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1. Bevezetés

A fluorokinolonok kivalo aktivitassal rendelkeznek a Gram-negativ baktériumok,
kilonosen az Enterobacteriaceae csalad ellen, és az 1980-as években tortént bevezetésiik
ota ezen korokozok altal okozott fertézések kezelésére széles korben hasznaljak. A
fluorokinolonok hatasmechanizmusa a II. tipusu topoizomeraz enzimek, nevezetesen a
DNS-giraz ¢és topoizomeraz IV gatlasa révén valosul meg. A kinolonok szamara Gram-
negativ baktériumok esetén a girdz enzim az elsédleges target. A fluorokinolonokkal
szembeni rezisztencidt a DNS-girdz ¢és a topoizomeraz IV enzimeket kddolod
kromoszomagének (gyrA, gyrB, parC és parE) mutacidinak felhalmozodasaval
magyaraztak. Tovabbi rezisztencia mechanizmusként emlithetjik a csokkent
intracellularis antibiotikum felhalmozodast is, mely nativ kromoszémalisan kodolt
effluxpumpak (pl. AcrAB) upregulacidja vagy a kiilsé membran porinok (pl. OmpF
Escherichia coli esetén) csokkent expresszidja révén valosul meg. A plazmid altal
kozvetitett kinolon rezisztencia (PMQR) determinansok — gy mint gqnr gének (gnrA,
gnrB, gnrS, gnrC és gnrD), az aminoglikozid acetiltranszferaz (6')-Ib-cr varians és
specifikus efflux pumpak (QepA és OgxAB) — a fluorokinolon rezisztencia tGjabban
felfedezett mechanizmusai. A PMQR gének gyakran tarsulnak kiilonféle B-laktamaz
génekhez, beleértve a kiterjedt spektrum B-laktamazokat (ESBL) és a sziik spektrumu
B-laktamazokat, mivel ezen rezisztencia determinansok gyakran helyezkednek el
ugyanazon plazmidon. A rezisztencia plazmidok konjugacido révén altalaban
transzferabilisak, ami megkonnyiti terjedésiiket az Enterobacteriaceae fajok kozott.

A Klebsiella pneumoniae nemzetko6zi, magas kockazati klonjai a leggyakoribb
Gram-negativ korokozok kozé tartoznak. Multirezisztens (MDR) K. pneumoniae klonok
megjelenésével dramai mdédon megndvekedett a korhazi fertézések prevalenciaja, mig a
K. oxytoca korhazi fertdzésekben torténd izolalasa lényegesen kevesebb esetben torténik.
A multirezisztens K. pneumoniae kiilonféle rezisztencia mechanizmusokat szerez,
amelyek rezisztenciat biztositanak a Kiterjedten hasznalt antibiotikumokkal szemben. A
leggyakoribb rezisztencia mechanizmusok kozott szerepelnek az ESBL-ek, a plazmid-
medialta AmpC enzimek (pAmpC), a karbapenemazok, a PMQR gének, az
aminoglikozid-modositoé enzimek (AME), valamint az exogén modon megszerzett 16S
rRNS metiltranszferaz, amelyeket leggyakrabban klinikai izolatumokban mutattak ki. A

PMQR gének jelenléte csokkent érzékenységet biztosit a fluorokinolonokkal szemben, és



