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I. Roviditések jegyzéke

ADC — Acinetobacter kromoszoémalis  cefalosporindz ~ (acinetobacter  derived
cephalosporinase)

CARD - Comprehensive Antibiotic Resistance Database

CarO - karbapenem-asszocialt kiils6 membran protein (carbapenem associated outer
membrane protein)

CFU - teleképzo egység (colony forming unit)

CHDL - karbapenem-hidrolizal6 B-laktamaz (carbapenem hydrolyzing class D B-lactamase)

CRAb - karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii (carbapenem resistant
Acinetobacter baumannii)

CRE - karbapenem rezisztens Enterobacterales (carbapenem resistant Enterobacterales)

DDD — napi terapias dozis (defined daily dose)

ESBL — kiterjedt spketrumu p-laktamaz (extended spectrum p-lactamases)

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

IS — inszercios szekvencia (insertion sequence)

ITO — Inteziv terapias osztaly

MALDI-TOF-MS — matrix asszocialt 1ézer deszorpcid/ionizacio tomegspektrometira (matrix
Matrix-Associated-Laser-Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass-Spectrometry)

MBL — metallo-béta-laktamazok (methallo- B-lactamase)

MDR — multirezisztens (multidrug resistant)

MIC — minimalis gatlokoncentracié (minimal inhibitor concentration)

MRSA — meticillin rezisztens Stahylococcus aureus

NCBI — Nemzeti Biotechnologiai Informaciés Kozpont (National Center for Biotechnology
Information)

OBD - apolasi nap (occupied bed-days)

OMP — kiilsé membran protein (outer membrane protein)

PCR - polimeraz lancreakci6 (polimerase chainreaction)

PDR - panrezisztens baktérium (pandrug resistant)

ST — szekvenciatipus (Sequence type)

VRE - vankomicin rezisztens Enterococcus

WGS — teljesgenom szekvenalas (Whole-Genome-Sequencing)

XDR - kiterjedt rezisztenciaji baktérium (extensively drug resistant)



I1. Bevezetés

A nozokomialis vagy egészségligyi ellatassal Osszefliggd fertdzések vilagszerte sulyos
problémat jelentenek. Korhazi ellatds sordn minden szaz betegbdl a fejlett orszagokban 7,
fejlédo orszagokban 10 fertdzddik meg valamilyen korokozédval (Khan, 2017). Természetesen
a kiilonboz6 korhdzi osztalyoknal, példaul intenziv terapids osztalyok (ITO), égési osztalyok,
neonatalis osztadlyok, a fert6zddés aranya eltérhet (Ma, 2020). A legyakrabban és a
legsulyosabb infekciok a ITO-kon alakulnak ki, csak ezen osztalyokat tekintve a fertdzés
aranya elérheti a 20,6%-ot is (Vincent, 1995). A magas el6fordulasi arany megndvekedett
mortalitassal is jar. Az Egészségligyi Vilagszervezet adatai szerint, csak a legszegényebb
régiokban (Délkelet Azsia, szubszaharai Afrika) a csecsemdosztalyokon halalozsi arany eléri
a 75%-ot (Khan, 2017)., 4m még a leggazdagabb régiokban is 3,5 és 12,0% koz¢ esik (Nejad,
2011). A nozokomialis korokozok terjedése és a jarvanyok kialakulasa tobb tényezds
folyamat. A korokozo akar a beteg normal flordjanak tagja is lehet, opportunista patogénként
az immunrendszer legyengiilése esetén okozhat sulyos fert6zést. Masik forrast maga a korhazi
kornyezet jelent. Transzmissziojuk torténhet korhazi személyzettel, eszkozokkel, illetve mésik
fert6zott beteggel vald direkt kontaktussal. Tovabba a korokozok ott lehetnek a vizhaldzatban
is novelve noveli a terjedés lehetdségét, amely csOkkentheté a megfeleld higiéniai
intézkedések betartasaval (példaul a kézfertStlenités €s a szdjmaszkok megfeleld hasznalata)
(Serra-Burriel, 2020, Sydnor, 2011).

A problémat tovabb sulyosbitja a multirezisztens (MDR — multidrug resistant)
korokozok jelenléte. Ezek a korhazi kornyezetben megtalalhatd baktériumok képesek
ellenallni az antibiotikumok széles spektrumanak vagy akar fertétlenitd szereknek is (Sydnor,
2011). Sokan koziiliik abiotikus feliileteken is hosszu ideig (>100 nap) tulélnek, illetve
ellenallnak a kiszaradasnak is (Edwardson, 2019). A nozokomialis fertdzések dontd részéért
az ugynevezett ESKAPE korokozok (az Enterococcus fajok, a Staphylococcus aureus, a
Klebsiella pneumoniae, az Acinetobacter baumannii, a Pseudomonas aeruginosa és az
Enterobacter fajok) a felelések. (Gniadek, 2016; Gijon, 2012; Weinberg, 2020). Mindezen
korokozok koziil az elmult évtizedekben a nem fermentalo, aecrob, Gram-negativ baktériumok
altal okozott fertdzések klinikai szempontbdl jelentds kihivassa valtak (Santajit, 2016; Mozes,

2014).



II1. Irodalmi attekintés

II1.1. Nozokomialis fertozések

A nozokomialis fertézések forrasa lehet exogén vagy endogén, illetve a beteg
megfert6z0dhet mas betegekkel, egészségiigyi dolgozokkal és fertdzott targyakkal vald
kozvetlen vagy kozvetett érintkezés tjan (Lukac, 2015).

Az esetek gyakorisagat tekintve a katéter asszocialt hugyuti infekcié a leggyakoribb,
mely az Osszes nozokomidlis fertdzés 12%-a volt 2011-ben. Raadéasul szovédményként
pyelonephritis, cystitis ¢és meningitis, illetve férfiaknal orchitis, mellékhere- ¢és
prosztatagyulladds fordulhat eld (Khan. 2017; Rinke 2020). A sebészeti eljarashoz kothetd
sebfertdzések eldfordulasa ritkabb, az esetek 2-5%-aban alakul ki, és leggyakrabban a
meticillin rezisztens Stahylococcus aureus-t (MRSA) izolaljdk ezen fert6zésekbodl (Khan,
2017). A legsulyosabb korképeket a I¢legeztetéssel Osszefliggd pneumonia €s a centralis
vénas kaniilokhoz kothetd véraramfertézés okozza: tiidégyulladds a mesterségesen
1¢legeztettek 9-27%-ban alakul ki 48-72 oréan beliil, letalitasa pedig elérheti a 70-76%-ot, mig
ugyanez az ardny véraramfert6zés esetében 12-25% kozeé esik (Koenig, 2006; Khan 2017,
Srinivasan, 2011). Habar sikeriilt a halalozasi aranyt majdnem 50%-al csokkenteni, szdmos
tanulmany szamolt be a nozokomidlis fert6zések megndvekedett mortalitdsardl: 2002-ben 1,7
millio jelentett esetbél 99 000 beteg halt meg az Egyesiilt Allamokban, mig 2016-ban 772 000
esetbdl 75 000 volt haldlos kimenetelt (Lukac, 2015; Girlich, 2014; Mirelis, 2003).

A helyzetet tovabb rontjdk a MDR baktériumok altal okozott fertézések. A MDR
kérokozok altal okozott fertdzések terapias lehetdsége besziikiil, a hatékonyan alkalmazhato
antibiotikumok szama jelentésen csokkent. A legnagyobb problémat a karbapenem rezisztens
Enterobacterales (CRE — Carbapenem resistant Enterobacterales), az MRSA, illetve a
karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii (CRAb) jelenti (Durand-Réville, 2017,
Khan, 2017). Eléfordulasuk orszagonként valtozd. Az 1. abran lathatd, hogy a legstlyosabb
helyzet mindharom korokozoét tekintve Dél- és Kozép-Europaban regisztralt (EARS-NET,
2022). Ebben a régioban az MRSA ¢és CRE korokozok aranya elérheti az 50%-ot, mig a
CRADb egyes orszagokban a 75% feletti értéket is meghaladja (EARS-NET, 2022).
Magyarorszag az eurdpai atlag felett van az MRSA és CRAb tekintetében (21,0% vs. 16,8%
és 73,0% vs 38,0%), am a CRE-t tekintve joval az eurdpai atlag alatt van (0,7% vs. 10,0%)
(EARS-NET, 2022)



A MDR-k okozta inkfeciok mortalitdsa becslések szerint a 2050-re elérheti a 10
milliot, megeldzve ezzel a rosszindulati daganatos megbetegedések vagy a diabetes mellitus
okozta haléalesetek szamat (Ma, 2020). A mortalitds mellett gazdasagi problémat is jelentenek
2050-re a vilag éves GDP-jének 3,8%-at emésztheti fel (kb. 1,2 trilli6 USD), csak az USA-
ban pedig elérheti a 2,9 milliard USD-t (Ma, 2020; Burriel, 2019; Shrestha, 2018). Ezenkiviil
az MDR baktériumok altal okozott egészségiigyi fertézések komoly terhet jelentenek az
egészségligyi ellatérendszer szamara is, példaul a 1élegeztetdgéppel Osszetiiggd tiidogyulladas
9,1, illetve 38,7 apolasi nappal megnoveli a korhazi tartozkodasi 1dot a felndtt és a gyerek
intenziv osztalyokon (Mehta, 2016, Cassini 2015).

Az emlitett Gram-negativ MDR ¢és kiterjedt rezisztencidjii (XDR — extensively drug-
resistant) korokozok ellen mar csak ugynevezett utolsovonalbeli szerek a (pl.: polymyxinek,
tigecyclin, ceftazidim-avibactam, illetve a cefiderocol) alkalmazhatok, gyakran
kombinécioban (Ma, 2020). Sajnos az antibiotikumok hasznélata miatti szelekcidos nyomas
elvezetett odaig, hogy szelektalodtak a csak egy antibiotikumcsoportra érzékeny XDR
patogének vagy olyan baktérium torzsek, amelyek esetén a magas MIC értékek miatt jelenleg
egyik antibiotikumtol sem varhatunk klinikai hatékonysagot (panrezisztens; PDR = pandrug

resistant korokozok).

MRSA CRADb CRE

<1% [ | 1-<5% [ | s-<10% [] 10-<25% ] 25-<50% ] so-<75% ] >=75% [@ No data

1. abra: A MRSA, CRAb ¢s CRE izolatumok orszagonkénti el6fordulasa az European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network (EARS-NET) 2020-as adatai alapjan. A kiilonboz6 szinek az
eléfordulési aranyokat jelolik.

