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“To you, Ernst Chain, Howard Florey and Alexander Fleming, | will
relate one of Grimm’s fairy-tales that | heard as a child. A poor
student heard under an oak a wailing voice that begged to be set free.
He began to dig at the root, and found there a corked bottle with a
little frog in it. It was this frog that wanted so badly to be set at
liberty. The student pulled the cork, and out came a mighty spirit, who
by way of thanks for the help gave him a wonderful plaster. With the
one side one could heal all sores; with the other one could turn iron
into silver. The student thereafter performed both operations, and
became the most famous physician in the whole world — perhaps also
the richest.

You have dug up a wonderful plaster, too, that has healed countless
sores.”

Professor A.H.T. Theorell, a Biokémiai Intézet igazgatdja
Orvostudomanyi Nobel Intézet
Nobel Bankett, Stockholm, 1945 december 10.

“Some experts say we are moving back to the pre-antibiotic era. No.
This will be a post-antibiotic era. In terms of new replacement
antibiotics, the pipeline is virtually dry. A post-antibiotic era means,
in effect, an end to modern medicine as we know it. Things as
common as strep throat or a child’s scratched knee could once again
kill.”

Dr. Margaret Chan, a WHO kordabbi figazgatdja
Nyitobeszéd a ,,Conference On Combating Antimicrobial
Resistance”rendezvényen

Koppenhaga, Dania, 2012 marcius 14.
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LECTORI SALUTEM

MTA Doktori Ertekezésem cime: ,,Multirezisztens Gram-negativ kérokozok vizsgdlata az Arab-
félsziget orszdagaiban”, azaz a témavdlasztds egy magyar mikrobioldgus részérél meglepd
lehet. A magyardzat prézai: csalddi okok miatt tébb, mint 15 éven dt, 2002 és 2006, illetve
2008 és 2019 kézott éltem az Arab-félszigeten és dolgoztam az Egyesiilt Arab Emirdtusok
Egyetemén. Vizsgdlataink nagyrészét ebben az orszdagban végeztiik, de esetenként mddunk
volt azokat a hasonlé problémdkkal szembesiils, kérnyezd Obél-menti orszdgokra is
kiterjeszteni.

Kutato és oktaté munkdm mellett klinikai mikrobioldgiai feladatokat is ellattam, igy
kutatdsaink iranydt jelentésen befolydsoltdk a napi szinten tapasztalt problémdk: kezdetben
az egyre névekvé mértéki multirezisztencia, az ESBL termelG térzsek terjedése, majd a 2000-
es évek elsé évtizedének végétdl egyre inkabb a karbapenem és kolisztin rezisztencia,
esetenként akdr pdn-rezisztencia. Miutdn mi egy nagyon kis, kizardlag pdlydzatokbdl , él6”
kutatd laboratdrium voltunk, kapacitds hidny miatt természetesen nem tudtunk az e téren
jelentkez6 valamennyi problémdval foglalkozni. Vitathatatlan jelentGségiik ellenére igy
maradt ki példdul a Pseudomonas aeruginosa térzsek, vagy a Gram pozitivok esetén is

gyorsan terjedd rezisztencia tanulmdnyozdsa.

Ott tartézkoddsunk idején az Arab-félsziget orszdgaiban molekuldris tipizdldson alapuld
jdarvanytani vizsgdlatokat végzé dllami jarvanyligyi laboratériumi hdlozat nem létezett. A
régiobdl szarmazo elsé, a rezisztencia mechanizmusok genetikai hdtterének felderitésére
irdnyuld vizsgdlatok is dltalaban néhdny ott gylijtétt, de fejlett nyugati laboratdriumokban
analizdlt térzs leirdsdt jelentették. Eppen ezért feladatunknak éreztiik, hogy helyben is
megteremtsiik az e vizsgdlatokhoz sziikséges mliszer-, és software parkot, illetve tuddsbdzist.
Ennek megfeleléen értekezésem eredményei - a nyers ,read”-ek szintjéig térténd Illumina
szekvendlds, az Escherichia coli #81009 ST131 térzs genomjdnak de novo 6sszedllitdsa, az E.
coli térzsek szerotipizdldsa, illetve egyes izoldtumok MALDI-TOF -fal tértént identifikdldsa
kivételével - kizdrdlag olyan mddszerek alkalmazdsdn, olyan bioinformatikai analiziseken
alapulnak, melyeket sajat laboratériumunkban én magam, vagy munkamegosztds esetén én
magam is rendszeresen végeztem.

Bizom benne, hogy ebben az egyre névekvé globdlis hatdsokkal rendelkezd, de még kevéssé

kutatott régidoban szerzett tapasztalataink, ott sziiletett eredményeink a tdvolabbi teriiletek,
igy Magyarorszdg szakemberei szamdra is nydjthatnak hasznos ismereteket.

Sonnevend Agnes Pécs, 2023 junius 30.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADC
ADPHC
Azid®
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CTX-M
DHA
DIG
DNS
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Inc
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kb
KL

Acinetobacter-Derived Cephalosporinase

Abu Dhabi Public Health Center

Na-azid rezisztens

Béta-laktam

Béta-laktdmaz gén

bazis par

The British Society for Antimicrobial Chemotherapy
Clonal Complex

Coding Sequence

core genome Multi Lékusz Szekvencia Tipizalas
Carbapenem Inactivation Method

Clinical and Laboratory Standards Institute
Cephamycinase

Carbepenem resistant

Carbapenem Resisant Acinetobacter baumannii
Carbapenem Resistant Enterobacterales
Cefotaximaz-M

Dubai Health Authority

Digoxigenin

Dezoxiribonukleinsav

Department of Health-Abu Dhabi
Diftéria-Pertuszisz-Tetanusz oltas

Egyesiilt Arab Emirségek

Enteroaggregativ Escherichia coli

Extended Spectrum Beta-Lactamase

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Food and Drug Administration (USA)
Georgia allam, USA

Gene Casette

Gulf Cooperation Council

Gross Domestic Product

Global Antimicrobial Surveillance System
Imipenem-active carbapenemase
plazmid Inkompatibilitasi csoport
Integrase, Integron
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kilobazis

K-l6kusz (Klebsiella tok szintézisért felel6s |6kusz)

folyt.
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KPC Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase
LPS Lipopoliszacharid

MBL Metallo Beta-Lactamase

mCIM maddositott CIM teszt

MCR Mobile Colistin Resistance

MDR Multi-Drug Rezisztens

[ Minimal Inhibitory Concentration

MLST Multi Lokusz Szekvencia Tipizalas

MOPA Ministry of Presidential Affairs

MRSA Meticillin Rezisztens Staphylococcus aureus
MW Molecular Weight

NDM New Delhi Metallo beta lactamase

OAG Official Aviation Guide of the Airways

Omp Outer membrane protein (kiils6é membran fehérje)
OXA Oxacillinaz

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis

PCR Polymerase Chain Reaction

PER Pseudomonas Extended Resistant béta laktamaz
PDR Pan-Drug Resistant

PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis

Rif? Rifampicin rezisztens

RNS Ribonuliensav

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism

SDS Sodium Dodecyl Sulphate

SLV Single Locus Variant

ST Sequence Type, Szekvencia Tipus

Strf Sztreptomicin rezisztens

TEM "Temoneira" (egy A osztalyu béta laktamaz csoport )
Tn Transzpozon

TSB Tryptic Soy Broth

UAE United Arab Emirates

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
usD Amerikai dollar

VIM Verona Integron-encoded Metallo beta-lactamase
WGS Whole Genome Sequencing

WHO World Health Organization

XDR Extreme Drug Resistant
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AZ EUCAST ALTAL JAVASOLT ANTIBIOTIKUM NEV

ROVIDITESEK &
AMI  Amikacin
AMC  Amoxicillin-klavulansav
AMO  Amoxicillin
AMP  Ampicillin
AV Avibactam
AZT Aztreonam
CHL Kloramfenikol
cip Ciprofloxacin
coL Kolisztin
CPO  Cefpodoxim
CTA  Ceftazidim
CTR Ceftriaxon
CTV  Ceftazidim-avibactam
C1Z Ceftazidim
CUR  Cefuroxim
DOX  Doxiciklin
ERT Ertapenem
FLO Florfenikol
FOS Foszfomicin
GEN Gentamicin
IMI Imipenem
MER  Meropenem
NAL  Nalidixsav
NET Netilmicin
PIT Piperacillin-tazobaktam
STR Sztreptomicin
TIG Tigeciklin
TET Tetraciklin
TOB  Tobramicin
TRS Trimetoprim-szulfametoxazol



asonnevend_ 117 23

TABLAZATOK LISTAJA
1. tablazat A GCC orszagokra jellemz6 néhdny adat hazankkal
0SSZENASONIIEVA ...t s 2
2. tablazat Az Egyesilt Arab Emirdtusok emiratusainak GDP-je és népessége......... 3
3. tablazat Az Egyesiilt Arab Emirdtusokban dolgozé vendégmunkasok
megoszlasa allampolgdrsag szerint (2022).......cccoevveveeeveeececiveceeeece e 4
4. tablazat Az Arab-félsziget orszagainak néhany jellemzd, az egészségiigyre
és kozegészségligyre vonatkozé paramétere.............ccoccvcvvcevceceeceececeeeenn, 5
5. tablazat Néhany Gram negativ palca egyes beta-laktam antibiotikumokkal
szemben mutatott rezisztencidjanak alakuldsa Abu Dhabiban 2010
€S 2007 KOZOE..........oovves e 9
6. tablazat Néhany Gram negativ palca egyes beta-laktam antibiotikumokkal
szemben mutatott érzékenysége az Egyeslilt Arab Emiratusokban,
2009-D8N ... e s 10
7. tablazat Az irodalomban szereplS gén-kimutatdsra és direkt szekvendldsra
hasznalt PCR €lJArasok...........cccoviviiiiieee oo 19
8. tadblazat Gének kimutatasara és szekvenadlasra hasznalt Ujonnan tervezett
PIIMEIEK ..ot s 20
9. tablazat ESBL termeld enteroaggregativ E. coli tOrzsek..........ccccovvvevivvieceiiccireennnn. 30
10.tablazat MDR mintdk és gyakorisaguk az izolalt salmonella torzsek kozott.......... 31
11.tablazat A salmonella térzsek ciprofloxacin rezisztencidja és csokkent
BIZEKENYSBEE. ...t 32
12.tablazat A CTX-M-15 termelS salmonella torzsek..........cccoovivivcerviiiviveieeeereenenns 33
13.tablazat A shigella torzsek antibiotikum érzékenysége.............ccccooevivrininiveneninn, 34
14.tablazat A shigella toérzsek MDR mintdzatai.........cccocoooocviiiieiiivieeceeeee e 34
15.tablazat A kiilonboz6 LPS core tipusok el6forduldsa korabbi
vizsgdlatokban és sajat munkank soran...........ccoceieiiiiinc 38
16.tablazat A #81009 torzs waa régidja géntermékeinek szarmaztatott
amindsav sorrendi hasonldsaga kilénb6z6 térzsek hasonld
FEGIOTEVAL ...t e 40
17.tablazat A blaoxa-si-szerd 8€n Uj alléljai sporadikus torzsekben..........c.ccooooiei 51
18.tablazat Rezisztencia gének gyakorisaga jarvanyos és sporadikus térzsekben..... 53
19.tablazat Antibiotikum nem-érzékenység jarvanyos és sporadikus torzsekben.... 53
20. tablazat A CRAb t6rzsek megoszlasa az egyes osztalyok kozott..............c.ccoceveeeeee. 55
21. tablazat Az egyes CRAD tipusok tulajdonsagai.............ccocoeveiceiccceceeieeeeeeeeee. 57
22. tdblazat blanpm-1gént hordozé térzsek és NDM plazmidjaik tulajdonsaga............ 64
23. tablazat blanpm.7-et az IncX3 plazmidjukon hordozé E. coli térzsek
ATEGIODAN. ...ttt e 67
24. tablazat Az ABC104 torzs pVIM plazmidja I. osztalyu integronjanak szerkezete
mas izolatumok hasonld strukturdihoz hasonlitva...........c.cccccceeveieercnnn. 71
folyt



folyt.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
42,

43,

44,

45,
46.

tablazat

tablazat

tablazat

tablazat

tablazat

tablazat
tablazat

tablazat

tablazat

tablazat

tablazat

tablazat
tablazat
tablazat
tablazat

tablazat

tablazat
tablazat

tablazat

tablazat

tablazat
tablazat

asonnevend_ 117 23

A vizsgalatba bevont, az EAE-ban izolalt karbapenemaz gént
tartalmazo IncX3 plazmidot hordozé torzsek..........coooovevevveeeevccicen
Karbapenemaz gének prevalenciajanak vizsgalata az EAE-ban és

a kOrnyezd orszagokban..............c.cuevieveiceeeee e
Aminoglikozid rezisztencidt okozd 16S metilaz gének gyakorisaga

az EAE-ban és a kdrnyez8 orszagokban................c.ccouviiiceceieie e,
NDM és OXA tipusu karbapenemdz géneket egyarant hordozé
tOrzsek tulajdoNSAZAi.........ooeovvevee e
A karbapenemazt kddold plazmidok jellegzetességei kett6s
karbapenemazt termelS torzsekben..........ocooooovieeoeceeieeecceeecee e,
A torzsek antibiotikum nem-érzékenysége.........cccoooovvoeveveevrveeeecsesee.
Antibiotikum nem-érzékenység a torzsek kiilonb6z6 csoportjaiban
(NZT1192, XXV oottt s s s
A 6 Klebsiella pneumoniae kldnok kilonb6z6 paraméterei a
sporadikus torzsekhez hasonlitva.........cccoooeoiioiiiciiiiicci e,
A két legmagasabb prevalenciaju kdrhazbdl szarmazo Klebsiella
pneumoniae CC14 térzsek 6sszehasonlitdsa............cccccevcvvcecececvececeereene.
2009 és 2015 kozott Abu Dhabiban izolalt nagyobb Klebsiella
pneumoniae Klonok tulajdonsagai..........c.cccoeeveoeceeioeiccveceecec e,
Az egyes gének, rezisztencidval 6sszefliggé jellemzdk és

klénok jelenléte évek szerinti bontdsban az Abu Dhabiban

1ZOIAIt TOrZSEKDEN ...
Az ST14 torzsek alcsoportjai a hordozott karbapenemdz gének és

az azokat hordozo plazmidok alapjan..........cccceviiiiiinii
A régidban izolalt ST14 Klebsiella pneumoniae térzsek rezisztencia
BEN PrOfilJa. .. e
Az mcr-1 pozitiv Escherichia coli torzsek tulajdonsagai..........c.ccccoceeeeninne.
A kolisztin rezisztencia aranya, és az mcr allélok szerepe.......................
Kolisztin rezisztens torzsek WGS alapjan azonositott kromoszémalis
MULACION ..ot e
A panrezisztens Klebsiella pneumoniae ST147 torzsek genotipusa........
A brojlercsirke székletbdl izolalt mcr-1.1 pozitiv torzsek és MCR
plazmidjaik tulajdonSAgai........cccoooiiiriiiii e,
Az mcr-1.1 pozitiv térzsek faj, szekvencia tipus és pMCR alapu
variansai és azok farmonkénti megoszIasa...........c..cccooveiviviviieincne
A GenBank-ban elhelyezett parcidlis szekvencidk...............ccocoovivieenn.
A GenBank-ban elhelyezett teljes plazmid szekvencidk..............................
Az European Nucleotid Archiveban elhelyezett teljes baktérium
BENOM FEAUEBK. .......o.oeiveieee et e e



asonnevend_ 117 23

ABRAK LISTAJA
1. 3dbra AZ Arab-TEISZIGEL... ... et
2. dbra Az Egyesilt Arab EMIrdtusok.........c..co.ooooiviviiivi e
3. abra A vizsgdlt K. pneumoniae torzsek makrorestrikiciés mintai.....................
4. abra Klinikai esetek és kolonizaltak szamanak alakuldsa.............ccccoovvviernnnn,
5. abra Stenotrophomonas maltophilia térzsek PFGA mintdi.........cocoeeviereennnnn.
6. abra A blaper-7 gén lokalizacidja és kornyzete............ocoooeeeeceececeeeeeeeeeeeea.
7. abra A blanpm-2 gén kornyzete A. baumannii AG132 toérzsben...........cccccveee.n.,
8. abra Jarvanyos és sporadikus A. baumannii torzsek eloszlasa Abu Dhabi
KOrhAZaKDAN. ...
9. abra Klinikai és kérnyezeti A. baumannii izoldtumok PFGE mintazata............
10. abra Az NDM-1 plazmidok blanpm-1 gént hatarold régidi..............ccccccoveeee.
11. 3abra Az IncX3 NDM-1 plazmidok restrikcids polimorfizmus vizsgalata...........
12. 3abra A régidban izoldlt torzsek pNDM-7 IncX3 teljes plazmidjainak
SZEIKEZETE......eoeeee et e
13. 3bra Az ABC104 torzs genomjanak S1 nukledzzal tortént emésztést
kovetd, kilonb6z6 prébakkal végzett hibridizacidja.....ooveveeeevececian.
14. abra Az EAE-ban azonositott blakec gén kornyezete 6sszehasonlitva
masutt izolalt plazmidok hasonld génjeivel..............ccccooovvvcvvcevieeeeceiiniccn,
15. 3abra Az EAE-ban izoldlt torzsek karbapenemdz-kddold IncX3 plazmidjai
teljes szekvencidinak 6sszehasonlitdsa............ccccoviviivicriccicsceeee e,
16. abra Kiloénb6z6 régidkbdl szarmazd IncX3 plazmidok gerinc régidjanak
filogenetikai 6ss2ehasonlitasa............ccccooovoeoeeeiecceccecee e,
17. abra Rezisztenciat kddold gének gyakorisaga kilonb6z6 EAE -béli
kdrhazakban izolalt CRE torzsekben..........cccccooooeiiiiieiiciiiice e
18. abra Osszefliggés az utazas és korhazi dpolas és az izolalt torzsek
tulajdonsagai KOZOtt.............c.ovvvveeecc e e
19. abra A blanom és blaoxa-as-szerd gének kdrnyezete kettds karbapenemaz
TErMElS tOrZSEKDEN. ..o s
20. abra Faj-eloszlas a kiilonb6z8 baktérium csoportokban..........c.cccoeevviviviinnee.
21. abra Egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia és néhany
rezisztenciaval 6sszefliggd paraméter gyakorisaga kiilonb6z6
EAE -béli kérhdzakban izoladlt CRE torzsekben........ccccoovviivivoiviieiiiiein,
22. abra K. pneumonia klénok eloszlasa az EAE régidi és kérhazai kozott.............
23. abra A K. pneumoniae klénok cgMLST vizsgalata............c..ocoooooviviiccceceic,
24. 3abra K. pneumoniae klénok ardanydnak id6beni valtozasa................ccccvvnee.
25. abra A régidban izoldlt 39 ST14 K. pneumoniae torzs cgMLST vizsgélata.......
26. abra Neighbour-joining fa 212 ST14 K. pneumoniae torzs cgMLST-je

AAPJAN ..o e

vi



folyt.

27.

28.
29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.
36.

abra

abra
abra

abra

abra
abra

abra

abra

abra
abra

asonnevend_ 117 23

A pVIM plazmidok szerekezete és az azokat hordozé térzsek
0SSZENASONITASA. ...t 119
Az Arab-félszigeten taldlt mcr-1 kddold plazmidok 6sszehasonlitasa 123
Az Omanban taldt mcr-1 kédold plazmid 6sszehasonlitdsa mas Incl2

PlazmMidok SZErKEZETEVEL...............oveeeeeeee e 126
A panrezisztens K. pneumoniae ST147 torzsek izolalasanak helye

BS IABIENAJE......eoeeeee et e 132
AZ MgrB::blaoxa181 INZEICIO ... 133
A blaoxa-1s1 gén funkcionalitasanak igazolasa és az mgrB:: blaoxa-1s1
MUtACio Komplementalasa...........ccoccovooveveecec oo e 134
Az ABC143C t6rzs pNDM-5 plazmidjanak hasonlé plazmidokkal

tOrténd 6552ahasonlitasa............ccovviiieieieieeee s 135
Az NDM-5 és OXA-181 termeld, részben PDR K. pneumoniae

ST147 torzs feltételezett terjed@se.......ooiiiieiiceceee e, 137
Az mcr-1 gén kornyezete a kiilonb6z6 plazmidok esetén.......................... 142
Az mcr-1.1 toérzsek eredete, faja, MCR plazmidjaik Inc tipusa és

CEMMLST CSOPOIT]A .. ittt st 143

Vii



asonnevend_ 117 23

TARTALOMJEGYZEK
ROVIAItESEK JEBYZEKE...............oooooveoeeecee ettt s i
Az EUCAST Altal javasolt antibiotikum név roviditések..................cccocooooiivirriiiieee e, iii
TABIAZAtOK lISTAJa.............coooooe et v iv
ABEAK TISTAJA. ...ttt et et res e vi
TartalomMJEEYZEK ... e e viii
1. BEVEZETES ... 1
1.1. AZ ARAB-FELSZIGET ES AZ EGYESULT ARAB EMIRATUSOK.............oooooooooccvvrrrrrrrerr, 1
1.2. AZ ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA ADATOKAT BEFOLYASOLO TENYEZOK AZ
EGYESULT ARAB EMIRATUSOKBAN................c.oo...ooooooeeeeeeeeeeeceoeo oo 3
1.2.1. AZ OrSZAg KItEESEEE.........coviiie ettt s s s ene e 3
1.2.2. Az Egyesiilt Arab Emiratusok egészségiligy rendszere................c.cccooeeoriurceneinenennnn. 4
1.2.3. Antibiotikum felRasznalas...............c.ccooeiiiiiiiiiiii i s 7
1.2.4. Antibiotikum rezisztenciat vizsgald kutatasok....................cccocooo e 7
1.2.5. Antibiotikum rezisztencia surveillance.................c.cocoooiiiiiin 8
2. CELKITUZESEK ............ooooooooooe e 13
2.1, TAVLATI, ALTALANOS CELOK ...............oooooeeeoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo eee e 13
2.2. KOZVETLEN, SPECIFIKUS CELOK ..............coooooovoeooeoeoeeeeeeeeecee oo 13
2.2.1. Multirezisztens, els6sorban ESBL termels Enterobacterales
VIZSEAIATA.........covececeeeeeeee ettt et ettt et e e 13
2.2.2. Korhazi fert6zéseket okozdé, nem fermentdalé multi-rezisztens Gram-negativ
KOrokozOK VIizsgalata...................ccocoviviveieieeceeecec oo 14
2.2.3. Karbapenem rezisztens Enterobacterales vizsgalata.....................cccccooeviiiieninnnnn. 14
2.2.4. A kolisztin rezisztencia Vizsgalata................ccoeeeivieiieieiier e e 15
3. ANYAGOK ES MODSZEREK ..............oooooiooo e
3.1. BAKTERIUM TORZSEK............oo.ooooooeeeeeeoeeeeeesveecessseseeeeessseessssoss s eesses s sssssssssses s

3.2. KORNYEZETI MINTAVETEL
3.3. AZ ANTIBIOTIKUM ERZEKENYSEG VIZSGALATA
3.4. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA MECHANIZMUSOK FENOTIPUSOS VIZSGALATA....
3.5. KULSO MEMBRAN FEHERJEK VIZSGALATA.............ooocooooeeeeeeeeeeeeeeees e sssseseesiee s
3.6. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA-, VIRULENCIA FAKTOR-, ES EGYEB GENEK
KIMUTATASA ES VIZSGALATA PCR-RAL............o.oooooeeeeeeeceseeeesecceseseeeeeseesssss s ses s
3.7. PLAZMIDOK KIMUTATASA ES VIZSGALATA, KONJUGACIO, TRANSZFORMACIO .....
3.8 KLONOZAS..............ooooooooooeooeeeoeoeeoeoeoeeeeeeeeeee oo
3.9. DNS-DNS HIBRIDIZACIO (SOUTHERN BLOT)
3.10. HAGYOMANYOS (,,SANGER”) SZEKVENALAS ..................cccccooooooooooooooooeoeeeeeeeeeeeoeeeeeoee.

viii




asonnevend_ 117 23

folyt.
3.11. TELJES GENOM SZEKVENALAS ES ANALIZIS................ccoomoeeeoooemeeeeeeeseeeeseeeessnsssesieesssnne o 24
3.12. ATORZSEK TIPIZALASA...............ooooooovooeeeeeeeeeceseeseeveee s ses s sessss s sss s snssss s 25
3.13. STATISZTIKAI ANALIZIS..................oooooooooeoeooeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 26
3.14. ETIKAI ENGEDELYEK..............oooooooecceeeeeeeeeeeeeeeeseessseeeses s ssesessssssssss s sss s sssseees 27
B, EREDIVIENYEK.........ooooooooeoeeeeeeeeeeseeoes sttt sttt ettt sttt 28
4.1. MULTIREZISZTENS ES ESBL TERMELO BELBAKTERIUMOK VIZSGALATA.................. 28
4.1.1. EICZMENYEK..........coooieiiicei ettt e e st 28
4.1.2. Eredmények és megbeszélés.................ccooiriiiiiiiiii s 29

4.1.2.1. ESBL termelés elsé részletes leirdsa enteroaggregativ E. coli térzsekben.. 29
4.1.2.2. Multirezisztens és ESBL termeld salmonella és shigella térzsek
VIZSGEAIATA ... e e e 31
4.1.2.3. ESBL termeld K. pneumoniae jarvdny egy ujsziil6tt intenziv osztdlyon...... 35
4.1.2.4. Az ESBL termel§ E. coli ST131 globdlis klon LPS mag (core) régiéjanak
VIZSGGIAT ..ottt 37
4.2. MULTIREZISZTENS NEM FERMENTALO GRAM-NEGATIV BAKTERIUMOK
VIZSGALATA.........ooooecees s ees s e s sss s s s s s oo sessssssssssonss 42
8.2.1. EIBZMENYEK...........oeoeeeeee ettt et e e 42
4.2.2. Eredmények és megbeszélés.................cccooiriiiiiiiiiie 44
4.2.2.1. Vérdram fert6zést okozo Stenotrophomonas maltophilia térzsek
vizsgdlata egy hdrmas elldtdsi szintd kGrh@zban..................c.ccccoeeeveeerenenne. 44
4.2.2.2. Plazmidon elhelyezkedd blarer-7 gén ceftazidim rezisztens A. baumannii-
oo T T OO U UUUUUUTUY” | o
4.2.2.3. NDM-2 termeld Acinetobacter baumannii az Egyesiilt Arab
EMITSEGEKDEN..........o.ooee et e e s 48
4.2.2.4. Jarvdnyos és sporadikus Acinetobacter baumannii térzsek eloszldsa Abu
Dhabi Emirdtus KGrRGzaiban...................cccoeeeeveoeeeeeeeeeeieeeeeeee e 49
4.2.2.5. Klinikai és kérnyezeti Acinetobacter baumannii izolatumok
Osszehasonlitdsa egy Szaudi KOrh@zban..................ccccoevvvinievicnonineiieeenns 54
4.3. KARBAPENEM REZISZTENS BELBAKTERIUMOK VIZSGALATA..............cooooooevecrmeereennn. 60
4.3.1. EIGZMENYEK..........coooiiiiiet ettt ettt st s ettt et s e ea e 60
4.3.2. Eredmények és megbeszélés..................ccoooriiiiiiiiieie e 63
4.3.2.1. Egyes karbapenemdzok orszagosan vagy regiondlisan elsé leirdsa, illetve
génjeik regiondlisan elsé részletes jellemzés................cccoeveveeecroevnreeennn.. 63
NDM-1............... 63
NDM-7............... 66
ViM-4.......... 69
KPC-2................. 72
4.3.2.2. Karbapenemdzokat kédold IncX3 plazmidok dsszehasonlito vizsgdlata..... 74
4.3.2.3. Karbapenemdz és 16S RNS metildz aminoglikozid rezisztencia gének
gyakorisGgANak ViZSGGIATA. ............c...coeoveeeeeeeeeeeseeee et 80
4.3.2.4. Kettds karbapenemdazt termelG torzsek vizsgalata.............cueevevecereesvcrnennn. 86
folyt



folyt.

asonnevend_ 117 23

4.3.2.5. A CRE térzsek antibiotikum rezisztencidja....................c.ccceeeeveeevereeeereieenen,
4.3.2.6. Klonalitds a CRE tOrzsek KOZOtt .............cccooviioeviieineeiieiet e e
4.3.2.7. A jelen CRE helyzet kialakuldsanak dinamikdja Abu Dhabiban...................
4.3.2.8. Az orszdgban domindld K. pneumoniae ST14 klon torzseinek
VAIOZATOSSAGA..........ceoeeeeeeee et
4.3.2.9. Egy kuvaiti VIM-4 plazmid/integron jdrvdny vizsgdlata..............................

4.4. KOLISZTIN REZISZTENS BELBAKTERIUMOK VIZSGALATA................ooooooeoeeveeeesererrrrres

9.

A.A4.1. EIGZMENYEK........cooooeieeeeee ettt et

4.4.2. Eredmények és meghesz€lés......................coooomiiioiiiiiie e

4.4.2.1. Az mcr gén elsé leirdsa az Arab-félsziget orszagaiban...................c.cccceu....

4.4.2.2. CRE térzsek kolisztin rezisztencidja és annak genetikai hdttere...................
4.4.2.3. Az elsé panrezisztens jarvdny az EAE-ben, - egy kolisztin rezisztenciat

OKOZO IIEKA MULACIO........c.cevieiieiiiiee ettt st s e

4.4.2.4. Az mcr gén brojlercsirkék iriilékébdl izoldlt térzsekben.................................

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK .. oo
A DOKTORI MU ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK...... ...

A DOKTORI MUBEN FEL NEM HASZNALT KOZLEMENYEK ...
7.1. A PhD DISSZERTACIOBAN FELDOLGOZOTT KOZLEMENYEK..............o.ooooooeeee..
7.2. EGYEB KOZLEMENYEK ..............oooeoeoeeeeeeoeeeoeeeeoeoeeoeeeoeoeeeeeeoeeeeeeeeee oo

KOSZONETNYILVANITAS oo

IRODALOIM......ccoooovoi e

10. FUGGELEK oo

10.1. A DOKTORI MUBEN SZEREPLO PROJEKTEK KAPCSAN NYILVANOS

ADATBAZISOKBAN ELHELYEZETT SZEKVENCIAK ..................ccoooooovoiooomoommommeeeereereeeree..



asonnevend_ 117 23

1.BEVEZETES

1.1. AZ ARAB-FELSZIGET ES AZ EGYESULT ARAB EMIRATUSOK

Az Arab-félszigetet az Arab- (Perzsa-) 6bol, az Omani-6bal, az Arab-tenger, az Indiai-6ceén, a
Voros-tenger és az Akabai-0bol, illetve északon, a szarazfold felé a Zagrosz és Torosz-
hegységek és a Sziriai-sivatag hatdroljak. Orszagai Szaud-Ardbia, Kuvait, Bahrein, Katar, az
Egyesiilt Arab Emirdtusok (EAE), Omdn és Jemen 2 (1. &bra). (Az értekezésben orszdgok
emlitésekor a kbznyelvben haszndlt révidebb neveket és nem azok teljes, hivatalos nevét, pl.

Szaud-Ardbiai Kirdlysdg, fogom haszndlni).

1. dbra Az Arab-félsziget 3
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A félsziget orszagainak, Jemen kivételével, monarchikus az dllamformaja, és egy laza politikai
szovetséget alkotnak ,Gulf Cooperation Council” (GCC) néven, ezért olykor GCC orszagok
gy(jténévvel hivatkoznak rajuk. Mindegyik GCC orszag, bar egymastdl jelentdsen eltérg, de
jelent6s szénhidrogén kinccsel rendelkezik. Néhany jellemz6 adatot az 1. tablazatban
mutatunk be. Ezekbdl az adatokbdl is lathatd, hogy a GCC orszagokban hazankhoz képest

nem csak a gazdasagi potencial, de a kilféldi vendégmunkasok, illetve az id6s korcsoport

aranya vonatkozasaban is jelent&s eltérés van.




1. tablazat
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A GCC orszagokra jellemz6 néhany adat hazankkal 6sszehasonlitva

Szaud- . X ; Magyar
e Kuvait Bahrein Katar EAE Oman ;
Arabia -orszag
Terllet
2150 17,8 0,76 11,6 83,6 309,5 93,02
(ezer km?)
Népesség (millid) 35,4 3,1 1,54 2,5 9,9 3,76 9,69
0-14 éves (%) 24,84 24,29 18,45 12,84 14,54 30,15 14,54
25-54 éves (%) 50,2 52,39 56,14 70,66 68,03 44,81 42,17
>65 éves (%) 3,63 2,92 3,36 1,19 1,9 3,68 20,69
Kalfoldiek aranya .
(%)* 32,7 69,2 52,0 85,7 88,5 44,0 ~2,0
0
GDP per f6
49 551 47 303 45411 93521 66 766 31117 36752
(USD)***

Adatok >, illetve *°® ** szamitva 7 alapjdn, *** &

Vizsgalataink donté részét az Egyesult Arab Emiratusokban végeztik (2. abra). Az orszagot
1971-ben alapitotta Sheik Zayed kezdetben hat (Abu Dhabi, Dubai, Sharjah, Umm al Quwain,
Ajman, Fujairah) emiratus foderdlis szovetségeként, amihez 1972-ben csatlakozott
hetedikként Ras al Khaimah. Az orszag févarosa az Abu Dhabi emiratusban Iévé hasonld nev(

Varos.

Nem csak terlletileg, de a népességet és gazdasdgi potencidljukat tekintve is jelentGs
kiilonbségek vannak az egyes emiratusok k6zott. Az adatokbdl [athato (2. tablazat), hogy Abu
Dhabi, és bizonyos mértékig Dubai gazdasagilag és a népességet tekintve is dominalja a
szovetséget 90 Globdlisan is jelent8s mennyiségl szénhidrogén vagyonnal Abu Dhabi
rendelkezik. Az egyes emiratusok kozott meglévé aranytalansagok az oka annak, hogy a
koéznyelvben, de sok esetben kiilonb6z6 hivatalok tekintetében, szervezetileg is, az orszdgot
gyakran osztjak hdrom nagy régidra, melyet egyes vizsgalataink soran miis kdvettiink: 1. Abu

Dhabi, 2. Dubai, 3. Sharjah és az Eszaki Emiratusok.
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2. tablazat Az Egyesilt Arab Emiratusok emiratusainak GDP-je és népessége

GDP Lakossag
Emiratus (milliard dirham) (millié)
(2014)* (2022)**
Abu Dhabi 960 1,540
Dubai 338 3,488
Sharjah 114 1,786
Ajman 16,4 0,504
Umm al Quwain nincs adat 0,049
Fujairah 14 0,256
Ras al Khaimah nincs adat 0,345

*9 k% 10
7

1.2. AZ ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA ADATOKAT BEFOLYASOLO
TENYEZOK AZ EGYESULT ARAB EMIRATUSOKBAN

1.2.1. Az orszag kitettsége

Az 1. tablazatban lathato, hogy a félsziget orszagaiban nagyon magas az ott dolgozé, tartésan
ott él6 kilfoldiek aranya. Ennek vizsgalataink szempontjabdl kiemelt jelent6sége van, hiszen
a vendégmunkasok tobbsége olyan orszagokbdl érkezik, ahol az antibiotikum rezisztencia
koztudottan nagyon magas ardnyu. A 3. tablazatban az EAE-ra vonatkozo aranyokat mutatjuk

be.

A vendégmunkdsok ardnya mellett a koérokozdk, és igy az antibiotikum rezisztencia
terjedésére potencidlis hatdssal bir egy orszag ,kitettsége”, kereskedelmének, turizmusnak
mértéke is. EbbGl a szempontbdl fontos, hogy kis mérete ellenére az import és export értékét
tekintve, a 2021-es adatok alapjan az EAE a vildg 18. legnagyobb importald, és a 16.

legnagyobb exportéld orszéga volt 1t

. A 2020-as turista beutazasokat tekintve pedig az orszag,
Gorogorszagot megelSzve a 14. legladtogatottabb orszdg 2. Az Official Aviation Guide of the
Airways (OAG) 2022 augusztusi adatai alapjan a Dubai Nemzetko6zi Replil6tér az atlantai (GA,
USA) utan a masodik legforgalmasabb repulStér, csak a nemzetkozi jaratokat tekintve pedig

a legforgalmasabb 3.
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3. tablazat Az Egyesult Arab Emirdtusokban dolgozé vendégmunkasok megoszlasa
allampolgarsag szerint (2022) ©

Allampolgérsig Arany a telljes lakossag
%-aban
India 27,49
Pakisztan 12,69
Banglades 7,4
Fllop-szigetek 5,56
Irdn 4,76
Egyiptom 4,23
Nepal 3,17
Sri-Lanka 3,17
Kina 2,11
Egyéb orszagok 17,94
Osszesen 88,52

Mindezek fényében érthet6, hogy a tagabb régid el6kel6 helyen szerepel az utazasok soran

szerzett MDR kdérokozdkkal tortént kolonizécid, illetve a fert6zések forras-teriiletei kozott 14

18

1.2.2. Az Egyesiilt Arab Emiratusok egészségiigyi rendszere

Tapasztalataink tobbségét az EAE egészségligyével kapcsolatban szereztiik, de ismereteink,
és a kornyez6 orszagokban dolgozd kollégdink elmondasa szerint a GCC orszagoknak nagyon
hasonlé problémai és eredményei vannak. Altaldanossdgban elmondhatd, hogy a gazdag,
Obél-menti orszagok egészségiigye magas szint(, altalaban kozelit a fejlett nyugati orszagok
egészségligyéhez, bar, legaldbbis a teriletileg nagyobb orszagok esetén, az orszagokon belil
nagyon jelentGs eltérések tapasztalhatéak. Néhdany, ezen orszagok egészségligyét jellemzé

adatot, a hazai adatokkal 6sszehasonlitasban a 4. tablazatban mutatunk be.

Az EAE-ban az infekcid kontrollal, antibiotikum felhasznaldssal, a mikrobioldgiai
diagnosztikaval kapcsolatos, az egész orszagra kiterjedd egységes gyakorlatot, a sziikséges
utmutatok hidnya mellett, szamos egyéb tényezd neheziti. Mindenekel6tt az egészségigyi
ellaté rendszer a gyakorlati kérdéseket tekintve nem mindig atlathaté modon szabdlyozott.
A szovetségi szintli szabalyozast az Egészségligyi és MegelGzési Minisztérium (Ministry of

Health and Prevention) biztositja, de ezt egyes emiratusok szintjén helyi szervek (Department
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of Health, Abu Dhabi, Dubai Health Authority, Sharjah Health Authority) részben felllirjak. A

kisebb Emiratusok esetén a helyi irdnyitast is a szovetségi minisztérium latja el %°.

4. tablazat Az Arab-félsziget orszagainak néhany jellemz6, az egészségigyre és
kozegészségligyre vonatkozd paramétere

Szaud- . . ) Magyar
L Kuvait  Bahrein Katar EAE Oman )
Arabia -orszag
Sziiletéskor
varhatd 79,65 79,13 79,9 79,81 79,56 76,9 77,2
élettartam (év)
5 év alatti
halanddsag
(haldlozés / 1000
élve sziletés)*
A gazdasag
egészségligyre
forditott része
(%)
Orvosok szama
(per 1000 lakos)
Kérhazi agyak
szama (per 1000 2,2 2,0 1,7 1,3 1,4 1,5 7,0
lakos)
A nem megfelel6
vizellatasnak,
szanitacionak
vagy higiénianak
betudhaté
hasmenéses
esetek aranya*
Bejelentett
diftéria esetek 0 0 0 0 0 0 0
szama (2021)*
DTP3** oltottsag
1 éves kor alatt 97 94 98 98 96 99 99
(2021, %)*
Adatok >, illetve * 2. ** Diftéria-Pertusszisz-Tetanusz oltds

5,2 8,86 6,76 5,76 6,57 1,01 4,05

5,7 5,5 4,0 2,9 4,3 4,1 6,4

2,74 2,34 0,93 2,49 2,6 1,77 6,06

0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
[0-0,28] [0-0,28] [0-0,28] [0-0,28] [0-0,28] [0-0,28] [0-0,28]

Tovdbb bonyolitja a helyzetet a fG6leg Abu Dhabi és Dubai emiratusokban jelenlévé
nagyszamu magdnkorhaz és egyéb egészségiigyi elldtohely, melyekhez még a jelentdsen
0nallo, tobb emiratusban is megtaldlhatd, kozvetlendil az EInoki Hivatal irdnyitasa alatt allé
»elndki” kérhazak csatlakoznak 2. A magénszektor kiterjedtségét jol jelzi, hogy 2019-ben,
hozzavet6leg azonos agyszam mellett, kozel kétszer annyi magankdrhazban kétszer annyi
orvos dolgozott a privat egészségiligyben, mint a kozvetlenlil az allam irdnyitdsa alatt

lev8kben 2.
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3 Bar e

2012-es adatok szerint az orvosok 81, a névérek 91%-a volt nem emiratusi
tekintetben a teljes orszagra nézve nincsenek Ujabb adatok %, becslésiink szerint ezek az évek
soran alapvetéen nem valtoztak. Ez azt jelenti, hogy az egészségligyi személyzet hozza
magaval, és helyileg alkalmazza a viladg legkilonb6z6bb pontjain elsajatitott gyakorlatot és
szemléletet. E tekintetben kiilondsen nagy az eltérés a gazdagabb (Abu Dhabi, Dubai) és
szegényebb emiratusok kozott, tekintve, hogy az utdbbiakban az elérhetd fizetések
lényegesen alacsonyabbak. Bar ilyen irdnyd statisztikai kimutatast nem taldltunk,
tapasztalataink szerint az el6bbiekben sokkal tobb a fejlett egészségliggyel rendelkezé

eurdpia és tengerentuli orszagokban tanult és onnan érkez6 orvos, mig az utdbbiakban

nagyobb szamban dolgoznak a fejl6d6 orszagokban (pl. Egyiptom, Szudan) képzett kollégak.

ElsGsorban, de nem kizdrdlag a gazdagabb emirdtusokban szintén hozzajarul a szakmai
szinvonal valtozatossagahoz, hogy néhdny nagyobb korhdz vezetését kulfoldi kdrhazakra,
intézményekre bizzak, amelyek ott tobb-kevesebb sikerrel vezetik be sajat standardjaikat.
Ilyen megoldasokra példa a John Hopkins International kezelésében Iévé Tawam kérhaz Al
Ainben, Abu Dhabiban a Cleveland Kérhaz, a Ras-al-Khaimahban m(ikodé elnoki kérhaz mely
a Szouli Egyetem szakmai iranyitasa alatt all, vagy volt egy ideig a Bécsi Egyetem Orvoskara

altal irdnyitott Al Ain Kérhaz Al Ain-ban.

Az egyes emiratusok szervezeti elkllonilése ellenére nem ritka az emirségi hatarokon ativel6
betegellatas. Ez elsGsorban, de nem kizarélag, az emiratusi dllampolgarok részére biztositott,
igy a beteg, amennyiben azt a kezel6 orvos indokolni tudja, az esetleges jobb ellatas
érdekében részesiilhet kérhazi dpolasban mas emiratusokban is. Mindezek mellett a helyi
lakosok, allami koltségen igénybe vehetnek kérhazi kezelést kiilféldon is, amennyiben ezt a
kezel6 orvos indokolja. A lehet&séget kiterjedten haszndljak, és a célorszagok az USA, Kanada,
Németorszag mellett nem ritkdn a silyos rezisztencia gondokkal kiizd6 Thaiféld vagy India,

utdbbiakban féleg ezek egészségligyi csucs-intézményei.

Az orszdgban dolgozd vendégmunkasoknak is van egészségbiztositdsa. Az évek sordn
felismerhetd volt az az allami tendencia, hogy 6ket egyre inkabb a maganellatas felé tereljék.
Miutan ennek minden koltségét a biztositasuk nem feltétleniil fedezi, igy esetiikben sem ritka
a kezelés igénybevétele sajat orszagaik inkabb megfizethet6 kdorhazaiban, természetes ezzel

tovabb novelve a kdrokozo-import lehetGségét.
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1.2.3. Antibiotikum felhasznalas

A helyi antibiotikum felhasznalds mértékérél, gyakorlatardl szinte kizadrdlag tudomanyos
kozleményekbdl értestilhetlink, melyek altalaban egy, vagy néhdny kdrhazra korldtozédnak,

2531 Nyilvdnosan

vagy egy adott kdrkép kapcsan folytatott gyakorlatrél szamolnak be
hozzaférhet6 adatbazis az EAE antibiotikum felhasznalasrdl, annak terileti megoszlasardl
nem all rendelkezésre. JelentGs problémat jelent, hogy a kérhazon kiviili elldtasban az
antimikrébas szerek felirdsat befolydsoljak a kilféldrél jott orvosok ismeretei, vagy azok
hidnya, illetve a betegek igényeivel szembeni, szakmailag indokolt ellendllds alacsony volta
32 ljeszt8, és a béta-laktdm (BL) rezisztencidra kedvezétleniil haté gyakorlat, hogy pl.
tonsillitis esetén az amoxicillin-klavulansav mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott
kezelés a parenterdlis ceftriaxon 33. Részben ezen adat hatdsira kezd6détt Abu Dhabi
emiratusban az alapelldtasban dolgozék esetén az egyéni antibiotikum-felirds monitorozasa

34

és az ott dolgozdk oktatdsa ** és (Dr. Rayhan Hashmey — személyes kézlés, engedéllyel

hivatkozva).

JelentGs gond, hogy az antibiotikumok a legutébbi idSkig recept nélkiil hozzaférhet6ek voltak

3537 ami a széles kérben elterjedt dngydgyitashoz

a gyogyszertarakban (sajdt tapasztalat) és
vezetett %41, Ezt a helyzetet tovdbb rontja, hogy a vendégmunkdasok hazajukbdl is hoznak,

minden eshetdségre, nem egyszer kétes forrasbdl szarmazd antibiotikum készitményeket.
1.2.4. Antibiotikum rezisztenciat vizsgalo kutatasok

Eltekintve a teljes régiot feldleld néhany vizsgélattdl *>4® az EAE-ban, de tulajdonképpen az
egész régidban az antibiotikum rezisztencidt célzo kutatdsok tobbsége vagy specifikus

44-55

kdrokozo csoportokon belil taldlhatd **>°, vagy néhany kdrhdz, esetleg kisebb teriileten |évé

659 E tanulményok altaldban a klinikai

korhazak helyi rezisztencia viszonyait irtak le
mikrobioldgiai laboratériumokban végzett vizsgdlatok eredményeit Osszegezték, és mint
ilyenek, tiikrozték az adott laboratdriumokban végzett vizsgalatok, a mddszertan, a helyi
interpretacié szinvonaldt, mindségét. Ez esetenként félrevezets, nyilvanvaléan hibas
eredmények publikdldsahoz is vezetett (pl. 30% korili karbapebenem rezisztencia E. coli és

K. pneumoniae esetén 2005-ben ).
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Az ezredforduld tajan viszonylag kevés vizsgdlat célozta meg az egyes rezisztencia
mechanizmusok, kiilondsen a kiterjedt BL rezisztenciat okozdé mechanizmusok elterjedtségét,
jollehet a 3. és 4. generacids cefalosporin ellenes rezisztencia névekedését a 90-es években
és azt kdvetSen a régié minden orszagaban megfigyelték ®. Néhany vizsgalat terjedt ki arra,
hogy ezek a valtozasok mely cefalosporindz, elssorban kiterjedt spektrumu béta-laktamaz
(ESBL) enzimek terjedésének kdszénhetSek: Saudi Ardbidban 625>, Omanban ¢, Kuwaitban 87
70 és az EAE -ben %71, Bar sporadikusan az enzimek valtozatossiga volt megfigyelhetd °, a
dominans ESBL enzimek a CTX-M csalad kilénb6z6 alléljai voltak. Hasonléképpen, bar a
karbapenem rezisztencia novekedését észlelték ugy a bélbaktériumok, mint a nem
fermentélok esetén ©1, a jelenségért felelds antibiotikum rezisztencia mechanizmusokat célzé

vizsgélatokra csak elvétve keriilt sor, nem ritkan nyugati laboratériumok bevondsaval 727,
1.2.5. Antibiotikum rezisztencia surveillance

Az EAE-ban szisztematikus antibiotikum surveillance 2010-ben indult, eleinte kizarélag Abu
Dhabiban, gyakorlatilag magankezdeményezésként a Department of Health, Abu Dhabi
Kornyezetegészségligyi osztalyan dolgozd Dr. Jens Thomsen éaltal. Rovidesen ez hivatalossa
valt, mint Abu Dhabi Antimicrobial Surveillance System, melynek azonban az egyre t6bb
kdrhazbdl beérkezé adatokat nem volt médjaban nyilvanossagra hozni. 2015-ben a Ministry
of Presidential Affairs (MOPA), Dubai Health Authority (DHA), Department of Health-Abu
Dhabi (DoH), és az Abu Dhabi Public Health Center (ADPHC) egylittesen megalapitottak a UAE
Higher Committee for Antimicrobial Resistance -t, melynek egyik albizottsaga a National Sub-
Committee for Antimicrobial Resistance Surveillance. Ezzel egyidejlileg az adatgydijtés
fokozatosan kiterjedt mind a hét emiratusra. Jelenleg a mara mar a National Antimicrobial
Surveillance System -nek nevezett rendszer részére 318 klinikai egység 44 laboratériuma

szolgaltat adatokat (Dr. Jens Thomsen — személyes kézlés, engedéllyel idézve).