megkonnyiti a fluorokinolon rezisztens torzsek szelekcidjat az Enterobacteralesben. A
nagy kockazatua K. pneumoniae klonok megszerezték ezen antibiotikum rezisztencia
determinénsokat, amelyek lehetové tették szamukra, hogy noveljék patogenitasukat és
talélési képességeiket. Kovetkezésképpen a plazmid 4altal kodolt antimikrobialis
rezisztencia gének megndvekedett diverzitasa megkonnyiti ezen klonok elterjedését,
jelentOs terapias nehézséget okozva. A multirezisztens K. pneumoniae torzsek féleg az
ST11, ST14, ST15, ST37, ST101, ST147, ST258, ST336, ST340 ¢és ST874
szekvenciatipusokba tartoznak. Ezek magas kockazati nemzetkozi klonok, amelyek
kulcsfontossagu szerepet jatszanak a korhazi terjedésben és a korhazi fertézések
gyakoribba valasaban. Nemzetkozi, magas kockazath K. pneumoniae ST11-et vilagszerte
gyakran kimutattak sikeres korokozoként, amelyek fontos ko-rezisztencia és virulencia
faktorokkal tarsultak. Az utobbi években azonban szamos 0j antibiotikum rezisztens klon
jelent meg nemzetkozileg, koztik az Egyesiilt Allamokban leirt KPC-termelé K.
pneumoniae ST307, melyet eredetileg a CTXM-15 termeléssel hoztak Gsszefiiggésbe.
Késébb errdl a klonrdl szdmos orszdgban, koztik Olaszorszagban, az Egyesiilt
Kiralysagban, Kolumbidban, Pakisztdnban, Marokkoban, Koredban, Tunézidban,
Kinaban, valamint Szerbidban is beszamoltak. A K. pneumoniae kloénok
disszeminaciojaval és antibiotikum rezisztencidjaval kapcsolatos legujabb tanulmanyok
egyértelmiien azt mutattak, hogy az fluorokinolonokkal szembeni magas szintii
rezisztenciaval jaré ,,fitnesz koltségeldny” kétségteleniil hozzajarult a magas kockazati
K. pneumoniae nemzetko6zi klonok megjelenéséhez. A K. pneumoniae ST307 korhazi
kornyezetben valdo megjelenése €s terjedése szintén kozegészségiigyi aggalyokat vet fel,
ezért sziikkségszerli a magas kockdzatu és potencidlisan magas kockazati klonok

folyamatos monitorozasa.



2. Célkitiazések

Munkank soran 103, 2010-2014 ko6zotti intervallumban intenziv osztalyon kezelt
betegek véraramfert6zéseibdl izolalt ESBL-termel6 E. coli, K. pneumoniae, valamint K.
oxytoca izolatumok feno- és genotipusos karakterizalasat tiiztiik ki célul, az alabbi

szempontokra dsszpontositva:

e Az antibiotikum-érzékenység (fluorokinolon MIC értékek) meghatarozasa.

e A PMQR determinansok detektalasa.

Elézetes kutatasi eredményeink alapjan, az alabbi kritériumrendszer szerint valasztottunk

ki 6t torzset tovabbi vizsgalatok elvégzésére:

l. gnr gént hordozo torzsek, mely nem vad tipusi fluorokinolon MIC
értekekkel rendelkeznek: Kox37,

. gnr gént hordozd, magas fluorokinolon MIC értékekkel rendelkezd
torzsek: Kpnd7, Kpnll5, Kpnl25,

II. Tobb PMQR gént hordozo, magas MIC értékeket mutato torzsek: Kpn33.

e A kivalasztott torzsek szekvenciatipusanak (ST) azonositasa multilokusz-
szekvencia tipizalassal (MLST), a K. pneumoniae torzsek pulzotipusanak (PT)
meghatarozasa pulzaltatott-mezejii gélelektroforézissel (PFGE), valamint minden
kivalasztott torzs teljes genom szekvenalasanak (WGS) elvégzése.

e Bizonyos PMQR gének relativ génexpresszidjanak vizsgalata kvantitativ
polimeraz lancreakcio (PCR) modszer segitségével.

e Eredményeink Osszevetése nemzetkozi adatokkal. Az 6sszefiiggések feltarasa.



3. Modszerek
Baktériumtorzsek identifikalasa

A 103 ESBL-termel6 Enterobacteriaceae izolatum (49 E. coli, 53 K. pneumoniae
és 1 K. oxytoca) azonositaisa MALDI-TOF/MS (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,

Németorszag) modszer segitségével tortént.
Az ESBL -termelés fenotipusos kimutatasa