Az antibiotikumok helyes hasznélataval, az infekciokontroll ajanlasok betartdsaval,

valamint a fertézések nyomon kovetésének megfeleld moddszereivel, a nozokomidlis



fertézések szama csokkenthetd, illetve a prevalencia novekedése megallithatdo (Edwardson,

2019).
I11.2. A multirezisztens korokozok tiinetmentes hordozasa

A korhazi kornyezeten kiviil a nozokomidlis fertézések, illetve a MDR korokozok
forrasaként szolgalhatnak a korokozokkal kolonizalt betegek is. Szdmos tanulméany mutatott
r4, hogy a gasztrointesztinalis traktust tiinetmentesen képesek kolonizalni a kiilénb6z6 primer
vagy szekunder rezisztenciaval rendelkezd baktériumok. Kordbbi adatok alapjan a klinikai
szempontbol szintén relevans koérokozd csoport, a széles spektrumu béta-laktamazt (ESBL)
termeld Escherichia coli és a K. pneumoniae baktériumok eléfordulasa elérheti a 14,0%-ot a
tiinetmentesen kolonizald patogének kozott fekvObetegek esetében, mig a jarobetegek
korében akar 69,4%-ot is elérheti a kolonizéltak aranya. (Kuenzli, 2014; Karanika, 2016).
Munkacsoportunk korabbi kutatisdban fekvobetegek esetében az ESBL  termeldk
prevalenciaja 27,1% ¢és 9,3% kozott volt korhazi osztalytol fiiggden. A jarobetegek korében ez
az arany 3,1% volt (Ebrahimi, 2016). Mivel az ESBL termel6 baktériumok jelenléte magéaval
hozza a karbapenem felhaszndlds novekedését, ezaltal lehetdség nyilik a karbapenem
rezisztens korokozok szelektalédasara és terjedésére. A CRE-k is képesek a bélrendszer
kolonizalasara, és ugyan aranyuk még nem éri el az ESBL termeldkét (kevesebb mint 10%),
de a tlinetmentes hordozas névekvo tendenciat mutat (Gorrie, 2017; Xiao, 2020; Qin, 2020;
Juhasz, 2021). A bélmikrobiom igy nagyon fontos rezervoarja lehet ezen MDR vagy akar
XDR mikroorganizmusoknak, ¢és nem csak a multirezisztens baktériumok terjedésében lehet
fontos szerepe, de hatalmas rezisztenciagén forrast is jelent. Ezaltal a horizontélis géntranszfer
révén, a rezidens flora addig antibiotikum érzékeny tagjai, ellendllova vélhatnak, majd
opportunista korokozoként nehezen kezelhetd fert6zést okozhatnak, igy akar nozokomialis
infekciok forrasaként is szolgéalhatnak (Aljindan, 2015, Corbella, 1996). Az 4. baumannii a
tobbi hagyomanyos bélkolonizaldé baktériumhoz képest, kevesebbszer izolalhatd a
gasztrointesztinalis traktusbol (Qin, 2020). Kivételt azok a ITO-s betegek képviselnek, akik
széles spektrumu antibiotikum terdpidban részesiilnek. Epidemiologiai vizsgéalatok soran az
MDR A. baumannii eléfordulasa ritkabb volt az MDR Enterobacterales vagy Enterococcus-
hoz viszonyitva. Ez taldn azzal magyardzhato, hogy utdbbiak az egészséges bélflora rezidens
tagjai, mig az Acinetobacter genusba tartozd baktériumok inkébb kornyezeti eredetiiek,
valamint nem hospitalizalt betegek bélrendszerébdl ritkdn izoldlhatoak (Aljindan, 2015).
Azonban a multirezisztens korokozok tiinetmentes hordozasa novekvd figyelmet érdemel,

mert jelenleg egyik ajanldas sem fogalmaz meg hatékony modszert ezen patogének



béltraktusbol eradikalasara, csak a szlirés fontossagara hivhatd fel a figyelem, és a pozitiv
betegek elkiilonitésére a terjedés megakadalyozasa érdekében (Weinberg, 2020). R4adasul, az
A. baumannii vagy a P. aeruginosa esetében a terjedésben inkdbb a kornyezet szolgal
fertézoforrasként, igy a tlinetmentes hordozasa ezen patogéneknek jelenleg kevéssé kutatott
(Weinberg, 2020; Pachori 2019). Egyes tanulmanyok azonban ramutatnak arra, hogy a CRAb
torzsek képesek az inteziv osztidlyokon apolt betegek bélrendszerét kolonizalni, az arany
elérheti akdr a 72,2%-ot, de egyértelmli kapcsolatot a nozokomidlis fertézések és a

kolonizacio k6zott még nem sikeriilt kimutatni (Corbella, 1996).
I11.3. Az Acinetobacter jellemzése

A Acinetobacter genusba nem fermentalé, Gram-negativ, sporat nem képzo,
coccobacillus alaku baktériumok tartoznak, amelyet el6szor Martinus Willem Beijerinck
holland mikrobioldgus izolalt 1911-ben. A genus genetikailag igen diverz csoport, modern
molekularis biologiai modszerek alapjan 59 kiilonb6zd fajt sorolunk ide, amelyek szinte
minden élettérben eléfordulnak. A fajok jelentds hanyada kornyezeti mintabol izolalhato,
klinikai relevancidja azonban kevésnek van. A legtobb human egészségligyi problémat az
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii komplexbe tartozd ot faj, az A. baumannii, A.
nosocomialis, A. pittii, A. seifertii és A. calcoaceticus okozza, amelyek elkiilonitése igen
nehéz (Nemec, 2011; Howard 2012).

Utébbi fajok koziil kiemelkedik az A4. baumannii, mint nozokomialis patogén.
Virulencia mechanizmusai még kevésbé ismertek. Képes perzisztensen kolonizalni kiillonb6zo
abiotikus (iiveg, fém, miianyag) és biotikus (emberi test epitél sejtjei) feliileteket. Koszonhetd
ez biofilmképzo, illetve szarazsagtlird képességének (Cerqueria, 2011). Szerzett és generikus
rezisztencia mechanizmusai révén nemcsak az antibiotikumok széles palettajaval szemben
rezisztens, hanem a dezinficensekkel szemben is (Howard, 2012). Nozokomialis
korokozoként leggyakrabban 1élegeztetéssel Osszefiiggd pneumoniat, hugyuti fertdzéseket,
meningitist, véraramfertézéseket, illetve seb- vagy bdrfertézéseket okoz. Ahogy korabban
emlitettem, egyike ez un. ESKAPE korokozoknak, melyek jelenleg az egyik legnagyobb
kihivast jelentik a vilag egészségiigyi ellatorendszereinek (Rice, 2008). A multirezisztens A.
baumannii fertdzés kezelésében az elsdként valasztando6 szerek a karbapenemek, mégpedig a
mas PB-laktdm tipust antibiotikumokkal szemben rezisztenciat biztositd mechanizmusok miatt
(Naas, 2005).

Az A. baumannii generikus rezisztenciaval rendelkezik szamos antimikrobidlis szerrel

szemben, igy az altala okozott infekciok kezelése mar a vad tipust torzsek esetén is nehéz. A



probléma tovabb stlyosbodik a nozokomidlis fert6zésekbdl izolalt, rezisztensebb torzsekkel.
A korhazi izoladtumok dontd tobbsége multirezisztens, melyek ellen a kezelés soran
leggyakrabban karbapenemeket hasznaltak. A karbapenem rezisztens A. baumannii XDR
torzsek vilagszerte elterjedtek (1. tablazat), illetve mar megjelentek panrezisztens torzsek is,

melyek minden ismert antibiotikummal szemben rezisztenciat mutatnak (Kyriakidis, 2021).

2016 2017 2018 2019 2020 Trend
Antibiotikum
Bakétrium faj 2016-
csoport N R% N R% N R% N R% N R%
2020
Karbapenem
5006 | 37,1 | 5404 | 37,6 | 5812 | 36,3 | 5240 | 36,9 | 7542 | 38,0
rezisztencia
Fluorokinolon
) ) 5007 | 42,3 | 5305 | 41,9 | 5776 | 41,1 | 5216 | 41,0 | 7392 | 41,8
Acinetobacter rezisztencia
spp- Aminoglikozid
) ) 4964 | 37,0 | 5252 | 36,3 | 5733 | 35,2 | 5194 | 36,8 | 7306 | 37,1
rezisztencia
Ko-rezisztencia | 4860 | 32,3 | 5126 | 32,1 | 5618 | 32,4 | 5012 | 33,6 | 7140 | 34,1

1. tablazat: Az Acinetobacter spp. rezisztencidjanak alakulasa ez Eurdpai Uni6 orszagaiban 2016 és
2020 kozott az EARS-NET adatai alapjan. Az N a vizsgalt izolatumok szamat jeloli, az R% a
rezisztens izolatumok aranyat az adott antibiotikum csoporttal szemben. A ko-rezisztencia a
karbapenem, fluorokinolon és aminoglikozid rezisztens térzseket jeldli.

Az antibiotikum rezisztencia hatterében harom f6 mechanizmus all. Egyrészt a

csokkent membran permedbilitds vagy a fokozott efflux pumpa miikodés, melyek az

crer

crer

(Krzysciak, 2017). Mésodrészt, az antibiotikumok célpontja enzimatikus modositasok altal
megvaltozhat, igy a target megvaltozasa miatt az antibiotikum hatastalanna valik a koérokozo
ellen. Harmadrészt, maga a baktérium képes enzimatikus moédositasokkal (pl. hidrolizissel)
semlegesiteni az adott antibiotikumot (Blair, 2015). Az A. baumannii-ban mindhdrom
mechanizmus megtalalhato, biztositva ezzel a faj magasfoku rezisztencigjat a leggyakrabban
hasznalt antibiotikumokkal szemben. Példaul az A. baumannii kromoszomalisan kédol AmpC
tipust cefalosporinazt és oxacillindz tipust B-laktamazt is (Paton, 1993; Bou, 2000; Héritier,
2005). Az emlitett cefalosporindz a porinmutéaciokkal egyiitt alacsony szintli karbapenem

rezisztenciaval hozhat6 6sszefiiggésbe (Scerpella, 1995).




II1.3.1. Az A. baumannii béta-laktamazok altal biztositott rezisztenciaja

A béta-laktdmokkal szembeni rezisztenciaban mindharom fentebb emlitett rezisztencia
mechanizmus fontos szerepet jatszik, &m a béta-laktdm tipust antibiotikumok esetében az
enzimatikus bontas, az ilyen tipust antibotikumokban talalhato B-laktam gytirtit hidrolizalo -
laktamazok szerepe a legfontosabb az A. baumannii és mas Gram-negativ baktériumok
esetében. Ezeket az enzimeket négy {6 csoportba soroljuk az aktiv centrumok alapjén: az A-,
C- és D-csoporti enzimek aktiv centrumaban szerin taldlhatd, mig a B-csoportba tartozo
metalloenzimeknél valamilyen fémion atom (Tooke, 2019). Az A-csoporti enzimek a
penicillinekkel, cefalosporinokkal, monobaktamokkal ¢és karbapenemekkel szemben
biztosithatnak rezisztenciat. Géncsaladokat tekintve az A-csoportba tartoznak a KPC, TEM,
SHV, GES, CTX-M, SCO, PER ¢és VEB, melyek koziil a GES (blaGES-5; -11; - 12), PER
(blaPER-1; -7), VEB (blaVEB-1), CTX-M (blaCTX-M-15; -55; -115), TEM (blaTEM-1) és
SHV (blaSHV-5, -12) taldlhatdo meg az A. baumannii-ban (Ghatourian, 2015; Smiline, 2018).

A B-csoportu laktaméazok vagy metallo-béta-laktamazok (MBL) a monobaktdmokon
kiviil az 6sszes B-laktamot képesek hidrolizalni. Altalaban aktiv centrumukban cink vagy mas
fémion taldlhato, illetve aktiv centrumuk szerkezete alapjan tovabbi harom alcsoportba
oszthatok (B1, B2, B3). Az A. baumannii leggyakrabban a NDM (blaNDM-1), az IMP
(blaIMP-1; -4, -14, -16) és a VIM (blaVIM-1) csaladba tartozo géneket hordoz.

Az Ambler C-csoportba tartoznak az A. baumannii-ban kromoszdémalisan kodolt
cefalosporinazok (ADC — acinetobacter-derived cephalosporinase), melyek 6nmagukban csak
gyenge rezisztenciat biztositanak. Azonban az inszercios szekvencidk (IS) ezen enzimeket
kodold gének erds promoterei, igy példaul az ADC-30 nem csak cefalosporinokkal, de akér a
karbapenemekkel szembeni rezisztencidt is biztosithatnak az IS-k promdter aktivitasa révén
(Ingti, 2020). Az IS-k kicsi (~0,7-2,5 kbp), rendkiviili véltozatosagot mutatod (tobbféle IS
csalad) mobilis genetikai elemek, a legtobb bakteridlis genomban megtalalhatok akar tobb
példanyban is. Képesek befolyasolni a bakteridlis génexpressziét az emlitett promoter
aktivitasukkal (Consuegra, 2021).