Az adatok elemzése szinte a kezdetekt6l a WHONET (www.whonet.org) program segitségével

torténik.

Az adatgyljtés ellenére az els6, csak Abu Dhabira vonatkozd, 2017 és 2019 masodik
negyedéve kozotti részleges, valogatott adatok, az izolatumok forrasanak (pl. invaziv, klinikai
vagy szlirésbGl szarmazd minta) megjellése nélkil, csak 2017-ben valtak nyilvdanosan

hozzaférhet8vé a Communicable Disease Bulletin -ben 8. Az ebben szerepl8, Gram-negativok
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3. generdciods cefalosporin és karbapenem érzékenységi adatait a 5. tablazatban mutatjuk

be.

5. tablazat Néhany Gram-negativ palca egyes beta-laktdm antibiotikumokkal szemben
mutatott rezisztencidjanak alakuldsa Abu Dhabiban 2010 és 2017 kozott &

Fajok Antibioti A rezisztencia aranya (%)

-kumok* 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

CTZ 13,2 12,9 11,5 14,8 15,4 13,9 14,8 15,0

CTA 21,9 23,2 21,9 25,3 26,2 26,4 27,6 28,8

E. coli ERT - - 1,1 0,7 0,6 0,4 0,6 0,8
IMI 0,2 0,3 0,1 0,3 0,2 0,1 0,6 0,4

MER 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 1,5 0,4

CTZ 8,9 10,5 9,9 11,9 16,3 16,7 18,3 18,1

CTA 11,1 14,5 15,8 18,7 20,9 21,3 25,0 25,8

K. pneumoniae ERT - - 0,0 4,5 3,8 3,9 4,9 5,3
IMI 0,4 0,7 1,4 1,6 2,9 2,4 3,4 2,4

MER 0,5 0,7 1,0 2,5 3,5 3,4 4,8 4,1

CTZ 7,5 7,7 6,9 7,0 8,1 8,9 8,4 10,4

P. aeruginosa CEP 6,0 6,8 5,4 51 5,3 6,2 5,9 8,0
IMI 12,8 11,1 10,0 14,7 16,2 17,4 18,3 21,6

MER 13,6 10,1 9,4 11,4 12,1 13,4 13,8 16,4

T IMI 39,3 51,8 45,4 43,9 39,8 28,5 33,9 28,9
MER 45,6 51,9 53,3 47,2 41,2 28,2 34,6 29,4

* A disszertdcio tabldzataiban az EUCAST dltal javasolt antibiotikum réviditéseket haszndljuk
81

A nemzeti surveillance rendszer teljes orszagot atfogo jelentése 2021-ben jelent meg el6szor
a 2019-tal bezardlag gydjtott adatokrdl . Eddigre az adatkdzlés attért a minden forrasbol
szarmazod érzékeny izoldtumok aranyanak megaddsara. Az ebbdl szarmazd, 2019-es évre
vonatkozo adatokat, mely forrastél flggetlenil minden izoldtumot tartalmaz, a 6.

tablazatban mutatjuk be.
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6. tdblazat Néhany Gram negativ palca egyes beta-laktam antibiotikumokkal szemben
mutatott érzékenysége az Egyesiilt Arab Emiratusokban, 2019-ben &2

Az érzékeny
Fajok Antibiotikumok torzsek
aranya (%)
CTz -
CTA 68
E. coli ERT 98
IMI 99
MER 99
CTZ -
CTA 74
K. pneumoniae ERT 95
IMI 94
MER 96
CTz 87
P. aeruginosa CEP 20
IMI 85
MER 86
A. baumannii M I
MER 75

Megjegyzendd, hogy bar az adatok szdmos kérdést felvetnek, azok kizardlag a bekiildé
laboratériumok eredményein alapulnak. Ugyan a laboratériumok egységesen a Clinical and

Laboratory Standards Institute -nak (CLSI, https://clsi.org/) Gtmutatdsai alapjan értékelik az

érzékenységi eredményeket, a munka minéségére, de még az alkalmazott CLSI dokumentum
aktualitasara sem volt az adatokat feldolgozéknak tanacsadast meghaladé rahatasa. igy az
adatok gy(jtése és értékelése soran kizarélag a nagyon kirivd eseteket lehetett korrigalni, pl.
toébb vankomicin rezisztens S. aureus izolatum jelentése, melyrél kiderilt, hogy téves
interpretacion alapult (személyes, nem publikalt megfigyelés, rdldtdssal a nyers adatokra a

National Sub-Committee for Antimicrobial Resistance Surveillance tagjaként).

Vizsgalataink szempontjabdl fontos tovabbd, hogy a tablazatok nem tartalmazzak a kolisztin
rezisztencia/érzékenységi adatokat. Ennek oka, hogy bar az EUCAST/CLSI 2016-ban kiadott
konszenzuson alapuld Utmutatdéja csak a leves-higitdsos mddszert tartotta elfogadhaténak &,
a kolisztin érzékenységet tesztel§ laboratériumok egy része ekkor még valtozatlanul az

korong-diffuzids vagy gradiens diffuzids mdédszereket alkalmazta.

10
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A surveillance rendszer az adatok begydjtésén tul nem terjed ki a rezisztencia
mechanizmusait, az esetleges rezisztens klénokat azonositdé molekuldris vizsgalatokra. llyen
vizsgalatokat végz6 allami laboratdérium vagy laboratériumi halézat az EAE-ben mind a mai
napig nem létezik. A fenti rendszer adatai alapjan az EAE 2018 6ta szolgaltat adatokat a WHO

GLASS (Global Antimicrobial Surveillance System) adatbézisa részére 84,

Mas, a régidhoz tartozé orszagokban is ezekben az években jelentek meg az elsé orszdgos
szint( jelentések az antibiotikum rezisztenciardl, pl. Omanbdl # vagy Szaudi-Ardbiabdl . Az
antibiotikum rezisztencia terjedése elleni kizdelmet regionalisan egységesiteni kivand
szandék & ellenére a feldolgozas szempontjaiban, az alkalmazott definicidkban és az
eredmények bemutatasdnak modjaban meglévé kilonbségek jelentésen megnehezitik az

adatok 6sszehasonlitasat.

Az antibiotikum rezisztencia problémajara irdnyuld, bizonyos mértékig novekvd figyelem
ellenére a 2010-ben Sheikh Mohammed bin Rashid Al Maktoum, az orszag elndkhelyettese
és miniszterelnoke, Dubai vezetGje altal meghirdetett ,UAE Vision, 2021” program ,,World-
class Healthcare” szekcidjan belll a nevesitett, prioritdst kapo teriletek (pl. kardiovaszkularis
betegségek, rak, diabetes vagy példaul az egészségligyi szolgaltaték mindsége, névérek
szdma stb.) kozott sem az antibiotikum rezisztencia, sem a fert6z6 betegségek altaldban nem
szerepeltek #8. Ugyanakkor jelent8s elSrelépés, hogy 2019-ben publikaldsra keriilt egy, a
WHO-val egyittmikodésben a 2019-2023 évekre készilt, az antibiotikum rezisztencia
problémdjanak gyakorlatilag minden aspektusat érint6, részletes nemzeti antibiotikum

stratégia .

Osszességében tehat az Egyesiilt Arab Emirségekben tartézkodasunk alatt a kezdeti években
(2002-2006) elsGsorban a hagyomanyos szerekkel szemben fokozddé rezisztencia és az ESBL
termeld torzsek gyors terjedése jelentett globalis és helyi problémat. Ott tartézkoddsunk
masodik id6szakaban (2008-2019) mar egyértelmiien a nem-fermentaldk, illetve a
bélbaktériumok kozott terjedd karbapenem és kolisztin rezisztencia volt a legf6bb gond ugy
vilagszerte, mint a régidban is. Mindez egy altalanossagban fejlett, de elemeiben gyakran
eklektikus egészségligyi rendszerben tortént, melyben a széleskérd, molekularis

vizsgalatokon alapulé antibiotikum surveillance hianyzott.

11
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Eredményeinket a tovabbiakban 4 f6 téma koré csoportositva ismertetem:

e Multirezisztens és ESBL termel6 bélbaktériumok vizsgalata
e Multirezisztens nem fermentdlé Gram-negativ baktériumok vizsgalata
e Karbapenem rezisztens bélbaktériumok vizsgalata

e Kolisztin rezisztens bélbaktériumok vizsgalata

12
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2. CELKITUZESEK

(A szOvegben a vastagon szedett romai szamok a disszertdcio alapjat képezd

kozleményekre utalnak, melyeket a 154. oldalon sorolunk fel)

2.1. TAVLATI, ALTALANOS CELOK

Célunk az volt, hogy jellemezzilk az EAE-ben, esetenként a teljes régidban, az
Enterobacterales csalad, kisebb mértékben az Acinetobacter és Stenotrophomonas genusok
antibiotikum érzékenységét, az izoldtumokban el6fordulé vdlogatott antibiotikum
rezisztencia mechanizmusokat, e mechanizmusok genetikai hatterét, feltarjuk az izoldtumok
kozott el6forduld jarvanytani kapcsolatokat, a klonalitds esetleges jelenlétét, és a helyi
kléonok kapcsolatat azok globdlis képviselGivel. A vizsgdlatok soran olyan adatokat
igyekeztlink nyerni, amelyek segithetik az infekcid kontroll és jarvanytan teriiletén dolgozd
szakembereket a kdrokozék forrasainak, terjedési Utvonalainak helyi, regiondlis, esetleg

globalis szint(i azonositasaban, tovabbi terjedésiik korlatozasaban.
2.2. KéZVETLEN, SPECIFIKUS CELOK

2.2.1. Multirezisztens, els6sorban ESBL termel6 Enterobacterales vizsgélata

2.2.1.1. Célunk volt az EAE-ben végzett, hasmenést okozd E. coli patotipusok
felismerésére irdnyuld vizsgdlat sordn azonositott enteroaggregativ tipus
egyes izoldtumaiban tapasztalt 3. generdcios cefalosporin rezisztencia
genetika hdtterének tisztdzdsa (1)

2.2.1.2. Vizsgdlni kivantuk a kiilénb6zé enterdlis kdrokozok kézétt terjedé multi-
rezisztencia, els6sorban az ESBL enzimek termelésének gyakorisdgat (111-V)

2.2.1.3. Egy neonatdlis intenziv osztdlyon zajlé ESBL termel6 K. pneumoniae jarvdny
esetén célunk volt a jdrvdnytani ésszefliggések tisztdzdsa - az orszdg
torténetében elGszor - molekuldris tipizdlo modszerek alkalmazdsdval (VII)

2.2.1.4. Vizsgdlni kivantuk az ST131 ESBL termel6 globdlis, un. , high risk” E. coli klén

LPS mag (core) szerkezetének genetikai hdatterét (VIII, XXI)

13
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2.2.2. Korhazi fert6zéseket okozé, nem fermentalé multi-rezisztens Gram-negativ

korokozdk vizsgalata

2.2.2.1.

2.2.2.2.

2.2.2.3.

2.2.2.4.

Vizsgdltuk egy 3-as, azaz a legmagasabb elldtdsi szintl korhdzban eléforduld
Stenotrophomonas maltophilia térzsek jarvdnytani kapcsolatait (1l)

Vizsgdlni kivantuk az EAE-ben izoldlt A. baumannii térzekben felbukkand,
szokatlan mechanizmusu ceftazidim (V1) és karbapenem rezisztencia (IX)
genetikai hdatterét

Célunk volt az Abu Dhabi kdérhdzaiban el6forduld A. baumannii térzsek
lehetséges jarvanytani kapcsolatainak feltdrdsa (XI)

Szaudi-Ardbia egy regiondlis krhdzdban azt vizsgadltuk, hogy a karbapenem
rezisztens A. baumannii térzsekkel szennyezett kérhdzi kérnyezet szolgdlhat-

e human fertézések forrasdul (XXV)

2.2.3. Karbapenem rezisztens Enterobacterales vizsgalata

2.2.3.1.

2.2.3.2.

2.2.33.

2.2.34.

2.2.3.5.

A karbapenem rezisztens Enterobacterales jarvany kezdetekor célunk volt az
orszdgban és/vagy a régidban kordbban még el6 nem fordult
karbapenemdzok azonositdsa, genetikai hatteriik tisztazdsa (X, XIl, XIV, XVII,
XXI1)

Kiilénb6z6 idépontokban vizsgdltuk a karbapenem rezisztencidért felelés
gének, és egyes esetekben a széles kérii aminoglikozid rezisztencidért felel6s
16S metildz gének eléforduldsdnak gyakorisdgdt az EAE-ban, illetve a
régioban (X1, XV, XXII, XXVI, XXVIII, XXX)

Kiilénb6z6 idépontokban vizsgdltuk a karbapenem rezisztens bélbaktérium
(CRE) térzsek antibiotikum rezisztencidjat, illetve multirezisztens (MDR)
térzsek kezelésére esetleg bevethetd, még kevéssé elterjedt, vagy kisérletes
szerek hatékonysdgdt (XII, XV, XXI1I, XXVI, XXVIII, XXX)

Célunk volt annak tisztdzdsa, hogy melyek az EAE-ban keringd legfontosabb
CRE kldnok és ezek milyen jellegzetes tulajdonsdgokkal rendelkeznek (XIII,
XV, XXII, XXII, XXVIII, XXX)

Vizsgdltuk az EAE-ban legelterjedtebb CRE kldn, a K. pneumoniae ST14 helyi

és globdlis heterogenitdsat (XXVII)

14
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Célunk volt a gyakran kiilbnbéz6 karbapenemdz géneket hordozd, a régioban
elterjedt IncX3 tipusu plazmidok helyi és globdlis vdltozatossdgdnak
vizsgdlata (XXIV)

Egy kuvaiti, tébb kdrhdzat érintd jarvdny kapcsdn vizsgdltuk a plazmidok és
egyéb mobilis genetikai elemek dtvitelének szerepét a karbapenem

rezisztencia helyi és regiondlis terjedésében (XX)

2.2.4. A kolisztin rezisztencia vizsgalata

2.2.4.1.

2.2.4.2.

2.2.4.3.

2.2.4.4.

Megkiséreltiik felderiteni az orszdgban el6szér izoldlt pdnrezisztens (PDR) K.
pneumoniae térzs karbapenem és kolisztin rezisztencidjdnak genetikai
hdtterét (XIX)

Megvizsgdltuk, jelen van-e a régidban izoldlt humdn CRE térzsekben a
plazmid-kédolt kolisztin rezisztencia gén (mcr) (XVI, XVIII)

Tisztdzni kivantuk, hogy a régidoban izoldlt karbapenem rezisztens K.
pneumoniae térzsek koézétt taldlt magas kolisztin rezisztencianak mi a
genetikai hattere (XXVII, XXVIII)

Célunk volt annak feltdrdsa, hogy a humdn mintdkbdl szarmazd kolisztin
rezisztens CRE izoldtumokban megfigyelt mcr-kddolt kolisztin rezisztencia
alacsony prevalencidja dsszefliggést mutat-e az emberi fogyasztdsra keriilé

broiler csirkékbdl izoldlt térzsek mcr hordozdsdval (XXIX)

15
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. BAKTERIUM TORZSEK

A vizsgalandd baktérium torzseket a korhazi laboratériumok identifikalas, illetve
meghatarozott antibiotikum érzékenység minta (pl. klinikai hatarérték ald csokkent
karbapenem érzékenység barmely mddszerrel vizsgalva) alapjan kildték laboratériumunkba,
azaz az EAE Egyeteme Orvosi és Egészségtudomanyi Kardn lévé Orvosi Mikrobioldgiai és
Immunoldgiai Intézetbe. Kizarélag olyan torzsekkel dolgoztunk, melyek klinikai vagy higiénés
vizsgdlatok részeként keriltek izolalasra, kiulonb6z6 projektjeink céljara mintavétel nem
tortént. Az egyes célzott projektek mellett az EAE laboratdriumainak lehet6sége volt CR
torzsek folyamatos bekildésére, amit az Abu Dhabi emiratus kérhazi laboratériumai szamara
az Abu Dhabi Health Authority egy igazgatdi kérlevélben, 2013-ban javasolt is %°, bér a
bekilldés végig onkéntes maradt. Abban az esetben, ha barmilyen okbdl kétség meriilt fel a
beklUld6 laboratériumban végzett faj-meghatdrozas helyességét illetéen, azt a 16S
riboszémalis RNS gén egy szakasza PCR amplifikaciot kovet6 szekvencia meghatarozasaval
9192 tisztaztuk. Minden térzset 20% glicerint tartalmazd tripton-szdja levesben (TSB) taroltuk

-80 °C-on.

A torzseket minden esetben a bekiildé laboratdrium altal kédolva, ,,dehumanizalva” kaptuk,
azaz semmilyen, a beteg azonositdsat lehetévé tévé informacié nem allt rendelkezéslinkre.
A bekiildé 3ltal szolgaltatott demografiai és klinikai adatok projektenként valtoztak, ezek
informdcid tartalmat, annak mélységét minden esetben a bekiild6 intézmény belsé szabalyai

hataroztak meg.
3.2. KORNYEZETI MINTAVETEL

Karbapenem rezisztens A. baumannii (CRAb) korhazi kornyezetben, targyak felszinérdl
torténd kimutatdsa soran (XXV) steril 7 x 7 cm-es, normal fizioldgias séoldattal nedvesitett
kenddkkel tértént a felszinekrél a mintavétel . A kendéket 10 mg/L imipenem és 10 mg/L
vankomicin tartalmu BHI-ban egy éjszakdn at inkubaltuk, majd vortexelés utdn McConkey
lemezekre oltottuk ki és a laktdz negativ telepeket azonositottuk. A broiler farmokon tortént

mintavétel soran (XXIX) négy, Al Ain (Abu Dhabi emiratus) varosatol 15-70, egymastol 30-90
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km tavolsagra Iév6 farmot latogattunk meg 2018 marcius-aprilis honapokban, a madarak 3
hetes koraban. A ldtogatasok alkalmaval egy, 5000-7000 &llatot tartalmazé maddrhazat
mintdaztunk: a hazbdl tiz, 3 Grilékmintabdl allé kompozit mintat vettiink cikk-cakk mintaban

haladva *.

3.3. AZ ANTIBIOTIKUM ERZEKENYSEG VIZSGALATA

A torzs bekiildését indokld antibiotikum érzékenység mintat (pl. karbapenen rezisztencia)
minden esetben ellendériztiik mikro-leveshigitdsos, kvantitativ modszerrel és altaldban
ugyanezt a mddszert alkalmaztuk a projektek sordn aktualisan vizsgalt antibiotikum panellel
szemben mutatott érzékenység vizsgdlatanal is. E mddszertdl egyes antibiotikumok, vagy
akar a teljes antibiotikum panel esetén néhany esetben eltértiink korongdiffuziot (1, VI, IX,
XI, XXV, XV, XXIX), gradiens diffaziot (I, 1, 1V, VI, VIII, XIII, XVIIl), a BD Phoenix TM 100
(Becton Dickinson, Saudi Arabia) (XXV), vagy a VITEK-2 compact system (bioMérieux,
Franciaorszag) (XXIll) automata rendszert alkalmazva. A fenti mddszereket a CLSI metodikai
Utmutatdsai alapjan *° végeztik. Tigeciklin és foszfomicin esetén a leves-higitas helyett az
agar-diluciés modszert alkalmaztuk, utdbbi szer esetén a téptalajt 25 mg/L glukdz-6-

% 2016 utdn a kolisztin érzékenységet kizardlag leves-higitdssal

fosztfattal kiegészitve
hatdroztuk meg %’. Az antibiotikum érzékenység eredményeket a CLSI rendszer aktudlisan
érvényben |év6é M100-as dokumentumaiban meghatarozott klinikai hatarértékek szerint
interpretaltuk. Ez aldél egy projekt jelentett kivételt (VI), amikor a BSAC kritériumok keriiltek
alkalmazasra. Ha a CLSI-nak nem, de az EUCAST-nak voltak az adott faj és adott antibiotikum
esetén klinikai hatarértékei (pl. tigeciklin), az utdébbi alkalmaztuk %, egy tanulmany
kivételével (IV), ahol a tigeciklin esetén az FDA 4ltal javasolt érték (<2 mg/L) %° szerint
interpretaltuk az eredményeket. Abban az esetben, ha kiilonb6z6 években gydjtott torzsek

érzékenységét hasonlitottuk Ossze (XXX), visszamendleg is a legkés6bb gyUjtott torzsek

idejében érvényes hatarértékeket alkalmaztuk.

A torzsek MDR és XDR besoroldsakor egyes kozleményekben (VI, XXIll) a Magiorakos

definicot kovettiik 1

, mas esetekben, praktikus okokbdl (pl. bizonytalansag atekintetben,
hogy a Magiorakos és mtsai altal javasolt antibiotikum paneleknek milyen mértékben kell
teljesnek lennie 1, attértiink arra, hogy XDR-nak tekintettiik azokat a térzseket, melyek a
helyben elérhet6 és terapiasan bevethetd szerek kozil csak egyetlen csalad tagjaival, vagy

azok egyes képviselGivel szemben mutatnak érzékenységet (XXVI, XXVIII, XXX). A PDR
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definicidjanal a vizsgaltak kozill a figyelembe vett antibiotikumok sorat azokra korlatoztuk,
amelyek a torzsek gydjtésekor mar klinikai alkalmazésban voltak. igy a PDR definicidbdl
kimaradt a parenteralis alkalmazdsra az EAE-ban nem hozzaférheté foszfomicin és a
kereskedelmi forgalomban még nem lévé aztreonam-avibaktdm kombindacié (XXVIII, XXX),
illetve a fentiek mellett a térzsek egy részének gy(ijtésekor még nem alkalmazott ceftazidim-
avibaktam (XXVI). Egyes kozleményekben (XXVIIl, XXX) rezisztencia indexet (RI)
szamitottunk, ami azt jelezte, hogy az adott projektben vizsgalt antibiotikumok kézll hannyal

szemben mutatott nem-érzékenységet az adott torzs.

A tablazatokban az antibiotikum nevek réviditésénél, figgetleniil az eredeti kozleményekben
szerepl6ktél, egységesen az EUCAST altal javasolt hdrombet(is kddokat hasznaltuk & (/. jii.

old.).

A torzsek dezinficiensekkel (klérhexidin, benzalkonium és irgasan) szemben mutatott

érzékenységét (XVII, XIX) agar dilucidval vizsgéltuk 12,

3.4. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA MECHANIZMUSOK FENOTIPUSOS
VIZSGALATA

Az ESBL termelés kimutatdsa az enzimek klavulansav altali gatolhatdsdga alapjan tortént E
teszttel (1, IV, V) vagy a ,kulcsluk képzés” alapjan, kettds korongdiffuzioval (VII, ViIl). A
karbapenemaz termelés detektaldsira a Hodge tesztet 9> (XII, XIll), a CIM (Carbapenem
Inactivation Method) tesztet 1%, (XIV), a mddositott CIM tesztet (mCIM) 1% (XXVII, XXX), vagy
a CarbaNP tesztet 1% (XV, XXII1) alkalmaztuk.

3.5. KULSO MEMBRAN FEHERJEK VIZSGALATA

A K. pneumoniae torzsek Omp35 és Omp36 kiils6 membran porinjainak meglétét (XIV) a
membran prepardtumok %7 SDS-PAGE mddszerrel tdrténd elvalasztasat kovetSen a
referencia torzsek (CSUB10S (Omp36K) és CSUB10S/pSH16K (OmpK35 és OmpK36) hasonld
prepardtumaihoz hasonlitva vizsgaltuk. A kontroll torzseket Prof. Jordi Vila (University of

Barcelona) bocsajtotta rendelkezéslinkre.
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3.6. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA-, VIRULENCIA FAKTOR-, ES EGYEB

GENEK KIMUTATASA ES VIZSGALATA PCR-RAL

Az antibiotikum rezisztencidval, virulencidval és egyes sejt-szerkezeti elemekkel 6sszefliggd

gének jelenlétét polimeraz lancreakcidval (PCR) mutattuk ki. Egy adott gén (pl. allél

meghatdrozas esetén), illetve kdrnyezetének bazis sorrendjét, figgben a vizsgalni kivant

szakasz hosszatdl, vagy a kimutatasara alkalmazott primerek, vagy belsé primerek altal

l[étrehozott amplikonok két iranyd direkt szekvendldsaval, amennyiben erre nem volt

lehet8ség, a ,primer walking” médszerrel 1% hatdroztuk meg. A vizsgalatok soran

alkalmazott, az irodalomban taldlhaté PCR mddszerek felsoroldsat a 7. tablazat, az ilyen célra

altalunk tervezett primerek listdjat a 8. tablazat tartalmazza.

7.tablazat Azirodalomban szerepl6 génkimutatdsra és direkt szekvenaldsra hasznalt PCR

eljarasok

Gén(ek)

blarem, blacrx-m, blasuy, blaper,
bIGADc

b/GAmpc

blaper

blaoxa-as-szera, blavim, b/G/MP, blakec

blatem, blacrx-m, blasuy, blaoxa, blaviv,
blaoxa

blaoxa-1s1

blayim, blame

blaoxazs.iike

blaoxa-24, blaoxa-ss-szerii

blaoxa-7o

ISAba1

blaoxa-s1 €s ISAbal upstream
ISEcp1

1Saga-1

armA, rmtA, rmtB, rmtC, nomA
rmtE

rmtF

armA, rmtA, rmtC, rmtD, npmA
strAB
aadA

Ih, aph(3')-la, aph(3')-VI, ant(2')-la
gnrA, qnrB, qnrS, qepA, aac6-1b-cr

aac(3)-la, aac(3)-lla, aac(69)-1b, aac(6')-

Referencia

109
119
111
112

113

114
114,115
116
117
118
119
110
110
120
121
122
123
124
125

126

127
128

129

130

Ko6zlemény, melyben a
madszer alkalmazasra keriilt
*
1,1V, V, VI, VII, XX, XXIV
Vi, IX, XI
XII, XVI, XVII, XVII, XIX, XXII
VI, XVI, XIX, XXV
IX, XI1, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII,
XIX, XXI11, XXI11, XXIV, XXVII,
XXVII, XXX
XIl, XVI, XVII, XIX, XXII
XV, XXX
1X, XII, XXII
VI, IX, X1, XIV, XXV, XXX
VI, IX, X1, XXV
VI, IX, X1, XXV
VI, IX, X1, XXV
VI, IX, XI, XXV
VI, XXV
I, IV
XI
XI1, XVII, XXII
XVI, XVII, XIX, XXVIII, XXX
XVI, XVIHI, XIX, XXVI, XXVIII, XXX
X1, XIV, XV, XVI, XVIII, XIX, XX,
XXV, XXVI, XXVIII, XXX,

X1, XV, XXX
XI

Xi
XIl, XVII, XX, XXl
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folyt.

K6zlemény, melyben a

Gén(ek Referencia ) L .
(ek) modszer alkalmazasra keriilt *

mcr-1 13 XVI, XVII, XXl
mcr-2 132 XVI, XV, XX
mcr-3 133 XX
mcr-4 134 XX
mcr5 135 XXIX
mcr-1,-2, -3, -4, -5 136 XXVI, XXVIII, XXIX
EAEC plazmid 137 |

emrE, qacDE, qacF, gacE, mdfA, ydgE,
ydgF, sugk(c), sugk(p), cepA)

cdt, hlyA, papC, papA, papEF, fimH, PAI,
fyuA, bmak, sfa/ foc DE, iutA, traT, focG,
cvaC, gafD, sfaS, cnfl, afa/dra, nfak, rfc,
ibe A, iha, upaH, upaB, Kps MTII, K5, K1,
Kps MTIII, sat, ireA, iroN, usp

csgA, crl, bcsA

rmpA, wabG, wcaG, fimH, mrkD, iutA,
fyuA, iroN, ireA, kfuBC, traT and clpK

K. pneumoniae tok tipusaira fajlagos
gének

Az egyes E. coli LPS mag-tipusokra
specifikus szekvencidk a waa operonon
beltl

rfbozsp

E. coli filogenetikai csoport-besorolas
Plazmid inkompatibilitasra specifikus
régiok

mgrB

78,145-147

102

138

139

140

141

142

143

144

148

XVi, XVII, XIX

XVi, XVII, XVIII

XVi, XVl

XIV, XiX

XIV, XiX

Vil
Vil
Vil
XIl, XX, XXII
XIX

8. tablazat Gének kimutatdsara és szekvenalasra hasznalt Gjonnan tervezett primerek

Projekt cél

blatem

blacrx-m

blaapc-szerti
blaves
blaces
VI* blaper
blanom
ISAbal

orf513

Primer

TEM1dolFo
TEM1dolRe

403Fo
1040Re
1166Fo
1671Re
ADC-F
ADC-R
VEB-F
VEB-R
GES-F
GES-R
PER-F
PER-R
NDM-F
NDM-R
ISAbal-F
ISAbal-R
orf513-F
orf513-R

Szekvencia (5'->3’)

ACTGCTGCCAACTTACTTCT
AAACTTGGT CTGACAGTTAC
GTGTTGCTCTGTGGATAACT
ACGTTATCGCTGTACTGTAG
GCGATCCGCGTGATACCACT
CGTGGCTGCCGATGACTATG
GCGCCGTGAATTCTTAAGTG
CAGCTTATGCTGTGCTGGAT
ATTTCCCGATGCAAAGCGT
CCAACAGC GATGAACAAACT
ATGCGCTTCATTCACGCAC
AACTCATCCTGAGCACGGAC
CCTGACGATCTGGAACCTTT
GCAACCTGCGCAATGATAGC
GGGCCGTATGAGTGATTG
GCACACTTCCTATCTCGAC
CATTGGCATTAAACTGAGGAGAAA
TCACAACAACTAAAAGCACTG
TCAAAGAGACGACTCTGTGATGGAT
TGACTCTTATCCAACGCTTTGGC
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folyt.
Projekt cél Primer Szekvencia (5’->3’)

gst-R GTTCAGTGGCTTCCCCTTTT

VI* blaper kornyezet gst-F GAACGGCCTTCAGACTCAAA
Abau-R GGGTTTCCGAGAAGGTGATT
NDMI-Fo TGCCGAGCGACTTGGCCTTG

X blanom NDMI-Re ACCGATGACCAGACCGCCCA
Asndm1 GTCGCAAAGCCCAGCTTCGCA
ASndm?2 GCCTCGCATTTGCGGGGTTTTTA
ASndm1-upl CCAGTGACAATATCACCGTTGG
AS-I1SAbal25-IRL AGTAAAACTTGAAGTGCGAC
AS-NDM1-LR1 CGACCGGGTGCATAATATTG
AS-1S3000-8 GGGGTTCTAGGGATTTTCCG

Xl blanom kérnyzet ASndmGS-6 AAACCCGGCATGTCGAGATAG
AS_IS5IRL_f GCGAACAAGTCCCTGATATG
ASndmGS-6 AAACCCGGCATGTCGAGATAG
ASndmDN-3 AAGTCGCTCGGCAATCTC
ASndmDN-4 ATCGCCTCGGCAACATTC
AS_Classlint_L TGTCGTTTTCAGAAGACGGCTGC
AS_Classlint_R CAAACGTGCCGTAGAACAAG
AS_intll_L GGGAGGACTTTCCGCAACCG
AS_VIM_R CGTTACCACCGCTGCGTTCG
AS_VIM_GS_S1 GCCTTGATGTTACCCGAGAG
AS-VIMA4GS-f GATGCGTGGAGACCGAAACC
AS-VIM4GS-r TGCCTAACGCCTGAGTTGAG
AS_VIM_L AATCGCTCAGTCGCCGAGTA
AS_ISPa21 R CTATAAGACACGAGGTGTCTG
AS_ISPa21 L CACCACAACCGCAAGAAATA
AS_ISPa21_seq CGCGCATCGATTGTTCGTAG
AS_smr_f GCTGGACTCTTTGAGATTGG
AS_dhfrl_R ACCCTTTTGCCAGATTTGGT

XX blaviv és kornyezet AS_aacA7_R GAGCAACCTCCGTGAATCCA
AS_VIMdn_LS1 TTCGTTCAAGCCGAACTTGC
AS_VIMdn_LS2 AATAGACATCGAGCCGGAAG
AS_VIMdn_LS3 ACATAGCGTTGCCTTGGTAG
AS_orf5_R TTAGATTTCGAGTTCTAGGCGTTCTG
AS_smr_f GCTGGACTCTTTGAGATTGG
AS_ISPa21 R CTATAAGACACGAGGTGTCTG
AS_ISPa21 L CACCACAACCGCAAGAAATA
AS_ISPa21_seq CGCGCATCGATTGTTCGTAG
AS sull_R1 TTGCCGATCGCGTGAAGTTC
AS_sull_R2 CACAACCTGGTCGATATCAC
AS_orf5_L ATGGACAGCGAGGAGC
AS_qgackED1_L GCG AAGTAATCGCAACATCC
AS_VIMdn_LS4 GATCAGATGCACCGTGTTTC

* E primereket, szerzétdrsunk, Andres Opazo tervezte

3.7. PLAZMIDOK KIMUTATASA ES VIZSGALATA, KONJUGACIO,

TRANSZFORMACIO

A plazmidok kimutatdsdra rutin szerlen az alkalikus lizis eljarast kovet6 agaroz gél

elektroforézist alkalmaztuk *°. Molekula témegiik hozzavetéleges meghatarozasakor az E.
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coli V517 *° 39R861 ! plazmidjai, illetve a virulens Shigella flexneri YSH6000 térzs 220 kb
invazids plazmidja szolgaltak standardokként. Esetenként (VI, X, XXII) nagy plazmidokat
vizsgalva megkiséreltiik azokat linearizdltan, a teljes genom S1 nukledz emésztését kovetd
pulzélé mezejl elektroforézissel kimutatni °#153, Ezekben az esetekben a molekulatémeg
meghatdrozasahoz Lambda Concatamer PFG Marker-t (New England Biolabs) hasznaltunk

molekulatémeg standardként.

A plazmidok atvitelét altalaban el6szor taplevesben 37°C-on végzett konjugdcidval kiséreltik
meg E. coli 153graz (Azid®, Riff)-t, esetenként (1) J53 Str® térzset alkalmazva recipiensként,
megfelel6 szelekcids markerre szelektalva a transzkonjugansokat. A. baumannii donor esetén
(1X) a konjugaciot azonos faju recipienssel (BM4547) is megkiséreltiik. Sikertelenség esetén a
donor:recipiens aranyon, az inkubaciés hémérsékleten illetve a milién (szildard taptalajon
kozvetlendl, vagy arra helyezett nitrocelluldz szlrén, melyre Ugy a donort, mint a recipienst
raszlirtiik) valtoztatva kiséreltik meg a plazmid atvitelét. Ha ez nem volt sikeres, illetve tobb
episzéma is megjelent a recipiensben, a plazmidokat Plasmid Maxi Prep kit (Qiagen,
Germany) segitségével preparalva azokat hG-sokk transzformdltuk altaldban E. coli DH5q,
esetenként GM2163 (XIV, XXIV) kompetens sejtjeibe. Egy esetben () a transzformacid
elektropordacio modszerével tortént Gene-Pulser Electroporator rendszert (Bio-Rad)

hasznalva.

Plazmidok inkompatibilitdsi csoportokba soroldsat a megfelel6 csoportokra specifikus
primerekkel, csak a megcélzott plazmidot tartalmazé derivdtum PCR vizsgdlataval végeztiik
78145147 (X]1, XX, XXI1). Vad térzsek esetén a térzsek plazmidjainak IncX3 csoportba tartozésat
IncX3 specifikus prébat alkalmazva hibridizaciéval (Idsd késébb) azonositottuk (XIV, XXIV).
Azokban az esetekben, amikor egy plazmid teljes szekvencidjat meghataroztuk (XVI, XVII,

XVIII, XIX, XXIX), az inkompatibilitds meghatdrozasa a Plasmid Finder programmal >4 tértént.

Azonos molekula tomegi plazmidok gyors 6sszehasonlitasara a plazmid restrikcios fragment
hosszisdg polimorfizmus (RFLP) vizsgalatat hasznaltuk. Az egy episzémat tartalmazd
torzsekbdl Plasmid Maxi Prep kittel (Qiagen, Germany) tisztitott plazmidokat legalabb két
(EcoR |, Hind 1ll, XIV), de altaldban harom enzimmel (BamH |, EcoR |, Hind Il - XIl, XXIX; Hinc
I, Hind lll, EcoR | — XX; illetve Hinc Il, Nsi |, Nde | - XXIX) emésztettiik. Az enzimeket a plazmid

emészthetGsége (azaz a szolgaltatott fragmentumok kell6 szama) alapjan valasztottuk.

Plazmidok teljes szekvencidjanak meghatdrozdsdra a csak a vizsgalni kivant plazmidot

tartalmazoé transzkonjugansbdl vagy transzformansbdl Plasmid Maxi Prep kit (Qiagen,
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Germany) segitségével tisztitott plazmidokbdl kertlt sor. Egy esetben (XVII) ez a romai
Istituto Superiore di Sanitd-ban, Genome Sequencer FLX procedure (Roche Diagnostic,
Monza, Milan) szerint Dr. Alessandra Carattoli altal tértént, mig ezen projekt tobbi plazmidja,
illetve a kés6bbi az egyéb projektekben szerepl6 plazmidok esetén a szekvenalas Illumina
MiSeq rendszerben a CCIB DNA Core Facility -ban (Massachusetts General Hospital,
Cambridge, MA) tortént keresekedelmi szolgaltatasként. A readek contigokka toérténd
Osszedllitdsa altaldban része volt a szolgdltatasnak (XVI, XVII, XVIII, XIX), de egyes esetekben
azt mi magunk végeztiik (XXIX) a CLC Genomic Workbench v20.0 program (QIAGEN Aarhus,
Dania) segitségével. A contigok sorrendjének megallapitdsa, a gap-closing, azok terminalis-
kozeli szekvenciadira tervezett primerekkel nyert amplikonok direkt szekvenalasaval tortént.
A teljes plazmid szekvencia Osszedllitasa a Clone Manager program kiilonb6z6 verzidival (Sci-
Ed Software LLC) tortént. A szekvencidk annotdldsahoz és a GenBankba vald feltoltésiikhoz a

Sequin programot (www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin) hasznaltuk. A feltoltott teljes plazmid

szekvenciak listdja a FUGGELEK-ben talalhatd.

3.8. KLONOZAS

A blanpm gént hordozé szakaszt A. baumanni-bél ,,shutgun” klonozdssal, a torzs genomjanak
részleges Hind lll emésztését kovetSen a keletkezett fragmentumokat pUC19 vektorba ligalva
juttattuk kompetens E. coli DH5a recipiensbe (IX). A XXII tanulmanyban tisztitott
plazmidoknak a blanpm gént korikvevd régid kldnozasa céljabdl a plazmid Hind 1l emésztéssel
nyert fragmentumait klénoztuk pUC19 vektorba és transzformaltuk azt E. coli DH5 a-ba. Az
mgrB::blaoxa-1s1 inzerciot tartalmazd gén esetén PCR klonozdst alkalmaztunk (XIX). A K.
pneumoniae ABC143C és MS6671 torzsekbdl az inzerciét hordozd gént CGCCGC terminalis
szekvenciat (,overhang”) tartalmazé kiilsé primerek *8 segitségével amplifikaltuk és Bam HI
enzimmel emésztett pUC19 vektorba ligaltuk (pCoxABC143C és pCoxMS6671), majd
ertapenem rezisztenciara szelektdlva E. coli DH5a torzsbe transzformdltuk azt. A vad
torzsekben az inzercié hatdsat komplementdlandd az intakt mgrB gént a K. pneumoniae
ABC193 t6rzsb6l a fentiek szerint amplifikdlva a pDG106, merR génje révén higany
rezisztenciat kddold vektor 1°> BamH | hasitdsi helyére ligaltuk és transzformaltuk a vad tipusu

K. pneumoniae ABC143 és MS6671 torzsekbe higany rezisztencidra szelektalva.
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3.9. DNS-DNS HIBRIDIZACIO (SOUTHERN BLOT)

A vizsgalandé plazmidokat agardz gél elektroforézissel, az S1 nukledz emésztéssel linearizalt
plazmidokat, illetve a genom makro-restrikciés analizis soran a fragmenteket pulzalé mezejl
gél elektroforézissel tortént elvalasztasuk utdn azokat kapillaris transzferrel vittiik 4t Hybond-
N+ (Amersham) membranokra. A prébakat digoxigenin jel6l6 kittel (Roche) jel6ltik és a
hibridizacié utan alkalikus foszfatdzzal jelolt anti-DIG antitestekkel reagdaltatva detektaltuk a

proba kot6dését.

3.10. HAGYOMANYOS (,SANGER”) SZEKVENALAS

A PCR amplikonok direkt, kétiranyu szekvenalasahoz azokat a cél-szekvencia amplifikalasat
kovetSen vagy kozvetlenil az amplifikacids elegybdl, vagy gél elektorforézist kovetGen a
csikot agardzbdl kivagva SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega, USA) segitségével
tisztitottuk. Mindkét komplementer szalat, mindkét irdnyban, Big Dye Cycle Terminator V.3.1
(Applied Biosystems) kittel szekvenaltuk, a futtatast 3130X Genetic Analyzer apparatuson
végezve (Applied Biosystems). A szekvencidkat a MEGA program v4.0 1 és az azt kovetd
verzidival, illetve a CloneManager programmal (Sci-Ed software) analizaltuk. A szekvencidk
annotdldsa és  GenBankba  torténé  feltoltésikre a  Sequin programot

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin) haszndltuk. Az E. coli 81009 torzs waa |dkuszanak

szekvendldsa (VIIl) kereskedelmi szolgaltatasként (Eurofins MWG Operon, Németorszag)

tortént.

A GenBankba feltoltott szekvenciak listajat a FUGGELEK-ben kozoljik.

3.11. TELJES GENOM SZEKVENALAS ES ANALIZIS

A genomidlis DNS kivonasa Wizard® Genomic DNA Purification Kittel (Promega, USA) tortént.
A szekvenalas a readek szintjéig vagy kooperacié keretében a New York University Abu
Dhabin Dr. Youssef Idaghdour 3ltal, illetve a KéIni Egyetemen Dr. Paul G Higgins altal Illumina
MiSeq rendszerben, 250 bp paired-end (XXVII), vagy kereskedelmi szolgaltatdsként
(Novogene Company Limited, Hong Kong) lllumina HiSeq150 bp paired-end maddszerrel

tortént (XXVIII, XXIX). A readek 6sszerakasa contigokkd, mar sajat laboratériumunkban, a CLC
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Genomic Workbench v20.0 (QIAGEN Aarhus, Denmark) segitségével tértént. A contigokat a

faj ellendrzése céljabdl feltdltottiik a Pathogenwatch oldalra (https://pathogen.watch/), mig

a rezisztencia gének, illetve a plazmidok és azok inkompatibilitdsi csoportjainak azonositdsa

a ResFinder és PlasmidFinder oldalakon tortént (http://www.genomicepidemiology.org/).

K. pneumoniae torzsek esetén a Pathogenwatch oldalon a Kleborate programmal
azonositottuk a torzsek virulencia faktorait és tok tipusait kédolé génszakaszokat. A nyers
genom szekvendldsi adatok az European Nucleotid Archives (ENA) oldalara

(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home) keriltek feltdltésre a SeqSphere program

(Ridom) segitségével. Az ENA-ba feltdltott szekvencidk listajat az FUGGELEKBEN kozoljik.

A CTX-M-27 termelS E. coli ST131-H30 torzs teljes genom szekvendlasat és de novo
Osszedllitasat (XXI) egytttm(ikodé munkatarsaink végezték a Vienna Biocenter Core Facilities

GmbH-ban.
3.12. A TORZSEK TIPIZALASA

A makro restrikciés analizis sordn az A. baumannii torzsek genomjat Apa | 7, a
Stenotrophomonas maltophilia tdrzsekét 8, és a bélbaktériumokét >° Xba | restrikcids
enzimmel emésztettik. A keletkezett fragmentumokat pulzdlé mezejl gél elektroforézissel
(PFGE), CHEF Mapper (Biorad) apparatusban valasztottuk el egymdstdl az egyes csoportokra
leirt paraméterek alkalmazasdval. A mintazatokat GelCompar Il programmal (Applied Maths,
Belgium) analizaltuk. A torzsek Osszefliggésének mértékét az UPGMA fa létrehozasaval
abrazoltuk a Dice hasonldsagi koefficiens alapjan, 1.5%-os pozicionalis toleranciat
alkalmazva. Altaldban >80% hasonldsdg esetén tekintettik a tdrzseket egymdssal
potencidlisan 6sszefliggének. Egyes vizsgalatoknal a PFGE mintdk >90% hasonldsaga alapjan
alcsoportokat képeztiink, és az alcsoportokbdl valasztottunk minden, az alcsoportban
el6forduld karbapenem rezisztencia mechanizmust reprezentdld torzseket MLST vagy WGS
és cgMLST vizsgdlat céljara (XXVII, XXVIII, XXX). A S. maltophilia torzsek esetén (ll) e
hatarértékektél eltértiink: a mintdk szdmanak meghatdrozasakor a 290% hasonlésagot
vettik figyelembe, mig a jarvdnytani Osszefliggést >295% hasonldsag esetén tekintettik
valdszinlinek. A gélek kozotti 6sszehasonlithatdsagot javitandod a bélbaktériumok esetén a
molekula témeg marker (Lambda concatamer PF marker, NE Biolabs) mellett minden gélen
legalabb két ponton futtattuk a Salmonella Braenderup H9812 térzs Xba | enzimmel

emésztett mintait is.
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Esetenként (XX) a torzsek 6sszehasonlitasat repetitiv elem szekvencia alapti PCR mddszerrel

(rep PCR) végeztiik a DiversiLab rendszerben a Klebsiella kit-et alkalmazva (bioMerieux).

A torzsek multi-lIokusz szekvencia tipusdnak (MLST) meghatdrozdsat az irodalomban
fellelhetd standardok szerint végeztiik ugy A. baumannii **°, K. pneumoniae %, mint E. coli

162 asetén.

A torzsek WGS-alapu MLST-jének és core genom MLST-jének (cgMLST) meghatdrozasa,
illetve a minimalis feszit6 fa megrajzoldsa a SeqSphere+ programmal (Ridom) tértént. E. coli
esetén a torzseket egy clusterba tartozonak tekintettilk 210 nem azonos gén esetén, mig K.

pneumoniae esetén a hatarérték 215 gén volt.

Az E. coli térzsek filogenetikai tipusokba soroldsakor Clermont és mtsai médszerét kovettik

144

,,,,,

végezték a Johan Béla Orszagos Epidemioldgiai Intézetben (I).

