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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AP-PCR: arbitrarily primed polimerase chain reaction

AUC.3p.: the area under the concentration-time curve from time zero to 3 hours; a
koncentracio—id6 gorbe alatti teriilete a kiindulasi idéponttol 3 oraig

AUC.»4: the area under the concentration-time curve from time zero to 24 hours; a
koncentracio—id6 gorbe alatti teriilete a kiindulasi idéponttol 24 6raig

AUC.: the total area under the concentration-time curve from zero to infinity; a
koncentracio—id6 gorbe alatti teriilete a kiindulasi idéponttol a végtelenig

AUC3;p.: the AUC from 3 hours to infinity; a koncentraci6—id6 gorbe alatti teriilete a 3
oratol a végtelenig

AEK: Allami Egészségiigyi Kozpont

BEL: Belgium extended-spectrum -lactamase

BES-1: Brazilian extended-spectrum [-lactamase

BSA: bovine serum albumin; marha szérum albumin

Chax: peak plasma concentration; a plazma csucskoncentracidja

Csn: the concentration measured at 3 hours of treatment; harom o6ras kezelést kovetden a
koncentracio

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: cefotaximaz-Munich

DIM: Dutch imipenemase

DNA: dezoxynucleid acid

dNTP: dezoxynucleotid-triphosphat

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay; enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalat
ESBL: extended-spectrum [-lactamase, kiterjedt-spektrumu B—laktaméz

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

10
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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 -lactamases

IMP: imipenemase

1.p.: intraperitonealis

ICU: intensive care unit; intenziv osztaly

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase

LA: Luria agar

LB: Luria-Bertani

IEF: isoelectric focusing; izoelektromos fokuszalas

Ke: terminalis eliminacios fazis

MBC: minimal bactericid concentration; minimalis 616 koncentracio
MIC: minimal inhibitory concentration; minimalis gatlo koncentracio
MBL: Metallo-p-laktamaz

MH: Mueller-Hinton

MLST: multilocus sequence typing; multi-lokusz szekvencia tipizalas
MRT: mean residance time; kdzepes fennmaradési id6

NB: nutrient broth

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
NMC: not metalloenzyme carbapenemases

NMD: New-Delhi metallo-p-laktamaz

OMP: outer membrane protein; kiils6 membran fehérje

OXA: oxacillinaz

PABN: fenilalanil-arginil-B-naftilamid

PBP: penicillin-binding protein; penicillin-koto fehérje

PIC: perinatal intensive centrum; perinatalis intenziv osztaly

pl: izoelektromos pont

PCR: polimerase chain reaction; polimeraz lancreakcio

PER: Pseudomonas extended resistance

PFGE: pulsed field gel electrophoresis; pulzalé mezejli gélelektroforézis

11
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RFLP: restriction fragment length polymorphism; restrikcids fragmenthossz
polimorfizmus

RR: relativ rizikd

RT-PCR: reverz transzkriptaz PCR

SDS-PAGE: sodium dodecyl szulfat polyacrylamid gél elektroforézis

SE: Semmelweis Egyetem

SFO: Serratia fonticola

SHV: sulthydryl-varians

SIM: Seoul imipenemase

SME: Serratia marcescens enzim

SNP: single-nucleotide polymorphism; egypontos nukleotid polimorfizmus
SPM: San Paolo metallo-f3-laktamase

TAMRA: 6-karboxi-tetrametilrodamin

TEM: Temoniera (beteg neve)

TLA: TLAhuicas (beteg neve)

Typp: feléletidd

TSB: Tryptic Soy Broth

UV: ultraviola

VEB: Vietnamese extended-spectrum [3-lactamase

VIM: Verona-imipenemase

12
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4. BEVEZETES

4.1. A penicillin torténete

Mar az Osi kultardkban is ismerték a penészgomba jotékony hatdsat. Az egyiptomiak,
okori gorogok is hasznaltak mar gombakat és ndvényeket fertézések kezelésére. L.e. 150
évvel Sri-Lankan a katonak a tlizhely kiirt6jében szaritott olajos pogacsat hasznaltak
sebeik kezelésére. Feltehetden a siitemények egyszerre szolgaltak nedvszivoként és
antibakterialis szerként is.

A penicillin felfedezését rendszerint a skot Alexander Fleming nevéhez kotik, habar
korabban mar masok is - Sir John Scott Burdon-Sanderson, Joseph Lister, Louis Pasteur,
Ernest Duchesne - észrevették a Penicillium antibakterialis hatdsat. 1928-ban Fleming
azt tapasztalta, hogy a Staphylococcus tenyészetében a kék-zold penész koriil gatlasi
zona alakult ki. A gombat magat Penicillium notatumként azonositotta. Fleming
kezdetben nagyon optimista volt a penicillin fertdzésekkel szembeni hatékonysagat
illetéleg, raadasul a szernek minimalis toxikus hatasa volt az akkori szerekhez képest.
Mar ebben a korai szakaszban megéllapitottak, hogy a penicillin leginkabb a Gram-
pozitiv baktériumok ellen hatasos, ellenben a Gram-negativ szervezetekre és a
gombakra hatdstalan. Tovabbi kisérletei utdn azonban Fleming ugy vélte, hogy a
penicillin nem tud elegendden hosszu ideig az emberi szervezetben maradni ahhoz, hogy
a patogén baktériumokat elpusztitsa. Ezért 1934-ben kezdte tjra a klinikai kisérleteket
€s 1940-ben sikeriilt tisztitott formaban eldallitani a szert. 1939-ben az ausztral tudos
Howard Walter Florey és kutatocsapata az Oxfordi Egyetem Patologiai Intézetében nagy
elorelépést tett, kisérleteik alatamasztottdk a penicillin artalmatlansagat, sét egereken
sikeresen alkalmaztak a szert. A human felhaszndlasra tett kisérleteik azonban kudarcot
vallottak, mivel nem allt rendelkezésre elegendd mennyiségli hatdbanyag. A penicillin
elsd kisérleti felhasznalasara az oxford-i Radcliffe korhdzban keriilt sor. Embert a
vilagon eldszor 1942. marcius 14-én John Bumstead és Orvan Hess kezelt sikeresen
penicillinnel.

A penicillin kémiai strukturajat Dorothy Crowfoot Hodgkin hatdrozta meg az 1940-es
évek elején, lehetdvé téve igy a szer szintetikus eldallitasat. Az ausztral Howard Walter
Florey vezetésével valamint Ernst Boris Chain ¢s Norman Heatley részvételével egy

oxfordi kutatocsoport fedezte fel, hogyan lehet a penicillint ipari méretekben eléallitani.
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Florey és Chain 1945-ben Fleminggel megosztva kaptak orvosi Nobel-dijat. Azéta is a
penicillin a legszélesebb korben hasznélt antibiotikum, melyet ma is szamos Gram-

pozitiv baktérium altal okozott fertézésnél hasznalnak.

4.2. B-laktam antibiotikumok

Valamennyi B-laktdm antibiotikumok ko6zos szerkezeti eleme B-laktam gytiri, mely
integritasa sziikséges az antibakterialis hatdshoz. Tobb tdmadasponton keresztiil gatoljak
a baktériumsejtfal peptidoglikdn vazanak a felépitését, igy a baktériumfal szintézise
megszakad (baktericid hatds). Csak azokra a korokozokra hatnak, amelyek
osztodasukkor aktiv  peptidoglikan-szintézist folytatnak. A nem szaporodd
mikroorganizmusok, illetve a sejtfal nélkiiliek (L-forma) ellenalloak. A Gram-pozitiv

baktériumok peptidoglikanja konnyen hozzaférhetd a

I(-:l g B-laktdamok szamdra, a Gram-negativ baktériumok
peptidoglikanjat fehérjeréteg védi, ezért gyakrabban
B-laktam gy(irii ellenalloak.
Ide soroljuk a penicillineket, cefalosporinokat,
karbapenemeket és monobaktamokat.
s, N

O
1. abra A B-laktam gyiiri

4.2.1. Penicillinek

Az eredeti penicillin G a Penicillium notatum anyagcsereterméke, szerkezetében f3-
laktdm- ¢és tiazolidin-gytiri is van, melynek 6-os szénatomjahoz oldallanc kapcsolddik.
A szemiszintetikus penicillineknél az oldallanc-mentes 6-amino-penicillansavhoz
csatoljadk a kiilonb6zé oldallancokat. A  kiilonb6zé modositasokkal 1étrehozott
készitmények a retard készitmények (pl.: procain penicillin), az oralisan adhato
készitmények (pl.: penicillin-V, a laktamaz-stabil penicillinek (pl.: methicillin), az
aminopenicillinek (pl.: ampicillin, amoxycillin), az egyéb szélesspektruml penicillinek

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

Az els6 cefalosporint Brotzu izolalta 1945-ben egy szennyvizcsatornabol kitenyésztett
gombabol a Cephalosporium acremonium, ma Acremonium brotzu-bol. Ezutan kozel
husz év telt el mire az elsd gyodgyszerként alkalmazott cefalosporin szdrmazék, a
cephalotin forgalomba kertilt.

A cefalosporinok alapvegyiilete a 7-amino-cefalosporansav. Akarcsak a penicillinek, a
baktériumsejtfal felépitését akadalyozzdk a PBP-hez (penicillin binding protein,
penicillin-koté fehérje) vald kotddésiikkel. Széles spektrumu, baktericid hatast, jo
farmakokinetik4ju, nem toxikus antibiotikumok; a penicillinnél kevésbé allergizalnak,
sz¢les antimikrobds hatasspektrumuk és atoxicitasuk kovetkeztében széleskorben
hasznaltak.

A cefalosporinokat megjelenésiik idépontja és meghatdroz6 tulajdonsagaik szerint
generaciokba soroljak. Az egyes generaciok hatasspektruma eltér egymastol, de az
azonos generaciohoz tartozd készitmények spektruma hasonlo, a szerek egymastol
farmakokinetikai tulajdonsagaikban kiilonbozhetnek.

Az elsd generacidés szarmazékok legerdsebben a Staphylococcusok PBP-jeihez
kotddnek, mig a masodik és még inkdbb a harmadik, negyedik generaci6 tagjai a Gram-
negativ palcak PBP-jéhez kotodnek.

A cefalosporinok ellenallnak a Staphylococcus éltal termelt B-laktaméaz hatasanak; a
masodik ¢és harmadik generacidés szarmazékok mar fokozodd mértékben stabilak a
Gram-negativ palcdk (s6t, egyesek — pl. cefoxitin — bizonyos anaerobok) [3-

laktamazaival szemben is.

4.2.3. Karbapenemek

A karbapenemek alapvaza hasonlit a penicillinekéhez, de a tiazolidin gyliriben egy
kettds kotés talalhatd és szén helyettesiti a kén atomot. Eddig négy szdrmazék keriilt
klinikai felhasznélasra, idérendben az imipenem, meropenem, ertapenem ¢€s a
doripenem.

A PBP-hez vald kotddés révén a baktériumfal felépitését gatoljak. A baktériumok B-
laktamaz enzimeivel szemben rendkiviil ellenalloak, ugyanakkor indukaljak

termelodésiiket.
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4.2.4. Monobaktamok

Az aztreonam az els6 monobaktdm antibiotikum. Egyetlen B-laktdm-gyliribol all,
amelyhez hatdsfokozo oldallancok csatlakoznak.
A Gram-negativ baktériumok PBP-jahoz kotddik, Gram-pozitiv baktériumokra ¢és

anaerobokra nem hat.

4.2.5. B-laktamaz gatlok

A B-laktaméaz gatlok — klavulansav, tazobaktdm, szulbaktdm — olyan p-laktdm
vegyiiletek, melyek sajat antibakterilis hatasa kicsi, de hatastalanitjak a baktériumok [3-

laktamaz enzimeit.

4.3. Az antibiotikum-rezisztencia alapja

Rezisztens baktériumnak nevezzilk azt a baktériumot, amely valamely adott
antibiotikum jelenlétében is szaporodasra, fertdzésre képes. A rezisztencia egy adott
baktériumra jellemzdé tulajdonsdg. A koérokozok antibiotikum rezisztencidjanak
alapvetden két tipusat ismerjiik: a természetes €s a szerzett rezisztenciat. A természetes
rezisztencia allando orokletes tulajdonsag, speciesekre vagy nagyobb rendszertani
egységekre jellemzd és ismert eldre lathatd tulajdonsag pl. a baktérium szerkezeti

tulajdonsaga miatt ellendll6 az adott antibiotikummal szemben.

Problémat elsdsorban a szerzett antibiotikum rezisztencia jelent, melynek sordn a
baktériumok alkalmazkodnak és megtanulnak egyiitt élni a szamukra kedvezOtlen
kémiai kdrnyezettel. Ez4ltal az antibiotikumok részben vagy teljes mértékben elveszitik
hatékonysagukat az adott baktérium fajjal vagy torzzsel szemben. Ez a természetes

érzékenységi spektrum orokletes megvaltozasaval jar egy generacion beliil.

4.4. A B-laktam rezisztencia

A penicillinek felfedezését kovetden hamarosan megjelentek a rezisztens torzsek, mar
Fleming maga is észlelt penicillinre rezisztens torzseket. A B-laktdm antibiotikumokkal

szemben kialakult rezisztencia hatterében tobbféle mechanizmus allhat: [-laktamaz
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termelés, permeabilitds valtozas (kiilsO membran fehérje valtozas), target megvaltozas
(PBP megvaltozésa), efflux mechanizmus, illetve ezek a mechanizmusok egylittesen is

jelen lehetnek.

4.3.1. A B-laktamaz termelés

A leggyakoribb rezisztencia . . . . .
2. abra A B-laktamaz enzim hatiasmechanizmusa

mechanizmus a baktériumok
R B-laktam gyiiri R

o o
A Gram-negativ baktériumok w -laktamaz enzim HN\

/ B
s
altal  termelt  PB-laktamaz |/\l€) > L8 F’Q)
N Wy O— HN iy
enzim a periplazmatikus © OH
coo-

CO0-

B-laktamaz enzim termelése.

térben, intracellularisan  pencillin Penicilloic acid
helyezkedik el. Az enzimek a

B-laktam gytrit hidrolizissel hasitjak, majd acetilalt enzim jon létre, melybdl a f-
laktamaz enzim felszabadul, regeneralodik és képes tjabb antibiotikum molekuldhoz
kotodni (292).

A P-laktamaz enzimek osztalyozasa torténhet hidrolizisikk alapjan, gatldszerekkel
szembeni  érzékenységik, izoelektromos pontjuk, aminosav  szekvenciajuk,
génszekvenciajuk, genetikai hatteriik (kromoszomalis, illetve extrakromoszomalis),
illetve molekularis szerkezetiik (A-D) alapjan. A legfrissebb osztalyozas a Bush-Jacoby
féle osztalyozas, melyben az elébb felsorolt szempontok alapjan az enzimeket négy (1-
4) nagy csoportba osztjak (32) (1. tablazat).

Jelenleg az ismert B-laktamaz enzimek szama meghaladja a négyszazat. A tovabbiakban
részletesen csak azok az enzimek keriilnek ismertetésre, melyekkel munkénk soran
talalkoztunk, igy a kromoszémalis AmpC enzimek, a széles-spektrumu (-laktamazok, a

kiterjedt-spektrumu B-laktamazok €s a karbapenemdazok koziil a KPC karbapenemaz és

a metallo-f-laktamézok.

4.3.1.1. Széles-spektrumu f-laktamazok

Az els6 klinikai mintabol izolalt plazmidon kddolt széles-spektrumu B-laktamaz enzimet
(Bush 2b csoport) - TEM-1 enzimet - el6szor az 1960-as években Gordgorszagban

izolaltak Escherichia coli torzsbol (67). A TEM elnevezés a beteg nevébdl - Temoniera
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1. tablazat A bakteridlis p-laktamaz enzimek klasszifikacioja

Bush- Bush-Jacoby-

Gatloszer
Jacoby féle Medeiros féle Molekularis Elsédleges szubsztrat “~, . Jellegzetes tulajdonsa Jellegzetes enzim
felosztas felosztas osztaly ¢ CA vagy EDTA 9 ) 9 9
(2009) (1995) TZP
Jobban hidrolizélja a
cephalosporinokat, minta  E. coli AmpC, P99,
1 1 C Cephalosporinok Nem Nem  benzylpenicillint, ACT-1, CMY-2,
hidrolozalja a FOX-1, MIR-1
cephamycineket
Ceftazidim és gyakran mas
1e NT c Cephalosporinok Nem  Nem OXiminocephalosporinok ooy oy a7
nagyobb mértéki
hidrolizise
Jobban hidrolizélja a
2a 2a A Penicillinek Igen Nem benzylpenicillint, mint a PC2
cepahlosporinokat
Penicillinek, korai Bezylpenicillin &s TEM-1, TEM-2,
2b 2b A . Igen Nem cepalosporinok azonos
cephalosporinok L SHV-1
mértéki hidrolizise
Oxyimino-B-laktdmok
Kiterjedt-spektrumu (cefotaxim, ceftazidim, TEM-3, SHV-2,
2be 2be A cephalosporinok, Igen Nem  ceftriaxon, cefepim, CTX-M-15,
monobaktamok aztreonam) megnovekedett PER-1, VEB-1
hidrolizise
2br 2br A Penicilinek Nem  Nem iavulansav, szulbakiam és oy 50 gpy.qo
tazobaktam rezisztens
reectspotium: i
2ber NT A cephalosporinok, Nem Nem g . .. TEM-50
. klavulansav, szulbaktam és
monobaktamok R . i
tazobaktam rezisztenciaval
2c 2c A Carbenicillin lgen  Nem Careniclin o psEq cARB3
megndvekedett hidrolizise
Carbenicillin, cefepim és
2ce NT A Carbenicillin, cefepime Igen Nem cefpirom megndévekedett RTG-4
hidrolizise
2d 2d D Cloxacillin Viltozé  Nem Clo@cilinvagyoxadilin gy 4 oxa 10
megndvekedett hidrolizise
- . Cloxacillin vagy oxacillin és
2de NT p  Kiteredtspekirumd 0406 Nem  oxyimino-p-laktamok OXA-11, OXA-15
cephalosporinok U
hidrolizise
2df NT D Karbapenemek Valtozs ~ Nem Cloxacilin vagy oxacilin &s 0 53 oy a 48
karbapenemek hidrolizise
Cephalosporinok
% % A Kiterjedt-spektrumu Igen Nem hidrolozise, aztreonamot CepA

cephalosporinok nem hidrolizalja,

klavulansavval gatolhato

Karbapenemek, oxyimino-p-
2f 2f A Karbapenemek Valtozo Nem laktdmok, cephamycinek KPC-2, IMI-1, SME-1
megndvekedett hidrolizise

Széles spektrumu hidrolizis,
ami érinti a IMP-1, VIM-1,

3a 8 B(B1) Karbapenemek Nem Igen karbapenemeket is, de a CcrA, IND-1
monobaktamokat nem
L1, CAU-1, GOB-1,
B(B3) FEZ-1
3b 3 B (B2) Karbapenemek Nem Igen  Karbanemek hidrolizise CphA, Sfh-1
NT 4

CA: klavulansav; TZP: tazobaktam; NT: nem tartalmazza

— szarmazik (177). A TEM-1 enzim, illetve a beldle mutacidval kialakult TEM-2 enzim
gyorsan elterjedt egyéb baktérium fajok kozott is. A TEM-1, TEM-2 enzimet vilagszerte
kimutattdk az  Enterobacteriaceae csaldd kiilonb6z0 specieseiben, valamint
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, ¢&és Neisseria gonorrheae

torzsekben. A masik szintén plazmidon terjedd széles-spektrumu B-laktamaz enzimet, az
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SHV-1 enzimet (mely az enzim aktiv helyen elhelyezkedd sulhydryl csoportrdl kapta a
nevét) elsésorban Klebsiella pneumoniae ¢és E. coli torzsekben figyelték meg. Mig a
legtobb K. pneumoniae térzsben a blasyy gén integralodott a bakterialis kromoszémaba,
addig az E. coli torzsekben altaldban plazmidon kodolt maradt. A TEM-1, TEM-2 ¢és
SHV-1 tipust széles-spektrumt B-laktamaz enzimek hidrolizalni képesek a Gram-
negativ ellenes penicillin szarmazékokat (kivéve temocillint), az elsé ¢és masodik
generacioés cefalosporinokat, azonban a harmadik generacids cefalosporinok, a
cephamycinek, a monobaktamok és a karbapenemek stabilak maradtak veliik szemben.
A TEM ¢és SHV tipusu enzimek els6sorban E. coli és K. pneumoniae (297, 304)
torzsekben fordulnak eld, azonban az Enterobacteriaceae csalad egyéb tagjai kozott is
leirtak, mint példaul: 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 0j csoportja a [P-laktaméz enzimeknek. Nagy
mértékben kiilonboznek a TEM illetve SHV csoporttdl, kevesebb, mint 20% szekvencia
azonossag figyelhetd meg. Aktivitasuk klavulansavval nem gatolhato, ellentétben a
TEM, SHV ¢és CTX-M tipusi ESBL enzimekkel. Szamos OXA-enzim (OXA-1, OXA-
2, OXA-10) is sz¢les-spektrumu aktivitassal bir. Elsdsorban P. aeruginosa torzsekben

figyelheté meg (45, 126, 128, 162, 182, 303) de Salmonella térzsekben is leirtak (108).

4.3.1.2. Kromoszomalis enzimek

A Gram-negativ baktériumok kozott elterjedt a kromoszomalis gének altal kodolt B-
laktaméz enzimek termelése is. A speciesek egy része a class A” enzimet termeli, de
sokkal inkabb elterjedt a “class C” tipusti enzim termelése.

A leggyakoribb ilyen enzim az un. AmpC, mely termelésének mértéke €s tipusa az
egyes fajoknal kiilonb6z6. Az E. coli és a Shigellak kis mennyiségben ¢és elhanyagolhatd
aktivitassal intrinsic mdédon, azaz veliik sziiletett tulajdonsagként termelik (199, 268). A
Proteus morgannii-ra az enzim tultermelése, hiperprodukcidja jellemz6. Més fajok, pl.:
Enterobacter spp., Serratia spp. és Citrobacter freundii az enzimet intrinsic ¢€s
indukalhat6 modon termelik (258). Ez azt jelenti, hogy alacsony szintli enzimtermelés

bizonyos antibiotikum jelenlétében magas szintiivé valik. Az enzimtermelés mértéke
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antibiotikum fiiggé, az antibiotikumok Ilehetnek erds és gyenge induktorok. A
baktériumokban kialakul6 rezisztencia képet az antibiotikum indukalé képessége és az
AmpC enzimmel szembeni hatékonysaga hatdrozza meg. pl. a karbapenemek erds
induktorok, de ellendllnak az AmpC enzimnek, igy hatékonyak maradnak; a III.
generacios cefalosporinok ugyan elbomlanak az enzim hatasara, de gyenge induktorok
(258).

Az indukalhat6 B-laktamazt termeld torzsekbdl a III. generacios cefalosporinok hatasara
un. derepresszalt mutansok szelektalodnak, melyekre mar az AmpC enzim magas szintii
¢s allando termelése a jellemzd. Ezek a torzsek csak a karbapenemekre €és alkalmanként
a IV. generacios cefalosporinokra maradnak érzékenyek (164).

Az AmpC enzimet kodold gének egyre gyakrabban keriilnek at plazmidokra kiilonb6z6
Gram-negativ speciesekben. Ilyenkor az AmpC termelése magas szintli és allando, igy
ezeknek a baktérium torzseknek rezisztencidja megegyezik a derepresszalt mutans

torzsek rezisztencidjaval (25, 108, 272).

4.3.1.3. Kiterjedt-spektrumu [-laktamazok- extended-spectrum f-lactamase -ESBLs

Tobb olyan B-laktam antibiotikumot fejlesztettek ki a Gram-negativ baktériumok altal
okozott fertdzések kezelésére, melyek ellenallnak az elébb emlitett széles-spektrumu [3-
laktamaz enzimek hidrolitikus hatdsdnak. Az egyik ilyen csoport, az oxyimino-
cefalosporinok csoportja, melyeket az 1980-as években kezdtek széles korben
alkalmazni a klinikumban. Hamarosan megjelentek azonban az ezekre is rezisztenciat
mutatd mikrébdk. Az elsé olyan B-laktamdz enzimet, mely képes volt hidrolizalni az
oxyimino-cefalosporinokat is, 1985-ben izolaltdk Németorszagban K. pneumoniae
torzsbol (138). Szubsztratspektruma alapjan extended-spectrum B-lactamase (kiterjedt-
spektrumt B-laktaméaznak)-ESBL-nek nevezték el (Bush csoport 2be). Ezen enzimek
hidrolizaljadk a Gram-negativ ellenes penicillin szarmazékokat, az els6, masodik,
harmadik ¢és negyedik generacids cefalosporinokat és a monobaktdmokat is. Nem
képesek azonban hidrolizalni a cephamycineket és a karbapenemeket. Aktivitasuk in
vitro kiilonboz6 enzim gatloszerekkel - klavuldnsav, tazobaktam, szulbaktdm - jol
gatolhat6 (222). Ma mar tobb mint 400 kiillonb6zé ESBL enzim ismert. Ezek az enzimek

vilagszerte jelen vannak, els6sorban plazmid altal kodoltak. Féleg az
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Enterobacteriaceae csaldd tagjai kozott elterjedtek, de P. aeruginosa torzsekben is

megfigyelték dket.

4.3.1.3.1. TEM- és SHV-tipusu ESBL-ek
A ESBL enzimek nagy csoportja az in. TEM illetve az SHV csoportba tartozik. Ma mar

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

http://www.laced.uni-stutteart.de/,  http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF&8/beta

lact_en.html.) Ezen enzimek aminosav szekvencidja nagyon hasonl6é az un. “parent”
enzimek TEM-1, TEM-2 és SHV-1 aminosav szekvenciajahoz, csak 1-7 aminosav
eltérés figyelhetd meg (32). Bar ez a mutacio kevesebb, mint 2%-os valtozast jelent a
fehérje molekulaban, de mivel ezek az enzim aktiv helyét érintik, a valtozas elég ahhoz,
hogy az enzim szubsztrat spektrumanak kiszélesedését, a kiterjedt spektrum
megjelenését okozzak (32, 121, 265).

Az Enterobacteriaceae csaladban az ESBL termelés tobbféleképpen alakulhat ki.
Egyrészt a TEM ¢és SHV tipust B-laktamdzok aktiv helyének szerkezetét befolyasolo
mutdciokkal, a [-laktamdz enzim széles-spektrumi szubsztrat specificitdsdnak
bovitésével, illetve horizontdlis transzferrel az ESBL termelésért felelds gének
felvételével.

Az 1990-es évek végéig Europaban a legtobb ESBL TEM- és SHV- tipusu volt, és
tobbnyire intenziv osztalyokon kialakult nozokomidlis jarvanybdl szarmazott (11, 88,
91, 105, 206, 239). A TEM- ¢és SHV- tipusi ESBL termelés prevalencidja a K.
pneumoniae torzsek kozott volt a legmagasabb, de gyakran fordult elé Enterobacter
spp.-ben és E. coli torzsekben is (24, 43, 83, 167, 304). Azonban idével sajnos az ESBL-
termelés megjelent olyan torzsekben, mint a K. oxytoca, ahol korabban ez igen ritka volt

(289).

4.3.1.3.2. CTX-M-tipusu ESBL-ek
Az utobbi években az ESBL-ek egy 10j csoportja, az un. cefotaximase (cefotaximase-

Munich: CTX-M) tipust ESBL enzimek jelentek meg, melyeknek elsddleges
szubsztratja a cefotaxim és ceftriaxon, és nem hidrolizéljék a ceftazidimet (9). Az CTX-
M tipusi ESBL elsddleges gatloszere a tazobaktam. A CTX-M tipust B-laktamazokat
kodold gének (blactx-m) a Kluyvera genus kromoszomalis génjébdl szarmaznak (252).
Ot csoportjuk - a CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 és CTX-M-25 - ismert,
illetve ezeknek a szarmazékaik. Jelenleg tobb mint 85—féle CTX-M tipust enzim ismert,

melyek mutacidval alakultak ki az eredeti enzimbdl (18). Ezeknek az enzimeknek az
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aminosav szekvencidja csak 40%-ban azonos a TEM ¢és SHV tipusu -laktamazokkal. A
blactx.m gén horizontalis terjedése az Enterobacteriaceae csaladban plazmid Utjan
torténik és gyakran egyéb rezisztencia géneket is hordoz (3). Az utobbi 15 évben a
CTX-M tipusu ESBL-ek korében gyors és globalis terjedés tapasztalhato (184). Gyakran
fordul el Azsiaban, ritkabban Eszak-Amerikdban (114, 129, 186, 190, 195, 209).
Europaban a CTX-M-15-t termeld E. coli O25:H4-ST131 klén a dominans kozosségben
szerzett infekcidkban (15, 47, 82, 145, 195, 253).

4.3.1.3.3. OXA-tipusu ESBL-ek
Az OXA-11, OXA-14, OXA-16 és OXA-17, OXA-18, OXA-28 stb kiterjedt-spektrumu

aktivitassal birnak és a klavulansav nem gatolja az aktivitasukat (45, 63-66, 106, 126,

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

4.3.1.3.4. Minor ESBL-ek
Egyéb ritkan eléforduldé ESBL enzimek az Gn. minor ESBL enzimek. Ezen enzimek

esetében tobb, mint 20 félét irtak le: VEB- (Vietnamese extended-spectrum [ 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 B-lactamase) (17); BEL-
(Belgium Extended-spectrum [ -Lactamase) (231, 234), illetve ezek szarmazékait,
melyek csak 20-50%-o0s homoldgiat mutatnak a tobbi csoporttal. Ellentétben a TEM-,
SHV- ¢s CTX-M- tipusu enzimekkel nem rendelkeznek progenitor enzimmel, melybdl
mutacioval kialakulhattak volna, eredetiik tobbségében még nem tisztazott.

A PER-1 termelé P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Salmonella enterica torzseket
leggyakrabban Torokorszagban irtak le (36, 62, 161, 284-286), a PER-2 termeld
torzseket pedig Dél-Amerikaban (40, 214, 290).

4.3.1.4. Karbapenemazok

Az ESBL-termel6, multirezisztens FEnterobacteriaceae torzsek terjedésével a
karbapenemek valtak a Gram-negativ baktériumok okozta stlyos fert6zések
karbapenem hasznalat kovetkeztében egyre gyakoribbak az e szerekkel szemben is
rezisztens baktériumok. A karbapenem rezisztens nem-fermentald Gram-negativ
korokozok (Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.) megjelenése utan, karbapenem

rezisztens Enterobacteriaceae torzseket is izolaltak mar.
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4.3.1.4.1. K. pneumoniae karbapenemaz (KPC)
Az egyik legjelentdésebb karbapenemdz az ,,A” molekuléaris osztalyba tartozd szerin

tipusa KPC (K. pneumoniae karbapenemaz) karbapenemaz enzim, melyet 2001-ben
elészor K. pneumoniae torzsbol izoldltak. A KPC enzimek klavulansavval gatolhatok. A
KPC enzim az Enterobacteriaceae csalad karbapenem rezisztenciajanak leggyakoribb

oka az Egyesiilt Allamokban (26, 240, 283).

4.3.1.4.2. Metallo-p -laktamdzok
Szintén nagyon jelentds karbapanemazok a ,,B” molekularis osztalyba tartozo metallo [3-

laktamazok (MBL), melyek a monobaktdm kivételével az Osszes [-laktam
antibiotikumra kiterjedd rezisztenciat okoznak ¢és aktivitasuk EDTA-val (etilén-diamin-
tetraecetsav) fiiggeszthetd fel. Az MBL-enzimek szamos tipusat azonositottak: IMP-
(imipenemase) (52, 74), VIM- (Verona imipenemase) (53, 251), SPM- (San Paolo
metallo-B-lactamase) (255, 275), GIM- (Germany imipenemase) (38), DIM (Dutch
imipenemase) (235); SIM- (Seoul imipenemase) (150), NDM- (New-Delhi metallo-3-
laktamase) (307). A kiilonb6zd tipusok kozott 32-67% szekvencia azonossag figyelhetd
meg.

Az MBL-gének altaldban a class-1 integron részei, mas rezisztencia-géneket tartalmazo
géncsoportokkal egyiitt. Az MBL enzimek szdmos tipusat azonositottdk P. aeruginosa-
ban, amelyek kozil a VIM-tipusi enzim prevalencidja tiinik a legnagyobbnak.
Europaban is a VIM-enzimek a leggyakoribbak (21, 53, 74, 101, 118, 237, 251, 293).
Annak ellenére, hogy mind az MBL, mind a KPC enzimek jol bontjak a
karbapenemeket, az Enterobacteriaceae torzseknél sokszor nem alakitanak ki rezisztens

fenotipust, ezért felismerésiik problémat jelent a mindennapi gyakorlatban.

4.3.2. Csokkent permeabilitason alapulo rezisztencia

A permeabilitds valtozas, a membranpermeabilitds csokkenése megakadalyozza az
antibiotikum bejutdsat a baktériumba, igy ott hatékony koncentrdci6 nem képes
kialakulni. Ez a mechanizmus altalaban tobb, egymassal 6ssze nem fiiggd antibiotikum
csoporttal szemben  okoz  rezisztencidt, jellemzOen  tarsrezisztencidban,

multirezisztencidban nyilvanul meg.

B-laktam antibiotikumok a baktériumok kiilsé membranjaban taladlhatd specidlis

proteineken, vizzel toltott proteincsatornakon az un. porinokon keresztiil jutnak el a sejt
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citoplazma membranjdhoz. A Gram-negativ baktériumokban a kiils6 membran
korlatozza a hidrophil vegyiiletek bejutdsat a baktériumba. A porinok csokkent
expresszioja ¢és/vagy mutacidja kovetkeztében megvaltozott szerkezete a p-laktam
antibiotikumok iranti csokkent érzékenységhez, vagy rezisztencidhoz vezethet,
kiilonosen, ha mas rezisztencia mechanizmusok (pl: B-laktamazok) is jelen vannak. A
csokkent permeabilitason alapuld rezisztencia izolaltan karbapenemekkel, elsdsorban

imipenemmel szembeni rezisztenciat okoz.

A csokkent permeabilitason alapulo rezisztencia az Enterobacteriaceae csaladba tartozd
specieseknél ritka jelenség. Szamos tanulményban részletesen vizsgaltak az E. coli K-12
torzs porinjainak - az OmpF ¢€s az porinoknak - a szerkezetét €s szabalyozasat (12, 308).
Mutéci6 kovetkeztében ezek a porinok eltinhetnek, ami a B-laktdm antibiotikumok

iranti csokkent érzékenységhez, vagy rezisztencidhoz vezethet.

A K. pneumoniae két 6 porinja az OmpK35 és az OmpK36. Erdekes modon azonban
sok ESBL termeld K. pneumoniae izoldtum nem rendelkezik OmpK35 fehérjével. Mind
az OmpK35 és az OmpK36 elvesztése az ESBL-termeld K. pneumoniae torzsekben
cefoxitin rezisztenciat okoz, fokozza a rezisztenciat a kiterjesztett spektrumu
cefalosporinokkal szemben, ¢és csokkent érzékenységet okoz karbapenemekkel,

kiilondsen ertapenemmel szemben (122, 173, 175).

Hasonl6 eredményre jutottottak az Enterobacter spp. vizsgalata soran is, ahol az E. coli
az OmpF ¢és OmpC porinjainak az OmpD ¢és OmpF porinok feleltek meg. A porinok
elvesztése csokkentheti az érzékenységet nem-f-laktam vegyiiletek, mint példaul a

fluorokinolonokkal szemben is (51).

