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Gram-ujemne paleczki Klebsiella pneumoniae sq jednym z dominujgcych
etiologicznych czynnikéow zakazen szpitalnych. Czesto napotykanym proble-
mem w terapii zakazen wywolywanych przez te paleczki jest ich narastajaca
opornos¢, w tym na antybiotyki -laktamowe i fluorochinolony. Celem pracy
byla ocena wspolwystepowania wybranych, kodowanych plazmidowo mecha-
nizméw opornosci na antybiotyki p-laktamowe i fluorochinolony u paleczek
K. pneumoniae wytwarzajacych nabyte cefalosporynazy typu AmpC. Prze-
prowadzone badania wskazujq na zdolnos$¢ szpitalnych szczepéw paleczek K.
pneumoniae do nabywania i akumulacji gen6w kodujacych mechanizmy opor-
nosci tj. pAmpC, ESBL i PMQR. Fakt akumulowania PMQR, AmpC i ESBL
stanowi¢ moze forme¢ skutecznej odpowiedzi na presje selekcyjna wynikla ze
skojarzonego stosowania B-laktamoéw i fluorochinolon6w w lecznictwie.

Stowa kluczowe: Klebsiella pneumoniae, plazmidowo-kodowane cefalosporynazy typu
AmpC, pAmpC, ESBL, PMOR

ABSTRACT
Introduction: Increasing antimicrobial resistance, especially towards third and fourth
generation cephalosporins, aminoglycosides and fluoroquinolones have been reported last
decade and poses serious therapeutic problems with treating K. pneumoniae infections in
humans. Extended-spectrum p-lactamases (ESBLs) constitute the predominant mechanism of
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acquired antibiotic resistance to f-lactams. During the past few years, increasing occurrence
of plasmid-mediated AmpC B-lactamases (pAmpCs) was increasingly reported. Moreover,
plasmid-mediated quinolone-resistance (PMQR) has been reported in co-existence with
pAmpCs and ESBLs. Therefore, the aim of our study was to analyse the diversity of ESBLs
and plasmid-mediated PMQR among K. pneumoniae pAmpC-producing isolates.

Material and Methods: Twenty-two clinical isolates of K. pneumonia resistant to third-generation
cephalosporins were prospectively collected in 3 hospitals in the Warsaw city and suburbs,
Poland during period of 3-months. AmpCs and ESBLs were detected by phenotypic methods:
sensitivity to cefoxitin, disk potentiation test (DPT) and duble-disk synergy test (DDST). MICs of
8 antimicrobial agents were determined by E-test. pAmpC, ESBL, QNR and QepA genes were
detected by PCR and DNA sequencing. The aac(6’)-Ib was detected by PCR, the presence of
aac(6’)-Ib-cr gene variant was identified by digestion of the PCR product with BtsCIL. PFGE with
Xbal endonuclease was performed to investigate the clonality of the tested isolates.

Results: Five of 22 tested isolates of K. pneumoniae produced AmpC [-lactamases of
DHA family. All the isolates were found to co-produce extended-spectrum B-lactamases
(ESBLs) of CTX-M-15 family. Furthermore, 4 of the AmpC producing isolates were
positive for PMQR determinants. Two of them carried sole aac(6)-Ib-cr variant gene
while the remaining 2 isolates harbored gnrB6 in addition to the aac(6’)-Ib-cr variant. No
clonality was found by Xbal-PFGE.

Conclusions: Accumulation of plasmid-mediated AmpC, ESBL and PMQR resistance
traits by K. pneumoniae may be the ad hoc strategy to cope with the third generation
beta-lactams and fluoroquinolones. Horizontal transfer seem to play the primary role in
dissemination of these resistance traits among K. pneumoniae.