3.13. STATISZTIKAI ANALIZIS

Kategdrikus valtozok két fliggetlen csoport kdzotti aranyanak 6sszehasonlitdsara, a csoportok
mintaszamatol fliggben a Pearson Chi négyzet, illetve Fisher’s exact tesztet alkalmaztuk.
Egyes esetekben (XI) a klénokon beliili hasonlésag torzité hatasat elkeriilendé az ezekben
szerepl§ torzsek adatait Ujra stlyoztuk a klén méretével forditottan aranyosan. Két csoport
kozotti folyamatos valtozdk Osszehasonlitdsara Student-féle kétmintds t tesztet, nem
normalis eloszlds esetén a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. A betegek kilonb6zd
paramétereinek az izolalt torzsek fajaval, illetve szekvencia tipusdval mutatott 6sszefliggéseit
egyvaltozds és tobbvaltozods logisztikai regresszids modellel analizaltuk (XXVIII). Az elemzések
altalaban a GraphPad Prism 6.07 programmal (GraphPad Inc), esetenként az SPSS program
19-es (XI), illetve 28-as verzidjaval (IBM) (XXVIII) torténtek.
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3.14. ETIKAI ENGEDELYEK

Minden vizsgalatunk olyan térzseken tortént, melyek vagy mar |étezs torzsgyljteményekbdl
szdrmaztak vagy a mintak a projektjeinkt6l fliggetlen klinikai, illetve jarvanytani indokkal
keriltek levételre. A vizsgdlatok soran csak a bekildé laboratérium altal kédolt, szdmunkra
»de-humanizalt” torzseket kaptunk, a rendelkezésiinkre all6 adatok alapjan a betegek nem
voltak azonosithatdak, igy kiilon etikai engedélyre altaldaban nem volt sziikség. Helyi igény
esetén a bekild6 laboratériumok szerezték be sajat hatdsagaiktdl a sziikséges etikai
engedélyeket (X1l - Research Ethics Committee of the Al Qassimi Hospital (REC-02012-03);
XX - Medical Ethics Committee of the Ministry of Health, Kuwait (288/MTT); XXIII - Dubai
Scientific Research Ethics Committee of Dubai Health Authority (DSREC-11); XXVIII - Dubai
Scientific Research Committee (DSREC-06/2018_08), Ministry of Health and Prevention
Research Ethics Committee (MOHP/REC-27/2018). A fenti kondiciok miatt az etikai engedély
aldl a UAE University Human Research Ethics Committee felmentést adott (ERH_20185790
FAZ/fa/1807E).
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4. EREDMENYEK

4.1. MULTIREZISZTENS ES ESBL TERMELO BELBAKTERIUMOK
VIZSGALATA

4.1.1. El6zmények

A 80-as évekt6l az ESBL termel6 bélbaktériumok az egyik legjelentGsebb terapids kihivast
jelentik 3. A 90-es évektSl az ESBL gének terjedése mdar nem csak a kdrhazi, elsésorban
extraintesztinalis kérképek esetén jelentettek problémat, de egyre inkdbb megjelentek a
kiilonb6z6 enterdlis kérokozok kozott is. A hasmenést okozd E. coli térzsek mindig is gondot
jelentettek a genus/faj-orientdlt diagnosztika szamara. Kozuluk is az egyik legtébb problémat
okozo csoport az enteroaggregativ E. coli (EAEC) nem pontosan definidlt virulencia faktorai,
igazolt kdrokozd képessége mellett gyakori tlinetmentes el6forduldsa, egyes teriileteken

magas prevalenciaja miatt 16416,

A typhoid és paratyphoid salmonella, illetve nem-typhoid salmonella fertézések esetén
fellépd extraintesztinalis komplikacidk soran hagyomdanyosan alkalmazott antibiotikumokkal
(pl. ampicillin, kloramfenikol, trimetoprim-szulfametoxazol) szembeni rezisztencia az
ezredforduld 6ta jelent6en megndvekedett a fejl6d6 orszagokban 6. Hasonlé tendencia volt
megfigyelhet§ a shigella infekciok esetén is, ahol a klasszikus, els6é valasztandd szer az
ampicillin és trimetoprim-szulfametoxazol mellett a nalidixsav volt **’. Ennek megfelel&en,
mindkét enteralis fert6zés esetén jelent6sen felértékel6dott a ciprofloxacin és a 3.
generdcids cefalosporinok jelentésége %8171, Fokozott haszndalatuk a vildg szdmos helyén
elvezetett a vellik szemben tapasztalt rezisztencia ndvekedéséhez, tobbek kozott olyan
régidkban, ahonnan szamos vendégmunkds érkezik az Obél-menti orszagokba, illetve
ahonnan a régiéba irdnyuld élelmiszer import jelentds része szarmazik 174, Ugyanakkor az
Arab-félszigetrdl ilyen irdanyu részletes adatok nem alltak rendelkezésre. Célunk ennek
potldsa volt, két, a régid északi és déli oldalan elhelyezked6 orszag, Kuvait és az EAE adatainak

osszehasonlitasaval.

Az ESBL termel6 torzsek altal okozott korhazi jarvanyok, a kezelés problémadi mellett, az

S
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kontrollja az izolatumok kozo6tti jarvanytani kapcsolatokat valdszindsité vagy kizaré tipizald
modszerek alkalmazdsa nélkil gyakorlatilag lehetetlen. Ilyen kapacitasok az EAE-ben az
allami jarvanylgyi szolgalat szamara nem alltak rendelkezésre, igy laboratériumunk 6rommel
tett eleget egy felkérésnek, hogy vegylink részt egy Abu Dhabi kdrhaz neonatoldgiai osztalyan

zajlé jarvany kivizsgalasaban, megfékezésében.

Az E. coli LPS mag (core) régidjanak 5 tipusa: R1, R2, R3, R4 és K-12 ismert 1>, Az ezredforduld
tdjékan, illetve azt megel6z6en végzett vizsgalatokbdl latszott, hogy ezek a klinikai
izoldatumok kozott nem egyforma aranyban fordulnak el6: az extraintesztindlis fert&zést
okozé torzsek donté tobbsége az R1 tipust hordozta, mig a K-12 a legritkabb, vagy masodik
legritkabb volt 142176178 Ezek a vizsgalatok azonban még abban az idében késziiltek miel6tt
elterjedtek a globalis, dltaldban fokozottan virulens, és/vagy fokozottan rezisztens un. ,high
risk” klénokba sorolhatd, gyakran ESBL termel§ torzsek. Vizsgdlataink sordn arra voltunk
kivancsiak, hogy milyen core tipusa van ezek egyik legjelentésebb képvisel6jének, az E. coli

ST131-nek.
4.1.2. Eredmények és megbeszélés
4.1.2.1. ESBL termelés elsé részletes leirdsa enteroaggregativ E. coli térzsekben (1)

Egy, a jelen disszertaciotdl fuggetlen, nem publikalt vizsgalatunk soran 2003 aprilisa és 2004
majusa kozott Al Ain varosdban 116 négy év alatti hasmenéses gyermek, tovabba 100
hasmenéses és 100 egészséges feln6tt székletét vizsgdltuk EAEC jelenlétére a virulencia
plazmidjukra specifikus PCR segitségével . A 44 azonositott EAEC torzs kozil 5 térzs (4
hasmenéses gyermekbdl, egy beteg felnSttbél) legalabb egy 3. generdcids cefalosporinnal
szemben rezisztens volt és E-teszttel vizsgdlva mindegyikiik ESBL termel&nek bizonyult. Az
0tbdl 4 esetben volt ismert, hogy a megel6z6 3 hénapban nem kaptak antibiotikumot és nem
hagytak el az EAE terlletét. A torzsek kozott PFGE mddszerrel rokonsagot nem lehetett
kimutatni, antibiotikum érzékenységik valtozatos volt. Szerotipusukat és PCR-ral kimutatott

virulencia génjeiket a 9. tablazat mutat;ja.
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9. tablazat ESBL termel6 enteroaggregativ E. coli torzsek

Torzs  Szerotipus* Genotipus Nem érzékeny

742 O90:HNT eagg, aagA, fyuA, irp2 AMP, AMC, TET, TRS, CHL, CIP, NAL, CTA
705 O153:HNT eagg, aagA, astA, AMP, AMC, TET, TRS, CHL, CIP, NAL, CTA
364 025:H4 eagg, fyuA, irp2 AMP, AMC, GEN, TRS, CHL, CIP, NAL, CTA
540 ONT:H21 eagg, aaf, fyuA, irp2 AMP, TET, TRS, CHL, NAL, CTA

971 O153:HNT eagg, fyuA, irp2 AMP, AMC, TET, TRS, CHL, CTA

* A szerotipus meghatdrozdst Dr. Herpay Mdria és Dr. Mag Tiinde végezték az Orszdgos
Epidemioldgiai K6zpontban (ma Nemzeti Népegészségligyi K6zpont)

Mind az 6t izoldtum hordozott blarem és blacrx-m géneket, utdbbi szekvenciadja a blacrx-m-1s
allélnak felelt meg. Az blacrx-m-15 gén el6tt elhelyezkedd 201 bp hosszu régié azonos volt a

| 179, azaz megtaldlhaté volt az ISEcp1 3’ vége egy jobb

legelsé ilyen allél esetén publikaltta
invertalt ismétl6dd szekvenciaval (IRR) és egy tentativ -10 és -35 TATA box-szal. A blarem és
blacrx-m géneket konjugacidval egy torzsbdl (971), tobb plazmid egyittes atvitele mellett,
sikertlt transzferalni E. coli J53s recipiensbe. E multi-plazmid recipiensbdl, illetve egy masik
torzsbdl (540) elektroporacidval sikerilt egy blarem €s blacrx-m-1s géneket kédold 95 kb-os
plazmidot atvinniink E. coli DH5a-ba, a nem béta-laktdm antibiotikumokkal szemben

mutatott rezisztencia ko-transzfere nélkul.

Harmadik generacios cefalosporin rezisztenciat EAEC torzsek kozott, a mechanizmus

180 jlletve a csoporton belil igazolt

feltarasa nélkil, ezt megel6z6en, csak Indidban irtak le
ESBL termelésrdl ezt megelSz6en csak egy lengyel nyelvii kbzlemény szamolt be a genetikai
hattér ismertetése nélkil 18, Ezek alapjan, legjobb tudomasunk szerint, ez az els6, a genetikai
hatteret is feltard leirdsa az ESBL termelésnek az enteroaggregativ E. coli patotipusban, és
egyben az elsé beszamold a blacrx.u.1s allél el6forduldsardl az Arab-félszigeten 8. Jelenleg az
ESBL termelés mar meglehet6sen elterjedt a hasmenést okozd E. coli, kiilondsen az EAEC, és
féleg a Kézel-Keletr8l importalt torzsek kozott 5182, Ennek jelentdsége, hogy jollehet a
harmadik generacids cefalosporinok csak korlatozottan jonnek széba a nem invaziv enterdlis
fert6zések kezelése sordn, e torzsek szerepet jatszhatnak a rezisztencia gének
terjesztésében. Megjegyzésre érdemesnek tartjuk, hogy a 2011-es, Eurdpa szdmos orszagat

érint6 hemorragias kolitisz/hemolitikus urémias jarvanyért felel6s E. coli 0104:H4

EHEC/EAEC hibrid tdrzs szintén blacrxm-15 ESBL termeld volt 183184,
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4.1.2.2. Multirezisztens és ESBL termel6 salmonella és shigella torzsek vizsgdlata (Il — V)

2003 és 2006 kozott Kuvaitban izolalt 287 (lll), illetve az ESBL projektben (1V) 284, és az EAE-
ban hasmenéses székletbdl kitenyészett 123 (lll és IV) salmonella torzset vizsgaltunk. A
vizsgalt shigella torzseket Kuvaitban 2003 aprilisa és 2005 majusa (n=42), az Emiratusokban
2003 januarja és 2004 decembere kozott (n=100) izolaltdk egyedi betegekbdl (V). Miutan
ekkorra mar t6bb adat azt jelezte, hogy a CLSI akkor érvényben |évé ciprofloxacin klinikai
hatarértékének (Erzékeny MIC<1 mg/L) (CLSI, 2005) alkalmazasa tdbb invaziv salmonella
fert6zés esetén vezetett terdpias sikertelenséghez %, a fenti hatarérték mellett a ,,csékkent
érzékenységet” 0,125 — 0,5 mg/L értékben definidltuk '#. MDR-nek akkor tekintettiink egy
torzset, ha >2 szerrel szemben mutatott rezisztenciat. Vizsgdltuk a torzsek kozott el6forduld
ESBL termelés gyakorisagat és annak genetikai hatterét is. Osszességében a Kuvaitbol
szdrmazo salmonella torzsek 9,8%-a, mig ez emiratusi izoldatumok 4.1%-a bizonyult MDR-nek.
Kuvaitban az invaziv tipusok (S. Typhi és Paratyphi) k6zott az arany 30% volt, mig az EAE-ben
egyetlen S. Typhi torzset taldltunk, az viszont MDR volt. Az MDR mintazatokat a 10. tablazat

mutatja.

10. tablazat MDR mintazatok és azok gyakorisaga az izolalt salmonella torzsek kdzott

Torzsek szama . Arany az I.\.IIDR torzsek
Salmonella (Kuvait/EAE) MDR mintazat .kozott (%)
Kuvait EAE

AMP, CTA, CUR, TRS 33,3 -

B csoport 6/0 AMP, CHL, TRS 50,0 -
AMP, CHL, CUR 16,7 -
AMP, CHL, GEN, TRS 0 50,0

C csoport 72 AMP, CHL, TRS 71,4 0
AMP, GEN, TRS 28,6 0
CUR, CHL, GEN 0 50,0
AMP, CTA, CUR, CIP, TRS 33,3 0

D csoport 3/2 AMI, AMP, CTA, CUR 0 100,0
AMP, CUR, CHL 33,3 0
AMP, CHL, TRS 33,3 0

2 2/0 AMP, CTA, CUR, CHL 50,0 -
AMP, CIP, TRS 50,0 -

S. Typhi 8/1 AMP, CHL, TRS 100,0 100,0

S. Paratyphi A vagy B 2/0 AMP, CHL, TRS 100,0 -

Jéllehet a ciprofloxacinra nem érzékeny torzsek aranya az érvényben lévé hatarérték alapjan

nem volt magas, jelent6s volt azon térzsek gyakorisdga, melyek a fenti ,csokkent
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érzékenységl” MIC értéket mutattak, és ez az arany az invaziv térzsek esetén >50% volt. A
nem-érzékenység és csokkent érzékenység tekintetében itt is sokkal stlyosabb volt a helyzet

Kuvaitban, mint az EAE-ban (11. tablazat).

11. tablazat A salmonella torzsek ciprofloxacin rezisztenciaja és csokkent érzékenysége

Torzsek Kuvait EAE
. Csokkent Csokkent
szama _ . . ) - - .
Salmonella . Nem érzékeny  érzékenység Nem érzékeny  érzékenység
(Kuvait/
(%) (%)
B csoport 79/24 2,5 16,5 0 0
C csoport 70/30 0 17,1 3,3 20,0
D csoport 58/39 1,7 13,8 0 51
Egyéb 34/29 2,9 2,9 0 3,4
Osszes nem invaziv = 247/122 1,6 14,2 0,8 7,4
S. Typhi 25/1 0 44,0 0 0
S. Paratyphi 15/0 0 66,7 X X
Osszes invaziv 40/1 0 52,5 0 0

* MIC>1mg/L® ** MIC 20,125- 0,5 mg/L %% x - ilyen kérokozé nem keriilt izoldldsra

A 407 salmonella torzsbdl azokat (n=116) teszteltiik ESBL termelésre, melyek barmely 3.
generacids cefalosporinnal szembeni MIC értéke >1 mg/L volt. Ezek kéziul 69 esetében (az
Osszes torzs 17,0%) sikerllt az ESBL termelést igazolni (17,6-%-ban az Osszes Kuvaitban
izolalt, mig 15,6% -ban az Emiratusokban izolalt térzseknél), mig az érték csak az invaziv
tipusokat tekintve 10,5% volt. A torzsek 25%-aban detektaltunk, az allél meghatdrozdsa
nélkil, blatem gént, és 14 torzsben blacrx.m gént, melyek szekvendlds soran mind blacrx-m-1s -
nek bizonyultak. A 14 blacrx-m-15s hordozd torzs esetén tizb6l az ISEcp1 szekvencia jelenlétét is
ki tudtuk mutatni. Makrorestrikcids analizissel a blacrxm-1s pozitiv torzsek kozal o6t S.
Typhimurium, illetve B csoportu izoldtum mutatott rokonsagot (PFGE hasonldsag >80% - az
adatok nincsenek dbrdzolva). A betegek valtozatos nemzetiségliek voltak, egyikik sem
szamolt be a betegséget megel6z6 6 hdnapban utazasrdl. E torzseket a 12. tablazatban

mutatjuk be.

A shigella torzsek megoszlasa a Kuvaitban 76.2% S. flexneri és 23.8% S. sonnei volt, mig az
Emiratusokban a fenti két faj (58% és 36%) mellett 2-2-2% -ban fordultak el6 S. dysenteriae,
S. boydii és nem azonostott Shigella spp torzsek. Kuvaitban a térzsek 50, mig az
Emiratusokban 39%-a volt MDR. Az izolatumok antibiotikum érzékenységét a 13. (. 34. old.),
mig leggyakoribb MDR mintazataikat a 14. tablazat mutatja. Jollehet az alkalmazott

hatdrértékek (MIC < 8 mg/L, ) szerint egyetlen térzs sem volt 3. generdacids
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cefalosporinokkal szemben rezisztens, azokat, melyek >1 mg/L értéket mutattak, fenotipusos
ESBL tesztnek vetettiik ala. Kozuluk négy torzs (1, 1,5, 2 és 2 mg/L cefotaxim MIC értékekkel)
volt pozitiv, azaz a klavulansav névelte a cefotaximmal és ceftazidimmel szemben mutatott
érzékenységet. PCR-rel egyikiik esetén sem sikeriilt TEM, SHV vagy CTX-M tipusu ESBL gént

kimutatni.

12. tablazat A CTX-M-15 termels salmonella torzsek

Torzs Csoport Orszag Datum ESBL ISEcp1 Nemzetiség
K16* S. Typhimurium Kuvait 2003-06-17 CTX-M-15, TEM + NK** Arab
K147  S. Typhimurium Kuvait 2004-05-11 CTX-M-15, TEM + NK Arab
K152 S Typhimurium  Kuvait 2004-05-18 CTX-M-15, TEM + NK Arab
K180 S. Enteritidis Kuvait 2004-06-28 CTX-M-15, TEM - NK Arab
K181  S. Typhi Kuvait 2004-06-28 CTX-M-15, TEM - Indiai
K205  Salmonella sp. Kuvait 2004-08-02 CTX-M-15 + NK Arab
K235 B csoport Kuvait 2004-10-09 CTX-M-15 + Pakisztani
K236 B csoport Kuvait 2004-10-11 CTX-M-15 + NK Arab
K237 B csoport Kuvait 2004-10-12 CTX-M-15, TEM + NK Arab
K238  S. Typhi Kuvait 2004-10-12 CTX-M-15, TEM - Indiai
K247  C2 csoport Kuvait 2004-11-02 CTX-M-15, TEM + NK Arab
K270 S. Typhimurium  Kuvait 2005-05-09 CTX-M-15 + NK Arab
K286 B csoport Kuvait 2005-06-13 CTX-M-15 - NK Arab
u3s C csoport EAE 2003-11-24 CTX-M-15, TEM + Indiai

* Avastag szedés az egymdssal PFGE hasonldsdgot (>80%) mutato torzseket jelzi.
**  NK-nem kuvaiti

A salmonella és shigella torzsekre vonatkozd adataink azt mutatjak, hogy gyakorlatilag az
Osszes vizsgalt paramétert tekintve a salmonella térzsek antibiotikum rezisztencidja
magasabb foku Kuvaitban, mint az EAE-ban, mely jelenségre kielégit6 magyarazat nem all

rendelkezésiinkre. A kuvaiti adatokat korabbi vizsgélatokéival ésszehasonlitva '8

jelentds
rezisztencia novekedés volt megfigyelhetd, ami kilondsen a fluorokinolonok és 3. generacids
cefalosporinok esetén ad okot aggodalomra. Bar a ciprofloxacin rezisztencia az akkor
érvényben |évS Utmutatd szerint 7 nemzetkdzi 6sszehasonlitdésban nem volt kiugré ¥4, az
abban az id6ben még érzékenynek tekintett tartomanyba (MIC 0,125 — 0,5 mg/L) tartozé
torzsek magas ardnya aggasztd, hiszen itt a szer alkalmazasa kdnnyen vezethet a kezelés

sikertelenséghez . Megjegyezziik, hogy azéta Ugy a CLSI, mint az EUCAST az érzékenység

klinikai hatarértéket salmonellak esetén jelentGsen csokkentette.
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13.tablazat A shigella torzsek antibiotikum érzékenysége
. Rezisztencia (%)
Antibiotikum Kuvalt ERE
AMP 50,0 50,0
AMC 0 22,0
PIT 0 0
CUR 0 0
CTR 0 0
CTA 0 0
MER 0 0
IMI 0 0
GEN 26,2 6,0
AMI 0.0 0
CHL 50,0 36,0
CIP 0 0
TET 76,2 98,0
TIG 0 0
TRS 73,8 92,0

14. tablazat A shigella térzsek MDR mintdzatai

MDR minta Mlnta. gyakorisag (%)
Kuvait EAE
AMP, CHL, TET 0 3,0
AMP, TRS, TET 0 8,0
AMP, CHL, TRS, TET 26,2 13,0
AMP, TRS, AMC, TET 0 3,0
AMP, CHL, AMC, TET 0 2,0
AMP, CHL, TRS, AMC, TET 0 8,0
AMP, CHL, GEN, TRS, TET 23,8 0
AMP, CHL, GEN, TRS, AMC, TET 0 2,0

ESBL termel§ salmonella torzsek ardnya, els6sorban Kuvaitban, nemzetkozi
0sszehasonlitasban is kiemelked6en magas volt. Bar kordbban salmonelldk esetén kiilénb6z6

CTX-M allélokat vildgszerte, igy Magyarorszdgon is detektdltak °!%°, gy tudjuk,

vizsgélataink idejéig CTX-M-15 allélt a fajban csak néhény, sporadikus esetben irtdk le 192192,
Ezzel szemben az altalunk leirt 14-b6l 5 eset a makro-restrikciés mintak alapjan, az
izolatumok jelentds idGbeli eltérése ellenére, feltehetéen jarvanytani kapcsolatban allt
egymassal. Sajnos a rendelkezésiinkre all6 korlatozott adatok nem tették lehetévé egy
esetleges kozos forras felderitését. Mindenesetre figyelemre méltd, hogy bar minden beteg
kilfoldi vendégmunkas volt, a betegséget megel6z6 6 hdnapban nem hagytak el Kuvaitot,
illetve az egy beteg az Emirdtusokat. Osszefoglalva, a csékkent ciprofloxacin érzékenységet

mutatd, illetve ESBL termeld térzsek magas aranya hozzajarulhat ahhoz, hogy nemzetkozi

Osszehasonlitdsban a Kozel-Keletrél hazatéré utazék kiemelkedéen magas aranyban
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kolonizaltak ilyen salmonellakkal, illetve bélbaktériumokkal *3. A két orszigban, Ugy a
gasztroenteritisz, mint az invaziv a salmonella fert6zések, kozegészséglgyi jelent&ségiikon
tul a torzsek kezelési lehetGségeket is befolydsold, egyre fokozédd antibiotikum
rezisztencidja miatt ma madr terapias problémat is jelentenek, mely csak a folyamatos, a

torzsek molekuldris tipizaldsat is magaban foglald jarvanylgyi ellenérzéssel kontrollalhaté.

Shigella torzsek esetén a hagyomanyos els6 vonalbéli szerekkel, els6sorban ampicillinnel és
trimetoprim-szulfametoxazollal szemben mutatott magas foku rezisztenciat taldltunk:
mindkét orszagban a leggyakoribb MDR mintdk tartalmaztak az e két szerrel szembeni
rezisztenciat (14. tablazat). Ugyanakkor a ciprofloxacin, a 3. generacids cefalosporinok és az
akkori kozelmultban mindkét orszdgban bevezetésre kerlilt tigeciklin esetén teljes in vitro
hatékonysagot észleltlink. Egy esetleges A osztdlyd ESBL jelenlétére utalé, az enzim
gatolhatdsdgan alapuld tesztekkel néhany olyan torzs esetén kaptunk pozitiv reakciét,
melyek az akkori hatdrértékek alapjan még 3. generdcidos cefalosporinokkal szemben
egyértelmien érzékenynek mindGsiiltek és ezekben a térzsekben nem tudtuk kimutatni a
leggyakoribb ESBL gének jelenlétét sem. Bar tovdbbi adatok hidnyaban sem kizarni, sem
megerdsiteni nem tudjuk a harom f6 ESBL tipustdl eltéré enzim jelenlétét, megjegyzendd,
hogy a torzsek némelyikénél mért 2 mg/L-es cefotaxim MIC érték a jelenlegi CLSI rendszerben

mar ,intermedier”, mig EUCAST -nal mar rezisztens tartomanyba esik.
4.1.2.3. ESBL termel6 K. pneumoniae jarvdny egy ujsziilétt intenziv osztdlyon (VII)

Az Abu Dhabi Corniche Hospital egy 235 agyas szllészeti-négydgyaszati-neonatoldgiai
intézmény, 42 4gyas Ujsziilétt Intenziv osztallyal, melynek szakmai iranyitasat a Johns
Hopkins International latta el. 2011 tavaszan 2 Gjsziilétt halt meg az Ujsziilétt Intenziv
osztalyon szepszis tiinetei kdzott, melyet korabbi dllapotuk nem magyarazott. Mindkett&jiik
vérébdl ESBL termel6 K. pneumoniae-t izoldltak. A kérhaz vezet8sége kiterjedt korhaz
higiénés és mikrobioldgiai vizsgalatokat rendelt el, melynek koordinaldsat a baltimoori Johns
Hopkins University-rél érkezett szakemberek végezték. Minket azzal a kéréssel kerestek meg,

hogy az izolatumok molekularis vizsgalatat és 6sszehasonlitasat elvégezziik.
Az 6sszesen 13 hetes periddusban 26 beteghdl izolaltak ESBL termeld K. pneumoniae torzset.

A korabbi mikrobioldgiai leleteket végig nézve az elsé izolatumot megel6z6 négy honapban

még 5 tovabbi esetet sikeriilt azonositani a hasonlé rezisztencia minta (3. és 4. generacios
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cefalosporinokra és gentamicinre rezisztens) alapjan. Azt megel6z6en, a 2010-es évben ilyen
izolatum nem fordult el8. Az 6sszesen 31 izolatum koziil 10 szarmazott klinikai fert6zésbdl (1
meningitis, 7 véraram fertG6zés, 1 VAP és 1 intraabdominalis talyog), amik kozil 6 Gjszulott
elhunyt, 6t esetben igazolhatdéan a fert6zés kovetkeztében. 26 ESBL termel6 torzset és
tovabbi harom, azonos id6periédusban izolalt nem ESBL termel6 torzset vizsgdltunk. A

torzsek PFGE mintdjat a 3. abra mutatja.

Huszonkét torzs egyértelmlen egy csoportot alkotott, mig négy ESBL termel6, és harom
ESBL-t nem-termelG torzs a csoporton kivil helyezkedett el. A kép alapjan igazolni tudtuk,
hogy a 22 izolatum kozott jarvanytani kapcsolat valdszintsithets. A csoportban egy torzs
esetén igazoltuk, hogy a termelt ESBL CTX-M-15 tipusu volt, csakugy, mint a csoporton kiviili
két torzs esetén. Egy tovabbi, a csoporttdl fliggetlen izolatum CTX-M-3-at, egy pedig allél

szintig nem azonositott CTX-M enzimet termelt.

3. abra A vizsgalt K. pneumoniae térzsek makrorestrikicios mintai

[P p———
vioe proe

B coR1 NenESBL

S com sl o
COR27 ESBL CTX-M-15
COR15 ESBL CTX-M
coRte ESBL  CTeM
Cor17 ESBL CTX-M
coRp ESBL  CneM
cort9 EsBL  CTeM
CORZ3 ESBL CTX-M
Cor22 ESBL CTX-M
CorR21 ESBL CT*-M
CORA ESBL CTX-M
COR2% ESBL CTX-M-15 $T348

B com EseL oM

) % 8 corz  EsBL CTXM

q 2 B cors  EseL oM

K 4 i cors ESBL XM

W 3 Bl cor? ESBL cTM
coRs  ESBL CeM

CORM4 ESBL CTXM

N cora EseL CTXM
§ cors  EsBL CTM

IRIRIEE | ko e CTXM

— | RN REES 1 i)
1 / 3 ! ! Bt

A piros keret az egymdssal jelentds (>90%) hasonlésdgot mutato
térzseket jeldli

W ————
T

A csoport tagjaira jellemzd rezisztencia minta az AMC, CTZ, CTR, CTA, CPO, CIP, GEN volt. Egy
torzs ezen felll rezisztens volt ertapenemre, de sem fenotipusos teszttel, sem az 6t gyakori
karbapenemdz gént megcélzé PCR teszttel karbapenemaz jelenlétét igazolni nem sikerilt. A
cluster tagjai az ST348 tipusba tartoztak (az eredeti publikdcidban (VII) a szekvencia tipus

nem szerepelt).
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Jollehet a fertGzés forrasat nem sikerilt felderiteni, a kiterjedt infekcié kontroll
intézkedéseknek koszonhetben az els6 eset felismerését kovets 13. hét utan ESBL termeld K.

pneumoniae nem keriilt izolalasra (4. abra)

4. abra Klinikai esetek és kolonizaltak szamanak alakulasa

16 —
Az index eset 1
14 - észlelésének hete

12 fertézétt

10 - kolonizalt

Fertézések és kolonizdlt esetszamok

O—7—71 71 [ | 1 1 | T 1

Két hetesidd intervallumok

Az ezredfordulé utdni elsé évtized végére egyre nyilvanvalébbd valt, hogy a MDR
bélbaktériumok fokozéddd szerepet jatszanak kérhdzi fert6zések okozoiként °41%5, Az
Ujsziilott intenziv osztalyok e tekintetben kitlintetett helyzetben vannak, tekintve az érintett
populécid rendkiviil érzékeny voltat 1. Az altalunk vizsgélt jarvany rendkiviil agressziv volt,
a csak kolonizalt:beteg ardny 21:10 volt. Vizsgalatainkkal igazolni tudtuk, hogy az esetek
donté tobbsége (22 izoldtum, minden beteg és 12 kolonizalt) egy CTX-M-15-6t termel6 MDR
K. pneumoniae torzs altal okozott fertézésnek volt tulajdonithatd. Adataink tovabb erdsitik,
hogy a régidban, a vildg szamos mas pontjdhoz hasonldan, a CTX-M-15 az egyik, ha nem a

61,197

leggyakrabban el6forduld ESBL tipus

MegjegyzendS, hogy bar a kozleménybe (VII) a szekvencia tipus (ST348) nem keriilt
publikdldsra, ezt kovet6en szamos jarvanyban, ideértve Ujszll6tt osztdlyokon zajld
jérvanyokat, is irtak le ESBL vagy/és karbapenemdz termel8 ST348 térzseket 198199
Ismereteink szerint ez volt az elsé eset az Emiratusokban, hogy egy bakteridlis jarvany

kovetésére molekuldris tipizalé eljarast hasznaltak.

e ses

XX1)

2008 majusa és 2009 aprilisa kozott az Al Ain-i Tawam korhazban izolalt 121 ESBL termeld és

109 ESBL-t nem termel§ vizelet izolatumot vizsgaltunk a kiilonb6z6 core tipusokra fajlagos
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PCR mddszerrel *2, Eredményeink szerint az ESBL-t nem termel8 térzsek kdzdtt a core-tipus
megoszlas gyakorlatilag megegyezett a kordbbi, klinikai mintakbdl szdrmazé izoldtumok
esetén tapasztaltakkal. Azonban az ESBL termel6knél egészen mas eloszlast tapasztaltunk,
amit elsésorban a K-12 core tipusu torzsek megszaporoddsa okozott (15. tablazat). Az 54, K-
12 maggal rendelkezd, ESBL termeld torzsbél 52 targylemez agglutinacidval, illetve az rfboassy
génre specifikus PCR -ral O25b szerocsoportunak bizonyult. Ezek a torzsek mind a B2
filogenetikai csoportba tartoztak 2%. Kizérandd a jelenség korlatozott féldrajzi el6forduldsét,
megvizsgdltuk 10 magyarorszagi extraintesztindlis fert6zésekbdl szarmazd, szintén 025b
és 10 magyar torzs PFGE mintazata valtozatos volt: a =80 % hasonldsagi hatarérték alapjan
a torzsek 18 pulzotipusba voltak sorolhatdak. Koziliik, minden tipus reprezentdnsaibdl

valogatva 24 torzs esetén igazoltuk, hogy mindegyikiik az ST131 szekvencia tipusba tartozik.

15. tablazat A kilonboz6 LPS mag tipusok el6fordulasa kordbbi vizsgdlatokban és
sajat munkdank soran

LPS mag tipus (%)
Vizsgalat (ref.) Minta
R1 R2 R3 R4 K-12
Vér 61,0 7,0 15,0 - -
177 Vizelet 81,0 5,0 5,0 - -
Széklet 52,0 19,0 10,0 - -
Korabbi 176 Vér 68,0 6,5 8,7 5,1 3,2
vizsgalatok 142 ECOR 69,4 11,1 11,1 28 5,6
Emberi széklet 63,0 150 4,0 14,0 4,0
178
Szarvasmarha 490 11,0 11,0 250 4,0
széklet
ESBL t(ir_lelc; 0125 174 91 91 198 446
Jelen vizsgélat ESBL-t nem termeld
-tnemtermelo o33 101 156 7,3 37
térzs (n=109)

Egy torzs (#81009) core-t kddold waa régidjat, mely tartalmazta a 15 K-12 core gént 17>, teljes
hosszdban (>16 kb) megszekvenaltuk. A gének kiterjedt homologitast mutattak a K-12
prototipus torzs (E. coliMG1655), illetve ST131 torzsek hasonld szekvencidival. A 16. tablazat
(1. 40. old.) a Waa fehérjék, részint ST131 torzsek, részint kiilonbo6zé core tipusok prototipusai
esetén a szekvencidkbol szarmaztatott aminosav sorrendjét hasonlitja a #81009 torzs estén
taldltakhoz. A K-12 core tipus torzs (MG1655) esetén minden gén aminosav sorrendje (a

waaQ gén kivételével) >90%-ban egyezett a #81009 torzs peptidjeinek szarmaztatott
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szerkezetével és gyakorlatilag teljes azonossag volt ismert ST131 torzsek Waa fehérjéinek

szerkezetével.

A #81009 torzs genomjat, teljes genom szekvendlds utdn az Arsanis Bioscience GmbH
munkatarsaival egylitt, de novo 6sszeallitottuk. A torzs kromoszémaja 5,012,084 bp méretd
(GenBank CP021179.1) és egy 135,720 bp méretl plazmidot (pEC-81009) (GenBank
CP021180) tartalmaz. A pEC-81009 plazmid az IncFlI-FIA-FIB inkompatibilitdsi csoportba
tartozott és toxin/antitoxin rendszer (Phd/Doc, CcdBA, Kid/Kis) génjei mellett szdmos

rezisztencia gént (aadA5, strA, strB, sull, sul2, tetA, mphA, dfrA17, blacrx-m-27) hordozott.

A kromoszédma szamos adhezin (upaB, crl, csgA, fimH, iha), biofilm képzéshez sziikséges
(bscA, agn43, F9 fimbria), szérum rezisztencia (iss, gad) és toxin gént (senB, sat) tartalmazott.
A torzs a fimH génnek a H30 alléljat hordozta, és a kromoszémajan azonosithaté volt egy, a

H30 szubklén C1-M27 alcsoportjara (clade) fajlagos, 2°* 11.8 kb hosszusagu szakasz (M27PP1).

39



ov

16. tablazat

asonnevend 117 23

Torzs GenBank No Tulajdon- A #81009 torzshoz® hasonlitott % -os amindsav azonossag az egyes gének termékei esetén
’ sag WaaD WaaF WaaC Waal WaalU WaaZ WaaY WaaR Waal WaaB WaaS WaaP WaaG WaaQ WaaA
NA114 CP002757 025 100 100 100 * ** ** ** ** ** ** * 100 100 100 100
ST131

EC958 CAFLO1000107 025 -

CAFLO1000108  ST131 100 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100
SELS AP009378.1 ;)1_115301H5 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99 100 100 100 100 100
MG1655 U00096.2 K-12 core 99 99 99 98 95 95 98 96 97 93 95 90 91 71 100
CFTO073 AE014075.1 R1 core 100 99 94 24 ** ** 52 39 50 ** ** 92 100 99 100
F632 AF019375 R2 core < < < s s 85 91 88 86 92 ** 86 89 71 *
042 FN554766.1 R3 core 100 99 93 ** *k ** 54 38 51 *x *x 92 99 99 99
F2513 AF019746 R4 core < < < 24 S e 52 40 49 S e 92 99 99 *

& GenBank JQ241150; * Kodolo szekvencia (CDS) nem, vagy csak részlegesen dll rendelkezésre; ** A gén nincs jelen
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Vizsgélataink igazoltdk, hogy a globalisan kiemelked&en sikeres E. coli ST131 kldn 2°2 LPS mag
tipusa a klinikai esetekbdl szarmazd torzsek kozott korabban csak ritkan el6forduld K-12
tipusnak felel meg. Ez felveti a kérdést, hogy ez kdzrejatszhatott-e a kldn terjedésében? Tény,
hogy noha a core az LPS mélyebb régidjaban helyezkedik el 2%, ellene a szervezetben
antitestek termel6dnek, és ezek fajlagossdganak populacion beliili eloszlasa megfelelt a
kordbban taldlt mag tipus eloszldsnak 78, Kordbban felvetették a mag-ellenes antitestek
szerepét olyan fert6zések megel6zésében, mint az E. coli 0157 altal kivaltott enterdlis
infekciok 2°* és kiilénb6z8 kisérletes rendszerekben szintén felmeriilt, hogy az LPS mag-
ellenes immunités rendelkezhet protektiv szereppel 2°52%°, Mindemellett a kérdés, hogy a
korabban ritkan elé6forduld anti-K-12 mag ellenes antitestek hidnya utat nyithatott-e egy ilyen
klon terjedésének, a jelen eredményeink alapjan csak felvethet6, de nem megvdélaszolhatd.
Ugy gondoljuk, e tekintetben figyelemre mélté azon, eleddig nem publikalt megfigyelésiink,
miszerint egyéb sikeres klénok is gyakran hordoznak korabban ritkan el6fordulé mag
tipusokat, pl. az ST38, ST405 és ST648 kldnok az R4 mag tipust 2. Jelenleg nem &llnak
rendelkezésre adatok, hogy a terjed6 0j globdlis kldnok megvaltoztattdk-e az LPS mag-
ellenes antitestek eloszldsat. Ugy gondoljuk, eredményeink jelentSségét tovabb
hangsulyozza az a tény, hogy az utdbbi id6ben az eredetileg ESBL termelS ST131 klon egyre
gyakrabban szerepel karbapenemazokat termeld, s6t kolisztin rezisztens fert6z6 agensként

is 211-
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4.2. MULTIREZISZTENS NEM FERMENTALO GRAM NEGATIV
BAKTERIUMOK VIZSGALATA

4.2.1 El6zmények

Az Un. ,,nem fermentdlé” Gram-negativ baktériumok alkalmazkoddképességiik, természetes
rezisztencidajuk és szerzett rezisztencidra vald hajlamuk miatt egyre novekvé problémat
jelentd opportunista kdrokozdk 212, A legjelent8sebb genusok a Pseudomonas, Burkholderia,
Stenotrophomonas és Acinetobacter koziil az utdbbi kettd képviselGivel kapcsolatban volt
moédunk vizsgdlatokat végezni. A S. maltophilia, amellett, hogy gyakran kolonizilja a
kérhazban fekvéket, a kérhazi ferté6zéseknek, sét jarvanyoknak egyre gyakoribb okozédja
213214 Opportunista kérokozoként a fert8zések els6sorban lélegeztetettek, centrdlis vénas
katéterezettek, neutropenias betegek, rosszindulatl betegségben szenveddk, kiilonosen
citotoxikus kezelésben részesiil6k kozott gyakori 214, A fert6zések kezelése azért is jelent nagy
kihivast, mert a S. maltophilia még a nem fermentald csoporton belll is kirivéan sok

antibiotikummal szemben mutat természetes rezisztenciat 2*31°,

Az EAE-ban korabban a S. maltophilia altal okozott kérhazi fert6zések tekintetében atfogd
vizsgalatok nem torténtek. A Tawam kdrhaz, Al Ain varosaban, Abu Dhabi emiratusban egy
kb. 400 4gyas, harmas ellatasi szintl kérhdz, mely vizsgdlatunk idején az EAE els6szamu
onkoldgiai kbzpontja volt. Kordbbi, gyermek-onkoldgiai betegek kozott végzett vizsgalatokbdl
ismert volt, hogy ebben a populdcidban a véraram fert6zések 1,5%-at (az ilyen fert6zésekben
szereplé Gram negativok 4,4%-at) S. maltophilia okozza >*. Célunk annak tisztazasa volt, hogy
a 2000-2003-as id6szakban a kérhazban el6forduld S. maltophilia véraram fert6zések
egymassal jarvanytanilag kapcsolatba hozhatd, vagy elsésorban sporadikus eseteket

jelentenek-e.

Az utdbbi évtizedek talan legjelentGsebb Uj, ,emerging” opportunista kdrokozdja, az A.
baumannii 2**. Szdmos tulajdonsdga mellett, melyek valtozatos kdrhazi és kérhdzon kiviili
kornyezetben teszik lehet6vé megtelepedését, egyik legfontosabb ismérve a
multirezisztenciara vald hajlam 217218, Legjellegzetesebb béta-laktamdzai az OXA csoportbdl
keriilnek ki 21°. Miutan e csoport tagjai, bar egyesek akdr a karbapenemeket is hidrolizaljak,
relative gyenge aktivitdst mutatnak cefalosporinokkal szemben, az A. baumannii térzsek

utdbbi csoporttal szembeni rezisztencidjat nem ritkan kiilonb6z6 cefalosporindzok okozzak.
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A leggyakoribb ilyen enzimek AmpC tipusu béta-laktamazok, féleg az ADC (Acinetobacter-
derived cephalosporinase) 229221, A kézelmultban egy Gj, az A osztdlyba tartozd, széles
hatasspektrummal rendelkez6 cefalosporinazt azonositottak a fajban. A blaper; gén
kromoszémalisan, az ISCR1 csalddba tartozd 1 osztalyu integronon beliil helyezkedett el 222,

Vizsgalatainkban plazmidon torténd lokalizaciéjanak lehetGségét tanulmanyoztuk.

A 2000-es évek els6 évtizedének végére valt ismertté, hogy a kezdetben bélbaktériumokban
leirt NDM-1 karbapenemaz altaldban plazmidon elhelyezkedd génje az Enterobacterales
csaladon kiviil egyéb fajokra is, igy nem fermentalé Gram-negativ speciesekre is atterjedhet
223 Vizsgalataink idején mar A. baumannii-ban is tébb izben leirtdk az NDM-1 termelését 22+
226 2011-ben az eredeti enzimnek egy uj allélja (NDM-2) is e fajban keriilt felismerésre
Németorszagban, egy olyan betegben, aki korabban Egyiptomban részesiilt korhazi

227

kezelésben “*/. Ez késztetett minket arra, hogy e gén jelenlétét vizsgaljuk Abu Dhabi

kérhazakban izolalt karbapenem rezisztens A. baumannii térzsekben.

A kétezres évek elsé évtizedének végére a MDR Gram-negativ korokozék, igy az A. baumannii
térzsek is mar nagyon nagy problémat jelentettek a régid kérhdzaiban #3. Bar Kuvaitban
torténtek mar kisérletek a kilonb6z6 kérhazakban prevalens A. baumannii torzsek
tipizalasara 228%2° az EAE-ban, és tébb mas régid béli orszagban a vizsgdlatok, Nyugat-Eurdpai
laboratériumokba kiildott torzsek vizsgalata révén, f6leg a torzsek béta-laktamaz tipusainak
meghatédrozasat céloztak #7920 Ennek megfelelen nem &lltak rendelkezésre adatok arrdl,
hogy a helyi kérhazakban izoldlt térzsek sporadikusak vagy egyes tipusok halmozottan
fordulnak-e el6, esetleg felmeril-e a kérhazak kozotti torzs-atvitel lehet8sége. Vizsgalataink

soran e kérdésekre kerestiik a valaszt.

Az A. baumannii sikeresen képes tulélni kiillénbdz8 kdrhazi kdrnyezetekben 231232 jlletve
jelentds ellendllast mutathat kiillénbdz8 fertétlenits szerekkel szemben 23, Mindez felveti
annak lehet6ségét, hogy a korhazi fert6zések egy részének kozvetlen forrasa a kérhazi
éllettelen kornyezet, a kontaminalt targyak lennének. Egy 335 agyas, Szaudi Ardbia Keleti
osztalyain azt vizsgaltuk, hogy a 2014 januarja soradn kornyezeti mintakbdl izolalt karbapenem
rezisztens A. baumannii (CRAb) torzsek tipusukat tekintve mutatnak-e azonossagot az

ugyanazon id6 alatt a betegekbdl izolalt torzsekkel.
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4.2.2. Eredmények és megbeszélés

4.2.2.1. Vérdram fert6zést okozd Stenotrophomonas maltophilia térzsek vizsgdlata egy

harmas ellatdsi szintd korhdzban ()

2000 és 2003 kozott a Tawam Kérhazban 6sszesen 25 S. maltophilia véraram fert6zés fordult
el6. A mintak 18 esetben feln6tt, és 7 esetben gyermek betegt6l szarmaztak. A részletes
vizsgalatok minden esetben igazoltdk, hogy kérhazban szerzett fert6zésrél volt sz6, melyek a
kérhdz 6 osztalydn fordultak el6. A klinikai adatok alapjan minden beteg
immunkompromittaltnak minésiilt, 19-en onkoldgia betegek voltak. A fert6zés forrasaként
22 esetben ér-katéter szerepelt. Kilenc fert6zés esetén a S. maltophilia mellett egy vagy tobb
mds potencidlis kérokozot is izoladltunk: 3-3 esetben P. aeruginosa, Acinetobacter sp., 2-2
esetben Klebsiella sp, Enterobacter sp, illetve koaguldaz negativ Staphylococcus, mig 1-1
esetben Bacillus sp. és Kluyvera sp. fordult el6. A betegek kozott két haldleset tortént a
véraram fert6zést kovet6 7 napon belil, de egyik sem volt kdzvetlenil a S. maltophilia

fert6zésnek tulajdonithatd.

21 t6rzs allt rendelkezésre PFGE céljara. A torzsek 6sszesen 16 elkllonitheté mintat mutattak,
és harom jol elkilonllé csoport (cluster) volt felismerhetd (5. dbra, A-C). A harom >95%
hasonldsagot mutaté clusterbdl kettd (5. abra, A és C) azonos betegekbél szarmazo mintakat
tartalmazott, a C esetén a mintak 8 hénap id6tartamot oleltek fel. A B csoport két torzse
eltérd idében, két kiillonb6z6 osztalyrdl, két kilonb6z6 beteghdl szarmazott, azaz a torzsek

dont6 tobbsége sporadikus izoldtum volt.
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5. dbra Stenotrophomonas maltophilia torzsek PFGE mintai
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A szaggatott piros vonal a 290%, a kék a 295% hasonldsdgi hatdrt
mutatja. A fekete négyzetek a clustereket hatdroljdk.
* A cluster tagjai azonos betegbdl lettek izoldlva

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Tawam Kérhazban a S. maltopihilia véraram fert&zések a
vizsgalt id6pontban kizarélag immunkomprommitdlt, altaldban onkoldgiai, ér-katéterrel
rendelkezé betegeknél fordultak el6. Annak ellenére, hogy a faj korhazi jarvanyokat okozni
képes kérokozé 23, a vizsgélt id6szakban kérhdzunkban, egy, nagyfoku hasonldsagot mutatd
torzs-partdl eltekintve (5. dbra, B) az izolatumok sporadikusak voltak. Fenti par esetén a
vizsgalatok nem tudtdk az esetleges atvitel mddjat vagy egy lehetséges kozos forrast
felderiteni. Az alkalmazott tipizalasi mdodszert, azaz azt, hogy valdban Osszefiiggé torzsek
esetén a mintdk kozel azonosak, validalta az a megfigyelés, hogy az azonos betegbdl 4

hénapon keresztiil izolalt torzsek egy clustert (C) képeztek.

A régidban, bar a S. maltophilia fert6zések egyre fokozédd gondot jelentenek, az e témaban

folytatott vizsgdlatok sordn tipizalasi prébdlkozdsok nem torténtek, igy jarvanyok
eléforduldsardl nem tudunk 2529 Véleményiink szerint, még ha jelen eredményeink e
tekintetben negativ eredményt szolgdltattak is, miutdn a S. maltophilia ismert jarvanyokat

kivaltani képes kérokozo, és egy fert6z6 agens sporadikus vagy jarvanyos halmozéddsa eltérd
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infekcid kontroll intézkedéseket igényel, a molekularis tipizalason alapuld vizsgalatok

elengedhetetlen részei kell, hogy legyenek egy kdérhazban folytatott jarvanyligyi munkdanak.
4.2.2.2. Plazmidon elhelyezkedd blaper.7 gén ceftazidim rezisztens A. baumannii-ban (VI)

Munkank soran egy 6 éves gyermek légcsé mintdjabol 4 hénap idSeltéréssel izolalt két A.
baumannii térzs (NM55 és NM128) karbapenem rezisztens, PCR-ral blaper pozitiv tagjaban
(NM55) vizsgdltuk, hogy hol és milyen kérnyezetben helyezkedik el a gén. A két izolatum
(NM55 és NM128) PFGE mintdja azonos volt, mindketté rezisztens volt imipenemre,
meropenemre, cefotetanra, aztreonamra, cefoperazonra, cefepimre, cefotaximra,
cefpodoximra és kloramfenikolra, mig ceftazidimmel és rifampicinnel szemben csak az NM55
mutatott rezisztencidt. Mindkét torzs hordozta a blaoxa-si-szerd, blaanc-26, blaoxa-23 géneket. A
blaapc-26 gén el6tt egyik torzsben sem volt semmilyen IS elem kimutathatd, mig a blaoxa-23 gén
el6tt megtalalhato volt mindkettében az ISAbal. A blaper gént megcélzd PCR-ral csak a NM55
torzs adott pozitiv reakcidt. Szekvencidjdnak meghatarozasa alapjan a gén a blaper-7 allélnak
felelt meg (GenBank AEI54993.1).

