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Roviditésjegyzék

3GCR- third-generation cephalosporin-resistant (harmadik generacios cefalosporin
rezisztens)

16S rRNS-16S riboszomalis RNS

AAC- aminoglikozid-acetil-transzferaz

AMR- antimikrobidlis rezisztencia

ANT- aminoglikozid nukleitidil-transzferaz

APH- aminoglikozid foszfotranszferaz

DAEC- diffiiz mdédon addheralo E. coli

DALY- disability-adjusted life year (rokkantsaggal korrigalt elveszitett életévek)
DDST- double disc synergy test (kétkorong szinergizmus teszt)

CC- clonal clomplex (klonalis komplex)

CDC- Centers for Disease Control and Prevention (Betegségmegel6zési és Jarvanyiigyi
Kozpont)

CGE- Center for Genomic Epidemiology (Genomikai Epidemiologiai Kézpont)
CRE- karbapenem rezisztens Enterobacteriaceae

CT- cluster type (klaszter tipus)

E. coli- Escherichia coli

EARS-Net- European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (Eurdpai
Antimikrobialis Rezisztencia Surveillance Héalozat)

EAEC- Enteroaggregativ E. coli

EHEC- Enterohemorrhagias E. coli

EIEC- Enteroinvaziv E. coli

EPEC- Enteropathogén E. coli

ESBL- Extended-spectrum beta-lactamase (Kkiterjedt-spektrumu B-laktamaz)
ETEC- Enterotoxin termel6 E. coli

EXPEC- Extraintestinal pathogenic E. coli (extraintestinalis patogén E. coli)
FQ- fluorokinolon

gDNS- genominalis DNS

HUS -hemolitikus urémias szindroma

IMP- imipenemase (imipenemaz)

Inc- inkompatibilitasi csoport



IS- inszercios szekvencia/elem

IR- inverted-repeat (forditott ismétl6d6 szakaszok)

KPC- Klebsiella pneumoniae carbapenemase (Klebsiella pneumoniae karbapenemaz)
LPS- lipopoliszacharid

LT- holabilis exotoxin

MALDI-TOF MS- matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios, ionizacios, repiilési id6 mérésen
alapul6 tomegspektrometria

NDM- New-Delhi metallo-p-lactamase (New-Delhi metallo-B-laktamaz)
MDR- multidrog-rezisztens

MGE- mobilis genetikai elem

MIC- minimalis inhibitor koncentracio

MLEE- multilokusz enzim elektroforézis

MLST- multilokusz szekvencia tipizalas

MNEC- Meningitis-associated E. coli (agyhartyagyulladast okozo E. coli)
NNGYK- Nemzeti Népegészségiigyi és Gyogyszerészeti Kozpont

NRL- Egészségiigyi ellatassal 0sszefliggd fertdzések és antibiotikum rezisztencia
Nemzeti Referencia Laboratériuma

PFGE- pulsed field gel electrophoresis (pulzaltatott mezejti gélelektroforézis)
PMLST- plazmid multilokusz szekvencia tipizalas

PMQR- plazmid altal kdzvetitett kinolon rezisztencia

PCR- polimerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PT- pulzotipus

QRDR- quinolone resistance determining region (kinolon rezisztenciat meghatarozo
1régio)

SNP- single nucleotide polymorphism (egypontos nukleotid polimorfizmus)
ST- szekvencia tipus

STEC- Shiga-toxin termel6 E. coli
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VTEC- Verotoxint termel6 E. coli

WGS- whole genome sequencing (teljes genom szekvenalas)