A csokkent permeabilitdson alapuld rezisztencia a nem fermentald baktériumok, azok
kozott is elsOsorban a Pseudomonas spp.-ben gyakran fordul elé. A P. aeruginosa
porinjanak elvesztése az oka e baktérium karbapenemekkel, elsdsorban imipenemmel
szembeni rezisztencidjanak. Az OprD elvesztése nem érinti az egyéb [-laktam
antibiotikumok iranti érzékenységet, mert azok mas porinokon keresztiil jutnak be a

baktériumsejtbe (256).
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4.3.3. Efflux mechanizmuson alapuld rezisztencia

A baktériumok szamos efflux-pumpaval rendelkeznek, melyeknek a baktérium normalis
miikodéséhez elengedhetetlen  ¢€lettani  szerepilk van a sejt homeosztazis
szabdlyozasaban, a kornyezeti mérgezé anyagok eltdvolitdsdban. Az effluxhoz
sziikséges energiat a baktériumok a transzmembran elektrokémiai gradiensébdl aktiv
transzporttal nyerik a protonok, vagy a natrium-ionok, vagy ATP hidrolizis segitségével.
Mindezek mellett azonban az efflux pumpdk kozvetett modon hozzdjarulnak a
baktériumok virulencidjahoz is, mert az aktiv transzport medialta efflux-pumpa
rendszer(ek) tulmikodése egy, vagy akar tobb antibiotikum csoporttal szembeni
rezisztenciat is okozhat.

A Gram-negativ baktériumokban az efflux pumpédk altalaban tobbkomponensi
rendszerek, amelyekben a bels6 membranban taldlhatd efflux pumpa egy
periplazmatikus fuzios fehérjével és egy kiils0 membran faktorral egyiitt miikodik.
Leggyakrabban el6forduld efflux pumpak példaul az E. coli, K. pneumoniae AcrB
pumpdja vagy a P. aeruginosa MexB pumpdja (254).

Az eddig ismert efflux pumpa gatlok a fenilalanil-arginil-B-naftilamid (PABN), carbonyl
cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) ¢és a rezerpin, melyek azonban nem pumpa-

specifikusak és toxikusak az eukariota sejtekre.

4.3.4. A penicillin-koto fehérjék megvaltozasan alapulo rezisztencia

A target megvaltozasa sordn a rezisztens baktérium az antibiotikum tdmadaspontjanak
megvaltoztatasan keresztiil teszi hatastalannd az antibiotikumot. Jellemz6 példdja ennek
a PBP-k megvaltozdsa. A PBP-k a -laktamdz enzimekkel evolucids és funkcionalis
rokonsagban levo peptidazok. A baktérium citoplazma membranjan helyezkednek el, az
enzimek a transzglikozilezésért (murein egységek polimerizaldsa) és transzpeptidacioért
(keresztkotodés) felelések. A norméal PBP-ken végbemehetnek olyan modosulasok,
amelyek az enzimnek egy-, vagy tobb [-laktdm antibiotikumhoz valé kotodését
gyengitik. Ezen esetekben a PBP-k a sejtfalszintézis folyamataban zavartalanul tudnak
résztvenni: a baktérium rezisztenssé valik az adott B-laktdm antibiotikummal szemben.
Ilyen tipust rezisztenciat gyakrabban észleliink a Gram-pozitiv, mint a Gram-negativ

baktériumok esetében.
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5. CELKITUZESEK

5.1. Epidemiologiai vizsgalatok

A TEM- ¢és SHV-tipusi ESBL-t termeld K. pneumoniae torzsek fontos koérokozok a
korhazi fertdzésekben, egyrészt multirezisztencidjuk miatt, illetve mert egyre tobb
korhazi jarvany korokozoi, elsdsorban a korasziilott intenziv osztadlyokon (perinatal
intensive centrum, PIC).

1. Célunk volt jellemezni Magyarorszagon az elsé ESBL-K. pneumoniae torzsek altal
okozott jarvanyt molekularis epidemioldgiai szempontbol.

2. Célunk volt tovabba egy otéves kovetéses molekularis epidemioldgiai vizsgalat
Semmelweis Egyetem II. PIC-en. Egyidejlileg, retrospektiv . modon vizsgalni a

fert6zések rizikofaktorait €s a mortalitast is.

5.2. ESBL enzimek ujabb fenotipusos és genotipusos detektalasi
lehetoségei

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

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) altal meghatarozott ESBL fenotipusos

sziirévizsgalatok csak Klebsiella spp., E. coli és P. mirabilis torzsekre tartalmaznak

ajanlasokat (48, 79). Azonban a kromoszdémalis AmpC-tipusu B-laktamézt is termeld

torzsek esetében ezek az ajanlasok nem kidolgozottak.

1. Vizsgélni kivantuk, hogy kromoszomalis AmpC-tipusti B-laktamazt is termeld E.
cloacae torzsekben, milyen mdodon tudjuk detektalni a parhuzamos ESBL termelést,
ha a hagyomanyos tesztek a kromoszoémalis B-laktamaz enzim jelenléte miatt nem

értékelhetdek.

A Gram-negativ baktériumok gyakran tobbféle B-laktamaz enzimet termelnek. Abban az
esetben, ha egy baktérium tobb, azonos csoportba €és azonos izoelektromos ponttal
rendelkezo B-laktamaz enzimet termel, azoknak a B-laktamaz enzimeknek a detektalasa
kiilonos gondot okoz.

2. Célunk volt azonos tipusba tartozd tobbféle B-laktamdz enzim genotipusos

detektalasdhoz megfelel6 mddszer kidolgozasa.
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5.3. Uj ESBL enzimek izolalasa és karakterizalasa

Az antibiotikumok szelekcids hatasa kovetkeztében egyre tobb és tjabb ESBL varidnsok

keriilnek izolalasra.

1. Célunk volt i TEM-, SHV-, CTX-M tipusu ESBL variansok leirdsa, jellemzése.

2. Tovébba jellemeztik az ujonnan leirt TEM-131 ¢és SHV-30 enzimeket
szubsztratprofiljuk alapjan és vizsgaltuk a megfigyelheté mutaciok hatasat az enzim

aktivitasara.

5.4. ESBL termelés és a csokkent kinolon érzékenység kapcsolata

Annak ellenére, hogy a kinolon rezisztencia altalaban kromoszéméan kodolt, vilagszerte
emelkedik a kinolon rezisztens ESBL-termel6 torzsek aranya. Az utdbbi években tobb
plazmidon kddolt kinolon rezisztencia gént (gnrA, gnrB, gnrS és aac(6’)-1b-cr) irtak le.
1. Vizsgélatunk célja volt a gnrd, gnrB, gnrS és aac(6’)-1b-cr gének prevalenciajanak
meghatarozasa magyarorszagi ESBL-termeld izolatumok kozott, illetve a gnr gének

mobilitasanak vizsgalata.

5.5. Gram-negativ baktériumok karbapenem rezisztenciajanak

vizsgalata

A karbapenem rezisztencidért elsésorban a baktériumok karbapenemaz termelése

felelds, de egyéb mechanizmusok is szerepet jatszhatnak.

1. Vizsgélni kivantuk egy a terdpia soran ertapenem-rezisztenssé¢ valt E. cloacae
klinikai izolatum antibiotikum rezisztencia-mechanizmusait.

2. Vizsgaltuk egy ertapenem rezisztens K. pneumoniae ¢és egy szintén ertapenem
rezisztens K. oxytoca antibiotikum rezisztencia mechanizmusait.

3. Tisztazni kivantuk egy korabban kiilfoldon kezelt betegbdl izolalt karbapenem

rezisztens P. aeruginosa és A. baumanii torzsek rezisztencia viszonyait is.
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5.6. ESBL-termeld torzsek altal okozott fertozések terapias lehetoségei

Kkisérletes allatmodellekben

Az ESBL-termeld torzsek gyakran rezisztensek mas antibiotikumokkal -
aminoglikozidokkal, tetracyclinnel és trimethoprim-sulphametoxazollal - szemben is az
azonos plazmidon elhelyezkedd rezisztencia gének miatt. A keresztrezisztencia miatt az
ESBL-termeld torzsek 4ltal okozott fertézések esetén a terapids lehetdségek
korlatozottak.

1. Célunk az volt, hogy 6sszehasonlitsuk az amikacin, a cefepim, az amikacin-cefepim
¢s az imipenem hatasat in vitro és in vivo SHV-5 ESBL-termelé K. pneumoniae
torzzsel fert6zott szeptikus egerekben, magas kezdeti csiraszam alkalmazaséaval.

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

3. Célunk volt egy Uj antibakteridlis aktivitassal is bird peptid, az A3-APO ¢és az
imipenem hatasat is Osszehasonlitani ESBL-termeld E. coli torzzsel fert6zott

szeptikus egerekben.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Altalanos bakteriolégiai médszerek

6.1.1. Baktériumtorzsek

Tekintve, hogy munkéank sordn nagyszamu torzset hasznaltunk, jelolésiiket, forrasukat

¢és relevans tulajdonsagaikat a kisérletek jobb megértése okan azok leirasanal adjuk meg.

6.1.2. Baktériumtorzsek identifikalasa

A baktérium torzsek biokémiai azonositasa a rendelkezésre allo identifikald
rendszerekkel, automatakkal torténtek: ATB-teszt, API 20E, VITEK II, VITEK III
(BioMerieux).

6.1.3. A baktériumtorzsek tarolasa

A baktérium torzseket 20% glicerint tartalmazd Tryptic Soy Brothban (TSB) taroltuk -
80°C-on. A fagyasztocsovekbe szilard véresagaron nétt ¢jszakas tenyészetekrol
szuszpendaltuk a baktériumokat, a csdveket vortexeltiik, majd a fagyasztas elott egy 6ra

hosszat 37°C-on allni hagytuk.

6.1.4. Tenyésztés, taptalajok

A torzsek rutinszerli tenyésztését véres agaron végeztiik 37°C-on. Antibiotikum
érzékenységi vizsgalatokhoz Mueller-Hinton (MH) téptalajt, illetve MH broth-ot
hasznaltunk. Farmakokinetikai vizsgalatokhoz, az antibiotikumok — imipenem illetve
cefepim — szérumszintjének a meghatdrozasdhoz antibiotikum média 1-et (Beckton
Dickinson) hasznaltunk. A molekularis vizsgalatokhoz a baktériumokat Luria-Bertani

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

6.1.5. A csiraszam beallitasa

Amennyiben a kisérlethez beallitott csiraszamhoz volt sziikség, azt elézdleg elkészitett
CFU/ODggo kalibracios gorbék segitségével denzitometrias modszerrel allitottuk be.
Minden torzsre kiilon kalibracidés gorbét haszndltunk. Amennyiben a kisérletekhez a
mérési hatar alatti csiraszamra volt sziikség, a szuszpenzids toménységet 10%/ml-re

allitottuk, €s ebbdl a torzs-szuszpenzidobol végeztiink higitast.
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6.2. Antibiotikum érzékenység meghatarozasa

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat a CLSI és a National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) aktualis évi, érvényben 1év0 nemzetkdzi
ajanlasai alapjan végeztiik (48, 49, 192). A vizsgalatok kivitelezése az ajanlasoknak
megfeleléen kontrolltorzsekkel ellendrzott taptalajokon, nemzetkdzi standardoknak

megfeleld kortilmények kozott torténtek.

6.2.1. Antibiotikum érzékenység meghatarozasa korongdiffuzios modszerrel

A Kirby-Bauer-féle korongdiffuizids vizsgalatok soran az aldbbi antibiotikum-tartalmu
korongokat alkalmaztuk: ceftazidim, ceftazidim+klavulansav, cefotaxim,
cefotaxim+klavulansav, cefepim, ceftriaxon, ceftriaxon/klavulansav és aztreonam. A
kapott zénaatmérdt a kontrolltdrzsekkel végzett standardizalt koriilmények kozott kapott
eredményéhez hasonlitva kaptunk érzékeny, mérsékelten érzékeny és rezisztens
eredményt. Az epidemiolodgiai Osszegzéseknél a baktériumoknak az adott antimikrobas
szerre vald érzékenységének megadasakor két kategoriat hasznaltunk: érzékeny és nem

érzékeny (mérsékelten érzékeny €s rezisztens).

6.2.2. Antibiotikum érzékenység vizsgalata minimalis gatlé koncentracio (MIC)

meghatarozasaval

6.2.2.1. MIC érték meghatdarozasa E-teszttel

Az  ampicillin, ampicillin/szulbaktdam,  amoxycillin/klavulansav,  piperacillin,
piperacillin/tazobaktam, cefuroxim, ceftazidim, ceftazidim/klavuldnsav, cefotaxim,
cefotaxim/klavulansav, ceftriaxone, cefpodoxim, cefepim, cefepim/klavulansav,
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 meghatarozott koncentracidgradiensben tartalmazé
csikokkal, a gyartd eldirasainak megfeleléen alkalmazva (AB Biodisk, Solna,

Svédorszag) hataroztuk meg.

6.2.2.2. MIC érték meghatdarozdasa mikrodiliicios modszerrel
Az ampicillin, cefepim, imipenem, amikacin, ciprofloxacin, levofloxacin és A3-APO
MIC értékeinek mikrodiluciés meghatarozasahoz a mikrotitrald lemez véjulataiban

kationnal kiegészitett MH levest alkalmaztunk 0.1 ml végtérfogatban. A higitési
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sorozatot ugy terveztiik meg, hogy a kiindul6é koncentraci6 a varhaté MIC-értéknél 3-4-
szer nagyobb, illetve a sorozat utolsd higitdsanak koncentracidja a varhatd legkisebb
MIC-értéknél 3-4-szer kisebb legyen.

Bizonyos esetekben a standard 10° CFU/ml baktérium koncentracidval parhuzamosan

10" CFU/ml baktérium koncentracié esetében is meghataroztuk a MIC értéket.

6.2.2.3. MIC érték meghatdarozasa agardilucios modszerrel

Antibiotikum tartalmia MH agarlemezeket készitettiink, az antibiotikumok higitasi
sorozataval. A vizsgalando baktériumokat a MH agarokon tenyésztettiik, majd overnight
tenyésztés utan a baktérium novekedést detektaltuk. Agardiliiciot hasznaltunk az
ampicillin, ampicillin/klavulansav, amoxycillin/klavulansav, piperacillin,
piperacillin/tazobaktam, cephalotin, ceftriaxon, ceftazidim, ceftazidim/klavulansav,

cefotaxim, cefotaxim/klavulansav és cefepim MIC értékeinek meghatarozasahoz.

6.2.3. Antibiotikum érzékenység vizsgalata minimalis baktericid koncentracio

(MBC) meghatarozasaval

A MIC érték mikrodilucios technikédval torténd meghatarozasa utan, a mikrotiter lemez
azon valyulataibol, amelyekben nem volt baktériumnovekedés véres taptalajra
kioltottunk és egyéjszakds inkubalas utan meghataroztuk, azt a legkisebb antibiotikum
koncentraciot, ahol mar nem volt baktérium novekedés.

Bizonyos esetekben a standard 10° CFU/ml baktérium koncentracioval parhuzamosan

10" CFU/ml baktérium koncentracié esetében is meghataroztuk az MBC értéket.

6.2.4. A pPB-laktamaz enzim termelés detektalisa antibiotikum érzékenység

meghatarozasa alapjan

6.2.4.1. AmpC termelés fenotipusos vizsgdlata

Az E. cloacae osztdlyozasdt az indukélhatd, részlegesen derepresszalt vagy
derepresszalt AmpC-termelés alapjan Sanders €s munkatarsainak modszere alapjan
végeztiik (257), amelyben a cefoxitin-cefotaxim antagonizmus-tesztet alkalmaztuk (210,
257). Az E. cloacae izolatumokat az aldbbiak szerint kategorizaltuk: derepresszalt
AmpC mutansoknak tekintettiik, ha a cefoxitin MIC-érteke > 32 ug/ml volt, a
cefotaximé > 16 pg/ml és a cefoxitin-cefotaxim antagonizmus teszt negativ volt;
részlegesen derepresszalt AmpC mutansoknak tekintettiik, ha azonos jellegzetességeket

tapasztaltunk, mint a derepresszalt mutansok esetében, azonban a cefoxitin-cefotaxim
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antagonizmus teszt pozitiv volt; indukalhat6 AmpC-termeld térzseknek tekintettiik a
baktériumot, ha a cefotaxim MIC-értéke < 8 pg/ml volt és a cefoxitin-cefotaxim

antagonizmus teszt pozitiv (210).

6.2.4.2. ESBL termelés fenotipusos sziirése

ESBL-termelés sziirésére végzett kettds-korong diffuzids teszt soran az MH agaron
elkészitett baktériumpdzsitra egymastél 20-30 mm-re (kozéppont a kozépponttol)
helyeztliink klavulansavat tartalmazd korongot ¢és ceftazidim, cefepim, ceftriaxon,
cefotaxim, aztreonam korongot. Az inkubécids id0 utan a B-laktdm antibiotikumok

koriili gatlasi zona jellemz6 torzulésa (,,kulcslyuk™ jelenség) jelezte az ESBL jelenlétét.

6.2.4.3. ESBL termelés fenotipusos megerdositése

Fenotipusos konfirmald tesztként a cefalosporin mellett klavulansavat is tartalmazé
specialis  (kettds, kombindlt) korongokat alkalmaztuk: ceftazidim-klavulansav,
cefotaxim-klavulansav, ceftriaxon-klavulansav (minden esetben 30/10 pg; BioRad).
Pozitiv eredménynek vettiik, ha az antibiotikumot 6nmagaban tartalmazo korong koriil
mért gatlasi zondhoz képest (ceftazidim 30ug, cefotaxim 30ug, ceftriaxon 30ug) az
antibiotikum-klavulansav koriili gatlaszona atmérdje kevesebb, mint Smm-rel nott. E-
teszttel is meghataroztuk a pozitiv kettés korongdiffuizids tesztet eredményezd torzsek
esetén a cefotaxim, a ceftazidim és a cefepim MIC-értékét és Osszehasonlitottuk a
ceftazidim-klavulansav, cefotaxim-klavulansav és a cefepim-klavulansav tartalma E-
tesztcsikok esetén kapott értékekkel. A kombinalt antibiotikum hasznalata esetében a

legalabb harmas Iéptékiit MIC koncentracio csokkenést értékeltiik pozitivnak.

6.2.4.4. MBL termelés fenotipusos sziirése

MBL-termelés sziirésére végzett kettés korong diffuizidos teszt sordn technikailag
ugyanugy jartunk el, mint az ESBL-szlirésnél, azonban cefepim, ertapenem, imipenem
¢és meropenem korongokat helyeztiink 20mm ¢és 30mm tavolsagra (kozéppont a
kozépponttol) az EDTA-t tartalmazd korongtol. Itt is a ,kulcslyuk™ jelenséget

tekintettlik pozitivnak.

6.2.4.5. MBL termelés fenotipusos megerdositése

MBL-termelés megerdsitésére végzett teszt soran technikailag ugyanugy jartunk el, mint
az ESBL-sziirésnél, azonban cefepim, ertapenem, imipenem €s meropenem korongokra

cseppentettiink 5 ul 0.05 M EDTA oldatot. Parhuzamosan csak EDTA-t tartalmazo
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korong koriil is lemértilk a gatlasi zonat, hogy az EDTA baktérium nodvekedésre
gyakorolt gatlo hatasat is figyelembe vegylik. Pozitivnak tekintettiik a teszt eredményét,
ha az antibiotikum - cefepim, ertapenem, imipenem ¢és meropenem — ¢és EDTA
kombinacios korong koriil kialakult gatlasi zona legaldbb 5 mm-rel meghaladta a csak

antibiotikumot tartalamzé korong koriil kialakult zona nagysagat.
6.3. Biokémiai vizsgalé modszerek

6.3.1. Analitikai izoelektromos fokuszalas

A baktériumokbdl a B-laktamdz enzimet lyzozymes feltarassal nyertiik ki (217). A teljes
sejtek €s a sejttormelék centrifugalassal torténd eltavolitadsa utan a feliiluszot hasznaltuk
az izoelektromos pont (pl) meghatarozasara. Az elektroforézishez elore elkészitett pH 3-
10 poliakrilamid géleket alkalmaztunk (Bio-Rad), a kdvetkez6 futtatasi paraméterekkel:
100 V — 15 perc, 200 V — 35 perc, 300V — 50 perc. Az enzimaktivitast nitrocefinnel
atitatott (500 pg/ml) szlir6papirnak a fokuszalt gélre helyezésével mutattuk ki. A Bio-
Rad standardjait hasznaltuk, a kévetkez6 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. B-laktamaz tisztitas

Az SHV-1, SHV-2 ¢és SHV-30 p-laktamazokat E. coli DHI0B-b6l preparativ
1zoelektromos fokuszalassal tisztitottuk ki (158, 159). Az egyes B-laktamazok tisztasagat
5%-0s tOmoritd ¢és 12%-os futtatdé  sodium dodecyl szulfat polyacrylamid gél
elektroforézishez (SDS-PAGE) hasznalt géleken hataroztuk meg. A  géleket
Coommassie Brilliant Blue R250-el (Fisher) festettiik, hogy a B-laktaméz fehérjéket
lathatova tegyiik. A fehérjekoncentraciokat a Bio-Rad Protein Assay (BioRad) révén
hataroztuk meg, marha szérum albumin (BSA) standard alkalmazasaval. Az SHV-30 j-
laktaméz esetén tovabbi tisztitasként méret-kizardsos kromatografiara volt sziikség,

melyhez Waters HPLC rendszert hasznaltunk, Helfand és mtsai leirasa alapjan (110).

6.3.3. Enzimkinetikai vizsgalatok

Az SHV-30 B-laktamaz steady-state kinetikai paramétereit Agilent 8452 dioda rendszeri
spektrofotométerrel hataroztuk meg. A méréseket ampicillinnel (Agzs = -900 M em™),
cefaloridinnel (Agys0 = -10,200 M cm'l), nitrocefinnel (Agsgry = 17,400 M cm'l)
(Becton Dickinson, Cockeysville, Md.), cefotaximmal (Aggs = -7,250 M cm'l),

cefepimmel és cefalothinnal (Agyg0 = -7,660 M cm'l) végeztik el. A szubsztratokat két
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kiilonboz6é napon vizsgaltuk. A kinetikai paraméterek (vimax €s Ky) meghatarozasat az
adatok Michaelis-Menten egyenletbe torténd illesztésével végeztik a nemlinearis
legkisebb négyzetek elve szerint, az Enzfitter program alkalmazasaval (Sigma). A
kinetikai kisérleteket és elemzéseket Imtiaz ¢s mtsai modszerei alapjan végeztik a

kovetkezOképpen (119):
V = Viax [S] /(Krn +[S]) 1. egyenlet
A katalitikus hatékonysagot az alabbi Osszefliggés alapjan hataroztuk meg:
keat = Vinax | [E1] 2. egyenlet

Bizonyos esetekben a 3. egyenletet hasznaltuk a katalitikus hatékonysag

meghatarozasara.
keat! K=V [E1] [S] 3. egyenlet

6.3.4. Enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat SHV B-laktamaz kimutatasara

Enzimhez kotétt immunoszorbens (enzyme linked immunosorbenat assay; ELISA)
vizsgalatot végeztiink az SHV p-laktamdz enzim kimutatasara. Kilencvenhatlyukt
Immulon-4 enzim immunoassay lemezeket (Fisher) egy éjszakara 4 pg/ml tisztitott
SHV-1 antitestet tartalmazo6 karbonat-pufferrel (pH 9.5) vontunk be. A lemezeket 0.05
% Tween 20-at tartalmaz6 PBS-el (Bio-Rad) mostuk, majd szobahdémérsékleten 5 %
BSA-t tartalmaz6 PBS-el blokkoltuk. A standard 0.1 % BSA-ban 100.0-0.0015 ng/ml
koncentraciora oldott tisztitott SHV-1 volt. A mintdk egy éjszakan at novesztett
baktériumtenyészetekbdl szarmazo 100 pl-es aliquotok higitasai voltak. A higitasokat az
enzim immunoassay lemezekbe helyeztik majd 2 upg/ml biotinilalt anti-SHV-1
antitestekkel inkubaltuk. Mosast kovetden a lemezeket 1:3000 higitasti sreptavidin-
tormaperoxiddzzal (Zymed Laboratories) inkubaltuk, majd citromsav pufferben (pH 5.5)
(Sigma) oldott o-fenilén-diaminnal és H,0O,-dal hivtuk eld. A reakciot H,SO4 —tal
allitottuk le. Az ODaq, értékeket Cerus ELISA lemezolvaso segitségével kaptuk meg, €s
Osszehasonlitottuk a sorozathigitast, tisztitott SHV-1 p-laktamazzal, amelyet belsé

referenciapontként hasznaltunk.
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6.3.5. Kiils6 membran fehérjék izolalasa és kimutatasa

A vizsgéaland6é baktériumokat NB médiumban tenyésztettiik a stacioner fazis eléréséig,
majd ultrahangos kezeléssel (4°C-on, 3x5 percig 18-20 micronos amplitudoval) feltartuk
a sejteket. A sejttormelék és a feltaratlan sejtek eltavolitasa utan a sejtmembrant N-
lauroyl sarcosinate-os kezeléssel extrahdltuk. Az igy kapott membranfehérjéket SDS-
PAGE segitségével 12.5%-0s Tris-HCl gélt (Bio-Rad, Hercules, CA) hasznalva
Laemmli pufferben futattuk meg. Markerként a kétszinli Precision Plus Protein (Bio-

Rad, Hercules, CA) standardot hasznaltunk. A gélt Comassie-kék festékkel festettiik.

6.3.6. Molekularis abrazolasok
Kuzin ¢és mtsai meghataroztdk az SHV-1 B-laktamaz atomi szerkezetét (144). A
koordinatak eléhetéek a Fehérje Adatbankbodl (belépés: 1 SHV) a Rutgers Egyetemen

(www.rcsb.org/pdb/). Elkészitettik az SHV-1 [B-laktamaz kristalyszerkezetének
abrazolasat az Arg43, Arg244 és Asn276 kornyezetében a WebLab ViewerLite 3,5

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

6.4. Genetikai modszerek

6.4.1. Plazmid kimutatas, izolalas

A plazmidok rutinszer(i kimutatasahoz Kado és Liu alkalikus lizis mddszerét hasznaltuk
(127). Azonban néhany esetben a plazmidokat plazmid extrakcids kit segitségével
nyertilk ki (Wizard Plus Minipreps, DNA Purification System; Promega), néhany
modositassal. Az extrakié soran forr6 vizet és nagyobb térfogatot (10 ml) hasznaltunk a
tenyészetbdl, hogy az alacsony koépiaszamu plazmidokat detektdlhassuk. Klinikai
torzsek esetében jarulékos modszerként alkalmaztuk a genotipizdlashoz a kisebb
plazmidok azonositasara mivel ezek kisebb valdszinliséggel transzferalhatok és ezért
diagnosztikus értékiiek lehetnek az egyes genotipusokra. A plazmid DNS
elektroforézisét 0.8 %-os agardz gélen végeztik és UV-fény alatt etidium-bromiddal

tettiik lathatova. A HindIII-t (Promega) alkalmaztunk a molekulaméret markereként.

6.4.2. Transzformacio, konjugacio

A transzformaci6 soran a baktérium torzsek extrahalt plazmid DNS-ét E. coli DH5-a
sejtekbe, illetve E. coli DHI10B recipiens (BioRad) sejtekbe transzformaltuk

elektroporacidoval a gyartd (Gene-Pulser; Bio-Rad) eldirasa szerint. A transzformalt
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baktériumokat antibiotikumot tartalmazo6 -100 pug/ml ampicillint - tartalmaz6 tapagaron
tenyésztettiik.

A konjugacid soran recipiensként azid-rezisztens vagy rifampicin-rezisztens E. coli J53
torzset hasznaltunk. A vizsgalandd torzseket, illetve a recipienseket LB levesben
inkubaltuk egy éjszakan at, majd négy oOran at tartd egyiittes inkubalast kovetden a
konjugalt baktériumokat azid-rezisztens E. coli J53 esetében natrium-azidot (100
ug/ml), ampicillint (100 pg/ml), trimethoprimet (10 pg/ml) és szulfametoxazolt (300
ug/ml) tartalmazo; rifampicin-rezisztens E. coli 153 esetében ampicillint (100 pg/ml) és

rifampicint (300 pg/ml) tartalmaz6 LB agarlemezeken szelektaltuk.

6.4.3. Emésztés restrikcios enzimmel

A restrikcios enzimmel torténd emésztés soran az enzimeket — EcoRI, és Hindlll - a

gyarto (BioLab) eldirdsainak megfeleléen hasznaltuk.

6.4.4. Pulzalo mezeju gélelektroforézis

A pulzadlé mezejii gélelektroforézist (pulse field gel electrophoresis; PFGE) a Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) PulseNet protokolljanak megfeleléen
végeztiik (245). Roviden, a genom DNS-t izolaltuk €s a megfeleld restrikcios enzimmel
emésztettiik (New England). A PFGE-t CHEF III rendszerrel végeztiik (Bio-Rad) a
kovetkez6 futtatasi paraméterekkel: az I. blokknal 3-65 mp kapcsolési és 17 ora futtatasi
id6; a II. blokkhoz 15-30 mp kapcsoldsi és 6 oOra futtatdsi id6. A dendrogramokat
Molecular Analyst (Bio-Rad) segitségével készitettik el, a Dice-egyiitthatd
alkalmazaséaval, nem stlyozott par csoport modszerrel (UPGMA), 1,3 %-o0s pozicid
toleranciaval. A mintak Osszefiiggését Tenover €s mtsai kritériumai alapjan hataroztuk

meg (271).

6.4.5. DNS proba és hibridizacio

A baktériumokbol a kordbban leirt modszerrel izoldlt plazmido(ka)t restrikcios
enzimekkel - EcoRI-gyel, Hindlll-mal illetve Pstl-gyel- emésztettiik, majd 0.8%-o0s
gélben megfutattuk. A Pstl-gyel emésztett plazmidokat blactx.m.so-re specifikus,
digoxigeninnel jelolt DNS-prébakkal hibridizaltuk a PCR DIG detection system (Roche

Diagnostics, Indianapolis, IN) felhasznalasaval.

41



dc_112 10

6.4.6. Polimeraz lancreakcio (PCR)

16-18 oras baktériumtenyészet feliilluszdjabol nyertiik a bakterialis templat DNS-t a
PCR-hez. A PCR vizsgalatok sordn blargm (78), a blasyy (78), blactx-m(299)
blaoxa(13), blapgr(13), blayim (155), blagn (250), blasace)w-or (211) detektalasara
szolgélo primereket hasznaltunk. Az AP-PCR (arbitrarily primed PCR) soran ERIC-2
primert hasznaltunk (94). A PCR-eket RedTaq DNS-polimerazzal (Sigma) végeztiik, a
gyartdo eldirdsai szerint: 2 pul templat DNS-preparatum jelenlétében 30 pl-es
végtérfogatban. A 30 pl-es reakcidelegyek 50 mM KCl-ot, 1.5 mM MgCly-ot, minden
primerb6l 0,5 pM-t, minden dezoxinukleotid-trifoszfatbol 1.5 mM-t (Sigma), 1 U
RedTaq polimerdzt (Sigma) és 2 pl bakteridlis genom DNS-t tartalmaztak. A DNS-
amplifikacids program egy kezdeti denaturacids 1épésbol (96 °C, 5 perc) allt, melyet 30
ciklus kovetett: denaturacié (96 °C, 30 sec), hibridizaci6é (az anneldldsi homérséklet
primerenként valtozo, 30 sec) és szintézis (72 °C, 1 perc) végiil 5 perces szintézis 72 °C-
on. A PCR-terméket tartalmazo reakcioelegy 10 pl-ét elektroforézissel vizsgaltuk 0.8

w/v %-os gélben.

6.4.7. Multi-lokusz szekvencia tipizalas

A multi-lokusz szekvencia tipizalas (multilocus sequence typing; MLST) vizsgalat soran
a kivalasztott Klebsiella torzsek housekeeping génjeit - rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE,
infB és tonB - PCR vizsgélattal amplifikaltuk, majd a kapott termékeket szekvenaltuk
(71). Az 1igy kapott allél-szekvenciak ¢és a szekvencia tipusok (ST) a

http://pubmlst.org/kpneumoniae honlapjan talalhat6 adatokkal keriiltek

Osszehasonlitasra.

6.4.8. Klonozas

Kisérleteink soran egyrészt kiilonbozé mutaciokkal rendelkezd blasyy géneket illetve
CTX-M-2-t és CTX-M-59-et termeld E. coli klonokat allitottunk eld. Az enzimeknek
megfeleld struktargéneket amplifikaltuk, majd a PCR-terméket EcoRI-gyel, Xbal-gyel
és/vagy BamHI restrikcids enzimekkel (New England Biolabs) emésztettiik, majd a
blasyy géneket géneket a pCR-XL-TOPO vektorral, a blacrxm géneket pBC-SK(-)
vektorral kapcsoltuk 6ssze. Ezutan a rekombinans plazmidokat az E. coli DH10B sejtbe
elektroporacié segitségével transzformaltuk. A transzformalt baktériumokat 50 pg/ml

ampicillin és 50 pg/ml kanamycin vagy 30 pg/ml chloramphenicol tartalma LB agaron
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szelektaltuk a vektortdl fliggéen. A nukleotidszekvencidk megerdsitése utan ezeket a

torzsket hasznaltuk a MIC-értékek meghatarozasara.

6.4.9. Mutagenezis

A PCR-alapu site-directed mutagenesist a Stratagene QuikChange mutagenesis kit
segitségével végeztiik (Stratagene). Két komplementer oligonukleotidot allitottunk el
(Genosys Biotechnologies) az SHV-1 [-laktamazban taldlhato 43-as ¢és 238-as
aminosavnak megfelel6 helyen a kordbban leirtak szerint side-directed mutagenesist
végeztiink (115, 116). A mutagenezisnek alavetett DNS-t tartalmaz6 transzformalt E.
coli DH10B telepeket 20 pg/ml kloramfenikolt tartalmaz6é LB agarra szélesztettiik és a

telepeket sziirtiik a kivant mutéciokra.

6.4.10. DNS-szekvenalas
Az amplifikalt termékeket ABI 4500 és ABI 3100 genetikai analizatorok segitségével

szekvenaltuk. A szekvendld reakcidkat a kiilonb6z6 génekre specifikus megfeleld
primerekkel végeztiik, amelyeket az eldzetes amplifikacid soran is hasznaltunk. A
szekvencia-analizist a Lasergene DNASTAR szekvencia-analizis szoftverrel (DNAStar)
végeztiik. Minden génszekvencia azonositasa a GénBank és EMBL adatbazisokban
elérheto szekvenciakkal 6sszehasonlitasban tortént, tObbszords szekvencia-sorbaallitasi

modszerrel a BLAST program segitéségével.

6.4.11. Egypontos nukleotid polimorfizmusok detektalasa

A blasyy egypontos nukleotid polimorfizmusainak (single nucleotid polymorphism;
SNP) detektalasara a Sevall altal kifejlesztett 5’-nukleaz assay-t alkalmaztuk (260).
Olyan oligonukleotidokbdl all6 fluoreszcens probdkat terveztiink, amelyeknek mindkét
végen volt jelzéfesték (6-karboxi-2’,4,4°,5°,7,7’-hexaklorofluoreszcein (HEX) vagy 6-
karboxi-fluoreszcein [FAM] ¢és egy csillapité festék (6-karboxi-tetrametilrodamin
(TAMRA)]). A proba szabad oldott formaban hajtii szerkezetet alakit ki. A jelzd és a
csillapitdo fluoreszcencia kozelsége ebben a hajtli szerkezetben elnyomja a jelzd
fluoreszcenciat (fluoreszcencia rezonancia transzfer (FRET)). A PCR sordn a
kétszeresen jelzett proba kapcsolodott a vizsgalni kivant helyre (blasyy) a ,,forward” és a
»reverse” primerek kdtohelye kozott. A szintézis szakaszaban a probat a Tag polimeraz,
5’-nukleaz aktivitdsaval elhasitotta. Ennek hatasara eltavolodott egymastol a jelzd és a

csillapito festék, ezért megnovekedett a jelzd festék fluoreszcencidja (a FRET nem
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valosul meg). Azaltal, hogy két, csak egyetlen nukleotidban kiilonb6z6 probat
hasznaltunk két kiilonboz6 jelzéfestékkel kombindlva, detektaltuk a polimorfizmusokat.
Real-time PCR allél megkiilonboztetd assay-ket a Primer Express szoftver (Applied
Biosystems) segitségével terveztiink. A Primer Express hasznalataval késziilt primerek

¢és probak kombinacioi a 2. tablazat-ban vannak felsorolva.

