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BEVEZETES

Az antibiotikum-rezisztens koérokozok vilagszerte egyre nagyobb egészségugyi
problémat jelentenek. A WHO el6rejelzése szerint 2050-re az antibiotikum-rezisztens
mikrobdk évente tizmillié f6 halalat fogjak okozni, amelybdl 390,000 {6 Eurdpara jut. A
multidrug-rezisztens és extenziven drug-rezisztens Gram-negativ korokozok altal
okozott infekciok jellemz6en nozokomialis fertézések — katéter-asszocialt hugyuti
infekcidk, intravénds eszkozok hasznalataval Osszefiiggd véraramfertdzések, a tartos
fekves illetve gépi lélegezteteés kovetkeztében kialakuld also léguti infekcidk. A f6bb
korokozok a nem-fermentdlé 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), a Gram-pozitivok kodzil pedig a methicillin-
rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) és a vancomycin-rezisztens Enterococcus
torzsek. Ezen baktériumok az évtizedek sordn egyre nagyobb mértékben valtak
rezisztenssé a kiilonboz6 antibiotikum-csaladokkal szemben.

A multirezisztens Gram-negativ baktériumtorzsek okozta infekciok kezelésére a
lehetdségek korlatozottak. A régebb oOta 1étezd antibiotikumok koziil reneszédnszukat ¢élik
a polymyxinek (polymyxin B és colistin), a nitrofurantoin és a fosfomycin, de ezen
hatéanyagok mellett Ujabb antimikrobialis szerek is rendelkezésre allnak, pl. a
tigecyclin, a ceftazidim/avibactam és a ceftolozan/tazobactam.

A polymyxinek az utdbbi években intenziv kutatas targyat képezték szelektiv
Gram-negativ ellenes hatdsuk miatt, mint a multirezisztens baktériumok elleni ,,végs6
mentsvar” antibiotikumok. Gyér hasznalatuk miatt a maltban kevésbé volt jellemz6 a
veluk szembeni szerzett rezisztencia, azonban gyakoribb alkalmazasuk hozzajarult a
rezisztens torzsek megjelenésehez (mivel a klinikai gyakorlatban a colistint szélesbb
korben hasznéljak, mint a polymyxin B-t, a ,,colistin-rezisztencia” kifejezés terjedt el).
E torzsek egyuttal megnovekedett toleranciat mutattak antimikrobidlis peptidekkel
szemben. A rezisztencia molekularis alapja a Gram-negativ baktériumok kiilsé
membranjat alkotd lipopoliszacharid enzimatikus moddositasa, mely 4altal a kiilsd
membran elektrosztatikusan taszitja a polymyxin-molekulakat. A modositas a szabad
foszfatcsoportok foszfoetanolamin- illetve  4-amino-4-dezoxi-L-arabin6z-addicidja



réven valdsul meg. A katalizalé enzimek expresszidjat tobbszintli szabalyozdrendszer
befolyasolja: (i) a kozvetlen regulaciot a PmrA-PmrB rendszer végzi — aktivalja a
foszfoetanolamin-addicidért felelés enzimek genjeinek (pmrC, cptA) és a 4-amino-4-
PhoP-PhoQ rendszer a PmrD kapcsol6fehérjén keresztil a PmrA-PmrB aktivitasat
fokozza, (iii) az MgrB membranfehérje a PhoP-PhoQ rendszer miikodését stimulalja. A
felsorolt fehérjék mind kromoszomalis gének termékei, azonban 2015-ben azonositottak
az els6 plazmidon kddolt, azaz mobilis colistin-rezisztencia gént, a foszfoetanolamin-
transzferaz aktivitasu enzimeket kddol6 mcr-géncsalad elsé képviseldjét.

