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1. Bevezetés

1.1 Rezisztencia okozta kihivasok

Napjainkban vildgszerte komoly kihivast jelent az antibiotikum rezisztencia. A fert6zo
betegségeket emelkedd szdmban okozzdk antibiotikum rezisztens korokozok, amely
terapias nehézséghez vezet, mert limitalt szamu hatdsos antibiotikum all rendelkezésre a
kezelésre. A European Center for Diseases Control (ECDC) adatai alapjan évente 33.000
beteg meghal antibiotikum rezisztens korokozo6 okozta infekcioban Europaban.)

Vilagszerte évente 700.000 beteg haldlozasaért feleldsek a rezisztens korokozok
és becslések szerint 2050-re koriilbeliil 10.000.000 ember haldlozasat fogjak okozni.®

A bakterialis infekciok koziil az egyik legjelentdsebbek az Enterobacterales rend
tagjai altal okozott fertdzések. Szamos anatomiai helyen okoznak humdn fertézést,
ugymint hugyutakban, sebekben, bélrendszerben, légutakban vagy a legsulyosabb
esetben a véraramban is. Kezelésiik azonban egyre nagyobb problémat jelent, a
kiilonboz6 antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztenciajuk miatt. Az elmalt,
megkdzelitdleg 30 évben az antibiotikum rezisztens Enterobacterales torzsek egyre
szélesebb  korben  elterjedtek.  Ismert  rezisztencidjuk  béta-laktamokkal,
fluorokinolonokkal, aminoglikozidokkal, illetve polymyxinekkel szemben is.*->)

A fluorokinolonok mindennapos haszndlatanak, illetve a baktériumok
alkalmazkodé képességének koszonhetden a rezisztens torzsek aranya nagymértékben
emelkedni kezdett. A jelenség vilagszerte terapids nehézséget okozd problémava nétte ki
magat.©®

Az 1990-es években az Amerikai Egyesiilt Allamokban kozel 40%-kal nétt a
fluorokinolonok hasznalata, mindekézben az intenziv osztalyokon izolalt Gram-negativ
baktérium torzsekben eléforduld ciprofloxacin rezisztencia megduplazodott.”

1997-2001 kozott tobb mint 10% volt a ciprofloxacinra rezisztens bélbaktérium
torzsek aranya az Egyesiilt Allamokban. A rezisztens torzsek aranya ennél is
magasabbnak bizonyult Pseudomonas aeruginosa és egyéb Gram-negativ baktériumok
esetén. (1D

1997-1999 kozott vizsgalva, Pekingben, a nosocomialis infekcidk esetén izolalt

Escherichia coli térzsekben a ciprofloxacin rezisztencia aranya kozel 60% volt.(!?)
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Barceloniaban az egészséges populaciot vizsgalva az egyének bélrendszerét
kolonizalé E. coli torzsek tobb mint 25%-a bizonyult fluorokinolonnal szemben
rezisztensnek.(!®)

Neisseria gonorrhoeae, Salmonella spp., Shigella, valamint Campylobacter spp.
fertézések esetén is torténtek vizsgélatok fluorokinolon rezisztencia feltérképezésére.
2006-ban Koreaban férfi paciensekbdl izolalt N. gonorrhoeae torzsek 83%-a rezisztens
volt fluorokinolonokkal szemben, mely a 2000-ben dokumentalt adatokhoz képest
jelentds emelkedést mutat, akkor 23% volt. 2007 és 2009 kozott Azsiaban és Afrikaban
64,5%, illetve 29,1%-os ciprofloxacin rezisztencia aranyt talaltak Shigella spp. torzsek
esetén. Koredban 4tlagosan 24% volt a ciprofloxacin rezisztenciat mutatd
Campylobacter spp. torzsek aranya.!+!1>)

Svajcban 1997 és 2007 kozott 1,8%-rol 15,9%-ra emelkedett a ciprofloxacin
rezisztencia aranya E. coli torzsekben.!®

Az Egyesiilt Allamokban 2000 és 2010 kozott kovetve otszorosére emelkedett a
ciprofloxacin rezisztens E. coli torzsek aranya: 3%-r0l 17,1%-ra, mig a nitrofurantion és
ceftriaxon rezisztencia aranya nem mutatott jelentés emelkedést.!”)

Braziliaban 2014-ben hugyuti fert6zésbol izolalt 1641 Enterobacterales torzset
vizsgalva, melynek jelentds hdnyadaban a kérokozd E. coli volt, 36%-os ciprofloxacin
rezisztenciat észleltek. Ugyanakkor férfi betegek esetén magasabb ardnyban észleltek

ciprofloxacin rezisztenciat, mint néi betegekben: 32,7% és 15,9% aranyban.!!®)

1.2 Kinolon, fluorokinolon antibiotikumok

Az els6é kinolon antibiotikum a nalidixsav volt, amit 1962-ben vezettek be a
klinikai gyakorlatba. A szintetikus, baktericid hatasti szer kezdetben a legtobb
Enterobacterales esetén hatékonynak bizonyult. A késdbbiekben szamos kémiai
szerkezeti modositassal potencirozva a molekulat, kifejlesztették a ma is hasznalt
fluorokinolonokat, illetve ezek kiilonbozé generacidit. A legfobb szerekezeti
modositasok a C6-os pozicidban egy fluor atom, valamint a C7-es pozicidban egy
piperazinyl gytri, illetve ennek valamely szdrmazékai voltak. Az jabb fejlesztésti
delafloxacin hatoanyag sajatossaga a molekulaban elhelyezett klor atom, mely a molekula

stabilitasat noveli. (Abra 1,2)
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Abra 1.: A kinolonok és fluorokinolonok kémiai szerkezete — A C6-0s pozicioba
helyezett fluor atom, illetve a C7-es pozicidban lathato piperazinyl gytri- és

szarmazékai hoztak 1étre a fluorokinolonokat'®
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Abra 2.: Az j fejlesztésti delafloxacin kémiai szerkezete — A molekuldban elhelyezett

kl6r atom a delafloxacin sajatsaga®?

A kinolonok tdmadaspontjai a DNS giraz és DNS topoizomeraz IV enzimek,

melyek esszencialisak a bakterialis DNS szintézisben.?!
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A DNS girdz és topoizomerdz IV nagy méretli, Osszetett enzimek 2-2 par
alegységgel. A giraz alegységei a GyrA és a GyrB fehérjék. A GyrA egy 97 kiloDalton
nagysagu protein, melyet a gyr4 gén kodol; a GyrB 90 kDa nagysagu, gyrB gén altal
kodolva. A topoizomeraz IV enzim alkotéi a ParC és a ParE alegységek, melyek 75 illetve
70 kDa nagysagl proteinjeit a parC valamint a parE gének kodoljadk. A girdz és
topoizomeraz IV enzimek képesek negativ szuperspiralokat 1étrehozni a DNS lancban,
eltavolitani a pozitiv és a negativ szuperspiralokat, valamint 6sszefiizni és kibontani a zart
cirkularis molekuldkat. A topoizomerdz IV nagyobb hatékonysaggal bont fel zart
cirkularis molekuldkat, mint a girdz enzim. A kettd egytittmiikodésben segiti a kiilonb6zo
bakteridlis sejtbiologiai folyamatokat, nevezetesen a replikacidt, a transzkripciot, a
rekombinaciot és a DNS reparaciot. Atmenetileg eltorik a dupla szali DNS mindkét
szalat, majd ATP-dependens modon a térés magassagaban torténik meg a DNS atirasa,

igy egy 1j, kettés szalit DNS molekula szabadulhat fel.?? (Abra 3 és 4)

Abra 3.: GyrA és GyrB miikodési mechanizmusa - A DNS atirashoz sziikséges
szuperspiralok kibontasa, majd ujra spiralizaladsa, melyet ATP dependens mddon a giraz

és a topoizomeraz IV katalizal®®
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taken from Schoeffler etal. (2005) PMID:16246147

Abra 4.: Topoizomeraz IV mitkddése - A DNS atirashoz sziikséges szuperspiralok
kibontasa, majd Gjra spiralizalasa, melyet ATP dependens modon a girdz €s a

topoizomeraz IV katalizal®¥

A kinolonok ezeket a reakciokat allitjak le. A girazt és a topoizomeraz IV-et
gyogyszer-enzim-DNS komplexbe zarjak, amely letalis dupla szala DNS toréseket hoz
1étre.®® (Abra 5)

DNA gyrase

o ﬁﬁf@ ©00
(S

Abra 5.: A fluorokinolonok a DNS girazhoz kotédnek, igy a DNS étiras akadalyozott,

N
e

letalis DNS torések jonnek 1étre®

A fluorokinolonok koncentracié fliggden fejtik ki hatasukat. Baktericid hatasuk gyorsan
kialakul: amint elérik a csucskoncentraciojukat, majd egész addig fenn is marad, mig a

koncentracié meghaladja a MIC-értéket.?”)

A fluorokinolonok harom-hat 6raig terjedd in vitro post antibiotikus hatassal

rendelkeznek Staphylococcusok, Enterobacterales torzsek ¢és P. aeruginosa esetén. Azon

10
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mikroorganizmusok esetében, melyek rapidan elimindlodnak, (Haemophilus spp., E. coli
vagy a Klebsiella spp.), gyakorlatilag nem jelentkezik az in vitro postantibiotikus
effektus. Enterococcus faecalis esetén a hatds kisebb mértékii. Ezen tul, a kinolonok
megakadalyozzak az endotoxinok in vitro felszabadulésat, mindannak ellenére is, hogy a
baktériumokat rapidan elpusztitjak. Ez a jelenség in vivo megnyilvanulhat kisebb mértékii
gazdaszervezeti reakcié képében.®®)

A fluorokinolonok hatastani szempontbol csoportokba, illetve generaciokba
oszthatok, bar egységes csoportositasuk nincs. Az alabbi tdbladzatban a fluorokinolonok

legfébb farmakoldgiai tulajdonsdgai lathatok: (Tablazat 1)@%39

Tablazat 1.: A fluorokinolonok generacioi és fobb farmakologiai tulajdonsagai

Generacio Hatdéanyag Hatasspektrum Indikécio
nalidixsav, .. .
0. : Enterobacterales | hugyuti infekcid
oxolinsav
nem komplikalt
hagyuti
) Gram negativ
1. norfloxacin . fertézések,
bélbaktériumok ' o
gastrointestinalis
fertdzések
hugyuti
fertozések,
ciprofloxacin, Gram negativ bor-¢és lagyrész
Pl pefloxacin, ¢s Gram-pozitiv infekciok,
ofloxacin baktériumok osteomyelitis,
gastrointestinalis
fertdzések
Gram negativ, szisztémas
3 Gram pozitiv, fertozések,
levofloxacin intracellularis also- és felsd
baktériumok 1éguti fertézések

11
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Gram negativ,

Gram pozitiv,

: : intracellularis
4. moxifloxacin .
baktériumok,
anaerob

baktériumok

szisztémas
. Gram negativ,

uj _ _ fertézések,
delafloxacin Gram pozitiv

fejlesztés also- és felso

1éguti fertdzések

A fluorokinolonok lehetséges mellékhatasai a kovetkezok:

. Gasztrointesztinalis: hanyinger, hdnyas, diszkomfort érzet
. Kozponti  idegrendszeri:  fejfajas, hanyinger, szédiilés, gorcsroham,

eszméletvesztés, pszichdzis, nyugtalansag

. Kotdszoveti elvaltozasok: maradando porckarosodads, insériilés. A magzatban és
gyerekekben fog és csont fejlodési zavar lehet, ezért terheseknek nem ajanlott a
fluorokinolon kezelés.

. Renalis: crystalluria, obstruktiv uropathia, acut veseelégtelenség, interstitialis

nephritis, nem specifikus nephritis

. Gliik6z metabolizmus: hypoglikaemia
. Kardiovaszkularis: QT-megnytlas, ritmuszavarok (beleértve TdP tachycardiat is)
o Egyéb: fototoxicitas

Kiemelend6 a  fluorokinolonok alkalmazasa hugyuti  infekciokban.
Magyarorszagon a klinikai gyakorlatban a ciprofloxacin sokaig els6ként véalasztando
antibiotikum volt ezen fertdzések kezelésében. Jelenleg az egyre inkabb elterjedd
rezisztencia, valamint a dysbacteriosist okozd, igy infekcidkhoz vezetd kovetkezmények

miatt (pl. Clostridium difficile fertdzés) korlatozott az alkalmazasa, esetenként

12
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hasznalatanak mell6zése a jellemz6. Kiilonb6zd, nem Magyarorszagon leirt terapias
rezsimek a ciprofloxacin helyett féként a trimetoprim alkalmazasat javasoljak.C!
Mindezek ellenére természetesen a ciprofloxacin tovabbra is klinikai alkalmazasban
maradt. Eltérd indikaciokban mas ¢és mas antibiotikum rezsimek ¢és lehetdségek allnak
rendelkezésiinkre. Az aldbbiakban angolszasz ajanlasokat mutatunk be:
. Cystitis és nem komplikalt hagyiti infekciéo esetén ajanlhaté trimetoprim,
amoxicillin, nitrofurantoin, cefalexin, ciprofloxacin, illetve amoxicillin-klavulénsav is. A
kezelést ndk esetében 3, férfiak esetében 10 napig javasolt folytatni.
. Ugyanezen esetben terhesekben cefalexint vagy amoxicillint alkalmazhatunk, 7
napig.
. Prophylaxisra trimetoprim, nitrofurantoin vagy amoxicillin-klavulansav
alkalmazando.
. Pyelonephritis és komplikalt hugyuti infekcio esetén 10 napos amoxicillin-
klavulansav vagy ciprofloxacin terdpia javasolt, kivéve stulyos klinikai statusz esetén.
Ekkor cefuroxim vagy gentamycin adhat6 parenteralisan 7-14 napig.
. Epidydimitis vagy orchitis esetén, amennyiben Chlamydia fertézés kizarhato,
ciprofloxacin az elsédlegesen valasztandd, 14 napos ktraban.
. Akut prostatitis esetén 28 napos trimetoprim vagy ciprofloxacin kura
sziikséges.GV
A fluorokinolonok per os ¢és intravénas kezelésben is elérheték. A
fluorokinolonok igen jelentds mértékben felszivodnak a béltraktusbol igy a per os
adagolas megfeleld. Biologiai elérhetdségiik 80-95%. Kis mértékben metabolizalodnak
az emberi szervezetben, metabolitjaik kozt aktivak €s inaktivak is talalhatoak. Vesén at
tiriilnek, féléletidejiik 3-11 6ra, mindezek miatt besziikiilt vesefunkcié mellett a dozis
csokkentése, esetleg antibiotikumvaltas javasolt. A fluorokinolonok dializalhatok. Maj-
¢s vesemukodés egyiittes csokkenésekor minden fluorokinolon kumulalédik a
szervezetben, ekkor szintén doziscsokkentés, avagy gyodgyszervaltas javasolt. Szoveti
penetraciojuk kitiing, egyediil a liquorban nem biztosithaté megfeleld koncentracié.*?
A fluorokinolonok gyégyszerinterakeioi kozott klinikailag jelentdsek talalhatok,
melyeket minden esetben figyelembe kell venni alkalmazasukkor. A két- és harom
vegyértékii kationokkal oldhatatlan kelatot képeznek, mely miatt csokkent mértékben

szivodnak fel a szerek a bélrendszerbdl. Ilyen szerek pl. az antacidok, vagy a vastartalmu
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készitmények. Xantinszaramazékok, melyek koziil kiemelendd az igen elterjedten
hasznalt theophyllin, esetén figyelembe veendd, hogy a ciprofloxacin gatolja a maj
mikroszomalis enzimrendszerében a lebontasukat, ezaltal intoxikaciot hozhatnak Iétre. A
fluorokinolonok novelik a warfarin eliminécios felezési idejét, ezaltal INR megnytlast
hozhatnak létre, mely a vérzéses szovédmények kockazatat noveli. Fluorokinolon terapia
esetén a tizanidine majban torténd metabolizacidja gatolt, igy szérumkoncentracidja akar
tizszeresére emelkedhet. A tizanidin intoxikdcido lehetséges kovetkezményei a
kovetkezok: letargia, bradycardia, hypotensio, agitacio, zavartsag, hanyas, sz€élsOséges
esetben kodma.

A koszvényellenes szerek koziil a probenicid az els6sorban vesén at (iirild
fluorokinolonok felezési idejét ndveli, tehat a ciprofloxacinét és a levofloxacinét, melyek
taldozirozdsa acut tubularis necrosist, illetve tubulointerstitialis nephritist

okozhatnak.?%?7)

1.3 Fluorokinolon rezisztencia

Az EUCAST szerint rezisztensnek tekintiink egy baktériumot egy meghatarozott
antibiotikummal szemben, amennyiben az adott orszagban hasznalatos rezsimek alapjan
a baktérium MIC értéke, az aktudlisan érvényben 1évé rezisztencia hatart tallépi. Ekkor
alkalmazéasatol klinikai javulas természetesen nem varhatd, mas antibiotikum
alkalmazasa sziikséges.

Fluorokinolonok esetén, valamint egyéb antibiotikumok esetén is, a rezisztencia
kialakuldsdnak kulcsa a baktériumok mutacidos képessége. Mutaciok a giraz és
topoizomeraz enzimekben konformacié valtozast idéznek eld, ezaltal csokkentve a
fluorokinolonok érzékenységet ezen molekuldk irant. Ahhoz, hogy rezisztens torzsek
kiszelektalodjanak tobb mutaciora egyiittesen sziikség van. Tekintettel arra, hogy egy
spontdn mutaci6é nagysagrendileg egyszer jelentkezik minden 107 szamu sejtosztodas
soran, a lehetdsége annak, hogy tobb mutacido is egyszerre létrej6jjon korabban
elhanyagolhatonak tlint. A rezisztencia gének kialakuldsa jellemzden nagymértékben
fligg attol, hogy a természetben mennyi antibakteridlis hatdanyaggal talalkozik az adott
mikroorganizmus, igy a fluorokinolonok szintetikus jellege miatt nem tartottdk
valésziniinek, hogy a természetben ezen hatéanyagokkal érintkezhetnek a baktériumok.(®

Késobb mégis szamos mechanizmust talaltak, mely a fluorokinolon rezisztencia
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kialakuldsdhoz vezetett: mutaciok a girazt és topoizomerazt kédolé génekben, efflux
pumpak upregulaciodja, vagy kiilsé membran porinok csokkent expresszidja. Mindegyik
esetben a rezisztencia kialakulasa mutacidkon alapszik adott térzsben, melyek az
utddsejtekben is jelen lesznek.(3>33)

A plazmidon kozvetitett fluorokinolon rezisztenciat (PMQR) 1998-ban irtdk le
elészor, melyet elneveztek Qnr determinansnak. ¥

Leirasa ota szamos Qnr gént detektaltak transzferabilis rezisztencia
determinansként, Ugymint gnrd, gnrB, gnrC, gnrD, qnrE, gnrS, valamint gnrV'C.33-3¢)

Tovabbi plazmidon kodolt rezisztencia génként azonositasra keriilt az
aminoglikozid-acetiltranszferaz-(6°)-Ib-cr gén, valamint a QepA ¢és OqxAB efflux
pumpék génjei is.*3739)

A plazmidon kozvetitett rezisztencia determinansok Enterobacterales torzsekben
onmagukban alacsony szintli fluorokinolon rezisztenciat eredményeznek. Ekkor a
minimalis gatldé koncentraci6 (MIC) értéke magasabb, mint a vadtipusu fenotipusé de
még mindig az aktualisan elfogadott rezisztencia érték hatdra alatt van. Az ezen
allapotban 1év6 baktériumokban megemelkedik a mutacios frekvencia (1/10% -rol 1/10%-
ra) a kromoszomalis génekben, mely hozzdjarul a magas szintli rezisztencia
kialakulasdhoz.*¥

A PMQR-ok kozil a gnrd, gnrB és gnrS gének széles korben elterjedtek
kiilonb6z6 Enterobacterales fajokban, ezzel szemben a gnrC gént ezidaig alig par esetben
azonositottak.*4?

