A bakterialis antibiotikum rezisztencia de novo
evolucioja és jarulékos kovetkezményei

Ph.D. értekezés

Spohn Réka

Témavezeto: Dr. Pal Csaba

Biologia Doktori Iskola

MTA Szegedi Biolégiai Kutatokézpont, Biokémiai
Intézet

SZTE-TTIK
Szeged

2018.



Tartalomjegyzék

ROVIAIEESEK oo 3
I. Bevezetés: a multidrog rezisztencia okozta egészségiigyi krizis ...........ccccceeeiii. 4
1. Trodalmi AtteKintés.....ccooeeieeee e, 9
II.1. Az antibiotikumok altaldnos jellemzése és csoportositdsa........ccceeeeeevieiieiicceicnnnnn 9
I1.2. Az aminoglikozid antibiotikumok 6sszetett hatdsmechanizmusa..........ccccceunnnnee. 11
I1.3. A bakterialis antibiotikum rezisztencia molekuldris mechanizmusai ................... 12
11.4. Az aminoglikozid rezisztencia egyedi jellegzetességei.....ccooveveeeriiiiivvirreiiieneennnnnns 19
[1.5. Laboratoriumi evolUcios KiSErletek.......oouuvveieeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 21
11.6. Az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak vizsgalata kolibaktériumban........... 24
11.7. Fiziolégias és evolucios antibiotikum kolcsonhatasok .........eeeeeeeeiieeeiiiiiiieeeeennnnns 26
[, CAIKITUZES. .eeeeee ettt e e e ettt e e e e e e s s bbbt e e e e e e e s s assbeaeeas 29
IV, ANYAZ €S IMIOUSZEN ....cevvviueiieeeeiieeeiiieee e e eeeeeeetree e e e e eeeeeeaa b eeeeeeeeeesssaaaeeeeeeeessssanaeeens 30
IV.1. Alkalmazott antibiotikumok, tapoldat és baktérium torzsek........cccccvvvveeeeeennnns 30
IV.2. Laboratoriumi evolUcios KiSErlet. ........oouviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 31
IV.3. Teljes 2en0m SZEKVENGIAS. .......coovveriiiiiieiiiiieeceee et eeaeeees 32
IV.4. Mutdcios rata mérése fluktuacios teszttel......ccccvvnviiiiiieiiiiiiiiiiee e, 33
IV.5. Az antibiotikum rezisztencia spektrum nagy atereszt6képességli szlirése. ........ 34
IV.6. Kémiai és kemogenomikai profil hasonldsagi vizsgalatok ..........ccceeeeeeeiiiiiinnnn. 38
IV.7. Egyedi mMutansok [Etreh0zasa.........ccooouuii 39
IV.8. Bakteridlis membranpotencidl MErése.........cccooooeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeccceeec 40
IV.9. Hoechst akkUmUIACIOS METES......cciiiiiiiiiiiiiiieeee e 41

IV.10. Minimalis gatlé koncentracié (MIC) mérése higitasi soron, valamint E-teszt

CSIKOK SEEISEZEVEL. ..o, 41
IV.11. AcrAB efflux pumpa overexpresszios és delécids vizsgalatok..........cccceeeeunnnnne. 42
Yo [0 g 1= 01 V7= RSP 43

V.1. Nagyléptékl laboratériumi evollcids kisérlet az egyes antibiotikumokkal
szemben magas rezisztenciaval rendelkezd torzsek létrehozasara. .......ceeeeeeeeeennneee. 43

V.2. Az adaptiv mutacidk dominaltak a laboratériumi evollciéval [étrehozott

antibiotikum rezisztens vonalakban. ........ccccccoiiiiiii, 44
V.3. A funkcidvesztéses mutaciok rendkivil elterjedtek .........coovvevviiieenriiiriiiiiien.. 47
V.4. A parhuzamos evolUcid bizonyitékai ........cceeeieiiiiiiiiiiiiei e, 49



V.5. Az adaptalt vonalak antibiotikum rezisztencia spektrumanak nagy
AteresztOKEPESSEgU SZUIESE.....cciiiiii i, 52

V.6. Az -egyetlen antibiotikummal torténé kezelés is gyakran multidrog
FEZISZEENCIANOZ VEZET ..o e et e e e e e e e e e e e 53

V.7. A keresztrezisztencia kolcsonhatdsokért részben a parhuzamos evolucié felel...56

V.8. Az antibiotikumok sajatossagainak hatdsa a keresztrezisztencia kdlcsonhatasok
KIGlaKUIBSAa ... e e e e e e e et e e e e e e e e eearb e e eeaaeaees 59

V.9. A multidrog rezisztens baktériumok Achilles-sarka, azaz a jarulékos érzékenység62
V.10. Tobbszintl mechanizmus az aminoglikozid rezisztencia hatterében................. 63

V.11. Az aminoglikozid-adaptalt vonalak mutacidinak kett6s hatdsa a membran
[ T=T g aT=T L o111 = 1Y - TP PURPPRNt 65

V.12. A trkH gén egyetlen pontmutéacidja is széleskor( jarulékos érzékenységhez

1YL=y 2= PP 67
V.13. A jarulékos érzékenység részben az AcrAB efflux rendszerhez kéthet6 ............ 69
VI. Az eredmeények Megvitatdsa .........ovuuriiiiiiiiiiiiiiiiiceee e e e e eeaaaaaa 71

VII. Gyakorlati kovetkeztetések: lehetGségek a multidrog rezisztencia megfékezésére ...75

KOSZONEINYIIVANITAS .eeeiieiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e et e e e e eeeeeearaaeeeeas 78
VIII. Szakirodalmi hivatkozasok ...........cceeeeiiiiiiiiii e 79
SajAt PUDIKACIOK JEEYZEKE.....ccceeeeiiiieie e e e e e e e eeees 99
(@Y= oY= 1 3RS 102
Y U101 0 -1V PP PPPPN 105
FUBBEIEK ..o, 108



Roviditések

AMP
CFU
CHL
CPR
DOX
ERY
FDA

FOX

gDNS

KAN

LPS

LTEE

Mar
MEGA-lemez

MIC
NAL
NIT
oD
ORF
RND

R.P.M.
SCV
TET
TOB
TRM
WHO

ampicillin

0ssz-sejtszam (colony forming unit)

kléramfenikol

ciprofloxacin

doxiciklin

eritromicint

USA Elelmiszerbiztonsagi és Gydgyszerészeti Hivatala (Food and Drug
Administration)

cefoxitin

genomi DNS

kanamicin

lipopoliszacharid

hosszutavu evolucids kisérlet (Long-Term Experimental Evolution)
»,multiple antibiotic resistance” fenotipus

mikrobialis evollcid és novekedési aréna (microbial evolution and growth
arena)

minimalis gatldé koncentracié (minimum inhibitory concentration)
nalidixsav

nitrofurantoin

optikai s(ir(iség (optical density)

nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

rezisztencia nodulacios osztddasi (resistance nodulation division) efflux
pumpak

csaladja

percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)

kis koldénias varidansok (small colony variants)

tetraciklin

tobramicin

trimetoprim

Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization)



L. Bevezetés: a multidrog rezisztencia okozta egészségiigyi
krizis

Az antibiotikumok terdpids alkalmazdsa rendkiviili mértékben jarult hozzd a varhato
életkor novekedéséhez'. Antibiotikumok nélkiil nem csupan a bakterialis fertézéseket
nem tudndnk kezelni, hanem ellehetetleniiinének a rdkterdpids kezelések, a
transzplantacidk és mds immunszupresszids eljarasok, az invaziv sebészeti beavatkozasok,
valamint a koraszul6ttek elldtdsa is'. Nem kell messzire menniink, hogy szembesiiljiink az
antibiotikumok hidanyanak tragikus kovetkezményeivel: az eréforras hiannyal kiiszk6dé
orszagokban a bakteridlis fert6zések okozzak a madsodik legtébb haladlesetet, a
gyermekhaldlozasok 60%-aért a bakteridlis fertGzések felelgsek™?. Az antibiotikum
rezisztencia terjedése altal okozott kozegészségligyi kockazatot tehat nem lehet eleget
hangsulyozni.

A bakteridlis antibiotikum rezisztencia alacsony szinten megjelenhet a természetes
populacidkban is, az egyes antibiotikumok klinikai alkalmazasat kdvet6en azonban néhany
éven belul dltaldnosan elterjedhet (1. abra)**. Példaul mig a pencillinre szinte az 6sszes
Gram-pozitiv baktérium érzékeny volt az 1940-es években, manapsag szinte az Osszes
fert6zést okozd Gram-pozitiv baktérium, példaul a Staphylococcus aureus, penicillin-
rezisztens, és 50%-uk a penicillin er6sebb utédjaval, a meticillinrnel szemben is ellenallova
valt®. A meticillin-rezisztens fert6zések kezelésére ezért ismét egy Uj antibiotikumot, a
vancomycint vezették be, azonban a leggyakoribb korhazi fertG6zéseket okozo
Staphylococcus aureus-nal mar erre a szerre is megjelent a rezisztencia®. A vancomycin-
rezisztens S. aureaus torzsek kezelésére kifejlesztett linezoliddal szemben mar szintén
megjelent a rezisztencia, bar még széleskérben nem terjedt el”.

Antibiotikum klinikai alkalmazasanak kezdete
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Antibiotikum rezisztencia megjelenése

1. abra. A legfontosabb antibiotikumok bevezetésének és a rezisztencia
megjelenésének idépontjai (Clatworthy és mtsai, 2007, valamint Palumbi, 2001



Az Uj patogének megjelenése és az antibiotikum rezisztencia egyre névekvd elterjedése a
baktérium populaciékban folytonos emlékeztet6 szdmunkra, hogy a mikrobak él6
szervezetek, melyek olyan gyorsasdggal tudnak evolvalédni, ami hatdssal van az
egészségugyi beavatkozdsok sikerére®. Ezeket az evollciés véltozasokat raadasul
rendkivili médon felgyorsitotta az emberi beavatkozas: az antibiotikumok nagymértékd,
sokszor felesleges alkalmazasa erGs szelekcids nyomdst biztosit a rezisztencia
kialakuldsanak iranyaban®. Ezt felismerve a leghatékonyabb, végsé megoldasként (last
resort) alkalmazott antibiotikumok, példdul a vancomycin hasznalatat erésen korlatoztak,
és csak abban az esetben alkalmazzak, ha minden mas antibiotikum hatastalannak
bizonyul®. A leghatékonyabb szerek visszatartdsa csokkenti a baktériumokkal szembeni
szelekcids nyomast, igy eredményesen noveli ezen antibiotikumok, példaul a vancomycin
hatékony alkalmazhatésaganak idétartamat™®. Ennek ellenére ennek a stratégidnak a
sikeressége szamos terlilet egylttm(kodésén mulik: a haszndlatra vonatkozé
korlatozdsoknak meg kell valésulnia mind az antibiotikum gyartdsban, mind az
allattenyésztésben, valamint mas megel6z6 kezeléseknél is*. Ha tehat nem vesziink
tudomast az antibiotikum rezisztencia evoluciéjanak gyorsasagardl, tovabbra is hatranyos
helyzetbdl prébaljuk koltséges eszkozokkel utolérni a baktériumok fejlédését, mikdzben
egyre tobb kezelés bizonyul hatastalannak®. Mivel az emberiség hatdsa az evolucié
gyorsasagara nem valdszinl, hogy egykonnyen korlatozhatd, kénytelenek vagyunk az
antibiotikum evollcié alapjainak megértése altal szerzett tudassal Uj stratégiakat
kidolgozni a rezisztencia kialakuldsanak elkeriilésére®.

Uj engedélyezett
antibiotikumok szama

2. abra. Az ujonnan engedélyezett antibakteridlis terdpids szerek szama étévenkénti

8
bontdsban (Ventola, 2015 nyomdn) .

Mikézben a rezisztens baktériumok okozta kezelhetetlen fert6zések valds
kozegészségligyi veszélyt jelentenek, az Uj és a rezisztens baktériumokkal szemben is
hatékony antibiotikumok felfedezése rendkiviil lelassult (2. &bra)’®. Uj, igéretes
vezérmolekuldk azonositdsara alkalmas hatékony platform hidnydban pedig a rezisztens
patogének korlatok nélkil fejlédhetnek ki és terjedhetnek el’. Szinte az Gsszes ma



haszndlatban |évé antibiotikumot az antibiotikum felfedezés aranykoraban, az 1940-estdl
az 1960-as évekig fedezték fel, vagy az akkoriban azonositott antibiotikumok egyikének a
szdrmazéka’. Az antibiotikum fejlesztés lelassuldsanak hatterében gazdasagi és
szabélyozasi indokok egyarant megfigyelhetSek®. Ezeknek kévetkeztében a 18 legnagyobb
gyogyszeripari cégbdl 15 felhagyott az antibiotikum kutatds teriletével®®. A
gybgyszeripari cégek egymasba olvadasa szintén jelentGsen csokkentette a
kutatécsoportok szamat és valtozatossagat®°. Az antibiotikumokra irdnyulé akadémiai
kutatdsok szamat pedig a gazdasagi valsag okozta megszoritasok csokkentették®*°.

Az antibiotikum fejlesztést ma mar nem tartjak gazdasdgilag kifizet6d6 befektetésnek a
gyogyszeripari cégek’. Mivel az antibiotikumokat viszonylag révid ideig kell alkalmazni és
gyakran gyors gyégyuldshoz vezetnek, ezért az antibiotikumok gyartdsa gyakran nem jar
kdzel sem annyi haszon termelédésével, mint mas krénikus betegségek gyodgyszereinek
gyartasa, igy a legtdobb gydgyszeripari cég inkdbb ez utdbbi gyodgyszerek fejlesztésébe
fektet®'. Tovabb csokkenti az antibiotikumok fejlesztésének és gyartasanak
megtérilését, hogy az antibiotikumok a tdbbi, kronikus betegségeket kezel6 gydgyszerhez
képest altaldban alul vannak arazva, ami akar tobb nagysagrend kiilonbséget is jelenthet

; —-11
az &rakban®™%,

Mindezek mellett, amennyiben kifejlesztésre keriil egy olyan Uj
antibiotikum, mely a rezisztens fert6zésekkel szemben is hatékony, az adott
antibiotikumot végs6 megoldasként (last resort) alkalmazott antibiotikumként tartjak
szamon, s ennél fogva kizardlag végszikség esetén alkalmazzak®. Ezzel az orvosoknak
természetesen az a céljuk, hogy az Uj szerrel szemben minél tovabb el6zzék meg a
rezisztencia megjelenését és elterjedését, azonban ezzel parhuzamosan ez a gyakorlat
ellehetetleniti az antibiotikum kifejlesztésének a megtérilését™. A rezisztencia raadasul
minden elévigydzatossag ellenére el6bb-utdbb feliiti a fejét minden Uj szerrel szemben
kémiai strukturatol vagy molekuldris célponttdl fuggetlenil, csak az a kiszamithatatlan,

1112 Ezen okoknak készénheten sok

hogy ehhez vajon mennyi id6 szikséges
gyogyszeripari cég tart attdl, hogy az Uj antibiotikumok fejlesztésébe fektetett

dollarmilliok nem tériilnek meg®.
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3. dbra. Az antibiotikum fejlesztés részfolyamatainak dtlagos idétartama
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(Payne és mtsai, 2007 nyomdn) .



Amit az antibiotikum fejlesztésben még ennél is kevésbé értékelnek, az az, hogy mennyire
nagy kihivas technikailag egy uj antibiotikum fejlesztése, valamint hogy ehhez milyen sok
befektetett idére és munkara van sziikség (3. abra)™. Egy korai igéretes molekula jel8ltbdl
egy emberekben is alkalmazhatd gydgyszert fejleszteni olyan alapveté tudomanyos és
technikai kihivds, melynek nehézségein sem a kozérdek, sem iranyelvek, sem a
kereskedelmi kdrnyezet megvaltozasa nem tud segiteni’’. Uj kémiai strukturdju és
hatdsmechanizmusu antibiotikumok hidnydban a jelenleg a klinikai vizsgalatok kiilonb6z6
fazisaiban szerepl6 szerek szinte mind a mar jol ismert, alkalmazdsban |évé
antibiotikumok szarmazékai, melyekre a rezisztencia mechanizmusok mar széles kérben
elterjedtek™®. Ilyen alapfelalldsbdl pedig nehéz lesz megszorongatni a baktériumokat,
melyek akdr 6rak alatt is képesek alkalmazkodni a valtozé kériilményekhez™.

Azon gyogyszeripari cégek, melyek tovabbra is vagy éppen Uj résztvevéként folytatjak az
Uj antibiotikumok fejlesztését tovabbi akaddllyal taldlhatjak szemben magukat: az

, o . . ;s . 10,11
engedélyezési folyamat birokratikus lépéseivel™”

. A folyamat buktatéi kozott szerepel a
blrokratikus nehézségeken tul az atlathatdsag hianya, az orszdgok kozotti eltérések az
el6irt klinikai vizsgalatokban, a szabdlyozasi és engedélyezési elGirasok folyamatos
viltozdsa és az ineffektiv kommunikacio®'®. Az USA Elelmiszerbiztonsagi és
Gyogyszerészeti Hivatala (Food and Drug Administration, FDA) az antibiotikumok klinikai
vizsgalatat kulénésen megbonyolitotta®®. Az  antibiotikumok placebo-val valé
Osszehasonlitasa a klinikai vizsgalatok soran etikatlan, igy az Uj gyogyszerjelolteknek a mar
meglévd antibiotikumokkal egyenértékl vagy erGsebb hatasat kell a vizsgalatok soran
bizonyitani*>. Ehhez azonban nagyon nagy mintaelemszam sziikséges, ami igy a klinikai
vizsgalatok egyébként is magas koltségeit még tovabb noveli®'®*2. Mikozben a nagy
gyogyszeripari cégek kilépése utani (irt az antibiotikum fejlesztésben uj, kisebb cégek
kezdték el kitolteni, a klinikai vizsgalatok harmas fazisanak komplexitasa és koltségei
tulszarnyaljdk ezen kisebb cégek anyagi lehet8ségeit™. Ezt a problémat felismerve az FDA
belekezdett egy Uj, részletesebb és konnyebben kovethetd iranyelv kidolgozasaba a
klinikai vizsgalatok elvégzésérél, melyben torekednek a statisztikai pontossag megtartasa
mellett a mintaelemszdm minimalizalasara®. Felmeriilt tovdbbd annak a lehet8sége is,
hogy gyorsitott klinikai vizsgdlatok mellett az Uj antibiotikum jeldltek minél hamarabb
alkalmazhatéak legyenek a magas rizikdju betegek esetében, amikor az Uj hatdanyag
elényei tdlmutatnak az esetleges varatlan mellékhatasok hatranyain®. Az ilyen gyors,
limitalt engedélyezések gyakorlata mar jelenleg is ismert néhany ritka betegség
kezelésénél'>',

Habar az antibiotikum rezisztens torzsek keletkezése és elterjedése kiszamithatatlan,
ugyanakkor elkeriilhetetlen is, ezért felkésziltnek kell lenniink2. Annak ellenére, hogy az
antibiotikum rezisztencia jelensége régdta ismert, a rezisztencia kialakuldasanak
folyamatardl és jarulékos hatdsairdl korlatozottak az ismereteink. Az antibiotikum

<707

genomban felhalmozédé mutaciok™. Ezen mutécidk felhalmozddasa az elsé lépéseként

7



szolgdlhat a nagymértékd, klinikumban is megfigyelhet6 szintl rezisztenciat biztosité

15-17
k .

specifikusabb rezisztencia mechanizmusok megjelenéséne Ezek a rezisztencia

mutaciék ugyanakkor potencialisan befolydsolhatjak a baktérium érzékenységét szamos
mas antibiotikummal szemben is'®. A multidrog rezisztencia és a hiperérzékenység
evolucidjanak megértését a kutatasi terilet kézponti kérdéseként tartjak szamon**. Ezen
jelenségek megértése valdban rendkivili médon hozzdjarulhat a jov6ben olyan terdpias
stratégidk kidolgozdsahoz, mellyel a rezisztencia kialakuldsa megakaddlyozhaté. Példaul az
optimalis antibiotikum kombinacidk kivalasztdsahoz nem elegendé az antibiotikumok
fiziologids kolcsOnhatdsainak ismerete, az azokkal szemben megjelen6 rezisztencia
mutdcidk pleiotrop fitnesz hatdsanak feltérképezése legaldbb ennyire fontos, ha nem
fontosabb™ %, Az egyértelm( klinikai relevancia ellenére a rezisztens baktériumok
megvaltozott érzékenységi profiljat egy tobb, mint 60 éve elvégzett attors
fenomenoldgiai vizsgalatot leszamitva egészen a kdzelmultig senki nem vizsgalta?. Az ezt
az uttord vizsgalatot kovetS6 tovabbi mikrobioldgiai vizsgalatok hidnya két okbdl is
meglep6: egyrészt mar korabban is felismerték, hogy az antibiotikum rezisztencia fitnesz
koltséggel jar stresszmentes kérnyezetben®; masrészt a hiperérzékenységet, mas néven
jarulékos érzékenységet széleskdrben vizsgaltak mar rak kemoterapias kutatasokban®®. A
kozelmult technolégiai fejl6dése a laboratériumi autamatizacio és a teljes-genom
szekvendlas teriletén lehetévé tette a jarulékos érzékenység rendszerszint( vizsgalatat?*.
Ennek kdszonhetben jelen tanulmanyunk szamos rendszerszint( vizsgalattal jelent meg

25-28

szoros egymasutanban , s jelenleg is szdmos kutatas fokuszal a jarulékos érzékenység

klinikai hasznosithatosaganak lehetGségeire.



II. Irodalmi attekintés

II.1. Az antibiotikumok altalanos jellemzése és csoportositasa

Jelenlegi ismereteink az antibiotikumok hatdsmechanizmusardl f6ként az antibiotikumok
sejtbeli célpontjaira és az azokkal folytatott kolcsonhatdsra foékuszalnak?>°. gy
amennyiben hatasmechanizmus alapjan szeretnénk csoportositani az antibiotikumokat,
sokszor valéjdban a sejtbeli célpont alapjan soroljuk 6ket kategdriakba, antibiotikum
osztdlyokba (1. tablazat). Emellett azonban tagabb besorolast is alkalmazhatunk a
hatdsmechanizmus alapjan, ha pusztan arra fokuszalunk, hogy az adott antibiotikum a
baktérium sejt elpusztuldsat eredményezi, azaz baktericid; vagy csupan a baktérium sejt
novekedését, osztddasat gatolja, azaz bakteriosztatikus.

1. tablazat. A jelen munkdban felhasznalt 12 antibiotikum.

antibiotikum rovidités hatasmechanizmus baktericid/bakteriosztatikus
icilli AMP . s s ..

amplc.l : i sejtfal szintézis gatlok baktericid

cefoxitin FOX

el I giraz gatlok baktericid

nalidixsav NAL

nitrofurantoin NIT sokrét( hatasmechanizmus baktericid

kanamlf:|.n L aminoglikozidok baktericid

tobramicin TOB

tetr.a<?|kl-|n TET 30s riboszoma alegység gatlok  bakteriosztatikus

doxiciklin DOX

kIc->ramf.eT1|koI Gals 50s riboszoma alegység gatlok  bakteriosztatikus

eritromicin ERY

trimetoprim TRM folsav bioszintézis gatlok bakteriosztatikus

A béta-laktam antibiotikumokat a félszintetikus penicillin szarmazék ampicillin (AMP) és a
cefalosporinok kozé tartozé cefoxitin (FOX) képviseli munkdnkban. A béta-laktam tipusu
sejtfal szintézis gatldk megvaltoztatjak a sejt alakjat és méretét, s végs6 soron a sejt
liziséhez vezetnek®. Pontosabban ezek a béta-laktém antibiotikumok a bakteridlis
sejtfalat felépité peptidoglikdnokban a keresztkotés kialakuldsat gatoljak, a kotést
létrehozd transzpeptidaz enzimek, mas néven penicillinkot6é fehérjék blokkoldsa altal. A
gatlas soran a béta-laktam antibiotikum a peptidoglikdan helyett, annak analégjaként a
3233 Ezen feliil a béta-
laktam antibiotikumok vezethetnek kdzvetett mdédon az SOS vaélasz kivaltasahoz, valamint

a baktérium sejtek filamentaciéjahoz”.

béta-laktdm gydlrlivel a transzpeptidaz enzim aktiv centrumaba kot

A fluorokinolonokat képvisel6 ciprofloxacin (CPR) és nalidixsav (NAL) széles
hatdsspektrumu antibiotikum, s emiatt terapids felhasznalasuk a multidrog rezisztens
baktériumok terjedésével egyre nagyobb méreteket 6It**. A kinolonok népszer(isége



széles hatasspektrumuk mellett abban is rejlik, hogy rendkivil gyorsan képesek
elpusztitani a baktériumokat®. A kinolonok elsGdleges sejtbeli célpontja két DNS
topoizomerdaz egyike lehet: Gram-negativ baktériumok esetében a girdz, mig Gram-pozitiv
baktériumoknal a topoizomeraz IV*®. A Gram-negativ baktériumok, igy a kdlibaktérium
(Escherichia coli) esetében is, az antibiotikum kezelést kdvetéen perceken belil kialakul a

3738 Ez a géatlas azonban visszafordithat6®’,

girdz, és ezdltal a DNS replikacio teljes gatlasa
tehdat a DNS replikacié gatldsa 6nmagdban mindossze bakteriosztatikus hatast érhetne el,
a baktérium sejtek gyors pusztuldsa semmiképp sem magyarazhaté dnmagaban a DNS
replikacio gatlasaval®®. A kinolonok 4ltali gyors sejthalalért a replikacio gatlasabol fakadd
tobb masodlagos folyamat Osszhatasa a felelGs: f6 folyamatként a kinolonok replikacids
villikhoz valé kotédése feltehetSen széleskdrii kromoszéma fragmentacidhoz vezet®,
melynek hatasat tovabb erdsiti a kinolonok altal beinditott SOS vdlasz, valamint

filamentacié*.

A nitrofurantoin (NIT) a nitrofurdn szdarmazékok egyike, melyek egy vagy tobb nitro
csoporttal rendelkeznek nitroaromatikus vagy nitroheterociklikus gerincukon®'. A
nitrofurdn szarmazékok hatdsmechanizmusa attél egyedildlld, hogy hatdsuk kifejtéséhez
in vivo aktivalasuk szikséges*. A nitrofurantoin redukaldsat, azaz az aktiv antibakteridlis
forma létrehozasat kélibaktériumban az NfsA és NfsB nitroreduktaz enzimek végzik**. A
gyors redukalas eredményeképp olyan reaktiv intermedierek keletkeznek, melyek
egyarant tamadjak a riboszomakat, a DNS-t, a respiraciot, a piruvat metabolizmust és
szamos mas makromolekulds rendszert a sejtben®. Valdsziniileg ennek a sokrétii
mechanizmusnak készonhet6en a nitrofurantoin rezisztencia sokkal kevésbé elterjedt a
klinikumban, mint mas antibiotikum osztalyok esetében”®.

A 30S riboszéma alegységet gatldé mechanizmussal rendelkeznek a tetraciklinek és az
aminociklitolok, mely utébbi csalddba tartozik a spektinomicin és az aminoglikozidok®’. A
két csoport 30S alegységre gyakorolt hatdsa merében eltér, melyet mi sem bizonyit
jobban, mint hogy mig a tetraciklinek bakteriosztatikus, addig az aminoglikozidok
baktericid hatassal rendelkeznek. Az eltérés oka, hogy mig az aminoglikozidok a 30S
alegység 16S rRNS komponenséhez kotnek, addig a tetraciklin tipusd antibiotikumok az
aminoacil-tRNS riboszéméahoz torténé hozzaférését blokkoljak®. Az aminoglikozid
antibiotikumokat a kanamicin (KAN) és tobramicin (TOB) képviseli munkankban. Mivel
eredményeink  értelmezésében kiemelt szerepet kapott az aminoglikozidok
hatdsmechanizmusa, valamint az ellenik kialakulé rezisztencia, igy ennek részletes
bemutatasara kilon fejezetet szenteltem. A tetraciklineket kisérletlinkben a tetraciklin
(TET) és a doxiciklin (DOX) antibiotikumok képviselik. A tetraciklinek riboszémahoz valé
kapcsoléddsa, s ezaltal a fehérje szintézis gatlasa visszafordithatd, hatasuk igy csupdn
bakteriosztatikus*®. A tetraciklinek riboszémahoz valé két6dése nemcsak a transzlaciot
blokkolja azaltal, hogy a transzlacid folytatdsahoz elengedhetetlen aminoacil-tRNS-ek
hozzaférését gatolja; kot6édése emellett a riboszoma alegység strukturdjaban is
nagymérték{i valtozashoz vezet”. A tetraciklinek szdmos mas kismolekulas
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antibiotikumhoz hasonléan passziv diffuzidéval, az OmpF és OmpC porin csatorndkon
keresztll jutnak at a kélibaktérium kiils6 membrdanjan, hogy aztan a sejtbeli célpontjaikon
kifejtsék hatasukat*®>°,

Az 50S riboszoma alegységet gatld antibiotikumokat valtozatos, de minden esetben a
riboszéma 50S alegységét gdatld hatdsmechanizmusuk koti egy strukturalisan szintugy

rendkiviil valtozatos osztalyba'>?.

Ebb6l az osztadlybdl szintén két antibiotikumot
valasztottunk vizsgdlatainkhoz: a makrolid tipusu eritromicint (ERY) és az amfenikol tipusu
kléramfenikolt (CHL). Az 50S riboszéma alegység gatlok altaldban fizikailag blokkoljak vagy
a lanckezdést (a fehérje szintézis inicidciojat) vagy a keletkezé (nascent) fehérje lanc

folytatasat (elongacidjat)®®>?

. A vizsgéalatunkban alkalmazott eritromicin és kléramfenikol
egyarant a fehérje lanc elongdciéjat gatolja, mig a multidrog-rezisztens Gram-pozitiv
fert6zések kezelésére alkalmazott uj keletl linezolid a fehérje szintézis legelsé lépését,

iniciacidjat akadalyozza.

A trimetoprim a 2-es tipust antifolatok, azaz folsav szintézis gatlok csoportjat képviseli*®.
A trimetoprim a dihidrofoldt reduktdz enzim aktiv centrumahoz kotve gatolja a

55,56

dihidrofolsav redukciéjat tetrahidrofolsavva®". A tetrahidrofolsav a timidin szintézis

esszencidlis el6futara (prekursor), igy elGallitdsanak gatlasa a DNS szintézist kdzvetve

gatolja, s bakteriosztatikus hatdshoz vezet™’.

I1.2. Az aminoglikozid antibiotikumok osszetett
hatasmechanizmusa

Az aminoglikozidok a 30S riboszéma alegységet gatld antibiotikumok baktericid hatdssal
rendelkezd alcsoportjat képezik?®. A 30S riboszéma alegység gatlasat annak 16S rRNS
komponenséhez kotddve valdsitjdk meg, azdltal, hogy megvaltoztatjak a 16S rRNS, az
MRNS kodon és az ahhoz kapcsolédé aminoacil-tRNS altal létrehozott komplex
konformacidjat. Ez a konformaciod valtozas hibas kodon-antikodon pdrosodast, s ezdltal a

genetikai kdd hibas leforditasat, un. fehérje misztranszlacit okoz>®°!

. Az aminoglikozidok
tehat nem 4llitjdk meg a fehérje transzlaciét, ahogy azt a tobbi riboszdma alegység gatld
antibiotikum teszi. Ehelyett hibas fehérjék szintézisét okozzak azaltal, hogy hozzajarulnak
a nem megfelel6 aminosavak beépiiléséhez a novekvsé peptid lancba®®. Ez a
misztranszlacid teszi nagyon egyedivé az aminoglikozidok altal okozott fenotipusos

valtozasokat, s ennek kdszénhetd azok baktericid hatasa is?°.

A misztranszlacio kozvetett modon a sejtm(ikédés szamos pontjaban tud zavart okozni.
Egyrészt a hibas membran fehérjék beéplilése a sejtmembranba a membran integritasat
megbontva néveli a sejt permeabilitasat, s hosszu tavon a sejt haldldhoz is vezethet®”. Ez a
fokozott membran permeabilitas all feltételezhet6en példaul az aminoglikozidok béta-
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laktdmokkal mutatott szinergisztikus kélcsonhatdsanak hatterében®. A misztranszlacié
masik jelent8s kovetkezménye az olyan kétkomponensl rendszerek aktivaldasa, mint a
membrdn stressz valaszt szabdlyozd Cpx rendszer, vagy az oxidativ stressz valaszt
szabélyozo Arc rendszer®. Ezek a kétkomponens(i rendszerek olyan gének expresszidjat
szabélyozzak, melyek a Cpx esetében a membran integritds kialakitasaban®®, az Arc

esetében pedig a membranhoz kéthets energiatermelésben®®

jatszanak szerepet. Mind
a Cpx rendszer, mind az Arc rendszer aktivaldsa olyan stressz indukalt valtozasokat idéz
el6 a sejt metabolizmusdaban, melyek oOnmagukban is baktericid hatdssal

rendelkezhetnek?®.

A bakterialis sejt respiracidjanak szintén kulcsszerepe van az aminoglikozidok felvételében
és letalitdsaban®®. Az aminoglikozidok a kezdeti elektrosztatikus kdlcsdnhatdst kdvetden,
a baktérium membranjanak elektrokémiai potencidljat felhasznalva, azaz aktiv mddon
jutnak be a sejtbe®™. Ennek a respiracié fuggé felvételnek alapvets feltétele a
membrankotott citokromoknak, valamint a membranpotencidlt fenntarté kinon

6657 Ezt tamasztja ald az a megfigyelés

68,69

készletnek (quinone pool) a megfelel6 mikodése
is, miszerint az aminoglikozidok felvétele er6sen gatolt anaerob korilmények kozott
Bar a respiracio fliggd felvétel egy meglehetGsen korlatozott sejtbe jutasi mddszernek
tlinhet, az aminoglikozidok képesek onmaguk sejtbe jutasanak hatékonysagat tovabb
novelni a misztranszlacié altal okozott membrankarosodasnak és az ebbdl kovetkezd sejt

permeabilitds névekedésnek koszonhetsen® %71,

II.3. A Dbakterialis antibiotikum rezisztencia molekularis
mechanizmusai

A baktériumok rendelkeznek természetes védelemmel (intrinsic rezisztencia) szamos
antibiotikummal szemben, amelyekre pedig természetes érzékenységet mutatnak,
azokkal szemben genomi mutacidok vagy horizontalis géntranszfer révén tudnak
ugynevezett szerzett rezisztencidra szert tenni’’. A természetes védelem esetében az
adott baktérium fajnak vagy torzsnek az alapveté felépitése vagy funkcionalis sajatossaga
okan hatastalan az adott antibiotikum®. Természetes védelem okozza példaul szamos
Gram-pozitiv baktériumokkal szemben alkalmazott antibiotikum, igy példaul a
vancomycin hatastalansagat Gram-negativ baktériumokkal szemben, hiszen ezek a szerek
a Gram-negativ baktériumokra jellemz6 kiils6 membranon nem képesek atjutni, igy nem
érik el célpontjukat (példaul a vancomycin esetében a peptidoglikdn réteget a két
membran kozotti periplazmaban, ahol a vancomycin a peptidoglikdnok kozotti
keresztkotések  létrejottét  gatolja)”®. A szerzett rezisztenciaként  megjelend
mechanizmusok széles tarhazat két f6 stratégiaba sorolhatjuk: egyik lehet6ség az
antibiotikum sejten beliili koncentraciéjanak minimalizdldsa, mig a masik lehet6ség az
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antibiotikum célpontjanak mddositasa vagy a célzott sejtbeli folyamat alternativ Utvonalra
valé terelése, Ujraprogramozasa (4. abra). Ezen rezisztencia mechanizmusok
megszerzésére kétféle lehet6sége van a baktériumnak: vagy horizontalis géntranszferrel
tesz szert a szamdra szikséges rezisztenciat biztosité génekre, vagy genomi mutdcidk
révén, vagy a ketté kombinacidjaval biztositja a szamara sziikséges mértékd rezisztenciat.

I. Az antibiotikum intracellularis felhalmozédasanak akadalyozasa

Ahhoz, hogy egy antibiotikum ki tudja fejteni antimikrobialis hatasat, el kell jutnia sejten
belili célpontjadhoz (azaz at kell jutnia a Gram-negativ baktériumok esetében mind a
kiils6, mind a bels6 membranon), majd ott olyan koncentracidban kell felhalmozddnia,
amelyben mar képes hatasét kifejteni, példaul egy adott sejtfolyamatot gatolni’®. Az
antibiotikum sejten bellli koncentraciéjanak minimalizaldasa hdarom mddon vagy azok
kombinacidjaval valdsulhat meg: 1) a membran permeabilitas csokkentése altal eleve
megakaddlyozva az antibiotikum sejtbe jutdsat, 2) a bejutott antibiotikumot
enzimatikusan lebontva vagy hatéstalanitva csokkenteni az aktiv antibiotikum
mennyiségét a sejtben, vagy 3) a bejutott antibiotikumot aktivan kipumpalva a sejtbdl
efflux pumpadk segitségével.

1) A membran permeabilitas cs6kkentése. A Gram-negativ baktériumokra jellemzé kiilsé
membran egy olyan er6s permeabilitasi gatat képez a sejt koril, mely szdmos

>7% Ez a kils6 membrdn az oka a Gram-negativ

antibiotikum sejtbe jutdsat gatolja
baktériumok kordbban mar részletezett természetes védelmének (intrinsic rezisztencia)
szamos, Gram-pozitiv baktériumok ellen haszndlt antibiotikummal szemben. A Gram-
negativ baktériumok kiils6 membranjanak kritikus szerepe van a sejtek védelmében,
ugyanakkor mindekozben biztositania is kell a sejt fenntartdsdhoz elengedhetetlen
anyagok valtozatlan atjutasat’’. A két latszdlag ellentétes funkcid betdltésének érdekében
a kils6 membrannak igen 0Osszetett a felépitése. A kilsé membran aszimmetrikus
felépitésd kétrétegl foszfolipid membran, mely kiilsé rétegében lipopoliszacharidot (LPS)
is tartalmaz. Az LPS aszimmetrikus jelenléte a kiils6 membran egyediilallé sajatossaga’’.
Az LPS egy hidroféb zsirsav oldallancokat tartalmazé lipid A molekulabdl, egy kézponti
oligoszacharidbdl és egy poliszacharid jellegl O-antigénbdl all. A kiils6 membran emellett
szamos fehérjét tartalmaz, koztik porin fehérjéket is, melyek a sejt fenntartasahoz
nélkilozhetetlen anyagok atjutdsat biztositjak.