Az A. baumannii klinikailag jelent0s karbapenem rezisztenciajat az 1980-as években
megjelent, Ambler D csoportba tartoz6 enzimek okozzak (Paton, 1993; Héritier, 2005;
Queenan, 2007). Az oxacillindzok (OXA) vagy a karbapenem-hidrolizalo6 D csoporta [-
laktaméazok (CHDL — carbapenem hydrolyzing class D B-lactamases), melyek az dsszes béta-
laktdm tipusu antibiotikumot képesek hasitani B-laktamaz géatlok (klavulansav, tazobactam,

sulbactam) jelenléte mellett is kivételt az OXA-48 enzim képez, mely avibactammal gétolhato
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(Antunes, 2014; Poirel, 2010). Az A. baumannii D csoportt OXA karbapenemazai kozil az
OXA-23-like (ARI-1); az OXA-40-like; az OXA-51-like és az OXA-58-like alcsoportok
jelentések (Brown, 2005; Woodford, 2006). A kromoszomalisan kédolt OXA-51-like
oxacillinazok a karbapenem rezisztencidhoz is kothetdk, kiilondsen taltermelésiik esetén,
amikor expressziojukat az ISAba inszercids szekvencidk segitik el6 (Wong, 2019). Ezt a
mechanizmust felvaltotta a plazmidokon kédolt CHDL enzimek altal kozvetitett rezisztencia,
amely hatékonyabbnak bizonyult. Ilyen enzimek példaul az OXA-23-like, OXA-58-like és
OXA24/40-like enzimcsaladok tagjai (Heritier, 2005). A blaox4-23-iike géncsaladot 1995-ben
talaltak meg az A. baumannii-ban, majd vilagszerte korhdzi jarvanyok soran és a helyi
epidemioldgiai viszonyokat tekintve is ez a gén valt a leggyakrabban kimutathaté a
karbapenem rezisztens torzsekbdl (Brown, 2006; Moézes, 2014). A blaoxa-24/40-ike géneket
Eszak-Spanyolorszagb6l szarmazé klinikai izolatumokban azonositottak 2002-ben (Lopez-
Otsoa, 2002).

A karbapenem rezisztens torzsek okozta fertdzések vilagszerte stlyos problémat
jelentenek. Ezt tamasztja ald az is, hogy az Egészségligyi Vilagszervezet 2017-ben inditott 0]
antibiotikum fejlesztési programjaban az egyik legfontosabb kérokozoként jelolte meg. A
rezisztencia gének foként plazmidon kodoltak igy horizontalis géntranszfer révén terjedhetnek

akar torzsek, akar baktérium fajok kozott.
111.3.3. Az A. baumannii aminoglikozidokkal szembeni rezisztenciaja

Az amonioglikozidok aminociklitol gytirtibdl és a hozzajuk kapcsolodd kiilonbozo
aminocukrokbol allnak. Klinikai szemptonbol az amikacin, a gentamicin, a tobramycin, a
netilmicin, és az arbekacin a legfontosabb antibiotikumok (Jospe-Kaufman, 2020). A
baktériumsejtbe vald bejutdsuk energiaigényes folyamat, hatdsukat a riboszoma 30S
alegységén fejtik ki, a 16S rRNS-hez kitddve, a transzlacid soran hibas aminosavat épitenek
be a novekvd fehérjelancba. A hibas fehérjék révén membrankarosodas jon létre, melynek
hatdsdra az aminoglikozidok kdnyebben be tudnak jutni a citoszélba. A megndvekedett
antibiotikum koncentracid, illetve a hibas fehérjék szintézise a baktérium pusztuldsdhoz vezet
(Forge,2000).

Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia hatterében tobbféle mechanizmus all. A
legelterjedtebb az antibiotikumok enzimatikus modifikacidja. Az acetiltranszferazok (AAC)
az aminoglikozidok amino-csoportjara egy acetil-csoportot kdtnek szubsztratként acetil-CoA-t
hasznalva. Az A. baumannii-ban leggyakrabban az aac(6’)-Ib gén altal kodolt

acetiltranszferdz a leggyakoribb, mely tobramycin, amikacin és netilmicin rezisztenciat
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biztosit. A Gram-negativ baktériumok esetében az AAC(3’) és AAC(2’) is gyakori, azonban
rezisztencia profiljuk sziikebb, mint az elébb emlitett AAC(6’) enzimnek (Nemec, 2004).

Az enzimatikus modifikacié masik csoportjat a foszfotranszferazok (APH) alkotjéak.
Az aminoglikozidok hidroxil-csoportjara foszfat csoportot helyeznek, amely ATP eredetii. Az
A. baumannii legygyakrabban aph(3)-VIa gént hordoz, amely a neomycinnel, kanamycinnel,
amikacinnal és gentamicinnel szembeni rezisztenciat biztositja (Taitt, 2014).

Az aminoglikozid rezisztencia harmadik tipusa a nukleotidil-transzferazok 4altal
biztositott enzimatikus modifikacio. Ezek az enzimek ATP jelenléte mellett adenilaljak az
aminoglikozidok hidroxil-csoportjat. Leggyakrabban az ant(2’’-la gén altal kodolt enzim
talalhatd meg az A. baumannii-ban, és gentamicin, tobramycin, kanamycin ¢és dibekamicin
rezisztenciat alakit ki (Taitt, 2014; Jouybari, 2021).

Az aminoglikozid rezisztencianak 2002-ben leirt Uj mechanizmusa a 16S rRNS
metilalasan alapszik, és a legtobb emlitett kilinikailag fontos aminoglikoziddal szemben egy
Iépésben biztosit rezisztencidt (Doi, 2007; Galimand, 2003; Jouybari, 2021). A
metiltranszferazok, illetve a korabban emlitett enzimek is transzpozonokon kodoltak, igy a
horizontalis géntranszfer révén gyorsan terjedhetnek, hozzajarulva a multirezisztencia

kialakulasahoz.

I11.3.4. A Kkiils0 membranfehérjék ¢és az efflux pumpak szerepe az antibiotikum

rezisztenciaban

A béta-laktamokat hidrolizalé enzimek 4ltal biztositott rezisztencia mértékét tovabb
novelik a kiils6 membran proteinek (OMP — outer membrane proteins) €s az efflux pumpak
(Sugawara, 2012).

A kiils6 membran fehérjéknem csak az antibiotikum rezisztencia esetében fontosak,
kulcsszerepiik van a konjugacioban, bakteriofagok kotdédésében, biofilm képzésben és a
citotoxicitasban is, illetve porin csatornak révén kapcsolatot jelentenek az extracellularis térrel
(Gordon, 2009). Az A. baumannii-ban talalhato kiilsé membran proteinek koziil az Omp38 és
OmpA proteinek a legfontosabbak (Smani, 2014). EI6bbi az epitélidlis sejtekben a
mitokondrium karositasa révén képes a programozott sejthalal indukalasara, ezaltal utat nyitva
folyamatokat medialni, illetve részt vesz a biofilm képzésben, valamint a sejtfelszini
adhézidban (Gaddy, 2009). Az antibiotikumok az OmpA-n keresztiil keriilnek ki a
periplazmatikus térbdl, illetve a porincsatorna C-terminalis doménjéhez kihorgonyozva

talalhatoak példaul a GES-11 vagy OXA-23 hidrolizalé enzimek (Zhong, 2020). Szerepét jol
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bizonyitja, hogy OmpA delécidés mutansok esetén az antibiotikum hatdsa novekedett a vad
tipusu torzsekhez viszonyitva (Kyriakidis, 2021).

A karbapenem rezisztenciaban tovabba részt vesznek az ugynevezett karbapenem-
asszocialt kiils6 membran proteinekben (CarO — carbapenem-associated outer membrane
protein) bekovekezd mutaciok. A CarO proteinek a karbapenemek baktériumba vald
bejutasaért felelések. A porin csatornat kodold gén, illetve magaban a kész fehérjében
bekovetkezd mutaciok azonban csokkentik a csatorna permeabilitasat ezaltal biztositva a
karbapenem rezisztenciat (Alejandra, 2011).

Az efflux pumpdak koziill A. baumannii esetében a leggyakoribb az AdeABC efflux
pumpa, mely harom komponensili: az AdeB komponens felelds a szubsztratok kotéséért, az
AdeA a fizids protein, mig az AdeC komponens a baktérium kiilsé membranjaban talalhato
(Hawkey, 2018). Az efflux pumpa képes az antibiotikumok megkotésére és sejtbol valo
kijuttatasukra, ezért az AdeABC overexpresszidja révén amikacin rezisztencia érhetd el. Mas
efflux pumpadk, példaul az AdelJK ¢és az AbeM feleldsek a karbapenem vagy a cefalosporin
rezisztenciaértl (Hou, 2012).

A nem enzimatikus mechanizmuson alapuld rezisztencia esetében egy-egy
mechanizmus tobb antibiotikum csoport ellen is biztosithat rezisztenciat. Példaul az RND
(resistance nodulation division) rendszer felelés a multirezisztencia kialakitdsaért, az ide
tartozd6 s MexXY-OprM efflux pumpa milkddése mexXY gén révén valosul meg, az
aminoglikozidok indukaljak ennek a génnek az expresszidjat és ennek eredményeképpen a I11.
¢s IV. generacios cefalosporin, a fluorokinolon és a karbapenem érzékenység is csokken

(Poonsuk, 2014).
I11.4. Az antibiotikum felhasznalas és rezisztencia kapcsolata

Az antibiotikum rezisztencia legfobb mozgatérugdja az antibiotikum felhasznalas. Az
antibiotikum felhasznalads altal kifejtett szelekcids nyomas, az egyre szélesebb spektrumu
antibiotikumok haszndlata, az egyre reszisztensebb MDR, XDR ¢és PDR torzsek
Az antibiotikum felhasznalas és rezisztencia kozti kapcsolatot Carlet €s mtsai. spiralként
abrazoltak, mely a fent emlitett folyamatot foglalja 6ssze (Carlet, 2004).

Ez a folyamat mind Gram-pozitiv mind Gram-negativ baktériumoknal megfigyelheto.
Az 1943-ban tomegesen gyartott elsd antibiotikumra, a pencillinre, példaul mar 1947-ben
megjelent a rezisztencia, a penicillinaz termelé S. aureus (Podolsky, 2018). A rezisztens

torzsek miatt terjedd meticillin (és cefalosporin) haszndlattal megjelent a vilagszerte nagy
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problémat okoz6 MRSA, majd évtizedek mulva az MRSA elleni kezelésre hasznalt
vankomicinre mérsékelten érzékeny torzs (Shariati, 2020). A Gram-negativ baktériumok
esetében is hasonl6 a spiral. Az elsé Gram negativ baktériumok ellen hatasos béta-laktamok,
az aminopenicillinek €s a korai cefalosporinok ellen kiillonb6z6 béta-laktamazok fejlodtek ki,
amelyek miatt igény volt az ezeket termeld torzsek ellen is hatdsos béta-laktamaz inhibitor
kombinéciok és a béta-laktamazoknak jobban ellendlld harmadik cefalosporin generacid
kifejlesztésére. Ezt kovetden a harmadik generacios cefalosporinoknak a hasznalata
szelektalta ki az ESBL termel6 MDR torzseket. Egy spanyol tanulmany arra mutatott ra, hogy
korabban béta-laktam terapian atesettek esetében megduplazodott a kockazat az ESBL E. coli
bakterémiara, illetve hasonlét figyeltek meg a kinolon és fluorokinolon rezisztens E. coli
esetében is (Ortega, 2009). Villers és mtsai. pedig az intravénas fluorokinolonok alkalmazasa
¢s a fluorokinolon-rezisztens 4. baumannii prevalencidja kozott talaltak kapcsolatot (Villers,
1998).

Az egyre gyakrabban izolalt MDR izolatumokra vélaszul a karbapenemek felirasa valt
egyre gyakoribbd, ez pedig karbapenem rezisztens torzsek megjelenését és terjedését okozta.
A karbapenem rezisztenciara a novekvo colistin hasznalattal reagalt az orvoslas (Ryu, 2018),
azonban mar megjelentek €s terjednek a colistin rezisztens torzsek is.

Az egyes antibiotikumokra kialakult rezisztencia és a valaszul adott szélesebb
spektrumu antibiotikumok induktorai lehetnek eltérd, a szélesebb spektrumu antibakterialis
szerre rezisztens baktérium fajok megjelenésnek. Példaul a cefalosporin rezisztens E. coli
torzsek kezelésére adott karbapenemek a rezisztens P. aeruginosa és CRAb prevalencidjat
noveltek (Monnet, 2001). Ezt a rezisztencia spiralt kdvette nyomon munkacsoportunk egy

korabbi munkéja (Toth, 2019)
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IV. Célkituzések

Munkacsoportunk 2010 6ta végzi a multirezisztens A. baumannii rezisztenciajanak
molekuléris epidemiologiai vizsgalatat, kiegészitve az antibiotikum felhasznalas elemzésével.
Jelen tanulméany a 2012 utan iddszak eredményeit mutatja be, illetve a székletmintakbol
szarmazd A. baumannii izolatumokat hasonlitja 6ssze az azonos id6szakbol szarmazo klinikai
izoldtumokkal. Eldzetes vizsgalataink alapjan felmeriilt, hogy a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpontjanak osztalyain uj, karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii torzs jelent meg.