A gnrD gént elséként Salmonella spp.-ben™*) majd E. coli-ban detektaltak.*>
Kés6bb szamos vizsgalatban leirasra keriilt, hogy a Morganellaceae csalad fajai
gyakrabban hordozzak a gnrD gént kisméretii, nem transzferabilis plazmidokon.“¢-5!

A gnrEl-et egy K. pneumoniae konjugabilis, kb. 185 kilobazisparos plazmidjan
mutattak ki, mely 25%-ban kiilénbdzott a gnrB alléljaitol.>?
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Abra 6.: A fluorokinolon rezisztencia lehetséges mechanizmusai - kromoszomalis

mutéciok vagy PMQR-ok®*?

Ahogy az dbran lathato, adott baktérium kromoszomalis mutacié kialakitaséaval,
valamint plazmidon kozvetitett rezisztencia determinansokkal (efflux pumpak,
antibiotikum moédosité enzimek, antibiotikum lebonté enzimek, valamint a plazmidon
kodolt rezisztencia gének) védekezhet a fluorokinolonnak szemben. (Abra 6)

A fluorokinolon rezisztencia aranyat E. coli torzsekben Magyarorszag ¢s Eurdpa
orszagainak esetében a European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)

adatbazis alapjan az alabbi grafikonokon elemeztiik. (Abra 7, 8,9 és 10) ¥
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Abra 7. A rezisztens E.coli torzsek aranya nagymértékben emelkedett 2001-2014

kozott Europaszerte.?
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Abra 8.: A rezisztens E.coli torzsek ardanya Magyarorszagon 2001-2014 kozott szintén
jelentés emelkedést mutatott, a rezisztens torzsek aranyanak eddigi csucsat 2010-ben

detektaltak®*
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Abra 9.: A fluorokinolon felhasznalas ardnya Magyarorszagon, csticsa 2010-ben

detektalhato, mely korrelal a rezisztencia aranyok alakulasaval (ECDC)®¥

Klebsiella pneumoniae. Percentage (%) of invasive isolates with to fl by country, EU/EEA countries, @
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Abra 10.: Fluorokinolon rezisztens K. pneumoniae torzsek aranya 2014-ben Eurépaban

(ECDC)®%
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1.4 Rezisztencia mechanizmusok
1.4.1 Kromoszomalis rezisztencia mechanizmusok

A Gram-negativ baktériumokban a girdz enzim érzékenyebb a fluorokinolonok
hat4séra, mint a topoizomeraz IV. Ennek megfeleléen, Gram-negativok esetén a mutaciod
elsésorban a gyrAd-ban, késobb pedig a parC-ben kovetkezik be. Ezen mutaciok az un.
kinolon-rezisztencia-determindns régidban eléforduld aminosav szubsztituciok. A
véltozasok az enzimek DNS kotd felszinét érintik.>

Az els6 mutaciot kovetden, miutan ez mar csokkentette a girdz affinitasat, Gjabb
mutaciok a gyrd, gyrB vagy parC génekben tovabb ndvelhetik a rezisztenciat. Az
antibiotikum érzé¢kenység csokkenésének egy kézenfekvé magyarazata, hogy az
aminosav valtozas affinitdscsokkenéssel jar. Ezen kiviil a mutaciok a célenzim funkciojat
is csokkenthetik, gatolva az enzim-DNS komplexek, valamint a letdlis kettds szalu
torések kialakulasat.57

Figyelembe véve a bakterialis sejtek felépitését, a target elérése érdekében a
fluorokinolonoknak a Gram-negativok esetén a kiilsé membranon ¢és a citoplazmatikus
membranon is at kell haladniuk. A Gram-negativ baktériumok azonban képesek regulalni
kiilsé membranjuk atjarhatosagat a membranproteinek expressziojanak valtoztatasaval,
ezaltal ujabb akadalyt képezve az antibiotikumokkal szemben. Ezen fehérjék a passziv
diffuzi6 szamara csatornat képeznek. Mindemellett efflux rendszerek (pl.: AcrAB) is
léteznek, melyek koziil néhany folyamatosan jelen van, tovabbiak szabalyozoé rendszerek
altal kontrollaltak, méasok muticiok segitségével indukalhatok.(!? Példaként a P.
aeruginosa tobb efflux pumpéval rendelkezik, melyek a ciprofloxacint és egyéb
antibiotikumokat elminaljék az intracellularis térbo1.C%5)

Az efflux pumpék specificitdsanak hidnya azt jelenti, hogy tobbféle anyagra adott
valasz is aktivalhatja 6ket. Ezaltal aktivalodhatnak a kinolonok mellett pl. nem kinolon
antibiotikumok, antiszeptikumok, detergensek vagy akar a natrium-szalicilat ltal is.(6?

Még aktivalt és mikodo efflux rendszer mellett is egyetlen mutacid a gyrA4 génben
onmagaban csekély MIC-emelkedést okoz, igy ezen tdrzsek klinikailag érzékenynek

tekintendéek. Egy masodik mutacié ebben a génben, vagy egy mads rezisztencia
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meghataroz6 génben, okoz oly mértékii MIC-emelkedést, mely méar eléri a klinikai
rezisztencia hatérat,©1-63)

Altalanossagban elmondhato, hogy minél magasabb az adott torzs kinolon MIC-
értéke, annal tobb mutaciot tartalmaznak a gyrd, gyrB, parC és parE gének. ¥

A baktériumok bizonyos hatdrok kozott kontrollalni képesek sajat mutacios
frekvencidjukat. Ha a frekvencia tilsagosan magas, kadros mutaciok szaporodhatnak fel.
Kevéssel az atlag feletti rata esetén, a baktérium talélése novekszik, hiszen ez a
rezisztencia kialakulasanak kedvez.®

A kinolonok dnmagukban aktivalni képesek az SOS-response rendszert, mely
szintén emelkedett mutacios ratdhoz vezet a baktérium talélése érdekében.®®
A kovetkezo tdblazat mutatja a kiilonboz6 gyrd, gyrB és parC génekben bekdvetkezd
mutaciokat kovetd aminosav valtozasokat, melyek eltéré mértékli kinolon rezisztenciat
okoznak. Ezek a mutéaciok specifikus szekvencidkon jelentkeznek, amelyeket kinolon
rezisztencia determinalé régidknak (QRDR) neveznek. A vadtipust E. coli esetén a girdz
enzim 83-as szerin aminosava ¢€s a topoizomeraz IV esetén a 80-as szerin aminosav
polaros hidroxil csoporttal rendelkeznek. Ezen aminosavakhoz a fluorokinolonok nagy
affinitassal kotddnek. A polaros aminosavak szubsztiticidja apolaros aminosavakra
viszont csokkent fluorokinolon koétddést eredményez, amely rezisztencidhoz vezet.
Lathatd, hogy a C4-es torzs esetében csupan a gyrd génben tortént mutacido (Leu83)
Onmagaban alacsony szintli fluorokinolon rezisztenciat okozott (MIC = 0,25 pg/ml). A
parC génben egy masodik mutacio (Arg80, I1e80, Val84, Lys84), valamint az 1363-as
torzs esetén a gyrB génben egy harmadik mutaci6 (Glu447) mar definitiv ciprofloxacin
rezisztenciat valtott ki. Azon térzsek MIC-értéke, melyek legaldbb kettd mutéciot

tartalmaztak mind rezisztensnek minésiiltek.®” (Tablazat 2)

20



DOI:10.14753/SE.2021.2538

Tablazat 2.: A mutaciok szdma és a rezisztencia kozti 6sszefliggés — minél tobb a

muticio, annél valésziniibb a rezisztens fenotipus kialakulasa®”

Torzs Ciprofloxacin gyrA gyrB parC
MIC (pg/ml)
C20 0.007 Ser83... Asp87 Lys447 Ser80...Glu84
C1 0.06 Ser83... Asp87 Lys447 Ser80...Glu84
C8 0.125 Ser83... Asp87 Lys447 Ser80...Glu84
Cs 0.25 Ser83... Asp87 Lys447 Ser80...Glu84
C4 0.25 Leu83...Asp87 Lys447 Ser80...Glu84
C10 1 Leu83...Asp87 Lys447 Arg80...Glug4
1327 2 Leu83...Asp87 Lys447 11e80...Val84
1289 4 Leu83...Asp87 Lys447 Arg80...Glug4
1363 4 Leu83...Asp87 Glu447 Ser80...Lys84
1273 8 Leu83...Tyr87 Lys447 Ser80...Lys84
1331 8 Leu83...Asn87 Lys447 Ser80...Lys84
1574 8 Leu83...Asn87 Lys447 I1e80...Glu84
1283 16 Leu83...Asn87 Lys447 Arg80...Glug4
1334 16 Leu83...Asn87 Lys447 I1e80...Glug84
1360 32 Leu83...Tyr87 Lys447 Ser80...Lys84
1416 32 Leu83...Asn87 Lys447 I1e80...Glu84
1323 64 Leu83...Asn87 Lys447 11e80...Glu84
1319 64 Leu83...Asn87 Lys447 I1e80...Val84
1383 128 Leu83...Tyr87 Lys447 I1e80...Lys84
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1.4.2 Plazmidon kozvetitett rezsiztencia mechanizmusok

A plazmidok 2.000-400.000 bazisparbol allo cirkularis DNS molekuldk. A
gazdasejt kromoszoémalis DNS-ét6l fiiggetleniil replikalodnak, sok esetben hordoznak
rezisztencia géneket.?

A plazmidon kédolt fluorokinolon rezisztenciaért felelds gének a PMQR-ok: a
gnr-géncsalad  (gnrd, qnrB, qnrC, qnrD, gqnrS, qnrEl), az aminoglikozid-
acetiltranszferaz-(6°)-1b-cr [aac-(6°)-1b-cr], valamint a gepA €és ogxAB efflux pumpa
gének(6839

Kiemelt jelentdségiiknek megfeleléen, a tovabbiakban részletesen targyaldsra

keriilnek a kiilonb6zé PMQR-ok.

1.4.3 QNR-ok
1.4.3/a Felfedezésiik

Az els6 PMQR-t az 1990-es években irtak le egy FOXS5 béta-laktamazt termeld
multirezisztens K. pneumoniae torzs plazmidjat vizsgalva. Ezen plazmiddal
transzkonjugans baktérium tozseket hoztak Iétre, amelyekben emelkedett kinolon
(nalidixsav) MIC értéket és csokkent fluorokinolon érzékenységet azonositottak, s6t azt
talaltak, hogy ezen transzkonjugdnsokban a mutacids frekvencia a kromoszomalis
génekben megemelkedett és ennek hatdsara a magasabb szintii fluorokinolon rezisztencia
kialakulasa felgyorsult.®¥ A vizsgalt plazmidon egy 657 bazisparos open reading frame-
et azonositottak, amely a kinolon rezisztencidt okozo6 fehérjét kodolta. A fehérjét
elnevezték Qnr-nak®), késébb ez a determindns a QnrAl nevet kapta, tekintettel a
tovabbiakban felfedezett hasonl6 proteinekre, melyeket a QnrA2-A8-ba soroltak.(7%7)

2003-ban Shigella flexneri enterocolitis jarvanybdl Japanban nyolc torzset
izolaltak. Ezek koziil egy torzs volt fluorokinolonra rezisztens, amelybdl izolaltak egy
plazmidot, amin egy 218 aminosavbol allo fehérjét kodolod szekvenciat azonositottak. Ez
a fehérje 59%-ban egyezett a QnrAl szekvencigjaval és a QnrS1 nevet kapta. Kés6bb
tobb QnrS varianst is felfedeztek (QnrS2-QnrS9).7479)

Indidban QnrA-t nem kodolo6 K. pneumoniae térzseket vizsgalva tobb is képesnek
bizonyult atadni alacsony szintli kinolon rezisztenciat. Az ezen tdrzsekbdl izolalasra

kertilt PMQR gén egy 214 aminosavbol 4ll6 fehérjét kodolt, amely a QnrB1 elnevezést
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kapta. Az évek sordn szamos QnrB fehérje keriilt leirasra (QnrB2-QnrB88) ¢és
napjainkban a PMQR-ok kéziil a gnrB gén rendelkezik a legtdbb varianssal.+®)

A gnrClI gént els6 alkalommal Sanghaiban izoléltak egy Proteus mirabilis t0rzs
plazmidjan®®® és a napjainkig elvégzett vizsgalatok alapjan elmondhaté hogy a QnrC egy
ritkan detektalt PMQR, azonban néhany klinikai izolatumokbdl szarmazo E. coli-ban, K.
pneumoniae-ban és Shigella sonnei-ben azonositottak. 042

Négy Salmonella enterica torzs Kindban csokkent érzékenységet mutatott
ciprofloxacinra, amelybdl egy plazmidot egy E.coli TG1 és DH10B torzsbe sikeresen
elektroporaltak. Ezen transzformalt E. coli torzsek a fluorokinolonokkal szemben
alacsony szintli rezisztenciat mutattak (0,125-0,25 mg/L). A vizsgélt plazmid egy 214
aminosavas fehérjét kodolt, mely a QnrD nevet kapta.*®

Argentinaban 2007-ben egy 78 éves nd vizeletébdl nyert K. pneumoniae torzs egy
vad tipusu kinolon rezisztencia régiot hordozott a gyrd gént tekintve, illetve alacsony
szintli fluorokinolon rezisztencidt mutatott. A torzs azonban PCR vizsgalatokkal az addig
detektalasra kertilt gnr génekre negativ eredményt mutatott, mely egy addig ismeretlen
gnr gén jelenlétére utalt. Ezen K. pneumoniae torzs plazmidjat E. coli—ba transzferaltak
¢s a transzkonjugansban tizenhatszoros fluorokinolon MIC érték emelkedést
azonositottak, mely alapjan elmondhato, hogy a torzs egy konjugébilis plazmidon kodolt

kinolon rezisztencia determinanst hordozott. A determinans a QnrE1 nevet kapta.®?

1.4.3/b Eredetiik

Klinikai és kdrnyezeti mintdkbol szarmazé 48 Gram-negativ baktérium torzs
(Enterobacterales, Aeromonadaceae, Pseudomonas csoport, Xanthomonadaceae,
Moraxella és Shewanellaceae) elemzése kapcsan a gnrA 6sét egy Shewanella algae torzs
kromoszomalis génjeiben identifikaltdk. A S. algae a természetes vizekben elterjedt
baktérium, ritkan okoz human megbetegedést.”>

Egy QnrS-szerti fehérjét azonositottak Vibrio splendidus-ban, mely a baktérium
torzsben kromoszomalisan kodolt. A protein 84-88%-o0s hasonlosdgot mutat a QnrS1,
valamint QnrS2 aminosav szekvenciajaval.”” A Vibrio csalad egyéb tagjai, mint a V.
vulnificus, V. fisheri, Photobacterium profundum, szintén rendelkeznek kromoszémalisan
koédolt Qnr-szerli rezisztencia determindnsokkal, melyek szekvencidja 40-67%-os

hasonlésagot mutat a plazmidon-kodolt gnr génekkel.’?
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Annak érdekében, hogy felderitsék az 0j plazmidon kodolt kinolon rezisztencia
determinansok megjelenésének és terjedésének valosziniiségét patogén baktériumok
kozott, jelenlétiiket kozel 1000 térzs genomadban, illetve metagenomaban vizsgaltak.
Nagy szamban detektaltak 1j, valoszintsithetéen gnr géneket vizi baktériumok
kromoszémaiban és  tengeri organizmusok metagenoméaban. Tovabba, a
Stenotrophomonas  maltophilia plazmidon koédolt Smgnr génje E. coli-ban
expresszalodva kinolon rezisztencidt okozott. Mindezek megerdsitik, hogy vizi
baktériumok lehetnek a plazmidon kodolt Qnr-ok forrdsai. Ezen tal kiemelendd a S.
maltophilia valésziniisitett kulcssszerepe a Qnr determinansok eredeztetésében.’®

Serratia marcescens-bol azonositottdk az SmaQnr pentapeptid repeat protein-t,
mely E. coli-ban expresszalva csokkentette mind a fluorokinolon, mind a nalidixsav
érzékenységet. Az SmaQnr fehérje aminosav szekvencidja 80% egyezést mutat a QnrB1-
el. Az smagnr géntdl upstream egy LexA kotShely talalhatd, melynek a génexpresszid
eredmények ramutatnak, hogy szamos Gram-negativ baktérium hordoz Qnr-szeri
kinolon rezisztencia géneket.(’”

Tobb  Qnr-szeri  fehérjét  azonositottak  Gram-pozitiv ~ baktériumok
kromoszémaiban, ugymint E. faecalis, E. faecium, Clostridium perfringens, C. difficile,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, vagy B. subtilis torzsekben. A
kromoszomalisan kodolt pentapeptid repeat fehérjék szerepe a torzsek intrinsic
fluorokinolon rezisztencijanak kialakitidsaban van.®%8) Annak ellenére, hogy ezek a
fehérjék csupan 16-22%-ban azonos aminosav szekvenciat mutatnak a QnrAl, QnrB1
valamint QnrS-el, E. coli-ban megjelent rekombinans plazmiduk csokkentette a
nalidixsav és ciprofloxacin érzékenységet. A torzsek MIC-értékét akar a kiindulési,
plazmidot nem hordozé torzseknek megfeleld érték tizenhatszorosara (0,008 — 0,25
pg/ml) emelték. Mindebbdl kdvetkezik, hogy mind a Gram-pozitiv mind a Gram-negativ

baktériumok lehetnek a plazmidon kozvetitett Qnr-szerii proteinek forrasai.®!
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1.4.3/c Szerkezet és hatasmechanizmus, hatasuk a MIC-re és az MPC-re

A Qnr-ok a pentapeptid repeat fehérjecsaladba tartoznak. Ezen csaladd tagjai,
neviiknek megfeleléen, 5 aminosavbol all6 tandem ismétlédést mutatnak. Aminosav
szekvenciajuk a kovetkezo: [Ser, Thr, Ala vagy Val] [Asp vagy Asn] [Leu vagy Phe] [Ser,
Thr vagy Arg] [Gly].®?

