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Bevezetés

A Klebsiella pneumoniae egy Gram-negativ, palca alaku, fakultativ anaerob
baktérium, mely az Enterobacteriaceae csaladba tartozik. Alapvetéen opportunista
korokozoként tartjak szamon tekintettel arra, hogy els6sorban kulonb6zé
alapbetegségekben szenvedd, kérhazban apolt személyeket betegit meg. Hugyuti,
léguti, sebészeti és véraram fertézéseket okoz a leggyakrabban. Opportunista
természete ellenére léteznek olyan fokozott virulenciaju térzsei is, melyek képesek
sulyos megbetegedést (primer majtalyog esetenként metasztatikus komplikaciokkal)
okozni egyébként egészséges egyénekben is.

Mai napig szamos virulencia faktort azonositottak mar K. pneumoniae torzsekben.
A poliszacharid tok, a hipermukoviszkézus fenotipus, a sejtfal lipopoliszacharid
komponense, a komplementmedialt lizissel szembeni rezisztencia, az 1-es és a 3-as
tipusu fimbria, a biofilm képzés és a kulonb6zé vasmegkotd rendszerek (enterobactin,
salmochelin, aerobactin, yersiniabactin és Klebsiella Ferric ion Uptake system)
termelése mind hozzajarulhatnak a megbetegitdé képességhez. A fokozott virulenciaju
torzsek esetében a kulonboz6 virulencia determinansok egyidejd megléte okozhatja a
megnovekedett virulencia potencialt.

A B-laktam antibiotikumok (penicillinek, cefalosporinok, karbapenemek és
monobaktamok) a leggyakrabban hasznalt antibiotikumok kozé tartoznak, ezért a
veluk szembeni rezisztencia kulonos figyelmet érdemel. Valamennyi K. pneumoniae
izolatum természetes mddon rezisztens aminopenicillinekre egy kromoszémalisan
kédolt SHV B-laktamaznak kdszdnhetéen. A K. pneumoniae izolatumok legfontosabb
szerzett [B-laktam rezisztencia mechanizmusai (1) a kiterjesztett spektrumua -
laktamazok (extended spectrum B-lactamase, ESBL), (2) az AmpC enzimek és/vagy
(3) a karbapenemazok termelése.

Az ESBL enzimek, melyek kozo6tt a leggyakoribbak a kulonféle SHV, TEM és CTX-
M B-laktamazok, képesek inaktivalni a harmadik generacioés cefalosporinokat, valamint
aktivitasuk klavulansavval gatolhaté. Az ESBL tipusu SHV és TEM B-laktamazok olyan
kromoszomalisan kédolt SHV és TEM enzimekbdl alakultak ki sorozatos pontmutaciok
révén, melyek szlikebb szubsztrat spektrummal rendelkeztek.

A plazmidon kédolt AmpC enzimek, mint ACC, ACT, CMY, DHA, FOX, LAT, MIR
és MOX, szintén képesek a harmadik generacids cefalosporinokat hidrolizalni, és ezt

az aktivitast cloxacillin segitségével lehet felfiggeszteni. Az AmpC termelés ritkabban
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felelés a harmadik generacids cefalosporinokkal szembeni rezisztenciaért, mint az
ESBL termelés.

A legszélesebb korben elterjedt karbapenemazok kozé tartoznak az IPM, a KPC,
az NDM, az OXA-48-szer(i és a VIM enzimek. Ezek nagy hatasfokkal inaktivaljak a
karbapenemeket, és a specifikus gatlészereik csoportonként valtoznak.

Az ESBL, AmpC és/vagy karbapenemaz termel6 izolatumok multirezisztensnek
tekinthet6ek, mivel ezek a mechanizmusok egyidejlileg tobb antibiotikum csoporttal
szembeni keresztrezisztenciat is okoznak, és emellett nagyon gyakran szamos egyéb
nem-B-laktdm antibiotikummal szemben is csdkkent az érzékenységik. A
multirezisztens torzsek el6fordulasi gyakorisaganak novekedéséhez a kulonféle
epidémias rezisztencia plazmidok terjedése és a sikeres klonok terjeszkedése
egyarant hozzajarulhat. Az enzimek pontos tipusa és gyakorisaga foldrajzi régionként
jelentés eltéréseket mutat.

Az elmult két évtizedben az ESBL termelé K. pneumoniae izolatumok figyelemre
méltd terjedést mutattak Magyarorszagon. 1996-ban az els6 ESBL géneket blashv-2
and blasnv-5-ként azonositottak. Az ezredforduld tajékan szamos, blasHv-2a—t vagy
blasnv-s gént hordoz6 epidémias rezisztencia plazmid okozta korhazi jarvany zajlott az
orszag kuldonb6zd ujszuldtt intenziv osztalyain. 2003-ban jelent meg a ciprofloxacin
rezisztens, CTX-M-15 termel6 Magyar Epidémias Klon (HEC/ST15) a felndtt
egészségugyi ellatdé rendszerben. 2005-ben a HEC/ST15 mellett két tovabbi
ciprofloxacin rezisztens, CTX-M-15 termel6 epidémias klon (EC 1lI/ST147 és EC
I/ST11) széleskorl elterjedését is igazoltdk. A negyedik epidémias klon (EC
IV/IST274) 2006-ban jelent meg, és SHV-2a vagy CTX-M-15-t termelt.

