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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 

AP-PCR: arbitrarily primed polimerase chain reaction 

AUC0-3h.: the area under the concentration-time curve from time zero to 3 hours; a 

koncentráció–idı görbe alatti területe a kiindulási idıponttól 3 óráig 

 AUC0-24: the area under the concentration-time curve from time zero to 24 hours; a 

koncentráció–idı görbe alatti területe a kiindulási idıponttól 24 óráig 

AUC0-∞: the total area under the concentration-time curve from zero to infinity; a 

koncentráció–idı görbe alatti területe a kiindulási idıponttól a végtelenig 

AUC3h-∞: the AUC from 3 hours to infinity; a koncentráció–idı görbe alatti területe a 3 

órától a végtelenig 

ÁEK: Állami Egészségügyi Központ 

BEL: Belgium extended-spectrum β-lactamase 

BES-1: Brazilian extended-spectrum β-lactamase 

BSA: bovine serum albumin; marha szérum albumin 

Cmax: peak plasma concentration; a plazma csúcskoncentrációja 

C3h: the concentration measured at 3 hours of treatment; három órás kezelést követıen a 

koncentráció   

CCCP: carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 

CD-1: egér species 

CDC: Centers for Disease Control and Prevention  

CFU: colony forming unit 

CI: confidense interval; konfidencia intervallum 

CL: total body clearance; teljes test clearance 

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute 

CTX-M: cefotaximáz-Munich 

DIM: Dutch imipenemase 

DNA: dezoxynucleid acid 

dNTP: dezoxynucleotid-triphosphat 

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav 

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay; enzimhez kötött ellenanyag-vizsgálat 

ESBL: extended-spectrum β-lactamase, kiterjedt-spektrumú β−laktamáz 

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
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FAM: 6-karboxi-fluoreszcein 

FRET: fluorescence resonance transfer; fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer 

GES: Guiana extended-spectrum 

GIM: Germany imipenemase 

HEX: 6-karboxi-2’,4,4’,5’,7,7’-hexaklorofluoreszcein 

HPLC: high pressure liquid chromatography  

IMI: imipenem-hydrolyzing β-lactamases 

IMP: imipenemase 

i.p.: intraperitoneális 

ICU: intensive care unit; intenzív osztály 

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

LA: Luria agar 

LB: Luria-Bertani 

IEF: isoelectric focusing; izoelektromos fókuszálás 

Kel: terminális eliminációs fázis 

MBC: minimal bactericid concentration; minimális ölı koncentráció 

MIC: minimal inhibitory concentration; minimális gátló koncentráció 

MBL: Metallo-β-laktamáz 

MH: Mueller-Hinton 

MLST: multilocus sequence typing; multi-lókusz szekvencia tipizálás   

MRT: mean residance time; közepes fennmaradási idı 

NB: nutrient broth 

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards 

NMC: not metalloenzyme carbapenemases  

NMD: New-Delhi metallo-β-laktamáz 

OMP: outer membrane protein; külsı membrán fehérje 

OXA: oxacillináz 

PAβN: fenilalanil-arginil-β-naftilamid  

PBP: penicillin-binding protein; penicillin-kötı fehérje 

PIC: perinatal intensive centrum; perinatális intenzív osztály 

pI: izoelektromos pont 

PCR: polimerase chain reaction; polimeráz láncreakció  

PER: Pseudomonas extended resistance  

PFGE: pulsed field gel electrophoresis; pulzáló mezejő gélelektroforézis 
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RFLP: restriction fragment length polymorphism; restrikciós fragmenthossz 

polimorfizmus  

RR: relatív rizikó 

RT-PCR: reverz transzkriptáz PCR 

SDS-PAGE: sodium dodecyl szulfát polyacrylamid gél elektroforézis 

SE: Semmelweis Egyetem 

SFO: Serratia fonticola 

SHV: sulfhydryl-variáns 

SIM: Seoul imipenemase 

SME: Serratia marcescens enzim 

SNP: single-nucleotide polymorphism; egypontos nukleotid polimorfizmus 

SPM: San Paolo metallo-β-laktamase 

TAMRA: 6-karboxi-tetrametilrodamin 

TEM: Temoniera (beteg neve) 

TLA: TLAhuicas (beteg neve) 

T1/2: féléletidı 

TSB: Tryptic Soy Broth 

UV: ultraviola 

VEB: Vietnamese extended-spectrum β-lactamase 

VIM: Verona-imipenemase 
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4. BEVEZETÉS 
 

4.1. A penicillin története 

Már az ısi kultúrákban is ismerték a penészgomba jótékony hatását. Az egyiptomiak, 

ókori görögök is használtak már gombákat és növényeket fertızések kezelésére. I.e. 150 

évvel Sri-Lankán a katonák a tőzhely kürtıjében szárított olajos pogácsát használtak 

sebeik kezelésére. Feltehetıen a sütemények egyszerre szolgáltak nedvszívóként és 

antibakteriális szerként is. 

A penicillin felfedezését rendszerint a skót Alexander Fleming nevéhez kötik, habár 

korábban már mások is - Sir John Scott Burdon-Sanderson, Joseph Lister, Louis Pasteur, 

Ernest Duchesne - észrevették a Penicillium antibakteriális hatását. 1928-ban Fleming 

azt tapasztalta, hogy a Staphylococcus tenyészetében a kék-zöld penész körül gátlási 

zóna alakult ki. A gombát magát  Penicillium notatumként azonosította. Fleming 

kezdetben nagyon optimista volt a penicillin fertõzésekkel szembeni hatékonyságát 

illetıleg, ráadásul a szernek minimális toxikus hatása volt az akkori szerekhez képest. 

Már ebben a korai szakaszban megállapították, hogy a penicillin leginkább a Gram-

pozitív baktériumok ellen hatásos, ellenben a Gram-negatív szervezetekre és a 

gombákra hatástalan. További kísérletei után azonban Fleming úgy vélte, hogy a 

penicillin nem tud elegendıen hosszú ideig az emberi szervezetben maradni ahhoz, hogy 

a patogén baktériumokat elpusztítsa. Ezért 1934-ben kezdte újra a klinikai kísérleteket 

és 1940-ben sikerült tisztított formában elıállítani a szert. 1939-ben az ausztrál tudós 

Howard Walter Florey és kutatócsapata az Oxfordi Egyetem Patológiai Intézetében nagy 

elırelépést tett, kísérleteik alátámasztották a penicillin ártalmatlanságát, sıt egereken 

sikeresen alkalmazták a szert. A humán felhasználásra tett kísérleteik azonban kudarcot 

vallottak, mivel nem állt rendelkezésre elegendı mennyiségő hatóanyag. A penicillin 

elsõ kísérleti felhasználására az oxford-i Radcliffe kórházban került sor. Embert a 

világon elıször 1942. március 14-én John Bumstead és Orvan Hess kezelt sikeresen 

penicillinnel. 

A penicillin kémiai struktúráját Dorothy Crowfoot Hodgkin határozta meg az 1940-es 

évek elején, lehetıvé téve így a szer szintetikus elıállítását. Az ausztrál Howard Walter 

Florey vezetésével valamint Ernst Boris Chain és Norman Heatley részvételével egy 

oxfordi kutatócsoport fedezte fel, hogyan lehet a penicillint ipari méretekben elıállítani. 
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Florey és Chain 1945-ben Fleminggel megosztva kaptak orvosi Nobel-díjat. Azóta is a 

penicillin a legszélesebb körben használt antibiotikum, melyet ma is számos Gram-

pozitív baktérium által okozott fertızésnél használnak. 

4.2. ββββ-laktám antibiotikumok 

Valamennyi β-laktám antibiotikumok közös szerkezeti eleme β-laktám győrő, mely 

integritása szükséges az antibakteriális hatáshoz. Több támadásponton keresztül gátolják 

a baktériumsejtfal peptidoglikán vázának a felépítését, így a baktériumfal szintézise 

megszakad (baktericid hatás). Csak azokra a kórokozókra hatnak, amelyek 

osztódásukkor aktív peptidoglikán-szintézist folytatnak. A nem szaporodó 

mikroorganizmusok, illetve a sejtfal nélküliek (L-forma) ellenállóak. A Gram-pozitív 

baktériumok peptidoglikánja könnyen hozzáférhetı a 

β-laktámok számára, a Gram-negatív baktériumok 

peptidoglikánját fehérjeréteg védi, ezért gyakrabban 

ellenállóak.  

Ide soroljuk a penicillineket, cefalosporinokat, 

karbapenemeket és monobaktámokat. 

 

 

 

4.2.1. Penicillinek 

Az eredeti penicillin G a Penicillium notatum anyagcsereterméke, szerkezetében β-

laktám- és tiazolidin-győrő is van, melynek 6-os szénatomjához oldallánc kapcsolódik. 

A szemiszintetikus penicillineknél az oldallánc-mentes 6-amino-penicillánsavhoz 

csatolják a különbözı oldalláncokat. A különbözı módosításokkal létrehozott 

készítmények a retard készítmények (pl.: procain penicillin), az orálisan adható 

készítmények (pl.: penicillin-V, a laktamáz-stabil penicillinek (pl.: methicillin), az 

aminopenicillinek (pl.: ampicillin, amoxycillin), az egyéb szélesspektrumú penicillinek 

(pl.: carbenicillin) és ureidopenicillinek (pl: piperacillin). 

 

ββββ-laktám győrő

1. ábra A ββββ-laktám győrő
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4.2.2. Cefalosporinok 

Az elsı cefalosporint Brotzu izolálta 1945-ben egy szennyvízcsatornából kitenyésztett 

gombából a Cephalosporium acremonium, ma Acremonium brotzu-ból. Ezután közel 

húsz év telt el mire az elsı gyógyszerként alkalmazott cefalosporin származék, a 

cephalotin forgalomba került.  

A cefalosporinok alapvegyülete a 7-amino-cefalosporánsav. Akárcsak a penicillinek, a 

baktériumsejtfal felépítését akadályozzák a PBP-hez (penicillin binding protein, 

penicillin-kötı fehérje) való kötıdésükkel. Széles spektrumú, baktericid hatású, jó 

farmakokinetikájú, nem toxikus antibiotikumok; a penicillinnél kevésbé allergizálnak, 

széles antimikróbás hatásspektrumuk és atoxicitásuk következtében széleskörben 

használtak.  

A cefalosporinokat megjelenésük idıpontja és meghatározó tulajdonságaik szerint 

generációkba sorolják. Az egyes generációk hatásspektruma eltér egymástól, de az 

azonos generációhoz tartozó készítmények spektruma hasonló, a szerek egymástól 

farmakokinetikai tulajdonságaikban különbözhetnek.  

Az elsı generációs származékok legerısebben a Staphylococcusok PBP-jeihez 

kötıdnek, míg a második és még inkább a harmadik, negyedik generáció tagjai a Gram-

negatív pálcák PBP-jéhez kötıdnek. 

A cefalosporinok ellenállnak a Staphylococcus által termelt β-laktamáz hatásának; a 

második és harmadik generációs származékok már fokozódó mértékben stabilak a 

Gram-negatív pálcák (sıt, egyesek – pl. cefoxitin – bizonyos anaerobok) β-

laktamázaival szemben is.  

4.2.3. Karbapenemek 

A karbapenemek alapváza hasonlít a penicillinekéhez, de a tiazolidin győrőben egy 

kettıs kötés található és szén helyettesíti a kén atomot. Eddig négy származék került 

klinikai felhasználásra, idırendben az imipenem, meropenem, ertapenem és a 

doripenem.  

A PBP-hez való kötıdés révén a baktériumfal felépítését gátolják. A baktériumok β-

laktamáz enzimeivel szemben rendkívül ellenállóak, ugyanakkor indukálják 

termelıdésüket.  
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4.2.4. Monobaktámok 

Az aztreonam az elsı monobaktám antibiotikum. Egyetlen β-laktám-győrőbıl áll, 

amelyhez hatásfokozó oldalláncok csatlakoznak.  

A Gram-negatív baktériumok PBP-jához kötıdik, Gram-pozitív baktériumokra és 

anaerobokra nem hat.  

4.2.5. ββββ-laktamáz gátlók 

A β-laktamáz gátlók – klavulánsav, tazobaktám, szulbaktám – olyan β-laktám 

vegyületek, melyek saját antibakteriális hatása kicsi, de hatástalanítják a baktériumok β-

laktamáz enzimeit. 

 

4.3. Az antibiotikum-rezisztencia alapja 

Rezisztens baktériumnak nevezzük azt a baktériumot, amely valamely adott 

antibiotikum jelenlétében is szaporodásra, fertızésre képes. A rezisztencia egy adott 

baktériumra jellemzı tulajdonság. A kórokozók antibiotikum rezisztenciájának 

alapvetıen két típusát ismerjük: a természetes és a szerzett rezisztenciát. A természetes 

rezisztencia állandó örökletes tulajdonság, speciesekre vagy nagyobb rendszertani 

egységekre jellemzı és ismert elıre látható tulajdonság pl. a baktérium szerkezeti 

tulajdonsága miatt ellenálló az adott antibiotikummal szemben. 

 

Problémát elsısorban a szerzett antibiotikum rezisztencia jelent, melynek során a 

baktériumok alkalmazkodnak és megtanulnak együtt élni a számukra kedvezıtlen 

kémiai környezettel. Ezáltal az antibiotikumok részben vagy teljes mértékben elveszítik 

hatékonyságukat az adott baktérium fajjal vagy törzzsel szemben. Ez a természetes 

érzékenységi spektrum örökletes megváltozásával jár egy generáción belül. 

 

4.4. A ββββ-laktám rezisztencia  

 

A penicillinek felfedezését követıen hamarosan megjelentek a rezisztens törzsek, már 

Fleming maga is észlelt penicillinre rezisztens törzseket. A β-laktám antibiotikumokkal 

szemben kialakult rezisztencia hátterében többféle mechanizmus állhat: β-laktamáz 
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termelés, permeabilitás változás (külsı membrán fehérje változás), target megváltozás 

(PBP megváltozása), efflux mechanizmus, illetve ezek a mechanizmusok együttesen is 

jelen lehetnek.  

 

4.3.1. A ββββ-laktamáz termelés 

A leggyakoribb rezisztencia 

mechanizmus a baktériumok 

β-laktamáz enzim termelése. 

A Gram-negatív baktériumok 

által termelt β-laktamáz 

enzim a periplazmatikus 

térben, intracellulárisan 

helyezkedik el. Az enzimek a 

β-laktám győrőt hidrolízissel hasítják, majd acetilált enzim jön létre, melybıl a β-

laktamáz enzim felszabadul, regenerálódik és képes újabb antibiotikum molekulához 

kötıdni (292). 

A β-laktamáz enzimek osztályozása történhet hidrolízisük alapján, gátlószerekkel 

szembeni érzékenységük, izoelektromos pontjuk, aminosav szekvenciájuk, 

génszekvenciájuk, genetikai hátterük (kromoszómális, illetve extrakromoszómális), 

illetve molekuláris szerkezetük (A-D) alapján. A legfrissebb osztályozás a Bush-Jacoby 

féle osztályozás, melyben az elıbb felsorolt szempontok alapján az enzimeket négy (1-

4) nagy csoportba osztják (32) (1. táblázat). 

Jelenleg az ismert β-laktamáz enzimek száma meghaladja a négyszázat. A továbbiakban 

részletesen csak azok az enzimek kerülnek ismertetésre, melyekkel munkánk során 

találkoztunk, így a kromoszómális AmpC enzimek, a széles-spektrumú β-laktamázok, a 

kiterjedt-spektrumú β-laktamázok és a karbapenemázok közül a KPC karbapenemáz és 

a metallo-β-laktamázok. 

4.3.1.1. Széles-spektrumú β-laktamázok 

Az elsı klinikai mintából izolált plazmidon kódolt széles-spektrumú β-laktamáz enzimet 

(Bush 2b csoport) - TEM-1 enzimet - elıször az 1960-as években Görögországban 

izolálták Escherichia coli törzsbıl (67). A TEM elnevezés a beteg nevébıl - Temoniera 

ββββ-laktamáz enzim

ββββ-laktám győrő

2. ábra A ββββ-laktamáz enzim hatásmechanizmusa 
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CA vagy 

TZP
EDTA

1 1 C Cephalosporinok Nem Nem

Jobban hidrolizálja a 

cephalosporinokat, mint a 

benzylpenicillint, 

hidrolozálja a 

cephamycineket

E. coli  AmpC, P99, 

ACT-1, CMY-2,     

FOX-1, MIR-1

1e NT C Cephalosporinok Nem Nem

Ceftazidim és gyakran más 

oxyimino cephalosporinok 

nagyobb mértékő 

hidrolizise

GC1, CMY-37

2a 2a A Penicillinek Igen Nem

Jobban hidrolizálja a 

benzylpenicillint, mint a 

cepahlosporinokat

PC2

2b 2b A
Penicillinek, korai 

cephalosporinok
Igen Nem

Bezylpenicillin és 

cepalosporinok azonos 

mértékő hidrolizise

TEM-1, TEM-2,    

SHV-1

2be 2be A

Kiterjedt-spektrumú 

cephalosporinok, 

monobaktámok

Igen Nem

Oxyimino-β-laktámok 

(cefotaxim, ceftazidim, 

ceftriaxon, cefepim, 

aztreonam) megnövekedett 

hidrolizise

TEM-3, SHV-2,     

CTX-M-15,               

PER-1, VEB-1

2br 2br A Penicillinek Nem Nem
Klavulánsav, szulbaktám és 

tazobaktám rezisztens
TEM-30, SHV-10

2ber NT A

Kiterjedt-spektrumú 

cephalosporinok, 

monobaktámok

Nem Nem

Oxyimino-β-laktámok  

megnövekedett hidrolizise 

klavulánsav, szulbaktám és 

tazobaktám rezisztenciával

TEM-50

2c 2c A Carbenicillin Igen Nem
Carbenicillin 

megnövekedett hidrolizise
PSE-1, CARB-3

2ce NT A Carbenicillin, cefepime Igen Nem

Carbenicillin, cefepim és 

cefpirom megnövekedett 

hidrolizise

RTG-4

2d 2d D Cloxacillin Változó Nem
Cloxacillin vagy oxacillin 

megnövekedett hidrolizise
OXA-1, OXA-10

2de NT D
Kiterjedt-spektrumú 

cephalosporinok
Változó Nem

Cloxacillin vagy oxacillin és 

oxyimino-β-laktámok 

hidrolizise

OXA-11, OXA-15

2df NT D Karbapenemek Változó Nem
Cloxacillin vagy oxacillin és 

karbapenemek hidrolizise
OXA-23, OXA-48

2e 2e A
Kiterjedt-spektrumú 

cephalosporinok
Igen Nem

Cephalosporinok 

hidrolozise, aztreonamot 

nem hidrolizálja, 

klavulánsavval gátolható

CepA

2f 2f A Karbapenemek Változó Nem

Karbapenemek, oxyimino-β-

laktámok, cephamycinek 

megnövekedett hidrolizise

KPC-2, IMI-1, SME-1

3a 3 B (B1) Karbapenemek Nem Igen

Széles spektrumú hidrolizis, 

ami érinti a 

karbapenemeket is, de a 

monobaktámokat nem

IMP-1, VIM-1,         

CcrA, IND-1

B (B3)
L1, CAU-1, GOB-1, 

FEZ-1

3b 3 B (B2) Karbapenemek Nem Igen Karbanemek hidrolizise CphA, Sfh-1

NT 4

Jellegzetes enzim

1. táblázat A bakteriális β-laktamáz enzimek klasszifikációja

Gátlószer

CA: klavulánsav; TZP: tazobaktám; NT: nem tartalmazza

Bush-

Jacoby féle 

felosztás 

(2009)

Bush-Jacoby-

Medeiros féle 

felosztás 

(1995)

Molekuláris 

osztály
Elsıdleges szubsztrát Jellegzetes tulajdonság

 

 

– származik (177). A TEM-1 enzim, illetve a belıle mutációval kialakult TEM-2 enzim 

gyorsan elterjedt egyéb baktérium fajok között is. A TEM-1, TEM-2 enzimet világszerte 

kimutatták az Enterobacteriaceae család különbözı specieseiben, valamint 

Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, és Neisseria gonorrheae 

törzsekben. A másik szintén plazmidon terjedı széles-spektrumú β-laktamáz enzimet, az 

               dc_112_10



 24 

SHV-1 enzimet (mely az enzim aktív helyen elhelyezkedı sulhydryl csoportról kapta a 

nevét) elsısorban Klebsiella pneumoniae és E. coli törzsekben figyelték meg. Míg a 

legtöbb K. pneumoniae törzsben a blaSHV gén integrálódott a bakteriális kromoszómába, 

addig az E. coli törzsekben általában plazmidon kódolt maradt. A TEM-1, TEM-2 és 

SHV-1 típusú széles-spektrumú β-laktamáz enzimek hidrolizálni képesek a Gram-

negatív ellenes penicillin származékokat (kivéve temocillint), az elsı és második 

generációs cefalosporinokat, azonban a harmadik generációs cefalosporinok, a 

cephamycinek, a monobaktámok és a karbapenemek stabilak maradtak velük szemben.  

A TEM és SHV típusú enzimek elsısorban E. coli és K. pneumoniae (297, 304) 

törzsekben fordulnak elı, azonban az Enterobacteriaceae család egyéb tagjai között is 

leírták, mint például: Enterobacter spp. (14, 102, 134, 170, 270, 279), Morganella 

morganii (7, 273), Proteus mirabilis (221), Proteus rettgeri (172), Providencia spp., 

Salmonella spp. (28, 108, 143, 184, 296),  valamint P. aeruginosa speciesben is (171, 

187, 230, 282).  

 

Az OXA-enzimek egy viszonylag új csoportja a β-laktamáz enzimeknek. Nagy 

mértékben különböznek a TEM illetve SHV csoporttól, kevesebb, mint 20% szekvencia 

azonosság figyelhetı meg. Aktivitásuk klavulánsavval nem gátolható, ellentétben a 

TEM, SHV és CTX-M típusú ESBL enzimekkel. Számos OXA-enzim (OXA-1, OXA-

2, OXA-10) is széles-spektrumú aktivitással bír. Elsısorban P. aeruginosa törzsekben 

figyelhetı meg (45, 126, 128, 162, 182, 303) de Salmonella törzsekben is leírták (108).  

 

4.3.1.2. Kromoszomális enzimek 

A Gram-negatív baktériumok között elterjedt a kromoszómális gének által kódolt β-

laktamáz enzimek termelése is. A speciesek egy része a class A” enzimet termeli, de 

sokkal inkább elterjedt a “class C” típusú enzim termelése.  

A leggyakoribb ilyen enzim az ún. AmpC, mely termelésének mértéke és típusa az 

egyes fajoknál különbözı. Az E. coli és a Shigellák kis mennyiségben és elhanyagolható 

aktivitással intrinsic módon, azaz velük született tulajdonságként termelik (199, 268). A 

Proteus morgannii-ra az enzim túltermelése, hiperprodukciója jellemzı. Más fajok, pl.: 

Enterobacter spp., Serratia spp. és  Citrobacter freundii az enzimet intrinsic és 

indukálható módon termelik (258). Ez azt jelenti, hogy alacsony szintő enzimtermelés 

bizonyos antibiotikum jelenlétében magas szintővé válik. Az enzimtermelés mértéke 
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antibiotikum függı, az antibiotikumok lehetnek erıs és gyenge induktorok. A 

baktériumokban kialakuló rezisztencia képet az antibiotikum indukáló képessége és az 

AmpC enzimmel szembeni hatékonysága határozza meg. pl. a karbapenemek erıs 

induktorok, de ellenállnak az AmpC enzimnek, így hatékonyak maradnak; a III. 

generációs cefalosporinok ugyan elbomlanak az enzim hatására, de gyenge induktorok 

(258). 

Az indukálható β-laktamázt termelı törzsekbıl a III. generációs cefalosporinok hatására 

ún. derepresszált mutánsok szelektálódnak, melyekre már az AmpC enzim magas szintő 

és állandó termelése a jellemzı. Ezek a törzsek csak a karbapenemekre és alkalmanként 

a IV. generációs cefalosporinokra maradnak érzékenyek (164). 

Az AmpC enzimet kódoló gének egyre gyakrabban kerülnek át plazmidokra különbözı 

Gram-negatív speciesekben. Ilyenkor az AmpC termelése magas szintő és állandó, így 

ezeknek a baktérium törzseknek rezisztenciája megegyezik a derepresszált mutáns 

törzsek rezisztenciájával (25, 108, 272).  

 

4.3.1.3. Kiterjedt-spektrumú β-laktamázok- extended-spectrum β-lactamase -ESBLs 

Több olyan β-laktám antibiotikumot fejlesztettek ki a Gram-negatív baktériumok által 

okozott fertızések kezelésére, melyek ellenállnak az elıbb említett széles-spektrumú β-

laktamáz enzimek hidrolitikus hatásának. Az egyik ilyen csoport, az oxyimino-

cefalosporinok csoportja, melyeket az 1980-as években kezdtek széles körben 

alkalmazni a klinikumban. Hamarosan megjelentek azonban az ezekre is rezisztenciát 

mutató mikróbák. Az elsı olyan β-laktamáz enzimet, mely képes volt hidrolizálni az 

oxyimino-cefalosporinokat is, 1985-ben izolálták Németországban K. pneumoniae 

törzsbıl (138). Szubsztrátspektruma alapján extended-spectrum β-lactamase (kiterjedt-

spektrumú β-laktamáznak)-ESBL-nek nevezték el (Bush csoport 2be). Ezen enzimek 

hidrolizálják a Gram-negatív ellenes penicillin származékokat, az elsı, második, 

harmadik és negyedik generációs cefalosporinokat és a monobaktámokat is. Nem 

képesek azonban hidrolizálni a cephamycineket és a karbapenemeket. Aktivitásuk in 

vitro különbözı enzim gátlószerekkel - klavulánsav, tazobaktám, szulbaktám - jól 

gátolható (222). Ma már több mint 400 különbözı ESBL enzim ismert. Ezek az enzimek 

világszerte jelen vannak, elsısorban plazmid által kódoltak. Fıleg az 
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Enterobacteriaceae család tagjai között elterjedtek, de P. aeruginosa törzsekben is 

megfigyelték ıket.  

4.3.1.3.1. TEM- és SHV-típusú ESBL-ek 

A ESBL enzimek nagy csoportja az ún. TEM illetve az SHV csoportba tartozik. Ma már 

több, mint 190 féle TEM enzim és több, mint 150 SHV enzim ismert (www.lahey.org, 

http://www.laced.uni-stuttgart.de/, http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/beta 

lact_en.html.) Ezen enzimek aminosav szekvenciája nagyon hasonló az ún. “parent” 

enzimek TEM-1, TEM-2 és SHV-1 aminosav szekvenciájához, csak 1-7 aminosav 

eltérés figyelhetı meg (32). Bár ez a mutáció kevesebb, mint 2%-os változást jelent a 

fehérje molekulában, de mivel ezek az enzim aktív helyét érintik, a változás elég ahhoz, 

hogy az enzim szubsztrát spektrumának kiszélesedését, a kiterjedt spektrum 

megjelenését okozzák (32, 121, 265).  

Az Enterobacteriaceae családban az ESBL termelés többféleképpen alakulhat ki. 

Egyrészt a TEM és SHV típusú β-laktamázok aktív helyének szerkezetét befolyásoló 

mutációkkal, a β-laktamáz enzim széles-spektrumú szubsztrát specificitásának 

bıvítésével, illetve horizontális transzferrel az ESBL termelésért felelıs gének 

felvételével. 

Az 1990-es évek végéig Európában a legtöbb ESBL TEM- és SHV- típusú volt, és 

többnyire intenzív osztályokon kialakult nozokomiális járványból származott (11, 88, 

91, 105, 206, 239). A TEM- és SHV- típusú ESBL termelés prevalenciája a K. 

pneumoniae törzsek között volt a legmagasabb, de gyakran fordult elı Enterobacter 

spp.-ben és E. coli törzsekben is (24, 43, 83, 167, 304). Azonban idıvel sajnos az ESBL-

termelés megjelent olyan törzsekben, mint a K. oxytoca, ahol korábban ez igen ritka volt 

(289). 

4.3.1.3.2. CTX-M-típusú ESBL-ek 

Az utóbbi években az ESBL-ek egy új csoportja, az ún. cefotaximase (cefotaximase-

Munich: CTX-M) típusú ESBL enzimek jelentek meg, melyeknek elsıdleges 

szubsztrátja a cefotaxim és ceftriaxon, és nem hidrolizálják a ceftazidimet (9). Az CTX-

M típusú ESBL elsıdleges gátlószere a tazobaktám. A CTX-M típusú β-laktamázokat 

kódoló gének (blaCTX-M) a Kluyvera genus kromoszómális génjébıl származnak (252). 

Öt csoportjuk  - a CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 és CTX-M-25 - ismert, 

illetve ezeknek a származékaik. Jelenleg több mint 85–féle CTX-M típusú enzim ismert, 

melyek mutációval alakultak ki az eredeti enzimbıl (18). Ezeknek az enzimeknek az 
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aminosav szekvenciája csak 40%-ban azonos a TEM és SHV típusú β-laktamázokkal. A 

blaCTX-M gén horizontális terjedése az Enterobacteriaceae családban plazmid útján 

történik és gyakran egyéb rezisztencia géneket is hordoz (3). Az utóbbi 15 évben a 

CTX-M típusú ESBL-ek körében gyors és globális terjedés tapasztalható (184). Gyakran 

fordul elı Ázsiában, ritkábban Észak-Amerikában (114, 129, 186, 190, 195, 209). 

Európában a CTX-M-15-t termelı E. coli  O25:H4-ST131 klón a domináns közösségben 

szerzett infekciókban (15, 47, 82, 145, 195, 253).  

4.3.1.3.3. OXA-típusú ESBL-ek 

Az OXA-11, OXA-14, OXA-16 és OXA-17, OXA-18, OXA-28 stb kiterjedt-spektrumú 

aktivitással bírnak és a klavulánsav nem gátolja az aktivitásukat (45, 63-66, 106, 126, 

162, 182, 223, 228, 229, 276, 303). 

4.3.1.3.4. Minor ESBL-ek 

Egyéb ritkán elıforduló ESBL enzimek az ún. minor ESBL enzimek. Ezen enzimek 

esetében több, mint 20 félét írtak le: VEB- (Vietnamese extended-spectrum β lactamase) 

(226, 236); GES-, (Guiana extended-spectrum) (19, 141, 227); PER- (Pseudomonas 

extended resistance) (100, 198); SFO-1, (Serratia fonticola) (84, 176); TLA-, 

(TLAhuicas) (99, 263); BES-1, (Brazilian Extended-Spectrum β-lactamase) (17); BEL- 

(Belgium Extended-spectrum β -Lactamase) (231, 234), illetve ezek származékait, 

melyek csak 20-50%-os homológiát mutatnak a többi csoporttal. Ellentétben a TEM-, 

SHV- és CTX-M- típusú enzimekkel nem rendelkeznek progenitor enzimmel, melybıl 

mutációval kialakulhattak volna, eredetük többségében még nem tisztázott. 

A PER-1 termelı P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Salmonella enterica törzseket 

leggyakrabban Törökországban írták le (36, 62, 161, 284-286), a PER-2 termelı 

törzseket pedig Dél-Amerikában (40, 214, 290).      

4.3.1.4. Karbapenemázok 

Az ESBL-termelı, multirezisztens Enterobacteriaceae törzsek terjedésével a 

karbapenemek váltak a Gram-negatív baktériumok okozta súlyos fertızések 

antibiotikum terápiájának egyik utolsó hatékony eszközévé. Azonban a megemelkedett 

karbapenem használat következtében egyre gyakoribbak az e szerekkel szemben is 

rezisztens baktériumok. A karbapenem rezisztens nem-fermentáló Gram-negatív 

kórokozók (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.) megjelenése után, karbapenem 

rezisztens Enterobacteriaceae törzseket is izoláltak már.  
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4.3.1.4.1. K. pneumoniae karbapenemáz (KPC) 

Az egyik legjelentısebb karbapenemáz az „A” molekuláris osztályba tartozó szerin 

típusú KPC (K. pneumoniae karbapenemáz) karbapenemáz enzim, melyet 2001-ben 

elıször K. pneumoniae törzsbıl izoláltak. A KPC enzimek klavulánsavval gátolhatók. A 

KPC enzim az Enterobacteriaceae család karbapenem rezisztenciájának leggyakoribb 

oka az Egyesült Államokban (26, 240, 283). 

4.3.1.4.2. Metallo-β -laktamázok 

Szintén nagyon jelentıs karbapanemázok a „B” molekuláris osztályba tartozó metallo β-

laktamázok (MBL), melyek a monobaktám kivételével az összes β-laktám 

antibiotikumra kiterjedı rezisztenciát okoznak és aktivitásuk EDTA-val (etilén-diamin-

tetraecetsav) függeszthetı fel. Az MBL-enzimek számos típusát azonosították: IMP- 

(imipenemase) (52, 74), VIM- (Verona imipenemase) (53, 251), SPM- (San Paolo 

metallo-β-lactamase) (255, 275), GIM- (Germany imipenemase) (38), DIM (Dutch 

imipenemase) (235); SIM- (Seoul imipenemase) (150), NDM- (New-Delhi metallo-β-

laktamase) (307). A különbözı típusok között 32-67% szekvencia azonosság figyelhetı 

meg. 

Az MBL-gének általában a class-1 integron részei, más rezisztencia-géneket tartalmazó 

géncsoportokkal együtt. Az MBL enzimek számos típusát azonosították P. aeruginosa-

ban, amelyek közül a VIM-típusú enzim prevalenciája tőnik a legnagyobbnak. 

Európában is a VIM-enzimek a leggyakoribbak (21, 53, 74, 101, 118, 237, 251, 293). 

Annak ellenére, hogy mind az MBL, mind a KPC enzimek jól bontják a 

karbapenemeket, az Enterobacteriaceae törzseknél sokszor nem alakítanak ki rezisztens 

fenotípust, ezért felismerésük problémát jelent a mindennapi gyakorlatban.  

 

4.3.2. Csökkent permeabilitáson alapuló rezisztencia  

A permeabilitás változás, a membránpermeabilitás csökkenése megakadályozza az 

antibiotikum bejutását a baktériumba, így ott hatékony koncentráció nem képes 

kialakulni. Ez a mechanizmus általában több, egymással össze nem függı antibiotikum 

csoporttal szemben okoz rezisztenciát, jellemzıen társrezisztenciában, 

multirezisztenciában nyilvánul meg. 

 β-laktám antibiotikumok a baktériumok külsı membránjában található speciális 

proteineken, vízzel töltött proteincsatornákon az ún. porinokon keresztül jutnak el a sejt 
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citoplazma membránjához. A Gram-negatív baktériumokban a külsı membrán 

korlátozza a hidrophil vegyületek bejutását a baktériumba. A porinok csökkent 

expressziója és/vagy mutációja következtében megváltozott szerkezete a β-laktám 

antibiotikumok iránti csökkent érzékenységhez, vagy rezisztenciához vezethet, 

különösen, ha más rezisztencia mechanizmusok (pl: β-laktamázok) is jelen vannak. A 

csökkent permeabilitáson alapuló rezisztencia izoláltan karbapenemekkel, elsısorban 

imipenemmel szembeni rezisztenciát okoz. 

A csökkent permeabilitáson alapuló rezisztencia az Enterobacteriaceae családba tartozó 

specieseknél ritka jelenség. Számos tanulmányban részletesen vizsgálták az E. coli K-12 

törzs porinjainak - az OmpF és az  porinoknak - a szerkezetét és szabályozását (12, 308). 

Mutáció következtében ezek a porinok eltőnhetnek, ami a ß-laktám antibiotikumok 

iránti csökkent érzékenységhez, vagy rezisztenciához vezethet. 

A K. pneumoniae  két fı porinja az OmpK35 és az OmpK36. Érdekes módon azonban 

sok ESBL termelı K. pneumoniae izolátum nem rendelkezik OmpK35 fehérjével. Mind 

az OmpK35 és az OmpK36 elvesztése az ESBL-termelı K. pneumoniae törzsekben 

cefoxitin rezisztenciát okoz, fokozza a rezisztenciát a kiterjesztett spektrumú 

cefalosporinokkal szemben, és csökkent érzékenységet okoz karbapenemekkel, 

különösen ertapenemmel szemben (122, 173, 175).  

Hasonló eredményre jutottottak az Enterobacter spp. vizsgálata során is, ahol az E. coli 

az OmpF és OmpC porinjainak az OmpD és OmpF porinok feleltek meg. A porinok 

elvesztése csökkentheti az érzékenységet nem-β-laktám vegyületek, mint például a 

fluorokinolonokkal szemben is (51). 

