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Absztrakt

A baktériumok rovid id6 alatt képesek rezisztenciat kialakitani az antibiotikumokkal szemben
¢és a rezisztencia mechanizmusok befolyasolhatjak azok fertézoképességét. Ugyanakkor az,
hogy hogyan valtozik a virulencia, még kevéssé ismert. Kutatdsunkban azt a hipotézist
vizsgaltuk, hogy az antibiotikum-rezisztencia novelheti a baktériumok fert6zoképességét.
Ennek érdekében vizsgaltuk antibiotikum-rezisztens Klebsiella pneumoniae torzsek human
sejtekbe torténd bejutasat és Oloképességét. Eredményeink azt mutatjak, hogy a membran
targetalo antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakuldsa sordn a baktériumok invazios
képessége ¢€s citotoxicitasa is novekedett, ami jelentds egészségiigyi kockazatot jelent.
Ezeknek a virulencia faktoroknak a valtozéasat fontos figyelembe venni az 0j antibiotikumok
fejlesztése soran, mivel a ndvekedett virulencia nagymértékben fiigg attol, hogy a baktérium

milyen tipusu antibiotikumhoz adaptalodott.

Kulcsszavak: antibiotikum-rezisztencia, virulencia, Klebsiella pneumoniae, Caco-2, invazios

képesség, citotoxicitas



Az antibiotikum-rezisztencia novelheti a K. pneumoniae invazios képességét

és citotoxicitasat

1. BEVEZETES

A baktériumok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja egyre nagyobb egészségiligyi
problémat jelent. Eldrejelzések szerint 2050-re évi 10 millio halalesetért lesznek feleldsek az
antibiotikum rezisztens baktériumtorzsek (1). A multidrog rezisztens baktériumok terjedése
kockaztatja az 10j antibiotikumok kifejlesztését ¢és sikerességét, éppen ezért tobb
gyogyszeripari vallalat is ledllitotta a gyogyszer kutatast, ugyanis a rezisztens baktériumok

gyors evolucidja miatt bizonytalan a piaci siker (2).
1.1. Antibiotikumok és antibiotikum-rezisztencia

Az antimikrobidlis szerek olyan gydgyszerek, amelyeket fert6zo betegségek megeldzésére és
kezelésére hasznalnak. A korokozokat elpusztitjak, illetve gatoljak ndvekedésiiket vagy

szaporodasukat (3).

Az antibiotikumok kémiai szerkezetlik és hatdsmechanizmusuk alapjan csoportosithatok az

alabbi osztalyokba (1. dbra) (4):

e Tetraciklinek: Ezek az antibiotikumok a baktériumok 30S riboszémalis alegységet
c¢lozzak meg, akadalyozva az aminoacil-tRNS k&toédését az mRNS-riboszéma
komplexen talalhato akceptor helyhez. Ez a folyamat megakadélyozza az 0j fehérjék
szintézisét, igy a sejt mar nem tudja fenntartani megfeleld mitkodését és lehetetlenné
teszi a novekedést vagy a tovabbi szaporodast, ami végsd soron a baktériumok

elpusztulasdhoz vezet (4).

e C(efalosporinok: A baktériumok sejtfalukat peptidoglikan egységek keresztkotésével
épitik fel penicillink6td fehérjék (PBP) segitségével. A cefalosporinok, az eredetileg a
Cephalosporium faji gombabol szarmazo baktériumold antibiotikumok osztalya,
B-laktamgytirtiiken keresztiil fejtik ki hatasukat. Ezek a gytirik a PBP-khez k6tddnek,
blokkolva azok normalis miikddését. Ennek eredményeként a baktériumok nem

képesek megfeleld sejtfalat épiteni, ami a sejtek pusztuldsdhoz vezet (3).



e Topoizomerdz inhibitorok: A topoizomeraz-inhibitorok vagy fluorokinolonok a
topoizomeraz enzimek gatlasan keresztiil fejtik ki 610 hatdsukat. A topoizomeraz
enzim gatlasaval a DNS replikaci6 soran a DNS-torések felhalmozodnak, ami a sejt
halalhoz vezet. A kiillonboz6 osztalyok vagy a topoizomeraz I vagy a II-t célozzak, a
topoizomeraz I gatlok megakadalyozzék az egyszali DNS-javitast, a topoizomeraz 11

gatlok pedig a kétszalu javitast (5).

e Aminoglikozidok: Az aminoglikozidok gatoljak a fehérjeszintézist azaltal, hogy nagy
affinitassal kotddnek a 30S riboszomalis alegység 16S rRNS-ének A kotohelyéhez,

crer

aminoglikozid kémiai szerkezetétdl fiiggden valtozik (6).

e Karbapenemek: A B-laktdm antibiotikumok egyik osztalya, a kiils6 membranfehérjék
(porinok) révén jutnak be a Gram-negativ baktériumokba, és a periplazmatikus térben
acilatot képeznek a PBP-kbdl. A karbapenemek gétoljak a PBP-k peptidaz doménjét,
blokkolva a peptidek keresztkotését. Hatékonysaguk kulcsa, hogy képesek tobb PBP-t
is megkotni. A PBP-k gatlasaval a sejtfal autolizise folytatodik, ami a peptidoglikan
szerkezet meggyengiiléséhez és végiil az ozmotikus nyomds miatt a sejtek liziséhez

vezet (7).

e Membran targetald antibiotikumok: A membréan-targetald antibiotikumok a
baktériumsejtek membranjdnak megbontasaval hatnak, ami a sejtek pusztulasdhoz
vezet. Ezek az antibiotikumok jellemzéen kolcsonhatisba 1épnek a
membranlipidekkel, destabilizdciét okozva vagy porusokat képezve. Egyes
antibiotikumok, mint a  polimixinek, a  Gram-negativ  baktériumok
lipopoliszacharidjaihoz (LPS) kotddnek, destabilizdlva a membrant és novelve az
ateresztoképességet. Masok, mint a daptomicin, behatolnak a membranba, porusokat
hozva létre, amelyek megzavarjak az iongradienst és a membranpotencialt. Ez a
sejttartalom kiszivargasahoz és az alapvetd funkcidk elvesztéséhez, végsd soron a
baktériumok elpusztitaisdhoz vezet. A konkrét mechanizmus az antibiotikum

szerkezetétdl és a bakteridlis membran Gsszetételétol fligg (8).

Emellett vannak még penicillinek, amelyek a béta-laktdm gyliri révén kapcsolédnak a
transzpeptidazokhoz, ezaltal megakadalyozzak az 1j sejtfal kialakuldsat (4). A szulfonamidok
gatoljak a dihidropteroat-szintetaz enzimet, igy megakadalyozzak a dihidrofolat és a

tetrahidrofolat képzddését, végiil gatoljak a bakterialis DNS-replikaciot és sejtosztodast. (3).
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A makrolidok a baktériumok 50S riboszomalis

fehérjeszintézist (4).
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Antimikrobialis rezisztencia (AMR) akkor 1ép fel, amikor az antibiotikumok mar nem tudjak

kifejezni gatld hatasukat a baktériumokkal szemben. A rezisztencia kovetkeztében az

antibiotikumok hatastalanokkd valnak, ami ellehetetleniti vagy megneheziti a fertdzések

kezelését, és noveli a sulyos betegségek és haldlozas kockazatat (3).

Az AMR egy evolucios folyamat, melynek soran a baktériumok genetikai allomanya

megvaltozik az antibiotikumok altal kifejtett szelekcios nyomads hatdsara. Az emberi

tevékenység, kiilondsen az antimikrobidlis szerek helytelen és tilzott alkalmazasa emberek,

allatok és novények fertdzéseinek kezelésére, megeldzésére vagy ellendrzésére, felgyorsitja

ezt a folyamatot (3).

Szamos molekuléris tényezd jarul hozza a rezisztencia kialakuldsdhoz (2. abra) (10). Két {6

mechanizmusrol beszéliink: az antibiotikumok eliminalasa és a célpont modositasa.