2. tablazat Real-time PCR SNP genotipizalds soran hasznalt primerek és probak

Primerek, probdk  Szekvencia

TEM PCR Forward primer 5'ATG AGT ATT CAA CATTTC 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'
Préba 1* 5'FAM-ACC CCG TTC GCT AGC TCC GG-TAMRA 3'
Préba 2% 5'HEX-ACC CCG TTT GCT AGC TCC GG-TAMRA 3'

* A primerek és probak a komplementer DNS szalra lettek tervezve

A genotipizalas 50 pl-es reakcidelegyekben tortént, amelyek 5 ul genomialis DNS-t,
minden primerbdl 900 nM-t, minden probabol 200 nM-t, 25 ul Tagman Universal PCR
Master Mix-et (amelyben PCR-puffer, passziv referenciafesték: ROX (karboxi-X-
rodamin) dezoxinukleotidokat, uridint, uracil-N-glikozildzt és az AmpliTaq Gold DNS
polimerazt tartalmaztak; Perkin-Elmer Applied Biosystems). A ciklusok koriilményei: 2
perc 50°C-on, 10 perc 95°C-on, 40 ciklus 95°C-on 15 méasodpercig és 60°C-on 1 perc.
A real-time fluoreszcencia detektalasat minden egyes ciklus 60°C-os, hibridizacios-
szintetikus szakaszaban végeztiikk. ABI allélmegkiilonboztetd szoftvert alkalmaztunk a
genotipusok abrazolasara, amely két paraméteres dbrazolason alapult a FAM és a HEX

intenzitasat hasznalva 40 cikluson at.

6.4.12. Valosidejii reverz transzkriptaz PCR

Valoésideju reverz transzkriptaz PCR-t (RT-PCR) végeztiink az ompD ¢és ompF porin
gének ¢és az acrB efflux pumpa génnek a rpoB housekeeping génhez viszonyitott relativ
expresszidjanak meghatarozasa céljabol. A teljes RNS-t RNeasy kit (QIAGEN Inc.)
felhasznalasaval izolaltuk ¢és RNéaz-mentes DNaz I-gyel kezeltik. Az RNS

crer

RNS felhasznalasaval reverz transzkripcid révén egyszalu cDNS-t készitettiink a Nagy
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Kapacitdsu cDNS Archivalo Kit segitségével (Applied Biosystems). Ezt kovetéen a
cDNS-ek mennyiségét valosidejii PCR-amplifikacioval hataroztuk meg, amelyekhez a
OMP kiils6 membranfehérjék — ompD és OmpF - ¢s az efflux pumpa génre acrB (3.
tablazat) specifikus primereket alkalmaztunk az ABI 7300 RealTime PCR gép
hasznalataval (Applied Biosystems).

3. tablazat Real-time RT-PCR sordn hasznalt primerek

Primer Szekvencia (5' 3") fxnn’ealrmg Te@ek
hémérséklet 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 TCATTT 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:Cvagy T

A futattasi paraméterek a kovetkezdek voltak: 50 °C-on torténd 2 perces €s 95 °C-on 12
perces kezdeti inkubécio, melyet 40 ciklus kdvetett 95 °C-on 15 masodpercig, illetve 60
°C 60 masodpercig. Az expresszids szinteket minden izoldtum esetén az rpoB
(housekeeping gén) transzkripcids szintjéhez viszonyitva standardizaltuk. Az ompD,
ompF és acrB gének expressziojaban bekovetkezo relativ valtozasokat a referencia és a
célpont hanyadosaként szamitottuk ki a 2% moédszer segitségével, ahol Cr a

cikluskiiszob (163).
6.5. Epidemiologiai vizsgalatok

6.5.1. Epidemiologiai meghatarozasok

Azokat az eseteket vizsgaltuk, amikor az ESBL-termelés genotipizalassal ¢&s
izoelektromos fokuszalassal megerdsitésre keriilt. Az izoldtumok ismétlddése akkor
meriilt fel, ha ugyanabbdl a betegbdl keriiltek kitenyésztésre €s genotipizalassal nem
voltak megkiilonboztethetok a korabbi izolatumoktol. Fert6zésnek tekintettilk azt az

esetet, ha a beteg fertdzés jelét vagy tlinetét mutatta és a vérébdl, vizeletébol, liquorabol,
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bronchoalveolaris  lavage-ab6l  vagy barmilyen egyéb fiziologiasan  steril
testfolyadékabol Klebsiella spp. volt izolalhato.

Kolonizacionak tekintettiik azt az esetet, ha Klebsiella spp. volt izolalhat6 a betegbdl, de
a beteg nem mutatta a fert6zés klinikai jeleit vagy tiineteit.

Az incidenciat 95 %-os konfidencia intervallummal a személy-napok, mint nevezd
hasznalataval becsiiltik meg, a kolonizalt és a klinikai eseteket egyarant bevonva a

szamitasba.

6.5.2. A kortorténetek attekintése

A Klebsiella-fertdzéseket retrospektiv modon elemeztiik a kortorténetek attekintésével.
A demografiai és klinikai adatokat minden egyes Ujszilottre vonatkozdan
Osszegyujtottiik, beleértve a sziilés modjat, az egyediili vagy ikerterhességet, a nemet, a
kort, a sziiletési sulyt, polimikrobas fert6zések bekovetkeztét, a gépi 1€legeztetést €s a

fert6zés kimenetelét.

6.6. Allatkisérletek

6.6.1. Allatmodell

Minden kisérletben 30-35 g tomegii CD-1 egereket (Charles River) hasznaltunk. Az
allatokat hagyoményos modon, 2-es tipusi milanyag ketrecekben tartottuk (Charles
River), két-harom egeret egy ketrecben, puhafa-szemcse dgyazaton. Az allatok 2142 °C-
on és 55+15 % paratartalomban, 12-12 6ras vilagos-so6tét bioritmus ciklusban éltek. Az
allatok szabadon hozzaférhettek a csapvizhez és a golyokka formalt ragcsalo eledelhez
(CRLT/N standard patkany és egér taplalék, Charles River). A kisérleteket harom hetes
szoktatas utan kezdtik meg. A tanulmany végén az allatokat 150 mg/kg nétrium-
barbiturat (Sigma) i.p. injekcioval altattuk el. Az allatokat a Laboratoriumi Allatok
Gondozasa és Alkalmazasa Iranyelveinek megfelelden tartottuk, a kisérleteket pedig a

Semmelweis Egyetem (SE) Allatgondozasi Bizottsaga hagyta jova minden esetben.

6.6.2. Antibiotikum szérum szint meghatarozasa egerekben

Véletlenszertien kivalasztott CD-1 egereket (30-35 g) hasznéltunk az antibiotikumok

szérum szintjének a meghatarozasahoz.
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6.6.2.1. Cefepim és imipenem szérumszint meghatdarozdsa

A cefepim (80 mg/kg), illetve imipenem (40 mg/kg) egyszeri i1.p. alkalmazasat kovetden
15 és 30 perccel, 1, 2 és 3 oraval vérmintdkat vettiink (megkozelitéleg 50 pl-t) a
farokvénakbol, idépontonként 6t-0t egérbol. Az egereket tovabbi 48 oraig megfigyelés
alatt tartottuk. A szérum antibiotikum-szinteket papirkorongos modszerrel hatdroztuk
meg; az imipenem ¢és a cefepim esetén Bacillus subtilis ATCC 6633 és E. coli ATCC
25922, mint indikator mikroorganizmusok felhasznalasaval antibiotikum medium 1-en
(Becton Dickinson) (4). A korongok antibiotikum tartalmét féllogaritmikus linearis
regresszios grafikonrdl hataroztuk meg, amelyen a gatlasi zondk atmérdjét abrazoltuk a
cefepim, illetve imipenem koncentracio tizes alapu logaritmusanak fliggvényében. A
meghatarozas als6 hatdra 8 pg/ml volt cefepim és 1 pg/ml volt imipenem esetén. A

variabilitasi egylitthat6 az dsszes antibiotikum vizsgalatnal <5 % volt.

6.6.2.2. Amikacin szérumszint meghatdarozdsa

Az amikacin (7.5 mg/kg) egyszeri i.p. alkalmazésat kdvetden 15 és 30 percceel, 1,2 és 3
oraval vérmintékat vettiink (megkdzelitleg 50 pl-t) a farokvéndkbol, idépontonként &t-
0t egérbol. Az egereket tovabbi 48 oraig megfigyelés alatt tartottuk. Az amikacin
szérumszinteket fluoreszcens polarizacids immunassay révén (Abbott TDx rendszer)

hataroztuk meg.

6.6.2.3. Ciprofloxacin és levofloxacin szérumszint meghatdrozdsa

20 mg/kg dozisu ciprofloxacint, illetve 50 mg/kg levofloxacint adtunk i.p. az egereknek.
Ot-6t egértdl vettiink szivpunkcidval vérmintdkat az antibiotikumok bead4sa utdn 15 és
30 perccel és 1, 2, 3 és 4 6raval. A szérum antibiotikum-szinteket magas nyomasu

folyadékkromatografiaval (HPLC) hataroztuk meg .

6.6.3. Farmakokinetikai valtozok meghatarozasa

A farmakokinetikai valtozok értékét a nonkompartmentalis modszerrel hataroztuk meg
(98). A csucs plazmakoncentraciot (Cyax) kozvetleniil a kisérleti adatokbol kaptuk. A
végsd fazist elimindcids rata hanyadost (K;) a koncentraciok log; értékeinek lineéris
regresszidjaval becsiiltik meg. A féléletidé (T;,) értékeket a 0,693/K.-kdzépérték
képlettel szamitottuk ki. A koncentracio-ido gorbe alatt teriiletet a nulla-ponttol az
utolsd6 mintavételi idoig (AUC.4n) a trapéz-szabaly révén szamoltuk ki, az AUC-t 4

oratol a végtelenig (AUC4n0) Can/Kei-ként becsiiltiik meg, ahol Cy, a négyoras kezelés
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utdn mért koncentracio. A teljes gorbe alatti teriiletet a nulla ponttol a végtelenig (AUC,.
») aZ AUC .4y €s az AUCyp, 0sszegeként szamitottuk ki. A gorbe alatti teriiletet a nulla-
ponttol 24 oraig (AUC.24) az AUCy., negyedeként hataroztuk meg.

A kozepes fennmaradasi id6t (MRT) a kovetkezok szerint szamoltuk: MRT = [AUMC
+ t(AUCy.o — AUC4)]/AUCy.1, ahol AUC,.+ és AUMCy megfelel az AUC és az AUMC
steady-state allapotanak egy dozirozési intervallum alatt, illetve AUCj., megfelel a
végtelenbe extrapolalt AUC értéknek. A teljes test clearance-et (CL) CL = d6zis/AUC

képlet szerint szamoltuk (6).

6.6.4. Baktérium csiraszam meghatarozasa az egerek vérében

A vérmintakat a farokvénabol vettiik a fert6zés utan kiilonb6zo idépontokban, amikor az
antibiotikumok szérum-szintje joval a MIC-értékek felett volt. A sorozathigitdsok utan a
mintakat kvantitativ modon tenyésztettiik MH agar lemezeken. Egy éjszakan 4t 37°C-on
torténd inkubacié utan az ¢élo baktériumokat megszamoltuk és log;y CFU/ml vér
kozépértékben fejeztiik ki. A vér baktérium-koncentraciokat a log;p CFU/ml értékek
variancia-elemzésének alkalmazasaval hasonlitottuk 0Ossze. A baktériumndvekedés
elmaradasa esetén a kimutathatdsag hatarat, azaz 300 CFU/ml-t helyettesitettiink be. A
paros O0sszehasonlitdsokat a Bonferroni modszerrel végeztiikk. A szamitasokat SSPS 7.5

program segitségével végeztiik el.

6.6.5. Tulélési elemzés

Minden fert6zott-kezelt, fert6zott-kezeletlen és nem fert6zott csoportban tizenot egeret
hasznaltunk. Az utdnkdvetés a tulélés megfigyelésével tortént, az elhullast tekintettiik
végpontnak. A Kruskal-Wallis tesztet kovetéen Mann-Whitney U-tesztet hasznaltuk
statisztikai elemzésre, P<0.05 értéket tekintve szignifikansnak. A kezelési iddszakot a
kumulativ valdsziniiség megbecsiilése alapjan hataroztuk meg a Kaplan-Meier tulélési
gorbe hasznalataval. A P <0.05 értéket fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak. A
tulélést 12, 24, 48 ora és 1 hét utan vizsgaltuk a letalitas kiszamitadsdhoz a kisérletektdl
fiiggden, a 24 oras tulélést pedig a kumulativ valosziniiség megbecsiilésével allapitottuk
meg a Kaplan-Meier tulélési gorbe felhasznaldsaval. A csoportok kozotti relativ
kockazatot a hazard hdnyados segitségével becsiiltik meg (megfeleld 95 %-os
konfidencia-intervallummal) a megfigyelt és a szamitott elhullas 6sszehasonlitdsaval. A
log sor tesztet haszndltuk a statisztikai elemzéshez, a P <0.05 értéket fogadva el

szignifikansnak.
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7. EREDMENYEK

7.1. Epidemiologiai vizsgalatok

7.1.2. Az els6 magyarorszagi ESBL-termelé K. pneumoniae torzs altal okozott

esethalmozodas molekularis epidemioldgiai jellemzése

A 1990-es években a TEM- és SHV-tipusu kiterjedt spektrumu B-laktaméazokat termeld
K. pneumoniae torzsek fontos korokozokka valtak a korhdzban szerzett fertézésekben,
multirezisztencidjuk miatt és egyre tobb jarvanyt okoztak a korhazakban miota az elsd
ESBL-t 1984-ben izolaltak (8, 139, 193, 220, 239, 289). A PIC-eken a Klebsiella fajok
tiintek a leggyakoribb korokozoknak (50).

7.1.2.1.Baktérium torzsek

1998. marcius 1. és junius 29. kozott 663 baktériumot izolaltak az Enterobacteriaceae
csalad tagjai koziil a szolnoki Hetényi Géza Megyei Korhdz korasziilott intenziv
osztalyarol. Az 1997. janudr 1.-ig visszamendleg végzett retrospektiv vizsgalat nem

mutatott ki multirezisztens K. pneumoniae izolatumot.

3. abra ESBL-termel6 K. preumoniae , nem ESBL-termel6 K. pneumoniae izolatumok, illetve egyéb
Enterobacteriaceae izolatumok gyakorisaga szolnoki PIC-en 1998. januar és november kozott

1zolatumok szama
40

35 B ESBL-termel6 K. pneumoniae

ONem ESBL-termel6 K. pneumoniae
30

B Egyéb Enterobacteriaceae

ESBL-sziir6 E-teszt bevezetése
25

m |

| dillal b d

98 JAN FEB MAR APR MAJ JON JuL AUG SZEPT OKT NOV 1d6

Az els6é ESBL-termel6 K. pneumoniae torzs 1998. junius 30.-an keriilt izolalasra, majd
1998. november 30.-ig Osszesen 21 ESBL-termeld K. pneumoniae torzset sikeriilt
izolalni 15 beteg klinikai mintaibol. Augusztusban ESBL-termeld Serratia marcescens
jelent meg egy egy héttel korabban ESBL-termelé K. pneumoniae-vel kolonizalt
korasziilott torokvaladékaban (3. abra). Az augusztusban és oktoberben elvégzett
kornyezeti sziirések kapcsan (143 minta) egy ESBL-termelé K. pneumoniae Kkeriilt

izolalésra a flirddszappanbdl. Az apold személyzet 22 tagjan végeztek szlirdvizsgalatot,
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de ESBL-termeld K. pneumoniae torzset nem sikeriilt izolalni. Ugyanebben az
idészakban maés osztalyok klinikai mintaib6l nem volt izolalhato ESBL-termel6

baktérium torzs.

7.1.2.2. Epidemiologiai vizsgadlatok eredményei

A vizsgalt periddus alatt a korasziilott intenziv osztilyon izolalt ESBL-termeld K.
pneumoniae torzsek altal okozott klinikai esetek eloszlasa a kdvetkezOképpen alakult: a
klinikai adatok alapjan 6t esetben okozott kolonizacidt és tiz esetben infekciot az ESBL-
termeld K. pneumoniae ( 6 kisfit €s 9 kislany): egy eset tortént juniusban, 6t juliusban,
ketté augusztusban, 6t szeptemberben, egy oktoberben és egy novemberben. Egy
fertdzott ujsziilottek meghalt.

Ebben az id0szakban 132 ujsziilottet vettek fel az osztalyra, igy Osszesen 1835 beteg-
nap adddott. Az ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek havi incidencidja és a 95 %-os
konfidencia intervallum juniustdl novemberig a kovetkezd 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 vonatkozoan (4. abra).

4. abra Az ESBL-termeld K. pneumoniae fertdzések szama és incidencigja a
szolnoki PIC-en 1998. méjusa és novembere kozott

. Incidencia arany
Esetek szama 100 betegnapra

[ ESBL-termel6 producing K. pneumoniae esetek

6T T 3,50

—#— ESBL-termel6 K. pneumoniae fertézések incidenciaja

98 MAJ JUN JUL AUG SZEPT OKT NOV

1d6
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Az 5. abran lathato az ESBL-termeld K. pneumoniae torzzsel fert6zott betegek

felvételének és elbocsatasanak epidemioldgiai grafikonja, ahol jol latszik az idébeli

atfedés a beteg bentléte alatt, kivéve az legutolsé beteget.

5.4bra Az ESBL-termeld K. pneumoniae -val (Al-es pattern) fertézott betegek felvételének és

elbocsatasanak epidemiologiai grafikonja a szolnoki PIC-en

B -Felvétel ideje

® _ A ESBLKP
izolalasanak ideje

A _Eivocsitis ideje

Betegek
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12 [ A

" B0 A

10 H O A

9 | @ A
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5 B A

4 e A

3 » A

2 e A

1 H O A

1998.05.25

1998.06.14

1998.07.04

1998.07.24

1998.08.13

7.1.2.3. Plazmid profil meghatdrozas

1998.09.02

1998.09.22

1998.10.12

1998.11.01

1998.11.21

A plazmid elemzés alapjan az Osszes primer klinikai torzs (1-15 ESBL-termeld K.

pneumoniae), a kornyezeti ESBL-KP ¢s a S. marcescens torzs egyetlen nagy plazmiddal

rendelkezett. Az 1-14 klinikai ESBL-termeld K. pneumoniae izoldtum, a kdrnyezeti

ESBL-termeld K. pneumoniae €s a S. marcescens izoldtum azonos méretli plazmidokkal

rendelkezett, melyek azonos restrikcids képet mutattak HindIll (harom sav) és EcoRI

(nyolc sav) restrikcidos endonukledz enzimmel tortén hasitds utdn, ami megerdsitette

plazmidjaik hasonlosagat. A 15. ESBL-termeld K. pneumoniae izoldtum restrikcids

profilja tobbszori ismétlés ellenére sem volt lathato (4. tablazat).

Az 1-14 ESBL-termeld K. pneumoniae izoldtumok ESBL-kodold plazmidja atvihetd

volt az E. coli J53-2 torzsbe konjugécio révén és az E. coli DH5-a-ba transzformécioval.

Az SHV-t kodoldo gén jelenlétét a plazmidon az Osszes torzs vonatkozdsdban

megerdsitettiik.
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4. tablazat Az izolalt ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek jellemzése

Beteg Aptibioti.kun,l I.’laanrid K({nj}l— Tran’sz.—, Restrikcid Restrikci(’) Béta}— SHV-  AP-PCR

rezisztencia kép izolalas  gaci6  formacidé EcoRI-gyel HindIll-mal laktamaz pl PCR  ERIC-2
1 1 + + + El HI 5.6¢és 8.2 + Al
2 1 + + + El HI 5.6¢és 8.2 + Al
3 1 + + + El HI 5.6 ¢és 8.2 + Al
4 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
5 1 + + + El HI 5.6¢s8.2 + Al
6 1 + + + El HI 5.6¢s8.2 + Al
7 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
8 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
9 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
10 1 + + + El HI 5.6 ¢és8.2 + Al
11 1 + + + El HI 5.6¢s8.2 + Al
12 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
13 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
14 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al
15 2 + + + NM NM 5.6 ¢és 8.2 + A2
KM 1 + + + El HI 5.6¢és8.2 + Al

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 meghatarozott

KM: Koérnyezeti ESBL-KP

7.1.2.4. Antibiotikum érzékenység meghatarozdsa

A tizennégy ESBL-termeld K. pneumoniae klinikai izolatum (az 1-14 izolatumok), a
kornyezeti ESBL-termeld K. pneumoniae ¢és a S. marcescens izolatum azonos
rezisztencia-mintazattal rendelkezett, mig a 15. ESBL-termeld K. pneumoniae izoldtum
antibiotikum  rezisztencia  képe eltérd volt; cefepimre, cefpiromra,
trimethoprim/sulphamethoxazolra és  tetracyclinre vonatkozé MIC értékei sokkal
alacsonyabbak voltak, mint a tobbi esetben.

A Tf1-Tf14 transzformalt E. coli MIC-értékei kissé alacsonyabbak voltak, mint a donor
torzseké, de a B-laktdm rezisztencia mintdzata az ESBL-termeld donor torzsekével volt
azonos (5. tablazat). A transzformalt térzsek szintén rezisztenssé valtak gentamicinre,
tobramycinre, netilmicinre és trimethoprim/sulphamethoxazolra, ami arra utalt, hogy az
ezekre az antibiotikumokra vonatkozo rezisztenciat koédoldé gének ugyanazon a

plazmidon helyezkedtek el, mint az SHV-gén.
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5. tablazat Az ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek (ESBL-KP), az ESBL-termeld S.
marcescens ¢€s az E. coli Dh5o MIC (ng/ml) értékei

MICgO (ug/ml)

ESBL.KP E. coli DH5a

Antibiotikum 114 ESBL-KP15 S. marcescens R R
Tf1-Tf14

Cefotaxim >32 >32 >32 0,032 >32
Ceftazidim >32 >32 >32 <0.5 16-32
Ceftazidim*+ 0.75-1.5 15 3 <0125  0.38-0.75
klavulansav
Imipenem 0.75-1 0.38 1.5 0.25 0.75-1
Meropenem 0.094-0.125 0.094 0.125 0.094 0.032-0.094
Trimethoprim- > 32 0.38 > 32 0.016 > 32
sulphamethoxazol
Ciprofloxacin 0.064-0.75 0.064 0.064 0.19 0.064-0.19
Tetracyclin > 256 6 > 256 1.5 > 256
Kloramfenikol 8-16 8 8 8 8
Gentamicin >1024 >1024 >1024 <0.064 128
Amikacin 1-3 2 4 1 1-3

R-: plazmid nélkiil
R+: plazmiddal nélkiil

7.1.2.5. Izoelektromos fokuszalds

Az 6sszes ESBL-termel6 K. pneumoniae torzsnek, beleértve a kdrnyezeti térzseket, a S.
marcescens izolatumot és a transzformalt torzseket, B-laktamaz izoelektromos pontjai
voltak 5.6 és 8.2 pl-értéknél. A 8.2 pl-érték az SHV-5 enzimnek felelt meg (5.
tablazat).

7.1.2.6. Molekularis epidemiologiai vizsgalat

Az 6sszes ESBL-termeld K. pneumoniae torzs két kromoszdéma mintazatot mutatott AP-
PCR modszerrel. Az 1-14 klinikai ESBL-KP izolatumok és a kornyezeti torzs Al
mintaval rendelkezett, amely négy savot tartalmazott, vonalat adva 5.0 kb-nal, 3.0 kb-
nal, 3.0 és 2.5 illetve a 2.5 és 2.0 kb kozott. A 15-6s ESBL-termeld K. pneumoniae
izolatum A2 mintat mutatott, amely szintén négy savot tartalmazott, de 5.0, 2.5, 2.0 kb-
nal illetve 2.0 és 1.5 kb kozott. (6. abra). Az epidemiologiai vizsgalat soran 14 esetet, az
1-14 ESBL-termel6 K. pneumoniae torzsek altal okozott eseteket tekintettiik egy klonba
tartozd0 nozokomidlis csoportnak. Az ESBL-termelé K. pneumoniae 15. esetet

sporadikus esetnek tekintettiik. (5. tablazat).
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

6. abra A szolnoki PIC-en izolalt 15 klinikai és az egy kdrnyezeti eredeti ESBL
termeld K. pneumoniae torzsek ERIC-2 primerrel végzett AP-PCR-es képe. 1 sor AP-
PCR képe a kdrnyezeti izolatumnak, 2-16 sor: AP-PCR-es képe a 15 klinikai anyagbol

szarmazo ESBL termeld K. pneumoniae térzsnek, 17-es sor: DNS 1kb-os 1étra.

7.1.2.7. Epidemiologiai intézkedések

1990 6ta minden klinikai esetben ceftazidimet alkalmaztak empirikus terapia gyanant,

amit 1998 juniusdban korlatozasnak vetettek ald. Emellett az ESBL-termelé K.

pneumoniae betegek szigoru elkiilonitését, a kézmosas hangstlyozasat és az eldobhato

kesztylik hasznalatat is bevezették 1998. szeptemberében.
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7.1.2. ESBL-termel6 Klebsiella spp. otéves kovetéses molekularis epidemiologiai
vizsgalatanak eredménye a Semmelweis Egyetem II. Perinatalis Intenziv

Centrumaban

A Klebsiella fajok fontos szerepe a perinatalis intenziv osztalyokon kialakuld
fertdzésekben régota ismert. A koérokozo tulél a kornyezetben és atmenetileg
megtalalhato az apoloszemélyzet kezén is, ami elOsegiti az 0jsziilott-ujsziilott atvitelt a
PIC-en. A Kkiterjesztett spektrumua cefalosporinok bevezetése ota az ESBL-termeld
Klebsiella torzsek kiilondsen sulyos problémat jelentenek vildgszerte. Sok ESBL a
TEM-1, TEM-2 vagy az SHV-1 szarmazéka. A TEM-1-et, TEM-2-t vagy az SHV-1-et
kodold géneket érintd mutaciok kiterjesztették a B-laktamazok szubsztrat-specificitasat
néhany szélesitett spektrumu cefalosporinra és az aztreonamra. Ez jelentds nehézséget
Mig néhany korhaz klinikai mikrobiologiai laboratoriuméaban elérhetok molekularis
epidemiologiai eszkozok, mint a PFGE, a legtobb laboratorium szadméra ez nem
megoldott. Ezért a Klebsiella-fertézések dinamikaja egyes korhazi egységekben, példaul
a PIC-eken teljesen felderitetlen lehet.

Otéves kovetéses molekularis epidemioldgiai vizsgalat sordn dsszegytjtottiik a klinikai
mintakbodl az Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktériumokat és vizsgaltuk ESBL-
termelésiiket, illetve a Klebsiella fajok okozta fertézések klinikai jellemzdit és
meghataroztuk az ESBL-termel6 Klebsiella fajok molekuléris epidemioldgiajat egyazon

PIC-en.

7.1.2.1. Baktérium torzsek

101 Klebsiella torzset azonositottunk ujsziilottekbdl (egy beteg—egy izolatum) két
id6szakban 2001. januartol 2003. juniusig és 2005. juniustdl decemberig két éves
1ddkiilonbséggel a Semmelweis Egyetem II. Sziilészeti és NOogyogyaszati Klinikdjanak
Ujsziilott Intenziv osztalyarol. A vizsgalt idészakban 46 1jsziilottbél izolaltunk ESBL-
termeld Klebsiella torzseket, 55 0jsziilottbol pedig nem ESBL-termeld Klebsiella
torzseket. Az elsé iddszakban (2001. januartdl 2003. janiusig) 25 ESBL-termeld K.
pneumoniae és 9 ESBL-termeld K. oxytoca torzset, a masodik iddszakban (2005.
juniustél decemberig) 12 ESBL-termelé K. oxytoca torzset izoldltunk kiilonb6zd

betegekbdl.
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7.1.2.2. A fertozés kockazati tényezoi

A klinikai tiinetek alapjan ESBL-termeld K. pneumoniae okozta fertézéseket
allapitottunk meg 23 1jsziilottnél, 2 esetben pedig kolonizacidt. Az ESBL-termeld K.
oxytoca 16 ujsziilottnél fertdést, 6t betegnél kolonizacidt okozott (6. tablazat). 37
ujsziilottnek volt nem ESBL-termeld K. preumoniae és nyolcnak nem ESBL-termeld K.
oxytoca okozta fertézése, 10 esetben pedig nem ESBL-termeld Klebsiella torzsekkel
valo kolonizéciot tapasztaltunk (7. tablazat). Tehat 6sszesen 84 esetben tortént fertdzés

Klebsiella spp.-kel a vizsgalt idészakban.

6. tablazat Az ESBL-termeld Klebsiella speciesek altal okozott fertdzések riziko-
faktorainak Osszehasonlitasa

ESBL-KO csoport (n=16) ESBL-KP csoport (n=23)

Valtozok - - P érték
Atlag Atlag

Nem (férfi:n6) 7:9 12:11 0.73
Sziiletési suly (g) <1500 6/16 828 (780-870) 7/23 982 (600-1380) 0.73
Sziiletési suly (g) <1000 5/16 885 (780-1170) 4/23 788 (600-950) 0.81
Sziiletési suly (g) 1740 (780-3240) 1841 (600-4300)
Centralis katéter 3/16 6/23 0.73
Gépi 1élegeztetés 10/16 14/23 0.71
Parenteralis taplalas 14/16 22/23 0.83
Gesztacios kor (hetek) <36 14/16 31.8 (25-38) 20/23 32.3 (25-42) 0.70
Polimikrobas fert6zés 10/16 16/23 0.73
Csaszarmetszés 9/16 14/23 0.71
Transzftzid 7/16 11/23 0.71
Ikrek 6/16 6/23 0.76
Halalozas 2/16 4/23 0.72

KO: K. oxytoca
KP: K. pneumoniae

A nem ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca fertézésekre vonatkoz6 vizsgalt
kockézati tényezOk az 7. tablazat-ban, mig az ESBL-termeld Klebsiella tajokra
vonatokozok a 6. tablazat-ban talalhatok. A vizsgalt tényezdk tekintetében—beleértve a
nemet, a gesztacios idot, az ikerterhességet, a sziiletési sulyt, a centralis vénas katéter
jelenlétét, a gépi Iélegeztetést, a mesterséges taplalast, a polimikrobas fertdzést, a
csaszarmetszést, a transzflziot—nem taldltunk statisztikailag jelentds kiilonbséget az
ESBL-termeld és a nem ESBL-termeld Klebsiella fajoknak megfeleld csoport kozott.
Még ha a nem ESBL-termel6 Klebsiella fajokkal fert6zott paciensek esetében nagyobb
is volt a tulélési arany (mortalitasi arany: 2/45, 4,4%), mint az ESBL-termeld Klebsiella

fajokkal fert6zotteknél (mortalitdsi arany: 6/39, 15%), ez a kiilonbség nem volt
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statisztikailag szignifikans. Egy halaleset volt nem ESBL-termeld K. oxytoca okozta
fertézésnek tulajdonithatd, mig ketté ESBL-termeld K. pneumoniae okozta fertdzés
kovetkezménye volt. A tobbi esetben nem volt bizonyithatd az dsszefiiggés a halalesetek
¢és a Klebsiella fertdzések kozott.

7. tablazat A nem ESBL-termel6 Klebsiella speciesek altal okozott fert6zések riziko-
faktorainak 0sszehasonlitasa

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

Valtozok - - P érték
Atlag Atlag

Nem (férfi:nd) 8:0 21/37 0.99
Sziiletési suly (g) <1500 3/8 1415 (570-1490) 9/37 1050 (470-1490) 0.99
Sziiletési suly (g) <1000 2/8 670 (570-670) 15/37 802 (470-990) 0.99
Sziiletési suly (g) 1784 (570-3450) 1709 (470-3840)

Centralis katéter 2/8 6/37 0.99
Gépi 1élegeztetés 7/8 20/37 0.99
Parenteralis taplalas 8/8 36/37 0.99
Gesztacios kor (hetek) <36 8/8 31.3 (25-38) 29/37 32.7 (25-41) 0.99
Polimikrobas fertézés 4/8 28/37 0.99
Cséaszarmetszés 4/8 27/37 0.99
Transzfuzi6 3/8 22/37 0.99
TIkrek 0/8 9/37 0.99
Halalozas 1/8 1/37 0.99

KO: K. oxytoca
KP: K. pneumoniae

7.1.2.3. Antibiotikum érzékenység meghatdrozas

Noha két kiilonb6z6 idészakban keriiltek az ESBL-termel6 Klebsiella spp. izolalasra, az
izolatumok igen hasonlo érzékenységi profillal rendelkeztek: ezek kozott emlitendd a
magas ceftazidim MIC értékek (> 48 pg/ml) és alacsonyabb cefotaxim MIC-értékek,
mely utobbiak az ajanlas alapjan a mérsékelten érzékeny vagy érzékeny tartomanyba
esnek (8. tablazat) (48). Klavulansav jelenlétében minden izolatum esetén a cefotaxim
és ceftazidim MIC-ek jelentésen csokkentek, < 1 pg/ml-re. A tobbi B-laktam— cefepim
(0.75-8 pg/ml), imipenem (0.25-0.38 pg/ml), meropenem (0.023-0.047 pg/ml) - és a
ciprofloxacin (0.38-1 pg/ml) MIC-értéke ugyanazon térzseknél az érzékeny tartomanyba
esett. Minden tOrzs rezisztens volt gentamicinre (>256 pg/ml) €s minden 2005 el6tt

izolalt ESBL-termel6 Klebsiella spp. torzs amikacinra is (>32 ug/ml).
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8. tablazat Az ESBL-termeld Klebsiella torzsek antibiotikum érzékenysége

iﬁg{lum PFGE  CAZ CAZ/CL CTX CTX/CL  FEP IMP MEM  AMK
K. pneumoniae A >256 038->4 848 0.064-0.125 2-4 025  0.023-0.032 >16
K. pneumoniae B 128->256  0.25-038  8-48 0.094-025  1-8  0.25-0.38 0.023-0.047 >16
K. oxytoca C 24256  0.125-0.38 812 0.047-0.094 152 0.25-0.38 0.023-0.032 >16
K. oxytoca D 1285256 025038 824 0.094-025 2-4 025038 0.023-0.047 >I5
K. pneumoniae ~ E 64 0.19 6 0.064 0.75 0.25 0023  >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 /klavulansav,CTX: cefotaxim, CTX/CL cefotaxim/klavulansav, FEP: cefepim,
IPM: imipenem, MEM: meropenem, AMK: amikacin

7.1.2.4. Analitikai izoelektromos fokuszalas

Mindegyik klinikai izolatum (mindkét id6szakbol) expresszalt B-laktamaz enzimet, pl

8.2-es értékkel, ami az SHV-tipusu [B-laktamazokra jellemz6 (9. tablazat). Kilenc K.

oxytoca torzs 5.4 izoelektromos pontti B-laktamazt is termelt, jelezve egy jarulékos

TEM-1 szerii B-laktamaz enzim jelenlétét.

7.1.2.5. Pulzdlo mezejii gélelektroforézis

Az ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca molekularis tipizaldsa a vizsgalt

idészakban hat f6 PFGE mintdzatot azonositott, melyeket A-F betiikkel jeldltiink (9.

tablazat). 2001. januar és 2003. junius k6zott harom kiillonbozé K. pneumoniae (A, B

¢és E) és két kiilonboz6 K. oxytoca torzset (C €s D) azonositottunk. 2005-ben egy uj

tipust (F tipusu) K. oxytoca torzs jelent meg (7. abra).