A csökkent permeabilitáson alapuló rezisztencia a nem fermentáló baktériumok, azok 

között is elsısorban a Pseudomonas spp.-ben gyakran fordul elı. A P. aeruginosa 

porinjának elvesztése az oka e baktérium karbapenemekkel, elsısorban imipenemmel 

szembeni rezisztenciájának. Az OprD elvesztése nem érinti az egyéb β-laktám 

antibiotikumok iránti érzékenységet, mert azok más porinokon keresztül jutnak be a 

baktériumsejtbe (256).  
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4.3.3. Efflux mechanizmuson alapuló rezisztencia 

A baktériumok számos efflux-pumpával rendelkeznek, melyeknek a baktérium normális 

mőködéséhez elengedhetetlen élettani szerepük van a sejt homeosztázis 

szabályozásában, a környezeti mérgezı anyagok eltávolításában. Az effluxhoz 

szükséges energiát a baktériumok a transzmembrán elektrokémiai gradiensébıl aktív 

transzporttal nyerik a protonok, vagy a nátrium-ionok, vagy ATP hidrolízis segítségével.  

Mindezek mellett azonban az efflux pumpák közvetett módon hozzájárulnak a 

baktériumok virulenciájához is, mert az aktív transzport mediálta efflux-pumpa 

rendszer(ek) túlmőködése egy, vagy akár több antibiotikum csoporttal szembeni 

rezisztenciát is okozhat. 

A Gram-negatív baktériumokban az efflux pumpák általában többkomponenső 

rendszerek, amelyekben a belsı membránban található efflux pumpa egy 

periplazmatikus fúziós fehérjével és egy külsı membrán faktorral együtt mőködik. 

Leggyakrabban elıforduló efflux pumpák például az E. coli, K. pneumoniae AcrB 

pumpája vagy a P. aeruginosa MexB pumpája (254). 

Az eddig ismert efflux pumpa gátlók a fenilalanil-arginil-β-naftilamid (PAβN), carbonyl 

cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) és a rezerpin, melyek azonban nem pumpa-

specifikusak és toxikusak az eukariota sejtekre. 

4.3.4. A penicillin-kötı fehérjék megváltozásán alapuló rezisztencia 

A target megváltozása során a rezisztens baktérium az antibiotikum támadáspontjának 

megváltoztatásán keresztül teszi hatástalanná az antibiotikumot. Jellemzı példája ennek 

a PBP-k megváltozása. A PBP-k a β-laktamáz enzimekkel evolúciós és funkcionális 

rokonságban levı peptidázok. A baktérium citoplazma membránján helyezkednek el, az 

enzimek a transzglikozilezésért (murein egységek polimerizálása) és transzpeptidációért 

(keresztkötıdés) felelısek. A normál PBP-ken végbemehetnek olyan módosulások, 

amelyek az enzimnek egy-, vagy több β-laktám antibiotikumhoz való kötıdését 

gyengítik. Ezen esetekben a PBP-k a sejtfalszintézis folyamatában zavartalanul tudnak 

résztvenni: a baktérium rezisztenssé válik az adott β-laktám antibiotikummal szemben. 

Ilyen típusú rezisztenciát gyakrabban észlelünk a Gram-pozitív, mint a Gram-negatív 

baktériumok esetében.  
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5. CÉLKITŐZÉSEK 

5.1. Epidemiológiai vizsgálatok 

A TEM- és SHV-típusú ESBL-t termelı K. pneumoniae törzsek fontos kórokozók a 

kórházi fertızésekben, egyrészt multirezisztenciájuk miatt, illetve mert egyre több 

kórházi járvány kórokozói, elsısorban a koraszülött intenzív osztályokon (perinatal 

intensive centrum, PIC). 

1. Célunk volt jellemezni Magyarországon az elsı ESBL-K. pneumoniae törzsek által 

okozott járványt molekuláris epidemiológiai szempontból. 

2. Célunk volt továbbá egy ötéves követéses molekuláris epidemiológiai vizsgálat 

során meghatározni az ESBL-termelı Klebsiella fajok molekuláris epidemiológiáját a 

Semmelweis Egyetem II. PIC-en. Egyidejőleg, retrospektív módon vizsgálni a 

fertızések rizikófaktorait és a mortalitást is. 

5.2. ESBL enzimek újabb fenotípusos és genotípusos detektálási 

lehetıségei 

A Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) és az European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) által meghatározott ESBL fenotípusos 

szőrıvizsgálatok csak Klebsiella spp., E. coli és P. mirabilis törzsekre tartalmaznak 

ajánlásokat (48, 79). Azonban a kromoszómális AmpC-típusú β-laktamázt is termelı 

törzsek esetében ezek az ajánlások nem kidolgozottak. 

1. Vizsgálni kívántuk, hogy kromoszomális AmpC-típusú β-laktamázt is termelı E.  

cloacae törzsekben, milyen módon tudjuk detektálni a párhuzamos ESBL termelést, 

ha a hagyományos tesztek a kromoszómális β-laktamáz enzim jelenléte miatt nem 

értékelhetıek. 

 

A Gram-negatív baktériumok gyakran többféle ß-laktamáz enzimet termelnek. Abban az 

esetben, ha egy baktérium több, azonos csoportba és azonos izoelektromos ponttal 

rendelkezı ß-laktamáz enzimet termel, azoknak a ß-laktamáz enzimeknek a detektálása 

különös gondot okoz. 

2. Célunk volt azonos típusba tartozó többféle ß-laktamáz enzim genotípusos 

detektálásához megfelelı módszer kidolgozása. 
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5.3. Új ESBL enzimek izolálása és karakterizálása  

Az antibiotikumok szelekciós hatása következtében egyre több és újabb ESBL variánsok 

kerülnek izolálásra. 

1. Célunk volt új TEM-, SHV-, CTX-M típusú ESBL variánsok leírása, jellemzése. 

2. Továbbá jellemeztük az újonnan leírt TEM-131 és SHV-30 enzimeket 

szubsztrátprofiljuk alapján és vizsgáltuk a megfigyelhetı mutációk hatását az enzim 

aktivitására.  

 

5.4. ESBL termelés és a csökkent kinolon érzékenység kapcsolata 

Annak ellenére, hogy a kinolon rezisztencia általában kromoszómán kódolt, világszerte 

emelkedik a kinolon rezisztens ESBL-termelı törzsek aránya. Az utóbbi években több 

plazmidon kódolt kinolon rezisztencia gént (qnrA, qnrB, qnrS és aac(6’)-Ib-cr) írtak le. 

1. Vizsgálatunk célja volt a qnrA, qnrB, qnrS és aac(6’)-Ib-cr gének prevalenciájának 

meghatározása magyarországi ESBL-termelı izolátumok között, illetve a qnr gének 

mobilitásának vizsgálata. 

 

5.5. Gram-negatív baktériumok karbapenem rezisztenciájának 

vizsgálata 

A karbapenem rezisztenciáért elsısorban a baktériumok karbapenemáz termelése 

felelıs, de egyéb mechanizmusok is szerepet játszhatnak. 

1. Vizsgálni kívántuk egy a terápia során ertapenem-rezisztenssé vált E. cloacae 

klinikai izolátum antibiotikum rezisztencia-mechanizmusait. 

2. Vizsgáltuk egy ertapenem rezisztens K. pneumoniae és egy szintén ertapenem 

rezisztens K. oxytoca antibiotikum rezisztencia mechanizmusait. 

3.  Tisztázni kívántuk egy korábban külföldön kezelt betegbıl izolált karbapenem 

rezisztens P. aeruginosa és A. baumanii törzsek rezisztencia viszonyait is. 
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5.6. ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések terápiás lehetıségei 

kísérletes állatmodellekben  

Az ESBL-termelı törzsek gyakran rezisztensek más antibiotikumokkal - 

aminoglikozidokkal, tetracyclinnel és trimethoprim-sulphametoxazollal - szemben is az 

azonos plazmidon elhelyezkedı rezisztencia gének miatt. A keresztrezisztencia miatt az 

ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések esetén a terápiás lehetıségek 

korlátozottak. 

1. Célunk az volt, hogy összehasonlítsuk az amikacin, a cefepim, az amikacin-cefepim 

és az imipenem hatását in vitro és in vivo SHV-5 ESBL-termelı K. pneumoniae 

törzzsel fertızött szeptikus egerekben, magas kezdeti csíraszám alkalmazásával.  

2. Célunk volt továbbá, hogy meghatározzuk és összehasonlítsuk a ciprofloxacin és a 

levofloxacin aktivitását is az SHV-5 ESBL-termelı K. pneumoniae törzs ellen in 

vitro és in vivo.  

3. Célunk volt egy új antibakteriális aktivitással is bíró peptid, az A3-APO és az 

imipenem hatását is összehasonlítani ESBL-termelı E. coli törzzsel fertızött 

szeptikus egerekben. 
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6. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

6.1. Általános bakteriológiai módszerek 

6.1.1. Baktériumtörzsek 

Tekintve, hogy munkánk során nagyszámú törzset használtunk, jelölésüket, forrásukat 

és releváns tulajdonságaikat a kísérletek jobb megértése okán azok leírásánál adjuk meg. 

6.1.2. Baktériumtörzsek identifikálása 

A baktérium törzsek biokémiai azonosítása a rendelkezésre álló identifikáló 

rendszerekkel, automatákkal történtek: ATB-teszt, API 20E, VITEK II, VITEK III 

(BioMerieux). 

6.1.3. A baktériumtörzsek tárolása 

A baktérium törzseket 20% glicerint tartalmazó Tryptic Soy Brothban (TSB) tároltuk -

80ºC-on. A fagyasztócsövekbe szilárd véresagaron nıtt éjszakás tenyészetekrıl 

szuszpendáltuk a baktériumokat, a csöveket vortexeltük, majd a fagyasztás elıtt egy óra 

hosszat 37ºC-on állni hagytuk. 

6.1.4. Tenyésztés, táptalajok 

A törzsek rutinszerő tenyésztését véres agaron végeztük 37ºC-on. Antibiotikum 

érzékenységi vizsgálatokhoz Mueller-Hinton (MH) táptalajt, illetve MH broth-ot 

használtunk. Farmakokinetikai vizsgálatokhoz, az antibiotikumok – imipenem illetve 

cefepim – szérumszintjének a meghatározásához antibiotikum média 1-et (Beckton 

Dickinson) használtunk. A molekuláris vizsgálatokhoz a baktériumokat Luria-Bertani 

(LB) levesben vagy agaron, illetve Nutrient broth (NB) levesben növesztettük.  

6.1.5. A csíraszám beállítása 

Amennyiben a kísérlethez beállított csíraszámhoz volt szükség, azt elızıleg elkészített 

CFU/OD600 kalibrációs görbék segítségével denzitometriás módszerrel állítottuk be. 

Minden törzsre külön kalibrációs görbét használtunk. Amennyiben a kísérletekhez a 

mérési határ alatti csíraszámra volt szükség, a szuszpenziós töménységet 108/ml-re 

állítottuk, és ebbıl a törzs-szuszpenzióból végeztünk hígítást. 
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6.2. Antibiotikum érzékenység meghatározása 

Az antibiotikum érzékenységi vizsgálatokat a CLSI és a National Committee for 

Clinical Laboratory Standards (NCCLS) aktuális évi, érvényben lévı nemzetközi 

ajánlásai alapján végeztük (48, 49, 192). A vizsgálatok kivitelezése az ajánlásoknak 

megfelelıen kontrolltörzsekkel ellenırzött táptalajokon, nemzetközi standardoknak 

megfelelı körülmények között történtek.  

6.2.1. Antibiotikum érzékenység meghatározása korongdiffúziós módszerrel  

A Kirby-Bauer-féle korongdiffúziós vizsgálatok során az alábbi antibiotikum-tartalmú 

korongokat alkalmaztuk: ceftazidim, ceftazidim+klavulánsav, cefotaxim, 

cefotaxim+klavulánsav, cefepim, ceftriaxon, ceftriaxon/klavulánsav és aztreonam.  A 

kapott zónaátmérıt a kontrolltörzsekkel végzett standardizált körülmények között kapott 

eredményéhez hasonlítva kaptunk érzékeny, mérsékelten érzékeny és rezisztens 

eredményt. Az epidemiológiai összegzéseknél a baktériumoknak az adott antimikróbás 

szerre való érzékenységének megadásakor két kategóriát használtunk: érzékeny és nem 

érzékeny (mérsékelten érzékeny és rezisztens). 

6.2.2. Antibiotikum érzékenység vizsgálata minimális gátló koncentráció (MIC) 

meghatározásával 

6.2.2.1. MIC érték meghatározása E-teszttel 

Az ampicillin, ampicillin/szulbaktám, amoxycillin/klavulánsav, piperacillin, 

piperacillin/tazobaktám, cefuroxim, ceftazidim, ceftazidim/klavulánsav, cefotaxim, 

cefotaxim/klavulánsav, ceftriaxone, cefpodoxim, cefepim, cefepim/klavulánsav, 

cefoxitin, ertapenem, imipenem, imipenem/EDTA, meropenem, aztreonam, nalidixsav, 

ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, tetracyclin,  trimethroprim-sulfamethoxazol, 

chloramphenicol, gentamicin, netilmicin, amikacin, tobramycin, tigecyclin, colistin 

MIC-értékeit az antibiotikumokat meghatározott koncentrációgradiensben tartalmazó 

csíkokkal, a gyártó elıírásainak megfelelıen alkalmazva (AB Biodisk, Solna, 

Svédország) határoztuk meg.  

6.2.2.2. MIC érték meghatározása mikrodilúciós módszerrel 

Az ampicillin, cefepim, imipenem, amikacin, ciprofloxacin, levofloxacin és A3-APO 

MIC értékeinek mikrodilúciós meghatározásához a mikrotitráló lemez vájulataiban 

kationnal kiegészített MH levest alkalmaztunk 0.1 ml végtérfogatban. A hígítási 
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sorozatot úgy terveztük meg, hogy a kiinduló koncentráció a várható MIC-értéknél 3-4-

szer nagyobb, illetve a sorozat utolsó hígításának koncentrációja a várható legkisebb 

MIC-értéknél 3-4-szer kisebb legyen.  

Bizonyos esetekben a standard 105 CFU/ml baktérium koncentrációval párhuzamosan 

107 CFU/ml baktérium koncentráció esetében is meghatároztuk a MIC értéket. 

6.2.2.3. MIC érték meghatározása agardilúciós módszerrel 

Antibiotikum tartalmú MH agarlemezeket készítettünk, az antibiotikumok higítási 

sorozatával. A vizsgálandó baktériumokat a MH agarokon tenyésztettük, majd overnight 

tenyésztés után a baktérium növekedést detektáltuk. Agardilúciót használtunk az 

ampicillin, ampicillin/klavulánsav, amoxycillin/klavulánsav, piperacillin, 

piperacillin/tazobaktám, cephalotin, ceftriaxon, ceftazidim, ceftazidim/klavulánsav, 

cefotaxim, cefotaxim/klavulánsav és cefepim MIC értékeinek meghatározásához. 

6.2.3. Antibiotikum érzékenység vizsgálata minimális baktericid koncentráció 

(MBC) meghatározásával 

A MIC érték mikrodilúciós technikával történı meghatározása után, a mikrotiter lemez 

azon vályulataiból, amelyekben nem volt baktériumnövekedés véres táptalajra 

kioltottunk és egyéjszakás inkubálás után meghatároztuk, azt a legkisebb antibiotikum 

koncentrációt, ahol már nem volt baktérium növekedés. 

Bizonyos esetekben a standard 105 CFU/ml baktérium koncentrációval párhuzamosan 

107 CFU/ml baktérium koncentráció esetében is meghatároztuk az MBC értéket. 

6.2.4. A ββββ-laktamáz enzim termelés detektálása antibiotikum érzékenység 

meghatározása alapján 

6.2.4.1. AmpC termelés fenotípusos vizsgálata 

Az E. cloacae osztályozását az indukálható, részlegesen derepresszált vagy 

derepresszált AmpC-termelés alapján Sanders és munkatársainak módszere alapján 

végeztük (257), amelyben a cefoxitin-cefotaxim antagonizmus-tesztet alkalmaztuk (210, 

257). Az E. cloacae izolátumokat az alábbiak szerint kategorizáltuk: derepresszált 

AmpC mutánsoknak tekintettük, ha a cefoxitin MIC-értéke ≥ 32 µg/ml volt, a 

cefotaximé ≥ 16 µg/ml és a cefoxitin-cefotaxim antagonizmus teszt negatív volt; 

részlegesen derepresszált AmpC mutánsoknak tekintettük, ha azonos jellegzetességeket 

tapasztaltunk, mint a derepresszált mutánsok esetében, azonban a cefoxitin-cefotaxim 
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antagonizmus teszt pozitív volt; indukálható AmpC-termelı törzseknek tekintettük a 

baktériumot, ha a cefotaxim MIC-értéke ≤ 8 µg/ml volt és a cefoxitin-cefotaxim 

antagonizmus teszt pozitív (210). 

6.2.4.2. ESBL termelés fenotípusos szőrése 

ESBL-termelés szőrésére végzett kettıs-korong diffúziós teszt során az MH agaron 

elkészített baktériumpázsitra egymástól 20-30 mm-re (középpont a középponttól) 

helyeztünk klavulánsavat tartalmazó korongot és ceftazidim, cefepim, ceftriaxon, 

cefotaxim, aztreonam korongot. Az inkubációs idı után a β-laktám antibiotikumok 

körüli gátlási zóna jellemzı torzulása („kulcslyuk” jelenség) jelezte az ESBL jelenlétét.  

6.2.4.3. ESBL termelés fenotípusos megerısítése 

Fenotípusos konfirmáló tesztként a cefalosporin mellett klavulánsavat is tartalmazó 

speciális (kettıs, kombinált) korongokat alkalmaztuk: ceftazidim-klavulánsav, 

cefotaxim-klavulánsav, ceftriaxon-klavulánsav (minden esetben 30/10 µg; BioRad). 

Pozitív eredménynek vettük, ha az antibiotikumot önmagában tartalmazó korong körül 

mért gátlási zónához képest (ceftazidim 30µg, cefotaxim 30µg, ceftriaxon 30µg) az 

antibiotikum-klavulánsav körüli gátlászóna átmérıje kevesebb, mint 5mm-rel nıtt. E-

teszttel is meghatároztuk a pozitív kettıs korongdiffúziós tesztet eredményezı törzsek 

esetén a cefotaxim, a ceftazidim és a cefepim MIC-értékét és összehasonlítottuk a 

ceftazidim-klavulánsav, cefotaxim-klavulánsav és a cefepim-klavulánsav tartalmú E-

tesztcsíkok esetén kapott értékekkel. A kombinált antibiotikum használata esetében a 

legalább hármas léptékő MIC koncentráció csökkenést értékeltük pozitívnak. 

6.2.4.4. MBL termelés fenotípusos szőrése 

MBL-termelés szőrésére végzett kettıs korong diffúziós teszt során technikailag 

ugyanúgy jártunk el, mint az ESBL-szőrésnél, azonban cefepim, ertapenem, imipenem 

és meropenem korongokat helyeztünk 20mm és 30mm távolságra (középpont a 

középponttól) az EDTA-t tartalmazó korongtól. Itt is a „kulcslyuk” jelenséget 

tekintettük pozitívnak. 

6.2.4.5. MBL termelés fenotípusos megerısítése 

MBL-termelés megerısítésére végzett teszt során technikailag ugyanúgy jártunk el, mint 

az ESBL-szőrésnél, azonban cefepim, ertapenem, imipenem és meropenem korongokra 

cseppentettünk 5 μl 0.05 M EDTA oldatot. Párhuzamosan csak EDTA-t tartalmazó 
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korong körül is lemértük a gátlási zónát, hogy az EDTA baktérium növekedésre 

gyakorolt gátló hatását is figyelembe vegyük. Pozitívnak tekintettük a teszt eredményét, 

ha az antibiotikum - cefepim, ertapenem, imipenem és meropenem – és EDTA 

kombinációs korong körül kialakult gátlási zóna legalább 5 mm-rel meghaladta a csak 

antibiotikumot tartalamzó korong körül kialakult zóna nagyságát. 

6.3. Biokémiai vizsgáló módszerek 

6.3.1. Analitikai izoelektromos fókuszálás 

A baktériumokból a β-laktamáz enzimet lyzozymes feltárással nyertük ki (217). A teljes 

sejtek és a sejttörmelék centrifugálással történı eltávolítása után a felülúszót használtuk 

az izoelektromos pont (pI) meghatározására. Az elektroforézishez elıre elkészített pH 3-

10 poliakrilamid géleket alkalmaztunk (Bio-Rad), a következı futtatási paraméterekkel: 

100 V – 15 perc, 200 V – 35 perc, 300V – 50 perc. Az enzimaktivitást nitrocefinnel 

átitatott (500 µg/ml) szőrıpapírnak a fókuszált gélre helyezésével mutattuk ki. A Bio-

Rad standardjait használtuk, a következı izoelektromos pontokkal: 4.45, 4.65, 4.75, 5.1, 

6.0, 6.5, 6.8, 7.0, 7.1, 7.5, 7.8, 8.0, 8.2 és 9.6.  

6.3.2. ββββ-laktamáz tisztítás 

Az SHV-1, SHV-2 és SHV-30 β-laktamázokat E. coli DH10B-bıl preparatív 

izoelektromos fókuszálással tisztítottuk ki (158, 159). Az egyes β-laktamázok tisztaságát 

5%-os tömörítı és 12%-os futtató  sodium dodecyl szulfát polyacrylamid gél 

elektroforézishez (SDS-PAGE) használt géleken határoztuk meg. A géleket 

Coommassie Brilliant Blue R250-el (Fisher) festettük, hogy a β-laktamáz fehérjéket 

láthatóvá tegyük. A fehérjekoncentrációkat a Bio-Rad Protein Assay (BioRad) révén 

határoztuk meg, marha szérum albumin (BSA) standard alkalmazásával. Az SHV-30 β-

laktamáz esetén további tisztításként méret-kizárásos kromatográfiára volt szükség, 

melyhez Waters HPLC rendszert használtunk, Helfand és mtsai leírása alapján (110). 

6.3.3. Enzimkinetikai vizsgálatok 

Az SHV-30 β-laktamáz steady-state kinetikai paramétereit Agilent 8452 dióda rendszerő 

spektrofotométerrel határoztuk meg. A méréseket ampicillinnel (∆ε235 = -900 M
-1 cm-1), 

cefaloridinnel (∆ε260 = -10,200 M
-1 cm-1), nitrocefinnel (∆ε482 = 17,400 M

-1 cm-1) 

(Becton Dickinson, Cockeysville, Md.), cefotaximmal (∆ε264 = -7,250
 M-1 cm-1), 

cefepimmel és cefalothinnal (∆ε260 = -7,660 M
-1 cm-1) végeztük el. A szubsztrátokat két 
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különbözı napon vizsgáltuk. A kinetikai paraméterek (vmax és KM) meghatározását az 

adatok Michaelis-Menten egyenletbe történı illesztésével végeztük a nemlineáris 

legkisebb négyzetek elve szerint, az Enzfitter program alkalmazásával (Sigma). A 

kinetikai kísérleteket és elemzéseket Imtiaz és mtsai módszerei alapján végeztük a 

következıképpen (119):  

v = Vmax [S] /(Km + [S]) 1. egyenlet 

A katalitikus hatékonyságot az alábbi összefüggés alapján határoztuk meg:  

kcat = Vmax / [ET] 2. egyenlet 

Bizonyos esetekben a 3. egyenletet használtuk a katalitikus hatékonyság 

meghatározására. 

kcat/ Km = v [ET] [S]   3. egyenlet 

6.3.4. Enzimhez kötött immunoszorbens vizsgálat SHV β-laktamáz kimutatására 

Enzimhez kötött immunoszorbens (enzyme linked immunosorbenat assay; ELISA) 

vizsgálatot végeztünk az SHV β-laktamáz enzim kimutatására. Kilencvenhatlyukú 

Immulon-4 enzim immunoassay lemezeket (Fisher) egy éjszakára 4 µg/ml tisztított 

SHV-1 antitestet tartalmazó karbonát-pufferrel (pH 9.5) vontunk be. A lemezeket 0.05 

% Tween 20-at tartalmazó PBS-el (Bio-Rad) mostuk, majd szobahımérsékleten 5 % 

BSA-t tartalmazó PBS-el blokkoltuk. A standard 0.1 % BSA-ban 100.0-0.0015 ng/ml 

koncentrációra oldott tisztított SHV-1 volt. A minták egy éjszakán át növesztett 

baktériumtenyészetekbıl származó 100 µl-es aliquotok hígításai voltak. A hígításokat az 

enzim immunoassay lemezekbe helyeztük majd 2 µg/ml biotinilált anti-SHV-1 

antitestekkel inkubáltuk. Mosást követıen a lemezeket 1:3000 hígítású sreptavidin-

tormaperoxidázzal (Zymed Laboratories) inkubáltuk, majd citromsav pufferben (pH 5.5) 

(Sigma) oldott o-fenilén-diaminnal és H2O2-dal  hívtuk elı. A reakciót H2SO4 –tal 

állítottuk le. Az OD492 értékeket Cerus ELISA lemezolvasó segítségével kaptuk meg, és 

összehasonlítottuk a sorozathígítású, tisztított SHV-1 β-laktamázzal, amelyet belsı 

referenciapontként használtunk. 
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6.3.5. Külsı membrán fehérjék izolálása és kimutatása 

A vizsgálandó baktériumokat NB médiumban tenyésztettük a stacioner fázis eléréséig, 

majd ultrahangos kezeléssel (4°C-on, 3x5 percig 18-20 micronos amplitudóval) feltártuk 

a sejteket. A sejttörmelék és a feltáratlan sejtek eltávolítása után a sejtmembránt N-

lauroyl sarcosinate-os kezeléssel extraháltuk. Az így kapott membránfehérjéket  SDS-

PAGE segítségével 12.5%-os Tris-HCl gélt (Bio-Rad, Hercules, CA) használva 

Laemmli pufferben futattuk meg. Markerként a kétszínő Precision Plus Protein (Bio-

Rad, Hercules, CA) standardot használtunk. A gélt Comassie-kék festékkel festettük. 

6.3.6. Molekuláris ábrázolások 

Kuzin és mtsai meghatározták az SHV-1 β-laktamáz atomi szerkezetét (144). A 

koordináták eléhetıek a Fehérje Adatbankból (belépés: 1 SHV) a Rutgers Egyetemen 

(www.rcsb.org/pdb/). Elkészítettük az SHV-1 β-laktamáz kristályszerkezetének 

ábrázolását az Arg43, Arg244 és Asn276 környezetében a WebLab ViewerLite 3,5 

programmal (www.accelrys.com/products/). 

 

6.4. Genetikai módszerek 

6.4.1. Plazmid kimutatás, izolálás  

A plazmidok rutinszerő kimutatásához Kado és Liu alkalikus lízis módszerét használtuk 

(127). Azonban néhány esetben a plazmidokat plazmid extrakciós kit segítségével 

nyertük ki (Wizard Plus Minipreps, DNA Purification System; Promega), néhány 

módosítással. Az extrakió során forró vizet és nagyobb térfogatot (10 ml) használtunk a 

tenyészetbıl, hogy az alacsony kópiaszámú plazmidokat detektálhassuk. Klinikai 

törzsek esetében járulékos módszerként alkalmaztuk a genotipizáláshoz a kisebb 

plazmidok azonosítására mivel ezek kisebb valószínőséggel transzferálhatók és ezért 

diagnosztikus értékőek lehetnek az egyes genotípusokra. A plazmid DNS 

elektroforézisét 0.8 %-os agaróz gélen végeztük és UV-fény alatt etídium-bromiddal 

tettük láthatóvá. λ HindIII-t (Promega) alkalmaztunk a molekulaméret markereként. 

6.4.2. Transzformáció, konjugáció 

A transzformáció során a baktérium törzsek extrahált plazmid DNS-ét E. coli DH5-α 

sejtekbe, illetve E. coli DH10B recipiens (BioRad) sejtekbe transzformáltuk 

elektroporációval a gyártó (Gene-Pulser; Bio-Rad) elıírása szerint. A transzformált 
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baktériumokat antibiotikumot tartalmazó -100 µg/ml ampicillint - tartalmazó tápagaron 

tenyésztettük. 

A konjugáció során recipiensként azid-rezisztens vagy rifampicin-rezisztens E. coli J53 

törzset használtunk. A vizsgálandó törzseket, illetve a recipienseket LB levesben 

inkubáltuk egy éjszakán át, majd négy órán át tartó együttes inkubálást követıen a 

konjugált baktériumokat azid-rezisztens E. coli J53 esetében nátrium-azidot (100 

µg/ml), ampicillint (100 µg/ml), trimethoprimet (10 µg/ml) és szulfametoxazolt (300 

µg/ml) tartalmazó; rifampicin-rezisztens E. coli J53 esetében ampicillint (100 µg/ml) és 

rifampicint (300 µg/ml) tartalmazó LB agarlemezeken szelektáltuk. 

6.4.3. Emésztés restrikciós enzimmel 

A restrikciós enzimmel történı emésztés során az enzimeket – EcoRI, és HindIII - a 

gyártó (BioLab) elıírásainak megfelelıen használtuk. 

6.4.4. Pulzáló mezejő gélelektroforézis  

A pulzáló mezejő gélelektroforézist (pulse field gel electrophoresis; PFGE) a Centers 

for Disease Control and Prevention (CDC) PulseNet protokolljának megfelelıen 

végeztük (245). Röviden, a genom DNS-t izoláltuk és a megfelelı restrikciós enzimmel 

emésztettük (New England). A PFGE-t CHEF III rendszerrel végeztük (Bio-Rad) a 

következı futtatási paraméterekkel: az I. blokknál 3-65 mp kapcsolási és 17 óra futtatási 

idı; a II. blokkhoz 15-30 mp kapcsolási és 6 óra futtatási idı. A dendrogramokat 

Molecular Analyst (Bio-Rad) segítségével készítettük el, a Dice-együttható 

alkalmazásával, nem súlyozott pár csoport módszerrel (UPGMA), 1,3 %-os pozíció 

toleranciával. A minták összefüggését Tenover és mtsai kritériumai alapján határoztuk 

meg (271).   

6.4.5. DNS próba és hibridizáció 

A baktériumokból a korábban leírt módszerrel izolált plazmido(ka)t restrikciós 

enzimekkel - EcoRI-gyel, HindIII-mal illetve PstI-gyel- emésztettük, majd 0.8%-os 

gélben megfutattuk. A PstI-gyel emésztett plazmidokat blaCTX-M-59-re specifikus, 

digoxigeninnel jelölt DNS-próbákkal hibridizáltuk a PCR DIG detection system (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN) felhasználásával. 
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6.4.6. Polimeráz láncreakció (PCR)  

16-18 órás baktériumtenyészet felülúszójából nyertük a bakteriális templát DNS-t a 

PCR-hez. A PCR vizsgálatok során blaTEM (78), a blaSHV (78), blaCTX-M(299) 

blaOXA(13), blaPER(13), blaVIM (155), blaqnr (250), blaaac(6)-Ib-cr (211) detektálására 

szolgáló primereket használtunk. Az AP-PCR (arbitrarily primed PCR) során ERIC-2 

primert használtunk (94). A PCR-eket RedTaq DNS-polimerázzal (Sigma) végeztük, a 

gyártó elıírásai szerint: 2 µl templát DNS-preparátum jelenlétében 30 µl-es 

végtérfogatban. A 30 µl-es reakcióelegyek 50 mM KCl-ot, 1.5 mM MgCl2-ot, minden 

primerbıl 0,5 µM-t, minden dezoxinukleotid-trifoszfátból 1.5 mM-t (Sigma), 1 U 

RedTaq polimerázt (Sigma) és 2 µl bakteriális genom DNS-t tartalmaztak. A DNS-

amplifikációs program egy kezdeti denaturációs lépésbıl (96 °C, 5 perc) állt, melyet 30 

ciklus követett: denaturáció (96 °C, 30 sec), hibridizáció (az annelálási hımérséklet 

primerenként változó, 30 sec) és szintézis (72 °C, 1 perc) végül 5 perces szintézis 72 °C-

on. A PCR-terméket tartalmazó reakcióelegy 10 µl-ét elektroforézissel vizsgáltuk 0.8 

w/v %-os gélben. 

6.4.7. Multi-lókusz szekvencia tipizálás  

A multi-lókusz szekvencia tipizálás (multilocus sequence typing; MLST) vizsgálat során 

a kiválasztott Klebsiella törzsek housekeeping génjeit - rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, 

infB és tonB - PCR vizsgálattal amplifikáltuk, majd a kapott termékeket szekvenáltuk 

(71). Az így kapott allél-szekvenciák és a szekvencia típusok (ST) a 

http://pubmlst.org/kpneumoniae honlapján található adatokkal kerültek 

összehasonlításra.  

6.4.8. Klónozás 

Kísérleteink során egyrészt különbözı mutációkkal rendelkezı blaSHV géneket illetve 

CTX-M-2-t és CTX-M-59-et termelı E. coli klónokat állítottunk elı. Az enzimeknek 

megfelelı struktúrgéneket amplifikáltuk, majd a PCR-terméket EcoRI-gyel, XbaI-gyel 

és/vagy BamHI restrikciós enzimekkel (New England Biolabs) emésztettük, majd a 

blaSHV géneket géneket a pCR-XL-TOPO vektorral, a blaCTX-M géneket pBC-SK(-) 

vektorral kapcsoltuk össze. Ezután a rekombináns plazmidokat az E. coli DH10B sejtbe 

elektroporáció segítségével transzformáltuk. A transzformált baktériumokat 50 µg/ml 

ampicillin és 50 µg/ml kanamycin vagy 30 µg/ml chloramphenicol tartalmú LB agaron 
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szelektáltuk a vektortól függıen. A nukleotidszekvenciák megerısítése után ezeket a 

törzsket használtuk a MIC-értékek meghatározására. 

6.4.9. Mutagenezis  

A PCR-alapú site-directed mutagenesist a Stratagene QuikChange mutagenesis kit 

segítségével végeztük (Stratagene). Két komplementer oligonukleotidot állítottunk elı 

(Genosys Biotechnologies) az SHV-1 β-laktamázban található 43-as és 238-as 

aminosavnak megfelelı helyen a korábban leírtak szerint side-directed mutagenesist 

végeztünk (115, 116). A mutagenezisnek alávetett DNS-t tartalmazó transzformált E. 

coli DH10B telepeket 20 µg/ml kloramfenikolt tartalmazó LB agarra szélesztettük és a 

telepeket szőrtük a kívánt mutációkra. 

6.4.10. DNS-szekvenálás 

Az amplifikált termékeket ABI 4500 és ABI 3100 genetikai analizátorok segítségével 

szekvenáltuk. A szekvenáló reakciókat a különbözı génekre specifikus megfelelı 

primerekkel végeztük, amelyeket az elızetes amplifikáció során is használtunk. A 

szekvencia-analízist a Lasergene DNASTAR szekvencia-analízis szoftverrel (DNAStar) 

végeztük. Minden génszekvencia azonosítása a GénBank és EMBL adatbázisokban 

elérhetı szekvenciákkal összehasonlításban történt, többszörös szekvencia-sorbaállítási 

módszerrel a BLAST program segítéségével. 

6.4.11. Egypontos nukleotid polimorfizmusok detektálása 

A blaSHV  egypontos nukleotid polimorfizmusainak (single nucleotid polymorphism; 

SNP) detektálására a Sevall által kifejlesztett 5’-nukleáz assay-t alkalmaztuk (260). 

Olyan oligonukleotidokból álló fluoreszcens próbákat terveztünk, amelyeknek mindkét 

végen volt jelzıfesték (6-karboxi-2’,4,4’,5’,7,7’-hexaklorofluoreszcein (HEX) vagy 6-

karboxi-fluoreszcein [FAM] és egy csillapító festék (6-karboxi-tetrametilrodamin 

(TAMRA)]). A próba szabad oldott formában hajtő szerkezetet alakít ki. A jelzı és a 

csillapító fluoreszcencia közelsége ebben a hajtő szerkezetben elnyomja a jelzı 

fluoreszcenciát (fluoreszcencia rezonancia transzfer (FRET)). A PCR során a 

kétszeresen jelzett próba kapcsolódott a vizsgálni kívánt helyre (blaSHV) a „forward” és a 

„reverse” primerek kötıhelye között. A szintézis szakaszában a próbát a Taq polimeráz, 

5’-nukleáz aktivitásával elhasította. Ennek hatására eltávolodott egymástól a jelzı és a 

csillapító festék, ezért megnövekedett a jelzı festék fluoreszcenciája (a FRET nem 
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valósul meg). Azáltal, hogy két, csak egyetlen nukleotidban különbözı próbát 

használtunk két különbözı jelzıfestékkel kombinálva, detektáltuk a polimorfizmusokat.  

Real-time PCR allél megkülönböztetı assay-ket a Primer Express szoftver (Applied 

Biosystems) segítségével terveztünk. A Primer Express használatával készült primerek 

és próbák kombinációi a 2. táblázat-ban vannak felsorolva.  