Az antibiotikumok eltdvolitdsdhoz egyes baktériumok efflux pumpékat alkalmazhatnak,

amelyek aktivan kilizik az antibiotikumokat a sejtbdl, ezaltal csokkentve a gyogyszer



hatékonysagat (11). Vannak baktériumok, amelyek az antibiotikumok enzimatikus lebontdsra
is képesek. Ezek az enzimek képesek hidrolizalni vagy modositani az antibiotikumokat,
semlegesitve azok hatasat (12). Emellett a baktériumsejtek membranjanak megvaltozasa
korlatozhatja az antibiotikumok bejutdsat. Ide tartoznak a porincsatorndkban bekodvetkezd
valtozasok, amelyek csokkentik az ateresztoképességet bizonyos gyodgyszerek szamara, és

ezaltal hozzajarulnak a rezisztencidhoz (13).

Masok az antibiotikum baktériumon beliili célpontjat valtoztatjadk meg, ami az antibiotikumot
hatastalannd teszi. Egyes baktériumok moédositjdk a PBPs szerkezetét, igy csokkentve vagy
megsziintetve a sejtfalszintézis gatld antibiotikumok tamadéaspontjat. Vannak baktériumok,
amelyek mutéciokat vezetnek be a riboszoma rRNS-ében vagy a riboszéma fehérjéiben, ami
megvaltoztatja a kotdhelyet, igy a fehérjeszintézis gatld antibiotikumok mar nem tudnak
megfelelden kotddni. Emellett mutaciokat fejleszthetnek ki a DNS-girdz génjeiben, ami

csokkenti fluorokinolon antibiotikumok hatasat (14).

Emellet megemlitendd, hogy a biofilmképzddés sordn a biofilmekben 1évd baktériumok a
védomatrixuk és megvaltozott anyagcsereallapotuk miatt ellenallébbak az antibiotikumokkal
szemben, ami megneheziti a kezelést (15). Megfigyelhetd az adaptiv rezisztencia egyes
baktériumoknal. Ezek a korokozok az antibiotikumokkal szemben tolerans allapotba
kertilhetnek, ami lehetdvé teszi szamukra, hogy a kezelést tartds genetikai valtozasok nélkiil
is taléljék. Ez a perzisztens sejteknél figyelheté meg, amelyek az antibiotikum-expozicid
soran nyugalmi allapotban maradnak (10). Végiil, a célpont-védelemrdl akkor beszélhetiink,
amikor egy védofehérje tarsul az antibiotikum célpontjahoz, megvédve azt az antibiotikum
gatlo hatasaitol. A rezisztencia e sokrétli megkozelitése kiemeli az antibiotikum-kezeléssel

szembeni bakterialis talélési stratégidk dsszetettségét (16).
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2. abra. Az antibiotikum-rezisztencia molekularis mechanizmusai (10).

A baktériumok évmillidrdok ota fejlédnek az antibakteridlis vegyliletekkel szemben. A
rezisztencia két f6 uton alakulhat ki evolicios szempontbdl. A vertikalis evolucid, amikor a
rezisztenciat okoz6 mutaciok de novo alakulnak ki a baktérium sajat genetikai anyagaban.
Ezek a mutdciok 4atadodnak az utdédoknak. A madsik altaldnos folyamat a horizontalis
evolicid, vagy horizontdlis géntranszfer. A folyamat sordn a baktériumok mas
baktériumoktdl szereznek rezisztenciagéneket olyan folyamatok révén, mint a konjugécio, a
transzdukcié vagy a transzformacido (17). A rezisztencia evolucidjat szamos tényezo
befolyasolja. Ilyen tényezdk a rezisztenciagének €s muticiok megjelenésének sebessége, a
rezisztencia mechanizmusok hatékonysaga, a rezisztens torzsek fittsége és a kornyezetbdl
szarmazd szelekcids nyomds. Tovéabbi tényezdk, mint példaul a génkodlcsonhatasok,
kompenzalé mutaciok, keresztrezisztencia és tars-szelekcio szintén szerepet jatszanak. Ezek a
folyamatok egylittesen mozgatjak az antibiotikum-rezisztencia kialakulasat €s terjedését a

baktérium populaciokban (18).

Az antibiotikum-rezisztencia predikcidja tobb tényezdre épiil. Elészor is figyelembe kell
venni a baktériumok evolicids mechanizmusait, amelyek révén de novo mutaciok és

géntranszfer Utjdn 0j rezisztencia mechanizmusok jelenhetnek meg. Az antibiotikumok



alkalmazasa szelekciés nyomadst gyakorol a baktériumokra és igy kedvezd koriilményeket
biztosit a rezisztens baktériumtorzsek fennmaraddsanak és terjedésének. A rezisztencia
elorejelzése magaban foglalja a genetikai valtozasok nyomon kovetését, a baktériumok
populécids dinamikajanak vizsgalatat, valamint az 6kologiai tényezdk szerepét. Ezek révén

lehet azonositani a rezisztencia kialakulasdnak kockazatait €s lehetséges iranyait (19).

Az antibiotikum-rezisztencia egyre nagyobb veszélyt jelent a bakteridlis fertézések
kezelésére ¢és kiilonféle orvosi beavatkozdsok hatékonysagara. Ahogy a rezisztens
baktériumok terjednek, egyre nagyobb aggodalomra ad okot, hogy a jelenleg hasznalt

antibiotikumok hatastalanok lesznek (1).

A gyogyszerek fejlesztésének korai szakaszaban a baktériumok ellendlld képességét
laboratoriumi  koriilmények kozott (in vitro) vizsgéljdk, de gyakran nem figyelnek
kelloképpen azokra a tényezokre, amelyek a rezisztencia kialakuldsat okozzdk. Ez oda
vezethet, hogy igéretes gyogyszereket vetnek el, vagy olyan antibiotikumokat fejlesztenek,
amelyek késObb gyorsan hatdstalanna valnak (18). Ezért j megkozelités sziikséges a
rezisztencia értékelésére a gyogyszerfejlesztés soran. Ahelyett, hogy kizardlag az in vitro
mutacios ratdkra tdmaszkodnank, az olyan tényezok szélesebb korii elemzését kellene szem
elott tartani, mint a baktériumok fitneszét, azon beliil is a rezisztens baktériumok virulencidjat
meghatarozo faktorok. Ezeket a virulencia faktorokat a fejlesztési folyamat korai szakaszaban

kell vizsgalni a gydgyszer sikerének jobb eldrejelzése érdekében.

A baktériumok fertézOképessége megvaltozhat az antibiotikumokhoz val6 adaptalddas soran.
Viszont, hogy a rezisztencia hogyan befolyasolja a baktériumok virulencidjat, még kevésbé

kutatott téma.
1.2. Virulencia és virulencia faktorok

A virulencia a baktériumok azon képessége, amellyel kart okoznak a gazdaszervezetben. Ez

egy Osszetett gazda-patogén interkciokon alapszik (20).

Annak ellenére, hogy jelentds eldrelépések torténtek a kezelés és megeldzés terén, a
bakteridlis koérokozok tovabbra is komoly kozegészségiligyi fenyegetést jelentenek
vilagszerte. Alapvetd fontossdgi megérteni, hogyan Iépnek kolcsonhatasba a kérokozod

baktériumok a gazdaszervezettel a betegség kialakulasa soran. A legelsd 1€pés a virulencia
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faktorok azonositdsa, amelyek vakcina- és gydgyszerfejlesztési célpontként szolgalhatnak

21).

A patogén baktériumok azon képességét, hogy megbetegitsenek egy fogékony
gazdaszervezetet, tobb virulenciafaktor hatdrozza meg, amelyek a fert6zés kiilonb6zo
szakaszaiban kiilon-kiilon vagy egyiittesen fejtik ki hatasukat. Ezek a faktorok gyakran a
gazdaszovetekkel valdé kozvetlen kolcsonhatasban vesznek részt, vagy segitenek a

baktériumnak elrejtézni a gazdaszervezet védekez6 mechanizmusai eldl (21).

