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patogenezy K. pneumoniae nie sg w petni poznane. Celem pracy doktorskiej byta
charakterystyka genetyczna szczepdw K. pneumoniae wyizolowanych od biorcow nerki
z ZUM lub bezobjawowg bakteriurig. Zbadano wptyw lekéw immunosupresyjnych
(tacrolimusu, cyklosporyny) na wzrost bakterii i ekspresje gendéw bakteryjnych istotnych
w kolonizacji drég moczowych w tej grupie chorych. Okreslono profile wirulenciji
i antybiotykoopornosci. Zidentyfikowano nietypowy dla ZUM fenotyp hipermukoidalny,

opornos¢ na antybiotyki 3-laktamowe o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) oraz
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w przypadku niektorych szczepdw produkcje metalo-B-laktamazy (typ NDM-1), nadajgca
opornos¢ na karbapenemy. Poprzez sekwencjonowanie (WGS) wybranych genoméw
wykazano obecno$¢ ruchomych elementéw genetycznych istotnych w horyzontalnym
transferze genow i nadajgcych nowe cechy bakterii. Drugim z aspektow naukowych pracy
byto zbadanie wptywu wybranych lekéw immunosupresyjnych na ekspresje fimbrii typu 1.
Wykazano, Ze rodzaj zastosowanej terapii immunosupresyjnej moze mie¢ wplyw na

rozwdj infekcji drég moczowych.

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: Klebsiella pneumoniae bacteria are
opportunistic pathogens responsible for nosocomial infections. These microorganisms
are prone to multi-drug resistance and high virulence, which poses a serious threat to
non-immunocompetent patients. Among kidney transplant patients, urinary tract
infections (UTls) are the most common cause of infectious complications, however the
molecular mechanisms underlying the pathogenesis of K. pneumoniae are not fully
understood. The aim of the doctoral dissertation was the genetic characterization of
K. pneumoniae strains isolated from renal transplant recipients with UTI or asymptomatic
bacteriuria. The influence of immunosuppressants (tacrolimus, cyclosporine) on the
growth of bacteria and the expression of bacterial genes important in urinary tract
colonization in this group of patients was investigated. Profiles of virulence and antibiotic
resistance were determined. A hypermucoid phenotype atypical for UTls, extended
spectrum B-lactamase (ESBL)-producing K. pneumoniae and, in some strains, production
of metallo-B-lactamase (type NDM-1), conferring resistance to carbapenems were
identified. By sequencing (WGS) selected genomes, the presence of mobile genetic
elements essential in the horizontal gene transfer and giving new bacterial traits was
demonstrated. The second scientific aspect of the study was to investigate the effect of
selected immunosuppressive drugs on the expression of type 1 fimbriae. It was shown
that the type of immunosuppressive therapy used may affect the development of urinary

tract infections.

*) niepotrzebne skresli¢.
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AGPN - odmiedniczkowe zapalenie nerki przeszczepionej, ang. acute graft pyelonephritis

AMR - oporno$¢ na antybiotyki, ang. antimicrobial resistance

CPE —Dbakterie z rodziny Enterobacteriaceac wytwarzajace karbapenemazy, ang. carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae

CRE - bakterie z rodziny Enterobacteriaceac oporne na karbapenemy, ang. carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae

ESBL — B -laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania, ang. extended spectrum beta-lactamase
ESRD - schytkowa niewydolno$¢ nerek, ang. end-stage renal disease
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NDM-1 — ang. New Delhi metallo-f-lactamase-1
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RTx — pacjenci po transplantacji nerki, ang. renal transplant recipients
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ZUM - zakazenie uktadu moczowego


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

1. Przeszczep nerki jako opcja terapeutyczna

W latach 90. XX wieku uznano, ze przeszczepienie nerki jest metoda leczenia schylkowej
niewydolno$ci nerek, ktora znacznie poprawia jakos$¢ zycia oraz wydluza oczekiwany okres przezycia
w porownaniu do dializoterapii [1,2]. Przezywalno$¢ biorcéw nerki jest jednak rézna i zalezy od stanu
zdrowia dawcy 1 jakosci przeszczepionego narzadu. Przeszczep narzadow od zywych dawcow wiaze si¢
z lepszym wskaznikiem przezycia niz przeszczep narzadow od dawcow zmartych [3]. Po pierwszym roku
przezycie pacjentdow wynosi ponad 95% w obu grupach, ale po dziesi¢ciu latach 88% biorcéw nerki od
zywego dawcy nadal zyje, podczas gdy przezywa jedynie 71% pacjentéw z narzadem dawcy zmartego [3].
Wykazano, ze najwicksze korzysci z przeszczepow odnosza chorzy na cukrzyce, zwlaszcza osoby mtode.
Osoby w wieku od 20 do 39 lat po przeszczepieniu nerki zyja do 25 lat, natomiast pacjenci poddawani

dializoterapii zyja do okoto 8 lat [1,4].

W Polsce zyje obecnie okoto 10469 pacjentdw po przeszczepieniu nerki (stan na 2019 rok) [5].
Na jakos$¢ zycia pacjenta po przeszczepie ma wplyw zabieg przeszczepienia narzadu, a nast¢pnie
dlugotrwale, przewlekte leczenie, w tym leczenie immunosupresyjne, niezbgdne dla zachowania czynnosci
przeszczepu, ale takze leczenie choréb towarzyszacych, ktore pojawig si¢ w ciggu zycia chorego. Leki
immunosupresyjne zapobiegaja odrzuceniu przeszczepionej nerki, ale wykazuja réznorodne dzialania
niepozadane. Szczegélne miejsce zajmujg tutaj infekcje, ktore wymagaja modyfikacji w leczeniu
w stosunku do leczenia standardowego [6]. Patogeneza, przebieg kliniczny, leczenie a takze cigzkosc
zakazen sg inne dla pacjentéw stosujacych leki immunosupresyjne niz dla ogotu populacji [7]. Dlatego po
przeszczepie, pacjentow nalezy stale monitorowa¢ pod katem nawrotow choroby, skutkow ubocznych

immunosupresji i zakazen oportunistycznych.

W ciagu ostatnich 20 lat odnotowuje si¢ ciagly wzrost liczby pacjentéw kwalifikowanych do
leczenia przeszczepieniem nerki z powodu rozwoju technik chirurgicznych i leczenia immunosupresyjnego.
Zaobserwowano wydtuzenie zycia biorcy i przeszczepu, pojawito si¢ jednak wiele wyzwan. Zastosowanie
silniejszej immunoterapii (zamiast jej zminimalizowania) doprowadza do czg¢stszych infekcji bakteryjnych,
grzybiczych czy wirusowych oraz zmusza do podjgcia krokow zwiazanych z ich zapobieganiem i leczeniem.
[6.8].

1.1.Rejestr przeszczepien nerek w Polsce

Pierwsza udang transplantacj¢ nerki przeprowadzono w Polsce w 1966 roku. Do roku 2019
wlacznie, wykonano 34394 przeszczepow narzaddéw, z czego 75,6% stanowily przeszczepienia nerki
(Rysunek 1). Tylko w 2019 r. przeszczepiono 993 nerki (26,2 na 1 milion mieszkancow), z czego 941 nerek
zostalo pobranych od zmartych dawcow (24,8/1 miln; 907 przeszczepien pojedynczej nerki,

34 przeszczepienia nerki wraz z trzustka), a 52 nerki od zywych dawcow (1,4/1 mln) [5].

Pierwszej transplantacji nerki w Gdanskim Os$rodku Transplantacyjnym (GOT) dokonano
31 marca 1980 roku [9]. Do konca 2019 roku w GOT przeprowadzono ponad 2 tys. przeszczepien nerek.
Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gdansku od lat przoduje w aktywnosci donacyjnej wsrod osrodkow
transplantacyjnych w Polsce. W 2018 r., zgodnie z ogdlnopolska tendencja, odnotowano w GOT spadek

catkowitej liczby przeszczepionych nerek do 95, czyli o 30 mniej niz w 2017 r. [5].
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Rysunek 1. Przeszczepianie narzgdow w Polsce w latach 1966-2019. Opracowanie wiasne na podstawie [5]. *lqcznie
przeszczepienia: nerki - trzustki, trzustki i wysp trzustkowych

W ostatnich latach wzrost wskaznik przezycia przeszczepdéw narzadowych. Poprawa dotyczy
glownie przezycia w pierwszym roku po transplantacji [5,10]. Lepsze wskazniki przezycia notuje si¢
w przypadku dawcow zywych. Liczba przeszczepien nerek od zywych dawcoéw rozni sie pomiedzy
poszczegolnymi krajami Europy. Najwyzszy wskaznik przeszczepien nerek od dawcéw zywych w skali
roku odnotowano w Holandii (33 przeszczepienia na 1 mln mieszkancow) oraz Danii (19/1 mln).
W Wielkiej Brytanii wskaznik ten wynosi 16, za§ we Francji wykonuje si¢ 9 przeszczepien rocznie
w przeliczeniu na 1 mln mieszkancoéw. Polska nalezy do krajow, w ktorych ten wskaznik jest wyraznie
nizszy i stanowi 1,3 przeszczepien na 1 mln mieszkancéw na rok [11]. Niestety, pomimo postgpu
w leczeniu i diagnostyce powiktan potransplantacyjnych, nie udato si¢ jak dotad uzyskac poprawy odlegtego
przezycia przeszczepOw i biorcy nerek pobranych od dawcéw zmartych, co stanowi obecnie jeden

z podstawowych probleméw wspotczesnej transplantologii.
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2. Zakazenia ukladu moczowego u pacjentow po transplantacji nerki

Przeszczep nerki jest najlepsza dostgpng terapia nerkozastgpcza dla pacjentéw ze schytkowa
niewydolnoscia nerek (ESRD, ang. end-stage renal disease). Chociaz wczesna czynno$¢ przeszezepu ulegla
ostatnio poprawie, efekt dlugoterminowy nie jest zadowalajacy, prawdopodobnie miedzy innymi
w wyniku powiklan zwiazanych z zakazeniami ukladu moczowego (ZUM) [12]. Historyczne, jak
i aktualne dane kliniczne sugeruja, ze czgstos¢ infekcji bakteryjnych po transplantacji nerki, jest znacznie
wyzsza niz w populacji og6élnej [13-16]. Szacowana czestos¢ wystgpowania ZUM u biorcOw przeszczepow
nerki wynosi migdzy 4% a 80% (Tabela S1) [17-59]. Ryzyko infekcji po przeszczepie nerki zalezy $cisle

od stanu immunosupresji biorcy, ekspozycji epidemiologicznej i powiktan po procedurach inwazyjnych.

Przebieg kliniczny ZUM zmienia si¢ wraz z uptywem czasu od przeszczepienia nerki. Powiktania
po zabiegu mozna podzieli¢ na wczesne - pojawiajace si¢ do 6 miesigca po przeszczepieniu oraz pozne -
wystepujace po tym czasie. W pierwszym miesigcu po przeszczepie najczesciej wystepuja zakazenia
szpitalne (zapalenie ptuc i ZUM, sepsa, zapalenie jelita grubego Clostridium difficile), zakazenia
pooperacyjne (zakazenia ran) i zakazenia pochodzace od dawcow. Profilaktyka antybiotykowa stosowana
w tym okresie u biorcy moze sprzyjac selekcji patogenéw opornych na antybiotyki. Najczgstsza przyczyna
zachorowalnosci, niewydolnosci przeszczepu i umieralnosci wsrdd pacjentdow otrzymujacych przewlekla,
podtrzymujaca immunosupresj¢ sa ZUM [33,49,60]. Objawy kliniczne bardzo cz¢sto moga by¢ maskowane,
nawet w przypadku cigzkich infekcji. Infekcje wystepujace w ciagu kolejnych 5 miesiecy, wtorne
w stosunku do patogendow oportunistycznych, wskazuja na wptyw immunosupresji [55,60,61]. Chociaz
$miertelno$¢ zwigzana z ZUM w pierwszym roku po przeszczepie zostata zmniejszona do mniej niz 5%, to
powiktania te, nadal stanowia powazne zagrozenie dla biorcow. Bez wzgledu na czas wystapienia, ZUM
moze prowadzi¢ do zakazenia krwi, ktore prowadzi do pogorszenia czynnosci przeszczepu nerki i skraca

czas przezycia pacjenta [6,12-16].

2.1. Kliniczne definicje ZUM

Rozpoznanie ZUM wsrdd pacjentdw po przeszczepieniu nerki jest przeprowadzane zgodnie
z wytycznymi zaproponowanymi przez Infectious Diseases Society of America (IDSA) [62], nastgpnie
zmodyfikowanymi przez European Association of Urology (EAU) [63]. Poniewaz symptomy ZUM moga
by¢ miernie wyrazone z powodu zastosowanej immunosupresji i chirurgicznej denerwacji
przeszczepionych nerek i moczowodu [37,64], diagnoza nie powinna opiera¢ si¢ wyltacznie na klasycznych
objawach podmiotowych i przedmiotowych ZUM, poniewaz cechy kliniczne nie sg typowe
w tej populacji. Pierwszym objawem ZUM u biorcéw przeszczepionej nerki moze by¢ nawet urosepsa.
Zazwyczaj kluczowym objawem jest goraczka, ktéora moze by¢ zwigzana z ropomoczem
1 bakteriomoczem. Niektorzy autorzy opisali mikroskopowy krwiomocz i dolegliwos$ci brzuszne. W wielu
przypadkach, goraczce towarzyszy podwyzszony wskaznik biatka C-reaktywnego i biatych krwinek (WBC)
[63,65,66].

Pacjentéw z dodatnim posiewem moczu powyzej 10° j.t.k./ml (jednostki tworzace kolonie na ml)
przy braku jakichkolwiek objawow zwigzanych z infekcja, definiuje si¢ jako posiadajacych bezobjawowy

bakteriomocz (ABU, ang. asymptomatic bacteriuria) (Tabela 1). Bezobjawowa bakteriuria jest rowniez
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definiowana jako izolacja bakterii nalezgcej do jednego gatunku na poziomie < 10° j.tk./ml

w trakcie antybiotykoterapii lub co najmniej 10? j.t.k./ml w pojedynczym posiewie moczu pobranym po

zacewnikowaniu [62,65].

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne dla ZUM u pacjentow po przeszczepie nerki [30,64-66]

Klasyfikacja ZUM  Cechy kliniczne Badania laboratoryjne*
Bezobjawowa Brak lokalnych lub ogélnoustrojowych >10 WBC/mm’®
bakteriuria objawow ZUM >10° j.tk./ml w dwdch kolejnych probach
moczu w odstepie > 24 h u kobiet
>10° j.t.k./ml w pojedynczej probie moczu
U mezezyzn
<10°j.t.k./ml u chorych w trakcie
antybiotykoterapii
>10% j.t.k./ml w pojedynczej probie moczu
uzyskanej po zacewnikowaniu
Niepowiktane ZUM  Dysuria, czestotliwos$¢ lub pilnos¢. >10° j.t.k./ml w pojedynczej probie moczu
(Funkcjonalnie prawidtowe drogi moczowe)
Powiktane ZUM Goraczka, bél w okolicy nerki >10 WBC/mm’®
przeszczepionej, dreszcze, zte samopoczucie  >10° j.t.k./ml u kobiet
lub bakteriemia z tym samym >10*j.t.k./ml u mezczyzn, lub w
drobnoustrojem w posiewie moczu i krwi. pojedynczej probie moczu uzyskanej po
Zaburzenia czynno$ci nerek. zacewnikowaniu u kobiet
Nawrotowe ZUM Przynajmniej trzy epizody objawowego >10%j.tk./ml

ZUM w przeciagu ostatnich 12 miesigcy lub
przynajmniej dwa epizody w okresie 6
miesi¢cy; moga obejmowac epizody bez
zmian strukturalnych/funkcjonalnych nerki.

* j.t.k./ml — jednostki tworzace koloni¢ na ml, WBC — krwinki biate (ang. white blood cells)

Z drugiej strony, ZUM definiuje si¢ jako obecno$¢ bakteriurii z objawami podmiotowymi
i przedmiotowymi infekcji, od fagodnego problemu z oddawaniem moczu do bakteriemii lub sepsy. ZUM
moze dotyczy¢ dolnych lub goérnych drég moczowych, i okre$lane jest odpowiednio jako objawowe
zapalenie pgcherza moczowego i odmiedniczkowe zapalenie nerek [65,66]. U pacjentdw po przeszczepieniu
nerki infekcj¢ przeszczepionej nerki okresla si¢ jako odmiedniczkowe zapalenie nerki przeszczepionej
(AGPN, ang. acute graft pyelonephritis) [30]. Nawrotowy ZUM jest definiowany jako szybki nawrot tego
samego gatunku bakterii po zakonczonym leczeniu antybiotykami. O nawracajacym ZUM mowi si¢
réwniez, gdy u pacjenta stwierdza si¢ trzy lub wigcej epizodow objawowych zakazen drég moczowych
w okresie 12 miesigcy lub dwa epizody w przeciggu ostatnich 6 miesiecy. Nawracajace ZUM moga

obejmowac tez epizody bezobjawowe.

Niepowiktane ZUM wystepuje u 0sob zdrowych, bez zaburzen neurologicznych, anatomicznych
i fizjologicznych uktadu moczowo-plciowego, nie poddawanych wczesniej zabiegom chirurgicznym i/lub
z wystepujacymi lagodnymi objawami. Powiklane ZUM definiuje si¢ jako infekcje zwigzang
z nieprawidtowosciami strukturalnymi lub funkcjonalnymi drég moczowo-piciowych lub obecnoscia
choroby podstawowej, ktora zwigksza ryzyko infekcji lub niepowodzenia terapii. Zgodnie z ta definicja,
objawowe ZUM u kazdego biorcy przeszczepu uwaza si¢ za powiklane, niezaleznie od tego, czy dotyczy
ono dolnych, czy goérnych drég moczowych, poniewaz status uposledzenia odpornosci moze zwigkszacé

ryzyko zakazenia i/lub niepowodzenia terapii [65,66].
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2.2. Patogeneza ZUM

Patogeneza ZUM najczgéciej] ma zwigzek z bakteriami uropatogennymi wstgpujacymi
w jelicie, ktore dostaja si¢ do pecherza moczowego przez cewke moczowa. W tym celu, bakterie
wykorzystuja adhezyny, ktore pomagaja im przylega¢ do komorek nablonka pegcherza moczowego [67].
W przypadku Escherichia coli udowodniono tropizm komorkowy, ktory polega na oddziatywaniu
odpowiednich struktur adhezyjnych (adhezyny fimbrialne/afimbrialne, pile, struktury flagellarne)
z odpowiednimi receptorami komoérek nabtonka pecherza moczowego [67]. Po dotarciu do pecherza
bakterie moga namnaza¢ si¢ i powodowac zapalenie pg¢cherza moczowego lub wedrowaé w gore

moczowodu i wywolywa¢ stan zapalny i AGPN.

Nawracajace ZUM moze wystapi¢ jako niezalezne zakazenie drég moczowych lub trwate
kolonizowanie ciata obcego (tj. stentu lub drenazu) czy zakazenie narzadu lub tkanki (tj. zapalenie gruczotu
krokowego, odmiedniczkowe zapalenie nerek lub ropien). Jednak opisany powyzej model nie wyjasnia
w zadowalajacy sposéb wielu nawracajacych epizodow ZUM, w ktorych szczepy Dbakteryjne
odpowiedzialne zaréwno za poczatkowa infekcje, jak i za nawrdt sa pod wzgledem genetycznym
identyczne. Przypuszcza si¢, ze nawracajace ZUM obejmuje tworzenie wewnatrzkomorkowych
spotecznosci bakteryjnych (IBC, ang. intracellular bacterial community). Na przyktad szczepy
uropatogenne E. coli (UPEC, ang. uropathogenic Escherichia coli) i K. pneumoniae, moga wchodzi¢ do
cytozolu komorek wyscietajacych powierzchni¢ pgcherza i szybko si¢ namnazac, tworzac zesp6l podobny
do biofilmu, znany jako IBC. Tworzenie si¢ IBC moze zwigksza¢ zdolno$¢ tych bakterii do osiedlania si¢
w drogach moczowych i unikania wyptukania ich przez strumien przeptywajacego moczu, napltywu
komorek zapalnych i kontaktu z antybiotykami. W komorkach posrednich i podstawowych pecherza
moczowego bakterie moga rowniez wejs¢ w stan uspienia, stajac si¢ nieaktywnym/spoczynkowym

wewnatrzkomoérkowym rezerwuarem, ktory okresowo moze uaktywniaé si¢ i powodowaé ZUM [68,69].

2.3. Epidemiologia ZUM

Czestos¢ wystepowania ZUM wsrod biorcow nerek waha si¢ znacznie od 4% do 80% (Rysunek
2, Tabela S1) [17-59]. Roznice w zglaszanej czgstosci wystgpowania ZUM prawdopodobnie wynikaja
z braku jednolitych kryteridw diagnostycznych, stosowania réznych schematow profilaktyki
przeciwdrobnoustrojowej, nierbwnomiernego okresu obserwacji a takze lokalizacji geograficznej osrodka
[33,58]. Pomimo tylu réznic przyczyniajacych si¢ do zmiennosci w statystyce ZUM, zakazenie uktadu

moczowego jest uwazane za powszechne i ma bezdyskusyjny wplyw na wielu biorcéw przeszczepu nerki.

Chociaz ZUM moze wystapi¢ w dowolnym momencie po przeszczepie, najwyzsza czestosé
odnotowuje si¢ w pierwszym roku po przeszczepieniu nerki, szczegdlnie w ciggu pierwszych 3—6 miesigcy
[10,25]. W kohortowym badaniu ponad 2000 biorcow przeszczepu nerki z co najmniej rocznym okresem
obserwacji, 84% przypadkow objawowego ZUM rozwingto si¢ w ciggu pierwszych 6 miesiecy po
przeszczepie [25]. W innym badaniu, dla 28942 biorcéw przeszczepu nerki, skumulowana czestosé
wystepowania ZUM podczas pierwszych 6 miesi¢ecy po przeszczepie wynosita 17% zaré6wno u mg¢zczyzn,
jak iu kobiet. Jednak do 3 lat po transplantacji czgsto§¢ wystgpowania byla znacznie wyzsza u kobiet (60%)
niz u me¢zezyzn (47%, p < 0,001) [51]. W randomizowanym, wieloosrodkowym, prospektywnym badaniu,

w ciagu pierwszych 12 miesigcy po transplantacji zgloszono wystgpowanie 26% przypadkéw ZUM
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u biorcow nerek, ktorzy otrzymywali najczes$ciej stosowany schemat immunosupresji (tacrolimus,
mykofenolan mofetylu i kortykosteroidy) [70]. W Gdanskim Osrodku Transplantacyjnym, odnotowano
czgstos¢ ZUM w pierwszym roku po przeszczepieniu wynoszaca 55%, z czego prawie potowa epizodow
dotyczyta pierwszego miesigca po zabiegu. Bezobjawowa bakteriuria stanowita 65% infekcji, zakazenia
dolnego odcinka drég moczowych - 13%, zakazenia gérnego odcinka drog moczowych 22%. Sposrod
wszystkich rozpoznanych ZUM, urosepsa stanowita okoto 3% przypadkow [55].
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Rysunek 2. Odsetek ZUM i nawracajgcych ZUM w badaniach przeszczepu nerki. A) Badanie dotyczgce wylgcznie
nawracajgcych ZUM. B) Nawracajqce ZUM zdefiniowano jako majgce co najmniej jeden epizod ZUM. C) Dane dla
nawracajgcych ZUM dotyczq pacjentow z > 3 ZUM w okresie badania, ktory mogt wynosic¢ > 1 rok. D) Odsetek
pacjentow, u ktorych rozwineto si¢ ZUM, ktore nastgpnie rozwingto nawracajgce ZUM. E) Nawracajgce infekcje
zdefiniowano jako ZUM z dwoma lub wigcej epizodami w okresie obserwacji trwajgcym 12 miesiecy. F) Badanie
koncentrowato sig¢ wylgcznie na AGPN. G) Nie zdefiniowano kryteriow dla nawracajgcego ZUM. Opracowanie
wlasne na podstawie [17-59]

Czestos¢ wystepowania ZUM jest zdecydowanie wyzsza w tych pracach, w ktorych z analizy nie
wykluczono przypadkow bezobjawowej bakteriurii. W badaniu z udziatem 101 uczestnikéw odnotowano,
ze bezobjawowa bakteriuria, nieskomplikowane ZUM, powiktane ZUM i nawracajace ZUM wystapily
odpowiednio u 44, 32, 23 i 14% [43].

Istnieje istotna roznica pomigdzy wystgpowaniem ZUM wsrod biorcéw nerki w pordwnaniu
z biorcami pozostatych narzadéw. W jednym z kohortowych badan [25] obserwowano przez trzy lata 2405
biorcow narzadow statych. Czgstos¢ wystepowania ZUM na 100 badanych w przeciagu roku byta najwyzsza
dla biorcow nerek (13,84), nastgpnie watroby (3,09), serca (2,41) i pluc (1,36). W przypadku
retrospektywnej analizy wystgpowania infekcji wérod chorych po transplantacji narzadéw unaczynionych,
ktorzy zglosili si¢ na oddzial ratunkowy, czestos¢ przyjeé pacjentdw po przeszczepieniu nerki byta ponad
3-krotnie wyzsza w poréwnaniu do pozostatych pacjentow. Najczgstszym powodem hospitalizacji byto
ZUM, ktére stanowito 43% [71].
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2.4. Czynniki ryzyka ZUM po przeszczepie nerki

W literaturze wyrdzniono wiele czynnikéw, ktéore promuja wystapienie ZUM u biorcy
przeszczepu nerki, a ktore oddziatuja ze soba. Wielu badaczy wskazuje na czynniki o znaczeniu
statystycznym, wykazujace jednoznacznie wplyw na wzrost ryzyka wystgpienia ZUM, jak i na
przypuszczalne czynniki ryzyka, wobec ktorych istniejg rozbiezne opinie. Ze wzgledow praktycznych,
Liapis i Wang zaproponowali podzial czynnikow ryzyka wystapienia ZUM na przedtransplantacyjne
(niewydolno$¢ nerek, cukrzyca oraz choroby autoimmunologiczne), okolotransplantacyjne
(immunosupresja, antybiotykoterapia, kolonizacja przez bakterie oporne, dtugi czas operacji, reoperacja)
oraz potransplantacyjne (choroby wirusowe, przedtuzone cewnikowanie i epizody ostrego odrzucenia)
(Tabela 2) [72]. Nadal trwaja badania majace na celu podkreslenie roli, jaka odgrywaja te czynniki oraz
sposobow ich ztagodzenia w celu ograniczenia wystgpowania ZUM.

Tabela 2. Czynniki ryzyka ZUM u pacjentow po przeszczepie nerki. Opracowanie wlasne na podstawie
[23,33,52,58,72-75]

Czynniki Czynniki okolotransplantacyjne  Czynniki potransplantacyjne

przedtransplantacyjne

Potwierdzone

Wiek Przeszczep od dawcy zmarlego Przebyty epizod ostrego odrzucenia [58]
[52]

Ple¢ zenska [23,58] Zainfekowany narzad dawcy Zaburzenia czynnos$ci przeszczepu

Dlugotrwata dializoterapia [74] Dlugotrwate zacewnikowanie Infekcja wirusem cytomegalii w

wywiadzie
Cukrzyca [75] Dupleksowe moczowody Instrumentacja drég moczowych

Nieprawidlowosci anatomiczne
drég moczowych

Choroba uktadowa leczona
sterydami i lekami
immunosupresyjnymi (np.

Stan po rekonstrukcji dolnego odcnika
drég moczowych

Znaczacy refluks pecherzowo-
moczowodowy lub zwezenie zespolenia
pecherzowo-moczowodowego

toczen rumieniowaty uktadowy,
reumatoidalne zapalenie
stawow)
Zakazenie natywnych drég moczowych
Przypuszczalne (rozbiezne lub pojedyncze doniesienia w dostepnym pismiennictwie)

Kilebuszkowe zapalenie nerek Protoko6t immunosupresji z Trojlekowe protokoty immunosupresji

wlasnych indukcja przeciwciatami zawierajace leki z grupy
poliklonalnymi lub antymetabolitow - azatiopryne badz
monoklonalnymi mykofenolan sodu/mofetylu

Nadmierna immunosupresja

Ogodlna kondycja chorego (m.in. ~ Zastosowanie cewnika
liczba chorob towarzyszacych, moczowodowego double J
obecno$¢ zastoinowej

niewydolnosci serca, stan

odzywienia przed transplantacja)

W przypadku protokolu immunosupres;ji
z inhibitorem kalcyneuryny ryzyko jest
Wwyzsze po zastosowaniu tacrolimusu

w poroéwnaniu z cyklosporyna A

Kolejna transplantacja [33]

Jednym z powszechnie wystepujacych czynnikéw ryzyka ZUM jest stosowanie cewnikow
moczowodowych oraz pecherzowych podczas i po zabiegu przeszczepienia. Uwaza si¢, ze powodem, dla
ktérego cewniki moczowodowe i pgcherzowe zwigkszaja ryzyko ZUM jest ich kolonizacja przez bakterie.
Istnieja dowody na to, ze stosowanie okotooperacyjnej profilaktyki antybiotykowej obejmujacej podawanie

trimetoprimu-sulfametoksazolu (TMP-SMX) wyréwnuje ryzyko ZUM u pacjentow z zalozonym
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cewnikiem moczowodowym w porownaniu do pacjentdw, dla ktorych nie zastosowano tego cewnika [76].
Kontrowersyjne jest nadal stosowanie cewnika moczowodowego double J [73,77]. W Gdanskim Osrodku
Transplantacyjnym nie wykazano, zeby zastosowanie cewnika moczowodowego double J stanowito
czynnik ryzyka ZUM [78]. Nie jest jednak wykluczone, ze nie b¢dzie on oddzialywat z innymi obecnymi u
chorego po przeszczepieniu nerki czynnikami ryzyka, potggujac ryzyko wystapienia ZUM.

Oprocz fizycznych czynnikdow ryzyka, uposledzona odporno$¢ komoérkowa i by¢ moze nizsza
tolerancja na immunosupresj¢ oraz choroby wspotistniejagce (np. cukrzyca), moga przyczynia¢ si¢ do
znacznie wyzszego odsetka zakazen bakteryjnych u pacjentow po przeszczepie nerki. Leki
immunosupresyjne, ktore pacjenci musza przyjmowac po przeszczepieniu nerki, w réznym stopniu
wplywaja na ryzyko wystapienia infekcji, w tym ZUM. Wykazano, ze dodanie tymoglobuliny do
konwencjonalnego schematu immunosupresyjnego, terapia skojarzona z postacia mikroemulsji
cyklosporyny A, prednizolonu i azatiopryny oraz leczenie oparte na mykofenolanie mofetylu (MMF)
zwigkszaja ryzyko wystapienia ZUM [28,50]. Rowniez denosumab, przeciwciato monoklonalne, stosowane
w leczeniu osteopenii powszechneju pacjentow po przeszczepach, zwigksza ryzyko ZUM [33].
W  wigkszosci badan co najmniej bakteriuria byla zwigzana z wyzszymi dawkami lekow

immunosupresyjnych.

Inne czynniki ryzyka ZUM u pacjentdw po przeszczepieniu nerki obejmuja ple¢ zenska, starszy
wiek, dluzszy czas utrzymywania cewnika, otrzymanie przeszczepu od zmartego dawcy, histori¢
przedoperacyjnego ZUM oraz wystgpowanie ostrego odrzucenia [47,51,52,58]. Czynniki ryzyka ZUM
bakteriami wytwarzajagcymi enzymy o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL, ang. Extended spectrum
beta-lactamase) obejmuja kolonizacje bakteriami ESBL, opdzniong funkcje przeszczepu, cukrzyce,

wczesniejsza ekspozycje na antybiotyki oraz nawracajace ZUM [50,52,75,79-81].

Czynniki predykcyjne nawracajacych ZUM obejmuja zakazenia szpitalne 1 bakterie
wielolekooporne (MDR, ang. multidrug-resistant), zwtaszcza K. pneumoniae. Powdd, dla ktorego infekcje
wywolane przez MDR sa zwigzane z nawracajacymi ZUM, pozostaje nieznany. Jedng z mozliwosci jest to,
ze opornos¢ na ESBL kolokalizuje si¢ z innymi czynnikami zwigzanymi ze zwigkszong inwazja komoérek
i ekspresja adhezyn fimbrialnych. Zdolno$¢ K. pneumoniae do tworzenia wewnatrzkomérkowych
spotecznos$ci bakteryjnych podobnych do biofilmu w nabtonkowych komédrkach pecherza moczowego jest
determinowana przez adhezyny fimbrialne, a wigksza ekspresja tego biatka zwigksza zdolnosc¢
K. pneumoniae do kolonizacji drég moczowych oraz tworzenia wewnatrzkomérkowych spotecznosci

bakteryjnych (IBC) i biofilmow [17,18,24,79-81].

2.5. Wplyw ZUM na funkcje nerki przeszczepionej

Zakazenia uktadu moczowego wsrod pacjentdow po przeszezpie nerki budza obawy ze wzgledu na
potencjalne uposledzenie funkcji wydalniczej alloprzeszczepu, utratg przeszczepu i wigksze ryzyko §mierci
biorcy. Doniesienia dotyczace wpltywu przebytych ZUM na wyniki przeszczepu nie sa catkowicie
jednoznaczne. Tabela 3 podsumowuje niektore kluczowe badania dotyczace zwiazku miedzy ZUM,
$miertelnoscia 1 utrata przeszczepu. Kilka, wielokrotnie cytowanych badan opublikowanych na poczatku
2000 roku wykazalo, ze ZUM wiaze si¢ ze wzrostem $miertelnosci biorcow i zwigksza ryzyko utraty

alloprzeszczepu [50,51]. Na poparcie tych doniesief, badanie przeprowadzone w latach 2000-2011
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wykazato, ze ZUM w pierwszym roku po przeszczepie wiazato si¢ z 41% wzrostem ryzyka zgonu i 29%
wzrostem ryzyka utraty przeszczepu [39]. Inne analizy dlugoterminowego wptywu ZUM wykazaty mnie;j
wyrazne powigzanie. Stwierdzono istotnie niekorzystne wyniki w zakresie przezycia przeszczepu tylko
wtedy, gdy ZUM wystapito w ciggu pierwszych trzech miesi¢cy od przeszczepu [23] lub kiedy AGPN bylo
zwigzane ze spadkiem czynnos$ci przeszczepu, mierzonym klirensem kreatyniny lub GFR [24,36,42,82],
ale niekoniecznie wptywalo na utrate nerki przeszczepionej [58]. Wraz z badaniami przezywalnosci i funkcji
przeszczepionej nerki, wykazano, ze ZUM moze powodowac inne negatywne skutki zdrowotne, takie jak
wydhluzenie czasu pobytu w szpitalu po przeszczepie i ryzyko ponownej operacji [42]. Dane sugeruja
réwniez, ze ZUM wystepujace w ciagu pierwszych 3 miesigcy po przeszczepie, ktore nie jest leczone, moze

zwigkszac ryzyko ostrego odrzucania komoérkowego [31].

Tabela 3.Powigzania miedzy ZUM, smiertelnosciq i utratq przeszczepu

Okres Liczba Smiertelnos¢ (95% CI) Utrata przeszczepu Referencje
badania pacjentow (95% CI)

[lata]
1996-2002 500 (OR) 3.5 (1.68-7.23) NS [50]
1996-2000 28942 (AHR) 2.93 (2.22-3.35) (AHR) 1.85 (1.29-2.64) [51]
2000-2011 60702 (AHR) 1.41 (1.25-1.56) (AHR) 1.29 (1.16- [39]

1.48)*

1987-1999 1387 - (RR) 3.6 (1.4-9.2)° [23]

AHR - skorygowany iloraz ryzyka (ang. adjusted hazard ratio); Cl - przedziat ufnosci (ang. Confidence Interval); NS -
niewyszczegolniony (ang. not specified); OR - iloraz szans (ang. odds ratio); RR - ryzyko wzgledne (ang. relative risk); * Samo ZUM,
ryzyko w pierwszym roku (samo ZUM, ryzyko po 1 roku: AHR 1,16 [95% CI 1,11-1,21]); ® Wystepowanie AGPN w ciagu pierwszych
3 miesigcy po przeszczepie.

Oproécz $miertelnosci 1 negatywnego wplywu na funkcje przeszezepu, ZUM zwigksza takze ryzyko
innych powiktan. Jednym z powikfan jest bakteriemia wtérna spowodowana migracja bakterii
z drég moczowych do krwioobiegu [31,83]. Czynniki ryzyka bakteriemii po ZUM obejmuja
immunosupresj¢ tacrolimusem i wyjsciowy poziom kreatyniny w surowicy > 1,3 mg/dl przed pierwszym
ZUM [17]. ZUM goérnego odcinka drég moczowych moze rowniez potencjalnie rozwina¢ si¢ w rzadki stan
zwany ropowiczym AGPN [84]. Ropowicze AGPN jest zagrazajacym zyciu powiktaniem, ktére moze
prowadzi¢ do utraty przeszczepu i charakteryzuje si¢ martwiczym zakazeniem migzszu nerkowego
i tkanki okotonerkowej, co powoduje obecno$¢ gazu w miazszu nerkowym, uktadzie gromadzacym lub
tkance okolonaczyniowej [85]. Chociaz nadal dyskutuje si¢, w jakim stopniu ZUM moze wptywaé na
zachorowalno$¢ i $miertelnos¢ u pacjentdw po przeszczepieniu nerki, wigkszos$¢ badan wykazala negatywny

wplyw ZUM na przezycie pacjentow i przeszczepu.

2.6. Czynniki etiologiczne ZUM

Najczestsze czynniki etiologiczne ZUM u pacjentéw po przeszczepieniu nerki s podobne do tych
stwierdzanych dla powiktanego ZUM w populacji ogdlnej. Bakterie Gram ujemne odpowiedzialne sa nawet
za 90% ZUM po transplantacji nerki [6,10,80,81,86]. Najczestszymi gatunkami bakterii wérod tej grupy
chorych sa E. coli i Klebsiella sp. Podczas gdy E. coli jest czgsta przyczyna ZUM zar6wno u biorcow
przeszczepu nerki, jak i u pacjentéw bez przeszczepu, Klebsiella sp. odpowiada czesciej za kolonizacjg
pacjentow po przeszczepieniu nerki. Wzglgedna czgstos¢ wystgpowania jednego gatunku bakterii
w porownaniu do drugiego ma tendencj¢ do zmiany w zaleznosci od czasu wystgpienia ZUM po
przeszczepie. Wérdd bakterii Gram ujemnych powodujacych ZUM u biorcow nerki, mozna roéwniez

wyrozni¢ Pseudomonas aeruginosa z czgstoscig wystgpowania 14,9% [58,86]. Podkresla si¢ rowniez coraz
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wickszg rolg bakterii Gram dodatnich, w szczegoélnosci Enterococcus sp. jako czynnika etiologicznego
[44,81,86], ktory staje si¢ dominujagcym patogenem Ww pierwszym miesigcu po przeszczepie.
Najprawdopodobniej jest to spowodowane stosowaniem jako prewencji okolooperacyjnej

antybiotykoterapii, obejmujacej szerokie spektrum bakterii Gram ujemnych.

Wykazano, ze K. pneumoniae jest najczegstszym czynnikiem etiologicznym w przypadku
nawracajacych zakazen uktadu moczowego u chorych w pierwszym roku po przeszczepieniu nerki. Linares
i wsp. analizowali zakazenia o etiologii K. pneumoniae w grupie ponad 1000 biorcow narzadow
unaczynionych [80]. Zakazenia o tej etiologii byly najczgstsze wsrod biorcéw nerki, a punktem wyjscia
infekcji najczgsciej byt uklad moczowy. 64% stwierdzonych zakazen wsrod biorcéw nerki byla
spowodowana przez szczepy oporne na antybiotyki B-laktamowe o szerokim spektrum dziatania (ESBL+),
a prawie 30% towarzyszyla bakteriemia. Wigkszo$¢ epizodéw rozpoznawano w krotkim okresie po

transplantacji.

Z uwagi na coraz cze¢stsze i czasami niewlasciwe stosowanie antybiotykow, zwlaszcza w tej grupie
chorych, wiele raportéw podkresla rosngca czgstos¢ wystgpowania szczepow wielolekoopornych,
w szczegdlnosci z rodziny Enterobacteriaceae. Posiadaja one zdolno$¢ do wytwarzania B-laktamaz
o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) i odpowiadaja za nawet 40% ZUM [79-81,86].
W przypadku nawracajacych ZUM prawdopodobiefistwo, ze czynnikiem etiologicznym bedzie patogen
ESBL+ rosnie z kazdym kolejnym epizodem. W Gdanskim Os$rodku Transplantacyjnym wykazano, ze
ponad 70% zakazen gérnego odcinka uktadu moczowego o etiologii K. pneumoniae u biorcow nerki byto
spowodowanych szczepami ESBL+. Czgsto$¢ wystepowania szczepoéw wielolekoopornych K. pneumoniae
zwigkszyla si¢ w okresie obserwacji z 40% w latach 2007-2010 do 75% w latach 2011-2013 [87]. Czynniki
ryzyka dla ZUM o etiologii ESBL obejmuja cukrzyce, poprzednia profilaktyke lub terapi¢ antybiotykowa,

poprzednie ZUM, nawracajace zakazenie oraz pacjentow z opdzniong funkcja przeszczepu po przeszczepie.

Sposrod wielolekoopornych bakteryjnych przyczyn ZUM, mozna réwniez wyrdzni¢ niedawno
zidentyfikowane na catym $§wiecie bakterie oporne na karbapenemy niosace gen blanom-1, tzw. bakterie New
Delhi z metalo-beta-laktamaza 1 (NDM-1) [88]. W literaturze opisano kilka przypadkéw pacjentow
z ZUM wywotanym przez NDM-1, niektorzy z powodzeniem zakonczyli leczenie, u innych doszlo do
graftektomii [89,90]. Czynniki ryzyka dla ZUM o etiologii CRE (ang. carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae) nie zostaly dobrze zbadane, ale z pewnoscia zwiazane sg ze stosowaniem antybiotykow

karbapenemowych [88-90].

2.7. Leczenie inmunosupresyjne po przeszczepieniu nerki

Udany przeszczep nerki wymaga starannego zréwnowazonego podej$cia do stopnia
immunosupresji, aby zapobiec odrzuceniu przeszczepu, a jednoczesnie zminimalizowaé ryzyko infekcji,
nowotworow ztosliwych i chorob uktadu krazenia. Wybor leku oraz schemat leczenia jest uzalezniony od
szeregu czynnikow, tj. czynniki rokownicze zalezne od biorcy i dawcy narzadu, interakcja wybranego leku
immunosupresyjnego z innymi stosowanymi lekami, spodziewane narzadowo swoiste dzialania
niepozadane, a takze koszt leczenia [61]. Wazne jest rowniez wzigcie pod uwage szczegotowej historii
przyjmowania lekow przez pacjentow, gdyz niektore leki immunosupresyjne moga wigzac si¢ z wyzszym

ryzykiem ZUM.
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Leczenie immunosupresyjne po przeszczepieniu nerki polega na rownoczesnym stosowaniu kilku
lekow w okreslonych schematach. Dostgpne preparaty farmakologiczne o dziataniu immunosupresyjnym
to: leki hamujace produkcj¢ cytokin: inhibitory kalcyneuryny (cyklosporyna A, tacrolimus, tacrolimus
o przedluzonym uwalnianiu, tacrolimus LCP) oraz glikokortykosteroidy; inhibitory sygnatu proliferscji
(mTOR) (syrolimus, ewerolimus); leki antyproliferacyjne (azatiopryna, mykofenolan mofetylu, sol sodowa
kwasu mykofenolowego); inhibitor kostymulacji. Dodatkowo, mozna wyrdzni¢ preparaty biologiczne, do

ktorych naleza przeciwciala poliklonalne oraz monoklonalne [91].

Standardowo po transplantacji nerki stosuje si¢ skojarzone leczenie kilkoma lekami, ktore
charakteryzuja si¢ r6znymi mechanizmami dziatania i podawane sa w mozliwie najnizszych dawkach
terapeutycznych. We wczesnym okresie po transplantacji stosuje si¢ wyzsze dawki lekow, ktore stopniowo
s obnizane, a u niektorych pacjentow zmniejszana jest rowniez liczba stosowanych lekéw. Po 6 miesigcach
po przeszczepieniu nerki, biorca otrzymuje leczenie podtrzymujgce ze stabilnymi dawkami leku [60,91].
Podstawowym skladnikiem schematéw immunosupresji po przeszczepieniu nerki sa inhibitory
kalcyneuryny: tacrolimus i cyklosporyna, ktorych mechanizm dziatania jest taki sam, pomimo réznic
w budowie chemicznej i polega na hamowaniu enzymu fosfatazy serynowo-treoninowej, czyli kalcyneuryny

[91-93].

Cyklosporyna jest cyklicznym polipeptydem wyizolowanym z Tolypocladium inflatum [92],
natomiast tacrolimus jest makrocyklicznym laktonem wyizolowanym ze Streptomyces tsukubaensis [93].
Cyklosporyna nie rozpuszcza si¢ w wodzie i jest dobrze rozpuszczalna w thuszezach, a wige tatwo dyfunduje
przez btong komorkowa, gdzie w cytoplazmie taczy si¢ z biatkiem nosnikowym cyklofiling A - kompleks
ten hamuje kalcyneuryng. Tacrolimus rowniez jest lipofilny i1 wewnatrz komorki taczy sig
z biatkiem no$nikowym immunofiling FK-BP12 (FK-binding protein) - kompleks ten hamuje kalcyneuryne
silniej niz cyklosporyna. Inhibitory kalcyneuryny metabolizowane sg przez cytochrom P-450 3A: tacrolimus
glownie przez izoform¢ CYP3AS, cyklosporyna - CYP3 A4, ktore znajduja si¢ w uktadach mikrosomalnych
jelit i watroby. Obydwa immunosupresanty sa réwniez substratami dla glikoproteiny-P. Metabolizm
w jelitach, tak zwany metabolizm pierwszego przej$cia, odbywa si¢ za pomoca CYP3A oraz
glikoproteiny-P i moze stanowi¢ nawet potowe przemian obydwu lekow. Jednak za gldwne miejsce
metabolizmu uwazana jest watroba. Eliminacja obydwu lekow odbywa si¢ gtownie z z6lcia do przewodu

pokarmowego, a w niewielkim stopniu wydalane sg z moczem (ok. 6%) [92-93].

Pomimo sukcesu w leczeniu immunospresyjnym z zastosowaniem obu lekow, leczenie jest nadal
skomplikowane z powodu waskich indekséw terapeutycznych oraz duzej zmiennosci w farmakokinetyce
pomigdzy pacjentami i w odpowiedziach farmakodynamicznych [91-94]. Gtownymi dziataniami
niepozadanymi zwigzanymi z leczeniem tacrolimusem i cyklosporyng s3: neurotoksycznosc,
nefrotoksycznos$¢, nadci$nienie, hiperglikemia, zaburzenia zotadkowo-jelitowe, infekcje i nowotwory
ztosliwe. Chociaz odpowiednia ekspozycja jest niezbedna, aby zapobiec odrzuceniu, niedostateczna
ekspozycja w ostrym okresie potransplantacyjnym zwigksza ryzyko odrzucenia, a nadmierna ekspozycja
powoduje znaczng toksyczno$¢, ktora zmniejsza tolerancje i wplywa na dlugoterminowe przezycie
przeszczepu oraz pacjenta [60,61,94]. Dlatego utrzymywanie optymalnego poziomu leku
immunosupresyjnego we krwi w bezpiecznym oknie terapeutycznym jest kluczowe dla postgpowania

z przeszczepami narzadow.
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Wykazano, ze w przypadku szczepdw Enterococcus faecalis rodzaj inhibitora kalcyneuryny
stosowany w terapii bezposrednio wptywa na ekspresj¢ bakteryjnego genu kodujacego biatko PBP5
(penicillin binding protein 5) [95]. Ekspresja genu kodujacego biatko PBP5 byla wyzsza w obecnosci
cyklosporyny niz w obecnosci tacrolimusu. Ponadto, kiedy poréwnywano ekspresje tego genu dla szczepow
pochodzacych od biorcow nerki i szczepow komensalnych grupy kontrolnej, to okazalo si¢, ze gen ten byt
silniej wyrazany, kiedy bakterie rosty w postaci biofilmu niz w formie planktonu. Na tej podstawie
wnioskowano, ze rodzaj inhibitora kalcyneuryny nie tylko wplywa na sama ekspresj¢ genu bakteryjnego,
ale tez zmienia wlasciwosci biofilmu, i sugerowano, ze antybiotyki B-laktamowe moga by¢ bardziej
skuteczne w przypadku zastosowania w schemacie immunosupresji tacrolimusu [95]. Jak dotad nie
wskazano zadnego ze stosowanych inhibitorow kalcyneuryny jako czynnika ryzyka wystgpowania ZUM

o etiologii K. pneumoniae u pacjentdw po przeszczepieniu nerki.

2.8. Podsumowanie

W ostatnich latach zaobserwowano istotng poprawe wskaznikow przezycia przeszczepow
narzadowych w pierwszym roku po transplantacji, ktore osiagaja wartos¢ 90%. Poprawa nie dotyczy jednak
dlugotrwalego przezycia przeszczepu. Poniewaz fizjologiczna i zwigzana z uptywem czasu stopniowa utrata
funkcji nerki przeszczepionej jest nieunikniona, a nawrdt wyjsciowej choroby nerek jest trudny do
wyeliminowania, sugeruje si¢ modyfikacj¢ dlugotrwatej immunosupresji, jako rozwiazanie dla poprawy
odleglej czynnosci przeszczepu. Diugotrwata immunosupresja wiaze si¢ z wieloma skutkami ubocznymi,
w szczegolnosci ze wzrostem ryzyka infekceji, nowotworéw zto§liwych i chordb sercowo-naczyniowych
[94]. ZUM sa nadal zglaszane jako druga najczestsza przyczyna §mierci wérod pacjentow po przeszczepie

nerki, zaraz po chorobach sercowo-naczyniowych [96].

W sytuacji zakazenia uktadu moczowego, zwlaszcza szczepami wieloopornymi w populacji
pacjentéw, u ktorych wybor antybiotyku jest ograniczony uposledzong funkcja nerek i mozliwoscia
wystgpienia interakcji z innymi lekami, ustalenie optymalnej profilaktyki jest bardzo trudne. Zwlaszcza, ze
wiele antybiotykoéw okazuje si¢ nieskutecznych ze wzglgdu na brak punktu wychwytu w zmienionych
zarowno strukturalnie, jak i funkcjonalnie komodrkach. W $wietle tych informacji, warto$ciowa opcja
terapeutyczng moze okaza¢ si¢ modyfikacja leczenia immunosupresyjnego poprzez zamiang stosowanego

inhibitora kalcyneuryny.
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3. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, po raz pierwszy wyizolowana pod koniec XIX wieku przez Carla
Friedldnder’a, jest Gram-ujemna pateczka nalezaca do rodziny Enterobacteriaceae, z rzedu

Enterobacteriales, i jest spokrewniona mi¢dzy innymi z rodzajami Salmonella, Escherichia i Shigella [97].

Rodzaj Klebsiella zostal pierwotnie podzielony na trzy gatunki, w oparciu o réznice w fenotypie
klinicznym; Klebsiella rhinoscleromatis, Klebsiella ozaenae i Klebsiella pneumoniae [98,99]. Jednak po
opracowaniu systemu klasyfikacji opartego o analiz¢ 16S rDNA, zdefiniowano pig¢ klastrow
z przypisanymi do nich gatunkami: [98,100] Klaster I z gatunkiem Klebsiella oxytoca; Klaster 1II
z gatunkiem Klebsiella terrigena; Klaster 11l z dwoma gatunkami Klebsiella ornitholytica 1 Klebsiella
planticola; Klaster IV z Enterobacter aerogenes; Klaster V z Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae,
Klebsiella pneumoniae spp. rhinoscleromatis i1 Klebsiella pneumoniae spp. ozaenae. Nastepnie,
wykorzystujac do analizy filogenetycznej sekwencje genow gyrA 1 parC, wprowadzono podziat
K. pneumoniae spp. pneumoniae na trzy odregbne grupy filogenetyczne; Kpl, Kpll (z podgrupami KplI-A
i KpII-B) oraz KplII [100-102]. Rozw6j metod sekwencjonowania pozwolit na analiz¢ calych genomow
bakterii. Analiza WGS (ang. Whole Genome Sequencing) wérdd rodzaju Klebsiella wyodrgbnita osiem
réznych gatunkéw. Ponadto, na poziomie gatunku i podgatunku wykryto pewne rdznice, ale na obecna
chwilg, nie wprowadzono nowej klasyfikacji [103-105]. Wspomniane grupy filogenetyczne Kpl, Kpll
i Kplll, obecnic s3 znane odpowiednio jako Klebsiella pneumoniae sensu stricto (zwane dalej
K. pneumoniae), Klebsiella quasipneumoniae (z podgatunkami K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae 1 K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae) oraz Klebsiella variicola (Rysunek 3)
[103,106]. Te trzy gatunki, wraz z nowo zdefiniowana Klebsiella quasivariicola [107] i inng nienazwang

grupa filogenetyczng, tworzg w ramach szerszej filogenezy kompleks Klebsiella pneumoniae (Rysunek 3).

K. pneumoniae P
K. quasivariicola
K. quasipneumoniae .
subsp. similipneumoniae K. africana
) . K. variicola
K. quasipneumoniae
subsp. quasipneumoniae

K. aerogenes

K. terrigena

K. electrica

K. planticola
K. ornithinolytica

Cronobacter

K. huaxiensis

K. oxytoca

K. michiganensis Citrobacter

K. pasteurii K. grimontii

Salmonella

0.02 Escherichia

Rysunek 3. Pozycja taksonomiczna Klebsiella pneumoniae. Drzewo oparte na catym genomie, wykazujgce
filogenetyczne relacje miedzy K. pneumoniae, jego bliskimi krewnymi w kompleksie gatunkow K. pneumoniae
(czerwone galezie), innymi wybranymi cztonkami rodzaju Klebsiella (szare gatezie) i wybranymi cztonkami rodziny
Enterobacteriaceae (czarne galgzie). Drzewo wyprowadzono z porownania profili k-mer obejmujgcych sekwencje
catych genomow przy uzyciu mashtree. Pasek skali to szacowana srednia dywergencja nukleotydow. Opracowanie
wlasne na podstawie sekwencji genomow zgromadzonych w materiatach dodatkowych przez Wyres i wsp. [106]
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Bakteria K. pneumoniae powszechnie wystepuje w Srodowisku, zarowno w glebie i wodach
powierzchniowych, jak i na sprzg¢cie medycznym [104]. K. pneumoniae z tatwoscia kolonizuje $luzoéwke
przewodu pokarmowego, drogi oddechowe i skorg a skutki kolonizacji wydaja si¢ by¢ tagodne [98,106].
Z tych miejsc bakterie K. pneumoniae moga migrowa¢ do innych tkanek i powodowac ci¢zkie infekcje
u ludzi np. ropnie watroby, ZUM, bakteriemi¢ a nawet seps¢, chociaz zazwyczaj obserwuje si¢ to u oséb
z obnizong odpornoscia, szczegolnie u pacjentdéw hospitalizowanych [98,104,108]. Ponadto, patogennosc¢
bakterii K. pneumoniae wiaze si¢ z jej defensywnym modelem dziatania przeciwko odpowiedzi
immunologicznej gospodarza tj. unikaniem fagocytozy a nie atakiem na komorki uktadu
immunologicznego. Tak wigc bakteria Klebsiella pneumoniae stata si¢ istotnym czynnikiem zakaznym ze
wzgledu na wzrost liczby cig¢zkich infekcji i brak skutecznych metod ich leczenia. Pojawienie si¢ szczepow
K. pneumoniae, ktore nabyly dodatkowe cechy genetyczne i staly si¢ albo hiperwirulentne (HV), albo
oporne na antybiotyki, przyczynito si¢ do uznania bakterii K. pneumoniae za patogen oportunistyczny
[98,104].

Niektore szczepy K. pneumoniae w swoim materiale genetycznym nosza geny, ktére moga
utatwiaé przezycie bakterii wewnatrz gospodarza. Geny te nazywane s3 ,.czynnikami wirulencji” ze
wzgledu na rolg, jaka odgrywaja podczas infekcji [99,104]. Do szczegodlnie istotnych czynnikéw wirulencji
K. pneumoniae zalicza si¢ adhezyny (fimbrie typu 1 i 3), siderofory (enterobaktyna, yersiniabaktyna,
aerobaktyna, salmochelina), genotoksyne (kolibaktyna) oraz obecno$¢ sluzowej otoczki polisacharydowe;j
[109-112]. Czasami rowniez sama otoczka jest uwazana za czynnik wirulencji niezaleznie od §luzowatosci,
poniewaz chroni przed réznymi elementami odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji (chociaz
stopien, w jakim to dzieje si¢, rozni si¢ w zaleznosci od rodzaju otoczki) [104,106,112]. Szczepy wykazujace
obecnos¢ genow kodujacych jeden lub wiecej z tych czynnikow, sa czesto uwazane za zjadliwe (lub
hiperwirulentne, chociaz termin ten jest najczgsciej uzywany do opisywania izolatow hipermukoidalnych)
- 1 53 czeg$ciej izolowanez infekcji pozaszpitalnych (CA, ang. community-associated infections). Czynniki
zjadliwosci nie tylko odgrywaja istotna rol¢ w przezyciu wewnatrz gospodarza i patogenezie, ale rowniez

przyczyniaja si¢ do przezycia w srodowisku poza gospodarzem [104].

Odnotowano, ze K. pneumoniae, z naturalng opornoscia na ampicyling, bardzo szybko nabywa
dodatkowej opornosci zwigzanej z roznymi klasami srodkow przeciwdrobnoustrojowych. Obecnie istnieja
szczepy K. pneumoniae, ktore wykazuja opornos$¢ na wszystkie opcje leczenia przeciwdrobnoustrojowego
[113-115]: penicyliny B-laktamowe inne niz ampicylina (cz¢sto w potaczeniu z inhibitorami B-laktamazy),
nitrofurantoing, inhibitory reduktazy dihydrofolianowej (z sulfonamidami lub bez), aminoglikozydy,
fluorochinolony, cefalosporyny wszystkich generacji, karbapenemy i polimyksyny. Podsumowujac,
sklonno$¢ do  szybkiego nabywania szeroko rozpowszechnionej opornosci na  $rodki
przeciwdrobnoustrojowe czyni K. pneumoniae powaznym zagrozeniem dla zdrowia publicznego.
Szczegdlnie w przypadku, gdy K. pneumoniae powoduje infekcje u gospodarzy z obnizong odpornoscia,

ktorzy sa cze¢sciej poddawani leczeniu przeciwdrobnoustrojowemu.
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3.1. Rezerwuary K. pneumoniae w warunkach szpitalnych

Chociaz K. pneumoniae jest dobrze znana jako czegsta przyczyna zakazen wsrod pacjentow
hospitalizowanych, zrodla tych zakazen nie sa jeszcze dobrze poznane. Istnieje wiele mozliwych
potencjalnych rezerwuardw, z ktérych moze rozwinaé si¢ infekcja: osoby pracujace, odwiedzajace lub
przyjmowane do szpitala; sprzet wykorzystywany w procedurach. Odnotowano, ze gtdéwnym rezerwuarem
K. pneumoniae jest przewdd pokarmowy pacjenta, a gldownym wektorem przenoszenia w warunkach
szpitalnych — rece personelu szpitalnego [116-118]. Srodowisko szpitalne moze pehi¢ role rezerwuaréw
utatwiajacych transmisje tych bakterii i prowadzi¢ do infekcji. W badaniu epidemicznym przeprowadzonym
od grudnia 2008 r. do sierpnia 2009 r. u 16 pacjentow, ktorzy przeszli t¢ samg procedur¢ chirurgiczna,
wystapito zakazenie K. pneumoniae, ktdre pdzniej powigzano z endoskopem zastosowanym w tej

procedurze [118].

Na rozprzestrzenianie si¢ szczepoéw wielolekoopornych w srodowisku szpitalnym ma wptyw
powszechnie stosowana antybiotykoterapia. Stosowanie amoksycyliny z kwasem klawulanowym,
metronidazolu, klindamycyny, czy piperacyliny z tazobaktamem zwigksza intensywno$¢ kolonizacji
przewodu pokarmowego przez Klebsiella pneumoniae ESBL+. Oddziaty na ktorych przebywaja pacjenci
z obnizong odpornoscia lub poddawani immunosupresji — takie jak oddziat transplantologii - charakteryzuja
si¢ wigkszym ryzykiem wybuchu ogniska epidemicznego K. pneumoniae. Drugim typem potencjalnych
ognisk epidemicznych sa oddzialy internistyczne o profilu geriatrycznym. Podstawa postgpowania
w ogniskach epidemicznych jest edukacja i higiena personelu oraz badania przesiewowe i izolacja

pacjentéw z CPE (ang. carbapenemase-producing Enterobacteriaceae) [79,101,104,115,119-121].

Mozliwos¢ bezobjawowego przenoszenia bakterii przez pacjentow i pracownikow stuzby zdrowia
budzi ogromne obawy. W Semarang w Indonezji w 2010 r. nosicielstwo nosowo-gardtowe K. pneumoniae
stwierdzono u 7% zdrowych dzieci i 15% zdrowych dorostych [122]. W ramach projektu ,,Human
Microbiome Project”, bakterie K. pneumoniae wyizolowano z okoto 10% probek pobranych z réznych
miejsc ciata (usta, skora) oraz z 3,8% probek katu [123]. Stwierdzono, ze kolonizacja rozni si¢ w zaleznosci
od miejsca kolonizacji u gospodarza, wieku gospodarza oraz ekspozycji na srodowisko opieki zdrowotnej
i leczenie przeciwdrobnoustrojowe [117,122-125]. Bezobjawowa kolonizacja lub nosicielstwo
K. pneumoniae moze stanowi¢ rezerwuar tych bakterii, ktore moga powodowaé infekcje endogenne lub

zakazenia szpitalne u innych osob.

3.2. Wlasciwosci genomu K. pneumoniae

Pierwsze kompletne sekwencje genomu K. pneumoniae (szczep K. pneumoniae 342, szczep
K. pneumoniae MGH 78578 1 szczep K. pneumoniae NTUH-K2044) zostaly opublikowane na poczatku
XXI wieku i ujawnity pojedynczy, kolisty chromosom o wielkosci od 5,2 do 5,6 Mbp, kodujacy okoto
4800 - 5600 genow [126-127].

Pomimo podobienstwa pod wzgledem dtugosci chromosomu i liczby genéw, zawartos¢ genomu
znacznie rozni si¢ pomiedzy szczepami. Poza niewielkim rdzeniem genomu, ktory jest silnie
zakonserwowany ewolucyjnie i koduje podstawowe funkcje metaboliczne komorki, K. preumoniae posiada

dodatkowy zestaw gendéw, tzw. genom pomocniczy, ktory stanowi dodatkowy material genetyczny
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i odpowiedzialny jest za plastycznos¢ genomu. Ta rozbudowana pomocnicza czgs¢ genomu odpowiedzialna
jest za adaptacje do niszy ekologicznej. Kombinacja genomu rdzeniowego oraz zestawu wszystkich znanych
gendéw pomocniczych jest znana jako pan-genom, czyli cata pula genéw danego gatunku [104,128]. Rozmiar
rdzenia, genomu pomocniczego i pan-genomu zalezy od badanego szczepu. W jednym badaniu opartym na
zroznicowanym zbiorze 328 zsekwencjonowanych izolatow (w tym K. preumoniae, K. variicola
i K. quasipneumoniae) oszacowano 1743 gendéw podstawowych (1,48 Mbp sekwencji) i az 28143 gendéw

pomocniczych [104].

W oparciu 0 WGS i analizy genomiczne mozna zidentyfikowa¢ mechanizmy genetyczne lezace
u podstaw okreslonych cech fenotypowych bedacych przedmiotem zainteresowania mikrobiologow.
Te fenotypowe cechy obejmuja przede wszystkim wirulencj¢ i oporno$¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe,
poniewaz stanowia one wyjatkowe i powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Wiedza na temat
obecnosci niektorych genéw opornosci lub wirulencji, kodujacych odpowiednie fenotypy oraz sposobu,
w jaki mogg si¢ przemieszcza¢ w populacji bakteryjnej, moze pomoc w wyborze odpowiedniego leczeniai

kontroli zagrozen.

3.3. Czynniki wirulencji K. pneumoniae

K. pneumoniae wykazuje wiele réznych strategii adaptacji do niszy ekologicznej i ochrony przed
odpowiedziag immunologiczng gospodarza. Do istotnych czynnikéw wirulencji utatwiajacych bakterii
przetrwanie i wywotanie choroby naleza fimbrie typu 1 i 3, system pobierania zelaza (siderofory),
lipopolisacharyd (LPS), otoczka polisacharydowa (Rysunek 4) [104,109,129-131]. Obecno$¢ niektorych
z nich jest zachowana wsrdd wigkszos$ci szczepow K. pneumoniae, np. operon mrk kodujacy fimbrie typu
3, otoczka polisacharydowa czy lipopolisacharyd (LPS) [104,109]. Regulacja ekspresji genow kodujacych
czynniki wirulencji czy zmiany w strukturze gendéw moga decydowac o stopniu zjadliwosci szczepow.
I tak na przyktad geny rmpA 1 rmpA2 reguluja pozytywnie ekspresj¢ gendéw zwigzanych
z synteza otoczki, co powoduje pojawienie si¢ fenotypu hipermukoidalnego, ktéry jest zwigzany ze
zwigkszong wirulencjg [112,132-134]. Niektore z czynnikow wirulencji, jak salmochelina, yersiniabaktyna
czy aerobaktyna, wchodza w sktad genomu pomocniczego K. pneumoniae, stad ich obecno$¢ moze

zwigkszac zjadliwo$¢ szczepu [104,129].
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Fimbrie typu 1 Fimbrie typu 3

Siderofory:
Yersiniabaktyna @ ‘
Enterobaktyna @ Otoczka (K1-K79)
Salmochelina ©
Aerobaktyna @

Rysunek 4. Czynniki wirulencji szczepow Klesbiella pneumoniae. Istniejq cztery dobrze scharakteryzowane grupy
czynnikow wirulencji patogennych szczepow K. pneumoniae: otoczki, lipopolisacharyd (LPS), fimbrie (typu 1 i typu 3)
i siderofory. Otoczka jest pozakomorkowym polisacharydem, ktory otacza komorke bakterii. Klasyczne szczepy
K. pneumoniae wytwarzajq otoczke, jednego z serotypow od K1 do K79, serotypy K1 i K2 zwigzane sq ze zwigkszong
patogennoscig. LPS to integralna czes¢ blony zewnetrznej komorki, ktora jest wytwarzana zaréwno przez klasyczne
szczepy K. pneumoniae, jak i hiperwirulentne, i moze naleze¢ do jednego z serotypow O-antygenu oznaczonego od
1 do 9. Szczepy K. pneumoniae tworzq zwiqzane z blong struktury adhezyjne, fimbrie typu 1 i typu 3 oraz wydzielajq
siderofory wychwytujqce zelazo. Sposrod sideroforow, enterobaktyna jest wytwarzana przez prawie wszystkie szczepy,
a yersiniabaktyna jest wytwarzana przez okoto potowe klasycznych i prawie wszystkie szczepy hiperwirulentne.
Salmochelina i aerobaktyna rzadko sq wytwarzane przez klasyczne szczepy, zazwyczaj sq wydzielane przez szczepy
HYV, przy czym poziom ekspresji aerobaktyny jest najsilniejszy sposrod sideroforow. Opracowanie wlasne na
podstawie [130]

3.3.1.Adhezyny

Wiele gatunkoéw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae wykazuje obecno$¢ adhezyn, ktore
warunkuja przyleganie bakterii do komorek nabtonka dréog moczowych, umozliwiajac tym samym
kolonizacj¢ zajmowanej powierzchni i stanowia ochrong bakterii przed usunigciem podczas mikcji
[130,135]. Najwazniejsza grupa adhezyn sa adhezyny fimbrialne - sztywne struktury biatkowe, ktore
umozliwiaja pateczkom Klebsiella przyczepnos¢ w obliczu naprezen mechanicznych wystepujacych pod
wplywem nieregularnego przeptywu moczu w cewce moczowej. Fimbrie sa heterokompleksami, ktore
sktadajg si¢ z bialkowych podjednostek tworzacych strukture wypustki oraz monomeréw mniejszych
podjednostek odpowiedzialnych za ich wydhuzanie, funkcje wigzace i stabilno$é. Na szczycie fimbrii
znajduje si¢ element, ktéry rozpoznaje receptor na komodrkach nabtonkowych. Najwigksze znaczenie

w patogenezie ZUM o etiologii Klebsiella pneumoniae maja fimbrie typu 1 oraz fimbrie typu 3 [130,136].