2. táblázat  Real-time PCR SNP genotipizálás során használt primerek és próbák

Primerek, próbák Szekvencia

TEM PCR Forward primer 5' ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG TG 3'

Reverse primer 5' TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA 3'

SHV-PCR Forward primer 5' ATT TGT CGC TTC TTT ACT CGC 3'

Reverse primer 5' TTT ATG GCG TTA CCT TTG ACC 3'

RT-PCR SNP Forward primer* 5' TTG TTA TTC GGG CCA AGC 3'

Reverse primer* 5' TGG TTT ATC GCC GAT AAC 3'

Próba 1* 5' FAM-ACC CCG TTC GCT AGC TCC GG-TAMRA 3'

Próba 2* 5' HEX-ACC CCG TTT GCT AGC TCC GG-TAMRA 3'

* A primerek és próbák a komplementer DNS szálra lettek tervezve
 

A genotipizálás 50 µl-es reakcióelegyekben történt, amelyek 5 µl genomiális DNS-t, 

minden primerbıl 900 nM-t, minden próbából 200 nM-t, 25 µl Taqman Universal PCR 

Master Mix-et (amelyben PCR-puffer, passzív referenciafesték: ROX (karboxi-X-

rodamin) dezoxinukleotidokat, uridint, uracil-N-glikozilázt és az AmpliTaq Gold DNS 

polimerázt tartalmaztak; Perkin-Elmer Applied Biosystems). A ciklusok körülményei: 2 

perc 50°C-on, 10 perc 95°C-on, 40 ciklus 95°C-on 15 másodpercig és 60°C-on 1 perc. 

A real-time fluoreszcencia detektálását minden egyes ciklus 60°C-os, hibridizációs-

szintetikus szakaszában végeztük. ABI allélmegkülönböztetı szoftvert alkalmaztunk a 

genotípusok ábrázolására, amely két paraméteres ábrázoláson alapult a FAM és a HEX 

intenzitását használva 40 cikluson át.  

6.4.12. Valósidejő reverz transzkriptáz PCR 

Valósidejő reverz transzkriptáz PCR-t (RT-PCR) végeztünk az ompD és ompF porin 

gének és az acrB efflux pumpa génnek a rpoB housekeeping génhez viszonyított relatív 

expressziójának meghatározása céljából. A teljes RNS-t RNeasy kit (QIAGEN Inc.) 

felhasználásával izoláltuk és RNáz-mentes DNáz I-gyel kezeltük. Az RNS 

koncentrációját spektrofotometriás úton határoztuk meg. Százhuszonöt mikrogramm 

RNS felhasználásával reverz transzkripció révén egyszálú cDNS-t készítettünk a Nagy 
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Kapacitású cDNS Archiváló Kit segítségével (Applied Biosystems). Ezt követıen a 

cDNS-ek mennyiségét valósidejő PCR-amplifikációval határoztuk meg, amelyekhez a 

OMP külsı membránfehérjék – ompD és OmpF - és az efflux pumpa génre acrB (3. 

táblázat) specifikus primereket alkalmaztunk az ABI 7300 RealTime PCR gép 

használatával (Applied Biosystems). 

3. táblázat Real-time RT-PCR során használt primerek

Primer Szekvencia (5' 3')
Termék 
méret

rpoB  (F) CAG CCG CGA YCA GGT TGA CTA CA 60 63
rpoB  (R) GAC GCA CCG ACG GAT ACC ACC TG

ompD  (F) AGA ATT TGG CGG CGA CAC CTAC 60 145
ompD  (R) TGC GCT ACC GTT TTT ACC CTG ATA 

ompF  (F) CCG GCG TGA GCG ATA ACT TCT TCT 60 136
ompF (R) AAC GCA TCG GTA CGC TCA TTT TTG

acrB (F) TCC GGG CGC AGA GAA CAA GGT AGA 60 100
acrB (R) TGC GGG CAG GTT AAA GGC GAA GAC

F: forward primerek; R: reverse primerek.
Y: C vagy T

Annealing 
hımérséklet 

 

A futattási paraméterek a következıek voltak: 50 °C-on történı 2 perces és 95 °C-on 12 

perces kezdeti inkubáció, melyet 40 ciklus követett 95 °C-on 15 másodpercig, illetve 60 

°C 60 másodpercig. Az expressziós szinteket minden izolátum esetén az rpoB 

(housekeeping gén) transzkripciós szintjéhez viszonyítva standardizáltuk. Az ompD, 

ompF és acrB gének expressziójában bekövetkezı relatív változásokat a referencia és a 

célpont hányadosaként számítottuk ki a 2-∆∆CT módszer segítségével, ahol CT a 

ciklusküszöb (163). 

6.5. Epidemiológiai vizsgálatok 

6.5.1. Epidemiológiai meghatározások 

Azokat az eseteket vizsgáltuk, amikor az ESBL-termelés genotipizálással és 

izoelektromos fókuszálással megerısítésre került. Az izolátumok ismétlıdése akkor 

merült fel, ha ugyanabból a betegbıl kerültek kitenyésztésre és genotipizálással nem 

voltak megkülönböztethetık a korábbi izolátumoktól. Fertızésnek tekintettük azt az 

esetet, ha a beteg fertızés jelét vagy tünetét mutatta és a vérébıl, vizeletébıl, liquorából, 
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bronchoalveolaris lavage-ából vagy bármilyen egyéb fiziológiásan steril 

testfolyadékából Klebsiella spp. volt izolálható. 

Kolonizációnak tekintettük azt az esetet, ha Klebsiella spp. volt izolálható a betegbıl, de 

a beteg nem mutatta a fertızés klinikai jeleit vagy tüneteit. 

Az incidenciát 95 %-os konfidencia intervallummal a személy-napok, mint nevezı 

használatával becsültük meg, a kolonizált és a klinikai eseteket egyaránt bevonva a 

számításba.  

6.5.2. A kórtörténetek áttekintése 

A Klebsiella-fertızéseket retrospektív módon elemeztük a kórtörténetek áttekintésével. 

A demográfiai és klinikai adatokat minden egyes újszülöttre vonatkozóan 

összegyőjtöttük, beleértve a szülés módját, az egyedüli vagy ikerterhességet, a nemet, a 

kort, a születési súlyt, polimikróbás fertızések bekövetkeztét, a gépi lélegeztetést és a 

fertızés kimenetelét.  

6.6. Állatkísérletek 

6.6.1. Állatmodell 

Minden kísérletben 30-35 g tömegő CD-1 egereket (Charles River) használtunk. Az 

állatokat hagyományos módon, 2-es típusú mőanyag ketrecekben tartottuk (Charles 

River), két-három egeret egy ketrecben, puhafa-szemcse ágyazaton. Az állatok 21±2 ˚C-

on és 55±15 % páratartalomban, 12-12 órás világos-sötét bioritmus ciklusban éltek. Az 

állatok szabadon hozzáférhettek a csapvízhez és a golyókká formált rágcsáló eledelhez 

(CRLT/N standard patkány és egér táplálék, Charles River). A kísérleteket három hetes 

szoktatás után kezdtük meg. A tanulmány végén az állatokat 150 mg/kg nátrium-

barbiturát (Sigma) i.p. injekcióval altattuk el. Az állatokat a Laboratóriumi Állatok 

Gondozása és Alkalmazása Irányelveinek megfelelıen tartottuk, a kísérleteket pedig a 

Semmelweis Egyetem (SE) Állatgondozási Bizottsága hagyta jóvá minden esetben. 

6.6.2. Antibiotikum szérum szint meghatározása egerekben  

Véletlenszerően kiválasztott CD-1 egereket (30-35 g) használtunk az antibiotikumok 

szérum szintjének a meghatározásához.  
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6.6.2.1. Cefepim és imipenem szérumszint meghatározása 

A cefepim (80 mg/kg), illetve imipenem (40 mg/kg) egyszeri i.p. alkalmazását követıen 

15 és 30 perccel, 1, 2 és 3 órával vérmintákat vettünk (megközelítıleg 50 µl-t) a 

farokvénákból, idıpontonként öt-öt egérbıl. Az egereket további 48 óráig megfigyelés 

alatt tartottuk. A szérum antibiotikum-szinteket papírkorongos módszerrel határoztuk 

meg; az imipenem és a cefepim esetén Bacillus subtilis ATCC 6633 és E. coli ATCC 

25922, mint indikátor mikroorganizmusok felhasználásával antibiotikum medium 1-en 

(Becton Dickinson) (4). A korongok antibiotikum tartalmát féllogaritmikus lineáris 

regressziós grafikonról határoztuk meg, amelyen a gátlási zónák átmérıjét ábrázoltuk a 

cefepim, illetve imipenem koncentráció tízes alapú logaritmusának függvényében. A 

meghatározás alsó határa 8 µg/ml volt cefepim és 1 µg/ml volt imipenem esetén. A 

variabilitási együttható az összes antibiotikum vizsgálatnál ≤5 % volt.  

6.6.2.2. Amikacin szérumszint meghatározása 

Az amikacin (7.5 mg/kg) egyszeri i.p. alkalmazását követıen 15 és 30 perccel, 1,2 és 3 

órával vérmintákat vettünk (megközelítıleg 50 µl-t) a farokvénákból, idıpontonként öt-

öt egérbıl. Az egereket további 48 óráig megfigyelés alatt tartottuk. Az amikacin 

szérumszinteket fluoreszcens polarizációs immunassay révén (Abbott TDx rendszer) 

határoztuk meg.  

6.6.2.3. Ciprofloxacin és levofloxacin szérumszint meghatározása 

20 mg/kg dózisú ciprofloxacint, illetve 50 mg/kg levofloxacint adtunk i.p. az egereknek. 

Öt-öt egértıl vettünk szívpunkcióval vérmintákat az antibiotikumok beadása után 15 és 

30 perccel és 1, 2, 3 és 4 órával. A szérum antibiotikum-szinteket magas nyomású 

folyadékkromatográfiával (HPLC) határoztuk meg . 

6.6.3. Farmakokinetikai változók meghatározása  

A farmakokinetikai változók értékét a nonkompartmentalis módszerrel határoztuk meg 

(98). A csúcs plazmakoncentrációt (Cmax) közvetlenül a kísérleti adatokból kaptuk. A 

végsı fázisú eliminációs ráta hányadost (Ke1) a koncentrációk log10 értékeinek lineáris 

regressziójával becsültük meg. A féléletidı (T1/2) értékeket a 0,693/Ke1-középérték 

képlettel számítottuk ki. A koncentráció-idı görbe alatt területet a nulla-ponttól az 

utolsó mintavételi idıig (AUC0-4h) a trapéz-szabály révén számoltuk ki, az AUC-t 4 

órától a végtelenig (AUC4h-∞) C4h/Ke1-ként becsültük meg, ahol C4h a négyórás kezelés 

               dc_112_10



 48 

után mért koncentráció. A teljes görbe alatti területet a nulla ponttól a végtelenig (AUC0-

∞) az AUC0-4h és az AUC4h-∞ összegeként számítottuk ki. A görbe alatti területet a nulla-

ponttól 24 óráig (AUC0-24) az AUC0-∞ negyedeként határoztuk meg. 

A közepes fennmaradási idıt (MRT) a következık szerint számoltuk: MRT = [AUMC0-t 

+ t(AUC0-∞ – AUC0-t)]/AUC0-t, ahol AUC0-t és AUMC0-t megfelel az AUC és az AUMC 

steady-state állapotának egy dozírozási intervallum alatt, illetve AUC0-∞ megfelel a 

végtelenbe extrapolált AUC értéknek. A teljes test clearance-et (CL) CL = dózis/AUC0-t 

képlet szerint számoltuk (6). 

6.6.4. Baktérium csíraszám meghatározása az egerek vérében 

A vérmintákat a farokvénából vettük a fertızés után különbözı idıpontokban, amikor az 

antibiotikumok szérum-szintje jóval a MIC-értékek felett volt. A sorozathígítások után a 

mintákat kvantitatív módon tenyésztettük MH agar lemezeken. Egy éjszakán át 37°C-on 

történı inkubáció után az élı baktériumokat megszámoltuk és log10 CFU/ml vér 

középértékben fejeztük ki. A vér baktérium-koncentrációkat a log10 CFU/ml értékek 

variancia-elemzésének alkalmazásával hasonlítottuk össze. A baktériumnövekedés 

elmaradása esetén a kimutathatóság határát, azaz 300 CFU/ml-t helyettesítettünk be. A 

páros összehasonlításokat a Bonferroni módszerrel végeztük. A számításokat SSPS 7.5 

program segítségével végeztük el. 

6.6.5. Túlélési elemzés 

Minden fertızött-kezelt, fertızött-kezeletlen és nem fertızött csoportban tizenöt egeret 

használtunk. Az utánkövetés a túlélés megfigyelésével történt, az elhullást tekintettük 

végpontnak. A Kruskal-Wallis tesztet követıen Mann-Whitney U-tesztet használtuk 

statisztikai elemzésre, P<0.05 értéket tekintve szignifikánsnak. A kezelési idıszakot a 

kumulatív valószínőség megbecsülése alapján határoztuk meg a Kaplan-Meier túlélési 

görbe használatával. A P <0.05 értéket fogadtuk el statisztikailag szignifikánsnak. A 

túlélést 12, 24, 48 óra és 1 hét után vizsgáltuk a letalitás kiszámításához a kísérletektıl 

függıen, a 24 órás túlélést pedig a kumulatív valószínőség megbecsülésével állapítottuk 

meg a Kaplan-Meier túlélési görbe felhasználásával. A csoportok közötti relatív 

kockázatot a hazard hányados  segítségével becsültük meg (megfelelı 95 %-os 

konfidencia-intervallummal) a megfigyelt és a számított elhullás összehasonlításával. A 

log sor tesztet használtuk a statisztikai elemzéshez, a P <0.05 értéket fogadva el 

szignifikánsnak.     
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7. EREDMÉNYEK 

7.1. Epidemiológiai vizsgálatok 

7.1.2. Az elsı magyarországi ESBL-termelı K. pneumoniae törzs által okozott 

esethalmozódás molekuláris epidemiológiai jellemzése 

A 1990-es években a TEM- és SHV-típusú kiterjedt spektrumú β-laktamázokat termelı 

K. pneumoniae törzsek fontos kórokozókká váltak a kórházban szerzett fertızésekben, 

multirezisztenciájuk miatt és egyre több járványt okoztak a kórházakban mióta az elsı 

ESBL-t 1984-ben izolálták (8, 139, 193, 220, 239, 289). A PIC-eken a Klebsiella fajok 

tőntek a leggyakoribb kórokozóknak (50).  

7.1.2.1.Baktérium törzsek 

1998. március 1. és június 29. között 663 baktériumot izoláltak az Enterobacteriaceae 

család tagjai közül a szolnoki Hetényi Géza Megyei Kórház koraszülött intenzív 

osztályáról. Az 1997. január 1.-ig visszamenıleg végzett retrospektív vizsgálat nem 

mutatott ki multirezisztens K. pneumoniae izolátumot. 
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Izolátumok száma

ESBL-termelı K. pneumoniae

Nem ESBL-termelı K. pneumoniae

Egyéb Enterobacteriaceae
ESBL-szőrı E-teszt bevezetése

  3. ábra ESBL-termelı K. pneumoniae , nem ESBL-termelı K. pneumoniae  izolátumok, illetve egyéb 
Enterobacteriaceae  izolátumok gyakorisága szolnoki PIC-en 1998. január és november között

 

Az elsı ESBL-termelı K. pneumoniae törzs 1998. június 30.-án került izolálásra, majd 

1998. november 30.-ig összesen 21 ESBL-termelı K. pneumoniae törzset sikerült 

izolálni 15 beteg klinikai mintáiból. Augusztusban ESBL-termelı Serratia marcescens 

jelent meg egy egy héttel korábban ESBL-termelı K. pneumoniae-vel kolonizált 

koraszülött torokváladékában (3. ábra). Az augusztusban és októberben elvégzett 

környezeti szőrések kapcsán (143 minta) egy ESBL-termelı K. pneumoniae került 

izolálásra a fürdıszappanból. Az ápoló személyzet 22 tagján végeztek szőrıvizsgálatot, 
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de ESBL-termelı K. pneumoniae törzset nem sikerült izolálni. Ugyanebben az 

idıszakban más osztályok klinikai mintáiból nem volt izolálható ESBL-termelı 

baktérium törzs. 

7.1.2.2. Epidemiológiai vizsgálatok eredményei 

A vizsgált periódus alatt a koraszülött intenzív osztályon izolált ESBL-termelı K. 

pneumoniae törzsek által okozott klinikai esetek eloszlása a következıképpen alakult: a 

klinikai adatok alapján öt esetben okozott kolonizációt és tíz esetben infekciót az ESBL-

termelı K. pneumoniae ( 6 kisfiú és 9 kislány): egy eset történt júniusban, öt júliusban, 

kettı augusztusban, öt szeptemberben, egy októberben és egy novemberben. Egy 

fertızött újszülöttek meghalt. 

Ebben az idıszakban 132 újszülöttet vettek fel az osztályra, így összesen 1835 beteg-

nap adódott. Az ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek havi incidenciája és a 95 %-os 

konfidencia intervallum júniustól novemberig a következı volt: 0.29 (0.04-2.06), 1.07 

(0.45-2.57), 0.84 (0.21-3.36), 3.05 (1.27-7.33), 0.40 (0.06-2.84) és 0.52 (0.07-3.69) 100 

betegnapra vonatkozóan (4. ábra).  
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Az 5. ábrán látható az ESBL-termelı K. pneumoniae törzzsel fertızött betegek 

felvételének és elbocsátásának epidemiológiai grafikonja, ahol jól látszik az idıbeli 

átfedés a beteg bentléte alatt, kivéve az legutolsó beteget. 
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- Felvétel ideje

- Az ESBL-KP 
izolálásának ideje

- Elbocsátás ideje

5. ábra   Az ESBL-termelı K. pneumoniae -val (A1-es pattern) fertızött betegek felvételének és 
elbocsátásának epidemiológiai grafikonja a szolnoki PIC-en

 

7.1.2.3. Plazmid profil meghatározás 

A plazmid elemzés alapján az összes primer klinikai törzs (1-15 ESBL-termelı K. 

pneumoniae), a környezeti ESBL-KP és a S. marcescens törzs egyetlen nagy plazmiddal 

rendelkezett. Az 1-14 klinikai ESBL-termelı K. pneumoniae izolátum, a környezeti 

ESBL-termelı K. pneumoniae és a S. marcescens izolátum azonos mérető plazmidokkal 

rendelkezett, melyek azonos restrikciós képet mutattak HindIII (három sáv) és EcoRI 

(nyolc sáv) restrikciós endonukleáz enzimmel történ hasítás után, ami megerısítette 

plazmidjaik hasonlóságát. A 15. ESBL-termelı K. pneumoniae izolátum restrikciós 

profilja többszöri ismétlés ellenére sem volt látható (4. táblázat). 

Az 1-14 ESBL-termelı K. pneumoniae izolátumok ESBL-kódoló plazmidja átvihetı 

volt az E. coli J53-2 törzsbe konjugáció révén és az E. coli DH5-α-ba transzformációval. 

Az SHV-t kódoló gén jelenlétét a plazmidon az összes törzs vonatkozásában 

megerısítettük.  
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Beteg
Antibiotikum 
rezisztencia kép

Plazmid 
izolálás

Konju- 
gáció

Transz- 
formáció

Restrikció 
EcoRI-gyel 

Restrikció  
HindIII-mal 

Béta-
laktamáz pI

SHV-
PCR

AP-PCR 
ERIC -2

1 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

2 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

3 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

4 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

5 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

6 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

7 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

8 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

9 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

10 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

11 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

12 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

13 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

14 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2  + A1

15 2 + + + NM NM 5.6 és 8.2  + A2

KM 1 + + + E1 H1 5.6 és 8.2 + A1

4. táblázat   Az izolált ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek jellemzése

KM: Környezeti ESBL-KP

Antibiotikum rezisztencia kép 1: ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxon, cefoperazon, aztreonam, cefepim, cefpirom, gentamicin, 
tobramycin, netilmicin, trimethoprim-sulphametoxazol, tetracyclin rezisztens
Antibiotikum rezisztencia kép 2: ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxon, cefoperazon, aztreonam, gentamicin, tobramycin, 
netilmicin rezisztens
NM: Nem meghatározott

 

 

7.1.2.4. Antibiotikum érzékenység meghatározása 

A tizennégy ESBL-termelı K. pneumoniae klinikai izolátum (az 1-14 izolátumok), a 

környezeti ESBL-termelı K. pneumoniae és a S. marcescens izolátum azonos 

rezisztencia-mintázattal rendelkezett, míg a 15. ESBL-termelı K. pneumoniae izolátum 

antibiotikum rezisztencia képe eltérı volt; cefepimre, cefpiromra, 

trimethoprim/sulphamethoxazolra és  tetracyclinre vonatkozó MIC értékei sokkal 

alacsonyabbak voltak, mint a többi esetben.  

A Tf1-Tf14 transzformált E. coli MIC-értékei kissé alacsonyabbak voltak, mint a donor 

törzseké, de a β-laktám rezisztencia mintázata az ESBL-termelı donor törzsekével volt 

azonos (5. táblázat). A transzformált törzsek szintén rezisztenssé váltak gentamicinre, 

tobramycinre, netilmicinre és trimethoprim/sulphamethoxazolra, ami arra utalt, hogy az 

ezekre az antibiotikumokra vonatkozó rezisztenciát kódoló gének ugyanazon a 

plazmidon helyezkedtek el, mint az SHV-gén.  
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R-

Cefotaxim > 32 > 32 > 32 0,032

Ceftazidim > 32 > 32 > 32 < 0.5

Ceftazidim+   
klavulánsav

0.75-1.5 1.5 3 < 0.125

Imipenem 0.75-1 0.38  1.5 0.25

Meropenem 0.094-0.125 0.094 0.125 0.094
Trimethoprim-
sulphamethoxazol

> 32 0.38 > 32 0.016

Ciprofloxacin 0.064-0.75 0.064 0.064 0.19

Tetracyclin > 256 6 > 256  1.5

Kloramfenikol 8-16 8 8 8

Gentamicin >1024 >1024 >1024 < 0.064

Amikacin 1-3 2 4 1
R-: plazmid nélkül

R+: plazmiddal nélkül

8

128

1-3

0.032-0.094

> 32

0.064-0.19

> 256

> 32

16-32

0.38-0.75

0.75-1

MIC90 (µg/ml):

E. coli DH5α  

5. táblázat  Az ESBL-termelı K. pneumoniae  törzsek (ESBL-KP), az ESBL-termelı S. 
marcescens  és az E. coli Dh5α MIC (µg/ml)  értékei

R+ 
ESBL-KP     
1 - 14

Antibiotikum ESBL-KP15 S. marcescens

Tf1-Tf14

 

7.1.2.5. Izoelektromos fókuszálás 

Az összes ESBL-termelı K. pneumoniae törzsnek, beleértve a környezeti törzseket, a S. 

marcescens izolátumot és a transzformált törzseket, β-laktamáz izoelektromos pontjai 

voltak 5.6 és 8.2 pI-értéknél. A 8.2 pI-érték az SHV-5 enzimnek felelt meg (5. 

táblázat).  

7.1.2.6. Molekuláris epidemiológiai vizsgálat 

Az összes ESBL-termelı K. pneumoniae törzs két kromoszóma mintázatot mutatott AP-

PCR módszerrel. Az 1-14 klinikai ESBL-KP izolátumok és a környezeti törzs A1 

mintával rendelkezett, amely négy sávot tartalmazott, vonalat adva 5.0 kb-nál, 3.0 kb-

nál, 3.0 és 2.5 illetve a 2.5 és 2.0 kb között. A 15-ös ESBL-termelı K. pneumoniae 

izolátum A2 mintát mutatott, amely szintén négy sávot tartalmazott, de 5.0, 2.5, 2.0 kb-

nál illetve 2.0 és 1.5 kb között. (6. ábra). Az epidemiológiai vizsgálat során 14 esetet, az 

1-14 ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek által okozott eseteket tekintettük egy klónba 

tartozó nozokomiális csoportnak. Az ESBL-termelı K. pneumoniae 15. esetet 

sporadikus esetnek tekintettük. (5. táblázat). 
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6. ábra  A szolnoki PIC-en izolált 15 klinikai és az egy környezeti eredető ESBL 

termelı K. pneumoniae törzsek ERIC-2 primerrel végzett AP-PCR-es képe. 1 sor AP-

PCR képe a környezeti izolátumnak, 2-16 sor: AP-PCR-es képe a 15 klinikai anyagból 

származó ESBL termelı K. pneumoniae törzsnek, 17-es sor: DNS 1kb-os létra. 

 
4.0 
3.0 
2.5 
2.0 

 1    2      3      4     5     6     7     8    9    10    11    12    13   14   15    16 

 

7.1.2.7. Epidemiológiai intézkedések 

1990 óta minden klinikai esetben ceftazidimet alkalmaztak empirikus terápia gyanánt, 

amit 1998 júniusában korlátozásnak vetettek alá. Emellett az ESBL-termelı K. 

pneumoniae betegek szigorú elkülönítését, a kézmosás hangsúlyozását és az eldobható 

kesztyők használatát is bevezették 1998. szeptemberében. 
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7.1.2. ESBL-termelı Klebsiella spp. ötéves követéses molekuláris epidemiológiai 

vizsgálatának eredménye a Semmelweis Egyetem II. Perinatalis Intenzív 

Centrumában 

A Klebsiella fajok fontos szerepe a perinatalis intenzív osztályokon kialakuló 

fertızésekben régóta ismert. A kórokozó túlél a környezetben és átmenetileg 

megtalálható az ápolószemélyzet kezén is, ami elısegíti az újszülött-újszülött átvitelt a 

PIC-en. A kiterjesztett spektrumú cefalosporinok bevezetése óta az ESBL-termelı 

Klebsiella törzsek különösen súlyos problémát jelentenek világszerte. Sok ESBL a 

TEM-1, TEM-2 vagy az SHV-1 származéka. A TEM-1-et, TEM-2-t vagy az SHV-1-et 

kódoló géneket érintı mutációk kiterjesztették a β-laktamázok szubsztrát-specificitását 

néhány szélesített spektrumú cefalosporinra és az aztreonamra. Ez jelentıs nehézséget 

okoz a súlyosan beteg újszülöttek empirikus antibiotikum-terápiájában.  

Míg néhány kórház klinikai mikrobiológiai laboratóriumában elérhetık molekuláris 

epidemiológiai eszközök, mint a PFGE, a legtöbb laboratórium számára ez nem 

megoldott. Ezért a Klebsiella-fertızések dinamikája egyes kórházi egységekben, például 

a PIC-eken teljesen felderítetlen lehet. 

Ötéves követéses molekuláris epidemiológiai vizsgálat során összegyőjtöttük a klinikai 

mintákból az Enterobacteriaceae családba tartozó baktériumokat és vizsgáltuk ESBL-

termelésüket, illetve a Klebsiella fajok okozta fertızések klinikai jellemzıit és 

meghatároztuk az ESBL-termelı Klebsiella fajok molekuláris epidemiológiáját  egyazon 

PIC-en.  

7.1.2.1.Baktérium törzsek 

101 Klebsiella törzset azonosítottunk újszülöttekbıl (egy beteg—egy izolátum) két 

idıszakban 2001. januártól 2003. júniusig és 2005. júniustól decemberig két éves 

idıkülönbséggel a Semmelweis Egyetem II. Szülészeti és Nıgyógyászati Klinikájának 

Újszülött Intenzív osztályáról. A vizsgált idıszakban 46 újszülöttbıl izoláltunk ESBL-

termelı Klebsiella törzseket, 55 újszülöttbıl pedig nem ESBL-termelı Klebsiella 

törzseket. Az elsı idıszakban (2001. januártól 2003. júniusig) 25 ESBL-termelı K. 

pneumoniae és 9 ESBL-termelı K. oxytoca törzset, a második idıszakban (2005. 

júniustól decemberig) 12 ESBL-termelı K. oxytoca törzset izoláltunk különbözı 

betegekbıl.  
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7.1.2.2. A fertızés kockázati tényezıi 

A klinikai tünetek alapján ESBL-termelı K. pneumoniae okozta fertızéseket 

állapítottunk meg 23 újszülöttnél, 2 esetben pedig kolonizációt. Az ESBL-termelı K. 

oxytoca 16 újszülöttnél fertıést, öt betegnél kolonizációt okozott (6. táblázat). 37 

újszülöttnek volt nem ESBL-termelı K. pneumoniae és nyolcnak nem ESBL-termelı K. 

oxytoca okozta fertızése, 10 esetben pedig nem ESBL-termelı Klebsiella törzsekkel 

való kolonizációt tapasztaltunk (7. táblázat). Tehát összesen 84 esetben történt fertızés 

Klebsiella spp.-kel a vizsgált idıszakban. 

 

Átlag Átlag

Nem (férfi:nı) 7:9 12:11 0.73

Születési súly (g) <1500 6/16 828 (780-870) 7/23 982 (600-1380) 0.73

Születési súly (g) <1000 5/16 885 (780-1170) 4/23 788 (600-950) 0.81

Születési súly (g) 1740 (780-3240) 1841 (600-4300)

Centrális katéter 3/16 6/23 0.73

Gépi lélegeztetés 10/16 14/23 0.71

Parenterális táplálás 14/16 22/23 0.83

Gesztációs kor (hetek) <36 14/16 31.8 (25-38) 20/23 32.3 (25-42) 0.70

Polimikróbás fertızés 10/16 16/23 0.73

Császármetszés 9/16 14/23 0.71

Transzfúzió 7/16 11/23 0.71

Ikrek 6/16 6/23 0.76

Halálozás 2/16 4/23 0.72
KO: K. oxytoca
KP: K. pneumoniae

6. táblázat  Az ESBL-termelı Klebsiella  speciesek által okozott fertızések rizikó-
faktorainak összehasonlítása 

ESBL-KO csoport (n=16) ESBL-KP csoport (n=23)
Változók P érték

 

A nem ESBL-termelı K. pneumoniae és K. oxytoca fertızésekre vonatkozó vizsgált 

kockázati tényezık az 7. táblázat-ban, míg az ESBL-termelı Klebsiella fajokra 

vonatokozók a 6. táblázat-ban találhatók. A vizsgált tényezık tekintetében—beleértve a 

nemet, a gesztációs idıt, az ikerterhességet, a születési súlyt, a centralis vénás katéter 

jelenlétét, a gépi lélegeztetést, a mesterséges táplálást, a polimikrobás fertızést, a 

császármetszést, a transzfúziót—nem találtunk statisztikailag jelentıs különbséget az 

ESBL-termelı és a nem ESBL-termelı Klebsiella fajoknak megfelelı csoport között. 

Még ha a nem ESBL-termelı Klebsiella fajokkal fertızött páciensek esetében nagyobb 

is volt a túlélési arány (mortalitási arány: 2/45, 4,4%), mint az ESBL-termelı Klebsiella 

fajokkal fertızötteknél (mortalitási arány: 6/39, 15%), ez a különbség nem volt 
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statisztikailag szignifikáns. Egy haláleset volt nem ESBL-termelı K. oxytoca okozta 

fertızésnek tulajdonítható, míg kettı ESBL-termelı K. pneumoniae okozta fertızés 

következménye volt. A többi esetben nem volt bizonyítható az összefüggés a halálesetek 

és a Klebsiella fertızések között. 

Átlag Átlag

Nem (férfi:nı) 8:0 21/37 0.99

Születési súly (g) <1500 3/8 1415 (570-1490) 9/37 1050 (470-1490) 0.99

Születési súly (g) <1000 2/8 670 (570-670) 15/37 802 (470-990) 0.99

Születési súly (g) 1784 (570-3450) 1709 (470-3840)

Centrális katéter 2/8 6/37 0.99

Gépi lélegeztetés 7/8 20/37 0.99

Parenterális táplálás 8/8 36/37 0.99

Gesztációs kor (hetek) <36 8/8 31.3 (25-38) 29/37 32.7 (25-41) 0.99

Polimikróbás fertızés 4/8 28/37 0.99

Császármetszés 4/8 27/37 0.99

Transzfúzió 3/8 22/37 0.99

Ikrek 0/8 9/37 0.99

Halálozás 1/8 1/37 0.99
KO: K. oxytoca       
KP: K. pneumoniae

Nem ESBL KO csoport (n=8) Nem ESBL KP csoport (n=37)

7. táblázat  A nem ESBL-termelı Klebsiella  speciesek által okozott fertızések rizikó- 
faktorainak összehasonlítása 

Változók P érték

 

7.1.2.3. Antibiotikum érzékenység meghatározás 

Noha két különbözı idıszakban kerültek az ESBL-termelı Klebsiella spp. izolálásra, az 

izolátumok igen hasonló érzékenységi profillal rendelkeztek: ezek között említendı a  

magas ceftazidim MIC értékek (> 48 µg/ml) és alacsonyabb cefotaxim MIC-értékek, 

mely utóbbiak az ajánlás alapján a mérsékelten érzékeny vagy érzékeny tartományba 

esnek (8. táblázat) (48). Klavulánsav jelenlétében minden izolátum esetén a cefotaxim 

és ceftazidim MIC-ek jelentısen csökkentek, ≤ 1 µg/ml-re. A többi β-laktám– cefepim 

(0.75-8 µg/ml), imipenem (0.25-0.38 µg/ml), meropenem (0.023-0.047 µg/ml) - és a 

ciprofloxacin (0.38-1 µg/ml) MIC-értéke ugyanazon törzseknél az érzékeny tartományba 

esett. Minden törzs rezisztens volt gentamicinre (>256 µg/ml) és minden 2005 elıtt 

izolált ESBL-termelı Klebsiella spp. törzs amikacinra is (>32 µg/ml). 
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8. táblázat  Az ESBL-termelı Klebsiella törzsek antibiotikum érzékenysége 

Baktérium 
törzsek

PFGE CAZ CAZ/CL CTX CTX/CL FEP IMP MEM AMK

K. pneumoniae A >256 0.38->4 8-48 0.064-0.125  2 - 4 0.25 0.023-0.032 >16

K. pneumoniae B 128->256 0.25-0.38 8-48 0.094 -0.25  1-8 0.25-0.38 0.023-0.047 >16

K. oxytoca C 24-256 0.125-0.38  8-12 0.047-0.094  1.5-2 0.25-0.38 0.023-0.032 >16

K. oxytoca D 128>256 0.25-0.38  8-24 0.094 -0.25  2 - 4 0.25-0.38 0.023-0.047 >15

K. pneumoniae E 64 0.19 6 0.064 0.75 0.25 0.023 >15

K. oxytoca F 128->256 0.25-0.38  8-12 0.047-0.094 0.75-1.5 0.25-0.38 0.023-0.032  1-1.5

CAZ: ceftazidim, CAZ/CL:ceftazidim /klavulánsav,CTX: cefotaxim, CTX/CL cefotaxim/klavulánsav, FEP: cefepim, 
IPM: imipenem, MEM: meropenem, AMK: amikacin

 

7.1.2.4. Analitikai izoelektromos fókuszálás 

Mindegyik klinikai izolátum (mindkét idıszakból) expresszált β-laktamáz enzimet, pI 

8.2-es értékkel, ami az SHV-típusú β-laktamázokra jellemzı (9. táblázat). Kilenc K. 

oxytoca törzs 5.4 izoelektromos pontú β-laktamázt is termelt, jelezve egy járulékos 

TEM-1 szerő β-laktamáz enzim jelenlétét. 

7.1.2.5. Pulzáló mezejő gélelektroforézis 

Az ESBL-termelı K. pneumoniae és K. oxytoca molekuláris tipizálása a vizsgált 

idıszakban hat fı PFGE mintázatot azonosított, melyeket A-F betőkkel jelöltünk (9. 

táblázat).  2001. január és 2003. június között három különbözı K. pneumoniae (A, B 

és E) és két különbözı K. oxytoca  törzset (C és D) azonosítottunk.  2005-ben egy új 

típusú (F típusú) K. oxytoca törzs jelent meg (7. ábra).  