A colistin-rezisztens toérzsek okozta fertézések kezelésének egyik lehetséges
modja az antibiotikum-kombinaciok alkalmazédsa. A polymyxinek és a rifampicin
kettdsének in vitro szinergizmusat szdmos kiserletben igazoltak colistin-rezisztens
Gram-negativ baktériumokkal szemben, a colistin-imipenem és colistin-meropenem
kombinacidk pedig carbapenemaz-termelé K. pneumoniae torzsekkel szemben
bizonyultak hatékonynak. A colistin és tetracyclin kombinaciojat in vivo sikerrel
alkalmaztak panrezisztens K. pneumoniae altal okozott véraramfert6zés kezelésére.

Kutatdsaink sordn vizsgaltuk a Magyarorszagon izolalt, szerzetten colistin-
rezisztens baktériumtorzsek éerzékenységet antibiotikum-kombinaciokkal szemben, a
rezisztencigjuk héatterében all6 genetikai tényezéket, toleranciajukat kationos
antimikrobidlis peptidekkel szemben, valamint kiils6é membran fehérjéik dsszetételének

megvaltozasat.



CELKITUZES

e Meghatarozni a rendelkezésiinkre all6 torzsek érzékenységét kiilonbozo

antibiotikumokkal szemben.

e A colistin-rezisztens torzsek ellen in vitro hatékony, szinergista kolcsonhatasu

antibiotikum-kombinaciok keresése.

e Megvizsgalni a colistin-rezisztens torzsek érzékenyseégét laktoferrinnel,

lizozimmel és protaminnal szemben.

e PCR-ral azonositani a colistin-rezisztencia kialakulasaban szerepet jatsz6 gének
(phoP, phoQ, pmrA, pmrD, mgrB, mcr-1) jelenlétét, majd reverz transzkripcios
PCR-ral meghatarozni a jelenlévé gének expressziojat.

e A colistin-érzékeny €s -rezisztens torzsek kiils6 membran fehérjéinek

Osszetételének elemzése.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktériumtdrzsek

Vizsgalataink soran klinikai mintakbdl izolalt K. pneumoniae és Enterobacter
asburiae torzsekkel dolgoztunk, valamint az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok
soran kontrollként a K. pneumoniae ATCC 700603-as tdrzset hasznaltuk.

A nyolc vizsgélt K. pneumoniae torzs az ST258 klonba tartozo, multirezisztens,
KPC-2 enzimtermel$ torzs volt, amelyeket 2008-2009-ben, az els6 magyarorszagi
colistin-rezisztens K. pneumoniae jarvany soran azonositottak. A két E. asburiae torzs

sporadikus esetekbdl szarmazott.

Antibiotikum-érzékenység meghatarozas

A torzsek antibiotikum-érzékenységét mikrodillcios modszerrel és E-teszttel
hataroztuk meg. A mikrodilicio soran az aldbbi antibiotikumokat vizsgaltuk:
ceftazidim, cefotaxim, ceftriaxon, imipenem, ertapenem, amikacin, tobramycin,
ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, rifampicin, polymyxin B és colistin. E-
teszttel a colistin-érzékeny torzseken bellli heterorezisztens szubpopuléciokat akartuk
elkdloniteni. Egy napos inkubalads utdn a minimalis gatld koncentraciok (minimal
inhibitory concentration, MIC) interpreticidjandl a European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) akkor hatalyos ajanlasait tekintettiik

irdnyadonak.

Checkerboard analizis

Az antibiotikumok kombinacidinak hatékonysagat checkerboard maodszerrel
vizsgaltuk. Az egyes antimikrobialis szerek legalacsonyabb MIC-értékeit felhasznalva
FIC-indexeket (frakcionalis gatlé koncentracid index) szamoltunk az alabbi képlet
alapjan: XFICI = FICIp + FIClg, ahol FICIa = MICa(c) / MICa(a), illetve FIClg =
MICg(c) / MICg(a). A XZFICI-értékek alapjan szinergista (XFICI < 0,5), részleges
szinergista (0,5 < XFICI < 1), additiv (ZFICI = 1), indifferens (I < ZFICI < 4) és
antagonista (XFICI > 4) viszonyokat kilonitettlink el.