3.3.1.1. Fimbrie typu 1
Fimbrie typu 1 wystepuja u wigkszosci paleczek z rodziny Enterobacteriaceae kolonizujacych
dolne odcinki uktadu moczowego. Fimbrie te sg kodowane przez zestaw genoéw fim, zlokalizowanych na
chromosomach bakteryjnych oraz plazmidach. Wystepujace u 90% szczepow K. pneumoniae wtokna, maja
dhugos¢ 16 um i szeroko$¢ 3 nm [130,137]. Biogeneza fimbrii podlega systemowi sekrecji typu “chaperone-
usher" (CUP, ang. chaperone-usher pathway), gdyz do powstania funkcjonalnej fimbrii niezbedne sa:

periplazmatyczne biatko opiekuncze i zewnatrz blonowe biatko kanalotworcze. Wszystkie biatka
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strukturalne niezbedne do budowy fimbrii powstaja w cytoplazmie i sa transportowane do periplazmy
z wykorzystaniem systemu sekrecji Sec-zaleznej [137,138]. Biatko wtasciwe fimbrii typu | sktada si¢ z 159
reszt aminokwasowych. Sekwencje aminokwasowg biatka poprzedza peptyd sygnalny sktadajacy si¢ z 23
reszt aminokwasowych. Do biosyntezy fimbrii typu | niezbgdne jest 10 podjednostek, ktore wchodza

w sktad operonu fim (Rysunek 5) [130,136-138].

—t fimB H fimE =i fimA K fim! K fimC |- fimD M fimFHfimGH  fimH K fimK |-

Rysunek 5. Organizacja genetyczna klastra genow fimbrii typu 1 (fim). Na podstawie [137]

Adhezyng wlasciwa na powierzchni fimbrii jest biatkko FimH o masie 32 kDa. W drogach
moczowych, biatko to rozpoznaje i wigze si¢ z receptorami lub czasteczkami zawierajacymi reszty
mannozowe, ktore sa typowe dla komorek nabtonka pecherza moczowego. Biatko FimH warunkujace
wlasciwosci adhezyjne, wystgpuje na szczycie fimbrii lub moze by¢ rozmieszczone na calej jej dlugosci.
Podjednostka FimH sktada si¢ z dwoch domen: receptorowej i linkerowej. Domena receptorowa, ktora
wigze mannoz¢ ma ksztalt kieszonki, jest gleboka, mata i ujemnie natadowana. Domena pili laczy
podjednostke FimH z FimG, tworzac elastyczny linker ztozony z dwoch aminokwaséw, Gly159 i Gly160.
Wiele wypustek fimbrialnych na powierzchni komorki bakteryjnej umozliwia jej przyleganie do komoérek
nablonkowych gospodarza oraz erytrocytow, powodujac hemaglutynacj¢. Utrata zdolno$ci wytwarzania
fimbrii wigze si¢ z utratg zjadliwosci. Do powstania fimbrii niezb¢dna jest produkcja wszystkich biatek
kompleksu. Gdy ekspresja genow fim jest wiaczona, komorki bakteryjne sg silnie urzesione, jesli ekspresja

jest wylaczona - fimbrie nie powstaja [130,137].

Ekspresja operonu fim na poziomie transkrypcji jest regulowana przez odwracalny element DNA
(przetacznik fazowy) zawarty w obrgbie promotora glownego genu kodujacego podjednostke fimbrialna,
fimA. Rejon ten jest otoczony odwroconymi powtdrzeniami sekwencji 9 nukleotydéw (IR, ang. inverted
repeats). Odwrocenie orientacji przelacznika fazowego, a w nastgpstwie wygaszenie transkrypcji jest
kontrolowane przez biatka regulatorowe HNS i IHF, nalezace do biatek histonopodobnych, biatko
regulatorowe Lrp reagujace na leucyng, oraz bialka FimE i FimB, ktore sg homologiczne do A — integraz
z rodziny rekombinaz miejscowo — specyficznych. Rekombinazy FimE i FimB rozpoznaja odwrocone
powtorzenia sekwencji 9 nukleotydow, flankujac sekwencje przetacznika fazowego. FimE moze orientowac
przetacznik fazowy tylko z pozycji wiaczonej (ON) na wytaczong (OFF), podczas gdy FimB promuje
przetaczanie w obu kierunkach. W pozycji ON promotor jest prawidtowo zorientowany na transkrypcje,
z kolei w pozycji OFF dochodzi do zahamowania transkrypcji [137,139]. To, ktora rekombinaza dominuje
jest zalezne glownie od temperatury. FimE dominuje w temperaturze 37°C, za§ FimB w temperaturze
37-40°C. Ponadto srodowisko bton $luzowych promuje biatko FimB. W takich warunkach zwigkszona
ekspresja fimbrii typu 1 odpowiada za szybka kolonizacj¢ [139].

Ekspresja fimbrii typu 1 podlega opisanemu powyzej zjawisku zmiennosci fazy, polegajacemu na
wiaczeniu lub wylaczeniu stanu ufimbriowania przez poszczegédlne komorki. Do regulowania ekspresji
fimbrii typu 1, K. pneumoniae wykorzystuje bodzce srodowiskowe. Na przyktad geny fimbrii typu 1 ulegaja
ekspresji w drogach moczowych, ale nie w przewodzie pokarmowym lub ptucach [109,136,137].
Ta obserwacja jest zgodna z faktem, ze fimbrie typu 1 przyczyniaja si¢ do ZUM [130,136]. Jak wykazano

26


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

na mysim uktadzie modelowym, fimbrie typu 1 w szczeg6élnoSci przyczyniaja si¢ do inwazji komorek
pecherza moczowego przez K. pneumoniae 1 tworzenia biofilmu w pecherzu podczas ZUM, ale nie s3
potrzebne do wczesnej kolonizacji [137,140]. Wykazano, ze podczas kolonizacji przewodu pokarmowego
czy zapalenia phuc, bakterie K. pneumoniae nie wykazuja ekspresji fimbrii typu 1, stad przypuszczenie, ze
struktury te sg zbgdne lub nawet potencjalnie szkodliwe [136,137]. W oparciu o badania przeprowadzone
z uzyciem modelu infekcji pluc myszy zaobserwowano, ze mutant K. pneumoniae pozbawiony genow fim
byt zdolny nie tylko do kolonizacji ptuc, ale takze do rozprzestrzeniania si¢ do §ledziony i watroby [136].
Sugeruje to, ze nawet niski poziom ekspresji fimbrii typu 1 K. pneumoniae moze mie¢ wptyw na infekcje

réznych narzadow.

Poza podstawowa funkcja fimbrii typu 1 jaka jest posrednictwo w adhezji do komoérek nablonkowych
gospodarza, fimbrie typu 1 odgrywaja wazng rol¢ w inwazji komorek pgcherza moczowego oraz moga bra¢
udzial w tworzeniu biofilmu w pgcherzu moczowym i na powierzchniach abiotycznych [109,140,141].
Znana jest rowniez inna rola fimbrii typu 1 w patogenezie. Stwierdzono, ze in vivo wzmacniaja one
lektinofagocytoze przez makrofagi i neutrofile. Ponadto, podjednostka FimH utatwia wigzanie bakterii
z komorkami odpornosciowymi, takimi jak komorki tuczne, co prowadzi nastgpnie do zwigkszonej
aktywacji komorek odpornosciowych i rekrutacji neutrofili. Konsekwencja moze by¢ wzrost klirensu

K. pneumoniae [130,142].

3.3.1.2. Fimbrie typu 3
Fimbrie typu 3 réwniez powstaja na drodze sekrecji typu ,,chaperone-usher” i s3 kodowane przez
zestaw genow mrk, z ktorych adhezyna wtasciwa jest mrkD, ktora wigze si¢ z receptorami lub peptydami
dostepnymi w wyniku wczesniejszego uszkodzenia komoérek. Kompleks genéw mrk zlokalizowany jest na
chromosomie bakteryjnym oraz moze wystgpowac na plazmidach. Fimbrie typu 3 wytwarzane sa przez
okoto 80% wszystkich szczepow K. pneumoniae, a ich wtdkna sa krotsze i ciensze niz fimbrii typu 1, gdyz
maja dlugos¢ 2-4 um i szeroko$¢ 2 nm, ale wystepuja znacznie liczniej. W przeciwienstwie do fimbrii typu

1, fimbrie typu 3 sg niewrazliwe na mannoz¢ [143].

Fimbrie typu 3 to helisopodobne, zwigzane z btona, adhezyjne struktury na powierzchni
K. pneumoniae. Sktadaja si¢ gtownie z podjednostek MrkA, z podjednostka MrkD na szczycie.
Stwierdzono, ze fimbrie typu 3 sa niezbe¢dne do produkcji biofilmu K. pneumoniae i wigzania ze sprzg¢tem
medycznym. Chociaz specyficzny receptor powierzchniowy komoérki nie zostal jeszcze zidentyfikowany
dla fimbrii typu 3, wykazano, ze podjednostka MrkD wiaze si¢ z macierza zewnatrzkomorkowa zywej
tkanki. Podczas gdy podjednostka MrkA wiaze si¢ do powierzchni abiotycznych np. cewnikow, implantow,
pokrytych tkanka gospodarza. Wykazano, ze obecnos¢ u bakterii fimbrii typu 3 pobudza neutrofile do
wytwarzania reaktywnych form tlenu (RSO), co moze mie¢ negatywny wpltyw na same komorki bakterii

[136,141,143].

Fimbrie typu 3 odgrywaja rowniez wazng rol¢ w produkcji biofilmu [141,144]. Biofilm stanowi
bariere, ktora chroni bakterie przed presja zewnetrznych czynnikow $rodowiska, w tym wysuszeniem,
toksynami oraz srodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Biofilm to réwniez zwarte srodowisko, w ktorym
miedzy komoérkami dochodzi do wymiany materialu genetycznego, np. gendéw opornosci i genow

wirulencji. Odpowiedzialne sa za to ruchome elementy genetyczne [145]. Wszystkie te czynniki
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przyczyniaja si¢ do utrzymywania si¢ i przenoszenia K. pneumoniae, szczegdlnie w srodowisku szpitalnym
[136,141,144].

3.3.2.Siderofory

O zdolnosci przezycia i namnazania si¢ bakterii Klebsiella pneumoniae w tkankach i narzadach,
decyduje obecnos$¢ odpowiednich jonow i substratdéw pokarmowych, z ktérych niezbednym do syntezy
cytochroméw, reduktazy rybonukleotydow i innych enzymoéw, jest zelazo. Dlatego w $rodowisku
z minimalng iloécig wolnego lub niezwigzanego zelaza, przezycie Klebsiella zalezy od sideroforow [146].
Siderofory sg czgsteczkami wykazujacymi wysokie powinowactwo do jonow zelaza Fe**. W moczu ilo$¢
wolnego zelaza jest duza (1-3 ug w warunkach fizjologicznych) [147]. Z kolei w tkankach, zelazo
w postaci jonéw Fe?" wystepuje zazwyczaj w formie zwigzanej w makroczgsteczkach takich jak laktoferyna
i transferyna. Sprawia to, ze wigkszos$¢ bakterii nie jest zdolna do jego wykorzystania. Do prawidtowego

wzrostu i aktywno$ci metabolicznej bakterie wymagaja stezenia zelaza na poziomie okoto 10°M [146-148].

Pod wzgledem struktury siderofory mozna podzieli¢ na trzy gtéwne rodziny: katecholany
(np. enterobaktyna i salmochelina), hydroksaminiany (np. desferrioxamine B) i karboksylany
(np. stafyloferyna A). Mozna réwniez wyrdzni¢ siderofory ,typu mieszanego” (yersiniabaktyna,
pyochelina, aerobaktyna), ktore uwaza si¢ za majace elementy dwoch lub wigcej rodzin sideroforow. Ich
dziatanie polega na uwalnianiu zelaza z komplekséw biatkowych gospodarza i przenoszeniu go do cytozolu
komorki bakteryjnej za posrednictwem biatkowych receptoréw i przenosnikow btonowych. Wytwarzanie
enterobaktyny jest powszechne dla wszystkich Klebsiella sp. Gen syntezy enterobaktyny - ent jest
sktadnikiem genomu podstawowego. Kilka innych nabytych loci zwigzanych z synteza sideroforow
(aerobaktyna, salmochelina i yersiniabaktyna) jest rozpoznawanych jako powszechne geny pomocnicze.

Bakteria moze naby¢ je w drodze horyzontalnego transferu genow [104,130,134].

Najczesciej spotykanym nabytym sideroforem jest yersiniabaktyna, ktéra kodowana jest przez
locus ybt i znajduje si¢ na integracyjnym elemencie koniugacyjnym [104,146,149]. Yersiniabaktyna obecna
jest u okoto 30% izolatow K. pneumoniae odpowiadajacych za infekcj¢ ZUM [104,149]. Aerobaktyna
i salmochelina wystgpuja znacznie rzadziej (dla < 5% izolatow), odpowiednio kodowane sa przez loci iuc
1 iro, 1 zazwyczaj przenoszone sg na plazmidzie wirulencji [150-152]. Plazmid ten niesie roéwniez geny
niezbedne do kodowania fenotypu hipermukoidalnego (rmpA/rmpA2) [152]. Czasami jednak mozna znalez¢
salmocheling zakodowana na tym samym integracyjnym elemencie koniugacyjnym co yersiniabaktyna,
wraz z genotoksyna kolibaktyny [151]. Wszystkie te nabyte siderofory zwigzane sa

z wirulencja i chorobami inwazyjnymi, cz¢sto o Smiertelnym przebiegu [104,129,146].

3.3.3.Lipopolisacharyd (LPS) i polisacharyd otoczkowy

Czasteczka LPS, czgsto uwazana za kluczowy czynnik wirulencji, sktada si¢ z kilku sktadnikow:
lipidu A, polisacharydu rdzeniowego i powtarzajacego si¢ polisacharydu znanego jako antygen O [153,154].
U ludzkich gospodarzy, LPS pomaga przetrwaé K. pneumoniae hamujac dziatanie uktadu dopehiacza,
a wysoki poziom LPS jest zaangazowany w wyzwalanie nadmiernej reakcji przez uktad odporno$ciowy
(tzw. wstrzas endotoksyczny), powodujac powazne uszkodzenie organizmu gospodarza. W przypadku

szczepow K. pneumoniae, antygen O wystepuje w 9 typach serologicznych i w wigcej niz 5 podtypach.
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Antygen O jest kodowany przez co najmniej tyle samo réznych loci [153-156]. Serotypowanie antygenu O
nie jest powszechne w laboratoriach klinicznych, ale wraz z pojawieniem si¢ i upowszechnieniem
sekwencjonowania WGS, locus O mozna tatwo wyodrebni¢ z danych genomu i wykorzysta¢ do

przewidywania serotypu [154,157].

Prawie wszystkie bakterie z rodzaju Klebsiella wykazuja obecno$¢ otoczki polisacharydowe;j, ktora
jest niezbedna do przezycia bakterii u ludzkich gospodarzy, a jej utrata wiaze si¢ z calkowitg utrata
zjadliwosci. Powtarzalne podjednostki otoczkowe, sktadajace si¢ z czterech do szesciu cukréw i bardzo
czesto kwasow uronowych (jako sktadnikéw natadowanych ujemnie), kodowane sa przez loci genow
syntezy polisacharydow otoczkowych (cps lub K), i mozna podzieli¢ je na 79 typéw otoczkowych (typy K)
[158]. Typy otoczek K1 i K2 powigzano z chorobg inwazyjna i zwigkszong patogennoscia w mysich
modelach [98] i wykazano, ze sg wysoko zakonserwowane ewolucyjnie w hiperwirulentnych klonach (K1
w CG23 i K2 w innych) [150,159]. Otoczka typu K5 jest rowniez zwigzana z ropniem watroby [160],
a K3 jest ograniczona do rzadkiej linii Klebsiella pneumoniae spp. rhinoscleromatis (ST67) [99]. Niewiele
wiadomo o wzglednej zjadliwosci innych typow otoczek, a wigkszo$¢ niehiperwirulentnych klonow,
w tym globalne klony MDR, wykazuja znaczng réznorodno$¢ K-locus [150]. Wiele szczepoéw
K. pneumoniae w badaniach serologicznych jest oznaczonych jako ,,nietypowe”. Powodem tego moze by¢
brak syntezy otoczki, brak wigzania przeciwcial podczas serotypowania lub niespecyficznos¢ reakcji
objawiajaca si¢ wigzaniem wielu réznych przeciwcial. Rowniez i w tym przypadku opracowano schemat
typowania oparty o sekwencje¢, i wykazano, ze istnieje ponad 138 roznych rodzajow loci otoczek (tzw. typy
KL) [154]. Analiza genomowa wykazata, ze serologicznie odrebne typy otoczek sa kodowane przez rézne
loci regionu cps, [153,154]. Serotyp otoczki najlepiej jest oznaczy¢é na podstawie sekwencjonowania

genomu [154].

Proces rekombinacji genetycznej skupiony wokot gendw syntezy polisacharydu otoczkowego oraz
w mniejszym stopniu antygen-O LPS moze wplywa¢ na szybka dywersyfikacje typéw otoczek i antygenu
O w populacji bakteryjnej, a nawet w obrebie linii filogenetycznej. Moze to réwniez mie¢ wptyw na
unikanie odpowiedzi ze strony uktadu immunologicznego. Niektore typy otoczek sa zwigzane ze szczegdlna

zjadliwoscig bakterii i decyduja o cigzkosci przebiegu choroby pacjenta [154,161].

Oprocz zmiennosci w typie otoczki, K. pneumoniae moze takze zawiera¢ dodatkowe geny rmpA
i rmpA2 w swoim genomie, ktére decyduja o pozytywnej regulacji i nadekspresji otoczki, co skutkuje
pojawieniem si¢ tzw. fenotypu hipermukoidalnego (HM, ang. hypermucoviscosity). Poczatkowo fenotyp
HM byt zwiazany z kilkoma specyficznymi typami otoczek. Obecnie wiadomo, ze fenotyp HM jest

zwigzany z genami rmpA 1 rmpA2, i nie ma zwigzku z typem otoczki [112,132,159].

3.3.4.Fenotyp hipermukoidalny

Hipermukoidalno$¢ jest prawdopodobnie najbardziej znanym czynnikiem wirulencji
K. pneumoniae, ale jej podstawa genetyczna i udziat w chorobie nie sg do konca jasne (Tabela 4). Fenotyp
jest powszechnie zwiazany z nadprodukcja otoczki z powodu obecnosci jednego Iub obu dodatkowych
genoéw regulatorowych rmpA lub rmpA2 (ktére maja > 80% homologii) [112,132,159]. Chociaz
w ostatnich latach wykazano, ze fenotyp ten moze rowniez wystapic¢ bez nadprodukcji otoczki [132]. Geny

rmpA i rmpA2 sa zazwyczaj umieszczone odpowiednio w poblizu genéw iro i iuc na plazmidach wirulencji
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KpVP-1 1 KpVP-2. Geny rmpA 1 iro moga rowniez wspotwystepowaé na ruchomym integracyjnym
elemencie koniugacyjnym ICEKpl (ICE, ang. integrative conjugative element), a rmpA2 i iuc na

niekanonicznych plazmidach wirulencji [151,162].

Badania genomiczne pokazuja, jak roznorodna jest populacja Klebsiella pneumoniae 1 ujawniaja
pozorne powigzania mi¢dzy proponowanymi genami wirulencji a fenotypem hiperwirulencji, co prowadzi

do nieporozumien w oznaczaniu ,,markerow hiperwirulencji” (Tabela 4) [150].

Tabela 4. Domniemane determinanty hiperwirulencji. W oparciu o [150]

Geny specyficzne dla otoczek

Otoczki K1 1 K2 sa wysoce zakonserwowane ewolucyjnie w obrebie poszczegoélnych klonéw hiperwirulentnych
i w wielu klonach o nizszej wirulencji.

Obecnie zaproponowane sa dwa markery hiperwirulencji zwiazane z loci otoczek: gen magA (koduje polimerazg
CPS typu Wzy) i gen wag (sktadnik locus K 1 (KI1), oraz K16, K116, K154, K158, K163 i K1113).

Markery specyficzne dla klonu

kfu (posredniczy w przyswajaniu zelaza (III)) i a//S (metabolizm alantoiny) sa zachowane w grupie klonalnej 23
(CG23), ale nie w innych hiperwirulentnych klonach.

kvgAS jest zakonserwowany w CG86, CG65 1 CG25, ale nie wystepuje w CG23.

Geny hipermukoidii i rmpA

Hipermukoidalno$¢ nie ogranicza si¢ wylacznie do hiperwirulentnych szczepéw i nie wszystkie hiperwirulentne
szczepy sa hipermukoidalne w tescie ciggliwosci. Zgodnos¢ migdzy testem ciggliwosci a hiperwirulencjg w ocenie
klinicznej lub na modelu zwierzgcym jest rozna (51-98%).

Polowa zarejestrowanych alleli 7mpA lub rmpA2 zawiera mutacje oparte na przesunigciu ramki odczytu powstate
z indeli w sekwencji poli (G), powodujac utratg¢ funkcji i brak hipermukoidalnosci.

Receptory sideroforow

Wsréd gendéw rdzeniowych genomu K. pneumoniae znajduje si¢ receptor zalezny od TonB, ktéry ma okoto 71%
homologii z receptorem aerobaktyny iutA. Wykrywanie tego genu za pomoca PCR lub sekwencjonowania jest
czasem mylone z obecnos$cia aerobaktyny, pomimo braku genéw syntezy aerobaktyny iucABCD.

3.4. Determinanty opornosci

W  zakazeniach ukladu moczowego bardzo wazne jest szybkie wdrozenie leczenia
przeciwbakteryjnego, ktore oprocz usunigcia stanu zapalnego i wyjalowienia uktadu moczowego, ma za
zadanie zminimalizowaé ryzyko nastgpstw zakazenia, takich jak powstanie blizn w nerkach, rozwoju
przewleklej choroby nerek, nadci$nienia tetniczego, czy urosepsy. Lekami, ktore sg stosowane
w pierwszym etapie leczenia ZUM sa fluorochinolony, trimetoprim z sulfometoksazolem
1 nitrofurantoina [163]. Profilaktyczne stosowanie antybiotykow wywotuje rosnacy odsetek opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe. Leczenie staje si¢ coraz trudniejsze, a w niektorych przypadkach wrecz
niemozliwe. Wystepujace u bakterii mechanizmy opornosci na antybiotyki moga prowadzi¢ do selekcji
1 rozprzestrzeniania si¢ szczepow opornych na wiele klas antybiotykow a niewlasciwa antybiotykoterapia
do kolejnych ZUM szczepami egzogennymi o obnizonej wrazliwo$ci na antybiotyki [164]. W czasie terapii,
bakterie poddawane sa dzialaniu antybiotyku o st¢zeniu podprogowym, co wywoluje zmiany
w strukturach powierzchniowych i morfologii komoérek, a takze hamuje wytwarzanie toksyn. Ste¢zenie
podprogowe przyczynia si¢ jednak do selekcji szczepdw opornych, a pojawienie si¢ zmienionych

strukturalnie i morfologicznie komorek bakteryjnych utrudnia ich rozpoznanie.

Zrozumienie spektrum opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe i lezacych u jego podstaw
mechanizmow jest integralng czes$cig podejmowania §wiadomych decyzji dotyczacych leczenia. Wiedza na
temat jakie opornosci sa kodowane, sposobu ich kodowania oraz sposobu ich rozprzestrzeniania si¢ lub
zaostrzenia, moze pomoéc ustalié, ktore $rodki przeciwdrobnoustrojowe bylyby odpowiednie

i najskuteczniejsze w leczeniu. Narastajaca liczba przypadkow ZUM o etiologii K. pneumoniae, ktore czgsto
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wykazuja wielolekooporno$¢ [79-81,104,116,164], uzasadnia konieczno$¢ prowadzenia badan majacych na
celu okreslenie czynnikéw zjadliwosci 1 mechanizmow opornosci na antybiotyki stosowane w leczeniu

ZUM.

Bioragc pod uwagg zréznicowany zakres lekoopornosci, wprowadzono podzial szczepow
bakteryjnych na wielolekooporne (MDR, ang. multidrug-resistant), o rozszerzonej opornosci (XDR, ang.
extensively drug-resistant) 1 o catkowitej opornosci na antybiotyki (PDR, ang. pandrug resistant) [165].
Narastajagcym problemem w transplantologii jest coraz powszechniejsze wystgpowanie bakterii
K. pneumoniae MDR, ktore wykazuja oporno$¢ na trzy lub wigcej klas lekow, nie uwzgledniajac naturalnej
oporno$ci na ampicyling [166]. W tego typu zakazeniach (zwtaszcza bakteriami opornymi na karbapenemy)
probuje si¢ stosowac leczenie skojarzone kilkoma antybiotykami w duzych dawkach [60,61,91,94]. Pomimo
wczesniej wdrozonego, prawidtowego leczenia, zakazenia te stanowig zagrozenie dla zycia pacjenta oraz
czynnosci graftu. Czestotliwo$¢ 1 rozpowszechnienie opornosci bakterii oraz obawy zwigzane
z pojawieniem si¢ szczepow XDR staja si¢ powszechne, dlatego zrozumienie mechanizmow genetycznych

odpowiedzialnych za nabywanie opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki ma ogromne znaczenie.

3.4.1.Mechanizmy wplywajace na zmienne profile opornos$ci na antybiotyki
szczepow K. pneumoniae odpowiedzialnych za ZUM

Zasadniczo istnieja dwa typy zmienno$ci genetycznej, ktére moga nadawaé opornos$¢ na
antybiotyki (AMR, ang. antimicrobial resistance). Pierwszym z nich jest przeniesienie mechanizmow
opornos$ci w wyniku horyzontalnego transferu genow (HGT, ang. horizontal gene transfer) z udzialem
ruchomych elementéw genetycznych [167]. Sekwencje insercyjne, transpozony, integrony i kasety genowe,
plazmidy i fagi moga przenosi¢ geny kodujace opornos¢ mig¢dzy komorkami bakteryjnymi [168-170]. Drugi
to akumulacja mutacji w istniejacych genach rdzeniowych, ktére powoduja zmian¢ ich funkcjonalnosci
nadajac im opornos¢ (na przyklad mutacje w genie kodujacym gyraze (gyrB), co prowadzi do powstania

opornosci na chinolony) [167].

Chociaz istniejg dwa szeroko rozpowszechnione typy zmienno$ci genetycznej prowadzacej do
nabywania oporno$ci, oporno$¢ bakterii moze by¢ uwarunkowana réznorodnymi mechanizmami
obejmujacymi: modyfikacj¢ miejsca docelowego dziatania substancji przeciwbakteryjnej; zmniejszenie
przepuszczalno$ci oston komoérkowych; enzymatyczng degradacje lub zmiang struktury $rodka
przeciwdrobnoustrojowego; czynne usuniccie srodka przeciwdrobnoustrojowego z komorki bakteryjnej za
pomoca kanatow porynowych (ang. efflux pump). Nadprodukcja systemoéw wypompowujacych czasteczki
z komorki, a takze ich synergistyczne dzialanie z innymi wymienionymi mechanizmami, moze wptywac na
obnizenie wrazliwosci na rézne klasy substancji przeciwbakteryjnych [167,171]. Niektore klasy AMR sa
szczegoblnie niepokojace w przypadku szczepow K. pneumoniae izolowanych z moczu pacjentéw ze
szpitalnym ZUM. Klasy opornosci u K. pneumoniae i znane determinanty genetyczne nadajace opornosé

zostaly przedstawione w tabeli 5.
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Tabela 5. Genetyczne determinanty opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe w genomach K. pneumoniae.

W oparciu o [172]

p-laktamazy

bla Geny nadajace opornos¢ (* naturalng)

Klasa A CARB-3, PSE-1, SCO-1, SHV-1*, TEM-1
ESBL CTX-M, SHV-5, TEM-10, VEB
Karbapenemazy KPC, GES-5

Klasa B (Metallo- 3 -laktamazy)

CphA, IMP, NDM, SIM, VIM

Klasa C (Cefalosporynazy) AmpC, CMY, DHA, FOX, MIR
Klasa D OXA-1, OXA-2, OXA-7, OXA-9, OXA-10,
OXA-12
ESBL OXA-11, OXA-15
Karbapenemazy OXA-48, OXA-51, OXA-181, OXA-237
Inne AMR Geny nadajace opornos¢ (* naturalna) Mutacje
Aminoglikozydy aac, aadA, aadB, aph, armA, rmt, str4, strB -
Karbapenemy (patrz geny karbapenemazy bla, klasa A1 D Mutacje w ompK35, ompK36
powyzej)
Kolistyna mer-1, merl.2 Dezaktywacja pmrB, mgrB,; mutacje w crrB
Fluorochinolony qepA, qnrd, gnrB, gnrD, gnrS SNPs w gyrAd, parC; pozytywna regulacja
acr4B lub ogxAB
Makrolidy ered, ereB, ermB, mef, mph, msrE -
Fenikole catA, catB, cml, floR -
Ryfampicyna arr -
Sulfonamidy folP, sull, sul2, sul3 -
Tetracyklina tet geny -
Tygecyklina - pozytywna regulacja acrAB lub ogxAB;
mutacje w rpsJ
Trimetoprim dfr geny -

3.4.2.0pornos$¢ na p-laktamy

W ciagu ostatnich dziesi¢cioleci, zar6wno w Polsce, jak i na §wiecie, obserwuje si¢ staly wzrost
oporno$ci bakterii K. pneumoniae na najwigksza i najbardziej r6znorodng grupe¢ antybiotykéw - na
antybiotyki B-laktamowe. Najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem opornosci na B-laktamy jest
enzymatyczna inaktywacja substancji przeciwbakteryjnej. W tym celu K. pneumoniae wytwarza
B-laktamazy stanowigce bardzo zréznicowang grupe enzymow, ktore hydrolizujg penicyliny, monobaktamy
i cefalosporyny (z wyjatkiem cafamycyny). Dziatanie B-laktamaz jest hamowane przez inhibitory
B-laktamaz: kwas klawulanowy, tazobactam, sulbactam. Wrazliwos$¢ szczepéw na penicyliny moze by¢
réwniez osiagnig¢ta poprzez polaczenie antybiotykéw P-laktamowych z inhibitorami B-laktamaz [173].
Enzymami najbardziej rozpowszechnionymi w tej grupie sa enzymy o rozszerzonym spektrum dziatania
(ESBL, ang. Extended Spectrum [-Lactamase), ktore po raz pierwszy zostaly wyizolowane ze szczepu
K. pneumoniae w 1983 roku w Niemczech [174]. Lekami z wyboru stosowanymi w leczeniu zakazen

powodowanych przez szczepy K. pneumoniae ESBL s karbapenemy.

Powszechne stosowanie szerokozakresowych antybiotykow sprawito, ze szczepy K. pneumoniae
wyksztalcity mechanizmy opornosci na karbapenemy. Do najwazniejszych zalicza si¢ wytwarzanie
karbapenemaz, czyli enzymow hydrolizujacych karbapenemy oraz wszystkie pozostate grupy antybiotykoéw
B-laktamowych. Karbapenemazy zostaly zaklasyfikowane do trzech klas strukturalnych p-laktamaz: A, B
i D. Szeroko rozpowszechnione sa karbapenemazy KPC (klasa A) (ang. Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), ktore kodowane sg przez geny blaKPC zlokalizowane na plazmidach. Enzym
karbapenemaz typu KPC zostal po raz pierwszy zidentyfikowany w przypadku szczepu K. pneumoniae,

a obecnie identyfikowany jest rowniez w innych gatunkach rodziny Enterobacteriaceae [175]. W Polsce
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szczep K. pneumoniae KPC zostal po raz pierwszy opisany w 2008 roku. Byt to wielolekooporny szczep

zakwalifikowany do hiperepidemicznego klonu ST258, wykrywanego wczes$niej na §wiecie [176].

B-laktamazy klasy B to tzw. metalo-p-laktamazy (MBL, ang. metallo-f-lactamases), ktore
posiadaja w centrum aktywnym cynk, a nie jak pozostale grupy [-laktamaz reszty serynowe.
U Enterobacterales, geny kodujace enzymy klasy B przenoszone sa na plazmidach. Pierwsze nabyte metalo-
B-laktamazy opisano u paleczki Pseudomonas aeruginosa w 1988 roku w Japonii [177]. W Polsce szczep
K. pneumoniae MBL+ po raz pierwszy zidentyfikowano w 2008 roku [178]. Do najwazniejszych rodzin
nabytych MBL naleza imipenemazy IMP, VIM (Verona-integron-imipenemase) oraz najnowszy, szybko
rozprzestrzeniajacy si¢ na $wiecie wariant metalo-B-laktamaz - NDM-1 (ang. New Delhi metallo-f-
lactamases-1), ktory stanowi ogromne zagrozenie epidemiczne w srodowisku szpitalnym. Pierwszy szczep
wytwarzajacy enzym NDM-1 zostat zidentyfikowany w 2009 roku w Szwecji. Byt to wielolekooporny
szczep Klebsiella pneumoniae wyizolowany od pacjenta hospitalizowanego wcze$niej w Indiach [179].
Kolejne ogniska epidemiczne wywolane tym szczepem odnotowano w 2010 roku w Belgii 1 Wielkiej
Brytanii [180,181]. Od 2015 roku liczba raportowanych przypadkow szczepéw produkujacych
karbapenemazy NDM lawinowo wzrasta. Pojawienie si¢ tych szczepow w krotkim czasie w wielu krajach
na calym $wiecie jest zwigzane z horyzontalnym rozprzestrzenianiem si¢ karbapenemaz NDM, a zatem
obecnoscig genu blanpm na plazmidzie, noszacym réwniez geny kodujace P-laktamazg CMY-4, geny
opornos$ci na chloramfenikoll, cyprofloksacyne, ryfampicyng, oraz geny determinujace pompe typu efflux
1 promotor transkrypcji pompy protonowej [181-183]. Sposrod 16 wariantdéw enzymu NDM, najbardziej
rozpowszechnionym jest NDM-1. W Polsce pierwszym szczepem wytwarzajacym metalo--laktamaze New
Delhi-1 byt szczep Escherichia coli wyizolowany w 2011 roku od pacjenta hospitalizowanego wcze$niej
w Kongo [184]. Jednak od 2012 roku notuje si¢ stale rosnacg liczbe zakazen wywotanych przez szczepy
K. pneumoniae NDM-1. Wsrod zgloszonych w pierwszych trzech kwartatach 2017 roku patogenow
wytwarzajacych karbapenemazy NDM-1, szczepy K. prneumoniae stanowily 91.2% przypadkow [185].
Obecnie obserwuje si¢ rozprzestrzenianie si¢ w Polsce pateczek K. pneumoniae NDM (+), nalezacych do

pandemicznego klonu ST11 [186].

Enzymy klasy D, czyli enzymy CHDL (ang. carbapenem-hydrolyzing class D p-lactamases)
powszechnie wystepuja u pateczek z rodzaju Acinetobacter. Nabyte CHDL wsrod pateczek
Enterobacteriacea to enzymy oksacylinazy OXA-48 po raz pierwszy opisane w Turcji w 2001 roku [187],
nastgpnie wywotujace epidemie szpitalne w krajach Europy [188,189]. W Polsce szczep K. pneumoniae
wytwarzajacy karbapenemazg OXA-48 wyizolowano w 2013 roku od chorego hospitalizowanego
w Poznaniu. Wyizolowany szczep zostal zakwalifikowany do klonu ST395, wykrywanego wcze$niej we

Francji i Wegrzech [190].

3.5. Podsumowanie

Mimo ze wielolekooporne K. pneumoniae uwazane s3 za jedne z najgrozniejszych
oportunistycznych patogenéow Gram-ujemnych, mechanizmy odpowiadajagce za przebieg kliniczny
zakazenia sg nadal stabo poznane. Zakres ocenianych czynnikéw wirulencji w wigkszosci opublikowanych
do tej pory badan byl ograniczony. Szczegdlnie niewystarczajaco okreslona jest charakterystyka

molekularna szczepow K. pneumoniae wywotujacych zakazenia u stale rosnacej grupy biorcow nerki.
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Wiadomo, ze przebieg kliniczny zakazen, w tym o etiologii K. pneumoniae, moze by¢ uzalezniony od
rodzaju i wspotwystepowania okreslonych czynnikéw wirulencji. Jednak do tej pory nie ustalono, czy takie

same czynniki decyduja o cigzkosci zakazen u poddawanych immunosupresji biorcow nerki.

Chociaz zidentyfikowano wiele genetycznych uwarunkowan AMR u K. pneumoniae i innych
bakterii Gram-ujemnych, konieczne sa dalsze prace w celu ustalenia czy fenotypy oporno$ci mozna
doktadnie przewidzie¢ na podstawie genotypow [191]. Bledy w doktadnosci predykeyjnej moga skutkowac
drobnymi lub powaznymi btgdami w leczeniu. Drobny btad wystepuje podczas leczenia pacjenta
silniejszym srodkiem przeciwdrobnoustrojowym niz jest to konieczne, jesli wykryto genotyp opornosci, ale
nie stwierdzono jego poziomu ekspresji w postaci fenotypu. Wieksze obawy budzi brak wykrycia genotypu
zwigzanego z opornosciag na leki w sytuacji, gdy wystepuje fenotyp opornosci, co prowadzi do

niepowodzenia leczenia.
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4. Cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej sa badania epidemiczne oraz charakterystyka genetyczna szczepow
Klebsiella pneumoniae wyizolowanych od pacjentdw po przeszczepieniu nerki z zakazeniem uktadu
moczowego lub bezobjawowa bakteriuria, a takze zbadanie wpltywu lekow immunosupresyjnych
podawanych pacjentom po przeszczepieniu nerki na wzrost bakterii K. pneumoniae i ekspresje genow
bakteryjnych istotnych w kolonizacji drog moczowych pacjentow i ulatwiajacych przezycie bakterii

W organizmie gospodarza.
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5. Materialy i Metody

5.1. Materialy

5.1.1.Grupy badawcze

Przy wspotpracy z Klinika Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego wybrano grupy chorych do badania. Grupg badawcza stanowito 54 pacjentow
po transplantacji nerki (RTx, ang. renal transplant recipients) z klinicznym rozpoznaniem zakazenia uktadu
moczowego, potwierdzonym wynikiem badania mikrobiologicznego (Rysunek 6). Wszyscy chorzy byli
poddawani leczeniu lekami immunosupresyjnymi i tak dla 45 pacjentéw zastosowano schemat
immunosupresji: tacrolimus (tac) + mykofenolan mofetylu (MMF) / sodu (MPS) + glikokortykosteroidy,
zas w 9 przypadkach: cyklosporyna (CsA) + mykofenolan mofetylu (MMF) / sodu (MPS) +
glikokortykosteroidy lub CsA + everolimus + glikokortykosteroidy. U wszystkich pacjentow
z grupy badanej w wyniku posiewu moczu wyizolowano bakterie Klebsiella pneumoniae. Analiza
dokumentacji medycznej wykazata, ze u niektorych pacjentow juz przed przeszczepem dochodzito do

wystepowania nawrotowych zakazen uktadu moczowego o réznej etiologii.

Grupe kontrolng stanowit materiat pobrany od 36 chorych innych niz po transplantacji nerki
hospitalizowanych w tej samej Klinice (Rysunek 6). ZUM byto przyczyna przyjecia pacjenta do szpitala
lub stanowito powiktanie wynikajace z hospitalizacji. U wszystkich pacjentéw z grupy kontrolnej wykonano
posiew moczu. Badanie mikrobiologiczne potwierdzilo wystgpowanie zakazenia uktadu moczowego
o etiologii K. pneumoniae u wszystkich pacjentow. W chwili pobierania materiatu do badania chorzy nie

byli leczeni lekami immunosupresyjnymi.

Grupa badana Grupa kontrolna
o O
54 pacjentow RTx z ZUM 36 pacjentow z ZUM
g‘ 45 pacjentow 9 pacjentéw
- tac + MMF/MPS + CsA + MMF/MPS +
E % glikokortykosteroidy glikokortykosteroidy
7] lub
.q:, g CsA + everolimus +
‘3 :ES glikokortykosteroidy
E

Rysunek 6. Grupy badawcze obejmujqce chorych Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. RTx — pacjenci po przeszczpieniu nerki, Tac - tacrolimus;, MMF -
mykofenolan mofetylu; MPS - mykofenolan sodu; CsA - cyklosporyna; ZUM - zakazenie uktadu moczowego
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5.1.1.1. Definicje ZUM przyjete dla pacjentow

Wszystkie zakazenia ukladu moczowego (ZUM) sklasyfikowano do jednej z czterech
nastgpujacych kategorii: (I) bezobjawowa (asymptomatyczna) bakteriuria (ABU, ang. asymptomatic
bacteriuria), (I1) zakazenia dolnego odcinka drog moczowych (tzw. dolne ZUM), (III) zakazenia gornego
odcinka drég moczowych (tzw. gorne ZUM) z ostrym odmiedniczkowym zapaleniem nerki przeszczepione;j
(AGPN, ang. acute graft pyelonephritis), (IV) urosepsa (Tabela 6). ZUM sklasyfikowano réwniez jako
nowa infekcjg, nawrdt lub ponowna infekcje. Nawrot ZUM zdefiniowano jako izolacje tego samego
mikroorganizmu z moczu pacjenta, w czasie powyzej 2 tygodni od zakonczenia poprzedniego leczenia.
Ponowna infekcja zostala zdefiniowana jako nowy epizod ZUM z izolacja drobnoustroju innego niz ten
izolowany w poprzednim ZUM. Pacjenci z bezobjawowa bakteriuria byli rowniez poddawani leczeniu, az
do momentu uzyskania ujemnego wyniku posiewu moczu. W objawowych ZUM dodatkowym kryterium

bylo catkowite ustgpienie objawow klinicznych oraz ujemny wynik posiewu moczu [78,87].

Tabela 6. Klasyfikacja ZUM. Opracowanie na podstawie [78,87]

Rodzaj ZUM Definicja
Bezobjawowa bakteriuria > 10° j.tk/ml w czystej probie moczu przy braku jakichkolwiek objawow
(ABU) dolnego lub géormego ZUM (w tym leukocyturii) (u kobiet, w dwoch kolejnych
posiewach moczu w odstgpie co najmniej 24 godzin)
lub
< 10° j.t.k/ml u pacjentéw leczonych antybiotykami
lub
> 107 j.tk/ml w pojedynczej cewnikowanej probie moczu

ZUM dolnego odcinka obecno$¢ bakteriurii i klinicznych objawdw bolesnego oddawania moczu,
czgsto$¢ lub pilnos¢ w oddawaniu moczu oraz goraczka < 38°C przy braku
spetnienia kryteriow AGPN

ZUM (AGPN) gornego odcinka  obecnos$¢ znaczacej bakteriurii, goragczki > 38°C i/lub bolu w miejscu
przeszczepionej nerki i/lub ostrego uposledzenia funkcji przeszczepu

Urosepsa jednoczesne dodatnie posiewy krwi i moczu z izolacjg tego samego szczepu
bakterii

j-t.k - jednostka tworzaca koloni¢; AGPN, ang. acute graft pyelonephritis - ostre przeszczepowe odmiedniczkowe zapalenie nerek;
ABU, ang. asymptomatic bacteriuria - bezobjawowa bakteriuria.

5.1.1.2. Procedura badan
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (zgoda nr NKBBN/510/2015 oraz zgoda nr NKBBN/120/2019). Wszyscy uczestnicy wyrazili
dobrowolng pisemna zgod¢ na udziat w badaniu. Pobranie materiatu od osob chorych oraz oséb z grupy

kontrolnej odbywato si¢ w Klinice Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych GUM.

5.1.2.Kolekcja szczepow wykorzystanych w pracy

Badania zostaly wykonane na szczepach Klebsiella pneumoniae wyizolowanych z rutynowo
wykonywanych posiewé6w moczu w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego w Gdansku. Identyfikacja gatunkowa zostata przeprowadzona za pomoca systemu Vitek2
(bioMerieux, Hazelwood, Mo., USA) dla wszystkich szczepéw w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej
UCK w Gdansku. W kolekcji zgromadzono 61 szczepow K. pneumoniae wyizolowanych z moczu
pacjentow z grupy badanej (Tabela 7) oraz 36 szczepoéw K. pneumoniae wyizolowanych z moczu z grupy

kontrolnej (Tabela 8).
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Tabela 8. Kolekcja szczepow K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentow z grupy kontrolnej

Nrizolatu  Nr pacjenta Nr dost¢pu w Rodzaj Data pobrania ESBL
GenBank* (Nazwa materiatu (msc/rok)
szczepu/BioSample)
1K P1 mocz 07/2013 0
2K P2 mocz 08/2013 0
3K P3 mocz 08/2013 1
4K P4 mocz 09/2013 0
5K P5 mocz 11/2013 1
6K P6 mocz 12/2013 0
7K P7 mocz 01/2014 1
8K P8 mocz 02/2014 1
9K P9 mocz 03/2014 1
10K P10 mocz 07/2014 1
11K P11 mocz 08/2014 0
12K P12 mocz 09/2014 1
13K P13 mocz 09/2014 1
14K P14 mocz 01/2015 0
15K P15 mocz 06/2015 1
16K P16 ND32/SAMN17168599 mocz 05/2016 NDM
17K P17 mocz 12/2017 0
18K P18 mocz 12/2017 0
19K P19 mocz 12/2017 1
20K P20 mocz 01/2018 0
21K P21 mocz 01/2018 0
22K P22 mocz 01/2018 1
23K P23 mocz 01/2018 1
24K P24 mocz 02/2018 1
25K P22 mocz 02/2018 1
26K P25 mocz 03/2018 1
27K P26 mocz 03/2018 1
28K P27 mocz 03/2018 0
29K P28 mocz 03/2018 0
30K P29 mocz 03/2018 0
31K P25 mocz 03/2018 1
32K P30 ND96/SAMN17168597 mocz 04/2018 NDM
33K P31 NDI111/SAMN17168600 mocz 04/2018 NDM
34K P32 mocz 04/2018 1
35K P33 mocz 06/2018 0
36K P34 mocz 07/2018 0

*Tylko dla zsekwencjonowanych szczepéw; ESBL — szczepy K. pneumoniae zdolne do wytwarzania f-laktamaz o rozszerzonym
spektrum dziatania (1 — wystgpowanie B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym, 0 - brak)

W pracy wykorzystano rowniez szczepy referencyjne pochodzace z kolekcji ATCC (ang. American
Type Culture Collection, Manassas, VA, USA), szczepy kliniczne wyizolowane z innego materialu niz mocz
oraz szczep kliniczny wyizolowany z moczu pacjenta hospitalizowanego w innym szpitalu niz UCK,
u ktorego zdiagnozowano ZUM (Tabela 9). Dodatkowo w pracy wykorzystano szczep referencyjny
Escherichia coli 25922 z kolekcji ATCC zaliczany do szczepow uropatogennych.

Tabela 9. Szczepy referencyjne i dodatkowe szczepy kliniczne wykorzystane w pracy

Nr Nr dostepu w Szczep Kolekcja Informacje dodatkowe
izolatu GenBank* (Nazwa
szczepu/BioSample)
1R K. pneumoniae ATCC
700603
2R K. pneumoniae Gdanski Uniwersytet
KPC Medyczny
3R ND33/SAMNI17168602 K. pneumoniae Klinika Nefrologii, Wyizolowany z katu
Transplantologii i Chorob pacjenta z ZUM bez
Wewngtrznych Gdanskiego przeszczepu nerki,

Uniwersytetu Medycznego NDM (nr pacjenta P1R)
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Nr Nr dostepu w Szczep Kolekcja Informacje dodatkowe
izolatu GenBank* (Nazwa
szczepu/BioSample)
4R ND34/SAMN17168603 K. pneumoniae Klinika Nefrologii, Wyizolowany z katu
Transplantologii i Chordb pacjenta z ZUM po
Wewngtrznych Gdanskiego przeszczepie nerki
Uniwersytetu Medycznego z grupy badanej (nr
pacjenta P48), NDM
5R ND27/SAMN17168596 K. pneumoniae Uniwersytet Mikotaja Wyizolowany z moczu
MBL Kopernika w Toruniu, Polska  pacjenta z ZUM, NDM
(nr pacjenta P2R)
6R E. coli 25922 ATCC

*Tylko dla szczepow zsekwencjonowanych w ramach rozprawy; ATCC, ang. American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA

KPC - Klebsiella pneumoniae carbapenemase; MBL(NDM) - ang. New Delhi metallo- -lactamase

2]

5.1.3.Bufory

Bufory uzyte w pracy oraz ich sktad przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Bufory wykorzystane w pracy

Nazwa buforu Sklad

TE (pH 8,0) 10 mM Tris-HCI
| mM EDTA

TBE (pH 8,2) 1x stezony 89 mM Tris
89 mM kwas borowy
2 mM EDTA

Bufory stosowane do reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

R (Thermo Fisher Scientific) 10x stgzony

10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
10 mM MgCl,

100 mM KCl

0,1 mg/ml BSA

Bufory stosowane do reakcji ligacji

Bufor dla ligazy DNA faga T4 (Thermo Fisher
Scientific) 10x stgzony

400 mM Tris-HCI (pH 7,8)

100 mM MgCl,
100 mM DTT
5 mM ATP

Bufory stosowane do reakcji PCR

TagNova H,SO4 (Blirt S.A. 0. DNA Gdansk, Polska)
10x stezony

100 mM Tris-HCI (pH 8,8)
500 mM H,SO4
0,8% (v/v) Nonidet P40

Shark (Blirt S.A. o. DNA Gdansk, Polska) 10x st¢zony

200 mM Tris-HCI
100 Mm KCl1

1% Triton X-100
100 mM (NH4)2SO4

MyTaq Reaction Buffer (Bioline Ltd.) 5x stezony

Bufor obciazajacy do nanoszenia probek na zel

6x GREEN (Blirt S.A. 0. DNA Gdansk, Polska)

20 mM Tris-HCI (pH 7,6)
60 mM EDTA

0,15% orange G

0,03% cyjanol ksylenu FF
15% Ficoll 400

5.1.4.Enzymy

Enzymy uzyte w pracy przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Enzymy wykorzystane w pracy

Nazwa enzymu Stezenie Optymalna temperatura [°C]  Bufor
Enzym do trawienia restrykcyjnego
Hindlll (Thermo Fisher Scientific) 10 U/l 37 Bufor R 10x
Hinfl (Thermo Fisher Scientific) 10 U/l 37 Bufor R 10x
Enzym do ligacji DNA
Ligaza DNA bakteriofaga T4 (Thermo 10/l 18-22 Bufor dla ligazy

Fisher Scientific)

DNA faga T4 10x
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Nazwa enzymu Stezenie Optymalna temperatura [°C]  Bufor
Polimerazy DNA
Polimeraza Tag (KBM i M, PG) 4 U/ul 72 Bufor TagNova
H,S04 10x
Polimeraza Pwo (KBM i M, PG) 1 U/ul 72 Bufor Shark 10x
Polimeraza Tag (Bioline Ltd.) 5U/ul 72 MyTag Reaction
Buffer 5x

5.1.5.0ligonukleotydy
Sekwencje oligonukeotydow wykorzystane w reakcji PCR przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Oligonukleotydy wykorzystane w pracy

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl
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Nazwa Zastosowanie Sekwencja oligonukleotydu (5°->3) Stezenie Referencje
oligonukleotydu wyj$ciowe
[uM]
Wykrywanie genu opornosci blaxpm-1
blaxpm-1 starter FORWARD GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 10 [192]
blanpm-1 starter REVERSE CGGAATGGCTCATCACGATC 10
Detekcja genow kodujgcych wybrane czynniki wirulencji
fimH-1 F starter FORWARD CTGGTCGATGAACGCCTGGTC 10 [131]
fimH-1 R starter REVERSE GAGACATCGCAGCCGCCG 10
uge F starter FORWARD TCTTCACGCCTTCCTTCACT 10 [193]
uge R starter REVERSE CGGACTGGCAGATCCATATC 10
irp-2 F starter FORWARD AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 10 [194]
irp-2 R starter REVERSE TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 10
kpn_F starter FORWARD GTATGACTCGGGGAAGATTA 10 [131]
kpn R starter REVERSE CAGAAGCAGCCACCACACG 10
mrkD F starter FORWARD CCACCAACTATTCCCTCGAA 10 [195]
mrkD R starter REVERSE ATGGAACCCACATCGACATT 10
yefM F starter FORWARD ATCAGCAGTCGGGTCAGC 10 [131]
yefM R starter REVERSE CTTCTCCAGCATTCAGCG 10
entB F starter FORWARD ATTTCCTCAACTTCTGGGGC 10 [131]
entB R starter REVERSE AGCATCGGTGGCGGTGGTCA 10
iutA F starter FORWARD GGCTGGACATCATGGGAACTGG 10 [196]
iutA R starter REVERSE CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 10
irp-1 F starter FORWARD TGAATCGCGGGTGTCTTATGC 10 [194]
irp-1 R starter REVERSE TCCCTCAATAAAGCCCACGCT 10
foud F starter FORWARD GCGACGGGAAGCGATGATTTA 10 [194]
fyrud R starter REVERSE TAAATGCCAGGTCAGGTCACT 10
iroN F starter FORWARD AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 10 [196]
iroN R starter REVERSE GACGCCGACATTAAGACGCAG 10
rmpA_F starter FORWARD ACTGGGCTACCTCTGCTTCA 10 [197]
rmpA_R starter REVERSE CTTGCATGAGCCATCTTTCA 10
magA F starter FORWARD GGTGCTCTTTACATCATTGC 10 [197]
magA R starter REVERSE GCAATGGCCATTTGCGTTAG 10
hlyA F starter FORWARD AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 10 [196]
hlyA R starter REVERSE ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 10
enf-1 F starter FORWARD AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 10 [196]
cenf-1 R starter REVERSE CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 10
Test orientacji fimbrii
CAS168 starter FORWARD GGGACAGATACGCGTTTGAT 10 [137]
CAS169 starter REVERSE GGCCTAACTGAACGGTTTGA 10
Genotypowanie metodg PCR MP

LigHind oligonukleotyd CTCACTCTCACCAACGTCGAC 100 [198]

ligowany adaptora
PomHind oligonukleotyd AGCTGTCGACGTTGG 100

pomocniczy

adaptora
stMPHind starter CTCACTCTCACCAACGTCGACAGCTT 100

qRT-PCR
fimA F starter FORWARD GCACCGCGATTGACAGC 10
fimA R starter REVERSE CGAAGGTTGCGCCATCCAG 10
mrkA F starter FORWARD CTGGCCGGCGCTACTGCTAAG 10
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Nazwa Zastosowanie Sekwencja oligonukleotydu (5°->3) Stezenie Referencje

oligonukleotydu wyj$ciowe
[uM]

mrkA R starter REVERSE CACCCGGGATGATTTTGTTGG 10

entB F starter FORWARD CGAGCGTTTTAGCTCCATTC 10 [199]
entB R starter REVERSE CCTCTTTCATCGCCTGAGTC 10

iroB F starter FORWARD TATACCGGTCGTGATGCAAA 10 [199]
iroB R starter REVERSE ATACTCGGCGGTGTTACGTC 10

irp2 F starter FORWARD TAAAACTGAAGCCGGGTCAC 10 [199]
irp2 R starter REVERSE CCGTTGTGTCACCAGAAATG 10

iucA F starter FORWARD GCATAGGCGGATACGAACAT 10

iucA R starter REVERSE CACAGGGCAATTGCTTACCT 10

rpoB F starter FORWARD TGATTAACTCCCTGTCCGTGT 10 [200]
rpoB R starter REVERSE CGTAGTTGCCTTCTTCGATAGC 10

5.1.6.Markery wielko$ci fragmentéw DNA
Markery wielko$ci fragmentow DNA, ktore wykorzystano w pracy przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Markery wielkosci DNA

Lp. Rodzaj markera Wielko$ci fragmentéw [pz]

1 M 100-1000 (Blirt S.A. 0. DNA Gdansk, 100, 200,300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000
Polska)

2 M 50-500 (EURx Sp. z 0.0., Gdansk, Polska) 50, 100, 250, 400, 500

3 M 100-500 (Blirt S.A. o. DNA Gdansk, Polska) 100, 200,300, 400, 500
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5.1.7.Podloza i pozywki hodowlane
» Mueller Hinton Agar (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)
« Mueller Hinton Broth (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)
« Mueller Hinton Broth II (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)
» Podtoze stale LA (Sigma-Aldrich Sp. z o0.0., Poznan, Polska)

» Pozywka ptynna LB (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)

5.1.8.Pozostale roztwory i odczynniki
» Agaroza (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)
» Agaroza HiRes Grade (Bioline Ltd.)

» Akryloamidy 30% (29 g akryloamidow, 1 g N,N’-metylenobisakryloamidow) (Sigma-Aldrich Sp. z o.0.,
Poznan, Polska)

 Nadsiarczan amonu — roztwor 10% (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)

« TEMED (N,N,N’,N’-tetractylenodiamina) (Sigma-Aldrich Sp. z o0.0., Poznan, Polska)

« Bromek etydyny — roztwor 5 mg/ml (Sigma-Aldrich Sp. z o.0., Poznan, Polska)

o MgClz — roztwoér 50 mM (Bioline Ltd.)

« Trifosforany deoksyrybonukleozydéw (dNTP) - roztwor 8 mM (Blirt S.A. o. DNA Gdansk, Polska)
» Woda jatowa (Polpharma S.A. Starogard Gdanski, Polska)

« Etanol 96% (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)

» Rezazuryna (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0., Poznan, Polska)
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5.1.9.Materialy podstawowe
Probéwki typu Eppendorf (0,5 mli 1,5 ml)
Probowki typu Eppendorf do reakcji PCR (0,2 ml)
Koncowki do pipet automatycznych (10 pl, 200 pl, 1000 pl, 10 ml)
Plytki titracyjne 96 dotkowe (MedLab-Products Sp. z 0.0., Raszyn, Polska)
Pokrywki do plytek titracyjnych (MedLab-Products Sp. z 0.0., Raszyn, Polska)
Jednorazowe plytki Petriego z agarem z krwig (VWR International Sp. z 0.0., Gdansk, Polska)
Blok chtodzacy
Ezy jednorazowe
Linijki jednorazowe
Palnik Bunsena

Cieplarka Nuve

5.1.10. Zestawy komercyjne
Zestaw do izolacji genomowego DNA Extractme Genomic DNA (Blirt S.A. o. DNA Gdansk, Polska)

Zestaw do izolacji plazmidéw wysokokopijnych Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska,
ar kat. 020-250)

Zestaw do izolacji RNA RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (RNAprotect Bacteria Reagent and RNeasy
Mini Kit) (Qiagen Polska Sp. z 0.0., Wroctaw, Polska, nr kat. 74524)

Zestaw do usuwania resztek DNA RNase-Free DNase Set (Qiagen Polska Sp. z 0.0., Wroctaw, Polska,
nr kat. 79254)

Zestaw do syntezy pierwszej nici cDNA TranScriba Kit (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska,
nr kat. 4000-100)

Zestaw do przeprowadzenia reakcji real-time PCR SsoAdvanced SYBR Green Supermix (Bio-Rad Polska
Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)

5.1.11. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Pipety automatyczne (2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml) (Eppendorf Poland Sp. z 0.0., Warszawa,
Polska)

Termoblok (Eppendorf Poland Sp. z o0.0., Warszawa, Polska)

Vortex WL-I

Wiréwka Sigma Typ 1-15 nr 86336

Waga elektroniczna (AXIS Sp. z 0.0. Gdansk, Polska)

Kuchenka mikrofalowa

Termocykler gradientowy (Eppendorf Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)

Aparat do elektroforezy agarozowej (Delfin 1, DNA Gdansk II S.C.)
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Aparat do elektroforezy poliakryloamidowej (Hoefer Scientific Instruments, SE400)
NanoDrop100 ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)

Transiluminator (Spectraline Ultraviolet 312 nm UV)

VersaDoc Imaging System Model 1000 (Bio-Rad)

Zasilacz do elektroforezy (Electrophoresis Power Supply — EPS 601)

Zasilacz do elektroforezy (Biometra Power Pack P25)

Autoklaw (2100 Classis Prestige Medical)

Komora laminarna - Thermoscientific MSC-ADVANTAGE

5.1.12. Programy komputerowe
Quantity One wersja 4.3.1.
FPQuest Software wersja 4.5 (BIO-RAD)
Trimmomatic wersja 0.36
SPAdes wersja 3.9.0
Quast wersja 5.0.2
RFplasmid

Bazy danych dostegpne na stronie “The Center for Genomic Epidemiology: ResFinder, VirulenceFinder,
PlasmidFinder* (https://www.genomicepidemiology.org)

ABRicate

Kaptive wersja 0.4.0
Snp-dists wersja 0.6.3
Snippy wersja 3.1

SnpEff wersja 4.3t

Prokka wersja 1.11

Roary wersja 3.6.0

Muscle wersja 3.8.31
RAxXML wersja 8.2.12
ggtree R pakiet wersja 1.15.6

rhierBAPS
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5.2. Metody

5.2.1.0cena wrazliwoSci K. pneumoniae na antybiotyki

Oznaczenie profilu antybiotykoopornosci zostatlo przeprowadzone za pomoca rutynowo
stosowanej metody laboratoryjnej za pomoca systemu Vitek2 (bioMerieux, Hazelwood, Mo., USA) dla
wszystkich zgromadzonych szczepéw w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego w Gdansku. Interpretacj¢ wynikow badan lekoopornosci przeprowadzono zgodnie
z aktualnymi zaleceniami CLSI 2019 (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) oraz EUCAST v.10
2020 (ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Zdolno$¢ K. pneumoniae do wytwarzania B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym typu
ESBL zostalo przeprowadzone za pomoca E-testow (bioMerieux, Hazelwood, Mo., USA) dla wszystkich
zgromadzonych szczepow w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego w Gdansku. Wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow potwierdzono stosujac szczep referencyjny
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 wytwarzajacy ESBL oraz szczep Escherichia coli ATCC 25922 nie
wytwarzajacy enzymow typu ESBL. Wykrycie karbapenemazy potwierdzono metoda enzymatyczng -
testem B CARBA (Bio-Rad Polska Sp. z 0.0., Warszawa, Polska).

5.2.2.0kreslanie fenotypu hipermukoidalnego

Badania w kierunku wykrycia szczepéw K. pneumoniae posiadajacych zdolno$¢ do tworzenia
fenotypu hipermukoidalnego (HM, ang. hypermucoviscosity), ktore sa zaliczane do wysoce zjadliwych,
zostaly wykonane za pomocg testu ciggliwosci (ang. String Test). Pozytywny wynik testu ciagliwosci
zdefiniowany jest jako tworzenie lepkich tancuchéw o dtugosci 5 mm lub wigcej (rozciagnigcie kolonii na
plytce agarowej).

Test ciagliwosci wykonano wedlug ponizszych etapéw dla wszystkich szczepow z kolekeji,

zaro6wno z grupy badanej, jak i grupy kontrolnej:

» Bakterie hodowano na agarze z krwig (Bio-Rad Polska Sp. z 0.0., Warszawa, Polska) w temperaturze

37°C z wytrzasaniem przez 18-20 godzin w warunkach tlenowych.

Wyhodowano btyszczace, kremowo zabarwione kolonie Klesbiella pneumoniae.
« Za pomoca ezy pobierano koloni¢ i rozciagano.
« Obserwowano tworzenie si¢ sluzowatego tancucha, tzw. *sznurka’.

» Mierzono dhugos$ci tancucha jednorazows linijka.

5.2.3.1zolacja DNA

Izolacj¢ genomowego DNA przeprowadzono za pomoca zestawu Extractme Genomic DNA (Blirt
S.A. o. DNA Gdansk, Polska), zgodnie z instrukcja podang przez producenta. Elucj¢ DNA przeprowadzono
stosujac 70 pl buforu elucyjnego ogrzanego do temperatury 70°C. Plazmidowe DNA wyizolowano
zuzyciem zestawu Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Pomiary st¢zenia DNA w probach
wykonano za pomocg spektrofotometru NanoDropl00. Uzyskano st¢zenie DNA w  zakresie
od 10 do 100 ng/pl.
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5.2.4.Wykrywanie obecnoSci genu blaxpm-1 Zwiazanego z opornoscia na
karbapenemy

Obecno$¢ genu blanpm-1 zostala potwierdzona technika fancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang.
Polymerase Chain Reaction) dla wszystkich szczepdéw klinicznych z grupy badanej i kontrolne;.
Amplifikacja zostata przeprowadzona z wykorzystaniem par specyficznych starterow komplementarnych
do fragmentow genu blanpm.1; spodziewana wielkos$¢ produktu to 621 par zasad. Sekwencje starteréw oraz
sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo-czasowy reakcji przedstawiono kolejno w tabeli 12
il14.

Po zakonczeniu reakcji polimeryzacji probki poddano elektroforezie w zelu agarozowym 2,5%
z dodatkiem bromku etydyny, w buforze 0,5xTBE w czasie 45 min przy napigciu 100 V w celu wykrycia
produktu amplifikacji genu blanom-1. Zel analizowano w $wietle UV z wykorzystaniem systemu

dokumentacji zeli VersaDoc Imaging System Model 1000 oraz oprogramowania Quantity One 4.3.1.

