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SUMMARY

Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii are both nosocomial pathogens which cause
severe infections in immunocompromised patients. Due to the extensive use of antibiotics worldwide,
bacteria develop mechanisms which cause multidrug resistance in a fast rate. Especially in clinical
centres these bacteria are getting more and more difficult to treat. By researching these antibiotic
resistant strains, until now several multidrug resistant mechanisms are detected and still new are
found at the moment. Mechanisms which are involved in antibiotic resistance are alterations in the
expression of outer membrane proteins (so-called porins), efflux pumps, degradation enzymes and
mutations in the antibiotics target. All of these four mechanisms were found in both K. pneumoniae
and A. baumannii, but in different numbers. Resistant strains of A. baumannii are very dangerous
nosocomial pathogens, which is also shown in this report by the many ways of resistance it has
developed the past decades. Many porins, efflux pumps, mutations and degradation enzymes were
detected in clinical strains of this bacterium. When comparing this with K. pneumoniae, a smaller
amount of these mechanisms was detected. This bacterium mainly uses degradation enzymes to
protect itself from antibiotics, with or without reduced porin expression. To combat antibiotics
resistance, it is important to resolve how the resistance mechanisms work and how they were
acquired. When the spread of antibiotic resistance remains to move at the current high pace, the
future demand for efficient antibiotics will increase and the combat of infectious disease may be
compromised. Therefore it is important to use antibiotics only by dangerous infections and the
spreading of bacteria should be reduced as much as possible, for example by strict hygiene rules.
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INLEIDING

§1 Antibiotica en resistentie

Antibiotica zijn antimicrobiéle stoffen die worden geproduceerd door micro-organismen. Deze micro-
organismen kunnen hiermee concurrerende micro-organismen remmen of doden. Slechts minder
dan één procent van de duizenden bekende antibiotica zijn klinisch bruikbaar, vaak vanwege de
toxiciteit of de slechte opname door gastheercellen. Echter, de antibiotica die wel klinisch geschikt
zijn, hebben tot nu toe al een gunstig effect gehad op de behandeling van infectieziekten. De
gevoeligheid van verschillende micro-organismen voor bepaalde antibiotica verschilt enorm.
Grampositieve en -negatieve bacterién verschillen bijvoorbeeld in gevoeligheid voor penicilline:
Grampositieve bacterién zijn hier meestal gevoelig voor, terwijl Gramnegatieve bacterién vaak
resistent voor dit antibioticum. Er zijn echter ook zogenaamde breedspectrum antibiotica, die
werkzaam zijn tegen beide groepen. Een voorbeeld hiervan is tetracycline. Belangrijke aanvalspunten
voor de antibiotica zijn de ribosomen (chloramphenicol, tetracycline, kanamycine), de celwand
(penicillines, cefalosporines, carbapenems), het cytoplasmisch membraan (polymyxines),
vetbiosynthese enzymen (platensimycine) en DNA-replicatie en transcriptie elementen (chinolonen,
rifampine).”’ Het totale gebruik van antibiotica is in de laatste jaren niet gestegen, maar de
hoeveelheid antibiotica per patiént per verblijfdag in het ziekenhuis wel. Daarnaast verschuift het
gebruik van eenvoudiger antibiotica naar antibiotica met een breder werkingsspectrum (Janknegt,
2001)."* In onderstaande tabel staan een aantal groepen met voorbeelden van veelgebruikte
antibiotica weergegeven en hun werking op de bacteriecel.

Groep Antibioticum Werking Bijzonderheden
B-lactams Penicillines Remmen celwandsynthese - Alleen de semisynthetische
Cefalosporines door te hechten aan penicillines zijn resistent tegen B-
Cefamycines penicillinebindende eiwitten lactamases
(PBP) - Cefalosporines zijn vaak

resistenter tegen B-lactamases dan

penicillines
Aminoglycosides Kanamycine Remmen eiwitsynthese door - Aminoglycoside antibiotica
Streptomycine te hechten aan de 30S worden vaak alleen nog gebruikt
subunit van het ribosoom wanneer andere antibiotica niet

effectief werken

Macrolides Erythromycine Remt eiwitsynthese door te - Breedspectrum antibioticum
hechten aan de 50S subunit
van het ribosoom

Tetracyclines Tetracycline Remt eiwitsynthese door te - Breedspectrum antibioticum
hechten aan de 30S subunit
van het ribosoom

- Platensimycine ~ Remt specifiek een bacterie- - Effectief tegen een grote groep
enzym dat een rol speelt bij Grampositieve bacterién, ook tegen
de vetzuurbiosynthese, de moeilijk te behandelen infecties
waardoor deze stopt veroorzaakt door MRSA en VRE

Fluorochinolonen Ciprofloxacine Remt bacteriéle enzym DNA-
gyrase en/of topoisomerase
IV, waardoor geen DNA-
replicatie meer plaatsvindt

Tabel 1: Verschillende antibiotica en hun werking



De tetracyclines en B-lactams zijn de twee belangrijkste groepen antibiotica voor de medische zorg.
Het is dus belangrijk dat bacterién geen resistentiemechanismen ontwikkelen waardoor deze
antibiotica onbruikbaar zouden worden. Multidrug resistentie is een groot probleem in klinische
centra. Het betekent dat een micro-organisme mechanismen ontwikkeld om de effecten van
bepaalde antibiotica teniet te doen, waarvoor ze niet langer gevoelig zijn voor deze verbindingen. Dit
wordt geanalyseerd door het vergeleken van de Minimum Inhibitory Concentration (MIC) waarden
van een gevoelige stam en een nieuwe, resistente stam. De MIC-waarde is de laagste concentratie
van een antibioticum die nodig is om de groei van een bacterie te remmen. Niet alleen in klinische
centra, maar ook in de akkerbouw, veehouderij en dierenklinieken worden veel antibiotica toegepast
die resistentie kunnen opwekken. Zoals al eerder is vermeld, worden de antibiotica geproduceerd
door bepaalde micro-organismen. Dat micro-organisme heeft hier aanvankelijk ook resistentie voor
moeten ontwikkelen om te kunnen overleven. Dit principe wordt gezien als de oorsprong van de
genen die coderen voor antibioticaresistentie. Het overdragen van genetisch materiaal van het ene
organisme op het andere zorgt ervoor dat andere soorten ook resistent kunnen worden voor een
bepaald antibioticum. Dit principe heet horizontale genoverdracht en is een belangrijke oorzaak van
multidrug resistentie in klinische stammen.”

Een bacteriecel beschikt over een aantal mechanismen om zich te beschermen tegen toxische stoffen:
» Verminderde membraanpermeabiliteit voor het antibiotica

Antibiotica kunnen in de bacteriecel terecht komen door middel van
buitenmembraaneiwitten, zogenaamde porinen. Deze eiwitten zijn aanwezig in
Gramnegatieve bacterién en kunnen kanaaltjes vormen, waardoor transport van moleculen
door het membraan kan plaatsvinden. Ze zorgen voor de binding van antimicrobiéle stoffen
(antibiotica) aan het oppervlak van de bacteriecel en brengen
deze daarna in de cel. Soms zijn deze porinen substraatspecifiek.
Wanneer de expressie van porinen afneemt, kan een bepaald
antibioticum dan dus niet meer getransporteerd worden,
waardoor een bacterie resistent is geworden voor dit
antibioticum.*

Figuur 1: Schematische weergave
. 118
van een porine.