Legtobb esetben a pentapeptid repeat fehérjék természetes funkcidja ismeretlen,
annak ellenére, hogy ma mar tobb mint 1000 tagja ismert. Kinolon rezisztencidban két
fehérjének tulajdonitottak szerepet: az MfpA-nak és az McbG-nek. Az MfpA génjét
el6szor Mycobacterium smegmatis kromoszomalis génjei kozott azonositottak. A fehérje
aminosav szekvenciija 18,9%-ban azonos a QnrA-val.®? Az mfp4 gén multicopy
plazmidon expresszalodva a ciprofloxacin MIC-értéket négy- vagy akar nyolcszorosra
képes emelni. Az mfpA inaktivaldsa M. smegmatis-ban ndvelte a ciprofloxacin
érzékenységet. A gén egy variansa M. tuberculosis-ban kozvetleniil az enzimhez kdtédve
gatolta a girdz aktivitasat. Mindebbdl kovetkezik, hogy az MfpA kompeticidban all a
giraz enzim DNS kotéhelyéért a DNS molekulaval. Az MfpA-hoz kétott girdz nem tud
részt venni a kinolon-giraz-DNS komplex kialakitasaban, igy a kinolonok hatdstalanna
valnak.®¥

Az McbG egy pentapeptid fehérje, amely megvédi a DNS girazt néhany
kinolonnal és a microcin B17-tel szemben.®>%9) A microcin B17 egy bakteridlis toxin,
ami a girdz enzim gatl6ja®” és azon mikroorganizmusok melyek B17-et termelnek,
egyidejiileg McbG-t is szintetizalnak.®>3¢)

A Qnr-ok hatdsmechanizmusanak megértése érdekében a QnrAl mikodését
elemezték részletesen. A DNS szuperspiralok kialakuldsanak gatlasa ciprofloxacinnal
dézis-dependens mddon visszafordithato volt tisztitott QnrA-val. A QnrA Oonmagaban
azonban nem volt hatdssal a szuperspiralok kialakuldsara, bar egy QnrB varians igen
magas koncentracioban mar kifejtett ilyen jellegii hatést.(®>-9

Késobb ismertté valt, hogy a QnrA képes az E. coli DNS girdzhoz és topoizomeraz
IV-hez kozvetlen modon kotédni.®® A QnrA kotédése a girazhoz relaxalt DNS,
ciprofloxacin €¢s ATP hidnydban torténik, tehat az enzim-DNS-kinolon komplex
kialakuldsa nem sziikséges a miikddéséhez. Tovabba, az enzim-QnrA interakcioban a
DNS ¢s girdz kotddés erdssége csokken; igy lehetséges, hogy az intermedier reakciot a

QnrA a giraz katalitikus mitkodésének korai szakaszaban ismeri fel. Ekkor a girdz a DNS-
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el Iépne kolcsonhatasba, a kinolonok viszont ehhez képest késébb kotddnek, tehat a QnrA
redukdlhatja a holoenzim-DNS célpontokat a kinolonok szdmara.® 8%

Mindebbdl kovetkezik, hogy a QnrA girdzhoz vagy topoizomerdz IV-hez kotédve
minimalizalja annak a lehetdségét, hogy kialakulhasson a stabil letélis giraz-DNS-kinolon
komplex. Az, hogy a QnrA hogyan képes hatasat kifejteni in vivo a girdz enzimen anélkiil,
hogy in vitro lényegesen gatolnd annak aktivitasat, egyelére nem ismert.
Valoészintisithetden a rezisztencia kialakulasdban szerepe van az expresszid szintjének,
valamint az aminosav szekvencidban torténd valtozadsoknak is. Transzkonjugéans
plazmidok, melyek gnr gént tartalmaztak ugyanis igen eltérd kinolon rezisztenciat
mutattak, melynek valdszinli oka a kiillonboz6 szintli Qnr expresszid, valamint az ezt
érinté nukleotid véltozasok a promoter régiokban.®-9%

Rodriguez ¢s munkatarsai vizsgdlatai sordn a klinikai izolatumokban a gnrA41l
kopidk szama nem egyezett a vizsgalt torzsekben, ezaltal a gén képiaszam és a
rezisztencia viszonyanak meghatarozéasa problémas volt. Figyelembe véve, hogy egyéb
determinéansok is jelen lehetnek adott torzsben még inkébb problematikusnak tekintették
a rezisztenciaviszonyok meghatarozasat. Ugyanakkor E. coli transzkonjugéansokban nem
mutatkozott gnrA 1 kdpiszamban kiilonbség, viszont a gén expresszié mértékében igen.
Pozitiv Osszefliggést talaltak mind ciprofloxacin, mind pedig moxifloxacin rezisztencia
és a bazilis, illetve a kinolon-indukalt gnrA1 expresszié kapcsolataban.®”

Adott rezisztencia gén fluorokinolonok elleni védelme mértékének vizsgalatara
altalanosan a MIC-értékek 6sszehasonlitasa szolgal. Az E. coli torzsekben a QnrA, QnrB
és QnrS esetében négyszeres MIC-érték emelkedést tapasztaltak (0,125-0,5 pg/ml)
nalidixsav és ciprofloxacin esetén.®V A gnr-pozitiv non-typhi Salmonella izolatumban
illetve késObb egyéb bélbaktériumokban is csokkent ciprofloxacin érzékenységet
azonositottak, mig a torzsek nalidixsavra érzékenyek voltak.®>* QnrC (0,008 — 0,25
pg/ml), QnrA (0,002 — 0,125 pg/ml) és QnrD (0,002 — 0,06 pg/ml) esetén
harminckétszeres, valamint hatvannégyszeres fluorokinolon MIC-érték emelkedést
azonositottak E. coli-ban.®**)

Barmely antibiotikum aktivitasanak értékelése torténhet a mutacio prevencios
koncentracio (MPC) segitségével. Az MPC az a legalacsonyabb antibiotikum
koncentracio, mely ahhoz sziikséges, hogy a rezisztens mutansok ne jelenjenek meg egy

10'% szamu baktérium tdrzset tartalmazé kiindulasi inokulumban. Mindaddig, amig az
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antibiotikum koncentracioja az MPC értéke felett marad, rezisztens mutansok nem
jelennek meg. Az MPC értéke egy vadtipusu E. coli J53 esetén 0,125 pg/ml, mig egy
gnrA plazmidot hordozd E. coli J53 esetén ez az érték ennek nagyjabol tizszerese
fluorokinolok esetén.®>

Ebbdl az adatbol arra lehet kdvetkeztetni, hogy a QnrA fehérje nem kozvetlen a
baktériumok azonnali tulélését szolgalja, hanem a rezisztens mutinsok
kiszelektalodasanak kedvez az adott populacioban. A plazmidon kozvetitett rezisztencia
rendkiviil fontos eszk6z a magas szintli bakterialis rezisztencia kialakuldsédban is. Az
MPC értékek ciprofloxacinra, levofloxacinra ¢és moxifloxacinra nézve a gnrdl
jelenlétében ugyanis a terapias szérum csucskoncentraciohoz kozeli értéket mutattak. Az
MPC értékek pedig még tovabb emelkedtek szimultan egyéb rezisztencia determinans

jelenlétében.®®

1.4.3/d Plazmidok, inzercids szekvenciak szerepe

A kinolon rezisztencia gének plazmidjai igen nagy méretbeli variabilitast
mutatnak (2 - 320 kilobazispar) és szdmos rezisztencia determinanst is hordozhatnak
egyidejlileg. Mindebbdl az kovetkezik, hogy a kiilonbozd plazmidok elterjedésének
fontos szerepe van a vilagszinten elterjedt rezisztencia kialakulasaban.(®

A gnrAd és gnrB egy komplex sull-tipust integron részei, mely tartalmaz egy
feltételezett rekombinazt is, az ISCRI-et. A rezisztencia géneket tartalmazé integronok
egy 59 bazisparos rekombinacids hellyel dllnak kapcsolatban, kdzvetlen a 3’-régioban.©
Ennek hidnya a gnrA esetében azt jelentheti, hogy egy egyedi mechanizmus mobilizalja
a gént ¢és integralja azt a plazmidba. Ezt az elrendezddést a vilag szamos kiilonbozd
pontjan, az elmult 25-30 évben ugyanigy azonositottak, mely arra enged kdvetkeztetni,
hogy a gnrA elterjedésének kozos forrasa lehet. A gnrB gén szintén kapcsolatban 4ll az
ISCR1-el, ugyantugy, mint egy feltételezett rekombinédzzal, az Orf1005-¢el, valamint nem
rezisztenciat kodolé génekkel is.©

Mindezzel ellentétben a gnrS gének nem minden esetben hozhatok kapcsolatba az
ISCRI-el vagy integronokkal. Plazmidjai valtozatos méretiieck ¢és szadmos
Enterobacterales faj hordozza éket."*71% A gnrA- és gnrB-pozitiv plazmidok gyakran
hordoznak mas antibiotikum rezisztencia determinanst, pl. béta-laktdm, aminoglikozid,

chloramphenicol, tetracyclin, szulfonamid, trimetoprim vagy rifampicin rezisztencia
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géneket. Az antibiotikum rezisztencia gének egyiittes megjelenése magyarazza a sokszor

multidrog rezisztencidt mutaté fenotipust QnrA-t, illetve QnrB-t termelé torzsekben. 192

105, 89)

A kiilonb6z0 antibiotikum rezisztencia mechanizmusok koziil kiemelendd a béta-
laktamézok és a fluorokinolon rezisztencia kozotti kapcsolat, melyet vilagszerte leirtak.
Nagyszamu plazmidot és mobilis genetikai elemet azonositottak, melyek PMQR gént és
béta-laktamaz géneket hordoztak: gnrB19, blaxpc-3, blasuv-11, blarem-1 €s aac-(6’)-1b-cr
gént hordozd plazmidot detektaltak K. pneumoniae-ben,'°® gnrSi-et és blayii-et
hordozé plazmidot pedig K. oxytoca-ban.'"”  Magyarorszagon ESBL-termel®
Enterobacterales torzsekben azonositottak QnrA, QnrB, QnrS és Aac-(6’)-Ib-cr
rezisztencia determinansokat.(1%®

A gnr ¢és a béta-laktamaz géneket altaldban kiillonbozoé integronokban
azonositottak. Ez alapjan valdsziniisithetd, hogy egymastol fiiggetlentil integralodtak a
plazmidokba. Mindazonaltal detektalasra keriilt mar egyetlen integronban 1évé gnrA és

VEB-1 béta-laktamaz gén is.!!*?

1.4.4 Az aminoglikozid-acetiltranszferaz-(6’)-Ib-cr

Az aminoglikozid-acetiltranszferaz-(6’)-Ib-cr [AAC-(6’)-Ib-cr] enzim szintén a
PMQR-ok koz¢ tartozik. Eredetileg az aminoglikozidokkal (tobramycin, amikacin és
kanamycin) szemben okozott rezisztenciat, azonban a vad tipusti enzimben az aac-(6°)-
Ib génszekvenciagjaban két kodon cseréje (Trpl02Arg valamint Aspl79Tyr),
sziikségesnek ¢és elegendének bizonyult a ciprofloxacin rezisztens fenotipus
kialakuldsdhoz, igy ezt az enzimvarianst AAC-(6’)-Ib-cr-nek nevezziik. Az enzim a
ciprofloxacin ¢és a norfloxacin acetilalasat végzi a piperazinyl gytrin 1évo
aminonitrogénen és ezzel a modosulassal inaktivalja ezen antibiotikumokat. (Abra 11)
Azon fluorokinolonokat, amelyek nem rendelkeznek piperazinyl gytiriivel az enzim nem
tudja acetilalni, ezaltal miikdodése szelektiv ciprofloxacinra és norfloxacinra. Az AAC-
(6”)-Ib-cr altal okozott MIC-emelkedés kisebb mértékii, mint Qnr-ok esetén, de E. coli
torzsekbdl izolalva, négyszeres ciprofloxacin MIC-érték emelkedést (0,02 — 0,08 pg/ml)

tud elérni.©
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Abra 11.: AAC-(6")-Ib-cr acetilalja a ciprofloxacin molekulat!'?

1.4.5 QepA efflux pumpa

A QepA efflux pumpa is a PMQR-ok koz¢ tartozik €s els6 alkalommal hagyuti
mintabol izolalt E. coli plazmidjan detektaltdk Japanban. A gepA gén egy 511
aminosavbol allo proteint kddol, mely 14-transzmembran transzporter fehérjébdl all és a
Major facilitator superfamily (MFS) fehérje szupercsalad tagja. (Abra 12) E. coli-ban ez
az efflux pumpa harminckétszeres ciprofloxacin (0,004 - 0,125 pg/ml), hatvannégyszeres

norfloxacin (0,016 — 1 ug/ml) és kétszeres nalidixsav (1 -2 pg/ml) MIC-érték emelkedést
okozott.®”)
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Abra 12.: QepA efflux pumpa 14 transzmembran fehérje szerkezete.C”
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1.4.6 OqxAB efflux pumpa

Az OgxAB is a PMQR-ok ko6zé tartozé efflux pumpa, amelyet elsdként egy E.
coli torzs plazmidjan detektaltak, amely olaquindox rezisztens volt. Az olaquindox egy
quinoxalin derivatum, amely a mezdgazdasagban hasznalt fluorokinolon antibiotikum ¢és
a haszonallatok (pl.: sertések) novekedésének fokozasira alkalmazzak. Az OqxAB
multidrog efflux pumpa a Resistance-Nodulation-Division (RND) fehérjecsalad tagja és
az olaquindox mellett a human gyogyaszatban hasznalt fluorokinolonok koziil
norfloxacinnal €s ciprofloxacinnal szemben is rezisztenciat tud kialakitani. Az OqgxAB
efflux pumpat kodold gének, nevezetesen az ogxA és ogxB, K. pneumoniae-ben
kromoszdmalisan lokalizalodnak, eltéré expresszios arannyal, mely korrelaciot mutat a
torzs olaquindox rezisztencidjaval.'!) Egy az 1990-es évek végén végzett vizsgalatban
Daniaban és Svédorszagban, az E. coli torzsek csupan megkozelitdleg 2%-a hordozta az
OgxAB-t, ezzel szemben 90%-uk mutatott gnrA pozitivitast.11%!11%

Az RND efflux pumpa csaladba tartozé fehérje komplexek altalanos felépitése a
kovetkezd: egy altalaban nagy mérett periplazmatikus doménbdl (ezesetben az OgxA),
egy transzmembran csatorna fehérjébdl, valamint egy periplazmatikus adapter doménbdl
(OxqgB) allnak. (Abra 13) Feladatuk tobbféle antibiotikum, valamint kemoterapias agens
kipumpéléasa a bakteridlis sejtbol. Aktiv efflux rendszer mellett az antibiotikum ugyan
bejut a baktérium periplazmatikus terébe, illetve cytoplasmdjaba, onnan azonban a
periplazmatikus adapter protein és a transzmembran csatorna eltavolitja azt. gy az adott
antimikrobialis agens ineffektivvé valik a baktériummal szemben. Az efflux pumpa
fluorokinolonokat, penicillineket, cefalosporinokat is képes elimindlni a bakteridlis
sejtbol. Megjegyzendo, hogy K. pneumoniae-ben az OqxB 6nmagéban is képes elvégezni

az efflux pumpa feladatat.(!'>
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Abra 13.: Az efflux pumpak miikodési elve —porinokon keresztiil ugyan bekeriilnek az
antibiotikumok a periplazmatikus térbe, az efflux pumpa azonban transzmembran

doménjén keresztiil kipumpalja azokat a sejtbsl! ¥

1.4.7 A PMQR-ok detektalasa

Az els6 PMQR felfedezését kovetéen a Qnr és egyéb kinolon rezisztencia
determindnsok vildgszerte identifikalasra keriiltek, eltéré prevalenciakat mutatva 1 és
50% kozott a vizsgalt organizmustol és rezisztencia mechanizmustol fiiggden. Ahogy az
eddigiekbdl kovetkeztetni lehet, a PMQR-ok elterjedtségének megitélése nehézkes,
hiszen 6nmagaban a csokkent ciprofloxacin rezisztencia nem megbizhatd markere a
PMQR-ok jelenlétének. Ugyan O6nmagukban a PMQR-ok valdban alacsony szinti
fluorokinolon rezisztenciat hoznak 1étre, azonban olyan bélbaktériumok, melyek tobbféle
rezisztencia determinanst hordoznak, el6fordulhat, hogy akar magas szintii rezisztenciat
mutatnak. A PMQR-ok tesztelése legtobbszor PCR alapu vizsgalatokkal torténik. A gnr
gének sziirése torténhet multiplex PCR-rel, majd amennyiben ez pozitiv eredményt mutat,
szimplex PCR-rel az egyes gnr gének azonositasdval folytatodhat a vizsgalat. Utobbi

eljarast Robicsek és munkatérsai alkalmaztak elészor. 6%
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1.5 EUCAST és CLSI

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok elvégzésére és rezisztencia értékek
interpretalasara hasznalatos két legelterjedtebb protokollt az EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) illetve a CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) hatdrozza meg. Magyarorszdgon jelenleg az EUCAST
altal megadott protokollt kovetik.

Az alabbi két f6 szervezet altal meghatarozott MIC és rezisztencia hatarértékek
(breakpointok) jelentdsége a klinikumban perdontd, hiszen az adott izolalt kérokozo
baktérium torzs esetén ezek alapjan sziiletik meg a dontés, miszerint a torzs érzékeny
vagy rezisztens az adott antibiotikumra, illetve az alkalmazhat6 antibiotikum terapiat is
ez alapjan lehet meghatarozni. Emiatt rendkiviil fontos, hogy adott mikrobioldgiai
laboratorium naprakész guideline-okkal dolgozzon.

Az évek soran szamos torekvés volt a CLSI és az EUCAST protokollok

harmonizalasra azonban igy is tobb kiilonbség van a két szervezet protokolljai kozott. !>

116)

Az EUCAST beakpointok online feliileten barki szadmara ingyenesen elérhetok, a
CLSI dokumentumok hozzaférésé¢hez azonban 350-t61 500 dollarig terjedd feliratkozési
dijat sziikséges fizetni évente, mely az anyagilag hatranyos helyezetben 1évo
mikrobiologiai laboratoriumok szdmara problémat okozhat. Tovabba, a dontéshozatali
folyamat részletei a CLSI esetén nem elérhetdk a nyilvanossag szamaéra, s6t az FDA-nek
(Food and Drug Administration) nagymértékii befolydsa van a breakpointok
meghatdrozasara, ugyanis mind a tudoményos szakemberek, mind pedig a gydgyszeripar
képviseldi részt vehetnek a dontéshozatalban. Az EUCAST esetében az iparnak kizarolag
konzultacios szerepe van €s az EUCAST ugynevezett NAC-ok (National Antimicrobial
Susceptibility Testing Committees), nemzeti antimikrobidlis érzékenységi tesztelést
végzd szervezetek 1étrehozasat szorgalmazza, melyek egy-egy képviselot delegalhatnak
a nemzetkozi csoportba, ahol a dontést kozosen hozzak meg. A protokollokban szerepld
antibiotikumok kozott kiilonbség van, mert azon antibiotikumok, melyek az Egyesiilt
Allamokban nem engedélyezettek, Eurdpaban viszont igen, a CLSI guideline-okba nem

keriilnek bele.('!?