Tabela 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy w reakcji PCR wykrywania obecnosci
genu blanpm-i

Sklad mieszaniny reakcyjnej Profil temperaturowo-czasowy
Sktad Objetose [ul] Etap Temperatura  Czas [s] Liczba
[°C] cykli
Woda jalowa 16,0 Wstepna denaturacja 94 60 1
Bufor TagNova HSO4 10x 2,5 Denaturacja 94 30 30
MgCl, [50 mM] 1,0 Przylaczanie starterow 51,5 30
dNTPs [8§ mM] 2,0 Elongacja 72 30-60
Stater FORWARD [10 pM] 1,0 Wydluzanie koncowe 72 60 1
Starter REVERSE [10 pM] 1,0 Chlodzenie 10 0 1
Polimeraza Taq 2 U/pl 0,5
Matryca DNA 1,0
> 25,0

5.2.5.Typowanie genetyczne szczepow z zastosowaniem metody PCR MP

W celu ustalenia pokrewienstwa genetycznego szczepdw klinicznych K. pneumoniae z grupy
badanej, wykorzystano technike¢ typowania genetycznego PCR MP (ang. Melting Profile PCR). Te same
profile genetyczne (wzory genotypowe K. pneumoniae) zostaly dodatkowo potwierdzone w gradiencie
temperatury denaturacji PCR MP. Z wykorzystaniem tej metody przeprowadzono rowniez analizg

klonalnego pokrewienstwa szczepow produkujacych karbapenemazy typu NDM-1.

Metoda PCR MP nalezy do grupy technik LM PCR (ang. Ligation Mediated PCR) opartych
o ligacje adaptorow oligonukleotydowych [199]. Metoda ta sktada si¢ z trzech etapow: trawienia
genomowego DNA enzymem restrykcyjnym, ligacji adaptora oligonukleotydowego do powstatych koncow

fragmentow restrykcyjnych, pre-PCR i wlasciwej reakcji PCR.

Przygotowanie adaptora do reakcii ligacii

Adaptor do reakcji ligacji otrzymano na drodze hybrydyzacji dwoch komplementarnych
oligonukleotydow: ligowanego (LigHind) oraz pomocniczego (PomHind). Roztwory podstawowe
o wyjsciowym stezeniu 100 pmol/pl rozcienczano w wodzie jalowej tak, aby uzyska¢ w mieszaninie
reakcyjnej po 10 pM kazdego z oligonukleotydéw. Mieszaning inkubowano w 70°C przez 2 minuty
a nastgpnie chtodzono w temperaturze pokojowej przez 10 min. W celu dalszych analiz adaptor

przechowywano w temperaturze -20°C.
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Trawienie enzymatyczne genomowego DNA

W 1,5 ml probéowce typu Eppendorf przygotowano mieszaning reakcyjna do reakcji trawienia
restrykcyjnego (Tabela 15). Mieszaning rozporcjowano po 15 pl do 0,5 ml probowek typu Eppendorf
i dodano do kazdej probowki po 10 pl genomowego DNA. Reakcja trawienia prowadzona byta
w termobloku w temperaturze 37°C przez 45 min. Inaktywacja enzymu zostala przeprowadzona poprzez

podgrzanie probki w 70°C przez 10 minut.

Tabela 15. Skiad mieszaniny reakcyjnej w reakcji trawienia restrykcyjnego w metodzie PCR MP

Sklad Objetos¢ na 1 probe [pl]
Woda jatowa 12,0
Bufor R 10x 2.5
HindIIl 10 U/pl 0,5
Genomowe DNA 10,0
> 25,0

Reakcja ligacji adaptora

W 1,5 ml probéwce typu Eppendorf przygotowano mieszaning reakcyjng do reakcji ligacji
(Tabela 16). Po doktadnym wymieszaniu, mieszaning rozporcjowano po 5,5 pul do probéwek zawierajacych
produkty trawienia enzymatycznego. Reakcja ligacji z fragmentami restrykcyjnymi prowadzona byta
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Inaktywacja termiczna ligazy DNA prowadzona byta

w termobloku w temperaturze 75°C przez 10 min.

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji ligacji w metodzie PCR MP

Sklad Objetosé na 1 probe [ul]
Bufor dla ligazy faga T4 z ATP 10x 3,0
Adaptor adMPHind 1,5
Ligaza DNA faga T4 2 U/ul 1,0
> 5,5

Reakcja PCR MP
W 1,5 ml probéwce typu Eppendorf przygotowano mieszaning reakcyjna do reakcji PCR

zawierajacg wszystkie skladniki, za wyjatkiem mieszaniny poligacyjnej (Tabela 17). Po dokladnym
wymieszaniu, mieszaning rozporcjowano po 23 pl do probdéwek typu Eppendorf do reakcji PCR (0,2 ml).
Nastepnie do kazdej probowki dodano po 2 pl mieszaniny poligacyjnej. Reakcja amplifikacji prowadzona
byta w termocyklerze zgodnie z profilem temperaturowo-czasowym przedstawionym w tabeli 17. W celu
ustalenia optymalnej temperatury denaturacji, zastosowano gradient temperatury denaturacji w reakcji PCR

w zakresie temperatur §83,1-88,9°C (Tabela 18).

Tabela 17. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy w reakcji PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej Profil temperaturowo-czasowy
Sktad Objetose [ul] Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Woda jalowa 16,1
Bufor TagNova H,SO4 10x 2,5 72 240 1
dNTPs [8 mM] 2,5 83,1-88,9* 60 1
MgCl, [50 mM] 1,25 83,1-88,9* 30 22
Starter stMPHind [100 uM] 0,25 72 90 22
Polimeraza DNA Taq 2 U/ul 0,4 72 300 1
Mieszanina poligacyjna 2,0 4 ) 1
> 25,0

* Patrz: Tabela 18. Gradient temperatury denaturacji w reakcji PCR
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Tabela 18. Gradient temperatury denaturacji w reakcji PCR

Nr celki 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Temperatura [°C] 83,1 83,2 83,6 84,1 84,8 85,6 86,4 87,2 87,9 88,5 88,9

Rozdzial elektroforetyczny DNA w zelu poliakryloamidowym i detekcja produktow PCR

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR prowadzono w 6% zelu poliakryloamidowym
w schtodzonym buforze 0,5xTBE przy napieciu ok. 12 V/ecm dhugosci zelu, w aparacie Hoeffer’a. Do
studzienek nanoszono 8§ ul mieszaniny poreakcyjnej wymieszanej z 2 pl buforu obciazajacego DNA (Tabela
11). Po zakonczeniu elektroforezy, zel wybarwiano przez 30 min w buforze z dodatkiem bromku etydyny
i analizowano w §wietle UV z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli VersaDoc Imaging System

Model 1000 oraz oprogramowania Quantity One wersja 4.3.1.

Analiza porownawcza profili elektroforetycznych DNA

Porownanie profili elektroforetycznych zostalo wykonane metodami statystycznymi zajmujacymi
si¢ analiza skupien, ktéore umozliwiaja klasteryzacje szczepéw na podstawie zestawu cech (np.
obecnos¢/brak produktu PCR o danej dlugosci w profilu elektroforetycznym). Zastosowano metode
UPGMA (ang. unweighted pair-group method with arithmetic averages) oraz oprogramowaniec MVSP
wersja 3.22 (KCS - Kovach Computing Services). Stopien podobienstwa genetycznego badanych szczepéw
przedstawiono w postaci dendrogramu, a za poziom identycznos$ci (Pi) przyj¢to 96% w przypadku analizy
podobienstwa szczepéw produkujacych karbapenemazy typu NDM-1 oraz 98% w przypadku szczepoéw
klinicznych K. pneumoniae z grupy badanej. Oznacza to, ze szczepy, ktorych profil elektroforetyczny jest
odpowiednio w co najmniej 96% lub 98% identyczny mozna uzna¢ za posiadajace ten sam genotyp lub

odpowiednio podgenotyp.

5.2.6.Wykrywanie obecnosci genow kodujacych wybrane czynniki wirulencji
K. pneumoniae metoda PCR

Badanie profilu wirulencji w oparciu o amplifikacje genow kodujacych potencjalne czynniki
wirulencji: adhezyny (fimH-1, mrkD, kpn, ycfM), siderofory (entB: enterobaktyna, iutA: aerobaktyna,
irp-1, irp-2, ybtS, fyud: yersiniabaktyna, iroN: receptor katecholowy), protektyny/inwazyny (rmpA, magA)
i endotoksyny (hly4, cnf-1) oraz gen uge, zostalo wykonane technika PCR dla wszystkich szczepow
klinicznych z grupy badanej i kontrolnej. Amplifikacja zostata przeprowadzona z wykorzystaniem starterow
zaprojektowanych na podstawie sekwencji nukleotydowych genoéw zdeponowanych w bazach National
Center for Biotechnology Information (NCBI) oraz starter6w publikacyjnych (Tabela 12). Dwa uktady
ztozonych reakcji PCR (multiplex PCR) zastosowano do wykrywania sze$ciu genow wirulencji: uktad I dla
genow: uge, fimH-1, irp-2; uktad 11 dla genow: kpn, mrkD, ycfM. Pozostale geny, tj. entB, iutA, irp-1, ybtS,
fvud, iroN, rmpA, magA, hiyA, cnf-1 wykryto stosujac prosty uktad tzw. simplex PCR. Krotka

charakterystyke czynnikéw wirulencji zaprezentowano w tabeli 19.
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Tabela 19. Charakterystyka wybranych czynnikow wirulencji i produktow PCR

Gen Funkcja Temperatura  Wielko$é
przylaczania produktu
starteréow [°C]  PCR [pz]
Multiplex 1
fimH-1  Gen kodujacy podjednostke adhezyny specyficzng dla mannozy fimbrii 61,4 688
typu 1. Fimbrie typu 1, a w szczegdlno$ci podjednostka adhezyjna
FimH, odgrywaja wazna rol¢ w ZUM wywolanym przez K.
pneumoniae 1 biora udzial w tworzeniu biofilmu
uge Gen kodujacy 4-epimeraze difosforanu urydyny galakturonianu 534
niezbedny do syntezy otoczek i lipopolisacharydu
irp-2 Siderofor - wspomaga tworzenie biofilmu w warunkach zubozonych 287
w zelazo
Multiplex 11
kpn FimH-like adhezyna 58,2 626
mrkD Fimbrie typu 3 sa odpowiedzialne za przyleganie do komorek 240
nabtonkowych drég moczowo-ptciowych i odgrywaja wazna role w
pierwszym etapie tworzenia biofilmu
yefM Lipoproteina blony zewnetrznej 160
Simplex PCR
entB Gen biosyntezy enterobaktyny (katecholanowego sideroforu); 57 371
wspomaga rozwdj i dojrzewanie biofilmu
iutA Gen receptora dla aerobaktyny (mieszany siderofor) 63 300
irp-1 Gen biosyntezy yersiniabaktyny (siderofor fenolanowy) 57 238
fruA Gen receptora dla yersiniabaktyny 56 547
iroN Gen receptora dla salmocheliny 63 665
rmpA Regulator fenotypu $luzowatego A 57 535
magA Gen A zwigzany z mukowiskowatoscia 59 1282
hlyA a-hemolizyna, toksyna cytolityczna powodujaca hemoliz¢ krwi 63 1177
cnf-1 Cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy -1, powoduje konstytutywna 56 498

aktywacj¢ GTPaz zmieniajacych cytoszkielet aktyny komorki
gospodarza i promuje inwazj¢ bakterii

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej] PCR

Amplifikacja fragmentow genow w uktadach simplex PCR

Celem dobrania optymalnej temperatury przylaczania starterow w reakcji PCR, zastosowano

gradient temperatury przylaczania starterow dla wszystkich badanych genow. W 0,2 ml probowkach

przygotowywano mieszaning reakcyjna zawierajaca skltadniki w objetosciach podanych w tabeli 20.

W zalezno$ci od amplifikowanej sekwencji dodawano odpowiednig par¢ starterow (Tabela 12).

Kazdorazowo przygotowywano rowniez mieszaning reakcyjna bez dodatku matrycy DNA, petniaca role

kontroli ujemne;j. Nastepnie prowadzono reakcj¢ PCR o profilu temperaturowo-czasowym przedstawionym

w tabeli 20.

Tabela 20. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy w reakcji simplex PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej

Profil temperaturowo-czasowy

Sktad Objetose [ul] Etap Temperatura  Czas [s] Liczba
[°C] cykli
Woda jalowa 16,0 Wstepna denaturacja 94 60 1
Bufor TagNova H,SO4 10x 2,5 Denaturacja 94 30 30
MgCl, [50 mM] 1,0 Przylaczanie starterow 51,5-63* 30
dNTPs [8§ mM] 2,0 Elongacja 72 30-60
Stater FORWARD [10 pM] 1,0 Wydluzanie koncowe 72 60 1
Starter REVERSE [10 uM] 1,0 Chtodzenie 10 0 1
Polimeraza Taq 2 U/ul 0,5
Matryca DNA 1,0
> 25,0

*-temperatura przylaczania dla poszczeg6lnych starteré6w zostata przedstawiona w tabeli 19
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Amplifikacja fragmentow genow w uktadach multiplex PCR

Z zastosowaniem techniki multiplex PCR, amplifikacji poddano fragmenty wybranych szesciu
genow: uge, fimH-1, cnf-1, irp-2, kpn, ycfM podzielonych na dwa uktady po trzy czynniki wirulencji (Tabela
19). Wybor ukladéow byt podyktowany réznica w dhlugosci produktéw. W 0,2 ml probdéwkach
przygotowywano mieszaning reakcyjng zawierajaca skladniki w objgtosciach podanych w tabeli 21.
W zaleznos$ci od amplifikowanej sekwencji dodawano odpowiednig par¢ starterow (Tabela 12).
Kazdorazowo przygotowywano rowniez mieszaning reakcyjna bez dodatku matrycy DNA, petniaca role
kontroli ujemnej. Nastepnie prowadzono reakcj¢ PCR o profilu temperaturowo-czasowym przedstawionym

w tabeli 21.

Tabela 21. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy w reakcji multiplex PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej Profil temperaturowo-czasowy
Sktad Objetose [ul] Etap Temperatura  Czas [s] Liczba
[°C] cykli
Woda jalowa 12,0 Wstepna denaturacja 94 60 1
Bufor TagNova H,SO4 10x 2,5 Denaturacja 94 30 30
MgCl, [50 mM] 1,0 Przylaczanie starterow 58,2-61,4* 30
dNTPs [8§ mM] 2,0 Elongacja 72 30-60
Stater FORWARD [10 uM] 3,0 Wydhuzanie koncowe 72 60 1
Starter REVERSE [10 pM] 3,0 Chlodzenie 10 0 1
Polimeraza Taq 2 U/pl 0,5
Matryca DNA 1,0
> 25,0

*-temperatura przylaczania dla poszczegodlnych starterow zostata przedstawiona w tabeli 19

Rozdzial elektroforetyczny DNA w zelu agarozowym

5 pl mieszaniny poreakcyjnej zawierajacej DNA wymieszanej z 2 ul buforu obciazajacego
rozdzielano elektroforetycznie w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny, w buforze 0,5xTBE
w czasie 45 min przy napi¢ciu 100 V. Rozdzial produktow PCR przeprowadzano w 1-2,5% zelu
agarozowym w zaleznoéci od wielkosci oczekiwanych produktow. Zel analizowano w $wietle UV
z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli VersaDoc Imaging System Model 1000 oraz oprogramowania

Quantity One wersja 4.3.1.

5.2.7.Badanie wplywu lekow immunosupresyjnych na szczepy K. pneumoniae

5.2.7.1. Ocena wplywu lekow immunosupresyjnych na wzrost komorek bakteryjnych

Badanie wptywu lekow immunosupresyjnych na wzrost bakterii i ich przezywalnosé
przeprowadzono metoda mikrorozcienczen oznaczajagc wartos¢ MIC dla wszystkich 36 klinicznych
izolatow K. pneumoniae z grupy kontrolnej. Nastgpnie dla pigciu wybranych izolatéw oraz dla jednego
szczepu referencyjnego K. pneumoniae ATCC 700603 prowadzone byly hodowle bez i w obecnosci
inhibitorow kalcyneuryny (cyklosporyna, tacrolimus) oraz wykre§lono krzywe ich wzrostu. Sprawdzono
zarowno krotkotrwala, jak i dtugotrwalg ekspozycj¢ na dziatanie immunosupresantow. Do badafn wybrano
zrdznicowang grupe¢ pigciu izolatow, ktore zostaly przedstawione w tabeli 22. Izolaty zostaly wybrane po
uzyskaniu wynikow lekowrazliwosci, wykryciu ESBL oraz okresleniu fenotypu hipermukoidalnego.
Badania byly prowadzone na szczepach z grupy kontrolnej, poniewaz nie byly one poddane wczesniej
zadnym manipulacjom, tj. byly wyizolowane od pacjentow, ktorzy nie otrzymywali lekow

immunosupresyjnych.
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Ocena wrazliwosci izolatow K. pneumoniae na leki immunosupresyjne metoda mikrorozcienczen

Do badan wrazliwo$ci wszystkich izolatow K. pneumoniae z grupy kontrolnej na leki
immunosupresyjne zastosowano metodyke Europejskiego Komitetu do spraw Oznaczania Lekowrazliwosci
(EUCAST, ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) opisang w dokumencie
E. Dis 5.1 [201]. Jako referencji uzyto szczepy Escherichia coli ATCC 25922 oraz Klebsiella pneumoniae
ATCC 700608, a takze antybiotyki: kanamycyna (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0.), chloramfenikol (Sigma-
Aldrich Sp. z 0.0.) oraz tetracyklina (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0.).

Inokulum bakterii bylo przygotowywane zgodnie z procedurg opisang w dokumencie E. Dis 5.1
EUCAST. W celkach 96 dotkowych ptytkek titracyjnych przygotowano seri¢ dwukrotnych rozcienczen
badanych lekéw immunosupresyjnych - za wyjatkiem celek dla kontroli ujemnej i kontroli dodatnie;.
Nastepnie do kazdej z celek plytki titracyjnej, zawierajacej malejace stgzenia lekow immunosupresyjnych
przenoszono po 100 pl inokulum. W ten sposob stgzenia lekéw immunosupresyjnych zostaly rozcienczone
w stosunku 1:1 i uzyskano zakres badanych stgzen lekow immunosupresyjnych w przygotowanych ptytkach
titracyjnych od 0,008 pg/ml do 16 pg/ml. Dla kazdego izolatu oznaczenie zostalo wykonane w trzech

powtorzeniach.

Tak przygotowane plytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 18-22 godziny. Odczyt wynikow
odbywat si¢ wizualnie zgodnie z wytycznymi EUCAST oraz z wykorzystaniem czytnika mikroptytek przy
dlugosci fali 600 nm. Aktywnos$¢ immunosupresantdw wobec bakterii zostala przebadana rowniez
zuzyciem rezazuryny jako indykatora wzrostu komorek. Po pierwszym odczycie absorbancji do wszystkich
studzienek dodawano po 10 ul 0,01% roztworu wodnego rezazuryny. Proby inkubowano w ciemnosci
w temperaturze 37°C przez 2 godziny i dokonywano kolejnego pomiaru absorbancji oraz oceny wizualnej

powstalej barwy. Dla kazdego izolatu oznaczenie lekowrazliwo$ci okre§lane bylo w trzech powtorzeniach.

Wyznaczanie krzywych wzrostu bakterii pod wplywem lekdw immunosupresyjnych

Ocena wplywu lekéw immunosupresyjnych (cykosporyna/tacrolimus) na kinetyke wzrostu bakterii
zostata przeprowadzona z wykorzystaniem metody makrorozcienczen. Na przygotowane podtoza LB
zawierajace stezenia terapeutyczne lekéw immunosupresyjnych, wynoszace 10 pg/l (0,01 pg/ml) oraz 200
pg/l (0,2 pg/ml), odpowiednio dla tacrolimusu i cyklosporyny, posiano wybrane izolaty K. pneumoniae
(Tabela 22). Hodowle prowadzono przez 18-20 h w temperaturze 37°C. Nast¢pnie izolaty pasazowano na
kolejne podloza LB z odpowiednim stgzeniem terapeutycznym danego leku. W taki sposéb izolaty
pasazowane byly 14-krotnie. Eksperyment zostat rowniez przeprowadzony na podlozu LB bez lekoéw
immunosupresyjnych. W ciggu trwania eksperymentu, trzy razy oznaczono krzywa wzrostu bakterii, bez
i w obecnosci lekow immunosupresyjnych: po pierwszym pasazu, po siddmym pasazu oraz po czternastym

pasazu.

Krzywe wzrostu bakterii wyznaczano jako zalezno$¢ ggstosci optycznej (OD, ang. optical
density) hodowli bakteryjnej od czasu hodowli. Pomiary OD przeprowadzano na spektrofotometrze
Spectronic 20 Genesis przy dtugosci fali 600 nm. Przed zaszczepieniem podtoza dokonywano pomiaru
gestosci optycznej inokulum dla kazdego z badanych szczepow po to, aby w kolejnych probach kontrolowaé
wielko$¢ wsiewu. Pomiaru ODgoonm dokonywano w 0, 2, 4, 6, 24 i 48 godzinie hodowli. Jako probeg

odniesienia zastosowano czysta pozywke.
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Do badania krzywej wzrostu wybrano 5 szczepdéw bakterii K. pneumoniae: dwa szczepy
wytwarzajace B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym — ESBL+ i trzy szczepy negatywne pod

wzgledem ESBL-, z czego jeden wykazujacy pozytywny wynik w tescie ciggliwosci (Tabela 22).

Tabela 22. Charakterystyka szczepow wybranych do badania kinetyki wzrostu

Nr izolatu Rodzaj probki ESBL Fenotyp HM
1K mocz 0 0
5K mocz 1 0
13K mocz 1 0
14K mocz 0 0
36K mocz 0 1

ESBL (1 — wystgpowanie B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania, 0 - brak); Fenotyp HM (1 — obecnos¢, 0 - brak)

5.2.7.2. Badanie ekspresji fimbrii typu 1 w roznych warunkach wzrostu K. pneumoniae
W niniejszej rozprawie doktorskiej, podjeto si¢ oceny wplywu réznych warunkéw wzrostu na
ekspresj¢ fimbrii typu 1 wsrod klinicznych izolatow K. pneumoniae. Do badania ekspresji fimbrii typu 1
wsrod szezepow klinicznych K. pneumoniae wykorzystano dwa niezalezne testy: test oparty o PCR-RFLP

oraz test aglutynacji komorek drozdzy.

Badanie zmienno$ci fazowej fimbrii typu I z zastosowaniem PCR-RFLP

Test PCR-RFLP postuzyt do okreslenia orientacji przetacznika fazowego fim bakterii
K. pneumoniae w celu ustalenia zmiennosci fazowej fimbrii podczas hodowli bakterii w pozywce ptynnej,

na podtozu statym oraz w obecnosci lekow immunosupresyjnych.
A. Hodowla izolatéw K. pneumoniae

W celu zbadania zmiennosci fazowej przelacznika fim bakterii K. pneumoniae w 1dznych
warunkach wzrostu, trzy izolaty kliniczne K. pneumoniae (Tabela 22, numer 1K, 5K, 13K) kazde
z osobna hodowano na podlozu statym LA oraz na pozywce ptynnej LB w dwoch wariantach: statycznie
1 z wytrzasaniem (200 rpm). Hodowle byly prowadzone w temperaturze 37°C. Poréwnano orientacj¢
przetacznika fim w fazie wyktadniczej i stacjonarnej hodowli. W celu zbadania, czy przedtuzony wzrost
moze zmieni¢ polozenie przetacznika fim, do$wiadczenie prowadzono rowniez w hodowlach, ktore

pasazowano czterokrotnie i w hodowlach 96 godzinnych.

W celu zbadania heterogenicznosci ekspresji fimbrii typu 1 ws$rdéd szczepow klinicznych
K. pneumoniae, wszystkie 61 szczepow K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentow z grupy badanej oraz
36 szczepow K. pneumoniae z grupy kontrolnej hodowano na pozywce plynnej LB z wytrzasaniem (200
rpm). Hodowla byla prowadzona w temperaturze 37°C przez 18-20 godzin. Warunki hodowli zostaty

dobrane na podstawie wynikéw doswiadczenia wptywu réznych warunkéw wzrostu na ekspresje fimbrii

typu 1.

W celu zbadania zmiennos$ci fazowej przetacznika fim bakterii K. pneumoniae pod wptywem
ekspozycji na leki immunosupresyjne (cyklosporyna i tacrolimus), trzy izolaty kliniczne K. pneumoniae
z grupy kontrolnej (Tabela 22, numer 1K, 5K, 13K) posiano z osobna na pozywke¢ LB z dodatkiem lekow
immunosupresyjnych w st¢zeniach podanych w tabeli 23. Hodowle byly prowadzone na pozywce ptynnej
LB z wytrzasaniem (200 rpm) w temperaturze 37°C przez 18-20 godzin. Warunki hodowli zostaty dobrane

na podstawie wynikow doswiadczenia wptywu réznych warunkéw wzrostu na ekspresje fimbrii typu 1.
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Tabela 23.Stezenia lekow immunosupresyjnych uzywane do badan zmiennosci fazowej przetgcznika fim bakterii
K. pneumoniae

Lek Stezenie leku immunosupresyjnego [pg/l]
immunosupresyjny Kontrola Stezenie #1 Stezenie #2 Stezenie #3
Cyklosporyna 0 100 200 600
Tacrolimus 0 5 10 30

Dodatkowo, w toku badan postanowiono sprawdzi¢ wptyw ekspozycji wszystkich 61 izolatow
K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentoéw z grupy badanej na immunosupresanty. Kazdy izolat
pasazowano 1x na pozywke LB z dodatkiem leku immunosupresyjnego. 8 szczepéw wyizolowanych od
pacjentow po przeszczepie nerki przyjmujacych cyklosporyneg, przesiano na podtoza z dodatkiem
cyklosporyny o stezeniu terapeutycznym (200 pg/1). 53 szczepy wyizolowane od pacjentdw po przeszczepie
nerki przyjmujacych tacrolimus, przesiano na podioza z dodatkiem tacrolimusu o st¢zeniu terapeutycznym
(10 pg/l). Hodowla byta prowadzona na pozywce ptynnej LB z wytrzasaniem (200 rpm) w temperaturze
37°C przez 18-20 godzin. Warunki hodowli zostaty dobrane na podstawie wynikow doswiadczenia wptywu

réznych warunkdéw wzrostu na ekspresje fimbrii typu 1.

Eksperymentalny przeptyw pracy zaprezentowano na rysunku 7.

Grupa kontrolna: 3 szczepy

. . Hodowla na Statyczna hodowla Hodowla ptynna
Wi ki hodowl
aruniihodowl podiozu statym LA pitynna LB LB z wytrzasaniem
Faza wzrostu - + +

wyktadniczego

Faza stacjonarna + + ( + . )
o L 1
Czter.okrotn_e + + / R \
pasazowanie

Hodowla 96
godzinna

ras e

Badanie w roznych
warunkow wzrostu

3 Grupa kontrolna: 36 szczepow Grupa kontrolna: 3 szczepy
2 —=} Grupa badana: 61 szczepow 3
QE, ] @ 58 Hodowla ptynna LB
T C & s Warunki z wytrzasaniem -
B2 @ @ hodowli faza stacijonarna
0og 25 Cyklosporyna __Tacrolimus
< 2 3} _ Stezenie #1 + +
< g g Stezenie #2 { +) ( +)
- o
P E Stezenie #3 + +

Grupa badana: 8 szczepéw 53 szczepy

Rysunek 7. Eksperymentalny przeplyw pracy w badaniu ekspresji genow fimbrii typu 1 w réznych warunkach wzrostu
K. pneumoniae
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B. Izolacja DNA

Izolacj¢ DNA dla wszystkich wariantéw do$wiadczenia przeprowadzono za pomoca zestawu
Extractme Genomic DNA (Blirt S.A. o. DNA Gdansk, Polska), zgodnie z instrukcja podang przez
producenta. Elucje DNA przeprowadzono stosujac 70 pl buforu elucyjnego ogrzanego do temperatury 70°C.
Pomiaru stgzenia DNA wykonano za pomocg spektrofotometru NanoDrop100. Uzyskano st¢zenie DNA
w zakresie od 10 do 100 ng/pul w zaleznosci od probki.

C. Test zmiennosci fazowej fimbrii

Ekspresja fimbrii typu 1 K. pneumoniae jest regulowana przez odwracalny element DNA
(przetacznik fazowy) zawierajacy promotor (P) glownego genu kodujacego podjednostke fimbrialna, fimA.
Orientacj¢ przetacznika fazy, okreslono przez amplifikacj¢ PCR regionu przetacznika, a nastgpnie trawienie
amplikonu za pomoca enzymu restrykcyjnego Hinfl. Do amplifikacji regionu o dlugosci 817 pz
zawierajacego element odwracalny (przelacznik) zastosowano startery CAS168 i CAS169 (Tabela 12)
[137]. W 0,2 ml probowkach przygotowywano mieszaning reakcyjna. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla
pojedynczej proby a takze profil temperaturowo-czasowy podano w tabeli 24. Kazdorazowo
przygotowywano rowniez mieszaning reakcyjng bez dodatku matrycy DNA, pelnigca rolg kontroli ujemne;.

Tabela 24. Skiad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo-czasowy w reakcji PCR w badaniu ekspresji fimbrii
typu 1 z zastosowaniem metody PCR-RFLP

Sklad mieszaniny reakcyjnej Profil temperaturowo-czasowy
Sktad Objetos¢ [ul] Etap Temperatura  Czas [s] Liczba
[°C] cykli
Woda jalowa 11,9 Wstepna denaturacja 94 120 1
Bufor TagNova H,SO4 10x 2,5 Denaturacja 94 15 30
MgCl, [50 mM] 1 Przylaczanie starterow 52 60
dNTPs [8§ mM] 2,5 Elongacja 72 60
Stater FORWARD [10 uM] 3 Wydhuzanie koncowe 72 420 1
Starter REVERSE [10 pM] 3 Chlodzenie 10 o0 1
Polimeraza Taq 2 U/pl 0,6
Matryca DNA 0,5
> 25

Produkty PCR trawiono enzymem restrykcyjnym Hinfl w temperaturze 37°C przez 1 godzing.
Ze wzgledu na asymetryczng lokalizacj¢ miejsca cigeia enzymu Hinfl w elemencie odwracalnym, uzyskano
charakterystyczne wzory restrykcyjne $wiadczace o tzw. orientacji przetacznika fazowego, oznaczajace
wiaczenie lub wylaczenie ekspresji fimbrii typu 1. Orientacja w pozycji ON, tzw. wlaczonej, jest wskazana
przez fragmenty 605 i 212 pz, a orientacja w pozycji OFF, tzw. wylaczonej, jest zaznaczona fragmentami

496 1321 pz (Rysunek 8).
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Rysunek 8. Charakterystyka przetgcznika fazowego fimbrii typu 1 K. pneumoniae. (A) Schematyczne przedstawienie
regionu przetgcznika faz, w tym odwracalnego elementu DNA zawierajgcego promotor (P) glownego genu
kodujgcego podjednostke fimbrialng, fimA. Orientacje zmiany fazy okreslono przez amplifikacje PCR regionu
przelqcznika, a nastepnie trawienie produktu PCR za pomocgq Hinfl. (B) Teoretycznie oczekiwane wyniki po
amplifikacji PCR regionu przelqcznika. Ze wzgledu na asymetryczng lokalizacje miejsca ciecia Hinfl w odwracalnym
elemencie, rozne fragmenty sq uzyskiwane w zaleznosci od orientacji przetlqcznika. W oparciu o [137]

Produkty trawienia restrykcyjnego identyfikowano stosujac rozdziat elektroforetyczny w 1,2% zelu
agarozowym. 5 ul mieszaniny poreakcyjnej wymieszanej z 2 pl buforu obciazajacego rozdzielano
elektroforetycznie w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny, w buforze 0,5xTBE w czasie 45 min
przy napigciu 100 V. Zel analizowano w $wietle UV z wykorzystaniem systemu dokumentacji Zeli

VersaDoc Imaging System Model 1000 oraz oprogramowania Quantity One wersja 4.3.1.

Test aglutynacji komoérek drozdzy - ocena wlasciwos$ci adhezyjnych szczepdéw K. pneumoniae

Zdolno$¢ komorek bakteryjnych do wyrazania fenotypu wigzacego D-mannoz¢ byta badana na
podstawie ich zdolnosci do aglutynacji $wiezo przygotowanego roztworu komorek drozdzy
(Saccharomyces cerevisiae). Test przeprowadzono dla 3 izolatow klinicznych K. pneumoniae (Tabela 22,
numer 1K, 5K, 13K) hodowanych w réznych warunkach wzrostu (na podtozu statym LA, na pozywce
ptynnej LB w dwoch wariantach: statycznie i z wytrzasaniem (200 rpm), w hodowlach pasazowanych
4x oraz w hodowlach trwajacych 96 godzin) oraz dla 61 szczepow K. pneumoniae wyizolowanych od
pacjentéw z grupy badanej i 36 szczepow K. pneumoniae z grupy kontrolnej hodowanych przez noc
w pozywce plynnej LB. Aglutynacje badano przez zmieszanie 15 pl kultury bakterii z 15 pl zawiesiny
drozdzy (5%) i mierzono czas do wystgpienia aglutynacji. Testy przeprowadzono na szkietkach

mikroskopowych.
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5.2.7.3. Analiza ekspresji genow kodujgcych wybrane czynniki wirulencji w warunkach
ekspozycji na rozne stezenia lekow immunosupresyjnych z zastosowaniem metody
qRT-PCR

W prezentowanej rozprawie podjeto si¢ sprawdzenia wplywu lekéw immunosupresyjnych na
ekspresj¢ gendw kodujacych wybrane czynniki wirulencji dla wybranych izolatow K. pneumoniae.
Sprawdzano zaréwno krotkotrwata, jak i diugotrwata ekspozycj¢ na dziatanie immunosupresantow.
Do badan wybrano zréznicowang pulg 20 izolatow. O wyborze izolatéw do badania zadecydowaty wyniki
lekowrazliwos$ci, wykrycie ESBL, wystgpowanie fenotypu hipermukoidalnego oraz profil wirulencji.
Do pomiaru ekspresji genow zastosowano metodg¢ iloSciowego PCR w czasie rzeczywistym (qPCR, ang.

real-time PCR), poprzedzong technika odwrotnej transkrypcji (RT, ang. reverse transcription).

Hodowla izolatéw K. pneumoniae

W celu badania zmian poziomow ekspresji genow wskutek ekspozycji na leki immunosupresyjne
(cyklosporyna i tacrolimus), 19 izolatow klinicznych K. pneumoniae oraz jeden izolat referencyjny
przepasazowano 1x na pozywke LB z dodatkiem lub bez lekéw immunosupresyjnych. Charakterystyka
szczepow poddanych badaniu ekspresji gendw zostala umieszczona w tabeli 25. Szczepy wyizolowane od
pacjentéw po przeszczepie nerki przyjmujacych cyklosporyne, przesiano na podtoza bez i z dodatkiem
cyklosporyny o st¢zeniach podanych w tabeli 26. Szczepy wyizolowane od pacjentdow po przeszczepie
nerki przyjmujacych tacrolimus, przesiano na podfoza bez i z dodatkiem tacrolimusu o st¢zeniach
podanych w tabeli 26, za$ szczepy wyizolowane od pacjentéw z grupy kontrolnej oraz szczep
referencyjny, przesiano na poditoza bez dodatku immunosupresantéw. Hodowla byta prowadzona

w temperaturze 37°C.

Tabela 25. Charakterystyka szczepow w badaniu ekspresji genow

Nr izolatu Grupa Schemat immunosupresji
1K Kontrolna -
5K Kontrolna -
13K Kontrolna -
14K Kontrolna -
36K Kontrolna -
14B Badana Cyklosporyna
22B Badana Cyklosporyna
27B Badana Cyklosporyna
41B Badana Cyklosporyna
45B Badana Cyklosporyna
47B Badana Cyklosporyna
53B Badana Cyklosporyna
11B Badana Tacrolimus
25B Badana Tacrolimus
30B Badana Tacrolimus
33B Badana Tacrolimus
36B Badana Tacrolimus
51B Badana Tacrolimus
56B Badana Tacrolimus
1R Szczep referencyjny -

Tabela 26. Stezenia lekow immunosupresyjnych uzywane do badania poziomu ekspresji genow

Lek immunosupresyjny Stezenie badanego leku immunosupresyjnego [ug/1]
Kontrola Stezenie #1 Stezenie #2
Cyklosporyna 0 200 600
Tacrolimus 0 10 30
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Dodatkowo, w toku badan postanowiono sprawdzi¢ wptyw dtugotrwatej ekspozycji izolatow
K. pneumoniae na immunosupresanty. Do badania wybrano 10 izolatow: 5 szczepow wyizolowanych od
pacjentéw po przeszczepie nerki przyjmujacych cyklosporyne i 5 szczepow od pacjentdw przyjmujacych
tacrolimus (Tabela 25; numery szczepow: 14B, 27B, 41B, 45B, 53B, 11B, 25B, 30B, 36B, 51B). Izolaty te
pasazowano 14-krotnie na pozywce LB z dodatkiem lub bez immunosupresantow w zaleznosci od szczepu.
Stezenia immunosupresantow stosowane w tym doswiadczeniu wynosity 200 pg/l i 10 pg/l, odpowiednio

dla cyklosporyny i tacrolimusu. Hodowla byta prowadzona w temperaturze 37°C.

Badanie poziomu ekspresji genow

A. Izolacja RNA

W ciagu trwania eksperymentu trzy razy izolowano RNA z badanych izolatéw: po pierwszym
przesianiu na pozywke ptynng LB ,,z” lub ,bez” dodatku immunosupresantow (dla 20 izolatéw), po
siodmym przesianiu na pozywke ptynna LB ,,z” lub ,,bez” dodatku immunosupresantow (dla 10 sposrod 20
izolatow) 1 po kolejnych siedmiu pasazach na pozywke ,,z” lub ,,bez” dodatku immunosupresantow
(ponownie z tych samych 10 izolatéw). Izolacjc RNA potaczong z trawieniem genomowego DNA
przeprowadzono zgodnie z protokotem zamieszczonym w zestawie RNeasy Protect Bacteria Mini Kit
(Qiagen, nr kat. 74524) i RNase-Free DNase Set (Qiagen, nr kat. 79254). Nastgpnie dokonano analizy
ilosciowe;j i jakoSciowej uzyskanych preparatow RNA z wykorzystaniem pomiaru spektrofotometrycznego
i elektroforezy RNA w zZelu agarozowym. Otrzymany wodny roztwor totalnego RNA przechowywano

w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

Stezenie RNA okre$lano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm i 230 nm
wykorzystujac NanoDrop ND-1000 i oprogramowanie ND-1000 v. 3.7.1. Do dalszych etapow badania
ekspresji genéw wykorzystywano tylko RNA o wskaznikach A260/A280 i A260/A230 bliskich wartosci
2,0.

Jako$¢ uzyskanego catkowitego RNA sprawdzono roéwniez z wykorzystaniem techniki
elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym zawierajacym bromek etydyny, w buforze 1xTBE. W tym celu
1 ug RNA wymieszany z buforem obcigzajacym nanoszono na zel. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
przy napigciu elektrycznym 100 V przez 45 minut. Prazki RNA uwidoczniono w $wietle UV
z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli VersaDoc Imaging System Model 1000. Zdj¢cie wykonano

za pomocg oprogramowania Quantity One wersja 4.3.1.
B. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR)

Po wyizolowaniu RNA, konieczne jest jego przepisanie na komplementarny DNA (cDNA, ang.
complementary DNA). Do tego celu, wykorzystano zestaw do odwrotnej transkrypcji TranScriba (A&A
Biotechnology, Gdansk). Reakcje prowadzono zgodnie z protokotem zawartym w zestawie. Reakcje
prowadzono na lodzie pod komora z laminarnym przeptywem powietrza. W reakcji odwrotnej transkrypcji
wykorzystano sze$cionukleotydowe startery o losowych sekwencjach (ang. random hexamers).
Kazdorazowo reakcj¢ przeprowadzano z 1 pug wyizolowanego RNA. Przygotowany wg zalecen producenta
cDNA, rozciefnczano pigciokrotnie. Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu

dalszych analiz.
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C. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qQPCR)

Poziom ekspresji badanych genéw wyznaczono za pomoca metody ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR) wykorzystujac system LightCycler 480 (Roche, Niemcy). W przeprowadzonych
badaniach zastosowano system monitorowania z barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green. W celu
potwierdzenia specyficzno$ci uzyskanych produktow przeprowadzono analiz¢ krzywej topnienia

amplifikowanego fragmentu.

Wybor genu referencyjnego

Oznaczenie poziomu ekspresji badanych genow wiaze si¢ z poprzedzajacymi procesami, podczas
ktérych moze dochodzi¢ do utraty czesci materialu genetycznego, a same procesy moga przebiegac z r6zna
wydajnoscig. Aby zapobiec tego typu btedom przeprowadzono etap normalizacji poziomu ekspresji
badanego genu wzgledem poziomu ekspresji genu referencyjnego w badanej, pojedynczej probie [202].
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano gen referencyjny 7poB, czynnik sigma polimerazy RNA
(s70) (rpoB, ang. RNA polymerase sigma factor RpoB). Jest on jednym z cze¢$ciej uzywanych gendéw
referencyjnych o statym, nieregulowanym poziomie ekspresji niezaleznie od warunkéw eksperymentu

(np. wplywu podawanych lekéw i innych substancji chemicznych).

Optymalizacja reakcji

Przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw reakcji qPCR wykorzystujac cztery rozcienczenia
mieszaniny wszystkich probek cDNA dla siedmiu par starterow uzytych do amplifikacji fragmentow
wybranych gendw: fimA, mrkA, entB, iroB, irp2, iucA, rpoB (Tabela 27). Reakcj¢ dla kazdej analizowane;j
sekwencji optymalizowano pod wzgledem doboru odpowiedniego stgzenia starterow, odpowiedniej
temperatury przytaczania starterow a takze czasu elongacji. Specyfika uzywanych starteréw determinuje
temperature ich przylaczania, a dlugo$¢ powstajacego przy ich uzyciu amplikonu determinuje temperature
topnienia produktu, jak i czas elongacji. Przy projektowaniu par starterow zwracano uwagg, by nie zawieraly
w swojej sekwencji miejsc z mogacymi wystapi¢ polimorfizmami pojedynczego nukleotydu (SNP, ang.

single nucleotide polymorphism).

Tabela 27. Charakterystyka starterow uzytych do reakcji gqPCR

Gen Temperatura przylaczania starteréw [°C] Wielko$¢ produktu PCR [pz]
Fimbrie typu 1 fimA 59 132
Fimbrie typu 3 mrkA 60 127
Enterobaktyna entB 52 143
Salmochelina iroB 50 150
Yersiniabaktyna irp2 51 122
Aerobaktyna iucA 50 138
RpoB rpoB 51 132

Reakcje przeprowadzano w 96-dotkowych ptytkach przeznaczonych do qPCR w objetosci
koncowej 10 pl, z wykorzystaniem zsyntetyzowanego cDNA, starterow specyficznych dla badanych genéw
(Tabela 12) i zoptymalizowanego zestawu SsoAdvanced SYBR Green (BioRad). Reakcje dla kazdego genu,
dla kazdej probki wykonywano w trzech powtorzeniach. Optymalne warunki okreslano na podstawie
wynikow analizy krzywej topnienia oraz rozdzialu elektroforetycznego produktéw reakcji qPCR w 2,5%

zelu agarozowym w buforze 1xTBE.
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Po zakonczonej reakcji qPCR calo$¢ mieszaniny (10 pl) mieszano z buforem obcigzajacym
1 nanoszono na zel agarozowy zawierajacy bromek etydyny. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy
napigciu 100 V przez 45 minut. Zel analizowano w $wietle UV z wykorzystaniem systemu dokumentacji

zeli VersaDoc Imaging System Model 1000 oraz oprogramowania Quantity One wersja 4.3.1.

Zoptymalizowane warunki reakcji qPCR dla badania poziomu ekspresji gendow zostaly
przedstawione w tabeli 28. Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji transkryptow wybranych genéw

w przeliczeniu na jedna probe, przedstawiono w tabeli 29.

Tabela 28. Profil temperaturowo-czasowy w reakcji gPCR wykorzystywany do amplifikacji genow badanych

Etapy reakcji qPCR Temperatura [°C]| Czas [s] Skok [°C/s]

Denaturacja wstgpna 95 30 4,4
Amplifikacja - 40 cykli
Denaturacja wiasciwa 95 10 4,4
Przylaczanie starterow 50 15 2,2
W zaleznosci od analizowanej sekwencji
Wydhuzanie 72 10 4,4
Wyznaczanie krzywej topnienia

Denaturacja 95 10 4,4
Topnienie produktow PCR 50 60 2,2
97 60 0,1
Wydluzanie 40 300 2,2

Opracowanie wiasne, na podstawie instrukcji SsoAdvanced SYBR Green (BioRad)

Tabela 29. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby w reakcji gPCR

Odczynnik Objetos¢ [pl]
SsoAdvanced universal SYBR Green supermix 2x 5,0
Mieszanina starterow (100 mM) 0,5
Woda wolna od nukleaz 4,0
cDNA 0,5
> 10,0

Przygotowanie krzywych standardowych

Do okreslenia wzglednego poziomu ekspresji genéw zastosowano metody oparte na tworzeniu
krzywej standardowej dla kazdej pary uzytych starter6w z osobna dla genéw badanych, jak i genu
referencyjnego. Krzywe standardowe wygenerowano na podstawie qPCR dla czterech dwukrotnych
rozcienczen cDNA proby kalibratora. W przedstawionych badaniach jako kalibrator wykorzystano
usrednione warto$ci uzyskane dla izolatow z grupy kontrolnej. Wszystkie reakcje przeprowadzane byly
w osobnych studzienkach 96-dotkowej ptytki w trzykrotnych powtdrzeniach. W kazdej z przeprowadzanych
reakcji, do jednego wiersza studzienek zamiast matrycy cDNA dodawano kontrolg negatywna (brak cDNA
w probie). Wydajnos$¢ reakeji dla kazdej krzywej standardowej, oceniana jako przyrost produktu po kazdym

jej cyklu, zostala obliczona w oparciu o nachylenie krzywej standardowej wg wzoru.
E= 10[—1/slope]
E - wydajnos¢
slope - wspoétczynnik kierunkowy krzywej standardowe;j

Analiz¢ wynikow przeprowadzono wykorzystujgc system LightCycler 480 (Roche, Niemcy) oraz
program Excel 2010.
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Wiasciwa reakcja gPCR

W celu wykonania reakcji wykorzystano zestaw SsoAdvanced SYBR Green (BioRad). Sktad
mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na jedna probe, a takze warunki reakcji qPCR zostaly uprzednio
zoptymalizowane i zaprezentowane w tabelach 28 i 29. Wszystkie reakcje przeprowadzane byly
w osobnych studzienkach 96-dotkowej plytki z uzyciem aparatu LightCycler 480 (Roche, Niemcy).
W kazdej prowadzonej reakcji stosowano kontrol¢ negatywna (brak cDNA) oraz probe kalibracyjna

w celu skorygowania rozbiezno$ci powstajacych pomiedzy przeprowadzanymi z osobna reakcjami.

Kazda proba badana cDNA byta amplifikowana w oddzielnych reakcjach qPCR zaréwno ze
starterami dla analizowanych sekwencji genéw badanych, jak i dla genu referencyjnego w trzech
powtdrzeniach. W pierwszym etapie wyznaczono efektywnosci powielania genu badanego
i referencyjnego. Nastepnie obliczano $rednig arytmetyczng z uzyskanych wynikow cyklu progowego (Cr)

dla kazdego genu.

Analiza poziomu ekspresji gendw

W  prezentowanej rozprawie, znormalizowana warto§¢ wzglednego poziomu ekspresji
poszczegdlnych gendéw w probach badanych ($rednia arytmetyczna z trzech reakcji) obliczono
z wykorzystaniem metody komparatywnej (poréwnawczej). Jako gen referencyjny wykorzystano gen
metabolizmu podstawowego rpoB, zas jako kalibrator, usrednione wartosci uzyskane dla izolatow z grupy
kontrolnej. W toku przeprowadzonych doswiadczen, sprawdzano rdéznice w poziomach ekspresji

wybranych genow izolatow K. pneumoniae podzielonych na grupy:
- izolaty pobrane od pacjentow przyjmujacych cyklosporyng w schemacie immunosupresji
- izolaty pobrane od pacjentow przyjmujacych tacrolimus w schemacie immunosupresji

W trakcie analizy sprawdzano poziomy ekspresji badanych genéw po hodowli na pozywce LB
1 porownywano je z poziomami ekspresji genow tych samych grup izolatéw hodowanych na pozywkach

z dodatkiem poszczeg6lnych lekéw immunosupresyjnych.

Do analizy statystycznej otrzymanych wynikow zastosowano nieparametryczny test porownujacy
grupy niezalezne, U Manna Whitney’a. Test ten nie wymaga spelnienia zatozenia o réwnolicznosci
poréwnywanych grup. W przypadku dwoch probek zebranych od jednego pacjenta w réznym czasie (dane
zebrane przed i po eksperymencie) zastosowano nieparametryczny test Wilcoxona dla par obserwacji.
W trakcie analizy statystycznej wyznaczano prawdopodobienstwo testowe (ang. p-value). Za poziom
istotnosci przyjeto a = 0,05. Jesli wartos¢ p-value jest nizsza niz przyjety poziom istotnosci statystycznej,
mozna postgpowac tak, jakby hipoteza zerowa, moéwiaca o braku réznic w poziomach ekspresji danych
gendw miedzy grupami, zostata odrzucona. Do analizy wynikéw otrzymanych na podstawie nizej
wymienionych metod, jak 1 wizualizacji tych wynikoéw, opracowano wlasny skrypt w jezyku

programowania R w $rodowisku R Studio.

Analiza poziomow ekspresji genow metodg komparatywng

Warunkiem stosowania metody komparatywnej, nazywanej rowniez metoda poréwnawcza, jest

zblizona warto$¢ efektywnosci reakcji powielania sekwencji genu badanego i genu referencyjnego.
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Na podstawie krzywych standardowych z serii kolejnych rozcienczen matrycy dla genu badanego oraz genu
referencyjnego, wyznaczane sa cykle progowe reakcji amplifikacji tych genéw zaréwno w probach
badanych jak i probie kalibracyjnej. Nastgpnie, wyliczana jest réznica pomi¢dzy wartosciami C: reakcji
przebiegajacej na matrycy genu badanego i referencyjnego dla poszczegodlnych prob, zarowno badanych,

jak 1 kalibratora:
ACy(préba badana) = C: genu badanego — C: genu referencyjnego
AC(kalibrator) = C: genu badanego — C: genu referencyjnego

Nastepnie dla kazdej proby nalezy obliczy¢:

AAC: = ACy(proba badana) — ACq(kalibrator)

Znormalizowang warto$§¢ wzglednego poziomu ekspresji genu badanego w probie badanej

wzgledem kalibratora oblicza si¢ wg wzoru:

R = Z_AACt

Poziom badanego transkryptu w probie badanej wyrazony jako wielokrotnos¢ kalibratora (R)
réwny 1 oznacza, ze poziom ekspresji lub liczba kopii genu w probie badane;j i kalibratorze sg jednakowe.
Warto$¢ parametru R wigksza od 1 wskazuje na wyzszy poziom ekspresji genu w probie badanej

w poroéwnaniu z kalibratorem, za$ mniejsza, na wyzszy poziom ekspresji w probie kalibracyjne;.

5.2.8.Sekwencjonowanie calego genomu szczepow K. pneumoniae o najwi¢kszej
wirulencji i szczepow K. pneumoniae New Delhi, z wykorzystaniem
wielkoskalowego sekwencjonowania genomow
Przeprowadzono dwa niezalezne badania sekwencjonowania catlogenomowego (WGS, ang. Whole
Genome Sequencing) z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. Next
Generation Sequencing). Sekwencjonowanie calych genoméw dwoch wybranych na podstawie testow
fenotypowych szczepow hiperwirulentnych K. pneumoniae (hvKp) przeprowadzono w celu oméwienia
molekularnych podstaw klinicznej identyfikacji i wirulencji zakazenia hvKp a takze konwergencji szczepow
opornych na antybiotyki i hiperwirulentnych, oraz zrozumienia molekularnych barier w nabywaniu
plazmidéw MDR przez szczepy hvKp. Przeprowadzono analiz¢ poréwnawcza sekwencjonowanych
szczepow z 32 migdzynarodowymi izolatami K. pneumoniae pobranymi z bazy danych Patric
(https://patricbrc.org) na podstawie czterech ostatnio opublikowanych prac, ktore uwzglednialy izolaty
K. pneumoniae o tym samym typie sekwencji. Sekwencjonowanie catych genomow wszystkich szczepow
K. pneumoniae New Delhi z kolekcji, przeprowadzono w celu doktadnej charakterystyki transmisji
i epidemii, umozliwiajac poréwnanie izolatdéw klinicznych z doktadnoscia pojedynczej roznicy
nukleotydowej. Badania przeprowadzono metodami analizy filogenetycznej; analiza genomu rdzenia
1 analiza polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP). Analizg filogenetyczng danych WGS pordéwnano
z analizg filogenetyczng metody typowania genetycznego PCR MP, aby sprawdzi¢, czy istnieje korelacja
lub duze roznice migdzy skuteczno$cia, niezawodno$cia i rozdzielczo$cia w obu metodach.

Przeprowadzono analiz¢ poréwnawcza sekwencjonowanych szczepéw z 100 migdzynarodowymi izolatami
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K. pneumoniae pobranymi z bazy danych Patric. Wyniki sekwencjonowania zapewniaja najbardziej

kompleksowa charakterystyke szczepow bakteryjnych.

Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone w laboratorium analiz genomowych MicrobesNG
(https://microbesng.com) przy Uniwersytecie w Birmingham (Wielka Brytania). Badane izolaty zostaty
przestane w specjalnych probowkach z wyodrgbnionym kodem kreskowym dla kazdego szczepu.
Ekstrakcja DNA, przygotowanie bibliotek z wykorzystaniem zestawu Nextera XT DNA (Illumina Inc.,
Cambridge, UK), a nastgpnie zsekwencjonowanie probek z wykorzystaniem sekwenatora genomowego
[lumina MiSeq X10 (Illumina Inc.) zostalo wykonane w laboratorium uniwersyteckim. Jako wynik
sekwencjonowania calych genoméw dla kazdego izolatu otrzymano pliki w formacie FASTQ.
Kompleksowa analiza bioinformatyczna danych sekwencjonowania zostala wykonana samodzielnie,
wedlug etapow przedstawionych w punkcie 5.2.10. Do analizy danych zastosowano zestaw

ogo6lnodostepnych narzedzi bioinformatycznych oraz wlasne skrypty napisane w jezyku Python i Perl.

5.2.9.Analiza statystyczna danych klinicznych w odniesieniu do charakterystyki
genetycznej
Wptyw zmiennych klinicznych i biologicznych (Tabela 7) na wystapienie zakazen uktadu
moczowego o etiologii K. pneumoniae zostat oceniony z wykorzystaniem testu Mann-Whitney U i testu
Fischera. Niezalezne czynniki ryzyka wystgpienia nawracajacych zakazen uktadu moczowego o etiologii
K. pneumoniae zostaly ocenione w modelu wieloczynnikowej regresji logistycznej. Roznice
w czestosciach wystgpowania gendw kodujacych czynniki wirulencji zostaly ocenione z wykorzystaniem

testu Chi-kwadrat.

5.2.10. Analiza bioinformatyczna danych sekwencjonowania

Sekwencjonowanie izolatOw 1 wstepne przetwarzanie danych

W wyniku sekwencjonowania catogenomowego dla kazdego badanego izolatu otrzymano surowe
dane w formacie FASTQ. Probki zostaty zsekwencjonowane na platformie Illumina MiSeq X10 (Illumina
Inc.) z odczytami sparowanymi (ang. paired-end reads) o 150 pz. Dalo to $rednio 27,773,714 odczytow na
probke, co odpowiada $rednio 100-krotnemu pokryciu na genom. Kontrola surowych odczytow sekwencji
(tj. usuwanie adapterow sekwencjonowania), filtrowanie i przycinanie zgodnie z kryteriami jakosci

i dtugosci przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Trimmomatic (wersja 0.36) [203].

Montaz i adnotacja genomu

Sekwencje catego genomu zostaly zmontowane (potaczone) de novo za pomoca oprogramowania
SPAdes (wersja 3.9.0) [204]. Oprogramowanie Quast (wersja 5.0.2) [205] zostalo wykorzystane do
wygenerowania statystyk podsumowujacych dla pojedynczego montazu, dzigki czemu mozliwa byta
kontrola jakosci uzyskanych danych. Odczyty sekwencji bakteryjnych zostaly zebrane w pierwotne contigi,
ktore zostaly zdeponowane w bazie danych NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pod numerem dostgpu
BioProject PRINA630564 oraz BioProject PRINA688074 (Tabela 30). Ztozone genomy zostaly opatrzone
adnotacjami za pomoca Prokka (wersja 1.11) [206] z punktem odci¢cia 10-6, minimalnym rozmiarem

contiga 200 bp i dodajac opcje ,,addgenes” i ,jusegenus”. Adnotacja calego genomu jest procesem
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identyfikowania interesujagcych cech w zestawie sekwencji genomowego DNA i znakowania ich
przydatnymi informacjami. Dane wyjsciowe Prokka wykorzystano jako dane wejsciowe do
scharakteryzowania pangenomu za pomocg oprogramowania Roary (wersja 3.6.0) [207] z 95%
identyfikacja blastp. Za pomoca narzgdzia Roary zdefiniowano arkusz kalkulacyjny obecnosci

i nieobecno$ci genu (ang. gene ‘presence/absence’) w calej kolekcji izolatow.

Tabela 30. Szczegoly zsekwencjonowanych genomow Klebsiella pneumoniae

Nr izolatu Nazwa szczepu BioSample BioProject WGS
50B KP28872 SAMN14840028 PRINA630564 JABFQQO000000000
49B KP28873 SAMN 14840029 PRINA630564 JABFQR000000000
16K ND32 SAMN17168599 PRINA688074 JAEMGY 000000000
3R ND33 SAMN17168602 PRINA688074 JAEMHB000000000
32K ND96 SAMNI17168597 PRINA688074 JAEMGW000000000
33K NDI11 SAMN17168600 PRINA688074 JAEMGZ000000000
5R ND27 SAMN17168596 PRINA688074 JAEMGV000000000
46B ND24 SAMN17168601 PRINA688074 JAEMHA 000000000
4R ND34 SAMN17168603 PRINA688074 JAEMHC000000000
53B NDS88 SAMNI17168598 PRINA688074 JAEMGX000000000

Wyréwnanie genomu / analiza filogenetyczna

MLST in silico przeprowadzono za pomoca niestandardowego narz¢dzia opartego na BLAST
(https://github.com/tseemann/mlst) na zespotach genomu de novo. Wyréwnanie genéw rdzeniowych (ang.
core gene alignment) przeprowadzono za pomoca wlasnego skryptu napisanego w jezyku Python, plikow
wyjéciowych Prokka w formacie FFN oraz arkusza kalkulacyjnego obecnosci i nieobecnosci genu
zdefiniowanego za pomoca narzg¢dzia Roary. Za pomoca tego niestandardowego potoku uzyskano plik
multi-FASTA dla kazdych z gendéw docelowych, ktory nastepnie wyréwnano gen po genie za pomoca
narzgdzia Muscle (wersja 3.8.31) [208] i polaczono za pomoca niestandardowego skryptu napisanego
w jezyku Python.

Drzewo filogenetyczne genomu rdzenia (ang. core genome phylogenetic tree) o maksymalnym
prawdopodobienstwie zostalo wyprowadzone z potaczonych, wyréwnanych gendéw podstawowych
(rdzenia) przy uzyciu modelu zastgpczego GTR z czterema odr¢bnymi kategoriami gamma w RAXML (ang.
Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (wersja 8.2.12) [209]. Wizualizacji, manipulacji

i adnotacji drzewa filogenetycznego dokonano za pomocg pakietu ggtree R (wersja 1.15.6) [210].

Identyfikacja polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu

Zidentyfikowany zestaw gendéw rdzeniowych obecny we wszystkich izolatach, zastosowano do
analizy par SNP. Matryc¢ réznic par SNP uzyskano z wyrownania gen po genie dla wszystkich
analizowanych genoméw za pomocg Snp-dists (wersja 0.6.3) (https://github.com/tseemann/snp-dists).
SNPs dla wyrownanych gendow rdzeniowych zidentyfikowano przez dopasowanie danych sekwencji
z kazdego izolatu wzgledem genomu referencyjnego (GenBank nr dostgpu NC 007795) przy uzyciu Snippy
(wersja 3.1) (https://github.com/tseemann/snippy). Proces analizy wygladal nastgpujaco: mapowanie
sparowanych odczytow kazdego szczepu do genomu referencyjnego, wywotanie wariantow
i uzyskanie adnotacji wariantu oraz wplywu wariantow na przewidywanie genéw za pomoca narzg¢dzia

SnpEff (wersja 4.3t) (http: // snpeff.sourceforge.net).
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Analiza obecno$ci gendéw wirulenciji, gendw opornosci i mobilnych elementéw genetycznych

Do identyfikacji genéw opornosci wykorzystano ResFinder 3.2 [211]. Geny wirulencji zostaly
zidentyfikowane na podstawie bazy danych VFDB (ang. The Virulence Factor Database,
http://www.mgc.ac.cn/VFs/) [212]. Wykrywanie genow w badanych genomach przeprowadzono przy
uzyciu BLAST (http://www.ncbi.nih.gov) z odcigciem 95% identycznosci i dugosci.

Obecno$¢ integracyjnych elementow koniugacyjnych ICEKpl i ICEKp2 badano przy uzyciu
markerow genowych, jak opisano wczesniej [213]. Do identyfikacji tych markerow w sekwencjach
badanych izolatow zastosowano BLAST (http://www.ncbi.nih.gov). Narzedzie Kaptive Web zostato uzyte

do identyfikacji typow locus polisacharydow powierzchniowych bakterii i oceny ich wariantow [157].

Analiza obecno$ci plazmidéw

W celu okreslenia obecnosci plazmidow w sekwencjach genomowych zastosowano narzedzie
PlasmidFinder 2.0. [214]. Ponadto dokonano oceny contigow genoméw jako plazmidowe Ilub

chromosomalne z wykorzystaniem narz¢dzia RFPlasmid (https://github.com/aldertzomer/RFPlasmid).

Analiza statystyczna

Do wszystkich analiz statystycznych zastosowano oprogramowanie R (wersja 3.2.4). Testy
proporcji przeprowadzono doktadnym testem Fishera, a por6wnania rozktadow testowano za pomoca testu

U Manna-Whitneya. Do wizualizacji wynikéw uzyto pakietu ggplot2 R (wersja 3.1.1) [215].
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5.2.11. Podsumowujacy schemat przeprowadzonych do$wiadczen

Analiza fenotypowa

Analiza genotypowa

Tworzenie kolekcji izolatéw - Diagnostyka klasyczna
Oznaczanie profilu antybiotykoopornosci
Wykrywanie ESBL

Okreslanie fenotypu hypermukoidalnego

Test aglutynacji komérek drozdzy w réznych warunkach wzrostu

Woptyw obecnosci lekéw immunosupresyjnych w medium hodowlanym na wzrost bakterii

Krotkotrwata ekspozycja Dtugotrwata ekspozycja

Wyznaczanie kinetyki wzrostu bakterii Wyznaczanie kinetyki wzrostu bakterii

Wyznaczanie wartosci MIC CsA i Tac

Wykrywanie obecnosci genu blanpm-1

Charakterystyka wirulencji - Metoda PCR
Okreslenie pokrewienstwa szczepéw - Metoda PCR MP
Wielkoskalowe sekwencjonowanie genomow

Analiza zmian w poziomach ekspresji genéw

PCR-RFLP gRT-PCR
Badanie ekspresji fimbrii typu 1 Krétkotrwata ekspozycija

Ditugotrwata ekspozycja

Rysunek 9. Ogolny schemat doswiadczenia. Opracowanie wlasne
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6. Rezultaty i dyskusja

6.1. Analiza kliniczna ZUM u pacjentéw po przeszczepie nerki

Przebadano 54 pacjentdéw po przeszczepie nerki, u ktérych wystapito zakazenie uktadu moczowego
o etiologii K. pneumoniae. Sposrod 61 odnotowanych epizodow ZUM, 32 odpowiedzialne byly za
bezobjawowa bakteriuri¢ (ABU) (53%), 10 epizodéw wigzato si¢ z zakazeniem dolnego odcinka drog
moczowych (zaplenie pecherza moczowego) (16%), 19 przypadkow to zakazenie gornego odcinka drog
moczowych (AGPN) (31%). U 6 pacjentoéw z AGPN doszto do wystapienia urosepsy. U 22 pacjentow
(41%) zdiagnozowano tylko jeden epizod ZUM K. pneumoniae po transplantacji nerki, pozostatych
32 pacjentdow (59%) doswiadczylo nawracajacych ZUM. Wielokrotne nawroty ZUM spowodowane przez
K. pneumoniae stwierdzono u 19 pacjentéw, podczas gdy u 13 pacjentow wystepowaly nawroty zakazenia

uktadu moczowego réznymi patogenami.

6.2. Oporno$¢ K. pneumoniae na antybiotyki p-laktamowe o rozszerzonym spektrum
substratowym
W grupie 61 badanych szczepoéw K. pneumoniae wyizolowanych z przypadkow ZUM od
pacjentéw po przeszczepie nerki, 45 (74%) wytwarzato B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania

(ESBL). Zidentyfikowano réwniez dwa szczepy (3,3%) wytwarzajace karbapenemazg.

Zbadano dystrybucje¢ szczepoéw ESBL+ zgodnie z kategoria ZUM [Met. 5.1.1.1] (Tabela 31).
Opornosc¢ typu ESBL+ stwierdzono dla 75% izolatéw pozyskanych od pacjentéw z ABU, dla 70% izolatow
odpowiedzialnych za zakazenia dolnego odcinka uktadu moczowego, dla 77% izolatéw odpowiedzialnych
za AGPN i 67% izolatow, ktore wywotaly urosepse. Szczepy wytwarzajgce karbapenemaze¢ wyizolowano

wylacznie od pacjentdow z bezobjawowa bakteriuria.

W grupie kontrolnej, ktora stanowilo 36 szczepow K. pneumoniae, wykryto réwniez wysoki
procent opornosci na antybiotyki B-laktamowe typu ESBL (50%). Ponadto, trzy szczepy (8,3%) wytwarzaty

karbapenemazg.

Tabela 31. Wystepowanie f-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) wsrod szczepow K. pneumoniae
wyizolowanych z przypadkow ZUM u pacjentow z grupy badanej w zaleznosci od kategorii/rodzaju ZUM

Kategoria Liczba izolatow K. Wytwarzanie Rodzaj Wytwarzanie
ZUM* pneumoniae ESBL (%) ZUM ESBL (%)
I 32 24 (75) Dolny 31(74)
I 10 7 (70)
III 13 10 (77) Goérny 14 (74)
v 6 4 (67)

*Kategoria ZUM: I - bezobjawowa bakteriuria (ABU), II - dolne ZUM, III - gérne ZUM (AGPN), IV - urosepsa

Wyniki analizy opornosci szczepéw K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentow z ZUM zostaly przedstawione
w formie plakatu podczas The Sth International Conference on Prevention & Infection Control w Genewie:
wExtended-spectrum-beta-lactamase producing bacteria related urinary tract infection in renal transplant

recipients.”
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6.2.1.DYSKUSJA

Klebsiella pneumoniae jest dobrze znanym zrédtem zakazen szpitalnych u biorcow narzadow
unaczynionych (SOT, ang. solid-organ transplant). Jest to rowniez najczestszy gatunek zdolny do
wytwarzania f-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) [25,80]. Ze wzgledu na oporno$¢ na
wiele antybiotykow, leczenie zakazen o etiologii K. pneumoniae ESBL+ moze stanowi¢ wyzwanie.