» Efflux van antibiotica door de bacteriecel

Multidrug effluxpompen exporteren de verschillende antibiotica op een energie-afhankelijke
manier uit de cel. Zo beschermen ze de bacteriecel voor de giftige effecten van deze
stoffen.*® Overexpressie van de genen die coderen voor deze effluxpompen geeft een
verhoogde resistentie tegen antibiotica, wat tot serieuze problemen kan leiden bij de
bestrijding van infectieziekten in onder andere ziekenhuizen.”* Gedurende de laatste twee
decennia is gebleken dat dit mechanisme één van de belangrijkste is met betrekking tot
antibioticaresistentie. Om resistentie te voorkomen is het daarom noodzakelijk om de
structuren, functies en oorsprong van deze transportsystemen te begrijpen.”” Het systeem
bestaat uit de volgende zes families:

1. ATP Binding Cassette (ABC) family: Deze bestaat uit meerdere families, die elk een
specifiek substraat transporteren met ATP als bron van energie. De familie is
nauwelijks betrokken bij antibioticaresistentie in Gramnegatieve bacterién®

2. Major Facilitator Superfamily (MFS): Deze exporteren specifieke antibiotica (vooral
tetracyclines) door middel van een H'/Na* antiporter®

3. Resistance-Nodulation-Division (RND) family: Deze exporteren vele soorten
antibiotica door middel van een H' antiport mechanisme.”’ De effluxpomp is een
driedelig systeem dat vooral aanwezig is in Gramnegatieve bacterién. Het bestaat uit
een binnenmembraaneiwit, een buitenmembraaneiwit en een periplasmisch fusie-




>

eiwit. Verlies van één van deze componenten resulteert in een verlaagde resistentie
tegen antibiotica.” *> >
4. Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE) family: Deze exporteren antibiotica
door middel van een Na* antiporter of door middel van de proton motive force.*
5. Small Multidrug Resistance (SMR) family: Deze kleine effluxpompen exporteren
antibiotica door middel van een H' antiporter’’
Het effluxmechanisme is vaak gekoppeld aan een vermindering van de permeabiliteit van het
buitenmembraan door verlies van grote porinen.” De verschillende effluxfamilies zijn
weergegeven in Figuur 2.

RND
Family i
|
|
MATE MFS ] ABC
Family ncriflaving | Superfamily
ST e Outer |
s Iﬂmbrlhm
cationic drugs pemamidine

Figuur 2: De verschillende
soorten effluxpompen in
Gramnegatieve bacterién

Veranderingen in de target voor antibiotica

Er zijn verschillende soorten antibiotica die ook op verschillende manieren werken (zie Tabel
1). Een voorbeeld zijn de fluorochinolonen, die binden aan bepaalde enzymen in de cel om
daarmee DNA-replicatie te voorkomen. Deze antibiotica moeten eerst het cytoplasmatisch
membraan en het buitenmembraan passeren, voordat ze hun werk in de cel kunnen doen
(zie Figuur 3).
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Figuur 3: Opbouw van de celwand bij Gramnegatieve
bacterién

phospholipid

Fluorochinolonen zijn meestal klein en hebben ladingen waarmee ze het buitenmembraan
kunnen passeren door de porinen en het cytoplasmatisch membraan door diffusie. Daarna
kan het antibioticum binden aan de enzymen betrokken bij de celdeling: gyrase en
topoisomerase |IV. Door mutaties in bepaalde genen die coderen voor deze enzymen, kunnen
deze beschermd worden tegen deze antibiotica. De fluorochinolonen kunnen deze enzymen
dan namelijk niet meer herkennen. Om die reden kan de verdubbeling van DNA blijven
plaatsvinden en hebben fluorochinolonen geen effect meer op deze gemuteerde bacterie: ze
zijn resistent geworden.3 Dit is schematisch weergegeven in Figuur 4.



A B
- Fluorochinolon - Fluorochinelon | Figuur 4 Mechanisme van fluorochinolonen-
J - resistentie. (A) Het fluorochinolon bindt aan

Py [ gyrase, waardoor de enzymactiviteit geremd
; wordt. (B) Een mutatie in één van de genen die
coderen voor gyrase, gyrA of gyrB, kan de

structuur van het enzym veranderen en

Gyrase Gyrase L
daarmee de affiniteit van het enzym voor het
/ \ / \ fluorochinolon verminderen. Hierdoor wordt de
gyrase minder of niet meer geremd, waardoor

de cel resistent is geworden voor het
antibioticum.

Mutaties van deze enzymen kunnen dus een oorzaak zijn voor antibioticaresistentie.” Naast
dit voorbeeld, zijn er meer mutaties mogelijk in verschillende genen, die uiteindelijk de
resistentie van meerdere antibiotica kunnen veroorzaken.

Inactivatie van antibiotica door middel van degradatie- of modificatie-enzymen

Er bestaan vele soorten enzymen die worden geproduceerd door bacterién om zich te
beschermen tegen bepaalde antibiotica. Ook nu worden er nog steeds nieuwe enzymen
gevonden. Zogenaamde Extended-Spectrum [-Lactamases (ESBL’'s) zijn enzymen die
oxyimino-B-lactams (onder andere cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone) en aztreonam
kunnen hydrolyseren.”* Hiervan worden de metallo-B-lactamases (MBL’s) van de IMP en VIM
typen klinisch steeds belangrijker. Deze zijn actief tegen de meeste B-lactams, inclusief
carbapenems.® De meest gebruikte classificatie van een groep enzymen, zogenaamde pB-
lactamases, is de Ambler classificatie. Deze is gebaseerd op de aminozuursequenties in deze
enzymen en is ingedeeld in vier verschillende klassen (A t/m D). Klassen A, C en D werken
door middel van een serine in het actieve centrum, terwijl de klasse B enzymen (metallo-B-
lactamases) een bivalent metaalion nodig hebben, meestal zink, om te kunnen
functioneren.” De klasse B enzymen zijn daarnaast nog weer opnieuw ingedeeld in drie
subklassen, vanwege de diversiteit in het

genetisch materiaal. De indeling van de B- (B-lactamases )

lactamases is hiernaast weergegeven.
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Figuur 5: Indeling van de B-lactamases [ subclass B1 ) { subclass B]) (_subclass B3 )

Een korte omschrijving van de vier verschillende klassen zijn hieronder kort weergegeven:
— Ambler Klasse A: Penicillinases, worden niet geremd door clavulaanzuur. Een aantal
carbapenemases behoren ook tot deze klasse (voorbeelden: TEM, SHV, CTX-M, SME,
KCP, IMI, NMC, PER, GES). Zie ook bijlage | voor een aantal voorbeelden en de
samenhang tussen een aantal van deze enzymen.”

— Ambler Klasse B: Metallo-B-Lactamases die algemeen voorkomen in Gramnegatieve
bacterién.® Ze hydrolyseren alle B-lactams behalve aztreonam.!” Net als de Ambler
klasse A enzymen zijn ze resistent tegen clavulaanzuur, maar gevoelig voor blokkering
door divalente ionchelators zoals EDTA (voorbeelden: IMP, VIM, SPM, GIM).*” 78 Zie
ook bijlage 11.”°



— Ambler Klasse C. AmpC-B-lactamases zijn cefalosporinases die nauwelijks geremd
worden door clavulaanzuur. Ze kunnen, in tegenstelling tot de andere ESBLS’s,
cefamycines en andere breedspectrum cefalosporines hydrolyseren. Enkele van deze
enzymen zijn carbapenemases76 (voorbeelden: CMY, ACT, ACC, MIR, FOX). Zie ook
bijlage I1I.”°

— Ambler Klasse D: Oxacillinases die meestal licht gevoelig zijn voor B-lactamaseremmers.
Een aantal hiervan zijn carbapenemases (voorbeeld: OXA).”® Zie ook bijlage IV. "

