Fenotypowa i genomowa analiza rezystomu oraz badanie
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1. WPROWADZENIE 3. METODYKA
Enterobacter spp. znajdujg sie w czotowce krytycznych patogendéw odpowiedzialnych za zakazenia  Oznaczanie antybiotypu szczepéw metodami: dyfuzyjno-krazkowa, E-Test, mikrozciericzers w podtozu
szpitalne (grupa ESKAPE), a narastajgca opornos$¢ na antybiotyki, zwtaszcza z grupy karbapenemow, statym i ptynnym wg EUCAST

stawia je w pierwszej trojce czynnikdw infekcyjnych uznanych przez WHO za szczegdlne zagrozenie dla
zdrowia publicznego (WHO PPL, 2024). Narastajgca antybiotykoopornos$¢ wsrod szczepow
Enterobacter spp., wigze sie z wydtuzonym pobytem pacjentéw w placéwkach stuzby zdrowia, wyzszymi
kosztami leczenia i wiekszg Smiertelnoscia. Pomimo tego, w porownaniu do innych pateczek

Enterobacterales, wiedza na temat epidemiologii Enterobacter spp. oraz mechanizmow prowadzacych do
niepowodzen terapeutycznych zakazen z ich udziatem, jest wciaz ograniczona.  Analiza genomowa — sekwencjonowanie NGS Il i Il gen. (MiSeq Illumina, USA; GridlON, Oxford

Nanopore Technologies, UK), analizy bioinformatyczne

 Wykrywanie karbapenemaz metodami fenotypowymi: klasycznymi (DDST-EDTA, CDT, TEM)
i specjalnymi (mCIM, eCIM)

 Analiza genetyczna: detekcja gendéw kodujgcych karbapenemazy (amplifikacja DNA i rozdziat
elektroforetyczny)

* Analiza populacyjna, PAP; test stabilnosci cechy

2. CELE PRACY

« Kompleksowa charakterystyka profilu opornosci na antybiotyki, ze szczegdlnym uwzglednieniem
karbapenemow, kolekcji klinicznych izolatdw Enterobacter spp. pochodzacych z Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego w Warszawie
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* Badanie wystepowania zjawiska heterogennej opornosci i ocena stabilnosci cechy

Rycina 1 Udziat procentowy poszczegdlnych gatunkdw Enterobacter spp. stanowigcych materiat badania wraz z rozktadem procentowym pochodzenia
analizowanych szczepéw, wedtug oddziatow

penicyliny cefalosporyny karbapenemy a
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4.1 WYNIKI
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Wsréd 106 analizowanych klinicznych izolatow Enterobacter spp. z UCK WUM, 90,6% nalezato do
kompleksu Enterobacter cloacae, wsréd nich dominowaty gatunki E. cloacae (75,5%) oraz
E. hormaechei (5,7%) (Rycina 1). Wszystkie badane izolaty wykazywaty fenotyp wielolekooporny (MDR)
w panelu 26 antybiotykdow (Rycina 2). Sposrod nich 79% produkowato [-laktamazy ESBL,
a 47% miato fenotyp ESAC.

Standardowe testy fenotypowe na obecnos¢ karbapenemaz okazaty sie mato wiarygodne dla
Enterobacter spp.: testy wykrywajgce KPC i OXA-48 dawaty odpowiednio 100% i 77% wynikow fatszywie
pozytywnych. Wsrdod szczepow niewrazliwych na karbapenemy jedynie w 4 przypadkach (6%)
potwierdzono obecnos¢ karbapenemaz (fenotypowo i genetycznie).
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Hiperoporny szczep E. hormaechei EB21, pochodzgcy z krwi pacjenta OIT i wrazliwy fenotypowo jedynie

na kolistyne, poddano sekwencjonowaniu catogenomowemu. Ustalono, ze genom szczepu ma wyjgtkowo

Q
S duzy rozmiar (>5,35 Mb; 5284 geny) i sktada sie z trzech replikonéw, w tym ~338,5-kb megaplazmidu
< PEB21 1 (grupa IncHI2/IncHI2A).
g S . : , .
Qs‘& /\\\L‘§ & & @@OQ ER Ol WS Niezwykle bogaty rezystom szczepu EB21 obejmowat 24 geny opornosci, z czego 21 (87,5%)
zlokalizowanych byto na elementach ruchomych (plazmidach, elementach transpozycyjnych
Rycina 2 Wyniki antybiogramoéw podstawowych. R — opornosé, | — wrazliwos¢ przy zwiekszonej ekspozycji, S — wrazliwos¢; a — monobaktamy, i integrujqcych \"\" DNA; ’facznie 18 genéw Nna pIazmidach, "\ tym 15 na megaplazmidzie pEBZl_l).

b — aminoglikozydy, ¢ — chinolony. Na rycinie nie uwzgledniono antybiotykéw, ktdre byty uzywane w testach ESBL (amoksycylina z klawulanianem, ceftazydym,

cefotaksym, cefepim) Wiekszos¢ plazmidowych gendw opornosci EB21 byta zgrupowana w integronach klasy 1, stanowigcych

czesS¢ transpozonow z rodziny Tn21-like (Rycina 3).

