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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAC
AME

ANT

APH

CAP

CFU

CHAPS

CHCA
CMS

Dab
Dap
DNS
DPS

ESBL

EUCAST

FCL

FIC

HPLC

IEF
IPG

aminoglycoside acetyltransferase (aminoglikozid-acetiltranszferaz)
aminoglycoside modifying enzyme

(aminoglikozid-mddosit6 enzim)

aminoglycoside nucleotidyltransferase
(aminoglikozid-nukleotidiltranszferaz)

aminoglycoside phosphotransferase
(aminoglikozid-foszfotranszferaz)

cationic antimicrobial peptide (kationos antimikrobidlis peptid)
colony-forming unit (telepképz6 egység)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
(kolamidopropil-dimetilammonio-propanszulfonat)
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (a-ciano-4-hidroxifahéjsav)
colistimethate sodium, colistin methanesulphonate sodium
(colistimetat-natrium, colistin-metanszulfonat—natrium)
diaminobutyric acid (diaminovajsav)

L-a,B-diaminopropionic acid (L-a,B-diaminopropionsav)
dezoxiribonukleinsav

DNA starvation/stationary phase protection protein

(DNS stacioner fazis protektiv fehérje)

extended-spectrum B-lactamase

(kiterjesztett spektrumu B-laktamaz)

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(Antibiotikum-érzékenységi Vizsgalatok Europai Bizottsaga)
feed-forward connector loop (elérecsatolasos kapcsolohuroknak)
fractional inhibitory concentration (frakciondlis gatlé koncentrécid)
high-performance liquid chromatography

(nagy teljesitményti ~ folyadékkromatogréafia)

isoelectric focusing (izoelektromos fokuszalas)

immobilized pH gradient (immobilizalt pH gradiens)
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KPC
LC-MS/MS

LPS
MALDI-TOF/MS

MBL
MDR
MHB
MIC
NE
OMP
PBS
PCR
PDR
PMB
PMQR

RNS
rRNS
RT-PCR

SDS-PAGE

TLC
Tris
tRNS
ttkg
UDP
XDR
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Klebsiella pneumoniae carbapenemaz

liquid chromatography—tandem mass spectrometry
(folyadékkromatogréafia—tandem témegspektrometria)
lipopolysaccharide (lipopoliszacharid)

matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight / mass
spectrometry (matrix-asszisztalt lézer deszorpcids/ionizacios -
reptilési id6 tomegspektrometria)

metallo-p-lactamase (metallo-B-laktamaz)
multidrug-resistance/-resistant (multidrug-rezisztencia/-rezisztens)
Mueller-Hinton broth (Mueller-Hinton tapleves)

minimal inhibitory concentration (minimalis gatlo koncentracio)
nemzetkozi egyseg

outer membrane protein (kiilsé membran fehérje)

phosphate buffered saline (foszfat-puffer)

polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcid)

pandrug- resistance/-resistant (pandrug-rezisztencia/-rezisztens)
polymyxin B

plasmid-mediated quinolone resistance

(plazmid-mediélta kinolon-rezisztencia)

ribonukleinsav

riboszomalis ribonukleinsav

reverse transcription polymerase chain reaction

(reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio)

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(n&trium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis)
thin-layer chromatography (vékonyréteg-kromatogréafia)
tris(hydroxymethyl)aminomethane (tris-hidroximetil-aminometan)
transzfer (szallit6) ribonukleinsav

testtomegkilogramm

uridine diphosphate (uridin-difoszfat)

extensive drug-resistance/ extensively drug-resistant

(extenziv drug-rezisztencia/extenziven drug-rezisztens)
4
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Il. BEVEZETES

1. Multidrug-rezisztencia a Gram-negativ baktériumokban

1.1. Rezisztenciamechanizmusok

Az antibiotikum-rezisztens korokozok vildgszerte egyre nagyobb egészségugyi
problémat jelentenek. 2012 el6tt nem volt egységes terminoldgia a Gram-pozitiv €és
Gram-negativ  kérokozo  baktériumok  antibiotikum-rezisztenciaja = mértékének
kifejezésére, ezért addig a Mycobacterium tuberculosis esetében hasznalt
szakkifejezéseket hasznaltdk. 2012 6ta multidrug-rezisztensnek (MDR) akkor tekintiink
egy mikrobat, ha az ellene empirikusan hasznalt antibiotikum-csoportok kozil
minimum haromnak legalabb egy-egy vegylletére nem érzékeny. Extenziv drug-
rezisztencia (XDR) esetén a mikroba maximum két antibiotikum-csoport vegytleteire
érzékeny. A pénrezisztens (PDR) torzsek az ellenik empirikusan hasznélt 0sszes
antibiotikumra rezisztensek [1, 2].

Az utobbi években egyre gyakoribba valtak az MDR és XDR Gram-negativ
korokozok okozta, jellemzéen nozokomialis fertézések. A figyelem kdzéppontjaban a
nem-fermentaldé Gram-negativ baktériumok (Acinetobacter fajok, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophonomonas maltophilia) és az Enterobacteriaceae csalad tagjai
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, valamint Proteus,
Enterobacter, Citrobacter fajok) vannak. Ezen baktériumok az utobbi években egyre
nagyobb mértékben valtak rezisztenssé a kiilonb6z6 antibiotikum-csalddokkal szemben
[3, 4].

1.1.1. B-laktam rezisztencia

A B-laktdmokkal szembeni rezisztencia alapja a B-laktamaz termelés. Az Un.
Kiterjesztett spektrumu p-laktamazok (extended-spectrum f-lactamase, ESBL) bontjak a
penicillineket és a cephalosporinokat. llyen enzimeket kimutattak a nem-fermentalo

Gram-negativ baktériumokbdl és a bélbaktériumokbal is [5-8].
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Az Enterobacteriaceae csalad egyes tagjai termelhetnek specialis B-laktamazokat,
AmpC-cephalosporindzokat, amelyek képesek bontani a széles spektrumd 3. és 4.
generacios cephalosporinokat, viszont nem gatolhatok B-laktaméz gatlokkal [9].

Az ESBL-termel6é baktériumok ellen alkalmazott carbapenem antibiotikumokkal
szemben a baktériumok bontéenzimekkel  (carbapenemézokkal, metallo-B-
laktaméazokkal) vagy efflux pumpakkal alakitanak ki rezisztenciat. A carbapeneméazok
tipusos képviseléi a Klebsiella pneumoniae carbapanemazok (KPC-k), amelyeket
elészor a névado fajban mutattak ki, majd méas bélbakteriumokban is [10, 11].

A KPC-termel6 K. pneumoniae torzsek az utobbi idében egyre nagyobb szamban
felelosek sulyos nozokomidlis infekcidkért Magyarorszagon és vilagszerte. Metallo-f-
laktamazokat (MBL) az Enterobacteriaceae csalad tagjai mellett az Acinetobacter
baumannii és a P. aeruginosa is termelhetnek [12-14].

Az efflux pumpak a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjaban 1évé
transzportfehérjék, melyek segitségével a mikrobdk antibiotikumokat tudnak a
citoplazmabol  kipumpalni  aktiv  transzporttal. Mint antibiotikum-rezisztencia

mechanizmus elsésorban a P. aeruginosara és az Acinetobacter fajokra jellemz6 [15].

1.1.2. Aminoglikozid-rezisztencia

Az aminoglikozid-rezisztencia hatterében els6sorban a gyogyszermolekulak
enzimatikus modositasa all, an. aminoglikozid-modositd enzimek (aminoglycoside
modifying enzymes, AMES) segitségével. Ezek az enzimek az aminoglikozidok szabad
hidroxil- (-OH) vagy aminocsoportjait (—NHy) szubsztitudljak kuilonféle funkcios
csoportokkal, ezzel inaktivalva Oket. A szubsztituens funkciés csoportok kémiai
hovatartozasa alapjan megkulonbdztetliink acetiltranszferazokat (AAC),
nukleotidiltranszferazokat (ANT) és foszfotranszferazokat (APH). llyen enzimeket a

bélbaktériumok, a P. aeruginosa és az A. baumannii is termelnek [16].
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1.1.3. Fluorokinolon-rezisztencia

Fluorokinolon-rezisztenciat tobb mechanizmus is kialakithat. Az egyik a
célfehérjék — bakteridlis DNS-giraz és topoizomeraz IV — alegységeit kodold gének
mutacioi, melyek kovetkeztében az antibiotikumok kisebb affinitdssal kotddnek
hozzajuk. A Gram-negativ baktériumokban a DNS-girdz érzékenyebb a
fluorokinolonokra, mint a masik enzim, igy mutéacios eredetii rezisztenciat elsésorban a
GyrA alegység génjének (gyrA) szekvenciavaltozasa tud eléidézni [17].

A fluorokinolonokkal szembeni rezisztenciaban szintén kozrejatszhatnak az efflux
pumpak, mind a nem-fermentdld6 Gram-negativ baktériumoknal, mind a
bélbaktériumoknal [18, 19].

Az Enterobacteriaceae csalad tagjaindl 1998-ban fedezték fel az un. plazmid-
medialta kinolon-rezisztencia (plasmid-mediated quinolone resistance, PMQR)
mechanizmusokat. Ezek a plazmidon kodolt fehérjék alacsony szintli (,,low-level”)
kinolon-rezisztenciat alakitanak ki, mikdzben emelik a hordozd térzsek mutécids
frekvencidjat, ezaltal magas szintii rezisztencia kialakulasat segithetik el6. Tovabba a
PMQR géneket hordoz6 plazmidokon gyakran talalni ESBL- vagy MBL-géneket is [20-
22].

Eddig haromféle PMQR mechanizmust irtak le: (i) a Qnr fehérjéket, amelyek a
DNS-girazhoz és topoizomeraz 1V-hez kotédve gatoljak a fluorokinolonok hozzajuk
kapcsolodasat, (i) az AAC(6')-Ib nevii aminoglikozid N-acetiltranszferaz egyik
bifunkcionals variansat (AAC(6)-1b-cr), amelynek bizonyos fluorokinolonok
(norfloxacin, ciprofloxacin) is szubsztratjai, (iii) valamint fluorokinolon-specifikus
efflux pumpakat (OgqxAB és QepAB) [23-25].

2. Polymyxinek
2.1. Altalanos jellemzés
A polymyxin antibiotikumokat az 1940-es évek végén fedezték fel. A

Paenibacillus polymyxa — akkoriban Bacillus aerosporus, késébb Bacillus polymyxa —

Gram-pozitiv talajbaktérium kiilonb6zo torzsei altal termelt antimikrobidlis anyagok
7
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koziil els6ként az aerosporint izolaltak, melyet késébb polymyxin B-nek neveztek el. Az
1950-es évek kozepéig még 6t kiillonbozo vegyiiletet irtak le, polymyxin A-t, C-t, D-t,
E-t és a colistint, azonban utdbbirdl kiderdilt, hogy azonos a polymyxin E-vel. Az 1950-
es évek utan még szdmos természetes eredetli polymyxint sikeriilt izolalni kiillonbdz6
szaprofita baktériumokbdl [26-30].

A Dbioszintetikus polymyxinek pentakationos polipeptidek. Tiz aminosavbél
allnak; a kiilonb6z6 molekuldk aminosav-sorrendje eltérd lehet, szerkezeti felépitésiik
azonban megegyezik. Két f6 részbol allnak: egy heptapeptid-gylribél, illetve egy
linearis tripeptidb6l. A két rész kozott egy amid-kotés talalhatd, amely a C-terminalis
aminosavat kapcsolja ©ssze a 4. aminosav (altaldban diaminovajsav, angolul
diaminobutyric acid, réviden Dab) szabad aminocsoportjaval. A tripeptid komponens
N-terminalis részéhez valtozd szénlanc-hosszisagl zsirsavmaradék kapcsolédik.
Tartalmaznak hidrofob és kationos aminosavakat, melyek kozul néhanyhoz pozitiv
toltésti aminocsoportok kapcsolodhatnak. A polymyxineket az emberi proteolitikus
enzimek képtelenek elbontani, mivel egyrészt nem DNS altal kodolt proteinek, masrészt
tartalmazhatnak D-konfiguracioju aminosavakat. Ennek ellenére léteznek bakteridlis
enzimek, melyek képesek bontani ezeket a peptideket, pl. a colistindz, amit egy
colistintermel6 t6rzsbol, a Bacillus polymyxa var. colistinus Koyamabol izolaltak. A
polymyxinek atlagos molekulatomege 1 kDa [31-33].

A polymyxinek szintézisérél az 1980-as évekig viszonylag keveset tudtak.
Komura és Kurahashi 1980-ban irtdk le a szintézisiikért felelés nonriboszomalis peptid
szintetazokat. Ezek modularis szerkezeti multienzim komplexek, amelyek RNS-templat
nélkil és nem csak a riboszomalis rendszer altal hasznéalt huszféle aminosavbol képesek
fehérjéket létrehozni. 2009-ben Choi és munkatarsai azonositottak egy géncsoportot,
mely feltehetéen a polymyxin A szintéziséért felelos fehérjéket kddolja a P. polymyxa
E681-es torzsben. A baktérium genomjanak szekvenalasa és analizise eredményeképpen
taldltak egy potenciélis polymyxin-szintetaz clustert, mely 6t nyilt leolvasasi keretbdl
allt: pmxA, pmxB, pmxC, pmxD és pmxE. Tovabbi vizsgélatok arra utaltak, hogy a pmxC
és pmxD membrantranszporter fehérjék génjei, mig a tobbi gén a szintetdzokat kddolja
[34-37].
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2.2. Természetes polymyxinek

2.2.1. Kémiai szerkezet

A természetes, bioszintetikus polymyxinek egymast6l aminosav-sorrendjiikben és
N-terminalis zsirsavmaradékaikban kilonbdznek. Az napjainkig azonositott vegyuletek
koziil kettd bizonyult alkalmasnak klinikai haszndlatra, a polymyxin B (PMB) és a
polymyxin E, mas néven colistin. A két molekula minddssze egy aminosavban
kilénbozik egymastdl: a polymyxin B 6. aminosava (a heptapeptid-gyiirii rész 3.
egysége) egy D-fenilalanin (D-Phe), mig a colistinben ugyanazon a helyen egy D-leucin
(D-Leu) talalhato [38-40].

A polymyxin B és a colistin valojaban nem 6nall6 molekuldk, hanem mindkett6
kiilonb6z6 molekulak keveréke. A polymyxin B f6 komponensei a polymyxin B; és By,
valamint kis mennyiségben a polymyxin Bsg. A colistin két f6 6sszetevdje a colistin A
és B (polymyxin E; és Ej), illetve ezeken kivil a polymyxin Esgs. Az egyes
alkotéelemek N-terminalis zsirsavmaradékaikban kilénbdznek: az 1-es tipusl
molekulak végén 6-metiloktanoil van, a 2-es tipustakén 6-metilheptanoil, a 3-asokén
pedig oktanoil. Az emlitett antimikrobialis anyagok aminosav-szekvencidja az 1.
tablazatban lathato [41-43].

A polymyxin A-nak, C-nek és D-nek is van antibiotikus tulajdonséga, azonban
magas foku toxicitasuk miatt klinikai hasznalatra alkalmatlannak bizonyultak [27].

Nem kizardlag P. polymyxa torzsek szintetizalnak polymyxineket. A polymyxin
M-et, mas néven mattacint el6szor orosz kutatok irtak le, majd 2003-ban azonositottak
az eléallito baktériumot, a Paenibacillus kobensis M-et. A mattacin a polymyxin A-E-
hez hasonldan egy nonriboszomalisan szintetizalt dekapeptid. Aminosav-szekvenciaja
az 1. tablazatban lathat6. Az N-terminalis aminosavhoz kapcsolddo zsirsavmaradék egy
6-metiloktanoil. A 6-os pozicidoban 1év6é aminosav a colistinhez hasonléan D-Leu [30,
44, 45].
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2.2.2. Antimikrobialis tulajdonsagok
2.2.2.1. Hatasmechanizmus

A polymyxinek molekuléris célpontja a Gram-negativ baktériumok kiilsé
membranja, valamint sejtmembranja. A polikationos antibiotikum-molekulak kotédnek
a kiils0 membran negativ toltésii molekuldihoz, és detergensként megbontjadk a
membran integritasat. Ez strukturalis valtozasokhoz, majd legvégul a sejtmembran
karosodasahoz vezet. A detergens hatds a polymyxinek amfipatikus tulajdonsagara
vezethetd vissza: a peptid rész nagyrészt hidrofil — kivéve a polymyxin B D-Phe®-L-
Leu’, illetve a colistin D-Leu®~L-Leu’ aminosav-parja —, mig az N-terminalis zsirsav-
maradék hidroféb [33, 39, 48].

Az antimikrobialis hatas masik fontos eleme az elektrosztatikus kdlcsdnhatés, ami
a kationos polymyxin molekula és a kiilsé membran f6 komponense, az anionos
lipopoliszacharid kozott alakul ki. A koélcsonhatas kovetkeztében a membranban
atrendez6dnek a toltések, a membrant nyugalmi allapotban stabilizalé kalcium- és
magnéziumionok (Ca®*, Mg®*) elmozdulnak helyiikrsl. Az elektrosztatikus kdlcsdnhatés
kozel viszi a polymyxinek zsiracil-lancat a kiilsé membranhoz. A zsirsav-maradéek és
gyliriis molekularész hidroféb aminosavai (D-Phe®~L-Leu’ és D-Leu®-L-Leu’)
meggyengitik az LPS-molekulék lipid A részei altal alkotott lipidréteget. A hidrofob
aminosav-parok  beékelddnek a  kiils6 membranba, ¢és  hidrofob  kémiai
kodlcsonhatasokkal komplexet képeznek az LPS-molekulakkal, ami elészor a kiilsé
membran kiterjedéséhez, legvégiil pedig a felbomldsdhoz vezet. A kiilsé membran
dezintegracioja utan hasonld folyamat jatszodik le a sejtmembréanban is. A sejtmembran
karosodasa miatt megnd a permeabilitas, a baktériumsejtek elvesztik tartalmukat és
sejtalkotoikat, sejtlizis kdvetkezik be [49, 50].

A kiilsé membran ¢és a sejtmembran lizise mellett a polymyxineknek egy masik,
klinikai szempontb6l is jelentés hatasa is van. A polymyxinek pozitiv toltési
dekapeptidek, melyek az LPS-molekulak megkotésével semlegesitik a lipid A toxikus
hatdsat. Feltehetéen erre vezetheté vissza, hogy a polymyxin B, a colistin és
nonapeptid-szarmazékaik gatoljak a limfocitak LPS-indukalta osztodasat és az

endotoxin neutrofil granulocitakra gyakorolt hatasat [51-53].
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A polymyxinek az endotoxin kivaltotta transzkripcios faktor aktivitast is képesek
gatolni a periférids mononuklearis sejtekben. A polymyxin B in vitro gatolja a nuklearis
faktor kB (NF-«xB) aktivitasat, amely proinflammatorikus citokinek génjeinek is fontos

transzkripcids faktora [54].
2.2.2.2. Hatasspektrum

A természetes polymyxinek szelektiv antibiotikumok, szinte kizarélag Gram-
negativ baktériumokra hatnak. Az Enterobacteriaceae csaldd nagy része (E. coli,
Klebsiella és Enterobacter nemzetségek) és néhany nem-fermentalé Gram-negativ
baktérium, pl. a P. aeruginosa €s az Acinetobacter fajok érzékenyek rajuk. A
Haemophilus, Salmonella, Shigella és Pasteurella nemzetségek mérsékelten
érzékenyek. A Brucella, Neisseria, Proteus, Providencia nemzetségek, a Burkholderia
cepacia, a S. marcescens e€s a Moraxella catarrhalis fajok természetes rezisztenciaval
rendelkeznek a polymyxinekkel szemben [39, 48, 55].

A polymyxin M a tébbi bioszintetikus polymyxint6l eltéréen Gram-pozitiv
baktériumokra is hat [45].

2.2.2.3. Gyogyszerkészitmények

A bioszintetikus polymyxinek kozul a klinikai gyakorlatban jelenleg a polymyxin
B-t és a colistint hasznaljak.