Carbapenemases zijn B-lactamases die behoren tot de Ambler klasse A, B of D. Klasse A
carbapenemases zijn zeldzaam. Een voorbeeld is KPC in Klebsiella pneumoniae en GES in
Pseudomonas aeruginosa. Klasse B enzymen daarentegen zijn klinisch gezien de belangrijkste
carbapanemases. Dit zijn metallo-enzymen, onder andere van het IMP of VIM-type, en
worden wereldwijd in bacterién gevonden. De aanwezigheid van klasse D carbapenemases
neemt steeds meer toe, maar dit verloopt nog slechts langzaam. Carbapenemases zijn
enzymen die ten minste imipenem en/of meropenem kunnen hydrolyseren.'” Deze beide
antibiotica behoren tot de carbapenems, B-lactam antibiotica die vaak gebruikt worden voor
de behandeling van infecties door multiresistente Gramnegatieve bacterién.”® Ze zijn vrij
stabiel tegen de B-lactamases die worden geproduceerd door deze organismen.®® Resistentie
tegen carbapenems kan ontstaat door drie mechanismen: Hoge productie van een
chromosomaal AmpC cefalosporinase gecombineerd met verminderde
buitenmembraanpermeabiliteit. Ten tweede kan productie van carbapenemases, die
carbapenems kunnen hydrolyseren, leiden tot resistentie voor dit antibioticum. Dit schijnt
één van de belangrijkste mechanismen te zijn.'®® Ook veranderingen in de doeleiwitten kan
tot carbapenemresistentie leiden.”® Naast deze B-lactamases bestaan er ook nog andere
groepen enzymen: acetyltransferases, adenylyltransferases en fosfotransferases. Deze
enzymen werken tegen de antibiotica die behoren tot de aminoglycosiden, zoals kanamycine
en streptomycine.65

§2 Het voorkomen van antibioticaresistentie

In Nederland zijn verschillende organisaties actief om antibioticaresistentie zo laag mogelijk te
houden. Ook wordt voorlichting en informatie gegeven via websites en tijdschriften. In Tabel 2 staan
de organisaties en stichtingen beschreven die betrokken zijn bij antibioticaresistentie in Nederland.

Organisatie / Stichting Taak

Werkgroep Infectie Preventie (WIP) Ontwikkelen van landelijke richtlijnen voor
Stichting Werkgroep Antibiotica Beleid | ziekenhuishygiéne en verantwoord
(SWAB) antibioticumgebruik

College voor Zorgverzekeringen (CVZ)
Wetenschappelijk  Instituut  Nederlandse
Apothekers (WINAp)

RIVM

UMC St. Radboud

Academisch Medisch Centrum (AMC)
Werkgroep Antibioticumsurveillance (SWAB)
Stichting Farmaceutische Kengetallen
International Medical Services

Opstellen van naslagwerken met onder meer
informatie over antibioticaresistentie

Bijhouden van resistentiegegevens binnen
ziekenhuizen

Het gebruik van antibiotica in Nederland in kaart
brengen

Tabel 2: Organisaties / Stichtingen die betrokken zijn bij antibioticaresistentie in Nederland



Door correct gebruik van antibiotica vermindert de kans op het ontstaan en dus ook de verspreiding
van resistentie bij bacterién. Het DNA kan spontaan veranderen, waardoor gemuteerde bacterién
door de aanwezigheid van antibiotica hogere overlevingskansen hebben. Dit is de oorzaak van
antibioticaresistentie. Door het gebruik van antibiotica die meerdere soorten bacterién tegelijk
bestrijden (breedspectrum-antibiotica), kan ook resistentie ontstaan bij bacterién waarop de
behandeling in eerste instantie niet is gericht. Het is daarom ook beter om, wanneer mogelijk,
selectieve antibiotica te gebruiken voor de behandeling van een infectie. Door middel van richtlijnen
voor efficiént gebruik van antibiotica en door het toepassen van deskundigheidsbevordering kan
goed gebruik van antibiotica gestimuleerd worden. Monitoren en surveillance zijn erg belangrijk,
omdat er een duidelijk verband bestaat tussen het gebruik van antibiotica en resistentieontwikkeling.
Door vroegtijdig op de ontwikkeling van resistentiemechanismen in te spelen, kunnen maatregelen,
zoals het ontwikkelen van richtlijnen, onderbouwd worden. Het beperken van de verspreiding van
bacterién kan gestimuleerd worden door een betere ziekenhuishygiéne. Dit gebeurt door middel van
een aantal manieren. Eén ervan is het toepassen van richtlijnen voor hygiéne voor personeel
(handhygiéne, handschoenen, mondkapjes, beperkt aantal verzorgenden per patiént). Ten tweede is
de ‘Search and Destroy’-strategie erg belangrijk, wat inhoudt dat ziekenhuispersoneel risicopatiénten
checkt en buitenlandse patiénten isoleert totdat gebleken is dat ze geen MRSA hebben. Mocht dit
wel het geval zijn, dan moet de MRSA eerst actief bestreden worden, voordat ze naar huis worden
gestuurd. Ook moet de zorgaanbieder (ziekenhuis, zorginstelling) zorgen voor voldoende en goed
personeel en materiaal. Ook moet duidelijk vastgesteld zijn wie waarvoor verantwoordelijk is binnen
de betreffende instelling. Resistente bacterién hebben niet alleen nadelige gevolgen voor de patiént
zelf. Ook andere patiénten en het ziekenhuispersoneel lopen risico de resistente bacterie over te
nemen. Voor enkele veel voorkomende infectieziekten in het ziekenhuis heeft de SWAB in het
verleden al richtlijnen opgesteld voor de keuze van antibiotica, zoals voor pneumonia (Van Kasteren
et al., 1998), bronchitis (Van Kasteren et al., 1998) en sepsis (Van Kasteren et al., 1999). Daarnaast
heeft de stichting richtlijnen opgesteld voor het kortdurend toedienen van antibiotica rondom een
operatieve ingreep ter voorkoming van postoperatieve infecties in het operatiegebied (Van Kasteren
et al., 2000). Ook heeft de SWAB geadviseerd geen selectieve decontaminatie (bestrijding van
ziekteverwekkers waarbij beschermende bacterién gespaard blijven) toe te passen bij beademde IC-
patiénten als aanpak van infectiepreventie (Bonten et al., 2001).***

§3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae is een Gramnegatieve bacterie die behoort tot één van de belangrijkste
veroorzakers van ziekenhuisinfecties. In de Verenigde Staten staat deze bacterie al op de vierde
plaats als oorzaak van pneumonia (longonsteking) die is opgelopen in het ziekenhuis.” In 2007 werd
deze bacterie verdacht voor de dood van circa tweehonderd zieke patiénten in een Israélisch
ziekenhuis.™™® Het is een pathogeen die ernstige infecties in onder andere longen en urinewegen
veroorzaakt in patiénten die vaak al een verminderde weerstand hebben. De kans op overleving voor
deze patiénten wordt hierdoor ook sterk gereduceerd. Infecties met K. pneumoniae duiken tussen de
vijf en zeven procent op in ziekenhuizen, wat deze bacterie tot een erg belangrijke pathogeen maakt
die er kan worden opgelopen. Onderzoek toont aan dat steeds meer Klebsiella spp. resistent worden
tegen antimicrobiéle stoffen.*® Vooral infecties met K. pneumoniae die resistent zijn tegen de B-
lactams en fluorochinolonen zijn ernstige klinische problemen.”*°

§4 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii is een aérobe, Gramnegatieve, opportunistische ziekteverwekker. De
bacterie kan overleven en groeien bij verschillende temperaturen en pH-waarden en kan leven van
verschillende voedingsstoffen. A. baumannii is normaal aanwezig op de huid, slijmvliezen en in de
bodem. De bacterie kan echter koloniseren en infecties aanrichten in het ademhalingsstelsel, bloed,
longvocht, buikvlies, urinewegstelsel, operatiewonden, centraal zenuwstelsel, huid en in de ogen.40
Amerikaanse troepen die gelegerd zijn in Irak en Afghanistan hebben ook al ernstige infecties van
deze antibioticaresistente stammen opgelopen.® De bacterie is in de loop der jaren uitgegroeid tot
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een belangrijke ziekenhuispathogeen, mede dankzij zijn hoge resistentie tegen vele soorten
antibiotica.** Carbapenems worden echter nog wel gebruikt tegen multiresistente stammen van A.
baumannii.* Mede hierdoor worden de laatste jaren steeds meer carbapenemresistente A.
baumannii stammen gevonden. Oorzaken van deze resistentie zijn verlies van porinen, PBP’s met
verminderde affiniteit en verschillende klasse B en D B-lactamases.”’ Acinetobacter spp. kunnen
effectief resistentiegenen verkrijgen door plasmiden, transposons (springende genen) en integron-
dragende gencassettes.*’