9. táblázat  A II. PIC-en izolált Klebsiella  törzsek jellemzıi 

Törzsek Izolálás ideje 
Fertızött 
betegek 
száma

Kolonizált 
betegek 
száma

PFGE
Izoelektromos 
pont (pI)

PCR és 
szekvenálási 
eredmények

Plazmidok

K. pneumoniae 
2001 február és 2002 

április között
14 2 A  8.2 SHV-5 P1

K. pneumoniae 
2002 május és október 

között
7 0 B  8.2 SHV-5 P1

K. oxytoca
2002 augusztus és 
2003 január között

7 0 C 5.4, 7.6, 8.2 TEM-1, SHV-12 P2

K. oxytoca 2003 január 2 0 D 5.4,  8.2 TEM-1, SHV-12 P3

K. pneumoniae 2004 január 2 0 E  8.2 SHV-5 P4

K. oxytoca 
2005 július és 
november között

7 5 F 7.6, 8.2 SHV-5 P5
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Izolátumok száma

K. pneumoniae, A típus

K. pneumoniae, B típus

K. oxytoca, C típus

K. oxytoca, D típus

K. pneumoniae, E típus

K. oxytoca, F típus

7. ábra  ESBL-termelı Klebsiella  törzsek idıbeli eloszlása a SE II. PIC-en 

 

7.1.2.6. Plazmid DNS preparálás és restrikciós elemzés 

A teljes plazmid izolálás alapján az ESBL-termelı Klebsiella izolátumok között 5 

különbözı mintát (P1-P5) különíttettük el (9. táblázat). A K. pneumoniae törzsek (A és 

B genotípus) azonos plazmid profillal rendelkeztek (P1), egy megközelítıleg 23 kb 

mérető plazmidot (P1) hordoztak. Az E genotípusú K. pneumoniae ettıl eltérı plazmid 

profilt mutatott (P4), három plazmiddal: egy 94 kb méretővel, egy 2 és 4 kb méret 

között ingadozóval és egy 2 kb-nál kisebb méretővel. A K. oxytoca törzsek három 

különbözı mintázatot mutattak: P2, P3 és P5. A K. oxytoca C genotípusnak két 

plazmidja volt: egy 94 kb-os és egy megközelítıleg 2 kb-os (P2). A D genotípusú K. 

oxytoca-ra a P3 plazmidtípus volt jellemzı, amely egyetlen 94 kb mérető plazmidot 

foglal magába, míg az F genotípus esetében két plazmid jellemzı: az egyik 94 kb-os, a 

másik 2 és 4 kb között változik (P5). A törzsekbıl izolált teljes plazmidok EcoRI és 

HindIII restrikciós enzimekkel történı restrikciója megerısítette az 5 különbözı 

plazmid mintázatot. 

7.1.2.7. PCR amplifikálás és szekvenálás  

A β-laktamáz gének PCR-analízise a blaSHV gén jelenlétét mutatta ki az összes ESBL-

termelı Klebsiella izolátumban. Az amplifikált blaSHV gének szekvencia analízise 

azonosított egy SHV-5 enzimet a PFGE A és B típusú K. pneumoniae és az F típusú K. 

oxytoca törzsekben. Az SHV-12 enzimet a PFGE C éd D típusú ESBL-termelı K. 
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oxytoca törzsekben azonosítottuk. A C és D genotípusú K. oxytoca törzsek TEM-1 

enzimet is termeltek. Egyetlen törzsben sem volt jelen a CTX-M gén (9. táblázat). 

 

 

 

 

               dc_112_10



 61 

7.2. ESBL enzimek jelenlétének detektálási lehetıségei az 

Enterobacteriaceae család tagjai között  

7.2.1. ESBL enzimek fenotípusos detektálása Enterobacter cloacae törzsekben 

A cefalosporin rezisztens E. cloacae gyakran izolált baktérium a hospitalizált betegek 

körében. A cefalosporin - ceftriaxon, cefotaxim vagy ceftazidim –kezelés során 

megjelenı cefalosporin rezisztenciáért az ampC gén expressziójának fokozódásához 

vezetı mutációk a felelısek (46, 135).  

A CLSI és az EUCAST által meghatározott ESBL fenotípusos szőrıvizsgálatok csak 

Klebsiella spp., E. coli és P. mirabilis törzsekre tartalmaznak ajánlásokat (48, 79). A 

kromoszómális AmpC-típusú β-laktamáz termelı törzsek esetében azonban ezek az 

ajánlások nem kidolgozottak. Vizsgálni kívántuk, hogy kromoszomális AmpC-típusú β-

laktamázt is termelı E. cloacae törzsekben milyen módon tudjuk detektálni a 

párhuzamos ESBL termelést, ha a hagyományos tesztek a kromoszómális β-laktamáz 

enzim jelenléte miatt nem értékelhetıek. Munkánk során 2003. március és 2004. július 

között a Pittsburgh-i Egyetem Orvosi Központjában izolált 45 hemokultúrából származó 

E. cloacae törzset vizsgáltunk. 

7.2.1.1. β-laktamáz termelés vizsgálata 

Az E. cloacae törzsek osztályozását AmpC β-laktamáz termelésük alapján az Anyagok 

és módszerek fejezetben leírtak alapján végeztük el. Ezen kritétiumok alapján a 45 E. 

cloacea törzs közül 19 volt derepresszált AmpC mutáns, 21 E. cloacae izolátum 

bizonyult részlegesen derepresszáltnak, és öt törzs termelt indukálható AmpC enzimet. 

A törzsek ESBL termelését elıször genetikai módszerekkel – PCR és szekvenálás – 

határoztuk meg, illetve a termelt β-laktamáz enzimek izoelektromos pontját 

izoelektromos fókuszálással határoztuk meg. A 45 E. cloacae törzsbıl 15 bizonyult 

ESBL termelınek (10. táblázat). A törzsek által kódolt ESBL-ek között volt SHV-2 

(egy izolátum), SHV-5 (egy izolátum), SHV-7 (nyolc izolátum), SHV-12 (két izolátum), 

SHV-14 (három izolátum) és SHV-30 (egy izolátum) termelı törzs is. Egy izolátum 

mind SHV-7-et, mind SHV-30 β-laktamáz enzimet termelt. A 15 ESBL-termelı E. 

cloacae izolátumból tizenegy tartamazott blaTEM-1-et a blaSHV mellett. BlaCTX-M gének 

jelenlétét nem sikerült igazolni. Az izolátumok izoelektromos pontját a 10. táblázat-ban 

mutatjuk be. 
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SHV TEM

ES1 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.0+7.6+9.0 P1

ES6 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P2

ES7 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-5 neg 8.2+9.0 P3

ES11 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-14 TEM-1 5.4+7.0+9.0 P4

ES15 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-14 neg 7.0+9.0 P5

ES18 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P3

ES20 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-2 neg 7.6+9.0 P6

ES22 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P1

ES24 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7,SHV-30 TEM-1 5.4+7.0+7.6+9.0 P7

ES31 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-12 TEM-1 5.4+8.2+9.0 P2B

ES37 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P4

ES40 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P8

ES43 Részlegesen derepresszált+ ESBL SHV-12 TEM-1 5.4+8.2 P2C

ES49 Derepresszált AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P4

ES53 Indukálható AmpC + ESBL SHV-14 neg 7.0+9.0 P9

10. táblázat  ESBL-termelı E. cloacae  izolátumok tulajdonságai 

PCR és szekvenálás
pI

Plazmid 
profil

β-laktamáz enzimekTörzsek

 

7.2.1.27.2.1.27.2.1.27.2.1.2. . . . Antibiotikum érzékenység meghatározása 

A nem-ESBL-termelı E. cloacae törzsek antibiotikum érzékenységét, a különbözı 

antibiotikumok MIC értékeit (µg/ml) a 11. táblázat-ban; az ESBL-termelı E. cloacae 

törzsek antibiotikum-érzékenységét pedig a 12 a és 12 b. táblázat-ban adjuk meg.  

Az ESBL-termelı izolátumok többsége számos antibiotikumra nem volt érzékeny: 

14/15 ESBL-termelı izolátum nem volt érzékeny ceftazidimre, 12/15 gentamicinre, 8/15 

ciprofloxacinre és 2/15 nem volt érzékeny ertapenemre. A CLSI breakpointjait tekintve 

határértéknek mind a 15 izolátum érzékeny volt imipenemre és meropenemre (48). 

Az izolátumok 40 %-ának (18/45) volt 0.5 µg/ml vagy magasabb MIC-értéke a 

cefepimre. A cefepimre vonatkozó MIC90-érték az ESBL-termelı törzsek esetén 64 

µg/ml, míg a nem ESBL-termelıknél 0,5 µg/ml volt. 
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Indukálható 
törzsek (4)

Részlegesen derepresszált 
törzsek (12)

Derepresszált 
mutánsok (7)

Piperacillin 0.5-64 0.5-16 32->256

Piperacillin/  
Tazobaktám

0.75-3 12->256 16->256

Cefoxitin 0.19-6  1-12 128->256

Ceftazidim 0.125-0.5 0.094-12 12->256

Ceftazidim/  
klavulánsav

0.38->4 1->4 >4

Cefotaxim 0.047-1 0.125-12 48->256

Cefotaxim/   
klavulánsav

0.125->4 0.32->1 >1

Cefepim 0.094-0.032 0.064-0.5 0.125-0.75

Cefepim/     
klavulánsav

<0.064-0.094 <0.016-0.5 <0.016-0.5

Ciprofloxacin 0.003-0.012 0.002-0.08 0.012->32

Imipenem 0.19-0.25 0.19-0.5 0.25-0.38

Gentamicin 0.25-0.5 0.19-0.75 0.5-192

Csoportok (törzsek száma)

11. táblázat  A nem ESBL-termelı E. cloacae törzsek antibiotikum érzékenysége, MIC 
(µg/ml)

Antibiotikum

 

Piperacillin 
/Tazobaktám

Ceftazidim
Ceftazidim/ 
klavulánsav

Cefotaxim
Cefotaxim/ 
klavulánsav

Cefepim
Cefepim/ 
klavulánsav

ES1 16 >256 >4 128 >1 4 0.125

ES6 >256 >256 >4 >256 >1 8 >4

ES7 >256 >256 >4 >256 >1 >256 >4

ES11 8 48 >4 16 >1 2 0.5

ES15 >256 >256 >4 >256 >1 6 4

ES18 >256 >256 >4 >256 >1 64 >4

ES20 >256 >256 >4 >256 >1 8 >4

ES22 8 256 >4 192 >1 2 0.094

ES24 >256 >256 >4 12 >1 16 2

ES31  0.5 128 >4 8 >1 1 <0.016

ES37 >256 >256 >4 >256 >1 12 >4

ES40 12 >256 >4 96 >1 4 1,5

ES43 8 >256 1 64 >1 2 0.38

ES49 >256 >256 >4 >256 >1 16 >4

ES53 16 2 0.5 1 >1 0.5 0.19

12.a táblázat  Az ESBL-termelı E. cloacae  izolátumok MIC (µg/ml) értékei
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12.b táblázat  Az ESBL-termelı E. cloacae  izolátumok MIC (µg/ml) értékei

Ciprofloxacin Ertapenem Imipenem Meropenem Gentamicin

ES1 0.38 0.125 0.25 0.032 24

ES6 >32 2 0.25 0.19 256

ES7 0.064 0.75 0.19 0.064 0.75

ES11 0.5 3 0.19 0.125 8

ES15 0.012 0.75 0.25 0.094 4

ES18 8 4 0.38 0.38 48

ES20 0.125 2 0.25 0.094 4

ES22 0.38 0.5 0.5 0.032 128

ES24 0.125 2 0.125 0.19 >1024

ES31 0.094 0.125 0.25 0.032 256

ES37 8 2 0.25 0.19 48

ES40 8 1 0.38 0.064 96

ES43 4 0.125 0.125 0.016 96

ES49 4 1 0.25 0.125 64

ES53 6 0.38 0.125 0,031 8
 

7.2.1.37.2.1.37.2.1.37.2.1.3. . . . A törzsek azonosságának vizsgálata 

Hogy az eredmények értékelhetıek legyenek PFGE módszerrel megvizsgáltuk a törzsek 

azonosságát. A 45 E. cloacae törzs közül 41 között nem volt semmilyen epidemiológiai 

kapcsolat. Az a 30 izolátum, amely nem mutatkozott ESBL-termelınek, nem volt 

kapcsolatban egymással. Tenover kritériumai alapján a 15 ESBL-termelıbıl kettı az 

ES1 és a ES22 törzs között közeli kapcsolat volt, míg két további ESBL-termelı törzs 

ES31 és ES43 kapcsolatban lehetett egymással (271). 

7.2.1.47.2.1.47.2.1.47.2.1.4. . . . A törzsek plazmid-profiljának meghatározása 

A fenti idıszakban izolált, válogatott ESBL-termelı E. cloacae törzseket vizsgáltuk a 

plazmid-tartalom vonatkozásában (8. ábra). A plazmid tartalom alapján történı 

besorolást a 10. táblázat mutatja. Az összes ESBL-termelı E. cloacae izolátumnak volt 

plazmidja, noha ezen plazmidok méretében nagy változatosság volt megfigyelhetı ( 8. 

ábra). 
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   1    2   3   4   5    6    7   8   9  10 11 12  13  14  15 16  17 

  
 
8. ábra Az ESBL-termelı E. cloacae törzsekbıl származó 
plazmidok. Az 1-es, 9-es és 17-es sáv λ HindIII molekula
méret markert tartalmazza. A 2-8 sávok ES1, ES6, ES7, 
ES11, ES15, ES18 és ES22 ESBL-termelı E. cloacae
izolátumokat tartalmazzák, a 10-16 sávok pedig ES24, ES31, 
ES37, ES40, ES43, ES44 és ES45 E. cloacae törzseket 
tartalmazzák.  

7.2.1.5. 7.2.1.5. 7.2.1.5. 7.2.1.5. Fenotípusos ESBL-szőrı módszerek alkalmazása 

Az E. cloacae törzsekre a Klebsiella spp. és E. coli-ra vonatkozó CLSI ESBL-szőrési 

korongdiffúziós kritériumokat alkalmazva – melyek alapján egy törzs ESBL-termelésre 

gyanús, ha a ceftazidim (30 µg) és cefotaxim (30 µg) korong körül a gátlási zóna 

átmérıje 22 mm, illetve 27 mm alá csökken (48) - azt tapasztaltuk, hogy a 45 E. cloacae 

izolátum közül 23 törzs mutatott „pozitív” eredményt, holott ezek közül csak 14 volt 

valójában ESBL termelı a PCR, szekvenálás és az izoelektoromos fókuszálás alapján 

(13. táblázat). A megerısítı vizsgálatok – klavulánsav jelenlétében a gátlási zóna 

átmérıjének a megnövekedése több, mint 5 mm-rel - csak 7/15 ESBL-termelı E. 

cloacae törzs esetén voltak pozitívak, azonban a nem ESBL-termelı E. cloacae törzsek 

esetén a megerısítı vizsgálatok mind negatívak voltak. A CLSI által Klebsiella spp.-re 

és E. coli-ra ajánlott ESBL-szőrési MIC-kritériumok – 1 µg/ml breakpoint alkalmazása 

ceftazidim és cefotaxim esetében - az E. cloacae törzseken hasonló eredményekhez 

vezettek (14. táblázat), azonban a megerısítı tesztek – több mint háromszoros 

ceftazidim, cefotaxim MIC érték csökkenés klavulánsav jelenlétében (48) - csak 2/15 

ESBL-termelı E. cloacae törzs esetén voltak pozitívak. A szokványos kettıs 

korongdiffúziós teszteket alkalmazva  
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13. táblázat  A különbözı korongdiffúziós módszerek eredményének megoszlása 

ESBL nem-ESBL Szenzitivitás Specificitás

NCCLS ESBL kezdeti szőrıteszt*
Ceftazidim pozitív 14 9 0.93 0.7

negatív 1 21
Cefotaxim pozitív 14 9 0.93 0.7

negatív 1 21

NCCLS ESBL fenotípusos megerısítı teszt**
Ceftazidim pozitív 7 0 0.47 1

negatív 8 30
Cefotaxim pozitív 5 0 0.33 1

negatív 10 30

Kettıs-korong diffúziós teszt 20 mm
Ceftazidim pozitív 6 0 0.4 1

negatív 9 30
Cefotaxim pozitív 7 0 0.47 1

negatív 8 30

Kettıs-korong diffúziós teszt 30 mm
Ceftazidim pozitív 1 0 0.067 1

negatív 14 30
Cefotaxim pozitív 7 0 0.47 1

negatív 8 30

Kategóriák                 
(Izolátumok száma)

* Az NCCLS által ajánlott gátlási zóna átmérı az ESBL termelés szőrésére <22mm 
ceftazidimre (30 µg) és <27mm for cefotaximre (30 µg) E. coli  és Klebsiella  spp . 
esetében
** A gátlási zóna átmérı >5 mm-rel történı megnövekedése klavulánsav 
jelenlétében

 

ESBL nem-ESBL Szenzitivitás Specificitás

NCCLS ESBL szőrıteszt*
Ceftazidim pozitív 15 8 1 0.73

negatív 0 22
Cefotaxim pozitív 15 9 1 0.71

negatív 0 22

NCCLS ESBL fenotípusos megerısítı teszt**
Ceftazidim pozitív 2 0 0.13 1

negatív 13 30
Cefotaxim pozitív 0 0 0 1

negatív 30 30

** A > 3 szoros MIC érték csökkenés klavulánsav jelenlétében

Kategóriák 
(Izolátumok száma)

* Az NCCLS által ajánlott MIC breakpointok ESBL termelés szőrésére a legalább 1 ug/ml-os 
ceftazidim, cefotaxim MIC érték E. coli és Klebsiella  spp. törzsek esetében

14. táblázat A NCCLS által ajánlott érzékenységi tesztek (MIC) eredményei  
versus az E-tesztek alapján megállapított MIC-értékek megoszlása, mint az 
ESBL detektálás és a fenotípusos megerısítés eszköze
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a ceftazidim és cefotaxim korongokat 20mm és 30mm távolságban alkalmazva a 

klavulánsav koronggal ritkán adódtak pozitívnak (13. táblázat). 

A cefepim érzékenységnek az ESBL-termelés markereként történı alkalmazása jóval 

hasznosabbnak bizonyult (15. táblázat).  

Az ESBL-termelı E. cloacae törzsek cefepim MIC-értékeinek a megoszlása a 

következı volt: 0.5 µg/ml - egy izolátum, 1 µg/ml - egy izolátum, 2 µg/ml - három 

izolátum, 4 µg/ml - két izolátum, 6 µg/ml - egy izolátum, 8 µg/ml - két izolátum, 12 

µg/ml - egy izolátum, 16 µg/ml - két izolátum, 64 µg/ml - egy izolátum és > 256 µg/ml - 

egy izolátum. Az Enterobacteriaceae-re vonatkozó aktuális CLSI határértékeknek 

megfelelıen 10/15 izolátumot cefepim-érzékenynek tekintettünk- MIC ≤8 µg/ml-; 3/15-

öt mérsékelten érzékenynek és 2/15-öt cefepim-rezisztensnek – MIC >32 µg/ml. A 

cefepim MIC-értékének megoszlását a 9. ábrán mutatjuk be. 

 

Mind a 13 izolátum, melynek cefepim MIC-e 2 µg/ml vagy nagyobb volt, ESBL-

termelınek mutatkozott és 15/18 (83 %) izolátum, melynek cefepim MIC-e > 0.25 

µg/ml volt, bizonyult ESBL-termelınek. A cefepim-klavulánsavas megerısítı teszt csak 

73 %-ban volt szenzitív korongdiffúzió esetén és 53 %-ban ≥ 3 MIC csökkenés esetén 

(15. táblázat). 
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9. ábra  A vizsgált E. cloacae  törzsek MIC értékeinek eloszlása 
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15. táblázat  A cefepim alkalmazása az ESBL-termelés indikátoraként

ESBL nem-ESBL Szenzitivitás Specificitás

Korong-diffúziós szőrıteszt*
pozitív 13 0 0.87 1
negatív 2 30

Korong-diffúziós megerısítı teszt**
pozitív 11 0 0.73 1
negatív 4 30

Kettıs-korong diffúziós teszt 20 mm
pozitív 13 0 0.87 1
negatív 2 30

Kettıs-korong diffúziós teszt 30 mm
pozitív 8 0 0.53 1
negatív 7 30

Érzékenység alapján szőrıteszt (MIC)***
pozitív 14 0 0.93 1
negatív 1 30

Érzékenység alapján megerısítı teszt (MIC)****
pozitív 8 0 0.53 1
negatív 7 30

Kategóriák                    
(Izolátumok száma)

* <27 mm indikálhatja az ESBL termelést a vizsgálatban

**** A MIC érték > 3  koncentráció csökkenése klavulánsav jelenlétében
*** A cefepim breakpointja 1 ug/ml volt a vizsgálat során
**  >5 mm növekedés a gátlási zóna átmérıjében klavulánsav hatására

 

 

 

               dc_112_10



 69 

7.2.2. ESBL enzimek újabb genotípusos detektálási lehetısége 

 
Az ESBL-termelı organizmusok gyakran többféle ß-laktamáz enzimet termelnek (23, 

78, 218). Ez jelentheti különbözı ESBL enzimek és nem ESBL enzimek termelését, 

többféle azonos típusú ESBL enzim termelését (például többféle TEM-típusú ESBL 

termelését egyazon izolátumban) (23), vagy egy kromoszómálisan kódolt SHV-1 és egy 

SHV-típusú ESBL termelését (42). 

Számos módon elkülöníthetık a különbözı ß-laktamáz típusok egyetlen izolátumban 

(107). Az analitikai izoelektromos fókuszálás segítséget nyújthat az adott izolátum által 

termelt ß-laktamáz enzimek jelenlétének és izoelektromos pontjának meghatározásában. 

Azonban sok különféle ß-laktamáznak azonos izoelektromos pontja van, ezért ezzel a 

módszerrel nem határozható meg a ß-laktamázok típusa. A blaSHV, blaTEM és blaCTX-M stb 

stb. gének amplifikálása és szekvenálása a leggyakrabban alkalmazott eljárás (218). Ez 

az eljárás könnyen kivitelezhetı, de így nem azonosíthatók biztosan az azonos típusba 

tartozó ß-laktamázok: az alacsonyabb kópiaszámban jelenlévı géneket kisebb 

valószínőséggel lehet detektálni, mint a nagyobb mennyiségben jelenlévıket. Az azonos 

típusba tartozó többféle ß-laktamáz detektálásához megfelelı módszer a bla gének 

klónozása és szekvenálása. 

Ebben a vizsgálatban a párhuzamosan termelt SHV-típusú ß-laktamáz enzimek 

kimutatására leírtunk egy fluoreszcensen jelzett oligonukleotid hidridizációs próbákat 

használó real-time PCR módszert, mellyel a „single” nucleotid polimorfizmusok 

meghatározhatóak. Ez egy gyors, érzékeny és specifikus módszer, amely egyetlen 

reakció során kimutatja a blaSHV génben található mutációkat. A vizsgálat 

eredményeként azonosítottunk egy új SHV-variánst, az SHV-30-at, komplex ß-laktamáz 

háttérrel. 

7.2.2.1. A vizsgálat során használt törzsek 

A real-time PCR SNP vizsgálatot elvégeztük az SHV-7 és SHV-30-termelı E. cloacae 

ES24 izolátumon, egy SHV-30-termelı plazmid-transzformált E. coli EP-MAX10B 

törzsön, csakúgy, mint az alábbi kontrollokon: SHV-18-termelı K. pneumoniae ATCC 

700603, SHV-29-termelı KPC-1 termelı K. pneumoniae, egy β-laktamázt nem termelı 

E. coli EP-MAX10B, AmpC β-laktamáz termelı klinikai E. cloacae izolátum, illetve 

egy-egy ESBL- (SHV-5, SHV-7 és SHV-14) és AmpC β-laktamázt párhuzamosan 

termelı klinikai E. cloacae izolátum (16 táblázat). 
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Izolátumok (Izolátumok száma) β-laktamáz enzimek

K. pneumoniae  ATCC 700603 SHV-18

KPC-1 K. pneumoniae SHV-29, KPC-1, TEM-1

E. coli  DH10B  -

E4 E. cloacae AmpC, SHV-7, SHV-30, TEM-1

E. cloacae  klinikai törzs (1) AmpC

E. cloacae  klinikai törzs (2) AmpC, SHV-5

E. cloacae  klinikai törzs (7) AmpC, SHV-7

E. cloacae  klinikai törzs (1) AmpC, SHV-14

16. táblázat  Az SNP vizsgálat során használt törzsek és az általuk 
termelt β-laktamáz enzimek 

 

7.2.2.2. 7.2.2.2. 7.2.2.2. 7.2.2.2. Az E. cloacae ES24 törzs antibiotikum érzékenyége 

ES24
Transzformáns E. coli 

EP-MAX10B  

Ceftazidim >256  1.5

Ceftazidim+klavulánsav >4  1.5

Cefotaxim >256 1

Cefotaxim+klavulánsav >1 0.094

Aztreonam >256 0.38

Cefoxitin >256 4

Cefepim 4 0.38

Ertapenem 2 0.012

Imipenem 0.75 0.5

Meropenem 0.19 0.023

MIC (ug/ml)

17. táblázat Az ES24 és a transzformáns E. coli EP-
MAX10B  antibiotikum érzékenysége

 

A vizsgálat során használt E. cloacae ES24 törzset részletesebben jellemeztük, mivel 

ennek a törzsnek a vizsgálata kapcsán fejlesztettük ki az SNP RT-PCR technikát. Az E. 

cloacae ES24 antibiotikum érzékenysége a 17. táblázat-ban látható. A törzs rezisztens 

volt ceftazidimre, aztreonamra és cefoxitinre, de mérsékelten érzékeny volt cefotaximra 

és cefepimre.  
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7.2.2.3.7.2.2.3.7.2.2.3.7.2.2.3. Az E. cloacae ES24 plazmid 

profilja 

Az E. cloacae ES24 izolátumból 6 

plazmidot izoláltunk. A plazmidok 

hozzávetıleges mérete a kövekezı: 9.4, 

3.0, 2.5, 2.3, 2.0 és ~ 0.8 kb. A β-

laktamáz géneket hordozó plazmidok 

elkülönítése érdekében transzformációs 

kísérleteket végeztünk. Csak a 

legnagyobb plazmidot (9.4 kb) tudtuk 

transzformálni az E. coli EP-MAX10B-

be. Mind az E. cloacae ES24, mint a 

plazmid-transzformált E. coli EP-

MAX10B antibiotikum-érzékenysége a 

17. táblázat-ban látható. A plazmid-

transzformált E. coli EP-MAX10B 

izolátum MIC értékei jóval alacsonyabbak voltak, mint az E. cloacae ES24 esetén (17. 

táblázat), az összes MIC-érték a vizsgált antibiotikumra az érzékeny tartományban volt.  

 

7.2.2.4. 7.2.2.4. 7.2.2.4. 7.2.2.4. Az E. cloacae ES24 törzs 

izoelektromos fókuszálásának eredménye 

A E. cloacae ES24-bıl és a plazmid-

transzformált E. coli EP-MAX10B-bıl 

származó β-laktamázokat izoelektromos 

fókuszálással karakterizáltuk. Az E. cloacae 

ES24 izolátumban négy különbözı β-

laktamázt azonosítottunk pI = 5.4, 6.7, 7.6 és 

≥ 9 értékekkel. A plazmiddal transzformált E. 

coli EP-MAX10B izolátum csak egyetlen β-

laktamázt termelt (pI = 6.7 értékkel) (11. 

ábra).  

 
 

11. ábra  Izoelektromos fókuszálás 1. sor  
IEF marker, 2.-3. sor E. cloacae ES24, 4.7. 
sor transzformáns E. coli 10B strain 

9.6 

7.5 

7.1 
6.8 

4.8 
4.5 

    1          2     3         4   5           6   7      

 
10. ábra  Plazmid izolálás az E. cloacae ES24 
törzsbıl. 1. sor λ HindIII, 2. sor E. cloacae 
ES24, 3. sor transzformáns E. coli 10B. 
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7.2.2.3. 7.2.2.3. 7.2.2.3. 7.2.2.3. Az E. cloacae ES24 szekvenálási eredményei 

Az E. cloacae ES24 bla génjeinek PCR amplifikálása azonosította mind a  blaTEM-et, 

mind a blaSHV-t. A blaTEM gén blaTEM-1-nek bizonyult. A blaSHV PCR-termékének 

szekvenciaanalízise három, aminosavcserét eredményezı nukleotidszubsztitúciót 

mutatott ki. Az Ambler szerinti 8-as helyen az izoleucin fenilalaninra, a 43-as helyen az 

arginin szerinre, míg a 238-as helyen a glicin cserélıdött szerinre. A további 

szekvenciaanalízis két különbözı kodonra derített fényt az Ambler szerinti 240-es 

helyen GAA (glutamát) és AAA (lizin), ennek megfelelıen két csúcs volt látható (12. 

ábra). 

 

Annak megerısítése érdekében, hogy az E. cloacae ES24 izolátum különbözı SHV-

enzimeket expresszál, a blaSHV PCR-termékét TOPO vektorba klónoztuk. A klónozott 

izolátumok hordozták mind a blaSHV-7 gént (8-as helyen izoleucin fenilalaninra, 43-as 

helyen arginin szerinre, 238-as helyen glicin szerinre és a 240-es helyen glutamát lizinre 

szubsztituált), mind az új blaSHV-30 gént (8-as helyen az izoleucin fenilalaninra, a 43-as 

helyen arginin szerinre, míg a 238-as helyen glicin cserélıdött szerinre). 

Az plazmid-transzformált E. coli EP-MAX10B izolátumot a PCR amplifikálással 

negatívnak találtuk blaTEM-re, de pozitívnak blaSHV-re. A szekvenciaanalízis egyedül az 

új blaSHV-30 gént mutatta ki. Az eredményt a továbbiakban IEF-sal erısítettük meg (11. 

ábra). 

7.2.2.3. Real-time PCR SNP genotipizálás  

A vizsgálat során a 240-es helyen található aminosavat érintı GAA (glutamát) és AAA 

(lizin) mutációk detektálására tervezett próbákat alkalmaztunk (2).  

 

C C G G A G C T A G C N A A C G G G G T

12. ábra  Az E. cloacae ES24 törzs szekvenciája az SHV enzim génjének 691-es és 
711 pozíciója között  
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SHV gén
Izolátumok 
száma

Eredet
SHV enzim szekvenciája                             
(692.-711. nucleotid)

Allél 
diszkrimináció

SHV-30 1 Transzformáns E. coli CC GGA GCT AGC GAA CGG GGT Allél G

SHV-14 1 Klinikai E. cloacae izolátum CC GGA GCT GGC GAA CGG GGT Allél G

SHV-7, SHV-30 1 E. cloacae  ES24 CC GGA GCT AGC K*AA CGGGGT Allél G,A

SHV-5 2 Klinikai E. cloacae izolátum CC GGA GCT AGC AAA CGG GGT Allél A

SHV-7 5 Klinikai E. cloacae izolátum CC GGA GCT AGC AAA CGG GGT Allél A

SHV-18 1 K. pneumoniae  ATCC 700603 CC GGA GCT GCC AAA CGG GGT NM

SHV-29 1 KPC-1 termelı K. pneumoniae CC GGA GCT GCC GAA CGG GGT NM
K* G és A együtt

NM: nem meghatározott

18.táblázat SHV pozitív izolátumok 692 és 711 pozíció közötti nukleotid szekvenciáinak összehasonlítása és 
az allél diszkriminációs vizsgálat eredménye

 

A 18. táblázat-ban felsoroltuk a vizsgált izolátumokkal kapcsolatos adatokat és 

eredményeket és összehasonlítottuk a próbáknak megfelelı helyen a 

nukleotidszekvenciákat. Ha a próba hibridizált, az egyik festék fluoreszcens jelének 

másikhoz viszonyított fokozódása homozigótaságot jelzett az adott PCR allélre 

vonatkozóan (FAM fluoreszcencia a G allélre és HEX fluoreszcencia az A allélre). 

Mindkét jel növekedése heterozigótaságra utalt. A felerısített fluoreszcens jeleket 

grafikus formában összehasonlítottuk (13. ábra). A grafikonon látható ponthalmazok a 

homozigóta G, a homozigóta A, a heterozigóta GA genotípusnak illetve amplifikálás 

nélküli genotípusnak felelnek meg. 

Az E. cloacae ES24 izolátum jelentıs emelkedést mutatott mind a FAM, mind a HEX 

festék fluoreszcenciájában (13. ábra). Mindkét festék jelének emelkedése a G és a A 

allélek homozigótaságára utal a 703-as nukleotidpozícióban. 

Az SHV-30-termelı plazmid-transzformált E. coli EP-MAX10B és az SHV-14 termelı 

klinikai E. cloacae izolátumok emelkedett FAM és változatlan HEX fluoreszcenciát 

mutattak, ami a FAM-specifikus G allélre vonatkozó homozigótaságra utal. Csak a G 

volt jelent a 703-as pozícióban (13. ábra). Mindazonáltal az SHV-14 termelı E. cloacae 

izolátumok a 700-as helyzető nukleotidban különbséget mutattak a próbához képest (18. 

táblázat). 

A két SHV-5 és az öt SHV-7 termelı klinikai E. cloacae izolátum csak a HEX festék 

fluoreszcenciájában mutatott emelkedést, ami a specifikus A allél jelenlétére utal a 703-

as helyen (13. ábra). 
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13. ábra  Allél diszkrimináció. ♦ SHV-30-termelı E. coli HB10B transzformáns, SHV-
14-termelı E. cloacae törzs, ▲ E. cloacae ES24, ● egy SHV-5-termelı és hét SHV-7-
termelı E. cloacae törzs, – SHV-18-termelı K. pneumoniae ATCC700603, SHV-29-
termelı KPC-1 törzs, E. coli DH10B, kromoszómális β-laktamáz termelı E. cloacae
törzs, ■ víz 

Nincs amplifikáció 

 

Az SHV-18 termelı K. pneumoniae ATCC 700603 izolátum és az SHV-29 termelı 

KPC-1 izolátum nem mutatott változást sem a FAM, sem a HEX fluoreszcenciájában 

(13. ábra). A szekvenálási eredmények alapján az SHV-18 termelı K. pneumoniae 

ATCC 700603 izolátumban a 703-as helyen A, míg az SHV-29 termelı KPC-1 

izolátumban G volt jelen; ennek ellenére nem volt növekedés az A allélre jellemzı 

HEX, sem a G allélre jellemzı FAM fluoreszcenciájában. Ennek az az oka, hogy 

mindkét izolátumban a 700-as és a 701-es helyen is eltérés volt a 

nukleotidszekvenciában a próbához képest (18. táblázat), aminek következtében a 

specifikus próba nem kötıdött a DNS-hez.  

 A nem transzformált E. coli EP-MAX10B és a kromoszómális AmpC β-laktamáz 

termelı E. cloacae izolátum esetén nem volt változás a fluoreszcencia intenzitásában 

sem a FAM, sem a HEX esetében (13. ábra), mivel nem tartalmazták a blaSHV gént. 
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7.3. Új ESBL enzimek izolálása 

Különbözı vizsgálataink során több új ESBL enzimet sikerült izolálnunk, melyek 

GénBank azonosítóval is rendelkeznek: a TEM-131-t (AY436361) Salmonella enterica 

subsp. enterica serovar typhimurium-ból; az SHV-30-t (AY661885) E. cloacae-ból 

izoláltuk, és K. pneumoniae-ból a CTX-M-59-t (DQ408762) és SHV-85-t (DQ322460).  

7.3.1. A TEM-131 jellemzése 

A TEM-131-t termelı törzsek 2003-ban humán mintából származó Salmonella spp.-t 

vizsgáló dél-afrikai körvizsgálat során kerültek izolálásra. A vizsgálat során három S. 

enterica muenchen szerotípusú és hat S. enterica isangi szerotípusú izolátum hordozta a 

TEM-63 gént, míg két S. enterica isangi szerotípusú és kilenc S. enterica typhimurium 

tartalmazta az új TEM-131 gént. Egy S. enterica Isangi szerotípusú és hét S. enterica 

Typhimurium szerotípusú törzs termelte az új TEM-131 enzimen kívül az SHV-5-öt is. 

A TEM-63 szekvenciájának aminosav-szubsztitúciói a TEM-1 β-laktamáz 

szekvenciájával összehasonlítva a Leu21Phe, Glu104Lys, Arg164Ser és Met182Thr 

voltak. Az új TEM β-laktamáz (TEM-131) a TEM-63-tól egyetlen aminosavban 

különbözött (Ala237Thr). 