Az EUCAST az elmult években tobb alkalommal is modositotta a kinolon és

fluorokinolon érzékenységi €s rezisztencia hatarértékeket. 2011-ben a nalidixsavat
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kivették a rutin tesztelendd hatéanyagok koziil ¢s mind a mai napig csak a szliréshez lehet
hasznalni. Ezt kovetden az Enterobacterales torzsekben, kivételt képezve ez aldl a
Salmonella spp.-t, a ciprofloxacin érzékenyégének meghatdrozasa esetén 2016-ig az
érzékenységi hatar 0,5 mg/L volt, a rezisztencia hatara pedig 1 mg/L értékben volt
meghatdrozva. 2017. janudr elsejétdl, ezen breakpointokat csokkentették: érzékenynek
kell tekinteni 0,25 mg /L-es MIC érték alatt a torzset, mig 0,5 mg/L felett rezisztensnek
kell tekinteni. 2020. januar 1-jét6l az EUCAST a delafloxacin rezisztencia hatarétékét is

meghatarozza (0.125 mg/L)!'®
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2. Célkitiuzések

Elsé vizsgéalatunk soran a PMQR-ok prevalencidjat hugyuti mintakbol izolalt
Enterobacterales torzseken elemeztiik. Célunk a torzsek fluorokinolon, béta-laktam és
aminoglikozid antibiotikum érzé¢kenységének megallapitasa, valamint a kromoszomalis
¢s plazmidon kodolt rezisztencia determindnsok jelenlétének felderitése volt.

Azon E. coli torzsek esetén, melyek legaldbb 1 gnr determindnst hordoztak, 6
fontos virulenciafaktor jelenlétének meghatarozasat terveztiik.

Az els6 vizsgalatunk soran alkalmazott 214 Enterobacterales torzs koziil kettd
olyan K. pneumoniae torzs keriilt kivalasztasra, melyek ciprofloxacin MIC-értéke a 2016-
ban elfogadott EUCAST irdnyelvek alapjan az érzékeny tartomanyba tartozott, tehat 1
mg/L alatti volt. Ezen kiviil a korabban vizsgalt ciprofloxacin rezisztencia determinansok
kozil egyediil az OqxAB efflux pumpa génjeit hordoztak, de mas PMQR génre nézve
negativak voltak. A két torzs esetén célunk az OqxAB efflux pumpa génexpresszidjanak
vizsgalata volt ciprofloxacin expozicido hatdsara €s ezen efflux pumpa szerepének
vizsgalata magasabb szintli fluorokinolon rezisztencia kialakulasdban. Célunk volt
tovabba ezen K. pneumoniae torzsek 7 housekeeping génjének szekvenalasa alapjan az
MLST tipus meghatarozasa.

A gnrD-t hordoz6 M. morganii tdrzs esetén célunk volt a gnrD-t hordozé plazmid
szekvenalasa, valamint Genbank-i adatok alapjan a mar ismert gnrD plazmidok
szekvenciajaval vald Osszevetése. Ezt kovetéen a plazmid szekvencidk filogenetikai
elemzését terveztilk. Vizsgalataink sordan a gnrD-t hordozd M. morganii esetén
ciprofloxacin expozicié hatdsara a gnrD gén expresszid valtozdsanak meghatarozasat

terveztik.

34



DOI:10.14753/SE.2021.2538

3. Modszerek

3.1 PMQR prevalencia meghatarozasa és fluorokinolon rezisztencia felmérés
3.1.1 Torzsek

Vizsgalataink sordn 0Osszesen 214 Enterobacterales torzset analizaltunk,
amelyeket a Semmelweis Egyetemen izolaltak hugyuti mintakbol 2013 és 2014 kozott. A
vizsgalt torzsek taxondmiai eloszldsa az Enterobacterales renden belill a
kovetkezoképpen alakult:
o Enterobacteriaceae csalad:

99 E. coli

32 Klebsiella spp.

20 Enterobacter spp.

6 Citrobacter spp.
. Morganellaceae csalad:

36 Proteus spp.

5 Morganella spp.

1 Providentia stuartii
o Yersiniaceae csalad:

15 Serratia spp.

A baktérium torzsek identifikdlasa MALDI-TOF/MS (matrix-assisted laser desorption
ionization time of flight/mass spectrometry) modszerrel tortént. A torzsek
fluorokinolonokkal szembeni érzékenységének interpretalasa az akkor érvényes
EUCAST ajanlas szerint tortént. A térzsek ezen tilmend, részletes elemzése vizsgalataink
soran tortént, a vizsgalat kezdetén csupan identifikalasuk volt adott, valamint érzékeny,
mérsékelt érzékeny vagy rezisztens fenotipusuk volt ismert, melyet korong diffazids

modszerrel allapitottak meg.

35



DOI:10.14753/SE.2021.2538

3.1.2 MIC meghatarozas

Antibiotikum érzékenységi vizsgalatot végeztiink ciprofloxacinra, cefotaximra,
ceftazidimre, ceftriaxonra, amikacinra és tobramycinre mikrodilucios moddszerrel 96
lyukt microplate-ben Mueller-Hinton tapoldatban. Az eredmények értékelése az aktualis,
2014-ben érvényben 1évé, EUCAST eléirasoknak megfeleléen tortént. >

A MIC meghatarozashoz Miiller-Hinton (cation adjusted) Beckton Dickinson taptalajt
alkalmaztunk. Az antibiotikumok a Semmelweis Egyetem gyogyszertarabol keriiltek
beszerzésre, ezeket 0,06 és 128 mg/L kdzotti koncentracid tartomanyban alkalmaztuk. A
MIC vizsgélathoz hasznalt baktériumtdrzsek overnight tenyésztést kovetden keriiltek a
vizsgalatra, 0,5 McFarland denzitasu oldatbol, 100 mikroliter inokulumot mérve 100
mikroliter leveshez. A torzseket 37°C-on, konvencionalis termosztatban inkubaltuk, a

novekedés leolvasasa pedig szabad szemmel tortént.

3.1.3 PMQR detektalas

A PMQR gének detektalasa PCR-rel tortént. DNS eldkészitést végeztiink minden
tesztelt torzson. Az adott baktérium szintenyészetének 2-3 telepét 0,5 ml-es Ossztérfogata
bidesztillalt (Milipore) vizben feloldottuk majd 100°C-on 15 percig tartd hdkezelést
kdovetden 13000 rpm-en 4°C-on centrifugalast végeztiink és a szupernatanst hasznaltuk
DNS templatnak a PCR vizsgalathoz.

A PCR-hez az alabbi 0sszetevoket hasznaltuk:
1x PCR puffer {10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI} (Sigma-Aldrich)
1,5 mM MgCl, (Sigma-Aldrich)
200 mM mindegyik deoxy nukleotid trifoszfatbol: dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Sigma-
Aldrich)
1 egység Taq polimerazt (Sigma-Aldrich)
egyenként 20 pmol-t minden oligonukleotid primerbol
bakterialis DNS templat

A gnrA, gnrB és gnrS gének vizsgalatat multiplex PCR-el végeztiik, specifikus primer

parokkal, melyek koziil a gnrA fwd és gnrA rev, gnrB ftwd és gnrB rev, gnrS fwd és gnrS
rev primer parok egyenként 516, 540 és 417 bazispar nagysagi fragmenteket
amplifikaltak.
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Az amplifikalas a kdvetkezd PCR program szerint tortént: 10 min 95°C, majd 32 ciklus
amplifikacié mely 45 sec 94°C, 45 sec 53 °C és 1 min 72°C ciklusokbdl 4llt, majd tovabbi
10 min 72 °C-on folyt a reakcio.”?

A gnrC és gnrD esetén szimplex PCR-t végeztiink, szintén specifikus primer
parokkal. A PCR vizsgalatot gnrC fwd és gnrC rev, gnrD fwd és gnrD rev primerek
esetén az aldbbi profil szerint végeztiik el: 94°C 5 min; majd 30 ciklus 94°C 1 min, 50°C
I min, 72°C 1 min; végiil 72°C 10 min zajlott a reakci6. A gnrC és gnrD primer parok
447 illetve 550 bp termékeket amplifikaltak.*+®)

Az aac-(6’)-1b-cr gént PCR-rel amplifikaltuk a kovetkezd hdmérsékleti profillal:
94°C 45 sec, 55°C 45 sec és 72°C 45 sec, 34 cikluson at. Eredményképpen 482 bp
terméket kaptunk. Tekintettel arra, hogy az alkalmazott oligonukleotid primerpar
[aac(6°)-1b twd és rev] az aminogolkozid acetiltranszferaz enzim vad tipusat AAC-(6)-
Ib valamint az AAC-(6)-Ib-cr kddold gént is amplifikalja ezért, minden pozitiv PCR
terméket tovabb vizsgaltuk BstF51 restrikcios enzimmel (New England Biolabs, Ipswich,
MA). Az aac-(6’)-1b-cr génben hidnyzik a BstF51 restrikcids helye, a vadtipusuban
viszont jelen van.(!”

A gepA 199 bp-os fragment;jét szintén PCR-rel amplifikaltuk gep4 fwd és gepA
rev primerekkel. A kdvetkezd homérsékleti profilt alkalmaztuk: denaturacié 96°C 1 min;
majd 30 ciklus amplifikacié 96°C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 1 min; végiil 72°C 5 min.G?

Az ogxAB rezisztencia determindnsokat specifikus ogx4 fwd és ogxA rev,
valamint ogxB fwd és ogxB rev primerparok segitségével PCR-rel vizsgaltuk az alabbiak
szerint:

o ogxA esetén: 94°C 45 sec, 57°C 45 sec €s 68°C 60 sec 34 cikluson keresztiil
o ogxB esetén: 94°C 45 sec, 64°C 45 sec ¢s 72°C 60 sec 32 cikluson at.
Az 0gxA egy 392 bp-os, az 0gxB pedig 512 bp-os terméket amplifikalt. )

en végeztikk. A PCR termékeket elektroforézissel vizsgaltuk 1,5%-os agaroz gélben
(Sigma-Aldrich), 120 V-on 20 percig 1xTAE pufferben {40mM Tris-HCI (pH 8,3), 2 mM
acetat ¢s | mM EDTA}. A DNS amplikonokat 0,05 mg/L GelRed festékkel (Biotum)
detektaltuk UV-transzilluminatorral.

A vizsgalathoz hasznalt primer parokat tablazatban foglaltuk 6ssze (Téablazat 3)
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Tablazat 3.: A fent részletezett vizsgalatokhoz hasznalt primer parokat az alabbi

tablazatban 6sszegeztiik:

primer név szekvencia hivatkozas
gnr4 fwd ATTTCTCACGCCAGGATTTG 6
gnrA rev GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 6
gnrB fwd ATGACGCCATTACTGTATAA 6
gnrB rev GATCGCAATGTGTGAAGTTT 6
gnrS fwd ACGACATTCGTCAACTGCAA 6
gnrS rev TAAATTGGCACCCTGTAGGC 6
gnrC fwd GGGTTGTACATTTATTGAATC 39
qnrC rev TCCACTTTACGAGGTTCT 39
gnrD fwd CGAGATCAATTTACGGGGAATA 8
gnrD rev AACAAGCTGAAGCGCCTG 43
qepA fwd GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 37
qepA rev CTTCCTGCCCGAGTATCGTG 37
ogxA fwd CTCGGCGCGATGATGCT 38
0gxA rev CCACTCTTCACGGGAGACGA 38
ogxB fwd TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC 38
0gxB rev CTCGGCCATTTTGGCGCGTA 38
aac-(6’)-1b fwd TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 119
aac-(6’)-1b rev CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 119

3.2 Virulencia faktorok detektalasa E. coli torzsekben

Osszesen 8 db E. coli torzs keriilt kivalasztasra, melyek mindegyike legaldbb 1
gnr génre pozitivitast mutatott a korabbi PCR vizsgalatok soran. A virulencia faktorok
detektalasa szintén PCR-el tortént. A kovetkezo virulencia faktorok jelenlétét teszteltiik:
. afimbirialis adhezinek (afa)
. S és FIC fimbriak (sfa/foc)
. pyelonephritis asszocialt pilus (pap)
. K-antigén (kpsMT)
. P-fimbria (pil)
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Minden vizsgalt baktérium toérzsbdl néhany izolalt telepet 500 pL bidesztillalt
vizben 100 °C-on 10 percig hoével kezeltik. Ezt kovetden 15 percen at keriiltek
centrifugaldsra 13000 rpm sebességgel, 4 °C-on. Centrifugalast kdvetden a feliiluszobol
3 uL hasznalataval 200 ng DNS templatot alkalmaztunk, melyet nanodroppal
ellendriztliink, a PCR vizsgalathoz a kovetkezd 6sszetevokkel 50 pL teljes volumenben:
1,25 U Taq DNS polimeraz (Sigma-Aldrich); 0,5 pM minden virulencia faktor
oligonukleotid primerébél; 0,2 mM dNTP mix (Sigma); 2,5 mM Mg?" puffer (Sigma-
Aldrich).

A reakcid a kovetkezd szerint zajlott le: 30 ciklus 94 °C 1 min, 60 °C 1 min, 72 °C 1,5
min, majd ezt kovetden 7 perc elongacio 72 °C-on.

Az amplikonok analizise elektroforézissel tortént 1,5%-os agar6z gélen (Sigma-Aldrich),
120 V-on 25 percig 1xTAE pufferben {40mM Tris-HCI (pH 8,3), 2 mM acetat és 1 mM
EDTA}, melyet kovetdéen 15 perces GelRed festékkel (Biotum) tortént festésiik. Az
eredményeket UV-transzilluminatorral detektaltuk.

A fent részletezett vizsgalatokhoz hasznalt primer parokat az aldbbi tablazatban

Osszegeztiik: (Tablazat 4)
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Tablazat 4.: A fenti vizsgélat soran hasznalt primerek

Primer Szekvencia Hivatkozas
afa fwd 5'-GCGGGCAGCAAACTGAAACTCTC-3’
afa rev 5'-CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG-3'
sfa/foc fwd 5'-CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3’
141
sfa/foc rev 5'-CGGAGGAGTAAATTACAAACCTGGCA-3'
pap fwd 5'-GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT-3'
pap rev 5'-AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA-3'
kpsMT fwd 5'-CCATCGATACGATCATTGCACG-3'
142
kpsMT rev 5'-ATTGCAAGGTAGTTCAGACTCA-3’
pil fwd 5'-CATTCGCCTGTAAAACCGCC-3'
143
pil rev 5'-ATAACACGCCGCCATAAGCC-3'

3.3 Az 0gxAB efflux pumpa génexpreszios vizsgalata K. pneumoniae torzsekben
3.3.1 Vizsgalt torzsek

A tovabbi vizsgalatokhoz két K. pneumoniae torzset valasztottunk ki, melyek a
korabbiakban OqxAB efflux pumpat hordozonak bizonyultak, mig mas PMQR-t nem
azonositottunk esetiikben. Mindkét torzs az aktudlisan, tehat 2016-ban érvényben 1évo
EUCAST iranyelvek szerint érzékenynek bizonyult ciprofloxacinra. (Tablazat 5) A
ciprofloxacin rezisztencia hatarértékét 2017 januar elsejétdl  csokkentették
Enterobacterales esetén, mely szerint a 0,5 mg/L-es MIC érték immaron és azdta nem

tekintend6 fluorokinolon érézkenynek.
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3.3.2 Ciprofloxacin expozicié

A két vizsgalt torzsbol egyenként 0,5 McFarland denzitdsi baktérium
szuszpenzidt készitettlink Mueller-Hinton tdpoldatban, majd ezeket kezdetben a sajat
MIC értékiiknek megfeleléen 0,06, illetve 0,5 mg/L-es ciprofloxacin expozicidba
helyeztiik 37 °C-on 24 orara. A szuszpenzidkbol 30, 60, 90 és 120 perc, majd 24 6ra
mulva vett mintdkbol RNS extrakciot végeztiink. A baktérium szuszpenziokat ezt
kovetéen 0,5 McFarland denzitasura higitottuk ¢és 1, 2, 4, illetve 8 mg/L-es
inkubacié 37°C-on 24 oran at tortént. Minden esetben az emelkedd ciprofloxacin
koncentracioban tortént 24 6rds inkubalas utan RNS extrakcio tortént az ogxAB efflux

pumpa expresszio szintjének megallapitasara.

3.3.3 Kvantitativ reverz-transzkriptaz PCR analizis

A vizsgalat soran alkalmazott mintdkbdl az adott id6pontokban RNS-kivonast
Qiagen RNeasy Mini Kit-tel végeztik. Elsé [épésként az adott baktériumtorzs
szuszpenziot Eppendorf-csdbe helyeztiik, majd 5000 x g értéken centrifugaltuk 10 percen
keresztiil ¢és az igy kapott feliiluszot lepipettaztuk. A centrifugalassal nyert baktérium
torzs pelletét 20 pL Proteinaz K és 200 pL lyzozim tartalmua Tris-EDTA (pH:8) pufferben
feloldottuk. 25 °C-on torténd inkubdacio és vortexelés utan hozzaadtuk az RLT puffert,
majd 700 pL-t a mintdbol atmértiink RNeasy Mini spin oszlopba és 8000 x g mellett 15
sec-ig centrifugaltuk. Ezt kovette a 700 uL. RW1 puffer és 8000 x g 15 sec centrifugélas,
majd 500 uL RPE puffer és 8000 x g 15 sec centrifugalds és tjabb 500 uL RPE-puffer és
8000 x g 2 min centrifugalds. Az utolsé centrifugalas utan a mintat egy 0j Eppendorf
csébe helyeztiik, majd 50 uL. RNaz-mentes vizet pipettaztunk a Qiagen oszlopban 1évo
membran felszinére és 8000 x g 1 min centrifugéldssal eludltuk az RNS mintat.
Az RNS minték vizsgalatahoz Step One Real-Time PCR System-et (Applied BioSystems,
Thermo Fisher Scientific) az aldbbi protokollal alkalmaztuk: 60°C 30 sec, 50°C 5 min
95°C 10 min és [95°C 15 sec 60°C 1 min] x 40 ciklus és 60°C 30 sec.

Az ogxA és az ogxB gének expresszidjanak szeparalt vizsgalatahoz oligonukleotid

primereket valamint FAM és VIC jelolésti probakat terveztiink. Kontrollként az rpoB
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housekeeping gén expressziojat hasznaltuk. Minden a kvantitativ RT-PCR vizsgalatban

hasznalt primert és probat a Primer Express 3.0 programmal terveztiik. (Tablazat 5)
Minden vizsgalatot harom parhuzamos tesztben végeztiink. A gének Ct értékeit

az rpoB housekeeping gén Ct értékére normalizaltuk (AACt), €s a relativ expressziodt a

2-A8Ct grtékében 4llapitottuk meg.(2?