85 Het onderzoek

Antibiotica worden in grote mate gebruikt in de medische zorg, waardoor de spreiding van
resistentiegenen toeneemt. Zo is uit onderzoek gebleken dat een antibioticabehandeling nodig is bij
slechts twintig procent van de mensen met infectieziekten, maar dat er in tachtig procent van de
gevallen toch antibiotica wordt voorgeschreven. Ook het verkeerd toepassen van antibiotica is een
belangrijke oorzaak voor de opkomst van antibioticaresistente stammen. In vijftig procent van de
gevallen kloppen de voorgeschreven doses of behandelingstijden niet. Dit heeft tot gevolg dat het
lange-termijn-gebruik van bepaalde antibiotica als een efficiént medicijn zijn grenzen heeft.”* De
keuze voor bepaalde antibiotica wordt flink verlaagd door de ontwikkeling van multiresistente
stammen die de infecties veroorzaken.”” Soms wijken artsen voor behandeling van infecties met
resistente bacterién daarom noodgedwongen uit naar nieuwere, duurdere middelen of zelfs naar
middelen die alleen gebruikt worden als laatste redmiddel.*** Deze kunnen echter op den duur ook
weer resistentie veroorzaken.? Kortom: het wordt steeds moeilijker om deze bacterién uit te roeien.
Plasmiden die coderen voor deze resistentiemechanismen verspreiden zich steeds meer in klinische
centra.”® Het is dus belangrijk om uit te zoeken welke resistentiemechanismen K. pneumoniae en A.
baumannii gebruiken, om nieuwe antibiotica te kunnen ontwikkelen die gebruikt kunnen worden
tegen resistente stammen. In dit literatuuronderzoek is onderzocht welke resistentiemechanismen
tot nu toe zijn waargenomen in klinische stammen van de ziekenhuisbacterién K. pneumoniae en A.
baumannii en in hoeverre deze mechanismen het gebruik van bepaalde antibiotica beperken. Ook is
gezocht naar oplossingen voor dit probleem. Is het mogeliik om de ontwikkeling van
resistentiemechanismen tegen te houden of kan men, ondanks de vele kennis van deze
mechanismen, hier niets tegen te doen?
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HOOFDSTUK 1 Resistentiemechanismen in Klebsiella pneumoniae

§ 1 Buitenmembraaneiwitten

In Klebsiella pneumoniae zijn een aantal porinen beschreven die een belangrijke rol spelen in
antibioticaresistentie. Twee porinen namelijk OmpK35 en OmpK36, zijn doorlaatbaar voor een
groot aantal voedingsstoffen en antimicrobiéle stoffen.'® ¥ % Onder andere B-lactam antibiotica
komen door middel van deze porinen in de cel terecht. Een andere porine, OmpK37, is later
ontdekt en is kleiner dan de eerder genoemde twee. Vanwege zijn grootte kunnen bepaalde
antibiotica, zoals een aantal B-lactams, niet getransporteerd worden door dit porine. OmpK37
wordt vooral waargenomen in stammen met weinig of geen andere porinen, en functioneert
daarom mogelijk als transporteiwit voor de opname van substraat in cellen die geen OmpK35 of -
36 hebben vanwege B-lactam antibioticaresistentie. Deze porine wordt mogelijk wel gebruikt
door de carbapenems om toegang te krijgen tot de bacteriecel, in tegenstelling tot de andere
antibiotica.'® Verlies van OmpK36 hangt samen met cefoxitineresistentie in ESBL-stammen.
Insertiesequenties bevinden zich aan beide kanten van springende genen (of transposons). Deze
springende genen zijn stukjes DNA op een chromosoom, dat in het genoom van plaats kan
verwisselen. De insertiesequenties bevatten geen genetische informatie, in tegenstelling tot de
transposons. Springende genen kunnen in bacterién uit het genoom-DNA springen naar de
plasmiden en omgekeerd. Hierdoor kunnen antibioticaresistente stammen ontstaan.
Onderbreking van een porine-gen door insertiesequenties is een algemene vorm van mutatie dat
de functionele expressie van porinen verlaagd en, in dit geval, de verhoogde cefoxitineresistentie
in K. pneumoniae veroorzaakt.”

Expressie van OmpK35 verlaagt de MIC-waarden van meerdere antibiotica drastisch in
tegenstelling tot OmpK36. Deze porine transporteert blijkbaar vele antibiotica en een verlaging
van zijn expressie speelt dus een belangrijke rol in resistente stammen van Klebsiella
pneumoniae.” Een voorbeeld zijn de antibiotica cefalosporinen en ceftazidime.?* In de meeste
ESBL-producerende K. pneumoniae stammen werd alleen de OmpK36-porine geproduceerd en
niet Ompk35.2 ** 2 ESBL-producerende stammen gebruiken daarnaast vaak ook andere
resistentiemechanismen, zoals mutaties in het gyrA gen of expressie van effluxpompen.?

§ 2 Effluxpompen
Resistente stammen van Klebsiella pneumoniae maken gebruik van bepaalde effluxpompen om
antibiotica uit de cel te krijgen. De gevonden pompen zijn weergegeven in Tabel 3.

Efflux pomp  Familie Antibiotica Referentie
KdeA MFS Chloramphenicol, norfloxacine, acriflavine [1]
AcrAB/KocC RND O.a. fluorochinolonen [5][11][13]
KmrA MFS O.a. acriflavine, kanamycine, erythromycine en norfloxacine [9]

Tabel 3: Effluxpompen beschreven in Klebsiella pneumoniae en hun activiteit voor verschillende antibiotica

Outer Een hogere expressie van het AcrA-eiwit of
membane  mutatie/deletie van acrR, een regulatorgen voor
AcrAB, geeft een overexpressie van het AcrAB-
gemedieerde effluxmechanisme.” ' ** Het AcrA- en
Ak AcrB-eiwit vormen samen met een
buitenmembraaneiwit, KocC, een driedelig complex.13
Dit is ook weergegeven in Figuur 6.

TolC

AcrB

il Figuur 6: Schematische weergave van het AcrAB/TolC
membrane  effluxsysteem

11



Het ramA gen is normaal gesproken niet aanwezig in Gramnegatieve bacterién, maar K.
pneumoniae is één van de uitzonderingen. De mate van expressie van dit gen hangt af van de
hoeveelheid oxidatieve stress in de cel, wat plaats vindt wanneer een bacterie verhoogde
hoeveelheden reactieve zuurstof, zoals superoxide en waterstofperoxide bevat. Aangezien het
lezen van DNA plaats vindt in de richting 5° = 3’ en het gen dat codeert voor het AcrAB/KocC
efflux-systeem upstream aanwezig is van het ramA gen, is de mate van efflux afhankelijk van de
expressie van dit ramA gen.***'?* Zie ook Figuur 7.

Upstream Downstream
5 end —> 3 end
[ |
[ |
3 end — 5 end
Downstream Upstream

Figuur 7: Het lezen van DNA vind plaats in de 5 = 3’ richting. De 5’-terminaal is upstream en de 3’-
terminaal is downstream.

Overexpressie van dit gen geeft een hogere mate van expressie van het efflux-systeem en leidt
tevens tot tetracycline- en chloramphenicol-resistentie in K. pneumoniae.” De expressie van een
ander regulatorgen, marA, reguleert de expressie van het AcrAB-operon positief."> Echter, de
AcrAB expressie door RamA wordt niet gemedieerd door overexpressie van MarA.” Het
effluxpomp mechanisme AcrAB/KocC heeft in Turkse stammen van K. pneumoniae al bewezen
significant bij te dragen aan antibioticaresistentie.’

