CAT
Critically Appraised Topic

Hypervirulente Klebsiella pneumoniae

Auteur: Alexander Ockerman
Supervisor: Dr. Michaél Boudewijns
Datum: 27/05/2025

In 2024 waarschuwden zowel de World Health Organization (WHO) als de European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) voor een wereldwijde toename van
infecties met carbapenem-resistente hypervirulente Klebsiella pneumoniae (CR-hvKp).
Om de opmars van deze levensbedreigende infecties tegen te gaan roepen ze enerzijds
op tot klinische awareness, anderzijds vragen ze om de laboratoriumcapaciteit om deze
kiemen te detecteren te verhogen (1,2).

Deze “call to action” was de aanleiding voor deze CAT. We wilden een methode
evalueren voor het detecteren van hypervirulente Klebsiella pneumoniae (hvKp) in de
klinische routine en op deze manier de epidemiologie van hypervirulente Klebsiella
pneumoniae, al dan niet carbapenem resistent, in AZ Groeninge Kortrijk in kaart te
brengen. Hiervoor werd de LAMP-gebaseerde eazyplex ®hvKp assay (Amplex
Diagnostics) geévalueerd.

Vragen

1. Watis hypervirulente Klebsiella pneumoniae en hoe kan je deze detecteren?

2. lIs hetklinisch relevant om hypervirulente Klebsiella pneumoniae te detecteren?

3. Komen infecties met hypervirulente Klebsiella pneumoniae reeds voor in ons
patiéntenpopulatie?



Vraag 1. Wat is hypervirulente Klebsiella pneumoniae en
hoe kan je deze detecteren?

Klinisch beeld en definitie van een hypervirulente Klebsiella
pneumoniae infectie

K. pneumoniae is een belangrijk bacteriéle pathogeen die na E. coli een van de meeste
geidentificeerde gram-negatieve bacterién is in klinische laboratoria. Het is een gram-
negatieve bacil behorend tot de Enterobacterales. In de literatuur wordt gesproken van
twee pathotypes, namelijk classical K. pneumoniae (cKp) en hypervirulente K.
pneumoniae (hvKp) (tabel 1).

Het klinisch beeld van cKp infectie is welbekend: het is meestal een opportunistische
pathogeen die voorkomt in ziekenhuis setting bij de oudere patiént met comorbiditeiten
of met doorbraak van fysiologische barrieres (bv. endotracheale tube, intravasculaire
catheters, chirurgische wonde). Deze kiemen zijn berucht voor het gemakkelijk
opnemen van resistentiegenen waardoor ESBL- (bv. CTX-M, SHV en TEM) en CPE- (bv.
OXA-48, NDM) productie vaak voorkomt (3,4).

De eerste infecties met hvKp werden beschreven in de jaren 80 en 90 in Zuid-Oost Azié
(5,6). Dit klinisch beeld is veel minder gekend bij clinici. Een belangrijk kenmerk is dat
hvKp ook jonge gezonde patiénten kan infecteren zonder comorbiditeiten. Vaak zijn er
meerdere strooihaarden door metastasering doorheen het lichaam, wat zeer ongewoon
is voor leden van de Enterobacterales. Het meest kenmerkende klinische syndroom dat
aanleiding gaf tot zijn herkenning in de jaren 80 is het cryptogene pyogene leverabces
(5). Dit leverabces door hvKp is bijna altijd mono-microbiéel in tegenstelling tot cKp
leverabces wat vaal poly-microbiéel is (7). Ook komt het hvKp leverabces voor zonder
geassocieerde biliaire of leverpathologie. HvKp kan echter bijna overalin het lichaam
infectie veroorzaken.

Nog een opvallende klinische manifestatie die uniek voorkomt bij hvKp is endoftalmitis.
Dit is een verwoestende complicatie die kan optreden bij hvKp infectie door secundaire
strooiing naar het oog. Ongeveer 5% van patiénten met hvKp bacteriémie ontwikkelt
endoftalmitis (8). Typisch treedt er een pijnlijke zwelling en roodheid van het oog op met
een plots visusdaling. Bilaterale aantasting komt voor in tot 25% van de gevallen. Deze
visusdaling kan zo acuut verlopen dat er in sommige patiénten irreversibele blindheid is
voordat een systemische focus gevonden is. Anderzijds kan deze complicatie tot 30
dagen na initiéle hvKp infectie optreden (9). Zelfs met snelle intraveneuze en
intravitreale antibioticatherapie is de klinische respons slecht. De meeste patiénten
ondervinden een gedaalde visus en tot bijna de helft van de gevallen is er een enucleatie
van het aangedane oog nodig (10).

