dc_112 10

B-laktam rezisztens Gram-negativ
baktériumok vizsgalata

Doktori tezisek

Dr. Szabo Dora

Budapest

2011



dc_112 10

TARTALOMJEGYZEK

1. IRODALMI HATTER
2. CELKITUZESEK

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1.Altalanos bakteriol6giai modszerek
3.2. Biokémiai vizsgalé modszerek
3.3. Genetikai modszerek
3.4. Epidemiologiai vizsgalatok
3.5 Allatkisérletek

4. EREDMENYEK
4.1. Epidemiolégiai vizsgéalatok
4.2. ESBL enzimek tjabb fenotipusos €s genotipusos detektalasi lehetdsége
4.3. Uj ESBL enzimek izolalasa és karakterizalasa
4.4. Az ESBL termelés ¢és a csokkent kinolon érzékenység kapcsolata
4.5. Gram-negativ baktériumok karbapenem rezisztencidjanak vizsgalata
4.6. ESBL-termel6 torzsek altal okozott fertézések terapias lehetdségei

kisérletes allatmodellekben
5. A TEZISEK LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASAI
6. KOSZONETNYILVANITAS
7. TUDOMANYOS KOZLEMENYEK

7.1. A tézisek alapjaul szolgalé tudomanyos kdzlemények

7.2. A tézisekhez nem kapcsoldodd tudoményos kdzlemények

<N N kA b~ A

10
12
12
13

15

17

19

20

20
22



dc_112 10

1. IRODALMI HATTER

A B-laktdm antibiotikumok (penicillinek, cefalosporinok, karbapenemek, monobaktamok)
szerkezetében B-laktam gylirt talalhato. Antibakterialis hatasuk ezen gytlrt épségéhez kotott.
A B-laktdm antibiotikumok a baktériumsejtfal peptidoglikan vézanak a felépitését gatoljak
tobb tadmadasponton keresztiil. A veliikk szemben kialakult rezisztencia hatterében tobbféle
mechanizmus allhat: B-laktamaz termelés, permeabilitas valtozas (kiils0 membran fehérje
valtozas), target megvaltozas (penicillin-kotd fehérjék megvaltozasa), efflux mechanizmus,
illetve ezek a mechanizmusok egyiittesen is jelen lehetnek a baktériumban. A leggyakoribb
rezisztencia mechanizmus azonban a baktériumok B-laktaméaz enzim termelése. A -laktamaz
enzimek osztalyozasa hidrolizisuk alapjan, gatloszerekkel szembeni érzékenységiik, genetikai
hatteriik (kromoszomalis, illetve extrakromoszomalis), illetve molekuléris szerkezetiik (A-D)
alapjan torténik. A jelenleg elfogadott osztalyozas a Bush-Jacoby-Medeiros féle osztalyozas,
mely a felsorolt szempontok alapjan a B-laktamaz enzimeket 4 (1-4) nagy csoportba osztja.

A széles spektrumu cefalosporinokra kiterjedd rezisztencia a Gram-negativ baktériumok
kozott, kiilonds tekintettel az Enterobacteriaceae csalad tagjaira, az egész vilagra kiterjedd
probléméava valt a kiterjedt spektrumu p-laktamazok (extended-spectrum [-lactamase, ESBL-
ek) és az AmpC-tipustt B-laktamazok megjelenését kovetden. Ma mar tobb, mint 300
kiilonb6zé ESBL enzim ismert. Ezek az enzimek vilagszerte jelen vannak, elsdsorban plazmid
altal kodoltak, és az Enterobacteriaceae csalad tagjai kozott elterjedtek, de Pseudomonas
aeruginosa torzsekben is megfigyelték oket. Jelenleg a TEM- és SHV-tipustt ESBL-ek kozott
tobb, mint 300 varianst, a CTX-M ESBL-nél tobb, mint 65 tipust €s az in. minor ESBL-ek
(VEB, GES, PER, SFO-1, TLA-1, TLA-2, BES-1, BEL-1) esetében tobb, mint 20 félét irtak
le. Az ESBL enzimek hidrolizaljak a Gram-negativ ellenes penicillin szarmazékokat, az elso,
masodik, harmadik és negyedik generacids cephalosporinokat ¢s a monobaktdmokat. Nem
képesek hidrolizalni a cephamycineket ¢és a karbapenemeket. Aktivitdsuk kiilonb6zd enzim
gatloszerekkel - klavulansav, tazobaktam, szulbaktam - jol gatolhato.

Az ESBL-termeld, multirezisztens Enterobacteriaceae torzsek terjedésével a
karbapenemek valtak a Gram-negativ baktériumok okozta stlyos fert6zések antibiotikum
hasznalat kovetkeztében egyre gyakoribbak az e szerekkel szemben is rezisztens baktériumok.
A karbapenem rezisztens nem-fermentdld Gram-negativ korokozok (Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp.,) megjelenése utan, karbapenem rezisztens Enterobacteriaceae torzseket is
izolaltak mar. A legjelentdsebb karbapenemazok a szerin tipusa K. pneumoniae
carbapenemase (KPC) enzimek, melyek klavulansavval gatolhatok; illetve metallo-f3-
laktamazok (MBL), melyek aktivitasa EDTA-val fiiggeszthetd fel. Az MBL csoport
legjelentdsebb tagjai a VIM-, IMP- tipusu MBL-ek.

2. CELKITUZESEK

Epidemiolégiai vizsgalatok
A TEM- és SHV-tipusu ESBL-t termelé Klebsiella pneumoniae térzsek (ESBL-KP) fontos
korokozokka valtak a korhazi fertézésekben, multirezisztenciajuk miatt, illetve mert egyre
tobb jarvanyt okoznak a korhazakban elsdsorban a korasziilott intenziv osztalyokon (PIC).
1. Célunk volt jellemezni Magyarorszagon az els6 ESBL-K. pneumoniae torzsek altal
okozott jarvanyt molekuléris epidemioldgiai szempontbol.
2. Célunk volt tovabba egy otéves kovetéses molekularis epidemioldgiai vizsgalat
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a Semmelweis Egyetem II. PIC-en. Egyidejiileg, retrospektiv moédon vizsgélni a
fertdzések rizikofaktorait és a mortalitast is.

ESBL enzimek ujabb fenotipusos és genotipusos detektalasi lehetésége
A Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) és az European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) éaltal meghatarozott ESBL fenotipusos
szlirdvizsgalatok csak Klebsiella spp., Escherichia coli és Proteus mirabilis torzsekre
tartalmaznak ajanlasokat. A kromoszomalis AmpC-tipusu B-laktaméz termeld térzsek ESBL
termelésének kimutatasara azonban még nincsenek ajanlasok.
3. Vizsgélni kivantuk, hogy kromoszomalis AmpC-tipusu [-laktamazt is termeld
Enterobacter cloacae torzsekben, milyen modon tudjuk detektalni a parhuzamos
ESBL termelést, ha a hagyomanyos tesztek a kromoszomalis B-laktaméaz enzim
jelenléte miatt nem értékelhetdek.
A Gram-negativ baktériumok gyakran tobbféle B-laktamadz enzimet termelnek. Abban az
esetben, ha egy baktérium tobb, azonos csoportba és azonos izoelektromos ponttal rendelkezd
B-laktaméz enzimet termel, azoknak a detektalasa kiilonds gondot okoz.
4. Célunk volt azonos tipusba tartozd tobbféle B-laktamaz enzimek genotipusos
azonositasara megfeleld modszer kidolgozasa.

Uj ESBL enzimek izolalasa és karakterizalasa
Az antibiotikumok szelekcids hatdsa kovetkeztében egyre tobb és tjabb ESBL varidnsok
keriilnek izolélésra.
5. Célunk volt 4j TEM-, SHV-, CTX-M tipusu ESBL valtozatok leirasa, jellemzése.
6. Tovabba megprobaltuk jellemezni az Gjonnan leirt TEM-131 ¢s SHV-30 enzimet
szubsztratprofiljuk és a megfigyelhetd mutaciok hatdsa alapjan.

ESBL termelés és a csokkent kinolon érzékenység kapcsolata
Annak ellenére, hogy a kinolon rezisztencia altalaban kromoszoman kodolt, vilagszerte
emelkedik a ciprofloxacin rezisztens ESBL-termel6 torzsek ardnya. Az utdbbi években tobb
plazmidon kédolt kinolon rezisztencia gént (gnrA, gnrB, gnrS és aac(6’)-1b-cr) irtak le.
7. Vizsgélatunk célja volt a gnrd, gnrB, gnrS és aac(6’)-1b-cr gének prevalencidjanak
meghatarozasa magyarorszagi ESBL-termeld izolatumok kozott, illetve a gnr gének
mobilitasanak vizsgalata.

Gram-negativ baktériumok karbapenem rezisztenciajanak vizsgalata
A karbapenem rezisztencidért elsdsorban a baktériumok karbapenemaz termelése felelds, de
egyéb mechanizmusok is szerepet jatszhatnak.
8. Vizsgalni kivantuk egy a terdpia sordn ertapenem-rezisztenssé valt E. cloacae
klinikai izolatum antibiotikum rezisztencia-mechanizmusait.
9. Vizsgaltuk egy ertapenem rezisztens K. pneumoniae ¢és egy szintén ertapenem
rezisztens K. oxytoca antibiotikum rezisztencia mechanizmusait.
10. Szintén tisztazni kivantuk egy kordbban kiilfoldon kezelt betegbdl izolalt
karbapenem rezisztens P. aeruginosa ¢és Acinetobacter baumannii torzsek
rezisztencia viszonyait is.

