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1. Bevezetés

1.1. Torténeti attekintés

Kozel egy évszazad telt el Sir Alexander Fleming korszakalkoto felfedezése, a
penicillin antimikrobialis hatasanak leirasa ota, mely mérfoldkdnek szamitott a modern
orvostudomany bakterialis fert6zésekkel szemben vivott harcaban. Nem sokkal
felfedezését kovetben igazoltak a penicillin terapias hatékonysagat, azonban még a
klinikai gyakorlatba torténd bevezetése eldtt, 1940-ben azonositottak Escherichia coli-
ban az els6 antibiotikum rezisztencia mechanizmust is. Ekkor fedezték fel a penicillin p-
laktam gytrijét hidrolizalo enzimet, a penicillinazt (1, 2). A II. vilaghabortiban a katonak
sériiléseit, sebfert6zéseit gyogyitd ,,csodaszer” igéretes kezelésnek bizonyult, azonban
egyes kozlemények leirasa alapjan a szer profilaktikus alkalmazasa elterjedtebb volt
ebben az idészakban (3). Jollehet a rezisztencia terjedésének veszélyére mar maga
Fleming is figyelmeztetett az antibiotikum-éra kezdetén (4, 5).

A B-laktam rezisztens koérokozok megjelenésének problémaja mar tobb évtizede
»pandémiassa” valt (6). A gyogyszeripar a 80-as évek végéig szamos 0j antibiotikumot
vezetett be a klinikai gyakorlatba a -laktam antibiotikumokra rezisztens korokozok ellen
mivel a korabban rendkiviil hatékony antibiotikumok sokasaga hatastalanna valt (4).
Kiilonféle tamadaspontu, szintetikus és félszintetikus antibiotikumok valtak vilagszerte
elérhetdvé, melyek jorésze napjainkban szamos orszagban vény nélkiil kivalthatoak,
kiilonésen Romaniaban és Gorogorszagban (7). A fluorokinolonokat 1960-as évek elején
tortént felfedezésiik ota vilagszerte Kiterjedten hasznaljak kozosségben szerzett, valamint
silyos korhazi fertézések kezelésére (8). A gydgyszercsoport mai napig tartd
népszerliségét kedvezd farmakokinetikai tulajdonsdgainak ¢és antimikrobidlis
spektrumanak koszonheti, azonban széleskorii alkalmazasa nemzetkozi krizishelyzetet
teremtett az antibiotikum rezisztencia vonatkozasaban. A fluorokinolon rezisztencia
kialakulasara jellemzé az Enterobacteriaceae csalad képviseldi estén, hogy endogén
mutacio-felhalmozodasok, valamint plazmid-medialta kinolon rezisztencia (plasmid-
mediated quinolone resistance, PMQR) determinansok horizontalis géntranszferrel
torténd terjedése révén valosul meg (9-11). A plazmid altal kdzvetitett mechanizmusok
csupan alacsony szintli fluorokinolon rezisztenciat (low-level quinolon resistance,

LLQR) biztositanak, amely onmagiban nem haladja meg az érzékenység klinikai
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hatarértékét. A PMQR gének jelenléte azonban eldsegiti a bakterialis kromoszoma
kinolon rezisztenciat meghatarozo régidiban (quinolone resistance determining regions,
QRDR) bekovetkez6 mutaciok kialakulasat. Ezzel magasabb szinti rezisztencia elérését
teszi lehetévé, és megneheziti a PMQR géneket hordozé patogének altal okozott
fert6zések kezelését (12-14).

A cefalosporinok tobb generacioba sorolhatoak a kémia szerkezetiik, antibakteridlis
spektrumuk alapjan. A harmadik generacios cefalosporinokat az 1980-as évek elején
kezdték alkalmazni a klinikai gyakorlatban. Erre az antibiotikum csoportra jellemzé a
kivald hatékonysag a Gram-negativ baktériumokkal szemben, valamint a jo szdveti
megoszlas. A kiilonboz6 B-laktamazok termelésével azonban a legtobb human pathogén
Gram-negativ baktérium kialakitott rezisztencidt a cefalosporinokkal szemben. A
Kiterjedt spektrumt B-laktamaz (extended-spectrum f-lactamase, ESBL) megjelenésérol
eloszor 1983-ban szamoltak be, melyet elsésorban Klebsiella spp. altal okozott korhazi
fertézések soran azonositottak (15-17). Azota szamos kozlemény jelent meg a
fluorokinolon rezisztencia, valamint az ESBL-termelés egyiittes jelenlétérél, mely
korlatozott kezelési lehetéségeket, egyuttal a karbapenem antibiotikumok sziikségszerii
felhasznalasat eredményezte (17). A karbapenem rezisztencia a bélbaktériumok koziil
szintén a Klebsiella genusban jelentkezik a legdominansabban (18).

Az Egészségiligyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) 2019
oktoberében kiadott, tudatos antibiotikum hasznalatra 0Oszténzé GUn. ,, AWaRE”
klasszifikacioja harom csoportba sorolja az antibiotikumokat. Az alacsonyabb
rezisztencia potenciallal rendelkezé Access (hozzaférhetd) csoportba tartozé amoxicillin
(6nalloan, esetleg klavulansavval kiegészitett formaban) maig a leggyakrabban hasznalt
antibiotikum. A Watch (odafigyeléssel alkalmazandod) csoport olyan antibiotikumokat
(koztiik negyven fluorokinolont) foglal magaba, amelyek alkalmazasa antibiotikum
rezisztencia kialakulasanak fokozottabb kockazataval tarsul. A Reserve (tartalék)
csoportba olyan antibiotikum tartoznak, amelyeket a multirezisztens mikroorganizmusok
altal okozott (konfirmalt vagy feltételezett) fertdzések kezelésére sziikséges fenntartani,
kitiintetett figyelmet szentelve a karbapenem rezisztens Enterobacteriaceae csaladnak.
Az e csoportba tartoz6 antibiotikumokat utolso lehetéségként tartjak szamon, melyekre a

koznyelvben gyakran ,,pancélszekrény-antibiotikum” elnevezéssel hivatkoznak (19).
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Az Enterobacteriaceae csalad fluorokinolonokkal szemben rezisztens
izoldtumainak ardnya az elmult évtizedekben ndvekvd tendencidt mutatott, mely
képességhez nem ritkan egyéb antimikrobialis rezisztencia is tarsul. A napjainkig
detektalt rezisztenciagének diverzitasa, a rezisztens torzsek szelekcioja, térhoditasa
sarkallta kutatocsoportunkat az Enterobacteriaceae csalad Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae és Klebsiella oxytoca fajainak rezisztenciajaval kapcsolatos kutatasok
elvégzésére. Kutatasunk soran kulcsszerepet kaptak a K. pneumoniae torzsekkel folytatott

vizsgalatok, dolgozatomban ezért ez a faj részletesebben keriil bemutatasra.

1.2. Nozokomialis kérokozok az Enterobacteriaceae csaladban

Az Egészségiigyi Minisztérium 20/2009 (V1.18) szamu az egészségiigyi ellatassal
Osszefiiggd fertdzések megeldzEsérol, e tevékenységek szakmai minimumfeltételeirdl és
feligyeletérdl szolo rendelete értelmében, nozokomidlis fert6zésnek tekintjiikk azt az
egészségiigyi ellatassal 6sszefliggd fertdzést, amelyet a beteg, az egészségiigyi dolgozo,
valamint az egészségligyi ellatassal kapcsolatba keriild6 mas személy a fekvibeteg-
szakellatas soran szerez, és amely az intézményi felvételkor lappangd formaban sem volt
jelen.

Az intenziv terapias osztalyokon (ITO) apolt csokkent immunitast betegek adekvat
ellatasa soran gyakran nélkiilozhetetlenek a kiillonb6zd invaziv beavatkozasok. A
fiziologiasan steril helyekre behatolo intravaszkularis kantilok, hugyuti katéterek kivalo
felszint biztositanak a beteg, esetleg egyéb személy (egészségiigyi személyzet, latogatok)
borét kolonizaldo baktériumok szdmara lehetdséget teremtve a véraramfertdzés
kialakulasara. E fert6zések az intenziv osztalyokon meglehetdsen gyakran, riasztéan
magas halalozési aranyt érnek el. A korhazi kdrnyezetben jelenlevé mikroorganizmusok,
valamint a kontaminalt étel, viz fogyasztasa szintén infekcidforras lehet (20-22). A
korhazi fertézések leggyakrabban léguti, hugyuti, miitéti és lagyszoveti fertézések,
gastroenteritis és meningitis formajaban manifesztalodnak (23). A mechanikus
1élegeztetéssel Osszefliggd tiidogyulladds az egyik leggyakoribb koérhazban szerzett
fertézés (24). Az eszkdzhasznalaton tal szamos egyéb prediszponald tényezd teheti
fogékonyabba a pacienseket nozokomialis fert6zésekkel szemben, ezek kozott
emlithetjik a protéziseket, immunszuppressziv kezeléseket, a széles spektrumu

antibiotikumok talzott hasznalatat. Mindezek kovetkezményeként multirezisztens

10
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korokozok jelennek meg, az altaluk okozott fertézések pedig jelentdsen novelik a
morbiditast és a mortalitast, illetve jelentésen meghosszabbitjak a korhazban tartozkodas
id6tartamat (25, 26). A multirezisztens korokozok altal okozott fertézések rendkiviil rossz
prognosztikai jelnek mindsiilnek (27). A WHO adatai azt mutatjak, hogy Eszak-
Amerikdban és Eurdpaban a korhdzi apolas 5-10% -a soran torténik nozokomialis
fert6zés, mig ez az érték Latin-Amerikaban, a Szaharatol délre fekvo afrikai orszagokban
és Azsiaban a 40% -ot is meghaladhatja (28).

Az E. coli, Klebsiella spp. és Enterobacter spp. a huagyuti fertézések,
véraramfert6zések, korhdzi ¢&s egészségligyi ellatdssal 0Osszefliggd fertdzések
legjelentdsebb korokozoi kozé tartoznak. Rezisztencidjuk egyrészt ESBL-termeld
képességiiknek, masrészt egyéb mechanizmusoknak koszonhetd, melyek segitségével
multirezisztenssé valhatnak. A K. pneumoniae és Enterobacter fajok az ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.) mozaikszéval jeldlt csoportban
is képviseltetik magukat, mely magéban foglalja mindazon koérokozot, amelyek a
legjelentésebb terapias kihivassal szembesitik a klinikumban dolgozokat (29, 30). A
rezisztencia és multireziSztencia gyakoribba valasanak f6 okaként a szakirodalom az
antibiotikumok imprudens ¢€s talzott mértékii hasznalatat jeldle meg (6).

A nozokomidlis fert6zés, mint ndovekvd globalis kozegészségiigyi probléma
jelentdségét érzékelteti a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont (NNK) tajékoztatdja is a
Nemzeti Nozokomialis Surveillance Rendszer (NNSR) eredményeir6l: 2017-ben
otvenegy fekvdbeteg ellatd intézmény 106 nozokomialis jarvanyt jelentett, mig a 2018-
as adatok alapjan 6tvendt fekvébeteg ellatd intézményben 131 nozokomialis jarvany

tortént (31, 32)
1.2.1. Az Escherichia coli altalanos jellemzéinek attekintése

Az emberek és melegvérii allatok gyomor-bél traktusat kolonizalo E. coli az egyik
leggyakoribb, egészségiigyi kornyezetben fertézést okozd bélbaktérium (33, 34).
Megbetegité képessége meglehetésen széles skalan mozog. Az E. coli altal okozott
leggyakoribb extraintestinalis fertézés a hugyuti infekcid, mely kialakulasahoz szamos
virulencia faktor jelenlétét tarsitottak (35, 36). E. coli torzsek felelések a nem-komplikalt

huagyuti fertdzések 75-95%-ért és a komplikalt hugyuti fert6zések 40-50%-aért, tovabba
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egyéb extraintestinals fertézéseket, véraramfert6zést, pneumoniat, spontan peritonitist,
ascendalo cholangitist, osteomyelitist és meningitist is okozhatnak (37, 38).

A valtozatos korképeket a virulenciagénekben fellelheté sokoldaltisag magyarazza,
melyek kromoszoman, patogenitasi szigeteken (pathogenicity islands, PAIS) vagy
plazmidokon helyezkedhetnek el (39). A genom jelentGs plaszticitasa elOsegiti a
kiilonb6z6 virulencia faktorok és antibiotikum rezisztencia gének terjedését és cseréjét az
E. coli populacioban (40). Az antibiotikum rezisztencia esetén kiemelendé a
fluorokinolokkal szemben kialakult rezisztencia, amely a vildg szamos részén dramai
méretet 61t: 20% feletti a kdzosségben szerzett nem komplikalt hugyuti fert6zésbal izolalt
fluorokinolon rezisztens torzsek aranya, mig a komplikalt hagyuti infekci6 esetén ez az
arany 50% felettire tehetd (41). A fluorokinolon rezisztencia mellett az ESBL-termelés
képessége szintén jellemz6 a fertdzést okozo E. coli torzsekre, a fert6zések incidenciaja
vilagszerte novekvé tendenciat mutat (26). Amint erre dolgozatomban mar utaltam, a
PMQR ¢és ESBL gének gyakran egyidejlileg vannak jelen, s6t ugyanazon a transzferabilis
plazmidon helyezkedhetnek el, amelyek horizontalis génatvitel révén terjedhetnek a
kiilonb6z6 Enterobacteriaceae fajok kozott (11, 42, 43).

Egyes E. coli klonok szelektiv sikere, illetve klonalis disszeminacidja teljes
egészében vagy részben a rezisztenciagént hordozo genetikai elemeknek tulajdonithat6,
amelyekrdl ismert, hogy adhéziot, virulenciat, bakteriocin immunitast €s evolicios

fitnesszt biztositanak (44).
1.2.2. AKlebsiella fajok altalanos jellemzdinek attekintése

A Klebsiella genus tagjai a kornyezetben, emberi és allati szervezetekben (lovak,
sertések) a nasopharynx és a gasztrointesztinalis rendszer nyalkahartyait kolonizalva
egyarant megtalalhatoak, valamint a béron a tranziens flora tagjaiként. Adaptacios
képességeiket illetéen a Klebsiella fajok rokonsagot mutatnak az Enterobacter és
Citrobacter genusokkal, azonban kiilonb6znek az Escherichia vagy Shigella nemzetség
képvisel6itdl (45, 46). A kimutatds aranya a székletmintakban 5-38%, mig az
nasopharynx esetén 1-6%; ez az arany azonban nagymértékben megvaltozhat a korhazi
kornyezetben, ahol a kolonizaciés arany novekszik a tartozkodas hosszanak
figgvényében. Egy 1977-ben megjelent publikacidé — mely az érintés altali terjedés

jelentOségét vizsgalja — egyértelmiien ravilagit, hogy rendszeres kézmosas mellett
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csokken a korhazi fertézések incidenciaja. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a direkt
kontaktus a Klebsiella spp. 6 terjedési utvonala (45, 47). Az antibiotikum-rezisztencia
krizis és multidrog-rezisztencia (MDR) fogalmaval 6sszefonddott K. pneumoniae nem
véletleniil valt a genus orvosi szempontbdl legjelentdsebb tagjava, mig a K. oxytoca
klinikai betegmintabol torténd izolalasa lényegesen kevesebb esetben torténik,
ugyanakkor szamos kozlemény kétségbevonhatatlanul aldtdmasztja genetikai
potencialjat, mivel ESBL és PMQR géneket egyarant hordozhat (45, 48).

A fert6zés szempontjabol legfontosabb kockazati csoportba azok a korhazban apolt
betegek tartoznak, akik sulyos alapbetegségben szenvednek (pl. diabetes mellitus vagy
kronikus tiid6 obstrukcid) (45). A Klebsiella fajok az E. coli-hoz hasonloan valtozatos
klinikai korképek kialakitasaért felelések; véraram-, tiidé-, seb-, hagyati és intra-
abdominalis fertézés l1étrehozasaban egyarant részt vehetnek (49). Az intravaszkularis
eszk6z0k hasznalata noveli a stlyos szovédmények, példaul trombophlebitis és katéter-
asszocialt véraramfertdzések kockazatat, mely 0sszefiiggést mutat azzal a ténnyel, hogy
az ESBL-termel6 K. pneumoniae fert6zés miatti halalesetek szignifikansan kapcsolodnak
a hugyholyag-katéterek hasznalatahoz (27, 50). A teljes genom szekvenalassal (WGS)
végzett kutatasok eredményei pedig mindinkabb alatamasztjak a K. pneumoniae genetikai
plaszticitasanak figyelemre mélt6 potencialjat (51).

A Klebsiella spp. legfontosabb virulenciagénjei kozott emlithetjik a fimbrialis
géneket (mrk ¢és fim operonok), amelyek ,medialjak” a felilletekhez és a
gazdaszovetekhez vald tapadast. A gazdaszervezet kolonizacidjdban a vasfelvételi
rendszerek (aerobaktin enterobaktin, yersiniabaktin) génjeinek is fontos szerep jut (52).
A cps 16kusz altal kodolt poliszacharid tok azonban a K. pneumoniae legszélesebb korben
vizsgalt virulenciafaktora. Kimutattdk, hogy a K. pneumoniae tokja hozzajarul az
antimikrobialis peptidekkel, pl. B-defenzinekkel szembeni rezisztencia kialakulasahoz,
antiphagocyter hatasu, illetve szerepet jatszik a biofilm képzédésben is (51, 53, 54). A
poliszacharid tultermelése fokozott mukoviszkozitassal jar, és megkiilonboztetett
virulencia-fenotipust eredményez (51). A iatrogén fert6zések létrejottében tehat e faj
esetén is kardindlis szerepet vallal a baktérium genetikai konstellacidja, a virulencia- és
rezisztenciagének kifejez6désének jol szabalyozott szisztémaja. Az E. coli mellett a K.

pneumoniae szintén kiemelkedd jelent6séggel bir az Enterobacteriaceae tobb
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antibiotikumcsoporttal szemben rezisztenciat mutato fajai kozott, mely az ESKAPE
csoportba torténd besorolasuknak alapjat képezte.

A fluorokinolon rezisztencia kialakulasa a QRDR-ban, a DNS-giraz ¢és
topoizomeraz IV génjeiben bekovetkezd egyszeres vagy tobbszorés mutaciokkal
magyarazhat6, amihez hozzdjarulnak az antibiotikum intracellularis felhalmozodasat
befolyasold egyéb genomi valtozasok is. Altalaban tobb mutaciora van sziikség a klinikai
szempontbol jelentds rezisztenciaszint eléréséhez, mivel a vad tipusi mikroorganizmusok
nagyon érzékenyek. Mindezek mellett horizontalis géntranszferrel mobilis genetikai
elemekre, els6sorban plazmidokra tesznek szert, melyeken rezisztenciat biztosité gének
helyezkednek el (9, 43, 55). A magas kockazatu K. pneumoniae klonokban jelen vannak
ezek az antibiotikum rezisztencia determinansok, amelyek lehetévé tették szamukra
patogenitasuk és talélési képességik novelését. A rezisztencia determinansok
felhalmozasa hozzajarul a globalis MDR terjedéséhez (56). Kovetkezésképpen a plazmid
altal kodolt antimikrobialis rezisztencia gének fokozott diverzitasa megkdnnyiti ezen
klonok terjedését, jelentds terapias nehézséget okozva.

Az utdbbi években szamos publikacidban jelentették a karbapenem rezisztenciat
biztositd gének megjelenését és térhoditasat is, mely a fluorokinolon és mas tipusu -
laktdm rezisztencia mellett aggasztd jovOt josol a korokozdkkal szembeni terdpids
harcban (18, 57).

1.3. A fluorokinolonok evolicidja és hataismechanizmusa

1.3.1. A kinolonoktdl a fluorokinolonokig

Az antibiotikumcsoport elsé prototipusanak tekintett kinolont, a sziik spektrumu
nalidixinsavat 1962-ben fedezték fel malariaellenes kininvegyiiletek szintézisének
melléktermékeként, melyet 1967-t61 Gram-negativ baktériumok altal okozott hugyuti
infekciok kezelésére alkalmaztak (58, 59). Néhany évvel késobb a kinolonok
antimikrobialis spektrumat jelentdsen kibdvitette egy kulcsfontossagih modositas: egy
fluor atom hozzaadasaval innovativ hatoanyagfejlesztés vette kezdetét, amit a
nalidixsavval szemben rendkiviil gyorsan kialakuld rezisztencia ténye is indokoltta tett
(60, 61). Az ijabb ¢és Gjabb vegyiiletek az els6 generacios kinolonokhoz képest kedvezobb

farmakokinetikai profillal rendelkeztek, ami lehetévé tette a napi egyszeri adagolast,
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illetve gyakran kikiiszobolte a parenteralis kezelés sziikségességét. A fluorokinolonok

alkalmazasa a pneumonia terapias kudarcanak megoldodasat vetitette elore (62).
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1. abra. A kinolonok szerkezet-aktivitas dsszefiiggései. A kinolonok
antibakterialis aktivitasa javul a kiilonb6z6 pozicidban 1év6 kiilonbdzd
szubsztituensek modositasaval. A keretekben szerepl6 csoportok szine

Osszefiigg az antimikrobialis hatés tipusaval (9).

A fluorokinolonok aktivitasi spektrum alapjan négy generaciora oszthatok, ahol a
novekvé generacios szam a szélesedd antimikrobialis spektrumra utal (1. abra) (9). Az
elsé generacios kinolonok aktivitasa csak Gram-negativ baktériumokra korlatozodik, a
Pseudomonas fajok kivételével (63).

A masodik generdcios fluorokinolonok mar hordoztdk alapgylirijiik 6-0S
volt, melyet szamos egyéb szer kovetett, igy pl. az enoxacin, a norfloxacin, a
ciprofloxacin; ezeket az antibiotikumokat azonban a fluor-szubsztiticion kiviil tovabbi
kémiai valtoztatasnak vetették ala: alapmolekuldjuk piperazin (R7) - és ciklopropil (R1)
-gyurit is tartalmaz (9, 61, 64). A ciprofloxacint a csoport leghatékonyabb tagjaként
tartjak szamon, mivel Gram-pozitiv baktériumokkal szemben is hatasos, illetve azon
kevés oralis antibiotikumok ko6z¢ tartozik, amelyek képesek a P. aeruginosa fertézések
kezelésére is (2. abra) (9, 65). Meglepd, hogy az 1990-es években az fluorokinolonok

felhasznéalasa az Egyesiilt Allamokban kb. 40%-kal nétt, megduplazva a ciprofloxacinnal
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szembeni rezisztencia ardnyat a koérhazak intenziv osztalyabol izoldlt Gram-negativ
baktériumok kozott (66). 1997-1999 kozott a pekingi korhazban szerzett fert6zésekbol

izolalt E. coli torzsek kb. 60% -a volt rezisztens a ciprofloxacin ellen (67).

0O O

M

OH

Ciprofloxacin

2. abra. A ciprofloxacin szerkezeti képlete (68).