Az antibiotikumok szamara két lehetséges Utvonal all rendelkezésre a kiils6 membranon
vald atjutdshoz: a hidroféb antibiotikumok a lipid-medialta dtvonalon juthatnak at a kiilsé
membrdnon, mig a hidrofil antibiotikumok az altaldnos diffuzidés porin csatornakon
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keresztil tudnak bejutni a sejtbe’”’®

. Ennek kovetkeztében a kilsé membran lipid és
fehérje Osszetétele nagy hatdssal bir a sejt antibiotikum érzékenységére. A lipid-medidlta
utvonalat haszndld, a sejtekbe a kils6 membran kettls rétegén szabadon diffundalva
bejuté hidroféb antibiotikumokat képviseli vizsgalatunkban a két aminoglikozid (a
kanamicin és a tobramicin), valamint a makrolid eritromicin’’~"°. Az LPS kézponti régidja —
valdszinlileg egy hidrofil kdrnyezet biztositasaval — kulcsszerepet jatszik a hidroféb
antibiotikumokkal szembeni gat kialakitasaban, igy azok a torzsek, melyek teljes (full-
length) LPS-t termelnek, természetes védelemmel rendelkeznek a hidroféb

antibiotikumokkal szemben”’.

Egy d4tmeneti csoportot képeznek a tetraciklinek (tetraciklin, doxiciklin) és a
fluorokinolonok (ciprofloxacin, nalidixsav), melyek képesek mind a lipid-medialta, mind a
porin-medidlta Utvonal hasznalatara. Az, hogy a két utvonal kozil melyiken jut be az
antibiotikum, az antibiotikum protonaltsagatdl figg, amit pedig az aktuadlis kornyezet pH
értéke jelentSsen befolyasol®®*. Mig a téltéssel nem rendelkezd antibiotikum molekuldk
képesek athatolni a kiils6 membran lipid kettGsrétegén, addig a negativan toltott
antibiotikum molekuldk a porin csatornakon jutnak at, feltehet6en magnézium
kelatorokként’’. A fluorokinolonok esetében tovabbi befolyasolé tényez6 az adott
antibiotikum hidrofobicitdsa, mely az antibiotikum osztalyon belldl igen nagy
valtozatossagot mutat. A ciprofloxacin érzékenységet példaul egyaltalan nem befolyasolja
a kiils6 membran LPS Osszetétele, igy valdszinlileg ez az antibiotikum kizardlag a porin-
medidlta Gtvonalat hasznalja a sejtbe jutdshoz®*.

A porinok olyan vizzel telitett transzmembran csatornakat képeznek a Gram-negativ kilsé
membranban, melyeken a kis hidrofil molekuldk passzivan, diffaziéval képesek a sejtek
periplazmatikus terébe jutni®>®®. Az E coli harom &ltaldnos diffuziés porinja, az OmpC, az
OmpF, valamint a PhoE csatorna-fehérje transzmembrdan szekvencidai B-redés
szerkezetliek, s egy kozépen 6sszesz(ikiild, hidrofil porussal rendelkezd B-hordd strukturat
hoznak létre, mely Gsszesziikiilés biztositja a csatorna ion szelektivitasat®®’. Az OmpF
esetében példaul ez a szelektivitds korilbelll 600 Daltonos méret feletti kizarast jelent,
tehat ezen a csatornan f6éleg ionok, aminosavak és kisebb cukrok képesek a periplazmaba
bejutni’®. Ezen porinok olyan hidrofil kismolekulds antibiotikumok szamara nydjtanak
bejutasi lehet6séget a sejtbe, mint a B-laktdmok, a tetraciklin, a kléramfenikol és a
kevésbé hidroféb fluorokinolonok (mint példaul a ciprofloxacin)’®. Mig az OmpF és OmpC
porinok a semleges és a kationos molekuldkat részesitik el6nyben, addig a PhoE féleg az
anionos molekulakat szallitja®. A porinokon alapulé antibiotikum rezisztencidnak két f6
mechanizmusat irtak eddig le klinikai izoldtumokban: 1) a kiils6 membran Osszetételének
olyan valtozasa, mely soran a porinok vagy teljesen eltlinnek vagy szamuk nagymértékben
csokken a kilsé membranban, vagy egy f6bb porint mas porin helyettesit; 2) a porinok

funkcioja valtozik meg azok permeabilitasat csékkents mutaciok ltal””.
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2) Az antibiotikum efflux névelése. Az efflux pumpdk olyan transzport fehérjék, melyek
aktiv mddon, tobbségiik a protonmotoros er6t felhaszndlva, pumpaljdk ki a mérgezd
szubsztratumokat (koztik szamos klinikailag relevans antibiotikumot) a sejtbél a
kornyezetbe®. Ezek a pumpdk lehetnek specifikusak egy adott szubsztratra (pl. a
tetraciklin/proton antiporter), vagy kipumpdlhatnak strukturalisan teljesen eltérd
szubsztratokat is (példdul tobb eltéré osztaly antibiotikumait)®. Ez utébbi pumpdk
okozhatnak multidrog rezisztenciat®®. Barmennyire is meglepd, a multidrog efflux pumpak
nem az antibiotikumok terdpids alkalmazasara valaszul jelentek meg hanem mar sokkal
kordbban megjelentek a lipofil és amfipatikus molekuldk membranon keresztili

88 Osszességében korilbelil a bakteridlis gének 5-10%-a vesz részt

|89,90

transzportalasara
transzport folyamatokban, és ezeknek nagy része efflux pumpakat kddo . Ezen
pumpak elsédleges célja lehet példaul, hogy az antibiotikum termel6 baktérium a termelt
antibiotikumot olyan gyorsan tdvolitsa el sajat intracellularis terébél, amilyen gyorsan
termel&dik az, ezaltal védve a sejtet a sajat maga &ltal gyartott ,fegyvertsl”’*. Ameddig a
baktérium sejtbél az adott antibiotikum gyorsabban pumpalddik ki, mint amilyen gyorsan
be tud diffunddlini a sejtbe, és ezaltal a sejten beliili koncentracié alacsony és hatastalan

marad, a baktérium sejtfunkciéi zavartalanul mikédnek tovabb’®.

A multidrog efflux pumpak megléte jelentésen hozzajarul a Gram-negativ baktériumok
természetes védelméhez (intrinsic rezisztencia) bizonyos Gram-pozitiv baktériumok ellen
hasznalt antimikrobialis szerrel szemben®’. Mindekdzben ezen pumpék tultermelése,
azaz overexpresszidja pedig akar olyan foku rezisztenciat is biztosithat a baktérium
szamara, mely akar az addig a klinikumban hatékonyan alkalmazott, a Gram-negativ
baktériumokkal szemben alkalmazott antibiotikumokat is hatastalanna tehetik’*. Az efflux
pumpak tultermelése (overexpresszid) bekdvetkezhet a lokdlis represszor gének (példaul

|92,93

az E. coli MarR) mutacidja alta , vagy egy globadlis transzkripcids regulator (példaul az

E. coli MarA, Rob vagy SoxS) &ltali aktivalds kévetkeztében®

. Az efflux pumpak
szabalyozatlan tultermelése potencialisan el6nytelen is lehet a baktérium szamara, hiszen
a mérgez6 szubsztratokkal egyltt tdpanyagok és metabolikus intermedierek is

tavozhatnak a sejtbsl®®

. Ennek kovetkeztében az efflux pumpdk expresszidja nagyon
szigortan kontrollalt a sejtben’*®. A kélibaktérium AcrAB-TolC efflux pumpa AcrAB
komponenseit kdédolé gének példaul egyrészt a szigord szabalyozdsukat végzd AcrR
represszort kddold gén mellett helyezkednek el a genomban®®’; masrészt mind az AcrAB,
mind a TolC komponenseket kddold gének expresszidjat pozitivan szabalyozé
transzkripcids faktorokat (pl. MarA) kédold gének is az Gket szigoruan szabdlyozd erGs

represszorok (pl. MarR) génjei mellett helyezkednek el a genomon®.

Szamos multidrog efflux pumpat irtak mar le részletesen az irodalomban, melyeket
osszesen 5 efflux pumpa csalddba tudunk csoportositani®®. Az 5 multidrog efflux pumpa
csaladbdl a rezisztencia nodulacios osztodasi (RND, resistance nodulation division) efflux
pumpdk csalddja attdl egyedildlld, hogy ezek a pumpak nem csupan a bels6 membranon
at a periplazmaig juttatjak ki a szubsztratjaikat, hanem az intracellularis térbdl, mindkét
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membran athaladva, egyenesen a sejten kivili kornyezetbe szam(izik azokat®. A
szubsztratok kipumpaldasahoz az RND efflux pumpdk a bakteridlis membran

protonmotoros erejét hasznaljak fel’®*

. A legalaposabban karakterizalt RND efflux
pumpa rendszer a kolibaktériumban az AcrAB-TolC rendszer, melynek az RND pumpakra
jellemzé harom komponense a belsé membran transzporter AcrB, a kiils6é membrén
fehérje csatorna TolC és a periplazmikus adaptor fehérje AcrA’®'®. Az AcrAB-TolC efflux
pumpdnak szubsztratjai a legklilonb6z6bb antibiotikumok (béta-laktdmok, novobiocin,
eritromicin, fuzarsav, fluorokinolonok, tetraciklin, kléramfenikol, linezolid), valamint az
aromas szénhidrogének, a benzalkénium, az etidium-bromid, az akriflavin, a kristalyibolya
festék, a natrium-dodecil-szulfat (SDS), a Triton X-100 detergens, az epesavas sok, a

i 2 i 4 £,96,101-1
triklozan, a zsirsavak és a metotrexat ®°* 1%,

7 _

3) Az antibiotikum inaktivalasa vagy mdédositasa. Akarcsak az el6z6 két mechanizmus, az
antibiotikum kozvetlen mddositdsa végeredményben szintén az aktiv antibiotikum
felhalmozédasat gatolja vagy késlelteti a sejtben. Ennek klasszikus esete a penicillin és
cefalosporin tipust antibiotikumok béta-laktam gydrdjének hidrolitikus hasitdasa a

|74,104

rezisztens baktérium altal termelt béta-laktamaz enzim segitségéve . Mivel konkrétan

a béta-laktam gylrd kot be irreverzibilisen a sejtfal peptidoglikanjainak keresztkotését

létrehoz6 transzpeptidaz enzim aktiv centrumaba®*

, a széthasitott béta-laktam gydrdvel
rendelkezé antibiotikum képtelen a transzpeptiddz enzimhez kétédni, és igy a sejtfal
szintézis gatlasa teljes mértékben meghitsul’®. A béta-laktamdaz termels rezisztens
baktérium az enzimet a periplazmaba szekretalva képes megakadalyozni, hogy az
antibiotikum hatékony formaja elérje célpontjat’®. A béta-laktamazokkal szemben még
rendkivil magas koncentracidban sincs semmi esélye a béta-laktdam antibiotikumoknak,
mivel egyetlen béta-laktamdz enzim molekula képes masodpercenként 10° penicillin
molekulat hidrolizalni, ami azt jelenti, hogy minddsszesen 10° béta-laktamaz enzim
molekula képes masodpercenként 100 millio penicillin molekuldt irreverzibilisen
tonkretenni’®.

Mas antibiotikum osztdlyoknal az antibiotikum hidrolitikus inaktivalasara nincs lehetGség,
ugyanakkor mas molekuladris médositasokkal is elérheté az antibiotikum csékkent vagy
minimalis aktivitasa. Az aminoglikozidok esetében példaul a deaktivdlé enzimek harom
kilonb6z6 kémiai (foszfat-, acetil-, adenil-) csoporttal , diszitik fel” az aminoglikozid
molekulat, mely igy jelent6sen kisebb affinitassal képes kétni az RNS molekuldhoz és
képtelen a fehérje szintézist akadalyozni’*'®. Az antibiotikum mddositasanak egy
specidlis esete, amikor az aktiv antibiotikum molekula |étrehozasahoz sziikséges a bevitt
prekurzor egy adott bakteridlis enzim altali mddositasa. Ez utébbi esetre példa a
nitrofurantoin, mely antibiotikumot a kolibaktérium NfsA és NfsB nitroreduktaz enzimjei

(43,44

redukaljak, alakitjak at az aktiv formava™™". Mivel a nitrofurantoin redukalt formaja olyan

reaktiv intermedierek keletkezését okozza, melyek szdmos ponton tamadjak a
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baktériumot, a baktérium szdmdra a legkézenfekvGbb lehet6ség a nitroreduktdzokat
kodold nfsA és nfsB gének inaktivdlé mutacidja altal rezisztencidra szert tenni®™*>*°.
Ebben az esetben a rezisztencia nem egy enzim mikodése révén az antibiotikum
semlegesitése altal, hanem épp ellenkezéleg, egy enzim inaktivalasa révén az

antibiotikum semleges formdban maraddasaval jon Iétre.

1. Intracellularis felhalmozodas megakadalyozasa 00 OO

a®
L)
D) @
- 2) Antibiotikum 0
1) Membran permeabilitas efflux novelése .
csokkentése D

(1D

3) Antibiotikum a
enzimatikus

4) Célpont hatdstalanitasa

modositasa

C. 5) Célpont

elkertilése

¥
@ A +E*\;AB

»

II. Célpont moédositasa vagy alcazasa

4. abra. A legfontosabb antibiotikum rezisztencia mechanizmusok

106
(Coates és mtsai, 2002 nyomdn) .

Il. Az antibiotikum célpontjanak maédositasa vagy alcazasa

Mig az antibiotikum sejten bellli koncentracidjanak csékkentése az antibiotikum
célponthoz vald eljutasanak lehet8ségét hivatott minimalizalni, az antibiotikum célponton
kifejtett hatdsanak megakaddlyozasdara két stratégia terjedt el leginkabb: a célpont
maodositasa és a célzott Utvonal Ujraprogramozasa.

4) A célpont moddositdsa mutacidk altal. A legtobb jelenleg alkalmazdsban lévé
antibiotikum nagy affinitdssal, specifikusan kot sejtbeli célpontjahoz, ezdltal akadalyozva
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annak normalis aktivitasat’2. A célpont olyan maddositasai, melyek megakadalyozzak az
antibiotikum kot6édését, ugyanakkor a sejten beliili, normal funkcidk mikddését tovabbra
is lehet6vé teszik, nagymértékil rezisztenciat biztosithatnak az adott antibiotikummal
szemben’?. A célpont mddositasa sordn egy vagy tobb genomi mutacié olyan strukturélis
valtozast okoz az antibiotikum altal célzott fehérjében, mely altal az antibiotikum kevésbé
képes kolcsonhatasba lépni az adott fehérjével, tehat hatdstalannd valik, mig a fehérje
sejtbeli funkcidjat részben vagy teljes mértékben tovadbbra is képes végrehajtani.
Klasszikus példa a célpont mutdcid altal okozott rezisztenciara a gyrA DNS giradzt kddolé
gén mutdcidja kdlibaktérium esetében, mely nagymértéki rezisztencidt okoz a giraz
mikodését gatld kinolonokra, példaul ciprofloxacinra’®. Tovabbi példaul szolgalhat a
penicillin-rezisztencia, mely nem csupdn béta-laktamazok termelésével érhet6 el, hanem
a penicillin-kéts peptidoglikdn transzpeptidazok mutacioi dltal is”*.

5) A célpont elkeriilése egy alternativ, nem érzékeny target altal. Tovabbi lehetGség az
antibiotikum és a célpont kolcsonhatdsanak elkertilésére, ha a baktérium szert tesz egy
olyan fehérjére, mely a célpont szerepét képes atvenni a sejtben, az adott antibiotikumra
azonban nem érzékeny'”. Erre a mechanizmusra szolgalhat példaul az a plazmidon
megszerezhet§ dihidrofolat-reduktaz (DHFR) enzim, mely a trimethoprim antibiotikumra
nem érzékeny, azonban a sejt sajat, a trimethoprim altal gatolt DHFR enzim normal
miikddését helyettesiteni tudja, ezaltal biztositva trimethoprim rezisztenciat a baktérium

szamara'®’108

. Szintén példaul szolgalhat erre a jelenségre is a penicillin-rezisztencia: a
penicillin-koté peptidoglikan transzpeptidaz enzimnek is |étezik plazmidon kodolt, a béta-
laktam antibiotikumokra csak alacsony affinitdst mutatd formaja, mely ezaltal penicillin-

rezisztenciat képes biztositani a baktérium szamara’”.

Az antibiotikum rezisztencia 6sszetett jelenség

A fent ismertetett antibiotikum rezisztencia mechanizmusok nem izolaltan fordulnak el6,
hanem leggyakrabban egylttesen vannak jelen a baktérium sejtben. A ,multiple antibiotic
resistance” (Mar) fenotipust létrehozo, akar egyetlen a mar operont érint6 mutacio is
szamos fehérje sejtbeli szintjének koordinalt valtozasat hozza létre”’. A fenotipus
kialakuldasahoz vezet6 vdltozasok kozé tartozik efflux pumpak (példaul az AcrAB-TolC
multidrog efflux pumpa) tultermeltetése, valamint porin csatornak (példaul az OmpF
porin csatorna) termelésének a gdatldsa transzkripciés vagy poszttranszkripcids
szabélyozas altal’”’”*'%™! A Mar fenotipust baktérium sejtek rezisztencidt mutatnak

1218 - Erdekes médon, bar az efflux pumpa

szdmos hidrofil és lipofil antibiotikumra
tultermelése multidrog rezisztencidhoz vezet, mégis csak enyhe, klinikai szempontbdl

nem tdl jelentds rezisztenciat biztosit®. A valédi elénye a Mar fenotipusu
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baktériumoknak, hogy lehet&ségik nyilik annyi ideig tulélni az antibiotikum szelekcids
nyomasat, ameddig tovabbi mutacidok (pl.: target gén mutdcidk) megjelenésével a
baktérium nagymértékii rezisztenciara tud szert tenni®®****. Egy kutatasban példaul egy
Mar fenotipusu kdlibaktériumbdl ezerszer nagyobb eséllyel alakultak ki nagymértékdi
fluorokinolon rezisztenciaval rendelkezd toérzsek, mint a vad tipusu kélibaktériumbol*™.
Emellett a nagymértékd fluorokinolon rezisztenciaval rendelkezd baktériumok altaldban a
fluorokinolonok bakteridlis célpontjaban (topoizomeraz enzimek) hordozott mutacidk
mellett csokkent permeabilitast (porin downregulacio) és megnovekedett effluxot (efflux
pumpa overexpresszid) is mutatnak®>*®. A Mar regulon mutacié &ltali aktivalédasanak
kovetkeztében tehat 6sszehangolva jon létre a membran permeabilitas csokkentése és az
ennek ellenére a citoplazmaba és periplazmadba juté antibiotikumok kipumpdlasa, mely
folyamatoknak koszénhet6en a baktérium szamos antibiotikummal szemben elegendd
id6t nyer (enyhe rezisztencidt szerez) ahhoz, hogy tovdbbi mutaciék altal nagyfoku

. .y , . . . 107,116,11
rezisztenciat alakitson ki az adott antibiotikummal szemben®116117,

II.4. Az aminoglikozid rezisztencia egyedi jellegzetességei

Ahogy az antibiotikum rezisztencia globalis terjedése egyre nagyobb méreteket olt, ugy
né az aminoglikozidok klinikai jelentésége is''®. Az aminoglikozidokat széles
hatasspektrumuk, gyors baktericid hatasuk és mas antibiotikumokkal (példaul béta-
laktam tipusu antibiotikumokkal) mutatott szinergisztikus, azaz egymast erGsit6 hatdsuk
tette kilondsen hasznossa a sulyos nozokomialis, azaz egészségligyi ellatas kovetkeztében

kialakul6 fert6zések kezelésére™®?°,

Természetesen, ahogy a tobbi antibiotikum
esetében, Ugy az aminoglikozidoknak is a tulzott és felesleges haszndlata az aminoglikozid
rezisztencia elterjedéséhez vezetett szdmos jelentds patogén baktérium esetében®.
Mindazonaltal az aminoglikozid rezisztencia megjelenéséhez, mas antibiotikumokkal
ellentétben, hosszutavu vagy ismétl6dé kitettség vagy nagyon magas bakteridlis sejtszam

sziikséges™ 1%,

A leggyakrabban el6fordulé aminoglikozid rezisztencia mechanizmusok az
aminoglikozidok intracelluldris médositasat célozzak kildnbozé bakterialis enzimekkel 2.
Ezek az enzimek alapvet6en a baktérium sejt normal metabolizmusaban vesznek részt,
azonban az aminoglikozidok altal okozott szelekcids nyomds hatasara olyan mutacidk
keletkeznek az enzimeket kédolé génekben, melyek az adott enzim expresszidjat és/vagy
szerkezetét olyan mddon befolydsoljak, hogy annak lehetSsége legyen az aminoglikozidok

modositasat elvégeznit'®?.

Az aminoglikozidok mddositasat végz6 harom ismert
enzimosztaly az aminoglikozid acetiltranszferazok, az aminoglikozid
nukleotidiltranszferazok és az aminoglikozid foszfotranszferazok''®. Az aminoglikozid

acetiltranszferdz az aminoglikozid négy amino-csoportjanak egyikét acetildlja, és ezaltal
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négy nagysagrenddel csokkenti annak affinitdsat a 30S riboszoma alegység tRNS-kots

18124 A7 aminoglikozid nukleotidiltranszferdzok az aminoglikozid deaktivald

helyéhez
enzimek legkisebb osztalyat képviselik, azonban klinikai el6fordulasok az aminoglikozidok
alkalmazasaval ugrasszer( lokalis novekedésre  képes'®. Az  aminoglikozid
foszfotranszferdzok pedig olyan kindzok, melyek az antibiotikum foszforilaciéjaval
dramatikusan lecsdkkentik annak riboszéma-kété képességét''®. Az aminoglikozid
foszfotranszferazok rendkiviil elterjedtek és széles korben alkalmazzak &ket példaul

rezisztencia markerként molekularis bioldgiai vizsgalatoknal*®.

Igen gyakori aminoglikozid rezisztencia mechanizmus tovdbbd az aminoglikozidok aktiv

11
18 llyen

kipumpaldsa a bakteridlis sejtb6l specifikus vagy altaldanos efflux pumpdakka
aminoglikozidok kipumpaldsara alkalmas efflux pumpdkat taldlunk példaul a rezisztencia
nodulaciés osztddasi (RND, resistance nodulation division) efflux pumpa csaldd tagjai
kozott''®

felhaszndlva juttatjdk ki szubsztratjaikat a sejtb6l kozvetlenliil a sejten kivili
98,99

. Az RND efflux pumpa csalad tagjai a bakterialis membran protonmotoros erejét

kornyezetbe™””. Tobb RND efflux pumpa is képes szubsztratjaként az aminoglikozidokat

protonmotoros erG-fliggé maddon eltavolitani a kdlibaktériumbdl, példaul az AcrD efflux

pumpa feltehet6en mindkét altalunk vizsgalt aminoglikozid (kanamicin és tobramicin)

. 12 s / 117,12
kipumpalasara képes'’*?°.

Tovabbi lehet6ség az aminoglikozid rezisztencia kialakuldsdra az aminoglikozid sejtbeli

118, Az aminoglikozidok célpontja

célpontjanak médosuldsa egy mutacié megjelenése alta
a bakterialis riboszdma, azon beliil is a kis (30S) alegység, mely a 16S rRNS-b4l és 20
fehérjébsl épul fel'***?’. Ezen belul az aminoglikozidok pontos célpontja a 165 rRNS-en
talalhaté ,A”-kotShely, mely a sorban kdvetkezd tRNS-t fogadd hely'?**?%. A 16S rRNS
tobbek kozott biztositja a tRNS kotését és a megfelel6 kodon-antikodon parosodast,
valamint zart konformaciét hoz létre, ha a parosodas sikeres'?®. Bar a kiilonboz6
aminoglikozidok kissé eltér6 médon kétédnek a 16S rRNS-hez, de maga a kotédés minden
esetben a fehérje termel6dés akadalyozasahoz, hibas kodon-antikodon parosodashoz, és

58-61

végsé soron misztranszlacibhoz vezet A genomi rezisztencia mutdacidk

megjelenésének elsédleges célpontja tehat a 16S rRNS-et kddold rrs gén, mely génnek

126

bizonyos mutdcidi valéban nehezithetik az aminoglikozidok két6dését™". Ennek ellenére

az rrs génnek a mutdciéi nem tul elterjedtek, hiszen ez a gén annyira alapvets szerepet

k?®. Tovabbi ismert célpontja

tolt be a bakteridlis sejtben, hogy mutacioéi gyakran letdlisa
az aminoglikozid rezisztencia mutdcidknak a szintén a riboszéma kis (30S) alegységének
126 Az 512 protein

tovabbi stabilitast biztosit a 16S rRNS-nek, igy mutdcidi szintén az aminoglikozidok kisebb
k129.

felépitésében részt vevé S12 riboszédmalis proteint kédold rpsL gén

affinitasu kotédéséhez vezetne

A genomi mutaciékon feliil a 16S rRNS enzimatikus mddositdsa is egy lehetséges mddja az
aminoglikozid rezisztencia biztositasanak'*®. Az aminoglikozid termel torzsek jellegzetes
rezisztencia mechanizmusa a 16S rRNS metildcidja az ezekre a torzsekre jellemz6 rRNS
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8130 £z a metilaciés modositas nagymértékii rezisztenciat képes

metilaz enzimek alta
biztositani az 6nmaga altal termelt aminoglikozid antibiotikumra®*®. Sulyos problémat
okozhat azonban a klinikumban, ha egy aminoglikozid-rezisztencidat okozé metilaz enzim
génje plazmidon elterjed a rezisztens torzsek kozott, akar tobb masik rezisztencia génnel
azonos plazmidon terjedve, mely rezisztenciat biztosit nem csupdn az aminoglikozidokra,

hanem béta-laktamokra, trimetoprimre és szulfonamidra is***.

Fontos megemliteni, hogy csakigy, mint mas antibiotikumok esetében, az
aminoglikozidok esetében sem kiiloniilnek el az eltér6 rezisztencia mechanizmusok,
hanem leggyakrabban egyidejiileg vannak jelen ugyanabban a baktérium térzsben™'®.

I1.5. Laboratoriumi evolucios kisérletek

Els6 gondolatra az evolucid egy végtelenil lassu folyamatnak tlinhet, amelynek

vizsgalatahoz rendkiviil hosszt idészakokat kell feldlelni*®%. Charles Darwin is azt irta A

fajok eredete ciml muvében, hogy az evolicid lassu valtozasaibol mi semmit sem
lathatunk, s a régmult geoldgiai korokrdl pedig annyira er6sen korlatozottak az

ismereteink, hogy csak annyit tudhatunk biztosra, a mai életformak kiilonbdznek a

|133,134

korabbi életformaktd . Azonban sehol sem latvanyosabb az evollcié folyamata, mint

132, A laboratériumi evoldcios kisérletek lehetGséget teremtenek

a mikroorganizmusokna
az evoluciés folyamatok valds idejli vizsgalatara jol kontrollalt kisérletes koridlmények
kozott>¥1, A

vizsgaljak adott kisérletes populacidk valaszat megfigyelve a kisérletben szigoruan
135

laboratdriumi evolucios kisérletek soran az evollcids folyamatokat
szabalyozott kornyezettel szemben . Az evolucids kisérlet tehat egy el6re eltervezett,
kontrollalt kisérlet, melyben a szigorian szabalyozott kornyezet hatdsara a szelekcid
barmilyen, az adott kérnyezetben a baktérium fitneszét befolyasold tulajdonsagra vagy

135 A meghatarozas kizarja tehat az olyan eseteket, amikor

génre hatdssal lehet
mesterséges szelekcié (haziasitas) torténik, ahol a szelektalt tulajdonsagok vagy

genotipusok elére meghatarozottak.**>.

Az elmult évtized technoldgiai fejlesztéseinek koszénhet6en ma mar lehetéséglink van
feltérképezni az egyes evolicids folyamatok genomi és molekularis hatterét™. A legtjabb
technoldgia nyujtotta lehetSségekre épitve ugrasszerlien nétt az evolicios kisérletek

szama, s egyben szamos kérdés megviélaszolasara lehet8ség nyilt™>:

1) Evoluciés elméletek vizsgalata. Az evoluciés kisérletek sokoldallisaga
legldtvanyosabban az evolicidelmélet hipotéziseinek tesztelésében nyilvanul meg'®. Az
evolucids kisérletek altal lehet6ség nyilik olyan ,proof of principle” tanulmanyok
elvégzésére, melyek bizonyithatjak, hogy bizonyos elméletben felvetett evollcids
folyamatok a valésagban is lejatszédnak-e™. Igy példaul bizonyitast nyert, hogy bar a
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mutator fenotipus széleskorben el tud terjedni gyors adaptaciét igényl6é kdrnyezetben az
elény6s mutdciok ,potyautasaként”, azonban a mutatorok jelenléte mégsem vezet
feltétlentl az adaptacid felgyorsulasdhoz*®.

2) Populaciégenetikai paraméterek becslése. A mutacié akkumulaciés kisérletek soran
egy nagyon kicsi, izogenikus populaciébdl indul ki az evolucids kisérlet, melynek soran
minimalizaljak a szelekciét™. Az ilyen mutdcié akkumuldcids kisérletek altal rengeteg
informacié derithet6 ki a spontan mutacidk megjelenésérdl, terjedésérdl, fitnesz

hatdsardl, kolcsonhatasairdl, fenotipikus variancidjarél és mas kvantifikalhato
. / . . . ,1135,137
tulajdonsagairdl vagy jellegeirgl '’

3) Evoluciés csereviszonyok (trade-off) és kényszerek vizsgalata. Széleskorben
feltételezik, hogy a legtobb adaptdcid soran megjelennek bizonyos csereviszonyok (trade-
off), melyek esetében bizonyos tulajdonsagok vagy jellegek, melyek egy adott
kornyezetben vagy helyzetben fitnesz elényt jelentenek, mas kornyezetben vagy
helyzetben kimondottan hatranyosak'®. Szamos evolucids kisérletben bizonyitottak mar
ezen csereviszonyok (trade-off) széleskord, bar nem teljeskord jelenlétét és mutattak be a

, , I . / , 1 1
hatterében &ll6 mechanizmusokra példakat®3®**

. A kolibaktérium esetében példaul
bebizonyitottak, hogy egy hisztidint kilsé forrasbdl igényl6 torzs képes a hisztidin-mentes
és hisztidinben gazdag kornyezetek valtakozdsahoz alkalmazkodni, azonban az
alkalmazkodas sordan megjelend riboszomalis mutacidk olyan lassu fehérjeszintézishez
vezettek, melynek kovetkeztében az adaptalt térzs a hisztidinben gazdag kornyezetben is

rendkiviil lassan tudott csak névekedni'®,

4) Adaptacio specifikus kornyezetekhez. Szamos evollcids kisérlet legfébb célja
megérteni, hogyan képes egy populacié alkalmazkodni egy bizonyos kornyezeti

141 142

feltételhez, példaul baktériumok esetében hémérséklethez™", tapanyagforrashoz " vagy

egyéb kornyezeti stresszhatasokhoz*

. Ezen kutatasok sordn dltaldban kiemelt hangsulyt
helyeznek az adaptdcié hatterében all6 genomi mutacidk vizsgalatdra és az adaptdcio

mechanizmusanak megértésére'®.

Szamos esetben bar az evolucids kisérlet elére meghatarozott célja a négy nagy kérdéskor
egyikébe esik, ugyanakkor az eredmények alapjan tébb kérdéskor valtozatos kérdései
valaszolhatdéak meg. Az egyik leginformativabb laboratériumi evoluicids kisérlet 1988-ban
indult és jelenleg is tart: a hosszutdvu evollcids kisérlet (Long-Term Experimental
Evolution, LTEE) soran 12 parhuzamos kélibaktérium populaciét inditottak el glikdz-
limitdlt minimal tapoldatban és az azdta eltelt 30 évben naponta a populaciok 1%-at friss
tapoldatba oltottdk at (5. abra)***'*°
tart és mérhetetlen egyszerlsége ellenére szamos varatlan eredménnyel szolgalt'*®. A

. A kisérlet jelenleg tobb, mint a 60.000. generaciénal

kiinduldsi torzs szigorlan aszexudlis, igy a kisérlet sordn kizarélag a populacidkban
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megjelend spontan mutdcidkra hatd természetes szelekcid és genetikai sodrédas (drift)
hatarozta meg az evolticios folyamatot™*2.

A hosszutavu evolucios kisérlet (LTEE) soran a gliikdz csak limitalt mennyiségben van jelen
a tapoldatban, de ezen kivil tartalmaz még a tdpoldat citrat formajdban is szénforrast,
melyet azonban a kiindulasi torzs nem képes hasznositani. A citrat hasznositd képesség

megjelenéséig mégis tobb, mint 30.000 generacio telt el az LTEE soran'*?

. Annak, hogy
erre az evolucids taldlmanyra 31.500 generdciét kellett varni, két oka lehet: vagy
valamilyen szélsGségesen ritka mutdcid sziikséges az Uj tulajdonsdg megjelenéséhez, vagy
a megfelel6 mutdcio fizikai megjelenésének vagy fenotipusos kifejez6désének el6feltétele
az, hogy a genomban mar jelen legyenek a megfelel§ azt megel6z6 mutacidk™*>. A citrat
hasznositds elhizodd megjelenésének okat keresve a kutatdk azt taldltdk, hogy a 20.000.
generacid kornyékén a késébb citrdt hasznosité képességet szerz populdcidban
megjelent egy olyan mutacio, mely a citrat hasznositds megjelenését a kés6bbiekben
lehetévé tette™?. A citrat hasznositdis megjelenésének lehetésége tehat az adott

s ez R . , , 12,142 , , / s ez ,
populdcié evolicids torténetén mult**?. Tagabb értelemben tehat az evollciés mdalt
kiilonosen fontos az olyan kulcs innovacidk megjelenésének elGsegitésekor, melyek

s 4 . . e 142
fokozatosan halmozddoé szelekciéval nem kénnyen evolvalédnak®*2.

5. dbra. A hosszutdvu evolucios kisérlet (LTEE) 12 pdrhuzamos populdcidja
(forras: Wikipédia).

A hosszutavu evolucids kisérlet (LTEE) remélhetSleg még hosszu évtizedekig folytatddni
fog, hiszen végteleniil egyszer( és olcsd, azonban rendkiviil informativ kisérletrél van szé.
Raaddsul a citrat hasznositas kialakulasanak példajabdl is lathatjuk, hogy a jelentésebb
innovaciok megjelenéséhez esetenként sok idének kell eltelnie. Kiléndsen hosszu tavra
szikséges terveznink, ha az Uj funkcidk megjelenésén tul a sejtek kozott kialakuld
kolcsonhatdsokat, a horizontdlis géntranszfer megjelenését vagy akar () fajok
keletkezését is szeretnénk valds id6ben megfigyelni az evollcids kisérletek

132
I

segitségével”. Osszességében az LTEE eddigi eredményei azt mutatjik, hogy az allandé
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kornyezethez valé hosszutavu adaptacio sokkal 6sszetettebb és dinamikusabb, mint azt

gyakran feltételezik™*.

II.6. Az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak vizsgalata
kolibaktériumban

Az antibiotikum rezisztencia terjedésének egyre éget6bb problémaja szamos olyan
kutatashoz vezetett a kdzelmultban, melyek az antibiotikum rezisztencia evolucidjanak, az

K!81467198 Egy kutatdsban példaul azt

adaptacid mechanizmusdnak megértését céloztd
vizsgaltak, hogy 5 béta-laktamaz rezisztencia mutdcié, melyek egyuttesen kérilbeltl 10°-
szeresére novelik a bakteridlis rezisztenciat, milyen sorrendben jelennek meg az evolucié

soran®’.

Meglep6 moddon az 5 mutacidonak szamos alkombinaciéja nem noveli az
antibiotikum rezisztenciat, igy a 120 lehetséges mutacids utvonalbdl valéjdban csak
néhanynak van lehetGsége a valdsagban is lejatszodnia, s ezaltal a fehérje evoluciod

k*”. Egy masik kutatasban

lehetGségei igen korlatozottnak, konnyen ismétl6dének tlinne
gradualisan novekvé antibiotikum koncentraciohoz adaptéaltatott kolibaktérium
populacidknal a populacié tagjainak nagy része sokkal kevésbé bizonyult rezisztensnek,
mint a populdcié egésze az adaptaciét kovetSen'®. A populdcid nagymértékii
rezisztenciajat valdjdban néhany kiugroan rezisztens mutans biztositotta, melyek egy
szignalmolekula kibocsajtasaval védték a kornyezetiikben |év6é sejteket az
antibiotikumtol™®. Egy tovéabbi kisérletben egy specidlis, morbidosztatnak elnevezett
készllékben Ugy adaptaltattdk a kolibaktériumot harom antibiotikum egyikéhez, hogy az
egyes antibiotikumok koncentraciéja dinamikusan novekedett a bakteridlis ndvekedés
fuggvényében'®. Ebben a kisérletben ezaltal a kutatdknak lehetdségik nyilt
O0sszehasonlitani az egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakuldsanak
dinamikai kiilonbségeit: mig a kléramfenikol és a doxiciklin esetében a rezisztencia
gyorsan kialakult egy jol korilirhaté rezisztencia gén készlet valtozatos mutacidinak
szamtalan kombindcidja 4altal, addig a trimetoprim esetében a rezisztencia lépésrél
|épésre alakult ki, s a mutacidk kizardélag az antibiotikum célpontjat, a dihidrofolat-
reduktaz enzimet érintették™®.

Egy friss tanulmanyban a rezisztencia evolucids folyamatok megértésén tul kiemelt
hangsulyt fektettek az eredmények reprezentasdlara és konnyen érthetéségére,
mikozben az eredmények mind a laikusok, mind a kutatok szdmara tudtak Uj
informéacidval szolgalni'*®. Ebben a kisérletben egy hatalmas, 120 x 60 cm-es antibiotikum
gradiens agarlemezt (mikrobialis evolucié és névekedési aréna lemez, microbial evolution
and growth arena (MEGA-lemez)) készitettek, melyben a kdlibaktériumnak lehet&sége
volt mozogni (6. abra). Az evoluciét meghatdrozé kornyezet igy az eddigi evolucids
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kisérletek homogén kornyezetébdl egy strukturalt kornyezetté valt, ahol a megfeleld
rezisztencia mutaciokon tul a térbeli elhelyezkedés is szamit.

mutans MIC / vad tipusu MIC

300 3000 300 30 3 0
Trimetoprim koncentracio (a vad tipusu MIC fuggvényében)

6. dbra. A MEGA-lemez lehetévé teszi az antibiotikum rezisztencia evolucio valds ideji,

146
vizudlis megjelenitését. (Baym és mtsai, 2016) .