Tablazat 5: A vizsgalat soran hasznalt oligonukleotid primerek és probak. Mindegyik

oligonukleotidot ebben munkéban terveztiink a Primer Express 3.0 program

segitségével
Primer vagy proba Szekvencia
gyrA fwd CAGCCCTTCAATGCTGATG
gyrA rev CGCTTTTACTCCTTTTCTGTTC
parC fwd CTCAATCAGCGTAATCGCC
parC rev AATCCTCAGCCGATCTCAC
Kpn.rpoBF1 fwd GTCGCGGCTGAACAAGCT
Kpn.rpoBF1 rev AACGGCCACTTCGTAGAAGATC
Kpn.rpoBF1-VIC probe CTACGGCAGGTAACC
0qxAF1 fwd GTCGACGGCTTACAAAAAGTGTT
0qxARI rev GCAACGGTTTTGGCGTTAA
0qxAPI1-FAM probe ATGCCGGGTATGCC
oqxBF1 fwd CTGGATTTTCCGTCCGTTTAAC
0qxBR1 rev TTGCCTACCAGTCCCTGATAGC
0qxBPI-FAM probe CTGCGCAGCTCGAA

3.3.4 Mutaciok azonositasa a gyrA és parC génekben

A gyrA és parC génekben torténd mutaciok kialakulasat a ciprofloxacin expozicio
soran nyert bakterilis szuszpenziokbol PCR-rel és nukleinsav szekvenaldssal vizsgaltuk.
A ciprofloxacinnal kezelt torzsek néhany telepét 500 pL bi-desztillalt vizet (Milipore)
tartalmazo Eppendorf csébe helyeztiik, majd 100°C-on 10 percig forraltuk. Ezt kvetéen
15 percig 4°C-on 13000 rpm fordulatszdmon centrifugaltuk. Ennek az elegynek 3uL
szupernatansat DNS templatként hasznaltunk PCR-hez a kovetkezd komponensekkel
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egyiitt: 1.25 U RedTaq DNS polymeraz (Sigma-Aldrich), 0.5 pM a gyr4 fwd és rev,

valamint a parC fwd és rev oligonukleotid primerbdl, 0.2 mM dNTP mix (Sigma-
Aldrich), 2.5 mM puffer Mg?* (Sigma-Aldrich), 50 ul végtérfogatban. Az alabbi PCR
protokollal amplifikaltunk: denaturaci6é 95°C 3 min; majd 95°C 1 min, 52°C 1 min, 72°C

1 min 30 cikluson at; végiil 72°C 5 min.

3.3.5 Multilocus szekvencia tipizalas (MLST)

Mindkét vizsgalt K. pneumoniae térzs esetén multilocus szekvencia tipizalast

végeztiink a 7 housekeeping gén PCR termékének nukleinsav szekvencia analizise

alapjan. A hét housekeeping gén mindegyike olyan enzimeket kodol, amelyek a

bakterialis sejt metabolikus aktivitasdhoz sziikségesek:

rpoB: RNS polimeraz béta alegysége
gapA: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz
mdh: malat dehidrogenaz

pgi: phosphoglucose izomeraz

phoE: phosphoporine E

infB: transzlacids iniciacios faktor 2

tonB: periplazmatikus energia transzducer!!”

Az MLST vizsgalathoz a housekeeping gének tekintetében az aldbbi primer parokat
hasznaltuk: (Tablazat 6)

Tablazat 6.: Az MLST vizsgalathoz hasznalt housekeeping gének oligonukleotid

primereinek szekvenciai!!”)

Locus fwd primer szekvencia rev primer szekvencia

rpoB GGCGAAATGGCWGAGAACCA GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
gapA TGAAATATGACTCCACTCACGG CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
mdh CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
pgi GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT

phoE | ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
infB CTCGCTGCTGGACTATATTCG CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
tonB CTT TATACCTCGGTACATCAGGTT ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG
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A housekeeping gének PCR vizsgalata az alabbi protokoll szerint tortént: 95°C 3 min;
95°C 1 min, 60°C (gapA esetén) vagy 50°C (rpoB, mdh, pgi, phoE és infB esetén) vagy
45°C (tonB esetén) 1 min, 72°C 1 min 30 cikluson at; 72°C 5 min.(!”

Mind a gyrd és parC génekben, mind az MLST vizsgalatoknal a DNS amplikonok
analizise elektroforézissel tortént 1,5%-os agardz gélen (Sigma-Aldrich), 120 V-on 20
percig 1XTAE pufferben {40mM Tris-HCI (pH 8,3), 2 mM acetat ¢s 1 mM EDTA}. A
DNS amplikonokat 0,05 mg/L GelRed festékkel (Biotum) detektaltuk UV-
transzilluminatorral. A PCR pozitiv amplikonok tisztitdsa QIAquick PCR Purification
Kit segitségével tortént. A nukleinsav szekvenalast a BIOMI Kft végezte, Sanger-féle

szekvenalasi modszerrel.

3.3.6 Statisztikai elemzés
Az 0gxA és ogxB gén expressziod szintjében kialakult kiilonbségeket 2 mintas t probaval

elemeztik.

3.4 A gnrD plazmidot hordozo M. morganii vizsgalata, illetve a gnrD plazmidok
filogenetikai elemzése

3.4.1 Torzsek

A korabban vizsgalt 214 torzsbdl 1 M. morgannii hordozta a gnrD gént. Ezen torzset,

illetve plazmidot elemeztiik.

3.4.2 A gnrD plazmid szekvencidajanak elemzése

A gnrD determindns azonositasa PCR-el tortént, a korabban leirtaknak
megfelelden. Pozitiv kontrollként egy gnrD-t hordozd E. coli torzs szolgalt. A PCR
termékek tisztitasa szintén Qiagen PCR Purification Kit segitségével tortént. Inverz PCR-
t végeztiink a gnrD pozitiv térzseken, a gnrD twd és a gnrD rev primerek komplementer
antiparallel szalaival annak érdekében, hogy amplifikaljuk a gnrD-t hordozé plazmid
externalis részeit. A kovetkezd hémérséklet profilt alkalmaztuk: denaturacioé 95°C 2 min;

30 ciklus 94°C 30 sec, 53 °C 30 sec, 72°C 5 min; elongaci6 72°C 10 min.“®
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A tovabbi plazmid DNS részeket altalunk tervezett primerparokkal amplifikaltuk,
melyeket online primertervezd program segitségével terveztiik (Eurofins Genomics;
http://www.eurofinsgenomics.eu). Ezen primerparok a kovetkezok voltak: PL1D fwd és
PL2D rev, PL3D fwd és PL4D rev, PL5D fwd és PL6D rev, PL7D fwd és PL8D rev.
(Tablazat 7) Ezen primer parokat kiilon PCR vizsgalatban alkalmaztuk, az el6bbiekben
részletezett protokoll szerint.

A pozitiv PCR termékeket Qiagen PCR purification Kit segitségével
megtisztitottuk, majd szekvenaltattuk (BIOMI KFT, G6dolld). A plazmid szekvenciajat
az NCBI adatbazisban jegyzett plazmidok szekvencidival hasonlitottuk ossze.

Téablazat 7.: A gnrD plazmid analizishez hasznalt primerek

Primer Oligonukleotid szekvencia Hivatkozas

qnrD fwd CGAGATCAATTTACGGGGAATA 43

qnrD rev AACAAGCTGAAGCGCCTG
INVDF/rev TATTCCCCGTAAATTGATCTCG 46
INVDR/fwd CAGGCGCTTCAGCTTGTT

PL1D fwd ATTCAATCCGCAACGCTC A vizsgélatban

tervezett primerek

PL2D rev ATGCCACTCATTTTCTGGAC

PL3D fwd ACCACATTTTTGAGCGACC

PLA4D rev CCATTCCAGCGATTTTCCC

PL5D fwd GCATCGAACATCACTAATAACG

PL6D rev AGAGCACCAATCAACGGAC

PL7D fwd CCAGCCGAAGAAAATAGCC

PLS8D rev CGAAAGAAGCCCAACCTAAC

45



DOI:10.14753/SE.2021.2538

3.4.3 A kinolon rezisztencia determinans régio analizise

A topoizomeraz gén kinolon rezisztencia determinans régidinak, vagyis QRDR-einek,
amplifikdlasa PCR-el tortént, az amplikonok elemzéséhez pedig DNS szekvenalast
végeztiink. A gyrd és parE esetén a felhasznalt primer parokat az Eurofins MWG Operon
honlapon terveztiik. (Tablazat 8) A PCR protokoll az alegységek detektalasahoz a
kovetkezd volt: 95 °C 2 min; 30 ciklus 94 °C 30 sec, 50 °C 30 sec, 72 °C 1 min; majd 72°C

5 min.
Tablazat 8.: A QRDR-ok detektalasahoz hasznalt primerek
Primer Oligonukleotid szekvencia Hivatkozas
gyrA fwd ATGCCAAAGAAATCTTGCCC Ebben a munkéaban
gyrA rev AGTTACCCTGACCATCCACC tervetiik
parE fwd AGAACGTCTCTCATCACGCC
parE rev TGCTTAAATCGTCGCTGTCC
gyrB fwd CTGCCGGGCAAACTGGCAGA 121
gyrB rev TCGACGTCCGCATCGGTCAT
parC fwd AAGAAATCCGCCCGTACCGT
parC rev CGGTGCCCCCAGTTCCCCT

A gyrB ¢és parC alegységekben tortént esetleges mutaciokat PCR-el vizsgéltuk az
alabbiak szerint: 5 percig tartd 94 °C-os kezdeti denaturacio, majd 35 cikluson keresztiil
30 mésodperig 94 °C, 30 mésodpercig primer kétdédés 40 °C gyrB esetén, 45 °C a parC

esetén és 30 masodpercig 72 °C, végiil 5 percig tartd 72 «C-os elongacio.!2D
A PCR termékek tisztitaisa Qiagen PCR Purification Kit-el tortént, majd

szekvenalasra keriiltek. A szekvencia analizist a BLAST (basic local alignment search

tool) programmal végeztiik, az NCBI Genbank-i adatok alapjan.
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3.4.4 A gnrD plazmidok 6sszehasonlitasa és filogenetikai elemzése

Az SE10MM nevi torzs gnrD plazmid szekvencidjat a Genbank-i adatokkal
hasonlitottuk 6ssze. A plazmid szekvenciak csoportositasa és filogenetikai besorolasa a
Geneious 9.0.5 szoftver csomaggal tortént. Ahhoz, hogy tobb szekvenciat
csoportositsunk a Clustal W nevezetli applikaciot hasznaltuk. Ennek eredménye alapul
szolgalt a filogenetikai fa felépitéséhez, melyhez a Geneious Tree Builder-t alkalmaztuk.
Neighbor joining bedllitast hasznaltunk a filogenetikai fa elkészitéséhez, valamint Jukes-

Cantor genetikai tdvolsag modellt az agak hosszanak becsléséhez.

3.4.5 Konjugacios vizsgalatok

A vizsgalathoz az SE1IOMM t6rzset hasznaltuk, mint gnrD plazmid donort,
valamint recipiensként egy E. coli J53 Azide® torzset.

Mindkét torzs esetén 0,5 McFarland denzitasu inoculumot készitettiink a
reakcioba lépéshez. Harom kiilonb6zé donor:recipiens aranyt alkalmaztunk: 1:2, 1:4,
illetve 1:10 ratat, SmL-es Luria-Bertani (LB) tépoldatban. A reakcidhoz a torzseket
37°C-on inkubdltuk razas nélkiill 5 oran at. Ezen reakciokbol 80 pL-nyit helyeztiink
szelektiv LB agar kozegbe, mely 100 mg/L natrium-azidot és 0,06 mg/L ciprofloxacint

tartalmazott. 24 6ras inkubalast kovetden 37 °C-on vizsgaltuk a transzkonjugdnsokat.

3.4.6 A gnrD expresszio analizis és a gnrD plazmid kopia szam elemzése kvantitativ
reverz-transzkriptaz PCR-el

A M. morganii SEIOMM torzs 0,5 McFarland denzitasti szuszpenziojat 24 oras
Img/L-es ciprofloxacin expozicioba helyeztik MH tapoldatban, hogy megéllapitsuk a
gnrD gén expressziojanak és a plazmid kopiaszamanak valtozasat. A baktérium torzs
novekedését 0, 2, 4, 6, 8, 12 és 24 6ra mulva monitoroztuk spektrofotométerrel (ODsa4o).
Ugyanazon torzs 0,5 McFarland denzitast szuszpenzidjat ciprofloxacin expozicio nélkiil
alkalmaztuk negativ kontrollként.
Minden megadott idépontban teljes RNS extrakcio tortént a vizsgalt torzsekbdl a Qiagen
RNeasy Mini Kit-tel a fentebb mar részletezett protokoll szerint. A kvantitativ reverz
transzkriptaz PCR Step One RT-PCR-rel tortént. A gnrD gén és a gnrD plazmid
specifikus szekvenciara oligonukleotid primereket €¢s 6-FAM és VIC jelzésti probakat

terveztlink a Primer Express 3.0 programmal. A plazmidon a szekvencia a gnrD gén és
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az invert repeat right szekvencia kozott helyezkedik el. A rec4 gént is vizsgaltuk, mint az
SOS-response rendszer egyik regulator génjét. Housekeeping gén kontrollként a
kromoszomalis rpoB gént hasznaltuk. Minden primert és probat a Primer Express 3.0
programmal terveztiilk. Minden tesztet triplikatumban végeztiink. A gének Ct értékeit az
rpoB housekeeping gén Ct értékére normalizaltuk (AACt), és a relativ expressziot a 244t
értékében allapitottuk meg a Livak-Schmittgen dupla delta Ct médszert alkalmazva. (120

Az expresszio szintek kiilonbségeit t probaval elemeztiik.
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4. Eredmények

4.1 PMQR gének prevalenciadja hugyiti fertézésekbdl izolalt Enterobacterales
torzsekben
A kollekcidhoz tartozd 214 torzs ciprofloxacin MIC-értéke 0,06 és 128 pg/ml kozott
oszlott meg. 75 torzs vadtipust fenotipust mutatott, 61 alacsony szintii rezisztenciaval
rendelkezett, 75 pedig rezisztensnek bizonyult, ahogy a kovetkezd diagramon is lathato:

(Abra 14)
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Abra 14.: A vizsgalt torzsek ciprofloxacin MIC érték szerinti szamszerii eloszlasa -75

vadtipusu, 61 alacsony szintli rezisztens €s 75 rezisztens fenotipust azonositottunk.

A 214 vizsgalt t6rzsbol 38 hordozott valamilyen PMQR-t, akar egyetlen egyet,
vagy tobbféle PMQR kombinaciojat is. A tesztelt torzsekben igy 0sszességében 17,7%-
os PMQR prevalenciat azonositottunk. A 38 torzs koziil 15 mutatott gnr pozitivitast,

koztiik 8 gnrS-t, 6 gnrA-t, 2 gnrD-t, valamint 1 gnrB-t. (Tablazat 9)
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Tablazat 9.: A PMQR-ok eloszlasa a torzsekben

Torzs qnrA | gnrB | qnrC | gnrD | qnrS | aac-(6’)- | ogxA | ogxB
Ib-cr

E. coli 2 1 - - 8

Proteus spp. 4 - - - -

(@) 98] (9]
1

Klebsiella spp. - - = - -

Al 9] D] 0

Enterobacter - - - - i

Spp.

Serratia spp. - - - - - - - -

Citrobacter - - - - - 2 - -

Spp.

M. morganii - - - 2 - 1 1 -

P. stuartii - - - - - - - -

Két E. coli torzs mind gnrA-t, mind pedig gnrS-t hordozott, ambar ciprofloxacin
MIC értékiik alapjan a vad tipust fenotipust mutattak. Két M. morganii térzs esetén gnrD
pozitivitast azonositottunk, emellett 4 P. mirabilis hordozott gnrA-t. Osszesen 19 torzs
esetén azonositottunk ogxA4 és ogxB gén egylitthordozasat, nevezetesen 18 K. pneumoniae
¢s 1 E. aerogenes kapcsan. Mindazonaltal az ogxA4 és ogxB géneket kiilon-kiilon hordozo
torzsek is detektalasra kertiltek:
o Osszesen 20 esetben észleltiink kizardlagos ogxA hordozast, nevezetesen 13 E.
coli, 3 P. mirabilis, 3 Klebsiella spp. és 1 M. morganii esetén
o kizarolagos ogxB hordozast 5 esetben észleltiink: 4 Enterobacter spp. és 1 K.
oxytoca esetében.
Vizsgalatunk soran sem gepA sem gnrC nem kertiilt detektalasra.
A 23 aac(6’)-1b-cr gént hordozé térzsek BstF51 restrikcids enzim analizise alapjan 9
aac(6’)-1b-cr varianst igazolt. A gént E. coli-ban, M. morganii-ban, Klebisella spp.-ben,
illetve Enterobacter spp.-ben azonositottuk.
A 38 PMQR pozitiv torzsbdl, melybdl 16 hordozott valamilyen gnr gént, 25 MIC értéke

nem érte el a ciprofloxacin rezisztencia hatarértéket a 2016-ban érvényes EUCAST
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adatok szerint (a vizsgalat soran ez volt aktualis). A qnr determindnsokat hordozdk koziil
7 vad tipusu, 3 alacsony szintii rezisztens és 6 rezisztens torzset azonositottunk. (Abra
15) A PMQR hordozé térzsekbdl 6sszesen 6 alacsony szintl rezisztens (MIC 0,5-1 mg/L
kozott), 13 vad tipusta (MIC < 0,06mg/L) és 19 rezisztens (MIC >1 mg/L) fenotipust
mutatott. (Abra 16) Mindazonaltal mindegyik érzékeny volt ceftriaxonra, egy E. coli és
két K. pneumoniae kivételével. Imipenemre minden torzs érzékenynek bizonyult, a M.
morganii t0rzsek imipenem esetén ismert intrinsic rezisztenciajukat mutattak. (Tablazat

10)
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Abra 15.: A kiilonbozd gnr géneket hordozo torzsek ciprofloxacin MIC-értékei szerinti

megoszlasa -7 vad tipust, 3 low-level rezisztens és 6 rezisztens torzset azonositottunk
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Abra 16.: A kiilonbozé PMQR-t hordozo térzsek ciprofloxacin MIC-érték szerinti

eloszlasa — 13 vadtipusu, 6 low-level rezisztens és 19 rezisztens torzset azonositottunk.