Key words: Klebsiella pneumoniae, plasmid-encoded AmpC cephalosporinases, pAmpC,
ESBL, PMOR

WSTEP

Nalezace do rodziny Enterobacteriaceae, Gram-ujemne paleczki Klebsiella pneu-
moniae stanowia jeden z dominujacych czynnikow etiologicznych zakazen szpitalnych.
Znaczacym problemem w terapii zakazenh wywotywanych przez te drobnoustroje jest ich
narastajaca oporno$¢ na antybiotyki z grupy B-laktamoéw, aminoglikozydéw i fluorochi-
nolonéw. Dane EARS-Net wskazuja, ze w Polsce w latach 2011-2013 nastapit wzrost
z 37,1% do 52,5% szczepow K. pneumoniae opornych jednoczesnie na cefalosporyny III
generacji, aminoglikozydy i fluorochinolony (7).

Oporno$¢ na cefalosporyny III generacji jest przede wszystkim warunkowana wytwa-
rzaniem przez szczep P-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym — ESBL (ang.
extended-spectrum beta-lactamase) i/lub cefalosporynaz AmpC. Mechanizmy te sg istotne
ze wzgledu na potencjatl szybkiego rozprzestrzeniania, bowiem kodujace je geny sa zwykle
przenoszone na ruchomych elementach genetycznych takich jak plazmidy (1, 12, 21, 33).

Jak dotad, najbardziej rozpowszechnionym nabytym mechanizmem opornosci na an-
tybiotyki p—laktamowe wytwarzanym przez pateczki Enterobacteriaceae sa enzymy typu
ESBL, zwlaszcza nalezace do rodziny CTX-M (1, 2). Niemniej jednak, w ostatnich latach
wzrosto takze znaczenie cefalosporynaz typu AmpC, zwlaszcza tych kodowanych plazmido-
wo — pAmpC (ang. plasmid-mediated AmpC p—lactamase) (12,16, 17, 19, 26). Wytwarzanie
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tych nabytych enzyméw AmpC stwierdzano gtownie u Klebsiella sp., Escherichia coli, Sal-
monella sp. 1 Proteus mirabilis. Sa to gatunki ktore nie wytwarzaja chromosomalnie kodowa-
nych cefalosporynaz typu AmpC z wyjatkiem niektorych szczepdw E. coli wytwarzajacych
konstytutywnie chromosomalne AmpC na bardzo niskim poziomie ekspresji. Plazmidowo
kodowane B — laktamazy pAmpC, podobnie do ESBL, hydrolizuja szerokie spektrum anty-
biotykéw P — laktamowych, w tym penicyliny, oksyimino-cefalosporyny, cefamycyny i az-
treonam (12, 33). Ze wzglgdu na znaczne zrdznicowanie aktywno$ci enzymdéw pAmpC,
w praktyce laboratoryjnej przydatnym czynnikiem preselekcyjnym jest stwierdzenie oporno-
$ci badanego szczepu na cefoksytyne (4, 5, 15, 32).

Wisrédd enzymdéw pAmpC dotychezas wyodrebniono 8 rodzin: CMY, FOX, ACC, LAT,
MIR, ACT, MOX i DHA. U pateczek z rodziny Enterobacteriaceae najczesciej spotykane sa
enzymy z rodzin: CMY, DHA i FOX. Natomiast, wywodzace si¢ od Morganella morganii en-
zymy DHA, naleza do najczesciej wystepujacych pAmpC u K. pneumoniae (6, 12, 29, 18,19).