A MEGA-lemezen a négy lépcsGs antibiotikum gradiens szimmetrikusan befelé
novekedett, mindig egy-egy nagysagrenddel novelve az adott antibiotikum
koncentracidjat. A lemez két oldalara oltott kélibaktérium miutan a helyben taldlhato
tapanyagokat felhasznalta, kemotaxissal tudott a lemezen a tapanyagban gazdagabb
kornyezet irdanydba mozogni. Ezen mozgas soran azonban egyre magasabb és magasabb
antibiotikum rezisztencia elérésére volt sziiksége a baktériumnak ahhoz, hogy a kovetkez6
koncentracié szekcidba juthasson. Ahogy egy rezisztens mutans keletkezik a
populdcidéban, annak leszarmazottai képesek tovabb jutni és szétterjedni a kovetkez6
antibiotikum koncentrdcié szekcidba, s ekdzben elzarni az utat a tovabbi lehetséges
rezisztens mutansok el6l. Amikor a nyertes vonalak elérik a kdvetkez6 szekcié hatarat, ott
egy masodik rezisztencia mutacid megjelenésével ismétlédik meg ez a folyamat, amig a
baktériumok el nem érik és be nem noévik a legmagasabb koncentraciot is.

Ebben a térben is strukturalt kornyezetben tehat megvaltozik az altalanosan alkalmazott
homogén kornyezethez képest a szelekcié formdja: az egyes baktériumoknak itt nem kell
hosszu tdvon a szomszédaival versenyeznie a limitalt tapanyagforrasokért; elég, ha 6 tud
els6ként bejutni az Uj szekcidba. A kisérlet végén tehat nem biztos, hogy a legjobb
fitnesszel vagy legmagasabb rezisztencidval rendelkezé baktérium fog gyézni, hanem az,
amelyikben a leggyorsabban jelent meg a soron kovetkez6 szekcidonak megfelel§ szint(i
rezisztenciat biztositd mutacié. Osszességében, MEGA-lemez lehetévé tette az egyes
vonalak fenotipusos és genotipusos evollcios toérténetének vizualis, majd molekularis
feltérképezését. Ezen felll, a MEGA-lemez egy rendkivil hasznos és egyszer(i modszer az
evolucid jelenségének vizualis bemutatasdra és oktatasban valé felhaszndlasara.
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Mig az eddig bemutatott kutatasok maganak a rezisztencia kialakuldsanak a dinamikajat,
mechanizmusait vizsgaltak, az antibiotikum rezisztencia okozta egészséglgyi krizis
kovetkeztében az antibiotikum rezisztencia evolucids kisérletek egy ujfajta alkalmazasa is
széles korben elterjedt: annak igazolasa, hogy egy-egy Uj fejlesztési antimikrobidlis szerre
nem vagy csak lassabban alakul ki rezisztencia, mint a hagyomanyos antibiotikumokra. Az
antibiotikum rezisztencia ugyanis az egyes hagyomanyos antibiotikumok hasznalatanak
bevezetésekor rendkiviil gyorsan jelent meg és terjedt el (1. dbra). A jelenleg fejlesztés
alatt allé antimikrobialis szereknél tehat létfontossagu lenne, hogy a rezisztencidnak
ezekre a szerekre ne legyen lehetGsége megjelenni, vagy lassabban jelenjen meg és
korlatozottabban tudjon terjedni, hiszen ez tudna garantalni, hogy az uj fejlesztési szerek
hosszutavon is megdrizhessék hatékonysagukat*®*°°. A legtobb j felfedezésii szernél igy
ma mar a szer felfedezését kovetden, a hatdsspektrumanak és in vivo hatékonysaganak
vizsgalatdval egy id6ben vizsgaljdk a szerre kialakuld rezisztencia lehet&ségeit is. A
kozelmultban irtak le példaul a teixobaktint, melyet egy laboratériumi kdrnyezetben nem
tenyészthetd talajbaktériumbdl izoldltak egy specialis, in situ diffuziés kamraban torténd
tenyésztés és nagy ateresztSképességli szlirés segitségével™’. Miutdn a teixobaktinnak
azonositottdk a feltételezhet6 hatasmechanizmusat (sejtfal szintézis gatlas),
hatasspektrumat (Gram pozitiv baktériumok) és in vivo hatékonyasagat, alaposan
feltartak a rezisztencia kialakuldsanak lehetGségeit is. A rezisztencia vizsgalatok soran a
teixobaktin két f6 célpontjara, a Staphylococcus aureus és a Mycobacterium tuberculosis
fajokra is elvégeztek két-két fliggetlen kisérletet. Az elsé kisérletben a mutacio prevencids
koncentracié mérésével azt igazoltak, hogy nagy doézisu teixobaktinnal szemben egyetlen
mutacids lépéssel nem tud kialakulni rezisztencia. A masodik kisérletben pedig sorozatos
atoltassal, tehat laboratériumi evolucids kisérlettel azt mutattak ki, hogy 27 nap alatt a
gatld koncentracié alatti (subinhibitory) koncentracidban jelenlévé teixobaktinnal
szemben a vizsgalt baktérium toérzsek nem tudtak rezisztenciat kialakitani. Ez utdbbi
esetben a gdatld koncentracid alatti alkalmazasnak koszonhetéen a baktériumoknak
lehet&séglik nyilt volna akdr tobb mutacié kombinacidjaval elérni a kivant rezisztenciat. A
kisérletek mellett a teixobaktin eredetével és hatasmechanizmusdval kapcsolatban a
szerz6k tovabbi érveket sorakoztattak fel a rezisztencia megjelenésének lehetGsége ellen.
A rezisztencia kialakuldsanak vizsgdlata tehdt napjainkban mar szerves részét képezi az (j
antimikrobialis szerek leirdsanak, s e vizsgdlat részeként az antibiotikum rezisztencia
evolucios kisérletek rendkivil jél hasznosithatoak.

I1.7. Fiziologias és evolicidos antibiotikum kolcsonhatasok

Szamos jelent6s fert6z6 betegség, példaul a HIV fert6zés, a tuberkuldzis és a malaria

esetében, a kombindcids terdpia a standard eljaras, s ezeknek a kombinacids terapidknak

152-155

a f6 célja a rezisztencia kialakuldsanak késleltetése . Ezzel szemben az atlagos akut
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bakteridlis fert6zésekre nagyon kevés esetben alkalmaznak kombinacidés terapiat, és
akkor is kizardlag azzal a céllal, hogy a két alkalmazott antibiotikum felerésitse egymas
hatdsat, tehat a szinergisztikus hatds kiaknazasara'®®. A szinergisztikus antibiotikum parok
terdpids alkalmazdsakor valéban gyorsabb a tisztulds (clearance), rdaddsul alacsonyabb
antibiotikum dézis mellett®’. Ez az egyoldald hozzaallds az antibiotikum
kdlcsonhatdsokhoz ugyanakkor rendkivil karos is lehet: egy laboratériumi evollcids
kisérletben ugyanis azt taldltdk, hogy a szinergisztikus antibiotikum pdarokkal szemben
sokkal gyorsabban alakul ki a rezisztencia, mint a mas kolcsonhatast mutaté parokkal
szemben, s6t még annal is gyorsabban, mint az egyedileg alkalmazott antibiotikumokkal
szemben®®. Ahhoz tehat, hogy kiaknazhassuk az antibiotikum terdpidk esetében is a
kombinacios terapiaban rejlé maximalis lehet6ségeket, az antibiotikum kdlcsénhatasok
sokkal 4tfogdbb ismeretére lenne sziikségiink™®. Az antibiotikum kélcsénhatasoknak két
csoportjat ismerjlk: a fiziolégias és az evoluciés kolcsonhatasokat. Az antibiotikumok
fiziolégiai kolcsdnhatdsai mar az 1950-es évek o6ta ismertek™®,
kolcsonhatasok jelentGségére pedig a jelen munka alapjaul szolgdld publikacidinkkal
hivtuk fel a nemzetkozi szakma figyelmét, melyet azéta szamos Uj publikacié kovetett a

az evolucios

témaban.
Fiziologiai kblcs6nhatas Evoluciés kélcsénhatas
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7. abra. Az antibiotikumok ké6zétt megfigyelheté fizioldgiai és evoltcios
160
kélcsénhatdsok (Baym és mtsai, 2016 nyomdn) .

k'®°. A fizioldgids kdlcsonhatasok megjelenéséhez két vagy tobb

Fiziolégias kolcs6nhataso
antibiotikum egyidejl jelenléte sziikséges. Fizioldgiai kolcsénhatdsrol valéjaban akkor
beszélhetiink, ha a két egyidejlileg jelenlévd antibiotikum egylittes hatasa er6sebb vagy
gyengébb, mint amire az antibiotikumok egyedi hatdsa alapjan szdmitanank. A
legegyszerlibb ezeket a kolcsdnhatdsokat ugy elképzelni, ha a két antibiotikum
koncentracidos terére rarajzoljuk, hogy a baktérium adott kdlcsonhatasnal mekkora
terlileten képes novekedni (7. abra). A koncentracids térben ,A” antibiotikum

koncentracidja az x-tengely mentén, mig ,,B” antibiotikum koncentracidja az y-tengely
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mentén ndvekszik. A tér minden pontja tehat a két antibiotikumnak a két tengelytél vald
tdvolsaggal ardnyos, az adott pontnak megfelel6 koncentracioju kombindacidjat képviseli.
Az alap feltételezésiink, hogy a két antibiotikum hatdsa 6sszeadddik (6sszeadddd vagy
additiv kolcsdnhatas), tehat mindegy, hogy melyik antibiotikumbdl mennyi szerepel a
kombindcidban, ha a kombindcid dsszesitett koncentracidja azonos, a hatas is azonos lesz.
Ebben az esetben a novekedési zéna egy egyenes mentén ér véget. Szinergizmus
esetében a kombinacié erGsebben hat, tehat jobban gatolja a baktérium novekedését,
mint amit az 6sszeadddd hatas esetében varnank. Ebben az esetben tehat a ndvekedési
zona széle konkav, a két antibiotikum felerdsiti egymas hatdsat. Antagonizmus esetében a
kombinacid gyengébben hat, tehat kevésbé gatolja a baktérium novekedését. A
novekedési zona széle ebben az esetben konvex, a két antibiotikum gyengiti egymas
hatasat. A fizioldgids kolcsonhatdsok terdpids hasznositasanak egyik legaltaldnosabban
ismert példaja a szinergisztikus trimetoprim - szulfametoxazol kombinacié alkalmazdsa
kozépfulgyulladas fertGzések kezelésére™® o1,

Evolucios kdlcsonhatasok. Az evolucids kdlcsonhatasok nem a klasszikus értelemben vett
kolcsonhatdsok, tehat ilyenkor a két antibiotikum nem egy id6ben, nem kombinacidban
van jelen. Az evolucids kolcsonhatdsok egy adott antibiotikumra adott evolucids vélasznak
a kovetkezményei, tehat a spontan megjelené rezisztencia mutacidk vagy a szerzett
rezisztencia gének altal jonnek l|étre: ugyanaz a mutacid vagy gén mely egy adott
antibiotikumra rezisztenciat biztosit, mas antibiotikumokkal szemben is megvaltoztatja a

180 Amennyiben az adott rezisztencia mutécié vagy gén tébb

baktérium érzékenységét
antibiotikumra is rezisztenciat okoz, keresztrezisztenciardl vagy multidrog rezisztenciardl
beszéliink. Abban a rendkiviil izgalmas esetben azonban, amikor az adott rezisztencia
mutacié vagy gén egy masik antibiotikumra fokozott érzékenységet (hiperszenzitivitast)
okoz, jarulékos érzékenységrdl (kollateralis szenzitivitasrol) beszéliink. Ez utdbbi
jelenséget egy korilbeliil 60 évvel ezelbtti Uttoré munkaban publikaltak elészor®. Ebben
az Uttdér6 munkaban az akkori laboratériumi lehetGségek ellenére rendszerszinten
vizsgaltak 15 antibiotikum evollcids koélcsonhatasait. A kisérlet soran elsésorban az
antibiotikumok hatdsmechanizmusa kozotti hasonldsdgokat és eltéréseket céloztak
vizsgalni. A jarulékos érzékenység nem kizdrdlag az antibiotikumokra jellemzé jelenség:

162,163 164,165 166

jelentéségét felvetették mar a rovarirtd rezisztencia , @ maldria , a HIV terdpia

és a rakterapia®® teriletén is.
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III. Célkitilizés

Munkdam céljaként azt tlztik ki, hogy vdlaszt adjunk napjaink egyik legslirgetGbb
kihivasdra, miszerint megértsiik, milyen genetikai valtozdsok jonnek l|étre a de novo
antibiotikum rezisztencia evolucidja soran, valamint ezek az adaptiv valtozasok hogyan
befolydsoljak az adott baktérium érzékenységét mas antibiotikumokkal szemben. Ezen
evolucids kolcsonhatasok rendszerszintl vizsgalatanak elvégzéséhez a kovetkezs
részfeladatokat tliztiik ki:

e Az antibiotikum rezisztencia evollcidt meghatarozé evollciés hajtderdk
vizsgalata nagyléptékd laboratériumi evolucios kisérlet, valamint teljes-genom
szekvenalds segitségével, Escherichia coli baktériumban.

o A keresztrezisztencia és jarulékos érzékenység kolcsonhatasok feltérképezése
12 klinikailag relevans, vaéltozatos hatasmechanizmusokat képvisel6
antibiotikum kozott egy sajat fejlesztésli, nagy ateresztGképességl
antibiotikum érzékenységi sz(irés segitségével.

e Az evollcids és a fizioldgias antibiotikum kdlcsonhatasok kdzotti 6sszefliggések
vizsgalata.

e A keresztrezisztencia kapcsolatok mintazatat meghatarozé legfébb iranyelvek
megértése.

e A jarulékos érzékenység jelenségének hatterében all6 molekularis
mechanizmusok részletes feltdrasa biokémiai vizsgdlati moddszerek
haszndlataval. Annak feltarasa, hogy milyen gyakori a jarulékos érzékenység és
kihaszndalhato-e a klinikai alkalmazasban?
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IV. Anyag és Modszer

IV.1. Alkalmazott antibiotikumok, tapoldat és baktérium
torzsek.

Antibiotikumok. Az aldabbi 12 antibiotikumot alkalmaztuk a laboratériumi evolucios
kisérlet, valamint az antibiotikum rezisztencia spektrum nagy atereszt6képességl szlirése
soran (lasd 1. tablazat): ampicillin (AMP), cefoxitin (FOX), ciprofloxacin (CPR), nalidixsav
(NAL), nitrofurantoin (NIT), kanamicin (KAN), tobramicin (TOB), tetraciklin (TET), doxiciklin
(DOX), kléramfenikol (CHL), eritromicin (ERY), trimetoprim (TRM). Minden antibiotikumot
a Sigma-Aldrich gyartott, kivétel az ERY, melyet az AMRESCO és a DOX, melyet az
AppliChem gyartott. Az egyes antibiotikum porokbdl hetente friss, tomény oldatos
készletet (stock) készitettiink, melyet filter sterilizaltunk és a felhasznalasig -20°C-on
taroltunk.

Tapoldat. Alapszabalyként az Osszes kisérlet soran azonos tapoldatot, illetve taptalajt
alkalmaztunk, amennyibben a kisérlet ezt lehet6vé tette. Ez a tapoldat egy a hosszutavu
laboratériumi evollciés kisérletekhez optimalizalt tépoldat médositott verzidja™®. Az
altalunk alkalmazott minimal salts (MS) tapoldat 6sszetevdi: 1g/L (NH4),S04, 3g/L KH,PO4
és 7g/L K,HPO,, kiegészitve 1.2mM natrium-citrattal, 0.4mM magnézium-szulfattal, 0.54
ug/mL vas(lll)-kloriddal, 1 pg/mL tiamin-hidrokloriddal, 0.2% kazaminosavval és 0.2%
glikdzzal. A tapoldat 0sszes dsszetevGjét a Sigma-Aldrich-tdl szereztiik be.

Azokban az esetekben, ahol azt a kisérlet célja nem tette lehet6vé, hogy minimal salts
(MS) tépoldatot alkalmazzuk, gazdag tdpoldatban novesztettiik a baktériumokat. Példaul
a mutacios rata méréséhez nagy sejtszamu, tomény kulturdkra volt szikségiink, igy a
sejtek novesztéséhez az ilyen jellegl mérésekben altaldnosan alkalmazott LB (lysogeny
broth) gazdag médiumot hasznaltuk. Az LB tapoldat Gsszetevéi: 5g/L NaCl, 5g/L éleszt6
kivonat, 10g/L tryptone. Ezeket az 6sszeteviket szintén a Sigma-Aldrich-tdl szereztiik be.

Torzsek. Vad tipusu torzsként az Escherichia coli K12 BW25113 torzsét alkalmaztuk. Az
Escherichia coli az Enterobacteriaceae csaladba tartozd Gram-negativ baktérium. A
kdlibaktérium széleskorben alkalmazott, idedlis modellorganizmus, laboratériumi
korilmények koézott konnyen tenyészthetd, s gyors generacios idejének kdszonhetben
konnyen is kezelhetd. Ezen felll a széleskoérl alkalmazdsnak koszonhetéen rengeteg

167 " Rendelkezésiinkre all

molekularis és genetikai ismeret all rendelkezésiinkre rdla
tovabba a molekuldris mikodések megértését segité szamos kollekcid, példaul az ASKA
overexpresszios konyvtar, mely a kolibaktérium 6sszes nyitott leolvasasi keretét (open

reading frame, ORF) kilon-kiilon hordozza plazmidon egy tultermelést biztositd promoter
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mogé klénozva'®®; vagy a KEIO delécids kollekcid, melyet a kélibaktérium nem esszencialis

189 Tovébbi elénye a kdlibaktérium

génjeinek egyesével torténd kilitésével hoztak létre
laboratdriumi evoluciés alkalmazdsanak, hogy természetes mddon nem képes
transzformdcidra, szigorian aszexualis, igy a spontdn genomi mutdcidk jelentik az 6sszes

d*3*. Tovabbi érv a

genetikai valtozatossagot, melyre a természetes szelekcid hatni tu
kdlibaktérium alkalmazdsa mellett, hogy az Egészségligyi Vilagszervezet (World Health
Organization, WHO) 2017-ben megjelent, az antibiotikum kutatas és fejlesztés szdmadra a
legsirget6bb patogén baktériumat felsorakoztaté prioritdsi listdjan a tobbi
Enterobacteriaceae baktériummal egylitt a kélibaktérium is az 1. szamu, kritikus prioritasi

170
I

csoportban szerepel™™". A laboratdriumi kélibaktérium virulencidval rendelkez6 patogén

valtozatai ugyanis szamos betegséget, példaul hugyuti és emésztbszervi

megbetegedéseket, szepszist, vagy akar agyhartyagyulladast is okozhatnak*’*.

IV.2. Laboratoriumi evolucios kisérlet.

Laboratoriumi evollcios kisérletlink soran egy az irodalomban sirin alkalmazott
protokollt alkalmaztunk kisebb médositasokkal**®'72. Az evolucié sordn az Escherichia coli
K12 BW25113 baktérium pdarhuzamos populacioit adaptaltattuk a 12 hasznalt
antibiotikum (1. tablazat) egyikének novekv6 koncentracidjaval szemben Ugynevezett
,batch” kultirdban. A parhuzamos populacidokat 96-lyuki mikrotiter lemezen
novesztettiik folyamatos razas mellett (~320 r.p.m.) 30°C-os hémérsékleten. A ndvekedés
soran a lemezeket egy specialis szendvics tetével (Enzyscreen) zartuk le az optimalis
oxigén elldtottsdg biztositasa és a parolgds minimalizdldsa érdekében. A baktérium
populdcidk 1%-at (~1-1,2 ul stacioner kultdra) 24 éranként 100 pl friss tdpoldatba oltottuk
at 96-pines replikator (VP407) segitségével. Ez az atoltasi rend korulbellil 100-szoros
higitast, igy napi korilbelll 6-7 duplikdciét biztositott. Az antibiotikum koncentracid az
evolucids kisérlet kezdetén a félhatasos gatld koncentracié (1C50) alatti értékrdl indult,
majd minden negyedik atoltds alkalmaval madsfélszeresére emelkedett. Az optikai
slrlséget minden egyes atoltast megel6z6en 600nm-en (OD600) leolvastuk egy Biotek
Synergy lemezleolvasén. Ahogy az varhatd volt, a laboratériumi evolucié sordan a
parhuzamos populacidk valtozatos sejt denzitast értek el az egyes atoltasok alkalmaval,
ami a flggetlen evolucids utvonalakat tiikrozi. Az egyes populacidk kihalasat a teljes
novekedés gatldssal definidltuk (OD600<0.05). Az egyes antibiotikumokkal szemben addig
folytattuk az evolucids kisérletet, mig a 96-bdl minimum 10 parhuzamos populdcio
mutatott novekedést vagy el nem értiik az adott antibiotikum oldhatdsagi hatarat. A
parhuzamos populdcidk kihaldsi dinamikdajatél és az oldhatésagi hatartdl fliggben az
evolucids kisérlet korilbelll 240-384 generacidon at tartott. Ezt kovetSen
antibiotikumonként a 10-10 legnagyobb sejts(ir(iséget mutatd parhuzamosan adaptdlt
populaciébdl, 6sszesen 120 egyedi klont izoldltunk tovabbi vizsgdlatok céljabdl. Tovabbi
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10, antibiotikum-mentes kdrnyezetben adaptalt parhuzamos populaciébdl is izolaltunk
egyedi klént, melyeket késGbb adaptalt kontroll vonalakként haszndltunk. Az adaptalt és
kontroll vonalakat, valamint minden negyedik evoluciés mikrotiter lemezt -80°C-on 20%
(v/v) glicerol oldatban 6rziink meg.

IV.3. Teljes genom szekvenalas.

A kiindulasi torzset (Escherichia coli BW25113) és 63 adaptalt vonalat (4-6 parhuzamosan
adaptalt, fuggetlen vonalat antibiotikumonként) Uj-generacids szekvenaldsnak vetettik
ala, hogy felderitsik a rezisztencia hatterében 3all6 mutacidkat. A kivalasztott
kolibaktérium torzsekb6l genomi DNS-t (gDNS) izolaltunk SIGMA GenElute Bacterial
Genomic DNA kit felhasznaldsaval. A genomi DNS izolalast én végeztem el, mig a teljes-
genom szekvenaldst, a nyers szekvencia adatok elemzését, majd az azt kovetd
adatelemzési validalast a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Szekvenald Platformja végezte,
Dr. Nagy Istvan szakmai vezetésével. A SOLID szekvenalashoz (szekvenalas oligonukleotid
ligalassal és detektdlassal) az izolalt gDNS-b6l az 5500 SOLID Fragment Library Core Kit
(Life Technologies) segitségével készilt fragmentum konyvtar. Roviden, 3 pg tisztitott
bakteridlis gDNS-t Covaris S2 rendszerrel 100-250 bazispar hosszu fragmentumokra
daraboltak. A fragmentalt DNS szakaszok két végére ezutan kiilonb6z6 adaptereket (P1 és
P2) ligaltak, melyek kiindulasi szekvenciaként szolgaltak mind az amplifikacid, mind a
szekvendlds soran. A P2 adaptor ezen felll egy 10 bazisparos ,ujjlenyomat” (barcode)
szekvenciat is tartalmaz, amely a multiplex szekvenalas alapjaként szolgal (5500 SOLiD
Fragment Library Barcode Adaptors, Life Technologies). Ezutan a templdtokat méret
szerint elkulonitették Agencourt AMPure XP rendszerrel (Beckman Coulter), majd ,,nick”-
transzlaltak éket Platinum PCR Amplification Mix felhasznalasaval. Ezt kovetGen a templat
konyvtarban a DNS mennyiségét kvantitativ PCR moddszerrel szamszer(sitették a SOLID
Library TagMan Quantitation Kit (Life Technologies) segitségével. A templatokat ezutan
egyesével kovalensen kototték egy-egy gyongy felszinéhez a P1 adaptoron keresztiil, majd
az egyes templatokat klonalis amplifikacidval szaporitottak fel az emulziés PCR sordn. Ezt
kovetSen a templatot butanollal denaturdltdk és a klonalisan amplifikalt DNS-t tartalmazdé
gyongyoket kovalensen a szekvenalé lemezre kototték, végll a SOLID 5500xI System
szekvendld platformba helyezték'’®. A szekvenalds eredményként tobb millié 50-75
bazispar hosszusagu rovid leolvasas (read) keletkezett.

Az 50 bazisparnal révidebb, rossz minéségli szekvenciak eltavolitdsa utan, a szekvenalas
soran nyert rovid szekvencidkat az Escherichia coli K-12 MG1655 referencia genomra
(Accession NC_000913; Version NC_000913.2 Gl: 49175990) illesztették. Az illesztéshez a
Genomics Workbench (CLC Bio) és az Omixon Gapped SOLID Alignment 1.3.2 plugin
(Omixon) programokat hasznaltak fel. Az 6sszes szekvenalt torzsre minimum &atlagosan
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50-szeres lefedettséget értek el. Az illesztés soran az egyes leolvasdasokban (read) a
maximalis szlinet (gap) és mismatch szamat 2-ben, a hasonldsagi hanyadost pedig 0.8-ban
hatdroztak meg. Minimum 4 leolvasasnak igazolnia kellett a lehetséges eltéréseket a
referencia genomtdl, miel6tt az adott mutacidt tovabb vizsgaltak.

Mivel a kiinduldsi torzsiinkbél (Escherichia coli K-12 BW25113) a szekvenalds elvégzésekor
még nem allt rendelkezésre referencia genom, igy a kiinduldsi torzset szintén
megszekvenadltuk, majd a kiindulasi torzsben azonositott mutacidkat toroltik az adaptalt
vonalak mutdcidinak a listdjardl. Az Osszes fennmaradd mutacié valddisdgadt ezutdn
manudlisan ellenérizték, hogy a nem megfelel§6 térképezdédésbsl adddo fals
eredményeket kizarhassak. A valddinak itélt azonositott mutaciokbdl végil random
véalasztott valtozatos mutdciok meglétét kvantitativ  PCR reakcidval és/vagy Sanger
szekvenaldssal igazoltdk 3500 Series Genetic Analyzer (Life Technologies) segitségével. A
szikséges primereket Genomics Workbench programmal tervezték meg.

A teljes-genom szekvendlds nyers eredményei az NCBI BioProject adatbazisban
elérhet6ek (Accession: PRINA248327 ID: 248327).

IV.4. Mutacios rata meérése fluktuacios teszttel

Két adaptalt vonalban (AMP6, CPR6) olyan nagy szamu mutaciot azonositottunk a teljes-
genom szekvendlds sordn, hogy indokolttd valt a mutdciés rata meghatarozasa, melyet
kollégdm, Dr. Méhi Orsolya végzett el. A mutacids rata meghatdrozdsdra a rifampicin
rezisztencia megjelenési gyakorisdgan alapuld Luria-Delbriick féle fluktudcids tesztet
alkalmaztuk. A nagymértékd rifampicin rezisztencia a kdlibaktérium szdmara egyetlen
mutacids |épéssel elérhet6 az RNS polimerdz béta alegységét kédold rpoB gén

I'7*. A két adaptalt vonalra (AMP6, CPR6) a rifampicin minimalis gatlé

pontmutacioja alta
koncentrdciéja (MIC) azonos a vad tipusu kiindulasi torzsre mutatott MIC értékével. A
fluktudcids teszt sordn az éjszakan at 30°C fokon LB (lysogeny broth) tapoldatban
novesztett vad tipust és rezisztens kulturakat 10* sejt/ml toménységire higitottuk és
ezzel a toménységgel lGveg kémcsb6ben torzsenként 6-6 parhuzamos kultdrat inditottunk
el. 24 6ras 30°-on torténd inkubacidt kovetben a sejtkulturakat kétféle LB agarra
szélesztettlik. Egyrészt a rifampicin rezisztens sejtek szamdanak meghatarozdsahoz 50-100
ul tomény sejtkulturat 100 pg/ml koncentracioju rifampicint tartalmazé LB agar
lemezekre szélesztettlink, madsrészt az 0Ossz-sejtszam (colony forming unit, CFU)
meghatdrozasahoz a témény sejtkulturabdl higitasi sort készitettiink, s a megfelel6
higitasi lépésekb6l nem szelektiv LB agarra kentlink ki. A nem szelektiv agaron a
koléniakat 24 dra elteltévelszamoltuk meg, mig a rifampicint tartalmazé agaron 48 6ra

elteltével voltak megszamlalhatdak a telepek. Ezt kovetéen a mutacids ratat az MSS
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maximume-likelihood (Ma-Sandri-Sarkar legnagyobb valdszinliség) mddszer segitségével, a

FALCOR (Fluctuation Analysis CalculatOR) online program felhaszndlasaval szamitottuk
ki’

IV.5. Az antibiotikum rezisztencia spektrum nagy
ateresztoképességu szurése.

Kovetkez6 lépésként a laboratoriumi evolucids kisérlettel létrehozott 120 parhuzamos
adaptdlt vonal érzékenységbeli valtozadsait (keresztrezisztencidjat és jarulékos
érzékenységét) vizsgaltuk az adott vonal altal még nem ismert 11 masik antibiotikummal
szemben. Az 6sszesen 1320 (120*11) adatpont feltérképezésének céljaval |étrehoztunk
egy nagy atereszt6képességl szlirést és egy robusztus statisztikai eljarast. A nagy
ateresztGképességl szlirés sordn a baktérium vonalakat folyadékkultiraban novesztettiik
az antibiotikum letalis koncentracid alatti (sublethal) koncentraciéju jelenlétében, mely
koncentracié korilbelil 50%-ban gatolta a baktérium novekedését. Minden adaptalt
vonal minden mérésnél 4 technikai replikatumban szerepelt (azonos 384-lyuku lemezen).
Kontrollként szerepelt tovabba a lemezen a vad tipusu kiindulasi torzs is antibiotikumot
tartalmazd és antibiotikummentes tapoldatban egyarant, 6sszesen 40 replikatumban.
Ezen felil az antibiotikummentes tapoldatban adaptaltatott vonalak is szerepeltek
kontrollként a 384-lyuki lemezeken (adaptalt kontroll vonalak), hogy a kornyezet-
specifikus fitnesz hatranyt elkilonithessik a rezisztencia altaldnos koltségeitél. Mivel az
antibiotikumok 50%-o0s gatld koncentrdciéjat nehéz pontosan reprodukalhatdan
el6dllitani, ezért minden egyes adaptdlt vonalra minden egyes antibiotikummal szemben
minimum négy flggetlen mérést végeztiink. A reprodukalhatdsag novelésének érdekében
a 384-lyuku lemezek 6sszedllitdsahoz és beoltasahoz folyadékkezeld robotizalt rendszert
(Hamilton Star Workstation) alkalmaztunk.

A bakteridlis novekedés monitorozasa. A bakteridlis novekedést a folyadékkulturak
beoltasat kovetéen 14 oraval az optikai s(irliséget (OD600) egy alkalommal leolvasva
jegyeztik fel. El6zetes eredményeink azt mutattdk, hogy a 14 6ras inkubaciot kovetd
egyszeri leolvasas eredményei nagyon erés korrelaciét mutatnak (R*>0.99) a standard
eljarasnak szamitd novekedési gorbe alatti terlilet mérésén alapuldé eredményekkel, mely
utdbbi mérési eredmény felméri az antibiotikum gdatld hatasat a teljes bakterialis
novekedési periddus soran (8. abra). Az idealis egyszeri leolvasasi id6pont azonositdsahoz
a vad tipusu kiinduldsi torzset vizsgdltuk kilénbozé antibiotikum stressz hatas alatt.
Osszesen 10 db 384-lyukd lemezen monitoroztuk a kdlibaktérium parhuzamos
sejtkulturainak novekedését. Minden lemez mas antibiotikum 50%-o0s gatld
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koncentracidjat tartalmazta. A lemezeket Synergy 2 lemezleolvaséban rdazattuk és
inkubaltuk. Az optikai srliséget (OD600) 24 6ran at olvastuk le 60 percenként az
optimalis leolvasasi id6pont azonositasahoz. A nyers OD adatokat mind az optimalizalas,
mind a kisérlet elvégzése soran az alabbi transzformacioval (ODiaiibrs=0D+0.40449*0D?3)
kalibraltuk a nagy sejts(rliségnél mért OD érték és a valédi sejtslrliség nem-linearis
Osszefliggése miatt (magasabb sejts(irliségnél a sejtek eltakarjdk egymast, igy az OD érték
a valds sejts(irtiségnél alacsonyabb sejtsiiriséget mutat)’®. A gérbe alatti teriletet
ugyanezekbdl az eredményekbdl szamitottuk ki egy MATLAB script segitségével, majd egy
linearis regresszids modellel megbecsiiltik minden egyes leolvasasi id6pontnak az OD
értékébdl (384*10=3840 adatpont leolvasdsonként), hogy az adott OD értékek mennyire
tukrozik a gorbe alatti tertiletbSl nyert novekedési adatokat.
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8. dbra. A nagy dtereszt6képességli antibiotikum érzékenységi szlirés egyszeri
leolvasdsi pontjanak optimalizdldsa

A lemez-hatas kiszlirése. Az inkubdcié soran a hémérséklet és a pdratartalom minimalis
eltérései jellegzetes mintazatban befolyasoljak a lemezen a baktériumok névekedését.
Ennek a lemez-hatdsnak (plate effect) az ellensulyozasdra a nyers OD érték alapjan a
relativ fitnesz szamoldsa soran egy normalizacids eljarast alkalmaztunk. A lemezen beliili
szisztematikus, az egyes lyukak poziciéjabdl szarmazd lemez-hatdsok (plate effect)
kisz(iréséhez minden lemezen 40, a lemezen egyenletesen eloszlatott kontroll lyukat
hasznaltunk, melyek antibiotikummentes tapoldatot tartalmaztak és vad tipusu kiindulasi
torzzsel oltottuk be. Ezek a kontroll lyukak alapjan egyrészt meg tudtuk hatarozni a
varhaté maximalis ndvekedést, masrészt meg tudtuk figyelni és ellensilyozni tudtuk a
lemezen bellli hatasokat (plate effect). Pontosabban, regresszids eljarassal
kovetkeztettlink arra, hogy a 384 lyuk mindegyikében milyen névekedést mutatna a vad
tipusu kiindulasi térzs antibiotikummentes tdpoldatban a 40 kontroll lyukban mért adatok
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alapjan. Mivel az egyes lemezek kozétt is fordulhatnak el6 eltérések, minden egyes
lemezre kilon modellt illesztettiink. A modell tovabbi pontositdsdnak érdekében a
kisérlet el6tt 16 olyan kontroll lemezt is leolvastunk és kiértékeltiink, melyek mind a 384
poziciéban vad tipusu kiinduldsi térzset tartalmaztak antibiotikummentes tdpoldatban.
Ennek az el6kisérletnek az eredményei aztan hiperparaméterekként szerepeltek a
regresszios modellben. Az elGkisérletben megfigyelt OD értékeket az alabbi
komponensekre bontottuk szét: i) egy konstans OD érték, melyet abban az esetben
varnank, ha nincs jelen lemez-hatds vagy zaj (elméleti OD), ii) egy linedris trend, ami a
lemezen bellli oszloponkénti és soronkénti linearis lemez-hatasokbdl adddik 6ssze
(linearis trend), iii) egy simitott felllet, ami a lokalis és nem-linearis lemez-hatasokat irja
le (lokalis hatasok) és iv) a kisérletes zaj (9. abra).

megfigyelt OD elméleti OD linearis trend lokalis hatasok kisérletes zaj
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9. dbra. A lemez-hatds regresszios modellezése a nagy dteresztéképességli antibiotikum
érzékenységi szlirés sordn.

Mig a linearis trendet linedris regresszidval modelleztiik, a lokalis hatdsok és a kisérletes

k7. Azért déntéttink a Gauss-

zaj becslésére Gauss-folyamat regressziét alkalmaztun
folyamat regresszid mellett, mert egyrészt ez igen alkalmas a nem-linedris térbeli
valtozatossag modellezésére, masrészt egyszerre képes mind a kisérletes zajt, mind a
lokdlis hatdsokat megbecsiilni a 40 kontroll lyuk alapjan, harmadrészt pedig el6zetes
eredményeink azt mutattdk, hogy a Gauss-folyamat regresszié hatékonyan tiinteti el a
linedris regressziot kovetéen a lemezen maradd szisztematikus hibdkat. A kisérletet
kovetSen tovabbi 8 fliggetlen kontroll lemez lemérésével igazoltuk, hogy a 40 kontroll
lyuk eredményei alapjan végzett linedris trendekre és lokdlis hatdsokra torténé korrekcid
jelentésen csokkentette a mérési hibdk jelenlétét a maradék 344 lyukban. A maradék 344
lyukban mért optikai s(irliség (OD) értékek alapjan az aldbbi képlettel szamoltuk ki az
egyes fitnesz értékeket: fitnesz = (OD — ODyo) / (ODcontrol — ODyo), ahol az ODcontrol @ 40
kontroll lyuk regressziés modellezéssel nyert eredménye, az ODy pedig a lyuk kiindulasi
OD értéke (teljes gatlasnal, bakteridlis novekedés nélkil). A lemez-hatds regresszios
modellezését kollégdim: Fekete Gergely, Busa-Fekete Rdbert és Kégl Balazs végezte el.
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A kisérleti adatok feldolgozasa. Ezt kovet6en elsé |épésben kiszlrtik a nem megbizhatd
minGségl méréseket az aldbbi hdrom kritérium alapjan: 1) kizartuk azokat a méréseket,
ahol a lemez feltehetéen befert6z6dott (a beoltas nélkili, steril tapoldatot tartalmazé
lyukakban is volt novekedés), 2) kizartuk azokat a méréseket is, ahol az
antibiotikummentes tdpoldaton a kiinduldsi kontroll térzsek névekedésében tul nagy volt
a variancia (a variacids koefficiens nagyobb volt, mint 20%), 3) tovabba kizartuk azokat a
méréseket is, ahol az antibiotikum koncentracidja olyan magasnak bizonyult, hogy az az
adaptalt kontroll vonalak novekedését nagymértékben gatolta (minimum 90%-os gatld
koncentracid). Ezt a minGségellenbrzési lépést kovetGen adaptdlt vonal — antibiotikum
paronként 2-3 flggetlen mérés eredményei bizonyultak megbizhaténak, s ezekkel az
eredményekkel dolgoztunk a tovabbiakban.