ESBL-termel6 torzsek altal okozott fert6zések terapias lehetoségei Kisérletes
allatmodellekben

Az ESBL-termel0 torzsek gyakran rezisztensek mas antibiotikumokkal - aminoglikozidokkal,
tetracyclinnel és trimethoprim/sulphametoxazollal - szemben is az azonos plazmidon
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elhelyezkedd rezisztencia gének miatt. A keresztrezisztencia miatt az ESBL-termeld torzsek
altal okozott fert6zések esetén a terapias lehetdségek korlatozottak.

11. Célunk az volt, hogy dsszehasonlitsuk az amikacin, a cefepim, az amikacin-cefepim
¢s az imipenem hatasat SHV-5 ESBL-termelé K. pneumoniae torzzsel fertdzott
szeptikus egerekben, magas kezdeti csiraszam alkalmazaséval.

12. Célunk volt tovabba, hogy meghatarozzuk és Osszehasonlitsuk a ciprofloxacin €s a
levofloxacin aktivitasat is az SHV-5 ESBL-termel6 K. pneumoniae torzs ellen in
vitro €s in vivo.

13. Célunk volt egy Uuj antibakteridlis aktivitassal is bird peptid, az A3-APO, hatasat
Osszehasonlitani az imipenemmel ESBL-termeld E. coli torzzsel fert6zott szeptikus
egerekben.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Altalanos bakteriolégiai médszerek

Baktériumtorzsek azonositdsa, taroldasa

A baktériumtorzsek biokémiai azonositdsa a rendelkezésre allo identifikald rendszerekkel,
automatakkal torténtek: ATB-teszt, API 20E, VITEK II, VITEK III. A baktérium torzseket 20
% glicerint tartalmazd Tryptic Soy Brothban (TSB) taroltuk -80°C-on. Tekintve, hogy
munkank sordn nagyszamu torzset hasznaltunk, jelolésiiket, forrdsukat és relevans
tulajdonsagaikat a kisérletek jobb megértése okan azok leirasdnal adjuk meg.

Antibiotikum érzékenység meghatdarozasa

Az antibiotikum érzékenység meghatarozasa egyrészt korongdiffuzids modszerrel tortént,
illetve a minimdlis gatld koncentracid6 (MIC) meghatarozasaval. MIC értékeket az
antibiotikumokat meghatarozott koncentraciogradiensben tartalmazé E-teszt csikokkal, a
gyartd eldirdsainak megfeleléen alkalmazva (AB Biodisk, Solna, Svédorszag) hataroztuk
meg, illetve bizonyos esetekben mikrodiliciés mddszerrel. Az antibiotikum érzékenységi
vizsgalatokat a Clinical and Laboratory Standards Institute/National Committee for Clinical
Laboratory Standards (CLSI/NCCLS) aktudlis évi, érvényben lévé nemzetkdzi ajanlasai
alapjan végeztiik. A vizsgélatok kivitelezése az ajanlasoknak megfelelden kontrolltorzsekkel
ellendrzott taptalajokon, nemzetkozi standardoknak megfeleld koriilmények kozott torténtek.

A P-laktamaz enzim termelés detektdlasa antibiotikum érzékenység meghatarozasa alapjan
Az  indukalhatd, részlegesen derepresszalt vagy derepresszalt ~AmpC-termelés
meghatarozasara a cefoxitin-cefotaxim antagonizmus-tesztet alkalmaztuk. Az ESBL termelés
fenotipusos sziirését, illetve az ESBL termelés megerdsitését a CLSI nemzetkozi ajanlasa
alapjan végeztiikk. A karbapenemaz termelés sziirését modositott Hodge-teszttel végeztiik el.
Az MBL termelés fenotipusos sziirését, illetve az MBL termelés megerdsitését szintén a CLSI
nemzetkozi ajanlasa alapjan végeztiik.

3.2. Biokémiai vizsgalo modszerek

Analitikai és preparativ izoelektromos fokuszalds

Az analitikai izoelektromos fokuszaldshoz a baktériumokbol a B-laktamaz enzimet lyzozymes
feltarassal nyertiik ki. A teljes sejtek és a sejttormelék centrifugalassal torténd eltavolitasa
utan a feliiluszot hasznaltuk az izoelektromos pont (pI) meghatarozasara. Az elektroforézishez
elore elkészitett pH 3-10 poliakrilamid géleket (BioRad) alkalmaztunk. A preparativ
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izoelektromos fokuszalashoz a baktériumokbol a B-laktamaz enzimet Lin moddszerével
nyertiik ki. A fehérjekoncentraciokat a Bio-Rad Protein Assay (BioRad) révén hataroztuk
meg, marha szérum albumin (BSA) standard alkalmazasaval.

Enzimkinetikai vizsgalatok

Az SHV-30 B-laktamaz steady-state kinetikai paramétereit spektrofotométerrel hataroztuk
meg. A méréseket nitrocefinnel, cefotaximmal és cefepimmel végeztiik el. A kinetikai
paraméterek (vmax €s Ky) meghatarozasat az adatok Michaelis-Menten egyenletbe torténd
illesztésével végeztiik a nemlinedris legkisebb négyzetek elve szerint.

Enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat (ELISA) SHV f-laktamaz kimutatdasara

Az immunoassay lemezeket egy ¢éjszakdra 4 pg/ml tisztitott SHV-1 antitestet tartalmazé
karbonat-pufferrel (pH 9,5) vontuk be. A standard 0,1 % BSA-ban 0,0015-100 ng/ml
koncentraciora oldott tisztitott SHV-1 volt. A mintak egy ¢&jszakdn at novesztett
baktériumtenyészetekbdl szarmazo 100 pl-es aliquotok voltak, amelyeket 10 percig forraltunk
¢€s sorozatban higitottuk. Jel6l6 anyagként sreptavidin-tormaperoxidazt hasznaltunk. Az ODgo;
értekeket ELISA lemezolvasd segitségével kaptuk meg, ¢és Osszehasonlitottuk a
sorozathigitasu, tisztitott SHV-1 p-laktamdazzal, amelyet belsé referenciapontként
hasznaltunk.

Kiils6 membran fehérjék izoldaldsa és kimutatdsa

A kiils6 membran fehérjék izolalasa soran a baktériumsejtek ultrahangos feltarasat kovetden,
a kapott fehérjéket sarkozylos kezelésnek vetettiik ald. A kiilonbozd fehérjefrakciok
centrifugalassal torténd szétvalasztisa utdn a kiils6 membran fehérjéket 11%-os tomoritd és
20%-os futtatd SDS-PAGE géleken hataroztuk meg. A géleket Coommassie Brilliant Blue
R250-¢l festettiik, hogy a fehérjéket lathatova tegyiik.

3.3. Genetikai modszerek

Plazmid kimutatas, izolalas

A plazmidok rutinszerli kimutatdsdhoz az alkalikus lizis médszert hasznaltuk, azonban néhany
esetben a plazmidokat plazmid extrakcios kit segitségével nyertiik ki (Wizard Plus Minipreps,
DNA Purification System; Promega). A restrikcidés enzimmel torténd emésztés soran az
enzimeket - EcoRI, Hindlll - a gyart6 (BioLab) eldirasainak megfelelden hasznaltuk.

Transzformacio, konjugdcio

A transzformdacid soran a baktérium torzsek extrahalt plazmid DNS-ét E. coli DHS5-alfa
sejtekbe, illetve E. coli DHI10B recipiens sejtekbe transzformaltuk. A transzformalt
baktériumokat a szelektald antibiotikumot tartalmazo tartalmazé tdpagaron tenyésztettiik. A
konjugacid soran recipiensként azid-rezisztens vagy rifampicin-rezisztens E. coli J53 torzset
hasznaltunk.

Pulzalo mezejii gélelektroforézis

A pulzalé mezejii gélelektroforézist (pulsed field gel electrophoresis, PFGE) a Centers for
Disease Control and Prevention PulseNet protokolljanak megfelelden végeztik. A
dendrogramokat Molecular Analyst (Bio-Rad) segitségével készitettiik el, a Dice-egylitthatd
alkalmazasdval, nem sulyozott par csoport moédszerrel (UPGMA), 1,3 %-os pozicid
toleranciaval.

Polimeraz lancreakcio (PCR)
Az egy ¢éjszakan at tenyésztett vizsgalando izolatum 10 pl-es aliquotjat vizzel 10-szeresére
higitottuk és 15 percig forraltuk, majd lecentrifugaltuk. A keletkezett feliiluszot hasznaltuk
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bakterialis templat DNS-ként a PCR soran. A PCR-eket RedTaq DNS-polimerazzal végeztiik
¢s kiilonbozd génekre specifikus megfeleld primereket hasznaltunk. A PCR-terméket
tartalmazo6 reakcioelegy 10 pl-ét elektroforézissel vizsgaltuk 0,8 w/v %-os gélben.

Klonozas
Az amplifikalt blasyy termékeket klonoztuk a gyartd eldirasai szerint egy pCR-XL-TOPO
vektorba, amely egy kanamycin-rezisztencia determindnst kodolt.

Mutagenezis

A PCR-alaptl site-directed mutagenesist a Stratagene QuikChange mutagenesis kit
segitségével végeztiik. Két komplementer oligonukleotidot allitottunk elé az SHV-1 B-
laktamazban talalhaté 43-as ¢és 238-as aminosavnak megfeleld helyen és side-directed
mutagenesist hajtottunk végre. A mutagenezisnek aldvetett DNS-t tartalmazd transzformalt E.
coli DHI10B telepeket 20 mg/l kloramfenikolt tartalmazé Luria-Bertani (LB) agarra
sz¢lesztettiik és a telepeket szlirtiik a kivant mutéaciokra.

DNS-szekvendlas

Az amplifikalt termékeket ABI 4500 és ABI 3100 genetikai analizatorok segitségével
szekvenaltuk a gyartd eldirasai szerint. A szekvenald reakcidkat a kiilonbozd génekre
specifikus megfeleld primerekkel végeztiik, amelyeket az eldzetes amplifikdcid soran is
hasznaltunk. A szekvencia-analizist a Lasergene DNASTAR szekvencia-analizis szoftverrel
(DNAStar) végeztik. Minden génszekvencia azonositisa a GénBank ¢és EMBL
adatbazisokban elérhetd szekvenciakkal 6sszehasonlitasban tortént.