Ujabb kémiai médositasok végrehajtasaval megkezdédott a harmadik generacios
fluorokinolonok szintézise, melyek molekulja jellemzéen mar alkilezett piperazin és
pirrolidinil csoportokat (R7), -NH2, —OH ¢és —CH3 csoportokat (R5), és a fluor atomon
kiviil egy kloratomot (R8) tartalmaz. Ez a molekulaszerkezet javitott a Gram-pozitiv
baktériumokkal szembeni hatékonysagon, mig tovabbi modositasok révén ndvelni tudtak
az atipusos baktériumokkal szembeni hatékonysagot is. A harmadik generacios
fluorokinolonok els6 tagja a fleroxacin volt, de ebbe a csoportba sorolhatjuk a korabban
kiterjedten hasznalt levofloxacint is (3. abra) (9). A levofloxacin a masodik generacios
ofloxacin L-izomerje, mely molekulaja klératomot nem tartalmaz. A fluorokinolon
rezisztens torzsek kialakulasanak csokkentése céljabol az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerfeligyelet (Food and Drug Administration, FDA) a hatéanyag korlatozott

alkalmazasat javasolta.

OH
|

Levofloxacin

3. abra. A levofloxacin szerkezeti képlete (68).
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A negyedik generacids fluorokinolonok hatasspektruma az anaerob baktériumokra
Is kiterjed, amiért egy nitrogénatom (R8) jelenléte felel, mig a 2,4-difluor-fenil-csoport a
szer altalanos hatékonysagat javitja. A csoport legnevesebb képviseldje a moxifloxacin

(4. abra) (9, 69, 70).
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4. abra. A moxifloxacin szerkezeti képlete (68).

Mivel a fluorokinolonok Kkinetikus profilja az eliminacios utvonalak és a
metabolikus atalakulas mértékétdl fiigg, dozirozasat a kockazat és a haszon elve alapjan
kell megvalasztani, kiilonds tekintettel a kronikus veseelégtelenségben, illetve
majfunkcios rendellenességben szenvedd betegekre. Utdbbiak esetében a gyogyszer-

metabolitok felhalmozddasa stilyos mellékhatasok kialakulasahoz vezethet (71-73).
1.3.2. A fluorokinolonok hatasmechanizmusa

A kiilonboz6 fluorokinolon vegyiilet terapias sikerét idével — megfontolatlan
alkalmazasukbol fakado — terapias ,,visszaesésiik” kérddjelezi meg. Az 1990-es évek ota
megfigyelheté a fluorokinolon-, illetve multirezisztens korokozok prevalenciajanak
drasztikus novekedése (43, 55, 68). Ez 1ényegében egy paradox helyzetet teremt, mivel
pont a siker indukalja a megnovekedett, szinte mar kontrollalatlan felhasznalasukat. Mint
mas antibakterialis szerek esetében, a kinolon rezisztencia ndovekedése is veszélyezteti
ennek a kezdetben parjat ritkitoan sikeres gyogyszercsoportnak a klinikai
alkalmazhatosagat (68).

A fluorokinolonok koncentraciofiiggd baktericid hatast fejtenek ki a baktériumok
DNS szintézisére, egyuttal gatoljak a bakterialis replikaciot (43). Hatasmechanizmusuk
lényege, hogy a DNS-enzim komplexhez kétddve blokkoljak a folyamatban résztvevo
két enzim, a DNS-girdz (topoizomeraz Il) és a topoizomeraz IV funkcigjat, amelyek

katalizaljak a DNS szuperhelikalis allapotanak kialakulasat, ezzel tehat leallitjak a DNS
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szintézis folyamatat. Ehhez a folyamathoz minddssze két kinolon molekula jelenléte
sziikkséges. A kinolonok a DNS-girazt és a topoizomeraz IV-et 1ényegében toxikus
enzimekké alakitjak, amelyek a baktérium kromoszomajat fragmentaljak, ami
sejthalalhoz vezet (9, 68, 74, 75).

Mind a DNS-giraz, mind a topoizomeraz IV heterotetramer enzimek, két A és két
B alegységgel rendelkeznek. Gram-negativ baktériumokban a DNS-girazt a gyrA és gyrB
gének, a topoizomeraz IV-t a parC és parkE gének kodoljak (76).

A DNS-szintézis soran a kettds szalut DNS-nek egyszalu strukturava kell valnia,
ami templatként szolgal a transzkripcidos komplexek és a komplementer bazisparosodas
folyamatahoz (9). A széttekeredés soran fellépé torziods fesziiltséget a DNS-giraz enzim
oldja fel (68). Az enzim koré tekeredett DNS szakasz szuperhelikalizaciojahoz a DNS-

giraz energiat hasznal fel ATP hidrolizise kdzben, hogy negativ szuperhélixeket juttasson

crer

cres

felhalmozodott topologiai stresszt. Ezzel szemben a dekatenacioért felelGs topoizomeraz
IV nem képes a negativ szuperhélixek létrehozasara (9, 43). A ll-es tipusu
topoizomerazok tovabbi szerepe a DNS kettdslanc idénkénti hasitasaban, majd (a
kettdsszal atflizddése utan) a lancvégek jboli dsszekapcsolasaban rejlik (74).

A GyrA ¢és a ParC aktiv tirozinmaradékot tartalmaz, amely részt vesz a DNS
torésében/ ujracgyesitésében. A GyrB és a ParE tartalmazzak az ATPaz domént és a
TOPRIM (topoisomerase-primase) domént, amelyek részt vesznek a DNS hasitas és
ligalas energiaatvitelében. A DNS-giraz és a topoizomeraz IV fizioldgias funkcidinak
kiilonbségel az enzimek C-terminalis régioinak kiilonbségeibdl adodnak (76).

A kinolonok a human enzimeket nem befolyasoljak, aminek az az oka, hogy az
emberi enzimek A és B alegységei fuzionaltak az evolicid soran, igy homodimerekként
funkcionalnak (68).

A legtjabb strukturalis és funkcionalis elemzések kimutattak, hogy a kinolonok a
bakterialis topoizomeraz II tipus enzimekhez egy viz-fémion hidon keresztiil kotédnek
(5. abra). Ebben az interakcioban egy nem-katalitikus Mg?*-ion és négy vizmolekula vesz
részt. Az ionhid kialakulasa soran két vizmolekula olyan kozel keriil a szerinhez és egy
savas aminosav- maradékhoz (glutaminsav vagy aszparaginsav), hogy hidrogénkotéseket

képezve ezéltal interakcid jon létre a kinolon és az aminosavak kozott. Az elemzések
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alapjan az is kideriilt, hogy akar a szerin, akar az aminosav-maradék cseréjét jelentd
mutaci6 csdkkenti a kinolon-enzim komplex affinitasat a nemkatalitikus Mg?*-ionokkal
szemben. Ezenkiviil barmelyik savmaradék mutacioja jelentésen csokkenti a giraz vagy
a topoizomeraz IV affinitasat. Ezek az eredmények tehat bizonyitékot szolgaltatnak arra,
hogy a viz-fémion hid az els6dleges kdlcsonhatas a kinolonok és a Il. tipust topoizomeraz
enzimek kozott, illetve, hogy a szerin- és a savmaradékok az enzimhid stabilizalo

pontjaiként funkcionalnak (68, 77).

5. abra. A viz-fémion hid egyszertsitett szerkezeti abraja. A fluorokinolon
(fekete) egy nemkatalitikus Mg?*-ionon (piros) és négy vizmolekulan (kék)
keresztiil kdlcson-hatasba 1€p a szerin és a savas aminosav-maradék

oldallancaival (sarga) (9).

Ez a szerkezet megmagyarazza azt is, hogy a kinolonok miért nem befolyasoljak a
I1. tipust human topoizomeraz enzimeket: az emberi enzim nem tartalmaz szerint és savas
aminosav maradékokat, amelyek viszont nélkiilozhetetlenek a viz-fémion hid
rogzitéséhez (78). Az a tény, hogy a giraz vagy a topoizomeraz IV specifikus mutacioi
kinolon rezisztenciat okoznak, egyértelmiien arra utal, hogy az antibiotikum-fehérje
kolcsonhatasok fontos szerepet jatszanak a hasitasi komplexek stabilizalasaban (68).

A kinolonok szamara Gram-negativ baktériumok esetén a girdz, mig Gram-pozitiv

baktériumok esetén a topoizomeraz IV az elsddleges target. Léteznek azonban mar kettds
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hatasu szerek is, pl. gemifloxacin és sitafloxacin, amelyek egyidejlileg mindkét fehérje
miikodését gatoljak (43, 79).

A kromoszoma fragmentacioé kovetkeztében DNS repair utvonalak aktivalodnak,
koztik az SOS rendszer. A RecA fehérje aktivalasa elGsegiti a LexA represszor
Onhasitasat, ami derepresszalja az SOS valaszgének expressziojat. Az SOS
valaszrendszer aktivaciojanak megakadalyozasa gatolja a DNS-repair mechanizmust. A
DNS-torések novekedése a funkciojat vesztett SOS-rendszerrel kombinalva noveli a

kinolonok baktériumolé hatasat (80).

1.4. Intrinsic rezisztencia az Enterobacteriaceae csaladban

Az antibiotikum-rezisztencia mechanizmusok vizsgalata soran az intrinsic, azaz
természetes rezisztencia, valamint az extrinsic, azaz szerzett rezisztencia egyiittes
figyelembevétele sziikséges. Az antibiotikum-rezisztencia alapvetéen a természetes
hordozhatnak, amelyek elényosek a tuléléshez antimikrobialis szerek jelenlétében. A
kromoszomalis gének mutacioi az intrinsic rezisztencia fokozott kifejezését indukalhatjak
(81, 82).

A Gram-negativ ¢és Gram-pozitiv baktériumok sejtfal struktirdja kiillonbozik
egymastol, ami eltéréseket eredményez a kémiai dgensek penetracidjanak és
retenciojanak tekintetében. A Gram-pozitiv baktériumok esetében hianyzik a kiilsé
membran, aminek f6 funkcidja az, hogy permeabilitasi gatként szolgaljon, kizarva ezzel
egyes antibiotikumok behatolasat a sejtbe. A Gram-negativok ezen inherens sajatsaga
tehat eredendden hozzajarul az antibiotikumok széles skalajaval (pl. egyes B-laktamok,
vankomicin) szembeni rezisztenciahoz. A kiilsé membran barmilyen megvaltozasa
csokkent érzékenységet eredményezhet (81, 83, 84).

A kinolonokkal szembeni rezisztenciat haromféle mechanizmussal lehet
Osszekapcsolni: (i) kromoszomalis mutaciokkal, amelyek megvaltoztatjdk a cél
enzimeket és azok antibiotikum-kot6é affinitasat (QRDR mutaciok); (ii) egyéb
kromoszémalis mutaciokkal, amelyek csokkent effektiv intracellularis koncentraciot
eredményeznek, akar csokkent felvétel (pl. porinok), akar fokozott kiaramlas (pl. AcrAB-
TolC efflux pumpa) révén; és (iii) plazmidon kodolt rezisztenciagénekkel, amelyek

specialis fehérjéket, antibiotikumot modositoé enzimeket vagy efflux pumpékat termelnek
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(6. abra) (68, 85-88). Utobbi mechanizmus extrinsic, mig a két elébbi mechanizmus
intrinsic rezisztenciat eredményez. Az egyes mechanizmusokhoz kapcsolodo valtozasok
nem zarjak ki egymast és felhalmozodhatnak, mely magas szintii kinolon rezisztencia

elérését teszi lehetévé (88).
1.4.1. AKkinolon rezisztenciat meghatarozo régiok mutacioja

Amint azt a hatdsmechanizmusrol sz6ld szakaszban targyaltuk, a kinolonok
célenzimei a DNS-giraz és a topoizomeraz IV. A fluorokinolon rezisztencia f6
mechanizmusa azokat a mutaciokat foglalja magaba, amelyek ezen enzimek alegységeit
kodolo gének QRDR-jaban, azon beliil is elsésorban a GyrA vagy ParC aminoterminalis
doménjeiben kovetkeznek be. Ezek leggyakrabban szerint és aszparaginsavat vagy

crer

glutaminsavat érint6 mutaciok; E. coli esetén a DNS-giraz 83-as poziciojaban 1év6 szerin
¢és a 87-es poziciojaban elhelyezkedé savas aminosavmaradék tekinthetd ,,forropont” -
nak, a mutaciobol fakadd aminosav szubsztiticio tekintetében. A Ser83 és az Asp87
mutacioi a leggyakoribb rezisztencia mutaciok az E. coli gyrA génjében (55).
Megfigyelték, hogy a szerin mutacioi a mutaciokészlet tobb mint 90% -at teszik Ki,
amelyet a savmaradék mutacioi kovetnek. A GyrB és ParE alegységek génjeiben
bekovetkez6 mutaciok is Kkinolon rezisztenciat eredményezhetnek, ezek azonban
Iényegesen ritkabban fordulnak el6 (9, 87). Gram-negativ baktériumokban tovabbi gyrB
vagy parC mutaciok méginkabb fokozhatjak a kinolonokkal szembeni
ellenalloképességet, bar ezek 6nmagukban hatastalanok vad-tipusa GyrA mellett, mivel
a legérzékenyebb célpont a legmeghatarozobb a rezisztencia kivaltasaban (55, 89, 90).
Tehat Gram-negativ baktériumok esetén a DNS-girdz érzékenyebb a kinolonokkal
szemben, mint a topoizomerdz IV, mig a Gram-pozitiv baktériumok esetén a
topoizomeraz IV az elsddleges target (55). Fiizi és munkatarsai — kiilonb6z6é korokozok
klonalis dinamikajat vizsgalva — ravilagitottak arra az osszefiiggésre, hogy a vilagszerte
elterjedt, magas kockazati nagyklonok és a sporadikus elterjedésti, alacsonyabb
kockazat Kisklonok kozotti f6 kiilonbség abban rejlik, hogy az izolatumok képesek-e
kedvezd genetikai valtozdsok, mutaciok létrehozasara a DNS-girdzban ¢és az
topoizomeraz 1V-ben. Ez a kapacitas eldfeltételnek tiinik: a széleskorii disszeminacio
érdekében egy klonnak képesnek kell lennie olyan kromoszéma mutaciok kialakitasara,

amelyek magas szintli rezisztenciat biztositanak a fluorokinolonokkal szemben anélkiil,
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hogy fitnessziiket veszélyeztetnék. A magas kockazata ESBL-termeld K. pneumoniae
klonok szekvenciajaban gyakran kedvezé feltételeket biztosito  kettds-Szerin
(gyrASer83Phe vagy Ser83lle; parCSer80lle) mutacio észlelhet6 (91, 92).

1.4.2. Porin és membran permeabilitas

pumpa altal torténd kiaramlas egyiittes aktivitasa hatarozza meg (68). A Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranja permeabilitasi barriert jelent a hidrofil vegyiiletek
szamara, amelyek a lipopoliszacharid (LPS) miatt nem képesek bediffundalni a sejtbe,
azonban jellemzéen a kiils6 membran porin csatorndin keresztiil megvaldsulhat a
diffuzid. Ebbdl kovetkezik, hogy azok a mutaciok, amelyek akar porin veszteséget, akar
porin downregulacidt, akir a porin csatorna méretének, vezetOképességének
megvaltoztatasat eredményezik, a kinolonok és més hatdéanyagok korlatozott, Iényegesen
lassabb diffuzidjat eredményezik. Ez az antibiotikumokkal szembeni csokkent
érzékenységhez vezet (68, 87, 88, 93, 94). Az OmpX fokozott expresszidja — a porin
expresszio mintegy downregulatoraként — csokkenti az OmpC, OmpD, OmpF, LamB ¢és
Tsx porinok kifejezodését, ami noveli a kinolonokkal szembeni rezisztenciat. Az OmpA.-
nak ismert szerkezeti szerepe van a sejtburok integritasdnak fenntartisaban; az
antibiotikum-rezisztenciaban betoltott pontos szerepe azonban még nem teljesen
tisztazott (88, 93-96). Az Enterobacter aerogenes multirezisztens torzsei jellegzetes
fenotipust mutattak a porinok megvaltozott expresszidjadhoz kapcsolodoan. Az
imipenemre érzékeny, de az ertapenemre rezisztens torzsek esetén az Omp35 porin
vesztesége tapasztalhato, de az Omp36 porin expresszidja megmaradt. Ha azonban az
imipenem kezelés folytatodik, mindkét porin expresszidja abbamarad. Az Omp35 és az
Omp36 konduktanciaja és szelektivitisa megegyezik az E. coli OmpC ¢és OmpF
tulajdonsagaival (97, 98)

1.4.3. Efflux és membran permeabilitas

A porin vagy LPS modosulasa miatt bekovetkezett csokkent influx gyakran egytitt
jar az aktiv efflux transzporterek alap vagy megnovekedett expressziojaval, ami még
inkdbb fokozza az intracellularis kinolon koncentracié csokkentését, mely eldsegitheti

mas tipusu rezisztencia kialakulasat és terjedését (68).
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Az intrinsic rezisztencia egy jol karakterizalt példaja az E. coli AcrAB-TolC efflux
pumpa mechanizmusa (99). Az RND (Resistance-nodulation-division) szupercsaladba
tartozd6 ACrAB-TolC rendszer haromoldali komplex, amely széles korben elterjedt a
Gram-negativ baktériumok korében. A rendszer harom alkotoeleme az AcrB, a belsd
membran transzporter fehérje, az AcrA, a periplazmatikus adapter protein és a TolC, a
kiils6 membran csatorna. Az Enterobacteriaceae csalad fajaiban Széles szubsztrat
specificitast mutatnak szamos vegyiilettel, pl. antibiotikumokkal, szinezékekkel, moso-
és tisztitoszerekkel, valamint fert6tlenit6szerekkel szemben (99-101). Egyes
kozlemények az AcrAB magasszintli expresszidjat multirezisztens markerként tartjak
szamon (102). Szamos Gram-negativ baktérium, igy a Salmonella, Klebsiella,
Pseudomonas és Neisseria esetén is kimutattak, hogy az AcrAB-TolC effluxrendszer
hianya a patogenitast, illetve a biologiai versenyképességet egyarant befolyasolja (100).
Az AcrAB-Tolc efflux pumpa energia-dependens miikddése soran az intracellularis
norfloxacin akar 80-90%-at is képes exkretalni az els6 10-15 percben (103). Az AcrAB
efflux rendszer jelenléte és a ciprofloxacin rezisztencia kozotti 6sszefiiggésrél szamos
publikacié beszamol, de a kloramfenikollal, a tetraciklinnel, a trimetoprimmel és a B-
laktamokkal szembeni érzékenység csokkentésében is szerepet jatszik (99, 104, 105).

A megvaltozott antibiotikum permeacié révén megszerzett kinolon-rezisztencia
nagyrészt olyan szabalyozo fehérjék génjeiben kialakult mutaciok kovetkezménye,

melyek az efflux pumpak vagy a porin gének transzkripcidjat szabalyozzak (106).

1.5. Plazmidon kodolt kinolon rezisztencia determinansok

Mig bizonyos bakterialis szekvenciak eukariéta genomban torténd felfedezése
ravilagit a horizontalis géntranszfer 1étezésére €s evolucids jelentdségére, addig orvosi
aspektusbol szemlélve tovabb stilyosbitja az antibiotikum-rezisztencia krizis kérdéskorét.
Napjainkban a plazmidon kodolt antibiotikum rezisztencia klinikai és gyakorlati
jelentésége miatt is Kiemelt teriiletnek szamit az orvostudomany frontvonalan (107).

Az elmult két évtizedben a PMQR gének megjelenését vilagszerte detektaltak az
Enterobacteriaceae csaladba tartozd fajok izolatumaiban. Ezek a (vertikalisan és
horizontalisan egyarant terjedni képes) plazmidok azonban a kinolon mellett altalaban
egyéb antibiotikumcsoporttal szembeni rezisztenciagéneket is hordoznak (11, 43, 108-

110). A PMQR gének gyakran ugyanazon a plazmidon vannak, mint az ESBL gének,
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melyek konjugacioval terjedhetnek a kiilonboz6 Enterobacteriaceae fajok kozott. A
kiilonbdz6 rezisztenciagének egyiittes jelenléte hozzajarul a klinikai szempontol relevéns,
magasszintli rezisztencia eléréséhez. Noha a PMQR-determinansok o6nmagukban
alacsony szintli rezisztenciat eredményeznek, azonban fokozhatjak a gyrA, gyrB, parC,
ompF, ompC, vagy marR génekben a mutaciok kialakulasat és a fluorokinolon
rezisztencia mértékét (11, 111, 112).

Habar a PMQR géneket legtobbszor Enterobacteriaceae fajokban irjak le (E. coli,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Salmonella spp.), a bél mikrobiommal interakcioba
lépve akar Bacteroidetes fajok is akviralhatjak (113, 114). Harom mechanizmus

kapcsolodik a plazmidon kédolt kinolon rezisztencidhoz:

Q) a gnr gének altal kodolt Qnr fehérjék a DNS-girdzhoz és topoizomeraz IV .-
hez vald kotddésiik révén megakadalyozzak a fluorokinolonok kotédését
(110),

(i)  az aminoglikozid acetiltrenszferaz [aac(6’)-1b] egy valtozata, az aac(6’)-1b-
cr, ami a ciprofloxacin modositasa révén csokkenti annak aktivitasat (115),

(ili)  az ogxA, az ogxB ¢és a qepA gének altal kodolt efflux pumpak miikodésiik

révén exkretaljak az intracellularis antibiotikumot (116, 117).
1.5.1. Agnr gének

A gnr gének altal kodolt, a Pentapeptid-Repeat fehérjecsaladhoz (PRP) tartozo
~200 aminosavbol allo Qnr fehérjérdl azt feltételezik, hogy vilagszerte a leggyakoribb
PMQR gén. Antitoxin funkciot betdltve védelmet biztositanak a DNS-girdz és
topoizomeraz IV szamara, mivel megakadalyozzak a fluorokinolon és a cél enzim kozotti
kolcsonhatasokat (11, 109, 110, 118). Ezek a fehérjék nagymértékii homologiat mutatnak
az McbG és MfpA fehérjékkel (PRP analogok), amelyek szintén védelmet biztositanak a
kinolonokkal szemben azaltal, hogy csokkentik a rendelkezésre alld6 kromoszomalis
targetek szamat. Ezen kiviil kotddnek a girdzhoz és a topoizomerdz IV-hez, és gatoljak a
hasitasi komplex stabilizalasat (11, 118, 119). A Qnr fehérje 6nmagaban ugyan csak
alacsony szintii rezisztenciat biztosit, a gnr gén jelenléte kiszélesiti a mutacios szelekcios
ablakot, megkonnyitve a tovabbi (rezisztenciat biztositdé) mutaciok szelekciojat (120).