A colistint két formaban alkalmazzak: colistin-szulfatként, illetve colistimetat-
natriumként (angolul colistimethate sodium vagy colistin methanesulphonate sodium,
CMS). A colistin-szulfat egy ionos vegyilet, melyet egy colistin molekula és egy
szulfatcsoport (SO,%) alkot. Ezt a vegyiiletet helyileg (szemcseppként, fillcseppkeént,
krémekben és hintéporokban) vagy oralisan alkalmazzak, de inhalaciés mddon is adhatd
[56].

A CMS a colistin szulfometilalt szarmazéka. A colistin molekula 6t Dab
aminosavanak szabad aminocsoportjait szulfometil-csoportokkal —szubsztitualjak,
melyekhez elektrosztatikus kolcsonhatassal Na® ionok kapcsolodnak. A CMS egy

inaktiv prodrog; in vivo és in vitro koértlmeények koz6tt is spontan hidrolizis révén alakul
12
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at colistinné és egyéb szulfometildlt szarmazékokkd. A CMS parenteralisan
(intravénédsan vagy intramuszkularisan) és inhalacié atjan is adagolhaté. A CMS
kevésbé toxikus, mint a colistin-szulfat, azonban kevésbé hatékony is annal [57-59].

A polymyxin B-t kizarélag parenteralisan adagoljdk, polymyxin B-szulfat
forméjaban [60].

2.2.2.4. Farmakodindmia

A colistin és a polymyxin B baktericid hatasu antibiotikumok. Hatasuk
koncentracio-dependens, a Cpa/MIC hanyadossal irhato le, azaz antimikrobidlis
hatasuk attol fuigg, hogy szérum-csucskoncentracidjuk hanyszorosan haladja meg egy
adott korokozd rajuk vonatkoztatott MIC-értékét. Miutan szérumkoncentracidjuk a
MIC-érték ald esik, a csiraszam ismét gyors ndvekedésnek indul, tehat nincs
posztantibiotikus hatdsuk. A polymyxineknek vannak mas, Kklinikai és terapias
szempontbol egyeldre kiaknazatlan farmakoldgiai és bioldgiai hatdsaik is. Serkentik a
TNFo termel6dését, de csokkentik néhany mas citokinét. Beinditjadk az alternativ
komplement-aktivalddasi utvonalat, a hizosejtek degranulaciojat — ezéltal hisztamin-
felszabadulast okoznak —, novelik az epitélsejtek membranjanak vezetoképességét,
valamint apoptozist indukalnak [33].

LPS-koté képességiiket kihaszndlandd Japanban immobilizalt polymyxin B-
szalakat tartalmazé hemoperfluzidés készllékeket hasznaltak endotoxin sokkban
szenved6 betegek gyogyitasara. Az eljaras jelent6sen csokkentette a betegek
mortalitdsat. Eredményessége ellenére a terapidnak vannak nem kivant mellékhatasai is,
nevezetesen, hogy a rendszer megkdti a terapia soran hasznalt antibiotikumokat is [61,
62].

2.2.2.5. Toxicitas

A polymyxinek hasznalatakor figyelembe kell venni nefro- és neurotoxicitasukat.
Toxicitasukért elsdsorban sajatos kémiai szerkezetiik felelos, nevezetesen D-
konforméacidju aminosavaik és aminocsoportokkal szubsztitualt diaminovajsav-

molekulaik. Az aminocsoportok szulfometilacioja csokkenti a polymyxinek toxicitasat,
13
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azonban az antimikrobialis hatasukat is. Allatkisérletekben igazoltak, hogy a D-
aminosavak vesére gyakorolt toxikus hatdsa metioninnal és glutationnal megel6zhetd
[58, 63, 64].

A polymyxinek foként vesén &t valasztodnak ki, &m nagy aranyban
reabszorbedldédnak a vesetubulusokban, majd a tubulussejtekben koncentralodnak.
Els6sorban a proximalis tubulussejteket karositjak. Az akut tubularis nekrézison kivil
kialakulhat még hematuria, proteinuria, cilindruria, oliguria is [65, 66].

A CMS intravénas vagy intramuszkularis beadasa utan észlelt leggyakoribb
neurotoxikus tlinet a paresztézia. Leirtak polymyxinterapia alatt fellépd
neuromuszkularis blokadot is. A neuronok es idegek gazdagok foszfolipidekben, a
polymyxinek pedig a sejtmembranok lipidjeihez kotédnek, igy képesek akadalyozni a
membranhoz kotott sejtmitkodéseket. A polymyxinek a neuromuszkuléris junkcidk
preszinaptikus részeén hatnak; blokkoljak az acetilkolin-felszabadulast, ezéltal képesek
rontani a myasthenia gravisban és egyeb neuromuszkularis betegségekben szenveddk
allapotat. Tovabbi mellékhatasként feljegyeztek ataxiat, vertigot, zavartsagot,
hallucinécidkat, epilepszias rohamot is [67-69].

Ritkan bortiinetek is felléphetnek a kezelés soran, pl. pruritus, kontakt dermatitis,
makularis Kkiltések és urticaria. E tlineteket a polymyxinek hizdsejt- degranulaciot
okoz0 és hisztamin-felszabadité hatdsanak tulajdonitjak [33, 70].

Az aeroszolizalt colistin torokfajast, kohdgest, bronchokonstrikciot és mellkasi
szoritasérzést okozhat. Ezek héatterében egyrészt kdzvetlen irritativ hatds, masrészt a
hisztamin-felszabaditas allhat [71].

A felsorolt mellékhatdsok miatt néhany gyégyszer alkalmazdsa nem ajanlott
polymyxinterapia alatt, mivel veszélyes gydgyszerinterakciok léphetnek fel. Egyes
kurariform izomrelaxansok és idegrendszerre haté gyogyszerek, pl. tubokurarin,
szukcinilkolin, gallamin, decamethonium és natrium-citrat polymyxinekkel egydtt
neuromuszkularis blokad kialakulasat indukalhatjak. A potencidlis additiv toxikus
hatdsok miatt nem javasolt egyiitt alkalmazni ¢ket mas neuro- illetve nefrotoxikus
antibiotikumokkal, pl. aminoglikozidokkal sem [69, 72].

2006-ban Falagas és Kasiakou megjelentettek egy elemz6 tanulmanyt, amely
szerint a polymyxinek a korabban leirtaktol eltéréen valdsziniileg kevésbé toxikus

vegylletek. A toxikus hatasok elsé leirasai még az 1950-es években szllettek, amikor
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az alkalmazott polymyxindozisok a mai ajanlasoknal sokkal magasabbak voltak. A
jelenkori  terdpids adagolasi protokollok, valamint a vesefunkcié allandd

monitorozasanak lehet6sége mérsékelheti a toxikus mellékhatasokat [69].

2.2.2.6. Farmakokinetika

2.2.2.6.1. Szérumszintmérés

A CMS vizes oldatokban spontan hidrolizalédik colistinné és méas szulfometilalt
szarmazékokka. Az emberi vérplazmaban a farmakokinetikai vizsgalatok soran a CMS,
a CMS-szarmazékok és a colistin szintjét vizsgaljak.

A polymyxinek szérumszintjének méréseére ma hasznalt analitikai modszerek a
vékonyreteg-kromatografia ~ (thin-layer ~ chromatography, TLC), a kapillaris
elektroforézis, a nagy teljesitményti folyadékkromatografia (high-performance liquid
chromatography, HPLC) és a folyadékkromatografia—tandem tomegspektrometria
(liquid chromatography—tandem mass spectrometry, LC-MS/MS). A TLC-t, a kapillaris
elektroforézist és a HPLC-t a colistin- és polymyxin B komponensek szeparalaséra is
hasznaljak [73-75].

A szérumbdl ¢és egyéb Dbiologiai mintdkbol torténd polymyxinszint-
meghatarozashoz leggyakrabban hasznalt médszer a HPLC, illetve ennek mdédositott
valtozatai. A HPLC alkalmazhatdsaganak egyetlen problémaja eredetileg az volt, hogy a
polymyxinek UV-sugarzas elnyel6 képessége gyenge és nincs sajat fluoreszcenciajuk,
de pl. ortoftalaldehid és 2-merkaptoetanol segitségével létre lehet hozni fluoreszkalo
szarmazékaikat [76, 77].

2.2.2.6.2. Adagolas

A koncentracio-fiiggé antimikrobialis aktivitas és a posztantibiotikus hatés hianya
miatt a polymyxinek allandd, magas szérumszintjét csak Ugy lehet biztositani, ha egész
nap, szabalyos id0k6zonként, osztott dozisban alkalmazzak Oket.

A polymyxinek nem szivodnak fel a gasztrointesztinalis rendszerbdl, szisztémas

infekciokban intravénasan adagoljak Oket. A CMS-t és a polymyxin B-szulfatot
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kozponti idegrendszeri fertézésben intrathecalisan vagy intraventrikularisan juttatjak be,
mivel rosszul penetralnak a vér-agy gaton (az intravénasan beadott gyogyszernek csak
kb. 5%-a jut at rajta). A lagyagyhartya gyulladasa esetén ez akéar 25-26%-ra is ndhet,
mivel meningitisben megnd a vér-agy gat permeabilitasa [48, 78-80].

A CMS felnéttek szisztémas fertdzései esetén adott atlagos dozisa széles hatarok
kozott valtozik, mivel a kereskedelmi forgalomban kaphaté keszitmények eltérd
mennyiségii hatdanyagot tartalmaznak. Altalaban 240-720 mg kozotti napi dozist
alkalmaznak, ami 3-9 millié nemzetkozi egységnek (NE) felel meg. A teljes napi dozist
2—4 adagban kapja meg a beteg [81].

Bar igény régdéta van ra, mindezidiig nem tortént meg a kiilonb6zé
gyogyszerkészitmények egységes cimkézése ¢és eltér6 dozirozasi ajanlasaik
Osszehangolasa [82, 83].

Léguti fert6zések kezelésére a colistint aeroszolizalt formaban is alkalmazzak.
Altaladban CMS-t hasznalnak, mert a colistin-szulfathoz képest ritkdbban okoz
mellékhatasokat, bar kevésbé hatékony is annal. Az inhaléacios colistin szokasos dézisa
40 ttkg alatt 40 mg (500.000 NE) 12 éranként, mig efolott ketszer ennyi, ugyanolyan
id6kozonként. Sulyos tiudéinfekcidkban a dézis 160 mg-ra emelheté (2.000.000 NE), 8
orankénti adagolassal [71, 84].

A polymyxin B szabvany dozisa 1,5-2,5 mg/kg/nap, avagy 15.000-25.000
NE/kg/nap (1 mg = 10.000 NE), amelyet két adagra osztva adnak be [85].

A polymyxinek legUjabb potencialis adagoladsi mddja a liposzomalis at. A
liposzomakrol tudjuk, hogy képesek javitani az antibiotikumok hatasat, mikdzben
mérséklik az esetleges mellékhatasokat [86, 87].

Torténtek kisérletek a polymyxinek liposzomalis adagolasaval kapcsolatban. A
liposzdméaba csomagolt polymyxin B antimikrobidlis hatasa jobbnak bizonyult a
hagyomanyos intravénasan adagoltéhoz képest. A liposzomalis colistin-szulfatot
egerekbe juttatva azt tapasztaltdk, hogy a parenteralisan adagolt gyogyszerhez képest

semmiféle vesekarosodast nem okozott [88-90].
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2.2.2.6.3. SzoOveti eloszlas és kilrilés

Amfipatikus karakteriiknek koszonhetéen a polymyxinek a tobbsejtii é16lények
sejtmembranjaihoz is képesek kotédni. Még az 1970-es években igazoltak, hogy a
colistin er6sen kotédik a maj, vese, agy, sziv és vazizmok sejtjeihez. A szOvetekben
megkdotott  colistin - Kilrdlési ideje tébb mint 5 nap lehet. A szulfometilalt
colistinszarmazékoknak azonban kisebb az affinitdsuk a bioldgiai membranokhoz [91,
92].

A nativ colistin és polymyxin B elsddlegesen a vesén at iriilnek, de nagy részben
reabszorbealddnak a vesetubulusok proximalis teruletén [66].

A szulfometilalt colistinszarmazékok sokkal kisebb mértékben szivodnak vissza a
vesében. Ezt Couet és munkatérsai is megerdsitették, akik eldszor végeztek colistinnel
kapcsolatos farmakokinetikai vizsgalatot egészséges dnkénteseken. 1-1 milli6 NE CMS
beadasa utan 24 oraval analizaltak az alanyok vizeletének CMS- és colistintartalmat. A
CMS-nek kb. 60%-a valtozatlan formaban (riilt a vizelettel. A colistin és a CMS renalis
clearance-értéke kozott azonban szignifikans kilénbseg mutatkozott (1,9 mi/min, illetve
103 ml/min), ami egyértelmiien igazolta, hogy a nativ colistin vegyllet legnagyobb

része visszaszivodik a vesén at [93-95].

2.2.2.7. Kombindcios terapids lehetdségek

A polymyxineket tobbnyire monoterapidban alkalmazzak, tekintve, hogy a
multirezisztens Gram-negativ koérokozok a klinikai gyakorlatban leginkabb hasznélt
antibiotikumokkal — f-laktamok, aminoglikozidok, fluorokinolonok — szemben
ellendlloak. Ugyanakkor egy ideje tudjuk, hogy pl. szubinhibitoros koncentracidban a
polymyxinek képesek szenzitizalni a baktériumokat mas antimikrobialis szerekkel
szemben, illetve kisérletekkel igazolodott, hogy polymyxintartalmd kombinaciokkal
olyan baktériumok is kezelhet6k, amelyek kiilon-kilon rezisztensek a kombinaciokat
alkot6 molekulékkal szemben [96].

A polymyxineket més antibiotikumokkal kombinacioban alkalmazni nem Gjkeleti
gondolat. 1976-ban sulfamethoxazol, trimethoprim és polymyxin B harmas

kombin&cidjat alkalmaztak sikerrel nozokomidlis, multirezisztens S. marcescens torzsek
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ellen. A kombinacio hatékonysagat in vitro checkerboard modszerrel ellenérizték, és
bizonyitottdk a harom agens szinergizmusat. 1977-ben a polymyxin B és rifampicin
kombinacidjanak szinergista hatasat igazoltdk nozokomialis infekcidokbdl szarmazd
multirezisztens S. marcescens torzsekkel szemben, bar a torzsek kulon-kilon a ket
antibiotikumra mérsékelten érzékenyek illetve rezisztensek voltak [97, 98].

Szamos kutatas foglalkozik a carbapenem-rezisztens belbaktériumok ellen
alkalmazhaté antibiotikum-kombinacidkkal. A polymyxinek és a rifampicin in vitro
szinergista hatasat tobb kisérletben sikerllt bizonyitani colistin-érzékeny és -rezisztens
torzsekkel szemben is, valamint kiderult, hogy a colistin—rifampicin kombinacional
szamolni lehet a polymyxinekre normal koriilmények kozott nem jellemz6
posztantibiotikus hatassal. Szintén figyelemre mélt6, hogy carbapeneméaz-termeld,
colistin-rezisztens K. pneumoniae torzsekkel szemben a colistin—-imipenem és colistin—
meropenem kombinaciok tobb kisérlet alapjan szinergista hatast fejtenek ki [99-101].

A tetracyclinek (doxycyclin, tigecyclin) szinergizmusat polymyxin B-vel és
colistinnel in vitro kimutattdk multirezisztens K. pneumoniae, E. coli és Enterobacter
fajoknal, de a colistin—tigecyclin kombinacié in vivo is hatékonynak bizonyult a
felsorolt baktériumok okozta fertézések allatkisérletes modelljeiben. A tetracyclinek
polymyxinekkel valo szinergizmusat klinikai kérilmények kézott is kimutattak, példaul
panrezisztens K. pneumoniae altal okozott véraramfertézésben [102-104].

A multirezisztens A. baumannii, P. aeruginosa és S. maltophilia torzsekkel
kapcsolatban szintén felmerllt a polymyxintartalmi kombinaciok lehetséges
alkalmazasa. A colistin és rifampicin szinergista hatdsat tobb kisérletben igazoltak
ezeknél a fajoknal is [105-107].

A rifampicint tartalmaz6 kombinécidknal megfigyelt Gram-negativ ellenes hatas
azért is figyelemre méltd, mivel az Enterobacteriaceae csalad tagjai, valamint az
Acinetobacter és Pseudomonas nemzetségek fajai természetes rezisztenciaval

rendelkeznek a rifampicinnel szemben [108].
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2.3. Szintetikus és szemiszintetikus polymyxinszarmazékok

2.3.1. Nonapeptid-szarmazékok

A polymyxinek legegyszeriibb szarmazékai az un. nonapeptid formajuk. Bar a
polymyxinek rezisztensek az eml6sok proteazaira, bizonyos enzimek képesek
hidrolizalni ¢ket. A colistin nonapeptid az N*-zsiracil-a,y-Dab enzimatikus lehasitasa
révén keletkezik a colistinb6l. Ugyanilyen mddon jon Iétre a polymyxin B nonapeptid
[109-111].

A polymyxin B nonapeptidnek nincs sajat antimikrobialis aktivitasa, viszont
noveli a Gram-negativ baktériumok érzékenységét mas antibiotikumokkal szemben.
Mind a polymyxin B nonapeptid, mind a colistin nonapeptid rendelkezik endotoxin-
kotd aktivitassal, azonban kevésbé nephro- és neurotoxikusak, mint alapvegyuleteik
[53, 96, 112].

2.3.2. Mddositott lipid-véglanci szarmazékok

Az N-terminalis lipidlanc hossza befolyasolja az antimikrobialis hatast. A kézepes
szénlancu zsirsavmaradékokat (pl. oktanoil, Cg) hordoz6é polymyxinek antibiotikus
aktivitasa a legoptimalisabb, mig a hosszd szénlanccal (pl. mirisztoil, Cy4), illetve révid
szénlanccal (pl. acetil, C,) rendelkez6k kevésbé hatékonyak [113].

A polymyxin B és colistin N®-ciklohexilbutanoil-, N*-4-bifenilacetil- és N®-1-
adamantanacetil-analdgjainak antimikrobialis aktivitasa hasonlé az alapvegyiletekéhez
E. coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium és P. aeruginosa ellen, viszont LPS-
kot6 aktivitasuk jobb [114].

2.3.3. Harom pozitiv toltést tartalmazé szarmazékok

Vaara és munkatarsai vizsgaltdk azokat az 0j polymyxinszarmazékokat,
amelyeknek az eredeti 6t helyett csak harom pozitiv téltésik van. A molekuldk kdzul
néhany hatékony antimikrobialis vegyiiletnek bizonyult, mig masok szenzitizald

hatasuak voltak. Néhany szarmazék aminosav-sorrendje a 2. tdblazatban lathato.
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2. Tablazat: Harom pozitiv toltést hordozd polymyxinszarmazékok aminosav-sorrendje

Név Aminosav-sorrend Hivatkozas
NABT35 OA - Dab" — Dab* — Dab* — cy[Abu — Abu — D-Phe — Leu — Abu — Abu — [115]
Thr]

NAB739 | OA - Thr— D-Ser - cy[PMB] [115]
NAB740 | DA - Thr - D-Ser — cy[PMB] [115]
NAB741 | AC - Thr - D-Ser — cy[PMB] [115]
NAB7061 | OA — Thr — Abu — cy[PMB] [115]
Roviditések:

cy[PMB] = cy[Dab — Dab* — D-Phe — Leu — Dab* — Dab" — Thr]
Abu - aminovajsav; Dab - diaminovajsav; Leu - leucin; Phe - fenilalanin; Ser - szerin; Thr - treonin
AC - acetil; DA - dekanoil; OA - oktanoil

* 1 pozitiv toltésii szabad o- vagy y-aminocsoport

A NAB739 jelti vegyiiletnek a természetes polymyxinektdl eltéréen e molekula
linearis peptid részének nincs pozitiv toltése. E. coli ellen ugyanolyan hatast mutat, mint
a polymyxin B, szubinhibitoros koncentraciéban pedig néveli A. baumannii torzsek
érzékenységét tobb kiilonboz6 antibiotikum ellen. A NAB740 szarmazék N-terminalis
zsirsavmaradékatol eltekintve egyezik a NAB739-cel, és jelentés Pseudomonas-ellenes
hatasa van. A NAB741 szintén csak N-terminalis zsirsavmaradékaban kulonbozik a
NAB739-t6l. Sajat antibiotikus hatdsa nincs, viszont képes szenzitizalni a
baktériumokat més antibiotikumokkal szemben. A NAB7061-nek a NAB741-hez
hasonl6an szintén csak szenzitizal6 hatasa van [40, 116, 117].