Magyarorszagon 2008 6ta ndvekvd szamban fordulnak elé karbapenemaz termelé
K. pneumoniae izolatumok. Az orszag tavoli régidiban kulonb6zé osztalyokba tartozo
karbapenemazokat azonositottak, melyek eltér6 ESBL enzimek termeléséhez
tarsultak, és kulonféle klonokban fordultak el6. A 2008-2009-es észak-magyarorszagi
jarvanyért KPC-2 karbapenemazt és SHV-12 ESBL-t egyidejlileg termelé ST258
izolatumok voltak felelések. A blaviv-4 karbapenemaz génnek a CTX-M-15 termelé EC
[1I/ST11 klonban valé megjelenését 2009-ben a fdévarosban észlelték elséként.
Délkelet-Magyarorszagon 2012-ben OXA-162 karbapenemazt azonositottak CTX-M-
15 termeld ST15 kidnban.



Célkitlizések

Miel6tt jelen munkat elkezdtuk volna, nem tortént még korabban a Pécsi
Tudomanyegyetem Kilinikai Kozpontjabdl szarmazé multirezisztens K. pneumoniae
izolatumokat érintd atfogd vizsgalat, ezért vizsgalatunk céljaul azt tlztuk ki, hogy a
szerzett [-laktdm rezisztencia mechanizmusokkal rendelkezé izolatumokrol
széleskorl ismereteket szerezzlink annak érdekében, hogy (1) felmérjik a kilonb6zé
klonok tér- és idébeni elterjedtségét, (2) klonalis jellegzetességeket keressiunk az
antibiotikum érzékenység és a virulenciaval kapcsolatos faktorok tekintetében, és (3)
hogy a megkezdett surveillance munka folytatasat egy részletesen feldolgozott
torzsgyljteménnyel tdmogathassuk. A megfogalmazott kérdések alabb kerllnek

felsorolasra.

Valtozasok a K. pneumoniae izolatumok B-laktam rezisztenciajaban

- Hogyan valtozott idében a K. pneumoniae izolatumok B-laktam rezisztencigjanak
gyakorisaga a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontjaban?

- Milyen eltéréseket mutatott a K. pneumoniae izolatumok B-laktam rezisztenciajanak
gyakorisaga az orszagos adatokhoz képest?

- Mely ESBL gének voltak a leggyakoribbak?

- Mely ESBL termeld klonok voltak a legelterjedtebbek?

- Milyen volt az egyes ESBL termeld klonok el6fordulasa térben és idében?

- Mi volt a karbapenemaz termelés molekularis hattere?

- Milyen klonalis kapcsolatban alltak egymassal a karbapenemaz termel6

izolatumok?

A szerzett B-laktam rezisztenciaval rendelkezé6 K. pneumoniae izolatumok

virulenciaval kapcsolatos jellegzetességei és antibiotikum érzékenységiik

- Milyen virulenciaval 6sszefliggd jellegzetességek voltak megfigyelhetéek a
kilénb6z6 ESBL termeld kiénok esetében?

- Milyen rezisztencia mintazatok voltak jellemz&ek a kulonb6zd ESBL termeld
klénokra?

- Milyen antibiotikumokra voltak érzékenyek a karbapenemaz termel6 izolatumok?
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Anyagok és modszerek

Valtozasok a K. pneumoniae izolatumok B-laktam rezisztenciajaban

A szerzett B-laktam rezisztencia mechanizmusok eléfordulasanak felmérése

- A harmadik generacios cefalosporinokkal szemben rezisztens és/vagy ESBL ill.
AmpC termel6 izolatumok éves aranyanak kiszamolasa a 2003-2014-es id6szakra
az Osszes klinikai minta vonatkozasaban (cephar)

- A karbapenemekkel szemben rezisztens és/vagy karbapenemaz termeld izolatumok
éves aranyanak kiszamolasa a 2003-2014-es id6szakra az O0sszes klinikai minta

vonatkozasaban (carbar)

[zolatumok

- 102 ESBL termel6 K. pneumoniae izolatum a 2004-2008-as id6szakbol

- 102 karbapenemaz termel6 K. pneumoniae izolatum a 2009-2011-es idészakbdl

Molekularis tipizalas

- Makrorestrikcids profil meghatarozas pulzald mezeji gélelektroforézis (pulsed-field
gel electrophoresis, PFGE) segitségével

- Multilékusz szekvencia tipizalas (multilocus sequence typing, MLST)

B-laktamazok kimutatasa

- ESBL termelés megerésitése kombinalt korong modszerrel

- Karbapenemaz termelés szlrése modositott Hodge-teszt segitségével

- Karbapenemaz termelés megerdésitése fenotipusos gatlasi prébakkal

- B-laktamaz gének (blacmy, blactx-m, blapHa, blarox, blave, blakec, blanom, blaoxa-as,
blasnv, blatem, blavim) kimutatasa PCR segitségével

- BlasHv gének restrikcids fragmentum hossz polimorfizmus vizsgalata Nhel enzimmel
a harmadik generacidés cefalosporinok bontasaval kapcsolatos leggyakoribb

pontmutacio kimutatasara



- Blactx-m, blatem, blasiv gének szekvenalasa és integronszekvenalas valasztott

izolatumok esetében

A szerzett B-laktam rezisztenciaval rendelkezé6 K. pneumoniae izolatumok

virulenciaval kapcsolatos jellegzetességei és antibiotikum érzékenységiik

Virulenciaval kapcsolatos jellegzetességek

- Virulenciaval 6sszefuggésbe hozhaté gének (magA, k2a, rmpA, irp2-1 and kfuB)
kimutatasa PCR segitségével