Ezért az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul::

o Tortént-e torzsvaltas?

e Az 1j torzs rezisztencigja eltér-e a kordbban dominans klénokétdl akar genomi akar
fenotipusos jellegben?

e Ha megtortént, mi allhat a térzsvaltas hatterében?

e Az antibiotikum felhasznaldsnak van-e szerepe a torzsvaltasban?

e Az 1j és régi torzsek mennyire térnek el egymastol?

e Megjelenhetnek-e tiinetmentes hordozok?
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V. Anyagok és modszerek

V.1. Acinetobacter baumannii Klinikai izolatumok

A vizsgalt klinikai Acinetobacter baumannii izolatumokat a Debreceni Egyetem
Klinikai Kézpontjanak klinikairél gytijtottik ossze 2012 és 2017 kozott. Osszesen 521
izolatumot vizsgéltunk: 2012-ben 74; 2013-ban 118; 2014-ben 128; 2016-ban 136 és 2017
aprilisaig 65 izolatumot gyljtottiink. Az izolatumokat gy valogattuk 6ssze, hogy minden
betegtdl az adott vizsgalati évben csak egy izolatum szerepeljen. A mintdk, melyekbdl a
baktériumot izolaltuk a klinikak fekvdbeteg, illetve intenziv osztalyairdl szarmaztak.
Mintamegoszlast tekintve az izolatumok 44,7%-a (233/521) bronchus mintakbodl szarmazott,
emellett a leggyakrabban seb (38/521), trachea (33/521), vizelet (36/521) és a vér (37/521)
mintakbol tenyészett ki A. baumannii. Az klinikai eredeti izolatumok identifikdlasa MALDI-
TOF-MS (Matrix-Associated-Laser-Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass-
Spectrometry) modszerrel, MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) késziilékkel tortént. A 2012-
ben, 2013-ban, 2014-ben, 2016-ban ¢és 2017-ben gylijtott és vizsgalt A. baumannii torzsek
rezisztencia profiljat (genotipus €s fenotipus) a munkacsoport 2010/2011-es évben végzett
kutatdsa sordn vizsgalt 4. baumannii izolatumok eredményeivel is 6sszehasonlitottuk (Modzes,

2014).
V.2. SzéKklet eredetii A. baumannii izolatumok

A rutin diagnosztikai tenyésztésre érkezd széklet mintakat 2 mg/L cefotaxim tartalmu
eozin-metilénkék taptalajra is kioltottuk kiterjedt multirezisztens Gram-negativ baktériumok
keresése céljabol. A taptalajon kitenyészett baktérium telepeket MALDI-TOF-MS
segitségével identifikaltuk, majd az A. baumannii telepeket izolaltuk. A vizsgalat 2017
januarja és 2019 4prilisa kozott zajlott. Osszesen 7806 mintat vizsgaltunk, melyek a

Debreceni Egyetem Klinikai Kézpontjanak kiilonb6zd fekvd beteg osztalyairdl érkeztek.
V.3. Antibiotikum érzékenység meghatarozas

Mind a klinikai, mind a széklet eredeti A. baumannii izolatumok antibiotikum
érzékenységének vizsgalata Kirby-Bauer féle korongdiffiiziés modszerrel tortént az European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) aktualis évi ajanlasa alapjan
az alabbi antibiotikumokkal szemben: imipenem, meropenem, ciprofloxacin, amikacin,
tobramycin, gentamicin. A colistin érzékenység meghatarozasa minden esetben mikrodilucios

vizsgalattal tortént (Merlin Diagnostics, Germany).
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V.4. Antibiotikum felhasznalas és toréspont analizis

A havi antibiotikum fogyasi adatokat ¢€s a fertézések incidencia denzitasait 2005 és
2017 kozott gyhjtottik havi bontasban. A fogyasi adatokat definialt napi dozisban (DDD —
defined daily dose) szamoltuk, a DDD-k szdmat 100 &poléasi napra (OBD — occupied bed-
days) vonatkoztatva adtuk meg. A fertdzések incidencia denzitdsidt a fekvobetegekben
jelentkezd fertézések 100 apoléasi napra vonatkoztatott szamaval jellemeztiik. Az igy kapott
idésorokban Mann-Kendall teszttel kerestiik a trend meglétét. A karbapenem érzékeny, illetve
karbapenem rezisztens torzsek incidencia denzitdsanak idésoraiban valamint a karbapenemek
fogyasi adatainak idésoraiban az idésorok jelentds valtozasait toréspont (changepoint)
analizissel vizsgaltuk. Osszehasonlitva az egyes id8sorokban talalt toréspontokat,
Osszefliggéseket kerestiink az antibiotikum haszndlat és a karbapenem érzékeny, illetve
karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii (CRADb) incidenciaja kozott.

A toréspont analizis esetében az egyes iddsorokban kerestiink tdréspontokat és a
kiilonbozd idésorokban talalt toréspontok idébeli tavolsagat elemeztiik. A toréspont analizis
esetében az atlag eltéréseit kerestiik, a changepoint R csomagban a cpt.mean paranccsal a
Pruned Exact Linear Time (PELT) modszerrel. El0szor megkerestiik azt a penalty értéket,
ahol az adott idésorban a tdréspontok szdmanak ndvekedése mar nem exponencialis
(Changepoints for a Range of Penalties (CROPS) moddszer), majd ezzel a penalty értékkel
meghataroztuk a toréspontokat. A tesztet ugy paramétereztiik, hogy hat honapnal révidebb
periodusok (két toréspont kozé¢ esd iddszakok) 1étrejottét szupprimaltuk. Amennyiben két
id6sor toréspontjai idoben kozel estek egyméshoz, kozottiik kapcsolat meglétét feltételeztiik.

A toréspont analizis témavezetdi segitséggel tortént.
V.5. Granger oksagi vizsgalat

A tlinetmentes hordozas és a klinikai mintakbol szairmazo 4. baumannii izoldlatumok
kozotti oksagi Osszefiiggés vizsgalata Granger oksagi teszttel tortént. A Granger-féle oksagi
vizsgalat eldrejelzési mindség Osszehasonlitason alapul, ahol egy iddsort onmagaban, majd
egy masik iddsor bevonasaval vizsgalunk. Ha az eldrejelzés mindsége az utobbi esetben jobb,
akkor az els6 id6sort a masikat Granger-okozza, ami lehetséges ok-okozati dsszefiiggést jelez
(Anil, 2007). A Granger oksagi tesztet a megjelolt hivatkozas szerint végeztikk el az
alapadatok felhasznalasaval (differencialas €s Box-Cox transzformacié nélkiil) (Anil, 2007).

A Granger oksagi teszthez 0sszegyiijtottiik a fekvobetegek székletmintdibol, valamint

a nozokomialis fertézésekbdl szarmazo karbapenemre érzékeny és a rezisztens A. baumannii
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eléfordulasat havi bontasban 100 4poldsi napra vonatkoztatva 2017 ¢és 2019 kozott. A
Granger-kauzalitdst az infekciobol szarmazéd és fekdlis eredetii A. baumannii incidencia-
iddsorparok kozott teszteltiik.

A Granger oksagi teszt elvégzése témavezetoi segitséggel tortént.
V.6. Rezisztencia gének

A karbapenem rezisztenciat biztositd blaoxa-23-like, blaoxa-40-iike €s blaoxa-si-ike géneket,
valamint a IS4p.-; inszercios szekvenciat Woodford és mtsai, illetve Turton és mtsai altal leirt
metodikaval kerestiik polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével. Az aac(6°)-1b, az aph(3’)-1a
¢s az armA aminoglikozid rezisztencia hatterében allo gének eléforduldsat Frana és mtsai.,
Vila és mtsai., valamint Bogaerts és mtsai. altal leirt modszerrel vizsgaltuk PCR segitségével.
A reakciokat korabbi munkak soran (Mdzes, 2014) optimalizéltuk, az alkalmazott primerekre

vonatkoz6 fobb paramétereketa 2. tablazat tartalmazza.
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Gén Primer Szekvencia (5'-3") Amplikon mérete An n?ll'a €108 Irodalom
homéreésklet
Aminglikozid rezisztencia gének vizsgalatara hasznalt primerek
, aac(6')-Ib-F GTTACTGGCGAATGCATCACA .
aac(6')-Ib aac(6")-Ib-R TGTTTGAACCATGTACACGGC 216bp >8°C Frana, 2001
N aph(3')-VIa-F ATACAGAGACCACCATACAGT . .
aph(3')-Vla aph(3")-VIa-R GGACAATCAATAATAGCAAT 234bp 33°C Vila, 1999
Arm-A-F CAAATGGATAAGAATGATGTT .
Arm-A Arm-A-R TTATTTCTGAAATCCACT 776 bp 55°C Bogaerts, 2007
Karbapenem rezisztencia gének vizsgalatara hasznalt primerek
| blaox-23-F GATCGGATTGGAGAACCAGA R
blaoxu-2s-tke blaoxa23-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT >01 bp 60°C Woodjord, 2006
| blaoxa-40-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA R
blaoxa-so-iike blaoxa40-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 246 bp 60°C Woodjord, 2006
| blaoxa-si-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG R
blaoxu-st. e blaoxa.s1-R TGGATTGCACTTCATCTTGG 353 bp 60°C Woodjord, 2006
ISAba-1-F CACGAATGCAGAAGTTG .
[S4ba-1 ISAba-1-R CGACGAATACTATGACAC 563 bp 35°C Turton, 2005

2. tablazat: A PCR soréan keresett gének tipusai, a felhasznalt primerek szekvenciai, az amplikonok mérete, az alkalmazott annelaciés homérséklet,illetve a
felhasznalt irodalmi forrasok



V.7. Teljes genom szekvenalas (WGS — Whole genome sequencing)

A teljes genom szekvenaldsdhoz a 2010/2011-es vizsgalatbol 9, az 4. baumannii
Osszes pulzotipusat (Al; A2; B; Cl1; C2; D) és az egyedi izolatumokat képviseld izolatumokat
valasztottunk. Egy pulzotipusba tartozonak tekintettiik a pulzdldo mezejii gélelektroforézis
soran >90% hasonlosdgot mutatod izolatumokat. A 2017-es klinikai izolatumok koziil 14, a
széklet eredetliek koziil 15 izolatumot valasztottunk ki a rezisztencia fenotipusban mutatkozo
kiilonbségek (érzékenyek az Osszes vizsgalt antibiotikumra; amikacin rezisztensek, de
tobramycinre érzékenyek; csak gentamicinre és colistinre érzékenyek; csak ciprofloxacinra és
colistinre érzékenyek; a colistint kivéve minden vizsgélt antibiotikumra rezisztensek), illetve
a génhordozas eredményei (karbapenemdzok illetve az armA gén jelenléte) alapjan teljes

genom analizisre.

Az 06sszes izolatum genomidlis DNS-ét a DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) segitségével extrahaltuk. A konyvtarakat Nextera DNA Flex konyvtar-
elokészitd készlettel (Illumina, San Diego, USA) hoztok létre, és MiSeq platformon
(Illumina) a MiSeq Reagent Kit v2 (300 ciklus) (Illumina) segitségével szekvenaltuk a gyarto
utasitasainak megfeleléen. Az eredményiil kapott FASTQ f4jlok felhasznalasaval, majd a
Ridom SeqSphere+ szoftverbe integralt Velvet assemblerrel (Ridom GmbH, Miinchen,
Németorszag) de novo illesztettiik a draft genomokat. A cgMLST analizist SeqSphere+
szoftverrel (Ridom) hajtottuk végre az A. baumannii cgMLST 1.0 verzioji séma alapjan. Az
antibiotikum rezisztencia géneket a ResFinder v3.9 (cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) €s a
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v3.1.0 (card.mcmaster.ca/analyze)
segitségével azonositottuk. A nyers szekvencidkat feltoltottik az NCBI BioProject
adatbazisba (BioProject ID: PRINA671692), az izolatumok génbanki azonositdé szama az 3.

¢és 4. tablazatban lathato.