A bakterialis virulencia faktorok tobb csoportba sorolhatok funkcidjuk és mechanizmusuk

alapjan (3. abra) (15).

o Adhézios faktorok: A baktériumoknak ahhoz, hogy fertézést okozhassanak, eldszor
meg kell tapadniuk a nyalkahartya felszinén. Ilyen nyalkahartyaval boritott felszinek a
tapcsatorna és a légutak. A baktériumoknak a hdmhoz kell kapcsolodniuk és el kell
szaporodniuk, miel6tt a nyalka vagy a sejtek cseréje miatt eltdvolitddnanak. Ehhez
kiilonbozé kotédési mechanizmusokat, példaul pilusokat (fimbridkat) alkalmaznak

(22).

e Invazioés faktorok: A baktériumok kiilonféle mechanizmusokat alkalmaznak az
invaziot eldsegitd specialis bakterialis felszini faktorok tobbsége még ismeretlen, és

gyakran tobb géntermek is részt vesz a folyamatban (22).

o Kapszulak: A baktériumok kiilonféle strukturalis és metabolikus virulenciafaktorokat
fejlesztettek ki, hogy noveljék a gazdaszervezetben valo tulélésiiket. A
kapszulaképzédés egy jol ismert védelmi mechanizmus, amely a kapszulazott
torzseket virulensebbé ¢és a fagocitdzissal szemben ellendllobba teszi a nem
kapszulazott torzsekkel szemben. Egyes, fert6zést okozd baktériumok szérum
rezisztenciat mutatnak, ami a kapszula antigénjeinek ¢és a lipopoliszacharid
szerkezetének mennyiségével és Osszetételével kapcsolatos. Ezek sejtfal- és kiilsd

membran komponensek, amelyek gyulladast okoznak (22).

e Endotoxinok: Az endotoxin a Gram-negativ baktériumok kiils0 membranjaban
talalhato toxikus lipopoliszacharid, amely jelents biologiai hatdst gyakorolhat a

gazdaszervezetre, és akar halalt is okozhat. Az "endotoxin" kifejezést Pfeiffer vezette
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be 1893-ban, hogy megkiilonboztesse a baktériumok lizise soran felszabaduld

anyagokat a baktériumok altal kibocsatott exotoxinoktol (21).

e Exotoxinok: Az exotoxinok baktériumok altal kibocsatott fehérje toxinok, amelyek a
leghatasosabb mérgezd anyagok kozé tartoznak, ellentétben az endotoxinokkal. Mig a
legtobb nagy molekulatomegli exotoxin hdéérzékeny, addig szdmos Kkis
molekulatomegili peptid hdstabil. Exotoxinokat egyes Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok termelnek, €s gyakran ismeretlen funkcidval rendelkeznek, sok esetben
hianyuk nem befolyasolja a baktériumok novekedését. Az endotoxinokkal szemben,
amelyek széleskorii szisztémas hatasa van, az exotoxinok altalaban lokalizalt hatast

fejtenek ki, amelyek bizonyos sejttipusokat vagy receptorokat céloznak meg (21).

e Szideroférok: Egyes baktériumok szideroforokat termelnek, amelyek képesek kivonni
a vasat a gazdafehérjékbol. A vashidny aktivalja a sziderofor szintézisért felelds gének
¢s a kotott vasat felismerd felszini receptorok termelését. A szideroforok erds
vonzalmat mutatnak a vas irdnt, igy a baktériumok még a transzferrinbdl és
laktoferrinbdl is képesek azt kinyerni. A sziderofér-termelés a legtobb patogén

baktérium esetében alapvetd virulenciafaktornak szamit (22).

Szamos tovabbi virulenciafaktor létezik, viszont kisérleteim sordn az invazidra és

citotoxicitasra dsszpontositottam.

Pilusok Endotoxinok

Kapszula antigének
Invazinek
Kapszula
Flagellum
Virulencia plazmid

Szideroférok
Neurotoxinok

3. abra. Mikrobialis virulencia faktorok (22).
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1.3. Invazios képesség

A sikeres fert6zés érdekében a mikrobidlis korokozok kiilonféle stratégidkat alkalmaznak a
gazdaszervezetbe valod bejutdshoz, az immunvalasz elkeriiléséhez és a szaporodashoz. Az
invaziv baktériumok képesek olyan sejtekbe behatolni, amelyek normal esetben nem
fagocitalnak. A baktériumok az ilyen nem fagocitaldé sejtekben képesek intracellularisan
fenmaradni. A baktériumok aktivan részt vesznek sajat fagocitdzisuk kivaltdsdban, mig mas
esetekben a citoszkeletont kihasznalva mozognak. Egyes baktériumok a vakudlumban
maradnak ¢és ott szaporodnak, mig mdasok a citoszolban terjednek tovabb. A fertdzés

sikeressége a baktérium ¢€s a gazdasejt kozotti komplex kommunikacion mulik (23).

Egyes mikrobidlis korokozok, mint a Yersisnia pseudotuberculosis, olyan felszini fehérjéket
termelnek (invazin, E-kaderin, InlA, InlB), amelyek eukaridta sejtreceptorokhoz kotddnek,
ezaltal eldsegitve a bejutasukat nem fagocita sejtekbe, példaul bélhamsejtekbe. A
fehérje-receptor kolcsonhatas egy jelatviteli kaszkadot indit el, amely foszforilaciokat és a
citoszkeleton aktivalasat eredményezi, elOsegitve a baktérium internalizalasat. Bizonyos
baktériumok, mint a Listeria monocytogenes transzmembran sejtadhézids fehérjéket
hasznalnak receptorként a human sejtekbe vald bejutashoz, ahol a baktérium ligandja el8szor
a receptorhoz kotddik, ami a receptorok csoportosuldsdhoz vezet. Ezt kdvetden a fagocita
membranjabdl egy ,,csésze” alakul ki, amit a ligandum-receptor komplexek kialakuldsa utan
keletkezé atmeneti jelek valtanak ki, amelyek a behatolé mikroba koriil terjednek. Ezek a
jelek aktin-polimerizaciot €s membrannyulvanyok kialakulaséat idézik eld, végiil a fagocita
csésze bezarodik és visszahtizodik, mikdzben az aktin depolimerizalodik. Ez az Gn. “cipzar”

mechanizmus (4.4bra) (23).

Mas korokozok, mint a Salmonella és a Shigella, kozvetitd fehérjéket vagy effektorokat
hasznalnak, hogy kozvetleniil iranyitsak a citoszkeleton dinamikajat, makropinocita zsebeket
kialakitva a baktérium koriil. Ezek a baktériumok Ill-as tipust szekrécios rendszert (T3SS)
hasznalnak a gazdasejtekbe vald bejutashoz, amely lehetové teszi szamukra, hogy effektor
fehérjéikkel manipuldljdk a gazdaszervezet citoszkeletonjat. Ezek az effektorok porusokat
alakitanak ki a gazdasejt membranjan, mikézben chaperonokhoz kotddnek, igy a szekrécid
csak a gazdasejttel valo érintkezéskor indul el. A baktériumok képesek felismerni a gazdasejt
receptorait, aktivalni a T3SS-t, és manipuldlni az aktin citoszkeletonjat a bejutas eldsegitése

érdekében. A folyamat sordn destabilizaljak a mikrotubulusokat, fokozzék az aktin nukleaciot
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¢s stabilizaciot, végiil aktin depolimerizacid kovetkezik be. Ezt nevezziik “trigger”

mechanizmusnak (4. abra) (23).

A. “Cipzar" mechanizmus B. “Trigger” mechanizmus

bakterialis invazio protein

3-as tipusu
szekracios

\/ \L\f ~1_ rendszer ~

gazda receptor
aktin filamentum aktin filamentum \—@ 1 U

bakterialis effektor — @ @ O

4.abra. Az invaziv baktériumok epitélsejtbe valé behatoldsanak mechanizmusai a

citoszkeleton megvaltoztatasa révén (24).

A Klebsiella pneumoniae az Enterobacteriaceae csalddba tartoz6 Gram negativ baktérium.
Mivel a K. pneumoniae egy opportunista korokozo, jelentds egészségiigyi jelentdséggel bir.
Széles korben megtalalhatd a szajban, a boron és a belekben, valamint a korhazi
kornyezetben ¢és a korhdzakban. Szamos betegséget képes okozni, mint a hugyuti fertézések,

holyaghurut, tiidogyulladas, sebfert6zések, endokarditis, szeptikémia, majtalyog stb (25).