Wsrod szezepodw K. pneumoniae, badanych w rozprawie doktorskiej, ponad 70% wytwarzato
B-laktamazy typu ESBL. O istotnym problemie zakazen szczepami ESBL w$rod pacjentow po transplantacji
narzadu donosza liczne prace. Linares 1 wsp. przeanalizowali zakazenia K. pneumoniae
u 1057 biorcéw narzadéw unaczynionych [80] i wyniki ich badan wykazaly, ze u 72% przypadkow doszio
do zakazenia uktadu moczowego, z czego 53% stanowily szczepy z opornoscig typu ESBL. Szczepy
K. pneumoniae wytwarzajace ESBL wystepowaly czgéciej u pacjentéw po przeszczepieniu nerki
(p = 0,035) i u tych, ktérzy wymagali dializy po przeszczepie (p = 0,022). W ciggu pierwszych 30 dni po
wyizolowaniu K. pneumoniae od pacjentow z ZUM, wystapity cztery przypadki $miertelne, z czego za trzy
z nich byly odpowiedzialne szczepy z oporno$cia ESBL. Badania przeprowadzone przez Linares
1 wsp. oraz innych autorow wykazaty, ze mediana czasu wystapienia zakazenia od momentu przeszczepienia
narzadu jest krotsza dla szczepow K. pneumoniae ESBL+ w porownaniu do szczepow ESBL- [25,80,216].
Istnienie tak wysokiego poziomu opornosci wsréd badanej puli szczepow, jest dobrze rozpoznanym
zagrozeniem szpitalnym. Dlatego u biorcow nerki, bedacych pacjentami z grupy wysokiego ryzyka, nalezy
odpowiednio interweniowac.

Transfer opornosci wérdd szczepdow K. preumoniae stanowi ryzyko nie tylko dla srodowiska
szpitalnego, ale rowniez coraz czgsciej izoluje si¢ wielolekooporne bakterie K. pneumoniae w srodowisku
pozaszpitalnym [104]. Do szpitala ponownie trafiaja pacjenci skolonizowani lub z zakazeniami uktadu
moczowego, za ktoére odpowiedzialne sg K. pneumoniae ESBL+. W opublikowanej niedawno analizie
wykazano, ze to wlasnie szczepy K. pneumoniae ESBL+ sa najczesciej izolowane wérdd nawrotowych
ZUM u pacjentdw po przeszczepieniu nerki [217]. Wezesne wykrycie ZUM oraz podjecie odpowiedniego
leczenia u pacjentow wysokiego ryzyka zapobiega rozwojowi powiktan, w tym tych prowadzacych do utraty

przeszczepu i $mierci biorcow.

6.3. Wystepowanie genow kodujacych czynniki wirulencji u szczepow
K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentéow z ZUM

6.3.1.Porownanie wystepowania genéow kodujacych czynniki wirulencji mi¢dzy
grupa badana a grupa kontrolna

Geny kodujace adhezyny (fimH-1, mrkD, kpn, ycfM), siderofory (irp-1, irp-2, fyuA, entB, iutA,
iroN), protektyny lub inwazyny (rmpA, magA), toksyny (hlyA, cnf-1) oraz gen uge kodujacy 4-epimeraze
UDP-galakturonianu, identyfikowano z zastosowaniem opracowanych w rozprawie doktorskiej uktadow
reakcji simplex i multiplex PCR [Met. 5.2.6]. Porownano czgsto$¢ wystepowania genow wirulencji w 61
izolatach K. pneumoniae od 54 pacjentdow po przeszczepie nerki (Tabela S2) i 36 izolatach K. pneumoniae
od 36 pacjentow z ZUM, nie bedacych biorcami nerki (Tabela S3). Uzyskane wyniki wskazuja na duze
zrdznicowanie ocenianych szczepéw pod wzgledem obecnosci wybranych gendéw kodujacych czynniki

wirulencji (Tabela 32).
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Tabela 32. Wystgpowanie genow kodujgcych czynniki wirulencji u szczepow K. pneumoniae pochodzgcych od pacjentow
hospitalizowanych z ZUM z grupy badanej i grupy kontrolnej

Geny zwigzane Liczba (%) szczepéw grupy Liczba (%) szczepéw grupy p-value
z wirulencja badanej (n=61) kontrolnej (n=36)
Adhezyny fimH-1 50 (82) 32(88.,9) 0,56
mrkD 53 (86,9) 32(88,9) 1,0
kpn 46 (75,4) 31(86,1) 0,3
yefM 42 (68,9) 24 (66,7) 0,83
Siderofory irp-1 30 (49,2) 20 (55,6) 0,67
irp-2 29 (47,5) 22 (47,5) 0,21
frud 28 (45,9) 18 (50) 0,83
entB 45 (73,8) 17 (47,2) 0,015
iutA 17 (27,9) 21 (58,3) 0,005
iroN 13 (21,3) 8(22,2) 1,0
Inwazyny rmpA 2(3,3) 1(2,8) 0,65
magA 0(0) 0(0) N/A
Toksyny hiyA 0(0) 2 (5,6) 0,14
cnf-1 3(4.9) 5(13,9) 0,14
uge 49 (80,3) 27 (75) 0,61

N/A - nie dotyczy (ang. not applicable)

Geny mrkD, fimH-1 1 kpn, kodujace adhezyny fimbrialne (fimbrie typu 3 i 1 oraz adhezyne
FimH-like), sa odpowiedzialne za przyleganie do komorek nablonkowych i tworzenie biofilmu. Zwykle
geny te wykrywane sa w uropatogennych szczepach K. preumoniae [131]. Dla izolatow pochodzacych od
pacjentow po przeszczepie nerki gen mrkD byt najbardziej rozpowszechnionym genem wirulencji
z czgstoscig wystgpowania rowng 86,9%, drugim byl gen fimH-1 wykryty dla 82% szczepow. Wsrod
izolatow K. pneumoniae w grupie kontrolnej oba geny wystepowaly z czgstoscig rowna 88,9%. Gen kpn

wykryto w 75,4% 1 86,1% izolatow odpowiednio w grupie badanej i grupie kontrolne;.

Gen uge kodujacy lipoproteing otoczkowa oraz gen ycfM kodujacy lipoproteing blony zewngtrznej,
sprzyjaja infekcji poprzez oporno$¢ na fagocytozg¢ 1 posrednicza w wigzaniu z macierza
zewnatrzkomorkowa. Potwierdzono obecno$¢ obu genow w izolatach K. pneumoniae zaréwno od
pacjentow z grupy badanej, jak i od pacjentow z grupy kontrolnej (Rysunek 10 i Rysunek 11). Gen uge
wykryto w przypadku 80,3% i 75% izolatéw odpowiednio z grupy badanej i kontrolnej. W pracy Regué
iwsp. [193] sugerowano, ze obecnos¢ funkcjonalnego genu uge jest niezbgdna dla infekcji drég moczowych
(wirulencji bakterii). Mutacje w genie uge powodowaty w eksperymencie na modelu szczurzym niezdolnos¢
do wywotania infekcji drog moczowych. Gen ycfM wykryto w  przypadku @ 68,9%
1 66,7% izolatdéw odpowiednio z grupy badanej i kontrolnej. Gen ten jest indukowany w warunkach stresu

komoérkowego [218].
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1000 pz

600 pz 626 pz kpn

500 pz
400 pz
300 pz

200 pz
100 pz

240 pz mrkD
160 pz ycfM

Rysunek 10. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zZelu agarozowym produktow reakcji multiplex PCR dla
genow kpn, mrkD i yefM dla reprezentatywnych izolatéw. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna; sciezki opisane sq numerami izolatow: 7-10 -
produkty PCR o wielkosci 626 pz, 240 pz, 160 pz charakterystyczne dla genow kpn, mrkD i ycfM dla izolatow o
numerach 7-10, K- - kontrola negatywna

M K+ 45B 46B 49B K-

1000 pz

808 pz

400 pz
300 pz
200 pz

100 pz

688 pz fimH-1
534 pz uge

287 pz irp-2

Rysunek 11. Wynik rozdzialu elektroforetycznego w 1.5% Zelu agarozowym produktow reakcji multiplex PCR
uzyskanych dla genow fimH-1, uge i irp-2 dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej
DNA (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna; Sciezki opisane sq numerami
izolatow: 45 - produkty PCR o wielkosci 688 pz, 287 pz charakterystyczne dla genow fimH-1 i irp-2; 46, 49 - produkty
PCR o wielkosci 688 pz, 534 pz, 287 pz charakterystyczne dla genow fimH-1, uge i irp-2; K- - kontrola negatywna
Siderofory to systemy wychwytu zelaza, ktére odpowiadaja za dostarczanie komorkom
bakteryjnym jonow zelaza z kompleksow biatkowych gospodarza. Siderofory zwigkszaja patogennosé
bakterii, powodujac niedobdr zelaza u gospodarza, a zatem prowadzac do znacznego obnizenia
humoralnych mechanizméw obrony immunologicznej gospodarza [134,148,151]. Jednoczynnikowa
analiza wariancji wykazata, ze gen biosyntezy enterobaktyny entB, statystycznie istotnie czeSciej
wystepowal u szczepoéw izolowanych od pacjentdow z grupy badanej w porownaniu do szczepoéw
izolowanych z grupy kontrolnej (p = 0,015) (Rysunek 12). W przeciwienstwie do genu entB, gen
aerobaktyny iutA4 statystycznie istotnie czgéciej wystgpowal w izolatach od pacjentow z grupy kontrolne;j
(p = 0,005) (Rysunek 13). Geny yersiniabaktyny, niezb¢dne do tworzenia biofilmu w pgcherzu moczowym
oraz pehlnigce funkcje ochronng przed wewnatrzkomorkowa toksycznos$cia miedzi [134,151] zostaly
wykryte w obu grupach badanych na poziomie 61,1%, 49,2%, 45,9% kolejno dla irp-2, irp-1 i fyud w grupie
badanej oraz 47,5%, 55,6% 1 50% w grupie kontrolnej (Rysunek 11 i Rysunek 14). W przypadku genu
salmocheliny réwniez nie wykazano statystycznie istotnej roéznicy pomiedzy grupa badang (21,3%)

a kontrolng (22,2%) (Rysunek 15).
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500 pz
400 pz
300 pz

200 pz
100 pz

371 pzentB

Rysunek 12. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% Zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR
uzyskanych dla genu entB dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200,
300, 400, 500 pz); K+ - kontrola pozytywna, Sciezki opisane sq numerami izolatow: 1, 2 - produkt PCR o wielkosci

200 b
300 pz
200 pz
100 pz

371 pz charakterystyczny dla genu entB; K- - kontrola negatywna

M K+ 52B 53B 54B 55B K-

300 pz iutA

Rysunek 13. Wynik rozdzialu elektroforetycznego w 1.5% Zelu agarozowym produktéw reakcji Simplex PCR dla genu
iutA dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500 pz); K+ -
kontrola pozytywna, Sciezki opisane sq numerami izolatow: 52-55 - produkt PCR o wielkosci 300 pz

1000 pz

charakterystyczny dla genu iutA; K- - kontrola negatywna

K+ 1B K- M K+ 1B K-

600 pz
500 pz
400 pz

300 pz
200 pz

547 pz fyuA

238 pz irp-1

100 pz

Rysunek 14. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR dla genu
irp-1i fyuA dla reprezentatywnego izolatu. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500,

600, 700, 800, 900,

1000 pz); K+ - kontrola pozytywna, Sciezki opisane sq numerem izolatu: I - produkt PCR o

wielkosci 238 pz charakterystyczny dla genu irp-1 (po lewej stronie markera), produkt PCR o wielkosci 547 pz
charakterystyczny dla genu fyuA (po prawej stronie markera); K- - kontrola negatywna
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M K+ 1B 2B 4B K-

1000 pz

600 pz
500 pz
400 pz
300 pz
200 pz

100 pz

665 pz iroN

Rysunek 15. Wynik rozdzialu elektroforetycznego w 1.5% Zelu agarozowym produkiéw reakcji Simplex PCR dla genu
iroN dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna, Sciezki opisane sq numerami izolatow: 1, 2, 4 - produkt PCR o

wielkosci 665 pz charakterystyczny dla genu iroN, K- - kontrola negatywna
Cytotoksyczny czynnik nekrotyzujacy 1 (gen cnf-1) i hemolizyna (gen hlyA) sa wysoce
patogennymi czynnikami wirulencji, powszechnie wytwarzanymi przez pateczki E. coli izolowanymi
z przypadkow bakteriemii i infekcji drog moczowych [219]. Gen hlyA4 dla K. pneumoniae wykryto tylko
w dwoch przypadkach z grupy kontrolnej (Rysunek 16). Gen cnf-1 wykryto w 4,9% 1 13,9% izolatow
odpowiednio z grupy badanej i kontrolnej (Rysunek 16).

Geny magA 1 rmpA sa zwiazane z fenotypem hipermukoidalnym i dominuja u pacjentow
z chorobami inwazyjnymi, zwlaszcza ropniem watroby [134]. Gen rmpA wykryto tylko w dwoch
przypadkach z grupy badanej i jednym z grupy kontrolnej (Rysunek 16). Zaden z badanych izolatéw nie
wykazat obecnosci genu magA kodujacego polisacharydows otoczke.

K+ 4B K- M K+ 10B K- K+ 10B K-

1177 pz hlyA
1000 pz

600 pz
500 pz
400 pz

300 pz
200 pz

535 pz rmpA
498 pz cnf-1

100 pz

Rysunek 16. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR dla genu
hlyA, cnf-1 i rmpA dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna, Sciezki opisane sq numerami izolatow: 48B - produkt
PCR o wielkosci 1177 pz charakterystyczny dla genu hlyA, 10B - produkt PCR o wielkosSci 535 pz charakterystyczny
dla genu rmpA, produkt PCR o wielkosci 498 pz charakterystyczny dla genu cnf-1; K- - kontrola negatywna

Jednowymiarowa analiza wystgpowania czynnikow wirulencji K. pneumoniae w grupie badanej
i kontrolnej wykazata znaczace réznice tylko w rozpowszechnieniu genu entB i genu iutA, stad dodatkowo
przeprowadzono analiz¢ skupien dla wspotwystepowania czynnikow wirulencji w grupie badanej
i kontrolnej (Rysunek 17). Geny mrkD, kpn i fimH-1 byty najczgsciej identyfikowanym klastrem czynnikow
wirulencji dla szczepow izolowanych zaréwno od pacjentow z grupy badanej, jak i kontrolnej, z czgstoscia
wystepowania na poziomie 85-90% przypadkow. Wskazuje to na rol¢ adhezyn w kolonizacji drog

moczowych niezaleznie od statusu przeszczepienia nerki.
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Rysunek 17. Wspotwystepowanie genow kodujgcych badane czynniki wirulencji wsrod K. pneumoniae w grupie
badanej (A) i kontrolnej (B) na podstawie analizy skupien (MVSP wersja 3.22.)

Tylko 45% izolatéw z grupy badanej wykazywalo skupienie r6znych rodzajow sideroforow,
tj. aerobaktyny, yersiniabaktyny i enterobaktyny. Ponadto wykazano wspotwystgpowanie genu entB
i ycfM. Lipoproteina blony zewnetrznej kodowana przez gen ycfM wspomaga adhezj¢ i tworzenie biofilmu
oraz udowodniono, ze indukowana jest w warunkach stresu komorki [218]. Enterobaktaktyna kodowana
przez gen entB oprocz pozyskiwania zelaza, rowniez ulatwia tworzenie i dojrzewanie biofilmu.
Wspotwystepowanie genow entB i ycfM moze wskazywac na zdolnos¢ szczepdéw do tworzenia biofilmu
w drogach moczowych. Wspotwystepowanie genu entB z réoznymi genami kodujacymi adhezyny: uge,
mrkD, kpn 1 fimH-1 potwierdzono w 83% szczepow z grupy badanej. Geny hlyA4 i rmpA byly na ogot rzadkie.
Jednak w grupie kontrolnej wskaznik wspolwystepowania dla tych dwoch genow wynosit 40%, co wskazuje

na wysoka patogenno$¢ tych szczepow.

Na podstawie zidentyfikowanych genéw kodujacych bakteryjne systemy pobierania zelaza,
tj. enterobaktyna (entB), salmochelina (iroN), yersiniabaktyna (irp-1, fyud), aerobaktyna (iutA),
u badanych szczepdw K. pneumoniae wyodrgbniono 25 réznych wirulotypoéw w grupie badanej oraz
26 w grupie kontrolnej (Tabela 33). Analiza wykazata, ze mniej niz 10% szczepoéw z grupy badanej miato
wszystkie te geny, podczas gdy taki klaster byl obecny w ponad 20% szczepow pochodzacych z grupy

kontrolnej (Tabela 33). Réznica ta nie byla istotna statystycznie. Wirulotyp, sktadajacy si¢ z czterech genow

74


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

kodujacych siderofory: entB, fyud, irp-1, iutA wystepowat czesciej w grupie kontrolnej z réznicg istotng
statystycznie miedzy grupami (p < 0,05). Wirulotyp fyud, iroN, irp-1, iutA byt obecny u 23% przypadkoéw
z grupy badanej, podczas gdy tylko 5,6% szczepdéw pochodzacych z grupy kontrolnej nalezato do tego
wirulotypu (p < 0,05).

Tabela 33. Wirulotypy szczepow K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentow z ZUM z grupy badanej i kontrolnej

Wspélwystepowanie genow Liczba (%) szczepéw grupy  Liczba (%) szczepéw grupy

kodujacych siderofory badanej (n=61) Kontrolnej (n=36) p-value
entB fuyA iroN irp-1 iutA 6(9,8) 8(22,2) 0,13
entB fuyA iroN irp-1 9 (14,8) 3(8,3) 0,53
entB fuyA iroN iutA 1(1,6) 3(8,3) 0,14
entB fuyA irp-1 iutA 2(3,3) 6(16,7) 0,048
entB iroN irp-1 iutA 1(1,6) 0 (0) 1,0
SfuyA iroN irp-1 iutA 14 (23,0) 2 (5,6) 0,045
entB fuyA irp-1 13 (21,3) 3(8,3) 0,16
entB iroN iutA 5(8,2) 0 (0) 0,15
entB irp-1 iutA 1(1,6) 1(2,8) 1,0
entB fuyA iroN 0 (0) 2 (5,6) 0,14
entB fuyA iutA 0 (0) 1(2,8) 0,37
SfuyA iroN irp-1 1(1,6) 1(2,8) 1,0
SfuyA iroN iutA 2(3,3) 2 (5,6) 0,63
SfuyA irp-1 iutA 5(8,2) 3(8,3) 1,0
iroN irp-1 iutA 1(1,6) 1(2,8) 1,0
entB fuyA 1(1,6) 1(2,8) 1,0
entB iroN 5(8,2) 3(8,3) 1,0
entB irp-1 2(3,3) 2 (5,6) 0,63
entB iutA 1(1,6) 1(2,8) 1,0
SfuyA iroN 1(1,6) 1(2,8) 1,0
SuyA irp-1 5(8,2) 0(0) 0,15
iroN iutA 13 (21,3) 3(8,3) 0,16
iroN irp-1 0 (0) 1(2,8) 0,37
irp-1 iutA 0 (0) 2 (5,6) 0,14
entB 14 (23,0) 2 (5,6) 0,045
SfuyA 1(1,6) 0 (0) 1,0
iroN 2 (3,3) 6 (16,7) 0,048
irp-1 1(1,6) 3(8,3) 0,14
iutA 9 (14,8) 3(8,3) 0,53

6.3.2.Porownanie wyst¢powania genéow kodujacych czynniki wirulencji
w zaleznoSci od rodzaju ZUM

Analiza wystgpowania genow kodujacych czynniki wirulencji wérdd badanych szczepoéw
w zaleznos$ci od rodzaju ZUM: bezobjawowa bakteriuria (ABU), ZUM dolnego odcinka, ZUM gornego
odcinka oraz urosepsa, wykazata, ze gen entB dominowat w szczepach izolowanych od pacjentdow z grupy
badanej (Tabela S2) w porownaniu do grupy kontrolnej (Tabela S3) tylko w przypadkach ABU. Gen iroN
byt znacznie bardziej powszechny wsrod pacjentow z ZUM dolnego odcinka dréog moczowych z grupy
badanej, podczas gdy gen iutdA dominowal w izolatach od pacjentéw z ZUM goérnego odcinka drog

moczowych z grupy kontrolne;j.

Analiza jednoczynnikowa wystgpowania genow kodujacych czynniki wirulencji wérdd szczepow
z grupy badanej wykazata, ze gen kpn dominowat w przypadkach ABU w poréwnaniu z objawowymi ZUM,
za$ gen fyuAd wystgpowat czgsciej w gornych ZUM niz w przypadkach ABU. W analizie wieloczynnikowe;j

wystepowania genéw kodujacych czynniki wirulencji wsérdd szczepdéw z grupy badanej nie znaleziono
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zadnego zwigzku mig¢dzy profilem czynnikow wirulencji a rodzajem ZUM tj. dolne ZUM vs. gorne ZUM.
Nie stwierdzono roéwniez istotnie statystycznej réznicy porownujac catkowita liczbe zidentyfikowanych
gendow kodujacych czynniki wirulencji migdzy izolatami z przypadkéw dolnego i gornego ZUM

u pacjentow z grupy badane;.

Mediana liczby gendw kodujacych czynniki wirulencji wyniosta siedem w obu grupach (p = 0,42),
przy czym dolny i gorny kwartyl wyniost trzy i osiem odpowiednio dla pacjentow z grupy badanej oraz
sze$¢ 1 dziewig¢ dla pacjentow z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono istotnie statystycznej réznicy

w catkowitej liczbie genow kodujacych czynniki wirulencji w zaleznosci od rodzaju ZUM.

6.3.3.Porownanie wyst¢powania genéow kodujacych czynniki wirulencji
w szczepach K. pneumoniae izolowanych od pacjentéw z r6znymi schematami
immunosupresji
Dalsza analiza wykazata, ze wystgpowanie genu uge bylo istotnie rzadsze wsrdd szczepoéw
wyizolowanych od pacjentdow po przeszczepie nerki (Tabela 7, Tabela S2), ktorzy w schemacie leczenia
immunosupresyjnego mieli everolimus niz u szczepéw pochodzacych od pacjentéw po przeszczepie nerki
nieotrzymujacych inhibitorow mTOR (33,3% vs 82,8% p < 0,05). Czgsto§¢ wystepowania genu ycfM
kodujacego lipoproteine btony zewnetrznej u szczepéw wyizolowanych od pacjentdéw po przeszczepie nerki
otrzymujacych bazyliksymab byta mniejsza niz u szczepéw pochodzacych od pacjentéw po przeszczepie
nerki leczonych protokotami nieindukcyjnymi (52,6% vs 76,2% p = 0,08). U pacjentow, ktdrzy otrzymali
tymoglobuling do konwencjonalnego schematu immunosupresyjnego, gen iut4 kodujacy aerobaktyne byt
obecny u 75% szczepow, a gen entB, kodujacy enterobaktyne u 25% szczepow w poréwnaniu odpowiednio
7 24,6% (p = 0,06) 1 77,2% (p = 0,05), w przypadku szczepow izolowanych od pacjentdéw po przeszczepie
nerki, ktorzy nie otrzymywali tymoglobuliny w schemacie leczenia. Wszystkie te rdznice byty niezalezne

od rodzaju ZUM.

Wyniki analizy wystepowania genéw kodujacych czynniki wirulencji u szczepow K. pneumoniae wyizolowanych
od pacjentow z ZUM zostaly opublikowane w Journal of Medical Microbiology w publikacji: Golebiewska J.,
Krawczyk B., Wysocka M., Ewiak A., Komarnicka J., Bronk M., Rutkowski B., D¢bska-Slizie1’1 A. “Host and
pathogen factors in Klebsiella pneumoniae upper urinary tract infections in renal transplant patients.” Journal
of Medical Microbiology (2019) 68, 382-394 a takze przedstawione podczas 18th Congress of the European Society
for Organ Transplantation w Barcelonie: ,,Host But Not Pathogen Factors Predispose To Klebsiella Pneumoniae
Upper Urinary Tract Infections In Renal Transplant Patients.” oraz 53rd ERA- EDTA Congress w Wiedniu:
»Clinical and microbiological characteristics of Klebsiella pneumoniae isolates causing urinary tract infections in

renal transplant patients”.

6.3.4. DYSKUSJA

Drobnoustroje powodujace ZUM maja liczne czynniki wirulencji, umozliwiajace przyleganie
bakterii do komoérek nabtonka dréog moczowych i ochrong przed odpowiedziag immunologiczng gospodarza
a co za tym idzie czynniki, ktére umozliwiaja rozwdj zakazenia. Na rozwdj oraz przebieg ZUM moze miec¢
wplyw rodzaj, a takze wspdtwystepowanie czynnikow wirulencji. Jak do tej pory, zakres badanych

czynnikdéw wirulencji szczepdw K. pneumoniae wywotujacych ZUM u pacjentdw po przeszczepie nerki byt
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ograniczony. W niniejszej rozprawie zbadano obecno$¢ genow kodujacych czynniki wirulencji, ktore
reprezentuja kazda z czterech glownych klas, ktore zostaly dobrze scharakteryzowane dla szczepow
K. pneumoniae: fimbrie, siderofory, otoczki i lipopolisacharydy. W badaniu Calhau i wsp. [220] wykryto
geny fimH i uge, kodujace kolejno fimbrie typu 1 i 4-epimeraz¢ UDP galakturonianu, we wszystkich
szczepach K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentéw hospitalizowanych w Oddziale Transplantacyjnym
Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych. Obecnos$¢ pozostatych wyzej wspomnianych
gendow kodujacych czynniki wirulencji nie byla do tej pory analizowana w populacji pacjentow po

przeszczepie nerki.

Jak donoszg liczne badania naukowe, szczepy K. preumoniae powodujace ZUM sa zroznicowane
pod wzgledem genetycznym, ich zdolno$ci do kolonizacji komoérek nabtonkowych pecherza i nerek,
a takze zdolnosci do przetrwania wewnatrz tych komoérek [104,130,221]. W prezentowanej rozprawie,
szczepy K. pneumoniae izolowane od pacjentow po przeszczepie nerki wykazywaly bardzo duze
zrdznicowanie pod wzgledem obecno$ci wybranych gendw kodujacych czynniki wirulencji. Sposrod genow
fimH-1, mrkD, kpn, ycfM, irp-1, irp-2, fyud, entB, iutA, iroN, rmpA, magA, hlyA, cnf-1 i uge najczgsciej
wystepujacymi genami byly mrkD, kodujacy fimbrie typu 3, ktoére umozliwiaja kolonizacj¢ komorek
nabtonka nerek i fimH-1, kodujacy fimbrie typu 1, ktére warunkuja adhezj¢ do komorek nabtonka
wyscietajacych dolny odcinek uktadu moczowego. Ciensza i krétsza struktura fimbrii typu 3 odgrywa wazna
rol¢ w produkcji zwartego i chronionego Srodowiska komorek bakteryjnych, ktére ulegly adhezji.
W badaniach wtasnych, obecnos¢ genu mrkD wykazano u 86,9% badanych szczepow. Czeste wystgpowanie
tego genu u K. pneumoniae pochodzacych z ZUM zostalo rowniez potwierdzone przez El Fertas-Aissani
iwsp. [131]. Dhugie i sztywne wtokna fimbrii typu | odgrywaja szczegdlng rolg w inwazji komorek pecherza
moczowego przez K. pneumoniae, zapobiegajac ich wyptukiwaniu z drég moczowych poprzez nieregularny
przeptyw moczu. W przeprowadzonych badaniach w ramach rozprawy doktorskiej wykazano obecnosé¢
genu fimH-1 u 82% badanych szczepow. El Fertas-Aissani i wsp. [131] stwierdzili obecnos$¢ tego genu
u 100% szczepoéw K. pneumoniae pochodzacych z ZUM. Swiadczy to o istotnej roli tych struktur
komorkowych w kolonizacji dréog moczowych pacjentow. W prezentowanej rozprawie wykazano
wspolwystepowanie obu gendéw u 72% szczepow badanych. W grupie kontrolnej obecnos¢ genow mrkD
i fimH-1 wykazano odpowiednio u 88,9% 1 88,9%, z czego u 80,6% szczepow geny te wystepowaty
jednoczesnie. Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu obu genéw mi¢dzy grupa
badang a kontrolng. Jednak mniejszy odsetek szczepow z genami mrkD i fimH-1, ktére pochodzity od
pacjentéw po przeszczepie nerki moze wynikaé z tego, ze rola fimbrii typu 1 1 3 w procesie infekcji,
w przypadku pacjentéw poddanych immunosupresji jest mniej wazna, w poréwnaniu do mechanizmow
obronnych dréog moczowych pacjenta. Mimo to, uwazane s3 one za jedne z wazniejszych czynnikow

wirulencji szczepow K. pneumoniae odpowiedzialnych za ZUM.

Wisrod uropatogennych szczepow K. pneumoniae stwierdza si¢ duze rozpowszechnienie genéw
warunkujacych systemy pobierania i transportu jonow zelaza, w tym geny salmocheliny (iro), aecrobaktyny
(iuc, iut), yersiniabaktyny (irp). Zdolno$¢ pozyskiwania zelaza pozwala komorkom bakteryjnym przetrwac
1 namnaza¢ si¢ w organizmie gospodarza. Siderofory wraz z reakcja gospodarza moga potencjalnie
modulowa¢ dostgpno$¢ zelaza [130]. W niniejszej rozprawie stwierdzono znaczace rdznice

w systemie pobierania zelaza mig¢dzy izolatami pobranymi od pacjentow po przeszczepie nerki i grupa
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kontrolng. By¢ moze jest to wynikiem zaburzen gospodarki zelazowej u biorcow nerek [222,223]. Gen
biosyntezy enterobaktyny entB byt znacznie bardziej rozpowszechniony w szczepach izolowanych od
pacjentow z RTx, podczas gdy gen aerobaktyny iut4 dominowatl w izolatach od pacjentdow z grupy
kontrolnej. Aerobaktyna byla jedynym sideroforem, wskazujacym na zwigkszong wirulencj¢
hiperwirulentnej K. pneumoniae [130,159]. Z drugiej strony enterobaktyna ma wigksze powinowactwo do
zelaza niz inne chelatory [130], a takze jest jedynym sideroforem, ktéry hamuje mieloperoksydaze (MPO),
enzym bakteriobdjczy uwalniany przez neutrofile gospodarza [224]. Z zelatynaza neutrofili zwigzana jest
réwniez lipokalina-2, zwana tez siderokaling czy NGAL (ang. Neutrophil Gelatinase Associated Lipokalin).
Lipokalina-2 wigze siderofory katecholowe — enterobaktyne i salmocheling, natomiast nie wigze zadnych
sideroforow typu mieszanego, takich jak yersiniabaktyna i aerobaktyna [225]. Jednak enterobaktyna
i salmochelina nie sg funkcjonalnie rownowazne. Réznorodno$¢ strukturalna i funkcjonalna sideroforow
powoduje zmieniong wrazliwo$¢ na mechanizmy obronne gospodarza, np. lipokalina-2 wykazuje znacznie
wigksze powinowactwo do enterobaktyny niz do jej glikozylowanej postaci salmocheliny [226]. Gen
yersiniabaktyny (irp2) niezb¢dny do tworzenia biofilmu w pgcherzu moczowym oraz petnigey funkcje
ochronng przed wewnatrzkomorkowa toksycznos$cig miedzi [111,194], zostal wykryty z okoto trzykrotnie
wyzsza czgstoscia niz wezesniej zglaszano dla przypadkow ZUM o etiologii K. pneumoniae [194],
tj. w 61,1% szczepow grupy badanej. Dotychczas wytwarzanie yersiniabaktyny obserwowano gtownie
w izolatach z krwi i z ptuc, rzadko w izolatach z moczu i ran [131,227]. W niniejszej rozprawie, dla trzech
przypadkow urosepsy wykazano izolaty o tym samym genotypie, co sugerowalo zakazenie szpitalne. Jednak
tylko dwa izolaty byty nosicielami genu irp2, co $wiadczy o zmiennosci genetycznej tych szczepdw (utracie
genu przez jeden z nich lub nabyciu nowych elementéw genetycznych przez dwa pozostate). Analiza
wirulotypéw wyznaczonych na podstawie genow kodujacych siderofory ujawnita, ze siderofory znacznie
czegsciej wystepowaty w szczepach izolowanych od pacjentdéw z grupy kontrolnej. Wyniki te wskazuja, ze
wysoka wirulencja moze nie by¢ wymagana u biorcow przeszczepu nerki z powodu braku koniecznosci
rywalizacji z ukladem odpornosciowym pacjenta, ktory zostal przyblokowany przez leki

immunosupresyjne.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej nie udalo si¢ znalez¢ zwiazku migdzy obecno$cia
jakichkolwiek badanych gendéw kodujacych czynniki wirulencji a rozwojem goérnego ZUM o etiologii
K. pneumoniae. Jest to zgodne z obserwacja, ze zakazenia szpitalne K. pneumoniae szczepami opornymi na
wiele lekéw prawdopodobnie sa bardziej zalezne od czynnikéw gospodarza, takich jak uposledzona
odpornos¢, niz od specyficznych czynnikéw chorobotwoérczych bakterii; w przeciwienstwie do zakazen
inwazyjnych nabytych w §rodowisku pozaszpitalnym [228]. Ale wykazano, ze wybor protokotow leczenia
immunosupresyjnego wydawal si¢ wplywaé¢ na wystgpowanie roéznych gendow kodujacych czynniki
wirulencji. Sugeruje to, ze rodzaj lub sita zastosowanej immunosupresji moze mie¢ wpltyw na selekcje
szczepow o okreslonym profilu czynnikoéw wirulencji. Od pacjentow z ZUM, ktoérzy mieli w schemacie
immunosupresji tacrolimus, izolowano szczepy o nizszej wirulencji, stad daleko idace podejrzenie, ze ten
inhibitor kalcyneuryny moze peli¢ funkcje ochronng przed inwazja wysoce zjadliwymi szczepami lub
moze zwigksza¢ podatno$¢ na zakazenie szczepami o niskiej zjadliwosci. W pracy Jarzembowskiego
i wsp. [95] zaobserwowano zmiany w ekspresji genu PBPS5 (Penicillin-binding protein PBPS5)

u Enterococcus faecium w zaleznosci od zastosowanej immunosupresji. Ekspresja genu PBPS5 mierzona
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metoda Flow-FISH byta wyzsza dla enterokokéw izolowanych od biorcéw przeszczepu nerki (RTx) niz
u szczepow komensalnych. Dodatkowo, w przeciwienstwie do szczepéw komensalnych w izolatach od
pacjentow z RTx, ekspresja genu PBP5 byla o 17,45% wyzsza w biofilmach niz w komorkach
planktonowych. Szczegétowe pordéwnanie wykazato rowniez, ze cyklosporyna wydaje si¢ promowac
wyzsza ekspresje¢ PBP5S w poroéwnaniu z tacrolimusem. Stad sugestia, ze inhibitory kalcyneuryny moga
rowniez mie¢ wptyw na ekspresj¢ innych genoéw bakteryjnych. Badania tego typu nie byly do tej pory
przeprowadzane na bakteriach Gram ujemnych i na genach kodujacych okreslone czynniki wirulencji.
Dlatego w prezentowanej rozprawie doktorskiej podjeto si¢ zbadania ekspresji wybranych genow
kodujacych istotne czynniki wirulencji w warunkach immunosupresji w szczepach K. pneumoniae

izolowanych od biorcow nerki.

6.4. Analiza pokrewienstwa genetycznego szczepow K. pneumoniae wyizolowanych od
pacjentow po przeszczepie nerki

Celem zadania byla szczegdtowa analiza pokrewienstwa genetycznego szczepow Klebsiella
pneumoniae izolowanych od pacjentdow z grupy badanej. Do oceny pokrewienstwa badanych szczepow
K. pneumoniae zastosowano metod¢ PCR MP (ang. PCR Melting Profiles) [Met. 5.2.5]. W pierwszym
etapie eksperymentu dobrano temperatur¢ denaturacji tak, aby otrzymac optymalng liczbe prazkéw DNA,
ktora pozwoli na réznicowanie szczepow. W tym celu przeprowadzono reakcje PCR dla wybranego szczepu
(izolat numer 8B) w gradiencie temperatury denaturacji (Rysunek 18). Wybrano optymalng temperature
denaturacji réwna 85,6°C.

Ta=85.6 °C

1000 pz
900 pz
800 pz
700 pz

600 pz

500 pz

400 pz

300 pz

Rysunek 18. Optymalizacja temperatury denaturacji w cyklach reakcji PCR w typowaniu genetycznym technikq PCR
MP przeprowadzona dla szczepu nr 8B. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono w 6% zelu poliakryloamidowym
wobec buforu IxTBE. Sciezki: M — wzorzec masy molekularnej DNA 100-1000 pz; 1-11 — gradient temperatury
denaturacji 83,1 — 89 °C, patrz: Tabela 18, K- - kontrola negatywna
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Nastegpnie stosujac wybrang temperatur¢ denaturacji, przeprowadzono typowanie genetyczne dla
61 szczepow K. pneumoniae izolowanych od 54 pacjentéw z grupy badanej, szczepu referencyjnego ATCC
700603 i szczepu odnosnikowego K. pneumoniae KPC (z innego szpitala). Uzyskane produkty poddano
elektroforezie w 6% zelu poliakryloamidowym. Na rysunku 19 przedstawiono uzyskany obraz

elektroforetyczny.
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Analiza pokrewienstwa genetycznego szczepow K. pneumoniae zostala przeprowadzona metoda
poréwnawcza z uwzglednieniem wspodtczynnika Dice’a, a klastry podobienstwa oszacowano przy uzyciu
metody UPGMA (Rysunek 20). Analiza PCR MP 61 szczepow K. pneumoniae izolowanych od 54
pacjentdéw po przeszczepie nerki, szczepu referencyjnego ATCC 700603 i szczepu odno$nikowego
K. pneumoniae KPC (z innego szpitala) wykazala duza roznorodnos$¢ genetyczng z 54 genotypami. Wsrod
61 izolatow klinicznych od pacjentdw po przeszczepie nerki wyrdzniono 52 roézne genotypy G1-G52
(Tabela 34). U pigciu pacjentow (P3, PS5, P16, P23, P47), od ktorych przebadano wigcej niz jeden izolat,
kazdy z nich wykazywat odrgbny genotyp.
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Rysunek 20. Porownanie podobienstwa genetycznego 61 szczepow Klebsiella pneumoniae izolowanych od pacjentow
po przeszczepie nerki z grupy badanej. IR - szczep referencyjny K. pneumoniae ATCC 700603, 2R - szczep
odnosnikowy K. pneumoniae KPC; P;— poziom identycznosci; C, — catkowite podobienstwo. Szczepy posiadajqce ten
sam genotyp (G) wyrozniono kolorem: G13 — czerwony, G14 — jasny szary, G15 — ciemny szary, G29 — zolty, G38 —
turkusowy, G43 — zielony, G46 — niebieski
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Tabela 34. Analiza pokrewienstwa genetycznego 61 szczepow K. pneumoniae izolowanych od 54 pacjentow po
przeszczepie nerki z grupy badanej. Szczepy posiadajqce ten sam genotyp (G) wyrozniono kolorem: G13 — czerwony,
G14 —jasny szary, G15 — ciemny szary, G29 — zolty, G38 — turkusowy, G43 — zielony, G46 — niebieski

Nr Nr Genotyp Rodzaj Data pobrania ESBL Rodzaj
izolatu pacjenta* materialu (msc/rok) ZUM**
1B P1 Gl mocz 03/2013 1 v
2B P2 G2 mocz 04/2013 1 I
3B P3 G3 mocz 04/2013 0 I
4B P4 G4 mocz 05/2013 1 I
5B P5 G5 mocz 05/2013 1 I
6B P6 G6 mocz 06/2013 1 1
7B P7 G7 mocz 06/2013 1 I
8B P8 G8 mocz 06/2013 1 I
9B P9 G9 mocz 07/2013 1 v
10B P3 G10 mocz 07/2013 1 I
11B P10 Gl1 mocz 08/2013 1 I
12B P11 G12 mocz 08/2013 1 I
13B P12 G13 mocz 09/2013 1 1T
14B P13 G13 mocz 09/2013 0 I
15B P14 Gl4 mocz 09/2013 0 I
17B P16 Gl4 mocz 10/2013 1 I
18B P16 G13 mocz 10/2013 1 I
20B P18 G16 mocz 11/2013 1 I
21B P19 G17 mocz 11/2013 1 I
22B P20 G18 mocz 11/2013 1 1
23B P21 G19 mocz 01/2014 1 I
24B P22 G20 mocz 01/2014 1 1
25B P23 G21 mocz 02/2014 1 1
26B PS G22 mocz 02/2014 1 1T
27B P24 G23 mocz 02/2014 1 1
28B P25 G24 mocz 02/2014 1 1
29B P26 G25 mocz 02/2014 1 I
30B P27 G26 mocz 03/2014 0 I
31B P28 G27 mocz 05/2014 1 I
32B P29 G28 mocz 07/2014 1 I
33B P30 G29 mocz 08/2014 0 I
34B P31 G30 mocz 08/2014 1 I
35B P32 G31 mocz 09/2014 0 I
36B P33 G32 mocz 09/2014 1 1T
37B P5 G29 mocz 09/2014 1 v
38B P34 G33 mocz 12/2014 1 I
39B P35 G34 mocz 12/2014 0 1
40B P36 G29 mocz 12/2014 1 I
41B P37 G35 mocz 12/2014 1 I
42B P38 G36 mocz 11/2017 0 v
43B P39 G37 mocz 12/2017 1 I
44B P40 G38 mocz 12/2017 1 v
45B P41 G38 mocz 01/2018 1 1T
46B P42 G39 mocz 01/2018 NDM I
47B P43 G40 mocz 01/2018 0 I
48B P44 G41 mocz 01/2018 0 I
49B P45 G42 mocz 02/2018 0 I
50B P46 G43 mocz 03/2018 1 I
51B P47 G43 mocz 03/2018 1 I
52B P47 G44 mocz 03/2018 1 I
53B P48 G45 mocz 03/2018 NDM I
54B P49 G46 mocz 03/2018 1 I
55B P50 G46 mocz 04/2018 1 I
56B P47 G47 mocz 04/2018 0 1
57B P51 G48 mocz 07/2018 0 v
58B P23 G49 mocz 07/2018 0 1
59B P52 G50 mocz 07/2018 1 I
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Nr Nr Genotyp Rodzaj Data pobrania ESBL Rodzaj

izolatu pacjenta* materialu (msc/rok) ZUM**
60B P53 G51 mocz 07/2018 1 I
61B P54 G52 mocz 07/2018 1 I

*Pogrubiona czcionka wyrézniono rekordy dla pacjentow, u ktorych przebadano wigeej niz jeden izolat (P3, PS5, P16, P23, P47);
**] — bezobjawowa bakteriuria (ABU), II — dolne ZUM, III — gérne ZUM, IV — urosepsa; ESBL — szczepy K. pneumoniae zdolne do
wytwarzania f3-laktamaz o rozszerzonym spektrum dziatania (1 — wystgpowanie f-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym,
0 - brak)

Za poziom identycznosci (Pi) izolatow przyjeto 98%. Szczepy wykazujace zbiezno$¢ prazkow
réwna co najmniej 98% zostaty zaklasyfikowane jako posiadajace ten sam genotyp (pochodzenie klonalne
szczepow). U 16 pacjentow zidentyfikowano 7 blisko spokrewnionych genotypéw. Szczepy o numerach
13B, 14B i 18B (pacjenci P12, P13 i P16) wykazywaly ten sam genotyp G13, szczepy o numerach 15B
i 17B (pacjenci P14 i P16) wykazywaty ten sam genotyp G14, szczepy o numerach 16B i 19B (pacjenci P15
i P17) wykazywaly ten sam genotyp G15, szczepy o numerach 33B, 37B i 40B (pacjenci P30, P5
1 P36) wykazywaly ten sam genotyp G29, szczepy o numerach 44B i1 45B (pacjenci P40 i P41) wykazywaty
ten sam genotyp G38, szczepy o numerach 50B i 51B (pacjenci P46 i P47) wykazywaly ten sam genotyp
G43 oraz szczepy o numerach 54B 1 55B (pacjenci P49 i P50) rowniez wykazywaty ten sam genotyp G46.

Dla potwierdzenia lub wykluczenia transmisji poziomej w warunkach szpitalnych, te same wzorce
genotypowe K. pneumoniae zostaty dodatkowo przetestowane w gradiencie temperatury denaturacji PCR
MP. Ten sam rozktad prazkow we wzorze elektroforetycznym dla skréconego gradientu temperatury
denaturacji w cyklach reakcji PCR $wiadczy o tym samym genotypie. Analiza potwierdzila obecnosc¢
zakazen szpitalnych. Dwa szczepy o numerach 17B i 18B o réznych genotypach (G14 i G13)
i roznych profilach czynnikow wirulencji zostaty wyizolowane w tym samym czasie od tego samego
pacjenta P16. Szczepy te wykazywaly genotypy zgodne z genotypami trzech innych szczepow izolowanych
miesigc wezesniej od trzech roznych pacjentdow (szczep numer 15B o genotypie G14 izolowany od pacjenta
P14; szczepy o numerach 13B i 14B o genotypie G13 izolowane od pacjentow P12 i P13). Wszystkie
opisane izolaty wykazujace blisko spokrewnione genotypy wytwarzaly B-laktamazy o rozszerzonym

spektrum substratowym.

Wyniki analizy pokrewienstwa genetycznego szczepéw K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentéw po
przeszczepie nerki zostaly opublikowane w Journal of Medical Microbiology w publikacji: Golebiewska J.,
Krawczyk B., Wysocka M., Ewiak A., Komarnicka J., Bronk M., Rutkowski B., D¢bska-Slizie1’1 A. “Host and
pathogen factors in Klebsiella pneumoniae upper urinary tract infections in renal transplant patients.” Journal

of Medical Microbiology (2019) 68, 382-394.

6.4.1.DYSKUSJA

Przeanalizowano szczepy Klebsiella pneumoniae izolowane od pacjentdéw po przeszczepie nerki,
hospitalizowanych w tym samym oddziale jednego szpitala. Glownym celem zadania bylo ustalenie czy
szczepy izolowane od biorcow nerki byly szczepami s$rodowiska pozaszpitalnego czy nabytymi
w szpitalu. ZUM moze by¢ spowodowane tymi samymi bakteriami K. pneumoniae, ktoérymi skolonizowany
jest uktad pokarmowy pacjenta. Moga to by¢ szczepy komensalne pacjenta lub szczepy pochodzenia
szpitalnego. U pacjenta, ktory przebywa dhuzszy czas w srodowisku szpitalnym, dochodzi do wymiany

komensalnej mikrobioty jelitowej na szpitalng. Niektore badania donosza, ze szczepy ze Srodowiska
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pozaszpitalnego sa bardziej wirulentne niz wielolekoporne szczepy izolowane w szpitalu [229]. Holt i wsp.
sugeruja, ze wirulencja nie jest zalezna od tla genetycznego szczepu i nie jest definiowana przez typ
sekwencji [104]. Dlatego w celu ustalenia pokrewienstwa szczepéw K. pneumoniae izolowanych od
pacjentow z grupy badanej nie wykorzystano metody MLST do identyfikacji poszczegoélnych typow
sekwencji lub kompleksow klonalnych, ale zastosowano metod¢ PCR MP. PCR MP jest metoda o wysokim
potencjale réznicujacym, stad moze by¢ przydatna w badaniach epidemicznych, poszukujacych relacji
pomiegdzy szczepami izolowanymi z pojedynczej jednostki szpitalnej z krotkoterminowych epidemii, w celu

okreslenia zrodta, rezerwuaru i sposobu rozprzestrzeniania si¢ infekcji [199].

Wyniki typowania genetycznego z zastosowaniem metody PCR MP wykazaly duza réznorodno$é
genetyczng badanych szczepow. 45 unikalnych genotypoéw klinicznych szczepow K. pneumoniae moze
sugerowac¢ kolonizacj¢ drog moczowych przez szczepy komensalne, np. z przewodu pokarmowego lub
wstepujacej infekcji pozaszpitalnej. Wymaga to jednak weryfikacji przez pordwnanie otrzymanych
genotypow z genotypami izolatow z katu lub wymazow z odbytu, co nie byto przedmiotem rozprawy.
Analiza pokrewienstwa genetycznego szczepow potwierdzita 16 przypadkow poziomej transmisji
w warunkach szpitalnych. 1zolaty wytwarzajace ESBL od 16 pacjentéw miaty 7 blisko spokrewnionych
genotypow wskazujacych na zakazenia szpitalne. Dwoch pacjentéw przeszlo trzy niezalezne epizody ZUM
o etiologii K. pneumoniae. Kazdy izolat miat inny genotyp i inny profil czynnikéw wirulencji, co sugeruje
ponowna infekcje zamiast nawrotu. Dystrybucja genotypéw nie miata znaczacych powigzan
z heterogenicznym profilem czynnikéw wirulencji. W ostatnim czasie Holt i wsp. wykazali duza
roéznorodno$¢ genotypow K. pneumoniae, ktore sa utrzymywane w warunkach szpitalnych dzigki presji

selekcyjnej antybiotykow [104,150].

6.5. Analiza fenotypu hipermukoidalnego

Celem zadania bylo wykrycie szczepéw K. pneumoniae posiadajacych zdolnos¢ do tworzenia
fenotypu hipermukoidalnego (HM, ang. hypermucoviscosity) za pomoca testu ciagliwosci (ang. String Test),
zardwno wsrod szczepow z grupy badanej, jak i grupy kontrolnej. Pozytywny wynik testu ciggliwosci
wskazujacy na obecno$¢ fenotypu hipermukoidalnego otrzymano tylko w przypadku dwoch szczepow
(3,3%) wyizolowanych od pacjentéw po przeszczepie nerki i jednym wyizolowanym od pacjenta z grupy
kontrolnej  (2,8%). Dlugos¢ Sluzowatego tancucha w przypadku szczepow izolowanych
z grupy badanej wyniosta 35 mm i 150 mm odpowiednio dla szczepu numer 49B i 50B (Rysunek 21. A, B).

Szczep numer 18K wyizolowany z grupy kontrolnej tworzyt lepki tancuch o dtugosci 15 mm.

85


http://mostwiedzy.pl

. 2
. b b 4

Rysunek 21. Wyniki testu ciggliwosci dla szczepow K. pneumoniae zdolnych do tworzenia fenotypu

hipermukoidalnego. A) Dla szczepu numer 49B wyizolowanego od pacjenta z grupy badanej, uzyskano kolonie, ktore
rozciggaty sie na dtugosé 35 mm przy uzyciu petli do inokulacji (czarna strzatka), co wskazuje na pozytywny wynik
testu. B) Dla szczepu numer 50B wyizolowanego od pacjenta z grupy badanej, uzyskano kolonie, ktore rozciggaty sie
na dtugosc¢ 150 mm przy uzyciu petli do inokulacji (czarna strzatka), co wskazuje na pozytywny wynik testu

W celu oméwienia molekularnych podstaw klinicznej identyfikacji i wirulencji zakazenia
szczepami K. pneumoniae wykazujacymi fenotyp hipermukoidalny wsrdod biorcéw nerki, a takze
konwergencji szczepdéw opornych na antybiotyki i hiperwirulentnych, przeprowadzono sekwencjonowanie
calych genomdéw dwoch wybranych na podstawie testu fenotypowego szczepow K. pneumoniae
o fenotypie hipermukoidalnym wyizolowanych od pacjentdéw po przeszczepie nerki (szczep numer 49B
i 50B). Podsumowanie sekwencji genoméw przedstawiono w tabeli S4 (szczep numer 49B, GenBank
BioSample: SAMNI14840029; szczep numer 50B, GenBank BioSample: SAMNI14840028).
Charakterystyka kliniczna pacjentdw oraz charakterystyka mikrobiologiczna i genetyczna szczepdw zostata

przedstawiona w tabeli 35.

Tabela 35. Charakterystyka mikrobiologiczna i genetyczna izolatow HM K. pneumoniae. Charakterystyka obejmuje
dane demograficzne i kliniczne pacjentow, terapie immunosupresyjng, profil opornosci bakterii na antybiotyki, profil
genow zwiqgzanych z wirulencjq szczepow, serotyp oraz typ sekwencyjny uzyskany w oparciu o metode MLST dla
izolatow klinicznych K. pneumoniae wykazujgcych fenotyp hipermukoidalny
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Charakterystyka kliniczna Szczep nr 49B Szczep nr S0B

Wiek 71 52

Ple¢ M M

Glowna choroba podstawowa PChN o nieznanej etiologii Cukrzyca typu 1 z nefropatiag
cukrzycowa

Rodzaj probki mocz mocz

Rodzaj infekcji ABU ABU

Cewnik moczowy - -

Cukrzyca PTDM Cukrzyca typu 1

HD przed przeszczepem nerki - +

CAPD przed przeszczepem nerki + -

Nawracajace ZUM w przesztoSci + +

Uposledzenie przeptywu moczu Historia przeszczepu Zwezenie cewki moczowej,

reimplantacji moczowodu z
powodu refluksu pecherzowo-

BPH, hiperrefleksja wypieracza —
dwukrotnie przeprowadzono

moczowodowego, BPH, TURP
nastepnie przeprowadzonoTURP
Protoko6t immunosupres;ji tymoglobulina, bazyliksymab,
glikokortykosteroidy, tacrolimus,  glikokortykosteroidy, tacrolimus,
MMF MMF
Wynik kliniczny ozdrowiaty trwajacy
86


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

Charakterystyka Szczep nr 49B Szczep nr S0B
mikrobiologiczna
Profil antybiotykoopornosci Amoksycylina/kwas Amoksycylina/kwas
klawulanowy; Ampicylina; klawulanowy; Ampicylina;
Ciprofloksacyna; Cefalotyna; Cefepim;

Trimetoprym/Sulfametoksazol;

Piperacylina/Tazobaktam™

Cefotaksym; Ceftazydym;
Cefuroksym; Ciprofloksacyna;
Piperacylina/Tazobaktam

ESBL - +
Dhugo$¢ w tescie ciagliwo$ci (mm) 35 150
Charakterystyka genetyczna

ST 152 152

Geny opornosci

aminoglikozydy i fluorochinolony

aac(6')-1b-cr

aac(6')-1b-cr

aminoglikozydy aadAl, aadAl6, aph(3”')-1b, aadAl, aadAl6, aph(3”')-1b,
aph(6)-1d aph(6)-1d
beta-laktamy blaoxa-1, blasuv-1s7, blatem-18 blactx-m-15, blaoxa-1, blasuv-1s7,
blatem-18
fosfomycyna fosA fosA
fenikol catAl, catB3 catAl, catB3
chinolon 0gqx4, ogxB 0gqx4, ogxB
ryfampicyna ARR-3 ARR-3
sulfonamidy sull, sul2 sull, sul2
trimetoprim dfrdl, dfrA27 dfrdl, dfrA14, dfrA27
Geny wirulencji
rmpA | rmpA2 - -
enterobaktyna entABCDEF, fepABCDG, fes, entABCDEF, fepABCDG, fes,
ybdA ybdA
aalmochelina iroE iroE
yersiniabaktyna - VbtAEPSTUX, irpl, irp2, fyud
adhezyny fimABCDEFGHIK, fimABCDEFGHIK,
mrkABCDFHIJ, epcEDCBAR mrkABCDFHIJ, epcEDCBAR
Serotyp otoczki KL149 KL149
Replikon plazmidu IncFIB(K), IncFII(K) IncFIB(K), IncFII(K)
ICEs - ICEKpl1, ICEKp2

ABU - bezobjawowa bakteriuria; BPH — tagodny przerost prostaty; CAPD — ciagta ambulatoryjna dializa otrzewnowa; DM — cukrzyca;
ent — enterobaktyna; ESBL — B-laktamaza o rozszerzonym spektrum dziatania; HD — hemodializa; hvKP — hiperwirulentne Klebsiella
pneumoniae; ICEs - integracyjne elementy koniugacyjne; iro - salmochelina; M - m¢zczyzna; MMF - mykofenolan mofetylu; PChN —
przewlekta choroba nerek; PTDM - cukrzyca po przeszczepie; ST - typ sekwencji; TURP - przezcewkowa resekcja prostaty; ZUM -
zakazenie drog moczowych; VAP - zapalenie ptuc zwiazane z respiratorem; ybt - yersiniabaktyna; *) sredniowrazliwy

Na podstawie sekwencji genoméw wykazano, ze badane izolaty naleza do typu sekwencyjnego
ST152. Zidentyfikowano geny kodujace czynniki wirulencji i przypisano ich wystgpowanie do plazmidu
lub chromosomu (Tabela S5, S6). Szczep numer 49B wykazal obecno$¢ 52 gendéw kodujacych czynniki
wirulencji 1 wszystkie zostaly znalezione w kontigach przypisanych do chromosomu (Tabela S6, Rysunek
22). Szczep numer 50B odznaczat si¢ obecno$cig 52 gendw wspolnych dla szczepu numer 49B oraz
dodatkowymi 25 genami kodujacymi czynniki wirulencji, z czego 4 z nich zostaty przypisane do plazmidu
(Tabela S6, Rysunek 22). Oba szczepy posiadaly geny kodujace siderofory (enterobaktyng, salmocheling),
adhezyny, otoczki polisacharydowe, biatka btony zewngtrznej oraz system sekrecji typu VI. Szczep numer
50B posiadal rowniez geny kodujace siderofory (yersiniabaktyne), lipopolisacharyd, bialko zawierajace
powtdrzenie PaaR (KPHS 23120) oraz pokrewne biatko odpornosciowe (¢/il).
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Rysunek 22. Zaleznosc¢ genow kodujgcych czynniki wirulencji miedzy hipermukoidalnymi szczepami K. pneumoniae o
numerze 49B (niebieski) i 50B (czerwony) przedstawiona za pomocq diagramu Venna

Zidentyfikowano réwniez geny oporno$ci dla obu izolatow (Tabela S7). Badane szczepy numer
49B i 50B charakteryzowaly si¢ opornoscig wielolekowsa, co =zostalo potwierdzone przez
wspotwystepowanie  kilku  gendw  zwigzanych z opornoscia na rozne klasy Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych: aac(6')-1b-cr, aadAl, aadA16, aph(3")-1b i aph(6)-1d) zwiazanych z opornoscia
na aminoglikozydy, aac(6')-Ib-cr warunkujacy oporno$¢ na flurochinolony, blasuv-1s7, blatem-1s 1 blaoxa-
nadajace oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe, fos4 odpowiedzialny za opornos¢ na fosfomycyne, catA/
i catB3 warunkujace oporno$¢ na fenikol, ogx4 i ogxB nadajace opornos¢ na chinolony, ARR-3 warunkujacy
oporno$¢ na ryfampicyne, geny sull i sul2 oraz dfrAl, dfrA14 i dfrA27 nadajace opornos¢ odpowiednio na
sulfonamidy i trimetoprim. Geny blasnv-1s7, fosA, ogxA i ogxB znaleziono w kontigach ocenianych jako
kontigi chromosomalne w obu przypadkach. Wszystkie pozostate geny AMR znaleziono w kontigach
ocenianych jako kontigi plazmidéw. Ponadto wykryto gen blactx-m-15, ktory wystapil tylko w przypadku

szczepu numer S0B.

Oba izolaty wykazuja ten sam serotyp otoczkowy KL149 i majg te same replikony plazmidowe
IncFIB i IncFIl, ale wykazuja inny sktad genow chromosomalnych i plazmidowych. Szczep numer 50B
dodatkowo zawiera mobilne elementy genetyczne, tj. integracyjne elementy koniugacyjne ICEKpl
i ICEKp2 zlokalizowane w kontigach chromosomowych, podczas gdy nie zidentyfikowano ICE

w przypadku szczepu numer 49B.

Porownanie catych genoméw wykazato, ze dwa izolaty o typie sekwencyjnym ST152, pomimo
réznic w genomie dodatkowym, byly silnie powigzane. Nie stwierdzono polimorfizméw pojedynczo-
nukleotydowych w genomie rdzeniowym (cgSNPs, ang. core genome SNPs), natomiast w calym genomie
zidentyfikowano dziewig¢ SNP (wgSNPs, ang. whole genome SNPs) w poréwnaniu ze szczepem

referencyjnym ST152 (TOP52 1721 Ul).

W celu skonstruowania drzewa filogenetycznego rdzeni genomdw, pobrano sekwencje catych
genomow dla 32 izolatow o typie sekwencyjnym ST152 z czterech wezesniejszych badan [106,230-232].
Badane szczepy o numerze 49B (SAMN14840029) i 50B (SAMN14840028) skupity si¢ w klastrze szesciu
innych genomow szczepoéw K. pneumoniae pochodzacych z Polski [231] (Rysunek 23). Poréwnujac rdéznice
miedzy badanymi szczepami o numerach 49B (SAMN14840029) i 50B (SAMN14840028), a pokrewnymi
genomami okazato sig, ze szczep 49B utracit gen dfr414 i sasiednig sekwencj¢ insercyjna oraz utracit
w innym kontigu gen blactx-m-15 z elementu ISEcpl-blactx-m-15 [233]. Wystepowanie ICEKpl i ICEKp2
wsrod 34 szczepow K. pneumoniae o typie sekwencyjnym ST152 wykazato, ze podczas gdy, ICEKp1 byt
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obecny w wielu izolatach, to ICEKp2 byt obecny tylko dla szczepu numer 50B. Sposrdd grupy 8 polskich
genomow o typie sekwencyjnym ST152 znajdujgcych si¢ w tym samym klastrze, dwa z nich nie mialy
elementéw ICE (badany szczep numer 49B — SAMNI14840029 oraz ERR1205019). Sposrod 34
analizowanych szczepow, ICE nie wystepowaly jednocze$nie z plazmidem zawierajacym geny kodujace

czynnik mukoidalny rmpA i rmpA2, ktore kojarzone sg ze zwigkszong wirulencja (Rysunek 23) [150,159].

x
53
«
232
Numer dostepu ELT &
EEE ICEKp
#1
m M Obecny
#2 L_. SRR1561213 Nieobecny
CDPE01000000 Serotyp otoczki
f ERR349821 KL14
ERR349849 | L&
#3 [ ERR349841 KL102
ERR349795 ul KL1os
ERR349814 KL146
ERR349845 W KL149
ERR349839
ERR349843 Hoi
ERR349847 o3
ERR486284 03/03a
04
#4
wr ERR1023669
ERR349846 Geny AMR
ERR3162606 W Obecny
Nieobecny
?RRO?SOQg Geny wirulencji
M Obecny
Nieobecny
ERR Kraj
B Polska
B Nepal
———eERR1205019 W Australia
SAMN14840028| Portugalia
SAMN14840029) Belgia
ERR1205022 [ | ::‘adrl_a;by
ERR1205010 UK
ERR1205030 USA
3005 ERR1541547 M Kanada
ERR1541546

Rysunek 23. Drzewo filogenetyczne oparte na polgczonych genach rdzeniowych szczepow K. pneumoniae ST152.
Drzewo genomow rdzeniowych zostalo skonstruowane dla trzydziestu dwoch genomow ST152 pobranych z czterech
wezesniejszych badan [106,230-232] wraz z dwoma genomami izolatow badanych w rozprawie doktorskiej (szczep
numer 49B - SAMN14840029, szczep numer 50B - SAMN14840028, czerwona ramka). Numery klastrow (#1-4.1)
oznaczono na drzewie filogenetycznym. Kolor wezta zewnetrznego powigzano z klastrem (cyjan - klaster nr 1,
czerwony - klaster nr 2, jasnozielony - klaster nr 3, ciemnozielony - klaster nr 4, niebieski - klaster nr 4.1). Kraj
pochodzenia izolatow pokazano w kolorze numeru dostgpu genomu (czerwony - Polska, niebieski - Nepal, czarny -
Australia, rozowy - Portugalia, pomaranczowy - Belgia, zielony - Karaiby, cyjan - Indie, magenta - Wielka Brytania
(UK), jasnozielony - Stany Zjednoczone Ameryki (USA), Kanada brgzowy). W heatmapie pokazano profil obecnosci
/ nieobecnosci genotypu dla genow kodujgcych determinanty opornosci (AMR) (niebieski - obecny, szary - nieobecny)
i determinanty wirulencji (czarny - obecny, szary - nieobecny), a takze obecnosc / nieobecnos¢ ICEKp ( czerwony -
obecny, szary - nieobecny), typ otoczki (niebieski - KL14, czerwony - KL46, pomaranczowy - KL102, magenta -
KLI105, szary - KL107, rozowy - KL146, gleboki niebieski - KL149) i typ O (ciemnozielony - O1vl, khaki - O3s,
Jasnozielony - O3 / O3a, zielony - O4)

Wyniki analizy fenotypu hipermukoidalnego szczepéw K. pneumoniae zostaly opublikowane w czasopismie
Genes w publikacji: Wysocka M., Zamudio R., Oggioni M.R., Gol¢biewska J., Dudziak A., Krawczyk B. “The
new Kiebsiella pneumoniae ST152 variants with hypermucoviscous phenotype isolated from renal transplant

recipients with asymptomatic bacteriuria — genetic characteristics by WGS.” Genes (2020) 11(10), 1189.

6.5.1.DYSKUSJA

Hiperwirulentny szczep K. pneumoniae (hvKp) po raz pierwszy zostal opisany w potowie lat 80.
w Azji Potudniowo-Wschodniej i uznano go za gtéwna przyczyng wysoce inwazyjnej infekcji - ropnia
watroby. W ciagu dziesiecioleci hvKp rozprzestrzenit si¢ na calym $wiecie powodujac roézne infekcje.
W przeciwienstwie do klasycznych szczepow K. preumoniae (cKp), hvKp moze powodowac zakazenia

pozaszpitalne, czgsto u mlodych, zdrowych osob [133,134,159]. hvKp jest przenoszony w przewodzie
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pokarmowym, co przyczynia si¢ do jego rozprzestrzeniania w srodowisku pozaszpitalnym i w placéwkach
opieki zdrowotnej. Genetyczne determinanty hiperwirulencji czgsto znajduja si¢ na duzych plazmidach
wirulencji, jak rowniez na ruchomych elementach genetycznych chromosoméw, ktdre mozna wykorzystacé
jako biomarkery do odréznienia hvKp od izolatow klinicznych cKp. Dotychczas wyrézniono determinanty
wirulencji hvKp obejmujace: cztery systemy pozyskiwania zelaza, otoczki K1 i K2, geny zwigkszajace
produkcj¢ otoczek oraz toksyn¢ zwang kolibaktyna. Dodatkowo, cecha wyrdzniajaca wiele
hiperwirulentnych izolatow stat si¢ fenotyp hipermukoidalny (HM), ktory jest powszechnie uwazany za
zastgpczy marker zwigkszonej zjadliwos$ci hiperwirulentnego wariantu K. pneumoniae (hvKP) [150,159].
Z wyjatkiem oporno$ci na ampicyling, wigkszos¢ szczepéw hvKp rzadko jest oporna na powszechnie
stosowane antybiotyki [234]. Jednak ostatnie badania wykazaly, Zze szczepy hvKp nabyly opornos¢ na
B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) i karbapenemazy [235], co stanowi nowe

wyzwanie w walce z tym juz i tak niebezpiecznym drobnoustrojem.

