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pathogenic E.coli, wywotujaca
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1. WSTEP

Jednym z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny sa zakazenia zwigzane z
udzielaniem $wiadczen zdrowotnych, tradycyjnie opisywanych w jezyku polskim jako
szpitalne, w latach 90-tych XX wieku okreslano je réwniez jako zakazenia zaktadowe.
Do najczg$ciej wymienianych zakazen szpitalnych, poza zakazeniem krwi
(ang. bloodstream infection, BSI), zalicza si¢ zapalenie ptuc, zakazenia drog moczowych
i zakazenia miejsca operowanego. Zmienia si¢ udzial, prewalencja réznych grup i
gatunkow drobnoustrojow w zakazeniach szpitalnych, w zaleznosci od oddziatu i rodzaju
zakazenia. Najwicksza sklasyfikowana grupa drobnoustrojéw, majacych znaczenie w
patogenezie zakazen Kkrwi, sa pateczki Gram-ujemne. W ostatnich latach wzrosta
zachorowalnos$¢ i $miertelno$¢ zwigzana z BSI, ktorych drobnoustrojowym czynnikiem
etiologicznym byly wlasnie drobnoustroje Gram-ujemne. Priorytetami wspotczesnej
medycyny powinny by¢ profilaktyka zakazen zwigzanych ze $wiadczeniem ushug
medycznych, skuteczna diagnostyka i antybiotykoterapia oraz wdrazanie efektywnych

programéw kontroli zakazen.
1.1. Charakterystyka bakterii z rodziny Enterobacteriaceae

Rodzina Enterobacteriaceae to Gram-ujemne, wzglgdnie beztlenowe oraz nie
tworzace spor pateczki. Sa one ruchliwe (poza Klebsiella sp. i Shigella sp.), katalazo-
dodatnie a podczas fermentacji glukozy gtownym produktem sg kwasy. Rodzing blisko
spokrewniong fenotypowo do Enterobacteriaceae jest Vibrionaceae — réwniez
fermentuja glukozg, test oksydazowy ma wynik ujemny oraz zachodzi redukcja azotanéw
do azotynéw [1].

Pateczki Enterobacteriaceae sg szeroko rozpowszechnione i mozna je znalezé
w glebie, wodzie, wsrdd roslinnosci, ale takze w przewodach pokarmowych zwierzat
i ludzi, gdzie stanowig sktadowa ich mikrobioty [2]. Niektore z pateczek stanowia
patogeny oportunistyczne i zwigzane sg z chorobami biegunkowymi oraz zakazeniami
pozajelitowymi.

Zidentyfikowano wiele czynnikow zjadliwos$ci u Enterobacteriaceae przenoszonych
wewnatrzgatunkowo — obejmujg one m.in. [1, 3, 4]:

o Lipopolisacharyd, znajdujacy si¢ w zewngtrznej btonie, odgrywa role w ochronie

bakterii przed detergentami, barwnikami i antybiotykami i sktada si¢ z: lipidu A,

rdzenia oligosacharydowego oraz bocznych tancuchow oligosacharydowych

(antygen O); lipid A, inaczej zwany endotoksyna, jest aktywng biologicznie cze$cig
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czasteczki; klasyfikacja serologiczna pateczek Enterobacteriaceae opiera si¢

na antygenie O;

o Polisacharydy powierzchniowe, w tym wspélny antygen powierzchniowy
(ang. enterobacterial common antygen) i otoczki. Otoczki nadajg bakteriom
zdolnosci antyfagocytarne, a w niektorych przypadkach pelnig rolg w patogenezie

poszczegblnych zakazen;

o Rzgski zlozone ze spiralnej matrycy, biatka i flageliny nadaja ruch bakteriom
w §rodowisku ptynnym oraz pomagaja inicjowaé stan zapalny w organizmie
gospodarza; poprzez zmiennos¢ flageliny, czyli antygenu H, mozliwe jest typowanie

gatunkow;

o Fimbrie petnig role w adhezji do komorek gospodarza, natomiast pilusy biorg udziat
w wymianie genéw poprzez koniugacje oraz w tworzeniu biofilmu poprzez

autoagregacje;

o Adhezyny s3 niezbednym elementem w mechanizmie chorobotworczosci
Enterobacteriaceae umozliwiajacym przyleganie komorek bakteryjnych do komorek
gospodarza. Do adhezyn mozna zaliczy¢: fimbrie typu | (Kluczowe w zakazeniach

drég moczowych), fimbrie typu IV czy intiming;

o Toksyny zdolne do lizy komorek gospodarza, do ktorych nalezg m.in. enterotoksyny
E.coli, w tym hemolizyna. Ponadto stwierdzono dziatanie bakteryjnych systemow
wydzielania utatwiajgcych transport toksyn przez blone i do wnetrza komorki

gospodarza.

o System pozyskiwania zelaza, ktory znaczaco zwigksza zjadliwo$¢ bakterii,
co udowodniono na przyktadzie Yersinia sp. Pateczki Yersinia sp. tworza wysoko
zjadliwe wyspy (ang. high pathogenicity island, HPI) zaangazowane, poprzez
siderofory zwane yersiniabaktyng, w wychwyt zelaza [5]. U Enterobacteriaceae
pozyskiwanie zelaza poprzez siderofory jest szeroko rozpowszechnione, a najczesciej

wykorzystywanym sideroforem jest enterobaktyna.
1.1.1. Zmiany w nomenklaturze

W 2016 roku, na podstawie dokonanych przez Adeolu 1 wsp. badan genetycznych,

zaproponowano zmiany filogenetyczne w rzedzie Enterobakterii, w tym zmiang
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w nazwie Enterobacteriales na Enterobacterales [6]. Zmian filogenetycznych
obejmujacych przedstawicieli rzedu Enterobacterales dokonano opierajac si¢ na analizie
bialek rdzeniowych (ang. core proteins), biatek rybosomalnych oraz analizie biatek
MLSA (ang. Multilocus Sequence Analysis) [6]. W przedstawionej pracy uzyto
najnowszej nomenklatury.

Rzad Enterobacterales tworzy siedem rodzin mikroorganizmow, w tym:
Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae,
Morganellaceae, Budviciaceae. W niniejszej pracy istotng rolg peinig trzy rodziny
drobnoustrojow — Enterobacteriaceae, Yersiniaceae oraz Morganellaceae. Glownymi
przedstawicielami pierwszej i najwigkszej grupy Enterobacteriaceae sa: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Salmonella i Shigella [6, 7]. Wymienione
patogeny sa dobrze rozpoznawalne 1 w znacznym stopniu poznane. Do nastepnej grupy
Yersiniaceae zalicza si¢ m.in.: Yersinia i Serratia, natomiast do rodziny Morganellaceae:
Proteus 1 Morganella. Patogeny z rodziny Yersiniaceae stanowig przedmiot
zainteresowania naukowcow ze wzgledu na czynnik wywotujacy epidemie [8, 9].

Udowodniono takze, ze cztonkowie rodziny Yersiniaceae mieli wspolnego unikalnego

przodka [6].

Do najbardziej istotnych Klinicznie w medycynie ludzkiej pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae zalicza si¢ Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella i Yersinia [10].
Do izolacji Enterobacteriaceae z probek klinicznych stosuje sie: nieselektywne podtoza,
takie jak agar z krwig; selektywne podloza, takie jak agar McConkeya lub wzbogacone
buliony do hodowli pateczek Gram-ujemnych. Szczepy z tej rodziny dajg si¢ tatwo
hodowaé w temperaturze 35-37°C, bez specjalnych wymagan atmosferycznych, na
agarze z krwig lub agarze czekoladowym [1]. Buliony wzbogacone sa wyjatkowo
przydatne do uzyskiwania pateczek Salmonelli z probek katu [1].

Ponizej omowiono kluczowe dla tej rozprawy gatunki z rodziny Enterobacteriaceae:
Escherichia coli, Klebsiella sp. Enterobacter cloacae, Citrobacter sp. oraz Salmonella
enteritidis, a takze scharakteryzowano gatunki w obrgbie rzgdu Enterobacterales:

Serratia marcescens, Morganella morganii i Proteus mirabilis.

1.1.2. Escherichia coli

Nazwa rodzajowa tych pateczek pochodzi od ich odkrywcy — Theodora Eschericha,

austriackiego lekarza, ktory prowadzit badania nad florg jelitowa noworodkéw [1].
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Pateczki Escherichia fermentujg laktoze oraz wytwarzaja indol z tryptofanu w obecnosci
tryptofanazy, czym odrdzniajg si¢ od innych bakterii jelitowych [11].

Jak wczesniej wspomniano, E.coli zamieszkuje ludzki przewod pokarmowy jako
cze$¢ ludzkiej mikrobioty, gdzie stanowi najliczniejszg grupe pateczek jelitowych, ale
takze powoduje zakazenia jelitowe i pozajelitowe (ang. extraintestinal pathogenic E.coli,
EXPEC) u 0s6b z obnizong odpornoscig [10]. Czg¢sto sg to zakazenia drog moczowych,
zakazenia ran, zapalenie opon mézgowych u dzieci czy hemolityczny zespot mocznicowy
(ang. haemolityc uremic syndrome, HUS) [11]. Szczepy E.coli wywotujace zakazenia
pozajelitowe charakteryzuja si¢ wystepowaniem fimbrii, syntezg hemolizyny, obecnoscia
wielu mechanizméw wychwytu Zelaza oraz brakiem kapsutki polisacharydowej [4].
Ponadto stwierdzono wystgpowanie toksyn i adhezyn majacych znaczacy wpltyw na
zakazenia drog moczowych powigzanych z EXPEC [4]. Od 2000 roku najczgsciej
izolowanym szczepem z zakazen pozajelitowych, niezaleznie od regionu geograficznego,
byt szczep epidemiczny E.coli ST131 (ang. sequence type) [12]. Stwierdzono, ze tak duze
rozprzestrzenienie szczepu ST131 umozliwily plazmidy przenoszace geny wirulencji
oraz oporno$ci wielolekowej [12].

Klasyfikacja filogenetyczna dzieli grupe pateczek E.coli na siedem grup: A, B1, B2,
C, D, EiF[13, 14]. Patogenne szczepy pozajelitowe nalezg do grupy B2 lub D natomiast
niepatogenne do grupy A lub B1 [13]. Stwierdzono wystgpowanie wielu czynnikéw
wirulencji ws$rod patogennych pozajelitowych szczepow E.coli [14]. W grupie
filogenetycznej B2 zaobserwowano najwyzsza czesto$¢ gendéw wirulencji, takich jak
geny adhezji (papC), geny zwigzane z transportem zelaza (fyuA) czy geny toksyn (hlyA)
[14]. Hemolizyna E.coli (hlyA) jest egzotoksyna, ktora przyczynia si¢ do szczegdlnej
zjadliwosci szczepow podczas bakteriemii i sepsy [15]. Gen adhezji fimH powigzano z
patogeneza zakazen droég moczowych, gdyz posredniczy w przyleganiu iinwazji
komorek bakteryjnych do komorek nabtonka pecherza [16]. Obecnos$¢ genow wychwytu
zelaza — iutA, fyuA, iroN powoduje zwigkszong Smiertelnos¢ pacjentow z bakteriemig
[16, 17, 18]. Fimbrie typu P, kodowane przez geny papC i papEF, obserwowane w
uropatogennych szczepach E.coli (ang. uropathogenic E.coli) zwigkszaja wirulencje
szczepOw 0raz sg odpowiedzialne za reakcje zapalne w drogach moczowych [19].

Klasyfikacja serologiczna pateczek E.coli opiera si¢ na antygenach
powierzchniowych O, K i H [20]. Antygen O jest czgsécig lipopolisacharydu w blonie
zewngtrznej, antygen K zwigzany jest z otoczka polisacharydowsa E.coli — znanych jest
ponad 80 réznych serotypoéw — natomiast antygen H to antygen rzgskowy bakterii [10,
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20]. Antygeny O i K biorg udziat w hamowaniu fagocytozy i przezyciu bakterii

w surowicy gospodarza [21]. Antygeny O, K i H, wystepujac w dowolnej kombinaciji,

tworza ogromna baze szczepow bakteryjnych roznigcych si¢ profilem immunologicznym
[20].

W zaleznosci od mechanizmu wywotywania zakazenia wyodrgbniono sze$¢

patotypow E.coli [11, 22]:

©)

EPEC — szczepy enteropatogenne — sg przyczyng biegunek u niemowlat z wysokim
wskaznikiem $miertelnosci (nawet powyzej 30%) oraz biegunek u podroznych,

wytwarzaja adhezyny (m.in. intimina, Iha; pile), ale nie produkuja enterotoksyn;

EHEC — szczepy enterokrwotoczne — wytwarzajg toksyng Shiga (ang. Shiga toxin-
producing E.coli, STEC), syntezujag wiele adhezyn (w tym: intimina, toksyna B,
czynnik adhezji Efa, biatko wigzace immunoglobuling, adhezyna autoaglutynujaca),
zwigzane sg z zatruciami pokarmowymi, ale takze z powazniejszymi chorobami
takimi jak: krwotoczne zapalenie jelita grubego, HUS czy zakrzepowa plamica
matoplytkowa, mogacymi zakonczy¢ si¢ zgonem; najlepiej poznanym szczepem tego
gatunku jest enterokrwotoczny szczep E.coli O157:H7 [11];

EIEC — szczepy enteroinwazyjne — sa szczepami nieadherentnymi, nieruchliwymi
inie fermentujagcymi laktozy, powoduja czerwonke przy pomocy podobnego
mechanizmu jak Shigella sp., rowniez przebieg choroby przypomina czerwonke

wywotang przez szczepy Shigella sp.;

EAEC — szczepy enteroagregacyjne — syntezuja adhezyny oraz toksyny
(enterotoksyne termostabilng, enterotoksyne Shigella, hemolizyne) i sg przyczyna

przewlektych biegunek niemowlecych;

ETEC - szczepy enterotoksynogenne — wywolujg zapalenie zotadka i jelit
Z towarzyszacymi biegunkami i skurczami brzucha, szczegélnie u dzieci oraz nawet
u 60% podrozujacych w strefy tropikalne, ponadto produkuja czynniki kolonizacyjne
a takze enterotoksyny (termostabilna i termolabilna) majace wptyw na nadmierng

utratg plynow;

DAEC — szczepy dyfuzyjnie przylegajace — syntezuja adhezyny fimbrialne

I niefimbrialne oraz sg przyczyna biegunek u dzieci.
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1.1.3. Klebsiella sp.

Pateczki Klebsiella sp. fermentuja laktoze, sg nieruchliwe, wystepuja
powszechnie w przyrodzie — w glebie, wodzie oraz u zwierzat; powodujg skazenie
urzadzen medycznych, mozna je takze izolowaé z ludzkiego przewodu pokarmowego
oraz bton $luzowych nosa i gardta [1]. Wiekszo$¢ szczepow rosnie na prostych
podtozach, chociaz izolaty K.pneumoniae z moczu wymagaja cysteiny do wzrostu [23].
K.oxytoca od K.pneumoniae odréznia si¢ na podstawie pozytywnego testu indolowego.
Gléownymi przedstawicielami rodzaju Klebsiella sp. sg gatunki K.pneumoniae
I K.oxytoca.

Rodzaj Klebsiella produkuje silnie sluzowate kolonie dzigki mocno rozbudowanej
otoczce polisacharydowej. To wlasnie otoczka polisacharydowa jest glownym
czynnikiem zjadliwosci u Klebsiella pneumoniae i odpowiada za tworzenie $luzu oraz
hamowanie fagocytozy [4]. Dowiedziono, ze szczepy syntezujace otoczki typu K1, K2,
K4 i K5 wykazujg szczegodlng zjadliwos¢ poprzez wysoka odpornos¢ na fagocytoze
neutrofiléw, CO wigze si¢ z zawarto$cig mannozy w otoczce [23, 24]. Hiperwirulentne
szczepy K.pneumoniae, zwlaszcza wytwarzajace polisacharydowe otoczki K1 i K2,
polaczono z obecnoscig gendw rmpA (regulator fenotypu sluzowego A) oraz magA (ang.
mucoviscosity-associated gene A) [25]. Poza funkcja antyfagocytarng otoczki hamuja
roznicowanie i funkcjonowanie makrofagéw, powodujac paraliz immunologiczny [24].
Do innych genow zwigzanych z synteza otoczki polisacharydowej K.pneumoniae zalicza
si¢ wabG, odpowiedzialny za biosyntez¢ rdzenia lipopolisacharydowego, oraz uge,
kodujacy enzym biorgcy udziat w syntezie otoczki [26]. Badania pokazaty, ze szczepy z
otoczka typu K1 byly czesto powigzane z wystepowaniem ropnia watroby u pacjentow
[23], natomiast serotyp K2 byl najczesciej izolowany od pacjentow z zakazeniem drog
moczowych, zapaleniem ptuc lub bakteriemig [24]. Zarowno typ K1 jak i K2
skorelowano z wysokimi wskaznikami $miertelno$ci w Europie [26]. Ponadto, tak jak
inne szczepy z rodziny Enterobacteriaceae, do czynnikow zjadliwosci Klebsiella sp.
zalicza si¢ fimbrie (typu | odpowiadajace za kolonizacj¢ dréog moczowo-ptciowych i
oddechowych, typu Il aglutynujace tylko erytrocyty), lipopolisacharyd oraz siderofory
(enterobaktyna i aerobaktyna) [1, 23, 24]. Szczepy wielolekooporne niosg geny opornosci
na antybiotyki p-laktamowe i karbapenemy.

Klebsiella sp. jest przyczyna zardwno zakazen szpitalnych jak i pozaszpitalnych

[1], jednak wigkszo$¢ zakazen o tej etiologii to zakazenia oportunistyczne u pacjentow
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hospitalizowanych czy operowanych [4]. Szczegélnie cigzki przebieg opisuje si¢
w przypadku pozaszpitalnego zapalenia pluc wywotanego pateczkami Klebsiella sp.,
zwysoka goraczka, krwiopluciem (plwocina przypomina wygladem galaretke
porzeczkowg) oraz ropniami [23]. Jako patogen oportunistyczny Klebsiella sp. powoduje
rozw0j zakazen gtdéwnie U 0S6b z obnizong odpornoscia, hospitalizowanych, cierpigcych
na choroby przewlekle, np. u pacjentéw z cukrzyca obserwuje si¢ zmiany septyczne m.in.
zapalenie wnetrza gatki ocznej, ropnie moézgu, ropne zapalenie opon mozgowo-
rdzeniowych, zapalenie stawow [23, 24]. Najcze$ciej to gatunek K.pneumoniae wywotuje
zapalenia ptuc, zakazenia drog moczowych, sepse, zakazenia ran czy zapalenie otrzewnej
[4]. K.oxytoca, podobnie jak K.pneumoniae, powoduje zakazenia pozaszpitalne, ale sa

one znacznie rzadsze [23].
1.1.4. Enterobacter cloacae

Hodowle pateczek Enterobacter cloacae mozna prowadzi¢ na kazdym sztucznym
podtozu. Fermentuja glukoze oraz laktoze, produkujac dwa razy wigcej dwutlenku wegla
niz wodoru [1]. Sa ruchliwe oraz tworza S$luzowate kolonie. W teScie czerwieni
metylowej E.cloacae daje wynik ujemny, nie produkuje takze siarkowodoru. Pateczki
nalezace do E.cloacae sg szeroko rozpowszechnione w $rodowisku [27], Stanowig tez
cze$¢ mikrobioty przewodu pokarmowego i sg zdolne do wywolywania zakazen
oportunistycznych u osob hospitalizowanych lub z chorobami przewlektymi [1, 4, 27].

Szczepy E.cloacae czgsto wytwarzaja kapsutki polisacharydowe oraz
aerobaktyne zwickszajacg ich zjadliwos¢ oraz wplywajaca na wychwyt zelaza [4].
Wykazano, ze E.cloacae posiada zdolnosci hemaglutynacyjne oraz syntezuje
enterotoksyny [27]. Pateczki E.cloacae sa naturalnie oporne na ampicyling, czesto
przenosza tez geny oporno$ci na wiele innych antybiotykéw (cefalosporyny,
karbapenemy, B-laktamy) [4]. Stanowig jedna z najczgstszych przyczyn szpitalnych
zakazen krwi paleczkami Gram-ujemnymi, a takze zwigzany z tym wzrost oporno$ci na
leki przeciwdrobnoustrojowe [28]. E.cloacae wywotuje zapalenie ptuc, zakazenie drog

moczowych, zakazenia ran czy zapalenie opon mozgowych [4].
1.1.5. Citrobacter sp.

Pateczki Citrobacter sp. sg urzesione perytrychalnie i mogg wykorzystywaé
cytrynian jako jedyne zrodto wegla [1, 4]. Fermentujg laktoze, zas C.freundii wytwarza
siarkowodor, podobnie jak pateczki Salmonelli [4]. W celach diagnostycznych szczepy
Citrobacter sp. dajag pozytywny wynik w teScie indolowym oraz tescie Cczerwieni
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metylowej [1]. Rodzaj Citrobacter obejmuje 11 gatunkow [1], z ktorych C.freundii
oraz C.koseri sg powigzane z zakazeniami u ludzi [4]. Szczepy Citrobacter sp. najczesciej
izolowano z drog moczowych (czesto u pacjentow z cewnikiem w pecherzu moczowym)
oraz z drég oddechowych [4]. Sg patogenami oportunistycznymi, szczegdlnie
niebezpiecznymi dla pacjentow w neutropenii [29]. C.koseri wiazano z przypadkami
noworodkowego zapalenia opon mézgowych i ropnia mozgu, natomiast C.freundii z
zapaleniem zotgdka i jelit oraz sepsa [29]. Jak wcze$niej wspomniano, SzCzepy
Citrobacter sp. sg przyczyna zapalenia ptuc, zapalenia wsierdzia czy zakazenia tkanek
miekkich [4, 30]. Zabiegi operacyjne przyczyniaja si¢ do wystapienia bakteriemii
spowodowanej Citrobacter sp. [31].

1.1.6. Salmonella enteritidis

To oksydazo-ujemna, nie fermentujaca laktozy, wytwarzajaca siarkowodor
pateczka [10]. Jest ruchliwa, urz¢siona perytrychalnie [1]. Pateczki Salmonelli zakazaja
tylko ludzi [2], a do zakazenia dochodzi poprzez spozycie skazonej zywnosci lub wody,
kontakt z osoba zakazong lub droga fekalno-pokarmowa [1, 2]. Pateczki Salmonelli
posiadaja mechanizmy pozwalajace im przetrwa¢ w kwasnym S$rodowisku zoladka.
Atakuja komorki jelitowe poprzez endocytoze i namnazanie si¢ W wyspecjalizowanych
wakuolach.