A kettds-korong diffuzios teszt soran a ceftazidim, cefepim és cefotaxim tartalmi
korongokat egymastdl 20-30 mm tavolsagban helyeztiik el a kdzponti amoxicillin/
klavulansav (20/10 pg) tartalma korongtol. Pozitiv reakcid esetén a 24 oras 37 °C-on
torténd inkubécios 1d6 lejarta utan a B-laktam korongok koriili gatlasi zona , kulcslyuk™

form4ju torzulasat tapasztaljuk.
Antibiotikum érzékenység vizsgalata

Az izolatumok ciprofloxacinnal (Fresenius Kabi Hungary Kft.,, Budapest,
Magyarorszag), levofloxacinnal (Teva Gyogyszergyar Zrt., Debrecen, Magyarorszag) és
moxifloxacinnal (Bayer Hungaria Kft., Budapest, Magyarorszag) szembeni
érzékenységét mikrodilicios modszerrel allapitottuk meg, a MIC értekek
meghatarozasaval. Az eredmények interpretalasakor az EUCAST aktualisan hatalyban
lévé  értékeit vettiik figyelembe (www.eucast.org). Az antibiotikum érzékenységi
vizsgalatok soran kontrollként az E. coli ATCC 25922, illetve a K. pneumoniae ATCC
700603 torzseket hasznaltuk.

A PMQR gének polimeraz lancreakcioval torténé kimutatasa

A torzsek PMQR (gnrd, gnrB, qnrC, gnrD, gnrS, aac(6’)-1b-cr, qepA és 0qxAB)
génjeinek jelenlétét PCR reakcioval ellendriztik. A PCR-t RedTagq DNS-polimeraz
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) felhasznalasaval végeztik a gyartd utasitasai
szerint, 30 pl-es végtérfogatra vonatkoztatva. Az amplikonok kimutatasat

elektroforetikus rendszer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével 120 V fesziiltségen


http://www.eucast.org/

0.8%-o0s agardz gél (Agarose) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) felhasznalasaval

végeztiik.
Az ST meghatarozasa multilokusz-szekvencia tipizalassal

Az egyes torzsek szekvenciatipusat az MLST segitségével hataroztuk meg. Hét
haztartasi gén, a gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB és tonB szekvenciajat amplifikaltuk,
majd szekvenaltattuk. Az MLST adatbazis segitségével az allélmintazatok alapjan
meghataroztuk a torzsek szekvenciatipusat

(http://www.pasteur.fr/mlist/Kpneumoniae.html).
Bakterialis genomszekvencia-tipizalé adatbazis (BacWGSTdb)

A torzsek kozotti tavolsagalapt kapcsolatot a BacWGST segitségével vizsgaltuk, a
genom MLST szekvenciaadatok SNP analizisének kontextusaban. A genomszekvenciak
analizalasat tobbszords genomelemzéssel, a HS11286 CP003200_ST11 referencia
genom kivalasztasaval végeztiik (http://bacdb.org/BacWGSTdb/).

A PT meghatarozasa pulzaltatott-mezeji gélelektroforézissel

A négy K. pneumoniae torzs klonalis kapcsolatat PFGE-vel elemeztik. A
vizsgalatokhoz a CDC (2000) strandardizalt PFGE protokolljat hasznaltuk. A genomialis
DNS izolalasat kovetéen a mintakat Xbal restrikcidos endonukledzzal (Fermentas, ABI,
Németorszag) emésztettiik, majd a CHEF-DR Il rendszeren (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) elvégeztik az emésztés altal keletkezett makrorestrikcidos fragmentumok
elektroforetikus szeparalasat.. A mintazatot a Fingerprinting Il Informatix Software (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) segitségével elemeztik. Molekulasuly markerként a

Salmonella enterica Braenderup H9812 szerotipust hasznaltuk.
Teljes genom szekvenalas

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 koOnyvtarakat — szintén a gyartoi
utasitasoknak megfeleléen — a SureSelect QXT Library Prep Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA) felhaszndldséaval allitottuk eld, melyek szekvenalasat 250 bp paired-



end mddszerrel, [llumina MiSeq rendszeren hajtottuk végre a MiSeq v2 reagenskészlet
alkalmazasaval. Az optimalizalt ,.eléfeldolgozast”, mindségi trimmelést kovetéen a
genom, azaz a szekvenciakontigok de novo dsszeszerelését a SPAdes Genome Assembler
3.13.0 segitségével végeztiik. Minden Osszeszerelt genomot akkor fogadtunk el, ha
teljesitette a kovetkezd mindségi kritériumok mindegyikét: (i) atlagos lefedettség > 30X,
(if) N50 > 15.000 bp, (iiif) maximum kontighossz > 50.000 bp, (iv) az dsszeszerelt genom
mérete 5.000.000 és 6.500.000 bp kozotti. Az Osszeszerelt genomok — az izolatumok
rezisztomjainak illetve plazmid replikontipusainak analizélasa céljabol feltoltésre
keriiltek a ResFinder és PlasmidFinder (Center for Genomic Epidemiology, Dan Miiszaki