W przedstawionych badaniach, za pomocg testu ciagliwosci, wykryto dwa szczepy K. pneumoniae
wyizolowane od biorcow nerki, ktoére posiadaly zdolnos¢ do tworzenia fenotypu hipermukoidalnego.
W literaturze istnieje tylko kilka doniesieh o ZUM spowodowanym przez HMKp [236] i Zadne z nich nie
dotyczy grupy pacjentow z ABU. Istnieje wiele nierozstrzygnigtych pytan dotyczacych biochemicznej
natury i wplywu fenotypu HM. W prezentowanej rozprawie przeanalizowano genomy, cechy
mikrobiologiczne i kliniczne dwoch przypadkow bezobjawowej bakteriurii u biorcoOw przeszczepu nerki

spowodowanej przez szczepy K. pneumoniae wykazujace fenotyp hipermukoidalny.

Dopiero w ostatnich latach odnotowano przypadki wystgpowania fenotypu HM w izolatach
K. pneumoniae wyizolowanych z ZUM od o0so6b starszych [236]. W badaniach wtasnych, szczep numer 50B
wykazywat §luzowy fenotyp, objawiajacy si¢ ciagliwoscia kolonii do tancucha o dilugosci 150 mm,
co przekracza najdluzszy dotychczas zanotowany wynik testu ciggliwosci (100 mm) dla szczepow
izolowanych z ZUM [236]. Istnieje hipoteza, ze fenotyp hipermukoidalny w hiperwirulentnych szczepach
K. pneumoniae moze by¢ odpowiedzialny za trudnosci w oproznianiu cewnika i nawracajagce ZUM
u pacjentow [237]. Szczep numer 50B badany w rozprawie posiada cechy nadajace mu potencjal do

wywolywania nawrotowych epizodéw ZUM u pacjenta, od ktorego zostat on wyizolowany.

Dobrze znang definicjg szczepoéw hiperwirulentnych jest obecno$¢ typu otoczki K1, gendéw
rmpA/rmpA2, genu magA, fenotypu HM oraz przynalezno$¢ do typu sekwencyjnego ST23 [134,150,159].
Chociaz w kilku pracach wykazano, ze fenotyp HM moze wystapi¢ bez nadprodukcji otoczki [238,239].
Geny rmpA i rmpA2 sa zazwyczaj zlokalizowane odpowiednio w poblizu iro i iuc na plazmidach wirulencji.
Jednak geny rmpA i iro moga by¢ rowniez kolokalizowane w integracyjnym elemencie koniugacyjnym
ICEKpl, a geny rmpA2 i iuc w niekanonicznych miejscach na plazmidach wirulencji [149]. Oba badane
izolaty od pacjentow z ABU nie wykazywaly obecnosci genow rmpA/rmpA2 i magA, pomimo fenotypu
HM.

Ponadto, oba szczepy HMKp zawieraty podzbior rdzeniowych gendw wirulencji kodowanych na
chromosomach, ktére moga pomoc w ustaleniu zakazen oportunistycznych u gospodarzy. Naleza do nich
locus rdzenia kodujacego biosynteze enterobaktyny sideroforu (Ent), locus rdzenia fim i mrk kodujacego

odpowiednio fimbrie typu 1 i typu 3, a takze Joci biosyntezy polisacharydu otoczkowego (antygen K)
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i lipopolisacharydu (antygen O). Czynniki te biorg udziat we wczesnych etapach infekcji i / lub unikaniu
mechanizmow obronnych gospodarza [240]. Obecno$¢ sideroforow zwigzanych z obecnoscia genow takich
jak ybtS, entB, irp2, fyud 1 iutA moze ulatwia¢ bakteriom kolonizacj¢ oraz przetrwanie w organizmie
pacjenta, prowadzac w efekcie do nasilenia zakazenia [104]. Wiele ostatnich badan donosi o wysokiej
czgstosci wystepowania aerobaktyny w szczepach hvKp i sugeruje, Ze to ona jest krytycznym czynnikiem
wirulencji w hvKp [239,241]. Réwniez w ostatnich badaniach in silico wykazano, ze yersiniabaktyna byta
najczestszym  sideroforem  wystgpujacym w  hiperwirulentnych/ hipermukoidalnych wariantach
K. pneumoniae [104]. Geny kodujace yersiniabaktyne (vbtAEPSTUX, irpl, irp2, fyud) zostaty wykryte
w jednym z badanych w rozprawie izolatow (szczep numer 50B). W K. pneumoniae locus ybt jest zwykle
mobilizowany przez integracyjny element koniugacyjny (ICEKpl), ktory integruje si¢ z genem tRNA
asparaginianu (Asn), ale czasami moze by¢ rowniez mobilizowany przez plazmidy [149]. ICEKpl jako
element mobilny wydaje si¢ by¢ do§¢ powszechny w szczepach klinicznych i srodowiskowych, zar6wno
w klonach klasycznych, jak i hiperwirulentnych [149]. W roku 2019 Farzand i wsp. zidentyfikowali
i scharakteryzowali w K. pneumoniae drugi integracyjny element koniugacyjny - ICEKp2 [213]. W kilku
innych badaniach stwierdzono, ze rézne siderofory i geny kodujace fenotyp HM, znajduja si¢ na tym samym
plazmidzie wirulencji pLVPK, ktory nie jest czgsto rozpowszechniony w klasycznych szczepach
K. pneumoniae (cKp) [237,242,243]. W przedstawionej rozprawie, dwa hipermukoidalne izolaty
K. pneumoniae maja te same replikony plazmidowow tj. IncFIB i IncFII, ale roznig si¢ sktadem genowym
w chromosomach i w plazmidach. Szczep o numerze 50 zawiera elementy koniugacyjne ICEKpl i ICEKp2
wbudowane prawdopodobnie w chromosom bakteryjny. W przypadku szczepu o numerze 49B nie
stwierdzono obecnosci ICEs (Tabela 35). Ponadto, szczep numer 50B zawiera cztery geny kodujace
siderofory (yb¢tETU 1i fyuA), ktére najprawdopodobniej zlokalizowane sa na plazmidach (Tabela S5, S6).
Geny te, byly nieobecne w przypadku szczepu o numerze 49B. Mozna zasugerowac, ze ruchome elementy
genetyczne, takie jak integracyjne elementy koniugacyjne i plazmidy, moga by¢ potencjalnymi czynnikami
odpowiedzialnymi za dlugo$¢ Sluzowatego laficucha w tescie ciagliwosci obserwowanego w przypadku

szczepu o numerze 50B.

Szczepy K. pneumoniae sa bardzo zréznicowane genetycznie, wykazuja wysoka wirulencj¢ lub
wielolekoopornos¢ lub tacza obie te cechy. Badane izolaty charakteryzowaty si¢ opornoscia wielolekowa,
co zostato potwierdzone przez wspotwystepowanie kilku gendéw opornosci. Geny opornosci blasuv-1s7, fosA,
0gxA 1 ogxB znaleziono w kontigach ocenianych jako kontigi chromosomalne w obu przypadkach.
Wszystkie pozostale geny opornosci aac(6')-1b-cr, aadAl, aadA16, aph(3”’)-1b, aph(6)-1d, aac(6')-1b-cr,
blatem-1B, blaoxa-1, catAl, catB3, ARR-3, sull, sul2, dfrAl, dfrAl4, dfrA27 znaleziono w kontigach
ocenianych jako kontigi plazmidéw. Ponadto odnotowano gen kodujacy ESBL blactx-m-15, ktory wystapit
tylko w przypadku szczepu numer 50B. Ten gen opornosci zwiazany z fenotypem ESBL jest jednym

z najczgsciej wystepujacych na swiecie [230].

Zazwyczaj szczepy wysoce oporne sg zwigzane ze szpitalnymi zakazeniami dréog moczowych,
zapaleniem ptuc lub bakteriemia, z kolei szczepy wysoce wirulentne sa zwigzane z przypadkami ropni
watroby nabytymi poza S$rodowiskiem szpitalnym przez mlode, zdrowe osoby, szczegdlnie w Azji
Wschodniej. Jednak ostatnio coraz wigcej publikacji donosi o zbiezno$ci migdzy wirulencja a opornoscia

w szczepach K. pneumoniae powodujacych objawowe infekcje z niekorzystnym skutkiem. W Europie
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zgloszono tylko kilka przypadkéw hvKp opornych na antybiotyki, a szczep hvKp wytwarzajacy ESBL
zidentyfikowano tylko we Francji (n = 1) [244]. W prezentowanej rozprawie, jeden z badanych szczepow
HMKp o numerze 50B wytwarzal B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania. Szczep ten, byt
wyizolowany od pacjenta, ktory przebywal w Polsce i nie podrézowat do innych krajow. Pojawianie si¢
szczepow ESBL-HMKp w s$rodowisku szpitalnym jest niepokojace i stanowi wyzwanie dla personelu

medycznego.

Holt i wsp. [104] wykazali, ze szczepy o typie sekwencji ST23 i ST65 sa dominujace wsrod
hiperwirulentnych szczepéw K. pneumoniae. Do tej pory odnotowano tylko kilka przypadkow ZUM
wywolanych przez wysoce zjadliwe szczepy ST65, ST2836 i ST2888 w Azji Poludniowo-Wschodniej
[236]. W przedstawionych w rozprawie doktorskiej badaniach, izolaty K. pneumoniae nalezaly do typu
sekwencyjnego ST152, ktory nie byt wezesniej opisywany jako klon wysokiego ryzyka, nawet jesli ostatnie
badania wskazywaty, ze ST152 moze rozprzestrzenia¢ si¢ migdzy pacjentami na tym samym lub r6znych
oddziatach, w obrebie i / lub migdzy szpitalami [245]. W kolekcji genomoéw przeanalizowanych przez
Davida i1 wsp. [231], ST152 jest drugim najczesciej wystgpujacym typem sekwencyjnym izolowanym
w Polsce. Sze$¢ izolatow pochodzacych z tego badania [231] $cisle taczylo si¢ z dwoma izolatami opisanymi
w rozprawie. Co ciekawe, polski izolat ERR1205019, najbardziej podobny do dwodch izolatow opisanych

w rozprawie, rowniez wywodzi si¢ z infekcji drog moczowych i byt ujemny na obecno$¢ yersiniabaktyny.

Odnotowano brak r6znic w SNP genoméw rdzeniowych i dziewig¢ zmian w genach opornosci
zlokalizowanych w plazmidzie i wyspach chromosomalnych genoméw pomocnicznych. Ta wysoka
plastyczno$¢ genomu pomocniczego K. pneumoniae zostata rowniez odnotowana przez Wyres i wsp. [106]
1 sugeruje zachowanie ostroznosci podczas sledzenia potencjalnych epidemii szpitalnych na podstawie

poczatkowych fenotypow w analizie mikrobiologiczne;j.

Chociaz fenotyp hipermukoidalny jest gtéwnie zwigzany ze szczepami hvKp, nie znaleziono
genow $wiadczacych o wysokiej zjadliwosci wsrdd badanych hipermukoidalnych izolatow. Zauwazono
jednak, ze istnieje réznica w liczno$ci czynnikéw wirulencji w poré6wnaniu z innymi szczepami o typie
sekwencyjnym ST152 wyizolowanymi w Polsce (Rysunek 23). Wysoka plastyczno$¢ genomu
pomocnicznego, ktory uczestniczy w HGT, utatwia szybki import potencjalnych czynnikow wirulencji
i moze wskazywa¢ na ewolucj¢ tego klonu w kierunku zwigkszonej zjadliwosci i inwazyjnosci.
U pacjentow po przeszczepie nerki, objawy ZUM moga by¢ maskowane z powodu zastosowanej
immunosupresji i podawania antybiotykéw w celach profilaktycznych. Istotnymi czynnikami ryzyka sa
réwniez dtugoterminowa kolonizacja szpitalnymi szczepami K. pneumoniae lub nosicielstwo u pacjentow
z obnizong odpornoscia. Pojawienie si¢ infekcji jest najczestsza konsekwencja przerostu bakterii i braku
kontroli immunologicznej pacjenta przyjmujacego leki immunosupresyjne. Dla obu pacjentéw odnotowano
wezesniejsze epizody objawowego ZUM o etiologii K. pneumoniae ESBL+ i E. coli. Hipoteza, ze fenotyp
HM moze korelowac¢ z trudnoscia oproznienia cewnika, moze wyjasni¢ nawracajace ZUM dla pacjenta, od
ktorego wyizolowano szczep o numerze 50B. Srodowisko jelita i tworzenie si¢ biofilmu bakteryjnego
w drogach moczowych moze sprzyja¢ horyzontalnemu transferowi genéw wirulencji i lekoopornosci od
szczepow uropatogennych, jak rowniez przyczynia¢ si¢ do akumulacji mutacji [150]. Szczepy HMKp
izolowane od pacjentow z ABU moga konkurowa¢ o nisz¢ i receptory z niebezpiecznymi szczepami

uropatogennymi w moczu, jednoczes$nie nie wywolujac w danym momencie objawow choroby. Jednak
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kontakt szczepéw HMKp z hiperwirulentnymi szczepami moze doprowadzi¢ do ich ewolucji i wzrostu

ryzyka dla samego pacjenta, jak i Srodowiska szpitalnego.

6.6. Analiza pokrewienstwa genetycznego i lekoopornosci szczepéw K. pneumoniae
produkujacych karbapenemazy NDM-1

W ostatnich latach na calym §wiecie nastapit wzrost zakazen wywotywanych przez paleczki Klebsiella
pneumoniae wykazujace opornos¢ na karbapenemy [172]. Réwniez wsrdéd zgromadzonej w ramach
rozprawy puli szczepoéw, wykryto izolaty K. pneumoniae produkujace karbapenemazy, stad jednym z zadan
badawczych rozprawy doktorskiej byla szczegotowa analiza fenotypowa i genotypowa tych szczepoéw oraz
analiza pokrewienstwa genetycznego do celow epidemicznych. Badania przeprowadzono zgodnie ze
schematem postgpowania w ognisku epidemicznym [246]: od wykrycia obecnosci karbapenemaz metoda
enzymatyczng (test p CARBA), poprzez analiz¢ lekoopornosci, potwierdzenie obecnosci genu blanpm-1 do
okreslenia pokrewienstwa szczepéw metoda PCR fingerpinting. Oceny wzajemnych relacji pomigdzy
szczepami na poziomie genomu i ich kierunku ewolucji, dokonano w oparciu o sekwencjonowanie catego
genomu metoda WGS. Przeprowadzono réwniez analiz¢ porownawczg zsekwencjonowanych szczepow
z 101 migdzynarodowymi izolatami K. pneumoniae pobranymi z bazy danych Patric (https://patricbrc.org),
zapewniajac najbardziej kompleksowa charakterystyke szczepow bakteryjnych Klebsiella pneumoniae

NDM-1. Schemat postgpowania badawczego przedstawiono na rysunku 24.

-

103 izolaty K. pneumoniae
(61 - grupa badana,
36 - grupa kontrolna,

6 - szczepy referencyjne)

Analiza profilu antybiotykoopornosci
Vitek2 (bioMerieux)

Wykrycie karbapenemaz
Metoda enzymatyczna (test CARBA)

Analiza
fenotypowa

Wykrycie karbapenemaz MBL* i KPC**
Metoda dyfuzyjno-krazkowa

Wykrycie obecnosci genu blanowm-1
Metoda PCR

Okreslenie pokrewienstwa szczepow
Metoda PCR MP

Analiza
genotypowa

Wielkoskalowe sekwencjonowanie genoméw
WGS**

Rysunek 24. Ogolny schemat analizy pokrewienstwa i lekoopornosci szczepow K. pneumoniae produkujgcych
karbapenemazy NDM-1. *MBL (ang. Metallo-f-lactamase); **KPC (ang. K. pneumoniae carbapenemase); ***WGS
(ang. Whole Genome Sequencing)
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6.6.1. Wykrywanie karbapenemaz

Ze wzgledu na pojawienie si¢ w styczniu w 2018 r. pierwszego od 2016 r. szczepu
K. pneumoniae opornego na karbapenemy (CPE, ang. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae)
u pacjenta hospitalizowanego w Klinice Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego ze zdiagnozowanym ZUM po przeszczepie nerki, inni pacjenci przebywajacy
od stycznia do kwietnia 2018 r. w tej samej klinice zostali poddani monitoringowi na obecno$¢ CPE

K. pneumoniae.

W  przedstawionej analizie pokrewienistwa 1 lekoopornosci szczepdw K. pneumoniae
produkujacych karbapenemazy uwzgledniono izolaty K. pneumoniae pochodzace z wymazow z odbytu
z badan przesiewowych w kierunku nosicielstwa CPE od pacjentéw z grupy badanej, jak i kontrolnej oraz
izolaty K. pneumoniae pochodzace z moczu od pacjentéw z obu grup, ktére dalty pozytywny wynik
w testach wykrycia karbapenemaz. Do badan wiaczono réwniez szczep K. pneumoniae NDM wyizolowany
w 2016 r. w tej samej klinice oraz jeden szczep K. pneumoniae z fenotypem NDM-1 wyizolowany z moczu
pacjenta z ZUM pochodzacego z innej jednostki szpitalnej w tym samym roku co pozostate szczepy. Grupe
badanych pacjentow z przypisanymi do nich izolatami i typem probki klinicznej, z ktorej te izolaty

pochodzily, zamieszczono w tabeli 36.

Tabela 36. Wyniki testow prowadzgcych do wykrycia karbapenemaz

Numer Numer  Przeszczep Proba  Data izolacji Test Testy Test
izolatu wg  pacjenta nerki badana (msc/rok)*** biochemiczny fenotypowe genetyczny
kolekceji wg 0/1)** p CARBA w kierunku na
(Nazwa kolekcji* KPC MBL  obecnos¢
izolatu wg genu
GenBank) blanpm.1
16K P16 0 mocz 05/2016 + - + +
(ND32)
46B P42 1 mocz 01/2018 + - + +
(ND24)
3R (ND33) PIR 0 kat 03/2018 + - + +
4R (ND34) P48 1 kat 03/2018 + - + +
53B P48 1 mocz 03/2018 + - + +
(ND88)
32K P30 0 mocz 04/2018 + - + +
(ND96)
33K P31 0 mocz 04/2018 + - + +
(ND111)
5R (ND27) P2R 0 mocz 05/2018 + - + +

*Dwa izolaty pochodzace od tego samego pacjenta oznaczono szarym kolorem; **Pacjenci z ZUM bez przeszczepu nerki zostali
oznaczeni pomaranczowym kolorem (0), za$ pacjenci z ZUM po przeszczepie nerki kolorem turkusowym (1); ***Pacjenci zostali
uszeregowani zgodnie z datg izolacji.

W celu wykrycia obecnosci karbapenemaz przeprowadzono test enzymatyczny f CARBA oraz
testy fenotypowe w kierunku wykrycia karbapenemaz MBL (ang. metallo-f-lactamase) i KPC (ang.
K. pneumoniae carbapenemase) za pomocg metody dyfuzyjno-krazkowej w Laboratorium Mikrobiologii
Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Z zastosowaniem metody biochemicznej
wykryto enzym hydrolizujacy karbapenemy dla szczepdéw izolowanych z moczu pochodzacych od
2 pacjentéw z ZUM po przeszczepie nerki (2/54, 3,7%) z grupy badanej i 3 pacjentéw z ZUM (3/34, 8,8%)
z grupy kontrolnej, a takze dla szczepéw izolowanych z probek kalu od pacjenta z ZUM po przeszczepie
nerki i od pacjenta z ZUM bez przeszczepionej nerki a przebywajacego na tym samym oddziale.

Potwierdzono réwniez produkcj¢ karbapenemazy dla szczepu wyizolowanego z moczu pacjenta z ZUM
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hospitalizowanego w innym szpitalu (Tabela 36). Testy fenotypowe potwierdzity dla tych szczepoéw
produkcje karbapenemaz typu MBL i brak wytwarzania karbapenemaz KPC. Testy fenotypowe zostaly
potwierdzone w ramach rozprawy doktorskiej poprzez wykrycie genu blaxpm-1 z zastosowaniem techniki

PCR. W tabeli 36 zestawiono wyniki przeprowadzonych testow dla poszczegolnych izolatow.

Na rysunku 25 przedstawiono wyniki amplifikacji genu blanpm-1 (produkt o wielkosci 621 pz) dla

badanych szczepoéw K. pneumoniae.

M 16K 32K 33K 46B 4R 53B K-

621 pz blanom-1

L

Rysunek 25. Rozdzial elektroforetyczny produktow amplifikacji genu blanpm-1 w zZelu agarozowym (1,2%). M — marker
wielkosci 100-1000 (Blirt S.A. o. DNA Gdansk), 16K, 32K, 33K, 46B, 4R, 53B — numer badanego szczepu Klebsiella
pneumoniae

6.6.2.Analiza lekoopornosci

Wszystkie szczepy Klebsiella pneumoniae wyizolowane z materiatdéw klinicznych opisane
powyzej, miaty okreslony profil opornosci na antybiotyki. W tabeli 37 i na rysunku 26 przedstawiono
odsetek wszystkich badanych szczepéw K. pneumoniae, opornych i1 wrazliwych na poszczegolne

antybiotyki.

Tabela 37. Opornos¢ szczepow K. pneumoniae izolowanych na Oddziale UCK w Gdansku w opaciu o metody

fenotypowe. S, wrazliwy (ang. susceptible); R, oporny (ang. resistance); I, Srednio wrazliwy (ang. intermediate);

ND- nie okreslono (ang. not determined), na czerwono szczepy od pacjentow z grupy badanej; na niebiesko szczepy od
pacjentow z grupy kontrolnej. Numery szczepow jak w kolekcji

Klasa Antybiotyk Skrot Szczep
16K 46B 3R 4R 53B 32K 33K 5R

Penicyliny Ampicylina AMP R R R R R R R R
Inhibitory B - Amoksycylina/kwas AMC R R R R R R R R
laktamazy klawulanowy

Piperacylina/Tazobaktam TZP R R R R R R R R
Cefalosporyny I ~ Cefalotyna CEF R R R R R R R R
generacji
Cefalosporyny II ~ Cefuroksym CXM R R R R R R R R
generacji
Cefalosporyny Cefotaksym CTX R R ND R R R R R
III generacji Ceftazydym CAZ R R R R R R R R
Cefalosporyny Cefepim FEP R R R R R R R R
IV generacji

Cefoperazone/Subactam SUL R R R R R R R R
Karbapenemy Ertapenem ETP R R R R R R R R

Imipenem IPM I R R I 1 R 1 R

Meropenem MEM R R R R R R R R
Aminoglikozydy = Amikacyna AMK I R S S I S S S
IT generacji Gentamycyna GEN ND S S ND ND ND ND ND

Tobramycyna TOB ND R S ND ND ND ND ND
Tetracykliny Tigecyklina TGC ND I S ND ND ND ND ND
Fluorochinolony  Ciprofloksacyna CIP R R R R R R R R
Sulfonamidy i Trimetoprym/Sulfametoksazol ~SXT S R R R R R R R
trimetoprym
Polimyksyny Kolistyna CST ND S S ND S ND S ND

95


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

RRRY FN{TAESEL &@*‘0@«00&00 K & &

Rysunek 26. Odsetek lekowrazliwosci szczepow Klebsiella pneumoniae wytwarzajgcych metalo-f-laktamaze NDM-1,
wyizolowanych z materiatow klinicznych. S, wrazliwy (ang. susceptible); R, oporny (ang. resistance); 1, srednio
wrazliwy (ang. intermediate); ND, brak danych (ang. not determined)

Badane szczepy K. pneumoniae NDM-1 w wickszo$ci wykazywaty podobne schematy opornosci.
Wszystkie szczepy bakterii typu NDM-1 charakteryzowaly si¢ opornoscig na penicyliny, penicyliny
z inhibitorami -laktamaz, wszystkie generacje cefalosporyn, fluorochinolony, ertapenem, meropenem
i cefoperazone/subactam. W przypadku pozostatych karbapenemoéw (imipenem) stopien opornosci
szczepow byl zréznicowany. Opornos$¢ na imipenem stwierdzono u 4 szczepow, rowniez 4 szczepy
charakteryzowaly si¢ $rednig-wrazliwoscig na ten lek. Stwierdzono duze roznice we wrazliwosci na
aminoglikozydy. Wsrdd szczepow nie stwierdzono oporno$ci na gentamycyng, a tylko 1 szczep byt oporny
a 2 szczepy byly Srednio-wrazliwe na amikacyne. Ponadto, jeden szczep NDM-1 wykazywal opornos$¢ na
tobramycyneg. Wiekszo$¢ szczepdw pozostawata oporna na trimetoprim/sulfametoksazol, z wyjatkiem
szczepu numer 16K. W analizowanym materiale wykryto takze jeden szczep $rednio-wrazliwy na

tigecykling. Wszystkie szczepy pozostawaly wrazliwe na kolistyne.

W szczegdtowej analizie opornosci poszczegolnych szczepdw, szczep numer 46B wydawal si¢
wykazywaé nieco inny schemat opornosci - jako jedyny oporny na amikacyn¢ i tobramycyng¢ oraz
wykazujacy $rednia wrazliwo$¢ na tigecykling. Ponadto, wykazywal wrazliwo$¢ na gentamycyng
i kolistyng. Szczep ten wywotat ognisko epidemiczne w 2018 roku. Szczepy o numerach 4R i1 53B
pochodzily od jednego pacjenta po przeszczepie nerki (P48), cho¢ byly izolowane w réznym czasie
z réznego materialu klinicznego tj. z kalu i z moczu. Najprawdopodobniej pacjent byt nosicielem tego
szczepu w ukladzie pokarmowym, a nast¢pnie doszto do zakazenia uktadu moczowego w wyniku transmisji
tej bakterii z uktadu pokarmowego do drog moczowych. Antybiogramy tych dwoch izolatow cechowaty si¢
prawie identycznym schematem opornosci. Wyjatkiem byta wrazliwo$¢ w stosunku do amikacyny dla
izolatu z katu i $rednio-wrazliwo$¢ dla izolatu z moczu. Szczep numer SR wyizolowany od pacjenta
hospitalizowanego w innym szpitalu wykazywal wrazliwo$¢ na amikacyng¢ przy opornosci na pozostate
badane antybiotyki. Antybiogram tego izolatu nie roznil si¢ od antybiogramu izolatu numer 32K,
pochodzacego z ogniska epidemicznego. Profil lekowrazliwo$ci izolatow NDM-1 zostal pokazany na
rysunku 26.
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6.6.3.Analiza pokrewienstwa genetycznego badanych szczepéw

Do oceny pokrewienstwa genetycznego badanych szczepdéw K. pneumoniae zastosowano metode
PCR MP. W pierwszym etapie eksperymentu dobrano temperaturg¢ denaturacji w cyklach tak, aby otrzymac
optymalna liczb¢ prazkow DNA we wzorze elektroforetycznym, ktora pozwolitaby na réznicowanie
szczepow. W tym celu przeprowadzono reakcj¢ PCR dla dwoch potencjalnie roznigcych si¢ szczepow
(izolat numer 16K i 5R) w gradiencie temperatury denaturacji. Wybrano optymalng temperatur¢ denaturacji
wynoszaca 86,9°C. Nastepnie stosujac wybrang temperature denaturacji w cyklach reakcji PCR,
przeprowadzono typowanie genetyczne dla wszystkich szczepow K. pneumoniae NDM-1. Uzyskane
produkty poddano elektroforezie w 6% zelu poliakryloamidowym. Na rysunku 27 przedstawiono uzyskany

obraz elektroforetyczny.

K+ K+ M 16K 46B 3R 4R 53B 32K 33K 5R M

- . . B a= B
& & o = 1000 pz
— = 900 pz
Pt - 800 pz
- w700 pz
| — g —
- —
B — ‘;“. 600 pz
w500 pz
——
- . - -
b - - SSssS=
z---“-‘-400pz
—
ER e e - e -
—-—— e D w= e A e W 300Dz
-
- -
- - - - -

Rysunek 27. Rozdzial elektroforetyczny produktow PCR MP w zelu poliakrylamidowym 6% w buforze I1x TBE.
M — marker wielkosci DNA: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 pz, 16K, 46B, 3R, 4R, 53B, 32K, 33K,

SR — numer badanego izolatu Klebsiella pneumoniae wg kolekcji; K+ - szczepy kontrolne: szczep referencyjny

K. pneumoniae ATCC 700603 i szczep kliniczny K. pneumoniae KPC

Analiza poréwnawcza profili elektroforetycznych badanych szczepow K. pneumoniae zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem wspotczynnika podobienstwa Dice’a oraz metody klasteryzacji
UPGMA. Stopien podobienstwa genetycznego profili badanych szczepdéw przedstawiono w postaci
dendrogramu na rysunku 28. Wszystkie badane izolaty (za wyjatkiem izolatu numer 16K i 46B)
charakteryzowaly si¢ wysokim stopniem podobienistwa (ponad 95%), co dowodzi ich pochodzenia
klonalnego. Szczepy o numerach 46B, 3R, 4R, 53B, 32K i 33K zostaly wyizolowane z tego samego oddzialu
szpitalnego w krotkim okresie czasu (01/2018 — 04/2018). Za poziom identycznosci (Pi) izolatow przyjeto
96%. Szczepy wykazujace zbiezno$¢ prazkéw réwng co najmniej 96% zostaly zaklasyfikowane jako
posiadajace ten sam genotyp. Wérod 8 szczepdw K. pneumoniae NDM-1 wyrdzniono 3 unikalne genotypy.

Szczepy o numerach 16K i 46B charakteryzowaty si¢ dwoma unikalnymi genotypami, oznaczonymi
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odpowiednio A i B. Szczepy o numerach 32K i 33K wykazywaly ten sam genotyp C. Szczepy o numerach
53B i 4R pochodzity od jednego pacjenta po przeszczepie nerki i wykazywaty podgenotyp C, odpowiednio
C11 C2. Szczep o numerze 3R (izolat z katu) pochodzacy z ogniska epidemicznego w Gdansku oraz szczep
o numerze SR (izolat z moczu) wyizolowany w szpitalu w innym miescie, charakteryzowaly si¢ wysokim

stopniem podobienstwa (98%) i zostaly oznaczone jako podgenotyp C3.

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PCR MP PCR MP
Cp 0 2 " 2 gPi 3 G Nr izolatu
S all 16K
B | ' 46B

C {1 32K

C | 33K

cl f 53B

cz) | \ - 4R

_E 3 l‘ 3R

C3 1 | 5R

Rysunek 28. Analiza podobienstwa genetycznego szczepow Klebsiella pneumoniae wytwarzajqcych metalo-B-
laktamaze NDM-1 z zastosowaniem metody typowania genetycznego PCR MP. Zastosowano enzym restrykcyjny
Hindlll oraz Ty 86,9°C. Dendrogram podobienstwa profili genetycznych badanych szczepow opracowano przy uzyciu
programu FPQuest Software wersja 4.5 (BIO-RAD) (Dice, UPGMA). C, — catkowite podobienstwo rowne 73%;
P; — poziom identycznosci rowny 96%. Unikalne genotypy (G) oznaczono literami A-C. Numery izolatow
K. pneumoniae wg kolekcji (Tabela 37)

6.6.4.Cechy genomiczne izolatow K. pneumoniae NDM-1

Osiem izolatéw K. prneumoniae NDM-1 zidentyfikowanych wérdd calej puli szczepow
zgromadzonych w ramach rozprawy doktorskiej, poddano sekwencjonowaniu przy uzyciu platformy
[llumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA). Odczyty ztozono za pomoca SPAdes (wersja 3.9.0).
Analizg¢ klonalng i filogenetyczna przeprowadzono za pomoca metod MLST i SNP rdzeni genomow.
Badano opornosci, wirulomy, antygeny K / O i replikony plazmidéw.

Do analizy wlaczono dodatkowo 90 losowo wybranych genoméw miedzynarodowych szczepow
K. pneumoniae o typie sekwencyjnym STI11 oraz 11 losowo wybranych genomoéw szczepow
K. pneumoniae o drugim co do czgstosci wystgpowania w Polsce typie sekwencyjnym ST258, dostepnych

w bazie Patric.

6.6.4.1. Analiza filogenetyczna
Osiem badanych izolatoéw zostato poddanych analizie filogenetycznej wzglgdem 101 wybranych
szczepow K. pneumoniae (Rysunek 29). Analiza filogenetyczna z wykorzystaniem cgMLST (ang. core
genome multilocus sequence typing) wykazala, ze wszystkie badane w ramach rozprawy szczepy
reprezentowaty typ sekwencyjny ST11, wykazujac wysoka jednorodnos¢. Osiem badanych izolatow

znalazlo si¢ w jednym kladzie z 22 izolatami pochodzacymi z réznych krajow na $wiecie, z ktorych 11
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miato gen blanpm.1 (Tabela 38). Izolaty te zostaty zebrane w latach 2013-2016 w Grecji (n = 9, wszystkie
NDM-1), Stowacji (n = 5), Czechach (n = 3), Indiach (n = 2), Hiszpanii (n = 1), USA (n = 1, NDM-1)
i Polsce (n = 1, NDM-1) (gtéwnie w badaniu EuSCAPE, ang. the European Survey on Carbapenemase-
Producing Enterobacteriaceae). Pig¢ zdeponowanych w bazie sekwencji szczepow K. pneumoniae NDM-
1 nie znalazto si¢ w tym samym kladzie, co szczepy ujete w rozprawie doktorskiej. Izolaty te, zostalty

zebrane w 2012-2013 w Pakistanie (n = 2), Turcji (n = 1), Norwegii (n = 1) i Rumunii (n = 1).

................................... KN6S88 ST11

»»»»»» KN1950 ST258
—

blanom-1

. Obecny

.............................................. KN21570 ST11
|:— +KN19860 ST11
.. 5794 ST11

- KN21423 ST11 Nieobecny
*KN21420 ST11
-+ -KN6983 STI1
* + +KN21507 ST11
+KN21511 ST11 ) L
-+ Australia -+ Nigeria
+ - - KN12786 ST11 X .
= - Belgia - - Norwegia
+ -KN21221 ST1
+ < KN21387 ST11 - - Brazylia - - Pakistan
-+ +KN21400 ST11
+ ¢ <KN21376 STH1 .
KN21412 ST11 Chiny Polska
+ <KN21411 ST11
« + +KN21224 ST11 ,
- Czechy Polska: Gdarisk
ST
Lz snn ! .
- « - Estonia Polska: Torun
- - Francja - = - Portugalia
-+ Niemcy -+ Rumunia
- -KN20611 ST11 - Grecja -« - Stowacja
-+ Wegry Hiszpania
=+ Indie «+ Tajlandia
=+« Wiochy Turcja
*+ *KN21932 ST1Y
L KNzians sTin -+ Malta USA

............................................... KN20569 ST11

+KN22010 ST11

.............................................. KN21403 ST11
............................................. KN21178 ST11

8e-05

Rysunek 29. Drzewo filogenetyczne rdzenia genomu wygenerowane dla 109 izolatow K. pneumoniae (8 izolatow
zsekwencjonowanych w ramach rozprawy (dodatkowo zaznaczone czerwong ramkq) i 101 z publicznej bazy danych
Patric). Pochodzenie izolatow wyroznia kolorystyka czcionek w drzewie (legenda na rysunku). Typ sekwencji (ST) jest
wskazany dla kazdego izolatu, po nazwie izolatu. Wystgpowanie genu blanpm-1 pokazano na heatmapie po prawej
stronie (czarny - obecny, szary - nieobecny). Pasek skali pokazany w lewym dolnym rogu przedstawia Sredniq liczbe
podstawien na miejsce
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Tabela 38. Podstawowe dane epidemiologiczne na temat izolatow K. pneumoniae NDM-1 ujetych w badaniu cech
genomicznych

Nr izolatu wg Zrédlo Rok Kraj Infekcja/ ST blaxpm-1
GenBank (Nr pobrania Kolonizacja*
izolatu wg kolekcji)

ND32 (16K) mocz 2016 Polska infekcja 11 +
ND111 (33K) mocz 2018 Polska kolonizacja/ABU 11 +
ND27 (5R) mocz 2018 Polska infekcja 11 +
ND96 (32K) mocz 2018 Polska infekcja 11 +
NDS88 (53B) mocz 2018 Polska kolonizacja/ABU 11 +
ND24 (46B) mocz 2018 Polska kolonizacja/ABU 11 +
ND33 (3R) odbyt 2018 Polska kolonizacja 11 +
ND34 (4R) odbyt 2018 Polska kolonizacja 11 +
KN1960 mocz 2012 Norwegia ND 11 +
KN20454 mocz 2013 Grecja infekcja 11 +
KN20534 mocz 2013 Grecja infekcja 11 +
KN20537 mocz 2013 Grecja infekcja 11 +
KN20779 mocz 2013 Rumunia infekcja 11 +
KN21238 mocz 2013 Turcja infekcja 11 +
KN21460 mocz 2013 Polska infekcja 11 +
KN6983 krew 2013 Pakistan ND 11 +
KN6988 krew 2013 Pakistan ND 11 +
KN20452 mocz 2014 Grecja infekcja 11 +
KN20470 mocz 2014 Grecja kolonizacja 11 +
KN20531 mocz 2014 Grecja infekcja 11 +
KN20607 mocz 2014 Grecja infekcja 11 +
KN20611 mocz 2014 Grecja infekcja 11 +
KN20617 mocz 2014 Grecja infekcja 11 +
KN19957 krew 2015 USA infekcja 11 +

* ND - nie okre$lono; ABU — bezobjawowa bakteriuria

Za zmiennos$¢ genomu odpowiadajg gtéwnie polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP, ang.
Single Nucleotide Polymorphism). SNP moga wystepowaé zarowno w sekwencjach kodujacych danego
genu (cSNP, ang. codingSNP), niekodujacych (intronach) oraz regulatorowych (rSNP, ang. regulatorySNP).
Istotng cechg SNP jest zmienno$¢ wystepowania w roznych populacjach. Analiza cgSNP (ang. core genome
SNP) w odniesieniu do szczepu referencyjnego (GenBank, numer dostepu: NTUH-K2004) ujawnita 7-88
SNP pomigdzy pojedynczymi polskimi izolatami b¢dacymi przedmiotem rozprawy (Rysunek 30). Rozktad
czasowy SNP pomiedzy pojedynczymi izolatami pochodzacymi z wybuchu epidemii odzwierciedlat
stopniowe zmniejszanie liczby SNP pomigdzy kolejnymi izolatami epidemii, od 88 SNP pomig¢dzy izolatem
ze stycznia 2018 r. a izolatem z kwietnia 2018 r., do 16 SNP pomi¢dzy dwoma izolatami z kwietnia 2018

1., ukazujac proces dywersyfikacji populacji.

Izolaty zgromadzone w ramach rozprawy, wykazaty najmniej réznic w poréwnaniu do szczepéw
pochodzacych z Grecji; roznigc si¢ od nich 0 46-79 SNP. Izolat nr ND32 (16K), badany w ramach rozprawy
i bedacy pierwszym izolatem na oddziale, wykazal najmniej réznic w poréwnaniu do szczepow
pochodzacych z Grecji, r6znigc si¢ od nich o 46-56 SNP. Analiza wykazata, ze izolat nr ND27 (5R),
wyizolowany w tym samym czasie (maj 2018 r.) co szczepy z ogniska, ale pochodzacy z innego szpitala,
roznit si¢ od nich o 16-86 SNP. Podobnie jak w oparciu o analiz¢ cgMLST, jeden polski izolat pobrany
z publicznej bazy danych (nr KN21460, 2013 r.) wypadt najblizej badanych izolatow, rézniac si¢ od nich
0 43-64 SNP oraz o 25-36 SNP od szczepoéw pochodzacych z Grecji.

Rozktad SNP podzielit doktadnie izolaty w tym jednorodnym kladzie na polskie, greckie oraz

izolaty z innych krajow (Rysunek 30). Podsumowujac, chociaz pokrewne szczepy K. pneumoniae ST11
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nalezace do kladu podstawowego wystgpowaly globalnie (Rysunek 29), analizowany genotyp pojawil si¢
gtéwnie w Europie, zwlaszcza w jej srodkowo-poludniowej czgsci. W pracy wykazano miedzynarodowy

charakter linii, z udokumentowanym potencjalem epidemicznym w Polsce i w Grecji.

KN21221 ST11
-(KN21 388 ST11
KN21387 ST11

KN21400 ST11

— KN21376 ST11

KN21412 ST11
|:[ KN21224 ST11
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{— KN20607 ST11
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34
36
25
25
27
32
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32

%006

Rysunek 30. Drzewo filogenetyczne rdzenia genomu K. pneumoniae skonstruowane przy uzyciu genow rdzeniowych
genomow, ktore znalazly si¢ w tym samym kladzie, co genomy zsekwencjonowane w ramach rozprawy. Pochodzenie
izolatow wyroznia kolorystyka czcionek w drzewie: jasno niebieski - Polska, szary — Grecja, rozowy — USA, zielony —
Indie, pomaranczowy — Hiszpania, ciemno niebieski - Czechy, niebieski - Stowacja. Typ sekwencji (ST) jest wskazany
dla kazdego izolatu, po nazwie izolatu. Wystepowanie genu blaxpm-1 pokazano na heatmapie po prawej stronie
(czarny - obecny, szary - brak). Obok umieszczono macierz roznic w polimorfizmach pojedynczych nukleotydow
(SNP). Pasek skali pokazany w lewym dolnym rogu przedstawia Srednig liczbe podstawien na miejsce

0.6.4.2. Analiza plazmidow i rezystomy

Przedstawiona analiza genomiczna dostarczyta nowych danych na temat zawartosci plazmidow
w genotypie K. pneumoniae NDM-1, pochodzacych od pacjentow hospitalizowanych w Polsce
w odniesieniu do wybranych szczepow z innych regiondéw $wiata o tym samym typie sekwencyjnym.
Podstawowe dane epidemiologiczne i rezystomy (nabyte zbiory genow opornosci) izolatow
K. pneumoniae NDM-1 ujetych w badaniu zostaly zaprezentowane w tabeli 39, za$ dane o calej puli
zgromadzonych szczepéw K. pneumoniae w ramach tego badania w tabeli S8, umieszczonej
w materiatach dodatkowych. Lacznie w 8 polskich izolatach K. pneumoniae NDM-1 wykryto 8 replikonéw,
podzielonych na 4 profile, ktore niosg od 1 do 6 replikonéw kazdy (Tabela 39). Przewazajacym replikonem
byt IncFII/pKPX-1 obecny w 7 izolatach oraz replikony IncFIB(K) i IncFII(K) obecne w 6 tych samych
izolatach (podobnie jak w przypadku najblizszych mi¢dzynarodowych krewnych; Rysunek 30). Lacznie,
w 8 polskich i 16 innych migdzynarodowych izolatach K. pneumoniae NDM-1 wykryto 24 replikony, ktore
zostaty podzielone na 17 profili, ktére zawieraly od 1 do 6 replikondéw kazdy (Tabela 39), co pokazuje
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zroznicowanie bakterii K. pneumoniae. Przewazajacymi replikonami byly IncFIB(K) i IncFII(K), obecne

odpowiednio w 19 i 18 izolatach, przy czym 18 izolatéw posiadato oba.

W 8 polskich izolatach K. pneumoniae NDM-1 wykryto od 5 do 10 nabytych gendw oporno$ci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe (Tabela 39). Wszystkie badane izolaty wykazaly obecno$¢ genow
kodujacych B-laktamazy, aminoglikozydy oraz trimetoprim. Obecno$¢ gendow kodujacych fenikole oraz
sulfonamidy odnotowano dla 7 izolatow. Z 20 roéznymi profilami gendw, rezystomy 24 izolatow
K. pneumoniae NDM-1 byly glownym aspektem ich réznorodnosci, gléwnie z powodu wielu kombinacji
osmiu genow kodujacych B-laktamazy i 12 gendéw kodujacych enzymy modyfikujace aminoglikozydy
(AME) (Tabela 39). Rezystomy zawieraly od 3 do 17 nabytych genow, a przeci¢tny izolat miat ich 9,5.
Wigkszo$¢ genow byla pochodzenia plazmidowego; jednakze jednoznaczne przypisanie genow do
poszczegodlnych plazmidow mogloby by¢ mozliwe tylko w przypadku izolatow z sekwencja o dlugim

odczycie.
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6.6.4.3. Serotypy i wirulomy

Antygeny K i O polskich izolatéw badanych w ramach rozprawy doktorskiej zidentyfikowano
odpowiednio jako KL.24 i O2 wariant 1 (O2v1). Pod wzgledem antygenu K i O, szczepy te nie roznity si¢
od dziewigciu szczepow pochodzacych z Grecji, jednego z Polski i jednego z USA (Tabela 40), natomiast
byly rézne od pozostatych szczepéw miedzynarodowych (Tabela 40). Réznorodnos¢ serotypow wszystkich
analizowanych szczepow o typie sekwencyjnym ST11 byla wysoka, zgodnie z wcze$niejszymi
doniesieniami [161]; jednakze wiedza na temat dystrybucji antygenu K / O w typie sekwencyjnym ST11
jest do tej pory niewielka.

Geny zwigzane z wirulencja (Tabela 40) to chromosomalne operony mrkABCDF i1 mrkHIJ,
odpowiedzialne za fimbrie typu 3 zaangazowane w adhezj¢ i tworzenie biofilmu oraz chromosomalny
operon fimABCDEFGHIK, odpowiedzialny za fimbrie typu 1, rowniez zaangazowany w adhezj¢. Inna
grupa zidentyfikowanych genéow kodujacych czynniki wirulencji obejmowata operon ybtSXQPA-irp2-irp1-
ybtUTE-fyud, odpowiedzialny za syntez¢ i sekrecj¢ yersiniabaktyny, sideroforu nadreprezentowanego
w hiperwirulentnych i inwazyjnych szczepach K. pneumoniae, gen iroE kodujacy salmocheling oraz geny
fepA, fes, entF, fepCGD, fepB, entCEBA 1 ybdA odpowiedzialne za syntezg i sekrecj¢ enterobaktyny.
Te same geny kodujace czynniki wirulencji stwierdzono w badanych o$miu izolatach, dziewigciu szczepach
z Grecji oraz pojedynczych szczepach z Turcji, Norwegii, Rumunii i Polski. Wyjatek stanowity dwa szczepy
K. pneumoniae NDM-1 z Pakistanu i USA, ktére nie posiadaty genow odpowiedzialnych za syntezg
i sekrecj¢ yersiniabaktyny.
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6.6.4.4.ICEKp

Okreslono czgsto$¢ wystgpowania integracyjnych elementow koniugacyjnych (ICEKpl
1 ICEKp2) w izolatach klinicznych K. pneumoniae. ICE sa powszechnie uznawane za przyczyniajace si¢ do
rozprzestrzeniania opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe i gendéw wirulencji wchodzacych
w sktad wysp patogenicznosci. ICEKp! zidentyfikowano w 46 (45,5%) szczepach mi¢dzynarodowych
i 8 (100%) szczepach badanych w ramach rozprawy. ICEKp2 byl obecny w 99 sposréd 101 genomoéw
migdzynarodowych i we wszystkich genomach zsekwencjonowanych w ramach rozprawy. Jego obecnos¢
nie byla skorelowana z ICEKp1 (Tabela 41).

Tabela 41. Wystepowanie i wspotwystepowanie elementow koniugacyjnych ICEKpl i ICEKp2 w genomach
K. pneumoniae

Integracyjne elementy koniugacyjne Genomy miedzynarodowe (n =101) Genomy PL (n =8)
ICEKpl 46 8
ICEKp2 99 8
ICEKpl+ ICEKp2 44 8

Wsréd szezepow K. pneumoniae NDM-1 zidentyfikowano wspotwystepowanie w przypadku 21
(87,5%) szczepow, z czego 10 z 11 blisko spokrewnionych z badanymi w ramach rozprawy szczepami byto
nosicielami obu ICEKp. Obecnos¢ ICEKp2 korelowata z wystgpowaniem ICEKpl dla szczepow
K. pneumoniae NDM-1. Dodatkowo, obecno$¢ w analizie genoméw dwoch blisko spokrewnionych typow

sekwencji, sugeruje stabilne dziedziczenie ICEKp2.

Wsrod badanych szczepow K. pneumoniae NDM-1, ICEKp2 nie wspotwystepowal z plazmidem
niosacym geny rmpA i rmpA2 kodujace tzw. czynnik $luzowy, ktore sg zwigzane z nadmierng ekspresja
otoczek typu K1 lub K2 i zwigkszong wirulencja [132,152]. Natomiast siedem mig¢dzynarodowych
szczepow K. pneumoniae posiadajacych plazmid z genami rmpA i rmpA2 zawsze posiadato ICEKp2 oraz

czg$ciowy (n =5) lub catkowity (n = 2) element ICEKp! (Rysunek 31).
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KNG988 ST11
KN14299 ST258
KN1400178 ST258

* KN1400182 ST258
KN1328423 ST258
KN13096 ST258
KN14368 ST258
KN1757 ST258

* - KN5623 ST258

+ +KN19872 ST11
« +KN19874 ST11
KN21570 ST11

KN21423 ST11
* KN21420 ST11
KN21238 ST11
KN6983 ST11

KN21507 ST11
KN21511 ST11
KN5636 ST11

+ +KN20456 ST11
+ *KN12786 ST11
+ +KN20499 ST11
KN21221 ST11

+ +KN21400 ST11
+ +KN21376 ST11
KN21412 ST11
KN21411 ST11
+ +KN21224 ST11
* +KN21967 ST11
KN7213 ST11

KN7212 ST11

* +KN19957 ST11
KN20607 ST11
KN20537 ST11
KN20452 ST11
KN20534 ST11
+ +KN20454 ST11
* +KN20470 ST11
KN20531 ST11
KN20617 ST11

* +KN21460 ST11
* *ND_32 ST11
+ *ND_34 ST11
+ *ND_33 ST11
* *ND_88 ST11
* *ND_96 ST11
« +ND_27 ST11
« «ND_111ST11
KN21932 ST11

KN20569 ST11
KN18530 ST11
* *KN18517 ST11
KN20804 ST11
KN20779 ST11

KN20662 ST11
+ +KN21306 ST11
KN21445 ST11
KN21466 ST11
KN21378 ST11
KN21217 ST11
KN21384 ST11
* *KN21391 ST11
KN22010 ST11

KN21345 ST11
+ +KN21403 ST11
KN21178 ST11
KN21447 ST11
KN21317 ST11
KN21316 ST11
KN21333 ST11
+ +KN21320 ST11
KN21321 ST11

Rysunek 31. Wystgpowanie integracyjnych elementow koniugacyjnych (ICEKp1 i ICEKp2) w izolatach klinicznych
K. pneumoniae. Drzewo filogenetyczne rdzenia genomu wygenerowane dla 109 izolatow K. pneumoniae (8 izolatow
zsekwencjonowanych w ramach rozprawy i 101 z publicznej bazy danych). Kolor izolatu odpowiada obecnosci lub
braku genu blanpm-1 (czerwony — obecny, czarny — nieobecny). Typ sekwencji (ST) jest wskazany dla kazdego izolatu,
po nazwie izolatu. Wystepowanie i wspotwystepowanie ICEKp1 i ICEKp?2 (genow markerowych) pokazano na
heatmapie po prawej stronie (czarny - obecny, szary - nieobecny). Geny zwiqzane z wirulencjq rmpA i rmpA2 zostaly
rowniez wigczone do analizy w celu okreslenia ich korelacji z obecnosciq / brakiem ICEKp1 i ICEKp?2. Pasek skali
pokazany w lewym dolnym rogu przedstawia sSrednig liczbe podstawien na miejsce

6.6.5.DYSKUSJA

W ostatnich latach doszto do lawinowego wzrostu ilosci zglaszanych przypadkéw i ognisk
epidemicznych wywotywanych przez szczepy K. pneumoniae, zardbwno szczepy ESBL+, jak i szczepy

produkujace karbapenemazy KPC oraz MBL. Zdolno$¢ utrzymywania si¢ tych nowych wariantow
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szczepow w rodzinie Enterobacteriaceae, tzw. CPE (ang. carbapenemase-producing Enterobacteriaceae)
w Srodowisku szpitalnym, a takze zdolno$¢ rozprzestrzeniania si¢ mi¢dzy pacjentami sprawita, ze szczepy
K. pneumoniae staly si¢ powaznym problemem szpitali zarowno w Polsce, jak i na $wiecie. Najwigkszym
zagrozeniem epidemicznym w §rodowisku szpitalnym staty si¢ szczepy K. pneumoniae produkujace nowy
wariant metalo-f-laktamaz, szczepy K. pneumoniae NDM-1. Z powoddéw epidemicznych (bardzo szybkie
rozprzestrzenianie si¢, trudna eradykacja), a takze klinicznych (wielolekooporno$é¢, ograniczone opcje
terapeutyczne) szczepy K. pneumoniae NDM-1 stanowia wigkszy problem w srodowisku szpitalnym niz
szczepy ESBL. Przezywalnos$¢ szczepow K. pneumoniae NDM-1 na rgkach wynosi do 120 minut, za$
w miejscach wilgotnych od kilku godzin do nawet dwoch lat [247]. Ponadto nosicielstwo szczepoéw
K. pneumoniae NDM-1 w przewodzie pokarmowym wystepuje u 5-38% pacjentdéw i moze si¢ ono
utrzymywaé ponad dwa lata [248]. Najdtuzszy okres nosicielstwa, wynoszacy 40 miesi¢gcy zaobserwowano
w jednym z niemieckich szpitali, w ktorym wystapito ognisko epidemiczne bakterii K. pneumoniae
produkujacej karbapenemaze [249]. W wigkszosci opublikowanych prac dotyczacych ognisk
epidemicznych K. pneumoniae produkujacej karbapenemazg, okoto 2/3 szczepé6w pochodzi z nosicielstwa
w przewodzie pokarmowym, pozostale sg izolowane z objawowych zakazen [247]. W opisanym
w rozprawie ognisku epidemicznym wywotanym szczepami NDM-1 (01/2018-04/2018), pig¢ szczepow
wyizolowano z przypadkow bezobjawowej kolonizacji (asymptomatyczna bakteriuria), a tylko jeden izolat
pochodzit z objawowego ZUM. Szczep o numerze 1, wyizolowany od pacjenta w 2016 r. i szczep o numerze
8 pochodzacy od pacjenta z innego szpitala byly odpowiedzialne za objawowe zakazenia uktadu
moczowego, ale nie stwierdzono dla nich pochodzenia epidemicznego. Prawdopodobnie pacjenci ci byli
skolonizowani szczepami K. pneumoniae NDM-1, ktore w niekorzystnym dla nich momencie wywotaty

ZUM.

Szczepy K. pneumoniae NDM-1 stanowig niebezpieczenstwo zarowno ze wzgledu na
wystepowanie genu blanpm-1 na plazmidzie, co sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ w srodowisku, ale takze ze
wzgledu na oporno$¢ na wszystkie B-laktamy, fluorochinolony, bardzo czgsto aminoglikozydy oraz
kotrimoksazol. Oporno$¢ na niektore grupy antybiotykdéw jest wynikiem wystepowania gendéw opornosci
na plazmidzie w sasiedztwie genu blanpm-1 [182]. Opcje terapeutyczne w przypadku zakazen szczepami
NDM-1 sa bardzo ograniczone, co wptywa na wzrost $miertelnosci wsrod pacjentéw. Analiza lekoopornosci
szczepow zaprezentowanych w rozprawie wykazata bardzo wysoki stopien opornosci na wiele grup
antybiotykéw oraz rdéznice w stopniu opornosci na rézne karbapenemy. Szczepy wykazywaly wrazliwos¢
na amikacyng lub kolistyng lub sulfametoksazol, ale nie zaleca si¢ monoterapii tymi lekami. Wskazane jest
natomiast stosowanie terapii wielolekowej z karbapenemem, pod warunkiem wykonania antybiogramu
z oznaczeniem MIC [182,246,250]. Wszystkie badane w pracy szczepy wykazywaly oporno$¢ na
penicyliny, inhibitory B-laktamaz, cefalosporyny oraz fluorochinolony. Szczepy charakteryzowaly si¢
zmienng wrazliwo$cig w przypadku aminoglikozydow, sulfametoksazolu oraz tygecykliny. Obecnos$¢ genu
blaxom-1 u wszystkich badanych szczepéw potwierdzono metoda molekularng. Swiadomos¢ zagrozenia,
jakie niosg szczepy NDM-1, sklonita do wdrozenia do rutynowej diagnostyki metod wykrywajacych
karbapenemazy oraz do prowadzenia badan przesiewowych [246]. W pracy Maczynskiej i wsp. odnotowano
zawodnos$¢ metod fenotypowych, dla ktorych nie wykryto obecnosci karbapenemazy NDM-1, pomimo
obecnosci genu blanpm-1 wykrytego metoda molekularng [251]. Najprawdopodobniej wynika to ze
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zmniejszonej ekspresji genu na podtozach bez antybiotyku lub matej liczby kopii plazmidu zawierajacego
ten gen. Niestety, wickszo§¢ szpitalnych laboratoriow mikrobiologicznych nie ma mozliwosci

potwierdzenia obecnosci karbapenemaz NDM-1 metoda genetyczna.

Analiza pokrewienstwa genetycznego metodg typowania genetycznego PCR MP, wykazata bardzo
wysoki stopien podobienstwa (P; = 97%) pomigdzy czterema badanymi izolatami K. pneumoniae NDM-1
(nr 4R, 53B, 32K, 33K), co sugeruje ich pochodzenie klonalne. Prawdopodobnie s3 one szczepami
epidemicznymi wywodzacymi si¢ z jednego ogniska. Dwa izolaty o numerze 16K i 46B byly
niespokrewnione z ogniskiem epidemicznym. Szczep numer 16K (ND32) byl wyizolowany od pacjenta
hospitalizowanego uprzednio w Warszawie i przetransportowanego do kliniki w Gdansku w 2016 roku
(pacjent z ZUM, ale bez przeszczepu nerki). Szczep numer 46B (ND24) zostat wyizolowany od pacjenta po
przeszczepieniu nerki w 2018 roku i najprawdopodobniej na jego wielooporno$¢ miata wplyw stosowana
dlugotrwala antybiotykoterapia. Pacjent mogt by¢ wezesniej nosicielem szczepu NDM-1 pochodzacego

z innego zrodia.

Poréwnanie wzorow pokrewienstwa genetycznego i lekoopornosci wykazato, ze mozna uzyskaé
roézne wzory antybiogramow dla szczepow pochodzacych z tego samego klonu, i odwrotnie, bardzo podobne
antybiogramy przy braku pokrewienstwa genetycznego. Jest to powszechne zjawisko, najprawdopodobnie;j
wynikajace z plazmidowego charakteru opornosci szczepow Klebsiella NDM-1, ktore w tatwy sposob moga
przekazywac plazmid niosacy gen NDM-1 innej bakterii, a takze nabywa¢ inne plazmidy noszace geny
opornosci  [173,182]. Szczep numer 16K (ND32), pomimo braku podobiefistwa genetycznego,
charakteryzowat si¢ bardzo zblizonym wzorem opornosci jak szczep numer 53B (NDS8S8). Szczepy
genetycznie spokrewnione moga charakteryzowac si¢ zmienng opornoscia na poszczegélne antybiotyki co
zostatlo potwierdzone w tej rozprawie. Dwa szczepy o numerach 3R (ND33) i 4R (ND34)
pochodzace od tego samego pacjenta i nalezace do tego samego klonu, w zakresie opornosci roéznity sig¢
w stosunku do amikacyny. Bardziej oporny byl szczep izolowany z drog moczowych, co moze wynikac
z nabycia gendw opornosci juz w trakcie terapii. Ze wzgledu na wspotistnienie réznych mechanizmow
opornosci, a takze r6zng ilo$¢ kopii plazmidow niosacych gen NDM-1, analiza podobienstwa uzyskanych
antybiogramow u pateczek Klebsiella NDM-1 moze nie odzwierciedla¢ pokrewienstwa genetycznego

SZCZEepOW.

Od 2012 roku w Polsce zauwaza si¢ ckspansj¢ szczepow Klebsiella pneumoniae o typie
sekwencyjnym ST11, produkujacych karbapenemazy NDM-1 [252]. Z wykorzystaniem sekwencjonowania
i analizy MLST, potwierdzono przynalezno$¢ badanych szczepoéw rowniez do klonu ST11. Poprzednie
polskie badania epidemiczne szczepéw K. pneumoniae NDM-1 o typie sekwencyjnym STI11,
wyizolowanych w latach 2012-14 oraz 2015-16, ujawnity powszechng obecnosé¢ plazmidéw podobnych do
IncFII / pKPX-1 oraz wysoka prewalencje, ale takze czgste rearanzacje IncRs [252,253]. Przedstawiona
tutaj analiza dostarczyla danych na temat zawartosci plazmidow w genotypie epidemii wérdd pacjentow
z ZUM jednego oddziatu szpitalnego Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewngtrznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Przewazajacym replikonem byt IncFII / pKPX-1. Badanie
ujawnilo cechy genomiczne linii K. pneumoniae ST11 NDM-1, ktorej ekspansja w Polsce jest jednym
z najbardziej spektakularnych, ostatnich zjawisk epidemiologii CPE w Europie. Potwierdzono klonalny typ

ogniska epidemicznego. Bakterie te charakteryzowaty si¢ obecno$cia niewielu, ale bardzo waznych
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czynnikéw wirulencji. Ponadto, wykazywaly ré6zne mechanizmy opornosci, ktorych réznorodnos¢ byta
spowodowana zmianami zawarto$ci plazmidéw i rearanzacjami. Badania filogenetyczne wykazaty ich
wysokie pokrewienstwo ze szczepami, ktore wywotaly w przesztosci epidemi¢ w Grecji [254]
1 rozprzestrzenily si¢ na inne kraje. W niniejszej rozprawie doktorskiej potwierdzono, ze ta linia
K. pneumoniae ST11 NDM-1 reprezentuje genotyp wysokiego ryzyka, a przedstawiona w rozprawie analiza

dostarcza podstawowych danych do jej przyszlej identyfikacji i $ledzenia.

Nabycie 1 rozprzestrzenianie si¢ gendow zwigzanych z opornoscia na  $rodki
przeciwdrobnoustrojowe i zjadliwoscia jest utatwione dzigki pewnym typom ruchomych elementéw
genetycznych (MGE, ang. mobile genetic element), takich jak plazmidy, sekwencje insercyjne, transpozony,
integrony i zwiazane z nimi kasety genow, profagi, ICEs oraz wyspy genomowe [255]. MGE s3 zdolne do
poziomego przenoszenia genow, a zatem s3 potencjalnymi czynnikami rozprzestrzeniania gendéw
zjadliwosci lub opornosci na drobnoustroje. K. pneumoniae przenosi wiele MGE, z ktoérych dwa sa zwigzane
z wirulencja: ICEKpl- chromosomalna wyspa o wielkosci 62 kb zintegrowana z tRNAasn oraz plazmid
pLVPK. Elementy te wystepuja czgsciej w izolatach odpowiedzialnych za choroby inwazyjne [256].
Dodatkowo, pLVPK ma wplyw na typ wytwarzanej otoczki [257]. ICEKpl jest obecny w jednej trzeciej
izolatow klinicznych i czg$ciej jest wykrywany w szczepach inwazyjnych. Ponadto, ICEKpl zapewnia
réznorodno$¢ genetyczng i umozliwia rozprzestrzenianie si¢ genéw zwigzanych z wirulencja. Czgstos¢

wystepowania ICEKp! wsrod badanych izolatoéw wynosita 49,5%.

Co ciekawe, oprocz ICEKpl analiza ujawnita powszechng obecno$¢ drugiego elementu
integracyjnego - ICEKp2 [256,258]. ICEKp2, to chromosomalna wyspa zintegrowana z tRNAphe
o wielkosci 56 kb. Farzand i wsp. wykazali w swoich badaniach ograniczenie dystrybucji ICEKp2 do
izolatow w USA, Wielkiej Brytanii i Azji [213]. Ponadto czgstos¢ wystgpowania elementu ICEKpl byta
wyzsza dla niektorych typow sekwencyjnych, na przyktad w 100% znajdywano go w typach sekwencyjnych
ST45, ST353 1 ST105 w porownaniu z 36% w typie sekwencyjnym ST15, co moze sugerowac starsze
pochodzenie i/ lub wigkszg mobilno$¢ ICEKp1 w porownaniu z ICEKp2. Z kolei ICEKp2 byt ograniczony
do blisko spokrewnionych typoéw sekwencyjnych K. pneumoniae. W przedstawionej w rozprawie analizie
ICEKp2 nie byt ograniczony do izolatow z wyzej wymienionych krajow i byt pozytywnie skorelowany
z badanymi typami sekwencji ST11 i ST258, ktore sa blisko spokrewnione. Typy te sa zwigzane
z epidemiami szczepdéw niosgcych opornos¢ na karbapenemy w Chinach i USA. ICEKp2 byt obecny

w izolatach zaroéwno z i bez ICEKpl.

Typ otoczki wptywa na efektywnos$¢ poziomego transferu genow [259]. W szczegolnosci szczepy
wykazujace obecnos¢ sluzowych typoéw otoczek, takich jak K1 1 K2, maja wigcej gendow pomocniczych oraz
typy te, prawdopodobnie wskazuja na bardziej efektywny poziomy transfer genow [133]. W przedstawione;j
analizie ICEKp2 wystgpowal we wszystkich szczepach o fenotypie $luzowym. Z kolei typy otoczek
$luzowych nie byty pozytywnie zwiazane z elementem ICEKp1 (tylko 5 sposrdd 7 izolatow byto nosicielami
czgsciowego elementu ICEKp1) (Rysunek 31).

Podsumowujac, obecnos¢ elementu ICEKp2 jest powszechna wsrod izolatow klinicznych
K. pneumoniae NDM-1 o typie sekwencyjnym STI11 (23 na 24 analizowane szczepy) i1 czgsto
wspotwystepuje z ICEKpl (w 87,5% badanych przypadkoéw). ICEKp2 jest powigzany gldwnie
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z epidemiami w USA 1 rzadko jest kojarzony z izolatami z Polski. Obecno$¢ mob2 z ICEKp2 zwigksza
mobilizacj¢ wspotwystepujacego ICEKpl1, zwigkszajac zakres interakcji ulatwiajacych rozprzestrzenianie
si¢ wirulencji i opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe poprzez poziomy transfer genow [213,260].
Od 2016 roku w Polsce doszto do niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ szczepow K. pneumoniae
NDM-1, a ich wystgpowanie raportuje si¢ we wszystkich wojewodztwach [252,253]. Wieloopornosé
bakterii a takze brak nowych skutecznych antybiotykow zmniejsza szans¢ powodzenia terapeutycznego
w leczeniu zakazen. Konieczna jest wigc prewencja, a w szczegolnosci badania przesiewowe i odcinanie
drog transmisji epidemicznych klonow poprzez higien¢ rak i izolacj¢ pacjentow zakazonych oraz
skolonizowanych. Niezb¢dne sg takze badania naukowe: wykrywanie, analiza i §ledzenie rozprzestrzeniania

si¢ w roznych rejonach Polski epidemicznych klonow K. pneumoniae NDM-1.