199 mindkét torzs hordozott egy

A hagyomanyos plazmid-kivonas és gél elektroforézis alapjan
nagy, >154 kb plazmidot (6. abra, A). A blaper7 prébaval végzett Southern blot analizis a gén
jelenlétét csak az NM55 torzs plazmidjan igazolta (6. dbra, B). A plazmidok pontosabb méret-
meghatdrozasa S1 nukledz emésztést 52153 kovetSen azt mutatta, hogy az NM55 térzs
plazmidja >200 kb, mig az NM128 térzsben egy ~180 kb plazmid taldlhatd. Az NM55 torzsbdl
a plazmidot ismételt, valtozatos koriilmények kozott végzett konjugacids kisérletek sordn

sem sikerult atvinni kiilonb6z6 recipiensekbe.

A blaper7 gén kornyezetét megszekvendlva kiderilt, hogy az egy komplex 1. osztalyu
integronon beliill helyezkedik el, mely varidbilis részén tartalmazta a rifampicin és
kloramfenikol rezisztencidért felelGs arr-2 és cmIA7 géneket. Az integron szintén tartalmazta
a gacEA1 és sull géneket. A blaper-7 gén utan, a gst gént kovetSen egy abc transzporter gén

és egy transzpozaz gén részeit talaltuk (6. dbra, C).
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6. abra A blaper7 gén lokalizacidja és kornyzete

1: 39R861 MW
2: NM55

154 kb —> 3:NM128
66.2 kb —>
37.6 kb —>

74kb —>

a7y mmmyc o [
Intl1 arr-2 cmlA7 qacEAl  sull orf513 blapep 7 gst  abc tnase

(ISCR1) (rész)
1kb

A. A térzsek plazmid-gél elektroforézise
B. blaper préobdval végzett hibridizdcio
C. A gén kérnyezete

Eredményeink azt mutatjak, ismereteink szerint els6ként, hogy a kozelmultban

kromoszdémadlisan  kddoltként leirt PER-7 cefalosporindz génje 222

plazmidon s
elhelyezkedhet. Ugyanakkor, a plazmidon elhelyezkedd verzidban nem taldltuk meg
kromoszémalis valtozatban a gén el6tt fellelhet, annak kifejez6déséhez a feltételezett
promotert biztositd IS elemet. igy sikeres konjugdcid, illetve expresszios kisérletek hianyaban
biztosan nem Aallithatjuk, hogy az NM55 torzsben a blaeer7 gén volt a felelés a ceftazidim
rezisztenciaért. Ugyanakkor figyelemreméltd, hogy az azonos betegbdl 4 honappal késébb
izolalt, blaper-7 negativ NM128, melynek plazmidja egy jelentds delécidra utalva |ényegesen
kisebb volt, ceftazidim érzékeny volt. Bar mindkét térzs hordozta a blaapcas gént, ez részint
nem széles spektrumu cefalosporinazt kédol, részint mindkét térzsben hidnyzott elSle a
potencidlisan promotert biztositd IS elem. A plazmid kddolt verzié utan elhelyezkedd régio
jelentésen kiildnb6zoétt a kromoszémalis verzidban talalttdl 222, de az éltalunk leirt gst és az
abc transzporter gén része miatt a szerkezet nagyon hasonlé a blaper-1 gén kdrnyezetéhez,

240

melyet Kindban, Aeromonas punctata-ban irtak le Megjegyzendd, hogy legjobb

tudomasunk szerint plazmid-kddolt blaper-7 gént azota is csak ritkan irtak le, érdekes modon
szintén a tdgabb régidbdl 24,
Figyelemre méltdnak tartjuk azt a tényt, hogy az NM55 torzs mintegy 2 évvel kordbban kerilt

izolalasra, mint az a toérzs Franciaorszagban, amiben a gén kromoszémalisan kédolt verzidjat
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leirtdk 222, Jollehet vizsgdlataink sordn a blaeerz gént hordozd plazmidot nem tudtuk
konjugacidval in vitro atvinni, nem tartjuk kizartnak, hogy a gén plazmid-kddolt formaban
keriilt be a fajba és ugrott at a kromoszémaba, ott mar egy ismert prométer szekvenciaval

tdmogatva kifejez6dését.
4.2.2.3. NDM-2 termeld Acinetobacter baumannii az Egyesiilt Arab Emirségekben (IX)

2008 és 2010 kozott 155, kiulonbozé Abu Dhabi Emiratuson belili kérhazakban izolalt
karbapenem rezisztens A. baumannii izolatumot vizsgaltunk PCR-ral a blanom gén jelenlétére.
Két pozitiv torzset talaltunk, melyek ugyanannak a betegnek a vizeletébdl keriltek 2009
majusdban és augusztusaban izoldlasra. Az egy vesével él6, 2004 Sta attételes vastagbél
tumorral kezelt 55 éves egyiptomi n6beteg tobbszor allt Kairéban, Beirutban és Dubaiban
kérhazi kezelés alatt. 2008-ban Egyiptomban fém hulgyvezeték stentet kapott, majd az ezt
kovet6 tobbszori vizelet fert6zését (ESBL termeld E. coli és MDR P. aeruginosa) ceftriaxonnal
és meropenemmel kezelték. 2009 prilisdban kerilt felvételre az Al Ain-i Tawam koérhdzba,
ahol a vizeletébdl majusban el6szér (AG132), majd ezt kdvetéen augusztusban (AG124) A.
baumannii-t izolaltunk. A két torzs azonos PFGE és plazmid profil mintat mutatott. Mindkét
torzs hordozta a blaoxa-70gént, és az ISAbal IS elemet, de azt nem a blaoxa-70 gént kdzvetlendl
megel6z8 pozicibban. A térzsek Bartual séma szerint 1% ST253 tipustnak bizonyultak (a
Pasteur intézet sémdja szerint 27 ST103-nak). Konjugdacidval nem sikertilt a blanom gént se E.

coli -ba, se A. baumannii -ba atvinni.

A genom részleges Hind Ill emésztése utan nyert fragmentumokat pUC19 plazmidba klénozva
majd transzformalva azonositottunk egy ~10 kb nagysagu, blanom pozitiv fragmentet
(132LigB), mely a recipiens E. coli DH5a meropenem MIC értékét <0,125 mg/L-r6l 2 mg/L-re
novelte. E fragmentum 3675 bp hosszlsagu darabjat megszekvenalva azonositottuk, hogy a
karbapenemadz gén a blanowm-2 allélnak felel meg, mely azonban nem tartalmazta az Izraelben
a kdzelmultban leirt varidns szinonim A->G szubsztitlcidjat a 468-as pozicidban 2*2. A blanpw-
2 gén elStt megtalalhatd volt a ISAb125 inzercids szekvencia, mig a gén mogotti szakasz
megegyezett a Németorszagban kimutatott blanom-1 gén alatti régidval, azaz egy feltételezett
bleomicin rezisztencia gént (ble) és a foszforibozil anthralinat isomeraz gén egy részét (AtrpF)

tartalmazta 2% (7. dbra) (GenBank JN112341).
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7. abra A blanpm-2 gén kornyezete A. baumannii AG132 torzsben

3675 bp

ISAba125

P - promdter

Vizsgalataink soran beszamoltunk az els6 NDM -et kifejez6 A. baumannii térzs izolalasardl az
EAE -ben. Az orszagban rendszeresen keriiltek NDM termel6 bélbaktérium torzsek
izolaldsra, igaz, ezek az enzim 1-es alléljat termelték 2 és az NDM-1 allélt expresszald torzsek
el6forduldsa Szaud-Arabiaban is névekvd tendenciat mutatott 2*4. NDM-2-t termeld torzset
korabban lIzraelben irtak le, az elsé Emirdtusi torzsnél harom hdnappal késébb izolalt A.
baumannii térzsek esetén 2*2. Az e torzsekben szerepld blanow, gén szekvencidjatdl az
altalunk vizsgdlt torzsekben taldltaké csak egy néma A->G szubsztitucidban kiilonbozott. A
két helyszin foldrajzi kdzelsége, illetve az a tény, hogy a blanom-2 gén az ISAba125 szekvencia
alatt helyezkedett el, nyitva hagyja akar a klonalis terjedés, akar az IS-medidlt gén-
disszeminacio, akar a két mechanizmus egylittes meglétének lehet6ségét is. Megjegyzendd,
hogy egy kés6bbi 6sszehasonlitd analizis igazolta, hogy az Emiratusi izolatumok (1X), az lzraeli

torzsek 24

, illetve egy korabban Egyiptomban hospitalizalt betegb6l Németorszagban izolalt
blanom-2-t hordozd ST103 A. baumannii térzs 2%, nagyon hasonld PFGE mintat és gyakorlatilag
azonos plazmid profilt mutatott, ami azt sugallja, hogy a tipus klondlisan terjed a Kozel-

Keleten, hordozva az interkontinentalis terjedés lehet8ségét 24°.

4.2.2.4. Jarvdnyos és sporadikus Acinetobacter baumannii térzsek eloszldsa Abu Dhabi

Emirdtus kérhdzaiban (XI)

2008 marciusa és novembere kdzott 6t Abu Dhabi kdrhazban izolalt 110 klinikailag relevans,
nem ismétl6dé A. baumannii izolatumot vetettlink részletes vizsgalat ald. Meghatdaroztuk a
térzsek faj-specifikus blaoxasi-seerd génjének allél tipusat 2° és a PFGE mintdzatukat. Akkor
tekintettlink egy torzset ,jarvanyosnak”, ha mindkét paraméter tekintetében legalabb egy
masik izolatummal azonosak voltak, mig azokat a torzseket, melyek legaldbb az egyik fenti
tulajdonsagot illetéen kiilonbdztek a tobbitdl, sporadikusnak tekintettiik. E kritériumok

alapjan a térzsek 72.7%-a volt jarvanyos, melyek a blaoxa-si-szerq allél/PFGE minta kombinacidik
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alapjan 11 altipust (A-K) képviseltek (8. dbra). Az altipusok harom nagy, a blaoxa-s1-szeri allél
alapjan meghatarozott klénba (AD1-3) csoportosultak. Az AD1 klén tagjai az ,,Oxford séma”
160 szerinti CC109-es klondlis komplexbe tartoztak. A klénon beliil a B és C altipus ST109, a D
és E altipus ennek egyetlen I6kuszban kiilonbdz6 varidnsa ST95 volt, az A altipus pedig ST434
(az ST109-hez viszonyitott két 16kusz kiilonbséggel). Az AD2 klén tagjai egységesen ST110
tipusuak voltak, mig az AD3 torzsek valtozatosabb szekvencia tipusokat mutattak. Legtobbjik

a CC92 része volt, azaz a J és K altipus ST189, és a H altipus ST92, azonban az | altipus egy

ezektdl eltér6 szekvencia tipust (ST254) képviselt.

Mindharom klén tagjait tobb kdrhdzban is sikerllt kimutatni, s6t, amennyiben egy altipust
legaldbb 3 torzs képviselt, akkor az legaldbb két intézményben megtaladlhaté volt. Mindezek
ellenére minden nagyobb altipus esetén tudtunk olyan kérhazat azonositani, ahol az adott
tipus dominalt. igy pl. a Tawam kérhazra jellemz8ek voltak a két kiilénbdz6 klénba tartozé C
és F altipusu torzsek, a Mafraq kérhdzra az E altipusuak, vagy a Sheikh Khalifa kérhdzra a H

altipusu izoldtumok (8. abra).

A sporadikus torzsek sokkal heterogénebbek voltak és két csoportra voltak oszthatdak. Az A
csoport 7 torzset tartalmazott, melyek olyan blaoxa-si-szeri allélt hordoztak, amik a harom nagy
klon valamelyikével megegyeztek, azaz a klonoktdl csak PFGE mintdjuk alapjan kilénboztek
(8. abra, *-al jelolt torzsek). A B csoport 22 torzse a blaoxa-si-szerd €N 15 klonb6z6 alléljat
hordozta: OXA-98, -65, -83, -67, -68, -78, -89, -91, -94, -95, -208, mig harom torzs korabban
mar ismert (GenBank AJ309734, EU255289, AJ309734), de szammal még nem ellatott allél

variansokat, illetve négy torzs eddig ismeretlen allél valtozatokat tartalmazott (17. tablazat).
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8. abra Jarvanyos és sporadikus A. baumannii térzsek eloszlasa Abu Dhabi kérhazakban

T
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AD1 (blagysge ) AD2 (b}faow) AD3 (blaggs)

Az A-K keretek az AD1-3 klonokon beliili szubtipusok. A csillagok olyan sporadikus térzseket jel6inek,

melyek a kldnokra jellemz8 blaoxa-si-szeri allélt hordozzdk, de azoktdl eltérd pulzotipussal rendelkeznek:
* blaoxa-ss, ** blaoxa-s4, *** blaoxa-ss.

Korhdzak: Al Ainban T—Tawam, A — Al Ain, Abu Dhabi varosban M — Mafraq, S — Sheikh Khalifa, R -

Rahba

17. tablazat A blaoxa-si-szeri g€ Uj alléljai sporadikus torzsekben
Torzs A legkozelebbi allél Szarmazta}tott ’a minosav GenBank #
valtozas
NM114 OXA-70 237 GIn = Arg JX865391
NM61 OXA-88 36 Lys - Glu JX865392
38 Gly > Ala
NM69 OXA-64 188 Lys -> Asn JX865393
NM83 OXA-217 37 Lys - Asn JX865394

A jarvanyos torzsek kétszer annyi béta-laktam és aminoglikozid gént tartalmaztak (atlagosan
7,9 gén/torzs), mint a sporadikus izolatumok (3,8 gén/torzs). ElGbbiekben a blaoxa-23, blaper,
int és armA gének kilonb6z6 mértékd szignifikancidval ugyan, de gyakrabban voltak jelen,
mig az ISAbal és blaampc és a kiilonbdz6 aminoglikozid mdédosité enzimeket kddold gének
tekintetében a két csoport kézott nem volt szignifikdns eltérés. Az AD2 (OXA-64) csoport
tagjai mind, az AD3 csoport (OXA-66) tagjainak 50%-a (a H és | alcsoport tagjai) hordoztak az

armA gént. Megfigyelhet6 volt az is, hogy az A csoportu sporadikus térzsek, tehat amelyek a
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jarvanyos klénok blaoxa-si-szera alléljét tartalmaztak, sokkal gyakrabban hordoztak kiilénb6z6

rezisztencia géneket, mint a B csoportu sporadikus izolatumok (18. tablazat).

Osszességében a kolisztin volt az egyetlen antibiotikum, amivel szemben a térzseknek
legaldabb 40%-a ne mutatott volna rezisztenciat vagy mérsékelt érzékenységet. Az izoldtumok
egyes csoportjait Osszehasonlitva a torzsek antibiotikum érzékenysége a hordozott
rezisztencia génekhez hasonld megoszlast mutatott: a kolisztin és doxiciklin kivételével a
nem-érzékenység szignifikansan gyakoribb volt a jarvdnyos torzsek kozott, és az A csoportu
sporadikus torzsek megfeleld értékei megkdzelitették a jarvanyos csoportnal [atottakat (19.
tablazat). Az 6sszes jarvanyos térzs MDR, 60%-uk XDR volt, mig a sporadikus torzsek kozott

az aranyok 36,5% és 13,3% voltak.
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18. tablazat Rezisztencia gének gyakorisaga jarvanyos és sporadikus torzsekben

€§

A gén el6fordulasa

Torzsek N . ISAb1- ISAb1- ISAb1- aac(3)- aac(3)- aac(6’)- aac(6’)- aph(3’)- aph(3’9- ant(2’)-
int bl(;:x,q. b laAmpC blaper aadA I; ) ”‘(, ) [2 ) ”(1 ) P I‘(J ) [4 \5 , IL ) armA strAB
Osszes 110 62,7 73,6 31,8 14,5 34,5 12,7 6,4 14,5 22,7 35,5 35,5 22,7 27,3 46,4
Jarvanyos 80 75,0 98,7 33,8 20,0 38,8 17,5 8,8 17,5 23,8 40,0 43,8 30,0 35,0 52,5
Sporadikus 30 30,0 10,0 25,9 0 23,3 0 0 6,7 20,0 23,3 10,0 3,3 6,7 30,0
P - 0,005 <0,001 0,445 0,015 0,247 0,067 0,268 0,288 0,413 0,247 0,069 0,052 0,035 0,272
Sporadikus A 8 75,0 37,5 62,5 0 50,0 0 0 12,5 50,0 37,5 25,0 0 12,5 50,0
Sporadikus B 22 13,6 0 9,1 0 13,6 0 0 4,5 9,1 13,6 4,5 4,5 4,5 22,7
19. tablazat Antibiotikum nem-érzékenység jarvanyos és sporadikus torzsekben
Antibiotikum nem-érzékenység (%) o
Torzsek N E teszt Korong diffuzio (%)
CT1Z MER IMI AMI GEN NET TOB Cip coL AMS PIT DOX TRS
Osszes 110 77,3 76,4 76,4 63,6 77,3 41,8 49,1 81,8 0,9 76,4 85,5 54,5 81,8 82,7
Jarvanyos 80 96,25 97,5 97,5 81,25 97,5 55 63,8 100 1,25 95,0 100 62,5 98,8 100,0
Sporadikus 30 26,7 20,0 20,0 16,7 23,3 6,7 10,0 33,3 0,0 26,7 46,7 33,3 36,7 36,5
P - <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,001 <0,001 1,00 <0,001 0,003 0,151 <0,001 <0,001
Sporadikus A 8 75,0 50,0 50,0 50,0 62,5 25,0 25,0 62,5 0,0 75,0 75,0 62,5 62,5 75,0

Sporadikus B 22 9,1 9,1 9,1 4,5 9,1 0,0 4,5 22,7 0,0 9,1 36,4 22,7 27,3 22,7
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Az EAE-ban els6, korhazi A. baumannii torzsekkel végzett vizsgalat egyik fontos megfigyelése
volt, hogy az Abu Dhabi kérhazakban elterjedt hdrom nagyobb klén mind ismert nemzetkozi

tipus volt. Az altalunk AD1-ként azonositott kldn, blaoxass béta laktamaza alapjan a széles

120,246-248 229,249
’

korben elterjedt WW1 tipusnak felel meg , és korabban mar leirtak a régidban
s6t az EAE-ben is 74, A blaoxass -et hordozéd WW7 kldn képvisel8it 248 korabban Szingapurban
120 45 Németorszagban #2° izolaltak, de eredményeink, egyiitt Kuvaitbdl szarmazé kdzlésekkel
228 aztjelzik, hogy a klén megtelepedett a Kézel-Keleten is. Az dltalunk AD3-nak jelzett, blaoxa-

66 -ot hordozé csoport WW2 néven ismert 120246238 &g korabban eléfordult a tagabb

229 250

régidban, Kuvaitban és Iranban is. Aggasztd, hogy a gyakorlatilag minden
aminoglikoziddal szemben rezisztenciat eredményez6, e klénban korabban mar leirt 16S

metildz gén, az armA ?°! a torzsek jelentds részében jelen volt.

A regiondlis hasonlésagok ellenére kilonbségek is megfigyelhetéek voltak: mig a

252 &g Irdnhoz 2° hasonldan nagyon gyakorinak talaltuk az

vizsgdlataink soran, Pakisztanhoz
ISAbal utan elhelyezkedd blaoxa-23 gént, a globalisan A. baumannii -ban talan legjobban
elterjedt szerzett oxacillindz >3 |ényegesen ritkabb volt Kuvaitban 2?° rdmutatva arra, hogy az
azonos térségen beliil is jelentds eltérések figyelhet6k meg. A helyi jarvanytan szempontjabdl
taldan legfontosabb megfigyelés volt, hogy jollehet a kérhazak altaldban rendelkeztek
»jellemzG, hazi” altipussal, de az altipusok, amennyiben legaldbb 3 kertlt bel6lik izolalasra,
tobb kdrhazban is jelen voltak. Ez mindenképpen felveti a kdrhdzak kozotti kiterjedt atvitel

lehet6ségét, akar a tobb intézményben is ellatast kapd betegek, a tébb kérhazban dolgozd

egészségligyi személyzet, de elméletileg akar tobb intézménybe eljutd forrasok altal.

4.2.2.5. Klinikai és kérnyezeti karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii izolatumok

dsszehasonlitdsa egy szaudi kérhdzban (XXV)

< sz

kérhaz osztalyain 2014 janudrja soran gyUjtottink kérnyezeti és klinikai mintakat. A kdérhaz
hazi szabalyzata szerint a padlét és a vizesblokkokat naponta legalabb egyszer detergenssel
(Surfanios, Anios, Franciorszag) tisztitottak. A ndévérpultok felszineit a ndévérek
fert6tlenitették kiilonb6z6, tobb komponensl (kvaterner ammonium + bronopol +
biguanidin polimer vagy klérhexidin + izopropil alkohol) vagy csak alkohol alapu szerekkel.
Ezenkivil, mindazon helyiségekben, ahol olyan betegeket kezeltek, akik MDR kérokozdkkal

voltak fert6zottek, a végss takaritas sordn hipoklorit alapu oldattal fertGtlenitettek.
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A vizsgalat ideje alatt 21 klinikai mintabol (3 vér, 2 testfolyadék, 1 liquor folyadék, 7 léguti, 4
seb és 4 vizeletmintabdl) izolaltunk CRAb-t, mig a 208 kornyezeti minta 74 CRAb torzset
eredményezett. A 20. tablazatban lathatd, hogy mig az Intenziv osztdlyon a klinikai esetek
aranya kiugréan magas volt, addig a kornyezeti mintdk a férfi belgydgyaszaton voltak a
legkontaminaltabbak. Osszesen 51 térzset, minden klinikai és 30 kdrnyezeti mintdbdl
szdrmazo izolatumot vetettilink ala részletes tipizalasnak. A térzsek a PFGE analizis alapjan 4
csoportot és egy szingletont képviseltek (9. abra, A-E). Mindegyik PFGE csoporton belili
torzsek azonos blaoxa-si-szeri allélt hordoztak, a két legnagyobb csoport (9. dbra, E és C) a
blaoxa-ss allélt tartalmazta. Az abrdn jol [athatd, hogy mindegyik csoporton beliili el6fordulnak

klinikai és kornyezeti izolatumok is.

20. tdblazat A CRAb torzsek megoszldsa az egyes osztalyok kozott

Beteg Klinikai felszin* Nem klinikai felszin**
Osztal
Rl Kezelt CRAb % Mintaszam CR{“,) % Mintaszam CR'.M,) %
fert6zott pozitiv pozitiv
Intenziv 19 10 52,6 36 15 41,7 36 17 48,3
Férfi Bel 194 4 2,1 14 9 64,2 16 11 68,8
NGi Bel 176 5 2,8 9 5 55,6 27 1 3,7
Férfi 158 1 0,6 12 4 333 23 8 3438
Sebészet
Noi , 206 1 0,5 12 0 0 23 4 17,4
Sebészet
Osszes 752 21 2,8 83 33 39,8 125 41 32,8

* Klinikai felszin — minden, a beteg k6zelében Iévé felszin, ** Nem klinikai felszin — a

névér dlldsok teriiletén Iévd felszinek

A 21. tablazat (/. 57. old.) azt mutatja, hogy mig a kisebb csoport izolatumai (9. dbra, A és B)
csak 1-1 osztalyrdl szarmaztak, az E és C csoport tagjai tobb osztalyon is megtalalhatdak
voltak udgy a betegekben, mint a kdrnyezetben. A mind6ssze két torzzsel reprezentdlt B
csoport kivételével minden csoport tagjaiban jelen volt a blaoxa2s és el6tte a ISAbal
szekvencia, a B csoport tagjai viszont a blanpm-1 gént hordoztak, mig a szintén relative kis
csoport (A) tagjai a blages-11-et. Megjegyzendd, hogy az egyarant blaoxa-es allélt hordozd, de a
PFGE minta lapjan jél elkiloniilé C és E csoport tagjai kozil az armA gént csak az utébbi,

legnagyobb csoport tagjai tartalmaztak (21. tablazat).
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9. abra Klinikai és kdrnyezeti A. baumannii izoldtumok PFGE mintazata
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21.tablazat Az egyes CRAD tipusok tulajdonsagai

PFGE Klinikai
minta* minta
A 4 1
B 2 1
C 9 3
D 1 1
E 35 15

Kérnyezeti
minta

3
1

6
0

20

Osztaly Antibiotikum érzékenység
NGi Seb coL
Férfi Seb AMI, GEN, TOB, NET, COL
Intenziv, NGi Bel, Férfi TOB, COL
Seb
NGi Bel AMI, GEN, TOB, NET, COL
Intenziv, NGi Bel, Férfi coL
Bel

OXA-50-szeri
allél
OXA-69
OXA-94

OXA-66
OXA-51

OXA-66

blaoxa-23

+

+

Egyéb béta-
laktamaz
GES-11
NDM-1

16 S
metilaz

* A 9. dbra alapjan
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Eredményeink azt mutatjdk, hogy minden vizsgalt osztalyon jelen volt a CRAb kérnyezeti
szennyez6ként és a betegektdl szarmazé mintdkban egyardnt. A vizsgdlat adatai nem tették
lehet6vé, hogy allast foglaljunk atekintetben, hogy a fokozott kérnyezeti szennyezés okozta-
e egyes osztdlyokon a magasabb fert6zési szamokat vagy forditva, tobb fert6zés miatt volt a
kérnyezet szennyezettebb. Ugy véljiik, mindkét lehet8ség fennall, bar a két érték (kdrnyezet
szennyezettsége és a betegek fert6zo6ttsége) kozott nem volt egyenes aranyu 6sszefliggés: a
klinikai felszinek tekintetében harom legmagasabb kontaminaltsagi szintet mutatd osztaly
(Intenziv, férfi és nGi Bel) esetszamai k6zott nagyon nagy volt a kiilénbség (20. tablazat). Az
Intenziv osztaly magas esetszamat feltételezhetSen a specialis betegallomany magyarazza.
Noha a rendelkezésre allé adatok nem tették lehetévé a tényleges fertézés és kolonizacio
elkiilonitését, a vizsgalati anyagok tobbsége fizioldgidsan baktérium-mentes mintakbol
szarmazott.

A legnagyon szamban el6forduld, a blaoxaes allélt hordozé tipus a CC2 globdlis klén 2%
(kordbbi jeldlés szerint WW2 2% ) volt, mely vildgszerte az egyik legelterjedtebb klén, és
kordbban mar elfordult a régidban is (Iasd jelen disszertacio el6z6, 4.2.2.4. fejezetét, XI.). A
mar abban a korabbi vizsgdlatban is megfigyelt aggaszté tendencia, a széleskord
aminoglikozid rezisztenciat okozé armA gén terjedése, tovabb latszik er6sodni, még akkor is,
ha csakugy, mint kordbban, a gén jelenléte a CC2/WW?2 klénnak csak egyes PFGE tipusara

terjed ki (21. tablazat).

A vizsgalatban alacsonyabb szdmu izolatummal rendelkez6 tipusok (blaoxa-s1— CC15, blaoxa-ga
— CC6 és blaoxa-ss— CC1/WW1 %4) szintén globalis klénok képvisel8i voltak. A CC1 kldn tagjai
jol ismertek a régidban is (lasd jelen disszertacio el6z6, 4.2.2.4. fejezetét, XI.). Ennek, a
255

vizsgdlatban el6forduldé tagjai hordoztdk a GES-11 karbapenemdzt, mely leirdsa 6ta

szintén elterjedt a régiéban izolalt térzsek kdzott 228256257,

Osszességében elmondhatjuk, hogy a vizsgélt kérhdzban magas volt a CRAb jelenléte a
kornyezeti mintakban. A tény, hogy a betegekbdl azonos tipusu torzsek keriiltek izoldlasra,
felveti annak lehetGségét, hogy a kontaminalt kérnyezet szolgalhatott, legalabbis egyes
fert6zések esetén, forrasként. Bar minden olyan PFGE csoportban, amelyekben legalabb két
torzs volt, megtalalhatdak voltak kérnyezeti és betegbél szarmazd izolatumok is, csak a két
legnagyobb csoport (C és E) tagjai fordultak el6 tébb osztalyon, ezek esetében az osztalyok

kozotti atvitel valdszinlsithet6. Noha a kérhaz szabdlyzata kiterjedt és megfeleld
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fert6tlenitési modszereket irt eld, atekintetben nem alltak adatok rendelkezésre, hogy ezt
milyen kovetkezeteséggel valdsitottdk meg. Ugyanakkor jelen vizsgdlat kereteit meghaladta
a torzsek biocidekkel szembeni ellenallasanak vizsgalata. Bar egy kdzelmultban az orszagban
folytatott vizsgdlat nem tudott Osszefliggést kimutatni a fertGtlenité szerekkel szemben
mutatott MIC értékek és egyes ismert biocid rezisztencia gének kdzott 2°8, a jelen projektben
észlelt magasfoku kornyezeti kontaminacié valds okdnak pontos tisztdazasahoz a jovében ezt
is vizsgdlni kell. Adataink mindenképpen hangsuilyozzak a koérnyezeti kontaminacio
lehetséges fert6z6 forras szerepét, és igy a kornyezeti fert6tlenités rendszeres ellen6rzése
mindenképpen javasolt. llyen iranyd javaslatainkat megtettiik a korhaz infekcié kontroll

szolgalata felé.
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4.3. KARBAPENEM REZISZTENS BELBAKTERIUMOK VIZSGALATA

4.3.1. El6zmények

A kétezres évek madsodik évtizedének elejére mar jelentek meg leirdsok a Kozel-Kelet
orszagaiban izoldlt els6 CRE torzsekrdl, elsGsorban nyugati laboratériumokba kildott
izoldtumok vizsgalatai eredményeként. E torzsek, a régidé foldrajzi elhelyezkedésébdl
fakaddan, azaz a Mediterrdan medence, illetve az Indiai szubkontinens kozé ékelGdve, féleg
az OXA-48 csoport kiillénbdz4 alléljai, illetve NDM-1-et termel6 térzsek voltak 7>77.78114116 A7
NDM allélok kozott fokozott imipenem rezisztencidt okozd képessége miatt kiemelt

jelent8ségli NDM-7 allél, bar globdlisan szintén elterjedt volt mar 29262

, s6t jelentGs
jarvanyokat is okozott 2%3, ebben a régidban még nem keriilt izoldldsra. Az ebben az id6ben
a Mediterrdneumban mar nem ritka VIM tipusu karbapenemézok %4 ekkor még nem jelentek
meg a régio bélbaktériumaiban, jéllehet nem fermentald térzsekben mar elé6fordultak 7322,
Hasonldképpen, bar KPC termeld torzsek ekkor mar nagyon elterjedtek voltak globdlisan 2%,
és jelent8s jarvanyokat okoztak az olyan, legaldbbis foldrajzi értelemben kozeli orszagokban

26 3 VIM tipusi karbapenemdzokhoz hasonldan, részletes leirasuk az Arab-

is, mint lzrael
félsziget orszagaibdl nem volt ismert. Az egyetlen KPC és VIM termel6 E. coli ST131 torzsr6l
Kuvaitbol szamoltak be egy kongresszusi Osszefoglaldban a karbapenemazok alléljainak,

genetikai hatterének részletes ismertetése nélkul 27,

Ebben az id6ben tobb kérhazi klinikai mikrobioldgiai szolgdlat kildott laboratériumunkba
alkalmanként karbapenem rezisztens izolatumokat a rezisztencia genetikai hatterének
tisztazasa céljabdl, ami tobbek kozott lehetéséget adott a régidban korabban még nem

detektdlt karbapenem rezisztencia mechanizmusok keresésére is.

Ismert volt, hogy az IncX3 plazmidok jelent8s szerepet jatszanak szamos béta-laktamaz, igy
karbapenemdaz gének horizontdlis terjesztésében %, Vizsgdlataink sordn arra kerestiik a
valaszt, hogy az orszagban taldlhatdé IncX3 tipusu plazmidok mennyire heterogének,
elterjedtségliik mennyire tulajdonithaté horizontalis génatvitelnek és mennyire az azokat
hordozé torzsek klondlis terjedésnek és jelenlétiik mennyire magyarazhato esetleges helyi

evolucidjukkal, illetve mas foldrajzi térségekbdl tortént idekeriilésiikkel.
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A kétezres évek masodik évtizedének elején, mikor a CRE probléma mar egyértelmden jelen
volt a régidban, a kezdeti vizsgdlatok 617578114:116,268,269 iqadrtve sajat korai vizsgalatainkat is
(lasd 4.3.2.1. fejezet, X, XIl, XIV, XVII) els6sorban egyes karbapenemazok lokalisan elsé
leirasat céloztak. Volt ugyan egy korai szaudi kisérlet arra nézve, hogy az egyes karbapenem
rezisztencia mechanizmusok ardnyat a teljes régidban vizsgdljak, de az alacsony
mintaszammal (62 torzs), a teljes régiét tekintve nem reprezentativ médon tortént (mig a
torzsek 67,7%-a egyetlen Szaudi kdrhazbdl szarmazott, a régid tdbbi orszaga néhany, az EAE
egyetlen torzzsel szerepelt csak) 2°. Tehat, bar mar szdmos adat allt rendelkezésre arra
nézve, hogy mely karbapenemazok fordulnak el6 a régidban, ezek aranya, jéllehet ennek

hatésa lehet az empirikus kezelésre is 27

, nem volt ismert.
Az aminoglikozid antibiotikumok felhasznalhatdsaganak gyakorlatilag teljes kizarasaval, és a
karbapenemaz termelSk kozott ismert gyakori el6forduldsdval 272 a 16S RNS metildz

géneknek nagyon nagy jelent8ségiik van a CRE térzsek esetén 7.

Ugyanakkor
el6forduldsukrél a régid orszdgaiban ebbdl az id6szakbdl szintén csak nagyon kevés adat allt
rendelkezésre. Ennek megfelel6en célul tliztik ki, hogy ugy a kilénb6z6 karbapenemaz
enzimek, mint a leggyakoribb 16S metilaz enzim gének helyi, illetve régids prevalenciajat
meghatarozzuk. A legutolso ilyen vizsgalat sordan, mely a CRE helyi jarvdnytandnak az elsé

orszagos felmérése volt, megkiséreltik az egyes kdrhazak szintjéig is analizdlni az

eredményeket.

Jéllehet, alacsony mintaszdmokon végzett korai vizsgalataink szerint (lasd 4.3.2.1. fejezet, X,
XII, XIV, XVII) gy tlint, hogy a CRE-vel fert6z6tt betegek csak kis részénél volt feltételezhetd
a kulfoldon tortént expoziciét kovetd kérokozd import, mégis informalisan elterjedt nézet
volt, hogy a helyi esetek tobbségéért ez a felelSs. Eppen ezért vizsgéltuk azt is, hogy mekkora

szerepe lehet a kérokozdval tortént kilféldi expozicidnak.

A tobb karbapenemadz termelésére vald képesség jol ismert jelenség a CRE torzsek kozott.
Dupla karbapenemadz termelSket a régidval szoros konatktusban |évé India szubkontinensen
is tdbbszor izolaltak 273 és tébb vizsgdlatunk sordn magunk is e térzsek relative magas ardnyat
tapasztaltuk (X111, XXII1, XXIV, XXVII). Eppen ezért 5, az EAE-ban izolalt NDM+OXA-48-szer(i
karbapenemazt termel6 K. pneumoniae torzset részletes vizsgalat alda vettink és

hasonlitottuk azokat 1-1 Szaudi-Arabidban illetve Omanban talalt torzshoz, annak kideritése
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céljabdl, hogy az EAE-ban talalt magas szam klondlis terjedésnek, vagy egymastdl fliggetlen

torzsek jelenlétének tudhaté-e be.

Egy adott régid jarvanytani helyzetét jelentésen alakitjdk, az esetleges regionalis
kiilonbségeket befolyasoljak az ott megtelepedett klénok. Korabban egyes kisebb |épték
vizsgalatokbdl ismert volt, hogy a régidban bizonyos, globalisan is jelentés K. pneumoniae
szekvencia tipusok, pl. ST14 77, ST147 78, ST11 78116 e|8fordulnak, de nem keriilt sor egy régién
vagy orszagon belill a domindns klénok azonositdsdra, tényleges aranyuk meghatdrozasara

és jellemzésiikre.

A 2009-ben kezd6dott CRE jarvany 2019-re az EAE-ban kritikus szintet ért el: az Osszes
Enterobacterales izoldtum 3%-a, a K. pneumoniae torzsek 5%-a nem volt érzékeny
ertapenemre #. (Osszehasonlitasul, ebben az idészakban a hazankban izolalt K. pneumoniae
tdrzsek 99,1%-a ertapenem érzékeny volt 274). A helyzet kialakuldsat elvileg befolydsolhatta,
hogy az évtized sordn semmilyen koordinalt, nemzeti szintl torzskovetés, jarvanytani
vizsgalat nem tortént. Ugyanakkor nem volt ismert, hogy a 2019-ben prevalens térzsek mar
jelen voltak-e a jarvany kezdetén, és igy esetleg folyamatos kovetésiikkel a helyzet
sulyosboddasa legaldbbis fékezhet6 lett volna, vagy a helyzetért csak az utdbbi években, Uj
tipusu, esetleg robbandasszerlien betoré torzsek lehetnek a felelGsek. Ezt tisztdazandd egy
retrospektiv vizsgalat sordan az Abu Dhabiban 2018-19-ben gydjtott torzseket
Osszehasonlitottuk az ebben az Emirdtusban 2009 és 2015 kozott izoldlt torzsek

tulajdonsagaival.

Az antibiotikum rezisztencia terjedésében a klonalitds mellett jelentds szerepet jatszik a
rezisztencia gének horizontalis atvitele is 2’>?’®, Ennek révén Uj térzsek, akar 0j fajok terjedési
képességét kihaszndlva fokozddhat egy vagy tobb rezisztencia bélyeg jelenléte a
kdzosségben. Bar a jelenséget gyakran illetjik a ,,plazmid epidemioldgia” kifejezéssel, annak
komplexitasat tovabb novelik a rezisztencia géneket hordozd transzpozonoknak,
integronoknak a genom kiildnboz8 elemei (kromoszéma, episzdmak) kézotti mozgasa 277.
2009 és 2011 kozott Kuvaitban a blayim gént hordozd, de tobbségiikben egymastdl kiilonb6z6
térzsek elszaporodasat észlelték 278, Vizsgalataink sordn arra kerestiik a valaszt, hogy a

jelenség megmagyarazhatd-e a blavm gént hordozdé mobilis genetikai elemek terjedésével.
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4.3.2. Eredmények és megbeszélés

4.3.2.1. Egyes karbapenemdzok orszdgosan vagy regiondlisan elsé leirdsa, illetve génjeik

regiondlisan elsé részletes jellemzése (X, Xll, XIV, XVII)
NDM-1 (XII)

2009 és 2011 kozott négy Abu Dhabi Emiratusi korhazbol érkezett 28 karbapenem rezisztens
Enterobacterales kozoétt PCR-ral hét NDM pozitiv torzset azonositottunk, melyek mind a

blanpm-1 gént hordoztak (22. tablazat).

A torzsek egy kivételével (ABC83) az Al Ain-i Tawam korhazbdl szarmaztak. A mintavételt
megel6z6 egy évben csak két beteg hagyta el az EAE-t: egy beteg (ABC83 torzs) jart Irakban,
és egy (ABC52) Tawam koérhazi felvételét egy hdnappal megel6z6en hospitalizalva volt
Indidban. A Tawam kdrhazban egy masik beteget (ABC53 torzs) 7 napig az 6 kdrterme melletti

kérteremben apoltak. Az ABC52 és ABC53 torzs azonos PFGE mintat mutatott.

Mind a hét torzsbdl sikerilt konjugacidval, tobb plazmid egylittes atvitele esetén a
konjugaciot kovetd transzformacidoval csak a blanpmi-t hordozd plazmidot tartalmazo
szarmazékot elGallitani. Az NDM plazmiddal minden esetben ko-transzferalédott legaldbb
egy ESBL-t kédold gén, de az ABC83 és ABC85 torzsek esetén szamos tovabbi rezisztencia gén
is, ideértve az olyan 16S metilaz géneket, mint az armA vagy rmtC (22. tablazat). A plazmidok
blanom-1 génjét hatarold szekvencidk tekintetében Inc csoportjaik szerint, kilonboztek
egymastdl (10. abra (/. 65. old.)). A gén atirasahoz promotert szolgaltatd ISAbal25 elemben
kilonboz6 IS elemek okoztak delécidkat, mig a gén mogott elhelyezkedd szakaszok minden
plazmidon azonosak voltak. A harom IncX3 plazmid restrikciés mintaja harom enzimmel

tortént emésztés utan kozel azonos volt (11. abra (/. 65. old.)).
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22. tablazat
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blanpm-1 gént hordozo torzsek és NDM plazmidjaik tulajdonsaga

Torzs

ABC40

ABC52

ABC53

ABC54

ABC80

ABC83

ABCS85

Faj

E. cloacae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

E. coli

C. freundii

K. pneumoniae

E. coli

Minta

Seb

Trachea

Trachea

Vizelet

Vizelet

Orrireg

Trachea

I1zolalas
ideje

2009. 08.

2010. 08.

2010. 09.

2010. 12.

2011. 05.

2011. 06.

2011. 09.

Rezisztencia

IMI, MER, ERT, CTZ, AZT,
CIP, GEN, TET, CHL
IMI, MER, ERT, CTZ, AZT,
CIP, AMI, GEN, TRS, CHL
IMI, MER, ERT, CTZ, AZT,
CIP, AMI, GEN, TRS, CHL
IMI, MER, ERT, CTZ, AZT,
TET, TRS
IMI, MER, ERT, CTZ, AZT,
CIP, TRS
MER, ERT, CTZ, AZT, CIP,
AMI, GEN, TET, TRS, CHL
MER, ERT, CTZ, AZT, CIP,
AMI, GEN, TET, TRS

ST

NT

ST11

ST11

ST2206

NT

ST14

ST2531

Egyéb rezisztencia gének

blasuv-12, gnrB

blasuv-12, blacwy-2, gnrB

blasuv-12, gnrB

blasnv-12, gnrB

blasuv-12, blacwv-72, gnrB

blasuv-11, blacrx—wm-15, armA, gnrB

blasuv-12, blacmy-2, blasuv-12, blapxa-1,

blacrx—m-15, rmtC

NDM plazmid

" Meéret
C

(kb)

IncX3 50

NT 50

NT 50

IncX3 50

IncX3 50

IncHI1b 170

IncA/C 150

NT — nem tipizdlhatd, vastag, aldhuzott — a pNDM-mel egyiitt dtvitt gének
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10. dbra Az NDM-1 plazmidok blanom-1 gént hatdrold régioi

P
pocao ncstand Acs0 [ e Y ST
(IncX3, KC149524)

3' 1SAba125
IS5 175 bp bIaNDM~1 BRP trpF
p
ASCS2 and A5CS3 ) ) T
(NT, KC149525) g
3" 1Aba125
153000 78 bp blayom., BRP trpF
p
ABCS83
IncHI1b, KC149526 ’
( ) ISEc33 o blayowy BRP trpF
P
ABC85 <
IncA/C, KC149527 3 1SAba125
( / ) 1S903 51 b: blaypy., BRP trpF

Zardjelben az Inc csoport és a GenBank szam. NT — nem tipizdlhatd, P - promdter

11. abra Az IncX3 NDM-1 plazmidok restrikcids polimorfizmus vizsgalata

Q01 BN

Hindlll

A fehér nyilak az eltéréseket jeldlik. MW — A DNS Hind Ill-mal emésztve
1:23130 bp, 2: 9416 bp, 3: 6557 bp, 4: 4361 bp, 5: 2322 bp, 6: 2027 bp
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Vizsgalataink soran el@szor sikertlt kimutatni NDM-1 karbapenemazt termeld
bélbaktériumokat az EAE-ban. E megfigyelés, egylitt az enzimnek a régidbdl szarmazd tobbi
leirdsaval 7>7778114 tdmogatja azt az elképzelést 27°, miszerint az Indiai szubkontinens utan a
régié az NDM-1 masodlagos rezervoarjaként szolgalhat. Ezt tdmasztja ala az is, hogy az
altalunk azonositott NDM-1 -et kifejez6 torzsek valtozatos fajokat képviseltek. Fontos
megfigyelés, hogy egy esetben feltételezhets volt a nozokomialis atvitel (ABC52 és ABC53),
raadasul egy olyan tipussal (K. pneumoniae ST11), mely globalisan rendkivil elterjedt, mar

t 280 szdmos ESBL és karbapenemdz gén

Magyarorszdgon is okozott kdrhazi jarvanyoka
hordozasaval kapcsolatban leirtak mar, és egyes képvisel8i hipervirulensek 2282, Tovébbi
fontos megfigyelésnek tartjuk, hogy a blanom1 gén tobbféle Inc tipusu plazmidon
helyezkedett el, minden esetben az Inc tipuson beliil azonos, de a tipusok kozott eltérd
kornyezetben (10. abra). Ezek kozott killonos jelentdséggel bir az IncX3 plazmid, mely harom
kiilonboz6 fajban is jelen volt (22. tablazat) ramutatva e plazmid tipusnak a régidban ugy
tlnik jelentGs, a blanom-1 génnek faji hatdrokon atnyuld terjedésében betoltott szerepére. A
masik régidban, ahol hasonld szerkezet(, tobb fajban el6forduld, NDM-1-et kddold, az
dltalunk vizsgaltakkal azonos szerkezet(i IncX3 plazmidokat leirtak, Kina volt 28,
Megjegyzendd, hogy az izolalds id6pontjat tekintve az Emirdtusi torzsek 2 évvel megel6zték
a kinaiakat, ismét csak felvetve a régié esetleges forras szerepének 2’° lehet8ségét. Szintén
figyelemre méltd, hogy e konjugativ plazmidok mindegyike a blanom-1 gén mellett legaldbb
egy SHV tipusu ESBL gént tartalmazott, s6t az IncHI1b és IncA/C tipusok emellet még blacrx

m-15 €s 16S metilaz géneket (armA, rmtC) is atvittek. A karbapenemaz és 16S metilaz gének

episzomélis ko-lokalizacidja jol ismert jelenség 272,
NDM-7 (XVII)

Két, Omanbdl, illetve az EAE-bdl szarmazd, altalunk mar kordbban leirt, de részleteiben nem
jellemzett NDM-7-et kifejez6 E. coli torzset (lasd XV, 4.3.2.3. fejezet) és tovabbi két, 57 NDM
pozitiv torzs vizsgalata sordn azonositott, ezt az allélt tartalmazd kuvaiti, illetve emiratusi
torzset vetettiink részletes vizsgdlat ald. Mind a négy torzs 2012-ben kerilt izolalasra. Az ezt
megel6z6 évben a kuvaiti és az egyik emiratusi beteg Indidban kdrhazi kezelés alatt allt, az
el6z6 ceftriaxon és amikacin, utobbi ceftriaxon és meropenem kezelésben részesiilt. A négy
torzs PFGE mintdja kilonboz6 volt (<70 % azonossag) és eltéré szekvencia tipusuk volt, bar a

OM26-0s és ABC128-as ST tipusai azonos klonalis komplexbe (CC10) tartoztak (23. tablazat).
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23. tablazat blanpm-7-et az IncX3 plazmidjukon hordozd E. coli torzsek a régidban

Torzs

KW53T

OoM26

ABC133

ABC218

Orszag

Kuvait

Oman

EAE

EAE

Minta

Vizelet

Trachea

Kopet

Sebvaladék

lzolalas
ideje

2012
07.

2012
11.

2012
12.

2012
12.