Az imént felsorolt szarmazékok kizarolag linearis peptidkomponensiikben és
bizonyos esetekben acilcsoportjukban kulonboztek egymastdl, azonban ezek a
kilonbségek meglehetdsen eltérd antimikrobialis hatasokat eredményeztek [116, 118].

A h&rom pozitiv toltés elhelyezkedése lényeges a vegyuletek antimikrobialis
hatasa szempontjabol. A NAB735 polymyxin B szarmazékban a gyirii rész
diaminovajsav molekulait aminovajsavra cserélték, a linearis peptid részt diaminovajsav
molekulakbdl épitették fel, lipid-véglancként oktanoil kerillt ra. gy az dsszes pozitiv
toltés a linearis molekularészre keriilt. A vegylletnek egyaltalan nincs sajat

antimikrobidlis hatasa, ami alatamasztja azon megfigyeléseket, miszerint a gyiiriis rész
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pozitiv toltései fontosabb szerepet jatszanak az antibakterialis hatasban, mint a linearis

molekularészlete [115].
2.3.4. Deacilalt szarmazékok

A lipid-véglancatdl megfosztott polymyxin B-rél (des-FA-PMB) kimutattak, hogy
antimikrobidlis hatasa van E. coli, S. Typhimurium és P. aeruginosa ellen. Szamos
deacilalt polymyxin B-anal6got szintetizaltak és vizsgaltak. A [Dap']-PMB, a [Ser']-
PMB, a [Dap'-Ser’-Dap’]-PMB(1-10), a [Ser*-Dap’]-PMB(2-10), a [Ser’]-PMB(3-10)
és a [Dap’]-PMB(3-10) specifikus, P. aeruginosa ellenes hatassal rendelkeznek. A
guanil-szubsztitualt szarmazékok E. coli, S. Typhimurium és P. aeruginosa ellen is

hatékonyak. Az aminosav-sorrendek a 3. tdblazatban lathatok [119, 120].

3. Tablazat: Deacilalt polymyxinszarmazékok aminosav-sorrendje

Név Aminosav-sorrend Hivatkozés
[Dap']-PMB Dap — Thr — Dab™ — cy[PMB] [120]
[Ser']-PMB Ser — Thr — Dab* - cy[PMB] [120]
[Dap'-Ser*-Dap®]-PMB(1-10) Dap — Ser — Dap — cy[PMB] [120]
[Ser*-Dap’]-PMB(2-10) Ser — Dap — cy[PMB] [120]
[Dap®]-PMB(3-10) Dap — cy[PMB] [120]
[Ser’]-PMB(3-10) Ser — cy[PMB] [120]
guanil-[Dab'-Thr*-Dab’*]-PMB(1-10) | guanil — Dab® — Thr — Dab* — cy[PMB] [120]
guanil-[Thr>-Dab®]-PMB(2-10) guanil — Thr — Dab* — cy[PMB] [120]

Roviditések:

cy[PMB] = cy[Dab — Dab* — D-Phe — Leu — Dab* — Dab* — Thr]

Dab - diaminovajsav; Dap - L-a,B-diaminopropionsav; Leu - leucin; Phe - fenilalanin; Ser - szerin; Thr -
treonin

* 1 pozitiv toltésii szabad o- vagy y-aminocsoport

2.3.5. Antimikrobidlis peptidek mint polymyxinanalégok

Szamos allatfaj termel un. antimikrobialis peptideket, melyek a velesziletett
immunrendszer elemeiként vesznek részt a szervezet védelmében. Ezen peptidek egy

részét kationos antimikrobialis peptideknek nevezik (cationic antimicrobial peptide,
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CAP), mivel szamos pozitiv toltést hordoznak, melynek kévetkezteben amfipatikus
karaktertiek. Ezek a peptidek mind szerkezet, mind hatdsmechanizmus szempontjabdl
hasonlitanak a polymyxinekre [121].

A CAP-k maésodlagos szerkezete o-helikdlis vagy P-redézott. Hatasukat a
bakteridlis membranokon fejtik ki: (i) a Gram-pozitiv baktériumok sejtmembranjan
csatornakat hoznak létre, amely végul ozmotikus lizishez vezet, (ii) a Gram-negativ
mikrobak esetében eldbb pozitiv tdltéseik révén elektrosztatikus kélcsdnhatasba lépnek
a kiils6 membran anionos lipopoliszacharid-rétegével, majd pdrusokat hoznak létre a
sejtmembranon. Specifikus molekularis célpontjuk illetve célfehérjejiik nincs, ebbdl a
szempontbol is hasonlitanak a polymyxinekre. Valtozé hatasspektrumuk potencialis
antibiotikumokként, illetve 0j antibiotikumok kiindulasi anyagaiként tartjak Oket
szamon, bar gyakorlati felhasznalasuknak gatat szab fehérje mivoltukbdl adddo
immunogenitasuk, valamint az, hogy eukariota sejtmembranokat is karositanak. In vitro
kisérletek alapjan néhany antimikrobialis peptid hagyomanyos, kemoszintetikus
antibiotikumokkal kombinacioban hatékony lehet Gram-negativ baktériumok ellen
[122-125].

2.4. Colistin-rezisztencia

A multban a polymyxinekkel szembeni szerzett rezisztencia ritkasag volt, mert
nem voltak mindennapos hasznalatban. Amidta azonban a multirezisztens Gram-negativ
korokozok miatt ujra alkalmazzak Oket, vilagszerte jelennek meg colistin-rezisztens
torzsek. A colistinnel és egyuttal sok mas antibiotikummal szemben is rezisztens
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa és A. baumannii torzsek manapsag komoly
egészségligyi problémat jelentenek. Tekintve, hogy a két klinikai hasznalatban 1év6
molekula kozul a colistint vizsgaltak gyakrabban, a szakirodalomban a ,colistin-
rezisztencia” kifejezés az elterjedtebb [126-130].

A ma mar szintén jelentés nozokomialis patogénekként sz&mon tartott Proteus €s
Providencia fajok, valamint a S. marcescens természetes rezisztenciaval birnak a

polymyxinekkel szemben [48, 131].
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2.4.1. A colistin-rezisztencia molekularis mechanizmusai

A Gram-negativ baktériumok polymyxinekkel szembeni szerzett rezisztenciajanak
f6 mechanizmusa az LPS mddositasa, mely soran a baktériumok kiilonb6zé molekulak
segitségével megvaltoztatjak annak kémiai és elektrosztatikus tulajdonsagait [132].

A mikrobak altal leggyakrabban hasznalt két molekula a foszfoetanolamin és a 4-
amino-4-dezoxi-L-arabin6z (L-Ara4N). A baktériumok enzimatikus Gton kapcsoljak a
ligandokat az LPS lipid A részének szabad foszfatcsoportjaihoz, ezzel novelve a kiilsé
membran netto pozitiv toltését, ami elektrosztatikus taszitohatashoz vezet a polikationos
antimikrobidlis szerekkel, pl. polymyxinekkel és kationos antimikrobidlis peptidekkel
szemben (1. &bra) [132].

1‘.

1. Abra: A lipid A molekula foszfoetanolamin-,

illetve 4-amino-4-dezoxi-L-arabindz addicidja [133]
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2.4.1.1. 4-amino-4-dezoxi-L-arabinoz addicio

A 4-amino-4-dezoxi-L-arabindz (L-AradN) bioszintéziséért egy un. colistin-
rezisztencia operon felel6s, az arn, korabbi nevén pmr. Az operont az arnBCADTEF —
régi nevikon pmrHFIJKLM — gének alkotjadk. A géneket kimutattdk az
Enterobacteriaceae csalad fajaiban, pl. a S. Typhimuriumban, a K. pneumoniae-ben és
az E. coliban, de hasonlo szerepii géneket azonositottak a P. aeruginosaban és a B.
cepacidban is [134-136].

Az arn operon génjei altal kodolt fehérjéket a 2000-es években irtdk le. Ezen
enzimcsoport mitkodésének els6é 1épése egy UDP-glik6z molekula dehidrogenacioja
UDP-glukuronsavva (UDP-GIcA); a reakciét az UDP-gliikdz dehidrogenaz aktivitasd
PmrE fehérje katalizalja. Méasodik lépésként az ArnA (ex Pmrl) bifunkcids enzim
dekarboxilaz aktivitasu doménje az UDP-glukuronsavbol UDP-4-ketopirandzt hoz létre.
Harmadik lépésben az UDP-4-ketopiran6zt az ArnB (ex PmrH) nevii UDP-
AradN—oxoglutarat aminotranszferaz UDP-4-amino-4-dezoxi-L-arabin6zzd (UDP-
Ara4N) alakitja. A negyedik Iépést az ArnA enzim formiltranszferdz aktivitasi doménje
katalizalja, az UDP-AradN-b6l UDP-4-dezoxi-4-formamido-L-arabindzt (UDP-
AradFN) hoz létre. Az UDP-Ara4FN sejtmembranhoz torténé transzportjat az ArnC (ex
PmrF) enzim végzi. A sejtmembran és a kiilsé membran kozti periplazmatikus térben az
UDP-AradFN deformilacion esik at, valamint UDP-csoportjat is elvesziti. Az igy
létrejové L-AradN a kiils0 membranhoz transzportalodik, feltehetéen az ArnE (ex
PmrM) és ArnF (ex PmrL) fehérjék kozremiikodésével. Az L-AradN lipid A-hoz
kapcsolasat az ArnT (ex PmrK) nevii AradN-transzferaz enzim végzi. A leirt folyamat a
2. abran lathat6 [133, 137-139].
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KULSG MEMBRAN BELSG MEMBRAN
L-AradN  ArnT Arnk(?) ArnC
lipid A €——— L-AradN €«<—— UDP-AradFN <——— UDP-Arad4FN
ArnF(?) +undekaprenil-P
ArnA
UDP-AradN
PmrE ArnA %mm

UDP-glitkdz ——> UDP-GlcA ——> UDP-4-ketopirandz .
-co, -a-ketoglutarat

2. Abra: Az L-Ara4N bioszintézise és a lipid A-hoz kapcsolasa [140]

2.4.1.2. Foszfoetanolamin-addicio

ey

-z

gén termékeként azonositottak. A PmrC fehérje egy foszfoetanolamin-transzferaz, és az
LPS lipid A részének szabad foszfatcsoportjainoz kapcsol foszfoetanolamin-
molekuladkat. A S. Typhimurium PmrC proteinjének aminosav-sorrendje homoldg a
Neisseria fajok LptA fehérjéinek szekvenciajaval. A Neisseridkban ezek a fehérjék
szintén az LPS foszfoetanolamin-addicidjaban jatszanak szerepet, ami azért figyelemre
meltd, mivel a Neisseria nemzetség természetes rezisztenciat mutat polymyxinekkel
szemben. A foszfoetanolamin-addicié az LPS core részen is megvalosulhat, a CptA

enzim miikkodése révén [141-143].

2.4.1.3. mgrB inaktivacio

Az MgrB egy rovid, 47 aminosavbol all6 fehérje a bélbaktériumok kiilsd
membranjaban. Feltételezett funkci6ja a PhoP-PhoQ rendszerre gyakorolt negativ
visszacsatolas a PhoQ kinaz-aktivitdsanak gatlasa révén. Génjének inaktivacidja
colistin-rezisztencidhoz vezet. Klebsiella fajokban az mgrB gén inzercids, misszensz
vagy nonszensz mutacidja, illetve komplett delécidja jelentds tényezdnek bizonyult a

polymyxinekkel szembeni rezisztencia kialakulasaban [144-146].
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2.4.1.4. Az mcr genek

Egy 2014-2015-ben Kindban végzett rutin surveillance vizsgalat soran
haszonallatokbdl izolalt kommenzélis E. coli torzsek kozott nagy szamban talaltak
colistin-rezisztenseket. A torzseket tartalmazé mintakat 2011-2014-ig gytjtotték
sertésfeldolgozo-telepekrdl, kis- €s nagykereskedelmi baromfi- és sertéshisbol,
valamint  korhdzakbdl. A rezisztencia hatterében egy plazmid-kozvetitette
rezisztenciagént, az mcr-1-et azonositottak, amely egy foszfoetanolamin-transzferazt
kddol. A gént a vagohidi allatokbdl gyijtott E. coli izolatumok 20,6%-anél, az
¢lelmiszerbdl izolaltak 14,9%-anal és a korhazakbol szarmazok 1,4%-anal mutattak ki.
Megtalaltdk tovabba kdrhdzi K. pneumoniae izolatumok 0,7%-aban is. A hordozé
pPHNSHP45 plazmidot az E. coli SHP45-0s torzsrél mesterséges transzferrel sikeresen
vitték at colistin-érzékeny E. coli, K. pneumoniae és P. aeruginosa torzsekre. A
konjugaciot kovetdéen 8-16-szoros novekedést észleltek a colistin és 4-8-szorosat
polymyxin B MIC értékében a vad tipushoz képest. Az mcr-1-t61 mesterségesen
megfosztott Kkisérleti torzs in vivo vizsgélat soran szignifikansan csokkent tulélést
mutatott colistin jelenlétében a vad tipushoz képest [147].

A gén els6 leirasat kovetden szamos orszagban sikeriilt kimutatni Gram-negativ
mikroorganizmusokbodl,  tobbek kodzott  Nagy-Britanniaban,  Franciaorszagban,
Németorszagban, Hollandidban, Svajcban, Spanyolorszagban, Tunézidban, valamint
kelet- és délkelet-azsiai orszagokban. A hordozd mikrobak féleg haszonallatok
sz¢kletébol és husabol izolalt E. coli és S. Typhimurium torzsek voltak [148-154].

2016 juniusanak végéig mar 32 orszagban mutattak ki az mcr-1-et emberekbdl,
haszonallatokbdl, élelmiszerbdl illetve a kornyezetbodl [155].

Dénidban ESBL- és AmpC-termel§ E. coli torzsekben talaltdk meg a gént, melyek
kozott volt eurdpai orszagokbol importalt csirkehusbdl izolalt és emberi
véraramfert6zésb6l szarmazo is. Mas orszagokban végzett vizsgalatok soran is
megfigyelték, hogy a baktériumok az mcr-1 mellett gyakran hordoztak egyéb
antibiotikumok  (B-laktdmok,  aminoglikozidok,  fluorokinolonok, tetracyclin,
trimethoprim-sulfamethoxazol, stb.) elleni, plazmidon kddolt rezisztenciagéneket [151,
156-159].
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Bizonyos adatok arra utalnak, hogy az mcr-1 mar évekkel ezelétt megjelent és
elterjedt. Egy, az elsé leiras utan harom honappal készitett 6sszegz6 tanulmany alapjan
a korabban leirtakon kiviul elmondhatd: (i) a gén mar 2005-ben izolalt baktériumokban
is kimutathatd, valamint (ii) emberi fertézések mintaiban megtalaltak pl. Kanadéban,
Kindban, Nagy-Britanniaban, Németorszagban, Svéjcban, Hollandidban és
Svédorszagban [160-162].

2017 juliuséaig az mer-1-nek hat variansat azonositottak, valamint két Gj mcr gént
is leirtak 2016 janiusdban és 2017 janiusdban. Az mcr-2 gént belga kutatok
identifikaltdk szarvasmarhak és sertések székletébdl szarmazo E. coli izoldtumokban. A
gén 76,75%-0s szekvenciaegyezést mutat az mcr-1-gyel, és feltételezhetéen Moraxella
fajokbol szarmazik. Az mcr-3-at Kindban irtak le, sertésekbdl izolalt E. coli torzsekben.
Nukleotidszekvenciaja 45%-ban egyezik az mcr-1-gyel, 47%-ban pedig az mcr-2-vel
[163-166].

2.4.2. A rezisztenciamechanizmusok molekuldris szabalyozasa

Az arn operon génjei es a pmrC gén expressziojat két fehérjepar szabalyozza — a
PmrA-PmrB kozvetlen regulatora az emlitett géneknek, a PhoP-PhoQ pedig az el6bbi
paros mitkodését fokozza [140].

A PmrB egy sejtmembranhoz koététt szenzor-kindz, amelyet tobbek kozott a
magas Fe®'-koncentraci6 illetve a savas pH (pH 5,5) aktival S. entericiban és P.
aeruginosaban. Az aktiv kinaz foszforilalja, ezéltal aktivalja a PmrA transzkripcios
regulator fehérjét, amely az arn operon génjeinek atirodasat, valamint S. entericaban a
pmrC és cptA gének expresszidjat inditja el [142, 167, 168].

A PhoQ szinten egy sejtmembranhoz kotott szenzor-kindz, amelyet pl. a savas pH
és az alacsony Ca®*- és Mg®*-koncentréaci6 aktival. Az aktivalt kinaz a PhoP regulatoros
fehérjét foszforildlja, ami a pmrD gén transzkripcids aktivatora. A PmrD egy un.
protektiv fehérje, amely megakadalyozza, hogy a foszfatazok defoszforilaljak az
aktivalt PmrA-t, igy meghosszabbitva annak aktiv allapotat. A PmrA transzkripcios
fehérje represszalja a pmrD gént, ily mddon negativ visszacsatolast valdsitva meg a
szabalyozokdorben (3. &bra) [135, 169-171].
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3. Abra: A PhoP-PhoQ és PmrA-PmrB szabalyozorendszerek kapcsolata [140]

A S. enterica PhoQ fehérjéjér6l kimutattdk, hogy antimikrobialis peptidek is
képesek aktivalni. Mivel ezeknek a peptideknek a polymyxinekéhez hasonld a
hatasmechanizmusa, ezért lehetséges, hogy a colistin-rezisztenciaért felelds
szabalyozomechanizmusok eredetileg a gerinces allatok altal termelt antimikrobialis
peptidekkel szembeni védekezésiil fejlodtek ki [172, 173].

A szabalyozéfehérjék génjei tobb Gram-negativ baktériumban megtalalhatéak,
azonban szerepilk az egyes fajokban eltéré. A szabalyozorendszerek fent részletezett
miikodését a S. Typhimuriumnal figyeltek meg és irtdk le. A PhoP és PhoQ fehérjék
megtalalhatéak az E. coliban is, ahol szintén a pmrD expresszidjat szabalyozzak,
azonban nincsenek hatdssal a PmrA-PmrB-rendszerre. Colistin-rezisztens K.
pneumoniae CG43 torzsnél a pmrA, phoP és pmrD gének delécidja kilon-kilon
egyarant a polymyxinekkel szembeni érzékenység névekedését eredményezi. K.
pneumoniaeben az mgrB gén inaktivacidja a PhoP akadalytalan foszforilaciojahoz
vezet. Ez egyrészt a PhoP-PmrD-PmrA (tvonalon okozza az arn operon up-
regulaciojat, méasrészt ebben a fajban a PhoP kdzvetlenll is képes aktivalni az arn
operont. Utdbbi jelenséget eldrecsatolasos kapcsolohuroknak (feed-forward connector
loop, FCL) nevezik. A PmrD Klebsiella fajokban is a foszforilalt PmrA-t stabilizalja,

azonban az 6 PmrA-juk nem represszélja a pmrD-t. Az mgrB colistin-rezisztencidban
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jatszott kulcsszerepét bizonyitja, hogy inaktivacidja nagyobb mértékii rezisztenciat
eredményez, mint a fehérjepar-rendszerek mutacioi [145, 174-177].