Istnieja dwa Kkliniczne objawy salmonellozy: zapalenie zotadka i jelit oraz dur
brzuszny [2]. Dur brzuszny to ogodlnoustrojowe zakazenie charakteryzujace si¢
skolonizowaniem przez bakterie watroby, §ledziony, szpiku kostnego z objawami
obejmujacymi m.in. gorgczke, bole glowy, bole migsni, krétkie napady nudnosci czy
biegunki [2]. W mechanizmie chorobotworczosci S.enteritidis biorg udziat tzw. wyspy
patogenicznosci (ang. pathogenicity islands) [10]. System SP1 koduje mechanizm
ulatwiajacy endocytoze bialek bakteryjnych do komorek jelitowych, natomiast system
SP2 reaguje na odpowiedz gospodarza. Ponadto Salmonella sp. syntezuje szereg roznych
adhezyn (fimbrie typu I, fimbrie Std, fimbrie Pef) pomagajacych w przyleganiu do
komorek jelitowych gospodarza [2]. Caly proces reakcji zapalnej organizmu polega na
syntezie wielu czynnikoéw zapalnych, a tym samym zmian w sekrecji ptynow

I elektrolitow prowadzacych do zapalenia zotadka, zapalenia okreznicy i biegunki [10].
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1.2. Rodzina Yersiniaceae

1.2.1. Serratia marcescens

Pateczki Serratia marcescens rosng na podtozach bez dodatkowych czynnikow
wzrostu [1]. Fermentuja laktoze, rzadko sa ruchliwe oraz wytwarzaja
zewnatrzkomorkowa DNaze niszczaca material genetyczny komoérek gospodarza [4].
S.marcescens wystepuje w $rodowisku nieozywionym, rzadko mozna ja wyizolowaé
z ludzkiej flory [4]. Syntezuje czerwony pigment nazywany prodigiozynag [1].

Szczepy S.marcescens powoduja wiele réznych zakazen szpitalnych [4].
Ze wzgledu na wysoka odporno$¢ bakterii na trudne warunki, komorki bakteryjne
przezywaja w srodkach dezynfekujacych [4]. Stwierdzono, ze zakazenia S.marcescens
majg szczegodlny zwigzek z osobami dozylnie stosujacymi narkotyki [4]. W USA
S.marcescens powoduje okoto 10% wszystkich bakteriemii na oddziatach intensywnej
terapii [10]. Ponadto najczeStszymi miejscami zakazenia Sg drogi oddechowe, drogi
moczowe, rany a takze zapalenia stawow, kosci, opon mozgowych czy gatki ocznej [4].
Izolaty S.marcescens wykazuja opornos¢ na wiele srodkéw drobnoustrojowych, w tym

ampicyling, cefalosporyne i karbapenemy [4].

1.3. Rodzina Morganellaceae

1.3.1. Morganella morganii

Pateczki Morganella morganii nie fermentujg laktozy, sa ruchliwe [4].
Wytwarzaja ureaze, hemolizyne, maja zdolnosci hemaglutynujace [32]. Toleruja 7,5%
stezenie NaCl oraz pH w granicy 4,6-9,2 [1]. Szczepy M.morganii sa rzadkim izolatem
pacjentéw hospitalizowanych, zwykle hodowanym z moczu lub ran [4, 33, 34]. Pateczki
M.morganii powoduja szereg choréb, zaréwno ludzkich (zakazenia watroby, nerek,
seps¢, zapalenie osierdzia, ropnie jajnikow), jak 1 zwierzecych (zapalenie ptuc
u krolikow) [1]. Najczestsze zakazenia kliniczne wywolywane przez M.morganii

obejmuja drogi moczowe, tkanki migkkie i drogi zotciowe [32].

1.3.2. Proteus mirabilis

Pateczki Proteus mirabilis fermentujg glukoze, produkujg siarkowodor, rosng
optymalnie w 37°C. Syntezuja takze ureaze, ktéra ma kluczowy wplyw na rozwdj
zakazenia drog moczowych poprzez alkalizacje moczu [4, 35]. Charakteryzuja si¢ duza
ruchliwos$cia [1]. P.mirabilis jest gtéwnie komensalem przewodu pokarmowego ludzi

I zwierzat, ale znajduje si¢ takze w wodzie, $ciekach i glebie [35].
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Wsrod czynnikow zjadliwosci P.mirabilis nalezy wymieni¢ fimbrie i rzgski
biorgce udziat w patogenezie zakazen uktadu drég moczowych, z ktérych najwazniejsze
sg fimbrie MR/P (ang. mannose-resistant Proteus-like fimbriae) uczestniczace w adhezji
do $cian pecherza moczowego i nerek oraz inwazji do goérnego odcinka uktadu
moczowego [4, 36]. Ponadto systemy wychwytu metali niezbednych dla wzrostu komorki
czy biatkowe toksyny zapewniajace opornos¢, dostep do sktadnikow odzywczych i
utatwiajgce kolonizacj¢ powierzchni [35].

P.mirabilis jest patogenem szczegoélnie znaczgcym w epidemiologii zakazen
szpitalnych, zdolnym do wywolywania réznych =zakazen, jednak najczgstszym
zakazeniem jest zakazenie drég moczowych, zwlaszcza u pacjentow dhugotrwale
cewnikowanych lub z nieprawidtowosciami uktadu moczowego [4, 35]. Zakazenia drog
moczowych wywotane przez P.mirabilis sg bardziej dotkliwe niz zakazenia
spowodowane przez E.coli i czgsto prowadzg do odmiedniczkowego zapalenia nerek,
tworzenia si¢ kamieni nerkowych czy trwatego uszkodzenia nerek, co prowadzi do sepsy
[4, 35]. Czgsto P.mirabilis powoduje rowniez noworodkowe zapalenie opon médzgowo-
rdzeniowych, ropniaki, zapalenie ko$ci i szpiku czy zapalenie wsierdzia [34, 37].

Wigkszos¢ szczepdw P.mirabilis jest wrazliwa na stosowane antybiotyki [34].
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2. ZAKAZENIA KRWI U DOROSLYCH

Zakazenia zwigzane z opieka zdrowotng (ang. healthcare associated infections,
HCAIs) to =zakazenia zwigzane z udzielaniem $wiadczen medycznych, a wigc
diagnostyka, leczeniem czy rehabilitacja w szpitalu, innym zaktadzie opieki zdrowotne;j
badz w zwiazku z leczeniem ambulatoryjnym — np. dializoterapia, ktore pojawiaja si¢
po 48 godzinach lub pézniej po przyjeciu do szpitala lub w ciggu 30 dni po zakonczeniu
leczenia a nawet dtuzej, gdyz po zabiegach operacyjnych z zastosowaniem implantow,
zakazenia miejsca operowanego rozpoznaje si¢ nawet do 90 dni [38]. CDC (ang. Centers
for Disease Control and Prevention) definiuje zakazenia nabyte w szpitalu (ang. hospital-
acquired infections, HAIs) jako stan ogdlnoustrojowy bedacy reakcjg na czynnik zakazny
lub toksyny patogenu [39]. HAI jest spowodowane czynnikami zakaznymi pochodzenia
endogennego, tj. sktadnikami mikrobioty skory, blon §luzowych, przewodu
pokarmowego lub egzogennego [39]. Wedlug ECDC (ang European Centre for Disease
Prevention and Control) kazdego roku przybywa okoto 4 miliony chorych z HAI [40],
natomiast zakazenia krwi stanowig okoto 11% wszystkich zakazen szpitalnych [41]. W
Polsce w badaniu punktowym PPS odsetek ten jest wyzszy i wynosi 18% [42]. Inwazja
patogenéw do krwioobiegu, czyli zakazenie krwi (ang. bloodstream infection, BSI),
charakteryzuje si¢ wysoka zachorowalno$cig oraz Smiertelno$cia [43], a poza zapaleniem
pluc zakazeniami miejsca chirurgicznego (ang. surgical site infections, SSIs) oraz
zakazeniami drég moczowych (ang. urinary tract infections, UTISs) i stanowi jedno z
najczesciej wystepujacych HAIs [38]. Zakazenie krwi okresla si¢ jako stan potencjalnie
zagrazajacy zyciu, ze $miertelnoscig na poziomie 30-40% na oddziatach intensywne;j
terapii [43, 44]. Jak podaje INICC (ang. International Nosocomial Infection Control
Consortium), $miertelno$¢ pacjentow z HAIs na oddziatach intensywnej opieki
medycznej wyniosta 38,1%, w poroéwnaniu do 14,4% $miertelnosci pacjentow z brakiem
HAI na tych samych oddziatach [45]. Ponadto zakazenia krwi wydluzajg czas
hospitalizacji chorego oraz zwigkszaja koszty opieki zdrowotnej [45]; czas hospitalizacji
pacjentow z BSI zwigksza si¢ z 7 do 21 dni [46]. W Polsce $rednia dlugos¢ pobytu
pacjentow na oddziatach intensywnej terapii wyniosta 29,6-33,7 dni [47].

Wedtug Friedman i wsp. oraz Vallés i wsp. dla mikrobiologicznego potwierdzenia
rozpoznania zakazenia krwi zwigzanego z opieka zdrowotna (ang. healthcare associated
BSI) nalezy uzyska¢ dodatni posiew krwi, a takze nalezy spetni¢ jeden z nastepujacych

kryteriow:

19



o pacjent otrzymywat terapi¢ dozylng w domu, podlegat terapii leczenia ran, otrzymat
dozylng terapie medyczng lub zywienie dojelitowe na 30 dni przed zakazeniem,;

o pacjent byt poddawany hemodializie lub otrzymat dozylng chemoterapi¢ na 30 dni
przed zakazeniem,;

o pacjent byt hospitalizowany na oddziale intensywnej terapii przez 48 godzin
lub wigcej na 90 dni przed zakazeniem;

o pacjent mieszkal w domu opieki lub w osrodku opieki dlugoterminowej na 30 dni

przed zakazeniem [48, 49, 50].

Liczba probek krwi pobranych od pacjenta dorostego powinna wynosi¢ od dwéch do
czterech oraz by¢ pobrana z osobnych naktu¢ zylnych, unikajgc pobrania przez cewnik,
w celu zmniejszenia ryzyka popehienia btedu diagnostycznego [39].

Ze wzgledow klinicznych oraz epidemiologicznych zakazenie krwi dzieli si¢

na pierwotne (ang. primary BSI) i wtorne (ang. secondary BSI).
2.1. Pierwotne BSls

Posréd zakazen krwi HAI dominuje zakazenie krwioobiegu zwigzane

z centralnym cewnikiem zylnym, ktore nalezy do pierwotnych zakazen krwi [51].
Pierwotne zakazenie krwi to laboratoryjnie potwierdzona infekcja krwioobiegu
(ang. laboratory confirmed bloodstream infection, LCBSI) niezwigzana z innym
ogniskiem zapalnym [52]. Najcze¢sciej jako zrodto zakazenia identyfikuje sie¢ cewnik [52].
Zgodnie z definicja NHSN (ang. National Healthcare Security Network) dla rozpoznania
CLABSI cewnik powinien by¢ zalozony minimum 48 godzin przed obserwacja
pierwszych objawow zakazenia [52]. Niezaleznymi czynnikami ryzyka zakazenia krwi
jest przedtuzona hospitalizacja oraz neutropenia [41]. Do czynnikéw zwigkszajacych
ryzyko kolonizacji a nastgpnie ryzyko zakazenia Gram-ujemnymi lekoopornymi
pateczkami jest wcze$niejsza antybiotykoterapia, cewnik udowy oraz stan Kkrytyczny
pacjenta [53].

Wedlug CDC nastgpujace kryteria musza zosta¢ spelnione aby laboratoryjnie
potwierdzi¢ pierwotne zakazenie krwi:
o identyfikacja patogenu z jednej lub wigcej probek krwi od pacjenta w posiewie krwi

ALBO

o identyfikacja patogenu na poziomie gatunku lub rodzaju za pomoca testu

mikrobiologicznego, nie opartego na hodowli mikroorganizmow

ORAZ
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o zidentyfikowany patogen z krwi pacjenta nie moze by¢ zwigzany z zakazeniem

w innym miejscu,

o przy zakazeniu krwi pateczkami Enterobacterales moze wystgpi¢ mniej typowy

przebieg choroby z brakiem niektorych klinicznych objawdw zakazenia, takich jak

goraczka czy dreszcze [54].

2.1.1. Zakazenie krwi zwigzane z cewnikiem (ang. catheter related

bloodstream infection, CRBSI)

Zakazenie krwi zwigzane z cewnikiem centralnym (ang. central line-
associated bloodstream infection, CLABSI)

Najczestszym pierwotnym zakazeniem krwi jest CLABSI, dla ktorego punktem

wyjscia jest zatozony centralny dostgp naczyniowy. Cewniki centralne sg czgsto

stosowane u pacjentow w stanie krytycznym [55]. Centralny cewnik zylny (ang. central

venous catheter, CVC) umieszcza si¢ w gtdwnym naczyniu celem infuzji, pobrania krwi

lub monitorowania hemodynamicznego [52]. Miejscem wklucia CVC sg gtéwnie: aorta,

tetnica ptucna, zyly gtéwne dolne i gérne, zyly ramienno-glowowe, wewngtrzne zyty

szyjne, zyly podobojczykowe, zyty biodrowe oraz zyty udowe [52].

W razie podejrzenia rozpoznania CRBSI podejmuje si¢ nastepujace kroki:

O

O

o

w razie mozliwosci usuni¢cie cewnika;

wykonanie posiewu potilosciowego/ilosciowego z koncowki cewnika;

uzycie wybranych inhibitorow w hodowli, jesli cewnik pokryty byl materiatem
antybakteryjnym;

za wynik dodatni uwaza si¢ posiew potilosciowy 5 cm koncowki cewnika >15
CFU (ang. colony forming unit, CFU) w posiewie na podtoze state lub posiew
ilosciowy >102 CFU/ml w posiewie w bulionie; dodatni wynik pétilosciowego
posiewu z koncowki cewnika, przy braku wzrostu hodowli szczepoéw
bakteryjnych, uwaza si¢ nie CLABSI, ale infekcj¢ uktadu sercowo-naczyniowego
(ang. cardiovascular system infection-arterial or venous infection, CVS-VASC)
[39];

w razie wystgpowania objawdéw miejscowych w miejscu wktucia (np. wysigk
z miejsca wejscia cewnika) do badania mikrobiologicznego (metoda hodowli
1/lub preparatu) nalezy pobra¢ materiat ze zmiany, gidéwnie wymaz;

przy uzyciu cewnikoéw krotkoterminowych, np. tetniczych, zalecang metoda

analizy mikrobiologicznej jest technika roll plate;
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o przy uzyciu cewnikow dtugoterminowych wykonuje si¢ posiew poétilosciowy <15
CFU na podtoze state [51, 53, 56].

Jednymi z glownych drobnoustrojowych czynnikéw etiologicznych CLABSI sa
gronkowce koagulazoujemne oraz pateczki Gram-ujemne. Wedtug Lin oraz Haque i wsp.
pateczki Gram-ujemne stanowia 39,2% wszystkich izolatow, wedtug Atilla i wsp. 52%
oraz wedlug Bouza i wsp. 17% [38, 55, 57, 58]. Do praktyk prewencyjnych CLABSI,
majgcych zrodto zardéwno endogenne jak i egzogenne, nalezy dezynfekcja rak personelu
i skory pacjenta przed zatozeniem cewnika oraz dekontaminacja jamy ustnej [55, 60].
Wedlug metaanalizy Lin istotnym elementem prewencyjnym moze by¢ dekontaminacja
przewodu pokarmowego, chociaz ten aspekt jest uwazany w literaturze przedmiotu za
wymagajacy potwierdzenia w duzych badaniach randomizowanych [55, 59, 60]. Nadzor

i wlasciwa kontrola oraz maksymalna staranno$¢ wplyng na zmniejszenie liczby zakazen

[52].
2.2. Wtorne BSIs

W przypadku wtérnego zakazenia krwi ognisko infekcji znajduje si¢ w innej
lokalizacji, tj. bakteriemia wspotwystepuje z pierwotnag infekcja w innej czesci ciala
pacjenta [61, 62]. Przykladem wtornego zakazenia krwi sg wcze$niej wymienione
zakazenia drog moczowych lub miejsca operowanego z nastepujacg bakteriemig. Wedtug
NHSN wtorne zakazenie krwi musi spetni¢ jedno z dwdch nastgpujacych kryteriow, w
innym wypadku nazywane jest pierwotnym BSI:

o patogen zidentyfikowany ze specyficznego miejsca zakazenia speilnia wymagane
kryteria dla tego zakazenia, jak rowniez pasuje do patogenu zidentyfikowanego

Z probek krwi

ORAZ
o pobieranie probek krwi powinno nastapi¢ w okresie przypisania wtdérnego zakazenia
krwi tzw. czasu inkubacji choroby (ang. Infection Window Period, IWP) czyli 7 dni,

w trakcie ktorych musza zosta¢ spelnione wszystkie kryteria zakazenia wlasciwe

dla specyficznego miejsca, a takze wykonanie pierwszego pozytywnego testu

diagnostycznego wtasciwego dla danego zakazenia, 3 dni przed i 3 dni po. Poza IWP
musi wystgpi¢ 14-dniowy przedziat czasowy (ang. Repeat Infection Timeframe, RIT),

w trakcie ktorego nie sg zglaszane zadne nowe zakazenia tego typu

LUB
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o patogen zidentyfikowany z probki krwi pasuje do patogenu zidentyfikowanego
Z miejsca zakazenia, a ponadto probki krwi muszg zosta¢ zebrane w ciggu czasu

inkubacji choroby [61].

2.2.1. Zakazenia drog moczowych (ang. urinary tract infections, UTIs)

Objawowe zakazenie drég moczowych (ang. symptomatic urinary tract
infection, SUTI)

Zakazenia drog moczowych zwigzane z cewnikiem (ang. catheter-
associated urinary tract infections, CAUTIs)

Szacuje sig, ze zakazenia drég moczowych zwigzane z cewnikiem stanowia 80%
wszystkich zakazen drog moczowych nabytych w szpitalu [63], natomiast ponad 17%
przypadkéw szpitalnych zakazen krwi to zakazenia wtorne zwigzane z drogami
moczowymi [64]. CAUTI glownie powodowane sg przez Gram-ujemne pateczki,
szczegblnie uropatogenne szczepy E.coli [65, 66]. Do objawow klinicznych bakteriemii
zwigzanej z CAUTI, poza goraczka, dreszczami i niedoci$nieniem zalicza si¢ splatanie
i leukocytoze [64]. Chociaz wigkszo$¢ przypadkow (ponad 90%) bakteriurii przebiega
bezobjawowo [65] to nicleczona bakteriemia, ktora stanowi ciezkie nastepstwo

objawowego zakazenia drog moczowych, moze prowadzi¢ do $Smierci [63].

2.2.2. Zakazenia miejsca operowanego (ang. surgical site infections, SSIs)

Jedne z najczgstszych zdarzen niepozadanych wystgpujace u pacjentdéw
hospitalizowanych poddanych zabiegom chirurgicznym to SSls [45]. Najwigksze ryzyko
rozwoju SSIs niosg ze sobg operacje kardiochirurgiczne oraz jamy brzusznej [38]. U
okoto 25%-27% pacjentow z SSIS rozwija si¢ wtorne zakazenie krwi [57, 62].
Czynnikami, ktore przyczyniaja si¢ do wystgpienia SSIS, sg cukrzyca, palenie
papierosow, brak profilaktyki antybiotykowej badz niewtasciwie prowadzone dziatania

okotooperacyjne, weczesniejsze operacje oraz dtugi czas operacji (>3 godzin) [67, 68].
2.3. Wtérne BSI inne iz wymienione

o Zakazenie dolnych drog oddechowych (ang. lower respiratory tract infection,
LRI), zdarzenie niepozadane zwigzane z uzyciem respiratora (ang. ventilator-
associated event, VAE);

o Zakazenie w obrebie jamy brzusznej (ang. intraabdominal infection, 1AB),
zakazenie przewodu pokarmowego (ang. gastrointestinal tract infection,
GIT);

o Zakazenie skory i tkanek miekkich (ang. skin and soft tissue infection, SST);
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o Inne m.in. zakazenie kosSci i stawoéw (ang. bone and joint infection, BJ),

zakazenie uktadu rozrodczego (ang. reproductive tract infection, REPR).

2.3.1. Mechaniczne urzadzenia wspomagajace krazenie (ang. mechanical

circulatory support devices, MCSDs)

MCSDs to zwickszajace ryzyko zakazenia krwioobiegu urzadzenia umieszczane
w zylach lub tetnicach w celu utrzymania funkcji serca u pacjentow z cigzka
niewydolnoscig [45]. Wigkszo$¢ zakazen spowodowana jest zakazeniem przezskornym
lub zlokalizowana jest na powierzchni zewnetrznej urzadzenia tzw. pocket infections [69,
70] i ma zwigzek z zakazeniem krwi [71]. Badania wykazaly, ze stan pacjenta,
szczegoOlnie przebieg choroby oraz choroby wspoétistniejace w trakcie implantacji
urzadzenia, mialy wplyw na ryzyko zakazen [69, 71, 72] oraz $miertelnos¢ [73].
Skutkiem zakazen zwigzanych z MCSDs jest wysoka $miertelnos$¢ oraz zwigkszone
ryzyko udaru mozgu [69]. Wszczepienie mniejszych pomp krwi zmniejsza powierzchnig
kolonizacyjng dla bakterii, tym samym zmniejszajac prawdopodobienstwo zakazenia
[69]. Podobnie jak w przypadku zakazen miejsca operowanego brak profilaktyki

antybiotykowej zwigksza ryzyko zakazen zwigzanych z MCSDs [71, 72].

2.4. Profilaktyka zakazen krwi

Do strategii zapobiegania zakazeniom krwi oraz zmniejszenia narazenia na HAI
nalezy wlasciwa higiena rak, stosowanie $rodkow antyseptycznych z chlorheksydyna
oraz uzycie cewnikow naczyniowych z powtoka antybakteryjng, np. chlorheksydynowa
lub sulfatiazolowag [45, 52]. CDC =zaleca takze stosowanie cewnikow
z politetrafluoroetylenu lub poliuretanu jako materialy bezpieczne [52]. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) opracowata wytyczne
dotyczace higieny rak [74, 75], gdyz jak pokazuja badania niewlasciwe stosowanie
rekawiczek nie spelnia zasad higieny rak [74, 76], a szczepy Escherichia coli
oraz Klebsiella spp. wykazujg 50% przezycie odpowiednio po 6 minutach (epidemiczne)

lub 2 minutach (nieepidemiczne) na powierzchni skory [74].
2.5. Sepsa kliniczna

W epidemiologii szpitalnej rozr6zniono kliniczng sepse i laboratoryjnie potwierdzone
zakazenie krwi. Hugonnet 1 wsp. okreslaja sepse¢ kliniczng jako jednostke
nieudokumentowang mikrobiologicznie z okreslong ilo$cig informacji o znaczeniu

klinicznym [77]. Klinicznie sepsa jest definiowana jako zagrazajaca zyciu dysfunkcja
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organéw powodowana przez rozregulowang odpowiedz gospodarza na infekcje [78, 79].
W 1991 roku formalnie zdefiniowano sepsg i stwierdzono, Ze co najmniej dwa z czterech
ogoélnoustrojowych syndroméw odpowiedzi zapalnej (ang. systemic inflammatory
response syndrome, SIRS) muszg wystgpi¢ rOwnoczesnie:

o temperatura >38°C lub <36°C;

o tetno >90 uderzen/minute;

o czestos¢ oddechu >20 oddechow/minute lub PaCO2 <32 mmHg;

o liczba biatych krwinek <4000 komérek/mm? lub >12000 komérek/mm? [80, 81].