A teljes genom szekvenalast a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont munkatarsainak

segitségével (Dr. Toth Akos és kollégai) végeztiik el.
V.8. 1d6-olés vizsgalat

Time-kill vizsgalatok soran a meropenem, az imipenem ¢s a colistin hatasat vizsgaltuk
mind a klinikai, mind a széklet eredetli izolatumokkal szemben. A kiindulasi baktérium
inokulum 10° CFU/ml volt, a gyégyszerkoncentraciok pedig 16 és 128-1024 mg/l
karbapenemek (imipenem, meropenem) ¢és 2-32 mg/L colistin esetében, Mueller-Hinton

taplevesben (Lab M Limited, Heywood, UK.). Mindegyik kisérlet esetén egy pozitiv



(antibiotikum mentes) és egy negativ (antibiotikum és baktérium mentes) kontrollt is
alkalmaztunk. A reakcio térfogata 5 mL volt, a baktérium inokulumot és az antibiotikumot
tartalmazo folyékony médiumokat 37 °C-on inkubaltuk, és 2; 4; 6; 8; 10; 12 és 24 o6ra
idépontban szilard Mueller-Hinton taptalajra (Lab M Limited, Heywood, Egyesiilt Kiralysag)
oltottuk le. A taptalajokon kinétt telepeket 24 oras, 37 °C-on torténd inkubdalas utan
megszamoltuk. Meghataroztuk az 6lési ratat (k): Ne=No x e’Xt, ahol N az életképes baktérium
telepek szdma t id6pontban, No az életképes baktérium telepek szama a kezdeti médiumban, &
az Olési rata és t az inkubdacios id6. A negativ és a pozitiv k értékek novekedést, illetve
pusztulast jeleznek. Az antibiotikumot baktericid hatastinak tekintettiik, ha a kiindulési
¢l6csiraszamhoz képest >99,9%-0s csokkenést talaltunk. Minden vizsgalatot legalabb két

parhuzamos kisérletben végeztiink.
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VI. Eredmények

VI.1. Antibiotikum fogyasi eredmények:

A karbapenem fogyasztdsa egyenletesen nétt 2005 és 2018 kozott (p<0,001; 2. ébra), a
meropenem hasznélat négyszeresére nott a két végpont kozott. Az atlagos felhasznalas 0,64
DDD/100 OBD 2007-ben, mig 2,69 DDD/100 OBD 2017-ben. Az imipenem fogyasztas a
meropenemhez hasonld volt 2007-ben (atlagos felhasznalas 0.48 DDD/100 OBD), de nem
valtozott drasztikusan a vizsgalt id6szak alatt (2017-ben az atlagos fogyas 0.80 DDD/100
OBD), amint azt az 2. dbra mutatja. A meropenem felhasznalds jelentésen meghaladja az

imipenem fogyast.

v —
—— meropenem

------- imipenem

DDD/100 OBD
2
I

2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018
|d6

2. abra: Az imipenem (pontozott gérbe) és meropenem (folytonos gorbe) fogyasi adatai 2004 és 2018
kozott a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont osztalyain.

VI1.2. Toréspont analizis

A vizsgalat soran hat olyan pontot azonositottunk, amikor a CRADb torzsek
eléfordulasa jelentdsen valtozott (az iddsor adott szakaszanak megvaltozott az atlaga). A
megnodvekedett CRAb prevalencia és a karbapenem hasznalat kozott két esetben detektaltunk
iddbeli 0sszefiiggést: 2009 februarja és juniusa, illetve 2014 oktdbere és decembere kdzott (3.

abra).
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4. abra: A toréspont analizis eredménye. A karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii (CRAD)
okozta ifekciok el6fordulasa (fekete gorbe), CRAB infekcio/ 1000 apolasi napra (OBD)
vonatkoztatva, és a karbapenem fogyasi adatok, DDD/100 apolasi napra (sziirke gorbe) Osszevetése. A
két nyil az 6sszefliggd toréspontokat jeldlik, ahol a karbapenem fogyas emelkedését szorosan kovette a
CRAD incidenciajanak novekedése

V1.3. Granger-okozati vizsgalat

A CRAD fekalis hordozasat a fekvobetegeknél a klinikai CRAb megndvekedett prevalencidja
okozta (F = 15,84; p < 0,001), ugyanakkor a fekvObetegeknél a CRAb székletben valo
megjelenése nem fokozta a CRAD eldéfordulasat (F = 0,03, p = 0,855) a klinikai mintdkban.
Ezzel szemben sem a karbapenemre érzékeny A. baumannii tinetmentes hordozasa nem allt
okozati Osszefliggésben a klinikai mintakbol szarmazé karbapenem érzékeny A. baumannii

prevalenciajaval (F = 2,15, p =0,155), sem pedig forditva (F = 0,13, p = 0,726).
VI1.4. Klinikai izolatumok

VI1.4.1. A klinikai izolatumok antibiotikum érzékenysége

A rezisztencia 75% feletti volt az Osszes vizsgalt antibiotikum esetében, kivéve a
colistint (5. dbra). A karbapenem rezisztencia folyamatosan nétt a vizsgalat soran (p<0,001).
Az izolatumok tobb mint 90%-a CRAb volt. A ciprofloxacin és gentamicin rezisztencia
nagyon magas maradt a vizsgalat soran, mig az amikacin és tobramycin rezisztencia 2016-
2017 kozott szignifikansan csokkent (p<0,001). A colistin rezisztencia mindvégig sporadikus

volt.
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40,0%

30,0%

20,0%

10,0%

0,0% . - = . . Lo S .
Imipenem Meropenem Colistin Cipfloxacin Amikacin Gentamicin Tobramycin

m2010-2011 (n=160) 78,3% 78,3% 0,7% 97,4% 97,4% 96,1% 85,5%
12012 (n=74) 81,1% 81,1% 0,0% 85,1% 81,1% 81,1% 78,4%
m2013 (n=118) 85,6% 85,6% 0,8% 94,1% 93,2% 88,1% 83,1%
12014 (n=128) 94.,4% 94,4% 0,9% 97,6% 97,6% 97,6% 96,8%
12016 (n=136) 95,5% 95,5% 0,8% 97,0% 42,9% 94,0% 43,2%
m2017 (n=65) 95,4% 95,4% 0,0% 96,9% 27,7% 96,9% 25,0%

m2010-2011 (n=160) m2012 (n=74) m2013 (n=118) ®™2014 (n=128) m2016 (n=136) ®W2017 (n=65)

5. abra: Az antibiotikum rezisztencia fenotipusos valtozdsanak nyomonkovetése. A szazalékok a rezisztens torzsek aranyat mutatjak. Az X tengelyen az
antibiotikumok, az Y tengelyen a rezisztencia szazalékos aranya szerepel. Szignifikancia szintek: *—p<0,05; **—p<0,01; ***—p<0,001; ns — nem
szignifikans.



VI1.4.2. Klinikai izolatumok rezisztencia gén megoszlasa

Az aminoglikozid rezisztencia gének prevalencidja a vizsgalt iddszakban csokkent (6.
abra). A dominans aph(3’)-Via foszfotranszferdz gén prevalencidja 90,6%-r6l 6,2%-ra
csokkent (p<0,001). Az aac(6')-Ib acetil-transzferaz esetében szintén hasonlé mintazat
figyelheté meg: a vizsgalat végpontjai kozott szignifikdns csokkenést tapasztaltunk (56,9%
vs. 27.7%). A metil-transzferdz armA gyakorisag a két végpont kozott nem mutatott
szignifikans eltérést, viszont a 2014 ¢és 2016 kozott a gén prevalenciaja szignifikansan

csokkent. (p<0,001).
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aac(6')-1b aph(3')-Vla armA
=2010-2011 (n=160) m2012 (n=74) m2013 (n=118) 2014 (n=128) m2016 (n=136) m2017 (n=65)

6. abra: Az aminoglikozid rezisztencia gének eléfordulasanak idobeli valtozasa a vizsgalt id6szakban.
A diagramm X tengelyén a vizsgalt aminoglikozid rezisztencia gének, az Y tengelyen a gének
el6fordulasi aranya szerepel. Szignifikancia szintek: *—p<0,05; **—p<0,01; ***—p<0,001; ns —
nem szignifikans.



Az Osszes izolatum tartalmazta a blaoxa-si-ike géneket, ami azt bizonyitja, hogy minden
vizsgalt izoldtum A. baumannii volt (7. abra). A dominans karbapeneméz gén 2010 és 2014
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7. abra: A karbapenemaz géncsaladok el6fordulasanak idébeli valtozasa a vizsgalt idoszakban. A
diagramm X tengelyén a vizsgalt karbapenemaz géncsalddok, az Y tengelyen a gének el6fordulasi
aranya szerepel Szignifikancia szintek: *—p<0,05; **—p<0,01; ***—p<0,001; ns — nem
szignifikans.

kozott a blaoxa-23-ike volt (7. é&bra), de a géncsalad eléfordulasa 2016-ban és 2017-ben
szignifikansan csokkent (p<0,001). A blaoxs-40-ike karbapenemézok prevalencidja ezzel
ellentétes tendenciat mutatott, mig a vizsgalati idészak elején a géncsalad szinte teljesen
hianyzott, prevalencidja 2016-ban szignifikdnsan emelkedett (p<0,001), 2017-ben pedig még
magasabb volt (p<0,001).

VI1.4.3. Klinikai izolatumok teljes genom szekvenalasa

2010-ben a blaoxs-23-ike géncsaladba tartozd karbapenemdzok blaoxs-23 génnek
bizonyultak az 0Osszes — a fobb pulzotipusokat reprezentdldé — szekvendlt torzsben.
Szekvenciatipusokat tekintve (ST) ST1, ST2 és ST45 fordult eld.

A 2017-bdl szarmazo Osszes csak blaoxu-23-ike Szerzett karbapenemdz gént hordozo
izolatum az ST2-be tartozott. A nagyobb prevalenciaji blaoxa-40-ike géncsaladot hordozod
(75,0% 2016-ban és 92,3% 2017-ben) izoldtumok az ST636-hoz és az ST492-hez tartoztak,
amelyek mindegyike blaoxs.7> gént, illetve harom ST636 torzs esetében az a blaoxs-72 €s a

blaoxa-23 gént egyiitt kddolta (3. tablazat). A blaoxs-23 gén kornyezetében elhelyezkedd gének
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ezekben az izolatumokban megegyeztek a 2010-bdl szarmazé ST1 és ST45 torzsekével

(példaul az aph(3’)-Via gén). Mas tipust szerzett karbapeneméz géneket nem mutattunk ki (8.

abra).