A statisztikailag szignifikans evolucids kolcsonhatasok azonositdsa céljdbdl az adaptalt
vonalak novekedésének normalizalt értékét hasonlitottuk 6ssze az adaptalt kontroll
vonalak novekedésével, azonos kezelési kornyezetben. Pontosabban, a novekedési
adatokat felhasznalva azt vizsgaltuk, hogy antibiotikumonként a 10 parhuzamos adaptalt
vonal csoportjanak adott antibiotikummal szembeni 6sszesitett novekedése a 10 adaptalt
kontroll vonal csoportjdnak 0Osszesitett novekedését6l mutatott-e minimum 10%-os
eltérést azonos kisérleti korilmények kozott. A statisztikai szignifikanciat nem-
parametrikus bootstrap mddszerrel szamoltuk ki*’®. Minden egyes adaptalt vonal
novekedését a négy technikai replikatum medidnjaként hataroztuk meg. Ezt kévetSen a
fliggetlen kisérleti futasokbdl szarmazé eredmények p-értékeit Fisher-féle kombinalt
teszttel (Fisher's combined probability test) egyesitettiik (1. fliggelék). Legvégil
feldllitottunk egy szigoru statisztikai eljarast, amivel biztositottuk, hogy az antibiotikum
rezisztencia altalanos fitnesz koltségétdl a jarulékos érzékenység kapcsolatok jol
elkiloniljenek. Erre azért volt szikséglink, mert azt tapasztaltuk, hogy szamos
antibiotikum-adaptdlt vonalunk mutat novekedési problémakat antibiotikummentes
tdpoldatban, ami igencsak koltséges rezisztencia mechanizmusok jelenlétére utal. Ehhez
el6szor is kiszamoltuk a relativ fitnesz kilonbséget (RF) az egyes antibiotikum-adaptalt
vonalak és a vad tipusu kiinduldsi torzs kozott az alabbi képlettel: RF=(F,-F)/Fx ha F.<F,
ellenkezd esetben RF=(F,-Fy)/F;, mely képletben F, az adaptalt (rezisztens) vonal fitneszét,
Fr pedig az adaptalt kontroll torzsek fitneszét jeloli. Az RF értékét kiszamoltuk az dsszes
torzsre az Osszes kornyezet (beleértve az antibiotikummentes kornyezetet is)
jelenlétében. Az alacsony RF érték antibiotikummentes kérnyezetben a rezisztencia
altalanos fitnesz koltségére utal, mig az antibiotikumot tartalmazé tapoldatban megfigyelt
kiugréan alacsony RF érték jarulékos érzékenységre utal. Az antibiotikummentes és
antibiotikum jelenlétében megfigyelt RF értékeket Osszevetve minden egyes torzs és
antibiotikum esetében Mann-Whitney-Wilcoxon rangbsszeg proba (Wilcoxon Rank Sum
test) segitségével dontottik el, hogy az antibiotikum jelenlétében mért RF érték
szignifikdnsan alacsonyabb-e az antibiotikummentes kérnyezetben mért RF értéknél (2.
fliggelék). Csak a statisztikailag szignifikdns kilonbséget mutaté (P<0.05 az FDR korrekciét
kdvetben) eseteket tekintettiik valédi jarulékos érzékenységnek (3. fliggelék). Ezt az
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eljarast csak azokban az esetekben végeztik el, ahol az antibiotikum-adaptalt vonal jéval
kisebb névekedést mutatott az adaptalt kontroll vonalaknal azonos kérilmények kozott.

Tovabbi ellen6rzésként a keresztrezisztencia kapcsolatokra vonatkozd eredmények egy
jelentds részét E-teszt méréssel igazoltuk (4. fliggelék).

IV.6. Az adaptalt vonalak relativ fitnesz értékének megallapitasa

A 120 parhuzamos adaptalt vonal fitnesz koltségének megallapitdsat a IV. 5. pontban
részletesen leirt nagy ateresztGképességli szlirés soran végeztik el azzal a céllal, hogy a
megfigyelt jarulékos érzékenységet el tudjuk kuloniteni az antibiotikum rezisztencia
altalanos fitnesz koltségétdl. Az altalanos fitnesz koltség megallapitasanak érdekében a
nagy atereszt6képességl szlirésben hasznalt 6sszes 384-lyukd mérblemezzel az egyes
antibiotikumokat tartalmazd lemezek mellett egy-egy antibiotikummentes lemezt is
beoltottunk. Az antibiotikummentes lemezek optikai denzitdsanak (OD600) 14 6ras
inkubaciot kovets egyszeri leolvasasaval nyert adatokat az antibiotikumos mérésekkel
azonos eljarassal dolgoztuk fel. Roviden:

1) A nyers oD adatokat kalibraltuk a nagy sejtslirlségre
(ODyalibrst=0D+0.40449*0D3).

2) Ezt kovetBen korrigaltunk a lemez-hatasra (fithesz = (OD — ODy) / (ODcontrol —
ODy), ahol az ODcontror @ 40 kontroll lyuk regresszios modellezéssel nyert
eredménye, az ODy pedig a lyuk kiinduldsi OD értéke (teljes gatlasnal, bakterialis
novekedés nélkil)).

3) Végil kiszamoltuk a relativ fitnesz kilonbséget (RF=(F,-Fi)/Fx ha F.<F, ellenkezé
esetben RF=(F,-F)/F,, mely képletben F, az adaptalt (rezisztens) vonal fitneszét, Fy
pedig az adaptalt kontroll torzsek fitneszét jeldli).

IV.7. Kémiai és kemogenomikai profil hasonlosagi vizsgalatok

Kémiai hasonldsag. A felhaszndlt antibiotikumok kémiai hasonldsagat a CDK (Chemistry
Development Kit) kemoinformatikai Java konyvtar eszkdzeit R programnyelvben
felhasznalva szamitottuk ki'’°. A kémiai hasonlésagot az altalunk alkalmazott Tanimoto
koefficiens a kémiai ,ujjlenyomatok” (chemical fingerprint) hasonlésagdban méri’®. A

kémiai hasonldsag szamolasat kollégdm, Gyorkei Adam végezte el.
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Kemogenomikai hasonlésag. A kemogenomikai hasonldsag kiszamitasahoz a Girgis és
munkatdrsai daltal kordbban azonositott, az antibiotikum érzékenyeséget befolydsold

80 Ez7 a

gének szettjeinek paronkénti Jaccard hasonldsdgi koefficiensét szamoltuk ki
kemogenomikai sz(irés 9 antibiotikumot lefedett az altalunk vizsgalt 12 antibiotikumbal.
Mivel ez a kemogenomikai sz(irés egy nagyon érzékeny kompeticios vizsgdlatra éplilt,
kiilonésen hasznosnak bizonyult olyan gének azonositasara, melyeknek az inaktivacidja
noveli az antibiotikum rezisztenciat. A kemogenomikai hasonlésag szamoldsat kollégam,

Dr. Lazar Viktoria végezte el.

IV.8. Egyedi mutansok létrehozasa

Az antibiotikum rezisztencia és az evollcids kdlcsonhatdsok molekularis hatterének
megértése céljabol kivalasztottunk 9 olyan mutaciét, melyeknek kulcs szerepe lehet a
rezisztencia és az evolucids kolcsonhatasok kialakitasaban, és ezeket a mutacidkat kilon-
kiilon visszaillesztettik a vad tipusu kiindulasi torzsbe. A mutacidk visszaillesztését
ongyilkos (suicide) plazmidon alapuld marker- és ,hegmentes” (scarless) mddszerrel
végeztik el, igy a mutaciot hordozd torzsek csak az adott kromoszémalis régio
szekvenaldsaval voltak megkilonboztethetGek. A mutdcid visszaillesztés elvégzése soran a
maodszer lépéseinek korabbi leirdsat, valamint az eredeti protokollban hasznilt és leirt
plazmidokat (pST76-A, pSTKST) alkalmaztuk™®*2. Réviden, egy koérilbeltl 800 bazispar
hosszu DNS fragmentet, melynek kézepén szerepelt a kivant pontmutacid, beklonoztunk a
héérzékeny ongyilkos plazmidba. A plazmid konstruktot ezutan a vad tipusu kiindulasi
torzsbe transzformaltuk, ahol a plazmid képes volt integradlédni a kromoszémdra a mutdns
allél és az annak megfelel6 kromoszomalis régié kozott létrejové egyszeres crossover
altal. A megfelel6éen beépiilt plazmidokkal rendelkezé sejtekre ezutan a plazmidon
hordozott antibiotikum rezisztencia markerrel volt lehet6ség szelektalni. Mindekdzben a
kisérlet hémérséklete nem tette lehetévé a hdéérzékeny plazmid replikacidjat. Ezt
kovetéen a pSTKST segéd (helper) plazmidot is a sejtbe transzformaltuk, majd a sejten
belll indukaltuk, hogy termelje az I-Scel meganukledz enzimet. Az indukdlds soran a gén
promoterének Tet represszorat inaktivaljuk egy derepresszor, a klér-tetraciklin
hozzdadasaval. Az I-Scel meganukleaz enzim elhasitja a kromoszémat az integralt
plazmidon szereplé 18 bazispar hosszu felismerd helynél. A létrejové kromoszématorést
ezutan a RecA-medialta intramolekularis rekombinacid javitja meg a torés kozelében lévé
homolég szekvenciak alapjan. A rekombindcids javitds igy egyarant vezethet a vad tipusu
kromoszéma visszaallitasahoz vagy a kivant mutacié marker-mentes beillesztéséhez.

Mivel a fenti médszer nem m(kodott a 9 kivalasztott mutacié kozul két, a gyrA gént
érinté mutdcié (S83->L és D87->G) esetében, igy ennél a két mutaciondl az
oligonukleotid-medidlta A Red rekombinaciét alkalmaztuk. A A Red rekombindz
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intracelluldris termeltetéséhez a pBADaPy arabindz indukdlhaté A Red expresszios
plazmidot hasznaltuk. A rekombinacidhoz sziikséges oligonukleotidokat a standard
el6irdsok alapjan terveztik meg'®. Réviden, a rekombinacidhoz felhasznélt
oligonukleotidok rendelkeznek egy a replikald6dd DNS lemaradé szalaval komplementer
szekvencidval és minimalis masodlagos strukturat vesznek fel. Ezen felll, minden
oligonukleotid két egymast kovets foszforotioat kdtéssel rendelkezik mind az 5’, mind a 3’
végen az endogén nukledzok altali hasitds elkerilésének érdekében. Az
oligonukleotidokat a standard tisztasagban és sdmentesitve rendeltiik az Integrated DNA
Technologies (IDT) cégtSl. A rekombinacié sordn a plazmidot tartalmazé vad tipusu
sejteket 100 pg/mL koncentraciéju ampicillint tartalmazd, 10 mlL végtérfogatu LB
tdpoldatban novesztettiik éjszakan at starter kultiranak 37°C fokon 250 r.p.m. er6sségli
rédzas mellett, mig az OD(550) = 0,5-0,7 kozotti értéket el nem érték. A A Red fehérje
expressziojat 0.2% végkoncentraciéju L-Arabinéz hozzaadasaval indukaltuk 30 percen at.
A rekombinaciéhoz ezutan a sejteket kililepitettik (3800r.p.m. sebességgel 7 percig
centrifugalva), és kétszer mostuk jéghideg desztillalt vizzel (dH,0), majd 160 ul tisztitott
vizben (dH,0) szuszpendaltuk Gket ismét. A sejtszuszpenzidbdl 40 ul-t elektroporaltunk az
adott mutdcidhoz szlikséges oligonukleotiddal 2.5 uM végkoncentracidban. Az
elektroporalt sejtek 10 mL LB tapoldatban 37°C fokon éjszakan at regeneralédtak.
Masnap a sejteket LB agar lemezekre szélesztettilk, mely 100 ng/mL ciprofloxacint
tartalmazott (mindkét bevitt mutdcid ciprofloxacin rezisztenciat biztosit). A mutaciok
sikeres bevitelét a célzott kromoszémalis régid szekvenalasaval igazoltuk. Az egyedi
mutansokat kollégam, Dr. Csorgs Balint hozta létre.

IV.9. Bakterialis membranpotencial mérése

A kll6énb6z6 antibiotikum rezisztencia mechanizmusok membranpotencialra gyakorolt
hatasdanak vizsgalatdhoz antibiotikumonként két-két adaptalt vonalat valasztottunk ki
véletlenszerlien. A membranpotencidl mérését a BacLight Bacterial Membrane Potential
Kit (B34950, Invitrogen) felhasznalasaval dramldsi citométeren (GUAVA EasyCyte 8HT
Capillary Flow Cytometer) végeztik el. Az éjszakan at 30°C fokon, szlirt MS tapoldatban
novesztett sejtkultirakat 10° sejt/ml koncentraciéra higitottuk sziirt PBS (phosphate-
buffered saline) foszfat pufferben, majd a higitott bakterialis szuszpenziékbdl 200-200 pl
térfogatot osztottunk szét mikrotiter lemezen a festés kivitelezéséhez. A festést a kitben
taldlhato fluoreszcens DiOC2(3) (3,3'-Dietiloxakarbocianin-jodid) festékkel végeztiik el. A
DiOC2(3) festék a bakteridlis sejtekbe jutva alacsony koncentraciéban zolden fluoreszkal.
Magas membrdanpotenciallal rendelkezé sejtekben azonban a festék olyan mértékben
halmozédik fel, hogy a festék molekuldk kodlcsonhatasa révén a fluorescencia a voros
iranydba tolddik el®*'®. A DiOC2(3) festéket a kitben javasolt 0.03 mM-os
végkoncentraciéban adtuk a bakteridlis szuszpenzidkhoz (antibiotikumot a szuszpenzidk
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nem tartalmaztak). A festékkel a sejteket 30 percig inkubaltuk szobah&meérsékleten
sotétben, majd tizszeres higitast kovetéen aramldsi citométerben mértiik a sejtek zold és
vords fluoreszcenciajat. A miszert a kit ajanldsainak megfeleléen allitottuk be. Osszesen
torzsenként 15000 sejt fluoreszcencidjat rogzitettik. A voros és zold fluoreszcencia
értékek hanyadosaval a membranpotencidlt a sejtek méretétdl flggetlenil, pontosan
tudjuk meghatarozni. Az aminoglikozid és nem-aminoglikozid adaptalt vonalak voros/zold
hanyadosabdl a vad tipusu kiinduldsi térzs harom replikdtumanak atlagahoz viszonyitva
szamoltuk ki a relativ membranpotencial valtozast. A mérés igazolasara felhasznaltunk
egy negativ kontrollt is: a kitben taldlhaté CCCP (karbonil cianid m-klorofenil hidrazon)
proton ionofdrral kezelt vad tipusu kiindulasi baktérium sejtek a kezelés hatdsara teljesen
elvesztették membranpotencialjukat.

IV.10. Hoechst akkumulacios meéreés

Az adaptalt vonalak membran permeabilitdsanak valtozasait a Hoechst fluoreszcens
festék (H33342 bisbenzimide) intracelluldris akkumulaciéjan alapuld, felskalazhato
méréssel vizsgaltuk®®. Az antibiotikum-adaptélt vonalakat éjszakan &t névesztettiik MS
médiumban 30°C fokon, majd az optikai slirliséget OD600 = 0,3 értékre allitottuk. Ezt
kovet6en 180-180 pl baktérium kulturat atmértiink 96-lyukd mikrotiter lemezre,
torzsenként 8 technikai replikdtumban. A lemezt ezutan Synergy 2 lemezleolvaséban
inkubaltuk 30°C fokon, s a 25 uM végkoncentracioju Hoechst festéket (Sigma) minden
egyes lyukba azonos id6épontban juttattuk be egy automata injekcids rendszerrel (Biotek
dispenser box). Az OD és a fluoreszcencia gorbéket 1 o6ran at mértik, 75
masodpercenként leolvasva. Az elsé 15 adatpontot kizartuk a késébbi adatelemzésbdl a
technikai replikdtumok kozotti nagy standard devidcié miatt. A nyers OD értékeket a
korabbiakban leirtak alapjan kalibraltuk, majd kiszamoltuk a fluoreszcencia per OD arany
gorbéket. Ezutan ezen ardny gorbéknek a gorbe alatti teriletét hataroztuk meg, majd
ebbdl szamoltuk tovabb a relativ Hoechst akkumuldciét az azonos lemezen mért vad

tipusu kiinduldsi torzshoz viszonyitva.

IV.11. Minimalis gatlo koncentraciéo (MIC) mérése higitasi soron,
valamint E-teszt csikok segitségével

Higitasi sor. Az MIC méréseket altaldban egy standard linedris higitasi soron alapuld

187
k™.

technikdval végezti A mérések pontossagdnak és reprodukdlhatésaganak

maximalizdldsa érdekében egy robotizalt folyadékkezel6 rendszert (Hamilton Star
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Workstation) hasznaltunk a 11 Iépéses higitasi sorok elkészitéséhez a 96-lyuku mikrotiter
lemezeken. A kész lemezekbe korilbeliil 10° sejtet oltottunk lyukanként egy 96-tével
rendelkez6 pin replikdtor segitségével. A higitasi soron vonalanként 4 technikai
replikatum szerepelt. A beoltott lemezeket 30°C fokon 300 r.p.m. erésségl razas mellett
inkubaltuk. 24 6ras inkubdciot kovetéen a nyers OD adatokat Synergy 2 lemezleolvasdban
olvastuk le. Az MIC, tehat a nem novekedés cutoff értékét az aldbbiak szerint hatdroztuk
meg: a baktériummentes kontroll lyukak OD értékének atlaga + 2 standard deviacio.

E-teszt. Az E-teszt csikokat a kizardlagos gyartotdl, a bioMerieux-tél szereztiik be. Az E-
teszt inokulum el6készités és szélesztés, a csik elhelyezése és az MIC meghatdrozasa a
gyartd leirasa alapjan tortént'®. Roviden, az éjszakdn at ndvesztett baktérium kulttrakat
OD600 = 0,6 slrlséglre higitottuk, majd 100-100 pl baktérium szuszpenziot
szélesztettiink MS agar lemezekre. A lemezeken ezutdn elhelyeztiik az E-teszt csikokat,
majd 24 orat kdvetGen a leirdsnak megfelelGen kiértékeltik a kisérlet eredményeit.

IV.12. AcrAB efflux pumpa overexpresszios és delécios
vizsgalatok

Az AcrAB efflux rendszer evolucios kolcsonhatasokban betoltott szerepének vizsgélata
céljabol 3 kiilonb6z6 torzset modositottunk az aldbbiak szerint: egyszer az acrB gént
deletdltuk, a masik esetben pedig az AcrAB efflux pumpat kédoldé multicopy plazmidot
(pUCacrAB) transzformaltuk ezekbe a torzsekbe. A 3 kivalasztott torzset a vad tipusu
kiindulasi torzs, a trkH és cyoB mutdciét hordozd aminoglikozid-adaptalt TOB3-as vonal,
valamint az egyetlen trkH mutaciot hordozé trkH* (T350L) torzs jelentette. A megfeleld
acrB deléciés torzseket (AacrB/control, AacrB/trkH*, AacrB/TOB3) egy standard P1

transzdukciés médszerrel hoztuk létre'®

. Az efflux pumpak szdmanak noveléséhez pedig
az efflux pumpat kodold géneket és nativ prométeriiket hordozd, maas kdpiaszamu
pUCacrAB plazmidot transzformaltuk a megfelel6 torzsekbe (pUCacrAB/control,
pUCacrAB/trkH*, pUCacrAB/TOB3) egy korabbi tanulmany leirasa alapjan'®. A pUCacrAB
plazmidot Dr. Kunihiko Nishino és Dr. Akihito Yamaguchi biztositotta szdmunkra (Osaka

University, Osaka, Japan).
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V.  Eredmények

V.1. Nagyléptéki laboratéoriumi evolicios kisérlet az egyes
antibiotikumokkal szemben magas rezisztenciaval rendelkezo
torzsek létrehozasara.

Nagyléptékd laboratériumi evolucios kisérletiinkh6z egy az irodalomban mar leirt
protokoll’>® maodositott verzidjat alkalmaztuk. Egyetlen kozos 6sbél (Escherichia coli
BW25113) kiindulva, a 12 kivalasztott antibiotikum (1. tablazat) egyikének fokozatosan
novekvé koncentraciéju jelenlétében 96-96 parhuzamos kélibaktérium populaciét
novesztettliink ugynevezett ,batch” kultdrdban. A ,batch” kultirdban meghatdrozott
térfogatu, tapanyagokban szegény tdpoldatba torténik a baktérium sejtek beoltdsa, s az
inkubacids id6 (jelen esetben 24 6ra) alatt a rendszer zart marad, igy a baktérium
populacié novekedésével, a tapanyag fogyatkozasdval és a salakanyag felhalmozddasaval

egy folyamatosan valtozé kérnyezet jon létre'®.

24 6radnként a kultura 1%-a friss
tapoldatba keriilt atoltasra. A kezdetben még a gatlé koncentracidé alatti tartomanyban
jelenlévé antibiotikum koncentraciéjat minden negyedik atoltasndl masfélszeresére
noveltik. A baktérium populdciok igy a kornyezeti szennyez6désekhez, valamint az
emberi testben az antibakteridlis kemoterapiak altal kialakitott koncentracié gradienshez
hasonldan, az adott antibiotikum fokozatosan novekvé koncentracidjaval taladltak szembe

magukat™**%,

2. tablazat. Az egyes antibiotikumokkal szembeni evolicids kisérlet idétartama,
valamint végpontjanak paraméterei.

| 3 Lo . ; s A kiindulasi MIC-hoz . A96 populdciébdl hany o Lo |
EAIk?Ir:na_zott ‘Rovidités | Atolftasok : Ger:eraufok i viszonyitva hanyszorosdra ‘mutatcﬂtgz evollcio VégénéAkoncen:[re!u_o EIE,HE é
Eantlblotlkum szima becsiilt szama &t a koncentracia? navekedést™? az oldhatdsagi hatart?;
jcillin___AMP__ 30 180210 .. 20szoros W nem**
Epequitin ‘ 48 1288-336 ... 328szoros 10 L .mem**
ciprofloxacin__CPR . 48 288336 :  328szoros 16 nem** i
idoxiciklin _ DOX 30180210 ¢ 20szores i 42 0 opem** ¢
ritromicin _ GERY . 33 198231 _..28szores 0200 oonemt o
kanamicin .43 270315 ... . 1d6sgoros 28 G gen . . .
Kkloramfenikol B3 288336 . 328szoros 0230 dgen
nalidisav  NAL 48 288336 328sgoros 24 .. igen .
énitrofur‘ant‘oin‘ 3 ¢ 180210 ¢ 20szoros .16 _.nmem**
‘tetraciklin 39 . 234273 ¢ 65szoH4s . 112 o gen
;‘.[obram‘icin‘ o ¢ 45 270-315 . l46-szoros 27 . igen
itrimetoprim TRM | 36 i 216-252 ] 43-szoros 18 i nem™*

* A ndvekedést a 24 drat kdvets OD > 0.1 értékben hataroztuk meg.
** Az evol(cio azért ért véget, mert a kbvetkezd koncentracidn kevesebb, mint 10 populacio mutatott ndvekedést.

<707

addig folytattuk, amig minimum 10 parhuzamos populacié névekedni tudott az adott
antibiotikum jelenlétében, vagy amig az adott antibiotikum oldhatdsagi hatarat el nem
értlik. Végul a laboratériumi evolicio 240-384 generacion at tartott, am a révid idétartam
ellenére nagyon magas, akdr 328-szoros minimalis gatlé koncentracio (MIC) feletti értékig
értlink el az alkalmazott antibiotikumok koncentraciéjaban, melyen a pdrhuzamosan
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adaptalt vonalak még novekedni tudtak (2. tablazat). Ezt kdvetSen antibiotikumonként
10-10 parhuzamos, 6sszesen 120 adaptalt vonalat vdlasztottunk ki tovabbi vizsgalatra.
Emellett tovdbbi 10 pdarhuzamos populdciét adaptdltattunk antibiotikum-mentes
tdpoldatban, ezeket adaptalt kontrol vonalakként hasznaltuk fel a késGbbiekben.

V.2. Az adaptiv mutaciok dominaltak a laboratoriumi
evolucioval létrehozott antibiotikum rezisztens vonalakban.

A laboratériumi evollcié végén, az egyes antibiotikumokkal szemben adapataltatott 10-
10 fuggetlen parhuzamos vonalbdl kivalasztottunk Osszesen 63-at (5-6 vonalat
antibiotikumonként), melyekbdl egyedi koldniakat izoldltunk teljes-genom szekvenalasra,
azzal a céllal, hogy feltérképezziik a rezisztencia mogott rejl6 valtozatos molekularis
mechanizmusokat. A teljes-genom szekvenalas SOLID platformon zajlott (Applied
Biosystems). A mutdciok sikeres azonositasahoz az evolucios kisérlet kiindulasi torzse is
szerepelt 64.-ként a szekvenalt vonalak kozott. Mivel ekkor még az altalunk alkalmazott
Escherichia coli BW25113 torzsre nem allt rendelkezésiinkre az azdéta mar elkészitett
referencia genom™®?, igy els6 lépésben mind a 64 szekvenalt vonalunkhoz a Escherichia
coli K-12 MG1655 térzs teljes-genom szekvencidjat alkalmaztuk referencia genomként™®*,
majd ezutdn az egyes adaptdlt vonalak mutacidit a kiindulasi térzslinkben azonositott
mutacidkhoz viszonyitva azonositottuk a laboratdoriumi evollcié soran megjelent
mutacidkat. A teljes-genom szekvenaldst, a nyers szekvencia adatok elemzését, majd az
adatelemzési eljaras validalasat a Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Szekvendld Platformja
végezte, Nagy Istvan szakmai vezetésével.

Mutacios események szama
3
Mutadios rata

20 I
107
kiindulasi

STTPI ITH B

AMP CHL CPR DOX ERY FOX KAN NAL NIT TET TOB TRM CPR6 AMPS

-y
Laboratoriumi adaptalt vonalak mutatorok

10. dbra. Az evolucids kisérlet sordn pdrhuzamos vonalanként megjelené dtlagosan
5-6 mutdcidval szemben, a megnévekedett mutdcios rata kévetkeztében a CPR6
vonal 55, mig az AMP6 vonal 136 mutdciot hordozott. A Luria—Delbriick féle
fluktudcios teszt alapjan az AMP6 és CPR6 vonalak mutdcids rdtdja kézel 3

nagysdgrenddel névekedett az evolucios kisérlet sordn.
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A mutator fenotipus megjelenését és gyors elterjedését leirtdk mar mind laboratériumi

194 mind klinikai izoldtumok esetében'®®. Ennek hatterében

evolucidés kisérletekben
valdszinlleg az all, hogy a gyakran tdbb nagysagrenddel megemelkedett mutdcids rata
lehet6vé teszi a gyorsabb adaptacidt olyan erds szelekcids nyomadssal szemben, mint
példdul amit bizonyos antibiotikumok okoznak™®'’. A mutacids rita novekedését
tébbnyire a DNS hibajavitasi mechanizmusokat karosité mutaciok okozzak*****. Ezekkel a
megfigyelésekkel ©sszhangban 2 adaptdlt vonalunk (AMP6 és CPR6) is kiugréan
nagyszamu mutdaciot hordozott magdban (10. abra, bal oldali panel). A két vonalban
azonositani tudtuk azokat a mutdciokat, melyek feltehet6éen a mutdciés rata
novekedéséhez vezettek. A ciprofloxacinnal (CPR) szemben adaptaltatott CPR6-0s vonal
Osszesen 55 mutaciot hordozott, melyek kozott szerepelt a hibas bazisparosodas
javitasaért felel6s MutL DNS mismatch repair fehérjét kddold génben egy kereteltolddast
okoz6 (frameshift) mutécié (Val303fs) °%. Az ampicillinnel (AMP) szemben adaptaltatott
AMP6-0s vonal még szamottev6bb, 6sszesen 136 mutacidval rendelkezett, melyek egyike
a dnaQ gént érintette és okozott aminosav szubsztitlciét (lle9Ser). A dnaQ gén az
altalanos DNS polimeraz enzim (Pol 111) hibafelismerésért felelds € alegységét kodolja™®®. A
két vonal mutacids ratdjaban bekovetkez6 valtozdst Luria—Delbriick féle fluktuacids
teszttel igazolta kollégam, Dr. Méhi Orsolya (10. abra, jobb oldali panel). A mutator
fenotipus kovetkeztében ezek a vonalak szamos olyan mutdaciot halmoztak fel, melyek az
antibiotikum szelekcids nyomastdl fliggetlendiil voltak jelen a két vonalban, ezért ezeket a
vonalakat minden késébbi elemzéshdl kizartuk.
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Delécios események szama

Delécio mérete (bp)

11. dabra. A deléciok hossza dltaldban 100 bdzispdr (bp) alatt maradt, azonban
19 esetben a 100 bdzispadrt (bp) meghaladta, s akdr 61 génre is kiterjedt.

A tovdbbi 61 adaptdlt vonalban 0Osszesen 402 fliggetlen mutaciés eseményt
azonositottunk (5.-7. fiiggelék). A mutdcidk kozott egyarant voltak pontmutdcidk,
inzerciok, valamint kis és nagy genomi atrendez8dések. Atlagosan vonalanként 4,2
pontmutdciot, 1,2 delécidt, 0,26 inzerciét és 0,07 duplikaciét azonositottunk. A delécidk
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altaldban rovidek voltak (1-100 bazispar kozo6tt), azonban 19 esetben a delécié 0,3-58
kilobazis hosszu szakaszra nyult, ezzel eltavolitva 1-61 gént (11. abra). Az IS-elem alapu
genomi atrendezédések (inverzidk, transzpoziciok és duplikacidk) az adaptdlt vonalak
59%-aban voltak jelen.

3. tablazat. A laboratdriumi evolucio végpontjgban azonositott mutdciok dtfedése a
klinikumbdl és kérnyezeti mintdkbdl izoldlt rezisztens térzsekben taldlt genomi

mutdcidkkal.

Gén Mutacio Adaptalt vonal, melyben a Antibiotikum, mellyel szemben a
(aminosav mutacio megtaldlhato volt kdrnyezetbdl/klinikumbdl izolalt
szubsztitucid) mutacio rezisztenciat okozott

folA lle94lLeu TRM?2 TRM200

fusA Pro659GIn KANS, TOB3 KAN201

gyrA Ser83Leu CPR3, NALS CPR202-205 NAL 202, enrofloxacin20®

gyrA Asp87Gly CPR9, NAL1, NALS kinolonok?203:207 héta-laktamok?207

gyrA Asp87Asn NAL7 CPR203,204 enrofloxacin2®

gyrA Asp87Tyr NAL3, NAL6 CPR204,205

marR Ala70Thr TET8 TET?208, CHL208

nfsB Arg107His NIT4 NIT41,208

nfsB GIn44Arg NIT8 NIT#

rob Arg156His FOX8 spectinomycin??, cefotaxime?19

rpoB His526Tyr NITS rifampicin?%212 rifampin?!3

Szamos bizonyiték utal arra, hogy a fehérje kdédold régidokban azonositott mutaciok
megjelenését az antibiotikum 3altal okozott szelekcids nyomds vezette. Egyrészt a
pontmutaciok 87%-a nem csendes (szinonim) mutdcié volt, azaz a kédolt aminosav
megvaltozasahoz vezetett. Masrészt pedig az adaptalt vonalakban azonositottunk szamos
olyan mutdciét, mely nem csupan a gén szintjén, hanem a mutacio altal okozott aminosav
szubsztitucié szintjén is megegyezett az irodalomban leirt kornyezeti vagy klinikai
rezisztens izoldtumokban azonositott rezisztencia mutacidkkal (3. tablazat). Ez utdbbi
azért is rendkivil fontos, hiszen bemutatja, hogy a klinikumban el6fordulé genomi
rezisztencia mutdcidk egy része el6jelezhetd egyszerl laboratériumi evolucios kisérletek
segitségével.

A kordbbi kutatdsok eredményeivel 06sszhangban az antibiotikum rezisztencia
kialakulasanak a laboratdriumi evolucids kisérletlink soran is mérhetd fitnesz koltsége
volt: az adaptalt vonalak mintegy 41%-a szignifikans fitnesz csokkenést mutatott
antibiotikum-mentes tapoldatban a kiindulasi torzshéz viszonyitva. Az egyes vonalak
fitneszét egy optikai slrlség (OD600) értéken alapulé méréssel becsiiltik meg, majd az
adaptalt vonalak eredményeit a kiinduldsi térzzsel 6sszevetve kaptuk meg a relativ fitnesz

értékeket. A kilondsen alacsony fitnesszel rendelkez6 vonalak kiugréan nagy szamu
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mutacioét hordoztak magukban (12. abra, bal oldali panel, N=61, Kruskal Wallis teszt
P<10-4), valamint gyakran hordoztak nagyobb genomi delécidkat (12. abra, jobb oldali
panel, N=61, T-préba P=0,0014). A mutdaciok kiugréan magas szdma és a nagyméret(
genomi delécidk jelenléte gyakran azonos vonalakban volt megfigyelhet6. Ez alapjan
feltételezhetjiik, hogy bizonyos antibiotikumokhoz nagyobb kihivas alkalmazkodni és csak
Osszetettebb rezisztencia mechanizmusok altal lehetséges magas rezisztenciat elérni, s ez,
mint eredményeink mutatjak, nagyobb mértékd fitnesz koltséghez vezet.

0.9 —

08

Relativ fitnesz

07

4 f { {
050 075 0.90 1.00 nem igen
Relativ fitnesz nagy genomi deléciot hordozo vonal

06 —1

Megfigyelt mutaciok szama 6sszesen

12. abra. Az egyes adaptdlt vonalak daltal hordozott mutdciok szamdnak (bal oldali
panel) és minGségének (jobb oldali panel) 6sszefiiggése a fitnesz kéltséggel
(relativ fitneszben meghatdrozva). A hibasavok a 95%-os konfidencia
intervallumot jelélik.

V.3. A funkciovesztéses mutaciok rendkiviil elterjedtek

A megfigyelt pontmutdcidk, valamint kis (1-100 bazispar kozotti) delécidk és inzercidk
tobb, mint 27%-a korai stop kodont, a leolvasasi keret eltolédasat (frameshift), vagy a
start kodon sériilését eredményezte (13. dbra). Ezek a mutacidk valdszinlsithet6en
rosszul mikodé vagy inaktiv fehérjék képz6déséhez vezetnek. Ez az arany szignifikansan
magasabb, mint amit egy kordbbi nagyszabast evolucids kisérletben leirtak’®, ahol az
evollucié sordan magas hémérséklettel szemben adaptaltattdk a kolibaktériumot (90
funkcidévesztéses mutacid az Osszesen 329 mutdcidébdl (27%) szemben a 145
funkciévesztéses mutdcidval az 6sszesen 1030 mutdcidbdl (14%), Fisher-egzakt teszt,
P=1,017 x 107). Raadasul az értelmetlen (nonszensz) mutaciok gyakorisaga a
pontmutdcidk kozott haromszor akkora volt, mint amit a spontan mutaciés rata alapjan
egy mutdcido akkumulacids kisérletet kovetben teljes-genom szekvenaldssal kordbban
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k' (26 funkcidvesztéses az Gsszesen 258 mutaciébdl szemben a 8

megallapitotta
funkcidvesztéses mutacioval az 6sszesen 233 mutdacidbdl, Fisher-egzakt teszt, P < 0,005).
Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy adaptdlt vonalainkban a funkcidvesztéses

mutaciokkal szemben pozitiv szelekciéo mkodott.
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20 Vélt inaktivalo mutaciok
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Mutaciok szama
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13. dbra. Az adaptdlt vonalakban azonositott mutdciok tipusok szerinti eloszldsa,
valamint a feltehetéen funkciovesztéses mutdciok ardnya az egyes tipusok k6zott.

Tovabb vizsgalva a funkciovesztéses mutaciok szerepét az antibiotikum rezisztencia
kialakulasaban adatainkat egy korabban, Girgis és mtsai altal publikalt kemogenomikai

1" vetettik Ossze. A kemogenomika egy olyan tudomdnydg, amely

adatsorra
rendszerszinten tanulmdnyozza egy bioldgiai célpont (példdul egy sejt vagy egy
sejtfunkcid) egy adott kismolekulds kdnyvtar tagjaival szemben adott valaszat a genom

202 A fent emlitett kemogenomikai adatsor, melyet Girgis és

és/vagy a proteom szintjén
munkatarsai publikaltak, 17 jol ismert antibiotikum hatdsat vizsgalta egy transzpozon-
mutagenizalt kélibaktérium konyvtarra. Girgis és mtsai a baktérium konyvtar minden
egyes tagjaban egy-egy génben hoztak létre funkcidvesztéses mutaciét a transzpozon-
mutagenezis altal. lly mddon lehetévé valt, hogy tanulmanyozzdk az egyes gének
funkcidvesztésének hatasat a 17 antibiotikum mindegyikével szemben mutatott
érzékenységre. A Girgis és mtsai altal hasznalt 17 antibiotikumbdl 9 egyezett meg az
altalunk hasznalt antibiotikumokkal. A 9 megegyezé antibiotikumra rendelkezésre allé
adatok alapjan sajat eredményeinket a Girgis adatsorral Osszevetve kiderllt, hogy a
laboratdriumi evolucionk végén azonositott, feltehetéen funkcidvesztéssel jaré mutaciot
hordozé gének inaktivacdja altaldban a kemogenomikai vizsgdlatban is noveli az
antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat (4. tablazat). Sok esetben a funkcidvesztéses
mutacidk nagyszdmu antibiotikummal szemben biztositottak rezisztenciat, mint példaul
azok, melyek az antibiotikum-stressz valasz transzkripcids represszorainak (példaul acrR,
marR, mprA) egyikét érintették. Ezen mutaciok rendszerint 6nmagukban is multidrog
rezisztenciahoz vezettek.
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4. tablazat. Az azonositott funkcidvesztéses mutdciot hordozo gének dsszevetése Girgis
és mtsai kemogenomikai adatsordval a két vizsgdlatban dtfedé 9 antibiotikum
eredményeit Osszesitve. Az ({sszevetés alapjan az dltalunk azonositott,
funkcidvesztéses mutdciot hordozé gének kézétt szignifikdnsan feldusultak azok a
gének, melyek delécidja a Girgis kemogenomikai adatsor szerint rezisztencidt okoz

-5
(Fischer-egzakt teszt, P<10 ).

i A kemogenomika alapjan delécidja :

- - : Osszesen
OO SR rezisztenciat okoz SR '
gFunkc]é\{es;téses mutaciot hordozd gének 14 43
Vizsgalt gének a kemogenomikaban 321 ¢ 3933

V.4. A parhuzamos evolicio bizonyitékai

A parhuzamos evolucié markansan megjelenik a mutaciot hordozé aminosavak, gének és
funkcionadlis egységek szintjén egyarant. Az Osszes azonositott pontmutacié 8%-a volt
megtalalhato legalabb két parhuzamos adaptalt vonalban. Kiemelked6é példaja a
molekularis szintl parhuzamos evolucionak az acrB gént érint6 aminosav szubsztitlcio
(Val127Gly), mely 4 adaptalt vonalban jelent meg, 6sszesen 3 kiilonb6z6 antibiotikummal
(CHL, AMP, FOX) szemben. Az acrB az AcrAB/TolC multidrog efflux pumpa belsé membran
transzporter alegységét kodolja, mely a szubsztrat felismerésben és az energia
transzdukcidban jatszik kulcs szerepet®®. Nem meglep6 tehat, hogy az acrB mutécidja
rendszerint multidrog rezisztencidhoz vezet. Az acrB gént érint6 mutaciokat tovabb
vizsgalva azt lathatjuk, hogy a gének szintjén még elterjedtebb a parhuzamos evolucié: az
acrB gén mutdcidja 6sszesen 16 adaptalt vonalban jelent meg valamilyen formadban,
Osszesen 6 kiilonb6z6 antibiotikummal (AMP, CHL, ERY, FOX, TET, TRM) szemben. A 16
vonalbdl 2 vonalban 2-2 mutdciét is tartalmazott az acrB gén.