7.3.1.1. A TEM-131 antibiotikum érzékenysége 

 

19. táblázat TEM-63 és TEM-131-termelı Salmonella  spp. MIC értékei (µg/ml)

S. muenchen

Antibiotikumok
TEM-63    
(6)

TEM-131 
(1)

TEM-131+SHV-5 
(5)

TEM-63      
(3)

TEM-131 (2)
TEM-131+SHV-5 

(7)

Cefotaxim  2-3 16 32 1.5-3 6 16-64

Cefotaxim/ 
klavulánsav

0.094-0.38 0.38 0.38 0.94 0.125 0.19-0.38

Ceftazidim >256 >256 >256 >256 >256 >256

Ceftazidim/ 
klavulánsav

3->4 >4 >4 0.75->4 0.5 0.75-4

Cefepim  4-6 8 12  3-8 4  8-16

Cefoxitin  3-12 4 4 2 2 2

Imipenem 0.25 0.5 0.38 0.25-0.38 0.25-0.38 0.19-0.38

Meropenem 0.023-0.047 0.032 0.032 0.032-0.047 0.023-0.032 0.023-0.047

Nalidixsav >256 3 4 4 4 >256

Ciprofloxacin 0.094-0.125 0.012 0.012 0.012 0.008-0.012 0.19-0.25

S. isangi S. typhimurium
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A TEM-131-et termelı izolátumok ceftazidim MIC-értékei meghaladták a 256 µg/ml-t, 

a cefotaxim MIC-ek 6 és 64 µg/ml között, míg a cefepim MIC-ek 4 és 16 µg/ml között 

voltak (19. táblázat). Ezeket a tartományokat észleltük a transzformált E. coli DH5α 

törzsekben is, míg a TEM-63-at termelı izolátumok ceftazidim MIC-értékei 

meghaladták a 256 µg/ml-t, a cefotaxim MIC-ek valamelyest alacsonyabbak voltak a 

TEM-131-et termelı törzsekhez képest (1.5 µg/ml cefotaxim MIC a TEM-63 termelı 

transzformált E. coli DH5α törzsnél, illetve 6 µg/ml a TEM-131-et termelı törzsnél (20. 

táblázat). 

Antibiotikum TEM-63 TEM-131 TEM-131+SHV-5

Cefotaxim 0.94  1.5 6 16

Cefotaxim/ 
klavulánsav

<0.25 0.125 0.25 0.25

Ceftazidim 0,5 >256 >256 >256

Ceftazidim/ 
klavulánsav

<0.25  1.5  1.5  1.5

Cefepim 0.064 3 2 4

Cefoxitin 4 4 4 4

Imipenem 0.38 0.38 0.38 0.38

Meropenem 0.023 0.032 0.032 0.032

E. coli  DH 5α 
(Tf-)

E. coli  DH 5 alfa (Tf+)

20. táblázat Különbözı plazmidokat tartalmazó E.coli  DH5α törzs antibiotikum 
érzékenysége, MIC (µg/ml) plazmid nélkül (Tf-) és plazmiddal (Tf+) 

 

7.3.2. Az SHV-30 enzim karakterizálása 

2004-ben a Pittsburgh-i Egyetem Orvosi Központjában ápolt beteg hemokultúrájából 

izoláltuk az SHV-30 enzimet termelı E. cloacae törzsbıl. Az SHV-30 enzimnek az 

SHV-1 enzimtıl különbözı aminosav szekvenciája a 21. táblázaton látható.  
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8 19 35 43 64 238 240

SHV-1 I L L R E G E

SHV-2 Q S

SHV-7 F S S K

SHV-11 Q

SHV-30* F S S

SHV-85* M Q

 * új enzimek

Aminosavak a különbözı poziciókban az Ambler számozási séma szerint
β-laktamázok 

21. táblázat  SHV-típusú β-laktamáz enzimek aminosav szekvenciája a különbözı 
poziciókban

E:glutaminsav,  F:fenilalanin, G:glicin, I: izoleucin, K:lizin, L:leucin, M:metionin, 
Q:glutamin, R:arginin, S:szerin  

7.3.2.1. A blaSHV-7, blaSHV-30, bla(SHV-1) R43S és bla(SHV-1) I8F-R43S elıállítása 

A site-directed mutagenesis után a blaSHV-1, blaSHV-7, blaSHV-30, bla(SHV-1) R43S és bla(SHV-

1) I8F-R43S géneket egyenként azonosítottuk a 20 µg/ml kloramfenikolt tartalmazó 

lemezekrıl véletlenszerően kiválasztott transzformált E. coli DH10B DNS-

szekvenálásával. 

7.3.2.2. Antibiotikum-érzékenység meghatározása agardilúcióval  

Annak érdekében, hogy felderítsük az Ile8Phe, Arg43Ser és Gly238Ser mutációk hatását 

a β-laktamáz aktivitásra, in vitro homogén genetikai háttérben értékeltük ki az 

enzimaktivitásokat a MIC-értékek meghatározásával E. coli DH10B-ben. Az összes 

törzsben jelen voltak a mutáns gének közvetlenül pBC SK (-) fágvektorokba klónozva. 

A különbözı β-laktámok és β-laktamáz inhibitorok MIC-értékeit az 22.a, 22.b, 23.a, és 

23.b táblázat-ban mutatjuk be. Az Arg43Ser mutáció nem befolyásolta lényegesen a 

különbözı β-laktám antibiotikumok MIC-értékét az SHV-1 β-laktamázzal 

összehasonlítva. Kis emelkedést figyeltünk meg a cefotaxim (0.06 SHV-1 illetve 0.125 

µg/ml Arg43Ser), és a cefepim (0.25 SHV-1 illetve 0.5 µg/ml Arg43Ser) MIC-

értékében. 
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DH10B pB CSK 
SHV-1

DH10B pB CSK 
SHV-1 43S

DH10B pB CSK 
SHV-1 238S

Ampicillin 16000 16000 16000

Ampicillin/klavulánsav  50/2  50/4 50/<0.06

Amoxycillin/klavulánsav (2 µg/ml)  2/2  2/2 0.0.6/2

Piperacillin 1000 1000 500

Piperacillin/tazobaktám  500/4  500/4  4/4

Cefalotin 64 32 1000

Ceftriaxon 0.13 0.13 8

Ceftazidim 2 2 8

Cefotaxim 0.0.64 0.125 8

Cefepim 0.25 0.13 2

22.a táblázat Különbözı SHV mutánsokat tartalmazó pBCSK plazmiddal rendelkezı E. 
coli DH10B MIC (µg/ml) értékei agardilúcióval meghatározva

Antibiotikum

MIC (µg/ml)

A 

Gly238Ser mutáció mind a négy vizsgált cefalosporin MIC-értékét növelte; a cefalotin, 

cefotaxim, ceftazidim, cefepim MIC-e megnıtt az SHV-1-hez képest. A Gly238Ser 

mutáció a klavulánsav iránti érzékenységet fokozta, csökkentve ezzel az 

ampicillin/klavulánsav MIC-értékét. 

 

DH10B pB CSK 
SHV-1 8F-43S 

DH10B pB CSK 
SHV-1 8F-238S 

DH10B pB 
CSK SHV-1    
43S-238S

DH10B pB 
CSK SHV-1     
8F-43S-238S

Ampicillin NM NM NM 8000
Ampicillin/klavulánsav NM NM NM 50/0.25
Amoxycillin/klavulánsav (2 µg/ml) NM NM NM 0.125/2
Piperacillin 2000 500 500 1000
Piperacillin/tazobaktám  1000/4  64/4  32/4  64/4
Cefalotin NM NM NM 512
Ceftriaxon 0.25 16-32 8  16-32
Ceftazidim 2 16 8 16
Cefotaxim NM NM NM 16
Cefepim 0.5  4-8  2-4 4
NM :nem meghatározott

MIC (µg/ml)

Antibiotikum

22.b táblázat  Különbözı SHV mutánsokat tartalmazó pBCSK plazmiddal rendelkezı E. coli DH10B 
MIC (µg/ml) értékei agadilúcióval meghatározva 
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7.3.2.3. Antibiotikum-érzékenység meghatározása E-teszttel  

Mind az E-teszt mind az agarhígításos MIC-vizsgálat során enyhe emelkedést 

tapasztaltunk a cefotaxim MIC-értékében az Arg43Ser variáns esetén, az SHV-1-gyel 

összehasonlítva. Hasonló módon, kétszeres emelkedést figyeltünk meg az IlePhe-

Arg43Ser-Gly238Ser (SHV-30) cefotaxim MIC-értékeiben a Gly238Ser (SHV-2)-hez 

képest (23.a és 23.b táblázat). Agarhígításos módszerrel a ceftazidim és ceftriaxon 

MIC-értékét is nagyobbnak találtuk az Arg43Ser-Gly238Ser esetén, mint a Gly238Ser 

mutációnál (23.a és 23.b táblázat). Ismert, hogy a Gly238Ser szubsztitúció növeli az 

ESBL-ek érzékenységét a β-laktamáz inhibitorokra. Meglepı módon az Ile8Phe-

Arg43Ser szubsztitúciók ellensúlyozták a Gly238Ser aminosavcsere által okozott 

érzékenységet klavulánsavra, szulbaktámra és tazobaktámra, azonban nem állították 

vissza az SHV-1-re jellemzı szintekre (23.a és 23.b táblázat). 

DH10B 
DH10B    
pB CSK 
SHV-1

DH10B pB 
CSK SHV-1 

43S

DH10B   pB 
CSK SHV-1 

238S

Ampicillin 3 >256 >256 >256

Ampicillin/szulbaktám 2 >256 >256 16

Amoxycillin/klavulánsav 6 24 16 16

Piperacillin  1.5 >256 >256 >256

Piperacillin/tazobaktám 1 >256 >256 4

Cefuroxim 4 12 12 >256

Aztreonam 0.064 0.5  1.5 8

Cefpodoxim 0.75 3 2 >256

Ceftriaxon 0.064 0.19 0.125 >32

Ceftazidim 0.125 6 4 32

Ceftazidim/klavulánsav 0.25 1 0.32 0,75

Cefotaxim 0.032 0.125 0.5 32

Cefotaxim/klavulánsav 0.023 0.064 0.094 0.38

Cefepim 0.047 1 0.5 8

Cefepim/klavulánsav <0.064 0.094 <0.064 0.094

MIC (µg/ml)

23.a táblázat Különbözı SHV mutánsokat tartalmazó pBCSK plazmiddal 
rendelkezı E. coli DH10B MIC (µg/ml) értékei E-teszttel meghatározva 

Antibiotikum
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DH10B DH10B DH10B DH10B DH10B

pB CSK SHV-1 pB CSK SHV-1 pB CSK SHV-1 pB CSK SHV-1 pB CSK SHV-1

8F-43S  8F-238S 43S-238S 8F-43S-238S 8F-43S-238S-240K

Ampicillin >256 >256 >256 >256 >256

Ampicillin/szulbaktám >256 24 32 24 12

Amoxycillin/klavulánsav 16-24 6 16 16 16

Piperacillin >256 >256 >256 >256 >256

Piperacillin/tazobaktám >256  1.5 >256 >256 4

Cefuroxim 8 >256 >256 >256 >256

Aztreonam 0.25 6 12 6 >256

Cefpodoxim 2 >256 >256 >256 >256

Ceftriaxon 0,125 >32 >32 >32 >32

Ceftazidim 6 32-48 96 32 >256

Ceftazidim/klavulánsav NM NM  1.5 NM NM

Cefotaxim 0.25 48 >256 64 64

Cefotaxim/klavulánsav NM NM >1 NM NM

Cefepim 0.25 8 12 6 6

Cefepim/klavulánsav NM NM 0.38 NM NM

NM: nem meghatározott

23.b táblázat Különbözı SHV mutánsokat tartalmazó pBCSK plazmiddal rendelkezı E. coli DH10B 
MIC (µg/ml) értékei E-teszttel meghatározva 

MIC (µg/ml)

Antibiotikum

 

7.3.2.4. Kinetikai elemzés 

A Gly238Ser (SHV-2) és az Arg43Ser, Gly238Ser (SHV-30) szubsztitúciók hatását a 

kinetikai paraméterekre a 24. táblázat-ban mutatjuk be az SHV-1-gyel összehasonlítva.  

 

24. táblázat Az SHV-1, SHV-2 és SHV-30 kinetikai paraméterei 

K m 

(mM)
k cat  (s

-1)
k cat /K m   

(mM·s-1)

K m 

(mM)
k cat (s

-1)
k cat /K m   

(mM·s-1)
K m  (mM) k cat (s

-1)
k cat /K m   

(mM·s-1)

Nitrocefin 20 ± 4.0 157 ± 7.0 8.0 ± 1.0 9.5 ± 2 37 ± 2 4 ± 0.5 19 ± 4 57 ± 3 3 ± 0.5

Ampicillin 124 ± 27 2417 ± 214 19.5 ± 2.7 10 ± 2 30 ± 2 3 ± 0.4 8.5 ± 0.2 160 ± 0.7 19 ± 0.4

Cefalotin 33 ± 5 97 ± 6 3.0 ± 0.26 6 ± 0.7 51 ± 1.6 8.5 ± 0.7 6.01 ± 0.2 18 ± 0.17 3 ± 0.7

Cefaloridin 53 ± 10 150 ± 13 3 ± 0.34 42 ± 13 467 ± 144 10 ± 0.2 10.5 ± 1.8 11.1 ± 0.47 1.06 ± 0.14

Cefotaxim NM NM NM 18 ± 2.3 11 ± 0.2 0.6 ± 0.1 4.9 ± 0.01 6.6 ± 0.01 1.3 ± 0.01

Cefepim NM NM 0.06 ± 0.006 NM NM 0.6 ± 0.07 NM NM 0.9 ± 0.18
Km(mM9;kcat(s-1); kcat/Km(mM-1s-1), cefepim esetében kcat/ Km = v [ET] [S] egyenletet használtuk
NM: nem meghatározott

SHV-30 R43S G238SSHV-2  G238SSHV-1
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Az SHV-1 és az SHV-30 kcat/KM értéke azonos volt ampicillin esetén, míg az SHV-2-

nek alacsonyabb kcat/KM értéke volt ampicillinre, mint az SHV-1-nek és az SHV-30-nak. 

Ez talán a kcat és a KM értékek azonos mértékő csökkenésével magyarázható az SHV-30-

nál. Az SHV-2 enzim esetén az ampicillinre vonatkozó kcat érték csökkenése nagyobb 

volt (81-szeres), mint a KM-érték csökkenése (12-szeres). Az SHV-1 és SHV-30 

cefalotinra vonatkozó kcat/KM értéke is azonos volt, míg az SHV-2-nek magasabb 

kcat/KM értékei voltak, mint az SHV-1-nek és az SHV-30-nak. Az SHV-30 esetén 

egyenlı mértékben csökkentek a kcat és KM értékek, így a kcat/KM érték nem változott. 

Az SHV-2-nek magasabb kcat/KM értéke volt, mivel a kcat csökkenése kisebb mértékő 

volt (2-szeres), mint a KM-é (5-szörös).  

A cefaloridinra az SHV-2-nek nagyobb kcat/KM értéke volt, mint az SHV-1-nek; a kcat 

érték 3-szorosára növekedett, míg a KM érték igen kismértékben csökkent. Az SHV-30-

nak alacsonyabb volt a kcat/KM-je, ami azzal magyarázható, hogy a cefaloridinre 

vonatkozó kcat érték csökkenése nagyobb volt (14-szeres), mint a KM érték csökkenése 

(5-szörös). 

Az SHV-30 kcat/KM értéke nagyobb volt a cefotaximra, mint az SHV-2-é. A két 

enzimnek azonos volt a kcat értéke, de a KM kétszer nagyobb volt az SHV-2 esetén, mint 

az SHV-30-nál. Figyelemreméltó, hogy az Arg43Ser szubsztitúció Gly238Ser 

jelenlétében helyreállította az enzim katalitikus hatékonyságát az ampicillinre 

vonatkozóan (Gly238Ser jelenlétében a katalitikus hatékonyság SHV-1-ének csak 16 %-

a) (24. táblázat).  

 

A tazobaktámra vonatkozó KD közel azonos 

az SHV-30 és SHV-2 esetén (25. táblázat). 

Az SHV-30 β-laktamáznál tapasztalt 

cefotaxim kcat/KM érték megkétszerezıdése 

alapján úgy gondoljuk, hogy a cefotaxim 

MIC-eredménye szignifikáns volt (8→16 

mg/ml, Gly238Ser és Arg43Ser-Gly238Ser 

variánsok). 

 

 

β-laktamáz enzim KD (tazobaktám)

SHV-1 442 ± 18 nM

SHV-2 
(Gly238Ser)

207 ± 10 nM

SHV-30 
(Arg43Ser-
Gly238Ser)

200 ± 20 nM

25. táblázat A tisztított SHV-1, SHV-
2 és SHV-30 tazobaktámra vonatkozó 
Kd értékei
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7.3.2.5. A termelt enzim mennyiségi meghatározása 

Immunblottolást végeztünk anti-SHV antitest alkalmazásával Arg43Ser-Gly238Ser és 

Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser SHV-variánsokat tartalmazó E. coli DH10B sejtek 

overnight tenyészetével. Kismértékő emelkedést tapasztaltunk a Ile8Phe- Arg43Ser-

Gly238Ser mutációkat tartalmazó β-laktamáz termelésben steady state állapotban (14. 

ábra). Mivel az immunblottolás kvantitatív megítélése nem volt egyértel ezért, ELISA-t 

alkalmaztunk annak eldöntésére, hogy az észlelt különbségek szignifikánsak voltak-e 

(26. táblázat). Az ELISA eredmények a β-laktamáz mennyiség kétszeres emelkedésére 

utaltak. Az 1-es és 2-es sáv mutatja az 1. összeállítást, míg a 3-as és 4-es sávok 

ismétlések. 

 

14. ábra  Az Arg43Ser-Gly238Ser és Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser

SHV-variánsokat tartalmazó E. coli DH10B sejtek 

immunoblottolásának eredménye 

  1. Arg43Ser-Gly238Ser 

  2. Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser 

3. Arg43Ser-Gly238Ser 

4. Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser 

1 2 3 4 

 

 

 

Sorok ng/ml SHV

Arg43Ser-Gly238Ser (1. sor) 274.4 ± 13.4

Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser (2. sor) 502.8 ± 35.5

Arg43Ser-Gly238Ser (3. sor) 262.3 ± 25.1

Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser (4. sor) 481.6 ± 33.8

26. táblázat A termelt SHV enzim mennyiségének meghatározása 
ELISA-val
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7.3.3. CTX-M-59 jellemzése 

A CTX-M-59-t egy brazil újszülött intenzív osztályon ESBL-termelı K. pneumoniae 

járvány vizsgálata során izoláltuk. A CTX-M-59 a CTX-M-2 új változata H98L 

szubsztitúcióval, az Ambler számozási séma szerint. Annak megállapítása érdekében, 

hogy a CTX-M-59-ben megfigyelt aminosavcsere befolyásolta-e a β-laktám rezisztencia 

szintjét, CTX-M-2-t és CTX-M-59-et egyaránt termelı E. coli klónokat állítottunk elı. 

A nukleotidszekvenciák megerısítése után a CTX-M-2 termelı E. coli DH10B(pCTX-

M-2)-t és a CTX-M-59 termelı E. coli DH10B(pCTX-M-59)-t használtuk a β-laktámok 

MIC-értékének meghatározására (27. táblázat).  

7.3.3.1 CTX-M-2-t és CTX-M-59-et egyaránt termelı E. coli klónok antibiotikum 

érzékenysége 

Az E. coli DH10B(pCTX-M-59) β-laktám MIC-értékei nem különböznek számottevıen 

az E. coli DH10B(pCTX-M-2) MIC-értékeitıl (27. táblázat). Mindkét klón a CTX-M 

típusú enzimeket termelı organizmusokra jellemzı érzékenységi mintázatott mutatott, a 

ceftazidimnél magasabb 

szintő cefotaxim-

rezisztenciával. Ezek az 

eredmények arra utalnak, 

hogy a CTX-M-59 

kinetikai tulajdonságait a 

H89L szubsztitúció nem 

változtatta meg az 

elıdjéhez, a CTX-M-2-höz 

képest. 

 
 

7.3.4. SHV-85 jellemzése 

Az SHV-85-t szintén a brazil újszülött intenzív osztályon ESBL-termelı K. pneumoniae 

járvány vizsgálata során izoláltuk. Az SHV-85 az SHV-11 új variánsa L19M 

szubsztitúcióval, amely a szignál peptidben található (21. táblázat).  

 

 

E. coli  DH10B 
(pCTX-M-2)

E. coli  DH10B 
(pCTX-M-59)

Ceftazidim 8 8
Ceftazidim/klavulánsav 0.38 0.38
Cefotaxim 128 96
Cefotaxim/klavulánsav 0.094 0.94
Aztreonam 12 12
Cefepim 4 4
Ertapenem 0.016 0.016

Antibiotikum

27. táblázat Az E. coli DH10B törzs MIC értékei a 
bla CTX-M-2/59 plazmidokkal

MIC (µg/ml)
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7.4. Plazmidon kódolt kinolon rezisztencia (qnrA, qnrB, qnrS és aac(6’)-

Ib-cr) gének vizsgálata ESBL-termelı Enterobacteriaceae törzsekben  

A kinolon-rezisztencia bélbaktériumok körében, fıleg E. coli esetén tapasztalt magas 

prevalenciáját már leírták Európában, Amerikában és Ázsiában (281). Az 

Enterobacteriaceae családba tartozó baktériumokban a kinolon-rezisztencia általában a 

kromoszómálisan kódolt II. típusú topoizomerázok, efflux pumpák vagy porin-kapcsolt 

fehérjék génjében történt mutációk következménye. K. pneumoniae és E. coli esetén a 

kinolon-rezisztencia gyakrabban fordul elı plazmidon kódolt ESBL termelı törzsek 

között, mint ESBL-negatív törzseknél, ami az egyes rezisztencia mechanizmusok 

koordinált expressziójának tulajdonítható. Közelmúltban megfigyeltek átvihetı, 

plazmidon elhelyezkedı kinolon-rezisztencia géneket—qnrA, qnrB, qnrS, az aac(6’)-Ib 

cr változata és qepA— klinikai izolátumokban, leggyakrabban plazmid-mediált 

kiterjedt-spektrumú β-laktamázokat (ESBL) termelı törzsekben (34, 39, 60, 131, 184, 

250). A Qnr determinánsok három fıbb csoportját, a QnrA-t, QnrB-t és QnrS-t 

különbözı bélbaktérium fajokban azonosították világszerte (34, 131, 213, 232, 250, 295, 

300). A Qnr egy 218 aminosavból álló fehérje, amely a pentapeptid-repeat családba 

tartozik és azáltal védi a DNS-t, hogy gátolja a kinolonok kötıdését a girázhoz és a 

topoizomeráz IV-hez (174). Noha a qnr csak alacsony szintő kinolon-rezisztenciát okoz 

és nem tőnik gyakorinak, hozzájárulhat rezisztencia kialakulásához megváltozott 

kinolon célenzimek, efflux pumpa aktiváció vagy a külsı membrán porin csatornáinak 

defektusai révén. 

A qnr gének és aac(6’)-Ib-cr jelenlétét klinikai izolátumokban még nem vizsgálták 

Magyarországon. Ennek a vizsgálatnak a célja a qnr és aac(6’)-Ib-cr gének 

prevalenciájának és genetikai tulajdonságainak meghatározása volt ESBL-termelı E. 

coli, K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter spp. klinikai izolátumokban.  

7.4.1. ESBL-termelı törzsek kinolon érzékenysége 

A vizsgálat során 2002 és 2006 között az Állami Egészségügyi Központban (ÁEK) 

izolált 70 ESBL-termelı E. coli, 101 ESBL-termelı K. pneumoniae, 5 ESBL-termelı C. 

freundii és 61 ESBL-termelı Enterobacter spp. baktériumot vizsgáltunk. 61 ESBL-

termelı Enterobacter spp. izolátumból 57 volt rezisztens nalidixsavra (93%) és 50 

(82%) ciprofloxacinra. 101 ESBL-termelı Klebsiella spp. izolátumból 79 (78%) volt 

rezisztens nalidixsavra, 60 (60%) pedig ciprofloxacinra. A 70 ESBL-termelı E. coli 
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izolátumból 65 (93%) volt nalidixsav-rezisztens és 54 (77%) ciprofloxacin-rezisztens. 1 

ESBL-termelı C. freundii (az ötbıl) és egy ESBL-termelı P. morganii volt rezisztens 

ciprofloxacinra. Az ESBL-termelı Enterobacter spp., Klebsiella spp. és E. coli törzsek 

kumulatív MIC értékei a vizsgált kinolonokra vonatkozóan az 15. 16 és 17. ábrán 

láthatóak. 

15. ábra  Az ESBL-termelı Enterobacter spp. kumulatív MIC (µg/ml) értéke 
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16. ábra  Az ESBL-termelı Klebsiella spp. kumulatív MIC (µg/ml)  értéke 
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17. ábra  Az ESBL-termelı E. coli törzsek kumulatív MIC (µg/ml)  értéke 
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7.4.2. A qnrA,B,S és aac(6’)-Ib-cr pozitív ESBL-termelı törzsek jellemzése 

7.4.2.1. A qnr és aac(6’)-Ib-cr gének prevalenciája 

A qnr determinánsok prevalenciája viszonylag magas volt a K. pneumoniae (8%) és 

alacsony az E. coli izolátumokban (1.6%) valamint az Enterobacter fajok esetén (0%). 

Az ötbıl egy ESBL-termelı C. freundii izolátum volt qnr-pozitív. A qnrA1, qnrB2 és 

qnrS1 volt kimutatható és a qnrA1-nek volt a legnagyobb prevalenciája (3%). Az összes 

ESBL-termelı izolátumból hatvanhárom (26,6 %) volt pozitív aac(6’)-Ib-re, amelybıl 

19-ben (az összes 8%-a) - 16 K. pneumoniae és 3 E. coli - volt jelen az aac(6’)-Ib-cr 

variáns. Egyetlen qnr-pozitív törzs sem hordozta az aac(6’)-Ib-cr variánst. 

7.4.2.2. A qnrA-pozitív törzsek jellemzése 

A qnrA1-pozitív törzsek - hat K. pneumoniae és egy E. coli - rezisztensek voltak 

nalidixsavra, norfloxacinra, ciprofloxacinra és levofloxacinra, igen magas MIC-

értékekkel (28. táblázat). A konjugációs próba, mely három qnrA1-pozitív törzs 

esetében volt sikeres, megerısítette, hogy a qnrA1 gén jelenléte önmagában csupán 

alacsony szintő kinolon-rezisztenciát okoz (28. táblázat). Az E. coli J53 RifR-hez 

(nalidixsav: 4 µg/ml; norfloxacin: 0.06 µg/ml; és ciprofloxacin, 0.12 µg/ml) képest a 

transzkonjugánsok MIC-értékei 8-szor magasabbak voltak nalidixsavra, 132-szer 
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magasabbak norfloxacinra és 66-132-szer magasabbak ciprofloxacinra. Azonban a 

transzkonjugánsok így is csak alacsony szintő kinolon-rezisztenciát mutattak, ami arra 

utal, hogy az eredeti izolátumok magasszintő kinolon-rezisztenciája számos 

rezisztencia-mechanizmus együttes hatásának tulajdonítható. A qnr-pozitív törzsekbıl 

és a qnr-pozitív konjugált baktériumokból izolált plazmidok azonos méretőek voltak 

(>10 kb). 

Nalidixsav Ciprofloxacin Levofloxacin

E. coli  M136 qnr A1 >32 >256 64

K. pneumoniae 124 qnr A1 >32 64 64

K. pneumoniae  125 qnr A1 >32 64 128

K. pneumoniae  M88 qnr A1 >32 64  8-16

K. pneumoniae  M140 qnr A1 >32 256 128

K. pneumoniae  M143 qnr A1 >32 32 64

K. pneumoniae M95 qnr A1, qnrB2 >32 >256 128

C. freundii  M141 qnr B2 2 <0.5 <0.5

K. pneumoniae  96 qnrS1 >32 4 4

28. táblázat  A qnr- pozitív törzsek MIC értékei 

qnr génekTörzsek
MIC (ug/ml)

 

7.4.2.3. A qnrB-pozitív törzsek jellemzése 

A qnrB gént két izolátumban detektáltuk: egy K. pneumoniae és egy C. freundii 

törzsben. A K. pneumoniae M95 mind a qnrA1, mind a qnrB2 géneket hordozta, de csak 

a qnrA1 volt konjugációval átvihetı, ami a két gén eltérı genetikai hátterére utal (29. 

táblázat). A ciprofloxacin és levofloxacin MIC-értékei a K. pneumoniae M95-ben 

voltak a legmagasabbak a többi qnrA1-pozitív törzzsel összehasonlítva, ami az eredeti 

izolátum egyidejő qnrA1- és qnrB2-termelésével magyarázható. Önmagában a qnrA1 

átvitele nem eredményezett jelentıs változást a kinolon-érzékenységben a 

transzkonjugánsok esetében. 

A kizárólag a qnrB2 gént hordozó C. freundii M141 érzékeny volt a vizsgált 

fluorokinolonokra, legalább 8-szor kisebb MIC-értékekkel, mint a CLSI által javasolt 

érzékenységi határértékek (clsi2005).  
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29. táblázat A  konjugált baktériumok jellemzıi

Nalidixsav Ciprofloxacin Levofloxacin

E. coli  M136  + qnr A1 <0.5 <0.5 <0.5

K. pneumoniae 124  + qnr A1 >32 16 16

K. pneumoniae  125  + qnr A1 >32 8 16

K. pneumoniae  M88  + qnr A1

K. pneumoniae  M140  -

K. pneumoniae  M143  -

K. pneumoniae M95  + qnr A1 >32 8 8

C. freundii  M141  + negatív

K. pneumoniae  96  + negatív

qnr  gének 
jelenléte 

KonjugálásEredeti törzsek
A konjugált sejtek MIC (µg/ml) értékei

 

7.4.2.4. A qnrS-pozitív törzsek jellemzése 

A qnrS1 gént csak egy olyan K. pneumoniae törzsben detektáltuk, amelyik rezisztens 

volt a legtöbb vizsgált fluorokinolonra. Azonban a norfloxacin (16 µg/ml) és a 

ciprofloxacin (4 µg/ml) MIC-értékei a CLSI által javasolt határértékek voltak. A 

levofloxacin MIC-értéke (4 µg/ml) a két CLSI határérték (8 és 2 µg/ml) között volt. 

7.4.2.5. A aac(6’)-Ib-cr -pozitív törzsek jellemzése 

A 19 aac(6’)-Ib-cr-pozitív izolátumból 6 (32%) volt érzékeny mind ciprofloxacinra, 

mind levofloxacinra. 

7.4.2.6. A qnr-pozitív törzsek által termelt β-laktamáz enzimek jellemzıi 

Meghatároztuk a qnr-pozitív törzsek által termelt β-laktamáz enzimek jellemzıit: 

izoelektromos pontok, PCR és szekvenálási adatok (30. táblázat). Tanulmányunk 

szerint a qnrA1 gén jelenléte kapcsolt volt az SHV-5, SHV-12 és CTX-M-15 

enzimekkel (30. táblázat). A qnrB2-pozitív C. freundii törzsben található ESBL enzim 

genotípusát nem tudtuk meghatározni. A qnrS1 gént együtt találtuk az SHV-2 ESBL 

génnel. 
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pI PCR, szekvenálás

E. coli  M136 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12

K. pneumoniae 124 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12

K. pneumoniae  125 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12

K. pneumoniae  M88  8.2 SHV-5

K. pneumoniae  M140 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12

K. pneumoniae  M143 8.6, 8.9 CTX-M-15

K. pneumoniae M95 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12

C. freundii  M141 >9.0 NM

K. pneumoniae  96 5.4, 7.6 TEM-1, SHV-2
NM: nem meghatározott

30. táblázat A qnr -pozitív törzsek által termelt β-laktamáz enzimek jellemzıi

Törzsek
β-laktamáz karakterizálás
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7.5. Karbapenem rezisztens Gram-negatív baktériumok vizsgálata 

7.5.1. Ertapenem rezisztens Enterobacter cloacae törzs vizsgálata 

Hemokultúrából izolált ertapenem rezisztens E. cloacae (ER24) antibiotikum 

rezisztencia-mechanizmusait vizsgáltuk és hasonlítottuk össze ugyanannak a betegnek 

két héttel korábban szintén hemokultúrából izolált ertapenem érzékeny izolátumával 

(ES24). A beteg három hétig imipenemet és amikacint kapott, ertapenemet azonban nem 

kapott.  

7.5.1.2. Antibiotikum érzékenység meghatározása 

Az ES24 törzs érzékeny volt karbapenemekre (ertapenem MIC 2 µg/ml; imipenem és 

meropenem MIC-ek 0.25 µg/ml), míg az ER24-nek magasabb karbapenem MIC-értékei 

voltak (ertapenem >32 µg/ml; imipenem 4 µg/ml; és meropenem 6 µg/ml). A MIC 

értékek azonban 40 µg/ml PAβN, egy antibiotikum-efflux-pumpa inhibitor jelenlétében 

megváltoztak. Az ES24 törzsnél a PAβN-nek csak minimális hatása volt a MIC-

értékekre, kivéve a ciprofloxacint (a MIC >32-rıl 2 µg/ml-re csökkent (31. táblázat). 

Az ER24 törzsnél a PAβN jelenlétében csökkent a ciprofloxacin (>32-rıl 3 µg/ml-re), a 

meropenem (6-ról 0.75 µg/ml-re), és az ertapenem MIC-értéke (>32-rıl 12 µg/ml-re) is 

(31. táblázat). 

 - 
 + PABN    
(40 ug/ml)

 - 
 + PABN 
(40 ug/ml)

 - 
 + PABN        (40 

ug/ml)

Piperacillin >256 >256 >256 >256 6 2

Ceftazidim >256 >256 >256 >256 3 2

Cefotaxim >256 64 24 16 2  1.5

Cefepim 24 24 3 8 0.19 0,5

Ertapenem >32 12  2- 3  1 - 2 0.064 0.064

Imipenem 6 3 0.75 0.38 0.19 0.19

Meropenem  4 - 6 0.75 0.25 0.25 0.032 0.032

Ciprofloxacin >32 3 >32 2 0.023 0.012

31. táblázat A PAβN efflux-pumpa inhibitor hatása különbözı E. cloacae  törzsek 
antibiotikum érzékenységére

E. cloacae  (ER24) E. cloacae  (ES24) E. cloacae  ATCC 13047

Antibiotikum
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7.5.1.3. Külsı membránfehérjék izolálása 

A külsı membrán fehérjék (OMPs) izolálása majd 

SDS-PAGE-s futattása után az ES24 izolátumban két 

nagy fehérje volt megfigyelhetı a 25kDa és 37kDa 

markerek között, melyeket mint az Enterobacter 

spp.-re jellemzı 36 kDa nagyságú OmpF külsı 

membrán fehérjeként és 35 kDa nagyságú OmpD 

külsı membrán fehérjeként tudtunk értékelni. Az 

ER24 izolátumból csak egy 36 kDa nagyságú 

fehérjét az OmpD-t tudtunk izolálni (18. ábra). 

 

 

 

7.5.1.4. β-laktamáz enzimek jellemzése 

Az analitikai izoelektromos fókuszálás során mind az ES24, illetve az ER24 E. cloacae 

izolátum által termelt β-laktamáz 

enzimek négy sávban voltak 

kimutathatóak a 5.4-es, 7.0-s, 

7.6-os és ≥9-es izoelektromos 

pontokkal (19. ábra). A PCR 

vizsgálatok, illetve az ezt követı 

szekvenálás a blaTEM-1, a blaSHV-

7, a blaSHV-30 és a blaMIR  β-

laktamáz gének jelenlétét 

erısítették meg. 

Az ES24 és ER24 β-laktamázok 

nem indukált állapotban 

viszonylag alacsony aktivitással 

hidrolizálták a nitrocefint (10 és 

20 µM/s/mg teljes fehérje 

18. ábra Az ES24 és ER24 E. cloacae 
izolátumokból izolált külsı membrán 
fehérjék SDS-PAGE képe 

75 kD

50 kD

37 kD

25 kD

20 kD
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OmpD

 
19. ábra Az ES24 és ER24 E. cloacae izolátumok által 
termelt β-laktamáz enzimek izoelektromos pontjainak 
meghatározása 1. sor IEF marker, 2. sor ES24 3. sor ER24  
 

pI 7..5 

pI 7.15 

pI 7.0 

pI 4.56 

AmpC 

SHV-7 

SHV-30 

TEM-1 
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hidrolitikus aktivitás). Mindazonáltal a cefoxitin jelenlétében bekövetkezett indukció 

nagymértékben megnövelte a hidrolitikus aktivitást: 290 és 140 µM/s/mg teljes fehérje 

értékre. 

7.5.1.5. Az ES24 és ER24 E. cloacae törzs azonosságának vizsgálata 

Az ES24 és ER24 E. cloacae törzsekbıl izolált plazmid DNS-ek száma és mérete 

azonos volt, mindkét izolátum 6 plazmidot tartalmazott: 9.4, 3, 2.5, 2.3 2 ~0.8 kb 

méretőeket. Az ES24 és az ER24 E. cloacae izolátumok PFGE képük alapján is 

azonosak voltak. 