Feltételezett fehérje

8. abra: Az STI1, ST45 ¢és a blaOXA-23 gént hordozdé ST636 izolatumokban az blaoxs.o; gén
kornyezete.
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Rezisztencia gének

Izolatum Minta Ev ST Szerzett .
karbapenemaz
Qui Agl Sul Mac Tet
aac(6’)-1b3
aadAl
4151 aph(3”’)-Ib mph(E)
Ac.No.: vér 2010 2 blaOXA-23 aac(6”)-Ib-cr aph(3’)-la sull rnzr (E) tet(B)
SRX9354489 aph(3’)-Vla
aph(6)-1d
armA
aac(6’)-1b3
aadAl
8266 aph(3’)-Ib mph(E)
Ac.No.: bronchus 2010 2 blaOXA-23 aac(6”)-Ib-cr aph(3°’)-la sull rnzr (E) tet(B)
SRX9354496 aph(3”)-VIa
aph(6)-1d
armA
aac(6’)-1b3
aadAl
8419 aph(3’)-Ib mph(E)
Ac.No.: bronchus 2010 2 blaOXA-23 aac(6”)-Ib-cr aph(3’)-la sull rnzr (E) tet(B)
SRX9354497 aph(3”)-VIa
aph(6)-1d
armA
aac(6’)-1b3
aadAl
2738 aph(3”’)-Ib mph(E)
Ac.No.: torok 2010 2 blaOXA-23 aac(6”)-Ib-cr aph(3’)-la sull rnzr (E) tet(B)
SRX9354478 aph(3”)-VIa
aph(6)-1d
armA
2037 aac(3)-la
Ac.No.: abscessus 2010 1 blaOXA-23 aadAl sull
SRX9354477 aph(3)-Vla
8160 aac(3)-Ia
Ac.No.: vizelet 2010 1 - aadAl sull
SRX9354495 aph(3”)-Vla
8664 s
Ac. No.: kaniil 2010 45  blaDXA-23 aph(3")-la sull
SRX9354494 aph(3)-Vla
2729 ,
AcNo.: bronchus 2010 45  blaOXA-23  aac(6’)Tb-cr 226003 sull tet(A)
SRX9354493 aph(3)-la
aac(3)-1la
13803 aac(6 ’j)’—Ian
AcNo.: vér 2010 79  blaOXA-24 :51}11((33’)-)\_11}; sul2
SRX9354498 aph(6)-1d
armA
aac(6”)-1b3
5508 aadAl
AcNo.: bronchus 2017 2 blaOXA-23  aac(6’)-Ib-cr  2PRG7)ID sull mph(E) tet(B)
SRX9354499 aph(3’)-la msr(E)
aph(6)-1d
armA
aac(6’)-1b3
aadAl
6759 aph(3”)-Ib WE
AcNo.: kopet 2017 2 blaOXA-23  aac(6’)-Ib-cr  aph(3’)-Ia sull mph(E) tet(B)
SRX9354479 aph(3’)-Vla msr(E)
aph(6)-I1d
armA
8363 aac(6”)-1b3 mph(E)
Ac.No.: bronchus 2017 2 blaOXA-23 aac(6’)-Ib-cr aadAl sull tet(B)
SRX9354482 aph(3>)-Ib msr(E)
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aph(3’)-la

aph(6)-1d
armA
aac(6’)-1b3
aadAl
9032 aph(3”)-Ib mph(E)
Ac.No.: kopet 2017 2 blaOXA-23 aac(6”)-Ib-cr aph(3’)-la sull msr(E) tet(B)
SRX9354481 aph(3”)-VIa
aph(6)-I1d
armA
230 aac(3)-la
Ac.No.: bronchus 2017 636 blaOXA-72 aadAl sull
SRX9354485 aph(3’)-Ia
511 aac(3)-la
Ac.No.: bronchus 2017 636 blaOXA-72 aadAl sull
SRX9354486 aph(3°)-la
aac(3)-la
3603
Ac.No.: bronchus 2017 636  DIOXA-T2 aadAl sull
SRX9354487 blaOXA-23 aph(3’)-la
aph(3’)-Vla
aac(3)-Ia
9930
Ac.No.: bronchus 2017 636 blaOXA-72 aad/’kl sull
SRX9354492 blaOXA-23 aph(3’)-la
aph(3’)-Vla
10135 G)I
AcNo.: nasalisl 2017 636  blaOXA-72 azz q A‘la sull
SRX9354488
10177 aac(3)-la
Ac.No.: torok 2017 636  blaOXA-72 az Al sull
SRX9354490
aac(3)-la
10992
Ac.No.: bronchus 2017 636  DIOXA-T2 aadAl sull
SRX9354483 blaOXA-23 aph(3’)-la
aph(3’)-Vla
8733 aac(3)-Ia
Ac.No.: drain 2017 636 blaOXA-72 aadAl sull
SRX9354491 aph(3°)-la
3503 aadA2
AcNo.:  bronchusl 2017 492 blaOXA-72 afh&)?ig’ w “;lplr‘((EE)) et(B)
SRX9354480 P st s
armA
8429 aadA2
AcNo.: trachea 2017 492  blaOXA-72 ag’h}g?@?iab :ﬁé “I;l‘;f((g)) tet(B)
SRX9354484 parm A

3. tablazat: A kivalasztott klinikai 4. baumannii izolatumok teljesgenom szekvenalasanak eredménye,
a kiilonb6z6 szekvenciatipusok rezisztenciagénjeinek Osszehasonlitasa. Ac.No.= hozzaférési szam,;
ST=szekvenciatipus ; Qui=kinolonok; Agl=aminoglikozidok; Sul=szulfonamidok Mac=makrolidok;

Tet=tetraciklinek.

Az ST636 izolatumok genetikailag igen egységesek voltak, a tavolsag < 4 allél volt,

mig az ST2 torzsek sokkal diverzebbnek bizonyultak, egyes torzsek kozott 20 allél

kiilonbséget is detektaltunk, igy ezeket elkiiloniildé alcsoportokba soroltuk (9. ébra).
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9. abra: Minimalis feszitd fa (Minmum spanning tree) az A. baumannii izolatumok cgMLST
allélprofilja alapjan. Mindegyik kor egy allélprofilt jelent, amely 2390 cgMLST célgén
szekvenciaanalizisén alapul. A szaggatott vonallal jelolt korok a széklet izolatumokat, mig a folytonos
vonalti korok a klinikai izolatumokat mutatjak, genotipus szerint csoportositva. Az 0sszekotod
vonalakon 1év0 szamok az allélkiilonbségek szamat mutatjak, a szilirke savok a szorosan kapcsolodo
genotipusokat (<10 allelikus kiilonbség a jelenlét-hiany alapjan.. Az azonos szekvenciatipusok
keretezéssel vannak jelolve.

V1.4.4. Klinikai izolatumok id6-61és vizsgalata

A vizsgalt izolatumok klinikai szempontbo6l rezisztensek voltak mind meropenemmel,
mind imipenemmel szemben, a minimalis inhibitor koncentracié (MIC) >32 mg/L volt,
kivéve a csak blaoxu-si-ike gént kodold két izolatumot (MIC=2 mg/l mindkét esetben). A csak
blaoxs-2; hordozokkal (ST2) szemben a meropenem koncentraciofiiggd baktericid hatast
mutatott (10a. abra) 128-1024 mg/L kozott (atlag &= 0,48; 0,13-0,59), mig a blaoxs-7
hordozok (ST636; ST492) nem pusztultak el 256 mg/l-nél (atlag k= -0,27; -0,49 és -0,01
kozott), csak 512-1024 mg/L koncentracio kozott volt baktericid hatas (atlag k=0,14; 0,00 -
0,28). S6t a mindkét karbapenemazt, blaoxs-23 és blaoxs-72, hordozo izolatumok ellen csak

bakteriosztatikus hatast figyeltiink meg a legmagasabb 1024 mg/L koncentracion (atlag i= -
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0,14; 0,00 - -0,25) is. A meropenem 32 mg/L koncentracion baktericid volt a csak
kromoszomalisan koédolt blaoxa-siiike gént hordozo (atlag £=0,08; 0,05-0,10) izoldtumokkal
szemben.

Az imipenem koncentraciofiiggetlen baktericid hatast mutatott 16 és 128 mg/L kozott,
a blaoxa-7> (atlag k= 0,17; 0,05-0,31) és a blaox-23 (atlag £=0,36; 0,19-0,57) karbapenemazt
kodold torzsek ellen is. A mindkét karbapenemazt egyiitt kodold torzseknél (ST636) a
baktericid koncentracio 128 mg/L volt (atlag £=0,43; 0,16-0,71) (10b. abra). Hasonloképpen a
meropenemhez, az alacsonyabb koncentracié (16-32 mg/L) hatdstalan volt, ugyanakkor az
imipenem valamivel hatékonyabbnak bizonyult a csak blaox4.72 hordozokkal (ST636; ST492)
szemben 16 mg/L-nél.

A colistin hatdsa inkabb izolatum, mint térzsfiiggd volt, am mind blaoxu-23, blaoxa-72,
mind blaoxa-23/blaoxs-72 kddolo térzsekkel szemben a colistin baktericid hatast mutatott <2

mg/L koncentracion. (10c. abra).

31



—e- OXA23 A ! . —~ oxas T o
o |—* Oxa72 o - - | o |+ oxar2 T - "_ o
~ |-+ only OXA51 I N : -1 T | onlyOXA51 A ! !

—e— OXA23 & OXA72 | ! : - —*— OXA23 & OXA72 !

N i i ' NS - kR
- N "
3 ? - :
i |
{
/ - 4 - 5
i
g foefoif f S S—
// X =z |
/ ‘F e -
v P '
-
J:
'
T T T T T T T II T T T T
control 16 128 256 512 1024 control 16 128 256 512 1024
v | ] = b T
-+ oxazza C | ) !
—s— OXAT72 . 7 !
*— only OXA51 - / R
© |- OXA23 & OXA72 || .

-1.0

T T T T T T
control 2 4 8 16 32

10. abra: Az id66lési vizsgalatok eredménye, az X tengely a gydgyszerkoncentraciot, az Y tengely az
atlagos k-értékeket mutatja. A 0 feletti értekek (szaggatott vonal) baktericid hatdst jeleznek (a
részletekért lasd a szoveget). A panel: A meropenem elleni, a B panel: az imipenem elleni, a C panel:
A colistin elleni eredményeinek 6sszefoglalasa
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VI1.5. Széklet izolatumok

VI.5.1. Széklet izolatumok megoszlasa és fenotipusos rezisztenciaja

Az elsé vizsgalati id6északban (2011-2013) csak egy A. baumannii izolatumot
azonositottunk (0,02%) a székletmintakban (n=4067). 2017 januarja és 2019 aprilisa kozott
7806 székletmintat vizsgaltunk, amibdl 55 (0,15%) 4. baumannii izolatum tenyészett ki (24
db 2017-ben; 25 db 2018-ban; 6 db 2019-ben). Ezek az izolatumok olyan betegekbdl
szarmaztak, akiknek mas mintaibol nem tenyészett ki A. baumannii. Ebbdl az 55 izolatumbol
30 gyermekgyodgyaszatrol, 15 belgydgyészatrol, 10 pedig kiilonbozé maés klinikékrol (pl.
tiidogyogyaszat, idegsebészet) szarmazott. Az A. baumannii izolatumok kozil 15 volt CRAb
(imipenem ¢€s meropenem rezisztens), 17 ciprofloxacinnal, 9 amikacinnal és tobramycinnel,

13 pedig gentamicinnel szemben mutatott rezisztenciat.
VIL.5.2. A széklet izolatumok teljes genom szekvenalasa

A teljes genom analiziséhez 16 széklet izolatumot valasztottunk ki az antibiotikum
érzékenységi ¢s PCR vizsgalatok alapjan. A szekvenalt izolatumok koziil 15 legaldbb egy
karbapenemazra pozitiv volt, egy esetében pedig nem detektdltunk sem blaoxu-23-iike SEM
blaoxa-1-iike gént, viszont fenotipusosan rezisztensnek bizonyult a vizsgélt karbapenemekkel

szemben.

A 16 szekvenalt izolatum koziil csak az blaoxs-7>-t hordozd6 ST636-ot (n=9) és az
ST492-t (n=2) mutattunk ki. Két esetben talaltunk blaoxs-72/blaoxs-23 hordozd ST636
izolatumot. A két ST492 torzs az armA aminoglikozid rezisztencia gént is hordozta. A blaoxa-
72 gén kornyezetének tovabbi vizsgalata soran kideriilt, hogy az ST636 és ST492 izolatumok
pMAL-1-like és pA105-2-like plazmidokat hordoznak. Csak harom izoldtum nem tartozott az
ujonnan megjelent szekvenciatipusok (ST492, ST636) kozé, az aac(6’)-1b-cr €s csak a blaoxa-
120 hordoz6 ST132, valamint a blaox4-20 gént hordoz6 az ST45. Egy esetben egy 1j, blaox-10s

gént hordoz6 szekvenciatipust azonositottunk (4. tdblazat).
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Rezisztencia gének