Széleskorl parhuzamos evolucio volt megfigyelheté a delécidos mutaciés eseményekben
is. A kis delécidknak (1-100 bazispart érintenek) Osszesen 2%-a, azonban a nagy
delécidknak (0.3-58 kildbazispart érintenek) mar 75%-a azonos vagy kozel azonos
pozicidban volt jelen legalabb két parhuzamos adaptalt vonalban. Ezeket a nagy
valdszinlileg az IS-elemek koz6tti rekombinacidés események hoztak létre. Példaul az
aminoglikozid antibiotikumokkal (KAN, TOB) szemben adaptaltatott 10 megszekvenalt
vonalbdl 9 hordozott részben atfedd nagy deléciét. Ezen delécidk ugyanabbdl az insE IS3
elem melletti pozicidobdl indulnak ki, azonban terjedelmik 4219-30712 bazispar kozott
valtozik, ezzel részben vagy teljesen deletalva 4-29 gént (14. dbra). A delécidban szerepld
géneket vizsgdlva azt taldltuk, hogy a 9-bdl 8 esetben elveszett az sbmA transzportert
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kédolé gén, melyen keresztll a prolinban gazdag antimikrobidlis peptidek képesek a
sejtbe jutni?®*?®. Ezen felill az SbmA feltehetSen szerepet jatszik az aminoglikozidok
sejtbe jutasdban is, mivel mas munkakban is azonositottdk mar delécidjat
aminoglikoziddal szemben adaptéltatott vonalakban®®®. A nagy deléciét nem hordozo,
tizedik megszekvendlt aminoglikozid-adaptalt vonalban szintén érintette mutacié az sbmA
gént, mely a 15. aminosavat in-frame stop kodonna alakitotta, ezzel valdszinlsithet6en az
SbmA funkcidvesztéses mutacidjat okozva. Feltételezhetjik tehat, hogy az SbmA
inaktivacioja igen fontos szerepet tolt be az aminoglikozid rezisztencia kialakitasaban,
hiszen az sbmA gén inaktivalé mutacidja a 10 teljes-genom szekvenalt, aminoglikozid-
adaptalt vonalbdl 9-ben megjelent.

KAN1

L]

KAN4 feea—s—-)

KAN6 s e s e e e e i e

KAN8 . -}

KANS e . ___ _________________________ _______________________________________________J

TOB3 e a s a0

TOB4 S15*

TOB8 . ]

TOBS TR T R S Y R )

TOB10

14. abra. Az sbmA gént érinté mutdcios események. Az sbmA gént érinté mutdciok
kizardlag az aminoglikozid-adaptdlt vonalakban jelentek meg, azonban itt a 10

teljes-genom szekvendlt vonalbdl 9-ben megjelent valamilyen formaban a gén

e sez

Osszegezve a péarhuzamos evollcid bizonyitékait, az érintett gének 35%-a hordozott
legaldbb két fliggetlen parhuzamosan adaptalt vonalban mutacioét, valamint tobb altalunk
azonositott, rendszeresen mutdaciét hordozé gén mutdcidjat leirtak mar korabban klinikai

multidrog rezisztens izolatumokban jg103:116,207-211

A fenti képet tovabb darnyalja, hogy az 6sszes parhuzamosan mutalédott gén 66%-a olyan
vonalakban jelent meg, melyek eltér6 antibiotikumokkal szemben adaptalédtak. Ez az
eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy bar az egyes antibiotikumok
hatdsmechanizmusa nagyon eltér6, ennek ellenére a rezisztencia kialakulasanak
kulcspontjait mégis egymassal atfedé funkciondlis egységek biztositjak. A kulcspontok
részletesebb feltarasanak érdekében irodalmi adatok alapjan az azonositott mutdciok
88%-at besoroltuk 12 rezisztencia mechanizmus csoport egyikébe (5. tablazat). Az adatok
elemzése sordn négy fébb kdvetkeztetést tudtunk levonni.
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Az els6 meghatarozé mintdzat, hogy mindossze a laboratériumi adaptalt vonalak 49%-a
hordozott mutaciét az adott antibiotikum altal célzott alrendszerben. A célgén
mutacidjanak hidnya a vonalak tébb mint felében szamos okra visszavezethetd: egyrészt a
hidny utalhat az adott célgén rezisztencia mutdcidéjanak rendkivil magas fitnesz koltségre,
vagy a megfelel6 mutaciék megjelenésének ritkasdgdra, vagy akar egy alternativ
rezisztencia mechanizmus (pl.: efflux pumpa) rendkivili hatékonysagara. Tovabbi
érdekesség, hogy olyan rezisztencia mutacidk, melyek az antibiotikum enzimatikus
modositasahoz vezetnek kizardlag a nitrofurantoinhoz (NIT) adaptalt vonalakban jelentek
meg széleskorben.

5. tabldazat. Mutdciot hordozd funkciondlis egységek és azok mutdcidinak eloszldsa az
egyes antibiotikumokkal szemben adaptdltatott vonalak kézétt. A szamok a
fliggetlen mutdcids események szamdat jelélik, melyek az adott antibiotikummal
szemben adaptdltatott pdrhuzamos vonalakban az adott funkciondlis egységben

Sejtfal szintézis 50s riboszéma  30s riboszéma Folsav

Funkcionalis kategoria gatlok Giraz gatick  Sokrétd alegység gatlok alegység gatlok bioszintézis gatiok Aminoglikozidok
AMP FOX CPR NAL NIT CHL ERY DOX TET TRM TOB KAN

Az' antlbl'otlkum célpontjanak 1 2 7 0 0 0 2 0 5 10
modositasa

AZ, antll’)llotlkum enzimatikus 1 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0
modositasa

Efflux pumpa miikédés 6 10 6 9 9 - 5 7 7 4 1 3
Sejtmembran permeabilitas 6 12 6 0 13 1 S 0 1 3 6 4

Arespirdcio éshagya 2 1 0 1 3 0 1 1 0 0 _
membranpotencial médositasa

Membran-stressz elleni

. 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1
védelem
DNS-stressz elleni védelem 0 1 1 2 0 0 0 0 0 1 0 0
Ehezési-stressz elleni védelem 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Oxidativ stressz elleni védelem 0 0 3 1 2 0 2 0 0 2 7 3
Profag aktivacio 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1
Transzkripcid 1 1 3 1 1 1 3 0 1 1 3 5
Sejt metabolizmus 3 2 3 3 5 1 0 1 1 0 2 6

Ezzel szemben a sejtmembran permeabilitast befolydsold, membran transzportban, porin
bioszintézisben, valamint a membran permeabilitds szabalyozdsaban résztvevé gének
rendszeresen mutaldodtak, kilondsen gyakran azokban a vonalakban, melyek a sejtfal
szintézis gatlokkal (AMP, FOX) nitrofurantoinnal (NIT), illetve a kinolonokkal (CPR, NAL)
szemben adaptdlodtak. Még ennél is altalanosabb elterjedés jellemezte az efflux pumpak
m(ikodését befolyasold6 mutdcidkat. Erés kontrasztként az aminoglikozid-adaptalt

vonalakban legs(irlibben a respiraciét és a membranpotencialt mddositd mutacidk
jelentek meg.

Harmadszor, a transzkripcids regulator gének nagymértékben felddsultak a mutdciot
hordozd gének kozott. Sokuk specifikus kétkomponens( jelatviteli rendszerhez tartozik, s
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a sejt kiilénb6z6 stresszhatdsokkal szembeni védekezési mechanizmusait szabalyozza.
Ilyen kétkomponens(i rendszert érint6 mutdcidk példdul az ozmotikus stresszre
(OmpR/EnvZ, AcrR), acidikus stresszre (PhoQ), nehézfém stresszre (ComR), membran
stresszre (CpxR), valamint az antibiotikum-stresszre és oxidativ stresszre (MarA/SoxS/Rob
regulon) adott valaszt befolydsolé fehérjéket kddold gének mutacioi. A kétkomponens(
rendszerek mellett alkalmanként globalis transzkripcids reguldtorokat kédold gének is
hordoztak mutdciot (RpoC, Crp, Fis), melyek szerepe az antibiotikum tolerancidban mar
részben ismert*'?.

Negyedrészt, az éhezési és oxidativ stressz valasz Utvonalakat érint6é mutaciok tobb
antibiotikummal szemben is megjelentek. Kordbbi antibiotikum tolerancia témaju

. 70 213,214
tanulmanyokkal megegyezéen®®

, az aminosav éhezési valasz (stringent response)
kozponti elemei (SpoT és SspA) is hordoztak alkalmanként mutacidkat. Az antibiotikum
szelekcio hatasara mutalédtak az oxidativ stressz vdlaszt szabalyozd gének (SoxR és AhpF)
is, melyek az antioxidans hatdsu putrescin és spermidin molekuldk termelését

/ 21,29,21
szabélyozzak®**

. A DNS karosité antibiotikum stresszre valaszul pedig bizonyos adaptélt
vonalak az SOS regulon tagjaiban (dinB, yafO és yafP), valamint kriptikus profagokban
(CP4-44) hordoztak mutdcioét. A profagok altal a gazda baktérium sejt szamara biztositott

megndvekedett tulélés antibiotikum-stresszhatas alatt valéban egy mar leirt jelenség®*.

V.5. Az adaptalt vonalak antibiotikum rezisztencia
spektrumanak nagy ateresztéképességi szurése.

Tovabbi vizsgdlataink elsé |épéseként egy sajat fejlesztésl, nagy ateresztGképességl
protokoll segitségével lemértik mind a 120 laboratériumi adaptalt, antibiotikum
rezisztens vonal érzékenységének valtozasat azzal a 11 antibiotikummal szemben,
melyekkel az evollcids kisérlet soran nem taldlkozott. A protokoll sordn az adott
antibiotikum minimalis gatld koncentraciéjdhoz (MIC) kozeli koncentracidkon
monitoroztuk a populacidk novekedési képességét optikai slirliség (OD) formajaban. A
modszer alkalmas volt az enyhe valtozdsokat is hatékonyan kimutatni, valamint az
antibiotikum-mentes kontrollok névekedésén alapuld szigoru statisztikai eljaras lehetévé
tette a fitnesz koltség jarulékos érzékenységtdl vald elkilonitését. A protokoll megfelelé
mikddését két kontroll kisérlettel is igazoltuk. Egyrészt, a protokollt a kezdeti fazisban a
protokollal parhuzamosan végzett, agar lemezeken mért koldnia méretek alapjan
optimalizaltuk. Masrészt, a protokoll keresztrezisztencidara vonatkozé eredményeit
standard E-teszt csikokkal mért minimdlis gatlé koncentracié (MIC) méréssel erésitettiik
meg, mely alapjan a téves pozitiv aranyt 5%-nak, mig a téves negativ aranyt 16%-nak
talaltuk.
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Az azonos antibiotikummal szemben adaptaltatott 10-10 parhuzamos vonal nagyon
hasonlé mintazatot mutatott a tobbi 11 antibiotikummal szembeni érzékenység
valtozasaban. Ez lehet6vé tette szdmunkra, hogy a 10-10 parhuzamos vonal eredményeit
Osszegezve megalkossuk a 12 antibiotikum evollciés koélcsonhatasainak hdalozatat, azaz
jarulékos érzékenységének (collateral sensitivity) és keresztrezisztencidjanak haldzatait, az
egyes kolcsonhatasok gyakorisdgara alapozva (15. abra).
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15. abra. A 12 antibiotikum evolucids kélcsénhatdsainak haldzatai. A nyilak azon
kélcsénhatdsokat jelzik, melyeknél a nyil kiinduldsi pontjaban szereplé
antibiotikummal szemben adaptdltatott 10 vonal legaldbb 50%-a
keresztrezisztencidat (bal oldali panel) vagy jarulékos érzékenységet (jobb oldali
panel) mutatott a nyil hegyénél szereplé antibiotikumra. A bal oldali panelen a
kétirdnyu nyilak a szimmetrikus keresztrezisztencia kapcsolatokat jelzik. A jobb
panelen a piros nvilak az aminoalikozid-adaptdlt vonalak idrulékos érzékenvséaét

V.6. Az egyetlen antibiotikummal torténo kezelés is gyakran
multidrog rezisztenciahoz vezet

A multidrog rezisztencia kialakuldasa még az antibiotikumok egyedi, monoterapias
alkalmazasa mellett is gyakori volt: a vizsgalt antibiotikum parok 52%-a mutatott legalabb
az egyik iranyban keresztrezisztencia kolcsonhatast (15. abra, bal oldali panel). A
keresztrezisztencia mértéke azonban rendkivil valtozatosnak bizonyult, az enyhe 2-szeres
minimalis gatléd koncentraciéd (MIC) névekedéstsl az akdr 128-szoros MIC ndvekedésig
széles palettan mozgott (16. abra). Az erds keresztrezisztencia kolcsonhatds nem
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korlatozédott az azonos, vagy hasonld hatdsmechanizmusu, azaz azonos osztalyba tartozé
antibiotikum parokra. A teljesen eltérd hatasmechanizmusu antibiotikum parok esetében
is megjelentek kiugréan er@s keresztrezisztencia kdlcsonhatasok, példaul a giraz gatlo
ciprofloxacinhoz (CPR) adaptaltatott populdcidk 48-68-szoros MIC névekedést mutattak a
sejtfal szintézist gatlé cefoxitinnal (FOX) szemben.

mantibiotikum osztalyon belul

mantibiotikum osztalyok kozott

0.8

0.6

04

Az esetek hanyada

0.2

0.0 -

1<-5 5-20 20-128

Az adaptalt vonalak relativ MIC értékei

16. dbra. A keresztrezisztencia kblcsonhatdsok erésségének eloszldsa az azonos és
eltérd antibiotikum osztdlyokba tartozo antibiotikum pdrok esetében. A minimdlis
gatlo koncentrdcio (MIC) mérését E-teszttel végeztiik.

A keresztrezisztencia kolcsonhatasok erdsségének valtozékonysagdn tul jelentds
kilonbségeket lattunk a keresztrezisztencia kdlcsonhatdasok szamdaban is. Mig bizonyos
antibiotikumokhoz az adaptdcié minden esetben nagymérték(i multidrog rezisztencidhoz
vezetett, példaul a doxiciklin (DOX) vagy a fluorokinolonok (CPR, NAL) esetében; mds
esetben, példaul az aminoglikozidokndl (KAN, TOB) kizarélag az aminoglikozid
antibiotikumok kozott jelent meg keresztrezisztencia. Ahogy az varhatd volt, a késébbi
teljes-genom szekvenalds el6bbieknél multidrog efflux pumpa mutdcidkat azonositott,
mig az aminoglikozid-adaptdlt vonalak esetében egyedi, egyetlen masik antibiotikumra
sem jellemz6 rezisztencia mutacidkat mutatott ki, melyek részben az aminoglikozidok

szokatlan sejtbe jutasat tikrozik*'’.

Jelent8s kiulonbségeket talaltunk tehat abban, hogy egy adott antibiotikumhoz vald
adaptaciéo hany masik antibiotikummal szemben vezet keresztrezisztencidhoz (kimend
fokszdm a keresztrezisztencia halézatban). Hasonldan nagy kilénbségeket latunk azonban
abban is, hogy hany madsik antibiotikummal szembeni adaptacid vezet az adott
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antibiotikummal szemben rezisztencidhoz (bemené fokszdm a keresztrezisztencia
halézatban) (17. dbra). Ez utébbi szempontbdl a doxiciklint (DOX) és a nitrofurantoint
(NIT) 6sszehasonlitva azt lathatjuk, hogy mig doxiciklin (DOX) rezisztencidhoz szamos mas
antibiotikumhoz valdé adaptacid vezet, addig a tobb sejtfunkcidt egyidejlleg tamado
nitrofurantoinnal (NIT) szemben az 6sszes mas antibiotikumhoz adaptalt vonal minddssze
3%-a mutat keresztrezisztencidt. Mindekdzben a nitrofurantoinhoz (NIT) valé adaptacié
tobb antibiotikummal szemben is keresztrezisztencidhoz vezet. A nitrofurantoin (NIT) altal
mutatott érdekes mintazat hatterének megfejtéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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17. dbra. A keresztrezisztencia kblcsénhatdsok hdldzatdban szerepl6 12 antibiotikum
bemend és kimend fokszama.

A keresztrezisztencia gyakorisaga, er6ssége és gyors megjelenése megkérdéjelezhetévé
teszi az antibiotikumok kombindciéban torténd alkalmazasat. Bar a kombindcids terdpia
egyik f6 célja a rezisztencia kialakuldsanak elkerilése lenne®®, eddig a legfébb kutatasok
az antibiotikum pdrok kozotti fizioldgids kolcsonhatasokra fdkuszaltak. A sikeres
kombindcios kezelésnek azonban két kulcsfontossagu szempontja is van. Egyrészt a két
antibiotikum kozott kialakuld fiziolégids koélcsonhatas rendkivil fontos, hiszen két
antibiotikum erésitheti (szinergizmus), de éppen gyengitheti (antagonizmus) is egymas
hatdsat, azaz a kombinalt hatdsuk nagyobb vagy alacsonyabb lehet, mint ha a két

antibiotikum egyedi hatdsat 6sszeadnank?'®

. Ugyanilyen fontos szempont azonban az is,
hogy mennyire allnak rendelkezésre olyan mutacidk, melyek mindkét antibiotikummal
szemben egyarant rezisztenciat okoznak. Belathatjuk, hogy mindkét aspektus ugyanolyan

fontos, igy megvizsgaltuk, hogy vajon a keresztrezisztencia hdaldzatunk és egy az
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irodalomban rendelkezésre alld, nagy atereszt6képességli kombindcidos mérésen alapuld
fiziologids kolcsonhatas halézat™® kozott latunk-e barmiféle osszefiiggést. Mivel az
aminoglikozidok  egyaltalan nem  mutattak mas  antibiotikum  osztalyokkal
keresztrezisztencia kapcsolatot, valamint kiugréan sok szinergisztikus koélcsonhatdst
mutattak, igy valodszin(leg torzitottdk volna az eredményeinket, ezért ezeket kizartuk az
elemzésbdél. Az aminoglikozidok eltdvolitasat kovetéen sem a szinergisztikus, sem az
antagonisztikus antibiotikum parok nem mutattak feldusuldst keresztrezisztencia
kapcsolatokban (P=0.35, N=45, Kruskal-Wallis teszt) (18. dbra). Megallapithatjuk tehat,
hogy a fizioldgids és evolucids kdlcsonhatasok halézata kevés atfedést mutat egymassal,
igy a kombinacids terdpiadk fejlesztése soran mindkét tényez6t egyarant vizsgalni kell.

0.6
|

0.4

Keresztrezisztencia gyakorisaga

0.2

< | -
(=}

T T T
antagonizmus nincs kélcsénhatas szinergizmus

Fiziolégias kélcsénhatas tipusa
18. dbra. A keresztrezisztencia gyakorisdga a fizioldgids kélcsénhatdsok
fliggvényében.

V.7. A keresztrezisztencia kolcsonhatasokért részben a
parhuzamos evolicio felel

Annak ellenére, hogy az altalunk alkalmazott 12 antibiotikum az antibakterialis
hatdsmechanizmusok széles skaldjat fedi le, az adaptaciot kovetSé teljes-genom
szekvenalds soran a pdarhuzamos evollcié szdmos példajat talaltuk még tavoli
antibiotikum osztdlyok kozott is. Azt, hogy a parhuzamos evolucido széleskord
megjelenését az alkalmazott tdpoldathoz torténd adaptacié okozta, tobb okbdl is
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kizarhatjuk: egyrészt a parhuzamosan megjelen6 mutaciok altaldban fitnesz koltséggel
rendelkeztek az adott tdpoldatban antibiotikum-mentes kornyezetben; mdésrészt a
parhuzamosan megjelené mutdciok jelentds része mar jol ismert multidrog rezisztencia
génekben jelent meg'®1®?%299212 "Eren okokbdl kifolydlag feltételeztiik, hogy ezek a
széles korben elterjedt mutdciok jelentésen hozzajarulhatnak a keresztrezisztencia
kapcsolatok kialakuldsdhoz. Ennek a feltételezésnek a megalapozottsagat vizsgalva
el6szor is kiszamoltuk minden antibiotikum parra az dtfedé mutdcidk atlagos hanyadat az
adott antibiotikummal szemben adaptdltatott 5-5 parhuzamos vonalban, s ezdltal
meghatdroztuk az egyes antibiotikum parok mutacios profil hasonldsagat (19. abra).

AMP FOX CPR NAL NIT KAN TOB TET DOX CHL ERY TRM

..I..-I o hasonlosag

0.08 0.15 0.23 0.3 0.38

19. dbra. A 12 antibiotikum mutdcids profil hasonlésdga az antibiotikumonként 5-5
adaptdlt pdrhuzamos vonal teljes-genom szekvendldsa alapjan. A mutdcids profil
hasonlésdgdt az egyes adaptdlt térzsek k6zott a Jaccard-egyiitthatéval hatdroztuk
meg.

A mutaciés profil hasonlésaga még az azonos antibiotikummal szemben adaptdlt
parhuzamos vonalak kozott is igen valtozatos képet mutatott. Ez alapjan
megallapithatjuk, hogy bizonyos antibiotikumokkal szemben a lehetséges rezisztencia
mechanizmusok széles tarhaza allt rendelkezésre. igy példaul a nitrofurantoin-adaptalt
vonalakban az atlagos atfedés 16.5% volt a parhuzamos vonalak mutaciés profiljaban.
Mas antibiotikumokkal szemben azonban sokkal korlatozottabb evollciés lehet6ségek
alltak a kolibaktérium rendelkezésére, igy példaul a kloramfenikollal szemben is, hiszen a
mutacios profil hasonldsaga atlagosan 38% volt a kléramfenikol-adaptalt vonalak
esetében.

A mutdcids profil hasonldésagdnak a keresztrezisztencia gyakorisagdval mutatott
Osszefliggését vizsgalva azt taldltuk, hogy azok az antibiotikum parok, melyeknél a
mutaciés profil kevéssé volt hasonld, nagyon ritkdn mutattak egymadssal
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keresztrezisztencia kolcsOnhatast (20. dbra; Wilcoxon-féle el6jeles rang préba N=66,
P<10™® amennyiben a 0,01-nél kisebb mutacids profil hasonlésiggal rendelkezs
antibiotikum pdrokat vetjlik 6ssze az 6sszes tobbi parral). Ez a mintdzat nagymértékben,
de nem kizardélag az aminoglikozid-adaptalt vonalaknak kdszénhets, melyek mutacids
profilja szinte egydltalan nem fed at egyik mas antibiotikummal szemben adaptaltatott
vonallal sem, mikdzben keresztrezisztencia kapcsolataik is csak az osztalyon beliil
léteznek. Ennek ellenére az aminoglikozid-adaptalt vonalakat a tesztbdl kizarva is
szignifikdns Osszefliggést taldltunk a kevéssé atfed6 mutdcios profil és a
keresztrezisztencia hianya kozott (Wilcoxon-féle elGjeles rang préba N=45, P <0.005).
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20. abra. A mutdcids profil hasonlésdga dsszefiiggést mutat a keresztrezisztencia
gyakorisdgadval.

A pdarhuzamos evolucié és a keresztrezisztencia kapcsolatat tovabb vizsgalva 9 olyan
mutaciot valasztottunk ki tovabbi vizsgalatra, melyek egy vagy tobb adaptalt vonalban
megjelentek az antibiotikum adaptdcié soran (6. tablazat). A 9 kivdlasztott mutacié 7
olyan gén egyikét érintette, melyek szdmos parhuzamos vonalban hordoztak mutaciét, s
akar tobb, teljesen eltéré hatasmechanizmusu antibiotikummal szemben adaptdlédtak.
Emellett a 7 gén valtozatos molekuldris funkcidkat fedett le. A kivalasztott mutdcidkat a
kiinduldsi torzsbe kilon-kiilon visszaillesztve megvizsgdltuk az egyes mutaciok altal
onmagukban okozott rezisztenciat a 12 antibiotikum mindegyikével szemben. A mutacidk
altaldban enyhe, de hatdrozott rezisztenciat okoztak tébb antibiotikummal szemben is. A
visszavitt mutdcidk kozott szerepelt példaul a phoQ gén Gly384Cys aminosav
szubsztitucidja, mely gén egy kétkomponens( szabalyozé rendszer tagja és a sav stresszel,
valamint az alacsony Mg”* ion koncentracidval szembeni tolerancidért felel. Bar a phoQ
gén mutacioi trimetoprim (TRM)- és nitrofurantoin (NIT)-adaptalt vonalakban jelentek
meg, mutdcidja a legtobb vizsgalt antibiotikummal szemben legaldbb enyhe rezisztenciat
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okozott, s kifejezetten er8s rezisztenciahoz vezetett a folsav szintézist gatld trimetoprim
mellett a sejtfal szintézis gatlé (AMP, FOX) antibiotikumokkal szemben is. A nagymértéki
keresztrezisztencia mellett a 9 vizsgalt mutaciobdl 6 jart szignifikans fitnesz koltséggel

antibotikum-mentes kdrnyezetben®®°.

Tovabbi koltséget jelentett az 0Osszes vizsgalt
rezisztencia mutdcié szdmdra, hogy tobb antibiotikummal szemben is jarulékos
érzékenységhez vezettek. A trkH gént érint6 Thr350Lys aminosav szubsztitucidt vizsgalva
példaul azt taldltuk, hogy ez a mutacid drasztikus fitnesz koltséggel jar antibiotikum-
mentes kornyezetben, mikézben az aminoglikozidokon kivil (melyekkel szemben a trkH
gén mutdcioi megjelentek) minden mas vizsgalt antibiotikummal szemben nagymérték
jarulékos érzékenységhez vezet. A trkH gén Thr350Lys mutacidja tehat egy rendkivil
koltséges mddja az aminoglikozid rezisztencia elérésének, mely jelentésen csokkenti a
baktérium fitneszét szamos mds, aminoglikozid-mentes kdrnyezetben. A részletesebben
vizsgdlt 9 egyedi mutdcid keresztrezisztencia profilja szignifikdnsan hasonlit az ezeket a
mutacidkat hordozé adaptalt vonalaknak a keresztrezisztencia profiljara (62%-os atfedést
taldltunk szemben a véletlen alapjan vart 45%-os atfedéssel, randomizacids teszt N = 144,
P = 0.002). Megallapithatjuk tehat, hogy ezek a mutacidk jelent6sen hozzajarulnak az
adaptalt vonalaknal megfigyelhet6 keresztrezisztencia kdlcsénhatasok kialakuldasahoz.

6. tablazat. A 9 egyedi mutdcio fitnesz kéltsége, valamint keresztrezisztencia és
jarulékos érzékenység hdlozata.

relativ MIC valtozas antibiotikumok,
relativ fithesz - 50s 30s melyekkel
. antibiotikum s_ejtfal_ giraz .| riboszéma |riboszoma | . fol_sa\{ . |aminogliko |szemben az
cn | aminosav | hianyaban | SEMEZS | cqg  |SOKrEW| o gvség | alegység | PIOSEINEZIS |0k 166 sora
gen gatlok g ayseg gyseg gatiok adaptacio soran
csere gatlok gatlok mutécio jelent
dott
tstandard | \yp | Fox |CPR|NAL| NIT |CHL| ERY |DOX|TET| TRM |ToB|KAN[T<J 8Z8c@
error génben
mprA | Arg110Leu | 0.99£0016 | 1.0 | 1.0 | 0.8 14 |10 15 |09 ] 1.0 1.0 0.8 | 0.9 |NIT, NAL
marR | ValsaGlu | 0.95 + 0.008* 10 13 1.0 | 1.0 (AMP, CHL, CPR,
DOX, NAL, TET
envZ | Ala396Thr | 0.90 = 0.007% | 1.7 10| 09 |10 12 |08 |13 0.8 MP, CPR, ERY,
FOX, NIT, TET
envZ | Val241Gly | 0.87 + 0.030* 08| 10 |15/ 186 1.0 0.8 MP, CPR, ERY,
FOX, NIT, TET
soxR | Leut39 | 07220023 |12 | 1.0 | 1.3 14 1.1 1.8 CFE’“F; ERY, NAL,
phoQ | Gly384Cys | 0.94 + 0.032* 17| 13 |07 | 10 |11 | 14 |10 |13 14 | 14 [N, TRM
trkH | Thr3soLys | 0.57 + 0.011* 0.8 0.8 0.9 kAN, TOB
gyrA Ser83Leu 1.02:£ 0025 [ 1.0 | 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 | 1.0 1.0 1.0 | 1.0 |CPR, NAL
ayrA | Asp87Gly | 104+ 0006 |18 1.3 09 |10| 10 |08 10 10 14 PR, NAL
* szignifikans fitnesz kilonbség (p<0.05, N=14, t-teszt)
L] L] L] o » Pl L] rd
V.8. Az antibiotikumok sajatossagainak hatasa a

keresztrezisztencia kolcsonhatasok kialakulasara

Azzal a céllal, hogy kideritsiik hogy az egyedi antibiotikum tulajdonsagok hasonldsaga
mennyiben jarul hozza a keresztrezisztencia kapcsolatokhoz, dsszeallitottunk egy adatsort
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a 12 alkalmazott antibiotikum kémiai és funkciondlis jellemzG6ir6l, majd megvizsgaltuk a
kémia struktura és a hatasmechanizmus 0Osszefliggését a kialakult keresztrezisztencia
kolcsonhatdsokkal. Egyszer( valaszt adna a keresztrezisztencia kialakuldsanak okara az, ha
a keresztrezisztencia f6éleg azon antibiotikumok kozott jelenne meg, melyek ugyanazt a
sejtbéli alrendszert tdmadjak. Ezzel szemben az adaptdlt vonalak t6ébb, mint fele nem
tartalmazott a célgénben mutdciot, igy a keresztrezisztencia széleskorl elterjedéséért
eleve nem felelhetnek kizardlag az azonos célgénben bekdvetkezett mutaciok. Raadasul a
keresztrezisztencia kdlcsonhatdasok 88%-a olyan antibiotikumok kozo6tt jelent meg, melyek
eltéré sejtbéli célponttal rendelkeznek. Ezen el6zetes ismereteinkkel 6sszhangban, a
kémiai struktura hasonldsaga (Tanimoto-hasonldsag, mely az egyes szerkezeti motivumok
megléte vagy hidnya alapjan készit kémiai ujjlenyomatot minden egyes antibiotikumrdl,
majd ezeket az ujjlenyomatokat veti 6ssze’?!) csak minimalis dsszefiiggést mutatott a
keresztrezisztencia kdlcsonhatasok megjelenésével (21. abra; Spearman r = 0,4, P < 1073,
N = 66). Raadasul ez az elhanyagolhaté hatds teljesen megszlnik, ha kizarjuk az
elemzésbdl az aminoglikozid-adaptalt vonalakat (Spearman r = 0,21, P = 0,17, N = 45).
Nem meglepS, hogy az aminoglikozid-adaptalt vonalak ilyen er6sen befolyasoljdk az
Osszefliggés mértékét, hiszen az aminoglikozidok kémiai hasonldsaga a tobbi 10
antibiotikummal minimalis, mikdzben kizardlag egymassal mutatnak keresztrezisztencia
kolcsénhatdst.
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P TR
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a keresztrezisztencia gyakorisaga
a keresztrezisztencia gyakorisaga
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0.0

T T T T
<0.1 0.1-02 >=0.2 0.2 0.4 06 0.8 1.0
kémiai hasonl6sag kémiai hasonlésag

21. abra. A kémiai hasonldsdg szinte egydltaldn nem mutat dsszefliggést
a keresztrezisztencia gyakorisdgadval.

Ezt kovet6en megvizsgaltuk azt is, az antibiotikumok hatasmechanizmusbeli hasonldsaga
hogyan befolydsolja a keresztrezisztencia koélcsénhatdsok megjelenését. Az
antibiotikumok hatasmechanizmusanak profiljat kozvetett moddon, a koélibaktérium
rezisztomja’?® alapjan készitettiik el. A kélibaktérium rezisztémjat azok a gének alkotjak,
melyek befolydsoljdk a baktérium antibiotikum érzékenységét, igy megfelel§ pontossaggal
kovetkeztethetiink bel6le az adott antibiotikum hatdsmechanizmusara®?. A kdlibaktérium
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rezisztdmjanak megallapitasdhoz a mar kordbban ismertetett, Girgis és munkatarsai altal
elkészitett nagy ateresztéképességii kemogenomikai vizsgalat eredményeit™®® hasznaltuk
fel. Az adatsor felhasznaldsaval készitettik el az egyes antibiotikumok egyedi
kemogenomikai profiljat, mely profil az 6sszes olyan koli gént tartalmazza, melyek az
adott antibiotikummal szemben befolydsoljdk az érzékenységet. Korabban pedig mar
elkészitettik az egyes antibiotikumok mutacids profiljat az adaptdlt vonalakban mutaciét
hordozé gének listdja alapjan. Antibiotikum pdronként a hordozott mutdcidk
hasonlésagat 6sszevetve a kemogenomikai profil hasonldsagaval azt talaltuk, hogy azon
antibiotikum parok, melyek jelent6s atfedést mutattak a kemogenomikai profiljukban
egymashoz nagyon hasonld mutacidkat is szereztek a laboratériumi adaptacio soran (22.
abra, bal oldali panel; Spearman r = 0,67, P < 10°, N =36), és gyakran mutattak
keresztrezisztencia kdlcsonhatdst is (22. dbra, jobb oldali panel; Spearman r = 0,78, P <
107, N = 36). Fontos kiemelni, hogy ezek az eredmények megmaradtak akkor is, ha azon
antibiotikum parokat kizarjuk az elemzésbdl, melyek azonos sejtbéli célponttal
rendelkeznek (Spearman r = 0,59, P < 103, N =33; valamint Spearman r = 0,73, P < 107,
N=33). Hasonldéan valtozatlan az eredmény, amennyiben az aminoglikozid-adaptalt
vonalakt hagyjuk ki az elemzésbdl (Spearman r = 0,57, P < 0.005, N = 28; valamint r = 0,75,
P < 107, N = 28). Megallapithatjuk tehat, hogy bar a kémiai hasonldsag nem, a
kemogenomikai profil hasonldsag jelent6s mértékben befolydsolja, hogy az adott
antibiotikum par kozott kialakul-e keresztrezisztencia kdlcsonhatas.
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22. dabra. A hasonlé kemogenomikai profillal rendelkezé térzsek jelentés dtfedést
mutattak a laboratdriumi evolucid sordn szerzett mutdcidkban (bal oldali panel),
valamint gyakran mutattak keresztrezisztencia kélcsénhatdst (jobb oldali panel).
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V.9. A multidrog rezisztens baktériumok Achilles-sarka, azaz a
jarulékos érzékenység

Az eddigi eredményeink tdrgyaldsa soran bebizonyitottuk, hogy akdr egyetlen
antibiotikumhoz adaptalddva is megjelenhet multidrog rezisztencia, hiszen az adaptacié
szamos keresztrezisztencia kolcsonhatashoz vezet. Legaldbb ennyire fontos, vagy taldn
még izgalmasabb azonban az érme masik oldala. A keresztrezisztencia kialakuldsaval
parhuzamosan ugyanis bizonyos mas antibiotikumokkal szemben még érzékenyebbé,
hiperérzékennyé valhat az adaptalédd baktérium. Ezt a jelenséget nevezziik jarulékos
érzékenységnek (collateral sensitivity). A jarulékos érzékenység kdlcsonhatas meglepGen
gyakorinak bizonyult vizsgalatunkban, ahol az 6sszes lehetséges antibiotikum par 35%-a
mutatott hiperérzékenységet legaldbb az egyik irdnyban (15. dbra, jobb oldali panel).

A jarulékos érzékenység kolcsonhatds megjelenése nagyban fligg az egyes antibiotikumok
hatdsmechanizmusatdl. Egyetlen esetben sem figyeltiink meg jarulékos érzékenységet
olyan antibiotikum parok kozott, melyek azonos hatadsmechanizmussal rendelkeznek. A
jarulékos érzékenység kialakuldsa és az antibiotikum parok hatdsmechanizmusbeli
eltérése kozotti Osszefliggésnek részletesebb elemzéséhez a keresztrezisztencia
hatterének vizsgalatakor (a Girgis és munkatdrsai kemogenomikai szlrésének
eredményei'® alapjan Iétrehozott) antibiotikumonkénti kemogenomikai profilt
hasznaltunk. Az egyes antibiotikumok kemogenomikai profilja azon gének készletét
tartalmazza, melyek az adott antibiotikummal szemben befolydsoljdk a baktérium
érzékenységét. A jarulékos érzékenységi kolcsonhatdsok tulnyomd része olyan
antibiotikum parok kozott jott létre, ahol a kemogenomikai profilban elhanyagolhaté volt
az atfedés (N=120, Mann-Whitney U-test P<10-5) (23. abra). A jarulékos érzékenység
tehat olyan antibiotikum pdrok kozo6tt hajlamos megjelenni, melyeknek
hatasmechanizmusa jelentés eltérést mutat.
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23. abra. A jdrulékos érzékenységet mutato antibiotikum pdrok kemogenomikai
profiljai k6zott elhanyagolhato az dtfedés.
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Az antibiotikum osztdlyok ko6ziil az aminoglikozidok szembed6tléen sok jarulékos
érzékenységi kdlcsonhatdst mutatnak, az 6sszes jarulékos érzékenységi kdlcsonhatas 44%-
anak egyik tagja aminoglikozid. Az aminoglikozid-adaptalt vonalak szinte az dsszes tobbi
vizsgdlt antibiotikummal szemben hiperérzékenynek bizonyultak, kdztik a sejtfal szintézis
gatlékkal és szamos protein szintézis gatlé antibiotikummal szemben is (24. abra). A
megfigyelt jarulékos érzékenység altaldaban 2-10-szeres minimalis gatld koncentracio
(MIC) csokkenést jelentett. Egy korabbi, a jarulékos érzékenység (collateral sensitivity)
fogalmat elséként hasznalé tanulmanyban® hasonlé mértéki MIC véltozasrdl szamoltak
be. Ez a valtozas ardnyos a kiilonb6z6 multidrog efflux pumpa mutansok esetében leirt, 2-
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antibiotikum osztalyok szama,

melyekre hiperszenzitivitast mutat
24. abra. Az egyes antibiotikum osztdlyokkal szemben adaptdltatott vonalak
hiperszenzitivitdsa a tébbi antibiotikum osztdllyal szemben.