A ciprofloxacin, ceftriaxon és imipenem antibiotikumok klinikailag jelentdsek a hugyuti
infekciok, illetve a hugyuti kiindulasu septicus folyamatok kezelésében. 2016-ban ezen

antibiotikumok esetén a baktériumok érzékenységi szintje a kvetkezd MIC értékben volt

megallapitva:

o ciprofloxacin: 1 mg/L
o ceftriaxon: 2 mg/L

. imipenem: 8§ mg/L

Az alébbi tablazatban a PMQR hordozo torzsek ciprofloxacin, ceftriaxon €s imipenem

antibiotikum érzékenységét mutatjuk be: (Tablazat 10)
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Tablazat 10.: A PMQR hordozé torzsek ciprofloxacin, ceftriaxon és imipenem MIC

értekei — a MIC érték alapjan rezisztens fenotipus esetén a MIC értéket félkoveér

betlitipussal jeloltiik
Sorszam Torzs PMQR ciprofloxacin | ceftriaxon | Imipenem
MIC (mg/L) MIC MIC
(mg/L) (mg/L)
1 E. coli qnrB 1,0 0,06 0,25
2 E. coli qnrS 0,5 0,06 0,25
3 E. coli gnrS 0,06 0,06 0,5
4 E. coli qnrS 0,125 0,06 0,25
5 E. coli gnrS 2,0 0,06 0,25
6 E. coli qnrS 0,06 0,06 0,25
7 E. coli gnrsS, aac(6’)- 32 128 0,25
1b-cr
8 E. coli gnrA, gnrS 0,06 0,06 0,125
9 E. coli gnrd, gnrS 0,06 0,06 0,125
10 M. morganii gnrD 2,0 0,06 4,0
11 M. morganii | gnrD, aac(6’)- 2,0 0,06 4,0
1b-cr
12 P. mirabilis gqnrd 4,0 0,06 2,0
13 P. mirabilis gnrd 2,0 0,06 4,0
14 P. mirabilis gnrd 4,0 0,06 4,0
15 P. mirabilis gqnrd 0,06 0,06 4,0
16 E. aerogenes 0gxAB 0,125 0,06 0,25
17 K. ogxAB 8.0 0,25 0,25
pneumoniae
18 K. 0gxAB 0,06 0,5 0,25
pneumoniae
19 K 0qxAB 128 0,06 0,5
pheumoniae
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20 K. 0gxAB 0,06 0,06 0,125
prneumonaiae

21 K. 0qxAB 0,06 0,06 0,125
pneumoniae

22 K. 0qxAB 0,5 0,06 0,125
prneumoniae

23 K. 0gxAB 0,06 0,06 0,125
pneumoniae

24 K. 0gxAB 0,06 128 0,25
pneumoniae

25 K. 0gxAB 0,125 0,5 0,25
pheumoniae

26 K. 0gxAB 0,06 0,25 0,25
pneumoniae

27 K. 0qxAB 1,0 1,0 0,25
pneumoniae

28 K. 0qxAB 0,06 0,06 0,25
prneumoniae

29 K. 0gxAB 16 0,125 0,25
pneumoniae

30 K. 0gxAB 0,06 0,25 0,125
pneumoniae

31 K. 0gxAB 0,5 1,0 0,125
pheumoniae

32 K. 0gxAB, 1,0 128 0,25
pneumoniae aac(6’)-1b-cr

33 K. 0qxAB, 2,0 0,5 0,25
pneumoniae | aac(6’)-1b-cr

34 K. ogxAB,aac(6’)- 4,0 0,25 0,5
pneumoniae 1b-cr

35 K. oxytoca aac(6’)-1b-cr 32 1,0 0,25
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36 K. aac(6’)-1b-cr 1,0 0,06 0,25
phneumoniae

37 E. kobei aac(6’)-1b-cr 1,0 0,125 0,5

38 E. cloacae aac(6’)-1b-cr 1,0 0,25 0,25

4.2 Virulencia faktorok detektalasa E. coli torzsekben
A virulencia faktorok vizsgéalatdra kivalasztott E. coli torzsekben a pil gént sikeriilt
minden esetben azonositanunk, mig a tobbi faktor eltéré mértékii megjelenést mutatott.

(Tablazat 11)

Tablazat 11.: A virulencia faktorok eloszlasa a kivalasztott E. coli torzsekben

Torzs afa pap pil sfa/foc kpsMT
E. coli 15 X X pozitiv X X
E. coli 38 X pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv
E. coli 177 X pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv
E. coli 178 X X pozitiv X pozitiv
E. coli 180 pozitiv X pozitiv X pozitiv
E. coli 184 X X pozitiv pozitiv pozitiv
E. coli 193 X X pozitiv X pozitiv
E. coli 199 X pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv

4.3 Klebsiella pneumoniae o0gxAB effluxpumpa szerepe fluorokinolon
rezisztenciaban

A tovabbiakban a tablazatban részletezett két K. pneumoniae torzzsel folytattuk
vizsgalatainkat. A torzsek ciprofloxacinra érzékenynek mindsiiltek, valamint egyéb

PMQR gént nem hordoztak az ogxAB-n kiviil. (Tablazat 12)
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Téablazat 12.: A vizsgalt K. pneumoniae tdrzsek ciprofloxacin MIC értékei, illetve

PMQR PCR eredményei — a tdrzsek érzékenynek mindsiiltek és csak az ogxAB gént

hordoztak
K. pneumoniae 23 K. pneumoniae 191
(SE23) (SE191)
MIC (mg/L) 0,06 0,5
qnr A,B,C,D,S negativ negativ
aac-(6’)-1Ib-cr negativ negativ
qepA negativ negativ
0gxAB pozitiv pozitiv

A vizsgalt két K. pneumoniae torzset emelkedd ciprofloxacin koncentracioban térténd
inkubacid soran az SE23 torzs esetén a 0,5 mg/L-es koncentracional magasabb értékeken
novekedést nem detektatunk. Az SE191 torzset azonban sikeresen szoktattuk a magasabb
ciprofloxacin koncentraciokhoz, igy egy rezisztens torzset kiszelektalva.

Kvantitativ RT-PCR-rel vizsgaltuk az ogx4 és ogxB gének expresszioit, a 30.
percben vett minta esetén 0,5 mg/L-es ciprofloxacin expozicioban, valamint a 4 és 8
mg/L-es ciprofloxacin expozicidé esetén is. Minden esetben a rpoB housekeeping gén
kontroll mellett elemeztiik a kapott adatokat.
kitett torzsek ogxA normalizalt expresszios rataja az SE23 esetén 1,07, az SE191 esetén
pedig 1,82 volt. A 24 6ras inkubaléast kdvetden az adatok 1,0-nak, valamint 2,03-nak
bizonyultak. A 4, illetve 8 mg/L-es koncentracidoban az SE191 ogxA expresszidja 2,15,
illetve 2,0 volt. A latott eredmények érdemi expressziovaltozast nem jelentenek.

Az expresszio valtozasa az SE191-ben ogxB esetén lényegesen jelentdsebb volt. A
kezdeti 30 perces érték 1,47 volt ezt kdvetden, a 4, illetve 8 mg/L-es expozicidban viszont

15,8 és 22,8 értékeket mutatott. (Abra 17)
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Abra 17.: Az 0ogxA és ogxB expresszios rataja az SE23 és SE191 torzsekben — a
vizsgalatok jelentds ogxB emelkedést detektaltak emelkedd ciprofloxacin
koncentraciokban. Az expresszios vizsgalatok t-teszt eredménye alapjan: t = 1,88; p =

0,04.

A torzsek gyrd és parC génjeiben esetlegesen 1étrejové mutacidkat PCR modszerrel
ellendriztiik. Az SE191 gyr4 génjében egy szerin-tirozin aminosav cserét detektaltunk a
83-as pozicioban a vizsgalat kezdetén, 1j muticiot -ciprofloxacin expozicid
kovetkezményeként azonban a vizsgélat soran nem detektaltunk. Az SE23-ban mutéciot
nem észleltiink.

MLST vizsgalatot végeztiink mindkét torzs esetén. Az SE191-es torzs ennek
eredményeként az ST274-es ST tipusba tartozott, az SE23 azonban egy kordbban nem
detektalt ST tipust mutatott, ez az ST2567. Az 0j ST tipus egy 0j fonB allé¢l varidnst
hordozott, nevezetesen a 371-es fonB varianst, mely 2 mutaciot tartalmazott a hozza
legkozelebb 4llo, 87-es varidnshoz képest: C48A ¢és G61C. Az SE23 tovabbi
housekeeping génjeinek adatai: gapA 4, infB 31, mdh 13, pgi 1, phoE 1, rpoB 1.

Az 1j tonB allél nukleinsav szekvenciaja ¢és az ST2567 szekvencidja a K. pneumoniae
adatbazisba feltoltésre keriilt. Amennyiben a fonB allélban 1évé mutacié nem lenne jelen,

ugy a vizsgalt torzs a 87-es tonB allél alapjan ST2387 lett volna.
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4.4 Morganella morganii gnrD determinans szerepe fluorokinolon rezisztenciaban
Az SE10MM nevezetli M. morganii torzs keriilt vizsgalatra a tovabbiakban. A
torzs célzott PCR vizsgalattal gnrD pozitivitast mutatott, egyéb PMQR-t nem hordozott.
Nalidixsavra, norfloxacinra, ofloxacinra €s ciprofloxacinra rezisztensnek bizonyult, mig
a tesztelt cefalosporinokra és meropenemre is érzékeny volt. Low-level rezisztens
fenotipust mutatott imipenemre, illetve szintén rezisztensnek bizonyult tobramycinnel és
amikacinnal szemben. A torzs a gyrB ¢és parC génekben 1-1 aminosav cserét hordozott.

(Téablazat 13)

Tablazat 13.: Az SEI0MM f{6bb tulajdonsagai. (MIC értékek mg/L-ben megadva)

M. morganii 10 (SE10MM)
ciprofloxacin MIC 2
nalidixsav MIC 128
norfloxacin MIC 2
cefotaxim MIC 0,06
ceftazidim MIC 0,06
ceftriaxon MIC 0,06
meropenem MIC 0,06
imipenem MIC 4
amikacin MIC 32
tobramycin MIC 64
gnr pozitivitas qnrD
gyrB S463A
parC S80I
aac-(6’)-1b-cr negativ

Az SEIOMM gnrD plazmidja szekvenalasra keriilt. A 2662 bazispar hosszusagu
plazmidbdl, vagyis a pSE10MM-bdl, a kivitelezett inverz PCR technikaval egy 2500

béazisparos produktumot tudtunk nyerni a szekvenalashoz. (Abra 18)
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Kb. 2500 bp produktum

644 bp gnrD amplikon

Abra 18.: A gnrD vizsgalatok soran nyert gél elektroforézis eredménye, melyen a kb.

2500 bp-os plazmid és a gnrD amplikon lathaté

A vizsgalathoz 0j primer parokat terveztiink, hogy az 500-1000 bazisparos fragmenteket,
a koztes régiokkal egyiitt amplifikdlni tudjuk. A kapott plazmid DNS fragmentumok
Osszeszerkesztése a BLAST (basic local alignment search tool) segitségével tortént. A
pSE10MM szekvencidja a KU160530-as azonositészdm alatt keriilt feltdltésre a
Genbank-ba. A plazmid 94-99%-0s azonossagot mutat egyéb gnrD plazmidokkal. Egy
open reading frame-et azonositottunk a plazmidon, ami gnrD gént kddolt, és mobile
insertion cassette-ekkel volt kdrbevéve, nevezetesen:

o Invert repeat left (IRL): AAACAAGTTTGTGACTTTCAGCG

o Invert repeat right (IRR): CGCCGCAAGGCGTGAACTT

A gnrDI1 koédold gén egy 644 bazispar hossza régio, mely egy 214 aminosavbol allo
fehérjét kodol. A promoter régidban egy LexA kotdhely talalhatd, mely az SOS response
rendszer reguldtor fehérjéje. Az ezektdl externalisan, az IRL és IRR régiotol up- és
downstream elhelyezkedd szekvencia nem mutatott szignifikans kapcsolatot egyetlen
korabban ismert gnrD plazmiddal sem a Genbank-i adatokkal 6sszevetve. Mas kodold

régi6 vagy open reading frame nem keriilt azonositasra. (Abra 19 és 20)
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Abra 19.: Az SE1I0MM sematikus szerkezete — a plazmidon detektaltuk a gnrD kodold
szekvenciat, valamint a LexA kotéhelyet, a promoter régiot €s az IRR és IRL

szekvenciakat

promoter régiod

895 ttttatagggtgaacgtgccttaaaatcgttttgaggggctttaatgggggttaacgggeggtttt
961 cgctaactaactcgeccgtttaacataaaagggattgtatgaatcaattttagctagagt

lexA kotohely
1021 ttaaggttgttcaaattaatgtacaatgattgcactgtataaataaccaggtgtageatg

gnrD1 kodolo szekvencia

1081 tatggaaaaagcactttatcaatgaaaagtt.....

Abra 20.: A pSE10MM kiemelt szekvenciai — nukleinsav szintfi elemzés, valamint az

elobb latott szekvencidk nukleinsav szintii képe
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A gnrDI plazmidok szekvencia alapu elemzése alapjan a plazmidokat alapvetden 2
csoportba tudtuk besorolni. Ambér 1 plazmid, a pM60, egyik csoportba sem illett bele,
tekintve, hogy ezesetben a gnrD forditott kodolasi iranyban lathato.

Azon plazmidok, melyek tobb mint 62%-0s szekvencia azonossagot mutattak, k6zos
klaszterbe kertiltek besoroldsra. A pSE10MM a ,,B” klaszterbe tartozott, 72-100%-o0s
hasonlosaggal a csoport tobbi tagjdhoz. Ezen nagyobb csoportban mind human, mind
allati plazmidok megtalalhatok, valtozé nagysagban, dontd tobbségben Proteus spp.-ben
hordozva a plazmidot.

Ezzel ellentétben az ,,A” klaszter diverzebbnek mutatkozott baktériumtorzseket tekintve,
illetve csak nagyobb méretli, tehat 4,2 kbp nagysag feletti plazmidokat tartalmazott.
(Abra 21)
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pM60, M. morganii

pCGB40, E. coli @

pCGF41, C. freundii »

pCGP180, P. mirabilis o
pCGH25, K. pneumoniae »
pCGH40, P. mirabilis »
pCGP169, E. coli ®

pCGP246, E. coli @

p2007057, S. Bovismorbificans e

A

pEAD1-2, P. mirabilis

PSE10MM, M. morganii
B pLRB12-304, P. mirabilis
pEAD1-1, P, vulgaris
pDIJ09-518a, P. rettgeri
p1042, P. mirabilis
pRS12-104, P. mirabilis
p510, P. mirabilis
pRS12-189, P. mirabilis
pRS12-11, P. mirabilis
pGHS09-09a, P. rettgeri
pPmMZXF, P. mirabilis
pCGHB9, M. morganii
pCGH15, P. mirabilis
pMB18, P. vulgaris »
pRS12-78, P. vulgaris »
pCGS13, E. coli
pCGS48, P. mirabilis
pCGP248, P. mirabilis
p3M-2B, Proteus sp. ®

0.2

Abra 21.: A gnrDI plazmidok filogenetikai besoroldsa — A baktériumtorzseket tekintve
diverzebb, nagyobb méretii plazmidokat tartalmaz6 ,,A” klaszter, illetve a dontden
Proteus spp.-ben latott plazmidok ,,.B” klasztere. A pM60 nem keriilt besorolasra,

tekintve a forditottan lathatd nukleotid szekvenciara

A pSEIOMM E. coli J53 recipiensbe nem volt transzferalhatd, annak ellenére, hogy
tobbszor, kiilonb6z6 aranyu (1:2, 1:4, 1:10) donor:recipiens ratat alkalmaztunk.
A kinolon rezisztencia determinans régiokban (QRDRs) kiilonb6z6 aminosav

szubsztituciot észleltiink. Minden mutaciot a Genbank-ba toltottiink fel. (Tablazat 14)
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Tablazat 14.: Aminosav szubsztiticok a QRDR-okban, illetve Genbanki elérésiik

QRDR Mutacio Genbank elérés
GyrA S831 MH986719
GyrB S463A MH986720
ParC S80I MH986721

Ezen aminosav szubsztiticiok jelen voltak az eredeti M. morganii torzsben, az
alkalmazott antibiotikumos inkubalds el6tt, 24 ora elteltével 1 mg/L-es ciprofloxacin
koncentracio mellett nem jelent meg jabb mutacio.

A vizsgalat soran a gnrD gén expresszidjat is vizsgaltuk, illetve a pSE10MM
kezdetén, a kezeletlen torzsben a gnrD expresszids szintje, az rpoB housekeeping gén
expresszios szintjére normalizalva, 12,5-nek bizonyult, mely a folyamatos ciprofloxacin
expozicio kovetkeztében fokozatos emelkedést mutatott. 24 ora elteltével ugyanezen
érték 30,06 volt. Mindekozben a gnrD plazmidok szama is emelkedett 1,1-r61 6,63-ra. A
recA expresszidja ugyanezen koriilmények kozott jol korrelalt a gnrD értékekkel. (Abra
22) A recA és gnrD értékekre t probat végezve a t értéke 0,76, a p értéke 0,22 volt, mely

szerint a két érték valtozasa kozott szignifikans eltérés nincs.
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Abra 22.: A gnrD, a recA és a pSE10MM rpoB-re normalizalt expresszios rataja 1

e

recA €s a gnrD expresszioja jol korrelal egymassal

Ezzel szemben, Osszességében az SE10MM novekedési rataja az alkalmazott 1mg/L-es

ciprofloxacin expresszioban csokkené tendenciat mutatott. (Abra 23)
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Abra 23.: Az SE1I0OMM névekedési rataja ciprofloxacin expozicioban, illetve anélkiil —
Osszességében a ciprofloxacin expozicioban az SE10MM ndvekedési ratdja csokkent 12

ora elteltével
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5. Megbeszélés
5.1  PMQR detektalas

Vizsgalataink soran a 214 Enterobacterales torzs koziil 38 hordozott valamilyen
PMQR gént. Ezek koziil 9 térzs alacsony szintii fluorokinolon rezisztencidju volt, 13 vad
tipusu fenotipust hordozott, illetve 3 esetben a MIC értéke 0,125 mg/L-nek bizonyult.

Az elébb felsorolt 25 torzs az aktualis EUCAST iranyelveknek megfeleléen
érzé¢kenynek volt tekintendd ciprofloxacinnal szemben. A 2016-os el6éirdsoknak
megfeleléen adott Enterobacterales torzset akkor tekintettek fluorokinolonra
érzékenynek, amennyiben MIC értéke 0,5 mg/L alatt volt, 1 mg/L feletti MIC érték esetén
pedig rezisztensnek kellett tekinteni. A kettd kozotti tartomany az ugy nevezett alacsony
szintli fluorokinolon rezisztenciat jelenti. A vad tipusu fluorokinolon fenotipus 0,06
mg/L-es MIC érték alatt értelmezendd. 2017 januar elsejétdl azonban a hatarértékeket
revidealtdk, ezen értékek jelenleg is érvényben vannak. Aktudlisan érzékenynek
tekintiink egy Enterobacterales torzset ciprofloxacinnal szemben 0,25 mg/L-es MIC érték
alatt, a rezisztencia hatarat pedig 0,5 mg/L-ben allapitottak meg. Ezen valtoztatas
eredményeinkkel jol korreldl, minthogy a 0,5 mg/L-es MIC értéket mutatd torzsek
konnyedén kiszelektalodhatnak és rezisztenssé valhatnak az antibiotikummal szemben.
Utobbi a PMQR-ok esetleges jelenlétének is lehet az eredménye, terdpias kihivashoz
vezetve.