Jak wskazuja dane piSmiennictwa, geny kodujace plazmidowo przenoszone
B-laktamazy tj. ESBL i pAmpC, czgsto wspotwystepuja z innymi plazmidowo kodowany-
mi mechanizmami opornosci, w tym na fluorochinolony (17, 25, 27, 34). Do najczgsciej
wystepujacych u pateczek Enterobacteriaceae plazmidowo kodowanych mechanizmow
opornosci na fluorochinolony - PMQR (ang. plasmid-mediated quinolone resistance) na-
leza: a) biatka Qnr (chronigce gyraze przed dziataniem chinolonéw), b) AAC(6’)-Ib-cr
(wariant acetylotransferazy aminoglikozydowej powodujacy opornos¢ na antybiotyki ami-
noglikozydowe tj. amikacyne, tobramycyne, kanamycyne i hydrofilowe fluorochinolony t;.
ciprofloksacyne¢ oraz norfloksacyne) i ¢) QepA (plazmidowo kodowana pompa btonowa)
(27). Powszechnie wiadomo, ze nabycie mechanizmu PMQR powoduje jedynie obnizona
wrazliwos$¢ na fluorochinolony (MIC ciprofloksacyny 0,25 — 1 mg/l). Obecno$¢ genow
warunkujacych PMQR sprzyja jednak selekcji mutacji w genach chromosomalnych kodu-
jacych podjednostki gyrazy i topoizomerazy 1V, przyczyniajac si¢ tym samym do wysta-
pienia oporno$ci na wysokie stezenia fluorochinolonéw (25, 27).

W Polsce, w odréznieniu od innych krajoéw (3, 9, 30, 34, 26), problem wspotwystepo-
wania plazmidowo - kodowanych mechanizméw AmpC, ESBL i PMQR wsrod pateczek
K. pneumoniae nie byl dotychczas czgsto opisywany. Z tego wzgledu celem prezentowa-
nych badan byta ocena wspotwystgpowania wybranych, kodowanych plazmidowo mecha-
nizmoéw oporno$ci na antybiotyki B-laktamowe i fluorochinolony u pateczek K. pneumo-
niae wytwarzajacych cefalosporynazy typu pAmpC.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Materiat do badan stanowity 22 izolaty K. pneumoniae opor-
ne na cefoksytyne i cefalosporyny trzeciej generacji. [zolaty zostaly wyodrgbnione z mate-
riatu klinicznego od ludzi w trzech szpitalach zlokalizowanych w Warszawie i okolicach.
Izolaty te uzyskano w okresie od 01.11.2013 r. do 31.01.2014 roku w ramach badania pro-
spektywnego. Przynalezno$¢ gatunkowa i profil lekowrazliwo$ci badanych izolatow okre-
$lono przy uzyciu komercyjnego systemu automatycznego Vitek 2 (BioMérieux, Francja).

Szczepy kontrolne. W testach fenotypowych jako kontrole postuzyly szcze-
py wzorcowe pochodzace z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Typowych (American Type
Culture Collection — ATCC): E. coli ATCC 25922 — kontrola ujemna (szczep niewy-
twarzajacy P-laktamaz, wrazliwy na kwas nalidyksowym i fluorochinolony); E. cloacae
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ATCC®BAA-1143 — kontrola wysokiej ekspresji AmpC (szczep wytwarzajacy na wy-
sokim poziomie chromosomalnie kodowang B-laktamaze typu AmpC); K. pneumoniae
ATCC®BAA-1144 - kontrola niskiej ekspresji AmpC (szczep wytwarzajgcy na niskim
poziomie cefalosporynaze z rodziny DHA-1); K. pneumoniae ATCC 700603 — kontrola
dodatnia ESBL — (szczep wytwarzajacy ESBL — SHV-18).

Do celéw kontrolnych postuzono si¢ takze szczepami uzyskanymi z kolekcji Narodowego
Instytutu Lekow: K. pneumoniae 2102/06 - kontrola dodatnia (szczep wytwarzajacy p-laktamaze
DHA-1); P. mirabilis 1662/00 - kontrola dodatnia (szczep wytwarzajacy p-laktamaze CMY-15).

Dodatkowo, w reakcji PCR jako dodatnie kontrole uzyto preparaty DNA uzyskane
ze szczepow wzorcowych: E. coli]53 zawierajacy plazmid pMG252 (gnrA); Salmonella
Convallis (gnrB); S. Typhimurium (gnrS); K. pneumoniae (nr. 60) (aac(6’)-1b-cr) (24);
Salmonella Oranienburg (32/01) (bla ) (10); K. pneumoniae 2102/06 (blaDHA_]);P. mi-
rabilis 1662/00 (bla

CTX-M-3
CMY-15).