9. tablazat A II. PIC-en izolalt Klebsiella torzsek jellemzdi

Fertézott Kolonizalt Izoelektromos PCR ¢és
Torzsek Izolalas ideje betegek betegek PFGE szekvenalasi ~ Plazmidok
, , pont (pl) ,
szdma szama eredmények
K. pneumoniqe 2001 februdr &s 2002 2 A 8.2 SHV-5 Pl
aprilis kozott
K. pneumoniae 2002 majtls f:s okigber 0 B 8.2 SHV-5 P1
kozott
K. oxytoca 2002 augusztus & 0 C 54,7682 TEM-1,SHV-12 P2
2003 januar kozott
K. oxytoca 2003 januar 2 0 D 5.4, 8.2 TEM-1, SHV-12 P3
K. pneumoniae 2004 januar 2 0 E 8.2 SHV-5 P4
K. oxytoca 2005 jalius & 5 F 76,82 SHV-5 P5

november kozott

58



dc_112 10

7. abra ESBL-termeld Klebsiella torzsek id6beli eloszlasa a SE II. PIC-en

Izolatumok szama
10

9 B K. pneumoniae, A tipus
8 1 B K. pneumoniae, B tipus
OK. oxytoca, C tipus
B K. oxytoca, D tipus
B K. pneumoniae, E tipus

W K. oxytoca, F tipus

: : :
<& SN &L L Q\ 9 LS & LS Q &L L Q L L Q &
& &K \g’b S & F \g’b SO AN & &L \g’b & &K \gb S &S F \gb
.\q,o Q\q’Q ?\\ O \Q,O @/%Q \N\\ Q0 \q,o Q,._J%Q § .\q,o QVKDQ ?\\ 5 \Q,O QL}%Q 5\& &9 \Q,O qu’Q b\\‘\\ o
AT TP FFF P ITITDTFESES SO S &S
B R O R S P I M S S S A

1dé

7.1.2.6. Plazmid DNS prepardlds és restrikcios elemzés

A teljes plazmid izolalas alapjan az ESBL-termeld Klebsiella izolatumok kozott 5
kiilonb6z6é mintat (P1-P5) kiilonittettiik el (9. tablazat). A K. pneumoniae torzsek (A és
B genotipus) azonos plazmid profillal rendelkeztek (P1), egy megkozelitleg 23 kb
méretli plazmidot (P1) hordoztak. Az E genotipusu K. pneumoniae ettdl eltéré plazmid
profilt mutatott (P4), hdrom plazmiddal: egy 94 kb méretlivel, egy 2 és 4 kb méret
kozott ingadozoval és egy 2 kb-nél kisebb méretiivel. A K. oxytoca torzsek harom
kiilonb6zé mintazatot mutattak: P2, P3 és P5. A K. oxytoca C genotipusnak két
plazmidja volt: egy 94 kb-os és egy megkdzelitdleg 2 kb-os (P2). A D genotipusu K.
oxytoca-ra a P3 plazmidtipus volt jellemz6, amely egyetlen 94 kb méretli plazmidot
foglal magéaba, mig az F genotipus esetében két plazmid jellemz6: az egyik 94 kb-os, a
masik 2 és 4 kb kozott valtozik (P5). A torzsekbdl izolalt teljes plazmidok EcoRI és
HindlIIl restrikcidos enzimekkel torténd restrikcidja megerdsitette az 5 kiilonbozo

plazmid mintézatot.

7.1.2.7. PCR amplifikdlas és szekvendlas

A B-laktamaz gének PCR-analizise a blagpyy gén jelenlétét mutatta ki az osszes ESBL-
termel0 Klebsiella izolatumban. Az amplifikédlt blasyy gének szekvencia analizise
azonositott egy SHV-5 enzimet a PFGE A és B tipusu K. pneumoniae és az F tipusu K.
oxytoca torzsekben. Az SHV-12 enzimet a PFGE C éd D tipusut ESBL-termeld K.
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oxytoca torzsekben azonositottuk. A C és D genotipusu K. oxytoca térzsek TEM-1

enzimet is termeltek. Egyetlen térzsben sem volt jelen a CTX-M gén (9. tablazat).
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7.2. ESBL enzimek jelenlétének detektalasi lehetdségei az

Enterobacteriaceae csalad tagjai kozott

7.2.1. ESBL enzimek fenotipusos detektalasa Enterobacter cloacae torzsekben

A cefalosporin rezisztens E. cloacae gyakran izolalt baktérium a hospitalizalt betegek
korében. A cefalosporin - ceftriaxon, cefotaxim vagy ceftazidim —kezelés soran
megjelend cefalosporin rezisztencidért az ampC gén expresszidjanak fokozodasdhoz
vezetd mutaciok a feleldsek (46, 135).

A CLSI ¢és az EUCAST Aaltal meghatarozott ESBL fenotipusos sziirévizsgalatok csak
Klebsiella spp., E. coli és P. mirabilis torzsekre tartalmaznak ajanlasokat (48, 79). A
kromoszémalis AmpC-tipusi B-laktamaz termeld torzsek esetében azonban ezek az
ajanlasok nem kidolgozottak. Vizsgalni kivantuk, hogy kromoszomalis AmpC-tipust -
laktamazt is termelé E. cloacae torzsekben milyen modon tudjuk detektalni a
parhuzamos ESBL termelést, ha a hagyomanyos tesztek a kromoszomalis B-laktaméz
enzim jelenléte miatt nem értékelhetéek. Munkank soran 2003. mércius és 2004. jalius
kozott a Pittsburgh-i Egyetem Orvosi Kozpontjaban izolalt 45 hemokultirabol szarmazo

E. cloacae torzset vizsgaltunk.

7.2.1.1. f-laktamaz termelés vizsgalata

Az E. cloacae torzsek osztalyozasat AmpC [-laktamdz termelésiik alapjan az Anyagok
¢s modszerek fejezetben leirtak alapjan végeztiik el. Ezen kritétiumok alapjan a 45 E.
cloacea torzs koziil 19 volt derepresszalt AmpC mutdns, 21 E. cloacae izolatum
bizonyult részlegesen derepresszaltnak, €s 6t torzs termelt indukalhatd6 AmpC enzimet.

A torzsek ESBL termelését eloszor genetikai modszerekkel — PCR és szekvenalas —
hataroztuk meg, illetve a termelt [-laktamaz enzimek izoelektromos pontjat
izoelektromos fokuszalassal hataroztuk meg. A 45 E. cloacae torzsbdl 15 bizonyult
ESBL termeldnek (10. tablazat). A torzsek altal kodolt ESBL-ek kozott volt SHV-2
(egy izolatum), SHV-5 (egy izolatum), SHV-7 (nyolc izolatum), SHV-12 (két izolatum),
SHV-14 (harom izolatum) és SHV-30 (egy izolatum) termeld torzs is. Egy izolatum
mind SHV-7-et, mind SHV-30 B-laktamaz enzimet termelt. A 15 ESBL-termel6 E.
cloacae izolatumbdl tizenegy tartamazott blatpy.i-et a blasyy mellett. Blactxm gének
jelenlétét nem sikeriilt igazolni. Az izoldtumok izoelektromos pontjat a 10. tablazat-ban

mutatjuk be.
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10. tablazat ESBL-termeld E. cloacae izolatumok tulajdonsagai

Torzsek [B-laktamaz enzimek PCSRHij szekvené;e:M pl Piizrgid
ES1 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1  5.4+7.0+7.6+9.0 P1
ES6 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P2
ES7 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-5 neg 8.2+9.0 P3
ES11 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-14 TEM-1 5.4+7.0+9.0 P4
ES15 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-14 neg 7.0+9.0 P5
ES18 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P3
ES20 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-2 neg 7.6+9.0 P6
ES22 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P1
ES24 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7,SHV-30 TEM-1 5.4+7.0+7.6+9.0 P7
ES31 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-12 TEM-1 5.4+8.2+9.0 P2B
ES37 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.619.0 P4
ES40 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.6+9.0 P8
ES43 Részlegesen derepresszalt+ ESBL SHV-12 TEM-1 5.4+8.2 P2C
ES49 Derepresszalt AmpC + ESBL SHV-7 TEM-1 5.4+7.619.0 P4
ES53 Indukalhato AmpC + ESBL SHV-14 neg 7.0+9.0 P9

7.2.1.2. Antibiotikum érzékenység meghatdarozdsa

A nem-ESBL-termeld E. cloacae torzsek antibiotikum érzékenységét, a kiillonbozo

antibiotikumok MIC értékeit (ng/ml) a 11. tablazat-ban; az ESBL-termeld E. cloacae

torzsek antibiotikum-érzékenységét pedig a 12 a és 12 b. tablazat-ban adjuk meg.

Az ESBL-termeld izoldtumok tobbsége szamos antibiotikumra nem volt érzékeny:

14/15 ESBL-termeld izolatum nem volt érzékeny ceftazidimre, 12/15 gentamicinre, 8/15

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

hatarértéknek mind a 15 izolatum érzékeny volt imipenemre és meropenemre (48).

Az izolatumok 40 %-anak (18/45) volt 0.5 pg/ml vagy magasabb MIC-értéke a

cefepimre. A cefepimre vonatkozé MICyp-érték az ESBL-termeld torzsek esetén 64

png/ml, mig a nem ESBL-termel6knél 0,5 pg/ml volt.
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11. tablazat A nem ESBL-termeld E. cloacae torzsek antibiotikum érzékenysége, MIC

(ng/ml)
Csoportok (torzsek szama)

Antibiotikum Indukalhaté Részlegesen derepresszalt Derepresszalt

torzsek (4) torzsek (12) mutéansok (7)
Piperacillin 0.5-64 0.5-16 32->256
Piperacillin/ 0.75-3 12->256 16->256
Tazobaktam
Cefoxitin 0.19-6 1-12 128->256
Ceftazidim 0.125-0.5 0.094-12 12->256
CeftaZ}dlm/ 03854 >4 ~4
klavulansav
Cefotaxim 0.047-1 0.125-12 48->256
Cefotaxim/ 0.125->4 0.32->1 >]
klavulansav
Cefepim 0.094-0.032 0.064-0.5 0.125-0.75
Cefepiny <0.064-0.094 <0.016-0.5 <0.016-0.5
klavulansav
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

12.a tablazat Az ESBL-termeld E. cloacae izolatumok MIC (ng/ml) értékei

Piperacill%n Ceftazidim CeftaZ’idim/ Cefotaxim Cefota’xim/ Cefepim CefeI?im/

/Tazobaktam klavulansav klavulansav klavulansav
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
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12.b tablazat Az ESBL-termel6 E. cloacae izolatumok MIC (ug/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

7.2.1.3. A torzsek azonossdgdnak vizsgalata

Hogy az eredmények értékelhetoek legyenek PFGE moddszerrel megvizsgaltuk a torzsek
azonossagat. A 45 E. cloacae torzs koziil 41 kozott nem volt semmilyen epidemiologiai
kapcsolat. Az a 30 izolatum, amely nem mutatkozott ESBL-termeldnek, nem volt
kapcsolatban egymassal. Tenover kritériumai alapjan a 15 ESBL-termel6bdl kettd az
ES1 és a ES22 torzs kozott kozeli kapcesolat volt, mig két tovabbi ESBL-termeld torzs
ES31 és ES43 kapcsolatban lehetett egymassal (271).

7.2.1.4. A torzsek plazmid-profiljanak meghatdrozasa

A fenti id6szakban izolalt, valogatott ESBL-termeld E. cloacae torzseket vizsgaltuk a
plazmid-tartalom vonatkozasaban (8. abra). A plazmid tartalom alapjan torténd
besorolast a 10. tablazat mutatja. Az 6sszes ESBL-termel6 E. cloacae izolatumnak volt
plazmidja, noha ezen plazmidok méretében nagy valtozatossag volt megfigyelhetd ( 8.

abra).
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1 2345 6 78 9101112 13 14 1516 17

8. abra Az ESBL-termeld E. cloacae torzsekbdl szarmazéd
plazmidok. Az 1-es, 9-es és 17-es sav A HindIIl molekula
méret markert tartalmazza. A 2-8 savok ES1, ES6, ES7,
ES11, ES15, ES18 és ES22 ESBL-termeld E. cloacae
izolatumokat tartalmazzak, a 10-16 savok pedig ES24, ES31,
ES37, ES40, ES43, ES44 és ES45 E. cloacae torzseket
tartalmazzak.

7.2.1.5. Fenotipusos ESBL-sziiro modszerek alkalmazdsa

Az E. cloacae torzsekre a Klebsiella spp. €s E. coli-ra vonatkozé CLSI ESBL-sziirési
korongdiffuzids kritériumokat alkalmazva — melyek alapjan egy torzs ESBL-termelésre
gyanus, ha a ceftazidim (30 pg) és cefotaxim (30 pg) korong koriil a gatlasi zona
atmérdje 22 mm, illetve 27 mm ala csokken (48) - azt tapasztaltuk, hogy a 45 E. cloacae
izolatum koziil 23 torzs mutatott ,,pozitiv”’ eredményt, holott ezek koziil csak 14 volt
valdjadban ESBL termeld a PCR, szekvendlds és az izoelektoromos fokuszalas alapjan
(13. tablazat). A megerdsitd vizsgdlatok — klavuldnsav jelenlétében a gatlasi zona
atmérdjének a megnovekedése tobb, mint 5 mm-rel - csak 7/15 ESBL-termeld E.
cloacae torzs esetén voltak pozitivak, azonban a nem ESBL-termeld E. cloacae torzsek
esetén a megerdsitd vizsgalatok mind negativak voltak. A CLSI altal Klebsiella spp.-re
¢és E. coli-ra ajanlott ESBL-szlrési MIC-kritériumok — 1 pug/ml breakpoint alkalmazésa
ceftazidim és cefotaxim esetében - az E. cloacae torzseken hasonld eredményekhez
vezettek (14. tablazat), azonban a megerdsitd tesztek — tobb mint haromszoros
ceftazidim, cefotaxim MIC érték csokkenés klavulansav jelenlétében (48) - csak 2/15
ESBL-termeld E. cloacae torzs esetén voltak pozitivak. A szokvanyos KkettOs

korongdiffuzios teszteket alkalmazva
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13. tablazat A kiilonb6z6 korongdiffiizios mdodszerek eredményének megoszlasa

Kategoriak
(Izoldtumok szama)

ESBL nem-ESBL Szenzitivitds Specificitas

NCCLS ESBL kezdeti sziir6teszt*

Ceftazidim pozitiv 14 9 0.93 0.7
negativ 1 21
Cefotaxim pozitiv 14 9 0.93 0.7
negativ 1 21
NCCLS ESBL fenotipusos megerdsito teszt**
Ceftazidim pozitiv 7 0 0.47 1
negativ 8 30
Cefotaxim pozitiv 5 0 0.33 1
negativ 10 30
Kettds-korong diffuzids teszt 20 mm
Ceftazidim pozitiv 6 0 0.4 1
negativ 9 30
Cefotaxim pozitiv 7 0 0.47 1
negativ 8 30
Kettds-korong diffiizids teszt 30 mm
Ceftazidim pozitiv 1 0 0.067 1
negativ 14 30
Cefotaxim pozitiv 7 0 0.47 1
negativ 8 30

* Az NCCLS altal ajanlott gatlasi zona atmérd az ESBL termelés sziirésére <22mm
ceftazidimre (30 pg) és <27mm for cefotaximre (30 pg) E. coli és Klebsiella spp .

esetében
** A gatlasi zona atmérd >5 mm-rel torténd megnovekedése klavulansav

ielenlétében

14. tablazat A NCCLS altal ajanlott érzékenységi tesztek (MIC) eredményei
versus az E-tesztek alapjan megéallapitott MIC-értékek megoszlasa, mint az
ESBL detektalas és a fenotipusos megerdsités eszkoze

Kategoridk
(Izolatumok szama)
ESBL nem-ESBL Szenzitivitds Specificitas

NCCLS ESBL szliréteszt*
Ceftazidim pozitiv 15 8 1 0.73
negativ 0 22
Cefotaxim pozitiv 15 9 1 0.71
negativ 0 22
NCCLS ESBL fenotipusos megerdsitd teszt**
Ceftazidim pozitiv 2 0 0.13 1
negativ 13 30
Cefotaxim pozitiv 0 0 0 1
negativ 30 30

* Az NCCLS éltal ajanlott MIC breakpointok ESBL termelés szlirésére a legalabb 1 ug/ml-os
ceftazidim, cefotaxim MIC érték E. coli és Klebsiella spp. torzsek esetében
** A > 3 szoros MIC érték csokkenés klavulansav jelenlétében
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a ceftazidim és cefotaxim korongokat 20mm ¢és 30mm tavolsagban alkalmazva a
klavulansav koronggal ritkdn adoédtak pozitivnak (13. tablazat).

A cefepim érzékenységnek az ESBL-termelés markereként torténd alkalmazasa joval
hasznosabbnak bizonyult (15. tablazat).

Az ESBL-termeld E. cloacae torzsek cefepim MIC-értékeinek a megoszldsa a
kovetkezd volt: 0.5 pg/ml - egy izolatum, 1 pg/ml - egy izoldtum, 2 pg/ml - harom
izolatum, 4 pug/ml - két izoldtum, 6 pg/ml - egy izolatum, 8 pg/ml - két izolatum, 12
png/ml - egy izolatum, 16 pg/ml - két izolatum, 64 pg/ml - egy izolatum és > 256 pg/ml -
egy izolatum. Az Enterobacteriaceae-re vonatkoz6 aktualis CLSI hatarértékeknek
megfeleléen 10/15 izolatumot cefepim-érzékenynek tekintettiink- MIC <8 pg/ml-; 3/15-
0t mérséekelten érzékenynek és 2/15-6t cefepim-rezisztensnek — MIC >32 ug/ml. A

cefepim MIC-értékének megoszlasat a 9. abran mutatjuk be.

Mind a 13 izolatum, melynek cefepim MIC-e 2 pug/ml vagy nagyobb volt, ESBL-
termeldnek mutatkozott és 15/18 (83 %) izoldtum, melynek cefepim MIC-e > 0.25
pg/ml volt, bizonyult ESBL-termeldnek. A cefepim-klavulansavas megerdsitd teszt csak
73 %-ban volt szenzitiv korongdiffiizié esetén és 53 %-ban > 3 MIC csokkenés esetén
(15. tablazat).

9. abra A vizsgalt E. cloacae torzsek MIC értékeinek eloszlasa
30

25 | B ESBL pozitiv

OESBL negativ

20 4

Izolatumok szama

0 1 I I n I n I m m
05 075 1 2 4 6 8 12 16 64

<0.25 0,38 >256

MIC (pg/ml)
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15. tablazat A cefepim alkalmazasa az ESBL-termelés indikatoraként

Kategoriak
(Izolatumok szédma)

ESBL  nem-ESBL Szenzitivitds Specificitas

Korong-diffuzios szlir6teszt*

pozitiv 13 0 0.87 1
negativ 2 30

Korong-diffuzids megerdsitd teszt**
pozitiv 11 0 0.73 1
negativ 4 30

Kettos-korong diffuzios teszt 20 mm
pozitiv 13 0 0.87 1
negativ 2 30

Kettés-korong diffizios teszt 30 mm
pozitiv 8 0 0.53 1
negativ 7 30

Erzékenység alapjan sziirGteszt (MIC)***
pozitiv 14 0 0.93 1
negativ 1 30

Erzékenység alapjan megerdsits teszt (MIC)****
pozitiv 8 0 0.53 1
negativ 7 30

* <27 mm indikalhatja az ESBL termelést a vizsgalatban

** >5 mm novekedés a gatlasi zona atméréjében klavulansav hatasara
**% A cefepim breakpointja 1 ug/ml volt a vizsgélat sordn

*x%%k A MIC érték > 3 koncentracio csokkenése klavulansav jelenlétében
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7.2.2. ESBL enzimek tjabb genotipusos detektalasi lehetésége

Az ESBL-termeld organizmusok gyakran tobbféle B-laktamaz enzimet termelnek (23,
78, 218). Ez jelentheti kiilonb6z6 ESBL enzimek és nem ESBL enzimek termelését,
tobbféle azonos tipusu ESBL enzim termelését (példaul tobbféle TEM-tipusu ESBL
termelését egyazon izolatumban) (23), vagy egy kromoszomalisan kodolt SHV-1 és egy
SHV-tipusu ESBL termelését (42).

Szamos modon elkiilonithetdk a kiillonb6zd B-laktamdz tipusok egyetlen izolatumban
(107). Az analitikai izoelektromos fokuszalas segitséget nytjthat az adott izolatum altal
termelt B-laktamaz enzimek jelenlétének és izoelektromos pontjanak meghatarozasaban.
Azonban sok kiilonféle B-laktamaznak azonos izoelektromos pontja van, ezért ezzel a
modszerrel nem hatdrozhaté meg a B-laktamazok tipusa. A blasyy, blatgm €s blactxu s
stb. gének amplifikalasa és szekvenalasa a leggyakrabban alkalmazott eljaras (218). Ez
az eljaras konnyen kivitelezhetd, de igy nem azonosithatok biztosan az azonos tipusba
tartoz6 B-laktamazok: az alacsonyabb kopiaszamban jelenlévd géneket kisebb
valdszintiséggel lehet detektalni, mint a nagyobb mennyiségben jelenléviket. Az azonos
tipusba tartoz6 tobbféle B-laktamaz detektalasdhoz megfeleld6 modszer a bla gének
kloénozasa és szekvenalésa.

Ebben a vizsgalatban a parhuzamosan termelt SHV-tipust B-laktamaz enzimek
kimutatasara leirtunk egy fluoreszcensen jelzett oligonukleotid hidridizacids probakat
hasznalo real-time PCR moddszert, mellyel a ,single” nucleotid polimorfizmusok
meghatarozhatéak. Ez egy gyors, érzékeny ¢€s specifikus moédszer, amely egyetlen
reakcio soran kimutatja a blasyy génben talalhato mutaciokat. A vizsgalat
eredményeként azonositottunk egy uj SHV-varianst, az SHV-30-at, komplex B-laktaméz

hattérrel.

7.2.2.1. A vizsgalat soran hasznalt torzsek

A real-time PCR SNP vizsgalatot elvégeztiik az SHV-7 és SHV-30-termel6 E. cloacae
ES24 izolatumon, egy SHV-30-termeld plazmid-transzformalt E. coli EP-MAX10B
torzson, csakigy, mint az alabbi kontrollokon: SHV-18-termeld K. pneumoniae ATCC
700603, SHV-29-termeld KPC-1 termeld K. pneumoniae, egy P-laktamazt nem termeld
E. coli EP-MAXI10B, AmpC B-laktamaz termeld klinikai E. cloacae izolatum, illetve
egy-egy ESBL- (SHV-5, SHV-7 ¢és SHV-14) és AmpC [-laktamazt parhuzamosan

termel0 klinikai E. cloacae izolatum (16 tablazat).
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16. tablazat Az SNP vizsgélat sordn hasznalt torzsek és az altaluk
termelt B-laktamaz enzimek

Izolatumok (Izolatumok szédma) B-laktaméz 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 torzs (1) AmpC

E. cloacae klinikai torzs (2) AmpC, SHV-5

E. cloacae klinikai torzs (7) AmpC, SHV-7

E. cloacae klinikai torzs (1) AmpC, SHV-14

7.2.2.2. Az E. cloacae ES24 torzs antibiotikum érzékenyége

17. tablazat Az ES24 és a transzformans E. coli EP-
MAXI10B antibiotikum érzékenysége

MIC (ug/ml)
e

Ceftazidim >256 1.5
Ceftazidim+klavulansav >4 1.5
Cefotaxim >256 1
Cefotaxim+klavulansav >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

A vizsgélat soran hasznélt E. cloacae ES24 torzset részletesebben jellemeztiik, mivel
ennek a torzsnek a vizsgalata kapcsan fejlesztettiik ki az SNP RT-PCR technikét. Az E.
cloacae ES24 antibiotikum érzékenysége a 17. tablazat-ban lathat6. A torzs rezisztens
volt ceftazidimre, aztreonamra és cefoxitinre, de mérsékelten érzékeny volt cefotaximra

¢s cefepimre.
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7.2.2.3. Az E. cloacae ES24 plazmid
profilja

Az E. cloacae ES24 izolatumbol 6
plazmidot izolaltunk. A plazmidok
hozzavetdleges mérete a kovekezo: 9.4,
3.0, 2.5, 2.3, 2.0 és ~ 0.8 kb. A B-
laktamaz géneket hordozo plazmidok
elkiilonitése érdekében transzformécios
kisérleteket  végeztiink. Csak a
legnagyobb plazmidot (9.4 kb) tudtuk
transzformalni az E. coli EP-MAX10B-
be. Mind az E. cloacae ES24, mint a
plazmid-transzformalt E. coli EP-

MAXI10B antibiotikum-érzékenysége a

10. abra Plazmid izolalas az E. cloacae ES24
torzsbol. 1. sor A Hindlll, 2. sor E. cloacae
ES24, 3. sor transzformans E. coli 10B. transzformalt E. coli EP-MAXI10B

17. tablazat-ban lathat6. A plazmid-

izolatum MIC értékei joval alacsonyabbak voltak, mint az E. cloacae ES24 esetén (17.

tablazat), az 6sszes MIC-érték a vizsgalt antibiotikumra az érzékeny tartomanyban volt.

7.224.Az E. cloacae ES24  torzs

izoelektromos fokuszalasanak eredménye #
A E. cloacae ES24-b6l és a plazmid-

transzformalt E. coli EP-MAXI10B-bdl

szarmazo  B-laktamazokat  izoelektromos -

fokuszalassal karakterizaltuk. Az E. cloacae ;2‘
ES24 izolatumban négy kiilonbozé - . e " e
laktamazt azonositottunk pl = 5.4, 6.7, 7.6 és

> 9 ¢értékekkel. A plazmiddal transzformalt E.

coli EP-MAXI10B izolatum csak egyetlen [- —

laktamézt termelt (pI = 6.7 értékkel) (11.

abra).

11. abra Izoelektromos fokuszalas 1. sor
IEF marker, 2.-3. sor E. cloacae ES24,4.7.
sor transzformans E. coli 10B strain
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7.2.2.3. Az E. cloacae ES24 szekvendlasi eredményei

Az E. cloacae ES24 bla génjeinek PCR amplifikalasa azonositotta mind a blarpm-et,
mind a blasyy-t. A blarpm gén blarpy.i-nek bizonyult. A blasyy PCR-termékének
szekvenciaanalizise harom, aminosavcserét eredményezd nukleotidszubsztiticiot
mutatott ki. Az Ambler szerinti 8-as helyen az izoleucin fenilalaninra, a 43-as helyen az
arginin szerinre, mig a 238-as helyen a glicin cserélddott szerinre. A tovabbi
szekvenciaanalizis két kiilonbozé kodonra deritett fényt az Ambler szerinti 240-es
helyen GAA (glutamat) és AAA (lizin), ennek megfeleléen két cstuics volt lathato (12.

abra).

J y

CCGGAGCTAGCNAACGGGGT

12. abra Az E. cloacae ES24 torzs szekvencidja az SHV enzim génjének 691-es és
711 pozicidja kozott

Annak megerdsitése érdekében, hogy az E. cloacae ES24 izolatum kiilonb6zé SHV-
enzimeket expresszal, a blasyy PCR-termékét TOPO vektorba kldonoztuk. A kldénozott
izolatumok hordoztak mind a blasyy.7 gént (8-as helyen izoleucin fenilalaninra, 43-as
helyen arginin szerinre, 238-as helyen glicin szerinre €s a 240-es helyen glutamat lizinre
szubsztitualt), mind az 0j blaspy.30 gént (8-as helyen az izoleucin fenilalaninra, a 43-as
helyen arginin szerinre, mig a 238-as helyen glicin cserél6dott szerinre).
Az plazmid-transzformalt E. coli EP-MAX10B izolatumot a PCR amplifikalassal
negativnak talaltuk blargm-re, de pozitivnak blasyy-re. A szekvenciaanalizis egyediil az
Uj blasyy 3o gént mutatta ki. Az eredményt a tovabbiakban IEF-sal erdsitettilk meg (11.

abra).

7.2.2.3. Real-time PCR SNP genotipizadlas

A vizsgalat soran a 240-es helyen talalhaté aminosavat érinté GAA (glutamat) és AAA

(lizin) mutaciok detektalasara tervezett probakat alkalmaztunk (2).
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18.tablazat SHV pozitiv izolatumok 692 és 711 pozicid kozotti nukleotid szekvenciainak dsszehasonlitasa és
az allél diszkriminacios vizsgalat eredménye

saveen M Eredet 652, mclestid). P
SHV-30 1 Transzformans E. coli CC GGA GCT AGC GAA CGG GGT Allél G
SHV-14 1 Klinikai E. cloacae izolatum CC GGA GCT G GC GAA CGG GGT Allél G
SHV-7, SHV-30 1 E. cloacae ES24 CC GGA GCT AGC K*AA CGGGGT Allél G,A
SHV-5 2 Klinikai E. cloacae izolatum CC GGA GCT AGC AAA CGG GGT Allél A
SHV-7 5 Klinikai £. cloacae izolatum CC GGA GCT AGC AAA CGG GGT Allél A
SHV-18 1 K. pneumoniae ATCC 700603 CC GGA GCT GCC AAA CGG GGT NM
SHV-29 1 KPC-1 termel6 K. pneumoniae CC GGA GCT GCC GAA CGG GGT NM

K* G és A egyiitt

NM: nem meghatarozott

A 18. tablazat-ban felsoroltuk a vizsgdlt izolatumokkal kapcsolatos adatokat és
eredményeket ¢és  Osszehasonlitottuk a  probaknak  megfelel6 helyen a
nukleotidszekvenciakat. Ha a proba hibridizalt, az egyik festék fluoreszcens jelének
masikhoz viszonyitott fokozddasa homozigdtasdgot jelzett az adott PCR allélre
vonatkozoan (FAM fluoreszcencia a G allélre és HEX fluoreszcencia az A allélre).
Mindkét jel novekedése heterozigdtasadgra utalt. A felerdsitett fluoreszcens jeleket
grafikus formaban Osszehasonlitottuk (13. abra). A grafikonon lathaté ponthalmazok a
homozigota G, a homozigdta A, a heterozigdta GA genotipusnak illetve amplifikalas
nélkiili genotipusnak felelnek meg.

Az E. cloacae ES24 izolatum jelentés emelkedést mutatott mind a FAM, mind a HEX
festék fluoreszcenciajaban (13. abra). Mindkét festék jelének emelkedése a G és a A
allélek homozigotasagara utal a 703-as nukleotidpozicidoban.

Az SHV-30-termeld plazmid-transzformalt E. coli EP-MAX10B és az SHV-14 termeld
klinikai E. cloacae izolatumok emelkedett FAM ¢és valtozatlan HEX fluoreszcenciat
mutattak, ami a FAM-specifikus G allélre vonatkoz6 homozigotasagra utal. Csak a G
volt jelent a 703-as pozicioban (13. abra). Mindazonaltal az SHV-14 termel6 E. cloacae
izolatumok a 700-as helyzeti nukleotidban kiilonbséget mutattak a probahoz képest (18.
tablazat).

A két SHV-5 és az 6t SHV-7 termeld klinikai E. cloacae 1zolatum csak a HEX festek
fluoreszcencidjaban mutatott emelkedést, ami a specifikus A allél jelenlétére utal a 703-

as helyen (13. abra).
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G
7 w G, A
5 A

Allél G (FAM)

Nincs amplifikacid

0

0 05 ' Allél A (HEX) ' 2 25

13. abra Allél diszkriminaci6. ¢ SHV-30-termel6 E. coli HB10B transzformans, SHV-
14-termel6 E. cloacae torzs, A E. cloacae ES24, e egy SHV-5-termel6 és hét SHV-7-
termeld E. cloacae torzs, — SHV-18-termeld K. pneumoniae ATCC700603, SHV-29-
termeld KPC-1 torzs, E. coli DH10B, kromoszomalis [-laktamaz termeld E. cloacae
torzs, m viz

Az SHV-18 termeld K. pneumoniae ATCC 700603 izolatum és az SHV-29 termeld
KPC-1 izolatum nem mutatott valtozast sem a FAM, sem a HEX fluoreszcencidjaban
(13. abra). A szekvenalasi eredmények alapjan az SHV-18 termeld K. pneumoniae
ATCC 700603 izolatumban a 703-as helyen A, mig az SHV-29 termelé KPC-1
izolatumban G volt jelen; ennek ellenére nem volt ndvekedés az A allélre jellemzd
HEX, sem a G allélre jellemzd6 FAM fluoreszcencigjaban. Ennek az az oka, hogy
mindkét izoldtumban a 700-as ¢és a 70l-es helyen 1is eltérés volt a
nukleotidszekvencidban a probahoz képest (18. tablazat), aminek kovetkeztében a
specifikus proba nem kotédott a DNS-hez.

A nem transzformalt E. coli EP-MAXI0B ¢és a kromoszomalis AmpC [B-laktamaz
termeld E. cloacae izoldtum esetén nem volt valtozas a fluoreszcencia intenzitdsdban

sem a FAM, sem a HEX esetében (13. abra), mivel nem tartalmaztak a blagyy gént.
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7.3. Uj ESBL enzimek izolalasa

Kiilonb6zd vizsgalataink soran tobb j ESBL enzimet sikeriilt izoldlnunk, melyek
GénBank azonositoval is rendelkeznek: a TEM-131-t (AY436361) Salmonella enterica
subsp. enterica serovar typhimurium-bol, az SHV-30-t (AY661885) E. cloacae-bol
izolaltuk, és K. pneumoniae-bol a CTX-M-59-t (DQ408762) ¢s SHV-85-t (DQ322460).

7.3.1. A TEM-131 jellemzése

A TEM-131-t termeld torzsek 2003-ban human mintabdl szarmazo Salmonella spp.-t
vizsgalo dél-afrikai korvizsgalat sordn keriiltek izoldlasra. A vizsgalat soran harom S.
enterica muenchen szerotipusu és hat S. enferica isangi szerotipusu izolatum hordozta a
TEM-63 gént, mig két S. enterica isangi szerotipusu €s kilenc S. enterica typhimurium
tartalmazta az ) TEM-131 gént. Egy S. enterica Isangi szerotipusu és hét S. enterica
Typhimurium szerotipusu torzs termelte az 1 TEM-131 enzimen kiviil az SHV-5-6t is.
A TEM-63 TEM-1 [-laktamaz
szekvenciajaval Osszehasonlitva a Leu21Phe, Glul04Lys, Argl64Ser és Met182Thr
voltak. Az 0j TEM B-laktamaz (TEM-131) a TEM-63-t6l egyetlen aminosavban
kiilonbozott (Ala237Thr).

szekvenciajanak aminosav-szubsztiticioi a

7.3.1.1. A TEM-131 antibiotikum érzékenysége

19. tablazat TEM-63 és TEM-131-termeld Salmonella spp. MIC értékei (ug/ml)

S. isangi S. muenchen S. typhimurium
S TEM-63 TEM-131 TEM-131+SHV-5 TEM-63 TEM-131+SHV-5

Antibiotikumok 6) (1) 5) 3) TEM-131 (2) 7
Cefotaxim 2-3 16 32 1.5-3 6 16-64
Elzf:’ila;::v 0.094-0.38  0.38 0.38 0.94 0.125 0.19-0.38
Ceftazidim >256 >256 >256 >256 >256 >256
Elzfvtif;i;g 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 025038  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 0012 0.008-0.012 0.19-0.25
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A TEM-131-et termeld izolatumok ceftazidim MIC-értékei meghaladtak a 256 pg/mi-t,
a cefotaxim MIC-ek 6 és 64 pg/ml kozott, mig a cefepim MIC-ek 4 és 16 pg/ml kozott
voltak (19. tablazat). Ezeket a tartoméanyokat észleltiik a transzformalt E. coli DH5a
torzsekben is, mig a TEM-63-at termeld izolatumok ceftazidim MIC-értékei
meghaladtdk a 256 ug/ml-t, a cefotaxim MIC-ek valamelyest alacsonyabbak voltak a
TEM-131-et termeld torzsekhez képest (1.5 pg/ml cefotaxim MIC a TEM-63 termeld
transzformalt E. coli DHS5a torzsnél, illetve 6 pg/ml a TEM-131-et termeld torzsnél (20.
tablazat).