A PMQR létezése 1998-ban, a gnrA gén felfedezésével valt ismertté, melyet az

alabamai egyetemen egy vizeletbdl izolalt multirezisztens K. pneumoniae torzs FOX-5 -
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laktamazt kodoldé plazmidjanak (pMG252) tanulmanyozasa kozben fedeztek fel.
Kimutattak, hogy a gnr-t hordozé plazmid megkonnyitette a magasabb szintli kinolon
rezisztencia elérését (110). Egy sanghaji publikacié szintén beszamol a gnr gén
azonositasarol, melyet E. coli izolatumokban mutattak ki a varos egy olyan
tartomanyaban, ahol az izolatumok rendkiviil magasszintli rezisztenciat mutattak a
ciprofloxacinnal szemben. A gén gyakorlatilag azonos volt az alabamaival, csupan
egyetlen nukleotidnyi kiilonbség volt azonosithatd, ami azonban nem valtoztatta meg a
fehérje aminosav-szekvenciajat (121). A QnrAl-nek elnevezett fehérje felfedezését
kovetd években kiilonbozd klinikai izolatumokban a fehérjecsalad szamos tovabbi
variansat identifikaltak (122).

A 2003-as japan enterocolitis jarvanyt okozo Shigella flexneri 2b klon vizsgalati
eredményei hamar fényt deritettek az izolatumok fluorokinolon-rezisztenciajanak okara:
kimutattak egy konjugativ plazmidot, ami kodolt egy olyan fehérjét, amelynek
aminosavszekvenciaja a QnrAl fehérjével csaknem 60%-os homologiat mutatott. Ezt
kovetden tovabbi QnrS variansokat azonositottak (43, 123).

Indiabol szarmaz6 K. pneumoniae térzsek vizsgalata kozben Jacoby és munkatarsai
megallapitottak, hogy tobb koziilik képes volt atvinni mas baktériumokba az alacsony
szintli kinolon rezisztencidt annak ellenére, hogy a gnrA polimeraz lancreakcio
(polymerase chain reaction, PCR) negativnak bizonyult, ezért az ebben a munkaban
detektalt determinans a nevezéktan alapjan a qnrB nevet kapta. A QnrBl 43%-0s
aminosav azonossagot mutatott a QnrA-val és 44%-ot a QnrS-sel (124).

Egy Sanghajbol szarmazé Proteus mirabilis klinikai térzs PCR vizsgalata
negativnak bizonyult az addig ismert gnr génekre, azonban az antibiotikum érzékenységi
tesztek soran alacsony szintii kinolon rezisztenciat tapasztaltak. A térzs pHS9 plazmidja
olyan gént hordozott, ami addig nem ismert Qnr fehérjét kodolt; és ami konjugécios
kisérlettel MIC (minimalis gatlo koncentracio, minimum inhibitory concentration) érték
novekedést eredményezett. fgy fedezték fel a QnrC fehérjét, mely 64%-ban mutat
aminosav sorrend azonossagot a QnrAl, 41%-ban a QnrBl ¢és 59 %-ban a QnrS1
fehérjével (125).

Szintén konjugéciods kisérlet deritett fényt a qnrD gén 1étezésére is: a kinai Henan
tartomanybol szarmazo, négy human eredetli izolatum csokkent érzékenységet mutatott

ciprofloxacinnal szemben, melyek plazmidjat E. coli baktériumba konjugalva a MIC-

25



DOI:10.14753/SE.2021.2496

érték 32-szeres novekedését tapasztaltdk. A QnrD 48% -os hasonlésdgot mutatott a
QnrAl fehérjével, mig a QnrB1 fehérjével 61%, a QnrS fehérjével pedig 32%-0s a
homologia (126).

A gnrVC gént el6szor V. cholerae-ben irtak le 2008-ban, és elsésorban a
Vibrionaceae csaladban detektaljak (127, 128).

A klinikai K. pneumoniae izolatumban talalhatdo qnrEl a legtjabb tipusu qnr,
melyrél elséként 2017-ben szadmoltak be. A gnr gének ¢és fehérjék filogenetikus
rekonstrukciodi és a gnrE1L génkornyezetének elemzése igazolta, hogy ez a gén egy uj qnr
csaladhoz tartozik, és valdsziniileg az ISEcp1 (insertion sequences, ISE) mobilizalta az
Enterobacter spp. kromoszoémajabol a K. pneumoniae plazmidjaira (129).

A klinikai torzsekben izolalt, gnr gént hordozd plazmidok kornyezeti
baktériumokra visszavezetheté eredetét Peterson és Kaur meggy6z6 bizonyitékokkal
tamasztjak ala (130).

A cefalosporin és fluorokinolon rezisztencia kapcsolatara szamos kutato felhivja a
figyelmet(131). Ezek a rezisztenciagének gyakran ugyanazon a plazmidon helyezkednek
el, melyek kozott figyelemreméltd a gnr és az ESBL vagy AmpC tipust B-laktamaz
termelést kodold gének egyiittes jelenléte. A gnrA-t legtobbszor a CTX-M-1, CTX-M-9,
CTX-M-14, CTX-M-15, FOX-5, SHV-5, SHV-7, SHV-12, SHV-92 és VEB-1 géneket
hordoz6 plazmidokon irjak le, mig a qnrB a CTX-M-15, SHV-12 és SHV-30 génekkel
egylitt fordul elé ugyanazon plazmidon. A gnrS gén jellemzéen a TEM-1 és az SHV-12
génekkel kozosen jelenik meg (43, 124, 132).

1.5.2. Az aac(6’)-1b-cr varians

A Kkinolon rezisztencia elérésében fontos szerepet jatszik az enzimatikus
modifikacio is, amennyiben a plazmid hordozza az aac(6')-lIb-cr varianst. Az
aminoglikozid acetil-transzferaz variansa két mutaciot, ezzel egyiitt két aminosav
szubsztiticiot (Trp102Arg és Asp179Tyr) tartalmaz a vad-tipushoz képest. Az enzim az
(R7) piperazingylri szubsztitualatlan nitrogénatomjat acetilalja, mialtal csokkenti a
baktérium ciprofloxacinnal, a norfloxacinnal és az enoxacinnal szembeni érzékenységét
(133). Mig a vad-tipusti aminoglikozid-acetiltranszferaz enzim képes a tobramicin, az

amikacin és a kanamicin acetilalasara, addig a kinolonok inaktivalasa csak az

26



DOI:10.14753/SE.2021.2496

enzimvarians altal torténhet meg. A specifikus enzimhatas eléréséhez azonban mindkét
emlitett pontmutacio sziikséges és elégséges feltétel (43).

Az aac(6')-1b-cr allélt Robicsek és munkatarsai azonositottak Kinabol szarmazo
klinikai E. coli izolatumokbél. Onmagaban az enzimvarians csupan alacsony szintli
rezisztenciat eredményez a fent emlitett fluorokinolonokkal szemben, azonban a gén
jelenléte lehetdvé teszi a thlélést azon baktériumok szdméra, amelyek kromoszomalis
QRDR mutacioval rendelkeznek. Gyakran detektalhat6 az aac(6")-1b-cr egyéb plazmidon
kodolt rezisztenciagénekkel, beleértve a gnrA, gnrB, gnrS illetve gepA kiilonb6zo
alléljait, valamint a CTX-M-1, CTX-M-14, CTX-M-24, DHA-1, SHV-12 és KPC-2
géneket. Hatékonysagat a Qnr fehérjékkel dsszevetve alacsonyabb MIC érték novekedés

tapasztalhatd. A ‘cr' valtozat széles korben elterjedt az egész vilagon (43, 115, 134-136).
1.5.3. Az efflux pumpa gének (0gxA, 0gxB, gepA)

Az intrinsic rezisztencia soran targyalt tobbkomponensii effluxrendszer mellett
plazmidon kodolt efflux pumpa gének is hozzédjarulhatnak az antibiotikumok

crer

intracellularis koncentraciojanak csokkentéséhez. A plazmidon kodolt kinolon

crer

effluxrendszer (116, 117).

Az 0ogxAB efflux pumpa gént els6ként sertéstragyabol izolalt E. coli pOLAS52
konjugacios plazmidjan detektaltak, ami csokkent érzékenységet mutatott a
mezbgazdasagi koriilmények kozott hozamfokozoként hasznalt olaquindox-szal szemben
(137). Az ogxA és ogxB gének expresszidja révén a baktérium nalidixsavval és
ciprofloxacinnal szemben is rezisztenssé valhat; utobbi esetén 16-szoros MIC érték
novekedeésrdl is beszamoltak. PMQR gén lévén alacsony szintli rezisztenciat biztosit,
azonban eldsegiti a baktériumok tulélését alacsony kinolon koncentracié mellett, ezaltal
hozzajarulhat a magasabb szintii rezisztencia kialakulasahoz (9, 133, 137).

Japan vizeletmintabdl szarmazo, szintén E. coli izolatumban detektaltak elGszor a
pHPA plazmidon elhelyezked6 gepA efflux pumpa gént (138). Az altala kodolt QepA
efflux pumpa széles rezisztenciaprofillal rendelkezik, kiilondsen hatékonynak bizonyul
aminoglikozidokkal, fluorokinolonokkal, illetve széles spektruma [-laktamokkal
szemben. Konjugacios kisérletek soran a ciprofloxacin MIC-értékében 32-szeres

novekedést eredményezett. Felfedezését kovetéen a két aminosav szubsztitucioval
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rendelkezd QepA varianst, a QepA2-t is leirtdk, mig az elséként azonositott determindns

a QepAl nevet kapta (139).
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(b) Csokkent membran permeabilitas (b1) csokkent porin expresszio vagy (b2)

modositott kiilsémembran révén. (¢) Az efflux pumpak fokozottabb

expresszidjahoz vezetd kromoszoma mutaciok. (d) A PMQR gének altal kodolt
Qnr fehérjék (d1), aac(6’)-1b-cr acetiltranszferaz variansok (d2), valamint efflux

pumpak (d3). MFS: major facilitator superfamily, MATE, multiple antibiotic and

toxin extrusion; ABC, ATP-binding cassette (96).

1.6. Génszabalyozas: SOS valaszrendszer és AraC csalad

A fluorokinolon-rezisztencia kialakulasa minden kétséget kizaréan a Gram-negativ
baktériumok ,,sikertorténete”, melyben az SOS valaszrendszer kulcsfontossagu szerepet
vallal. Az SOS gének expressziojat a DNS sériilése, vagy a DNS replikacio gatlasa soran
felhalmozodo egyszali DNS (ssDNS) indukalja. Szamos belsé és kiilsé faktor
aktivalhatja az SOS-valaszt, amelyet eldszor UV-sugarzasnak alavetett E. coli sejtekben
azonositottak, ezért a vélaszrendszer indukcidjat hamar osszekapcsoltdk a kiilonbozo
DNS-karosito agensek alkalmazasaval, mint pl. a mitomicin C, antibiotikumok,
klasszikus DNS-karosito szerek, extrém pH-értékek (140).
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Régota ismert, hogy a kiilonbozo stresszkoriilmények hozzajarulhatnak a
horizontalis géntranszfer fokozasahoz. Az UV sugarzas befolyasolja a transzpozonok ¢és
az ISE-k mobilitasat, mig az integrativ és konjugativ elemek (ICE, integrative and
conjugative elements) horizontalis atvitele - amelyek az antibiotikum-rezisztencian és
virulencian tul szamos egyéb tulajdonsagot kodolhatnak - az SOS rendszer, a stressz és
egyéb kornyezeti hatasok révén is szabalyozhat6 (140-142).

A rendszert a LexA fehérje transzkripcids represszor, €és az aktivatorként
funkcionald RecA fehérje iranyitja. E. coli-ban a RecA serkenti a LexA represszor
hasitasat, tobb mint 40 gént aktivalva, amelyek az SOS globalis szabalyoz6 halozatat
alkotjak. Az SOS valasz indukcidja nem csupan az antibiotikum rezisztencia kialakulasat
terjedését is (143). Kimutattak, hogy a ciprofloxacin expozicio E. coli-ban mutagenezist
stimulalé hatast, az SOS rendszer mutagén DNS-polimerazainak indukcioja a mutacios
frekvencia 10°-szoros novekedését idézi eld. (144). Cirz és Romesberg bebizonyitotta,
hogy a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakuldsahoz in vivo és in vitro is
sziikséges a mutacio indukalasa, melyet az SOS represszor LexA hasitasa és a harom
DNS polimeraz derepresszioja (Pol 11, Pol IV és Pol V) medial. Az SOS valaszrendszer
tehat olyan specidlis DNS-polimerazok derepresszidjat eredményezi, amelyek mutaciok
révén eldsegitik mind a plazmid altal kdzvetitett, mind a kromoszomalisan kddolt Kinolon
rezisztencia el6fordulasat (140, 145). A ciprofloxacin expozici6 magasabb recA
transzkripcidhoz és transzlacidohoz, valamint az SOS valasz aktivalédasahoz vezet, mely
az umuC polimeraz upregulacidja révén érhetd tetten, és amely magasabb mutacids
gyakorisagot eredményez (146). A 90-es évek eleje ota ismert, hogy a gyrA mutacio
fluorokinolon-rezisztencia fenotipusat a recA génben bekovetkezett valtozasok
befolyasoljak: a recA142 mutacio a fluorokinolon-rezisztencia drasztikus csokkenésével
tarsul. (147). A recA delécio a levofloxacin MIC értékének négyszeres csokkenését
eredményezi. A qnrB2 expresszidjat az SOS-valasz révén LexA / RecA-fiiggd modon
lehet szabalyozni, és ezt a ciprofloxacin, mint az SOS-rendszer egyik ismert induktora
valtja ki (140, 144).

A rezisztens fenotipus kialakuldsaval kapcsolatban szamos kozlemény beszamolt
az AraC csalad regulatorairdl (pl. MarA, SoxS, RamA) is, melyek a membran-asszocialt

mechanizmus szabalyozasat végzik (7. abra). E fehérjék az efflux pumpakat kodolo gének
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overexpresszidja révén hozzajarulnak az antibiotikumokkal és biocidekkel szembeni
csokkent érzékenység kialakitdsdhoz. A MarA fehérje kulcsfontossagu szabalyozo
szerepet jatszik a porin és tolC gének expresszidjaban az Enterobacteriaceae csalad
esetén. A SOXS szintén nagy jelent0séggel bird transzkripcios szabalyozo, amelyet az
oxidativ stressz aktival, és kivalthatja a MarA expressziot (97, 105, 148). Néhany faj
példaul az Enterobacter, Klebsiella, Salmonella nemzetségekbdl tovabbi globalis
szabalyozdval, a RamA-val rendelkezik, amely stratégiai szerepet jatszik mind a porinok,
mind az efflux expresszidjanak szabalyozasaban, kozvetleniil vagy a MarA kaszkadon
keresztiil (97). A RamA-medialt valtozasok csokkentik a colistin E-vel, a polymyxin B-
vel és a human kationos antimikrobialis peptiddel, az LL-37-tel szembeni érzékenységet
(149). Erdekes, hogy a szabalyozo gének mutacioi (példaul a mar lokushoz kapcsolodd
mutaciok) egyidejiileg csokkentik a porin expressziojat és novelik az efflux pumpak
aktivitasat. Szinergista egylittmiikodésiik révén tehat fokozzadk az antibiotikum
rezisztencia mértékét (150). A MarR regulator kinolon rezisztencia mutacioi az acrB
expresszio novekedését és az ompF expresszid csokkenését eredményezik, igy tehat a
porin csatornakon keresztiili csokkent kinolon bearamlas a megnovekedett efflux-szal
egyiittesen kedvez a rezisztens fenotipus l1étrehozasanak (14, 97). Bratu és munkatarsai
Osszefiiggést figyeltek meg a marA és a SoxS regulatorgének kozott, tovabba felismerték
a soxS ¢és az acrAB expresszi6 szignifikans korrelaciojat is. Ennek az a jelentésége, hogy
az acrB és a marA fokozott expresszioja — a gyrA-ban 1évé mutacié megléte mellett —
hozzajarul a fluorokinolon-rezisztencia kialakulasahoz (151).

Egy 2013-as tanulmany szerint egy masik AraC-szabalyozo, a rarA expresszidja
szintén hozzajarul a multirezisztens fenotipus kialakulasahoz. A ramA fokozott
expresszidja az E. cloacae izolatumok kozott megnovekedett rarA és ogxA expresszioval
tarsithato, tovabba a tigeciklin rezisztencia kialakulasaban is szerepet jatszik (152).

Ezen feliil kimutattdk, hogy néhany olyan kétkomponensli rendszer (two
components system, TCS), mint az OmpR-EnvZ, szintén kulcsszerepet jatszik a porin
expresszidjanak szabalyozasaban. A micF gén az E. coli és rokon baktériumokban
talalhato stresszvalaszgén, amely poszttranszkripciés médon szabalyozza az ompF kiilsé
membran porin gén expresszidjat (97, 153).

A bearamlads és az efflux Osszehangolt miikodése kozvetleniil és hatékonyan

szabalyozza az antibakteridlis szerek intracellularis felhalmozodasat. Fontos szempont,

30



DOI:10.14753/SE.2021.2496

hogy az antibakterialis molekuldk felhalmozodasa (a MIC értéknek megfeleld kiiszob
alatt) elésegitheti a rezisztencia tovabbi mechanizmusainak kialakulasat és megszerzését;
mivel targetmutaciot, enzimtermelést (pl. B-laktamazok, acetiltranszferaz stb.) valthat ki,

illetve hozzajarulhat az multirezisztens fenotipus kialakitasahoz és fokozasahoz (154,
155).

| External conditions (stresses, factors, etc) |
Antibiotics, biocides, chemicals, etc
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7. abra. A rezisztencia mechanizmus és regulacidé sematikus abraja. A szabalyozas
kiilonbozo szintjei. A transzkripcios és transzlacios szinteket kiilonbozé faktorok
vezérlik (i) [kétkomponensii rendszerek (TCS), pl. EnvZ / OmpR], globalis
szabalyozok (RamA, MarA, SoxS) és lokalis szabalyozok (az AcrR az efflux
pumpak és OmpX a porinok esetén). A trigger metabolitok akkumulacioja
intracellularisan lokalis vagy mas reguldtorok altal szintén kivalthatja az
expressziot (MicF, MicC: a porin mRNS stabilitasat szabalyozo kis interferald
RNS-ek) (ii) chaperonok és membranfaktorok (Omp35, Omp36: porinok;
AcrAB — TolC csalad: efflux pumpak). IN: bakterialis citoplazma; OUT: kiils6
kozeg (97).

A kornyezeti feltételek befolyasoljak a qnr gének expresszidjat. Az alacsony
hémérsékleten alkalmazkodni képes Shewanella algae gnrA génjének expresszidjat a
hideg sokk akar nyolcszorosara novelheti, mig a gqnrB allélek expresszidja 9-szeresére
fokozodik DNS-karosité szerek, példaul ciprofloxacin vagy mitomycin expozicio esetén.

Az AcrAB-TolC komplex az epe sokkal szemben is rezisztenciat mutat, s6t expressziojat
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a gyomor-bél traktusban epesok indukaljak, ami arra utal, hogy ez a sajatsag megnoveli

az E. coli szaporodasi képességét a természetes ¢l6helyén (14, 156).

1.7. Nemzetkozi magas kockazatu klonok

crer

a genetikai variabilitas és az antibiotikum szelekcios hatasa. A variabilitast a random
mutaciok biztositjak, valtozast idézve eld a populacioé abundancidjaban, mig a szelekciot
az antibiotium jelenléte valtja ki (157). A baktériumok bizonyos mértékben rugalmasak
a mutacios ,,stratégia” megvalasztasaban. Ha a mutacios frekvencia til magas, az a karos
mutaciok felhalmozodasa révén az életképesség csokkentéséhez vezet. Sikeres
génvariacio esetén multirezisztens klonok szelekcioja valosul meg. A sikeres klonoknak
tehat - ahogy azt az eldbbiek is lattuk -, képesnek kell lenniiik olyan mutaciok
kialakitasara, —amelyek magas szintli rezisztenciat biztositanak  bizonyos
antibiotikumokkal szemben anélkiil, hogy a fitnessziiket nagymértékben veszélyeztetnék
(55, 56, 92).

Az antibiotikumok észszeriitlen, talzott mértéki hasznalata mellett érdemes
kiemelni az éallatgydgyaszat szerepét is a rezisztencia terjedésében, a magas kockazatu
klonok szelekcidjaban, és az altaluk okozott nozokomidlis infekciok ndvekvd tendenciat
mutato esetszamaban. A gyakran prevencids célzattal, esetleg hozamfokozdként hasznalt
antibiotikumok az allatok vizeletével, székletével kivalasztodnak, ami alapot teremt a
kornyezetben (talajban, talajvizben, tragyaban) valoé fennmaradasuknak, huméanokologiai
problémat eredményezve. Az antibiotikumok eltavolitjak az érzékeny versenytarsakat, és
a természetes szelekcid eredményeként teret engednek a rezisztens baktériumok
szaporodasanak (6, 158-160). Az antibiotikumok szelekcids nyomasa végsdsoron
globalis multirezisztenciahoz vezet. A multirezisztens magas kockazatu klonok kozott az
Enterobacteriaceae csalad képviseldi kiemelt jelentdséggel birnak, ami az ESKAPE
csoportba torténd besorolasuk alapjat is képezte. A magas kockazatii klonok bizonyos
adaptiv tulajdonsdgokat szereztek, amelyek ndvelik patogenitdsukat ¢€s talélési
képességeiket, melyet az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia determinansok
megszerzése kisér (30, 56, 161).

Baquero ¢s munkatarsai szerint egy klont akkor mindsithetiink magas

kockazatinak, ha a kovetkezo kritériumrendszer pontjai igazak:
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(i) globalis eloszlast mutat,

(if) kiilonféle antimikrobialis rezisztenciagént hordoz

(iii) tartos kolonizacios képességgel, perzisztenciaval rendelkezik (> 6 honap),
(iv) rendelkezik a gazdaszervezetek kozotti hatékony transzmisszid képességével,
(v) kiemelt patogenitassal és fitnesszel bir, valamint

(vi) képes stlyos és / vagy ismétlodo fertdzések kivaltasara (162).

Az E. coli és K. pneumoniae klonok megjelenésének és terjedésének fontossagat az
interneten fellelhet6 publikaciok magas szama is érzékelteti. Az E. coli nagyklonok koziil
az ST38, ST69, ST131, ST155, ST393, ST405 és ST648, a K. pneumoniae klonjai koziil
pedig az ST11, ST14, ST15, ST37, ST101, ST147, ST258, ST336, ST340 és ST874
kiemelt jelentdségii (161-167). Szamos egy¢b, ,,potencialis” nagyklonrol is beszamolnak,
melyek egyre szélesebb korben jelennek meg.