P. aeruginosdban a két szabalyozorendszer hasonldéan milkédik, mint S.
Typhimuriumban. A szabalyozofehérjék génjeinek overexpresszioja, illetve mutacioi
egyarant hozzajarulnak a colistin-rezisztencia kifejlodéséhez. A kdzelmdaltban igazoltak,
hogy legalabb két mésik szabalyozé fehérjeparnak, a ParR-ParS-nek és a CprR-CprS-
nek is szerepe van az arn operon aktivalasdban. A CprS és ParS szenzor fehérjék
milkodését nem a magnéziumion-koncentracio befolyasolja, hanem kiilonb6z6
antimikrobidlis peptidek aktivaljak 6ket [178-181].

Az A. baumanniinak nincs sem PhoP-PhoQ szabalyozdrendszere, sem arn
operonja, tehat nem tud L-AradN-t szintetizalni, azonban a colistin-rezisztens
torzsekben gyakori a pmrA és a pmrB gének mutacidja, valamint a baktérium
rendelkezik a foszfoetanolamin-transzferazt kddolé pmrC génnel. A kutatasok alapjan
tobb meghatarozd genetikai valtozds szikseges a faj colistin-rezisztenciajanak
kialakulasahoz: (i) a pmrA és pmrB gének up-regulacidja, (ii) legalabb egy
aminosavcseréhez vezeté mutacio a pmrB genben, (iii) a pmrC gén expresszidja [182-
185].
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I1l. CELKITUZESEK

Tudoményos munkdnk sordn a napjainkban komoly kihivast jelentd,

multirezisztens, nozokomidlis infekciokat okoz6 Gram-negativ baktériumok colistin-

rezisztenciajat vizsgaltuk.

A colistin-rezisztens torzsekkel kapcsolatos vizsgalati céljaink az aldbbiak voltak:

Meghatarozni a torzsek érzékenységét kiilonbozo antibiotikumokkal
szemben.

A colistin-rezisztens tdrzsek ellen in vitro hatékony, szinergista
kolcsonhatdst antibiotikum-kombinaciok keresése, mivel irodalmi adatok
alapjan a kombinacids kezelés akkor is hatasos lehet multi- és colistin-
rezisztens baktériumok ellen, ha azok az egyes antibiotikumokra kulon-
kulon rezisztensek.

Megvizsgalni a colistin-rezisztens torzsek érzékenységét laktoferrinnel,
lizozimmel és protaminnal szemben, mivel ezek a kationos antimikrobialis
peptidek  szerkezetiikben és hatasmechanizmusukban hasonléak a
polymyxinekhez.

PCR-ral azonositani a colistin-rezisztencia kialakulasaban szerepet jatszo
gének (phoP, phoQ, pmrA, pmrD, mgrB, mcr-1) jelenlétét, majd reverz
transzkripcios PCR-ral meghatéarozni a jelenlévé genek expressziojat.

A colistin-érzékeny és -rezisztens torzsek kiils6 membran fehérjéinek
Osszetételének elemzése, mivel a colistin a colistin-rezisztencia
fenotipusosan a kiils6 membran molekularis és strukturdlis valtozésaiban

nyilvanul meg.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Baktériumtodrzsek

Vizsgélataink soran klinikai mintdkbdl izolalt K. pneumoniae és Enterobacter
asburiae torzsekkel dolgoztunk, valamint az antibiotikum-érzékenységi vizsgélatok
soran kontrollként a K. pneumoniae ATCC 700603-as torzset hasznaltuk [186].

A nyolc vizsgalt K. pneumoniae térzs az ST258 klonba tartoz6, multirezisztens,
KPC-2 enzimtermeld torzs volt, amelyeket 2008-2009-ben, az elsé magyarorszagi
colistin-rezisztens K. pneumoniae jarvany soran azonositottak. A két E. asburiae torzs

sporadikus esetekbdl szarmazott [14].

2. Antibiotikum-érzékenység meghatarozas

A torzsek antibiotikum-érzékenységét mikrodillcios mddszerrel és E-teszttel
(bioMérieux Hungaria Kft., Budapest, Magyarorszag) hataroztuk meg. A mikrodiltcid
soran az alabbi antibiotikumokat vizsgaltuk: ceftazidim (Fresenius Kabi Hungary Kft.,
Budapest, Magyarorszag), cefotaxim (Sanofi-Aventis Magyarorszag Zrt., Budapest,
Magyarorszag), ceftriaxon (Teva Gyogyszergyar Zrt.,, Budapest, Magyarorszag),
imipenem (Fresenius Kabi Hungary), ertapenem (MSD Pharma Hungary Kft.,
Budapest, Magyarorszag), amikacin (Lisapharma S.p.A., Erba, Olaszorszag),
tobramycin (Teva), ciprofloxacin (Fresenius Kabi Hungary), levofloxacin (Teva),
moxifloxacin (Bayer Hungaria Kft., Budapest, Magyarorszag), rifampicin (Sigma-
Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag), polymyxin B (Sigma-Aldrich) és colistin
(Sigma-Aldrich). E-teszttel a colistin-érzékeny tdrzseken bellli heterorezisztens
szubpopulacidkat akartuk elkuloniteni. A MIC-értékek interpretaciojandl a European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) akkor hatéalyos
ajanléasait tekintettik irdnyadonak.

A vizsgéalati mintdkat az alabbi moédon készitettik el6: 0,5 McFarland
szabvanynak megfeleld mennyiségli baktériumot (1,5 x 108 CFU/mI) 5 ml Mueller-
Hinton (MH) taplevesben (Mueller-Hinton broth, MHB, Becton Dickinson Hungary
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Kft., Kérnye, Magyarorszag) szuszpendaltunk, majd 18 oran at 37°C-on inkubaltuk. Az
inkub&cio utan az oldatbol 100 ul baktériumszuszpenziét 900 pl MHB-ben oldottuk fel,
majd az eljarast kétszer ismételtiik, mindig az Uj 1 ml-es oldatokat hasznalva
torzsoldatként. A harmadik 1 ml-es oldatbél 500 pl-t feloldottunk 4500 pl MHB-ben,
ezzel létrehozva a vizsgélati mintét.

96 lyukd mikrotitrator lemezek minden lyukaba 100-100 pl MHB-t mértiink. Az
elsé oszlopokba 100 pl 1024 pg/ml koncentraciéju antibiotikum-oldatot adagoltunk.
Innen kiindulva vizszintesen tovafutd felezd higitasi sort készitettiink, majd minden
lyukba 100-100 ul baktériumszuszpenziot fecskendeztiink. A pozitiv kontroll 100 ul
MHB és 100 ul baktériumszuszpenzio elegye, a negativ kontroll 200 pul

baktériummentes tapleves volt.

3. Checkerboard analizis

Az antibiotikumok kombin&cidinak hatékonysagat checkerboard maodszerrel
vizsgaltuk. Az egyes antimikrobialis szerek legalacsonyabb MIC-értékeit felhasznalva
FIC-indexeket (frakcionalis gatl6 koncentracid index) szamoltunk az alabbi képlet
alapjan: XFICI = FICIa + FIClg, ahol FICIa = MICa(c) / MICa(a), illetve FIClg =
MICg(c) / MICg(a) [187].

Az 'A' és 'B' betiik jel6lik a kombinacioban hasznalt antibiotikumokat, mig az (a)
és (c) jelolések azt fejezik ki, hogy az értéket ©nalléan (a = ™alone™) vagy
kombinaciéban (c = "combination™) mértiik. A FIC-indexek 6sszegei alapjan soroltuk
be a két antibiotikum kozo6tt fennallé kdlcsdnhatast (4. tablazat) [187].

4. Tablazat: FIC-indexek és a hozzajuk tartozé kdlcsonhatés jellege
YFICI Kolcsonhatas

<0,5 szinergizmus

0,5<ZXFICI<1 részleges szinergizmus

1 addicio
1 <XFICI<4 indifferencia
>4 antagonizmus
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A 1l-es és 12-es K. pneumoniae torzsek esetében az alabbi antibiotikumok
kialonféle parositasait hasznaltuk: ceftazidim, imipenem, tobramycin, ciprofloxacin,
colistin, polymyxin B és rifampicin.

A colistin-rezisztens E. asburiae torzsek a bélbaktériumok ellen hatdsos
antimikrobidlis  szerekkel - 3. generacios cephalosporinok, carbapenemek,
fluorokinolonok — szemben érzékenyek voltak, ezért veliik nem végeztiink checkerboard

analizist.

4. Laktoferrinnel, protaminnal és lizozimmel szembeni érzékenység

A baktériumokat 37°C-on 5 ml Luria-Bertani (LB) téaplevesben (Becton
Dickinson) tenyésztettilk, majd az exponencidlis fazisban 5000 rpm-mel, 5°C-on 15
percig centrifugaltuk az oldatot. Ezutan 2,1 x 10° CFU/ml baktériumoldatot készitettiink
1%-o0s foszfatpufferben (phosphate buffered saline, PBS) (Sigma-Aldrich). Az ezen
oldatbol készitett 10 pl baktériumszuszpenziohoz egyenként 50 mg/ml protamint
(Sigma-Aldrich), 50 mg/ml lizozimet (Sigma-Aldrich) illetve 50 mg/ml laktoferrint
(Sigma-Aldrich) adtunk 200-200 pl ossztérfogatban. A protaminos és lizozimes
oldatokat 37°C-on 60 percig, a laktoferrines oldatot pedig 37°C-on 3 dran keresztill
inkubaltuk. Ezutan 100-100 pl-t oltottunk ki LB-agar lemezre, majd 37°C-on 18 éran at

torténé tenyésztés utdn meghataroztuk a szazalékos csiraszamvaltozast [188].

5. Colistin-rezisztencia gének vizsgalata PCR-ral

A baktériumtorzsek MH-agarrdl vett 2-3 telepét 500 pl desztillalt vizben
szuszpendaltuk. Az inokulumokat 5 percre 100°C-os vizfiirddbe helyeztiik, majd 13.000
rpm-mel, 20°C-on 15 percig ultracentrifugaltuk. A phoP, phoQ, pmrA, pmrB és pmrD
gének amplifikacidjahoz az oligonukleotidokat az MWG Eurofins Primer Design
programjéval terveztik, az mcr-1 és mgrB gének vizsgélatdéhoz a primereket korabbi
publikaciok alapjan gyarttattuk (5. tablazat). A forward és reverse primerekb6l egyarant
10-10 pmol/ul-es munkaoldatokat keszitettink. Az amplifikaciéhoz 1 unit/pl-es

koncentraci6ji Taq DNS-polimerazt (REDTaq® DNA Polymerase, Sigma-Aldrich)
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hasznaltunk. 25 pl-es reakcioelegyeket allitottunk 6ssze az alabbiak szerint: 13 ul Taq
DNS-polimeraz, 8 ul desztillalt viz, 2 ul DNS-minta, 0,5-0,5 pl forward illetve reverse
primer. Az amplifikaciét 30 cikluson keresztul végeztilk a kovetkez6 beallitasokkal: 1
perc denaturacio 95°C-on, 1 perc primerkotédés 50°C-on (phoP, phoQ, pmrA, pmrB,
pmrD, mgrB) illetve 52°C-on (mcr-1), 1 perc elongéacio 72°C-on. A végsé elongaciot 6
percig végeztiik 72°C-on, a reakciét 4°C-on allitottuk le.

A PCR amplikonokat 1,5% agaréz gélben kétdimenzios gélelektroforézissel
szeparéltuk, a géltomboket SYBR® Green |. nukleinsav-gélfesték oldatban (TS Labor
Kft., Budapest, Magyarorszag) inkubaltuk 1 6rén at, majd UV-fény mellett leolvastuk.

A pmrB és mgrB amplikonok nukleotidszekvencidjanak meghatarozasat a BIOMI
Kft. (G6dollé, Magyarorszag) végezte. A kapott eredményeket az NCBI GenBank
adatbazis alapjan elemeztiik [147].
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5. Tablazat: A PCR soran vizsgalt gének primerei és ezek nukleotidsorrendje

Gén Primerek nukleotidsorrendje Referencia
fwd: 5’-CGCACTTTTCTGCTGAGAC-3’ ] .
phoP01 Munkank soran terveztik.
hop rev: 5’-TTTGCTGACCACTTTGCC-3’
0
P fwd: 5’-ATTACGTCACCAAGCCTTTC-3’ ] .
phoP02 Munkank soran terveztik.
rev: 5’-~AGCAGTTTACCCCTCTCATC-3’
fwd: 5’-CAAAGATTCCCTGATGCTCC-3’ ) .
phoQ01 Munkank soran terveztik.
rev: 5’-GCCAGCACGTAGATAAACC-3’
fwd: 5’-TGGCAATCAACCTCTACCC-3’ ) .
phoQ | phoQo2 Munkank soran terveztik.
rev: 5-ACCTCCACAAACTCCAGAC-3’
fwd: 5’-TGACCTCCGCTCTCAACAAG-3’ ] ]
phoQ03 Munkank soran terveztik.
rev: 5-TGACCTGCCATTTTCCATCC-3’
fwd: 5’-CAAGATAATCTGTTCTCCACCC-3’ ] ]
pmrA01 Munkank sorén terveztik.
A rev: 5’-CCAGCATATAGCCAAAACCC-3’
mr.
P fwd: 5’-GCATAATAACCAGGGCGATAAC-3’ ] .
pmrAQ02 Munkank sorén terveztiik.
rev: 5-AGATTGAGACGGGAAACCAG-3’
fwd: 5’-TGAAATCCTCTACAACGACATC-3’ ) .
pmrB01 Munkéank sorén terveztik.
5 rev: 5’-AAAAAGACTGTCCGACGC-3’
pmr
fwd: 5’-TTCCCGTCTCAATCTGACC-3’ ) .
pmrB02 Munkéank sorén terveztik.
rev: 5-GCCCATGCAAAAAATCAACTTC-3’
fwd: 5’-GCAAATAGTGGCGGAACAG-3’
pmrD Munkank soréan terveztiik.
rev: 5-AAGATATAGATGGAGTGGTGGG-3’
fwd: 5’-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’
mcr-1 [147]
rev: 5’-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3’
fwd: 5’-AAGGCGTTCATTCTACCACC-3’
mgrB [189]
rev: 5-TTAAGAAGGCCGTGCTATCC-3’

6. Génexpresszid vizsgalata RT-gPCR-ral

A baktériumok teljes RNS-tartalmat RNeasy Mini Kittel (QIAGEN, Hilden,
Németorszag) kivontuk, majd RNaz-mentes DNéazzal (QIAGEN) kezeltik 37°C-on 30
percig. A reverz transzkripcids PCR reakciot a LightCycler RNA Master SYBR® Green
I. Kkittel
amplifik&cidhoz az 6. tablazatban felsorolt oligonukleotidokat hasznaltuk, melyek kozil

a phoP, pmrD és arn gének vizsgalatdhoz hasznalt oligonukleotidokat az MWG

35

(Roche Applied Science, Penzberg, Németorszag) végeztik. Az




DOI:10.14753/SE.2018.2121

Eurofins Primer Design programjaval terveztik. A phoP, pmrD és arn genek
ciklusonkénti hozamértékeit (cycle threshold, CT) az rpoB és rrsE housekeeping gének
hozamértékeihez viszonyitva kalkulaltuk. igy mindegyik vizsgalt térzsben az rpoB és
rrsE gének expresszids értékeit kontrollként hasznalva normalizéltuk a relativ
expresszids értékeket a phoP, pmrD és arn gének esetén, az alabbi képlet szerint: 244,

ahol AACT = (CT - CTrpoB)vizsgéIt torzs - (CT - CTrpoB)kontroII torzs [190]-

6. Tablazat: Az RT-gPCR soran vizsgalt gének primerei és ezek nukleotidsorrendje

Gén Primerek nukleotidsorrendje Referencia

B fwd: 5’-AAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGC-3’ [191]
rpo
P rev: 5’-TGACGTTGCATGTTCGCACCCATCA-3’

E fwd: 5’-TTGACGTTACCCGCAGAAGAA-3’ [192]
rrs
rev: 5’-GCTTGCACCCTCCGTATTACC-3’

fwd: 5’-GCGTCACCACCTCAAAGTTC-3’
phoP Munkank soréan terveztiik.
rev: 5’-AAACCGTCTTCATCCGGCAG-3’

fwd: 5’-AGTACAGGACAACGCTTCGG-3’ ] ]
pmrD Munkénk soran terveztik.
rev: 5’-GGAGTGAGTTTATCCCCTTCCC-3’

fwd: 5’-ATAATCGGCGACAGGATAGC-3’
arnT Munkank soran terveztik.
rev: 5’-CAGTATCGGTCAGTGGCTGT-3’

7. Kiils6 membran fehérjék izolalasa

A torzseket 500 ml MHB-ben (Oxoid Ltd., Basingstoke, Egyesult Kiralysag)
szuszpendaltuk, majd egy éjszakdn at 37 °C-on inkubaltuk. A tenyészeteket
lecentrifugaltuk (6000 g, 20 perc, 4 °C), majd az uledéket fizioldgias so6oldatban
reszuszpendaltuk. A centrifugélas-reszuszpendalast meg egyszer ismételtik. Az
Uledéket ezutan feloldottuk 15 ml 20 mM-os Tris-HCI (pH = 7,5) oldatban, majd ezt
jégbe helyeztiik. A lehiitott mintan 2x2 percig 500 W-os ultrahangos feltarast végeztiink
(MSE Soniprep 150 Ultrasonic Disintegrator, MSE Ltd., London, Egyesilt Kiralysag).
Ezt kovetéen a mintakat ismét lecentrifugaltuk (6000 g, 20 perc, 4 °C), majd a
feltlGszot ultracentrifugaltuk (100.000 g, 60 perc, 4 °C). A keletkezett tledéket 5 ml
0,5%-0s natrium-laurilszarkozin oldatban (Sigma-Aldrich) feloldottuk, és 30 percig
szobahdmérsékleten inkubéltuk. Ezt kovetden az elézdvel egyezd paraméterekkel ismét
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ultracentrifugélast végeztiink. Ezaltal a szarkozinban oldhatatlan kiils6 membran

fehérjék (outer membrane protein, OMP) az liledékben maradtak [193].

8. Kiils6 membran fehérjék egydimenzids gélelektroforézise (1-DE)

4%-0s ,,stacking” gelt és 8%-o0s szeparaldgélt hasznaltunk. 8 ul OMP-mintahoz 8
ul Lammli-oldatot adtunk [1 M-os Tris (pH = 6,8), 50%-0s glicerin, 10%-0s natrium-
dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS), B-merkaptoetanol, brémfenolkék,
desztillalt viz (Bio-Rad Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag)], majd az igy
nyert keveréket 5 percig 100°C-on melegitettiik. Lehtités utan 12—12 ul mintat mértiink
a gél zsebeibe. Az elektroforézist 1 dran keresztil 120 V-on vegeztik Bio-Rad Mini
Protean 3 rendszerben, 14,4 g glicint, 3 g Trist, 1 g SDS-t és 1 liter desztillalt vizet
tartalmazé futtatépufferben. Ezutan a géleket egy éjszakant at inkubaltuk festéoldatban
[1 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 450 ml metanol, 450 ml desztillalt viz, 100 ml
tdmény ecetsav (Bio-Rad)]. Ezt kovetden a géleket differencialooldatba helyeztiik: 100

ml metanol, 800 ml desztillalt viz, 100 ml tdmény ecetsav.

9. Kiils6é membran fehérjék analizise Microchippel

Mindegyik vizsgalt torzs kiils6 membran fehérjéit kivontuk és elektroforetikus
futtatdst végeztlink az Agilent 2100 Bioanalyzer System Microchipben (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), amelyben dioda Iézer detektalja a fluoreszcens
jelet — az excitaciot 630 nm-es hullamhosszon, az emissziot pedig 650 nm-en.