Ugyanakkor megjegyzendd, hogy szamos vad-tipusu fenotipusu térzs hordozott
valamilyen PMQR gént. Ezen esetekben lehetséges, hogy a determinansok génjei nem
expresszalodnak, igy nem okoznak rezisztenciat.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a ciprofloxacin MIC érték
meghatarozadsa dnmagaban nem elegendd a rezisztencia megallapitdsara. Pontosabb
felmérésre a PMQR gének, leginkabb a gnr-ok, detektalasa szolgalhatna, molekularis
biologiai vizsgalatokat alkalmazva. Mindezek tiikrében megfontolando lehet az alacsony
rezisztenciat mutatd torzsek esetén rutinszertien PMQR detektalast elvégezni, az
esetleges kiszelektalodasra hajlamos torzsek kizarasa céljabol.

Kutatasunk sordn a PMQR pozitiv torzsek prevalencidja 17,7%-nak bizonyult a 214
hagytti mintabol szarmazo Enterobacterales torzs esetében. Emellett Magyarorszagon
els6ként detektaltuk a gnrD rezisztencia determinanst. Kordbbi magyar vizsgélatokban

ESBL (extended-spectrum beta-lactamase) termeld E. coli és Klebsiella spp. tozsekben
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gnrd, qnrB, qnrS és aac(6’)-Ib-cr-t detektaltak.(!%® 122 Vizsgalatunkban a hugyuti
mintakbdl szarmaz6 Enterobacterales torzsekben az ESBL és a PMQR jelenlétének
korrelacigjat nem elemeztiik részletesen, azonban az adatok alapjan nem
valoszinlsithetd, hogy szoros kapcsolat lenne, tekintettel arra, hogy a 38 PMQR pozitiv
torzsbol Osszesen 3 mutatott rezisztenciat harmadik generacios cefalosporinnal szemben.

A gnrD gént két M. morganii esetén detektaltuk, mely 0Osszesen 1%-os
prevalenciat jelent az Enterobacterales torzsek kozott, azonban a torzskollekcidohoz
tartozd M. morganii torzsek kozott 40%-os prevalenciat mutatott. Az eredmény jol
korreldl a nemzetkozi adatokkal is, mely szerint a gnrD determinans a Morganellaceae
csalad tagjai kozt, igy Morganella spp.-ben is gyakrabban detektalhatd. 63050 A

vizsgalatok alapjan azt is lattuk, hogy a hugyuti infekciot okozo, gnr-pozitiv E. coli

torzsek kozt a P fimbria jelenléte gyakori.

5.2 K. pneumoniae 0gxAB efflux pumpa vizsgalatok

Vizsgalatunk ravilagitott az OgxAB efflux pumpa fontos szerepére a
fluorokinolon rezisztencia kialakulasaban. Az SE23 és az SE191 jelolésti K. pneumoniae
torzsek kiilonbozd ST tipusokba tartoztak MLST vizsgalat alapjan: ST2567 és ST274.
Bar mindkét térzs hordozta az ogxAB gént, mégis masképp adaptalddtak az emelkedd
ciprofloxacin koncentracidhoz. A két torzs ciprofloxacin MIC értékében is eltérés volt
lathato: 0,06 illetve 0,5 mg/L volt, melyek a 2016-os EUCAST iranyelvek szerint
érzékenyek voltak ciprofloxacinra. Az emelkedd koncentracidban alkalmazott
ciprofloxacin expozicioval az ST274 esetén rezisztens torzs szelektalodott ki. A torzs a
kiindulaskor is hordozott egy mutacidt a gyrd génben, mely egy Ser83Tyr aminosav
cseréhez vezet, a vizsgalat végére azonban 1) mutacié nem jelentkezett. A szerin-tirozin
aminosav csere jelentdsége a ciprofloxacin affinitasdnak csokkenése a giraz enzimhez. A
fluorokinolonok egy magnézium ionon keresztiil kapcsolodnak a girdaz enzim szerin
aminosavanak hidroxil csoportjdhoz. Amennyiben a szerin egy pontmutdcid
kovetkeztében tirozinra cserélddik, tigy a fluorokinolonnak a girdz enzim szerinjének
hidroxil csoportja helyett a tirozin fenol csoportjdhoz kellene kapcsolédnia. A fenol
csoport azonban reakcioba nehezebben vonhatd, mint a hidroxil csoport, ezaltal a

fluorokinolon kétddése az enzimhez akadélyozott. (Abra 24)129

67



DOI:10.14753/SE.2021.2538

(@]
Ser
HO OH
NH>
Szerin
]
o
HO NH,*
Tirozin

Fluorokinolon

Abra 24.: A fluorokinolonok kapcsolddasa a giraz enzimhez, illetve a szerin és tirozin
aminosavak szerkezete — a fenol csoporthoz vald csatlakozas csokkenti a

fluorokinolonok affinitasat'2>

crer

mg/L-es szinthez képest, a 8 mg/L-es koncentracid6 mellett 22,8-szoros emelkedést
lattunk. Az upregulacio és a rezisztens torzs szelekcioja klonalis szelekciot mutathat,
hiszen az SE23 esetén egyik sem volt kimutathat6. Az SE191 esetén az efflux pumpa
upregulacidja a torzs fitnesséhez jarulhat hozzd, minthogy ez a torzs az ST274-hez
tartozik, amely klont szélesebb korben izolaltak korokozoként mind 0jsziilott, mind pedig
felnétt korhazi osztalyokon. 124

Ahogy az el6zdekben is, ezesetben is korrelalnak eredményeink az EUCAST
iranyelvek valtozasaval. Az SE191 0,5 mg/L-es ciprofloxacin MIC értéke a vizsgalatkor
még érzékenynek mindsiilt, a tdrzs azonban sikeresen tulélt az emelkedd antibiotikum
koncentracioban. Mig a 0,06mg/L-es MIC értéket mutaté SE23, bar hordozta az ogxAB
génjeit, mégsem tortént rezisztens torzs kiszelektdloddsa. A jelenlegi EUCAST
hatarétékek alapjan 0,5 mg/L ciprofloxacin MIC értékkel az SE191-es tdrzs mar nem
érzé¢keny fenotipustinak mindsiil.
A vizsgalatban egy U] K. pneumoniae szekvencia tipust sikeriilt azonositanunk,
nevezetesen az SE23 esetén az ST2567-et. Az uj ST tipust egy mutéacid okozta a tonB
allélben, mely mutécié hidnyaban az ST2387-es ST tipust detektalhattuk volna. Az 4j ST
tipust a K. pneumoniae MLST adatbazisba feltoltottiik. (12>
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Az ST2567 esetén a tonB allél a 371-es sorszamuként fellelheté az MLST
adatbazisban. A fonB szekvencidk 390-432 bazispar kozotti nagysaguak, a 371-es 420
bazisparos. A 371-eshez legkozelebbi szekvencidk 2016-ban az alabbiak voltak: 17, 19,
21. Ezekkel 97-98%-o0s nukleotid szekvencia azonossidgot lathatunk. Aminosav
szekvenciaban szintén 97%-os azonossag fedezhetd fel. 2020-ban ismét megfigyelve,
szamos egy¢b allélvarians keriilt feljegyzésre, melyek koziil szintén szamos 420 bazispar
hosszl, sok esetben 99%-0s egyezést mutatva a 371-es alléllal. Az alabbi abrakon a 17-
es, illetve egy 420 bazisparos 99%-os egyezést mutatd (654), illetve egy szintén 420
bazisparos, csupan 88%-o0s hasonldsagot mutatd (613) fonB allélok nukleotid- és az ez

alapjan szintetizalodo aminosav szekvenciak 6sszehasonlitasa lathat: (Abra 25-28)
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371 1 ATGGTGGCGCCGGCCGATCTTGAGCCGCCTCCGGCGGCGCAGCCTGTAGTGGAGCCCGTT 60
17 1 ATGGTGGCGCCGGCCGATCTTGAGCCGCCTCCGGCGGCGCAGCCTGTCGTGGAGCCCGTT 60

654 1 ATGGTGGCGCCGGCCGATCTTGAGCCGCCTCCGGCGGCGCAGCCTGTCGTGGAGCCCGTT 60

371 61 CTTGAACCCGAACCCGAACCTGAGCCGGAGCCAGAGGTAGTGCCTGAACCGCCGAAAGAG 120
17 61 GTT----mnumm GAACCCGAACCTGAGCCGGAGCCAGAGGTAGCGCCTGAACCGCCGAAAGAG 114

654 61 GTTGAACCCGAACCCGAACCTGAGCCGGAGCCAGAGGTAGTGCCTGAACCGCCGAAAGAG 120

371 121 GCGCCGGTGGTGATCCATAAACCGGAACCTAAGCCGAAGCCCAAACCTAAACCCAAGCCT 180
17 115 GCGCCGGTGGTGATCCATAAACCGGAACCTAAGCCGAAGCCCAAACCTAAACCCAAGCCT 174

654 121 GCGCCGGTGGTGATCCATAAACCGGAACCTAAGCCGAAGCCCAAACCTAAACCCAAGCCT 180

371 181 AAGCCGGAGAAAAAGGTTGAACAGCCGAAGCGGGAAGTGAAGCCGGCAGCAGAGCCGCGT 240
17 175 AAGCCGGAGAAAAAGGTTGAACAGCCGAAGCGGGAAGTGAAGCCGGCAGCTGAGCCGCGT 234

654 181 AAGCCGGAGAAAAAGGTTGAACAGCCGAAGCGGGAAGTGAAGCCGGCAGCTGAGCCGCGT 240

371 241 CCGGCCTCGCCGTTTGAAAACAACAATACGGCGCCGGCGCGTACAGCGCCAAGCACCTCG 300
17 235 CCGGCCTCGCCGTTTGAAAACAACAATACGGCGCCGGCGCGTACAGCGCCAAGCACCTCG 294

654 241 CCGGCCTTGCCGTTTGAAAACAACAATACGGCGCCGGCGCGTACAGCGCCAAGTACCTCG 300

371 301 ACCGCAGCGGCTAAACCCACCGTTACTGCTCCAAGCGGCCCGCGGGCGATCAGCCGCGTT 360
17 295 ACCGCAGCGGCTAAACCCACCGTTACTGCTCCGAGCGGCCCGCGGGCGATCAGCCGCGTT 354

654 301 ACCGCAGCGGCTAAACCCACCGTTACTGCTCCGAGCGGCCCGCGGGCGATCAGCCGCGTT 360

371 361 CAGCCGTCCTATCCGGCGCGCGCTCAGGCGCTGCGCATTGAAGGGACGGTACGGGTGAAG 420
17 355 CAGCCGTCCTATCCAGCGCGCGCTCAGGCGCTGCGCATAGAAGGGACGGTACGGGTGAAG 414

654 361 CAGCCGTCCTATCCGGCGCGCGCTCAGGCGCTGCGCATTGAAGGGACGGTACGGGTGAAG 420
Abra 25.: A 371-es tonB allél nukleotid szekvenciainak 6sszehasonlitasa a 17-es,

illetve a 654-es tonB alléléval. A mutaciok pirossal kiemelve.
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371 1 ATGGTGGCGCCGGCCGATCTTGAGCCGCCTCCGGCGGCGCAGCCTGTAGTGGAGCCCGTT 60
613 1 ATGGTGGCGCCGGCCGATCTTGAGCCGCCCCCGGCGGCGCAACCCGTCGTGCAGCCCGTT 60
371 61 CTTGAACCCGAACCCGAACCTGAGCCGGAGCCAGAGGTAGTGCCTGAACCGCCGAAAGAG 120
613 61 GTTGAA--------- A—CCGAACCAGAGCCGGAACCTGAGGTGGTCCCTGAGACGCCGAAAGAG 114
371 121 GCGCCGGTGGTGATCCATAAACCGGAACCTAAGCCGAAGCCCAAACCTAAA----------- CCC 174
613 115 GCGCCGGTGGTGATCCATAAACCGAAACCTAAGCCGAAGCCCAAACCTAAACCGAAGCCC 174
371 175 AAGCCTAAGCCGGAGAAAAAGGTTGAACAGCCGAAGCGGGAAGTGAAGCCGGCAGCAGAG 234
613 175 AAGCCCAAGCCGGAGAAAAAGGTTGAGCAGCCTAAGCGGGACGTCAAGCCGGCAGCGGAG 234
371 235 CCGCGTCCGGCCTCGCCGTTTGAAAACAACAATACGGCGCCGGCGCGTACAGCGCCAAGC 294
613 235 CCGCGTCCGGCTTCACCGTTTGAAAACAACAATACGACGCCAGCGCGCACCGCGCCGAGC 294
371 295 ACCTCGACCGCAGCGGCTAAACCCACCGTTACTGCTCCAAGCGGCCCGCGGGCGATCAGC 354
613 295 ACCTCCACCGCAGCGGCCAAACCCACCGTCACTGCCCCGAGTGGCCCGCGGGCCATCAGC 354
371 355 CGCGTTCAGCCGTCCTATCCGGCGCGCGCTCAGGCGCTGCGCATTGAAGGGACGGTACGG 414
613 355 CGTGTCCAGCCGACCTATCCGACGCGCGCTCAGGCGCTGCGCATTGAAGGGACGGTGCGG 414
371 415 GTGAAG 420

613 415 GTGAAG 420

Abra 26.: A 371-es tonB allél nukleotid szekvencidinak dsszehasonlitisa a 613-

as tonB all¢léval. A mutaciok pirossal kiemelve.

371 1 MVAPADLEPPPAAQPVVEPVLEPEPEPEPEPEVVPEPPKEAPVVIHKPEPKPKPKPKPKP 60
17 1 MVAPADLEPPPAAQPVVEPVVEPEPEPEPE---VAPEPPKEAPVVIHKPEPKPKPKPKPKP 58

654 1 MVAPADLEPPPAAQPVVEPVVEPEPEPEPEPEVVPEPPKEAPVVIHKPEPKPKPKPKPKP 60

371 61 KPEKKVEQPKREVKPAAEPRPASPFENNNTAPARTAPSTSTAAAKPTVTAPSGPRAISRV 120
17 59 KPEKKVEQPKREVKPAAEPRPASPFENNNTAPARTAPSTSTAAAKPTVTAPSGPRAISRV 118

654 61 KPEKKVEQPKREVKPAAEPRPALPFENNNTAPARTAPSTSTAAAKPTVTAPSGPRAISRV 120

371 121 QPSYPARAQALRIEGTVRVK 140
17 119 QPSYPARAQALRIEGTVRVK 138
654 121 QPSYPARAQALRIEGTVRVK 140
Abra 27.: A 371-es tonB allél aminosav szekvenciajanak osszehasonlitasa a 17-

es ¢s a 654-es tonB allél aminosav szekvenciaival. A mutéaciok pirossal kiemelve.
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371 1 MVAPADLEPPPAAQPVVEPVLEPEPEPEPEPEVVPEPPKEAPVVIHKPEPKPKPK----PKP 58
613 1 MVAPADLEPPPAAQPVVQPVVETEPEPEPEVV---PETPKEAPVVIHKPEPKPKPKPKPKP 58
371 59 KPKPEKKVEQPKREVKPAAEPRPASPFENNNTAPARTAPSTSTAAAKPTVTAPSGPRAIS 118
613 59 KPKPEKKVEQPKRDVKPAAEPRPASPFENNNTTPARTAPSTSTAAAKPTVTAPSGPRAIS 118
371 119 RVQPSYPARAQALRIEGTVRVK 140

613 119 RVQPTYPTRAQALRIEGTVRVK 140
Abra 28.: A 371-es tonB allél aminosav szekvencidjanak 6sszehasonlitisa a 613-

as fonB allél aminosav szekvenciaival. A mutaciok pirossal kiemelve.

A fent részletezett 3 tonB varianst emeltiik ki, az attekintett 63-bol. Osszességében
elmondhato, hogy nukleotid szekvencia szintjén a 371-es tonB varidnshoz képest 88-
99%-0s hasonldsagokat észleltlink, mig aminosav szekvencia szintjén 91% alatti
azonossag nem fordult eld, illetve a nukleotid szekvencidban tortént mutdcid nem
feltétleniil jart aminosav cserével. Mutacidkat jellemzden az aminosav kod elsd
harmadéaban lehet észlelni, emellett a szekvencia elsd és utolsd6 néhdny aminosava sem
mutatott mutacidkat az attekintett 63 varians esetében.

Korabban végzett vizsgalatok soran OqxAB efflux pumpat mutattak ki ESBL termel0 és
fluorokinolon rezisztens magas rizikoja K.  pneumoniae  klonokbol.126-12%)
Magyarorszagon ogxAB-t hordozdé K. pneumoniae-t kordbban véraram-fert6zésbol
izolaltak.'*” Mindezen esetekben a vizsgalt torzsek flourokinolonra rezisztensek voltak.
Az altalunk végzett vizsgalatok ravilagitottak az ogxAB efflux pumpa szerepére a
rezisztens K. pneumoniae klonok kiszelektalodasaban. Mindkét torzs érzékeny fenotipust
mutatott fluorokinolonokra, ciprofloxacin expozicié kdvetkeztében azonban a gyrd
mutaciot tartalmazoé torzs képes volt kiszelektalodni. Tekintve, hogy egyéb mutdciéo nem
tortént, illetve a talélt tozsben az ogxAB gének emelkedett expresszigjat lattuk, igy
elmondhatjuk, hogy a szelektalodast onmagaban az ogxAB gének expresszalasaval volt
képes a baktérium végbevinni. A torzseket Osszességében maximalisan 8 mg/L-es
ciprofloxacin koncentracionak tettiik ki, ugyanis human szévetekben ennél magasabb
koncentracio nem érhetd el egy per os ciprofloxacin terapia esetén. Ezaltal a vizsgélat egy

per os fluorokinolon terapia modellezésének megfelelhet.
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5.3 gnrD vizsgalatok

Osszesen 30 komplett gnrD plazmid szekvencia volt elérhetd a Genbank-ban, melyekbdl
29 gnrDI plazmid volt. Ezen plazmidszekvencidkat hasonlitottuk a pSE10MM
szekvenciajahoz. A legtdobb plazmidot Proteus spp.-bdl izolaltdk, néhanyat egyéb
Enterobacterales torzsben igazoltak, gy mint: E. coli, M. morganii, P. rettgeri, C.
freundii, K. pnuemmoniae, vagy Salmonella enterica serovar Bovismorbificans. A human
eredetli torzsek javarészt hugyti fert6zésbol szarmazd mintakbdl kertiltek izolalasra, mig
az allati eredetli torzseket egészséges egyedekben detektaltak. A plazmidok nagysaga 2,6-
5,9 kilobazispar kozott volt. A plazmid nagysaga és a baktériumhordozd kozott nem

latszott Gsszefliggés. (Tablazat 15)

Téablazat 15.: A gnrD1 plazmidok megoszlasa baktérium torzs és minta eredete alapjan

qnrD1 Baktériumtorzs | Minta eredete plazmid Genbank
plazmid mérete (kbp) elérés
pRS12-189 P. mirabilis human 2,656 KF364956
pLRB12-304 P. mirabilis human 2,658 KF364957
pRS12-11 P. mirabilis human 2,683 KF364953
pRS12-104 P. mirabilis human 2,683 KF364955
pEADI1-2 P.mirabilis human vizelet 2,669 KF498971
pCGP180 P. mirabilis humén 4,270 JX982605
pCGH40 P. mirabilis human 4,270 JX982606
pCGS49 P. mirabilis allati 2,683 JQ776507
pCGH15 P. mirabilis allati 2,683 JQ776508
p1042 P. mirabilis csirke 2,682 KP330456
pPmZXF P. mirabilis csirke 2,683 KP313759
pCGP248 P. mirabilis kutya széklet 2,683 JQ776503
pM150 P. mirabilis hazilégy 2,683 KJ190020
p3M-2B Proteus spp. garnélarak 5,903 JX514066
pRS12-78 P. vulgaris human vizelet 4,286 KF634954
pMB18 P. vulgaris miitéti seb 2,683 KF498970
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pCGS13 E. coli allati 2,687 JQ776506
pCGP246 E. coli allati 4,270 JQ776501
pCGP169 E. coli allati 4,270 JQ776502
pCGB40 E. coli galamb széklet 4,269 JQ776504
pM60 M. morganii human 4,683 KF813021
pCGH69 M. morganii human vizelet 2,683 JQ776510
pSE10MM M. morganii human vizelet 2,662 KU160530
pDI1J09-518a P. rettgeri human széklet 2,683 HQ834472
pGHS09-090a P. rettgeri human vizelet 2,683 HQ384473
pCGF41 C. freundii sertés 4,268 JQ776505
pCGH25 K. pneumoniae human 4,270 JQ776509
p2007057 S. enterica human 4,270 FJ228229
serovar
Bovismorbificans

A gnrD1 plazmidokon elvégzett nukleotid szekvencia alapt filogenetikai analizis
alapjan ezen plazmidok két nagyobb klaszterbe sorolhatdk be, kiilonb6zd specieseket és
plazmid méretet tartalmazva. A ,,B” klaszterbe tartozo, kb. 2,6 kbp nagysagu plazmidok,
az SE10MM-el egyiitt, egy stabil genetikai strukturat mutatnak, mely alapjaul a promoter,
az IRL és az IRR szekvenciak szolgalnak. Ez a struktura mindkét klaszter képviseloi altal
gyakorta talalhatok meg, bar a plazmidok mérete mindemellett akar a duplaja is lehet az
»A” klaszter egyes tagjai esetén. A méretbeli novekedés mellett ugyanakkor nem
azonosithatd ismert funkcionalis valtozas, pusztan feltételezett fehérjéket sejthetiink a
gnrD1 kérnyezetében.