20. tablazat Kiilonb6z6 plazmidokat tartalmaz6 E.coli DH5a torzs antibiotikum
érzékenysége, MIC (ug/ml) plazmid nélkiil (Tf-) és plazmiddal (Tf+)

E. coli DH 5 alfa (Tf+)

E. coli DH 5a

Antibiotikum (Tf-) TEM-63  TEM-131  TEM-131+SHV-5
Cefotaxim 0.94 1.5 6 16
Cefotaxim/ <0.25 0.125 0.25 0.25
klavuldnsav
Ceftazidim 0,5 >256 >256 >256
Ceftazidim/ <0.25 1.5 1.5 1.5
klavuldnsav
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

7.3.2. Az SHV-30 enzim karakterizalasa

2004-ben a Pittsburgh-i Egyetem Orvosi Kozpontjaban apolt beteg hemokultarajabol
izolaltuk az SHV-30 enzimet termeld E. cloacae torzsbol. Az SHV-30 enzimnek az

SHV-1 enzimtdl kiilonbdz6 aminosav szekvencidja a 21. tablazaton lathato.
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21. tablazat SHV-tipusu p-laktaméaz enzimek aminosav szekvencidja a kiilonb6z6
poziciokban

Aminosavak a kiilonbdzd poziciokban az Ambler szdmozasi séma szerint
B-laktamazok

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

*1j enzimek
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 blasgy.7, blasyy-30, blaspy-1) razs € blagsuy-1) 185-r43s elodllitdasa

A site-directed mutagenesis utan a blasuv-1, blasuv-7, blasuv-zo, blasny-1y rass €s blasuy-
1) 18F-r43s géneket egyenként azonositottuk a 20 pg/ml kloramfenikolt tartalmazo
lemezekrol véletlenszerlien kivalasztott transzformalt E. coli DH10B DNS-

szekvenalasaval.

7.3.2.2. Antibiotikum-érzékenység meghatarozdasa agardilucioval

Annak érdekében, hogy felderitsiik az Ile8Phe, Arg43Ser és Gly238Ser mutaciok hatasat
a P-laktamaz aktivitasra, in vitro homogén genetikai hattérben értékeltiik ki az
enzimaktivitasokat a MIC-értékek meghatarozasaval E. coli DH10B-ben. Az Gsszes
torzsben jelen voltak a mutans gének kozvetleniil pPBC SK (-) fagvektorokba klonozva.
A kiilonbozd B-laktdmok és B-laktamaz inhibitorok MIC-értékeit az 22.a, 22.b, 23.a, és
23.b tablazat-ban mutatjuk be. Az Arg43Ser mutacié nem befolyasolta 1ényegesen a
kiilonbozé  B-laktam  antibiotikumok  MIC-értékét az SHV-1  B-laktamazzal
Osszehasonlitva. Kis emelkedést figyeltiink meg a cefotaxim (0.06 SHV-1 illetve 0.125
ug/ml Arg43Ser), és a cefepim (0.25 SHV-1 illetve 0.5 pg/ml Arg43Ser) MIC-

értékében.
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22.a tablazat Kiilonb6z6 SHV mutansokat tartalmazé pBCSK plazmiddal rendelkezo E.
coli DH10B MIC (pg/ml) értékei agardiluciéval meghatarozva

MIC (pg/ml)

Antibiotikum DH10B pB CSK DHI10B pB CSK DH10B pB CSK

SHV-1 SHV-1 43S SHV-1 2388
Ampicillin 16000 16000 16000
Ampicillin/klavuldnsav 50/2 50/4 50/<0.06
Amoxycillin/klavulansav (2 pg/ml) 2/2 2/2 0.0.6/2
Piperacillin 1000 1000 500
Piperacillin/tazobaktam 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

A

Gly238Ser mutacié mind a négy vizsgalt cefalosporin MIC-¢értékét novelte; a cefalotin,
cefotaxim, ceftazidim, cefepim MIC-e megnétt az SHV-1-hez képest. A Gly238Ser
mutaci6 a klavulansav iranti érzékenységet fokozta, csokkentve ezzel az

ampicillin/klavulansav MIC-értékét.

22.b tablazat Kiilonb6z6 SHV mutansokat tartalmaz6 pBCSK plazmiddal rendelkez6 E. coli DH10B
MIC (pug/ml) értékei agadilucioval meghatarozva

MIC (ug/ml)

Antibiotikum DH10BpB  DHI10B pB
DH10B pB CSK DHI10B pB CSK CSK SHV-1  CSK SHV-1

SHV-18F-438  SHV-18F-2385 )2 0000’ oniad ace

Ampicillin NM NM NM 8000
Ampicillin/klavulansav NM NM NM 50/0.25
Amoxycillin/klavulansav (2 pg/ml) NM NM NM 0.125/2
Piperacillin 2000 500 500 1000
Piperacillin/tazobaktam 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 meghatérozott
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7.3.2.3. Antibiotikum-érzékenység meghatarozdasa E-teszttel

Mind az E-teszt mind az agarhigitasos MIC-vizsgalat sordn enyhe emelkedést
tapasztaltunk a cefotaxim MIC-értékében az Arg43Ser varians esetén, az SHV-1-gyel
Osszehasonlitva. Hasonlé modon, kétszeres emelkedést figyeltink meg az IlePhe-
Arg43Ser-Gly238Ser (SHV-30) cefotaxim MIC-értékeiben a Gly238Ser (SHV-2)-hez
képest (23.a és 23.b tablazat). Agarhigitdsos modszerrel a ceftazidim és ceftriaxon
MIC-értékét is nagyobbnak talaltuk az Arg43Ser-Gly238Ser esetén, mint a Gly238Ser
mutécional (23.a és 23.b tablazat). Ismert, hogy a Gly238Ser szubsztiticido noveli az
ESBL-ek érzékenységét a [B-laktamdz inhibitorokra. Meglepd modon az Ile§8Phe-
Argd43Ser szubsztiticiok ellenstulyoztdk a Gly238Ser aminosavcsere altal okozott
érzékenységet klavulansavra, szulbaktamra és tazobaktamra, azonban nem allitottak
vissza az SHV-1-re jellemz0 szintekre (23.a és 23.b tablazat).

23.a tablazat Kiilonb6z6 SHV mutansokat tartalmaz6 pBCSK plazmiddal
rendelkez6 E. coli DH10B MIC (ng/ml) értékei E-teszttel meghatarozva

MIC (pg/ml)

Antibiotikum DH10B DHI10BpB DHI10B pB

DHI10B pB CSK CSK SHV-1 CSK SHV-1

SHV-1 43S 238S

Ampicillin 3 >256 >256 >256
Ampicillin/szulbaktadm 2 >256 >256 16
Amoxycillin/klavuldnsav 6 24 16 16
Piperacillin 1.5 >256 >256 >256
Piperacillin/tazobaktam 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/klavulansav 0.25 1 0.32 0,75
Cefotaxim 0.032 0.125 0.5 32
Cefotaxim/klavulansav 0.023 0.064 0.094 0.38
Cefepim 0.047 1 0.5 8
Cefepim/klavulansav <0.064 0.094 <0.064 0.094
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23.b tablazat Kiilonb6z6é SHV mutansokat tartalmazo pBCSK plazmiddal rendelkez6 E. coli DH10B
MIC (pg/ml) értékei E-teszttel meghatarozva

MIC (pg/ml)
Antibiotikum 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/szulbaktam >256 24 32 24 12
Amoxycillin/klavulansav 16-24 6 16 16 16
Piperacillin >256 >256 >256 >256 >256
Piperacillin/tazobaktam >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/klavulansav NM NM 1.5 NM NM
Cefotaxim 0.25 48 >256 64 64
Cefotaxim/klavulansav NM NM >1 NM NM
Cefepim 0.25 8 12 6 6
Cefepim/klavulansav NM NM 0.38 NM NM

NM: nem meghatarozott

7.3.2.4. Kinetikai elemzeés

A Gly238Ser (SHV-2) és az Argd3Ser, Gly238Ser (SHV-30) szubsztituciok hatasat a

kinetikai paraméterekre a 24. tablazat-ban mutatjuk be az SHV-1-gyel 6sszehasonlitva.

24. tablazat Az SHV-1, SHV-2 és SHV-30 kinetikai paraméterei

SHV-1 SHV-2 G238S SHV-30 R43S G238S
K ke /K K, 4 ke /K, ) kot /K
R S W k) Ky M) kT
(mM) (mM-s") (mM) (mM-s™) (mM-s™)

Nitrocefin  20+4.0 157+7.0 80+1.0 9.5+2 372 4+05 19+4 5743 3£05
Ampicillin 124 +£27 2417+214 19.5+2.7 10+£2 30+2 3404 85+02 160+0.7 19+04
Cefalotin =~ 33+£5  97+6 3.0+026 6+0.7 51+1.6 85+0.7 6.01+02 18+0.17 3+0.7
Cefaloridin 53+10 150+13 3+034 42+13 467+144 10£0.2 105+ 1.8 11.1+0.471.06 +0.14
Cefotaxim  NM M NM  18£23 11£02 0.6+0.1 49+£0.01 6.6+£0.01 1.3+0.01

Cefepim NM NM  ).06+0.00¢ NM NM 0.6+£0.07 NM NM  09+0.18

Km(mM9;keat(s-1); kcat/Km(mM-1s-1), cefepim esetében kcat/ Km = v [ET] [S] egyenletet hasznaltuk
NM: nem meghatérozott
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Az SHV-1 és az SHV-30 k../Ky értéke azonos volt ampicillin esetén, mig az SHV-2-
nek alacsonyabb k.,/Ky értéke volt ampicillinre, mint az SHV-1-nek és az SHV-30-nak.
Ez talan a k., €s a Ky értékek azonos mértékii csokkenésével magyarazhaté az SHV-30-
nal. Az SHV-2 enzim esetén az ampicillinre vonatkozo kg, érték csokkenése nagyobb
volt (81-szeres), mint a Ky-érték csokkenése (12-szeres). Az SHV-1 és SHV-30
cefalotinra vonatkozd kg,/Ky értéke is azonos volt, mig az SHV-2-nek magasabb
kea/ K értékei voltak, mint az SHV-1-nek és az SHV-30-nak. Az SHV-30 esetén
egyenld mértékben csokkentek a ko €s Ky értékek, igy a keo/Ky érték nem valtozott.
Az SHV-2-nek magasabb k,/Ky értéke volt, mivel a kg, csokkenése kisebb mértékii
volt (2-szeres), mint a Ky-é (5-sz0r0s).

A cefaloridinra az SHV-2-nek nagyobb k../Ky értéke volt, mint az SHV-1-nek; a ke
érték 3-szorosara novekedett, mig a Ky, érték igen kismértékben csokkent. Az SHV-30-
nak alacsonyabb volt a kc./Kwm-je, ami azzal magyarazhatd, hogy a cefaloridinre
vonatkozo ke érték csokkenése nagyobb volt (14-szeres), mint a Ky érték csokkenése
(5-sz0108).

Az SHV-30 k./Ky értéke nagyobb volt a cefotaximra, mint az SHV-2-¢é. A két
enzimnek azonos volt a ke, értéke, de a Ky kétszer nagyobb volt az SHV-2 esetén, mint
az SHV-30-nal. Figyelemreméltd, hogy az Argd3Ser szubsztitucidé Gly238Ser
jelenlétében helyreallitotta az enzim katalitikus hatékonysagat az ampicillinre
vonatkozoan (Gly238Ser jelenlétében a katalitikus hatékonysdg SHV-1-ének csak 16 %-
a) (24. tablazat).

25. tablazat A tisztitott SHV-1, SHV- A tazobaktamra vonatkozo Kp kézel azonos

2 és SHV-30 tazobaktamra vonatkozé a7 SHV-30 és SHV-2 esetén (25. tablazat).

Kd értékei Az  SHV-30 B-laktamaznal tapasztalt

B-laktamaz enzim KD (tazobaktdm) cefotaxim ke./Kym érték megkétszerezddése

alapjan gy gondoljuk, hogy a cefotaxim

SHV-1 442 + 18 nM o

MIC-eredménye szignifikans volt (8—16
SHV-2 207+ 10nM  mg/ml, Gly238Ser és Arg43Ser-Gly238Ser
(Gly238Ser)

variansok).
SHV-30
(Arg43Ser- 200 +20 nM
Gly238Ser)
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7.3.2.5. A termelt enzim mennyiségi meghatdrozdsa

Immunblottolast végeztiink anti-SHV antitest alkalmazasaval Arg43Ser-Gly238Ser és
Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser SHV-varidnsokat tartalmazoé E. coli DH10B sejtek
overnight tenyészetével. Kismértékli emelkedést tapasztaltunk a Ile8Phe- Arg43Ser-
Gly238Ser mutéciokat tartalmazd B-laktamaz termelésben steady state allapotban (14.
abra). Mivel az immunblottolds kvantitativ megitélése nem volt egyértel ezért, ELISA-t
alkalmaztunk annak eldontésére, hogy az észlelt kiillonbségek szignifikdnsak voltak-e
(26. tablazat). Az ELISA eredmények a B-laktamaz mennyiség kétszeres emelkedésére
utaltak. Az 1l-es és 2-es sav mutatja az 1. Osszeallitdst, mig a 3-as és 4-es savok

ismétlések.

14. abra Az Arg43Ser-Gly238Ser és Ile8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser
SHV-variansokat  tartalmaz6  E. coli  DHI0B sejtek
immunoblottoldsanak eredménye

1. Arg43Ser-Gly238Ser

2. lle8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser
T S W W 3 Arga3Ser-Gly238Ser

4. lle8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser

1 2 3 4

26. tablazat A termelt SHV enzim mennyiségének meghatarozéasa

ELISA-val

Sorok ng/ml SHV
Arg43Ser-Gly238Ser (1. sor) 2744+ 13.4
[le8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser (2. sor) 502.8 +35.5
Arg43Ser-Gly238Ser (3. sor) 262.3 +£25.1
[le8Phe- Arg43Ser-Gly238Ser (4. sor) 481.6 +33.8

82



dc_112 10

7.3.3. CTX-M-59 jellemzése

A CTX-M-59-t egy brazil ujsziilott intenziv osztalyon ESBL-termeld K. pneumoniae
jarvany vizsgalata soran izolaltuk. A CTX-M-59 a CTX-M-2 1 valtozata H98L
szubsztitiicioval, az Ambler szamozasi séma szerint. Annak megallapitasa érdekében,
hogy a CTX-M-59-ben megfigyelt aminosavcsere befolyasolta-e a f-laktdm rezisztencia
szintjét, CTX-M-2-t és CTX-M-59-et egyarant termeld E. coli klénokat allitottunk eld.
A nukleotidszekvenciak megerdsitése utan a CTX-M-2 termel6 E. coli DH10B(pCTX-
M-2)-t és a CTX-M-59 termeld E. coli DH10B(pCTX-M-59)-t hasznaltuk a -laktamok
MIC-értékének meghatarozasara (27. tablazat).

7.3.3.1 CTX-M-2-t és CTX-M-59-et egyardnt termelo E. coli klonok antibiotikum
érzékenysége

Az E. coli DH10B(pCTX-M-59) B-laktam MIC-értékei nem kiilonbéznek szamottevéen
az E. coli DH10B(pCTX-M-2) MIC-értekeitdl (27. tablazat). Mindkét klon a CTX-M
tipusu enzimeket termeld organizmusokra jellemzd érzékenységi mintazatott mutatott, a

ceftazidimnél =~ magasabb
27. tablazat Az E. coli DH10B torzs MIC értékei a

bl crsapso plazmidokkal szintu cefotaxim-

rezisztenciaval. Ezek az

MI 1
C (ng/ml) eredmények arra utalnak,

Antibiotikum E.coli DHIOB E.coli DHIOB ooy o CTX-M-59
(pCTX-M-2) (pCTX-M-59) o ) ]

— kinetikai tulajdonséagait a

Ceftazidim 8 8 o

Ceftazidim/klavulansav 0.38 0.38 H89L  szubsztitucié nem

Cefotaxim 128 96 valtoztatta meg az

Cefotaxim/klavulansav 0.094 0.94 elédjéhez, a CTX-M-2-hoz

Aztreonam 12 12

Cefepim 4 4 képest.

Ertapenem 0.016 0.016

7.3.4. SHV-85 jellemzése

Az SHV-85-t szintén a brazil 0jsziilott intenziv osztalyon ESBL-termel6 K. pneumoniae
jarvany vizsgalata soran izolaltuk. Az SHV-85 az SHV-11 1j variansa LI9M

szubsztitiicioval, amely a szignal peptidben talalhato (21. tablazat).
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7.4. Plazmidon kodolt kinolon rezisztencia (qnrA, gnrB, qnrsS és aac(6’)-
Ib-cr) gének vizsgalata ESBL-termel6 Enterobacteriaceae torzsekben

A kinolon-rezisztencia bélbaktériumok korében, foleg E. coli esetén tapasztalt magas
prevalencidjat mar leirtdk FEurépaban, Amerikaban és Azsiaban (281). Az
Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 baktériumokban a kinolon-rezisztencia altalaban a
kromoszémalisan kodolt II. tipust topoizomerazok, efflux pumpéak vagy porin-kapcsolt
fehérjék génjében tortént mutaciok kovetkezménye. K. pneumoniae és E. coli esetén a
kinolon-rezisztencia gyakrabban fordul elé plazmidon kédolt ESBL termeld torzsek
kozott, mint ESBL-negativ torzseknél, ami az egyes rezisztencia mechanizmusok
koordinalt expresszidjanak tulajdonithatd. Kozelmultban megfigyeltek atvihetd,
plazmidon elhelyezkedd kinolon-rezisztencia géneket—qnrA, gnrB, gnrS, az aac(6’)-1b
cr valtozata és gepA— klinikai izolatumokban, leggyakrabban plazmid-medialt
kiterjedt-spektrumu B-laktamazokat (ESBL) termeld torzsekben (34, 39, 60, 131, 184,
250). A Qnr determindnsok harom fébb csoportjat, a QnrA-t, QnrB-t és QnrS-t
kiilonboz6 bélbaktérium fajokban azonositottak vilagszerte (34, 131, 213, 232, 250, 295,
300). A Qnr egy 218 aminosavbdl allé fehérje, amely a pentapeptid-repeat csaladba
tartozik és azaltal védi a DNS-t, hogy gatolja a kinolonok kotddését a girdzhoz és a
topoizomeraz IV-hez (174). Noha a gnr csak alacsony szintii kinolon-rezisztenciat okoz
¢és nem tlnik gyakorinak, hozzéjarulhat rezisztencia kialakulasdhoz megvaltozott
kinolon célenzimek, efflux pumpa aktivacio vagy a kiilsé membran porin csatorndinak
defektusai révén.

A gnr gének és aac(6’)-Ib-cr jelenlétét klinikai izolatumokban még nem vizsgaltak
Magyarorszagon. Ennek a vizsgalatnak a célja a gnr és aac(6’)-Ib-cr gének
prevalenciajanak és genetikai tulajdonsagainak meghatarozasa volt ESBL-termeld E.

coli, K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter spp. klinikai izoldtumokban.

7.4.1. ESBL-termel6 torzsek kinolon érzékenysége

A vizsgalat sordn 2002 és 2006 kozott az Allami Egészségiigyi Kozpontban (AEK)
izolalt 70 ESBL-termeld E. coli, 101 ESBL-termeld K. pneumoniae, 5 ESBL-termel6 C.
freundii és 61 ESBL-termeld Enterobacter spp. baktériumot vizsgaltunk. 61 ESBL-
termeld Enterobacter spp. izolatumbol 57 volt rezisztens nalidixsavra (93%) és 50
(82%) ciprofloxacinra. 101 ESBL-termeld Klebsiella spp. izolatumbol 79 (78%) volt
rezisztens nalidixsavra, 60 (60%) pedig ciprofloxacinra. A 70 ESBL-termel6 E. coli
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izolatumbol 65 (93%) volt nalidixsav-rezisztens és 54 (77%) ciprofloxacin-rezisztens. 1
ESBL-termeld C. freundii (az 6tbol) és egy ESBL-termeld P. morganii volt rezisztens
ciprofloxacinra. Az ESBL-termeld Enterobacter spp., Klebsiella spp. és E. coli torzsek
kumulativ MIC értékei a vizsgalt kinolonokra vonatkozdan az 15. 16 és 17. abran
lathatoak.

15. abra Az ESBL-termel6 Enterobacter spp. kumulativ MIC (ug/ml) értéke

100 F.—
9% /
80

70

60 /
——&— Ciprofloxacin
50 —8— Levofloxacin

Moxifloxacin

40

Torzsek szazalékos aranyaains

30

20

<=05 1 2 4 8 16 32 64 128 256
MIC érték (ug/ml)

16. abra Az ESBL-termel6 Klebsiella spp. kumulativ MIC (ug/ml) értéke

100 /"/"77
90
o
80
70
// ——&— Ciprofloxacin

60

50 —8—Levofloxacin
Moxifloxacin

40 o—-=n—

30

Torzsek szazalékos aranya (%))

20

<=0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
MIC érték (ug/ml)
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17. abra Az ESBL-termeld E. coli torzsek kumulativ MIC (pg/ml) értéke

100 /
90
80 -
70 A
60
== Ciprofloxacin

50 == evofloxacin
Moxifloxacin

A torzsek aranya (%)

40

——d
? | —a— g

<=0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
MIC érték (ug/ml)

7.4.2. A qnrA,B,S és aac(6’)-Ib-cr pozitiv ESBL-termel6 torzsek jellemzése

7.4.2.1. A qnr és aac(6’)-1b-cr gének prevalencidja

A gnr determinansok prevalenciaja viszonylag magas volt a K. pneumoniae (8%) ¢€s
alacsony az E. coli izolatumokban (1.6%) valamint az Enterobacter fajok esetén (0%).
Az 6tbol egy ESBL-termeld C. freundii izolatum volt gnr-pozitiv. A gnrAl, gnrB2 és
gnrS1 volt kimutathat6 és a gnr41-nek volt a legnagyobb prevalenciaja (3%). Az Osszes
ESBL-termeld izolatumbol hatvanhdrom (26,6 %) volt pozitiv aac(6’)-Ib-re, amelybol
19-ben (az 0sszes 8%-a) - 16 K. pneumoniae és 3 E. coli - volt jelen az aac(6’)-1b-cr

varians. Egyetlen gnr-pozitiv torzs sem hordozta az aac(6’)-1b-cr varianst.

7.4.2.2. A qnrA-pozitiv torzsek jellemzése

A gnrAl-pozitiv torzsek - hat K. pneumoniae és egy E. coli - rezisztensek voltak
nalidixsavra, norfloxacinra, ciprofloxacinra és levofloxacinra, igen magas MIC-
értekekkel (28. tablazat). A konjugacids proba, mely hirom gnrdl-pozitiv torzs
esetében volt sikeres, meger0sitette, hogy a gnrdAl gén jelenléte dnmagéaban csupan
alacsony szintli kinolon-rezisztenciat okoz (28. tablazat). Az E. coli J53 Rif*-hez
(nalidixsav: 4 pg/ml; norfloxacin: 0.06 pg/ml; és ciprofloxacin, 0.12 pg/ml) képest a

transzkonjugansok MIC-¢értékei 8-szor magasabbak voltak nalidixsavra, 132-szer
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magasabbak norfloxacinra ¢és 66-132-szer magasabbak ciprofloxacinra. Azonban a
transzkonjugansok igy is csak alacsony szintli kinolon-rezisztenciat mutattak, ami arra
utal, hogy az eredeti izoldtumok magasszintii kinolon-rezisztencidja szadmos
rezisztencia-mechanizmus egyiittes hatasanak tulajdonithatd. A gnr-pozitiv torzsekbol
és a gnr-pozitiv konjugalt baktériumokbol izolalt plazmidok azonos méretiick voltak

(>10 kb).

28. tablazat A gnr-pozitiv térzsek MIC értékei

MIC (ug/ml)

Torzsek gnr gének — - - -
Nalidixsav Ciprofloxacin Levofloxacin

E. coli M136 gnr Al >32 >256 64

K. pneumoniae 124  gnr Al >32 64 64

K. pneumoniae 125  gnr Al >32 64 128

K. pneumoniae M88  gnr Al >32 64 8-16
K. pneumoniae M140 gnr Al >32 256 128

K. pneumoniae M143 gnr Al >32 32 64

K. pneumoniae M95  gnr Al, gnrB2 >32 >256 128

C. freundii M141 gnr B2 2 <0.5 <0.5
K. pneumoniae 96 gnrS1 >32 4 4

7.4.2.3. A qnrB-pozitiv torzsek jellemzése

A gnrB gént két izolatumban detektaltuk: egy K. pneumoniae és egy C. freundii
torzsben. A K. pneumoniae M95 mind a gnrA 1, mind a gnrB2 géneket hordozta, de csak
a gnrAl volt konjugécioval atvihetd, ami a két gén eltérd genetikai hatterére utal (29.
tablazat). A ciprofloxacin és levofloxacin MIC-értékei a K. pneumoniae M95-ben
voltak a legmagasabbak a tobbi gnrAl-pozitiv torzzsel 0sszehasonlitva, ami az eredeti
izolatum egyidejii gnrAl- és gnrB2-termelésével magyarazhat6. Onmagiban a gnrAl
atvitele nem eredményezett jelentds valtozast a kinolon-érzékenységben a
transzkonjugansok esetében.

A kizardlag a gnrB2 gént hordozd C. freundii M141 érzékeny volt a vizsgalt
fluorokinolonokra, legalabb 8-szor kisebb MIC-értékekkel, mint a CLSI altal javasolt
érzékenységi hatarértékek (clsi2005).
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29. tablazat A konjugalt baktériumok jellemzdi

gnr gének A konjugalt sejtek MIC (pg/ml) értékei

Eredeti torzsek Konjugalas *. , — - - -
jelenléte  Nalidixsav Ciprofloxacin Levofloxacin

E. coli M136 + gnr Al <0.5 <0.5 <0.5

K. pneumoniae 124 + gnr Al >32 16 16

K. pneumoniae 125 + gnr Al >32 8 16

K. pneumoniae M88 + gnr Al

K. pneumoniae M140 -

K. pneumoniae M143 -

K. pneumoniae M95 + gnr Al >32 8 8

C. freundii M141 + negativ

K. pneumoniae 96 + negativ

7.4.2.4. A qnrS-pozitiv torzsek jellemzése

A gnrS1 gént csak egy olyan K. pneumoniae torzsben detektaltuk, amelyik rezisztens
volt a legtobb vizsgalt fluorokinolonra. Azonban a norfloxacin (16 ug/ml) és a
ciprofloxacin (4 pg/ml) MIC-értékei a CLSI altal javasolt hatarértékek voltak. A
levofloxacin MIC-értéke (4 pg/ml) a két CLSI hatarérték (8 és 2 pug/ml) kozott volt.

7.4.2.5. A aac(6’)-Ib-cr -pozitiv torzsek jellemzése

A 19 aac(6’)-1b-cr-pozitiv izolatumbol 6 (32%) volt érzékeny mind ciprofloxacinra,

mind levofloxacinra.

7.4.2.6. A qnr-pozitiv torzsek dltal termelt f-laktamaz enzimek jellemzdi

Meghataroztuk a gnr-pozitiv torzsek altal termelt B-laktamdz enzimek jellemzdit:
izoelektromos pontok, PCR és szekvenaldsi adatok (30. tablazat). Tanulmanyunk
szerint a gnrAl gén jelenléte kapcsolt volt az SHV-5, SHV-12 és CTX-M-15
enzimekkel (30. tablazat). A gnrB2-pozitiv C. freundii térzsben taldlhato ESBL enzim
genotipusat nem tudtuk meghatdrozni. A gnrS1 gént egyiitt talaltuk az SHV-2 ESBL

génnel.
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30. tablazat A gnr -pozitiv torzsek altal termelt B-laktamaz enzimek jellemzoi

-laktamaz karakterizalas

Torzsek

pl PCR, szekvenalas
E. coli M136 54,82 TEM-1, SHV-12
K. pneumoniae 124 54,82 TEM-1, SHV-12
K. pneumoniae 125 54,82 TEM-1, SHV-12
K. pneumoniae M88 8.2 SHV-5
K. pneumoniae M140 54,82 TEM-1, SHV-12
K. pneumoniae M143 8.6, 8.9 CTX-M-15
K. pneumoniae M95 54,82 TEM-1, SHV-12
C. freundii M141 >9.0 NM
K. pneumoniae 96 54,7.6 TEM-1, SHV-2

NM: nem meghatarozott
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7.5. Karbapenem rezisztens Gram-negativ baktériumok vizsgalata

7.5.1. Ertapenem rezisztens Enterobacter cloacae torzs vizsgalata

Hemokultarabol izolalt ertapenem rezisztens E. cloacae (ER24) antibiotikum
rezisztencia-mechanizmusait vizsgaltuk és hasonlitottuk 0ssze ugyanannak a betegnek
két héttel korabban szintén hemokultirabdl izolalt ertapenem érzékeny izolatumaval
(ES24). A beteg harom hétig imipenemet €s amikacint kapott, ertapenemet azonban nem

kapott.

7.5.1.2. Antibiotikum érzékenység meghatarozdsa

Az ES24 torzs érzékeny volt karbapenemekre (ertapenem MIC 2 pg/ml; imipenem ¢€s
meropenem MIC-ek 0.25 pg/ml), mig az ER24-nek magasabb karbapenem MIC-értékei
voltak (ertapenem >32 ug/ml; imipenem 4 pg/ml; és meropenem 6 pg/ml). A MIC
értekek azonban 40 pg/ml PABN, egy antibiotikum-efflux-pumpa inhibitor jelenlétében
megvaltoztak. Az ES24 torzsnél a PAPN-nek csak minimalis hatasa volt a MIC-
értékekre, kivéve a ciprofloxacint (a MIC >32-r6l 2 pg/ml-re csokkent (31. tablazat).
Az ER24 torzsnél a PABN jelenlétében csokkent a ciprofloxacin (>32-r61 3 pg/ml-re), a
meropenem (6-r6l 0.75 pg/ml-re), és az ertapenem MIC-értéke (>32-r61 12 pg/ml-re) is
(31. tablazat).

31. tablazat A PAPBN efflux-pumpa inhibitor hatasa kiilonbozd E. cloacae térzsek
antibiotikum érzékenységére

E. cloacae (ER24) E. cloacae (ES24) E. cloacae ATCC 13047

Antibiotikum
+ PABN ] + PABN ] + PABN (40

(40 ug/ml) (40 ug/ml) 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
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75 kD

50 kD

37 kD

25kD

20 kD

18. abra Az ES24 és ER24 E. cloacae
izolatumokbdl izolalt kiils6 membran
fehérjék SDS-PAGE képe

7.5.1.3. Kiilsé membranfehérjék izolalasa

A kiils6 membran fehérjék (OMPs) izoldldsa majd
SDS-PAGE-s futattasa utan az ES24 izoldtumban két
nagy fehérje volt megfigyelheté a 25kDa és 37kDa
markerek kozott, melyeket mint az Enterobacter
spp.-re jellemzd 36 kDa nagysagt OmpF kiilso
membran fehérjeként és 35 kDa nagysagt OmpD
kiils6 membran fehérjeként tudtunk értékelni. Az
ER24 izolatumbol csak egy 36 kDa nagysagu
fehérjét az OmpD-t tudtunk izolélni (18. abra).

7.5.1.4. B-laktamaz enzimek jellemzése

Az analitikai izoelektromos fokuszalas soran mind az ES24, illetve az ER24 E. cloacae

izolatum 4altal termelt B-laktamaz
enzimek négy savban voltak
kimutathatéak a 5.4-es, 7.0-s,
7.6-0s ¢és >9-es izoelektromos
pontokkal (19. abra). A PCR
vizsgalatok, illetve az ezt kovetd
szekvenalas a blatem.1, a blaspy.
7, a blasyvio €és a blayr PB-
laktamaz gének  jelenlétét
erdsitették meg.

Az ES24 és ER24 B-laktamazok
nem indukalt allapotban
viszonylag alacsony aktivitdssal
hidrolizaltdk a nitrocefint (10 és

20 uM/s/mg teljes fehérje

«— AmpC

<« SHV-7

pl7.5

pl7.15 . <«— SHV-30
pl7.0 —
«_ TEM-I
pl4s56 __,

19. abra Az ES24 és ER24 E. cloacae izolatumok altal
termelt [B-laktamaz enzimek izoelektromos pontjainak
meghatarozasa 1. sor IEF marker, 2. sor ES24 3. sor ER24
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hidrolitikus aktivitds). Mindazondltal a cefoxitin jelenlétében bekovetkezett indukcio
nagymértékben megnovelte a hidrolitikus aktivitast: 290 és 140 uM/s/mg teljes fehérje
értékre.

7.5.1.5. Az ES24 és ER24 E. cloacae torzs azonossdaganak vizsgalata

Az ES24 és ER24 E. cloacae torzsekbdl izolalt plazmid DNS-ek szdma és mérete
azonos volt, mindkét izolatum 6 plazmidot tartalmazott: 9.4, 3, 2.5, 2.3 2 ~0.8 kb
méretlicket. Az ES24 ¢és az ER24 E. cloacae izolatumok PFGE képiik alapjan is

azonosak voltak.

7.5.1.6. A ompD, ompF és acrB gének relativ expresszidjanak meghatdrozdsa

Valoésidejli reverz transzkriptdz PCR-t (RT-
32. tablazat Az acrB, ompD és ompF

expresszié RT-PCR elemzése PCR) végeztiink az ompD ¢€s ompF porin

Gén Torzs  Relativ expresszi6 gének ¢€s az acrB efflux pumpa génnek a
ompF ES24 1 rpoB housekeeping génhez viszonyitott
ER24 0.018 relativ  expresszidjanak  meghatarozasa
ompD ES24 1 céljabol. Az expresszios szinteket minden
ER24 0.088 izoldtum esetén az rpoB (housekeeping
acrB ES24 1 gén) transzkripcids szintjéhez viszonyitva
ER24 12 standardizéaltuk. Valosideji RT-PCR-rel

vizsgélva az ER24 izoldtumban az ompF és
ompD gének transzkripcids szintje 11-szer illetve 55-sz6r volt alacsonyabb az ES24
izoldtumhoz képest (32. tablazat, 20. abra). Az acrB efflux pumpa génjének
transzkripcids szintjét vizsgalva azok megegyeztek a két torzsben (1.2-szer volt csak
magasabb az ER24-ben, mint az ES24-ben). Az ompF és ompD gének csokkent
mennyiségli RNS-transzkriptuma arra utalt, hogy az ER24 izolatum kiilsé membranja
kevésbé volt permedbilis, mint a ES24 torzs¢, valoszinlileg ez vezethetett egy pumpa
altal okozott magasabb szintli rezisztencidhoz anélkiil, hogy annak hiperexpresszidja

onmagaban sziikséges lett volna.
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7.5.2. Ertapenem rezisztens Klebsiella pneumoniae és Klebsiella oxytoca torzs
vizsgalata

Amiodta az elsé VIM tipusu metallo-B-laktamazt termeld P. aeruginosa torzset izolaltak
Veronaban (146), ezt az enzimet vildgszerte gyakran kimutatjdk P. aeruginosa ¢és
Acinetobacter torzsekben. Az elsd VIM-termelé K. pneumoniae térzset 2002-ben
azonositottadk Gorogorszagban (97). Azota a VIM-tipusi MBL-ket mar tébb
Enterobacteriaceae fajban is identifikaltak, elsésorban K. pneumoniae fajokban (97,
118, 251, 266, 302).

Az els6 VIM-4-termeld P. aeruginosa-t 2001-ben Gorogorszagban detektaltak (237).
Magyarorszagon 2002-ben izolaltak elészor VIM-4 termeld P. aeruginosa torzset egy
gorog betegbdl (154). A 2005-ben végzett 85 kérhaz bevonasaval késziilt multicentrikus
hazai felmérés soran hét korhazban izolaltak VIM-4 termeld P. aeruginosa torzset.
VIM-4 termelé Aeromonas hydrophilat Magyarorszagon izolaltak a vilagon elsdként
(155, 156).

Vizsgalataink soran egy klinikai mintabol izolalt MBL-termeld K. prneumoniae és egy

szintén klinikai mintabdl izolalt MBL-termel6 K. oxytoca torzset jellemeztiink.

7.5.2.1. Baktérium torzsek

Az MBL-termelé K. pneumoniae torzset (KP3686) egy kronikus obstruktiv
tiidObetegségben szenvedd, intenziv osztalyon kezelt beteg bronchoalveolaris
mosofolyadékabol izolaltuk, 2009. februdrban. Az MBL-termeld K. oxyfoca torzset
(KO5294/9) egy csontveld transzplantdcios osztalyon kezelt beteg székletének
szlirdvizsgalata sordn izolaltdk a Fdévarosi Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo

Korhaz mikrobiologiai laboratoriumaban, 2009. juliusaban.