Az egyes torzsek kiils6 membran fehérjéinek fluoreszcens megjellését az
alabbiak szerint végeztiik: a fehérjék kivonasa utan tizszeresére higitottuk éket standard
labeling bufferben, majd 5 pl oldathoz 0,5 ul fluoreszcens festék/ dimetil-szulfoxid
oldatot adtunk ¢és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A le nem kotodott
fluoreszcens festéket 0,5 ul etanolaminnal vontuk ki. A jelolt mintakat 24 pl desztillalt
viz hozzadadasaval otszorosére higitottuk, majd 5 percig 100°C-on inkubaltuk.
Centrifugalas utan a felliluszét microchipben elektroforetikusan analizaltuk: a microchip

csatornait gélmatrixszal valé feltoltese utan 6-6 pl-nyi mintat mértiink a mintatarolo
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wellekbe. Az injektalast 80 masodpercig 1000 V-on, a szeparalast pedig 60

masodpercig 1000 V-on végeztiik, a hémérsékletetn konstansan 30°C-on tartva.

10. Kiils6 membran fehérjék kétdimenzids gelelektroforezise (2-DE)

A baktériumtorzsek kiilsé membran fehérjéit kétdimenzids gélelektroforézissel
szeparaltuk toltés és tomeg alapjan. 100 ug kiilsé membran fehérje mintdhoz 2-DE
mintapuffert adtunk: 8 M-os urea, 2%-0s CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)-
dimetilammdnium]-1-propanszulfonat), 50 mM-os ditiotreitol, 0,2%-0s Bio-Lyte® 3/10
Ampholyte, broémfenolkék (Bio-Rad). A végtérfogat 125 ul lett. Az oldatot immobilizalt
pH gradiens (immobilized pH gradient, IPG) stripekre vittiik fel (7 cm, pH 3-10) (Bio-
Rad), melyeket aztan a rehidraciohoz egy éjszakan at inkubaltunk.

Ezt kovetden a kiils6 membran fehérjéket izoelektromos fokuszalassal, toltés
alapjan szeparaltuk izoelektromos fokuszalé celldban (isoelectric focusing cell, IEF cell)
(Bio-Rad), az alabbi programmal: (i) 250 V - 2 6éra - linear, (ii) 500 V - 2 ora - linear,
(iii) 4000 V - 10.000 Vh - rapid. lzoelektomos fokuszalas utan a stripeket 2x10 percig
mostuk ekvilibracids pufferben: 6 M urea, 2%-0s SDS, 20%-os glicerin, bromfenolkék,
2%-o0s ditiotreitol (Bio-Rad). A masodik mosast 2,5%-0s jodacetamid pufferrel (Bio-
Rad) végeztik ditiotreitol helyett.

Ezutan a stripekre felvitt kiills6é membran fehérjéket tomeg alapjan szeparaltuk: a
futtatast 12%-o0s, 8x6 cm-es SDS poliakrilamid gélben (Bio-Rad) végeztiik, elébb 20
percig 80 V-on, majd a futtatds végéig 120 V-on. Kovetkezd 1épésként a géleket
Coomassie Brilliant Blue R-250-nel festettiik, kontrollként Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ protein marker létrat (Bio-Rad) hasznaltunk. A gélek letapogatasat
Pharos FX laser scannerrel (Bio-Rad) végeztik. A kiils6 membran fehérjék tovabbi

azonositasahoz és analiziséhez a gélek vizsgalando részét kimetszettik.
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11. Gélen beliili emésztés

A fehérjesavokat tartalmazd gélrészleteket kimetszettiik, majd kisebb darabokra
vagtuk. A Coomassie Brilliant Blue festéket és az SDS-t 100 mM-o0s ammonium-
bikarbonattal (Bio-Rad) tavolitottuk el, majd a géldarabokat acetonitrillel (Sigma-
Aldrich) dehidraltuk. A diszulfidhidakat 10 mM-os ditiotreitollal redukdltuk, majd a
szabad szulfhidrilcsoportokat 55 mM-os jodacetamid-oldattal (Bio-Rad) alkilaltuk. A
modositott fehérjéket gélen belul emésztettiik side-chain-protected tripszinnel
(Promega, Madison, WI, USA), 50 mM-os ammdnium-bikarbonat oldatban, 37°C-on,
egy éjszakan at. Az emésztett peptideket 5%-0s hangyasavoldattal (Sigma-Aldrich)
Kivontuk a gélbdl, acetonitril és viz 2:1 aranyl elegyében. Az extrahalt peptideket
kiszaritottuk, majd 5 pl 0,1%-os trifluorecetsav oldatban reszuszpendaltuk [194, 195].

12. MALDI-TOF/MS témegspektrometria

A tdmegspektrometrias vizsgalatot Autoflex II MALDI-TOF/MS maodszerrel
(Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) végeztik. Az emésztett peptideket 8 mg
CHCA (o-ciano-4-hidroxifahéjsav, Bruker Daltonics) valamint 1 ml 50%-os acetonitril
és 0,1%-os trifluorecetsav (Scharlau Chemie, Barcelona, Spanyolorszag) elegyében
oldottuk. Egy-egy ul matrixot és mintat helyeztink rozsdamentes acélra szarazcsepp
madszerrel.

A tdmegspektrumokat pozitiv médban mértik pulzalé ionizacio mellett [I = 337
nm; nitrogen lézer (MNL 106 PD)], 50 Hz-es maximalis pulzéciofrekvencian, pozitiv
reflektron modban, a késleltetett extrakciot 120 ns-re allitva. A gyorsitofesziltséget +19
kV-ra, a reflektronfesziiltséget pedig +20 kV-ra allitottuk.

Az egyes mintakban 1év6 peptideket 1000 16vés alapjan hataroztuk meg, az adatok
feldolgozasahoz a flexAnalysis szoftvercsomag 3.1-es verzidjat hasznaltuk (Bruker
Daltonics). Az analizist Sequence Editor szoftverrel (Bruker Daltonics) végeztik, az
alabbi kritériumokkal: (i) minden ciszteint jodacetamiddal kezeltlink, (ii) megengedtik

a monoizotdpos témeget, (iii) legfeljebb két kihagyott hasitasi pont volt.
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A fehérjék azonositasa a MASCOT algoritmus (http://www.matrixscience.com)
és a Swiss-Prot adatbazis (Swiss Institute of Bioinformatics, Genf, Svajc) alapjan
tortént, az aldbbi két valtozét figyelembe véve: (i) a karbamidometil-cisztein fix
maodosulat, (ii) a metionin-oxidacié megengedett. A mass accuracy-t MS-modban 150
ppm-nek, MS/MS-mdédban 0,8 Da-nak tekintettik. Csak azokat a fehérjéket vettik

figyelembe, amelyek szekvenciaja legalabb kétszeri egyezest mutatott [194, 196].

V. EREDMENYEK

1. Antibiotikum-érzékenyseg

Az ST258-as klonba tartozé K. pneumoniae torzsek mind rezisztensek voltak 3.
generacios cephalosporinokkal, ertapenemmel, tobramycinnel, fluorokinolonokkal és
rifampicinnel szemben. A 11-es szamu torzs kivételével mind rezisztensek voltak a
polymyxinekre is. Az egyes torzsek kiilonb6zé antibiotikumokkal szembeni MIC-
értékei a 7. tablazatban vannak feltiintetve.

A sporadikus esetekbdl izolalt E. asburiae torzsek érzékenyek voltak 3.
generacios cephalosporinokra, carbapenemekre, fluorokinolonokra és amikacinra. A
colistin-érzékeny torzson belll E-teszttel egy colistin-heterorezisztens szubpopulaciot
kilonitettink el, ezt 0821/H-nak jeldltik (8. tablazat).
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7. Tablazat: A vizsgalt K. pneumoniae torzsek MIC-ertékei

MIC (ug/ml)
%
I = T B N O = O O = T
2 <| E g || 3| 8 & 3 3 3 S
g el S| &§|&8|8|5|s| 5 |5|5]|5s
el Q & IS IS IS
s |21 &5 |z13158168|5|5|5]5
c 9] S 2 o 2 @ ) ) ) ) )
< S| € s |s|s| &8 & s s | 58] &
2 2 X X [ X | ¢ ¥ N ¥ NV NV
o
N
ampicillin 8 | >256 | >256 |>256|>256| >256 | >256| >256 | >256 | >256| >256
ceftazidim 4] 64 | >256 |>256|>256] >256| >256| >256 | >256 | >256| >256
cefotaxim 2 16 128 | 128 | 32 [32-64] 32 64 32 32 128
ceftriaxon 2 8 256 | 256 | 128 | 128 | 128 |128-256|64-128| 128 | 256
ertapenem 1 [<0,125| 32 64 | 8-16] 16 | 8-16 16 16-32| 16 32
imipenem 8 [<0,125] 256 | 256 | 4 4-8 | 2-4 4 4 4 16
amikacin 16 2 32 32 2 2 2 2 16 16 2
tobramycin 4 4 32 16 | 16 | 16 | 8-16 16 16 16 16
ciprofloxacin ] 1 | 0.5 128 | 128 | 128 | 128 | 128 128 128 | 128 | 128
levofloxacin | 2 1 64 64 | 64 | 64 64 64 64 64 64
moxifloxacin | 1 2 64 64 | 64 | 64 64 64 64 64 64
polymyxinB | - 2 |<0,125{ 128 ] 32 | 16 |16-32| 8-16 16 32 [64-128
colistin 2 1 |]<0,125| 256 | 32 | 32 |32-64] 32 32-64 | 32-64| 256
rifampicin - | >256 | >256 |>256]>256] >256| >256| >256 | >256 | >256| >256
8. Tablazat: A vizsgélt E. asburiae torzsek MIC-értékei
MIC (ug/ml)
Antibiotikumok | EUCAST | K. pneumoniae | E. asburiae | E. asburiae | E. asburiae
breakpoints | ATCC 700603 0821 0821/H 148
ampicillin 8 >256 256 256 32
ceftazidim 4 64 0,25 1 <0,125
cefotaxim 2 16 0,5 1 <0,125
ceftriaxon 2 8 0,5 1 <0,125
ertapenem 1 <0,125 <0,125 <0,125 <0,125
imipenem 8 <0,125 0,5 0,5-1 0,25-0,5
amikacin 16 2 0,5 0,5 0,5-1
tobramycin 4 4 0,25 <0,125 0,5
ciprofloxacin 1 0,5 <0,125 <0,125 <0,125
levofloxacin 2 1 <0,125 <0,125 <0,125
moxifloxacin 1 2 <0,125 <0,125 <0,125
polymyxin B - 2 0,125 >256 64-128
colistin 2 1 0,125 >256 256
rifampicin >256 >256 >256 >256
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2. A checkerboard analizis eredményei

Annak ellenére, hogy mindketté az ST258-as kldnba tartozott, a 11-es és 12-es K.
pneumoniae térzseknél megfigyelt antibiotikum-kolcsénhatdsok sok szempontbol
kilonboztek (9-10. tablazat). A 11-es szamu torzs esetében tiszta szinergizmust csak az
imipenem—tobramycin kettdsnél észleltlink, részleges szinergizmust a rifampicin,
ciprofloxacin, imipenem és ceftazidim kiilonbozé kombinacioinal figyeltiink meg.

A 12-es, colistin-rezisztens torzzsel szemben szinergizmust észleltink az 4 pg/ml
imipenem és 1 pg/ml rifampicin, 1 pg/ml imipenem és 2 pg/ml tobramycin, valamint 1
pug/ml imipenem és 2 pg/ml ciprofloxacin  kozétt. 16 pg/ml-es koncentracidju
ciprofloxacin szinergista kélcsonhatast mutatott 2 pg/ml colistinnel és 1 pg/mi
polymyxin B-vel, bar megjegyzendd, hogy ezt a ciprofloxacin-szintet nem lehet elérni a

“ s

colistinnel és 0,25 pg/ml polymyxin B-vel.

9. Tablazat: A 11-es K. pneumoniae torzs ellen tesztelt antibiotikumok 6nallé

és kombinaciéban mért MIC-értékei, valamint FIC-indexei

K. pneumoniae 11
L o MIC (ug/ml)

Antibiotikum-kombinaciok 1. ABmagéban 2. ABmagéban 1. ABkombina’ci()ban 2. ABkombinéciéban FICl
colistin - ceftazidim 0,125 256 0,25 1 2,004
colistin - ciprofloxacin 0,125 128 0,25 1 2,008
colistin - imipenem 0,125 8 0,25 1 2,125
colistin - rifampicin 0,125 256 0,25 1 2,004
polymyxin B - ceftazidim 0,125 256 0,25 1 2,004
polymyxin B - ciprofloxacin 0,125 128 0,25 1 2,008
polymyxin B - imipenem 0,125 8 0,25 1 2,125
polymyxin B - rifampicin 0,125 256 0,25 1 2,004
rifampicin - ciprofloxacin 256 128 0,25 64 0,501
rifampicin - imipenem 256 8 4 4 0,516
imipenem - ciprofloxacin 8 128 4 1 0,508
imipenem - tobramycin 8 32 1 4 0,250
ceftazidim - ciprofloxacin 256 128 0,25 64 0,501
ceftazidim - tobramycin 256 32 1 16 0,504
tobramycin - ciprofloxacin 32 128 32 1 1,008
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10. Tablazat: A 12-es K. pneumoniae torzs ellen tesztelt antibiotikumok 6nallo

és kombinaciéban mért MIC-értékei, valamint FIC-indexei

K. pneumoniae 12
. L MIC (pg/ml)

Antibiotikum-kombinaciok 1. ABmagéban 2. ABmagéban 1. ABkombinéciéban 2. ABkombinéciéban FIcl
colistin - ceftazidim 256 256 64 2 0,258
colistin - ciprofloxacin 256 128 2 16 0,133
colistin - imipenem 256 8 32 8 1,125
colistin - rifampicin 256 256 0,25 1 0,005
polymyxin B - ceftazidim 128 256 64 1 0,504
polymyxin B - ciprofloxacin 128 128 1 16 0,133
polymyxin B - imipenem 128 8 2 4 0,516
polymyxin B - rifampicin 128 256 0,25 1 0,006
rifampicin - ciprofloxacin 256 128 64 64 0,750
rifampicin - imipenem 256 8 1 4 0,504
imipenem - ciprofloxacin 8 128 1 2 0,141
imipenem - tobramycin 8 32 1 2 0,188
ceftazidim - ciprofloxacin 256 128 256 64 1,500
ceftazidim - tobramycin 256 32 0,25 16 0,501
tobramycin - ciprofloxacin 32 128 16 1 0,508

3. Laktoferrinnel, protaminnal és lizozimmel szembeni érzékenység

A baktériumtorzsek érzékenységét harom antibakterialis peptiddel szemben
vizsgaltuk: lizozim, laktoferrin és protamin.

A K. pneumoniae torzsek rezisztensnek bizonyultak laktoferrinnel szemben — a
kezelés utan nem tapasztaltunk csokkenést a telepképzd egységek szamaban. A
protamin 97%-0s csokkenést okozott a colistin-érzékeny K. pneumoniae torzs
telepképz6 egységeinek szamaban, a colistin-rezisztens torzsé azonban csak 40%-Kkal
csokkent. A lizozim 100%-o0s baktericid hatast mutatott a colistin-érzékeny torzzsel
szemben, és a colistin-rezisztens esetében is szammottevd, bar kisebb mértékii hatast
detektaltunk. Az eredményeket a 11. tablazatban tlintettik fel.

Az E. asburiae torzsek vizsgalata soran a protamin nem okozott szignifikans
valtozast a telepképz6 egységek szamaban egyik torzsnél sem. A colistin-rezisztens
torzseknél viszont magas szintli toleranciat észleltiink laktoferrinnel és lizozimmel

szemben (12. tablazat).
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11. Tablazat: CFU-valtozas K. pneumoniae térzseknél szérum, liquor, laktoferrin,

lizozim és protamin hatdsara (Col E = colistin-érzékeny; Col R = colistin-rezisztens)

K. pneumoniae K. pneumoniae
Col E ColR
2,1x10° 2,1x10°
Kezd6 csiraszam (CFU/ml)
(100%) (100%)
) ) 2,52 x10° 2,1x10°*
Szérum (patkany)
(-88%) (-90%)
L (patkiny) 6,3 x 10° 3,15 x 10*
£ iquor (patkan
g auertp Y (-97%) (-85%)
S _ 6,3 x 10 1,26 x 10°
= Protamin (50 mg/ml)
\g (-97%) (-40%)
= _ 21x10° 2,1x 10°
3 Laktoferrin (50 mg/ml)
(0%) (0%)
o 2,73 x 10"
Lizozim (50 mg/ml) 0 (-100%)
(-87%)

12. Tablazat: CFU-valtozas E. asburiae torzseknél laktoferrin, lizozim

és protamin hatasara (Col E = colistin-érzékeny; Col R = colistin-rezisztens)

E.asb 0821 | E. asb 0821/H E. asb 148
Col E ColR ColR
2,1 x10° 2,1x10° 2,1 x10°
Kezd6 csiraszam (CFU/ml)
(100%) (100%) (100%)
_ 1,995 x 10° 2,1x10° 2,1x10°
R Protamin (50 mg/ml)
N (-5%) (0%) (0%)
XS] _ 2,1x10° 2,919 x 10° 2,373 x 10°
= Laktoferrin (50 mg/ml)
'S (0%) (+39%) (+13%)
Z o 2,184 x 10° 2,646 x 10° 2,163 x 10°
3 Lizozim (50 mg/ml)
(+4%) (+26%) (+3%)
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4. Colistin-rezisztencia gének vizsgalata PCR-ral

A phoP, phoQ, pmrA, pmrB és pmrD jelenlétét sikerllt igazolnunk a colistin-
érzékeny és colistin-rezisztens K. pneumoniae térzsekben is, azonban az mcr-1-et egyik
colistin-rezisztens torzsben sem sikerult kimutatnunk.

A K. pneumoniae torzsekb6l egyarant sikeriilt kimutatni az mgrB gént. A colistin-
érzékeny torzsbol egy 954 bdazispar hosszusagu amplikont sikeriilt detektalnunk,
amelynek szekvenciaanalizise soran egy 0j, eddig le nem irt MgrB varianst kddolo
génszakaszt, valamint egy 5-0s tipusu inzercids szekvenciat (insertion sequence 5, 1S5)
azonositottunk. A colistin-rezisztens torzsekb6l egységesen 540 bazispar hosszisagu
amplikonokat mutattunk ki, amelyekbdl hianyzott az 1S5, az MgrB-t kddold génszakasz
pedig egy, az 0sszes térzsben azonos szekvenciaju varianst kodolt (4. abra).

Sem a colistin-érzékeny, sem a colistin-rezisztens torzsekben nem talaltunk

maddosulast a PmrB fehérje szekvencidjaban.