1. Bevezetés

Az antibiotikum rezisztencia komoly veszélyt jelent a globalis kozegészségiigyre.
Az antibiotikum rezisztens baktériumok terjedését az antimikrobidlis szerek nem
megfeleld és tulzott hasznalata, valamint az infekcidkontroll szabalyok nem megfeleld
betartasa okozza. Az antimikrobialis szerekkel szemben rezisztens kérokozok novekvo
szama, kiilondsen a multidrog-rezisztens (MDR) organizmusok altal okozott fertézések,
jelentds betegségterhet (magas morbiditasi €s mortalitasi aranyokat) jelentenek, stlyosan
terhelik az egészségiigyi rendszereket, és e fert6zések kezelésére és megeldzésére
iranyulo intézkedések globalis gazdasagi koltségei is jelentések. A MDR okozta
fertdzésekért foként az ESKAPE patogének felelések. Az ESKAPE egy mozaikszo,
amely az Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, és Enterobacter spp fajokat foglalja
magaban. Ezek a korokozok arrél ismertek, hogy képesek "megszokni" az antimikrobialis
szerek hatasa el6l. Néha az ESKAPEE-re bovitik, amibe beletartozik az Escherichia coli
is. K6z0os jellemzobik kozé tartozik a modern egészségiigyi kornyezetben vald tuléléshez
val6 alkalmazkodas, a rezisztencia determinansok megszerzésének valtozatos modszerei
¢s a sikeres, nagy kockazatl klonok vilagmeéretii elterjedése. Az ESKAPEE korokozok a
korhazi hagyuti-, véraram-, enteralis-, miitéti-, seb-, valamint az alsoléguti fertézésekért
(pl. tiidégyulladasért) feleldsek. Ezen korokozok jelenléte rairanyitotta a figyelmet az 1j
antimikrobialis terapiak kifejlesztésének sziikségességére, a jobb betegellatas
fontossagara, és felhivta a figyelmet az antibiotikum-stewardship jelentdségére (1-3). A
legnagyobb betegségterhet ezek koziil is a multirezisztens E. coli okozta fert6zések

jelentik (4). Ezek magyarorszagi helyzetével foglalkozik a doktori értekezésem.

1.1. Escherichia coli altalanos bemutatasa

Az Escherichia coli (E. coli) az Enterobactericeae csalad, Escherichia genus
leggyakoribb tagja, illetve egy klinikailag is jelentds human patogén. Fakultativ anaerob
Gram-negativ baktérium, amelyek palca alaku sejtjei nem képeznek sporat. Egyszerti (pl.

nutrient) taptalajokon is tenyésztheté baktérium. Fajszinten elkiilonithetd biokémiai



tulajdonsagai alapjan: gliikkoz-, laktdz-, indol-pozitiv, mig kén-hidrogén és ureaz-negativ.
Tovabba szerotipusokba oszthatdo a lipopoliszacharid O-, tok K-, csillo H-antigén

szerkezete alapjan (5,6).

Az E. coli szamos allatfaj (féként emlésok) és az emberi gasztrointestinalis traktus
megtelepszik a csecsemdk bélrendszerében. Ezt kovetden kialakul az E. coli és a
gazdaszervezet kozott egy kolcsondsen elonyds szimbiotikus kapcsolat. Ily médon a
kommenzalista E. coli tapanyagot szerez a gazdaszervezettdl, mikdzben tapanyagokat
(pl: K12 vitamint) termel és a gyors osztédasaval kiszoritja az egyéb baktériumokat,
amelyek potencialis korokozok lehetnek. Azonban pl. a bél traktus falanak sériilésekor

kijuthat a peritonealis részbe az E. coli és fertézést okozhat (7).

1.2. Escherichia coli csoportositasa az altaluk okozott human megbetegedések
alapjan

Az E. coli torzsek széles genom plaszticitassal rendelkeznek és kiilonb6z6 mobilis
genetikai elemeken keresztiil felvehetnek specialis virulencia faktorokat. A virulencia
faktorok a megszokottol eltéré kornyezetbe engednek bejutast és elterjedést, ami végiil
kiilonféle szervek megbetegedéséhez vezet. Lokalizaciotol fliggden intestindlis és
extraintestinalis fertézéseket okozhat. A human-asszocialt E. coli-t harom patotipusba
lehet sorolni: 1, kommenzalista E. coli; 2, intestinalis E. coli, ami bizonyos koriilmények
kozott képes fertdzést okozni a bélben ¢és kiilonb6zd tipust hasmenéses
megbetegedéseket okozhat; 3. extraintestinalis patogén E. coli (ExPEC), ami
extraintestinalis megbetegedéseket okozhat: ilyen a véraramfertdzés, huigyuti fertézés,

tiidégyulladas és 0jsziilott kori meningitis (5,7,8).