Respiratoire hvKp infectie presenteert zich naast de lobaire pneumonie vaker als
empyeem of longabces met septische pulmonaire embolen (11). Recent zijn ook



ventilator associated pneumonia (VAP) beschreven (12).

Meningitis door hvKp komt voor in pati€nten met een intacte bloed-hersen barriere,

zonder neurochirurgie of cerebraal trauma, wat zeer ongewoon is voor een gram

negatieve kiem. Het kan zowel een primaire als secundaire focus zijn. Concomitante

multipele hersenabcessen en ventriculitis kunnen voorkomen (13).

Verder zijn tromboflebitis, musculoskeletale, huid en weke delen en urogenitale
infecties beschreven met hvKp (14,15).

Parameter

Finding for pathotype

hvKp

cKp

Location for the development
of infection

Host

Ethnic background

Hepatic abscess

Number of sites of infection
Unusual infectious syndromes for

K. pneumoniae

Copathogens at the site of infection

More commonly the community®

All ages; often otherwise healthy
Often Asian, Pacific Islander, Hispanic
Usually occurs in the absence of biliary disease

Often multiple

Endophthalmitis, meningitis,© brain abscess,
necrotizing fasciitis, splenic abscess,
epidural abscess

Rare, usually monomicrobial

More commonly a health care setting

Older, with some form of compromise

No ethnic predilection

Usually occurs in the presence of
hiliary disease

Usually single

None

Not uncommon, especially with abdominal,
soft tissue, or urinary catheter infection

Tabel 1: algemene verschillen klinische manifestaties hvKp en cKp die kunnen helpen in

het herkennen van infecties met hvKp (16).

Figuur 1: leverabces (rode pijl) met secundair abces in de milt (zwarte pijl)(16)



Figuur 2: endoftalmitis (16)

Er is geen consensus over de definitie van hvKp gezien de complexiteit van de
betrokken virulentie mechanismen en de gedeeltelijke overlap met cKp. De diagnose
wordt gesteld op basis van een suggestief klinisch beeld (zoals hierboven beschreven),
fenotypische kenmerken, de aanwezigheid van bepaalde virulentiegenen of een
combinatie hiervan (17). De verhoogde virulentie ten op zichte van cKp is het
belangrijkste kenmerk maar valt moeilijk te definiéren.

Fenotypische kenmerken van hvKp

Hypermucoviscositeit door overexpressie van kapsel polysachariden het belangrijkste
virulentiemechanisme van hvKp. Het hypermucoid kapsel zorgt voor bescherming tegen
fagocytose en bactericide stoffen in de gastheer.

Bijna alle hvKp vertonen een hypermucoid fenotype op bloed of MacConkey agar. Deze
eigenschap kan getest worden door het uitvoeren van een string test. Hierbij wordt een
verse kolonie voorzichtig aangetikt met een entlus en omhooggetrokken. Als de
slijmerige draad tussen kolonie en entlus >5mm meet is de stringtest positief (figuur 3)
(18). Vroeger dacht men dat dit hypermucoid fenotype gelijkgesteld kon worden aan
hvKp maar intussen zijn er ook hvKp stammen beschreven die niet hypermucoid zijn en
zelfs sommige cKp kunnen deze eigenschap ook bezitten (17,19).

Deze overproductie van capsulaire polysachariden in hvKp wordt gemedieerd door
mucoid phenotype regulator A en/of A2 (rmpA/A2) en welke bovendien losstaat van het
kapseltype. MagA (mucoviscosity associated gene A) speelt ook een rolin de synthese
van extracellulaire polysachariden. Er is een sterke associatie tussen hvKp met het K1
kapseltype en aanwezigheid van magA.



Figuur 3: voorbeeld van positieve string test (slimdraad >5mm bij licht aantikken kolonie)

De meest voorkomende kapseltype zijn K1, gevolgd door K2, die samen 70% van de
hvKp kapseltypes vormen. Verder zijn beschreven K5, K20, K54 en K57. Deze
kapseltypes zijn echter niet specifiek voor hvKp en kunnen ook bij cKp voorkomen (20).
Door horizontale overdracht van virulentiegenen op plasmides binnen K. pneumoniae
wordt verwacht het aantal kapseltypes bij hvKp zal blijven groeien.