Dolgozatomban — kisérleti eredményeim tiikrében — a K. pneumoniae magas

kockézatl klonjainak ismertetése keriil részletesebb bemutatasra.
1.7.1. A Klebsiella pneumoniae magas kockazatu klonjai

A K. pneumoniae nemzetkézi magas kockazat(i klonjai a leggyakoribb Gram-
negativ korokozok kozé tartoznak. Evtizedek ota ismert, hogy a kozosségben szerzett
fert6zések mellett — mivel ezek a baktériumok korhazi kdrnyezetben gyorsan terjedhetnek
—, szamos nozokomialis jarvany kitoréséért is felelssé tehet6k. Szamos multirezisztens
K. pneumoniae klon alakult ki, mellyel 6sszefiiggésben dramai médon megndvekedett a
nozokomialis fertézések prevalenciaja is. A MDR azonban sokszor magaban foglalja a
,pancélszekrény” antibiotikumnak szamit6 karbapenemekkel szembeni rezisztenciat is:
blakpc-2-vel és a blakpc-3-mal rendelkez6 K. pneumoniae ST258 izolatumokat vilagszerte
azonositanak, mely tovabbi problémaként jelenik meg a Klebsiella nagyklonok altal
okozott fertdzések kezelési lehetdségeinek tekintetében. Ezzel szemben a K. oxytoca
betegapolasi kornyezetben ritkabban okoz fert6zést (45, 168-170). A multirezisztens K.
pneumoniae  kiilonféle kromoszomalis ¢és  plazmidon kodolt  rezisztencia-
mechanizmusokra tesz szert az altalanosan alkalmazott antibiotikumokkal szemben.
Mivel kromoszomalisan kodolt SHV-t termel, természetes rezisztenciaval rendelkezik az
aminopenicillinekkel és a karboxipenicillinekkel szemben (171).

Genomszekvenciajukban leggyakrabban a blasnv-1 vagy blasnv-11 géneket azonositjak; a
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legtobb plazmidon koédolt AmpC-tipust B-laktamaz (pAmpC) gén kromoszomalis
eredetii (172, 173). A klinikai izolatumokban leggyakrabban azonositott rezisztencia
mechanizmusok kozott megtalalhaté az ESBL, a pAmpC, a PMQR gének altal kodolt
mechanizmusok, az aminoglikozid-modositdé enzimek (aminogycoside-modifying
enzymes, AME), a 16S rRNS-metil-transzferaz, valamint mindinkabb a karbapenemaz
enzimek (174-177). Az ESBL variansok koziil vilagszerte a CTX-M-15 és CTX-M-14 a
legelterjedtebb (178). A K. pneumoniae, Salmonella spp. és a P. mirabilis nem
rendelkezik kromoszomalis AmpC-vel, ezt a rezisztenciat a plazmid altal koédolt AmpC
cefalosporinazok kozvetithetik (179). A kiilonféle pAmpC B-laktamaz-tipusok foldrajzi
megoszlasa azt mutatja, hogy az Enterobacteriaceae csaladban a CMY-2 tipus a
leggyakoribb, kiilonosen Eurdpaban (180). A rezisztencia determinansok (energetikailag
kedvez0) felhalmozasa hozzajarul a globalis MDR terjedéséhez (56). Kovetkezésképpen
a plazmid altal kodolt antimikrobialis rezisztencia gének fokozott diverzitasa
megkonnyiti ezen klonok terjedését, jelentds terapias nehézséget okozva.

A multirezisztens K. pneumoniae torzsek jellemzéen a fent emlitett
szekvenciatipusokhoz tartoznak. Ezek tehat olyan magas kockazati nemzetkozi klonok,
amelyeket a nozokomialis fert6zésekben a leggyakrabban izolaljak (161-167). A felsorolt
klonok koziil az ST258 egy hibrid klon, amelyet az ST11 és ST442 kozotti rekombinacios
esemény hozott l1étre (161). A nemzetkozi, magas kockazatu K. pneumoniae ST11
megjelenését vilagszerte észlelték, mint sikeres, gyakran karbapenemaz-termeld
korokozot, amelyhez fontos ko-rezisztencia és virulencia faktorok kapcsolodnak (163,
181). A CC258 (klonalis komplex) tagja, amelybe az ST258 és annak (az ST11-en kiviili)
egyéb SLV-i (,,single locus variant”, egyetlen 16kusz varians), az ST340 és az ST512
tartoznak. A blakpc-t eddig tobb mint 100 kiilonb6z6 ST-ban detektaltak, azonban
pandémiat els6sorban a CC258 tagjai okoznak (161, 165). Az ST11 vilagszerte terjedd
karbapenem rezisztencigjat (VIM, NDM ¢és KPC-termelés) szdmos kozlemény

alatamasztja (174, 182-185).

1.7.2. A Klebsiella pneumoniae ST307, mint potencidlis magas kockazata

nemzetkozi klon

Az utdbbi években 1j antibiotikum-rezisztens klonok jelentek meg, melyek k6zott

figyelemre méltd a — terjedését illetden novekvo tendenciat mutatdo — KPC-termeld K.
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pneumoniae ST307, mely megjelenését elséként az Egyesiilt Allamokban detektaltak,
eredetileg azonban a CTX-M-15 termelése miatt keriilt a figyelem kézéppontjaba (186).
Késébb a klon szamos orszagban valdo megjelenésérdl beszamoltak, koztik
Olaszorszagban, az Egyesiilt Kiradlysagban, Kolumbidban, Pakisztanban, Marokkdban,
Koreaban, Tunéziaban, Kinaban és Szerbiaban (187).

Kutatasok kimutattak, hogy a fluorokinolon rezisztens nem magas kockazata
kloénok a DNS-girazt vagy topoizomeraz IV-t koédolo gének QRDR-jaban vagy ,,nem-
szerin” mutaciot, vagy csak a kedvezd szerin mutaciok egyikét hordozzak (91, 188).
Korhazi koriilmények kozott, ahol a fluorokinolonokat széles korben alkalmazzak, a
sikeres ,,életképes” klonok Kkiszelektalodnak, majd elterjednek, ami lehetévé teszi
szamukra a globalis dominancia elérését. A széles spektrumt B-laktamaz termeld K.
pneumoniae klonvaltasait is a fluorokinolon rezisztenciaval Osszefliggd eltérd
¢letképesség csokkenés szabja meg; ez a kapacitas noveli a klonok terjedési lehetdségeit
(91, 92, 161, 188).

A teljes genom szekvenalas (WGS) hozzajarul a korokozok klonvaltasaban
meghataroz6 szereppel bird markerek feltérképezéséhez. Kutatasunk soran a WGS altal
kozelebb kertilhettiink a magas kockazata K. pneumoniae ST11 klon, valamint az ST307
potencialis nagyklon ezen markereinek (kromoszoma mutéacidk, rezisztenciagének)

megismeréséhez.

1.8. Rezisztencia plazmidok

Egy 1983-ban publikalt tanulmany szerint, a konjugacios plazmidok megjelenését
nem az antibiotikumok széles korti hasznalata idézte el6, hanem a mikrobialis evoliciod
egy korabbi termékeként alakultak ki. A baktériumok a mar meglévé plazmidokba
épitették be a rezisztenciat biztositdo géneket, amelyek replikaciojanak és terjedésének
hatterében viszont mar az antibiotikum expozicio all (189).

A K. pneumoniae genomok sokfélesége elsdsorban a mobilis genetikai elemeknek
koszonhetd, amelyek gyakran horizontalis génatvitel utjan cserélédnek a baktériumok
kozott, ideértve a plazmidokat, az ICE-ket és ISE-ket is (190). Az Enterobacteriaceae
csaladban a plazmid altal kodolt rezisztencia terjedése globalis méretet 6ltott, elsdsorban
PMQR, 16S-RMTase ¢és karbapenemdz gének plazmid medialt terjedését detektaltak
(176, 191, 192). A plazmidok replikacios origdjuk alapjan inkompatibilitasi csoportokra
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sorolhatok, mellyel a plazmidok rokonsagi kapcsolatat tarhatjuk fel. Az origdjuk alapjan
nem tipizdlhaté plazmidokat a ,non-typeable” kategéridba soroljuk. A széles
gazdaspektrum plazmidok (pl. IncA/C, IncL/M és IncN) ritkan fordulnak el6 az E. coli
ST131 és K. pneumoniae ST258 nagyklonokban. Az IncF-hez tartozo, eltérd
replikontipusokkal rendelkezd rezisztencia plazmidok (pl. FIA, FIB és FII) azonban
képesek rezisztencia géneket megszerezni, illetve terjedni az Enterobacteriaceae,
kiilonosen a fajon beliili klonok kozott. A széles gazdatartomanyu plazmidok kénnyen
atvihetok a kiilonb6zo fajok kozott, mig a sziik gazdatartomanyt plazmidok altalaban a
fajokra korlatozodnak. A magas kockazati klonokban tulnyomorészt a sziik spektrumu
plazmidok [kifejezetten az IncF bizonyos B-laktamazokkal (pl. blactx-m-15, blakec-2 és
blakpc-3)] jelenléte észlelhetd, melyeket ,jarvanyrezisztencia-plazmidoknak™ nevezték el
(161, 193, 194).

A nyolc integron osztaly koziil az 1., a 2., és a 3. osztalyt hoztak 6sszefiiggésbe az
antimikrobialis rezisztenciaval. Az antibiotikum rezisztenciaért felel6s, plazmidon kodolt
gének szabad mozgasa kozponti szerepet jatszik a rezisztencia gyors iitemii globalis
novekedésében, melyben az IncF és az 1. integron osztaly dominans szerepet tolt be
(195).

Az ESBL gének és mas rezisztencia determinansok ugyanazon plazmidokon valé
egyiittes el6fordulasarol gyakorta beszamolnak; ilyen értelemben a PMQR gének
jelenlétét tarsitottak a blactx-m génekkel, az aminoglikozidokkal, valamint a tetraciklinnel
szemben rezisztenciat biztosito génekkel is (24). Szamos tanulmany igazolja, hogy gnr
¢s ESBL determinansok atvitele k6zos konjugabilis plazmidon torténik (132, 196). A
gnrA-val és a qnrB-vel ellentétben a gnrS gének nem kapcsolédnak az ISCR1-hez
(Insertion Sequence Common Region). A legtobb qnrS plazmid viszonylag kisméretii és
nem konjugativ jellegti, ellentétben a qnrA és gnrB plazmidokkal (11).

Az ST258 nagyklonra, amely tartalmazza az ICEKp258.2-t, kifejezetten jellemz6
az IncF plazmidokhoz k6thetd KPC gén hordozasa, mig az ST11 klonnal 6sszefiiggésben,
amely nem rendelkezik ICEKp258.2-vel, kiilonb6z6 karbapenemaz kodold gén (KPC,
VIM, IMP, NDM és OXA-48) hordozasa, illetve plazmidok széles skalaja emlitheté meg
(161).
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2. Célkituzések

A Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézetének egyik fo profilja a
Gram-negativ korokozok antibiotikum rezisztencia mechanizmusainak kutatasa, illetve
ezen mechanizmusok genetikai hatterének feltérképezése. Az elmult 2 évtizedben
szamos, eddig nem ismert antibiotikum rezisztencia gén megjelenésérdl €s terjedésérol
sziilettek mind hazai, mind nemzetk6zi publikaciok, melyek a kiilonféle rezisztencia
mechanizmusokra szert tevo, ugyanakkor kedvezo fitnesszel rendelkezé Gram-pozitiv és
Gram-negativ torzsek széleskorii terjedésérél, mind magasabb prevalencidjarol
szamolnak be. Nem meglepd modon a nozokomidlis infekciok eléfordulasa szintén
vilagszerte novekvé tendenciat mutat, melyek korokozoi nem ritkan ezen multirezisztens,
genetikailag sikeres torzsek, és amelyek terapiaja hatalmas terhet r6 a betegellato
intézményekre. A multirezisztens korokozok  széleskorti  terjedése  komoly
kozegészségiigyi kihivast is jelent, mivel az altaluk okozott fertézések magasabb
kockézattal, hosszabb korhdzi tartozkodassal ¢és az egészségligyi koltségek
novekedésével jarnak. Mind a nemzetkozi szinten terjedd klonokkal, mind a sporadikusan
eléforduld klonokkal folytatott kutatdsok rendkiviil aktualisak és sziikségszertiiek.

Mindezek tiikrében kutatasunk kozéppontjaba a 2010-2014 kozott intenziv
osztalyon kezelt betegek véraramfertézéseibdl izolalt E. coli, K. pneumoniae, valamint K.
oxytoca torzsek rezisztenciajanak molekularis jellemzését helyeztiik. Kutatdsunkat az

alabbi szempontrendszer szerint épitettiik fel:

1. A SE LMI KMDL (Semmelweis Egyetem Labor Medicina Intézet, Kozponti
Mikrobiologiai Diagnosztikai Laboratdrium) altal rendelkezéstinkre bocsatott 103
Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 ESBL-termelé torzs tovabbi fenotipusos
karakterizalasa  (kiilonboz6  antibiotikumokkal — szembeni  antibiotikum
érzékenység meghatarozasa).

2. A torzsek genotipusos karakterizalasanak elsé 1épéseként célunk volt a torzsek
altal hordozott PMQR determinansok felderitése PCR modszerrel.

3. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok soran kapott MIC értékek, valamint a
PCR soran kapott eredmények alapjan kutatasunk fokuszpontjat — az altalunk
meghatarozott kritériumrendszer szerint alkotott harom csoportba tartozé — ot

torzs tovabbi genotipusos vizsgalatdra szlkitettiikk. Célunk volt ezen torzsek
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szekvencia-, illetve pulzotipusanak meghatarozasa, teljes genom szekvenalasa,
valamint bizonyos PMQR gének (gnr, ogxA, 0gxB) expresszids szintjeinek
meghatarozasa.

4. Osszefliggések felderitése az 6t kivalasztott tdrzs fluorokinolon MIC értékei, a
PMQR determinansok jelenléte, illetve azok expresszios szintjei kozott; valamint
ezen adatok Osszevetése a teljes genom szekvendlds sordn kapott szekvencia
adatokkal. Munkank soran a QRDR-ban (gyrA, gyrB, parC és parE) fellelhetd
mutaciok, aminosavszintli valtozasok azonositasat is elvégeztiik, mellyel teljes
sikerérdl, igy elterjedésének okairdl is.

5. A kapott eredmények Osszevetése hazai €¢s nemzetkdzi adatokkal.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Baktériumtorzsek

Vizsgalataink soran 103, Enterobacteriaceae csaladba tartozod izolatummal
dolgoztunk, melyeket a SE LMI KMDL bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.2. A baktériumtorzsek fenotipusos vizsgalata

3.2.1. A baktériumtorzsek identifikalasa

A negyvenkilenc E. coli, 6tvenharom K. pneumoniae, valamint egy K. oxytoca
torzset 2010 és 2014 kozotti intervallumban, a Semmelweis Egyetem klinikainak intenziv
osztalyain kezelt betegek hemokulturajabol izolaltak. Az izolatumok species szintii
identifikalasa MALDI-TOF/MS (Matrix assisted laser desorption ionization,
Matrixasszisztalt 1ézerdeszorpcid-ionizacios tomegspektrométer) (Bruker Daltonics,
Bréma, Németorszag) modszer segitségével tortént.

A torzseket a tovabbi felhasznalasig 20%-os glicerint tartalmazo BHI taplevesben
(Brain Heart Infusion broth, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) -80 °C -on taroltuk. A feno-

illetve genotipusos vizsgalatok sordn minden alkalommal meggy6zddtiink a torzsek

crer

3.2.2. A Kkiterjedt spektrumu B-laktamaz termelésének vizsgalata

Az izolatumok ESBL sziirését kett6s-korong diffiizios teszttel (double-disk synergy
test, DDST) vizsgaltuk. Ennek soran a ceftazidim, cefepim és cefotaxim tartalmu
korongokat egymastol 20-30 mm tavolsdgban helyeztik el a kdzponti
amoxicillin/klavulansav (20/10 pg) tartalma korongtol. Pozitiv reakcid esetén a 24 oras
37 °C-on torténd inkubacids 1d6 lejarta utan a B-laktdm korongok koriili gatlasi zona
»kulcslyuk” formaju torzuldsat tapasztaljuk, mely bizonyitja a vizsgalt torzs ESBL-

termel6 képességét.
3.2.3. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok

A SE LMI KMDL Kirby-Bauer korongdiffizios modszer segitségével

meghatarozta mind a 103 izolatum imipenemmel, meropenemmel, ertapenemmel,
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ciprofloxacinnal, sumetrolimmal, gentamicinnel ¢és tobramicinnel szembeni
érzékenyseégét.

A torzsek tovabbi antibiotikum érzékenységi vizsgalata mikrodilicios modszerrel,
a MIC értékek meghatarozasaval tortént. Vizsgaltuk a torzsek ciprofloxacinnal (Fresenius
Kabi Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag), levofloxacinnal (Teva Gyogyszergyar Zrt.,
Debrecen, Magyarorszag) valamint moxifloxacinnal (Bayer Hungaria Kft., Budapest,
Magyarorszag) szembeni érzé¢kenységét.

Az antibiotikum érzékenység mikrodilucioval torténd vizsgalatat a Clinical and
Laboratory Standards Institute/National Committee for Clinical Laboratory Standards
(CLSI/NCCLS) nemzetkozi ajanlasai alapjan végeztiikk el. A vizsgalat soran minden
baktériumtorzsbol fiziologias sdoldatban 0,5 McFarland (1,5 x 108 CFU/mL) stirliségii
baktériumszuszpenziét —készitettiink  denzitométer (BioSan, Riga, Lettorszag)
segitségével. Taplevesként Mueller-Hinton (MH) taplevest (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) hasznaltunk. A vizsgalni kivant antibiotikumokbol késziilt térzsoldatok kiindulasi
meghaladja. A vizsgalathoz hasznalt 96 lyuk( mikrotitralo lemez minden welljében a
végtérfogat 100-100 pl volt. A lemez két utolsé oszlopat (11. és 12. oszlop) taptalaj
kontrollként (a MH esetleges kontaminaciojanak felderitése céljabol), valamint
novekedési kontrollként (az adott baktériumtorzs antibiotikum mentes kézegben torténd
novekedésének detektalasa céljabol) hasznaltuk. Az elkészitett antibiotikum torzsoldatok
mindegyikét az 1. oszloptdl kezdddden a 10. oszlopig tobbesatornés pipetta segitségével
mértiik fel, tovafuto felezo higitasban. A MH kontrolloszlopan kiviil, minden wellbe 10-
10 pl baktériumszuszpenziot inokulaltunk, majd 37°C-on 18 6ran keresztiil inkubaltuk.

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok interpretalasakor a European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) aktualisan hatalyban 1év6

hatarértékeit vettiik figyelembe (www.eucast.org).

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok soran kontrollként az E. coli ATCC
(American Type Culture Collection) 25922, illetve a K. pneumoniae ATCC 700603

torzset hasznaltuk.
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3.3. A baktériumtorzsek genotipusos vizsgalata

3.3.1. A plazmid-medialta kinolon rezisztencia gének vizsgalata polimeraz

lancreakcioval

A torzsek PMQR (gnrd, gnrB, qnrC, gnrD, qnrS, aac(6’)-1b-cr, qepA és 0qxAB)
génjeinek jelenlétét PCR reakcioval ellendriztiik. A mikrobioldgiai kutatasok soran a
PCR egy altalanosan alkalmazott mddszer, tobbek kozott bakteridlis rezisztenciagének
amplifikalasara, majd gélelektroforézissel torténd azonositasara.

A reakcio els6 1épése a DNS izolalas eljarasa volt, mely mind az E. coli, mind a
Klebsiella spp. torzsek esetén azonos modon tortént. A MH agarlemezekr6l 1-1 telepet
400 pl desztillalt vizben szuszpendaltuk, majd 15 percre a 100 °C-ra melegitett
Thermoblock-ba (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) helyeztiik. A felf6zott
szuszpenziot 13000 rpm-en 15 percen keresztiil centrifugaltuk (Heraeus Megafuge 16R,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), hogy az eljaras soran keletkezett
bakterialis sejttormelék és a PCR reakcidoban hasznalandd, feliilluszéban 1évé templat
DNS elvaljon egymastol.

A reakcidelegy Osszetétele 30 pl-es végtérfogatra vonatkoztatva minden minta
esetén a kovetkez6 volt: 15 pl RedTaq ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
11 pl desztillalt viz, 2 ul DNS templat, 1 pl forward primer (10 pmol) (IDT Inc.,
Coralville, IA, USA), 1 ul reverse primer (10 pmol) (IDT Inc., Coralville, 1A, USA).

A PCR reakcio soran a PMQR gének detektalasara hasznalt primerek
(oligonukleotidok) adatait az 1. tablazat szemlélteti. A primereket a szerzok altal
kidolgozott formaban, e¢ tablazatban feltiintetett referenciak alapjan alkalmaztuk. A
kiilonb6zé PCR reakcidk soran alkalmazott hdmérsékletprofilokat a 2. tablazat mutatja
be.

Az amplikonok kimutatasat elektroforetikus rendszer (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) segitségével 120 V fesziiltségen végeztiik, melyhez 0.8%-os agar6z gélt (Agarose)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 1x TEA (Tris-EDTA- ,.glacial acetic acid”; 2M
TRIS, 1M EDTA, 28,55 ml jégecet) puffert hasznaltunk. A PCR amplikonokb6l 10-10
pl-t, @ 100 bp-os molekulastly markerbél (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) 3 pl-t pipettaztunk a gél megfeleld zsebeibe. 30 perc elektroforetizalas utdn a
géleket fényt6l védett médon SYBR® Green I. interkalacios nukleinsav festékoldatban
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(TS Labor Kft., Budapest, Magyarorszag) tartottuk kb. 50 percig. A detektalas UV

fényben tortént, az eredményt digitalis fényképezdgép segitségével rogzitettiik.

1. tablazat. A PCR reakci6 soran felhasznalt primerparok listdja.