Zastosowane testy fenotypowe:

1. U badanych izolatéw K. pneumoniae opornych na cefoksytyne i cefalosporyny 3-gene-
racji (n=22) oceniono zdolno$¢ wytwarzania f-laktamaz pAmpC stosujac test synergii
dwoch krazkow - DDST (ang. duble-disk synergy test) i test synergizmu - DPT (ang.
disk potentation test) wykonane zgodnie z wczesniej opisang metodyka (28). W przy-
padku obu testdéw, jako inhibitor AmpC zastosowano kwas phenyloboronowy (PBA).

2. Zdolno$¢ wytwarzania ESBL okreslono stosujac test DDST (ang. duble-disk synergy
test) (14).

3. Oznaczenia warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost bakterii (MIC) dla amo-
ksycyliny z kwasem klawulanowym (AMC) aztreonamu (ATM), cefoksytyny (FOX),
cefotaksymu (CTX), ceftriaksonu (CRO), cefepimu (FEP), kwasu nalidyksowego (NA)
oraz ciprofloksacyny (CIP) dokonano przy zastosowaniu paskow z gradientem stezen
antybiotyku (bioMerieux).

Izolacja plazmidowego DNA. Preparaty plazmidowego DNA przygotowano
przy uzyciu komercyjnego zestawu Plasmid Mini AX (A&A Biotechnology, Polska) zgod-
nie z instrukcja producenta.

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR). Do wykrycia wybranych genetycz-
nych markeréw opornosci zastosowano lancuchowg reakcj¢ polimerazy (PCR) stosujac
nizej wymienione startery i warunki reakcji:

a) Geny kodujgce pAmpC: bla,,, bla, ., bla ., bla.,., bla,,, ibla,  wykrywano sto-
sujgc startery oraz warunki reakcji multipleks PCR opisane przez Pérez-Peérez i wsp.
(20). Do reakcji sekwencjonowania zastosowano startery opisane uprzednio (31) oraz
startery opracowane we wlasnym zakresie, dla ktorych temperatura przylaczania wy-
nosita 61°C (DHA-F:5’AATGATCCGGCGGCAAAATACCAG-3’ oraz DHA-R: 5’
CGACATAGGCGCCGGAACCAGT-3").

b) Konserwatywnego, rdzeniowego fragmentu genu bla..,, —poszukiwano stosu-
jac startery oraz warunki reakcji PCR opisane uprzednio (10). Natomiast do re-
akcji sekwencjonowania genu bla .., zastosowano startery opracowane we
wlasnym zakresie, dla ktérych temperatura przytaczania wynosita 66°C (CTX-
-MLF: 5-GCTGATGGCGACGGCAACC-3> oraz CTX-MLR: 5-CTAATA-
CATCGCGACGGCTTTCTG-3).
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Rycina 1. Zestawienie przewidywanej sekwencji aminokwasowej B-laktamazy pAmpC z rodziny
DHA (DHA-1: GenBank accession n0.Y16410; DHA-7: GenBank accession no. HQ456945). F —

fenyloalanina, S — seryna.
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c) Wybrane fragmenty genéw PMQR: gnrd, gnrB, qnrS, aac(6’)-1b-cr oraz gepA wy-
krywano stosujac startery i termiczne warunki reakcji PCR opisane uprzednio (22, 23,
24). Dodatkowo, obecnos$¢ wariantu genu aac(6’)-Ib-cr potwierdzano poprzez analize
restrykcyjng produktu PCR stosujac endonukleaze BtsCI (Fermentas, Litwa) wedlug
metodyki opisanej uprzednio (23, 24).