Szczegdtowa analiza genomu EB21 ujawnita tez nietypowe elementy transpozycyjne, ktérych nie

4.2 WYNIKI wykrywajg standardowe algorytmy. Zidentyfikowano m.in.: zalezny od 1S26, pseudotranspozon ztozony

(PCT) niosacy gen catA2; modut transpozycyjny typu ISCR (zalezny od 1S91) z genem dfrA19; oraz trzy
Obecnosc wielokrotnych kopii genu blaCTX-M-3 w modutach TMos najprawdopodobniej wptyneta na chromosomalne moduty transpozycyjne (TMos) powigzane z insercjg ISEcpl (kazdy niosacy gen
podwyzszenie poziom ekspresji B-laktamazy, poszerzajac poziom i spektrum opornosci na antybiotyki blaCTX-M-3).

B-laktamowe. Ponadto insercja TMos w sekwencje kodujgce inne biatka mogta modulowa¢ wirulencje
szczepu EB21 (Rycina 4).

W populacji szczepu E. cloacae EB100 zaobserwowano zjawisko heteroopornosci na ceftazydym: okoto IR1 IR2
> —
0,01% komorek przezywato ekspozycje na stezenia do 64 mg/l antybiotyku, a okoto 0,00001% na DR1 (COCOTEOTETEACRACORRAITATEOTEACIE CORCTORGAC RCapet ATTIECOmTICTOABACOREEEE. DR2
128-256 mg/Il. Cecha ta byta stabilna, co sugeruje, ze mechanizm heteroopornosci u EB100 nie generuje 1GTGT | Transpozon nieztozony rodziny Tn21 TGTGT
znacznego kosztu metabolicznego dla komorki i dzieki temu moze utrzymywac sie w populacji (Rycina 5). '
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Legenda Rycina 3 Struktura i organizacja genetyczna kluczowych gendw opornosci na antybiotyki i detergenty oraz ruchomych elementéw genetycznych, MGE

(integrondw klasy 1, Intl1, i elementdéw transpozycyjnych, TE) w genomie szczepu E. hormaechei EB21

Rycina 4 Rearanzacje genetyczne wewnatrzchromosomowe w genomie E. hormaechei EB21, zachodzgace przy udziale
ISEcp1-zaleznych modutdw transpozycyjnych, TMos, prowadzgce do zwielokrotnienia liczby kopii i zwiekszenia poziomu

ekspresji genu blaCTX-M-3 oraz rozbicia/inaktywacji innych genéw strukturalnych "
5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

« W rutynowej diagnostyce Enterobacter spp. nalezy zweryfikowaé stosowane metody wykrywania

1O0E+08 karbapenemaz. Zaleca sie potwierdzanie produkcji karbapenemaz metodami o wysokiej wiarygodnosci,
1,00E+07 takimi jak mCIM/eCIM
L 00E+06 * |dentyfikacja w genomie szczepu EB21 niestandardowych elementdow transpozycyjnych i nietypowych
mechanizmdéw opornosci, niewykrywalnych przez automatyczne narzedzia bioinformatyczne, podkresla
1,00E+05 koniecznos¢ dalszych, pogtebionych badan w tym zakresie
%1’00504 omATCC 25927 * Integrony klasy 1, stanowigce czes¢ nieztozonych transpozonow z rodziny Tn21, mogg petni¢ funkcje
S oEB21 ,pbutapek genowych” oraz rusztowania genetycznego, umozliwiajgcego akumulacje, réznorodnosc
1,00E+03 —emEB100 i wysoka dynamike translokacji wychwyconych genéw opornoséci na antybiotyki
1,00E+02 e Zdolnos¢ Enterobacter spp. do akumulacji i transferu wielu genow opornosci podkresla potrzebe
monitorowania molekularnego tych patogenow oraz racjonalnego stosowania antybiotykow, aby
100801 ograniczyc presje selekcyjna
1,00E+00 5 o o © © o e ° e ° e o o = * Obserwacja stabilnych subpopulacji heteroopornych wskazuje, ze pomimo oznaczonej in vitro

0 05 1 2 3 4 6 8 10 12 16 32 64 128 256 wrazliwosci, leczenie przeciwdrobnoustrojowe w warunkach klinicznych moze zakonczy¢ sie

Stezenie antybiotyku [mg/I] . d . t t
Rycina 5 Przebieg krzywej populacyjnej, w zaleznosci od wzrastajgcego stezenia ceftazydymu na podtozu MHE, dla szczepdw: ATCC25922, EB21i EB100 nlisfpenset ZeliEr Telea i tanying
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