Do innych klinicznych objawow sepsy zalicza si¢ dreszcze, trudnosci w oddychaniu,
bol miegsni, sinicg skory, skagpomocz oraz niedocis$nienie [77, 79]. Poza wymienionymi
objawami nastgpujace warunki musza zostaé spetnione w diagnostyce klinicznej sepsy:

o z krwi nie wyizolowano zadnego mikroorganizmu, brak identyfikacji patogenu;

o brak widocznych objawow infekcji w innej lokalizacji;

o terapia antybiotykowa przy podejrzeniu sepsy [77].
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3. LEKOOPORNOSC DROBNOUSTROJOW

Jednym z kluczowych problemdéw we wspotczesnej antybiotykoterapii jest opornosé
bakterii na $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Istnieje roznica miedzy trwatoscig
(ang. persistance) a opornoscig (ang. resistance) komoérek bakteryjnych. Komorki
bakteryjne przetrwate (ang. persister cells) moga unikngé¢ dziatania antybiotyku bedac w
uspieniu czyli metabolicznej inaktywacji [82]. Jak pisze Wood i wsp., komorki przetrwate
sg wysoko tolerancyjne na antybiotyki oraz sg przyczyna ostrych i przewlektych chorob
zakaznych [82, 83]. Gléwna przyczyng powstawania komodrek przetrwalych jest
prawdopodobnie powstawanie czasteczek tetrafosforanu guanozyny (ppGpp), bedacych
odpowiedzig komorek na stres i powodujaca powstanie systemu toksyna-antytoksyna,
odpowiedzialnego za ochrong¢ komorki przed antybiotykiem [82, 84]. Badania Amato i
wsp. wykazaly, ze przeksztatcenia zrodta wegla oraz ilos¢ ppGpp maja znaczenie w
przypadku tworzenia si¢ komorek przetrwatych u E.coli [84]. Wiadomo, Ze mutacje genu
hip u szczepéw E.coli zwickszajag ilos¢ komorek przetrwatych w danej populacji oraz
powoduja wzrost tolerancji na pewne antybiotyki [85].

Opornos¢ wsréd komorek bakteryjnych, bedacych w fazie wzrostu i w pehni
metabolizujacych, mozna podzieli¢ na naturalng oraz nabyta.

Gléwnymi mechanizmami opornosci drobnoustrojow sa:

o zaburzenie przepuszczalno$ci btony komorkowej (ograniczajgce pobieranie
leku),

o modyfikacja miejsca docelowego leku,

o inaktywacja leku,

o aktywny wyptyw leku (ang. efflux pumps) [86].

Bakterie Gram-ujemne wykorzystujg wszystkie cztery mechanizmy opornos$ci.
3.1. Opornos$¢ naturalna

Oporno$¢ naturalna wewnetrzna dzieli si¢ na konstytutywna i indukcyjng. Wedtug
badaczy opornos¢ wewnetrzng posiadajg  wszystkie rodzaje bakterii, za$ jej
mechanizmami sg ograniczenie wychwytu, inaktywacja leku oraz aktywne usunigcie leku
z komorki (ang. efflux pumps) [86, 87]. W mechanizmie zmienione]j przepuszczalnosci
bton biorg udzial m.in. poryny — bialka tworzace kanaly dyfuzyjne, odpowiadajace za
transport sktadnikow odzywczych oraz antybiotykow do wnetrza komorki bakteryjnej

[87]. Dyfuzja substancji odzywczej i antybiotyku zalezy od budowy chemicznej danej
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poryny [88, 89], z kolei mutacje, typu utrata lub zwezenie kanatu porynowego, prowadza
do ograniczenia przyjmowania leku przez komorkg bakteryjna [88]. Mechanizm ten jest
takze obecny u E.coli jako fosfoporyna [87]. Poryny odpowiadajg nie tylko za opornosc¢
bakterii, ale takze przyczyniajg si¢ do jej zjadliwosci [90].

Efflux pumps naleza do chromosomalnie kodowanych mechanizméw opornosci
na antybiotyki. Za prace pomp wyptywowych odpowiedzialne sa geny kodowane
chromosomalnie, ktérych  ekspresja czesto jest ~warunkowana bodzcami
srodowiskowymi. Zapewniajg bakteriom oporno$¢ na toksyny, w tym na wiele grup
srodkow przeciwdrobnoustrojowych — u E.coli m.in. na fluorochinolony czy j-laktamy
[91]. U bakterii Gram-ujemnych najczesciej spotykane sa pompy wiclolekowe typu RND
(ang. resistance nodulation cell division) uczestniczace takze w wyptywie z komorki
metali cigzkich czy detergentow [89]. Poryny oraz pompy wyplywowe sg wspomagane

dodatkowymi elementami kodowanymi chromosomalnie [92, 93].
3.2. Opornos$¢ nabyta

Istniejg dwa zrodta nabycia przez bakterie opornosci na antybiotyki: mutacja
albo horyzontalny transfer genow [94, 95]. Czgsta przyczyna wewnetrznych
chromosomalnych mutacji u bakterii sg stresory, takie jak promieniowanie UV czy $rodki
chemiczne [86]. Rowniez same antybiotyki maja dziatanie mutagenne na bakterie —
odnotowano odpowiedz szczepow E.coli na stres w wyniku traktowania fluorochinolami,
B-laktamami oraz trimetoprimem [94, 96]. Jednak badanie Reygaert wykazato, ze
wytworzenie opornosci u bakterii odbywa si¢ kosztem tempa podzialu komorek
bakteryjnych — nie sa one w stanie dzieli¢ si¢ tak szybko jak przedtem [97].

Mutacje dotyczg réznych typow mechanizmow: genow kodujacych miejsca docelowe
antybiotyku, genéw kodujacych transportery antybiotykow oraz gendéw kodujgcych
regulatory ekspresji transporterow — enzymy modyfikujace antybiotyk [95]. Wérod
mechanizmoéw mutacji mozna wymienic:

- modyfikacj¢ celu: oporno$¢ na fluorochinolony poprzez mutacje bakteryjnej
topoizomerazy;

- enzymatyczng modyfikacje celu: oporno$¢ na wankomycyn¢ wystepuje
w przypadku reorganizacji Sciany komorkowe;;

- tworzenie enzymow, ktore inaktywujg antybiotyk [95].

Najczestsza droga przekazywania gendOw opornosci miedzy bakteriami odbywa si¢ za

posrednictwem plazmidu (poprzez poziomy transfer genéw, rzadko przez bakteriofagi);
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bakterie moga takze mutowa¢ wilasny chromosomalny DNA [86]. U E.coli, pod
wplywem dziatania aminoglikozyddéw, odnotowano mutacje bialek rybosomalnych lub
RNA [86]. Podobny mechanizm jest takze w momencie dziatania fluorochinolonéw.
Zachodzace mutacje w genach enzymow topoizomerazy i gyrazy DNA, mutacje w
biatkach docelowych, zwigkszona produkcja efflux pumps prowadza do opornosci
bakterii na t¢ grupe antybiotykow [98]. W badaniach Vedantam i wsp. oraz Huovinen i
wsp. scharakteryzowano szczepy E.coli z wieloma mutacjami plazmidowymi oraz
chromosomalnymi prowadzace do zakidcenia szlakéw metabolicznych i uniemozliwienia

wigzania sulfonamidéw i trimetoprimu [99, 100].

3.2.1. p-laktamazy o rozszerzonym spektrum dzialania (ang. extended-

spectrum f-lactamases, ESBLS)

Tworzenie B-laktamaz jest mechanizmem oporno$ci nalezagcym zaroéwno
do mechanizmu modyfikacji miejsca docelowego leku, jak i mechanizmu inaktywacji
leku. Usuwanie antybiotyku B-laktamowego wsréd komoérek bakteryjnych odbywa sie
poprzez: obecnos¢ biatek wiazacych penicyliny (ang. penicillin-binding proteins, PBPs)
w $cianach komorkowych, efflux pumps oraz tworzenie B-laktamaz. Zmiana struktury
PBPs zmniejszy lub catkowicie uniemozliwi wigzanie leku [86]. Najczesciej obecnym
mechanizmem opornosci u bakterii Gram-ujemnych jest hydroliza antybiotykéw B-
laktamowych poprzez wytworzenie szerokiego spektrum p-laktamaz [101]. Hydroliza 3-
laktamow enzymami odbywa si¢ poprzez rozpad pierscienia 3-laktamowego obecnego w
antybiotyku [86].

Wedlug badaczy oporno$¢ na antybiotyki p-laktamowe u Enterobacteriaceae
obejmuje AmpC B-laktamazy, B-laktamazy o rozszerzonym spektrum (ESBLS) oraz
karbapenemazy (KPC czyli karbapenemazy Klebsiella pneumoniae, inne karbapenemazy
produkowane przez pateczki Enterobacteriaceae produkujace karbapenemazy CPE,
metalo-p-laktamazy MBLs oraz oksacylinazy typ OXA) [102, 103]:

o AmpC B-laktamazy nadajg oporno$¢ na cefalosporyny i monobaktamy, kodowane
chromosomalnie; u E.coli i Klebsiella rowniez kodowane plazmidowo [104];

o ESBL nadajg oporno$¢ na penicyliny, cefalosporyny oraz monobaktamy, najczgsciej
spotykane typy ESBL to TEM, SHV oraz CTX-M, najczesciej wystepuja wsrod
szczepow E.coli oraz K.pneumoniae;

o KPC, czyli karbapenemazy produkowane przez K.pneumoniae, nadajg opornosé

na penicyliny, karbapenemy, cefalosporyny oraz monobaktamy; hamowane sg przez
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inhibitory B-laktamaz, takie jak, kwas klawulanowy i tazobaktam; pateczki

produkujace karbapenemazy tego typu sa szeroko rozpowszechnione wérod pateczek

Enterobacteriaceae. W takiej sytuacji stosuje si¢ raczej okreSlenie pateczki

Enterobacteriaceae produkujgce karbapenemazy (ang. carbapenemase-producing

Enterobacteriaceae, CPE);

o Inne karbapenemazy serynowe klasy A, ktore obejmuja, poza wyzej wymieniong
grupa KPC, grupy enzyméw: NMC/IMI (wykryte w izolatach E.cloacae), SME
(wyizolowany ze szczepdéw S.marcescens) oraz GES; hydrolizuja szerokie spektrum
antybiotykow B-laktamowych, w tym karbapenemy, cefalosporyny i penicyliny; ich
aktywnosc¢ jest hamowana przez kwas klawulanowy i tazobaktam [105].

Obecnos¢ gendw plazmidowych, takich jak geny B-laktamazy, wskazuje, ze szczep
jest wielolekoopornym patogenem (ang. multi-drug resistance, MDR) [90].
Prawdopodobnie najbardziej znanym i najbardziej rozpowszechnionym szczepem ESBL
jest patogen E.coli ST131 (025:H4) [90]. E.coli typu ST131 jest ogdlno$wiatowym,
pandemicznym klonem zidentyfikowanym po raz pierwszy w 2008 roku [106]. Niesie
wiele genéw z rodziny B-laktamow, gltéwnie CTX-M, rzadziej TEM iSHV oraz
powoduje szeroki zakres infekcji [106].

Wedlug Bush i Jacoby enzymy [-laktamowe o0 rozszerzonym spektrum
substratowym klasyfikuje si¢ na podstawie ich budowy molekularnej lub cech
funkcjonalnych [101]. ESBL dzieli si¢ na cztery klasy: A, B, C i D, z ktorych klasy A, C
i D wykorzystujg seryn¢ do hydrolizy substratu, natomiast klasa B to metaloenzymy,
wykorzystujace do hydrolizy jony cynku [101]. Zaktualizowana klasyfikacja obejmuje
nastgpujace grupy [101]:

o cefalosporynazy — kodowane na wielu chromosomach bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, odpowiadajace m.in. za oporno$¢ na cefalosporyny o szerokim
spektrum dziatania [107]. Induktorami produkcji enzymu AmpC sg gltownie
penicyliny i kwas klawulanowy [101, 107], nalezy do nich podgrupa B-laktamaz
AmpC o rozszerzonym spektrum dziatania [108];

o P-laktamazy serynowe — najwigksza grupa enzymoéw obejmuje kilka podgrup,
do ktorych mozna zaliczy¢ podgrupy:

- 2b—obejmujg enzymy TEM i SHV, fatwo hydrolizujg penicyliny, blokowane

przez kwas klawulanowy i tazobaktam,

- 2be — oprécz TEM i SHV obejmuje enzymy CTX-M, wrazliwe na kwas

klawulanowy i tazobaktam, aktywne wobec penicylin i cefalosporyn,
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- 2d — druga co do wielkosci rodzina [3-laktamaz, obejmuje enzymy nazywane
enzymami OXA z powodu zdolnosci do hydrolizowania oksacyliny; wiele
enzymow tej podgrupy jest hamowanych przez chlorek sodu,

- 2df — podgrupa hydrolizujgca karbapenemy; nabyta opornos¢ na fB-laktamy
stwierdzono u Enterobacteriaceae, oporne na kwas klawulanowy,

- 2f — karbapenemazy serynowe, zwigzane z wielolekoopornymi zakazeniami
bakteriami Gram-ujemnymi [101, 109, 110]. Do tej podgrupy naleza
karbapenemazy Klebsiella pneumoniae, oporne na wszystkie B-laktamy,
inaktywowane przez inhibitory p-laktamaz [86],

o metalo-p-laktamazy (ang. metallo-S-lactamases, MBLsS) — nie sg blokowane
przez kwas klawulanowy lub tazobaktam [101], ale przez zwiazki chelatujace jony
metali, takie jak EDTA [111], metaloenzymy sklasyfikowano na podstawie struktury
albo funkcji [111, 112], ich aktywno$¢ obejmuje hydroliz¢ penicylin, cefalosporyn
oraz karbapeneméw [101]. Do metaloenzymoéw nalezy grupa szczepodw
Enterobacteriaceae hydrolizujacych wszystkie p-laktamy, w tym karbapenemy (ang.
Carbapenem-Resistant Enterobacteriacae, CRE) okreslana jako CRE; wsrod
szczepow CRE najczesciej rozpowszechnionymi genami sa IMP oraz VIM,
przyktadem jest typ NDM (ang. New Delhi MBL), identyfikowany glownie w
szczepach E.coli [113].
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4. IDENTYFIKACJA GATUNKOWA METODA MALDI-TOF MS

Jedng z nowoczesniejszych metod identyfikacji gatunkowej mikroorganizméw jest
metoda MALDI-TOF MS (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry). Po raz pierwszy zastosowana w odniesieniu do komorek
bakteryjnych w 1975 roku, przez lata udoskonalana, pozwala na charakterystyke
rodzajow i gatunkow bakterii dzigki specyficznym i powtarzalnym widmom [114].
Zasade dziatania MALDI-TOF MS przedstawiono na Ryc. 1. Probka mikroorganizmow
(analit) umieszczona jest na plytce i pokryta roztworem (matrix), ktory krystalizuje
I powoduje ich rozpad [115]. Nastepnie probka jest jonizowana krotkimi impulsami
lasera azotowego, tworzacymi chmurg zjonizowanych czasteczek [116]. Czas przelotu
jondw w prézni przyspieszanych przez pole elektrostatyczne, czyli czas dotarcia
do detektora, zalezy od masy i tadunku i — co najwazniejsze, jest unikalny dla kazdego
organizmu. Widma biatek poréwnywane sg ze stale aktualizowang biblioteka widm
i na tej podstawie drobnoustrdj jest identyfikowany do poziomu gatunku. ldentyfikacja
badanych mikroorganizmow odbywa si¢ automatycznie za pomocg poréwnania profilu
widma z bazg danych i w zaleznosci od stopnia podobienstwa widma uzyskanego
I referencyjnego, drobnoustrdj jest identyfikowany do poziomu rodzaju i gatunku, stopien
podobienstwa opisuje si¢ jako wskaznik identyfikacji. Wedtug Dingle i wsp. MALDI-
TOF MS jest wysoce powtarzalna i dokladna w poréwnaniu z metodami
konwencjonalnymi [114]. Istotne znaczenie ma tez czas potrzebny do identyfikacji
patogenu, ktory ogranicza stosowanie terapii empirycznej i pozwala szybciej wprowadzic¢

u pacjenta terapi¢ celowang [115].
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Rycina 1. Przebieg procedury identyfikacji drobnoustrojow metodg MALDI-TOF MS. Probke
umieszcza si¢ na metalowej ptytce i pokrywa matrixem. Nastgpnie probka jonizuje dzigki dziataniu lasera,
a molekuty przyspieszajg w polu elektrostatycznym. Jony sg rozdzielane zgodnie z ich czasem przelotu,

poddawane dziataniu pr6zni, az docierajg do detektora, ktory rejestruje kazdy sygnat [117].

MALDI plate

Colony

15

Ionization Acceleration Time of Flight Spectrum

TOF
Detector

Duza zaleta opisywanej metody jest mozliwo$¢é szybkiej analizy wybranych
mechanizmow opornosci patogenow, niestety tylko nielicznych. Ukierunkowanie
leczenia minimalizuje dziatania niepozadane, poprawia skuteczno$¢ terapeutyczna
oraz zmniejsza ryzyko rozwoju opornosci [118]. W przypadku bakterii Gram-ujemnych
wyniki testow na lekooporno$¢ metoda MALDI-TOF MS pokrywaly si¢ z wynikami
metod konwencjonalnych [114].

Jedna z wad metody MALDI-TOF MS jest brak mozliwosci rozréznienia
niektorych blisko spokrewnionych organizméw, jak w przypadku bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae — Shigella sp. moze by¢ biednie identyfikowana jako E.coli.
Minusem jest takze warunek czystej i dobrze wyizolowanej kultury bakterii, co sprawia,
ze czasami konieczne jest kilkukrotne przesianie uzyskanej hodowli az do uzyskania
pozadanej czystej, jednorodnej kolonii oraz braki w walidacji i nieskompletowane
referencyjne bazy danych [114].

Niestety, mimo rozwoju medycyny, w dalszym ciggu wyzwaniem pozostaje
identyfikacja patogenow z probek krwi pacjentow z bakteriemig. Metody molekularne
oparte na technice PCR (ang. polymerase chain reaction) czy fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ ( ang. Fluorescent In Situ Hybridization, FISH) moga pomodc

przyspieszy¢ procedur¢ diagnostyczng oraz zwigkszy¢ czuto$¢ wykrywania bakterii
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we krwi, ale z jednej strony nie sa szeroko rozpowszechniong rutynowsg metoda
diagnostyczna w polskich szpitalach, a z drugiej nie daja mozliwosci pelnej analizy
lekowrazliwosci [119]. W sytuacji realizacji diagnostyki w oparciu 0 metody hodowlane
postepowanie diagnostyczne nalezy rozpocza¢ od:

1. przygotowania preparatu bezposrednio z proby krwi, preparat ogladany
pod mikroskopem daje mozliwos¢ uwidocznienia komodrek bakterii i ich
wygladu, uktadu komorek wzgledem siebie, a zabarwienie roznicujace dzieli
na bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne — przy masywnej bakteriemii
identyfikacja moze da¢ wynik pozytywny juz w kilka godzin po pobraniu krwi
od pacjenta, co ulawia szybkie wdrozenie terapii empirycznej;

2. hodowli drobnoustrojow na podtozu statym.

Diagnostyka powinna objaé oba powyzsze etapy. Tylko pozytywny wynik
hodowli umozliwi identyfikacje drobnoustroju do gatunku, z wykorzystaniem,
np. opisanej techniki MALDI-TOF MS oraz oceng jego lekowrazliwosci. Uzyskanie
hodowli drobnoustroju otwiera rowniez droge do pelnej, kompleksowej oceny jego

wrazliwo$ci na antybiotyki i chemioterapeutyki.

Z uwagi na duze znaczenie aktualnych lokalnych odniesien na temat
lekowrazliwosci drobnoustrojowej dla wdrazania racjonalnych lokalnych zalecen
dotyczacych empirycznej terapii zakazen i niewielkiej liczby tego typu publikacji
dotyczacych pacjentow szpitali Polski potudniowej, zdecydowano o opublikowaniu
czesci wynikow dotyczacych tego elementu badan [120]. Dodatkowo wyniki cze$ciowo
byly publikowane jako doniesienia na migdzynarodowych konferencjach naukowych

[121, 122].
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5. CEL PRACY

Glownym celem pracy byta analiza epidemiologiczna i mikrobiologiczna zakazen

krwi (BSI) wywotanych przez pateczki rzgdu Enterobacterales u hospitalizowanych os6b

dorostych, w latach 2015-2018, na terenie Polski potudniowej (wojewodztwo $lgskie oraz

matopolskie). W analizie uwzgledniono typ opieki nad pacjentem uzalezniony od miejsca

hospitalizacji i typu oddziatu, wiek oraz ple¢ pacjentéw. Celem przeprowadzonych analiz

byto okreslenie cech fenotypowych i molekularnych badanych izolatow, ze szczegdlnym

uwzglednieniem czynnikow zjadliwo$ci oraz opornosci na wybrane antybiotyki.

Cele szczegotowe:

o

Ocena prewalencji szczepdw rzgdu Enterobacterales powodujgcych szpitalne
zakazenia krwi u hospitalizowanych os6b dorostych w zaleznosci od typu
populacji i sprawowanej opieki nad pacjentem: oddziat intensywne;j terapii,
zabiegowy, internistyczny.

Oznaczenie wybranych genow kodujacych czynniki wirulencji wsrod
szczepow E.coli ESBL+ i K.pneumoniae ESBL+ w celu okreslenia, ktore z
nich biora udziat w patogenezie zakazen krwi.

Ocena lekoopornosci szczepdw przy zastosowaniu metod fenotypowych
w celu okreslenia sytuacji epidemiologicznej w szpitalach potudniowe;
Polski.

Oznaczenie genow kodujacych oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe.
Ocena podobienstwa genetycznego migdzy szczepami K.pneumoniae ESBL+
przy pomocy metody PFGE w celu okreslenia horyzontalnego

rozprzestrzenienia szczepow klonalnych.
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6. MATERIALY I METODY

Przedstawiona praca powstala we wspotpracy z laboratorium analityczno-
bakteriologicznym KORLAB-NZOZ w Rudzie Slaskiej. Analizie poddano 358 szczepow
bakteryjnych pochodzgcych z przypadkow zakazen krwi o etiologii Enterobacterales
pacjentow hospitalizowanych w 13 szpitalach wojewddztwa §laskiego i matopolskiego.
Ocena stanu zdrowia pacjenta byla dokonywana przez lekarza prowadzacego,

na podstawie danych klinicznych bezposrednio w szpitalu.

6.1. Charakterystyka badanych szczepow

Materiat do badan uzyskano od pacjentow na zlecenie lekarza. Krew pobierano w
systemie zamknigtym, z wykorzystaniem podltozy transportowo-namnazajgcych do Krwi
firmy BACTEC Plus Aerobic/F Culture Vials oraz BACTEC Plus Anaerobic/F Culture
Vials (wymiennie z BACTEC Lytic/10 Anaerobic Culture Vials). Krew byta pobierana
przez przeszkolony personel bezposrednio w miejscu hospitalizacji pacjenta.