De meeste K1 serotypes behoren tot multilocus sequense type 23 (ST23). Het K2
kapseltype wordt gevonden in verschillende ST’s.

Hiernaast zijn er in hvKp ook genen aanwezig die coderen voor sideroforen. Deze zorgen
voor een sterk verhoogde siderofoorproductie in vergelijking met cKp. Hier worden iuc
(aerobactin), iro (salmochellin) en ybt (yersiniabactin) het meest beschreven. De
hierdoor sterk verhoogde ijzer-uptake geven hvKp een groei en overlevingsvoordeel in de
gastheer.

Virulentiegenen van hvKp

Recente genomische epidemiologische studies beschrijven de aanwezigheid van een
virulentieplasmides pLVPK (figuur 4) en het zeer gelijkaardige pK2044 die veel hvKp
stammen gemeen hebben (21). Op deze plasmides liggen de gen loci iro (salmochelin



synthese), iuc (aerobactin synthese), rmpA en rmpA2 (regulator of mucoid phenotype)
en peg-344 (een metabole transporter), welke samen zeer sterk suggestief zijn voor een
hvKp stam (17,22). Er zijn nog andere virulentieplasmides beschreven die niet altijd alle
genloci bevatten zoals pVir-CR-hvKP4 en ook kleinere integrative conjugative elements
(ICE) met mucoid phenotype regulator en siderofoor-genen komen voor (12). Integratie
van de virulentiegenen in het chromosoom werd ook beschreven.

Figuur 4: schematische voorstelling van virulentieplasmide pLVPK en pVir-CR-hvKP4met
gen lociiro, iuc, rmpA/rmpA2, peg-44, geassocieerd met hvKp (16)

Mucoid phenotype regulator A en/of A2 (rmpA/A2) medieert de overproductie van
capsulaire polysachariden in hvKp en zorgt voor het hypermucoide fenotype van hvKp.

Aerobactin en salmochelin zijn de belangrijkste sideroforen van hvKp en worden
gecodeerd door respectievelijk iuc en iro. Ze zorgen voor een verhoogde ijzer-uptake
vanuit de gastheer en geven hvKp een groei en overlevingsvoordeel (figuur 5). In cKp
wordt de incidentie van deze sideroforen op 2-6% geschat maar in hvKp op meer dan
90%. Genoom analyse toonde aan dat de iuc eniro loci in bijna alle hvKp aanwezig zijn
(23).

Hiernaast wordt yersiniabactin (ybt) ook nog frequent beschreven als siderofoor maar



deze maakt geen deel uit van het typische virulentieplasmide en komt ook frequent voor
in cKp (24).

Het gen clb dat codeert voor colibactine, een genotoxine dat tot DNA dubbel-
strengbreuken leidt, maakt ook geen deel uit van de klassiek beschreven hvKp
virulentieplasmides maar is vaak chromosomaal aanwezig in hvKp (25).

Peg-344, een bacteriéel membraantransportereiwit , helpt de overleving van hvKp in
ascitesvocht. Peg-344 wordt in bijna 100% van de hvKp stammen gedetecteerd (26).

MagA (mucoviscosity associated gene A) is een K1 serotype allel van het wzy gen dat
zich op het bacteriéle chromosoom bevindt in plaats van op een virulentie plasmide.
Het is een cruciale virulentiefactor die een rol speelt in de synthese van extracellulaire
polysachariden en biofilm formatie. Er is een sterke associatie tussen hvKp met het K1
kapseltype en de aanwezigheid van magA (27).

hvKp kunnen behoren tot verschillende sequence types (ST). Een grote cluster die vaak
geassocieerd wordt met hvKp is ST23. Deze is sterk geassocieerd met expressie van het
K1 kapseltype. De meest voorkomende sequence types zijn ST23, ST25, ST65, ST86 en
ST375.

Hypervirulent Klebsiella pneumoniae
hvKP Aerobactin

Siderophores Salmochelin
Enterobactin

1[»1]» .