A K. pneumoniae képes behatolni €s athatolni a bélhamon, transzlokacidja a polarizalt
bélgaton keresztiil torténik. A  gasztrointesztinalis K. pneumoniae transzcellularis
mechanizmus révén, aktiv bakterialis invazidval hatol at a bélhamon. Az adhézid és az
interakcié a bélhamsejtekkel, azonositatlan faktorok révén, sejtes jelatviteli kaszkadokat indit
el. Ennek kovetkeztében aktivalodik a gazdaszervezet Rho csalddjdba tartozo Rho és Cdc42
GTPazok, valamint a PI3K/Akt Gtvonal, ami a sejtek citoszkeletonjanak atrendez6dését idézi
prneumoniae sejtek képesek tilélni és szaporodni, majd egy ismeretlen mechanizmus révén
kilépni a sejtbdl a bazalis membranon keresztiil. A transzcellularis atjutas lehetévé teszi a K.
pneumoniae szémara, hogy athatoljon a bélgaton, belépjen a szisztémas keringésbe, €s

eljusson extraintesztinalis helyekre (5. abra) (26).
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K. pneumoniae
adheézio & bél lumen

.. K.pneumoniae

(Bno) oy
\

intracellularis .
tulélésés @
replikacid

citoszkeleton transzcéllularis
atrendezédések transz

GTPaz csalad, PI3K- foszfatidilinositol 3-kindz, Akt- Aktl/2 kinaz inhibitor, TJ- tight

junction fehérje.)

A bakteridlis VI-os tipusi szekrécids rendszert a Gram-negativ baktériumok tobb mint
25%-aban azonositottdk (27). Szdmos patogén baktérium ezt a szekrécids rendszeret (T6SS)
alkalmazza, mint a Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae vagy Acinetobacter baylyi
(24). Feltételezések szerint ezek a korokozok olyan stratégidkat alakitottak ki, amelyek
lehetové teszik szamukra a bakteridlis rivalisok elpusztitasat és a fertdzés létrejottét. A K.
pneumoniae szintén ezen a transzcellularis transzlokaciés mechanizmuson keresztiil képes a
bélflorabol mas szovetekbe atvandorolni, ami szisztémdés fertdzéseket okozhat (28).
Kimutattak, hogy a K. pneumoniae VI. tipusu szekrécios rendszerei szerepet jatszanak a
human Caco-2 vastagbél epitelidlis sejtekhez valdo adhézidban és invazidoban, amelyek

kulcsfontossaguak a gazdaszervezet kolonizaciojahoz (29).

Emellett, korabbi tanulmanyokban megallapitottdk, hogy a K. pneumoniae aktivéalja a TGF-3
(transzformald novekedési faktor-béta) jelatviteli titvonalat, amely dontd szerepet jatszik a

baktérium invazivitdsanak fokozasdban. Ez az aktivalas kifejezetten a TLL1 (tolloid-like 1
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fehérje) expresszidjanak felszabalyozasdhoz vezet, amely fehérje részt vesz a szovetek
fejlddésében és javitdsaban. A TLL1-expresszid ndvekedése megkdnnyiti a baktériumnak

bélhamsejtekhez vald tapadasat ¢€s invaziojat, lehetové téve szamara a fertézések

hatékonyabb kialakulésat (30).
1.4. Citotoxicitas

A Dbakterialis toxinok valtozatosak, kémiai szerkezetilk, hatasmechanizmusuk ¢és a
gazdasejtekre gyakorolt hatasuk alapjan osztilyozhatok. Altalanossagban a bakterialis

toxinok két f6 tipusba sorolhatok: endotoxinok és exotoxinok (31).

Az endotoxinok, kiilondsen a Gram-negativ baktériumokbol szarmazé lipopoliszacharidok
(LPS) a citokintermelés erds indukal6 dgensei. Az immunsejtek toll-szerii 4-es receptorahoz
(TLR4) kotédnek, és olyan jelatviteli kaszkadokat inditanak el, amelyek gyulladasos
citokinek kivalasztasat eredményezik. Ez tultermelés esetén szisztémas hatasokhoz, példaul

szeptikus sokkhoz vezethet (32).

Az exotoxinok a baktériumok altal termelt, szekretdlt fehérjék, amelyek kozvetleniil
karosithatjdk a gazdasejteket, vagy megzavarhatjdk az immunvalaszokat. Aktivaljak az
immunsejteket, ami gyulladaskeltd citokinek, példaul TNF-a (tumor nekrézis faktor a), IL-1

¢s IL-6 (interleukin) felszabadulasahoz vezet (32).

Az exotoxinok hatdsmodjuk alapjan tobb kategoridba sorolhatok. A neurotoxinok kifejezetten
az idegsejteket veszik célba, megzavarva a normalis idegi jelatvitelt. Az enterotoxinok
elsésorban a beleket veszik célba, gyakran sulyos hasmenést és gyomor-bélrendszeri
zavarokat okozva. Megzavarjdk a normalis ion- és vizszallitdst a bélbélnyalkahartyan
keresztlil. A citotoxinok a gazdasejteket célozzak meg és karositjak, ami sejtlizishez vagy
apoptozishoz (sejthalalhoz) vezet. A baktériumtol fliggden a szervezet kiilonboz6 sejttipusait

érinthetik (31).

A citotoxicitas megmutatja, hogy egy molekula mennyire képes karositani a sejteket. Azokat
a molekuldkat vagy folyamatokat, amelyek sejtkdrosodast vagy sejthalalt idéznek eld,
citotoxikusnak nevezziik. A citotoxikus vegyiiletek hatasanak kitett sejtek esetében
kiilonboz6 folyamatok 1éphetnek fel, mint példaul a nekrdzis (nem programozott sejthalal),

crcr

amely a novekedés és osztodas ledllitasahoz vezet (33).
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A K. pneumoniae citotoxikus a human sejtekre nézve. Az epithelidlis sejtekre gyakorolt
citotoxikus hatisa arra utal, hogy a baktérium a fertdzés sordn jelentds karosodast és
pusztulast képes okozni ezekben a sejtekben. Ez a citotoxikus hatas az €16, kapszulazott K.
pneumoniae jelenlétéhez kapcsolodik. A kapszula poliszacharidja (CPS) dontd fontossagu e
karosodas kivaltasaban, bar a CPS 6nmagaban nem elegendd a karosodas kivaltasdhoz. A
baktériumok sejtlevalast, lizist és végiil sejthalalt okoznak, ami hozzajarul a szdvet
karosodasdhoz a fertdzésekben. Ugy tiinik, hogy ez a citotoxicitds nem kapcsolodik a III.
tipusu szekrécios rendszerhez (T3SS), mivel a K. pneumoniae nem rendelkezik T3SS
komponensekkel, de mas mechanizmusok, példaul a kiils6 membran vezikulak

felszabadulésa is szerepet jatszhat benne (34).

A K. pneumoniae, jelentOs citotoxikus hatast fejt ki a tumorsejtekre, ami a potencidlis
onkolitikus terapidk kutatasanak kozéppontjaba helyezi. A baktériumrdl ismert, hogy
kiilonb6zé human epitélsejtekben sejtkarosodast idéz elé olyan mechanizmusokon keresztiil,

amelyek kozé tartozik az oxidativ stressz €s a citoszkeletdlis zavarok kivaltasa (35).

Vizsgalatok kimutattdk, hogy a K. pneumoniae dozisfiiggd modon képes sejthalalt eldidézni.
Ez a citotoxicitds a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) keletkezéséhez kothetd, ami oxidativ
stresszhez vezet, amely dontd szerepet jatszik a tumorsejtek elpusztitasaban (36). Tovabba az
LPS jelentds szerepet jatszik a baktérium betegséget okozd képességében. Amikor a K.
pneumoniae behatol, az LPS aktivélja az immunrendszert, ami gyulladashoz vezet. Ez stilyos
immunvalaszokat, példaul szeptikus sokkot eredményezhet, ha a baktérium a véraramba keriil
(37). A baktérium azon képessége, hogy LPS-ben gazdag kiils6 membranvezikulakat (OMYV)
termel és szekretal, ezaltal képes citokint expresszalni, hozzdjarul a citotoxicitashoz (6. abra)
(36). Ezek a vezikulak toxikus molekuldkat szallitanak, amelyek karosithatjdk a

gazdasejteket, beleértve a rakos sejteket is (35).

A K. pneumoniae citotoxicitasa tisztazatlan, éppen ezért fontos vizsgalni 6l6hatasat a human

sejtekre nézve.
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K. pneumoniae
adhézié & béllumen

K. pneumoniae |T)
invazio

/

:,' LPS

oxidativ immunrendszer
stressz aktivalasa

apoptozis

LPS-t szekretalva apoptozist idéz eld.

