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1 WPROWADZENIE

1.1 Charakterystyka bakterii z rodziny Enterobacteriaceae

Paleczki z rodziny Enterobacteriaceae naleza do bakterii Gram-ujemnych,
perytrychalnie urzesionych (rodzaje Klebsiella 1 Shigella nie wytwarzaja rzgsek). Daja
si¢ hodowa¢ na prostych podtozach sztucznych, rosnac zaro6wno w warunkach
beztlenowych, jak i tlenowych. Optymalny wzrost uzyskuje si¢ po okoto 24 h inkubacji
w temperaturze 20-30°C dla bakterii izolowanych ze S$rodowiska nicozywionego
i w 37°C dla tych, ktore pochodza z organizméw zywych. Energie uzyskuja w procesie
oddychania tlenowego lub na drodze beztlenowej fermentacji, rozktadajac cukry
do alkoholi [1]. Procesy fermentacyjne prowadzone przez bakterie fakultatywnie
tlenowe generuja duza liczbe zwiazkéw, a wsrdd produktow przewazaja kwasy
organiczne. Wigkszo$¢ z przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae ma zdolno$é
do tworzenia sideroforow, dzigki ktorym przechwytuja jony zelaza od transferryny
gospodarza [1]. Zdecydowana wigkszo$¢ bakterii nalezacych do rodziny
Enterobacteriaceae jest sktadnikami naturalnej flory (mikrobiomu) czltowieka,
wystepujac szczegoOlnie licznie w obrebie jelita grubego. Spotka¢ je mozna takze
w $rodowisku nieozywionym, gdzie wybieraja ciepte i wilgotne miejsca. W niewielkich
liczbach wystepuja takze na skoérze i w nosogardzieli. Wszyscy przedstawiciele rodziny
Enterobacteriaceae maja w S$cianie komorkowej lipopolisacharyd (LPS), czyli
endotoksyng [2]. Przy pomocy specyficznych przeciwciat mozna wykrywaé antygeny
znajdujace si¢ na powierzchni komorki. Klasyfikacja serologiczna pateczek
Enterobacteriaceae oparta jest na antygenie somatycznym O, otoczkowym K oraz
rzeskowym H [2].

Wyroznia  si¢  kilkanascie = rodzajéw  czynnikow  determinujacych
chorobotwdrczo$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae:

e LPS, czyli endotoksyna — zbudowana z immunogennego rdzenia cukrowego
(specyficznego dla szczepu), antygenu O (rowniez cukrowego) i lipidu A, ktory

jest najbardziej konserwatywna czgscia LPS [1, 3];



e cgzotoksyny — pojedyncze biatka lub kompleksy bialek, ktore po zwiazaniu sig
z receptorami komorek eukariotycznych prowadza do ich uszkodzenia [1].
Naleza do nich m. in. enterotoksyny, produkowane przez Escherichia coli,
werotoksyny czy toksyny Shiga;

e czynniki adhezyjne, takie jak fimbrie (pilusy) adherencyjne i pitciowe itp., ktére
odgrywaja duza role w przyleganiu bakterii do komodrek oraz w procesie
koniugacji [1, 3];

e otoczki — to bakteryjne egzopolimery zwiazane ze strukturami
powierzchniowymi komorki bakteryjnej. U Enterobacteriaceae zbudowane sa
z polisacharydow. Indukuja one odpowiedz humoralna w organizmie
gospodarza. Ze wzgledu na wlasciwosci serologiczne nosza nazwe antygenu K.
Chronia one komorki bakteryjne przed dziataniem $rodowiska, utrudniaja
penetracje niektorych antybiotykow, a takze maja udziat w patogenezie (chronia
przed fagocytoza, przytaczeniem przeciwcial, wspomagaja adhezj¢ do nabtonka
1 sztucznych powierzchni, takich jak protezy czy cewniki);

e rzeski — zbudowane z wtokna, haczyka i ciatka bazalnego. Wtdkno cechuje si¢
immunogenno$cia 1 jest nazywane antygenem H, haczyk taczy wiokno
z ciatkiem bazalnym, a ciatko bazalne zakotwicza rzgske¢ w Scianie komorkowe;

1 btonie cytoplazmatycznej. Rzg¢ski sa aparatem ruchu wielu bakterii [1, 3].

Tylko niektére z pateczek FEnterobacteriaceae sa pierwotnie patogenne
oraz powoduja zakazenia zotadkowo-jelitowe (np. rodzaje Shigella czy Salmonella).
Zdecydowana wigkszo$¢ z nich jest drobnoustrojami oportunistycznymi, nalezacymi
do flory fizjologicznej (mikrobiomu) organizmu, ale powodujacymi zakazenia u 0sob
o ostabionej odpornosci (np. z naruszona ciagloscia skory, bton §luzowych, czy tez
hospitalizowanych) [1, 4]. Do najwazniejszych przedstawicieli rodziny
Enterobacteriaceae z punktu widzenia ponizszej rozprawy naleza gatunki Escherichia
coli, Morganella morganii, Serratia marcescens i bakterie z rodzaju Klebsiella oraz

Enterobacter.



1.1.1 Escherichia coli

Pateczki Escherichia coli stanowia fizjologiczna florg (sktadnik mikrobioty)
jelita grubego. Powszechnie wystgpuja w Srodowisku. Bakterie tego gatunku sa
wzglednie beztlenowe, niesporujace i szybko rosnace. Cechuja si¢ duza ruchliwoscia
(posiadaja rzeski). Fermentuja laktoze, dobrze toleruja sSrodowisko kwasne [1].

W obrebie gatunku wyr6zni¢ mozna kilka wiro(pato)typow:

e ETEC - szczepy enterotoksynogenne, wywolujace zakazenia przewodu
pokarmowego, najczgsciej u osob podrozujacych. Wytwarzaja enterotoksyny
cieptolabilne i cieptostabilne, a takze adhezyny (antygeny CFA).

e EHEC - szczepy enterokrwotoczne, adherujace do nabtonka jelita grubego,
syntetyzuja cytotoksyny (Shiga-like toxins, werotoksyny). Zwiazane sa
z krwawymi biegunkami, ktore moga by¢ powiktane zespotem hemolityczno-
mocznicowym, czy plamica zakrzepowa.

e EAEC - enteroagregacyjne szczepy E. coli, odpowiedzialne za przewlekte
biegunki (szczegdlnie u niemowlat i dzieci). Adheruja do nabtonka za pomoca
fimbrii agregacyjnych AAF (ang. aggregative adherence fimbriae). Moga
syntetyzowac cieptostala enterotoksyne oraz hemolizyng.

e EPEC - szczepy enteropatogenne, odpowiedzialne za biegunki u niemowlat.
Ich adhezja do nabtonka uwarunkowana jest produkcja fimbrii i1 intiminy.
Nie produkuja zadnych enterotoksyn.

e EIEC - szczepy enteroinwazyjne, wywolujace zakazenia przypominajace

czerwonkg. Nie fermentuja laktozy i nie posiadaja rzgsek.

Populacja E. coli zostata podzielona na cztery gtowne grupy filogenetyczne (A,
Bl, B2 i D) [5]. Szczepy E. coli wywolujace zakazenia pozajelitowe (ang.
extraintestinal E. coli, EXPEC) naleza najcze$ciej do grupy B2, rzadziej D, za$
komensalne jelitowe E. coli — do grup A 1 B1. Czynniki wirulencji u szczepoéw E. coli sa
badane 1 charakteryzowane od wielu lat. Naleza do nich zaréwno biatka biorace udziat
w adhezji 1 inwazji szczepéw bakteryjnych do komorek, biatka biorace udziat
w transporcie zelaza, enzymy i toksyny. Wséréd adhezyn wyrdznia si¢ trzy gtowne
grupy: fimbrie, rodzing czynnikow niefimbriowych (Afa) 1 biatka blony zewngtrznej

(ang. outer membrane proteins, OMPs) [6]. Wérod biatek fimbrialnych wyr6ézniamy



nastepujace typy: 1, P, S, oraz Dr [7, 8]. Poszczegbélne czynniki wirulencji maja
zwiazek z miejscem izolacji patogenu, a wlasciwie z forma zakazenia. Niektore, takie
jak ibeA, sa typowe dla izolatow pochodzacych z zakazen krwi. Biatko IbeA wchodzi
w interakcje z biatkiem na powierzchni komoérek $rodblonka naczyn wlosowatych
moézgu 1 moze sprzyjaé inwazji patogenu do uktadu nerwowego [9]. Dwa inne geny, hly
oraz sfa, takze czes$ciej wystepuja u izolatéw pochodzacych z zakazen krwi [10]. Do
hemolizyn nalezy np. hlyA, odpowiedzialna za wiazanie 1 liz¢ erytrocytow.
Uropatogenne szczepy E. coli (ang. uropathogenic E. coli, UPEC) cechuje czegsto
obecno$¢ fimbrii typu P, warunkujacych powinowactwo tych pateczek do bialek
wystepujacych na powierzchni nabtonka wyscielajacego drogi moczowe organizmu
gospodarza [11]. Fimbrie S 1 F1C, kodowane przez geny sfa/foc, tez czgsciej wystepuja
w izolatach wywotujacych zakazenia drog moczowych [11]. Gen papC, kodujacy pilusy
plciowe P, wystepuje czgsciej w izolatach pochodzacych z zakazen drég moczowych,
gdyz produkt tego genu jest uzyteczny w przypadku adhezji do nablonka drég
moczowych. Czesto wykrywana adhezyna u szczepdéw UPEC jest Tha, petniaca funkcje
receptora dla katecholowych sideroforow. Stwierdzono, ze obecno$¢ biatka Iha
w danym szczepie predysponuje do nawrotowych infekcji uktadu moczowego [12].
Geny zwigzane z metabolizmem zelaza sa obecne u E. coli izolowanych z r6znych
miejsc, gdyz sprzyjaja one przezywaniu bakterii zarowno we krwi, jak 1 drogach
moczowych czy oddechowych [13, 14]. Naleza do nich m. in. receptor yersiniobaktyny
fyuA oraz receptory aerobaktyny iucA 1iiucC. Ponad polowa szczepdw izolowanych
z pochwy cechuje si¢ ekspresja antygenu K1, ktérego obecnos$¢ zwiazana jest z sepsa
u noworodkéw [15, 16]. Antygen otoczkowy K1 zwiazany jest z obecnoscia genu neuC.

Bakterie Escherichia coli, szczegolnie te wywolujace zakazenia pozajelitowe,
rozwingty mechanizmy opornosci na kazdy stosowany w lecznictwie antybiotyk.
Swiatowe dane sugeruja, ze problem narastajacej opornosci E. coli zwiazany jest
z globalnym sukcesem klonu epidemicznego ST131. Bakterie reprezentujace ten klon
naleza do grupy filogenetycznej B2, do ktorej =zaliczamy zarowno szczepy
odpowiedzialne za zakazenia pozajelitowe, jak i1 szczepy komensalne, izolowane z katu
[17, 18]. Badania prowadzone w r6znych os$rodkach na §wiecie wykazaty takze, ze klon
ST131 jest wysocewiruletny [19-21], a takze koduje liczne geny opornosci
na antybiotyki, m. in. fluorochinolony oraz leki z grupy B-laktamow [22]. Szczepy te
charakteryzuja si¢ obecno$cia plazmidoéw, najczesciej nalezacych do grupy

niekompatybilno$ci IncF [23]. Dodatkowo, badania wskazuja na fakt wysokiej



zdolnosci przenoszenia klonu ST131 w obrgbie gospodarstw domowych czy pomigdzy
pacjentami tego samego szpitala, co ma wptyw na szybkie rozprzestrzenianie i globalny

sukces klonu ST131 [24-26].

1.1.2 Rodzaj Klebsiella

Rodzaj Klebsiella reprezentowany jest przez bakterie nieruchliwe, z wydatna
otoczka polisacharydowa, zapewniajaca ochrong¢ przed mechanizmami obronnymi
gospodarza. Potrafig one korzysta¢ z wielu zrédet wegla, fermentuja laktoze, glukoze,
ale potrafia, wykorzystuja takze kwas malonowy i cytrynian sodu.

Klebsiella sp. wystepuje w Srodowisku nieozywionym; mozna spotkac ja
w $ciekach, glebie 1 wodzie, jak rowniez jest obecna na powierzchniach bton sluzowych
ssakow [27]. Najbardziej znanym przedstawicielem tego rodzaju jest gatunek Klebsiella
pneumoniae, mogacy wywota¢ m.in. zapalenie pluc. Czynnikami determinujacymi
chorobotworczo$¢ K. pneumoniae sa otoczki, adhezyny fimbriowe oraz toksyny.
Najwazniejszym czynnikiem wirulencji K. preumoniae jest otoczka. Stwierdzono,
ze szczepy posiadajace otoczke sa duzo bardziej wirulentne od szczepow
niewytwarzajacych otoczki [28, 29]. Otoczka bierze udzial w adhezji K. pneumoniae
do komorek gospodarza [28, 29]. Szczepy, w zalezno$ci od typu otoczki, rdznia si¢
migdzy soba zjadliwos$cia: szczepy z antygenem K1, K2 lub K4 uwazane sa za duzo
bardziej wirulentne od szczepow z antygenem K7 czy K21 [30]. Do czynnikow
wirulencji mozemy zaliczy¢ takze produkt genu rmpA (regulator syntezy
polisacharydow otoczkowych) oraz genu uge (kodujacego enzym zaangazowany
w syntez¢ otoczki), atakze podobnie jak w przypadku E. coli — systemy transportu
zelaza, np. obecnos¢ biatka aerobaktyny lub enterocholiny [31, 32].

U K. pneumoniae opisano trzy rodzaje fimbrii i dwa rodzaje biatek
niefimbrialnych. Wér6d fimbrii wyréznia sig: fimbrie typu 1, warunkujace adhezje
do komorek nablonka tchawicy, ptluc czy drég moczowych; fimbrie typu 3,
warunkujace adhezje do komoérek nabtonka dréog moczowych/uroepitelium, komorek
nabtonkowych drog oddechowych oraz komorek $rodbtonkowych, oraz fimbrie typu
KPF28, wiazace do nabtonka jelitowego [30, 33]. Niefimbrialne biatko adhezyjne
CF29K warunkuje przyleganie pateczek Klebsiella sp. do nablonka jelit, za$ adhezyny

P-like, wspotwystepujace z fimbriami typu 11 3, posiadaja wlasciwosci
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hemaglutynujace i warunkuja adhezj¢ do nablonka drog moczowych [33, 34]. Bakterie
w obrebie rodzaju Klebsiella moga by¢é zdolne do produkcji enzymow
pozakomorkowych, takich jak: ureaza, DNaza, lecytynazy, kwasna fosfataza czy lipaza.
Enzymy te warunkuja degradacj¢ zwiazkow organicznych, budujacych komorki
gospodarza i sa istotne w procesie zakazenia. Zdolno$¢ do produkcji ureazy pozwala
na gromadzenie amoniaku i podwyzszanie pH moczu w organizmie gospodarza [35].
Lipazy rozktadaja lipidy w blonie komorkowej np. komorek naskorka, przyczyniajac sie
do kolonizacji skory przez Klebsiella sp. DNaza niszczy materiat genetyczny komorek
gospodarza, co zaburza ich funkcjonowanie. Lecytynaza rozktada fosfatydylocholing
i jest istotnym czynnikiem wirulencji w zapaleniach ptuc [36]. Z adhezja komorek
do podtoza zwiazana jest takze hydrofobowos¢ powierzchni komorki. Szczepy
hydrofobowe adheruja lepiej niz szczepy hydrofilowe, ale wlasciwosci te moga zalezeé
od warunkow panujacych w otoczeniu (sktad pozywki, temperatura, ggstos¢ zawiesiny
komorkowej) [37].W przypadku K. pneumoniae wazna rolg odgrywaja tez czynniki
zaangazowane w produkcje Sluzowate] otoczki, takie jak regulator syntezy

polisacharydu otoczki zewngtrznej (gen rmpA).

1.1.3 Rodzaj Enterobacter

Bakterie nalezace do rodzaju Enterobacter zdolne sa do fermentacji laktozy; sa
oksydazo-ujemne 1 ureazo-zmienne, zdolne do wzrostu w obecnosci soli zofci.
Sa wzglednymi beztlenowcami. Najbardziej znanymi przedstawicielami tego rodzaju sa
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes 1 Enterobacter sakazakii, nalezace
do grupy patogendéw oportunistycznych. Zakazenia przez nie wywolane maja czesto
charakter endogenny i sa efektem wczesniejszej kolonizacji tymi patogenami [38].
Pateczki te wystgpuja powszechnie w $rodowisku, stanowia sktadnik mikrobiomu
zdrowych ludzi [39, 40]. W $rodowisku szpitalnym kontaminuja zlewy, nawilzacze
powietrza oraz aparatur¢ podtrzymujaca oddychanie [41]. W ich budowie antygenowej
wyroznia si¢ antygen O-somatyczny i1 antygen H-rzeskowy. Niektore szczepy moga
takze posiada¢ antygen otoczkowy K [42]. Waznymi czynnikami wirulencji sa LPS
oraz otoczka polisacharydowa. U wigkszoS$ci pateczek Enterobacter wystgpuja fimbrie

typu I [39]. Niektore szczepy moga wytwarza¢ toksyne termolabilna, termostabilna
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albo Shiga-like [39, 43]. Paleczki Enterobacter zdolne sa takze do wytwarzania
bakteriocyn i sideroforow [39, 44].

1.1.4 Morganella morganii

Pateczki nalezace do gatunku Morganella morganii wystepuja powszechnie
w przyrodzie. Ich rezerwuarem jest woda i gleba [45, 46]. Zdarza sig, ze stanowia
sktadnik mikrobioty przewodu pokarmowego ssakoéw [47]. Naleza one do wzglednych
beztlenowcoéw, sa niesporujace inieotoczkujace. Maja zdolno$¢ syntezy katalazy
1 indolu. Cechuja si¢ metabolizmem fermentacyjnym, lecz nie fermentuja laktozy. Moga
rosna¢ w obecnosci cyjanku potasu, a takze 8,5-9,0% chlorku sodu. Najwazniejszym
czynnikiem wirulencji M. morganii jest LPS. Kolejnym czynnikiem zjadliwos$ci jest
zdolno$¢ do wytwarzania ureazy [48], ktora alkalizujac mocz ulatwia rozwoj zakazenia
drog moczowych. Pateczki te maja takze zdolno$¢ syntezy hemolizyny, ktora lizuje
btony komoérkowe skladnikow morfotycznych krwi [49] oraz zdolno$¢ produkcji
licznych bakteriocyn [50]. Wytwarzaja fimbrie typu 3, ktore umozliwiaja im adhezje
do roznych powierzchni. Jako drobnoustroje oportunistyczne rzadko wywotuja
zakazenia uzdrowych ludzi, jednak moga by¢ przyczyna S$miertelnych zakazen

szpitalnych u 0s6b z obnizong odpornoscia.

1.1.5 Rodzaj Serratia

Wigkszo$¢ pateczek z rodzaju Serratia ma podobne wtasciwos$ci biochemiczne: sa
wzglednymi beztlenowcami, cechuje je zdolno$¢ ruchu przy pomocy wici, maja
niewielkie wymagania pokarmowe, rosng w szerokim zakresie temperatur (10-37°C),
fermentuja glukoze 1 wytwarzaja katalazg. Pateczki Serratia marcescens, najbardziej
znany przedstawiciel rodzaju, zdolne sa do syntezy czerwonego pigmentu,
prodigiozyny, ktora odgrywa rol¢ w procesie oddychania. Wérod czynnikéw wirulencji
wyr6zni¢ mozna takie, ktore biora udziat w mechanizmie quorum sensing,
czyli czasteczki AHL (acetylowane pochodne laktonu homoseryny) [51]. Bakterie
te adheruja do powierzchni dzigki obecnosci fimbrii i biatek zewnatrzbtonowych [52].

Lipid A, bedacy elementem budujacym LPS, bierze udziat w inicjacji zapalenia ptuc

12



[53]. Ponadto, szczepy Serratia sp. zdolne sa do produkcji licznych enzymoéow
zewnatrzkomorkowych, np. nukleaz, chitynaz, zelatynaz, proteinaz czy hemolizyn [52].
Pateczki Serratia, jako patogeny oportunistyczne, zdolne sa do wywotywania zakazen
uludzi o obnizonej odpornosci. Swiatowe doniesienia koncentruja si¢ gtownie
na przypadkach zakazen, ktore sa konsekwencja nieprzestrzegania zasad kontroli

zakazen [54].

1.2 Charakterystyka zakazen noworodkow

Zakazenia w okresie noworodkowym sa, poza wadami wrodzonymi i stanami
niedotlenienia okotoporodowego, najwazniejszymi przyczynami zachorowalnosci
1 $miertelnosci noworodkéw. Zdecydowana wigkszos¢ tych zakazen jest klasyfikowana
jako zakazenia szpitalne, zarowno przyjmujac kryteria nowoczesnej epidemiologii
szpitalnej, jak i stosujac tradycyjny podzial na zakazenia wczesne [ang. early onset]
(w domysle pozaszpitalne) 1 pdzne [ang. late onset] (w domysle szpitalne). Dla potrzeb
tej rozprawy przyjeto, ze zakazenie szpitalne jest to rozpoznane klinicznie zakazenie,
ktore powstaje podczas pobytu w szpitalu (lub w zwiazku z nim) lub jest zakazeniem
wynikajacym z pasazu noworodka przez kanal porodowy [55-57].

Zakazenia noworodkow, szczegolnie tych o bardzo matej (ponizej 1500 g, ang.
very-low birth weight, VLBW) i ekstremalnie matej (ponizej 1000 g, ang. extremely low
birth weight, ELBW) masie urodzeniowej, pozostaja jednym ze znaczacych problemow
wspotczesne] medycyny. Jednym z powoddw jest wzrastajaca liczba porodow
przedwczesnych. Z danych Gléwnego Urzedu Statystycznego (GUS) wynika, ze
w Polsce w latach 2011 1 2012 liczba porodéw przed planowanym terminem wynosita
odpowiednio 26 278 i 27 575, w tym przed 28 tygodniem ciazy — odpowiednio 1 748
11731 [58, 59]. Cho¢ z kazdym rokiem rodzi si¢ coraz mniej dzieci, to proporcja dzieci
urodzonych przed czasem w Polsce utrzymuje si¢ na statym poziomie ok. 7%
wszystkich urodzen [58, 59]. Ogotem w Polsce co roku rodzi si¢ co roku okoto 4 000
noworodkow nalezacych do grup VLBW i1 ELBW, co stanowi okoto 1% wszystkich
zywych urodzen. Dzieci najmniejsze z masa urodzeniowa <600 g stanowia okoto 10%,
kolejne 40% to noworodki z masa urodzeniowa 600-999 g, pozostate 50% za$ to dzieci
z masg urodzeniowa 1000-1499 g. Dzieci te pochodza zarowno z ciaz pojedynczych,

jak 1 mnogich [58, 59].
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Przezywalno$¢ noworodkéw o bardzo malej i ekstremalnie matej masie
w nowoczesnych i dobrze przygotowanych do ratowania zycia i leczenia oddziatach
intensywnej terapii neonatologicznej, posrednio wiaze si¢ zryzykiem wystapienia
zakazenia zardbwno wczesnego (ang. early-onset infections, EOI), jak 1 p6znego (ang.
late-onset infections, LOI). W Polsce umieralno$¢ og6lna noworodkéw przed 28 dniem
zycia wynosi 3/1000 zywych urodzen. A zatem, pomimo poprawy opieki medycznej,
zaro6wno nad kobieta cigzarna, jak i noworodkiem, obserwuje si¢ staty odsetek zgonow
ptodow i noworodkéw. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO), umieralno§¢ noworodkéw na $§wiecie zwiazana jest
glownie z zakazeniami (36% wszystkich zgonow), takimi jak: zakazenie uogdlnione —
sepsa, zapalenie pluc, tezec oraz biegunki, ale takze z przedwczesnym urodzeniem
(28%) 1 zamartwica (23%). (http://www.who.int/gho/child_health/mortality/neonatal/en/
dostep: 20.12.2014). Dane te r6znia si¢ pomigdzy krajami, a umieralno$¢ powiazana jest
z jakoscia opieki sprawowanej nad kobieta cigzarng i noworodkami. Ryzyko $mierci
noworodka z grupy VLBW jest wyzsze niz noworodka urodzonego o czasie, o czym
mowia dane literaturowe: ryzyko zgonu noworodkow z grup VLBW 1 EBLW jest nawet
do 200 razy wigksze [60]. W wieloosrodkowych badaniach Stoll et al. umieralno$¢
takich dzieci wyniosta 37% [61]. Waznym czynnikiem ryzyka rozwoju zakazen
noworodkow jest masa urodzeniowa — noworodki z ELBW charakteryzuja si¢ nawet 44
razy wigkszym ryzykiem wystapienia zakazenia [60]. Zwigkszone ryzyko wystapienia
zakazen zwiazane jest takze z obecnoscia szeregu czynnikow predysponujacych.
Jednym z nich jest niedojrzato$¢ ukladu immunologicznego i mechanicznych barier
ochronnych organizmu: skory i blon sluzowych ciata oraz brak prawidtowej mikrobioty.
Mikrobiota powierzchni ciata dorostego cztowieka stanowi pierwotna barierg¢ ochronna,
ktora ogranicza mozliwo$¢ przeniknigcia do ustroju innych, potencjalnie patogennych
drobnoustrojéw. Nowonarodzone dzieci cechuje brak tej mikrobioty. Podczas porodu
dochodzi do kolonizacji przebywajacego dotychczas w sterylnym $rodowisku
noworodka drobnoustrojami z pochwy, za§ w okresie poporodowym drobnoustrojami
ze skory matki oraz z otoczenia. Zdrowe noworodki ulegaja kolonizacji paleczkami
kwasu mlekowego oraz innymi drobnoustrojami obecnymi na skdérze i btonach
sluzowych matki. Natomiast noworodki przebywajace na NeolT, urodzone najczgsciej
droga cesarskiego cigcia, ulegaja kolonizacji przez mikroorganizmy obecne
w $rodowisku szpitalnym. W przypadku hospitalizacji noworodka w NeolT, proces

nabywania mikrobioty przewodu pokarmowego i skory jest zatem zaburzony, gdyz

14



odbywa si¢ z udzialem szczepow szpitalnych. Takie szczepy charakteryzuje nierzadko
wysoka zjadliwos¢ 1iopornos¢ na liczne leki przeciwdrobnoustrojowe [62-64].
Co wigcej, nie do konca wyksztatlcony system immunologiczny nie zapewnia w petni
czynnej obrony przed patogenami [65], a odziedziczone od matki przeciwciata klasy
IgG zanikaja szybciej, niz u donoszonego noworodka [66]. U noworodkéw mniejsza
jest takze rezerwa szpikowa prekursoréw granulocytow, obnizona jest aktywno$¢
poszczegbdlnych sktadnikéw dopetniacza, a zdolno$¢ do syntezy immunoglobulin jest
nizsza [67]. Podatno$¢ na zakazenia nasilaja rowniez niedobory odpornosci nieswoistej,
takie jak np. zwigkszona przepuszczalno$¢ bariery skornej, ktéra jest zwigzana z jej
niedojrzato$cia ibrakiem mazi plodowej, stabo wyksztalcona warstwa rogowa
oraz brakiem warstwy lipidowej. Nieobnizone pH skory takze sprzyja nieprawidtowe;j
kolonizacji skory, a przede wszystkim wytworzeniu bariery z powodu niedoboru biatek
niezbgdnych do wytworzenia polaczen $cistych. Dluga hospitalizacja oraz stosowanie
wielu inwazyjnych zabiegow diagnostycznych czy leczniczych, takich jak
cewnikowanie naczyn, mechaniczna wentylacja czy zywienie pozajelitowe, takze maja
zwiazek ze zwigkszonym ryzykiem zakazenia oraz $§mierci [68].

Zakazenia krwi (ang. bloodstream infections, BSI) sa najczgstsza postacia
zakazen u noworodkow i wiaza si¢ ze zwigkszona S$miertelnoscia [61, 69, 70].
Zachorowalno$¢ na zakazenia krwi waha si¢ od 1do 8 na 1000 zywych urodzen,
a wskaznik ten jest wyzszy w grupie noworodkoOw o matej masie urodzeniowej [71].
Zakazenia wczesne, ktore pojawiaja si¢ do 72 h po urodzeniu, sa zwykle zwiazane
z patogenami pochodzenia matczynego, wsrdd ktorych dominuja paciorkowce z grupy
B [69, 72]. Zakazenia wczesne zdarzaja si¢ rzadziej niz zakazenia pozne, a zapadalnos$¢
w ciagu pierwszych trzech dni zycia w grupie noworodkéw VLBW szacuje si¢ na ok.
1,5-2,7%, jednak te zakazenia cechuje wysoka $miertelnos¢ (26-36%) [61, 73]. W
badaniach prowadzonych przez Sohna et al. stwierdzono, ze u 11,4% noworodkow
hospitalizowanych na oddziale intensywnej terapii noworodka (NeolT) wystapity
objawy zakazen, najczesciej za§ diagnozowano zakazenia krwi (53%) 1 zapalenia ptuc
(13%) [74]. W Polsce zakazenia krwi sa przyczyna 3,6% wszystkich zgonow
noworodkow bez wzglgedu na masg urodzeniowa [75, 76].Czynniki ryzyka obejmuja
m.in. stan matki w trakcie lub przed porodem, niski wiek ciazowy, przedwczesne
peknigcie bton plodowych, brak odpowiedniej opieki przed porodem, stan
przedrzucawkowy 1 zapalenie bton ptodowych [61, 77]. Pomimo dominacji bakterii

Gram-dodatnich w zakazeniach wczesnych, odnotowuje si¢ coraz wigcej przypadkow
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zakazen wczesnych, ktorych czynnikiem etiologicznym sa Gram-ujemne paleczki
Enterobacteriaceae [61, 77-79]. W badaniach Ronnestada et al. E. coli stanowila
czynnik etiologiczny 9 na 14 zakazen krwi, ktore zaczetly sie¢ w pierwszym dniu zycia
noworodka [77].

Noworodki, szczegélnie z grup VLBW i1 ELBW, cechuja si¢ rowniez
zwigkszonym ryzykiem poznych zakazen krwi. Czynniki ryzyka LO-BSI obejmuja
niedojrzatos$¢, przedluzony pobyt w szpitalu oraz stosowanie procedur inwazyjnych
[80]. Wplyw na ryzyko rozwoju zakazenia ma takze transmisja drobnoustrojow
wewnatrz oddziatu szpitalnego, ktéora odbywa si¢ najczgsciej na rgkach personelu
medycznego. Ws$rod czynnikow etiologicznych LO-BSI  dominuja gronkowce
koagulazo-ujemne, Staphylococcus aureus, E. coli, Klebsiella spp. 1 inne [69, 72]. W
badaniach Grahama et al. na temat p6znych przypadkow zakazen krwi zachorowalnos¢
zwiazana z paleczkami Gram-ujemnymi wyniosta 16,9% [81]. W przypadkach LO-BSI,
E. coli moze takze pochodzi¢ od matki lub ze $rodowiska albo dosta¢ si¢ do
krwioobiegu poprzez uktad moczowo-ptciowy lub uktad pokarmowy (translokacja
bakterii z przewodu pokarmowego) [82, 83]. Rozne badania pokazuja wysoki odsetek
transmisji E. coli pomigdzy matkami majacymi kontakt ze $rodowiskiem szpitalnym
i z noworodkiem [84, 85]. Dane zebrane przez European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) wskazuja, ze w latach 2002-2009 zanotowano
znaczny wzrost udzialu pateczek E. coli w zakazeniach krwi w stosunku do S.
aureus[86]. Ryzyko $mierci noworodka z VLBW, u ktérego rozpoznano zakazenie
zwiazane z paleczkami Gram-ujemnymi, jest znacznie wyzsze niz w przypadku zakazen
zwiazanych z innymi drobnoustrojami [69]. Bardzo po6zne zakazenia krwi (ang. very
late-onset sepsis, VLOS) [71] diagnozowane sa najczesciej u noworodkow z grupy
ELBW, hospitalizowanych wiele miesigcy po porodzie [80].

Posrod paleczek Enterobacteriaceae, jedna z najczestszych przyczyn zakazen
drog moczowych, jest E. coli. Pateczka ta jest takze istotnym czynnikiem etiologicznym
zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych u noworodkow. Nie tylko opornos¢
na chemioterapeutyki, ale i wirulencja poszczego6lnych szczepdéw, moze przyczynié si¢
do niepowodzenia terapeutycznego zakazen zwiazanych z E. coli. Wérod czynnikow
ryzyka zakazen spowodowanych przez E. coli wskazuje sig: dtugos$¢ hospitalizacii,
wiek ciagzowy, niska punktacje w skali Apgar w 1 1 5 min., a takze przedwczesne
peknigcie bton plodowych [87, 88]. Skala Apgar stuzy do oceny stanu noworodka

w momencie urodzenia. Zostala wprowadzona do medycyny w 1953 roku przez
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Virgini¢ Apgar. Dziecko oceniane jest w pigciu kategoriach (kolor skory, puls/minutg,
reakcja na bodzce, napigcie migsniowe, oddychanie), w kazdej moze dosta¢ od 0 do 2
punktow. Dziecko minimalnie moze dosta¢ 0, a maksymalnie 10 punktow.

Wyniki badan wskazuja takze, Ze rezerwuarem E. coli moze byC tez
skolonizowana przez ten patogen matka, co przeklada si¢ na wyzsze ryzyko infekcji
u noworodka, szczegolnie urodzonego przedwczesnie [89]. Potwierdzeniem tych
obserwacji sa wyniki otrzymane m. in. w trakcie analiz prowadzonych w tym
przewodzie doktorskim. Wyniki te, z uwagi na ich interesujacy charakter, zostaty
opublikowane [90].

W ostatnich latach obserwuje si¢ zwigkszenie czgsto$ci wystgpowania zakazen
wywotanych przez pateczki Serratia sp. na oddziatach neonatologicznych
1 pediatrycznych. Dane $wiatowe wskazuja, ze te bakterie sa odpowiedzialne za 5-16%
wszystkich zakazen noworodkéw [91, 92]. W Polsce sytuacja wyglada odmiennie:
wedtug szacunkowych danych uzyskanych z warszawskich szpitali pediatrycznych,
bakterie z rodzaju Serratia izolowane sa stosunkowo rzadko, ale wysoka jest czgstos¢
izolacji szczepéw zdolnych do produkcji B-laktamaz [52][93, 94].Jednak wysoka
$miertelno$¢ zwiazana z zakazeniami powodowanymi przez Serratia sp., siggajaca
nawet 50%, wskazuje na potrzebg stalego monitorowania zakazen o tej etiologii [95].