Chromosome @ Siderophore
production
/ Plasmid
Capsule production
rmpA gene \
magA rmpA gene

Hypermucoviscosus
polysaccharide capsule
K1, K2 and others

Figuur 5: schematische voorstelling virulentiefactoren in hvKp (28)



Epidemiologie

Klassiek werd hvKp vooral in Zuid-Oost Azié gevonden en buiten Azié enkel in clusters bij
patiénten met een reisgeschiedenis naar Azié of Aziatische etniciteit (6). De recente
toename van infecties met deze kiem wereldwijd is een reden tot grote bezorgdheid.
Vooral de toegenomen detectie van Sequence Type (ST) 23 die vaak carbapenem-
resistentie genen draagt (CR-hvKp) is zeer zorgwekkend (1,2). Deze convergentie van
hypervirulentie met antimicrobiéle resistentie vormt een aanzienlijke bedreiging voor de
volksgezondheid gezien de hoge mortaliteit van deze infecties mede door de beperkte
therapeutische opties (29,30).

Eris ook een toename van nosocomiale hvKp infecties bij comorbiede patiénten in het
ziekenhuis, wat detectie door het klassieke klinische beeld van een community-
acquired infectie bij de jonge gezonde patiént bemoeilijkt.

De WHO waarschuwt dat hvKp zeer waarschijnijk sterk ondergedetecteerd is gezien er
geen globaal surveillance netwerk bestaat en de diaghosemogelijkheden in de meeste
laboratoria beperkt zijn.

De geschatte prevalentie van hvKp binnen K. pneumoniae bacteriémie isolaten werd op
8.2% geschat in Canada en 6.3% in de USA (31,32).
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Figuur 6: hvKp ST23 K1 isolaten per jaar ingestuurd naar ECDC(ECDC 2024)

Sinds het vorige ECDC rapportin 2021 is het aantal Europese landen waar hvKp ST23
stammen gedetecteerd zijn toegenomen van 4 naar 10 met ook een sterke toename van
het aantal ingestuurde stammen voor analyse per land van 12 naar 143.
Carbapenemase-genen worden frequent gedetecteerd in deze stammen (figuur 6). De
stammen worden op vrijwillige basis ingestuurd naar ECDC ter analyse, wat maakt dat
dit zeker geen volledig representatief epidemiologisch beeld is. Waarschijnlijk is er een
sterke bias voor de detectie van CR-hvKp ten opzichte van hvKp aangezien het
detecteren van carbapenemase-resistentie vaak een trigger is voor verdere diagnostiek
naar hvKp.



Een recente studie van het Belgisch NRC voor hvKp beschreef 22 ingestuurde hvKp
stammen in Belgié tussen 2014 en 2020, waarvan 31% K1 ( allen behorend tot ST23) en
64% K2 ( behorend tot 7 verschillende ST’s) stammen waren (33). Opvallend is dat de
meeste van de patiénten geen buitenlandse reisgeschiedenis hadden of van Aziatische
etniciteit waren. Dit in tegenstelling tot een cohortstudie in de Verenigde staten waar
50% van de patiénten met hvKp infectie van Aziatische ethniciteit waren (34). Ook
werden er comorbiditeiten vastgesteld bij de meerderheid van de patiénten (gemiddelde
leeftijd 61 jaar). In geen van de stammen werden carbapenemase-resistentie-genen
gedetecteerd.

Zeer waarschijnlijk is deze studie ook niet volledig representatief voor de Belgische
epidemiologie aangezien stammen op vrijwillige basis werden opgestuurd naar het NRC
en de beperkte klinische awareness en diagnosemodaliteiten voor hvKp.

Microbiologische detectiemethoden

Zoals reeds eerder vermeld is er heden geen consensus over de definitie van hvKp.
Naast het typische klinische beeld en virulente karakter van de infecties, zijn er nog
enkele andere methodes beschreven die kunnen helpen bij het vermoeden van hvKp. Er
is echter geen gouden standaard diagnostische test.

String test

Het kapsel speelt een belangrijke rol in de verhoogde virulentie van hvKp. De
transcriptiefactoren rpomA/rpmA2 regelen de expressie van het kapsel en het
hypermucoid fenotype. De meeste hvKp zijn dus zeer mucoid en deze eigenschap kan
gemakkelijk getest worden door het licht aantikken van een verse kolonie met een
entlus. Als het muceus kapsel aan de entlus blijft hangen met een lengte van >5 mm
wordt deze test als positief beschouwd. Vroeger werd dit hypermucoid fenotype als
voldoende beschouwd om te spreken van hvKp. Echter toonden verdere studies aan dat
niet alle hvKp hypermucoid zijn en dat het hypermucoid fenotype ook in cKp stammen
teruggevonden werd (17).