crer

betegség patomechanizmus ¢€s virulencia faktorok alapjan. Az enterotoxin termeld E. coli
(ETEC), amely vizes, nem véres hasmenést okoz. A fejlddé orszdgokban az ,,utazok
hasmenését” okoz6 bakteridlis hasmenés egyik kivaltd oka. A baktérium megtapad a
vékonybél nyalkahartydjan a felszinin fimbridk segitségével, és a Vibrio cholerae-hoz
hasonlo hélabil (LT) és hdstabil (ST) exotoxinokat termel, amelyek az eukariota sejtbe

jutva Cl” szekréciot stimulal és gatolja a NaCl abszorpciot a bélbdl, ezzel hasmenést



okozva (9,10). Az enteropathogén E. coli (EPEC) fertézésekre a hanyéassal jar6 vizes
hasmenés a jellemz6. A fejlett orszagokban mar kevésbé, de fejlodo orszagokban még
mindig jelen levod csecsemOk hasmenésének gyakori kivaltd oka. A vékonybél hamsejtek
felszinén megtapadva effektor adhézios fehérjéket (pl. intimin) juttat a gazdasejtbe, ami
aktin citoszkeletalis atrendez6dést indukal, elpusztitja a microvillusokat és egy
kiemelkedd képletet hoz 1étre, amihez a baktérium sejtek megtapadnak. A mikrovillusok
feltiletének csokkenése gatolja tdpanyagok felszivodasat, hasmenést €s gyulladast okozva
(9,10). Az enteroaggregativ E. coli (EAEC) fertézések gyermekek és felndttek korében
gyakran tartés nyakos hasmenését ereményezi (9,10). A torzsek nem alkotnak homogén
csoportot, kozos jellemz6jiik, hogy HEp-2 sejttenyészetben (viroldgiai és mikrobiologiai
kutatdsokban haszndlt human laryngedlis karcinoma sejtvonal) a sejtekhez autoaggregativ
mintazatban tapadnak ("téglarakéas" formdjdban). A baktérium aggregativ adhézidval
kapcsolodik a vékony- és vastagbél ham setjeihez és biofilmet alakitanak ki. A baktérium
azutan enterotoxinokat termel (Pet-toxint és az EAST1 toxint), amelyek fokozzdk a
folyadék és elektrolit szekréciot a bélben és hasmenést okoz, illetve IL-8 felszabadulas
hatasara a neutrofik granulocitdk migracidja is tovabbi szoveti karosoddshoz vezet
(9,10). A Shiga-toxin termeld E. coli (STEC) torzsek véres hasmenést (haemorrhagias
colitis), nem véres hasmenést és hemolitikus urémids szindromat (HUS) okoznak. Ebbe
a csoportba a Shiga-toxint termeld E. coli (STEC)/ verotoxint termeld E. coli (VTEC)/
enterohemorrhagias E. coli (EHEC) (9,10). A baktérium adheziv fehérjék (pl. intimin)
segitségével tapad a bélhamsejtek felszinéhez és endocitozissal bekeriil a sejtbe. A Shiga-
toxin-1 €s Shiga-toxin-2 (stx-1 és stx-2) a riboszomalis funkcidkat gatolja, ami sejthalalt
¢s sulyos gyulladasos reakciot valt ki a bélben, ami karositja a nydlkahartyat, vérzést és
hasmenést okoz. A Shiga-toxinok szisztémasan is terjedhetnek, és kiilonb6z6 szervek
karosodasat okozhatjak, példaul a vesékben a hemolitikus urémids szindromat (HUS). Az
enteroinvaziv E. coli (EIEC) fertdzésre vizes hasmenés, ritkdbban véres hasmenés
jellemz6 hasi gorcsokkel (9,10). Az EIEC torzsek genetikailag szoros rokonsagban allnak
a Shigella spp. fajokkal. A baktériumok invazinokkal keriilnek be vastagbél
epithelsejtekbe, majd a citoplazmdban szaporodnak, €s az aktin segitségével mozognak,
athatolva a szomszédos sejtekbe. A baktériumok gyulladést és sejtkarosodast okoznak, €s
enterotoxinokat termelhetnek, ami hasmenést, hasi fajdalmat és dysenteriat eredményez.