Az ,,A” klaszterben ezen nagyobb plazmidok tobbsége talalhato, illetve ezen
csoportban egymashoz kozeli rokonsagban 1évd Enterobacterales képviseldit latjuk: E.
coli, C. freundii, K. pneumoniae, vagy €pp S. enterica. A méret alapu osztalyozas alapjan
feltételezhetd, hogy a kisebb plazmidok mintegy gnrD plazmid prototipusként
szolgalhattak, illetve hogy a genetikai boviilés késébb kovetkezhetett be, a

rekombindacidval, illetve az 0j gnrD varidnsok kiszelektalodasaval.
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A két klaszteren kiviil megjegyzendd, hogy a pM60 plazmidban, mely szintén M.
morganii-ban keriilt detektalasra, a gnrD1 szekvencidja forditott iranyban talalhaté meg,
mely miatt klaszterbe soroldsa nem volt elvégezhetd.

Gazdaspecifikussagot tekintve a human ¢és az allati eredetli mintak a klaszterek kozt kozel
azonos eloszlasban lathatok, mely egy ko6zos plazmid eredetre enged kovetkeztetni,
illetve a kiilonb6z6 gazdak kozti dtadasra. Az emberi fogyasztasra felhasznalt allatokon,
illetve haziallatokon kiviil a héazilégy emelendd ki, mely felveti a rovar, mint vektor
szerepét a plazmid terjesztésében.

Mindezek ellenére a pSEIOMM E. coli J53-ba nem volt transzferalhato,
kiilonbozé kondiciok mellett sem a konjugiciés kisérletekben. Altalidban a gnrD
plazmidokat a Morganellaceae csalad tagjai, illetve a Salmonella spp.-ek hordozzak, a
plazmid mégis megtalalhat6 egyéb baktérium térzsekben is, pl. E coli-ban. Egy lehetséges
magyarazat a gnrD mobilizalasdra az egyéb baktérium torzsek felé az invert repeat
szekvenciak jelenléte, melyek a gnrD1 gént mobilissa képesek tenni. Ezt alapul véve, az
olyan torzsekbe, mint az E. coli, C. freundii vagy a K. pneumoniae a jol ismert valtozatos
rezisztencia plazmidoknak lehetdséget adhatnak az invert repeat szekvenciak az esetleges
interplazmidikus rekombindciora. Utobbi 1), konjugalt gnrD plazmidok megjelenését
eredményezheti.
jelenti, hogy ezen koncentracio eldsegiti a gén expresszidjat. Vizsgalatunk ramutat ennek
kiemelkedd szerepére a rezisztens M. morganii torzsek kiszelektdlodasédban, a
kromoszomalis girdz és topoizomeraz IV mutaciok mellett.'*? Korabbi vizsgalatok
alapjan a PMQR-ok kiemelt jelentdséggel birnak a csokkent fluorokinolon

érzékenységben, illetve a rezisztens klonok kiszelektalodasaban. (13134

crer

crer

cre

ciprofloxacin expozicidban a tesztelt torzs ndvekedési rataja csokkent 24 ora elteltével,
igy Osszességében az emelkedd gnrD expressziod protektiv tényezd lehet stresszreakcid

jelenlétében, még tobbszori kromoszoémalis mutacid jelenléte mellett is.
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Korabbi vizsgalatok a LexA szerepét vizsgaltdk az SOS response rendszer
miikddésében, mely alapjan a LexA egy kozponti regulator fehérjének bizonyult DNS
karosodas esetén, tigy, mint ciprofloxacin expozicidban. A gnrB €és gnrD gének promoter
szekvenciajaban rendszerint talalhatd LexA kotohely. (132139

Mindezek alapjan a vizsgélt gnrD determinans a baktérium tulélésében kiemelt
szerepet jatszik. Fontos tovabba megjegyezni, hogy a gnrD expresszidja, illetve szerepe
szorosan szabdlyozott rendszeren keresztiil regulalodik, ugymint az SOS response
rendszer. Mindezek eldsegitik a fluorokinolon rezisztencia kialakulasat, illetve a gnr
determinansok egy¢éb hatasait.

Munkaénk soran sikeriilt demonstrélni, hogy a gnrD-t hordozé M. morganii 1 mg/L
ciprofloxacin expozicid soran a torzs a gnrD gén expresszio valtozassal (30-szoros
emelkedés) alkalmazkodik, valamint a plazmid kopia szam (6-szoros) emelkedik. A gnrD
géntdl downstream, a promoter régioban egy LexA kotShelyet azonositottunk. A LexA
az SOS response rendszer részét képezi €s egy szupresszor fehérje funkcidja van, mely a
DNS-hez kotédve a promoter régid atirodasat akadalyozza. DNS karosodas hatasara (pl:
fluorokinolon hatés), a RecA aktivalodik, mely a LexA hasitasat végzi, igy adott promoter
régio6 atirasra keriilhet."*> (Abra 29) Ezen mechanizmus alapjan elmondhatjuk, hogy a
gnrD az SOS response szabalyozasa alatt all, mely vizsgéltunkban detektalasra kertilt.
Ugyanakkor eredményeink alapjan az is megallapithato, hogy a ciprofloxacin expozicio
soran a a gnrD-plazmidot hordoz6é M. morganii a fluorokinolon rezisztencia kialakitasa
mellett tovabb expresszalja a gnrD gént, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a QnrD
fehérjének tovabbi védd szerepe van a bakteridlis girdz enzimen, illetve jelzi tovabbi

elény0s hatasat a bakterialis sejt tulélésében.
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Abra 29.: Az SOS response miikodése — DNS karosodas érzékelése esetén a RecA
aktivacio hasitja a LexA-t, igy az SOS promoter régio aktivaloddik, SOS gének atirasat
eredményezve!>®
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6. Kovetkeztetések

A PMQR determinansok vilagszerte széleskorben megjelentek klinikai mintakbol
szarmazo6 Enterobacterales izolatumokban.®® A nemzetkézi adatok alapjan ugyanakkor
az lathatd, hogy a PMQR gének jelenléte, nevezetesen a gnrA, gnrB, qnrS, aac(6’)-1b-cr
és a gepA dsszfiiggést mutat az ESBL termeléssel (65122

Munkénk sordn 17,7% PMQR prevalenciat talaltunk hugyti mintakbdl szarmazé
Enterobacterales torszekben. Figyelemre mélto, hogy PMQR-t hordozo6 torzsek mind a
fluorokinolon érzékeny, mind a rezisztens tartomanyban megtaldlhatdak. Azon
baktériumokbol, amelyek hordozzdk a PMQR determinansokat, de fluorokinolonokra
érzékeny fenotipust mutatnak egy fluorokinolon terdpia soran kiszelektaldédhatnak
rezisztens torzsként. Azonban a terapias lehetdségek szamanak tovabbi csokkenése
varhato, hiszen a kiszelektalodott térzsek korében a fluorokinolon rezisztencia mellett
tovabbi antibiotikumokkal szemben is kialakithatnak rezisztenciat (pl.: plazmidok
felvételével, efflux pumpa aktivalassal), és akar multidrog rezisztencia is kialakulhat.

A K. pneumoniae torzsek 0sszesen 4972 szekvencia tipusba (ST) sorolhatok az
Insitut Pasteur altal fenntartott adatbazis alapjan. A munkank soran egy j ST varianst az
ST2567-et azonositottuk, amely egy 0j fonB allélal (371-es) rendelkezett. Sziikséges
megjegyezni, hogy az irodalomban ismert multireziszens K. pneumoniae klénok néhany
ST tipushoz tartoznak (ST11, ST14, ST15, ST37, ST101, ST147, ST258, ST307, ST336,
ST340 ¢és ST874) és ezekre jellemzd, hogy az antibiotikum rezisztencidjukat
kromoszomalis mutaciokkal és szdmos plazmid felvételével tudjék kialakitani.(!3-13%)
Tekintettel arra, hogy a kiterjedt antibiotikum hasznalat jelentds szelekciés nyomassal
rendelkezik és K. pneumoniae torzsek nagy gyakorissaggal tudnak plazmidokat felvenni,
nem kizart, hogy egyéb ST tipusok is kialakithatnak multidrog rezisztenciadt a
jovoben. 139

A munkank sordn azonositottunk egy j K. pneumoniae szekvencia tipust,
nevezetesen az ST2567-et, ami az altalunk tesztelt antibiotikumokra érzékeny volt és a
ciprofloxacinnal torténd szoktatasa soran sem lehetett rezisztens torzset kiszelektalni.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy ez a klon nem fog széleskdrben elterjedni és nem
varhato, hogy multirezisztenciat fog kialakitani. Ezzel szemben a vizsgalataink soran egy

masik K. pneumoniae klont is vizsgaltunk: az ST274-et. Ezen klon esetén ciprofloxacin
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szoktatés soran sikeriilt rezisztens torzseket kiszelektalni, ami az ogxB efflux pumpa gén
fokozott expresszidjaval (15,8 és 22,8 szoros emelekedéssel) jart a 4 illetve 8mg/L
ciprofloxacin expozicid esetén. Az ST274-es klonrdl ismert, hogy szélesebb korben
elterjedt, tobb orszagban leirtdk mar.(124 140)

Korabbi publikaciok alapjan a gnrD determinans jellemzden az Enterobacterales
renden beliil a Morganellaceae csalddra jellemzd.“%% A vizsgalatainkbol szarmazo
eredmények ezzel 6sszhangban vannak, tekintettel arra, hogy a mi munkank soran 214
Enterobacterales torzs elemzése soran 2 M. morganii-ban sikeriilt gnrD determindnst
detektalni, mely a kollekcidhoz tartozd M. morganii torzsek esetén 40%-os eléforduléast
jelentett. A gnrD plazmid szekvenaldsi eredményei alapjan elmondhato, hogy a gnrD
plazmidok stabil genetikai szerkezetet mutatnak, tekintettel a nagyfokt (94-99%)
hasonlosagukhoz, azonban rekombinécidra alkalmas szekvencidk is megtalalhatdak ezen
plazmidokon, mely alkalmassa teszi tovabbi genetikai elemekkel val6 rekombinaciora és
esetleg tovabbi bakterialis speciesekben is megjelenhet. A gének mobilizaciojat a
plazmidon jelenlévd IRL és IRR szekvencidk eldsegithetik, melyeket az altalunk detektalt
pSE10MM-ben is beazonositottunk.

A disszertacioban szereplé uj megallapitasok és uj megfigyelések:

e A munkank soran a vizeletbdl szarmazd Enterobacterales torzsekben a PMQR
prevalencia 17.7%

e A PMQR-ok mind rezisztens, mind érzékeny fenotipusu torzsekben jelen voltak

e Azonositottunk egy uj K. pneumoniae szekvencia tipust, nevezetesen az ST2567-
et, amely egy Uj tonB varianst hordoz, nevezetesen ez a 371-es varians

e Az oqgxB expresszio emelkedésével rezisztens torzs tudott kiszelektalodni

e Elsoként detektaltunk gnrD determinanst Magyarorszagon

e A gnrD plazmid teljes szekvencidjat meghataroztuk, mely a Genbank-ban az
alabbi sorszamon elérhetd: KU160530

e Filogenetikai elemzéssel sikertilt prototipus gnrD plazmidokat és a rekombinans

gnrD plazmidokat meghatarozni
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Ciprofloxacin expozicid hatdsasra a qgnrD génexpresszio 30,06-; ezzel
parhuzamosan a plazmid kopia szdm 6,63-szoros emelkedést mutatott. Az
expresszio szintjének emelkedésével rezisztens klon tud kiszelektalodni

A pSEIOMM rekombinaciéra alkalmas szekvencidkat is tartalmaz, igy kés6bb
mas speciesekben is megjelenhet

a pSE10MM LexA kotohelye azt jelenti, hogy a qnrD gén atirasa SOS response

szabalyozasa alatt all a plazmidban
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7. Osszefoglalas
Az antibiotikum rezisztencia komoly klinikai kihivast jelent, szamos beteg haldlat okozva
nap mint nap. A fluorokinolonok az utdbbi évtizedekben az alap- és korhazi ellatasban is
széles korben alkalmazott antibiotikumokka valtak, tekintettel a  széles
hastasspektrumukra, kivalé farmakokinetikai tulajdonsagaikra, illetve per os
hasznalhatosagukra. Azonban ahogy hasznalatuk elterjedt, igy a fluorokinolon és
multidrog rezisztens torzsek prevalenciaja is emelkedni kezdett. Vizsgalataink soran 214
Enterobacterales torzs elemzését végeztiik, melyeket hugyuti mintakbol izolaltak 2012-
2014 kozott a Semmelweis Egyetemen. Munkénk célja a plazmidon kédolt fluorokinolon
rezisztencia determinansok (PMQR) jelenlétének PCR alapt detektaldsa és a torzsek
antibiotikum érzékenységi profiljdnak felmérése volt. A tovabbi vizsgalatokhoz 2 K.
pneumoniae torzs keriilt kivalasztasra, melyek esetén az altaluk hordozott ogxAB efflux
pumpa génjeinek indukélhatésadgat elemeztiik. Torzseink MLST alapjan besorolasra
kertiltek. Ezen kiviil egy M. morganii torzs részletes vizsgalatat végeztiik, mely gnrD-t
hordozott, valamint a Genbankban talalhaté gnrD plazmidokkal hasonlitottuk Ossze. A
munkank sordn a 214 torzs kozott 17,7%-os PMQR prevalenciat detektaltunk és szamos
torzs ezen determinansokat az aktudlisan érvényben 1évé EUCAST iranyelveknek
megfeleld fluorokinolon érzékeny fenotipus mellett hordozta. A K. pneumoniae SE191
torzs esetén indukalhatd volt az ogxAB efflux pumpa expresszidja emelkedd
fluorokinolon koncentracié mellett, ezzel tudott a térzs az antibiotikum expozicidhoz
alkalmazkodni. A K. pneumoniae SE23-as torzs esetén egy uj ST tipust azonositottunk,
mert ez a torzs a fonB housekeeping gén 1j allélaljat hordozta. A M. morganii SE10MM
torzs esetén a gnrD gént elsOként detektaltuk Magyarorszagon. A gnrD plazmid teljes
szekvenciajat beazonositottuk, mely egy 0j plazmidnak bizonyult az NCBI adabazis
alapjan. A tobbi elérhetd, allati és human gnrD plazmid szekvenciakat 6sszehasonlitva
klasztereket tudtunk Iétrehozni, melyek alapjan a plazmidok rekombinécidjara lehet
kovetkeztetni. A gnrD plazmid esetén az SOS response rendszerben résztvevd kodolo
szekvencidkat is észleltiink, alatdmasztva a PMQR-ok SOS response altali aktivalasat.
Eredményeink az EUCAST 2017. januar elsején kiadott j fluorokinolon rezisztencia
hatarértékekkel korrelalnak, minthogy a kiszelektalodott K. pneumoniae torzs, illetve a

gnrD-t hordozd M. morganii is az 0j iranyelvek szerint mar rezisztensnek mindsiil.
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8. Summary
Antibiotic resistance is a serious clinical challange, causing the death of many patients
each day. Fluoroquinolones due to their broad spectrum, excellent pharmacokinetics and
oral administration have become commonly used antibiotics in primary care as well as
hospital units throughout the last decades. However, as their consumption has become
common, the rate of fluoroquinolone and multidrug resistant strains started to escalade.
In our study 214 Enterobacterales strains were analysed, which were isoalted from urine
samples between 2012-2014 at Semmelweis University. Our aim was to detect the
plasmid-mediated quinolone resistance determinants (PMQR) by PCR and to survey the
antibiotic resistance profiles of the strains. For further examinations, 2 K. pneumoniae
strains were selected, which carried the genes of ogx4B efflux pump, to investigate the
inducibility of the genes. Our strains were classified by MLST. Furthermore, a M.
morganii strain, which carried a gnrD gene was thoroghly analysed and compared with
the gnrD plasmids in Genbank. Among the strains, we detected a 17.7% PMQR
prevalence, whereas in many cases these determinants were found in strains that were
susceptible to fluoroquinolones according to the current EUCAST breakpoints in 2016.
In case of the K. pneumoniae strains, in one strain the expression of the ogx4B efflux
pump was inducible in increasing fluoroquinolone concentrations, thus the strain survived
in the antibiotic exposure. A new ST type was detected in case of SE23, which was caused
by a mutation in the tonB housekeeping gene. The new ST type was compared with others
available in the MLST database. In the M. morganii strain, a gnrD gene was found, which
was detected in Hungary for the first time. The whole gnrD plasmid sequence was
analysed, which proved to be a novel plasmid. Comparing all available gnrD plasmids,
from human and animal origin, we could make clusters, that indicate the recombination
of plasmids. In the gnrD plasmid, we detected coding sequences of SOS response, which
proves the activation of PMQRs by the SOS response system. Our results correlate well
with the EUCAST guidelines from january 1%, 2017, as both the selected K. pneumoniae

strain and the M. morganii carrying gnrD is considered resistant from that time on.
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