Laktoferrinnel, protaminnal és lizozimmel szembeni érzékenyséq

A baktériumokat Luria-Bertani (LB) taplevesben tenyésztettik, majd az
exponenciélis fazisban lecentrifugéltuk az oldatot. Ezutan 2,1 x 10° CFU/ml (CFU =
colony-forming unit, telepképz6 egység) baktériumszuszpenziot készitettiink, amelybél
10-10 pl-hez 50-50 mg/ml protamint, lizozimet illetve laktoferrint adtunk, 200-200 pl
Ossztérfogatban. Inkubacié utan 100-100 pl szuszpenziot oltottunk ki LB agar lemezre,
majd 18 dras inkubalas utan szabad szemmel olvastuk le a telepszamot (egy telepet egy

telepképz0 egységnek szamitva), majd kiszamoltuk a szazalékos csiraszamvaltozast.

Colistin-rezisztencia gének vizsgalata PCR-ral

A baktériumtorzsek Mueller—Hinton (MH) agarrdl vett 2-3 telepét desztillalt
vizben szuszpendaltuk, majd a szuszpenzidkat 100°C-os vizflird6 utan centrifugaltuk. A
phoP, phoQ, pmrA, pmrB és pmrD gének amplifikaciojahoz az oligonukleotidokat az
MWG Eurofins Primer Design programjaval terveztik, az mcr-1 és mgrB gének
primereit korabbi publikaciok alapjan gyarttattuk. A PCR amplikonokat 1,5% agar6z
gélben futtattuk, majd gélfestést kovetéen UV-fény mellett detektaltuk. A pmrB és
mgrB amplikonok nukleotidszekvencidjanak meghatarozasat a BIOMI Kft. (Godollo,
Magyarorszag) végezte. A kapott eredményeket az NCBI GenBank adatbazis alapjan

elemeztik.

Génexpresszio vizsgalata RT-qPCR-ral

A baktériumsejtek teljes RNS-tartalmat RNeasy Mini Kittel (QIAGEN, Hilden,
Németorszag) kivontuk, majd RN&az-mentes DNazzal (QIAGEN) kezeltik. Az RT-
PCR-t LightCycler RNA Master SYBR Green |. kittel (Roche Applied Science,

Penzberg, Németorszag) vegeztik. A phoP, pmrD es arn amplifikacidjadhoz az

oligonukleotidokat az MWG Eurofins Primer Design programjaval terveztik, az rpoB

és rrsk housekeeping gének primereit korabbi publikaciok alapjan gyérttattuk.

Kiilso6 membran fehérjék izolalasa

A torzseket 500 ml MH téaplevesben tenyésztettiik, majd lecentrifugaltuk és az

Uledéket fiziologids sboldatban reszuszpendaltuk. Az uledék Tris-HCI-ben vald



feloldasat kovetden jeges hitést alkalmaztunk, 2x2 percig 500 W-0s ultrahangos
feltarast végeztiink (MSE Soniprep 150 Ultrasonic Disintegrator, MSE Ltd., London,
Egyesilt Kirdlysag). Centrifugdlas utan a feltluszot ultracentrifugaltuk, s az igy
keletkezett Uledéket natrium-laurilszarkozin oldatban (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag) feloldottuk, majd inkubaltuk. Ismételt ultracentrifugalast kovetéen az
iiledékbol izoldltuk a szarkozinban oldhatatlan kiils6 membran fehérjéket (outer

membrane protein, OMP).

Kiils6 membran fehérjék egydimenzios gélelektroforézise (1-DE)

A kiils6 membran fehérje mintahoz Lammli-oldatot adtunk [1 M-os Tris (pH 6,8),
50%-o0s glicerin, 10%-o0s natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS), B-
merkaptoetanol, brémfenolkék, desztillalt viz (Bio-Rad Magyarorszag Kft., Budapest,
Magyarorszag)], majd a keveréket felmelegitettik. Hités utan Bio-Rad Mini Protean 3
rendszerben végeztik az elektroforézist. A geéleket festéoldatban inkubaltuk, majd

differencidléoldatba aztattuk.