Real-time polimeraz lancreakcio ,,single” nukleotid polimorfizmus (real-time PCR SNP)

A blasyy ,.single” nukleotid polimorfizmusainak detektdldsara az 5’-nukledz assay-t
alkalmaztuk. Két, csak egyetlen nukleotidban kiilonb6zé oligonukleotidokbol —allo
fluoreszcens probat hasznéltunk, melyeknek mindkét végen volt jelzéfesték (6-karboxi-
2°,4,4°,5,7,7 -hexaklorofluoreszcein [HEX] vagy 6-karboxi-fluoreszcein [FAM] ¢és egy
csillapito  festék (6-karboxi-tetrametilrodamin [TAMRA]). A real-time PCR allél
megkiilonboztetd assay-ket a Primer Express szoftverrel (Applied Biosystems) terveztiink. A
real-time fluoreszcencia detektaldsat minden egyes ciklus 60 °C-os, hibridizacids-szintetikus
szakaszaban végeztiik. ABI allélmegkiilonboztetd szoftvert alkalmaztunk a genotipusok
abrazolasara, amely két-paraméteres abrazoldson alapult a FAM ¢és a HEX intenzitasat
hasznalva 40 cikluson at.

Valosidejii reverz transzkriptaz PCR

Valo6sidejti reverz transzkriptaz PCR-t (RT-PCR) végeztiink az ompD €és ompF porin gének ¢€s
az acrB efflux pumpa génnek a rpoB housekeeping génhez viszonyitott relativ
expressziojanak meghatarozasa céljabol. A baktériumokbol nyert RNS felhasznalasaval
reverz transzkripcid révén egyszali cDNS-t készitettiink, melyek mennyiségét valosidejii
PCR-amplifikacioval hataroztuk meg, a kiils6 membranfehérjék (OMP) €s az efflux pumpa
génekre specifikus primereket alkalmazva. Az expresszios szinteket minden izoldtum esetén
az rpoB (housekeeping gén) transzkripcids szintjéhez viszonyitva standardizaltuk. Az ompD,
ompF ¢és acrB gének expresszidjaban bekovetkezd relativ valtozasokat a referencia és a
célpont hanyadosaként szamitottuk ki a 2”2 modszer segitségével, ahol Cr a cikluskiiszsb.

3.4. Epidemioldgiai vizsgalatok
Epidemioldgiai fogalmak

Azokat az eseteket vizsgaltuk, amikor az ESBL-termelés genotipizalassal €és izoelektromos
fokuszalassal megerdsitésre keriilt. Az izolatumok ismétlédése akkor meriilt fel, ha
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ugyanabbdl a betegbdl keriiltek kitenyésztésre ¢és genotipizéldssal nem voltak
megkiilonboztethetdk a kordbbi izoldtumoktol. Fertdzésnek tekintettilk azt az esetet, ha a
beteg fertdzés jelét vagy tlinetét mutatta ¢és a vérébdl, vizeletébdl, liquorabol,
bronchoalveolaris lavage-abol vagy barmilyen egyéb fiziologiasan steril testfolyadékabol
Klebsiella spp. volt izolalhatd. Kolonizacionak tekintettiik azt az esetet, ha Klebsiella spp.
volt izolalhato a betegbdl, de a beteg nem mutatta a fert6z¢€s klinikai jeleit vagy tiineteit.

A kortorténetek dttekintése

A Klebsiella-fert6zéseket retrospektiv modon elemeztiikk a kortorténetek attekintésével. A
demografiai és klinikai adatokat minden egyes ujsziildttre vonatkozoan Osszegytijtottiik,
beleértve a sziilés modjat, az egyediili vagy ikerterhességet, a nemet, a kort, a sziiletési sulyt,
a mas mikrobak altal okozott koinfekciok jelenlété, a gépi 1¢élegeztetést és a fertdzés
kimenetelét.

3.5. Allatkisérletek

Allatmodell

Minden kisérletben 30-35 g tomegii CD-1 egereket hasznaltunk. Az egereket 10’ CFU/gr
SHV-5-termeld K. pneumoniae torzzsel fertdztikk intraperitonedlisan (i.p.). Az allatokat a
Laboratériumi Allatok Gondozasa és Alkalmazasa Irdnyelveinek megfeleléen tartottuk, a
kisérleteket pedig a Semmelweis Egyetem (Budapest) Allatgondozasi Bizottsaga hagyta jova
minden esetben.

Antibiotikum kezelés

A kezelés 3 oraval a fert6zés utan kezdddott és 24 oraig tartott. Két dozis amikacint (7,5
mg/kg 10,5 oranként), harom dozis cefepimet (80 mg/kg 7 o6ranként), a monoterapiaval
megegyezd dozisu amikacin-cefepimet ill. négy dozis imipenemet (40 mg/kg 5,25 6ranként)
adtunk i.p.. A cisplatint (18 mg/ttkg) szintén i.p. injekcidval adtunk be a fertézés eldtt 3
nappal, a vesemiikdodés leallitasa céljabol az imipenemmel, cefepimmel illetve amikacinnal
kezelt csoportokban. 20 mg/kg ciprofloxacint és 50 mg/kg levofloxacint adtunk i.p. minden 6
oradban 24 oraig.

Antibiotikum szérum szintek meghatdrozdasa egerekben

Véletlenszertien kivalasztott CD-1 egereket (30-35 g) hasznaltunk az antibiotikumok szérum
szintjének a meghatarozasahoz. Az egyszeri amikacin (7,5 mg/kg), cefepim (80 mg/kg),
imipenem (40 mg/kg), ciprofloxacin (20 mg/kg) és levofloxacin (50 mg/kg) dozist
intraperitonealisan adtuk. Vérmintakat a beadas utan 15 és 30 perccel ill. 1,2 és 3 6raval
vettiink. Az imipenem ¢és cefepim szérumszinteket papirkorongos moédszerrel, az amikacin
szérumszinteket fluoreszcens polarizacidos immunassay-vel €s a ciprofloxacin és levofloxacin
szérumszinteket magas nyomasu folyadékkromatografidval (HPLC) hataroztuk meg. A
farmakokinetikai féléletido-értékeket (T,), a csucskoncentraciot (Cpax), a Chax €lsO
megjelenését (Tmax), a végtelenbe extrapolalt koncentracio-ido gorbe alatti teriiletet (AUC) és
a koncentracio-idé gorbe 0-24 ora kozotti gorbe alatti  teriiletét (AUCpo4) a
nonkompartmentalis modszerrel szamitottuk ki

Baktérium csiraszam meghatdrozdsa az egerek vérében

Vért vettiink az egerektdl a fertdzés utan kiillonbozo idopontokban. A sorozathigitdsok utan a
mintakat kvantitativ modon tenyésztettik MH agar lemezeken. Egy éjszakan at 37 °C-on
torténd inkubacié utdn az ¢€l6 baktériumokat megszamoltuk ¢és log;y CFU/ml vér
kozépértékben fejeztiik ki. A baktériumndvekedés elmaraddsa esetén a kimutathatosag
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hatarat, azaz 300 CFU/ml-t helyettesitettink be. A szamitdsokat SSPS 7.5 program
segitségével végeztiik el.

Tulélési elemzés

Az utdnkovetés a talélés megfigyelésével tortént, az elhullast tekintettiik végpontnak. A
Kruskal-Wallis tesztet kovetden Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk statisztikai elemzésre,
P<0,05 értéket tekintve szignifikansnak. A kezelési idészakot a kumulativ valdszinliség
megbecsiilése alapjan hataroztuk meg a Kaplan-Meier talélési gorbe hasznalataval. A P <
0,05 értéket fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak. A talélést 24, 48 ora és 1 hét utan
vizsgéltuk a letalitds kiszamitasdhoz, a 24 oras tulélést pedig a kumulativ valdszintiség
megbecsiilésével allapitottuk meg a Kaplan-Meier tulélési gorbe felhasznalasaval. A
csoportok kozotti relativ kockazatot a hazard hanyados segitségével becsiiltiilk meg (megfeleld
95 %-os konfidencia-intervallummal) a megfigyelt és a szamitott elhullds 6sszehasonlitasaval.
A log sor tesztet hasznaltuk a statisztikai elemzéshez, a P<0,05 értéket fogadva el
szignifikansnak.