Gének Oligonukleotid szekvencia (5'-3) A’mpllkon Referencia
mérete (bp)
qnrA-F ATTTCTCACGCCAGGATTTG
gnrA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 516 (197)
qnrB-F ATGACGCCATTACTGTATAA 465 124
qnrB-R GATCGCAATGTGTGAAGTTT (124)
qnrs-F ACGACATTCGTCAACTGCAA
gnrs-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC 417 (197)
qnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATC
gnrc-R TCCACTTTACGAGGTTCT 441 (125)
qnrD-F CGAGATCAATTTACGGGGAATA
gnrD-R AACAAGCTGAAGCGCCTG 582 (126)
aac(6’)-Ib-cr-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
aac(6’)-lb-cr-R  CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 482 (115)
OqXA-F CTCGGCGCGATGATGCT
ogxA-R CCACTCTTCACGGGAGACGA 392 (117)
0gxB-F TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC
0gxB-R CTCGGCCATTTTGGCGCGTA 512 (117)
qepA-F GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199 (116)
gepA-R CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
2. tablazat. A PCR reakciok hoprofiljai.
Primerek KeZd,O ., CIkI,USOk Denaturacié6 Annelacié Elongacio Veg’so. . Hités
denaturdcié  szdma elongécid

qnrA-F 95°C 2 94°C 53°C 72°C 72°C 4°C
gnrA-R 300s 45s 45s 60s 300s o0
qnrB-F 95°C 2 94°C 53°C 72°C 72°C 4°C
gnrB-R 300s 45s 45s 60 s 300s o0
qnrs-F 95°C 2 94°C 53°C 72°C 72°C 4°C
gnrS-R 300s 45s 45s 60 s 300s o0
qnrC-F 95°C 20 94°C 50°C 72°C 72°C 4°C
gnrC-R 300s 30s 30s 30s 600 s o0
qnrD-F 94°C 20 94°C 50°C 72°C 72°C 4°C
gnrD-R 300s 60 s 60 s 60s 600 s 0
aac(6’)-lb-cr-F 95°C 2 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C
aac(6’)-lb-cr-R 300 455 455 45 300's ©
OgXA-F 95°C 2 94°C 57°C 68°C 72°C 4°C
00gxA-R 600 s 455 45s 60s 600 s 0
0qxB-F 95°C - 94°C 64°C 72°C 72°C 4°C
00gxB-R 600 s 455 45s 60s 600 s 0
qepA-F 96°C 20 96°C 60°C 72°C 72°C 4°C
gepA-R 60 s 60 s 60 s 60 s 300s 0
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3.3.2. A szekvenciatipus meghatarozasa multilokusz-szekvencia tipizalassal

Elézetes kutatdsi eredményeink alapjan, az aldbbi kritériumrendszer szerint

valasztottunk ki 6t torzset tovabbi vizsgalatok elvégzésére:

l. gnr gént hordozo toérzsek, mely nem vad tipusa fluorokinolon MIC
értékekkel rendelkeznek

I. gnr gént hordozd, magas fluorokinolon MIC értékekkel rendelkezd
torzsek

M. Tobb PMQR gént hordozo, magas MIC értékeket mutatd torzsek

A tovabbiakban kutatasunk fokuszpontjaban az az 6t torzs allt (4 K. pneumoniae és
1 K. oxytoca), melyeket ezen kritériumrendszer alapjan valasztottunk ki, és melyeket a
PCR-en kiviil tovabbi molekularis vizsgalatoknak vetettiik ala.

A multilokusz-szekvencia tipizalas (MLST) soran a torzsek bizonyos konzervalt
génszakaszait, un. housekeeping (haztartasi) génjeit amplifikaljuk PCR reakcidval, majd
tisztitast kovetden azok egy adott, specifikus szakaszat megszekvenaljak. Az eredményiil
kapott allélmintazat alapjan a torzseket szekvencia tipusokba sorolhatjuk. A haztartasi
gének amplikonjait QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Németorszag) segitségével tisztitottuk meg, a szekvenalast a godolléi BIOMI Kft.
végezte. A Klebsiella spp. hét haztartasi génjének funkcidjat, valamint az ezen
génszakaszokat kijelolo primerek szekvencidjat a 3. tablazat foglalja ossze.

A torzsek MLST vizsgalatat a Diancourt és munkatarsai altal 2005-ben kozzétett

publikacio alapjan végeztiik (198).
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3. tablazat. Az MLST soran felhasznalt primerparok listaja (198).

Gén Funkcio Primer Primer szekvencia (5'-3") l\?&rgt
oog  RNSpolimerazB  rpoB-F  5-GGCGAAATGGCWGAGAACCA-3 501
P B-alegység moB-R 5-GAGTCTTCGAAGTTGTAACC-3
- Transzlacio infB-F  5-CTCGCTGCTGGACTATATTCG-3' 218
inicialo faktor 2 infB-R  5-CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC-3'
dh Almasav- mdh-F  5-CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG-3' 477
dehidrogeniz mdh-R  5-CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG-3'
i Foszfoglitkoz- pgi-F  5-GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC-3 4,
P9 izomeraz pgi-R  5-CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT-3'
HoE Foszforin E phoE-F  5-ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG-3 4,0
P phoE-R  5-TGATCAGAACTGGTAGGTGAT-3
Glicerinaldehid-3-  gona £ 5 TGAAATATGACTCCACTCACGG-3'
gapA foszfat gapA-R  5-CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT-3' 450
dehidrogenaz
ong  Periplazmatikus  tonB1-F  5-CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT-3 414

energia transzducer tonB2-R 5-ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG-3'

Mivel az MLST egy fajon beliil tobb gén (lokusz) szekvenciaadatait hasonlitja
Ossze, ezért képes DNS-szinten olyan valtozasokat észlelni, amelyek nem mutathatok ki
fenotipusos megkozelitésekkel. A hagyomanyos molekularis tipizalasi modszerekkel
ellentétben az MLST standardizalhatd, aminek egyik legfobb eldnye, hogy a nemzetkozi
szinten elérhetd internetes adatbazis lehetdséget biztosit az adatok megosztasara,
filogenetikai és epidemioldgiai kapcsolatrendszer feltarasara. Masfeldl rendkiviil
konnyen reprodukalhaté modszer, ami nem igényel specialis reagenseket, és mivel PCR
modszeren alapul, nem igényelnek kozvetlen hozzaférést €16 baktérium izolatumokhoz.
A modszer kifejlesztése Maiden és munkatarsai (1998), valamint Spratt (1999) nevéhez

fiizdik, akik patogén baktériumok tipizalasara dolgoztak ki ezt az eljarast (199, 200).
3.3.3. Bakterialis genomszekvencia-tipizalé adatbazis

A multirezisztens baktériumok altal okozott korhazi fertézések halmozott
eléfordulasa 6sztondzte Zhi Ruant és Ye Fenget a bakterialis genomszekvencia-tipizalo
adatbazis (Bacterial Whole Genome Sequence Typing database, BacWGSTdb)
kifejlesztésére, ami a baktériumok genomszekvencia adatai alapjan gyors és pontos
klasszifikalas altal lehetdséget ad a fertdzés forrasainak felkutatasara (201). Mivel a teljes

genom szekvenalas a molekularis epidemioldgiai gyakorlat egyik rutin modszerévé valt,
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ugrasszeriien megemelkedett az elérheté genomszekvencidk mennyisége. A BacWGST
adatbazis az MLST séma populacidstruktiraja alapjan hierarchikus adatstruktirat fogad
el. A felhasznalok feltoltik az eldre Osszeallitott genomszekvencidkat az adatbazisba, a
rendszer pedig a baktériumok genotipizalasanak funkcionalitasat kinalja mind a
hagyomanyos MLST, mind az egész genom szintjén. A BacWGSTdb célja, hogy
megoldast biztositson az epidemiologiai esethalmozodasok filogenetikai elemzésére és
uttord szerepet jatsszon a klinikai mikrobioldgiai kutatasok repertoarjaban.

Az altalunk is hasznalt tObbszoros genom elemzést arra hasznaljak, hogy a
filogenetikai rokonsdg meghatarozhaté legyen a felhasznalo altal feltoltott
genomszekvencidk kozott, a genom MLST szekvenciaadatok SNP (single-nucleotide
polymorphism, egypontos-nukleotid polizmorfizmus) analizisének kontextusidban. Az
antimikrobialis rezisztencia és a virulencia gének predikcidja szintén integralodott ebben
az alkalmazasban (201). Munkank soran a genomszekvencidk analizalasat a
HS11286_CP003200_ST11 referencia genom  kivalasztasaval  végeztik, a
genomszekvencidkat FASTA formatumban toltottiik fel a BacWGSTdb hivatalos
honlapjan (http://bacdb.org/BacWGSTdb/).

A felhasznalok a nyilvanos adatbazis altal informacidhoz juthatnak, hogy mely
izolatumok allnak filogenetikai szempontbdl kdzel a vizsgalt izolatumokhoz, kiegészitve
klinikai informacidikkal, mint pl. gazdaszervezet, izolacios forras, betegség, gyiijtési 1do
¢s foldrajzi elhelyezkedés. Illy moédon a BacWGSTdb gyors és kényelmes platformot kinél
a vilagméretli felhaszndlok szamara a kiilonféle klinikai mikrobiologiai kérdések

megoldasara, pl. a baktériumok koérokozoinak nyomon kovetésére (201).
3.3.4. A pulzotipus meghatarozasa pulzaltatott-mezejii gélelektroforézissel

A pulzaltatott-mezejii gélelektroforézis (PFGE) a torzsek klonalis kapcsolatat,
genetikai rokonsagat vizsgalja. A vizsgalatokhoz a CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) strandardizalt PFGE protokolljat hasznaltuk (202). A genomialis DNS
izolalasat kovetden a mintakat Xbal restrikcios endonukledazzal (Fermentas, ABI,
Németorszag) emésztettiik, majd a CHEF-DR Il rendszeren (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) clvégeztik az emésztés altal keletkezett makrorestrikcios fragmentumok
elektroforetikus szeparalasat. A dendrogramok és a cluster analizis ,,unweighted pair

group method with arithmetic averages” (UPGMA) moédszerrel késziiltek. A mintazat
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analizalasa a Fingerprinting Il Informatix Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
segitségével tortént, a Dice hasonlosagi koefficiens alkalmazésaval.

Molekulastly markerként a Salmonella enterica serotype Braenderup H9812
torzset hasznaltuk (203). A mintazatokat a Tenover és munkatarsai altal 1995-ben leirtak
alapjan interpretaltuk (204). A torzseket akkor tekintjiik klonalisan sszetartozonak, ha a
makrorestrikcios mintazatuk legalabb 85%-os hasonlosagot mutat. Ebben az esetben a
torzseket azonos pulzotipusba (PT) soroljuk.

A PFGE-t széleskorben alkalmazzdk a baktériumok tipizalasra, mivel mas
technikakhoz képest jo a diszkriminacios képessége, azonban altalaban nem alkalmas a
térben és idoben nem-0sszefiiggd izolatumok Osszehasonlitasara.

A PFGE moddszert, illetve a kiértékelést az NNK-ban végeztiikk, Dr. Damjanova

Ivelina vezetésével.
3.3.5. Az izolatumok vizsgalata teljes genom szekvenalassal

Az lllumina (San Diego, CA, USA) késziilékek a ,,Sequencing by Synthesis” (SBS)
technologia felhasznalasaval, nagy pontossagli, nagy mennyiségli szekvenciaadatot
szolgéltatnak megfeleléen nagy read hosszal és kivansdg szerinti lefedettséggel. A
rendszerbe integralt vezérld szamitogép hasznalatdval a rendszer elvégzi a teljes
adatelemzést. A szamitogép végzi a ,base calling és quality scoring” folyamatat. A
rendszer képes kétiranyl (paired-end) tipusu leolvasasok kivitelezésére. El0nye, hogy az
adott DNS szakasz hossza ismert, azt is tudni lehet, hogy a két read milyen tavolsagra van
egymastol; ezt a tavolsag informaciot pedig figyelembe kell venni a teljes szekvencia
Osszeallitdsa sordn. A sorba rendezett és egymassal atfedd szekvenciak Osszességét
kontignak nevezziik. A MiSeq szekvenal6 rendszer (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)
kapcsolodhat az Illumina felhdalapu szolgaltatasahoz, a Basespace-hez, ahol az elérhet6
alkalmazasok lehetévé teszik az olyan masodlagos adatértékelési 1épések végrehajtasat,
mint a szekvencia illesztés, varians azonositas, annotalas, vizualizalas és adat
interpretalas (205).

Munkank soran a 4 K. pneumoniae ¢és 1 K. oxytoca torzs DNS extrakcioja az
UltraClean Microbial DNA Isolation Kittel (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) tortént
a gyartd utasitasai alapjan. Ezt kovetéen a DNS konyvtarakat — szintén a gyartoi
utasitasoknak megfeleléen — a SureSelect QXT Library Prep Kit (Agilent Technologies,
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Santa Clara, USA) felhasznalasaval allitottuk eld, melyek szekvenalasat 250 bp paired-
end modszerrel, Illumina MiSeq rendszeren hajtottuk végre a MiSeq v2 reagenskészlet
alkalmazasaval. Az lllumina NGS adatokra optimalizalt ,,el6feldolgozas”, mindségi
trimmelés FASTQ toolkit alkalmazassal tortént (206). A genom, azaz a
szekvenciakontigok de novo Osszeszerelését a SPAdes Genome Assembler 3.13.0
segitségével végeztiik (207).

Minden Gsszeszerelt genomot — tovabbi analizis céljabol — akkor fogadtunk el, ha
teljesitette a kovetkezd mindségi kritériumok mindegyikét:

(1) atlagos lefedettség > 30x

(if) N50 > 15.000 bp

(iii) maximum kontighossz > 50.000 bp

(iv) az Osszeszerelt genom mérete 5.000.000 és 6.500.000 bp kozotti.

Az Osszeszerelt genomok — az izolatumok rezisztdmjainak illetve plazmid
replikontipusainak analizalasa céljabol feltoltésre keriiltek a ResFinder (208) és
PlasmidFinder (Center for Genomic Epidemiology, Dan Miiszaki Egyetem, Lyngby,
Dania) (209) online bioinformatikai adatbazisokba. A teljes genom szekvenalast az NNK-

ban Dr. Toth Akos végezte el.

3.3.6. Relativ génexpresszié vizsgalata kvantitativ polimeraz lancreakcié

modszerrel

A kvantitativ Real-Time PCR (qPCR) moédszer Iényege, hogy lehetdvé teszi a PCR
ciklusok soran keletkezd amplifikalt termék valos idejli detektdlasat, mennyiségi
meghatarozasat, génexpresszioé analizisét. A modszer alapja, hogy a DNS festékek
kotddésének, valamint a szekvencia-specifikus probak fluoreszcens jelének detektalasa
minden ciklusban megvaldsithato, ezaltal meg tudjuk hatarozni a DNS templat kiindulasi
mennyiségeét.

Eldszor felszaporitasra keriil a PCR termék, amelyhez a polimerizaciés 1€pésben
hozzakotédik a kettdsen jelolt proba. Az egyik jelolés a riporterként (R) szolgéld
fluoreszcens festék (pl. FAM), azonban az altala kibocsatott fluoreszcens fényt a
probahoz kotott masik, un. quencher (Q) fluoreszcens festék kioltja. A hibridizalt probat
a Taq polimeraz elhidrolizalja, melynek kovetkeztében a kiolto festék eltavolodik a

riporter festéktdl, igy annak fluoreszcencidja mérhetd lesz.
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A reakcidt az un. Cr (cycle threshold) érték meghatarozasaval értékelik, amely azt
a ciklusszamot mutatja, ahol a jel eléri a detektalasi kiiszobértéket. Minél tobb a vizsgalati
mintdban a kimutatandd gén kopiaszama, annal kisebb ciklusszamnal éri el a reakcio a
kiiszobértéket, és forditva. A kopiaszam logaritmusa forditottan aranyos a ciklusszammal,
igy egy kalibracios gorbe felvétele utan az ismeretlen minta kopiaszama kiszamithato.
Egy tovabbi kalibracidval a sejtszdm és a Ct érték kozotti 6sszefliggés is meghatarozhato,
ami lehetdséget nyujt a mintdban 1évo sejtszam becslésére.

A gPCR soran célunk volt a kiilonb6z6 PMQR génekkel, illetve kiilonb6zo
fluorokinolon MIC értékekkel rendelkezo torzsek génexpresszids szintbeli kiilonbségeit
meghatarozni. Munkank soran a gnr gének (qnrAl, qnrB1, gnrB4), valamint az efflux
pumpa gének (0gxA és 0gxB) expressziojat hasonlitottuk dssze.

A qPCR els6 1épéseként izolaltuk a torzsek RNS-ét RNeasy Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Németorszag) segitségével, a gyartd utasitasa alapjan. A qPCR-t Step
One Real-Time PCR rendszeren (Applied BioSystems, Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, USA) végeztiik el. A gnrAl, qnrB1, gnrB4, ogxA és 0gxB expresszios
szintjét a kromoszomalis rpoB haztartasi gén expresszidjaval hasonlitottuk dssze. Minden
mintat triplikdtumban vittiink fel a qPCR plate-re, a Cr értékek szamitasakor a harom
parhuzamos eredmény atlagat vettiik figyelembe. A qPCR hdprofiljat a kovetkezéképpen
allitottuk be:

60 °C 30 mp; 50 °C 5 perc és 95 °C 10 perc; 40 ciklus [95 °C 15 mp és 60 °C 1
perc] 60 °C 30 mp.

Primer Express 3.0 szoftver (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
segitségével megterveztiik a reakcidhoz sziikséges primereket, valamint a 6-FAM és VIC
festékkel jelolt specifikus probakat. A qPCR soran felhasznalt primerek és probak listajat
a 4. tablazat tartalmazza.

Az eredményeket az alabbi képlet alapjan kvantifikaltuk:

ACt= Cr(target gén) - Ct(housekeeping gén)

A Cr (target gén) a célgén ciklusszama, a Ct (housekeeping gén) a referencia gén
ciklusszdma és a ACt értéke megadja szdmunkra a referencia gén és vizsgalt gén kozotti
kiilonbségeket. Ezt kovetden az expressziobeli kiilonbség megallapitasa a kettdnek az igy
nyert érték szerinti negativ hatvanyra emelésével tortént:

2—ACT
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A képlet altal megkapjuk, hogy a referencia génhez (rpoB) képest mekkora a

vizsgalt gének relativ expresszios szintje.

4, tablazat. A qPCR modszer sordn felhasznalt primerparok listaja.

Gének Primer szekvencia
gnrAl-F 5-TTGAGTGACAGCCGTTTTCG-3'
gnrAl-R 5'-GCAGCTGACAGTGGCTGAAG-3'
gnrAl-P 6-FAM-CTGCCGCTTTTATC-MGB
gnrB1-F 5-GTGCGCTGGGCATTGAA-3'
gnrB1-R 5'-CGGAAATCTGCGCCTTGT-3'
gnrB1-P 6-FAM-TTCGCCACTGCCGC-MGB
gnrB4-F 5-TGCGCTGGGAATCGAAA-3'
gnrB4-R 5'-CGCGAAAATCTGACCCTTGT-3'
gnrB4-P 6-FAM-TCGCCACTGCCGGG-MGB
0gxA-F 5-GTCGACGGCTTACAAAAAGTGTT-3'
0gxA-R 5'-GCAACGGTTTTGGCGTTAA-3'
0QgxA-P 6-FAM-ATGCCGGGTATGCC-MGB
0gxB-F 5-CTGGATTTTCCGTCCGTTTAAC-3'
0gxB-R 5-TTGCCTACCAGTCCCTGATAGC-3'
0QgxB-P 6-FAM-CTGCGCAGCTCGAA-MGB
rpoB-F 5'-GTCGCGGCTGAACAAGCT-3'
rpoB-R 5'-AACGGCCACTTCGTAGAAGATC-3'
rpoB-P VIC-CTACGGCAGGTAACC-MGB

F, forward; R, reverse; P, proba; FAM ¢és VIC, festék jelolések; MGB,

minor groove binder
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4. Eredmények

4.1. A baktériumtorzsek fenotipusos vizsgalatanak eredményei

4.1.1. A baktériumtorzsek identifikalasanak eredménye

Az izolatumok species szintii identifikalasara szolgdlo MALDI-TOF/MS modszer
negyvenkilenc E. coli (47,6%), 6tvenharom K. pneumoniae (51,4%), és egy (1%) K.
oxytoca torzset azonositott. E. coli és K. pneumoniae torzsek esetén a 2010-2014 kozotti
intervallum minden évébdl szarmazott izolatum, mig az egyetlen K. oxytoca minta a
2010-es évben keriilt izolalasra. A torzskollekcid évszam szerinti species szintll

megoszlasat az 5. tdblazat szemlélteti.

5. tablazat. A vizsgélt izolatumok species szintli megoszlasa

1zolalasi év
2010 2011 2012 2013 2014

Faj A torzsek szama (db)

E. coli 9 4 12 12 12
K. pneumoniae 7 6 19 14 6
K. oxytoca 1 0 0 0

4.1.2. AKiterjedt spektrumu B-laktamaz termelés vizsgalatinak eredménye

Az Enterobacteriaceae csalad ESBL-termelésének sziirésére alkalmazott DDST
alapjan mind a 103 tdrzs pozitivnak, azaz ESBL-termeldnek bizonyult. A B-laktamot
tartalmazo korongok koriil megjelend gatlasi zona minden torzs esetében mutatta a
jellegzetes ,,kulcslyuk™ format.

Irodalmi adatok szerint, amennyiben csokkentjiik a tavolsagot a klavulansavat és a
3. generacios cefalosporint tartalmazé korongok kozott 20 mm-re, akkor szignifikansan
javul a teszt érzékenysége (210). Az DDST ilyen modon torténd megismétlése soran mi
Is tapasztaltuk ezt a jelenséget: a gatlasi zona markansabb kiszélesedését észleltiik.

A kutatds megkezdésekor kifejezetten ESBL-termeld torzsek genotipusos
karakterizalasat tiiztiik ki célul. A torzsek ESBL-termel6 képességének vizsgalatat tehat

a SE LMI KMDL preliminaris szlirését kovetden végeztiik el ismételten.
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4.1.3. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalat eredménye

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok interpretalasakor az EUCAST aktuélisan
hatalyban 1évé klinikai breakpointjait vettiik figyelembe. A fluorokinolonok koziil
ciprofloxacinnal szemben a 49 E. coli t6rzsbél 40, az E. coli torzsek 81,6%-a, mig az 54
Klebsiella spp. torzsbol 6tven, a Klebsiella spp. torzsek 92,6%-a mutatott rezisztenciat.
Ugyancsak 40 E. coli torzs volt rezisztens levofloxacinnal szemben is, mig a Klebsiella
genus vizsgalt torzsei kozott 47 (87%) esetben tapasztaltunk levofloxacin rezisztenciat.
Moxifloxacinnal szemben 88 torzs, koztiik 40 E. coli és 48 (88,8%) Klebsiella spp.
bizonyult rezisztensnek. A Klebsiella genus képvisel6i koziil az egyetlen K. oxytoca torzs
mindhdrom vizsgalt fluorokinolon esetén alacsony MIC értékeket mutatott,
ciprofloxacinra és levofloxacinra 0,25 mg/L, moxifloxacinra 0,5 mg/L MIC értékeket
kaptuk.

A teljes torzskollekcio 87,4%-a, az E. coli torzsek 81,6%-a, a Klebsiella spp.
torzsek 92,6%-a mutatott rezisztenciat legalabb egy fluorokinolonnal szemben.

Az ESBL-termel6 E. coli és Klebsiella spp. térzsek MIC értékeinek megoszlasat a

8. és 9. abra mutatja be.
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8. abra. Az ESBL-termel6 E. coli izolatumok fluorokinolon MIC értékei (mg/L).
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9. abra. Az ESBL-termel6 Klebsiella spp. izolatumok
fluorokinolon MIC értékei (mg/L).

4.2. A baktériumtorzsek genotipusos vizsgalatainak eredményei

4.2.1. A plazmid-medialta kinolon rezisztencia gének polimeraz lancreakciéval

torténé vizsgalatanak eredménye

A 103 ESBL-termel6 torzs koziil 6sszesen 77 (74,8%), 30 E. coli és 47 Klebsiella
spp. hordozott valamilyen PMQR gént. Ezek kozott a leggyakoribb az aac(6’)-1b-cr volt,
amely jelenlétét 67 izolatum (65%) esetében azonositottuk. Mindossze 6 esetben
tapasztaltunk gnrS pozitiv eredményt, mig érdekes modon gnrA, gnrB, gnrC, gnrD és
gepA jelenlétét a PCR modszer soran nem detektaltunk.