V.10. Tobbszintii mechanizmus az aminoglikozid rezisztencia
hatterében

Az antibiotikum rezisztencia 3 legelterjedtebb mechanizmusa: 1) az antibiotikum
inaktivacidja az azt mddositani képes enzimek tultermelése dltal, 2) az antibiotikum
célpontjanak moddositasa, 3) a membran permeabilitds csokkentése, vagyis az
antibiotikum membrdnon valé atjutdsanak a nehezitése. Az antibiotikum membranon
vald atjutdsa igazi kuridzum az aminoglikozidok esetében a kismolekulds antibiotikumok
kozott, hiszen passziv diffizié helyett a baktérium membranpotencialjat felhasznalva,
aktiv felvétellel jutnak az aminoglikozidok a sejtbe. Az aminoglikozid rezisztencia 0sszetett
mivoltat sugallja, hogy az aminoglikozid-adaptdlt vonalak jéval tébb, atlagosan 11,4
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mutaciéra tettek szert, mint a tobbi antibiotikummal szemben adaptdlt vonalak,
melyekben atlagosan 5,65 mutdcidt tudtunk azonositani.

Az aminoglikozidok kozvetlenil a riboszdmat tdmadjak, am a fehérje szintézist nem
gatoljak, ehelyett misztranszlacidhoz vezetnek. A misztranszlacié folyomanyaként hibas
membran fehérjék késziilnek, melyeknek fontos szerepe van az aminoglikozidok altal
kivaltott oxidativ stresszben és azt kdvetd sejthaldlban®. Az aminoglikozidok sejtbejutésa
aktiv respiracidt, azaz membranpotencidlt igényel®’. Az aktiv respiracidhoz pedig
szikséges a citokrémoknak és a légzési lanc tobbi komponensének a megfeleld
mikodése®. Ahhoz, hogy feltarjuk, mely egységeit érintik mutaciok az aminoglikozid-
adaptalt vonalakban ennek az 6sszetett mechanizmusnak, utvonal feldusulasi analizist®*®
végeztlink.

Az Utvonal feldusuldsi analizis feltarta szamos bioldgiai folyamat fellil reprezentdltsagat az
aminoglikozid-adaptdlt vonalak altal felhalmozott mutdacidk kozott. A varakozasainknak
megfelel6en az egyik f6 szelekcidés célpont a transzlacids gépezet volt. A transzlacids
gépezet résztvevGi kozott egyarant hordoztak mutdciot riboszémalis fehérjék (RpslL),
elongacios faktorok (FusA) és tRNS szintetdzok. Tovabba szdmos olyan gén is mutdciot
hordozott, melyek a membran transzport folyamatokban, a foszfolipid bioszintézisben,
valamint a sejtmembran és a sejtfal homeosztazis fenntartdsdban vesznek részt.
Kuriozumként a mutaciét hordozd gének kozott szerepelt mind az oligopeptid
transzporter OppF, melynek kulcsszerepe van a sejtfal fehérjék Gjrahasznositasaban, mind

a kétkomponensii, membran stressz vélaszt szabalyozé CpxAZ*°

. A poliaminok, mint a
putreszcin és a spermidin, bioszintézise szintén érintve volt. Ezek a molekuldk csékkentik
az aminoglikozid stressz kovetkeztében intracelluldrisan termel6dé reaktiv oxigén gyokok

215 &s ezaltal csokkentik a fehérje és DNS karosodas mértékét®. Ezen felil a

termel6dését
mutaciét hordozd gének kozott igen elterjedtnek bizonyultak a kdzvetlen vagy kozvetett
modon a membran elektrokémiai potencidljat befolyasolé gének. Ezen gének termékei
részt vesznek az oxidativ foszforilacioban, a proton-kdlium szimportban (TrkH), az
oxigénkot6 hem bioszintézisében (HemA), valamint a citokrdm terminalis oxidaz
komplexben (CyoB, CyoC). Emellett gyakran hordoznak mutacidt az elektronszallitoként a
respirdcids elektrontranszport lancban résztvevé fehérjék is (IspA és a Nuo fehérje
komplex), melyek hatdssal vannak a kinon készlet (quinone pool) alakuldsara is. Ez utébbi
csoportnak a legvaldszinlbb a kdzponti szerepe a jarulékos érzékenység kialakuldsaban,
mar csak azért is, mert minden aminoglikozid-adaptalt vonal hordozott legalabb egy
mutaciot ebben az alrendszerben.
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V.11. Az aminoglikozid-adaptalt vonalak mutacidoinak kettos
hatasa a membran permeabilitasra

Az aminoglikozid-adaptalt vonalak altal hordozott membranpotencidlra hatassal levd
mutaciék mind az aminoglikozidok 4&ltal kivaltott oxidativ stressznek, mind az
aminoglikozidok felvételének a mértékét hivatottak csokkenteni. Azt feltételeztik
ugyanakkor, hogy ez a csOkkent membranpotencidl megnoveli szamos mas
antibiotikummal szemben az érzékenységet. Feltételezésiink egyik alappillére, hogy az
aminoglikozidok  egyediladlldé mddon proton motoros erét igényelnek a

sejtbejutashoz?*’2%.

Feltételezésliink masik alappillére pedig, hogy szamos mas
antibiotikum aktiv effluxa szintén proton motoros erét igényl folyamat®®®. Ezen
ismeretek alapjan egy olyan modellt javasoltunk, mely szerint a kdlibaktérium a gyors,
kismértékl aminoglikozid rezisztencia eléréséhez drasztikusan lecsokkenti a
membranpotencidlt. Az ehhez sziikséges rezisztencia mutacidk pedig jarulékos hatasként
jelent6sen csokkentik a f6bb proton motoros er6 fliggd efflux pumpak mikodését (25.
abra). Modellink megalapozottsagdnak tovabbi alatamasztast ad az a korabbi két
kisérletes munka, mely kimutatta, hogy a CCCP (mely az oxidativ foszforilacid kémiai
gatloszere) csokkenti az aminoglikozidok sejten beliili felhalmozédasat®’, de emellett

valészinileg noveli az intracellularis felhalmozdddasat szamos mas antibiotikumnak™®.
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25. abra. Az aminoglikozid-adaptdlt vonalak jarulékos érzékenységét okozo
mechanizmus sematikus dbrdzoldsa. Az abrdan haszndlt réviditések:
aminoglikozidok (AG), nem-aminoglikozid antibiotikumok (nonAG), kiilsé
sejtmembrdn (OM), belsé sejtmembrdn (IM).
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Els6é bizonyitékunkat a modellben javasolt mechanizmus meglétére az aminoglikozid-
adaptalt vonalakban azonositott mutdcidk biztositottdk, melyek jelentés része
modosithatja kdzvetlen vagy kozvetett médon a baktérium membranpotencidljat (26.
abra). A mutacidt hordoz6 gének kozott szerepel példaul négy olyan gén (cyoB, ispA, nuoF
és nuoE) melyek figyelemre mélté tulajdonsdgokon osztoznak: 1) a funkciondlis
kapcsolatuk az elektron transzporthoz irodalmi adatokkal aldtdmaszthato, 2) az ezekben a
génekben megfigyelt mutacidk 57%-a frame-shiftet vagy in frame stop kodont okoz, tehat
valdszinlileg nem mUkodd, hibds fehérjék termel6déséhez vezet, 3) ezen gének delécidja
a kemogenomikai adatsor alapjan ndveli az aminoglikozid rezisztenciat, mig mas
antibiotikumokkal szemben érzékenyit.
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26. abra. Az aminoglikozid-adaptdlt vonalak jarulékos érzékenységét okozo
mechanizmus hdtterében azonositott mutdciok. Az abrdn haszndlt réviditések:
aminoglikozidok (AG), kiilsé sejtmembrdn (OM), belsé sejtmembradn (IM).

A megfigyelt mutdcidkon tul tovabbi két biokémiai vizsgalat is aldtdmasztotta az altalunk
javasolt modellt. Elsé |épésként megmértiik, hogy az aminoglikozid-adaptdlt vonalakban
valéban csokkent-e a membranpotencial. A membrdnpotencialt a dietiloxakarbocianin-
jodid (DiOC2) membranpotencial indikator fluoreszcens festék segitségével hataroztuk
meg'®*. Modelliinket eredményeink maximalisan aldtdmasztottak: a membranpotencial
jelentésen csokkent az aminoglikozid-adaptdlt vonalakban (27. abra, bal oldali panel).
Tovabbi bizonyitékként az aminoglikozid-adaptalt vonalak emelkedett intracellularis
Hoechst 33342 fluorescens festék felhalmozdéddast mutattak (27. abra, jobb oldali panel),
mely vagy a megnovekedett porin aktivitassal, vagy az efflux pumpak csokkent
mikodésével magyarazhat6™®. (A Hoechst 33342 festék a sejtbe jutva a DNS-hez kétve ad

ki detektdlhatd fluorescens jelet, igy a sejtbeli felhalmozéddsa microtiter lemez
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leolvasoval egyszerlien nyomon kovethetd. A festék a porin csatornakon jut a sejtbe és a
multidrog efflux pumpdk (pl.: AcrAB-Tolc) szubsztratjaként aktiv effluxszal tud tavozni
onnan.) Az aminoglikozid-adaptalt vonalakkal szemben a tobbi antibiotikum osztaly
tagjaihoz adaptalt vonalak csokkent Hoechst 33342 felhalmozédast mutattak a kiindulasi
torzshoz képest. Ez utédbbi mintdzat 6sszhangban van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy a
nem-aminoglikozid antibiotikumokhoz adaptalt vonalakban rendkivil elterjedtek az
AcrAB-Tolc multidrog efflux pumpa expresszidjat befolydsolé mutaciok.
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27. abra. Az aminoglikozidokhoz (AG) és a nem aminoglikozidokhoz (nonAG) adaptalt
vonalak relativ membrdnpotencidlja (bal oldali panel), valamint az egyes
antibiotikumokkal szemben adaptdltatott vonalak membrdn permeabilitdsa (jobb oldali

o 20 °

V.12. A trkH gén egyetlen pontmutacidja is széleskori jarulékos
érzékenységhez vezet

A legkozvetlenebb bizonyitéka az egyes mutaciok kettés hatdasanak a membran
permeabilitdsra azon vizsgalatainkbdl kdvetkezik, melyeket a trkH gént érint6 mutaciot
hordozé egyedi mutdns trkH* torzson végeztiink, mely a trkH gént érint6 pontmutaciot
leszamitva a vad tipusu kiindulasi torzzsel azonos genotipussal rendelkezik. A TrkH a
kalium ionok felvételével jarul hozza a megfelel6 membranpotencial kialakitdsahoz.
Mutacidi a szekvenalt aminoglikozid-adaptalt vonalak 64%-aban megtalalhatéak voltak.
Az egyik ilyen azonositott mutacid egy az ioncsatorndhoz kozel esé aminosavban okozott
szubsztituciét (T350L), ezért ezt a mutaciot valasztottuk ki visszaillesztésre és a jarulékos
érzékenység molekularis hatterének részletesebb feltérképezésére. A visszaillesztett
mutacié dnmagaban is enyhe aminoglikozid rezisztencidhoz vezetett, mikézben szamos
mas antibiotikummal szemben novelte a jarulékos érzékenységet (5. tablazat és 28.
abra).
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28. abra. A trkH* egyedi mutdns térzs keresztrezisztencidt mutat az aminoglikozidokra
(példdul a tobramicinre, TOB), mig jdarulékos érzékenységet mutat szamos mds
antibiotikumra (példdul a nalidixsavra, NAL és a tetraciklinre, TET).

A trkH* egyedi mutans torzs csokkent membranpotencialja, valamint megnovekedett

Hoechst festék felhalmozasa alatdmasztotta elméletiinket, miszerint a proton motoros

erd all a negativ csereviszony (trade-off) hatterében (29. abra). Tovabbi megerdsitésként

a kalium ion felvétel egyik regulatorardl mar korabban leirtdk, hogy befolydssal van mind

a membrdanpotencial, mind a multidrog érzékenység mértékére®”.
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29. dbra. A trkH* egyedi mutdns térzs membrdnpotencidlja jelentésen csékkent (bal

oldali panel) és valdsziniileg ezzel dsszefiiggésben a membrdn permeabilitdsa megnétt
(jobb oldali panel).
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V.13. A jarulékos érzékenység részben az AcrAB efflux
rendszerhez kotheto

A legfrissebb rendszerszintl kutatdsok sokat foglalkoztak a legf6ébb antibiotikum
transzporterek szubsztrat specificitasaval delécids, valamint overexpresszids kdnyvtarakat

tesztelve az antibiotikumok széles palettajaval szemben'8018230231

. Sajat eredményeinket
a kordbbi kemogenomikai vizsgdlatokkal Osszevetve azt taldltuk, hogy az
aminoglikozidokkal szemben jarulékos érzékenységet okozd antibiotikumok 75%-a
egyben az AcrAB efflux pumpa rendszer szubsztratja is. Ennek az efflux pumpa
rendszernek az overexpresszidja a kolibaktérium esetében egyike a leggyakoribb
multidrog rezisztencia mechanizmusoknak, overexpresszidja szamos antibiotikummal és
detergenssel szemben okoz rezisztenciat, ellenben aminoglikozidokkal szemben
nem'%!892% A sejtmembranon keresztil huzédé proton elektrokémiai potencial

gradiens a hajtéereje az AcrAB pumpa altali antibiotikum effluxnak.

Ezen tények alapjan feltételeztiik, hogy az AcrAB efflux rendszernek kulcsszerepe van a
jarulékos érzékenységi mintazat |étrehozasaban, melyet munkdnk sordn megfigyeltink.
Pontosabban feltételeztilk, hogy a membranpotencialt jelentésen csokkenté mutacidk
jelenléte miatt az AcrAB efflux rendszer az aminoglikozid-adaptalt vonalakban feltehet6en
nem mdkodik. Ennek a feltételezésnek a tesztelésére megvizsgaltuk az AcrAB efflux
rendszer m(ikodését a trkH és cyoB géneket érinté mutdcidk jelenlétében és hianyaban.
Mint arrél kordbban mar értekeztem, ezen gének gyakran hordoztak mutaciét az
aminoglikozid-adaptalt vonalakban, valamint azt is be tudtuk bizonyitani, hogy ezekben a
vonalakban a membranpotencial valéban jelent6sen csékkent. Vizsgalatainkhoz egy olyan
tobbkdpias (multicopy) plazmidot alkalmaztunk, mely a kolibaktérium AcrAB
189 Egy

korabbi tanulmany mddszerét kovetve a plazmidot betranszformaltuk a kiindulasi torzsbe,
189

transzportert kédold génjeit hordozza, az azoknak megfelel6 nativ promdterekke
valamint az aminoglikozid rezisztens, mutdns torzsekbe Az igy kapott torzsek
érzékenységét négy olyan antibiotikummal szemben teszteltiik, melyek az AcrAB efflux
rendszer ismert szubsztratjai. Azt talaltuk, hogy azon torzsek, melyekbdl hidnyzott az
AcrAB efflux rendszer, fokozott érzékenységet mutattak mind a négy antibiotikummal
szemben, a membranpotencialt érinté mutaciok jelenlététdl figgetlenil (30. dbra). Az
AcrAB overexpresszidos plazmid mind a négy antibiotikummal szemben szignifikdns
rezisztenciat biztositott a vad tipusu kiindulasi torzsben, azonban ugyanez a plazmid
sokkal enyhébb rezisztenciat tudott biztositani a mutaciét hordozé torzsekben. Ezek az
eredmények azt bizonyitjak, hogy azon mutaciék, melyek az aminoglikozid rezisztencidhoz
a membranpotencidl csékkentésén keresztll jarulnak hozza, megnovelik az adott
baktérium érzékenységét szamos mas antibiotikummal szemben, mivel akadalyozzak az
AcrAB efflux rendszer m(ikodését.
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30. dbra. Az AcrAB efflux pumpa deléciéjanak (AacrB) és tultermelésének (pUCacrAB)
hatdsa vad tipusu (kontroll) és aminoglikozid-rezisztens (trkH*, TOB3) hdttérben.
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VI. Az eredmények megvitatasa

A nagy ateresztGképességl laboratériumi evollcids kisérletet, teljes-genom szekvenalast,
valamint az azt koveté funkciondlis analiziseket kombindlva feltérképeztik a
kdlibaktérium keresztrezisztencia, valamint jarulékos érzékenység haldzatat, majd
részletesen korbejartuk a f6bb mechanizmusokat melyek a megfigyelt evollcids
kdlcsonhatdsi mintazatokhoz vezettek. Eredményeink alapjan az aldbbi konklizidkat
vonhatjuk le:

ElGszor is, bemutattuk, hogy az egyetlen antibiotikum okozta szelekciés nyomds hatasara
spontan felhalmozdddé mutdciok is befolyasoljdk a sejt érzékenységét szamos mas
antimikrobialis szerrel szemben is. Emellett azt is lathattuk, hogy az egyes antibiotikumok
kozott jelent6s kilonbségek lehetnek mind a rezisztens populdcidk noévekedésének
gatldsdban, mind a multidrog rezisztencia kialakulasanak segitésében. Az egyes
antibiotikum parok kozotti keresztrezisztencia kapcsolatok szinte teljesen fliggetlenek
voltak attdl, hogy a két antibiotikum szinergisztikusan hat-e kombinacidban

219232 " foy megallapithatjuk, hogy az evolcids és a fizioldgids kélcsonhatasok

alkalmazva
halézatat eltér6 mechanizmusok wuraljdk. Mivel az evolluciés és a fizioldgias
kolcsdnhatasok egyarant befolyasolhatjak hosszu tavon az evolucids Utvonalat™ és ezéltal
a kombinacids terapias alkalmazas sikerét is, a két haldézat kombinacidja kilondsen

informativ lehet a jovGben az Uj antimikrobialis stratégiak fejlesztése soran.

Masodszor, a parhuzamos evolucio jelentés mértéket oltott az eltérd antibiotikumokkal
szemben adaptalt vonalak kdzott is, annak ellenére is, hogy az antibiotikum rezisztencia
és a keresztrezisztencia hatterében allé molekuldris mechanizmusok nagy valtozatossagot
mutattak. Munkdnk soran tobb olyan gént is azonositottunk, melyeknek bizonyos
mutdcidi szamos antibiotikummal szemben biztositottak rezisztenciat. Tobb esetben is
(phoQ, envZ, soxR és trkH) ezen mutacidk a multidrog rezisztencia kialakuldasaban és
fenntartasaban beto6ltott szerepének a megértéséhez tovabbi, klinikai izolatumokkal
végzett vizsgalatok szlikségesek. Vdrakozasainkkal ellentétben még azok a mutdcidk is
képesek voltak szamos mas antibiotikummal szemben befolydsolni az érzékenységet,
melyek az adott antibiotikum célpontjat érintették. A fluorokinolon antibiotikumokhoz
adaptalt vonalak példdul szinte minden esetben hordoztak magukban egy, a
topoizomerazt kodold gyrA gént érint6é mutaciét. Ezen mutacidk egyike, az A87G
aminosav szubsztiticidhoz vezet6 pontmutdcid tobb mas hatdsmechanizmusu
antibiotikummal szemben is megvaltozott érzékenységhez vezetett. Ennek oka
feltételezhet6en az, hogy a mutdciot hordozé GyrA a DNS szupertekeredést (supercoiling)
befolydsolva a globalis stressz valasz Utvonal expresszidjara is hatassal van®*?. Tovabbi
meglepetést okozott, hogy tobb olyan mutdciét is azonositottunk, melyek 6nmagukban is
jarulékos érzékenységhez vezettek tébb antibiotikummal szemben is, ezzel bemutatva,
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hogy a negativ csereviszony (trade-off) elterjedt jelenség az antibiotikumok okozta
21,234-236

szelekcids nyomas alatt is
Harmadszor, a megfigyelt mutacidk 27%-a vezetett feltehetéen mikodésképtelen vagy
hibasan m(kodsd fehérjék termelédéséhez. Mikdzben a funkcidvesztéses mutaciok
potencidlis szerepe az antibiotikum rezisztencia evolucidban mar kordbban s

103,237,238 " 3 mi munkank bizonyitotta elészor a funkcidvesztéses mutaciok mas

felmerilt
mutacidkhoz viszonyitott szerepét a genomi mutdciok altal torténé adaptacid soran. A
gyakorisagukat és a potencidlis el6nyos hatasukat figyelembe véve a funkcidvesztéses

s .7 . . . R e s .1 2
mutdcidknak kiemelten fontos szerepe lehet a rezisztencia evolucié kezdeti fazisadban.

Negyedszer, az antibiotikumok kozotti keresztrezisztencia gyakorisdga és a
kemogenomikai profil hasonldsaga kozott erés Osszefliggést taldltunk. A rendszerszint(
kemogenomikai tanulmanyok tehat nem csupdn az antibiotikum hatdsmechanizmusok
feltérképezésében®®, hanem a rezisztencia evolucié altaldnos iranyvonalainak
megértésében is segitséglinkre lehetnek.

Osszegezve az eddig targyalt eredményeket, vizsgalataink bemutattak, hogy a rezisztencia
evolucidt rendkivil pleiotrép mutacidk uraljdk. A pleiotrop hatasu mutacidk széleskori
elterjedése arra utal, hogy a keresztrezisztencia jelensége sokkal altalanosabb, s tobb, az

241 valéban, az altalunk

antibiotikumoktdl fluggetlen stressz kornyezetre is kiterjedhet
azonositott mutaciot hordozd gének készletében feldusulast mutatott tobb olyan
kolibaktérium gén is, melyek a toxikus fémekkel (példaul réz és nikkel) és a
detergensekkel szembeni érzékenységet is befolyasoljak. Azon tanulmanyokat alapul
véve, melyek a nehézfém szennyezés és az antibiotikum rezisztencia mintazatok kozotti
osszefliggéseket vizsgaljak a természetben?®?, a jovSbeni kutatasoknak feltétlendl ki kell
majd térnie arra is, hogy laboratériumi kortilmények kozott megvizsgalja, milyen gyakran
és milyen mechanizmusok altal valdsul meg a nehézfémekre és az antibiotikumokra
torténd egylttes szelekcid. Rendkiviil fontos lesz tovabbd azt is megvizsgalni, mennyire
konzervdltak a keresztrezisztencia kolcsonhatdsok az egyes baktérium fajok kozott,
kilonos tekintettel a patogén baktériumokra. Emellett fontos jovébeni célunk a
horizontalis géntranszfer altal szerzett rezisztencia kolcsonhatasok konzervaltsaganak
feltérképezése is. Mivel szamos adaptalt vonal mutatott jelent6s fitnesz koltséget
antibiotikum-mentes tdpoldatban, fontos tovabbi célunk megvizsgalni, hogy az elérhetd
kompenzaciés mutacidok milyen mértékben tudjak a rezisztencia koltségét ellensulyozni.

Munkank masodik felében bemutattuk, hogy a jarulékos érzékenység jelensége igen
gyakori. Kiilonésen érdekesnek bizonyult, hogy az aminoglikozid-adaptalt vonalak szinte
az Osszes tobbi antibiotikummal szemben fokozott érzékenységet mutattak (2-10-szeres
csokkenés a minimalis gatld koncentraciéban). A teljes-genom szekvendlds tobb,
egylttesen megjelend aminoglikozid rezisztencia mechanizmus megjelenését tarta fel.
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Ahogy az vdarhatd volt, a legf6bb célpontjai a mutdcidknak a transzlaciés gépezet, a
membrdn transzport, a foszfolipid szintézis, valamint a sejtmembran és sejtfal
homeosztazisat fenntartd gének voltak. Meglepé médon azonban szdmos olyan mutdciot
is talaltunk, melyek a membran elektrokémiai potencialjat fenntarté géneket érintette.
Fontos megjegyezni, hogy ezekhez hasonlé mutdciok jelenlétét mar leirtak klinikai
izolatumokban, valamint mas kisérletes munkdkban is***. Az elektrokémiai potencialt
érinté mutaciodk altaldban a klinikumban egy jellegzetes fenotipus, a kis koldnids varidnsok
(small colony variants, SCV) megjelenéséhez vezet. Az SCV fenotipust mutatd fert6zések
kiilonosen veszélyesek, mivel lassu novekedésiiknek koszonhetGen sokaig képesek
perzisztdlni a szervezetben és ezzel visszatérg, krdnikus fert6zéseket hoznak létre?®,

A trkH mutacié aminoglikozid rezisztencidban bet6ltott szerepét vizsgalva megerdsitettik,
hogy az aminoglikozid rezisztencia elérhet6 a a proton motoros eré csokkentése altal
is?1%% Jelen munkankban azt is bebizonyitottuk, hogy a proton motoros eré csékkenése
all az aminoglikozid-adaptalt vonalak jarulékos érzékenysége mogott, részben a proton
motoros erdtdl fliggd f6 multidrog efflux pumpak miikodésének akadalyozottsaga miatt.
Még az egyik legjelentésebb multidrog efflux pumpa, az AcrAB pumpa overexpresszidja is
csak igen enyhe, jelentéktelen mértékl rezisztenciat tud biztositani olyan genetikai
hattéren, mely a proton motoros erét nagymértékben lecsokkentette. A proton motoros
er6tol fuggo efflux pumpdk a klinikumban gyakran horizontalis géntranszfer altal jutnak a
sejtbe, és kritikus szerepik van a multidrog rezisztencia kialakulasaban és gyors

228245296 Epbél kifolydlag rendkivill

terjedésében szamos bakterialis fert6zés esetében
széleskorli haszna lehet annak a megfigyelésiinknek, hogy a genomi mutéaciok altal
biztositott rezisztencia mechanizmus akar akadalyozhatja is a plazmidokon terjedd efflux
pumpak mikodését. Ez alapjan pedig a rezisztencia egy antibiotikummal szemben nem
csupan jarulékos érzékenységet okozhat mas szerekkel szemben, hanem befolydsolhatja a

hosszutavy alkalmazkodasi képességet is™.

Osszefoglalva, jarulékos érzékenységi vizsgalataink f6bb eredményei azt mutatjak, hogy a
sejten bellli antibiotikum koncentraciét meghatdrozé fobb tulajdonsagok az
aminoglikozid és nem aminoglikozid antibiotikumok esetében ellentétes iranyban
képesek a vdltozasra. Természetesen az altalunk felvdzolt mechanizmus minden
valdszinliség szerint nem az egyetlen mechanizmus, amely az aminoglikozid-adaptalt
vonalak jarulékos érzékenységének a hatterében all. Az altalunk felvazolt mechanizmust
azonban mind a kemogenomikai, mind a kisérletes, mind pedig az irodalmi eredmények
teljes mértékben alatdmasztjak. Egy tovabbi érdekes mechanizmus lehet példaul az
elongdcios faktort kédolé fusA gént érint6d mutacidk kovetkezményeinek vizsgdlata. A
fusA gén mutacidja rendszeresen megjelent az aminoglikozid-adaptalt vonalainkban.
Korabbi vizsgdlatokban mar kimutattdk, hogy a fusA gén mutaciéi Salmonella
baktériumban nagyobb érzékenységet okoztak mas antimiktobidlis szerekkel szemben,
mikozben meglepd médon, ezek a mutacidk is csokkentették a hem bioszintézist,
valamint a respiracids aktivitast®*.
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Altalanossagban elmondhatjuk, hogy a valtozatos kérnyezetekben megfigyelheté genomi
szint(i adaptdcid fitneszben mérheté kovetkezményeinek a megértése tovabbra is az

evolucidbiolégia egyik fontos kihivdsa marad®¥’

. A legujabb informatikai eszkozok és
laboratdriumi technikdk lehet6vé teszik, hogy a genomi evollcid bizonyos aspektusait
elére jelezhessiik**®. Az ebben a munkaban bemutatott munkafolyamat 6tvézi a kisérletes
evolucid, a rendszerbioldgia valamint a genomika mddszereit. Hasonlé vizsgalatok
folytatasaval kozelebb kerilhetlink az evoluciés csereviszonyok (trade-off) hatterében

meghuzédd mechanizmusok altalanos szabdlyszerlségeinek megértéséhez.
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VII. Gyakorlati kovetkeztetések: lehetoségek a multidrog
rezisztencia megfékezésére

A jelenleg hasznalt antibiotikumok egyre nagyobb mértékben veszitik el hatékonysagukat
a multidrog rezisztencia terjedésének koszonhetSen. Az Uj antimikrobidlis szerek
kifejlesztése tehat rendkiviil siirgés lenne, azonban az antibiotikum fejlesztés az utdbbi
években lelassult, zsakutcaba jutott. A rezisztencia gyors megjelenése miatt az
antibiotikum fejlesztés gazdasagilag nem kifizet6d6 befektetés. Ennél is nagyobb
probléma, hogy szinte az 6sszes ma hasznalatban 1év6, valamint a fejlesztés alatt allé
antibiotikumok nagy része is az 1940-es, 1960-as években azonositott antibiotikumok
szarmazéka; rendkiviil kevés az Uj hatasmechanizmussal rendelkezd, Uj kémiai strukturan
alapuld gyogyszer, gyogyszerjelolt.

Ennek kovetkeztében az Uj antibiotikumok fejlesztése mellett elGtérbe keriilt olyan
stratégidk kifejlesztése, melyekkel egyrészt késleltethetnénk a rezisztencia megjelenését
az Uj fejlesztési szerekkel szemben, masrészt a mar meglévé antibiotikum eszkdztarunkat
lennénk képesek ismét hatékonyan alkalmazni a multidrog rezisztens fert6zésekkel
szemben. Ezen stratégiak alapjaul kett6 vagy tobb antibiotikum egyittes kombinalt vagy
ciklikusan valtott alkalmazasa szolgalhat.

A kombinacids stratégiak (tehat ketté vagy tobb gyogyszer egyittes alkalmazasa) mar
igen elterjedtek szamos fert6z6 megbetegedés, példaul HIV, malaria vagy akar
tuberkuldzis esetében, azonban bakterialis fert6zések kezelésére rendkivil ritka a

249251 A kombinélt alkalmazashoz azonban

kombinacios terapia alapveté alkalmazasa
tobb fontos feltételnek is teljestilnie kell. Egyrészt rendkivil el6ny6s, ha az egylttesen
alkalmazott szerek felerdsitik egymds hatasat, azaz szinergizmust mutatnak. A
szinergizmus altal maximalizalhatdé a baktériumok elpusztitdsdanak hatékonysaga,
mikozben csokkenthet6 az alkalmazott dozis és ezdltal a mellékhatdsok is
mérsékelhet6ek. A szinergizmus bizonyos esetekben akdr a multidrog rezisztens
fert6zésekkel szemben is hatékonnya teheti olyan szerek kombinacidjat, melyek egyedi
alkalmazdsa hatéstalan. Onmagdban azonban a szinergizmus nem biztositja az
antibiotikumok hosszutavd alkalmazhatésagat, hiszen nem akaddlyozza meg a
rezisztencia kialakuldsat. Ahhoz, hogy a rezisztencia kialakulasa késleltethetd legyen, egy
masodik feltételnek is érvényesiilnie kell: az alkalmazott antibiotikumoknak reciprok
jarulékos érzékenységet kell mutatniuk egymas iranyaba. A reciprok jarulékos
érzékenység esetében a rezisztencia mutacidk tobbsége csak az egyik alkalmazott
antibiotikumra biztosit rezisztenciat, mikézben a masik antibiotikummal szemben még
tovabbi hiperérzékenységhez vezet. A jarulékos érzékenység ezdltal képes
megakaddlyozni a rezisztencia mutacidk elterjedését a populacidban, és igy késlelteti a
rezisztencia megjelenését. Mivel kutatdsunkban nem taldltunk 0&sszefliggést a
szinergizmus és a jarulékos érzékenység megléte kozott, ezért kiemelten fontos a

75



kombindcios terdpiak fejlesztésekor mindkét jelenség atfogd vizsgdlata, hiszen mind a
szinergizmus, mind a jarulékos érzékenység kulcsfontossdgl a kombinacié hosszutavu
alkalmazhatésaganak szempontjabdl®2°.

A jelen munkankat kovet6en tobb tanulmany is aldtdmasztotta a jarulékos érzékenység
klinikai hasznosithatdsagat. A maldria parazita Plasmodium falciparium esetében példaul
bemutattak, hogy egy erGs szinergizmust és jarulékos érzékenységet mutatd Uj gyégyszer
paros egyuttes alkalmazasa hogyan tudta meggatolni a rezisztencia kialakulasat in vitro
evolucids kisérletben'®. A szinergizmus és a jarulékos érzékenység hatdsat a rezisztencia
evolucidra késGbb rendszerszinten is vizsgaltak: a kélibaktériummal 5 antibiotikummal és
azok kombindacidival szemben végeztek laboratériumi evoluciét®®. Varakozasainknak
megfelel6en a kisérletben nem talaltak 6sszefliggést a fizioldgids (szinergetikus, additiv,
antagonisztikus) kdlcsonhatas és a kialakult rezisztencia mértéke kozott, rdadasul maguk a
fiziolégids kolcsénhatasok is véltoztak az evolucid sordn®®. Ezzel szemben a jarulékos

k*°. Ezek az

érzékenység robusztus elGrejelzGje volt a rezisztencia evolucid lelassuldasana
in vitro eredmények is igazoljak tehat, hogy habar a szinergizmus segithet a patogének
gyorsabb kiirtdsaban a kezelés kezdetén, a rezisztencia evollcid sebességét leginkabb a

jarulékos érzékenység megléte befolyasolja.

Egy masik lehetGség a jarulékos érzékenység hasznositasara két vagy tobb antibiotikum

27206 A ciklikus alkalmazds kulcsa, hogy bér az

ciklikus, id6ben valtott alkalmazasa
onmagaban alkalmazott antibiotikumra a kezelés soran kialakulhat a rezisztencia, a
kovetkez6 ciklusban a jarulékos érzékenységet mutatd antibiotikum kiirtja a rezisztens
baktériumokat a populaciobdl. Egy a ciklikus kezelésekre iranyuld in vitro kutatasban
szamos reciprok jarulékos érzékenységet mutaté antibiotikum part azonositottak, majd
bebizonyitottak az antibiotikum pdarok egyikét ciklikusan alkalmazva, hogy az azt alkoté
antibiotikumokat felvaltva alkalmazva hosszutavon a rezisztencia mindkét antibiotikumra
elkeriilheté®’. Egy maésik kutatdsban rovid, 1 napos véltasokat alkalmaztak a jarulékos
érzékenységet mutatd antibiotikum par tagjai kozott, s ezaltal sikeresen gatoltdk a

22 A ciklikus terdpidk tehat szintén jelentdsen

rezisztencia mutacidk elterjedését
hozzajarulhatnak a  jov6ében az  antibiotikum  rezisztencia  kialakuldsanak

megakaddlyozdsahoz.

Habdr az utdbbi években hatalmas elGrelépések torténtek a jarulékos érzékenység
vizsgdlatdban, szdmos kérdés maradt még nyitott. Mivel a legtébb rendszerszintd
vizsgdlat felépitésébdl addddan egyetlen modell térzsre tud fokuszalni, a jarulékos
érzékenység fajok kozotti konzervaltsagardl nincsenek ismereteink. Az aminoglikozid
antibiotikumok és az antimikrobialis peptidek jellegzetes és egyben rendkivil hasonlé
sejtfelvételi mechanizmusa arra enged kovetkezteteni, hogy eredményeink
egyetemesebb érvényliek lehetnek®?. Legaldbb 3 olyan fehérjében (ArnC, SbmA, TrK)
azonositottunk mutacidkat, melyek befolyasolhatjdk az antimikrobialis peptidekkel
szemben érzékenységet. Ezen fellil a hem bioszintézis Utvonal mutdciéi Salmonella torzs
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esetében rezisztenciat biztositanak mind a kis peptidekkel, mind az aminoglikozidokkal
szemben, mikézben névelik az érzékenységet mas, nem aminoglikozid antibiotikumokkal
szemben®**. Az antimikrobialis peptidek bevonasa a jarulékos érzékenységi vizsgalatokba
jelent6sen megnovelheti az ismert reciprok jarulékos érzékenységet mutatd
antimikrobialis szer kombinacidk szdmat és ezdltal segitheti a minél hatékonyabb
kombindcios terdpiak kidolgozasat.

Legutolsdsorban, fontos megemliteniink munkank hidnyossdgait. Egyrészt, szamos
jarulékos érzékenység kolcsdnhatds, melyben az aminoglikozidok nem érintettek,
magyardazatra var. Masodsorban, munkank szinte teljes mértékben mell6zte a horizontdlis
géntranszfer altal szerezhet6é mutdciok vizsgalatat. Harmadrészt, klinikai rendszerszintd
vizsgdlatok hidnydban nincs tudomasunk a klinikai izoldtumokban megfigyelhet6 proton
motoros er6t modositdé mutacidk gyakorisagardl. Ez utdbbi okbdl az altalunk részletesen
leirt jarulékos érzékenység kolcsonhatas kozvetlen terdpias kovetkezményeit nem all
maodunkban targyalni. Tovabbra is ellentmonddsos, hogy vajon két antibiotikum egyiittes
vagy valtakozo alkalmazasaval lassithaté-e hatékonyabban a rezisztencia kialakuldsa®*>2.
A fenti stratégiak sikerességét valdszinlleg a valasztott antibiotikumok mibenléte,
valamint a koztik fenalld fizioldgias és evollcios kdlcsonhatdsok (keresztrezisztencia vagy

jarulékos érzékenység) rendkiviili médon befolyasoljak.
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Koszonetnyilvanitas

ElGszor is szeretném megkoszonni témavezetémnek, P4l Csabanak a lehet6séget, hogy a
csoportjaban dolgozhatok, a problémakor felvetését, a kéziratok megirdsaban nyujtott
segitségét, a stabil és inspirdlé munkakornyezetet, és hogy minden lehetGséget megadott
arra, hogy a maximumot hozzam ki magambodl.

Kilon koszonettel tartozom korabbi mentoromnak, Lazar Viktérianak a nagy
ateresztOképességli kisérleti protokollok kifejlesztéséért, valamint hogy mindig
szamithattam és a mai napig szamithatok segitségére és tanacsaira.

Halds koszonettel tartozom a projekt Osszes résztvevGjének a kisérletekben, a
kiértékelésben és a kéziratok megirasaban nyujtott segitségéért:

e Lazar Viktdrianak és Hrtyan Monikanak a projekt alapjaul szolgdlé nagy
ateresztGképességli mérési protokollok kidolgozdsaért és optimalizalasdért;

e Meéhi Orsolyanak, Bogos Baldzsnak és Csorgd Balintnak a molekularis bioldgiai
madszerekben nyujtott segitségilikért. Kiilon halaval tartozom nekik, amiért bar
tobbnyire eltér6 projekteken dolgoztunk, mégis barmikor és barmiben
szamithattam a segitségiikre, tandcsaikra és otleteikre;

e Lazar Viktéridnak, Fekete Gergelynek, Szappanos Baldzsnak, Gyorkei Addamnak,
Gajinder Pal Singh-nek, Busa-Fekete Roébertnek és Kégl Baldazsnak az
adatelemzésben nyujtott segitségiikért és munkajukért;

e Kollaboratorainknak: Nagy Istvannak, Horvath Baldzsnak és Voros Andreanak a
teljes-genom szekvendlds elvégzéséért és az adatok részletekbe mend
kielemzéséért;

e Valamint Papp Baldzsnak és Pal Csabanak a projekt koordindlasaért, a
mentordlasért és a kézirat megirasaban nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom tovabba a Kisérleti Evollcidbioldgiai Csoport és a Szamitégépes
Rendszerbioldgiai Csoport Osszes jelenlegi és volt tagjanak, amiért mindig fordulhattam
hozzajuk kérdéssel, kéréssel és szamithattam a segitségilikre, barmilyen probléma is
adddott a labor munka vagy az eredmények kiértékelése soran. Kilon készondm volt és
jelenlegi ,szobatarsaimnak” a vidam légkort, az inspirdlé otleteket és a folyamatos
batoritast.