6. abra. A K. pneumoniae citotoxikus hatdsa a human sejtekre, ROS képzddést indukalva és
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2. CELKITUZESEK

A Dbaktériumok az antibiotikumokkal szemben gyorsan, akar napok alatt kialakitanak
rezisztenciat. Szamomra a legfontosabb kérdés, hogy az antibiotikumokkal szemben szerzett
rezisztencia hogyan befolyésolja a baktériumok virulenciajat: csokkenti, vagy noveli azt? Ha
megvaltoztatja a virulencidt, mennyire fiigg az adott antibiotikum tipusatol? A kutatasom
soran olyan baktériumokat vizsgaltam, amelyek mar rezisztensek voltak kiilonbozé uj,
fejlesztés alatt allo antibiotikummal szemben. A kisérletem sordn Klebsiella pneumoniae
torzseket hasznaltam, amelyeket laborunk adaptalt ezekre az antibiotikumokra. A rezisztens
torzsek  virulencidjja mar bizonyitott, ugyanis korabban csoportunk vizsgalta
fertézOképességiliket nagy viaszmoly (Galleria mellonella) gerinctelen fert6zési modellt
alkalmazva (38). Ahhoz, hogy megértsiik miért valnak virulenssé¢ ezek a torzsek,
mélyrehatobb vizsgalatok sziikségesek, mivel az eddigi kisérletek nem adnak magyardzatot
az okokra. Ezért volt célom vizsgalni a baktériumok kozvetlen hatdsat a human sejtekre.
Szamos virulenciafaktor létezik, azonban kutatdsom soran a baktériumok invazios képességét

és citotoxicitasat elemeztem az alabbi modszerekkel:
1. Baktériumok invazios képességének vizsgalata:

Az antibiotikum adaptalt vonalak human sejtbe val6 bejutdsanak tanulmanyozésa bakterialis

invazids assay alkalmazasaval.
2. Caco-2 human sejtek tulélési vizsgalata:

Az antibiotikum adaptalt vonalak citotoxicitasanak tesztelése ko-kulturdlds utdni humén

sejtek (Caco-2) talélésével.

19



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Baktériumok

Az invazids képesség €s citotoxicitas vizsgalatok sordn human sejteket novesztettem egyiitt

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 antibiotikum rezisztens valtozataival.
A rezisztens torzsek két kiilonboz6 adaptécios kisérletbdl szarmaztak, melyek a kdvetkezok:

A rezisztencia frekvencia vizsgalatok (Frequency of Resistance assay- FoR) sordn a
baktérium populacidoban a spontdn mutaciok altal okozott rezisztencia gyakorisagat becsiiltiik
meg. Koriilbeliil 10" baktériumsejtet iltettiink szelektiv antibiotikumot  kiilénb6z6
koncentraciokban (2x, 4x, 8x, 20x MIC) tartalmaz6 taptalajra. 48 oran at tartd inkubacié utan
a koloniaképzé egység (CFU) meghatarozasaval kovetkeztettink a rezisztencia
frekvencidjara. A rezisztencia frekvenciat a rezisztens telepek szaménak és az eredeti
sejtszamnak a hanyadosaként hataroztuk meg. A FoR kisérleteket 3 parhuzamos kisérletben

végeztiik el.

A masik kisérleti eljaras az adaptiv laboratoriumi evolucié (Adaptive Laboratory Evolution-
ALE). A kisérlet célja a legmagasabb rezisztencia szintli baktérium populaciok kivalasztésa.
Tiz péarhuzamos populacidt nodvesztettiink antibiotikummal. Minden inkubacié utan kis
mennyiségli baktériumot vittiink at 0 taptalajokba, amelyek kiilonb6z6 antibiotikum (0,5x,
Minden alkalommal (20 transzferen keresztiil) csak a legmagasabb koncentracion novekvo

populécidkat vittiik tovabb.

Az evolucios kisérletek utdn standard folyadék higitdsi modszerrel hataroztuk meg az

normalizalva hataroztuk meg a relativ MIC-t.
fgy Osszességében 57 antibiotikum rezisztens vonalat hoztunk létre FoR és 148 vonalat az
ALE moédszerekbdl. Ebbdél 48 vonal virulencidjat mértilk nagy viaszmoly (Galleria

mellonella) larvaban. Ezekbdl valasztottam ki 8 vonalat a kisérleteimhez az alapjan, hogy

csokkent vagy novekedett virulenciaval rendelkeztek. A vonalakat az 1. tablazat tartalmazza.
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Baktérium roviditése | Antibiotikum | Adaptacios Virulencia relativ MIC
mechanizmus

SPR FoR 1 SPR-206 FoR Novekedett 64

SPR FoR 3 SPR-206 FoR Novekedett 256

POL ALE 8 POL-7306 ALE Novekedett 32

POL ALE 10 POL-7306 ALE Novekedett 64

SCH ALE 9 SCH79797 ALE Csokkent 8

OMA ALE 9 Omadaciklin ALE Csokkent 128

DEL ALE 8 Delafloxacin ALE Csokkent 65536

ZOL ALE 6 Zoliflodacin ALE Csokkent 1024

1.tabazat. Antibiotikumokhoz adaptélt baktériumtorzsek, azok adaptacids mechanizmusa,
Galleria mellonella larvdban mért virulenciajuk és a relativ minimalis gatld koncentraciojuk
(relativ MIC) az adaptacid utdn. Kiilonb6z6 modszerekkel adaptalédtak a vonalaink:
rezisztencia frekvencia vizsgalatok (Frequency of Resistance- FoR) és adaptiv laboratoriumi

evolucid (Adaptive Laboratory Evolution- ALE).

A kisérletek soran Klebsiella aerogenes ATCC 13048 torzset hasznaltam, mint pozitiv
kontroll, mert hatékonyabban marad fenn a humdan sejtben, mint a K. pneumoniae. Az O
antigénekkkel (lipopoliszacharid 0Osszetevd) és a K antigénekkel (kapszula képzdodésért
felelds) egyarant rendelkezd torzsek nagyobb ellenalldst mutatnak az immunrendszer
tamadasaival szemben, ami arra utal, hogy ezen antigének kombindcidja a K. aerogenes
szdmara fokozott talélési mechanizmusokat biztosit a gazdaszervezetben. Mindkét faj képes
poliszacharid kapszulat termelni, a K. aerogenes azonban gyakran vastagabb kapszulat
termel, ami noveli a gazdaszervezetben vald tulélési képességét, ami hozzajarul

virulencidjahoz (39).
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3.2. Human sejtek

A vizsgalat soran az emberi vastagbél adenokarcindma sejtek immortalizalt sejtvonalat
(Caco-2) hasznaltam. Azért valasztottam ezeket a rakos sejteket, mert a szakirodalomban

elterjedt human sejt, konnyen és hosszl ideig fenntarthat6 a primer sejtekhez képest.

A Caco-2 sejteket DMEM-ben (Capricorn) tenyésztettem, amelyet 10% v/v magzati
szarvasmarha szérummal (FBS), 1% v/v nem esszencialis aminosavakkal (NEAA), 100
pg/ml penicillinnel és 100 U/mL sztreptomicinnel egészitettem ki, és 37°C-on, 5%-o0s CO,
inkubatorban tartottam. A Mycoplasma spp. szennyezddést a Lonza MycoAlert® Detection

Kit segitségével zartam ki.
3.3. Antibiotikumok, tapok

A vizsgalatok soran gentamicint (extracellularis korokozok elpusztitdsa érdekében) és
primocint (extra- és intracelluldris korokozok elpusztitisara) alkalmaztam. A gentamicint az
RK Tech-tdl, mig a primocint InvivoGen forgalmazotol vasaroltuk. Az antibiotikumokra

feloldasuk utan sziiréssel sterilizaltam és felhasznalasig -20 °C-on taroltam.

A vizsgalat sordn baktériumok esetén Mueller-Hinton Broth 2 (MHBII) taptalajt hasznaltam.
A humén sejtek esetén végig Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldattal
dolgoztam. A sejtek mosasahoz foszfat puffert (PBS) alkalmaztam.