De test is makkelijk en snel in gebruik en kan zo wel een eerste aanwijzing zijn voor het
vermoeden van hvKp.

Telluriet resistentie test

In het virulentieplasmide van hvKp bevindt zich een telluriet resistentie gen. K.
pneumoniae zou kunnen gekweekt worden op selectieve media met telluriet. Als er
zwarte kolonies groeien zijn deze verdacht voor hvKp. Telluriet resistentie genen zijn
echter niet volledig specifiek voor hvKp (35). Deze test zou eventueel kunnen gebruikt
worden in combinatie met de string test.



Siderofoor productie

ljzer ionen zijn onontbeerlijk voor bacteriéle groei. Bacteriéle sideroforen hebben een
hogere affiniteit voor ijzer ionen dan menselijke sideroforen. Hierdoor kunnen ze vrije
ionen uit de menselijke gastheer opnemen. De hoeveelheid sideroforen in hvKp is 6-10x
hoger dan in cKp. Stammen die meer dan 30ug/L sideroforen bevatten zijn suggestief
voor hvKp. Hoewel deze test een goede sensitiviteit en specificiteit heeft is de praktische
toepassing ervan niet echt haalbaar in een routine labo gezien het meten van
sideroforen arbeidsintensiefis (17).

Maldi TOF

Eris een methode beschreven om met MALDI-TOF MS , hvKp te detecteren op basis van
zijn specifieke massa spectrum. Deze is echter nog niet bruikbaar in de klinische routine
en nog gelimiteerd tot kapseltype K1 hvKp (36) .

Moleculaire testen

Zoals eerder reeds beschreven is het door middel van moleculaire technieken
(gPCR/WGS/LAMP) detecteren van hvKp-virulentiegenen de meest accurate
laboratoriumtechniek voor het aantonen van hvKp. De virulentiegenen van hvKp worden
gezien als moleculaire biomarkers specifiek voor hvKp.

Kleborate score

Dit is een software tool die het genoom van K. pneumoniae kan screenen naar onder
andere virulentie genen en een virulentiescore kan toekennen van 0- 5
(https://usegalaxy.eu/?tool_id=kleborate). Er moet dus wel eerst een moleculaire test
gebeuren waarna de data kan ingeladen worden in de software. De score kan ook
manueel berekend worden. De score wordt berekend als volgt:

¢ 0=negative for all of yersiniabactin (ybt), colibactin (clb), aerobactin (iuc)
¢ 1 =yersiniabactin only

¢ 2 =yersiniabactin and colibactin (or colibactin only)

¢ 3 =aerobactin (without yersiniabactin or colibactin)

e 4 =aerobactin with yersiniabactin (without colibactin)

e 5=yersiniabactin, colibactin and aerobactin

HvKp isolaten zijn sterk geassocieerd met Kleborate virulentiescores van 4 of 5 (24). Er
zijn echter ook hvKp beschreven met lagere Kleborate scores.

Bemerk wel dat noch het salmochelin (iro) of rmpA/A2 gen in deze virulentiescore
worden opgenomen, wat toch 2 belangrijke virulentiegenen zijn in hvKp. Echter komen
deze meestal samen voor met aerobactin (iuc) op een virulentieplasmide.
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Het gen clb dat codeert voor colibactine, een genotoxine dat tot DNA dubbel-
strengbreuken leidt, is niet aanwezig op de klassiek beschreven hvKp
virulentieplasmides maar is vaak chromosomaal aanwezig in hvKp (25).

Vraag 2. Is het klinisch relevant om hypervirulente
Klebsiella pneumoniae te detecteren?

Klinische implicaties

Gezien de tendens van hvKp infecties om strooihaarden te vormen op secundaire
anatomische sites, lijkt het opportuun om te weten of het om een hvKp infectie gaat.
Men zou dan laagdrempelig door bijkomende beeldvorming (CT/MRI) op zoek kunnen
gaan naar deze foci, welke mogelijks nood hebben aan drainage voor een betere source
control (37). Het op deze manier opsporen van meningitis, hersenabcessen,
leverabcessen, prostatitis of endoftalmitis is belangrijk aangezien deze vaak een
specifieke keuze voor antimicrobiéel product (anatomische-site specifieke penetratie)
of specifieke behandelingsduur met zich meebrengen (5). Zeker alertheid voor
endoftalmitis is belangrijk gezien de desastreuze gevolgen op de visus en de specifieke
oftalmologische behandeling zoals vitrectomie en intravitreale antibioticatoediening
(388). Anekdotische data suggereren dat hvKp infecties vaker recidiveren, mogelijks zou
een langere behandelingsduur noodzakelijk kunnen zijn dan de standaard 1-2w bij een
bacteriémie (indien secundaire metastatische foci afwezig zijn) (39). In de literatuuris er
voorlopig geen meerwaarde beschreven voor het systematisch afnemen van
opvolghemoculturen.