Zakazenia u noworodkéw zwiazane z paleczkami z rodziny Enterobacteriaceae
powoduja nie tylko wzrost $§miertelnosci, lecz takze zwigkszone zuzycie antybiotykow.
Pociaga to za soba wydtuzenie czasu hospitalizacji 1 wzrost kosztéw leczenia. Wedlug
Krawczyk-Wyrwickiej et al. koszt intensywnej opieki nad noworodkiem przedwczesnie
urodzonym moze wynie$¢ nawet 91 000 zt (dane za lata 2004/2005), a sredni koszt
hospitalizacji noworodka urodzonego w 28 tygodniu ciazy to ok. 26 000 zt [96].
Wedlug Payne’a et al., kazde zakazenie, ktoremu udato si¢ zapobiec, pozwala na
obnizenie kosztu hospitalizacji z okoto 13 000 do 5 000 dolarow [97].

Jednym z najwazniejszych elementow pracy oddzialu neonatologicznego jest
kontrola zakazen, w Polsce wymagana prawem [98]. Okoto 20% zakazen pdznych
mozna zapobiec dzigki efektywnej kontroli zakazen [99]. Zeby efektywnie prowadzié
nadzér nad zakazeniami, nalezy szczegdtowo zna¢ czynniki ryzyka zakazen. Duzo
uwagi poswigca si¢ ostatnio polityce antybiotykowej na oddziatach szpitalnych, w tym
neonatologicznych. Zakazenia u noworodka rozwijaja si¢ szybko, stad konieczno$¢
szybkiej reakcji 1 konieczno$¢ stosowania terapii empirycznej wobec braku czasu

na pelna diagnostyke mikrobiologiczna. Z drugiej strony terapia empiryczna
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1 stosowanie lekow o szerokim zakresie dziatania wiaze si¢ z ryzykiem pojawienia si¢
szczepOw Dbakterii opornych na wiele antybiotykdw. Niewlasciwe stosowanie
antybiotykow jest gléwnym powodem narastajacego w ostatnim czasie zjawiska
lekooporno$ci, co moze prowadzi¢ do niepowodzenia terapeutycznego i wzrostu
$miertelnosci [100, 101]. Analiza i interpretacja danych o czynnikach etiologicznych
zakazen szpitalnych, ustalenie opornosci na antybiotyki i leki przeciwdrobnoustrojowe
wraz z podaniem mechanizmu ja warunkujacego, pozwala na prowadzenie w oddziale
racjonalnej polityki antybiotykowej, co utatwia skuteczna terapi¢ — skraca ja i powoduje

obnizenie kosztéw farmakoterapii.

1.3 Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki

Jedna z przyczyn, z powodu ktorych pateczki z rodziny Enterobacteriaceae sa
tak istotne w epidemiologii zakazen, jest ich czgsta oporno$¢ na liczne leki
przeciwbakteryjne, ktora pozwala im przetrwa¢ nawet intensywna antybiotykoterapig.
Odkrycie 1 wprowadzenie do powszechnego uzycia antybiotykow umozliwito walke
z chorobami bakteryjnymi. Pierwsze antybiotyki, takie jak penicylina czy
streptomycyna, wyizolowane zostaly z zywych mikroorganizméw. Obecnie coraz
czesciej leki przeciwdrobnoustrojowe pozyskiwane sa na drodze chemicznej syntezy
1 nazywane chemioterapeutykami przeciwdrobnoustrojowymi (np. nowe glikopeptydy
1 fluorochinolony). Podstawowa klasyfikacja lekéw przeciwdrobnoustrojowych dzieli je
na leki bakteriostatyczne (hamujace podzialy komoérkowe) i bakteriobdjcze (zabijajace
bakterie) [102]. Leki te mozna takze klasyfikowaé opierajac si¢ na ich mechanizmie
dziatania [103]. Istnieja leki, ktéore hamuja syntez¢ kwasoéw nukleinowych (np.
chinolony) czy bialek (np. makrolidy, aminoglikozydy) lub §ciany komorkowej (np. B-
laktamy, glikopeptydy). Inne za$ blokuja wazne S$ciezki metaboliczne w komorce
(np.  sulfonamidy) lub prowadza do zniszczenia btony komoérkowej
(np. polimyksyny) [103]. Niestety, wraz z powszechnym stosowaniem antybiotykow,
w komorkach bakteryjnych wyksztalcity si¢ rdézne mechanizmy opornosci na te
substancje.

Oznaczanie lekowrazliwosci jest najczes$ciej badane metoda jako$ciowa
przy pomocy nasaczonych antybiotykiem w odpowiednim stezeniu bibulowych

krazkow [104]. Antybiotyk dyfunduje w podtozu promieniscie, tworzac gradient stgzen.
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Miara wrazliwosci danego szczepu jest Srednica strefy zahamowania wzrostu wokot
krazka z antybiotykiem [104]. Wielko$¢ strefy zahamowania jest proporcjonalna
do stopnia wrazliwos$ci bakterii na dany antybiotyk — w zaleznos$ci od wielkosci strefy,
zmierzone] przy pomocy linijki, bakterie okresla si¢ jako wrazliwe, $redniowrazliwe
lub oporne. (http://www.eucast.org/clinical breakpoints/ Dostep: 20.12.2014).
W niektorych przypadkach wykonuje si¢ badanie iloSciowe, najczescie]
z wykorzystaniem E-testu lub systemow automatycznych, takich jak VITEK. Metoda E-
testu jest oparta na zasadzie gradientowo-dyfuzyjnej, ktéra taczy dyfuzje antybiotyku
i okreslanie minimalnego st¢zenia antybiotyku hamujacego (ang. minimal inhibitory
concentration, MIC) wzrost drobnoustroju. W tej metodzie wykorzystuje si¢ paski
nasycone antybiotykiem w gradiencie stezen.

Wyksztatlcona przez bakterie oporno$¢ moze by¢ efektem zmian
w przepuszczalnosci btony lub $ciany komoérkowej, co utrudnia penetracje antybiotyku
do wngetrza komorki [1]. Inne mechanizmy opieraja si¢ na pompach wyrzutu (ang. efflux
pomp), aktywnie usuwajacych lek z komorki, badz na mutacjach gendéw kodujacych
biatka w obrgbie miejsca wiazania antybiotyku. Czes$¢ lekow unieczynniana jest
na skutek degradacji enzymami bakteryjnymi. Innym mozliwym mechanizmem jest
zmiana metabolizmu przez komorke bakteryjna z pominigciem $ciezki hamowanej
przez zastosowany lek [1]. Oporno$¢ bakterii moze by¢ efektem istnienia pierwotnej
opornos$ci (naturalnej) lub opornosci nabytej [103]. Oporno$¢ naturalna jest cecha
charakterystyczna gatunku i moze si¢ wigza¢ z brakiem receptora dla antybiotyku
lub produkcja enzymow degradujacych dany lek [105]. Oporno$¢ nabyta obecna jest
wylacznie u czeSci populacji danego gatunku. Moze si¢ ona pojawia¢ na skutek
spontanicznych lub indukowanych mutacji we wlasnym genomie lub pozyskania genow
opornos$ci od innych mikroorganizméw na drodze transferu horyzontalnego, w procesie
koniugacji, transdukcji lub transformacji. Horyzontalny transfer genéw to wymiana
materiatu genetycznego pomigdzy bakteriami tych samych badZ réznych gatunkow,
ktora pozwala na wydajniejsza ewolucje, ale takze miedzy innymi  prowadzi
do rozprzestrzeniania si¢ opornosci na antybiotyki [106]. Transformacja to pobranie
bakteryjnego DNA ze S$rodowiska, za§ w procesie transdukcji wazna role odgrywa
bakteriofag, przenoszacy materiat genetyczny migdzy bakteriami. Koniugacja oznacza
bezposrednie przeniesienie materialu genetycznego z komorki do komorki. Podczas
koniugacji dwie komorki bakteryjne znajduja si¢ w Scistym kontakcie ze soba. Na tej

drodze przenoszony jest zazwyczaj pozachromosomalny DNA w postaci plazmidow
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i transpozondéw koniugacyjnych. Plazmidy to koliscie zamknigte, = dwuniciowe
molekuty DNA, zdolne do niezaleznej replikacji [107]. Istnieja plazmidy o wielkosci
od 1000 par zasad (ang. base pair, bp) do 2 Mbp. Duze plazmidy wystepuja zazwyczaj
w jednej kopii, za§ mniejsze w wielu kopiach. Nie koduja one cech niezbgdnych
do przezycia komorki, a jedynie dodatkowe, zwykle korzystne dla mikroorganizmu,
cechy. Plazmidy koniugacyjne niosa geny kodujace biatka umozliwiajace tworzenie
mostka koniugacyjnego [106]. Po fuzji blon enzymy dawcy przecinaja jedna z nici
plazmidowego DNA, jeden koniec tak przecigtej nici jest zaczepiany do biatka
w mostku koniugacyjnym i w ten sposob, przez mostek, ni¢ przeciagana jest do
komorki biorcy [106, 108]. Przekazywana jest tylko jedna ni¢, a druga jest odtwarzana
w procesie replikacji z uzyciem polimeraz. Druga grupa plazmidow to tzw. plazmidy
mobilizowane, ktére samoistnie nie moga si¢ przenosi¢, poniewaz brakuje im genow
kodujacych biatka do utworzenia mostka koniugacyjnego, ale ktére moga skorzysta¢
zmostka wytworzonego przez plazmid koniugacyjny [106, 108]. Innym typem
elementéow zdolnych do przeniesienia gendw sa transpozony koniugacyjne, ktore sa
zazwyczaj wbudowane w chromosom, a w odpowiedzi na sygnat ulegaja wycigciu
i zamknigciu w koto. Nastepnie, jedna z nici jest nacinana i ulega przekazaniu
do biorcy, po czym odtwarzana jest druga ni¢ i transpozon ponownie wbudowuje si¢
do chromosomu [106].

Zgodnie z zaproponowana przez Magiorakos et al. klasyfikacja, drobnoustroje
dzielimy na  wielolekooporne, drobnoustroje o0  rozszerzonej  opornosci
oraz drobnoustroje catkowicie oporne. Wielolekooporno$¢ (ang. multi-drug resistance,
MDR) oznacza niewrazliwo$¢ na co najmniej jeden antybiotyk z trzech lub wigcej grup
lekow przeciwbakteryjnych, majacych zastosowanie w leczeniu zakazen wywotanych
przez dany gatunek drobnoustroju. Rozszerzona oporno$¢ (ang. extemsively drug
resistance, XDR) oznacza niewrazliwo$¢ na co najmniej jeden antybiotyk ze wszystkich
z wyjatkiem dwoch lub mniej grup antybiotykow. Calkowita oporno$¢ (ang. pandrug
resistance, PDR) oznacza niewrazliwo$¢ na wszystkie zarejestrowane leki majace
aktywno$¢ wobec badanego drobnoustroju [109].

Poniewaz do leczenia zakazen wywotywanych przez pateczki Enterobacteriaceae
stosuje si¢ przede wszystkim antybiotyki z grupy P-laktaméw (cefalosporyny
1 karbapenemy) oraz — rzadko u dzieci — fluorochinolony, we wstgpie do rozprawy
oméwiono ponizej bardziej szczegétowo mechanizmy opornosci bakterii Gram-

ujemnych na te dwie grupy lekow.

20



1.4 Opornosc¢ na antybiotyki B-laktamowe

Antybiotyki p-laktamowe cechuja si¢ obecno$cia czterocztonowego,
cyklicznego pier§cienia aminowego, zwanego pierscieniem [-laktamowym. Taki
pierscien obecny jest w strukturze prawie wszystkich penicylin, cefalosporyn,
karbapenemoéw oraz monobaktamow, za§ jego nienaruszalno$¢ jest warunkiem
skutecznego dziatania lekow nalezacych do tej grupy [3, 110-112]. Mechanizm
dziatania antybiotykow [B-laktamowych polega na hamowaniu enzymow
zaangazowanych w syntezg $ciany komorkowe;j. Ich celem sa biatka wiazace penicyling
(ang. penicillin binding protein, PBP), ktoére zaangazowane sa w polimeryzacj¢
podjednostek budujacych peptydoglikan. Reakcja ta oparta jest na interakcji
specyficznej reszty seryny (pochodzacej z PBP) z weglem karbonylowym pierscienia 3-
laktamowego [3, 110-112]. Po potaczeniu antybiotyku z peptydaza w jej centrum
aktywnym dochodzi do zablokowania aktywnos$ci 1 wytworzenia stabilnego produktu
przejsciowego — acylo-enzymu. Do zablokowania PBP dochodzi dzigki strukturalnemu
podobienstwu antybiotyku do naturalnego substratu dla enzymu. W efekcie, komorka
nie jest zdolna do syntetyzowania $ciany komoérkowej, co po pewnym czasie prowadzi
do zwigkszenia aktywnosci bakteryjnych enzymow autolitycznych, powodujacych jej
samozniszczenie [110-113]. Oporno$¢ na antybiotyki p-laktamowe moze by¢
uwarunkowana jednym z ponizszych mechanizmow:

e mutacja PBP, ktora powoduje wybieranie innej czasteczki docelowej —
tak zwana oporno$¢ powodowana modyfikacja celu dziatania [110];

e zmniejszeniem przepuszczalnosci oston komorkowych;

e obecnoscia enzymow B-laktamaz, ktore inaktywuja pierscien -
laktamowy;

e aktywnym wypompowaniem lekow z wngtrza komorki.

Czgstos¢ opornosci bakterii na antybiotyki B-laktamowe wzrosta bardzo
znaczaco w Europie w ostatnich latach [22, 114]. Gléwne znaczenie dla opornosci maja
B-laktamazy produkowane przez pateczki z rodziny Enterobacteriaceae. Enzymy te
zdolne sa do hydrolizy penicylin, monobaktaméw oraz wigkszosci cefalosporyn[111].
Funkcjonalny system klasyfikacji tych enzyméw, zaproponowany przez Bush
1Jacoby’ego, opiera si¢ na poroéwnaniu szybkosci hydrolizy réznych p-laktamow

1 podatnosci na inhibicje [111, 115]:
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e Grupa 1: p-laktamazy preferujace cefalosporyny, aktywne takze
wzgledem penicylin i monobaktamow, stabo podatne na inhibitory —
,cefalosporynazy AmpC”;

e Grupa 2: B-laktamazy podatne na dziatanie inhibitorow, ale o bardzo
zréznicowanym spektrum substratowym;

e Grupa 3: metalo-B-laktamazy (ang. metallo-f-lactamases, MBL),
hydrolizujace penicyliny, cefalosporyny i karbapenemy. Nie sa one
hamowane przez inhibitory, takie jak kwas klawulanowy, lecz ulegaja
hamowaniu przy pomocy EDTA;

e Grupa 4: grupa enzyméw stabo zbadanych, niedawno poznanych,

bez okreslonej nazwy [113].

Drugi system klasyfikacji (wg Amblera) jest oparty na pokrewienstwie ewolucyjnym [3-
laktamaz. Analiza sekwencji aminokwasowych pozwala na wyrdznienie czterech klas
enzymow: klasy A, C i D to B-laktamazy serynowe, za$ klasa B obejmuje metalo-3-
laktamazy. Geny dla B-laktamaz moga by¢ zlokalizowane zar6wno na chromosomie
bakteryjnym 1 sa one wtedy gatunkowo-specyficzne, jak i na mobilnych elementach
genetycznych. [-laktamazy trawia wiazanie amidowe w pierScieniu [-laktamu.
Mechanizm dzialania B-laktamaz oparty jest na niekowalencyjnym oddziatywaniu
enzymu z antybiotykiem, co skutkuje wytworzeniem specyficznego kompleksu.
Kolejnym etapem jest atak wolnej grupy hydroksylowej reszty seryny i wytworzenie
wiazania kowalencyjnego, efektem czego jest powstanie acylowanego estru
serynowego. Hydroliza estru uwalnia enzym 1 zhydrolizowana, nieaktywna
(pozbawiong pierscienia) resztg antybiotykowa [113]. Istnieja jednak inhibitory, ktore
hamuja B-laktamazy. Naleza do nich kwas klawulanowy, sulbaktam oraz tazobaktam,
jednak wiele szczepéw oznaczanych jako zdolnych do produkcji B-laktamaz jest
opornych takze na skojarzenieantybiotykow [-laktamowych z inhibitorami [113].
W przypadku tych MBL, ktére w centrum aktywnym nie posiadaja reszty seryny,
otwieranie pierscienia [-laktamowego oparte jest na interakcji kationu cynku
1 antybiotyku.

B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ang. extended spectrum [-
lactamases, ESBL) hydrolizuja wszystkie cefalosporyny (oprocz cefamycyn),

penicyliny i monobaktamy. Ich aktywnos$¢ jest w wigkszo$ci wypadkéw hamowana
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przez sulbaktam, tazobaktam, badz kwas klawulanowy [111, 112, 115]. Klasyfikowane
sa do grupy 2 lub klas A i D. Kodowane sa zwykle na plazmidach koniugacyjnych
(np. IncFIL, Inc L/M), przez co ulegaja szybkiemu rozprzestrzenianiu [22, 116, 117].
Od 1983 roku opisano ponad 200 r6znych naturalnych wariantéw enzyméw nalezacych
do ESBL, a obecnie w Europie obserwuje si¢ zdecydowany wzrost dominacji f-
laktamaz typu CTX-M w poréwnaniu z wariantami SHV i TEM [94]. Powaznym
problemem w zwalczaniu szczepow o fenotypie ESBL jest fakt, ze sa one czgsto oporne
roOwniez na antybiotyki z innych grup (np. aminoglikozydy, fluorochinolony,
kotrimoksazol).
Do gléwnych grup enzyméw ESBL zaliczamy:

a) pochodne TEM — maja roznoraka budowe molekularng i wtasciwosci
fizykochemiczne (np. punkt izoelektryczny). W obrebie tej grupy skiad
aminokwasowy enzymoéw jest podobny — wystepuja najczesciej roznice
punktowe, a wigc najwyzej dwa aminokwasy w catym biatku sa inne.
Czesto nie ma to wplywu na spektrum substratowe, wobec ktorego owe
enzymy reaguja [110, 112];

b) pochodne SHV — ich budowa jest bardzo podobna do TEM. Spotyka si¢
je najczesciej u K. pneumoniae, gdzie zlokalizowane sa na chromosomie.
U E. coli znajduja si¢ na plazmidach [110, 112];

c) CTX-M - wywodza si¢ od gatunkowo-specyficznych [-laktamaz
niepatogennych bakterii z rodzaju Kluyvera (rodzina
Enterobacteriaceae). ESBL nalezace do tej rodziny klasyfikuje sig
w obrebie pigciu podgrup [110, 112].

W  ostatnim czasie obserwuje si¢ ekspansje pateczek Gram-ujemnych
wytwarzajacych ESBL. Nie sa one juz tylko patogenami wywotujacymi wylacznie
zakazenia szpitalne, lecz coraz czgsciej identyfikuje si¢ je jako przyczyne zakazen

pozaszpitalnych, a takze stwierdza si¢ ich nosicielstwo u ludzi zdrowych [118].

Innym waznym mechanizmem opornosci na antybiotyki [B-laktamowe jest
zdolnos¢ do wytwarzania cefalosporynaz  AmpC, rozkladajacych penicyliny,
cefalosporyny (za wyjatkiem IV generacji) oraz aztreonam [112, 118]. Gen AmpC

zlokalizowany jest najczg$ciej na chromosomie [113].
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Coraz czegs$ciej obserwuje si¢ takze pojawianie si¢ wsrod Enterobacteriaceae [3-
laktamaz hydrolizujacych karbapenemy [118, 119]. Nalezace do klasy B metalo-f-
laktamazy to najbardziej aktywna klasa B-laktamaz, gdyz wszyscy jej przedstawiciele
wykazuja zdolno§¢ do hydrolizy karbapenemow, penicylin i cefalosporyn, ale nie
monobaktamow [112, 119]. Naleza one do dwoch grup: B-laktamaz klasy A (tak zwane
KPC — ang. Klebsiella pneumoniae carbapenemases) oraz metalo-p-laktamaz klasy B
(MBL) [112]. Gtéwnym producentem KPC jest K. pneumoniae, lecz obecnos¢ tych
enzymow stwierdza si¢ takze u innych gatunkow Enterobacteriaceae [120].Szczepy
produkujace karbapenemazy sa oporne na skojarzenia inhibitorow p-laktamaz z -
laktamami [120]. MBL wykorzystuja jony cynku jako kofakory w reakcji hydrolizy (-
laktaméw [112, 120]. Testy fenotypowe na obecnos¢ MBL oparte sa
na wykorzystywaniu inhibitoréw tych B-laktamaz (gtéwnie EDTA) oraz karbapenemow

1 ceftazydymu jako antybiotykéw wskaznikowych [112, 121, 122].

Zakazenia i1 kolonizacja noworodkow szczepami bakterii zdolnymi do produkcji
ESBL to duzy problem na oddziatach neonatologicznych i1 wyzwanie dla kontroli
zakazen. Gtownym zadaniem nadzoru nad zakazeniami jest wykrycie zrodta zakazenia,
drog przenoszenia oraz ogniska epidemicznego, a takze likwidacja epidemii,
zastosowanie odpowiednich procedur celem zapobiegania takim sytuacjom
w przysztosci oraz edukacja personelu. Nadzor nad takim zakazeniami powinien
obejmowacé przestrzeganie rezimu sanitarnego oraz racjonalna polityke antybiotykowa

w profilaktyce i terapii zakazen.

1.5 Opornosé na fluorochinolony

Duze znaczenie przy coraz czgstszych niepowodzeniach leczniczych,
powstajacych w trakcie leczenia zakazen powodowanych przez pateczki Gram-ujemne,
ma zwiazek pomiedzy zdolnoscia do produkcji ESBL i1 opornoscia na aminoglikozydy
i/lub fluorochinolony u tych bakterii. Zjawisko to prowadzi do ko-selekcji szczepow
opornych na fluorochinolony w wyniku stosowania -laktaméw lub aminoglikozydow,
ivice-versa, ko-selekcji szczepow ESBL-dodatnich w  wyniku stosowania
fluorochinolonow. Spora czg$¢ ze znanych gendéw opornosci (w tym takze kodujacych

enzymy ESBL), zlokalizowana jest bowiem na mobilnych elementach genetycznych,
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takich jak plazmidy, ktére moga byé w latwy sposob przekazywane pomigdzy
szczepami nie tylko w obrebie jednego gatunku, ale takze pomigdzy gatunkami [123,
124].

Chinolony zostalty wprowadzone do lecznictwa w 1962 roku. Pierwszym lekiem
z tej grupy byt kwas nalidyksowy [125]. Zostaty odkryte przypadkowo, jako uboczny
produkt  syntezy  chininy [126]. Chinolony sa  pochodnymi  kwasu
chinolinokarboksylowego, zawieraja w pozycji 4 dwucyklicznego heteroaromatycznego
pierscienia grup¢ karbonylowa, a w pozycji 3 — grupe karboksylowa, ktore to grupy sa
niezbgdne do transportu czasteczki do wngtrza komorki bakteryjnej i do przylaczenia jej
do kompleksu enzym-DNA [124, 127]. Mechanizm ich dzialania oparty jest
na oddzialywaniu z dwoma typami topoizomeraz bakteryjnych typu 2 — gyraza DNA
1 topoizomeraza IV, ktore sa niezbedne w procesie replikacji DNA. Topoizomerazy te
dziataja poprzez rozplatanie dwuniciowej struktury DNA [128]. Podstawowa funkcja
topoizomerazy IV jest rozdzielanie potomnych chromosomoéw po procesie replikacji
(tzw. dekatenacja) 1ich segregacja do komorek potomnych [129]. Gyraza DNA jest
jedynym znanym enzymem, zdolnym do wprowadzania negatywnych superhelikalnych
skretow do nici bakteryjnego DNA, ktore to sa niezbgdne do inicjacji procesu replikacji
DNA i utatwiaja wiazanie biatek zaangazowanych w start procesu replikacji [ 124, 129].
Interakcja chinolonéw z gyraza lub topoizomeraza IV powoduje zmiany konformacyjne
w strukturze enzymu i w obrgbie DNA zwiazanego z enzymem [130]. Stosowanie
chinolonéw powoduje hamowanie replikacji bakteryjnego DNA, gdyz kompleks
chinolon-enzym-DNA blokuje postgp widetek replikacyjnych, co sprawia, ze leki te
maja w pierwszej kolejnosci dziatanie bakteriostatyczne [131, 132].

Modyfikacja rdzenia chinolonow, poprzez podstawienie roznych reszt w miejsca
N-1, C-6, C-7 i C-8, zmienity wlasciwosci przeciwbakteryjne, farmakokinetyke
1 wlasciwosci metaboliczne tych lekow. Jedna z wazniejszych zmian byto podstawienie
reszty fluoru w pozycje C-6, co spowodowato wzrost aktywnosci hamujacej wzgledem
gyrazy DNA, utatwilo penetracje do wnetrza komorki bakteryjnej 1 dodato aktywnos¢
przeciwko bakteriom z rodzaju Staphylococcus [133]. Fluorochinolony, bo tak nazwano
fluorowane pochodne, szybko staty si¢ popularnymi lekami na calym $§wiecie, chgtnie
stosowanymi przez lekarzy. Do tej grupy lekéw naleza m. in. ciprofloksacyna,
ofloksacyna, norfloksacyna, lewofloksacyna oraz moksifloksacyna. Jednak juz w ciagu
20 lat, ktore minety od wprowadzenia fluorochinolonéw do lecznictwa, opornosc

bakterii na chinolony stata si¢ zjawiskiem powszechnym [134]. Doniesienia z Chin
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wskazywatly, ze ponad potowa klinicznych szczepéw bakterii z gatunku E. coli
izolowanych  pod  koniec lat  90-tych XX  wieku byla  oporna
na ciprofloksacyny [135]. W krajach europejskich odsetek opornych szczepow byt
nizszy (np. 13,1% klinicznych szczepéw Klebsiella sp. w Norwegii) [136]. Uwaza sig,
ze opornos¢ ta nie powstala wskutek rozpowszechnienia jednego opornego
bakteryjnego klonu na calym $wiecie, lecz pojawiata si¢ réwnolegle u wielu
organizmoéw w roznych miejscach globu [137].

Dotychczas opisano kilka mechanizmoéw opornosci na fluorochinolony.
Najwazniejszy z nich opiera si¢ na akumulacji mutacji w genach bakteryjnej
topoizomerazy IV 1 gyrazy [134]. Drugi mechanizm oparty jest na obnizeniu
wewnatrzkomorkowej akumulacji  leku przez nadprodukcj¢ pomp aktywnie
usuwajacych lek z komorki albo samodzielnie, albo wlacznie z nadprodukcja poryn
blony zewngtrznej [138]. Mechanizmy te przekazywane sa do komoérek potomnych
w trakcie podzialu komoérkowego [139]. Ostatni z mechanizmoéw oparty jest
na plazmidach (ang. plasmid mediated quinolone resistance, PMQR), a zostat odkryty
iopisany pod koniec lat 90-tych XX wieku. Plazmidowo kodowane biatko
odpowiedzialne za obnizona wrazliwos$¢ na chinolony, nazwane QnrA, nalezy do grupy
biatek wyposazonych w tandemowo powtarzajace si¢, pigcioaminokwasowe motywy,
ktore poprzez wiazanie si¢ do gyrazy lub topoizomerazy IV chroni te enzymy
przed hamowaniem ich aktywno$ci przez chinolony [139]. Ten mechanizm nie
powoduje nabywania przez bakterie catkowitej oporno$ci na dany lek z grupy
chinolonow, tylko podnosi MIC leku. Zauwazono 2-12-krotny wzrost MIC w
przypadku kwasu nalidyksowego oraz 12-250-krotny wzrost MIC w przypadku
ciprofloksacyny dla bakterii niosacych gen gnrA [132, 139]. Kolejno odkryte geny
opornosci tognrS1 (znaleziony w klinicznym izolacie Shigella flexneri w Japonii) oraz
gqnrB1 (wyizolowany w Indiach ze szczepu K. pneumoniae) [140, 141].

Innym biatkiem, warunkujacym obnizona wrazliwo$¢ na ciprofloksacyng
1 norfloksacyne, jest biatko AAC(6’)-Ib-cr, bedace wariantem acetylotransferazy
aminoglikozydowej,  warunkujacej opornos¢ na  tobramycyng, amikacyng
1 kanamycyng [139]. Wydaje si¢ ono wystgpowac czgsciej, niz biatka Qnr i odgrywa
duza rol¢ w wyznaczaniu opornosci na fluorochinolony, szczegolnie, jesli
wspotwystepuje  w komoérce wraz z ktorym$ z biatek Qnr. Wowczas poziom

wrazliwos$ci na lek zbliza si¢ do wartosci granicznych MIC [139].
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W 2002 roku w Japonii, w klinicznym izolacie E. coli, zidentyfikowana zostata
kodowana plazmidowo pompa wyrzutu, QepA [142]. Plazmid, na ktérym si¢
znajdowatla, wykazywat takze obecnos¢ wielu genow opornosci
na aminoglikozydy, fluorochinolony i B-laktamy. Obecnos$¢ i ekspresja genu gepA
wplywa na znaczny wzrost MIC dla wielu antybiotykéw, w tym dla ciprofloksacyny,
norfloksacyny oraz erytromycyny [142].

Oporno$¢ na fluorochinolony kodowana plazmidowo, odpowiada za obnizona
wrazliwo$§¢ na fluorochinolony, a geny odpowiedzialne za ten mechanizm
rozprzestrzeniaja si¢ bardzo szybko. Wigkszo$¢ badan nad PMQR obejmuje izolaty
pochodzace od pacjentéw dorostych. Jest to spowodowane faktem, ze fluorochinolony
nie sa lekami rekomendowanymi do stosowania u pacjentow pediatrycznych
ze wzgledu na mozliwe wystapienie skutkow ubocznych w postaci m. in. zahamowania
wzrostu dziecka. Jednak przeprowadzone badania kliniczne dotyczace uzycia
ciproflosacyny w leczeniu sepsy u noworodkéw nie wykazaty zadnego szkodliwego
efektu [143]. Wedlug wynikéw badania ankietowego (na podstawie obiektywnych
danych z aptek szpitalnych), przeprowadzonego w 2007 roku na polskich oddziatach
neonatologicznych, najczesciej stosowane w lecznictwie byly antybiotyki f-laktamowe,
ale w 2% przypadkow zastosowane zostaty rowniez fluorochinolony [144]. W badanych
osrodkach juz w roku 2007 zdefiniowana dawka dzienna (ang. defined daily dose,
DDD) dla fluorochinolonéw wynosita 2.8 [144]. Niewiele jest danych dotyczacych
wystgpowania mechanizmu PMQR w szczepach pochodzacych od pacjentow
pediatrycznych. Badania przeprowadzone w latach 2005-2006 w Chinach na 292
szczepach E. coli pochodzacych z pigciu szpitali dziecigcych pokazaly, ze okoto 7%
szczepOw  posiadata  przynajmniej  jedna  determinant¢ PMQR  [145].
W przeprowadzonych w Peru i Boliwii badaniach na $rodowiskowych szczepach
Enterobacteriaceae pochodzacych od 310 zdrowych dzieci (wiek: 6-72 miesiace)
wykazano, ze czesto$¢ wystgpowania genéw gnrB 1 gnrS byla zaskakujaco wysoka
(odpowiednio, 54% 1 14%) [146]. Aktualnie krajem o wysokie]j czgstosci wystgpowania
szczepow z genami gnr sa Chiny (ok. 8%) 1 Stany Zjednoczone [139, 147]. We Francji,
Danii i w Kanadzie tylko okoto 1-1,6% szczepdw jest zdolnych do produkcji bialek Qnr
[148-150]. Co ciekawe, geny gnr wystepuja czesciej u gatunku K. pneumoniae, niz u E.
coli [139, 148, 151]. Najpopularniejsza determinanta gnr w Chinach 1 Tunezji jest gnrB,
za$ w Hiszpanii — gnrA [151-153].
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Z uwagi na fakt, iz badan dotyczacych czgstosci wystepowania plazmidowo
kodowanych genéw opornosci na fluorochinolony u pacjentow pediatrycznych jest
niewiele, zdecydowano o publikacji wynikéw czgsci ponizszej pracy doktorskie;j,

dotyczacych tego zagadnienia [154].

1.6 Wybrane metody typowania bakterii

Szczepy Dbakterii powodujace zakazenia szpitalne, charakteryzujace si¢
wielolekoopornoscia, a takze wysoka zjadliwoscia, moga klonalnie rozprzestrzeniaé si¢
zarowno wewnatrz, jak i pomigdzy szpitalami. Liczne badania wykazuja czgsto
dominacj¢ konkretnego klonu na terenie jednego panstwa, a z czasem jego
rozprzestrzenienie si¢ na tereny sasiednich panstw 1 calego kontynentu [155-157].
Metody typowania molekularnego stosowane sa w epidemiologii w celu uzyskania
odpowiedzi na dwa pytania: czy izolaty pochodzace z danej epidemii sa ze soba
genetycznie powiazane (epidemiologia lokalna), oraz, czy i jak izolaty wywotujace
zakazenia w jednym ognisku epidemicznym na $wiecie sa zwiazane z izolatami
wywotujacymi zakazenia w innych rejonach (epidemiologia globalna) [158]. Do takich
celow poréwnawczych mozna stosowaé rdznorakie metody, ktoére powinny sig
cechowa¢ powtarzalnoscia i wysokim potencjatem dyskryminacyjnym.

Dzigki metodzie MLST istnieje mozliwo$§¢ wykazania wystgpowania tych
samych, konkretnych szczepéw w réznych miejscach geograficznych. Metoda MLST
opiera si¢ na poréwnaniu konserwatywnych sekwencji gendéw metabolizmu
podstawowego (ang. housekeeping genes), ktére kontroluja podstawowe funkcje
zyciowe w kazdej zywej komorce. Sekwencje tych gendéw sa tak stabilne genetycznie,
ze zmiany w nich moga stuzy¢ do okreslania pokrewienstwa genetycznego pomigdzy
szczepami bakterii z jednego gatunku. Metoda MLST oparta jest na sekwencjonowaniu,
dzigki czemu jest jednoznaczna, a jej wyniki mozliwe do poréwnania pomigdzy
laboratoriami. Pierwszym etapem jest amplifikacja wybranych genow metabolizmu
podstawowego bakterii przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy, (ang. polimerase
chain reaction, PCR), w ktoérej otrzymuje si¢ fragmenty o dtugosci ok. 500 bp,
anastgpnym — sekwencjonowaniu tych fragmentow. Pokrewienstwo badanych
szczepOw okreslane jest przez poréwnanie otrzymanych sekwencji z juz istniejacymi,

zapisanymi w ogolnodostepnej bazie MLST. Unikatowym allelom przypisywany jest
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numer. Kazdy szczep jest zatem scharakteryzowany przez allele ze wszystkich
badanych /oci, co sktada si¢ na tzw. profil alleliczny, czyli typ klonalny ST (ang.
sequence type). Poniewaz w kazdym z badanych /loci znajduje si¢ wiele alleli, nie jest
mozliwe, by dwa szczepy posiadaty ten sam profil przypadkowo. Szczepy o tym samym
profilu moga zatem zosta¢ sklasyfikowane do tego samego typu klonalnego, a zatem
mozna okresli¢ pokrewienstwo genetyczne badanych szczepdéw [158]. Koncowe wyniki
MLST przedstawiane sa w formacie cyfrowym, przechowywane w ogolnodostgpnych
bazach internetowych, dzigki czemu moga by¢ wykorzystane do porownan pomiedzy
laboratoriami. Stosowanie metody MLST moze by¢ czasochtonne i1 wymaga
sekwencjonowania duzej liczby nukleotydow. Co za tym idzie, dla celow dochodzen
epidemiologicznych, MLST wydaje si¢ zbyt pracochtonne i kosztowne do zastosowania
jako podstawowe narzedzie do typowania.