Rezisztencia

IMI, MER, ERT, CTZ,
AZT, CIP, GEN, AMI,
TET, CHL
IMI, MER, ERT, CTZ,
AZT, CIP, GEN, AMI,
TET, TRS
IMI, MER, ERT, CTZ,
AZT, CIP, GEN, TET,
CHL
IMI, MER, ERT, CTZ,
AZT, CIP, GEN, TRS

ST

ST448

ST4107
(CC10)

ST4108

ST167
(CC10)

Rezisztencia gének

blanowm-7, blatem-1, blactx-v-is, blacmy-a2, rmtB,
aac6’-1b-cr, qacEA1, mdfA, ydgE, ydgF, sugE(C),
Sugk(pP)

blanowm-7, blactx-m-1s, blacwmy-a2, aac6’-1b-cr,
qacEA1, mdfA, ydgE, ydgF, sugE(C), sugE(P)
blanom.7, blatem-1, blacwmy-a2, aac6’-1b-cr, emrk,
mdfA, ydgE, ydgF, sugk(C), sugk(P)

blanom-7, blacrx-m-1s, blacwy-2, aac6’-1b-cr,
gacEA1, mdfA, ydgE, ydgF, sugE(C)

Méret
(bp)

46 161

45 122

37070

34 403
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Az ABC133 torzs kivételével minden izolatumbdl sikerilt a blanom7 gént konjugacidval
megfelel6 recipiensbe atvinni, mig az utdbbi torzs esetén kizdrélag pNDM-7 plazmidot
tartalmazdé szarmazékot csak transzformacidval tudtunk nyerni. Jéllehet a torzsek szamos
rezisztencia gént hordoztak (23. tdblazat), ezek egyike sem transzferalddott a blanom-7 génnel
egyltt. A négy torzs IncX3 plazmidjainak teljes szekvencidit 6sszehasonlitva (12. abra) lIathaté
A legnagyobb, pKW37T-NDM-7 plazmid a 1S26 transzpozaz génjében azonositott,
Ile106->Leu valtozast el6idéz6 nukleotid kiilonbségtél eltekintve azonos volt a Kanaddban K.
pneumoniae-ben leirt plazmiddal (GenBank CP012990.1, 2%%). A blaxnoms gén el6tt
elhelyezked6 ISAb125 mind a négy torzsben csak részlegesen volt jelen egy IS5 elem
inzercioja kovetkeztében, ami utan az omani és a két emirdtusi torzsben az ISAb125 5’ vége
kiilonb6z6 méretl delécidk voltak megfigyelhetek. Megjegyzendd, hogy a konjugdacidval at
nem vitt torzs esetén a konjugacids apparatus génjei sériiltek voltak: a pilX8 génbe egy 1S1

elem inzertalddott, mig a pilX3-ban egy nukleotidot érint6 delécid volt azonosithaté.

12. dbra A régidban izolalt térzsek pNDM-7 IncX3 plazmidjainak teljes szerkezete

b —m et O GO0 —{—{— PKW53T-NDM-7
2782 5 3§ @ (KX214669)

IS5

umuD
1526

dsbC

trpF

bleyg,

L1 T
AlSAbal25

L L POM2ENDMLY

L I ~ L L
ER 53 ¢ g g = s
O - b K PABC218-NDM-7
29 S 8 yhe3unyess (KX214670)
¥sa £ = L]

1SL3tnpA

pABC133-NDM-7
(KX214671)

Egy nukleotid delécio

‘ | Replikaz ‘ A plazmid gerinc génjei . Transzpozdzok l blaygy 7 Egyéb szerzett gének

A sziirke sdvok a plazmidok k6zétti azonos teriileteket jelzik. Zdrdjelben a GenBank szamok ldthatoak
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A régidban elGszor altalunk kimutatott NDM-7 allél tovabb hangsulyozza az IncX3 plazmidok
jelentdségét. A régidn kivil mar mas tipust plazmidokon (pl. IncF, IncA/C) is leirtak ezt az
allélt, mig IncX3 pNDM-7 plazmidot korabban Németorszagbdl 2%, Kinabdl 2% és Kanadabdl
284 jelentettek. Utdbbi azért kiléndsen figyelemre méltd, mert a kuvaiti térzsben detektalt
pKW53-NDM-7 minddssze egy nukleotidban tért el a kanadai plazmidtél (CP012990).
MegjegyzendS, hogy Kanaddban ezt a plazmidot, azonos szerkezettel, tobb fajban is
kimutattak, mig esetiinkben mind a négy plazmid hosszabb-révidebb deléciék miatt némileg
eltért egymdstdl (12. abra). Jelen vizsgdlataink arra nem adnak valaszt, hogy a négy
egymastol eltéré torzs egymastdl flggetlendl keriilt-e a régidba, vagy a mobilis plazmidok
kiilonb6z6 recipiensekbe tortént helyi atvitele, és ezt kovets tobbféle delécidja hozta-e létre
a tapasztalt valtozatossagot Ugy a torzsek, mint a hordozott pNDM-7 IncX3 plazmidokat
tekintve. De a megfigyelés mindenképpen felhivja a figyelmet ennek az altaldban fokozott

2 260

karbapenem rezisztenciat okozo “*° allélnak a regionalis jelenlétére.

VIM-4 (X)

Harmincnégy, karbapenemekre nem érzékeny, kiilonb6z6 Abu Dhabi korhazakbdl szarmazo
Enterobacterales izoldtumot PCR-ral vizsgalva a globdlisan leggyakoribb karbapenemaz
gének jelenlétére, 9 NDM és 11 OXA-48-szer(i enzimet termel6 izoldtum mellett
azonositottunk egy E. cloaceae térzset (ABC104), mely a blayim gént hordozta. A gén direkt
szekvenaldssal meghatarozott nukleotid sorrendje alapjan a blavim-4-es allélnak bizonyult. A
torzset 2012 januarjaban izoldltdk egy 45 éves egyiptomi férfibdl, akit 12 éves kora ota
gerincsériilésébdl fakadd vizelet inkontinencia, és egy 3 évvel kordbban sebészileg csak
részleges eltdvolitasra keriil6 ependymoma miatt tobbszor allt valtozatos, széles spektrumu
antibiotikus kezelés alatt részint Egyiptomban, részint az Emirdtusokban hospitalizalva. A
torzs minociklin és kolisztin kivételével minden vizsgalt antibiotikummal szemben rezisztens

volt.

A blayms gént nem sikerilt konjugdcidval atvinni megfelel6 recipiensbe. S1 nukleaz
emésztést, pulzald6 mez6jli elektroforézist, majd kilonb6z6 DNS prdbakkal toérténd
hibridizaciét alkalmazva, illetve a megfelel6 PCR amplikonok szekvenalasaval sikerilt
igazolni, hogy a blayiv-4 gén a torzs egy kb. 175 kb-os IncA/C plazmidjan helyezkedik el egyltt
a blacwy.a és egy blarem génnel, mig utébbi szintén megtaldlhatd volt a blacrx-mas  génnel
egyltt egy kozel 300 kp plazmidon is (13. abra). Ismert szerkezetl blavim -et tartalmazé

plazmidok szekvencidi (GenBank AJ704863 és AY339625) alapjan tervezett primerek
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segitségével tortént szekvenalasok soran megallapitottuk, hogy az ABC104 torzs pVIM
plazmidjan a blayim-4, egy |. osztalyu integron része. Ezt, 6sszehasonlitva néhany masutt

detektalt plazmid hasonlé szakaszaval, a 24. tablazatban mutatjuk.

13. dbra Az ABC104 torzs genomjanak S1 nukleazzal tortént
emésztést kovetd, killonboz6 probakkal végzett
hibridizacidja

Alkalmazott DNS prébak
VIM TEM CTX-M CMY-4 IncA/C

”‘gﬁ e w
(kb) -
339,5 ¥
291
242,5
194
. ® 9
145,5
97
48,5

VIM karbapenemadzt, annak allél tipusat és genetikai kornyezetét el6szor mi irtunk le a
Félsziget orszagaibdl. Kordbban csak egy konferencia dsszefoglaléban szerepelt egy VIM és
KPC termeld E. coliizoldtum, melyben csupan a gének jelenlétérdl tortént emlités 2%7. A blayim-
4 6s blacumy-4 lehetséges ko-lokalizacidja IncA/C tipusu plazmidokon ismert jelenség 27. A
pVIM-4 plazmidot nem sikerilt in vitro konjugdcidval atvinniink, és ennek okat nem volt
lehet&séglink tisztazni. Ugyanakkor figyelemre méltd, hogy a kdzelmultban Olaszorszagban
az altalunk detektalthoz hasonlé méret(i, szintén mindkét gént hordozd IncA/C tipusu
konjugativ plazmidot azonositottak, mely ugyanazon betegbdl izolalt két fajban is
megtalalhato volt . Ez felveti annak lehet&ségét, hogy a plazmid, legaldbbis potencialisan

ebben a régidban is terjedhet, akar kilon fajok kozott is, horizontdlis génatvitel révén.
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Az ABC104 torzs pVIM plazmidja I. osztalyu integronjanak szerkezet mas izolatumok hasonlé strukturaihoz hasonlitva

Faj

Ent.c.

E.c.

Ent.c.,
K.p

K.p.

K.p.,
K.o.,

Ent.c.

K.p.

Orszag

EAE!?
Oroszo.?
Olaszo.?
Tunézia*
Magyaro. >
Gorogo. ©

Gorégo. ’

GenBank

IX275775

AJ704863

AM181293

GU181265
GU181269

EF467306

GC1
blaviv-
4
b/GV|M_
4
b/GV|M_
4
b/GV|M_
4

aacA4

b/GV|M_
4

b/a\nM_
4

Gén kazettak (GC)

GC2 GC3 GC4
aacA7 dfrAl AaadAl
aacA7 dfrAl AaadAl
aacA7 dfrAl AaadAl
aacA7 dfrAl AaadAl
blayiv- ) )

4
aacA7 dfrAl  aadAl

GC5

smr

smr

smr

ND

Az |. osztalyu integron szerkezete

ISPa21

ISPa21

ISPa21

ND

gackAl

gackAl

3’ vég

gacEAl

sull

Méret
(kb)

sull 175
40
ismeretlen
>130
90
40

175

pVIM

Inc
A/C
A/C
A/C
NT
NT
NT

NT

Egyéb B-
laktamazok
CMY-4,
TEM-1

cMY-4

SHV-2a

Ent.c. — E. cloacae, E.c. — E. coli, K.p. — K. pneumoniae, K.o. — K. oxytoca, ND — nem volt kimutathaté, NT — nem tesztelve

1.

—jelen vizsgdlat, 2. - %%, 3. - 287 4,20 5 21 g 292 7 _293
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KPC-2 (XIV)

Az Al-Rashid kdrhazban (Dubai) 2012 marciusa és 2014 februdrja kozott izolalt 34
karbapenemekkel szemben nem érzékeny Enterobacterales térzset PCR-ral a leggyakoribb
karbapenemaz génekre vizsgalva a 6 NDM, 7 OXA-48-szer(i, 17, az NDM és az OXA tipusu
enzimek génjeit egyarant hordozd és 2 blaxec pozitiv torzset (K. pneumoniae ABC220 és
ABC224) azonositottunk. Az ABC220-as torzset 2012 oktoberében izolaltak egy 40 éves Fllop-
szigeti beteg nekrotizald sebfert6zésébdl 25 nappal azutdn, hogy perforalt appendix és
szepszis miatt felvételre keriilt. Az ABC224 t6érzs 2013 majusdban keriilt izoldlasra egy olyan
80 éves emiratusi beteg kopetébdl, aki a megel6z6 egy évben a kdrhaz kiilonb6z6 osztalyain
folyamatosan hospitalizalva volt ldb-amputacidja és szepszise miatt. A torzsek izolaldsat
megel6z6 évben egyik beteg sem hagyta el az EAE-t. A két KPC pozitiv torzs izoldlasat
megel6z6en mindkét betegtdl ismételten vett mintadk negativak voltak CRE tekintetében. A
torzsek a vizsgalt antibiotikumokra, ideértve a kolisztin is (a ma mar nem elfogadottnak
tekintett E-teszttel vizsgdlva!) a tigeciklin és amikacin kivételével rezisztensek voltak. SDS-
PAGE analizissel mindkét torzsben kimutathatd volt az OmpK35 kiils6é membran fehérje

hianya (a disszertdcioban nem dbrdzolt eredmény).

Mindkét torzs az ST14 tipusba tartozott, PFGE mintdjuk >95% hasonldsagot mutatott és
egyarant hordoztak a fyuA, kfuBC, fimH, mrkD, traT, clpK, ugeA virulencia, és a blatem.1, blasuy-
1, blacrx-m-15 és aac-6"-1b-cr rezisztencia géneket. A hordozott gének alapjan a K2 tipusu tok

jelenléte volt valdszindsithetd.

Konjugacioval a blaxec atvihetS volt az E. coli J53raz recipiensbe, de abban nem lehetett
stabilan fenntartani. Eppen ezért a plazmidokat transzformacidval atvittiik az E. coli GM2163
torzsbe is. Mindkét torzs pKPC-je egy 45 kb méretli IncX3 plazmid volt, melyek azonos RFLP
mintat mutattak Eco Rl és Hind Ill emésztést kovetéen. A blaxec gén és kornyezetének
szekvenciadjat meghatdrozva kiderilt, hogy a gén a KPC-2 allélnak felelt meg és azt egy, az
umuD génbe inzertalddott Tn4401b transzpozon tartalmazza, mely, néhany kordbban leirt

pKPC-2-héz képest 22429 forditott mddon illeszkedik a plazmid szerkezetébe (14. dbra).
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14. abra Az EAE-ban azonositott blakec: gén kornyezete
0sszehasonlitva masutt izolalt plazmidok hasonlé strukturaival

Tn4401b

pABC220
(EAE, KM983022)

blayee.
. Egyeb rezisztencia gén

‘ Transzpozicid/inzercio

|::> Hatarolo plazmid gének

) pKpS90
s 5%y = nezz 3z z (Franciaorszag,
E cf5g§ E g 2 2§ £ 4
§7ED 88 S JX461340)
g I5Kpn& ISKpn7
g J
£ Tna401a

$firiirsir ¥y (HongKong

3 = = < E <=

5§ E OB ; g . 1X104759)
= i5Kpng I5Kpn7

ATn4401a

IRR és IRL — jobb és baloldali invertdlt szekvencia. A sziirke sdvok a
plazmidok kézétti azonos teriileteket jelzik. Zdrdjelben az izoldlds
helye és a GenBank referencia szam.

Eredményeink alapjan elGszor adtunk részletes jelentést az Arab-félszigetrdl itt izolalt KPC,
pontosabban KPC-2 termel6 torzs jelenlétérdl. blakec.o-t hordozé IncX3 plazmidrdl kordbban
mar Franciaorszaghdl 2% és HongKongbdl % is beszdmoltak (14. dbra). Megfigyelésiink
tovabb hangsulyozza a régidban az IncX3 plazmidok szerepét a karbapenemdz gének
terjesztésében. Sajnos a korabban egy kongresszusi 6sszefoglaléban emlitett VIM és KPC

267 t3bbszéri  prébéalkozasunk ellenére sem sikerdilt

géneket is tartalmazé torzset
megkapnunk, igy nem tudtuk azt a torzset sajat VIM-4, illetve KPC-2 termeld torzseinkhez

hasonlitani.
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Figyelemre méltd volt, hogy az e vizsgalatokban feldolgozott esetek tobbsége esetén nem
volt igazolhatd az adott torzs izolalasat megel6zS kiilfoldi utazas. igy, bar a térzs-import
lehetGségét teljesen kizdrni nem lehetett, de azt valdszin(Usithettlik, hogy legaldbbis az esetek
tobbsége mogott inkdbb helyi fert6zés all. Ennek pontos tisztdzasahoz azonban, csakugy,
mint a régidban el6fordulé kilonb6z6 karbapenem rezisztencia mechanizmusok

< ses

szlikség.
4.3.2.2. Karbapenemdzokat kédold IncX3 plazmidok 6sszehasonlito vizsgdlata (XXIV)

2009 és 2014 kozott 12 emirdtusi kdrhazban izolalt 295 karbapenemaz termeld torzs kozott
replikdz-specifikus PCR-ral ¢ 30 olyan tdrzset azonositottunk, melyek valamilyen
karbapenemadz gént IncX3 plazmidon hordoztak (25. tablazat). Az 6t faj IncX3 plazmidjai az
NDM négyféle, az OXA-48-szer( egyféle, és a KPC egyféle alléljat hordoztak. A 13 E. coli torzs
csak korlatozott hasonlésagot mutatott egymdshoz, 8 kilonb6z6 szekvencia tipusba
tartoztak. Az ugyancsak 13 K. pneumoniae izoldtumok koziil 5 blanom-1 hordozd, 290% PFGE
minta hasonldsagot mutatd ST11 tipus volt, melyek, bar azonos kérhazbdl, de 3 év alatt
keriltek izolalasra. Kisebb, de hasonléan szoros csoportokat képezett a 3 NDM-1-et és OXA-
48-at egyarant termelS ST1318 torzs (ezekben a blanpm-1az IncX3 plazmidon helyezkedett el)

és a két ST14 tipusu, KPC-2-t termeld torzs.
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25. tablazat A vizsgalatba bevont, az EAE-ban izolalt karbapenemaz gént tartalmazd IncX3 plazmidot hordozo torzsek

asonnevend 117 23

Torzs*

ABC133
ABC239
ABC264
ABC356
ABC381
ABC218
ABC233
ABC384
ABC54
BC-13-836
ABC280
ABC286
ABC268
ABC40

1zolalas
datuma
12/14/2012
8/15/2013
6/9/2014
8/8/2014
11/4/2014
12/25/2012
7/21/2013
11/5/2014
1/2/2011
9/24/2013
7/15/2014
8/15/2014
6/11/2014
10/27/2009

lzolatum
Faj

. coli
. coli
. coli
. coli
. coli

E
E
E
E
E
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli

E. cloacae

Karbapenemaz

NDM-7
OXA-181
OXA-181
OXA-181
OXA-181

NDM-7

NDM-5

NDM-5

NDM-1

NDM-1

NDM-5

NDM-5

NDM-5

NDM-1

MLST

ST4108
ST410
ST410
ST410
ST167
ST167
ST167
ST1284
ST2206
ST446
ST448
ST448
ST2083
ST417

Atvihet6ség
% %k
nem-C
nem-C
nem-C
Cm
nem-C
C
Cm
C
C
C
C
NT
Cm
Cm

IncX3 plazmid

. Méret

(bp)
pABC133-NDM 37070
pABC239-OXA-181 51479
pABC264-0OXA-181 51479
pABC356-0OXA-181 51479
pABC381-OXA-181 51479
pABC218-NDM 34403
pPABC233-NDM-5 46161
pABC384-NDM-5 46161
pABC54-NDM-1 53023
pBC836-NDM-1 52565
pABC280-NDM5 35502

NT NT
pABC268-NDM-5 45232
pABC40-NDM-1 54035

Rezisztencia gén

blanowm-7
blaoxa-1s1 + qnrS1
blaoxa-1s1 + qnrS1
blaoxa-1s1 + qnrS1
blaoxa-1s1 + qnrS1

blanowm-7

blanowm-s

blanowm-s
blanom-1 + blasuy-12
blanom-1 + blasky-11

blanowm-s

NT
blanom-s

blanom-1 + blaspv-12

folyt.
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folyt.
Izolatum IncX3 plazmid
. Izolalas . ’ Atvihet6ség ) Méret . .
Torzs* ; Faj Karbapenemaz MLST Név Rezisztencia gén
datuma e (bp)
ABC260 3/31/2014 K. pneumoniae OXA-181 ST3545 nem-C pABC260-OXA-181 51480 blaoxa-1s1 + qnrS1
ABC369 9/23/2014 K. pneumoniae NDM_156; OXA- ST307 Cm pABC369-NDM-5 45252 blanowm-s
ABC137 1/14/2013 K. pneumoniae NDM-1 + OXA-48  ST1318 Cm pABC137-NDM-1 53022 blanom-1 + blasyv-12
ABC141 4/20/2013 K. pneumoniae NDM-1 + OXA-48  ST1318 NT NT NT NT
ABC155 6/5/2013 K. pneumoniae NDM-1 + OXA-48  ST1318 NT NT NT NT
ABC220 10/5/2012 K. pneumoniae KPC-2 ST14 ct pABC220-KPC-2 46900 blaxec
ABC224 3/17/2013 K. pneumoniae KPC-2 ST14 ct NT NT NT
ABC52 9/19/2010 K. pneumoniae NDM-1 ST11 C pABC52-NDM-1 52565 blanom-1 + blaspv-12
ABC53 9/19/2010 K. pneumoniae NDM-1 ST11 NT NT NT NT
BC680 7/18/2012 K. pneumoniae NDM-1 ST11 NT NT NT NT
BC700 7/24/2012 K. pneumoniae NDM-1 ST11 C pBC700-NDM-1 52565  blanpwm-1 + blasuv-11
BC-13-817 9/17/2013 K. pneumoniae NDM-1 ST11 NT NT NT NT
ABCS80 5/8/2011 C. freundii NDM-1 NT Cm pABC80-NDM-1 53023 blanom-1 + blasuv-12
ABC140 3/25/2013 M. morganii NDM-1 NA nem-C pABC140-NDM-1 52591 blanom-1

* Avastagon szedett térzsek IncX3 plazmidjainak teljes szekvencidit a XXIV-es tanulmdnyban hatdroztuk meg

** Atvihetbség: C — konjugativ, Cm —konjugativ, de tébb plazmid transzferdlédott, C* - Konjugativ, de nem stabil a J53gaz recipiensben, nem-C —nem konjugativ;

NT — nem tesztelt
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bra Az EAE-ban izoldlt torzsek karbapenemaz-kddold IncX3
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A pABC220-KPC-2 plazmidon a KPC-2-t kédol6 gén egy Tn4401b transzpozonon helyezkedett
el és a plazmid mas rezisztencia gént nem hordozott. A hat OXA-181-et kédolé plazmid
nagyon hasonlé volt, rajtuk a karbapenemaz gén a gnrS1 génnel egyiitt egy 1S26 altal hatarolt
kompozit transzpozon részeként helyezkedett el. Az NDM-1-et kédold plazmidok
karbapenemazt kédold, egy ISCR27 és egy részleges ISAb125 kozott elhelyezkedd régidi
azonosak voltak, csakigy, mint a blanom-a, blanoms, és blanom-7 géneket keretezd 1S26 és IS5

kozotti szakaszok (15. abra).

A pABC218-NDM plazmid 1286 és 26190 bazisai kdzti (GenBank KX214670) 24905 bp hosszu
szakaszat alapul véve a fenti EAE-béli, és tovabbi, a vildg kiilonb6z6 pontjairdl szdrmazd 35
IncX3 plazmid replikaciojaért, ledny sejtek kozti megosztasdért és az atvitelért felel6s gerinc
szakaszat 6sszehasonlitottuk. Az 58 plazmid Neighbor-Joining faja a 16. abran lathatd. Harom
jol elkilénilé csoport (clade) volt azonosithatd. Az elsé az NDM-1, NDM-4 és NDM-7 és egy
SHV-12- t kddold plazmidokat tartalmazta, mig a masodik az NDM-5-6t, a harmadik az OXA-
181 plazmidokat foglalta magdba egy Olaszorszagban talalt OXA-181 plazmid kivételével. Az
emiratusi KPC-2 plazmid jelent&sen eltért a Hong Kong-ban, illetve Franciorszagban izolalt,
azonos karbapenemazt kddold plazmidoktdl. Mindhdrom nagy clade egyardnt tartalmazott

az EAE-bdI és a vilag véltozatos régidibdl szarmazd plazmidokat.

Az IncX3 plazmidok széles gazda-specifitassal rendelkeznek, jol konjugalddnak, stabilak, és
nem jelentenek jelentds fitness-terhelést, azaz szdmos olyan tulajdonsaggal rendelkeznek,
melyek kiemelten alkalmassa teszik 8ket antibiotikum rezisztencia gének terjesztésére 2%, Az
EAE-ban azonositott 5 kérokozé faj hdrom karbapenemdz 6 alléljat hordoztak. Ez a faj-béli
valtozatossdg, még ha nem is példa nélkili, mindenképpen magasnak szamit 2.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az EAE-ban tapasztalt magas IncX3 prevalencia (a vizsgalt
karbapenaz termeld torzsek 10,2%-aban hordozta ilyen plazmid az enzim génjét) komplex
folyamatok eredménye. Egyrészt, egyes esetekben a klonalis terjedés kimutathaté volt (pl.
az 5, nagyon hasonlé plazmidot hordozd ST11 K. pneumoniae torzs). Figyelemre méltod, hogy
egymastdl fliggetlenil Ggy az IncX3 plazmid %6, mint a CG258 részeként az ST11 torzsek
dnmagukban is kiemelt terjedési képességel rendelkeznek 2%, Kisebb csoportokat képezve,
egyéb, magas rizikéju globdlis klonok is el6fordultak az orszagban IncX3 plazmidokat

hordozva (pl. az OXA-181-et termel8 E. coli ST410 2. A plazmidok
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16. dbra Kiilonboz6 régidkbdl szarmazo IncX3 plazmidok
gerinc régidjanak filogenetikai 6sszehasonlitasa

CP012563 None US

MG228426 OXA-181 IT

JN247852 SHV-11 IT

KT362706 KPC-3 SHV-11 IT

MG252892 NDM4 CZ

PABC220-KPC-2

KM400601 NDM-4 AU
AP018141 NDM-7 MY
AP018146 NDM-4 MY
CP012990 NDM-7 CA
JX104760 NDM-1 SHV-12 CN
KP776609 NDM-7 OM
KX214669 NDM-7 KW

—— KX470735_NDM-7 CN
KXB18697 SHV-12 NL
MH234505 NDM-1 SHV-12 HK
PABC133-NDM-7 Clade 1
PABC137-NDM-1
PABC140-NDM-1

PABC218-NDM-7

PABC302-NDM-4

PABCA0-NDM-1

PABC52-NDM-1

PABC54-NDM-1

PABCB0-NDM-1

PABC700-NDM-1 | PABC381-OXA181

P ABC836.NDM-1 | PABC356.0XA181

pABC264-OXA181

PABC239-OXA181 Clade 3
MG570092 OXA-181 LB

KXB94452 OXA-181 GR

KP400525 OXA-181 CN

KTD05457 OXA-181 CH

KX523903 OXA-181 CZ SABCR AR
——— pABCo47-OXA-181
CP024806 OXA-181 DN

AP018831 OXA-181 MY

MG702491 OXA-181 KR
PABC384-NDM-5

PABC268-NDM-5

MG252891 NDM-5 CZ

CP024825 NDM-5 KR

KF220657 NDM-5 IN
KXB33071 NDM-17 CN
S 1224500, NOM-5 HK
PABC233-NDM-5 Clade 2
PABC280-NDM-5
PABC369-NDM-5
CP008799 SHV-12 US
**:‘ JX104759 KPC-2 HK
- JX61340 KPC-2 SHV-12 FR

70E5 KX618696 SHV-12 TEM-1 NL

KX618703 SHV-12 NL

A vastagon szedett plazmidok az EAE-bél szarmaznak. A t6bbi
plazmidndl a kddolt enzim mellett feltiintettiik a GenBank
szdmot és a szdrmazdsi orszdg nevét: CA - Kanada; CH - Svdjc;
CN - Kina; CZ - Cseh Koéztdrsasdg;, DN - Ddnia; FR -
Franciaorszdg; GR - Németorszdg, HK - Hong Kong; IN - India;
IT - Olaszorszdg; KR - Dél-Korea; KW - Kuvait; LB - Libanon; MY
- Myanmar; NL - Hollandia; OM - Omdn; US - USA

konzervalt régidinak 0sszehasonlitdsa egyrészt megmutatta, hogy a plazmidok szerkezete
szoros 0sszefliggés mutat a hordozott rezisztencia génnel. Ugyanakkor tobb NDM allél (NDM-
1, -4, -7) helyezkedett el hasonlo szerkezetl plazmidokban, mely a gének a plazmidba vald
bejutdsét kovetd evollcidjanak elméletét tdmogatja 2°’. Az viszont, hogy az NDM-5-6s allél

Y2

eltérd gerincl plazmidban foglal helyet, a blanom gén IncX3 plazmidokba tortént tobbszords
felvételét valdszindsiti. Az a tény, hogy gyakorlatilag minden, az EAE-ban el6forduld IncX3
plazmid tipus mds foldrajzi régidkban is megtaldlhato volt azonos géneket, illetve allélokat
hordozva azt igazolja, hogy a hordozd toérzsek klondlis terjedés mellett nem elsGsorban e
plazmidok helyi evollcidja, hanem azok importja, esetleg ezt kévet6 helyi horizontalis

atvitele felelGsek az IncX3 plazmidok magas prevalencidjat mutato helyzet kialakulasaért.
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4.3.2.3. Karbapenemdz és 16S RNS metildz aminoglikozid rezisztencia gének gyakorisdgdnak

vizsgdlata (XIII, XV, XXIII, XXVI és XXVIII)

A legfontosabb karbapenemazok el6forduldsdnak gyakorisdgaval kapcsolatos kilonb6zé
kiterjedtségl, kilénb6z6 id6pontban folytatott projektjeink soran nyert eredményeket a 26.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A nagyobb esetszammal dolgozd EAE béli (XXIII és XXVIII) és
regiondlis tanulmanyok (XXVI) mind hasonlé képet mutattak az enzimek gyakorisagat
tekintve: a leggyakoribbak az OXA-48-szer( enzimek voltak, melyet az NDM, mint egyetlen
karbapenemaz kovetett. Ett6l kisebb, helyi kérhazi adatok eltérhettek (XIIl): az Al-Qassimi
kdrhazbdl a vizsgalat idején hianyoztak az OXA enzimet termel§ izolatumok. Az is figyelemre
méltd, hogy az elsd regionalis vizsgalat soran (XV) Kuvait kivételével az NDM termel6k még
mindenitt meghaladtak az OXA-termelGk aranyat. Mindkét regionalis vizsgalatban (XV és
XXVI) jelentds kiilonbségeket taldltunk az egyes orszagokban tapasztalt prevalenciak kozott.
Ezek koziil taldn a legfeltlin6bb az NDM-OXA termel6 torzsek kiugréoan magas, altaldban 10%
feletti aranya az EAE-ban, mely a legfrissebb vizsgalat szerint (XXVIII) az orszag mindharom
enzimek hidnya, a VIM Kuvaittdl eltekintve alacsony aranya és a KPC tipusu enzimek nagyon
ritka el6forduldsa. A kezelhet&ség szempontjabdl fontos megfigyelés az MBL térzsek nagyon
magas, altaldban 40% feletti, de nem ritkdn még magasabb ardnya az Osszes vizsgalt

teriileten (26. tablazat).

Mig a projektek tobbsége esetén nem volt adatunk arrdl, hogy a vizsgalt torzsek a
ténylegesen izolalt CRE-knak milyen aranyat jelentették, a XXVIII projekt soran a résztvevé
kérhazakat (Abu Dhabi Emiratus 4 kérhdz, Dubai Emirdtus 6 kérhaz, Sharjah és az Eszaki
emiratusok 5 kérhaz) arra kértik, hogy a vizsgélat ideje alatt minden, az adott betegtél izolalt
elsé CRE torzset kildjenek el. A vizsgalatba vont torzsek szdmat Osszevetve a résztvevd
kérhazak altal az izolalt CRE-k szamara vonatkozd, a National Antimicrobial Surveillance
System-nek kiildott jelentéseivel szamitdsaink szerint a fenti kritériumoknak megfeleld
torzsek 45.9% -at vizsgaltuk, igy ezt a vizsgalatot reprezentativnak tekinthettiik. Bar a fenti
arany (OXA > NDM) az EAE mindhdrom régidjara igaz volt, ettél, f6leg egyes Sharjah és Eszaki
emiratusok béli kérhaz esetén ettdl jelentbs eltéréseket tapasztaltunk, igy nem csoda, hogy

az MBL torzsek aranya ezekben a kérhazakban volt a legmagasabb (17. abra (/. 82. old.)).

80



18

asonnevend 117 23

26. tablazat  Karbapenemaz gének prevalencidjanak vizsgdlata az EAE-ban és a kornyez6 orszagokban

Karbapenemaz gén gyakorisaga (%)
Toérzs Egyéb

Cikk Hol A torzsgylijtés ideje s7Am ) ST e Y, . Nop)m- Ifarbaperrer’na.’lf |J\|e|lr::: MBL
gén kombinacidk
Xl Al-Qassimi Kérh.éz, 2011. 09. - 2012. 10. 13 76,9 0,0 0,0 0,0 0,0 23,1 0,0 0,0 100,0
Sharjah
EAE 56 48,2 21,4 0 1,8 0 8,9 0 19,6 58,9
Szaudi 54 57,4 33,3 0 1,9 0 1,9 0 5,6 61,1
XV Kuvait 2009. 04.-2013.04. 27 22,2 25,9 0 29,6 0 0 0 22,2 51,9
Oman 63 46,0 44,4 0 3,2 0 1,6 0 4,8 50,8
Osszesen 200 46,5 32,5 0 6,0 0 3,5 0 11,5 56,0
XXIN Dubai  2015. 06. - 2016. 06. 89 21,3 46,1 0,0 0,0 0,0 19,1 0 13,5 40,4
EAE 2009-2017 754 26,9 41,5 0,4 1,3 0 16,0 0,1 13,7 44,4
Szaudi 2012-2016 218 28,9 48,6 0 2,3 0 6,9 0,9 12,4 39,0
- Kuvait 2009-2016 112 50,0 17,0 2,7 10,7 0 8,0 0,9 10,7 69,6
Oman 2010-2016 85 35,3 50,6 0,0 2,4 0 3,5 0 8,2 41,2
Bahrein 2015 23 82,6 8,7 0,0 0,0 0 0 0 8,7 82,6
Osszesen 2009-2017 1192 31,1 40,5 0,5 24 0 12,4 0,3 12,7 46,3
Abu Dhabi 230 33,9 34,8 2,2 0,9 0 13,9 0,9 13,5 49,1
Dubai 175 26,3 46,3 0 0 0 10,3 0 17,1 36,6
XXVl Sha réi:]if;tiszszakl 2018.07.—-2019. 03. 99 35.4 455 0 0 0 111 0 8.1 46,5
Osszesen 504 31,5 40,9 1,0 0,4 0 12,1 0,4 13,7 44,2

* Ez a toérzsgylijtemény tartalmazott tébb izoldtumot a X, Xlll, XIV és XV cikkekben vizsgdlt térzsek kéziil, melyek a gylijtemény 22,5 %-at tették ki, MBL —
metallo-béta- laktamdz
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17. dbra Rezisztenciat kddold gének gyakorisaga kiilénb6z6 EAE -béli
kérhazakban izoldlt CRE torzsekben

10, NDM 100, OXA-48
-szeru
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Régiok és koérhazak (N = a vizsgalt torzsek szama)

ABD — Abu Dhabi (kék), DUB — Dubai (26ld), SNE — Sharjah és az Eszaki emirdtusok
(sdrga)

Sotétebb oszlopok - a hdrom régid, vildgosabb oszlopok az adott régidban az
egyes kdrhdzak adatai

A szaggatott piros vonal az orszdgos dtlagot mutatja.

* P=0,05-0,001, ** P<0,001 Sé6tét oszlop felett az adott régié a mdsik kettével

Osszehasonlitva, vildgosabb oszlop felett az adott kérhdz a régid t6bbi kérhdzdhoz
hasonlitva
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A XV projekt soran volt mddunk adatokat gydjteni a betegek hospitalizalasi és utazasi

anamnézisérél. 150 beteg esetén allt rendelkezésre adat abban a tekintetben, hogy a CRE

izolaldasat megel6z6 egy évben jart-e kiilfoldon, 159 beteg esetén ismert volt, hogy egy éven

belil allt-e kérhazi kezelés alatt és 95 betegnél tudtuk, hogy a kezelés kilféldon tortént-e.

Jéllehet a kilfoldon jart betegek kozott valamivel tébb volt az XDR és NDM termeld és

kevesebb az OXA termel6 torzs, a kiilonbségek nem érték el a szignifikans szintet (18. abra

A). Bar a korabban kérhazban kezeltek kozott tobb volt az XDR torzs és az OXA termeld, ezek

a kiilonbségek sem voltak szignifikansak (18. dbra B) Szignifikans kilonbséget kizarélag akkor

lattunk, ha a hazai, illetve kilfoldi kérhazakban kezelteket hasonlitottuk 6ssze: utdbbiak

esetén (78,6%-ukat Indidban kezelték) szignifikansan gyakoribb volt az NDM el6forduldsa (18.

abra C).

18. abra Osszefliggés az utazas és korhazi dpolas és az izolalt
torzsek tulajdonsdgai kozott

'y
o A B viazor (=35

20+ Nem utazott (N=115)
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607
% - 46,1
20,0 38,3
40+ 34,8 31,4
20+
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Y
- - 100 PP
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** p<0,01

A 16S RNS metilaz gének jelenlétét nagyobb torzsszamon harom tanulmanyban (XV, XXVI és

XXVII) és vizsgaltuk (27. tablazat). Altalanossagban jellemz8 volt e gének magas aranya,

jollehet, jelentds eltérések voltak az egyes orszagok, illetve a XXVIII projektben az egyes

régiok, sét kérhazak (17. abra) tekintetében is.
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27.tablazat Aminoglikozid rezisztenciat okozd 16S metildz gének gyakorisaga az EAE-ban és a kornyez6 orszagokban
i ol A torzsgy(ijtés Térzs 16S metilaz gén gyakorisaga (%) ——
ideje szam armA rmtA rmtB rmtC rmtD rmtE rmtF S
metildz gén
EAE 56 25,0 NT 0 1,8 0 NT NT 26,8
Szaudi 54 11,1 0 0 59,3 0 NT NT 70,4
XV Kuvait 2009.04. - 27 0,0 0 0 14,8 0 NT NT 14,8
2013. 04. ’ ! ’
Oman 63 25,4 1,6 12,7 0 NT NT 34,9
Osszesen 200 18,0 0 0,5 22,5 NT NT NT 39,5
EAE 2009-2017 754 31,3 0 3,2 0,7 0 0 16,2 47,7
Szaudi 2012-2016 218 12,8 0 0 17,9 0 3,2 33,9
XXV| * Kuvait 2009-2016 112 19,6 0 3,6 8,9 0 8,9 41,1
Oman 2010-2016 85 32,9 0 1,2 3,5 0 10,6 47,1
Bahrein 2015 23 8,7 0 0 0 0 8,7 17,4
Osszesen 2009-2017 1192 26,5 0,0 2,4 0 0,0 0,0 12,6 44,0
Abu Dhabi 230 31,7 0 2,2 0 0 0 13,9 46,1
Dubai 175 22,3 0 5,7 0 0 0 24,0 51,4
XXVIII Sharjah és az 2018 07. — 0
északi 2019. 03. 99 58,6 1,0 0 0 0 17,2 75,8
emiratusok
Osszesen 504 33,7 0 3,2 0,6 0 0 18,1 53,8

* Ez a torzsgylijtemény tartalmazott tébb izoldtumot a X, Xlll, XIV és XV cikkekben vizsgdlt térzsek kéziil, melyek a gyljtemény 22,5 %-dt tették ki

NT — nem tesztelt
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Figyelemre mélté volt, hogy mig a Szaudi torzsek kdzott az rmtC gén volt a leggyakoribb, ez,
bar az omani és kuvaiti torzsek kozott is el6fordult, ritka volt az EAE-ban. Itt egyértelmUen az

armA gén dominalt, mely hasonld prevalenciaval csak Omanban fordult eld.

A regiondlis vizsgalatok (XV, XXVI) sordan nem alltak rendelkezésre adatok atekintetben, hogy
a torzsek az el6forduld CRE-k hdany szazalékat jelentették és hogy azokat hogyan
randomizaltak, igy ezeket nem tekinthetjiik valddi reprezentativ tanulmanyoknak. Azonban
ugy érezziik, hogy néhdny dltaldnos megfigyelést igy is tehetlink: adataink azt mutatjak, hogy
regionalisan jellemz6 Ugy az OXA-48-szerl, mint az NDM-et, és altalaban az MBL-t termeld
torzsek magas aranya, és a KPC tipusu enzimek ritkasdga. A VIM relativ gyakorisaga
Kuvaitban, és a kétféle karbapenemdzt termel6k gyakorisaga az EAE-ban inkabb helyi
jelenségnek tlinik, utébbit a valdban reprezentativ vizsgalat (XXVIII) az orszdg minden
régidjaban 10% felettinek taldlta (26. tablazat, XXVIIlI). Az NDM és OXA-48-szerli enzimek
magas szama magyarazhatd a régié elhelyezkedésével, mely beékel6dik a Mediterrdneum
(OXA-48-szer(i dominancia 3%) és az Indiai szubkontinens (NDM dominancia 3%*) kézé. A KPC
hidnyara, miutdn mara globdlisan elterjedt, nehéz magyardzatot adni. Az elsé KPC termeld

302

torzset az Egyesiilt Allamokban, Eszak-Karolinaban irtak le 32, amit révidesen jelentds keleti-

parti jarvanyok kévettek, elsésorban New York kérhazaiban %°. Minden valdszin(iség szerint

303 azaz olyan orszagba, mely az Arab-félsziget

innen kerilt ez a tipus a Kozel-Keletre, Izraelbe
orszagainal Iényegesen szorosabb kapcsolatokat dpolt az USA-val. Feltehet6, hogy az izraeli-
arab kapcsolatok korlatozottsaga szerepet jatszhatott abban, hogy e térzsek nem terjedtek
at a régid arab orszagaira. Mindennek ellenére, a KPC termeldk globalis elterjedésével nem
kizarhatd a helyzet megvaltozdsa és a kdzeljovében érdekes lesz megfigyelni, hogy a régidban
meglévd ,rezidens tipusok” (OXA-48-szer(i és NDM termeldk) képesek lesznek-e a KPC
termel6ket tavoltartani. Véleményiink szerint ebben, a helyi surveillance és infekcid kontroll
hatasossagan tul a lokalis antibiotikum felhasznalas mellett a kiilénb6z8 enzimeket kifejez6
torzsek és klonok kolonizald képessége fog meghatdrozd szerepet jatszani. A VIM Kuvaitban

észlelt magas el6forduldasara magyardzat lehet a gének lokalis terjedése (ezzel kapcsolatban

lasd kés6bb az 4.3.2.9. fejezetet).

Egy 2015-ben publikalt, 2012-ben 15 Szaudi kdrhazban gydjtott torzson végzett vizsgalat a
kiilonb6z6 karbapenemdazok aranyat tekintve megerGsitette mi Szaddi torzsekkel kapott
masodik, nagyobb térzsszdmon végzett regiondlis vizsgalatunkat (XXVI) 3%, ami felveti, hogy

az elsd ilyen vizsgalatunk soran (XV) a Szaudi mintdk nem voltak kell6en reprezentativak.
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KésGbbi, a régidobdl szarmazé vizsgalatok tébbsége igazolta, hogy az alapveté OXA-48-szer(i
> NDM >> KPC megallapitasunk, bar az aranyok mértékében helyi eltérésekkel, de helyes volt
305308 ygyanakkor néhany kisebb mintaszamon végzett helyi vizsgalatban az NDM-et kifejez8

térzsek aranya valamivel meghaladta az OXA-48-szer(i enzimet termel&két 309310,

Miutdn adatok csak a CRE fert6zottekrdl alltak rendelkezésre, azt nem tudtuk vizsgalni, hogy
a kalfoldi utazas vagy hospitalizcié fokozta-e a CRE fert6zés veszélyét. De azt meg tudtuk
allapitani, hogy az utébbi két tényezd egyike sem hatott szignifikdnsan a leggyakoribb
karbapenemaz tipusokat kifejezé torzsek gyakorisdgara. Jollehet, a kilféldon hospitalizalt
betegek torzseinek kdzel 80%-a NDM termel6 volt (18. dbra C), ez az Osszes izolalt NDM
termel6 torzseknek csak 25,6% -at jelentette. Természetesen az orszag kitettsége miatt
valészinlileg jelentés a kdrokozd import, de adataink azt mutatjdk, hogy a helyben észlelt
esetek tobbségénél a torzsek gylijtésének idejében (2009-2013) a helyi fert6z6dés, atvitel

vélhetéen mar nagyon jelent8s, ha nem meghatarozd szerepet jatszott.

A 16S RNS metilaz gének vizsgalataink soran észlelt aranya (40-50%, 27. tablazat) nagyon

magasnak szamit 311312

, jollehet e gének karbapenemazokkal valé egyiittes el6fodulasa, sé6t,
plazmidokon valé ko-lokalizacija jol ismert jelenség 20272, Ugy az egyes 16S metildz (27.
tablazat), mint egyes karbapenemaz gének esetenként, egy orszdgot, egy régiét (26.
tablazat), vagy akar csak egy kdrhazat (17. dbra) érint6 kiugro értéke felveti specifikus klénok
szerepét. Az ezzel kapcsolatos eredményeinkrél e tézis kés6bbi fejezetében (lasd 4.3.2.6.)

szamolunk be.
4.3.2.4. Kettds karbapenemdzt termel6 térzsek vizsgdlata (XXII)

A tobbféle karbapenemaz termeld torzsek helyi jellegzetességeit tisztazandd 6t, az EAE-ban,
egy Szald-Arabidban és egy Omanban izolalt NDM+0OXA-48-szer( karbapenemazt termel6 K.
pneumoniae torzset vettlink részletes vizsgalat ald. A torzsek legfontosabb jellemzéit,
karbapenemadzaik allél tipusat és a hordozott rezisztencia géneket a 28. tablazat (/. 88. old.)
mutatja. Lathato, hogy az 5 EAE-béli térzsbél harom, melyeket — bar kiilonb6z6 id6pontokban
— Sharjah -ban, azonos korhazban izoldltak, azonos szekvencia tipusba (ST14) tartoztak,
azonos karbapenemaz allélokat termeltek, és hasonld rezisztencia gén készlettel
rendelkeztek, mig a tobbi emiratusi és kilfoldi torzsek ettdl eltértek. A hdrom ST14-es torzs

azonos PFGE mintat mutatott, a tobbiek etekintetben is kiilénboztek (nincs bemutatva).
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Mind a hét torzsb6l a pNDM konjugacidval atvihetd volt, de csak az NDM plazmidot
tartalmazé szarmazékot az ABC137 torzsbSl csak a transzkonjugansbdl inditott
transzformaciéval tudtunk el&allitani. Az blaoxa-as-szeri g€Nt konjugacidval csak az ABC106
torzsbél sikerilt atvinni, de csak a pOXA-t tartalmazd szarmazékot a OMABC109 kivételével
transzformaciéval minden torzsbél létre tudtunk hozni. A plazmidok méretét, a gének
lokalizaciodjat, illetve inkompatibilitasi csoportjukat a plazmid-gél elektorforézist kovetd
hibridizacidval, illetve PCR-ral hataroztuk meg, illetve igazoltuk. Az OMABC109 t6rzs esetén
a blaoxa1s1 gén kormoszémalis lokalizaciéjat a genom S1 nukledz emésztését kovets
hibridizacidjaval igazoltuk. A hdarom ST14 torzs, egy tovdbbi emirdtusi és az omani izoldtum
pNDM-ja >160 kb nagysagu IncHI1b plazmid volt, mig az 6tédik emirdtusi és a Szaudi torzsé
ettdl eltért: az ABC137 torzsben a blanom-1 gént egy IncX3 tipusu plazmid tartalmazta, mig a
SA54-ban |év6 plazmid mind az IncFlb, mind az IncFll prébaval hibridizalt. Utébbi kettds
pozitivitast szekvendlassal is megerdsitettik. A pOXA plazmidok ettdl eltérd képet mutattak:
A harom ST14 toérzsben IncColE tipusu plazmidon helyezkedett el az OXA-48-szer(
karbapenemaz, mig a tobbi plazmid-kddolt OXA karbapenemdz esetén az OXA plazmid egy
korilbeltl 60 kb nagysagu IncL/M plazmid volt. A plazmidok tulajdonsagait a 29. tablazat (/.