55—
] D

— 540 bp 954 bp
90 bp

4. Abra:
A K. pneumoniae torzsekbdl izolalt mgrB gének hossza (felsé amplikon: colistin-

érzékeny K. pneumoniae torzs; als6 amplikon: colistin-rezisztens K. pneumoniae torzs)

5. Geénexpresszid vizsgalata RT-gPCR-ral

A PhoP-PmrD-arn szabalyoz6 rendszer colistin-rezisztencidban jatszott szerepét
sikerdlt igazolnunk a vizsgalt colistin-rezisztens K. pneumoniae torzsekben. A phoP és

arn gén fokozott expressziojat azonositottuk (5. abra).
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phoP arn
0.008+ 0.0100+
0.0074
. 0.0064 . 0.00754
-3 ] &
= 0005 2
g 0.0044 g 0.00504
S 0.0034 s
=z =
0.0024 0.00254
0.001+
0.000 - 0.0000 -
KpnCol E KkpnCol R KpnCol E KpnColR
pmrD
0.008+
0.007+ ——
. 0.006+
£ 0.0054
E‘ 0.0044
© 0.0034
0.002+4
0.001+
0.000 -
KpnCol E KpnColR

5. Abra: K. pneumoniae colistin-rezisztencia gének relativ génexpresszioja

(Kpn Col E = colistin-érzékeny K. pneumoniage; Kpn Col R = colistin-rezisztens K. pneumoniag)
6. Kiils6 membran fehérjék egydimenzios gélelektroforézise
A kiils6 membran fehérjék SDS-PAGE gélelektroforézise soran a colistin-

rezisztens K. pneumoniae és E. asburiae torzseknél egyarant egy kb. 15-16 kDa

nagysagu proteinfrakcio hianyat detektaltuk (6—7. abra).
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~ OMP-hiany
~ (kb.16kDa)

Akt

K. pn K. pn K.pn Kpn Kpn K pn
Col E ColR ColE ColR ColE ColR

6. Abra: K. pneumoniae kiilsé membran fehérjék egydimenzios gélelektroforézise

(K. pn Col E = colistin-érzékeny K. pneumoniae; K. pn Col R = colistin-rezisztens K. pneumoniae)
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300kDa

250kDa

100kDa

55kDa

E asb K.pn K pn K pn K pn £, asb  Ladder
Col E ColR ColR ColR ColR Col R

7. Abra: E. asburiae kiilsé membran fehérjék egydimenzios gélelektroforézise

(K. pn Col R = colistin-rezisztens K. pneumoniae;
E. asb Col E = colistin-érzékeny E. asburiae; E. asb Col R = colistin-rezisztens E. asburiae)

7. Kiils6 membran fehérjék analizise Microchippel
A kiils6 membran fehérje vizsgalatok soran az egyes baktériumok fluoreszcensen
megjelolt kiils6 membran fehérjéit microchipben (Agilent 2100 Bioanalyzer System)

futtatva, a colistin-rezisztens K. pneumoniae és E. asburiae torzseknél egy
fehérjefrakcio-hianyt siker(lt detektalni a futds 20-25. méasodpercében (8-9. &bra).
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® 3:KBO 22 OMP [o :@0n0w
(Fu] KBD 22 OMP
-— K. pn Col E
I
1 A\ ”\}\ A
0+ - P— ) f S - V.l.ll\\'k-_/\\——‘—_
15 f 25 30 35 0 45 50 55 60(s)

K. pnCol R

8. Abra: K. pneumoniae kiilsé membran fehérjék Microchipben torténd analizise

(K. pn Col E = colistin-érzékeny K. pneumoniae; K. pn Col R = colistin-rezisztens K. pneumoniae)

8 KB 35 OMP @ 7B M0
(Fu] " I KB 35 OMP

-— E. asbCol E

’ *‘”‘ | M
N \
Bl ST M"WWWWW_-_
10 15 20 / Py 30 35 40 45 50 55 (s)
E. asb Col R

9. Abra: E. asburiae kiilsé membran fehérjék Microchipben torténé analizise

(E. asb Col E = colistin-érzékeny E. asburiae; E. ash Col R = colistin-rezisztens E. asburiae)
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8. A kiilso membran fehérjék analizise MALDI-TOF

tdmegspektrometriaval

A kiilsé membran fehérjéket kétdimenzios gélelektroforézissel szeparaltuk toltes
és tomeg alapjan, majd a kuldnbséget add fehérjefrakciokat MALDI-TOF
tomegspektrometriaval identifikaltuk.

A colistin-érzékeny K. pneumoniae térzsben nagy mennyiségben talaltunk DNA
starvation/stationary phase protection proteineket (Dps) és a LysM domain/BON
csaladba tartozd fehérjéket, mig ezek a fehérjék a colistin-rezisztens tdrzsnél
hianyoztak. A colistin-érzékeny E. asburiae torzsben az OmpC és OmpW kiilsé
membran fehérjék jelen voltak, de a colistin-rezisztensekb6l hianyoztak, ugyanakkor

helyettik OmpA-t és OmpX-et azonositottunk.
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VI. MEGBESZELES

A colistin-rezisztens, KPC-2 termel6 K. pneumoniae torzseken végzett
Kisérleteink megerdsitik a korabbi leirasokat a kombinacids antibiotikum-terapia
jelent6ségérél a monoterapiahoz képest. [197, 198].

Az Altalunk vizsgalt antibiotikum-kombinaciok kozul szinergista kdlcsdnhatast
figyeltiink meg a rifampicin—colistin, rifampicin—polymyxin B, imipenem-rifampicin,
imipenem—tobramycin és imipenem—ciprofloxacin kombinacidknal. A ciprofloxacin-
colistin és ciprofloxacin—polymyxin B kombinaciok, bar szintén szinergizmust
mutattak, terapias szempontbol megvalosithatatlanok, mivel 16 pg/mi-es ciprofloxacin-
koncentréaciét nem lehet elérni a vérszérumban [199].

A polymyxinek és a rifampicin in vitro szinergista kolcsonhatasat az
Enterobacteriaceae csalad tagjaival szemben tobb kisérletben leirtak mar, colistin-
érzékeny és -rezisztens torzsekkel szemben is. In vivo vizsgélatokat ennek ellenére csak
olyan torzseken végeztek eddig, melyek carbapenem-rezisztensek, de colistin-
érzékenyek [99-101, 200].

A carbapenemek és a rifampicin kombinacidinak szinergista hatasara is vannak
irodalmi adatok; a mi vizsgalatunkban a colistin-érzékeny torzzsel szemben részleges
szinergizmust, a colistin-rezisztenssel szemben pedig szinergizmust észleltiink. Ez arra
utal, hogy a fent emlitett kombinaciok polymyxinek nélkul is hatékonyak lehetnek, bar
a doripenem és colistin kombinacidjat sikerrel alkalmaztak in vitro kérilmények kdzott
carbapenem- és colistin-rezisztens K. pneumoniae torzsek ellen is [201-204].

Bar a colistin-érzékeny és -rezisztens K. pneumoniae torzs egyarant rezisztens volt
ceftazidimmel és tobramycinnel szemben, a két antibiotikum kombinacidja részleges
szinergista hatasu volt ellenik. Raadasul a kombinacioban mért MIC-értékeik a terapias
koriilmények kozott elérhetd szérumkoncentraciok tartomanyaban voltak, amely felveti
a terapias alkalmazhatdsdg lehetdségét. Ugyanez igaz az imipenem és tobramycin
kombinacidjara, melyek szinergistaként hatottak mindkét térzsre [199].

A colistin-érzékeny E. asburiae torzson belil jelenlévé heterorezisztens
szubpopulacié detektalasa korreldl az elmalt évek nemzetk6zi tapasztalataival. Lizozim-

toleranciaval 0sszefiiggd colistin-heterorezisztenciat irtak mar le Enterobacter cloacae-
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nal. A kationos antimikrobialis peptidek a polymyxinekhez hasonléan kotddnek a
Gram-negativ ~ baktériumok  kiils6 membranjahoz  kapcsoloddé ~ PhoP-PhoQ
fehérjeparoshoz, melynek fontos szerepe van a colistin-rezisztencia kialakulasaban. A
K. pneumoniae és E. asburiae tdrzsek a colistin-rezisztenciat korabbi expozicié nélkiil
alakitottak ki, amely felveti kereszttolerancia/-rezisztencia lehetdségét. Az emberi
antimikrobidlis peptidekkel (pl. laktoferrin, lizozim) szembeni tolerancia kdzrejatszhat a
colistin-rezisztencia kialakulasaban. Ez a jelenség valdsziniileg visszafelé is érvényes —
a colistin-rezisztencia kovetkeztében a baktériumok tolerdnssd vélhatnak a
gazdaszervezet antimikrobialis peptidjeivel szemben [168, 170, 205-209].

A colistin-rezisztenciaért felelés kromoszomalis gének koziil PCR-ral sikerult
igazolni a phoP, phoQ, pmrA, pmrB, pmrD és mgrB gének jelenlétét a K. pneumoniae
torzsekben, azonban a 2015 novemberében leirt mcr-1 plazmidon kodolt rezisztenciagén
a Klebsiella és Enterobacter torzsekben sem volt kimutathat6. Bar kordbban leirtdk a
PmrB aminosav-szekvenciajanak modosulasat, mint a szerzett colistin-rezisztencia
egyik tényez6jét, a colistin-rezisztens K. pneumoniae torzseink PmrB fehérjéje vad
tipust volt. A colistin-érzékeny és -rezisztens K. pneumoniae térzseink MgrB fehérjéje
egyarant eltért a vad tipustdl, a rezisztens toérzsek mgrB génje mell6l azonban hianyzott
egy, az érzékenyben jelenlévé 1S5 nukleotidszakasz. Utobbi azért figyelemre mélto,
mivel az inzercids szekvenciak altalaban az mgrB génbe épilve, annak inaktivalasa
révén valtanak ki colistin-rezisztenciat. A PhoP-PhoQ és a PmrA-PmrB rendszerek
szerepe a polymyxinekkel és kationos antimikrobiélis peptidekkel szembeni
rezisztenciaban régéta ismert, a géneket és homologjaikat kimutattak bélbaktériumokbdl
és Gram-negativ nem-fermentald palcakbdl is. Az mcr-1 gén elterjedésér6l hetente
érkeznek frissitések: Délkelet-Azsiabol, Eszak-Afrikabol, Latin- és Eszak-Amerikabol,
valamint szdmos eurOpai orszagbol szarmaz6 baktériumban igazoltak a jelenlétét.
Ezidaig Magyarorszagon sem allatbol, sem emberbdl szarmazé mintaban nem talaltak
meg a gént [140, 162, 189, 210, 211].

A PhoPQ és arn rendszerek colistin-rezisztenciat kialakitdé szerepét a vizsgélt
baktériumtorzsekben RT-gPCR-ral sikerllt igazolni. Bar a PmrD kapcsolofehérjét
kodold gén expressziojaban nem volt szignifikans kilénbség a colistin-érzékeny és -
rezisztens K. pneumoniae torzsek kdzott, a colistin-rezisztens térzsekben az arn és phoP

gének jelentds overexpresszidjat detektaltuk. Az eredmény azért jelentés, mivel a gének
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expresszidjaban tapasztalt kilénbségeket colistinexpozicié nélkil meértik. Korabbi
kisérletek soran a rezisztenciagenek expresszidja csak colistin jelenlétében fokozddott
colistin-rezisztens K. pneumoniae térzsekben, mig antibiotikum hidnyaban az érzékeny
és rezisztens torzsek génexpresszidjaban nem volt szignifikans eltérés. Ezzel ellentétben
P. aeruginosa torzsek vizsgalatakor hasonlé eredményt tapasztaltak, azaz a
rezisztenciagenek colistinexpozicio hidnyaban is overexpresszalodtak. A jelenség
hatterében egyrészt az allhat, hogy a bélbaktériumokban és a Gram-negativ nem-
fermentalé palcakban a PhoPQ ¢és PmrAB rendszerek szerepe eltérd, mésrészt a
rezisztencia kialakulasaban még egy fajon belil is kiilonb6zd molekularis
mechanizmusok jatszhatnak szerepet [212-214].

A colistin-rezisztens K. pneumoniae és E. asburiae torzsek kiils6 membran
fehérjéinek gélelektroforézise sordn is a 15-16 kDa-os fehérjefrakcio hianyéat
detektaltuk. A K. pneumoniae esetében a hianyz6 proteinek DNA starvation/stationary
phase protection proteinek (Dps) és a LysM domain/BON csaladba tartozo fehérjék
voltak.

A Dps-eket és homologjaikat tobb baktériumcsaladban megtalalték, f6 funkciojuk
minden fajban a baktériumsejtek védelme az osztddads stacioner fazisaban. Nem-
specifikus médon kotddnek a bakteridlis kromoszoméhoz egy rendezett, stabil Dps-
DNS komplexet hozva létre, amelyben a DNS megfeleléen kondenzalt és védett a
kiilonbdz8 karositd hatasoktdl. Megkodtik az intracellularis Fe?* ijonokat, melyeket
ferroxidaz aktivitasukkal Fe** ionokka oxidalnak (megelzve a Fenton-reakciot), majd
eltaroljak o6ket. EkOzben csokkentik a reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét a
sejtekben: 2 Fe** + H,0, + 2 H" = 2 Fe** + 2 H,0. A Dps-ek rendkiviil fontosak a
baktériumsejtek talélése szempontjabol, mivel megvédik ket az oxidativ és acidikus
stresszt6l, ferritin-szeri mukodésiikkel szabalyozzak a sejten beliil vasanyagcserét,
valamint stabilizaljak és megovjak a DNS-t [215, 216].

A LysM és BON domenek szamos mikrobidlis fehérjében megtalalhato,
evolucidsan konzervalt szakaszok. E proteinek elsdsorban a sejtmembran-integritas
fenntartasaért felelds struktarfehérjék és enzimek, amelyek szintén a stacioner fazisban
mutathatok ki legnagyobb mennyiségben. A LysM-domén specifikusan a peptidoglikan
egyik alkotoeleméhez, az N-acetilgliikozaminhoz kotédik. Tekintve, hogy a colistin-

rezisztencia a sejtfal molekularis szerkezetvaltozasain alapul, érthetd az integritasért
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felelds fehérjék expressziojaban tapasztalt valtozas, bar hattere még nem tisztazott [217,
218].

Milyen szelekcios elényt jelenthet két, a baktérium talélése szempontjabdl ennyire
fontos fehérjecsoport elvesztése? Colistin-rezisztens A. baumannii izolatumon végzett
proteomikai analizis azt mutatta, hogy a rezisztencia megszerzése enzimek €s
szabalyozofehérjék csokkent expressziojaval, azaz jelentés bioldgiai fitness-vesztéssel
jart. Az ilyen fitness-vesztés korlatozna a torzsek tulélését, nem alakulhatnanak Ki
colistin-rezisztens korokozdk okozta jarvanyok. Azonban az elmdlt években jelentett,
colistin-rezisztens K. pneumoniae térzsek okozta jarvanyok arra utalnak, hogy ezek a
torzsek nem csak tulélnek, hanem komoly terdpias kihivast okozva terjednek is [219-
222].

Az OmpC és homologjai (Omp36, OmpK36) a beélbaktériumok kiilsé
membrénjdban talalhato, porin tipust transzportfehérjék. Tobbféle molekula sejtbe
irdnyuld  transzportjat végzik, koztik antibiotikumokét (pl. cephalosporinok,
carbapenemek, fluorokinolonok). Elvesztése vagy csokkent expresszidja E. coliban és
Enterobacter fajokban antibiotikum-rezisztenciahoz vezet (foként carbapenemek és mas
B-laktamok ellen), valamint csokkent érzékenységhez a szérum antimikrobidlis
aktivitasaval szemben [223, 224].

Az OmpW-nek és OmpX-nek E. coliban a vasanyagcsere szabalyozasaban van
szerepe — vashianyos allapotban az ompW expresszidja csokken, az ompX-é fokozddik.
Az OmpW termelddése colistin-rezisztens A. baumanniiban is csokken [219, 225].

Az OmpA egy tobbfunkcids kiilsé membran fehérje — a kiilsé membran
integritdsdnak fenntartasan kivul E. coliban a szérumrezisztenci&ért, Cronobacter
sakazakiiban (korabban Enterobacter sakazakii) az OmpX-szel egyutt a bélhamsejtek
rezisztenciaért felelds [226-228].

Az OmpX szerkezetileg az OmpA-ra hasonlito fehérje. Multirezisztens
Enterobacter aerogenes torzsekben jelentés tultermelodését tapasztaltak tobb f6 porin,
pl. az OmpF és Omp36 szintezisenek egyidejii csokkenése, valamint az LPS
szerkezetvaltozasa mellett. Az ompX expressziojat a kornyezet ozmolaritdsanak

ndvekedése, valamint a MarA (multiple antibiotic resistance) transzkripcids reguléator
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fokozza. Az ompX up- és az omp36 down-regulacioja egyltt a kiils6 membran
ateresztO-képessegének csokkenése irdnyaba hat [229-232].

Az Enterobacter fajok OmpC-jének csokkent termel6dése antibiotikum- €s
szérumrezisztenciahoz vezet, de az E. asburiae torzseink csak colistin-rezisztensek,
valamint lizozim- és laktoferrin-toleransak voltak. Az OmpW csokkent termel6dését
leirtdk mar colistin-rezisztencidban, de csak Acinetobacter fajoknal. Mivel az
Enterobacter nemzetség colistin-rezisztencia mechanizmusait még nem vizsgaltak
részletesen, nem tudjuk, hogy az OmpC és OmpW csokkent termelddésének pontosan
mi a szerepe benne. Az OmpA antimikrobialis peptid tolerancidban jatszott szerepét
leirtdk mar bélbaktériumoknal, az OmpX taltermelédése pedig a korabbi adatok alapjan
Osszefliggésbe hozhatdé a kiils6 membran szerkezetvaltozésaival, valamint
magyarazhatja az OmpC-vesztést. Tekintve, hogy az eddig megismert
rezisztenciamechanizmusok is bonyolult modon szabalyozottak, a késébbi kutatasok

fényt derithetnek a fehéerjék pontos szerepére.
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UJ EREDMENYEK

Kisérleteink soran az alabbi Uj eredményekre, megallapitasokra jutottunk:

Klebsiella pneumoniae térzsek

az ST258 klén hajlamos colistin-rezisztenciat kialakitani

a polymyxinek és a rifampicin, valamint az imipenem rifampicinnel,
tobramycinnel és ciprofloxacinnal alkotott kombinéciéi in vitro
antibakterialis hatasuak a colistin-rezisztens torzsekkel szemben

a colistin-rezisztens torzsekben tolerancia alakul ki antimikrobialis
peptidekkel szemben

a colistin-rezisztens torzsek overexpresszaljak a phoP, pmrD és arn
géneket

az ST258 klénban MgrB variansokat azonositottunk

a colistin-rezisztens torzsekben megvaltozik a kiils6 membran fehérjék
Osszetétele (LysM/BON csalad fehérjéi és DNA starvation proteinek

elvesztése)

Enterobacter asburiae torzsek

egyes E. asburiae torzsek colistin-rezisztenssé képesek valni B-laktam-,
aminoglikozid- és fluorokinolon-érzékenységiik megérzése mellett

a colistin-rezisztens torzsekben tolerancia alakul ki antimikrobidlis
peptidekkel szemben

a colistin-rezisztens torzsekben megvaltozik a kiillsé membran fehérjék
Osszetétele (OmpC és OmpW hianya, valamint OmpA és OmpX

jelenléte)
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VIII. OSSZEFOGLALAS

Uj tamadaspontd antibiotikumokbdl kevés van, a mar ismert vegyiiletcsaladok (j
tagjaibol néhany mar klinikai hasznalatban van, szamos masiknak a vizsgalatai pedig
jelenleg is zajlanak. Korabban elfeledett antibiotikumok (fosfomycin, colistin, stb.)
keriilnek el6, vagy éppen olyanok, amelyeket az adott baktériumok ellen sohasem
hasznéltak (pl. rifampicin a multirezisztens és colistin-rezisztens bélbaktériumok ellen).
Ezek () terapias megoldasok és protokollok, Uj gyégyszerek kiindulasi alapjai lehetnek.

Ahol viszont az anyagi forrasok nem teszik lehetdvé a legujabb gyodgyszerek
alkalmazasat, ott a megfeleld és hatékony infekciokontroll, illetve a jozan antibiotikum-
felhasznalasi politika kiemelten Iényeges.

Az utobbi években megjelentek olyan multirezisztens baktériumtorzsek, amelyek
mar a ,végsdé mentsvar’ antibiotikumokkal, pl. polymyxinekkel szemben is
rezisztensek. Emiatt kulon figyelmet kell szentelni az ilyen torzsek okozta infekcidk
lehetséges terapias megoldasaira. Az antibiotikum-kombinacidk a sajat és irodalmi
adatok alapjan muiikodéképesek lehetnek ezen baktériumok ellen, még ha az egyes
antibiotikumokra kilon-kilon rezisztensek is.

A polymyxinekkel szembeni rezisztencia mechanizmusainak (pl. a kiilsé memban
enzimatikus modositasa, a kiils6 membran fehérjék Osszetételének megvaltozésa)
megértése fontos a potencidlis Uj tdmadaspontok azonositasa miatt, valamint a
baktériumok és az emberi szervezet védekezdeszkdzei kolcsonhatasainak felderitése
szempontjabol is (pl. kationos antimikrobialis peptidek iranti tolerancia és colistin-

rezisztencia).

,,En tavolabbra lathattam, de csak azért, mert 6riasok vallan alltam.”