Badanie obj¢to 356 pateczek rzedu Enterobacterales, wyizolowanych
od hospitalizowanych w latach 2015-2018 osob dorostych (>18 lat). Szczepy izolowano
od pacjentow 13 szpitali wojewodztw §laskiego i matopolskiego. W razie wielokrotnych
posiewow do analizy wigczono tylko pierwszy izolat pochodzacy od jednego pacjenta
Z tego samego przypadku zakazenia.

Drobnoustroje pochodzity z przypadkoéw zakazen pacjentow z oddziatow:

o Internistycznych: choréb wewnetrznych, gastroenterologicznego,
neurologicznego, kardiologicznego, geriatrii, reumatologicznego,
diabetologicznego,

o Zabiegowych: chirurgii  og6lnej, urologii, chirurgii  naczyniowa,
ginekologiczno-potozniczego,

o Intensywnej terapii.

Kryteria wiaczenia patogenu do badania:

o izolacja od hospitalizowanego pacjenta dorostego (=18 lat),

o przynaleznos¢ do rzgdu Enterobacterales,

o 1izolacja z wtérnego zakazenia krwi potwierdzonego laboratoryjnie.

Kryteria wykluczenia:

o wiek pacjenta <18 lat,

o pierwotne zakazenie krwi wedtug kryteriow ECDC [54],
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o zakazenie krwi nieznanego pochodzenia.
Izolaty przechowywano w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu Jagiellonskiego
w temperaturze -70°C w celu ich zabezpieczenia do dalszych analiz.

Badaniami obje¢to izolaty pochodzace z przypadkoéw zakazen:

o 195 kobiet w wieku 21-93 lata,

o 155 mezczyzn w wieku 39-96 lat.

6.2. Analiza epidemiologiczna

Dla wszystkich laboratoryjnie potwierdzonych przypadkow zakazen krwi okreslono
natezenie ich wystepowania z wykorzystaniem wspotczynnika prewalencji pateczek
rzedu Enterobacterales. Szczegoélnie:

o Prewalencja (ang. prevalence) to udzial szczepoéw posiadajagcych dang ceche

W odniesieniu do liczebnosci calej proby izolatow:

o badanymi cechami byty:
e 0becnos$¢ gendw warunkujacych wybrane cechy zjadliwosci,
e wrazliwos¢ na leki przeciwdrobnoustrojowe,
e wrazliwos$¢ na grupy antybiotykow,
e wystepowanie mechanizmu ESBL.

Analizy obejmowaly badanie zmiennych pod wzgledem miejsca hospitalizacji, ptci
i wieku.

Dla zbadania zwiazkow pomiedzy badanymi grupami zastosowano test Chi®2
Pearsona — jesli spetniono warunek Cochrana, natomiast gdy warunek nie byt spetniony
wykorzystano doktadny test Fishera. Gdy liczebnosci obserwowane byly <10
to stosowano poprawke Yatesa. Za istotne przyjeto prawdopodobienstwo testowe
na poziomie p<0,05, a za wysoce istotne przyjeto prawdopodobienstwo testowe
na poziomie p<0,01. Analizy statystyczne opracowano za pomocg pakietu statystycznego
PQStat wersja 1.8.0.444.

6.3. ldentyfikacja gatunkowa

Identyfikacje 356 unikalnych szczepdéw przeprowadzono za pomoca metody
spektroskopii masowej MALDI-TOF MS z uzyciem desorpcji i jonizacji laserowej
wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu (Bruker Corporation, Holandia).
Wszystkie odczyty dotyczace identyfikacji gatunkowej przeprowadzono w laboratorium

KORLAB. Pod uwage brano tylko interpretacj¢ na poziomie 2.00-2.29 wskaznika
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interpretacji, tj wiarygodna identyfikacje drobnoustroju do poziomu rodzaju oraz
prawdopodobny wynik identyfikacji do poziomu gatunku oraz na poziomie 2.30-3.00,
wiarygodna identyfikacja do poziomu gatunku [123].

6.4. Czynniki etiologiczne zakazen krwi

Lacznie, w latach 2015-2018, zebrano 332 izolaty z rodziny Enterobacteriaceae,
22 izolaty z rodziny Morganellaceae oraz 2 izolaty z rodziny Yersiniaceae. Wsrod
zakazen krwi, zaklasyfikowanych do dalszych analiz, wyizolowano w zalezno$ci

od oddziatow:

o Internistyczne: 140 szczepoéw Escherichia coli, 44 szczepy Klebsiella
pneumoniae, 10 szczepéw Enterobacter cloacae, 9 szczepéw Proteus
mirabilis, 6 szczepow Klebsiella oxytoca oraz po jednym szczepie Klebsiella
mobilis, Citrobacter braakii i Citrobacter koseri;

o Zabiegowe: 74 szczepy Escherichia coli, 27 szczepow Klebsiella
pneumoniae, 10 szczepoéw Proteus mirabilis, 5 szczepow Klebsiella oxytoca,
3 szczepy Enterobacter cloacae oraz po jednym szczepie Klebsiella mobilis
i Citrobacter freundii;

o OIT: 8 szczepow Escherichia coli oraz 9 szczepow Klebsiella pneumoniae.

Wszystkie wyzej wymienione szczepy zostaty zaklasyfikowane gatunkowo
oraz okreslono ich lekoopornos¢.

Wsrod wyizolowanych szczepow 134 miaty fenotyp ESBL. Na oddziatach
internistycznych i zabiegowych fenotyp ESBL dominowat wsrod szczepow Escherichia
coli (odpowiednio 54,5% oraz 41,3%), natomiast na oddziatach intensywnej terapii
wigcej szczepow ESBL wyizolowano wsrod Klebsiella pneumoniae (63,6%). W tej
grupie szczepoéw przeprowadzono procedury oznaczania obecno$ci genéw kodujgcych

wybrane cechy wirulencji.

6.5. Bankowanie szczepow

Wszystkie badane szczepy byty przechowywane w Katedrze Mikrobiologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w podlozach do przechowywania drobnoustrojow;
kriobank Microorganism Preservation System TSC.

Badane szczepy zawieszano pod laminarem zapewniajagcym warunki jalowe
w ptynnym roztworze kriogenicznym zawierajacym nos$nik (kriokulki) i umieszczano

w temperaturze -70°C.
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Do testow mikrobiologicznych i genetycznych szczepy przesiewano na podtoze stale
TSA (ang. Trypticase Soy Agar) i inkubowano 24h w warunkach tlenowych,
w temperaturze 37°C.

Dalsze etapy badania nie obj¢ly 6 szczepoéw, w tym: 3 Morganella morganii,
2 Serratia marcescens oraz 1 Salmonella enteritidis. Powodem byl brak wzrostu

mikroorganizméw podczas procedury pasazowania.

6.6. Fenotypowe oznaczenie lekoopornosci metoda BD Phoenix™

Oporno$¢ szczepéw na s$rodki przeciwdrobnoustrojowe badano 3 metodami.
Zapomoca automatycznego systemu BD Phoenix™ 100 oznaczono wrazliwo$é
na: ampicyling (AMP), ampicyling z sulbaktamem (SAM), piperacyling z tazobaktamem
(TZP), cefuroksym (CXM), ceftazydym (CAZ), cefotaksym (CTX), meropenem (MEM),
ciprofloksacyn¢ (CIP), gentamycyng (CN), amikacyn¢ (AK), tobramycyne (TOB) oraz
trimetoprim z sulfametoksazolem (SXT). Do oznaczenia wrazliwo$ci na antybiotyk
wykorzystano panele NMIC/ID-204 [MIC (ug/mL: AMP 0,5-32; SAM 0,5/0,25-32/16;
TZP 0,5/4-128/4; CXM 1-64; CAZ 0,5-64; CTX 0,5-64; MEM 0,25-16; CIP 0,25-4; CN
0,25-16; AK 0,5-64; TOB 0,12-16; SXT  0,5/9,5-16/304;  Zrodto:
https://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/clsi/clsi-
Phoenix_GramNegative _V5.15 V4.31.pdf], zgodnie z instrukcjami producenta. Wyniki
badan lekooporno$ci zostaty zinterpretowane zgodnie z aktualizowanymi rokrocznie
wytycznymi EUCAST 2017 rok, wersja 7.1 (ang. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing).

Manualne badanie lekoopornosci przeprowadzono metoda dyfuzyjno-krazkowa
wedtug Kirby-Bauera [124] przy pomocy krazkoéw firmy Oxoid Thermo Scientific
(Basingstoke, UK), zgodnie z zaleceniami EUCAST (2017 rok, wersja 7.1, jak wyze;j).

Metoda dyfuzyjno-krazkowa oznaczono oporno$¢ na: amoksycyling z kwasem
klawulanowym (AMC, 30pg), cefepim (FEP, 30ug), cefoperazon z sulbaktamem (SCF,
105pg), ertapenem (ETP, 10png), imipenem (IPM, 10pg).

W celu wykrycia B-laktamaz przeprowadzono fenotypowe testy przesiewowe,
metoda dyfuzyjno-krazkowa. ESBL wykrywano za pomoca zmodyfikowanego testu
dwoch krazkow, wedlug procedury Kaur 1 wsp., uzywajac krazkéw z cefotaksymem
(30pg), ceftazydymem (30pg), cefepimem (30pg) i aztreonamem (30ug) umieszczonych
wokot dysku z amoksycyling i kwasem klawulanowym (20pg i 10pg) [125].
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Z badanych szczepoéw przygotowywano inokulum o gestosci 0,5 w skali McFarlanda
zawieszajac kolonie danego szczepu w jalowym, fizjologicznym 0,9% roztworze NaCl.
Gestos$¢ oznaczano przy uzyciu densytometru (Biosan SIA., Lotwa). Nastepnie, jalowymi
wymazowkami, wysiewano (murawowo) zawiesing na powierzchni¢ calej plytki z
podtozem agarowym Mueller-Hintona (BioCorp, Polska). Na tak posiane podioze
umieszczano krazki z antybiotykiem, delikatnie je dociskajac co zapewnito rownomierny

kontakt z podtozem. Wynik oznaczenia odczytywano po 24-godzinnej inkubacji w 37°C.
6.7. 1zolacja DNA genomowego

Izolacje bakteryjnego DNA przeprowadzono za pomocg gotowego zestawu (A&A
Biotechnology, Gdynia) zgodnie z instrukcja producenta. Komoérki do izolacji DNA
hodowano w bulionie TSB (ang. Tryptic Soy Broth) 24h w temperaturze 37°C.
Po wirowaniu przy obrotach 12 000 rpm (ang. revolutions per minute, obroty na minutg)
przez 5 minut usunigto supernatant, a 0sad zawieszono w buforze lizujagcym z dodatkiem
proteinazy K. Cato$¢ wymieszano i inkubowano w 37°C. Po inkubacji probki wirowano
przez 3 minuty przy obrotach 10 000 rpm, nastepnie supernatant naniesiono na
minikolumny. Nastepnymi etapami byto ptukanie roztworem ptuczacym oraz wirowanie
celem zwigzania DNA do ztoza w minikolumnie i usunigcie zanieczyszczen. Kolumne
umieszczono w probéwce i dodano podgrzany do 75°C bufor Tris, probowke zwirowano,
a oczyszczone DNA przechowywano do dalszych analiz w temperaturze 4°C.

Wykorzystane odczynniki:

o Bulion hodowlany,

o Bufor Tris (10 mM, pH 8,5) (A&A Biotechnology, Gdynia),

o LT roztwér lizujacy (A&A Biotechnology, Gdynia),

o Al roztwor ptuczacy (A& A Biotechnology, Gdynia),

o Proteinaza K (A&A Biotechnology, Gdynia).

6.8. Reakcja PCR, multipleks PCR i elektroforeza

W dalszej czgséci badania wszystkie izolaty ESBL+ badano pod katem obecnosci
genow blarem, blashy, blaoxa oraz blactx-m metoda multipleks PCR (ang. polymerase
chain reaction), uzywajac wybranych primerow [126].

Wykrywanie genéw opornosci i wirulencji przeprowadzono stosujac pojedyncze
procedury PCR oraz multipleks PCR. Do przeprowadzenia taficuchowej reakcji
polimerazy (PCR) wykorzystano zestaw firmy A&A Biotechnology, Gdynia. Mieszanina
reakcyjna zawierata:
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o PCR Master Mix,

o Startery forward i reverse (przedni i wsteczny),

o DNA bakteryjne.

Objetos¢ mieszaniny na jedng probke wynosita 25ul. Gotowy roztwor umieszczano
w termocyklerze (BioRad, California USA). W prowadzonych reakcjach stosowano
rézne temperatury przylaczania starterow oraz liczbg cykli (Tabela 1). Po reakcji PCR
przeprowadzano elektroforeze w 1,5% zelu agarozowym. W celu rozdzialu fragmentow
DNA naktadano 10ul mieszaniny na zel z dodatkiem bromku etydyny (Sigma-Aldrich,
St. Louis USA), zanurzony w buforze TBE (bufor Tris-boran-EDTA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis USA). Do poréwnania wielkosci produktu wykorzystywano marker DNA 100-
1000 bp (ang. base pair) (A&A Biotechnology, Gdynia). Elektroforez¢ prowadzono pod
napieciem 80V, przez 45-60 minut. Wyniki ogladano przy uzyciu GelDoclt Imaging
System (UVP, California USA) i programu komputerowego DOC-IT®LS.

Reakcja multipleks PCR umozliwia amplifikacje wielu matryc podczas jednej reakcji
PCR. Pozwala to na obnizenie kosztow 1 oszczgdno$¢ czasu przy zachowaniu wysokiej
jakosci. Do przeprowadzenia multipleks PCR wykorzystano zestaw firmy A&A
Biotechnology, Gdynia. Mieszanina reakcyjna zawierata, podobnie jak przy zwyktym
PCR:

o PCR Master Mix,
o Startery forward i reverse (przedni i wsteczny),
o DNA bakteryjne.
Objetos¢ mieszaniny na jedng probke wynosita 50ul. Mieszaning umieszczano
w termocyklerze (BioRad, California USA). Programy reakcji roznity si¢ temperatura
przytaczania i iloscig cykli (Tab. 1). Po amplifikacji mieszaning naktadano na 1,5% zel
agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (Sigma-Aldrich, St. Louis USA). Zel
umieszczono w buforze TBE (Sigma-Aldrich, St. Louis USA), reakcja trwata 45-60
minut pod napigciem 80V. Produkty poréwnywano z wykorzystaniem markera DNA
100-1000 bp (A&A Biotechnology, Gdynia). Wyniki ogladano za pomoca GelDoclt
Imaging System (UVP, California USA) i programu komputerowego DOC-IT®LS.
Wykorzystane materiaty:
o PCR Master Mix (A&A Biotechnology, Gdynia),
o Startery forward i reverse (przednie i wsteczne), (Genomed, Warszawa),
o Agaroza Plus (ABO, Gdansk),
o Bufor TBE (Sigma-Aldrich, St. Louis USA),
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o Bromek etydyny 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis USA),
o Marker DNA 100-1000 bp (A&A Biotechnology, Gdynia).

6.9. Oznaczenie wybranych genow wirulencji Escherichia coli ESBL+

Do wykrycia wybranych genéw wirulencji zastosowano metode PCR
ze specyficznymi starterami (Tab. 1). W przypadku E.coli wybrano nastepujace geny
wirulencji do oznaczenia:

o Geny adhezji: fimH (fimbrie typu 1), papC, papEF (fimbrie typu P), sfa/foc

(fimbrie typu S), iha,

o Geny zwigzane z transportem zelaza: iucC (aerobaktyna), iroN (receptor
sideroforu katecholowego), iutA (receptor aerobaktyn), fyuA (receptor
yersiniabaktyn), ireA, fepA, fecA, fhuA,

o Gen toksyny - hemolizyny: hlyA,

o Inne: ibeA, neuC (zwiazane z zapaleniem opon moézgowych).

6.10. Oznaczenie wybranych genow wirulencji Klebsiella pneumoniae ESBL +

W celu oznaczenia wybranych genéw wirulencji zastosowano procedur¢ PCR
ze specyficznymi starterami (Tab. 1). Dla izolatow K.pneumoniae zbadano:
o Geny zwigzane z syntezg otoczki: magA, rmpA, uge, wabG (gen zwigzany z
syntezg rdzenia lipopolisacharydowego),
o Geny zwigzane z transportem zelaza: kfu, aerKP,

o Inne: allS (powiazany z metabolizmem allantoiny).

6.11. Oznaczanie wybranych gen6w opornosci metodami molekularnymi

Oznaczanie gendw opornosci przeprowadzono wykorzystujac metode PCR
z uzyciem specyficznych starteroéw (Tab. 1). Analizowano nastepujace geny opornosci:
o Geny kodujace B-laktamazy: blatem, blasnv, blactx-m,

o Gen kodujgcy karbapenemaze: blaoxa.

6.12. Analiza genetycznego podobienstwa miedzy szczepami Klebsiella
pneumoniae metoda PFGE (ang. Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Metode elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (PFGE) zastosowano
celem wykrycia mozliwego horyzontalnego transfeceru genow miedzy szczepami
K.pneumoniae wyizolowanymi od pacjentow z tych samych oddzialow szpitalnych.
Uzyskane genomowe DNA strawiono enzymem Xbal (10U) (EURx, Gdansk, Polska).
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Nastepnie, przy uzyciu systemu CHEF 111 PFGE (BioRad, Warszawa, Polska), fragmenty
DNA rozdzielano w 0,5xTBE (Sigma-Aldrich, St. Louis USA) w temperaturze 14°C przy
6V przez 22 godziny z czasem narastania impulsu 2-35s. Obraz zwizualizowano przy
uzyciu bromku etydyny przy zastosowaniu GelDoclt Imaging System (UVP, California
USA) oraz programu komputerowego DOC-IT®LS. Analiz¢ wynikow przeprowadzono
przy pomocy programu GelCompar (Applied Maths, Kortrjik, Belgia). Wyniki
przedstawiono w formie dendrogramu, a do ich uzyskania zastosowano wspotczynnik
Dice (ang. Dice coefficient similarity) oraz metod¢ najblizszego sgsiedztwa (ang.
Unweighted Pair Group Method Analysis, UPGMA).

Wykorzystane materialy:

o Enzym Xbal (EURx, Gdansk, Polska)

o Bufor TBE (Sigma-Aldrich, St. Louis USA),

o Bromek etydyny 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis USA).

Komisja Bioetyczna

Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego, opinia
nr 1072.6120.64.2019 z dnia 28.03.2019 (zatacznik nr 1).
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Tabela 1. Wykaz genow, uzytych starteréw oraz warunkéw przeprowadzonych reakcji PCR.

Sekwencja startera przedniego For 5°-3°

Sekwencja startera wstecznego Rev 5°-3’

Wielko$é

Temp. przylaczania starterow

Literatura

produktu (bp) / liczba cykli
fimH TGCAGAACGGATAAGCCGTGG GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 508 63°C; 25 cykli 127
papC GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA | ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 200 63°C; 25 cykli 127
papEF | GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT | GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 336 63°C; 25 cykli 128
sfa/ffoc | CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC | CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 410 63°C; 25 cykli 127
iha CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA 827 63°C; 25 cykli 129
iucC AAACCTGGCTTACGCAACTGT ACCCGTCTGCAAATCATGGAT 269 55°C; 30 cykli 127
Geny ?roN AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG GACGCCGACATTAAGACGCAG 665 63°C; 25 cykl? 129
wirulencji iutA GGCTGGACATCATGGGAACTGG CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 300 63°C; 25 cykli 127
E coli fyuA TGATTAACCCCGCGACGGGAA CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 880 63°C; 25 cykli 127
ireA GATGACTCAGCCACGGGTAA CCAGGACTCACCTCACGAAT 254 68°C; 35 cykli 130
fepA AGCTGACTGACAGCACCATCG CGGGATGATCGACAAACGGTCG 554 56,5°C; 35 cykli 130
fecA AGGTTAATATCGCACCGGGATCG ATGGCATCCATGTTGCCGAGC 565 68°C; 35 cykli 130
fhuA AGACACTATCACCGTTACCGCTG GCCGCGAATGATCAGGTGGTC 265 64°C; 35 cykli 130
hlyA AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT | ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 1177 63°C;25 cyKli 128
ibeA AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 170 63°C; 25 cykli 127
neuC AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG GGTGGTACATTCCGGGATGTC 675 61°C; 30 cykli 131
magA GGTGCTCTTTACATCATTGC GCAATGGCCATTTGCGTTAG 1280 50°C; 30 cykli 132
rmpA ACTGGGCTACCTCTGCTTCA CTTGCATGAGCCATCTTTCA 535 46°C; 30 cykli 133
Geny uge GATCATCCGGTCTCCCTGTA TCTTCACGCCTTCCTTCACT 534 53°C; 30 cykli 134
wirulencji wabG CGGACTGGCAGATCCATATC ACCATCGGCCATTTGATAGA 683 53°C; 30 cykli 133
K.pneumoniae | kfu GAAGTGACGCTGTTTCTGGC TTTCGTGTGGCCAGTGACTC 797 55°C; 30 cykli 135
aerKP GCATAGGCGGATACGAACAT CACAGGGCAATTGCTT 556 58°C; 35 cykli 136
alls CCGAAACATTACGCACCTTT ATCACGAAGAGCCAGGTCAC 508 49°C; 35 cykli 136
blashv AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC ATCCCGCAGATAAATCACCAC 713 60°C;30 cykli 126
Geny B- blatem CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 800 60°C;30 cykli 126
laktamaz blaoxa GGCACCAGATTCAACTTTCAAG GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG 564 60°C;30 cykli 126
blactxm | TTAGGAARTGTGCCGCTGYA CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 688 60°C;30 cykli 126
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7. WYNIKI

7.1. Etiologia drobnoustrojowa przypadkow zakazen krwi

Z zakazen krwi wsrod dorostych 0sob hospitalizowanych wyizolowano w sumie 557
szczepow bakteryjnych, w tym nalezacych do rzedu Enterobacterales oraz innych
gatunkow nienalezacych do Enterobacterales (Tab. 2).

Ogoétem wyizolowano 161 szczepow (29,0%) nalezacych do ziarenkowcoéw Gram-
dodatnich, wsrod ktorych dominujgcym gatunkiem byt Staphylococcus aureus
niezaleznie od oddzialu. Na oddziatach internistycznych zaobserwowano 26,9% udziat
(100 szczepoéw) S.aureus, natomiast na OIT i zabiegowych odpowiednio 18,5%
(5 szczepow) oraz 7,6% (12 szczepéw). Najrzadziej izolowane byly gatunki:
Streptococcus constellatus (1 szczep na oddziale internistycznym; 0,3%), Streptococcus
pyogenes (po jednym szczepie na oddziale internistycznym i zabiegowym, odpowiednio
0,3% i 3,7%) oraz Streptococcus agalactiae (2 szczepy na oddziale internistycznym;
0,5%). Gronkowce koagulazo-ujemne (ang. coagulase-negative staphylococci, CNS)
stanowily 2,1% udziat na oddzialach internistycznych (8 szczepow) oraz 1,3% udziat
na oddziatach zabiegowych (2 szczepy) natomiast obecnosci CNS nie odnotowano
na OIT (Tab. 2).

