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1. Bevezetés

Napjainkban vilagszerte komoly kihivast jelent az antibiotikum rezisztencia. A
fertdz6 betegségeket emelkedd szdmban okozzék antibiotikum rezisztens korokozok,
amely terapids nehézséghez vezet, mert limitalt szdmu hatdsos antibiotikum all
rendelkezésre a kezelésre. A European Center for Diseases Control (ECDC) adatai
alapjan évente 33.000 beteg meghal antibiotikum rezisztens korokoz6 okozta infekcioban
Eurdpaban. (V' Vilagszerte évente 700.000 beteg halalozasaért feleldsek a rezisztens
korokozok és becslések szerint 2050-re koriilbeliil 10.000.000 ember halalozasat fogjak
okozni. @ A bakterialis infekciok koziil az egyik legjelentdsebbek az Enterobacterales
rend tagjai altal okozott fertézések. Szadmos anatomiai helyen okoznak human fertézést,
ugymint hugyutakban, sebekben, bélrendszerben, légutakban vagy a legsulyosabb
esetben a véraramban is. Kezelésliik azonban egyre nagyobb problémat jelent, a
kiilonboz6 antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztenciajuk miatt. Az elmalt,
megkozelitéleg 30 évben az antibiotikum rezisztens Enterobacterales torzsek egyre
szélesebb  korben  elterjedtek.  Ismert  rezisztencidjuk  béta-laktamokkal,
fluorokinolonokkal, aminoglikozidokkal, illetve polymyxinekkel szemben is. ¢ A
fluorokinolonok mindennapos hasznalatanak, illetve a baktériumok alkalmazkodo
képességének koszonhetden a rezisztens torzsek aranya nagymértékben emelkedni
kezdett. A jelenség vilagszerte terapis nehézséget okozo6 problémava nétte ki magat. ©

A kinolonok targetje a DNS girdz ¢és topoizomerdaz IV enzimek. Ezeket
gyogyszer-enzim-DNS komplexbe zarjak, amely letalis dupla szala DNS toréseket hoz
létre. A fluorokinolonok széles spektrumuknak kdszonhetden szamos infekcioban
alkalmazhatdak, generdciojuknak megfelelden, Ugy mint: hagylti infekcidban,
gastrointestinalis fertézésekben, , bor- és lagyrész infekciokban, also- és felsd 1éguti
infekciokban,valamimnt septicaemia esetén is. ¢

Fluorokinolon rezisztencia esetén beszélhetiink kromoszémalis és plazmidon
kédolt rezisztencia mechanizmusokrol. Kromoszémalis rezisztencia esetén mutaciod
elsdsorban a gyrd-ban, késdbb pedig a parC-ben kdvetkezik be. Ezen mutacidk az un.
kinolon-rezisztencia-determindns régidban eléforduld aminosav szubsztituciok. A

valtozasok az enzimek DNS kot6 felszinét érintik. !9 A plazmidon kodolt fluorokinolon



rezisztenciaért felelés gének a PMQR-ok: a gnr-géncsalad (qnrA, gnrB, qnrC, gqnrD,
gnrS, gnrE1), az aminoglikozid-acetiltranszferaz-(6°)-1b-cr [aac-(6’)-1b-cr], valamint a

gepA és 0gxAB efflux pumpa gének (1112
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A fluorokinolon rezisztencia lehetséges mechanizmusai - kromoszoémalis

muticiok vagy PMQR-ok 1)

2. Célkitiizés

Els6 vizsgalatunk sordan a PMQR-ok prevalencidjat hugyuti mintdkbol izolalt
Enterobacterales torzseken elemeztiik. Célunk a torzsek fluorokinolon, béta-laktam
¢s aminoglikozid antibiotikum érzékenységének megallapitasa, valamint a
kromoszémalis ¢és plazmidon kodolt rezisztencia determinidnsok jelenlétének
felderitése volt. Azon E. coli torzsek esetén, melyek legalabb 1 gnr determinéanst
hordoztak, 6 fontos virulenciafaktor jelenlétének meghatarozasat terveztiik.