- Hipermukoviszkdzus fenotipus szlrése ,string’-teszt segitségével

- Szérum baktericid hatassal szembeni érzékenység mérése

- Enterobactin és aerobactin termelés kimutatasa indikator torzsek segitségével

- 1-es és 3-as tipusu fimbria kimutatasa agglutinacios probak segitségével

- Statikus biofilm képzés mérése mikrotiter lemezen
Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

- Korong diffuziés modszer

- Mikrodiluciés modszer

- MIC (minimalis gatlé koncentracid) gradiens teszt

Statisztikai modszerek

- Hipotézis vizsgalat valoszinlségi hanyados (likelihood ratio) teszt és Kruskal-Wallis-

teszt segitségével



Eredmények és megbeszélés
Valtozasok a K. pneumoniae izolatumok B-laktam rezisztenciajaban

Annak érdekében, hogy a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontjaban izolalt
K. pneumoniae torzsek szerzett [-laktam rezisztencia mechanizmusainak
gyakorisagaban bekovetkezett valtozasokat kovetni tudjuk az alabbi adatsorok
kerlltek kiszamolasra és elemzésre: (1) cephar a harmadik generacios
cefalosporinokkal szembeni érzékenységet befolyasold rezisztencia mechanizmusok,
vagyis az ESBL és AmpC termelés nyomon kisérésére; és (2) carban a karbapenem
érzékenységet érintd rezisztencia mechanizmusok, azaz a karbapenemaz termelés és
porinmutacié melletti ESBL/AmpC tultermelés monitorizalasara. Az éves el6éfordulasi
gyakorisagokat az 1. abra szemlélteti. A kdnnyebb 0sszehasonlitas érdekében a
Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance (NBS) megfelel6 adatai (ceftazidimmel és

imipenemmel szembeni nem-érzékenység aranya) is feltiintetésre kerult az abran.
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1. abra A szerzett B-laktdm rezisztencia mechanizmusokkal rendelkezé K.
pneumoniae izolatumok éves aranya a Pécsi Tudomanyegyetem Kilinikai
Kbzpontjaban az dsszes K. pneumoniae izolatum viszonylataban tovabba a Nemzeti
Bakteriologiai Surveillance (NBS) megfelel§ adatai



Az 1. 4bra alapjan két jelentés emelkedést lehet felismerni: az elsé 2004 és 2006
kozott tortént (cephar: 3.0-13.7%), a masodik 2008 és 2010 kdzott (cephar: 11.4%-
40.1%; carbar. 0.0-12.2%). Mindkét ndvekedést a rezisztencia aranyok enyhe
csokkenése kovette.

Ha a cephai és carbay aranyokat a Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance adataihoz
hasonlitjuk, megallapithatjuk, hogy az altalanos tendenciak nagyon hasonléak voltak.
Ugyanakkor ki kell emelnink két, a szamok nagysagrendjében észrevehetd, jelentés
kulonbséget: (1) 2010-ben a cephai és a carbay aranyok is lényegesen meghaladtak a
megfelel6 orszagos adatokat, és (2) hogy 2010 utan a carbas arany szamottevéen
magasabb érték korul maradt (8.7% korul ingadozott szemben a 2.6%-0s orszagos
imipenem nem-érzékenysegi atlaggal).

Annak érdekében, hogy a fentebb leirt megfigyelésekre magyarazatot talaljunk, a
Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont kulonb6zé osztalyairdl szarmazéd K.
pneumoniae izolatumok kdzil a 2004-2008-as id6szakbdl 102 ESBL termelét, és a
2009-2011-es id6szakbol 102 feltételezett karbapenemaz termelét valasztottunk Ki
molekularis tipizalasra és B-laktamaz kimutatasra. A valasztast a kovetkezd
megfontolasok alapjan tettik: (1) a korai id6szakban AmpC termelést nem mutattunk
ki, és jelenleg is nagyon ritkan fordul el a pécsi K. pneumoniae izolatumok kérében,
valamint (2) intézménytinkben az elsé karbapenemaz termelé K. pneumoniae 2009-
es kimutatasa oOta valamennyi csOkkent karbapenem érzékenységl izolatum
kovetkezetesen pozitiv volt a mddositott Hodge-teszt soran, mely karbapenemaz

termelésre utalt. Az eredményeket 6sszefoglaléan az 1. tablazat tartalmazza.

ESBL termel6 izolatumok (2004-2008)

A 2004-2008-as id6szakbdl szarmazd ESBL termeld izolatumok harom major és
tizenegy minor klénba voltak csoportosithatbak a PFGE segitségével végzett
makrorestrikcios profil meghatarozas alapjan (1. tablazat). A major klénok a
kovetkezdkeép kerlltek azonositasra: Magyar Epidémias Klon (HEC/ST15), Epidémias
Klén Pécs (ECP/ST101) és Epidémias Klén Il (EC 11/ST147). A minor klonok kozott
ST34, ST113 és ST323 kerillt megallapitasra egy ujonnan azonositott szekvenciatipus
mellett (ST1193, allél profil: 2-83-2-1-9-4-135), ami egy uj, 83-as szammal megjeldlt

infB varianst hordozott.