7.5.1.6. A ompD, ompF és acrB gének relatív expressziójának  meghatározása 

Valósidejő reverz transzkriptáz PCR-t (RT-

PCR) végeztünk az ompD és ompF porin 

gének és az acrB efflux pumpa génnek a 

rpoB housekeeping génhez viszonyított 

relatív expressziójának meghatározása 

céljából. Az expressziós szinteket minden 

izolátum esetén az rpoB (housekeeping 

gén) transzkripciós szintjéhez viszonyítva 

standardizáltuk. Valósidejő RT-PCR-rel 

vizsgálva az ER24 izolátumban az ompF és 

ompD gének transzkripciós szintje 11-szer illetve 55-ször volt alacsonyabb az ES24 

izolátumhoz képest (32. táblázat, 20. ábra). Az acrB efflux pumpa génjének 

transzkripciós szintjét vizsgálva azok megegyeztek a két törzsben (1.2-szer volt csak 

magasabb az ER24-ben, mint az ES24-ben). Az ompF és ompD gének csökkent 

mennyiségő RNS-transzkriptuma arra utalt, hogy az ER24 izolátum külsı membránja 

kevésbé volt permeábilis, mint a ES24 törzsé, valószínőleg ez vezethetett egy pumpa 

által okozott magasabb szintő rezisztenciához anélkül, hogy annak hiperexpressziója 

önmagában szükséges lett volna. 

Gén Törzs Relatív expresszió

ompF ES24 1

ER24 0.018

ompD ES24 1

ER24 0.088

acrB ES24 1

ER24  1.2

32. táblázat  Az acrB , ompD  és ompF 
expresszió RT-PCR elemzése
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20. ábra Az OmpD és OmpF fehérjék relatív transzkripciós szintje 
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7.5.2. Ertapenem rezisztens Klebsiella pneumoniae és Klebsiella oxytoca törzs 

vizsgálata 

Amióta az elsı VIM típusú metallo-β-laktamázt termelı P. aeruginosa törzset izolálták 

Veronában (146), ezt az enzimet világszerte gyakran kimutatják P. aeruginosa és 

Acinetobacter törzsekben. Az elsı VIM-termelı K. pneumoniae törzset 2002-ben 

azonosították Görögországban (97). Azóta a VIM-típusú MBL-ket már több 

Enterobacteriaceae fajban is identifikálták, elsısorban K. pneumoniae fajokban (97, 

118, 251, 266, 302). 

Az elsı VIM-4-termelı P. aeruginosa-t 2001-ben Görögországban detektálták (237). 

Magyarországon 2002-ben izoláltak elıször VIM-4 termelı P. aeruginosa törzset egy 

görög betegbıl (154). A 2005-ben végzett 85 kórház bevonásával készült multicentrikus 

hazai felmérés során hét kórházban izoláltak VIM-4 termelı P. aeruginosa törzset. 

VIM-4 termelı Aeromonas hydrophilát Magyarországon izoláltak a világon elsıként 

(155, 156).  

Vizsgálataink során egy klinikai mintából izolált MBL-termelı K. pneumoniae és egy 

szintén klinikai mintából izolált MBL-termelı K. oxytoca törzset jellemeztünk. 

7.5.2.1. Baktérium törzsek 

Az MBL-termelı K. pneumoniae törzset (KP3686) egy krónikus obstruktív 

tüdıbetegségben szenvedı, intenzív osztályon kezelt beteg bronchoalveolaris 

mosófolyadékából izoláltuk, 2009. februárban. Az MBL-termelı K. oxytoca törzset 

(KO5294/9) egy csontvelı transzplantációs osztályon kezelt beteg székletének 

szőrıvizsgálata során izolálták a Fıvárosi Egyesített Szent István és Szent László 

Kórház mikrobiológiai laboratóriumában, 2009. júliusában.  

7.5.2.2. A Klebsiella törzsek antibiotikum érzékenysége 

A K. pneumoniae KP3686 és K. oxytoca KO5294/9 izolátumok E-teszttel meghatározott 

MIC értékeit a 33. táblázat foglalja össze. Mindkét törzs a széles spektrumú 

cefalosporinokra és az ertapenemre rezisztens volt. A K. pneumoniae törzs a legtöbb 

nem β-laktám antibiotikumra, köztük az aminoglikozidokra, a ciprofloxacinra és a 

trimethoprim-sulfamethoxazolra is rezisztens volt, szemben a K. oxytoca törzzsel, mely 

érzékenynek bizonyult az említett antibiotikumokkal szemben. 

               dc_112_10



 95 

7.5.2.3. A Klebsiella törzsek által termelt β-laktamáz enzimek 

A KP3686 törzsben PCR vizsgálattal és szekvenálással kromoszómálisan kódolt, nem-

ESBL típusú blaSHV-11 gént és plazmidon kódolt blaCTX-M-15, blaTEM-1 géneket, illetve 

class-1 integronon elhelyezkedı blaVIM-4 gént (33. táblázat) azonosítottunk. A 

KO5294/9 törzsben csak a class-1 integronon lévı blaVIM-4 gént találtuk. Mindkét 

integron két gén kazettát hordozott: az elsı pozícióban egy aac(6’)-Ib (úgynevezett 

aacA4) gént és ezt követıen egy blaVIM-4 gén kazettát. Az integronok szekvenálási 

eredménye kimutatta, hogy ugyanaz a VIM-4-tartalmú class-1 integron volt jelen 

mindkét izolátumban, továbbá hogy ez az integron megegyezett a dél-magyarországról 

származó P. aeruginosa törzsekben és az elsı MBL-termelı Aeromonas hydrophila 

törzsben korábban leírt integronnal. A nukleotid szekvenciák a GenBank adatbázisába 

feltöltésre kerültek és a KP3686 törzsnél a GU181265 azonosítószámon, a KO5294/9 

törzsnél pedig a GU181269 azonosítószámon elérhetı.  

7.5.2.4. A metallo-β-laktamáz termelı Klebsiella törzsek plazmidjainak jellemzése 

DNS hibridizációval kimutattuk, hogy a VIM-gén mindkét törzsben kb. 90 bp nagyságú 

plazmidon helyezkedik el. Bár a konjugációs kísérlet többszöri próbálkozás ellenére sem 

volt sikeres, a β-laktamáz gént hordozó plazmidokat sikerült transzformálni az E. coli 

DH5α törzsbe. A transzformált baktériumok PCR vizsgálata és a kapott termékek 

szekvenálása megerısítette a blaCTX-M-15 ESBL és blaTEM-1 gének jelenlétét a pKP3686/2 

plazmidon és a blaVIM-4 génét a pKP3686/1 és pKO5294/9 plazmidokon (33. táblázat). 

A fingerprint analízishez a transzformált baktériumokból kivont plazmid DNS-t PstI és 

EcoRI enzimekkel emésztettük. A pKP3686/1 és pKO5294/9 plazmidok egyezését a 

restrikciós analízis is megerısítette.  

7.5.2.5. A Klebsiella törzsek klonális vizsgálata 

A KP 3686 törzsön elvégzett PFGE és MLST vizsgálatok eredményei bizonyítják, hogy 

a törzs a korábban leírt ST11 klónba tartozik, melyet CTX-M-15-termelı epidémiás 

klónként (EC III) országszerte detektáltak és újabban Franciaországban, Hollandiában, 

Spanyolországban és Koreában is megjelent (http://www.pasteur.fr/mlst). Ismereteink 

szerint ez az elsı eset, hogy a nemzetközileg sikeres ST11 K. pneumoniae klón egy 

MBL-kódoló integront importált. 
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33. táblázatat  A K. pneumoniae KP3686, K. oxytoca KO5294/9, E. coli DH 5 α és transzformált  E. coli DH 5α törzsek jellemzıi 
 

MIC (µg/ml)* 
Törzsek 

PCR és szekvenálás 
eredménye 

AMC TZP CAZ CTX FEP ATM ETP IPM MEM CIP AMK TOB GEN SXT TGC CST 

KP3686 
TEM-1, SHV-11, 
CTX-M-15, VIM-4 

>256 >256 32 64 8 16 1.5 0.5 0.25 >32 16 >256 >256 >32 0.75 0.5 

KO5294/9 VIM-4 >256 >256 64 64 48 0.19 2 2 1 2 16 >256 2 0.5 2 1 

E. coli DH5 α - 4 4 0.016 0.032 0.016 0.032 0.008 0.25 0.094 0.19 0.012 0.12 0.064 0.016 0.12 0.5 

E. coli DH5 α 
(pKP3686/1, 
~90 kb)** 

VIM-4 >256 >256 12 8 0.5 0.032 0.064 1.5 0.19 0.19 4 8 0.064 0.023 0.25 0.5 

E. coli DH5 α 
(pKP3686/2, 
~50 kb)** 

CTX-M-15, TEM-1 >256 8 64 64 4 16 0.016 0.38 0.094 0.25 1 8 >256 0.006 0.25 0.5 

E. coli DH5 α 
(pKO5294/9, 
~90 kb)** 

VIM-4 >256 >256 16 8 0.5 0.047 0.125 3 0.25 0.19 4 8 0.064 0.012 0.25 0.5 

 
* AMC: amoxicillin/klavulánsav, TZP: piperacillin/tazobaktám, CAZ: ceftazidim, CTX: cefotaxim, FEP: cefepim, ATM: aztreonam, ETP: ertapenem, 
IPM: imipenem, MEM: meropenem, CIP: ciprofloxacin, AMK: amikacin, TOB: tobramycin, GEN gentamicin, SXT: trimethoprim-sulfamethoxazol, 
TGC: tigecyclin, CST: colistin 
** A transzformált baktériumokban lévı plazmidok rövidítése és mérete
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7.5.3. Karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa és Acinetobacter 

baumannii törzsek vizsgálata 

A P. aeruginosa és az A. baumannii igen fontos nozokomiális kórokozók az 

intenzív osztályokon, és a kezelési lehetıségek korlátozottak (93). 

A P. aeruginosa jelentıs intrinsic rezisztenciával rendelkezik (20), ezért az 

antipseudomonas β-laktámoknak, mint a ticarcillin, a piperacillin, a ceftazidim, a 

cefepim, az aztreonam és a karbapenemek jelentıs terápiás értékük van. Három 

fı β-laktám rezisztencia mechanizmus van a Pseudomonas spp.-ben: β-

laktamázok termelése, a külsı membránfehérjék eltőnése és az efflux-pumpák 

expressziójának növekedése. A legtöbb P. aeruginosa törzs, amely rezisztens a 

harmadik generációs cefalosporinokra, kromoszómálisan kódolt C osztályú β-

laktamázt, az AmpC enzimet termeli (20). A szerzett β-laktám rezisztencia 

terápiás kudarchoz vezethet, különösen, amikor egyéb például aminoglikozid és 

a fluorokinolon rezisztenciával társul. E szerzett enzimek között, a ritkábban 

elıforduló PER bír klinikai jelentıséggel (197). A PER-1 termelı baktériumok 

okozta fertızések kezelésének kudarcáról már beszámoltak (287). Az MBL 

enzimek számos típusát azonosították P. aeruginosa-ban, amelyek közül a VIM-

típusú enzim prevalenciája tőnik a legnagyobbnak (241). 

 

A továbbiakban PER-termelı P. aeruginosa, A. baumannii izolátumok és VIM-

termelı P. aeruginosa elsı magyarországi észlelésérıl számolunk be egy beteg 

kapcsán, aki Egyiptomban került kórházi felvételre majd Magyarországra 

szállították további kezelésre. Ez a munka a PER-típusú ESBL és a VIM-típusú 

MBL enzimeket tartalmazó baktériumok terjedését illusztrálja. 

 

7.5.3.1. Esetleírás 

2006. áprilisban egy 53 éves magyar turistát súlyos terrortámadás ért 

Egyiptomban. Azonnal kórházi kezelésben részesült égési- és mechanikai 

sérülései, illetve szepszis-szindrómája miatt Egyiptomban. Öt nappal késıbb 

kómában, hypoxiás és hypotermiás állapotban szállították az ÁEK Égési 

Részlegére, Budapestre, Magyarországra. A felvétel napján baktériumtenyésztés 

történt az égési sebekbıl. A telepmorfológia és antibiotikum-érzékenységi 
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mintázat alapján három különbözı P. aeruginosa törzset – egy ESBL-termelıt 

(PA1), egy imipenem-rezisztenst (PA2) és egy MBL-termelıt (PA3) 

azonosítottunk, emellett ESBL-termelı K. pneumoniae-t (ESBL-KP), 

methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus-t (MRSA) és Enterococcus 

faecalis-t (EF) izoláltunk. Másnap a beteg kanüljébıl ESBL-termelı A. 

baumannii (ESBL-AB) és PA2 tenyészett ki. Kórházi tartózkodása alatt az 

orrából PA1, ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA, a torkából PA1, ESBL-AB, ESBL-

KP, a légcsövébıl PA3, ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA és a sebébıl PA1, PA3, 

ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA és EF került izolálásra. Hemokultúra vételére 

kilenc alkalommal került sor, amelyekbıl szintén PA1, ESBL-KP, MRSA és EF 

tenyészett ki.  

7.5.3.2. Antibiotikum érzékenység meghatározás 

Három különbözı antibiotikum-érzékenységi mintázatot figyeltünk meg a 

felvétel napján izolált P. aeruginosa törzseknél (34. táblázat). Mindhárom 

izolátum rezisztens volt cefalosporinokra. A PA1 törzs érzékeny volt 

karbapenemekre, a PA2 kizárólag meropenemre volt érzékeny (34. táblázat). 

Mind a PA1, mind a PA2 rezisztens volt az összes többi vizsgált antibiotikumra. 

A harmadik P. aeruginosa (PA3) törzs érzékenynek mutatkozott aztreonamra, 

netilmicinre és rezisztensnek az összes cefalosporinra valamint karbapenemekre. 

EDTA jelenlétében azonban az imipenem MIC-értéke >256 µg/ml-ról 12 µg/ml-

re csökkent, ami MBL enzim jelenlétére utalt. Az A. baumannii izolátum 

rezisztens volt az összes cefalosporinra és aztreonamra, de a ceftazidim és a 

cefotaxim MIC-értéke csökkent klavulánsav jelenlétében, ami ESBL jelenlétére 

utalt. A K. pneumoniae törzsnek a MIC-értékek alapján szintén érzékeny volt 

karbapenemekre, amikacinra és ciprofloxacinra is (34. táblázat). 
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Antibiotikum
P. aeruginosa  

(PA1)
P. aeruginosa 

(PA2)
P. aeruginosa 

(PA3)
A. baumannii K. pneumoniae

Ceftazidim >256 >256 >256 >256 >256

Ceftazidim/klavulánsav >4 >4 >4 <0.64 3

Cefotaxim >32 >32 >32 >32 >32

Cefotaxim/klavulánsav >1 >1 >1 0.23 0.38

Ceftriaxon >256 >256 >256 >256 >256

Piperacillin/tazobaktám >256 >256 >256 >256 >256

Cefepim >32 >32 >32 >32 >32

Aztreonam >64 32 8 >64 >64

Imipenem 2 32 >256 1  1.5

Imipenem+EDTA  1.5 32 12  1.5 <1

Meropenem 0.25 1 >32 0.38 0.25

Amikacin >256 6 >256 48  1.5

Gentamicin 16 >256 >256 32 >256

Netilmicin >32 >32 2 1 >32

Tobramycin >256 >256 32 32 24

Ciprofloxacin >32 >32 >32 >32 1

MIC érték (µg/ml)

34. táblázat  A P. aeruginosa,  A. baumannii és K. pneumoniae törzsek antibiotikum érzékenysége

 

7.5.3.3.PCR vizsgálatok és szekvenálás 

A PCR vizsgálatok valamint a szekvenálás eredményeit a 35. táblázat-ban 

foglaltuk össze. TEM-1 géneket az A. baumannii és K. pneumoniae törzsekben 

sikerült azonosítanunk. OXA géneket a PA1 és PA3 törzsekben ismertünk fel. 

PER-1 géneket a PA1 és A. baumannii izolátumokban, míg SHV-5-öt a K. 

pneumoniae izolátumban találtunk. Egyedül a PA3 izolátum hordozta a VIM-2 

gént a szekvenálási eredmény szerint. Az OXA-10 és a VIM-2 gének egyazon 

class-1 típusú integronokon helyezkedtek el.  

TEM PCR SHV PCR PER PCR OXA PCR VIM PCR PFGE pI

P.aeruginosa (PA1) negatív negatív PER-1  OXA-10 negatív A típus 5.3;6.1;8.0

P.aeruginosa (PA2) negatív negatív negatív negatív negatív B típus 8.0

P.aeruginosa  (PA3) negatív negatív negatív OXA-1 VIM-2 C típus 5.3;7.4;8.0

A. baumanii TEM-1 negatív PER-1 negatív negatív NM 5.3;5.4;> 8.5 

K. pneumoniae TEM-1 SHV-5 negatív negatív negatív NM  5.4;8.2

NM: nem meghatározott

35. táblázat Az izolált Gram-negatív baktérium törzsek jellemzıi
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7.5.3.4. Izoelektomos fókuszálás 

Az IEF teszt eredményei alapján az összes izolátum tartalmazott β-laktamázokat. 

Az izoelektromos fókuszálás alátámasztotta a PER-1 (pI 5.3), a TEM-1 (pI 5.4), 

az OXA-1 (pI 7.4), az OXA-10 (pI 6.1), az SHV-5 (pI 8.2), a VIM-2 (pI 5.3) és 

a kromoszómális AmpC cefalosporináz (pI 8 vagy > 8.5) enzim jelenlétét a 

különbözı törzsekben (35. táblázat). 

7.5.3.5. PFGE vizsgálat 

A három P. aeruginosa izolátum (PA1, PA2 és PA3) eltérı PFGE mintázatot 

mutatott, ami arra utalt, hogy a P. aeruginosa törzsek különbözı klónokhoz 

tartoztak (35. táblázat). Hat másik ebben a magyar kórházban azonos idıben 

elıforduló P. aeruginosa törzzsel összehasonlítva nem találtunk hasonlóságot, 

ami a PA1, PA2 és PA3 külsı eredetére utal. 
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7.6. ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések terápiás 

lehetıségei kísérletes állatmodellekben  

7.6.1. A cisplatin hatása az egér farmakokinetikai paramétereire 

Állatkísérleteket széles körben alkalmaznak a humán antibiotikum-kezelés 

kimenetelének értékelésére. Mindazonáltal a kísérleti állatokkal kapcsolatos 

eredményeknek az emberben tapasztalható hatékonyságra való kiterjesztésének 

fı korlátját az ember és a laboratóriumi állatok közötti farmakokinetikai 

különbségek jelentik, pl. a kisállatok, mint az egér és a patkány gyorsabban üríti 

a gyógyszereket (55, 109). A humán farmakokinetika szimulálható a gyógyszer 

gyakori alkalmazásával (86, 109), számítógép által vezérelt pumpákkal (29, 92), 

illetve a vese által kiválasztott gyógyszerek esetén veseelégtelenség szándékos 

kiváltásával (55, 56). 

Veseelégtelenség létrehozása céljából különféle sebészi és kémiai eljárásokat 

alkalmaztak patkányokban (95) és egerekben (55, 56). Azonban a nefrotoxinok 

alkalmazása jóval egyszerőbb módszer (168), pl. az intraperitoneálisan adott 

egyszeri uranil-nitrát veseelégtelenséget vált ki (56, 180). 

A citosztatikum cisplatin is nefrotoxikus hatást mutatott toxikológiai 

állatkísérletekben és I. fázisú humán klinikai vizsgálatokban; a proximalis 

tubulus pars recta szakaszának akut nephrosisát okozva (168). Cisplatin 

alkalmazását követıen morfológiai elváltozásokat figyeltek meg a vesében (81, 

85) és az általa okozott renalis mőködészavart igen hasonlónak találták az 

uranil-nitrát által kiváltotthoz (168). 

Mivel a legtöbb cefalosporint elsısorban a vese választja ki, így a vesemőkıdés 

megváltozása a szérumszinteket befolyásolni tudja. A cefalosporinok közül a 

választásunk a cefepimre esett, mert a cefepim vese clearance értéke megközelíti 

a kreatinin clerance-ét; a vese mőködészavara nem befolyásolja a cefepim nem 

vesén keresztül történı ürítését és az eloszlási térfogatot (202). 

Vizsgálatunk célja annak a cisplatin dózisnak a meghatározása volt, amellyel 

lelassítva a vese általi kiválasztását, de biztosítva az állatok túlélését, az 

emberhez hasonló cefepim szérum koncentrációkat érhetünk el. 
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7.6.1.1. A kísérlet menete 

Csoportonként tizenöt véletlenszerően kiválasztott egeret használtunk a plazma 

kreatinin, urea nitrogén és fehérvérsejt szám meghatározásához különbözı 

cisplatin dózisoknál, illetve a farmakokinetikai vizsgálatokhoz. 

A cisplatint 10, 14, 18, 22 és 26 mg/kg dózisokban alkalmaztuk. A 

farmakokinetikai vizsgálatnál egyszeri 80 mg/kg dózisú cefepimet adtunk. A 

kontroll csoport sóoldatot kapott. Mind a sóoldatot, mind a cisplatint három 

nappal a cefepim és a cefepimre vonatkozó farmakokinetikai paraméterek 

meghatározása elıtt adtuk. A sóoldatot, a cisplatint és a cefepimet i.p. 

injekcióval adagoltuk..A túlélés vizsgálatakor minden csoport 10 

véletlenszerően kiválasztott egérbıl állt. A csoportokat cisplatin vagy sóoldat 

adása után nyolc napig utánkövettük.  

7.6.1.2. Laboratóriumi paraméterek 

Az egerek plazma kreatinin, urea nitrogén és fehérvérsejt száma különbözı 

cisplatin dózisoknál a 36. táblázat-ban látható. Jól megfigyelhetı, hogy még a 

plazma kreatinin és urea nitrogén szintek 10 mg/kg-os és 14 mg/kg-os cisplatin 

dózisnál nem mutatnak szignifikáns különbséget a kontrollhoz képest, addig 18 

mg/kg-os dózisnál megemelkedik az értékük a veseérintettségre utalva és a 

cisplatin dózis emelésével együtt szignifikánsan emelkedik az értékük. A 

fehérvérsejt szám nem változott szignifikánsan a különbözı cisplatin dózisoknál. 

10 mg/kg 14 mg/kg 18 mg/kg 22 mg/kg 26 mg/kg

Plazma kreatinin 
(µmol/l)

43.33 ± 3.21 44.63 ± 2.39 48.16 ± 2.20 114.94 ± 45.61 168.15 ± 129.91 281.65 ± 124.27

Urea nitrogén 
(mmol/l)

3.73 ± 0.42 8.51 ± 3.31 8.85 ± 1.97 17.51 ± 12.06 29.06 ± 13.07 44.80 ± 12.59

Fehérvérsejt 
(×1.000/µl)

5.84 ± 1.80 2.76 ± 1.21 3.55 ± 1.55 4.86 ± 1.36 3.50 ± 1.00 8.23 ± 5.57

Laboratóriumi 
paraméterek

Kontroll
Cisplatin dózis

36. táblázat Az egerek plazma kreatinin, urea nitrogén és fehérvérsejt száma különbözı cisplatin dózisoknál

 

7.6.1.3. A túlélés elemzése 

A 26 mg/kg cisplatinnal elıkezelt csoportban az állatok öt nap után elhullottak 

(2 nappal a cefepim beadását követıen), azonban a többi csoportban elhullást 

csak késıbb figyeltünk meg. Az összes kontroll csoport és a 10 illetve a 14 
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mg/kg cisplatint kapott csoportok nyolc napig túléltek, míg a 18, 22, illetve a 26 

mg/kg cisplatint kapott csoportokat illetıen a túlélési arány 8/10, 7/10 illetve 

3/10 volt. A 26 mg/kg cisplatint kapott csoport túlélése jelentısen különbözött a 

kontroll csoporttól és azoktól, amelyek 18 illetve 22 mg/kg cisplatint kaptak 

(P=0.001, 0.034 és 0.04). A 10, 14, 18 és 22 mg/kg cisplatint kapott csoportok 

túlélése nem különbözött jelentısen a kontroll csoporttól. 

7.6.1.4. Farmakokinetikai eredmények 

A cefepim farmakokinetikai paramétereit a kontroll és a cisplatinnal kezelt 

csoportokban a 37. táblázat-ban részletezzük. Jelentıs különbség volt a 

kiürülési féléletidık között az összes csoportot tekintve (P<0.001). Szignifikáns 

különbséget találtunk a kontroll és a 10 mg/kg cisplatint kapott csoport 

(P=0.001), a 14 illetve a 18 mg/kg dózisú cisplatint kapott csoport (P=0.001) és 

a 22 illetve 26 mg/kg cisplatint kapott csoport között (P<0.001). A féléletidık 

nem különböztek jelentısen az alábbi csoportok között: 10 és 14 mg/kg, 18 és 

22 mg/kg, 18 és 26 mg/kg dózisú cisplatin (P=0.84, 0.42 és 0.04). A cisplatin 

kezelés nélküli illetve a cisplatin kezelést követıen egér cefepim 

szérumszinteket a 21. ábrán mutatjuk be, ismert humán adatokkal 

összehasonlítva. 

 

0 mg/kg 10 mg/kg 14 mg/kg 18 mg/kg 22 mg/kg 26 mg/kg

t1/2 (h) 0.38 ±0.03 0.51 ± 0.04 0.53 ± 0.02 1.01 ± 0.07 0.96 ± 0.03 1.23 ± 0.34

AUC (mg x h/ml) 75.7 ± 10.3 78.6 ± 9.6  118.7 ±17.9 261.0 ± 12.7 207.9 ±10.5 340.1 ± 54.6

CL (ml/min/kg) 16.7 ± 1.9 17.2 ± 2.0 10.4 ± 1.6 4.7 ± 0.3 6.1 ± 0.5 3.4 ± 1.4

Cmax (mg/ml) 90.0 ± 13 72.7 ± 12.3 103.3 ± 23.1 195.0 ± 45.0 130.0 ± 20.0 196.7 ± 32.9

MRT (h) 0.58 ± 0.05 0.72 ± 0.06 0.73 ± 0.05 1.35 ± 0.11 1.38 ± 0.04 2.11 ± 1.55

37. táblázat 80 mg/kg i.p. cefepim dózis farmakokinetikai paraméterei (középérték ± standard 
eltérés) egerekben különbözı dózisú cisplatin elıkezelés után

Parmakokinetikai 
paraméterek

Cisplatin dózis
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21. ábra Cefepim szérumkoncentráció középértékek egerekben cisplatin 
elıkezeléssel és anélkül és a humán adatok
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7.6.2. Imipenem, cefepim és amikacin hatékonyságának vizsgálata SHV-5 

típusú ESBL-termelı Klebsiella. pneumoniae törzsben  

Az Enterobacteriaceae családba tartozó törzsek körében az ESBL termelés az 

egyik fı mechanizmusa a β-laktám antibiotikumokra kialakuló rezisztenciának. 

A keresztrezisztencia miatt az ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések 

esetén a terápiás lehetıségek korlátozottak. A β-laktámokból és β-laktamáz-

gátlókból álló kombinációk ESBL-termelı baktériumok által okozott fertızések 

elleni aktivitásának vizsgálatáról ellentmondó eredmények születtek (35, 178, 

248, 274). Szintén nem egyértelmőek a széles spektrumú és a negyedik 

generációs cefalopsorinok aktivitásával kapcsolatos beszámolók sem, amit az 

inokulum-hatással magyaráztak (35, 125, 274). 

Célunk volt, hogy összehasonlítsuk az amikacin, a cefepim, az amikacin-

cefepim és az imipenem hatását SHV-5 ESBL-termelı K. pneumoniae törzzsel 

fertızött szeptikus egerekben, magas kezdeti csíraszám alkalmazásával.  

7.6.2.1. Kísérlet leírása 

A CD-1-es egereknek 18 mg/ttkg cisplatint i.p. injekcióval adtunk be a fertızés 

elıtt 3 nappal, a vesemőködés leállítása céljából. Három csoport nem fertızött 

egeret használtunk a farmakokinetikai vizsgálatokhoz, melynek során egyszeri 
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dózis amikacint (7.5 mg/kg), cefepimet (80 mg/kg) és imipenemet (40 mg/kg) 

adtunk i.p. az egereknek.  

Az egereket 107 CFU/g SHV-5 termelı K. pneumoniae törzzsel fertıztük i.p. A 

csíraszám meghatározáshoz és túlélés analízishez négy fertızött és kezelt 

(amikacinnal, cefepimmel, cefepim+amikacinnal és imipnemmel) illetve két 

kontroll csoportot - nem fertızött és kezelt illetve fertızött és nem kezelt –  

használtunk. 

7.6.2.2. Az állatkísérletben alkalmazott K. pneumoniae törzs antibiotikum 

érzékenységi vizsgálatának eredményei 

Az amikacinra vonatkozó MIC- és MBC-érték 0.5 µg/ml volt mind 105, mind 

107 CFU/ml-nél. A cefepim MIC- és MBC-értéke 1 µg/ml volt 105 CFU/ml-nél, 

míg a MIC >256 µg/ml volt 107 CFU/ml-nél. Az alkalmazott izolátum MIC és 

MBC értéke imipenemre 0.125 µg/ml volt 105 CFU/ml csíraszám 

alkalmazásakor, és 0.5 és 1 µg/ml volt 107 CFU/ml esetén.  

7.6.2.3. Farmakokinetikai eredmények 

A farmakokinetikai elemzésbıl származó adatokat a 38.a és 38.b táblázat-ban 

adjuk meg, az amikacin-cefepim kombináció kivételével, mivel ezek az irodalmi 

adatok alapján nem befolyásolják egymás eliminációját (6). 

 

Átlag ±SD Átlag ±SD Átlag ±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

SD, standard deviáció

38.a táblázat  Antibiotikumok farmakokinetikai paraméterei i.p. 
injekciót követıen csökkent vesefunkciójú nem fertızött egereknél 

T1/2 (h)  Cmax (mg/ml)
AUC                

(mg × h/ml)
Antibiotikum 

Tmax 
(min)
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Átlag ±SD Átlag ±SD Átlag ±SD Átlag ±SD

Amikacin 
(7.5 mg/kg)

4.81 / 
46.00

0.95 / 
9.05

4.81 / 
46.00

0.95 / 
9.05

161.54 22.40 40.36 8.60

Cefepim    
(80 mg/kg)

7.40 / 
105.72

0.36 / 
5.20

_ 3 _ 3 NS NS NS NS

Imipenem  
(40 mg/kg)

4.31 / 
82.09

0.24 / 
4.65

3.37 / 
64.19

0.18 / 
3.51

NS NS NS NS

SD, standard deviáció; T>MIC, MIC feletti terület; : MIC  105 CFU/ml-nál; 2: MIC 107 

CFU/ml-nál; 3: Cmax nem éri el a MIC-et; NS: nem számolt.

T>MIC1           

(h / %)
T>MIC2           

(h / %)

AUC0-24h/ 

MIC1,2 (h)
Antibiotikum 

38.b táblázat  Antibiotikumok farmakokinetikai paraméterei i.p. injekciót 
követıen csökkent vesefunkciójú nem fertızött egereknél

Cmax/ MIC
1,2

 

 

7.6.2.4. Ölési görbe 

Az in vitro ölési görbe az ún. time-kill curve a 22. ábrán látható magas 108 

CFU/ml kezdeti csíraszám alkalmazásával. A cefepim önmagában nem 

csökkentette szignifikánsan a csíraszámot és 24 óra elteltével az antibiotikum 

nélküli kontroll-lal megegyezı volt a csíraszám. Az amikacin, imipenem és 

amikacin+cefepim hatására már 3 óra múlva jelentısen csökkent a csíraszám 

majd 9 óra elteltével a detektálási határra csökkent le. Nem tudtunk 

szinergizmust detektálni – sem megerısíteni, sem kizárni - az amikacin+cefepim 

csoportban a baktérium-koncentráció meghatározásának korlátai miatt. Érdekes 

módon hiába csökkentette az amikacin már 9 óra múlva a detektálási határra a 

csíraszámot, a 24 órás értékeknél kis emelkedést tapasztaltunk. Ellenırizve a 

visszanıtt baktérium telepeket nem találtunk köztük amikacin rezisztens 

telepeket. 
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22. ábra  ESBL-termelı K. pneumoniae  in vitro ölési görbei antibiotikum nélküli, cefepimmel, 
amikacinnal, imipenemmel és amikacin-cefepimmel történı inkubáció esetén

 

7.6.2.5. Az egerek vérében a baktérium koncentráció meghatározása 

107 CFU/g csíraszám SHV-5 termelı K. pneumoniae törzzsel i.p. oltott 

egerekben a vér baktérium-koncentrációja folyamatosan nıtt az antibiotikumot 

nem kapott csoportban. A cefepimmel kezelt csoportban kezdetben csökkent a  

 

23. ábra Baktérium-koncentrációk középértéke kezeletlen illetve amikacinnal, amikacin-
cefepimmel, cefepimmel és imipenemmel történı kezelés esetén ESBL-termelı K. 
pneumoniae-vel történı fertızés után. A hibavonalak a standard deviációt jelzik. 
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 baktérium koncentráció a vérben, azonban 6 óra elteltével emelkedés 

következett be, ezzel szemben a többi antibiotikummal kezelt csoportban 
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folyamatosan csökkent a csíraszám (23. ábra). Az összes csoportot 

összehasonlítotva a különbség szignifikáns (P < 0.0001) volt. A fertızött 

kezeletlen csoport illetve az összes kezelt csoport között is szignifikáns volt a 

különbség (P < 0.01 minden összehasonlított párosnál). A cefepimmel kezelt 

csoport statisztikailag különbözött a többi kezelt csoporttól (P < 0.05 minden 

összehasonlított párosnál). Nem volt különbség az amikacint, az amikacin-

cefepimet és az imipenemet kapott csoportok között (P > 0.37 minden 

összehasonlított párosnál). 

 

7.6.2.6. Túlélési analízis 

A nem fertızött csoportban nem volt elhullás. 24 óra után 15 egérbıl négy elhalt 

a fertızött kezeletlen csoportban, 6 a 15-bıl az amikacinnal illetve amikacin-

cefepimmel kezelt csoportokban, és 7 a 15-bıl az imipenemmel kezelt 

csoportban (24. ábra). 

24. ábra  ESBL-termelı K. pneumoniae-vel fertızött, amikacinnal, cefepimmel, cefepim-
amikacinnal és imipenemmel kezelt egerek túlélési görbéje. 
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A hazard hányadosok (95 %-os konfidencia intervallum) a következık voltak: 

fertızött kezeletlen csoport versus nem fertızött csoport: 26.47 (7.21-70.42), P < 

0.001; cefepim versus fertızött kezeletlen csoport: 0.65 (0.29-1.37), P > 0.2; 

amikacin versus fertızött kezeletlen csoport: 0.17 (0.03-0.26), P < 0.001; 
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amikacin-cefepim versus fertızött kezeletlen csoport: 0.16 (0.03-0.24), P < 

0.001; imipenem versus fertızött kezeletlen csoport, 0.19 (0.04-0.33), P < 0.001; 

amikacin versus cefepim: 0.18 (0.04-0.34), P < 0.001; amikacin-cefepim versus 

cefepim: 0.16 (0.03-0.24), P > 0.2; amikacin-cefepim versus imipenem: 0.71 

(0.24-2.11), P > 0.2; amikacin versus imipenem: 0.77 (0.26-2.30), P > 0.2. p24 a 

fertızés utáni 24 órás túlélés valószínősége. 
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7.6.3. Ciprofloxacin és levofloxacin hatékonyságának vizsgálata SHV-5 

típusú ESBL-termelı K. pneumoniae törzsben  

Az ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések esetén az elsıként választandó 

antimikróbás szerek a karbapenemek (121, 179, 247, 248). Azonban sajnos a 

klinikai mintákból izolált imipenem-rezisztens ESBL-termelı K. pneumoniae 

törzsek megjelenése miatt szükséges alternatív terápiás hatóanyagokat keresni. 

A vizsgálat célja az volt, hogy meghatározza és összehasonlítsa a ciprofloxacin 

és a levofloxacin aktivitását egy SHV-5 ESBL-termelı K. pneumoniae törzs 

ellen in vitro és in vivo. 

7.6.3.1. Kísérlet leírása 

Két csoport nem fertızött egeret használtunk a farmakokinetikai vizsgálatokhoz, 

melynek során egyszeri dózis ciprofloxacint és levofloxacint adtunk i.p. az 

egereknek.  

Az egereket 107 CFU/g SHV-5 termelı K. pneumoniae törzzsel fertıztük i.p. A 

csíraszám meghatározáshoz és túlélés analízishez két fertızött és kezelt 

(ciprofloxacinnal vagy levofloxacinnal) illetve két kontroll csoportot - nem 

fertızött és kezelt illetve fertızött és nem kezelt csoportot  –  hoztunk létre. 

7.6.3.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgálatok eredménye 

Az SHV-5 ESBL-termelı K. pneumoniae érzékeny volt ciprofloxacinra és 

levofloxacinra 

mindkét 

csíraszám 

esetén, és a két 

kinolonnak 

közel azonos 

MIC- és MBC-

értékei voltak. 