Lacznie wyizolowano 356 pateczek rzedu Enterobacterales (63,8%). NajczesSciej
izolowanym gatunkiem byta Escherichia coli, niezaleznie od oddzialu. Na oddziatach
internistycznych zanotowano 37,6% udziat szczepéw E.coli (140 izolatow), za$
na oddziatach zabiegowych 1 OIT odpowiednio 46,8% (74 szczepy) 1 29,6%
(8 szczepoéw). Drugim, dominujagcym gatunkiem wsrod wyizolowanych pateczek
Enterobacterales, byta Klebsiella pneumoniae. Gatunek ten dominowal szczegodlnie
na OIT (9 szczepow; 33,3%) natomiast wsrdd izolatow na oddziatach internistycznych
I zabiegowych stanowil odpowiednio 11,8% (44 szczepy) oraz 17,1% (27 szczepdw).
Zaobserwowano takze pewien odsetek izolatow Enterobacter cloacae na oddziatach
internistycznych (2,7%; 10 szczepow) oraz izolatow Proteus mirabilis na oddziatach
zabiegowych (6,3%; 10 szczepoéw). Poza izolatami z gatunku E.coli oraz K.pneumoniae
nie odnotowano obecnosci zadnych innych pateczek z grupy Enterobacterales w OIT
(Tab. 2).

Grupa szczepdw, inna niz wyzej wymienione, obejmowata w sumie 40 izolatow
(7,2%), gdzie gatunek Pseudomonas aeruginosa stanowit 10,1% przypadkoéw

na oddziatach zabiegowych (16 szczepow) oraz 2,7% przypadkéw na oddziatach
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internistycznych (10 szczepow). Wykazano obecnos¢ takze innych, rzadko izolowanych

gatunkow, ktore stanowily 0,5% izolatow na oddziatach internistycznych (Tab. 2).

Tabela 2. Szczepy wyizolowane z zakazen krwi od 0so6b dorostych hospitalizowanych w zaleznosci od

oddzialow.
Gatunek intglﬂl(:::;zine zggi(tlezi:\?e oI RAZEM P
- Ziarenkowce Gram-dodatnie 161 (29,0%)
% Staphylococcus aureus 100 (26,9%) 12 (7,6%) 5(18,5%) | 117 (21,0%) | <0,0001
ﬁ Enterococcus faecalis 17 (4,6%) 3 (1,9%) 2 (7,4%) 22 (3,9%) 0,2254
% Enterococcus faecium 3 (0,8%) 1 (0,6%) 0 4 (0,7%) 1,0000
% Streptococcus agalactiae 2 (0,5%) 0 0 2 (0,3%) 1,0000
g S‘rfgpt"mc“s beta-hem. |4 305 2 (1,3%) 0 3(05%) | 03223
%‘ Streptococcus constellatus 1 (0,3%) 0 0 1 (0,2%) 1,0000
I-;,J) Streptococcus pyogenes 1 (0,3%) 0 1(3,7%) 2 (0,3%) 0,0947
< Sjmﬁgwce koagulazo-| g 5 105 2 (1,3%) 0 10(1,8%) | 08368
Pateczki Gram-ujemne 356 (63,8%0)
Escherichia coli 140 (37,6%) 74 (46,8%) | 8(29,6%) | 222(39,9%) | 0,0760
© Citrobacter koseri 1 (0,3%) 0 0 1 (0,2%) 1,0000
9 Citrobacter freundii 0 1 (0,6%) 0 1 (0,2%) 0,3321
& Citrobacter braakii 1 (0,3%) 0 0 1 (0,2%) 1,0000
% Enterobacter cloacae 10 (2,7%) 3 (1,9%) 0 13 (2,3%) 0,8770
E) Klebsiella pneumoniae 44 (11,8%) 27 (17,1%) | 9(33,3%) | 80 (14,4%) 0,0045
§ Klebsiella oxytoca 6 (1,6%) 5 (3,2%) 0 11 (2,0%) 0,4402
g Klebsiella mobilis 1 (0,3%) 1 (0,6%) 0 2 (0,3%) 0,5544
E Salmonella enteritidis 1 (0,3%) 0 0 1 (0,2%) 1,0000
Serratia marcescens 1 (0,3%) 1 (0,6%) 0 2 (0,3%) 0,5544
Morganella morganii 3(0,8%) 0 0 3 (0,5%) 0,6194
Proteus mirabilis 9 (2,4%) 10 (6,3%) 0 19 (3,4%) 0,0669
Pateczki Gram-ujemne, inne 40 (7,2%)
g Acinetobacter baumanii 9 (2,4%) 0 1(3,7%) 10 (1,8%) 0,0529
Ll Acinetobacter lwofii 1 (0,3%) 0 0 1 (0,2%) 1,0000
qé Pseudomonas aeruginosa 10 (2,7%) 16 (10,1%) 1 (3,7%) 27 (4,8%) 0,0012
- Inne 2 (0,5%) 0 0 2 (0,3%) 1,0000
RAZEM | 372 (100%) 158 (100%) | 27 (100%) | 557 (100%0)
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7.2. Analiza epidemiologiczna zakazen krwi o etiologii Enterobacterales

Wsrod zebranych w latach 2015-2018 szczepow Enterobacterales pochodzacych
z zakazen krwi od osob dorostych hospitalizowanych stwierdzono zakazenia w réoznych
grupach pacjentow.

Na oddziatach internistycznych srednia wieku wyniosta 71,5 lat (31, 96), wiekszo$¢
stanowity kobiety (124 os6b; 58,5%). Pacjenci byli hospitalizowani przewaznie
na oddziatach: gastroenterologicznych (32; 15,1%), reumatologicznych (17; 8,0%),
kardiologicznych (16; 7,5%). W przypadku Staphylococcus aureus stwierdzono wysoce
istotng (<0,0001) zalezno$¢ prewalencji od oddzialow. Najwyzszy udzial wynikow
dodatnich dotyczyt oddziatu internistycznego (27%) a kolejne to OIT (19%) i oddziat
zabiegowy (8%). Lacznie, na oddziatach internistycznych, wyizolowano 216 szczepow
nalezacych do Enterobacterales. Prewalencja Enterobacterales w przypadkach zakazen
krwi wyniosta 60,7%, najczesciej izolowanym szczepem byta Escherichia coli (140;
64,8%), nastepnic Klebsiella pneumoniae (44; 20,4%). Poza K.pneumoniae wsrod
rodzaju Klebsiella zaobserwowano jeszcze 6 szczepoéw Klebsiella oxytoca (2,8%)
oraz 1 szczep Klebsiella mobilis (0,5%). Zidentyfikowano takze niski udziat pateczek
Enterobacterales okreslony jako ,Inne”, w tym: 10 Enterobacter cloacae (4,6%),
9 Proteus mirabilis (4,2%), 3 Morganella morganii (1,4%) oraz po jednym izolacie
Citrobacter koseri (0,5%), Citrobacter braakii (0,5%), Salmonella enteritidis (0,5%) oraz
Serratia marcescens (0,5%) (Tab. 2). Prewalencja szczepow ESBL+ wyniosta 36,3% (77
SZCZEePOW).

Na oddziatach zabiegowych srednia wieku wyniosta 64,3 lata (21, 96), wickszos¢
stanowily kobiety (63 osoby; 52,1%). Pacjenci byli hospitalizowani gtownie
na oddziatach urologicznych (109 o0sob; 90,1%). W przypadku Pseudomonas aeruginosa
stwierdzono wysoce istotng (0,0012) zaleznos¢ prewalencji od oddzialow. Najwyzszy
udzial wynikéw dodatnich dotyczyt oddziatu zabiegowego (10%) a kolejne to OIT (4%)
i oddziat internistyczny (3%). W sumie wyizolowano 122 szczepy nalezace do
Enterobacterales. Prewalencja Enterobacterales w przypadkach zakazen krwi wyniosta
34,3%, najczesciej izolowanym szczepem byta Escherichia coli (74; 60,6%) a nast¢pnie
Klebsiella pneumoniae (27; 22,1%). Wsrdd rodzaju Klebsiella zidentyfikowano takze
gatunki Klebsiella oxytoca (5 szczepow; 4,1%) oraz Klebsiella mobilis (1 szczep; 0,8%).
Do izolatow Enterobacterales oznaczonych jako “’Inne” zaliczono: 10 Proteus mirabilis
(8,2%), 3 Enterobacter cloacae (2,5%), 1 Citrobacter freundii (0,8%) i 1 Serratia
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marcescens (0,8%) (Tab. 2). Prewalencja szczepow ESBL+ wyniosta 38,0% (46
SZCZEPOW).

Na oddziatach intensywne;j terapii §rednia wieku wyniosta 65,5 lat (43, 87), kobiety
stanowily mniejsza czgs$¢ pacjentdw (8 osob; 47,1%), przewazali mezczyzni (9 0sob;
52,9%). Na OIT wyizolowano ogoélem 17 szczepow rzedu Enterobacterales.
W przypadku Klebsiella pneumoniae stwierdzono wysoce istotng (0,0045) zaleznos¢
prewalencji od oddziatéw. Najwyzszy udzial wynikoéw dodatnich dotyczyt OIT (33%), a
kolejne to oddziat zabiegowy (17%) i oddzial internistyczny (12%). Prewalencja
Enterobacterales w przypadkach zakazen krwi wyniosta 4,8%, najczesciej izolowanym
szczepem byla Klebsiella pneumoniae (9; 52,9%) a nastgpnie Escherichia coli
(8;47,1%). Nie odnotowano obecnosci zadnych innych izolatow nalezacych
do Enterobacterales (Tab. 2). Prewalencja szczepéw ESBL+ wyniosta 64,7%
(11 szczepoéw). Zalacznik nr 2 zawiera przykladowe zdjecia hodowli szczepu
K.pneumoniae ESBL+ oraz ESBL- na podtozu Mueller-Hintona (BioCorp, Polska).

7.3. Wirulencja badanych szczepow Enterobacterales
7.3.1. Escherichia coli

Na oddziatach internistycznych (Tab. 3), wsrod szczepow E.coli ESBL+,
najczesciej wykrywano geny zwigzane z transportem zelaza: iucC (95,2%), iutA (95,2%),
fepA (97,6%) oraz geny adhezji: iha (88,1%), fimH (85,7%), papC (83,3%).
W przypadku genow adhezji: fimH (0,0019), papC (0,0224) oraz papEF (0,0022)
stwierdzono istotng zalezno$¢ od oddziatu. Nie stwierdzono obecnosci genoéw sfa/foc oraz
gendéw zwigzanych z patogeneza zapalenia opon mozgowych: neuC czy ibeA (Tab. 3).
Zatacznik nr 3 zawiera przykladowe zdjecie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny
produktow PCR genu adhezji fimH szczepow E.coli ESBL+ wyizolowanych z oddziatow
internistycznych.

Na oddziatach zabiegowych takze najczescie] wykrywanymi byly geny zwigzane
z transportem zelaza: fepA (100%), iucC (89,5%), fecA (78,9%) oraz geny adhezji: fimH
(100%), iha (84,2%), papC (52,6%). Istotnie czesciej na oddziatach internistycznych i
zabiegowych wykrywano gen zwigzany z transportem zelaza iutA (0,0381). Nie
stwierdzono obecnosci gendw sfa/foc oraz ibeA (Tab. 3).

Na OIT, u wszystkich szczepow E.coli ESBL+ zaobserwowano obecnos¢ genu
adhezji: iha (100%) oraz genow zwigzanych z transportem zelaza: iucC (100%), iutA
(100%), fyuA (100%), fepA (100%), fecA (100%). Nie stwierdzono obecnosci genow
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zwigzanych z patogenezg zapalenia mozgu (ibeA, neuC) oraz genu hemolizyny (hlyA)
(Tab.3).

Tabela 3. Prewalencja genow wirulencji wsrod szczepow E.coli ESBL+ w zaleznos$ci od oddzialow

szpitalnych.
E.coli ESBL+ n=65
oddzialy
internistyczne zabiggowe OIT n=4 Razem P
n=42 n=19

fimH 36 (85,7%) 19 (100%) 1 (25,0%) | 56 (86,2%) 0,0019

papC 35 (83,3%) 10 (52,6%) 2 (50,0%) | 47 (72,3%) 0,0224

geny adhezji papEF 31 (73,8%) 6 (31,6%) 1(25,0%) | 38 (58,5%) 0,0022
sfa/foc 0 0 0 0 1,0000

iha 37 (88,1%) 16 (84,2%) | 4(100%) |57 (87,7%)| 0,8223

iucC 40 (95,2%) 17 (89,5%) 4 (100%) | 61 (93,8%) 0,6778

iroN 3(7,1%) 1 (5,2%) 0 4 (6,2%) 1,0000

iutA 40 (95,2%) 14 (73,7%) 4 (100%) | 58 (89,2%) 0,0381

geny zwiazane z fyuA 30 (71,4%) 15 (78,9%) 4 (100%) | 49 (75,4%) 0,6405
transportem Zelaza ireA 2 (4,8%) 2 (10,5%) 1(25,0%) | 5(7,7%) 0,1952
fepA 41 (97,6%) 19 (100%) 4 (100%) | 64 (98,5%) 1,0000

fecA 25 (59,5%) 15 (78,9%) 4 (100%) | 44 (67,7%) 0,1600

fhuA 2 (4,8%) 3(15,8%) 0 5 (7,7%) 0,2962

gen toksyny hlyA 15 (35,7%) 2 (10,5%) 0 17 (26,2%) 0,0695
Inne ibeA 0 0 0 0 1,0000
neuC 0 1 (5,2%) 0 1(1,5%) 0,3538

7.3.2. Klebsiella pneumoniae

Na oddziatach internistycznych, u szczepow K.pneumoniae ESBL+
pochodzacych z zakazen krwi (Tab. 4), odnotowano najwigcej gendw zwigzanych
z syntezg otoczki: wabG (100%), uge (86,9%) oraz zwigzanych z transportem zelaza —
aerKP (52,2%). Geny zwigzane z synteza otoczki byly wykrywane najczescie;j,
bez wzgledu na oddziat.

Na oddziatach zabiegowych i OIT gen wabG zaobserwowano w 100% badanych
szczepdw (odpowiednio 18 oraz 7 szczepow). Na oddziatach zabiegowych, oprocz genu
wabG, zaobserwowano takze obecno$¢ genow uge (83,3%) i rmpA (55,6%), zwigzanych
z syntezg otoczki, oraz kfu (50,0%) zwigzanego z transportem zelaza. W przypadku genu
kfu stwierdzono wysoce istotng (0,0081) zaleznos$¢ od oddziatu, a najwyzsza prewalencje
stwierdzono w OIT (100%) (Tab. 4).
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Na OIT gen uge byt wykrywany wsrod 100% izolatéw (7 szczepow).

Nie zanotowano obecnosci genu odpowiedzialnego za metabolizm allantoiny allS

(Tab. 4),

Tabela 4. Prewalencja genéw wirulencji wsrod szczepéw K.pneumoniae ESBL+ w zaleznoS$ci

od oddzialow.

K.pneumoniae ESBL+ n=48

oddzialy
mternlstyczne zablfgowe OIT n=7 Razem p

n=23 n=18
magA 2 (8,7%) 4 (22,2%) 1 (14,3%) 7 (14,6%) 0,5584
geny zwiazane z synteza rmpA 8 (34,8%) 10 (55,6%) 2 (28,6%) 20 (41,7%) 0,4049
otoczki uge 20 (86,9%) 15 (83,3%) 7 (100%) 42 (87,5%) 0,8454
wabG 23 (100%) 18 (100%) 7 (100%) 48 (100%) 1,0000
geny zwigzane z kfu 8 (34,8%) 9 (50,0%) 7 (100%) 24 (50,0%) 0,0081
transportem Zelaza aerkKP 12 (52,2%) 5 (27,8%) 1 (14,3%) 18 (37,5%) 0,1281
inne alls 0 0 0 0 1,0000

49




7.4. Lekoopornosé paleczek Enterobacterales izolowanych z zakazen krwi

W kazdym z badanych oddzialéw zanotowano wysoka opornos¢ szczepow
(w granicach 85,7-100%) na ampicyling oraz ampicyling z sulbaktamem, niezaleznie
od gatunku. Nizsze opornosci, w zakresie 12,5-71,4%, zaobserwowano w odniesieniu do
inhibitorow B-laktamaz z antybiotykiem, zwlaszcza piperacyliny z tazobaktamem (12,5-
55,6%). Wsrod B-laktamow, E.coli wykazywata najnizsza oporno$é na piperacyling z
tazobaktamem, niezaleznic od oddziatu. Cefalosporyny bez inhibitora wykazywaty
oporno$¢ w zakresie 28,6-66,7%, niezaleznie od oddziatu, zas oporno$¢ na cefoperazon
z sulbaktamem wahata si¢ migdzy 4,8% a 25,0%, niezaleznie od oddziatu. K.pneumoniae
wykazywata wyzsza opornos¢ na cefalosporyny bez inhibitora, niezaleznie od oddziatu.
Niezaleznie od oddziatu czy gatunku, wykazano wysoka wrazliwo$¢ szczepdéw na
karbapenemy (do 100%). Wsérod aminoglikozyddéw zanotowano najnizszg oporno$¢ na
amikacyne (11,1-40,7%), najwyzsza zas$ na tobramycyng (28,6-55,6%), niezaleznie od
oddzialu. Wykazano, ze niezaleznie od oddziatu, szczepy Klebsiella spp. sa najbardziej
oporne na trimetoprim z sulfametoksazolem (55,6-83,3%). Nie odnotowano istotnych

statystycznie zwigzkow miedzy lekoopornoscia a oddziatem szpitalnym.

7.4.1. Lekoopornos$¢ paleczek Enterobacterales izolowanych z zakazen

krwi na oddzialach internistycznych

Zanotowano wysoka oporno$¢ na penicyliny — do 100%, natomiast opornos¢
na amoksycyling z kwasem klawulanowym wahata si¢ w granicach 14,3-71,4%.
Na oddziatach internistycznych (Tab. 5) wykazano, ze wigkszo§¢ szczepow
charakteryzowata si¢ oporno$cia na cefalosporyny bez inhibitora (14,3-61,9%),
a Klebsiella spp. charakteryzowata si¢ wyzsza opornoscig na cefoperazon z sulbaktamem
(13,6-14,3%) w poréwnaniu do innych szczepdéw izolowanych z tego samego oddziatu
lub OIT. Odnotowano trzy izolaty oporne na karbapenemy i byta to najliczniejsza grupa
spo$rdd badanych populacji (2 szczepy E.coli oraz 1 szczep K.pneumoniae). Opornos¢
na fluorochinolony byta najnizsza (28,6%) wsrod izolatow Klebsiella spp., w zestawieniu
z oddziatami zabiegowymi oraz OIT. Oporno$¢ na aminoglikozydy wahata si¢ w

granicach 13,6-45,4%, w zalezno$ci od gatunku drobnoustroju i antybiotyku (Tab. 5).
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Tabela 5. Lekooporno$é¢ szczepéw Enterobacterales na oddzialach internistycznych.

Enterobacterales BSI

Oddzialy internistyczne n=212

Grupa lekéw przeciwdrobnoustrojowych Antybiotyk E coli n=140 Klebsiellzri]_plrlljumoniae Kiebsiella spp. n=7 Inne n=21*
Ampicylina 133 (95,0%) 43 (97,7%) 6 (85,7%) 20 (95,2%)
o Ampicylina-sulbaktam 132 (94,3%) 40 (90,9%) 7 (100%) 19 (90,5%)
Peneyliny Amoksycylina-kwas klawulanowy 73 (52,1%) 24 (54,5%) 1 (14,3%) 15 (71,4%)
Piperacylina-tazobaktam 24 (17,1%) 15 (34,1%) 2 (28,6%) 5 (23,8%)
Cefuroksym 56 (40,0%) 20 (45,4%) 3 (42,8%) 10 (47,6%)
Ceftazydym 52 (37,1%) 19 (43,2%) 2 (28,6%) 9 (42,8%)
Cefalosporyny Cefotaksym 53 (37,8%) 19 (43,2%) 3 (42,8%) 9 (42,8%)
Cefepim 58 (41,4%) 16 (36,4%) 1 (14,3%) 13 (61,9%)
Cefoperazon-sulbaktam 9 (6,4%) 6 (13,6%) 1 (14,3%) 1 (4,8%)
Ertapenem 2 (1,4%) 1(2,3%) 0 0
Karbapenemy Imipenem 0 0 0 0
Meropenem 0 0 0 0
Fluorochinolony Ciprofloksacyna 80 (57,1%) 25 (56,8%) 2 (28,6%) 14 (66,7%)
Gentamycyna 45 (32,1%) 15 (34,1%) 1 (14,3%) 5 (23,8%)
Aminoglikozydy Amikacyna 19 (13,6%) 11 (25,0%) 2 (28,6%) 4 (19,0%)
Tobramycyna 56 (40,0%) 20 (45,4%) 2 (28,6%) 8 (38,1%)
Inne Trimetoprim-sulfametoksazol 66 (47,1%) 22 (50,0%) 5 (71,4%) 10 (47,6%)

*w analizie nie uwzglgdniono szczepow z rodzaju Salmonella, Serratia oraz Morganella z powodu braku wzrostu bakterii.
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7.4.2. Lekoopornos$¢ paleczek Enterobacterales izolowanych z zakazen

krwi na oddzialach zabiegowych

U pacjentow oddziatow zabiegowych zaobserwowano 100% opornos¢ szczepow
K.pneumoniae na ampicyling oraz ampicyling z sulbaktamem, w poréwnaniu
do oddziatéw internistycznych (Tab. 6). Podobnie jak na oddziatach internistycznych,
rodzaj Klebsiella charakteryzowat si¢ wyzszg opornoscia na cefoperazon z sulbaktamem
(16,7-18,5%) niz inne szczepy izolowane z tego oddziatu badz z OIT. Zanotowano
najnizsza opornos¢ (48,6%) na fluorochinolony wsrod izolatow E.coli, w zestawieniu z
oddziatami internistycznymi oraz OIT. Oporno$¢ na aminoglikozydy wahata si¢ w
zakresie 14,2-55,5%, w zalezno$ci od gatunku drobnoustroju i antybiotyku. Na
oddziatach zabiegowych wykazano najwyzsza oporno$¢ szczepow na trimetoprim z
sulfametoksazolem (50,0-83,3%), poréwnujac do oddziatow internistycznych i OIT (Tab.
6).
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Tabela 6. Lekoopornos¢ szczepéw Enterobacterales na oddzialach zabiegowych.