A 214 Enterobacterales torzs koziil ketté olyan K. pneumoniae torzs keriilt
kivalasztasra, melyek ciprofloxacin MIC-értéke a 2016-ban elfogadott EUCAST
iranyelvek alapjan az érzékeny tartomdnyba tartozott, tehat 1 mg/L alatti volt. Ezen
kiviil a korabban vizsgalt ciprofloxacin rezisztencia determinansok koziil egyediil az
0gxAB eftlux pumpa génjeit hordoztdk, de mas PMQR génre nézve negativak voltak.
A két torzs esetén célunk az OgxAB efflux pumpa génexpresszidjanak vizsgalata volt
ciprofloxacin expozicid6 hatidsara és ezen efflux pumpa szerepének vizsgalata

magasabb szintii fluorokinolon rezisztencia kialakulasaban. Célunk volt tovabba ezen



K. pneumoniae torzsek 7 housekeeping génjének szekvenalasa alapjan az MLST tipus
meghatdrozasa.

A gnrD-t hordozd M. morganii torzs esetén célunk volt a gnrD-t hordozo6 plazmid
szekvenalasa, valamint Genbank-i adatok alapjan a mar ismert gnrD plazmidok
szekvenciajaval valo Osszevetése. Ezt kovetden a plazmid szekvencidk filogenetikai
elemzését terveztilk. Vizsgélataink soran a gnrD-t hordozd M. morganii esetén
ciprofloxacin expozici6 hatasara a gnrD gén expresszid valtozasanak meghatarozasat

terveztik.

3. Moddszerek

Vizsgalataink soran Osszesen 214 Enterobacterales torzset analizaltunk,
amelyeket a Semmelweis Egyetemen izolaltak hugyuti mintakbol 2013 és 2014 kozott.
Antibiotikum  érzékenységi vizsgalatot végeztiink ciprofloxacinra, cefotaximra,
ceftazidimre, ceftriaxonra, amikacinra és tobramycinre mikrodilicidos modszerrel 96
lyukt microplate-ben Mueller-Hinton tapoldatban. Az eredmények értékelése az aktualis,
2014-ben érvényben 1évé, EUCAST eldirasoknak megfelelden tortént. (!4
A PMQR gének detektalasa PCR-rel tortént mind a 214 torzs esetén.

A torzsek koziil 6sszesen 8 db E. coli torzs keriilt kivalasztasra, melyek mindegyike
legalabb 1 gnr génre pozitivitast mutatott a korabbi PCR vizsgélatok soran. A virulencia

faktorok detektalasa szintén PCR-el tortént.

Két K. pneumoniae torzset valasztottunk ki, melyek a korabbiakban ogxA4B efflux
pumpat hordozdnak bizonyultak, mig mas PMQR-t nem azonositottunk esetiikben. A két
vizsgalt torzbdl egyenként 0,5 McFarland denzitdst baktérium szuszpenziot készitettiink
Mueller-Hinton tdpoldatban, majd ezeket kezdetben a sajat MIC értékiiknek megfeleléen
0,06, illetve 0,5 mg/L-es ciprofloxacin expozicioba helyeztik 37 °C-on 24 o6rara. A
szuszpenzidokbol 30, 60, 90 és 120 perc, majd 24 6ra mulva vett mintdkbol RNS extrakciot
végeztiink. A baktérium szuszpenzidkat ezt kovetéen 0,5 McFarland denzitisara
ciprofloxacin oldatba helyeztilk. Minden egyes inkubacio 37°C-on 24 6ran at tortént.
Minden esetben az emelkedd ciprofloxacin koncentracioban tortént 24 6ras inkubalas

utan RNS extrakciod tortént az ogxAB efflux pumpa expresszio szintjének megallapitasara,



majd kvantitativ reverz-transzkriptdz PCR-t végeztiink az ogxA és ogxB génexpresszid
szintjének megallapitasara. A gének Ct értékeit az rpoB housekeeping gén Ct értékére
normalizaltuk (AACY), és a relativ expressziota 24 értékében allapitottuk meg. 15 A
gyrd ¢és parC génekben torténd mutaciok kialakuldsat a ciprofloxacin expozicidé soran
nyert bakterialis szuszpenziokbdl PCR-rel és nukleinsav szekvenalassal vizsgaltuk.
Mindkét vizsgalt K. pneumoniae torzs esetén multilocus szekvencia tipizalast végeztiink
a 7 housekeeping gén PCR termékének nukleinsav szekvencia analizise alapjan.