K6szondm az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontnak a doktori 6sztondijat, valamint Pal
Csabanak az ERC (H2020-ERC-2014-CoG) és GINOP EVOMER (GINOP-2.3.2-15-2016-
00014) palyazatokbdl nyujtott anyagi tdmogatast.

Kdszéndm Kereszt Attilanak és Kovacs T. Akosnak, hogy elvéllaltak a dolgozatom biralatat
a hazi védésre és észrevételeikkel hozzajarultak, hogy egy valdban koherens, olvasmanyos
dolgozat keriiljon nyomtatasra.

Végezetiil k6szondm a csalddomnak, hogy mindig hittek bennem, mellettem 3alltak és
tdmogattak, még akkor is, amikor a disszertacid megirdsa alatt hosszu hetekig tébbnyire
csak fizikailag voltam jelen az otthonunkban.
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Osszefoglalas

A multidrog rezisztens baktériumok terjedése egyre éget6bb problémat jelent az
egészségligy szdmdra napjainkban. A kezelhetetlen multidrog rezisztens fert6zések,
melyekkel szemben egyetlen jelenleg alkalmazott antibiotikum sem hatdsos, a
kozeljovében a vezet6 haldlokok kozé keriilhetnek. Ezt a rendkivili problémat felismerve
az Egészséglgyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) 2017-ben egy olyan
prioritdsi listdt adott ki, mely azokat a multidrog rezisztens baktériumokat sorolja fel,
melyekre a legslrget6bb megoldast talalni mind az alapkutatds, mind az alkalmazott
kutatas, gyogyszerfejlesztés szintjén. Az Enterobacteriaceae baktériumokat, melyek kozé
az altalunk vizsgalt koélibaktérium is tartozik, a lista legmagasabb prioritasu, kritikus
csoportjaban tlintették fel. Kiemelten fontos tehat megérteniink, miként befolydsolja a
kdlibaktérium mas antibiotikumokkal szembeni érzékenységét a kérokozod alkalmazkoddsa
egy meghatarozott antibiotikumhoz. Azaltal ugyanis, hogy a baktérium rezisztenciat
szerez, tehat alkalmazkodik egy adott antibiotikumhoz, mas antibiotikumokkal szemben is
megvaltozik érzékenysége, megnbhet rezisztencidja (keresztrezisztencia), vagy akar
érzékenyebbé, hiperérzékennyé is valhat (jarulékos érzékenység).

A keresztrezisztencia és jarulékos érzékenység kialakulasanak hatterében allé molekularis
mechanizmusok és altalanos torvényszerlségek rendszerszint(i feltérképezésének céljaval
nagy atereszt6képességl evollcios kisérletbe kezdtiink 12 széles korben alkalmazott,
valtozatos  hatdsmechanizmusokkal rendelkez6 antibiotikummal szemben. A
kolibaktérium az evollcios kisérlet soran a 12 antibiotikum egyikének egyre novekvé
koncentrdcidjaval taldlta szemben magat. A kisérlet soran mind a 12 antibiotikummal
szemben nagymérték(, klinikai szintl rezisztencidt sikerilt elérnliink. A kialakult
rezisztencia hatterében all6 genetikai moddosuldsokat Ujgenerdcids teljes genom
szekvenaldsi modszerrel térképeztik fel, majd a rezisztens kolibaktériumok érzékenységét
a tobbi 11, szamukra ismeretlen antibiotikummal szemben programozhaté automatizalt
laboratériumi eszkdzok segitségével deritettik fel. Az érzékenységi szlirés alapjan
felvazoltuk a kolibaktérium keresztrezisztencia és jarulékos érzékenység haldzatat a 12
vizsgalt antibiotikumra.

A keresztrezisztencia kapcsolatok hatterében felfedezhet6 altaldnos torvényszerliségeket
vizsgdlva azt talaltuk, hogy a multidrog rezisztencia kialakulasa akar egyetlen alkalmazott
antibiotikum mellett is rendkivil gyakori. Az altaldnosan elterjedt nézettel szemben tehat
nem feltétele a multidrog rezisztencia megjelenésének az, hogy a baktérium tobbféle
antibiotikummal is talalkozzon. Bemutattuk tovabba, hogy az alkalmazott antibiotikumtol
fliggetlenll az esetek tulynomod részében konvergens molekularis evolucid figyelheté
meg. Az eltér6 antibiotikummal szemben megjelen6 mutaciék konvergenciajahoz
jelent6sen hozzdjarult, hogy az adaptalt vonalak tobb mint fele a célpont mutacidja nélkiil
ért el nagymértékd rezisztenciat. A megfigyelt mutdcidk 27%-a raadasul inaktivaciohoz
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vezet, ami azt sugallja, hogy az antibiotikum rezisztencia részben 0j funkciok megjelenése
nélkdl is elérhetS. Tovabbi érdekesség, hogy rendszeresen jelentek meg adaptiv mutdciok
olyan génekben, melyeket nem lehet ismert antibiotikum rezisztencia mechanizmushoz
kotni. Ezek a mutdcidok tulnyomodrészt transzkripcidét szabdlyozé fehérjéket kddold
génekben jelentek meg és feltehet6en a stresszvalasz utvonalak transzkripcios
Ujrahuzalozdsa (re-wiring) altal biztositanak rezisztenciat. Bar a transzkripciot szabalyozé
fehérjéket kddold géneket érinté mutacidk esetében magatdl érteté6dd, hogy széleskord
pleiotrép hatasokra szamithatunk, azonban a pleiotrép hatasok kdzel sem korlatozédtak a
mutaciét hordozd gének ezen csoportjara. Az egyik legmegdobbent6bb példank, hogy
még a fluorokinolonok célpontjanak, a DNS girdznak egy bizonyos kanonikus mutacidja is
jelent6sen befolyasolta a baktérium érzékenységét szamos nem-fluorokinolon
antibiotikummal szemben. Ezen eredményeink is aldtamasztjak tehat, hogy a multidrog
rezisztencia terjedésének megfékezése igen Osszetett feladat, s az egyik legalapvet6bb
|épés az antibiotikumok felel6s hasznalatanak szigoru szabalyozasa lenne.

A mar széleskorben elterjedt multidrog rezisztens baktériumok megfékezésére és az Uj
rezisztencia mechanizmusok megjelenésének megakadalyozdsara jelenthet megoldast a
jarulékos érzékenység altaldnos torvényszer(iségeinek feltérképezése és a jelenség
kiaknazasa a klinikumban. Az altalunk felvazolt jarulékos érzékenység haldzatbdl lathato,
hogy a jarulékos érzékenység a keresztrezisztenciahoz hasonléan igen elterjedt jelenség.
A halozatbdl kiemelkednek az aminoglikozid antibiotikumok, melyek barmelyikéhez
alkalmazkodva a baktérium szinte az 0Osszes tobbi antibiotikummal szemben
hiperérzékennyé vialt. Az aminoglikozid-adaptalt vonalakban vonalanként atlagosan 11,4
mutaciét azonositottunk, mig a tobbi antibiotikummal szemben vonalanként atlagosan
5,65 mutdcié jelent meg. Az aminoglikozidokkal szemben tehdat sokkal Gsszetettebb
mechanizmusok sziikségesek az adaptacidhoz, tobbek kozott sziikségesnek bizonyult a
membranpotencidl csdkkenésének elérése valtozatos mutaciok kombindacidja altal.
Feltételezésliink szerint a membranpotencidl csokkenése jelent6sen hozzajarul a
megfigyelt jarulékos érzékenység kialakuldsdhoz azdltal, hogy ellehetetleniti a
membranpotencidl-fliggé f6 multidrog efflux pumpdk, példdul az AcrAB efflux pumpa
muikodését. Az aminoglikozid-adaptdlt vonalak jarulékos érzékenységének hatterében
azonositott evolucids csereviszony (trade-off) tehat azon alapul, hogy a baktérium nem
képes a membrdnpotencialjat mind az aminoglikozidokkal, mind a nem-aminoglikozid
antibiotikumokkal szemben egyarant optimalizalni, hiszen mig az aminoglikozid
rezisztencia alacsony membranpotencidlt, a nem-aminoglikozid antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia magas membranpotencialt igényel. Az altalunk részletesen feltart,
az aminoglikozid és nem-aminoglikozid antibiotikum kozo6tti jarulékos érzékenység
mechanizmusa az egyike az els6ként leirt jarulékos érzékenységi kdlcsonhatasoknak. Bar a
jarulékos érzékenység egy igen igéretes alapja lehet a kombindcids terdpias stratégiak
fejlesztésének, az erre épllé6 stratégiak kidolgozasat nagyban gatolja az ismert kétiranyd,
azaz reciprok jarulékos érzékenységet mutato antibiotikum parok elenyész6 szama.
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Kiemelten fontos eredménylink tovabba az u4j, antibiotikum kombindcios terapiak
fejlesztése szempontjabdl, hogy nem taldltunk Osszefliggést a fizioldgids és evollcids
kolcsonhatdsok kozott. Ahhoz, hogy a kombinaciés terapia, tehat két vagy tobb
antibiotikum egylttes alkalmazasa sikeres legyen, szdmos feltételnek kell teljesiilnie,
tobbek kozott megfelel6 fizioldgias és evolucidos kolcsonhatdst kell mutatniuk a
kombindcidban alkalmazott szereknek. A megfelel6 fiziolégids kdlcsonhatds azért fontos,
mert abban az esetben, ha a kombinacidban alkalmazott antibiotikumok felergsitik
egymas egyedi hatasat, tehat szinergizmust mutatnak, a kezelés hatékonysaga jelentésen
megnd, mikézben az alkalmazott dézis csokkenthets, s ezdltal a mellékhatasok is
mérsékelhetéek. Az evolucios kolcsonhatdsoknak ekdzben a kombinacié hosszutavu
alkalmazhatésdgdban van szerepe: az erfs, reciprok keresztrezisztencidt mutato
antibiotikumok egyittes alkalmazdsa ugyanis kimondottan a multidrog rezisztencia gyors
megjelenésére szelektdl, mig a reciprok jarulékos érzékenység minimalizdlhatja a
rezisztencia megjelenésének valdszinlségét. A jarulékos érzékenység esetében ugyanis a
kombinacidoban alkalmazott antibiotikumok egyikével szemben rendelkezésre allo
rezisztencia mutacidk tobbsége hiperérzékenységet okoz a madsik antibiotikummal
szemben és forditva, igy ezen rezisztencia mutaciok a két antibiotikum egyiittes
alkalmazasa sordn Osszességében olyan mérték( fitnesz hatranyt okoznak a baktérium
szamara, amely akadalyozza az elterjedésiiket a populaciéban. Mivel a fiziologids és
evolucids kolcsonhatdsok kozott nem talaltunk dsszefliggést, igy rendkiviil fontos, hogy az
Uj kombinacids terapiak alkalmazhatdsaganak vizsgalata kitérjen mind a fizioldgias, mind
az evolucios kolcsonhatdsok vizsgalatara, hiszen mindkét kolcsonhatas jelentdsen
befolydsolja az antibiotikum kombinacids terapias alkalmazasanak hosszutavu sikerét.
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Summary

The spread of multidrug-resistant pathogenic bacteria is an increasingly urgent public
health threat. The untreatable multidrug-resistant infections that are not sensitive to any
of the currently available antibiotics could soon become one of the leading causes of
death. In response to the increasing threat the World Health Organization (WHO)
published a priority list in 2017 containing those multidrug-resistant bacteria to which it is
crucial to quickly find a solution in basic and applied research as well as in pharmaceutical
development. The Enterobacteriaceae, including Escherichia coli (our model organism)
belongs to the highest priority group of the WHO list entitled ,Priority 1: CRITICAL”. Thus
it would be crucial to understand how sensitivity of Escherichia coli to different antibiotics
changes when acquiring resistance to a given antibiotic. Specifically, when bacteria
acquire resistance to a single antibiotic, susceptibility to other antibiotics is changing as
well. Susceptibility can either decrease to other antibiotics simultaneously, leading to
multidrug-resistance (or cross-resistance) or susceptibility can also increase, leading to
hypersensitivity (or collateral sensitivity).

In order to systematically investigate the molecular mechanisms and general patterns
behind the emergence of cross-resistance and collateral sensitivity, we started a high-
throughput evolutionary experiment towards 12 widely employed, conventional
antibiotics with diverse modes of action. During the evolutionary experiment, parallel
populations of Escherichia coli were facing increasing concentrations of one of the 12
antibiotics. By the end of the experiment we could reach a very high, clinically significant
level of resistance for all of the 12 antibiotics applied. Next, we investigated the genetic
background of resistance by a next-generation whole-genome sequencing protocol. The
susceptibility of all adapted lines was measured towards those 11 antibiotics which were
not encountered by the line beforehand by applying a programmable liquid handling
robotic system. Based on this susceptibility screen we were able to draw the map of
cross-resistance and collateral sensitivity interactions of Escherichia coli between the 12
antibiotics.

While investigating the general patterns behind cross-resistance interactions, we found
that even adaptation to a single antibiotic can frequently lead to multidrug resistance.
Thus contrarily to the common belief, encountering several antibiotics is not a criterion
for the development of multidrug resistance. In addition, we often found convergent
molecular evolution independently of the antibiotic applied. This result is less surprising if
we consider that more than 50% of the adapted lines reached high level of resistance
without acquiring a mutation in the target gene of the antibiotic. Moreover, 27% of the
observed mutations led to putative inactivation, which suggests that antibiotic resistance
could be partially established without acquiring novel functions. A further interesting
result is that we repeatedly found mutations in genes unrelated to known resistance
mechanisms. These mutations are mostly found in genes encoding transcriptional
regulators and presumably provide resistance through the transcriptional re-wiring of
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stress response pathways. Although widespread pleiotropic effects are evident in case of
mutations in genes coding for transcriptional regulators, pleiotropic effects were not
restricted to mutations in these genes. A striking finding of ours is that a canonic
mutation of the gene encoding DNA gyrase, that is the target of fluoroquinolone
antibiotics, influenced the susceptibility of E coli to many non-fluoroquinolon antibiotics
as well. These results support that restraining the spread of multidrug resistance is a very
complex task and thus the basic step would be the strict regulation and responsible
management of antibiotics.

Understanding the general patterns of collateral sensitivity and exploiting this knowledge
in the clinics could help our fight to stop the spread of multidrug-resistant bacteria as well
as to prevent the rise of new resistance mechanisms. Our networks of evolutionary
interactions suggest that collateral sensitivity is almost as frequent as cross-resistance.
From the network of collateral sensitivity, lines resistant to aminoglycosides stand out.
Adaptation to any of the aminoglycosides caused collateral sensitivity towards almost all
other antibiotics tested. We identified an average of 11.4 mutations per line in
aminoglycoside-adapted lines, while an average of 5.65 mutations per line were seen in
bacteria adapted to non-aminoglycoside antibiotics. These results suggest that adaptation
to aminoglycosides requires more complex resistance mechanisms, such as lowering the
membrane potential through the combination of a variety of mutations. We assume that
lowering the membrane potential significantly contribute to the observed collateral
sensitivity interactions by inhibiting the activity of the membrane potential dependent
major multidrug efflux pumps, like that of the AcrAB efflux pump. To summarize, the
evolutionary trade-off behind collateral sensitivity relies on the fact that bacteria cannot
optimize their membrane potential for both aminoglycoside and non-aminoglycoside
antibiotics, as while aminoglycoside resistance requires low membrane potential,
resistance to non-aminoglycoside antibiotics requires high membrane potential. This
mechanism of collateral sensitivity between aminoglycoside and non-aminoglycoside
antibiotics is the first collateral sensitivity mechanism that is described in details.
Although collateral sensitivity could be a promising basis for the development of
combination therapy strategies, the elaboration of these strategies is impeded by the
limited number of antibiotic pairs known to show reciprocal collateral sensitivity.

From the point of view of the development of novel antibiotic combination therapies
another important aspect of our work is that we did not see any correlation between the
physiological and evolutionary interactions. Therefore, to assure the efficiency of a
combination of two or more antibiotics; both physiological and evolutionary interactions
should be optimal. The optimal physiological interaction is synergism, when the two or
more antibiotics applied simultaneously strengthen each other’s individual effect, thus
increasing the efficiency of the treatment, while decreasing the dose applied and
therefore moderating the side-effects. Meanwhile, evolutionary interactions play a key
role in the long-term applicability of combinations: simultaneous application of antibiotics
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showing strong cross-resistance clearly selects for the fast evolution of multidrug
resistance. On the other hand, reciprocal collateral sensitivity can minimize the chances
of resistance evolution. When a combination of antibiotics showing reciprocal collateral
sensitivity is applied, most resistance mutations available for one of the antibiotics cause
hypersensitivity to the other and vica versa, and therefore most resistance mutations
have such high fitness cost for the bacteria in the presence of the combination that
prevents the spread of these mutations in the population. Due to the fact that we did not
find any correlations between the physiological and evolutionary interactions and both
kinds of interactions are of key importance for the applicability of a novel combination
therapy, it is a must to investigate both of these interactions before deciding on the
application of a novel combination therapy.
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Fiiggelék

1. fuggelék. Egyoldalu p-értékek a jarulékos érzékenység kapcsolatokra. A tablazatban

szerepl6, bootstrap elemzésbdl

szdrmazd p-értékek azt jeldlik, hogy az adott

antibiotikumra adaptdltatott 10 parhuzamos torzs egy csoportként szignifikdnsabban

rosszabbul nétt-e a tesztelt antibiotikum jelenlétében, mint a 10 adaptalt kontroll torzs.

A nagy atereszt6képességli antibiotikum érzékenységi sziirés fliggetlen kisérleti

futasokbodl szarmazé eredményeinek p-értékeit antiotikumonként Fisher-féle kombinalt

teszttel (Fisher's combined probability test) egyesitettiik.

Az érzékenységi sziirésben tesztelt antibiotikum

Az evolicioban

szerepld AMP CHL CPR DOX ERY FOX KAN NAL NIT TET TOB TRM
antibiotikum

AMP 0.997 : 0.695 1.000 : 0.251 : 0.676 : 0.999 : 0.000 : 0.847 : 0.001 : 0.825 : 0.000 : 0.853
CHL 0901 : 0.962 : 0.991 : 0984 : 0.678 : 0.799 : 0.404 : 0.966 : 0.000 : 0.964 : 0.056 : 0.925
CPR 0926 : 0.234 : 0.709 : 0.943 : 0.690 : 1.000 : 0.003 : 0.759 : 0.000 : 0.699 : 0.003 : 0.511
DOX 1.000 :{ 1.000 | 1.000 : 0.845 1.000 : 1.000 : 0.002 : 1.000 : 0.000 : 0.999 : 0.000 1.000
ERY 0.617 : 0.707 : 0.585 : 0.950 1.000 : 0.706 : 0.595 : 0.931 : 0.001 : 0.672 : 0.644 : 0.969
FOX 0994 : 0.957 : 0.983 : 0999 : 0.878 : 0.987 : 0.022 : 0.998 : 0.041 : 0.997 :@ 0.118 1.000
KAN 0.010 : 0.000 : 0.000 : 0.000 : 0.014 : 0.000 : 0.505 : 0.000 : 0.000 : 0.000 : 0.219 : 0.016
NAL 0.975 : 0.965 1.000 : 1.000 1.000 :{ 0995 : 0.519 : 0.999 : 0.095 : 0.996 : 0.678 : 0.742
NIT 0.661 : 0.701 : 0.998 : 0.170 : 0.437 : 0.999 : 0.006 : 0.990 : 0.429 : 0.644 : 0.000 : 0.674
TET 0.839 : 0.836 : 0.647 : 0999 : 0.630 : 0993 : 0.594 : 0.777 : 0.000 : 0.976 :@ 0.002 1.000
TOB 0.104 : 0.000 : 0.000 : 0.000 : 0.002 : 0.001 : 0.498 : 0.000 : 0.000 : 0.000 : 0.145 : 0.012
TRM 0.628 : 0.704 : 0.793 : 0.952 : 0.898 : 0.969 : 0.580 : 0.964 : 0.000 : 0.747 : 0.004 : 1.000
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2. fuggelék. A relativ fitnesz kilonbségek (RF) az adaptdlt kontroll torzsek és az

antibiotikum-rezisztens torzsek kdzott az egyes antibiotikumok jelenlétében. A negativ

értékek jarulékos érzékenységet jeleznek.

Az érzékenységi sziirésben tesztelt antibiotikum

Torzsek DOX | TET @ KAN | CHL = CPR  AMP NIT = ERY = NAL = FOX  ToB | TRwm A Antibiotikum-
mentes
TOB_1 039 | -034 | 027 -080  -003 049 | -102  -0.26 -025 034 @ NA | -0.79 -0.28
TOB_2 099 | 105 | 023 | 091 076  -0.41 | -1.07 078  -1.07 | 028 @ NA | -1.01 -0.60
TOB_3 091 | -101 | 019 -091 | 078 | -0.35 | -106 -0.88 @ -1.05 | 025 | NA | -1.04 -0.59
TOB_4 110 | 111 | 004 | 091 085  -0.88 | -1.07  -101  -1.06 | 089 = NA | -1.09 -0.61
TOB_S 041 | -095 | -020 -084 070 | 013 | -108  -096 -083 @ 035  NA | -1.13 -0.64
TOB_6 058 | -0.87 | -021 -095  -0.81 | -0.90 | -1.02 | -0.60 -074 @ 082 | NA | -1.02 0.62
TOB_7 0.90 | -0.94 | -025 -099  -0.88 | -1.10  -1.00  -046 -087 | -1.00 | NA | -0.98 -0.54
TOB_8 091 | -097 | 007 -090  -0.81 | -107  -0.96  -049 -087 i 099 | NA | -0.88 -0.46
TOB_9 -0.80 | -0.86 | -0.66 -101 079 | -1.03 | -0.93 = -0.60 -074 @ 097 | NA | -0.85 -0.58
TOB_10 | -0.65 | -0.85 | -048 = -101 @ -056 @ -090 | -0.92  -051 -077 | 075  NA | -0.79 -0.60
KAN_1 053 | -071 | NA  -093  -0.84 | -0.76 | -1.02  -0.58 -085 @ -0.61 @ -0.22 | -1.01 -0.57
KAN_2 078 | -100 | NA  -101 @ 071 | -1.01 | -0.97  -043 -079 | 098 | -0.31 | -0.87 -0.53
KAN_3 002 | -057 | NA  -103 022 | 011 | -097  -048 -039 @ 025 @ -0.19 | -0.63 -0.51
KAN_6 077 087 | NA | 085 -043  -0.70 | -090  -077 | -0.74 | 059 & -074 | -0.95 -0.48
KAN_7 083 084 | NA | -083 -042  -095 093 -069  -0.70 | -0.79 = -0.65 | -0.96 -0.48
KAN_8 090 091 | NA | -0.88 -065  -1.00 | -097 -073  -0.72 | -0.82  -0.62 | -0.99 -0.64
KAN_9 091 i 093 : NA | -086 -078  -101 | -098 -076 -0.75 | -0.81  -0.28 | -0.92 -0.55
KAN_10 | -074 -086 . NA  -098 -0.65  -085 -098 -046 @ -059 -083  -0.19 @ -0.95 -0.58
KAN_4 085 092 | NA | -1.02 -092  -113 | -097 -041 A -0.85 | -1.07  -0.20 | -0.93 -0.51
KAN_5 057 061 | NA | -099 -048 i -0.08 | -092 -036  -0.78 | -0.07  -0.18 | -0.80 -0.48
CPR_1 042 | 000 073 003 NA 033 : -035 003 025 048 @ -130 -0.48 -0.26
CPR_2 022 | -015 091 029  NA 030 : -0.44 i 095 003 . 035 @ -129 = -0.77 -0.38
CPR_3 054 | 034 076 024 @ NA = 055  -021 @ 015 027 : 061 -099 : 059 -0.34
CPR_4 028 | 025 072 012 | NA | 047 | -041 i 033 013 | 049  -090 | 023 -0.11
CPR_S 035 | 037 | -0.79 | 032  NA | -0.05 : 090 -042  -0.09 | 027 & -0.80 | -0.15 -0.53
CPR_6 048 | 008 032  -011  NA = 048 : -038 @ 038 035 : 055 -017 : 001 -0.09
CPR_7 027 | 017 097 020 NA 033 : -033 | 019 022 & 043 @ -069 -0.15 -0.23
CPR_8 028 012 : -112 . 084 NA | -051 | -067 007 @ -0.03 | 043 -083 & -0.09 -0.38
CPR_9 038 | 028 -103 009 @ NA 045 | -008 032 031 | 051  -065 021 -0.14
CPR_10 032 | 006 075 013 NA | 039 | -037 | 028 021 | 045 @ -1.10 = -0.56 -0.30
ERY 1 038 | 059 089 023 @ 047 034 064  NA = 038 : 024 -078 . 045 0.01
ERY 2 061 | 062 033 : 043 @ 024 049 029 F NA 053 : 049 022 & 071 -0.02
ERY_3 019 | -048 067  -064 010 -043  -036 NA = 024 i -0.86 -0.63 i 0.30 -0.17
ERY 4 049 | -057 001 | -0.12 026 -043 037 | NA | 010 | -066 021 | 027 -0.12
ERY 5 045 | 020 059 | -042 | 037 -035 -029 i NA | 047 | -0.86 @ -0.68 = -0.07 -0.07
ERY 6 062 | 049 035 023 @ 045 048 063 @ NA = 054 i 046 014 . 067 -0.15
ERY_7 029 | -011 009 027 @ 016 -031 : -050 . NA 044 = 012 @ -024 -0.92 -0.11
ERY 8 052 | 054 040 | 021 | 046 051 | -001 | NA 053 | 032 038 | 065 -0.11
ERY_9 053 | 027 | 004 | 064 037  -064 066 NA | -025 051  -012 | -0.15 -0.11
ERY. 10 | 032 037 | -0.08 042  -054 | 082 080 NA | -055 -028 i -0.33 | -0.60 -0.13
TRM_1 018 | 009 | -1.02 | 026 -048 i -0.34 | 075 -083 023 | 037  -093 . NA -0.20
TRM_2 057 | 048 009 001 | 048 035 : -0.10 i 061 040 & 024 @ 032  NA -0.06
TRM_3 024 | 036 002  -050 023 022 | -0.46 i 013 040 . 025 @ 029 @ NA -0.24
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Az érzékenységi sziirésben tesztelt antibiotikum

Torzsek DOX TET KAN CHL CPR AMP NIT ERY NAL FOX TOB TRM Antibiotikum-
mentes
TRM_6 0.61 0.25 0.08 0.10 0.35 0.50 : -0.47 | 0.44 0.49 039 | -0.34 NA 0.10
TRM_7 0.19 | -057 : 035 | -0.09 | -035 : 043 @ -094 : -057 | 0.53 0.38 | -0.18 NA 0.04
TRM_8 0.47 0.51 0.01 0.32 0.56 0.09 : -0.17 | 0.64 0.53 0.10 | -0.72 NA 0.20
TRM_9 0.39 0.56 | -0.60 : 0.27 0.55 0.05 : -0.57 | 0.69 0.33 043 | -0.84 NA 0.02
TRM_10 0.52 0.38 0.12 0.11 0.35 034 @ -0.22 | 054 0.49 0.47 | -0.57 NA 0.11
TRM_4 -0.83 | -0.03 | -0.01 : -0.37 | -0.06 : -0.18 : -0.34 : -0.09 | 0.26 0.16 : -0.45 NA -0.18
TRM_5 0.41 053 { -008 | -005 : 055 : -1.19 : -0.41 : 0.63 0.47 0.09 | -0.18 NA -0.35
TET_1 0.54 NA -0.78 | 0.09 0.33 047 @ -0.50 | 0.47 0.49 034 | -0.73 0.44 -0.22
TET_2 0.55 NA -0.40 | 0.15 0.30 045 : -0.75 | 0.41 0.41 0.37 | -0.61 i 0.52 -0.07
TET_3 0.53 NA -0.01 | 0.15 0.23 0.29 : -0.71 | 0.27 0.36 044 : -032 : 0.51 -0.30
TET 4 0.09 NA 0.07 0.01 0.42 029 : -0.06 : -1.41 | -0.73 : 0.38 | -0.30 : -0.16 -0.04
TET_S 0.48 NA -0.54 | 0.07 0.22 0.23 : -0.60 : 0.25 0.27 0.28 | -0.62 i 0.34 -0.01
TET_6 0.44 NA -0.12 | -0.03 | 0.13 0.24 : -0.64 | 0.23 0.15 0.28 | -0.45 : 0.60 -0.06
TET_7 0.58 NA -0.06 | 0.21 0.24 038 | -0.56 | 0.46 0.36 0.40 | -0.33 0.58 -0.16
TET 8 0.48 NA -0.20 | 0.15 0.34 038 : -0.69 : 0.47 0.33 036 : -0.39 : 0.61 -0.11
TET 9 0.25 NA -0.32 : 0.18 0.40 024 @ -058 : -0.79 : -0.68 : 0.41 @ -0.73 0.56 -0.13
TET_10 0.14 NA -0.19 | -0.16 : 0.02 : -0.17 | -091 : -0.50 : -0.55 : -0.01 | -0.73 : -0.52 0.13
DOX_1 NA 0.52 | -0.27 @ 0.48 0.72 0.59 | -0.68 | 0.46 0.59 0.54 | -0.96 : 0.66 -0.04
DOX_2 NA 047 | -0.25 @ 041 0.71 0.54 | -0.61 | 0.43 0.55 0.53 | -0.90 : 0.63 -0.25
DOX_3 NA 041 : -0.59 @ 0.33 0.66 048 : -0.79 : 0.42 0.41 040 : -0.96 : 0.61 -0.11
DOX_4 NA 0.55 : -0.75 @ 0.43 0.70 0.58 : -0.89 : 0.42 0.56 049 | -0.96 : 0.63 -0.06
DOX_5 NA 045 | -0.84 @ 047 0.74 0.57 | -0.65 | 0.41 0.50 046 @ -0.95 0.59 -0.17
DOX_6 NA 041 | -0.71 @ 0.46 0.70 048 | -0.83 | 0.40 0.44 0.53 | -0.87 : 0.66 -0.04
DOX_7 NA 044 | -0.54 @ 0.52 0.65 052 | -094 | 0.32 0.48 0.52 | -0.88 : 0.68 -0.05
DOX_8 NA 031 : -0.87 @ 0.35 0.65 041 @ -0.68 : 0.32 0.35 048 : -0.90 : 0.63 -0.11
DOX_9 NA 042 : -0.69 @ 0.40 0.66 053 | -0.94 : 0.44 0.44 0.55 : -0.96 : 0.55 -0.37
DOX_10 NA 045 | -045 @ 0.37 0.55 047 : -093 | 0.37 0.34 0.52 { -0.70 : 0.71 -0.47
NIT_1 -0.66 | -0.56 i -1.07 : -0.43 | 045 | -0.51 NA -0.66 : -0.05 : 0.20 | -1.03 : -0.91 -0.59
NIT_2 0.06 0.35 0.09 0.00 0.73 0.05 NA 0.26 0.54 047 | -0.79 i -0.17 -0.10
NIT 3 -0.72 . -0.07 : -098 : -032 ! 0.75 | -0.64 NA -0.87 : 0.52 0.60 : -0.98 : -0.49 0.02
NIT_6 0.35 042 : -0.07 @ -0.44 @ 0.71 0.57 NA 0.25 0.51 0.57 | -0.59 : 0.63 0.18
NIT_7 -0.25 @ 0.02 0.04 : -011 @ 0.71 0.61 NA 0.43 0.59 0.68 | -0.26 : 0.59 0.09
NIT_8 -0.59 @ -0.29 | -0.57 : -0.55 | 0.23 0.08 NA -0.37 : 0.41 045 | -0.86 : -0.13 -0.25
NIT_9 -1.00 @ -0.46 : -0.71 : -0.57 @ -1.27 : -1.09 NA -0.95 : 0.47 0.58 : -0.90 : -0.15 -0.17
NIT_10 -0.53 © -0.15 : -0.96 @ 0.10 0.40 0.22 NA -0.11 : 0.11 047 : -096 : -0.23 -0.51
NIT_4 0.13 0.28 : -0.81 @ 0.24 0.70 0.45 NA 0.06 0.42 0.56 | -091 : 0.57 -0.05
NIT_5 -1.05 : -0.49 | -091 : -0.73 | 0.39 0.23 NA -0.44 : 0.02 0.30 | -0.95 | -0.47 -0.25
AMP_1 -0.24 025 | -0.81 : -0.19 | 0.60 NA -0.19 : -0.09 @ 0.29 048 | -1.02 : 0.27 -0.10
AMP_2 -0.06 - 0.15 : -091 : -0.27 @ 0.60 NA -0.32 : -0.35 @ 0.29 044 : -0.99 : 0.20 -0.06
AMP_3 -0.02 018 : -099 : -0.19 ' 0.54 NA -0.44 : -039 @ 0.29 048 : -098 : 0.24 -0.17
AMP_4 -0.10 ¢ 0.06 : -0.71 : -0.09 @ 0.42 NA -0.62 : 0.00 0.04 0.22 | -0.76 : 0.27 -0.60
AMP_5 0.04 0.09 | -042 @ 0.10 0.48 NA -0.85 : -0.11 @ 0.16 0.23 | -0.76 : 0.29 -0.44
AMP_6 0.28 0.23 | -0.50 | 0.30 0.67 NA -0.57 : 0.24 0.39 0.56 | -0.83 0.42 -0.02
AMP_7 0.32 0.37 0.08 0.32 0.73 NA 0.08 0.32 0.55 0.67 : -0.17 : 0.35 0.04
AMP_8 -0.50 © 0.19 : -1.07 . 0.04 0.62 NA -0.35 : -0.24 = 0.11 047 : -097 : 0.48 -0.14
AMP_9 0.21 0.18 : -1.10 . 0.16 0.56 NA -0.36 : 0.18 0.19 044 : -092 : 0.63 -0.17
AMP_10 -0.13 © 0.06 : -096 : -0.21 | 0.41 NA -0.53 { -0.19 @ 0.15 0.38 | -0.96 : 0.25 -0.29
CHL_1 0.19 0.52 | -0.87 NA 0.50 045 | -1.03 | -0.29 : 0.39 0.10 | -1.04 : 0.14 -0.21
CHL 2 0.39 0.60 0.40 NA 0.63 0.65 : -0.98 : 0.00 0.54 0.39 | -0.11 : 0.38 -0.33
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Az érzékenységi sziirésben tesztelt antibiotikum

Torzsek DOX TET KAN CHL CPR AMP NIT ERY NAL FOX TOB TRM Antibiotikum-
mentes
CHL_3 0.55 0.62 : -0.03 NA 0.67 0.65 : -0.27 : -0.07 : 0.62 039 | -0.33 : 0.56 0.06
CHL_4 0.23 0.45 : -0.98 NA 0.53 053 : -1.04 : -028 : 041 : -0.04 : -099 : 0.24 -0.31
CHL_S5 0.52 0.64 | -0.47 NA 0.59 0.56 | -0.97 | 0.14 0.62 0.03 | -0.60 : -0.35 -0.34
CHL_6 0.09 0.13 | -0.92 NA -0.13 © 042 | -056 : -0.17 : 0.19 | -0.03 : -0.85 | -0.07 -0.17
CHL_7 0.57 0.50 0.45 NA 0.38 062 | -0.52 | 0.13 0.55 0.40 0.26 0.59 0.09
CHL 8 0.04 0.30 : -0.84 NA 0.36 043 : -0.64 : -0.08 : 0.33 0.17 | -0.82 i 0.24 -0.21
CHL_9 0.55 0.50 0.37 NA 0.48 0.58 : -0.08 : 0.15 0.58 0.38 0.09 0.57 0.05
CHL_10 -0.10 ¢ 0.19 | -0.94 NA -0.14 @ 013 | -045 : -0.09 : 024 | -0.09 : -0.91 @ 0.18 -0.27
FOX_1 0.72 0.73 { -0.05 | 0.63 0.45 0.75 | -0.04 | 0.42 0.71 0.56 0.28 0.67 0.40
FOX_2 0.47 053 | -099 : 047 0.58 0.74 0.26 0.34 0.70 047 @ -0.65 : 0.50 0.34
FOX_3 0.37 0.41 { -0.81 : -0.08 | 0.24 037 : -0.50 : -0.30 : 0.36 0.10 : -0.71 : 0.23 -0.33
FOX_6 0.42 0.66 : -0.80 : 0.53 0.64 0.80 0.17 0.37 0.65 0.52 | -0.69 : 0.66 0.37
FOX_7 0.58 0.66 : -0.58 @ 0.53 0.64 0.77 | -0.07 | 0.46 0.65 0.50 | -0.54 : 0.56 0.20
FOX_8 -0.27 ¢ 0.52 : -047 @ 0.33 0.44 061 | -0.52 | 0.12 0.57 036 | -0.30 : 0.52 0.21
FOX_9 0.30 022 :-0.73 : -0.10 : 0.17 0.54 @ -0.40 : 0.01 0.42 0.17 : -0.87 : 0.26 -0.09
FOX_10 0.60 046 : -0.53 @ 0.36 0.25 0.58 : -0.37 : 0.09 0.53 0.27 : -0.58 : 0.59 0.17
FOX_4 -0.32 ¢ 035 : -0.37 @ 0.12 0.20 0.56 : -0.25 : 0.07 0.44 020 : -0.64 : 0.17 0.06
FOX_5 0.54 043 | -0.65 @ 0.45 0.33 0.67 | -0.21 | 0.16 0.57 0.27 | -0.25 i 0.55 0.23
NAL_1 034 | -0.08 ' -0.16 | 0.29 0.72 0.66 | -0.25 | 0.47 NA 0.26 0.11 | -0.67 0.12
NAL 2 0.18 0.22 : -0.26 @ -0.06 : 0.73 041 @ -0.13 | 0.46 NA 0.04 : -033 : -0.24 0.18
NAL 3 0.64 0.69 0.32 0.57 0.64 0.71 : -0.14 : 0.4 NA 0.41 0.41 0.28 0.30
NAL_4 0.56 0.76 : -0.83 @ 0.31 0.60 0.59 : -0.53 | 0.47 NA 036 : -0.81 : 0.19 0.09
NAL_5 -0.27 : -0.15 { -0.03 @ 0.09 0.72 | -0.08 : -0.12 @ 0.18 NA 0.04 | -0.06 : -0.25 -0.03
NAL_6 0.65 0.63 | -0.96 @ 0.55 0.64 0.70 0.02 0.52 NA 0.51 | -0.62 : 0.51 0.38
NAL 7 0.66 0.72 : -0.78 = 0.63 0.70 0.72 : -0.27 : 0.60 NA 0.56 : -0.21 : -0.36 0.40
NAL_8 0.51 0.69 : -0.13 ' 0.46 0.65 0.75 | -0.11 : 0.43 NA 0.50 : -0.29 : 0.52 0.24
NAL_9 0.50 0.61 | -0.66 @ 0.45 0.47 0.60 | -0.64 | 0.31 NA 034 | -0.72 : 0.50 0.13
NAL_10 0.64 0.59 0.28 0.48 0.65 0.65 0.04 0.44 NA -0.17 © 0.10 0.25 0.35
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3. filiggelék. Azon FDR korrekciét kovet6é p-értékek, melyek azt jeldlik, hogy a 2.

fliggelékben

szerepl6

relativ

fitnesz

kiilonbségek

(RF)

alacsonyabbak-e

az

antibiotikumot tartalmazd kornyezetben, mint az antibiotikummentes kornyezetben,

tehat valddi jarulékos érzékenységrdl beszélliink-e és nem csupan altaldnos fitnesz

koltségrél. Ezt a tesztet csak azokra az esetekre végeztik el, ahol az 1. fliggelékben

szignifikans eltérést mutattak.