A MIC és MBC értékek a 39. táblázat-ban láthatók.  

 

MIC MBC MIC MBC

Ciprofloxacin 0.063 0.063 0.125 0.125

Levofloxacin 0.063 0.063 0.25 0.25

105 CFU/ml 107 CFU/ml
Antibiotikum

39. táblázat  Az ESBL-termelı K. pneumoniae  törzs 
ciprofloxacin és a levofloxacin MIC- és MBC-értékei (µg/ml) 
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7.6.3.3. Ölési görbe 

Az ölési görbék eredményét a 25. ábrán mutatjuk be. A kezdeti 7.69 log10 

CFU/ml 6.20, 6.06, 5.46, 4.83 log10 CFU/ml-re csökkent ciprofloxacin 

jelenlétében és 6.51, 5.95, 4.47, 4.25 log10 CFU/ml-re levofloxacin jelenlétében 

3, 6, 12 és 24 óra inkubáció után.  

25. ábra: Antibiotikum nélkül, ciprofloxacinnal és levofloxacinnal inkubált ESBL-termelı K. 

pneumoniae in vitro ölési görbéi 
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7.6.3.4. Farmakokinetikai adatok 

A farmakokinetikai elemzés a 40. táblázat-ban látható adatai szerint az AUC0-

24/MIC és Cmax/MIC hányadosok középértéke standard csíraszámmal számolva 

Átlag Szórás Átlag Szórás Átlag Szórás

Ciprofloxacin 20 0.69 0.52-0.93 8.52 6.27-11.04  9.25 5.59-11.43

Levofloxacin 50 0.48 0.45-0.55 12.42 10.4-15.16 17.29 15.87-23.94

SD: standard deviáció

40. táblázat  A ciprofloxacin és levofloxacin farmakokinetikai paraméterei i.p. 
injekciót követıen egerekben 

Felezési idı (h)  Cmax (mg/ml) AUC (mg x h/ml)

Antibiotikum
Dózis 
(mg/kg)
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587.3 és 135.24 volt ciprofloxacinra, illetve 1097.77 és 197.14 levofloxacinra 

vonatkoztatva. 

 

7.6.3.5. Az egerek vérében a baktérium koncentráció meghatározása 

A kezeletlen csoportban folyamatosan emelkedett a vér baktérium-

koncentrációja, míg a kezelt csoportokban folyamatosan csökkent. A kezelés 

kezdete után 6 órával szignifikánsnak találtuk a log10 CFU értékek közötti 

különbséget (ANOVA eredmény p<0,001). A páros összehasonlítások jelentıs 

különbségeket jeleztek a kezelt csoport és a kontroll között (p<0.001 mindkét 

kezelésre), de a két kezelt csoport között nem (p=0.210). A kezelés kezdete után 

12 és 24 órával csak a kezelt csoportok voltak összehasonlíthatóak, amelyek 

között nem találtunk szignifikáns különbségeket (p=0.356 12 óra után és 

p=0.598 24 óra után). A log10 CFU középértékeket a 26. ábrán mutatjuk be:   

 

26. ábra ESBL-termelı K. pneumoniae-vel történı fertızést követı baktérium koncentrációk 
kezeletlen és ciprofloxacinnal illetve levofloxacinnal kezelt egerekben  
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7.6.3.6. Túlélési analízis 

A 24 órás túlélés 100 %, 93.3 % és 0 % volt a ciprofloxacinnal illetve a 

levofloxacinnal kezelt és a kezeletlen kontroll csoportban. A különbségek 
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szignifikánsak voltak a kezelt csoportok és a kontroll csoport között (p<0.001 

mindkét kezelésnél). A ciprofloxacin és a levofloxacin jelentısen 

meghosszabbította az egerek túlélését a fertızött kezeletlen csoporttal 

összehasonlítva (27. ábra)  

 

27. ábra ESBL-termelı K. pneumoniae-vel fertızött, ciprofloxacinnal illetve 
levofloxacinnal kezelt egerek túlélési görbéje 
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7.6.4. A3-APO peptid hatékonyságának vizsgálata szisztémás Escherichia 

coli fertızésekben különbözı egérmodellekben 

A klinikai mintákból egyre gyakrabban izolált multirezisztens baktériumtörzsek 

fıképp Enterobacteriaceae törzsek által okozott fertızések terápiás lehetıségei 

egyre szőkebbek. Az antimikrobiális peptideket (AMP-k) már hosszú ideje a 

kismolekulájú antibiotikumok lehetséges alternatívájáként tartják számon (312). 

Vizsgálatunkhoz az AMP-k közül az A3-APO peptidet választottuk, mivel igen 

jól penetrál sejtbe, szelektíven kötıdik a bakteriális DnaK C-terminális 

hélixéhez és nem vált ki antitest termelést. Szisztémás alkalmazásukat 

korlátozzák azonban a nem megfelelı biztonsági határok és a vesén keresztül 

történı gyors kiürülés. Vizsgálataink során meghatároztuk a toxikus dózisokat a 

peptid i.p. bevitele esetén és tanulmányoztuk az A3-APO alkalmasságát 

szisztémás fertızések kezelésére i.p. alkalmazás esetén. 

7.6.4.1. Kísérletek leírása 

Az akut toxicitási vizsgálatok során egyszeri adag A3-APO-t adtuk be 10, 25 és 

50 mg/kg dózisban i.p. az egereknek. Az ismételt toxicitási vizsgálathoz 10, 25 

és 50 mg/kg dózist alkalmaztunk 8 óránként 24 órán át.  

Az A3-APO hatékonyságának vizsgálatakor az egereket i.p. 108 CFU/g E. coli 

5770 törzzsel fertıztük, majd 4, 8 illetve 12 órával a fertızés után i.p. 2.5mg/kg, 

5 mg/kg és 10 mg/kg A3-APO-val kezeltük az egereket. Az A3-APO 

hatékonyságának vizsgálatát elvégeztük cisplatinnal elıkezelt állatokon is. 

7.6.4.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgálatok eredménye 

E. coli 5770 törzs érzékenysége a következı volt: imipenem MIC értéke 2 

µg/ml, A3-APO MIC értéke 8 µg/ml, ciprofloxacin MIC értéke 128 µg/ml és az 

ampicillin MIC értéke 128 µg/ml volt. 

7.6.4.3. Toxicitási vizsgálat 

Az A3-APO szisztémás toxicitása i.p. beadás esetén két lépésben került 

kiértékelésre. Az egyszeri akut letális dózis 50 mg/kg volt a CFW-1 egerekben. 

25 mg/kg-os dózis esetében az egerek túléltek, de súlyos átmeneti 

mellékhatásokkal. Az ismételt kísérletben az A3-APO peptidet háromszor adtuk 

24 óra alatt, ilyen körülmények között az egerek túléltek, de 3x40 mg/kg esetén 
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belsı vérzést észleltünk. A Nem Kimutatható Káros Hatás Határértéke 

(NKKHH) az egerekben 3x20 mg/kg volt. Ebbıl következıen a további 

szisztémás fertızés modellekben a peptidet háromszor adtuk 2.5, 5, 10 vagy 20 

mg/kg dózisokban 

7.6.4.4. A3-APO hatékonyságának vizsgálata bacteraemia modellel 

Az egereket az ESBL-termelı E. coli 5770 törzs LD50: 2 x 10
8 CFU/g dózisával 

fertıztük i.p. A csíraszám meghatározáshoz és túlélés analízishez négy fertızött 

és kezelt (2.5 mg/kg, 5 mg/kg vagy 10 mg/kg A3-APO-val kezelt, illetve 3x40 

mg/kg imipenemmel kezelt) illetve két kontroll csoportot - nem fertızött és 

kezelt illetve fertızött és nem kezelt csoportokat – hoztunk létre. 

7.6.4.5. Túlélési analízis 

A vizsgálat elsı szakaszában a fertızött kezeletlen egerek (negatív kontroll) 

korai túlélése -19 órával a fertızés után – 20 % volt és a késıi túlélése – 25 

órával a fertızés után - csak 10 %-os volt. A túlélési arány az imipenemmel 

(3x40 mg/kg) kezelt állatok esetében 90 % volt. Az A3-APO kezelés a dózis 

függvényében volt sikeres. A korai (19 órával a fertızés után) túlélési arány 20 

%, 50 %, illetve 80 % volt a 2.5 mg/kg, 5 mg/kg illetve a 10 mg/kg  

Imipenem 40 mg/kg

A3-APO 2,5 mg/kg

A3-APO 5 mg/kg

A3-APO 10 mg/kg
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Utolsó kezelés után eltelt idı (óra)

28. ábra E. coli 5770 törzzsel fertızött majd A3-APO-val és imipenemmel kezelt 
egerek túlélése 
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dózisoknál (28. ábra). Ugyanezeknél a dózisoknál (2.5, 5 és 10 mg/kg) a késıi 

(25 óra) túlélési arány kevésbé volt látványos 10 %, 30 % illetve 20 % volt. A 

statisztikai elemzés (χ2) 0,05-nél kisebb P értékeket adott a legmagasabb 10 

mg/kg-os A3-APO dózisra a vizsgálatban.  

7.6.4.6. Az egerek vérében a baktérium koncentráció meghatározása 

A fertızött kezeletlen állatokban a vér baktérium koncentrációja a fertızés után 

4 órával mért alacsony 107 CFU/g értékrıl 108 CFU/g-ra nıtt a fertızés utáni 12. 

órában (29. ábra). Az A3-APO peptid elsı 10 mg/kg dózisa után a baktérium 

szám a 105 CFU/g alatti tartományra csökkent. A peptid második dózisa után a 

baktériumok mennyisége tovább csökkent a kimutathatósági határ alá. 

Ugyanebben a vizsgálatban a hosszú távú baktérium koncentrációk a közép-

magas 104 CFU/g értékek körül voltak, hasonlóan a 40 mg/kg imipenemmel 

kezelt egerekbıl számolt értékekhez (29. ábra). Még 24 órával a fertızés (12 

órával az utolsó terápiás dózis) után is a vér baktérium koncentrációja több mint 

három nagyságrenddel alacsonyabb volt, mint a kezeletlenül túlélı állatokban. 
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és a túlélési analízishez négy fertızött és kezelt (2.5mg/kg, 5 mg/kg illetve 10 

mg/kg A3-APO-val kezelt,  3x40 mg/kg imipenemmel kezelt) valamint két 

kontroll csoportot - nem fertızött és kezelt illetve fertızött és nem kezelt – 

használtunk. 

7.6.4.8. Túlélési analízis 

A fertızött nem kezelt csoport túlélése 10 % volt 24 és 48 órával a fertızés után, 

az imipenemmel (3x40 mg/kg) kezelt csoportban a túlélés csak 83 és 56 % volt a 

fertızést követıen 24 illetve 48 óra múlva. A 10 mg/kg dózisban adott A3-APO 

nagyon hatékony volt: a túlélési arányok 70 % és 40 % voltak a fertızés után 24 

illetve 48 óra múlva. Ezek az értékek éppen az imipenem esetén megfigyelt szint 

alatt voltak. A peptid dózisának 20 mg/kg-ra növelése nem eredményezett 

farmakológiai javulást.   

7.6.4.9. Az egerek vérében a baktérium koncentráció meghatározása 

A kezeletlen egerek vérének baktérium koncentrációja folyamatosan emelkedett 

és 12 óra elteltével elérte a 6 x 107 CFU/ml-es maximumot (30. ábra). Az elsı 

dózis imipenem a vér baktérium koncentrációját 102 CFU/ml-rel csökkentette, és 
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imipenem után a vér baktérium tartalma közelítette a 103 CFU/ml-es értéket, ami 

a detektálás alsó határa. Az elsı adag 10 mg/kg és 20 mg/kg dózisban 

alkalmazott A3-APO esetén a baktérium koncentráció 40 illetve 60-szoros 

csökkenése volt megfigyelhetı. A második dózis A3-APO az imipenemhez 

hasonlóan a baktérium koncentrációt a 103 CFU/ml-es alsó határra csökkentette 

(30. ábra). A 10 mg/kg A3-APO-val kezelt egerek esetében a második dózis 

alkalmazása után az egerek 100%-ban a vér baktérium koncentrációja a 

detektálási határérték alá csökkent. A 20 mg/kg A3-APO-val kezelt egerek 

esetében pedig az egerek vérében 40 %-ban nem volt detektálható baktérium. 
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8.MEGBESZÉLÉS 

8.1. Epidemiológia 

8.1.1. Az elsı magyarországi ESBL-termelı Klebsiella pneumoniae törzsek 

által okozott esethalmozódás molekuláris epidemiológiai jellemzése 

Az elsı magyarországi esethalmozódás során izolált K. pneumoniae törzsek 

SHV-5 típusú ESBL-enzimet termeltek, mely Európában is a leggyakoribb 

enzimek közé tartozik. Magyarországon addig csak sporadikus esetek fordultak 

elı, ahol a törzsek  SHV-2 és SHV-5 típusú ESBL enzimet termeltek (191, 238). 

Mind az ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek, mind az ESBL-termelı S. 

marcescens törzs egy-egy nagy, konjugatív, egyéb rezisztencia géneket is 

tartalmazó plazmidot hordozott. A kromoszómális DNS molekuláris biológiai 

vizsgálata az epidemiológiai analízissel együtt, egy klónba tartozó ESBL-

termelı K. pneumoniae láncszerő terjedését igazolta. Emellett sikerült 

kimutatnunk a plazmid terjedését is, ugyanis az azonos plazmidot hordozó 

ESBL-termelı K. pneumoniae és ESBL-termelı S. marcescens egymás utáni 

kimutatása ugyanabból a koraszülöttbıl azt igazolta, hogy az SHV-5 ESBL 

enzimet kódoló plazmid átkerülhetett egyik speciesbıl a másikba in vivo. A 

plazmidon kódolt ESBL-rezisztencia könnyő átvihetıségét bizonyítja, hogy in 

vitro az E. coli törzsbe transzformációval és konjugációval is átvihetı volt a 

multirezisztenciát kódoló plazmid. Nem tudtuk azonban tisztázni, hogy az elsı 

ESBL-termelı K. pneumoniae törzset behurcolták a koraszülött intenzív 

osztályra, vagy esetleg egy nem-ESBL-termelı K. pneumoniae törzs átalakulása 

történt ESBL-termelı K. pneumoniae-vá a ceftazidim empirikus terápiaként 

használata miatt, amint azt más szerzık leírták (112, 179, 193).   

Tanulmányunk alapján a szelekciós hatást feltételezve az osztályom 

felfüggesztésre került a ceftazidim empirikus használata, azonban ez önmagában 

nem volt képes megakadályozni az új esetek megjelenését, sıt az elıfordulás 

gyakorisága emelkedni kezdett. A három hónappal késıbb bevezetett szigorított 

elkülönítés hatására mérséklıdött csak az ESBL-KP terjedése. A további két 

hónapos megfigyelési periódus során újabb esetek már nem fordultak elı, amely 

a megelızı intézkedések hatékonyságára utalt. 
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8.1.2. ESBL-termelı Klebsiella spp. ötéves követéses molekuláris 

epidemiológiai vizsgálatának eredménye a Semmelweis Egyetem II. 

Perinatalis Intenzív Centrumában 

Az ESBL-termelı K. pneumoniae és K. oxytoca törzsek megjelenése, illetve 

jelenléte a PIC-eken komoly klinikai problémát okoz. Vizsgálatunkban 

ismertettük ESBL-termelı K. pneumoniae és K. oxytoca infekciók molekuláris 

epidemiológiáját egyazon PIC-en, két különbözı idıszakban. Két SHV-típust 

azonosítottunk: az SHV-5-t és az SHV-12-t. A vizsgálati idıszakban az SHV-5 

típus volt a leggyakrabban elıforduló típus mind Magyarországon mind 

Európában (269, 277). Az SHV-12 típus, melyet gyakran izoláltak 

Spanyolországban, Franciaországban és Olaszországban (70, 111, 259), addig 

csak egyetlen E. cloacae törzsbıl izolálták Magyarországon (277). Egyazon 

ESBL-variáns eltérı földrajzi és idıbeli felbukkanása a konvergens evolúciós 

eseményeknek tulajdonítható. 

Érdekes módon két különbözı ESBL-termelı K. oxytoca törzset is izoláltunk, 

amelyek járványt okoztak 2003-ban és 2005-ben. A K. oxytoca, a K. 

pneumoniae-hoz hasonlóan, gyakori kórokozó a perinatalis intenzív 

osztályokon. A K. pneumoniae törzsek jóval gyakrabban termelnek ESBL-eket, 

míg a K. oxytoca esetében ez igen ritka. Míg az SHV-12 termelı K. oxytoca 

újdonság volt Magyarországon, addig Franciaországban már izolálták SHV-12 

termelı K. oxytoca-t (34). A vizsgálatunkig csak egyetlen (SHV-5) ESBL-

termelı K. oxytoca okozta perinatalis intenzív osztályon zajlott járványról 

számoltak be (289).  

A kockázati tényezıket vizsgálva nem találtunk statisztikailag jelentıs 

különbséget a fertızésre vonatkozó kockázati tényezık tekintetében az ESBL-

termelı és nem ESBL-termelı K. pneumoniae és K. oxytoca törzsek között, 

hasonlóan másokhoz (130). Bár a mortalitás magasabb volt az ESBL-termelı 

Klebsiella fajokhoz tartozó csoportban, mint a nem ESBL-termelı csoportban, 

ez a különbség nem volt statisztikailag szignifikáns. A szignifikancia hiánya 

azonban magyarázható az alacsony mintaszámmal is; bár a klinikai adatok is 

vitatottak (73, 130, 136). 

               dc_112_10



 121 

Számos korábbi tanulmányban vizsgálták az ESBL-termelı organizmusok 

molekuláris epidemiológiáját a PIC-ek vonatkozásában. Ezen tanulmányok 

többségében csak egyetlen járványt okozó törzset azonosítottak, egy rövidebb 

idıszak során (hetek-hónapok) (88, 91, 261, 269, 291, 310). Azonban vannak 

olyan tanulmányok is, amelyekben idırıl-idıre számos törzs cirkulálásáról 

számolnak be, bár ezek olyan PIC-ekre vonatkoznak, amelyek más, a szülésnek 

helyet adó kórházból fogadtak újszülötteket (148). Azt is kimutattuk, hogy egy 

járványt okozó törzs eltőnhet és helyét újabb járványt okozó törzsek vehetik át 

egy hosszabb idıszak alatt. Az általunk vizsgált PIC-re az összes újszülött a 

szülészeti osztályról került át, igaz az újszülöttek más osztályok személyzetével 

is kapcsolatban voltak. Mindazonáltal nem tudtunk detektálni egyetlen SHV-5 és 

SHV-12 termelı K. pneumoniae és K. oxytoca törzset sem ugyanazon kórház 

más osztályain és az adott idıszakban az osztály környezeti vizsgálata is negatív 

eredményt hozott. A bizonyíték ellenére lehetséges, hogy a fertızéseknek volt 

egy közös környezeti forrása (27, 54, 91). A fertızés egyik lehetséges forrása, a 

gyermekek anyja, akiknek normál bélflórájában jelen lehetnek ESBL-termelı 

törzsek, melyekkel a gyermekek szülés során kontaminálódhatnak. Ez a 

magyarázat választ adhat a multiklonalitás és az ismételt felbukkanás kérdésére 

is az ESBL-termelı törzsek esetében. 

Mivel az ESBL-termelı organizmusok világszerte egyre több beteget érintenek, 

a PIC-eken elıforduló ESBL-termelı baktériumok molekuláris epidemiológiája 

még összetettebbé kezd válni. Sajnos az ESBL-termelés megjelenik olyan 

törzsekben, mint a K. oxytoca, ahol korábban ez igen ritka volt.  
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8.2. ESBL enzimek újabb fenotípusos és genotípusos detektálási 

lehetısége 

8.2.1. ESBL enzimek fenotípusos detektálása Enterobacter cloacae 

törzsekben  

Az elsı ESBL-termelı E. cloacae törzsekkel kapcsolatos beszámolók az 

Egyesült Államokban jelentek meg 1988-ban izolált TEM-12 és TEM-26 

termelı E. cloacae törzsekrıl (246), majd SHV-3 ESBL-termelı E. cloacae 

törzsek is megjelentek Bostonban a kilencvenes években (59). Ma már 

világszerte igen sok közlemény számol be ESBL-termelı E. cloacae törzsekrıl 

(10, 22, 96, 113, 133, 185, 210, 212), sok közülük az Egyesült Államokból (59, 

153, 246). Levison és munkatársai izoláltak elsıként SHV-7 és SHV-12 termelı 

E. cloacae törzseket három különbözı kórházban Philadelphia-ban 2000-ben és 

2001-ben (153). Ezt fontos kiemelni, mert ezt követıen Pittsburgh-ben is 

izoláltunk SHV-2, -5, -7, -12, -14 és -30 típusú ESBL-t termelı E. cloacae 

törzseket egy egyéves idıszakban hemokultúrából származó E. cloacae 

izolátumok vizsgálata során. A törzsek 33 %-a (15/45) bizonyult ESBL-

termelınek. Sajnos kevés adat áll rendelkezésre, amelyek alapján 

meghatározható lenne, hogy ez a százalékos arány magas-e, vagy más hasonló 

kórházakban tapasztalt értékekhez hasonló. Egy hasonló idıszakban publikált 

koreai tanulmányban a hemokultúrából származó E. cloacae izolátumok 43 %-a 

bizonyult ESBL-termelınek (210).  

Vajon miért evolválódnának SHV-típusú ESBL-ek egy E. cloacae gazdasejtben? 

Izolátumainkban az SHV-típusú ESBL-ek derepresszált AmpC-vel β-laktamáz 

enzimmel együtt voltak jelen. Az AmpC β-laktamáz fokozott termelése 

oximino-cefalosporinokra és β-laktám/β-laktamáz-gátló kombinációkra kiterjedı 

rezisztenciát okoz. Egy ESBL jelenléte szelektív elınyt biztosít a cefepim ellen. 

Ezenkívül a nagymennyiségő AmpC termelésével a cefalosporinok és a β-

laktamáz inhibitorok ellen biztosított védelem az ESBL-ek evolúcióját lehetıvé 

tévı mikrobiológiai környezetet teremthet. Ismert, hogy az ESBL-ek 

katalitikusan nem hatékonyak a penicillinek ellen és különösen érzékenyek a β-

laktamáz gátlókra. A katalitikus aktivitás hiányosságát egy erıs penicillináz, a 
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TEM-1 és egy inhibitor-rezisztens cefalosporináz kompenzálhatja, melynek 

eredménye a cefepimre kiterjedı rezisztencia lehet. 

A CLSI és az EUCAST által meghatározott ESBL fenotípusos szőrıvizsgálatok 

csak Klebsiella spp., E. coli és P. mirabilis törzsekre tartalmaznak ajánlásokat 

(48, 79). A kromoszómális AmpC-típusú β-laktamáz termelı törzsek esetében 

azonban ezek az ajánlások nem kidolgozottak. E. cloacae esetében a CLSI által 

ajánlott cefotaximot vagy ceftazidimet alkalmazó ESBL-termelés detektálására 

szolgáló módszerek nem megbízhatóak a kromoszomális β-laktamáz enzim 

egyidejő termelése miatt. Mivel csupán 15 ESBL-termelı és 30 nem ESBL-

termelı izolátumot vizsgáltunk, nem mondhatunk kategorikus ítéletet az ESBL-

termelés detektálására szolgáló módszerekkel kapcsolatban az E. cloacae 

törzsekben. A szokványos, cefotaximot vagy ceftazidimet alkalmazó módszerek 

eredményeink alapján azonban nem megbízhatóak. Mindazonáltal a ≥ 2 µg/ml-

es cefepim MIC-érték az ESBL-termelés következetesen erıteljes markerének 

tekinthetı. Míg a cefepimet és klavulánsavat használó tesztek néhány 

alacsonyabb MIC-értékkel rendelkezı ESBL-termelı törzset is detektálhatnak, a 

tesztek szenzitivitását nem találtuk nagyobbnak 75 %-nál. 

A cefepim piacra kerülése elıtt a vad típusú E. cloacae törzsek cefepimre 

vonatkozó MIC-értékei 0.06 és 0.5 µg/ml között volt  (267). Bizonytalan 

azonban, hogy az ezekben a tanulmányokban vizsgált törzsek termeltek-e ESBL-

eket. A cefepim farmakokinetikájának és farmakodinámiájának értékelése a 

CLSI Antimikróbás szerek Érzékenységének Tesztelése bizottsága szerint a 

cefepim nem hatásos súlyos fertızések kezelésében a 12 óránkénti 1 g-os 

dózisban 8 µg/ml vagy magasabb MIC-értékkel rendelkezı mikroorganizmus 

esetén, mint például ESBL-termelı Klebsiella fajok és E. coli okozta súlyos 

fertızésben szenvedı betegek esetében. A klinikai adatok azt a nézetet 

támasztják alá, miszerint a cefepim aktivitása csökkent lehet néhány ESBL-

termelı mikróba ellen, amelyek MIC-értékei a jelenlegi érzékeny tartományba 

esnek (216, 311). Összefoglalásképpen, a súlyos fertızéseket okozó E. cloacae 

izolátumok ESBL termelése nem ritka. Alkalmanként a páciensekben 

genotípusosan hasonló izolátumok fordultak elı, de ezek az ESBL-termelı 

izolátumok elsısorban de novo alakultak ki. Mivel a klinikumban 

megfogalmazódott kétely a cefepim ESBL-termelı törzs elleni hatékonyságával 

kapcsolatban, ajánlatos lenne a cefepim CLSI határértékeit ismét áttekinteni. 
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8.2.2. ESBL enzimek újabb genotípusos detektálási lehetısége 

Az Enterobacter fajok kromoszómálisan kódolt AmpC β-laktamázt termelnek, 

és egyre gyakrabban izolálnak TEM- és SHV-típusú ESBL-termelı törzseket is 

(295).  

Gyors és megbízható módszereket, amelyek a β-laktamázok és az ıket kódoló 

gének jellemzésére alkalmasak, továbbra sem találtak. Egyetlen baktérium 

izolátumban két különbözı blaSHV gént azonosítani nem könnyő. Ennek 

érdekében az SHV-specifikus PCR termékek vizsgálatára kifejlesztették az 

izoelektromos fókuszálás és a restrikciós fragmentum hossz polimorfizmus 

(RFLP) kombinációját (107). Mint korábban megjegyeztük, az enzim pI-jának 

meghatározása nem elegendı az SHV-eredető β-laktamázok azonosításához a 

pI-értékek gyakori hasonlósága miatt. A PCR-RFLP technika egyszerő és gyors 

alternatíva, de nem tud minden ismert mutációt azonosítani, pl. az SHV 

enzimnek a 8-as, a 238-as és a 240-es aminosav helyen lévı mutációkat sem. A 

PCR egyszálú konformációs polimorfizmus analízist az SHV-családba tartozó β-

laktamázok jellemzésére fejlesztették ki (165). Ezt a módszert már felhasználták 

egyazon izolátumban található két eltérı blaSHV géntípus megkülönböztetésére 

(166, 309). A restrikciós hely inzerciós PCR módszert azon blaSHV gén-mutációk 

azonosítására használták, amelyeket PCR-RFLP módszerrel nem lehetett 

azonosítani. Ebben a technikában olyan primereket használnak, amelyekben 1-3 

bázis eltérés van a 3’-vég közelében, amelynek hatására módosulnak a 

restrikciós helyek (41). Az összes felsorolt technika a restrikciós endonukleázok 

igen specifikus restrikciós helyeket felismerı tulajdonságán alapul. 

Az általunk vizsgált ESBL-termelı E. cloacae törzsek közül az ES24 izolátum 

AmpC, TEM-1 és SHV-7 β-laktamázokat termelt és egy új típusú SHV-enzimet, 

az SHV-30-at 6.7-es izoelektromos ponttal. Ez az elsı alkalom, hogy 

Enterobacter fajból SHV-30 enzim került izolálására és az elsı beszámoló két 

különbözı SHV enzimet termelı E. cloacae törzsrıl. Az SHV-30 

aminosavsorrendje három aminosavban tért el az SHV-1 aminosav 

szekvenciájától: izoleucin helyett fenilalanin a 8-as, arginin helyett szerin a 43-

as és glicin helyett szerin a 238-as helyen.  

Korábban a blaSHV ESBL-ok gyors detektálására a real-time PCR-t és az 

olvasási görbe elemzését alkalmazták (244). Mi egy FRET real-time PCR-on 

alapuló gyors módszert használtunk a különbözı blaSHV gének azonosítására. A 
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real-time allél megkülönböztetés egy fluoreszcencia detektáló rendszer, amely 

az amplifikálás során méri a fluoreszcenciát. A DNS-assay amplifikálással és 

detektálással egyetlen lépésben teszi lehetıvé az amplifikációs termék 

elemzését, hosszadalmas posztamplifikációs eljárások nélkül. A próba és a 

célhely közötti eltérés jelentısen csökkenti a próba hibridizációjának és az azt 

követı hidrolízisnek a hatékonyságát.  

Ezzel a módszerrel próbákat lehet tervezni minden célhely azonosítására, még 

azokra is, amelyek nem képeznek restrikciós endonukleáz hasítási helyeket. 

Ezzel a módszerrel potenciálisan kettınél több allél is elkülöníthetı. A módszer 

további elınye, hogy más típusú β-laktamázokat kódoló gének, pl. a blaCTX-M 

vagy a blaTEM esetében is használható. 

A real-time PCR SNP assay hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor 

a genomból történı amplifikálás és a primer PCR-termékek szekvenálása arra 

engedett következtetni, hogy két β-laktamáz is jelen volt. A módszert igen jól 

reprodukálhatónak találtuk és posztamplifikációs lépések nélkül is 

kivitelezhetınek bizonyult. Ez az assay megfelelı  standard termociklikus 

körülmények között lehetıvé teszi akár számos SNP egyidejő azonosítását. Ez 

különösen hasznos lehet nagy populációkon végzett követéses vizsgálatoknál, 

amelyek a β-laktamáz gének molekuláris epidemiológiájának meghatározására 

irányulnak.  
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8.3. Új ESBL enzimek izolálása és karakterizálása 

Az újonnan azonosított ESBL enzimek közül a TEM-63 szekvenciája négy 

aminosavban tért el a TEM-1 aminosavsorrendjétıl, míg a TEM-131-ben egy 

további különbség is van a TEM-63-hoz képest. Ez a különbség (alanin cseréje 

treoninra a 237-es helyen) megtalálható a TEM-5-ben, a TEM-24-ben és a TEM-

86-ban is. Érdekes megfigyelésünk a TEM-131 termelı transzformált törzsek 

TEM-63 termelı transzformált törzsekhez képest valamelyest magasabb 

cefotaxim MIC-értékei. A ceftazidim MIC-értékei jelentısen emelkedtek (> 256 

µg/ml) mind a TEM-63, mind a TEM-131 termelı törzsekben. Az emelkedett 

cefotaxim MIC értékekért az Ala237Thr szubsztitúció volt a felelıs. 

A MIC-értékek enyhe emelkedése kapcsán korábban már felmerült annak 

lehetısége, hogy a szignál szekvenciában található Ile8Phe mutáció (1-24 

aminosavak az SHV-ben) fokozhatja a β-laktám rezisztenciát a β-laktamáz 

periplazmatikus térbe történı hatékonyabb transzportjával (243). Egy fehérje 

szignál peptidszekvenciája három részbıl áll: 1-5 pozitívan töltött aminosavból 

álló N-terminális, 10-15 oldallánc alkotta központi hidrofób régió és 3-5 hidrofil 

aminosavból álló C-terminális szakasz. Úgy gondoljuk, hogy a nettó pozitív 

töltés jelenléte az N-terminálison növeli a transzport hatékonyságát; a core 

régiónak hidrofilnek kell lennie; míg a szignál hasítási régió ideálisan hat 

aminosav hosszúságú, kis odalláncú aminosavakkal a -1 és -3 helyen. A TEM-

mel ellentétben az SHV-vel kapcsolatban még nem végeztek alapos 

tanulmányokat a szignál szekvencia szerepével kapcsolatban. Vizsgálták ugyan 

az Arg43Ser mutáció hatását SHV enzimben, ugyanakkor nem tudták 

meggyızıen kimutatni, hogy a mutáció befolyásolta-e az SHV-1 fenotípusát 

(243).  

Az SHV-1 kristályszerkeztét vizsgálva arra voltunk kíváncsiak, hogy a 

mutációknak az elsı szálban lehet-e hatásuk a távolabbi kulcsfontosságú 

oldalláncokra, amelyek meghatározzák az ESBL (Gly238) vagy inhibitor-

rezisztens (Arg244, Leu275, Asn276) fenotípust. Az SHV-1 szerkezetének 

vizsgálata azt mutatta, hogy az Arg43 közel helyezkedik el az Asn276-hoz. Egy 

pozitívan töltött aminosav poláros-semleges oldalláncra történı cseréje 

módosíthatja a terminális helix csúcspontját, elmozdítva az Asn276-ot és érintve 

az Arg244-et. Másképp fogalmazva, ezen a helyen a mutációk okozhatnak olyan 
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egyéb hatásokat, amelyeket nem látunk vad típusú környezetben (SHV-1), csak 

ESBL esetén figyelhetık meg (SHV-2).  

 

Arg244

Asn276

Arg43

Figure 1.  Three dimensional structure of SHV-1 β-lactamase showing 

that Arg43 is proximal to Asn276 on the last helix, and its position 

relative to Arg244.

31. ábra  Az SHV-1 β-laktamáz enzim háromdimenziós szerkezete, amelyen 
látható, hogy az Arg43 közel helyezkedik el az Ans276-hoz az utolsó hélixen, 
illetve az Arg244-hez viszonyított helyzete 

SHV-2 környezetben az Ile8Phe és Arg43Ser aminosavszubsztitúciók növelik a 

harmadik generációs cefalosporinok MIC-értékeit. Agarhígításos módszerrel az 

SHV-30-at expresszáló E. coli DH10B enyhe emelkedést mutatott a cefotaxim, 

ceftazidim és ceftriaxon MIC-értékekben, az SHV-2-vel összehasonlítva. A 

kinetikai elemzés alapján az Arg43Ser szubsztitúció Gly238Ser környezetben 

(SHV-30) visszaállította az enzim ampicillinre vonatkozó katalitikus kapacitását 

az SHV-1 szintjére, és növelte a cefotaxim hidrolízisének hatékonyságát, 

alátámasztva a MIC-értékekkel kapcsolatos eredményeket. Az SHV-30 esetén az 

Ile8Phe-Arg43Ser szubsztitúciók visszafordították a Gly238Ser aminosavcsere 

okozta fokozott érzékenységet klavulánsavra, szulbaktámra és tazobaktámra Az 

Ile8Phe mutációnak önmagában kompenzáló hatása volt a β-laktám/β-laktamáz 

inhibitor kombinációkra való fokozott érzékenységre. Az SHV-2 és SHV-30 KD 

értéke nem különbözött számottevıen, ami arra utal, hogy az Arg43Ser nem 

jelentıs régió a tazobaktámhoz való affinitás szempontjából. Az Arg43Ser 

mutáció csökkenti a cefotaximra vonatkozó KM-et. 

Azt gyanítjuk, hogy a β-laktamáz expresszióban bekövetkezett növekedés lehet 

az oka a megnövekedett inhibitor rezisztenciának, amelyet az E. coli Arg43Ser-
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Gly238Ser esetén láttunk, az Ile8Phe-Arg43Ser-Gly238Ser mutációt tartalmazó 

E. coli-val összehasonlítva. Következtetéseinket azonban óvatosan kell 

értelmezni. A vezetı szekvencia és az Arg43Ser valódi jelentısége az SHV 

expresszióban egyelıre még nem teljesen világos. Hogy ezek és más mutációk 

miként hatnak a szekrécióra és a bakteriális proteázokra való érzékenységre az 

enzim életciklusa során, még mindig nem tisztázódott. 

CTX-M-59 enzimmel végzett vizsgálataink eredményei arra utalnak, hogy a 

CTX-M-59 kinetikai tulajdonságait a H89L szubsztitúció nem változtatta meg az 

elıdjéhez, a CTX-M-2-höz képest. 

 

 

               dc_112_10



 129 

8.4. Plazmidon kódolt kinolon-rezisztencia (qnrA, qnrB, qnrS és 

aac(6’)-Ib-cr) gének vizsgálata ESBL-termelı Enterobacteriaceae 

törzsekben  

Vizsgálatunk során mindhárom Qnr csoportot és az AAC(6’)-Ib-cr-t detektálni 

tudtuk. A prevalencia alacsony volt: ~3 % a qnrA, 0.8 % a qnrB, 0.4 % a qnrS- 

és 8 % az aac(6’)-Ib-cr génekre, emellett a legtöbb plazmid-kódolt rezisztencia-

allélt a K. pneumoniae tartalmazta. 