A korabban vizsgalt 214 torzsbdl 1 M. morgannii hordozta a gnrD gént. Ezen
torzset, illetve plazmidot elemeztiik. A gnrD determindns azonositasa PCR-el tortént, a
korabban leirtaknak megfelelden. Pozitiv kontrollként egy gnrD-t hordozd E. coli térzs
szolgalt. Inverz PCR-t végeztiink a gnrD pozitiv torzseken, a gnrD fwd és a gnrD rev
primerek komplementer antiparallel szalaival annak érdekében, hogy amplifikaljuk a
gnrD-t hordozé plazmid externalis részeit. A tovabbi plazmid DNS részeket altalunk
tervezett primerparokkal amplifikaltuk, melyet online primertervezd program
segitségével terveztiink (Eurofins Genomics; http://www.eurofinsgenomics.eu). A
plazmid szekvencidjat az NCBI adatbazisban jegyzett plazmidok szekvenciaival
hasonlitottuk 6ssze. A topoizomerdz gén kinolon rezisztencia determindns régidinak,
vagyis QRDR-einek, amplifikdldsa PCR-el tortént, az amplikonok elemzéséhez pedig
DNS szekvenalast végeztink. Az SEIOMM nevii torzs gnrD plazmid szekvenciajat a
Genbank-i adatokkal hasonlitottuk 6ssze. A plazmid szekvencidk csoportositidsa és
filogenetikai besoroldsa a Geneious 9.0.5 szoftver csomaggal tortént. Konjugacios
vizsgalataink soran donorként az SE1I0MM torzset haszndltuk, recipiensként egy E. coli
J53 Azide® torzset alkalmaztunk, 1:2, 1:4, illetve 1:10 aranyban. A M. morganii
SE10MM to6rzs 0,5 McFarland denzitdsu szuszpenzidjat 24 6ras 1mg/L-es ciprofloxacin
expozicioba helyeztiik MH tapoldatban, hogy megallapitsuk a gnrD gén expressziojanak
¢s a plazmid kopiaszaménak valtozasat. A baktérium torzs novekedését 0, 2, 4, 6, 8, 12
¢s 24 o6ra mulva monitoroztuk spektrofotométerrel (ODeg40). Ugyanazon torzs 0,5
McFarland denzitast szuszpenzidjat ciprofloxacin expozicid nélkiil alkalmaztuk negativ
kontrollként. Minden megadott idépontban teljes RNS extrakcid tortént a vizsgalt
torzsekbdl, majd kvantitativ reverz-transzkriptaz PCR-t végeztiink. Hasonléan a recA

gént is vizsgaltuk, mint az SOS-response rendszer egyik regulator génjét.



4. Eredmények

PMQR prevalencia vizsgalataink soran a kovetkezdket tapasztaltuk:
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Abra 2.: A vizsgalt torzsek ciprofloxacin MIC érték szerinti szamszerii eloszlasa -75

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

A 214 vizsgalt torzsbol 38 hordozott valamilyen PMQR-t, akar egyetlen egyet, vagy
tobbféle PMQR kombinacidjat is. A tesztelt torzsekben igy Osszességében 17,7%-o0s
PMQR prevalenciat azonositottunk.
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Abra 3. A kiilonbozé PMQR-t hordozé torzsek ciprofloxacin MIC-érték szerinti

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

A virulencia faktorok vizsgéalatdra kivalasztott E. coli torzsekben a pil gént sikeriilt

minden esetben azonositanunk, mig a tobbi faktor eltéréd mértékli megjelenést mutatott.



A vizsgalt két K. pneumoniae torzset emelkedd ciprofloxacin koncentracidban térténd
inkubécio6 sordn az SE23 torzs esetén a 0,5 mg/L-es koncentracidnal magasabb értékeken
novekedést nem detektatunk. Az SE191 torzset azonban sikeresen szoktattuk a magasabb

ciprofloxacin koncentraciokhoz, igy egy rezisztens torzset kiszelektalva.
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Abra 4: Az 0gxA és ogxB expresszios rataja az SE23 és SE191 torzsekben — a
vizsgalatok jelentds ogxB emelkedést detektaltak emelkedd ciprofloxacin
koncentraciokban. Az expresszios vizsgalatok t-teszt eredménye alapjan: t = 1,88; p =
0,04.

A torzsek gyrA és parC génjeiben esetlegesen létrejové mutaciokat PCR modszerrel
ellendriztiik. Az SE191 gyrd génjében egy szerin-tirozin aminosav cserét detektaltunk a
83-as pozicioban a vizsgalat kezdetén, 1) mutaciot -ciprofloxacin expozicio
kovetkezményeként azonban a vizsgalat soran nem detektaltunk. MLST vizsgélatot
végeztiink mindkét torzs esetén. Az SE191-es torzs ennek eredményeként az ST274-es
ST tipusba tartozott, az SE23 azonban egy korabban nem detektalt ST tipust mutatott, ez
az ST2567. Az 1j ST tipus egy Uj fonB allél varianst hordozott, nevezetes a 371-es fonB

varianst.