Az érzékenységi szlirésben tesztelt antibiotikum
Az
E;:;;’;;Zb 9 AMP  CHL CPR  DOX ERY FOX KAN | NAL .= NIT = TET TOB TRM
antibiotikum
AMP NA  NA NA NA NA NA 0003 NA 0022 NA 0000 NA
CHL NA NA NA  NA NA  NA NA NA 0001 NA NA NA
CPR NA  NA NA NA NA NA 0000 NA 0107 NA 0001 NA
DOX NA NA NA  NA NA | NA 0000 NA 0000 NA 0000 NA
ERY NA NA NA NA NA  NA NA NA 0001 NA NA NA
FOX NA NA NA  NA NA  NA 0000 NA NA NA NA NA
KAN 0.015  0.000  0.192 0.006 0.456 0.022 NA | 0.002  0.000  0.00 NA | 0.000
NAL NA NA NA NA NA  NA  NA NA NA NA NA NA
NIT NA NA NA  NA  NA | NA 0030 NA NA NA 0000 NA
TET NA NA NA NA NA  NA NA NA 0000 NA 0000 NA
TOB NA  0.000 0.008 0030 0272 0230 NA 0001 0000 000l NA  0.00
TRM NA NA NA  NA  NA  NA NA NA 0002 NA 0001 NA
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4. fuggelék. A keresztrezisztencia kapcsolatok validalasanak eredménye E-teszt
csikokkal végzett MIC mérésekkel. A relativ MIC értékeket az adott antibiotikum-
rezisztens torzs MIC értékét a kiinduldsi torzs MIC értékével elosztva kaptuk meg. A
relativ MIC értékek alapjan a nagy atereszt6képességli antibitoikum érzékenységi
sz(rés fals pozitiv ratdja 5%, mig a fals negativ rataja 16%.

505 305 Folsav
Relativ Sejtfal szintézis PR Sokréti riboszéma riboszéma . . .
" Girdz gatlok . . . szintézis Aminoglikozidok
MIC gatldk hatas alegység alegység stlok
gatlok gatlok &
Torzsek AMP FOX CPR NAL NIT CHL ERY DOX TET TRM TOB KAN
AMP2 = - - - 1 - - - - - - -
AMP7 64 >128 2.7 0.67 1.5 2 3 1.33 1.33 0.375 1 -
AMP8 64 >128 7.8 - - 4 - 0.17 2.67 1 - -
FOX2 64 >128 2.7 1 2 8 - 0.5 2 1 - -
FOX7 85.3 >128 5.3 1.33 - 32 6 2 2.67 1 - 1
CPR3 - - - - - 16 - - - - - -
CPR4 16 48 333.3 16 - - >8 2 4 1.5 1 1
>266 >85.
CPR6 21.3 64 7 3 1 - 1.5 5.3 5.3 4 - -
>85.
NAL3 5.3 8 20.8 3 - 6 4 2.67 2 0.75 1.5 1.33
>85.
NALS 10.7 12 83.3 3 1 12 6 5.3 2.67 1.5 - -
NIT3 - - - - - - 0.25 - - - - -
NIT4 2 16 2.67 2.67 48 8 - 2 13 3 - -
NIT6 2.7 16 2.67 2.67 >128 - 1 1 13 1.5 1 1
CHL2 - - - - - - 8 - - - - -
CHL3 10.7 48 15.8 2.67 - >128 - 10.7 21.3 4 0.75 -
CHL7 42.7 48 15.8 2.67 3 >128 - 16 21.3 8 1.5 2
10.6
ERY1 5.3 >128 3.9 2 - 3 >8 21.3 7 6 - 0.5
ERY5 - - - - - - - - 0.51 - - -
ERY8 2.7 2 13 0.67 - 4 >8 1.3 2 2 4 2.67
DOX1 10.7 24 2.7 2.67 - 48 >8 42.7 21.3 3 - -
DOX2 10.7 16 3.9 2.67 - 48 4 32 32 3 - -
42.6
TET1 8 32 - 2.67 - - 2 32.0 7 2 - -
TET2 - - - - 0.38 - - - - - - -
TET8 8 24 1 2.67 - 32 3 21.3 128 1.5 - -
TRM2 2 - 2.67 1.33 - - 3 2.7 2 >128 - -
TRM6 4 8 - 2.67 - - 2 2.7 2 >128 1 1
TOB3 - 0.02 - - - - - - - - >256 >85.3
TOB8 - - - - - - 1 - - - >256 >85.3
TOB9 - - 0.25 - - - - - - - - -
KAN1 - - - - - - - - 0.09 - - -
KAN4 - - - 0.08 - - - - - - 48 >85.3
KANG6 0.17 - - - - - - - - - 128 >85.3
KANS - - - - 0.19 - - - - - - -
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5. fuggelék. A 61 teljes-genom szekvenalt, adaptalt vonalban azonositott rovid,

maximum 82 bazispar hosszu mutacidk.

Torzs Ref?r.e’ncia Hossz | Tipus Referencia Allél : Annotacio Afnino's av FeIt(-'z‘t’e Iezetf
pozicioé valtozasa funkcidvesztés
AMP2 | 3834108 1 pontmuticié = A g | Vicfeltetelezett nem
prométer régid
AMP2 256394 1 pontmutécié | G A gpt Aspl140Asn nem
AMP2 92439 1 pontmutacié | G A ftsl Asp343Asn nem
AMP2 3533634 1 pontmutacié | A C envZ lle86Ser nem
AMP2 483248 1 pontmutacié | A C acrB Val127Gly nem
AMP7 1913525 1 pontmutacié | C A proQ Glu12* igen
AMP7 3849798 1 pontmutacié | A T ilvB Leu337GIn nem
AMP7 4377041 1 inzercié - T frdD Vall17fs igen
AGCCGTTC
ACCCATGA
AGAGCTAC
TCATCTTGT
2 22
AMP7 | 3813872 82 | delécio giiggiTGGG ~ rph ;'j‘fsl 07_5tp igen
GGAATCGA
ATCCATTGT
AGCGACGC
AGAAGGCG
AMP8 3532701 1 pontmutacio | C G envZ Arg397Pro nem
AMP8 2428217 1 pontmutécio | T G purF GIn15Pro nem
AMP8 2310771 1 pontmutécio | T G ompC Metl1? igen
AMP8 483248 1 pontmutacio | A C acrB Val127Gly nem
AMP8 1864436 2 delécio GC - mipA Ala20fs igen
AMP9 485021 1 pontmutécio | C T acrR Arg13Cys nem
AMP9 481922 1 pontmutécio | T A acrB GIn569Leu nem
AMP9 3636041 1 pontmutacio | G A pitA Gly126Asp nem
AMP9 3917246 1 pontmutacio | A T atpA Leu212GIn nem
AMP9 4186947 1 pontmutacié | A C rpoC Lys1192Thr nem
AMP9 481944 1 pontmutacié | A C acrB Ser562Ala nem
AMP9 1617394 1 pontmutécié | T A marR Val84Glu nem
mdfA
CHL2 882870 1 pontmutacié | G A feltételezett - nem
promaoter régio
CHL2 3438187 1 pontmutacié | G A rpoA Leu289Phe nem
CHL2 483248 1 pontmutacié | A C acrB Val127Gly nem
CHL3 483085 1 pontmutacié | C A acrB GIn181His nem
CHL3 3813881 1 inzercié - C - - -
AGCCGTTC
ACCCATGA
AGAGCTAC
TCATCTTGT
CHL3 3813872 82 delécio ISGC(CSE(TSTGGG - rph S;x;ZIOLSthZ igen
GGAATCGA
ATCCATTGT
AGCGACGC
AGAAGGCG
CHL3 1617384 13 delécio é/;\;/;g(;CTG - marR Lys81fs igen
mdfA
CHLS 882884 1 pontmutacié | C A feltételezett - nem
prométer régio
CHLS 481922 1 pontmutécié | T A acrB GIn569Leu nem
CHLS 485238 1 pontmutacié | C A acrR Pro85Gin nem
CHLS 1617199 1 inzercié - A marR His19fs igen
CHL7 3813847 1 pontmutacié | G T - - -
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Torzs Refc'er'elncia Hossz | Tipus Referencia Allél : Annotacio Afnino’s av Felté'tle Iezetf
pozicié valtozasa funkciévesztés
mdfA
CHL7 882870 1 pontmutacié | G A feltételezett - nem
promaéter régio
CHL7 485120 1 pontmutacié | G C acrR Gly46Arg nem
CHL7 482432 1 pontmutacié | A T acrB Val399Glu nem
CHL7 1617453 1 delécio G - marR Gly104fs igen
CHL9 1617423 1 pontmutacié | C T marR Arg94Cys nem
CHL9 485006 1 pontmutacié | G T acrR Glug8* igen
CHL9 482634 1 pontmutécié | A T acrB Phe332lle nem
CPR3 2069332 1 pontmuticié G T E:Z:':Js profég )
CPR3 | 3957957 1 pontmuticié = C 7 PRiCfeltételezett nem
prométer régid
CPR3 4275937 1 pontmutécié | T A soxR Leul149GIn nem
CPR3 2337195 1 pontmutacié | G A gyrA Ser83Leu nem
CPR3 | 485039 3 inzercié - GTG | acrR Asp18_Valldi nem
nsVal
CPR3 985594 1 delécio C - ompF Tyr204fs igen
P Pro569_Leu5
CPR3 3162288 3 delécio CGC - parC 70de|in;Leu nem
CPR4 365633 1 pontmutacio | C T - - -
CPR4 2818276 1 pontmutdcio | A G alas - -
CPR4 3876752 1 pontmutacié | G T gyrB Ser464Tyr nem
CPR4 3533169 1 pontmutacio | A C envZ Val241Gly nem
CPR4 485129 1 inzercié - T acrR Tyr49fs igen
CPR4 1753917 1 inzercié - G pykF Asp66fs igen
CPR4 3374913 1 delécio G - SspA Gly177fs igen
AGCCGTTC
ACCCATGA
AGAGCTAC
TCATCTTGT
S TGGCTCTG Gly207_Stp22 )
CPR4 3813872 82 delécio GCCCGAGG - rph 9d\c/sl P igen
GGAATCGA
ATCCATTGT
AGCGACGC
AGAAGGCG
CPRA | 4275869 3 delécis GCG - soxR Serl26_Argl2 nem
7delinsSer
rpoBC
CPR5 4179240 1 pontmutécié | T G feltételezett - nem
promaéter régio
GTG Asp82_Ser83
CPR5 2337194 5 pontmutécié i ACTCG AC gyrA delinsGly82_ nem
Asp83
CPR5 485210 1 pontmutacié | G T acrR Glu76* igen
GTG Asp82_Ser83
CPR7 2337194 5 pontmutécié i ACTCG AC gyrA delinsGly82_ nem
Asp83
CPR7 985805 2 delécio AC - ompF Thr134fs igen
CPR7 1617557 1 delécio G - marR Leu138fs igen
CPRO | 250857 1 | pontmuticié = C p | dinBfeltételezett nem
promoter régié
CPR9 2337183 1 pontmutécié | T C gyrA Asp87Gly nem
GGA
CPR9 1617401 7 inzercié - AAG | marR Arg86fs igen
G
CPR9 3337336 2 inzercié - GG mlaF Pro251fs igen
CPR9 985194 10 delécio ZACATCATC - ompF Tyr335fs igen
CPR9 1864069 2 delécio AT - mipA Met143fs igen
CPR9 2703669 25 delécio ?GTG/-\TAGT/-\C/:\CA - lepA Val485fs igen
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Torzs zzz:iznc'a Hossz | Tipus Referencia Allél : Annotacio C;Tt'::;:av f:::(t:i:’;e\:::::;s

GTGTTGAT
CPR9 3100507 2 delécio GT - trml Val123fs igen
CPRO 3212495 3 delécis GTG - rpoD j;iiﬂi;g::“ nem
CPR9 3375323 14 delécio giiﬁié-rc - SSpA Phe36fs igen
CPR9 3813965 1 delécio C - rph Thr203fs igen
DOX1 1617349 1 pontmutacié | G A marR Gly69Glu nem

AGCCGTTC

ACCCATGA

AGAGCTAC

TCATCTTGT
DOX1 | 3813872 82 | delécio (T;((;;E(C:EEGGG - rph g(lj\ézlm_smzz igen

GGAATCGA

ATCCATTGT

AGCGACGC

AGAAGGCG
DOX2 485472 1 pontmutacié | C T acrR Alal63Val nem
DOX2 1617515 1 delécio A - marR Thr124fs igen
DOX3 | 484925 1 pontmuticis T c ;:fgi:jt'zti;ftt - nem
DOX3 1617394 1 pontmutécio | T G marR Val84Gly nem
DOX4 142681 1 pontmutacié | G A - - -
DOX4 1617392 1 pontmutacié | G A marR Trp83* igen
DOX4 3963570 1 delécio G - rhiB Gly28fs igen
DOX5 2400925 1 pontmutacio | G T nuoC His315Asn nem
DOX5 1384350 1 pontmutacio | C A ycjF Ser272Arg nem
DOX5 1617394 1 pontmutécio | T G marR Val84Gly nem
DOX5 3962833 1 inzercié - C rhiB Gly274fs igen
ERY1 3533340 1 pontmutécio ;| C G envZ Arg184Pro nem
ERY1 4275907 1 pontmutécio | T G soxR Leul39* igen
ERY1 1015937 1 delécio C - ycbZ Ala529fs igen
ERY2 4275902 1 pontmutacié | C G soxR Aspl137Glu nem
ERY2 485216 1 pontmutacié | C T acrR GIn78* igen
ERY2 1016209 1 pontmutacié | A T ycbz Ser438Arg nem
ERY2 3409500 1 pontmutacié | A C fis Thr70Pro nem
ERY5 481479 1 pontmutacié | G A acrB Arg717Cys nem
ERY5S 4627987 1 pontmutacié | C A yiiK Aspl187Tyr nem
ERY6 484955 1 pontmutécié | T C ::(r);fgth;ertz;zgtt - nem
ERY6 4185723 1 pontmutacié | C T rpoC Ala784Val nem
ERY6 1282004 1 pontmutacié | C T narG Ala973Val nem
ERY6 1017396 1 pontmutacié | G A ycbz GIn43* igen
ERY6 3409427 1 delécio G - fis GIn45fs igen
ERY8 2071118 1 pontmutécié | T C flu Leu519Pro nem
ERY8 485238 1 pontmutacié | C A acrR Pro85Gin nem
ERY8 1017422 1 inzercié - C ycbz Leu34fs igen
FOX1 3533727 1 pontmutacié | C A envZ Arg55Leu nem
FOX1 2140213 1 pontmutécié | T A dcd Glu9Asp nem
FOX1 485607 1 pontmutécié | T G acrR Leu208Arg nem
FOX1 92519 1 pontmutacié | A T ftsl Leu369Phe nem
FOX1 4186886 1 pontmutacié | A C rpoC Lys1172GIn nem
FOX1 483248 1 pontmutacié | A C acrB Val127Gly nem
FOX1 2310051 1 delécio A - ompC Thr241fs igen
FOX2 1619436 1 pontmutacié | G T ydeE - -
FOX2 93019 1 pontmutacié | A T ftsl GIn536Leu nem
FOX2 481178 1 pontmutécié | T G acrB Glu817Ala nem
FOX2 1111292 1 pontmutacié | G A opgH Gly403Ser nem
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Torzs zzz:iznc'a Hossz | Tipus Referencia Allél : Annotacio C;Tt'::;:av f:::(t:i:’;e\:::::;s
FOX2 2310673 1 delécio T - ompC Asp33fs igen

CCGAGGGG

AATCGAAT
FOX2 3813864 47 | delécio EEQTCLGCTGG - rph g(ljaezl21_5tp22 igen

AAGGCGGC

GCTGGC
FOX6 92650 1 pontmutacié | C G ftsl Alad13Gly nem
FOX6 481920 1 pontmutacié | C G acrB Gly570Arg nem
FOX6 3533337 1 pontmutécié | G A envZ Pro185Leu nem
FOX6 3327607 1 pontmutacié | C A dacB Pro208His nem
FOX6 1111473 1 pontmutécié | T G opgH Val463Gly nem
FOX6 2310235 2 inzercié - T ompC Glu180fs igen

AGCCGTTC

ACCCATGA

AGAGCTAC

TCATCTTGT
FOX6 | 3813872 82 | delécis gi‘égéiTGGG - rph EG)(ijeZIO7_Stp22 igen

GGAATCGA

ATCCATTGT

AGCGACGC

AGAAGGCG
FOX7 4632868 1 pontmutacié | G A rob Arg156Cys nem
FOX7 481922 1 pontmutécio | T A acrB GIn569Leu nem
FOX7 1151505 1 pontmutécio | T G fabF lle115Ser nem
FOX7 3533718 1 pontmutacio | A C envZ Met58Arg nem
FOX7 481728 1 pontmutacio | A T acrB Trp634Arg nem
FOX7 2310605 1 inzercié - T ompC Tyr56fs igen
FOX8 3813848 1 pontmutacio | C T - - -
FOX8 4632867 1 pontmutécio | C T rob Arg156His nem
FOX8 481744 1 pontmutacio | G T acrB Phe628Leu nem
FOX8 3534281 1 pontmutacio | G A ompR Prol09Leu nem
FOX8 3516788 1 pontmutacio | A G aroK Val100Ala nem
FOX8 2309792 1 delécio T - ompC Phe327fs igen
KAN1 3469783 1 pontmutécié | T C fusA Asp585Gly nem
KAN1 2713256 1 pontmutécié | T A yfiE GIn29His nem
KAN1 3336026 1 pontmutacié | C T mlaD Gly153Asp nem
KAN1 4031418 1 pontmutacié | G A trkH Gly84Asp nem
KAN1 3472345 1 pontmutécié | T A rpsL His77Leu nem
KAN1 2000531 1 pontmutécié | T G fliC Lys367Thr nem
KAN1 3914678 1 pontmutacié | A C atpD Phe241Val nem
KAN1 2713261 1 pontmutécié | T C yfiE Thr28Ala nem
KAN1 3606212 1 pontmutécié | T A ZntA Val580Glu nem
KAN4 3001495 1 pontmutacié | C G xdhB Ala287Gly nem
KAN4 3336026 1 pontmutacié | C T mlaD Gly153Asp nem
KAN4 3472345 1 pontmutécié | T A rpsL His77Leu nem
KAN4 3211823 1 pontmutécié | T A rpoD Leu252GIn nem
KAN4 3771673 1 pontmutécié | T G mtlA Leu457Arg nem
KAN4 4031406 1 pontmutécié | T A trkH Leu80GIn nem
KAN4 3470245 1 pontmutacié | A T fusA Met431Lys nem
KAN4 3469736 1 pontmutacié | A C fusA Phe601Val nem
KAN4 3138030 1 pontmutacié | G T hybF Ser104* igen
KAN4 4067083 1 pontmutécié | T A yihQ Ser73Cys nem
KAN4 828304 1 pontmutécié | T A ybhG Thr298Ser nem
KAN4 2399387 1 delécio G - nuoF Gly64fs igen
KAN6 3469622 1 pontmutacié | G T fusA Arg639Ser nem
KAN6 3443879 1 pontmutacié | C A rplF Arg95Leu nem
KAN6 184056 1 pontmutacié | C A yaeH Glu14* igen
KAN6 62970 1 pontmutacié | C A rapA Glu9g* igen
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Torzs zzz:iznc'a Hossz | Tipus Referencia Allél : Annotacio C;Tt'::;:av f:::(t:i:’;e\:::::;s
KAN6 3336026 1 pontmutacié | C T mlaD Gly153Asp nem
KAN6 4031406 1 pontmutécié | T A trkH Leu80GIn nem
KAN6 1541256 1 pontmutdcié | T G narU Met277Leu nem
KAN6 1541261 1 pontmutacié | A T narU Phe275Tyr nem
KAN6 672146 1 pontmutacié | A G leus Ser621Pro nem
KANG6 2555923 1 inzercié - T eutB Val260fs igen
KANG6 2271917 1 delécio C - yejA Ala511fs igen
KAN8 3336026 1 pontmutécié | C T mlaD Gly153Asp nem
KAN8 3211553 1 pontmutdcié | T A rpoD lle162Asn nem
KAN8 3915514 1 pontmutécio | T A atpG Lys259* igen
KAN8 3469561 1 pontmutacié | G T fusA Pro659GIn nem
KAN8 1143088 1 pontmutacié | A T rne Val168Glu nem
KAN8 449377 1 delécio C - cyoB Gly163fs igen
KAN8 1304205 4 delécio GTTC - oppF Val140fs igen
KAN8 4102551 1 delécio A - CcpxA Ser150fs igen
KAN9 3935526 1 pontmutécié | T C rbskK - -
KAN9 1959380 1 pontmutacié | C T argS Alad32val nem
KAN9 2562657 1 pontmutécié | G C yffS Arg38Pro nem
KAN9 3469758 1 pontmutacio | A T fusA Phe593Leu nem
KAN9 3472304 1 pontmutacié | G A rpsL Pro91Ser nem
KAN9 4299217 1 pontmutécio | T G mdtO Ser629Arg nem
KAN9 3813832 1 delécid A - - - -
NAL1 3163790 1 pontmutécio | T C parC Asp69Gly nem
NAL1 2337183 1 pontmutécio | T C gyrA Asp87Gly nem
NAL1 59059 1 pontmutacio | C A yabP Thr196Asn nem
NALL | 2809091 6  delécio GATCGA - mprA ;;‘;t?ﬁ;f'”l igen
NAL3 2835790 1 pontmutacié | C A hydN Argli3leu nem
NAL3 2337184 1 pontmutacié | C A gyrA Asp87Tyr nem
NAL3 3172110 1 pontmutécio | T A parE lle437Phe nem
NAL3 1617461 1 delécio A - marR Ala106fs igen
NAL3 | 2808897 12 delécié ’é;igAAAG - mprA Z"GTBG—L"SSQ igen
NAL3 3813986 1 delécio G - rph Arg196fs igen
NAL6 2581006 1 pontmutacié | C T nudK - -
NAL6 3877040 1 pontmutacié | G T gyrB Ala368Glu nem
NAL6 2336074 1 pontmutacié | C T gyrA Ala4d57Thr nem
NAL6 2337184 1 pontmutacié | C A gyrA Asp87Tyr nem
NAL6 1836871 1 pontmutacié | G A ynjD Gly34Glu nem
NAL6 2337221 1 pontmutacié | G C gyrA lle74Met nem
NAL6 4275907 1 pontmutécié | T G soxR Leul39* igen
NAL6 834103 11 delécio ;ZCTCAGCC - dinG Leu604fs igen
NAL7 2337229 1 pontmutacié | C A gyrA Asp72Tyr nem
NAL7 2337184 1 pontmutacié | C T gyrA Asp87Asn nem
NAL7 2335575 1 pontmutacié | A G gyrA Leu623Pro nem
NAL7 1802924 1 pontmutacié | G T arpB Lys603Asn nem
NAL7 2809012 1 pontmutacié | C T mprA Pro74Leu nem
NAL7 833347 1 delécio T - dinG Leu352fs igen
CTATCCGCT
NAL7 1617286 20 delécio GCGCGGCG marR Ser48fs igen
TGT
NALS | 2069332 1 pontmutacié = G T Egzm‘s profag .
dusA
NAL8 892145 1 pontmutacié | G C feltételezett - nem
prométer régio

NAL8 2337228 1 pontmutécié | T C gyrA Asp72Gly nem
NAL8 2337195 1 pontmutacid gyrA Ser83Leu nem
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Torzs zzz:iznc'a Hossz | Tipus Referencia Allél : Annotacio C;Tt'::;:av f:::(t:i:’;e\:::::;s
NAL8 485403 1 delécio G - acrR Arg140fs igen
NAL9 1260119 1 pontmutacié | C A - - -
NAL9 2337244 1 pontmutécié | C A gyrA Ala67Ser nem
NAL9 2809060 1 pontmutécié | G T mprA Arg90Leu nem
NAL9 4423477 1 inzercié - C rpsF Argl113fs igen
NAL9 3307642 14 delécio ilg;%ACCA - pnp Gly513fs igen
NIT2 3820931 1 pontmutacié | C T spoT Alal70val nem
NIT2 3534339 1 pontmutécié ;| C T ompR Asp90Asn nem
NIT2 2809127 1 pontmutécié ;| C A mprA Cys112* igen
NIT3 2290058 1 pontmutécio | A T ccmH - -
NIT3 3533367 1 pontmutacié | G A envZ Alal75Val nem
NIT3 2290057 1 pontmutacié | G A ccmH Argl26Trp nem
NIT3 2808882 1 pontmutécié | C T mprA Arg31Cys nem
NIT3 639636 1 pontmutécié | G A ahpF Gly221Ser nem
NIT3 2309873 1 delécio A - ompC GIn300fs igen
NIT4 3238781 1 pontmutécié | G T sstT - -
NIT4 604328 1 pontmutacio | C T nfsB Argl07His nem
NIT4 2809120 1 pontmutacié | G T mprA Argl10Leu nem
NIT4 3238821 1 pontmutacié | G T sstT Asp286Tyr nem
NIT4 3914765 1 pontmutacio | C T atpD Glu212Lys nem
NIT4 4180843 1 pontmutacio | C T rpoB His526Tyr nem
NIT4 890836 1 pontmutdcio | A T nfsA Lys144* igen
NIT4 2804254 1 pontmutacié | G A prow Val75lle nem
NIT4 640008 1 inzercié - T ahpF Cys345fs igen
NIT4 1168022 1 delécio A - ycfQ Ser12fs igen
NIT4 2954537 1 delécio G - ptrA GIn790fs igen
NIT6 118640 1 pontmutécio | C T nadC - -
NIT6 826562 1 pontmutécio | G A ybhF Ala548Val nem
NIT6 3281204 1 pontmutécio | C T kbaY GIn14* igen
NIT6 1187850 1 pontmutécio | C A phoQ Gly384Cys nem
NIT6 1617760 1 pontmutacié | G A marA Gly55Ser nem
NIT6 3534065 1 pontmutacié | G A ompR Ser181Phe nem
emrAB
NIT7 2809387 1 pontmutacié | G T feltételezett - nem
promaoter régio

NIT7 3532705 1 pontmutacié | C T envZ Ala396Thr nem
NIT7 2809123 1 pontmutacié | G T mprA ArglllilLeu nem
NIT7 1189514 1 pontmutacié | C G phoP Gly53Arg nem
NIT7 2310769 1 pontmutacié | C A ompC Met1? igen
NIT8 4103344 1 pontmutacié | C T cpxR Argl17His nem
NIT8 604517 1 pontmutécié | T C nfsB GIn44Arg nem
NIT8 2871187 1 pontmutacié | C T ygbE Trp58* igen
NIT8 1755439 3 inzercio - TAA | - - -
NIT8 2309858 1 delécio A - ompC Asn305fs igen
NIT8 2808957 12 delécio iggTTGm - mprA ;2[5 6_Met59 igen
TET1 4638035 1 pontmutacié | C T arcA Asp99Asn nem
TET1 3533434 1 pontmutacié | G A envZ His153Tyr nem
TET1 1617333 1 delécio T - marR Leu64fs igen
TET2 2782006 1 pontmutécié | T G ypjC Asp343Ala nem
TET2 1617267 1 pontmutacié | C G marR GIn42Glu nem
TET2 32627 1 pontmutacié | A G carB Glu604Gly nem
TET3 2164220 1 pontmutécié | T G yegQ Cys177Gly nem
TET3 1617507 1 pontmutacié | G T marR Glu122* igen
TET7 1617352 1 pontmutacié | C T marR Ala70Val nem
TET7 2810647 1 pontmutacié | C T emrB GIn4* igen
TET7 483309 1 pontmutacié | C T acrB Vall07Met nem
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TET8 1617351 1 pontmutacié | G marR Ala70Thr nem
TOB3 3471474 1 pontmutacié | G T fusA - -
cyoABCDE
TOB3 450888 1 pontmutdcio | T G feltételezett - nem
promater régio
TOB3 4186131 1 pontmutacié | C G rpoC Ala920Gly nem
TOB3 4031595 1 pontmutécié | T G trkH lle143Ser nem
TOB3 4102274 1 pontmutacié | A T cpxA Leu242GIn nem
TOB3 3469561 1 pontmutécié | G T fusA Pro659GIn nem
TOB3 3484617 1 pontmutacié | C T crp Thr159lle nem
TOB3 1184111 1 pontmutécié | T C potA Tyr236Cys nem
TOB4 2468421 1 pontmutacié | A T gtrs - -
TOB4 519076 1 pontmutacié | A T ybbA - -
TOB4 3147839 1 pontmutacié | A T yghA - -
TOB4 3336026 1 pontmutacié | C T mlaD Gly153Asp nem
TOB4 4186089 1 pontmutacié | G A rpoC Gly906Asp nem
TOB4 3472345 1 pontmutdcié | T A rpsL His77Leu nem
TOB4 3469576 1 pontmutdcio | A T fusA lle654Asn nem
TOB4 1184672 1 pontmutacio | A G potA Leu49Pro nem
TOB4 4031406 1 pontmutécio | T A trkH Leu80GIn nem
TOB4 3469735 1 pontmutdcio | A C fusA Phe601Cys nem
TOB4 395906 1 pontmutacio | C A sbmA Ser15* igen
TOB4 432736 1 pontmutacio | A T ribD Thr20Ser nem
TOB4 2392632 1 pontmutdcio | A T nuolL Val146Glu nem
TOB8 1990717 1 pontmutacio | G A pgsA Ala42Val nem
TOB8 190888 1 pontmutécio | A C tsf GlullAla nem
TOB8 3336026 1 pontmutécio | C T mlaD Gly153Asp nem
TOB8 3469871 1 pontmutacio | C A fusA Gly556Cys nem
TOB8 3469988 1 pontmutacio | G T fusA His517Asn nem
TOB8 3472345 1 pontmutécio | T A rpsL His77Leu nem
TOB8 4031406 1 pontmutécio | T A trkH Leu80GIn nem
TOBS 2085305 1 delécio A .| plapfeltételezett -
prométer régio
TOB8 2399912 1 delécio A - nuokE 1le55fs igen
TOB9 3181797 1 pontmutacié | C A - - -
TOB9 3916688 1 pontmutacié | G A atpA Ala398Val nem
TOB9 1184360 1 pontmutécié | T G potA GIn153Pro nem
TOB9 3915511 1 pontmutacié | C A atpG Glu260* igen
TOB9 3470996 1 pontmutacié | C A fusA Gly181Cys nem
TOB9 4031406 1 pontmutécié | T G trkH Leu80Arg nem
TOB9 1990691 1 pontmutacié | A T pgsA Phe51lle nem
TOB9 3105568 1 pontmutacié | G T speC Pro537GIn nem
TOB9 3469708 1 pontmutacié | G T fusA Pro610GIn nem
TOB9 61298 1 pontmutacié | G T rapA Ser656* igen
TOB9 447568 1 pontmutacié | C T cyoC Trpl06* igen
TOB9 2085026 1 delécio G - plaP Val21fs igen
nuoABCEFHIJKLM
TOB10 | 2403545 1 pontmutécié | T C N feltételezett - nem
promoter régio
TOB10 : 4175068 1 pontmutacié | G T tufB Ala368Ser nem
TOB10 | 448596 1 pontmutécié | T C cyoB lle424val nem
TOB10 | 448593 1 pontmutécié | T A cyoB lle425Phe nem
TOB10 | 3469758 1 pontmutacié | A T fusA Phe593Leu nem
TOB10 | 2365357 1 pontmutacié | A C arnC Ser89Arg nem
TOB10 | 2394213 1 pontmutacié | C T nuol Trp87* igen
TOB10 | 3470827 1 pontmutécié | T G fusA Tyr237Ser nem
TRM2 49903 1 pontmutécié | T G folA Asp27Glu nem
TRM2 50102 1 pontmutacié | A C folA lle94Leu nem
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TRM2 485496 1 delécio T - acrR lle171fs igen
TRM6 49903 1 pontmutécié | T A folA Asp27Glu nem
TRM6 4275826 1 pontmutdcié | T A soxR Leul12GIn nem
TRM6 485279 1 pontmutdcié | T C acrR Ser99Pro nem
TRM7 2864925 1 pontmutécié | C A rpoS Glu217* igen
TRM7 483089 1 pontmutacié | G A acrB Ser180Leu nem
TRM9 4275928 1 pontmutacié | C T soxR Alal46Val nem
TRM9 459444 1 pontmutécié | G T lon Asp445Tyr nem
TRM9 1188449 1 delécio A - phoQ Glu184fs igen
TRM10 | 1188237 1 pontmutécio | T C phoQ Asn255Asp nem
TRM10 : 49884 1 pontmutacié | C T folA Pro2lLeu nem
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6. fuggelék. A 61 teljes-genom szekvenalt, adaptdlt vonalban azonositott nagy

delécidk és duplikaciok.

Torzs Régio Hossz Tipus
AMP2 684526...687074 2548 Delécio
CHL9 882799..913826 31027 Duplikacio
DOX2 3618329..3760302 141974 Duplikacié
ERY8 2556713...2563502 6789 Delécio
KAN1 392191...397656 5465 Delécié
KAN4 392191...397656 5465 Delécio
KANG6 392191...404957 12 766 Delécio
KAN8 392191...406599 14 408 Delécio
KAN9 392194...422905 30711 Delécio
NAL1 254010...273178 19 168 Delécio
NAL7 2800667..2845662 44 996 Duplikacio
NIT2 567258...625700 58 442 Delécio
NIT3 1607537...1621842 14 305 Delécio
NIT4 1617598...1617981 383 Delécio
NIT6 599911...649324 49 413 Delécio
TET8 2556713...2563502 6789 Delécio
TOB3 392191...397656 5465 Delécio
TOB8 392191...396409 4218 Delécio
TOB9 392191...404957 12 766 Delécio
TOB10 392191...404957 12 766 Delécio
TRM2 3623272...3650058 26 786 Delécio
TRM7 44101..53958 9858 Duplikacio
TRM10 252296...273182 20 886 Delécid
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7. fuggelék. A 61 teljes-genom szekvenalt, adaptalt vonalban azonositott,

IS-elemhez kéthetd, nagymértéki genomi atrendezédések.

Torzs Régio Hossz IS elem Tipus Egl:tett
AMP7 687073..986159 299 087 insH inverzié ompF
CHL2 485265..3128167 2642903 insH transzpozicié | acrR
CHL3 19795..882798 863 004 insB inverzio -
CHL7 882776..4505482 3622707 insl inverzié —
CHL7 687073..986159 299 087 insH inverzié ompF
CHL7 986160...3364773 2378614 insH inverzié ompF;yhcE
CHL9 2065378..2771657 706 280 insH transzpozicié i yfiw
CPR3 1802452..2065378 262927 insH transzpozicié i arpB
CPR9 485265..3128167 2642903 insH transzpozicié i acrR
DOX2 458024...2513640 2055617 insL inverzio -
DOX3 458024..2512295 2054272 insL inverzié -
ERY2 458024..2512295 2054272 insL inverzio -
ERY5 274374..687073 412 700 insH duplikécio -
ERY8 20563..3798837 3778275 insA inverzio waaY¥
FOX1 575009..687073 112 065 insH duplikécioé -
FOX1 458024..2512295 2054272 insL inverzio -
FOX2 274374..687073 412 700 insH duplikdcioé -
FOX2 279336..1676645 1397310 insX inverzio ydgH
FOX6 274374..687073 412 700 insH duplikdcio -
FOX7 575009..687073 112 065 insH duplikacio -
FOX8 274374..687073 412 700 insH duplikacioé -
KAN1 450610..1394067 943 458 insH inverzié cyoA
KAN1 2400797..4516494 2115698 insA transzpoziciéo | nuoC
KAN4 450610..2065378 1614769 insH inverzié cyoA
KANG6 450610..2065378 1614769 insH inverzié cyoA
KAN9 450610..2065378 1614769 insH inverzié cyoA
NAL9 485205..2065378 1580174 insH inverzio acrR
NIT2 2065378..2099772 34395 insH duplikacioé -
NIT2 279336..891081 611 746 insX inverzio nfsA
NIT3 890781..2513640 1622 860 insL inverzio nfsA
NIT3 575009..604604 29 596 insH transzpozicié i nmpC;nfsB
NIT4 1906840..2288136 381297 insH inverzié yejo
NIT7 575009..604604 29 596 insH transzpozicid i nmpC;nfsB
NIT7 890737..1976526 1085 789 insB transzpoziciéd i nfsA
TET1 315708..565999 250292 insF duplikdcio -
TET1 458024..2512295 2054272 insL inverzio -
TET2 458024..607229 149 206 insL duplikdcié -
TET2 458024..2512295 2054272 insL inverzio -
TET3 315708..573593 257 886 insE-insF duplikacid -
TET7 270986..573593 302 608 insl duplikdcio -
TET7 458024..2512295 2054272 insL inverzio -
TET8 370984..1468541 1097 558 insl duplikacid -
TET8 2065378..3791870 1726493 insH inverzié -
TET8 3364773..3791870 427 098 insH inverzié -
TOB4 450610..2065378 1614769 insH inverzié cyoA
TOB8 450610..2065378 1614769 insH inverzié cyoA
TOB8 270986..2853525 2 582540 insl transzpozicié | fhlA
TRM6 1906830..2065378 158 549 insH inverzié

TRM9 485205..2065378 1580174 insH inverzié acrR
TRM10 573813..2419695 1845883 insH inverzié nmpC;folX

123