3.4. Bakterialis invazios assay

A bakteridlis invazids képesség vizsgalatdhoz a korabban leirt protokollt alkalmaztam kisebb
modositasokkal (40). A baktériumtorzseket 3 ml Mueller-Hinton Broth 11 (MHBII) taptalajba
oltottam, ¢és egy ¢&jszakan at 37°C-on inkubdltam razo inkubatorban. A human sejtek
fertézéséhez az éjszakai baktériumtenyészeteket centrifugaltam (4500 rpm, 5 perc, 4°C) ¢és
PBS-el mostam, majd 0,5 ODg-ra higitottam fert6zési tapfolyadékban (antibiotikum mentes
DMEM, kiegészitve 10% v/v FBS-el é¢s 10 mM HEPES-el). A human sejteket 3 Oran at
inkubaltam a baktériumokkal 37°C-on, 5%-0s CO, inkubatorban. Az inkubaciot kovetden a
fertdzési tapfolyadékot leszivtam, és a sejteket PBS-el mostam, majd a fert6zott human
sejteket 24 oran keresztiil 400 pg/ml gentamicinnel kiegészitett tenyésztokozeggel kezeltem
az extracellularis baktériumok elpusztitisa érdekében (37°C, 5% CO, inkubator). Az
inkubéaciot kdvetden a tapot lecseréltem antibiotikum mentes tappal (DMEM) és két oran at
hagytam regeneralodni a sejteket 37 °C-on. A regeneralddast kovetden a feliiluszot

kiszélesztettem MHBII agarlemezekre, annak érdekében, hogy megbizonyosodjak, nem
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maradt baktériumsejt a kiilsé kozegben. A human sejtkultarakat ezt kovetden 0,5% v/v Triton
X-100-zal és 0,25% tripszinnel mostam, hogy a human sejteket lizaljam ¢és levalasszam a
Petri-csészék aljardl. A lizatumokat mikrocentrifuga csovekbe helyeztem at és 40 KHz
frekvencian 3 masodpercig szonikaltam VEVOR 10L ultrahangos tisztitogép segitségével. Az
invaziv baktériumsejtek koloniaképzd egységeit (CFU) MHBII agarlemezekre torténd

szélesztésével hataroztam meg (7. abra).
3.5. Caco-2 sejtek tulélési vizsgalata

A tulélési vizsgalatok sordn a baktériumtdrzseket 3 ml MHBII taptalajba oltottam és egy
¢jszakan at 37°C-on inkubaltam razo inkubatorban. A human sejtek fertdzéséhez az éjszakai
baktériumtenyészeteket centrifugaltam, PBS-el mostam, és 0,5 ODg-ra higitottam fertdzési
tapfolyadékban (10% v/v FBS-el és 10 mM HEPES-el kiegészitett antibiotikum mentes
DMEM). A human sejteket ezutan 3 6ran at inkubaltam a baktériumokkal 37°C-on, 5%-o0s
CO, inkubatorban. Az inkubaciot kovetéen a fertdzési tapfolyadékot leszivtam, a sejteket
PBS-el mostam, majd 24 6ran keresztiill 100 pg/ml primocint tartalmazé tapfolyadékkal
kezeltem az extracellularis €s intracellularis baktériumok eltavolitasa érdekében. A primocin
kezelést kovetden a Caco-2 sejteket PBS-el mostam. A sejtek szamat egy automatizalt Luna
[I® sejtszamlaléval (Logos Biosystems) hataroztam meg. A taléld sejtek frakciojat

kiszamitottam €és a nem fertdzott kontroll sejtekhez normalizaltam (7. abra).

A. Bakterialis invazios assay

Human sejt Visszaizolalt
) intracellularis baktériumsejtek
‘ baktériumokkal szama
Gentamicin
AN S W
Human sejt Human [:\ . ﬁj =2
e sejtfertézés ‘\___H_’// f
a7
(® /o
A %
gy )\
%f ( .fi Baktérium TGLELS human
2 / mentes sejtek szama
Baktérium sejt . human sejt
_— Vo X7
o Ne )
Primocin y e )\_,"J
& & =

7.abra. A bakterialis invazios képesség ¢€s citotoxicitds vizsgalat folyamatanak sematikus
abraja.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az evolucios kisérletek eredménye

Csoportunk korabban vizsgalta az antibiotikum rezisztencia kialakulasat. A kisérlet soran
vizsgaltuk, hogy a Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 baktérium milyen szintii rezisztenciat
képes fejleszteni olyan antibiotikumokra, melyek évtizedek o6ta hasznalnak a klinikumban
(kontroll), illetve olyan antibiotikumokra, melyek még engedélyeztetési fazisban vannak,
vagy csak par éve hasznalatosak a gyodgydszatban (0j). A vizsgalt antibiotikumokat a 2.
tablazat mutatja be. A baktériumok a kontroll és az ujabb gydgyszerekkel szemben is

kialakitottak rezisztenciat (2. abra).

Antibiotikum Rovidités |Antibiotikum osztily | Generacio Jovahagyas
ideje/klinikai fazis
Omadaciklin OMA tetraciklinek Uj 2018
Eravaciklin ERA Uj 2018
Doxiciklin DOX kontroll 1967
Ceftobiprol CTO cefalosporinok Uj 2019
Cefiderokol CID uj 2019
Cefepim CEP kontroll 1994
Delafloxacin* DEL topoizomeraz uj 2017
Gepotidacin* GEP inhibitorok uj 3. fazis
Zoliflodacin ZOL Uj 3. fazis
Moxifloxacin* MOX kontroll 1999
Apramicin APR aminoglikozidok Uj 1. fazis
Gentamicin GEN kontroll 1964
Sulopenem SUO carbapenemek Uj 3. fazis
Meropenem MER kontroll 1996
Tridekaptin TRD membran targetalok uj pre-klinikai
M152-P3
POL-7306* POL uj pre-klinikai
SCH79797* SCH uj pre-klinikai
SPR-206 SPR uj 1. fazis
Polimixin B PMB kontroll 1964

2.tablazat. Az evolucios kisérletek soran hasznalt kontroll és 0j antibiotikumok osztalyok
szerint csoportositva és ezek engedélyeztetési fazisai. A tobb tamadaspontil vegyiiletek

csillaggal vannak jelolve, *.
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A rezisztencia frekvencia vizsgalatok (FoR) sordn a spontdn rezisztencidt elemeztiik
kiilonbozd antibiotikumok esetén. Megfigyeltiik, hogy a baktérium populaciok 42%-anak
csokkent az érzékenysége az antibiotikumokkal szemben, megnétt a rezisztencia szintjiik
(legalabb négyszeres MIC), ami azt jelzi, hogy a rezisztencia kialakulasa gyakori. A klinikai
toréspontok altalaban nem ismertek a vizsgalt "tjabb" antibiotikumok esetén, tobbségiiknél

viszont rendelkezésre 4llnak az intravénas alkalmazdsra vonatkozd ajanlasok. Ezért a

crer

crcr

eredmények alapjan elmondhaté elmondhatd, hogy az Uj antibiotikumokkal szembeni

rezisztencia akar napok alatt is kialakulhat.

Az adaptiv laboratoriumi kisérletek (ALE) célja a populaciok antibiotikum-rezisztencia
szintjének maximalizaldsa volt. Kimutattuk, hogy a baktériumok rezisztencia szintje
jelentdsen megnovekedett, az adaptalt vonalak MIC értéke megkdzelitéleg 2048-szorosa volt

az Osnek. A vizsgalt torzsek 67%-ban az MIC érték elérte vagy meghaladta a plazma

nroon

csucskoncentraciojat, ami klinikai szempontbdl relevans. Az "4;" ¢és  "kontroll"
antibiotikumok hasonléan rezisztenciat idéztek eld ¢és aggasztd modon a legujabb

antibiotikumokkal szemben is gyorsan kialakult (parositott T-test, p = 0.8617).