1. tablazat A molekularis tipizalas és a B-laktamaz gének kimutatasanak eredményei

Pulzotipus Izolatumok MLST Kimutatott B-laktamaz
(PFGE) szama gének
ESBL Major PT-01 69 ST15  blasnv (Nhel: negativ)
termel6 klonok (HEC) blactx-m-15
izolatumok PT-02 10 ST101 blasnv (Nhel: negativ)
2004-2008 (ECP) blacTx-m-15
blatem-1 (6 izolatum)
PT-03 9 ST147 blasnv (Nhel: negativ)
(EC 1) blacTx-m-15
Minor PT-04 2 NA blasnv (Nhel: negativ)
klonok blacTx-m
PT-05 1 NA blasnv (Nhel: negativ)
blacTx-m
PT-06 1 NA blasnv (Nhel: negativ)
blacTx-m
PT-07 1 NA blastv (Nhel: negativ)
blactx-m
PT-08 1 NA blasnv (Nhel: negativ)
blactx-m
PT-09 1 NA blastv (Nhel: negativ)
blactx-m
PT-10 2 ST1193 blasHv-s
PT-11 1 ST34  blashv-s
PT-12 1 ST113  blashv-s
PT-13 1 ST323 blashv-s
PT-14 2 NA blasnv (Nhel: pozitiv)
blactx-m
karbapenemaz PT-01 101 ST15  blasHv-2s
termel§ izolatumok (HEC) blactx-m-15 (99 izolatum)
2009-2011 blatem-1
blavim-4 (100 izolatum)
PT-15 1 NA blasnv (Nhel: negativ)

blactx-m
blaTtem
blavim

NA = nem vizsgalt



A HEC/ST15, az ECP/ST101 és az EC II/ST147 esetében blactx-m-15; hat minor
klénnal blactx-m, négy minor klonnal blasnv-s gént mutattunk ki, és egy minor klon
blactx-v és blasiv ESBL génekkel egyarant rendelkezett.

A HEC/ST15-t és az EC 1lI/ST147-t korabban epidémias klénként azonositottak
Magyarorszagon. Habar az ST101 gyakori CTX-M-15 termelének bizonyult szamos
europai orszagban (Franciaorszag, Olaszorszag eés Gorogorszag), jelenlétét
Magyarorszagon jelen vizsgalat igazolta el6szor.

Figyelembe véve, hogy a vizsgalt ESBL termel6k 95%-a (97/102) blactx-m gént
hordozott, és a tébbségik (91%, 88/97) a harom major klon egyikéhez tartozott;
megallapithatd, hogy a 2004-2008-as id6szakban az emelkedett cephay aranyok
hatterében elsésorban a blactx-m-15 génnek a harom major klon (HEC/ST15,
ECP/ST101 és EC 1lI/ST147) expanziéjanak kdszdnhet6 terjedése allhatott.

A Kkilénb6z6 ESBL termeldé klénoknak a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Kbzponton beldli tér és id6beni megoszlasat (2. és 3. tablazat) tekintve megallapithatd,
hogy:

-az ECP/ST101 lehetett a dominans klon 2004-2005 kortil, és elsésorban az |. és a ll.
szamu Belgyogyaszati Klinikahoz kapcsolddhatott;

-a HEC/ST15 a vizsgalt periédus elején kezdhetett tulsulyra jutni, és idével a
legelterjedtebb klénna valt a Klinikai Kdézpont valamennyi intézetében,;

-az EC 1l/ST147 2007 korul jelenhetett meg intézménylinkben, és azéta szamos
osztalyon elterjedtte valt;

- a minor klonok az Anesztezioldgiai és Intenziv Terapias Intézetben és egyéb kisebb
részlegeken fordultak el6 a leggyakrabban.

Habar nem volt lehetdségunk az intézmeénylunkben izolalt valamennyi torzset
megvizsgalni, és kilenc minor klén esetében az ESBL gén pontos tipusanak
azonositasa is elmaradt, szamos helyi sajatsagot fedezhettlink fel az ESBL termelé K.
pneumoniae torzsek molekularis epidemiolégiajaban, mikor eredményeinket az
orszagos adatokkal hasonlitottuk 6ssze. Kett§, Magyarorszagon epidémias klon (EC
[1I/ST11 és EC IV/ST274) jelenlétét nem tudtuk kimutatni a vizsgalat soran, valamint
az EC 1l/ST147 klont a 2005-0s széleskorl orszagos elterjedtsége ellenére 2007-ben
azonositottuk el6szor intézményunkben, feltehetbleg késdbbi behozatalanak vagy
alacsony incidenciajanak koszonhetben. Vizsgalataink szerint a HEC/ST15 és a CTX-
M-15 B-laktamaz volt a dominans klon és ESBL tipus, illetve az SHV-5 volt az egyetlen
SHV tipusu ESBL intézménylnkben, ami megfelel az orszagos adatoknak.
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2. tablazat Az ESBL termel6 K. pneumoniae klbnok megoszlasa a kulonb6z6 intézetek
kozott

Intézet HEC ECP ECII mjnor
ST15 ST101 ST147 klénok
Aneszteziologiai és Intenziv 6 0 0 5
Terapias Intézet (n=11)
l. sz. Belklinika (n=40) 27 9 1 3
Il. sz. Belklinika (n=5) 3 1 1 0
Neuroldgiai Klinika (n=3) 2 0 0 1
Sebészeti Klinika (n=3) 3 0 0 0
Urolégiai Klinika (n=35) 27 0 6 2
Egyéb (n=5) 1 0 1 3

3. tablazat Az ESBL termel6 K. pneumoniae klénok izolalasok éve szerinti megoszlasa

Ev HEC ECP ECII minor

ST15 ST101 ST147 klonok
2004 (n=2) 0 1 0 1
2005 (n=9) 4 5 0 0
2006 (n=17) 12 3 0 2
2007 (n=47) 37 1 2 7
2008 (n=27) 16 0 7 4

Karbapenemaz termelé izolatumok (2009-2011)