A diffuiz moédon addherdld E. coli (DAEC) kiilondsen a 12 éven aluli gyermekeknél



indukdl vizes hasmenést. A DAEC torzsek a HEp-2 sejtekhez diffuz, aggregativ
mintdzatban tapadnak. A patomechanizmus multifaktoridlis. A baktériumok jelenléte
gyulladasos valaszt valt ki, amely karositja a bélhamsejteket, és hozzajarul a hasmenés

kialakulasahoz (8—11).

Az ExXPEC torzsek jellemzéen a kommenzalista mikrobidta mellett kolonizélja a
béltraktust, és a bél kornyezetébdl kikeriilve, extraintestinalisan terjednek és okoznak
megbetegdéseket. Az EXPEC izolatumok jelentds genom diverzitast mutatnak, és a
virulenciahoz kapcsolodod faktorok széles skaldjaval rendelkeznek, beleértve a toxinokat,
adhezineket, invazinokat, szideroforokat, amelyeket gyakran patogenitasi szigeteken
vagy mdas mobilis genetikai elemeken taldlhatok meg. Az autogén hugyuti fertézések
gyakori patogénje az uropatogén E. coli (UPEC), amely a bélbdl kikeriilve a periurethralis
tertliletet kolonizalja, és a hugycsovon felfelé haladva eljut a hugyhdlyagig. A kolonizaciot
¢és gyulladast specialis adhezinek és fimbridk (pl. P pili és S pili), biofilmképzése és
toxintermelés (pl. hemolysin) segitik eld. A hugyvezetékeken keresztiil a vesébe juthat a
patogén bizonyos esetekben pedig bejuthat a véraramba és bakterémiat (szepszist) okoz.
A bakterémia soran kiillonboz6é szervi fert6zésekbol (hugytti, sebfertdzés, prosztata,
epeholyag gyulladas stb.) kiindulva keriil a baktérium a véraramba. Az jsziilottkori
meningitisek egyik gyakori kdrokozdja a K1 antigénnel rendelkezd agyhartyagyulladast
okozd E. coli (MNEC). Ezek az MNEC baktériumok a vérbdl a vér-agy gat karosodasa
nélkiil képesek bejutni a kozponti idegrendszerbe (8,9,11).

Az ExPEC torzsek szamos human fert6zésért felelosek, és a normalis
immunrendszerrel rendelkezd betegeket, valamint a mar meglévd betegségben
szenvedodket is érinti. A széles genom plaszticitdsanak koszonhetden alkalmazkodni
tudnak a kiilonb6z6 kornyezeti hatasokhoz, ezért a patogén torzseik képesek fennmaradni
mind az egészségligyi ellatassal 6sszefliggd, mind a kozdsségi kornyezetben is. Az E. coli
asszocialt fertézések globalis problémat jelentenek, amelyek jelentds morbiditassal és

mortalitassal jarnak (4).