Kiils6 membran fehérjék analizise Microchippel

A kiilsé membran fehérjéket extrahaltuk, fluoreszcens festékkel megjeldltik,
centrifugaltuk, majd Agilent 2100 Bioanalyzer System Microchipben (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) elektroforetikusan szeparaltuk.

Kiils6 membran fehérjék kétdimenzios gélelektroforézise (2-DE)

A kiils6 membran fehérjéket 2-DE mintapufferben [8 M-os urea, 2%-0s CHAPS
(3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammonium]-1-propanszulfonat), 50 mM-os ditiotreitol,
0,2%-0s Bio-Lyte® 3/10 Ampholyte, bromfenolkék (Bio-Rad)] feloldottuk,

immobilizalt pH gradiens (IPG) stripekre felvittik, majd izoelektromos fokuszalassal

toltés alapjan szeparaltuk. Ezt kovetéen a stripeket ekvilibracidés pufferben mostuk,
majd a fehérjéket tdmeg alapjan szeparaltuk poliakrilamid-gélelektroforézissel. A
proteinsavokat festékoldattal tettiik lathatova, majd az érintett gélterliletet tovabbi

vizsgalat celjabol kimetszettik.



Gélen beliili emésztés

A fehérjesdvokat tartalmazo gélrészleteket kimetszettiik, majd kisebb darabokra
vagtuk. A festék eltavolitasa, a géldarabok dehidralasa, a diszulfidhidak redukalasa és a
szulfhidrilcsoportok alkilalasa utan side-chain-protected tripszinnel (Promega, Madison,
WI, USA) a gélben végeztiink proteolizist. Az emésztett peptideket hangyasavoldattal
(Sigma-Aldrich) kivontuk a gélbol.

MALDI-TOF/MS témegspektrometria
A tomegspektrometrias vizsgalatot Autoflex II MALDI-TOF/MS maodszerrel

(Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) végeztik. Az emésztett peptideket a-ciano-4-
hidroxifahéjsav (Bruker Daltonics), acetonitril és trifluorecetsav (Scharlau Chemie,
Barcelona, Spanyolorszag) elegyében oldottuk. A peptideket 1000 I6vés alapjan
hataroztuk meg, az adatok feldolgozasdhoz a flexAnalysis szoftvercsomag 3.1-es
verziojat hasznaltuk (Bruker Daltonics), az analizist Sequence Editor szoftverrel
(Bruker Daltonics) végeztik. A fehérjék azonositasa a MASCOT algoritmus
(http://lwww.matrixscience.com) és a Swiss-Prot adatbazis (Swiss Institute of
Bioinformatics, Genf, Svéjc) alapjan tortént.

EREDMENYEK

Antibiotikum-érzékenyséqg

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 (1. tAblazat).

A sporadikus esetekbdl izolalt E. asburiae torzsek érzékenyek voltak 3.
generacios cephalosporinokra, carbapenemekre, fluorokinolonokra és amikacinra. E-
teszttel a colistin-érzékeny 0821-es torzson belll egy heterorezisztens szubpopuléciot
kilonitettunk el (2. tablazat).



1. Tablazat: A vizsgalt K. pneumoniae torzsek MIC-értékei

MIC (ug/ml)
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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
2. Tablazat: A vizsgalt E. asburiae térzsek MIC-értékei
MIC (ug/ml)
Antibiotikumok | EUCAST | K. pneumoniae | E. asburiae | E. asburiae | E. ashuriae
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




A checkerboard analizis eredménvyei

A 1l-es és 12-es K. pneumoniae torzseknél megfigyelt antibiotikum-
kdlcsonhatasok sok szempontbdl kilénboztek (3—4. tablazat). A 11-es torzsnél tiszta
szinergizmust csak az imipenem-tobramycin kombinacional eészleltlink, részleges
szinergizmust a rifampicin, ciprofloxacin, imipenem és ceftazidim kiilonb6z6
kombinacidinal figyeltink meg. A 12-es, colistin-rezisztens térzsnél szinergizmust az
imipenem rifampicinnel, tobramycinnel illetve ciprofloxacinnal alkotott kombinacioinal
detektaltunk, valamint a rifampicin colistinnel illetve polymyxin B-vel alkotott

parosainal.