A 49 E. coli torzs vizsgalata soran 29 esetben kaptunk pozitiv eredményt aac(6’)-
Ib-cr, és egy esetben qnrS gén hordozasara. 19 izolatum esetében semmilyen PMQR gént
nem azonositottunk. A Klebsiella fajok kozott a PMQR gén hordozas heterogénebb
mintazatot mutatott; az 54 torzs koziil ugyanis 38 adott pozitiv eredményt aac(6’)-1b-cr

gén hordozasara, mig qnrsS jelenlétét 4 K. pneumoniae és az egyetlen K. oxytoca torzsben
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igazoltuk. Az efflux pumpa gének koziil csupan az ogxA és 0gxB PCR vizsgalata soran
kaptunk pozitiv eredményt. 26 K. pneumoniae izolatumban mutattuk ki az 0gxA mig 22
izolatumban az 0gxB gén jelenlétét, mig E. coli esetén az altalunk vizsgalt efflux pumpa
gének jelenlétét egyik torzs esetén sem azonositottuk.

A teljes kollekciod 74,8%-aban, azaz 77 izolatum esetében tapasztaltunk PMQR
pozitivitast, melybdl Kettd vagy tobb kiilonboz6 PMQR gén egyiittes jelenlétét 28
Klebsiella izolatum esetén azonositottuk. A Klebsiella spp. torzsek mikrodilticios
vizsgalata soran kapott fluorokinolon MIC (mg/L) értékek, valamint a PCR altal detektalt
rezisztenciagének megléte (illetve hianya) kozott azonban korrelacio nem allapithatd
meg. Magas MIC értékek mellett talalunk olyan torzseket, amelyekben PCR-rel PMQR
gént nem detektaltunk, ugyanakkor egy vagy tobb fluorokinolon rezisztenciagén egyiittes
jelenléte sem hataroz meg minden esetben magas MIC értékeket: a 103 vizsgalt izolatum
koziil négy PMQR-hordozé torzs alacsony ciprofloxacin MIC értékeket mutatott.
Egyidejiileg tobb PMQR gén jelenlétét csak a Klebsiella faj esetén igazoltunk (10. abra).

A PMQR pozitiv torzsek ciprofloxacin MIC értékei széles tartomanyon beliil
mozognak (0,25 - 128 mg/L).

A PMQR gének PCR eredményeit 6sszefoglaloan az 6. tablazat szemlélteti.

6. tablazat. A 103 ESBL-termel6 torzs PMQR génjeinek szazalékos eloszlasa.

. . ESBL-termel6 torzsek ESBL-termeld Klebsiella spp.
Rezisztencia gének

0sszses szama (%) torzsek szama (%)
aac(6’)-1b-cr 67 (65%) 38 (70%)
gnrA 0 (0%) 0 (0%)
gnrB 0 (0%) 0 (0%)
gnrC 0 (0%) 0 (0%)
gnrD 0 (0%) 0 (0%)
gnrS 6 (5,8%) 5 (9%)
gepA 0 (0%) 0 (0%)
0gxA 26 (25,2%) 26 (48%)
0gxB 22 (21,4%) 22 (40%)
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10. abra. A Klebsiella spp. izolatumok ciprofloxacin MIC értékeinek (mg/L)

eloszlasa 0, 1 és 2 PMQR gén hordozésa esetén.
4.2.2. A multilékusz-szekvencia tipizalas eredménye

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalat, valamint a PCR eredményeinek elemzését
kovetden a genotipusos vizsgalatokat csupan 5 torzzsel folytattuk. Az ,,Anyag és
modszer” fejezetben emlitésre keriilt kritériumrendszer alapjan a kovetkezd torzsek
kertiltek kivalasztasra:

l. qnr gént hordozo torzsek, amelyek nem vad tipust fluorokinolon MIC
értékekkel rendelkeznek:
K. oxytoca 37 (Kox37)
I. gnr gént hordozo, magas fluorokinolon MIC értékekkel rendelkezd torzsek:
K. pneumoniae 47 (Kpn47), K. pneumoniae 115 (Kpnll5), K.
pneumoniae 125 (Kpn125)
M. Tobb PMQR gént hordozo, magas MIC értékeket mutatd torzsek:
K. pneumoniae 33 (Kpn33)
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A kivalasztott PMQR hordozé torzsek tovabbi genotipusos karakterizaldsanak
eredményeit a kovetkezé alpontokban ismertetem (5.2.2, 5.2.3, 5.2.4, 5.2.5, 5.2.6). A
torzsek koziil a Kpn33 és a Kox37 2010-ben, a Kpn47 2014-ben, a Kpn115 2012-ben, a
Kpn125 2013-ban keriilt izolalasra.

Az MLST vizsgalat kiértékelését a hét fajspecifikus haztartasi gén szekvenciaja
alapjan végeztiik. A torzsek klaszteranalizise soran minden egyes, l6kuszonként észlelt
nukleotid kiilonbséghez egy-egy allélszamot rendeliink, a hivatalos MLST adatbazisban

(http://www.pasteur.fr/mlist/Kpneumoniae.html) pedig minden allélkombinacié alapjan

meg tudjuk hatarozni a kiilonb6z6 szamokkal ellatott szekvenciatipusokat. Az
allélkombinaciok eredményeképpen kapott hasonlosagi dendrogram a torzsek kozotti
hasonlosagi viszonyokat tarja fel.

Az MLST vizsgélatok alapjan torzseinket harom kiilonb6zd szekvenciatipusba
sorolhatjuk: a Kpn33, Kpnll5 és Kpnl25 az ST11 nemzetkdzileg elterjedt magas
kockazat (nagy)klonba (,,international high-risk clone™), a Kpn47 az ST307 potencialis
nagyklonba, mig a Kox37 az ST52 klénba tartozik.

4.2.3. A bakterialis genomszekvencia-tipizalas eredménye

A BacWGST adatbazisba feltoltott core genom SNP alapu genetikai tdvolsagait a
11. abra demonstralja. A tavolsagmatrix a filogenetikai fak evolucios tavolsagi adataibol
torténd rekonstrualasahoz javasolt Neighbor-Joining mddszer és a minimalis feszitofa
modszer algoritmusat 6tvozi a klonalis kapcsolatok felderitésére (minimum spanning
tree, MST). Az illusztracié az SNP pontos értékét nem tiinteti fel, azonban kiegésziti a
PFGE altal kapott eredményeinket. Aldtdmasztja a harom év kiilonbséggel izolalt Kpn33
és Kpnl25 kozeli genetikai rokonsagat, és megerdsiti az MLST altal szintén ST11
klonként specifikalt Kpnl15 klonalis kapcsolatat a két elobbi klonnal. A komparativ
elemzés érzékelteti a Kox37 (és az ST307) genetikai tavolsagat, melynek tobb ezer SNP-

je van barmelyik K. pneumoniae klonhoz képest.
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11. abra. A K. pneumoniae ST11 (Kpn33, Kpnl115, Kpn125), ST307 (Kpn47) és K.
oxytoca ST52 torzsek genomalapii SNP elemzése alapjan kapott tavolsagalapa
fa.

4.2.4. A pulzaltatott-mezejii gélelektroforézis eredménye

A PFGE analizis harom pulzotipust (PT) azonositott K. pneumoniae térzseink
kozott, a KP053, az S valamint a KP197 pulzotipust. Az ST11 klonba tartoz6 torzsek
koziil a Kpn33 és Kpnl25 a KP053 PT-ba, mig a Kpnll5 az S PT-ba tartozott. Az ST307
potencidlis nagyklont makrorestrikcidés mintazata alapjan KP197 PT-ként azonositottuk.
A torzseket akkor tekintjiik klonalisan dsszetartozonak, ha a makrorestrikcios mintdzatuk
legalabb 85%-0s hasonldsagot mutat. A Kpn33 és Kpnl25 torzs kozott ~ 95% genetikai
hasonlosag ismerhetd fel, mig érdekes modon az MLST moddszer altal ugyanazon
szekvenciatipusba sorolt Kpnl15 eltérd restrikcios mintdzatot mutat, ami hasonlosagi

szempontbol 85% alatt van. A Kpn47 genetikai tdvolsagat a BacWGS tipizalasi modszer
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abraja is érzékelteti, ami szekvenciatipusa (ST307) és restrikcids profilja alapjan is tetten

érhetd (12. dbra).

— Ny LI T T ken12s

ERRE I I O O L
—_— y N
I R R R [ Kena7

12. abra. A K. pneumoniae ST11 (Kpn33, Kpnl115, Kpn125) és ST307 (Kpn47)

torzsek PFGE moddszerrel kapott makrorestrikcios mint4zata.
4.2.5. Ateljes genom szekvenalas eredménye

A draft genom szekvencia, azaz a kezdeti, részleges informaciokat nyujtd
szekvenciaadatok alapan a Kpn33 torzs genommérete 5611026 bp, a Kox37 torzsé
6370417 bp, a Kpn47 torzsé 5451744 bp, a Kpnll5 torzsé 5450412 bp, a Kpnl25 torzs
genommérete pedig 5593358 bp.

A szekvenciaadatok alapjan mind a Kpn33, mind a Kpn125 genomjaban tizenhét-
tizenhét megegyez6 rezisztenciagén jelenlétét detektaltuk. A harmadik ST11 torzs
(Kpnl115) tizenkettd, a Kpn47 tizenhat rezisztenciagénnel rendelkezett, mig a Kox37
esetén minddssze tiz rezisztenciagént azonositottunk. A szekvencia analizis adataibol
lathatjuk, hogy torzseink kiilonbozé B-laktamaz géneket tartalmaznak, igy blapha-1,
blaoxa-1, blaoxa-2, blaoxa-g, blaskv-11, blaskv-2s, blatem-1a, blatem-1s, blaoxy-1-3, blarLa
géneket. blasyv-11 mindegyik ST11 torzsben jelen volt, mig az ST307 klon képviselGje
blasHv-28 gént hordozott. A WGS a Kox37 toérzsben blasnyv és blactx-m-15 gén jelenlétét
nem igazolta, szemben a K. pneumoniae torzsekkel, amelyek mindegyikét blactx-m-15
hordozoként azonositottuk. Az aminoglikozid rezisztencia gének koziil aac(3)-11a gén
hordozasa minden torzsre jellemzé volt, aadAl, aadA2 és aac(6’)-1b azonban csak a két
genetikailag hasonlo ST11 torzsben (Kpn33 és Kpn125) volt megfigyelhetd. Tetraciklin
rezisztenciagénnel (tetA) egyediil az ST307 klon (Kpn47) rendelkezett. A Kox37
kivételével minden torzset fosA pozitivként detektaltunk. A szulfonamid
rezisztenciagének (Sull vagy sul2), valamint a trimethoprim rezisztenciaban szerepet

jatszo gének (dfrA12, dfrAl4, dfrA29) hordozasat a Kpnl15 torzs esetén nem észleltiik,
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mig a tobbi torzs rendelkezett ezen gének valamelyikével. Fenikol rezisztencia gén (catAl
vagy catB3) hordozasara szintén minden torzs pozitivnak bizonyult.

A szekvenciaadatok interpretalasa soran PMQR gén/gének jelenlétét minden torzs
esetén igazoltuk, azonban a PCR, mint retrospektiv ,,genotipusos sziirés” soran kapott
adatokkal 6sszevetve helyenként anomaliat tapasztaltunk. A Qnr fehérjét kodolo géneket
illetéen a WGS szekvencia adatelemzése cafolta a PCR sordn azonositott qnrS gének
jelenlétét, helyettiik 2 torzs esetében qnrB4 gént (Kpn33 és Kpnl125), egy torzs esetében
gnrB1 gént (Kpnd7) azonositott, szintén egy torzs pedig gnrAl-et hordozott (Kox37).
Erdekes modon a Kpnl15 esetében WGS alapjan kideriilt, hogy gnr gént nem hordoz. A
WGS minden K. pneumoniae torzs genomjaban felismerte az ogxA és ogxB efflux pumpa
gének, valamint az aac(6’)-1b-cr szekvenciajat.

A szekvenalasi eredményeket 6sszefoglaldan a 7. tablazat dbrazolja.

A szekvenciaadatokat feltoltottiik az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) Genbank adatbazisba, melyek a kdvetkezo ,,accession number” alatt érhetok
el:

Kpn 33: Bioproject: PRINA511518, Biosample SAMN10639440

Kox37: Bioproject PRINA511522, Biosample: SAMN106 39457

Kpn47: Bioproject: PRINA511523, Biosample: SAMN10639726

Kpn115 Bioproject: PRINA511524, BioSamples SAMN10639736

Kpn125: Bioproject: PRINA511525, BioSamples SAMN10639737.

A nyers NGS szekvenalasi adatokat az NCBI szekvenciaolvaséasi archivuméban

(Sequence Read Archive, SRA) helyeztiik el.
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7. tablazat. A vizsgalt torzsek WGS éltal azonositott rezisztencia génjeinek és plazmid
replikonjainak eloszlésa.

STi11 ST52 ST307 ST11 ST11

Gének

Kpn33 Kox37 Kpn47 Kpnll5 | Kpnl25

aadAl
aac(3)-lla
aac(6")-1b
aph(3)-lc
aadA2

StrA

strB

sull

sul2

fosA

dfrAl12
dfrAl4
dfrA29
0gxA

0gxB
aac(6")-1b-cr
gnrAl
gnrB1
W
tet(A)
blaOXY-1-3
blaTLA-1
blaTEM-1A
blaTEM-1B
blaDHA-1
blaOXA-1
blaOXA-2
blaOXA-9
blaSHV-11
blaSHV-28
blaCTX-M-15
catAl

catB3

ST11 ST52 ST307 ST11 ST11

Kpn33 Kox37 Kpn47 Kpnlls | Kpni2s Plazmid replikonok

IncFII(K)
IncFIA(HI1)
IncR
IncFIB(K)

IncL/M (pmu407)
IncFIB(Mar)
IncHI1B
ColRNA1
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A szekvenciaelemzés sordn fluorokinolon rezisztenciaban szerepet jatszo
kromoszoma mutaciokat szintén azonositottunk. A Kpnll5 (ST11) DNS-giraz
enzimének A alegységében Ser83Phe és Asp87Ala szubsztitiiciot eredményez6 mutaciot
detektaltunk, mig a t6bbi K. pneumoniae torzs esetén a gyrA QRDR-jaban csupan a
Ser83lle szubsztitacioért felelds mutacio volt megfigyelhetd. Mindegyik K. pneumoniae
torzs DNS topoizomeraz IV enzimszekvenciajaban jelen volt a Ser80lle szubsztitucio, a
Kpn47 (ST307) QRDR-jaban azonban még egy Asn304Ser aminosavcserét is észleltiink.
A Kox37 gyrA és parC génjében nem azonositottunk szubsztitGiciot. Az antibiotikum
érzékenységi vizsgalat soran kapott MIC értékek és a WGS altal kimutatott kromoszdéma
mutaciok informacioit kozos abran tiintettem fel, a konnyebb &sszehasonlitas céljabol
(13. abra). Jelen tanulmanyban a feno- és genotipusos vizsgalati eredmények egyiittes
figyelembevétele alappillére a kutatési konluzié megalkotasanak. Az adatok dsszevetése
kiindulasi alapot szolgaltat annak megértéséhez, hogy miért alacsonyabb, vagy épp miért
kiugréan magas egy adott izolatum MIC értéke, miért sziikkséges az intrinsic rezisztencia
megléte, vagy egyaltalan milyen eldnyok segitik hozzd az adott klont a nemzetkdzileg
elterjedt, magas kockazatu ,.titulus” eléréséhez.

A WGS szekvenciaadatai alapjan IncFIB(K) tipust plazmidreplikon mindegyik
torzs esetén detektalhatod volt. Az ST11 torzsekben az IncFIB, IncFll, és IncR replikon
egységesen jelen volt, azonban a Kpn33 és Kpnl25 szekvenciaclemzése soran a
felsoroltakon kiviil még IncFIA(HI1) jelenlétét is igazoltuk. Az ST307 torzs esetén
IncFIB, IncL/M, IncFIB(Mar) és IncHI1B tipusu replikonnal rendelkezé plazmidok
hordozasat allapitottuk meg. A Kox37 torzsben az IncFIB replikonon kiviil a COIRNA1
is azonosithatdé volt, amit azonban mas torzsekben nem detektaltunk. A
szekvenciaadatokban azonositott plazmidreplikonok listajat 6sszefoglaloan a 7.tablazat

szemlélteti.
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2,39

7,42

3,28

6,11

3,09 3,55

2,32

1,64 1,47
2 | ﬂ ﬂ
0 1 i
gnrB4 ogxA ogxB |gnrAl|gnrBl1 ogxA ogxB | ogxA ogxB |gnrB4 ogxA ogxB
Kpn33 ST11 Kox37 Kpn47 ST307 Kpn115 ST11 Kpn125 ST11
ST52
Kpn33 Kox37 Kpn47 Kpnl15 Kpnl25
MIC (mg/L)
NAL >256 16 >256 >256 >256
CIP 128 0,25 128 128 128
LEV 128 0,25 32 8 64
MOX 128 0,5 128 8 64
Detektalt mutaciok a QRDR-ban
Ser83Phe
gyrA Ser83lle - Ser83lle Asp87Ala Ser83lle
Ser80lle
parC Ser80lle - Asn304Ser Ser80lle Ser80lle

13. abra. A qnrB4 (Kpn33 és Kpn125), a gnrAl (Kox37), a qnrB1 (Kpn47) az

0QgXA és 00xB relativ génexpresszios szintje, valamint a QRDR-ban detektalt

mutaciok okozta aminosav szubsztitiiciok a vizsgalt baktériumtorzsekben. A

4.2.6. A Kkvantitativ polimeraz lancreakcié eredménye

A qPCR modszer soran vizsgalt gnr illetve ogxAB gének relativ expresszios szintje
kozott meglepd kiilonbségeket tapasztaltunk (13. abra). A két genetikailag hasonld ST11
klon, a Kpn33 és Kpnl25 gnrB4 génjének (rpoB haztartasi génhez viszonyitott)
expresszioja 9,74 és 3,55, azaz csaknem haromszoros a kiilonbség a két azonos

szekvenciatipust torzs ugyanazon génjének expresszidja kozott. qnr gén tekintetében a

MIC értékeket mg/L-ben adtuk meg.
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legalacsonyabb expresszios szintet (1,64) az alacsony fluorokinolon MIC értékekkel
rendelkezd, kromoszoémajaban mutaciot nem hordozé Kox37 esetében tapasztaltuk. A
potencialis magas kockazati ST307 klon (Kpn47) gnrB1 génjének expresszidja 2,39.

A torzsek OgxA expresszidja 1,47 és 3,92 kozott, az 0gxB expresszioja pedig 3,09
és 8,53 kozott valtozott. A legnagyobb ogxA és ogxB expressziot a Kpn33-ban (ST11) és
a Kpn47-ben (ST307) figyeltik meg, melyeket a Kpn125 (ST11) és a Kpnl15 (ST11)
kovette.

Erdekes, hogy a Kpn115, mint ST11 magas kockazata klén nem tartalmaz gnr gént,
raadasul a legalacsonyabb OQXAB expressziot mutatta, ugyanakkor a mikrodilticios
modszer alapjan mégis rezisztens volt valamennyi vizsgalt fluorokinolonnal szemben. A
levofloxacin és moxifloxacin MIC értékeiben azonban szembetiind a kiilonbség: a
Kpnll5 értékei voltak a legalacsonyabbak a K. pneumoniae torzsek koziil. Feltiind
tovabba, hogy minden torzs esetén az 0gxB expresszios szintje joval magasabb az ogqxA

értékénél.
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5.  Megbeszélés

5.1. A vizsgalat torzsek fenotipusos rezisztenciaja

Széles korben elfogadott tény, hogy az antibiotikumok hasznalata eldsegiti a
korhazakban ¢és a kozosségekben a baktériumok antibiotikumokkal szembeni
rezisztenciajanak kialakulasat (9, 43). Nemrégiben bebizonyosodott azonban, hogy a
kinolon rezisztencia az antibiotikum szelekcios nyomas hianyaban is kialakul, ezért
feltételezhetjiik, hogy a klinikai esetekbdl szarmazo rezisztens izoldtumok megjelenése
nem feltétleniil az antibiotikumok alkalmazéasara vezethetd vissza (211, 212). Az egyik
olyan antibiotikumcsoport, amely — a klinikumba torténé bevezetése Ota — nagy
népszerliségnek orvend, a fluorokinolonok, melyeket szélesebb antimikrobialis
spektrumuk és jobb farmakokinetikai tulajdonsagaik miatt széleskorben alkalmazzak
kiilonféle fertézések kezelésében. A szerek alkalmazasaval azonban a kinolon
rezisztencia problémaja vitathatatlanul mindinkabb sulyosabba valik, igy az intrinsic és
extrinsic rezisztencia kummulative egy magasabb rezisztenciaszintet hoz létre, mely
terapias nehézséget, egyben hosszabb korhazban tartozkodast eredményez (8-10, 110). A
nozokomialis fert6zést okozo baktériumok koziil az ESKAPE csoport kiemelt
jelentdségli, melyek koziil kettd6 az Enterobacteriaceae csaladba tartozik (30). A K.
pneumoniae és az E. coli a két leggyakoribb kinolon rezisztens bélbaktérium (212). Az
altalunk vizsgalt izolatumok species szerinti szazalé¢kos eloszlasa hiien tiikkr6zi az
ESKAPE baktériumok kérhazi infekciokban betoltott szerepét €s fontossagat. Az ezen
baktériumok 4altal okozott nozokomidlis infekcidokrol évtizedek ota vilagszerte
beszamolnak, és mivel a baktériumok altal kolonizalt leggyakoribb extraintestalis hely a
hugyuti rendszer, ez az infekci6 a véraramfertdzések altalanos forrasa, mely
kialakulasahoz szamos virulencia faktor jelenlétét tarsitottak (35, 36) Az E. coli hugyuti
infekciokban betoltott szerepét Azargun tanulmanya is aldtdmasztja, ahol 219
azerbajdzsani és irani beteg hugyuti mintajabol 177 esetben E. coli-t, 28 esetben K.
pneumoniae-t identifikaltak az infekcid korokozodjaként; melyek koziil 144 E. coli és 21
K. pneumoniae hordozott valamilyen plazmidon kodolt kinolon rezisztenciagént; a
PMQR gének jelenléte azonban jellemzobb volt azokban az izolatumokban, amelyek
magas MIC értékekkel rendelkeztek, szemben az alacsony MIC értékeket mutatod
torzsekkel (26).
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Az altalunk vizsgalt klinikai izolatumok jelentds része, a teljes torzskollekcid
mintegy 87,4%-a volt rezisztens legalabb egy vizsgalt fluorokinolonnal szemben. Ez az
adat beleillik az irodalmi adatok alapjan alkotott képbe, hasonloan magas értékekrol
szamos tovabbi publikacidban beszamoltak (24, 213). Munkank jol példazza tehat, hogy
a véraramfert6zésbdl izoldlt korokozok magas fluorokinolon MIC értékeket mutatnak.
Egy kinai tanulmdnyban a 2013-15 kozotti intervallumban nozokomidlis
véraramfert6zést okozd 35 K. pneumoniae izolatum antibiotikum érzékenységét
vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy ciprofloxacinnal szemben csupan egy izolatum volt
érzékeny, mig levofloxacinnal szemben 100%-os rezisztenciat tapasztaltak. A tanulmany
egyben az ST11 szekvenciatipus dominans elterjedését is érzékelteti, a 35 izolatumbol 29
ebbe a klonba tartozott (177). Egy 2019-ben megjelent, ciprofloxacin rezisztenciat
vizsgalo atfogd tanulmany a foldrajzi régiok alapjan foglalja 6ssze az uropatogén E. coli
ciprofloxacinnal szembeni rezisztencidjanak szazalékos megoszlasait. A fejlett és
fejletlen orszagok adatait Osszevetve szignifikdns kiilonbség érzékelhetd: eldbbi
csoportban feltiintették az USA (5,1-12,1%), Belgium (12,9%), Németorszag (10,5—
17,3%), Svajc (17,4%), Anglia, (20,4%), Franciaorszag (24,8%) és Spanyolorszag
(39,8%) adatait, mig az utobbi csoportban Jordania (55,5%), Mongoélia (58,1%),
Pakisztan (60,8%), Nepal (64,6%) és Etiopia (85,5%) rendkiviil magas szazalékos aranyat
olvashatjuk (214). Kelet-afrikai kutatasok kimutattak, hogy 2003 és 2016 kozott az
ESBL-termel6 torzsek prevalenciaja 0,7% -rdl 30,3% -ra emelkedett az E. coli esetében,
mig 11,8% -r6l 90,5% -ra a Klebsiella speciesek esetében. A tanulmany a
ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia megndvekedett értékeirdl is beszamol; a
vizsgalatok alapjan E. coli-ban 2,5% -rd1 31,1% -ra, a Klebsiella speciesekben 1,7% -rol
70,2% -ra valtoztott a rezisztens torzsek aranya (215).