1.3. Az Egy Egészség (One Health) megkozelités

Az ,Egy Egészség” megkozelités kiemelten fontos az E. coli fertézések
megeldzésében ¢és kezelésében. Ez az integralt megkozelités egy egységgé kapcsolja
0ssze az emberek, az allatok €s a kornyezet egészségét, és eldsegiti a kiilonbozo dgazatok
(pl. gyogyszeripar, ¢élelmiszeripar és szennyviztisztitd telep) kozotti egytittmiikodést (1.
abra). Az Egy Egészség megkodzelitésnek az egyik fontos célja az antibiotikum
rezisztencia kezelése, az egészségligyi ellatorendszerek erdsitése és a fenntarthato
mezogazdasagi gyakorlatok eldsegitése, mikdzben csokkenti a betegségek terjedésének
kockazatait (12). Az allati aspektusbdl tekintve a zoonotikus korokozok atterjedhetnek az
allatokbol az emberekre, ezek kozé tartozik a melegvérii allatok bélrendszerében
tartdzkodo intestinalis E. coli. A kiillonboz0 torzsek koziil kiemelkedd szerepet jatszik az
enterohemorrhagias, elsdsorban szarvasmarhdkbol szdrmazo E. coli (EHEC), kiilondsen
az E. coli O157 (13). Az extraintestinalis E. coli esetében az antibiotikum rezisztencia
problémaja az allatok és az emberek jolétét is €rintheti, kiillondsen, ha az emberi €s az
allati mikrobiomban hasonld rezisztencia gének talalhatoak (14). Bar ritka az
antibiotikum rezisztencia kozvetlen atadédsa fajok kozott (15), ez a folyamat specifikus
klénokhoz kothetd, amelyek kiilonbozé gazdaszervezeteket fertdznek és kolonizalnak
(16). Az emberek ¢és az allatok korében egyre nd az E. coli fertdzések gyakorisaga,
kiilonosen a fejlodd orszagokban, ahol gyakoriak a szennyezett élelmiszerek és ivoviz
okozta problémak (17). Az utazdk is veszélyeztethetik magukat az MDR E. coli
fertdzésekkel, ha nem megfeleld élelmiszereket vagy vizet fogyasztanak, vagy mas
emberekkel érintkeznek (18). Az egy egészség megkdzelités globalis értekelése segitené
az antibiotikum rezisztencia megeldzését a tudatossagi programok, az antibiotikum
hasznalattal kapcsolatos oktatas, a politikai elkotelezettséggel jard érdekérvényesités és

az antibiotikum-stewardship révén (19).
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1. abra: Egy Egészség (Delrose, N. (2024) BioRender alapjan mdédositva (20))

1.4. EXPEC okozta fertozések kezelésére alkalmas antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia

Az ExPEC fertézések kezelése kihivast jelent a kozegészségiigy szdmara,
kiilondsen a novekvd antibiotikum rezisztencia miatt. Az antibiotikum rezisztencia
tovabbi szelekcidjanak megelézése érdekében célzottan ismerniink kell az izolatumok
antibiotikum érzékenységét. Az ExXPEC fertdzések kezelésére leggyakrabban alkalmazott
harom antibiotikum csoportba tartonak a -laktam antibiotikumok (aminopenicillinek (pl.
ampicillin, amoxacillin), B-laktaméaz-gatlé kombinacidok (pl. amoxacillin/klavulansav,
ampicillin/szulbaktdm, piperacillin/tazobaktam, ticarcillin/klavulansav), 1. generacios
cefalosporinok (pl. cefazolin), 2. generacids cefalosporinok (pl. cefotetan, cefuroxim,
cefoxitin), 3. generacids cefalosporinok (pl. cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim), 4.

generacios cefalosporinok (pl. cefepim) és karbapenemek (pl. ertapenem, imipenem,
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meropenem), monobaktdm (pl. aztreonam) (21), illetve a fluorokinolonok (pl.
ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin) €s az aminoglikozidok (pl. amikacin,
gentamicin, tobramycin) (21). A komplikalt és sulyos EXPEC fert6zések ¢és egyéb
multirezisztens, kiilondsen karbapenem rezisztens Gram-negativ baktériumok altal
okozott fertdzések esetén alkalmazhatéak a [-laktamaz inhibitorral kombinalt
karbapenemek (pl. meropenem/vaborbactam €s imipenem/relebactam), cefalosporinhoz
kombinalt B-laktamaz gatlok (pl. ceftazidim/avibactam), a sziderofor cefalosporinokhoz
tartozo cefiderocol és a polymyxinekhez tartozé colistin (22). Ezekre az antibiotikumkra
az E. coli izolatumok alapvetden érzékenyek (23). Az ismételt vagy hossza tava
antibiotikum expozicié azonban ahhoz vezethet, hogy a baktérium olyan génekre tesz
szert, amelyek lehetdvé teszik, hogy mutdcidk vagy horizontalis géntranszfer révén

kevésbé érzékennyé vagy rezisztenssé valjon az antibiotikumokkal szemben (24).