7.5.2.2. A Klebsiella torzsek antibiotikum érzékenysége

A K. pneumoniae KP3686 és K. oxytoca KO5294/9 izolatumok E-teszttel meghatarozott
MIC értékeit a 33. tablazat foglalja Ossze. Mindkét torzs a széles spektrumi
cefalosporinokra és az ertapenemre rezisztens volt. A K. pneumoniae térzs a legtobb
nem B-laktdm antibiotikumra, koztiik az aminoglikozidokra, a ciprofloxacinra és a
trimethoprim-sulfamethoxazolra is rezisztens volt, szemben a K. oxytoca torzzsel, mely

érzékenynek bizonyult az emlitett antibiotikumokkal szemben.
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7.5.2.3. A Klebsiella torzsek dltal termelt [-laktamaz enzimek

A KP3686 torzsben PCR vizsgalattal ¢s szekvenalassal kromoszémalisan kodolt, nem-
ESBL tipust blaspy.11 gént és plazmidon kodolt blacrx-m.is, blarem-1 géneket, illetve
class-1 integronon elhelyezkedd blayiv.a gént (33. tablazat) azonositottunk. A
KO05294/9 torzsben csak a class-1 integronon 1évé blayig gént taldltuk. Mindkét
integron két gén kazettat hordozott: az elsd pozicidban egy aac(6’)-Ib (ugynevezett
aacA4) gént és ezt kovetden egy blayma gén kazettit. Az integronok szekvenalasi
eredménye kimutatta, hogy ugyanaz a VIM-4-tartalmu class-1 integron volt jelen
mindkét izoldtumban, tovabba hogy ez az integron megegyezett a dél-magyarorszagrol
szdrmazo P. aeruginosa torzsekben és az els6 MBL-termeld Aeromonas hydrophila
torzsben korabban leirt integronnal. A nukleotid szekvencidk a GenBank adatbéazisaba
feltoltésre keriiltek és a KP3686 torzsnél a GU181265 azonositdoszamon, a KO5294/9

torzsnél pedig a GU181269 azonositdszdmon elérhetd.

7.5.2.4. A metallo-f-laktamaz termelo Klebsiella torzsek plazmidjainak jellemzése

DNS hibridizacioval kimutattuk, hogy a VIM-gén mindkét torzsben kb. 90 bp nagysagu
plazmidon helyezkedik el. Bar a konjugacios kisérlet tobbszori probalkozas ellenére sem
volt sikeres, a B-laktamaz gént hordoz6 plazmidokat sikertiilt transzformalni az E. coli
DH5a torzsbe. A transzformalt baktériumok PCR vizsgalata és a kapott termékek
szekvenalasa megerdsitette a blactx-m-15s ESBL €s blarpm.1 gének jelenlétét a pKP3686/2
plazmidon és a blay.4 génét a pKP3686/1 és pK05294/9 plazmidokon (33. tablazat).
A fingerprint analizishez a transzformalt baktériumokbdl kivont plazmid DNS-t Ps¢/ és
EcoRI enzimekkel emésztettiik. A pKP3686/1 és pK05294/9 plazmidok egyezését a

restrikcids analizis is megerdsitette.

7.5.2.5. A Klebsiella torzsek klonalis vizsgalata

A KP 3686 torzson elvégzett PFGE és MLST vizsgalatok eredményei bizonyitjak, hogy
a torzs a korabban leirt ST11 klonba tartozik, melyet CTX-M-15-termelé epidémias
klonként (EC III) orszagszerte detektaltak €s ujabban Franciaorszagban, Hollandiaban,

Spanyolorszagban ¢s Koredban is megjelent (http://www.pasteur.fr/mlst). Ismereteink

szerint ez az elsé eset, hogy a nemzetkdzileg sikeres ST11 K. pneumoniae klon egy

MBL-ko6dol6 integront importalt.
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33. tablazatat A K. pneumoniae KP3686, K. oxytoca KO5294/9, E. coli DH 5 . és transzformalt E. coli DH Sa térzsek jellemzoi

MIC (pg/ml)*
N PCR és szekvenalas
Torzsek eredménye
4 AMC TZP CAZ CTX FEP ATM ETP IPM MEM CIP AMK TOB GEN SXT TGC CST
TEM-1, SHV-11,
KP3686 CTX-M-15, VIM-4 >256 >256 32 64 8 16 1.5 05 025 >32 16 >256 >256 >32 0.75 0.5
K05294/9 VIM-4 >256 >256 64 64 48 0.19 2 2 1 2 16 >256 2 0.5 2 1
E. coli DH5 a - 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 DHS o
(pKP3686/1, VIM-4 >256 >256 12 8 0.5 0.032 0.064 1.5 0.19 0.19 4 & 0.064 0.023 0.25 0.5
~90 kb)**
E. coli DHS o
(pKP3686/2, CTX-M-15, TEM-1 >256 8 64 64 4 16 0.016 0.38 0.094 0.25 1 & >256 0.006 0.25 0.5
~50 kb)**
E. coli DHS o
(pK05294/9, VIM-4 >256 >256 16 8 0.5 0.047 0.125 3 025 0.19 4 & 0.064 0.012 0.25 0.5
~90 kb)**

* AMC: amoxicillin/klavulansav, TZP: piperacillin/tazobaktam, 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 transzformalt baktériumokban 1év6 plazmidok roviditése és mérete
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7.5.3. Karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa és Acinetobacter

baumannii torzsek vizsgalata

A P. aeruginosa és az A. baumannii igen fontos nozokomialis korokozok az
intenziv osztalyokon, és a kezelési lehetdségek korlatozottak (93).

A P. aeruginosa jelentds intrinsic rezisztenciaval rendelkezik (20), ezért az
antipseudomonas B-laktdmoknak, mint a ticarcillin, a piperacillin, a ceftazidim, a
cefepim, az aztreonam ¢€s a karbapenemek jelentds terapias értékiik van. Harom
fo p-laktdm rezisztencia mechanizmus van a Pseudomonas spp.-ben: f-
laktamazok termelése, a kiils6 membranfehérjék eltiinése ¢és az efflux-pumpak
expressziojanak novekedése. A legtobb P. aeruginosa torzs, amely rezisztens a
harmadik generacios cefalosporinokra, kromoszomalisan kodolt C osztalya [-
laktamazt, az AmpC enzimet termeli (20). A szerzett B-laktdm rezisztencia
terapias kudarchoz vezethet, kiillondsen, amikor egyéb példaul aminoglikozid és
a fluorokinolon rezisztenciaval tarsul. E szerzett enzimek kozott, a ritkabban
eléforduld PER bir klinikai jelentdséggel (197). A PER-1 termeld baktériumok
okozta fert6zések kezelésének kudarcardl mar beszamoltak (287). Az MBL
enzimek szdmos tipusat azonositottak P. aeruginosa-ban, amelyek koziil a VIM-

tipusu enzim prevalencidja tlinik a legnagyobbnak (241).

A tovabbiakban PER-termeld P. aeruginosa, A. baumannii izoldtumok ¢és VIM-
termeld P. aeruginosa els® magyarorszagi észlelésérdl szamolunk be egy beteg
kapcsan, aki Egyiptomban keriilt korhazi felvételre majd Magyarorszagra
széllitottak tovabbi kezelésre. Ez a munka a PER-tipusu ESBL és a VIM-tipusu

MBL enzimeket tartalmaz6 baktériumok terjedését illusztrélja.

7.5.3.1. Esetleiras

2006. aprilisban egy 53 éves magyar turistat sulyos terrortimadas ért
Egyiptomban. Azonnal korhdzi kezelésben részesiilt €gési- €s mechanikai
sériilései, illetve szepszis-szindromaja miatt Egyiptomban. Ot nappal késSbb
kémaban, hypoxias és hypotermias allapotban szallitottak az AEK FEgési
Részlegére, Budapestre, Magyarorszagra. A felvétel napjan baktériumtenyésztés

tortént az égési sebekbdl. A telepmorfologia és antibiotikum-érzékenységi
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mintdzat alapjan harom kiillonb6z6 P. aeruginosa torzset — egy ESBL-termel6t
(PA1), egy imipenem-rezisztenst (PA2) ¢és egy MBL-termel6t (PA3)
azonositottunk, emellett ESBL-termeld K. pneumoniae-t (ESBL-KP),
methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus-t (MRSA) ¢és Enterococcus
faecalis-t (EF) izoldltunk. Masnap a beteg kaniilj¢bdl ESBL-termeld A.
baumannii (ESBL-AB) és PA2 tenyészett ki. Koérhazi tartdozkodasa alatt az
orrabol PA1, ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA, a torkabol PA1, ESBL-AB, ESBL-
KP, a légcsovébdl PA3, ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA és a sebébdl PA1, PA3,
ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA és EF Kkeriilt izolalasra. Hemokultara vételére
kilenc alkalommal kertilt sor, amelyekbdl szintén PA1, ESBL-KP, MRSA ¢és EF

tenyészett ki.

7.5.3.2. Antibiotikum érzékenység meghatdrozas

Héarom kiilonb6z6 antibiotikum-érzékenységi mintazatot figyeltiink meg a
felvétel napjan izolalt P. aeruginosa torzseknél (34. tablazat). Mindhirom
izoldtum rezisztens volt cefalosporinokra. A PAIl torzs érzékeny volt
karbapenemekre, a PA2 kizarolag meropenemre volt érzékeny (34. tablazat).
Mind a PA1, mind a PA2 rezisztens volt az dsszes tobbi vizsgalt antibiotikumra.
A harmadik P. aeruginosa (PA3) torzs érzékenynek mutatkozott aztreonamra,
netilmicinre €s rezisztensnek az dsszes cefalosporinra valamint karbapenemekre.
EDTA jelenlétében azonban az imipenem MIC-értéke >256 pg/ml-rél 12 pg/ml-
re csokkent, ami MBL enzim jelenlétére utalt. Az A. baumannii izolatum
rezisztens volt az Osszes cefalosporinra és aztreonamra, de a ceftazidim és a
cefotaxim MIC-értéke csokkent klavulansav jelenlétében, ami ESBL jelenlétére
utalt. A K. pneumoniae térzsnek a MIC-értékek alapjan szintén érzékeny volt

karbapenemekre, amikacinra és ciprofloxacinra is (34. tablazat).
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34. tablazat A P. aeruginosa, A. baumannii és K. pneumoniae torzsek antibiotikum érzékenysége

MIC érték (png/ml)

P. aeruginosa  P. aeruginosa P. aeruginosa

Antibiotikum (PA1) (PA2) (PA3) A. baumannii K. pneumoniae
Ceftazidim >256 >256 >256 >256 >256
Ceftazidim/klavulansav >4 >4 >4 <0.64 3
Cefotaxim >32 >32 >32 >32 >32
Cefotaxim/klavulansav >1 >1 >1 0.23 0.38
Ceftriaxon >256 >256 >256 >256 >256
Piperacillin/tazobaktam >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

7.5.3.3.PCR vizsgalatok és szekvendlas

A PCR vizsgalatok valamint a szekvenalds eredményeit a 35. tablazat-ban
foglaltuk 6ssze. TEM-1 géneket az A. baumannii és K. pneumoniae torzsekben
sikeriilt azonositanunk. OXA géneket a PA1 ¢és PA3 torzsekben ismertiink fel.
PER-1 géneket a PAl és A. baumannii izolatumokban, mig SHV-5-6t a K.
pneumoniae izolatumban taldltunk. Egyediil a PA3 izoldtum hordozta a VIM-2
gént a szekvendlasi eredmény szerint. Az OXA-10 ¢és a VIM-2 gének egyazon

class-1 tipusu integronokon helyezkedtek el.

35. tablazat Az izolalt Gram-negativ baktérium torzsek jellemzdi

TEM PCR SHV PCR PER PCR OXA PCR VIM PCR PFGE pl

P.aeruginosa (PAl) negativ  negativ. PER-1  OXA-10 negativ Atipus 5.3;6.1;8.0

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

P.aeruginosa (PA3) negativ  negativ  negativ OXA-1  VIM-2 Ctipus 5.3;7.4;8.0

A. baumanii TEM-1  negativ  PER-1 negatlv  negativ. NM 5.3;54;>8.5

K. pneumoniae TEM-1 SHV-5  negativ  negativ  negativ. =~ NM 5.4;8.2

NM: nem meghatarozott
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7.5.3.4. Izoelektomos fokuszalas

Az IEF teszt eredményei alapjan az dsszes izolatum tartalmazott $-laktamazokat.
Az izoelektromos fokuszalas alatamasztotta a PER-1 (pl 5.3), a TEM-1 (pl 5.4),
az OXA-1 (pl 7.4), az OXA-10 (pI 6.1), az SHV-5 (pl 8.2), a VIM-2 (pl 5.3) és
a kromoszomalis AmpC cefalosporindz (pI 8 vagy > 8.5) enzim jelenlétét a

kiilonboz6 torzsekben (35. tablazat).

7.5.3.5. PFGE vizsgalat

A harom P. aeruginosa izolatum (PA1l, PA2 és PA3) eltér6 PFGE mintazatot
mutatott, ami arra utalt, hogy a P. aeruginosa torzsek kiilonb6zé klénokhoz
tartoztak (35. tablazat). Hat masik ebben a magyar kérhazban azonos idében

eléforduld P. aeruginosa torzzsel 6sszehasonlitva nem talaltunk hasonlosagot,

ami a PA1, PA2 és PA3 kiilso eredetére utal.
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7.6. ESBL-termelé torzsek altal okozott fertézések terapias

lehetoségei kisérletes allatmodellekben

7.6.1. A cisplatin hatasa az egér farmakokinetikai paramétereire

Allatkisérleteket széles korben alkalmaznak a humén antibiotikum-kezelés
kimenetelének értékelésére. Mindazonaltal a kisérleti allatokkal kapcsolatos
eredményeknek az emberben tapasztalhatd hatékonysagra vald kiterjesztésének
fo korlatjat az ember és a laboratoriumi allatok kozotti farmakokinetikai
kiilonbségek jelentik, pl. a kisallatok, mint az egér és a patkany gyorsabban fiiriti
a gyogyszereket (55, 109). A human farmakokinetika szimulalhaté a gyogyszer
gyakori alkalmazasaval (86, 109), szamitogép altal vezérelt pumpakkal (29, 92),
illetve a vese altal kivalasztott gyogyszerek esetén veseelégtelenség szandékos
kivaltasaval (55, 56).

Veseelégtelenség 1étrehozasa céljabol kiilonféle sebészi €s kémiai eljarasokat
alkalmaztak patkdnyokban (95) és egerekben (55, 56). Azonban a nefrotoxinok
alkalmazasa joval egyszeriibb moddszer (168), pl. az intraperitonealisan adott
egyszeri uranil-nitrat veseelégtelenséget valt ki (56, 180).

A citosztatikum cisplatin is nefrotoxikus hatdst mutatott toxikologiai
allatkisérletekben ¢és 1. fazisi humdn klinikai vizsgalatokban; a proximalis
tubulus pars recta szakaszanak akut nephrosisat okozva (168). Cisplatin
alkalmazasat kovetden morfologiai elvaltozasokat figyeltek meg a vesében (81,
85) és az altala okozott renalis miikodészavart igen hasonlonak talaltak az
uranil-nitrat altal kivaltotthoz (168).

Mivel a legtobb cefalosporint elsdsorban a vese valasztja ki, igy a vesemiikddés
megvaltozasa a szérumszinteket befolydsolni tudja. A cefalosporinok kozil a
valasztasunk a cefepimre esett, mert a cefepim vese clearance értéke megkozeliti
a kreatinin clerance-ét; a vese miikddészavara nem befolyasolja a cefepim nem
vesén keresztil torténd iiritését és az eloszlasi térfogatot (202).

Vizsgalatunk célja annak a cisplatin dézisnak a meghatarozasa volt, amellyel
lelassitva a vese altali kivalasztasat, de biztositva az allatok talélését, az

emberhez hasonl6 cefepim szérum koncentracidkat érhetiink el.
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7.6.1.1. A kisérlet menete

Csoportonként tizenot véletlenszertien kivalasztott egeret hasznaltunk a plazma
kreatinin, urea nitrogén ¢és fehérvérsejt szdm meghatdrozasdhoz kiilonb6zo
cisplatin dozisoknadl, illetve a farmakokinetikai vizsgéalatokhoz.

A cisplatint 10, 14, 18, 22 ¢és 26 mg/kg doézisokban alkalmaztuk. A
farmakokinetikai vizsgalatnal egyszeri 80 mg/kg dozisu cefepimet adtunk. A
kontroll csoport séoldatot kapott. Mind a so6oldatot, mind a cisplatint harom
nappal a cefepim és a cefepimre vonatkoz6 farmakokinetikai paraméterek
meghatarozasa el6tt adtuk. A soéoldatot, a cisplatint és a cefepimet i.p.
injekcioval  adagoltuk..A  talélés vizsgalatakor minden csoport 10
véletlenszertien kivalasztott egérbdl allt. A csoportokat cisplatin vagy sooldat

addsa utan nyolc napig utankovettiik.

7.6.1.2. Laboratériumi paraméterek

Az egerek plazma kreatinin, urea nitrogén ¢és fehérvérsejt szdma kiilonbozo
cisplatin dozisokndl a 36. tablazat-ban lathat6. Jo1 megfigyelhetd, hogy még a
plazma kreatinin €s urea nitrogén szintek 10 mg/kg-os és 14 mg/kg-os cisplatin
dézisnal nem mutatnak szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest, addig 18
mg/kg-os dozisndl megemelkedik az értékiik a veseérintettségre utalva ¢és a
cisplatin dozis emelésével egyiitt szignifikdnsan emelkedik az értékiik. A

fehérvérsejt szam nem valtozott szignifikansan a kiilonboz6 cisplatin do6zisoknal.

36. tablazat Az egerek plazma kreatinin, urea nitrogén és fehérvérsejt szama kiilonbozé cisplatin dozisoknal

Laboratoriumi Cisplatin dozis

‘terek Kontroll
parametere 10 mg’kg 14 mg/kg 18 mg/kg 22 mg/kg 26 mg/kg
f&;zgllz)km“nm 4333£321 44.63+239 48.16+2.20 114.94=45.61 168.15+ 129.91 281.65 + 124.27
Ureanittogen 5 23 g4y 8514331 8854197 17.51412.06 29.06+13.07 44.80 + 12,59
(mmol/l)
Fehérvérsejt

844180 2764121 3554155 4861, S0+1.00 82345,
<1004l 0 276 3554155 486+136 35010 34557

7.6.1.3. A tulélés elemzése

A 26 mg/kg cisplatinnal eldkezelt csoportban az allatok 6t nap utan elhullottak
(2 nappal a cefepim beadasat kdvetden), azonban a tobbi csoportban elhullast

csak késobb figyeltiink meg. Az Osszes kontroll csoport és a 10 illetve a 14
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mg/kg cisplatint kapott csoportok nyolc napig tuléltek, mig a 18, 22, illetve a 26
mg/kg cisplatint kapott csoportokat illetden a tulélési arany 8/10, 7/10 illetve
3/10 volt. A 26 mg/kg cisplatint kapott csoport tulélése jelentdsen kiillonbozott a
kontroll csoporttdl és azoktdl, amelyek 18 illetve 22 mg/kg cisplatint kaptak
(P=0.001, 0.034 ¢s 0.04). A 10, 14, 18 és 22 mg/kg cisplatint kapott csoportok

tulélése nem kiilonbo6zott jelentdsen a kontroll csoporttdl.

7.6.1.4. Farmakokinetikai eredmények

A cefepim farmakokinetikai paramétereit a kontroll és a cisplatinnal kezelt
csoportokban a 37. tablazat-ban részletezziik. Jelentds kiilonbség volt a
kitiriilési féléletidok kozott az dsszes csoportot tekintve (P<0.001). Szignifikans
kiilonbséget talaltunk a kontroll és a 10 mg/kg cisplatint kapott csoport
(P=0.001), a 14 illetve a 18 mg/kg dozisu cisplatint kapott csoport (P=0.001) és
a 22 illetve 26 mg/kg cisplatint kapott csoport kozott (P<0.001). A féléletidok
nem kiilonboztek jelentdsen az alabbi csoportok koézott: 10 és 14 mg/kg, 18 és
22 mg/kg, 18 és 26 mg/kg dozisu cisplatin (P=0.84, 0.42 ¢és 0.04). A cisplatin
kezelés nélkiili illetve a cisplatin kezelést kovetden egér cefepim
szérumszinteket a 21. dbramn mutatjuk be, ismert huméan adatokkal

o0sszehasonlitva.

37. tablazat 80 mg/kg i.p. cefepim dozis farmakokinetikai paraméterei (kozépérték + standard
eltérés) egerekben kiilonbozo dozist cisplatin elokezelés utan

Parmakokinetikai Cisplatin dozis
paraméterek Omgkg  10mgkg 14 mgkg 18mgkg  22mgkg 26 mg/kg
t (h) 038+0.03 051+004 053+0.02 1.01£007 096+0.03 123+0.34

AUC (mgxh/ml) 757+£103 78.6+9.6 1187£179 261.0+£12.7 207.9+10.5 340.1+54.6
CL (ml/min/kg) 167¢19 17220 10416  47£03 6.1£0.5 34114
Cinax (mg/ml) 90.0+13  727+123 103.3+23.1 195.0+£45.0 130.0+£20.0 196.7+329

MRT (h) 0.58+£0.05 0.72£0.06 0.73+£0.05 1.35+0.11 138+0.04 2.11£1.55
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21. abra Cefepim szérumkoncentracié kozépértékek egerekben cisplatin
elokezeléssel és anélkiil és a human adatok

200

1607 —e— Egér, 18 mg/kg cisplatin elékezelés (80 mg/kg cefepim)

—=— Egér, kontroll (80 mg/kg cefepim)

—— Human 2g i.v. cefepim
120

—— Human 0.5g i.v. cefepim

Cefepim szérumkoncentracio (mg/kg)

40

1d6 (6ra)

7.6.2. Imipenem, cefepim és amikacin hatékonysaganak vizsgalata SHV-5

tipusu ESBL-termeld Klebsiella. pneumoniae torzsben

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozo torzsek korében az ESBL termelés az
egyik f6 mechanizmusa a B-laktdm antibiotikumokra kialakulé rezisztencianak.
A keresztrezisztencia miatt az ESBL-termeld torzsek altal okozott fertézések
esetén a terapias lehetdségek korlatozottak. A P-laktdmokbol és B-laktamaz-
gatlokbol allé kombinaciok ESBL-termeld baktériumok altal okozott fertézések
elleni aktivitdsdnak vizsgalatarol ellentmondé eredmények sziilettek (35, 178,
248, 274). Szintén nem egyértelmiieck a széles spektrumu és a negyedik
generacios cefalopsorinok aktivitdsaval kapcsolatos beszamoldk sem, amit az
inokulum-hatéssal magyaraztak (35, 125, 274).

Célunk volt, hogy 0Osszehasonlitsuk az amikacin, a cefepim, az amikacin-
cefepim ¢és az imipenem hatdsat SHV-5 ESBL-termeld K. pneumoniae torzzsel

fert6zott szeptikus egerekben, magas kezdeti csiraszam alkalmazasaval.

7.6.2.1. Kiserlet leirasa

A CD-1-es egereknek 18 mg/ttkg cisplatint i.p. injekcidval adtunk be a fertdzés
elott 3 nappal, a vesemiikddés ledllitdsa céljabol. Harom csoport nem fert6zott

egeret hasznaltunk a farmakokinetikai vizsgalatokhoz, melynek sordn egyszeri
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dézis amikacint (7.5 mg/kg), cefepimet (80 mg/kg) €s imipenemet (40 mg/kg)
adtunk i.p. az egereknek.

Az egereket 10’ CFU/g SHV-5 termeld K. pneumoniae torzzsel fertéztiik i.p. A
csiraszam meghatdrozashoz ¢és talélés analizishez négy fertdézott és kezelt
(amikacinnal, cefepimmel, cefepim+amikacinnal ¢és imipnemmel) illetve két
kontroll csoportot - nem fertézott €s kezelt illetve fertdzott és nem kezelt —

hasznaltunk.

7.6.2.2. Az adllatkisérletben alkalmazott K. pneumoniae torzs antibiotikum
érzékenységi vizsgalatanak eredményei

Az amikacinra vonatkozé MIC- és MBC-érték 0.5 pg/ml volt mind 10°, mind
10" CFU/ml-nél. A cefepim MIC- és MBC-értéke 1 pg/ml volt 10° CFU/ml-nél,
mig a MIC >256 pg/ml volt 10’ CFU/ml-nél. Az alkalmazott izolatum MIC és
MBC értéke imipenemre 0.125 pg/ml volt 10° CFU/ml csiraszam
alkalmazasakor, és 0.5 és 1 pg/ml volt 10’ CFU/ml esetén.

7.6.2.3. Farmakokinetikai eredmények

A farmakokinetikai elemzésbdl szarmaz6 adatokat a 38.a és 38.b tablazat-ban
adjuk meg, az amikacin-cefepim kombinacio kivételével, mivel ezek az irodalmi

adatok alapjan nem befolyasoljak egymas eliminacidjat (6).

38.a tablazat Antibiotikumok farmakokinetikai paraméterei i.p.
injekcidt kovetden csdkkent vesefunkcidju nem fertdzott egereknél

AUC
T, (h C /ml
Antibiotikum e
. . (min)
Atlag +SD Atlag +SD Atlag +SD

Amikacin (7.5
mg/kg)

Cefepim (80
mg/kg)

0.86 0.14 20.18 4.30 15 3534 490

1.01 0.07 195.00 45.00 15 260.97 12.67

Imipenem (40

045 0.03 45.00 3.00 30 47.83 2.63
mg/kg)

SD, standard deviacio
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38.b tablazat Antibiotikumok farmakokinetikai paraméterei i.p. injekciot
kovetden csokkent vesefunkcioju nem fertdzott egereknél

T>MIC! T>MIC? AUC o4/

C o/ MIC'?
(h/ %) (h/ %) MIC”? (h) ™

Antibiotikum
Atlag  +SD Atlag +SD Atlag +SD Atlag +SD

Amikacin 481/ 095/ 481/ 095/

(7.5 mg/kg) 46.00 9.05 46.00 9.05 161.54 22.40 4036 8.60

Cefepim 740/ 036/ E B
(80 mg/kg) 105.72  5.20 NS NS NS NS

Imipenem 431/ 0.24/ 337/ 0.18/

0mgke) 8209 465 6419 351 > NS NSNS

SD, standard deviacio; T>MIC, MIC feletti teriilet; : MIC 10° CFU/ml-nal; 2: MIC 10’
CFU/ml-nal; 3: C_,, nem éri el a MIC-et; NS: nem szamolt.

7.6.2.4. Olési girbe

Az in vitro 6lési gorbe az un. time-kill curve a 22. abran lathaté magas

10®

CFU/ml kezdeti csiraszam alkalmazasaval. A cefepim Onmagaban nem

csokkentette szignifikansan a csiraszamot és 24 ora elteltével az antibiotikum

nélkiili kontroll-lal megegyezd volt a csiraszdm. Az amikacin, imipenem ¢&s

amikacin+cefepim hatdsdra mar 3 ora mulva jelentdsen csokkent a csiraszam

majd 9 ora elteltével a detektaladsi hatarra csokkent le. Nem tudtunk

szinergizmust detektalni — sem megerdsiteni, sem kizarni - az amikacin+cefepim

csoportban a baktérium-koncentracié meghatarozasanak korlatai miatt. Erdekes

modon hiadba csokkentette az amikacin mar 9 6ra mulva a detektalasi hatarra a

csiraszamot, a 24 oras értékeknél kis emelkedést tapasztaltunk. Ellendrizve a

visszan6tt baktérium telepeket nem taldltunk koztilk amikacin rezisztens

telepeket.
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22. abra ESBL-termeld K. pneumoniae in vitro 6lési gorbei antibiotikum nélkiili, cefepimmel,
amikacinnal, imipenemmel és amikacin-cefepimmel torténd inkubacio esetén

9,04 91
%S

—X—Kontroll - antibiotikum
nélkiil

—{F Cefepim

—— Amikacin

—©— Imipenem

—O— Amikacin + cefepim

3,61
48

0 © 248

K.pneumoniae log;) CFU/ml

1dé (h)

7.6.2.5. Az egerek vérében a baktérium koncentrdcio meghatdrozdsa
10" CFU/g csiraszam SHV-5 termelé K. pneumoniae torzzsel ip. oltott
egerekben a vér baktérium-koncentracioja folyamatosan nétt az antibiotikumot

nem kapott csoportban. A cefepimmel kezelt csoportban kezdetben csokkent a

23. abra Baktérium-koncentraciok kozépértéke kezeletlen illetve amikacinnal, amikacin-
cefepimmel, cefepimmel és imipenemmel torténd kezelés esetén ESBL-termel6 K.
pneumoniae-vel torténd fert6zés utan. A hibavonalak a standard deviaciot jelzik.

Antibiotikumkezelés idétartama

10 1
9
84 X/—/X = Kezeletlen fert6zott
—X— Kezeletlen fertézott
= Kezeletlen fert6zott
s = Amikacin
E —2&— Amikacin
26 aci
5 = Amikacin
s = Amikacin+cefepim
en
<51 —O— Amikacin+cefepim
g = Amikacin+cefepim
N = Cefepim
S 41 .
] —{1— Cefepim
M - Cefepim
31 Detektalasi hatar = Imipenem
””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””” —O— Imipenem
2 = Imipenem
1
0 T T T T T !
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

1dé (h)

baktérium koncentracidé a vérben, azonban 6 ora elteltével emelkedés

kovetkezett be, ezzel szemben a tobbi antibiotikummal kezelt csoportban
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folyamatosan csokkent a csiraszam (23. dabra). Az 0Gsszes csoportot
Osszehasonlitotva a kiilonbség szignifikans (P < 0.0001) volt. A fertézott
kezeletlen csoport illetve az Osszes kezelt csoport kozott is szignifikans volt a
kiilonbség (P < 0.01 minden Osszehasonlitott parosnal). A cefepimmel kezelt
csoport statisztikailag kiilonbozott a tobbi kezelt csoporttdl (P < 0.05 minden
Osszehasonlitott parosnal). Nem volt kiilonbség az amikacint, az amikacin-
cefepimet és az imipenemet kapott csoportok kozott (P > 0.37 minden

Osszehasonlitott parosnal).

7.6.2.6. Tulélési analizis

A nem fert6z6tt csoportban nem volt elhullas. 24 6ra utdn 15 egérbdl négy elhalt
a fertdzott kezeletlen csoportban, 6 a 15-bdl az amikacinnal illetve amikacin-
cefepimmel kezelt csoportokban, és 7 a 15-bél az imipenemmel kezelt
csoportban (24. abra).

24. abra ESBL-termel6 K. pneumoniae-vel fertézott, amikacinnal, cefepimmel, cefepim-
amikacinnal és imipenemmel kezelt egerek talélési gorbéje.

Fert6zés
l Antibiotikum kezelés id6tartama

1,00

== Nem fert6zott kontroll (p48=1.0)

o
%
S

—8— Amikacin + cefepim (p24=0.60)

giv

—0— Amikacin (p24=0.60)

—&— Imipenem (p24=0.53)

S
=
S

—O Cefepim (p24=0.07)

Kummulativ valésziniisé;

— Fertdz6tt, kezeletlen kontroll
(p24=0.07)

=

S

=)
L

0,20 q

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

A hazard hanyadosok (95 %-os konfidencia intervallum) a kovetkezék voltak:
fertdzott kezeletlen csoport versus nem fertdzott csoport: 26.47 (7.21-70.42), P <
0.001; cefepim versus fert6zott kezeletlen csoport: 0.65 (0.29-1.37), P > 0.2;
amikacin versus fert6zott kezeletlen csoport: 0.17 (0.03-0.26), P < 0.001;
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amikacin-cefepim versus fert6zott kezeletlen csoport: 0.16 (0.03-0.24), P <
0.001; imipenem versus fert6zott 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. pr4 a

fertdzes utani 24 6ras tulélés valdszinlisége.
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7.6.3. Ciprofloxacin és levofloxacin hatékonysagianak vizsgalata SHV-5

tipusu ESBL-termeld K. pneumoniae torzsben

Az ESBL-termeld torzsek altal okozott fertdzések esetén az els6ként valasztando
antimikrébas szerek a karbapenemek (121, 179, 247, 248). Azonban sajnos a
klinikai mintakbdl izolalt imipenem-rezisztens ESBL-termeld K. pneumoniae
torzsek megjelenése miatt sziikséges alternativ terapids hatdéanyagokat keresni.
A vizsgalat célja az volt, hogy meghatarozza és 0sszehasonlitsa a ciprofloxacin
¢s a levofloxacin aktivitasat egy SHV-5 ESBL-termeld K. pneumoniae torzs

ellen in vitro és in vivo.

7.6.3.1. Kiserlet leirasa

Két csoport nem fert6zott egeret hasznaltunk a farmakokinetikai vizsgéalatokhoz,
melynek sordn egyszeri dozis ciprofloxacint és levofloxacint adtunk i.p. az
egereknek.

Az egereket 10’ CFU/g SHV-5 termeld K. pneumoniae torzzsel fertéztiik i.p. A
csiraszam meghatarozashoz ¢és talélés analizishez két fert6zott és kezelt
(ciprofloxacinnal vagy levofloxacinnal) illetve két kontroll csoportot - nem

fertdzott és kezelt illetve fertdzott €s nem kezelt csoportot — hoztunk 1étre.

7.6.3.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredménye

Az SHV-5 ESBL-termeld K. pneumoniae érzékeny volt ciprofloxacinra és

39. tablazat Az ESBL-termeld K. pneumoniae torzs levofloxacinra

ciprofloxacin és a levofloxacin MIC- és MBC-értékei (ng/ml) mindkét

10° CFU/ml 107 CFU/ml csiraszam

Antibiotikum esetén, és a két
MIC MBC MIC MBC )

kinolonnak

Ciprofloxacin ~ 0.063 0.063 0.125 0.125 kozel  azonos

Levofloxacin  0.063 0.063 0.25 0.25 MIC- és MBC-

értékei  voltak.

A MIC és MBC értékek a 39. tablazat-ban lathatok.
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7.6.3.3. Olési girbe

Az 06lési gorbék eredményét a 25. abran mutatjuk be. A kezdeti 7.69 log
CFU/ml 6.20, 6.06, 5.46, 4.83 log;y CFU/ml-re csokkent ciprofloxacin
jelenlétében és 6.51, 5.95, 4.47, 4.25 log;o CFU/ml-re levofloxacin jelenlétében

3, 6, 12 és 24 6ra inkubacid utan.

25. abra: Antibiotikum nélkiil, ciprofloxacinnal és levofloxacinnal inkubalt ESBL-termel6 K.

pneumoniae in vitro 6lési gorbéi

== Kontroll - antibiotikum
nélkil

== Ciprofloxacin

== Levofloxacin

K. pneumoniae 1og10 CFU/ml

4,25

1d6 (h)

7.6.3.4. Farmakokinetikai adatok
A farmakokinetikai elemzés a 40. tablazat-ban lathatd adatai szerint az AUC,.

24/MIC és Cpax/MIC hanyadosok kozépértéke standard csiraszammal szdmolva

40. tablazat A ciprofloxacin és levofloxacin farmakokinetikai paraméterei i.p.
injekciot kovetden egerekben

) Felezési id6 (h) Cmax (mg/ml) AUC (mg x h/ml)
Doézis

Antibiotikum
(mg/kg)

Atlag  Szérds  Atlag  Széras  Atlag  Szoras

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 deviacid
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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 koncentrdcio meghatdrozdsa

A kezeletlen csoportban folyamatosan emelkedett a vér baktérium-
koncentracioja, mig a kezelt csoportokban folyamatosan csokkent. A kezelés
kezdete utan 6 oraval szignifikdnsnak talaltuk a log;o CFU értékek kozotti
kiilonbséget (ANOVA eredmény p<0,001). A péros Osszehasonlitdsok jelentds
kiilonbségeket jeleztek a kezelt csoport €s a kontroll kozott (p<0.001 mindkét
kezelésre), de a két kezelt csoport kozott nem (p=0.210). A kezelés kezdete utan
12 és 24 oraval csak a kezelt csoportok voltak 6sszehasonlithatdéak, amelyek
kozott nem taldltunk szignifikdns kiilonbségeket (p=0.356 12 o6ra utdn és

p=0.598 24 6ra utan). A log;o CFU kozépértékeket a 26. abran mutatjuk be:

26. abra ESBL-termel6 K. pneumoniae-vel torténd fert6zést kovetd baktérium koncentraciok
kezeletlen és ciprofloxacinnal illetve levofloxacinnal kezelt egerekben

Antibiotikum kezelés idétartama

74 —O— Fert6z6tt kezeletlen

—8— Ciprofloxacin

—¥— Levofloxacin
39 .