Impact op infectiepreventie maatregelen

Eris weinig data om de zin van verhoogde infectiepreventie maatregelen (naast de
standaard voorzorgsmaatregelen) op te baseren. Eris nog weinig gekend over de
reservoirs en verspreidingsmechanismen van hvKp, maar een belangrijk reservoir voor
humane infectie lijkt de eigen darmflora te zijn (40).

Als we kijken naar cKp, is er wel data die toont dat ESBL+ cKp zich sneller verspreidt op
ICU (Intensive Care Unit) dan ESBL+ E. coli (41). Het nosocomiale
verspreidingspotentieel lijkt dus zorgwekkend als we dit extrapoleren naar hvKp.

Het is intussen duidelijk dat hvKp niet langer enkel een community-acquired (CA)
infectie is, maar ook tot nosocomiale infecties leidt (1,2). In 2018 werd in China een CR-
hvKp outbreak met ventilator-associated pneumonia (VAP) beschreven op ICU die fataal
was voor alle 5 geinfecteerde patiénten (42).

Momenteel is het echter nog onduidelijk of verhoogde infectiepreventie maatregelen nut
hebben voor non-CR-hvKp. Gezien de potentiéle ernst van deze infecties vallen contact-
isolatie maatregelen op een ICU bijvoorbeeld wel te overwegen. Een verhoogde
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awareness en surveillance van hvKp-infecties zal hopelijk tot meer bruikbare data
leiden.

In het geval van CR-hvKp zijn verhoogde infectiepreventie maatregelen reeds van
toepassing gezien deze dezelfde zijn voor niet hypervirulente carbapenemase-
producerende stammen (1,2). De bijkomende detectie van het hypervirulente karakter
van de stam zal dus geen bijkomende impact hebben op de maatregelen hebben, gezien
carbapenemase-productie gemakkelijk kan worden opgespoord in de meeste
microbiologische laboratoria door middel van het antibiogram en het breed beschikbaar
zijn van snelle bevestigingsmethodes .

Vraag 3. Komen infecties met hypervirulente Klebsiella
pneumoniae reeds voor in onze patientenpopulatie?

Gezien moleculaire detectie van virulentiegenen de meest betrouwbare methode lijkt te
zijn voor het opsporen van hvKp, werd gekozen voor de LAMP (Loop-mediated
isothermal amplification)-gebaseerde eazyplex ®hvKp assay (Amplex Diagnostics).

De assay heeft het voordeel snel en gebruiksvriendelijk te zijn: er kan rechtstreeks van
bacteriéle kolonies gewerkt worden en men krijgt een resultaat binnen de 30 minuten,
wat dus een ‘diagnose’ kan betekenen de dag na het afnemen van een klinisch staal. Dit
maakt de assay bruikbaar in kader van de verschillende klinische aanpak van hvKp of
eventuele in te stellen infectiepreventie maatregelen.

Methode

De eazyplex ®hvKp assay (Amplex Diagnostics) is een ready-to-use teststrip met
gelyofiliseerde mastermixes met primers voor K. pneumoniae, iucC, iroC, ybt, clb, rmpA,
rmpA2 en een ihibitiecontrole. De kit werd gebruikt in combinatie met het Genie || LAMP-
toestel (Amplex Diagnostics).

Een klein deeltje van een kolonie K. pneumoniae wordt aangetikt met een entnaald en
gesuspendeerd in 500uL RALF-buffer (meegeleverd met kit). Deze suspensie wordt 5
minuten geincubeerd op 99 graden voor lysis van de bacteriéle celwand. Vervolgens
wordt 25uL van gelyseerde suspensie gepipetteerd in elke well van de teststrip. Na
oplossen van de reagentia en het verwijderen van eventuele luchtbelletjes door zacht te
tikken wordt de teststrip in het Genie |l toestel geplaatst. De LAMP-reactie zelf loopt 20
minuten op 65°C. Het detectieprincipe is gebaseerd op het meten van real-time
fluorescentie van een intercalerende dye die vrijkomt bij amplificatie. De resultaten
worden automatisch berekend door de software. Enkel het aan of afwezig zijn van een
gen wordt aangetoond. De amplificatiecurves worden live op het scherm getoond en
worden opgeslagen in de software.