Analiz¢ genetycznego podobienstwa pateczek Gram-ujemnych mozna réwniez
przeprowadzi¢ metoda elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (ang. pulsed field
gel electrophoresis, PFGE). Polega ona na rozdziale elektroforetycznym w zmiennym
polu elektrycznym fragmentéw DNA uzyskanych wskutek cigcia genomu bakteryjnego
za pomoca wybranego enzymu restrykcyjnego. Metoda ta jest wykorzystywana
do analizy podobienstwa gtéwnie w dochodzeniach epidemiologicznych lokalnych.
W poczatkowym etapie procedury PFGE istotne jest otrzymanie nienaruszonego
genomowego DNA badanego szczepu. Izolacja DNA odbywa si¢ z zastosowaniem
agarozowych bloczkow, w ktorych zatapiane sa cate komorki bakterii. Zatopione
komorki poddawane sa procesowi lizy z wykorzystaniem odpowiedniego enzymu (np.
proteinazy K w przypadku wigkszosci pateczek Gram-ujemnych), fragmenty
zlizowanych komorek sa odptukiwane, a genomowe DNA zostaje poddane trawieniu
enzymem restrykcyjnym tak dobranym, aby uzyska¢ optymalna liczbg fragmentow.
W czasie rozdzialu elektroforetycznego wuzyskane fragmenty DNA tworza
charakterystyczny wzor prazkowy, typowy dla okre$lonego szczepu w obrgbie
badanego gatunku bakterii. Uzyskane w ten sposéb wzory prazkowe mozna nastepnie
porownywac przy pomocy odpowiedniego oprogramowania z wykorzystaniem
kryteriow zaproponowanych przez Tenovera et al. [159]. Metoda PFGE jest wysoce
dyskryminacyjna, ale wymaga duzej iloSci czasu, odpowiedniego sprzgtu, za$
dodatkowym problemem moze by¢ brak miejsc cig¢ restrykcyjnych u niektorych

szczepOw, co czyni je niemozliwymi do typowania ta metoda [160, 161].
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W genomie bakterii istnieja miejsca zawierajace powtarzajacy si¢ motyw
nukleotydowy. Takie /oci cechuje wysoka zmienno$¢ w populacji — u réznych bakterii
powtarzajace si¢ motywy (zwane tandemowymi powtdrzeniami) moga mie¢ roézna
dtugos$¢ 1 dlatego nazywa si¢ je VNTR — zmienng liczba tandemowych powtdrzen (ang.
variable number tandem repeats). Metoda typowania VNTR polega na okresleniu
liczby tandemowych powtérzen w poszczegolnych, wybranych loci genomu
bakteryjnego. Bazuje ona na reakcji PCR, za$§ analiza wielkosci amplikondéw
prowadzona jest przy pomocy standardowego rozdziatu elektroforetycznego na zelu
agarozowym [161]. Metoda ta jest znacznie szybsza i tansza od PFGE i moze by¢ jej
alternatywa wtedy, kiedy niezbgdne jest uzyskanie wynikéw w krotkim czasie. Wada tej
metody jest fakt, ze nie jest ona uniwersalna, za$§ startery musza by¢ dopasowane
indywidualnie dla kazdego gatunku. Dodatkowo, nie jest ona w 100% powtarzalna,
dopdki produkty amplifikacji nie zostana zsekwencjonowane. Wymaga takze arbitralnej
decyzji badacza, od ktérego miejsca zaczyna si¢ i gdzie konczy si¢ tandemowe
powtorzenie. Nierzadko zdarza si¢ tez, ze wielkos¢ tandemowego powtdrzenia jest
powigkszana przez sekwencje insercyjne [161].

Oproécz typowania w obrgbie genomu mozliwe i uzyteczne jest takze typowanie
replikonow plazmidowych [23, 162]. Geny opornosci czg¢sto sa zlokalizowanew poblizu
ruchomych elementéw genetycznych (sekwencji insercyjnych, transpozonoéw),
co umozliwia tatwe ich przenoszenie pomig¢dzy réznymi replikonami DNA. Uwaza sig,
ze E. coli zdolna jest takze do naturalnej transformacji DNA w okre$lonych warunkach,
ktére moga zaistnie¢ w Srodowisku. Takim §rodowiskiem moze by¢ m.in. biofilm, ktory
umozliwia transformacj¢, cho¢by z uwagi na fakt, ze zywe komorki wspoétistnieja
z martwymi, a DNA uwalniane przez martwe komorki akumuluje si¢ wokodt zywych.
Jezeli proces nabywania kompetencji przez komoérki bakteryjne do pobierania wolnego
DNA moze zachodzi¢ spontanicznie w warunkach in vivo, taki mechanizm moze
stanowi¢ powazne zagrozenie dla rozprzestrzeniania si¢ wielolekoopornosci [163, 164].

Do zwigkszenie genetyczne] roznorodnosci wsrdéd bakterii danej populacji
przyczyniaja si¢ plazmidy bakteryjne. Datta 1 Hedges zaproponowali schemat
klasyfikacji plazmidéw oparty na ich stabilnosci i kompatybilno$ci podczas koniugacji
[165]. Zjawisko okreslane mianem kompatybilnosci plazmidéw manifestuje zdolnosé
danego plazmidu do wspoélistnienia w tej samej komoérce z innym typem plazmidu,
ktory posiada podobny schemat replikacji. Niekompatybilno$¢ oznacza, ze dwa

plazmidy uzywajace podobnej maszynerii replikacyjnej nie moga jednocze$nie
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namnazac¢ si¢ w danej komorce, a zatem tylko plazmidy kompatybilne beda znajdowaé
si¢ w komorkach transkoniugatéw. Znanych jest wiele réznych rodzin plazmidow
wystepujacych w obrebie rodziny Enterobacteriaceae (HI12, HI1, X, L/M, N, FIA, FIB,
FIC, W, Y, P, A/C, T, K, B/O) [162, 166]. Do dnia dzisiejszego opisano 27 rdznych
typow replikonéw plazmidowych [167]. Plazmidy kodujace opornos¢ na antybiotyki
odgrywaja bardzo duza role w zrozumieniu drég szerzenia patogenow
wielolekoopornych. Plasmid Replicon Typing (PRT) jest metoda oparta na reakcji PCR,
1 pozwala zbada¢ filogenetyczne pokrewienstwo pomigdzy plazmidami. Protokoét
opracowany przez Carattoli et al. pozwala zaklasyfikowa¢ plazmidy do najczegsciej
wystepujacych grup w rodzinie Enterobacteriaceae [162]. Z uwagi na innowacyjnos¢
metody 1 fakt, ze niewiele jest doniesien dotyczacych typowania replikondéw
plazmidowych w Polsce, zdecydowano o opublikowaniu wynikoéw dotyczacych tej

czeSci badan [168].
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2 CEL PRACY

Celem gltéwnym pracy bylo przeprowadzenie epidemiologicznej i mikrobiologicznej
analizy zakazen zwiazanych z pateczkami Gram-ujemnymi 2z rodziny
Enterobacteriaceae, ktore wystapilty w latach 2009-2011 1 byly przedmiotem nadzoru
nad zakazeniami u noworodkow z masa urodzeniowa ponizej 1500 g, prowadzonego
przez Polska Sie¢ Neonatologiczna. Celem opisowej analizy epidemiologicznej byto
wyliczenie podstawowych  wspolczynnikéw  okre§lajacych  badane zakazenia
i1 okreslenie wplywu na nie wybranych czynnikow ryzyka. Natomiast celem
molekularnej analizy epidemiologicznej byto zbadanie podobienstwa genetycznego
pomigdzy badanymi szczepami pateczek przy zastosowaniu kilku metod. Ponadto
przeprowadzona zostala analiza mikrobiologiczna, ktdérej celem byta szczegdlowa
fenotypowa 1 genotypowa charakterystyka opornosci zebranych szczepdw pateczek
Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae na wybrane leki

przeciwdrobnoustrojowe.

Cele szczegbdlowe:

a) Okreslenie wspodiczynnika zachorowalnos$ci na poszczegodlne rodzaje zakazen
o etiologii zwiazanej z pateczkami Enterobacteriaceae, analiza §miertelnosci zwiazanej
z zakazeniami o badanej etiologii w$réd noworodkéw o roéznej masie urodzeniowej
obarczonych réznym ryzykiem zachorowania w zwiazku ze stanem matki w czasie
ciazy 1 przebiegiem porodu. Okreslenie niezaleznego wpltywu poszczegdlnych
czynnikbw na zapadalno$§¢ zwiazana z zakazeniami powodowanymi przez
Enterobacteriaceae w badanych grupach.

b) Okreslenie udzialu szczepoéw lekoopornych i wielolekoopornych w etiologii
zakazen (zastosowanie metody dyfuzyjno-krazkowej oraz oznaczenie warto$ci MIC
(mg/1) dla wybranych antybiotykow przy uzyciu metody E-testu).

c) Wykrywanie gendw oporno$ci na wybrane antybiotyki przy pomocy reakcji
PCR oraz multipleks PCR — w celu wykrycia genéw kodujacych B-laktamazy TEM,
SHV, CTX-M, gendéw kodujacych B-laktamazy rzadziej spotykanych typow, takich jak
PER, GES, VEB, genow kodujacych karbapenemazy KPC i oksacylinazy OXA.
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d) Wykrywanie kodowanych plazmidowo gendéw opornosci na fluorochinolony
gnrA, qnrB, qnrS, gnrD, gnrC, gepA 1 aac-(6°)-1b-cr z wykorzystaniem real-time PCR
dla szczepoéw E. coli 1 K. pneumoniae. Okreslenie, czy geny opornosci na B-laktamy
1 geny PMQR znajduja si¢ na tym samym plazmidzie.

e) Oznaczenie gendéw kodujacych wybrane czynniki wirulencji badanych szczepow
E. colii K. pneumoniae zaangazowanych w patomechanizm zakazen.

f) Ocena udzialu plazmidow niskoczasteczkowych w powstawaniu fenotypu
ESBL-dodatniego wsrod pateczek z rodziny Enterobacteriaceae.

g) Typowanie replikonéw plazmidowych — okreslenie przynalezno$ci plazmidow
z danego szczepu bakteryjnego do grupy wedlug schematu klasyfikacji plazmidow
zaproponowanego przez Hedges i1 Datta, opartego na stabilnosci i kompatybilnosci
plazmidoéw podczas koniugacji.

h) Przeprowadzenie analizy genotypowego podobienstwa pomigdzy szczepami
E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens metoda
PFGE w celu wykrycia mozliwych epidemii klonalnych.

1) Okreslenie podobienstwa genetycznego pomigdzy szczepami pateczek Gram-
ujemnych z gatunku E. coli i K. pneumoniae pochodzacych z przypadkow zakazen krwi
w odniesieniu do typoéw ST uzyskanych dzigki metodzie MLST.

1) Poréwnanie dwoch metody typowania K. pneumoniae: tanszej i szybszej, jaka
jest typowanie VNTR (zmiennej liczby tandemowych powtorzen) z rutynowo
stosowana, czasochlonng i stosunkowo droga metoda elektroforezy w zmiennym polu

elektrycznym.
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3 MATERIAL

3.1 Charakterystyka badanej populacji

Materiat bedacy przedmiotem badan objgtych niniejsza rozprawa zostal uzyskany
w trakcie programu poswigconego epidemiologii zakazen noworodkéw z bardzo mata
masa urodzeniowa w Polsce. Ciagly, prospektywny nadzér nad zakazeniami
prowadzono w okresie pomiedzy 1 stycznia 2009 a 31 grudnia 2011. Objat on
6 oddziatow intensywnej opieki neonatologicznej, ktére uczestniczyly w dziataniach
Polskiej Sieci Neonatologicznej (PSN). Nadzor realizowany byl w ramach badan
wspolnych sieci naukowej ,,Polska Sie¢ Neonatologiczna” — utworzonej decyzja
Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego Nr 669/E-215/BWSN-0180/2008 z dnia
20 maja 2008 roku. Kierownikiem Sieci byla Pani prof. dr hab. Ewa Helwich,
a realizatorami — oddziaty neonatologiczne:

1. Klinika Neonatologii i1 Intensywnej Terapii Noworodka Instytutu Matki
1 Dziecka w Warszawie;

2. Klinika Neonatologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie;

3. Klinika Neonatologii 1 Intensywnej Terapii Noworodka Akademii Medycznej
w Warszawie;

4. Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie;

5. Katedra 1 Klinika Neonatologii wraz z Klinika Zakazen Noworodka
Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego SPZOZ Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu;

6. Klinika Neonatologii Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi;

oraz:
7. Instytut Informatyki PAN w Gliwicach;
8. Katedra Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

w Krakowie.
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Zaangazowane oddzialy neonatologiczne zapewniaja opieke medyczna dla okoto 20%
wszystkich przedwcze$nie urodzonych noworodkéw w Polsce. Badanie uzyskato
akceptacje  Komisji  Bioetycznej  Uniwersytetu  Jagiellonskiego —  opinia
nr KBET/221/B/2011.

Badaniami objeto noworodki o masie urodzeniowej ponizej 1500 gramow
urodzone po 22 tygodniu ciazy. Nadzor byl prowadzony do momentu osiagnigcia przez
nie masy 1800 gramow albo zgonu albo transferu do innej jednostki. Zakazenia
u noworodkéw rozpoznawano i kwalifikowano na podstawie definicji zakazen, ktore
zostaly przygotowane i1 zaakceptowane przez Radg Sieci w oparciu o doswiadczenia
idane systemu National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) opracowanego
przez Centers for Disease and Prevention (CDC) w USA [169], z uwzglednieniem
modyfikacji zgodnych zniemieckim programem Neo-KISS [56] oraz modyfikacji
wilasnych PSN. Zakazenia p6zne definiowano jako zakazenia rozpoznane co najmniej
po 72 h od urodzenia. W grupie dzieci z zakazeniem krwi wydzielono takze grupeg
przypadkow zakazen wczesnych (ang. early-onset BSI). Nowy przypadek zakazenia
u tego samego pacjenta rozpoznawano wtedy, gdy po pierwszym zakazeniu byl okres
wolny od objawéw klinicznych, a noworodek nie byt leczony przeciwdrobnoustrojowo.
Zmiana czynnika patogennego lub pojawienie si¢ dodatkowego patogenu nie stanowito
podstawy do rozpoznania nowego zakazenia o tej samej postaci. Zakazenia wertykalne
(przeztozyskowe), takie jak rézyczka, zakazenia wirusami cytomegalii, herpes simplex,

toksoplazmoza i inne nie byly zaliczane do zakazen szpitalnych.

Kryteria wlaczenia noworodka do badania:
* Masa urodzeniowa <1500 g;
» Jezeli poréd odbywal sie¢ poza jednostka, masa noworodka
w momencie rozpoczgcia hospitalizacji i nadzoru nie powinna
byta przekracza¢ 1800 g;
* Porodd po 22 tygodniu ciazy.
Kryteria wykluczenia przed rozpocz¢ciem badania:
* Masa urodzeniowa >1500 g;

* Porod przed 22 tygodniem ciazy.

Badaniem zostata objeta grupa 1695 noworodkow, sposrod ktorych 1243
przezyto dtuzej niz 72h. W badanej grupie znalazto sig:
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¢ 97 noworodkdéw o masie <600g;
e 671 noworodkow o masie 600-999g;

e 927 noworodkow o masie >1000 g.

3.2 Charakterystyka czynnikow etiologicznych zakazen

Po rozpoznaniu zakazenia, w celu ustalenia czynnika etiologicznego pobierano

(w zaleznosci od lokalizacji zakazenia):

krew z wykorzystaniem standardowych podtozy transportowo-namnazajacych;
wydzieling z drég oddechowych;

mocz;

ptyn owodniowy, (pobierany okotoporodowo w przypadku obecnosci markerow
stanu zapalnego obserwowanych w plynie owodniowym i duzym ryzyku
zakazenia wczesnego);

inny materiat (np. wymaz).

Z uwagi na fakt, iz pobranie materialu z dolnych dr6g oddechowych jest u noworodkow

z VLBW 1 ELBW trudne, w niektérych wypadkach zakazenie rozpoznawano jako

zapalenie pluc, pomimo ze pobrany materiat nie odpowiadat klinicznie tej lokalizacji.

W takich wypadkach postugiwano si¢ informacja uzyskana od lekarza prowadzacego,

ktory na podstawie objawow klinicznych 1 ustalonych kryteriow rozpoznawat zapalenie

phuc i stosowat odpowiednie leczenie przeciwdrobnoustrojowe.

W wyniku przeprowadzonych badan rozpoznano — posrdd innych — 241 zakazen

o etiologii zwiazane] z pateczkami z rodziny Enterobacteriaceae. W$rdd zakazen

rozpoznano:

70 przypadkow zakazen krwi: 65 pdznych zakazen krwi 1 5 wezesnych zakazen
krwi;

138 przypadkow zapalen ptuc: 115 pdznych zapalen ptuc 1 23 wczesnych
zapalen ptuc;

10 zakazen drég moczowych,;

23 inne zakazenia.
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Oznaczenie gatunku drobnoustroju wykonywane bytlo w szpitalnym laboratorium
w kazdym osrodku uczestniczacym w badaniu z wykorzystaniem systeméw VITEK
(BioMerieux, Francja). Drobnoustroje byly nastgpnie przesiewane na agar odzywczy
w miniprobéwkach o objgtosci 1 ml (Nutrient S LAB-AGAR™, BioCORP, Polska)
i przesytane do Katedry Mikrobiologii UJ CM, gdzie po wysianiu na podtoza state (agar
MacConkeya, BioCORP, Polska) przystgpowano do procedury izolacji DNA (opisanej
w podrozdziale 4.3) i potwierdzania przynalezno$ci gatunkowej otrzymanych szczepow

przy pomocy reakcji PCR (opisanej w podrozdziale 4.6) .

W trakcie trwania badania rozpoznano:

e 96 =zakazen, w ktorych w pobranych materiatach wykazano obecno$¢
Escherichia coli. Do badan objetych ta rozprawa otrzymano 90 szczepow,
pochodzacych ze wszystkich form klinicznych zakazen.

e 86 zakazen, w ktorych w pobranych materiatach wykazano obecno$¢ Klebsiella
sp. Do badan objetych ta rozprawa otrzymano 60 szczepéw Klebsiella
pneumoniae oraz 18 szczepow Klebsiella oxytoca pochodzacych ze wszystkich
form klinicznych zakazen.

e 40 =zakazen, w ktorych w pobranych materiatach wykazano obecnos¢
Enterobacter sp. Do badan objetych ta rozprawa otrzymano 36 szczepow,
pochodzacych ze wszystkich form klinicznych zakazen.

e 19 zakazen, w ktérych w pobranych materiatach wykazano obecno$¢ innych
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae. Do badan objetych ta rozprawa

otrzymano 11 szczepdw Serratia sp. oraz 1 szczep Morganella morganii.

Ogotem w trakcie trwania badan w latach 2009-2011 zebrano 216 szczepow pateczek
Enterobacteriaceae. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegdlnych  gatunkéw  bakterii
w materiatach pobranych w kolejnych o$rodkach, z wyszczegdlnieniem szczepow
zdolnych do produkcji ESBL, uwidoczniono w Tabeli 1. Najwigcej, bo 147 szczepow
otrzymano z o$rodka VI (co stanowito 68% wszystkich otrzymanych szczepow), zas

najmniej, bo tylko 2, z osrodka IV.
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Tabela 1. Gatunki bakterii obecne w materialach pobranych z przypadkow zakazen w oSrodkach
uczestniczacych w badaniach, z wyszczegdlnieniem szczepow zdolnych do produkeji f-laktamaz
o rozszerzonym spektrum (ESBL).

Gatunek/Osrodek 1 11 11 V14 Vv Vi Razem
N % N % N % N % N % N %
Escherichia coli 1 12,5 30 366 8 444 0 0,0 13 333 38 259 90
wtymESBL| 0O 00 &8 98 3 167 0 00 1 26 13 88 25
Klebsiella pneumoniae | 4 50,0 9 11,0 3 167 0 00 3 7,7 41 279 60
wtymESBL| 0O 00 4 49 2 11,1 0 00 0 0,0 32 21,8 38
Klebsiella oxytoca 0O 00 11 134 O 00 O 00 3 77 4 27 18
wtymESBL| 0O 00 2 24 0 00 0 00 1 26 0 00 3
Enterobacter sp. 3 375 14 17,1 0 00 0 0,0 9 231 10 6,8 36
wtymESBL| 0O 00 O 00 O 00 O 00 9 23,1 4 27 13
Serratia sp. 0 00 4 49 1 56 2 100 0O 0,0 4 27 11
wtymESBL| O 00 O 00 O 00 O 00 0 0,0 1 0,7 1
Morganella morgani 0O 00 O 00 1 56 0 00 O 00 0 0,0 1
wtymESBL| 0O 00 O 00 O 00 O 00 O 0,0 0 0,0 0
Razem 8 100 82 100 18 100 2 100 39 100 147 100
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4 METODY

4.1 Analiza epidemiologiczna

Na potrzeby dziatalnosci Polskiej Sieci Neonatologicznej, zespo6t pracujacy w Instytucie
Informatyki PAN w Gliwicach pod kierownictwem Pana prof. Jerzego Klamki
opracowat aplikacj¢ internetowa oraz bazg danych gromadzaca informacj¢ o pacjentach.
Dziatanie aplikacji, opracowanej w jezyku PHP, przetestowano we wszystkich
popularnych przegladarkach internetowych. Do korzystania z programu uczestnicy
Sieci potrzebowali komputera z dostgpem do Internetu. Jako S$rodowisko
uruchomieniowe dla skryptow wykorzystano serwer Apache. Do rejestracji
1 przetwarzania gromadzonych informacji wykorzystano system relacyjnych baz danych
MySQL. Instytut wspotuczestniczyt rowniez przy opracowaniu ostatecznym bazy
danych wraz z jej analiza. Dane byly zbierane bezposrednio w os$rodkach
z zachowaniem zasad bezpieczenstwa, tj. dostgp do bazy danych byt chroniony
unikatowym hastem 1 byt realizowany przez osoby wskazane przez kierownika
jednostki. Przed scaleniem bazy i1wykonaniem analiz dokonano przegladu

kompletnosci danych: procedura zostata zakonczona 31 marca 2012 roku.

Analizy epidemiologiczne przeprowadzono z zastosowaniem nastepujacych definicji
(zgodnie ze ,,Stowniczkiem termindéw epidemiologicznych” Panstwowego Zaktadu
Higieny (dostep on-line)):

o  Wspdlczynnik zapadalnos$ci (ang. incidence rate) jest miarg czgstosci pojawiania
si¢ nowych przypadkéw choroby lub innego zdarzenia zwiazanego ze zdrowiem
odniesiona do ram czasowych. Jest wyliczany jako liczba nowych przypadkow
w okreslonym czasie podzielony przez Srednia liczebno$¢ populacji, zwykle
w $rodku okresu obserwacji lub do sumy osobo-czasu obserwacji populacji
pozostajacej w ryzyku.

e Zapadalno$¢ (ang. incidence) jest to miara czestoSci wystgpowania chorob,

stanowiaca iloraz nowych zachorowan, ktére pojawily si¢ w okreslonym

39



przedziale czasowym w okreslonej populacji w stosunku do liczebnosci tej
populacji.

o  Wspoélczynnik $miertelnosci (ang. case-fatality ratio) opisuje ryzyko zgonu
osoby chorej na dana chorobg. Jest to proporcja 0sob w okreSlonym stanie
zdrowia lub eksponowanych na okreslony czynnik lub zdarzenie, ktora umiera
zpowodu tego stanu. W mianowniku wystgpuje liczba oséb chorych
lub narazonych, a w liczniku liczba zgonéw, jaka wsrod nich wystapita.

e  Wspdlczynnik umieralnosci opisuje ryzyko zgonu danego pacjenta. Jest to
stosunek liczby wszystkich zgonow w badanej populacji w okreslonym
przedziale czasowym do liczebnosci tej populacji w potowie przedzialu
czasowego; zwykle przeliczany na 100 000 ludnosci na rok.

e Prewalencja (ang. prevalence) to liczba 0sob posiadajaca dana ceche podzielona
przez liczebno$¢ catej proby lub populacji, do ktorej osoby te naleza.

Prewalencja choroby nosi nazwg chorobowosci.

Do zbadania istotnos$ci roznic dla analiz epidemiologicznych postuzono si¢ testem
¥, za pomoca ktérego przedstawiono zwiazki pomiedzy poszczegélnymi badanymi
grupami oraz testem G* (G-likelihood ratio), jesli liczba rekordow wynosita 0. Ponadto
wykorzystano takze testy t-Studenta 1 Manna-Whitneya. W analizach poréwnawczych
wykorzystano test post-hoc Kramera-Tuckeya.Relacje pomigdzy poszczegdlnymi
parametrami (zmienne ciagle) byly badane przy pomocy testu ANOVA. Jesli rozktad
zmiennych ciaglych byl niezgodny z rozkladem normalnym, przeprowadzono test
nieparametryczny Kruskala-Wallisa. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto wartosé

p<0,05.

4.1.1 Okreslenie niezaleznego wptywu poszczegdlnych czynnikow
na zapadalnos¢ zwigzang z zakazeniami powodowanymi przez

Escherichia coli w badanych grupach

Zakazenia, w ktérych z pobranych materialéw wyizolowano E. coli, porGwnano
do zakazen, w ktorych z pobranych materiatow nie wyizolowano E. coli w odniesieniu

do: masy urodzeniowej, wieku ciazowego, skali APGAR, plci, rodzaju porodu (poréd
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sifami natury, poréd przez cigcie cesarskie) oraz zastosowanej okoloporodowej
profilaktyki antybiotykowej. Zwiazek migdzy prawdopodobienstwem wystapienia
zakazenia, w ktorym jako czynnik etiologiczny wyizolowano E. coli, a zmiennymi
ciaglymi (np. wiek ciazowy) zbadano przy pomocy testu ANOVA. Jesli rozklady
badanych zmiennych nie byly zgodne z rozkladem normalnym, zastosowano test

nieparametryczny Kruskala-Wallisa.

4.2 Oznaczanie lekoopornosci metodami fenotypowymi

Do  okreslenia lekowrazliwosci  wykorzystano metod¢  Kirby-Bauera.
Sporzadzano zawiesiny w 0,9% soli fizjologicznej o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda
(warto$¢ zmierzono z wykorzystaniem densytometru MacFarlanda (Biosan SIA.,
Lotwa)), ktore przy pomocy jatlowego wacika (Equimed, Polska) wysiewano na ptytki
Petriego zawierajace podtoze agarowe Mueller-Hintona (BioCorp, Polska). Na tak
przygotowane podtoze naktadano krazki nasaczone antybiotykami, po czym wynik
odczytywano po 18 h inkubacji w 37°C. W badaniu wykorzystano nastepujace krazki
z antybiotykiem lub chemioterapeutykiem: ampicylina (AMP; 10 pg), amoksycylina
z kwasem klawulanowym (AMC; 20 ug i 10 pg), piperacylina z tazobaktamem (TZP,
30 ug i 6 pg), cefepim (FEP; 30 pg), cefotaksym (CTX; 5 ug), ceftazydym (CAZ; 10
ng), cefuroksym (CXM, 30 pg), doripenem (DOR, 10 pg), ertapenem (ETP, 10 pg),
imipenem (IMP, 10 pg), meropenem (MEM, 10 pg), aztreonam (ATM; 30 png),
ciprofloksacyna (CIP; 5 pg), amikacyna (AK, 30 pg), gentamycyna (GN, 10 ug),
tobramycyna (TOB, 10 pg), tygecyklina (TGC, 15 pg), chloramfenikol (C, 30 ng),
trimetoprim—sulfametoksazol (SXT; 25 pg). Wszystkie krazki pochodzity z firmy Oxoid
(Basingstoke, Wielka Brytania).

Warto$ci MIC na wybrane leki z grupy chinolonéw i fluorochinolonéw (kwas
nalidyksowy, lewofloksacyna, ofloksacyna, ciprofloksacyna) okreslano
z zastosowaniem metody E-testu (bioMerieux, Francja). Na wysiane na agarze Mueller-
Hintona (BioCorp, Polska) zawiesiny bakteryjne naktadano jatowa pgseta E-test. Wynik
odczytywano po 18 h inkubacji w 37°C.

Zdolno$¢ do syntezy ESBL wykrywano przy pomocy rozszerzonego testu
dwoch krazkéw (ang. double disk synergy test, DDST) wedlug metody Drieux et al.
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[121]. Stosowano krazki z ceftazydymem 10 pg, cefotaksymem 5 pg, cefepimem 30 pg
oraz aztreonamem 30 ng, ktore uktadano w odleglosci 2 cm od centralnie utozonego
krazka z amoksycykling z kwasem klawulanowym 20/10 pg na wysiane zawiesiny
bakteryjne na agarze Mueller-Hintona. Wynik testu uznawano za pozytywny, jesli strefa
zahamowania wzrostu wokot krazka ze skrajnie potozonym antybiotykiem ulegata

powigkszeniu od strony centralnie umieszczonego krazka z kwasem klawulanowym.

Wykorzystane odczynniki
- Sdl fizjologiczna 0,9% NaCl
- Podloze Mueller-Hintona LAB-AGAR™ (BioCORP Polska) (Ekstrakt wotowy 2 g/l,

kwasny pepton kazeinowy 17,5 g/l, skrobia 1,5 g/l, agar 17 g/l; koncowe pH w 25°C:
7,4+0,2).

4.3 Izolacja DNA genomowego

Izolacje genomowego DNA prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu kolumienkowego (A&A Biotechnology, Gdynia), zgodnie z wytycznymi
producenta. Do izolacji DNA wykorzystano odwirowana (12 000 rpm, 5 min.) 18 h
hodowle (37°C) komorek bakteryjnych, prowadzona w podtozu Tryptic Soy Broth
(TSB). Po usunigciu supernatantu pozostaty osad zawieszano w buforze Tris-EDTA
(TE). Nastepnie komorki poddano lizie z wykorzystaniem roztworu lizujacego LT
w obecno$ci proteinazy K. Mieszaning po energicznym zmieszaniu i odwirowaniu
(3min., 10 000 rpm) nanoszono na minikolumng ze zlozem krzemionkowym
do oczyszczania genomowego DNA. W kolejnym etapie przeprowadzano dwukrotne
plukanie przy pomocy roztworu pluczacego Al, zawierajacego alkohol. W efekcie
DNA wiazato si¢ do zloza minikolumny, a dwukrotne przemywanie roztworem Al
mialo na celu usunigcie zanieczyszczen i/lub inhibitorow reakcji. Elucje DNA
prowadzono przy pomocy niskojonowego buforu Tris ogrzanego do temperatury 75°C.
Wyizolowane DNA przechowywano w probowkach w temperaturze 4°C do dalszych
analiz.  Po izolacji DNA  przeprowadzano pomiar spektrofotometryczny
z wykorzystaniem urzadzenia NanoDrop (ThermoScientific, USA) w celu okreslenia

stezenia DNA w probcee (ng/ul).
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Wvykorzystane odczynniki:

- Podloze TSB (BioCORP Polska) o nastgpujacym sktadzie: trzustkowy hydrolizat
kazeiny 17 g/l, hydrolizat papainowy maczki sojowej 3,0 g/, chlorek sodu 5g/l,
wodorofosforan potasu 2,5g/1, dekstroza 2,5g/1, pH 7,3

- Bufor TE (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH=8,0) (Serva, Niemcy)

- Bufor Tris (10 mM TrisHCI, pH=8,0) (Serva, Niemcy)

- Bufor lizujacy LT (A&A Biotechnology, Gdynia)

- Roztwor ptuczacy Al (A&A Biotechnology, Gdynia)

- Proteinaza K 20 mg/ml (A&A Biotechnology, Gdynia)

4.4 kancuchowa reakcja polimerazy (PCR) i elektroforeza

Wszystkie mieszaniny do reakcji PCR przygotowywano na lodzie. Objgtosé

mieszaniny przewidziana na 1 probke wynosita 25 pl.

Mieszanina do reakcji PCR zawierata:
1. 2xPCR Master Mix (A&A Biotechnology, Gdynia) o nastgpujacym sktadzie:
e polimeraza DNA Tagq 0,1 U/ul;
e chlorek magnezu o stezeniu 4 mM;
e kazdy z czterech trifosforanodeoksynukleotydéw dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) o stezeniu 0,5 mM kazdego z ANTP;
e czerwony barwnik i bufor obciazajacy;
2. Specyficzne startery (przedni 1 wsteczny) w stezeniu 1 pM kazdy (Genomed,
Warszawa);
3. Matrycg genomowego DNA bakteryjnego w stgzeniu 50 ng, ktéora w kontroli
negatywnej zastgpowana byta woda destylowana.

Przygotowana mieszaning reakcyjna umieszczano w termocyklerze PTC-200 (BioRad,
California, USA). Amplifikacje prowadzono zgodnie z odpowiednimi programami —
temperatura przytaczania starterow oraz liczba cykli podane sa w Tabeli 2 (zaleznie

od wykorzystanych starterow).
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Elektroforez¢ prowadzono w zelu agarozowym, sluzacym do rozdzialu
tancuchow DNA o réznej dlugosci po reakcji PCR. Po amplifikacji, 10 pl mieszaniny
reakcyjnej naktadano na 1,5% zel agarozowy w buforze Tris-boran-EDTA (TBE)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA), z dodatkiem bromku etydyny (BioRad, California,
USA). W celu poréwnania wielkos$ci produktu wykorzystano Marker DNA 100-1000 bp
(A&A Biotechnology, Gdynia). Elektroforez¢ prowadzono przez okoto 60 min.,
pod napigciem 80 V z uzyciem aparatu do elektroforezy poziomej SubCell GT (BioRad,
California, USA). Wynik elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoclt
Imaging System (UVP, Kalifornia, USA) kontrolowanego przez program komputerowy
do dokumentacji i analizy obrazu DOC-IT ®LS.