Izolatum Ev ST Szerzett .
karbapenemaz )
Qui Agl Sul Mac Tet
1034
Ac.No.:
SRX1405698 2017 new blaOXA-106
6
5250 aac(3)-Ia
Ac.No.: aadAl sull mph(E)
SRX1405699 2017 492 blaOXA-72 aph(3’)-VIa sul2 msr(E)
5 armA
Alcl ‘I‘\ISS aac(3)-la
SRX 1405699 2017 636 blaOXA-72 aadﬁ\l sull
6 aph(3’)-la
14259
Ac. No.: aac(3)-Ia
SRX1405699 2017 636 blaOXA-72 azdAl sull
7
AICS%\]“S . aac(3)-la
SRX 1405699 2017 636 blaOXA-72 aadf\l sull
] aph(3’)-la
16644
Ac.No.: 2017 636 blaOXA-72 aph(3’)-Ia 1
SRX 1405699 P su
9
29946
Ac.No.:
SRX1405700 2017 636 blaOXA-72
0
A3c7§\]809' aac(3)-Ia
SRX 1405698 2017 636 blaOXA-72 aadﬁ\l sull
8 aph(3’)-la
354 aac(3)-Ia
Ac.No.: blaOXA-23 aadAl
SRX1405698 2017 636 blaOXA-72 aph(3’)-la sull
9 aph(3’)-Vla
Aiglfl?) . aac(3)-la
SRX 1405699 2017 636 blaOXA-72 aadf\l sull
0 aph(3’)-la
13811
Ac.No.: aac(3)-Ia
SRX 1405699 2017 636 blaOXA-72 aadAl sull
1
Alc911\1205 . aac(3)-la
SRX1405699 2017 636 blaOXA-72 aad/:\l sull
5 aph(3’)-la
104
Ac.No.: R aac(6”)-Ib3
SRX1405698 2018 45 - aac(6’)-Ib-cr aph(3’)-Ia sull
5
4216 aadA2
Ac.No.: aph(3”’)-Ib sull mph(E)
SRX1405699 2018 492 blaOXA-72 aph(6)-1d sul2 mst(E) tet(B)
4 armA
34957
Ac.No.:
SRX1405608 2018 132 )
7
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2795 aac(3)-la
Ac.No.: blaOXA-23 aadAl
SRX1405699 2019 636 blaOXA-72 aph(3’)-la sull
3 aph(3’)-Vla

4. tablazat: A kivalasztott széklet eredetii 4. baumannii izolatumok teljes genom szekvenalasanak
eredménye, a kiilonb6zé szekvenciatipusok rezisztenciagénjeinek Osszehasonlitasa. Ac.No.=
hozzaférési szam; ST=szekvenciatipus ; Qui=kinolonok; Agl=aminoglikozidok; Sul=szulfonamidok
Mac=makrolidok; Tet=tetraciklinek

A WGS megerdsitette, hogy hasonléan a klinikai eredeti ST636 CRAB
izolatumokhoz, a fekalis ST636 torzsek is genetikailag nagyon kozel allnak egymashoz,

ebben a filogenetikai csoportban minddssze 4 allél tavolsagot észleltiink (9. abra).
VI1.5.3. A klinikai és széklet izolatumok osszehasonlitasa

A klinikai izolatumok rezisztencia aranya 2017-tdl szignifikdnsan magasabb volt az
imipenem (95,4% vs. 27,3%; p<0,001), a meropenem (95,4% vs. 27,3%; p<0,001), a
ciprofloxacin (96,9% vs. 30,9%; p); <0,001) és a gentamicin (96,9% vs. 23,6%; p<0,001)
esetében is (11. abra). Ez a kiilonbség nem volt szignifikdns az amikacin és a tobramycin
esetében, de ezeknél az antibiotikumoknal is magasabb volt a rezisztencia aranya a klinikai

izolatumok korében (11. abra).
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11. abra: Az antibiotikum rezisztencia fenotipusos Osszehasonlitasa a klinikai és széklet izolatumok
kozott. A diagramm X tengelyén a antibiotikumok, az Y tengelyen a rezisztencia el6fordulasi aranya
szerepel. Szignifikancia szintek: *—p<0,05; **—p<0,01; ***—p<0,001; ns — nem szignifikans.

Az imipenem ¢€s a meropenem minimalis gatlé koncentracidja (MIC) minden esetben
>32 mg/l volt. Az id6-6lés analizis kimutatta, hogy nincs kiilonbség a széklet és a klinikai
torzsek kozott a karbapenemek jelenlétében torténd novekedés kinetikdjaban. A meropenem
128 mg/l-ben baktericid volt az ST492 izolatumok esetében, de az ST636 ellen soha nem
figyeltink meg baktericid hatast, ahogy blaox4-40-iike, S€mM blaoxs-40-ike €S blaoxs-23-like
karbapenemazt hordoz6 izolatumok ellen sem. Az imipenem 256 mg/l dozisban baktericid

volt minden vizsgalt izoldtummal szemben.

A blaoxa-40-ike karbapenemdz gének prevalencidja szignifikdnsan magasabb volt a
klinikai A. baumannii izolatumokban (76,9% vs. 36,4; p<0,001), két izolatum csak a
blaoxa-23.1ike gént hordozta, mig a székletben nem voltak olyan torzsek, amelyek csak a
blaox-2;-iike karbapenemazt hordoztak. A két karbapenemazt egyszerre hordozo izolatumok
aranya szintén szignifikdnsan magasabb volt a klinikai izolatumok ko6zott (15,4% vs 3,6%;
p<0,05) (12. dbra). Az armA aminoglikozid rezisztencia gén esetében nem volt szignifikans a

kiilonbség (9-2% vs. 3,6%) (12. abra).
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12. abra: A gének el6fordulasanak Osszehasonlitasa a klinikai és széklet izolatumok korében. A
diagramm X tengelyén a vizsgalt rezisztencia gének, az Y tengelyen a gének eléfordulasi aranya
szerepel Szignifikancia szintek: *—p<0,05; **—p<0,01; ***—p<0,001; ns — nem szignifikans.

Mind a klinikai, mind a fekalis ST636 és ST492 izolatumok a blaox-7> karbapenemaz
gént pMAL-1-like plazmidon hordozzdk, egy klinikai izoldtumban azonositottuk a teljes
pPMAL-1 plazmidot 99,99%-0s identikussag mellett egy kontigban (GeneBank ID:
KX230793.1). A blaoxs-23 gén minden esetben a Tn2008 (GeneBank ID: LN877214.1)

transzpozonhoz kapcsolddott.
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VII. Megbeszélés

Jelen tanulményban a teljes genom analizis alatamasztotta, hogy az A. baumannii
esetében torzsvaltas tortént, amely soran a korabban dominans blaoxs-23-like hordozd ST2 és
ST45 szekvenciatipusba tartozo6 izolatumokat felvaltottak az ST636 és ST492 torzsek, melyek
blaoxa-1-ike karbapenemdzt kodoltak. Ugyanakkor ezek az 10j torzsek nem tudtdk teljesen
kiszoritani a korabbi térzseket. Az antibiotikumok hasznalatdval sszefiiggd evolicid, mely
az egyre rezisztensebb baktérium torzsek felé halad, egy jol ismert folyamat. Az A. baumannii
esetében az Gjonnan megjelent torzsek vildgszerte novekvd prevalenciat mutatnak (Dortet,
2016). Ez 6sszhangbanall a fentebb emlitett evoltcios folyamatokkal, hiszen az dnmagéaban
gyenge hidrolitikus képességekkel rendelkezd blaoxa-si-ike gének altal kodolt enzimeket
el0szor a blaoxa-23-ike, 1lletve a blaoxa-ss-ike pozitiv klonok valtottak, majd megjelentek a
karbapenemeket leghatékonyabban hidrolizalni képes blaox4-40-ike karbapenemazokat hordozé
klénok.

A korhazi kornyezethez vald alkalmazkodas nem csak rezisztencia formajaban
jelenhet meg, bar tény, hogy az antibiotikumokkal szembeni gyors €s hatékony rezisztencia az
egyik legfébb mozgatdja ennek a valtozasnak. Egy koreai tanulmanyban Gsszefliggést tartak
fel a megndvekedett fluorokinolon hasznalat és a III. generacids cefalosporin, illetve
ciprofloxacin rezisztens E. coli és K. pneumoniae eléfordulasa kozott (Lai, 2011). Hasonld
eredményre jutottak Mamoon és mtsai. a fluorokinolon hasznalat és az ESBL termel6 E. coli
prevalenciaja esetén (Aldeyab, 2012). Bar egy-egy rezisztencia mechanizmus megszerzésének
komoly fitnesz koltsége lehet, amig az antibiotikum haszndlat elkeriilése talélési elényt
biztosit, addig az antibiotikumok hasznélata miatti szelekciés nyomds egyre rezisztensebb
baktériumok megjelenését, terjedését és fennmaradasat fogja eredményezni. Az emlitett
rezisztencia megszerzése mellett a virulencia és transzmisszids tényezok is fontos hatdssal
vannak a torzsek térbeli (osztalyok kozotti) és idobeli kicserélddésében.

Az egyre rezisztensebb A. baumannii terjedése a szakirodalom altal mar jol
dokumentalt folyamat, mely Osszefiigg a III. generdcids cefalosporinok ¢€s karbapenemek
hasznalatdnak novekedésével (Manikal, 2000). Utobbi kapcsolatot a jelen tanulméanyban
bemutatott toréspont analizis is aldtdmasztja. Ez a folyamat rezisztencia spiral része, a
karbapenem felhasznalds novekedése az ESBL termeld baktériumok elterjedésével és az
emiatti novekvd karbapenem felhasznélassal lehet Osszefiiggésben (Zowawi, 2015; Toth,

2021), amit munkacsoportunk hazai adatokon statisztikailag is megerdsitett (Toth, 2019).
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Ezenkiviil a CRAb izolatumok 2012 eldtti vizsgalata is ramutatott a karbapenemek hasznalata
¢s a rezisztens torzsek megemelkedett prevalencidja kozti kapcsolatra (Mozes, 2014).

A jelen tanulmany 1d6-6lési kisérletei rdmutattak arra, hogy a fentebb emlitett
folyamat esetében az antibiotikum csoporton beliil az egyes szerek iranti rezisztencia, ha
kismértékben is, de eltérhet. A meropenem és imipenem o6lési kinetikdja eltéré volt; a
meropenem kisebb hatékonysagot mutatott az ujonnan megjelent ST636 ¢és ST492
1zolatumokkal szemben, mint az imipenem. Ez a kiilonbség jelenthetett szelekcios elonyt az 1)
blaoxa-7> torzsek szdmara, hiszen az antibiotikum fogyasi adatokbol kidertil, hogy a klinikék
osztalyain a meropenem hasznalat a négyszeresére nétt a vizsgalt 2007 és 2017 kozotti
id6északban, mig az imipenemnél a fogyasi adatok jelentésen nem valtoztak (Mozes, 2014).

Fontos megemliteni, hogy az ST636 ¢s ST492 izolatumok elénye klinikailag elérhetd
koncentraciokon nem kimutathat6, azonban mégis fontos tényezd lehet a torzsek kozotti
szelekcids versenyben. Hasonléan magyarazhat6 példaul a H30Rx E. coli pandémias klonok
sikere a mas fluorokinolon rezisztens E. coli ST131 szubklonokkal szemben (Johnson, 2015).
Ebben az esetben is a klinikailag rezisztens, de eltérd szintii rezisztenciaval rendelkezé kladok
kozotti kompeticido sordn a legmagasabb szintli rezisztenciat mutaté szubklon bizonyult a
legsikeresebbnek. Az elébbi, illetve a jelen tanulmanyban bemutatott eredmények is
ramutatnak a helyes antibiotikum hasznélat fontossdgara, mely nem csak a korokozoval
szemben hatdsos antibakterialis szer hasznalatat jelenti, de egy csoport spektrumukban kis
kiilonbségeket mutatd tagjainak kiegyensulyozott hasznalatat is. Igy még a klinikai
szempontbol is magas szintli rezisztenciaval rendelkezd torzseket is felvalthatjak
rezisztensebb, 1 klonok nagy szelekcids nyomds alatt, mert a magasabb rezisztenciaszint
elérése evolucids szempontbdl eldnyos lehet.

A megnovekedett fekalis hordozas egybeesett a torzsvaltassal. A blaoxs-7
karbapenemaz gént hordoz6 ST636 ¢és ST492 szekvenciatipusokat azonositottunk a széklet
CRADb izoladtumok esetében, mig a kordbban a klinikai izolatumoknal dominans csak blaox4-23
gént hordozd ST2 izoldtumok hidnyoztak.