§ 3 Veranderingen in de target voor antibiotica

Fluorochinolonen zijn antibiotica die binden op het bacteriéle enzym DNA-gyrase en/of
Topoisomerase IV en deze daarbij remmen, waardoor de DNA-replicatie gestopt wordt en de
bacteriecel uiteindelijk dood gaat. DNA gyrase is een enzym dat de dubbelstrengs DNA-helix
splitst in enkelstrengs DNA, waardoor DNA-replicatie kan plaatsvinden. Het gnra-gen codeert
voor het Qnr-eiwit, dat bestaat uit 218 aminozuren en fluorochinolonenresistentie veroorzaakt
door de interactie van chinolonen met het DNA gyrase en topoisomerase IV te verminderen,
waardoor het DNA dus intact blijft.> ** * Expressie van het gnra-gen is alleen effectief in
combinatie met andere resistentiemechanismen, zoals veranderingen in topoisomerases,
verlaagde membraanpermeabiliteit of een verhoogde efflux van antibiotica. Wanneer deze
bijkomende mechanismen niet aanwezig zijn, blijven de bacterién die QnrA overproduceren
gevoelig voor fluorochinolonen.? Er vindt een interactie plaats tussen het antibioticum met een
complex van DNA en één van de twee targetenzymen, DNA gyrase en topoisomerase IV. De C7-
amine substituent van chinolon reageert met bepaalde delen op het gyrA gen om de binding van
antibioticum-DNA-enzymcomplex te versterken. Fluorochinolonen hechten aan het enzym
tijdens de topoisomerisatiereactie, waardoor een fysische barriere wordt gevormd, wat
uiteindelijk resulteert in celdood.*”® Mutaties in DNA gyrase en topoisomerases IV zijn
waarschijnlijk ook betrokken bij de fluorochinolonen-resistentie in combinatie met de expressie
van het effluxpompmechanisme AcrAB/kocC.> > Een mutatie in het gyrA gen is eerder al
gecorreleerd aan ciprofloxacine-resistentie (fluorochinolon).”* Het waaE gen codeert voor een
glucosyltransferase enzym, wat glucosylgroepen overdraagt. Deze zorgt voor het transport van
glucose door het membraan van de cel.?’ Echter, mutaties in dit gen zouden resistentie tegen
imipenem veroorzaken, een antibioticum dat de celwandsynthese van bacterién blokkeert
(Tomas et al., 41st ICAAC).”°
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§ 4 Degradatie-enzymen

Klebsiella pneumoniae is een bacterie dat verschillende soorten enzymen uitscheidt om zich te
kunnen verdedigen tegen antibiotica. Om onbekende redenen produceert K. pneumoniae de
meeste soorten Klasse A ESBL’s,” zoals B-lactamases van het TEM-, SHV-, KPC- en GES-typen.
Ook Klasse C B-lactamasen zijn veel aanwezig, zoals de CMY-, FOX- en DHA-typen. De metallo-
enzymen, behorende bij klasse B, zijn wel aanwezig, maar in mindere mate. Er zijn geen klasse D
B-lactamasen gevonden in stammen van K. pneumoniae. Carbepenems, een groep antibiotica die
veel wordt gebruikt voor de behandeling van multiresistente Gramnegatieve ziekenhuis-
pathogenen, werkte tot een aantal jaren terug efficiént tegen K. pneumoniae infecties. Echter,
door de productie van carbapenemases zijn deze antibiotica steeds minder bruikbaar bij de
bestrijding van infecties. Een overzicht van een aantal degradatie-enzymen, geproduceerd door
klinische stammen van K. pneumoniae, zijn weergegeven in Bijlage V.
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HOOFDSTUK 2 Resistentiemechanismen in Acinetobacter baumannii

§ 1 Buitenmembraaneiwitten

Over de porinen die aanwezig zijn in Acinetobacter baumannii is tot nu toe nog slechts weinig
bekend. Er zijn enkele buitenmembraaneiwitten beschreven, echter hiervan zijn de exacte
functies nog vrijwel onbekend.*” De vermindering van de permeabiliteit van het
buitenmembraan kan verklaard worden door de lage aantallen en de beperkte doorlaatbaarheid
van de porinen.”” Het is echter wel duidelijk dat een gewijzigde membraanpermeabiliteit een
belangrijke oorzaak is voor carbapenem-resistentie in A. baumannii.*® In Tabel 4 staat de porinen
beschreven die zijn gevonden in klinische stammen.

Porine Grootte  Substraat Bijzonderheden Referentie
(kDa)
HMP-AB 37 B-lactams, Groot transportkanaal voor substraat tot [82]
sacchariden 800Da
- 33-36 Imipenem Verlaagde gevoeligheid voor amikacine, [44]
tobramycine, ciprofloxacine, ceftazidime
CarO 29 O.a. carbapenems Niet-specifiek transportkanaal [58]
OprD 43 O.a. imipenem, -
meropenem, [92]
aminozuren
- 47 Carbapenems - [59]
- a4 Carbapenems - [59]
- 22 Carbapenems In combinatie met verlies van 33kDa porine [57]

en productie van OXA-24 B-Lactamase

Tabel 4: Porinen beschreven in Acinetobacter baumannii en hun substraatspecificiteit

Resistentie van A. baumannii voor B-lactams kan veroorzaakt worden door een verminderde
permeabiliteit van het buitenmembraan (minder of andere porinen), of door mutaties in
penicillinebindende eiwitten (PBP).**

§ 2 Effluxpompen

In A. baumannii behoren de aanwezige effluxpompen meestal tot de MFS en de RND-familie. In
Tabel 5 staan de gevonden effluxpompen en hun eigenschappen weergegeven.

Effluxpomp  Familie Antibiotica Referentie
Tet(A) MFS Tetracycline [95]
Tet(B) MFS Tetracycline, minocycline [95]
CmiA MFS Chloramphenicol [65]
CraA MFS Chloramphenicol [96]
MdfA - 0.a. ciprofloxacin, chloramphenicol [45]
AdeABC RND Aminoglycosiden, B-lactams, chloramphenicol, tetracyclines, [55]
erythromycine,; verminderde gevoeligheid fluorochinolonen
AdelIK RND 0.a. B-lactams, chloramphenicol, tetracycline, novobiocine, [63]
erythromycine, fluorochinolonen, (amfifilische substraten)
AbeM MATE Norfloxacine, ofloxacine, ciprofloxacine, gentamicine, [46]
triclosan, acriflavine, daunorubicine, doxorubicine
AbeS SMR Erythromycine, novobiocine, aminoglycosides, chinolonen, [93]

tetracycline
Tabel 5: Effluxpompen beschreven in Acinetobacter baumannii en hun antibiotica-specificiteit
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Tet(A) en Tet(B) genen komen niet beide in eenzelfde A. baumannii stam voor.”> AdeABC en
AdelJK zijn effluxpompen die bestaan uit drie componenten: AdeA/Adel zijn de membraanfusie-
eiwitten  (MFP), AdeB/Ade) de  multidrug transporters en AdeC/AdeK de
buitenmembraaneiwitten (OMP).>> ®® Het eiwit AdeB is verantwoordelijk voor de aminoglycoside
resistentie.”> AdeC is niet essentieel voor resistentie, aangezien de AdeAB effluxpomp ook
andere porinen kan gebruiken, zoals AdeK. AdeABC wordt gereguleerd door twee naast elkaar
gelegen open reading frames, AdeR en AdeS, waarvan de producten erg overeenkomen met
eiwitten van tweecomponenten regulatorsystemen. Tweecomponenten systemen zorgen ervoor
dat een bacterie zich gemakkelijk kan aanpassen aan verschillende omgevingsfactoren. Het
systeem bestaat uit een sensor kinase (AdeR) en een responsregulator (AdeS). Het sensor kinase
kan autofosforylatie ondergaan onder invloed van bepaalde stimuli, zoals veranderingen van pH
en temperatuur. Deze fosfaatgroep wordt vervolgens overgedragen naar de responsregulator,
waardoor deze actief wordt en de genexpressie activeert.”’” Overexpressie van de effluxpomp
AdeABC geeft duidelijk een hogere resistentie voor de meeste [-lactams, inclusief
carbapenems.>

§ 3 Veranderingen in de target voor antibiotica

Mutaties in penicillinebindende eiwitten (PBP) veroorzaken onder meer B-lactam resistentie in A.
baumannii. B-lactams binden normaal gesproken aan deze eiwitten, die een belangrijke rol
spelen in celwand biogenesis, en daarmee worden deze PBP’s geinactiveerd (zie Figuur 6).

beta-lactam uill
lll Porine
| I |

Bd rer Bacteriecel

celw aga

. Figuur 6: De werking van (-
L}"SlS lactams op een bacteriecel.