Sekwencjonowanie. Produkty amplifikacji PCR oczyszczono przy uzyciu odczyn-
nika ExoSAP-IT (Affymetrix) a nastepnie poddano reakcji sekwencjonowania obu nici
DNA metoda Sangera (Genomed, Polska). Uzyskane sekwencje nukleotydowe poréwny-
wano z sekwencjami referencyjnymi znajdujacymi si¢ w bazie GenBank oznaczonymi od-
powiednio: Y16410 (DHA-1), HQ456945 (DHA-7), AY044436 (CTX-M-15), EF520349
(QNR B6). Analize¢ sekwencji nukleotydowych przeprowadzono przy uzyciu programu
BLAST oraz CLC Sequence Viewer v.6.9.1. (CLC Inc., Aartus, Dania).

PFGE. Analizy polimorfizmu dlugosci restrykcyjnych fragmentéw chromosomalne-
go DNA dokonano przy uzyciu endonukleazy Xbal (Fermentas Life Science) oraz apara-
tu CHEF DR II (Biorad, USA) zgodnie z warunkami opisanymi uprzednio (24). Analizg
stopnia podobienstwa uzyskanych genotypéw PFGE prowadzono przy uzyciu oprogramo-
wania komputerowego BioNumerics Software v. 6.6 firmy Applied Maths (Belgia) stosu-
jac algorytm klasteryzacji UPGMA (ang. unweighted pair group method with arithmetic
mean) oraz wspotczynnik podobienstwa Dice’a (zastosowano wspotczynnik optymalizacji
1,5% 1 wspotczynnik tolerancji 1,5%).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Pateczki K. pneumoniae sa jednym z najczesciej izolowanych czynnikéw zakazen
szpitalnych zaréwno wérod dorostych, jak i dzieci. Infekcje przez nie wywolywane stano-
wig istotny problem terapeutyczny, co jest $cisle zwigzane z narastajacg opornoscia tych
drobnoustrojéw na rézne grupy lekow przeciwbakteryjnych. Co wiecej, powszechne sto-
sowanie antybiotykéw doprowadzito do pojawienia si¢ szczepéw kumulujacych mecha-
nizmy warunkujace opornos¢ na rézne grupy antybiotykow, tzw. szczepéw MDR (ang.
multidrug resistant). Aktualnie szczepy takie stanowia problem o zasiegu globalnym (7).

Wigkszo$¢ gendéw warunkujacych oporno$¢ na klinicznie istotne grupy antybiotykow,
wystepuje na ruchomych elementach genetycznych, co umozliwia ich szerokie rozprze-
strzenianie si¢ wsrdd szczepow zardéwno tego samego gatunku, jak i pomigdzy gatunka-
mi. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost znaczenia nabytych B-laktamaz typu AmpC
(pAmpC) (12, 16, 19, 15, 26). Ze wzgledu na swe szerokie spektrum substratowe (podobne
jak w przypadku ESBL), enzymy typu AmpC odgrywaja szczegodlne znaczenie zwlaszcza
wsrod gatunkow, ktdre nie posiadaja chromosomalnie kodowanych cefalosporynaz (12).

Pomimo, ze wérdd Enterobacteriaceae nabyte B-laktamazy pAmpC wykrywane sa na
catym $wiecie, to nie sg one jednak tak powszechne jak ESBL (2, 12). Jak wskazuja wyniki
badan przeprowadzonych przez Mata i wsp. (16), w Hiszpanii, na przestrzeni lat czestosé
wystepowania paleczek Enterobacteriaceae wytwarzajacych nabyte AmpC wzrosta ponad
dwudziestokrotnie z 0,06% w roku 1999 do 1,3% w roku 2007. W Irlandii, Roche i wsp.
(26) okreslit czestos¢ wystepowania pAmpC wsrdd izolatdw K. pneumoniae na poziomie
3%. Natomiast w Korei Potudniowej, Park i wsp. (19) stwierdzili, ze czgsto$¢ wystepo-
wania nabytych cefalosporynaz pAmpC u K. pneumoniae wystgpuje na poziomie 7,2%.
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W prezentowanych badaniach wytwarzanie pAmpC potwierdzono zaréwno fenotypowo,
jak 1 genotypowo u 5 izolatow K. pneumoniae (Tabela I), co stanowi 5% lacznej liczby
izolatow (n=100) tego gatunku zebranych w trakcie badania prospektywnego w trzech
szpitalach (dane niepublikowane). Poniewaz liczba izolatow ze stwierdzonym mechani-
zmem pAmpC jest niska a jednocze$nie wskazuje ona na wysoki szacunkowy udziat (5%)
pAmpC w calkowitej populacji K. pneumoniae dlatego obiektywna ocena tego zjawiska
w kraju wymaga zbadania wigkszej liczby szczepow.
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Rycina 2. Dendrogram genetycznego podobienstwa badanych izolatow K. pneumoniae wytwarzaja-
cych nabyte AmpC réznicowanych metoda PFGE.