Az enterobaktériumokban a kinolonokkal szembeni rezisztencia elsdsorban
mutacioi eredménye, amelyek a gyrA és a parC alegységeiben kovetkeznek be. A plazmid
altal kozvetitett kinolon rezisztenciagének alacsony szintli rezisztenciat eredményeznek,
azonban a PMQR gének jelenléte eldsegiti a QRDR régidoban bekovetkezd mutaciok
eléfordulasi gyakorisagat (55, 109). Fontos megjegyezni azonban, hogy a fluorokinolon
rezisztenciagének jelenléte és a ciprofloxacin MIC értéke kozotti kapcsolat nem
nyilvanvalo (216). Vizsgalati eredményeink interpretalasa soran mi is azt tapasztaltuk,
hogy nincs egyértelmii korrelacio a fluorokinolon MIC értékek és a detektalt PMQR-
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determinansok jelenléte kozott. Négy PMQR-hordozo torzs alacsony ciprofloxacin MIC
értékeket mutatott, ami a kromoszomalis mutaciok hianyara is utalhat.

A ciprofloxacin MIC-értékek meghatarozo szerepet jatszhatnak a K. pneumoniae
nagyklonok terjedésében (217). Azonban mégis elmondhato, hogy nincs olyan specifikus
fenotipusos vonas, amely lehetévé tenné a klinikai laboratérium szamaéra, hogy kénnyen
felismerhetévé tegye a PMQR gének jelenlétét. Noha a ciprofloxacinnal szembeni
csokkent érzékenység egy olyan fenotipusos jelleg, amelyet gyakran 6sszekapcsolnak a

PMQR gének jelenlétével, azonban nem mindig megbizhaté marker (43, 218, 219).

5.2. Fluorokinolon rezisztenciaban szerepet jatszé gének

Vizsgalati eredményeink tiikrozték az aac(6')-1b-cr és az efflux pumpa gének
jelentés gyakorisagat az ESBL-pozitiv K. pneumoniae klinikai izolatumok kozott a
Semmelweis Egyetemi Klinikdkon. A PMQR gének ilyen magas gyakorisaga ravilagit az
ESBL-termelé K. pneumoniae izolatumok, illetve PMQR hordozasuk korai
felismerésének és rutin sziirésének sziikségességére. Kimutattuk, hogy a 103 izolatum
kozott a legelterjedtebb PMQR gén az aac(6')Ib-cr (68,8%), melyet az ogxA (48%), ogxB
(40%) és qnrS (6,4%) kovetett. Ezeket az adatokat Osszehasonlitva a korabbi
magyarorszagi jelentéssel, Szabo és munkatarsai kozel azonos gyakorisagot mutattak ki
a gnr rezisztencia gének tekintetében az ESBL-termeld K. pneumoniae izolatumok (3%)
és a (szintén ESBL-t termeld) E. coli izolatumok (1,4%) k6zott (220). Az aac(6')-1b-cr
prevalencidja drdmai moédon, 26,6%-161 68,8%-ra novekedett, az els6 magyarorszagi
kimutatas 6ta (220). Az ESBL-termel6k kozott az aac(6')-1b-cr kiillonbozoé gyakorisagarol
tobb orszagban beszamoltak: Iranban 70,1%, Spanyolorszagban pedig 16,2% (221, 222).

A PCR ¢és a WGS altal kapott eredmények interpretilasa sordn anomaliat
tapasztaltunk bizonyos PMQR gének (gnr, aac(6’)-l1b-cr, 0gxAB) tekintetében. A PCR
modszer soran eléforduld detektalasi hibak valoszinliségérdl Strahilevitz és munkatarsai
(2009) is beszamoltak. A gnrA, gnrB és gnrS gének egyszerlibb, illetve gyorsabb
Kimutathatosaganak céljabol szamos munkacsoport alkalmazott multiplex PCR-t, melyet
a késdbbiekben tovabbi primer készletekkel egészitették ki, az ujabb és Gjabb azonositott
génvarians azonositasanak megkdnnyitése érdekében. Strahilevitz leirja, hogy az altaluk
hasznalt primerek nem teljesen egyeztek meg az 6sszes qnrB génnel, és a reverse primer

a 3’ végén nem illeszkedett a qnrB5, qnrB10 és qnrB19 génekkel, hasonloképpen a qnrB
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reverse primerjének gqnrB17-hez torténd illeszkedési hibajarol is talalunk irodalmi
adatokat (11, 109, 223, 224). Kim és munkatarsai fals pozitiv amplikonokrél szamoltak
be a multiplex PCR eljarasok soran, hangsulyozva a Kkiterjedt DNS-szekvencia
megerdsitésének fontossagat (225). A kiilonboz6 kimutatasi modszerek 6sszehasonlitasa
nélkiil a prevalencia vizsgalatok potencialisan detektalasi torzitasnak vannak kitéve.
Mivel az aac(6°)-1b-cr és az aac(6)-1b kozotti kiilonbség is csak két nukleotidban van,
az aac(6)-1b-cr sziirése az aac(6 )-1b amplifikaciot kovetd szekvenalassal erdsitheté meg
(115). Habar a PCR modszer preliminaris szlrésre kivaléan alkalmazhaté, a WGS
nagyfoku szenzitivitasa altal kapott eredmények megbizhatobb adatokat kdzolnek. Az
aac(6’)-1b-cr kiilonb6z6 PMQR génnel asszocialt jelenlétérdl szintén irodalmi adatok
allnak rendelkezésre, leirtdak a gnrAl, qgnrBl, qgnrB4, qgnrS1, gepA génnel valo
koegzisztenciat is (109, 134, 226, 227).

A WGS szekvenciaadataibol megtudtuk, hogy torzseink koziil ketté (Kpn33 és
Kpn125) gnrB4-et, a K. oxytoca (Kox37) gnrAl-et, a Kpn47 pedig gqnrBl-et hordoz
genomjaban. Ezen gének gyakorisdgarol vilagszerte beszdmolnak, szdmos publikacio
tamasztja ala a nozokomialis infekciot okozo K. pneumoniae izolatumokban vald
jelenlétiiket (228-230). A qnr gének prevalencidgja az egyes orszagokban eltérd
megoszlast mutat: Kinaban 65,5% (231), Malajziaban 48,9% (232), Szingapurban 5,2%
(233), Olaszorszaghan 5,02% (234), Braziliaban pedig 2,3% (235). Sem a PCR reakcid,
sem a WGS soran izolatumaink kozott nem észleltiik a gnrC és gnrD gén jelenlétét, ami
nem meglepd, mivel a tobbi gnr génnel szemben lényegesen ritkdbban azonositjak
klinikai mintaban. Irodalmi adatok szerint az utobbi determinanst idaig jellemzden az
Morganellaceae csalad (Proteus spp., Morganella spp. és Providencia spp.) tagjaiban
mutattak ki (236). A gnrB gének jelenlétét K. pneumoniae ST11 esetén szamos
kozleményben jelentették, igy eredményiink korrelal a nemzetk6zi adatokkal (237, 238).
Legjobb ismereteink szerint ST52 szekvenciatipusba tartozoé K. oxytoca esetén idaig
vilagszerte nem azonositottak a qnrAl jelenlétét, igy munkankkal els6ként irjuk le.

Vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy az ESBL-termelé K. pneumoniae torzsek
kozott 48% volt az ogxA, illetve 40% az ogxB gének prevalenciaja. Kiilonb6zo orszagok
kiilonféle prevalencia-adatokrol szamoltak be; Spanyolorszagban az 0gxA esetében
76,3%, az ogxB esetében pedig 74,6% prevalenciat tapasztaltak (239), mig egy kinai

tanulmany eredményei 100%-0s prevalenciar6l szamolnak be (240). A WGS adatai azt
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mutattak, hogy az 0gxAB minden K. pneumoniae klinikai izoldtumban jelen volt, a K.
oxytoca-ban azonban nem. Ez az eredmény azzal magyarazhat6, hogy az 0qxAB egy
kromoszomalisan kodolt gén a K. pneumoniae-ban (240).

Mas vizsgalatokhoz hasonloan, a masik vizsgalt efflux pumpa gén, a gepA nem volt
jelen klinikai izolatumainkban, melyet a WGS eredménye is konfirmal (221, 241).
Ugyancsak alacsony prevalenciar6l szamolnak be a kdvetkezd tanulmanyok is: a 2007-
ben elkiilonitett 121 ESBL-pozitiv Enterobacteriaceae torzs koziil egyetlen E. coli
izolatum (0,8%) volt pozitiv a qepA2 nevii variansra nézve (139); egy kinai sertéstelep
vizsgalatdban azonban 48 rmtB pozitiv E. coli izolatumbol 28 (58,3%) bizonyult gepA
pozitivnak (242). Az efflux pumpa gének allatokbol izolalt mintakbol valé magas
detektaldsi ardnyabol feltételezhetd, hogy antibiotikum expozicié mellett, a kérnyezeti
mikroorganizmusok esetében a PMQR gének kozil az efflux pumpa gének
mechanizmusa dominal. Ez a feltételezés mindenesetre Osszefliggést mutat azzal a
(,,Bevezetés” c. fejezetben emlitett) ténnyel, hogy az 0gxAB gén els6 azonositasa

sertéstragya-mintabol tortént (137).

5.3. A fluorokinolon rezsitencia és a Kkiterjedt spektrumu f-
laktamzazok europai elterjedése

Ahogy azt a ,,Bevezetés” c. fejezetben is lattuk, az eurdpai orszagok koziil
Romaniaban kimagaslé az antibiotikum rezisztencia aranya, amint azt az EARS-Net
(Surveillance of antimicrobial resistance in Europe, Eurdpai Antimikrobialis Rezisztencia
Feliigyeleti Halozat, www.ecdc.europa.eu) altal kozolt legfrissebb adatok mutatjak (14-
17. abra) (243). A szennyviztisztitod telep vizi kornyezet, amelyet az antibiotikumok és
mas kémiai szennyezd anyagok (példaul nehézfémek, gydgyszerek, metabolitok) magas
szintli szelektiv nyomasa jellemez. E célbol roman kutatok a szennyviztisztitd telepekrol
szarmaz6 izolatumok, illetve a térben és idében Osszefiiggd klinikai izolatumok
Osszehasonlitd elemzését végezték, és hianypotld adatokat kozoltek az antibiotikum
rezisztencia gének (klinikai és a vizi kornyezet kozotti) terjedésére vonatkozoan. Mind a
klinikai, mind a kdrnyezeti mintakban széles korben elterjedt ESBL gének, igy blashv,
blaoxa, blatem és blactx-m voltak jelen. A kinolon rezisztenciagének koziil gqnrS1 és
00gxAB gén minden mintaban megtaldlhat6 volt, mig gnrD és gqnrB csupan a kdrnyezeti
izolatumokra volt jellemz6. Kimutattak az efflux pumpak és a plazmid altal kozvetitett

gnrB, gnrD és qnrS rezisztencia overexpresszidjat a szennyvizi izolatumokban,
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amelyekben azonban a hipervirulens K. pneumoniae genotipussal Osszefiiggd gének
egyike sem volt kimutathaté (244). Szamos klinikai jelent6ségli szekvenciatipust IS
leirtak szennyvizi izolatumokban, koztilk az ST11 (245-247) és az ST307 klonokat is
(248, 249). Ezen klonok kornyezetben és koérhazakban vald megjelenése bizonyitja
sikeres szelekcidjukat, valamint utal széleskorti -elterjedésiikre, melyet kutatasi
eredményeink is alatdmasztanak: vizsgalt torzseik koziil harom K. pneumoniae az ST11
(Kpn33, Kpnl15, Kpnl25), egy pedig az ST307 klonba tartozott (Kpn47), mig a K.
oxytoca — melyet e fejezetben a qnrA1l jelenlét kapcsan novitasként konkludaltunk — az
ST52 klon képviseldje.

A 14. ¢s 15. abraillusztralja a 2018. évi eurdpai fluorokinolon rezisztencia helyzetet
E. coli, illetve K. pneumoniae izolatumok korében (243). A magyarorszagi izolatumok
mindkét térkép alapjan 25-50%-o0s ardnyban mutatnak rezisztenciat fluorokinolonokkal
szemben. A K. pneumoniae szazalékaranya szélesebb tartomanyt dlel fel Eurdpa szerte,
a hazankat hatdrold orszdgok koziil Roménian kiviil Szlovakidban is magas értéket
adminisztraltak. A 16. és 17. abra a multirezisztens (fluorokinolon, harmadik generacios
cefalosporin és aminoglikozid rezisztens) E. coli és K. pneumoniae széleskorii europai
megjelenését reprezentalja (243). Erzékelhet6 a kiilonbség a két faj izolatumainak értékei
kozott hazankra vonatkoztatva; multirezisztens K. pneumoniae-t szignifikansan
magasabb aranyban azonositottak. Ebben a kontextusban Gorogorszag mutat kirivoan
magas értékeket, amit alatdmaszt a ,,Bevezetés” c. fejezetben is emlitett kozlemény: az

antibiotikumok jelentds részéhez vény nélkiil lehet hozzajutni ebben az orszagban (7).
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Eredményeink szerint az ST11 nemzetkdzi magas kockdzati klon minden torzse
hordozta a blactx-m-15s ESBL gént, ami jol korrelal az irodalmi adatokkal, mivel a
leggyakoribb ESBL géneck a CTX-M tipusu B-laktamazok az Enterobacterales rendben,
amint erre korabban mar utaltunk (170, 250). A kozelmultban megjelent egy bolgar
tanulmany, melyben 82 ESBL-termel6 K. pneumoniae és négy K. oxytoca izolatum koziil
a kollekcio 87%-a rendelkezett CTX-M-15 génnel (251). A K. pneumoniae ST11 hazai
megjelenésérél elséként Damjanova és munkatarsai szamoltak be 2008-ban, és mar e
tanulmanyban is széleskoriien elterjedt klonként jellemezték (163). Lengyelorszagban
interregionalis jarvanyrdl szamoltak be, amelyben az NDM-1 és CTX-M-15 termel6 K.
pneumoniae ST11 klon dominanciajat emelték ki (252). Mexikoi kutatok pedig a
gyermek- ¢és feln6tt betegmintabol szarmaz6 ESBL-termel izolatumok kozott tartak fel
szemléletes kiilonbségeket. A felndttekbdl szarmazoé izoldtumokban az SHV-tipus volt a
legelterjedtebb (81,6%), melyet a CTX-M-15 (44,9%) kovetett, mig a qnr-pozitiv
gyermekgyogyaszati izolatumokban a CTX-M-15 volt a leggyakoribb ESBL gén
(70,5%). Erdekes modon a gnr-determinénsok gyakorisaga az E. cloacae izolatumok
kozott volt a legmagasabb, melyet a K. pneumoniae és végiil az E. coli kovetett.
Megfigyelték tovabba, hogy a gyermekgyogyaszati izolatumokban Iényegesen
kevesebbszer detektalhatd kromoszomalis mutacio (250).

A CTX-M-15-termelé K. pneumoniae magas el6fordulasi aranyat (30,2%) jol
példazza a szarvasmarha tejbdl tortént kimutatisa is, ami tehat figyelmeztet az
¢lelmiszerlancban torténd terjedésére is (253). A gén széleskorii elterjedését szamos
tovabbi irodalmi adat bizonyitja. Egy 2019-ben megjelent barcelonai cikk vadon é16
emlGsok és madarak baktérium-hordozasanak rendkiviili diverzitasar6l szamolt be. A
legtobb multirezisztens K. pneumoniae és Citrobacter freundii izolatum rezisztenciat
mutatott fluorokinolonokkal, tetraciklinnel, szulfonamidokkal és aminoglikozidokkal
szemben is. Az izolatumok 23%-aban blasmv-12, 18%-aban blactx-m-15 gén jelenlétét
azonositottak. A tanulmany legfontosabb célja az volt, hogy felhivja a figyelmet az
antropogén nyomas kornyezetre gyakorolt hatasanak monitorozasara. Mind a blactx-m-1s,
mind a blasnv-12 jelenleg is a kdzosségbdl, valamint egészségiigyi ellatasbol szarmazo
klinikai mintak legelterjedtebb génjei Spanyolorszagban is, melyek orszagok kozotti
terjesztésének szempontjabol — a spanyol kutatds kovetkeztetései alapjdan — a

vandormadarak migracioja komoly problémat jelent. A madarakon kiviil fontos kiemelni
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az urbanizalt kornyezethez alkalmazkodni képes emldsok (pl. siindk) antimikrobialis
rezisztencia terjesztésében betoltott szerepét is (254-256).

A CTX-M-15 B-laktamazon kiviil a CTX-M-14 a leggyakoribb varians, amelyeket
globalisan orvosi szempontbol jelentés mikrobadkban detektalnak. A kiilonféle
kérokozokban leirt szamos ESBL koziil a CTX-M, TEM és SHV tipusok bizonyultak a
legsikeresebbnek a terjedés szempontjabol, amit eredményeinkkel mi is megerdsitiink
(257). A Gram-negativ baktériumokban az ampicillin elleni rezisztencia csaknem 90% -
a TEM altal kodolt géneknek koszonhet6 (258). Ez a tipusu B-laktamaz (blatem-1a vagy

blatem-18) a WGS adatai alapjan minden torzsiinkben megtalalhato volt.

5.4. A vizsgalt Klebsiella pneumoniae torzsek klonalitasa és az ST307
klon térnyerése

A nemzetkdzi magas kockazat K. pneumoniae nagyklonokon kiviil az ST307
megjelenése és terjedése is mindinkdbb felkeltette a tudomanyos publikum érdeklddését.
A klon 2013-ban tortént els6 leirasa Ota szamos orszagban megjelent, koztik
Olaszorszagban, az Egyesiilt Kiralysagban, Kolumbiaban, Pakisztanban, Marokkoban,
Koreaban, Tunéziaban, Kinaban és Szerbiaban (186, 259-267). Az ST307 magyarorszagi
eléfordulasat mi jelentettiik elsdként, mely a Villa és munkatarsai altal leirt ST307
klonnal nagyfokti hasonlosagot mutat (187, 266). Felmeriil a kérdés, hogy vajon mi
valthatta ki az multirezisztens korokozok metamorfozisat az elmult évtizedekben. Szamos
kutatd a virulenciafaktorok kulcsszerepét gyanitotta a siker hatterében, amelyek
hozzajarultak a  kiillonboz6  korokozok — multirezisztens  klonjainak/ST-inek
megjelenéséhez. A Clostridium difficile 027 ribotipust klonjat leszamitva azonban
egyetlen masik faj magas kockazati klonja sem mutatott nagyobb virulenciat a kisebb
klonokhoz képest; ez a megfigyelés tehat erds érvként szolgal a virulencian alapuld
disszeminacio cafolasara (268). Martinez és Baquero 2002-es kozleményiikben
kihangstlyoztak az antibiotikum rezisztencia (virulenciaval szembeni) prioritasat a
nemzetk6zi klonok szelekcigjaban (269). Kimutattak, hogy a fluorokinolonokkal
szembeni magas szintll rezisztencidval jaro fitnessz hatasok kozvetett novekedési elonyt
jelentenek a magas kockazatua ESBL- termeld K. pneumoniae és E. coli szamara. Fiizi és
munkatarsai 2020-ban megjelent publikacidjukban azt a konzekvenciat vonjak le, hogy a

rezisztens klonok megjelenése ¢és sikeres elterjedése valdsziniileg multifaktorialis
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jelenség, azonban feltételezhetd, hogy a fluorokinolonok kritikus szerepet jatszanak
ebben a folyamatban (91, 92, 188, 268, 270, 271).

Publikacionk 2019 eleji megjelenését kovetden a vildg szamos tovabbi orszagaban
jelentették a K. pneumoniae ST307 megjelenését Klinikali, illetve kérnyezeti mintakban
(pl. szennyvizben) egyarant. 2015 6szén egy 66 éves, cukorbetegségben, hepatitis C
virusfertézésben és végstadiumu vesebetegségben szenvedd, hemodializalt nét vettek fel
a Dominikai Koztarsasag korhdzaba laz, anorexia, hidegrazas és myalgia tiinetekkel. A
3. napon hemokultaraja pozitivnak bizonyult K. pneumoniae-ra, mely csupan
polimixinekkel szemben mutatott érzékenységet. A pacienst néhany honappal ezt
megelézdéen egy Puerto Rico-i korhdzban apoltak. A kezdeti javulas ellenére a beteg a
felvételt kovetd 25. napon meghalt. A teljes genom szekvenalas feltarta, hogy az izolatum
az ST307 szekvenciatipusu klonba tartozik, és szoros rokonsagban all (<185 SNP) tobb
hasonlé fenotipust nemzetkozi ST307 izolatummal. Erdekes médon legszorosabban (36
SNP) egy New York-i paciens izolatumahoz kapcsolddott, aki 2016-ban szintén Puerto
Ricéban keriilt korhazba (272). Ez a megallapitas felveti annak lehetéségét, hogy mindkét
beteg ugyanabban a Puerto Rico-i korhazban fert6z6dott meg, és fert6zéseik késébb
hazajukban alakultak ki (273).