Egyetlen kivétellel a 2009-2011-es id6szakbdl szarmazé valamennyi feltételezett
karbapenemaz termel6 izolatum a korabban azonositott Magyar Epidémias Kiénhoz
(HEC) tartozott a PFGE segitségével végzett makrorestrikcids profil meghatarozas
alapjan (1. tablazat). A HEC ST15-be valo tartozasat az MLST vizsgalat megerdsitette.
A PCR vizsgalat blactx-v, blasHv, blatem €s blavim gének jelenlétét igazolta 99, 101, 101
és 100 HEC/ST15 izolatum esetében, melyek a szekvenalas alapjan blacTtx-m-1s,
blasnv-28, blatem-1, €s blavim-4 génekként kerultek azonositasra. A blasHv-zs €s blatem-1
géneket mar korabban leirtdak az ST15-ben, és egy masik tanulmanyban
megallapitottak, hogy az SHV-28 nem-ESBL tipusu B-laktamaz. A VIM-4 egy a
metallo-B-laktamazok kézé tartozé karbapenemaz. A blavim-4 gén egy 1-es osztalyu

integronon helyezkedett el, mely az Integrall (integrall.bio.ua.pt) adatbazis alapjan az
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In238b megjeldlést kapta, és az elsé kazettdaban az aac(6’)-Ib gént, a masodik
kazettaban pedig a blavim-4 gént hordozta.

Tudomasunk szerint ez volt az elsé alkalom, hogy VIM-4 metallo-B-laktamaz
termelést mutattak ki az orszagosan elterjedt és helyileg dominans CTX-M-15 termel§
HEC/ST15 klénban. A mai napig hat kilénb6z6 karbapenemazt azonositottak az
ST15-tel 6sszefuggésben: NDM-1-t Kanadaban, Franciaorszagban, Marokkéban és
Thaifoldon; OXA-48-at Finnorszagban, Franciaorszagban és Spanyolorszagban;
OXA-162-t  Dél-Magyarorszagon;  VIM-1-et  Spanyolorszagban;  VIM-34-et
Portugaliaban és VIM-4-et jelen vizsgalat soran. Ez a megoszlas két kovetkeztetésre
ad lehet6séget. El6szor is, kulonbozé karbapenemaz géneknek az azonos
szekvenciatipusban egymastdl fluggetlen el6forduldsa azt sugallja, hogy az ST15
konnyen vesz fel kilonféle rezisztencia plazmidokat, és folyamatosan képes
alkalmazkodni az antibiotikumok szelektiv nyomasanak. Masodszor, ugy tlnik, hogy
az ST15 VIM-4 termelése a mi régionkra korlatozodik, ami azt sejteti, hogy ez helyileg
alakulhatott ki az orszagunkban cirkulal6 In238b felvétele révén. Az In238b-t korabban
Pseudomonas aeruginosa (2002), Aeromonas hydrophila (2005), K. pneumoniae
ST11 (2009) és Klebsiella oxytoca (2009) torzsekben azonositottdk Magyarorszagon,
és a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontban vald jelenlétét is igazoltak P.
aeruginosa torzsekben 2004-ben. Amikor ez az integron megjelent az intézmeényunk
dominans ESBL termel6 K. pneumoniae klénjaban, a VIM-4 termelés jelentds
elterjedését figyelhettik meg. A vizsgalati id6szak alatt az 1654 beteg kozul, akiknek
mintaibél K. pneumoniae-t izolaltunk, 101-nél (6.1%) jelen tanulmany soran VIM
termelést igazoltunk. Az igazoltan VIM termel6 torzsek 12 kulonb6zé intézetbdl
szarmaztak, ami ramutat a Klinikai Kozponton bellli széleskori elterjedésre.

Az egyetlen feltételezetten karbapenemaz termel6, ugyanakkor VIM negativ
HEC/ST15 izolatum negativ volt a fenotipusos gatlasi probak soran, érzékeny volt
valamennyi karbapenem szarmazékkal szemben, és csupan az ertapenem MIC értéke
volt az epidemioldgiai cut off érték felett. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy a
karbapenemaz termelés szilrésére hasznalt moddositott Hodge-teszt alpozitiv
eredményt adott ezen izolatum esetében. A PT-15 pulzotipusba tartozé egyetlen
izolatum blasnv, blacTx-m, blatem és blaviv B-laktamaz géneket hordozott.

Ha a molekularis tipizalas és B-laktamaz gén kimutatds eredményeit 6sszevetjuk
a cephay és carba adatsorokkal, a szerzett p-laktam rezisztencia mechanizmusok

gyakorisagaban észlelt valtozasokkal kapcsolatban a kovetkez6ket allapithatjuk meg:
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- A carbay 2009-2011-es emelkedését a blavim4 génnek az orszagosan elterjedt és
regionalisan dominans CTX-M-15 termelé HEC/ST15 K. pneumoniae klénban vald
megjelenésével és klonalis elterjedésével magyarazhatjuk.

- A 2010-ben észlelt, orszagos atlagot meghaladd cephan elsésorban a karbapenemaz
termel6knek a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontban valé megjelenése altal
generalt tobblettel magyarazhato tekintve, hogy a karbapenemaz termel6k tobbsége
CTX-M-15 enzimet is termelt egyidejlleg.