89. old.) mutatja.
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28. tablazat NDM és OXA tipusu karbapenemaz géneket egyarant hordozd térzsek tulajdonsagai
Torzs Orszag/varos lzolalas Minta ST* Karbapenemaz Rezisztencia minta Egyéb rezisztencia gének
ABC106 EAE/AIAIn  201203. Vizelet  ST307 222’_"12; ZT;\],C/IQ'I ,ATZ; é,ETRETT',lg/:'LMER' Zf;_?;_jif:ﬁllagfr:z blacrxwm1s, gnrs,
ABC120  EAE/Sharjah  201110. Vizelet  ST14 222/'213; ETET\],C/IQ'I ,ATZ; sEﬁfTr 'EAF"’LMER’ Zf;fg‘,'_ll'b[_’i‘:,szvr';zIam‘“"'15' qnrs,
ABC127 EAE/Sharjah 2012 06. Vér ST14 gi;_\\/l_zg; ZIZ\],CATI\/-/\I’I,/-\'I'Z; é,E7F'{I;:|—7,', l';_/llé,l\gsli’ blasuv-1, gnrB, aac-6"-1b-cr, armA
ABC128 EAE/Sharjah 2012 09. Kopet ST14 gix_zg; E-IZ\],CATIG’I,/-\'I'Z; é,E7F'{I;:|—7,', l';_/llg,l\gsli’ blasuv-1, gnrB, aac-6"-1b-cr, armA
OMABC109 Oman/Muscat 201108. Perianal ~ ST11 gi/llﬂ--llsz ETET\]’C;Q'I ATZF-(I—SECRIIL IMI, MER, f[{f’;Hr\;;:q blacrcw-1s, gnrB, aac-6"Ib-
SA54 Szaudi/”C” 2012 06. Trachea  ST152 I\:)E;l\:_-i; gz\]’CAT,G]:L\TZ;; ERT, IMI, MER, %?CT;M;;’,%GSHV»L placnans, aac-6*

* ST -szekvencia tipus

Ddélten szedett antibiotikum név — mérsékelten érzékeny
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29. tablazat A karbapenemdzt kddold plazmidok jellegzetességei kettés karbapenemadzt termeld térzsekben
. Plazmid < . - . . . P .
v Karbapenemaz " A Atvitel A plazmiddal atvitt rezisztencia A plazmiddal atvitt egyéb
Térzs . Allél méret Inc i o - N
elhelyezkedése (kb) rezisztencia gének
CTZ, CTA, AZT, ERT, IMI, MER, ,
ABC106 pABC106/13-NDM NDM-1 >160 Hilb K GEN, AMI, CHL blactx-m-15, qnrB, aac-6"-1b-cr, armA
pABC106/13-OXA OXA-162 60 L/M K CTA, MER, CHL -
pABC120/3- NDM NDM-1 >160 Hllb K CTZ, CTA, ERT, IMI, MER, GEN, qnrB, aac-6"-1b-cr, armA
ABC120 AMI
pABC120-OXA-T18 OXA-232 6 ColE T ERT -
TZ, CTA, ERT, IMI, MER, GEN
pABC127/2-NDM NDM-1 >160 Hilb K €1z, CTA, T » GEN, qnrB, aac-6"-Ib-cr, armA
ABC127 AMI,
pABC127-OXA-T11 OXA-232 6 ColE T ERT -
TZ, CTA, ERT, IMI, MER, GEN
pABC128/1-NDM NDM-1 >160 Hilb K €12, CTA, P , GEN, qnrB, aac-6"-1b-cr, armA
ABC128 AMI,
pABC128-OXA-T5 OXA-232 6 ColE T ERT -
ABC137 pABC137-NDM-T1 NDM-1 50 X3 T CTZ, CTA, AZT, ERT, IMI, MER, blaskv-12
PABC-OXA-T2 OXA-48 60 L/M T ERT -
TZ, CTA, AZT, ERT, IMI, GEN
pOMABC109/16-NDM NDM-1 >160 Hilb K CTZ, CTA, ! » IMI, GEN, blactx-m-15, qnrB, aac-6"-1b-cr, armA
OMABC109 AMI, CHL
kromoszéma OXA-181 - - - - -
Z E E E
SA54 pSA54/4-NDM NDM-1 110 FIb/FlI K S';/”’ CAT, ERT, IMI, MER, GEN, aac-6"-1b-cr, rmtC
pSA54-OXA-T8 OXA-48 60 L/M T ERT, IMI, AMI -

* K -konjugdcio, T — transzformadcio, Inc — inkompatibilitdsi csoport

Ddélten szedett antibiotikum név — mérsékelten érzékeny
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A karbapenemdz géneket hatarold szekvencidk, a harom ST14 torzstél eltekintve, melyek e
tekintetben is teljesen azonosak voltak, még véltozatosabb képet mutattak (19. abra). A
pNDM-ek esetében a valtozatossag a blanom-1 gént megel6z6 ISAba125 3’ végét érinté delécid
méretében, és az ez el6tt elhelyezkedd szekvencidkban jelentkeztek, mig a blanom gén utani
szakasz, mely egy bleomicin rezisztencia gént tartalmazott, minden plazmidban azonos volt.
A pOXA plazmidok esetén a két, nem ST14 emiratusi és a szaudi térzsben a megfelel6 OXA
allélok génjei a Tn1999 kilonboz6 verzidiba inzertalddtak, mig az omani torzsben a blaoxa-1s1
és az ST14 toérzsekben a blaoxa-232 gének a Tn2013 transzpozonban, utébbiak esetben annak

egy delécidt szenvedett valtozataban, helyezkedtek el.

19. dbra A blanpm és blaoxa-as-szeri gének kornyezete kettés karbapenemadz termeld
torzsekben
pNDM pOXA-48-szerli
Tni1999
ABC137
IS5 154bal25  blaypms blews BDF 151959 blagys,.1s lysR 151999
175 bp Tni1899.var. AACGEATEL  AACGCATGA
SA54
MEC 15460125 bloygyy  Blews MPF AiS1699  insBinsd  blaokaas  AlysR insA insB 51959
7 by
’ p Tnig99.2 IS1R IS1R
ABC106 p—) — m— )
153000 'i’g"ﬁjﬁ blayows  bleyg ATPF MI51999 blagys1s:  lysR 151999
P Tn2013
OMABC109
153000 15460125 bloypwy  blews APF 15Ecpd blags s AlsR
254 bp
z
ABC120
ABC127 IS£e33 'i";“ijj blawpwy  bleme. AtroF AlSEcpl  blagyszs:  AlvSR
ABC128
P — promoter. A sziirke sav a plazmidok k6zétti azonos teriileteket jelzi.

Az els6 kettds karbapenemaz termeld térzset (VIM+KPC) 2009-ben izolaltdk Gérogorszagban
313 mig NDM+OXA-48-szer(i karbapenemadzokat termel6 torzseket el8szér Indiabol
jelentettek 314, Azdta globdlisan szinte mindenhol eléfordultak ilyen térzsek 3%°, de az EAE-
ban tapasztalt aranyuk mindenképpen figyelemre mélté. Feltételezhetjiik, hogy els6sorban a
kiterjesztett rezisztencia spektrummal magyardzhato a kettés karbapenemaz termelés (lasd
29. tablazat: a recipiensbe atvitt pOXA plazmidok 6nmagukban csak ritkan okoztak klinikailag
szignifikdns szinti cefalosporin rezisztenciat). Tény, hogy ilyen térzsek globalisan 325, illetve a

régiéban is el6fordulnak 2°, igaz, az EAE-ban tapasztaltnadl alacsonyabb ardnyban.

Eredményeink alapjan egyértelmlen kimutathatd volt a klonalis terjedés szerepe az ST14
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térzseknél: ezek azonos plazmidokat hordozva egy adott sharjah-i kérhazban kozel egy év

kilonbséggel keriiltek izolalasra (28. tablazat).

Ugyanakkor az ABC137 toérzs altal hordozott, NDM-1 kddold IncX3 plazmidhoz hasonld
konjugativ plazmidot, illetve a tobbi emiratusi és az omani torzs altal hordozott IncHI1b
tipusu plazmidot kordbban mar mi magunk is leirtunk az orszdgban (XIl, és lasd a 4.3.1.
fejezetet), illetve az utdbbit Omanban is megtaldltdk ’8. Ezenfelil az emirdtusi ST307
(ABC106) és az omani ST11 torzs (OMABC109) altal hordozott pNDM -ek egyéb rezisztencia
génjeik tekintetében (29. tablazat) megegyezd IncHI1lb plazmidot irtak le Marokkébdl 36,
Erdekes, hogy vizsgalatainkban az egyetlen konjugativ pOXA az OXA-162 allélt kédolé plazmid
volt. Azonban a tobbi plazmid-kédolt OXA-48-szer(i gén esetén is azok mind mobilis genetikai
elemeken belll foglaltak helyet (19. abra), bar az ST14 torzsekben, melyek klondlis terjedést
mutattak, ez a mobilis elem (AISEcp1) sériilt volt. Megjegyzendd, hogy ezt az allélt (OXA-232)
el8szdr szintén ST14-ben irtak le 3V, és az egyik els6 leirt NDM+OXA termel8 térzs szintén

NDM-1 és OXA-232 -t termel8 ST14 tdrzs volt 318,

Mindezek az eredmények azt mutatjak, hogy a kettGs karbapenemaz termelés magas helyi
prevalencidja komplex, szimultan folyamatok eredménye, melyek k6z6tt megtalalhaté a helyi
klonalis expanzié (ST14), csakugy, mint a plazmid-kddolt karbapenemaz gének helyi, illetve

regionalis atvitele is.
4.3.2.5. A CRE térzsek antibiotikum rezisztencidja (XXVI, XXVIII)

A torzsek antibiotikum érzékenységét két, kiilonbozé id6pontban és terileten gydjtott
nagyobb tanulmanyban vizsgdltuk: 2009 és 2017 kozo6tt a régid orszagaiban izolalt 1192
torzson (XXVI) és 2018-19 9 hodnapja sordn a EAE harom régidjaban (XXVII). Az
eredményeket a 30. tablazatban mutatjuk. Mindkét alkalommal jellemzé volt az altaldnos
rezisztencia magas foka, a kolisztin, tigeciklin és ceftazidim-avibaktam rezisztens torzsek

magas, és az aztreonam-avibaktdm
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XXVI.
Kozlemény Csoport XXVIII.
g Osszes XDR PDR® COLR¢ CTVR :5;
-z:’ Vizsgé::\lt)arzse'( 11925 282 43 241 557 54 504"
S Gydjtési terillet Régi6 EAE
- Kérhazak szama 33 15
Id6tartam 2009 -17 22%1189 %73
1z 92,3 1000 - 92,9 1000 100,0 93,8
CTA 98,1 1000 - 99,6 100,0 100,0 97,8
AZT 89,2 1000 - 97,5 91,0 981 91,5
ERT 99,7 1000 - 99,2 1000 100,0  100,0
= IMI 883 1000 - 92,5 1000 74,1 79,2
& MER 87,3 99,6 - 91,7 1000 79,6 80,0
S MERMIC>8 mg/L 639 897 837 672 901 519 49,2
< cTv 46,7 51,8 62,8 41,1 - 57,4 44,6
§  Azr-AvI 45 14 23 12 56 - 6,2
§ cIp 92,4 1000 - 95 968 94,4 93,8
£ GEN 70,1 99,6 - 842 724 593 68,8
e AMI 57,1 97,5 - 705 67,5 31,5 56,7
::'é TRS 81,6 1000 - 846 80,6 70,4 80,4
= TET NT NT NT NT NT NT 53,0
CHL 709 98,9 - 80,1 70,7 481 78,8
coL 202 280 - - 178 56 23,6
TIG 401 77,3 - 357 429 185 41,5
FOS 282 344 605 436 194 13,0 21,6

* Nem érzékenység — a rezisztens és, ahol a kategdria létezik, mérsékelten érzékeny térzsek

egyiitt, € R — rezisztens

© PDR — semmilyen antibiotikumra nem érzékeny, nem szémitva a CTV-t, FOS-t és AZT-AVI

kombindciot

* EAE - 63,3%, Szaudi— 18,3%, Kuvait — 9,4%, Omdn — 7,1%, Bahrein — 1,9%
# Abu Dhabi — 45,6%, Dubai — 34,7%, Sharjah és az északi emirdtusok — 19,6%

rezisztencia alacsony aranya. Utdbbi esetén kiilondsen figyelemre méltd, hogy ez a

kombinaciéo még az egyébként XDR-nek vagy PDR-nek, kolisztin vagy ceftazidim-avibaktam

rezisztensnek bizonyuld torzsek esetén is tobb, mint 90%-ban in vitro hatdsossagot mutatott.
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Ugyanakkor a kolisztin, a gyakran alkalmazott tigeciklin és az orszagban parenteralisan még
nem hozzaférhet6 foszfomicin hatékonysaga csak az egyéb antibiotikumokhoz képest volt
jobb, a megnyugtatd empirikus adagolhatdsag szintjét (<<20% alatti rezisztencia) a

legfontosabb csoportokban (pl. XDR térzsek) nem érte el.

Megvizsgaltuk azt is, hogy az antibitiotikum rezisztencia hogyan fligg 6ssze a kiilonb6z6
karbapenem rezisztencia mechanizmusokkal (31. tablazat). A karbepenemazt termeldk,
dupla karbapenemazt termel6k és MBL termel6k kozott, a gyakorlatilag minden csoportban
100%-o0s ertapenem rezisztencia mellett szignifikansan tobb imipenem és meropenem
rezisztens volt, mint a vellik 6sszehasonlitott csoportok tagjai kozott. Az MBL termelés
elsGsorban a béta-laktdmokkal szembeni rezisztenciat befolyasolta, mig ciprofloxacinra és
aminoglikozidokra szignifikdnsan tobb karbapenemaz termeld torzs volt rezisztens, mint a
nem termeld izolatumok. Ugyanakkor a két karbapenemazt termel6k kozott gyakorlatilag
minden fajta antibiotikum rezisztencia gyakoribb volt, mint a csak egyet termel6k kozott.
Ezzel szemben a karbapenemdzt nem termel6k kozott szignifikdnsan tobb aztreonam-
avibaktam és foszfomicin rezisztens torzs volt, mint azok ko6zott, melyeknél a rezisztencia

nem antibiotikum-bontd enzim termelésén alapult.

A kolisztin, tigeciklin, foszfomicin rezisztens és az MBL termeld torzsek ceftazidim-avibaktam
rezisztenciaja torzsek teljes gyljtemény béli faj-megoszlasanak megfelelt a (K. pneumoniae >
E. coli > Enterobacter sp.). Ugyanakkor a néhany MBL-t nem termel6 ceftazidim-avibaktam
rezisztens, és az MBL termelést6l fliggetleniil az aztreonam-avibaktdm kombinacidval
szemben rezisztenciat mutato torzsek kdzott dominaltak az E. coliizolatumok (20. dbra (/. 95.
old.)). PFGE vizsgalat alapjan, fliggetlendl a fajtdl, az aztreonam-avibaktam rezisztens térzsek

nem mutattak semmilyen csoport-képzést, az izolatumok donté tobbsége sporadikus volt.

93



asonnevend_ 117 23

31. tablazat  Antibiotikum nem-érzékenység * a torzsek kilonbdz6 csoportjaiban
(N=1192, XXVI)

Antibiotikum nem-érzékenység (%) a kiilonb6z6 csoportokon beliil
Antibiotikum Karbapenemaz termelés Dupla vagy egy karbapenemaz MBL termelés
Nem Igen P Dupla Egy P Nem Igen P
c1z 100,0 90,8 <0,0001 100,0 89,2 <0,0001 81,2 1000 <0,0001
CTA 1000 97,9 0,0988 100,0 97,5 0,0607 95,3 100,0 <0,0001
AZT 98,0 87,9 <0,0001 94,1 86,8 <0,0001 84,7 94,4 <0,0001
ERT 98,0 100,0 0,002 100,0 100,0 1,0 100,0 1000 1,0
1Ml 41,1 95,2 <0,0001 100,0 94,4 0,0006 90 99,8 <0,0001
MER 69,5 89,9 <0,0001 100,0 88,2 <0,0001 78,5 100,0 <0,0001
MICI:ISEarg/L 6,6 72,2 <0,0001 97,4 67,9 <0,0001 51,7 90,4 <0,0001
(1Y) 4,0 52,9 <0,0001 100,0 449 <0,0001 0,2 99,6 <0,0001
AZT-AVI 14,6 3,1 <0,0001 2,0 3,3 0,6094 1,2 4,7 0,001
Cip 90,1 92,8 0,2476 100,0 91,6 <0,0001 88,3 96,7 <0,0001
GEN 52,3 72,7 <0,0001 89,5 69,9 <0,0001 73,2 72,3 0,7804
AMI 27,2 61,5 <0,0001 86,8 57,1 <0,0001 73,0 67,4 0,0497
TRS 78,8 82,0 0,368 95,4 79,8 <0,0001 83,2 81,0 0,3738
CHL 65,6 71,8 0,125 89,5 68,7 <0,0001 72,0 71,2 0,7835
CcoL 20,5 20,2 0,9138 30,3 18,4 0,0014 22,7 17,9 10,0632
TIG 33,8 40,7 0,1098 61,2 37,2 <0,0001 38,7 42,8 0,1851
FOS 56,3 24,1 <0,0001 31,6 22,8 0,0238 29,9 19,0 <0,0001

* Nem érzékenység — a rezisztens és, ahol a kategdria létezik, mérsékelten érzékeny torzsek
egylitt
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20. abra
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Rezisztencia

Az EAE -ban végzet els6, a teljes orszagot érinté felmérés (XXVIN) sordn a kumulativ
rezisztencia adatok mellet (ldsd 30. tablazat) mdodunk volt a regiondlis kilénbségek
feltérképezésére is. Mint az a 21. abran lathatd, volt olyan régié (SNE, Sharjah és az Eszaki
Emirdtusok), ahol szignifikdinsan magasabb volt az R index és gyakoribbak voltak az XDR vagy
PDR és tigeciklin rezisztens térzsek, mint Dubaiban vagy Abu Dhabiban. A kdrhazak szintjén
vizsgalva az eloszlasokat, mindhdrom régiéban tudtunk olyan kdérhazakat azonositani,

amelyek az adott teriileten beliil a legtobb rezisztencidval 0sszefliggd paraméter esetén a

legmagasabb regionalis értékkel rendelkeztek (ABD-C, DUB-D és SNE-B korhazak).
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21. dbra Egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia és néhany
rezisztenciaval 6sszefliggd paraméter gyakorisaga kiilonb6z6 EAE -béli

kérhazakban izoldlt CRE torzsekben
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Régiodk és korhazak (N = a vizsgalt torzsek szama)

ABD — Abu Dhabi (kék), DUB — Dubai (z61d), SNE — Sharjah és az Eszaki emirdtusok

(sdrga)

Sotétebb oszlopok - a hdarom régio, vilagosabb oszlopok az adott régioban az

egyes korhdzak adatai

A szaggatott piros vonal az orszdgos dtlagot mutatja.

* P=0,05-0,001,

** P<0,001 Sétét oszlop felett az adott régié a mdsik kettével

Osszehasonlitva, vildgosabb oszlop felett az adott kérhdz a régio tébbi kérhdzdhoz

hasonlitva
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Adataink egyértelmien mutatjak, hogy egyrészt a régidban a CRE torzsek k6zott a nem béta-
laktam antibiotikumokkal szemben rezisztencia is nagyon kiterjedt (30. tablazat). Lényeges,
hogy a gyakorlatilag megegyez6 adatok két olyan viszonylag magas torzsszamot vizsgdld
tanulmanybdl szdrmaznak (XXVI, XXVIII), melyek koz6tt nincs id6beli atfedés. Figyelemre
mélté a magas kolisztin és tigeciklin rezisztencia arany, melyek, kiilondsen az olyan magas
MBL prevalencidju régidkban, mint az Arab-félsziget orszagai (26. tablazat) a CRE fert6zések
kezelésénél meghatarozo szerek. Fenti adatot figyelembe véve nem meglepd a ceftazidim-
avibaktam rezisztens torzsek 40% feletti ardnya sem, ami még magasabb az egyébként is
XDR-nek vagy PDR-nek mindsil6 izoldtumok kozott (30. tablazat). A mi adataink is azt
mutattak, hogy a ceftazidim-avibaktam rezisztencia aranyat dontéen az MBL termelés
hatdrozza meg 3'° (31. tablazat) olyan mértékig, hogy a két tulajdonsag kérhazak kdzotti EAE-
n beliili megoszlasa gyakorlatilag tikorképe egymasnak (17. vs. 21. abra). Az XDR torzsek
esetén, bar a rezisztencia szintjik joval meghaladja a biztonsdgos empirikus alkalmazashoz
szikséges alacsony értéket, még mindig els6sorban a kolisztin és foszfomicin johetnek szdba,
bar utébbi szer a vizsgdlat idején parenteralis formdban még nem 4llt rendelkezésre az

orszagban, és alkalmazasa egyébként is csak kombinacidban javasolt 32,

Ugyanakkor figyelemre méltd, hogy néhdny esetben, elsésorban E. coli torzsek kozott, a
ceftazidim-avibaktam rezisztencia nem volt MBL termeléshez kéthetd. Ismert, hogy ez a
fenotipus kialakulhat akar a szer felvételét biztositd porinok, akar a célmolekula
megvaltozdsa miatt 31°, Bar tdrzseink esetén a rezisztencia mechanizmusok vizsgalata a jelen
projekt kereteit meghaladta, az eredmény azért figyelemre méltd, mert rdémutat arra, hogy

az MBL termelés hidnya nem feltétlenl jelenti a szer alkalmazhatdsagat.

Noha kereskedelmi forgalomban standard kombinaciéban még nem hozzaférhet6, az
aztreonam-avibaktdam még az itteni, magas MBL prevalencidju terileten is hatékonynak
bizonyult in vitro. Tébb kozlemény szamolt be a ceftazidim-avibaktdm és aztreonam

kombinalt kezelés klinikai sikerérgl 321324

. Ugyanakkor vizsgdlataink is igazoltak, hogy
rezisztencia még e kombinacidval szemben is kialakulhat. llyen rezisztencia mechanizmusok
lehetnek, a PBP3 megvaltozdsa mellett egyes BLazok (pl. CMY-42, CTX-M-15, CTX-M-199,
KPC-21, KPC-2) tultermelése, kilonosen ha ez kiilonb6z6 porin mutdcidkkal vagy efflux
tulmiikodéssel tarsul 32°, Bar munkank soran e rezisztencia mechanizmusokat nem vizsgéltuk,

figyelemre méltdnak tartjuk, hogy ez is elsGsorban a gyakran karbapenemdzt nem termeld E.
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coli torzsek kozott fordul eld, rairdnyitva a figyelmet a karbapenemaz termeld egyéb fajok,

elsésorban K. pneumoniae mellett kevesebb figyelmet kapott csoportra (20. dbra).

Munkank sordn nem teszteltik a torzsek cefiderocol érzékenységét, mely elméletileg
jelentds valtozast hozhat a CRE fert6zések kezelhet&ségében 326, Ennek oka az volt, hogy a
szer a vizsgdlatok idején még nem allt rendelkezésre sem a klinikai gyakorlatban, sem az EAE-

béli laboratdoriumok szdmara teszt-korongként.

4.3.2.6. Klonalitds a CRE térzsek kézott (XX, XXVIIN)

2015 juniusa és 2016 juniusa kozott 5 Dubai kdrhaz osszesen 13 025 Enterobacterales
izoldtuma kozil a National Antimicrobial Surveillance System adatai alapjan 599 torzs (4,6%)
bizonyult CRE-nek. A laboratériumunkba 107 torzs érkezett, melyek kozil kizarva az
ismétlédé izoldtumokat, végil is 89-et (az adott periddusban izoldlt CRE toérzsek 14,8%-at)
vetettlnk részletes vizsgélat ala (XXIIl). Hetven torzs (78,7%) volt K. pneumoniae. A torzsek
32,6%-a, a K. pneumoniae izoldtumok 40%-a volt XDR, a kolisztin rezisztencia aranya a teljes
gylijteményben 27,0%, a K. pneumoniae torzsek kozott 31,4% volt. Négy K. pneumoniae torzs
PDR-nek bizonyult. A K. pneumoniae torzsek 44,3%-a OXA-48-szer(i enzimet, 22,9% NDM-et,
mig 24,3%-a mindkét enzimet termelte. Hatvannyolc K. pneumoniae torzset sikerilt
makrorestrikciés médszerrel tipizalni. Kozilik 35 torzs (51,4%) a >80% hasonldsag alapjan
egy csoportot képezett, mig a tobbi izolatum 16 kilonféle mintat mutatott. A nagy csoport
tagjaibdl >90% hasonldsag alapjan alcsoportokat képeztiink, és ezek mindegyikébél minden
karbapenem rezisztencia mechanizmus tipusbél legalabb egyet, 6sszesen 19 torzset MLST
vizsgalatnak vetettlnk ala. Ezek mindegyike ST14 tipusnak bizonyult, ideértve a négybél 2
PDR torzset is. A masik két PDR izoldtum ST15 és ST231 voltak.

A fentiek, illetve a >90% PFGE hasonlésag alapjan a teljes csoportot (35 torzs, a faj 50,0%-a,
a teljes gyljtemény 39,3%-a) ST14-nek tekintettiik. Ezeket 6sszehasonlitva a tébbi azonos
faju izoldtummal, kiderilt, hogy az ST14 torzsek kozott szignifikdnsan tobb volt az amikacin
nem érzékeny (P=0,0001), az XDR (P=0,0273), az OXA-48-szer(i+NDM enzimet termel6
(P=0,0001), és K. pneumoniae ST14 toérzsek gyakrabban kerlltek izolalasra emiratusi, mint
nem emiratusi betegekbdl (P=0,0015). Bar a kolisztin rezisztencia gyakoribb volt (37,1%),
mint a csoporton kivili K. pneumoniae térzsek kozott (27,3%), a kilonbség nem érte el a

szignifikdns szintet (P=0,4436).
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Miutan a fenti eredmények egyértelmtiien egy magas fokban rezisztens K. pneumoniae klon
dominancidjat mutattdk a dubai kérhazakban, mintegy két évvel kés6bb a vizsgalatot
megismételtiik immar a teljes orszagra kiterjesztve (XXVIII). A hdrom nagy régidora (Abu Dhabi
ABD, 4 kérhaz, 230 térzs; Dubai, DUB, 6 kérhdz, 175 torzs; és Sharjah és az Eszaki Emiratusok,
SNE, 5 kdrhaz, 99 t6rzs) osztott orszaghdl gydjtott 504 CRE izolatum esetén a rezisztencia gén
megoszlast kordbban a 26. és 27. tablazatban és a 17. abran, a torzsek rezisztenciajat a 30.

tablazatban és a 21. abran mutattuk be.

A torzsek 17,9%-a volt E. coli és 75,2%-a K. pneumoniae. A 90 E. coli kbziil a PFGE mddszerrel
tipizalhatd 81 izoldtum 32 kiilénb6z6 mintazatot mutatott. A 27, WGS -nek alavetett E. coli
torzs valtozatos szekvencia tipusokat (ST38, ST131, ST167, ST205, ST359, ST405, ST410,
ST448, ST617, ST648, ST940, ST1158, ST1193, ST1284, ST1303, ST1431, ST1702, ST2659,
ST3541, ST8346) mutatott jelentésebb csoportképzés nélkil. A 379 K. penumoniae torzsbdl
378-at tudtunk PFGE moddszerrel tipizalni, és 58 mintat taldltunk a >80% hasonldsdagi
kritériumok alapjan. >90% hasonldsag alapjan alcsoportokat képezve, és mindegyiken beliil
minden karbapenem rezisztencia mechanizmusnak megfelel6 legaldbb egy reprezentans
esetén WGS-t végezve harom nagy klon csoportot tudtunk azonositani: CC14 (mely magaban
foglalta az ST14 SLV-it, a ST78 és ST2096 tipusokat is), az ST231-et és a CC147-et (egyltt a
ST392 SLV-vel). A CC14 torzsek a fajon beliil az izoldatumok 40,6%-3t, a teljes kollekcion belil
30,6% jelentették, mig ezek az értékek az ST231 esetén 12,7% és 9,5%, a CC147 esetén 11,3%
és 8,5% voltak. A 3 klén egyiitt a torzsek 48,6%-at a K. pneumoniae izolatumok 64,6%-at
jelentették. A kisebb (<4 tag) csoportok estén a tipusok ST11, ST13, ST15, ST48, ST108, ST336,
ST353, ST383, ST395, ST441 és ST6085 voltak. Ezeket, illetve a szingleton izoldtumokat

sporadikusan el6fordulénak tekintettiik.
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32.tablazat A f6 Klebsiella pneumoniae klonok kiilonb6z6 paraméterei a sporadikus torzsekhez hasonlitva

48,8 20,9

44,0 19,4 38,1

1,5

* |deértve azokat a térzseket is, melyek 290% PFGE hasonldsdgot mutattak azokhoz, melyek ST-jét meghatdroztuk
[ | Sporadikus térzsekhez hasonlitva az eltérés P <0,001
|| Sporadikus térzsekhez hasonlitva az eltérés P <0,05 >0,001
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A harom nagy kldn tagjai tobb paraméter tekintetétben szignifikansan eltértek a sporadikus
torzsektdl (32. tablazat). Ebben a tekintetben kiilondsen a legnagyobb, CC14 klén emelkedett
ki: tagjai szignifikansan gyakrabban hordoztak két karbapenemaz, illetve armA 16S metilaz
gént, voltak XDR vagy PDR fenotipusuak, rezisztensek kolisztin és tigeciklinnel szemben, és
altaldban tdbb antibiotikummal szemben mutattak nem-érzékenységet, mint a sporadikus

izolatumok.

A XXVIllI-as tanulmanyban WGS-nek alavetett 16 K. pneumoniae ST147 térzs mindegyike, mig
a 32 ST14 izolatum 90,6%-a KL64-es tok lokuszt, a tobbi KL2-t hordozott. Az 6sszes (13) WGS-

szel vizsgdlt ST231-es torzs KL51 I6kusszal rendelkezett.

A ST231 kldn hianyzott a SNE régiobdl, de a CC14 és CC147 klén tagjai mindharom régiéban
el6fordultak. A CC14 prevalencia a legmagasabb a SNE régidoban volt, kdszonhetGen
elsGsorban a SNE-A és SNE-B korhdzak magas értékeinek. CC14 klén képvisel6it a vizsgalatba
bevont minden nagyobb kérhazban izoldltdk, és még a legalacsonyabb CC14
prevalencidjuakban is (pl. DUB-A, DUB-C) az izoldlt K. pneumoniae térzsek minimum 16,7%-a

ennek a klénnak a tagja volt a (22. abra).

A cgMLST vizsgalatok a klénokon belili eloszlast mutattdak meg. A WGS-nek alavetett ST231
torzsek (N=13) két kisebb csoport és tobb szingleton mellet egy nagyobb csoportot képeztek
(Cluster 1, 23. abra A (/. 103. old.)), utébbiak mind egy (ABD-C) kdérhazbdl szarmaztak. A
CC147 torzsek ennél sokkal szélesebb eloszlast mutattak (23. dbra B). A CC14 torzsek esetén
mindharom nagyobb csoport torzsei (Cluster 1,2,3 23. abra C) tobb kérhazbdl, sé6t, tobb
régiobol szarmaztak. Ugyanakkor feltlin6 volt, hogy a két, az orszagban legmagasabb CC14
prevalenciaval rendelkezé kéorhazban (SNE-A, SNE-B, 22. abra) izolalt térzsek eltéré cgMLST
clusterekbe tartoztak. E két kdrhaz CC14-es torzseit 6sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy
mig a SNE-A kérhdzban dontéen OXA-48-szer(i karbapenemazt termel§ CC14 torzsek voltak
jelen, addig a SNE-B kérhdzban az NDM vagy NDM+0OXA-48-szer(i enzimet kifejez6, azaz MBL
termel§, igy ceftazidim-avibaktam rezisztens, gyakran XDR vagy PDR izolatumok dominaltak

(33. tablazat (/. 104. old.)).
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22. adbra K. pneumonia klénok eloszlasa az EAE régidi és kérhazai kozott

. K. pneumoniae

% a gyljteményen beliil
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Régiok és korhazak (N = a vizsgalt torzsek szama)

ABD — Abu Dhabi (kék), DUB — Dubai (z61d), SNE — Sharjah és az Eszaki emirdtusok
(sdrga)
Sotétebb oszlopok - a hdrom régid, vildgosabb oszlopok az adott régioban az
egyes korhdzak adatai
A szaggatott piros vonal az orszdgos dtlagot mutatja.

* P=0,05-0,001, ** P<0,001 Sé6tét oszlop felett az adott régié a mdsik kettével
Osszehasonlitva, vildgosabb oszlop felett az adott kdrhdz a régid tébbi kérhdzahoz
hasonlitva
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23. abra A K. pneumoniae klénok cgMLST vizsgalata

A ST231

B ST147

C ST14

37

@ [cers]

R

() Abu Dhabi kérhaz () Dubaikérhdz () Sharjah és az Eszaki Emiratusok kérhaz

A nagybetlik az egyes korhdzakat, a szdmok az eltéré allélok szamdat jelzik
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33. tablazat A két legmagasabb prevalencidju korhazbdél szarmazé Klebsiella pneumoniae CC14 torzsek 6sszehasonlitasa

ccia Rezisztencia (%) A torzsek % aranya Az alabbi enzimeket kédolé gének (%)
Kérhaz o\ MER MIC ” ” 16 S R index
(%) coL TIG CTV XDR/PDR NDM  OXA-48-szeri NDM + OXA-48-szeri  MBL o, ar
>8 mg/L metilaz
SNE-A 72,7 12,5 90,6 3,1 34,4 9,4 0,0 81,3 3,1 3,1 90,6 90,6 12,625+ 1,099
SNE-B 75,0 20,0 86,7 86,7 100,0 40,0 60,0 20,0 20,0 80,0 73,3 73,3 12,866 + 1,846
P 0,8487 0,5008 0,6816 <0,0001 <0,0001 0,0129 <0,0001 <0,0001 0,0533 <0,0001 0,1206 0,1206 0,5775

* Tartalmazza azokat a térzseket is, melyek 290% PFGE minta hasonldsdgot mutatnak azokhoz a térzsekhez, melyek a WGS alapjdn e tipusba tartoztak
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Otszéaz esetben ismert volt a beteg nemzetisége, azaz emiratusi (N=225) vagy nem emiratusi
(N=275). Az egyvaltozos logisztikai regresszids modell vizsgalat azt mutatta, hogy az életkor,
nem, nemzetiség, a minta tipusa, és a mintavételig kérhazban t6ltott id6 koziil a nemzetiség
szignifikdns 6sszefliggést mutatott az izolalt fajjal, azaz az emiratusi betegek mintaibdl 1.896-
szor volt valdszinlbb, hogy K. pneumoniae tenyészik ki (96% C.I. 1,121-2,945, p=0,004), mig
a tébbi valtozd nem befolyasolta szignifikansan a kitenyésztett kérokozé fajat. Ugyanakkor
a tobbvaltozds modellt alkalmazva a K. pneumoniae faj kitenyésztésének valdszintiségével
csak az életkor korreldlt: minden életév 1.017-szer novelte e faj kéroki szerepének
valdszinlségét (95% C.l. 1.007-1.027, p=0.001). Az E. coli estén a forditott trend volt
megfigyelhetd: minden életkori évvel 0,984-szeresével cssokkent e kérokozd szerepének

valdszinlsége (95% C.l. 0.973-0.955, p = 0.004).

Az emiratusi betegbdl kitenyésztett K. pneumoniae torzsek szignifikansan gyakrabban voltak
kolisztin rezisztensek, termeltek NDM és OXA-48-szer( karbapenemazt és hordoztak
valamilyen 16S metildz, kilonésen armA gént (p=0,0292-0,0048). Ennek fényében nem volt
meglepd, hogy mindharom gydijt6 terlileten az emirdtusi betegek K. pneumoniae torzsei
szignifikdnsan gyakrabban tartoztak a CC14 klénba, mint azok, melyek nem emiratusi
betegekbél szarmaztak (ABD régié - 48,2 vs. 23,9 p=0,0019; DUB régié6 — 40,0 vs. 23,9
p=0,0468; SNE régi6 — 80,6 vs. 47,2 p=0,0016). Egyvaltozés modelben vizsgalva az
emiratusiaknak 2,257-szer nagyobb volt az esélye CC14 fert6zésre, mint a nem
emiratusiaknak (95% C.I. 1,455-3,501, p <0,001), mig ugyanez az érték tobbvaltozds
modelben 2,088 volt (95% C.I. 1,296-3,364, p=0,002). A masik két gyakori klon (ST231 és

CC147) esetén hasonlé 6sszefliggéseket nem talaltunk.

Mindkét vizsgdlatunk eredményeként megallapithattuk, hogy az EAE CRE problémajat
dont6en korlatozott szamu K. pneumoniae klon terjedése okozza. A kordbbi, kisebb, és Dubai
korhazakra korlatozodé vizsgalat egy (ST14), a masodik, az egész orszagot atfogd vizsgalat
harom ilyen klént (CC14, ST231, CC147) azonositott, melyek kozil itt is a CC14 dominalt.
Mindharom klén jél ismert ,globalis” klén 327, Az ST231 tdrzsek, bar nem kizarélag, de
els6sorban OXA-48-szer(i karbapenemézokat termelnek 328 és az altalunk izollt klénok
kozott is ez a csoport hordozott blaoxa-as-szerd géneket a leggyakrabban (32. tablazat). A CC147

329330 y3ltozatos ESBL és karbapenemaz

vilagszerte taldn az egyik legelterjedtebb MDR klén
termeld képességgel. Bar az ST15-tel és SLV-ikkel a 15-6s klonalis csoportba (CG15) tartozo
ST14 tdrzsek 33! ma mdr szintén globdlisan elterjedtek, ismereteink szerint az altalunk

tapasztaltakhoz hasonlé mértékben egyetlen régidban sem domindlnak. ST14/CC14
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torzseket leggyakrabban a Tavol-Keletrél, az Indiai szubkontinesrél, Ausztrdlidbodl, és
elsdsorban a mi korabbi vizsgalataink kapcsan (XII, XV, XXII) a Kozel-Keletrdl irtak le. Csakugy,
mint mi a jelen vizsgalatokban taldltuk (32. tablazat), masutt is jellemzé e klén tagjaira a
gyakori kett6s karbapenemaz termelés, a 16S metildzok, els6sorban az armA gén jelenléte, a

gyakori kolisztin rezisztenica, az XDR, esetenként PDR fenotipus 332333,

Az egész orszagra kiterjed vizsgalat soran igazoltuk, hogy CC14 torzsek az orszagban vizsgalt
minden nagyon kdrhazban jelen vannak. A részletesebb cgMLST vizsgalatok ramutattak a
kdrhazak kozotti atvitel lehetGségére (azonos cgMLST tipus kiilonbozé kérhazakbdl (ST14,
Cluster 1,2,3 21. abra). Ugyanakkor ez 6nmagaban nem magyarazza meg a kialakult
helyzetet: a két leginkabb érintett korhaz (SNE-A és -B), szinte kizardlag ,,sajat” ST14 cgMLST
tipusokkal rendelkeztek, melyek jelentGsen kulonboztek egymastdl (33. tablazat) legalabbis
részben megmagyarazva a két kérhaz kozott taldlt jelent6s kilonbségeket uUgy a
karbapenemazok eloszlasat a (17. abra), mint a kolisztin és ceftazidim-avibaktam
rezisztenciat és az XDR/PDR t6rzsek aranyat (21. dbra) tekintve. Figyelemre mélté volt az is,
hogy minden régidban azok a kérhazak, melyek a legtdbb rezisztenciaval 6sszefliggé mutatd
tekintetében a legmagasabb értékeket mutattak (ABU-C, DUB-D, and SNE-B) 21. dbra) azok
voltak, amelyekben az adott régién belil a legmagasabb vagy a méasodik legmagasabb volt a

CC14 torzsek aranya (22. abra).

E két projekt varatlan eredménye volt az ST/CCl4-es torzsek gyakoribb el6forduldsa
emiratusi betegekben. A rendelkezésre allé nagyon korlatozott demografiai és klinikai adatok
az Osszefluiggés megdllapitdsan tul nem tették lehet6vé a kapcsolat okainak feltardsat.
Egyrészt széba johetnek genetikai kiilonbségek a két, azaz az emiratusi és nem emiratusi
populdcié kozott. Azonban az utdbbi semmiképpen nem tekinthetd etekintetben
homogénnek, de valésziniileg az emiratusi sem. Populdcié genetikai vizsgalatok szerint az Y-
DNS analizis erés kozel-keleti és nyugat-azsiai befolydst mutatott az emiratusi népességre, a
mitokondridlis DNS vizsgalatok pedig rendkiviil valtozatos, a teljes dzsiai térségen tul, afrikai
és eurdpai hatdst mutattak 33*. Felmeril a ko-morbiditdsok terén esetleg meglévé
kiilonbségek oki szerepe is. Szaud-Arabidban figyelték meg, hogy diabéteszes betegekbdl
szignifikdnsan gyakrabban keriiltek karbapenem rezisztens A. baumannii térzsek izolalasra
35 Bar adatok az érintettek egyéb betegségeir6l nem alltak rendelkezésiinkre, az
kétségtelen, hogy a cukorbetegség prevalencidja rendkiviil magas az EAE-ban 3%, A harmadik

lehet6ség a két csoportnak nyujtott ellatasbéli, mintavételi, és a kezelést érint6 esetleges

kiilonbségek. A rendelkezésre all6 adatok etekintetben sem voltak elégségesek barmilyen
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konkluzié levonasara. Ugyanakkor Ugy gondoljuk, hogy az a tény, hogy az orszdgban
domindld, a jelenlév6k kozott legrezisztensebb klén tagjai sziginifikdnsabb gyakrabban
okoznak fert6zéseket a helyi lakosok, mint az itt dolgozé kiilféldiek kéz6tt, mindenképpen

tovabbi, sokkal részletesebb vizsgalatokat igényel.
4.3.2.7. A jelen CRE helyzet kialakuldsdnak dinamikdja Abu Dhabiban (XXX)

Vizsgalataink sordn a Abu Dhabi emirdtus 5 nagy allami és egy, a katonasaghoz tartozé
korhazbal 2009 és 2015 kozott izolalt torzseket harom id6szakra osztva (2009-11 (N=12),
2012-13 (N=47), 2014-15 (N=265) hasonlitottuk a XXVIIl. projekt soran 2018-19 nyolc

hdnapija alatt ugyanebben az emiratusban izolalt torzsekhez.

A 2009 és 2015 kozott izolalt 324 K. pneumoniae torzset el6sz6r PFGE vizsgdlatnak vetettik
ald, majd a 290% mintaazonossdgon belil minden karbepenem rezisztencia
mechanizmusnak megfelel6en legaldbb egy torzs esetén meghataroztuk az MLST-t. A 290%
PFGE minta hasonlésagu torzseket az ST-jiket meghatdrozottakkal azonos tipusba
tartozénak tekintve harom nagy (>10 tagu) klént sikerilt azonositanunk, az ST14-et (N=111),
ST231-et (N=36) és a CC147-et (N=43, egylitt a ST273 és ST392 SLV-kel). Az egyes klonok, a
2018-19-bdl szarmazd tarsaikhoz hasonldan (32. tablazat), sokkal rezisztensebbek voltak a

sporadikus izolatumoknal (34. tablazat (/. 109. old.)).

A 24. abran a klénok aranyanak id6beni valtozasat tlintettiik fel, mig a 35. tablazat (/. 110.
old.) az egyes klonok, rezisztencia gének, és fenotipusok jelenlétének éveit mutatjak. Jol
lathatd, hogy a harom nagy kldn kozil kettS (ST14 és CC147) mar koran, 2011-ben, illetve
2012-ben megjelentek, mig az ST231 tdérzsek viszonylag kései addiciok. A teljes 2009-2015-
Os vizsgalati periddust figyelembe véve mindhdarom nagy kldn tagjai a vizsgalt hat kérhazbdl

legaldbb 6tben jelen voltak.

Eredményeink egyértelmlen mutatjak, hogy a 2018-19-ben az orszagban dominalé klénok

kozil kett6 (ST14 és CC147) mar a korai években is jelen volt a vizsgalt Abu Dhabi kérhazak
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24. abra K. pneumoniae klénok ardanyanak idébeni
valtozasa
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Torzsgyiijtési periodusok (Vizsgalt térzsek szama)

Folyamatos vonal: 2009-2015, szaggatott vonal: vdltozds a
legutolsé adatokhoz (XXVIII) képest
Vidltozds az el6z6 periddushoz képest: * P<0,05, ** P<0,01

tobbségében, és a kés6bbi izolatumokhoz hasonldéan ugyanugy sokkal rezisztensebbek
voltak, mint a faj sporadikus torzsei (XXVIII, 32. tablazat vs. 34. tablazat). A klénok fajon
beliili egylttes részaranya 2015-ig folyamatosan névekedett, melyet minimalis csokkenés
kovetett. A legdinamikusabb vdltozas a 2018-19-ben is legelterjedtebb, egyben
legrezisztensebb klén (ST/CC14) esetén volt megfigyelhetd (24. abra). Korabbi vizsgalataink
szerint e klén tagjai szignifikdnsan gyakrabban keriltek izoladlasra emiratusi betegekbdl (XXIII,
XXVIIl). Tekintve, hogy a 2009-15 kozott izolatumok esetén csak kivételesen alltak
rendelkezésre adatok a betegek nemzetiségét tekintve, azt nem tudjuk, hogy ez a jelenség
mar a helyi CRE jarvany kezdeti id6szakaban is megvolt-e. Azt viszont allithatjuk, hogy a 2018-
19-re orszadgosan kialakult sulyos helyzet egy folyamatos fejlédés eredménye volt, és nem
néhany klén hirtelen, robbanasszeri megjelenése vezetett idaig. Ugy gondoljuk,
megalapozott az a vélekedés, hogy egy id6ben elkezdett, széleskord, kiterjedt, molekularis
tipizaldson alapuld surveillance jé eséllyel, mar a jarvany kordbbi idészakaban felfedhette
volna ezeket a trendeket. A gdcok, atviteli utak feltardsa a jelenleginél még egy sokkal
egyszer(ibb jarvanytani helyzetben teremtette volna meg a célzott megel6z6, a terjedést

kontrollalé intézkedések meghozatalanak lehet6ségét.
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34. tablazat 2009 és 2015 kozott Abu Dhabiban izolalt nagyobb Klebsiella pneumoniae klénok tulajdonsagai

37,2 14,0 11,6 48,8 14,0 - 9,3

10,35+

35,1 30,1 3,9 17,2 12,2 7,8 2,5 17,7 9,3 30,0 30,0 2,0 263

*  |deértve azokat a térzseket is, melyek 290% PFGE hasonlésdgot mutattak azokhoz, melyek ST-jét meghatdroztuk
** |deértve a ST147 tipus SLV-it (ST273, ST392)

[ | Sporadikus térzsekhez hasonlitva az eltérés P <0,001

|| Sporadikus térzsekhez hasonlitva az eltérés P <0,05 >0,001
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35. tablazat Az egyes gének, rezisztencidval 6sszefligg6 jellemzdk és kldnok jelenléte évek szerinti bontasban az Abu Dhabiban izolalt torzsekben

Paraméter Gének, klonok, % a % az enzim Az elofordulasieve
csoport rezisztencia gyljteményen Allélek csoporton @ © <o &N ™ « In
‘dons3 i i 8 8 8 8 8 & o
tulajdonsagok beliil beliil = = =l = = = =
blanowm-1 89,8 X X X X X X X
blanowm-4 1,0 X
blanom 24,9
blanowm-s 8,2 X X
blanowm-7 1,0 X
blaoxa-4s 37,0 X X X X X X X
blaoxa-162 1,7 X X
blaoxa-4g-szeri 43,9 blaoxa-181 16,8 X X X
Rezisztencia blaoxa-232 42,8 X X X
gének blaoxa-244 1,7 X X X
blaviv-4 66,6 X X
blavim 0,8
blaviv-ss 33,3 X
blanom-1 + blaoxa-4s 8,9 X X
blanowm-1 + blaoxa-162 1,8 X
blanom + blaoxa-48-szerii 14,5 blanom-1 + blaoxa-1s1 3,6 X X
blanom-1 + blaoxa-232 73,2 X X X
blanowm-s + blaoxa-1s1 12,5 X X X

folyt.
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folyt.
: 5 ) Az el6fordulas éve
Paraméter Gének, klonok, % a % az enzim

csoport rez-lszten’ma gyultem.(.enyen Allélek csopo[ton Qg o9 N m <
tulajdonséagok beliil beliil == = S = S S

blanom-1 + blaviv-ss 0,3 blanom-1 + blavim-ss 100,0 X

Barmilyen MBL" 40,4 - = X X X X X X X

Rezisztencia armA 305 X X X X

ének :
fi | rmtB 1,3 X X X
olyt. Barmilyen 16S metilaz 49,6

rmtC 1,3 X X

rmtF 15,7 X X X X

XDR 9,1 - - X X X X X X

Rezisztenciaval PDR 2,5 - - X X X X

Oszefiigé COLR 16,2 - - X X X X X

jellemzék TIGR 57,6 - - X X X X X X

CVTR 40,6 - - X X X X X X X

ST14 28,2 - = X X X X

K. pneflmonlae cc147* 10,9 . - X X X X

klénok
ST231 11,1 - - X X

* MBL—metallo beta-laktamdz, ** CC—clonal complex, mely tartalmazza a single-locus varidns (SLVs) ST147, ST273, és ST392

tipusokat
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Az orszdgban domindlé K. pneumoniae ST14 klon térzseinek vdltozatossdga

(XXVII)

2011 és 2016 juniusa kozott a Félsziget 5 orszaganak 33 kérhdzadbdl szarmazé 761 CRE

torzsbél random kivalasztottunk 70 ST14 torzset, melyeket a hordozott karbapenemaz allélok

és az azokat hordozd plazmidok alapjan 13 alcsoportra (A-M) tudtuk osztani (36. tablazat).