Wanneer de PBP’s echter niet meer herkenbaar zijn voor deze antibiotica, zullen deze geen
effect meer hebben op de celwand biosynthese en celgroei.”® Een open reading frame (ORF),
gevonden op een chromosoom in A. baumannii, codeert voor het enzym dihydrofolaat reductase
(DHFR). Dit enzym is verantwoordelijk voor de omzetting van dihydrofolaat naar tetrahydrofolaat,
welke nodig is voor de synthese van purinen en bepaalde aminozuren. Er kunnen mutaties plaats
vinden in dit gen, waardoor deze geen affiniteit meer heeft voor het antibioticum trimethoprime
(een DHFR-remmer) en dus resistent wordt. (Goldstein et al., 1983).)° Resistentie voor
chinolonen is verkregen door een mutatie in het gyrA gen. Dit gen codeert voor het enzym DNA
gyrase, dat dubbelstrengs DNA splitst in enkelstrengs DNA. Dankzij de mutatie wordt dit enzym
niet herkend door het antibioticum, waardoor resistentie ontstaat.*’ parC is een gen dat codeert
voor het enzym topoisomerase IV. Door mutaties is ook deze niet meer herkenbaar voor de
(fluoro)chinolonen.®
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§ 4 Afbraakenzymen

De eerste A. baumannii stam met een carbapenem-hydrolyserende B-lactamase werd in 1985
gevonden in Schotland en werd destijds ARI-1 genoemd (nu hernoemt tot OXA-23)."* Deze
behoort tot de Ambler Klasse D, maar ook klasse B enzymen geven resistentie tegen
carbapenems.®® ** ** ¢ volgens de literatuur worden Ambler klasse C enzymen het meest
gevonden in Acinetobacter species.”* A. baumannii produceert uit zichzelf een AmpC-type
cefalosporinase, maar de hoeveelheid is niet zodanig dat resistentie ontstaat tegen
breedspectrum cefalosporines.'® De AmpC types die in A. baumannii zijn waargenomen, worden
aangeduid met ADC-type enzymen (Acinetobacter derived cefalosporinase).'® Deze enzymen
kunnen amino-penicillines, eerste-, tweede- en derde-generatie cefalosporines hydrolyseren.
Zonder overproductie van ADC’s zijn deze bacterién niet resistent tegen ceftazidime.'® ' Echter,
door insertie van een specifiek insertiesequentie element ISAbal upstream van het blagm,c gen
wordt de expressie van dit enzym verhoogd, waardoor resistentie tegen ceftazidime ontstaat,
maar niet tegen carbapenems.'® Andere enzymen zijn de B-lactamases OXA-51 en -69. Deze
hebben echter weinig effect op B-lactams, inclusief carbapenems.® Bij overexpressie is wel
resistentie aangetoond in stammen van A. baumannii.*®* Ook dit gebeurt, net als bij het AmpC-
gen, in aanwezigheid van het ISAbal element upstream van het blagyasi/ss gen.105 Resistentie
voor sulfonamiden wordt veroorzaakt door het verkrijgen van plasmiden met genen die coderen
voor dihydropteroate synthase (DHPS). Sulfonamiden remmen normaal gesproken dit enzym,
wat betrokken is in de folaatsynthese.”® Het SIM-1-gen is door A. baumannii verkregen door
middel van horizontale genoverdracht, wat aangeeft dat verdere verspreiding van
antibioticaresistentie in de toekomst mogelijk is.*> Hetzelfde geldt voor de IMP-genen in A.
baumannii, maar dit proces is beperkt tot een omgeving waar imipenem aanwezig is.”> Het
eerste TEM-type ESBL is gevonden in een lItaliaans ziekenhuis, waar TEM-92-producerende
stammen van A. baumannii zijn aangetroffen. Het gen dat codeert voor dit enzym is
waarschijnlijk verkregen van Enterobacteriaceae, die al een aantal jaren aanwezig is in dit
ziekenhuis.™ Een aantal van de gedetecteerde enzymen in klinische stammen van A. baumannii
zijn weergegeven in bijlage VI.
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HOOFDSTUK 3 Conclusies & Perspectieven

De bacteriesoorten die in dit rapport zijn beschreven, Klebsiella pneumoniae en Acinetobacter
baumannii, gebruiken meerdere resistentiemechanismen om zich te beschermen tegen antibiotica.
Deze zijn: de verlaagde expressie van porinen, de verhoogde expressie van effluxpompen, de
productie van degradatie-enzymen en het ontstaan van mutaties in de cellulaire targets van
bepaalde antibiotica. In K. pneumoniae zijn drie belangrijke porinen gevonden, die betrokken zijn bij
het transport van bepaalde antibiotica in de bacteriecel. Er zijn slechts een aantal effluxpompen
beschreven. Wel werden veel klasse A ESBL’s gedetecteerd in deze stam, net als klasse C enzymen.
Klasse B typen werden minder aangetoond en er werden helemaal geen enzymen behorende bij
Ambler klasse D gevonden.

In A. baumannii komen veel porinen voor, die met name betrokken zijn bij de doorlaatbaarheid van
het buitenmembraan voor carbapenems. Een verlaging in het aantal van dit porinen in een cel zou
dus een belangrijk mechanisme voor carbapenem-resistentie zijn. Ook zijn er veel verschillende
effluxpompen beschreven, meestal behorende tot de MFS- en RND-familie. Van de degradatie-
enzymen zijn vooral veel klasse D enzymen aangetoond, waarvan een groot deel in staat is om
carbapenems te hydrolyseren. Volgens de literatuur zou deze bacterie vooral veel klasse C enzymen
produceren. Naar aanleiding van dit onderzoek, lijken vooral klasse D enzymen veel voor te komen
(Zie ook bijlage VI). Door de horizontale overdracht van genen van andere bacteriesoorten kunnen
deze resistentiemechanismen zich eenvoudig verspreiden. Beide bacteriesoorten, K. pneumoniae en
A. baumannii, hebben mutaties aangetoond in het gyrA gen, wardoor deze resistent zijn geworden
tegen fluorochinolonen.

Naar aanleiding van dit onderzoek zijn er een aantal aanbevelingen die verdere resistentie in de
toekomst mogelijk kunnen vertragen of voorkomen. Ten eerste zullen antibiotica alleen gebruikt
moeten worden voor de behandeling van vatbare ziektes. Deze zullen daarnaast in een zo laag
mogelijk dosis en in zo kort mogelijke tijd gegeven moeten worden totdat de infectie voldoende
behandeld is. Hiermee kan de kans op ontwikkeling van multiresistente stammen zo laag mogelijk
gehouden worden.