6.7. Badanie ekspresji genow

6.7.1.Badanie ekspresji genéw fimbrii typu 1 w réznych warunkach wzrostu
K. pneumoniae z zastosowaniem metody PCR-RFLP

Fimbrie typu 1 odgrywaja wazna rol¢ w adhezji do komorek pecherza moczowego oraz biora udziat
w tworzeniu biofilmu w pgcherzu moczowym. Ekspresja fimbrii typu 1 jest regulowana przez odwracalny
element DNA zawarty w obrebie promotora glownego genu kodujacego podjednostke fimbrialng, fimA.
Wykazano, ze do regulowania ekspresji fimbrii typu 1, bakterie K. pneumoniae moga wykorzystywac
bodzce srodowiskowe [137]. W celu oceny wptywu roznych warunkoéw wzrostu na ekspresje genéw fimbrii
typu 1 przeprowadzono test oparty o PCR-RFLP shuzacy do okreslenia orientacji przetacznika fazowego
fim bakterii K. pneumoniae. Orientacj¢ przetacznika fazowego zbadano poprzez amplifikacj¢e PCR regionu
przetacznika fazowego operonu fim o wielkosci 817 pz i trawienie amplikonu enzymem restrykcyjnym
Hinfl. Uzyskano charakterystyczne wzory restrykcyjne §wiadczace o tzw. orientacji przelacznika fazowego,
oznaczajace wiaczenie/ON (dwa produkty o dtugosciach: 605 i 212 pz) lub wylaczenie/OFF (dwa produkty
o dhugosciach: 496 i 321 pz) ekspresji fimbrii typu 1.

Przeprowadzono badanie zmiennosci fazowej przelacznika fim dla szczepu K. pneumoniae o nr 1K
podczas hodowli w réznych warunkach wzrostu (Tabela 42). Wykazano, ze w hodowli na bulionie
odzywczym (LB) z wytrzasaniem, tylko w fazie wzrostu logarytmicznego bakterie mialy przetacznik
fazowy w pozycji wylaczonej OFF. W tych samych warunkach hodowli, ale w pdznej fazie stacjonarnej,
stwierdzono wystgpowanie mieszanej populacji bakterii z orientacjg przetacznika fazowego w pozycji ON
i1 OFF (Tabela 42). Mieszana populacja bakterii zawierata wigc komorki bakterii, dla ktérych mozliwa byta
ekspresja genow zaangazowanych w syntez¢ fimbrii typu 1 i tworzenie biofilmu bakteryjnego.
W kulturach hodowanych statycznie, zard6wno na podtozu statym, jak i w pozywce ptynnej, wykryto jedynie
orientacj¢ OFF i to zarowno dla probek pobranych z hodowli z fazy wzrostu logarytmicznego, jak i z fazy

stacjonarne;j.
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Tabela 42. Orientacja przelqcznika fim dla szczepu K. pneumoniae o numerze 1K w roznych warunkach hodowli
in vitro

Warunki hodowli Orientacja przelacznika fim
Faza wzrostu Faza stacjonarna Czterokrotne Hodowla 96
wykladniczego pasazowanie godzinna
Statyczna hodowla OFF OFF OFF OFF
ptynna LB
Hodowla ptynna LB OFF ON-OFF ON-OFF ON-OFF
Z wytrzasaniem
Hodowla na ND OFF OFF OFF
podiozu statym LA

OFF — orientacja przetacznika fazowego w pozycji wylaczonej, ON - orientacja przelacznika fazowego w pozycji wiaczonej,
ND - brak danych

Wykazano, ze przedtuzony wzrost hodowli statycznych, zardwno zastosowanie czterokrotnych
pasazy na nowg pozywke, jak i hodowla trwajaca 96 godzin, nie zmienia polozenia przelacznika, ktory
pozostaje w orientacji OFF. W przeciwienstwie do hodowli z wytrzasaniem, dla ktorej przetacznik fazowy

wystepowal w obu orientacjach (ON/OFF) w tych samych warunkach wzrostu bakterii.

Wykazano réwniez, ze zmiana orientacji przelacznika fazowego dla fimbrii typu 1 w réznych
warunkach hodowli roznita si¢ pomigdzy klinicznymi szczepami K. pneumoniae z grupy kontrolne;.
Badaniu poddano trzy szczepy o numerach 1K, 5K i 13K. W szczepie o numerze 5K orientacja OFF byla
wykrywana w hodowli na bulionie odzywczym (LB) z wytrzasaniem w fazie pdzno-stacjonarnej, po
czterokrotnym pasazowaniu oraz po wydluzonej 96 godzinnej hodowli (Rysunek 32). Dla szczepow
o numerach 1K i 13K, orientacja przetacznika fazowego w warunkach hodowli na bulionie
z wytrzasaniem byta w pozycji OFF dla wyktadniczej fazy wzrostu i w pozycji ON dla hodowli stacjonarnej,

czterokrotnie pasazowanej oraz trwajacej 96 godzin (Rysunek 32).

5K 1K 13K
M a b c d a b c d a b c d

600 pz 605 pz

500 pz 496 pz —
400 pz OFF ON
300 pz 321 pz —
200 pz 212 pz

100 pz

Rysunek 32. Orientacja przetgcznika fazowego dla operonu fim, dla trzech wybranych szczepow K. pneumoniae
(szczepy o numerach 1K, 5K i 13K) po hodowli w pozywce ptynnej z wytrzqsaniem (a) z wyktadniczej fazy wzrostu
bakterii, (b) z fazy pozno-stacjonarnej, (c) po czterokrotnym pasazu, (d) trwajgcej 96 godzin. Orientacja wylgczona
,,OFF” odpowiada prgzkom o wielkosci 496 pz i 321 pz, zas wigczona ,,ON " prgzkom o wielkosci 605 pz i 212 pz.
M - marker wielkosci DNA

6.7.2.Badanie heterogeniczno$ci w ekspresji genéw fimbrii typu 1 szczepéw
klinicznych K. pneumoniae z zastosowaniem metody PCR-RFLP

Sposrdd 61 izolatdow K. prneumoniae wyizolowanych od pacjentéw z grupy badanej, 11 (18%)
izolatow nie wytworzyto produktu PCR zawierajacego element odwracalny o wielkosci 817 pz.
W przypadku 36 izolatow od pacjentow z grupy kontrolnej, 4 (11,1%) izolaty nie wytworzyty produktu
PCR. Nastgpnie oceniono zdolno$¢ komorek bakteryjnych do wyrazania fenotypu wigzacego D-mannoz¢
na podstawie ich zdolnosci do aglutynacji komorek drozdzy. Sposréd 50 izolatéw z grupy badanej, ktore
daty pozytywny wynik reakcji PCR, 43 izolaty wykazaly aglutynacj¢ komoérek drozdzy, wykazujac w ten
sposob prawdopodobng zdolnos¢ do ekspresji fimbrii typu 1. W przypadku 32 izolatow z grupy kontrolne;j,
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26 z nich wykazalo aglutynacj¢ komodrek drozdzy. Orientacj¢ przetacznika fazowego dla 50 szczepow
z grupy badanej i 32 szczepdw z grupy kontrolnej okreslono poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym
Hinfl uzyskanych produktow PCR. Wyniki dla szczepow klinicznych K. pneumoniae z grupy kontrolnej
zostaly zaprezentowane w tabeli 43. Z uwagi na dalszy schemat badan prowadzonych dla szczepow
klinicznych K. pneumoniae z grupy badanej, wyniki dla tej grupy zostaly zaprezentowane

w tabeli 45.

Badanie heterogenicznosci w ekspresji fimbrii typu 1 poprzez zmiang orientacji sekwencji
w regionie przelacznika fim wsroéd szczepow klinicznych K. pneumoniae hodowanych w wybranych
warunkach wzrostu, tj. na pozywce plynnej z wytrzasaniem wykazato, ze 29 (47,5%) szczepoéw
K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentéw z grupy badanej oraz 23 (63,9%) szczepy K. pneumoniae
z grupy kontrolnej miato przetacznik fazowy w obu orientacjach. Przetacznik w orientacji wytaczonej/OFF
zaobserwowano w przypadku 21 (34,4%) szczepoéw K. pneumoniae wyizolowanych od pacjentow z grupy
badanej oraz 9 (25,0%) szczepow K. pneumoniae z grupy kontrolnej. W przypadku 5 z 6 izolatow z grupy
kontrolnej niewykazujacych aglutynacji komorek drozdzy zaobserwowano przetacznik fazowy w orientacji
wylaczonej/OFF, za$ dla 1 z tych 6 izolatow przelacznik ustawiony byl w obu orientacjach. W przypadku
6 z 7 izolatow z grupy badanej niewykazujacych aglutynacji komorek drozdzy zaobserwowano przetacznik
fazowy w orientacji wytaczonej/OFF, za$ dla 1 z tych 7 izolatow przetacznik w obu orientacjach.

Tabela 43. Wynik badania heterogenicznosci w ekspresji genow fimbrii typu 1 szczepow klinicznych K. pneumoniae
z grupy kontrolnej z zastosowaniem metody PCR-RFLP

Nr ESBL  Obecnos¢ Obecno$¢  Wynik reakeji  Aglutynacja Orientacja przelacznika

izolatu fimbrii fimbrii PCR w tescie komorek fim po calonocnej
typu 1 typu 3 orientacji drozdzy statycznej hodowli
(PCR) (PCR) fimbrii w pozywce plynnej
1K 0 1 1 1 1 ON-OFF
2K 0 1 1 1 1 OFF
3K 1 0 1 0 0 -
4K 0 1 1 1 1 ON-OFF
5K 1 1 1 1 1 OFF
6K 0 1 1 1 1 ON-OFF
7K 1 1 1 1 1 OFF
8K 1 1 1 1 1 ON-OFF
IK 1 0 0 0 0 -
10K 1 1 1 1 1 ON-OFF
11K 0 1 1 1 1 ON-OFF
12K 1 1 1 1 1 ON-OFF
13K 1 1 0 1 1 ON-OFF
14K 0 1 1 1 0 OFF
15K 1 1 1 1 1 ON-OFF
16K NDM 1 1 1 1 ON-OFF
17K 0 1 1 1 1 ON-OFF
18K 0 1 1 1 0 OFF
19K 1 1 1 1 1 ON-OFF
20K 0 1 1 1 0 OFF
21K 0 1 1 1 1 ON-OFF
22K 1 1 1 1 1 OFF
23K 1 1 1 1 1 ON-OFF
24K 1 1 1 1 0 OFF
25K 1 1 1 1 1 ON-OFF
26K 1 0 1 0 0 -
27K 1 1 1 1 1 ON-OFF
28K 0 0 1 0 0 -

—_
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Nr ESBL  Obecnos¢ Obecno$¢  Wynik reakeji  Aglutynacja Orientacja przelacznika

izolatu fimbrii fimbrii PCR w tescie komorek fim po calonocnej
typu 1 typu 3 orientacji drozdzy statycznej hodowli
(PCR) (PCR) fimbrii w pozywce plynnej
29K 0 1 1 1 0 OFF
30K 0 1 1 1 1 ON-OFF
31K 1 1 1 1 1 ON-OFF
32K NDM 1 1 1 1 ON-OFF
33K NDM 1 1 1 1 ON-OFF
34K 1 1 1 1 1 ON-OFF
35K 0 1 0 1 0 ON-OFF
36K 0 1 0 1 1 ON-OFF

OFF - orientacja przetacznika fazowego w pozycji wylaczonej, ON - orientacja przetacznika fazowego w pozycji wiaczonej, 1 - wynik
pozytywny, 0 - wynik negatywny

6.7.3.Badanie ekspresji fimbrii typu 1 szczepéw K. pneumoniae wobec ekspozycji
na leki immunosupresyjne z zastosowaniem testu przelacznika fazowego

Celem badania byto sprawdzenie zmiennos$ci fazowej przetacznika fim bakterii K. pneumoniae
pod wptywem ekspozycji na leki immunosupresyjne (cyklosporyna i tacrolimus) (Tabela 44). Wykazano,
ze zmiana fazy fimbrii typu 1 w hodowli ptynnej w obecnosci lekéw immunosupresyjnych réznita sig
miedzy klinicznymi szczepami K. pneumoniae z grupy kontrolnej. W przypadku dwoch szczepow
o numerach 1K i 13K nie zaobserwowano réznic w pozycji przelacznika mi¢dzy hodowla kontrolng bez
leku i hodowlami w obecnosci lekow immunosupresyjnych o réznych stezeniach. W szczepach tych,
orientacja wlaczona/ON byta wykrywalna rowniez w hodowlach z dodatkiem lekéw immunosupresyjnych
we wszystkich testowanych stezeniach. Wykazano, ze obecnos¢ cyklosporyny w stezeniu terapeutycznym
(200 pg/l) i wyzszym (600 pg/l), wptyneta na pojawienie si¢ przetacznika fazowego w obu orientacjach
w przypadku szczepu o numerze SK.

Tabela 44. Orientacja przelqcznika fim dla trzech wybranych szczepow K. pneumoniae po calonocnej hodowli
w pozywce plynnej z wytrzgsaniem w obecnosci lekow immunosupresyjnych o roznych stezeniach

Warunki hodowli Orientacja przelacznika fim
Szczep nr 5K Szczep nr 1K Szczep nr 13K

Kontrola OFF ON-OFF ON-OFF
Cyklosporyna [100 pg/1] OFF ON-OFF ON-OFF
Cyklosporyna [200 pg/1] ON-OFF ON-OFF ON-OFF
Cyklosporyna [600 pg/1] ON-OFF ON-OFF ON-OFF
Tacrolimus [5 pg/1] OFF ON-OFF ON-OFF
Tacrolimus [10 pg/1] OFF ON-OFF ON-OFF
Tacrolimus [30 pg/1] OFF ON-OFF ON-OFF

OFF - orientacja przetacznika fazowego w pozycji wylaczonej, ON - orientacja przetacznika fazowego w pozycji wlaczonej

Sposrdéd 61 izolatow K. pneumoniae pochodzacych od pacjentow z grupy badanej, dla 50 z nich
sprawdzono wplyw lekéw immunosupresyjnych na zmiang przelacznika fazowego fimbrii typu 1. Wplyw
cyklosporyny na zmiang¢ orientacji przetgcznika fazowego badano dla 8 izolatow, ktore pozyskano od
pacjentow po przeszczepie nerki przyjmujacych cyklosporyng w schemacie immunosupresji. Wykazano, ze
obecnos¢ w hodowli cyklosporyny w stezeniu terapeutycznym (200 pg/l), wplyngta na pojawienie si¢
przetacznika fazowego w obu orientacjach w przypadku 3 szczepow (37,5%). Dla pozostatych 5 szczepow
nie odnotowano zmiany przelacznika wskutek ekspozycji na cyklosporyng w stgzeniu terapeutycznym.
Wplyw tacrolimusu na zmiang orientacji przetacznika fazowego badano dla 42 izolatow, ktore pozyskano

od pacjentéw po przeszczepie nerki przyjmujacych tacrolimus w schemacie immunosupresji. Wykazano, ze
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obecnos¢ w hodowli tacrolimusu w stezeniu terapeutycznym (10 ng/l), wptyngla na pojawienie si¢
przetacznika fazowego w obu orientacjach w przypadku 5 szczepow (11,9%). Dla pozostatych 37 szczepow
nie odnotowano zmiany przelacznika wskutek ekspozycji na tacrolimus w st¢zeniu terapeutycznym.

Tabela 45. Wynik badania ekspresji fimbrii typu 1 dla szczepow klinicznych K. pneumoniae z grupy badanej

hodowanych in vitro bez oraz w obecnosci lekow immunosupresyjnych o stezeniu terapeutycznym z zastosowaniem
metody PCR-RFLP

Nr ESB Cs Ta Obecno§ Obecnos$ Wynik  Aglutynacj  Orientacja  Orientacja

izolat L A c ¢ fimbrii ¢ fimbrii reakcji a komérek  przelacznik  przelacznik
u typu 1 typu 3 PCR drozdzy a fim po a fim po
(PCR) (PCR) w tescie calonocnej calonocnej
orientacj statycznej statycznej
i fimbrii hodowli hodowli
W pozywce z lekiem
plynnej
1B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
2B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
3B 0 0 1 0 0 0 - - -
4B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
5B 1 0 1 1 0 1 + ON-OFF ON-OFF
6B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
7B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
8B 1 0 1 0 1 0 - - -
9B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
10B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
11B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
12B 1 0 1 0 1 0 - -
13B 1 0 1 0 1 0 - - -
14B 0 1 0 1 1 1 - OFF OFF
15B 0 0 1 1 1 1 + OFF OFF
16B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
17B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
18B 1 0 1 0 1 0 - - -
19B 1 0 1 1 1 1 + OFF ON-OFF
20B 1 0 1 1 1 1 + OFF ON-OFF
21B 1 0 1 1 1 1 - OFF OFF
22B 1 1 0 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
23B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
24B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
25B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
26B 1 0 1 1 1 1 - OFF OFF
27B 1 1 0 1 1 1 + OFF OFF
28B 1 0 1 1 1 1 + OFF OFF
29B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
30B 0 0 1 1 1 1 + OFF OFF
31B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
32B 1 0 1 1 0 1 + ON-OFF ON-OFF
33B 0 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
34B 1 0 1 1 1 1 - OFF ON-OFF
35B 0 0 1 0 1 0 - - -
36B 1 0 1 1 1 1 + OFF OFF
37B 1 0 0 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
38B 1 0 1 0 1 0 - -
39B 0 0 1 0 1 0 - - -
40B 1 0 1 0 1 0 - - -
41B 1 1 0 1 1 1 + OFF ON-OFF
42B 0 0 1 1 0 1 + ON-OFF ON-OFF
43B 1 0 1 1 1 1 - OFF ON-OFF
44B 1 0 1 1 0 1 + ON-OFF ON-OFF
45B 1 1 0 1 1 1 + OFF ON-OFF
46B NDM 0 1 1 1 1 + OFF OFF
47B 0 1 0 1 1 1 + OFF OFF
48B 0 0 1 1 1 1 + OFF OFF
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Nr ESB Cs Ta Obecno§ Obecno$ Wynik  Aglutynacj  Orientacja  Orientacja

izolat L A c ¢ fimbrii ¢ fimbrii reakcji a komérek  przelacznik  przelacznik
u typu 1 typu 3 PCR drozdzy a fim po a fim po
(PCR) (PCR) w tescie calonocnej calonocnej
orientacj statycznej statycznej
i fimbrii hodowli hodowli
W pozywce z lekiem
plynnej
49B 0 0 1 1 1 1 + OFF OFF
50B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
51B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
52B 1 0 1 0 1 0 - - -
53B NDM 1 0 1 1 1 - OFF ON-OFF
54B 1 0 1 1 1 1 + OFF ON-OFF
55B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
56B 0 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
57B 0 1 0 1 0 1 + ON-OFF ON-OFF
58B 0 0 1 0 0 0 - - -
59B 1 0 1 1 1 1 + ON-OFF ON-OFF
60B 1 0 1 1 1 1 + OFF OFF
61B 1 0 1 1 0 1 - ON-OFF ON-OFF

OFF - orientacja przetacznika fazowego w pozycji wytaczonej, ON - orientacja przetacznika fazowego w pozycji wiaczonej; 1 - wynik
pozytywny, 0 - wynik negatywny

Cze$¢ wynikow badania ekspresji genéw fimbrii typu 1 w réznych warunkach wzrostu szczepow
K. pneumoniae zostala przedstawiona w formie plakatu podczas Konferencji Naukowej 90 lat Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologow, PTM wczoraj - dzi§ — jutro w Krakowie: “Wplyw lekow immunosupresyjnych na
ekspresje genu fimA dla szczepoéw Klebsiella pneumoniae izolowanych z drég moczowych pacjentow po
przeszczepie nerki.” oraz II Ogélnopolskiej Konferencji '""Drobnoustroje w S§wiecie czlowieka - Drobnoustroje
oportunistyczne" w Bydgoszczy: ,,Badanie ekspresji fimbrii typu 1 Klebsiella pneumoniae izolowanych od

pacjentow po transplantacji nerki.”

6.7.4.DYSKUSJA

Mimo ze K. pneumoniae jest uznawana za jeden z najwazniejszych Gram-ujemnych patogenoéw
oportunistycznych, szczegétowa wiedza na temat mechanizmu powodujacego infekcje jest ograniczona.
Wykazano, ze otoczka i lipopolisacharyd chronig komorke bakteryjna przed uktadem odpornosciowym
gospodarza. Chociaz zdolno$¢ bakterii do przylegania do struktur gospodarza jest ogdlnie uwazana za
niezbedng w rozwoju infekcji bakteryjnych, wiedza na temat wptywu okreslonych czynnikéw adhezji na

zjadliwos$¢ K. pneumoniae jest niewielka.

Fimbrie typu 1 sa szeroko rozpowszechnione wsérdod gatunkow Enterobacteriaceae; jednakze
wigkszo$¢ badan ekspresji i funkcjonalnosci fimbrii typu 1 zostato przeprowadzonych dla E. coli. Chociaz
klastry gendw fim E. coli i K. pneumoniae sa blisko spokrewnione, to nie sg one identyczne, ze wzgledu na
odrebno$¢ serologiczng oraz fakt, ze wykazano znaczace rdéznice w specyficznosci wigzania cukru

i zdolnosci wigzania si¢ z komorkami nablonkowymi [137,139,140].

Odwracalny element DNA posredniczacy w przetgczaniu fazowym ekspresji fimbrii typu 1 zostat
juz zidentyfikowany i scharakteryzowany w kilku badaniach [137,141]. Jednak w tej rozprawie, przetacznik
fim K. pneumoniae zostal zweryfikowany jako odwracalny poprzez poréwnanie orientacji przetacznika

w hodowlach prowadzonych w roznych warunkach wzrostu i pod wplywem ekspozycji na rozne leki
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immunosupresyjne. Wedlug mojej wiedzy jest to pierwsze badanie, w ktérym zbadano rol¢ fimbrii typu 1

w ZUM o etiologii K. preumoniae izolowanych od pacjentéw po przeszczepie nerki.

Wykazano, ze warunki wzrostu wptywaja na ekspresje fimbrii typu 1 szczepéw K. pneumoniae
izolowanych z zakazen uktadu moczowego i regulacja zmiany przelacznika jest niejednorodna. Trzy
reprezentatywne szczepy z grupy kontrolnej wyhodowane w statycznej pozywce plynnej wykazaly
orientacj¢ przetacznika fazy w potozeniu wylaczony/OFF, podczas gdy wzrost na pozywce
z wytrzasaniem spowodowat pojawienie si¢ obu orientacji przetacznika fazy w przypadku dwoch szczepow.
Zgodnie z dostgpna literatura, wigkszos$¢ klinicznych izolatow K. pneumoniae, jak i E. coli obniza ekspresj¢
fimbrii typu 1, gdy sa one hodowane na podtozach statych, zas hodowla z wytrzasaniem promuje ekspresje¢
fimbrii typu 1 K. pneumoniae [137,141,261]. Profil ekspresji fimbrii typu 1 dla reprezentatywnych
szczepow K. pneumoniae hodowanych w ptynnych pozywkach z wytrzasaniem byl wyraznie rézny od
profilu uprzednio opisanego dla K. pneumoniae [137,141]. W tych warunkach, dla jednego szczepu
wykazano przetacznik w potozeniu wytaczony/OFF, a dla dwoch szczepow widoczne byly obie orientacje
przetacznika (ON/OFF). Aby sprawdzi¢, czy jest to zjawisko specyficzne dla szczepu, wszystkie kliniczne
izolaty K. pneumoniae izolowane z ZUM (zardwno z grupy badanej, jak i kontrolnej) poddano testowi

w tych warunkach, tj. w hodowli ptynnej z wytrzasaniem.

Regulacja ekspresji fimbrii typu 1 jest bardzo ztozona i niewicle wiadomo na temat czynnikow
regulujacych ekspresj¢ fimbrialng u K. pneumoniae. Wedhug Schembri i wsp. mozna spodziewaé si¢
regulacji krzyzowej ze specyficznymi strukturami powierzchniowymi, jak fimbrie typu 3 i otoczki, co moze
skutkowa¢ odmiennym wzorcem ekspresji fimbrii typu 1 w porownaniu z E. coli i migdzy klinicznymi
szczepami K. pneumoniae [109]. Ponadto wykazano, ze istnieje zwigzek miedzy pochodzeniem szczepu
a specyficznymi wzorcami regulacji ekspresji fimbrii typu 1; generalnie szczepy uropatogenne sg bardziej
podatne na ekspresje fimbrii typu 1 niz szczepy izolowane z przewodu pokarmowego lub oddechowego
[137,262]. Badania wtasne wykazaty, ze 47,5% izolatow K. pneumoniae izolowanych z ZUM z grupy
badanej oraz 63,9% izolatow z grupy kontrolnej jest zdolna do ekspresji fimbrii typu 1. Szczepy, dla ktorych
wykryto orientacj¢ wytaczona/OFF, charakteryzowaty si¢ mi¢dzy innymi pozytywnym wynikiem PCR na
obecnos¢ genu kodujacego fimbrie typu 3. Moze to wskazywa¢ na regulacj¢ krzyzowa dwoch klastrow
genow fimbrialnych. Na podstawie wynikow sekwencjonowania dwoch wybranych szczepow [Met. 5.2.10.]
ustalono, ze dwa klastry genéw fimbrialnych znajduja si¢ w bliskiej odleglosci na chromosomie
K. pneumoniae, przeplatane regionem, ktory koduje przypuszczalne geny regulatorowe. Kolejnym
czynnikiem wptywajacym na regulacje¢ ekspresji fimbrii typu 1 moze by¢ fakt wytwarzania przez wigkszos¢
uropatogennych szczepow K. prneumoniae polisacharydowych otoczek. W poprzednich badaniach
[109,141] na wybranych izolatach K. pneumoniae izolowanych z ZUM stwierdzono, ze ekspresja otoczki
nie wplywa na odwrocenie promotora fim zlokalizowanego na przetaczniku, jednak juz sama obecnosc¢

otoczki moze maskowac aktywno$¢ innych adhezyn zlokalizowanych na powierzchni komorki.

W prezentowanej rozprawie badano orientacje przetacznika fim, réwniez po to, aby oceni¢, czy
fimbrie typu 1 ulegaty ekspresji pod wptywem ekspozycji na immunosupresanty. W wybranych warunkach
hodowli 1 fazy wzrostu dla dwoch szczepéw (numer 1K i1 13K) nie wykazano réznic w orientacji
przetacznika fim w odniesieniu do kontroli, z kolei dla jednego szczepu (numer 5K) wykazano, ze obecnos¢

cyklosporyny w st¢zeniu terapeutycznym i wyzszym, wplyneta na regulacje ekspresji fimbrii typu 1.
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Aby sprawdzi¢, czy jest to zjawisko specyficzne dla szczepu, wszystkie kliniczne izolaty K. pneumoniae
izolowane z ZUM od pacjentdw po przeszczepie nerki poddano testowi w hodowli plynnej w obecnosci

lekow immunosupresyjnych w dawce terapeutyczne;.

Ustalono, ze obecno$¢ w hodowli cyklosporyny lub tacrolimusu w st¢zeniu terapeutycznym, ma
wplyw na regulacj¢ ekspresji fimbrii typu 1. We wszystkich przypadkach izolatow z ZUM wykrywano
wylacznie zmiang orientacji przetacznika fazowego z pozycji wylaczonej/OFF na pozycje¢ wiaczona/ON,
stad jest prawdopodobne, ze okreslone sygnaty s$rodowiskowe w drogach moczowych sprzyjaja
przestawieniu przetacznika do pozycji wlaczonej/ON. Autorzy sugeruja [263,264], ze istnieje odwrotny
zwigzek miedzy ekspresja otoczki, ktora chroni bakterie przed fagocytoza a zdolnoscia do przylegania
K. pneumoniae do powierzchni. Sugeruje si¢, ze ekspresj¢ fimbrii mozna regulowac przez dodanie do
srodowiska substancji hamujacych synteze otoczki. Jako ze otoczki réwniez spelniaja role w adhezji, ich
brak moze by¢ zastapiony przez wzmozong ekspresj¢ fimbrii typu 1. Drogi moczowe to miejsce, w ktorym
przyczepnos¢ bakterii jest krytyczna, stad niezbedne sg struktury, ktore utatwia komorkom adhezje. Jednak
brak w tych miejscach fagocytow powoduje, ze ekspresja gendow kodujacych otoczki moze by¢ na niskim
poziomie, za to ekspresja fimbrii typu 1 bedzie wlaczona. Poniewaz zaobserwowana w rozprawie zmiana
fazy zachodzita w komorkach bakteryjnych izolowanych z ZUM w warunkach in vitro, mozna spekulowac,
ze w drogach moczowych bakterie niefimbriowane beda w znacznej mierze eliminowane przez wydalenie

Z moczem.
Wykazano, ze leki immunosupresyjne moga by¢ czynnikiem regulujacym fenotypowa ekspresje

fimbrii typu 1 w izolatach K. pneumoniae pochodzacych z ZUM od pacjentéw po przeszczepie nerki, jednak

ich rola moze by¢ zalezna od szczepu.

6.8. Badanie wplywu lekéw immunosupresyjnych na wzrost bakterii K. pneumoniae
i ekspresje genow z zastosowaniem techniki qRT-PCR

6.8.1.Wrazliwos$¢ izolatow K. pneumoniae na leki immunosupresyjne

Badanie wrazliwosci wszystkich izolatow K. pneumoniae z grupy kontrolnej na leki
immunosupresyjne z zastosowaniem metody seryjnych rozcienczen nie wykazalo wartosci MIC
wskazujacych na oporno$¢ izolatdbw na badane zwigzki: tacrolimus i cyklosporyng. Na ponizszych
rysunkach (Rysunek 33 i 34) przedstawiono $rednie wartosci gestosci optycznej (ODsoo) dla hodowli
komoérkowych prowadzonych w obecno$ci lekow immunosupresyjnych w zakresie stezen 0,008 - 16 pug/ml

w odniesieniu do kontroli wzrostu, wyrazone w procentach.
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Rysunek 33. Badanie lekowrazliwosci izolatow K. pneumoniae na tacrolimus (Tac) metodg seryjnych rozcienczen
(metoda plytkowa). Pokazano srednie wartosci gestosci optycznej (ODegg) uzyskane dla wszystkich badanych
szczepow, wyniki usrednione z trzech powtorzen oraz z trzech oddzielnych eksperymentow wraz z odchyleniem
standardowym. Niebieska krzywa z okregami reprezentuje procent spadku ODgsoo w porownaniu z ODggo kontroli
wzrostu bakterii hodowanych bez leku. Kazdy wiersz 96-dotkowej plytki titracyjnej zawierat studzienke bedgcg
kontrolg wzrostu oraz kontrolg pozywki. Dodatkowo sprawdzano wartosci gestosci optycznej pozywki zawierajqcej
odpowiednie stezenia leku z zakresu 0,008 - 16 ug/ml
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Rysunek 34. Badanie lekowrazliwosci izolatow K. pneumoniae na cyklosporyne (CsA) metodq seryjnych rozcienczen
(metoda plytkowa). Pokazano srednie wartosci gestosci optycznej (ODeg) uzyskane dla wszystkich badanych
szczepow, wyniki usrednione z trzech powtorzen oraz z trzech oddzielnych eksperymentow wraz z odchyleniem
standardowym. Czerwona krzywa z okregami reprezentuje procent zwigkszenia ODggp w porownaniu z ODgog kontroli
wzrostu bakterii hodowanych bez leku. Kazdy wiersz 96-dotkowej plytki titracyjnej zawierat studzienke bedgcq
kontrolg wzrostu oraz kontrolg pozywki. Dodatkowo sprawdzano wartosci gestosci optycznej pozywki zawierajqcej
odpowiednie stezenia leku z zakresu 0,008 - 16 ug/ml

W oparciu o wyniki przedstawione na rysunkach 33 i 34 mozna stwierdzi¢, ze wzrost
drobnoustrojéw nie zostal zahamowany dla zadnego z =zakresu badanych stezen lekow
immunosupresyjnych. Analiza wplywu tacrolimusu na bakterie K. pneumoniae wykazala, ze dla
najwyzszych wartosci stezen leku w medium hodowlanym tj. 4, 8 i 16 pg/ml, bakterie osiagaja odpowiednio
67%, 66% 1 53% wzrostu w poréwnaniu do hodowli bez leku. Analiza wplywu cyklosporyny na bakterie
K. pneumoniae wykazala, ze dla najwyzszych warto$ci stgzen leku w medium hodowlanym tj. 8 i 16 pg/ml,
bakterie osiggaja odpowiednio 124% i 180% wzrostu w poréownaniu do hodowli bez leku. Dla stgzen
terapeutycznych (cyklosporyna - 0,2 pg/ml, tacrolimus - 0,01 pg/ml) obydwu lekéw immunosupresyjnych
zaobserwowano zmniejszenie wzrostu bakterii do 74% i 77% odpowiednio dla tacrolimusu i cyklosporyny,

w poréwnaniu do hodowli kontrolnej bez leku.
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6.8.2.Wyznaczenie krzywych wzrostu bakterii w obecno$ci lekow
immunosupresyjnych
Na ponizszych rysunkach (Rysunek 35-37) przedstawiono krzywe wzrostu wyznaczone dla szesciu
izolatow K. pneumoniae hodowanych bez oraz w obecnosci dwoch inhibitorow kalcyneuryny
o0 stezeniu terapeutycznym: cyklosporyna (0,2 pg/ml), tacrolimus (0,01 pg/ml), w medium hodowlanym.
Krzywe wzrostu oraz réznice we wzroscie bakterii po 24 godzinach prowadzenia hodowli bez

i w obecnosci lekow zostaly wyznaczone po pierwszym, siddmym oraz czternastym pasazu.

(A) Krzywa wzrostu po 1. dniu pasazowania (B) Wzrost po 24 h
2 2
@ Kontrola M Kontrola
¥ CsA (0,2 ug/ml) B CsA (0,2 ug/ml)
# Tac (0,01 ug/ml) M Tac (0,01 ug/ml)
1,5
£ £
= (=
o o
] g 1
a o
o o
0,5
0
ATCC700603 1K 5K 13K 14K 36K
Czas [h] Nr izolatu

Rysunek 35. Badanie wptywu lekow immunosupresyjnych na wzrost K. pneumoniae pasazowanych 1-krotnie na
podtozach z dodatkiem lekow. (4) Krzywa wzrostu prezentujgca wartosci gestosci optycznej hodowli bakteryjnej
(ODgpg) rejestrowane w czasie 0 orazw 2, 4, 6, 8, 24, i 48 godzinie wzrostu dla izolatow K. pneumoniae hodowanych
bez leku (kontrola -kolor zielony) oraz w obecnosci tacrolimusu (Tac — kolor niebieski) lub cyklosporyny (CsA — kolor
czerwony). Wyniki zostaly zaprezentowane jako srednia z trzech powtorzen dla pieciu badanych izolatow wraz z
odchyleniem standardowym. (B) Wykres stupkowy prezentujqcy pomiar wzrostu (ODgpg) po 24 godzinach od dodania
lekow immunosupresyjnych: kontrola — kolor zielony, Tac — kolor niebieski, CsA — kolor czerwony. Wyniki zostaly
zaprezentowane jako Srednia z trzech powtorzen dla kazdego z badanych izolatow (1K, 5K, 13K, 14K, 36K) oraz
szczepu referencyjnego K. pneumoniae ATCC 700603 wraz z odchyleniem standardowym

Czasowe zaleznosci krzywych wzrostu izolatow K. pneumoniae hodowanych jednokrotnie na
podlozach z dodatkiem lekéw immunosupresyjnych o st¢zeniach terapeutycznych wykazaly, ze nie sa one
zblizone do przebiegu krzywej dla hodowli bakterii bez dziatania lekow. Krzywe wzrostu maja typowy
sigmoidalny charakter i wskazuja, ze obecnos¢ immunosupresantow wywiera hamujacy wptyw na wzrost
hodowli bakteryjnych, ktory objawia si¢ w postaci czasowych przesuni¢¢ krzywych wzrostu oraz réznic
maksimum gestosci optycznej w stosunku do kontroli. Amplituda ggstosci optycznej krzywej wzrostu
hodowli kontrolne;j jest niemal dwukrotnie wyzsza od amplitudy zmian gestosci optycznej hodowli bakterii
w obecnosci immunosupresantéw po 6. godzinach prowadzenia hodowli. Réznica we wzroscie bakterii po
24 godzinach prowadzenia hodowli bez i w obecnosci lekow jest istotna statystycznie. Krzywe wzrostu dla
tacrolimusu i cyklosporyny wykazuja podobne zaleznosci czasowe bez rdznic istotnie statystycznych

miedzy lekami.
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Rysunek 36. Badanie wptywu lekow immunosupresyjnych na wzrost K. pneumoniae pasazowanych 7-krotnie na
podtozach z dodatkiem lekow. Opis jak w rysunku 35

Krzywe wzrostu przedstawione na rysunku 36 wykazuja podobne zalezno$ci czasowe dla hodowli
kontrolnych, jak i hodowli prowadzonych w obecnosci lekow immunosupresyjnych. Nie wykazano réznic
istotnych statystycznie migdzy hodowlami w zadnym punkcie czasowym (krzywe si¢ pokrywaja).
Siedmiodniowa ekspozycja izolatow K. pneumoniae na dziatanie lekow immunosupresyjnych wykazata, ze
krzywe wzrostu dla hodowli prowadzonych w obecnosci lekow miaty przebieg oraz maksimum ggstosci
optycznej porownywalny do hodowli pasazowanej 1-krotnie w obecnosci lekow. Z kolei, 7-krotne
pasazowanie izolatow bez obecnosci lekow wptynglo na zmiang przebiegu krzywej wzrostu w porownaniu
do hodowli kontrolnej pasazowanej 1-krotnie. Nie wykazano rdéznic istotnych statystycznie we wzroscie

bakterii po 24 godzinach prowadzenia hodowli bez i w obecno$ci immunosupresantow.
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Rysunek 37. Badanie wptywu lekow immunosupresyjnych na wzrost K. pneumoniae pasazowanych 14-krotnie na
podtozach z dodatkiem lekow. Opis jak w rysunku 35

Czasowe zalezno$ci krzywych wzrostu po czternastu dniach ekspozycji na dziatanie
immunosupresantow, przedstawione na rysunku 37, wykazaly podobienstwo do przebiegu krzywej dla
hodowli bakterii pasazowanej bez dzialania immunosupresantow, z tym, ze wzrost bakterii na podtozach
z dodatkiem lekéw immunosupresyjnych byl wyzszy w stosunku do hodowli kontrolnej. Czternastodniowa
ekspozycja izolatow K. pneumoniae na dziatanie lekow immunosupresyjnych wykazata, ze krzywe wzrostu
dla hodowli prowadzonych w obecnosci lekéw mialy przebieg oraz maksimum gestosci optycznej
poréwnywalny do hodowli pasazowane]j 7-krotnie w obecnosci lekow. Z kolei, 14-krotne pasazowanie

izolatow bez obecnosci lekow wplyngto na zmiang przebiegu krzywej wzrostu w poréwnaniu do hodowli
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kontrolnej pasazowanej 1-krotnie i statystycznie istotne zmniejszenie wzrostu w porownaniu do hodowli
kontrolnej pasazowanej 1-krotnie, jak i 7-krotnie. Wykazano statystycznie istotne réznice we wzroscie

bakterii po 24 godzinach prowadzenia hodowli bez i w obecno$ci immunosupresantow.

6.8.3.DYSKUSJA

Przeszczepianie nerek stanowi najlepsza, z punktu widzenia korzysci dla pacjenta, metodg leczenia
nerkozastgpczego. Sukces transplantacji zalezy od terapii immunosupresyjnej, ktora zapobiega odrzucaniu
przeszczepionego narzadu. Zazwyczaj stosuje si¢ schematy leczenia ztozone z lekow nalezacych do roznych
grup, najczesciej sa to: inhibitory kalcyneuryny (CNI — cyklosporyna i tacrolimus), antymetabolity
isteroidy. Podczas gdy w ostatnich latach osiggnigto poprawe krotkoterminowych wynikow
w transplantacji, utrzymanie dlugoterminowego przezycia przeszczepu pozostaje nadal wyzwaniem.
W wigkszosci przypadkéw podstawa leczenia dlugoterminowego jest jeden z wymienionych inhibitorow
kalcyneuryny jako najskuteczniejszych lekow zapobiegajacych odrzucaniu przeszczepionej nerki.
W przewazajacej liczbie osrodkow transplantacyjnych lekiem pierwszego wyboru jest tacrolimus, poniewaz
opublikowane wyniki badan klinicznych iniedawno opublikowane rezultaty metaanalizy tych badan
wskazuja na jego lepsza skuteczno$¢ w porownaniu z cyklosporyng [265].

Inhibitory kalcyneuryny naleza do lekow o tak zwanym waskim zakresie terapeutycznym (NTIDs,
narrow therapeutic index drugs), a ich farmakokinetyka wykazuje znaczne ro6znice mig¢dzyosobnicze, co
powoduje Scisle okre§lony zakres optymalnej ekspozycji na lek. Niedobdr immunosupresji wigze sig¢
z dlugofalowym ryzykiem, takim jak rozwoj przeciwcial swoistych dla dawcy z wysokim
prawdopodobienstwem pogorszenia czynnos$ci nerek i postepu do niewydolnosci przeszczepu. I odwrotnie,
przedtuzona nadmierna immunosupresja niesie ryzyko niepozadanych zdarzen zwigzanych
z lekami. Mimo, iz nie stwierdzono dzialania bakteriobdjczego inhibitorow kalcyneuryny, to w trakcie
leczenia miejscowego tacrolimusem wykazano, ze dochodzi do zmniejszenia kolonizacji skory bakteria
Staphylococcus aureus [266]. Sugeruje si¢, iz egzotoksyny wytwarzane przez S. aureus powoduja
zmniejszenie wrazliwosci limfocytow T na kortykosteroidy, podczas gdy wrazliwo$¢ na inhibitory
kalcyneuryny nie ulega zmianie [267].

W prezentowanej rozprawie przeanalizowano wplyw immunosupresji in vitro na komorki
bakteryjne Klebsiella pneumoniae. W tym celu przeprowadzono badanie wrazliwosci izolatow
K. pneumoniae z grupy kontrolnej na leki immunosupresyjne metoda seryjnych rozcienczen w zakresie
stezen 0,008-16 pg/ml oraz wyznaczono krzywe wzrostu bakterii w obecnosci lekéw immunosupresyjnych
o stgzeniach terapeutycznych, odpowiednio 0,01 pg/ml i 0,2 pg/ml dla tacrolimusu i cyklosporyny.
Sprawdzono wptyw krotkotrwatej, jak i dtugotrwatej ekspozycji izolatdw na dziatanie immunosupresantow.
Jest to innowacyjne podejscie, ktore wigze si¢ z idea ze w srodowisku gospodarza bakterie K. pneumoniae
sa narazone na dlugotrwala ekspozycje na leki immunosupresyjne. Analiza wplywu lekow
immunosupresyjnych na wzrost bakterii i ekspresj¢ genoéw bakteryjnych nabiera nowego znaczenia

w $wietle przypuszczalnych doniesien, wskazujac na ich role¢ w rozwoju ZUM.

Wyniki badan in vitro wykazaty, ze wrazliwo$¢ szczepow K. pneumoniae malala wraz ze wzrostem
stezenia cyklosporyny. W przeciwienstwie do cyklosporyny, wraz ze wzrostem stg¢zenia tacrolimusu,

wrazliwo$¢ szczepow wzrastata. Dla stezen terapeutycznych cyklosporyny, jak i tacrolimusu, odnotowano
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spadek wzrostu hodowli (w poréwnaniu do hodowli kontrolnej bez leku), ktore utrzymywato si¢ w szerokim
zakresie stezen (0,008 - 4 pg/ml). Wyniki dla st¢zen terapeutycznych zostaly potwierdzone na wykresach
krzywych wzrostu. Monitorowanie st¢zen lekow we krwi jest obligatoryjne, ze wzgledu na mozliwos¢
interakcji z innymi lekami. Interakcje te moga powodowac¢ zwigkszenie lub zmniejszenie st¢zenia leku lub
zmian¢ jego dzialania farmakodynamicznego. Zaprezentowane w rozprawie wyniki sugeruja
monitorowanie st¢zenia lekow immunosupresyjnych rowniez ze wzgledu na to, ze wysokie dawki
cyklosporyny moga tworzy¢ sprzyjajace warunki dla rozwoju bakterii, wymusza¢ ich adaptacj¢ do
srodowiska w odpowiedzi na warunki stresogenne.

Badanie krotkotrwalej ekspozycji izolatow K. pneumoniae na dziatanie immunosupresantow
o stezeniach terapeutycznych potwierdzito wyniki badania wrazliwosci, a zatem obecnosc¢
immunosupresantow wplywata hamujaco na wzrost hodowli bakteryjnych do 74% i 77% odpowiednio dla
tacrolimusu 1 cyklosporyny. Z kolei dlugotrwala ekspozycja wykazata, ze stala obecno$¢ lekow
immunosupresyjnych w §rodowisku zycia drobnoustrojow moze wywieraé presje selekcyjng i adaptacje

bakterii, zwigkszajac tym samym szanse na przezycie bakterii.

6.8.4.Badanie poziomoéw ekspresji genow izolatow K. pneumoniae metoda
poréwnawcza z zastosowaniem qRT-PCR

W prezentowanej rozprawie podj¢to si¢ zbadania zmian w poziomie ekspresji wybranych genéw
kodujacych istotne czynniki wirulencji wskutek ekspozycji na leki immunosupresyjne. Wszystkie wybrane
izolaty hodowano na podtozach z dodatkiem cyklosporyny lub tacrolimusu w dwoch stezeniach -
przedstawionych w tabeli 26 [Met. 5.2.7.3] i bez dodatku lekéw (kontrola). Po pierwszym pasazu
wyizolowano RNA, przeprowadzono syntez¢ cDNA i amplifikacj¢ PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)
w celu okreslenia zmian w poziomach ekspresji genow kodujacych adhezyny (fimA i mrkA) oraz siderofory
(entB, irp2, iroB 1 iucA) badanych izolatow. Wybrane do badania geny koduja czynniki wirulencji, ktore
ulatwiaja  bakterii przetrwanie w S$rodowisku gospodarza i wywolanie ZUM o etiologii
K. pneumoniae. W ponizszych podrozdziatach przedstawiono wyniki wzglednych poziomoéw ekspresji
poszczegodlnych badanych gendéw. Do obliczen wykorzystano metod¢ komparatywna. Jako gen referencyjny
wykorzystano gen metabolizmu podstawowego rpoB, za$ jako kalibrator, usrednione wartosci uzyskane dla

izolatow z grupy kontrolne;j.

6.8.4.1. Analiza poziomow ekspresji genow izolatow K. pneumoniae hodowanych na
podtozu bez dodatku leku immunosupresyjnego

W  prezentowanym podrozdziale przedstawiono wyniki wzglednych poziomoéw ekspresji
wybranych gendw K. pneumoniae. Szczepy byly hodowane na podtozu bez leku immunosupresyjnego.
Usrednione wyniki zostaly zestawione w tabeli 46. Badane izolaty podzielono na dwie grupy w zaleznosci
od ich pochodzenia: 1. wyizolowane od pacjentdow przyjmujacych cyklosporyng w schemacie

immunosupresji, 2. wyizolowane od pacjentéw przyjmujacych tacrolimus w schemacie immunosupresji.
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Tabela 46. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji poszczegolnych genow dla izolatow K. pneumoniae
hodowanych na podtozu bez dodatku lekow immunosupresyjnych. Izolaty podzielono na dwie grupy. izolowane od
pacjentow przyjmujgcych cyklosporyne (kolor czerwony) lub tacrolimus (kolor niebieski)

Pochodzenie izolatow Wzgledny poziom ekspresji genéw
fimA  mrkA  enmtB  irp2 iroB iucA
Izolaty od pacjentéw przyjmujacych cyklosporyne, 1,46 1,10 126 1,04 1,02 1,02
hodowane na podlozu bez leku
Izolaty od pacjentow przyjmujacych tacrolimus, 1,11 1,04 0,80 091 1,00 -
hodowane na podlozu bez leku

Sredni poziom ekspresji badanych genéw fimA, mrkA, entB, irp2 i iroB jest wyzszy w grupie
izolatéw pobranych od pacjentdow przyjmujacych cyklosporyng w schemacie immunosupresji niz w grupie
izolatéw pobranych od pacjentdow przyjmujacych tacrolimus. Poziom ekspresji badanego genu iucA byt
mozliwy do wyznaczenia tylko dla grupy izolatow pobranych od pacjentdow przyjmujacych cyklosporyne
w schemacie immunosupresji. Uzyskane warto$ci postuzyly takze do poréwnania zmian poziomoéw

ekspresji po pasazach na podlozach z dodatkiem okreslonych stezen badanych leko6w immunosupresyjnych.

Analiza statystyczna wykonana testem U Manna-Whitney’a wykazala, ze réznice w poziomach
ekspresji genéw K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku lekdéw immunosupresyjnych
pomiegdzy grupa izolatow pobranych od pacjentéw przyjmujacych cyklosporyne a izolatami pobranymi od
pacjentéw przyjmujacych tacrolimus w schemacie immunosupresji s3 statystycznie istotne tylko dla

badanego genu fimA (p = 0.025).

Podczas analizy statystycznej zaobserwowano rowniez, ze poziom ekspresji badanych genéw
izolatow K. pneumoniae ESBL+ byl wyzszy niz w grupie izolatow ESBL- (Tabela 47). Liczebnos$¢ proby
uniemozliwia jednak zastosowanie testow statystycznych.

Tabela 47. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji poszczegolnych genow dla izolatow K. pneumoniae
pobranych od pacjentow przyjmujqcych cyklosporyne (kolor czerwony) lub tacrolimus (kolor niebieski) w schemacie

immunosupresji hodowanych na podtozu bez dodatku lekow immunosupresyjnych. Izolaty podzielono na dwie grupy:
ESBL+ (tlo czerwone lub niebieskie) lub ESBL- (tfo biate)

Pochodzenie izolatow Wzgledny poziom ekspresji genéw

ESBL fimA mrkA entB irp2 iroB iucA

Izolaty od pacjentéw przyjmujacych + 1,55 1,19 1,46 1,04 - 1,10

cyklosporyne¢, hodowane na podlozu bez leku - 1,21 0,87 0,78 - 1,02 0,99
Izolaty od pacjentow przyjmujacych + 1,24 1,17 0,99 1,03 1,22 -
tacrolimus, hodowane na podlozu bez leku - 094 0,86 043 0,73 0,89 -

6.8.4.2. Analiza zmian poziomow ekspresji genow izolatow K. pneumoniae hodowanych
na podtozu z lekiem immunosupresyjnym

W  prezentowanym podrozdziale przedstawiono wyniki wzglednych poziomoéw ekspresji
wybranych gendow izolatéw K. pneumoniae, ktére byly hodowane na podlozu z dodatkiem leku
immunosupresyjnego w dwoch stezeniach w stosunku do wynikow dla tych samych izolatéw hodowanych
na podlozu bez leku. W tabeli 48 przedstawiono wyniki oznaczania poziomdw ekspresji genow dla izolatow
K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku leku immunosupresyjnego oraz na podlozach
zawierajacych dwa rozne stgzenia (nizsze i wyzsze) cyklosporyny - 200 pg/l i 600 pg/l lub tacrolimusu -
10 pg/1130 pg/l.
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Tabela 48. Poziom ekspresji badanych genow po hodowli na podtozu z dodatkiem cyklosporyny (kolor czerwony) lub
tacrolimusu (kolor niebieski). Izolaty hodowane na podtozu bez dodatku leku immunosupresyjnego opisano dodatkowo
numerem 0 po kropce np. 14.0. Izolaty hodowane na podlozach zawierajgcych dwa rozne stezenia leku
immunosupresyjnego opisano dodatkowo numerem 1 po kropce dla nizszego stezenia np. 14.1 i numerem 2 po kropce
dla wyzszego stezenia np. 14.2.

Poziom ekspresji badanych gen6w wyznaczony wzgledem genu referencyjnego rpoB

Nr probki fimA mrkA entB irp2 iroB iucA
14.0 1,13 0,78 1,01 - 1,02 1,01
14.1 1,05 0,71 0,91 - 0,93 0,92
14.2 1,11 0,75 0,92 - 0,96 0,94
47.0 1,3 0,95 0,55 - - 0,96
47.1 1,19 0,89 0,54 - - 0,99
47.2 1,2 0,93 0,57 - - 0,97
22.0 1,72 1,34 0,67 - - -
22.1 1,56 1,34 0,53 - - -
22.2 1,61 1,37 0,55 - - -
27.0 1,5 1,12 1,8 0,99 - -
27.1 1,41 1,05 1,77 0,89 - -
27.2 1,46 1,06 1,75 0,90 - -
41.0 1,28 1,25 2,02 - - -
41.1 1,27 1,21 2,05 - - -
41.2 1,45 1,21 2,05 - - -
45.0 1,64 1,09 1,62 1,13 - 1,1
45.1 1,51 1,05 1,61 1,14 - 1,02
45.2 1,5 1,07 1,63 1,12 - 1,03
53.0 1,62 1,14 1,16 1 - -
53.1 1,54 1,01 1,07 0,92 - -
53.2 1,55 1,03 1,06 0,93 - -
30.0 0,9 0,81 0,7 0,58 0,79 -
30.1 0,83 0,78 0,75 0,6 0,72 -
30.2 0,85 0,74 0,78 0,64 0,73 -
56.0 1,01 0,77 - 0,88 0,99 -
56.1 1,01 0,69 - 0,77 0,97 -
56.2 1,08 0,66 - 0,81 0,97 -
33.0 0,91 0,99 0,15 - - -
33.1 0,94 0,91 0,13 - - -
33.2 0,92 0,93 0,12 - - -
36.0 1,13 1,33 1,22 1,04 1,22 -
36.1 1,09 1,32 1,19 1,01 1,27 -
36.2 1,11 1,28 1,21 1,04 1,28 -
51.0 1,29 1,1 1,25 - - -
51.1 1,06 1,07 0,95 - - -
51.2 1,08 1,07 1,11 - - -
11.0 1,21 1,11 1,04 1,2 - -
11.1 1,01 1,03 0,95 1,03 - -
11.2 1,04 1,05 0,87 1,03 - -
25.0 1,33 1,14 0,45 0,85 - -
25.1 1,3 1,07 0,44 0,78 - -
25.2 1,29 1,1 0,46 0,79 - -

Na rysunku 38 przedstawiono wyniki oznaczania poziomoéw ekspresji gendow fimA, mrkA, entB,
irp2, iroB 1 iucA dla kazdego z izolatow K. pneumoniae pobranych od pacjentdow przyjmujacych
cyklosporyng w schemacie immunosupresji hodowanych na podlozu bez dodatku leku
immunosupresyjnego oraz na podlozu zawierajacym nizsze (Rysunek 38.A) oraz wyzsze st¢zenie

cyklosporyny (Rysunek 38.B).
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Rysunek 38. Zmiany wzglednych poziomow ekspresji badanych genow fimA, mrkA, entB, irp2, iroB oraz iucA po
hodowli na podtozu z dodatkiem cyklosporyny. A) Zmiany wzglednych poziomow ekspresji badanych genow na
podtozu bez dodatku cyklosporyny (0) wzgledem hodowli na podtozu zawierajgcym nizsze stezenie cyklosporyny (1).
B) Zmiany wzglednych poziomow ekspresji badanych genow na podtozu bez dodatku cyklosporyny (0) wzgledem
hodowli na podtozu zawierajgcym wyzsze stezenie cyklosporyny (2)

Zaobserwowano, ze cyklosporyna wplyneta na spadek ekspresji genu fim4 u 7 (100%) izolatow,
genu mrkA u 7 (100%) izolatow, genu entB u 6 (86%) izolatéw, genu irp2 u 2 (66,6%) izolatéw, genu iroB
u 1 (100%) izolatu i genu iucA u 2 (66,6%) izolatéw, w przypadku nizszego stezenia leku. W przypadku
wyzszego stezenia leku zaobserwowano spadek ekspresji genow fimA i mrkA u 6 (86%) izolatow, genu entB
u 4 (57%) izolatow, genu irp2 u 3 (100%) izolatow, genu iroB u 1 (100%) izolatu oraz genu iucA
u 2 (66,6%) izolatoéw. Dodatkowo, lek cyklosporyna spowodowal wzrost poziomu ekspresji genu entB
u 1 (14%) izolatu, gendw irp2 i iucA u 1 (33%) izolatu, w przypadku nizszego stezenia leku. W przypadku
wyzszego stezenia leku zaobserwowano wzrost ekspresji genow fimA i mrkA w przypadku 1 (14%) izolatu,

genu entB u 3 (43%) izolatow, genu iucA u 1 (33%) izolatu.

Analiza statystyczna wykonana testem Wilcoxona wykazata, Zze réznice w poziomach ekspresji
genow fimA 1 mrkA izolatow K. pneumoniae hodowanych na podlozach z dodatkiem nizszego st¢zenia

cyklosporyny sa statystycznie istotne.

Na rysunku 39 przedstawiono wyniki oznaczania pozioméw ekspresji genéw fimA, mrkA, entB,
irp2 1 iroB dla kazdego z izolatdéw K. pneumoniae pobranych od pacjentow przyjmujacych tacrolimus
w schemacie immunosupresji hodowanych na podlozu bez dodatku leku immunosupresyjnego oraz na
podlozu zawierajagcym nizsze st¢zenie tacrolimusu (Rysunek 39.A) oraz wyzsze stg¢zenie tacrolimusu

(Rysunek 39.B).
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Rysunek 39. Zmiany wzglednych poziomow ekspresji badanych genow fimA, mrkA, entB, irp2 oraz iroB po hodowli na
podtozu z dodatkiem tacrolimusu. A) Zmiany wzglednych poziomow ekspresji badanych genow na podtozu bez
dodatku tacrolimusu (0) wzgledem hodowli na podtozu zawierajgcym nizsze stezenie tacrolimusu (1). B) Zmiany
wzglednych poziomow ekspresji badanych genow na podtozu bez dodatku tacrolimusu (0) wzgledem hodowli na
podtozu zawierajgcym wyzsze stezenie tacrolimusu (2).
Lek tacrolimus w nizszym st¢zeniu spowodowat spadek poziomu ekspresji genu fimA
w przypadku 6 (86%) izolatow, genu mrk4 u 7 (100%) izolatow, genu entB u 5 (83%) izolatéw, genu irp2
u 4 (80%) izolatow, genu iroB u 2 (66,6%) izolatow. Przy wyzszym stezeniu zaobserwowano spadek
poziomu ekspresji genu fimA w przypadku 5 (71%) izolatow, genu mrkA u 7 (100%) izolatéw, genu entB u
4 (66,7%) izolatéw, genu irp2 u 4 (80%) izolatow, genu iroB u 2 (66.6%) izolatow. Lek tacrolimus
spowodowal wzrost poziomu ekspresji genu fim4A u 1 (14%), entB u 1 (17%), irp2 u 1 (20%), iroB
u 1 (33%) izolatu, w przypadku nizszego st¢zenia. W przypadku wyzszego st¢zenia, tacrolimus wptynat na
wzrost poziomu ekspresji genu fimA u 2 (28%), entBu 2 (33%), irp2 u 1 (20%), iroB u 1 (33%) izolatu.

Analiza statystyczna wykonana testem Wilcoxona wykazala, ze rdznice w poziomach ekspresji
genu mrkA izolatow K. pneumoniae hodowanych na podiozach z dodatkiem nizszego, jak i wyzszego

stezenia tacrolimusu sg statystycznie istotne.

6.8.4.3. Analiza zmian w poziomach ekspresji gendw izolatow K. pneumoniae
hodowanych na podiozu z lekiem immunosupresyjnym — porownanie migdzy
lekami

W prezentowanym podrozdziale przedstawiono poréwnanie wzglednych poziomoéw ekspres;ji
wybranych genéw izolatéw K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem cyklosporyny w dwoch
stezeniach, ze wzglednymi poziomami ekspresji tych genow dla izolatbw hodowanych na podtozu

z dodatkiem tacrolimusu, rowniez w dwoch stgzeniach. W tabeli 49 przedstawiono usrednione wyniki
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poziomow ekspresji poszczegdlnych gendéw, z podziatem szczepoéw na dwie grupy (w zalezno$ci od
pochodzenia szczepu od pacjentow przyjmujacych cyklosporyne lub tacrolimus w schemacie
immunosupresji) i dwa st¢zenia lekow. Otrzymane wyniki zostaly rowniez zaprezentowane na rysunkach
40141.

Tabela 49. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji poszczegolnych genow dla izolatow K. pneumoniae
hodowanych na podtozu bez dodatku leku i na podtozach z dodatkiem leku immunosupresyjnego. Izolaty podzielono na
dwie grupy: izolaty pobrane od pacjentow przyjmujgcych cyklosporyne hodowane na podlozach z dodatkiem

cyklosporyny (kolor czerwony) lub przyjmujgcych tacrolimus hodowane na podtozach z dodatkiem tacrolimusu (kolor
niebieski)

Warunki hodowli Wzgledny poziom ekspresji genéw
fimA  mrkA entB  irp2  iroB  iucA
1,46 LIo 126 1,04 1,02 1,02
Izolaty hodowane na podlozu z cyklosporyna o 1,36 1,04 121 098 093 098
stezeniu 200 pg/l
Izolaty hodowane na podlozu z cyklosporyng o 1,41 ,o6 122 098 096 098
stezeniu 600 pg/l

1,11 1,04 0,80 091 1,00 -

Izolaty hodowane na podlozu z tacrolimusem o 1,03 0,98 0,74 0,84 099 -
stezeniu 10 pg/l

Izolaty hodowane na podlozu z tacrolimusem o 1,05 0,98 0,76 0,86 0,99 -
stezeniu 30 pg/l

0.8
0,6
Y]
04

0,2

fimA mrkA

Rysunek 40. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji genow kodujgcych adhezyny (fimA i mrkA) dla
szczepow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku leku i na podtozach z dodatkiem leku
immunosupresyjnego w dwoch stezeniach. Izolaty pobrane od pacjentow przyjmujgcych cyklosporyne oznaczono
kolorem czerwonym, zas od pacjentow przyjmujgcych tacrolimus kolorem niebieskim. A) Poréwnanie wynikow dla
szczepow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku lekow. B) Porownanie wynikow dla szczepow
K. pneumoniae hodowanych na podlozu z dodatkiem nizszych stezen lekow immunosupresyjnych. C) Porownanie
wynikow dla szczepow K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem wyzszych stezen lekow
immunosupresyjnych
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Rysunek 41. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji genow kodujgcych siderofory (entB, irp2, iroB i iucA)
dla szczepow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku leku i na podtozach z dodatkiem leku
immunosupresyjnego w dwoch stezeniach. Izolaty pobrane od pacjentow przyjmujgcych cyklosporyne oznaczono
kolorem czerwonym, zas od pacjentow przyjmujgcych tacrolimus kolorem niebieskim. A) Poréwnanie wynikow dla
szczepow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku lekow. B) Porownanie wynikow dla szczepow
K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem nizszych stezen lekow immunosupresyjnych. C) Porownanie
wynikow dla szczepow K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem wyzszych stezen lekow
immunosupresyjnych

Us$redniony poziom ekspresji badanych gendw fimA, mrkA, entB, irp2, iroB 1 iucA
K. pneumoniae pobranych od pacjentéw przyjmujacych cyklosporyne byt nizszy po hodowli na podtozu
z dodatkiem niskiego st¢zenia cyklosporyny w stosunku do hodowli na podtozu bez leku. W wyniku
hodowli izolatow na podlozu z wyzszym stgzeniem leku, poziom ekspresji wszystkich badanych genow
rowniez ulegt obnizeniu w stosunku do hodowli izolatéw na podtozu bez leku. Usredniony poziom ekspresji
wszystkich badanych genow wzroést lub pozostal bez zmian po hodowli na podlozu z dodatkiem wyzszego

stezenia cyklosporyny w stosunku do hodowli izolatow na podtozu z dodatkiem nizszego stezenia
cyklosporyny.

Srednie wartosci poziomow ekspresji wszystkich badanych gendw fimA, mrkA, entB, irp2 i iroB
izolatow K. pneumoniae pobranych od pacjentdw przyjmujacych tacrolimus byly nizsze po hodowli na
podtozu z dodatkiem nizszego, jak i wyzszego st¢zenia tacrolimusu w stosunku do hodowli na poditozu bez
leku. W wyniku hodowli izolatow na podiozu z wyzszym stezeniem leku, poziom ekspresji wszystkich
badanych gendéw wzrdst lub pozostal bez zmian w stosunku do hodowli izolatow na podtozu

z dodatkiem nizszego stgzenia tacrolimusu.

W przypadku gendéw fimA, mrkA, entB i irp2 $redni poziom ekspresji badanych genoéw izolatow
pobranych od pacjentdow przyjmujacych cyklosporyne byt wyzszy po hodowli na poditozu bez dodatku leku,
jak i na podtozach z dodatkiem leku w obu st¢zeniach w poréwnaniu do izolatow pobranych od pacjentow
przyjmujacych tacrolimus hodowanych na podtozu bez leku i z dodatkiem leku w obu st¢zeniach. Natomiast
$redni poziom ekspresji genu iroB dla grupy izolatéw pobranych od pacjentow przyjmujacych cyklosporyne

byt nizszy po hodowli izolatéw na podtozu bez dodatku leku oraz na podiozach z dodatkiem cyklosporyny
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w obu stezeniach w porownaniu do izolatdbw pobranych od pacjentow przyjmujacych tacrolimus

hodowanych na podtozu bez i z dodatkiem tacrolimusu w obu stezeniach. Porownanie $rednich wartosci

poziomow ekspresji badanego genu iucA migdzy grupami nie jest mozliwe ze wzgledu na niewystgpowanie

tego genu wsrdd izolatow pobranych od pacjentdw przyjmujacych tacrolimus.