Az összes izolátumban a qnrA prevalenciája volt a legnagyobb. A qnrA 

determinánsok nemzetközi elterjedtsége ellenére csak a qnrA1-et tudtuk 

detektálni (213, 233, 250). A qnrA1 és qnrS1 altípusok prevalenciája az ESBL-

termelı Enterobacteriaceae körében alacsony volt: ~ 3 % qnrA1-re és 0.4 % 

qnrS1-re, ami nagyon hasonló a nemzetközi tanulmányokban leírt értékekhez 

(213, 232, 250). Meglepı módon két fajban csak qnrB géneket tudtunk 

detektálni.  

QnrA1 mellett qnrB2 gént mutattunk ki egy K. pneumoniae törzsben és qnrB2 

gént találtunk egy C. freundii izolátumban is. QnrB géneket eddig csak az 

Egyesült Államokban és Ázsiában észleltek (212, 250). Más szerzık is 

megfigyelték, hogy a QnrB széles határok között változó kinolon MIC-

értékekkel rendelkezı izolátumokban van jelen, beleértve a teljes érzékenységet 

is (211). A qnr-pozitív törzsek MIC-értékeinek széles tartománya felhívja a 

figyelmet arra, hogy a qnr gének detektálása a klinikai izolátumokban 

fenotípusosan igen nehéz lehet.  

A qnr-pozitív törzsekbıl és a qnr-pozitív konjugált baktériumokból izolált 

plazmidok azonos méretőek voltak (>10 kb). A qnr gének pontos lokalizációja 

egyéb törzsekben még nincs meghatározva, de ha plazmidon helyezkedik el, 

lehetséges, hogy a plazmid nem konjugatív vagy a konjugáció folyamán a qnr 

elvész. Más tanulmányokban is kimutatták, hogy nem az összes qnrA pozitív 

izolátum volt képes átadni a knolon-rezisztenciát (249, 300).  

Korábbi tanulmányok kimutatták, hogy qnr-pozitív törzsek gyakran 

expresszálnak ESBL enzimeket, mint az SHV-2, SHV-7, SHV-12, CTX-M-9, 

CTX-M-14, CTX-M-15 és a VEB-1 (211, 232, 249). Magyarországon a qnrA1 

gén jelenléte kapcsolt volt SHV-5, SHV-12 és CTX-M-15 enzimekhez. A qnrB2 
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jelenléte SHV-12-vel volt kapcsolt. A qnrS1 gén az SHV-2 ESBL enzimmel 

együtt fordult elı.  

A aac(6’)-Ib-cr jelenléte nem eredményezett nagy emelkedést a kinolonok MIC-

értékeiben, bár jelentısen növelte a kromoszómális mutánsok szelekciójának 

gyakoriságát.  

 

Összefoglalva, elsıként számolunk be plazmid-mediálta kinolon-rezisztenciáról 

ESBL-termelı Enterobacteriaceae baktériumoknál Magyarországon. Ezek az 

eredmények a három qnr gének és aac(6’)-Ib-cr lassú szétterjedésére utalhatnak 

az ESBL-termelı Enterobacteriaceae törzsek esetén. Ez az elsı beszámoló a 

qnrB gén megjelenésérıl Európában, ami a kiterjedt spektrumú cefalosporinokra 

és a kinolonokra vonatkozó rezisztencia átadásában részt vevı plazmidok 

széleskörő elterjedtségére utal a klinikai izolátumokban.  
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8.5. Karbapenem rezisztens Gram-negatív baktériumok 

vizsgálata 

8.5.1. Ertapenem rezisztens Enterobacter cloacae törzs vizsgálata 

Az ertapenem in vitro aktív antibiotikum az Enterobacteriaceae család tagjai 

ellen (219). A K. pneumoniae törzsek esetében alkalmanként megfigyelt 

emelkedett ertapenem MIC értékek összefüggésben voltak az ESBL és- vagy 

AmpC β-laktamáz enzimek egyidejő termelésével, illetve az egyidejőleg 

megfigyelt OmpK35 és OmpK36 külsı membránfehérjék expressziójának 

elégtelenségével (120, 122). 

Ebben a vizsgálatban egy hemokultúrából izolált ertapenem-rezisztens E. 

cloacae izolátumot hasonlítottunk össze az ugyanabból a betegbıl származó 

korábbi ertapenem-érzékeny E. cloacae izolátummal. Bár az ertapenem-

rezisztens izolátumban kissé fokozottabb volt a β-laktamáz termelés, nem volt 

különbség a két törzs között a termelt β-laktamáz enzimek számában és 

típusában. Azonban az ertapenem-rezisztens izolátumban az ompF és ompD 

gének RNS-transzkriptuma csökkent mértékben volt jelen az ertapenem-

érzékeny izolátumhoz képest. Fontos megemlíteni, hogy vizsgálataink során RT-

PCR módszert használtunk a porin transzkriptumok szintjének 

meghatározásához. Ez a módszer kiküszöböl néhány nehézséget a külsı 

membránfehérje profilok szubjektív interpretálásával kapcsolatban. 

Korábban kimutatták, hogy klinikai E. cloacae izolátumokban a külsı membrán 

csökkent permeabilitása és a magas-szintő cefalosporináz-termelés együttesen 

karbapenem-rezisztenciához vezethet (30, 149). Az ertapenem-rezisztens 

törzsekben eddig nem találtak fenotípusos bizonyítékot az efflux-pumpa 

fokozott expressziójára vonakozóan (122). Azonban amikor a PAβN efflux-

pumpa inhibitort alkalmaztunk a MIC értékek meghatározásához, azt 

tapasztaltuk, hogy a ciprofloxacin, az ertapenem és a meropenem MIC-értékek 

jelentısen csökkentek PAβN jelenlétében. A ciprofloxacin és a meropenem az 

efflux-pumpák régóta ismert szubsztrátjai (208), de az ertapenemrıl eddig nem 

volt ismert, hogy efflux-pumpa szubsztrát lenne.  

Számos korábbi tanulmányban foglalkoztak az efflux-pumpáknak (fıleg az 

AcrAB pumpáknak) az Enterobacteriaceae család antibiotikum rezisztencia-
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mechanizmusaiban betöltött szerepével (44, 160, 169). Ugyan vizsgálatunk 

során nem találtunk különbséget az AcrB expressziójában az ertapenem-

érzékeny és ertapenem–rezisztens E. cloacae törzsek között, azonban az 

eredményeink alapján azt gyanítjuk, hogy létezik egy még ismeretlen efflux-

pumpa, amely befolyással bír az ertapenem-rezisztenciára. Azonban míg a 

PAβN-hatás alátámasztja egy efflux-pumpa létezését, ez még nem jelenti 

szükségszerően annak hiperexpresszióját. Az efflux-pumpa mediálta 

rezisztenciát részint a külsı membrán permeabilitása határozza meg. Az ompF 

és ompD gének csökkent mennyiségő RNS-transzkriptuma arra utal, hogy az 

ertapenem-rezisztens izolátum külsı membránja kevésbé volt permeábilis, mint 

az érzékeny törzsé - valószínőleg ez vezethetett egy pumpa által okozott 

magasabb szintő rezisztenciához anélkül, hogy annak hiperexpressziója 

önmagában szükséges lenne.  

8.5.2. Ertapenem rezisztens Klebsiella pneumoniae és Klebsiella oxytoca 

törzs vizsgálata 

Az ESBL-termelı, multirezisztens Enterobacteriaceae törzsek elterjedésével, a 

Gram-negatív baktériumok okozta súlyos fertızések kezelésére elsısorban 

karbapenemeket használnak. Napjainkban azonban számos vizsgálat már 

egyértelmően bizonyította a karbapenem rezisztens törzsek szelektálódását 

karbapenemmel történı kezelés hatására (72, 147, 194, 241, 266, 288, 305) Az 

EARSS 2007. évi jelentésében felhívta a figyelmet a karbapenem rezisztens 

Enterobacteriaceae törzsek európai terjedésének veszélyére. Emelkedik 

gyakoriságuk, azonban feltehetıen az eltérı antimikrobás kezelési szokások 

miatt széles tartományban variál gyakoriságuk: Görögország (45.9 %), Izrael 

(21.9 %), Törökország (2.2 %), Németország (1.7 %), Olaszország (1.7 %) (80). 

Karbapenem rezisztenciához vezet többek között a törzsek karbapenemáz 

termelése is. Komoly probléma a karbapenemáz enzim termelésével, hogy annak 

ellenére, hogy a karbapenemáz enzimek jól bontják a karbapenemeket, az 

Enterobacteriaceae törzseknél sokszor nem alakítanak ki rezisztens fenotípust és 

így a rutin diagnosztikában problémát jelenthet felismerésük. 

A Nemzeti ESBL Referencia laboratórium vizsgálatai eddig azt mutatták, hogy 

Magyarországon az Enterobacteriaceae törzsek karbapenem rezisztenciájáért 

legnagyobb részt a cefalosporináz és kapcsolt mechanizmusok voltak a 
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felelısek, de terjedıben vannak a KPC termelı törzsek is (278). 2009-ig nem 

volt igazolható MBL-termelı törzs Magyarországon az Enterobacteriaceae 

családba tartozó speciesekben. Ismereteink szerint elıször igazoltuk VIM-

termelés megjelenését hazai Enterobacteriaceae családba tartozó törzsekben. 

VIM-4-termelést K. oxytoca-ban mi igazoltunk a világon elıször.  

A VIM-termelı Klebsiella speciesek megjelenése hazánkban aggodalomra ad 

okot. A class-1 gén kazetták homogenitása a Klebsiella spp. között és a 

korábban leírt P. aeruginosa és Aeromonas hydrophila között a VIM-4 

rezisztencia kazetta közös eredetére utal. Bár a blaVIM-tartalmú integronok fıleg 

transzferábilis plazmidokkal terjednek a legtöbb bélbaktériumban, a plazmidok 

terjedése azonos mintázattal különbözı specieshez tartozó izolátumok között, 

mint az általunk megfigyelt esetben, nem gyakori. Eredményeink rávilágítanak a 

horizontális terjedés szerepére az integron vagy plazmid terjedésében és/vagy 

ezek ismételt aquirálására különbözı klinikai törzsekben. 

Külön aggodalomra adhat okot, hogy a VIM-4 termelı K. pneumoniae izolátum 

egy rendkívül sikeres multirezisztens ST11 klónhoz tartozik. Az ST11 klón csak 

egy mutációban, különbözik ST258 klóntól, mely KPC gén aquirálása után 

nemzetközileg elterjedtté vált. Sajnos felmerül a gyanú, hogy egy sikeres 

integron, mely Aeromonas-ból, Pseudomonas-ból Klebsiellá-ba átkerült és egy 

sikeres klón találkozása a törzs nemzetközi elterjedéséhez fog vezetni, mint a 

KPC termelı klón esetében. 

8.5.3. Karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa és Acinetobacter 

baumannii törzsek vizsgálata 

A különbözı baktériumfajok által termelt ESBL-enzim típusa alapján eddig 

Magyarországon SHV-, TEM- és CTX-M típusú ESBL-termelı Klebsiella 

fajokat és E. coli törzseket izoláltak (61, 277) – míg Egyiptomban az ESBL-

fenotípust K. pneumoniae és CTX-M termelı E. coli törzsekben figyelték meg 

(22, 183). A PER-1 β-laktamáz évekig csak Törökországban fordult elı (286). 

Azonban a fıként P. aeruginosa-ban megtalálható PER-1 β-laktamázt már 

számos országban, így Törökországban, Franciaországban, Belgiumban, 

Spanyolországban, Olaszországban, Lengyelországban, Romániában, Japánban 

és Dél-Koreában is detektálták (69, 76, 140, 181, 188, 189, 207, 212, 301). Az 

Acinetobacter fajok PER-1 termelését gyakrabban figyelték meg 
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Törökországban és Koreában (124, 287, 306). Tudomásunk szerint ez volt az 

elsı beszámoló PER-1 termelı P. aeruginosa-ról és PER-1 termelı A. 

baumannii-ról Magyarországon, azonban azóta több PER-1 termelı P. 

aeruginosa törzset is izoláltak már Magyarországon is (156).  

Az általunk vizsgált törzsek – a P. aeruginosa 1 és az A. baumannii törzs - az 

antibiotikum-érzékenységek, az izoelektromos fókuszálás és a szekvenálási 

eredmények alapján a PER-1 ESBL-enzimet termeltek. Az A. baumannii törzs 

TEM-1-et is termelt, a P. aeruginosa 1 törzs pedig OXA-10 széles spektrumú β-

laktamázt. A P. aeruginosa 2 törzs kizárólag kromoszómális AmpC 

cefalosporinázt termelt, ami azt sejteti, hogy az OprD elvesztése volt a felelıs az 

imipenem-rezisztenciáért. A P. aeruginosa 3 törzs az OXA-1 széles spektrumú 

β-laktamázt és a VIM-2 MBL-enzimet termelte. A K. pneumoniae törzs SHV-5 

és TEM-1 enzimeket termelt. 

Az MBL-enzimek számos típusát – IMP-típus, VIM-típus, SPM-1, GIM-1, SIM-

1 – azonosították P. aeruginosa-ban (241). Európában a VIM-enzimek a 

leggyakoribbak (89). Az általunk detektált VIM-2 enzimet korábban már 

világszerte számos fajban megtalálták, ez tőnik a legnagyobb prevalenciájú 

allélformának (1, 104, 225, 293, 294, 302). Magyarországon VIM-termelı P. 

aeruginosa törzseket már izoláltak, de MBL-termelı törzsekrıl Egyiptomban 

eddig még nem számoltak be (155, 157). 

 

Mindemellett a P. aeruginosa 1 , P. aeruginosa 2 és P. aeruginosa 3 PFGE 

vizsgálata megerısíti, hogy a három P. aeruginosa törzs – a PER-1 termelı P. 

aeruginosa (P. aeruginosa 1), az OprD-t elvesztett P. aeruginosa (P. aeruginosa 

2) és a VIM-2 termelı P. aeruginosa (P. aeruginosa 3) – külsı eredető volt és 

Egyiptomból hozhatták át Magyarországra. A PER-1 termelı P. aeruginosa és 

A. baumannii törzsek eltőntek a kórházból, azóta nem figyeltek meg több 

fertızést ezekkel a törzsekkel.  

 

A PER- termelı és az MBL-termelı törzsek felbukkanása és azt követı terjedése 

riasztó mértékő. Valószínő, hogy ezek a rezisztencia-mechanizmusok más 

országokban is jelen lehetnek, a PER-enzim elterjedése a világon nagyobb 

mértékő lehet, részben azért, mert a P. aeruginosa törzsek ESBL-termelésének 

rutin tesztelése megoldatlan probléma. A CLSI ajánlása a különbözı 
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baktériumfajokban történı ESBL-termelés szőrésével kapcsolatban nem teljes, 

csak a Klebsiella fajokra és  E. coli törzsekre vonatkozik (48). 

 

Befejezésül, ez a munka megerısíti a PER-1 termelı P. aeruginosa és A. 

baumannii izolátumok, VIM-2 termelı P. aeruginosa törzsek megjelenését 

Magyarországon. Szemlélteti a β-laktamáz mediálta rezisztencia-

mechanizmusok országok illetve földrészek közötti terjedésének lehetıségét. 

Vizsgálatunk jellemzi az antibiotikum-rezisztencia földrészek közötti terjedését, 

rámutatva a gondos szőrés és a külföldrıl érkezı betegek elkülönítésének 

jelentıségére. 
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8.6. ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések terápiás 

lehetıségei kísérletes állatmodellben 

  
Az ESBL-géneket nagy plazmidok hordozzák, amelyek más antimikróbás 

szerekre való rezisztenciáért is felelısek lehetnek, mint az aminoglikozidok, 

trimethoprim-sulfamethoxazol, tetracyclinek és chloramphenicol (77, 264). 

Korlátozott antibiotikum-érzékenységük miatt intenzív kutatás folyik az 

Enterobacteriaceae család ESBL-termelı törzsei által okozott fertızések 

hatékony antibiotikus kezelésével kapcsolatban (83, 87, 132, 151, 178, 247, 248, 

274). A legtöbb tanulmányban β-laktámokat önmagukban vagy β-laktamáz-

gátlókkal kombinálva vizsgáltak, ellentmondásos eredményekkel (83, 87, 151, 

178). Azonban más antibiotikummal az általunk elvégzett vizsgálatig nem 

végeztek kísérleteket.  

Az antimikróbás szerek hatékonyságának kiértékelésében az állatmodellek 

alkalmazása igen fontossá vált. A humán farmakokinetikai profil 

állatmodellekkel történı szimulálása szükséges a hatékonyság felméréséhez, 

amely azután klinikai körülményekre is alkalmazható (3).  

 

8.6.1. A cisplatin hatása az egér farmakokinetikai paramétereire 

A vesemőködési zavar nefrotoxikus szerrel történı elıidézése egyszerő 

módszernek bizonyult a vese által kiválasztott gyógyszerek humán szérumszintje 

idıbeli lefolyásának szimulálására kis állatokban (95). 

Vizsgálatunkban egy citosztatikus szert, a vesekárosító hatással is rendelkezı 

cisplatint használtunk a vesemőködés zavarának kiváltására. A cefepim volt a 

vizsgált gyógyszer, clearance-ét kellıen hasonlónak találták a kreatinin 

clearance-éhez (202). 18 illetve 22 mg/kg cisplatinnal oltva az egereket, 

letalitásuk nem különbözött jelentısen a negatív kontroll csoporttól, azonban a 

cefepim kiürülési féléletideje jelentısen megnıtt. A beadást követı hatodik 

óráig a cefepim szérumszintjei a 0.5 g intravénás beadását követıen a humán 

értékek fölött voltak, kivéve a csúcskoncentrációt, amely a 2 g intravénás dózis 

alatt volt (5). A 18 illetve a 22 mg/kg cisplatinnal oltott csoport között nem volt 

különbség: hasonló cefepim féléletidıket és túlélési arányokat figyeltünk meg. A 
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cisplatin dózisát 26 mg/kg-ra növelve, az állatok túlélési aránya csökkent, de a 

kiürülési félidı nem volt jelentısen hosszabb a 18 mg/kg esetén számítottnál. 

Eredményeink alapján úgy gondoljuk, hogy a humán szérumszinteket el lehet 

érni állatkísérletekben cisplatin elıkezeléssel intenzív laboratóriumi eljárások 

nélkül is. Így a kísérletesen vizsgált gyógyszerek alkalmazása közti idıszakok 

hasonlóak lesznek a klinikai körülményekhez, ami megkönnyíti az antibiotikus 

kezelést érintı számos tényezı tanulmányozását. 

8.6.2. Imipenem, cefepim és amikacin hatékonyságának vizsgálata SHV-5 

típusú ESBL-termelı Klebsiella pneumoniae törzsben  

Az ESBL-termelı törzsek in vitro cefepim-érzékenysége 52-90% volt a 

vizsgálattól függıen (125, 262). Az ESBL-termelı törzsek cefepimmel történı 

kezelést az in vitro tapasztalt érzékenység alapján javasolták egyes szerzık 

(103). Azonban mások még in vitro hatékonysága ellenére sem ajánlották a 

cefepimet terápiás szerként, az inokulum-hatásra, a dózis-függésre és egyéb 

faktorokra hivatkozva (125, 274). Az eredményeink magas csíraszám esetében a 

cefepim in vitro és in vivo hatástalanságát bizonyították be.  

A karbapenemekrıl ismert, hogy stabilak az ESBL enzimekkel szemben és ezért 

az elsıként választandó terápiás szerek (121, 248). Tanulmányunkban az 

imipenem ugyan enyhe csíraszám-függést mutatott, de hatásosnak bizonyult. Az 

imipenem jelenlétében folyamatosan csökkent mind az in vitro mind az in vivo 

baktérium mennyiség, és az imipenem kezelés biológiailag is hatékonynak 

bizonyult. 

Az amikacinnak szintén jó in vitro aktivitása van az ESBL-termelı K. 

pneumoniae törzsek ellen az irodalmi adatok szerint (125, 242). 

Tanulmányunkban az amikacin nem mutatott csíraszám-függést, ami elıny a β-

laktámokkal szemben. In vitro nem figyeltünk meg szinergizmust az amikacin és 

a cefepim között, és a kombináció in vivo sem volt hatékonyabb, mint az 

amikacin önmagában.  

Összefoglalva az eredményeinket, a megfigyelt biológiai különbségek 

relevánsnak tekinthetıek, mivel a farmakokinetikai adatok megfelelıek voltak 

az összes antibiotikum esetén. Eredményeink alapján az in vitro érzékenységi 

teszt: a standard csíraszámmal számított MIC érték nem prediktív a cefepim 

biológiai hatékonyságával kapcsolatban a lehetséges in vivo inokulum-hatás 
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miatt. A vizsgálatunk alapján az imipenem vagy az amikacin lehet a választandó 

kezelés ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek ellen, amelyek standard csíraszám 

esetén érzékenynek mutatkoznak, míg a cefepim nem javasolható még 

érzékenységet mutató organizmusok esetén sem.  

8.6.3. Ciprofloxacin és levofloxacin hatékonyságának vizsgálata SHV-5 

típusú ESBL-termelı Klesiella pneumoniae törzsben  

 A fluorokinolonok fontos és széles körben használt antibiotikum-csoport. A 

fluorokinolonok korábbi tagjainak, mint például a ciprofloxacinnak csak az 

aerob Gram-negatív baktérium ellen van aktivitása, míg az új kinolonok, például 

a levofloxacin szélesebb aktivitási spektrummal rendelkezik, megnövekedett 

hatékonysággal a Gram-pozitív baktériumok ellen, továbbá kitőnı Gram-negatív 

baktérium és atípusos mikroorganizmus ellenes aktivitással is bír (16, 201, 298). 

 Vizsgálatunk idejében az ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek 68-80%-a 

bizonyult in vitro érzékenynek ciprofloxacinra (123, 125), de a levofloxacin-

érzékenységet akkor még nem vizsgálták. A ciprofloxacin hatékonyságára az 

ESBL-termelı törzsek okozta fertızések kezelése során is csak utaltak néhány 

klinikai beszámolóban (132, 215, 224). Az in vitro érzékenység és e klinikai 

beszámolók alapján a ciprofloxacin hatékony terápiás szer az ESBL-termelı K. 

pneumoniae törzsek ellen, de az in vivo és a nagyobb klinikai vizsgálatok 

hiányoztak. 

 Kísérletünkben mind a ciprofloxacinnak, mind a levofloxacinnak jó in vitro 

aktivitása volt az ESBL-termelı K. pneumoniae ellen. A kapott alacsony MIC- 

és MBC-értékek illetve az inokulum-hatás hiánya elıny lehet a β-laktámokkal 

összehasonlítva (68). A ciprofloxacin és a levofloxacin gyorsan és folyamatosan 

csökkentette a baktérium-koncentrációt is az ölési görbe vizsgálatakor, és nem 

figyeltünk meg rezisztens baktérium felbukkanását sem.  

Egyes szerzık a ciprofloxacint hatékonyabbnak találták, mások a levofloxacint 

(90, 137), mi a tanulmányunkban nem találtunk különbséget a két szer között, 

kísérletünkben a ciprofloxacin és a levofloxacin in vivo hatékonysága 

megegyezett, nem volt számottevı különbség a vér baktérium-koncentrációjában 

és a túlélési rátában a két kezelt csoport között. A fertızött-kezelt csoportot 

összehasonlítva a fertızött-kezeletlen csoporttal szignifikáns különbség volt a 

vér baktérium-koncentrációjában és az egerek túlélésében. 
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 A fluorokinolonokkal történı kezelés kimenetelét az AUC0-24-hez és MIC-re 

vonatkozó Cmax-hoz kapcsolták (57, 117, 280). Tanulmányunkban a 

ciprofloxacin és a levofloxacin AUC0-24 értéke hasonló volt a humán értékekhez 

(152, 196). Az AUC0-24/MIC hányadosok magasabbak voltak, mint ami az 

állatkísérletek és klinikai tanulmányok alapján a bakteriális eradikációhoz 

szükséges (117, 196). A jó in vivo eredmények ezzel a farmakokinetikai háttérrel 

magyarázhatók. 

 Befejezésül, a ciprofloxacin és a levofloxacin kitőnı in vitro és in vivo aktivitása 

ígéretesnek tőnik az Enterobacteriaceae család ESBL-termelı tagjai által 

okozott súlyos fertızések kezelésében.  

8.6.4. A3-APO peptid hatékonyságának vizsgálata szisztémás Escherichia 

coli fertızésekben különbözı egérmodellekben 

Az A3-APO olyan antimikrobiális peptid, amelyben mind a bakteriális 

membránnal mind az intracellularis célponttal kölcsönhatásba lépı domének 

megtalálhatók és fokozott stabilitást mutat a proteolitikus emésztéssel szemben 

(203, 204). Az A3-APO elpusztítja a β-laktám- és fluorokinolon-rezisztens 

klinikai izolátumokat szérum proteázok jelenlétében is. A MIC középértéke 

Salmonella enterica serovar. typhimurium sorozatra továbbá húgyúti fertızésbıl 

izolált E. coli és K. pneumoniae törzsekre 12 µg/ml volt (204). Azért az A3-

APO-t használtuk a kísérleteinkben, mert igen jól bejut a sejtbe, megbontja a 

bakteriális membrán szerkezetét és gátolja a 70 KDa-os DnaK hısokkfehérjét, 

továbbá szinergizmust mutat kismolekulájú antibiotikumokkal (203-205). A 

prolingazdag peptidek szelektíven kötıdnek a bakteriális DnaK C-terminális 

hélixéhez (így gátolva a hısokkfehérjék segítségével történı fehérje 

feltekeredést), de nem az emlısökéhez (142). A további elınye, hogy az A3-

APO nem vált ki antitest-termelést egerekben (200). 

Az AMP-k szisztémás alkalmazását korlátozza, hogy nincsenek megfelelı 

biztonsági határok és a vesén keresztül történı gyors kiürülésük. Így a legtöbb 

fejlesztés alatt álló AMP-t csak helyi alkalmazásra hagyták jóvá eddig (31).  

Általános vélemény a megfelelı in vivo dózisokkal kapcsolatban, hogy 

gyógyszerré azok az antibiotikumok fejleszthetık, amelyek MIC-értéke nem 

nagyobb 12 µg/ml-nél (31). A vizsgált MDR törzsek kb. 60 %-ánál az A3-APO 

peptid nem tesz eleget ennek a követelménynek. Azonban az AMP-krıl az is 
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ismert, hogy sok cellularis és szöveti célpontjuk van, mint például az 

immunrendszer erıs aktivátorai (203). AMP-k in vivo hatékonysági paraméterei 

jelentısen meghaladják azt az aktivitást, amelyet a MIC-értékekbıl önmagában 

magyarázni lehet (203). Ezért a jövıben még további vizsgálatok szükségesek az 

A3-APO toxicitásával és szisztémás hatékonyságával kapcsolatban. 

A tervezett prolingazdag A3-APO peptid vonzó biokémiai, mikrobiológiai és 

farmakológiai tulajdonságokkal bír és azon igen kisszámú szintetikus peptid 

közé tartozik, amely hatékonynak bizonyult bakterémia egérmodellekben, 

hasonlóan a karbapenemekhez (75). A jelenleg ismert 

rezisztenciamechanizmusok nem érintik a tervezett prolingazdag peptid 

aktivitását sem in vitro, sem in vivo (37, 58).  

Jelen tanulmányban sikerült meghatározni az A3-APO Nem Kimutatható Káros 

Hatás Határértékét (NKKHH) az egerekben, ami 3x20 mg/kg volt. Továbbá 

sikerült bizonyítani, hogy ESBL-termelı E. coli által okozott szisztémás fertızés 

esetében az A3-APO biztonságos dózisokban hatékony volt, mind az egerek 

túlélését tekintve, mind az egerek vérében a baktérium csíraszám csökkenést 

tekintve, hasonlóan, mint a kontroll antibiotikum, az imipenem. A vér baktérium 

koncentrációja érzékenyebb indikátora volt a peptiddel történı kezelés 

hatékonyságának, mint az egerek túlélése, mert az antimikróbás terápia során 

esetlegesen bekövetkezı gyors endotoxin felszabadulás megölte az állatokat 

(33). 
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9. A TÉZISEK LEGFONTOSABB ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSA 

9.1. Epidemiológiai vizsgálatok 

Az elsı magyarországi újszülött intenzív osztályon leírt ESBL-termelı (SHV-5)-

termelı K. pneumoniae törzs által okozott járvány egy domináns klón jelenlétét 

igazolta, mely környezeti mintából is kimutatható volt. Egyetlen betegbıl 

történı ESBL-termelı K. pnaumoniae, majd a hasonló plazmiddal rendelkezı 

ESBL-termelı S. marcescens izolálása az SHV-5-t kódoló plazmid in vivo 

átvitelére utalt. Az in vivo illetve a kísérleti körülmények között megfigyelt 

plazmid átvitel az ESBL gének és a velük egy plazmidon elhelyezkedı egyéb 

rezisztencia gének elterjedése szempontjából komoly epidemiológiai problémát 

jelent. 

Ötéves követéses epidemiológiai vizsgálatunk során kimutattuk, hogy az ESBL-

termelı törzsek által okozott járványok epidemiológiája az évek során 

megváltozhat: egy járványt okozó törzs eltőnhet és helyét újabb járványt okozó 

törzsek vehetik át hosszabb idı alatt. Mivel közös környezeti forrást nem 

sikerült bizonyítani, feltételezzük, hogy a fertızés egy lehetséges forrása, a 

gyermekek édesanyja, akiknek normál bélflórájában jelen lehetnek ESBL-

termelı törzsek, melyekkel a gyermekek szülés során kontaminálódhatnak. Ez a 

magyarázat választ adhat a multiklonalitás és az ismételt felbukkanás kérdésére 

is az ESBL-termelı törzsek esetében. A fentebb említett eredmények alapján 

javasolnánk az éretlen újszülöttek édesanyjának rutinszerő bélflóra-szőrését. 

Mivel az ESBL-termelı organizmusok világszerte egyre több beteget érintenek, 

a PIC-en elıforduló ESBL-termelı baktériumok molekuláris epidemiológiája 

még összetettebbé kezd válni. Sajnos az ESBL-termelés megjelenik olyan 

törzsekben, ahol korábban ez igen ritka volt pl: S. marcescens, C. freundii. Erre 

a helyzetre fel kell hívni a figyelmet, hogy az ezen törzsek elterjedésének 

megelızését célzó intézkedések optimalizálhatók legyenek. 

9.2. ESBL enzimek újabb fenotípusos és genotípusos detektálási 

lehetısége 

E. cloacae esetében a CLSI által ajánlott cefotaximot vagy ceftazidimet 

alkalmazó ESBL-termelés detektálására szolgáló módszerek nem megbízhatóak 
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a kromoszomális β-laktamáz enzim egyidejő termelése miatt. Mivel csupán 15 

ESBL-termelı és 30 nem ESBL-termelı E. cloacae izolátumot vizsgáltunk, nem 

mondhatunk kategorikus ítéletet, de vizsgálataink azt mutatták, hogy a ≥ 2 

µg/ml-es MIC-érték az ESBL-termelés következetesen erıteljes markerének 

tekinthetı E. cloacae törzsekben. 

A real-time PCR SNP assay hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor 

a genomból történı amplifikálás és a primer PCR-termékek szekvenálása arra 

engedett következtetni, hogy több β-laktamáz is jelen volt egy baktériumban. A 

módszer igen jól reprodukálható és posztamplifikációs lépések nélkül is 

kivitelezhetı. Ezzel a módszerrel próbákat lehet tervezni minden célhely 

azonosítására, még azokra is, amelyek nem képeznek restrikciós endonukleáz 

hasítási helyeket, illetve kettınél több allél is elkülöníthetı. Ez különösen 

hasznos lehet nagy populációkon végzett követéses vizsgálatoknál, amelyek a β-

laktamáz gének molekuláris epidemiológiájának meghatározására irányulnak. 

9.3. Új ESBL enzimek izolálása és karakterizálása 

Az antibiotikumok, elsısorban a cefalosporinok szelekciós nyomásának hatására 

egyre újabb és újabb ESBL variánsok kialakulásával kell számolni. A létrejövı 

mutációk hatása az enzim aktivitásra segít megérteni az ESBL enzimek 

evolúcióját is. A részletesebben vizsgált SHV-30 enzim példája mutatja, hogy 

míg a Glu238Ser mutáció felelıs a β-laktamáz enzim kiterjedt spektrumáért, a 

további Arg43Ser mutáció más cefalosporinok fokozottabb hidrolíziséért és a 

megnövekedett enzimtermelésért felelıs. Valószínő, hogy az SHV-30 β-

laktamáz egy prekurzor enzim az SHV-7 felé és az Arg43Ser szubsztitúciónak 

bonyolult szerepe van az oxyimino-cefalosporin rezisztencia kialakulásában.  

9.4. ESBL termelés és a csökkent kinolon érzékenység kapcsolata 

Elsıként számoltunk be plazmid-mediálta kinolon-rezisztenciáról ESBL-termelı 

Enterobacteriaceae baktériumok között Magyarországon. A prevalencia 

alacsony volt: ~3 % a qnrA, 0,8 % a qnrB, 04 % a qnrS- és 8 % az aac(6’)-Ib-cr 

génekre, emellett a legtöbb plazmid-kódolt rezisztencia-allélt a K. pneumoniae 

tartalmazta. Az eredmények mutatják, hogy a kiterjedt spektrumú 

cefalosporinokra és a kinolonokra vonatkozó rezisztencia átadásában részt vevı 

plazmidok megjelenésével számolni kell a klinikai izolátumokban.  
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9.5. Gram-negatív baktériumok karbapenem rezisztenciájának 

vizsgálata 

Az izolált ertapenem rezisztencia hátterében a csökkent külsı membrán 

permeabilitás mellett egy efflux pumpa jelenlétét is bizonyítani tudtuk. 

Valószínőleg a csökkent külsı membrán permeabilitás vezetett egy pumpa által 

okozott magasabb szintő ertapenem rezisztenciához anélkül, hogy annak 

hiperexpressziója önmagában szükséges lett volna. Elsıként bizonyítottuk, hogy 

az ertapenem rezisztenciában az efflux pumpáknak is szerepe van. Az efflux 

pumpák jelenléte további aggodalomra ad okot, több antibiotikum csoportot is 

érintı hatásuk miatt.  

Kimutattuk, hogy az izolált K. pneumoniae és K. oxytoca törzsek ertapenem 

rezisztenciájának hátterében VIM-4 MBL termelés állt. Így elıször mutattunk ki 

MBL termelést az Enterobacteriaceae család tagjai között Magyarországon, és 

elıször K. oxytoca törzsben a világon. A VIM-4 termelı K. pneumoniae a 

világszerte sikeres  ST11 klónhoz tartozott, melyben elıször sikerült igazolnunk 

MBL gént is ami komoly problémához vezethet. 

Vizsgálatunk megerısítette a PER-1 termelı P. aeruginosa és A. baumannii 

izolátumok, VIM-2 termelı P. aeruginosa törzsek megjelenését 

Magyarországon. Ezen túlmenıen szemlélteti a β-laktamáz mediálta 

rezisztencia-mechanizmusok országok ill. földrészek közötti terjedésének 

lehetıségét. Valószínőleg a PER-enzim elterjedése a világon gyakoribb, mint 

gondolnánk, hiszen a P. aeruginosa törzsek ESBL-termelésének rutin tesztelése 

megoldatlan probléma. Vizsgálatunk jellemzi az antibiotikum-rezisztencia 

földrészek közötti terjedését, rámutatva a gondos szőrés és a külföldrıl érkezı 

betegek elkülönítésének jelentıségére. 

9.6. ESBL-termelı törzsek által okozott fertızések terápiás 

lehetıségei kísérletes állatmodellekben  

Eredményeink alapján az imipenem, amikacin, illetve ciprofloxacin, 

levofloxacin lehet a választandó kezelés ESBL-termelı K. pneumoniae törzsek 

által okozott fertızések esetében, abban az esetben, ha standard csíraszámot 

vizsgálva a fent említett antibiotikumok érzékenynek mutatkoznak. Azonban 

eredményeink alapján a cefepim nem javasolható ESBL-termelı törzsek 
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kezelésére még érzékenységet mutató mikroorganizmusok esetében sem a 

kísérleteink során bizonyítottan in vivo is megfigyelhetı inokulum hatás miatt. 

A tervezett prolingazdag A3-APO peptid hatékonynak bizonyult jól-tolerált 

dózisokban bakterémia egérmodellekben, így potenciális jelölt lehet a rezisztens 

fertızések elleni kezelésben önmagában vagy hagyományos antibiotikumokkal 

kombinációban. 
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