Wykorzystane odczynniki
- 2xPCR Master Mix (A&A Biotechnology, Gdynia)

- Startery: przedni i wsteczny (Genomed, Warszawa), wymienione w Tabeli 2

- Agaroza Plus (Prona Marine Research Institute, Hiszpania)

- Bufor TBE (45 mM Tris buforowany kwasem borowym do pH=8,0, 1 mM EDTA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

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

- Marker DNA 100-1000bp (A& A Biotechnology, Gdynia)

4.5 Reakcja Multiplex-PCR

Reakcja ta stuzy do amplifikowania wielu matryc podczas jednej reakcji PCR.
Dzigki jednoczesnemu wykorzystaniu r6znych zestawow starterow, metoda ta zapewnia
oszczedno$§¢ czasu oraz pozwala obnizy¢ koszty przeprowadzanych badan
przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej jako$ci uzyskiwanych wynikow.

Mieszaniny do reakcji multiplex-PCR przygotowywano na lodzie. Objetosc
mieszaniny przewidziana na 1 probke wynosita 50 pl.

Mieszanina do reakcji PCR zawierala:
1. 2x PCR MasterMix (A& A Biotechnology, Gdynia) o nastgpujacym sktadzie:
a. polimeraza DNA Tag w st¢zeniu 0,1 U/ul;

b. chlorek magnezu w stezeniu 4 mM;

44



c. kazdy z czterech trifosforanodeoksynukleotydow dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) 0,5 mM kazdego z ANTP;
d. czerwony barwnik i bufor obciazajacy;
2. Specyficzne pary starterow przednich i wstecznych w stezeniu 1 uM kazdy
(Genomed, Warszawa);
3. Matryce genomowego DNA bakteryjnego w stezeniu 50 ng, ktora w kontroli
negatywnej zastgpowana byta woda destylowana.

Przygotowana mieszaning reakcyjna umieszczano w termocyklerze PTC-200
(BioRad, California, USA). Amplifikacje prowadzono zgodnie z odpowiednimi
programami (Tabela 2).

Po amplifikacji 10 pl mieszaniny reakcyjnej naktadano na 1,5% zel agarozowy
w buforze TBE, z dodatkiem bromku etydyny (BioRad, California, USA). W celu
porownania wielkosci produktu wykorzystano Marker DNA 100-1000bp (A&A
Biotechnology, Gdynia). Elektroforez¢ prowadzono przez okoto 60 min., pod napigciem
80 V z uzyciem aparatu do elektroforezy poziomej SubCell GT (BioRad, California,
USA). Wynik elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoclt Imaging System
(UVP, Kalifornia, USA) kontrolowanego przez program komputerowy do dokumentacji

1 analizy obrazu DOC-IT ®LS.

Wykorzystane odczynniki
- 2xPCR Master Mix (A&A Biotechnology, Gdynia)

- Startery przedni 1 wsteczny (Genomed, Warszawa), wymienione w Tabeli 2

- Agaroza Plus (Prona Marine Research Institute, Hiszpania)

- Bufor TBE (45 mM Tris buforowany kwasem borowym do pH=8,0, 1 mM EDTA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

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

- Marker DNA 100-1000 bp (A&A Biotechnology, Gdynia)

4.6 Identyfikacja gatunkowa

Potwierdzenie identyfikacji gatunkowej wszystkich szczepoéw prowadzono

z wykorzystaniem  reakcji PCR 1  gatunkowo  specyficznych  starterow,
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komplementarnych do regionu 16S-23S rRNA, silnie konserwatywnego w obrgbie
gatunku [170, 171]. Startery wymieniono w Tabeli 2.

4.7 Wykrywanie gendéw kodujacych opornosé na wybrane

antybiotyki

Przeprowadzano wykrywanie genéw kodujacych opornos¢ na wybrane
antybiotyki z wykorzystaniem reakcji PCR i specyficznych starterow, wymienionych
w Tabeli 2:

e Geny kodujace p-laktamazy: blasyy, blatpm, blactxm [172]. Reakceje
prowadzono zgodnie ze zmodyfikowanym protokotem, oddzielnie z kazda para
starterow, z uwagi na konieczno$¢ wysylania produktow reakcji
do sekwencjonowania;

e Geny kodujace B-laktamazy PER, GES 1 VEB [173-175];

¢ Gen kodujacy karbapenemaze KPC [176];

e Geny kodujace oksacylinazy OXA-1 [177].

4.8 Wykrywanie kodowanych plazmidowo genéw opornosci
na fluorochinolony qnrA, qnrB, gnrS, qnrD, qnrC, gepA
i aac-(6’)-1b-cr

Do wykrywania kodowanych plazmidowo genéw opornosci na fluorochinolony
qnrA, qnrB, qnrS, gnrD, qnrC i gepA wykorzystano real-time PCR, czyli tancuchowa
reakcje polimerazy (PCR) z analiza przyrostu produktu w czasie rzeczywistym [178].
Technika ta charakteryzuje si¢ zwigkszona czutoscia w stosunku do klasycznego PCR
a takze daje mozliwo$¢ analizy i wizualizacji produktow jeszcze w czasie trwania
reakcji. Wykorzystano wyizolowane uprzednio DNA. Reakcje real-time PCR
przeprowadzono z wykorzystaniem urzadzenia CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (BioRad, California, USA). Allele genu g¢gnr wykrywano
z wykorzystaniem analizy high-resolution melting analysis (HRMA). Wykrywanie genu
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gepA odbywala si¢ z wykorzystaniem zestawu SYBR Green [ Master (Roche Molecular
Diagnostics, Germany).

Wykrywanie wariantu —cr genu aac(6’)-1b, ktéry koduje acetylotransferaze
aminoglikozydowa 1 powoduje obnizona wrazliwo§¢ na ciprofloksacyng
przeprowadzano wedhug metody opisanej przez Park et al. [179]. W pierwszym etapie
przeprowadzano reakcj¢ PCR z pierwsza para starterow. Nastgpnie, w przypadku
otrzymania  pozytywnego  wyniku  reakcji  PCR,  produkty  wysylano
do sekwencjonowania z tym samym starterem przednim i innym starterem wstecznym
(Tabela 2) w celu wykrycia takze wariantu genu aac(6')-1b-cr, ktéry nie posiada miejsca

restrykcyjnego BstF51, obecnego w genie aac(6')-1[179].

Wvykorzystane odczynniki

- SYBR Green I Master (Roche Molecular Diagnostics, Niemcy)

- Startery przedni i wsteczny (Genomed, Warszawa, Polska), wymienione w Tabeli 2

- Woda DEPC (wolna od RNAz woda z dodatkiem dietylopiroweglanu) (A&A
Biotechnology, Gdynia, Polska)

4.9 Procedura koniugacji

Dla wybranych szczepow, posiadajacych geny plazmidowo determinowanej
oporno$ci na fluorochinolony, przeprowadzano proces koniugacji do szczepu bakterii
biorcy (Escherichia coli J53, z genomowo kodowana oporno$cia na azydek sodu
i rifampicyng, otrzymany dzigki uprzejmosci Pana dr Thomasa Guillarda, Hopital
Robert Debré - CHU de Reims, Francja). Szczep Escherichia coli 153 (F(-) met pro
Azi(r)) jest auksotroficznym pochodnym szczepem E. coli K-12, ktory jest oporny
na azydek sodu. Ten szczep wykorzystywany jest w eksperymentach nad koniugacja
jako szczep biorca. Jego genom jest zsekwencjonowany.

Do 20 ml ptynnego podtoza TSB zawierajacego cefotaksym w stezeniu 1 mg/ml
dodawano 1 koloni¢ szczepu bakterii, uprzednio wyhodowanych na podtozu TSA
i hodowano w temperaturze 37°C az do momentu osiagnigcia logarytmicznej fazy
wzrostu (okreslanej przy pomocy pomiaru spektrofotometrycznego, ODgoonm = 0,4-0,6).
Nastepnie, 200 ul komorek dawcy mieszano z 800 pl komoérek biorcy (I tura), zas 800

ul komorek dawcy z 200 pl komorek biorcy (II tura) i tak uzyskane mieszaniny bakterii
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hodowano przez 3 h w 37°C w cieplarce z wytrzasaniem (60rpm/min). Nastepnie
po 100 ul z kazdej mieszaniny (Tura I, Tura II) wysiano na nastepujace podtoza:

e podtoze TSB z cefotaksymem (1 mg/l) — podtoze kontrolne dla hodowli
szczepow dawcow,

e podloze TSB z rifampicyna (250 mg/l) i azydkiem sodu (100 mg/l) — podtoze
kontrolne dla hodowli szczepow biorcow,

e podloze TSB z cefotaksymem (1 mg/l), rifampicyna (250 mg/1) i azydkiem sodu
(100 mg/1) — podtoze selekcyjne dla hodowli transkonjugantow,

i hodowano przez 18 h w 37°C.
Nastepnego dnia analizowano uzyskane wyniki:

e brak wzrostu bakterii na ptytkach z podlozami kontrolnymi i/lub podiozu
selekcyjnym  oznaczal  niepowodzenie = prowadzonego  eksperymentu
1 konieczno$¢ jego powtodrzenia;

e brak wzrostu bakterii na ptytce z podlozem selekcyjnym przy jednoczesnym
wzroscie kolonii na ptytkach z podtozem kontrolnym oznaczal niepowodzenie
prowadzonego eksperymentu 1 koniecznos$¢ jego powtorzenia;

e wzrost bakterii na ptytce z podlozem selekcyjnym przy jednoczesnym wzroscie
kolonii na ptytkach z podlozem kontrolnym oznaczal pozytywny wynik
eksperymentu 1 mozliwo$¢ prowadzenia dalszych analiz.

W przypadku uzyskania wzrostu kolonii na plytce z podlozem selekcyjnym, jedna
kolonie przesiewano ponownie na podtoze selekcyjne i hodowano w 37°C przez 18 h.
Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie testu DDST (zgodnie z opisem w podrozdziale
4.2) na podlozu Mueller-Hintona z rifampicyna (250 mg/ml) oraz izolacja DNA wg
metody opisanej w podrozdziale 4.3 1 przeprowadzenie reakcji real-time PCR
wykrywajacej geny z rodziny gnr, opisane] w podrozdziale 4.8. Jesli zaro6wno test
DDST, jak i reakcja real-time PCR daty wynik pozytywny, kwalifikowano szczep jako
niosacy geny ESBL i gnr na tym samym plazmidzie. Jesli test DDST dal wynik
pozytywny, za$ reakcja real-time PCR negatywny, kwalifikowano szczep jako niosacy
geny ESBL i1 gnr na r6znych plazmidach.

Dla transkonjugatow okreslano takze przynaleznos¢ plazmidu do grupy wedlug
schematu klasyfikacji plazmidéw podanej przez Hedges i Datta, szczegétowo opisanego

w podrozdziale 4.10.
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Wykorzystane odczynniki
- pozywka ptynna TSB (BioCORP Polska)
- podtoze TSA (BioCORP Polska) (trypton 15 g/l, soytone 5 g/l, NaCl 5 g/, agar 15 g/1)

- cefotaksym (Cefotaxime sodium, A&A Biotechnology, Gdynia)
- rifampicyna (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

- azydek sodu (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

- podtoze wg Mueller-Hintona (BioCORP Polska)

4.10 Okreslenie przynaleznosci plazmidu wyizolowanego
z danego szczepu bakteryjnego do grupy — typowanie

replikonow plazmidowych

Typowanie replikondw plazmidowych jest metoda oparta na reakcji PCR,
ipozwala zbada¢ filogenetyczne pokrewienstwo pomigdzy plazmidami. Protokoét
opracowany przez Carattoli et al. pozwala zaklasyfikowa¢ plazmidy do najczegsciej
wystepujacych grup w rodzinie Enterobacteriaceae [162]. Wybrane szczepy
przebadano pod katem obecnosci 18 replikondw plazmidowych z wykorzystaniem
pieciu paneli reakcyjnych Multiplex-PCR oraz trzech reakcji Sigleplex-PCR:

e Multiplex 1: HI1, HI2, I1;

e Multiplex 2: L/M, N, X;

e Multiplex 3: FIA, FIB, W;

e Multiplex 4: Y, P, FIC;

e Multiplex 5: T, A/C, FIIS;

e Reakcje singleplex dla: F, K, B/O.

Wszystkie mieszaniny do PCR przygotowano na lodzie z wykorzystaniem
starterow  wymienionych w  Tabeli 2. Amplifikacje prowadzono zgodnie
z odpowiednimi programami (Tabela 2). Reakcje przygotowano zgodnie z protokotem
opisanym w podrozdziale 4.5. Reakcje Singleplex-PCR przygotowano w sposéb
opisany w podrozdziale 4.4. Wszystkie kontrole pozytywne otrzymano dzigki

uprzejmosci Pani prof. Alessandry Carattoli (Instituto Superiore di Sanita, Rome, Italy).
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Po zakonczonej reakcji amplifikacji probki w objetosci 10 pl naktadano na 1,5%
zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), w celu
stwierdzenia obecnosci produktu reakcji PCR. W celu poréwnania wielko$ci produktu
wykorzystano Marker DNA 100-1000b p (A&A Biotechnology, Gdynia). Elektroforeze
prowadzono w buforze TBE (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), przez okolo 60 min.,
pod napigciem 80 V. Wynik elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoclt
Imaging System (UVP, Kalifornia, USA) kontrolowanego przez program komputerowy
do dokumentacji i analizy obrazu DOC-IT ®LS.

Wvykorzystane odczynniki

- Startery przedni i wsteczny (Genomed, Warszawa), wymienione w Tabeli 2

- Agaroza Plus (Prona Marine Research Institute, Hiszpania)

- Bufor TBE (45 mM Tris buforowany kwasem borowym do pH=8,0, | mM EDTA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

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

- Marker DNA 100-1000 bp (A&A Biotechnology, Gdynia)

4.11 Analiza genetycznego podobienstwa pomiedzy szczepami

4.11.1 Typowanie badanych szczepéw metoda elektroforezy

w zmiennym polu elektrycznym (PFGE)

Analiz¢ genotypowego podobienstwa pomigdzy szczepami przeprowadzono
zgodnie z protokotem Centers for Disease Control and Prevention [180].

Izolacjg¢ DNA prowadzono z wykorzystaniem 18 h hodowli bakteryjnej
w podtozu TSB. Po odwirowaniu (10000 rpm, 5 min.) 1,5 ml hodowli, nadsacz
wylewano, za§ osad plukano buforem SE 1 ponownie odwirowywano (10000 rpm,
5 min.). Nastgpnie osad zawieszano w 150 ul buforu pluczacego Wash Buffer I
i dodawano agaroze Clean Cut (2%, podgrzana do 50°C). Po sporzadzeniu bloczkdéw
(z wykorzystaniem plastikowych foremek plug molds) inkubowano je w buforze
lizujacym Lysis Buffer z dodatkiem enzymu Proteinazy K (AppliChem, Niemcy)
przez 18 h w 54°C. Nastepnie bloczki ptukano czterokrotnie po 30 min.
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z wykorzystaniem buforu TE i réwnowazono przez 30 min. w buforze Tango
(ThermoScientific). Przeprowadzano cigcie restrykcyjne enzymem Xbal (25U)
w temperaturze 37°C przez 18 h. Fragmenty chromosomalnego DNA z 1/3 objetosci
bloczka rozdzielano w 1% agarozie do PFGE w 0,5xTBE w aparacie CHEF DR II (Bio-
Rad, Polska) w warunkach charakterystycznych dla poszczegolnych gatunkow.
Warunki te opisano w podrozdziatach dotyczacych charakterystyki poszczegélnych
gatunkéw (podrozdziat 4.13.4 dla E. coli, podrozdziat 4.14.3 dla K. pneumoniae,
podrozdziat 4.16.1 dla K. oxytoca, podrozdziat 4.17.1 dla Enterobacter sp., podrozdziat
4.18.1 dla Serratia sp.).

Wizualizacj¢ zelu prowadzono po barwieniu z uzyciem bromku etydyny
(stezenie 0,5 pg/ml, 30 min.) z wykorzystaniem aparatu GelDoclt Imaging System
(UVP, Kalifornia, USA) kontrolowanego przez program komputerowy do dokumentacji
i analizy obrazu DOC-IT ®LS. Do analizy wynikéw wykorzystano komputerowy
program GelCompar (Applied Maths, Kortrijk, Belgia). Wyniki przedstawiono
w postaci dendrogramu podobienstw. W jego konstruowaniu zastosowano metode
najblizszego sasiedztwa (ang. Unweighted Pair Group Method Analysis, UPGMA),
polegajaca na taczeniu wzoroéw restrykcyjnych dwoch najbardziej do siebie podobnych
szczepOw, nastepnie dotaczaniu kolejnego najbardziej podobnego i tworzeniu w ten
sposOb drzewa podobienstw. Do porownania profili DNA zastosowano wspotczynnik
Dice (ang. Dice coefficient similarity). Dendrogram generowano przy 1,0%

optymalizacji i 1,0% tolerancji potozenia prazka.

Wykorzystane odczynniki:

- Podtoze TSB (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

- Bufor SE (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, ph=8,0)

- Wash Buffer I (10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH=7,2)
- Bufor TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH=8,0)

- Lysis Buffer (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 1% SDS, pH=8,0)

- Agaroza Clean Cut (2%) (BioRad, California, USA)

- Bufor do enzymu restrykcyjnego Tango (Fermentas/ThermoScientific)

- Enzym restrykcyjny Xbal (Fermentas/ThermoScientific)

- Bufor TBE (45 mM Tris buforowany kwasem borowym do pH=8,0, 1 mM EDTA)
(BioRad, California, USA)

- Bromek etydyny (10 mg/ml) (BioRad, California, USA)
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- Proteinaza K (20 mg/ml) (AppliChem, Niemcy)
- Agaroza do PFGE (BioRad, California, USA)

4.11.2 Okreslenie podobienstwa genetycznego pomiedzy szczepami

metoda Multilocus Sequence Typing (MLST)

W pierwszym etapie analizy przeprowadzano amplifikacj¢ siedmiu genoéw
metabolizmu podstawowego bakterii z siedmioma parami starteréw z wykorzystaniem
reakcji PCR (Tabela 2). Reakcje PCR sktadano na lodzie w sposéb charakterystyczny
dla poszczegodlnych gatunkow. Procedura sktadania reakcji PCR jak i amplifikacji
poszczegbdlnych produktow jest szczegdtowo opisana w podrozdziatach dotyczacych
charakterystyki poszczeg6élnych gatunkéw (podrozdzial 4.13.5 dla E. coli oraz 4.14.4
dla K. pneumoniae). Nastgpnie prowadzono elektroforez¢ produktéw na zelu
agarozowym (1,5%) 1 sekwencjonowanie produktéw PCR (przeprowadzano w firmie
Genomed, Warszawa). Opis sekwencjonowania przedstawiono w podrozdziale 4.12.

Uzyskane sekwencje nukleotydowe porownano do znanych alleli dla kazdego
locus genu przy uzyciu oprogramowania dost¢pnego na stronach internetowych
(http://mlst.ucc.ie/ oraz http://pubmlst.org/data/). Dla kazdego szczepu wygenerowano
siedem cyfrowych profili, ktore definiuja dany typ ST. Poniewaz w kazdym z siedmiu
badanych loci znajduje si¢ wiele alleli, nie jest mozliwe, by dwa szczepy posiadaty
przypadkowo ten sam profil. Szczepy o tym samym profilu byly zatem klasyfikowane

do tego samego typu klonalnego [158].

Wrykorzystane odczynniki:

- Termostabilna polimeraza DreamTaq w stezeniu 5 U/ul (Thermo Scientific)

- Bufor reakcyjny do polimerazy zawierajacy 20 mM MgCl, (Thermo Scientific).

- Trifosforanodeoksynukleotydy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) w stezeniu 200 uM kazdy
(Thermo Scientific)

- Bufor reakcyjny do polimerazy zawierajacy: 10mM Tris-HCl pH=8,0, 50mM KClI,
0,1% Triton X-100 (Thermo Scientific)

- Startery przedni 1 wsteczny (Genomed, Warszawa), wymienione w Tabeli 2

- Agaroza Plus (Prona Marine Research Institute, Hiszpania)
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- Bufor TBE (45 mM Tris buforowany kwasem borowym do pH=8,0, ] mM EDTA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

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

- Marker DNA 100-1000bp (A&A Biotechnology, Gdynia)

4.12 Sekwencjonowanie

Produkt amplifikacji reakcji PCR z uzyciem specyficznych starteréw poddano
reakcji sekwencjonowania w komercyjnym laboratorium (Genomed, Warszawa).
Matryce przygotowano zgodnie z zaleceniami laboratorium:

e Przygotowano startery przedni i1 wsteczny, odpowiednie dla kazdego
sekwencjonowania: w stgzeniu 5 pmol/ul (5 uM), w objetosci 10 pl.
e DNA: zawieszony w wodzie, w objgtosci nie mniejszej niz 12 pl, w ilosci
(minimum):
o produkt PCR < 500 pz 50 ng
o produkt PCR 500-1000 pz 100 ng
o produkt PCR > 1000 pz 200 ng
e Produkty PCR byly oczyszczone ze starterow, dNTP-6w 1 zawieszone
w wodzie.

Kazdorazowo zataczano takze zdjgcie zelu matrycowego DNA.

Do sekwencjonowania wykorzystano startery uzyte w reakcji PCR (Tabela 2).
Po zsekwencjonowaniu, w programie ChromasPro® przeprowadzono analizg
otrzymanych fluorograméw:

e 7 poczatku i konca zsekwencjonowanych nici usuni¢to nukleotydy o niepewne;j
identyfikac;ji.

e Nici poréwnano ze soba i sklejono w jeden kontig.

e Tak utworzony kontig przeanalizowano przy pomocy algorytmu blastn
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) — sekwencje nukleotydowe poréwnano
do  znanych  sekwencji  genow  dostgpnych ~w  banku  genow
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Za identyczne uznano sekwencje, ktorych

wspotczynnik podobienstwa wynosit przynajmniej 99%.
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4.13 Charakterystyka szczepow Escherichia coli

Oznaczenie lekoopornosci przeprowadzano zgodnie z metodyka opisana
w podrozdziale 4.2. Oznaczono warto§¢ MIC dla lekéw z grupy chinolonoéw
i fluorochinolonéw zgodnie z metodyka opisana w podrozdziale 4.2. Izolacje
genomowego DNA przeprowadzano tak, jak opisano w podrozdziale 4.3. Identyfikacje
gatunkowa przeprowadzano zgodnie z metodyka opisana w podrozdziale 4.6.
Wykrywano geny opornos$ci na antybiotyki B-laktamowe zgodnie z procedura opisana
w podrozdziale 4.7. Wykrywano kodowane plazmidowo geny opornosci
na fluorochinolony zgodnie z procedura z podrozdzialu 4.8. Okre§lano, czy geny
opornosci na antybiotyki B-laktamowe i fluorochinolony znajduja si¢ na tym samym
plazmidzie, wykorzystujac procedur¢ opisana w podrozdziale 4.9. Przeprowadzono

typowanie replikonéw plazmidowych zgodnie z procedura opisana w podrozdziale 4.10.

4.13.1 Wykrywanie genéw wirulencji Escherichia coli

Do wykrywania wybranych gendéw kodujacych czynniki wirulencji E. coli
zastosowano reakcje PCR ze specyficznymi starterami (Tabela 2). Mieszaniny do PCR
przygotowywano zgodnie z opisem umieszczonym w podrozdziale 4.4. W ten sposob
prowadzono wykrywanie nast¢pujacych gendw kodujacych czynniki wirulencji:

e gen hlyA — okre$lenie zdolno$ci hemolitycznej szczepdwE. coli;
e geny niezbedne w procesie adhezji 1 inwazji szczepow E. coli, geny kodujace
bialka fimbrialne oraz biatka receptorowe i transportowe:

* adhezyny: papCand papEF (fimbrie P), sfa/foc (fimbrie S lub FIC),
fimH (pilusy typu 1), iha;,

» siderofory: iucC (aerobaktyna), iroN (receptor salmochelinowy), iutA
(receptor aerobaktyn), fyuA (receptor yersiniabaktyn), ireA, fepA, fhuA,
fecA (receptory sideroforow);

* ibeA (zwiazany z zapaleniem opon mdézgowych u noworodkow);

* neuC (antygen otoczki K1).
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4.13.2 Wykrywanie klonu epidemicznego Escherichia coli ST131

Do amplifikacji fragmentu genu pabB, specyficznego dla szczepdéw nalezacych
do klonu O25b-ST131, wykorzystano procedure wg Clermonta et al.[181]. Mieszaniny

do PCR przygotowywano zgodnie z opisem umieszczonym w podrozdziale 4.4.

4.13.3 Klasyfikacja filogenetyczna szczepéw Escherichia coli

Klasyfikacj¢ szczepow E. coli do jednej z czterech gtownych grup
filogenetycznych (A, B1, B2, D) przeprowadzano zgodnie z procedura opisana
przez Clermonta et al. [182] z wykorzystaniem reakcji multiplex PCR, opisanej
w podrozdziale 4.5. Wykorzystano startery komplementarne do nastgpujacych genow

1 fragmentéw DNA:

e chuA — gen niezbedny do transportu hemu w enterokrwotocznych szczepach
E. coli O157:H7;
e yjaA — gen o nieustalonej funkcji, obecny u E. coli K-12;

e TSPE4.C2 — anonimowy fragment DNA.

Przypisywanie do poszczegolnych grup filogenetycznych odbywato si¢ zgodnie

z nastgpujacym algorytmem:

e Obecny gen chuA, obecny gen yjaA — grupa B2;

e Obecny gen chuA, brak genu yjaA — grupa D;

e Brak genu chuA, obecny fragment TSPE4.C2 — grupa B1;
e Brak genu chuA, brak fragmentu TSPE4.C2 — grupa A.

4.13.4 Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE

Wszystkie szczepy Escherichia coli zostaly poddane typowaniu molekularnemu
z wykorzystaniem elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym, wedtug procedury

opisanej w podrozdziale 4.11.1 w nastgpujacych warunkach rozdziatu:
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e napigcie 6V/cm,

e temperatura 14°C,

e impuls poczatkowy 2,2s,
e impuls koncowy 54,2s,

e czas rozdziatu 20h.

4.13.5 Multilocus Sequence Typing

Okreslano podobienstwo genetyczne pomiedzy szczepami Escherichia coli
pochodzacymi z przypadkow zakazen krwi w odniesieniu do typow ST. W tym celu
wykorzystano metod¢ MLST, opisana w podrozdziale 4.11.2. Reakcje PCR sktadano
na lodzie tak, ze typowa mieszanina reakcyjna zawierala:

1. Bufor reakcyjny do polimerazy zawierajacy 20 mM MgCl, (Thermo Scientific).

2. Kazdy z czterech trifosforanodeoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
w stezeniu 200 uM kazdy (Thermo Scientific)

3. Specyficzne startery w stezeniu 1 uM kazdy (Genomed, Warszawa)

4. Termostabilna polimeraze DreamTaq w stezeniu 5 U/ul (Thermo Scientific)

5. Matryc¢ genomowego DNA bakteryjnego w ilosci 50 ng na probke, ktora

w kontroli negatywnej zastgpowana byla woda destylowana.

Warunki amplifikacji dla E. coli byly nastgpujace:
e denaturacja wstepna: 95°C — 2 min.;
e 30 cykli:
o denaturacja 95°C — 1 min.;
o przylaczanie starterow (w zalezno$ci od startera: 54°C lub 60°C lub
58°C) — 1 min;
o wydluzanie 72°C — 2 min.;

e koncowe wydtuzanie: 72°C — 5 min.
Nastgpnie prowadzono elektroforez¢ produktow na zelu agarozowym (1,5%)

1 sekwencjonowanie produktow PCR (przeprowadzano w firmie Genomed, Warszawa).

Opis sekwencjonowaniu przedstawiono w podrozdziale 4.12.
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4.14 Charakterystyka szczepow Klebsiella pneumoniae

Oznaczanie lekoopornosci metodami fenotypowymi przeprowadzano zgodnie
z metodyka opisana w podrozdziale 4.2. Zdolnos$¢ do produkcji ESBL oznaczano
zgodnie z metodyka opisana powyzej w podrozdziale 4.2. Oznaczono MIC dla lekow
z grupy chinolonow i fluorochinolonéw zgodnie z metodyka opisana w podrozdziale
4.2. Izolacje genomowego DNA przeprowadzano tak, jak opisano w podrozdziale 4.3.
Identyfikacje gatunkowa przeprowadzano zgodnie z metodyka opisana w podrozdziale
4.6. Wykrywano geny opornosci na antybiotyki B-laktamowe zgodnie z procedura
opisana w podrozdziale 4.7. Wykrywano kodowane plazmidowo geny opornosci

na fluorochinolony zgodnie z procedura z podrozdziatu 4.8.

4.14.1 Wykrywanie genéw wirulencji Klebsiella pneumoniae

Dla K. pneumoniae pochodzacych z zakazen krwi okreslono czgstos¢ wystepowania
nastgpujacych genow opornosci z wykorzystaniem reakcji PCR, zgodnie z procedura
opisana w podrozdziale 4.4:

o rmpA (ang. regulator of the mucoid phenotype A);

e magA (ang. mucoviscosity-associated gene A);

e wabG (gen =zaangazowany W syntez¢ zewngtrznego  rdzenia

lipopolisacharodywego — ang. the outer core lipopolysaccharide);
e uge (gen kodujacy enzym zaangazowany w syntez¢ otoczki);
e kfu (gen zwiazany z systemem pobierania zelaza).

Wykorzystano startery wymienione w Tabeli 2.

4.14.2 Okreslanie typu otoczki Klebsiella pneumoniae

Do okreslania typu otoczki (K1, K2, K5, K20, K54, K57) szczepow
pochodzacych z przypadkoéw zakazen krwi zastosowano reakcj¢ multiplex PCR,

opisanag w podrozdziale 4.5 z wykorzystaniem wcze$niej publikowanych sekwencji

starterow (Tabela 2) [183].
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4.14.3 Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE

Wszystkie szczepy K. pneumoniae zostalty poddane typowaniu molekularnemu

z wykorzystaniem elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym, wedlug procedury

opisanej w podrozdziale 4.11.1 w nastgpujacych warunkach rozdziatu:

napiecie 6V/cm,
temperatura 14°C,
impuls poczatkowy 2s,
impuls koncowy 35s,

czas rozdziatu 22h.

4.14.4 Multilocus Sequence Typing

Okreslano podobienstwo genetyczne pomiedzy szczepami K. pneumoniae

pochodzacymi z przypadkow zakazen krwi w odniesieniu do typow ST. W tym celu

wykorzystano metod¢ MLST, opisana w podrozdziale 4.11.2. Reakcje PCR sktadano

na lodzie tak, ze typowa mieszanina reakcyjna zawierata (probka o objgtosci 50 pl):

1.

Bufor reakcyjny do polimerazy zawierajacy: 10 mM Tris-HCI pH=8,0, 50 mM
KCl, 0,1% Triton X-100 (Thermo Scientific);

Kazdy z czterech trifosforanodeoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
w stezeniu 200 uM kazdy (Thermo Scientific);

Specyficzne startery w stezeniu 1 uM kazdy (Genomed Warszawa);
Termostabilng polimerazg¢ DreamTag w stezeniu 1U/ul (Thermo Scientific);
MgCl, w stgzeniu 25 mM, z wyjatkiem reakcji ze starterami do genu fonB: 50
mM;

Matryce genomowego DNA bakteryjnego w ilosci 50 ng na probke, ktora

w kontroli negatywnej zastgpowana byta woda destylowana.

Warunki amplifikacji dla K. pneumoniae byty nastepujace:

denaturacja wstegpna: 94°C — 2 min.;
35 cykli:
o denaturacja 94°C — 20 s;
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o przylaczanie starterow (w zalezno$ci od startera: 50°C lub 45°C
lub 60°C) — 30 's;
o wydtuzanie 72°C — 30 s;

e koncowe wydtuzanie: 72°C — 10 min.

Amplifikacje prowadzono z wykorzystaniem termocyklera PTC-200 (BioRad,
California, USA). Nastepnie prowadzono elektroforezg produktéw na zelu agarozowym
(1,5%), ktore nastgpnie zsekwencjonowano w firmie Genomed, Warszawa. Opis
sekwencjonowania przedstawiono w podrozdziale 4.12. Do sekwencjonowania uzyto
tych samych starteréw, co do amplifikacji we wszystkich przypadkach, z wyjatkiem
starterow do genoéw infB i pgi (Tabela 2).

4.14.5 Typowanie wybranych szczepéw Klebsiella pneumoniae

metoda zmiennej liczby tandemowych powtérzen (VNTR)

Do analizy VNTR wybrano pulg 15 szczepow, reprezentujacych rozne genotypy
(wg PFGE) oraz 15 szczepow reprezentujacych trzy rozne klony (wg MLST i1 PFGE).
Przeprowadzano reakcje PCR w objgtosci 25 pl ze znanymi sekwencjami starterow
(Tabela 2), reprezentujacych 8 roznych loci [184]. Reakcje PCR sktadano na lodzie tak,
Ze typowa mieszanina reakcyjna zawierala:
1. Bufor reakcyjny do polimerazy zawierajacy 20 mM MgCl, (Thermo Scientific);
2. Kazdy z czterech trifosforanodeoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
w stezeniu 200 uM kazdy (Thermo Scientific);
3. Specyficzne startery w stezeniu 1 uM kazdy (Genomed, Warszawa);
4. Termostabilna polimeraze DreamTaqg w stezeniu 5 U/ul (Thermo Scientific)
5. Matryc¢ genomowego DNA bakteryjnego w ilosci 50 ng na probke, ktora

w kontroli negatywnej zastgpowana byla woda destylowana.

Przygotowana mieszaning reakcyjna umieszczano w termocyklerze PTC-200 (BioRad,
California, USA). Amplifikacje prowadzono zgodnie z odpowiednimi programami —
temperatura przylaczania starterow oraz liczba cykli podane sa w Tabeli 2 (zaleznie
od wykorzystanych starterow). Po amplifikacji, 10 pl mieszaniny reakcyjnej

naktadano na 1,5% zel agarozowy w buforze Tris-boran-EDTA (TBE) (Sigma Aldrich,

59



St. Louis, USA), z dodatkiem bromku etydyny (BioRad, California, USA). W celu
porownania wielkos$ci produktow wykorzystano Marker DNA 100-1000 bp (A&A
Biotechnology, Gdynia) oraz Marker Dramix (A&A Biotechnology, Gdynia).
Elektroforeze¢ prowadzono przez okoto 60 min., pod napigciem 80 V z uzyciem aparatu
do celektroforezy poziomej SubCell GT (BioRad, California, USA). Wynik
elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoclt Imaging System (UVP,
Kalifornia, USA) kontrolowanego przez program komputerowy do dokumentacji
1 analizy obrazu DOC-IT ®LS.