Dla przedstawionych powyzej wynikow srednich warto$ci poziomow ekspresji badanych genow

fimA, mrkA i entB zostata przeprowadzona analiza statystyczna testem U Manna-Whitney’a. Wynik istotny

statystycznie zanotowano dla izolatéw hodowanych na podlozu bez leku, na podtozu z nizszym oraz

z wyzszym stgzeniem leku, gdzie zaobserwowano nizszy poziom ekspresji genu fimA dla izolatow

pobranych od pacjentéw przyjmujacych tacrolimus.
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Rysunek 42. Porownanie wzglednych poziomow ekspresji badanego genu fimA, dla izolatow K. pneumoniae
pobranych od pacjentow przyjmujgcych w schemacie immunosupresji cyklosporyne lub tacrolimus. A) Porownanie
wynikow dla izolatow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku lekow. B) Porownanie wynikow dla
izolatow K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem nizszych stezen lekow immunosupresyjnych
(cyklosporyna - 200 ug/l, tacrolimus - 10 ug/l). C) Porownanie wynikow dla izolatow K. pneumoniae hodowanych na
podtozu z dodatkiem wyzszych stezen lekow immunosupresyjnych (cyklosporyna - 600 ug/l, tacrolimus - 30 ug/l)
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Rysunek 43. Porownanie wzglednych poziomow ekspresji badanego genu mrkA, dla izolatow K. pneumoniae
pobranych od pacjentow przyjmujgcych w schemacie immunosupresji cyklosporyne lub tacrolimus. A) Porownanie
wynikow dla izolatow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku lekow. B) Poréwnanie wynikow dla
izolatow K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem nizszych stezen lekow immunosupresyjnych
(cyklosporyna - 200 ug/l, tacrolimus - 10 ug/l). C) Porownanie wynikow dla izolatow K. pneumoniae hodowanych na
podtozu z dodatkiem wyzszych stezen lekow immunosupresyjnych (cyklosporyna - 600 ug/l, tacrolimus - 30 ug/l)
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Rysunek 44. Porownanie wzglednych poziomow ekspresji badanego genu entB, dla izolatow K. pneumoniae pobranych
od pacjentow przyjmujgcych w schemacie immunosupresji cyklosporyne lub tacrolimus. A) Porownanie wynikow dla
izolatow K. pneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku lekow. B) Porownanie wynikow dla izolatow
K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem nizszych stezen lekow immunosupresyjnych (cyklosporyna - 200
pg/l, tacrolimus - 10 ug/l). C) Porownanie wynikow dla izolatow K. pneumoniae hodowanych na podtozu z dodatkiem
wyzszych stezen lekow immunosupresyjnych (cyklosporyna - 600 ug/l, tacrolimus - 30 ug/l)

6.8.5.Wplyw dlugotrwalej ekspozycji izolatéw K. pneumoniae na dzialanie lekéw
immunosupresyjnych

Badanie wplywu dlugotrwalej ekspozycji K. pneumoniae na immunosupresanty przeprowadzono dla
dziesieciu wybranych izolatow scharakteryzowanych w tabeli 25: 14B, 27B, 41B, 45B, 53B, 11B, 25B, 30B,
36B, 51B [Met. 5.2.7.3]. Wszystkie izolaty pochodzace od pacjentéw przyjmujacych cyklosporyne lub
tacrolimus w schemacie immunosupresji pasazowano na podtozach z dodatkiem cyklosporyny lub
odpowiednio tacrolimusu w dwoch stezeniach i bez dodatku leku (jako kontrolg). Izolaty pasazowano
14-krotnie na wybranych podlozach i wyznaczano warto$ci krzywej wzrostu. Wyniki zostaly omoéwione
w podrozdziale 6.8.5.1. Po 7- oraz 14-krotnych pasazach dla wszystkich wybranych izolatéw okreslano

zmiany w poziomie ekspresji genow.

6.8.5.1. Analiza zmian poziomow ekspresji gendw pasazowanych izolatow
K. pneumoniae metodq komparatywng

Wszystkie izolaty hodowano na podlozach z dodatkiem cyklosporyny lub tacrolimusu
w stezeniach terapeutycznych, odpowiednio 200 pg/l i 10 pg/l oraz bez dodatku lekoéw (kontrola). Po
pierwszym pasazu wyizolowano RNA, przeprowadzono syntez¢ cDNA i reakcj¢ real-time PCR w celu

okreslenia zmian w poziomach ekspresji genow fimA, mrkA, entB, irp2, iroB 1 iucA badanych izolatow.

Do badan wybrano dziesig¢ izolatow. W toku badan sprawdzano poziom ekspresji genow
kodujacych adhezyny (fimA 1 mrkA) oraz siderofory (entB, irp2, iroB i iucA) przed pasazami oraz po
7- 1 14-krotnym pasazu na podtozach z dodatkiem lekow. Wyniki dla hodowli z dodatkiem cyklosporyny

zostaly przedstawione w tabeli 50, za$ dla hodowli z dodatkiem tacrolimusu w tabeli 51.

Tabela 50. Poziom ekspresji genow K. pneumoniae dla 14-krotnie pasazowanych izolatow na podtoza bez i z dodatkiem
cyklosporyny (7-krotny pasaz — jasno szare tlo; 14-krotny pasaz — ciemno szare tlo). Izolaty hodowane na podtozu bez
dodatku leku immunosupresyjnego opisano dodatkowo numerem 0 po kropce np.14.0. Izolaty hodowane na podtozach
z dodatkiem leku immunosupresyjnego o stezeniu 200 ug/l opisano dodatkowo numerem 1 po kropce np. 14.1. 7-krotny
pasaz oznaczono dodatkowo numerem 7 po kropce, np. 14.0.7, a 14-krotny pasaz oznaczono dodatkowo numerem 14 po
kropce np. 14.0.14.

Poziom ekspresji badanych gen6w wyznaczony wzgledem genu referencyjnego rpoB

Nr proébki fimA mrkA entB irp2 iroB iucA
14.0 1,13 0,78 1,01 - 1,02 1,01
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Poziom ekspresji badanych gen6w wyznaczony wzgledem genu referencyjnego rpoB

Nr proébki fimA mrkA entB irp2 iroB iucA
14.1 1,05 0,71 0,91 - 0,93 0,92
14.0.7 0,89 0,64 0,86 - 0,87 0,85
14.1.7 1,1 0,71 0,98 - 0,9 0,9
14.0.14 0,84 0,61 0,83 - 0,84 0,82
14.1.14 1,07 0,81 0,89 - 0,89 0,95
27.0 1,5 1,12 1,8 0,99 - -
27.1 1,41 1,05 1,77 0,89 - -
27.0.7 1,04 0,93 1,62 0,82 - -
27.1.7 1,37 1,05 1,75 0,9 - -
27.0.14 0,89 0,91 1,6 0,79 - -
27.1.14 1,35 1 1,71 0,86 - -
41.0 1,28 1,25 2,02 - - -
41.1 1,27 1,21 2,05 - - -
41.0.7 1,21 1,04 1,53 - - -
41.1.7 1,25 1,31 1,71 - - -
41.0.14 1,18 0,98 1,5 - - -
41.1.14 1,31 1,26 1,62 - - -
45.0 1,64 1,09 1,62 1,13 - 1,1
45.1 1,51 1,05 1,61 1,14 - 1,02
45.0.7 1,36 1 1,23 1,05 - 0,87
45.1.7 1,6 1,1 1,5 1,2 - 1
45.0.14 1,29 0,98 1,19 1,04 - 0,74
45.1.14 1,56 1,13 1,56 1,22 - 0,93
53.0 1,62 1,14 1,16 1 - -
53.1 1,54 1,01 1,07 0,92 - -
53.0.7 1,21 0,87 0,99 0,83 - -
53.1.7 1,32 0,96 1,12 0,9 - -
53.0.14 1,18 0,8 0,95 0,8 - -
53.1.14 1,3 0,93 1,06 0,94 - -

Usredniony poziom ekspresji gendw fimA, iroB i iucA, po 7- i1 14-krotnym pasazowaniu izolatéw na
podtozach z dodatkiem cyklosporyny pozostaje bez zmian w stosunku do stanu po pierwszym pasazu na
podtozu z dodatkiem cyklosporyny. Usredniony poziom ekspresji genu entB po 7- i 14-krotnym pasazowaniu
jest nizszy niz po pierwszym pasazu na podlozu z dodatkiem cyklosporyny. Usredniony poziom ekspresji
genow mrkA 1 irp2 wskutek pasazy na podlozu =z cyklosporyng wzrasta zaréwno po

7-krotnym, jak i 14-krotnym pasazowaniu.

Po 7- i 14-krotnym pasazowaniu izolatow na podlozach z dodatkiem cyklosporyny usredniony
poziom ekspresji wszystkich badanych genéw jest wyzszy w stosunku do usrednionego poziomu ekspresji
genow izolatow hodowanych na podlozu bez dodatku leku w odpowiednich punktach czasowych.

Przy pasazach pojedynczych izolatéw trudno jest zaobserwowac jakie$§ zaleznosci.

Dla przedstawionych ponizej wynikow $rednich wartosci poziomoéw ekspresji badanych genow
pomigdzy probami po hodowli na podtozu bez leku i z dodatkiem cyklosporyny w kazdym punkcie czasowym
zostala przeprowadzona analiza statystyczna testem U Manna-Whitney’a. Nie odnotowano wynikow
statystycznie istotnych. Analiza statystyczna wykonana testem Wilcoxona wykazala, ze r6znice w poziomach
ekspresji badanych gendow izolatow K. prneumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku leku,
jak 1 z dodatkiem leku nie sa statystycznie istotne pomiedzy badanymi punktami czasowymi,

tj. r6znica pomi¢dzy dniem 1 a 7 oraz dniem 1 a 14.
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Rysunek 45. Wphw dtugotrwatej ekspozycji izolatow K. pneumoniae na dziatanie cyklosporyny — zmiany wzglednych
poziomow ekspresji badanych genow fimA, mrkA, entB, irp2, iroB i iucA po hodowli na podtozu bez leku (kolor
zielony) lub z dodatkiem cyklosporyny (kolor czerwony) po I-krotnym pasazowaniu izolatow (Dzien 1), po 7-krotnym
pasazowaniu (Dzien 7) oraz po 14-krotnym pasazowaniu (Dzien 14)

Tabela 51. Zmiany poziomow ekspresji genow izolatow K. pneumoniae 14-krotnie pasazowanych na podtozach bez
i z dodatkiem tacrolimusu (7-krotny pasaz — jasno szare tlo, 14-krotny pasaz — ciemno szare tlo). Izolaty hodowane na
podtozu bez dodatku leku immunosupresyjnego opisano dodatkowo numerem 0 po kropce np. 30.0. Izolaty hodowane
na podtozach z dodatkiem leku immunosupresyjnego o stezeniu 10 ug/l opisano dodatkowo numerem I po kropce np.
30.1. 7-krotny pasaz oznaczono dodatkowo numerem 7 po kropce, np. 30.0.7, a 14-krotny pasaz oznaczono dodatkowo
numerem 14 po kropce np. 30.0.14.

Poziom ekspresji badanych genéw wyznaczony wzgledem genu referencyjnego

rpoB
Nr prébki fimA mrkA entB irp2 iroB iucA

30.0 0,9 0,81 0,7 0,58 0,79 -
30.1 0,83 0,78 0,75 0,6 0,72 -
30.0.7 0,73 0,66 0,59 0,81 0,67 -
30.1.7 0,87 0,75 0,72 0,9 0,7 -
30.0.14 0,7 0,59 0,54 0,77 0,62 -
30.1.14 0,85 0,72 0,8 0,91 0,65 -
36.0 1,13 1,33 1,22 1,04 1,22 -
36.1 1,09 1,32 1,19 1,01 1,27 -
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Poziom ekspresji badanych gené6w wyznaczony wzgledem genu referencyjnego

rpoB
Nr prébki fimA mrkA entB irp2 iroB iucA

36.0.7 1,01 1,08 0,87 0,82 1,01 -
36.1.7 0,93 1,24 1,15 0,87 1,23 -
36.0.14 0,97 0,92 0,77 0,79 0,84 -
36.1.14 0,87 1,16 1,16 0,84 1,03 -
51.0 1,29 1,1 1,25 - - -
51.1 1,06 1,07 0,95 - - -
51.0.7 1,2 1 0,85 - - =
51.1.7 1 1,15 1 - - -
51.0.14 1,21 0,97 0,79 - - =
51.1.14 0,96 1,08 0,89 - - -
11.0 1,21 1,11 1,04 1,2 - -
11.1 1,01 1,03 0,95 1,03 - -
11.0.7 0,96 0,86 0,86 1,11 - -
11.1.7 0,99 0,92 0,93 1 - -
11.0.14 1,1 0,74 0,81 L1 - -
11.1.14 0,9 0,85 0,89 0,99 - -
25.0 1,33 1,14 0,45 0,85 - -
25.1 1,3 1,07 0,44 0,78 - -
25.0.7 1 1,03 0,4 0,67 - -
25.1.7 1,1 1,12 0,45 0,76 - -
25.0.14 0,89 0,98 0,4 0,63 - -
25.1.14 0,92 1,05 0,41 0,7 - -

Usredniony poziom ekspresji genu fimA po 7- i 14-krotnym pasazowaniu izolatow na podtozach
z dodatkiem tacrolimusu jest nizszy niz po pierwszym pasazu na poditozu z dodatkiem tego leku.
W przypadku badania ekspresji gendw mrkA i iroB nie zaobserwowano istotnych zmian po 7-krotnym
pasazowaniu na podlozach z dodatkiem tacrolimusu, natomiast po 14-krotnym pasazowaniu usredniony
poziom ekspresji tych genéw maleje. Usredniony poziom ekspresji gendw entB i irp2 wskutek pasazy na
podlozu z dodatkiem tacrolimusu nieznacznie wzrasta po 7-krotnych pasazach, a przy 14-krotnym

pasazowaniu maleje.

Po 7-krotnym pasazowaniu izolatéw na podtozach z dodatkiem tacrolimusu usredniony poziom
ekspresji genéw mrkA, entB, irp2 i iroB jest wyzszy w stosunku do usrednionego poziomu ekspresji tych
genoéw izolatow hodowanych na podlozu bez dodatku leku. Dla izolatéw 7-krotnie pasazowanych na
podtozach z dodatkiem leku usredniony poziom ekspresji genu fimA jest rowny usrednionemu poziomowi
ekspresji genu dla izolatow pasazowanych na podlozu bez dodatku leku. Po 14-krotnym pasazowaniu
izolatow na podtozach z dodatkiem tacrolimusu usredniony poziom ekspresji badanych genéw mrkA, entB,
irp2 iiroB jest wyzszy w stosunku do usrednionego poziomu ekspresji tych gendw izolatow hodowanych
na podtozu bez dodatku leku. Usredniony poziom ekspresji genu fimA po 14-krotnym pasazowaniu izolatow
na podtozach z dodatkiem tacrolimusu jest nizszy w stosunku do usrednionego poziomu ekspresji genu
izolatow hodowanych na poditozu bez dodatku leku. Przy pasazach pojedynczych izolatow trudno jest

zaobserwowac jakie$ zaleznosci.

Dla przedstawionych ponizej wynikow $rednich wartosci poziomdéw ekspresji badanych genow
pomigdzy probami po hodowli na podtozu bez leku i z dodatkiem tacrolimusu w kazdym punkcie czasowym

zostata przeprowadzona analiza statystyczna testem U Manna-Whitney’a. Nie odnotowano wynikow

135


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

statystycznie istotnych. Analiza statystyczna wykonana testem Wilcoxona wykazala, Zze rdznice

w poziomach ekspresji badanych genow izolatow K. preumoniae hodowanych na podtozu bez dodatku leku,

jak 1 z dodatkiem leku nie sa statystycznie istotne pomi¢dzy badanymi punktami czasowymi,

tj. r6znica pomi¢dzy dniem 1 a 7 oraz dniem 1 a 14.
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Rysunek 46. Wphw dlugotrwaltej ekspozycji izolatow K. pneumoniae na dziatanie tacrolimusu — zmiany wzglednych
poziomow ekspresji badanych genow fimA, mrkA, entB, irp2 i iroB po hodowli na podtozu bez leku (kolor zielony) lub
z dodatkiem tacrolimusu (kolor niebieski) po 1-krotnym pasazowaniu izolatow (Dzien 1), po 7-krotnym pasazowaniu
(Dzien 7) oraz po 14-krotnym pasazowaniu (Dzien 14)

6.8.6.DYSKUSJA

W niniejszej rozprawie doktorskiej podj¢to si¢ zbadania ekspresji wybranych genéw kodujacych

istotne czynniki wirulencji w warunkach immunosupresji w szczepach K. pneumoniae izolowanych od

biorcéw nerki. Do tej pory, badania prowadzone na bakteriach Enterococcus sp. wykazaly, ze bakterie te

wytwarzajac mechanizm opornosci na antybiotyki p-laktamowe, aby unikna¢ $miertelnego dziatania lekow,

zwykle tracg zdolno$¢ do adhezji do komorek nabtonka gospodarza [95]. Aby zminimalizowac¢ ten efekt,
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bakterie reguluja ekspresje genéw opornosci w zaleznosci od warunkéw Srodowiskowych. Jarzebowski
i wsp. wykazali, ze w przypadku szczepow Enterococcus faecalis, rodzaj inhibitora kalcyneuryny
stosowany w terapii ma bezposredni wplyw na ekspresj¢ bakteryjnego genu PBPS (penicillin binding
protein 5) [95]. Odkrycia te, sklonity mnie do poszukiwania odpowiedzi, czy ZUM u pacjentdow po
przeszczepieniu nerki ma zwigzek z podwyzszona/obnizong ekspresja genéow wirulencji K. pneumoniae
w $rodowisku lekéw immunosupresyjnych. Niewiele jest wiadomo na temat patomechanizmu
wystepowania ZUM o etiologii K. pneumoniae, a tym bardziej w grupie pacjentdw po przeszczepieniu nerki.
Zaprezentowane wyniki badaf dostarczaja nowych danych zwigzanych z ekspresja adhezyn fimbrialnych
oraz genow zaangazowanych w pobieranie zelaza niezbgdnego do zycia bakteriom w $rodowisku

immunosupresantow.

Inhibitory kalcyneuryny, tacrolimus i cyklosporyna sa podstawg podtrzymujacej immunosupresji
u biorcow przeszczepu nerki. Zgodnie z KDIGO Clinical Practice Guidelines [91] dotyczacych opieki nad
biorcami przeszczepdw nerki, tacrolimus jest sugerowany jako inhibitor kalcyneuryny pierwszego rzutu.
W poréwnaniu z cyklosporyna, tacrolimus zmniejsza ryzyko ostrego odrzucenia i poprawia przezywalnosc
przeszczepu w pierwszym roku przeszczepu. Jednak nie ma wyraznych korzysci ze stosowania tacrolimusu
pod wzgledem $miertelnosci pacjentow, wystepowania nowotworow zlosliwych, infekcji, opéznionego
poczatku czynnos$ci przeszczepu lub cisnienia krwi. Oba leki maja rowniez odmienne profile skutkéw
ubocznych, na przyklad z mniejsza czgstoscia wystgpowania cukrzycy o nowym poczatku po
przeszczepieniu u pacjentéw leczonych cyklosporyna [268]. Oba leki sa metabolizowane w watrobie,
a ponadto w $cianie jelita. Leki te sa wydalane gtownie w postaci metabolitow z kalem, a mniej niz 1%
zastosowanej dawki leku wydalany jest w postaci niezmienionej z kalem i moczem [92,93]. Ze wzglgdu na
mozliwo$¢ metabolizowania lekéw immunosupresyjnych w S$cianie jelita, bakterie K. pneumoniae
powodujace ZUM u pacjentdw po przeszczepie nerki mogg mie¢ z nimi kontakt rowniez w ukladzie
pokarmowym. Uklad moczowy moze zosta¢ skolonizowany przez szczepy jelitowe. W prezentowanej
rozprawie wyrézniono dwie grupy pacjentow po przeszczepieniu nerki w zalezno$ci od zastosowanego
inhibitora kalcyneuryny: pacjenci przyjmujacy cyklosporyn¢ w schemacie immunosupresji oraz pacjenci

przyjmujacy tacrolimus w schemacie immunosupresji.

W prezentowanej rozprawie zbadano wptyw krotkotrwatej i dlugotrwatej ekspozycji izolatow
K. pneumoniae na dzialanie lekow immunosupresyjnych. Wptyw krotkotrwatej ekspozycji izolatow na
dziatanie lekéw zbadano dla dwoch stgzen: stezenia terapeutycznego (cyklosporyna — 200 pg/l, tacrolimus
— 10 ug/l) i stezenia wyzszego (cyklosporyna — 600 pg/l, tacrolimus — 30 pg/l), czgsto stosowanego
w pierwszych dniach po przeszczepieniu nerki. Wykazano, ze w obecnosci cyklosporyny w stezeniu
terapeutycznym ekspresja genow fimA i mrkA ulegla obnizeniu. Natomiast w obecnos$ci tacrolimusu
W ste¢zeniu terapeutycznym, jak i wyzszym obnizeniu ulegla tylko ekspresja genu mrkA. Porownujac wptyw
badanych lekéw migdzy soba, wynik istotny statystycznie otrzymano dla jednego badanego genu,
wykazujac, ze w obecno$ci cyklosporyny ekspresja fimA byla wyzsza niz pod wplywem dziatania
tacrolimusu zarowno w przypadku nizszych, jak i wyzszych stezen lekow. Ponadto, ekspresja badanego
genu mrkA byla wyzsza w obecno$ci cyklosporyny niz pod wptywem dziatania tacrolimusu. Otrzymane
wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze leki immunosupresyjne, zwlaszcza cyklosporyna, moga by¢ modulatorem

syntezy struktur komérkowych np. fimbrii typu 1, ktore sprzyjaja poczatkowym etapom adhezji do komorek
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nabtonkowych uktadu moczowego. Adhezja bakterii do powierzchni blony $luzowej zywiciela jest ogolnie
uwazana za zasadniczy krok w rozwoju infekcji. Typ zastosowanej immunosupresji moze mie¢ wptyw na

rozwdj infekcji drog moczowych.

Wykazano, ze szczepy uropatogenne czgsciej wykazuja ekspresj¢ fimbrii typu 1 niz szczepy
izolowane z przewodu pokarmowego lub uktadu oddechowego [137,262]. Jednak nadal niewiele wiadomo
na temat czynnikow regulujacych ekspresj¢ fimbrii u K. pneumoniae. Staje si¢ coraz bardziej jasne, ze
regulacja genetyczna genow fimbrii kodujacych podjednostki sktadane przez szlak chaperone-usher podlega
ztozonemu systemowi regulacyjnemu obejmujacemu rézne rodziny biatek wiazacych DNA [138]. Inne
badania wykazaly, ze fimbrie typu 3 posrednicza w przyleganiu do lini komoérek srodbtonka
i nablonka pgcherza moczowego in vitro i odgrywajg istotng rol¢ w tworzeniu biofilmu in vitro
[136,141,269]. System fimbrii typu 3, typ fimbrii powszechnie obserwowany jako wytwarzany przez
bakterie zwigzane z zakazeniami nabytymi w szpitalu, jest rowniez prawdopodobnie regulowany przez
produkty wielu gendéw. Identyfikacja czynnikow regulatorowych utatwilaby zrozumienie biogenezy fimbrii
iich roli w interakcji z komorkami gospodarza. Utrzymanie ekspresji fimbrii typu 3 w obecnosci inhibitorow
kalcyneuryny moze sprzyja¢ tworzeniu biofilméw na cewnikach i w drogach moczowych pacjentow.
Z uwagi na wyzsza ekspresje genu mrkA w warunkach stosowania cyklosporyny, nalezatoby rozwazy¢

zastapienie jej innym lekiem immunosupresyjnym.

Podczas gdy struktura chemiczna sideroforow jest niezwykle zmienna, funkcja sideroforow zostata
wasko zdefiniowana jako chelatowanie i dostarczanie zelaza do bakterii w celu proliferacji. Synteza
nabytych sideroforow przyczynia si¢ do zjadliwosci K. pneumoniae poprzez wiele mechanizmow [130].
Siderofory wiaza zelazo i kompleksy Zelaza, nastepnie sg rozpoznawane przez pokrewne receptory btony
zewnetrznej. K. pmneumoniae produkuje siderofory: aerobaktyng, enterobaktyng, salmocheling
1 yersyniabaktyne. Przyktadem intensywnej rywalizacji mi¢dzy bakteriami a zywicielem o zelazo jest fakt,
ze gospodarz wytwarza specyficzne biatka, ktore wiaza siderofory i zapobiegaja ponownemu wychwytowi
kompleksow zelazo-siderofor przez bakterie. W ramach wrodzonej odpowiedzi immunologicznej neutrofile
wytwarzaja lipokaling-2 (Lcn2), czasteczke wiazacg z réznym powinowactwem siderofory katecholowe
(enterobaktyng¢ (Ent) i salmocheling (Iro)) [224-226]. Len2 wykazuje znacznie wigksze powinowactwo do
Ent niz Iro. Inne siderofory, yersiniabaktyna (Ybt) i aecrobaktyna (Iuc) nie podlegaja wiazaniu Len2. Iro jest
glikozylowana pochodng Ent, podczas gdy Ybt i Tuc posiadaja catkowicie odmienng struktur¢ od Ent.
Zdolno$¢ salmocheliny do przeciwdziatania wigzaniu Len2 jest wazna dla wzrostu bakterii 1 wykazano, ze
koreluje ze zwigkszong wirulencjg w mysim modelu posocznicy [270]. Odkrycie biatka gospodarza —
lipokaliny-2, zdolnej do specyficznego sekwestrowania enterobaktyny, ale nie jej glikozylowanej pochodne;j
salmocheliny, wskazato, ze r6znorodno$¢ w strukturze moze by¢ mechanizmem unikania odpornosci, ktory
zapewnia funkcjonalng redundancj¢ podczas infekcji. Istnieje jednak coraz wigcej dowodow na to, ze
siderofory specjalizuja si¢ w swoich funkcjach zwigzanych z pozyskiwaniem zelaza, moga zaburzac
homeostaze zelaza u gospodarzy, a nawet wigza¢ inne jony metali (np. Cu?*, Zn*") w celu wspierania
sprawnosci  bakterii. Polaczenie sideroforow wytwarzanych przez patogen moze umozliwic
wspotzawodnictwo migdzybakteryjne, modulowaé szlaki komoérkowe gospodarza i okresli¢ bakteryjna
,nisz¢ replikacyjna” podczas infekcji. W niniejszej rozprawie porownujac wptyw badanych lekow miedzy

soba, nie otrzymano wynikow istotnych statystycznie w przypadku badania poziomoéw ekspres;ji
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sideroforow. Jednak mozna zauwazy¢, ze ekspresja badanych genoéw entB i irp2 byta wyzsza w obecnosci
cyklosporyny niz pod wptywem dziatania tacrolimusu. Z kolei ekspresja genu iroB byta nieznacznie nizsza
w obecnosci cyklosporyny niz pod wplywem dziatania tacrolimusu. W przypadku badania dlugotrwalej
ekspozycji izolatbw na dziatanie immunosupresantow, nie odnotowano znaczacych roznic mig¢dzy
badanymi lekami. Odnotowano wyzszy poziom ekspresji sideroforow (entB, irp2, iroB) dla izolatow
pasazowanych na podlozach z dodatkiem cyklosporyny, jak i tacrolimusu, w stosunku do izolatow
hodowanych na podlozach bez dodatku lekow w odpowiednich punktach czasowych. W niniejszej
rozprawie wykazano, ze obecno$¢ cyklosporyny, ktéra wplyneta na wzrost poziomu ekspresji genu
kodujgcego enterobaktyne i yersiniabaktyne, moze niekorzystnie regulowa¢ poziom zelaza Fe*
w komorkach gospodarza. Brak istotnie statystycznych zmian w ekspresji sideroforow moze mie¢ zwiazek

ze statym poziomem zelaza w §rodowisku a nie zastosowanymi lekami.

ZUM moze wystapi¢ w dowolnym momencie po przeszczepieniu nerki, jednak najwyzsza czgstos¢
odnotowuje si¢ w ciggu pierwszych 3-6 miesigcy. Dodatkowo, ZUM wystepujace w ciagu pierwszych
miesi¢cy po przeszczepie zwigksza ryzyko ostrego odrzucenia komoérkowego a takze ryzyko innych
powiktan [10,25]. Dlatego przeprowadzono badanie wptywu dlugotrwalej ekspozycji izolatow
K. pneumoniae na dziatanie lekéw immunosupresyjnych w st¢zeniach terapeutycznych (cyklosporyna —
200 pg/l, tacrolimus — 10 pg/l). Wyniki dlugoterminowego wplywu lekéw immunosupresyjnych na komorki
bakteryjne wykazaty, ze w obecnosci lekéw ekspresja genow byla wyzsza niz w przypadku hodowli
pasazowanych bez lekow. Ponadto, w obecnosci cyklosporyny ekspresja gendow utrzymywata si¢ mniej
wigcej na statym poziomie, z kolei pod wplywem dziatania tacrolimusu obserwowany byt niewielki spadek
ekspresji (wyniki nie s3 statystycznie istotne). Niestety, interpretacja powyzszych obserwacji pozostaje
spekulacja. Z drugiej strony podwyzszona ekspresja genéw w $rodowisku dtugotrwatej ekspozycji na
dzialanie immunosupresantow sugeruje, ze cyklosporyna i tacrolimus mogg nie tylko wptywac na ekspresje
genow bakterii, ale mogg rowniez wplywac na wlasciwosci komorek rosngcych w planktonie oraz na wzrost
w postaci biofilmu. Dlatego koniecznym wydaje si¢ przeprowadzenie dodatkowych badan, w tym badania

biofilmu.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna wnioskowac, ze rodzaj inhibitora kalcyneuryny nie jest
bez znaczenia na rozwdj zakazenia ZUM o etiologii K. pneumoniae. Zmiany w poziomie ekspresji
bakteryjnych genéw kodujacych czynniki wirulencji w zalezno$ci od zastosowanego leku
immunosupresyjnego (cyklosporyna lub tacrolimus) oraz od ich dawki moga mie¢ odzwierciedlenie
w obrazie klinicznym pacjenta. Nalezy jednak pamigtac, ze wyniki badan uzyskano w uktadzie in vitro
1 wykazano, ze wyzsza ekspresja genow kodujacych wybrane czynniki wirulencji pod wptywem dzialania
cyklosporyny jest wynikiem bezposredniego wpltywu immunosupresanta na komoérki bakteryjne, a nie

wynikiem immunomodulacji u pacjenta bedacego gospodarzem.

Podsumowujac, wykazano réznice w profilu ekspresji czynnikéw wirulencji odpowiedzialnych za
ZUM o etiologii K. pneumoniae izolowanych od pacjentdw po przeszczepieniu nerki i zasugerowano, ze
terapia moze by¢ bardziej skuteczna, jesli jako $rodek immunosupresyjny zostanie wybrany tacrolimus,
a nie cyklosporyna. Jednak nadal potrzebne sg dalsze badania, aby przeanalizowa¢ inne aspekty wplywu

cyklosporyny na komorki bakteryjne.
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7. Podsumowanie i wnioski koncowe

Rozprawa doktorska porusza istotne problemy zwiazane z infekcjami i zakazeniami szpitalnymi
pacjentow po przeszczepieniu nerki, za ktore odpowiedzialne sg bakterie Klebsiella pneumoniae. Sa one
drugim, po Escherichia coli najczgstszym czynnikiem etiologicznym odpowiedzialnym za ZUM, ktore
moze prowadzi¢ do dysfunkcji przeszczepionej nerki. Pomimo ze K. pneumoniae jest uznawana za jeden
z mnajwazniejszych Gram-ujemnych patogenéw oportunistycznych, szczegétowa wiedza na temat
patogenezy jest ograniczona. Drobnoustroje te wywoluja najczesciej zakazenia szpitalne, ale coraz czgsciej
obserwuje si¢ infekcje poza $rodowiskiem szpitalnym, za ktoére odpowiedzialne sa tzw. szczepy
srodowiskowe. Poza stanem infekcji czynnej obserwuje si¢ rowniez bezobjawowa kolonizacj¢ drog
moczowych pacjenta, nazywang bezobjawowa bakteriuria (ABU) oraz nosicielstwo szczepow
w przewodzie pokarmowym. Przewdd pokarmowy pacjenta wielokrotnie hospitalizowanego moze by¢
skolonizowany szczepami szpitalnymi, ktéore moga doprowadzi¢ w konsekwencji do zakazen uktadu
moczowego, z drugiej strony pacjent moze by¢ nosicielem réoznych szczepoéw K. pneumoniae, zardwno tych
komensalnych, jak i patogennych, nie zwigzanych ze S$rodowiskiem szpitalnym. Zaré6wno jedna,
jak 1 druga grupa pacjentdow stanowi ryzyko ekspozycji na zakazenie wsrod pacjentow z niedoborem
odpornosci, ktorymi sg biorcy nerek, poddawani leczeniu immunosupresyjnemu. W przypadku pacjentow
po transplantacji nerki obserwuje si¢ rézne przyczyny ZUM, od tych spowodowanych kolonizacja

i infekcja szczepami szpitalnymi, po infekcje, za ktore odpowiedzialne sa szczepy endogenne pacjenta.
Problem szczepow wielolekoopornych K. pneumoniae u biorcoéw nerki

W rozprawie doktorskiej przebadano tacznie 61 izolatoéw K. pneumoniae od biorcow nerki oraz
36 izolatow od pacjentow z ZUM nie bedacych biorcami nerki. Sposréd wszystkich odnotowanych
epizodow ZUM wsérod pacjentdow po przeszczepieniu nerki, 53% epizodéw wigzalo si¢ z ABU,
u pozostalych pacjentéw odnotowano objawowe ZUM. Srodowisko szpitalne oraz przedtuzona
antybiotykoterapia pacjentéw poddawanych immunosupresji, odpowiedzialne sg za zakazenia/infekcje
szczepami wielolekoopornymi. Wérdd badanych w rozprawie szczepow izolowanych od pacjentow po
przeszczepie nerki, 74% stanowily szczepy ESBL+. Ponadto, zidentyfikowano nowe zagrozenie
epidemiczne w $rodowisku szpitalnym - szczepy K. pmeumoniae produkujace nowy wariant
metalo-B-laktamaz, szczepy K. pneumoniae NDM-1, ktore stanowity 3,3% szczepdéw izolowanych od
pacjentow po przeszczepie nerki. Szczepy ESBL+, jak i NDM-1 zostaly wykryte réwniez w grupie
kontrolnej (odpowiednio 50% i 8,3%), co swiadczy o tym, ze pacjenci z chorobami uktadu moczowego bez

wzgledu na rodzaj stosowanego leczenia moga mie¢ problemy z terapia przeciwdrobnoustrojowa.

a. Szczepy K. pneumoniae NDM-1 charakteryzowaly si¢ obecnos$cig niewielu, ale bardzo
waznych dla wirulencji genéw kodujacych fimbrie typu 1 i 3, yersiniabaktyng,

salmocheling czy eneterobaktyne oraz wykazywaly rézne mechanizmy opornosci.

b. Wykazano brak statystycznie istotnych réznic w zestawie genow, ktore odpowiadaja za
wirulencje bakterii K. pneumoniae NDM-1 odpowiedzialnych za ZUM u biorcoéw nerki

oraz grupy kontrolnej.
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c. Potwierdzono, zauwazalng od 2012 roku w Polsce, ekspansj¢ szczepow Klebsiella

pneumoniae o typie sekwencyjnym ST11, produkujacych karbapenemazy NDM-1.

d. Poprzez samodzielng analiz¢ bioinformatyczng zsekwencjonowanych w ramach
rozprawy genomow metoda WGS, wykazano mi¢dzynarodowy charakter linii,

z udokumentowanym potencjatem epidemicznym w Polsce i w Grecji.

e. Koniecznym wydaje si¢ zwrdcenie szczegodlnej uwagi na transmisj¢ epidemicznych
klonow NDM, poprzez okresowe badania pacjentow zaréwno tych z ZUM, jak i ABU
oraz pacjentéw przyjmowanych do szpitala, ktorzy bardzo czgsto sa skolonizowani

wieloopornymi szczepami.

f. Przeprowadzona w rozprawie analiza dostarcza nowych danych dotyczacych $ledzenia

rozprzestrzeniania si¢ K. pneumoniae NDM-1 w jednym z polskich szpitali.

g. Rekomenduje si¢ wdrozenie do rutynowej diagnostyki metod molekularnych

wykrywajacych karbapenemazy.
Wirulencja K. pneumoniae jako czynniki ryzyka ZUM

Genom K. pneumoniae jest wyjatkowo plastyczny i poza rdzeniem zakonserwowanym ewolucyjnie
posiada liczne elementy genetyczne, ktore tworza tzw. genom pomocniczy odpowiadajacy za adaptacje
bakterii do niszy replikatywnej. Szczepy K. pneumoniae izolowane od pacjentow po przeszczepie nerki
z réznym schematem immunosupresji wykazywaty bardzo duze zr6znicowanie pod wzgledem obecnosci
wybranych genéw kodujacych czynniki wirulencji. Analiza jednoczynnikowa wystgpowania gendéw
kodujacych czynniki wirulencji w$rdd szczepéw od pacjentdow po przeszczepie nerki wykazata, ze gen kpn
kodujacacy adhezyn¢ FimH-like, dominowal w przypadku pacjentéw z ABU w poréwnaniu z objawowymi
ZUM, za$ gen fyuA kodujacy yersiniabaktyne wystgpowat czgsciej w izolatach pozyskanych z gornych
odcinkéw ZUM niz w przypadkach ABU. Obecno$¢ genu kpn moze zastegpowac ekspresje fimbrii typu 1,
utatwiajac tym samym kolonizacj¢ bakterii w przypadkach ABU. Wykazano réwniez, ze wybor schematow
leczenia immunosupresyjnego wydawat si¢ wplywac na wystgpowanie ré6znych genow kodujacych czynniki
wirulencji. Geny uge, ycfM 1 entB wystgpowaly rzadziej wérdd szczepdéw wyizolowanych od pacjentow
przyjmujacych odpowiednio everolimus, bazyliksymab, tymoglobuling. Z kolei gen iut4 wystgpowat
czgsciej wsrdd szezepow wyizolowanych od pacjentow przyjmujacych tymoglobuling. Ponadto szczepy
izolowane od pacjentdéw przyjmujacych tacrolimus wykazywaly nizsza wirulencje. Wykazano rdznice
w profilu czynnikéw wirulencji uczestniczacych w ZUM szczepow K. pneumoniae izolowanych od

pacjentow po przeszczepie nerki oraz grupy kontrolnej.

Wsréd badanych w rozprawie doktorskiej szczepow wykryto dwa szczepy K. pneumoniae
wyizolowane od pacjentdow po przeszczepie nerki z ABU, ktore posiadaty zdolnos¢ do tworzenia fenotypu
hipermukoidalnego bez obecnosci gendw rmpA/rmpA2 i magA, kodujacych typowe dla tego fenotypu
czynniki wirulencji. Szczepy wykazaly obecnos¢ gendéw kodujacych wiele czynnikéw wirulencji, jak

i wielolekoopornos¢ pomimo, ze nie byly zwiazane z objawowymi zakazeniami drég moczowych.

a. Gen entB odpowiedzialny za biosyntez¢ sideroforu - enterobaktyne byt znacznie bardziej

rozpowszechniony w szczepach izolowanych od pacjentéw po przeszczepie nerki (73,8%
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vs 472% p = 0,015), podczas gdy gen aecrobaktyny iut4 dominowal
w izolatach od pacjentow z grupy kontrolnej (27,9% vs 58,3% p = 0,005). Rowniez
w przypadku pacjentéw z ABU, gen entB dominowal w szczepach izolowanych od
pacjentow z grupy badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej (71,9% vs 35,3%
p =0,017). U pacjentéw z grupy kontrolnej, bez leczenia immunosupresyjnego, wicksze
szanse na przetrwanie maja te szczepy, ktore wytworzyly inne grupy sideroforéw niz
enterobaktyna. Enterobaktyna jest sekwestrowana przez lipokaling-2, stad bakterie musza

pomina¢ ten system obronny gospodarza.

b. W przypadku pacjentow z ZUM dolnego odcinka dréog moczowych, gen iroN kodujacy
salmocheling byl znacznie bardziej powszechny wsrod szczepdéw izolowanych od

pacjentéw z grupy badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej (40% vs 0% p = 0,029).

c. W przypadku pacjentéw z grupy badanej, gen kpn dominowat w przypadkach ABU
w porownaniu z objawowymi ZUM, za$ gen fyud wystgpowat czegsciej w gornych ZUM
niz w przypadkach ABU.

d. Wsrod szezepdéw z grupy badanej nie znaleziono zwigzku migdzy profilem czynnikow
wirulencji a rodzajem ZUM tj. dolne ZUM vs. gorne ZUM. Nie stwierdzono réwniez
istotnie statystycznej réznicy poréwnujac catkowita liczbe zidentyfikowanych gendéw
kodujacych czynniki wirulencji mig¢dzy izolatami z przypadkow dolnego i gornego ZUM

u pacjentow z grupy badane;.

e. Uzyskane wyniki wskazuja na duze zréznicowanie ocenianych szczepdw K. pneumoniae

pod wzgledem obecno$ci wybranych genéw kodujacych czynniki wirulencji.

f.  Najczgsciej identyfikowanym klastrem czynnikéw wirulencji dla szczepdw izolowanych
zarowno od pacjentow z grupy badanej, jak i kontrolnej, byly geny kodujace adhezyny,
co wskazuje na rol¢ adhezyn w kolonizacji drég moczowych niezaleznie od statusu

przeszczepienia nerki.

g. Zsekwencjonowano szczepy hipermukoidalne z zastosowaniem metody WGS.
Wykazano, ze naleza one do typu sekwencyjnego ST152. Wykazano wyzsza zjadliwo$é
szczepow ST152 wyizolowanych od pacjentdéw po przeszczepie nerki i wykazujacych

fenotyp hipermukoidalny w poréwnaniu z innymi izolatami typu ST152 w Polsce.
Analiza epidemiologiczna

Typowanie genetyczne jest pomocne w epidemiologii molekularnej do oznaczenia pochodzenia
klonalnego szczepow Dbakterii. Szczegdtowa analiza pokrewienstwa genetycznego szczepOw
wyizolowanych od pacjentow po przeszczepie nerki wykazata duza roznorodnos¢ genotypoéw

K. pneumoniae, ktére sg utrzymywane w warunkach szpitalnych.

a. Dystrybucja genotypéw nie miata znaczacych powigzan z heterogenicznym profilem

czynnikéw wirulencji ani profilem antybiotykoodpornosci.
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b.

Duza réznorodno$¢ genotypow moze by¢ wynikiem nosicielstwa szczepow przez
hospitalizowanych pacjentéw i utrzymywania ich w srodowisku szpitalnym dzigki presji

selekcyjne;j.

Wplyw lek6w immunosupresyjnych na ekspresje genéw bakteryjnych

Wykazano, ze warunki wzrostu bakterii wptywaja na ekspresj¢ fimbrii typu 1 szczepow

K. pneumoniae izolowanych z przypadkow ZUM.

a.

Populacja K.pneumoniae jest heterogenna pod wzgledem zmiany przelacznika fazowego

dla fimbrii typu 1.

Wykazano roznice w profilu ekspresji czynnikéw wirulencji odpowiedzialnych za ZUM
o etiologii K. pneumoniae izolowanych od chorych po przeszczepie nerki w zaleznosci od

ekspozycji na dany lek immunosupresyjny.
Ustalono, ze obecno$¢ w hodowli cyklosporyny lub tacrolimusu w stezeniu

terapeutycznym, moze by¢ czynnikiem regulujacym fenotypowa ekspresje fimbrii typu 1

w izolatach K. pneumoniae pochodzacych z ZUM od pacjentéw po przeszczepie nerki.

Okreslone sygnaty srodowiskowe w drogach moczowych moga sprzyja¢ ekspres;ji fimbrii

typu 1.

Dlugotrwata ekspozycja wykazata, ze stala obecno$¢ lekow immunosupresyjnych
w $rodowisku zycia drobnoustrojéw moze wywiera¢ presj¢ selekcyjng zwigkszajaca

szanse przezycia szczepow.

Cyklosporyna moze by¢ modulatorem syntezy struktur komoérkowych, ktore sprzyjaja

poczatkowym etapom adhezji do komoérek nabtonkowych uktadu moczowego.

Typ zastosowanej immunosupresji moze mie¢ wplyw na rozwdj infekcji drog

moczowych.
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8. Perspektywy

Wyniki badan wlasnych przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowia istotne
informacje na temat problemu zakazen uktadu moczowego K. pneumoniae wsrodd biorcow nerki. Problemy
te zwigzane sg z wirulencja i antybiotykoopornoscia szczepdw K. pneumoniae oraz wplywem lekow
immunosupresyjnych na ekspresj¢ genow majacych istotny wplyw na adhezj¢ bakterii do komorek uktadu
moczowego oraz genow uczestniczacych w pobieraniu zelaza przez bakterie. Tematyka badawcza jest
pionierskia w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
a poruszane problemy nowoscia rowniez w Swiecie nauki. Ze wzgledu na ich ograniczony charakter (pula
61 izolatow) trudno jednak traktowac wyniki badan jako odzwierciedlajace ogolny stan w Polsce dotyczacy
izolatow K. pneumoniae wsrdd tej grupy chorych. Stanowia one przyczynek do dalszych badan w tym

kierunku.

Patrzac przez pryzmat uzyskanych wynikow, wazne wydaje si¢ by¢ przeprowadzenie badan
w wigkszej ilosci osrodkow zdrowia — idealnym byloby wprowadzenie obowigzkowych badan
molekularnych wszystkich izolowanych od pacjentoéw izolatow K. pneumoniae oraz prowadzenia statystyk
okreslajacych procent szczepow wielolekoopornych. Umozliwitoby to rzetelne odzwierciedlenie obecnego
problemu zakazen ukladu moczowego o tej etiologii oraz monitorowanie ewentualnych tendencji
zwyzkowych. W zwiagzku z wyizolowaniem w trakcie badan wlasnych izolatow K. pneumoniae
pochodzacych od pacjentéw z bezobjawowa bakteriurig, a wykazujacych fenotyp hipermukoidalny,
koniecznym wydaje si¢ rowniez poszerzenie badan o wigksza pulg pacjentdow po przeszczepie nerki, ktorzy
nie wykazuja objawow zakazenia. Niezwykle istotne wydaje si¢ wyselekcjonowanie chorych najbardziej

narazonych na zakazenia uktadu moczowego poprzez wskazanie czynnikdw predysponujacych.

W $wietle przedstawionych informacji istotne wydaje si¢ rowniez poréwnanie wptywu rodzaju
inhibitora kalcyneuryny na ekspresj¢ bakteryjnych genéw kodujacych czynniki wirulencji pomig¢dzy
komorkami rosngcymi w planktonie a komorkami tworzacymi biofilm oraz ocenienie czy rodzaj inhibitora
kalcyneuryny zmienia wlasciwosci biofilmu. Ponadto, potrzebne sa dalsze badania ekspresji gendéw
kodujacych siderofory w warunkach obecnosci réznych stezen zelaza, poniewaz obecnosc zelaza we krwi

jest istotnym wskaznikiem stanu zapalnego pacjenta.

W sytuacji zakazenia uktadu moczowego, zwlaszcza szczepami wielooopornymi w populacji
pacjentéw, u ktorych wybor antybiotyku jest ograniczony uposledzong funkcja nerek i mozliwoscia
wystgpienia interakcji z innymi lekami, ustalenie optymalnej profilaktyki antybiotykowej jest bardzo trudne,
jednak  sugerowatabym okreslenie skuteczno$ci antybiotykow w  przypadku zastosowania
w schemacie immunosupresji cyklosporyny lub tacrolimusu. Modyfikacja leczenia immunosupresyjnego

poprzez zamiang stosowanego inhibitora kalcyneuryny moze okazac si¢ wartosciowa opcja terapeutyczna.
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10. Wykaz Rysunkow

Rysunek 1. Przeszczepianie narzadéw w Polsce w latach 1966-2019. Opracowanie wtasne na podstawie [5]. *lacznie
przeszczepienia: nerki - trzustki, trzustki i WySp trzuStKOWYCH......c..ooviviriiiiieieceee e 10

Rysunek 2. Odsetek ZUM i nawracajacych ZUM w badaniach przeszczepu nerki. A) Badanie dotyczace wylacznie
nawracajagcych ZUM. B) Nawracajace ZUM zdefiniowano jako majace co najmniej jeden epizod ZUM. C) Dane dla
nawracajagcych ZUM dotycza pacjentow z > 3 ZUM w okresie badania, ktory mogt wynosi¢ > 1 rok. D) Odsetek
pacjentdéw, u ktoérych rozwinglo si¢ ZUM, ktére nastgpnie rozwingto nawracajace ZUM. E) Nawracajace infekcje
zdefiniowano jako ZUM z dwoma lub wigcej epizodami w okresie obserwacji trwajacym 12 miesiecy. F) Badanie
koncentrowalo si¢ wytacznie na AGPN. G) Nie zdefiniowano kryteriéw dla nawracajacego ZUM. Opracowanie wlasne
NA POASTAWIE [ 17-597 ..ottt ettt ettt b et e b e bt eae e st entent e st et e stessesseeseeseententensensansebessesseeneeneenes 14

Rysunek 3. Pozycja taksonomiczna Klebsiella pneumoniae. Drzewo oparte na calym genomie, wykazujace
filogenetyczne relacje migdzy K. pneumoniae, jego bliskimi krewnymi w kompleksie gatunkéw K. pneumoniae
(czerwone gatezie), innymi wybranymi cztonkami rodzaju Klebsiella (szare gat¢zie) i wybranymi cztonkami rodziny
Enterobacteriaceae (czarne gatezie). Drzewo wyprowadzono z poréwnania profili k-mer obejmujacych sekwencje
calych genomoéw przy uzyciu mashtree. Pasek skali to szacowana $rednia dywergencja nukleotydéw. Opracowanie
wlasne na podstawie sekwencji genomow zgromadzonych w materiatach dodatkowych przez Wyres i wsp. [106].... 21

Rysunek 4. Czynniki wirulencji szczepow Klesbiella pneumoniae. Istnieja cztery dobrze scharakteryzowane grupy
czynnikéw wirulencji patogennych szczepow K. pneumoniae: otoczki, lipopolisacharyd (LPS), fimbrie (typu 1 i typu
3) i siderofory. Otoczka jest pozakomoérkowym polisacharydem, ktory otacza komorke bakterii. Klasyczne szczepy K.
pneumoniae wytwarzaja otoczke, jednego z serotypow od K1 do K79; serotypy K1 i K2 zwigzane sa ze zwigkszong
patogennoscia. LPS to integralna czes$¢ blony zewnetrznej komorki, ktora jest wytwarzana zaré6wno przez klasyczne
szczepy K. pneumoniae, jak 1 hiperwirulentne, i moze naleze¢ do jednego z serotypéw O-antygenu oznaczonego od 1
do 9. Szczepy K. pneumoniae tworza zwigzane z btong struktury adhezyjne, fimbrie typu 1 i typu 3 oraz wydzielaja
siderofory wychwytujace zelazo. Sposrod sideroforéw, enterobaktyna jest wytwarzana przez prawie wszystkie szczepy,
a yersiniabaktyna jest wytwarzana przez okoto potowg klasycznych i prawie wszystkie szczepy hiperwirulentne.
Salmochelina i aerobaktyna rzadko sa wytwarzane przez klasyczne szczepy, zazwyczaj sa wydzielane przez szczepy
HV, przy czym poziom ekspresji aerobaktyny jest najsilniejszy sposrod sideroforéw. Opracowanie wlasne na podstawie
[IB0T bbb

Rysunek 5. Organizacja genetyczna klastra gendow fimbrii typu 1 (fim). Na podstawie [137]

Rysunek 6. Grupy badawcze obejmujace chorych Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. RTx — pacjenci po przeszczpieniu nerki; Tac - tacrolimus; MMF - mykofenolan
mofetylu; MPS - mykofenolan sodu; CsA - cyklosporyna; ZUM - zakazenie uktadu moczowego.........ccceeeveeueeuennnne. 36

Rysunek 7. Eksperymentalny przeptyw pracy w badaniu ekspresji genéw fimbrii typu 1 w réznych warunkach wzrostu
KL DIOUIMONIGC........c...oeeete ettt ettt et et h e h et e bt et e bt ea bt s ab e satesbtesh e e bt e bt e bt et e eabeente s 55

Rysunek 8. Charakterystyka przetacznika fazowego fimbrii typu 1 K. pneumoniae. (A) Schematyczne przedstawienie
regionu przelacznika faz, w tym odwracalnego elementu DNA zawierajacego promotor (P) gloéwnego genu kodujacego
podjednostke fimbrialna, fimA. Orientacj¢ zmiany fazy okre§lono przez amplifikacj¢ PCR regionu przelacznika, a
nastgpnie trawienie produktu PCR za pomoca Hinfl. (B) Teoretycznie oczekiwane wyniki po amplifikacji PCR regionu
przelacznika. Ze wzgledu na asymetryczng lokalizacje miejsca cigcia Hinfl w odwracalnym elemencie, rézne fragmenty
sg uzyskiwane w zaleznos$ci od orientacji przetacznika. W oparcit 0 [137] ..ceoveiiriiriiniririeieteeeieeree e 57

Rysunek 9. Ogoélny schemat do§wiadczenia. Opracowanie WIasne............cocceveeerinieerieninineienieieeneeniceeeseee e 67

Rysunek 10. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji multiplex PCR dla
gendw kpn, mrkD i ycfM dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna; $ciezki opisane sa numerami izolatow: 7-10 -
produkty PCR o wielko$ci 626 pz, 240 pz, 160 pz charakterystyczne dla gendw kpn, mrkD i ycfM dla izolatow o
numerach 7-10, K- - KONtrola NEZAtYWIA........c.ccceruiiriiriiiniiinieiiet ettt ettt ettt sttt saeeere e 71

Rysunek 11. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktéw reakcji multiplex PCR
uzyskanych dla genéw fimH-1, uge i irp-2 dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej
DNA (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna; $ciezki opisane sg numerami
izolatow: 45 - produkty PCR o wielkosci 688 pz, 287 pz charakterystyczne dla genow fimH-1 i irp-2; 46, 49 - produkty
PCR o wielkosci 688 pz, 534 pz, 287 pz charakterystyczne dla gendw fimH-1, uge i irp-2; K- - kontrola negatywna. 71
Rysunek 12. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR
uzyskanych dla genu entB dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200,
300, 400, 500 pz); K+ - kontrola pozytywna; Sciezki opisane s3 numerami izolatow: 1, 2 - produkt PCR o wielkosci 371
pz charakterystyczny dla genu entB; K- - kontrola NeZatyWna..........cccoueerieirinieiniciiiniecniceecte et 72
Rysunek 13. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR dla genu
iutA dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500 pz); K+
- kontrola pozytywna; §ciezki opisane sa numerami izolatow: 52-55 - produkt PCR o wielkosci 300 pz charakterystyczny
dla genu iutd; K- - KONtrola NEZAYWIIA .......coveiiiiriiiiiiieieicintceetct ettt ettt ettt sttt sttt eene e 72
Rysunek 14. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktéw reakcji Simplex PCR dla genu
irp-1 1 fyud dla reprezentatywnego izolatu. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna; $ciezki opisane s numerem izolatu: 1 - produkt PCR o wielkosci

157


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

238 pz charakterystyczny dla genu irp-1 (po lewej stronie markera), produkt PCR o wielkosci 547 pz charakterystyczny
dla genu fyuA (po prawej stronie markera); K- - kontrola negatywna..........c..cccecevveireririnienineniincneneceeeeeseeennene 72

Rysunek 15. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR dla genu
iroN dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna, $ciezki opisane sa numerami izolatéw: 1, 2, 4 - produkt PCR o
wielkosci 665 pz charakterystyczny dla genu iroN, K- - kontrola negatywna ............ccocceveveevenieinicnnenicrnennenecnnens 73
Rysunek 16. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym produktow reakcji Simplex PCR dla genu
hiyA, enf-1irmpA dla reprezentatywnych izolatow. Sciezki: M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); K+ - kontrola pozytywna, $ciezki opisane sg numerami izolatow: 48B - produkt PCR
o wielko$ci 1177 pz charakterystyczny dla genu hlyA4, 10B - produkt PCR o wielko$ci 535 pz charakterystyczny dla
genu rmpA, produkt PCR o wielkosci 498 pz charakterystyczny dla genu cnf-1; K- - kontrola negatywna.................. 73

Rysunek 17. Wspotwystepowanie genow kodujacych badane czynniki wirulencji wérdd K. pneumoniae w grupie
badanej (A) i kontrolnej (B) na podstawie analizy skupien (MVSP wersja 3.22.) .....cccoconirreneinenneneeineineneeennene 74

Rysunek 18. Optymalizacja temperatury denaturacji w cyklach reakcji PCR w typowaniu genetycznym technika PCR
MP przeprowadzona dla szczepu nr 8B. Rozdzial elektroforetyczny przeprowadzono w 6% zelu poliakryloamidowym
wobec buforu 1xTBE. Sciezki: M — wzorzec masy molekularnej DNA 100-1000 pz; 1-11 — gradient temperatury
denaturacji 83,1 — 89 °C, patrz: Tabela 18; K- - kontrola negatyWna ...........ccccecveierierienienieninieeeeeeteeerie e 79

Rysunek 19. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR MP w Zelu poliakryloamidowym. Sciezki:
M - wzorzec masy molekularnej DNA (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz); $ciezki opisane sg
numerami izolatéw 1-61; K- - kontrola negatywna; KPC - szczep odnos$nikowy K. pneumoniae KPC; ATCC - szczep
referencyjny K. pneumoniae ATCC TOOO03........c.ccecriirimiirieeneteee sttt sttt sa et sttt sa e snene 81

Rysunek 20. Poréwnanie podobienstwa genetycznego 61 szczepdw Klebsiella pneumoniae izolowanych od pacjentow
po przeszczepie nerki z grupy badanej. 1R - szczep referencyjny K. pneumoniae ATCC 700603; 2R - szczep
odno$nikowy K. pneumoniae KPC; P; — poziom identycznosci; C, — catkowite podobienstwo. Szczepy posiadajace ten
sam genotyp (G) wyrdzniono kolorem: G13 — czerwony, G14 — jasny szary, G15 — ciemny szary, G29 — z6tty, G38 —
turkusowy, G43 — Zielony, G460 — NIEDIESKI.....c.evuiriiriietieiieieieteee ettt ettt ettt sae bbb enean 82

Rysunek 21. Wyniki testu ciagliwosci dla szczepow K. pneumoniae zdolnych do tworzenia fenotypu
hipermukoidalnego. A) Dla szczepu numer 49B wyizolowanego od pacjenta z grupy badanej, uzyskano kolonie, ktore
rozciagaty si¢ na dlugo$¢ 35 mm przy uzyciu petli do inokulacji (czarna strzalka), co wskazuje na pozytywny wynik
testu. B) Dla szczepu numer 50B wyizolowanego od pacjenta z grupy badanej, uzyskano kolonie, ktore rozciagaly si¢
na dtugos¢ 150 mm przy uzyciu petli do inokulacji (czarna strzatka), co wskazuje na pozytywny wynik testu........... 86

Rysunek 22. Zalezno$¢ gendw kodujacych czynniki wirulencji miedzy hipermukoidalnymi szczepami K. pneumoniae
o numerze 49B (niebieski) i 50B (czerwony) przedstawiona za pomocg diagramu Venna ............ececeeveereervereervesneenean 88

Rysunek 23. Drzewo filogenetyczne oparte na polaczonych genach rdzeniowych szczepdéw K. pneumoniae ST152.
Drzewo genomoéw rdzeniowych zostalo skonstruowane dla trzydziestu dwoch genomoéw ST152 pobranych z czterech
weczesniejszych badan [106,230-232] wraz z dwoma genomami izolatow badanych w rozprawie doktorskiej (szczep
numer 49B - SAMN14840029, szczep numer 50B - SAMN14840028; czerwona ramka). Numery klastrow (#1-4.1)
oznaczono na drzewie filogenetycznym. Kolor wezta zewngtrznego powiagzano z klastrem (cyjan - klaster nr 1,
czerwony - klaster nr 2, jasnozielony - klaster nr 3, ciemnozielony - klaster nr 4, niebieski - klaster nr 4.1). Kraj
pochodzenia izolatow pokazano w kolorze numeru dostgpu genomu (czerwony - Polska, niebieski - Nepal, czarny -
Australia, r6zowy - Portugalia, pomaranczowy - Belgia, zielony - Karaiby, cyjan - Indie, magenta - Wielka Brytania
(UK), jasnozielony - Stany Zjednoczone Ameryki (USA), Kanada brazowy). W heatmapie pokazano profil obecnosci /
nieobecnos$ci genotypu dla gendow kodujacych determinanty opornosci (AMR) (niebieski - obecny, szary - nieobecny) i
determinanty wirulencji (czarny - obecny, szary - nieobecny), a takze obecnos$¢ / nieobecno$¢ ICEKp ( czerwony -
obecny, szary - nieobecny), typ otoczki (niebieski - KL14, czerwony - KL46, pomaranczowy - KL102, magenta -
KL105, szary - KL107, ré6zowy - KL146, gleboki niebieski - KL149) i typ O (ciemnozielony - Olvl, khaki - O3s,
jasnozielony - O3 / 03a, ZICIONY = O4) .....cc.ciruiieiriiiriieerietet ettt ettt ettt sttt sttt ettt be e s e b e saenennene 89
Rysunek 24. Og6lny schemat analizy pokrewienstwa i lekoopornoéci szczepow K. pneumoniae produkujacych
karbapenemazy NDM-1. *MBL (ang. Metallo-B-lactamase); **KPC (ang. K. pneumoniae carbapenemase); ***WGS
(ang. Whole Genome SEQUENCING) .......cecveieierierierierierteeitettetestestetestestestestesseestestestesessessessesseeseeseeseensensensansessessessessenne 93

Rysunek 25. Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji genu blanpm-1 w zelu agarozowym (1,2%). M — marker
wielkosci 100-1000 (Blirt S.A. o. DNA Gdansk); 16K, 32K, 33K, 46B, 4R, 53B — numer badanego szczepu Klebsiella
DHOUIMONIQE ...ttt ettt ettt b et b et et b et eh et et a et bttt et et be sttt e bt st et ebe st st st et eneneen 95

Rysunek 26. Odsetek lekowrazliwosci szczepow Klebsiella pneumoniae wytwarzajacych metalo-p-laktamaz¢ NDM-1,
wyizolowanych z materiatow klinicznych. S, wrazliwy (ang. susceptible); R, oporny (ang. resistance); I, $rednio
wrazliwy (ang. intermediate); ND, brak danych (ang. not determined) ..........c.cccveeveerieiinennicnieinenenceeecccenene 96

Rysunek 27. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR MP w zelu poliakrylamidowym 6% w buforze 1x TBE. M —
marker wielkosci DNA: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 pz; 16K, 46B, 3R, 4R, 53B, 32K, 33K, 5R
— numer badanego izolatu Klebsiella pneumoniae wg kolekcji; K+ - szczepy kontrolne: szczep referencyjny K.
pneumoniae ATCC 700603 1 szczep kliniczny K. pneumoniae KPC..............cccoevvvinioininiininiinecncecneeseeeeen 97

Rysunek 28. Analiza podobienstwa genetycznego szczepdw Klebsiella pneumoniae wytwarzajacych metalo-B-
laktamazg¢ NDM-1 z zastosowaniem metody typowania genetycznego PCR MP. Zastosowano enzym restrykcyjny
HindllI oraz T4 86,9°C. Dendrogram podobienstwa profili genetycznych badanych szczepéw opracowano przy uzyciu
programu FPQuest Software wersja 4.5 (BIO-RAD) (Dice, UPGMA). C, — calkowite podobienstwo rowne 73%; P; —
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poziom identycznosci rowny 96%. Unikalne genotypy (G) oznaczono literami A-C. Numery izolatow K. pneumoniae
WE KOIEKCTT (TADCLA 37ttt ettt sttt ettt ettt e b eaen 98

Rysunek 29. Drzewo filogenetyczne rdzenia genomu wygenerowane dla 109 izolatow K. pneumoniae (8 izolatow
zsekwencjonowanych w ramach rozprawy (dodatkowo zaznaczone czerwong ramka) i 101 z publicznej bazy danych
Patric). Pochodzenie izolatéw wyr6znia kolorystyka czcionek w drzewie (legenda na rysunku). Typ sekwencji (ST) jest
wskazany dla kazdego izolatu, po nazwie izolatu. Wystgpowanie genu blanpm.1 pokazano na heatmapie po prawej
stronie (czarny - obecny, szary - nieobecny). Pasek skali pokazany w lewym dolnym rogu przedstawia $rednig liczbe
POUSTAWICI 1A TNICJSCE....vvvveurenreteterterteettestestentetestesteeseeseeseentensensessensessessesseeseestentensensensesseeseeseestentansensansansessessessessesnaans 99

Rysunek 30. Drzewo filogenetyczne rdzenia genomu K. pneumoniae skonstruowane przy uzyciu genéw rdzeniowych
genomow, ktore znalazty si¢ w tym samym kladzie, co genomy zsekwencjonowane w ramach rozprawy. Pochodzenie
izolatow wyro6znia kolorystyka czcionek w drzewie: jasno niebieski - Polska, szary — Grecja, rézowy — USA, zielony —
Indie, pomaranczowy — Hiszpania, ciemno niebieski - Czechy, niebieski - Stowacja. Typ sekwencji (ST) jest wskazany
dla kazdego izolatu, po nazwie izolatu. Wystgpowanie genu blanpm.1 pokazano na heatmapie po prawej stronie (czarny
- obecny, szary - brak). Obok umieszczono macierz réznic w polimorfizmach pojedynczych nukleotydéw (SNP). Pasek
skali pokazany w lewym dolnym rogu przedstawia $rednig liczb¢ podstawien na mMi€jSCe ........cevververererereereeruenns 101

Rysunek 31. Wystgpowanie integracyjnych elementéw koniugacyjnych (ICEKp1 i ICEKp2) w izolatach klinicznych
K. pneumoniae. Drzewo filogenetyczne rdzenia genomu wygenerowane dla 109 izolatow K. pneumoniae (8 izolatow
zsekwencjonowanych w ramach rozprawy i 101 z publicznej bazy danych). Kolor izolatu odpowiada obecnosci lub
braku genu blanpm-1 (czerwony — obecny, czarny — nieobecny). Typ sekwencji (ST) jest wskazany dla kazdego izolatu,
po nazwie izolatu. Wystgpowanie i wspolwystepowanie ICEKpl i ICEKp2 (genéw markerowych) pokazano na
heatmapie po prawej stronie (czarny - obecny, szary - nieobecny). Geny zwigzane z wirulencja rmpA i rmpA2 zostaty
réwniez wlaczone do analizy w celu okre$lenia ich korelacji z obecnoscia / brakiem ICEKp1 i ICEKp2. Pasek skali
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12. Wykaz dorobku naukowego

Publikacje naukowe:

- Wysocka M., Zamudio R., Oggioni M.R., Golebiewska J., Dudziak A., Krawczyk B. The new Klebsiella
pneumoniae ST152 variants with hypermucoviscous phenotype isolated from renal transplant recipients

with asymptomatic bacteriuria — genetic characteristics by WGS. Genes (2020) 11(10), 1189.

- Monteiro T.,* Wysocka M.,* Tellez E., Monteiro O., Spencer L., Veiga E., Monteiro S., de Pina C.,
Gongalves D., de Pina S., Correia L., Moreno J., Conceicdo T., Aires De Sousa M., de Lencastre H., Gray
L.J., Pareek M., Jenkins D.R., Beleza S., Oggioni M.R., Araujo L.I. A five-year retrospective study shows
increasing rates of antimicrobial drug resistance in Cabo Verde for both Staphylococcus aureus and

Escherichia coli. Journal of Global Antimicrobial Resistance (2020) 22, 483-487. *) rowny wkiad.

- Krawczyk B., Wysocka M., Kotlowski R., Bronk M., Michalik M., A Samet A. Linezolid-resistant
Enterococcus faecium strains isolated from one hospital in Poland -commensals or hospital-adapted

pathogens? PLoS ONE (2020) 15(5): €0233504.

- Krawczyk B., Michalik M., Fordon M., Wysocka M., Samet A., Nowicki B. Escherichia coli Strains with
Virulent Factors Typical for Uropathogens were Isolated from Sinuses from Patients with Chronic

Rhinosinusitis—Case Report. Pathogens (2020) 9(5), 318.

- Golebiewska J., Krawczyk B., Wysocka M., Ewiak A., Komarnicka J., Bronk M., Rutkowski B., Debska-
Slizien A. Host and pathogen factors in Klebsiella pneumoniae upper urinary tract infections in renal

transplant patients. Journal of Medical Microbiology (2019) 68, 382-394.