4. EREDMENYEK
4.1. Epidemiologiai vizsgalatok

Az elsé magyarorszagi ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek dltal okozott esethalmozodds
molekularis epidemiologiai jellemzése

Magyarorszagon az els6 dokumentdlt ESBL jarvany soran az els6 ESBL-termelé K.
pneumoniae torzset 1998. junius 30-a4n észlelték egy szolnoki kérhaz perinatalis intenziv
osztalyan (PIC). A retrospektiv vizsgélat 1997. januér 1-ig nem mutatott ki multirezisztens K.
pneumoniae 1izolatumot a PIC anyagaban, azonban az elsd észlelést kovetden 1998.
novemberéig tovabbi 14 primer és Ot ismételt ESBL-termeld izolatumot detektaltak.
Augusztusban ESBL-termeld S. marcescens bukkant fel egy 1 héttel korabban ESBL-termeld
K. pneumoniae-vel kolonizalt korasziilottben, tovabba egy ESBL-termeld K. pneumoniae
torzset izolaltak a fiirdészappanbol. Az 0Gsszes torzs ESBL termelését izoelektromos
fokuszalassal és PCR vizsgalattal konfirmaltuk. Az 6sszes ESBL-termeld K. pneumoniae
torzs kétféle kromoszoma mintdzatot mutatott AP-PCR modszerrel ERIC-2 primert
hasznalva. Az 1-14 klinikai ESBL-termelé K. pneumoniae izolatumok és a kdrnyezeti torzs
A1 mintaval rendelkezett, a 15-6s ESBL-termel6 K. pneumoniae izolatum A2 mintat mutatott.
A tizennégy ESBL-termelé K. pneumoniae klinikai izoldtum (az 1-14 izolatumok), a
kornyezeti ESBL-termeld K. pneumoniae és a S. marcescens izolatum azonos rezisztencia-
mintdzattal rendelkezett, mig a 15. ESBL-termeld K. pneumoniae izolatumé eltéré volt; a
cefepimre, cefpiromra, trimethoprim/sulfamethoxazolra és a tetracyclinre vonatkoz6 MIC
érteke sokkal alacsonyabb volt, mint a tobbi torzsé. A plazmid elemzés alapjan az Osszes
primer klinikai torzs, a kornyezeti ESBL-termeld K. pneumoniae €s a S. marcescens torzs
egyetlen nagy plazmiddal rendelkezett és a 1-14 klinikai ESBL-termelé K. pneumoniae
izolatum, a kornyezeti ESBL-termeld K. pneumoniae és a S. marcescens izolatum azonos
restrikcids plazmid DNS profillal rendelkezett, ami megerdsitette, hogy a torzsek ugyanazt a
plazmidot hordozzdk. Az SHV-t kodold gén jelenlétét a plazmidon mindegyik esetben
megerdsitettiik. Az 1-14 ESBL-KP izolatumok ESBL-k6dold plazmidja atvihetd volt az E.
coli J53-2 Rif' torzsbe konjugacié révén és az E. coli DH5-0-ba transzformacidval. A Tfl-
Tf14 transzformalt E. coli MIC értékei kissé alacsonyabbak voltak, mint a donor torzseké, de
a B-laktdm rezisztencia mintdzata az ESBL-termeléssel azonos volt a donor torzsekével. A
transzformalt torzsek szintén rezisztenssé valtak gentamicinre, tobramycinre, netilmicinre €s
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trimethoprim/sulfamethoxazolra, ami arra utalt,hogy az ezekre az antibiotikumokra vonatkozo
rezisztenciat kodold gének ugyanazon a plazmidon helyezkedtek el, mint az SHV-gén.

ESBL-termelo Klebsiella spp. otéves kovetéses molekularis epidemiologiai vizsgalatanak
eredménye a Semmelweis Egyetem I1. Perinatdlis Intenziv Centrumdban

Az SE II. Perinatalis Intenziv Centrumabdl (PIC) 2001. januar és 2005. decembere kozott
Osszesen 101 Klebsiella torzset izolaltunk ujsziilottekbdl (egy beteg—egy izolatum). Az
ESBL-termelé K. pneumoniae és K. oxytoca torzseket két idészakban izolaltuk, két éves
idokiilonbséggel. Az elsd iddszakban (2001. januartol 2003. juniusig) 25 ESBL-termeld K.
pneumoniae ¢s 9 ESBL-termeld K. oxytoca torzset izolaltunk, a masodik iddszakban (2005.
juniustol decemberig) 12 ESBL-termelé K. oxytoca torzset keriilt izolalasra kiilonbozo
betegekbdl. Noha a torzsek két kiilonbozo id0szakbdl szarmaztak igen hasonld érzékenységi
profillal rendelkeztek. Az ESBL-termelé Klebsiella spp. éltal termelt B-laktamaz enzimek,
azok izoelektromos pontja és plazmid analizisiik eredménye az 1. tablazatban lathato.

1. tablazat A 1. PIC-en izolalt Klebsiella torzsek jellemzoi

Fert6zott Kolonizalt Izoelektromos PCR és szekvenalasi

Torzsek [zoldlds ideje betegek szama betegek szama PFGE pont (pl) eredmények Plazmidok
K. pneumoniae 2001, fe'b'rua{eﬁ 2002 14 2 A 8.2 SHV-5 P1
aprilis kozott
K. pneumoniae 2002 Majus € oktober 7 0 B 8.2 SHV-5 Pl
kozott
2002 augusztus és
K. oxytoca 2003 janudr kozott 7 0 C 5.4,7.6,8.2 TEM-1, SHV-12 P2
K. oxytoca 2003 januar 2 0 D 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12 P3
K. pneumoniae 2004 januar 2 0 E 8.2 SHV-5 P4
K. oxytoca 2005 jalius és 7 5 F 76,82 SHV-5 P5

november k6zott

A 2001. februar és 2003. januar kozott izolalt ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca
torzsek tovabbi vizsgalata hdrom kiilonb6z6 PFGE-mintazata SHV-5 termeld K. pneumoniae
(A, B, E) ¢és két kiilonb6z6 mintazata SHV-12 termeld K. oxytoca (C, D) izolatumot deritett
fel, melyeknek plazmidprofilja is eltérd volt (1. tdblazat). 2005. julius és november kdzott egy
ujabb PFGE tipusba tartozo (F) SHV-5 termelé K. oxytoca torzs jelent meg. Az ESBL-
termeld torzsek molekularis epidemiologiai vizsgalata soran a PIC-en nem egy dominans
torzs jelenlétét, hanem tobb dominans torzs jelentds idébeli valtozasat észleltiik.

2001. januar és 2005. december kozott 46 0jsziilottbdl izolaltunk ESBL-termeld Klebsiella
torzseket, 55 0jsziilottbol pedig nem ESBL-termeld Klebsiella torzseket. A klinikai tiinetek
alapjan ESBL-termeld K. pneumoniae okozta fertézéseket allapitottunk meg 23 0jsziilottnél, 2
esetben pedig kolonizacidt. ESBL-termeld K. oxytoca fertézést 16 0jsziilottnél allapitottunk
meg, kolonizaciot 6t esetben. 37 Ujsziilottnek volt nem ESBL-termeld K. pneumoniae és
nyolcnak nem ESBL-termelé K. oxytoca okozta fertézése, 10 esetben pedig nem ESBL-
termeld Klebsiella torzsekkel valod kolonizéaciot tapasztaltunk. A vizsgalt kockazati tényezok
tekintetében - nem, gesztacios ido, ikerterhesség, sziiletési suly, centralis vénas katéter, gépi
I¢legeztetés, mesterséges taplalas, polimikrobas fertdzés, csaszarmetszés, transzfizio—nem
talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget az eldébb részletezett csoportoknak
megfelelden az ESBL-termeld és a nem ESBL-termeld Klebsiella spp. kozott. Ugyan a nem
ESBL-termeld Klebsiella fajokkal fertézott betegek esetében nagyobb volt a talélési arany
(mortalitasi arany: 2/45, 4,4%), mint az ESBL-termeld Klebsiella fajokkal fertézotteknél
(mortalitasi arany: 6/39, 15%), ez a kiilonbség szintén nem volt statisztikailag szignifikéns.
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4.2. ESBL enzimek ujabb fenotipusos és genotipusos detektalasi lehetosége

ESBL enzimek fenotipusos detektalasi lehetdosége Enterobacter cloacae torzsekben
2003. marcius és 2004. julius kozott a Pittsburgh-1 Egyetem Orvosi Kozpontjaban (UPMC)
izolalt 45 hemokultarabol szarmazd E. cloacae torzseket vizsgaltunk. Az E. cloacae
izolatumok harmada (15) SHV-tipusu ESBL-t - SHV-2, -5, -7, -12, -14, és -30-t is termelt az
AmpC-tipusu B-laktaméazok taltermelése mellett. Az ESBL-termel6k dontd része (11/15)
TEM-1 B-laktamézt is termelt. Az E. cloacae-re vonatkozd6 CLSI ESBL-szlrési
korongdiffuzios kritériumokat alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy 23 izoldtum esetén kaptunk
»pozitiv’  eredményt,

2. tablazat A cefepim ESBL-termelés indikatoraként torténd alkalmazésa de ezek kozil 9
Kategoriak izolatum nem volt
(No. izolatumok) ESBL-termel6 (2.
ESBL nem-ESBL  Szenzitivitds Specificitas téblézat). A
Korong-diffuzios sziir6teszt* megerésitc’i eredmeé-
pozitiv 13 0 0.87 1 Kk itivak Itak
negativ 5 30 nyek pozitivak voltak
Korong-diffuziés megerdsitd teszt** 7/15 ESBL-termel6
pozitiv 11 0 0.73 1 torzs esetén, de a nem
\ - neeatv N 30 ESBL-termelSk esetén
Kettds-korong diffuzids teszt 20 mm
pozitiv 13 0 0.87 1 nem. A CLSI ESBL-
negativ 2 30 szurési MIC-Kkrité-
Kettés-korong diffuzios teszt 30 mm riumok hasonlo
pozitiv 8 0 0.53 1 dmé kh
negativ 7 30 eredmenyekhez vezet-
Erzékenység alapjan sziir6teszt (MIC)*** tek (2 tablazat), noha
pozitiv 14 0 0.93 1 a megerdsitdé tesztek
negativ 1 30
Erzékenység alapjan megerdsité teszt (MIC)**** csak . 2/ 15 ESBL
pozitiv 8 0 0.53 1 termeld torzs esetén
negativ 7 30 voltak pozitivak. A
* <27 mm indikalhatja az ESBL termelést a vizsgalatban . "
** >5 mm novekedés a gatlasi zona atmér6jében klavulansav hatasara szokvanyos, ., kettos
**% A cefepim breakpointja 1 ug/ml volt a vizsgalat soran kOI‘Ol’lgdlffuZlOS tesz-
A MIC érték >3 koncentracio csokkenése klavulansav jelenlétében tek, melyeknel

ceftazidim ¢és cefota-
xim korongot hasznaltunk, ritkan voltak pozitivnak. A cefepim érzékenységi eredményeknek
az ESBL-termelés markereként torténd alkalmazisa joval hasznosabbnak bizonyult (2.
tablazat). Mind a 13 izolatum, melynek cefepim MIC-e 2 pg/ml vagy nagyobb volt, ESBL-
termelének mutatkozott és 15/18 (83 %) izolatum, melynek cefepim MIC-e > 0,25 pg/ml volt,
bizonyult ESBL-termeldnek. A cefepim-klavulansavas megerdsitd teszt csak 73 %-ban volt
szenzitiv korong-diffuzio esetén és 53%-ban > 3 MIC csokkenés esetén (2. tdblazat). Kettd
kivételével az 0sszes ESBL-termeld E. cloacae torzs, de egyetlen nem ESBL termeld torzs
sem rendelkezett >2 pg/ml-es MIC-értékkel. Az ESBL-termel6 torzsek cefepimre vonatkozd
MIC-értéke 64 pg/ml volt, mig a nem ESBL-termeldk esetén 0,5 pg/ml. A CLSI cefepimre
vonatkoz6 jelenlegi hatarértékei alapjan az ESBL-termeld torzsek kétharmadat (10/15)
lehetett volna cefepimre érzékenynek tekinteni.