Bacterién kunnen zich door een slechte hygiéne gemakkelijk verspreiden. Dit geldt vooral voor
resistente bacterién, die moeilijker te bestrijden zijn dan gevoelige bacterién. Er zijn al meerdere
gevallen beschreven waarbij bacterién resistentiegenen overnemen van andere soorten door middel
van horizontale overdracht. Dit is vaak aanwezig bij meerdere bacteriesoorten die bij elkaar leven. In
medische centra staan de bacterién meer onder druk door de vele aanwezige antibiotica, waardoor
ze na verloop van tijd ook resistentiemechanismen zullen ontwikkelen om deze te kunnen overleven.
Acinetobacter baumanni is een bacterie die in sterk variérende leefomstandigheden kan overleven.
Deze is bijvoorbeeld aanwezig op medische instrumenten en kan ook gemakkelijk verspreid worden
door medisch personeel. Hierdoor komt deze sneller in aanraking met verschillende antimicrobiéle
stoffen, waardoor het resistentiemechanismen kan ontwikkelen. Ten tweede is het dus erg belangrijk
om medische instrumenten goed te steriliseren. Ook andere middelen die in aanraking komen met
patiénten en medisch personeel zal regelmatig ontsmet moeten worden om de ontwikkeling en
verspreiding van antibioticaresistentie stammen tegen te gaan. Een voorbeeld hiervan is een
duidelijk protocol voor handhygiéne en het streng naleven hiervan door het personeel. A. baumannii
blijfft een lastige pathogeen om te verwijderen, maar wanneer er verder weinig andere
bacteriesoorten aanwezig zijn (bijvoorbeeld door grondig te steriliseren) zal de kans op horizontale
overdracht van resistentiegenen gereduceerd worden.

Wanneer de ontwikkeling van resistentiemechanismen op deze manier doorgaat, wordt het in de

toekomst erg lastig om deze twee pathogenen met antibiotica te bestrijden. Er moet meer bekend
worden over de resistentiemechanismen die gebruikt worden door deze bacterién en hoe deze
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ontstaan. Daarbij zal er met verhoogde intensiteit naar nieuwe antibiotica moeten worden gezocht
die de resistentiemechanismen kunnen omzeilen. De vraag hierbij is alleen: Hoe lang zullen
antibiotica op efficiénte wijze toegepast kunnen blijven worden? Op een gegeven moment is men
door alle opties heen en dan zullen de gevolgen ook verontrustend zijn. Om dit te voorkomen is het
dus van groot belang om de genoemde aanbevelingen serieus te nemen en zo veel mogelijk toe te
passen. Niet alleen in medische centra, maar ook in de veehouderij, akkerbouw en in dierenklinieken.
Hier worden namelijk ook nog steeds veel antibiotica gebruikt, waardoor de ontwikkeling van
antibioticaresistente stammen in snel tempo toeneemt.
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BIILAGE | Klasse A B-Lactamases

L 1B
SME1  Sinorhizobium meliloti
ShA 1952 Sinorhizebium melilob
ABPE] Burkholderia pseudomalle
Bﬁl:;sl%d Burkholderia pseudomallei
i

BI'S1e Burkholderia pseudomalle
BIS1h Burkholdesia peeudomalle

HugA Proteus penneri
_l i K1 Proteus vulgaris
it - imiA Enterobacter ¢l
imiA Enterobacter cloacae
{HAMCA Enterobacler cloacas
b 5miEZ Sinorhizobium melile

S—— s lakii
OxY1 l?‘lﬁe {;clratyt?m':
OXY4 Klebsiella oxyloca

L"I'}{‘I'JLK'IM' lla oxyloca

1 Kluyvera cryocrescens

10

kluA2 Kluyvera ascorbata
kluas Klwywera ascorbata
KLUAT EKluyvera ascorhata

CTXM2a

A Mycobacterium tuberculosis
MT2128 Mycobacterium tuberculosis

enl Bacillus subtilis
_EB 2007 Bacillus anthracis
BEPEN Bacillus licheniformis
r blaZ
_| VPO Staphyloosooes aurcus
ROBL Haemophilus influenzae

MWP51 Paeudomonas aetuginosa

P

L2 Stenctrophemonas maltophilia
—| E blaXa Xanthomonas axonopodis
hélﬂ{wn :lé,.mih.::nmu‘m.-i axonopodis

il

Deinococcus radiodurans

CPE1184 Clostridium PL-'II:r.inE,L-rL-s

— 144 nucleotide changes

epA Bacterides fragilis
_gfbb\ H.'.(Prfrcridq-s unil’urm:::sl

1583 Fusobacterium muckeatum

b FN
sl 21h Synechooystis sp.
HI2115b '|'hLﬂﬂ£1WE?::tIEEE\ukaJILLﬂ
CGAL  Chryseobacterium gleurm —
_ﬁ CME2 L"hr},-m.«hsl.'u.-wium meningosepticum

CEXAZ CFB
i CFXAZ  Prevotella intermedia p—
cfxA Bacteroides valgatus Group

PER1 Pseudomonas acruginosa (Horizontal Transfer)
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BIJLAGE Il

Klasse B B8-Lactamases

actlORES Streptomyoes coelicolor A3(2)

Firmmicubes; Achnobacberia

Firmicutos;

Bacillus ) Clostridium group

r blaZ Bacillus anthracis]

L blm Bacillus cereus

r

BlaB1 ™~ |
BlaB2
BlaB3
BlaBs Chryseobacterium
BlaBs ineningoseplicum
[ b CFR
Blakd B group;
| Fl Flavohacteri:
JOHN1 Flavobacterium johnsoniae et
CCE1 Chryseobacterium gleum
IND2
N IJZa Chryseobacterium
indologenes
lNI.Trl
IND3 S—
| CerA CFB group;
ohia Bactervides frangJs Bacteroddetes

IMIP1* Serratia marcescens
IMP10° Pseudomonas acruginosa
IMI"6* Serratia marcescens
IMP4
IMI'S
IMIP9* Shibella flexneri
IMIP2 Acinetobacter baumannii
IMPE" Klebsiella pneumoniae
IMP11* Pseudomenas acruginosa
[ VIM1* Achromobacter xylosoxidans

Acinetobacter baumannii

Proteobacteria;
¥ subdivigion

VIM2

Paeudomonas aeruginosa
VIM3
Aeromonas hydrophila

CphA 2]
—rn
Imi%S Aeromonas veronii

= ghfl Serratia fonticola

ThO681 Thermotoga maritima
CH3 Colwellia sp 34H

Protecbacteria;

MO Methylococous capsulatus

+ subdivision

4‘—\

51 Silicibacter pomeroyi

sP2

MM1 Magnetococous sp
BF1 Burkholderia fungorum
EM1 Ralstonia metallidurans
RS05RA3"
R501746*

BM1 Burkholderia mallei
Rl Rhodopseudomonas palustris
licibacter purnl.'ru:.fi.

Protecbacteria;

Ralstonia solanacearum | g subdivision

Proteohacteria;
e subdivision
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BIILAGE Ill Klasse C 8-Lactamases

Class C

L OantB2114
L Dant2171

— 72 Substitutions

Clrel:M346
CfreH224
CHreC)sa0
Cfrefds4
CirepBr9
CMY-2 = BIL-1=LAT-2
CMY-2h
| CMY-3
ChAY-4
ChY-3h
LAT-4=LAT-1
LAT-3 =CMY-a
— CMY-7
CMY-5
— CfreGC3
— Cfml}ﬂ}s'l' :
- e
EclolaMN747
& EcloCHE
EclolC1
Ecloas
— EclohMHNI
EcloOUDhy
Earel
EcolkK12
Yentl P97
DHA-2
B MmorSLMO1
L pHAA
AbauRYC
ACC-1
I HalvHATD
HalvHA1
HalvH A4
HalvHAS
PstuVDGI6
SmarsLS7T3
Smar5R50)
@. SmarsKET1
SmarssT1
LlacY K9
PimmAS
Ah}-d{,.‘epH
AsohCeps
AsobAERT4
FOX-1
Gl FOX-5
FOX-2
FOX-3
FOX-4
CMY-1
ChMY-8
CMY-9
MO
MOX-2
FaerPACY]