Enterobacterales BSI

Grupa lekéw
przeciwdrobnoustrojowych

Antybiotyk

Oddzialy zabiegowe n=121

E.coli n=74

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella spp. n=6

Inne n=14*

n=27

Ampicylina 73 (98.6%) 27 (100%) 6 (100%) 14 (100%)
Penicyliny Ampicylina-sulbaktam 72 (97.2%) 27 (100%) 6 (100%) 13 (92.8%)
Amoksycylina-kwas klawulanowy 34 (45.9%) 18 (66.7%) 2 (33.3%) 5 (35.7%)
Piperacylina-tazobaktam 10 (13.5%) 9 (33.3%) 2 (33.3%) 3 (21.4%)
Cefuroksym 29 (39.1%) 13 (48.1%) 2 (33.3%) 7 (50.0%)
Ceftazydym 29 (39.1%) 12 (44.4%) 2 (33.3%) 5 (35.7%)
Cefalosporyny Cefotaksym 28 (37.8%) 11 (40.7%) 2 (33.3%) 5 (35.7%)
Cefepim 22 (29.7%) 14 (51.8%) 2 (33.3%) 5 (35.7%)

Cefoperazon-sulbaktam 6 (8.1%) 5 (18.5%) 1 (16.7%) 0

Ertapenem 0 1 (3.7%) 0 0

Karbapenemy Imipenem 1(1.3%) 0 0 0

Meropenem 0 0 0 0
Fluorochinolony Ciprofloksacyna 36 (48.6%) 20 (74.1%) 4 (66.7%) 8 (57.1%)
Gentamycyna 19 (25.6%) 6 (22.2%) 1 (16.7%) 5 (35.7%)
Aminoglikozydy Amikacyna 11 (14.8%) 11 (40.7%) 2 (33.3%) 2 (14.2%)
Tobramycyna 24 (32.4%) 15 (55.5%) 2 (33.3%) 5 (35.7%)
Inne Trimetoprim-sulfametoksazol 37 (50.0%) 16 (59.2%) 5 (83.3%) 9 (64.2%)

*w analizie nie uwzglgdniono szczepOw z rodzaju Serratia z powodu braku wzrostu bakterii.
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7.4.3. Lekoopornos¢ paleczek Enterobacterales izolowanych z zakazen

krwi na oddzialach intensywnej terapii

Tabela 7 przedstawia opornosci pateczek Enterobacterales izolowanych
na oddziatach intensywnej terapii (Tab. 7). W poréwnaniu do oddzialow internistycznych
zanotowano wysoka, 100% oporno$¢, na ampicyling oraz ampicyling z sulbaktamem
wsrod K.pneumoniae. W poréwnaniu do oddziatow internistycznych oraz zabiegowych,
na OIT zaobserwowano wyzszg opornos¢ na cefoperazon z sulbaktamem wsrod izolatow
E.coli (25,0%). Szczepy izolowane na OIT charakteryzowaly si¢ najwyzsza wrazliwoscia
(100%) na karbapenemy, w porownaniu do pozostalych oddziatow. Na OIT
zaobserwowano najwyzsza opornos¢ na fluorochinolony (66,7-75,0%), w zestawieniu z
oddziatami internistycznymi oraz zabiegowymi. Oporno$¢ na aminoglikozydy wahata si¢
w zakresie 11,1-55,6%, w zaleznosci od gatunku drobnoustroju i antybiotyku.
Zanotowano takze najnizsza oporno$¢ szczepow na trimetoprim z sulfametoksazolem

(50,0-55,6%), w zestawieniu z oddziatami internistycznymi oraz zabiegowymi (Tab. 7).
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Tabela 7. Lekoopornosé¢ szczepéw Enterobacterales na oddzialach intensywnej terapii.

Enterobacterales BSI

OIT n=17
Grupa lekéw przeciwdrobnoustrojowych Antybiotyk ) . .
E.coli n=8 Klebsiella pneumoniae n=9 Inne n=0
Ampicylina 8 (100%) 9 (100%) 0
Ampicylina-sulbaktam 8 (100%) 9 (100%) 0
Penicyliny .

Amoksycylina-kwas klawulanowy 5 (62,5%) 6 (66,7%) 0
Piperacylina-tazobaktam 1 (12,5%) 5 (55,6%) 0
Cefuroksym 4 (50,0%) 6 (66,7%) 0
Ceftazydym 4 (50,0%) 6 (66,7%) 0
Cefalosporyny Cefotaksym 4 (50,0%) 6 (66,7%) 0
Cefepim 3 (37,5%) 4 (44,4%) 0
Cefoperazon-sulbaktam 2 (25,0%) 1(11,1%) 0
Ertapenem 0 0 0
Karbapenemy Imipenem 0 0 0
Meropenem 0 0 0
Fluorochinolony Ciprofloksacyna 6 (75,0%) 6 (66,7%) 0

Gentamycyna 4 (50,0%) 4 (44,4%)

Aminoglikozydy Amikacyna 2 (25,0%) 1(11,1%)
Tobramycyna 4 (50,0%) 5 (55,6%) 0
Inne Trimetoprim-sulfametoksazol 4 (50,0%) 4 (55,6%) 0
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7.5. Wrazliwos$¢ szczepow Escherichia coli oraz Klebsiella pneumoniae wedlug grup
antybiotykow

Na oddzialach internistycznych najwyzsza wrazliwos¢ zaobserwowano
w stosunku do cefalosporyn z inhibitorem oraz karbapenemoéw — od 86% do prawie 100%
(Ryc. 2), bez wzgledu na gatunek. Nizszg wrazliwos$¢ szczepow, w zakresie 50-60%,
zanotowano w odniesieniu do cefalosporyn i aminoglikozydow, bez wzgledu na gatunek.
W przypadku penicyliny, penicylin z inhibitorem, cefalosporyn, fluorochinolonéw,
aminoglikozydow oraz innych antybiotykow stwierdzono wysoce istotng (p<0,01)
zaleznos$¢ od gatunku bakterii i relacje sa we wszystkich przypadkach takie same czyli
nizsze wrazliwos$ci stwierdzono wsréd K. pneumoniae. W przypadku fluorochinolonow
wrazliwos$¢ izolatow E.coli oraz K.pneumoniae nieznacznie spadta (do okoto 40%).
Zaobserwowano prawie zerowa wrazliwos¢ izolatow E.coli i K.pneumoniae na
penicyliny oraz wrazliwos¢ w granicach 45-50% na penicyliny z inhibitorem.

Wrazliw0$¢ na inne antybiotyki osiggneta poziom 50% bez wzglgdu na gatunek.

Rycina 2. Wrazliwo$¢ szczepéw E.coli i K.pneumoniae wedlug grup antybiotykow na oddzialach
internistycznych.
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Na oddziatach zabiegowych, podobnie jak na oddziatach internistycznych,
zaobserwowano najwyzsza wrazliw0os¢ szczepow w stosunku do cefalosporyn
z inhibitorem oraz karbapenemoéw (od 80% do prawie 100%), bez wzglgedu na gatunek
(Ryc. 3). W przypadku penicyliny, penicylin z inhibitorem, cefalosporyn,
fluorochinolonéw oraz innych antybiotykow stwierdzono wysoce istotng (p<0,01)
zaleznos$¢ od gatunku bakterii i relacje sa we wszystkich przypadkach takie same czyli
nizszg wrazliwo$¢ stwierdzono wsrod K. pneumoniae. Najnizszg wrazliwoscé,
bez wzgl¢du na gatunek, zanotowano w stosunku do penicylin — prawie 0% wrazliwych
izolatow E.coli i K.pneumoniae. Wrazliwo$¢ na cefalosporyny oraz aminoglikozydy

wahata si¢ w granicach 45-70%, bez wzgledu na gatunek.

Rycina 3. Wrazliwo$¢ szczepow E.coli i K.pneumoniae wedlug grup antybiotykéw na oddzialach
zabiegowych.
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Podobnie jak na oddzialach internistycznych oraz zabiegowych, najwyzsza
wrazliwos¢ zanotowano w stosunku do cefalosporyn z inhibitorem (prawie 90%)
oraz karbapenemow (100%), bez wzgledu na gatunek (Ryc. 4). Najnizsza wrazliwos¢
zaobserwowano w przypadku penicylin (0%) oraz fluorochinolonéw — ponizej 35%,

bez wzgledu na gatunek.

Rycina 4. Wrazliwo$¢ szczepow E.coli i K.pneumoniae wedlug grup antybiotykow na oddzialach
intensywnej terapii.
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7.6. Mechanizmy opornosci

Ogodtem wyizolowano 134 szczepy (38,3%) posiadajace zdolnos¢ do syntezy ESBL
(Tab. 8). Wérdd izolatow ESBL+ dominowat gatunek E.coli (65 szczepow; 29,3%). Poza
E.coli fenotypem ESBL+ charakteryzowato si¢ 48 szczepow K.pneumoniae (60,0%), 8
szczepow Klebsiella spp. (61,5%) oraz 13 szczepow (37,1%) nienalezacych do rodziny
Enterobacteriaceae.

Izolaty zdolne do produkcji karbapenemaz tacznie stanowity 1,4% (5 szczepow)
wszystkich ~ wyizolowanych szczepdéw. NajczesSciej izolowanymi  gatunkami
karbapenemoopornymi byty E.coli (3 szczepy; prewalencja 1,4%) oraz K.pneumoniae (2
szczepy; prewalencja 2,5%). Wérdd innych pateczek nalezacych do Enterobacterales nie

wykryto obecnosci fenotypu CPE.

Tabela 8. Prewalencja mechanizméw opornosci wsréd wyizolowanych szczepow Enterobacterales.

mechanizmy opornosci
Enterobacterales ESBL CPE
E.coli n=222 65 (29,3%) 3(1,4%)
Klebsiella pneumoniae n=80 48 (60,0%) 2 (2,5%)
Klebsiella spp. n=13 8 (61,5%) 0
Inne n=35* 13 (37,1%) 0
Razem | 134 (38,3%) 5 (1,4%)

ESBL (ang. extended-spectrum f-lactamase, B-laktamaza o rozszerzonym spektrum dziatania); CPE
(ang. carbapenemase-producing Enterobacteriaceae, pateczki Enterobacteriaceae produkujace
karbapenemazy)

* grupa ,,Inne” obejmowata gatunki: E.cloacae, P.mirabilis, C.braakii, C.koseri oraz C.freundii

59



7.7. Lekoopornosé paleczek Enterobacterales ESBL+

Stwierdzono, ze sposréd 356 wyizolowanych szczepow, 134 posiada fenotyp
ESBL+ (Tab. 9).

Zaobserwowano, ze potowa izolowanych szczepow Klebsiella spp. miata fenotyp
ESBL+, zaré6wno na oddziatach internistycznych, jak i zabiegowych. U wigkszo$ci
pateczek Enterobacterales (61,5%) z grupy ,Inne”, izolowanych na oddziatach

internistycznych, wykryto fenotyp ESBL+.

Tabela 9. Prewalencja szczepow Enterobacterales ESBL+ w przypadkach zakazen krwi w zaleznoS$ci

od oddziahu.

Oddzialy
Enterobaat::{giles ESBL+ internistyczne zabiegowe oIt Razem
E.coli n=65 42 (64,6%) 19 (29,2%) 4 (6,2%) 65 (48,5%)
Klebsiella pneumoniae n=48 23 (47,9%) 18 (37,5%) 7 (14,6%) 48 (35,8%)
Klebsiella spp. n=8 4 (50,0%) 4 (50,0%) 0 8 (6,0%)
Inne* n=13 8 (61,5%) 5 (38,5%) 0 13 (9,7%)
Razem 77 (57,5%) 46 (34,3%) 11 (8,2%) 134 (100%0)

* grupa ,,Inne” obejmowata gatunki: E.cloacae, P.mirabilis oraz C.freundii

Na oddziatach internistycznych zdolno$¢ do syntezy ESBL najczeSciej byta
wykrywana wsrod szczepow E.coli (64,6%) oraz K.pneumoniae (47,9%) (Tab. 10).
W stosunku do szczepow ESBL-, u szczepow ESBL+ wykryto opornosé
na: cefalosporyny (52,3-60,9%), fluorochinolony (60,9-71,4%) oraz trimetoprim-
sulfametoksazol (64,3-65,2%) (Tab. 10). W przypadku szczepéw ESBL+, na oddziatach
zabiegowych, zanotowano wysoka lekooporno$¢ w stosunku do prawie wszystkich grup
antybiotykoéw (Tab. 11). Wyjatkiem byly inhibitory B-laktamaz oraz amikacyna.

Podobne wyniki zanotowano na oddziatach zabiegowych (Tab. 11) i OIT
(Tab. 12). Nie stwierdzono istotnych statystycznie zwigzkoéw pomiedzy opornosScig

szczepéw ESBL+ na r6zne grupy antybiotykow na réznych oddziatach.
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Tabela 10. Lekoopornos¢ szczepé6w ESBL+ i ESBL- na oddzialach internistycznych.

ESBL+ n=121 I ESBL- n=216
oddzialy internistyczne
Grupa lekéw Antvbiotvk
przeciwdrobnoustrojowych ybioty E.coli n=42 K. pneumoniae E.coli n=98 K. pneumoniae n=21
(34,7%) P n=23 (19,0%) P (45,49%) P (9,7%) P

Ampicylina | 40 (95,2%) | 1,0000 22 (95,6%) 1,0000 93 (94,9%) 0,5046 21 (100%) 1,0000
Ampicylina-sulbaktam | 40 (95,2%) | 1,0000 22 (95,6%) 1,0000 92 (93,9%) 0,5198 18 (85,7%) 0,6190

Penicyliny Amoksycylina-kwas
yey 27 (64,3%) | 1,0000 13 (56,5%) 0,7163 45 (45,9%) 0,9016 11 (52,4%) 0,8429

klawulanowy
Piperacylina-tazobaktam | 10 (28,8%) | 1,0000 10 (43,5%) 0,8533 14 (14,3%) 0,7838 5 (23,8%) 0,3599
Cefuroksym | 22 (52,4 %) | 0,4890 14 (60,9%) 1,0000 34 (34,7%) 0,8346 6 (28,6%) 0,6882
Ceftazydym | 22 (52,5) 0,4890 13 (56,5%) 0,8491 30 (30,6%) 1,0000 6 (28,6%) 0,6882
Cefalosporyny Cefotaksym | 22 (52,4%) | 0,4890 13 (56,5%) 0,8491 31 (31,6%) 0,8807 6 (28,6%) 0,3174
Cefepim | 22 (52,4%) | 0,7752 12 (52,3%) 0,9215 30 (30,6%) 0,2676 4 (19,0%) 0,7824
Cefoperazon-sulbaktam | 3 (7,1%) 0,5049 5 (21,7%) 1,0000 6 (6,1%) 0,1735 1 (4,8%) 0,5766
Fluorochinolony Ciprofloksacyna | 30 (71,4%) 1,0000 14 (60,9%) 0,3425 50 (51,0%) 0,3249 11 (52,4%) 1,0000
Gentamycyna | 22 (52,4%) | 0,2896 10 (43,5%) 0,7248 23 (23,5%) 0,9337 5 (23,8%) 0,1524
Aminoglikozydy Amikacyna | 5(11,9%) | 0,0796 8 (34,8%) 0,4322 14 (14,3%) 0,7838 3 (14,3%) 0,5601
Tobramycyna | 23 (54,8%) | 0,7120 13 (56,5%) 0,7248 33 (33,7%) 0,7825 7 (33,3%) 1,0000
Inne Trimetoprim-sulfametoksazol | 27 (64,3%) | 0,8208 15 (65,2%) 0,9228 39 (39,8%) 0,9052 7 (33,3%) 0,7161
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Tabela 11. Lekoopornos¢ szczepé6w ESBL+ i ESBL- na oddzialach zabiegowych.

ESBL+ n=121 ESBL- n=216
Grupa lekéw oddzialy zabiegowe
przeciwdrobnoustrojo Antybiotyk E.coli n=19 K. pneumoniae E.coli n=55 K. pneumoniae
wych (15.7%) p n=18 (14,9%) p (25,6%) P n=9 (4,29%) P
Ampicylina| 19 (100%) 1,0000 18 (100%) 1,0000 54 (98,2%) 0,5046 9 (100%) 1,0000
Ampicylina-sulbaktam 19 (100%) 1,0000 18 (100%) 1,0000 54 (98,2%) 0,5198 9 (100%) 0,6190
Penicyliny Am"ks&’fy"”a'kwas 12 (63,1%) 1,0000 12 (66,7%) 0,7163 23 (41,8%) 0,9016 6 (66,7%) 0,8429
awulanowy

Piperacylina-tazobaktam 4 (21,0%) 1,0000 8 (44,4%) 0,8533 6 (10,9%) 0,7838 1(11,1%) 0,3599
Cefuroksym | 13 (68,4%) 0,4890 11 (61,1%) 1,0000 16 (29,1%) 0,8346 2 (22,2%) 0,6882
Ceftazydym | 13 (68,4%) 0,4890 10 (55,5%) 0,8491 16 (29,1%) 1,0000 2 (22,2%) 0,6882
Cefalosporyny Cefotaksym 13 (68,4%) 0,4890 10 (55,5%) 0,8491 15 (27,3%) 0,8807 1(11,1%) 0,3174
Cefepim 11 (57,9%) 0,7752 11 (61,1%) 0,9215 12 (21,8%) 0,2676 3 (33,3%) 0,7824
Cefoperazon-sulbaktam 1 (5,3%) 0,5049 4 (22,2%) 1,0000 6 (10,9%) 0,1735 1(11,1%) 0,5766
Fluorochinolony Ciprofloksacyna 13 (68,4%) 1,0000 15 (83,3%) 0,3425 23 (41,8%) 0,3249 5 (55,6%) 1,0000
Gentamycyna | 7 (36,8%) 0,2896 6 (33,3%) 0,7248 12 (21,8%) 0,9337 0 0,1524
Aminoglikozydy Amikacyna | 5 (26,3%) 0,0796 8 (44,4%) 0,4322 6 (10,9%) 0,7838 3(33,3%) 0,5601
Tobramycyna 9 (47,4%) 0,7120 12 (66,7%) 0,7248 15 (27,3%) 0,7825 3 (33,3%) 1,0000
Inne Trimetoprim-sulfametoksazol 14 (73,7%) 0,8208 12 (66,7%) 0,9228 23 (41,8%) 0,9052 4 (44,4%) 0,7161
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Tabela 12. Lekoopornos¢ szczepé6w ESBL+ i ESBL- na oddzialach intensywnej terapii.

ESBL+ n=121 ‘ ESBL- n=216
Grupa lekéw oI
przeciwdrobnoustroj Antybiotyk E.coli n=4 K. pneumoniae E.coli n=4 K. pneumoniae
owych (3,3%) P n=7 (5,8%) P (1,9%) P n=2 (0,9%) P

Ampicylina| 4 (100%) 1,0000 7 (100%) 1,0000 4 (100%) 0,5046 2 (100%) 1,0000
Ampicylina-sulbaktam | 4 (100%) 1,0000 7 (100%) 1,0000 4 (100%) 0,5198 2 (100%) 0,6190
Penicyliny Amoksycylina-kwas klawulanowy | 3 (75,0%) | 1,0000 5 (71,4%) 07163 | 2 (50,0%) 0,9016 1 (50,0%) 0,8429
Piperacylina-tazobaktam 1 (25,0%) 1,0000 4 (57,1%) 0,8533 0 0,7838 1 (50,0% 0,3599
Cefuroksym | 3 (75,0%) 0,4890 5 (71,4%) 1,0000 1 (25,0%) 0,8346 1 (50,0%) 0,6882
Ceftazydym | 3 (75,0%) 0,4890 5 (71,4%) 0,8491 1 (25,0%) 1,0000 1 (50,0%) 0,6882
Cefalosporyny Cefotaksym | 3 (75,0%) 0,4890 5 (71,4%) 0,8491 1 (25,0%) 0,8807 1 (50,0%) 0,3174
Cefepim| 3 (75,0%) 0,752 4 (57,1%) 0,9215 0 0,2676 0 0,7824
Cefoperazon-sulbaktam | 1 (25,0%) 0,5049 1 (14,3%) 1,0000 1(25,0%) 0,1735 0 0,5766
Fluorochinolony Ciprofloksacyna | 3 (75,0%) 1,0000 5 (71,4%) 0,3425 3 (75,0%) 0,3249 1 (50,0%) 1,0000
Gentamycyna | 3 (75,0%) 0,2896 3 (42,8%) 0,7248 1(25,0%) 0,0337 1 (50,0%) 0,1524
Aminoglikozydy Amikacyna | 2 (50,0%) 0,0796 1(14,3%) 0,4322 0 0,7838 0 0,5601
Tobramycyna | 3 (75,0%) 0,7120 4 (57,1%) 0,7248 1(25,0%) 0,7825 1 (50,0%) 1,0000
Inne Trimetoprim-sulfametoksazol 3 (75,0%) 0,8208 4 (57,1%) 0,9228 1 (25,0%) 0,9052 0 0,7161
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7.8. Genotypowanie szczepéow ESBL+

W celu zbadania obecnosci genow odpowiedzialnych za mechanizm tworzenia
ESBL, opisanych w literaturze jako enzymy typu SHV, TEM, CTX-M oraz OXA,
analizie poddano tylko szczepy E.coli oraz K.pneumoniae ze wzgledu na odpowiednia
liczebno$¢ proby. Przewazata obecnos¢ genu blactxm — w 61 (28,8%) badanych
szczepach na oddziatach internistycznych stwierdzono jego wystepowanie (Tab. 13),
natomiast na oddziatach zabiegowych obecnos¢ tego genu potwierdzono u 46 (38,0%)
szczepow (Tab. 14). Poza blactx-m, wsréd badanych szczepow z oddziatow
internistycznych stwierdzono 13,2% (28 szczepow) udziat genu blaoxa a takze 8,0% (17
szczepoéw) udziat genu blasnv wérdéd badanych izolatow z oddziatéw internistycznych.
Na oddziatach zabiegowych odnotowano 14 (11,6%) szczepow z genem blaoxa oraz 12
(9,9%) szczepow z genem blasyy. Duzo mniej gendw odpowiedzialnych za mechanizm
ESBL stwierdzono wsréd izolatow z OIT — po 3 geny blasnv, blatem, blaoxa oraz 7
blactx-m (Tab. 15).

Tabela 13. Prewalencja genow odpowiedzialnych za wytwarzanie fB-laktamaz o rozszerzonym
spektrum dzialania w$réd szczepow Enterobacterales na oddzialach internistycznych.

Enterobacterales BSI
Oddzialy internistyczne n=212

Geny kodujace E.coli Klebsiella pneumoniae | Klebsiella spp. Inne Razem

ESBL n=140 n=44 n=7 n=21* n=212
blashv 2 (1,4%) 12 (27,3%) 3 (42,8%) 0 17 (8,0%)
blatem 4 (2,8%) 9 (20,4%) 2 (28,6%) 1 (4,8%) 16 (7,5%)
blaoxa 15 (10,7%) 10 (22,7%) 2 (28,6%) 1 (4,8%) 28 (13,2%)
blacTx-m 35 (25,0%) 16 (36,4%) 2 (28,6%) 8 (38,1%) 61 (28,8%)

*grupa ,,Inne” obejmowata gatunki: E.cloacae, P.mirabilis, C.braakii oraz C.koseri
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Tabela 14. Prewalencja genow odpowiedzialnych za wytwarzanie B-laktamaz o rozszerzonym
spektrum dzialania wsréd szczepow Enterobacterales na oddzialach zabiegowych.