1.4.1. Fontosabb antibiotikum rezisztencia mechanizmusok

Az EXPEC baktériumok a kovetkez6 fobb antibiotikum rezisztencia
mechanizmusokkal rendelkezhetnek (2. abra): 1, antibiotikum lebontasa enzim termelése
altal; 2, enzim termelése az antibiotikum kémiai modositdsara (pl acetillés,
foszforilalas); 3, antibiotikumok aktiv eltavolitasa a baktériumsejtbdl efflux pumpak éltal;
4, antibiotikum célpontjdnak megvaltoztatdsa (pl. metilalas); 5. Sejtfal atteresztod

képességének csokkenése (pl: porin valtozas) (25).
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2. abra: Antibiotikum rezisztencia mechanizmusok (Alvarez-Martinez és mtsai.
alapjan BioRender.com segitségével 1étrehozva (26))

A szerzett rezisztencia kialakulhat a baktérium genetikai variabilitdsa miatt:
kromoszdmalis mutacid az antibiotikumok célpontjat kddolo génjeiben, vagy horizontalis
géntranszfer révén, amikor a kiilonbozé gének terjednek baktérium fajon beliil, illetve
fajok kozott. A tulzott vagy helytelen antibiotikum hasznalat gyakran eldsegiti az ellenalld
baktériumok szelekciojat, és lehetové teszi a baktériumok szamara, hogy tiléljenek és
szaporodjanak az antibiotikumok jelenlétében. Tovabba nem elhanyagolhaté a kérhazi
kornyezet maga sem, mivel a kiilonbozd beavatkozasok (katéter, 1élegeztetés, miitéti
eljarasok), illetve a nem megfeleld infekciokontroll gyakorlat megndvelik a betegek
fertézési kockazatat (27). Az ilyen esetekben kialakulthatnak multidrog-rezisztens
baktériumok. Az MDR esetében a baktérium elvesziti a fogékonysagat legalabb harom

terapias szempontbodl alkalmazhat6 antibiotikumcsoport egy-egy tagjaval szemben (24).

A multidrog-rezisztencia jelentds egészségiigyi kihivast jelent, mivel megneheziti
a fertdzések kezelését, noveli a stlyos betegségek ¢s szovodmények kockazatat, és

hozzajarulnak a korhazi fertézések és jarvanyok szdmanak novekedéséhez. Ennek
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kovetkezményei kozé tartozhatnak a magasabb kezelési koltségek, a megndvekedett

korhazi tartozkodas, valamint a magasabb betegség- €s halalozasi aranyok (4,25).

1.4.2. A pB-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

A B-laktamok a baktériumok sejtfalanak bioszintézisét gatoljak, a peptidoglikan
prekurzorok transzpeptidacidjanak gatlasaval. A kozos jellemzdjiik a négytagu B-laktdm
(azetidin-2-on) gytrdi (3. abra). Az E. coli leggyakoribb és legjelentésebb B-laktdm
rezisztencia mechanizmusa a béta-laktamaz enzimek termelése, amelyek hidrolizaljék a
B-laktam antibiotikumok azetidin-2-on gytiriijét, ami hatastalan vegyiileteket eredményez

(28,29).

Azetidin gy(rQ

R—C—NH s cp, Ry—C—NH_ S
| L % [
0?7 —N~( “cHs 0?7 M FCH—R;
Penicillinek Cefalosporinok
R’ , 0
A |
I N/ =i Ry—C—NH_
0 ]
C=0 1N
‘ 0 “S03H
OH
Karbapenemek Monobaktamok

3. abra: A béta-laktam molekulak kémiai szerkezete (forras: Patriarca és mtsai.
alapjan atdolgozva (28))

A B-laktamézokat az Ambler-féle molekuléris szerkezetiik és a Bush-Jacoby-
Medeiros funkciondlis jellemzdik alapjan osztdlyozhatoak. Az Ambler-osztalyozasban a

