is azonositottuk a blappa 1 gént.

KPC-termelé Klebsiella pneumoniae megjelenése Magyarorszagon

A kilenc izolatum magas szintli rezisztenciat mutatott a széles-spektrumu
cefalosporinokkal és ciprofloxacinnal szemben, tovabba mindegyik
rezisztens volt ertapenemmel, imipenemmel és amikacinnal szemben. Az
elsé izolatum trimethoprim/sulfamethoxazollal szemben magas szinten
rezisztens volt és érzékeny colistinre, viszont a tovabbi nyolc izolatum
magasszintli rezisztenciaval rendelkezett colistinnel szemben és érzékeny

volt trimethoprim/sulfamethoxazollal szemben.
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Az izolatumok az S PT-hoz és ST258-hez tartoztak és blakpc.o, blartem-1,

bIaSHV_ll és bIaSHV_lz géneket hordoztak.

Metallo-p-laktamaz termel6 K. pneumoniae izolatum vizsgalata

A meger6sit6 vizsgalatok alapjan 2009-ben azonositottuk az elsé hazai MBL-
termeld K. pneumoniae izolatumot.

A KP3686 izolatum kromoszomalisan kodolt SHV-11 nem-ESBL tipusu -
laktamazt termelt, az altala hordozott plazmidokon blactxm.is €s blatemt
(~50 kb plazmidon), tovabba 1. osztalyt integronon blayy., (=90 kb
plazmidon) géneket azonositottuk. Az 1800 bp méretii integronon az 5’
konzervativ szakasz utan helyezkedett el az aac(6’)-lb aminoglikozid
rezisztenciat kodolo gén, amelyet a blaVIM-4 MBL ké6dolé gén, kovetett,
majd a 3’ konzervativ szakasz. Az integron szerkezete azonos volt a
Magyarorszagon korabban Pseudomonas aeruginosa és Aeromonas
hydrophyla tozseknél leirt blaym.4 gént hordozo integronok szerkezetével.

A KP3686 izolatum a makrorestrikcios 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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5. Kovetkeztetések

SHV-tipusi ESBL-termelé Klebsiella spp. altal okozott jarvanyok
jellemzése

A 2002. és 2003. kozott bekiildott torzsek 92%-a SHV-tipusi ESBL-gént
hordozott. A vizsgalt izolatumok szamottevé hanyada 5 megyei korhaz
perinatalis intenziv centrumaiban lejatszodott hét jarvanybol szarmazott. A
hét jarvanybol szarmazoé torzsek molekularis epidemiologiai tipizalasa 10
kiilonb6z6é ciprofloxacin-érzékeny genetikai klont igazolt. Kivalasztott
izolatumok ESBL-génjeinek szekvencia vizsgalata a Magyarorszagon ebben
az id6szakban dominans géntipusok - SHV-5 és a SHV-2a —jelenlétét
igazolta. Az azonos ESBL-géntipust hordozd 10 jarvanytorzs ko6zos
jellemzéje egyediil az volt, hogy nagyon hasonld vagy teljesen azonos
plazmiddal rendelkeztek. Kovetkezésképpen a  viszonylag rovid
iddintervallumban (21 honap) megjelend jarvanyokat allodémias R-
plazmidok orszagos terjedése okozta. A nemzetkdzi irodalomban elséként
irtuk le, hogy a nagyszamt PIC—ban lezajlott SHV—tipustt ESBL—termel6 KP
altal okozott nozokomidlis jarvany hasonlé vagy azonos epidémidas R—
plazmidok gyors, hatékony és széles foldrajzi elterjedésének kovetkezménye.
Az ilyen tipust plazmidok elnevezésére az allodémids R-plazmid definiciot
ajanlottuk. Megallapitottuk, hogy Magyarorszagon ebben az idészakban a K.
pneumoniae populacioban az SHV-tipusi ESBL-gének poliklonalis,
allodémias R-plazmidokhoz kotott terjedést mutattak. Az azota tartd tobbéves

monitorozas szintén ezt a trendet igazolja.
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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 &sszesen 17 izolatumot
kiilonbozé egészségiigyi intézményekben ¢és kiilonbozé iddpontokba
izolaltak, de ennek ellenére egyetlen genetikai klénhoz tartoztak (N/ST15).
Ezt a klont Magyar Epidémias Klonként (HEC) irtuk le és vilagviszonylatban
ez volt az els6 leirasa egy igazoltan orszagos elterjedésti, genetikailag stabil

epidémias K. pneumoniae klonnak.