Minden alcsoportbdl tébb, maximum 5 torzset, 6sszesen 39, a régidban izolalt ST14 torzset

teljes genom szekvenadlasnak vetettiink ald. A torzsek 3 csoportot (cluster) és 7 szingletont

alkottak (25. dbra). Az elsé két cluster izoldtumai tobb kérhdzbdl szarmaztak, mig a

harmadikban talalhaték mind egy szaudi kérhazban keriiltek izolalasra.

25. abra A régidban izoldlt 39 ST14 K. pneumoniae torzs cgMLST vizsgdlata

(O k2 () Kiea
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36. tablazat
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Az ST14 torzsek alcsoportjai a hordozott karbapenemdz gének és az azokat hordozé plazmidok alapjan

Alcsoport

O o wm >

m

I O =

L
M

N

17
4

2
1

Prototipus*

ABC252
SA121

ABC261

ABC131
ABC643

ABC240

RH60
DHKp6
MCH15

ABC232

ABC270

ABC334

ABC220
ABC225

Méret

240 kb
240 kb
240 kb

240 kb

120 kb

120 kb
120 kb

NDM-1 plazmid
| L
'nc Atviheto6
tipus
IncHI1B
IncHI1B
IncHI1B
IncHI1B C
IncFll C
IncFll C
IncFll C

Allél

OXA-232
OXA-48
OXA-162

nincs

OXA-232

OXA-232
nincs
OXA-162
OXA-232
OXA-232

OXA-232

Karbapenemazt nem termel

OXA plazmid

Méret Inc tipus

6 kb IncColKP3

60 kb IncL

60 kb IncL

60 kb IncColKP3,
IncR

6 kb IncColKP3
60 kb IncL
10 kb IncColKP3
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NC
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45 kb
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tipus
IncX3 C

* E torzsek esetén tortént plazmid dtviteli kisérlet és inkompatilitds tipizdlds. C — konjugativ, NC — nem konjugativ
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A torzsek WGS eredményekbdl kapott rezisztencia gén profiljat a 37. tablazatban foglaltuk
0ssze. Minden izolatum szdmos szerzett rezisztencia gént hordozott a karbapenemdz gének
mellett, mely magyarazta az e klénra altalaban jellemz6 MDR/XDR jelleget. Az egyetlen
karbapenemazt nem termeld torzs esetén feltételezziik, hogy a CRE fenotipusért tobb béta-
laktamaz (TEM-1A, OXA-1, OXA-9, CTX-M-15) génjeinek egyittes jelenléte mellett az ompF
génben taldlt 19 bazis hosszusagu delécié (nem dbrdzolt adat) lehet a felelds. A 2. clusterban
Iévé torzsek és tovabbi két szingleton a KL64 tipusu tok géneket hordoztdk, mig a tobbi torzs
az ST14-re altaldban jellemz6nek tartott KL2-t (25. dbra). Jéllehet a KL64 tipusu tokkal
rendelkez6 torzsek tobbsége egy csoportot alkotott, tobbféle karbapenemaz géneket

hordoztak (NDM-1, OXA-232, illetve ezek kombinacidja).

A 39 regionalis ST14 t6rzs gerinc-genomjat 173 hasonlé tipusu, a vilag kiilonb6z6 pontjairdl
szarmazo, nyilvanos adatbazisokbol letoltott genomi szekvenciaihoz hasonlitottuk (26. abra
(I. 117. old.)). A tok l6kuszok szerint szinezett abran lathatd, hogy a KL2 16kuszu térzsek tébb
csoportot képeztek, mig a tobbi (KL16, KL64, KL107, KL133) vildgosan elvalt ezekt6l. Az EAE-
bél és Bahreinbdl szarmazd KL64 torzsek kozos csoportot alkottak az NDM-1-et, NDM-5-6t és
vagy OXA-232-t termel6, a vildg kiilonbozé pontjairdl (Hollandia, Ausztralia, India, USA)
szdrmazo torzsekkel. Egy Indidbdl szarmazd torzs KL107-nek bizonyult, de ez a KL64-hez

hasonldan szintén a wiz64 allélt hordozta.

Bar az ismert volt az ST14 tipus tagjairdl, hogy szdmos rezisztencia gént hordozhatnak 3%, az
EAE-ban, és részben annak kornyezetében tapasztaltak a hordozott karbapenemaz gének
tekintetében meglep6 volt: harom karbapenemaz 6t alléljat azonositottuk az azokat
egyesével vagy kombinaciokban termel6 térzsek kozott (36. tablazat). Ez mindenképpen azt
sugallja, hogy a klén torzsei kiemelten alkalmasak horizontalis plazmid terjedés soran
recipiensként viselkedni. Ez a plazmid-kédolt karbapenemdzok tekintetében meglévd
heterogenitas még az egyébként egymashoz nagyon hasonld térzsekbdl allo 1. és 2. clusteren
belll is megmutatkozott (37. tablazat). Azt, hogy a 3. cluster e tekintetben gyakorlatilag
homogén volt az magyardzhatja, hogy ezek a torzsek mind egy szaldi kérhdzbél szarmaztak
és feltehetGen egy helyi jarvany részei voltak. A horizontdlis atvitelt jelz6é clusteren beliili

heterogenitas mellett ugyanakkor az a tény, hogy azonos clusterben lévé, azonos enzimet
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26. dbra Neighbour-joining fa 212 ST14 K. pneumoniae térzs cgMLST-je alapjan
i ! ] i

A szinkdd a tok I6kusz tipusdt kéveti. A piros szaggatott vonallal keretezett térzsek 2017
és 2019 kézott keriiltek izoldldsra, azaz a EAE-ban e tanulmdny céljaira gydjtétt térzsek
utdn

termeld torzsek tobb kdrhazbdl is izolalasra keriltek a klondlis terjedés szerepére utal, az

ST14 torzsek komplex jarvanytani dinamikajat igazolva.
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Jéllehet a jelen vizsgdlat sordan a hipervirulens karakterre elsGsorban utalé géneket
(rmpA/A2, iutA) nem talaltuk meg a helyi izolatumok esetén, a leggyakrabban el&forduld két
tok I6kusz (KL2, KL64) gyakran kéthetd ilyen térzsekhez 338, Az ST14 térzsekhez tébbnyire a
KL2 toktipus kapcsolhaté 33 (26. dbra). Erdekes ugyanakkor, hogy a jelen vizsgélat a tdrzsek
33.3%-4nal a KL64 tipust azonositotta. A tény, hogy a helyi torzsek mellett KL64-es ST14
torzsek Ausztraliaban, Indidban és az USA-ban is el6fordultak, felveti a lehet6ségét annak,
hogy ezek egy jelenleg kialakuld és terjedd szubtipusat jelentenék az ST14 klénnak. Annak
lehetdségét, hogy a KL64 tok elényt jelenthet a torzsek szdmara, a jelen gy(ijtés ideje utan
(2018-19-ben) izolalt torzsek kés6bbi vizsgalata is megerGsitette (lasd XXVII, 4.3.2.6.):
addigra mar az EAE-ban izolalt ST14 torzsek 90.6%-a a KL64 tipust fejezte ki.

4.3.2.9. Egy kuvaiti VIM-4 plazmid/integron jarvdny vizsgdlata (XX)

2009 és 2011 kozott Kuvaitban izolalt hat K. pneumoniae, egy E. cloacae és egy E. coli torzset
vizsgaltunk, és hasonlitottuk Gket két Omdnban, egy az EAE-ben és egy Szald-Arabiaban
izolalt VIM termel6 E. cloacae térzshoz. A kuvaiti torzsek kdzil csak kettének (KKpl és KKp2)
volt azonos a PFGE mintaja (nem dbrdzolt adatok), ezek szekvencia tipusa is megegyezett.
Az E. cloacae torzsek kozil a két omani torzs azonos PFGE mintat mutatott, de a velik azonos
szekvencia tipusu, az EAE-bGI szarmazd torzs mar makrorestrikcidos mintajaban eltért téluk.

A torzsek legjellegzetesebb tulajdonsagait a 27. abra C része dbrazolja.

A két, gyakorlatilag azonos kuvaiti K. pneumoniae torzs mellett tovabbi 3 flggetlen K.
pneumoniae torzs és az E. coli izoldtum is egy IncA/C tipusu, ~165 kb nagysagu konjugativ
plazmidon hordozta - a blacuy-a mellett - a blayim-a gént. E plazmidok Hinc 1l, Eco Rl és Hind IlI
emésztéssel nyert RFLP-je azonos volt (nem dbrdzolt adatok). A blavima és egy a blamem
mellett a blacwy.a is egy hasonldé méretl IncA/C plazmidon volt lokalizdlhaté az ABC104
torzsben is. A KKp4 torzs plazmidjanak teljes szekvenciajat meghataroztuk (GenBank:
MF582638). Ez legkiterjedtebb hasonldsagot egy gorog izolatum IncA/C, tipusu blayiv-1s -et

kdédolé plazmidjaval (GenBank: KR559888) 3*° mutatott.
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27. dbra A pVIM plazmidok és integronok szerekezete és az
azokat hordozo torzsek dsszehasonlitasa
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A: A pKKp4-VIM RI-3 régidja. B: A kiilénb6z6 pVIM plazmidokon taldlt
hdrom integron tipus dsszehasonlitdsa. A sziirke sdvok azonossdgot
jeleznek. C: A VIM-4-et kifejez6 térzsek és plazmidjaik 6sszehasonlitdsa. A
szinek az egyes tulajdonsdgok azonossdgdt vagy kiilonbézbségét jelzik. Kp
— K. pneumoniae, Ecl — E. cloacae, Eco — E. coli. PFGE — PFGE tipusok >80%
hasonlésdg alapjdn, ND — nem végeztiik, C- konjugativ, NC — nem
konjugativ, NT- nem tipizdalhato. Int — Integron, tipusa (A,B,C) az dbra B
részére utal

A plazmid harom rezisztencia szigetet (RI-1, -2, -3) tartalmazott. Az RI-1 -en a tet(A), strA,
strB és sul2 gének foglaltak helyet, mig az RI-2 egy ISEcp1 -et, illetve a blaCMY-4, blc és sugE
géneket tartalmazta. A harmadik rezisztencia szigeten (27. abra, A) foglaltak helyet egy
In416 szerkezeten belll a blavwim.a, aacA7, dfrAl, AaadA1 gének, ezenfeliil egy smr kazetta,

egy In-t4-like és egy higany rezisztencia operon is (27. abra, A, B).
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Meghataroztuk a vizsgalatba bevont 6sszes torzs esetén a blayim.s gént tartalmazé integron
szerkezetét. A 27. abra, B részén lathatd, hogy fajtdl és plazmidtdl fuggetleniil az 6sszes
kuvaiti izolatum azonos tipusu integronon hordozta a VIM karbapenemadz génjét. Ettél eltért
a két, egyébként egymassal azonos omani torzs integronja, mig a harmadik integron tipus a

két kilonbo6z6 plazmidot hordozd szaudi és emiratusi torzsre volt jellemzé (27. abra B és C).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a 2009 és 2011 kozott Kuvaitban tapasztalt magas VIM
prevalencia jelent6és mértékben nem klonadlis terjedéssel, hanem a blaviv-a-et magaban
foglald In416 integron horizontalis atvitelével volt magyarazhaté. Mindennek alapja
dontéen egy konjugativ IncA/C tipusu plazmidnak a faj-hatarokat nem respektald terjedése
volt, de hozzdjarult ugyanennek az integronnak mas, részben szintén IncA/C tipusu, részben
nem tipizalhatd plazmidokba tortént atugrasa. Részben hasonld IncA/C plazmid a régidban
az EAE-ban fordult el6, de ez mas tipusu integron szerkezetben hordozta a blavima gént,
csakugy, mint ismét mas integron szerkezetet taldltunk az omani torzsekben. A nyitott
adatbazisokban hozzéaférhet6 teljes VIM-kédold IncA/C tipusu teljes plazmid szekvenciak
kozil a kuvaiti jarvanyt okozo plazmidhoz szerkezetileg egy blaviv-19 -et, azaz a VIM-4-t6l csak
egy amindsavban kilénbdz8 karbapenemazt kédold plazmid allt 3*° (GenBank: KR559888).
VIM-4-et kdédold IncA/C plazmidok szerepét a karbapenemaz rezisztenica terjesztésében,
akar a betegben tortént in vivo atvitel révén Olaszorszagban irtak le egy, a kuvaiti
plazmidéhoz 99 %-ban hasonld RI-2 és RI-3 rezisztencia szigeteket tartalmazé episzéma

kapcsdn. 287341,

Osszefoglalva, adataink azt mutatjdk, hogy a régidban a karbapenem rezisztencia
terjedésében a relative konnyebben kontrolldlhatd, a torzsek atvitelén alapuld terjedés
mellett a lényegesen komplexebb kihivast jelentd horizontalis génatvitelnek is jelent8s

szerepe van.
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4.4. KOLISZTIN REZISZTENS BELBAKTERIUMOK VIZSGALATA

4.4.1. El6zmények

A Gram-negativ kérokozékban megjelend karbapenem rezisztencia, és az ilyen torzsek
gyakori nem béta-laktdm antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja vezetett el ahhoz, hogy
kényszerbdl ismét elkezdjik haszndlni a kordbban toxikussaguk, és messze nem idealis
parenteralis adagolhatdsaguk miatt egyszer mar a haszndlatbdl kikopott szereket, a

polimixineket ~ 3%2,

Ennek természetesen a polimixin rezisztencia terjedése lett a
kdvetkezménye, 343345, A polimixinek membran-aktiv, az anionos LPS-hez k6t6d& molekuldk.
Az elleniik fellép6 rezisztenciat kordbban olyan kromoszémadlis mutdcidk okoztdk, melyek
egy két-komponenst rendszer kilénb6z6 struktur-, vagy regulacios elemeit érintik (omrAB,
PhoPQ, mgrB), megvaltoztatva ezzel az LPS toltését, és igy azt, hogy a gydgyszer mennyire
képes ahhoz kétédni 34347, Ennek megfelelSen a rezisztencia terjedése kezdetben
elsGsorban spontan mutacidknak, és a mutans torzsek terjedésének volt betudhatd. A
kolisztin rezisztencia megjelenése magdban hordozta a panrezisztencia megjelenésnek és
terjedésének lehet6ségét is. Ezért keltett olyan nagy riadalmat az a 2015 végi kozlemény,
miszerint taldltak (vélhetéleg az ismert antimikrobds szerek kozil utolséként) plazmidon
lokalizalt, tehat horizontalis terjedésre képes, kolisztin ellenes rezisztenciat kddold gént,
melyet mcr-nak, mobile colistin resistance génnek neveztek el 3. Mar a kezdetektdl
nyilvanvalé volt, hogy bar human eredetl torzsekben is rendszeresen kimutattak mcr-1
kédold plazmidot, illetve kés6bb az mcr gén azéta felfedezett alléljait (mcr-2 — mer-10) 3%, a
plazmidok els6sorban allati eredet( torzsekben fordulnak el és onnan keriilnek at emberre,
vagy zoonotikus fert6zés esetén, vagy horizontdlis génatvitel révén kimondottan human
kérokozdkba 3*+3%°, Ennek felismerése vezetett ahhoz, hogy a polimixinek allattartasban vald

hasznalatét tdbb orszdgban betiltottak 3.

Mar a viszonylag korai vizsgalataink (XV) is jelezték, hogy a régidban jelent8s probléma a CRE
torzsek kolisztin rezisztencidja, igaz, ezek a vizsgalatok még a kés6bb ilyen célra
alkalmatlannak mingsitett ® E-teszttel térténtek. Az EAE Nemzeti Antibiotikum Surveillance
Adatbdazisa mind a mai napig nem tartalmaz adatokat a kolisztin rezisztencia mértékérél &,
aminek feltételezhets oka az, hogy a laboratériumok egy része nem koveti az érzékenység
vizsgalat megbizhatd, mikro leves-higitdsos moddszerét. Korabban az allatgyogyaszat

terliletén sem keriilt sor az izolalt toérzsek kolisztin rezisztencidjanak vizsgalatara, és
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tobbszori kisérlet ellenére sem sikerlilt adatokat szerezniink arra vonatkozdan, hogy az
orszagban milyen mértékd a polimixinek felhaszndldsa a mezégazdasagban. Vizsgalataink
sordan arra kerestlink a valaszt, hogy a human CRE torzsek kozott fellelheté magas kolisztin
rezisztencianak mi a genetikai hattere, és a globalisan terjedé mobilis mcr gének fellehet6ek-

e a régié human és allati eredet(i izoldtumai kozott.

4.4.2. Eredmények és 6sszefoglalas
4.4.2.1. Az mcr gén elsé leirdsa az Arab-félsziget orszdgaiban (XVI, XVIII)

Hetvenot, a torzsgyljteménylinkbdl random kivalasztott kolisztin rezisztens bélbaktérium
torzset mcr-1-re specifikus PCR-ral szlirve 4 pozitiv E. coli torzset azonositottunk: kett6
Bahreinbdl, egy Szaud-Arabidbdl, egy az EAE-b6l szdrmazott. A torzsek kiilonb6z6 ST-be
tartoztak, mind multirezisztensek voltak, de karbapenemekkel szemben csak egy (BA76)
mutatott csokkent érzékenységet, és egy (SA26) volt rezisztens, mely NDM-1 karbapenemazt
termelt (38. tablazat (/. 124. old.)). Hirom pMCR plazmid konjugativ volt, mig a negyedik, az
emiratusi ABC149 torzsbdl konjugdcid sordn egyszerre tébb plazmid is &tment a recipiensbe.
Ebbél a torzsbdl kizarélag a pMCR-t tartalmazd derivatumot transzformdacidval allitottunk
el6. Mind a négy plazmid teljes szekvencidjat meghataroztuk. Mindegyik a gén mcr-1 alléljat

hordozta. Méretiiket és tulajdonsagaikat a 38. tablazat mutatja.

A két bahreni és az emiratusi torzsek plazmidjai kdzel azonos méretd, Incl2 tipusu plazmidok
voltak, melyek koziil csak a pBA76-MCR-1 hordozott az mcr-1 -en kivill mas rezisztencia gént:
egy, az mcr-1 géntdl flggetlenil inzertalddott, ISEcpl 3altal prométalt blacrx-m-sa gént. E
plazmidok (GenBank KX013540, KX013539, KX013538) gerince nagyfoku hasonldsagot
mutatott az elsd leirt mcr plazmid (pHNSHP45 3! szerkezetéhez. Benniik az mcr-1 gént
kovetd szakasz szintén azonos volt az elsé mcr plazmidével, mig a gént megel6z6 szakasz
mas, korabban leirt plazmidokban is megtalalhaté volt. A negyedik plazmidban (pSA26mcr-
1) az mcr-1 -et megel6z6 szakasz megegyezett a ABC149 torzs plazmidjaban taldltéval, de
utébbi a gén utan is tartalmazott egy ISApll1 inzerciés szekvenciat, igy itt az mcr-1 egy

komplett kompozit transzpozon részeként helyezkedett el (28. abra, A).
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28. adbra Az Arab-félszigeten talalt mcr-1 kédolé plazmidok 6sszehasonlitasa
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pBA76-mcr-1
pBA77-mcr-1
JUJZ01000081 | nikB mcr-1 HP1
JWKF01000084
JWKG01000081
LKJJ01000031 [ me2 mer-1 >-1 HP1 >
KU743383
LKJD01000010 < Kinase = mor-1 >-1 HP1 >
pSA26-mcr-1 (KU743384) é@ QQY
9 T . Lo § 8 ® &
A y b y e J\_,‘.’
\ A4 99 —C 5
HNSHP45-2 (KU341381 O A 3
° Q( Q7‘T) N‘OSY\ & ?N\Y'b@’ & & @\é\_%é@
§ &¢§ SSFE 5§58 4 R Y o S
e S L S T S L SR
pHK0653 (KT334335.1) S e 8
$ 2@ ¥ o SRS SO & T G n
§ F&ESEF £ S SQPeINS
-ty DA R Y
pHXY0908 (KM877269.1) S ;
S 9 X 9 SIS xS S X3 W &
§ §&S ST S S § eSS
T eme % L W e R St

70 000" 80 000" 90 000" 100 000" 110 000' 120 000'

A: Az mcr-1 gént 6vezl régiok a plazmidokban. Vastaggal szedve az itt taldlt plazmidok, a
GenBank hivatkozdsi szamok egyéb, hasonlo szerkezetii plazmidokra utalnak B: IncHI2
tipusu plazmidok rezisztencia szigetei. Az azonos osztdlyba tartozé antibiotikumok elleni
rezisztencidat kédolo gének azonos szinnel vannak jelélve. Zaréjelben a GenBank
hivatkozdsi szamok Idthatdak.
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38. tablazat Az mcr-1 pozitiv Escherichia coli torzsek tulajdonsagai

Orsza
Torzs 5236
BA76 Bahrein
BA77 Bahrain

Szaudi
A4 Arabia
ABC149 EAE

lzolalas
ideje

201508

201509

2012 06

2013 05

ST

648

224

68

131

Virulencia faktor

Fil.* 3
: gének
D papC, fimH, PAI,
csgA, crl, bcsA
B1 fimH, csgA, crl
o fimH, PAL KpsMTII,

K5, csgA, crl, bcsA

fimH, PAI, fyuA, iutA,
afa/dra, iha, upaH,
B2 upaB, KpsMTII, K5,
sat, usp, csgA, crl,
bcsA

Rezisztencia gének

me-l, blacrx./\//.sz;, rmtB,
aac6-1b-cr, gacAE,
mdfA, ydgE, ydgF,

sugke(C)
blarem-1, blacrx-m-1s,
mdfA, ydgE, ydgF,
sugE(C), gqacF

blanpm-1, blaren.1, rmtC,
aac6-1b-cr, mdfA, ydgE,
ydgF, sugk(C, qacF,
qgacE

blacrx./\//.;zs, aac6-1b-cr,
emrE, gacAE, mdfA,
ydgE, ydgF, sugk,

A pMCR plazmid

Méret Inc Rezisztencia gének
(bp) csoport a plazmidon
64942 Incl2 me-l, blac'rx./\//.54
62661 Incl2 mcr-1
mcr-1, blaren.1, dfrA14,
mphA, mefB, aadA2,
240367 IncHI2 aadAl, satl, aph(3’)-la,
StrA, strB, floR, sul3,
tet(A)
61228 Incl2 mcr-1

*

Filogenetikai csoport 1%
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Az ST131 tipusu, szamos virulencia faktort hordozo szaudi térzsben (SA26) talalt pMCR annak
teljes szerkezetében is kiilonb6zott a mdsik harom mcr plazmidtél. A nagy, IncHI2 tipusu
plazmid gerince hasonlé volt az mcr-1 -et nem tartalmazd, emberi mintabdl és csirkébdl
Kindban izolalt S. Typhimurium plazmidokhoz (GenBank KT334335 és KM877269 *!), tovabba
egy sertésbdl izolalt térzsben talalt mcr plazmidhoz (GenBank KU341381) 352, Ugyanakkor a
pSA26-mcr-1 rezisztencia szigete, mely 13 (aminoglikozid, beta-laktam, fenikol, tetraciklin,
szulfonamid, trimetoprim és makrolid) antibiotikum rezisztencia gént tartalmazott,

jelentésen kilonb6zott e plazmidok rezisztencia szigeteit6l (28. abra, B).

Ezt kovet6en megvizsgdltunk 2014 és 2016 juniusa kozott egy omani, az ellatds teljes
spektrumat nyujto kérhazban izolalt a Phoenix BD (Beckton Dickinson) rendszer altal kolisztin
rezisztensnek talalt 21 K. pneumoniae és egy E. coli térzset az mcr-1 és -2 gén jelenlétére. Az
egyetlen mcr-1 pozitiv torzs egy E. coli ST10-es szekvencia tipusu torzs (OM97) volt. Ezt egy
kordbban Indidban is kezelt beteg aorta aneurizma m(itétet koveté lazas dllapota miatt vett
hemokulturdbdl izolaltdk. A torzs, bar kolisztin mellett (mikrodiliciéval MIC 4 mg/L),
rezisztens volt amoxicillin-klavulansavra, piperacillin-tazobaktamra, ciprofloxacinra,
amikacinra és trimetoprim-szulfametoxazolra, a széles spektrumu cefalosporinokkal,
karbapenemekkel, gentamicinnel, tigeciklinnel szemben megérizte érzékenységét. Bar
kordbban a beteg tobbféle széles spektrumu antibiotikumot kapott, kolisztinnel soha nem

kezelték.

A torzs tartalmazott egy konjugativ Incl2 plazmidot (pOM97-mcr-1), mely a teljes szekvencia
meghatarozdsa alapjan 63722 bp nagysagunak bizonyult. Az mcr-1 génen kiviil a plazmid mas
antibiotikum rezisztencia gént nem tartalmazott. A gént kozvetlenil koriilvevé szekvenciak
megegyeztek a kordbban a Bahreinbdl izolalt torzsben kimutatott pBA76-mcr-1 és pBA77-
mcr-1 plazmidokéval (XVI, 29. abra A). Mig a teljes plazmid szekvenciat figyelembe véve 82%-
ban volt hasonlé az elséként leirt mcr-1 -et kédolé pHNSHP45 plazmidhoz 3!, 97%-ban
megegyezett a Kindban 33, illetve Bahreinban (XVI) taldlt pEc_20COE13 és pBA77
plazmidokkal (29. abra). Hasonléan ezen utébbi két plazmidhoz, a pOM97-mcr-1 — bol
hidnyzott az mcr-1 gén el6tt helyet foglald ISApl1 és a toxin-antitoxin rendszere génjei (stbE

és stbD).
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Fenti vizsgdlataink soran els6ként jelentettiink az Arab Félszigetrél mcr gént hordozd

plazmidokat igazolva, hogy e plazmidok a régio orszagaiban is megjelentek a helyi térzsek

kozott.
29. abra Az Omanban talat mcr-1 kédolé plazmid 6sszehasonlitdsa mas Incl2
plazmidok szerkezetével
T ISTORINNGEPPERTNEr & SONSCPEE P05 20858087 FFE 8 SRRy
ST i N O T T T PHNSHP45
(KP347127)
s 88 g2 & B 53 2 ES%
S TR (A T e T e T[T pPOMS7-mer-1
(KY693674)
A 1 e e e [ 111171 pEc_20COE13
(KY012274)
3
R D S O T R 11T peA7Z-mer
(KX013539)
D Replikaz DApIazmid gerincgénjeiDTranszpoza’z lmcr—l :l Hipotetikus fehérjéket kddol6 gének DToxin-antitoxin rendszer
A sziirke savok azonos szerkezetet jeléInek. A gének funkciondlis csoportok szerint vannak
szinezve. A plazmidok nevei alatt, zdréjelben a GenBank hivatkozdsi szamok Idthatoak

4.4.2.2. CRE térzsek kolisztin rezisztencidja és annak genetikai hdttere (XXIII, XXVI, XXVII,

XXVIII)

CRE torzsek kolisztin rezisztenciajat harom olyan nagyobb toérzs-szamot feldolgozé munka
soran vizsgaltuk, ahol a rezisztencia meghatarozasa mar a jelenleg is elfogadott mikro-
leveshigitdsos mddszerrel tortént 8. Mindhdrom esetben vizsgéltuk azt is, hogy a
leggyakoribb mcr allélok koziil melyeket hordozzdk a torzsek. Az eredményeket a 39.
tablazatban foglaltuk 6ssze. Lathatd, hogy a CRE torzsek 20% feletti kolisztin rezisztencidja
ellenére ezért a tulajdonsagért csak a rezisztens torzsek kevesebb, mint egy szazaléka esetén
tehet6 felelGssé a keresett mcr allélok valamelyike. A XXVI projektben 1 E. coli (mcr-1) és 1 E.

cloacae (mcr-4.3) torzset, mig a XXVIlIl-ban minddssze 3 ilyen E. coli torzset (mcr-1.1)

talaltunk.
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39. tablazat A kolisztin rezisztencia aranya, és az mcr allélok szerepe

Tanulman Ev Teriilet Torzs  Kolisztin Médszer Keresett mcr poz. Talalt
4 (N) R (%) mcr allél (%)** allél
2015 . 24
XX 16 Dubai 89 (27,0%) PCR -1,-2,-3,-4 0 -
2009 Arab- 241 -1,-2,-3,-4,- mcr-1
XXVI 1192 PCR P 2 2 !
-17 félsziget 9 (20,2%) 5 e mcr-4.3
119 '11'21'31-41_
2018 504 (23,6%) PCR 5 3(0,6) mcr-1.1
XXVII 19 EAE 6.-7-8-9
124* 36 WGS '1'0" d 0 -

* A 124 WGS-val vizsgdlt térzs része a teljes, 504 térzset tartalmazo kollekcionak
** 9 a kolisztin rezisztens térzsek k6zott

Két projekt esetén szdmos K. pneumoniae torzset vetettiink alda WGS vizsgalatnak, melyek
kozott tehat mcr hordozét nem talaltunk (40. tablazat). A WGS lehet6vé tette, hogy
elemezziik, hogy a régidban el6forduld CRE torzsek kozott dominald faj esetén a kolisztin
rezisztencidért leggyakrabban felel6ssé tehet6 kromoszémalis gének koziil melyek
érintettek. Az els6 projekt kapcsan (XXVII) 39 K. pneumoniae ST14 torzs kozul 13-at talaltunk
kolisztin rezisztensnek, és ezek koziil 12-ben (94.9%) sikerilt olyan, az mgrB-PhoPQ-pmrAB
rendszer valamelyik komponensét érint6 mutdciét azonositani, mely felel6ssé tehet6 a
rezisztens fenotipusért (40. tablazat). A masodik tanulmanyban (XXVIII) a WGS vizsgdlatnak
aladvetett 97, valtozatos szekvencia tipust K. pneumoniae térzsbél 36 (37,1%) volt kolisztin
rezisztens. Ezen kollekciéban a kolisztin rezisztens torzsek 80.6%-ban tudtunk a fenti
génekben egy vagy tobb, a kolisztin rezisztenciat magyarazé mutaciot, inzercidkat vagy
delécidokat azonositani (40. tablazat). A fennmaradd kolisztin rezisztens torzsek esetén a

rezisztencia mechanizmusanak tovabbi vizsgalata meghaladta a projektek kereteit.
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40. tdblazat  Kolisztin rezisztens torzsek WGS alapjan azonositott kromoszomalis mutacioi
Kolisztin Valtozas az érintett kromoszomalis génekben *
Projekt  Torzs Ev ST MiC . .
(mg/L) mgrB PhoP PhoQ pmrA pmrB
ABC497 2015 14 16 VT ** VT VT VT T157P
ABC645 2015 14 32 VT \) I1371F, G385S VT VT
ABC681 2015 14 16 VT VT D274A, G385S VT VT
MCH15 2016 14 4 INZ VT VT VT VT
ABC229 2013 14 4 VT VT VT VT T157P
ABC375 2014 14 >256 VT VT VT VT VT
XXVII. ABC716 2015 14 64 W20R Ql77R VT VT VT
DHKP6 2015 14 16 VT VT VT VT DEL
RH45 2016 14 16 DEL VT VT VT VT
SA121 2015 14 64 DEL VT VT VT VT
SA165S 2015 14 64 DEL VT VT VT VT
SA166 2015 14 64 DEL4 VT VT VT VT
ABC220 2012 14 32 INZ VT VT VT VT
PFZ660 2018-19 11 16 TRUNC VT VT VT T246A, R256G
PFz727 2018-19 11 256 TRUNC VT VT VT T246A, R256G
PFz753 2018-19 11 32 TRUNC VT VT VT T246A, R256G
XXVIII. PFZ156 2018-19 14 16 VT VT VT VT VT
PFz188 2018-19 14 32 VT VT VT VT D150H
PFZ316S 2018-19 14 16 VT VT VT VT S85R
PFZ327 2018-19 14 8 C115S VT VT VT VT

folyt.
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folyt.
Kolisztin Valtozas az érintett kromoszémalis génekben *

Projekt Torzs Ev ST (mMgl;:L) mgrB PhoP PhoQ pmrA pmrB
PFZ408 2018-19 14 16 VT VT VT VT VT
PFZ453 2018-19 14 16 VT VT VT VT T157P
PFz479 2018-19 14 64 hidnyzik VT VT VT T157P
PFZ573 2018-19 14 32 VT VT VT VT VT
PFZ59 2018-19 14 32 WS58R VT VT VT VT
PFZ599 2018-19 14 8 VT VT VT VT VT
PFZ607 2018-19 14 32 INZ VT VT VT VT
PFZ614 2018-19 14 16 VT VT VT VT VT
PFz643 2018-19 14 32 INZ VT VT VT VT
PFZ671 2018-19 14 8 VT VT VT VT VT
PFZ691 2018-19 14 32 INZ VT VT VT VT
PFZ707 2018-19 14 64 INZ VT VT VT VT

XXVIII. PFZ100 2018-19 147 64 VT VT VT VT T246A, R256G

elib PFZ215 2018-19 147 4 hidnyzik VT S56I VT T246A, R256G
PFZ455 2018-19 147 32 INZ VT VT VT T246A and R256G
PFZ52 2018-19 147 64 INZ VT VT VT T246A, R256G
PFZ655 2018-19 147 64 VT VT A22V VT T246A, R256G
PFZ77 2018-19 147 >256 G110T VT VT VT T246A, R256G
PFz83 2018-19 147 64 VT VT VT VT T246A, R256G
PF2682 2018-19 15 16 STOP VT VT VT VT
PFz687 2018-19 15 16 STOP VT VT VT VT
PFZ24S 2018-19 231 8 1133S VT VT VT T246A
PFZ360 2018-19 231 4 1133S VT VT VT T246A

folyt.
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folyt.
Kolisztin Valtozas az érintett kromoszomalis génekben *
Projekt  Torzs Ev ST MIC
mgrB PhoP Pho mrA mrB
PFZ363 2018-19 231 4 1133S VT VT VT T246A
PFZ563 2018-19 ST231 32 TRUNC VT VT VT T246A
PFZ67 2018-19 231 16 VT VT VT G53V T246A
N131D,
G144D, A5V, N105S, M175V,
PFZ143S  2018-19 383 16 VT VT L257P D149E, A228T, T246A
XXVIII. Nl
folyt. giiig' A5V, N105S, M175V
PFZ147S  2018-19 383 16 VT VT L257P D149E, A228T, T246A
N219H
N131D,
G144D, A5V, N105S, M175V,
PFz642 2018-19 383 128 VT VT G360E D149E, A228T, T246A
N219H

*  Erintett aminosav a vad tipusban/a vdltozds helye/az uj aminosav (az aminosavak nemzetkézi eqy betiis réviditése alapjdn);

*k

VT —vad tipus, , INZ — inszercio, DEL — delécid, TRUNC — megrévidiilt gén, STOP — korai stop kodon
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Eredményeink alapjan ugy tinik, hogy a CR K. pneumoniae torzsek kozott megfigyelt magas
kolisztin rezisztencia els6sorban kromoszémalis mutdciokkal magyarazhaté (39. tablazat). A
kromoszémilis eredet( kolisztin rezisztencidért felelGssé tehetd 5 leggyakoribb gén (mgrB,
PhoP, PhoQ, pmrA, pmrB) % érintettségét 49 kolisztin és karbapenem rezisztens K.
pneumoniae torzs esetén WGS adatokbdl vizsgdlva azt taldltuk, hogy azoknal minddssze 7
esetben (14,3%) nem volt kimutathatd valamilyen valtozas e gének valamelyikében. Gyakori
volt, hogy egy génben tobb mutdciét, vagy egy térzsben tébb génben meglévé mutacidkat
taldltunk (40. tablazat). Egyrészt a vizsgalt torzsek szdma, mdsrészt az a tény, hogy csak erre
az ot génre koncentrdltunk, nem tette lehet6vé, hogy Gsszefliggést keressiink az egyes

mutaciok és a kolisztin MIC értékei kozott.

4.4.2.3. Az elsé panrezisztens jarvdny az EAE-ben, - egy kolisztin rezisztencidt okozo ritka

mutdcio (XIX)

2013 majusaban egy Abu Dhabi kdrhazbdl (ABD-A) 4, egy betegbdl szarmazd PDR K.
pneumoniae  torzset kaptunk tipizdlasra. A betegnek egy bélanasztombzis
varratelégtelensége miatt kialakult peritonitise volt és egy Umm Al Qwain emiratusban lévé
kdrhazbdl (UAQ-A) kerilt, hivatalosan meg nem erGsitett informacidk szerint egy Dubai
kérhazon keresztil, atvételre az ABD-A koérhazba. Szintén anektodikus adatok szerint a
beteget korabban Indidaban kezelték. Egy héttel kés6bb, szintén az ABD-A kérhazbdl egy
masik betegtdl is érkezett egy PDR K. pneumoniae torzs, majd nem sokkal késébb az elsé
betegtdl érkezett még tovabbi két izolatum. Augusztusban, az UAQ-A kérhazbol érkezett egy
panrezisztens izoldtum. Laboratdriumunk ezeket az izoldatumokat vetette részletes vizsgalat
ala és hasonlitott egy, id6kdzben egy masodik Umm Al Qwain -i kérhazban (UAQ-B) izolalt
panrezisztens torzshoz (MS6671), melyrdl kideriilt, hogy OXA-181 enzimet termel, és ST147

szekvencia tipust 3°° (30. dbra). A térzsek legfontosabb adatait a 41. tablazat tartalmazza.
A PFGE mintdzatuk alapjan az egy betegbdl szarmazd ABC143A-F torzsek azonosak voltak és

az ABC146 és ABC164 torzsek is >90% hasonldsagot mutattak, mig az MS6671 mintegy 80%-

ban volt hasonlé az ABC143 izolatumokhoz.
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30. dbra A panrezisztens K. pneumoniae ST147 torzsek izolalasanak helye
és idérendje
India (?)
UAQ-A kérhaz
4L ABD-A kérhaz \
i 4jus 29.
Dubai (?) méjus 12. majusABC14SE
ABC143A :
szoveti foly. ‘//fBrCMBF
ABC143C T
5 szoveti foly.
ver
majus 11. mdjus 21.
ABC143B ABC146
képet kopet
ABC143D
perianalis /
1 4
2013 ‘ 2014
ABC164 =
Sanriy MS(T671
vizelet
augusztus 18. marcius 26.
UMQ-A kérhaz o
UMQ-B kérhaz
% 1

41. tablazat A panrezisztens Klebsiella pneumoniae ST147 torzsek genotipusa

Torzs Rezisztencia gének

ABC143A  blawows  blawewis  rmtB  rmtF blaswss PO blaoxais  aac6’-1b-cr  qacAE  cepA
15

ABC143B  blanoms blatemis  rmtB  rmtF  blasuv-3s blacxw- plgoxarsr  aace’1b-cr qacAE  cepA

15

ABC143C  blaows  blawewis  rmtB  rmtF blaswss POV blaoxais  aac6’-1b-cr  qacAE  cepA
15

ABC143D blanoms blatemis  rmtB  rmtF  blasuv-3s blacxw- plgoxarsr  aace’1b-cr gacAE  cepA

15

ABC143E blanom-s blarem-1s B rmtF  blasav-3s blacrw- blaoxa-1s1 aac6’-1b-cr  qacAE  cepA
15

ABC143F - blatev-18 ° rmtF  blastv-3s blacrem- plaoxass  aac6’1b-cr - cepA

15

ABC146 blanom-s blawewm1s  rmtB  rmtF  blaskv-3s blacrw- blaoxa1s1  aac6’-1b-cr  qacAE  cepA
15

ABC164 blaxoms  blawem1s  rmtB  rmtF - blacxw- plgoya1s1  aac6-1b-cr  qacAE  cepA
15

MS6671" - blatem-18 - rmtF  blasiv-zs blacxm- plaoxasss  aac6’-1b-cr - cepA
15

* 1
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Lényegében ugyanezt a csoportositast erdsitette meg a térzsek Diversilab rep-PCR vizsgalata
is (az adatokat nem dbrdzoltuk). A torzsek mind ST147 tipusuak voltak. Mindegyik torzs
esetén megerdsitettiik a pan-rezisztenciat (abban az id6ben a ceftazidim-avibaktam
érzékenységet még nem vizsgaltunk). Atorzsek kolisztin érzékenysége 4 és >256 mg/L kozott

valtozott.

A kolisztin rezisztencia okat kideritend6 a mgrB gént megcélzé PCR-ral egy, a vad tipusnal
varttdl lényegesen nagyobb, kb. 3000 bp amplikont kaptunk, melyet megszekvendlva egy
ISEcp1 -hez kotott blaoxa-1s1 gént taldltunk az mgrB génbe inzertalédva, hasonldan az MS6671

torzs esetén leirtakhoz ! (31. abra).

31. abra Az mgrB::blaoxais: inzercio
TA|ATA Tn2013variant TA|A A
IRL
ISEcp1 tnpA ”iR blaoxA-lSll ‘
mgrB-extF —) (—imgr&extR
o 3149bp -
127bp 22bp

Azt igazolandd, hogy az inzertdlédott gén megtartotta funkcionalitasat, a teljes amplifikalt
mgrB::blaoxa1s1 szakaszt pUC19 plazmidba klénozva (pCOX143C/9) E. coli DH5a -ba
transzformdltuk. A transzformans karbepenemekkel szembeni MIC értéke jelent8sen
megnovekedett a recipienséhez képest, igazolva az inzertdlddott karbapenemdz gén

funkcionalitasat (32. abra A).

Kivancsiak voltunk arra is, hogy valéban ez az inzercid tehetd-e felelGssé a vad torzs kolisztin
rezisztenciajaért. Egy vad tipusu, karbapenem érzékeny térzsbdl az mgrB gént amplifikdlva,
majd az amplikont egy higany rezisztencia markert hordozé plazmidba (pDG106) ligalva
(pComgrB) azzal transzformaltuk az ABC143C toérzset. A funkciondlis mgrB gén
komplementdlta a nem funkcionalis mutanst, azaz a transzformans visszanyerte kolisztin

érzékenységét (32. abra B).
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32. dbra A blaoxa-1s1 gén funkcionalitdsdnak igazolasa és az
mgrB:: blaoxa-1s1 mutdcié komplementalasa

[XT= —— ABC143C uup ABC193 kolisztin E
—{ mgrB ‘blﬂoxmal[ —{ mgrB
l <4un <4unm
LR L — W L —
LR L — W LR T —a a
B W — —t W o B —
pUC19 pCOX143C/9 pDG106 pComgrB

\ blagxa1s1
) pComgrB
E. coli Kromoszoma
DHS5a(pCOX143C/9)

K. pneumoniae ABC143C

Karbapenem MIC (mg/L) = Kolisztin MIC
Torzsek s (me/1)
ETP MEM IMP
ABC143C 8
ABC143C >64 >128 128
ABC143C(pDG106) 16
DH5a <0.125 <0.25 <0.25
ABC143C(pComgrB) 1
DH5a
(pPCOX143C/9) 8 4 1

Az MS6671 és az ABC143 sorozat egyik tagja (ABC143F) kivételével a torzsek egy kb. 100 kb
nagysagu plazmidon hordoztdk a blanpms gént. Az ABC143C torzs plazmidjanak teljes
szekvencidjat meghataroztuk (pABC143C-NDM, GenBank KY130431). Ez egy 96549 bp
méret( IncFll plazmid volt, melynek 66915 bp hosszu gerince és egy 26364 bp rezisztencia
szigete volt. Utdbbin az ermB, mph(A), blatem1s, rmtB, blanoms, sull, aadA2 és dfrA12
rezisztencia gének helyezkedtek el. A plazmid szamos, kordbban szekvenalt plazmidhoz
mutatott nagyfoku hasonlésagot, ideértve a UAQ-B kdérhazban izolalt MS6671 torzs IncFll
plazmidjat, ami azonban nem tartalmazat a blanom-s gént (41. tablazat, 33. abra). Még
kifejezettebb volt a hasonlésag két masik pNDM-5 plazmid gerincéhez (pCC1410-1 és
pCC1409-1, GenBank KT725788 és KT725789), melyek Dél-Koredbdl szarmazé toérzsekbdl
szdrmaztak ¥%3°7, Ugyanakkor a rezisztencia szigetek tekintetében a kiilénségek, kiiléndsen
az MS6671 torzs IncFll plazmidja esetén, mar sokkal kiterjedtebbek voltak, utdbbibdl
hidnyzott a masik haromban meglévé ermB, mph(A), blarem-1s, rmtB, blanpwm-s, és sull, jéllehet

tartalmazta a csak az emiratusi plazmidban meglévé Itr gént (33. abra).
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33. dbra Az ABC143C torzs pNDM-5 plazmidjanak hasonlé plazmidokkal
torténd 6sszahasonlitasa

Gerinc Rezisztencia sziget
66915 bp 29634 bp
' X X b N o\
T8 & S X X
SERY & S o & & Jo N
O x S S KX S48 $
RFFELS & §8 8§ ¢

pABC143C 14023 tat. ' Tl 3
(KY130431) 52321 52324 y Q‘. ‘E} “ “_“F ‘,L‘_ L {

66969 bp 28036 bp
pCC1410-01 letaacteg); _ctat LA LA 1y
(KT725788) 52375 5378 L\ l'%ﬁ—H‘—ﬂ‘r‘rHﬁ |
66969 bp 22776 bp
pCC1409-01 (etgecteg)s atea A e 4
(KT725789) 52375 52378\ [,,—M*@—H‘—“?\ hF
66978 bp 17962 bp
pMS6671E stgecteg), _ctat_ LA
(LN824138) 52384 52387 |\ L a’. " . r
; L & ¥
NS
b <
§
. Trimetoprim vagy sulfonamid . Aminoglikozid . Béta-laktam
. Bleomicin D Makrolid . Kloramfenikol

A sziirke savok azonos régiokat jeleznek. A zdrdjelben a GenBank hivatkozdsi
szamok Idthatéak. Az dbra nem méretardnyos

Ebben a projektben a kolisztin rezisztenciat eredményezd kromoszémalis mutacidk egy
kilonleges formajat igazoltuk az EAE-ban feldolgozott els6é panrezisztens, tobb koérhdazat
érint6 K. pneumoniae ST147 jarvany soran. Az ST147 szerepe nem meglepd, jol ismert globalis
klon, mely kilénésen hajlamos kiilonb6z6 antibiotikum rezisztencia gének felvételére és
jelentds jarvanyok okozéséra 3%°. Az ST147 az orszagban eléfordulé domindns klénok egyike,
amely mar a CRE epidémia korai szakaszatdl jelen van (XXVII, XXVIII, XXX, 24. abra, 34.
tablazat). Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a masok altal kordbban egyedi izolatumként
leirt 3°, de sajat eredményeink szerint a jarvany térzseihez hasonldsdgot mutaté MS6671
torzsben és a jarvany torzseiben is meglévé mbrB::blaoxa-1s1 inzerciés mutdcié egyrészt
funkcionalis karbapenemaz gént tartalmaz, masrészt ez a mutacid valéban képes kolisztin

rezisztenciat létrehozni, azaz egy genetikai torténés (a blaoxa-1s1 gén inzertalédasa) két,

kilénb6z6 osztalyba tartozd antibiotikum elleni rezisztenciat is létrehozhatott (31. abra).

Hasonlo, ISEcp1 éltal iranyitott inzercidt (mgrB::blacrx-m-15) kordbban Franciaorszagban irtak

eI 358.

Esetlinkben |ényeges kiilonbség azonban, hogy a mutacid egy funkcionalis
karbapenemadz gén inzercidja révén jott létre. A jarvany-torzs az OXA-181 mellett egy

plazmid-kédolt blanoms gént is hordozott (41. tablazat). Feltételezéslink szerint a
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kormoszémalisan inzertalédott blaoxa-1s1 gén tette lehet6vé, hogy a plazmid-kédolt NDM-5
gén jelentGs szelekcidés hatrany nélkil elveszhetett, amint azt az ugyanazon betegbdl
szarmazo CR torzsek egyike (ABC143F) esetén lattuk. Es feltehetéen ugyanez a mechanizmus
magyarazhatja, hogy a jarvany utan tébb hdnappal izolalt, a pNDM-5 plazmidot érintd, a gén
mellett a rezisztencia sziget szamos egyéb génjének elvesztését eredményezd delécié utan is

az MS6671 toérzs megtartsa karbapenem rezisztencidjat (33. dbra).

Sajnos a jarvany index esetérél az ABD-A kérhazba tortént felvétele el6tti id6kb6l nem sok
adatot tudtunk beszerezni. Informalis csatornakon szerzett, hivatalosan meg nem erd@sitett
informacidk alapjan a beteg kordbban kérhazi kezelést kapott Indidban, majd az UAQ-A
kérhazbdl, egy Dubai kérhazban toltott par nap utan kerilt felvételre az ABD-A kérhazba. Az
indiai, UAQ-A-béli és dubai kérhazi tartdzkoddssal kapcsolatos adatokhoz, mikrobiolégiai

eredményekhez nem jutottunk hozza.