Pateczki K. pneumoniae stanowigce przedmiot naszych badan wytwarzaly B-laktamaze
pAmpC nalezaca do rodziny DHA. Uzyskane wyniki sa zgodne z obserwacjami innych
autorow (3, 6, 18, 19, 29) wedtug ktoérych geny bla ., sa jednymi z najczesciej wystepuja-
cych determinant pAmpC u K. pneumoniae.

Jak dotad, w ogoélnodostgpnej bazie danych zamieszonej na stronie Lahey Clinic
(http://www.lahey.org/other.asp#table1) zamieszczono 23 warianty sekwencji genu DHA.
Wariantem najczgéciej stwierdzanym u K. pneumoniae jest DHA-1 (6, 15, 18, 30, 31).
W naszych badaniach dominujagcym wariantem okazat si¢ DHA-7 stwierdzony u 4 z 5
badanych izolatéw. Wariant DHA-7 (sekwencja odniesienia: GenBank accession no.
HQ456945) r6zni si¢ od DHA-1 (sekwencja odniesienia: GenBank accession no. Y16410)
jedna substytucja Phe340—Ser (F340S). W przypadku jednego izolatu oznaczonego nr. 30
(Tabela I, Rycina 1) nie udalo si¢ okresli¢ wariantu z zastosowanymi starterami. Szczep ten
poddany zostanie dalszym badaniom.

Zgodnie z nasza wiedza, niniejsza praca stanowi pierwsze doniesienie wskazujace
na wystepowanie DHA-7 u pateczek K. pneumoniae. Jak dotad, obecnos¢ tego wariantu
stwierdzono w genomie E. cloacae (18).

W prezentowanych badaniach wszystkie badane izolaty K. pneumoniae wytwarzajace
nabyta B-laktamaz¢ AmpC posiadaly réwniez ESBL z rodziny CTX-M. Wspdtwystepowa-
nie tych dwoch mechanizméw opornosci byto obserwowane przez wielu autorow (17, 9,
11, 30). Aktualnie znanych jest kilkaset enzymoéw o aktywnosci ESBL (http://www.lahey.
org), nalezacych gownie do trzech rodzin — TEM, SHV i CTX-M. W Polsce, podobnie
jak 1 w innych krajach na $wiecie, do najbardziej rozpowszechnionych naleza enzymy
z rodziny CTX-M (2, 8). Jeszcze w ubieglej dekadzie w naszym kraju dominowat wariant
CTX-M-3, jednak w prezentowanych badaniach, podobnie do obserwacji innych autorow,
wszystkie badane izolaty K. pneumoniae wytwarzajace ESBL typu CTX-M, posiadaty gen
bla warunkujacy wytwarzanie -laktamazy CTX-M-15 (Tabela I).