2005-ben a CTX-M-15-tipustt ESBL-termelé K. pneumoniae izolatumok
szama ugrasszerien megemelkedett, és Magyarorszagon akkor jelentették az
els6, felndtt betegeket 4apold osztalyokrol ESBL-KP altal okozott
nozokomialis jarvanyokat. A molekularis epidemioldgiai vizsgalatok
eredményei alapjan tobbségiik HEC-hez tartozott (129 izoldtum, 27
egészségligyi intézmény). A CTX-M-termel6 izolatumok 2005-ben
megfigyelt robbanasszerii terjedésében két tovabbi multirezisztens epidémias
klon is szerepet jatszott — az R/ST147 és az S/ST11. Az epidémias klonok
rezisztenciajanak hatterében igen hasonlé mutacidkat és rezisztencia gén
hordozast allapitottuk meg. A harom epidémias klon 2005-ben 6t
nozokomialis jarvanyt okozott. Vilagviszonylatban elséként irtunk le térben
és idOben stabil multirezisztens genetikai klonokat a K. pneumoniae
populécidban, és ennek bizonyitasara eldszor alkalmaztunk MLST-t. Az az
egydiilalld helyzet, amikor az orszagszerte azonositott CTX-M-termeld K.

pneumoniae izolatumok 97%-a magas szintli ciprofloxacin rezisztenciaval
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rendelkezd, 0sszesen harom epidémids elterjedésii genetikai klonhoz tartozik,
valamint az, hogy a HEC évekig perzisztal és cirkulal hazink egészségligyi
intézményeiben a Staphylococcus aureus (MRSA versus MSSA)
populacidban lezajlott eseményekhez hasonld konvergens evolucios
folyamatokat feltételez. A kdzlemény megjelenése utan az MLST modszert a
kutatok azonnal elkezdték alkalmazni K. pneumoniae populacio
genetikdjanak vizsgalatara, és az eltelt két év alatt megallapitasaink
beigazolodtak. Valdban Iéteznek olyan térben ¢&s iddben stabil, a
legveszélyesebb rezisztencia mechanizmusokkal rendelkezd epidémias vagy
pandémias klonok, amelyek az egész vilagon elterjedtek. Ezek koziil a
leggyakrabban azonositott tipusok az altalunk els6ként leirt ST11 (és annak

kozeli rokonai, az ST258 és ST437) és ST15.

Az epidémids multirezisztens K. pneumoniae klonok folyamatos
monitorozasara felépitettiik és miikodtetjilk a Nemzeti K. pneumoniae PFGE
adatbazist. 2005. és 2010. kozott az N/ST15 (X152 izolatum, 35 Eil), az
R/ST147 (£76 izolatum, 12 Eil) és az S/ST11 (253 izolatum, 10 Eil) mellett
két tovabbi epidémias klon kiszelektalodasat és orszagos terjedését
figyelhettilk meg: a Z/ST525 (X130 izolatum, 37 Eil) és az L/ST274 (£33
izolatum, 5 Eil). A szintén ciprofloxacin rezisztens CTX-M-15-termeld
Z/ST525 epidémias klon orszagos térhoditdsanak ot évig tartd nyomon
kovetése alatamasztja a CTX-M-tipusi ESBL-k monoklonalis terjedését
hazankban. Az L klon esetében egy eddig ismeretlen ,tulélési stratégiat”
irtunk le: a gyermekosztalyokrol szadrmazo izolatumok SHV-2a-tipust
ESBL-termelést, a felndtt osztilyokrol szarmazd izolatumoknal viszont

CTX-M-15 tipust ESBL-termelését igazoltuk. Ehhez az L/ST274 epidémias
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klén a kiilonboz6 korhazi osztalyok kdrnyezetére jellemzd, évekkel korabban
azonositott és ismert epidémias R-plazmidokat vett fel. Vilagviszonylatban
elséként irtuk le allodémias R-plazmidok akar tiz évig tartd stabilitasat és
perzisztalasat az orszag egészségiigyi intézményeiben, valamint K.
pneumoniae klonok ilyen tipusi alkalmazkodasat az eltérd kornyezeti

feltételekhez, ami feltehetden elésegiti epidémids terjedésiiket.

Karbapenemaz-termelé K. pneumoniae izolatumok vizsgalata
Magyaroszagon elsdként azonositottunk KPC-termelé és VIM-termeld
izolatumokat. A KPC-2 termel6 ST258 izolatumok, valamint a CTX-M-15
termeld ST11 hazai izolatumok azonos genotipus csoportba (S PT) tartoztak.
Figyelembe véve a két szekvencia tipus kozeli rokonsagat, a PFGE
eredményeit, az azonos, kromoszomalisan kodolt blagyy. 11 gén jelenlétét a K.
pneumoniae populacioban els6ként azonositottuk egy hiperepidémias
klonalis komplexet, mely jelenleg bizonyitottan a vilag minden tajan
elterjedt. Mivel a nemzetkdzi MLST adatbazisban még viszonylag kevés
torzs adatai szerepelnek a klondlis komplex nomenklatiraja/elnevezése
valtozhat. Ezt figyelembe véve a CC258/340 jelolést javasoltuk.

A VIM-4-termelé izolatum jellemzése alatamasztotta a K. pneumoniae
populéciéra vonatkozd megfigyeléseinket, az izolatum az azoéta bizonyitottan
sikeres interkontinentalis elterjedésii S/ST11 klonhoz tartozott, és kozel 6t
éves orszagos cirkulacidja alatt feltehetéen a kornyezetébol egy korabban
leirt integront vett fel, ezaltal tovabb novelve szelekcios esélyeit. A
nemzetk6zi irodalomban elséként irtuk le a K. pneumoniae populacidoban
hiperepidémias klon jelenlétét - az ST11-t - és annak VIM-4-tipusi MBL-

termelését.
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