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

és kombinaciéban mért MIC-értékei, valamint FIC-indexei

K. pneumoniae 11
I s MIC (ug/ml)

Antibiotikum-kombinaciok 1. ABmagéban 2. ABmagéban 1 ABkombinéciéban 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




4. Tablazat: A 12-es K. pneumoniae torzs ellen tesztelt antibiotikumok 6nallo

és kombinaciéban mért MIC-értékei, valamint FIC-indexei

K. pneumoniae 12

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

Laktoferrinnel, protaminnal és lizozimmel szembeni érzékenyséq

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%-kal

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 (5. tablazat).

Az E. asburiae torzseknél a protamin nem okozott szignifikans valtozast a

telepképz6 egységek szdmaban. A colistin-rezisztens torzseknél viszont magas szintii

toleranciat észleltink laktoferrinnel és lizozimmel szemben (6. tblazat).
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5. Tablazat: CFU-valtozas K. pneumoniae torzseknél

szérum, liquor, laktoferrin, lizozim és protamin hatasara

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

6. Tablazat: CFU-valtozas E. asburiae torzseknél

laktoferrin, lizozim és protamin hatasara

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

A phoP, phoQ, pmrA, pmrB és pmrD jelenlétét igazoltuk a colistin-érzékeny és
colistin-rezisztens K. pneumoniae térzsekben is, azonban az mcr-1-et egyik vizsgalt E.
asburiae és K. pneumoniae térzsben sem sikeriilt kimutatnunk.

Az 6sszes K. pneumoniae torzsbél kimutattuk az mgrB gént. A colistin-érzékeny
torzsb6l egy 954 bazispar hossziusagin amplikont detektaltunk, amelynek
szekvenciaanalizise soran egy Uj, eddig le nem irt MgrB varianst kodol6 génszakaszt,
valamint egy 5-0s tipusu inzerciés szekvencidt (insertion sequence 5, IS5)
azonositottunk. A colistin-rezisztens torzsekb6l egységesen 540 bazispar hosszasagh
amplikonokat mutattunk ki, amelyekbdl hianyzott az 1S5, az MgrB-t kddold génszakasz
pedig egy, az 0sszes térzsben azonos szekvenciaju varianst kodolt (1. abra).

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

maddosulast a PmrB fehérje szekvenciajaban.

55—
] D

> 540 bp 954 bp
90 bp

1. Abra:

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

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

Génexpresszid vizsgalata RT-gPCR-ral

A PhoP-PmrD-arn szabalyozérendszer colistin-rezisztencidban jatszott szerepét
igazoltuk a colistin-rezisztens K. pneumoniae térzsekben: a phoP gén és az egyik arn

gén fokozott expresszidjat azonositottuk (2. abra).

Kiils6 membran fehérjék egvdimenzids gélelektroforézise

Mind a K. pneumoniae, mind az E. asburiae torzseknél egy kb. 15-16 kDa

nagysagu proteinfrakcio hianyat detektaltuk (3—4. abra).
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phoP arn
0.008+ 0.0100+
0.0074
. 0.0064 . 0.00754
2 0.0054 H
£ 0.0044 2 0.0050-
S 00034 z
= =
0.0024 0.0025
0.0014
0.000 ~ 0.0000 -
KpnCol E KpnColR KpnCol E KpnCol R
pmrD
0.008+
0.0074 —
. 0.006+
£ 0.0054
g 0.0044
S 0.003+
=
0.0024
0.0014
0.000 -
KpnCol E KpnColR