K. pneumoniae log;,CFU/ml

0 4 8 12 16 20 24 28
1d8 (h)

7.6.3.6. Tulélési analizis

A 24 o6ras talélés 100 %, 93.3 % és 0 % volt a ciprofloxacinnal illetve a

levofloxacinnal kezelt és a kezeletlen kontroll csoportban. A kiilonbségek
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szignifikansak voltak a kezelt csoportok és a kontroll csoport kozott (p<0.001
mindkét kezelésnél). A ciprofloxacin ¢és a levofloxacin jelentdsen
meghosszabbitotta az egerek tulélését a fert6zott kezeletlen csoporttal

Osszehasonlitva (27. abra)

27. abra ESBL-termeld K. pneumoniae-vel fert6zott, ciprofloxacinnal illetve
levofloxacinnal kezelt egerek tulélési gorbéje

Fert6zés
Antibiotikum kezelés id6tartama

1008 %—W—ML: O
X—x A

0,80 ,!(
L —O— Nem-fertzott kontroll

0 g
3 £<
é > —— Ciprofloxacin
& 0,60 l(
= | .
z X —&— Levofloxacin
7
L)
& L —X— Fert6zott kezeletlen

040 1 P | kontroll

)>|'<
)
0,20 4 ><>|<
X=X >|<
i 1
0,00 T T T T T T T —X: ]
0:00 4:48 9:36 14:24 19:12 24:00 28:48 33:36 38:24 43:12
1d6 (h)
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7.6.4. A3-APO peptid hatékonysaganak vizsgalata szisztémas Escherichia

coli fertozésekben kiilonb6zo egérmodellekben

A klinikai mintdkbdl egyre gyakrabban izolalt multirezisztens baktériumtorzsek
foképp Enterobacteriaceae torzsek altal okozott fertézések terapids lehetdségei
egyre szlikebbek. Az antimikrobidlis peptideket (AMP-k) mar hosszu ideje a
kismolekulaju antibiotikumok lehetséges alternativajaként tartjak szamon (312).
Vizsgalatunkhoz az AMP-k koziil az A3-APO peptidet valasztottuk, mivel igen
jol penetrdl sejtbe, szelektiven kotddik a bakteridlis DnaK C-terminalis
hélixéhez ¢és nem valt ki antitest termelést. Szisztémas alkalmazasukat
korlatozzadk azonban a nem megfeleld biztonsagi hatdrok és a vesén keresztiil
torténd gyors kitiriilés. Vizsgalataink sordn meghataroztuk a toxikus dézisokat a
peptid ip. bevitele esetén ¢és tanulmanyoztuk az A3-APO alkalmassagat

szisztémas fertdzések kezelésére i.p. alkalmazas esetén.

7.6.4.1. Kiseérletek leirdasa

Az akut toxicitasi vizsgalatok soran egyszeri adag A3-APO-t adtuk be 10, 25 és
50 mg/kg dozisban i.p. az egereknek. Az ismételt toxicitasi vizsgalathoz 10, 25
¢és 50 mg/kg dozist alkalmaztunk 8 dranként 24 o6ran at.

Az A3-APO hatékonysaganak vizsgalatakor az egereket i.p. 10° CFU/g E. coli
5770 torzzsel fertéztiik, majd 4, 8 illetve 12 ordval a fertdzés utan i.p. 2.5mg/kg,
5 mg/kg ¢és 10 mgkg A3-APO-val kezeltik az egereket. Az A3-APO

hatékonysaganak vizsgalatat elvégeztiik cisplatinnal eldkezelt allatokon is.

7.6.4.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredménye

E. coli 5770 torzs érzékenysége a kovetkezd volt: imipenem MIC értéke 2
ug/ml, A3-APO MIC értéke 8 pg/ml, ciprofloxacin MIC értéke 128 pg/ml és az
ampicillin MIC értéke 128 pg/ml volt.

o e 7 e

Az A3-APO szisztémds toxicitdsa 1.p. beadas esetén két 1épésben keriilt
kiértékelésre. Az egyszeri akut letalis dozis 50 mg/kg volt a CFW-1 egerekben.
25 mg/kg-os dozis esetében az egerek tuléltek, de sulyos atmeneti
mellékhatasokkal. Az ismételt kisérletben az A3-APO peptidet haromszor adtuk

24 ¢6ra alatt, ilyen koriilmények kozott az egerek tuléltek, de 3x40 mg/kg esetén
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belsd vérzést észleltink. A Nem Kimutathatd Karos Hatds Hatarértéke
(NKKHH) az egerekben 3x20 mg/kg volt. Ebbdl kovetkezden a tovéabbi
szisztémads fertdzés modellekben a peptidet haromszor adtuk 2.5, 5, 10 vagy 20

mg/kg dézisokban

7.6.4.4. A3-APO hatékonysdaganak vizsgadlata bacteraemia modellel
Az egereket az ESBL-termeld E. coli 5770 torzs LDsg: 2 x 108 CFU/g dozisaval

fertdztiik i.p. A csiraszam meghatdrozashoz ¢€s tilélés analizishez négy fert6zott
¢s 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 fert6zott és

kezelt illetve fert6zott és nem kezelt csoportokat — hoztunk 1étre.

7.6.4.5. Tulélési analizis

A vizsgalat els@ szakaszaban a fert6zott kezeletlen egerek (negativ kontroll)
korai talélése -19 oraval a fertdzés utan — 20 % volt és a késoi talélése — 25
oraval a fertdzés utan - csak 10 %-os volt. A tilélési ardny az imipenemmel
(3x40 mg/kg) kezelt allatok esetében 90 % volt. Az A3-APO kezelés a dozis
fliggvényében volt sikeres. A korai (19 oraval a fertdzés utan) talélési arany 20

%, 50 %, illetve 80 % volt a 2.5 mg/kg, 5 mgkg illetve a 10 mg/kg
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—*= A3-APO 10 mg/kg
D 1 1 | l | 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Utolsé kezelés utan eltelt id6 (6ra)

28. abra E. coli 5770 torzzsel fert6zott majd A3-APO-val és imipenemmel kezelt
egerek tulélése
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dézisoknal (28. abra). Ugyanezeknél a dozisoknal (2.5, 5 és 10 mg/kg) a késoi
(25 ora) talélési arany kevésbé volt latvanyos 10 %, 30 % illetve 20 % volt. A
statisztikai elemzés (y°) 0,05-nél kisebb P értékeket adott a legmagasabb 10
mg/kg-os A3-APO ddzisra a vizsgalatban.

7.6.4.6. Az egerek vérében a baktérium koncentrdcio meghatdrozdsa

A fertézott kezeletlen allatokban a vér baktérium koncentracidja a fertézés utan
4 draval mért alacsony 10" CFU/g értékrdl 10° CFU/g-ra nétt a fertézés utani 12.
oraban (29. abra). Az A3-APO peptid els6 10 mg/kg ddzisa utan a baktérium
szam a 10° CFU/g alatti tartoményra csokkent. A peptid masodik dozisa utan a
baktériumok mennyisége tovabb csokkent a kimutathatosagi hatar ala.
Ugyanebben a vizsgalatban a hosszu tavi baktérium koncentraciok a kozép-
magas 10* CFU/g értékek koriil voltak, hasonléan a 40 mg/kg imipenemmel
kezelt egerekbdl szamolt értékekhez (29. abra). Még 24 oraval a fert6ézés (12
oraval az utolsoé terapias dozis) utan is a vér baktérium koncentracioja tobb mint

harom nagysagrenddel alacsonyabb volt, mint a kezeletlentil ttl¢ld allatokban.
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29. abra A vérben a baktérium koncentraciok az A3-APO-val kezelt E. coli 5770 torzzsel
o0 fert6zott CD-1 egerekben cisplatinos elékezelés nélkiil
h

atékonysdaganak vizsgalata cisplatinnal elokezelt bacteraemia modellel

18mg/kg cisplatint i.p. injekcioval adtunk a CD-1-es egereknek a fertdzés elott 3
nappal, a vesemiikodés leallitasa céljabol. Az egereket az ESBL-termeld E. coli

5770 LDsp 2 x 10° CFU/g dozissal fertéztiik i.p. A csiraszam meghatarozashoz
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¢és a talélési analizishez négy fertdzott 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 fertézott €s kezelt illetve fertdzott és nem kezelt —

hasznaltunk.

7.6.4.8. Tulélési analizis

A fertdz6tt nem kezelt csoport tilélése 10 % volt 24 és 48 oraval a fertdzés utan,
az imipenemmel (3x40 mg/kg) kezelt csoportban a tulélés csak 83 és 56 % volta
fertézést kovetden 24 illetve 48 o6ra mulva. A 10 mg/kg dézisban adott A3-APO
nagyon hatékony volt: a tulélési aranyok 70 % és 40 % voltak a fert6zés utan 24
illetve 48 6ra mulva. Ezek az értékek éppen az imipenem esetén megfigyelt szint
alatt voltak. A peptid dozisanak 20 mg/kg-ra novelése nem eredményezett

farmakologiai javulast.

7.6.4.9. Az egerek vérében a baktérium koncentrdcio meghatdrozdsa

A kezeletlen egerek vérének baktérium koncentracidja folyamatosan emelkedett

és 12 ora elteltével elérte a 6 x 10" CFU/ml-es maximumot (30. abra). Az elsd
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30. abra A vérben a baktérium koncentraciok az A3-APO-val kezelt E. coli 5770

torzzsel fertdzott CD-1 egerekben cisplatinos el6kezeléssel
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imipenem utan a vér baktérium tartalma kozelitette a 10° CFU/ml-es értéket, ami
a detektalas als6 hatara. Az elsé adag 10 mg/kg és 20 mg/kg ddzisban
alkalmazott A3-APO esetén a baktérium koncentraciéo 40 illetve 60-szoros
csokkenése volt megfigyelhetd. A masodik dozis A3-APO az imipenemhez
hasonléan a baktérium koncentraciot a 10° CFU/ml-es also hatarra csokkentette
(30. abra). A 10 mg/kg A3-APO-val kezelt egerek esetében a masodik dézis
alkalmazésa utdn az egerek 100%-ban a vér baktérium koncentracidja a
detektalasi hatarérték ala csokkent. A 20 mg/kg A3-APO-val kezelt egerek

esetében pedig az egerek vérében 40 %-ban nem volt detektalhato baktérium.
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8.MEGBESZELLS

8.1. Epidemiologia

8.1.1. Az els6 magyarorszagi ESBL-termel6 Klebsiella pneumoniae torzsek

altal okozott esethalmozodas molekularis epidemiologiai jellemzése

Az elsé magyarorszagi esethalmozddas soran izolalt K. pneumoniae torzsek
SHV-5 tipusi ESBL-enzimet termeltek, mely Eurdopaban is a leggyakoribb
enzimek kozé tartozik. Magyarorszagon addig csak sporadikus esetek fordultak
eld, ahol a torzsek SHV-2 és SHV-5 tipusu ESBL enzimet termeltek (191, 238).
Mind az ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek, mind az ESBL-termel6 S.
marcescens torzs egy-egy nagy, konjugativ, egyéb rezisztencia géneket is
tartalmazd plazmidot hordozott. A kromoszémalis DNS molekuléris biologiai
vizsgalata az epidemioldgiai analizissel egyiitt, egy klonba tartoz6 ESBL-
termelé K. pneumoniae lancszerii terjedését igazolta. Emellett sikertilt
kimutatnunk a plazmid terjedését is, ugyanis az azonos plazmidot hordozé
ESBL-termeld K. pneumoniae és ESBL-termeld S. marcescens egymés utani
kimutatasa ugyanabbol a korasziil6ttbdl azt igazolta, hogy az SHV-5 ESBL
enzimet kodold plazmid atkertilhetett egyik speciesbdl a masikba in vivo. A
plazmidon kédolt ESBL-rezisztencia konnyii atvihetéségét bizonyitja, hogy in
vitro az E. coli torzsbe transzformacioval és konjugécioval is atvihetd volt a
multirezisztenciat kodold plazmid. Nem tudtuk azonban tisztdzni, hogy az els6
ESBL-termeld K. pneumoniae torzset behurcoltdk a korasziilott intenziv
osztalyra, vagy esetleg egy nem-ESBL-termeld K. pneumoniae torzs atalakulasa
tortént ESBL-termeld K. pneumoniae-va a ceftazidim empirikus terapiaként
hasznalata miatt, amint azt mas szerzok leirtak (112, 179, 193).

Tanulményunk alapjan a szelekciés hatast feltételezve az osztdlyom
felfliggesztésre keriilt a ceftazidim empirikus hasznélata, azonban ez dnmagéaban
nem volt képes megakadalyozni az 0j esetek megjelenését, s6t az eléfordulés
gyakorisaga emelkedni kezdett. A hdrom honappal késobb bevezetett szigoritott
elkiilonités hatasdra mérséklodott csak az ESBL-KP terjedése. A tovabbi két
hénapos megfigyelési periodus soran ujabb esetek mar nem fordultak eld, amely

a megeldzd intézkedések hatékonysagara utalt.
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8.1.2. ESBL-termeld Klebsiella spp. otéves kovetéses molekularis
epidemiologiai vizsgalatanak eredménye a Semmelweis Egyetem II.

Perinatalis Intenziv Centrumaban

Az ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca torzsek megjelenése, illetve
jelenléte a PIC-eken komoly klinikai problémat okoz. Vizsgalatunkban
ismertettiik ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca infekciok molekularis
azonositottunk: az SHV-5-t és az SHV-12-t. A vizsgalati id6szakban az SHV-5
tipus volt a leggyakrabban el6forduld tipus mind Magyarorszagon mind
Eurépaban (269, 277). Az SHV-12 tipus, melyet gyakran izolaltak
Spanyolorszagban, Franciaorszagban és Olaszorszagban (70, 111, 259), addig
csak egyetlen E. cloacae torzsbdl izolaltak Magyarorszagon (277). Egyazon
ESBL-varidns eltérd foldrajzi és idébeli felbukkandsa a konvergens evolacids
eseményeknek tulajdonithato.

Erdekes médon két kiilonbozd ESBL-termelé K. oxytoca térzset is izolaltunk,
amelyek jarvanyt okoztak 2003-ban ¢és 2005-ben. A K. oxytoca, a K.
pneumoniae-hoz hasonléan, gyakori koérokozd a perinatalis intenziv
osztalyokon. A K. pneumoniae torzsek joval gyakrabban termelnek ESBL-eket,
mig a K. oxytoca esetében ez igen ritka. Mig az SHV-12 termeld K. oxytoca
ujdonsag volt Magyarorszagon, addig Franciaorszagban mar izolaltdk SHV-12
termeld K. oxytoca-t (34). A vizsgalatunkig csak egyetlen (SHV-5) ESBL-
termeld K. oxyfoca okozta perinatalis intenziv osztalyon zajlott jarvanyrol
szamoltak be (289).

A kockazati tényezoket vizsgalva nem talaltunk statisztikailag jelentds
kiilonbséget a fertézésre vonatkozd kockazati tényezok tekintetében az ESBL-
termeld ¢és nem ESBL-termeld K. pneumoniae és K. oxytoca torzsek kozott,
hasonloan masokhoz (130). Bar a mortalitds magasabb volt az ESBL-termeld
Klebsiella tajokhoz tartozd csoportban, mint a nem ESBL-termelé csoportban,
ez a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans. A szignifikancia hidnya
azonban magyarazhatd az alacsony mintaszdmmal is; bar a klinikai adatok is

vitatottak (73, 130, 136).
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Szamos korabbi tanulmanyban vizsgaltdk az ESBL-termeld organizmusok
tobbségében csak egyetlen jarvanyt okozo torzset azonositottak, egy rovidebb
1d6szak soran (hetek-honapok) (88, 91, 261, 269, 291, 310). Azonban vannak
olyan tanulméanyok is, amelyekben id6rdl-idére szamos torzs cirkuldlasarol
szdmolnak be, bar ezek olyan PIC-ekre vonatkoznak, amelyek maés, a sziilésnek
helyet adé korhézbol fogadtak ujsziilotteket (148). Azt is kimutattuk, hogy egy
jarvanyt okozo torzs eltlinhet és helyét Gjabb jarvanyt okozo torzsek vehetik at
egy hosszabb iddszak alatt. Az altalunk vizsgalt PIC-re az Gsszes ujsziilott a
szililészeti osztalyrol kertilt at, igaz az 0jsziilottek mas osztalyok személyzetével
is kapcsolatban voltak. Mindazonaltal nem tudtunk detektalni egyetlen SHV-5 és
SHV-12 termel6 K. pneumoniae €s K. oxytoca torzset sem ugyanazon kérhaz
mas osztalyain és az adott id0szakban az osztaly kornyezeti vizsgélata is negativ
eredményt hozott. A bizonyiték ellenére lehetséges, hogy a fertézéseknek volt
egy kozos kornyezeti forrdsa (27, 54, 91). A fert6zés egyik lehetséges forrésa, a
gyermekek anyja, akiknek normal bélfloérdjaban jelen lehetnek ESBL-termeld
torzsek, melyekkel a gyermekek sziilés soran kontamindlodhatnak. Ez a
magyarazat valaszt adhat a multiklonalitas és az ismételt felbukkanas kérdésére
is az ESBL-termel6 torzsek esetében.

Mivel az ESBL-termel6 organizmusok vilagszerte egyre tobb beteget érintenek,
a PIC-eken el6forduldé ESBL-termeld baktériumok molekuléris epidemioldgidja
még Osszetettebbé kezd valni. Sajnos az ESBL-termelés megjelenik olyan

torzsekben, mint a K. oxyfoca, ahol kordbban ez igen ritka volt.
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8.2. ESBL enzimek ujabb fenotipusos és genotipusos detektalasi

lehetosége

8.2.1. ESBL enzimek fenotipusos detektalasa Enterobacter cloacae

torzsekben

Az elsé ESBL-termeld E. cloacae torzsekkel kapcsolatos beszamolok az
Egyesiilt Allamokban jelentek meg 1988-ban izolalt TEM-12 és TEM-26
termeld E. cloacae torzsekrdl (246), majd SHV-3 ESBL-termeld E. cloacae
torzsek is megjelentek Bostonban a kilencvenes években (59). Ma mar
vilagszerte igen sok kozlemény szamol be ESBL-termeld E. cloacae torzsekrol
(10, 22, 96, 113, 133, 185, 210, 212), sok kéziiliik az Egyesiilt Allamokbél (59,
153, 246). Levison és munkatarsai izolaltak elséként SHV-7 és SHV-12 termel6
E. cloacae torzseket harom kiilonb6z6 kérhazban Philadelphia-ban 2000-ben és
2001-ben (153). Ezt fontos kiemelni, mert ezt kovetden Pittsburgh-ben is
izolaltunk SHV-2, -5, -7, -12, -14 és -30 tipusu ESBL-t termeld E. cloacae
torzseket egy egyéves idOszakban hemokultirabol szarmazd E. cloacae
izolatumok vizsgalata soran. A torzsek 33 %-a (15/45) bizonyult ESBL-
termeldnek. Sajnos kevés adat 4ll rendelkezésre, amelyek alapjan
meghatdrozhat6 lenne, hogy ez a szdzalékos ardny magas-e, vagy mas hasonld
korhazakban tapasztalt értékekhez hasonld. Egy hasonld iddszakban publikalt
koreai tanulmadnyban a hemokultirabol szarmaz6 E. cloacae izolatumok 43 %-a
bizonyult ESBL-termeldnek (210).

Vajon miért evolvalodnanak SHV-tipusu ESBL-ek egy E. cloacae gazdasejtben?
Izolatumainkban az SHV-tipust ESBL-ek derepresszalt AmpC-vel B-laktaméz
enzimmel egyiitt voltak jelen. Az AmpC p-laktamaz fokozott termelése
oximino-cefalosporinokra ¢és B-laktam/B-laktamaz-gatlé kombindciokra kiterjedd
rezisztenciat okoz. Egy ESBL jelenléte szelektiv elényt biztosit a cefepim ellen.
Ezenkiviil a nagymennyiségi AmpC termelésével a cefalosporinok ¢és a -
tévé mikrobioldgiai kornyezetet teremthet. Ismert, hogy az ESBL-ek
katalitikusan nem hatékonyak a penicillinek ellen és kiilondsen érzékenyek a f3-

laktamaz gatlokra. A katalitikus aktivitas hidnyossagat egy erds penicillinaz, a
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TEM-1 ¢és egy inhibitor-rezisztens cefalosporindz kompenzalhatja, melynek
eredménye a cefepimre kiterjedd rezisztencia lehet.

A CLSI és az EUCAST altal meghatarozott ESBL fenotipusos szlirdvizsgalatok
csak Klebsiella spp., E. coli és P. mirabilis torzsekre tartalmaznak ajanlasokat
(48, 79). A kromoszomalis AmpC-tipusti B-laktaméz termeld torzsek esetében
azonban ezek az ajanlasok nem kidolgozottak. E. cloacae esetében a CLSI altal
ajanlott cefotaximot vagy ceftazidimet alkalmaz6 ESBL-termelés detektalasara
szolgaldé modszerek nem megbizhatoak a kromoszomalis B-laktaméaz enzim
egyidejii termelése miatt. Mivel csupan 15 ESBL-termel6 és 30 nem ESBL-
termel0 izolatumot vizsgaltunk, nem mondhatunk kategorikus itéletet az ESBL-
termelés detektaldsara szolgdld modszerekkel kapcsolatban az E. cloacae
torzsekben. A szokvanyos, cefotaximot vagy ceftazidimet alkalmazé modszerek
eredményeink alapjan azonban nem megbizhatoak. Mindazonaltal a > 2 pg/ml-
es cefepim MIC-érték az ESBL-termelés kovetkezetesen erdteljes markerének
tekinthetd. Mig a cefepimet ¢és klavulansavat hasznalo tesztek néhany
alacsonyabb MIC-értékkel rendelkezd ESBL-termeld torzset is detektalhatnak, a
tesztek szenzitivitdsat nem taldltuk nagyobbnak 75 %-nal.

A cefepim piacra keriilése elott a vad tipusu E. cloacae torzsek cefepimre
vonatkozé MIC-értékei 0.06 és 0.5 pg/ml kozott volt (267). Bizonytalan
azonban, hogy az ezekben a tanulmanyokban vizsgalt torzsek termeltek-e ESBL-
eket. A cefepim farmakokinetikajanak és farmakodinamidjanak értékelése a
CLSI Antimikrobas szerek Erzékenységének Tesztelése bizottsaga szerint a
cefepim nem hatasos stlyos fertézések kezelésében a 12 oOrankénti 1 g-os
dozisban 8 pg/ml vagy magasabb MIC-értékkel rendelkezd mikroorganizmus
esetén, mint példdul ESBL-termeld Klebsiella fajok és E. coli okozta sulyos
fertdzésben szenvedd betegek esetében. A klinikai adatok azt a nézetet
tamasztjdk ala, miszerint a cefepim aktivitdsa csokkent lehet néhany ESBL-
termeld mikroba ellen, amelyek MIC-értékei a jelenlegi érzékeny tartoméanyba
esnek (216, 311). Osszefoglalasképpen, a sulyos fertézéseket okozo E. cloacae
izolatumok ESBL termelése nem ritka. Alkalmanként a pdaciensekben
genotipusosan hasonld izolatumok fordultak eld, de ezek az ESBL-termeld
izolatumok els6ésorban de novo alakultak ki. Mivel a klinikumban
megfogalmazddott kétely a cefepim ESBL-termeld torzs elleni hatékonysagaval

kapcsolatban, ajanlatos lenne a cefepim CLSI hatarértékeit ismét attekinteni.
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8.2.2. ESBL enzimek tijabb genotipusos detektalasi lehetosége

Az Enterobacter fajok kromoszémalisan kédolt AmpC B-laktamazt termelnek,
¢s egyre gyakrabban izoldlnak TEM- ¢s SHV-tipusu ESBL-termeld torzseket is
(295).

Gyors ¢és megbizhatd modszereket, amelyek a B-laktaméazok és az dket kodold
gének jellemzésére alkalmasak, tovabbra sem taldltak. Egyetlen baktérium
izoldtumban két kiillonb6zoé blasyy gént azonositani nem konnyl. Ennek
érdekében az SHV-specifikus PCR termékek vizsgdlatara kifejlesztették az
izoelektromos fokuszalds €és a restrikcidos fragmentum hossz polimorfizmus
(RFLP) kombinéacigjat (107). Mint korabban megjegyeztiik, az enzim pl-janak
meghatarozasa nem elegendd az SHV-eredetli B-laktamazok azonositdsdhoz a
pl-értékek gyakori hasonldésdga miatt. A PCR-RFLP technika egyszerii és gyors
alternativa, de nem tud minden ismert mutdciét azonositani, pl. az SHV
enzimnek a 8-as, a 238-as ¢és a 240-es aminosav helyen 1évé mutacidkat sem. A
PCR egyszalu konformacios polimorfizmus analizist az SHV-csaladba tartozoé f3-
laktamazok jellemzésére fejlesztették ki (165). Ezt a mdodszert mar felhasznaltak
egyazon izolatumban talalhato két eltéré blasyy géntipus megkiilonboztetésére
(166, 309). A restrikcids hely inzercios PCR modszert azon blasyy gén-mutaciok
azonositasara hasznaltdk, amelyeket PCR-RFLP modszerrel nem lehetett
azonositani. Ebben a technikdban olyan primereket hasznalnak, amelyekben 1-3
bazis eltérés van a 3’-vég kozelében, amelynek hatdsara moddosulnak a
restrikcios helyek (41). Az 6sszes felsorolt technika a restrikcidés endonukledzok
igen specifikus restrikcios helyeket felismerd tulajdonsagan alapul.

Az altalunk vizsgalt ESBL-termeld E. cloacae torzsek koziil az ES24 izolatum
AmpC, TEM-1 és SHV-7 B-laktamazokat termelt €s egy 1 tipusu SHV-enzimet,
az SHV-30-at 6.7-es izoelektromos ponttal. Ez az els6 alkalom, hogy
Enterobacter fajb6l SHV-30 enzim keriilt izoldldsara és az elsé beszamolo két
kiilonb6z6 SHV enzimet termeld E. cloacae torzstdl. Az SHV-30
aminosavsorrendje hdrom aminosavban tért el az SHV-1 aminosav
as ¢s glicin helyett szerin a 238-as helyen.

Korabban a blasyy ESBL-ok gyors detektdlasdra a real-time PCR-t és az
olvasasi gorbe elemzését alkalmaztak (244). Mi egy FRET real-time PCR-on

alapul6 gyors modszert hasznaltunk a kiillonboz6 blasyy gének azonositasara. A
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real-time allél megkiilonboztetés egy fluoreszcencia detektaldé rendszer, amely
az amplifikalads soran méri a fluoreszcenciat. A DNS-assay amplifikalassal és
detektalassal egyetlen 1épésben teszi lehetdvé az amplifikacidos termék
elemzését, hosszadalmas posztamplifikacios eljarasok nélkiil. A proba és a
célhely kozotti eltérés jelentdsen csokkenti a proba hibridizacidjanak és az azt
kovetd hidrolizisnek a hatékonysagat.

Ezzel a médszerrel probakat lehet tervezni minden célhely azonositasara, még
azokra is, amelyek nem képeznek restrikcids endonukleaz hasitasi helyeket.
Ezzel a modszerrel potencidlisan kettonél tobb allél is elkiilonithetd. A modszer
tovabbi elénye, hogy mas tipusu B-laktamazokat kodold gének, pl. a blactxm
vagy a blarpm esetében is hasznalhato.

A real-time PCR SNP assay hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor
a genombol torténd amplifikalas és a primer PCR-termékek szekvenalasa arra
engedett kovetkeztetni, hogy két B-laktamaz is jelen volt. A modszert igen jol
reprodukélhaténak  taldltuk és posztamplifikdcios 1épések nélkil s
kivitelezhetonek bizonyult. Ez az assay megfeleld6 standard termociklikus
koriilmények kozott lehetéve teszi akar szdmos SNP egyidejii azonositasat. Ez
kiilondsen hasznos lehet nagy populacidkon végzett kovetéses vizsgalatoknal,

crer

iranyulnak.

125



dc_112 10

8.3. Uj ESBL enzimek izolalasa és karakterizalasa

Az Gjonnan azonositott ESBL enzimek koziil a TEM-63 szekvencidja négy
aminosavban tért el a TEM-1 aminosavsorrendjétél, mig a TEM-131-ben egy
tovabbi kiilonbség is van a TEM-63-hoz képest. Ez a kiilonbség (alanin cseréje
treoninra a 237-es helyen) megtaladlhato a TEM-5-ben, a TEM-24-ben és a TEM-
86-ban is. Erdekes megfigyelésiink a TEM-131 termeld transzformalt torzsek
TEM-63 termeld transzformalt torzsekhez képest valamelyest magasabb
cefotaxim MIC-értékei. A ceftazidim MIC-értékei jelentésen emelkedtek (> 256
pg/ml) mind a TEM-63, mind a TEM-131 termel6 torzsekben. Az emelkedett
cefotaxim MIC értékekért az Ala237Thr szubsztitucid volt a felelds.

A MIC-értekek enyhe emelkedése kapcsdn korabban mar felmeriilt annak
lehetésége, hogy a szignal szekvencidban taldlhatdo Ile8Phe mutacio (1-24
aminosavak az SHV-ben) fokozhatja a p-laktdm rezisztenciat a [B-laktamaz
periplazmatikus térbe torténd hatékonyabb transzportjaval (243). Egy fehérje
szignal peptidszekvencidja harom részbdl all: 1-5 pozitivan toltott aminosavbol
allé N-terminalis, 10-15 oldallanc alkotta kozponti hidrofob régio és 3-5 hidrofil
aminosavbol 4ll6 C-terminalis szakasz. Ugy gondoljuk, hogy a nettd pozitiv
toltés jelenléte az N-termindlison noveli a transzport hatékonysagat; a core
régionak hidrofilnek kell lennie; mig a szignal hasitdsi régio idedlisan hat
aminosav hosszsagu, kis odallanci aminosavakkal a -1 és -3 helyen. A TEM-
mel ellentétben az SHV-vel kapcsolatban még nem végeztek alapos
tanulmanyokat a szignal szekvencia szerepével kapcsolatban. Vizsgaltdk ugyan
az Arg43Ser mutacié hatasat SHV enzimben, ugyanakkor nem tudtak
meggydzden kimutatni, hogy a mutacidé befolyasolta-e az SHV-1 fenotipusat
(243).

Az SHV-1 kristalyszerkeztét vizsgalva arra voltunk kivancsiak, hogy a
mutacioknak az els§ szalban lehet-e hatdsuk a tavolabbi kulcsfontossagu
oldallancokra, amelyek meghatdrozzdk az ESBL (Gly238) vagy inhibitor-
rezisztens (Arg244, Leu275, Asn276) fenotipust. Az SHV-1 szerkezetének
vizsgalata azt mutatta, hogy az Arg43 kozel helyezkedik el az Asn276-hoz. Egy
pozitivan toltdtt aminosav polaros-semleges oldallancra torténd cseréje
modosithatja a terminalis helix csticspontjat, elmozditva az Asn276-ot és érintve

az Arg244-et. Masképp fogalmazva, ezen a helyen a mutacidk okozhatnak olyan
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egyéb hatasokat, amelyeket nem latunk vad tipusu koérnyezetben (SHV-1), csak
ESBL esetén figyelheték meg (SHV-2).

31. abra Az SHV-1 B-laktamaz enzim haromdimenzids szerkezete, amelyen
lathato, hogy az Arg43 kozel helyezkedik el az Ans276-hoz az utolsé hélixen,
illetve az Arg244-hez viszonyitott helyzete

SHV-2 kornyezetben az Ile8Phe és Arg43Ser aminosavszubsztiticiok novelik a
harmadik generécios cefalosporinok MIC-értékeit. Agarhigitdsos modszerrel az
SHV-30-at expresszalo E. coli DH10B enyhe emelkedést mutatott a cefotaxim,
ceftazidim és ceftriaxon MIC-értékekben, az SHV-2-vel 0Osszehasonlitva. A
kinetikai elemzés alapjan az Arg43Ser szubsztiticid Gly238Ser kornyezetben
(SHV-30) visszadllitotta az enzim ampicillinre vonatkozo katalitikus kapacitasat
az SHV-1 szintjére, ¢és novelte a cefotaxim hidrolizisének hatékonysagat,
alatamasztva a MIC-értékekkel kapcsolatos eredményeket. Az SHV-30 esetén az
[le8Phe-Arg43Ser szubsztituciok visszaforditottdk a Gly238Ser aminosavcsere
okozta fokozott érzékenységet klavulansavra, szulbaktdmra és tazobaktamra Az
Ile8Phe mutacionak dnmagédban kompenzalo hatasa volt a B-laktdm/B-laktaméz
inhibitor kombinaciokra vald fokozott érzékenységre. Az SHV-2 és SHV-30 Kp,
értéke nem kiilonbozott szamottevéen, ami arra utal, hogy az Arg43Ser nem
jelentds régid a tazobaktdmhoz vald affinitds szempontjabol. Az Arg43Ser
mutaciod csOkkenti a cefotaximra vonatkozo Ky-et.

Azt gyanitjuk, hogy a B-laktamaz expresszidban bekdvetkezett ndvekedés lehet

az oka a megndvekedett inhibitor rezisztencianak, amelyet az E. coli Arg43Ser-
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Gly238Ser esetén lattunk, az Ile8Phe-Arg43Ser-Gly238Ser mutaciot tartalmazo
E. coli-val 0sszehasonlitva. Kovetkeztetéseinket azonban 6vatosan kell
értelmezni. A vezetd szekvencia és az Arg43Ser valddi jelentésége az SHV
expresszioban egyeldre még nem teljesen vilagos. Hogy ezek és mas mutaciok
miként hatnak a szekréciora és a bakteridlis proteazokra valo érzékenységre az
enzim ¢letciklusa soran, még mindig nem tisztazodott.

CTX-M-59 enzimmel végzett vizsgdlataink eredményei arra utalnak, hogy a
CTX-M-59 kinetikai tulajdonsagait a H89L szubsztitucio nem valtoztatta meg az
elédjéhez, a CTX-M-2-hoz képest.

128



dc_112 10

8.4. Plazmidon kodolt kinolon-rezisztencia (qnrA, qnrB, gqnrS és
aac(6’)-1b-cr) gének vizsgalata ESBL-termel6 Enterobacteriaceae
torzsekben

Vizsgalatunk soran mindharom Qnr csoportot és az AAC(6’)-Ib-cr-t detektalni
tudtuk. A prevalencia alacsony volt: ~3 % a gnr4, 0.8 % a gnrB, 0.4 % a gnrsS-
¢és 8 % az aac(6°)-1b-cr génekre, emellett a legtobb plazmid-kodolt rezisztencia-
allélt a K. pneumoniae tartalmazta.

Az Osszes izoldtumban a gnrd prevalencidja volt a legnagyobb. A gnrd
determindnsok nemzetkozi elterjedtsége ellenére csak a gnrdl-et tudtuk
detektalni (213, 233, 250). A gnrAl és gnrSI altipusok prevalenciaja az ESBL-
termeld Enterobacteriaceae korében alacsony volt: ~ 3 % gnrAl-re és 0.4 %
gnrSI-re, ami nagyon hasonlé a nemzetkozi tanulméanyokban leirt értékekhez
(213, 232, 250). Meglepd moddon két fajban csak gnrB géneket tudtunk
detektalni.

OnrAl mellett gnrB2 gént mutattunk ki egy K. pneumoniae térzsben és gnrB2
gént taldltunk egy C. freundii izolatumban is. OnrB géneket eddig csak az
Egyesiilt Allamokban és Azsidban észleltek (212, 250). Mas szerzok is
megfigyelték, hogy a QnrB széles hatarok kozott valtozo kinolon MIC-
értékekkel rendelkezd izolatumokban van jelen, beleértve a teljes érzékenységet
is (211). A gnr-pozitiv torzsek MIC-értékeinek széles tartoméanya felhivja a
figyelmet arra, hogy a gmr gének detektaldsa a klinikai izolatumokban
fenotipusosan igen nehéz lehet.