() Clades with probabilities less than 90%
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BIJILAGE IV Klasse D B-Lactamases

s ————OxA1
L@ OXA30 Shigella flexneri
OXA31
465 140 306 OXA18 P. acruginosa
522 352 Agrobacter tumefaciens
268
180 OXA22 Ralstonia pickettii
180 _IE Burkholdeira pseudomallei
127 -
@ 204 136 oxa29 Legionella gormanii
4@ Legionella pneumophila
558 Bacillus subtilis
99 A ﬁ'i Stap]‘l}']ﬂmﬁcus epiden‘nidis
359 1 Staphylococcus aureus
L 408 Clostridium difficile
0 oxa2
1~ L oxats
40 L Oxa3s
493 I 2 OXA32
108 e ) G OXA3
695 Magnetococcus
163 OXAS
B e ] 5 L OXA10
¢ = OXA17 P. aeruginosa
108 2
OXALY
131 1
18 —lzomzs
123 L1 Oxass
359 Shewanella putrefasciens
]_|3: OXA24
110 299 & oxAzs Acinetobacter
(D 305 L2  gxaze | baumanii
150 5 L 38 OXA27
710 Pseudomonas aeruginosa
ik Campylobacter jejuni
518 Cytophaga hutchisonii
548

Nostoc punctiforme
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BIJILAGEV Enzymen in klinische stammen van Klebsiella pneumoniae

Land waar enzym

Enzym Type Antitioticaresistentie S - Referentie
is geidentificeerd
lactamases
Elasse A TEM-1 - Tunesig, Zuid-Afrika, Verenigde Staten | [E],[16],[23]
- Taiwan [67]
TEM-2 Cefoperazone-sulbactam® Werenigde Staten [22]
TEM-26 | Ceftazidime, aztrecnam Verenigde Staten [E9]
TEM-52 | Moxalactam Frankrijk [28]
SHY-1 Cefalotine [zwak)*® Frankrijk, Verenigd Koninkrijk [10), [FO]
SHy-2 Cefotaxime, ceftazidime, aztrecnam Frankrijk [10]
SHW-3 Ceftazidime Frankrijk [10]
SHW-5 - Mederland, Zuid-Afrika, Frankrijk [14],[1&],[29]
Cefotaxime, cefoxitine® erenigde Staten, Taiwan 71],[117]

SHV-12 | Astrecnam Taiwan [67][117]
SHY-13 Cefotaxime Mederland [33]
SHV-18 Cefotaxime en andere axyimino-g-Lactams Verenigde Staten [24]
SHV-23 - Zuid-Afrika [1€]
SHw-29 |- Werenigde Staten [23]
CTE-M-15 - Tunesig [E]
GES-1 Owyimino-B-Lactams [vooral ceftazidime) Frans Guinea [29]
KPC-1 Carbapenems, penicillines, cefalosporines, aztreonam | Verenigde Staten [23]
KPC-2 Carbapenems erenigde Staten, lsraél [21],[120]
KPC-3 Carbapenems, ceftazidime, gentamicine Verenigde Staten, lzragl [20],[120]

Klazze B [Metallo-f-lactamaszes) | IMP-2 - Taiwan [67]
Vin-1 - Frankrijk, Griekenland [39],[4]
vim-2 |- Tunesig, Italig [51,[328]
VIM-S - Turkije [78]

Elasse C [Cefalosporinases) ChY-1 Cefoxitine Zuid Korea [37]
CMY-4 - Tunesig [E]
CMY-2 - Taiwan [117]
ACT-1 Cefoxitine, cefotetan, (imipenem)* Verenigde Staten [21]
ACC-1 - Duitzland [2€&]
MIR-1 Cefoxitine, ceftibuten, aztreonam, cefotaxime, ceftazidim Verenigde Staten [73]
FOX-1 - Argentinis [B8]
FOX-5 - Werenigde Staten [35][2E]
MOX-1 Breedspectrum B-lactams Japan [72]
LAT-1 - Griekenland [74]
DHA-1 - Taiwan [115]
DHA-2 |- Frankrijk [118]
DHA-3 Cefouritine, cefotaxime, ceftazidime Taiwan 75]

* resistent i.c.m. verlaagde membraanpermeabiliteit

** resistent i.c.m. verhoogde expressie AdeABC effluxpomp

Referentie

is geidentificeerd

Land waar enzym

Gen enzym Antitioticaresistentie

Adenylyltransferases

[14]

Nederland

Streptomycine

aod A
aodB

[14]

Nederland

Gentamycine
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Enzymen in klinische stammen van Acinetobacter baumannii

BIJLAGE VI

Land waar enzym

Enzym Type Antitioticaresistentie S = Referentie
is geidentificeerd
B-lactamases
Klasze & TEM-1 Penicilline, ampicilline Australig [47]
TEM-52 Italig [113]
SHVY-G Frankrijk [20]
SHW-12 China [29]
CTE-M-2 Japan [108]
PER-1 Turkije, Frankrijk, Belgié [109]
PER-2 Verenigde Staten [107]
WEB-1 Alle B-lactams behalve carbapenems Frankrijk [61][&5]
SC0-1 Penicillines [sterk), Cefalosporines en Argentinig [102]
Carbapenems [zwak)
Klasze B [metallo-beta-lactamases) |IMP-2 Italig [110]
IMP-2 Carbapenems China [60]
WIM-1 Griekenland [43]
WIn-2 Brede substraatspecifiteit, behalve colistin Korea, Duitsland [78],[111]
5IM-1 Brede substraatspecifiteit, behalve aztreonam | Korea [42]
en piperacilline
Klasze C[Cefalosporinases) ADC-1 Spanje [10:0]
ADC-7 Verenigde Staten [62]
Klassze [ [Cwacillinases) OXA-10 Alle B-lactams, behalve exteded-spectrum Frankrijk [61]
cefalosporines en carbapenems
OXA-20 Amaxicilline, ticarcilline, oxacilling, cloxacilline | Italig [114]
0XA-23 [ARI-1) | Imipenem, meropenem™®® Australig, Brazilig, [47]1[64],[112]
WVerenigd Koninkrijk, Frankrijk |[5&], [54]
OXa-24 Carbapenems [zwak)® Spanje [24]
OXA-25 Carbapenems [zwak) Spanje [52]
OXA-26 Carbapenems [zwak) Belgig [52]
OXA-27 Carbapenems [zwak) Singapore [52]
OXa-40 Carbapenems [zwak)** Zpanje, Frankrijk [B&],[54]
OXa-51 Carbapenems [zwak) Argentinig [85]
OXA-53 Penicillines, oxacillines, imipenem, behalve Frankrijk [28]
extended-spectrum cefalosporines®*
DHA-BS Zuid Afrika [87]
OXA-E5 Argentinig [87]
OXA-EE Spanje, China, Singapore [87]
OXA-EE Spanje [87]
OXA-E0 Carbapenems [zwak) Singapore, Turkije [87]
OXA-70 China [27]
OXA-71 Zuid Afrika [87]

* resistent i.c.m. verlaagde membraanpermeabiliteit

** resistent i.c.m. verhoogde expressie AdeABC effluxpomp
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Land waar enzym

Enzym Type Antitioticaresistentie Referentie
is geidentificeerd
Acetyltransferases
aac3 Gentamycine China [48]
aacC1 Gentamycine Italié, Australié [114]
aac6 Alle aminoglycosides, behalve gentamycine China [48]
aacA4  Alle aminoglycosides, behalve gentamycine Italié [114]
Adenylyltransferases
aadAl  Spectinomycine, streptomycine Australié, Korea, Italié  [47],[65],[114]
aadDal Spectinomycine, streptomycine [65]
aadB Gentamycine, kanamycine, tobramycine [65]
Fosfotransferases
aphAl  Amikacine, kanamycine Japan, Australié [98],[47]
StrA Streptomycine Data niet gegeven [65]
strB Streptomycine Australié [47][65]
Overig
Dehydrofolaat reductases DHFR Trimethoprime Australié [47][65]
16S rRNA methylases ArmA Aminoglycosides Zuid Korea [50]
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