- A 2010-t6l medgfigyelt, az orszagos atlagnal magasabb carbai jorészt a VIM-4 termel6
HEC/ST-15 helyi elterjedésének koszonhetd. Ezenfelil az aranyok szamitasi
modszerei kozotti kulonbségek is hozzgjarulhattak a helyileg magasabb értékekhez,
mivel a carbay nemcsak a karbapenem nem-érzékeny izolatumok aranyat mutatja
(mint a Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance adatai), hanem azokat az izolatumokat

is, melyek a karbapenemaz termelés ellenére karbapenem érzékenyek.

A szerzett B-laktam rezisztenciaval rendelkezé6 K. pneumoniae izolatumok

virulenciaval kapcsolatos jellegzetességei és antibiotikum érzékenységiik

A szerzett B-laktam rezisztenciaval rendelkezé K. pneumoniae klébnokat virulencia
faktorok és antibiotikum érzékenység szempontjabol is megvizsgaltuk annak
erdekében, hogy azonositsuk az esetleges klonalis jellegzetességeket. A vizsgalatok

és a statisztikai elemzések eredményeit a 4-8. tablazatok tartalmazzak.

Az ESBL termelb kibnok virulenciaval kapcsolatos jellegzetességei

Virulencia asszocialt faktorok tekintetében (4. tablazat) a major klonok esetében
néhany altalanos tulajdonsagot figyelhettink meg: mindharomra nagyfoku biofilm
képzd képesseg és gyakori 1-es tipusu fimbria termelés volt jellemz6. Ugyanakkor a
hipermukoviszkdzus fenotipus, K1 (magA) vagy K2 (k2a) szerotipus és az aerobactin
termelés hianyzott vagy rendkivul ritka volt. A kdz0s tulajdonsagok mellett szamos
klonalis jellegzetességet is felismerhettiink: a HEC/ST15 izolatumok kérében fordult
el leggyakrabban enterobactin és 3-as tipusu fimbria termelés; egyedul az
ECP/ST101 hordozott irp2-1 gént (yersiniabactin); és az EC Il/ ST147 izolatumok
voltak a legkevésbé érzékenyek a szérum baktericid hatasra, illetve Klebsiella Ferric

ion Uptake System (kfuB) nem volt esetikben kimutathaté.
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4. tablazat Az ESBL termelé K. pneumoniae klonok virulencia asszocialt faktor

tartalma

HEC ECP ECII minor

ST15 ST101 ST147 klénok o]

n=69 n=10 n=9 n=14
,String”-teszt 2 (3%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (14%) | 0.245
rmpA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
magA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
k2a 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
enterobactin 67 (97%) 5 (50%) 6 (67%) 14 (100%) | <0.001
aerobactin 1 (1%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (7%) 0.566
kfuB 69 (100%) 10 (100%) 0 (0%) 3(21%) | <0.001
ip2-1 0 (0%) 10 (100%) 0 (0%) 2 (14%) | <0.001
1-es tipusu fimbria | 67 (99%)* 10 (100%) 9(100%) 13 (93%) | 0.833
3-as tipusu fimbria | 65 (96%)* 4 (40%) 6 (67%) 6 (46%) | <0.001
biofilm (median) 3.526 2.112 2.463 1.262 <0.001
szérum
rezisztencia, 60 15.20% 5.40% 62.11% 1.46% 0.005
perc (median)
szérum
rezisztencia, 180 4.41% 4.09% 8.86% 0.09% 0.087
perc (median)

* n=68. Egy izolatumnal autoaggregacio volt megfigyelhetd.

Mig egyes tanulmanyok azt jelezték, hogy az ESBL termel6 K. pneumoniae
izolatumok (1) gyakrabban fejeznek ki egyidejlleg 1-es és 3-as tipusu fimbriat, (2)
rezisztensebbek a szérum baktericid hatassal szemben vagy (3) nagyobb mértékben
adheralnak human epithel sejtekhez, és ilyen sejtekkel szemben fokozottabb invaziéra
képesek, mint az ESBL-t nem termeldk; ugyanakkor mas vizsgalatok arra utaltak, hogy
a kulénbozd virulencia faktorok bizonyos klonokhoz vagy rezisztencia plazmidokhoz
kapcsolodhatnak. Eredményeink szintén azt sejtetik, hogy a kulonféle virulencia
asszocialt faktorok eléfordulasa klénonként eltéré lehet.

A major klénokban kimutatott virulencia faktorok bizonyitottan fontos szerepet
jatszanak a kovetkez6 infekciok kialakitasaban: az 1-es tipusu fimbria hugyuti
fert6zésekben, a 3-as tipusu fimbria katéterrel 6sszefliggd hugyuti fertézésekben és a
yersiniabactin Iéguti infekciokban. Ezen virulencia faktorok jelenléte, a multirezisztens
fenotipus mellett, hozzajarulhatott ahhoz, hogy ezek az ESBL termeld klonok sikeres

nozokomialis korokozokka valjanak.
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Az ESBL termelb klbnok antibiotikum érzékenysége

Habar a gentamicin és a tobramycin rezisztencia a major és a minor ESBL termel6
klbnokban hasonlé gyakorisagu volt, az amikacin és a trimethoprim/sulfamethoxazole
rezisztencia el6fordulasa klononként eltéré volt (5. tablazat).

Mig a major EBSL termel6 klonokban a ciprofloxacin rezisztencia altalanosan
elterjedt volt, addig a minor klonokba tartozé izolatumok tobbsége (57.1%) az
epidemiologiai cut off értékek alapjan a vad tipusba tartozott. Felvetédott, hogy a
ciprofloxacin rezisztencia mértékében vald kiuldnbségeket a fluorokinolon rezisztencia
megszerzeésével jard koltségek (,fitness cost”) befolyasoljak, tovabba, hogy a magas
szintl rezisztencia kialakuldasa soran az SHV ESBL plazmidok elveszhetnek.
Vizsgalataink soran az SHV-5 termel6 izolatumokban magas szintl ciprofloxacin
rezisztenciat nem tapasztaltunk. Az egyetlen rezisztens izolatum alacsony szint(
rezisztenciat mutatott (MIC = 2 mg/L), és az ST113-ba tartozott.