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

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

yYies

e 00kDa =
aadl -4

250kDa

(kb. 16 kDa )

55kDa

K pn K. pn Kpn Kpn Kpn Kpn
ColE ColR ColE ColR ColE ColR

3. Abra: K. pneumoniae kiilsd membran fehérjék egydimenziés 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

4. 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)

Kiils6 membran fehérjék analizise Microchippel

A fluoreszcensen megjelolt kiillsé membran fehérjéket Agilent 2100 Bioanalyzer
System microchipben futtatva a colistin-rezisztens K. pneumoniae és E. asburiae
torzseknél egy-egy fehérjefrakcio hianyat detektaltuk a futads 20-25. masodpercében (5—
6. abra).

A kiils6 membran fehérjék analizise MALDI-TOF tdmeqgspektrometriaval

A colistin-érzékeny K. pneumoniae torzsben 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 torzsnél
hidnyoztak. A colistin-érzékeny E. asburiae torzsben az OmpC és OmpW kiilsd
membran fehérjék jelen voltak, de a colistin-rezisztensekb6l hianyoztak, ugyanakkor
helyettik OmpA-t és OmpX-et azonositottunk.
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10004

500 ‘

K. pnCol R

5. 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)

& & KB 35 0MP @ KB O
[FU) KB 35 OMP
504

— E. asbCol E

304

1\
[ A

10 15 20 / 25 30 35 40 45 50 55 [s]

E. asb Col R

6. Abra: E. asburiae kiilsé membran fehérjék Microchipben torténd analizise

(E. asb Col E = colistin-érzékeny E. asburiae; E. asb Col R = colistin-rezisztens E. asburiae)
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MEGBESZELES

A colistin-rezisztens, KPC-2 termel6 K. pneumoniae torzseken végzett
kisérleteink megerésitik a korabbi leirasokat a kombinacids antibiotikum-terapia
jelent6ségérdl a monoterapiahoz képest. Az altalunk vizsgalt antibiotikum-kombinéacidok
kozil szinergista kolcsonhatast volt a rifampicin—colistin, rifampicin—polymyxin B,
imipenem-rifampicin, imipenem-tobramycin és imipenem—ciprofloxacin.

A colistin-érzékeny E. asburiae torzson beliil jelenlévé heterorezisztens
szubpopulacid detektalasa korrelal az elmult évek nemzetkdzi tapasztalataival. Lizozim-
toleranciaval Osszefiiggd colistin-heterorezisztenciat irtak mar le Enterobacter cloacae-
nal. A kationos antimikrobialis peptidek a polymyxinekhez hasonléan kotddnek a
Gram-negativ ~ baktériumok  kiils6 membranjahoz  kapcsolédé  PhoP-PhoQ
fehérjeparoshoz, melynek fontos szerepe van a colistin-rezisztencia kialakulasaban. A
K. pneumoniae és E. asburiae torzsek a colistin-rezisztenciat korabbi polymyxin-
expozicio nélkil alakitottak ki, amely felveti kereszttolerancia/-rezisztencia lehet6ségét.
Az emberi antimikrobialis peptidekkel (pl. laktoferrin, lizozim) szembeni tolerancia
kozrejatszhat a colistin-rezisztencia kialakulasiban. Ez a jelenség valosziniileg
visszafelé is érvényes — a colistin-rezisztencia kdvetkeztében a baktériumok toleranssa
valhatnak a gazdaszervezet antimikrobialis peptidjeivel szemben.

A colistin-rezisztenciaért felelés kromoszomalis gének koziil PCR-ral siker(lt
igazolni a phoP, phoQ, pmrA, pmrB, pmrD és mgrB gének jelenlétét a K. pneumoniae
torzsekben, azonban a 2015 novemberében leirt mcr-1 plazmidon kédolt rezisztenciagén
egyik vizsgalt térzsben sem volt kimutathato.