Egyetem, Lyngby, Dania) online bioinformatikai adatbazisokba.
Kvantitativ polimeraz lancreakcio

A torzsek RNS-ét RNeasy Mini Kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Németorszag)
segitségével izolaltuk a gyarto utasitasainak megfeleléen. A gPCR-t Step One Real-Time
PCR rendszeren (Applied BioSystems, Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA)
végeztiik el. A gnrAl, gnrB1, qnrB4, ogxA és 0gxB expresszios szintjét a kromoszomalis
rpoB haztartasi gén expresszidjaval hasonlitottuk Gssze. Primer Express 3.0 szoftver
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével megterveztiik a reakcidhoz
sziikséges primereket, valamint a 6-FAM ¢és VIC festékkel jeldlt specifikus probdkat. A
Cr értékek kiszamolasaval megkaptuk, hogy a referencia génhez (rpoB) képest mekkora

a vizsgalt gének relativ expresszios szintje.



4.  Eredmények
Az antibiotikum érzékenység vizsgalatinak eredményei

Ciprofloxacinnal szemben a 49 E. coli torzsbol 40, az E. coli térzsek 81,6%-a, mig
az 54 Klebsiella spp. torzsbdl o6tven, 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, koztik 40 E. coli és 48 (88,8%)
Klebsiella spp. bizonyult rezisztensnek. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

eredményeit az 1. és 2. abra szemlélteti.
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2. abra. Az ESBL-termel6 Klebsiella spp. izolatumok
fluorokinolon MIC értékei (mg/L).

A polimeraz lancreakcié eredményei

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. Minddssze 6 esetben (1 E.
coli, 4 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca) tapasztaltunk gnrS pozitiv eredményt, mig érdekes
modon gnrA, gnrB, gnrC, gnrD és gepA jelenlétét a PCR moddszer soran nem detektaltuk.
26 K. pneumoniae izolatumban mutattuk ki az ogxA, mig 22 izolatumban az 0gxB gén
jelenlétét. Egyidejlileg tobb PMQR gén jelenlétét csak a Klebsiella faj esetén igazoltunk.
Osszefiiggés a MIC értékek és a hordozott PMQR gének szama kozott nem éllapithato

meg.
A multilékusz-szekvencia tipizalas eredményei

Az MLST vizsgélatok alapjan torzseinket harom kiilonb6z6 szekvenciatipusba

sorolhatjuk: ST11 (Kpn33, Kpn115, Kpn125), ST307 (Kpn47) és ST52 (Kox37).



A pulzaltatott-mezejii gélelektroforézis és a bakterialis genomszekvencia tipizalas

eredményei

A PFGE analizis harom pulzotipust (PT) azonositott K. pneumoniae torzseink
kozott, a KP053, az S valamint a KP197 pulzotipust. Az ST11 klonba tartozo torzsek
koziil a Kpn33 és Kpnl125 a KP053 PT-ba, mig a Kpnl15 az S PT-ba tartozott. Az ST307
potencialis nagyklont makrorestrikciés mintdzata alapjan KP197 PT-ként azonositottuk.

A BacWGST szintén megerdsiti az ST11 klonba tartozé torzsek klonalis kapcsolatat.
A teljes genom szekvenalas eredményei

A szekvenciaadatok alapjan mind a Kpn33, mind a Kpn125 genomjéban tizenhét-
tizenhét megegyezo rezisztenciagén jelenlétét detektaltuk. A Kpnl15 tizenkettd, a Kpn47
tizenhat rezisztenciagénnel rendelkezett, mig a Kox37 esetén mindGssze tiz
rezisztenciagént azonositottunk. A szekvenciaelemzés alapjan kideriilt, hogy az
izolatumok kiilonbozé PB-laktamaz géneket tartalmaznak. A K. pneumoniae torzsek
mindegyikét blacTx-m-15 hordozoként azonositottuk. A szekvenciaadatok interpretalasa
soran PMQR gén/gének jelenlétet minden torzsben igazoltunk, a Kpn33 és Kpn125 qnrB4
gént, a Kpn47 gnrB1 gént, a Kox37 pedig gnrAl gént hordozott. Valamennyi K.
pneumoniae torzs esetében 0qxAB efflux pumpa gént és aac(6°)-1b-cr-t detektaltunk, mig
a Kpnll5 genomja gnr gént nem tartalmazott. A K. pneumoniae torzsek esetén
fluorokinolon rezisztenciat meghataroz6 kromoszémamutaciokat is azonositottunk. A
szekvenalasi adatok alapjan az IncFIB(K) egységesen jelen volt minden torzsben. A