A major klénok izolatumainak tobbsége aminoglikozidokkal és fluorokinolonokkal
szemben kombinalt rezisztenciat mutatott (ST15: 94%; ST101: 100%; ST147: 100%).
A rezisztencia mechanizmusok ilyen fajta kombinacidja sokkal ritkdbban (36%) fordult
el6 a minor klénok izolatumai kozott. A nem-B-laktdm antibiotikumokkal szembeni

gyakori rezisztencia hozzajarulhatott a karbapenemek tulhasznalatahoz.

5. tablazat Az ESBL termel6 K. pneumoniae klénok kilénb6zé antibiotikumokkal
szembeni rezisztenciaja

HEC ECP EC I minor p

ST15 ST101 ST147 klénok

n=69 n=10 n=9 n=14
amikacin 51 (74%) 3 (30%) 8 (89%) 8 (57%) 0.018
gentamicin 11 (16%) 0 (0%) 1(11%) 0 (0%) 0.070
tobramycin 4 (6%) 0 (0%) 0 (%) 0 (0%) 0.361
trimethoprim/ 38 (55%) 1(10%) 0 (0%) 9 (64%) | <0.001
sulfamethoxazole
ciprofloxacin 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (64%) | <0.001
ciprofloxacin MIC 232mg/L  232mg/L  4-32 mg/L 0.06-32
tartomany mg/L
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A karbapenemaz termeld izolatumok antibiotikum érzékenysége

Vizsgalatunk soran a VIM metallo-B-laktamaz okozta karbapenem rezisztencia
alacsony szintl volt (6. tablazat). Az izolatumok tdbbségénél az imipenem és a
meropenem MIC értékek az érzékeny Klinikai breakpoint kozelében voltak. Az
alacsony szintl rezisztencia megnehezitette a fenotipusos gatlasi probakkal valo
kimutatast, amit az alacsonyabb MIC értékek mellett tapasztalt meropenem és
meropenem + dipikolinsav (metallo-B-laktamaz gatlé szer) zéna atméré kdzotti kisebb
kuldnbségek is jeleznek (7. tablazat). Ez megmagyarazza, hogy az izolatumok egy
jelentds része (51,0%) miért volt negativ metallo-B-laktamazokra a fenotipusos gatlasi
préba soran, annak ellenére, hogy a VIM enzim termel6dése a mddositott Hodge-
teszttel kimutathatd volt. Tekintettel a VIM enzim altal biztositott alacsony szinti
karbapenem rezisztenciara, az EUCAST altal karbapenemaz szlirésre javasolt
meropenem epidemioldgiai cut off értékek hasznalata, a modositott Hodge-teszt
alkalmazasa és a harom karbapenem szarmazékkal szembeni érzékenység egyidejl

vizsgalata el6ny0s lehet a VIM termelés kimutatasa szempontjabdl.

6. tablazat VIM termel6 K. pneumoniae izolatumok karbapenem érzékenysége
(n=101)

Ertapenem Imipenem Meropenem
tartomany (mg/L) 0.5-32 0.25-32 0.12-32
MICso (mg/L) 4 2 1
MICo0 (mg/L) 32 32 2
érzékeny 7 (6.9%) 57 (56.4%) 91 (90.1%)
meérseékelten érzékeny 10 (9.9%) 18 (17.8%) 8 (7.9%)
rezisztens 84 (83.2%) 26 (25.7%) 2 (2.0%)
ECOFF felett 101 (100%) 61 (60.4%) 95 (94.1%)

ECOFF = epidemioldgiai cut off érték

Karbapenemaz termel6 K. pneumoniae izolatumok altal okozott sulyos,
életveszélyes fert6zésekben antibiotikum kombinacié adasa javasolt. Ha az izolatum
karbapenem MIC értéke <4 mg/L, megfontoland6 egy karbapenem alapu terapia. Ez
a feltétel 100/101 (99.0%) VIM pozitiv izolatum esetében teljesult, ezaltal mas
szerekkel (mint példaul colistin, tigecycline, fosfomycin, chloramphenicol,

fluorokinolonok vagy aminoglikozidok) kombinalva terapias alternativat jelenthetnek.
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7. tablazat A fenotipusos gatlasi proba soran tapasztalt metallo-3-laktamaz (MBL)
pozitivitas aranya és meropenem ill. meropenem + dipikolinsav zonaatmérdk kozotti
atlagos kulonbségek a meropenem MIC érték figgvényeben

Meropenem n Boronsav Dipikolinsav | Cloxacillin MBL
MIC (mgl/L) attag SD | atlag SD | atlag SD | pozitiv
(mm) (mm) (mm) (%)
0.12 6 -0.8 1169 | 22 0983 | 0.0 0.693 0.0
0.25 21 0 1284 | 28 1.209| 0.6 1.284 14.3
0.5 21 04 1284 46 1.028] 1.1 0.944 52.4
1 30 06 1382 48 1315| 1.5 1.042 63.3
2 13 04 0870 49 1256 | 1.2 1.235 69.2
4 8 03 1753 49 0991] 1.0 1.512 75.0
32 2 05 0.707] 6.0 1414 ] 0.0 0.0 100.0
0sszesen 101 03 1300 42 1567 | 1.0 1177 49.0