Een totaal van 24 K. pneumoniae isolaten verzameld uit de klinische routine tussen
november 2024 tot maart 2025 werden getest met de eazyplex ®hvKp assay. Isolaten
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geisoleerd uit steriele sites, respiratoire mono-microbiéle, carbapemase-producerende
of string test positieve isolaten kwamen in aanmerking. De stammen werden ingevroren
met cryobank parels en bewaard op -80°C tot moment van analyse. Voor het invriezen
werd ook telkens een string test uitgevoerd zoals reeds eerder beschreven in de tekst.
De uiteindelijke geteste collectie betrof isolaten geisoleerd uit volgende anatomische
sites: 14 hemoculturen (58%), 7 respiratoire stalen (29%; BAL, sinus of
bronchusaspiraat), 1 abdominaal staal (4%; galvocht), 1 huidweefsel (4%) en 1 urinair
staal (4%).

Resultaten en discussie

4 van de 24 geteste isolaten (17%) testten positief op alle virulentiegenen in de assay (zie
tabel bijlage)). Dit suggereert een volledig intact hvKp virulentieplasmide. Deze 4
isolaten waren tevens string test positief. We definiéren deze isolaten dan ook als hvKp
in onze epidemiologische studie. De 4 isolaten zijn geisoleerd uit 3 unieke patiénten: 2
van de isolaten zijn afkomstig van eenzelfde patiént, beide geisoleerd uit hemoculturen
met 1 maand tussen. Hoewel een prevalentie van 17% hvKp isolaten over 5 maanden
veel lijkt moet men rekening houden met de studieopzet: maar een klein deel van alle K.
pneumoniae isolaten over deze periode konden getest worden wegens het beperkte
aantal demo-kits beschikbaar. Er werd rekening gehouden met het klinisch beeld
beschreven in de literatuur om de pre-kans van detectie te verhogen. Het betrof
grotendeels isolaten uit hemoculturen, waar een hogere prevalentie kan verwacht
worden voor hvKp gezien zijn virulentiemechanismen. Ter vergelijking, er werden in
diezelfde periode ongeveer 300 K. pneumoniae isolaten in de klinische routine
geisoleerd (waarvan 75% urinair).

7 van de 24 geteste isolaten waren string test positief (29%), waaronder de 4 hvKp-
isolaten. Dit bevestigt inderdaad de sterke correlatie van het hypermucoid fenotype met
hvKp. We zien echter ook dat 3 van de string test positieve isolaten geen hvKp
virulentiegenen bezitten, wat dus de literatuur bevestigt dat een positieve string test op
zich onvoldoende specifiek is voor hvKp. String test negatieve isolaten die toch de hvKp
virulentiegenen bezaten hebben we niet gedetecteerd in onze studie.

Opvallend werd ook in de helft van de cKp isolaten het ybt-virulentiegen (coderend voor
yersiniabactin) gedetecteerd (50%, 10/20). Deze bevinding is ook beschreven in de
literatuur (24).

De gevonden hvKp isolaten werden opgestuurd naar het Nationaal Referentiecentrum
(NRC, CHU UCL Namur Mont-Godinne) voor bevestiging van de gedetecteerde
virulentiegenen en het bepalen van ST en kapseltype.

De 4 gevonden hvKp isolaten werden geisoleerd bij 3 unieke patiénten.
Casus 1 (isolaat 1 en 2, hemoculturen) betreft een 78-jarige man afkomstig uit West-
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Vlaanderen met diabetes mellitus type 2 en chronische hepatitis C. Er werden doorheen
onze studie 2 onafhankelijke isolaten van deze patiént geincludeerd, telkens geisoleerd
uit de hemoculturen met ongeveer 1 maand tussen. Dit werd pas achteraf duidelijk bij
het analyseren van de isolaten. Hij werd opgenomen op geriatrie met een CAK.
pneumoniae bacteri€émie zonder duidelijke focus, vermoedelijk respiratoir en werd 10
dagen behandeld met amoxicilline-clavulaanzuur. Een maand later wordt de man terug
opgenomen met een K. pneumoniae bacteriémie zonder duidelijke focus. Een CT-
abdomen toont letsels verdacht voor leverabcessen en er wordt behandeld met
amoxicilline-clavulaanzuur gedurende 6 weken met heden gunstige outcome. Er was
geen opname op intensieve zorgen nodig. Beide isolaten bezaten hetzelfde wildtype
resistentiepatroon en virulentiegenen, wat dus sterk doet vermoeden dat het effectief
om dezelfde stam gaat. Dit klinisch beeld komt overeen met het beschreven beeld in de
literatuur van hvKp met secundaire strooihaarden.