Enterobacterales BSI
Oddzialy zabiegowe n=121

Geny kodujace E.coli Klebsiella Klebsiella spp. Inne Razem

ESBL n=74 pneumoniae n=27 n=6 n=14* n=121
blashv 0 8 (29,6%) 2 (33,3%) 2 (14,2%) 12 (9,9%)
blatem 2(2,7%) 3(11,1%) 3(50,0%) 3(21,4%) 11 (9,1%)
blaoxa 6 (8,1%) 3(11,1%) 3(50,0%) 2 (14,2%) 14 (11,6%)
blactx-m 19 (25,7%) 18 (66,7%) 4 (66,7%) 5 (35,7%) 46 (38,0%0)

*grupa ,,Inne” obejmowata gatunki: E.cloacae, P.mirabilis oraz C.freundii

Tabela 15. Prewalencja genow odpowiedzialnych za wytwarzanie f-laktamaz o rozszerzonym
spektrum dzialania w$réd szczepow Enterobacterales na oddzialach intensywnej terapii.

Enterobacterales BSI
OIT n=17
Geny kodujace E.coli Klebsiella pneumoniae Inne Razem
ESBL n=8 n=9 n=0 n=17
blasHv 0 3(33,3%) 0 3 (17,6%)
blatem 0 3(33,3%) 0 3 (17,6%)
blaoxa 0 3(33,3%) 0 3 (17,6%)
blacTx-m 2 (25,0%) 5 (55,5%) 0 7 (41,2%)

7.9. Typowanie metoda PFGE szczepow Klebsiella pneumoniae ESBL+
Z oddzialow zabiegowych celem wykrycia epidemii klonalnych
Celem sprawdzenia podobiefistwa genetycznego przeprowadzono typowanie
molekularne metoda PFGE. Analizie poddano 27 szczepéw K.pneumoniae ESBL+
izolowanych z zakazen krwi z oddziatow zabiegowych (Ryc. 5). Szczepy te pochodzity
z dwoch oddziatéw zabiegowych o profilu urologicznym jednego szpitala.
Sposrdéd badanych szczepow wykazano, Ze cztery nalezaty do tego samego klonu.
Inne szczepy byty bardzo zréznicowane.
Szczepy klonalne zaznaczone na Ryc. 5 czerwong ramka:
o K342: me¢zczyzna, wiek 49 lat, material pobrano w maju 2016, oddziat II

urologiczny;
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o K406: mezczyzna, wiek 40 lat, material pobrano w sierpniu 2016, oddziat I
urologiczny;

o K492: kobieta, wiek 63 lata, material pobrano w styczniu 2017, oddziat II
urologiczny;

o Kb535: kobieta, wiek 54 lata, material pobrano w marcu 2017, oddziat I
urologiczny.

Rycina 5. Dendrogram podobienstwa wybranych 27 szczepow K.pneumoniae z zakazen krwi z
oddzialéw zabiegowych, ramka oznaczono szczepy nalezgce do tego samego klonu.
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8. DYSKUSJA
8.1. Etiologia drobnoustrojowa przypadkow zakazen krwi

Ogotem, w trakcie trwania analiz w latach 2015-2018, analizowano epidemiologie
558 szczepdw bakteryjnych pochodzacych z wtornych zakazen krwi, w tym 161 (28,9%)
nalezato do ziarenkowcow Gram-dodatnich, 356 (63,9%) do rzedu Enterobacterales
natomiast 40 (7,2%) paleczek stanowito Gram-ujemne szczepy, inne niz
Enterobacterales. Zebrano tacznie 222 (39,8%) szczepy E.coli, co stanowito najwickszy
odsetek wyizolowanych pateczek Gram-ujemnych, bez wzgledu na oddziat. Pateczki
K.pneumoniae stanowily 14,5% (80 szczepow) zebranych izolatow, za$ na trzecim
miejscu znalazt si¢ Proteus mirabilis z tacznym odsetkiem 3,4% (19 szczepow)
wyizolowanych szczepow.

W 2019 roku opublikowano wyniki Programu Nadzoru Przeciwdrobnoustrojowego
SENTRY (the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program) [137], ktore potwierdzaja
uzyskane wyniki. W trakcie trwajacego 20 lat badania w 45 krajach zebrano szczepy
2264 901 przypadkow zakazen krwi. Stwierdzono, ze dominujagcymi gatunkami byty
Staphylococcus aureus (20,7%) oraz Escherichia coli (20,5%) w zaleznosci od regionu
geograficznego, rodzaju zakazenia oraz wieku. Nalezy wspomnie¢, ze po 2005 roku,
E.coli byta gatunkiem dominujacym izolowanym z zakazen krwi. S.aureus dominowat
na obszarze obu Ameryk, natomiast E.coli na obszarze Europy oraz Azji [137].

W latach 2013-2016, szczegolny wzrost udziatu szczepoéw E.coli i K.pneumoniae
w zakazeniach krwi zaobserwowano w Europie i Azji. Wséréd Gram-ujemnych
drobnoustrojow, izolowanych z zakazen krwi, najpowszechniejsze byly szczepy E.coli
i K.pneumoniae [138].

Wedtug wieloosrodkowego badania Wisplinghoffi wsp. 50,5% przypadkow zakazen
krwi nabytych w szpitalu miato miejsce na oddziatach intensywnej terapii, natomiast
oddzialy najczesciej diagnozujace zakazenia krwi to oddzialy internistyczne (38%) 1
zabiegowe (20%) [138]. Niezalezne badania Renaud i Brun-Buisson oraz Kallel i wsp.
pokazuja, ze na oddziatach intensywnej terapii jednymi z najczgsciej izolowanych byty
pateczki z rodziny Enterobacteriaceae (odpowiednio 25,2% i 67,7%) [139, 140]. Wyniki
najbardziej zblizone do uzyskanych w przedstawionej rozprawie otrzymano w badaniu
Kallel i wsp., jednakze badanie to byto jednoosrodkowe i obejmowato populacje regionu
Amazonii [140]. Takze Al-Hazmi i wsp. wymieniaja zakazenie krwi jako glowna

jednostke chorobowa wsrdd zakazen nabytych w szpitalu, zwlaszcza u pacjentow

67



kardiologicznych, z cukrzyca, nadci$nieniem, gdzie pateczki Gram-ujemne stanowity
60% badanych izolatow [141]. Wielu badaczy wskazuje na wigkszy udziat szczepoéw
E.coli na oddziatach intensywnej terapii W Europie, jednakze w niniejszej rozprawie to
K.pneumoniae byta najliczniejsza grupg izolatow [142, 143].

Szczegolnie uzasadnione wydaje si¢ porownanie otrzymanych wynikow z danymi
z raportow ECDC, gdyz dotycza populacji bardzo zblizonych, tj. pacjentow szpitali
europejskich i1 polskich ze szczegdlnym uwzglednieniem pacjentow OIT. Wedtug danych
ECDC, z 2014 roku, na OlTach w 15 krajach europejskich, najczesciej izolowanymi
mikroorganizmami z zakazen krwi byly gronkowce koagulazo-ujemne, Enterococcus
spp., S.aureus oraz pateczki Klebsiella spp. [144]. W 2014 roku, pateczki Klebsiella spp.
dominowaty w Portugalii (15%), na Stowacji (33,3%) i na Malcie (36,4%), natomiast
odsetek wyizolowanych szczepow E.coli nie przekraczat 20% w zadnym z krajow [144].
Pozniejsze dane z raportu ECDC z 2017 roku pokazujg staty trend w przypadku
najczesciej izolowanych patogenoéw z zakazen krwi i byly to gronkowce koagulazo-
ujemne, a nastepnie Enterococcus spp., paleczki Klebsiella spp. |S.aureus [145].
Pateczki Klebsiella spp. przewazaty nie tylko w Portugalii (21,1%), na Stowacji (23,8%)
I na Malcie (43,8%), ale takze we Wtoszech (18%) i w Rumunii (34,8%) za$ odsetek
wyizolowanych szczepow E.coli nie przekroczyt 15% w zadnym z krajow [145]. Wyniki
uzyskane w niniejszej rozprawie pokazuja, ze na OlTach najczgséciej izolowanym
szczepem byta K.pneumoniae (52,9%), a nastepnie E.coli (47,1%); nie odnotowano
obecnos$ci innych szczepow Enterobacterales. Porownujac dane z raportow ECDC oraz
uzyskane wyniki nalezy stwierdzi¢, ze wyniki badan epidemiologicznych badanej
populacji znacznie odbiegaja od danych epidemiologicznych populacji pacjentow szpitali
europejskich przedstawionych w raportach ECDC. Mimo ze pateczki Klebsiella spp.
stanowily najczgsciej izolowane mikroorganizmy wedtug danych ECDC, zaréwno z roku
2014, jak i 2017, to w zadnym z europejskich krajow nie osiggnety tak alarmujgcego
wysokiego poziomu, jak w Polsce. Na szczgscie, pomimo wysokiej lekoopornosci
szczepoéw K.pneumoniae udziat fenotypu KPC wynosit tylko 2,5%. Podobnie bylo w
przypadku izolatow E.coli.

W krajach europejskich sytuacja wyglada duzo lepiej niz w Polsce. W 2017 roku
odsetek wyizolowanych szczepoéw E.coli byt o 5 punktow procentowych nizszy niz
w 2014 roku, co pozwala sadzi¢, ze jest to tendencja spadkowa. Niestety w Polsce E.coli,

zaraz po K.pneumoniae, jest najczesciej izolowanym szczepem ha OlTach.
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8.2. Czynniki zjadliwosci szczepow Enterobacterales

Wyizolowane szczepy ESBL+ przebadano pod katem wystgpowania genow
wirulencji. Mimo ze wszystkie szczepy pochodzity z jednej formy zakazenia — zakazen
krwi — stwierdzono obecno$¢ roéznych czynnikow zjadliwosci. Na oddziatach
internistycznych oraz zabiegowych odnotowano, ze niewielka cze$¢ pateczek E.coli
posiadata gen hly odpowiedzialny za lize erytrocytow i patogeneze sepsy [146]. Hilali
I wsp. Wskazujg na wystepowanie genow pap i hly jako czynnikow wywotujacych
zakazenia krwi u pacjentow z neutropenig [147]. Co cickawe, chociaz wszystkie izolaty
pochodzity z przypadkéw zakazen krwi, nie zaobserwowano czegstego wystgpowania
genu hly. Na zadnym z oddziatléw nie stwierdzono obecnosci genu sfa/foc, kodujacego
fimbrie typu S, odpowiedzialnego za adhezj¢ komorek bakteryjnych do komorek
srodbtonka mikronaczyniowego mozgu, a tym samym do rozwoju bakteryjnego zapalenia
opon moézgowych, szczegolnie u noworodkow [148]. Gen sfa/foc, razem z genem hly, jest
czesto izolowany z zakazen krwi [146]. Na zadnym z oddziatéw nie odnotowano takze
wystepowania genu ibeA, gdyz — jak twierdzi Tao i wsp. — jest on gtéwnie zwiagzany z
patogenezg zakazen centralnego uktadu nerwowego, szczegdlnie u noworodkow [16] i
wedlug Watt i wsp. czesciej izolowany byt z ptynu mézgowo-rdzeniowego [146]. Nie
jest wiec zaskakujacy brak obecnos$ci tych genoéw, gdyz rozprawa obejmowata wylgcznie
populacje 0sob dorostych.

Zelazo jest niezbednym skladnikiem metabolizmu bakteryjnego umozliwiajagcym
przetrwanie i wickszg zjadliwos¢ bakterii. Szczepy bakteryjne konkuruja o zelazo
z biatkami gospodarza, wytwarzajac zwiazki niskoczasteczkowe wigzace zelazo —
siderofory. Produkcja sideroforow wptywa na mikroflore jelitowa gospodarza oraz
interakcje gospodarz-bakteria, co przyczynia si¢ do wystapienia zakazen, chorob jelit czy
nowotworow jelita grubego [149]. Do sideroforow zaliczamy aerobaktyne kodowang
przez geny iucC i iutA oraz yersiniabaktyne kodowang przez gen fyuA. U wigkszoSci
izolatow E.coli stwierdzono obecnos¢ tych gendéw, bez wzgledu na oddziat, co
potwierdza duza zjadliwo$¢ wyizolowanych szczepdéw oraz potencjalne zdolnosci do
przetrwania w organizmie gospodarza. Ponadto u czgéci izolatow z oddziatow
internistycznych i zabiegowych odnotowano obecnos¢ dodatkowego elementu
kodujacego receptor iroN, nadajacy enterobaktynie wicksze powinowactwo, a wigc
lepsza stabilno$cia w tkankach gospodarza [150]. Wyniki uzyskane w niniejszej

rozprawie potwierdzaja badania Tao i wsp. oraz Daga i wsp, w ktorych badacze wskazuja
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na najczesciej] wystepujace geny — IutA, fyuA (odpowiednio gen aerobaktyny
I yersiniabaktyny) a takze fimH (kodujacy fimbrie typu 1), u pacjentéw z zakazeniem
krwi E.coli [14, 16]. Procesem zmniejszajacym dostepno$¢ zelaza dla drobnoustrojow
w blonach Sluzowych gospodarza jest wydzielanie biatek wigzacych zelazo, takich jak
lipokalina czy laktoferyna [149]. Réwniez zwigkszone natlenienie blony Sluzowej
utrudnia bakteriom pobieranie zelaza, gdyz sprzyja obecnosci nierozpuszczalnych form
zelaza.

Na szczeScie zaobserwowano obecnos¢ tylko jednego szczepu (5,2%) z genem neuC
kodujacym otoczke polisacharydows i przyczyniajacym si¢ do powstania zakazen drog
moczowych, zakazen krwi i zapalenia opon mozgowych [151]. Produkcja otoczek
polisacharydowych jest mocno zwigzana ze Szczepami uropatogennymi i pozwala
unikng¢ fagocytozy oraz ufatwia kolonizacje drég moczowych, przyczyniajac si¢
do tworzenia biofilmu na powierzchni nabtonka [151].

Otrzymane wyniki pokazuja niepokojaco wysoki odsetek wyizolowanych szczepow
E.coli, u ktorych wykryto gen adhezji pap, kodujacy fimbrie typu P (oddziaty
internistyczne) oraz gen adhezji fimH, kodujacy fimbrie typu I (oddziaty internistyczne
| zabiegowe). Gen pap, odpowiedzialny za przyleganic komorek bakteryjnych
do nabtonka drég moczowych 1 rozwdj stanéw zapalnych drég moczowych,
obserwowany w uropatogennych szczepach E.coli przyczynia si¢ do zwickszenia
wirulencji szczepow i rozwoju ciezkich zakazen [19]. Takze gen fimH posredniczy
W patogenezie zakazen drég moczowych poprzez adhezje do komoérek nabtonka pecherza
moczowego oraz sprzyja tworzeniu si¢ biofilmu [16]. Niestety z wiekszosci szczepow
izolowano rowniez gen iha, bedacy adhezyng i receptorem dla katecholowych
sideroforow. Jak pisze Johnson i wsp., E.coli swoj potencjat patogenny zawdzigcza
obecnosci wlasnie tym genom wirulencji [129]. Obecnos$¢ genu iha, w uropatogennych
lub enterokrwotocznych szczepach E.coli, jest przyczyng urosepsy lub nawrotowych
zakazen drog moczowych [152]. Najciezszg formg zakazenia drog moczowych jest
urosepsa. Do czynnikow prewencyjnych urosepsy nalezy korygowanie nieprawidtowosci
uktadu moczowo-piciowego oraz warunki aseptyczne przy wprowadzaniu cewnika, a
takze zapobieganie rozwoju biofilmu na powierzchni cewnika poprzez pokrycie go
biomateriatem [153].

Wsrod szezepow K.pneumoniae najczes$ciej wykrywanymi genami, bez wzgledu
na oddziatl, byty geny zwiazane z synteza otoczki lipopolisacharydowej: uge — kodujacy

enzym biorgcy udziat w syntezie otoczki (interna: 86,9%, zabiegowe; 83,3%, OIT: 100%)
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oraz wabG — zaangazowany w syntez¢ rdzenia lipopolisacharydowego (100%, bez
wzgledu na oddzial). Stwierdzono, ze geny uge oraz wabG nadaja opornosc
na fagocytoze szczepom K.pneumoniae oraz sg zwigzane z patomechanizmem zakazen
dr6g moczowych i zapaleniem ptuc [154]. Niestety cz¢s¢ izolatow z kazdego z oddziatow
posiadata takze gen rmpA, kodujacy regulator fenotypu sluzowego A, bioracy udzialt w
syntezie §luzowatej otoczki polisacharydowej. Yu i wsp. wykazali, ze obecnos$¢ genu
rmpA ma zwigzek z wystgpieniem ropnych zakazen tkanek [155].

Obecnos¢ genu magA (ang. mucoviscosity-associated gene A), specyficznego
dla serotypu otoczki K1, zaobserwowano w niewielkiej cze$ci szczepdéw. SzCzepy
hiperwirulentne K1 zwykle posiadaja grubg otoczke i zawierajg wicle genow wirulencji
[156]. Wykazano, ze szczepy z genami magA i rmpA, wysoce odporne na fagocytoze,
powoduja ropnie watroby oraz powiklania septyczne z przerzutami [132, 156].
Na szczegscie uzyskane wyniki potwierdzily stosunkowo nieduzy odsetek szczepow
Z tymi genami, si¢gajacy 55,6% na oddziale zabiegowym. Podobnie szczepy posiadajace
gen allS, zwigzany z metabolizmem allantoiny, biorg udziat w patogenezie ropni watroby,
jednakze w zadnym ze szczepoéw nie stwierdzono wystgpowania genu metabolizmu
allantoiny, co jest zgodne z danymi uzyskanymi w innych badaniach [136, 152].

Istotna jest takze obecnos$¢ genow kfu i aerkKP zwigzana z wykorzystaniem Zelaza.
Geny te odgrywaja role w patogennosci bakterii, umozliwiajac wychwyt zelaza
w organizmie gospodarza. Wspotistnienie genéw kfu i magA  zwigksza
prawdopodobienstwo wystgpienia ropnia watroby [155]. Udato si¢ wykazaé¢ obecnosé

tychze genéw w niewielkim odsetku izolatow.
8.3. Lekoopornos¢ szczepow Enterobacterales

Wedlug raportu opublikowanego przez ECDC w 2019 roku, dotyczacego opornosci
mikroorganizméw w szpitalnych zakazeniach krwi, w Polsce odsetek izolatow E.coli
opornych na aminopenicyliny jest jednym z najwyzszych w Europie i wynosi 61,6%,
podobnie jak w innych krajach Europy potudniowej czy Europy zachodniej i péinocnej
[157]. Niestety wyniki uzyskane w danej rozprawie potwierdzajg te dane. Bez wzgledu
na oddzial zanotowano bardzo niskg wrazliwo$¢ szczepoéw E.coli na penicyliny
(nieprzekraczajaca 5%). Takze badania pozaeuropejskie pokazuja wysoka opornosé
szczepow E.coli na ampicyling (63,2%) oraz ciprofloksacyne (47,4%) [158]. Obiecujgco
wygladaty wyniki oporno$ci na karbapenemy wsrod E.coli w Polsce i innych krajach
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europejskich, ktorych opornos¢ byta znikoma i wahata si¢ w granicach 0-1,6%, co
potwierdzaja dane uzyskane w niniejszym badaniu, niezaleznie od oddziatu [157].

Przeprowadzone w 2012 roku mi¢dzynarodowe badanie EUROBACT (EUROBACT
International Cohort Study), obejmujgce 162 oddziaty intensywnej terapii w 24 krajach,
pokazato wysoki odsetek (47,8%) drobnoustrojéw wielolekoopornych, w tym 7,4%
E.coli oraz 11,9% K.pneumoniae [159]. Badania Thom i wsp. obejmujace populacje
amerykanska, dotyczace skutecznosci terapii empirycznej, wykazaty wysokg wrazliwos¢
szczepow E.coli oraz K.pneumoniae na B-laktamy (67-98%), cefalosporyny (76-93%),
fluorochinolony (71-88%) oraz aminoglikozydy (83-92%) [160]. Wigkszo$¢ tych
danych, uzyskanych z analizy populacji amerykanskiej, nie znajduje odzwierciedlenia w
uzyskanych wynikach m.in. wysokie oporno$ci szczepow na B-laktamy (do 100%,
niezaleznie od oddzialu), cefalosporyny (29-67%, =zaleznie od oddzialu) oraz
fluorochinolony (48-75%, zaleznie od oddziatu). Oporno$¢ na aminoglikozydy,
zwlaszcza na amikacyne, pozostaje kwestig sporng, gdyz na oddziatach internistycznych
i OIT nie przekracza 25%, natomiast na oddziatach zabiegowych si¢ga nawet 40,7% (w
przypadku K.pneumoniae). Potwierdzenie wysokiej opornosci szczepow E.coli i
Klebsiella sp. na aminoglikozydy, izolowanych z oddziatéw chirurgicznych, dostarcza
badanie Baviskar i wsp. [161]. W przypadku wigkszosci grup antybiotykow, w
odniesieniu do E.coli, stwierdzono wysoce istotng (p<0,01) zalezno$¢ opornosci od
oddzialu i relacje byly we wszystkich przypadkach takie same, czyli najmniej
przypadkoéw lekoopornosci byto na oddziatach internistycznych, wigcej na zabiegowych,
a najwyzszy odsetek wynikow pozytywnych dotyczyt OIT. Wysoka oporno$¢ na
cefalosporyny 3-generacji wskazujg takze dane ECDC, szczegodlnie wérod szczepow
Klebsiella spp. (44%) oraz E.coli (17%), jednak sg to opornosci znaczaco nizsze od
wynikow uzyskanych w niniejszej rozprawie [144].