SD = szoéras

Vizsgalatunk soran a colistin rezisztencia ritka volt (1/82), és nem volt olyan
izolatum, mely tigecyclinre rezisztens lett volna (8. tablazat). A j6 in vitro aktivitasuk
ellenére mind a colistin, mind a tigecyclin szamos hatrannyal rendelkezik. A colistin
nefro- és neurotoxikus, azonban az ujabb adagolasi ajanlasok valamelyest mérséklik
ezt a problémat. A tigecycline csupan harom korkép (komplikalt has(ri infekciok,
komplikalt bér és lagyrész infekciok és kozosségben szerzett pneumonia) kezelésére
lett jévahagyva, és nincs indikacidja szepszisben, lélegeztetéssel 0Osszefuggd
pneumoniaban vagy hugyuti infekcioban.

Az izolatumok kdzel két harmada (65,9%) érzékeny volt fosfomycinre, és ezaltal
egy lehetséges alternativat kinal hugyuti fertézések kezelésére, azonban csak per os
készitmény formajaban, rovid ideji kezelések céljabol adhato. A per os kezelést az
EUCAST csak nem komplikalt hugyuti infekciok kezelésére javasolja.

A magas aranyu rezisztencia (48,8%) és sulyos toxicitas szlkiti a
chloramphenicolnak a karbapenemaz termel6 K. pneumoniae izolatumok altal okozott
fert6zések kezelésében valo felhasznalhatdésagat.

Minden izolatum rezisztens volt ciprofloxacinra, ami valamennyi fluorokinolon
szarmazékkal szembeni keresztrezisztenciat jelent. A HEC/ST15 esetében a
fluorokinolon rezisztencia hatterében a gyrA és a parC gének mutacioit mutattak ki

korabban.
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8. tablazat A VIM termel6 K. pneumoniae izolatumok nem-B-laktam antibiotikumokkal

szembeni érzékenysége, n=82 (S = érzékeny, | = meérsékelten érzékeny, R =
rezisztens)
tartom MICso MiCao S | R
any
ciprofloxacin - - - 0 0 82
(0%) (0%) (100%)
gentamicin - - - 6 0 76
(7.3%) (0%)  (92.7%)
tobramycin - - - 0 0 82
(0%) (0%) (100%)
amikacin 4-16 8 16 66 16* 0
mg/L  mg/L mg/L  (80.5%) (19.5%) (0%)
chloramphenicol 2-256 8 64 42 - 40
mg/L  mg/L  mg/L (51.2%) (48.8%)
colistin 0.5-4 1 1 81 - 1
mg/L  mg/L  mg/L (98.8%) (1.2%)
tigecycline 0.03-2 0.5 2 66 16 0
mg/L mg/L mg/L (89.5%) (19.5%) (0%)
fosfomycin 4-256 16 256 54 - 28
mg/L  mg/L mg/L (65.9%) (34.1%)

* Hat izolatum esetében az amikacin érzékenységi eredményeket érzékenyrél
mérsékelten érzékenyre modositottuk az EUCAST 12.7-es szakmai szabalya alapjan.

Az aminoglikozidok hasznalhatésagat megkérdéjelezi az aac(6’)-Ib génnek az
In238b integronon valod jelenléte. Az AAC(6’)-1 enzim képes modositani az amikacint
és a tobramycint. Valamennyi izolatum rezisztens volt tobramycinre, de csak tiznek
volt az amikacin MIC értéke a nem-érzékeny tartomanyban. Az EUCAST 12.7-es
szakmai szabalya azt ajanlja, hogy az amikacin érzékenységi eredményeket
érzékenyrdl mérsékelten érzékenyre modositsuk, ha az izolatum tobramycin
rezisztens és gentamicin érzékeny annak érdekében, hogy jelezzik az amikacin
AAC(6’)-l enzim altali modifikacio lehetéségét. Ezt a szabalyt hat izolatum esetében
tudtuk alkalmazni, azonban 66 esetben nem teljeslilt a leirt fenotipus, mivel azt
valoszinlleg egy gentamicin médosité enzim elfedte.

A molekuléaris tipizalas és az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok alapjan
megallapithatjuk, hogy ha az intézménylunkben egy karbapenemaz termel6 K.
pneumoniae izolatum altal okozott sulyos infekcié gyanuja merul fel, egy imipenem
vagy meropenem és colistin vagy tigecycline kombinacié adhaté elsé vonalbeli
empirikus terapiaként.
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Uj eredmények

- A CTX-M-15 termel6, nemzetkozileg elterjedt ST101 K. pneumoniae kldn elsé leirasa
Magyarorszagon.

- A VIM-4 metallo-B-laktamaz termelés els6 kimutatasa ST15 K. pneumoniae klonban.

- Egy uj infB allél (sorszam: 83) és szekvenciatipus (ST1193, allél profil: 2-83-2-1-9-4-
135) azonositasa K. pneumoniae-ban.

- A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontjaban izolalt K. pneumoniae torzsek
szerzett (B-laktdam rezisztencia mechanizmusainak gyakorisagaban bekodvetkezett
valtozasok elsé atfogo vizsgalata.

- A kllonb6zb multirezisztens K. pneumoniae klonok Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Kdzpontjan beldli elterjedtségének elsé felmérése.

-A Pécsi Tudomanyegyetem Kilinikai Kozpontban izolalt multirezisztens K.

pneumoniae klénok virulencia asszocialt jellegzetességeinek elsé leirasa.
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