ESBL enzimek ujabb genotipusos detektalasi lehetdosége

A real-time PCR SNP vizsgalatot dolgoztunk ki, hogy az SHV fehérje 240-es helyén talalhato
aminosavat érintd GAA (glutamat) és AAA (lizin) mutacidkat detektalni tudjuk. A vizsgalatot
a kovetkezo torzseken allitottuk be (3. tablazat): SHV-7 és SHV-30-termel6 E. cloacae ES24;

10
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3. tablazat Az SHV-termel6 izolatumok SHV szekvencianak 6sszehasonlitasa

SHV gén Izosljgnn;()k Eredet SI_(I;/’E;?;T; .Sﬁjl;‘; ilz?cllé)ija Allél diszkriminacid
SHV-30 1 Transzformans E. coli CC GGA GCT AGC GAA CGG GGT Allél G
SHV-14 1 Klinikai E. cloacae izolatum CC GGA GCT G GC GAA CGG GGT Allél G
SHV-7, SHV-30 1 E. cloacae ES24 CC GGA GCT AGC KAA CGG GGT Allél G,A
SHV-5 2 Klinikai E. cloacae izolatum CC GGA GCT AGC AAA CGG GGT Allél A
SHV-7 5 Klinikai E. cloacae izolatum CC GGA GCT AGC AAA CGG GGT Allél A
SHV-18 1 K. pneumoniae ATCC 700603  CC GGA GCT GCC AAA CGG GGT Nem meghatérozott
SHV-29 1 KPC-1 termel6 K. pneumoniae  CC GGA GCT GCC GAA CGG GGT Nem meghatarozott

SHV-30-termeld plazmid-transzformalt E. coli EP-MAXI10B; SHV-18 termel6 K.
pneumoniae ATCC 700603; SHV-29-termelé KPC-1 termeld K. pneumoniae; E. coli EP-
MAXI10B; AmpC p-laktamdz termeld klinikai E. cloacae; SHV-5 és AmpC B-laktamaz
termeld klinikai E. cloacae; SHV-7 és AmpC B-laktamaz termeld klinikai E. cloacae; SHV-
14 és AmpC B-laktaméz termeld klinikai E. cloacae. Az SHV enzim 692 és 711 nukleotid
¢s HEX fluoreszcencia az A allélre) a masikhoz viszonyitott fokozddasa a G és az A allélek
homozigoétasagara utalt a 703-as
G nukleotid pozicidban adott PCR
w G, A allélre vonatkozoan. Mindkét jel
N novekedése  heterozigdtasagra

N utalt. Az eredmények az 1. dbran

s = A lathatéak. Az E. cloacae ES24
U @ izoldtum jelentds emelkedést

mutatott mind a FAM, mind a

s Nincs amplifikicié HEX festék fluoreszcenciajaban.
Az SHV-30 termeldé plazmid-
transzformalt E. coli EP-
: MAXI10B és az SHV-14 termel6
klinikai E. cloacae izoldtumok

0 0s " Allél A (HEX) 'S 2 s emelkedett FAM ¢és valtozatlan

1. abra All¢l diszkriminacié. ¢ SHV-30-termeld E. coli HB10B transzformans, SHV-14- HEX fluoreszcenciat mutattak
termeld E. cloacae torzs, A E. cloacae ES24, o egy SHV-5-termel6 és hét SHV-7- . . , i
termelé E. cloacae torzs, — SHV-18-termel$ K. pneumoniae ATCC700603, SHV-29- aAMmMI1 a FAM-SpeClﬁkUS G allélre

:?:Zr:lf \I/(ifC—l torzs, E. coli DH10B, kromoszomalis béta-laktamaz termel6 E. cloacae vonatkozo6 homOZigétaSégra utal.
Csak a G volt jelent a 703-as
pozicioban (3. tablazat). Mindazonaltal az SHV-14 termeld E. cloacae izolatumok a 700-as
helyzeti nukleotidban kiilonbséget mutattak a probahoz képest (3. tdblazat). A két SHV-5 és
az 6t SHV-7 termeld klinikai E. cloacae izolatum csak a HEX festék fluoreszcencidjaban
mutatott emelkedést, ami a specifikus A allél jelenlétére utal a 703-as helyen (1. ébra). Az
SHV-18 termeld K. pneumoniae ATCC 700603 izolatum ¢és az SHV-29 termel6 KPC-1
izolatum nem mutatott valtozast sem a FAM, sem a HEX fluoreszcencidjdban (1. dbra). A
szekvenalasi eredmények alapjan az SHV-18 termeld K. pneumoniae ATCC 700603
izolatumban a 703-mas helyen A, mig az SHV-29 termelé KPC-1 izolatumban G volt jelen;
ennek ellenére nem volt ndvekedés az A allélre jellemz6 HEX, sem a G allélre jellemzé FAM
fluoreszcencidjaban. Ennek az az oka, hogy mindkét izoldtumban a 700-as és a 701-es helyen
is eltérés volt a nukleotidszekvencidban a probahoz képest (3. tablazat), aminek
kovetkeztében a specifikus proba nem kotédott a DNS-hez. A E. coli EP-MAXI10B ¢s a
kromoszomalis AmpC B-laktaméz termeld E. cloacae izolatum esetén nem volt valtozas a
fluoreszcencia intenzitdsdban sem a FAM, sem a HEX esetében (1. dbra), mivel nem
tartalmaztak a blasyy gént.

8

Allél G (FAM)

0

11
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4.3. Uj ESBL enzimek izol4lasa és karakterizalasa

Uj ESBL enzimek izoldldisa

Kiilonb6z6 vizsgalataink soran tébb ) ESBL enzimet sikeriilt azonositanunk, melyek
GénBank azonositdval is rendelkeznek: a TEM-131-t (AY436361) Salmonella enterica subsp.
enterica serovar typhimurium-bol; az SHV-30-t (AY661885) E. cloacae-bol izolaltuk, és K.
pneumoniae-bol a CTX-M-59-t (DQ408762) és SHV-85-t (DQ322460). Ezek koziil két
enzimet, a TEM-131-t és az SHV-30-t vizsgaltuk meg részletesebben.

A TEM-131 és SHV-30 karakterizdldsa

A TEM-131 szekvenciijanak aminosav-szubsztitucioi a TEM-1 B-laktamdz szekvencidjaval
Osszehasonlitva a Leu21Phe, Glul04Lys, Argl64Ser, Met182Thr és Ala237Thr voltak. A
TEM-131 termeld transzformalt térzsek a TEM-63 (Leu21Phe, GlulO4Lys, Arglo64Ser,
Met182Thr) termeld transzformalt torzsekhez képest kissé magasabb cefotaxim MIC értékkel
rendelkeztek. Az emelkedett cefotaxim MIC értékekért az Ala237Thr szubsztiticid volt a
felelOs.

Az SHV-30 szekvencidjanak aminosav szubsztiticidi az SHV-1 B-laktaméz szekvencidjaval
Osszehasonlitva Ile8Phe, Arg43Ser, Glu238Ser. Az SHV-30 B-laktamaz ceftazidimre (MIC =
16 pg/ml), cefotaximra (MIC = 16 pg/ml) és cefepimre (MIC = 2 pg/ml) kiterjedd
rezisztenciat okoz, az SHV-1-gyel Osszehasonlitva. Az SHV-30 B-laktaméaz cefotaximra
vonatkoz6 Ky-értéke alacsonyabb volt, mint az SHV-2 (Glu238Ser) esetében (4.9 = 0.1 uM
ill. 18 £ 23 uM). Az Arg43Ser szubsztitlicio hatasara SHV-2 kornyezetben a
piperacillin/tazobactamra vonatkozé MIC-ek megemelkednek az SHV-2-hoéz képest. A
cefotaxim ¢és a cefepim hidrolizisének katalitikus hatékonysaga az SHV-30 esetén nagyobb
volt, mint az SHV-2-nél. Az egy ¢éjszakan at tartd novekedés soran termelt B-laktamaz
mennyisége nagyobb volt az Ile8Phe-Arg43Ser-Glu238Ser variansban, mint a Glu238Ser
variansban.