Casus 2 (isolaat 3, respiratoir BAL) betreft een 47-jarige man afkomstig uit West-
Vlaanderen zonder relevante voorgeschiedenis die werd opgenomen op intensieve
zorgen na een polytrauma. Hij ontwikkelde recidiverende respiratoire infecties (VAP)
waaronder met bacteriémie, die behandeld werden met onder andere piperacilline-
tazobactam, amoxicilline-clavulaanzuur en levofloxacine met gunstige outcome. Initiéel
was er wel reeds K. pneumoniae aanwezig in het eerste respiratoire surveillance staal,
wat dus kolonisatie met hvKp bij deze patiént doet vermoeden als bron van infectie. Er
was een wildtype resistentiepatroon.

Casus 3 (isolaat 4, hemocultuur) betreft een 80-jarige man afkomstig uit West-
Vlaanderen met diabetes mellitus type 2 die werd opgenomen omwille van pyelonefritis
met bacteri€émie op intensieve zorgen. Hij werd behandeld met onder andere temocilline
en ceftriaxone gedurende 3 weken met gunstige outcome.

Alle 4 gedetecteerd hvKp isolaten bezaten een wildtype resistentiepatroon. Er lijkt dus
gelukkig heden nog geen sprake te zijn van circulerende CR-hvKp in onze bestudeerde
patiéntenpopulatie. Er werd 1 OXA-48 K. pneumoniae isolaat uit een huid en weke delen
infectie getest welke geen hvKp virulentiegenen bezat.

Conclusie

Naar aanleiding van een recente “call to action” van de WHO en ECDC om de
surveillancemiddelen naar carbapenem-resistente hypervirulente Klebsiella
pneumoniae (CR-hvKp) op te schalen werd in ons centrum de LAMP-gebaseerde
eazyplex ®hvKp assay (Amplex Diagnostics) geévalueerd. Deze moleculaire assay kan
hypervirulente Klebsiella pneumoniae-(hvKp) geassocieerde virulentie-genen (rmpA/A2,
iucC, iroC, ybt, clb) detecteren.

Er werden 24 K. pneumoniae isolaten, verzameld tussen december 2024 en maart 2025
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getest: 4/24 isolaten (27%) testten positief voor alle resistentiegenen en waren allen
string test positief. Zij werden als hvKp beschouwd. Alle hvKp isolaten bezaten een
wildtype resistentiepatroon, er werden geen CR-hvKp stammen gedetecteerd. Er
circuleren dus reeds hvKp stammen in de patiéntenpopulatie van een regionaal Belgisch
ziekenhuis.

Het beschikbaar zijn van een snelle methode in het microbiologisch laboratorium voor
het detecteren van hvKp kan belangrijk zijn voor een aangepast klinisch beleid in deze
ernstige infecties en kan mogelijks leiden tot verhoogde infectiepreventie maatregelen.
De eazyplex ®hvKp assay kan hiervoor gemakkelijk geimplementeerd worden in de
routine microbiologische diagnostiek.

We willen oproepen tot een verhoogde waakzaamheid om bij een suggestief klinisch
beeld, positieve string test en/of carbapenem-resistente stammen laagdrempelig op te
sturen naar het NRC voor het verbeteren van de surveillance en zo de verdere
verspreiding van deze potentiéel levensbedreigende (CR)-hvKp infecties tegen te gaan.

Acties:

- Laagdrempelig klinisch verdachte/string test positieve/carbapenem-
resistente K. pneumoniae isolaten doorsturen naar NRC

- Bijverdachte kliniek/string test positieve/carbapenem-resistente K.
pneumoniae isolaten sneller diagnostiek naar strooihaarden voorstellen

- Inde toekomst eventueel toch moleculaire assay voor snelle detectie hvKp in
routine brengen
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