Fontos kiemelni, hogy a vizsgalt széklet eredeti CRAD izolatumok mindegyike, olyan
betegtél szarmazott, akiknek mas klinikai mintajaban nem jelent meg sem karbapenem
rezisztens sem érzékeny A. baumannii. (Sajnos a fertdzottek széklet kolonizacidjanak
szisztematikus vizsgalatdra nem volt lehetdség.) Korabbi tanulmanyok maér vizsgaltak a
karbapenem rezisztens 4. baumannii térzsekkel vald kolonizédciot, azonban a vizsgélatok
intenziv osztalyokon torténtek, és a betegeknél stlyos A. baumannii altal okozott fertézést

mutattak ki (Corbella; 1996, Maamar, 2018). Prevlanecia eredményeink dsszhangban allnak
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Dijkshoorn és mtsai. altal végzett felmérésselamely soran az A. baumannii egészséges felnott
populacids eléfordulédsa 0,8 -,0 % -nak bizonyult (Dijkshoorn, 2005). Ugyanakkor, kevés adat
all rendelkezésre a korabban CRAb-al nem fert6zott betegekrdl. Li €s mtsai. hasonlo, 1,48%-
os (74/5000) széklet prevalenciarol szamoltak be koérhazi betegek nyomon kovetéses
vizsgélataban, am azt nem publikaltak, hogy a betegek 4. baumannii fertézésben szenvedtek
vagy tlinetmentes kolonizaciorol volt sz6 (Li, 2019).

Mindezek alapjan az ujonnan megjelent térzsek esetében nemcsak a fertézések szama
nétt meg, de megnovekedett azoknak a szdma is, akik betegség kialakuldsa nélkiil
kolonizaldédtak, ami a kordbban elterjedt torzsekre nem volt jellemzé. A kolonizacids
képesség tehat torzsspecifikus lehet, ami a meropenemmel szembeni nagyobb rezisztencian
tal hozzajarulhatott a blaoxs-72-t hordozo6 torzsek sikeréhez (Petrovi¢, 2018; Nemec, 2010;
Villalon, 2019).

A Granger-oksagi teszt ramutatott arra, hogy 0sszefiiggés all fenn a megnovekedett
CRAbD prevalencia és a karbapenem rezisztens torzsek széklet mintdkban valé megjelenése
kozott, ugyanakkor ez nem mondhatd el az antibiotikum csoportra érzékeny izolatumok
esetében. A rezisztens torzsek okozta fert6zések eléfordulasanak gyakorisaga hatott a
hordozas megjelenésére, mig a hordozas nem fokozta a fertézések eléfordulasat. Mindez azt
jelenti, hogy a megnovekedett hordozds a fertézések emelkedd prevalencidjanak
kovetkezménye lehet, példaul a tobb beteg miatti magasabb kornyezeti kontaminécio
eredményeképpen.

Klinikai szempontbdl a bélrendszer CRAb izolatumokkal torténd tiinetmentes
kolonizacidjanak a felimerése jelentds kihivas, mivel ezek a betegek atadhatjak a kérokozot
az egészségiigyi dolgozdknak, illetve a beteg kornyezete (pl. betegagy) is kontaminalodhat.
Ezt alatdmasztja, hogy a Granger-oksagi teszt alapjan a kolonizaltak emelkedd szdma a
fertozottek emelkedd szamaval magyarazhat6. A kontaminalodott korhdzi kornyezettdl,
illetve a kolonizalt apold személyzettdl a késobb érkezd, kritikus allapotban 1évd betegek
kolonizacidja majd akar invaziv fertézése kovetkezhet be. Mivel a vastagbél kolonizacioja
egy multirezisztens korokozéval onmagiban nem indikécidja az antibiotikus terapianak,
illetve az antibiotikus terdpia nem sziinteti meg a kolonizaciot, ezért a betegek sziirése és
izolalésa tiinik tovabbra is a leghatékonyabb intézkedésnek a terjedés ellen (Gniadek, 2016).

Az antibiotikum stewardship torekvések altaldban egy gyogyszercsoport
fogyasztasanak csokkentését célozzak, egyforméan kezelve a csoporton beliili azonos
spektrumt gyogyszereket. Jelen tanulmény arra hivja fel a figyelmet, hogy a rokon

vegyiiletek nem feltétleniil egyenranguak, ¢és kedvezhet bizonyos rezisztens torzsek
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elterjedésének ¢és/vagy a mar rezisztens torzseknél a magasabb rezisztencia szint
kifejlédésének vagy akar a bélflora kolonizaciojanak. Ellenkezdleg, az egyes vegyiiletek egy
gyogyszercsoporton beliilli sokoldalu felhasznalasa az egységes szelekcids nyomas
csokkentésével akadalyozhatja a rezisztencia terjedését. Ha a teljes antibiotikum restrikcio

nem kivitelezhetd, egy ilyen megkdzelités elonyos lehet.
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VIIIL Uj eredmények

A megndvekedett antibiotikum hasznélat ¢s a CRADb el6fordulas kozott toréspont
analizis két esetbentart fel dsszefiiggést, amikor az antibiotikum hasznélat novekedését
kovette az rezisztens torzsek prevalencidjanak névekedése.

A klinikai CRAb izolatumok korében torzsvaltas tortént 2014 és 2016 kozott. Az
addig dominans ST2 blaox4-23 karbapenamzokat kodold torzseket az tjonnan megjent
ST636 ¢s ST492 torzsek szoritottak vissza, melyek blaox-7> gént kodoltak.

Az 1j torzsek rezisztencidja eltért: a meropenem koncentraciofiiggd 610 hatast
mutatott, a blaoxu-7>-t hordozo izolatumok rezisztensebbek voltak. Imipenem esetében
az antibiotikum hasonlé mértékli koncentracio-fiiggetlen hatdst mutatott mindkét
karbapenemaz termeldivel szemben.

Az A. baumannii eléforduldsa megnovekedett a széklet mintakban, és a CRAb
izolatumok is megjelentek a torzsvaltassal egyidoben. A székletben korabban klinikai
mintak esetében dominans ST2, illetve csak blaoxs-23 karbapenemazt kodold
izolatumot nem azonositottunk. A CRAb izolatumok mindegyike ST636 és ST492
szekvenciatipusba tartozott.

A Granger oksagi analizis eredményei alapjan a CRAb okozta fert6zés megndovekedett
prevelenciaja okozta a fekalis hordozéas megjelenését nem pedig forditva. Karbapenem

érzékeny izolatumok esetében nem tapasztaltunk ilyen 6sszefiiggést.
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IX. Osszefoglalas

A Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontjdban izolalt a karbapenem rezisztens A.
baumannii-k esetében 2016 eldtt a blaoxs-2; hordozd ST2 és ST45 klonok dominaltak.
Azonban 2017-re ezen torzsek prevalenciija lecsokkent és egy ujonnan megjelent blaoxa-7>
karbapenemazt kodold ST636 és ST492 klonok jelentek meg. Az 10 térzs megjelenése
egybeesett a megemelkedett karbapenem fogyasi adatokkal, elsésorban az egyoldalu
meropenem hasznalattal. Hipotézisiink az volt, hogy a bekdvetkezett torzsvaltas, az emlitett
egyoldali antibiotikum hasznalattal fliggott 6ssze. Az 0j torzsek megjelenésével egy 1idoben
megjelentek az 4. baumannii -t tiinetmentes hordozo a fekvobetegek.

A blaoxs-23 és blaoxs.7> karbapenemazt kodold izolatumok rezisztenciajanak
kiilonbségeit 1d6-61és kisérletekben vizsgaltuk, karbapenemekkel (meropenem ¢€s imipenem;
16, 128-1024 mg/L) és colistinnel (2-32 mg/L) szemben.

Meropenem esetében eltérést mutattunk ki a két karbapeneméz termelésével
Osszefliggd rezisztencia kozott, mig a blaoxs-23-t kodold ST2 és ST4S5 izolatumok 256-1024
mg/L kozott (k=0,346-0,859) mutatott baktericid hatast, addig az ujonnan megjelent blaoxa-7>
gént hordozo ST636, ST492 klonok esetében ez a hatds csak 512-1024 mg/L koncentracional
(k=0,156-0,421) jelentkezett. Az imipenem koncentraciofiiggetlen baktericid hatast mutatott
128 és 1024 mg/L kozott mind ST2, ST45, ST636 és ST492 esetében. A colistin baktériumdld
hatasa izolatumfiiggd volt.

2017 ¢és 2019 kozott a 7806 vizsgélt rutin diagnosztikai vizsgalatra érkezd
sz€kletmintakbol 55 A. baumannii tenyészett (0,15%). Ebbdl a mintacsoportbol szdrmazo
izolatumok esetében a karbapenem rezisztencia prevalencidja alacsonyabb volt, mint a
fentebb emlitett klinikai mintakbol szarmaz6 izolatumoké. A fekalis izolatumok kozott a csak
blaoxs-23 gént hordozd torzsek nem voltak jelen. A blaoxs-7> karbapenemazt hordozo
izolatumok arédnya 36,4% volt, de az izolatumok 3,6%-a mindkét karbapenemdzt kodolta. A
klinikai izolatumok esetében a blaoxs.7> gén eléforduldsa 76,9%, mig a blaoxs-2;z gén
eléfordulasa 3,1% volt. A két gént az izolatumok 15,4%-a kddolta egyszerre.

A rezisztensebb klonok, illetve a blaoxs-7>-t hordozd izolatumok megjelenéséhez a
meropenem rezisztencidban tapasztalhatd kiilonbség hozzajarulhatott, mely kiilonbség
imipenem esetében nem volt megfigyelhetd. Ez ravilagit az egyoldala antibiotikum-hasznalat
veszélyeire. A CRAb izolatumok klinikai prevalencidja okozta a karbapenem-rezisztens
ST636 ¢s ST492 izolatumok fekalis hordozasanak -el6fordulasat, de ez az érzékeny

izolatumok esetében nem mutathato ki.
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X. Summary

In case of the CRADb strains, blaoxs-23-.ike carbapenemase was the dominant gene
between 2010 and 2014 at the University of Debrecen Clinical Centre. The prevalence of the
isolates carrying the gene decreased in 2016 and blaox4-40-1ike €ncoding A. baumannii isolates
became dominant by 2017. Whole-genome sequencing was used to demonstrate strain
replacement. The carbapenem consumption has increased fourfold in the last 10 years,
predominantly due to an increase in meropenem use. Our hypothesis was that the strain
switch is probably due to the pattern of antibiotic consumption, mainly uniform carbapenem
use. The strain replacement coincided with the appearance of asymptomatic carriage of A.
baumannii inpatients.

Differences in resistance between clinical strains carrying the blaoxs-23 and blaoxa-7>
(the latter belonging to the blaoxa-40-ike group) carbapenemase genes were investigated in
time-kill assays with carbapenems (meropenem and imipenem; 16, 128-1024 mg/L) and
colistin (2-32 mg/L); the curves were used to calculate killing rates (k).

Meropenem showed a bactericidal effect between 256-1024 mg/L (k=0.346-0.859)
against the blaoxa-23 (ST2; ST45) carriers dominant in 2010, whereas this effect for blaoxu-72
(ST636, ST492) carriers was shown only with 512-1024 mg/L. concentrations (k=0.156-
0.421). In contrast, imipenem showed a concentration-independent bactericidal effect between
128-1024 mg/L against any isolates (k=0.106-0.639). The effect of colistin was isolate-
dependent.

Between 2017 and 2019, 55 A. baumannii isolates were identified from 7806 faecal
samples (0.15%). Carbapenem resistance was less common in faecal isolates than in clinical
isolates, collected from the same period. Only the blaox4-40-ike carbapenemase gene family
was detectable among the faecal isolates (36.4%), there were no isolates carrying only the
blaoxa-23.1ke gene, and the proportion of isolates encoding both carbapenemases was 3.6%. In
case of the clinical isolates, the prevalence of the blaoxs-40-ive gene was 76.9%, while the
prevalence of the blaoxa-23-1ike gene was 3.1%. The two genes were encoded by 15.4% of the
isolates.

The difference in meropenem resistance may have contributed to the spread of blaox4-
72- carrier strains. This difference was not detected with imipenem, highlighting the dangers of
uniform antibiotic use. There is a Granger-causality between the clinical prevalence of CRAb
isolates and the incidence of faecal carriage of the new carbapenem-resistant ST636 and

ST492 isolates, but this is not detectable in case of the sensitive isolates.
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XI. Tarsszerzok hozzajarulasa:

. A doktori értekezésben szereplO statisztikai analizisek: toréspont analizis,
Granger oksagi vizsgalat témavezetdi (Dr. Kardos Gabor) segitséggel tortént.

. A teljes genom analizis (DNS izolalas, konyvtar készités, szekvenalas) a
Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont munkatarsainak (Dr. Toth Akos és kollégai)

kozremukodésével tortént.
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