Nastgpnie okreslano wielko§¢ prazkéw w poréwnaniu do markera wielkosci.
W ten sposéb okreslano wielko§¢ tandemowych powtdrzen i determinowano liczbg
powtorzen w danym loci dla kazdego szczepu, znajac wielko$¢ danego tandemowego
powtorzenia (Tabela 2). Uzyskane liczby powtérzen porzadkowano wedtug loci: A, E,
H, J, K, D, I, L, uzyskujac w ten sposdb numeryczny profil VNTR, ktéry mozna byto
poréwnywa¢ migdzy szczepami. Czg§¢ z produktow reakcji PCR poddano
sekwencjonowaniu (korzystajac z ustug zewnetrznej firmy Genomed z siedziba
w Warszawie, zgodnie z opisem metody przedstawionym w podrozdziale 4.12) celem
potwierdzenia prawidlowej interpretacji wynikdw. Wyniki sekwencjonowania
analizowano z wykorzystaniem bezplatnego oprogramowania dostgpnego on-line

(http://tandem.bu.edu/trf/trf.html )

Wvykorzystane odczynniki:

- Termostabilna polimeraza DreamTaq w stezeniu 5 U/ul (Thermo Scientific)

- Bufor reakcyjny do polimerazy zawierajacy 20 mM MgCl, (Thermo Scientific)

- Trifosforanodeoksynukleotydy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) w stezeniu 200 uM kazdy
(Thermo Scientific)

- Startery przedni i wsteczny (Genomed, Warszawa), wymienione w Tabeli 2

- Agaroza Plus (Prona Marine Research Institute, Hiszpania)

- Bufor TBE (45 mM Tris buforowany kwasem borowym do pH=8,0, 1 mM EDTA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

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

- Marker DNA 100-1000 bp (A&A Biotechnology, Gdynia)

- Marker Dramix (A&A Biotechnology, Gdynia) o wielkos$ci prazkow w zakresie 142-
3 794 bp

60



4.15 Ocena udziatu plazmidéw niskoczasteczkowych

w powstawaniu fenotypu ESBL-dodatniego

Do izolacji plazmidow z wybranych losowo 10 szczepow K. pneumoniae
1 10 szczepow E. coli wytwarzajacych ESBL zastosowano dostgpne na rynku zestawy
do preparacji DNA plazmidowego (Plasmid Mini Kit, Qiagen, Holandia). Obj¢tos¢ 5 ml
ptynnego bulionu lizogennego (LB) z dodatkiem ampicyliny (100 mg/l) posiano jedna
kolonig i inkubowano przez 18 h w temperaturze 37°C. Tak uzyskang zawiesing
rozcienczano 500x do objgtosci 3 ml w pltynnym LB i hodowano przez 16 h
w temperaturze 37°C. Nastepnie zawiesing wirowano (6000 g, 15 min, 4°C), zlano
nadsacz, za$ komorki bakteryjne zawieszano w 300 pl buforu P1 i1 energicznie
mieszano. Po dodaniu 300 pl buforu P2 i wymieszaniu probéwki przez odwracanie (4-
6 razy) inkubowano probke przez 5 min. w temperaturze pokojowej. Po dodaniu 300 pl
buforu P3 i wymieszaniu proboéwki przez odwracanie (4-6 razy) inkubowano probke
przez 5 min. na lodzie w celu precypitacji genomowego DNA, bialek i resztek komorek
bakteryjnych. Nastgpnie probowke wirowano (12000g, 10 min). Nadsacz komorkowy
naktadano na kolumienk¢ i pozostawiano w celu przejécia lizatu przez kolumienke
pod wplywem sity grawitacji. Kolumienk¢ przemywano dwukrotnie 2 ml buforu QC.
Nastgpnie do  kolumienki przylaczano nowa probowke typu Eppendorf
i przeprowadzano elucj¢ DNA z wykorzystaniem 0,8 ml buforu QF, a nastgpnie
doprowadzano do precypitacji DNA z uzyciem 0,56 ml izopropanolu i wirowano
(15000 g, 30 min.). Usunigto nadsacz, za§ osad przeptukano 1 ml 70% etanolu
1 wirowano (15000 g, 10 min.). Ponownie usunigto nadsacz bez naruszania osadu. Osad
suszono przez 10 min. w temperaturze pokojowej i zawieszano w 100 ul buforu TE (pH
8,0). Stezenie plazmidowego DNA mierzono przy pomocy urzadzenia NanoDrop
(ThermoScientific, USA). Stezenie DNA w  probce mozna  okresli¢
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm, dla ktorej przypada maksimum
absorpcji kwasow nukleinowych. Wplyw na otrzymana warto$¢ maja inne zwiazki,
ktore zanieczyszczaja probke, a pochtaniaja Swiatto w podobnym zakresie (np. biatka),
dlatego nalezy zmierzy¢ absorbancj¢ probki dodatkowo przy 280 nm. Stosunek
zmierzone] absorbancji przy dlugosci fali 260 nm do zmierzonej absorbancji przy
dtugosci fali 280 nm (A260/280) dla czystego preparatu DNA wynosi 1,8-2,0. Nizsze

warto$ci  $wiadcza o zanieczyszczeniu  biatkiem.  Urzadzenie = NanoDrop
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(ThermoScientific, USA) okresla stezenie DNA w ng/ul, przy prawidlowo
przeprowadzonej izolacji warto$¢ stezenia miesci si¢ w zakresie 20-60 ng/pl.

Po izolacji naktadano probki w objetosci 10 pl z dodatkiem 2 pl buforu obciazajacego
na 1% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
w celu stwierdzenia obecnosci plazmidu. W celu poréwnania wielkosci produktu
wykorzystano Marker DNA Lambda-HindIll (A&A Biotechnology, Gdynia).
Elektroforez¢ prowadzono w buforze TBE (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
przez okoto 60 min., pod napigciem 80 V w aparacie SubCell GT (BioRad, California,
USA). Wynik elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoclt Imaging System
(UVP, Kalifornia, USA) kontrolowanego przez program komputerowy do dokumentacji
1 analizy obrazu DOC-IT ®LS.

W celu wykazania, ze wyizolowane plazmidy sa odpowiedzialne za fenotyp ESBL-
dodatni przeprowadzano transformacje¢ laboratoryjnego szczepu Escherichia coli DH5a
(szczep otrzymano dzigki uprzejmosci Pana mgr Marcina Krzykawskiego, Zaktad
Immunologii UJ CM, Krakow) przy pomocy wyizolowanego, plazmidowego DNA.
Przygotowano komorki kompetentne z wykorzystaniem komercyjnego zestawu E. coli
Transformer (A&A Biotechnology, Gdynia). Procedur¢ przeprowadzano na lodzie,
gdyz wzrost temperatury powoduje spadek kompetencyjnosci komoérek bakteryjnych.
Do transformacji wykorzystano szczep E. coli DH5a, uzywany do rekombinacji.
Bakterie E. coli DHS5a przesiano za pomoca posiewu redukcyjnego na phlytke
z podtozem LA. Ptytke inkubowano w temperaturze 37°C przez 18 h. Nastegpnie, 10 ml
pozywki ptynnej LB posiano jedna kolonia E. coliDHS5a uzyskana z posiewu
redukcyjnego i inkubowano przez 18 h w temperaturze 37°C. Do 100 ml $wiezej
pozywki ptynnej LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/l) dodawano 1 ml nocnej hodowli
E. coli DH5a 1 inkubowano w wytrzasarce w temperaturze 37°C przez 2-3h, 220-250
rpm, do uzyskania gestosci optycznej OD600=0,3-0,5 (az bakterie osiagna faze
logarytmicznego wzrostu). OD zmierzono przy pomocy spektrofotometru (Jasco V-550
UV-VIX Spectrophotometer) przy dtugosci fali 600 nm (OD600). Hodowle schtodzono
w lodzie i odwirowano (5 min., 3500 rpm, 4°C). Osad bakterii zawieszano w 2 ml
roztworu S1, schtodzonego do 4°C. Nastepnie dodano 2 ml roztworu S2 i inkubowano
w lodzie przez 15 min. Zawiesing rozporcjowano po 100 pl do probéwek typu
Eppendorf. Tak otrzymane komorki kompetentne E. coli DH5a uzyto do transformacji.
Do komoérek kompetentnych wlodzie dodano obliczona ze stgzenia uprzednio

wyizolowanego plazmidowego DNA objgtos¢ odpowiadajaca 50 ng plazmidowego
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DNA. Mieszaning inkubowano na lodzie przez 30 min., uwazajac, by nie wstrzasaé
probéwka. Po inkubacji probdéwki delikatnie umieszczano w termobloku (10 min.,
37°C). Nastepnie probowki schtadzano na lodzie przez 2 min. Do mieszaniny dodano 1
ml podgrzanej do 37°C pozywki LB bez antybiotyku. Inkubowano hodowleg
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem przy 200 rpm przez 45 min. w celu uzyskania
ekspresji gendw odpowiedzialnych za oporno$¢ stransformowanych komoérek
na antybiotyk. Na ptytki z podlozem selekcyjnym wysiewano po 20 ul i 200 pl
mieszaniny transformacyjnej i rozprowadzano réwnomiernie jalowa bagietka szklana
po calej powierzchni agaru. Selekcj¢ transformatow przeprowadzano na podiozu LA
z ampicyling w st¢zeniu 100 pg/ml. Uzyskane w ten sposéb transformaty poddano
badaniu na obecno$¢ ESBL metoda dyfuzyjno-krazkowa (Test DDST, opisany
w podrozdziale 4.2).

Wvykorzystane odczynniki

- Pozywka plynna — bulion lizogenny Luria Broth (LB) (1% trypton, 0,5% ekstrakt
drozdzowy, 1% NacCl, pH 7,0) (BioCORP Polska)
- Podloze state Luria Agar (LA) (1% trypton, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 1% NaCl, 1,5%
agar, pH 7,0) (BioCORP Polska)
- Ampicylina (A&A Biotechnology, Gdynia)
- Zestaw Plasmid Mini Kit (Qiagen, Holandia)
e Bufor P1 (Qiagen, Holandia)
e Bufor P2 (Qiagen, Holandia)
e Bufor P3 (Qiagen, Holandia)
e Bufor QC (Qiagen, Holandia)
e Bufor QF (Qiagen, Holandia)
- Zestaw E. coli Transformer (A&A Biotechnology, Gdynia) w sktad ktorego wchodzi:
e Bufor S1
e Bufor S2
- Bufor TE (pH 8,0)
- Bufor obciazajacy (btekit bromofenolowy 0,25g/ml, glicerol 20%) (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA)
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4.16 Charakterystyka szczepow Klebsiella oxytoca

Oznaczanie lekooporno$ci metodami fenotypowymi przeprowadzano zgodnie
z metodyka opisana w podrozdziale 4.2. Obecnos¢ ESBL oznaczano zgodnie
z metodyka opisana w podrozdziale 4.2. Identyfikacj¢ gatunkowa przeprowadzano

zgodnie z metodyka opisana w podrozdziale 4.6.

4.16.1 Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE

Wszystkie szczepy K. oxytoca zostaly poddane typowaniu molekularnemu
z wykorzystaniem elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym, wedtug procedury
opisanej w podrozdziale 4.11.1 w nastgpujacych warunkach rozdziatu:

e napigcie 6V/cm,

e temperatura 14°C,

e impuls poczatkowy 2s,

impuls koncowy 35s,

czas rozdziatu 22h.

4.17 Charakterystyka szczepow Enterobacter spp.

Oznaczanie lekoopornosci metodami fenotypowymi przeprowadzano zgodnie
z metodyka opisana w podrozdziale 4.2, z tym, zZe nie oznaczano wrazliwosci
Enterobacter sp. mna ampicyling, amoksycyling z kwasem klawulanowym
oraz cefuroksym z uwagi na wystgpowanie naturalnej opornosci tych szczepdéw na te
leki przeciwdrobnoustrojowe. Obecnos¢ ESBL oznaczano zgodnie z metodyka opisana
powyze] w podrozdziale 4.2. Identyfikacje gatunkowa przeprowadzano zgodnie
z metodyka opisana w podrozdziale 4.6. Wykrywano geny opornosci na antybiotyki -

laktamowe zgodnie z procedura opisana w podrozdziale 4.7.
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4.17.1 Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE

Wszystkie szczepy Enterobacter cloacae zostalty poddane typowaniu
molekularnemu z wykorzystaniem elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym,
wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.11.1 w nastgpujacych warunkach:

e napigcie 6V/cm,
e temperatura 14°C,

e impuls poczatkowy 2s,

impuls koncowy 35s,

czas rozdziatu 22h.

4.18 Charakterystyka szczepow Serratia spp.

Oznaczanie lekooporno$ci metodami fenotypowymi przeprowadzano zgodnie
z metodyka opisang w podrozdziale 4.2, z tym, Ze nie oznaczano wrazliwos$ci
na ampicyling, amoksycyling z kwasem klawulanowym oraz cefuroksym z uwagi
na  wystgpowanie  naturalnej  opornosci  tych  szczepéw na te leki
przeciwdrobnoustrojowe. Obecno$¢ ESBL oznaczano zgodnie z metodyka opisana
w podrozdziale 4.2. Identyfikacj¢ gatunkowa przeprowadzano zgodnie z metodyka

opisana w podrozdziale 4.6.

4.18.1 Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE

Wszystkie otrzymane szczepy Serratia marcescens zostaty poddane typowaniu
molekularnemu z wykorzystaniem elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym,
wedlug procedury opisanej w podrozdziale 4.11.1 w nastgpujacych warunkach
rozdziatu:

e napigcie 6V/cm,
e temperatura 14°C,

e impuls poczatkowy 2s,

impuls koncowy 35s,

czas rozdziatu 22h.
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4.20 Wykorzystane oprogramowanie

Uzyskanie wynikéw wielu badan byto mozliwe przy zastosowaniu
odpowiedniego oprogramowania  komputerowego. Listg¢  wykorzystanego

oprogramowania zamieszczono ponizej.

o GelCompar III (Applied Maths)
program umozliwit porownanie profili restrykcyjnych szczepoéw bakteryjnych
otrzymanych w wyniku PFGE

. GelDoclt Imaging System
program komputerowy do dokumentacji i analizy obrazu DOC-IT ®LS. (UVP,
Kalifornia, USA)

. Adobe®Photoshop® v. 7.0 (Adobe Systems Incorporated)
program umozliwil obrébke graficzna fotografii stanowiacych dokumentacjg
badawcza

. Microsoft® Excel 2003 v. 11.8404.8405 (Microsoft Corporation)
program umozliwil wstepna obrobke uzyskanych danych liczbowych
oraz tworzenie wykresow

. Microsoft® Word 2003 v. 11.8411.8405 SP3 (Microsoft Corporation)
program umozliwit napisanie tekstu niniejszej pracy doktorskiej

. Statistica Pl v.6.0 (StatSoft)
program umozliwil statystyczne opracowanie wynikow przeprowadzonych

badan.
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5 Wyniki

Z uwagi na charakter pracy, wyniki przedstawione beda dwojako: najpierw
zostang przedstawione te dotyczace najwazniejszych z punktu widzenia
epidemiologicznego zakazen krwi. W stosunku do szczepow pochodzacych
z przypadkoéw zakazen krwi postuzono si¢ metoda typowania molekularnego Multilocus
Sequence Typing. Nastgpnie omowiona zostanie charakterystyka poszczegodlnych
gatunkow bakterii pochodzacych z przypadkéw réznych zakazen. Z uwagi na fakt,
ze czg$¢ gatunkow (np. Morganella morganii) reprezentowana byla przez pojedyncze
szczepy, nie zostanie przedstawiona ich szczegotowa analiza w czesci dotyczacej

gatunkoéw, lecz jedynie w czesci dotyczacej zakazen krwi.

5.1 Analiza epidemiologiczna

W trakcie badan prowadzonych w latach 2009-2011 nad =zakazeniami
wywolanymi przez pateczki z rodziny Enterobacteriaceae w grupie noworodkow
hospitalizowanych w oddziatlach neonatologicznych rozpoznano 241 zakazen
na podstawie wykrycia pateczek Enterobacteriaceae w materiatach pobranych od tych
przypadkow. Wspotczynnik zapadalnosci na zakazenia zwiazane z paleczkami
Enterobacteriaceae wyniost 14,2%. Wsréd zakazen rozpoznano:

1. 100 przypadkow zakazen krwi; zapadalno$¢ skumulowana wyniosta 5,9%.
Wsrod zakazen krwi rozpoznano 65 zakazen pdznych 1 35 zakazeh wczesnych.
Z powodu zakazenia krwi zmarto 15 noworodkéw, Smiertelno$¢ wyniosta 15%.
Do badan objetych ta rozprawa otrzymano 55 szczepéw pochodzacych zarowno
z przypadkow zakazen pdznych (n=51), jak i wczesnych (n=4).
Smiertelno$é noworodkéw w grupie pdznych zakazen krwi zwiazanymi z E. coli
wyniosta 15,4%, za$ zwiazanymi z K. pneumoniae — 11,1%.

2. 138 przypadkow zapalen ptuc. Zapadalno$¢ wyniosta 8,14%. Rozpoznano 115

zakazen poznych i 23 zakazenia wczesne.
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Do badan objetych ta rozprawa otrzymano 133 szczepy, pochodzace
z przypadkoéw zakazen poznych 1 wezesnych. Z powodu pdznych zapalen phuc
zmarto 5 noworodkéw, $miertelnos¢ wyniosta 3,6%.

3. 10 zakazen dr6g moczowych. Zapadalno$¢ wynosita 0,59%. Do badan objetych
rozprawa otrzymano 10szczepow.

4. 23 innych zakazen. Do badan objgtych rozprawa otrzymano 16 szczepow.

Ogbélem w trakcie trwania badan zmarty (z roéznych przyczyn) 233 noworodki.
Umieralnos$¢ ogolna w grupie noworodkow o masie urodzeniowej ponizej 600 g (n=52)
wyniosta 53,6%, o masie 600-999 g (n=128) — 19,1%, za$ o masie powyzej 1000 g
(n=53) — 5,7%.

W celu okreslenia wptywu wybranych czynnikdéw ryzyka na zapadalno$¢ zwiazana
z zakazeniami zwiazanymi z Escherichia coli przeprowadzono analizy statystyczne
wynikow uzyskanych na podstawie bazy danych. Wykazano, ze noworodki
z zakazeniami, w ktorych w pobranych materialach nie wykazano obecnosci E. coli
charakteryzowaly si¢ lepszym stanem w momencie urodzenia, niz noworodki
z zakazeniem zwiazanym z E. coli, co wyrazalo si¢ wigksza masa urodzeniowa,
wiekiem ciazowym, punktacja w skali Apgar (Tabela 3). Stwierdzono takze,
ze znamiennie wyzsza liczba noworodkow z zakazeniem zwiazanym z E. coli urodzita
si¢ droga naturalna; natomiast dzieci z zakazeniami zwigzanymi z innymi patogenami
przychodzity na $wiat czg$ciej droga cigcia cesarskiego (p<0,0001). Dodatkowo
wykazano, ze $miertelno$¢ noworodkow z zakazeniami niezwiazanymi z E. coli byta
dwukrotnie mniejsza, niz w przypadku noworodkéw z zakazeniem zwigzanym z E. coli
(p<0,0001). Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze nizszy wiek
ciagzowy, nizsza masa urodzeniowa noworodka, niska punktacja w skali Apgar
oraz przedwczesne pegknigcie blon plodowych byly czynnikami ryzyka zakazenia
zwiazanego z E. coli. Cigcie cesarskie obnizalo ryzyko zakazenia zwiazanego z E. coli,
w odréznieniu od zastosowanej okoloporodowej profilaktyki antybiotykowej —
w grupie, w ktorej taka profilaktyke¢ zastosowano, zakazenia zwiazane z E. coli

pojawialy sig istotnie statystycznie czg¢$ciej (Tabela 3).
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Tabela 3. Wplyw wybranych czynnikéw ryzyka na zakazenie zwiazane z E. coli w poréwnaniu
z zakazeniem niezwigzanym z E. coli.

Noworodki z Noworodki z
zakaZeniami zakaZeniami
niezwigzanymi z E. zwigzanymi E. coli OR [95%CI | P-value

colil]N=782] [N=96]
Czynnik ryzyka | Srednia 95%CI Srednia 95%CI
Masa 991 [972;1010] 909 [858; 959] NA <0.0001
urodzeniowa (g)
X;S‘ clazowy 28,0 | [27,8:;282] | 270 |[26.5;27,6] NA <0.0001
Apgar (1 min.) 5,3 [5,2; 5,4] 4.8 [4,4;5,2] NA <0.0001
Apgar (5 min.) 6,0 [5,9; 6,2] 5,7 [5,3; 6,1] NA <0.0001

Liczba i procent populacji

Ple¢ zenska 350 44.8 44 45,8 0,96 01’336 -
Ciecie cesarskie 624 79,8 62 64,6 2,17 13’3481_ <0.0001
Okotoporodowa 0.56-
profilaktyka 344 44,0 46 47,9 0,85 1’ 31 <0.0001
antybiotykowa ’
Smier¢ pacjenta 64 8,2 14 14,6 0,56 (())’2987 <0.0001

Legenda: OR — iloraz szans (ang. odds ratio); Cl — przedziat uftnosci (ang. confidence interval),

NA — nie wyznaczano (not applicable)

5.2 Zakazenia krwi

W trakcie badan zarejestrowano 395 przypadkow poznych zakazen krwi, w tym

65 zwiazanych z paleczkami Enterobacteriaceae (16,5%). Rozpoznano takze 118

wcezesnych zakazen krwi, w tym 35 zwiazanych z pateczkami Enterobacteriaceae

(29,7%) (Tabela 4).

Tabela 4. Udzial poszczegolnych gatunkéw w etiologii wezesnych i p6Znych zakazen krwi.

Weczesne zakazenia krwi | Pozne zakazenia krwi | Suma
(n=118) (n, %) (n=395) (n, %)
Escherichia coli 28 (23,7%) 26 (6,6%) 54
Klebsiella spp. 3 (2,5%) 27 (6,8%) 30
Enterobacter spp. 2 (1,7%) 8 (2,0%) 10
Inne pateczki 2 (1,7%) 4 (1,0%) 6
Suma 35 (29,7%) 65 (16,5%) 100
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Z uwagi na specyfike wczesnych zakazen krwi oraz ich wysoka $miertelnosc,

wigkszos¢ wyizolowanych z nich szczepow nie zostata zachowana do dalszych badan.

Sposrod 55 szczepoOw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, ktore zostaty otrzymane
do ponizszego badania, 24 zostaly zidentyfikowane w laboratoriach wspotpracujacych
osrodkow jako E. coli, 16 — jako K. pneumoniae, 4 — K. oxytoca, 5 — Enterobacter
cloacae, 1— Enterobacter sakazakii, 4 — Serratia marcescens 1 1 — Morganella

morganii.

W fenotypowym badaniu lekoopornosci wykazano, ze wsrdéd badanych szczepow
E. coli najwigcej byto niewrazliwych na ampicyling (91,7%), amoksycyling z kwasem
klawulanowym (54,2%), trimetoprim/sulfametoksazol (41,7%) i aztreonam (33,3%).
Zgodnie z przyjeta definicja, pig¢ szczepdéw sklasyfikowano jako wielolekooporne
(MDR). W fenotypowym badaniu lekoopornosci szczepdw K. pneumoniae wykazano,
ze zdecydowana wigkszos$¢ szczepow cechowala si¢ opornoscia na aztreonam (81,3%),
amoksycyling z kwasem klawulanowym (56,3%), badane cefalosporyny (56,3%)
oraz ciprofloksacyne (43,8%). Pig¢ szczepow sklasyfikowano jako MDR. Dwa badane
szczepy Klebsiella oxytoca bylty oporne na amoksycyling z kwasem klawulanowym,
jeden — na aztreonam. Nie wykryto szczepdéw opornych na pozostatle badane
antybiotyki. Jeden ze szczepow Serratia mascescens byt niewrazliwy na cefotaksym,
ceftazydym 1 aztreonam, pozostale za§ cechowaly si¢ wrazliwoscia na wszystkie
antybiotyki. Szczep Morganella morganii byt oporny na cefotaksym, ertapenem,
aztreonam 1 tobramycyng. Nalezy nadmieni¢, ze nie oznaczano wrazliwosci
Enterobacter sp., Serratia sp. oraz Morganella morganii na ampicyling, amoksycyling
z kwasem klawulanowym oraz cefuroksym z uwagi na wystgpowanie naturalnej
opornosci tych szczepow na te leki przeciwdrobnoustrojowe. Wyniki badania

lekoopornosci zostaty przedstawione w Tabeli 5.
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Tabela S. Wyniki badania lekowrazliwo$ci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae pochodzacych
z zakazen krwi — liczba szczepéw opornych na wymienione leki.

Escherichia Klebsiella Enterobacter Klebsiella  Serratia Morganella
coli pneumoniae  Sp. oxytoca marcescens morganii
n=24(%) n=16 (%) n=6 (%) n=4 (%) n=4 (%) n=1 (%)
Penicyliny
Ampicylina 22 (91,7) 16 (100) nd nd nd nd
Amoksycylina/kwas 13 (54,2) 9 (56,3) nd 2 (50) nd nd
klawulanowy
Piperacylina/tazobaktam | 0 (0) 2 (12,5) 1(16,7) 0(0) 0(0) 0(0)
Cefalosporyny
Cefepim 6 (25) 9 (56,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Cefotaksym 5(20,8) 9 (56,3) 2(33,3) 0(0) 1(25) 1 (100)
Ceftazydym 6 (25) 9 (56,3) 1(16,7) 0(0) 1(25) 0(0)
Cefuroksym 6 (25) 9 (56,3) nd 0(0) nd nd
Karbapenemy
Doripenem 1(4,2) 3(18,8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Ertapenem 2 (8.,3) 3 (18,8) 2(333) 0(0) 0 (0) 1 (100)
Imipenem 1(4,2) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
Meropenem 1(4,2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Monobaktamy
Aztreonam 8 (33,3) 13 (81,3) 2(33,3) 1(25) 1(25) 1 (100)
Fluorochinolony
Ciprofloksacyna 5(20,8) 7 (43,8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Aminoglikozydy
Amikacyna 2(8,3) 2(12,5) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Gentamycyna 3(12,5) 3 (18,8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Tobramycyna 6 (25) 8 (50) 0(0) 0(0) 0(0) 1 (100)
Tetracykliny
Tygecyklina 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
Rozine
Chloramfenikol 1(4,2) 3 (18,8) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
Trimetoprim/ 10 (41,7) 6 (37.5) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
sulfametoksazol

LEGENDA: nd — nie badano.
Zdolnos¢ do syntezy ESBL wykrywano przy pomocy rozszerzonego testu

dwoch krazkéw. Na podstawie tego testu okreslono, ze fenotypem ESBL-dodatnim

cechowato si¢ 16 szczepow (29,0%): 9 K. pneumoniae, 6 E. coli 1 1 Enterobacter
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cloacae. Przy pomocy reakcji PCR i sekwencjonowania produktu tej reakcji wykazano,
ze wszystkie szczepy ESBL-dodatnie cechowata obecno$¢ genu blactxm: 15 z nich
posiadato wariant CTX-M-15, jeden za§ — CTX-M-3. Dodatkowo stwierdzono,
ze jedenascie szczepoéw niosto dodatkowo gen blarpm.; wraz z genem blacrxm. Pigé
szczepow cechowala obecnos$¢ genu blasyy.-11, jeden zas posiadat gen blagyy.;.

W celu okreslenia czgstosci wystgpowania poszczegdlnych gendéw kodujacych
czynniki wirulencji postuzono si¢ reakcja PCR 1 stwierdzono, ze najczgscie]
wykrywanymi  genami wirulencji wsrdéd szczepéw E. coli byly geny zwiazane
z wychwytywaniem zelaza: fhuA (91,7%), fecA (75,0%), iutA (58,3%), fyuA (54,2%),
iroN (50,0%) oraz iucC (50,0%). Wykazano takze, ze 83,3% wszystkich szczepoéw
E. coli posiadato gen fimH (83,3%). Zdecydowanie rzadziej wykrywano inne geny,
takie jak ibeA, ktory znaleziono u 37,5% szczepdw, oraz neuC obecny w 20,8%
SZCZEPOW.

Scharakteryzowane szczepy z gatunku Escherichia coli poddano analizie
porownawczej metoda PFGE w celu wykazania, badz wykluczenia ich podobienstwa.
Analiza uzyskanych wzorow restrykcyjnych z uzyciem enzymu Xbal wykazata, ze
22 szczepy E. coli posiadaty unikatowy pulsotyp, za§ dwa cechowaty si¢ identycznym
wzorem prazkowym na zelu agarozowym (szczepy 106, 107). Te dwa szczepy
oidentycznym wzorze prazkowym pochodzity od tego samego pacjenta,
od ktorego material do badania (krew) zostal pobrany dwukrotnie w odstepie 3 dni.
Do typowania szczepow E. coli pochodzacych z przypadkéw zakazen krwi zastosowano
takze metod¢ MLST. Analizie poddano 24 szczepy, z ktorych jeden okazal si¢ by¢
niemozliwy do typowania ta metoda. Typowanie MLST wykazato, ze w badanej
populacji szczepow wystepowato 10 réznych typow ST: najwigcej, bo 7 szczepow
nalezato do typu klonalnego ST131, za$ inne typy klonalne byly mniej liczne: ST69
(n=5), ST141 (n=3), ST998 (n=3), ST73 (n=1), ST75 (n=1), ST95 (n=1), ST543 (n=1)
1 ST569 (n=1). Wzory szczepow Escherichia coli uzyskane podczas elektroforezy
w zmiennym polu elektrycznym przedstawiono w postaci dendrograméow

z odniesieniem do typu ST oraz obecnosci wybranych genow wirulencji (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Dendrogram podobienstwa szczepow Escherichia coli pochodzacych z przypadkéw
zakazen krwi, bedacy wynikiem typowania molekularnego metoda elektroforezy w zmiennym polu
elektrycznym po izolacji genomowego DNA i strawieniu go enzymem Xbal.

PFGE-Xbal PFGE-Xbal

=3

125 VI ST569 D
232 VI ST69 B2
14 VI ST131/S. B2

104 I ST75 D
144 vV ST543 D
b 106 I STe9 D
+4| ‘ 107 I STé9 D
. 105 1 ST69 D
R | 147 Vv ST69 D
165 Il ST131 B2
i _|: 186 I ST131 B2
I 205 Il ST131 B2
| | 40 VI ST99%8 B2

226 VI ST131 B1
61 vV ST141 B2
166 Il ST131 B2
62 VvV ST131 B2
127 VI ST131/S. B2
8 VI ST131/S. B2
76 | ST73 B2
145 V. ST131 B2
3W | ST131/S. B2

] | 129 VI ST141 B2

_|: I 131 VI non-type. D
Legenda: Kolejnos¢ opisow: Numer szczepu; Osrodek; Typ ST (non-type: nietypowalny); Grupa
g ) p P yp yp yp y p

filogenetyczna. Dendrogram uzyskano z wykorzystaniem oprogramowania GelCompar (Applied
Matths).

Dla szczepow K. pneumoniae okre§lono typ otoczki z wykorzystaniem reakcji
PCR. Wykazano, ze zaden z badanych szczepow K. pneumoniae nie nalezal do typu
otoczkowego K1, K2, K5, K20, K54, badz K57. Do okreslania czgstosci wystgpowania
genoéw wirulencji postuzono si¢ reakcja PCR. Nie zidentyfikowano zadnego szczepu
z genem mag, za§ wszystkie posiadaty gen uge. Gen wabG obecny byl u 11 szczepow
(68,8%), jeden szczep posiadal gen allS, inny zas— geny kfu 1 rpmA.

Scharakteryzowane szczepy z gatunku K. pneumoniae poddano nastgpnie
analizie porownawcze] metoda PFGE w celu wykazania, badz wykluczenia
podobienstwa szczepOw. Analiza uzyskanych wzoréw restrykcyjnych z uzyciem
enzymu Xbal wykazata obecnos¢ 8 pulsotypoéw. Pie¢ szczepow z osrodka VI nalezato
do tego samego klonu (szczepy o numerach: 16, 213, 215, 210, 30), chociaz pochodzity
one z lat 2009, 2010 1 2011. Kazda z pozostatych trzech grup klonalnych skladata si¢
z dwoch szczepoéw o nierozroznialnym wzorze prazkowym (pary: 126 1 137; 136 1 229;

237 1 238). Pig¢ pozostalych szczepow posiadato unikatowe wzory prazkowe.
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Do typowania szczepéw K. pneumoniae pochodzacych z przypadkow zakazen krwi
zastosowano takze metod¢ MLST. Typowanie to wykazato obecno$¢ 7 roznych typow
sekwencyjnych: ST336 (n=6), ST6 (n=3), ST11 (n=2) ST17 (n=2), ST153 (n=1), ST321
(n=1)i ST 870 (n=1). Dwa szczepy okazaly si¢ niemozliwe do typowania ta metoda.
Wzory szczepdw Klebsiella pneumoniae uzyskane podczas elektroforezy w zmiennym
polu elektrycznym przedstawiono w postaci dendrograméw z odniesieniem do typu ST

oraz obecnosci wybranych gendéw wirulencji (Rysunek 2).

Rysunek 2. Dendrogram podobienstwa szczepoéw Klebsiella pneumoniae pochodzacych
z przypadkow zakazen krwi, bedacy wynikiem typowania molekularnego metoda elektroforezy
w zmiennym polu elektrycznym po izolacji genomowego DNA i strawieniu go enzymem Xbal.

PFGE_Xbal PFGE_Xbal
\ krew ST6
VI krew ST6
| krew nontypeable
\ krew ST870

VI krew ESBL ST11
VI krew ESBL ST11
I krew ESBL ST336

] krew nontypeable
VI krew ESBL ST321
| krew ST153

VI krew ESBL ST336
VI krew ESBL ST336
VI krew ESBL ST336
VI krew ESBL ST336
! VI krew ESBL ST336
| V. krew ST17
—E Vo krew ST17

\ krew ST6

Legenda: Kolejnos¢ opisow: Numer szczepu; Osrodek; Materiat; Obecnos¢ ESBL; Typ ST (nontypeable
— nietypowalny). Dendrogram uzyskano z wykorzystaniem oprogramowania GelCompar (Applied
Matths).

Przeprowadzone typowanie molekularne szczepow Enterobacter cloacae
pochodzacych z przypadkow zakazen krwi metoda PFGE wykazato obecno$¢
unikatowych pulsotypoéw. Nie znaleziono szczepéw o nierozroéznialnych wzorach
prazkowych.