(Sir Isaac Newton)
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IX. SUMMARY

There are few antibiotics acting on new molecular targets. However, some new
agents of the known antibiotic families are already in clinical usage, others are currently
in different stages of testing. Forgotten antibiotics (e.g. fosfomycin, colistin) re-emerge
and certain antimicrobials are applied against bacteria that previously had not been
treated with them (e.g. use of rifampin against multiresistant and colistin-resistant
enterobacteria). These can be the starting points of new therapeutic options, protocols,
and drugs.

Nonetheless, if financial resources do not allow the use of the newest medicines,
adequate and efficient infection control, as well as rational hospital antibiotic policy is
of high priority.

Recently such multiresistant bacterial strains have appeared that are resistant to
the ,last resort” antibiotics, e.g. polymyxins. Because of this it is highly important to
consider the possible therapeutic options of infections caused by these strains.
According to our results and literary data, antibiotic combinations could be effective
against these strains, even if the bacteria are resistant to the separate antibiotics.

Understanding the mechanisms of resistance to polymyxins (e.g. enzymatic
modification of cell wall, reassortment of outer membrane proteins) is essential not only
because of the identification of potentially new molecular targets, but in terms of
exploration of interactions between bacteria and the human body’s defense systems (e.g.

tolerance to cationic antimicrobial peptides and consecutive colistin-resistance), as well.

,»IT 1 have seen further than others, it is by standing upon the shoulders of giants.”
(Sir Isaac Newton)
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In this study antibiotic combinations for multidrug-resistant Klebsiella pneu-
moniae strains were investigated. The study included a colistin-susceptible and a
colistin-resistant KPC-2 producing K. pneumoniae ST258 strains isolated in 2008 and
2009 during an outbreak in Hungary. Antibiotic combinations were analyzed by
checkerboard technique and fractional inhibitory concentration indices were calcu-
lated. The following antibiotics were tested: ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone,
ampicillin, imipenem, ertapenem, amikacin, tobramycin, ciprofloxacin, levofloxacin,
moxifloxacin, rifampicin, polymyxin B and colistin. Combinations including 0.25
pg/ml colistin plus 1 pg/ml rifampicin, 0.25 pg/ml polymyxin B plus 1 pg/ml
rifampicin, 1 pg/ml imipenem plus 2 pg/ml tobramycin, were found synergistic.

These in vitro synergistic combinations suggest potential therapeutical op-
tions against infections caused by KPC-2 producing, multidrug-resistant K. pneu-
moniae ST258.

Keywords: colistin, Klebsiella pneumoniae, multidrug-resistance, synergism

Introduction

Multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae isolates are being frequently
identified in nosocomial infections and they represent a significant healthcare
problem [1, 2]. Therapeutical options against the emerging multidrug-resistant
Gram-negative pathogens are limited, and sometimes only the previously disre-
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garded polymyxins, including polymyxin B and polymyxin E (colistin), are the
last resort antibiotics against them [3-5]. Nonetheless, the emergence of
colistin-resistant Enterobacteriaceae strains, as reported in several countries, be-
came a major healthcare problem, as well [6—10]. The polymyxin-resistance of
Gram-negative bacteria is based on the modification of lipopolysaccharide (LPS),
notably, the 4-amino-4-deoxy-L-arabinose and phosphoethanolamine addition to
the LPS increases the net charge of lipid A, lowering the affinity to positively
charged polymyxins [11, 12].

Treatment of multidrug-resistant, carbapenemase-producing, but colistin-
susceptible K. pneumoniae infections is a great challenge. Therapeutical regimens
involving antibiotic combinations were proved to be superior to monotherapy
both in vivo and in vitro [13—15] . The main antibiotics administered against these
K. pneumoniae strains are aminoglycosides, tigecycline, polymyxins, and even
carbapenems can be effective in combination with the aforementioned agents
[16]. However, treatment of multidrug-resistant and colistin-resistant K. pneu-
moniae is also challenging, and due to their relative novelty, we have few experi-
ences in their therapy. In vitro data show that colistin combined with vancomycin,
trimethoprim or trimethoprim-sulfamethoxazole is synergistic against colistin-re-
sistant K. pneumoniae [17].

In an outbreak of KPC-2 producing K. pneumoniae ST258, the first
colistin-resistant strains were detected in Hungary, although during the outbreak
the healthcare institution did not involve polymyxins in the antibiotic treatment
[18]. The aim of our study was to analyze the effectivity of different antibiotic
combinations against colistin-resistant and colistin-susceptible multidrug-resis-
tant K. pneumoniae strains.

Materials and Methods

Bacterial strains

The study included two KPC-2 producing K. pneumoniae ST258 strains,
one of them is colistin-susceptible and the other is colistin-resistant, isolated in
2008 and 2009 during an outbreak in Hungary. The two strains were isolated from
upper respiratory tract and wound infections [18].
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Antibiotic susceptibility

The minimal inhibitory concentration (MIC) values of tested antibiotics
were determined by microdilution method using Mueller-Hinton (MH) (Becton
Dickinson) broth. The following agents were investigated: ceftazidime (Fresenius
Kabi), cefotaxime (Sanofi Aventis), ceftriaxone (TEVA), ampicillin (Sandoz),
imipenem (Fresenius Kabi), ertapenem (MSD), amikacin (Lisapharma S.p.A.),
tobramycin (TEVA), ciprofloxacin (Fresenius Kabi), levofloxacin (TEVA),
moxifloxacin (Bayer Pharma AG), rifampicin (Sigma-Aldrich), polymyxin B
(Sigma-Aldrich) and colistin (Sigma-Aldrich). MIC values were interpreted ac-
cording to EUCAST documents [19].

Checkerboard analysis

Antibiotic combinations were analyzed by checkerboard technique. In each
combination, fractional inhibitory concentration indices (FICIs) were calculated
from the lowest MIC values, after the following formula [20]:

FICI, = MIC4(c) / MICx(a)

FICIg = MICg(c) / MICg(a)

2FICI =FICI, + FICIg

Subscripts A and B denote the antibiotics of the combinations, whereas pa-
rentheses (a) and (c) mean the activity measurements alone and in combination,
respectively. The summation of both FICIs define the effects of antimicrobial
agent combinations as synergistic (XFICI < 0.5), partially synergistic (0.5 <
2FICI < 1), additive (ZFICI = 1), indifferent (1 < ZFICI < 4), or antagonistic
(ZFICI > 4) [20].

Results

The two investigated KPC-2 producing K. pneumoniae strains were resis-
tant to aminoglycosides, 3rd generation cephalosporins, carbapenems, fluoro-
quinolones and rifampicin, as interpreted according to the latest EUCAST docu-
ments (Table I). The tested antibiotic combinations, and the calculated FICIs from
the lowest MIC values are shown in Table II. In the antibiotic combinations, we
took into consideration the peak serum concentrations during antibiotic treatment
and the EUCAST clinical breakpoints [19, 21].
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Table I

MIC-values, peak serum concentrations and EUCAST breakpoints of tested antibiotics

MIC (ng/ml) Peak serum EUCAST

Antibiotics K. pneumoniae “11” K. pneumoniae “12”  concentrations breakpoints

colistin-susceptible colistin-resistant (png/ml) [21] (ng/ml) [19]
Ceftazidime >256 >256 60 <1
Cefotaxime 128 128 100 <1
Ceftriaxone 256 256 150 <1
Ertapenem 32 64 154 <0.5
Imipenem 8 8 40 <2
Amikacin 32 32 15-64 <8
Tobramycin 32 32 4-24 <2
Ciprofloxacin 128 128 1.8-4.6 =<0.5
Levofloxacin 64 64 5.7-8.6 =<1
Moxifloxacin 64 64 4.5 <0.5
Polymyxin B <0.125 128 1-8 not available
Colistin <0.125 256 5-7.5 <2
Rifampicin >256 >256 4-32 not available

The two tested K. pneumoniae strains were detected as KPC-2 producers
conferring resistance to carbapenems, although imipenem in 4 pg/ml concentra-
tion was found synergistic in combination with 1 pg/ml rifampicin, while 1 pg/ml
imipenem was synergistic with 2 pug/ml tobramycin or with 2 pg/ml ciprofloxacin.
The 16 pug/ml ciprofloxacin was synergistic with 2 pg/ml colistin and 1 pg/ml
polymyxin B, although this ciprofloxacin level cannot be achieved in the serum.
Rifampicin in 1 pg/ml concentration was found synergistic with 0.25 pg/ml
colistin, or with 0.25 pg/ml polymyxin B, or with 4 pg/ml imipenem, although
Enterobacteriaceae strains possess intrinsic resistance to rifampicin, as stated by
EUCAST Expert Rules [22]. Furthermore, colistin-resistance could be reduced
with combinations of 0.25 pg/ml colistin plus 1 pg/ml rifampicin, or 0.25 pg/ml
polymyxin B plus 1 pg/ml rifampicin, or 2 pg/ml polymyxin B plus 4 pg/ml
imipenem. Fluoroquinolone resistance could be decreased as ciprofloxacin MIC
value was 2 pg/ml in combination with 1 pg/ml imipenem.

Discussion
Our findings on the colistin-susceptible K. pneumoniae strain are consis-

tent with the previously reported superiority of combination therapy [23]. We con-
firmed that combinations that include carbapenems — imipenem plus tobramycin,
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imipenem plus ciprofloxacin — can be effective against multidrug-resistant
K. pneumoniae, despite their carbapanemase-production.

However, our in vitro investigation found new synergistic and partially
synergistic antibiotic combinations for both colistin-susceptible and colistin-re-
sistant K. pneumoniae strains.

A combination of imipenem plus rifampicin was found partially synergistic
against the multidrug-resistant but colistin-susceptible strain, and the same combi-
nation was synergistic against the colistin-resistant strain. Rifampicin was previ-
ously reported to be effective in combination with doripenem and colistin against
multidrug-resistant Gram-negative bacteria [24, 25]. Our results indicate that
rifampicin plus carbapenem combinations can be efficient without polymyxins.

Interestingly, a combination of ceftazidime and tobramycin was synergistic
against both strains, even though the strains were ceftazidime- and tobramycin-re-
sistant. Notably, their MIC values measured in combination were in the therapeu-
tically achievable serum concentration ranges, as Table I shows [21].

Colistin and polymyxin B were synergistic in combination with rifampicin
against the colistin-resistant K. pneumoniae strain, with their MIC values mea-
sured in combination being in the achievable serum concentration ranges. Syner-
gism between rifampicin and polymyxins was previously reported in many cases
against Enterobacteriaceae and mnon-fermentative Gram-negative bacteria
[26-28]. According to our knowledge, this combination was never tested in vivo
against colistin-resistant isolates, only against multidrug-resistant, but colistin-
susceptible ones [24, 25]. Our results confirm previous findings of in vitro studies
conducted on colistin-resistant strains [29].

Remarkably, we found that polymyxin B and imipenem were synergistic
against our colistin-resistant isolate, although it was a KPC-2 producer and had an
MIC value of 128 pg/ml against polymyxin B.

Among our analyzed antibiotic combinations 1 pg/ml imipenem plus
2 ng/ml tobramycin was synergistic in concentrations below the EUCAST break-
points, and 0.25 pg/ml colistin plus 1 pg/ml rifampicin, 0.25 pg/ml polymyxin B
plus 1 pg/ml rifampicin were also found synergistic, suggesting these combina-
tions can be used against colistin-resistant K. pneumoniae ST258 strains.

Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica 60, 2013
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In this study susceptibility to different antimicrobial peptides was investi-
gated on colistin-susceptible and colistin-resistant identical pulsotype strains of
KPC-2 producing Klebsiella pneumoniae ST258 as well as colistin-susceptible and
colistin-resistant Enterobacter asburiae strains isolated from clinical samples.
In our test, bacteria were exposed to 50 mg/ml lactoferrin, lysozyme and protamine
— cationic antimicrobial peptides belonging to innate immune system and having
structural similarity to polymyxins — in separate reactions. After 18 hours incuba-
tion of colonies were counted. 40% of colistin-resistant K. pneumoniae strains and
97% of colistin-susceptible counterpart strains were lysed by protamine whereas
87% and 100% colony forming unit decrease by lysozyme was seen, respectively.
In the case of colistin-resistant E. asburiae strains 1 log, cell count increase were
observed after treatment with lysozyme and 1.56 log , after lactoferrin exposure
compared to the initial number whereas the colistin-susceptible showed no relevant
cell count increase. Our findings suggest that acquired colistin-resistance in Entero-
bacteriaceae is associated with tolerance against antimicrobial peptides.

Keywords: antibiotic-resistance, antimicrobial peptides, colistin, Enterobac-
teriaceae
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Introduction

Antimicrobial peptides and proteins are mainly cationic (i.e. rich in lysine
and arginine residues), amphipathic polymers usually comprised of 12—45 amino
acids, and they are part of the innate immune system of plants and animals. How-
ever, there are certain antimicrobial peptides that possess dominantly neutral or
negative charge, but their spectrum is narrower than the cationic ones [1-3].
Different studies found that their mode of action in Gram-positive bacteria is
forming channels through the cytoplasmic membrane, causing structural disrup-
tion and finally, osmotic lysis. In Gram-negative microbes they initially interact
with the lipopolysaccharide (LPS) of the outer membrane, leading to local mem-
brane disruption, then carry on forming pores through the inner cytoplasmic
membrane [4—6]. In this capacity the antimicrobial peptides produced by multi-
cellular organisms are very similar to polymyxins (cationic decapeptides) synthe-
tized by Bacillus and Paenibacillus spp. [7-10].

Multidrug-resistant Gram-negative bacteria are being often identified as
causative agents in nosocomial infections, representing an increasing healthcare
problem [11, 12]. These emerging multidrug-resistant pathogens set clinicians to
constant challenges concerning the adequate therapy, and lately previously un-
heeded antibiotics such as polymyxins have been utilized against them [13-15].

Nonetheless, polymyxin-resistant Gram-negative pathogens are being
reported in several countries in growing frequency [16—18]. The basis of poly-
myxin-resistance in Gram-negative bacteria is the modification of LPS mole-
cules of the outer membrane in such ways that the otherwise net negative charge
of this layer grows, making it more difficult for positively charged agents (poly-
myxins, cationic antimicrobial peptides) to attach to it [19, 20].

In recent years there were reports about colistin-resistant and colistin-het-
eroresistant Gram-negative bacteria that developed a certain cross-resistance,
cross-tolerance against host (i.e. human) antimicrobial peptides [21, 22]. In our
study we describe the aforementioned phenomenon of cross-tolerance in colistin-
resistant K. pneumoniae and E. asburiae strains isolated in Hungary.

Materials and Methods
Bacterial strains
The study included K. pneumoniae and E. asburiae strains isolated in Hun-

gary. The two identical pulsetype Klebsiella strains belonged to the international
clone ST258 were KPC-2 producers: one was colistin-susceptible and the other
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one was colistin-resistant. They were isolated during a Hungarian outbreak in
2008 and 2009, from upper respiratory tract and wound infections, respectively
[23]. Three E. asburiae strains were isolated from sporadic cases of urinary tract
infections and were identified by MALDI-TOF/MS.

Antibiotic susceptibility

The minimal inhibitory concentration (MIC) values of polymyxin B (Sigma-
Aldrich) and colistin (Sigma-Aldrich) were determined by broth microdilution
method using Mueller—Hinton broth (Becton Dickinson), and results were inter-
preted according to EUCAST documents [24].

Susceptibility to antimicrobial peptides

Each bacterial strain was incubated in 5 ml Luria—Bertani (LB) broth on
37 °C was centrifugated with 5000 G for 15 minutes on 5 °C in their exponential
growth phase. Bacterium solutions of 2.1x10° CFU/ml were prepared in 1 wt/vol%
tryptone phosphate-buffered saline (T-PBS) buffer. Ten pl inocula of each bacte-
rium solution was distributed and complemented to 200 pl with protamine
(Sigma-Aldrich), lysozyme (Sigma-Aldrich) and lactoferrin (Sigma-Aldrich),
each with an end-concentration of 50 mg/ml. The mixtures containing lysozyme
and protamine were incubated on 37 °C for 60 minutes, while the compounds
with lactoferrin were incubated on 37 °C for 180 minutes. One hundred ul of
each solution was inoculated on sterile LB agar plates, and was incubated on
37 °C for 18 hours, then colonies were calculated log,  CFU/ml. Colony numbers
of bacteria treated with antimicrobial peptides were compared to that of “un-
treated” ones [25].

Results

One of the two KPC-2 producing K. pneumoniae strains was resistant to
both polymyxin B and colistin, while the other one was susceptible to the
two agents, as interpreted according to the latest EUCAST documents. One
E. asburiae was susceptible to polymyxins, and two were resistant however, we
have managed to detect a sub-strain of the E. asburiae 0821 which demonstrated
high-degree colistin-heteroresistance with E-test (Table I).
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Table I. MIC values of polymyxin B and colistin in the investigated strains

MIC (pg/ml)
polymyxin B colistin
EUCAST breakpoints not determined 2
K. pneumoniae 11 <0.125 <0.125
K. pneumoniae 12 128 256
E. asburiae 0821 0.125 0.125
E. asburiae 0821/H >256 >256
E. asburiae 148 64-128 256

Table I1. Percentile changes of K. pneumoniae CFU decrease after treatment
with different antimicrobial peptides

After treatment After treatment After treatment
with protamine with lactoferrin with lysozyme
(50 mg/ml) (50 mg/ml) (50 mg/ml)
K. pneumoniae col S 97% 0% 100%
K. pneumoniae col R 40% 0% 87%
Difference +57% 0% +13%

Table I11. E. asburiae CFU/ml differences after treatment with different antimicrobial peptides

Initial After treatment After treatment After treatment
with protamine with lactoferrin with lysozyme
(50 mg/ml) (50 mg/ml) (50 mg/ml)
E. asburiae 0821 col S 4.9 log, 4.69 log 4.9log, 5.11 log,,
E. asburiae 0821/H col R 4 log 4log, 5.56 log,, 5.04 log,,
E. asburiae 148 col R 4.85log,, 4.851og,, 5.48 log,, 5log,,

Lactoferrin did not demonstrate any effect on either Klebsiella strains as
there was practically no change in the colony forming unit (CFU) after treatment
with it. Protamine exposition caused a 97% decrease in CFU of the colistin-sus-
ceptible K. pneumoniae strain, while only 40% reduction was observed with the
colistin-resistant strain. Lysozyme showed complete bactericidal effect on the
colistin-susceptible isolate, and its effect on the colistin-resistant one was also
relevant, but it resulted in an only 87% diminution of CFU. These results are
shown on Table II.
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The CFU/ml changes of the E. asburiae strains are listed in Table I1I. Ex-
posure to protamine caused no relevant difference between the initial and post-
expositional CFU. High-level tolerance to lactoferrin was observed in isolates
0821/H and 148. Lysozyme-tolerance was detected in isolates 0821/H and 148.

Discussion

Our findings on the appearance of colistin-heteroresistance within Gram-
negative bacterial strains correlate with various studies of recent years [26—28].
Colistin-heteroresistance concomitant with resistance to lysozyme was also pre-
viously observed in Enterobacter cloacae species [22]. The treatment of these
polymyxin-resistant enterobacteria is a great challenge, although some recent
studies showed that antibiotic combinations involving e.g. polymyxins, rifampic-
in, carbapenems and aminoglycosides could be efficient [29].

Cationic antimicrobial peptides are known to bind to certain outer mem-
brane proteins (OMP), which play integral part in the effects of polymyxin anti-
biotics, as well. In Salmonella enterica serovar Typhimurium and other Gram-
negative bacteria the outer membrane bound sensor kinase PhoQ is directly
activated by antimicrobial peptides, succeeding in phosphorylation of transcrip-
tion regulator PhoP, which activates a number of genes being important in viru-
lence, taking part in modification of LPS molecules, and thus being responsible
for developing resistance to antimicrobial peptides and polymyxins [30—-34].

According to our knowledge, this is the first description of simultaneous
resistance to polymyxin-type antibiotics and cationic antimicrobial peptides in
Hungary.