Az SE10MM nevezetli M. morganii torzs keriilt vizsgalatra a tovabbiakban. Az
SE10MM gnrD plazmidja szekvenalasra keriilt. A 2662 bazispar hosszusagl plazmidbol,
vagyis a pSE1I0MM-bdl, a kivitelezett inverz PCR technikdval egy 2500 bazisparos

produktumot tudtunk nyerni a szekvenalashoz.



Kb. 2500 bp produktum

644 bp qnrD amplikon

Abra 5 A gnrD vizsgalatok soran nyert gél elektroforézis eredménye, melyen a kb.

2500 bp-os plazmid és a QnrD amplikon lathaté

A vizsgélathoz 0j primer parokat terveztiink, hogy az 500-1000 bazisparos
fragmenteket, a koztes régiokkal egyiitt amplifikalni tudjuk. A kapott plazmid DNS
fragmentumok 0Osszeszerkesztése a BLAST (basic local alignment search tool)
segitségével tortént. A pSEIOMM szekvencidja a KU160530-as azonositoszam alatt
keriilt feltoltésre a Genbank-ba. A plazmid 94-99%-0s azonossagot mutat egyéb gnrD
plazmidokkal. Egy open reading frame-et azonositottunk a plazmidon, ami gnrD gént
kodolt, és mobile insertion cassette-ekkel volt korbevéve. A gnrD1 kodold gén egy 644
bazispar hossz régio, mely egy 214 aminosavbol allo fehérjét kddol. A promoter
régioban egy LexA kotdhely taldlhatd, mely az SOS response rendszer regulator
fehérjéje. Az ezektdl externdlisan, az IRL ¢és IRR régiotél up- ¢és downstream
elhelyezkedo szekvencia nem mutatott szignifikans kapcsolatot egyetlen korabban ismert
gnrD plazmiddal sem a Genbank-i adatokkal dsszevetve. A gnrDI plazmidok szekvencia
alapu elemzése alapjan a plazmidokat alapvetden 2 csoportba tudtuk besorolni. Ambar 1
plazmid, a pM60, egyik csoportba sem illett bele, tekintve, hogy ezesetben a gnrD

forditott kddolasi irdnyban lathato.



Azon plazmidok, melyek tobb mint 62%-o0s szekvencia azonossagot mutattak, kozos
klaszterbe kertiltek besorolasra. A pSE10MM a ,,B” klaszterbe tartozott, 72-100%-o0s
hasonlosaggal a csoport tobbi tagjdhoz. Ezen nagyobb csoportban mind human, mind

allati plazmidok megtalalhatok, valtozé nagysagban, dontd tobbségben Proteus spp.-ben

hordozva a plazmidot.
Ezzel ellentétben az ,,A” klaszter diverzebbnek mutatkozott baktériumtorzseket tekintve,

illetve csak nagyobb méretii, tehat 4,2 kbp nagysag feletti plazmidokat tartalmazott.

pM60, M. morganii
A ‘ PCGB40, E. coli ®

pCGF41, C. freundii &
pCGP180, P. mirabilis &
PCGH25, K. pneumoniae »
PCGH40, P. mirabilis ®
pCGP169, E. coli o
pCGP248, E. coli @
p2007057, S. Bovismorbificans

PEAD1-2, P. mirabilis
PSE10MM, M. morganii
PLRB12-304, P. mirabilis
PEAD1-1, P. vulgaris
PDIJ09-518a, P. rettgeri
p1042, P. mirakilis
PRS12-104, P. mirabilis
p510, P. mirabilis
PRS12-189, P. mirabilis
PRS12-11, P. mirabilis
PpGHS09-09a, P. rettgeri
PPmZXF, P. mirabilis
pCGH69, M. morganii
pCGH15, P. mirabilis
pMB18, P. vuigaris &
PRS12-78, P. vulgaris »
pCGS13, E. coli
pCGS489, P. mirabilis
pCGP248, P. mirabilis
p3M-2B, Proteus sp. ®