Feltételezésiink szerint a jarvanynak tovabbi, régidn tuli kapcsolatai is lehetnek (34. abra). A
EAE-béli jarvanytorzs pNDM plazmidjahoz nagyon hasonldkat Dél-Koredbdl jelentették (33.
abra) 3°53%, Mindkét koreai torzs szintén OXA-181 és NDM-5 termel8 K. pneumoniae ST147
volt. Az els6t (CC1409-1), mely kolisztin érzékeny volt, olyan betegbél izoldltak, akit 2014-ben

357' m |g a

egy pontosan meg nem nevezett Abu Dhabi kérhazbdl széllitottak Szoulba
masodikat 4 hdnappal kés6bb ugyanabban a szouli kérhazban izolaltak, de ez mar, ismeretlen
mechanizmussal, kolisztin rezisztens volt. Az azonos ST, karbapenemaz termelés és a
hordozott IncFll pNDM-5 kozel azonossaga alapjan valdszinlinek tarjuk az esetek kozotti
jarvanytani kapcsolatot (34. abra). Az ennek megerGsitéséhez sziikséges vizsgalatokhoz
megprobaltuk a torzseket beszerezni Dél-Koreabdl, illetve felajanlottuk, hogy kikildjik oda

sajat torzseinket, de minden megkeresésiink valasz nélkiil maradt.
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34. abra Az NDM-5 és OXA-181 termelG, részben PDR K. pneumoniae
ST147 torzs feltételezett terjedése

Pty

UAQ {77
Dubai .S g

2014 augusztus

Abu Dhabi NS

4.4.2.4. Az mcr gén brojlercsirkék (iriilékébdl izoldlt térzsekben (XXIX)

A négy, Al Ain varosatdl 15-70 km, egymastél 30-90 km tavolsagra |évs, egymastol fliggetlen
tulajdonban 1évé brojler farmrél 2018 marcius-aprilisdban gydjtott 10-10, egyenkét 3-3
széklet mintat tartalmazé kompozit mintak vegyes tenyészetének kivonatan végzett mcr-1, -
2, -3, -4 és -5 specifikus PCR 36 (90%) esetén adott pozitiv eredményt. Telep PCR-ok
segitségével 216 mcr pozitiv torzset azonositottunk, melyek kozil faj, telepmorfolédgia és
plazmid mintazat alapjan végul 39-et valasztottunk ki, melyeknek meghataroztuk

antibiotikum érzékenységét és teljes genom szekvencidjat. E torzsek tulajdonsagait a 42.

tablazatban foglaltuk dssze.
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42. tablazat

A brojlercsirke székletbdl izoldlt mcr-1.1 pozitiv torzsek és MCR plazmidjaik tulajdonsagai

asonnevend 117 23

Farm

Torzs

FA1-1

FA4-9

FA5-1

FA6-1

FA7-9

FB1-1

FB2-1

FB3-1

FB7-1

FB7-5

FB10-1

E.

. coli

. coli

. coli

. coli

. coli

. coli

. coli

. coli

. coli

. coli

coli

Faj

MLST

ST48

ST48

ST12220

ST12220
ST1290

ST1196

ST69

ST1140

ST1196

ST1140

ST101

A vad térzs
Kolisztin
cgMLST MIC
(mg/L)
Cé6 4
Ccé 4
c7 4
c7 4
S1 4
C5 4
S3 4
S4 4
S5 4
S6 4
S2 4

Rezisztencia

AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX

AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX

AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX, CHL

AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX, CHL

AMP, CPO, CTA, NAL, CIP,
TRS, TET, DOX, CHL, FOS
AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX, CHL

AMP, NAL, CIP, TET, GEN,
TOB

AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX, CHL, AMI, GEN, TOB
AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX, CHL

AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
DOX, CHL

AMP, NAL, CIP, TET, DOX,
CHL

Atvitel

Cm-T

Cm-T

Méret
(kb)
60
60
60
60
60
60
60
60
35
60

60

RFLP

minta

Al

Al

Al

Al

Al

Al

A2

Al

NT

Al

Al

pMCR

Inc*

Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
IncX4
Incl2

Incl2

Recipiens
kolisztin MIC
(mg/L)

Egyéb
rezisztencia
plazmidon

Nincs
Nincs
Nincs
Nincs
Nincs
Nincs
Nincs
Nincs
Nincs
Nincs

Nincs

a

folyt.
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folyt.
A vad torzs pMCR
£ Kolisztin , Recipiens Egyéb
= . . : . - Méret  RFLP . B B
w Torzs Faj MLST  cgMLST MIC Rezisztencia Atvitel (kb) minta Inc kolisztin MIC  rezisztencia a
(mg/L) (mg/L) plazmidon
. AMP, CPO, NAL, CIP, TRS, .
FC1-2-1 . coli ST1585 C1 4 TET, DOX, GEN C 60 Al Incl2 2 Nincs
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, AMP, TET, DOX,
FC1-3 . coli ST354 S8 4 DOX, CHL, GEN C >150 Bl IncHI2 2 CHL
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, .
FC2-9-1 . coli ST1196 Cc5 4 DOX, CHL T 60 Al Incl2 2 Nincs
) AMP, NAL, CIP, TET, DOX, i
FC2-9-2 . coli ST533 S9 4 CHL, GEN, TOB T 60 Al Incl2 8 Nincs
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, AMP, TET, DOX,
FC3-1 . coli ST1485 c3 4 DOX, CHL C >150 B3 IncHI2 2 CHL
FC3-6 . albertii NA NA 8 AMP, NAL, TET, DOX C 60 Al Incl2 2 Nincs
FC4-8 . coli ST93 S10 8 AMP, NAL, CIP, CHL, GEN C 60 A2 Incl2 4 Nincs
. AMP, CPO, NAL, CIP, TRS, .
C FC5-1 . coli ST1585 C1 4 TET, DOX, GEN C 60 Al Incl2 2 Nincs
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
FC5-2 . coli ST1485 c3 4 DOX, CHL None NA NA NA NA -
) AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
FC5-3 . coli ST1485 c3 4 DOX, CHL None NA NA NA NA -
FC6-1 . albertii NA NA 8 AMP, NAL, CIP, TET, DOX C 60 Al Incl2 2 Nincs
) AMP, CPO, NAL, CIP, TRS, )
FC6-10-1 . coli ST1585 C1 4 TET, DOX, GEN C 60 Al Incl2 2 Nincs
FC9-1 . coli ST1585 C1 4 gg;’ CPO, NAL, CIP, TET, C 60 Al Incl2 2 Nincs
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, AMP, TET, DOX,
FC9-8 . coli ST1485 c3 4 DOX, CHL C >150 B2 IncHI2 2 CHL
FC10-1 . coli ST162 S7 4 AMP, NAL, CIP, TET, DOX C 60 Al Incl2 2 Nincs

folyt.
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Farm

ot

folyt.
A vad torzs pMCR
Kolisztin . Recipiens Egyéb
. . . - PO Meéret RFLP o . p . &Y q
Torzs Faj MLST cgMLST MIC Rezisztencia Atvitel (kb) minta nc kolisztin MIC rezisztencia a
(mg/L) (mg/L) plazmidon
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, .
FD1-4 E. coli ST101 c2 4 DOX, CHL, GEN C 60 A2 Incl2 2 Nincs
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, -
FD2-7 E. coli ST165 S11 4 DOX, GEN, TOB None >150 NA NA NA =
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
FD3-8 E. coli ST354 Ca 4 DOX, CHL, GEN T >150 Bl IncHI2 2 AMP, TET, CHL
FD4-4 E. coli ST1630 S12 4 AMP, NAL, TRS, TET, DOX, C 60 A2 Incl2 2 Nincs
CHL, GEN
) AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
FD5-2 E. coli ST1011 S13 4 DOX, CHL, GEN, TOB None NA NA NA NA -
AMP, CPO, CTZ, CTA, AZT,
FD6-1 K. pneumoniae ST340 NA >256 NAL, CIP, TRS, TET, DOX, Cm-T 35 C1 IncX4 4 Nincs
CHL, GEN
AMP, CPO, CTZ, CTA, AZT,
FD6-2 K. pneumoniae ST340 NA >256  NAL, CIP, TRS, TET, DOX, Cm-T 35 c1 Incx4 4 Nincs
CHL, GEN
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, .
FD7-1-1 E. coli ST101 c2 4 DOX, CHL, GEN C 60 A2 Incl2 4 Nincs
AMP, AMC, FOX, CPO, CTZ,
FD7-2 S. Minnesota ST548 NA 8 CTA, CIP, TRS, TET, DOX, T 35 NT IncX4 2 Nincs
AMI, GEN, TOB
FD8-8 E. coli ST101 c2 4 AMP, NAL, CIP, TET, DOX, Cm-T 60 A2 Incl2 4 Nincs
CHL, GEN
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET, .
FD9-7-1 E. coli ST101 Cc2 4 DOX, CHL, GEN Cm-T 60 A2 Incl2 4 Nincs
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
FD10-2 E. coli ST354 c4 4 DOX, CHL, GEN T >150 B1 IncHI2 2 AMP, TET, CHL
. AMP, NAL, CIP, TRS, TET,
FD10-8 E. coli ST354 c4 8 DOX, CHL, GEN T >150 Bl IncHI2 4 AMP, TET, CHL
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Ldbjegyzet a 42. tablazathoz: MLST: NA — nem alkalmazhatd (nincs kidolgozott MLST
rendszer); cgMLST: C — cluster, S — singleton (ldsd 36. dbra); Atvitel: C — konjugdcié, T —
transzformdcio, Cm-T: tébbszérés plaziddtvitel konjugdcidval, majd transzformdcid,* Inc:
vastagon szedve: az Inc tipus a plazmid szekvencia alapjdan, déit betiikkel szedve: az Inc tipus
az azonos RFLP-t mutatd, azonos molekula témegii plazmid Inc tipusa alapjan.

Minden torzs az mcr-1.1 allélt hordozta. Az mcr-1.1 gént minden térzsbdl megkiséreltik
konjugdcidéval atvinni. Amennyiben ez egyaltalan nem, vagy csak tobb plazmid egyittes
atvitele esetén sikerilt, transzformdcidval préobaltunk csak pMCR-t hordozé szarmazékokat
el6allitani. A 39-b6l 20 esetben sikeriilt ezt konjugacidval, hat esetben tébb plazmid egylittes
konjugacidval és ezt kovetd transzformacidval elérni. Kilenc esetben csak transzformacidval
sikerilt pMCR-t tartalmazé szdrmazékot nyerniink. A 4 torzsben, amelyek esetén nem
sikertlt csak az mcr plazmidot tartalmazo derivatumot kapnunk, egy esetben (FD2-7 torzs) a
plazmid gélek hibridizacidjaval tudtuk az mcr-1.1 gént egy >150 kb nagysdgu plazmidra

lokalizalni, mig 3 esetben ez sem sikerilt (42. tablazat).

A torzsekben, melyekbél mobilizaltuk az MCR plazmidokat, azok mérete 35, 60 és >150 kb
volt. Azon plazmidok esetén, amelyekbdl sikertlt csak a pMCR-t tartalmazé szarmazékot
el6allitani, RFLP vizsgalatot végeztlink Hinc Il, Nsi | és Nde | enzimekkel tortén6 emésztéssel,
ami két plazmid kivételével sikeres volt. A 35 kb plazmidok esetén 1, a 60 kb plazmidok esetén
2 és a >150 kb plazmidok esetén 3 RFLP mintat tudtunk elkiloniteni (az adatokat nem
dbrdzoltuk). A két, RFLP-vel nem vizsgalhaté plazmid és minden RFLP tipusbdl legalabb egy
plazmid teljes szekvenciajat meghataroztuk. Minden 60 kb plazmid Incl2, a >150 kb plazmidok
IncHI2, mig a 35 kb plazmidok IncX4 tipusuak voltak. Az egyetlen E. coli ST tipus az ST1196
volt, melynek reprezentansai két kilonféle plazmidot is hordoztak: a FC2-9-1 térzs Incl2-t, az
FB7-1 torzs IncX4-et. Az utdbbi E. coli torzs mellett ez a plazmid jelen volt a K. pneumoniae és

S. Minnesota torzsekben is (42. tablazat).

Az mcr-1 gén kornyezete a plazmidok Inc tipusa szerint valtozott, az Incl2 episzdmak esetén
ezen belll eltérés volt az RFLP minta szerint is: az RFLP 2 tipus esetén, csak ugy, mint az IncHI2
plazmidok esetén az mcr-1 gén el6tt egy komplett ISApl1 elem volt talalhatd, mely hianyzott

a masik két plazmid csoportnal (35. abra).
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35. abra Az mcr-1 gén kornyezete a kiilonb6z6 plazmidok
esetén
pFA5-1-mcr-1
pFC3-6-mcr-1
pFA1-1-mer-1 | nikB : mcr-1 '> HP1 60 kb Incl2 — RFLP 1
pFC9-1-mcr-1
pFB10-1-mcr-1
pFC2-9-1-mcr-1
ISApl1
pFD4-4-mcr-1
pFD8-8-mcr-1 p mer-1 -1 HP1 60 kb Incl2 — RFLP 2
pFD1-4-mcr-1 ;
pFB7-1-mcr-1 A
pFD6-1-mer-1 HP2 [ mer-1 [ HP1 80 kb IncX4
pFD7-2-mcr-1
ISApl1
pFD3-8-mcr-1 m AP
pFC1-3-mcr-1 ; A
DFC9-8-mer-1 0 ] mer-1 D >150 kb IncHI2
pFC3-1-mcr-1

Az IncHI2 plazmidok az mcr-1 gén mellett egy rezisztencia szigeten egyéb rezisztencia géneket
is kodoltak. E szigetek szerkezetiikben teljesen megegyeztek a kordbban dltalunk a Saudi

SA26 torzsben talalt MCR plazmid rezisztencia szigetével (lasd 28. abra B, XVI)

A torzsek mindegyike szdmos virulencia faktort hordozott. Figyelemre mélté volt, hogy az
izoldtumok tébb, mint 50%-4ban jelen voltak olyan gének (hlyF, iroN, iutA, sitA, traT), melyek
egyarant gyakoriak az madar-kérokozé (APEC) és human extraintesztinalis kérokozo E. coli
(EXPEC) térzsekben 3%°. Ugyancsak fontos volt, hogy a 39 tdrzsbél 9 hordozott valamilyen 3.
generacids cefalosporin rezisztencia gént (blacrx-m-1s, blaswv-12, blacuy-2), egyharmaduk
plazmid-kddolt fluorkinolon rezisztencia gént (gnr) és ketté pedig 16S riboszomalis RNS

metilazt kédold gént (rmtB) (az adatok nincsenek dbrdzolva).

A két K. pneumoniae t6érzs ST340 tipusu volt és azonos cgMLST csoportba tartoztak, csakugy,
mint a két E. albertii izolatum. A 34 E. coli torzs 16 ST-t reprezentalt, melyek kozll nyolcat
tobb torzs is képviselt, harmat kozilik (ST101, ST354, ST1196) tobb farmon is megtaldltunk.
cgMLST clustereket 7 ST tipuson belil taldltunk. Az 5. clustertdl eltekintve minden cluster
azonos farmrdél szarmazo toérzseket tartalmazott, de gyakori volt, hogy a cluster kdzvetlen

kozelében azonos ST tipusu, egyéb farmrol szarmazoé torzseket talaltunk (36. abra)
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36. abra Az mcr-1.1 toérzsek eredete, faja, MCR plazmidjaik Inc tipusa és
cgMLST csoportja
Farmok
Cluster 11 FC6-10 l::) Farm A
FC1-2-1 FC5-1 B
FC9-1 \\/ FamiB
Farm C
() FarmD
Plazmidok

O nchiz

1963 - By

1
FC3-1 Clufter 5 O ncl2
ey A FC2/9-1
GE Y X S
Cluster 3 2 :f{‘]_\__, O IncXa
FD7-1-1~‘:I -
g FD8-8 uster
:E:; FD9-7-1" O Nem ismert
153’92 .
s Fajok
FAS:1 Cluster 7 ~ )
FAGL ) E. coli
/
T E. albertii

K. pneumoniae

) S. Minnesota

A sziirke zondk a clustereket (<10 allél differencia), a szaggatott vonalak a clusteren
kiviili, de azonos ST tipusu térzseket jelzik. Az adbra nem ardnyos a kiilénb6z6 allélok
szdmdval.

Figyelembe véve az izoldlt térzsek fajat, szekvencia tipusat, és MCR plazmidjaikat, az 39
izolatum 19 csoportra volt oszthatd, melyek eloszlasat a 43. tablazat mutatja. Lathatd, hogy
voltak varidnsok (pl. 4, 5, 7, 12), melyek tobb farmon is el6fordultak, és minden farmon

tobbféle varians is megtaldlhato volt.
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43. tdblazat Az mcr-1.1 pozitiv torzsek faj, szekvencia tipus és pMCR alapu varidnsai és azok farmonkénti megoszlasa

i i &b ibiotik kkal PMCR
Varisns Faj MLST Rezisztencia egsZEm;f;tr: iotikumokka e (kb) " Egyéb reZis.ZtenCiaa . . )
plazmidon
1 E. coli ST48 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX 60 Incl2 Nincs 2
2 E. coli ST69 AMP, NAL, CIP, TET, GEN, TOB 60 Inci2 Nincs 1
3 E. coli ST93  AMP, NAL, CIP, CHL, GEN 60 Inci2 Nincs 1
4 E. coli ST101 AMP, NAL, CIP, TET, DOX, CHL, (TRS), (GEN) 60 Inci2 Nincs 1 4
5 E. coli CC162* AMP, NAL, CIP, TET, DOX, (TRS), (CHL) 60 Incl2 Nincs 2 1
6 E. coli ST165 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, GEN, TOB >150 & NA ; 1
7 E. coli ST354 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, CHL, GEN >150 IncHI2  AMP, TET, DOX, CHL 1 3
8 E. coli ST533 AMP, NAL, CIP, TET, DOX, CHL, GEN, TOB 60 Inci2 Nincs 1
9 E. coli ST1011 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, CHL, GEN, TOB NA NA - 1
10 E. coli ST1140 (AG'\SE')'N(%;'P’ U, T2, DB, WAl (il 60 Incl2 Nincs 2
11 E. coli ST1196 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, CHL 35 IncX4 Nincs 1
12 E. coli $T1196 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, CHL 60 Incl2 Nincs 11

folyt.
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folyt.
pMCR A_farmon t,alalt
torzsek szama
Varians Faj MLST Kolisztin melletti rezisztencia
Méret (kb) Inc Egyéb rens_ztenua a B c D
plazmidon
13 E coli $T1290 AMP, CPO, CTA, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, CHL, 60 Incl2 Nincs 1
FOS
14 E. coli ST1485 AMP, NAL, CIP, TRS, TET, DOX, CHL >150 IncHI2  AMP, TET, DOX, CHL 4
15 E coli ST1585 AMP, CPO, NAL, CIP, TET, DOX, (CPO), (TRS), 60 Incl2 Nincs 4
(GEN)
16 E. coli ST1630 AMP, NAL, TRS, TET, DOX, CHL, GEN 60 Incl2 Nincs 1
17 E. albertii NA  AMP, NAL, TET, DOX, (CIP) 60 Incl2 Nincs 2
. AMP, CPO, CTZ, CTA, AZT, NAL, CIP, TRS, TET, Nincs
18 K. pneumoniae  ST340 DOX, CHL, GEN 35 IncX4 2
. AMP, AMC, FOX, CPO, CTZ, CTA, CIP, TRS, TET, Nincs
19 S. Minnesota  ST548 DOX, AMI, GEN, TOB 35 IncX4 1
A variansok (faj/ST/plazmid) szama farmonként 3 5 8 7

* ideértve az ST162-t, és annak SLV-jét (ST12220); Inc: vastagon szedve: az Inc tipus a plazmid szekvencia alapjdn, délit betiikkel szedve: az Inc tipus az
azonos RFLP-t mutatd, azonos molekula témeg(i plazmid Inc tipusa alapjdn. A zdrdjelben szerepl6 antibiotikumokkal szemben az adott ST nem minden tagja
mutatott rezisztencidt. & A plazmid molekula témege elektroforézist kévetd hibridizdcio alapjdn lett megadllpitva
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A helyi human CRE-k kdz6tt az mcer pozitiv torzsek ritkasaga, szemben a brojler mintakban
talalt valtozatossdgukkal és gyakorisagukkal tobb lehet&séget is felvet. Bar a tdgabb régidban
mar tobb kézlemény sziiletett a témaban 3693%° a3z Arab Félszigeten az élelmiszerként
felhasznalt allatokbdl izoldlt térzsek altal hordozott mcr plazmidok el6forduldsardl az

egyetlen kordbbi ilyen tanulmany Qatarbdl szdrmazott 36

. Vizsgalatainkat 4 random
kivalasztott farmon végeztik, ami bar nem jelenti, hogy az mcr gént hordozé torzsek mas
farmokon is ilyen valtozatossagban lennének jelen, de ismereteink szerint e farmok

semmiben nem kilonboztek az orszag egyéb hasonlé létesitményeitdl.

A molekularis tipizalas az mcr gén farmok kozotti terjedésének komplex lehet6ségeit rajzolta
fel. Egyrészt a clusterek, a cluster 5 kivételével, csak egy farmrdl szarmazé torzseket
tartalmaztak. Mindemellett azonban a farmok kozotti atvitel irdnydba mutat, hogy a
clusterek koril tobb esetben megtalalhatdak voltak a mas farmokrél szarmazé, azonos ST-be
tartozo torzsek. A fajok és szekvencia tipusok valtozatossaga mellett az mcr gént hordozo
plazmidok kisebb valtozatossaga (minddssze harom Inc tipust képviseltek) globalis jelenség
367 Bar e tobbségiikben konjugativ plazmidok horizontalis terjedése valdszind, mindéssze
egyetlen esetben figyeltik meg, hogy egy E. coli tipus (ST1196) kiilonb6z6 torzsei kiillonb6z6
plazmidokat hordoztak. Ugyanakkor, valészinlsitve a horizontalis terjedést, az Incl2
plazmidok megtaldlhatéak voltak az E. coli mellett az E. albertii torzsekben is, az IncX4
plazmidok pedig ugy a K. pneumoniaae, mint a S. Minnesota izolatumokban (42. tablazat).
Utdbbival kapcsolatban megemlitendS, hogy ismereteink szerint korabban ebben a
szerotipusban még nem irtak le az mcr gén el6forduldsat. Megjegyzendd, hogy az allati
eredet(i torzsek kozott kiugréan magas kolisztin MIC értéket mutatd K. pneumoniae térzsek
(42. tablazat) a pMCR hordozasa mellett pmrB génjikben is hordoztak egy-egy T246A és

R256G aminosav cserét (az adatokat nem dbrdzoltuk).

Feltételezve, hogy az mcr gént hordozé torzsek borjlercsirkékben tapasztalt valtozatossaga
és gyakorisaga nem korlatozédik e négy farmra, felmeril a kérdés, hogy mi magyarazza a gén
human CRE torzsek kozott tapasztalt relativ ritkasagat? Globalisan az E. coli faj képvisel6i a
leggyakoribb pMCR hordozdk, de a legtobb allél szdmos Enterobacterales fajban, K.
pneumoniae-ban, Salmonella-kban, s6t, nem-fermentélé tdrzsekben is fellelhetd 3*8. Ennek
fényében nem meglepd, hogy a régidban izolalt human, pMCR-hordozék E. coli térzsek
voltak, mig a CRE kozott a kolisztin rezisztencia probléma els6sorban a csoporton belil
dominald K. pneumoniae torzsekhez kéthets. Véleménylink szerint a jelenleg rendelkezésre

allé adatok némileg félrevezet6ek: a human izolatumok tekintetében azok déntéen a CRE
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torzsekre vonatkoznak, mig a régidban elGszor leirt 5 human mcr gént hordozo torzs kozil
csak egy NDM-1 termel6 izolatum volt CRE (XVI, XVIII), illetve az allati izolatumok koziil egy
sem. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy nem a CRE csoport, hanem egyéb, esetleg MDR, de
elsGsorban karbapenemekre érzékeny torzsek, rejtve ugyan, de terjeszthetik a konjugativ
PMCR kilénb6z6 verzidit. A , rejt6zkodés” lehet&ségét az adja, hogy még olyan orszdgokban
is, ahol a kolisztin érzékenységet a megfelel6 mddszerekkel tesztelik, erre elsésorban
karbapenem rezisztencia esetén kerl sor, mivel karbapenem érzékenység esetén a kolisztin

parenteralis alkalmazas gyakorlatilag nem jon széba.

Az dllati mintdkban taladlt torzsek szamos olyan gént tartalmaztak, melyek gyakran
megtalalhatdak EXPEC torzsekben is, ami képessé teszi 6ket az emberek kolonizaciéjara. Hogy
ilyen atvitel valdban megtortént-e a Kozel-Keleten arra nincsenek bizonyitékaink, azaz
nincsenek olyan vizsgalatok, melyek az allati/élelmiszer eredet(i torzsek és human
izolatumok azonossdagat vizsgdltak volna. De feltételezhetjik e kapcsolat valddisagat, hiszen
kimutattak, hogy a Hajj-ra latogatd zardndokok esetén hazatérésiikkor gyakori az mcr pozitiv,

az esetek tobbségében nem karbapenem rezisztens tdrzsekkel vald kolonizéltsag 3683,

A kromoszédmadlis mechanizmusok humdn torzsek kozotti dominancidja ellenére ugy
gondoljuk, a pMCR -ek dltal kozvetitett kolisztin rezisztencia jelentGségét nem szabad
alulértékelni. A human esetekbdl a régidban izolalt plazmidok tobbsége az eredeti Incl2
plazmidhoz tobbé-kevésbé hasonld, az mcr-1 génen kivil nem, vagy csak kevés rezisztencia
gént tartalmazott (pl. blacrx-m-sa, 38. tablazat). Ugyanakkor az els6 Szaud-Ardbidban izolalt,
NDM termel6 torzsben az mcr-1 gén egy hatalmas, 13 rezisztencia gént magaban foglalo
szigetet is tartalmazd IncHI2 plazmidon (pSA26mcr-1) foglalt helyet, mely jelent6s
hasonldsagot mutatott mas, mcr-t tartalmazé és nem tartalmazd plazmidokhoz 351352 (28.
abra B). Ugy véljiik, az plazmidba tortént mcr gén felvétel 6sszefiigghet azzal a ténnyel, hogy
benne, szemben a toébbi, Incl2 plazmiddal, az mcr gént mindkét oldalrdl egy ISAp/1 elem
hatdrolta. Ismereteink szerint ez volt az els6 eset, hogy az mcr gént komplett kompozit
transzpozon részeként irtak le (28. abra, A). Erdekes, hogy a brojlercsirke eredet(, szintén
IncHI2 plazmidokban az mcr gén kdrnyezete mar eltért ettdl, és az ISApl1 csak a gén el6tt volt
jelen (35. abra) jollet a plazmidok rezisztencia szigete azonos volt a pS26mcr-1 -éval (28. abra
B).

Osszefoglalva, véleményiink szerint a régidban aggasztéan magas kolisztin rezisztencia

mogott meghuzddd komplex mechanizmusok folyamatos monitorozasdara van sziikség, mely
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nem korlatozédhat csak a CRE izolatumokra és ki kell terjeszteni haszonallatokbdl és

élelmiszerekbdl kitenyésztett torzsekre is.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Els6ként szolgaltattuk az ESBL termelés genetikai hatterének részletes leirdsat
enteroaggregativ E. coli torzsekben. E munka kapcsan el6szor jelentettiik a blacrx-m-15

gén el6fordulasat az Arab-félszigetrdl. (1)

Els6ként mutattunk ra a régiéban a salmonella és shigella torzsek kozott meglévé
gyakori MDR fenotipusra és az el6bbi kérokozé csoport esetén a gyakori ESBL
termelésre és az abban az id6ben még érzékenynek tekintett, de gyakran sikertelen

kezelést eredményezd ciprofloxacin MIC tartomany elterjedtségére. (l11-V)

Els6ként irtuk le salmonelldk esetén nem sopradikus térzsek kozott észlelt CTX-M-15
termelést 5, egymashoz nagyon hasonlé makrorestrikcidos mintat mutaté B csoportu

salmonella torzs kapcsan. (V)

Egy neonatoldgai intenziv osztdlyon tobb csecsemd haldldhoz vezetd jarvany kapcsan
az EAE-ban els6ként alkalmaztunk a jarvany felderitését és kontrolljat segité
molekularis tipizalé eljarasokat és igazoltuk, hogy a kérokozé egy CTX-M-15-6t termeld

K. pneumoniae ST348 torzs volt. (VII)

Els6ként igazoltuk, hogy az ESBL-t termelS hagyuti E. coli izoldtumok kozott a core-
tipus megoszlas jelent6sen eltér a korabban ilyen forrasbdl szarmazé torzsek kézott
leirtaktdl és elsGként irtuk le ennek okaként, hogy a globdlisan elterjedt E. coli ST131
torzsek LPS mag szerkezetét kddold régidé a korabban klinikai izolatumok kozott ritka

K-12 tipusénak felel meg. (VIII, XXI)

A régidban el6szor alkalmazva molekularis tipizald eljarast egy kérhaz S. maltophilia
izolatumainak vizsgalatdra megallapitottuk, hogy a vizsgdlat idején az elsGsorban
immunkompromittalt betegekbdl izoldlt térzsek, a viszonylag jelentds prevalencia

ellenére, dont6en sporadikusak. (11)

Els6ként mutattuk ki, hogy A. baumannii -ban az eredetileg kromoszémilis
lokalizacidban leirt blaper7 gén plazmidon is el6fordulhat egy komplex, |. osztalyu

integronon belil. (V1)
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Els6ként irtuk le az Emiratusokban, és az els6k kozott a régidban A. baumannii NDM-2

termelését. (IX)

Els6ként igazoltuk, hogy az Abu Dhabi kérhazakban el6fordulé A. baumannii térzsek a
gyakorlatilag minden kdrhazban el6forduld 3 nagy globalis klon, a blaoxa-ss-€t termeld
WW1, a blaoxass-et termel6 WW7 és a blaoxa-es-0t termel6 WW?2 tagjai voltak, és

el6szér mutattunk ra a helyi kérhdzak kozotti torzs-atvitel valdszinlségére. (XI)

Egy szaudi kérhaz osztalyait vizsgalva igazoltuk, hogy a kérhazi kornyezeti és klinikai
mintakbdl szarmazd karbapenem rezisztens A. baumannii térzsek (tébbnyire globalis
»high risk” klonok tagjaként) olyan mértékd volt az atfedés, mely valdszinisiti a

szennyezett kdrnyezet szerepét a fert6zések kialakuldasdban. (XXV)

Els6ként igazoltuk az Emiratusokban NDM tipusu karbapenemaz (NDM-1) jelenlétét
egyszerre tobb, kiilonb6z6 fajba tartozo bélbaktérium esetén és adtuk az azt hordozo

plazmidok és a gént keretez§ szekvenciak részletes leirasat. (XIl)

A régidban els6ként irtuk le az &altaldban magas fokd karbapenem rezisztenciat
eredményez6 NDM-7-es allél jelenlétét tobb orszdgban és adtuk meg a gént hordozd

plazmidok szerkezetének részletes molekularis jellemzését. (XVII)

Az Arab-félsziget orszdgaiban elséként irtuk le VIM tipusu karbapenemaz gén (VIM-4-
es allél) részletes genetikai kornyezetét ramutatva annak a vildg mas pontjain talalt

izolatumokban taldltakkal szemben mutatott jellegzetességeire. (X)

Az Arab-félsziget orszagaiban els6ként adtuk egy KPC tipusu karbapenemdaz gén (KPC-
2-es allél) leirasat, genetikai kornyezetének Osszehasonlité vizsgalatat, és igazoltuk

plazmidon kddolt mobilis voltat. (XIV)

Igazoltuk, hogy az IncX3 plazmidok ,/load” régidiban tapasztalt variabilitas tobbnyire a
hordozott karbapenemiaz gén/allél-t6l fligg. Igazoltuk, hogy az IncX3 plazmidok
terjedéséért Ugy az Gket hordozd klonok, mint ezzel parhuzamosan a plazmidok
horizontalis atvitele a felels. Igazoltuk, hogy az blanom gén kilonbozd alléljainak
valtozatossaga e plazmidokban részben a gén plazmidba tortént inzertaléddasa utani
evollcid (pl. NDM-1, -4, -7), részben flggetlen inzercids események kdvetkezménye

(NDM-5). (XXIV)
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Els6ként igazoltuk nagy torzsszamok vizsgalataval a régidra jellemzé karbapenemaz-
tipus eloszlast, azaz, hogy az OXA tipusu enzimek gyakorisdgdat az NDM enzimek
kovetik, hogy jellemz&en gyakoriak a kettés karbapenemdz termel6k, hogy ritka a VIM,
és hogy a KPC enzimek, meglep6d mddon, csak elvétve fordulnak el6, ami
Osszességében az MBL enzimek empirikus kezelést is befolydsold nagyon magas

aranyat (>40%) eredményezi (X1, XV, XX, XXVI, XXVIII)

Els6ként igazoltuk, hogy — szemben az altaldnosan elterjedt vélekedéssel — a régid
vizsgalt orszagaiban a helyi CRE esetek tobbsége nem volt kiilfoldi utazashoz, kilféldi
hospitalizaciohoz kothetS, ramutatva a terjedésben a helyi, autochton 3atvitel

jelent6ségére. (XV)

Els6ként irtuk le nagy torzsszam vizsgalatdn alapulva a 16S aminoglikozid metilaz gének
kiemelkedSen gyakori el6forduldsat a régiéban, azonositva a leggyakoribb tipusokat
(armA, rmtC és rmtF) és leirva az ezek regionalis eloszlasaban fellelhetd kilonbségeket.

(XV, XXVI, XXVIII)

Els6ként tanulmdanyoztuk a régidban a kett6s karbapenemdzt termeld torzsek
tulajdonsagait és bemutattuk, hogy azok kiugréan magas helyi prevalencidjanak
kialakulasaban egyarant szerepet jatszik a géneket hordozd toérzsek klonalis terjedése,

masrészt a kédold plazmidok és mobilis genetikai elemek horizontalis atvitele. (XXII)

Két, méretében a régidban egyedilalléd tanulmanyban irtuk le a helyi CRE torzsek
jellegzetes  antibiotikum  rezisztencia mintdit megdllapitva a  globalis
Osszehasonlitasban is magas kolisztin, ceftazidim-avibaktdm rezisztencia szintet és a
klinikai gyakorlatban még nem elterjedt aztreonam-avibaktdam kombinacid in vitro
hatdsossagat. Ugyanakkor els6ként mutattunk ra, hogy egyrészt az MBL termeléstél
fliggetlen ceftazidim-avibaktam rezisztencia, masrészt a ritka aztreondm-avibaktam
rezisztencia els6sorban nem a CRE torzsek koz6tt dominald K. pneumoniae, hanem az

E. coli torzsek kozott varhatd. (XXVI, XXVIII)

Az EAE-ban és a teljes régidban el&szor, és globdlisan is az els6k kozott végeztiink egy
orszagot lefedd, molekularis tipizalé vizsgalatot a CRE torzsek vonatkozdsdban és
ramutattunk az egyes korhazak kozott fellelheté jelentds kilonbségek mellett a

torzsek kdrhazak kozotti atvitelének valdszinliségére. (XXVIII)
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Els6ként mutattuk ki, hogy az EAE-ban a CRE torzsek epidemioldgidjat alapvetéen
harom nagy K. pneumoniae klon (ST14, ST231 és ST147) jelenléte hatdrozza meg,
melyek, altaldban, de kilénosen a legnagyobb (ST14) szignifikansan rezisztensebb,
mint a sporadikus izolatumok, és melyek megtaldlhatéak az orszag legtdbb, az ST14

esetén gyakorlatilag minden nagy kdrhdazaban. (XXIlI, XXVIII)

Jéllehet, a rendelkezéslinkre all6 adatok alapjan a jelenség okat nem tudtuk feltarni,
els6ként igazoltuk, hogy az EAE-ban leggyakoribb, egyben legrezisztensebb klén (K.
pneumoniae ST14) szignifikdnsan gyakrabban fordul el6 emiratusi betegekben, mint

nem emiratusiakban. (XXIII, XXVIII)

Igazoltuk, hogy Abu Dhabiban a jelenlegi sulyos CRE endémias helyzet nem néhany
klon robbanas szer( elterjedésével magyarazhatd, hanem azok mdr a jarvany elsé
éveitdl jelen voltak és ardnyukat tekintve folyamatosan novekedtek, ramutatva, hogy
a helyzet kialakuldsat vélhet6en egy id6ben megkezdett és folyamatosan végzett

molekuldris tipizalason alapuld surveillance kedvez6en befolydsolhatta volna. (XXX)

A helyi K. pneumoniae ST14 izolatumok plazmidjainak és teljese genom szekvencidinak
vizsgalatdval és az utébbiak 173, a vildg kilonb6z6 pontjairdl szarmazé torzs

genomjahoz torténd hasonlitdsdval igazoltuk

a. a tipus kiemelked6 képességét kiilonféle antibiotikum rezisztenciat kodold
plazmidok felvételére

b. hogy a tipuson beliil a feltehetéen Gjélag terjedd, az EAE-ban a kordbbi KL2
toktipust fokozatosan kiszoritd KL64-es torzsek az izolalas foldrajzi helyétdl

flggetlenil 6sszefligg6 csoportot alkotnak (XXVII)

Igazoltuk, hogy Kuvaitban a magas VIM prevalencia oka elsésorban egy, a blayim gént
hordozé IncA/C tipusu plazmid, illetve részben egy, a gént tartalmazd In416 integron

faji hatarokat atlépé terjedése volt. (XX)

Els6ként irtuk le az Arab-félsziget orszagaiban mcr gén jelenlétét kolisztin rezisztens
torzsekben és adtuk az azokat hordozd plazmidok részletes szerkezeti leirasat. (XVI,

XVIII)

Igazoltuk, hogy bar a régidban human izolatumokban megtaldlhatdak az mcr gének, a

.....

kromoszémalis gén mutacidi a felelGsek (XXII, XXVI-XXVIII)
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Igazoltuk, hogy az els6 EAE-béli panrezisztens K. pneumoniae jarvanyt okozé térzsben
talalt mgrB::blaoxa-1s1 inzercid kolisztin rezisztenciat okoz, és egyszersmind funkcionalis
karbapenemadaz gént tartalmaz. A torzsek részletes molekuldris vizsgalata révén

felvetettik a torzs nemzetkozi terjedésének lehet6ségét. (XIX)

Els6ként igazoltuk, hogy szemben a régid béli CRE térzsekben megfigyelt ritkasdgukkal,
az itt tenyésztett brojlercsirkékben az mcr-1 gént hordozd toérzsek és plazmidok

elterjedtek és a torzsek rendkivil nagy valtozatossagot mutatnak. (XXIX)
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10. FUGGELEK

10.1. A DOKTORI MUBEN SZEREPLO PROJEKTEK KAPCSAN NYILVANOS

44, tablazat

ADATBAZISOKBAN ELHELYEZETT SZEKVENCIAK

A GenBank-ban elhelyezett parcidlis szekvencidk

\'l!

Vil

Xi

Xl

Xiv

XIX

Ko6zlemény

Szekvencia/gén
Escherichia coli plasmid pBP971-95 insertion sequence ISEcp1, partial sequence;
and beta-lactamase CTX-M-15 gene, complete cds
Acinetobacter baumannii plasmid pAB154 class 1 integron Intl1 (intl1), Arr2 (arr2),
CmlA7 (cmlA7), Sull (sull), ISCR1 (ISCR1),
extended-spectrum beta-lactamase PER-7 (blaPER-7), and putative
glutathione-S-transferase (gst) genes, complete cds, and transposon ACICU_01244,
partial sequence.
Escherichia coli strain 81009 LPS core gene locus, complete sequence
Acinetobacter baumannii strain AG132 phosphorybosil anthranilate isomerase
(trpF), bleomycin resistance protein (BRP), and metallo-beta-lactamase NDM-2
(blaNDM-2) genes, complete cds; and insertion sequence ISAbal25, complete
sequence
Enterobacter cloacae strain ABC104 class | integron, partial sequence
Acinetobacter baumannii strain NM114 beta-lactamase OXA-51-like protein gene,
complete cds
Acinetobacter baumannii strain NM61 beta-lactamase OXA-51-like protein gene,
complete cds
Acinetobacter baumannii strain NM69 beta-lactamase OXA-51-like protein gene,
complete cds
Acinetobacter baumannii strain NM83 beta-lactamase OXA-51-like protein gene,
complete cds
Enterobacter cloacae plasmid pABC40 insertion sequence IS5 IS5 transposase and
trans-activator (insH) gene, complete cds; insertion sequence ISAbal25, complete
sequence; metallo beta lactamase NDM-1 (blaNDM-1) and bleomycin resistance
protein (brp) genes, complete cds; and phosphoribosyl anthranilate isomerase
(trpF) gene, partial cds.
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC53 insertion sequence 1S3000 transposase
(tnpA Tn3) gene, complete cds; insertion sequence ISAbal25, complete sequence;
and metallo beta lactamase NDM-1 (blaNDM-1), bleomycin resistance protein
(brp), and phosphoribosyl anthranilate isomerase (trpF) genes, complete cds.
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC83 insertion sequence ISAbal25, complete
sequence; insertion sequence ISEc33 transposase (tnpA) gene, complete cds;
insertion sequence ISAbal25, complete sequence; metallo beta lactamase NDM-1
(blaNDM-1) and bleomycin resistance protein (brp) genes, complete cds; and
phosphoribosul anthranilate
isomerase (trpF) gene, partial cds.
Escherichia coli plasmid pABC85 insertion sequences ISAba125, 1S903, and
ISAbal25, complete sequence; metallo beta lactamase NDM-1 (blaNDM-1) and
bleomycin resistance protein (brp) genes, complete cds; and phosphoribosyl
anthranilate isomerase gene, partial cds
Klebsiella pneumoniae strain ABC220 plasmid pABC220 hypothetical protein gene,
complete cds; transposon Tn4401b, complete sequence; and disrupted umuD gene,
partial sequence
Klebsiella pneumoniae strain ABC143C mgrB gene, partial sequence; insertion
sequence ISEcp1l transposase (tnpA) gene, complete cds; and class D beta-
lactamase (blaOXA-181) gene, complete cds
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Kézlemény Szekvencia/gén GenBank szam

Klebsiella pneumoniae strain KKp4 plasmid pKKp4-VIM, complete sequence MF582638.1

XX Enterobacter cloacae strain ABC104 class | integron, partial sequence JX275775.1
Enterobacter cloacae strain OM69 plasmid pOM69-VIM sequence MF178139.1

XXI Escherichia coli strain 81009 chromosome, complete genome CP021179.1
Escherichia coli strain 81009 plasmid pEC-81009, complete sequence CP021180.1
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC106-NDM IS3000 transposase (tnpA), metallo-
beta-lactamase (blaNDM-1), and bleomycin resistance protein (bleMBL) genes, MF774792.1
complete cds; and anthranylate isomerase (trpF) gene, partial cds
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC120-NDM transposase (tnpA), metallo-beta-
lactamase (blaNDM-1), and bleomycin resistance protein (bleMBL) genes, complete MF774793.1
cds; and anthranylate isomerase (trpF) gene, partial cds
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC137-NDM IS5 transposase (insH), metallo-beta-
lactamase (blaNDM-1), and bleomycin resistance protein (bleMBL) genes, complete MF774794.1
cds
Klebsiella pneumoniae plasmid pPOMABC109-NDM IS3000 transposase (tnpA),

il metallo-beta-lactamase (blaNDM-1), bleomycin resistance protein (bleMBL), and MF774795.1
anthranylate isomerase (trpF) genes, complete cds
Klebsiella pneumoniae plasmid pSA54-NDM ribosomal methylase RmtC (rmtC),
metallo-beta-lactamase (blaNDM-1), and bleomycin resistance protein (bleMBL) MF774796.1
genes, complete cds; and anthranylate isomerase (trpF) gene, partial cds
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC137-OXA transposon Tn1999, partial sequence MF774788.1
fézis;iléc; pneumoniae plasmid pSA54-OXA transposon Tn1999 variant, partial ME774790.1
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC106-OXA transposon Tn1999.2, partial MF774787.1
sequence
Klebsiella pneumoniae I1SEcpl transposase (tnpA) and class D carbapenemase MF774789.1
(blaOXA-181) genes, complete cds
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45. tablazat A GenBank-ban elhelyezett teljes plazmid szekvencidk
Ko6zlemény Szekvencia/gén GenBank szam

Escherichia coli strain BA76 plasmid pBA76-MCR-1, complete sequence KX013540.1

Xvi Escherichia coli strain BA77 plasmid pBA77-MCR-1, complete sequence KX013539.1
Escherichia coli strain ABC149 plasmid pABC149-MCR-1, complete sequence KX013538.1
Escherichia coli strain SA26 plasmid pSA26-MCR-1, complete sequence KU743384.1
Escherichia coli strain KW53T plasmid pKW53T-NDM, complete sequence KX214669.1

XViI Escherichia coli strain OM26 plasmid pOM26-1, complete sequence KP776609.1
Escherichia coli strain ABC133 plasmid pABC133-NDM, complete sequence KX214671.1
Escherichia coli strain ABC218 plasmid pABC218-NDM, complete sequence KX214670.1

Xvii Escherichia coli strain OM97 plasmid pOM97-mcr, complete sequence KY693674.1

XIX Klebsiella pneumoniae plasmid pABC143C-NDM, complete sequence KY130431.1

XX Klebsiella pneumoniae plasmid pABC120-OXA, complete sequence MF774791.1
Klebsiella pneumoniae plasmid pABC120-OXA, complete sequence MF774791.1
Escherichia coli strain ABC239 plasmid pABC239-OXA-181, complete sequence MK412916.1
Escherichia coli strain ABC264 plasmid pABC264-0OXA-181, complete sequence MK412917.1
Escherichia coli strain ABC356 plasmid pABC356, complete sequence MK412918.1
Escherichia coli strain ABC381 plasmid pABC381-OXA-181, complete sequence MK412919.1
Escherichia coli strain ABC233 plasmid pABC233-NDM-5, complete sequence MK372390.1
Escherichia coli strain ABC384 plasmid pABC384-NDM-5, complete sequence MK372389.1
Escherichia coli strain ABC54 plasmid pABC54-NDM-1, complete sequence MK372382.1
Escherichia coli strain BC836 plasmid pBC836-NDM-1, complete sequence MK372387.1
Escherichia coli strain ABC280 plasmid pABC280-NDM-5, complete sequence MK372392.1
Escherichia coli strain ABC268 plasmid pABC268-NDM-5, complete sequence MK372391.1

XXIV Enterobacter cloacae strain ABC40 plasmid pABC40-NDM-1, complete sequence MK372380.1
Enterobacter cloacae strain ABC302 plasmid pABC302-NDM-4, complete sequence MK372388.1
Is(ézlls;i/ézpneumomae strain BC-13-947 plasmid pBC947-OXA-181, complete MK412920.1
Klebsiella pneumoniae strain ABC260 plasmid pABC260-OXA-181, complete MK412915.1
sequence
Klebsiella pneumoniae strain ABC369 plasmid pABC369-NDM-5, complete sequence MK372393.1
Klebsiella pneumoniae strain ABC137 plasmid pABC137-NDM-1 MK372384.1
Klebsiella pneumoniae strain ABC220 plasmid pABC220-KPC-2, complete sequence MK412914.1
Klebsiella pneumoniae strain ABC52 plasmid pABC52-NDM-1, complete sequence MK372381.1
Klebsiella pneumoniae strain BC700 plasmid pBC700-NDM-1, complete sequence MK372386.1
Citrobacter freundii strain ABC80 plasmid pABC80-NDM-1, complete sequence MK372383.1
Morganella morganii strain ABC140 plasmid pABC140-NDM-1, complete sequence MK372385.1

46. tablazat Az European Nucleotide Archiveban elhelyezett teljes baktérium genom

readek
Ko6zlemény Project cim Torlzsek Project szam
szama

XXVII F:ompar|§on of carbgpenen?ase producing Klebsiella pneumoniae ST14 39 PRIEBA4S52
isolated in the Arabian Peninsula

XXVIII .Natlon—w.lde survelllan.ce of carbapenem resistant Enterobacteriaceae 100 PRIEBS0277
in the United Arab Emirates

XXIX DlverS{ty of MCB-l producmg Enterobacterales isolated in poultry 39 PRIEBA9171
farms in the United Arab Emirates
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