A kialakult rezisztencia szintek kozott jelentds eltérések voltak megfigyelhetok. A
topoizomeraz inhibitorok esetén jelentdsen novekedett a relativ MIC (Fisher egzakt teszt, p =
0,00001). Ezzel szemben a membran targetalo antibiotikumoknal nem figyelhetd meg eltérés,
kivétel az SPR, amely esetén szignifikdnsan novekedett a relativ MIC mindkét evolucios
kisérlet soran (Fisher egzakt teszt, p = 0,0298). Ehhez képest a tobbi membran targetalod
antibiotikum esetén nincs jelentds kiillonbség, példaul az SCH egyik evoluciés kisérlet
esetében sem mutatott novekedést (Fisher egzakt teszt, p = 0,0908). Ez ravilagitott arra, hogy
a baktériumok rezisztencidja gyorsan fejlédhet és a kiilonb6zé gyogyszerekkel szembeni

rezisztencia kialakuldsédnak sebessége, mértéke eltérhet az antibiotikumok kozott (8. abra).
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8.abra. Az antibiotikum adaptalt vonalak relativ MIC értéke. A relativ MIC az evolvalt
vonal és az 6s MIC értékének a hanyadosa. Minden pont egy laboratériumilag evolvalt vonal,
a szinek az antibiotikum osztalyt jelzik. A boxplotok a medidnt, az els6 és a harmadik
kvartiliseket jelolik, a whiskerek pedig az interkvartilis tartoméany 1,5-szeresét. Szignifikans
heterogenitds lathaté relativ MIC-ban az antibiotikum torzs kombinaciok kozott

(Kruskal-Wallis, p = 2.9¢-12). Az antibiotikumok roviditéseit lasd a 2. tdblazatban.

4.2. A virulencia vizsgalatok eredménye

Az antibiotikum rezisztencia virulenciara gyakorolt hatasat nagy viaszmoly (Galleria
mellonella) larva modellben vizsgaltuk. A viszamoly kozkedvelt modellszervezet a kisérletek
soran a nagyfoku reprodukalhatéosdgnak, a nagy ateresztoképességnek és az emberhez
hasonlé immunitadsanak koszonhetden. A kisérlet soran larvakat fertdztiink meg antibiotikum
rezisztens baktériumokkal, amelyek virulencidjat osszehasonlitottunk az 6ssel. A baktérium
szuszpenziokat fecskenddkkel a larvak hemocoeljaba (vérnyirok) fecskendeztiik a masodik
bal prolegen (eldlab) keresztiil, majd 48 oran keresztiili inkubdlds soran 6 oOranként
dokumentaltuk a talélésiiket. A rovarok akkor voltak halottnak tekinhet6k, ha nem reagéltak

érintésre. A kisérlet soran 48 adaptalt vonalat vizsgaltunk.

Az eredményekbdl lathatd volt, hogy azok a baktériumok, amelyek rezisztenciat alakitottak
ki valamely antibiotikummal szemben jelentésen megvaltozott a fertézOképességiik. A

vizsgalt vonalak 27%-a novekedett virulenciat mutatott, mig 33%-anak ezzel szemben
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szignifikdnsan csokkent a virulencidja az 6shoz képest. Antibiotikum csoportok tekintetében
az aminoglikozidok esetén volt leggyakoribb a virulencia csdkkenés (71%), azonban a
membran targetalok mutattak a legyakoribb novekedést (57%). Ez arra utal, hogy a membran
targetalok esetén gyakran a rezisztencia kialakulasa megnovekedett virulenciaval jar,

szemben a tobbi antibiotikum osztéllyal (9. abra).

FoR ALE
GEN FoR #3 CElmE
APR FoR #2 aminoglikozidok APR ALE #8 aminoglikozidok
APR ALE #10
APR FoR #1
388 ﬁtE :? carbapenemek
TRD FoR #3 | y
TRD ALE #4
TRD FoR #1 ) " TRD ALE #3
PR FoR membran targetalok SPR ALE #6
° SPR ALE #1 I
SPR FoR #1 SCH ALE #9 ) »
SCH ALE #5 1 membran targetalok
OMA FoR #3 POL ALE #8
. POL ALE #10 szignifikancia
OMA FoR #1 I Emg Q::E :g [ nem szignifikéns
ERA FoR #2 | vk AL oo szignifikéns
tetraciklinek
ERA FoR #1 SHACKINE OMA ALE #1
DOX FoR #2 | e .' tetraciklinek
DOX FoR #1 | DOX ALE #8
DOX ALE #6 ||
ZOL FoR #3 ZOL ALE #6
ZOL ALE #10
ZOL FoR #2 | \opoizomerdz MOX ALE #6 e
MOX ALE #10
MOX FoR #2 | inhibitorok GEP ALE #6 [ inhibitorok
MOX FoR #1 | GEP ALE #2 [ |
DEL ALE #9
DEL FoR #1 DEL ALE #8
1 0 1 2 3 2 4 0 1

Relativ virulencia Relativ virulencia

9.abra. Az antibiotikum adaptalt vonalak Galleria mellonella modellben mért relativ
virulencia értéke. A relativ virulencia az 6s ¢és az adaptalt vonal talélési gorbe
meredekségének Osszehasonlito értéke. A szinek a virulencia szignifikanciajat mutatjak az s
torzshoz képest, ami jelentds diverzitast mutat az antibiotikum csoportok kozott. A negativ
értékek a csokkent virulenciat mutatjak, mig a pozitiv értékek a novekedett virulenciat. Az

antibiotikumok roviditését lasd a 2. tablazatban.

A fent emlitett virulencia vizsgalatok alapjan valasztottam ki négy csokkent és négy
megnodvekedett virulencidval rendelkez6 vonalat, kisérleteimet pedig a tovabbiakban ezekkel

végeztem (1. tablazat).
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4.3. Bakterialis invazios képesség vizsgalat eredményei

Az invazids kisérleteink sordn antibiotikum-érzékeny 6s (K. pneumoniae ATCC 10031) és a
nyolc antibiotikum rezisztens vonal bélhdmsejtekbe valo bejutasat vizsgaltam Caco-2 sejtek
esetén. Pozitiv kontrollként a K. aerogenes torzset hasznaltam, mig negativ kontrollként a
kezeletlen human sejtet. Az adaptalt vonalak koziil négy novekedett virulenciat, mig négy
vonal csokkent virulenciat mutatott, ahogyan azt korabban a Galleria mellonella fert6zési
modellben kimutattuk. A vizsgéalatok soran a 3 oras fertézést kovetden az extracelluldris
baktériumokat 24 o6ras gentamicin kezeléssel eliminaltam. A tenyészetet szonikéltam a
baktériumok koldniaképzd egységek (CFU) szamanak meghatdrozasaval szamszerisitettem.

A kisérleteket legalabb 4-6 bioldgiai replikatummal végeztem.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a visszaizolalt baktériumok szdma jelentdsen
megvaltozott az antibiotikum-érzékeny Os torzshoz képest. Az antibiotikum rezisztens
baktériumok invazids képessége a virulens vonalak esetén jelentdsen megndvekedett, azaz
sokkal hatékonyabban jutottak be a human sejtekbe, mint az ds torzs. Kiilonosen az SPR FoR
#3 és az SPR FoR #1 mutatott jelentds invazivitast. Ebben az esetben kivételt képezett a POL
ALE #8 vonal, ahol az invazios képesség nem valtozott az 0shoz képest. Ezzel szemben a
csokkent virulencidju vonalak valtozatos invazids képességet mutattak. Kifejezetten a SCH
ALE #9 vonal mutatott jelentds csokkenést az invazivitasban. A DEL ALE #8 vonal azonban

a csOkkent virulencia ellenére megndvekedett invazios képességet mutatott (10. abra).
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10.abra. Bakterialis invazios vizsgalat antibiotikum-érzékeny és 8
antibiotikum-rezisztens K. pneumoniae vonallal. A sirga boxplotok a baktériumok
novekedett virulencidjat, mig a kék a csokkent virulencidjat jelzi, ahogyan azt a korabban
elvégzett virulencia vizsgalatok sordn tanulmanyoztadk. Az szignifikans eltéréseket csillaggal
jeloltiik (kétoldalas t-teszt: **#¥/*#k/Hx /4% /% o <= (),0001/0,001/0,01/0,05). A boxplotok a
mediant, az elsd és harmadik kvartiliseket, mig a whiskerek az interkvartilis tartomany

1,5-szeresét jelolik. A roviditéseket 1asd az 1. tablazatban.