4.4. Az ESBL termelés és a csokkent kinolon érzékenység kapcsolata

A vizsgalat sordn 2002 és 2006 kozott izolalt 70 ESBL-termeld E. coli, 101 ESBL-termeld K.
pneumoniae, 5 ESBL-termeld Citrobacter freundii és 61 ESBL-termelé Enterobacter spp.
klinikai izolatum esetében vizsgéltuk a gnrA, gnrB, qnrS és aac(6’)-1b-cr gének jelenlétét. A
gnr determinansok prevalenciaja viszonylag magas volt a K. pneumoniae (8 %) és alacsony az
E. coli izolatumokban (1,6 %) valamint az Enterobacter fajok esetén (0 %). Az 6tbdl egy
ESBL-termel6 C. freundii izolatum volt gnr-pozitiv (4. tablazat). A gnrAl, gnrB2 és qnrSi

4. tablazat A qnr-pozitiv ESBL-termeld torzsek altal termelt béta-laktamazok jellemzése és a torzsek MIC értékei

. Béta-laktamaz karakterizalas i MIC (ug/ml)
Torzsek — qnr gének — - - -
pl PCR, szekvenalas Nalidixsav ~ Ciprofloxacin Levofloxacin
E. coli M136 54,82 TEM-1, SHV-12 qnr Al >32 >256 64
K. pneumoniae 124 54,82 TEM-1, SHV-12 qnr Al >32 64 64
K. pneumoniae 125 54,82 TEM-1, SHV-12 qnr Al >32 64 128
K. pneumoniae M88 8.2 SHV-5 qnr Al >32 64 8-16
K. pneumoniae M140 54,82 TEM-1, SHV-12 qnr Al >32 256 128
K. pneumoniae M143 8.6, 8.9 CTX-M-15 qnr Al >32 32 64
K. pneumoniae M95 54,82 TEM-1, SHV-12 qnr A1, gnrB2 >32 >256 128
C. freundii M141 >9.0 nem meghatarozott qnr B2 2 <0.5 <0.5
K. pneumoniae 96 54,7.6 TEM-1, SHV-2 qnrS1 >32 4 4

volt kimutathat6 és a gnrAl-nek volt a legnagyobb prevalencidja (3 %). Tanulmanyunk
szerint a gnrA1 gén jelenléte kapcsolt volt az SHV-5, SHV-12 és CTX-M-15 enzimekkel. Az
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0sszes ESBL-termeld izolatumbol hatvanharom (26,6 %) volt pozitiv aac(6’)-1b-re, amelybol
19-ben (az Osszes 8 %-a)—16 K. pneumoniae és 3 E. coli—volt jelen az aac(6°)-1b-cr varians.
Egyetlen gnr-pozitiv térzs sem hordozta az aac(6’)-Ib-cr varianst. A gnrAl-pozitiv torzsek—
hat K. pneumoniae és egy E. coli—rezisztensek voltak nalidixsavra, norfloxacinra,
ciprofloxacinra és levofloxacinra, igen magas MIC-értékekkel, azonban a gnr41 gén jelenléte
onmagaban csupan alacsony szintli kinolon-rezisztenciat okozott (5. tablazat). A gnrB gént
két izoldtumban detektaltuk: egy K. pneumoniae és egy C. freundii esetén. Egy K.
pneumoniae izolatum mind a gnrA 1, mind a gnrB2 géneket hordozta, de csak a gnrAl volt
konjugdcidval atviheté (5. tablazat). Onmagaban a gnrAl atvitele nem eredményezett jelentds
valtozast a kinolon--érzékenységben a transzkonjugansok esetében (5. tdblazat). A kizardlag a
gnrB2 gént hordozo C. freundii M141 érzékeny volt a vizsgalt fluorokinolonokra, legalabb 8-
szor kisebb MIC-¢értékekkel, mint a CLSI altal javasolt érzékenységi hatarértékek. A gnrSI
gént csak egy K. pneumoniae torzsben detektaltuk, amely rezisztens volt a legtobb vizsgalt

5. tablazat A gnr-pozitiv torzsek konjugalasanak eredménye és a konjugalt baktériumok jellemzoi

qnr gének jelenléte a A konjugat sejtek MIC (ug/ml) értékei

Torzsek Konjugalas T, . — - - -
konjugalt sejtekben  Nalidixsav Ciprofloxacin  Levofloxacin

E. coli M136 + gnr Al <0.5 <0.5 <0.5
K. pneumoniae 124 + gnr Al >32 16 16

K. pneumoniae 125 + gnr Al >32 8 16

K. pneumoniae M88 + gnr Al

K. pneumoniae M140 - negativ

K. pneumoniae M143 - negativ

K. pneumoniae M95 + gnr Al >32 8 8

C. freundii M141 + negativ

K. pneumoniae 96 + negativ

fluorokinolonra. Azonban a norfloxacin (16 mg/l) és a ciprofloxacin (4 mg/l) MIC-értékei a
CLSI éltal javasolt hatarértékek voltak. A levofloxacin MIC-értéke (4 mg/l) a két CLSI
hatarérték (8 és 2 mg/l) kozott volt. A 19 aac(6°)-1b-cr-pozitiv izolatumbol 6 (32 %) volt
érzékeny mind ciprofloxacinra, mind levofloxacinra. A aac(6’)-Ib-cr jelenléte nem
eredményez nagy emelkedést a kinolonok MIC-értékeiben, bar jelentésen nodveli a
kromoszomalis mutansok szelekciojanak gyakorisagat.

4.5. Gram-negativ baktériumok karbapenem rezisztenciajanak vizsgalata

Ertapenem rezisztens Enterobacter cloacae torzs vizsgdlata

Egy betegbdl két kiilonbozé iddpontban izolalt ertapenem-érzékeny (ES24) és rezisztens
(ER24) ESBL-termeld E. cloacae izolatumot vizsgaltunk meg. A két izolatum azonossagat a
PFGE vizsgalat bizonyitotta. Bar az ER24 izolatumban kissé¢ fokozottabb [-laktamaz
termelést detektaltunk, nem volt kiilonbség a két torzs altal termelt B-laktamazok szaméaban és
tipusaban, mindkét térzs TEM-1, SHV-7, SHV-30 és MIR [B-laktaméz enzimeket termelt. Az
ES24 ¢s ER24 ertapenem, imipenem, meropenem ¢és ciprofloxacin MIC értékeit
Osszehasonlitva onmagukban és PABN — efflux pumpa inhibitor — jelenlétében, ER24
esetében a PAPN jelentés mértékben csokkentette a MIC értékeket (ertapenem esetében
>32—12 pg/ml, imipenem 4—2 pg/ml, meropenem 6—0.75 pg/ml és ciprofloxacin >32—3
pg/ml-re). Az ES24 izolatumbol mind OmpF és OmpD kiils6 membran fehérjét tudtunk
izolalni, addig az ER24-bdl csak OmpD-t (2. abra). Valosidejli RT-PCR-rel vizsgalva az
ER24 izolatumban az ompF és ompD gének transzkripcids szintje 11-szer ill. 55-szor volt
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alacsonyabb az ES24 izolatumhoz képest. Az acrB efflux pumpa - o
génjének transzkripcios szintjét vizsgalva azok megegyeztek a két p—
torzsben (1,2-szer volt csak magasabb az ER24-ben, mint az ES24- -

ben). Az ompF ¢és ompD gének csokkent mennyiségli RNS- R
transzkriptuma arra utalt, hogy az ER24 izolatum kiils6 membranja el
kevésbé volt permedbilis, mint a ES24 torzsé¢, valdsziniileg ez
vezethetett egy pumpa 4ltal okozott magasabb szintii t

rezisztencidhoz anélkiil, hogy annak hiperexpresszidja dnmagaban
sziikséges lenne.

|
2. dbra . ES24 és ER24-bol izolalt kiilsé membran

fehérjék SDS-PAGE képe.

Ertapenem rezisztens Klebsiella pneumoniae és Klebsiella oxytoca torzs vigsgalata

A K. pneumoniae kromoszomalisan koédolt, nem-ESBL tipusu blasyy.;; gént és plazmidon
kédolt blacrx-m-1s, blatem.1 géneket, illetve class-1 integronon elhelyezkedd blaym.a gént
tartalmazott. A K. oxytoca torzsben csak a class-1 integronon 1évd blayp.a gént talaltuk.
Mindkét integron azonos plazmidon helyezkedett el és két gén kazettdt hordozott: az elsd
pozicioban egy aac(6’)-1b (hgynevezett aacA4) gént és ezt kdvetden egy blayiv.a gén kazettat.
A PFGE ¢és MLST vizsgalatok igazoltak, hogy a K. pneumoniae torzs a korabban leirt ST11
klénba tartozott.

Karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa és Acinetobacter baumannii torzsek
vizsgdlata

Egy kiilfoldon korhdzba keriilt magyar beteg hazaszallitasa utan, a beteg mintaibol az itthoni
felvétel napjan cefalosporin illetve karbapenem rezisztens P. aeruginosa, rezisztens A.
baumannii és cefalosporin rezisztens K. pneumoniae torzs kerilt izolaladsra. A molekularis
vizsgalatok PER-1 termel6 P. aeruginosa, PER-1 termeld 4. baumannii, SHV-5 termeld K.
pneumoniae ¢és VIM-2 termeld P. aeruginosa jelenlétét igazoltak. Az izolalt Gram-negativ
baktériumtorzsek jellemz6i a 6. tablazatban lathatdoak. A betegbdl szarmazo P.