detektalt rezisztenciagéneket és plazmid replikonokat az 1. tdblazat tartalmazza.
A kvantitativ polimeraz lancreakcio eredményei

A két genetikailag hasonlé STI11 klon, a Kpn33 és Kpnl25 qnrB4 génjének
expresszioja 9,74 és 3,55, azaz csaknem haromszoros a kiilonbség a két azonos
szekvenciatipust torzs ugyanazon génjének expresszidja kozott. gnr gén tekintetében
tekintetében a legalacsonyabb expresszios szintet (1,64) az alacsony fluorokinolon MIC
értékekkel rendelkezd, kromoszémdjdban mutaciét nem hordozd Kox37 esetében
tapasztaltuk. A legmagasabb ogxA és 0gxB expressziot a Kpn33 és a Kpn47 esetében
figyeltik meg. Erdekes, hogy a Kpn115, mint ST11 magas kockazata klén nem tartalmaz



gnr gént, raadasul a legalacsonyabb 0gxAB expressziot mutatta. Szembet{ind, hogy az

00xB expresszids szintje minden esetben 2-3-szor magasabb az ogxA értékénél (3. abra).



1. tablazat. A vizsgalt torzsek kiilonboz0 rezisztencia génjeinek és plazmid

replikonjainak eloszlésa.
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Kpn33 ST11 Kox37 Kpn47 ST307 Kpn115 ST11 Kpn125 ST11

Relativ génexpresszio
»
1

ST52

Kpn33 Kox37 Kpn47 Kpnll5 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

3. abra. A gnrB4 (Kpn33 és Kpn125), a gnrAl (Kox37), a gnrB1 (Kpn47) az ogxA és
0qxB relativ génexpresszids szintje, valamint a QRDR-ban detektalt mutaciok. QRDR:

kinolon rezisztenciat meghatarozo régio. A MIC értékeket mg/L-ben adtuk meg.



5.

Kovetkeztetések
Munkank soran az alabbi j eredményekre, megallapitasokra jutottunk:

Az ESKAPE korokozok, koztik a K. pneumoniae, vilagszerte a korhazi
fertézések (pl. véraramfertdzés) vezetd okai.

Eredményeink alapjan az aac(6')-1b-cr prevalencidja dramai modon, 26,6% -rol
68,8% -ra noétt, az els6 magyarorszagi kimutatas ota.

Ebben a munkaban a fluorokinolon MIC értékek és a PMQR determinansok
jelenléte kozott korrelacié nem allapithatd meg.

Eredményeink igazoljak a KP053 / ST11 klon hazankban val6 elterjedését.
Legjobb tudomasunk szerint tanulméanyunkkal elséként igazoljuk az ST307-es
klon magyarorszagi megjelenését, amelyrdl potencidlisan magas kockazata
klonként szamoltak be.

Elséként szamolunk be qnrA1 hordozasrol K. oxytoca ST52 esetében.
Vizsgalatunk soran az ST11 nemzetkdzi magas kockazatu klon minden torzse
hordozta a blactx-m-15s ESBL-t, amely jol korrelal a korabbi vizsgalatokkal, mivel
a leggyakoribb globalis ESBL-ek a CTX-M tipusi béta-laktamazok az
Enterobacteralesben.

A plazmid replikon tipusok tekintetében a leggyakoribb replikon az IncFIB volt,
amely minden torzs esetében jelen volt, ami megerdsiti a korabbi vizsgalatokat.
Minden torzs esetében az 0gxB overexpresszidjat figyelhettilk meg, ami egybevag
korabbi hazai adatokkal.

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

kutatasok szamara.
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