Our study suggests that prior exposure to antimicrobial peptides can influ-
ence the development of resistance to polymyxins in bacteria. Furthermore, bac-
teria with resistance to polymyxins could also develop tolerance to antimicrobial
peptides, which subsequently could influence the host defensive abilities in case
of infections (especially in bloodstream infections), the therapeutical possibilities
and choices, as well as the clinical outcomes.
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To the Editor,

Klebsiella pneumoniae is a frequently identified nosocomial
Gram-negative pathogen and found to be resistant to mul-
tiple classes of antibiotics, including extended-spectrum
cephalosporins, carbapenems, aminoglycosides, and fluo-
roquinolones. The emergence of colistin resistance in K.
pneumoniae was reported in several countries and most
frequently ST258 clone was identified." The main mecha-
nism of resistance to colistin in Gram-negative bacteria is
explained by the modification of lipopolysaccharides, the
target molecules of polymyxins. The PmrA/PmrB and PhoP/
PhoQ two-component regulatory system confers resistance
to polymyxin B, and insertional inactivation of mgrB-
encoding regulator has also been associated with colistin
resistance.? Furthermore, ugd, eptB, pagl, and cdtA genes
were also detected as determinants in colistin resistance.’
Recently, mcr-1 a plasmid-mediated colistin resistance
determinant was identified in Escherichia coli in animals
and in humans in China.*

In Hungary, the first colistin-resistant K. pneumoniae
strains were detected between 2008 and 2009 during an
outbreak of a KPC-2 producing ST258 clone. Interestingly,
during that outbreak no polymyxins were used in the hos-
pital wards but at the beginning colistin-susceptible (mini-
mum inhibitory concentration, MIC: 0.125 png/mL) and later
on colistin-resistant (MIC: 8—24 ng/mL) K. pneumoniae
were identified. Pulsed-field gel electrophoresis found

http://dx.doi.org/10.1016/j.jmii.2016.06.008

identical patterns for all strains and based on multi-locus
sequence typing all belonged to ST258.° In our study five
colistin-resistant and a susceptible KPC-2 producing K.
pneumoniae ST258 were investigated; all tested strains
were detected in the aforementioned outbreak.

Polymerase chain reaction (PCR) amplifications of mgrB,
pmrB, and mcr-1 resistant determinants were performed
with specific primers and thermal profiles.”* All PCR
amplicons were sequenced and analyzed based on the NCBI
Genbank database. The transcription levels of phoP, pmrD,
and arn were determined, as total cellular RNA was
extracted using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Reverse transcription PCR was carried out in a
LightCycler (Roche Applied Science, Meylan, France).
Oligonucleotide primers of this study were designed by
online tools of Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany:
phoP, forward GCGTCACCACCTCAAAGTTC and reverse
AAACCGTCTTCATCCGGCAG; pmrD, forward AGTACAGGA-
CAACGCTTCGG and reverse GGAGTGAGTTTATCCCCTTCC;
and arnT, forward ATAATCGGCGACAGGATAGC and reverse
CAGTATCGGTCAGTGGCTGT. Amplifications were per-
formed in duplicate from two different RNA preparations.
The cycle threshold (CT) values of the target genes were
compared with CT values of rpoB housekeeping gene.

In our study mgrB and IS5 were detected by PCR and
sequencing. A 940-bp amplicon was amplified in the colistin-
susceptible strain (Fig. 1), and a novel amino acid sequence
of MgrB (MKKLRWVLLIVIIAGCLLLIRTFLNVMCDQDVQFFSGIC

1684-1182/Copyright © 2016, Taiwan Society of Microbiology. Published by Elsevier Taiwan LLC. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Nucleic acid sequence analysis of flanking regions of mgrB in tested strains. bp = base pair; col R Kpn = colistin

resistant Klebsiella pneumoniae; col S Kpn = colistin susceptible K. pneumoniae; IS5 = insertion sequence 5.

TINKFIPW) was identified. By contrast, in each resistant K.
pneumoniae the same set of primers amplified 540 bp DNA
fragments, whereas these PCR amplicons were subjected to
nucleic acid sequencing and a MgrB variant was uniformly
present in all resistant strains = (MKKLRWVLLI-
VIIAGCLLLWTQMLNVMCDQDVQFFSGICTINKFIPW) and inser-
tion sequence 5 (IS5) was abscent (Fig. 1). Amino acid
substitution in PmrB was not found in colistin-susceptible
strains and in all resistant strains PmrB remained wild-type.
This is in contrast to Jayol et al,> who pointed out that
T157P amino acid substitution is a factor of colistin resistance
in K. pneumoniae. Overexpression of the phoP-pmrD-arn
regulatory system was detected in the resistant K. pneumo-
niae strains. Relative gene expression rates of phoP and arn
of colistin resistant strains were elevated compared with
susceptible strains. A novel MgrB variant in colistin suscep-
tible K. pneumoniae ST258 was detected and all tested
strains in our study were negative for the mcr-1 gene.
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In this study, outer membrane proteins (OMPs) of colistin-resistant Klebsiella
pneumoniae and Enterobacter asburiae were analyzed. One colistin-susceptible and
three colistin-resistant K. pneumoniae sequence type 258 strains as well as one
colistin-susceptible E. asburiae and its colistin-heteroresistant counterpart strain were
involved in the study. OMP analysis of each strain was performed by microchip
method. Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight/mass spectrometry
(MALDI-TOF/MS) investigation was carried out after separation of OMPs by two-
dimensional gel electrophoresis and in-gel digestion. The MALDI-TOF/MS analysis
of OMPs in the colistin-susceptible K. pneumoniae found 16 kDa proteins belonging
to the LysM domain/BON superfamily, as well as DNA starvation proteins, whereas
OmpX and OmpW were detected in the colistin-resistant counterpart strains. OmpC
and OmpW were detected in the colistin-susceptible E. asburiae, whereas OmpA and
OmpX were identified in the colistin-resistant counterpart. This study demonstrated
that OMP differences were between colistin-susceptible and -resistant counterpart
strains. The altered Gram-negative cell wall may contribute to acquired colistin
resistance in Enterobacteriaceae.

Keywords: MALDI-TOF/MS, outer membrane protein, colistin resistance
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Introduction

Klebsiella pneumoniae and Enterobacter spp. are frequently identified
nosocomial Gram-negative pathogens and both are found to be resistant to
multiple classes of antibiotics, including extended-spectrum cephalosporins,
carbapenems, aminoglycosides, and fluoroquinolones [1-3].

The emergence of colistin resistance in K. preumoniae was reported in several
countries, and the sequence type (ST) 258 clone was most frequently identified,
although strains from numerous clones (ST14, ST15, ST70, ST101, ST273, ST512,
and ST1271) were also detected as colistin-resistant ones. Colistin resistance also
appeared in Enterobacter spp.; however, it has been detected less frequently [4-9].

The main mechanism of resistance to colistin in Gram-negative bacteria is
explained by the modification of lipopolysaccharide (LPS), the target molecule of
polymyxins. The addition of phosphoethanolamine and 4-deoxyaminoarabinose to
the target molecule reduces its affinity to positively charged agents like polymyxins.
The pmrCAB operon encodes the PmrC phosphoethanolamine transferase, the
PmrA response regulator (also named as BasR), and the PmrB sensor kinase (also
named as BasS), whereas the arn operon encodes the enzymes and transports
proteins responsible for 4-deoxyaminoarabinose substitution [10—14].

The outer membrane bound two-component regulatory systems PmrA/
PmrB and PhoP/PhoQ were identified as major contributing factors in resistance
to polymyxins. The insertional inactivation of the mgrB gene encoding another
outer membrane protein (OMP) regulating PhoQ/PhoP has also recently been
associated with colistin resistance [15-17].

In Hungary, the first colistin-resistant K. pneumoniae strains were detected
between 2008 and 2009 during an outbreak of a K. pneumoniae carbapenemase-2
(KPC-2) producing ST258 clone. Later, increasing number of acquired colistin-
resistant Enterobacteriaceae clinical isolates was observed. The aim of this study was
to analyze one colistin-susceptible and three colistin-resistant clinical K. prneumoniae
ST258 strains originating from the first Hungarian outbreak. This study also involved
one colistin-susceptible Enterobacter asburiae and its colistin-heteroresistant coun-
terpart strain. The specific aim of this study was the analysis of OMPs [18].

Materials and Methods
Bacterial strains

Three colistin-resistant and one colistin-susceptible KPC-2 producing
K. pneumoniae ST258 strains were included in this study. All investigated strains
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were identified in 2008—-2009 during an outbreak in Hungary. One E. asburiae
strain identified from clinical urine sample and its colistin-heteroresistant coun-
terpart were also analyzed [18].

Isolation of OMPs

The strains were inoculated into 500 ml Mueller—Hinton Broth (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, UK) and were incubated in a shaker at 37 °C overnight. The cultures
were centrifugalized (6,000g, 20 min, 4 °C), then the sediments were resuspended
in physiological saline solution. The suspensions were again centrifugalized and
this washing step was repeated once more. The sediments were subsequently taken
into 15 ml 20 mM Tris-HCI (pH 7.5) solution, then the bacterial cells in ice bath
were disrupted with 500W ultrasound (MSE Soniprep 150 Ultrasonic Disintegrator,
MSE Ltd., London, UK) twice for 2 min. Hereupon, the samples were again
centrifugalized (6,000g, 20 min, 4 °C), and after that, the supernatants were poured
off for ultracentrifugation (100,000, 60 min, 4 °C). Thereafter, the sediments were
resuspended in 5 ml 0.5% N-laurylsarcosine (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary)
solution and incubated at room temperature for 30 min, and then they were again
ultracentrifugalized with same parameters. Finally, the sarcosine-insoluble OMPs
were located in the sediment [19].

OMP analysis by microchip (Agilent 2100 Bioanalyzer)

Electrophoresis in microchips was performed in the commercially available
Agilent 2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
equipped with a diode laser for fluorescence detection with 630 and 650 nm as
excitation and emission wavelengths, respectively. OMP samples were diluted
10 times with standard labeling buffer. For the fluorescent labeling, 0.5 pL of
fluorescent dye/dimethyl sulfoxide solution was added to 5 pL of diluted sample and
incubated for 10 min at room temperature. The excess dye (i.e., the unbound dye) in
the solutions of labeled OMPs was quenched by adding 0.5 pL of ethanolamine
following the reaction time. The labeled samples were diluted five times by adding
24 pL of distilled water, then incubated at 100 °C for 5 min. The samples were
centrifugalized and the supernatant was used for the electrophoretic analysis, where
the microchip channels were hydrodynamically filled (with pressure) with the gel
matrix, the sample wells were loaded with 6 pL of samples, and the respective wells
were loaded with the destaining solution. The injection was made with 1,000 V for
80 s and the separation was continued at 1,000 V for 60 s. The sample components
migrated toward the anode. The temperature was maintained at 30 °C.
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Two-dimensional gel electrophoresis (2DE) of OMPs

OMPs of K. pneumoniae strains were separated by 2DE. A portion of 100 pg
of the total protein content of the OMPs were supplemented with 2DE sample
buffer 8 M urea (Bio-Rad, Budapest, Hungary), 2% CHAPS (Bio-Rad), 50 mM
dithiothreitol (DTT) (Bio-Rad), 0.2% Biolyte 3/10 ampholytes (Bio-Rad), and a
trace of bromophenol blue (Bio-Rad) to a total volume of 125 pl, then the
immobilized pH gradient strips of length 7 c¢cm, pH 3-10, (Bio-Rad) were
incubated for rehydration overnight. Isoelectric focusing (IEF) of the OMPs was
performed on an IEF cell (Bio-Rad) using the following program: 250 V, 2 h,
linear, 500 V, 2 h, linear, 4,000 V, 10,000 Vh, rapid. After the IEF, the strips were
equilibrated twice for 10 min in equilibration buffer containing 6 M urea, 2%
sodium dodecyl sulfate (SDS), 20% glycerol, a trace of bromophenol blue, and 2%
DTT (Bio-Rad). During the second equilibration step, 2.5% IAA was used instead
of DTT. After the equilibration, the strips were applied to the second dimension
[12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE),
8 X 6 cm (Bio-Rad)]. The separation of the proteins according to their masses was
performed at 80 V for 20 min and 120 V until the end of the run. After the SDS-
PAGE, the gels were stained with Coomassie blue R-250. Protein marker (ladder,
Bio-Rad Precision Plus Protein™ Kaleidoscope'™, Bio-Rad) was used as a
molecular standard. The gels were scanned on Pharos FX laser scanner (Bio-
Rad). For the identification of the OMPs and the mass spectrometric analysis, the
spots of interest were excised from the gels.

In-gel digestion

Protein bands were excised from gels and were cut to small pieces and
digested using modified version of the protocol developed by Shevchenko et al.
[20]. Coomassie blue and SDS were removed with 100 mM ammonium bicar-
bonate (Bio-Rad), then the gel slabs were dehydrated with acetonitrile (ACN).
Disulfide bridges were reduced with 10 mM DTT (Bio-Rad), then the free
sulthydryl (SH) groups were alkylated with 55 mM iodacetamide solution
(Bio-Rad). The modified proteins were in-gel digested with side-chain-protected
trypsin (Promega, Madison, WL, USA) in 50 mM ammonium bicarbonate
overnight at 37 °C. The digested peptides were extracted from the gel with
5% formic acid solution (Sigma-Aldrich) in a 2:1 mixture of ACN (Sigma-
Aldrich) and water. The extracted peptides were evaporated to dryness and
redissolved in 5 pL of 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water before the mass
spectrometric measurement [20, 21].
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Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight/mass spectrometry
(MALDI-TOF/MS)

Mass analysis was performed on an Autoflex II MALDI-TOF/MS
instrument (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). During MS analysis of the
digested proteins, 8 mg of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) was dissolved in 1 mL of 50% ACN and 0.1% TFA
(Scharlau Chemie, Barcelona, Spain) in water. In each case, 1 pL of the matrix
was deposited on a stainless steel target together with 1 pL of the sample with
dried droplet method.

All mass spectra were monitored in positive mode with pulsed ionization
[/ =337 nm; nitrogen laser (MNL 106 PD)] with a maximum pulse rate of 50 Hz.
Peptides of the digests were measured in positive reflectron mode using a delayed
extraction of 120 ns. The accelerating voltage was set to +19 kV and the reflectron
voltage was set to +20 kV. The spectra of peptides were the sum of 1,000 shots;
external calibration has been implemented. Data processing was executed with
flexAnalysis software packages (version: 3.1; Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). Sequence Editor software (Bruker Daltonics) was used for the analysis
with the following criteria: (i) all cysteines were supposed to be treated with
iodoacetamide, (ii) monoisotopic masses were allowed, and (iii) the maximum
number of missed cleavage sites was two [22, 23]. Data analysis was performed
and protein identification was achieved using the MASCOT algorithm (http://
www.matrixscience.com) and the Swiss-Prot entries database (Swiss Institute of
Bioinformatics, Geneva, Switzerland), where (i) carbamidomethyl cysteine as
fixed modification and (ii) oxidation of methionine were allowed as variable
modifications. Mass accuracy was considered within 150 ppm for MS and
0.8 Da for MS/MS. Only proteins with at least two matching sequences were
considered [20, 24].

Results and Discussion

Our investigations regarding the colistin resistance mechanisms found OMP
change in the colistin-resistant strains compared with the colistin-susceptible ones.
The Agilent 2100 Bioanalyzer showed a distinct lack of protein fraction in the
colistin-resistant K. pneumoniae and E. asburiae isolates during the runs of OMPs,
whereas the same fraction was present in the colistin-susceptible ones (Figures 1
and 2).

Various OMPs were detected by MALDI-TOF/MS after 2DE separation of
OMPs (Table I). In the colistin-susceptible K. pneumoniae strain, 15-16 kDa
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Figure 1. OMP analysis of colistin-susceptible and colistin-resistant K. pneumoniae strains (colistin-
susceptible strain: blue line; colistin-resistant strain: red line)
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Figure 2. OMP analysis of colistin-susceptible E. asburiae strain and its heteroresistant counterpart
(colistin-susceptible strain: blue line; colistin-resistant strain: red line)
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Table I. OMPs detected in colistin-susceptible and colistin-resistant K. pneumoniae and E. asburiae

Strain Protein Protein ID Molecular weight (Da)
col S Kpn 11 LysM BON superfamily 2i|152970277 15,899
DNA starvation protein 2i|152969398 18,697
col R Kpn 12 OmpW 2i/152969802 24,321
col R Kpn 97 OmpW, colicin S4 rec; A6T7TWO 24,321
putative transport protein
OmpX S5YRS8S 14,866
col R Kpn 105 OmpX FOJWH6 18,680
OmpW GOGLV0 22,969
col S Easb OmpC K4YC30 40,459
OmpW GOGLV0 22,969
col R Eash flagellin V3HNKS5 28,529
OmpA V3PJ21 37,748
OmpX V3E259 18,654

Note: col S Kpn: colistin-susceptible K. pneumoniae; col R Kpn: colistin-resistant K. pneumoniae; col S
Easb: colistin-susceptible E. asburiae; col R Easb: colistin-resistant E. asburiae.

proteins of the LysM domain /BON superfamily and DNA starvation/stationary
phase protection proteins were detected, whereas in the colistin-resistant counter-
part strain, these proteins were absent, but OmpX (19 kDa) and OmpW (24 kDa)
were present. In the colistin-susceptible E. asburiae, OmpC (40 kDa) and OmpW
(23 kDa) were identified, whereas in the colistin-heteroresistant counterpart strain,
OmpA (38 kDa) and OmpX (19 kDa) were detected.

DNA starvation proteins (Dps) were found in several bacteria, their main
function being the protection of bacteria during the stationary phase of cell
division. They bind to the bacterial chromosome in a non-specific way creating
a stable, condensed DNA starvation/stationary phase protection protein (Dps-
DNA) complex which is protected against harmful effects. Furthermore, they bind
intracellular Fe** ions and oxidize them into Fe>" ions, then store them indirectly
decreasing the amount of intracellular reactive oxygen species [25, 26].

LysM and BON domains are the conserved sections found in many bacterial
proteins. These are mainly structural proteins and enzymes responsible for
maintaining cell membrane integrity, and they are present in the greatest amount
during the stationary cell division phase. The LysM domain specifically binds to
the N-acetylglucosamine molecules of peptidoglycan. As colistin resistance is
based on molecular changes in the cell wall, the alterations in the expression of
these structural proteins may contribute to its development [22, 27].

OmpC and its homologues (Omp36 and OmpK36) are porin-type transport
proteins found in the outer membrane of Enterobacteriaceae. They are responsible
for transporting several types of molecules into the cells, including antibiotics
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(e.g., cephalosporins, carbapenems, and fluoroquinolones). Their loss or decreased
expression leads to antibiotic resistance and diminished susceptibility to serum
antimicrobial activity in Escherichia coli and Enterobacter spp. [23, 28].

OmpA is a multifunctional membrane protein: in addition to maintaining
integrity of the outer membrane, it is responsible for serum resistance in E. coli and
antimicrobial peptide resistance in K. pneumoniae [29, 30].

OmpX is a protein structurally similar to OmpA. Its overproduction was
observed in multiresistant Enterobacter aerogenes strains with the simultaneous
underproduction of OmpF and Omp36 porins, as well as structural changes of
LPS. Upregulation of ompX and downregulation of omp36 together cause the
decrease of outer membrane permeability [31-33].

The reports of OmpA and OmpX contributing to antimicrobial peptide
resistance and outer membrane structural changes in Enterobacteriaceac and
underproduction of OmpC leading to serum resistance in Enterobacter spp.
concur with our previous observation of colistin-resistant E. asburiae and
K. pneumoniae strains being tolerant to antimicrobial peptides [34].

This study identified OMP change as a possible mechanism for colistin
resistance in K. pneumoniae ST258 and E. asburiae. Protein assortment change in
the outer membrane may contribute to the stability and integrity of cell wall, thus
developing and maintaining colistin resistance. Further investigations are required
to explore the potentially elaborate regulatory system and the exact roles of the
different proteins.
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