6. tablazat Az izolalt Gram-negativ baktérium torzsek jellemz6i

TEM PCR SHV PCR PERPCR OXAPCR VIMPCR  PFGE pl(s)

P.aeruginosa (PA1) negativ negativ PER-1 OXA-10  negativ A tipus 53,6.1, 8.0

P.aeruginosa (PA2) negativ negativ negativ negativ negativ B tipus 8.0

P.aeruginosa (PA3) negativ negativ negativ OXA-1 VIM-2 C tipus 5.3,74,8.0

A. baumanii TEM-1 negativ PER-1 negativ negativ NM 53,54,>8.5

K. pneumoniae TEM-1 SHV-5 negativ negativ negativ NM 54,82

NM: nem meghatarozott

aeruginosa torzsek PFGE mintadzatat Osszevetve a korhazban korabban el6forduld P.
aeruginosa torzsek PFGE mintazatdval megerdsitést nyert, hogy a PER-1 termelé P.
aeruginosa ¢s a VIM-2 termeld P. aeruginosa kiilsé eredetii volt. A PER-1 termeld P.
aeruginosa ¢és A. baumannii torzsek eltlintek a korhazbol, s azota sem figyeltek meg tovabbi
fertdzéseket ezekkel a torzsekkel.
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4.6. ESBL-termel6 torzsek altal okozott fert6zések terapias lehetoségei
kisérletes allatmodellekben

A elsd vizsgélatsorozat soran o T - o e
. , . . . 7. tablazat Az antibiotikumok MIC ml) és MBC 'ml) értékei
dsszehasonlitottuk az amikacin, a cefepim, ‘ umok MIC (gD (hg/mD
. ) , . o 10° CFU/ml 10’ CFU/ml
az amikacin-cefepim ¢€s az imipenem Antibiotikum
. . ) . ) MIC MBC MIC MBC
hatasat, illetve a  ciprofloxacin  és — o "y r "y
. , ., . mikacin . . . .
levofloxacin hatasat SHV-5 ESBL-termeld ,
. . e . Cefepim 1 1 >256 NM
K. pneumoniae torzzsel fertézott szeptikus
kben, magas kezdeti csiraszam mipenem 0125 0125 02 :
elgkerle , > sval g A tibiotik Ciprofloxacin 0.063 0.063 0.125 0.125
alkalmazasaval. z antibiotikum Levofloxacin 0.063 0.063 0.25 0.25

érzékenységi vizsgalatok az eredménye 10’
CFU/ml és 10’ CFU/ml csiraszamot
hasznalva a 7. tablazatban lathatok. A farmakokinetikai elemzésbdl szarmazo6 adatokat az 8.
tablazatban adjuk meg.

NM: nem meghatarozott

8. tablazat Antibiotikumok farmakokinetikai paraméterei i.p. injekciot kdvetéen

T, (h) Crnax (mg/ml) T AUC(mg x h/ml)

Antibiotikum - - e -

Atlag +SD Atlag +SD (min) Atlag +SD
Amikacin (7.5 mg/kg) 0.86 0.14 20.18 4.30 15 35.34 4.90
Cefepim (80 mg/kg) 1.01 0.07 195.00 45.00 15 260.97 12.67
Imipenem (40 mg/kg) 0.45 0.03 45.00 3.00 30 47.83 2.63
Ciprofloxacin (20mg/kg) 0.69 0.17 8.52 2.25 NM 9.25 3.66
Levofloxacin (50mg/kg) 0.48 0.03 12.42 02.febr NM 17.29 9.04

SD, standard deviacio; NM: nem meghatarozott

Az in vivo kisérlet soran a magas csiraszamu 10’ CFU/gr SHV-5-termeld K. pneumoniae-val
1.p. fertézott egerek tulélését ¢€s vérikben a baktérium-jelenlétét vizsgaltuk. A vér

Antibiotikumkezelés idtartama

X//* = Kezeletlen fert6zott
—X— Kezeletlen fert6zott
= Kezeletlen fert6z6tt
= Amikacin
—— Amikacin
= Amikacin
= Amikacin+cefepim
—O— Amikacin+cefepim
= Amikacin+cefepim
= Cefepim
—— Cefepim
= Cefepim

K. pneumoniae log 10 CFU/ml

| Detektalasi hatar - Imipenem

—O— Imipenem
24 = Imipenem

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
1d6 (h)
3. abra Az egerek vérében a csiraszam alakulasa
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crer

¢szleltiik a kezeletlen csoportban; a cefepimmel kezelt csoportban kezdetben csokkent a
vérben a csiraszam, de 6 ora elteltével a baktériumok szamanak emelkedése kovetkezett be,
mig a tobbi csoportban —imipenemmel, amikacinnal és amikacin-cefepimmel kezelt
csoportban - a vérben a csiraszam folyamatosan csokkent (3. dbra). Mig a cefepimmel kezelt
csoport vér csiraszama statisztikailag is kiillonbozott a tobbi kezelt csoporttdl (P < 0,05), addig
nem volt kiilonbség az amikacint, az amikacin-cefepimet és az imipenemet kapott csoport

log;o CFU/ml-re, a levofloxacin 3,60 log;o CFU/ml-re csokkentette a fertézés utan 8 oraval,
ami szignifikansan kiilonbozott a fert6zott kezeletlen csoporttol.

A talélési elemzés sordn a nem fertézott csoportban nem volt elhullds. 24 6ra utan a letalitas
14 volt a 15-bdl a fertézott kezeletlen csoportban, 6 a 15-bdl az amikacinnal ill. amikacin-
cefepimmel kezelt csoportokban, és 7 a 15-bdl az imipenemmel kezelt csoportban (4. abra).

Fert6zés
Antibiotikum kezelés id6tartama

1,00

== Nem fert6zott kontroll (p48=1.0)

o
%
S

—— Amikacin + cefepim (p24=0.60)

giv

—0— Amikacin (p24=0.60)

—&— Imipenem (p24=0.53)

S
o
S

—— Cefepim (p24=0.07)

Kummulativ valosziniisé;

—— Fertdzott, kezeletlen kontroll
(p24=0.07)

=

'

S
L

0,20

0,00 T T |
0:00 12:00 24:00 36:00 48:00 60:00
1d6 (h)

4. abra SHV-5-termeld K. pneumoniae-vel i.p. fertézott, majd amikacinnal, cefepimmel, cefepim-amikacinnal és imipenemmel kezelt egerek tulélési gorbéje.

A 24 6ras talélés 100 %, 93,3 % és 0 % volt a ciprofloxacinnal illetve a levofloxacinnal kezelt
¢s a kezeletlen kontroll csoportban. A kiilonbségek szignifikansak voltak a kezelt csoportok és
a kontroll csoport kozott (p<0,001 mindkét kezelésnél). A ciprofloxacin és a levofloxacin is
jelentésen meghosszabbitotta az egerek talélését a fert6zott kezeletlen csoporttal
Osszehasonlitva.

A masodik vizsgalat sorozatban meghataroztuk a toxikus doézisokat az A3-APO peptid i.p.
bevitele esetén és tanulmanyoztuk az A3-APO alkalmassagat szisztémas fertézések kezelésére
1.p. alkalmazas esetén. Az egyszeri akut letdlis dozis 50 mg/kg volt, a Nem Kimutathato
Karos Hatas Hatarértéke (NKKHH) pedig az egerekben 3x20 mg/kg volt. Az egereket az
ESBL-termel6 E. coli 5770 torzs LDsg.2 x 10 CFU/g dozisaval fertoztiik i.p. A vizsgalat els6
szakaszdban a fert6zott kezeletlen egerek (negativ kontroll) korai talélése -19 oraval a
fertdzés utan - 20% volt és a késoi talélése — 25 oraval a fertdzeés utan - csak 10 %-os volt. A
tulélési arany az imipenemmel (3x40 mg/kg) kezelt allatok esetében 90 % volt. Az A3-APO
kezelés a dozis fiiggvényében volt sikeres. A korai (19 o6raval a fertézés utan) talélési arany
20%, 50%, illetve 80 % volt a 2,5 mg/kg, 5 mg/kg illetve a 10 mg/kg dozisoknal (5. ébra).
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Ugyanezeknél a dozisok-

0
b A i nal (2,5, 5 és 10 mg/kg) a
i 2N késéi (25 ora) tulélési
= : arany kevésbé volt
g7 N latvanyos  10%,  30%
E’ 8 & . illetve 20 % volt (5. &bra).
< 5 R st A fertézott  kezeletlen
3 4 -,_ allatokban a vér baktérium
P, - Kezeletlen % A . koncentracioja a fertézés
S Imipenem 40 mg/kg, utan 4 oOraval  mért
A3-APO 2,5 mglk ]
2 A3 APO 5 m/ﬁ 9 alacsony 10’  CFU/g
i mg/kg L D e TR | I 8 ”
A3-APO 10 mg/kg értékrdl 107 CFU/g-ra nott
0 < : P a fertézés utani 12.

I £ i} E 5 B il g 10 1

ordban. Az  A3-APO

peptid els6 10 mgkg

5. ébra E. coli 5770 torzzsel fert6zott majd A3-APO-val és imipenemmel kezelt dézisa utian a baktérium

egerek tulélése , 5 .

szam a 10° CFU/g alatti

tartomanyra csokkent. A

peptid masodik doézisa utan a baktériumok mennyisége tovabb csokkent a kimutathatosagi

hatar ald. A hossza tavil baktérium koncentraciok a kdzép-magas 10* CFU/g értékek koriil
voltak, hasonldéan a 40 mg/kg imipenemmel kezelt egerekbdl szamolt értékekhez.

A cisplatinnal torténd eldzetes kezelés utan a fert6z€és ugyanolyan sikeres volt, mint cisplatin

kezelés nélkiil. Amig a fertézott nem kezelt csoport talélése 10 % volt 24 és 48 oraval a

fertdzés utan, addig az imipenemmel (3x40 mg/kg) kezelt csoportban a tulélés csak 83 % és

56 % volt a fertdzést kdvetden 24 illetve 48 6ra mulva. A 10 mg/kg doézisban adott A3-APO

nagyon hatékony volt: a tulélési aranyok 70% ¢és 40 % voltak a fertézést kovetden 24 illetve

48 ora mulva. A kezeletlen egerek vérének baktérium koncentracioja folyamatosan

emelkedett és 12 ora elteltével elérte a 6 x 107 CFU/ml-es maximumot. Az elsé dézis

crer

Utolso kezelés utan eltelt id6 (6ra)

utan mar kozelitette a 10° CFU/ml-es értéket, ami a detektalds alsé hatara. Az elsé adag 10
mg/kg és 20 mg/kg A3-APO esetén a baktériumkoncentracio 40, illetve 60-szoros csokkenése
volt megfigyelheté. A masodik dozis A3-APO a baktérium koncentraciét szintén a 10°
CFU/ml-es als6 hatarra csokkentette. A 10 mg/kg A3-APO esetében a mésodik dozis utan az
egérek vérében a baktériumkoncentracié a detektalasi hatarérték ala csokkent. A 20 mg/kg
A3-APO doézis esetében pedig az egerek 40%-ban nem tudtunk baktériumot detektdlni a
vérben.