A PmrB aminosav-szekvenciajanak megvaltozasa tudottan kozrejatszik a colistin-
rezisztencia kialakuldsdban, a mi colistin-rezisztens K. pneumoniae torzseink PmrB
fehérjéje viszont vad tipusu volt. A colistin-érzékeny és -rezisztens K. pneumoniae
torzseink MgrB fehérjéje egyarant eltért a vad tipustol, a rezisztens toérzsek mgrB génje
mell6l azonban hianyzott egy, az érzékenyben jelenlévé 1S5 nukleotidszakasz. Ez azert
figyelemre méltd, mivel az inzerciés szekvenciak altaldban az mgrB génbe épulve,
annak inaktivalasa révén véltanak Ki colistin-rezisztenciat.

A PhoPQ és arn rendszerek colistin-rezisztenciat kialakito szerepét RT-gPCR-ral
sikerdlt igazolni a baktériumtorzseinkben. Bar a pmrD gén expresszidjaban nem volt

szignifikans kilonbség a colistin-érzékeny és -rezisztens K. pneumoniae torzsek kozott,
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a colistin-rezisztens torzsekben az arn és phoP gének jelentés overexpressziojat
detektaltuk.

A colistin-rezisztens K. pneumoniae és E. asburiae torzsek kiils6 membran
fehérjéinek gélelektroforézise soran egyarant egy kb. 15-16 kDa-os fehérjefrakcio
hidnyat észleltik. A K. pneumoniae esetében a hidnyz6 proteinek a DNA
starvation/stationary phase protection proteinek (Dps) és a LysM domain/BON csaladba
tartozo feherjék voltak. A colistin-rezisztens E. asburiae t6rzsb6l hianyzott az OmpC és
OmpW fehérje, jelen volt viszont az OmpA és OmpX.

A Dps-ek és homoldgjaik 6 funkcidja a baktériumsejtek védelme az osztodas
stacioner fazisaban. Nem-specifikus modon kotddnek a bakterialis kromoszomahoz,
stabil, védett Dps-DNS komplexet hozva létre. Megkotik és oxidaljak az intracellularis
Fe?* ionokat, ezaltal csdkkentik a reaktiv oxigén szabadgy6kok mennyiségét.

A LysM és BON domének evoluciosan konzervalt fehérjeszakaszok. E proteinek
elsGsorban a sejtmembran-integritas fenntartasaért felelés strukttrfehérjék és enzimek.
Mivel a colistin-rezisztencia a sejtfal molekularis szerkezetvaltozasain alapul, érthet6 az
integritasért felels fehérjék expressziojaban tapasztalt valtozés, bar hattere még nem
tisztazott.

Az OmpC és homoldgjai a bélbaktériumok kiilsé membranjaban talalhatd, porin
tipusu transzportfehérjék. Tobbféle molekula, pl. antibiotikumok sejtbe iranyul6
transzportjdt vegzik. Elvesztésik vagy csokkent expresszidjuk E. coliban és
Enterobacter fajokban antibiotikum-rezisztencidhoz és a szérum antimikrobialis
aktivitasaval szembeni csokkent érzekenységhez vezet.

Az OmpA egy tdbbfunkcios kiilsé membran fehérje — a membran integritasanak
fenntartasan kivil E. coliban a szérumrezisztenciaért, K. pneumoniae-ben pedig az
antimikrobidlis peptidek elleni rezisztenciaért felelds.

Az OmpX szerkezetileg az OmpA-ra hasonlité fehérje. Multirezisztens
Enterobacter aerogenes torzsekben taltermelddését tapasztaltak az OmpF és Omp36
porinfehérjék szintézisének egyidejii csokkenése, valamint az LPS szerkezetvaltozésa
mellett. Az ompX up- és az omp36 down-regulaciodja egyitt a kiilsé membran atereszto-

képessegének csokkenése iranyaba hat.
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KOVETKEZTETESEK

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 toérzsek 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 kiilsé membran fehérjék
Osszetétele (OmpC és OmpW hianya, valamint OmpA és OmpX

jelenléte)
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