Az egyéni elemzések utan csoportositottam a csokkent és a megndvekedett virulenciaval
rendelkezé baktériumtorzseket, amelyet Osszehasonlitottam az Os-tipussal. Az Osszesitett
eredmények azt mutatjdk, hogy a megnovekedett virulenciaval rendelkezd vonalak jelentésen
nagyobb invazids képességet mutatnak az antibiotikum-érzékeny Os torzshoz képest. A
csOkkent virulenciaji baktériumok invazios képessége azonban nem valtozott. Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy ezek a baktériumok nem csak, hogy rezisztenciat alakitottak ki
az antibiotikumokkal szemben, hanem emellett még az invazios képességiik is

megnovekedett, ami jelentds egészségiigyi kockazatot jelent (11. dbra).
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11.abra. Az antibiotikum-rezisztens K. pneumoniae vonalak virulencidaja, vagyis a
baktériumok invaziés képessége. A sarga boxplotok a baktériumok novekedett
virulenciajat, mig a kék a csokkent virulencidjat jelzi, ahogyan azt a korabban elvégzett
virulencia vizsgalatok soran tanulmanyoztak. Az szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltiik
(kétoldalas t-teszt, **** p <= 0,0001). A boxplotok a mediant, az els6 ¢€s harmadik
kvartiliseket, mig a whiskerek az interkvartilis tartomany 1,5-szeresét jelolik. A roviditéseket

lasd az 1. tablazatban.
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4.4. Caco-2 sejtek tulélési vizsgalatanak eredményei

A Caco-2 sejtek tulélési vizsgalata soran az antibiotikum-érzékeny 6s (K. pneumoniae ATCC
10031) ¢és a nyolc megfeleld antibiotikum-rezisztens vonal citotoxicitdsat mértem. Ebben a
kisérletben azt vizsgaltam, hogy milyen mértékben pusztitjak el a rezisztens vonalak a human
sejteket az 6shoz képest. Pozitiv kontroll a K. aerogenes volt, mig a negativ kontroll a
kezeletlen Caco-2 sejtek. A ko-kultirdlas utan az intra- és extracellularis baktériumokat 24
ords primocin kezeléssel eliminaltam ¢€s kiszdmitottam a talélé Caco-2 sejtek frakciojat. A

kisérleteket legalabb 8 bioldgiai ismétlésben végeztem.

A citotoxicitas vizsgalat soran azt figyeltem meg, hogy a talélo sejtek szdma a
megnovekedett virulencidji baktériumok jelenlétében jelentdsen csokkent, vagyis ezek az
adaptalt vonalak nagyobb mértékben pusztitottdk el a human sejteket, mint az
antibiotikum-érzékeny Os torzs. Mind a négy adaptalt vonal esetén, amelyek SPR és POL
rezisztensek, lathatdé a magasfoka 6loképesség. Ezzel szemben a csokkent virulenciaju
torzsek esetében nagymértékben nott a taléld sejtek szama a szenzitiv Os torzshoz képest. A
legnagyobb eltérés az SCH ALE #9 vonal esetében volt. Tovabba megfigyeltem, hogy ha a
Caco-2 sejteket csokkent virulencidji vonalakkal egyiitt inkubdlom, akkor tobb €16 sejtet
tudok azonositani, mint a kezeletlen kontroll esetén. Ennek a jelenségnek a megértéséhez

mélyrehatobb vizsgalatokra van sziikség (12. dbra).
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12.abra. Az antibiotikum-rezisztens Klebsiella pneumoniae vonalak virulenciajuknak
megfeleld citotoxicitast mutatnak Caco-2 sejtekben. Az dbra a tulélé Caco-2 sejtek
szazalékos aranyat mutatja a nem fert6zott kontroll sejtekhez normalizalva. A sarga
boxplotok a baktériumok ndvekedett virulencigjat, mig a kék a csdkkent virulenciajat jelzi,
ahogyan azt a kordbban elvégzett virulencia vizsgadlatok soran tanulmanyoztak. A
szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltiik (kétoldalas t-teszt: *#k/#xk/k¥/xk/k g p <=
0,0001/0,001/0,01/0,05 értéket jelzi). A boxplotok a medidnt, az elsé ¢és harmadik
kvartiliseket, mig a whiskerek az interkvartilis tartomany 1,5-szeresét jelolik. A roviditéseket

lasd az 1. tablazatban.

Hasonloképpen az invazios kisérlethez, ebben az esetben is elemeztem csoportositva az
adaptalt vonalakat, annak fliggvényében, hogy csokkend vagy novekvod virulenciat mutatnak,
Osszehasonlitva a szenzitiv Os-tipussal. A kapott eredmények alapjan lathatd, hogy a
megnodvekedett virulencidji baktériumok jelenlétében szignifikansan csdkkent a tlél6 sejtek
szama az antibiotikumra érzékeny 0s torzshoz képest, vagyis nagyobb mértékben pusztitjak el
a human sejteket. Ellenben a csokkent virulenciaju torzsek esetében ndvekedett a talélo sejtek
szama az antibiotikumra érzékeny 0s torzshoz képest, kevésbé képesek 6lni a Caco-2 sejteket.
Eredményeim arra utalnak, hogy egyes antibiotikumokhoz valé alkalmazkodas hatassal van a

human sejtekkel szembeni citotoxicitasra (13. abra).
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13.abra. Antibiotikum-rezisztens K. pneumoniae vonalak citotoxikus hatiasa Caco-2
sejtekben. Az abra a talél6 human sejtek szazalékos ardnyat mutatja a nem fertdzott kontroll
sejtekhez normalizdlva. A sarga boxplotok a baktériumok ndvekedett virulencidjat, mig a kék
a csokkent virulencidjat jelzi, ahogyan azt a korabban elvégzett virulencia vizsgalatok soran
tanulmanyoztak. A szignifikdns eltéréseket csillaggal jeldltiik (kétoldalas t-teszt: **** p <=
0,0001). A boxplotok a mediant, az elsé ¢és harmadik kvartiliseket, mig a whiskerek az

interkvartilis tartomény 1,5-szeresét jelolik. A roviditéseket lasd az 1. tdblazatban.
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5. OSSZEFOGLALAS

A baktériumok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja egyre nagyobb egészségiigyi
kihivast jelent. Az antibiotikumok mértéktelen hasznalata miatt a rezisztens baktériumok mar
mindenhol megtalalhatok. E miatt a baktériumok mar az 1j, fejlesztés alatt allo
antibiotikumokkal szemben 1is ellendlldak lehetnek. Amellett, hogy rezisztensek,
virulenciajuk is megvaltozik. Ahhoz, hogy hatékony antibiotikumokat tudjunk fejleszteni, a
rezisztencia vizsgalatok mellett figyelembe kell venni a baktériumok virulencidjanak

valtozasat is.

Kutatasom soran arra kerestem a valaszt, hogy a rezisztencia kialakulasa hogyan valtoztatja
meg a baktériumok virulencidjat. Ezért antibiotikum rezisztens Klebsiella pneumoniae
torzsek hatdsat vizsgaltam humdan sejtekre, azon belill az invazidos képességiiket és

citotoxicitasukat.

Az eredmények azt mutatjak, hogy azok a baktériumok amelyek rezisztenciat alakitottak ki
az antibiotikumokkal szemben megvaltozott a virulencidjuk. A ndvekedett virulenciaval
rendelkezd baktériumoknak fokozott invazios képessége és citotoxikus hatisa volt, mig a
csokkent virulencidju baktériumok esetén az invazivitds és a citotoxicitds is csokkent.
Azonban mindkét esetben megfigyelhetok voltak kivételek, ami azt mutatja, hogy ezek a
folyamatok antibiotikum fiiggdek. Fontos megemliteni, hogy a membran targetalo
antibiotikumok esetén fokozott a kockazat a virulencia, az invazios képesség €s citotoxicitas

novekedésre.

Kisérleteink soran a megvaltozott virulenciat 6sszefiiggésbe tudtuk hozni a rezisztens torzsek
invaziods képességével és citotoxicitasaval, ellenben, hogy a torzsek ezt milyen molekularis

folyamatokon keresztiil fejezik ki, még tovabbi kutatasokat igényel.

Munkank hozzajarulhat ahhoz, hogy olyan antibiotikumokat fejlessziink, melyek csokkentik
a kockazatat az olyan baktériumok terjedésének, melyek amellett, hogy nagymértékii

ellenalld képességgel rendelkeznek, a fertdzoképességiik is nagyobb.
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