CTX-M-15

DHA
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Plazmidy zawierajace genetyczne determinanty warunkujagce wytwarzanie [3-laktamaz
typu AmpC i ESBL mogg zawiera¢ rowniez geny warunkujace oporno$¢ na inne grupy an-
tybiotykdw, w tym fluorochinolony (3, 17, 34). Co ciekawe, w prezentowanych badaniach 4
z 5 izolatow wytwarzajacych DHA i CTX-M-15 posiadaty wariant acetylotransferazy ami-
noglikozydowej - AAC(6’)-Ib-cr, ktory jest zwigzany takze z obnizong wrazliwo$cig na hy-
drofilowe fluorochinolony tj. ciprofloksacyne i norfloksacyng. Ponadto, u dwdch izolatéw (nr
301 35) wykryto dodatkowo obecno$¢ innego, plazmidowo kodowanego mechanizmu opor-
nosci na fluorochinolony (PMQR) tzn. QnrB6. Podobne wspdtwystgpowanie determinant
opornosci w swoich badaniach stwierdzili Compain i wsp. (3), ktéory w genomie K. pneumo-
niae wykryt geny bla,,, | bla ..y, s 1 gnrB4. Natomiast Yang i wsp. (34) potwierdzili obec-
nos$¢ zardwno gendw: blay,, | bla .y, bla,y,, , qnrB4 jak i aac(6’)-1b-cr. Wedtug danych
pismiennictwa (13, 17, 24, 27) sposréd PMQR opisywanych u Enterobacteriaceae zar6wno
gen gnrB, jak i aac(6’)-Ib-cr naleza do najbardziej rozpowszechnionych, co potwierdzity
takze nasze wczesniejsze badania (24). U badanych izolatdw nie stwierdzono innych genéow
warunkujacych mechanizm opornosci typu PMQR takich jak: gnrA, gnrS oraz gepA.

Profil lekoopornosci badanych izolatoéw K. pneumoniae przedstawiono w tabeli 1. Cha-
rakteryzowaly si¢ one wysokimi warto§ciami MIC zaré6wno antybiotykéw B-laktamowych,
jak i fluorochinolonow.

Analiza profili genetycznych Xbal-PFGE przeprowadzona u badanych izolatow K. pneu-
moniae wytwarzajacych pAmpC wykazala, ze ich podobienstwo genetyczne miescilo si¢ w za-
kresie od 76 % do 97 % (Rycina 2). Najwyzszy stopien podobienstwa (97%) stwierdzono
pomigdzy izolatami nr 35 1 155, co mogtoby wskazywac na ich wzajemne powigzanie epide-
miologiczne. Jednakze, izolaty te wyosobniono od dwoch pacjentow przebywajacych w dwoch
réznych szpitalach. Wynik ten mogltby wskazywac na potencjalne szerzenie si¢ klonu epide-
micznego pomig¢dzy szpitalami, jednak takie stwierdzenie wymagatoby zbadania szczepow K.
pneumonie wyosobnionych w tym samym przedziale czasowym w wigkszej liczbie szpitali.

PODSUMOWANIE

Po raz pierwszy zaobserwowano mechanizm AmpC typu DHA-7 u Klebsiella pneumo-
niae, co potwierdza wyjatkowa zdolnos$¢ tego gatunku pateczek Enterobacteriaceae do na-
bywania nowych mechanizmoéw oporno$ci. Co wigcej, wspotwystepowanie mechanizmow
opornosci AmpC wraz z ESBL znaczaco ogranicza mozliwe opcje terapeutyczne z uzy-
ciem antybiotykow B-laktamowych. Jednoczesnie, fakt obecnosci mechanizméw PMQR
u badanych izolatéw wskazuje na proces dostosowawczy tych drobnoustrojow do presji
selekcyjnej wynikajacej z powszechnego stosowania fluorochinolondéw. Lacznie zebrane
wyniki pokazuja, ze pateczki K. pneumoniae zdolne do wytwarzania nabytych mechani-
zmow opornosci typu AmpC przejawiaja wlasciwosci adaptacyjne typowe dla endemicz-
nych szczepdw szpitalnych, o czym $wiadczy kumulacja lokalnie rozpowszechnionych
mechanizméw oporno$ci na dwie grupy antybiotykdw najczesciej stosowane w terapii.
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