Rosngca opornos¢ na karbapenemy wsrod pateczek Enterobacteriaceae staje si¢
pilnym problemem w Sanach Zjednoczonych [162]. Wedlug Souli i wsp. sposrod
gatunkow z rodziny Enterobacteriaceae, K.pneumoniae zostata uznana za drobnoustroj
o najwyzszym wskazniku opornosci na karbapenemy [163], co potwierdzaja takze dane
uzyskane przez Zilberberg i wsp. wskazujgce na 37,4% udziat K.pneumoniae oraz 15,2%
E.coli opornych na karbapenemy [162]. Na szczgscie otrzymane wyniki nie daja powodu
do niepokoju dla pacjentow hospitalizowanych w Polsce potudniowej — sposroéd 350
przebadanych szczepoéw zaledwie 1,4% izolatow wykazywal zdolno$¢ do produkcji

karbapenemaz. Dane ECDC wskazuja znaczaco wyzszy odsetek szczepow
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K.pneumoniae opornych na karbapenemy (7,7%), w porownaniu do szczepoéw E.coli
(0,0%) w Polsce [157]. Jak pokazuja badania Vatopoulos, szczegdlnie wysoki odsetek
szczepéw K.pneumoniae opornych na karbapenemy obserwuje si¢ na oddziatach
szpitalnych w Grecji (do 20%), zwtaszcza na OITach (do 50%) [164]. W raporcie ECDC
Polska uzyskata jeden z najwyzszych wynikow, sposrod danych z 33 badanych krajow
europejskich, jesli chodzi o opornos¢ szczepow K.pneumoniae na fluorochinolony oraz
aminoglikozydy (odpowiednio 61,3% i 47,5%) [157]. Takze w przypadku oporno$ci
szczepow K.pneumoniae na cefalosporyny 3-generacji uzyskano wysokie wyniki (do
66,7% na OlTach, w Polsce 58,3%) [157]. Niestety uzyskane wyniki potwierdzajg te
dane, gdzie niezaleznie od oddziatu otrzymano dosy¢ niskie wrazliwosci szczepOw
K.pneumoniae na fluorochinolony (do 44%) i aminoglikozydy (do 55%). Interesujace
wyniki otrzymano w badaniu wieloosrodkowym Wisplinghoff i wsp., obejmujacym 49
szpitali amerykanskich, ktore dowodzi, ze ponad 80% izolatow K.pneumoniae bylo
wrazliwych na cefalosporyny 3-generacji, aminoglikozydy i fluorochinolony [138].
Uzyskano niepokojaco wysoki odsetek 38,3% (134 szczepy) pateczek
Enterobacterales, ktore posiadaty zdolno$¢ do syntezy ESBL, z czego izolaty E.coli
stanowity 29,3% za$ izolaty K.pneumoniae 60,0%. Takze badania Kallel i wsp. wskazuja
na stosunkowo szerokie rozprzestrzenienie si¢ fenotypu ESBL i dosy¢ wysoki odsetek
szczepow Enterobacteriaceae ESBL+ (27,6%) [140]. W latach 2012-2014 przebadano
15 588 izolatow Enterobacteriaceae pochodzacych z amerykanskich szpitali i tylko u
13,7% z nich stwierdzono obecno$¢ fenotypu ESBL [165]. Wystepowanie fenotypu
ESBL zdeterminowanego przez produkcje enzymoéw TEM, SHV 1 CTX-M, zwigzane
bylo z wystgpowaniem zakazen szpitalnych [163, 166], ale takze skojarzone z fenotypem
wielolekoopornosci (MDR) u Enterobacteriaceae [163]. W 2007 roku Nicolas-Chanoine
i wsp. opisuja pojawienie si¢ Szeroko rozpowszechnionej globalnie grupy enzymow —
CTX-M, wystepujacej wsrod zjadliwych szczepow E.coli [167]. Niestety takze i w
uzyskanych wynikach przewazat odsetek genu blactx-m, bez wzglgdu na oddzial, jednak
na kazdym oddziale wigkszy udzial szczepéw wykazujacy obecno$¢ genu blactx-m
stanowity pateczki Klebsiella spp. Wczesniejsze niezalezne badania, przeprowadzone na
oddziatach intensywnej opieki na grupach noworodkéw w Polsce, wykazaty, ze
wszystkie izolaty ESBL+ niosty gen blactx-m [168, 169]. Takze badania Castanheira i
wsp. potwierdzaja, ze typ CTX-M byl najbardziej rozpowszechniony [165]. Jak
wczesniej wspomniano fenotyp ESBL czesto wiaze si¢ ze zlozonym fenotypem opornosci

wielolekowej danego mikroorganizmu, aco za tym idzie, zmniejsza liczbe srodkéw
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przeciwdrobnoustrojowych, na ktére podatny jest patogen [163, 170]. Wida¢ to wyraznie
w wynikach przedstawionych w danej pracy, gdzie pateczki Enterobacteriaceae ESBL+
sg znaczgco bardziej oporne na prawie wszystkie grupy antybiotykdéw, nie tylko -

laktamowych, niz pateczki Enterobacteriaceae ESBL—, bez wzgl¢du na oddziat.

8.4. Horyzontalne rozprzestrzenienie szczepow K.pneumoniae ESBL+

na oddzialach zabiegowych

Jak wskazali badacze, PFGE jest §wietng metoda typowania i poréwnywania klonow
przy duzej liczbie izolatow <30 [171]. Analiza typowania PFGE obj¢ta 27 szczepow
K.pneumoniae ESBL+ z dwoch oddziatow zabiegowych jednego szpitala. Szczepy
klonalne pochodzity od czterech roéznych pacjentdow, nalezaty do tego samego klonu
natomiast izolowane byly na przestrzeni jedenastu miesiecy. Obecnos¢ czterech
szczepow nalezacych do tego samego klonu §wiadczy o wystgpieniu epidemii klonalnej
w obrebie oddzialow zabiegowych tego szpitala. W dwoch szczepach zaobserwowano
obecnos¢ gendow zwigzanych z syntezg otoczek lipopolisacharydowych — uge oraz wabG.
Pozostate szczepy, oprécz wymienionych genow, niosty regulator fenotypu sluzowego A
(rmpA) oraz gen zwigzany z transportem zelaza (kfu), co sugeruje potencjalng wigksza
zjadliwos¢ tych szczepow. Reszta badanych szczepow cechowala si¢ bardzo
zréznicowanym wzorem prazkowym.

Przeprowadzone badania majg pewne ograniczenia. Ze wzgledu na koszty, analize

PFGE przeprowadzono tylko dla wybranej, ograniczonej liczby szczepow szczepow.

Jako cze$¢ programu kontroli zakazehh Wenzel 1 Edmond zalecajg uzycie cewnikow
naczyniowych pokrytych antybiotykami oraz szerszy dostep do srodkow higieny rak
zawierajacych alkohol [172]. W przeprowadzonym wieloosrodkowym badaniu odsetek
zakazen krwi zostal znacznie zredukowany poprzez uzycie cewnikéw pokrytych
ryfampicyng oraz minocykling [173]. Takze poprawa w zakresie stosowania higieny rak,
szczegblnie zwigkszenie czestoSci wykonywania tej procedury, ma wplyw
na zredukowanie zakazen krwi nabytych w szpitalu na oddziatach intensywnej terapii
[174]. Jednoczesnie nalezy zastanowi¢ si¢ nad skutecznoscig stosowania profilaktyki
antybiotykowej. Chociaz wiadomo, ze profilaktyka antybiotykowa jest niezbe¢dna
w przypadku zabiegoéw operacyjnych, to wcigz pewne mechanizmy opornoSci sg
niepoznane, a wzrost opornosci u Enterobacteriaceae utrudnia leczenie [175].

Wielolekooporno$¢ szczepoéw, niewlasciwa profilaktyka, niedobrana badZ opo6zniona
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terapia antybiotykowa skutkuje niepowodzeniem antybiotykoterapii empirycznej [162].
Latwos$¢ rozprzestrzeniania genow ESBL i CRE oraz ich wysoki udziat w izolowanych
szczepach Enterobacteriaceae wymaga nowych antybiotykow, do ktorych mozna

zaliczy¢ tigecykling, avibaktam, erawacykline czy plazomycyne [176].
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9. WNIOSKI KONCOWE

Prezentowane wyniki wskazujg na duzy udziat drobnoustrojow Gram-ujemnych, w
tym pateczek rzgdu Enterobacterales, ktore stanowity ogdétem prawie 2/3 etiologii
drobnoustrojowej przypadkéw wtornych zakazen krwi, co jest wynikiem bardzo
niepokojacym i wymagajacym i powinno sta¢ si¢ podstawg szerokiej dyskusji nad stanem
nadzoru nad zakazeniami w polskich szpitalach.

W kompleksowym badaniu wielu czynnikéw zjadliwosci pokazano te, ktore
W sposob szczegdlny przyczyniajg sie do zakazen inwazyjnych, takich jak zakazenia
krwi. Zaskakujgce jest to, ze nie stwierdzono obecnosci gendéw biorgcych udziat
W patogenezie sepsy badz odnotowano ich niewielki odsetek (hlyA, sfa/foc). Istotne jest,
ze znaczgco duza czeg$S¢ izolatow posiadata geny zwigzane z transportem zelaza (m.in.
iucC, fepA, fyuA czy kfu) zwickszajace ich zjadliwos¢. Natomiast obecno$é genow
adhezji (fimH, iha) u E.coli czy genéw zwigzanych z syntezg otoczek polisacharydowych
(uge, wabG) u K.pneumoniae pozwala sadzié¢, ze szczepy te biorac udzial w kolonizacji
drog moczowych, tworzeniu biofilmu i rozwoju standw zapalnych drég moczowych,
moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju nadzwyczaj groznych, obarczonych wysoka
$miertelnoscig przypadkow tzw. urosepsy.

Kluczowa kwestig badanego problemu jest stale rosngca oporno$¢ na antybiotyki
wsrod pateczek Enterobacterales wywotujacych zakazenia krwi. Badanie lekoopornosci
pozwolito szczegblowo opisa¢ aktualng zla sytuacje epidemiologiczng w szpitalach
potudniowej Polski, co powinno przyczyni¢ si¢ do opracowania lokalnych, racjonalnych
zasad dotyczacych antybiotykoterapii empirycznej. Racjonalna, zgodna — z tzw.
antibiotic stewardship i lokalnymi antybiogramami skumulowanymi — terapia
empiryczna pozwala m.in. zmniejszy¢ ryzyko powiktan w postaci zakazen wtornych czy
zminimalizowa¢  ryzyko  wystgpienia  wielolekoopornosci  drobnoustrojowe;j.
W empirycznym leczeniu zakazen nalezy preferowac antybiotyki, w stosunku do ktérych
wrazliwosci wzglgdem drobnoustrojow pozostaje na poziomie min. 70-80%. Stad w
badanej populacji, lekami do leczenia empirycznego wskazane sg cefalosporyny,
cefalosporyny z inhibitorem oraz karbapenemy.

Stwierdzona wysoka lekoopornos¢ jest zjawiskiem bardzo niepokojacym,
na szczescie w badanej populacji nie stwierdzono Szerzenia si¢ szczepOw pateczek

Enterobacteraiceae wykazujgcych oporno$¢ na karbapenemy, jedne z najwazniejszych

76



grup lekéw nowoczesnej medycyny, CO sprawia, ze prezentowane wyniki majg duze
znaczenie praktyczne przy konstrukcji lokalnych receptariuszy szpitalnych.

Laczenie szczegotowych analiz epidemiologicznych przypadkow zakazen Krwi
z wnikliwymi testami molekularnymi izolowanych szczepow bakteryjnych umozliwito
dwukierunkowe spojrzenie na problem zakazen krwi: porownanie wykonywane
pod katem rozwoju, przebiegu i ci¢zko$ci zakazenia oraz cech — opornos¢, zjadliwosé —
danego szczepu. Wyniki uzyskane w tej pracy pozwalaja w sposdb catosciowy opisaé
epidemiologie¢ 0 zakazeniach krwi wywolanych przez paleczki z rodziny
Enterobacterales, a takze moga przyczyni¢ si¢ do ograniczenia tego typu zakazen
W przysztosci poprzez pokazanie wagi badanego problemu i wprowadzenie
odpowiednich procedur, w tym stosowanie racjonalnej antybiotykoterapii opartej
na leczeniu celowanym, informacji zwrotnej dla zespotéw terapeutycznych
oraz antybiogramach skumulowanych, a przede wszystkim realizowanie szkolen

dla personelu medycznego oddziatéw szpitalnych.
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10. STRESZCZENIE

Celem niniejszej rozprawy byla analiza cech fenotypowo-molekularnych pateczek
Enterobacterales izolowanych z zakazen krwi od hospitalizowanych osob dorostych.
Stosujac  rézne metody oznaczania lekoopornosci (automatyczne, manualne,
molekularne) udato si¢ okresli¢ poziom opornosci badanych izolatdéw w odniesieniu
do wybranych grup antybiotykow. Ponadto, dzigki zastosowaniu procedury PCR,
0znaczono wybrane geny wirulencji, co pozwolito przeanalizowaé potencjat patogenny
danych szczepow. Dodatkowo metoda PFGE umozliwita wykrycie epidemii klonalnych
na badanych oddziatach.

Uzyskane wyniki lekooporno$ci pokazuja, ze pateczki Enterobacterales cechowaty
si¢ wysoka opornoscig wobec penicylin i fluorochinolonéw, a takze stosunkowo wysoka
opornos$cig wobec cefalosporyn. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze opornos¢ znacznie spadata
w obecnosci inhibitoréw B-laktamaz, takich jak kwas klawulanowy czy sulbaktam. Poza
antybiotykami taczonymi z inhibitorami p-laktamaz swietne wyniki otrzymano stosujac
karbapenemy i niektore aminoglikozydy. W przypadku terapii empirycznej nalezy wiec
rozwazy¢ stosowanie karbapenemow, amikacyny oraz wybranych antybiotykow z
inhibitorami p-laktamaz.

Badanie czynnikoéw zjadliwosci wykazato, ze tylko niewielka czesé izolatow E.coli
niosta geny odpowiedzialne za patogeneze¢ zakazen krwi. Wigkszo$¢ szczepow posiadata
geny odpowiedzialne za adhezje i systemy pozyskiwania zelaza, ktore zwigkszaja
zjadliwo$¢ mikroorganizméw poprzez adhezj¢, rozwdj biofilmu i cigzkich stanow
zapalnych. U czeSci szczepow K.pneumoniae potwierdzono obecno$é gendow
odpowiedzialnych za rozwo6j otoczek polisacharydowych, a tym samym wysoka opornos¢
na fagocytoze. Ponadto potwierdzono wystgpowanie genow zwigzanych z transportem
zelaza zwigkszajacych wirulencje K.pneumoniae.

W  obrebie dwoch oddziatow zabiegowych, na przestrzeni prawie roku,
zaobserwowano rozprzestrzenianie si¢ szczepow K.pneumoniae nalezacych do tego
samego klonu. Swiadczy to o wystapieniu epidemii klonalnej i koniecznosci
skuteczniejszego nadzoru nad zakazeniami K.pneumoniae na oddziatach zabiegowych.

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe dalszych badan nad zakazeniami krwi
o etiologii Enterobacterales u hospitalizowanych osob dorostych, nie tylko z uwagi
na rosngcy udzial pateczek Enterobacterales wsrod tego typu zakazen, ale ze wzgledu na

wzrastajacg oporno$¢ i zjadliwos¢ tych pateczek.
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11. SUMMARY

The aim of this research was to analyze the phenotypic and molecular characteristics
of Enterobacterales isolated from bloodstream infections from hospitalized adults. Using
various methods of determining drug resistance (automatic, manual, and molecular), it
was possible to determine the resistance of the tested isolates in relation to selected groups
of antibiotics. Moreover, through the PCR, selected virulence genes were determined,
which made it possible to analyze the pathogenic potential of the given strains.
Additionally, the PFGE method allowed to detect clonal diversity in the studied wards.

The findings with regard to drug resistance show that Enterobacterales were
characterized by high resistance to penicillins and fluoroguinolones as well as relatively
high resistance to cephalosporins. It should be noted that resistance decreased
significantly in the presence of [-lactamase inhibitors such as clavulanic acid
or sulbactam. Apart from the antibiotics with B-lactamase inhibitors, good results have
been obtained with carbapenems and some aminoglycosides. In the case of empiric
therapy, the use of carbapenems, amikacin and selected antibiotics with p-lactamase
inhibitors should be considered.

The study of virulence factors showed that only a small part of E.coli isolates carried
genes responsible for the pathogenesis of bloodstream infections. Most strains had
adhesion genes and iron transport system genes that increase the virulence
of microorganisms through adhesion, biofilm development and severe infection. In some
K. pneumoniae strains the presence of genes responsible for the development
of polysaccharide envelopes and thus high resistance to phagocytosis was confirmed.
In addition, the presence of iron transport system genes increasing the virulence
of K. pneumoniae was confirmed.

Within two surgical wards, the spread of K.pneumoniae strains belonging to the same
clone was observed over the course of almost a year. This proves the occurrence of a
clonal outbreak and the need for more effective surveillance of K.pneumoniae infections
in surgical wards.

The findings indicate that we need further research on bloodstream infections
of Enterobacterales etiology in hospitalized adults, not only due to the increasing
contribution of Enterobacterales in this type of infections, but also in view of the

increasing resistance and virulence of these bacteria.
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Zalacznik nr 1 Opinia Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego

nr 1072.6120.64.2019 z dnia 28.03.2019
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OPINIA

nr 1072.6120,64.2019 z dnia 28 marca 2019 roku UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

W KRAKOWIE

Na zebraniu w dnin 28 marca 2019 r. Komisja zapoznata sig
z wnioskiem z dnia 11 marca 20191,

zloZzonym:
przez kierownika tematu: dr hab. Jadwiga Wéjkowska - Mach
zatrudnionego Katedra Mikrobiologii UJCM
31 - 121 Krakdw, ul. Czysta 18 .

Komisia Bioatyozna
oraz jego merytorycziym uzasadnieniem dofyczacym przeprowadzenia Uniwersytety
eksperymentu  medycznego  pt.  ,Zakazenia krwi o  etiologii
Enterobacteriaceae u hospitalizowanych 0s6b doroslych w regionie Polski Jagiellofiskiego

potudniowej — charakterystyka drobnoustrojow”.

Do wniosku dolgczono:

1. Protokdl badania, wersja £.0z dnia 07.03.2019 1.

2. Zyciorys naukowy Wnioskedawey,

3. Lista pismiennictwa.

4. Odwiadezenic o hraku zatgezenia formularza informacji dla pacjenta, tormularza zgedy uczestnika badania,
formularza o ochronie danych osobowych.

5. Oéwiadezenic o realizacji projektu w ramach prac badawczych UJ/UICM.

Komisja wyraza pozytywng opinie w sprawie przeprowadzenia
wnioskowanego badania - na warunkach okre$lonych we wniosku oraz

dodatkowo zastrzegajge:

|/ obowigzek przedstawienia Komisji:

- wszystkich zmian w protokole majacych wplyw na przebieg oraz oceng badania,
- zawiadomienia o przyczynach przedwezesnego zakonczenia badania,

- sprawozdania w toku przeprowadzanych badan - co sze$¢ miesigcy,

- raportu keicowego.

Badanie moze by¢ prowadzone do dnia 28 marca 2020 roku.

Sklad i dzialanie Xomisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi.
Lista czlonkéw Komisji biorgeych udzial w podjgein uchwaly stanowi
zalgeznik do niniejszego dokumentu,

Krakéw, dnia 28 marca 2019 1.
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Lista czionkéw KOMISII BIOETYCZNEJ UJ biorgeych udzial w podjeciu uchwaty dotyczacej
opinii nr 1072.6120.64.2019:

1. Przewodniczgey: prof. dr hab. med. Piotr Thor — lekarz — chirurg ogélny/urolog C'lb'
SR
2. 7Z-ca Przewodniczacego: mgr Alicja Widera - psycholog kliniczny ﬂ;f/‘yﬁga .Jé'}i,{/jxi-j_{
........ / }
3. prof. dr hab. med. Roman Pfitzner -- lekarz — chirurg og6lny/kardiochirurg YQW\WM \{\/Fﬁ\(
4. dr hab. med. Ewa Konduracka, prof. UJ — lekarz — internista/kardiolog ﬂw
5. dr hab. med. Klaudia Stangel-Wdjcikiewicz — lekarz — ginekolog-potoznik //Zﬁ ¢
6. dr hab. med. Ewa Cichocka-Jarosz — lekarz - pediatra/alergolog
7, dr hab. n. med, Tomasz Kaczmarzyk, prof. UJ - lekarz stomatolog — chirurg stomatolog \L/(
8. dr hab. med. Piotr Major — lekarz — chirurg ogélny
9. dr hab, Jerzy Brusilo OFMConv. — duchowny

10.dr med. Aleksandra Goszez — lekarz — internista/farmakolog kliniczny

[

1.dr med. Stefan Bednarz — lekarz — internista

12.dr med. Bartosz Grabski — lekarz — psychiatra/seksuolog W«,

13.mgr Leszek Kadziela — radca prawny

14, Jolanta Kopeé — polozna




AKCEPTACJA

dot. opinii n1; 1072.6120.64.2019 z dnia 28 marca 2019 roku UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

TYTUL BADANIA: W KRAKOWIE
,Zakazenie krwi o etiologii Enterobacteriaceae u hospitalizowanych os6b
doroslych w  regionie Polski potudniowej —  charakterystyka
drobnoustrojdw”
WNIOSKODAWCA: Komigja Bicetycana
dr hab. med. Jadwiga Wéjkowska-Mach
Katedra Mikrobiologii UJ CM Uniwersytebi

31-121 Krakéw, ul, Czysta 18

Jagiellofskiego

PRZEDSTAWIONE DOKUMENTY:

Zgloszenie poprawki z dnia 31 marca 2020 r. dotyczgcej wyrazenia zgody
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellofiskiego na wznowienie badania do
31 grudnia 2021 roku,

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Jagielloniskiego na posiedzeniu w dniu
23 kwietnia 2020 r., po zapoznaniu si¢ z wyzej wymienionym dokumentem
pozytywnie zaopiniowala zgloszong poprawkg.

Lista cztonkéw Komisji Bioetycznej bioracych udziat w posiedzeniu:

Przewodniczqey: prof. dr hab, med. Piotr Thor - lekarz — chirurg ogdiny/urolog
Zastgpea przewodniczacego: mgr Alicja Widera — psycholog kliniczny

Czlonkowie:

prof, dr hab, med, Roman Plitzner — lekarz — chirurg ogélny/kardicchirurg

dr hab. med. Ewa Konduracka, prof. UJ — lekarz — internista/kardiolog

dr hab. med. Klaudia Stangel-Wojcikiewicz — lekarz — ginekolog-potoznik

dr hab, med. Ewa Cichocka-Jarosz, prof. UJ — lekarz — pediatra/alergolog

dr hab. n. med. Tomasz Kaczmarzyk, prof, UJ - lekarz stomatolog -~ chirurg stomatolog
dr hab. med. Piotr Major, prof. UJ — fekarz — chirurg ogolny

dr med. Stefan Bednarz — lekarz — internista — przedstawiciel Okrggowej Rady Lekarskie]j w Krakowie
dr med. Bartosz Grabski — lckarz — psychiatra/scksuolog

mgr Leszek Kqdziela — radea pravay

Jolanta Kopeé — potozna

Skiad i dzialanie Komisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi

ul, Grzegérzacks 20

PL 31-531 Krakdw
Krakow, 23 kwietnia 2020 r. tel, + 48 (12) 433 27 38
+ 48 (123 433 27 43
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Zalacznik nr 2 Przyktadowe zdjecie hodowli szczepu Klebsiella pneumoniae ESBL+ (A)
oraz ESBL- (B) na podtozu Mueller-Hintona z natozonymi krazkami nasaczonymi
antybiotykami: cefepim (FEP), amoksycylina z kwasem klawulanowym (AMC),
cefotaksym (CTX), ceftazydym (CAZ), cefoksytyna (FOX, krazek wskaznikowy dla
identyfikacji opornosci na cefalosporyny AmpC), meropenem (MEM, dla wstgpnej

identyfikacji opornosci na karbapenemy).
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Zalacznik nr 3 Przyktadowe zdjecie elektroforegramu produktow PCR genu adhezji fimH
szczepow Escherichia coli, (82-518 — nieliniowe numery badanych probek, K — kontrola

pozytywna, M — marker masowy).

82 87 108 114 122 129 138 139 151 152 158 215 273 320 321 K M

= o ey o T e ) TED =y o= T Y = D R e

356 384 398 414 420 456 465 466 474 484 491 508 511 515 518 K M
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