Dwa szczepy K. oxytoca pochodzace od tego samego pacjenta cechowaty sig
nierozroznialnymi wzorami genomowego DNA uzyskanymi metoda PFGE. Materiat
do badania (krew) zostal pobrany dwukrotnie w odstgpie 3 dni. W przypadku Serratia
marcescens, dwa szczepy pochodzace od réznych pacjentow cechowatly sig

nierozrdznialnym wzorem genomowego DNA uzyskanym metoda PFGE.
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5.3 Charakterystyka szczepow Escherichia coli

W efekcie badan epidemiologicznych prowadzonych w ramach Polskiej Sieci
Neonatologicznej uzyskano na potrzeby tej rozprawy 90 szczepdw Escherichia coli
pochodzacych z nastgpujacych form zakazen: zapalenia ptuc (n=50), zakazenia krwi
(n=24), zakazenia drég moczowych (n=8), inne formy =zakazenia (n=8).
W fenotypowym badaniu ich lekoopornosci wykazano, ze 88,8% szczepow bylo
opornych na ampicyling, 62,2% na amoksycyling z kwasem klawulanowym, 34,4%
na trimetoprim z sulfametoksazolem, oraz 33,3% na aztreonam.

Zdolno$¢ do syntezy ESBL przez badane szczepy wykrywano przy pomocy
rozszerzonego testu dwoch krazkow. Na podstawie tego testu okreslono, ze fenotypem
ESBL-dodatnim cechowalo si¢ 25 szczepdéw (27,7%), z czego 16 zgodnie z przyjeta
definicja sklasyfikowano jako MDR (17,7%). Wszystkie szczepy ESBL-dodatnie
cechowaty sig obecnos$cia genu blacrx.m: 60% z nich posiadato wariant CTX-M-15, za$
40% wariant CTX-M-3. Wykazano, iz u 12 szczepow wraz z genem blactx.m
wspotwystepowat gen blarpm.1, za$ 15szczepow cechowata dodatkowo obecnos¢ genu
blapxa. U badanych szczepow nie wykryto gendw blapgr, blaggs, blaygs ani blagpc.
W wyniku poréwnania szczepéw ESBL-dodatnich w stosunku do szczepow ESBL-
ujemnych zaobserwowano, ze szczepy ESBL-dodatnie byly znamiennie czgsciej oporne
na antybiotyki, niz szczepy ESBL-ujemne. Zalezno$¢ ta dotyczyta wybranych
penicylin, oraz wszystkich badanych cefalosporyn, monobaktamu, fluorochinolonow
1 aminoglikozydow (Tabela 6).

Wykrywanie  szczepoOw  nalezacych do typu ST131  prowadzono
z wykorzystaniem reakcji PCR 1 w ten sposob zidentyfikowano 33 szczepy ST131.
Poréwnujac czesto$¢ opornosci na poszczegélne antybiotyki w grupie szczepow
nalezacych do typu ST131 w stosunku do szczepdéw nie nalezacych do tego typu
zaobserwowano, ze szczepy STI31 byly istotnie statystycznie czeSciej oporne
na antybiotyki z grupy B-laktamoéw (ampicylina, ceftazydym, cefotaksym, cefuroksym,
cefepim, aztreonam) oraz tobramycyng¢ i ciprofloksacyng, niz szczepy spoza typu
ST131. Wyniki reakcji PCR, pozwalajacej szybko okresli¢ przynalezno$¢ do typu
ST131, bylty w kilku przypadkach rozbiezne z wynikami typowania MLST. Wyniki
typowania MLST, ktora zastosowano dla 24 szczepéw pochodzacych z przypadkow
zakazen krwi, zmienita przynalezno$¢ do typu ST dla 5 szczepow:

- szczepy 8, 14140 —z ST131 na ST998
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- szczep 127 —z ST131 na ST9S
- szczep 3W —z ST131 na ST141.

Tabela 6. Roznice w opornosci na antybiotyki pomiedzy szczepami E. coli ESBL-dodatnimi
i ESBL-ujemnymi, a takze pomie¢dzy szczepami E. coli nalezacymi i nienalezacymi do klonu ST131.

ESBL  nie-ESBL  Wartos¢ STI31 Nie-ST131 Wartosé
(n=235) (n=65) D (n=33) (n=57) )
[%] [%] [%] [%]
Penicyliny
Ampicylina 100 84,6 0,0375 100 82,5 0,0107
Amoksycylina/kwas 96 49,2 <0,0001 72,7 56,1 NS
klawulanowy
Piperacylina/tazobaktam | 8,0 1,5 NS 6,0 1,7 NS
Cefalosporyny
Cefepim 76,0 3,0 <0,0001 39,4 14,0 0,0061
Cefotaksym 96,0 1,5 <0,0001 48,5 17,5 0,0008
Ceftazydym 60,0 3,0 <0,0001 33,3 10,5 0,0077
Cefuroksym 100,0 1,5 <0,0001 43,8 20,7 0,0018
Karbapenemy
Doripenem 8,0 3,0 NS 0 7,0 NS
Ertapenem 0 4,6 NS 0 53 NS
Imipenem 0 1,5 NS 0 1,7 NS
Meropenem 0 3,0 NS 0 3,5 NS
Monobaktamy
Aztreonam 100,0 7,7 <0,0001 48.5 24,6 0,0203
Fluorochinolony
Ciprofloksacyna 48,0 3,0 <0,0001 30,3 7,0 0,0033
Aminoglikozydy
Amikacyna 32,0 6,2 0,0012 18,1 10,5 NS
Gentamycyna 28,0 4,6 0,0016 9,0 12,2 NS
Tobramycyna 64,0 6,1 <0,0001 36,4 14,0 0,0141
Tetracykliny
Tygecyklina 4,0 1,5 NS 3,0 1,7 NS
Rozine
Chloramfenikol 20,0 10,7 NS 12,1 14,0 NS

Legenda: ESBL — B-laktamazy o rozszerzonym spektrum; NS — nie znamienne, p>0,05
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W wyniku przeprowadzonego typowania filogenetycznego, opartego na reakcji
PCR, wykazano, ze 62 szczepy nalezaty do grupy B2, 16 do grupy D, 7 do grupy A,
za$ 5 do grupy B1. Dokonano takze analizy czgstosci wystgpowania poszczegdlnych
gendw wirulencji. Najczgs$cie] wykrywanymi genami z grupy adhezyn byly geny fimH
(75,0%), papC (51,0%) i sfa (44,4%). Badajac obecnos¢ gendw, uczestniczacych
w biosyntezie biatek warunkujacych pozyskiwanie jonow zelaza wsrod szczepow E.
coli, wykazano ze najczgSciej byty obecne: fhuA (87,7%), fecA (75,5%), fyuA (56,6%),
iroN (55,5%) 1 iutA (54,0%). Gen hlyA wykryto u 9 szczepoéw (10,0%). Wykazano, ze
szczepy pochodzace z przypadkow zakazen krwi istotnie statystycznie czgsciej
cechowaty si¢ obecnoscia genu ibeA, niz szczepy pochodzace z zakazen pluc czy drog
moczowych (p=0,0109). Natomiast szczepy pochodzace z przypadkow zakazen drog
moczowych istotnie statystycznie czg$ciej posiadaty gen iha (p=0,0023), niz szczepy
pochodzace z zakazen krwi i phluc. Procentowe wystepowanie genow kodujacych

czynniki wirulencji w zaleznosci od formy zakazenia pokazano na Rysunek 3.

Rysunek 3. Czesto$é wystepowania genow kodujacych czynniki wirulencji w badanych szczepach
E. coli w zalezno$ci od formy zakazenia. (DO- drogi oddechowe)
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Dokonano réwniez poréwnania liczby genow kodujacych czynniki wirulencji
w szczepach nalezacych do poszczegolnych grup filogenetycznych: wsrod szczepow
nalezacych do grupy filogenetycznej A liczba gendw wyniosta $rednio 3,7 (odchylenie
standardowe, SD=1,6), w grupie B1 — 6,4 (SD=3), w grupie B2 — 8,2 (SD=3,2)
i1 w grupie D — 4,5 (SD=2,9). Wykazano znamienne réznice statystyczne pomigedzy
srednig liczba genow kodujacych czynniki wirulencji u szczepow nalezacych do grupy

B2 w stosunku do szczepow nalezacych do grup A lub D (p<0,001). Podobnie,
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porownujac Srednia liczbe gendow kodujacych czynniki wirulencji szczepow nalezacych
do klonu ST131 i szczepow spoza tego klonu wykazano, ze rdznica ta jest znamienna
statystycznie (8,45 wobec 6,1; p=0,0022).

Typowanie replikonéw plazmidowych wykazalo obecnos¢ 12 réznych typow
Inc w badanej grupie szczepoéw Escherichia coli. Wigcej niz jeden replikon wykryto
w 62 szczepach (68,8%). Wykazano, ze najczgsciej wykrywanymi typami replikonow
byty IncFIB (n=60; 66,6%), IncF (n=55; 61,1%) 1 IncFIA (n=28; 31,1%). Pozostate
typy replikonow wykrywane byly znacznie rzadziej, z nastgpujaca czestoscia: IncB/O
(n=8), Incll (n=5), IncHI2 (n=4), IncHI1 (n=3), IncL/M (n=3), IncY (n=3), IncFIC
(n=2), IncFIIS (n=2), IncP (n=1). W zZadnym ze szczepéw nie wykazano obecnosci
ktoregokolwiek z nastgpujacych typow Inc: IncX, N, W, A/C, T, K/B. U pigciu
szczepOw nie wykazano obecnosci zadnego z badanych replikonow.

Scharakteryzowane szczepy z gatunku Escherichia coli (n=90) poddano analizie
poréwnawczej metoda elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (PFGE) w celu
wykazania, badz wykluczenia podobienstwa pomigdzy nimi (Rysunek 4). Podczas
trawienia restrykcyjnego genomowego DNA enzymem Xbal wykazano obecnos¢ 71
unikatowych pulsotypow, w wigkszosci o podobienstwie mniejszym niz 70%, co
wskazuje na populacj¢ genetycznie zréznicowana. Szczepy o nierozréznialnym wzorze
prazkowym pochodzily albo od tego samego pacjenta (11 przypadkéw par lub trojek
szczepoOw), albo od réznych pacjentow, lecz tego samego szpitala i byly izolowane

w tym samym okresie czasu (7 szczepéw) (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Dendrogram podobienstwa szczepéw Escherichia coli otrzymany po rozdziale
elektroforetycznym genomowego DNA trawionego enzymem Xbal w zmiennym polu elektrycznym.
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Legenda: Kolejnos¢ opisow: Numer szczepu; osrodek; material; zdolnos¢ do produkeji ESBL; Typ ST;
Grupa filogenetyczna. Dendrogram uzyskano z wykorzystaniem oprogramowania GelCompar (Applied
Matths).
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5.2.1 Opornosé¢ badanych szczepéw Escherichia coli

na fluorochinolony

Do okreslenia opornosci na wybrane leki z grupy fluorochinolonéw oraz kwas
nalidyksowy wybrano 80 niepowtarzalnych szczepdéw (zgodnie z wynikami typowania
metoda PFGE, Rysunek 4), izolowanych z przypadkéw zakazen réznych pacjentow.
Na podstawie testu synergii dwoch krazkéw wykazano, ze w badanej grupie 20 (25%)
szczepOw cechowalo sig fenotypem ESBL-dodatnim. Zgodnie z wynikiem reakcji PCR,
11 szczepdéw niosto gen blacrxm.is, 8 szczepdw gen blacrxms,zas 1 —blasyy.s.
W badanych szczepach zidentyfikowano 12 réznych typow plazmidow. Najczesciej
wystepowaty typy IncFIB (n=57; 71,3%), IncF (n=47; 58,8%) i IncFIA (n=23; 28,8%).
Sposrod wszystkich wybranych szczepow, 52 nalezalo do grupy filogenetycznej B2
(65%), zas 27 z nich reprezentowato klon ST131 (27/52, 52%).

Zbadano wartosci MIC wybranych szczepéw na wybrane leki z grupy
chinolonéw 1 fluorochinolonéw (kwas nalidyksowy, lewofloksacyna, ofloksacyna,
ciprofloksacyna) z zastosowaniem E-testu. Wykazano, ze 6 (7,5%) szczepoéw bylo
niewrazliwych na ciprofloksacyng,13  (16,0%) na ofloksacyng, 5 (6,2%)
na lewofloksacyng. Okreslono wartos¢ MICspdla badanych chemioterapeutykow: dla
kwasu nalidyksowego wyniosta ona 4,0 mg/l, dla ofloksacyny — 0,094 mg/l, dla
ciprofloksacyny — 0,008 mg/l, za$ dla lewofloksacyny — 0,032 mg/l. Dodatkowo
wykazano, ze cztery szczepy (5%) byly oporne na wszystkie trzy badane
fluorochinolony.

Dokonano analizy czgsto$ci wystepowania poszczegdlnych gendw plazmidowe;j
opornos$ci na fluorochinolony (PMQR). Na podstawie wynikow reakcji PCR i real-time
PCR wykazano, ze 22 (27,5%) szczepy cechowaly si¢ obecno$cia przynajmniej jednej
determinanty PMQR (Tabela 7). Czgstos¢ wystgpowania gendw gnr, okreslona dzigki
reakcji real-time PCR, wynosita 11,3% (9/80 szczepow), gen gnrB zostat
zidentyfikowany u 7 szczepow (8,8%), za$ gnrS u 2 (2,5%). W badanych szczepach nie
wystgpowat zaden sposrod gendw gnrA, gnrD, gnrC czy gepA. Czgstos¢ izolacji genow
aac(6’)-1b-cr, okreslona z pomoca reakcji PCR, wynosita 27,5% (22/80 szczepow).

Sposrod szezepdéw nalezacych do grupy B2, 11 cechowato si¢ fenotypem ESBL-
dodatnim (21,1%), za$ 13 posiadato determinantg¢ PMQR (25%): dwa szczepy posiadaty
geny gnrS 1 aac(6’)-1b-cr, 3 — geny gnrB i aac(6’)-1b-cr, za$ 8 — gen aac(6’)-1b-cr.
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Posrod szczepéw ESBL-dodatnich,4 (20%) posiadato gen aac(6’)-1b-cr, 6 (30%) niosto
gen aac(6’)-1b-cr wraz z genem gnrB, zas 2 (10%) aac(6’)-1b-cr wraz z genem gnrS.
Posréd szezepdw ESBL-ujemnych, gen aac(6’)-1b-cr wystapit u 9 szczepdw (15%); za$
gen aac(6’)-Ib-cr wraz z genem gnrB wystapit u 1 szczepu (Tabela 7).

Wyniki pordwnania czgsto$ci wystgpowania gendw gnr u szczepow o fenotypie
ESBL-dodatnim pokazaty, ze 8 (88,9%) sposrod szczepdw z genami gnr produkowato
ESBL, za$ posrod 71 szczepow gnr-ujemnych, 12 (17%) produkowato ESBL.
Wykazano, ze u szczepdw niosacych gen gnr istotnie statystycznie czesciej (p=0,0003)
wystepowat fenotyp ESBL-dodatni, co moze sugerowac istnienie zwiazku pomiedzy

genami gnr 1 ESBL.

Tabela 7. Czesto$¢ wystepowania determinant plazmidowo kodowanej opornosci
na fluorochinolony (PMQR) u badanych szczepow Escherichia coli.

aac(6’)-Ib-  aac(6’)-Ib-  aac(6’)-1b-

Szczepy/Geny qnrB qnrS or cr +qnrB cr +qnrS Suma
E. coli ESBL- 0 0 4 6 2 12 (54,5%)
dodatnie
E. coli ESBL- 0 0 9 1 0 10 (44,5%)
ujemne
Suma 0 0 13 7 2 22 (100%)

Poréwnujac $rednie wartosci MICsy, okreslone dla szczepdéw niosacych geny
plazmidowej opornosci na chinolony (PMQR-dodatnie) i PMQR-ujemnych wykazano,
ze szczepy PMQR-dodatnie cechowaly si¢ wyzsza  wartoScia  MICsg
dla ciprofloksacyny, niz szczepy PMQR-ujemne (0,23 mg/l wobec 0,008 mg/l).
Podobne wyniki zaobserwowano dla pozostatych fluorochinolonéw: MICs,
dla ofloksacyny ilewofloksacyny dla szczepoéw PMQR-dodatnich wynosito
odpowiednio 0,75 mg/11 0,38 mg/l, zas dla PMQR-ujemnych — 0,094 mg/11 0,032 mg/1.
Liczba szczepow opornych na ciprofloksacyng i ofloksacyng byla istotnie statystycznie
wyzsza (p<0,001) posrod szczepow PMQR-dodatnich, niz ujemnych.

W celu wykazania, ze geny PMQR zlokalizowane sa na tym samym plazmidzie, co
geny odpowiadajace za fenotyp ESBL-dodatni, dla wszystkich szczepow PMQR-
dodatnich (takze dla tych o fenotypie ESBL-ujemnym, ktére potraktowano jako
kontrole procesu koniugacji) przeprowadzono procedur¢ koniugacji. Pomimo
trzykrotnego powtdrzenia catej procedury, pozytywny wynik otrzymano dla 9 szczepow
(w tym trzech o fenotypie ESBL-ujemnym), uzyskujac wzrost bakterii na ptytce

z podtozem selekcyjnym przy jednoczesnym wzroscie kolonii na ptytkach z podtozem
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kontrolnym. W przypadku szczepu oznaczonego numerem 7, w dwoch powtorzeniach

procedury koniugacji otrzymano dwa rézne transkoniuganty. W kazdym przypadku,

gdy wynik koniugacji byt pozytywny, jedna koloni¢ przesiano na podtoze selekcyjne

i hodowano w 37°C przez 18 h. Nastepnie przeprowadzony test DDST na poditozu

Mueller-Hintona z rifampicyna (250 mg/ml) wykazat, ze:

Z wyjsciowej puli 6 szczepéw ESBL-dodatnich (oznaczonych numerami: 7, 14,
114, 160, 166, 205), uzyskano 4 transkoniuganty, ktore cechowaly si¢
fenotypem ESBL-dodatnim (szczepy oznaczone numerami: Tc7(2), Tcll4,
Tc160, Tc205). Transkoniuganty szczepéw 14 1 166 cechowaly si¢ fenotypem
ESBL-ujemnym. W przypadku szczepu nr 7, otrzymano takze transkoniugant
Tc7(1) cechujacy sig fenotypem ESBL-ujemnym.

Z wyjsciowej puli 3 szczepéw ESBL-ujemnych (oznaczonych numerami 1,
189, 204) wuzyskano 3 transkoniuganty, takze ESBL-ujemne, co bylo

oczekiwanym rezultatem.

Po wyizolowaniu DNA 1 przeprowadzeniu reakcji real-time PCR (wykrywanie genow

gnr) oraz PCR (wykrywanie genu aac(6’)-Ib-cr) otrzymano nastepujace wyniki

dla poszczeg6lnych transkoniugantow:

U ESBL-dodatniego transkoniugantu Tcl14 wykazano obecno$¢ genow gnrB
1 aac(6’)-1Ib-cr, identycznie, jak u szczepu dawcy. Typowanie replikonow
plazmidowych wykazato obecnos¢ plazmidu HI2. Swiadczy to o tym,
ze wszystkie te geny zlokalizowane sa na jednym plazmidzie, nalezacym
do grupy niekompatybilnosci IncHI2.

U ESBL-dodatniego transkoniugantu Tc160 wykazano obecno$¢ genu gnrS
w transkoniugancie oraz brak genu aac(6’)-Ib-cr. Typowanie replikonow
plazmidowych wykazato obecnos¢ plazmidu FIA. Dowodzi to, ze geny ESBL
(w tym wypadku konkretnie gen blacrx.m.1s) oraz gnrS wystgpuja na tym
samym plazmidzie, nalezacym do grupy IncFIA, za$§ gen aac-(6°)Ib-cr
zlokalizowany jest na plazmidzie IncF.

U ESBL-ujemnego transkoniugantu Tc166 wykazano obecno$¢ genow gnrS i
aac(6’)-Ib-cr. Typowanie replikonéw plazmidowych wykazato obecnos¢
plazmidu IncF. Swiadczy to o tym, ze geny ESBL (w tym wypadku konkretnie
gen blactx-m-15) zlokalizowany jest na plazmidzie nalezacym do grupy IncFIA,

za$ gen aac(6’)-1b-cr wraz z genem gnrS zlokalizowane sa na plazmidzie IncF.
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e UESBL-ujemnego transkoniugantu Tc7(1) wykazano brak genéw PMOQR.
Swiadczy to o tym, ze geny te mogly by¢ zlokalizowane na tym samym
plazmidzie, ktéry nie zostat przekazany do szczepu biorcy. W szczepie dawcy
wystepuje natomiast drugi plazmid, nalezacy do grupy niekompatybilnosci
IncFIB, zawierajacy niezaleznie gen OXA-1-like.

e W przypadku ESBL-ujemnego szczepu Tcl4 wykazano obecnos$é¢ genow gnrB
1aac-(6’)Ib-cr w transkoniugancie. Typowanie replikonéw plazmidowych
wykazalo obecno$¢ plazmidu FIB u transkoniugantu, w odrdznieniu od szczepu-
dawcy, u ktorego obecne byty dwa typy replikonow: FIB i FIIS. Swiadczy to
o tym, ze geny ESBL oraz gnrB i1 aac(6’)-Ib-cr zlokalizowane sa na réznych
plazmidach. Gen ESBL (w tym wypadku konkretnie gen blacrxm.is)
zlokalizowany jest na plazmidzie nalezacym do grupy niekompatybilnosci
IncFIIS, za§ gnrB 1 aac(6’)-Ib-cr moga by¢ zlokalizowane na plazmidzie
nalezacym do grupy IncFIB.

e W przypadku ESBL-ujemnego szczepu Tcl189, ktérego dawca takze byt ESBL-
ujemny, wykazano obecno$¢ genu aac(6’)-Ib-cr w transkoniugancie. Nie
wykazano przeniesienia genu blarpy.; ze szczepu dawcy do transkoniugantu.
Jednoczes$nie transkoniugant cechowat si¢ obecno$cia plazmidu z grupy FIA.
Dowodzi to, ze gen blatgm. zlokalizowany jest na plazmidzie IncF
(nieobecnego u transkoniugantu), za$ gen aac(6’)-Ib-cr zlokalizowany jest
na plazmidzie IncFIA.

e W przypadku ESBL-ujemnego transkoniugantu Tc204, ktorego dawca takze byt
ESBL-ujemny, wykazano obecnos$¢ genu aac-(6’)Ib-cr w transkoniugancie. Nie
wykazano przeniesienia genu blarpm.; ze szczepu dawcy do transkoniugantu.
Dowodzi to, ze gen blatpm. zlokaliowany jest na plazmidzie IncB/O (ktoérego
brak u transkoniugantu), za§ gen aac(6’)-1b-cr zlokalizowany jest na plazmidzie
IncF (wykrytego u transkoniugantu).

e U ESBL-dodatniego Tc205 wykazano obecnos¢ gendw gnrB 1 aac(6’)-1b-cr,
identycznie, jak u szczepu dawcy. Swiadczy to o tym, ze wszystkie te geny
zlokalizowane sa na jednym plazmidzie, nalezacym do  grupy
niekompatybilno$ci IncFIB lub IncF.

Wyniki charakterystyki szczepow wyjSciowych oraz ich transkoniugantow

przedstawione sa w Tabeli 8.
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Tabela 8. Charakterystyka szczepéw Escherichia coli posiadajacych gen gnr i/lub aac(6’)-Ib-cr i ich
transkoniugantéw (oznaczonych symbolem Tc).
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1 - + 3 0,064 0,032 0,004 TEM-1 - -
Tel - - 2 0,032 0,032 0,004 - - -
7 qnrB  + 2 0,064 0,032 0,38 CTX-M-15, TEM-1 OXA-1-like FIB
Tc7(1) | - - 2 0,016 0,023 0,006 - OXA-1-like FIB
Tc72) | gnrB + 2 0,023 0,008 0,016 CTX-M-15, TEM-1 - -
14 qnrB  + 4 0,75 0,25 0,5 CTX-M-15, TEM-1 OXA-1-like FIB, FIIS
Tc 14 gnrB  + 4 0,75 0,25 0,25 TEM-1 OXA-1-like FIB
114 qnrB  + 8 1 0.38 0.75 CTX-M-3, TEM-1 OXA-1-like HI2

Tcll4 gnrB + 4 0,19 0,19 0,25 CTX-M-3,TEM-1 OXA-1-like HI2

160 qgurS  + 256 32 12 >32 CTX-M-15 OXA-1-like FIA, F
Tcl60 | gnrS - 6 0,38 0,25 0,38 CTX-M-15 OXA-1-like FIA
166 gnrS + 8 0,75 038 0,25 CTX-M-15,TEM-1 OXA-1-like FIA,F
Tcl66 | gnrS + 6 0,023 0,047 0,047 - OXA-1-like F

189 - + 12 1 0,38 0,38 TEM-1 - FIA, F
Tcl8 | - + 1205 038 0,19 - - FIA
204 - + 3 0,094 0,016 0,064 TEM-1 - F, B/O
Tc204 | - + 3 0,094 0,016 0,064 - - F

205 gnvB + 24 0,5 0,75 0,38 CTX-M-15,TEM-1 OXA-1-like FIB,F

Tc205 |gnB + 24 0,19 0,75 0,38 CTX-M-15, TEM-1 OXA-l-like FIB,F
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5.4 Charakterystyka szczepow Klebsiella pneumoniae

Z badan programu PSN uzyskano 60 szczepow Klebsiella pneumoniae,

pochodzacych z pigciu wspolpracujacych szpitali. Z materiatdbw pochodzacych

z przypadkow zapalen ptuc wyizolowano 40 szczepdw, z zakazen krwi — 18, z zakazen

drog moczowych — 2 szczepy. Wszystkie szczepy z gatunku K. pneumoniae poddano

analizie poréwnawcze] metoda PFGE w celu wykazania, badz wykluczenia

podobienstwa szczepow. Analiza uzyskanych wzorow restrykcyjnych z uzyciem

enzymu Xbal wykazata obecnos$¢ szczepdéw o nierozroznialnych wzorach prazkowych,

czyli tak zwanych klonéw epidemicznych (Rysunek 5):

Klon A reprezentowany byt przez 18 szczepoéw, wyizolowanych ze szpitala VL.
Klon ten zostal scharakteryzowany szczegdétowo w podrozdziale 5.4.2.

Klon B, do ktorego zaliczono 3 szczepy (o nr 152, 153, 154), pochodzace
od tego samego pacjenta, zostal wykryty w szpitalu 1. Material z drog
oddechowych zostal pobrany trzykrotnie, w odstgpie 23 dni oraz po kolejnych
15 dniach.

Klon C reprezentowany byt przez 3 szczepy (o nr 231, 136, 33), pochodzace
od trzech réznych pacjentow ze szpitala VL.

Klony D, E, F, H byly reprezentowane przez 2 szczepy 1 wszystkie zostaly
wyizolowane od pacjentéw hospitalizowanych w o$rodku VI. Szczep nalezacy
do klonu D wyizolowany zostat od dwoch roznych pacjentow (nr 122 1 130), raz
z przypadku zakazenia krwi, raz z przypadku zapalenia ptuc. Szczep nalezacy
do klonu E wyizolowany zostat od dwoch réznych pacjentow (nr 220, 228), raz
z przypadku zakazenia krwi, raz z przypadku zapalenia pluc. Szczep nalezacy
do klonu F wyizolowany zostat od dwodch réznych pacjentow (nr 233, 236), raz
z przypadku zakazenia krwi, raz z przypadku zapalenia ptuc. Szczep nalezacy
do klonu H wyizolowany zostat od dwoch réznych pacjentow (nr 126, 137),
z przypadkow zakazenia krwi.

Klon G, do ktoérego zaliczono 2 szczepy pochodzace od tego samego pacjenta
(nr 237, 238), zostat wykryty w szpitalu V. Szczepy te pochodzity z przypadku

zakazenia krwi. Krew pobrana byta dwukrotnie w odstepie 4 dni.

90



Do dalszej analizy wlaczono ogoétem 55 szczepoéw, po wyeliminowaniu wszystkich
przypadkéw identycznych szczepow nalezacych do tego samego klonu, a pochodzacych

od tego samego pacjenta.

Rysunek 5. Dendrogram podobienstwa szczepow Klebsiella pneumoniae, bedacy wynikiem
typowania molekularnego metoda elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym po izolacji

genomowego DNA i strawieniu go enzymem Xbal.
PFGE_Xbal PFGE_Xbal
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_'j l 228 VI pluca  ESBL
|‘ 225 VI piuca ESBL
| 233w krew ESBL
I_E || 236 VI pluca  ESBL
1 | ] 10s krew
75 I krew
| 119 VI ptuca ESBL
215 VI krew ESBL
| 210 w krew ESBL
214 VI pluca  ESBL
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Legenda: Kolejnos¢ opisow: Numer szczepu; Osrodek; Materiat; Obecnos¢ ESBL. Dendrogram uzyskano
z wykorzystaniem oprogramowania GelCompar (Applied Matths).
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Zdolno$¢ do syntezy ESBL przez badane szczepy wykrywano przy pomocy
rozszerzonego testu synergii dwoch krazkéow. Na podstawie tego testu okreslono,
ze fenotypem ESBL-dodatnim cechowaly si¢ 34 szczepy (61,8%). Przy pomocy reakcji
PCR isekwencjonowania, u 31 szczepow zidentyfikowano gen blactxm.is, u 1 —
blactxm-14, za$ u innego blacrx.m-3. Co ciekawe, w przypadku jednego szczepu za
fenotyp ESBL-dodatni odpowiadat gen blasyy.s. Korzystajac z reakcji PCR
1 sekwencjonowania, u 48 (87,3%) szczepdéw zidentyfikowano geny z rodziny blashy.
W przypadku 23 szczepow wykryto wariant SHV-11, u 14 — SHV-1, u 1 SHV-5
lub SHV-12, za§ u 9 nie udalo si¢ okresli¢ wariantu SHV. U 30 szczepow (54,5%)
wykryto gen blatpm.i, za$ u 23 (41,8%) — blaoxa-1ikee U badanych szczepéw nie
wykryto genow blapgr, blaggs, blayes ani blagpc.

Poréwnujac oporno$¢ wszystkich szczepow (bez wzgledu na wykryty
mechanizm opornosci ESBL) na antybiotyki wykazano, ze sposrod antybiotykéw [-
laktamowych najwigcej szczepoéw cechowata oporno$¢ na aztreonam (33/55, 60%),
spo$rod aminoglikozydéw — na tobramycyng (29/55, 52,7%). Na ciprofloksacyng
opornych byto 29 szczepow (52,7%), na ofloksacyne — 30 (54,5%). Wykazano réwniez,
ze szczepy ESBL-dodatnie byly czg$ciej oporne na antybiotyki nalezace do wszystkich
badanych grup (Tabela 9).

Zaden z badanych szczepdéw K. pneumoniae nie nalezat do typu otoczkowego
K1, K2, K5, K20, K54, K57. Nie zidentyfikowano takze zadnego szczepu z genem

mag, zas wszystkie przebadane szczepy cechowaly si¢ obecnos$cia genu uge.

92



Tabela 9. Liczba opornych szczepéw Klebsiella pneumoniae z podziatem na szczepy ESBL-dodatnie

i ESBL-ujemne.

ESBL-dodatnie (n=34) (n, %)

ESBL-ujemne (n=21) (n, %)

Penicyliny

Piperacylina/tazobaktam

Cefalosporyny

Cefepim

Cefotaksym
Ceftazydym
Cefuroksym

Karbapenemy

Doripenem
Ertapenem
Imipenem

Meropenem

Monobaktamy

Aztreonam

Fluorochinolony®

Ciprofloksacyna

Lewofloksacyna

Ofloksacyna

Kwas nalidyksowy

Aminoglikozydy

Amikacyna
Gentamycyna

Tobramycyna

Tetracykliny

Tygecyklina

Rozne

Chloramfenikol

Trimetoprim/sulfametoksazol

6 (17,6)

31(91,2)
31(91,2)
31(91,2)
32 (94,1)

8(23,5)
9 (26,5)
0 (0)
1(2.9)

32 (94,1)

29 (85,3)
10 (29,4)
17 (50,0)
15 (44,1)

3(8,8)
8(23,5)
28 (82,4)

1(2,9)

6 (17,6)
16 (47,1)

2(9,5)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

2(9,9)
0(0)
0(0)
0(0)

1(4,8)

0 (0)
0(0)
3(14,3)
3(14,3)

0(0)
0(0)
1(4,8)

0(0)

0(0)
1(4,8)

®oznaczone przy pomocy E-testu (bioMerieux, Francja); Dla kwasu nalidyksowego przyjeto, ze

szczepy oporne to szczepy o MIC>16ug/ml.
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5.4.1 Opornosc¢ szczepow Klebsiella pneumoniae

na fluorochinolony

Korzystajac z metody oznaczania lekoopornosci przy pomocy E-testu wykazano,
ze 29 sposrod 55 szczepow (52,7%) byto niewrazliwych na ciprofloksacyng, 30 (54,5%)
na ofloksacyng, 10 (18,2%) na lewofloksacyng. Okreslono warto§¢ MICsg
dla poszczegdlnych antybiotykow: dla kwasu nalidyksowego MICs, wyniosta ona 3,0
mg/l, dla ofloksacyny — 0,75 mg/l, dla ciprofloksacyny — 0,75 mg/l, za$
dla lewofloksacyny — 0,25 mg/l. Wykazano, ze 9 szczepow (16,4%) bylo jednoczesnie
opornych na wszystkie trzy badane fluorochinolony.

Zgodnie z wynikami real-time PCR wykazano, ze 33 (61,1%) badane szczepy
cechowaly si¢ obecno$cia przynajmniej jednej determinanty PMQR (Tabela 10).
Czesto$¢ wystgpowania gendw gnr zostata okreslona na 49,1% (27/55 szczepow); gen
gnrB zidentyfikowano u 25 szczepow (45,5%), za$ gnrS u 2 (3,6%). U zadnego
z badanych szczepdéw nie wykryto genow gnrA, gqnrD, gnrC czy gqepA. Zgodnie
z wynikiem reakcji PCR, czgsto$§¢ wystgpowania gendw aac(6’)-Ib-cr wynosita 52,7%
(29/55). Wysoka czestos¢ wystgpowania gendw PMQR moze by¢ efektem wilaczenia
do badania 18 reprezentantow tego samego klonu epidemicznego, pochodzacych
od réznych pacjentow. Wiaczono te szczepy do badanej grupy, poniewaz cechowaly si¢
obecnoscia zréznicowanych gendow opornosci, zlokalizowanych na plazmidach (w tym
genow PMQR, czy gendéw B-laktamaz).