- Siebert A., Wysocka M., Krawczyk B., Cholewinski G., Rachon J. Synthesis and antimicrobial activity of
amino acid and peptide derivatives of mycophenolic acid. European Journal of Medicinal Chemistry (2018),

143, 646-655.

- Spibida M., Krawczyk B., Zalewska-Piatek B., Pigtek R., Wysocka M., Olszewski M. Fusion of DNA-
binding domain of Pyrococcus furiosus ligase with TaqStoffel DNA polymerase as a useful tool in PCR
with difficult targets. Applied Microbiology and Biotechnology (2018), 102(2), 713-721.

Staze naukowe:

- 3-miesi¢czny zagraniczny staz naukowo-badawczy w ramach projektu ,,Zintegrowany Program Rozwoju
Politechniki Gdanskiej” POWR.03.05.00-00.2044/17. Miejsce odbywania stazu: The Digital Experimental
Cancer Medicine Team at the University of Manchester, Wielka Brytania. Tytul stazu: “Kidney disease as
a factor in in-hospital death of patients with COVID-19”. 2020.

- Miesigczny zagraniczny staz naukowy w ramach projektu pn. ,,Migdzynarodowa wymiana stypendialna
doktorantéw i kadry akademickiej”, nr projektu POWR. 03.03.00-IP.08-00-P13/18. Miejsce odbywania
stazu: University of Leicester, Department of Genetics and Genome Biology, Wielka Brytania. Tytul stazu:

“Microbial phylogenetic genome analysis”. 2020.
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- 12-miesigczny zagraniczny staz naukowy w ramach programu Erasmus+. Miejsce odbywania stazu:
University of Leicester, Department of Genetics and Genome Biology, Wielka Brytania. Tytul stazu:

“Epidemiology of nosocomial infection and resistant organisms”. 2018-2019.

Uczestnictwo w grantach badawczych:

- Tytut projektu: Charakterystyka metabolomiczna i genetyczna szczepdw E. coli wywotujacych urosepse.
OPUS-15; Nr umowy: UMO-2018/29/B/NZ7/02489. Zrodto finansowania: NCN. 2019-2020.

- Tytut projektu: Okreslenie czynnikow wptywajacych na wilasciwosci biofilmu Klebsiella pneumoniae

u chorych po przeszczepieniu nerki. Zrédto finansowania: Polskie Towarzystwo Transplantacyjne. 2015.

- Tytul projektu: Establishing a multidisciplinary network for antimicrobial drug resistance surveillance in
Cabo Verde. Nr umowy: GCRFNG\100338. Zrodto finansowania: Global Challenges Research Fund
Networking Grants. 2018-2019.

Skrypt:

- Krawczyk B. (RED.), Kottowski R., Spibida M., Wysocka M., Wybrane zagadnienia
z mikrobiologii klinicznej i srodowiskowej. Teoria i ¢wiczenia laboratoryjne. Wydawnictwo Politechniki

Gdanskiej; 2019.

Uczestnictwo w konferencjach:

- Wystgpienie ustne: “Reducing Population Meticillin Resistant Staphylococcus aureus Acquisition
Through Hospital-Based Topical Disinfection — An Interrupted Time Series Analysis Approach” na
migdzynarodowej konferencji IFIC - IPAC Canada 2019 Conjoint Conference, Quebec, Kanada,
26-29.05.2019 1.

- Wysocka M., Krawczyk B., Golgbiewska J. “Induction of biofilm formation in Klebsiella pneumoniae
isolates causing urinary tract infections in renal transplant patients”, The 11th Oegmbt Annual Meeting -
Inside the World of Biomolecules, Salzburg (Austria), 16-18.09.2019 r. Abstrakt w materialach
konferencyjnych.

- Wysocka M., Krawczyk B., Golgbiewska J., Oggioni M., Fordon M. “Extended-spectrum-beta-lactamase
producing bacteria related urinary tract infection in renal transplant recipients”, The 5th International
Conference on Prevention & Infection Control, Geneva (Szwajcaria),10-13.09.2019 r. Abstrakt w Journal

of Antimicrobial Resistance and Infection Control 2019, 8(suppl 1):148, p46.

- Fordon M., Wysocka M., Krawczyk B. ,,Genotyping of clinical strains of Klebsiella pneumoniae New
Delhi using the LM-PCR/Shifter method”, IV Ogdlnopolska Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa
MICROBS, Naleczéw, 13-14.06.2019 r. Abstrakt w materiatach konferencyjnych.

- Fordon M., Wysocka M., Krawczyk B. , Charakterystyka genetyczna szczepdw Klebsiella pneumoniae

New Delhi = Genetic characteristics of Klebsiella pneumoniae New Delhi strains”, IV Ogolnopolska
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Mikrobiologiczna Konferencja Naukowa MICROBS, Natgczow, 13-14.06.2019 r. Abstrakt w materiatach
konferencyjnych.

- Krawczyk B., Samet A., Wysocka M., Bronk M., Kozak-Michalowska I. “Clinical and epidemiological
aspects of LRVREEF - resistant Enterococcus faecium strains isolated from haematological patients in one

hospital” IFIC 2018, Krakow, 25-27.04.2018 r.

- Golebiewska J., Krawczyk B., Wysocka M., Ewiak A., Komarnicka J., Bronk M., Rutkowski B., Debska-
Slizien A. Host But Not Pathogen Factors Predispose To Klebsiella Pneumoniae Upper Urinary Tract
Infections In Renal Transplant Patients. TRANSPLANT INTERNATIONAL [ ISSN: 0934-0874]. 18th
Congress of the European Society for Organ Transplantation. 24.09.- 27.09.2017. Barcelona, Spain. Special
Issue: Abstracts BOS509 eISSN: 1432-2277.

- Krawczyk B., Wysocka M., Olech H., Gotebiewska J. “Wplyw lekow immunosupresyjnych na ekspresje
genu fimA dla szczepow Klebsiella pneumoniae izolowanych z drég moczowych pacjentdw po przeszczepie
nerki”, Konferencja Naukowa 90 lat Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, PTM wczoraj - dzi$ - jutro,

Krakow, 22-23.09.2017 r.

- Wysocka M., Olech H. Krawczyk B. “Zastosowanie monoazydku propidyny (PMA) do rozr6zniania
komorek zywych i martwych za pomoca qPCR”, Ogolnopolska Konferencja Biotechnologéw
i Mikrobiologow BIOMILLENIUM 2017 ,,Trendy i rozwigzania w biotechnologii i mikrobiologii”, Gdansk,
6-8.09.2017 .

- Siebert A., Wysocka M., Cholewinski G., Krawczyk B., Rachon J. “Synthesis and microbiological
research of peptide analogues of mycophe- nolic acid”, 24th Polish Peptide Symposium, Jastrzebia Gora,

03-07.09.2017 1.

- Wysocka M., Krawczyk B., Golgbiewska J. "Rola fimbrii typu 1 w tworzeniu biofilmu Klebsiella
pneumoniae" XXVIII Zjazd Polskiego To- warzystwa Mikrobiologow "Mikrobiologia - nowe wyzwania,
nowe mozliwos- ci", Bydgoszcz, 25-27.09.2016 .

- Krawczyk B., Bednarska N., Wysocka M., Bronk M., Komarnicka J. "Charakterystyka genetyczna
szczepow Enterococcus faecium opornych na linezolid (LRVREF)" XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologow  "Mikrobiologia - nowe  wyzwania, nowe mozliwosci",  Bydgoszcz,

25-27.09.2016 1.

- Golebiewska J., Krawczyk B., Wojta§ M., Rutkowski B., Tarasewicz A., Debska-Slizien A. "Clinical and
microbiological characteristics of Klebsiella pneumoniae isolates causing urinary tract infections in renal
transplant patients" 53rd ERA- EDTA Congress, Vienna, Austria, 21-24.05.2016 r. Abstrakt
w Nephrology Dialysis Transplantation 2016, 31 (17) SP693.

- Wojtas M., Krawczyk B., Golebiewska J. "Badanie ekspresji fimbrii typu 1 Klebsiella pneumoniae
izolowanych od pacjentow po transplantacji nerki" II Ogolnopolska Konferencja "Drobnoustroje

w $wiecie cztowieka - Drobnoustroje oportunistyczne", Bydgoszcz, 20-21.05.2016 1.

- Golebiewska J., Krawczyk B., Wojta§ M., Rutkowski B., Tarasewicz A., Debska-Slizien A. "Kliniczna

i mikrobiologiczna charakterystyka epizodow zakazen ukladu moczowego o etiologii Klebsiella
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pneumoniae u chorych po przeszczepieniu nerki" XII Sympozjum Polskiego Towarzystwa

Transplantacyjnego Przeszlos¢, terazniejszos¢ i przysztos¢ transplantologii, Warszawa, 22-23.01.2016 1.

- Wojta§ M., Krawczyk B., Gotgbiewska J. "Zaprojektowanie i optymalizacja ztozonej reakcji PCR (ang.
Multiplex PCR) do okreslenia profilu wirulencji szczepow Klebsiella pneumoniae" 1 Konferencja

Doktorantéow Pomorza BioMed Session 2015, Gdansk, 12.12.2015 r.

Uczestnictwo w warsztatach:

- ,Analiza proteomiczna z wykorzystaniem spektrometrii mas”, Laboratorium Spektrometrii Mas,
Miegdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny,
6-17.05.2019 1.

- The Interdisciplinary Workshop “Theory and practice in optimising antibiotic use in hospitals

internationally”; University of Leicester; 4-5.10.2018 r.
- The 5th Midlands Molecular Microbiology Meeting (M4); University of Warwick; 13-14.09.2018 r.

- ,Zastosowanie mikroskopii konfokalnej w badaniach mikrobiologicznych, biotechnologicznych,

mykologicznych i parazytologicznych”, Uniwersytet £.6dzki, luty 2017 r.

Stypendia i nagrody:

- Naukowe stypendium zadaniowe na realizacj¢ zadan badawczych dla doktorantdow w ramach

Zintegrowanego Rozwoju Politechniki Gdanskiej POWR.03.05.00-00-Z044/17 — 2020-2021

- Stypendium naukowe w ramach programu stypendialnego Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej,
Program PROM — Migdzynarodowa wymiana stypendialna doktorantow i kadry akademickiej, nr umowy
o dofinansowanie PPI/PRO/2018/1/00009/U/00 — wudzial w wyjezdzie zagranicznym w celu

przeprowadzenia badan naukowych, 2020

- Stypendium - 3-miesi¢czny zagraniczny staz naukowo-badawczy w ramach Zintegrowanego Rozwoju

Politechniki Gdanskiej POWR.03.05.00-00-2044/17 — 2020

- Naukowe stypendium zadaniowe na realizacj¢ zadan badawczych dla doktorantow w ramach

Zintegrowanego Rozwoju Politechniki Gdanskiej POWR.03.05.00-00-Z044/17 —2019-2020

- Stypendium naukowe w ramach programu stypendialnego Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej,
Program PROM — Migdzynarodowa wymiana stypendialna doktorantow i kadry akademickiej, nr umowy
o dofinansowanie PPI/PRO/2018/1/00009/U/00 — udzial w migdzynarodowej konferencji naukowej, 2019

- Stypendium z funduszu wlasnego Rektora Politechniki Gdanskiej dla najlepszych doktorantow —
2018/2019
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Tabela S 4. Podsumowanie sekwencji genomow szczepow zsekwencjonowanych w ramach rozprawy doktorskiej

tonB

rpoB

phoE

pgi

mdh

infB

gapA

max_len

avg_len

min_len

sum_len

num_seqs
#N's per 100
kbp
L75

L50

N75

N50

GC (%)

Total length

Largest
contig

contigs
Typ otoczki
ST
Material
Rok
Szpital
Kraj
Genome

accession

BioProject

BioSample

Nazwa
genomu

tonB(56)

rpoB(4)

phoE(1)

pgi(l)

mdh(2)

infB(3)

gapA(2)

251

188.2

36

197093943

1047139

0.05

30

15

71673

126807

56.85

5928480

389262
365
KL149
152
Mocz
2018
UCK Gdansk
Polska
JABFQQ0000

00000

PRINA63056
4

SAMN148400
28

KP28872
(50B)

tonB(56)

rpoB(4)

phoE(1)

pgi(l)

mdh(2)

infB(3)

gapA(2)

251

210

36

111070198

528831

0.00

27

14

84334

139101

57.45

5377974

355714
116
KL149
152
Mocz
2018
UCK Gdansk
Polska
JABFQRO0000

00000

PRINAG63056
4

SAMN148400
29

KP28873
(49B)

tonB(4)
rpoB(1)
phoE(1)
pgi(l)
mdh(1)
infB(3)
gapA(3)
251

224.9

36

162,044,155

720,384

0.00

18

101300

239522

56.84

5966290

483179

138

KL24

11

Mocz

2018

Torun

Polska

JAEMG V0000000
00

PRINA68807
4

SAMNI171685
96

ND27

172

tonB(4)

rpoB(1)

phoE(1)

pgi(l)

mdh(l)

infB(3)

gapA(3)

251

231.1

36

150,425,106

651,043

0.00

17

100790

239630

56.81

5959156

804016

113
KL24
11
Mocz
2018
UCK Gdansk
Polska
JAEMGW000000

000

PRINA68807
4

SAMNI171685
97

ND96

tonB(4)

rpoB(1)

phoE(1)

pgi(l)

mdh(l)

infB(3)

gapA(3)

251

221.9

36

143,147,694

645,02

0.00

20

10

99546

239522

56.72

6006090

483261

136
KL24
11
Mocz
2018
UCK Gdansk
Polska
TAEMGX0000000

00

PRINA68807
4

SAMNI171685
98

NDS88
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tonB

rpoB

phoE

pgi

mdh

infB

gapA

max_len

avg_len

min_len

sum_len

num_seqs
#N's per 100
kbp
L75

L50

N75

N50

GC (%)

Total length

Largest
contig

contigs
Typ otoczki
ST
Material
Rok
Szpital
Kraj
Genome

accession

BioProject

BioSample

Nazwa
genomu

tonB(4) tonB(4)
rpoB(1) rpoB(1)
phoE(1) phoE(1)
pgi(l) pgi(l)
mdh(1) mdh(1)
infB(3) infB(3)
gapA(3) gapA(3)
251 251
2227 218.4
36 36
116,651,684 142,164,105
523,802 651,012
0.00 0.00
17 17
9 8
101300 101300
203937 241563
57.37 56.82
5441546 5953882
483251 804016
98 103
KL24 KL24
11 11
Mocz Mocz
2016 2018
UCK Gdansk UCK Gdansk
Polska Polska
TAEMGY 0000000
00 00
PRINA68807 PRINA68807
4 4
SAMNI171685 SAMNI171686
99 00
ND32 ND111

tonB(4)
rpoB(1)
phoE(1)
pgi(l)
mdh(1)
infB(3)
gapA(3)
251

237.6

36

168,737,035

710,264

0.00

16

142128

258257

57.30

5537205

507788

95

KL24

11

Mocz

2018

UCK Gdansk

Polska

JAEMGZ0000000JAEMHA 0000000

00

PRINA68807
4

SAMNI171686
01

ND24

tonB(4)
rpoB(1)
phoE(1)
pgi(l)
mdh(1)
infB(3)
gapA(3)
251

233.9

36

187,207,483

800,507
0.00

16

153777

248278

56.82

5956422

491481

112
KL24
11
Wymaz z kalu
2018
UCK Gdansk

Polska

00

PRINA68807
4

SAMNI171686
02

ND33

173

JAEMHBO0000000[JAEMHC0000000

tonB(4)
rpoB(1)
phoE(1)
pgi(l)
mdh(1)
infB(3)
gapA(3)
251

2325

36

121,940,935

524,443

0.00

17

129570

258283

56.73

5999106

491539

117

KL24

11

Wymaz z katu

2018

UCK Gdansk

Polska

00

PRINA68807
4

SAMNI171686
03

ND34
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Tabela S 5. Przewidywanie kontigéw plazmidow i chromosoméw przy uzyciu RFplasmid

/\/\\ MOST WIEDZY Pobranoz mostwiedzy.pl

J—

Nazwa Contigs Predykcja Votes Votes ContigID
genomu chromosomal plasmid
KP28872 1 chromosomal 0.995 0.005 NODE 1_length_389262_cov_34.9217
KP28872 10 chromosomal 0.999 0.001 NODE_10_length_174404_cov_36.9282
KP28872 100 chromosomal 0.716 0.284 NODE_100_length_4052_cov_5.69484
KP28872 101 chromosomal 0.639 0.361 NODE _101_length_3975_cov_4.62083
KP28872 102 chromosomal 0.746 0.254 NODE _102_length_3897_cov_4.10759
KP28872 103 chromosomal 0.794 0.206 NODE _103_length_3894 cov_3.53707
KP28872 104 chromosomal 0.777 0.223 NODE _104_length_3892_cov_4.82752
KP28872 105 plasmid 0.122 0.878 NODE _105_length_3827_cov_23.512
KP28872 106 chromosomal 0.726 0.274 NODE_106_length_3826_cov_4.44732
KP28872 107 chromosomal 0.758 0.242 NODE_107_length_3823_cov_4.34357
KP28872 108 chromosomal 0.855 0.145 NODE _108_length_3823_cov_32.9909
KP28872 109 chromosomal 0.518 0.482 NODE _109_length_3816_cov_3.89917
KP28872 11 chromosomal 0.999 0.001 NODE _11_length 148322 cov_40.0058
KP28872 110 chromosomal 0.77 0.23 NODE _110_length_3772_cov_4.08444
KP28872 111 chromosomal 0.788 0.212 NODE 111 _length 3762 _cov_3.86893
KP28872 112 chromosomal 0.908 0.092 NODE 112 _length 3761 cov_3.86781
KP28872 113 chromosomal 0.873 0.127 NODE 113 _length 3694 cov_3.98341
KP28872 114 chromosomal 0.821 0.179 NODE 114 _length_3667_cov_3.87103
KP28872 115 chromosomal 0.652 0.348 NODE _115_length_3648 cov_3.23775
KP28872 116 plasmid 0.229 0.771 NODE _116_length_3602_cov_15.9452
KP28872 117 chromosomal 0.661 0.339 NODE 117 _length_3443_cov_4.41949
KP28872 118 chromosomal 0.845 0.155 NODE 118 length_3429 cov_3.51193
KP28872 119 chromosomal 0.861 0.139 NODE 119 _length_3407_cov_5.23363
KP28872 12 chromosomal 0.996 0.004 NODE 12 length 144887 cov_40.7587
KP28872 120 chromosomal 0.879 0.121 NODE_120_length_3354_cov_3.80867
KP28872 121 chromosomal 0.781 0.219 NODE _121_length_3301_cov_29.5639
KP28872 122 chromosomal 0.879 0.121 NODE 122 length_3202_cov_3.75136
KP28872 123 chromosomal 0.788 0.212 NODE 123 length_3187_cov_3.33987
KP28872 124 chromosomal 0.801 0.199 NODE 124 length_3183_cov_4.47778
KP28872 125 chromosomal 0.682 0.318 NODE 125 length_3140 _cov_31.1877
KP28872 126 chromosomal 0.823 0.177 NODE _126_length_3118 cov_4.14765
KP28872 127 chromosomal 0.84 0.16 NODE 127 length_3086_cov_5.01263
KP28872 128 chromosomal 0.753 0.247 NODE 128 length_3080_cov_3.30037
KP28872 129 chromosomal 0.798 0.202 NODE _129 length_3047_cov_8.93199
KP28872 13 chromosomal 0.991 0.009 NODE_13_length_143779_cov_35.9103
KP28872 130 chromosomal 0.613 0.387 NODE _130_length_3021_cov_4.33356
KP28872 131 chromosomal 0.762 0.238 NODE 131 _length_ 2996 _cov_4.62727
KP28872 132 chromosomal 0.81 0.19 NODE 132 _length_2995_cov_4.00754
KP28872 133 plasmid 0.282 0.718 NODE _133_length_2976_cov_15.4984
KP28872 134 chromosomal 0.981 0.019 NODE 134 length 2976 _cov_371.22
KP28872 135 chromosomal 0.543 0.457 NODE _135_length_2938 cov_2.94932
KP28872 136 chromosomal 0.847 0.153 NODE _136_length_2886_cov_4.50338
KP28872 137 chromosomal 0.788 0.212 NODE 137 _length_2875_cov_4.63331
KP28872 138 chromosomal 0.755 0.245 NODE 138 length 2786 _cov_4.811
KP28872 139 plasmid 0.392 0.608 NODE 139 _length 2762 _cov_11.4629
KP28872 14 chromosomal 0.881 0.119 NODE _14 length_ 131869 _cov_35.6086
KP28872 140 chromosomal 0.64 0.36 NODE_140_length_2760_cov_3.99627
KP28872 141 chromosomal 0.671 0.329 NODE _141_length_ 2757 cov_4.50075
KP28872 142 chromosomal 0.729 0.271 NODE 142 length_2738 cov_3.75272
KP28872 143 chromosomal 0.736 0.264 NODE _143_length 2713 _cov_5.15175
KP28872 144 chromosomal 0.874 0.126 NODE_144 length_2653_cov_5.18944
KP28872 145 chromosomal 0.778 0.222 NODE_145_length_2600_cov_5.03409
KP28872 146 chromosomal 0.645 0.355 NODE _146_length_2565_cov_9.01768
KP28872 147 chromosomal 0.648 0.352 NODE_147 length_2558 cov_4.57678
KP28872 148 plasmid 0.476 0.524 NODE_148 length 2511 cov_4.68817
KP28872 149 chromosomal 0.763 0.237 NODE_149_length_2500_cov_3.35988
KP28872 15 chromosomal 0.982 0.018 NODE _15_length_126807_cov_40.3171
KP28872 150 chromosomal 0.795 0.205 NODE _150_length 2491 cov_41.534
KP28872 151 chromosomal 0.681 0.319 NODE 151 _length_2472 cov_3.78455
KP28872 152 chromosomal 0.657 0.343 NODE_152 length_2446_cov_3.46729
KP28872 153 chromosomal 0.64 0.36 NODE_153_length_2440 cov_26.7253
KP28872 154 chromosomal 0.861 0.139 NODE_154 length_2407_cov_5.09056
KP28872 155 chromosomal 0.676 0.324 NODE_155_length_2394_cov_4.42943
KP28872 156 chromosomal 0.756 0.244 NODE_156_length_2392 cov_3.29028
174
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KP28872 157 chromosomal 0.803 0.197 NODE 157 length_2370 _cov_2.93371

KP28872 158 chromosomal 0.6 0.4 NODE 158 length_2365_cov_2.15472
KP28872 159 chromosomal 0.685 0.315 NODE _159 length_2358 cov_3.56291

KP28872 16 chromosomal 0.993 0.007 NODE _16_length 119949 cov_35.035
KP28872 160 chromosomal 0.512 0.488 NODE_160_length_2349 cov_3.65097
KP28872 161 chromosomal 0.813 0.187 NODE 161 _length_ 2337 cov_3.27168
KP28872 162 chromosomal 0.83 0.17 NODE 162 _length_2316_cov_3.28495
KP28872 163 chromosomal 0.778 0.222 NODE_163_length_2283_cov_4.06754
KP28872 164 chromosomal 0.652 0.348 NODE_164 _length 2281 cov_2.73775
KP28872 165 chromosomal 0.823 0.177 NODE _165_length_2277 cov_3.22182
KP28872 166 chromosomal 0.852 0.148 NODE_166_length_2265_cov_3.73537
KP28872 167 plasmid 0.491 0.509 NODE_167_length_2263_cov_26.2928
KP28872 168 chromosomal 0.844 0.156 NODE_168 length 2241 cov_2.79529
KP28872 169 chromosomal 0.846 0.154 NODE 169 _length 2191 cov_4.85525
KP28872 17 chromosomal 0.969 0.031 NODE 17 _length 119920 _cov_34.307
KP28872 170 plasmid 0.466 0.534 NODE _170_length_2180_cov_17.4926
KP28872 171 plasmid 0.37 0.63 NODE _171_length_2179_cov_3.29876
KP28872 172 chromosomal 0.565 0.435 NODE 172 length_2177_cov_3.57143
KP28872 173 chromosomal 0.832 0.168 NODE 173 _length_ 2158 cov_5.97501

KP28872 174 chromosomal 0.662 0.338 NODE 174 length_2032_cov_3.43478
KP28872 175 chromosomal 0.712 0.288 NODE 175 _length_2023_cov_3.20195
KP28872 176 chromosomal 0.761 0.239 NODE 176 _length_2015_cov_4.20691

KP28872 177 chromosomal 0.841 0.159 NODE _177_length_1974_cov_4.07696
KP28872 178 chromosomal 0.733 0.267 NODE 178 length_1946_cov_3.71803
KP28872 179 chromosomal 0.729 0.271 NODE 179 _length_1928 cov_5.37709
KP28872 18 chromosomal 0.996 0.004 NODE 18 length 105981 cov_40.6289
KP28872 180 chromosomal 0.79 0.21 NODE _180_length_1924 cov_3.79101

KP28872 181 chromosomal 0.731 0.269 NODE 181 _length_ 1922 cov_2.92195
KP28872 182 chromosomal 0.663 0.337 NODE 182 length_1913_cov_261.973
KP28872 183 chromosomal 0.981 0.019 NODE 183 _length_1888 cov_67.3407
KP28872 184 chromosomal 0.753 0.247 NODE 184 length_ 1881 cov_4.66463
KP28872 185 chromosomal 0.799 0.201 NODE 185 _length_1874_cov_4.55259
KP28872 186 chromosomal 0.806 0.194 NODE 186 _length_1868 cov_4.31156
KP28872 187 chromosomal 0.578 0.422 NODE 187 _length_1859 cov_2.77385
KP28872 188 chromosomal 0.675 0.325 NODE 188 length_1805_cov_3.48611

KP28872 189 plasmid 0.15 0.85 NODE _189 length_1787 cov_15.7918
KP28872 19 chromosomal 0.629 0.371 NODE_19_length_104776_cov_30.0928
KP28872 190 chromosomal 0.82 0.18 NODE _190_length_1780_cov_4.36524
KP28872 191 chromosomal 0.798 0.202 NODE 191 _length_1773_cov_8.90212
KP28872 192 chromosomal 0.789 0.211 NODE 192 length_1763_cov_4.26572
KP28872 193 chromosomal 0.823 0.177 NODE 193 _length_1737_cov_3.98253
KP28872 194 chromosomal 0.982 0.018 NODE_194 length_1725_cov_369.802
KP28872 195 chromosomal 0.775 0.225 NODE 195 length 1686 _cov_3.3729

KP28872 196 chromosomal 0.55 0.45 NODE _196_length_1685_cov_3.58022
KP28872 197 chromosomal 0.787 0.213 NODE 197 length_1652_cov_3.65016
KP28872 198 chromosomal 0.89 0.11 NODE 198 length_1646_cov_2.79732
KP28872 199 plasmid 0.291 0.709 NODE 199 length 1632 _cov_11.409

KP28872 2 chromosomal 0.998 0.002 NODE 2 _length_292640_cov_38.7891

KP28872 20 chromosomal 0.996 0.004 NODE _20_length_100509_cov_41.0535
KP28872 200 chromosomal 0.622 0.378 NODE _200_length_1611_cov_4.04563
KP28872 201 chromosomal 0.827 0.173 NODE 201 _length_1607_cov_9.9366

KP28872 202 chromosomal 0.837 0.163 NODE _202_length_1590_cov_3.67878
KP28872 203 plasmid 0.269 0.731 NODE _203_length_1574_cov_29.3273
KP28872 204 chromosomal 0.748 0.252 NODE 204 _length_1532_cov_5.47216
KP28872 205 chromosomal 0.816 0.184 NODE 205 _length_1511_cov_3.16109
KP28872 206 chromosomal 0.585 0.415 NODE 206 _length_1511_cov_14.9331

KP28872 207 chromosomal 0.745 0.255 NODE _207_length_1471_cov_8.04806
KP28872 208 chromosomal 0.999 0.001 NODE 208 length 1445 cov_136.04

KP28872 209 chromosomal 0.515 0.485 NODE 209 _length_1436_cov_3.52024
KP28872 21 chromosomal 0.986 0.014 NODE 21 _length 99297 cov_39.5594
KP28872 210 chromosomal 0.72 0.28 NODE _210_length_1423_cov_3.57727
KP28872 211 chromosomal 0.569 0.431 NODE 211_length_1412_cov_2.54757
KP28872 212 chromosomal 0.693 0.307 NODE 212 length_1386_cov_4.0466

KP28872 213 chromosomal 0.692 0.308 NODE 213 length_1381_cov_3.67331

KP28872 214 chromosomal 0.769 0.231 NODE 214 _length_1367_cov_3.39535
KP28872 215 plasmid 0.013 0.987 NODE 215 length_1363_cov_29.1042
KP28872 216 chromosomal 0.833 0.167 NODE 216 _length_1361_cov_4.12695
KP28872 217 chromosomal 0.754 0.246 NODE 217 length_1342_cov_3.56285
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KP28872 218 chromosomal 0.606 0.394 NODE _218_length_1341_cov_2.1606
KP28872 219 chromosomal 0.746 0.254 NODE 219 length_1335_cov_2.39587
KP28872 22 chromosomal 0.998 0.002 NODE 22 _length_95737_cov_39.6323
KP28872 220 chromosomal 0.68 0.32 NODE _220_length_1324 cov_2.73857
KP28872 221 chromosomal 0.587 0.413 NODE _221_length_1310_cov_2.41687
KP28872 222 chromosomal 0.613 0.387 NODE 222 length_1305_cov_2.53502
KP28872 223 chromosomal 0.708 0.292 NODE 223 length_1284 cov_3.29577
KP28872 224 chromosomal 0.843 0.157 NODE 224 length_1279 cov_4.26373
KP28872 225 chromosomal 0.685 0.315 NODE 225 length_1270_cov_5.8575
KP28872 226 chromosomal 0.568 0.432 NODE 226 _length_1249 cov_3.25597
KP28872 227 chromosomal 0.804 0.196 NODE 227 length_1243_cov_80.3465
KP28872 228 chromosomal 0.769 0.231 NODE 228 length_1241_cov_2.4854
KP28872 229 chromosomal 0.61 0.39 NODE 229 length_ 1221 cov_5.3243
KP28872 23 chromosomal 0.999 0.001 NODE 23 length 94236 _cov_39.0218
KP28872 230 plasmid 0.088 0.912 NODE _230_length_1221 cov_406.885
KP28872 231 chromosomal 0.628 0.372 NODE 231 _length_1200_cov_3.58949
KP28872 232 chromosomal 0.759 0.241 NODE 232 length_1198 cov_2.60125
KP28872 233 plasmid 0.357 0.643 NODE _233_length_1196_cov_278.592
KP28872 234 chromosomal 0.605 0.395 NODE 234 _length_1195_cov_6.4186
KP28872 235 chromosomal 0.738 0.262 NODE _235_length_1189_cov_4.45234
KP28872 236 chromosomal 0.663 0.337 NODE _236_length_1187_cov_4.05135
KP28872 237 chromosomal 0.805 0.195 NODE 237 length_1187_cov_2.82252
KP28872 238 chromosomal 0.506 0.494 NODE 238 length_1169_cov_7.61813
KP28872 239 chromosomal 0.733 0.267 NODE 239 length_1169_cov_4.38004
KP28872 24 chromosomal 0.991 0.009 NODE 24 length 88599 cov_38.1272
KP28872 240 chromosomal 0.819 0.181 NODE 240 _length_1158 cov_2.57909
KP28872 241 chromosomal 0.782 0.218 NODE 241 length_1136_cov_3.55902
KP28872 242 chromosomal 0.65 0.35 NODE 242 length_1134_cov_4.17408
KP28872 243 chromosomal 0.592 0.408 NODE 243_length_1132_cov_2.16019
KP28872 244 chromosomal 0.671 0.329 NODE 244 length_1123_cov_3.30688
KP28872 245 chromosomal 0.614 0.386 NODE 245 length_1118 cov_2.95485
KP28872 246 chromosomal 0.848 0.152 NODE _246_length_1096_cov_52.2149
KP28872 247 chromosomal 0.718 0.282 NODE 247 _length_1088_cov_3.27102
KP28872 248 chromosomal 0.711 0.289 NODE 248 length_1086_cov_4.74133
KP28872 249 chromosomal 0.605 0.395 NODE 249 length_1083_cov_2.47515
KP28872 25 chromosomal 1 0 NODE 25 length_86606_cov_39.0921
KP28872 250 chromosomal 0.713 0.287 NODE _250_length_1047_cov_2.72474
KP28872 251 chromosomal 0.63 0.37 NODE _251_length_1024_cov_4.00211
KP28872 252 chromosomal 0.996 0.004 NODE 252 length_1013_cov_85.2179
KP28872 253 chromosomal 0.746 0.254 NODE 253 length_1002_cov_3.30919
KP28872 254 chromosomal 0.717 0.283 NODE 254 length_1001_cov_2.14394
KP28872 255 chromosomal 0.723 0.277 NODE _255_length_993_cov_5.41157
KP28872 256 chromosomal 0.744 0.256 NODE 256 _length 992 cov_1.70383
KP28872 257 chromosomal 0.702 0.298 NODE 257 length 984 cov_3.56009
KP28872 258 chromosomal 0.656 0.344 NODE 258 length 971 cov_2.56376
KP28872 259 chromosomal 0.723 0.277 NODE _259_length_936_cov_2.4156

KP28872 26 chromosomal 0.98 0.02 NODE _26_length_85140_cov_41.6301
KP28872 260 chromosomal 0.664 0.336 NODE 260_length 932 cov_2.53567
KP28872 261 chromosomal 0.792 0.208 NODE 261 _length 930 _cov_4.11723
KP28872 262 chromosomal 0.76 0.24 NODE 262 _length 927 cov_6.07294
KP28872 263 chromosomal 0.62 0.38 NODE 263 _length 915 _cov_2.45107
KP28872 264 chromosomal 0.6 0.4 NODE _264_length_904_cov_2.3821

KP28872 265 chromosomal 0.626 0.374 NODE 265 _length_900 _cov_1.78493
KP28872 266 chromosomal 0.701 0.299 NODE 266 _length 894 cov_5.80416
KP28872 267 chromosomal 0.777 0.223 NODE _267_length_890_cov_7.55474
KP28872 268 chromosomal 0.745 0.255 NODE 268 length 885 cov_5.6349

KP28872 269 chromosomal 0.594 0.406 NODE 269 _length 885_cov_2.22772
KP28872 27 chromosomal 0.966 0.034 NODE 27 length_84436_cov_34.0821
KP28872 270 chromosomal 0.714 0.286 NODE _270_length_848 cov_2.89883
KP28872 271 chromosomal 0.596 0.404 NODE _271_length_821_cov_1.82661

KP28872 272 chromosomal 0.687 0.313 NODE _272_length_820_cov_4.68102
KP28872 273 plasmid 0 1 NODE _273_length_820_cov_145.094
KP28872 274 chromosomal 0.691 0.309 NODE 274 length_818 cov_3.00405
KP28872 275 chromosomal 0.621 0.379 NODE _275_length_798 cov_2.01664
KP28872 276 chromosomal 0.707 0.293 NODE 276 _length_791 cov_4.34734
KP28872 277 chromosomal 0.591 0.409 NODE _277_length_775_cov_2.47421

KP28872 278 chromosomal 0.948 0.052 NODE 278 length 757 cov_141.529
KP28872 279 chromosomal 0.64 0.36 NODE 279 length_754 cov_1.9099
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KP28872 28 chromosomal 0.959 0.041 NODE 28 length_77896_cov_39.5339
KP28872 280 chromosomal 0.705 0.295 NODE 280_length_744 cov_4.69565
KP28872 281 chromosomal 0.724 0.276 NODE 281 length_741 cov_2.61145
KP28872 282 chromosomal 0.567 0.433 NODE 282 length_740_cov_2.03017
KP28872 283 chromosomal 0.652 0.348 NODE 283 _length 727 cov_31.3
KP28872 284 chromosomal 0.719 0.281 NODE 284 length_715_cov_3.05172
KP28872 285 chromosomal 0.571 0.429 NODE 285 length_715_cov_2.26019
KP28872 286 chromosomal 0.722 0.278 NODE 286 _length_708 cov_3.27575
KP28872 287 chromosomal 0.586 0.414 NODE _287_length_700_cov_2.76244
KP28872 288 plasmid 0.5 0.5 NODE _288_length_683_cov_0.942244
KP28872 289 chromosomal 0.708 0.292 NODE _289_length_682_cov_1.20661
KP28872 29 chromosomal 0.981 0.019 NODE 29 length 76370 _cov_41.0225
KP28872 290 chromosomal 0.68 0.32 NODE _290_length_669_cov_1.36824
KP28872 291 chromosomal 0.647 0.353 NODE _291_length_669_cov_40.9949
KP28872 292 chromosomal 0.629 0.371 NODE 292 _length_668_cov_2.16244
KP28872 293 chromosomal 0.639 0.361 NODE 293 length_666_cov_2.71986
KP28872 294 chromosomal 0.621 0.379 NODE 294 length_664 cov_2.30153
KP28872 295 chromosomal 0.601 0.399 NODE _295_length_664_cov_1.65247
KP28872 296 chromosomal 0.552 0.448 NODE _296_length_643_cov_3.37809
KP28872 297 chromosomal 0.73 0.27 NODE _297_length_632_cov_2.66486
KP28872 298 chromosomal 0.599 0.401 NODE _298_length_625_cov_2.48723
KP28872 299 chromosomal 0.514 0.486 NODE 299 length 621 cov_4.38051
KP28872 3 chromosomal 1 0 NODE _3_length_260172_cov_39.2366
KP28872 30 chromosomal 0.962 0.038 NODE_30_length_71673_cov_98.3973
KP28872 300 chromosomal 0.508 0.492 NODE_300_length_619_cov_2.56458
KP28872 301 chromosomal 0.861 0.139 NODE_301_length_610_cov_78.94
KP28872 302 chromosomal 0.599 0.401 NODE _302_length_609_cov_2.67857
KP28872 303 chromosomal 0.557 0.443 NODE _303_length_609 cov_2.17857
KP28872 304 plasmid 0.474 0.526 NODE _304_length_607_cov_48.9057
KP28872 305 chromosomal 0.639 0.361 NODE _305_length_585_cov_3.99016
KP28872 306 chromosomal 0.756 0.244 NODE _306_length 558 cov_3.24948
KP28872 307 chromosomal 0.765 0.235 NODE _307_length_528 cov_1.62749
KP28872 308 chromosomal 0.617 0.383 NODE 308 length 518 cov_1.26077
KP28872 309 chromosomal 0.66 0.34 NODE _309_length_508_cov_2.96752
KP28872 31 chromosomal 0.959 0.041 NODE 31 _length 62746 _cov_96.3854
KP28872 310 chromosomal 0.66 0.34 NODE _310_length_506_cov_2.04895
KP28872 311 chromosomal 0.671 0.329 NODE 311 _length_505_cov_3.07944
KP28872 312 plasmid 0.099 0.901 NODE _312_length_491_cov_90.2609
KP28872 313 chromosomal 0.576 0.424 NODE _313_length_488 cov_3.29197
KP28872 314 chromosomal 0.663 0.337 NODE 314 length_479 cov_24.3333
KP28872 315 chromosomal 0.611 0.389 NODE _315_length_462_cov_1.29091
KP28872 316 chromosomal 0.668 0.332 NODE _316_length_454 _cov_1.76127
KP28872 317 chromosomal 0.688 0.312 NODE _317_length_447 cov_3.09459
KP28872 318 chromosomal 0.559 0.441 NODE 318 length_445_cov_1.20924
KP28872 319 chromosomal 0.606 0.394 NODE _319_length_436_cov_2.8468
KP28872 32 chromosomal 0.987 0.013 NODE 32 _length_ 58974 cov_37.9615
KP28872 320 chromosomal 0.623 0.377 NODE _320_length_436_cov_2.14485
KP28872 321 chromosomal 0.625 0.375 NODE _321_length_428 cov_1.66382
KP28872 322 chromosomal 0.617 0.383 NODE _322_length_427 cov_2.62571
KP28872 323 chromosomal 0.682 0.318 NODE _323_length_422 cov_2.51304
KP28872 324 chromosomal 0.715 0.285 NODE _324_length_418 cov_4.22287
KP28872 325 chromosomal 0.574 0.426 NODE 325 length_405_cov_3.60671
KP28872 326 chromosomal 0.661 0.339 NODE _326_length_395_cov_0.981132
KP28872 327 chromosomal 0.679 0.321 NODE 327 length_394 cov_0.974763
KP28872 328 chromosomal 0.65 0.35 NODE 328 length 386 _cov_30.9256
KP28872 329 chromosomal 0.564 0.436 NODE_329 length_385_cov_0.987013
KP28872 33 chromosomal 0.907 0.093 NODE _33_length_50217_cov_28.9361
KP28872 330 chromosomal 0.642 0.358 NODE _330_length_381_cov_1.06908
KP28872 331 chromosomal 0.712 0.288 NODE 331 _length_380_cov_0.953795
KP28872 332 chromosomal 0.677 0.323 NODE _332_length_380_cov_2.28383
KP28872 333 chromosomal 0.642 0.358 NODE_333_length_377_cov_0.986667
KP28872 334 chromosomal 0.658 0.342 NODE_334_length_374_cov_1.6431
KP28872 335 chromosomal 0.618 0.382 NODE _335_length_374_cov_3.61616
KP28872 336 chromosomal 0.642 0.358 NODE _336_length_373_cov_1.01351
KP28872 337 chromosomal 0.687 0.313 NODE 337 length_373_cov_3.30405
KP28872 338 chromosomal 0.668 0.332 NODE 338 length 368 cov_1.51546
KP28872 339 chromosomal 0.682 0318 NODE 339 length 368 cov_1.34708
KP28872 34 plasmid 0.038 0.962 NODE _34_length_45797 cov_21.1749
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KP28872 340 chromosomal 0.597 0.403 NODE_340_length_367_cov_0.975862
KP28872 341 chromosomal 0.559 0.441 NODE 341 length 366 _cov_2.06574
KP28872 342 chromosomal 0.613 0.387 NODE _342_length_360_cov_1.08127
KP28872 343 chromosomal 0.659 0.341 NODE 343 length 359 cov_2.20922
KP28872 344 chromosomal 0.597 0.403 NODE_344_length_358 cov_1.13167
KP28872 345 chromosomal 0.644 0.356 NODE 345 length 358 cov_1.32028
KP28872 346 chromosomal 0.695 0.305 NODE 346 _length_357 cov_1.81071
KP28872 347 chromosomal 0.597 0.403 NODE _347_length_357_cov_0.985714
KP28872 348 chromosomal 0.677 0.323 NODE _348_length_356_cov_2.17921
KP28872 349 chromosomal 0.686 0314 NODE_349 length_352_cov_2.09455
KP28872 35 plasmid 0.019 0.981 NODE 35 length 42433 cov_19.7452
KP28872 350 chromosomal 0.659 0.341 NODE _350_length_351 cov_2.08394
KP28872 351 chromosomal 0.613 0.387 NODE 351 _length 350 cov_1.85348
KP28872 352 chromosomal 0.622 0.378 NODE 352 _length_348 cov_0.9631
KP28872 353 chromosomal 0.634 0.366 NODE_353_length_346_cov_3.5948
KP28872 354 chromosomal 0.622 0.378 NODE 354 length 345 cov_1.08209
KP28872 355 chromosomal 0.578 0.422 NODE 355 length_344 cov_1.01873
KP28872 356 chromosomal 0.678 0.322 NODE 356 _length 343 cov_2.13534
KP28872 357 chromosomal 0.623 0.377 NODE 357 _length_338 cov_1.2069
KP28872 358 chromosomal 0.842 0.158 NODE _358_length_338 cov_145.402
KP28872 359 chromosomal 0.682 0.318 NODE 359 length_336_cov_1.0888
KP28872 36 chromosomal 0.975 0.025 NODE _36_length_40905_cov_37.1967
KP28872 360 plasmid 0.294 0.706 NODE_360_length_332_cov_27.4275
KP28872 361 chromosomal 0.689 0.311 NODE 361 _length_303_cov_40.4027
KP28872 362 chromosomal 0.585 0.415 NODE 362 length 217 _cov_38.4714
KP28872 363 chromosomal 0.724 0.276 NODE _363_length_207_cov_92.3923
KP28872 364 chromosomal 0.715 0.285 NODE _364_length_202_cov_48.192
KP28872 365 chromosomal 0.744 0.256 NODE _365_length_201_cov_32.6452
KP28872 366 chromosomal 0.653 0.347 NODE _366_length 197 _cov_56.5833
KP28872 367 chromosomal 0.582 0.418 NODE 367 length_188 cov_72.2973
KP28872 368 chromosomal 0.641 0.359 NODE 368 length 188 cov_49.2793
KP28872 369 chromosomal 0.578 0422 NODE 369 length 186_cov_34.8257
KP28872 37 plasmid 0.133 0.867 NODE_37_length 37136_cov_21.0137
KP28872 370 chromosomal 0.71 0.29 NODE _370_length_182_cov_99.4476
KP28872 371 chromosomal 0.615 0.385 NODE _371_length_177_cov_66.07
KP28872 372 chromosomal 0.637 0.363 NODE _372_length_176_cov_26.3131
KP28872 373 chromosomal 0.617 0.383 NODE _373_length_157_cov_42.575
KP28872 374 chromosomal 0.716 0.284 NODE 374 length 156_cov_107.114
KP28872 375 chromosomal 0.71 0.29 NODE 375 length_156_cov_177.709
KP28872 376 chromosomal 0.588 0.412 NODE 376 _length_152_cov_40.2933
KP28872 377 chromosomal 0.608 0.392 NODE _377_length_152_cov_24
KP28872 378 chromosomal 0.62 0.38 NODE _378_length_142_cov_84.4154
KP28872 379 chromosomal 0.602 0.398 NODE 379 length 121 cov_173.364
KP28872 38 chromosomal 0.997 0.003 NODE_38_ length 34549 _cov_40.0918
KP28872 380 chromosomal 0.751 0.249 NODE _380_length_120_cov_1.62791
KP28872 381 chromosomal 0.751 0.249 NODE 381 _length_120_cov_30.3721
KP28872 382 chromosomal 0.668 0.332 NODE _382_length_109_cov_42.2812
KP28872 383 chromosomal 0.615 0.385 NODE 383 length_101_cov_117.625
KP28872 384 chromosomal 0.632 0.368 NODE _384_length_96_cov_105.368
KP28872 385 chromosomal 0.649 0.351 NODE_385_length_89_cov_32.6667
KP28872 386 chromosomal 0.627 0.373 NODE_386_length 87 cov_41.3
KP28872 387 chromosomal 0.675 0.325 NODE 387 length_85_cov_39
KP28872 388 chromosomal 0.772 0.228 NODE_388_length 85 _cov_329.5
KP28872 389 chromosomal 0.66 0.34 NODE _389_length 79 cov_181.5
KP28872 39 chromosomal 0.77 0.23 NODE 39 length_34472 cov_31.157
KP28872 390 chromosomal 0.847 0.153 NODE 390 _length_78 cov_76
KP28872 391 chromosomal 0.583 0.417 NODE _391_length_78_cov_121
KP28872 4 chromosomal 1 0 NODE 4 length_230310_cov_35.9925
KP28872 40 chromosomal 0.909 0.091 NODE_40_length 33913 _cov_38.9698
KP28872 41 chromosomal 0.646 0.354 NODE 41 _length 31841 cov_27.2008
KP28872 42 chromosomal 0.932 0.068 NODE 42 length 29764 cov_38.9923
KP28872 43 chromosomal 0.944 0.056 NODE 43 _length 28468 cov_34.8087
KP28872 44 chromosomal 0.994 0.006 NODE 44 length 26346 _cov_38.1109
KP28872 45 chromosomal 0.771 0.229 NODE _45_length_23398 cov_27.2035
KP28872 46 chromosomal 0.665 0.335 NODE 46 _length_23195_cov_39.9896
KP28872 47 chromosomal 0.574 0.426 NODE 47 length 22463 cov_32.9732
KP28872 48 chromosomal 0.952 0.048 NODE 48 length 20303_cov_42.5318
KP28872 49 chromosomal 0.906 0.094 NODE_49 length 19579_cov_39.8777
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KP28872 5 chromosomal 0.995 0.005 NODE 5 _length_228449 cov_35.4333
KP28872 50 chromosomal 0.547 0.453 NODE_50_length_19359_cov_4.40763
KP28872 51 chromosomal 0.867 0.133 NODE 51 _length_19046_cov_43.0785
KP28872 52 plasmid 0.009 0.991 NODE _52_length_16943_cov_14.2677
KP28872 53 chromosomal 0.77 0.23 NODE _53_length_15431_cov_4.48815
KP28872 54 plasmid 0.436 0.564 NODE _54_length_14967_cov_35.5692
KP28872 55 chromosomal 0.831 0.169 NODE 55 _length_14763_cov_38.155
KP28872 56 chromosomal 0.901 0.099 NODE _56_length_13828 cov_37.5022
KP28872 57 chromosomal 0.895 0.105 NODE _57_length_13789_cov_32.8689
KP28872 58 plasmid 0.103 0.897 NODE 58 length_13687_cov_13.536
KP28872 59 plasmid 0.081 0.919 NODE _59 length_11614_cov_21.6892
KP28872 6 chromosomal 0.998 0.002 NODE _6_length_203863_cov_36.4848
KP28872 60 chromosomal 0.864 0.136 NODE_60_length_10594_cov_4.70533
KP28872 61 chromosomal 0.728 0.272 NODE 61 _length_10396_cov_4.66276
KP28872 62 plasmid 0.43 0.57 NODE _62_length_10267_cov_4.3949
KP28872 63 chromosomal 0.911 0.089 NODE _63_length_9588 cov_33.8295
KP28872 64 chromosomal 0.724 0.276 NODE 64 length_ 8827 cov_4.46914
KP28872 65 chromosomal 0.737 0.263 NODE_65_length_8825_cov_4.01235
KP28872 66 chromosomal 0.83 0.17 NODE _66_length_8614_cov_4.06958
KP28872 67 chromosomal 0.722 0.278 NODE 67 _length_7982_cov_37.0061
KP28872 68 chromosomal 0.857 0.143 NODE 68 length_7826_cov_34.0514
KP28872 69 chromosomal 0.832 0.168 NODE 69 length_7821 cov_4.72314
KP28872 7 chromosomal 0.996 0.004 NODE _7_length_203049_cov_34.8131
KP28872 70 plasmid 0.202 0.798 NODE_70_length_7688_cov_20.5504
KP28872 71 plasmid 0.443 0.557 NODE _71_length_7445_cov_3.36767
KP28872 72 chromosomal 0.882 0.118 NODE_72 length_7312_cov_4.60705
KP28872 73 chromosomal 0.691 0.309 NODE _73_length_6967 cov_5.51466
KP28872 74 plasmid 0.052 0.948 NODE_74_length_6916_cov_24.628
KP28872 75 chromosomal 0.673 0.327 NODE_75 _length_6686_cov_6.00999
KP28872 76 plasmid 0.042 0.958 NODE_76_length_6551_cov_10.9166
KP28872 77 plasmid 0.239 0.761 NODE _77 length_6167_cov_22.7044
KP28872 78 chromosomal 0.591 0.409 NODE_78_length_5964_cov_25.4296
KP28872 79 plasmid 0.224 0.776 NODE_79_length_5859_cov_25.647
KP28872 8 chromosomal 0.993 0.007 NODE _8_length_190620_cov_41.9811
KP28872 80 chromosomal 0.88 0.12 NODE _80_length_5449 cov_4.15004
KP28872 81 chromosomal 0.815 0.185 NODE _81_length_5391_cov_3.85566
KP28872 82 chromosomal 0.893 0.107 NODE 82 length_5263_cov_4.15947
KP28872 83 chromosomal 0.898 0.102 NODE_83_length_5250 cov_4.607
KP28872 84 plasmid 0.037 0.963 NODE _84_length_5212_cov_29.0715
KP28872 85 plasmid 0.324 0.676 NODE_85_length_5208_cov_3.69577
KP28872 86 chromosomal 0.925 0.075 NODE_86_length_5160_cov_4.06532
KP28872 87 chromosomal 0.753 0.247 NODE 87 length_4901 cov_4.31219
KP28872 88 plasmid 0.36 0.64 NODE _88_length_4782_cov_3.88842
KP28872 89 plasmid 0.14 0.86 NODE _89 length_4667_cov_12.5203
KP28872 9 chromosomal 0.996 0.004 NODE _9_length_177480_cov_42.0453
KP28872 90 chromosomal 0.636 0.364 NODE _90_length_4654 cov_3.92659
KP28872 91 chromosomal 0.605 0.395 NODE 91_length_4635_cov_4.72159
KP28872 92 chromosomal 0.85 0.15 NODE 92 length 4621 cov_5.67826
KP28872 93 plasmid 0.475 0.525 NODE _93_length_4506_cov_19.8607
KP28872 94 chromosomal 0.722 0.278 NODE 94 length_4482 cov_3.9807
KP28872 95 chromosomal 0.763 0.237 NODE 95 length 4393 cov_4.24351
KP28872 96 chromosomal 0.747 0.253 NODE _96_length_4307_cov_26.1305
KP28872 97 chromosomal 0.844 0.156 NODE 97 length 4213 _cov_4.23042
KP28872 98 chromosomal 0.811 0.189 NODE _98_length_4107_cov_3.78983
KP28872 99 chromosomal 0.814 0.186 NODE 99 length 4104 cov_3.77204
KP28873 1 chromosomal 1 0 NODE 1 _length_355714_cov_24.3492
KP28873 10 chromosomal 0.99 0.01 NODE_10_length_159341_cov_22.3163
KP28873 100 chromosomal 0.606 0.394 NODE _100_length_557 cov_19.8833
KP28873 101 chromosomal 0.663 0.337 NODE _101_length_479 cov_18.2313
KP28873 102 chromosomal 0.888 0.112 NODE _102_length_447 cov_80.5811
KP28873 103 chromosomal 0.609 0.391 NODE _103_length_433_cov_34.0197
KP28873 104 chromosomal 0.65 0.35 NODE_104_length_386_cov_23.89
KP28873 105 chromosomal 0.673 0.327 NODE _105_length_365_cov_19.0278
KP28873 106 chromosomal 0.876 0.124 NODE _106_length_338 cov_100.479
KP28873 107 chromosomal 0.586 0.414 NODE _107_length_333_cov_51.2734
KP28873 108 chromosomal 0.688 0.312 NODE 108 length 301 _cov_28.8348
KP28873 109 plasmid 0.497 0.503 NODE_109_length_291 cov_13.3178
KP28873 11 chromosomal 0.988 0.012 NODE _11_length 156887 cov_20.8155
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KP28873 110 plasmid 0.275 0.725 NODE_110_length 277 cov_12.07
KP28873 111 chromosomal 0.709 0.291 NODE _111_length_269_cov_22.9531
KP28873 112 chromosomal 0.768 0.232 NODE _112_length_251_cov_41.092
KP28873 113 chromosomal 0.645 0.355 NODE _113_length_241_cov_20.1159
KP28873 114 chromosomal 0.764 0.236 NODE _114_length_215_cov_25.7609
KP28873 115 chromosomal 0.724 0.276 NODE _115_length_207_cov_20.0692
KP28873 116 chromosomal 0.634 0.366 NODE _116_length_205_cov_22.1172
KP28873 117 chromosomal 0.622 0.378 NODE _117_length_195_cov_33.1102
KP28873 118 chromosomal 0.585 0.415 NODE _118_length_195_cov_81.0513
KP28873 119 chromosomal 0.627 0.373 NODE _119_length_193_cov_17.3276
KP28873 12 chromosomal 0.999 0.001 NODE_12 length 148201 cov_25.4964
KP28873 120 chromosomal 0.553 0.447 NODE_120_length 188 cov_20.027
KP28873 121 chromosomal 0.62 0.38 NODE _121_length_185_cov_26.4722
KP28873 122 chromosomal 0.625 0.375 NODE _122_length_183_cov_28.2547
KP28873 123 chromosomal 0.586 0414 NODE 123 length 179 cov_42.1667
KP28873 124 chromosomal 0.654 0.346 NODE _124_length_169_cov_26.4457
KP28873 125 plasmid 0.48 0.52 NODE _125_length_153_cov_10.6711
KP28873 126 chromosomal 0.568 0.432 NODE _126_length_150_cov_18.7123
KP28873 127 chromosomal 0.62 0.38 NODE_127_length_133_cov_37.6
KP28873 128 chromosomal 0.607 0.393 NODE _128_length_128 cov_50.6471
KP28873 129 chromosomal 0.735 0.265 NODE 129 length_120_cov_24.8372
KP28873 13 chromosomal 0.996 0.004 NODE_13_length_144891_cov_25.4965
KP28873 130 plasmid 0.242 0.758 NODE 130 length 118 cov_14.1951
KP28873 131 plasmid 0.253 0.747 NODE_131_length_114_cov_13.7568
KP28873 132 chromosomal 0.619 0.381 NODE _132_length_107_cov_36.9333
KP28873 133 chromosomal 0.618 0.382 NODE _133_length_104_cov_29.8889
KP28873 134 chromosomal 0.615 0.385 NODE_134_length _101_cov_88.7083
KP28873 135 chromosomal 0.586 0.414 NODE_135_length_96_cov_17.5263
KP28873 136 plasmid 0.371 0.629 NODE_136_length _95_cov_25.8889
KP28873 137 chromosomal 0.636 0.364 NODE _137_length_94 _cov_20.4706
KP28873 138 plasmid 0.198 0.802 NODE_138_length 92 cov_13.6
KP28873 139 chromosomal 0.649 0.351 NODE_139 length_89_cov_25.75
KP28873 14 chromosomal 0.99 0.01 NODE_14 length 139101 cov 22.6223
KP28873 140 chromosomal 0.623 0.377 NODE_140_length_88_cov_54.2727
KP28873 141 chromosomal 0.772 0.228 NODE_141_length_85_cov_77.75
KP28873 142 plasmid 0.239 0.761 NODE _142_length_81_cov_12
KP28873 143 chromosomal 0.657 0.343 NODE_143_length_81 cov_68.75
KP28873 144 chromosomal 0.573 0.427 NODE _144_length_79_cov_48
KP28873 145 chromosomal 0.744 0.256 NODE _145_length_79_cov_46
KP28873 146 chromosomal 0.833 0.167 NODE _146_length_78_cov_19
KP28873 147 chromosomal 0.583 0.417 NODE _147_length_78_cov_72
KP28873 15 chromosomal 0.982 0.018 NODE_15_length 126807 cov_24.1097
KP28873 16 chromosomal 0.962 0.038 NODE_16_length_126338_cov_20.7626
KP28873 17 chromosomal 0.992 0.008 NODE _17_length_108526_cov_21.4616
KP28873 18 chromosomal 0.996 0.004 NODE_18_length_105981_cov_24.7089
KP28873 19 chromosomal 0.629 0.371 NODE_19_length_104776_cov_21.3949
KP28873 2 chromosomal 0.998 0.002 NODE 2 length 292612 _cov_23.6881
KP28873 20 chromosomal 0.996 0.004 NODE _20_length_100509_cov_26.3039
KP28873 21 chromosomal 0.986 0.014 NODE 21 _length 99297 cov_25.1373
KP28873 22 chromosomal 0.999 0.001 NODE 22 _length_94236_cov_25.7175
KP28873 23 chromosomal 0.975 0.025 NODE _23_length_90092_cov_24.1148
KP28873 24 chromosomal 0.991 0.009 NODE 24 _length_88599_cov_25.2866
KP28873 25 chromosomal 1 0 NODE 25 length_86605_cov_24.9395
KP28873 26 chromosomal 0.981 0.019 NODE 26_length 85248 cov 252298
KP28873 27 chromosomal 0.965 0.035 NODE _27_length_84334_cov_20.8779
KP28873 28 chromosomal 0.981 0.019 NODE 28 length 76440 _cov_26.1857
KP28873 29 chromosomal 0.752 0.248 NODE 29 length 72276_cov_23.3432
KP28873 3 chromosomal 0.984 0.016 NODE 3 length 232248 cov_20.9202
KP28873 30 chromosomal 0.962 0.038 NODE _30_length_71671_cov_23.8972
KP28873 31 chromosomal 0.944 0.056 NODE 31 length 68754 cov_21.9329
KP28873 32 plasmid 0.012 0.988 NODE 32 length 63961 cov_15.848
KP28873 33 chromosomal 0.959 0.041 NODE 33 length 62746_cov_23.7741
KP28873 34 chromosomal 0.987 0.013 NODE _34_length_58972_cov_23.2093
KP28873 35 chromosomal 0.95 0.05 NODE _35_length_58461_cov_23.7086
KP28873 36 chromosomal 0.96 0.04 NODE _36_length_49594 cov_23.9551
KP28873 37 plasmid 0.019 0.981 NODE_37_length 42433 _cov_13.9087
KP28873 38 chromosomal 0.874 0.126 NODE 38 length 40271 cov 21.0941
KP28873 39 plasmid 0.133 0.867 NODE 39 length 37143 cov_14.4745
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KP28873 4 chromosomal 1 0 NODE 4 length_230166_cov_22.0558
KP28873 40 chromosomal 0.997 0.003 NODE _40_length_34549 cov_26.4556
KP28873 41 chromosomal 0.77 0.23 NODE_41_length_34470_cov_22.0205
KP28873 42 chromosomal 0.909 0.091 NODE _42_length_33910_cov_22.6375
KP28873 43 chromosomal 0.645 0.355 NODE _43_length_32801_cov_22.1719
KP28873 44 chromosomal 0.934 0.066 NODE 44 length 29764 cov_24.4033
KP28873 45 chromosomal 0.944 0.056 NODE 45 length 28468 cov 23.9624
KP28873 46 chromosomal 0.994 0.006 NODE _46_length_26346_cov_26.3913
KP28873 47 chromosomal 0.898 0.102 NODE 47 length 26159 cov 21.7188
KP28873 48 chromosomal 0.768 0232 NODE 48 length 24358 cov_20.5077
KP28873 49 chromosomal 0.665 0.335 NODE _49_length_23195_cov_25.9969
KP28873 5 chromosomal 0.996 0.004 NODE 5_length 210342 cov 202479
KP28873 50 chromosomal 0.593 0.407 NODE _50_length_23028 cov_24.0916
KP28873 51 chromosomal 0.951 0.049 NODE _51_length_20303_cov_26.2921
KP28873 52 chromosomal 0.887 0.113 NODE 52 length 19654 cov 24.193
KP28873 53 chromosomal 0.867 0.133 NODE_53_length_19046_cov_23.7692
KP28873 54 plasmid 0.436 0.564 NODE 54 length 14967 cov_22.6888
KP28873 55 chromosomal 0.895 0.105 NODE_55_length_13789_cov_20.5869
KP28873 56 plasmid 0.081 0.919 NODE 56_length 11614 _cov_14.9374
KP28873 57 plasmid 0.107 0.893 NODE 57 length 8499 cov_12.848

KP28873 58 chromosomal 0.853 0.147 NODE_58_length_7896_cov_23.201

KP28873 59 plasmid 0.136 0.864 NODE 59 length 7362 cov_14.3065
KP28873 6 chromosomal 0.999 0.001 NODE 6_length 203642 cov_23.1249
KP28873 60 chromosomal 0.892 0.108 NODE_60_length_7357_cov_25.5636
KP28873 61 plasmid 0.079 0.921 NODE 61 length 7303 _cov_11.0559
KP28873 62 plasmid 0.13 0.87 NODE 62 length 6896 _cov_15.4263
KP28873 63 plasmid 0.026 0974 NODE 63 length 6424 cov 152625
KP28873 64 plasmid 0.239 0.761 NODE _64_length_6167_cov_19.0051
KP28873 65 plasmid 0.037 0.963 NODE 65 length 5212 cov_21.6952
KP28873 66 chromosomal 0.839 0.161 NODE _66_length_4731_cov_20.3616
KP28873 67 plasmid 0.14 0.86 NODE_67_length_4667_cov_12.3839
KP28873 68 plasmid 0.099 0.901 NODE_68_length_4510_cov_10.5267
KP28873 69 plasmid 0.481 0519 NODE 69 length 4504 cov_14.6869
KP28873 7 chromosomal 0.994 0.006 NODE_7_length 190612 _cov_25.6666
KP28873 70 plasmid 0.129 0.871 NODE_70_length_3827_cov_34.1757
KP28873 71 chromosomal 0.855 0.145 NODE _71_length_3823_cov_25.3526
KP28873 72 chromosomal 0.781 0.219 NODE_72_length_3299 cov_23.4863
KP28873 73 chromosomal 0.976 0.024 NODE_73_length_3231_cov_240.086
KP28873 74 plasmid 0.26 0.74 NODE_74_length_2909_cov_16.2479
KP28873 75 plasmid 0.397 0.603 NODE_75_length_2751_cov_13.0079
KP28873 76 plasmid 0.198 0.802 NODE _76_length 2615 cov_14.184

KP28873 77 chromosomal 0.645 0.355 NODE_77_length_2565_cov_10.3593
KP28873 78 chromosomal 0.64 0.36 NODE_78_length_2438 cov_23.4312
KP28873 79 plasmid 0.491 0.509 NODE 79 length 2263 cov_16.6102
KP28873 8 chromosomal 0.997 0.003 NODE _8 length_177371_cov_24.7878
KP28873 80 plasmid 0.139 0.861 NODE 80 length 1915 _cov_135.554
KP28873 81 plasmid 0.197 0.803 NODE _81_length_1912_cov_15.3292
KP28873 82 chromosomal 0.983 0.017 NODE 82 length 1888 cov_42.6052
KP28873 83 chromosomal 0.984 0.016 NODE _83_length_1711_cov_237.209
KP28873 84 plasmid 0.291 0.709 NODE_84_length_1632_cov_10.2695
KP28873 85 chromosomal 0.761 0.239 NODE _85_length_1531_cov_39.2221
KP28873 86 chromosomal 0.999 0.001 NODE_86_length_1445_cov_95.0972
KP28873 87 plasmid 0.016 0.984 NODE_87_length_1356_cov_25.154

KP28873 88 plasmid 0.088 0912 NODE 88 length 1221 cov_260.223
KP28873 89 plasmid 0.357 0.643 NODE 89 length 1196_cov_199.941
KP28873 9 chromosomal 0.998 0.002 NODE _9_length_174527 cov_22.6858
KP28873 90 chromosomal 0.794 0.206 NODE _90_length_1173_cov_45.0465
KP28873 91 chromosomal 0.506 0.494 NODE 91 length 1169 cov_9.91484
KP28873 92 chromosomal 0.848 0.152 NODE_92_length_1096_cov_31.4779
KP28873 93 plasmid 0.131 0.869 NODE _93_length 909 cov_14.929

KP28873 94 plasmid 0.231 0.769 NODE 94 length_1060_cov 455117
KP28873 95 chromosomal 0.996 0.004 NODE _95_length_1013_cov_53.4893
KP28873 96 plasmid 0 1 NODE 96 _length_820 cov_102.855

KP28873 97 chromosomal 0.647 0.353 NODE_97_length_669_cov_27.049

KP28873 98 chromosomal 0.657 0.343 NODE _98_length_661_cov_11.1404

KP28873 99 plasmid 0.473 0.527 NODE_99 length_607_cov_38.2604
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