Abra 6.: A gnrDI plazmidok filogenetikai besorolasa — A baktériumtorzseket tekintve
diverzebb, nagyobb méretli plazmidokat tartalmazo ,,A” klaszter, illetve a dontéen
Proteus spp.-ben latott plazmidok ,,.B” klasztere. A pM60 nem keriilt besorolasra,

tekintve a forditottan lathato nukleotid szekvenciara

A gnrD gén expresszidjat is vizsgaltuk, illetve a pSE10MM plazmid
kezdetén, a kezeletlen torzsben a gnrD expresszids szintje, az rpoB housekeeping gén
expresszios szintjére normalizalva, 12,5-nek bizonyult, mely a folyamatos ciprofloxacin
expozicio kovetkeztében fokozatos emelkedést mutatott. 24 ora elteltével ugyanezen
érték 30,06 volt. Mindekozben a gnrD plazmidok szama is emelkedett 1,1-rdl 6,63-ra. A

recA expresszidja ugyanezen koriilmények kozott jol korrelalt a gnrD értékekkel.
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Abra 7: A qnrD, a recA és a pSE10MM rpoB-re normalizalt expresszids rataja 1 mg/L-

crc

gnrD expressziodja jol korrelal egymassal

5. Kovetkeztetések

A PMQR determinansok vilagszerte széleskorben megjelentek klinikai mintakbol
szarmazo6 Enterobacterales izolatumokban.!V A nemzetkézi adatok alapjan ugyanakkor
az lathato, hogy a PMQR gének jelenléte, nevezetesen a gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b-cr
és a gepA sszfiiggést mutat az ESBL termeléssel. 1119
Munkank sordn 17,7% PMQR prevalencidt talaltunk hugylti mintdkbol szarmazé
Enterobacterales torszekben. Figyelemre méltd, hogy PMQR-t hordozo6 torzsek mind a
fluorokinolon érzékeny, mind a rezisztens tartomanyban megtaldlhatéak. Azon
baktériumokbol, amelyek hordozzdk a PMQR determinansokat, de fluorokinolonokra
érzékeny fenotipust mutatnak egy fluorokinolon terdpia soran kiszelektalédhatnak
rezisztens torzsek. Azonban a terapias lehet0ségek szaménak tovabbi csokkenése varhato,
hiszen a kiszelektalodott torzsek korében a fluorokinolon rezisztencia mellett tovabbi
antibiotikumokkal szemben is kialakithatnak rezisztenciat (pl.: plazmidok felvételével,
efflux pumpa aktivaléassal), és akar multidrog rezisztencia is kialakulhat.

Az irodalomban ismert multireziszens K. pneumoniae klénok néhany ST tipushoz
tartoznak (ST11, ST14, ST15, ST37, ST101, ST147, ST258, ST307, ST336, ST340 és
ST874) és ezekre jellemzd, hogy az antibiotikum rezisztencidjukat kromoszémalis
muticiokkal és szamos plazmid felvételével tudjak kialakitani. '7'¥ A munkank soran
azonositottunk egy 0j K. pneumoniae szekvencia tipust, nevezetesen az ST2567-et, ami

az altalunk tesztelt antibiotikumokra érzékeny volt és a ciprofloxacinnal torténd



szoktatdsa sordn sem lehetett rezisztens torzset kiszelektidlni. Ezzel szemben a
vizsgélataink sordn egy masik K. pneumoniae klont is vizsgaltunk az ST274-et. Ezen klon
esetén ciprofloxacin szoktatas soran sikeriilt rezisztens torzseket kiszelektalni, ami az
ogxB efflux pumpa gén fokozott expressziojaval jart. Az ST274-es klonrol ismert, hogy
szélesebb korben elterjedt, tobb orszagban leirtak mar. 1920

Korabbi publikaciok alapjan a gnrD determinans jellemzden az Enterobacterales
renden beliil a Morganellaceae csaladra jellemzd. ?1?2 A vizsgalatainkbol szarmazé
eredmények ezzel 6sszhangban vannak: 214 Enterobacterales torzs elemzése soran 2 M.
morganii-ban sikeriilt gnrD determinanst detektalni, mely a kollekcidhoz tartozo M.
morganii torzsek esetén 40%-os el6fordulédsat jelentett. A gnrD plazmid szekvenalasi
eredményei alapjan elmondhato, hogy a gnrD plazmidok stabil genetikai szerkezetet
mutatnak, tekintettel a nagyfokt (94-99%) hasonlosdgukhoz, azonban rekombinacidra
alkalmas szekvenciak is megtalalhatoak ezen plazmidokon, mely alkalmassa teszi tovabbi
genetikai elemekkel valo rekombindciora és esetleg tovabbi bakteridlis speciesekben is
megjelenhet. A gének mobilizacigjat a plazmidon jelenlévd IRL és IRR szekvenciak

eldsegithetik, melyeket az altalunk detektalt pSE10MM-ben is beazonositottunk.
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