Sposrod 34 szczepow ESBL-dodatnich 4 (11,8%) posiadato gen aac(6’)-1b-cr,
22 (64,7%) niosto gen aac(6’)-1b-cr wraz z genem gnrB, 1 (2,9%) aac(6’)-Ib-cr wraz
z genem gnrS, a 1 — sam gen gnrB (2,9%). Posrod 21szczepéw ESBL-ujemnych, gen
aac(6’)-1b-cr wystapit u 2szczepow (9,5%), zas gen gnrB wystapit u 1 szczepu (4,8%),
podobnie jak gen gnrS. Poréwnano czgstosci wystgpowania gendéw PMQR u szczepow
ESBL-dodatnich i ESBL-ujemnych. Stwierdzono, ze determinanty PMQR wystepuja
istotnie statystycznie czesciej u szczepoOw ESBL-dodatnich, niz ESBL-ujemnych

(p<0,05).
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Tabela 10. Czesto$é wystepowania determinant plazmidowo kodowanej opornosci
na fluorochinolony (PMQR) u badanych szczepoéw Klebsiella pneumoniae.

aac(6’)-1b-  aac(6’)-1b- aac(6’)-1b-

Szczep qnrB qnrS or cr +qnrB cr +qnrS Suma
K.pneumoniae 2 0 4 22 1 29(87,9%)
ESBL+
K.pneumoniae 1 1 2 0 0 4 (12,1%)
ESBL-

Suma 3 1 6 22 1 33 (100%)

Poréwnano wartosci MICsy dla poszczegdlnych fluorochinolonéw wobec szczepow
podzielonych na grupy szczepéw PMQR-dodatnich i PMQR-ujemnych. Wykazano,
7ze szczepy niosace geny plazmidowej opornosci na chinolony (PMQR-dodatnie)
cechowaly si¢ wyzsza wartoscia MICsg dla ciprofloksacyny, niz szczepy PMQR-ujemne
(1,5 mg/l wobec 0,023 mg/l). Podobne wyniki zaobserwowano dla pozostatych
fluorochinolondéw: MICs, dla ofloksacyny i lewofloksacyny dla szczepow PMQR-
dodatnich wynosito odpowiednio 1,0 mg/l 1 0,5 mg/l, za$ dla PMQR-ujemnych — 0,125
mg/l 1 0,064 mg/l. Wykazano takze, ze szczepy PMQR-dodatnie byly istotnie
statystycznie  czgS$ciej oporne na przynajmniej jeden sposrod badanych

fluorochinolonéw niz szczepy PMQR-ujemne (p<0,001).

5.4.2 Analiza epidemicznego klonu Klebsiella pneumoniae

W trakcie trwania nadzoru otrzymano ogétem z osrodka VI 42 szczepy
K. pneumoniae. Po wykonaniu analizy podobienstwa genetycznego metoda PFGE
wykazano, ze 20 szczepoéw cechuje si¢ nierozréznialnym wzorem prazkowym i nalezy
do jednego klonu epidemicznego (Rysunek 5). Sposréd identycznych szczepow, 2 pary
szczepow pochodzilty z przypadkéw zapalen pluc u dwodch pacjentow. Materiat
pochodzacy od tych pacjentow zostal pobrany dwukrotnie w ciagu 21 lub odpowiednio
w drugim przypadku — 31 dni. Pie¢ szczepdw pochodzito z zakazen krwi, 15 bylo
zwiazanych z zapaleniami ptuc. Pierwszy szczep nalezacy do tego klonu zostat
wyizolowany z przypadku zakazenia krwi w grudniu 2009 roku, ostatni za§ —
z przypadku zapalenia pluc w lipcu 2011. Zgodnie z wynikami badania fenotypowego,
przeprowadzonego przy pomocy testu synergii dwoch krazkéw oraz reakcji PCR
zakonczonej sekwencjonowaniem, wszystkie szczepy cechowaly si¢ fenotypem ESBL-
dodatnim i1 zawieralty gen blacrx-m-15. Gen blagyy.11 wykryto u 19 szczepdw, za$ blagyy-

12 u jednego. U 18 szczepow wykryto gen blatpm.i.
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Szczepy nieznacznie roéznity si¢ lekoopornos$cia i obecnoscia gendow opornosci. Rdznice
te zestawiono w Tabeli 11 i oznaczono kolorem czerwonym. Geny opornosci, czgsto
obecne na plazmidach, mogly zosta¢ ,zgubione” w trakcie podzialdéw komorek

bakteryjnych.

Tabela 11. Poréwnanie epidemicznych szczepowKlebsiella pneumoniae ze szpitala V1. Kolorem
zaznaczono réznice pomiedzy klonami.

3 0
S S =
s = - $ &5 8
S | S T & § § § § % > % fé § 3
S S £ & £ § § § &« = & £ 3
S| K g £ § 8 ]} & § § ¥ S § =
“ | s S § § § § £ 8 £ § gy ¥ =
s | 5 = ¥ £ § 8 3 § 5§ % ¢85 <
QR & < = S & § § = 3
SIS S S & ¢
£ £ S & §
S S
30 | 17.12.2009 KR R S S S S S R S + 11 +
35 123.12.2009 DO R S S S S S R S + 11 +
209 1 6.01.2010 DO R R R R R S R S + 12+
31 | 13.01.2010 DO R S S R S S R S + 11 -
34 [25.01.2010 DO R S S S S S R S + 11 +
18 | 12.02.2010 DO R S S S S S R S + 11 +
16 | 15.02.2010 KR R S S S S R R S + 11 +
19 | 16.02.2010 DO R S S R S S R S + 11 +
119 | 1.03.2010 DO R S S S S S S S + 11 +
1331 23.03.2010 DO R S S S S S R S + 11 +
138 | 30.06.2010 DO R S S S S S R R - 11+
111 ] 26.07.2010 DO R S S S S S R R + 11 +
210(23.012011 kR R R S S S S R S - 11 +
2111 31.01.2011 DO R R S S S S R S + 11 +
2131022011 KR R R R S S S R S + 11 +
214 17.022011 DO R R R R R S R S + 11 +
2158022011 KR S S S S S S S S + 11 +
2161 10.02.2011 DO R R R R S S R S - 11 -
218 13.03.2011 DO R R S S S S R S + 11 +
110 | 26.07.2011 DO R S R R S S R R - 11+

Legenda: DO — drogi oddechowe, KR — krew, R — oporny, S — wrazliwy.
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5.4.3 Typowanie szczepow Klebsiella pneumoniae za pomoca

metody zmiennej liczby tandemowych powtérzen

Do analizy VNTR wybrano grupe 15szczepdéw, reprezentujacych rdzne
genotypy we wczesniejszym badaniu PFGE oraz 15 szczepow reprezentujacych trzy
rozne klony w PFGE. Wyniki typowania metoda VNTR uzyskano dla 21 szczepow.
Wyniki uzyskane przy pomocy typowania metoda VNTR w postaci cyfrowych profili
byly w czesci przypadkéw zgodne z wynikami uzyskanymi metoda PFGE (Rysunek 6).
Uzyskane profile cyfrowe byty identyczne lub nieznacznie si¢ ro6znity dla szczepow
nalezacych do tego samego klonu (nr 210, 215, 16, 213 i 138), ale byly zupekie
odmienne dla szczepoéw 119 1 214, mimo ich podobienstwa w PFGE. Identyczne profile
VNTR otrzymano w przypadku szczepéw 233 1 236, ktore cechowaly sig
nierozr6znialnym wzorem prazkowym w PFGE. Profile VNTR znaczaco rdéznily sig
w przypadku szczepow 229, 231 i 136, ktore cechowaly si¢ duzym podobienstwem
w PFGE. Zaobserwowano takze, ze w przypadkach szczepow znaczaco réznych (wg
PFGE) profile cyfrowe wygenerowane metoda VNTR roznity si¢ od siebie.

Rysunek 6. Poréwnanie dwéch metod typowania Klebsiella pneumoniae: PFGE i VNTR. Cyfry
oznaczajg profil wygenerowany metoda VNTR. ESBL oznacza zdolno$¢ do produkeji p-laktamaz
o0 rozszerzonym spektrum. ,,-,, 0znacza brak produktu reakcji PCR, ,,0” oznacza obecnos¢

produktu po reakcji PCR, jednak po sekwencjonowaniu i analizie komputerowej — brak
tandemowych powtdrzen.

PFGE_Xbal PFGE_Xbal

VI pluca ESBL 5,5,5,6,0,10,10,6
VI pluca ESBL 3,4,0,5,-,-,-5

VI pluca 5,6,0,0,0,10,10,4
| ptuca ESBL 4,3,4,1,2,0,10,4

VI krew 3,0,3,4,3909,3

| ptuca ESBL 4,4,5,0,3,0,0,4

' VI pluca 5,6,0,3,210,9,4

VI krew  ESBL 3,4,-,5---5

VI krew  ESBL 3,4,-,5---5

VI pluca ESBL 3,0,0,5- --5

VI pluca ESBL 5,5,5,6,0,10,10,6
VI krew ESBL 3,4,-,-,-,--5

VI krew  ESBL 3,4,3,5---5

VI pluca ESBL 3,4,-,5,-,-,-5

VI pluca ESBL 3,0,-,5,--,-5

VI krew ESBL 0,0,9,9, 3,10, 10,4
VI pluca ESBL 0,0,9,9, 3,10, 10,4
VI krew ESBL 4,6,4,1,4,9,10,8
VI pluca ESBL 5,6,3, 13,3, 10, 10,.
VI krew ESBL 4,5,0,5,0,10,0,8
| mocz 54,252,010, 4

I 11
Legenda: Kolejnos¢ opisu: Nr szczepu, osrodek, typ zakazenia, ESBL, cyfrowy profil.
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5.5 Ocena udziatu plazmiddéw niskoczasteczkowych
w powstawaniu fenotypu ESBL-dodatniego pafteczek

Z rodziny Enterobacteriaceae

Do oceny udziatu plazmidow niskoczasteczkowych w powstawaniu fenotypu
ESBL-dodatniego wyizolowano plazmidy od 16 szczepdw, reprezentujacych gatunki
Escherichia coli (n=6) oraz Klebsiella pneumoniae (n=10). Stgzenie wyizolowanego
plazmidowego DNA z poszczegdlnych szczepdéw oraz zdjecie bedace wynikiem
rozdziatu elektroforetycznego plazmidowego DNA (wybrane szczepy) zostaly
przedstawione ponizej (Tabela 12, Rysunek 7). Stosunek absorbancji A260/280 oznacza

stopien zanieczyszczenia DNA biatkami.

Tabela 12. Stezenie plazmidowego DNA, wyizolowanego z wybranych szczepéw ESBL-dodatnich.
W tabeli podano warto$¢é absorbancji przy dlugosci fali 260nm (A260) i stosunek absorbancji przy
dhugosci fal 260 do 280 nm (A260/280) jako wskaznik zanieczyszczenia biatkami.

Nr szczepu Gatunek Stezenie Wartosé¢ Stosunek
plazmidu [ng/ul] absorbancji absorbancji

A260 A260/280
9 E. coli 63,9 1,28 1,6
15 E. coli 44,7 0,9 1,7
19 K. pneumoniae 33,6 0,67 1,7
30 K. pneumoniae 23,2 0,46 1,76
16 K. pneumoniae 32,6 0,65 1,6
18 K. pneumoniae 35,5 0,71 1,6
33 K. pneumoniae 39,5 0,79 1,8
62 E. coli 41,3 0,82 1,8
211 K. pneumoniae 487 0,97 1,8
215 K. pneumoniae 58,1 1,16 1,75
209 K. pneumoniae 50,3 1,01 1,8
203 K. pneumoniae 40,9 0,82 1,8
210 K. pneumoniae 56,9 1,14 1,45
114 E. coli 54,9 1,1 1,73
197 E. coli 46,9 0,94 1,71
14 E. coli 41,6 0,83 1,85
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Rysunek 7. Przykladowe zdjecie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny plazmidowego DNA
(numery oznaczaja wybrane szczepy). M — marker wielkosci.

—_—

wielkosc prazkow M

23130
care W

6557 —

Przeprowadzone badania wykazaty, ze znaczna liczba przebadanych szczepow
zawierata plazmidy niskoczasteczkowe o wielkosci ponizej 20 kbp. Uzyskane wzory
prazkowe dla niektorych szczepow (np. 209, 210, 211) byty bardzo podobne, co moze
wskazywaé na obecno$¢ tego samego plazmidu we wszystkich trzech szczepach,
pochodzacych z tego samego oddziatlu szpitalnego.

Przeprowadzono transformacj¢ komorek FE. coli DHS5alfa przy pomocy
wyizolowanych plazmidéow. Po hodowli zliczano kolonie wyroste na ptytkach.
Wyizolowany DNA plazmidowy nadawat szczepom laboratoryjnym DHS5alfa opornos¢
na ampicyling. Metoda dyfuzyjno-krazkowa wykazano, ze szczep laboratoryjny
odtwarzal fenotyp ESBL po transformacji plazmidowym DNA. Uzyskany wynik
wskazuje, ze plazmidy niskoczasteczkowe zawieraja geny bla, ktérych produktami sa -

laktamazy o rozszerzonym spektrum.

5.6 Charakterystyka szczepow Klebsiella oxytoca

W efekcie badan PSN otrzymano 18 szczepdw K. oxytoca z trzech réznych
szpitali: II — 11 szczepdw, V — 3 szczepy, VI — 4 szczepy. Cztery szczepy pochodzity
z przypadkow zakazen krwi, pozostate 14 — z przypadkow zapalen ptuc. Po wykonaniu
analizy podobienstwa genetycznego szczepéw metoda PFGE, z dalszej analizy
wykluczono 4 szczepy (identyczne szczepy z rdéznych form zakazenia pochodzace
od tych samych pacjentow). Przeprowadzono ocen¢ zdolnosci do produkcji ESBL
z wykorzystaniem testu synergii dwoch krazkéw i wykazano, ze 2 szczepy cechowaty
si¢ fenotypem ESBL-dodatnim. Nie zidentyfikowano szczepow opornych

na ktérykolwiek z karbapenemow, ciprofloksacyng, trimetoprim/sulfametoksazol,
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tygecykling, amikacyng, tobramycyng czy chloramfenikol. Dla trzech szczepow
wykazano  oporno$¢ na  pojedyncze  antybiotyki:  gentamycyne  (n=1),
piperacyling/tazobaktam (n=1) czy cefuroksym (n=1).

5.7 Charakterystyka szczepow Enterobacter cloacae

W wyniku badan PSN otrzymano 36 szczepdw Enterobacter spp. (34
Enterobacter cloacae i 2 Enterobacter sakazakii), pochodzacych z 4 wspotpracujacych
szpitali: 3 z osrodka Nr I, 14 z II, 9 z V i1 10 z VI. Z przypadkow zapalen ptuc
wyizolowano 23 szczepy (w tym 22 z przypadkéw poznych zapalen ptuc), z zakazen
krwi — 6, z innych zakazen — 7 szczepéw. Poniewaz w trakcie trwania badan
rozpoznano tacznie 282 przypadki péznych zapalen pluc, czgstos¢ izolacji Enterobacter
spp. wyniosta 7,8%.

Analiza podobienstwa genetycznego metoda PFGE wszystkich otrzymanych
szczepow ujawnita obecnos$¢ szczepdéw o nierozrdznialnym wzorze prazkowym, ktore
zidentyfikowano jako mato liczne klony epidemiczne. Wyniki przedstawiono w postaci
dendrogramu podobienstw (Rysunek 8). Analiza dendrogramu wykazata, ze najbardziej
liczny klon A reprezentowany byl przez 6 szczepéw (o numerach: 57, 58, 59, 55, 68,
69), wyizolowanych od pacjentow hospitalizowanych w szpitalu V. Trzy sposrdd tych
szczepOw (oznaczone numerami 57, 58, 59) zostaly wyizolowane od tego samego
pacjenta, za$ materiat do badania zostal pobrany trzykrotnie, w odstgpie 5 1 15 dni.
Do dalszej analizy zostal wlaczony szczep pochodzacy z pierwszego przypadku
zakazenia (numer 57). Pozostale trzy szczepy pochodzity od trzech réznych pacjentow.
Pozostale klony reprezentowane byly przez:

e Klon B — 3 szczepy (o numerach 56, 60, 65), pochodzace od tego samego
pacjenta z osrodka V, do dalszej analizy wtaczono pierwszy z nich (nr 56);

e Klon C — 2 szczepy (o numerach 101 i 102), od tego samego pacjenta, z osrodka
V. Materiat pochodzacy z drog oddechowych zostat pobrany dwukrotnie
w ciagu 7 dni. Do dalszej analizy wtaczono pierwszy ze szczepow (nr 101);

e Klon D — 2 szczepy (o numerach 139 i 150), od réznych pacjentdéw, z dwoch
r6znych osrodkow (VI, 1I);

e Klon E — 2 szczepy (o numerach 185 1 217), od réznych pacjentow, z dwoch

réznych o$rodkow (VI, 1I);
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e Klon F — 2 szczepy (o numerach 198 i 199), pochodzace od tego samego
pacjenta, z osrodka II. Materiat do badania zostal pobrany dwa razy w odstgpie
1 dnia. Do dalszej analizy wtaczono pierwszy ze szczepow (nr 198);

e Klon G — 2 szczepy (o numerach 151 1 212), od réznych pacjentéw, z dwoch

réznych osrodkow (VI, II);

Do dalszej analizy wtaczono ogoétem 30 szczepdéw nalezacych do rodzaju Enterobacter

spp., po wyeliminowaniu wszystkich szczepoéw identycznych pochodzacych od tego

samego pacjenta.

Rysunek 8. Dendrogram podobienstwa szczepéw Enterobacter cloacae otrzymany w wyniku

trawienia genomowego DNA enzymem Xbal.
PFGE-Xbal PFGE-Xbal
| 1] ]
|

ll ll!l I IlIl
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I
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Legenda: Kolejnos¢ opisow: Numer szczepu; Osrodek; Material; Obecno$¢ ESBL. Opracowane przy

pomocy oprogramowania GelCompar (Applied Matths).

Korzystajac z testu synergii dwoch krazkéw wykazano, ze fenotypem ESBL-
dodatnim cechowato si¢ tacznie 9 szczepow (30,0%). W 4 z nich przy pomocy reakcji
PCR 1 pozniejszego sekwencjonowaniu produktu tej reakcji zidentyfikowano gen
blactx-m-1s, u 4 —blactx-m9. W przypadku jednego szczepu nie udato si¢ okreslic¢, jaki
gen odpowiada za fenotyp ESBL-dodatni. W trzech szczepach (10,0%) wykryto

mechanizm oporno$ci typu AmpC, w jednym przypadku wspotwystgpowat on
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z mechanizmem ESBL. W wyniku

sekwencjowania produktu

reakcji PCR

zidentyfikowano gen blasyy.j1u 2 szczepow (6,7%), zas u 6 szczepow (20,0%) wykryto

gen blatem.1. W fenotypowym badaniu opornosci wykazano, ze sposrdd antybiotykow

B-laktamowych najwigcej szczepow cechowala oporno$¢ na aztreonam (12/30, 40%),

sposrdd aminoglikozydow — na tobramycyng (8/30, 26,7%). Na ciprofloksacyng oporne

byly 3 szczepy (10,0%) (Tabela 13). Pig¢ szczepéw (16,7%) cechowala opornosé

na ertapenem, 1 szczep byt oporny na trzy z badanych karbapenemow (ertapenem,

imipenem 1 doripenem). Nie zidentyfikowano szczepow opornych na amikacyng,

tygecykling lub meropenem.

Tabela 13. Liczba opornych szczepowEnterobacter sp. z podziatem na szczepy ESBL-

dodatnie i ESBL-ujemne.

ESBL-dodatnie (n=11) (n, %)

ESBL-ujemne (n=19) (n, %)

Penicyliny

Piperacylina/tazobaktam

Cefalosporyny

Cefepim
Cefotaksym
Ceftazydym

Karbapenemy

Doripenem
Ertapenem
Imipenem

Meropenem

Monobaktamy

Aztreonam

Fluorochinolony

Ciprofloksacyna

Aminoglikozydy

Amikacyna
Gentamycyna

Tobramycyna

Tetracykliny

Tygecyklina

Rozine

Chloramfenikol

Trimetoprim/sulfametoksazol

4 (36,4)

8 (72,7)
9 (81,8)
10 (90,9)

1(9,1)

3(27,3)

1(9,1)

0

10 (90,9)

3(27.3)

7 (63,6)
7 (63,6)

4(36,4)
5 (45,5)

2(10,5)

1(5.3)
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5.8 Charakterystyka szczepOw Serratia spp.

W trakcie trwania nadzoru zgromadzono 11 szczepow nalezacych do rodzaju

Serratia spp.:

Trzy  szczepy  Serratia  liquefaciens,  pochodzace od  pacjentéw
hospitalizowanych w osrodku II, z przypadkow zapalen ptuc (n=2) i z innych
zakazen (n=1). Dwa szczepy pochodzily od tego samego pacjenta. Materiat
do badania od tego pacjenta zostal pobrany dwa razy w odstgpie 22 dni.
Do dalszej analizy zostat wtaczony tylko pierwszy ze szczepow.

Osiem szczepdw Serratia marcescens, pochodzacych od pacjentow
hospitalizowanych w osrodkach II (n=1), III (n=1), IV (n=2), VI (n=4). Cztery
szczepy pochodzity z przypadkoéw zakazen krwi, pozostate 4 — z przypadkow
zapalen ptuc. Dwa szczepy z zakazen krwi zostaly wyizolowane od réznych
pacjentow i zgodnie z wynikiem typowania metoda PFGE reprezentowaty ten
sam klon, cechujac si¢ nierozréznialnym wzorem prazkowym. Dwa szczepy
pochodzace z przypadku zapalenia ptuc, ktére zostaly wyizolowane od tego

samego pacjenta w odstepie czasu rownym 40 dni, zostaty wlaczone do analizy.

Lacznie, do dalszej analizy zakwalifikowano 10 szczepdéw nalezacych do rodzaju

Serratia.

Wszystkie szczepy, za wyjatkiem jednego, byly wrazliwe na wszystkie badane

antybiotyki 1 chemioterapeutyki. Jeden szczep, cechujacy si¢ zdolnoscia do produkcji

ESBL, zostal wyizolowany z przypadku zapalenia ptuc u pacjenta osrodka VI,

u ktorego 40 dni wczesniej takze zdiagnozowano zapalenie ptuc zwiazane z Serratia

marcescens.
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6 Dyskusja

6.1 Analiza epidemiologiczna

Zaprezentowane analizy pochodza z pierwszego polskiego programu kontroli
zakazen w oddziatach neonatologicznych i1 zostaly przeprowadzone na podstawie
skompletowanej na potrzeby tej rozprawy bazy danych w celu znalezienia czynnikow
wplywajacych na zakazenia noworodkéw z bardzo niska masa urodzeniowa,
spowodowane przez bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Projektem objeta zostata
grupa okoto 20% noworodkow o matlej i bardzo matej masie urodzeniowej, urodzonych
w Polsce w latach 2009-2011. Ogétem, w trakcie trwania nadzoru w latach 2009-2011,
zebrano 216 szczepow pateczek Enterobacteriaceae. Rozpoznano 125 przypadkow
zakazen wczesnych i 287 zakazen poznych o etiologii zwiazanej z pateczkami
nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae. Wigkszos¢ badanych szczepow pochodzita
z o$rodka VI (okolo 68%), natomiast osrodek II przekazal jedynie dwa szczepy, co
moze mie¢ wplyw na interpretacje otrzymanych wynikéw. Badanie objelo jednak
wystarczajaco duza grupe noworodkéw o malej masie urodzeniowej, urodzonych

w Polsce, aby mozna byto przeprowadzi¢ wiarygodne analizy.

Jednym z celow tej rozprawy byto okreslenie w badanych grupach niezaleznego
wptywu poszczegdlnych czynnikow na zapadalno$¢ zwiazana z zakazeniami
zwiazanymi z E. coli. W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze czynnikiem ryzyka
zakazen o etiologii E. coli, w stosunku do zakazen o innej etiologii, byl niski wiek
ciagzowy, mata masa urodzeniowa oraz niska punktacja w skali Apgar w 1 1 5 minucie
zycia. Uzyskane wyniki sq zgodne z danymi z literatury medycznej. Inni autorzy takze
wskazuja, ze czynniki te zwiazane sa z podwyzszonym ryzykiem kolonizacji
lub zakazenia, szczegolnie ESBL-dodatnimi pateczkami z rodziny Enterobacteriaceae
[88, 196, 197]. Dodatkowo, uzyskane wyniki wskazuja, ze innym waznym czynnikiem
ryzyka zakazen o etiologii E. coli moze by¢ kolonizacja tymi bakteriami drég rodnych
matki w trakcie ciazy. Potwierdza to wczesniejsze spostrzezenia uzyskane w
macierzystym osrodku, ze dzieci urodzone droga cigcia cesarskiego, ktore nie

przechodzity przez kanal rodny, istotnie statystycznie rzadziej zapadaty na zakazenia
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zwiazane z E. coli [90]. Hipotezg¢ t¢ wzmacniaja wyniki uzyskane przez Denkel ef al., a
takze fakt, ze rezultaty typowania epidemiologicznego za pomoca metody PFGE nie
wskazuja na klonalne przeniesienie szczepow Escherichia coli pomigdzy pacjentami,
tak jak to czesto obserwowano w przypadku Klebsiella pneumoniae czy Staphylococcus
aureus [89, 198]. Niestety, na badanych oddziatach nie byly prowadzone badania
przesiewowe matek pod katem kolonizacji pochwy przez E. coli. Badania takie
moglyby by¢ przeprowadzone, jednak ich interpretacja bytaby trudna, za§ zastosowanie
ewentualnej profilaktyki wymagaloby dowodow z badan wieloosrodkowych.
Prawdopodobne badania przesiewowe powinny by¢ ukierunkowane na poszukiwanie
kolonizacji wywotanej przez szczepy E. coli konkretnego typu ST, np. ST131, ktory jest
wysoce wirulentny i wielolekooporny, ale tego typu badania nie sa na razie mozliwe ze
wzgledu na trudnosci zastosowania metody MLST w badaniach rutynowych. Niepokdj
budzi fakt wynikajacy z analizy, ze zakazenia zwiazane z E. coli na oddzialach
bioracych udziat w badaniach, cechowata ponad dwukrotnie wyzsza $miertelno$¢, niz
zakazenia zwigzane z innymi patogenami. Przyczyna tego moze by¢ fakt, ze badane
szczepy nalezaly najczesciej do grupy filogenetycznej B2 i cechowaty si¢ duza liczba
czynnikow wirulencji, a wigc wysoka patogennoscia. Podobnie duza czgs$¢ szczepow
nalezata do wysoce wirulentnego 1 wielolekoopornego klonu ST131, co rowniez moglo
mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. Inne doniesienia wskazuja, ze stosowanie w leczeniu
antybiotykow jest niezaleznym czynnikiem ryzyka kolonizacji lub zakazenia ESBL-
dodatnimi pateczkami z rodziny Enterobacteriaceae [88, 199]. Rozwazajac zatem
ewentualne badania nad wprowadzeniem rekomendacji dotyczacych badan
przesiewowych matek pod katem obecnosci E. coli w pochwie, pojawia si¢ pytanie
dotyczace mozliwosci 1 skuteczno$ci zastosowania profilaktyki antybiotykowe;.
Jednoczesnie nalezy zwrdci¢ uwage, ze w przeprowadzonym badaniu wykazano,
iz zastosowanie okoloporodowej profilaktyki antybiotykowej nie obnizalo ryzyka
wystapienia zakazenia zwiazanego z E. coli. W ostatnich latach obserwowany jest
wzrost czgstosci zakazen noworodkow o etiologii E. coli, co prawdopodobnie jest
zwigzane ze stosowaniem procedur zwiazanych z wykrywaniem kolonizacji

Streptococcus agalactiae 1 wdrozeniem antybiotykowej profilaktyki okotoporodowe;j

[200, 201].

Rozwazania nad mozliwymi sposobami zapobiegania zakazeniom noworodkow

zwiazanym z E. coli wynikaja tez z ogdlnych danych epidemiologicznych. Niepokoj
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budza $wiatowe dane dotyczace umieralnosci dzieci z mata i bardzo mata urodzeniowa
masa ciata. Wedlug European Perinatal Health Report, umieralno§¢ noworodkow
zmasa urodzeniowa ponizej 1500 g wynosita 12,2%. W 2009 roku w Polsce
wspotczynnik umieralnosci noworodkdéw z urodzeniowa masa ciata <1500 g wynosit
27%, a wigc znacznie wigcej niz dla krajow rozwinietych [58, 59]. W grupie
noworodkow objetych ponizszym badaniem umieralno$¢ ogdlna w latach 2009-2011
wynosita 13,74%, a wigc dwukrotnie mniej niz wskazuja na to dane GUS. Nalezy
jednak pamigtac, ze badania PSN byly prowadzone w najlepszych osrodkach w Polsce.

W niniejszej pracy udowodniono zatem, ze noworodki z zakazeniami zwiazanymi
z E. coli narazone sa na wyzsze ryzyko $mierci (OR=1,8; 95% CI 1,03-3,01, p=0,0396)
niz noworodki z zakazeniami zwiazanymi z innymi patogenami. Wyniki te sa zgodne
z danymi innych autoréw, ktorzy takze wskazywali, ze noworodki z zakazeniami
zwiazanymi z E. coli cechuje wyzsza $miertelnos¢ [202-204]. Uwaza sig, ze zakazenia
zwiazane z E. coli pojawiaja si¢ rzadziej niz zakazenia wywotane przez inne patogeny,

ale zwiazane sa z wyzsza $miertelnoscia [61, 69, 200].

6.2 Zakazenia krwi

Jednym z celéw ponizszej rozprawy byta analiza zakazen krwi u noworodkow
o bardzo matej masie urodzeniowe;j. Jak podano powyzej, pateczki nalezace do rodziny
Enterobacteriaceae sa bardzo wazna, cho¢ nie najczgstsza przyczyna zakazen krwi
u noworodkdw. W badaniach przeprowadzonych przez National Institute of Child
Health and Human Development (NICHD) w ramach Neonatal Research Network
(NRN) ponad 70% po6znych zakazen krwi bylo zwiazanych z bakteriami Gram-
dodatnimi, ale wyzsza $miertelno$¢ notowana byta dla zakazen zwiazanych z E. coli
[202]. Podobna zalezno$¢ wykazano tez w innych badaniach, np. prowadzonych przez
Makhoul et al. w Izraelu — $miertelnos¢ noworodkéw byla czterokrotnie wyzsza
w przypadku zakazen wywotanych przez E. coli i sze$ciokrotnie wyzsza w przypadku
zakazen wywotanych przez K. pneumoniae, w stosunku do zakazen wywotanych
przez koagualazo-ujemne gronkowce [204].

Wyniki wuzyskane w tej rozprawie wskazuja ze, pateczki z rodziny
Enterobacteriaceae odpowiedzialne byty za 15,2% wszystkich zakazen krwi, za$

smiertelnos¢ noworodkdéw z zakazeniem zwiazanym z Enterobacteriaceae wynosita
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14,5%, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw, np. Cordero et al.

[78].

Bardzo ciekawa okazata si¢ analiza wynikow typowania metoda PFGE
przeprowadzonego dla szczepow E. coli pochodzacych z przypadkow zakazen krwi.
Wykazano, ze bakterie E. coli cechowaty si¢ znacznym zréznicowaniem, nie wykazano
klonalnego rozprzestrzeniania si¢ szczepoOw w obrebie oddziatow, zas wykryte klony
izolowane byly zwykle od tego samego pacjenta na przestrzeni czasu. Inaczej byto
w przypadku szczepéw K. pneumoniae, ktore wykazywata znaczne podobienstwo
genetyczne. Wykryto horyzontalne przeniesienie szczepu K. pneumoniae na jednym
z oddziatow szpitalnych. Podobne wyniki wskazujace na duza r6znorodno$¢ szczepow
E. coli, za§ duze podobienstwo szczepéw K. pneumoniae, wywotujacych zakazenia,
byly opublikowane takze przez innych autoréw [205, 206]. Dodatkowo, wyniki
otrzymane dzigki typowaniu metoda MLST wykazaty, ze szczepy K. pneumoniae
nalezaty do typow sekwencyjnych ST: ST6, STI11, ST17 1ST336, z ktérych STI11
1 ST17 sa szeroko rozpowszechnione w Europie [207, 208]. W przypadku 7 szczepow
E. coli, ktoére nalezaly do typu sekwencyjnego STI131, za$ nie wykazywaly
podobienstwa w badaniu PFGE i pochodzily z trzech réznych szpitali, nie mozna
natomiast mowi¢ o horyzontalnym przeniesieniu w obrgbie oddzialu, a jedynie o
przypadkowej identycznosci w typowaniu MLST. Jest to zgodne z wynikami innego
badania, ktére wyraznie wskazuja, ze szczepy nalezace do tych samych typow ST, nie
zawsze cechuja si¢ nierozrdéznialnym wzorem prazkowym podczas typowania metoda

PFGE [209].

Nalezy doda¢, ze znaczna wigkszo$¢ badanych szczepow Enterobacteriaceae
izolowanych z przypadkéw zakazen krwi, cechowala si¢ opornoscia na ampicyling,
amoksycyling 1 aztreonam, ktore, zgodnie z wynikami wcze$niej przeprowadzonych
badan, naleza do najcze$ciej stosowanych lekéw na oddziatach neonatologicznych
[144]. Ten fakt moze wptyna¢ na trudnos$ci terapeutyczne podczas stosowania
antybiotykoterapii ~ empirycznej 1  powinien by¢  brany pod  uwage

przy konstruowaniu odpowiednich zalecen.
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6.3 Charakterystyka szczepow Escherichia coli

Poniewaz E. coli odpowiedzialna jest za okoto 5-13% zakazen w grupie
noworodkow z mata i bardzo mata masa urodzeniowa, rosnie zainteresowanie tym
patogenem wsrod badaczy na catym $wiecie [210-212]. Niezbedne staja si¢ zatem
szczegotowe badania molekularne, dotyczace gendw opornosci i wirulencji szczepow
znajdowanych na oddziatach noworodkowych.