A gnr-pozitiv torzsekbdl és a gmr-pozitiv konjugalt baktériumokbol izolalt
plazmidok azonos méretiick voltak (>10 kb). A gnr gének pontos lokalizacioja
egyéb torzsekben még nincs meghatdrozva, de ha plazmidon helyezkedik el,
lehetséges, hogy a plazmid nem konjugativ vagy a konjugacio folyaman a gnr
elvész. Mas tanulmanyokban is kimutattdk, hogy nem az Osszes gnrA pozitiv
izolatum volt képes atadni a knolon-rezisztenciat (249, 300).

Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy gnr-pozitiv torzsek gyakran
expresszalnak 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). Magyarorszagon a gnrA1l
gén jelenléte kapcsolt volt SHV-5, SHV-12 és CTX-M-15 enzimekhez. A gnrB2
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jelenléte SHV-12-vel volt kapcsolt. A gnrS1 gén az SHV-2 ESBL enzimmel
egylitt fordult eld.

A aac(6’)-1b-cr jelenléte nem eredményezett nagy emelkedést a kinolonok MIC-
értékeiben, bar jelentésen novelte a kromoszomalis mutansok szelekciojanak

gyakorisagat.

Osszefoglalva, elséként szdmolunk be plazmid-medialta kinolon-rezisztenciarol
ESBL-termeld Enterobacteriaceae baktériumokndl Magyarorszagon. Ezek az
eredmények a harom gnr gének és aac(6°)-1b-cr lassu szétterjedésére utalhatnak
az ESBL-termeld Enterobacteriaceae torzsek esetén. Ez az elsé beszamolo a
gnrB gén megjelenésérél Eurdpaban, ami a kiterjedt spektrumu cefalosporinokra
¢s a kinolonokra vonatkoz6 rezisztencia ataddsaban részt vevd plazmidok

sz¢éleskort elterjedtségére utal a klinikai izolatumokban.
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8.5. Karbapenem rezisztens Gram-negativ baktériumok

vizsgalata

8.5.1. Ertapenem rezisztens Enterobacter cloacae torzs vizsgalata

Az ertapenem in vitro aktiv antibiotikum az Enterobacteriaceae csalad tagjai
ellen (219). A K. pneumoniae torzsek esetében alkalmanként megfigyelt
emelkedett ertapenem MIC értékek Osszefliggésben voltak az ESBL és- vagy
AmpC B-laktamaz enzimek egyidejli termelésével, illetve az egyidejiileg
megfigyelt OmpK35 ¢és OmpK36 kiils6 membranfehérjék expresszidjanak
elégtelenségével (120, 122).

Ebben a vizsgalatban egy hemokultirabol izoldlt ertapenem-rezisztens E.
cloacae izolatumot hasonlitottunk Ossze az ugyanabbdl a betegbdl szdrmazd
korabbi ertapenem-érzékeny E. cloacae izolatummal. Bar az ertapenem-
rezisztens izolatumban kissé fokozottabb volt a B-laktaméaz termelés, nem volt
kiilonbség a két torzs kozott a termelt P-laktamaz enzimek szdmaban és
tipusdban. Azonban az ertapenem-rezisztens izolatumban az ompF ¢és ompD
gének RNS-transzkriptuma csokkent mértékben volt jelen az ertapenem-
érzékeny izolatumhoz képest. Fontos megemliteni, hogy vizsgalataink soran RT-
PCR  modszert hasznaltunk a  porin  transzkriptumok  szintjének
meghatarozasdhoz. Ez a modszer kikiiszobol néhany nehézséget a kiilsd
membranfehérje profilok szubjektiv interpretalasaval kapcsolatban.

Korabban kimutattak, hogy klinikai E. cloacae izolatumokban a kiilsé membran
csokkent permeabilitdsa és a magas-szintli cefalosporinaz-termelés egyiittesen
karbapenem-rezisztencidhoz vezethet (30, 149). Az ertapenem-rezisztens
torzsekben eddig nem taldltak fenotipusos bizonyitékot az efflux-pumpa
fokozott expresszidjara vonakozoan (122). Azonban amikor a PAPN efflux-
pumpa inhibitort alkalmaztunk a MIC ¢értékek meghatarozasahoz, azt
tapasztaltuk, hogy a ciprofloxacin, az ertapenem ¢s a meropenem MIC-értékek
jelentésen csokkentek PAPBN jelenlétében. A ciprofloxacin és a meropenem az
efflux-pumpak régdta ismert szubsztratjai (208), de az ertapenemrdl eddig nem
volt ismert, hogy efflux-pumpa szubsztrat lenne.

Szamos korabbi tanulmanyban foglalkoztak az efflux-pumpaknak (féleg az

AcrAB pumpéknak) az Enterobacteriaceae csalad antibiotikum rezisztencia-
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mechanizmusaiban betdltott szerepével (44, 160, 169). Ugyan vizsgalatunk
soran nem taldltunk kiilonbséget az AcrB expresszidjaban az ertapenem-
érzékeny és ertapenem-rezisztens E. cloacae torzsek kozott, azonban az
eredményeink alapjan azt gyanitjuk, hogy létezik egy még ismeretlen efflux-
pumpa, amely befolyassal bir az ertapenem-rezisztenciara. Azonban mig a
PAPBN-hatds aladtdmasztja egy efflux-pumpa létezését, ez még nem jelenti
szlikségszerlien annak hiperexpressziojat. Az  efflux-pumpa medidlta
rezisztenciat részint a kiils6 membran permeabilitasa hatarozza meg. Az ompF
és ompD gének csokkent mennyiségli RNS-transzkriptuma arra utal, hogy az
ertapenem-rezisztens izolatum kiilsé membranja kevésbé volt permeabilis, mint
az érzékeny torzsé¢ - valosziniileg ez vezethetett egy pumpa altal okozott
magasabb szintli rezisztencidhoz anélkiil, hogy annak hiperexpresszioja

Onmagaban sziikséges lenne.

8.5.2. Ertapenem rezisztens Klebsiella pneumoniae és Klebsiella oxytoca

torzs vizsgalata

Az ESBL-termeld, multirezisztens Enterobacteriaceae torzsek elterjedésével, a
Gram-negativ baktériumok okozta sulyos fertézések kezelésére elsdsorban
karbapenemeket hasznalnak. Napjainkban azonban szdmos vizsgalat mar
egyértelmiien bizonyitotta a karbapenem rezisztens torzsek szelektalodasat
karbapenemmel torténd kezelés hatdsara (72, 147, 194, 241, 266, 288, 305) Az
EARSS 2007. évi jelentésében felhivta a figyelmet a karbapenem rezisztens
Enterobacteriaceae torzsek europai terjedésének veszélyére. Emelkedik
gyakorisaguk, azonban feltehetéen az eltérd antimikrobas kezelési szokasok
miatt széles tartomanyban varial gyakorisaguk: Gorogorszag (45.9 %), Izrael
(21.9 %), Torokorszag (2.2 %), Németorszag (1.7 %), Olaszorszag (1.7 %) (80).
Karbapenem rezisztencidhoz vezet tobbek kozott a torzsek karbapenemaz
termelése is. Komoly probléma a karbapenemaz enzim termelésével, hogy annak
ellenére, hogy a karbapenemdz enzimek jol bontjdk a karbapenemeket, az
Enterobacteriaceae torzseknél sokszor nem alakitanak ki rezisztens fenotipust €s
igy a rutin diagnosztikaban problémat jelenthet felismerésiik.

A Nemzeti ESBL Referencia laboratorium vizsgalatai eddig azt mutattak, hogy

rrrrr

legnagyobb részt a cefalosporinaz €s kapcsolt mechanizmusok voltak a
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felelosek, de terjedoben vannak a KPC termeld torzsek is (278). 2009-ig nem
volt igazolhat6 MBL-termeld tdrzs Magyarorszagon az Enterobacteriaceae
csaladba tartozo speciesekben. Ismereteink szerint elszor igazoltuk VIM-
termelés megjelenését hazai Enterobacteriaceae csaladba tartozo torzsekben.
VIM-4-termelést K. oxytoca-ban mi igazoltunk a vilagon eldszor.

A VIM-termel6 Klebsiella speciesek megjelenése hazankban aggodalomra ad
okot. A class-1 gén kazettdk homogenitdsa a Klebsiella spp. kozott és a
kordbban leirt P. aeruginosa ¢€s Aeromonas hydrophila kozoétt a VIM-4
rezisztencia kazetta kozos eredetére utal. Bar a blayyv-tartalmi integronok foleg
transzferdbilis plazmidokkal terjednek a legtobb bélbaktériumban, a plazmidok
terjedése azonos mintdzattal kiilonbozd specieshez tartozé izolatumok kozott,
mint az altalunk megfigyelt esetben, nem gyakori. Eredményeink raviladgitanak a
horizontalis terjedés szerepére az integron vagy plazmid terjedésében €s/vagy
ezek ismételt aquirdldsara kiilonbozo klinikai torzsekben.

Kiilon aggodalomra adhat okot, hogy a VIM-4 termeld K. pneumoniae izolatum
egy rendkiviil sikeres multirezisztens ST11 klénhoz tartozik. Az ST11 klon csak
egy mutacioban, kiilonbozik ST258 klontol, mely KPC gén aquirdlasa utan
nemzetkozileg elterjedtté valt. Sajnos felmeriil a gyant, hogy egy sikeres
integron, mely Aeromonas-bol, Pseudomonas-bodl Klebsielld-ba atkeriilt és egy
sikeres klon taldlkozéasa a torzs nemzetkozi elterjedéséhez fog vezetni, mint a

KPC termel6 klon esetében.

8.5.3. Karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa és Acinetobacter

baumannii torzsek vizsgalata

A kiilonb6zd baktériumfajok altal termelt ESBL-enzim tipusa alapjan eddig
Magyarorszdgon SHV-, TEM- ¢és CTX-M tipust ESBL-termelé Klebsiella
fajokat és E. coli torzseket izolaltak (61, 277) — mig Egyiptomban az ESBL-
fenotipust K. pneumoniae és CTX-M termeld E. coli torzsekben figyelték meg
(22, 183). A PER-1 B-laktamaz évekig csak Torokorszagban fordult eld (286).
Azonban a foként P. aeruginosa-ban megtaldlhatdé PER-1 B-laktaméazt mar
szamos orszagban, igy Torokorszagban, Franciaorszagban, Belgiumban,
Spanyolorszagban, Olaszorszagban, Lengyelorszagban, Romaniaban, Japanban
¢és Dél-Koreaban is detektaltak (69, 76, 140, 181, 188, 189, 207, 212, 301). Az
Acinetobacter  fajok  PER-1  termelését gyakrabban figyelték meg
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Torokorszagban és Koredban (124, 287, 306). Tudomasunk szerint ez volt az
els6 beszamoldé PER-1 termeld P. aeruginosa-rdl és PER-1 termeld A.
baumannii-r6l Magyarorszdgon, azonban azo6ta tobb PER-1 termeld P.
aeruginosa torzset is izolaltak mar Magyarorszagon is (156).

Az éltalunk vizsgalt torzsek — a P. aeruginosa 1 és az A. baumannii torzs - az
antibiotikum-érzékenységek, az izoelektromos fokuszalds és a szekvenalasi
eredmények alapjan a PER-1 ESBL-enzimet termeltek. Az A. baumannii torzs
TEM-1-et is termelt, a P. aeruginosa 1 torzs pedig OXA-10 széles spektrumu -
laktamazt. A P. aeruginosa 2 torzs kizarolag kromoszémalis AmpC
cefalosporinazt termelt, ami azt sejteti, hogy az OprD elvesztése volt a felelds az
imipenem-rezisztenciaért. A P. aeruginosa 3 torzs az OXA-1 széles spektrumu
B-laktamazt és a VIM-2 MBL-enzimet termelte. A K. pneumoniae toérzs SHV-5
¢s TEM-1 enzimeket termelt.

Az MBL-enzimek szamos tipusat — IMP-tipus, VIM-tipus, SPM-1, GIM-1, SIM-
1 — azonositottdk P. aeruginosa-ban (241). Eurépaban a VIM-enzimek a
leggyakoribbak (89). Az altalunk detektalt VIM-2 enzimet kordbban mar
vilagszerte szamos fajban megtalaltdk, ez tiinik a legnagyobb prevalenciaju
allélformanak (1, 104, 225, 293, 294, 302). Magyarorszagon VIM-termel6 P.
aeruginosa torzseket mar izolaltak, de MBL-termeld torzsekrél Egyiptomban

eddig még nem szamoltak be (155, 157).

Mindemellett a P. aeruginosa 1 , P. aeruginosa 2 és P. aeruginosa 3 PFGE
vizsgélata megerdsiti, hogy a harom P. aeruginosa térzs — a PER-1 termeld P.
aeruginosa (P. aeruginosa 1), az OprD-t elvesztett P. aeruginosa (P. aeruginosa
2) és a VIM-2 termeld P. aeruginosa (P. aeruginosa 3) — kiils6 eredetii volt és
Egyiptombdl hozhattak 4t Magyarorszagra. A PER-1 termeld P. aeruginosa és
A. baumannii torzsek eltlintek a korhdzbol, azéta nem figyeltek meg tobb

fertozést ezekkel a torzsekkel.

A PER- termel6 és az MBL-termel6 torzsek felbukkanasa és azt koveto terjedése
riasztdé mértékli. Valdszinli, hogy ezek a rezisztencia-mechanizmusok mas
orszagokban is jelen lehetnek, a PER-enzim elterjedése a vilagon nagyobb
mértéki lehet, részben azért, mert a P. aeruginosa torzsek ESBL-termelésének

rutin tesztelése megoldatlan probléma. A CLSI ajanldsa a kiilonb6zo
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baktériumfajokban térténé ESBL-termelés szlirésével kapcsolatban nem teljes,

csak a Klebsiella fajokra és E. coli torzsekre vonatkozik (48).

Befejezésiil, ez a munka megerdsiti a PER-1 termeld P. aeruginosa és A.
baumannii izoldtumok, VIM-2 termeld P. aeruginosa torzsek megjelenését
Magyarorszdgon.  Szemlélteti a  fB-laktamaz  medialta rezisztencia-
mechanizmusok orszagok illetve foldrészek kozotti terjedésének lehetdségét.
Vizsgalatunk jellemzi az antibiotikum-rezisztencia foldrészek kozotti terjedését,
ramutatva a gondos sziirés és a kiilfoldrol érkezd betegek -elkiilonitésének

jelentéségére.
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8.6. ESBL-termelé torzsek altal okozott fertézések terapias

lehetdségei kisérletes allatmodellben

Az ESBL-géneket nagy plazmidok hordozzék, amelyek mdas antimikrobas
szerekre vald rezisztencidért is feleldsek lehetnek, mint az aminoglikozidok,
trimethoprim-sulfamethoxazol, tetracyclinek ¢€s chloramphenicol (77, 264).
Korlatozott antibiotikum-érzékenységiik miatt intenziv kutatas folyik az
Enterobacteriaceae csaldd ESBL-termeld torzsei altal okozott fertézések
hatékony antibiotikus kezelésével kapcsolatban (83, 87, 132, 151, 178, 247, 248,
274). A legtobb tanulmanyban [B-laktdmokat odnmagukban vagy [-laktamaz-
gatlokkal kombindlva vizsgaltak, ellentmondasos eredményekkel (83, 87, 151,
178). Azonban mas antibiotikummal az altalunk elvégzett vizsgéalatig nem
végeztek kisérleteket.

Az antimikrobas szerek hatékonysaganak kiértékelésében az allatmodellek
alkalmazasa igen fontossd valt. A human farmakokinetikai profil
allatmodellekkel torténd szimulalasa sziikséges a hatékonysag felméréséhez,

amely azutan klinikai koriilményekre is alkalmazhato (3).

8.6.1. A cisplatin hatdsa az egér farmakokinetikai paramétereire

A vesemiikdodési zavar nefrotoxikus szerrel torténd eldidézése egyszerl
modszernek bizonyult a vese altal kivalasztott gyogyszerek human szérumszintje
idébeli lefolyasanak szimuldldsara kis allatokban (95).

Vizsgalatunkban egy citosztatikus szert, a vesekarositd hatassal is rendelkezd
cisplatint hasznaltunk a vesemiikddés zavaranak kivaltasara. A cefepim volt a
vizsgalt gyogyszer, clearance-ét kellden hasonlonak taldltdk a kreatinin
clearance-¢hez (202). 18 illetve 22 mg/kg cisplatinnal oltva az egereket,
letalitdsuk nem kiilonbozott jelentdsen a negativ kontroll csoporttdl, azonban a
cefepim kitiriilési féléletideje jelentésen megndtt. A beadast kovetd hatodik
oraig a cefepim szérumszintjei a 0.5 g intravénas beadasat kdvetéen a human
értékek folott voltak, kivéve a csticskoncentracidt, amely a 2 g intravénas dozis
alatt volt (5). A 18 illetve a 22 mg/kg cisplatinnal oltott csoport kozott nem volt

kiilonbség: hasonlo cefepim féléletidoket és tulélési ardnyokat figyeltiink meg. A
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cisplatin dozisat 26 mg/kg-ra névelve, az allatok tulélési aranya csokkent, de a
kitiriilési félidé nem volt jelentdsen hosszabb a 18 mg/kg esetén szamitottnal.

Eredményeink alapjan tigy gondoljuk, hogy a human szérumszinteket el lehet
érni allatkisérletekben cisplatin eldkezeléssel intenziv laboratoriumi eljarasok
nélkiil is. Igy a kisérletesen vizsgalt gyogyszerek alkalmazasa kozti idészakok
hasonléak lesznek a klinikai koriilményekhez, ami megkonnyiti az antibiotikus

kezelést érintd szamos tényezd tanulmanyozasat.

8.6.2. Imipenem, cefepim és amikacin hatékonysaganak vizsgalata SHV-5

tipusti ESBL-termel6 Klebsiella pneumoniae torzsben

Az ESBL-termeld torzsek in vitro cefepim-érzékenysége 52-90% volt a
vizsgalattol fiiggden (125, 262). Az ESBL-termeld torzsek cefepimmel torténd
kezelést az in vitro tapasztalt érzékenység alapjan javasoltdk egyes szerzdk
(103). Azonban masok még in vitro hatékonysaga ellenére sem ajanlottdk a
cefepimet terapids szerként, az inokulum-hatdsra, a dozis-fliggésre és egyéb
faktorokra hivatkozva (125, 274). Az eredményeink magas csiraszam esetében a
cefepim in vitro és in vivo hatastalansagat bizonyitottak be.

A karbapenemekrdl ismert, hogy stabilak az ESBL enzimekkel szemben ¢és ezért
az elsOként valasztandd terapias szerek (121, 248). Tanulményunkban az
imipenem ugyan enyhe csiraszam-fliggést mutatott, de hatasosnak bizonyult. Az
imipenem jelenlétében folyamatosan csokkent mind az in vitro mind az in vivo
baktérium mennyiség, és az imipenem kezelés bioldgiailag is hatékonynak
bizonyult.

Az amikacinnak szintén jO in vitro aktivitdsa van az ESBL-termeld K.
pneumoniae torzsek ellen az irodalmi adatok szerint (125, 242).
Tanulmanyunkban az amikacin nem mutatott csiraszam-fiiggést, ami elény a f3-
laktdmokkal szemben. /n vitro nem figyeltiink meg szinergizmust az amikacin €s
a cefepim kozott, és a kombinacié in vivo sem volt hatékonyabb, mint az
amikacin 6nmagéban.

Osszefoglalva az eredményeinket, a megfigyelt biologiai kiilonbségek
relevansnak tekinthetdek, mivel a farmakokinetikai adatok megfeleléek voltak
az Osszes antibiotikum esetén. Eredményeink alapjdn az in vitro érzékenységi
teszt: a standard csiraszammal szadmitott MIC érték nem prediktiv a cefepim

biologiai hatékonysagdval kapcsolatban a lehetséges in vivo inokulum-hatés
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miatt. A vizsgalatunk alapjan az imipenem vagy az amikacin lehet a valasztando
kezelés ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek ellen, amelyek standard csiraszam
esetén érzékenynek mutatkoznak, mig a cefepim nem javasolhatd még

érzékenységet mutatd organizmusok esetén sem.

8.6.3. Ciprofloxacin és levofloxacin hatékonysagianak vizsgalata SHV-5

tipusu ESBL-termeld Klesiella pneumoniae torzsben

A fluorokinolonok fontos ¢és széles korben hasznalt antibiotikum-csoport. A
fluorokinolonok korabbi tagjainak, mint példaul a ciprofloxacinnak csak az
aerob Gram-negativ baktérium ellen van aktivitasa, mig az 0j kinolonok, példaul
a levofloxacin szélesebb aktivitasi spektrummal rendelkezik, megnovekedett
hatékonysaggal a Gram-pozitiv baktériumok ellen, tovabba kitind Gram-negativ
baktérium ¢és atipusos mikroorganizmus ellenes aktivitassal is bir (16, 201, 298).
Vizsgalatunk idejében az ESBL-termeld K. prneumoniae torzsek 68-80%-a
bizonyult in vitro érzékenynek ciprofloxacinra (123, 125), de a levofloxacin-
érzékenységet akkor még nem vizsgaltdk. A ciprofloxacin hatékonysagara az
ESBL-termeld torzsek okozta fertézések kezelése soran is csak utaltak néhany
klinikai beszamoloban (132, 215, 224). Az in vitro érzékenység ¢és e klinikai
beszamolok alapjan a ciprofloxacin hatékony terapias szer az ESBL-termeld K.
pneumoniae torzsek ellen, de az in vivo és a nagyobb klinikai vizsgélatok
hianyoztak.

Kisérletiinkben mind a ciprofloxacinnak, mind a levofloxacinnak jo in vitro
aktivitasa volt az ESBL-termeld K. pneumoniae ellen. A kapott alacsony MIC-
¢s MBC-értékek illetve az inokulum-hatas hidnya elony lehet a B-laktamokkal
Osszehasonlitva (68). A ciprofloxacin és a levofloxacin gyorsan ¢s folyamatosan
csokkentette a baktérium-koncentraciot is az 6lési gorbe vizsgalatakor, és nem
figyeltiink meg rezisztens baktérium felbukkandsat sem.

Egyes szerzok a ciprofloxacint hatékonyabbnak taléltdk, masok a levofloxacint
(90, 137), mi a tanulmanyunkban nem talaltunk kiilonbséget a két szer kozatt,
kisérletiinkben a ciprofloxacin és a levofloxacin in vivo hatékonysaga
¢s a tulélési rataban a két kezelt csoport kozott. A fertdzott-kezelt csoportot

Osszehasonlitva a fertdézott-kezeletlen csoporttal szignifikdns kiilonbség volt a

crer
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A fluorokinolonokkal torténo kezelés kimenetelét az AUCy.4-hez és MIC-re
vonatkoz6 Cp.-hoz kapcesoltdk (57, 117, 280). Tanulmanyunkban a
ciprofloxacin és a levofloxacin AUC .4 értéke hasonlo volt a human értékekhez
(152, 196). Az AUC.4/MIC hanyadosok magasabbak voltak, mint ami az
allatkisérletek ¢€s klinikai tanulmanyok alapjan a bakterialis eradikécidohoz
sziikséges (117, 196). A jo in vivo eredmények ezzel a farmakokinetikai hattérrel
magyarazhatok.

Befejezésiil, a ciprofloxacin és a levofloxacin kitind in vitro €s in vivo aktivitasa
igéretesnek tlinik az FEnterobacteriaceae csalad ESBL-termeld tagjai altal

okozott stlyos fertdzések kezelésében.

8.6.4. A3-APO peptid hatékonysaganak vizsgalata szisztémas Escherichia

coli fertézésekben kiilonb6z6 egérmodellekben

Az A3-APO olyan antimikrobidlis peptid, amelyben mind a bakteridlis
membrannal mind az intracellularis célponttal kolcsonhatasba 1€pd domének
megtalalhatok és fokozott stabilitast mutat a proteolitikus emésztéssel szemben
(203, 204). Az A3-APO elpusztitja a B-laktam- ¢és fluorokinolon-rezisztens
klinikai izolatumokat szérum protedzok jelenlétében is. A MIC kozépértéke
Salmonella enterica serovar. typhimurium sorozatra tovabba hugyuti fert6zésbol
izolalt E. coli és K. pneumoniae torzsekre 12 pg/ml volt (204). Azért az A3-
APO-t hasznaltuk a kisérleteinkben, mert igen jol bejut a sejtbe, megbontja a
bakterialis membran szerkezetét és gatolja a 70 KDa-os DnaK hdsokkfehérjét,
tovabba szinergizmust mutat kismolekulaju antibiotikumokkal (203-205). A
prolingazdag peptidek szelektiven kotddnek a bakteridlis DnaK C-terminalis
hélixéhez (igy gatolva a hosokkfehérjék segitségével torténd fehérje
feltekeredést), de nem az emldsokéhez (142). A tovabbi eldnye, hogy az A3-
APO nem valt ki antitest-termelést egerekben (200).

Az AMP-k szisztémds alkalmazasat korlatozza, hogy nincsenek megfeleld
biztonsagi hatarok és a vesén keresztiil torténd gyors kiiiriilésiik. Igy a legtobb
fejlesztés alatt all6 AMP-t csak helyi alkalmazasra hagytak jova eddig (31).
Altalanos vélemény a megfeleld in vivo dozisokkal kapcsolatban, hogy
gyogyszerré azok az antibiotikumok fejleszthetdk, amelyek MIC-értéke nem
nagyobb 12 pg/ml-nél (31). A vizsgalt MDR torzsek kb. 60 %-anal az A3-APO

peptid nem tesz eleget ennek a kovetelménynek. Azonban az AMP-krdl az is
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ismert, hogy sok cellularis ¢és szoveti célpontjuk van, mint példaul az
immunrendszer erds aktivatorai (203). AMP-k in vivo hatékonysagi paraméterei
jelentdsen meghaladjék azt az aktivitast, amelyet a MIC-értékekbdl dnmagaban
magyardzni lehet (203). Ezért a jovoben még tovabbi vizsgalatok sziikségesek az
A3-APO toxicitasaval és szisztémas haté¢konysagaval kapcsolatban.

A tervezett prolingazdag A3-APO peptid vonzo biokémiai, mikrobioldgiai és
farmakologiai tulajdonsagokkal bir és azon igen kisszamu szintetikus peptid
kozé tartozik, amely hatékonynak bizonyult bakterémia egérmodellekben,
hasonldan a karbapenemekhez (75). A jelenleg ismert
rezisztenciamechanizmusok nem érintik a tervezett prolingazdag peptid
aktivitasat sem in vitro, sem in vivo (37, 58).

Jelen tanulmanyban sikeriilt meghatarozni az A3-APO Nem Kimutathaté Karos
Hat4s Hatarértékét (NKKHH) az egerekben, ami 3x20 mg/kg volt. Tovabba
sikertilt bizonyitani, hogy ESBL-termeld E. coli 4ltal okozott szisztémas fertdzés
esetében az A3-APO biztonsagos dozisokban hatékony volt, mind az egerek
talélését tekintve, mind az egerek vérében a baktérium csiraszdm csokkenést
tekintve, hasonloan, mint a kontroll antibiotikum, az imipenem. A vér baktérium
koncentracidja érzékenyebb indikatora volt a peptiddel torténd kezelés
hatékonysaganak, mint az egerek tulélése, mert az antimikrobas terapia soran
esetlegesen bekovetkezd gyors endotoxin felszabadulds megolte az allatokat

(33).
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9. A TEZISEK LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASA

9.1. Epidemioldgiai vizsgalatok

Az els6 magyarorszagi 0jsziilott intenziv osztalyon leirt ESBL-termeld (SHV-5)-
termeld K. pneumoniae torzs altal okozott jarvany egy domindns klon jelenlétét
igazolta, mely koOrnyezeti mintabol is kimutathatd volt. Egyetlen betegbdl
torténdé ESBL-termeld K. pnaumoniae, majd a hasonldé plazmiddal rendelkez6
ESBL-termeld S. marcescens izoldlasa az SHV-5-t kodold plazmid in vivo
atvitelére utalt. Az in vivo illetve a kisérleti koriilmények kozott megtigyelt
plazmid atvitel az ESBL gének ¢és a veliikk egy plazmidon elhelyezkedd egyéb
rezisztencia gének elterjedése szempontjabol komoly epidemiologiai problémat
jelent.

Otéves kdvetéses epidemioldgiai vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy az ESBL-
termeld torzsek altal okozott jarvanyok epidemioldgidja az évek soran
megvaltozhat: egy jarvanyt okozo6 torzs eltlinhet és helyét ujabb jarvanyt okozo
torzsek vehetik 4t hosszabb idd alatt. Mivel kozos kornyezeti forrdst nem
sikeriilt bizonyitani, feltételezziik, hogy a fertdzés egy lehetséges forrasa, a
gyermekek édesanyja, akiknek normal bélflorajaban jelen lehetnek ESBL-
termel0 torzsek, melyekkel a gyermekek sziilés soran kontaminaldédhatnak. Ez a
magyarazat valaszt adhat a multiklonalitas és az ismételt felbukkanas kérdésére
is az ESBL-termeld torzsek esetében. A fentebb emlitett eredmények alapjan
javasolnank az éretlen ujsziilottek édesanyjanak rutinszeri bélflora-sziirését.
Mivel az ESBL-termel6 organizmusok vilagszerte egyre tobb beteget érintenek,
a PIC-en eléfordulo ESBL-termeld baktériumok molekularis epidemiologidja
még Osszetettebbé kezd valni. Sajnos az ESBL-termelés megjelenik olyan
torzsekben, ahol korabban ez igen ritka volt pl: S. marcescens, C. freundii. Erre
a helyzetre fel kell hivni a figyelmet, hogy az ezen tOrzsek elterjedésének

megeldzését célzo intézkedések optimalizalhatok legyenek.

9.2. ESBL enzimek tjabb fenotipusos és genotipusos detektalasi
lehetosége

E. cloacae esetében a CLSI altal ajanlott cefotaximot vagy ceftazidimet

alkalmazé ESBL-termelés detektalasara szolgald modszerek nem megbizhatoak
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a kromoszomalis B-laktamaz enzim egyidejli termelése miatt. Mivel csupan 15
ESBL-termeld ¢és 30 nem ESBL-termel6 E. cloacae izolatumot vizsgaltunk, nem
mondhatunk kategorikus itéletet, de vizsgalataink azt mutattdk, hogy a > 2
png/ml-es MIC-érték az ESBL-termelés kovetkezetesen erdteljes markerének
tekinthetd E. cloacae torzsekben.

A real-time PCR SNP assay hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor
a genombol torténd amplifikalas és a primer PCR-termékek szekvenalasa arra
engedett kdvetkeztetni, hogy tobb B-laktamaz is jelen volt egy baktériumban. A
modszer igen jol reprodukalhatd ¢€s posztamplifikacids 1épések nélkiil is
kivitelezhetd. Ezzel a moddszerrel probéakat lehet tervezni minden célhely
azonositasara, még azokra is, amelyek nem képeznek restrikcidos endonukledz
hasitasi helyeket, illetve kettdnél tobb allél is elkiilonithetd. Ez kiilondsen

hasznos lehet nagy populéacidokon végzett kovetéses vizsgalatoknal, amelyek a [3-

crer

9.3. Uj ESBL enzimek izolalasa és karakterizalisa

Az antibiotikumok, elsdsorban a cefalosporinok szelekcids nyomasanak hatasara
egyre Ujabb ¢és ujabb ESBL varidnsok kialakulasaval kell szdmolni. A 1étrejovo
mutaciok hatdsa az enzim aktivitdsra segit megérteni az ESBL enzimek
mig a Glu238Ser mutécio6 felelds a B-laktamdz enzim kiterjedt spektrumaért, a
tovabbi Arg43Ser mutacid mas cefalosporinok fokozottabb hidroliziséért és a
megnovekedett enzimtermelésért felelds. Valoszinli, hogy az SHV-30 -
laktamaz egy prekurzor enzim az SHV-7 felé és az Arg43Ser szubsztiticionak

bonyolult szerepe van az oxyimino-cefalosporin rezisztencia kialakulasaban.

9.4. ESBL termelés és a csokkent kinolon érzékenység kapcsolata

Els6ként szdmoltunk be plazmid-mediélta kinolon-rezisztenciarél ESBL-termeld
Enterobacteriaceae baktériumok kozott Magyarorszagon. A prevalencia
alacsony volt: ~3 % a gnrA, 0,8 % a gnrB, 04 % a gnrS- és 8 % az aac(6’)-1b-cr
génekre, emellett a legtobb plazmid-kodolt rezisztencia-allélt a K. pneumoniae
tartalmazta. Az eredmények mutatjdk, hogy a kiterjedt spektrumu
cefalosporinokra ¢€s a kinolonokra vonatkozo rezisztencia ataddsaban részt vevo

plazmidok megjelenésével szdmolni kell a klinikai izolatumokban.

142



dc_112 10

9.5. Gram-negativ baktériumok karbapenem rezisztencidjanak
vizsgalata

Az izolalt ertapenem rezisztencia hatterében a csokkent kiils0 membran
permeabilitds mellett egy efflux pumpa jelenlétét is bizonyitani tudtuk.
Valészintileg a csokkent kiils6 membran permeabilitds vezetett egy pumpa altal
okozott magasabb szintli ertapenem rezisztencidhoz anélkiil, hogy annak
hiperexpresszidja onmagaban sziikséges lett volna. Elsdként bizonyitottuk, hogy
az ertapenem rezisztenciaban az efflux pumpaknak is szerepe van. Az efflux
pumpék jelenléte tovabbi aggodalomra ad okot, tobb antibiotikum csoportot is
érintd hatdsuk miatt.

Kimutattuk, hogy az izolalt K. pneumoniae és K. oxytoca térzsek ertapenem
rezisztenciajanak hatterében VIM-4 MBL termelés allt. Igy elészor mutattunk ki
MBL termelést az Enterobacteriaceae csalad tagjai kozott Magyarorszagon, és
elészor K. oxytoca torzsben a vilagon. A VIM-4 termeld K. pneumoniae a
vilagszerte sikeres ST11 klonhoz tartozott, melyben eldszor sikertilt igazolnunk
MBL gént is ami komoly problémahoz vezethet.

Vizsgalatunk megerdsitette a PER-1 termeld P. aeruginosa és A. baumannii
izolatumok, VIM-2 termeld P. aeruginosa torzsek megjelenését
Magyarorszagon. Ezen talmenden szemlélteti a p-laktamdz medidlta
rezisztencia-mechanizmusok orszagok ill. foldrészek kozotti terjedésének
lehetdségét. Valosziniileg a PER-enzim elterjedése a vildgon gyakoribb, mint
gondolnank, hiszen a P. aeruginosa térzsek ESBL-termelésének rutin tesztelése
megoldatlan probléma. Vizsgalatunk jellemzi az antibiotikum-rezisztencia
foldrészek kozotti terjedését, ramutatva a gondos szilirés és a kiilfoldrdl érkezo

betegek elkiilonitésének jelentdségére.

9.6. ESBL-termelo torzsek altal okozott fertézések terapias
lehetoségei kisérletes allatmodellekben

Eredményeink alapjan az imipenem, amikacin, illetve ciprofloxacin,
levofloxacin lehet a valasztand6 kezelés ESBL-termeld K. pneumoniae torzsek
altal okozott fertdzések esetében, abban az esetben, ha standard csiraszamot
vizsgalva a fent emlitett antibiotikumok érzékenynek mutatkoznak. Azonban

eredményeink alapjan a cefepim nem javasolhato ESBL-termeld torzsek
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kezelésére még ¢érzékenységet mutatd mikroorganizmusok esetében sem a
kisérleteink soran bizonyitottan in vivo is megfigyelhetd inokulum hatés miatt.

A tervezett prolingazdag A3-APO peptid hatékonynak bizonyult jol-toleralt
dézisokban bakterémia egérmodellekben, igy potencialis jelolt lehet a rezisztens
fertézések elleni kezelésben dnmagdban vagy hagyomanyos antibiotikumokkal

kombinacioban.
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