5. A TEZISEK LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASAI

Epidemiolégiai vizsgalatok

Az elsé magyarorszagi 0jsziilott intenziv osztalyon leirt ESBL-termelé (SHV-5)-termeld K.
pneumoniae torzs altal okozott jarvany egy dominans klon jelenlétét igazolta, mely kornyezeti
mintabal is kimutathatd volt. Egyetlen betegbdl torténé ESBL-termeld K. pneumoniae, majd a
hasonlé plazmiddal rendelkez6 ESBL-termeld S. marcescens izolaldsa az SHV-5-t kodold
plazmid in vivo atvitelére utalt. Az in vivo illetve a kisérleti koriilmények kozott megfigyelt
plazmid atvitel az ESBL gének ¢és a veliik egy plazmidon elhelyezkedd egyéb rezisztencia
gének elterjedése szempontjabol komoly epidemiologiai problémat jelent.

Otéves kovetéses epidemioldgiai vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy az ESBL-termeld
torzsek altal okozott jarvanyok epidemioldgidja az évek sordn megvaltozhat: egy jarvanyt
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okozd torzs eltlinhet és helyét ujabb jarvanyt okozé torzsek vehetik at hosszabb id6 alatt.
Mivel koz0s kornyezeti forrast nem sikeriilt bizonyitani, feltételezziik, hogy a fertézés egy
lehetséges forrasa, a gyermekek édesanyja, akiknek normal bélflordjaban jelen lehetnek
ESBL-termel6 torzsek, melyekkel a gyermekek sziilés soran kontaminalédhatnak. Ez a
magyarazat valaszt adhat a multiklonalitas és az ismételt felbukkanas kérdésére is az ESBL-
termeld torzsek esetében. A fentebb emlitett eredmények alapjan javasolnank az éretlen
ujsziilottek édesanyjanak rutinszerii bélflora-sziirését.

Mivel az ESBL-termeld organizmusok vildgszerte egyre tobb beteget érintenek, a PIC-en
el6fordulé ESBL-termeld baktériumok molekuléris epidemiologidja még Osszetettebbé kezd
valni. Sajnos az ESBL-termelés megjelenik olyan térzsekben, ahol korabban ez igen ritka volt
pl: S. marcescens, C. freundii. Erre a helyzetre fel kell hivni a figyelmet, hogy az ezen torzsek
elterjedésének megeldzését célzd intézkedések optimalizalhatok legyenek.

ESBL enzimek ujabb fenotipusos és genotipusos detektalasi lehetésége

E. cloacae esetében a CLSI altal ajanlott cefotaximot vagy ceftazidimet alkalmazé ESBL-
termelés detektalasara szolgaldé moddszerek nem megbizhatoak a kromoszomalis B-laktamaz
enzim egyidejli termelése miatt. Mivel csupan 15 ESBL-termeld és 30 nem ESBL-termeld E.
cloacae i1zolatumot vizsgaltunk, nem mondhatunk kategorikus itéletet, de vizsgalataink azt
mutattak, hogy a > 2 pg/ml-es MIC-érték az ESBL-termelés kovetkezetesen erdteljes
markerének tekinthetd E. cloacae térzsekben.

A real-time PCR SNP assay hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor a genombol
torténd amplifikalds €s a primer PCR-termékek szekvenalasa arra engedett kovetkeztetni,
hogy tobb B-laktamaz is jelen volt egy baktériumban. A mddszer igen jol reprodukalhato és
posztamplifikacios 1épések nélkiil is kivitelezhetd. Ezzel a modszerrel probakat lehet tervezni
minden célhely azonositasara, még azokra is, amelyek nem képeznek restrikcids endonukleaz
hasitasi helyeket, illetve kettdnél tobb allél is elkiilonithetd. Ez kiilondsen hasznos lehet nagy
populdcidkon végzett kovetéses vizsgalatoknal, amelyek a B-laktamaz gének molekularis

crer

Uj ESBL enzimek izolalasa és karakterizalasa

Az antibiotikumok, elsdsorban a cefalosporinok szelekcidos nyomdasanak hatésara egyre ijabb
¢s ujabb ESBL variansok kialakulaséval kell szdmolni. A 1étrejové mutacidk hatdsa az enzim
aktivitasra segit megérteni az ESBL enzimek evolucidjat is. A részletesebben vizsgalt SHV-
30 enzim pé¢ld4ja mutatja, hogy mig a Glu238Ser mutacié felelds a B-laktamaz enzim kiterjedt
spektruméért, a tovabbi Arg43Ser mutacid mas cefalosporinok fokozottabb hidroliziséért és a
megndvekedett enzimtermelésért felelds. Valoszinli, hogy az SHV-30 [B-laktamaz egy
prekurzor enzim az SHV-7 fel¢ és az Arg43Ser szubsztiticionak bonyolult szerepe van az
oxyimino-cefalosporin rezisztencia kialakulasaban.

ESBL termelés és a csokkent kinolon érzékenység kapcsolata

Els6ként szamoltunk be plazmid-medidlta kinolon-rezisztencidr6l =~ ESBL-termeld
Enterobacteriaceae baktériumok kozott Magyarorszagon. A prevalencia alacsony volt: ~3 %
a gnrd, 0,8 % a gnrB, 04 % a gnrS- és 8 % az aac(6’)-Ib-cr génekre, emellett a legtobb
plazmid-kodolt rezisztencia-allélt a K. pneumoniae tartalmazta. Az eredmények mutatjak,
hogy a kiterjedt spektrumu cefalosporinokra és a kinolonokra vonatkozd rezisztencia
atadasaban részt vevo plazmidok megjelenésével szamolni kell a klinikai izolatumokban.

Gram-negativ baktériumok karbapenem rezisztenciajanak vizsgalata

Az izolalt ertapenem rezisztencia hatterében a csokkent kiils6 membran permeabilitds mellett
egy efflux pumpa jelenlétét is bizonyitani tudtuk. Valoésziniileg a csokkent kiils6 membran
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permeabilitds vezetett egy pumpa altal okozott magasabb szintli ertapenem rezisztencidhoz
ané¢lkiil, hogy annak hiperexpresszidja Onmagaban sziikséges lett volna. Elsoként
bizonyitottuk, hogy az ertapenem rezisztenciaban az efflux pumpéknak is szerepe van. Az
efflux pumpak jelenléte tovabbi aggodalomra ad okot, tobb antibiotikum csoportot is érintd
hatasuk miatt.

Kimutattuk, hogy az izolalt K. pneumoniae €és K. oxytoca torzsek ertapenem rezisztenciajanak
hatterében VIM-4 MBL termelés allt. Igy eldszor mutattunk ki MBL termelést az
Enterobacteriaceae csaladd tagjai kozott Magyarorszagon, €s eldszor K. oxytoca torzsben a
vilagon. A VIM-4 termeld K. pneumoniae a vilagszerte sikeres ST11 klonhoz tartozott,
melyben eldszor sikeriilt igazolnunk MBL gént is, ami komoly problémahoz vezethet.
Vizsgalatunk megerdsitette a PER-1 termeld P. aeruginosa és A. baumannii izolatumok,
VIM-2 termeld P. aeruginosa torzsek megjelenését Magyarorszagon. Ezen tulmenden
szemlélteti a P-laktamaz medidlta rezisztencia-mechanizmusok orszagok ill. foldrészek
kozotti terjedésének lehetdségét. Valoszinlileg a PER-enzim elterjedése a vilagon gyakoribb,
mint gondolnank, hiszen a P. aeruginosa torzsek ESBL-termelésének rutin tesztelése
megoldatlan probléma. Vizsgalatunk jellemzi az antibiotikum-rezisztencia foldrészek kozotti
terjedését, ramutatva a gondos sziirés és a kilfoldrol érkezd betegek elkiilonitésének
jelentéségére.

ESBL-termelé torzsek altal okozott fert6zések terapias lehetoségei Kisérletes
allatmodellekben

Eredményeink alapjan az imipenem, amikacin, illetve ciprofloxacin, levofloxacin lehet a
vélasztand6 kezelés ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek éltal okozott fertézések esetében,
abban az esetben, ha standard csiraszamot vizsgalva a fent emlitett antibiotikumok
érzékenynek mutatkoznak. Azonban eredményeink alapjan a cefepim nem javasolhaté ESBL-
termeld torzsek kezelésére még érzékenységet mutatd organizmusok esetében sem a
kisérleteink sordn bizonyitottan in vivo is megfigyelhetd inokulum hatéds miatt.

Jelen tanulmanyban sikeriilt meghatarozni az A3-APO Nem Kimutathaté Kéros Hatas
Hatarértékét (NKKHH) az egerekben, ami 3x20 mg/kg volt. Tovabba sikeriilt bizonyitani,
hogy ESBL-termeld E. coli altal okozott szisztémas fert6zés esetében az A3-APO biztonsagos
dozisokban hatékony volt, mind az egerek tulélését tekintve, mind az egerek vérében a
baktérium csiraszam csokkenést tekintve, hasonléoan, mint a kontroll antibiotikum, az
imipenem. Mivel a jol-toleralt doézisokban az A3-APO hatékony, potencidlis jeldltje a
preklinikai és klinikai fejlesztésnek a rezisztens fert6zések elleni kezelésben 6nmagaban vagy
hagyomdanyos antibiotikumokkal valé kombinacidban.
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