W przeprowadzonym badaniu wykryto 27,7% szczepdw E. coli produkujacych
ESBL. Odsetek ten jest znaczacy, zas obecno$¢ tego mechanizmu moze przektadac sig
na trudno$ci terapeutyczne w momencie ujawnienia zakazenia u noworodka.
Najczgsciej wystepujacym genem, odpowiedzialnym za fenotyp ESBL-dodatni, byt gen
blactxm-15, co jest zgodne z wynikami uzyskiwanymi dotychczas w Europie [22, 114,
213]. Za rozprzestrzenienie si¢ genu blactx.m.1sna $wiecie odpowiedzialny jest szczep
E. coli ST131, nalezacy do grupy filogenetycznej B2 [157]. Rozpowszechnienie klonu
ST131 jest prawdopodobnie efektem tego, ze ma on zdolno$¢ *latwej adaptacji
do organizmu gospodarza [214]. Cechuje si¢ on ponadto opornoscia na liczne leki
przeciwdrobnoustrojowe [25, 156, 181, 215]. W przeprowadzonym badaniu do grupy
klonalnej ST131 zaliczono okoto 1/3 wszystkich szczepow. Przebadane szczepy
nalezace do klonu ST131 cechowaly si¢ wyzsza zjadliwoscia, wyrazong jako $rednia
liczba genow kodujacych czynniki wirulencji, cze$ciej takze produkowaty ESBL.
Podobne wyniki uzyskane zostaty przez van der Bij et al. [216]. W przeprowadzonym
badaniu wykazano takze, ze szczepy ESBL-dodatnie byly znacznie czg$ciej oporne
na aminoglikozydy, ciprofloksacyng oraz trimetoprim/sulfametaksazol, co jest zgodne z
wynikami uzyskanymi przez innych autorow [22, 114].

Wedlug opinii wielu badaczy wyzsza wirulencja danego szczepu E. coli koreluje
z oporno$cia na mniejsza liczbg antybiotykow [14, 217]. Szczepy wielolekooporne
cechuja si¢ zdolno$cia do przetrwania w sprzyjajacym Srodowisku szpitalnym, gdzie
stosowane sa liczne leki przeciwdrobnoustrojowe, podczas gdy szczepy
wysocewirulentne powoduja szybki i gwattowny przebieg choroby 1 zwiazane sa czgsto
z wysoka $miertelno$cia. W pracy eksperymentalnej przeprowadzonej na modelu
mysim wykazano, ze klon ST131 nie jest wysoce wirulentny, za$ szczepy przynalezace
do tego klonu cechuja si¢ brakiem gendéw wirulencji hly oraz cnfl, obecnych

u pozostatlych przedstawicieli grupy filogenetycznej B2 [19].
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W wyniku pordwnania czgstosci wystgpowania gendw kodujacych poszczegédlne
czynniki wirulencji w zalezno$ci od formy zakazenia, z ktérego izolowano dany szczep,
wykryto, ze szczepy pochodzace z przypadkéw zakazen krwi istotnie statystycznie
czesciej niz szczepy pochodzace z zakazen drog moczowych lub zapalen ptuc,
posiadaty gen ibeA (p=0,0109). Produkt tego genu, biatko IbeA, wchodzi w interakcje
z biatkiem na powierzchni komérek endotelium w moézgu i moze sprzyjaé inwazji tego
patogenu do uktadu nerwowego [9]. Soto et al. taczy wyzsza czgstos¢ wykrywania genu
ibeA ze szczepami powodujacymi zakazenia wczesne [83]. Niestety, zbyt mata liczba
szczepow pochodzacych z zakazen wczesnych nie pozwolita na zbadanie tego zwiazku
w otrzymanej grupie szczepow. Co ciekawe, nie zaobserwowano czgstszego
wystegpowania gendow Ahly 1 sfa wsrdd szczepow pochodzacych z przypadkoéw zakazen
krwi, cho¢ postuluje sig, ze biora one udzial w powstaniu sepsy [10]. Udalo si¢ jednak
wykazaé, ze w grupie szczepodw pochodzacych z przypadkow zakazen drog moczowych
czesciej wystegpowaly geny iha oraz papC, kodujace odpowiednio siderofory i pilusy
typu P, ktore wspomagaja adhezj¢ do nablonka drog moczowych.

Istotnym zagadnieniem w zakresie leczenia zakazen powodowanych
przez pateczki z rodziny Enterobacteriaceae jest problem kodowanej plazmidowo
oporno$ci na antybiotyki. Wedlug wczesniej opublikowanych wynikéw badan,
znaczaca role¢ w rozprzestrzenianiu opornos$ci na antybiotyki u bakterii nalezacych
do rodziny Enterobacteriaceae odgrywa rodzina plazmidow typu IncF, gdyz to na nich
ulokowany jest (miedzy innymi) gen blactxmis [117]. Sa one jednocze$nie
najczgstszym typem plazmidow wystepujacym w obrgbie tej rodziny [153].
W przeprowadzonym badaniu najczesciej] wykrywane byly plazmidy nalezace wlasnie
do tej rodziny IncFIB oraz takze IncF. Wykazano, ze plazmid IncFIA czgsciej
wystepowat wsrod szczepoOw nalezacych do klonu ST131; postuluje sig, ze na tym
plazmidzie kodowane sa takze liczne czynniki wirulencji [23].Nie wykazano korelacji
pomigdzy typem replikonu plazmidowego, a opornoscia na rézne grupy antybiotykow,
cho¢ wyniki innych autorow sugeruja, ze plazmidy IncFIA czgs$ciej wystepuja
u szczepow opornych na B-laktamy [117, 218], za$ plazmidy IncP, IncW, IncY, IncA/C
zwiazane sa z szczepami wielolekoopornymi MDR [167], jednak tych typow
replikondw w powyzszym badaniu wykrywano zbyt mato.

Plazmidowe geny opornosci na fluorochinolony odpowiadaja za obnizona
wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki nalezace do tej grupy lekow [219]. Z powodu

rosnacej czgstosci wystgpowania determinant PMQR i, co za tym idzie, rosnacej
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czgstosci opornosci E. coli na fluorochinolony, wykrywanie genow PMQR w
klinicznych szczepach tego gatunku wydaje si¢ mie¢ duze znaczenie [220, 221].
Doniesienia z  ostatnich lat wskazuja na  globalne rozprzestrzenienie
wysocewirulentnego klonu E. coli ST131, wykazujacego oporno$¢ na fluorochinolony
oraz niosacego dodatkowo gen blacrx.m.15 [25]. Opublikowane wczesniej wyniki badan
innych autorow wskazuja na nizsza czesto$¢ wystgpowania genow PMQR wsrod
szczepow E. coli (14,0% w Kanadzie, 12,7% w Hiszpanii) w poréwnaniu do czgstosci
wynoszacej 27,5% w tym badaniu — jednak byly to badania przeprowadzone
z wykorzystaniem szczepow pochodzacych od oséb dorostych [14, 150, 221].
Podobnie, czgstos¢ wykrywania genow gnr w tym badaniu byta znacznie wyzsza
(11,3%), niz w badaniach prowadzonych we Francji, Norwegii, Szwecji oraz Kanadzie,
w ktorych czestos¢ ta wahata si¢ od 1 do 1,6% [136, 148, 150]. Nieco czgsciej (5%)
geny gnr wykrywano w szczepach E. coli w Stanach Zjednoczonych i Chinach [139,
147]. Podobnie jak w badaniach przeprowadzonych we Francji i Chinach, takze
1w przypadku szczepéw E. coli przebadanych w tej rozprawie, najczescie)
wykrywanym wariantem genu gnr byl gnrB [147, 148]. Jednak wszystkie opisane
powyzej wyniki pochodza z badan nad szczepami pochodzacymi od oséb dorostych,
zatem poréwnan nalezy dokonywaé ostroznie. Jak dotychczas, jedynie nieliczne
badania szczepow E. coli dotyczace PMQR zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem
materiatow pochodzacych z przypadkow zakazen u dzieci i noworodkéw. Jednym
z takich badan jest analiza 292 klinicznych szczepow E. coli, pochodzacych z pigciu
szpitali w Chinach, w ktorych PMQR wyodregbniono tylko w 20 przypadkach (6,8%)
[145]. Drugie badanie dotyczy analizy komensalnych jelitowych szczepéw E. coli
pochodzacych od 310 zdrowych dzieci mieszkajacych w Ameryce Potudniowej, ktora
wskazata, ze okoto 54% tych szczepow posiadato gen gnrB [146]. Wyniki dotyczace
czgstosci wystepowania plazmidowo kodowanych genéw oporno$ci na fluorochinolony
w populacji szczepoéw pochodzacych z przypadkoéw zakazen noworodkow, uzyskane w
trakcie badan objetych ta rozprawa, juz opublikowano [154].

Sposréd 22 badanych w niniejszej pracy szczepow, u ktorych wykryto gen
aac(6')-Ib-cr, 12 (54,5%) posiadato takze gen blactx.m. Nalezy podkresli¢, ze wyniki
badan innych autoréw wskazuja na zwiazek pomigdzy tymi genami [222, 223]. Takze
w tych badaniach wigkszos$¢ szczepdw posiadajacych determinante PMQR byta zdolna
do produkcji ESBL [151, 152]. Takie wspdtwystepowanie obu gendw w znacznej czgsci

badanych szczepow E. coli sprawia, ze leczenie zakazeh powodowanych przez takie
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szczepy staje si¢ znacznie trudniejsze, gdyz lista skutecznych lekéw do zastosowania
w zakazeniach spowodowanych przez szczepy E. coli, opornych jednoczesnie
na wigksza liczbg lekow przeciwdrobnoustrojowych, jest bardzo ograniczona. Uzyskane
wyniki wskazuja na mozliwos¢ selekcji szczepow E. coli zawierajacych geny gnr
podczas stosowania niewlasciwej antybiotykoterapii. Wspotwystgpowanie genu gnrB
wraz z genami blactx.v na tym samym plazmidzie jest znanym zjawiskiem — plazmidy
zawierajace determinanty PMQR czgsto zawieraja takze inne geny opornosci, glownie
na antybiotyki z grupy B-laktamow [137, 223, 224]. Wiele sposrod noworodkow
z badanej grupy w trakcie pobytu na oddziale byta leczona antybiotykami z grupy -
laktamow [144], co wzmacnia hipotezg¢ dotyczaca ko-selecji szczepow PMQR-
dodatnich poprzez stosowanie lekéw nalezacych do grupy B-laktamow. Wyniki badan
innych autorow wskazuja, ze obecno$¢ PMQR moze prowadzi¢ do wystapienia mutacji
w genach odpowiedzialnych za powstanie opornosci na fluorochinolony w momencie
ekspozycji szczepu na terapeutyczne dawki fluorochinolony [225]. W tym badaniu
wykazano, ze szczepy E. coli niosace geny gnr cechowaly si¢ znacznie wyzsza
wartoscia MIC dla ciprofloksacyny, niz szczepy gnr-ujemne.

Nalezy nadmieni¢, ze w przypadku jednego szczepu E. coli nie wykryto
jednoczesnego transferu genu blactxm.is wraz z genem gnrB ze szczepu-dawcy
do szczepu-biorcy w procesie koniugacji. Nalezy podkresli¢, ze jest to sytuacja
zaskakujaca, gdyz geny gnrB 1 blactx-.m-15 zwykle zlokalizowane sa na tym samym
plazmidzie 1 podlegaja jednoczesnemu transferowi do szczepu-biorcy [139, 149].
Trzeba doda¢, ze w pozostatych przypadkach udanego transferu genow wykazano, ze
PMQR znajduje si¢ na tym samym plazmidzie, co blactx.m. Niestety, w kilku
przypadkach procedura koniugacji nie powiodla si¢, co moze sugerowac, ze geny

PMQR znajdowaly si¢ na plazmidach niekoniugacyjnych.

6.4 Charakterystyka szczepow Klebsiella pneumoniae

W przypadku badanych szczepow K. pneumoniae, ciekawa obserwacja, zgodna
z danymi literaturowymi, byt fakt, ze wigkszo$¢ badanych szczepéw miata organizacje
klonalna. W przypadku osrodka VI doszlo do horyzontalnego przenoszenia szczepu,
ktory obecny byl na oddziale przez caty okres prowadzenia badania (trzy lata). Szczep

ten, cechujacy si¢ zdolnoscia do produkcji B-laktamaz o rozszerzonym spektrum,
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nalezatl do typu klonalnego ST336. Byt to szczep wielolekooporny, a wraz z wykryciem
takiego szczepu na oddziale szpitalnym powinny zostaé zastosowane procedury
izolacyjne 1 wzmozona higiena rak personelu [226]. Badania przeprowadzone przez
Bloom et al. wskazuja, ze sprawnie wdrozone i1 przeprowadzone procedury izolacyjne
obnizaja ryzyko transmisji drobnoustrojow wewnatrz oddziatu [227]. Zastosowanie
molekularnych technik identyfikacji drobnoustrojow wielolekoopornych moze
przyczyni¢ si¢ do szybkiego wykrywania klonéw epidemicznych, a w konsekwencji
do ograniczenia ich szerzenia si¢. W przypadku analizowanego oddziatu VI takie
badanie nie zostalo przeprowadzone. Wynikato to prawdopodobnie z niewiedzy
o zachodzacej horyzontalnej transmisji patogenu w obregbie oddzialu albo z wysokich
kosztow przeprowadzenia takiego badania.

Bardzo duza liczba badanych szczepow K. pneumoniae (61,8%) cechowata sig
obecno$cia mechanizmu opornosci ESBL. Podobne wyniki uzyskali inni badacze, np.
w Egipcie ESBL-dodatnie szczepy Klebsiella pneumoniae wykryte zostaly w 66,7%
zakazen [228]. Mechanizm ESBL w badanych szczepach zwiazany byl w wigkszosci
wypadkow z obecnos$cia genu blactxm, ktory to gen jest najbardziej rozpowszechniony
w Europie [22, 208]. Co wigcej, duza grupa badanych szczepoéw oporna bylta na liczne
antybiotyki, nalezace do roéznych grup (w tym p-laktamy, aminoglikozydy
1 fluorochinolony). Podobne wyniki, wskazujace na oporno$¢ na liczne leki
przeciwdrobnoustrojowe klinicznych szczepow K. pneumoniae, prezentowane byly
takze przez innych autorow. W badaniach hiszpanskich, u wszystkich szczepéw ESBL-
dodatnich mechanizm ten zwiazany byl z obecnoscia genu blacrx-m-1s [208].
Dodatkowo, stwierdzono wspotwystgpowanie genow OXA-1-like oraz blacrxmu 21
sposrdd 34 ESBL dodatnich szczepow, co wyjasnia fenomen opornosci wszystkich 21
szczepOw na amoksycyling z kwasem klawulanowym 1 ma wplyw na zmniejszenie
liczby dostgpnych antybiotykow umozliwiajacych skuteczne leczenie. Co ciekawe,
odmiennie, niz w badaniach przeprowadzonych w Hiszpanii, w ktérych wszystkie
szczepy ESBL-dodatnie byty wrazliwe na ciprofloksacyny [208], w przeprowadzonym
badaniu wykazano, ze 79,4% szczepoOw ESBL-dodatnich cechowata si¢ opornoscia

na ten antybiotyk.

Niestety, nie udalo si¢ wustali¢ typu otoczkowego badanych szczepdéw
K. pneumoniae — negatywne wyniki reakcji PCR wykazaty, ze Zzaden z badanych

szczepOw nie nalezal do najczestszych typow otoczkowych K1, K2, K5, K20, K54,
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K57. Uwaza sig, ze najbardziej rozpowszechnione sa szczepy nalezace do typu
otoczkowego K1 lub K2, jednoczesnie te dwa typy otoczkowe cechuja si¢ wysoka
zjadliwoscia [32]. By¢ moze szczepy K. pneumoniae pochodzace z zakazen

noworodkow sa w tym zakresie odmienne od innych.

Jednym z celow ponizszej rozprawy bylo okreslenie czestoSci wystgpowania
kodowanych plazmidowo genow opornosci na fluorochinolony w badanych szczepach
K. pneumoniae. Wykazano, ze cechowaly si¢ one wysoka czgstoscia wystepowania
gendow PMQR (61,1%), znacznie wyzsza, niz wskazuja dane uzyskane przez innych
autoréw (ok. 13,9% w Korei, 8,3% w Szwecji i Norwegii) [136, 224]. Geny gnr
wykryto u 49,1%szczepow. W pracach opisujacych czgstos¢ wykrywania determinant
PMQR u roznych gatunkow bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae
pojawiaja si¢ doniesienia moOwiace o istotnie wigkszej czgstosci PMQR
u K. pneumoniae w stosunku do innych gatunkéw, a szczegdlnie E. coli [139, 148, 151].
W przedstawionej rozprawie rowniez zaobserwowano taka zalezno$¢. A zatem,
uzyskane wyniki wskazuja, ze gléwnym rezerwuarem genéw PMQR u noworodkow
o bardzo matej masie urodzeniowej moze by¢ Klebsiella pneumoniae. Wysoka czgsto$¢
wystgpowania tych gendw moze by¢ takze efektem wlaczenia do badania
18 reprezentantow tego samego klonu epidemicznego, pochodzacych od réznych
pacjentow. Za wiaczeniem tych szczepow do puli przemawiat jednak fakt, iz cechowatly
si¢ one obecnoscia zroznicowanych gendw opornosci, zlokalizowanych na plazmidach
(w tym genéw PMQR, czy ESBL). Wyniki tych badan pokazaty, ze zdecydowana
wigkszos¢ szczepoOw PMQR-dodatnich byla takze zdolna do produkcji ESBL (74,1%
ESBL-dodatnich szczepoéw niosto determinante¢ PMQR), co jest zgodne z wynikami
uzyskanymi przez innych autorow [151, 152]. W pracach dotyczacych badan
nad wspolwystepowaniem gendw gnr wraz z genami blacrx.v wWykazano, ze geny te
czgsto wystgpuja razem [139, 229]. Podobne wyniki uzyskano w przeprowadzonym
badaniu. Wykazano takze, ze szczepy K. pneumoniae niosace geny PMQR cechowaty
si¢ znacznie wyzsza wartoscia MICsy dla badanych fluorochinolonow, niz szczepy
PMQR-ujemne, co moze powodowac¢ konieczno$¢ modyfikacji dawek terapeutycznych
tych lekdow, co skadinad byloby sprawa bardzo kontrowersyjna w przypadkach ich

stosowania u noworodkow.
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Kolejnym z celdow niniejszej rozprawy byto poréwnanie dwoch metody typowania
K. pneumoniae: tanszej 1 szybszej, jaka jest typowanie VNTR (zmiennej liczby
tandemowych powtoérzen) z rutynowo stosowana, czasochlonng i stosunkowo droga
metoda PFGE. W badaniach probowano okreslic, czy typowanie VNTR ma
porownywalny potencjat rozdzielczy, jak PFGE i czy moze by¢ jej alternatywa. Nowe,
szybsze 1 tansze, metody typowania moglyby by¢ przydatne w dochodzeniach
epidemiologicznych. Wyniki uzyskane przy pomocy typowania metoda VNTR
w postaci cyfrowych profili byly w czegsci przypadkow zgodne z wynikami uzyskanymi
metoda PFGE, jednak w przypadku znacznej liczby szczepdéw nalezacych do tego
samego klonu (wg PFGE) byly rozbiezne. Zaobserwowano, ze w przypadku szczepow
o zroznicowanych wzorach prazkowych w PFGE, profile cyfrowe wygenerowane
metoda VNTR takze znaczaco si¢ od siebie r6znilty. Cho¢ metoda typowania zmiennej
liczby tandemowych powtdrzen wydaje si¢ by¢ szybka i tania alternatywa, nie moze
jednak w pelni zastapi¢ ztotego standardu, jakim jest elektroforeza w zmiennym polu
elektrycznym. Jednakze moze by¢ stosowana jako metoda poprzedzajaca wykonanie
typowania metoda PFGE, gdyz mozna w praktyce wykorzysta¢ istotna ceche VNTR,
jaka jest jej szybko$¢ uzyskania informacji o epidemii w obrgbie oddziatu powodowane;j

przez ten sam klon Klebsiella pneumoniae.

6.5 Charakterystyka pozostalych szczepéw

Szczepy Klebsiella oxytoca izolowane byty z zakazen noworodkow w trzech
wspolpracujacych szpitalach, zardéwno z zakazen krwi, jak i1 zapalen ptuc. Dwa szczepy
cechowaly si¢ zdolnoscia do produkcji ESBL. Co ciekawe, wszystkie badane szczepy
cechowala wysoka wrazliwo$s¢ na wiele badanych antybiotykéw. Jednak dobra
informacja jest fakt, Ze nie znaleziono szczepdéw tego gatunku opornych
na ktorykolwiek z karbapenemow, ciprofloksacyng, trimetoprim/sulfametoksazol,
tygecykling, amikacyne, tobramycyn¢ czy chloramfenikol, za$ tylko pojedyncze
szczepy byty oporne na pozostate antybiotyki.

Szczepy Enterobacter spp. izolowane byly w czterech wspotpracujacych
szpitalach, zaré6wno z przypadkoéw zakazen krwi, jak 1 zapalen ptuc, a takze innych form

zakazen. Szczepy tego rodzaju byly zwiazane z zakazeniem krwi, jednakze z czg¢stoscia
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duzo mniejsza (1,9%), niz wykazywana przez innych autoréw [57, 211, 212].
W badaniach przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii, szczepy Enterobacter spp. byty
izolowane z 8,7% przypadkéw pdzZnych zakazen krwi, jednak nie z przypadkow
zakazen wczesnych [211]. W badaniach niemieckich, czynnik ten byt zwiazany z 6,4%
zakazen krwi [57, 212]. Czgsto$¢ izolacji Enterobacter spp. z przypadkéw pdznych
zapalen pluc (7,8%) byla porownywalna z czgstoscia uzyskana w badaniach
niemieckich (8,8%) [212]. W trakcie typowania metoda PFGE wykazano obecnos¢
szczepOwW o nierozroznialnym wzorze prazkowym, ktore zidentyfikowano jako klony
epidemiczne wystepujace na oddziale. Zdolnoscia do produkcji ESBL cechowato si¢
30,0% badanych szczepéw, mechanizm ten byl zwigzany gldwnie z obecnos$cia gendéw
blactxmas 1 blactxamo, co jest zgodne z danymi literaturowymi [114, 208].
Zaobserwowano, ze szczepy Enterobacter spp. cechowaly si¢ wrazliwos$cia na badane
leki przeciwdrobnoustrojowe, nieliczne szczepy byly oporne na ciprofloksacyng

lub tobramycyng.

Czestos¢ izolacji Serratia marcescens z zakazen na badanych oddziatach
wyniosta okoto 5% (11/216), wilaczajac w to szczepy pochodzace od tych samych
pacjentow. Liczne doniesienia wskazuja, ze czestos¢ izolacji pateczek Serratia sp.
na oddzialach szpitalnych wynosi okoto 5-16%, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi
w tej rozprawie [91, 92]. Wykazano, ze badane szczepy Serratia marcescens cechowata
czgsto wrazliwo$¢ na badane leki przeciwdrobnoustrojowe. Znaleziono tylko jeden
szczep zdolny do produkcji ESBL, to znaczy znacznie mniej, niz wskazuja dane
literaturowe (20-70%) [93, 94]. Szczep ten pochodzil z przypadku zapalenia ptuc
u pacjenta z o$rodka VI, u ktérego 40 dni wczesniej takze zdiagnozowano zapalenie
phuc o etiologii Serratia marcescens, ale spowodowane przez szczep ESBL-ujemny,
co sugeruje mozliwo$¢ rozwoju mechanizmu opornosci w wyniki zastosowanego

leczenia przeciwdrobnoustrojowego.
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7 Podsumowanie

Uzyskane wyniki wskazuja na koniecznos$¢ dalszych badan nad epidemiologia
zakazen o etiologii Enterobacteriaceae w grupie noworodkdw o malej masie
urodzeniowej. Szczegoélnie istotne wydaja si¢ badania molekularne nad transmisja
patogenow w obregbie oddzialtow noworodkowych, co moze przyczyni¢ si¢ do
ograniczenia liczby zakazen przenoszonych horyzontalnie. Ponadto, badania nad
opornoscia i mechanizmami opornosci moga sta¢ si¢ przyczynkiem do opracowania
nowych wytycznych dotyczacych terapii empirycznej zakazen u noworodkéw o matej
masie urodzeniowej. Terapia empiryczna rozpoczyna si¢ bowiem czgsto zanim
uzyskane zostana wyniki z laboratorium mikrobiologicznego. Ma to zwiazek z dlugim
czasem oczekiwania na wyniki. Badania populacyjne, prowadzone na podobnej grupie
pacjentow, moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych wytycznych dotyczacych
antybiotykoterapii, majac na uwadze czgstos¢ izolacji szczepow opornych,
wystepujacych na terenie danego kraju. Konstrukcja receptariusza szpitalnego powinna
by¢ oparta o wyniki z laboratorium mikrobiologicznego 1 uwzglednia¢ wytacznie
przypadki zakazen z danego terenu, gdyz uwzglednienie przypadkéw kolonizacji moze
zaburzy¢ obraz epidemiologiczny oddzialu. Wskazane jest, aby w oddziatach
neonatologicznych wprowadzona zostala zasada codziennego przegladu sytuacji
leczonych noworodkow, aby skroci¢ podaz antybiotykow, gdy wyniki badan
mikrobiologicznych na to wskazuja lub gdy wykluczono zakazenie [68].

Nalezy jednak zauwazy¢, ze przeprowadzone badanie ma pewne ograniczenia.
Badana liczba szczep6éw byta relatywnie mata, jednak sa to pierwsze w Polsce badania
nad epidemiologia zakazen o etiologii Enterobacteriaceae przeprowadzone na grupie
noworodkoéw o matej i bardzo malej masie urodzeniowej. Z uwagi na wysokie koszty,
niektorych analiz (np. MLST) nie przeprowadzono dla wszystkich, a jedynie
dla wybranej grupy szczepow. Dodatkowo, z uwagi na szybki rozwdj badan
dotyczacych tematyki wirulencji E. coli, nie przebadano wielu czynnikow wirulencji,
ktére moga wydawac sig istotne.

Przeprowadzone badania poszerzaja aktualny stan wiedzy, dotyczacy zakazen
u noworodkéw o matej masie urodzeniowe;j. Ich efektem jest wniosek, ze epidemiologia
zakazen o etiologii K. pneumoniae 1 E. coli jest ré6zna. W zwiazku z tym, kazdy z tych

patogendéw wymaga innego typu nadzoru i innego typu kontroli zakazen.
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8 Wnioski

1. Czynnikami ryzyka zakazen spowodowanych przez E. coli u noworodkow
z bardzo mata masa urodzeniowa w stosunku do zakazen o innej etiologii jest
niski wiek cigzowy, mata masa urodzeniowa oraz niska punktacja APGAR
w 1 1 5 minucie zycia. Innym waznym czynnikiem ryzyka zakazen o etiologii

E. coli jest kolonizacja drég rodnych matki w trakcie ciazy tym patogenem.

2. Zakazenia spowodowane przez E. coli u noworodkow z bardzo mala masa
urodzeniowa cechuje ponad dwukrotnie wyzsza $miertelno$¢ niz zakazen
oinnej etiologii. Badane szczepy E. coli naleza najczgsciej do grupy
filogenetycznej B2 i cechuja si¢ duza liczba czynnikow wirulencji, a wigc
wysoka patogennoscia. Duza cze$¢ szczepow nalezy do wysoce wirulentnego

1 wielolekoopornego klonu ST131.

3. Bakterie nalezace do gatunku E. coli wyizolowane z przypadkéw zakazen
u noworodkéw z bardzo mata masa urodzeniowa cechowaly si¢ znacznym
zroznicowaniem, nie wykazano klonalnego rozprzestrzeniania si¢ szczepow
w obrebie oddziatow, za$ wykryte klony izolowane byly zwykle od tego

samego pacjenta na przestrzeni czasu.

4. Szczepy K. pneumoniae, wyizolowane z przypadkow zakazen noworodkéw
z bardzo mala masa urodzeniowa wykazywaty znaczne podobienstwo
genetyczne. Wykryto horyzontalne przeniesienie szczepu K. pneumoniae

na jednym z oddziatow szpitalnych.

5. Pomimo, ze fluorochinolony nie sa lekami zalecanymi i czgsto stosowanymi
do leczenia zakazen na oddzialach noworodkowych, to jednak szczepy
bakterii Gram-ujemnych pochodzace od noworodkéw cechuja si¢ obnizona
wrazliwoscia na te chemioterapeutyki, niosac geny kodowane plazmidowo.
Co za tym idzie, moga przyczyniac si¢ do rozprzestrzeniania genéw opornosci

1 niepowodzen terapeutycznych.
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7.

10.

Poniewaz szczepy bakterii Gram-ujemnych zrodziny Enterobacteriaceae
niosace geny gnr nie maja jednakowego fenotypu opornosci
na fluorochinolony, czgsto$¢ ich wystgpowania jest znacznie wyzsza niz
dotychczas sadzono na podstawie wyznaczonych wartosci minimalnego
stezenia hamujacego MIC. Wartosci MIC nie daja bowiem wystarczajacej

informacji dotyczacej mechanizmu opornosci.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan mikrobiologicznych nalezy
rozwazy¢ zaproponowanie ginekologom wprowadzenia zalecen dotyczacych
przeprowadzania badan przesiewowych kobiet w trzecim trymestrze ciazy
pod katem kolonizacji pochwy przez E. coli w celu eliminacji nosicielstwa
przed porodem za pomoca antybiotyku w sposdb podobny do postepowania

w przypadku stwierdzenia nosicielstwa Streptococcus agalactiae.

Ze wzgledu na zagrozenie noworodkow z bardzo niska masa urodzeniowa
zakazeniami powodowanymi przez zjadliwe szczepy E. coli nalezy rozwazy¢
zalecanie neonatologom przeprowadzanie badan przesiewowych noworodkow
nalezacych do tej grupy pod katem kolonizacji jamy ustnej przez E. coli zaraz

po przyjeciu na oddziat intensywnej opieki noworodkowe;.

Stwierdzenie wystepowania zakazen powodowanych przez K. pneumoniae na
oddziatach intensywnej opieki noworodkowej wskazuje na mozliwo$¢
przeniesienia tych bakterii w obrgbie oddzialu. Zatem nalezy rozwazy¢
w takich przypadkach konieczno$¢ wprowadzenia bardziej skutecznego
systemu kontroli zakazen (np. przez wprowadzenie lepszych 1 S$cisle

przestrzeganych procedur dezynfekcji rak).

Ze wzgledu na réznorodnos$¢ fenotypow opornosci pateczek Gram-ujemnych
nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae postuluje si¢ prowadzenie badan
molekularnych gendéw determinujacych oporno$¢ w przypadkach izolacji tych

bakterii, opornych fenotypowo na wiele antybiotykow.
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9 Streszczenie

Celem ponizszej pracy byla analiza molekularnej epidemiologii zakazen
powodowanych przez oporne na antybiotyki paleczki nalezace do rodziny

Enterobacteriaceae w grupie noworodkow z bardzo mata masa urodzeniowa.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze czynnikami ryzyka zakazen
spowodowanych przez E. coli w stosunku do zakazen o innej etiologii jest niski wiek
ciazowy, mala masa urodzeniowa, niska punktacja APGAR w 1 i 5 minucie Zycia,

a takze kolonizacja drog rodnych matki w trakcie ciazy tym patogenem.

Dodatkowo, wskazano na problem wysokiej $miertelnosci w grupie noworodkow
z zakazeniami zwigzanymi z E. coli w stosunku do grupy noworodkéw z zakazeniami
o innej etiologii, co moglo mie¢ zwiazek z wysoka opornos$cia i zjadliwoscia tego

patogenu.

Ponadto, wykazano, ze bakterie nalezace do gatunku E. coli cechowaly si¢ znacznym
zréznicowaniem, nie wykazano klonalnego rozprzestrzeniania si¢ szczepOw w obrebie
oddziatéw. Inaczej bylo w przypadku K. pneumoniae, ktéra wykazywata znaczne
podobienstwo genetyczne — wykryto horyzontalne przeniesienie szczepu K. pneumoniae
na jednym z oddzialéw szpitalnych. Zatem nalezy rozwazy¢ koniecznos¢
monitorowania zakazen powodowanych przez K. pneumoniae w nadzorze nad
zakazeniami na oddziatach intensywnej opieki noworodkowej 1 postulowac
wprowadzenie bardziej skutecznego systemu kontroli zakazen. Wskazano réwniez
na problem zwiazany z plazmidowo kodowana opornoscia na fluorochinolony, ktéra

moze by¢ w latwy sposob przenoszona na inne szczepy.

Uzyskane wyniki wskazuja na koniecznos¢ dalszych badan nad epidemiologia zakazen
o etiologii Enterobacteriaceae w grupie noworodkdw o matej masie urodzeniowej,
ze wzgledu na fakt ich rosnacego udzialu w patogenezie tych zakazen. Szczegdlnie
istotne wydaja si¢ badania molekularne nad transmisja patogenéw w obrebie oddziatow
noworodkowych, co moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia liczby zakazen
przenoszonych horyzontalnie. Ponadto, badania nad oporno$cia i1 mechanizmami
opornosci moga sta¢ si¢ przyczynkiem do opracowania nowych wytycznych

dotyczacych terapii empirycznej zakazen u noworodkéw o matej masie urodzeniowe;.
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10 Summary

The aim of this study was to investigate the molecular epidemiology of infections
caused by antibiotic resistant Enterobacteriaceae in very low birth weight neonates.

The results have shown that the risk factors for infections caused by E. coli (in relation
to infections caused by other pathogens) are low gestational age, low birth weight, low
Apgar score, as well as maternal genital tract colonization during pregnancy with FE.
coli.

Additionally, the problem of high mortality in E. coli associated infections (comparing
to infections of different etiology) was highlighted and connected with the high
resistance and virulence of the pathogen.

Furthermore, it has been shown that E. coli did not show clonality. It was different in
case of K. pneumoniae, which showed genetic similarity — horizontal transfer of K.
pneumoniae strain on one of the wards was detected. Therefore, detailed monitoring of
infections caused by K. pneumoniae should be implemented and more effective system
of infection control should be introduced. The results indicated also a problem with
plasmid-mediated fluoroquinolone resistance, which can be easily transferred to other
strains.

The results indicate the need for further study of the epidemiology of the infections
caused by Enterobacteriaceae in newborns with low birth weight, due to the fact of
their increasing participation in the pathogenesis of such infections. Molecular studies
are of particular interest, transmission patterns should be studied, as it may help to
reduce the number of infections transmitted horizontally. In addition, research on
resistance and resistance mechanisms may contribute to the development of new

guidelines for empiric therapy of infections in low birth weight infants.
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11 Wykaz tabel i rycin

11.1Wykaz rycin
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przypadkow zakazen krwi, bedacy wynikiem typowania molekularnego metoda
elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym po izolacji genomowego DNA i
strawieniu g0 eNZYMEM XDAL. ........cccueevuiiviiiiiiieiiieieeeie ettt enne 78
Rysunek 2. Dendrogram podobienstwa szczepoéw Klebsiella pneumoniae pochodzacych
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