Az els6, NDM-1, OXA-48 és CTX-M-15-termelé K. pneumoniae ST307 altal
okozott korhazi jarvanyt Pomeraniaban jelentették, ami 2019. juniusatol oktoberig tartott.
A higiénés ovintézkedések ellenére egy északkelet-németorszagi egyetemi korhaz, két
masik korhaz és egy rehabilitacios klinika is érintettek voltak a jarvanyban, ami
megerdsiti, hogy a klon nagymértékben képes alkalmazkodni a kérhazi kérnyezethez. A
klon rezisztenciagénjei kozott emlitik a blaskvos-ike, blactx-m-15, blatem-1e, blanom-i,
blaoxa-4s, aac(3)-1la-like, sull, sul2, fosA-like, dfrA5, ogxA-like, ogxB-like és gnrS1
géneket, valamint a gyrA83, parC80 mutaciokat (274). A kromoszoma ezen pozicidiban
az altalunk azonositott ST307 klonban is detektalhatoak mutaciok.

Az emlitett példakon kiviil a Karib-térségben, az Egyesiilt Arab Emirségekben,
Guineaban, Kamerunban, Dél-Koreaban, Tunéziaban illetve Ecuadorban is jelentették a
kiilonboz6 tipusu karbapenemaz- és ESBL- termelé ST307 megjelenését (275-277).

Wang és munkatarsai tizennégy IMP-38-termelé ST307 K. pneumoniae torzset
azonositott 2013 és 2016 kozott gytijtott, szepszisben szenvedo ujsziildttek mintai kozott.

A Dblamp-rél korabban nem szamoltak be ST307 torzsekben; ez Osztondzte a kinai
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kutatocsoportot a vilag 19 orszagabdl szarmazo, dsszesen 708 K. pneumoniae ST307
torzs genomjanak hierarchikus Bayes-féle klaszterelemzésének elvégzésére (18. abra).
Az elemzés a szekvenciatipust foldrajzi régiok alapjan 6 csoportra osztotta. Az 1.-1V.
kladok az Egyesiilt Allamok-beli izolatumok, a VI. klad dél-afrikai izolatumok adatait
foglalja magaba, mig az V. klad (amelybe Wang-ék WCGKP294 jeldléssel ellatott torzse
Is tartozik) Ausztraliabol, Braziliabol, Kambodzsab6l, Kamerunbdl, Kinabdl,
Kolumbidbol, Franciaorszagb6l, Guineabdl, Iranbol, Olaszorszagbol, Nepalbdl,
Hollandiabol, Nigériabol, Norvégiabol, Pakisztdnbol, Thaifoldrél, az Egyesiilt
Kiralysagbol, illetve bizonyos tovabbi Egyesiilt Allamokbél szdrmazé izolatumokat
foglal magaba (278, 279). Az I- IV ., illetve V1. klad lokalis jellegii, mig az V. klad sokkal
inkabb hasonlit a globalis vonalhoz. Erdekes médon — a tobbi ,,globalis” jelleget mutato
ST307 torzzsel ellentétben — a WCGKP294 nem hordozott QRDR mutaciokat, és nem
detektaltak IncFIIK/ IncFIBK replikonokat sem, de még a torzsek jelent6s hanyadara
jellemz6 blactx-m-15 gén jelenléte sem volt kimutathaté. Mindez arra utal, hogy az IMP-
38-termeld ST307 torzsek valdsziniisithetéen eltérd evolicios utvonalon jutottak el a
kedvez6 fitnesszel rendelkez6 klon kialakulasahoz. Vélhet6en kiilonbozé antibiotikum-
szelekcidos nyomas alatt voltak, ami magyarazhatja az aminosav-szubsztiticiok és
mutaciok hianyat, ami az egyik legfébb genetikai kiillonbség a ,,globalis” ST307
genomokhoz képest. 95 ,,globalis” ST307 genom vizsgalata azt mutatta, hogy a ParC 80l
¢és a GyrA 831 mutaciok 100% -ban konzervalodtak a genomban, tovabba egy kisebb
Klaszterben egy tovabbi GyrA 87N mutacio is észlelhet6 (277, 279).

A WCGKP294 torzs QRDR eredményei Osszhangban voltak az antibiotikum
érzékenységi teszt eredményeivel, mivel érzékenységet mutatott ciprofloxacinnal és

levofloxacinnal szemben is (279).
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18. abra. A K. pneumoniae ST307 genomok Bayes- féle filogenetikai rekonstrukcidja.
Az elemzésbe 708 ST307 genomot vontak be egy korabbi vizsgalat alapjan (273).
A filogenetikai elemzést végzd szerz0k a WCGKP294 torzset szekvenaltak, melyet
az abran kiilon jeloltek. CTX-M, cefotaximmal szembeni aktivitas; Bla Carb,

karbapenemaz gének (279).

Ahogy erre mar a ,,Bevezetés” c. fejezetben is utaltunk, a mutaciok leggyakrabban
a szerint és egy savas aminosav maradékot (glutaminsav vagy aszparaginsav) érintik (55).
A Kox37 esetén tapasztalt alacsony fluorokinolon MIC értékek és a mutaciok hianya — a
kinai WCGKP294 t6rzsh6z hasonldé modon — 6sszefliggést mutatnak. Az altalunk vizsgalt
ST307 torzsben azonban a GyrA és ParC alegységekben is megfigyeltiink mutacidkat. A
gyrA-ban Ser83lle, a parC-ben Ser80lle, valamint Asn304Ser aminosavcserét
eredményezé mutacid6 is kimutathatd volt, melyek magyarazzak a torzs
fluorokinolonokkal szembeni magas MIC értékeit, tovabba sugalljak a genom ,,globalis”
jellegét. A tobbi K. pneumoniae térzs QRDR-jaban detektalt Ser801le, Ser831le, Ser83Phe

valamint Asp87Ala aminosav-szubsztiticio szintén a magas MIC értékek bizonyitékaul

75



DOI:10.14753/SE.2021.2496

szolgal. Pham és munkatarsai 6sszegy(jtotték a bizonyos Gram-negativ és Gram-pozitiv
fajok DNS-giraz és topoizomeraz IV génjeiben detektalt leggyakoribb mutaciokat. Ezek
az adatok szintén alatdmasztjak, hogy az E. coli, a Salmonella spp. és a P. mirabilis
fajokban (és vélhetéen altalanosan az Enterobacteriaceae csaladban) a gyrA esetén a 83-
as poziciodban 1évé szerin, a parC esetén a 80-as pozicidban 1€v6 szerin szubsztitucidja
azonosithat6 a leggyakrabban (9).

A vizsgalt K. pneumoniae térzsek kozott harom pulzotipust azonositottunk: KP053,
S PT és KP197. Két ST11 izolatum (Kpn33 ¢és Kpn125) a KP053 pulzotipushoz tartozott,
a harmadik ST11 torzset (Kpnll5) S PT-ként detektaltuk, amelyet korabban mar
jelentettek Magyarorszagon (163). Egy korabbi hazai vizsgalat soran 312 K. pneumoniae
izolatum PFGE-tipizalasat végezték el, mely 12 kiilonb6z6 pulzotipust specifikalt. Az
izolatumok koziil 262 KP053 és 38 KP070 az ST11 szekvenciatipusba tartozott (280).
Ezek az adatok a KP053/ST11 klon hazankban vald elterjedését bizonyitjadk. A K.
pneumoniae ST307 (Kpn47) a KP197 pulzotipusba kertilt, ezt a tipust azonban csak 2014-
ben regisztralta az NNK. 2015 6ta Magyarorszagon dsszesen 30 torzset adminisztraltak
ezzel a pulzotipussal (nem publikalt adatok alapjan).

A plazmid replikon tipusokat tekintve, az IncFIB(K) minden torzsiink esetében
azonosithat6 volt, ami megerésiti a korabbi vizsgalatokat. Egy tanulmanyban a vizsgalt
klinikai K. pneumoniae izolatumok tobbségében (91%) IncFII és IncFIB replikon tipusok
jelenlétét igazoltak. (281). A blactx-m-15 rendszerint IncF tipust plazmidokon helyezkedik
el, ami ndveli a rezisztencia-determinansok prevalenciajat a K. pneumoniae izolatumok
kozott. Az IncF-hez tartozo, eltérd replikontipusokkal rendelkez6 rezisztencia plazmidok
(példaul FIA, FIB és FII) képesek rezisztencia géneket megszerezni, majd gyorsan
terjedni az Enterobacteriaceae, kiilondsen a fajon beliili klonok kozott, ezért is nevezik
.jarvanyrezisztencia-plazmidoknak™ (194). Ennek ellenére arrdl is beszamoltak, hogy a
blactx-m-15 gén megtalalhato az IncN, IncR vagy IncL/M replikontipust plazmidokon is
(24, 282-285).

A gqPCR modszerrel vizsgalt gnr, valamint ogxA és 0gxB relativ expresszios szintek
interpretalasakor arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a K. oxytoca esetében a gnrAl
jelenléte és (a qnr gének kozott a legalacsonyabbnak mutatkozo) expresszios szintje
csOkkentette a kinolonok iranti érzékenységet. A K. pneumoniae ST11 és ST307 klénok

levofloxacin és moxifloxacin MIC értékei korrelaltak a gnr és 0gxAB expresszios
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szintekkel. Az 0gxB expresszidja minden torzs esetén magasabb az 0gxA-hoz képest, ami
egyezést mutatott egy 2018-as hazai publikacio adataival (286). A Qnr fehérjék tovabbi
elényOs tulajdonsaga a toxin-antitoxin hatassal magyarazhatdo. A Qnr fehérjéket
antitoxinoknak tekintik, amelyek megvédik a DNS-giraz és topoizomeraz IV enzimeket
a természetesen el6forduld toxinoktdl. Ezt az elméletet Ellington és Woodford (2006) irta
le, és fontos megemliteni, hogy a nemzetkdzileg elterjedt, magas kockazata klénokban
kiilonosen fontos szerep tarsithatd ezen Qnr fehérjék jelenlétéhez (287). A fluorokinolon
rezisztencia kialakuldsa soran a PMQR determinansok szerepet jatszanak a csokkent
érzékenységben, és alacsony szintli fluorokinolon rezisztenciat tartanak fenn (288). A
QRDR kromoszomalis mutacioi révén magas szintii fluorokinolon rezisztencia alakul ki,
de a PMQR gének expresszidja fennmarad, melyhez tehat jelentés funkcio tarsithato (igy
pl. az emlitett DNS-giraz és a topoizomeraz IV enzimek ,antitoxikus” védelmének
biztositasa) (87, 119, 289).

A magas kockazati nagyklonok és a sporadikus elterjedésti kis klonok kozotti
meghataroz6 kiilonbség abban rejlik, hogy az izolatumok képesek-e energetikailag
kedvezd genetikai valtozdsok (muticiok) kialakitdsara a DNS-girdzban ¢és az
topoizomerazban IV-ben (91). A fébb ST (ST11, ST15, ST147) MDR K. pneumoniae
torzsek sikere Osszefliggésben volt azzal a képességgel, hogy legalabb két energetikailag
kedvez6 QRDR mutéciot fejlesszen ki. A fo6bb ST torzsekkel ellentétben a kisebb ST
izolatumok erre vagy képtelenek voltak, vagy csak egyetlen valtozast fejlesztettek ki
(188). Ez a kapacitas elofeltételnek tinik: a sikeres klonoknak képesnek kell lenniiik
olyan mutaciok kialakitdsara, amelyek magas szintli rezisztenciat biztositanak a
fluorokinolonokkal szemben anélkiil, hogy a fitnesszt veszélyeztetnék (92). Ezenkiviil
jelentették a ,kettds szerin” QRDR mutaciokkal jaro eldnyoket is, amelyek az ST307
klonra is jellemz6 (91, 277). A virulencia faktorok csak masodlagos szerepet jatszanak a
baktériumok klonalis dinamikdjdban a multirezisztencidhoz viszonyitva; utobbi
kialakitasaban a fluorokinolonok atgondolatlan alkalmazasa kulcsszerepet jatszik (268).

A fluorokinolonok szerepe sajatos fitnessz-hatasuk miatt egyediilallo. Vélhetéen
egyetlen baktérium sem marad ,,immunis” a fluorokinolonok hatasaval szemben
evolucios dinamikajuk kialakulasa soran. Kovetkezésképpen - kiilonds tekintettel a
betegellatasi helyszinekre -, a fluorokinolonok hasznalatanak csokkentésére, megfontolt

alkalmazasara van sziikség, ami varhatdoan a nemzetko6zi nagyklonok kialakulasanak és
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terjedésének visszaszoritasat eredményezi (268, 290). A PMQR-determinansok névekvo
prevalenciajat figyelemfelhivasként kell tekinteni, mivel olyan genetikai platformoknak
tekinthetok, amelyek nagymértékben eldsegitik a tobb antibiotikumcsoporttal szemben
rezisztens izolatumok kiszelektalodasat és vilagszintii térhoditasat. A K. pneumoniae
ST307 korhazi kornyezetben vald megjelenése és lehetséges terjesztése szintén
kozegészségiigyi aggalyokat vet fel, ezért a magas kockazatu és potencialisan magas
kockézatu klonok folyamatos monitorozasara van sziikség. Mindezeken kiviil tovabbi
terhet r6 az egészségiligyre az Enterobacteriaceae csalad karbapenemaz-termeld
torzseinek mind gyakoribb izolalasa is, ami szintén veszélyezteti az antibiotikumok
alkalmazhatdsagat és altalanos terapids hasznat; tovabba koltségterhet 16 az egészségligyi
ellatorendszerre is. A multirezisztens korokozok terjedését az infekciokontroll szigoru
betartasaval lehet mérsékelni. Az egészségiligyi szakemberek, kiilondsen az apolok
képzése rendkiviil fontos a fert6zések ellendrzése és megeldzése szempontjabol (291,
292). A mitétek soran alkalmazott invaziv eszkdzok és orvosi miszerek megfeleld
sterilizalasara és fertOtlenitésére szintén nagy hangsulyt kell fektetni; az irdnyelvek be
nem tartasa ugyanis noveli a nozokomialis fert6zések kockazatat (293, 294). Nagyon
nagy a kiillonbség azonban az iranymutatasok megléte és azok tényleges végrehajtasa
kozott (295).

A teljes genomszekvenalas elengedhetetlen eszkdz, amely gyors és gazdag adatokat
szolgaltathat a rezisztencia génekrél, a mobilis genetikai elemekrél és a virulencia
profilokrdl, tovabba rendkiviil hasznos médszer az antibiotikum rezisztencia nyomon
kovetésére, terjedésére nézve. A WGS altal kinyert szekvenciaadatokat a tudomanyos
kozélet szamara elérhetové tettiik az NCBI Genbank adatbazisaba torténd feltoltéssel,
mellyel szélesiteni kivantuk a multirezisztens korokozok —klonspektrumanak

metamorfozisaval kapcsolatos ismereteket.
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6. Kovetkeztetések, 0j eredmények

A fluorokinolonokat — az 1960-as évek elején tortént felfedezésiik ota — vilagszerte
hasznaljak kozosségben szerzett, valamint stlyos korhazban szerzett fertdzések
kezelésére. Ezen antibiotikumok széleskorii hasznalata azonban elGsegiti a fluorokinolon
rezisztens torzsek kialakulasat és noveli a PMQR-determinansok prevalencidjat, ami
pedig elésegiti a multirezisztens klonok kiszelektalodasat és vilagszintli térhoditasat. A
mar jol ismert, vilagszerte elterjedt, magas kockazati nagyklonokon kiviill mind
gyakrabban szamolnak be a K. pneumoniae ST307 korhazi kornyezetben vald
megjelenésérdl is, mely terjedése szintén komoly problémat vet fel az egészségiigyi

kornyezetben, terapias kihivas elé allitva a klinikumban dolgoz6 szakembereket.

e Az altalunk vizsgalt izolatumok species szerinti szazalékos eloszlasa htien tiikkrozi
az ESKAPE baktériumok koérhazi infekciokban betoltott szerepét és fontossagat.
Az ESBL-termelés igazoldsaval, valamint a vizsgalt torzsek 87,4%-aban
eléfordulo, legalabb egy tipust fluorokinolonnal szembeni rezisztencia
kimutatasaval kiegészitjiik és megerdsitjiik az irodalmi adatokat.

e Kutatdsunk soran kimutattuk, hogy a 103 izolatum k&zott a legelterjedtebb PMQR
gén az aac(6')-1b-cr volt, melynek prevalenciaja drasztikus novekedést mutat a
gén els6 magyarorszagi jelentése ota (26,6% -rol 68,8% -ra nétt).

o A Kilebsiella spp. térzsek mikrodilicids vizsgalata soran kapott fluorokinolon
MIC (mg/L) értékek, valamint a detektalt rezisztenciagének megléte (illetve
hianya) kozott egyértelmii korreldcié nem allapithatdé meg.

e Eredményeink szintén bizonyitjdk a KP053 / STI1 klon hazankban vald
elterjedését.

e Jelen tanulmanyunkkal elséként igazoljuk az ST307-es klon magyarorszagi
megjelenését.

e Elséként szamolunk be gnrAl hordozasrol K. oxytoca ST52 esetében.

e Meger6sitjiik a blactx-m-15 gén széleskorii el6fordulasat a magas kockazata és
potencidlis nagyklonok kozott.

e lgazoljuk az IncFIB(K) replikontipust plazmidok K. pneumoniae kléonokban vald

elterjedését.
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e Minden torzs esetében az oqxB overexpresszidjat figyelhettiik meg, ami egybevag
korabbi hazai adatokkal.

e A WGS altal kinyert szekvenciaadatokat feltoltottik az NCBI Genbank
adatbazisaba, elérhetdvé téve kiilonbozé epidemiologiai és filogenetikai

kutatdsok szamara.
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7. Osszefoglalas

A fluorokinolonok széles spektrumu baktericid antibiotikumok, amelyek kivalod
aktivitdst mutatnak Gram-negativ baktériumokkal szemben. Széles korben hasznaljak
kiilonféle fert6zések kezelésére, melynek eredményeként a rezisztencia szamos
Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktériumfaj esetén altalanossa valt. A kinolonokkal
szembeni rezisztencia f6 mechanizmusa a DNS-giraz és topoizomeraz IV enzimeket
kodoloé kromoszomalis génekben felhalmozodé mutaciokkal magyarazhato. Az Gijabban
felfedezett plazmidon kodolt kinolon rezisztencia (PMQR) determinansok a rezisztencia
elérésében szintén szerepet jatszanak. A fluorokinolonokkal szembeni magas szintli
rezisztenciaval jard ,,fitnessz eldny” hozzajarult az ESBL-termeld E. coli és Klebsiella
spp. nemzetkozi klonjainak szelekcidjahoz és vilagméreti elterjedéséhez. Az elmult
évtizedekben a multirezisztens K. pneumoniae altal okozott korhazi fertézések
prevalenciaja dramai médon megnétt, jelentds terapias nehézségeket okozva, mig a K.
oxytoca-t korhazi fertézésekben ritkabban izolaltak.

Mindezek fényében kutatdsunk soran hemokultirabol izolalt ESBL-termeld
Enterobacteriaceae torzsek feno- és genotipusos jellemzésére fokuszaltunk. A
preliminaris vizsgalatokat kovetden kutatasunk kézéppontjaban négy K. pneumoniae és
egy K. oxytoca torzs fluorokinolon-rezisztencia vizsgalata allt. A kivalasztott torzsekben
molekularis tipizalast, valamint teljes genom szekvenalast végeztiink. Az MLST feltarta,
hogy harom K. pneumoniae torzs a nemzetkozi, nagy kockazat ST11-be tartozik, egy
pedig az ST307-be, amelyrdl az utobbi években potencialis magas kockazati klonként
szamoltak be, és amely novekedd elterjedést mutat, mig a K. oxytoca-t ST52-ként
azonositottuk. A K. pneumoniae ST1l-et vilagszerte gyakran kimutattak sikeres
korokozoként, és dontd szerepet jatszik a korhdzi fertézésekben. Legjobb tudomasunk
szerint tanulméanyunk az ST307 els¢ magyarorszagi leirdsa. Tovabba ez az elsd jelentés
a K. oxytoca ST52 szekvenciatipusban detektalt gnr (PMQR) gén jelenlétérol is.

A PMQR gének megndvekedett diverzitdsa megkonnyiti ezen klonok terjedését. Az
irodalmi adatok szamos, magas kockazatu és potencialis magas kockazatu K. pneumoniae
klon altal okozott korhdzi jarvanyrdl szdmolnak be, ezért ezen multirezisztens klénok

folyamatos monitorozasa sziikséges.
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8. Summary

Fluoroquinolones are broad-spectrum bactericidal antibiotics that have an excellent
activity against Gram-negative bacteria. These antibiotics are widely used agents to treat
various infections, as a result resistance became common in numerous bacteria belonging
to the family Enterobacteriaceae. The main mechanism of quinolone resistance is the
accumulation of mutations in the chromosomal genes encoding DNA-gyrase and
topoisomerase 1V enzymes. Furthermore, plasmid-mediated quinolone resistance
(PMQR) determinants were discovered as new additional ways to achieve resistance.
Beneficial ,fitness cost” associated with high-level resistance to fluoroquinolones
contributed to the selection and worldwide dissemination of the international clones of
ESBL-producing E. coli and Klebsiella spp. Over the last decades prevalence of
nosocomial infections caused by multiresistant K. pneumoniae have drastically increased
causing significant therapeutic difficulties, while K. oxytoca has been isolated in hospital
infections with less frequency.

In light of all this in our research we focused on pheno- and genotypic
characterization of ESBL-producing Enterobacteriaceae strains isolated from blood
cultures. Following preliminary examinations our main purpose was to investigate
fluoroquinolone resistance in certain selected strains, thus four K. pneumoniae and a
single K. oxytoca. Molecular typing as well as whole-genome sequencing were performed
for these strains. MLST revealed that three K. pneumoniae strains belonged to
international high-risk ST11 and one to ST307 that has been reported as a potential high-
risk clone in recent years and shows an increasing dissemination, whereas K. oxytoca was
identified as ST52. K. pneumoniae ST11 has been frequently detected worldwide as a
successful pathogen and plays a crucial role in nosocomial infections. To the best of our
knowledge, our study is the first report of ST307 in Hungary. In addition to that this is
the first description of the gnr (PMQR) gene in K. oxytoca ST52.

Increased diversity of PMQR genes facilitates spread of these clones. Based on
literature data there are several hospital outbreaks caused by high-risk and potential high-
risk K. pneumoniae clones, therefore, continous monitoring of these multiresistant clones

IS necessary.
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