B-laktaméazokat négy osztalyba soroljak: A, B, C és D, a fehérjemolekuldk elsddleges
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aminosav szekvencidi €s a szerkezeti motivumok alapjan. Az A, C és D osztalyu f3-
laktamazok aktiv centruméban egy szerin talalhato, mig a B osztalyu B-laktaméazoknal
cink ion. A Bush-Jacoby-Medeiros funkcionalis osztalyozasban a B-laktamazokat az 1-tdl
4-ig terjedd csoportokba soroljak a B-laktdm szubsztrat-specificitds és az inhibitorok
alapjan (29) (1. tablazat). Az elsé csoportba cefalosporinazok (AmpC tipust B-
laktamazok) tartoznak, amelyek nem gatolhatok klavuldnsavval. A mésodik csoportba
penicillindzok, cefalosporinazok (szerin tipust B-laktamézok), amelyek klavulansavval,
tazobaktammal és szulbaktdmmal gatolhatoak. A harmadik csoportba tartoznak a metallo-
B-laktaméazok, amelyek nem gatolhatok klavulansavval, tazobaktammal vagy
szulbaktammal, de mukddésiiket gatoljak a kelator molekulak (pl. dipikolinsav, etilén-
diamin-tetraecetsav (EDTA). A negyedik csoportba azok a penicillindzok tartoznak,
melyek nem gatolhatok klavuldnsavval. A szubsztratspecificitds alapjan négy
funkcionalis csoportositas 1étezik: szikk spektumu B-laktamaz, széles spektrumu -
laktamaz, kiterjedt spektrumu [-laktamaz, karbapenemazok. Az E. coli torzsek
koédolhatnak olyan sziik spektrumu B-laktamaz enzimeket, amelyek képesek inaktivalni a
penicillineket és az aminopenicillineket. A penicillin + enzimgatld kombinaciok
hatdsosak ellenik (pl. amoxicillintklavuldnsav). A kiterjedt-spektrumu [-laktamaz
(ESBL) enzimek hidrolizaljak a legtobb penicillint és az oxyimino oldallancal rendelkezd
cefalosporinokat (harmadik €és negyedik generacios cefalosporinok), monobaktamok (pl.
aztreonam) aktivitasat, de a karbapenemek még hatasosak maradnak az ESBL termel6
torzsekkel szemben, és a klavulansav, tazobaktam és szulbaktam klasszikus gatloszerek
is gatoljak a miikodésiiket. Az ESBL-ek tobbnyire az Ambler-féle A osztalyba és a Bush
¢és Jacoby altal a B-laktamazok frissitett funkcionalis osztdlyozasa szerint a 2be csoportba

tartoznak (25,29,30).

Az ExXPEC torzsekben jelen 1évé ESBL enzimek kozé tartozik a TEM, az SHV és
a legyakoribb CTX-M (31,32). A CTX-M-ek kiterjedt spektrumt B-laktamazok, amelyek
a Kluyvera sp. kromoszémalisan kddolt p-laktamazaibdl szarmaznak. Szekvencia
homoldégia alapjan 6t f6 csoportba lehet sorolni: CTX-M-1 csoport, CTX-M-2 csoport,
CTX-M-8 csoport, CTX-M-9 csoport, CTX-M-25 csoport. Az enzimekért felelds géneket
a baktérium ritkdbban kromoszomaba integralodva, de foleg plazmidon kodolja, utobbi
esetén horizontalis géntranszfer sordn képes megszerezni tovabbi antibiotikum

rezisztencia géneket (33). Emellett CTX-M-et termeld izoldtumok szdmanak
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novekedéséhez hozzajarult a CTX-M-hez tarsulo rezisztencidk eléfordulasa, kiillondsen
az aminoglikozidokkal és a fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia megjelenéséhez,
ami hozzajarulhat az adott antibiotikumokkal szembeni rezisztencia egyiittes szelekcios

folyamatéhoz (33,34).

1. tablazat: A B-laktamazok osztalyozasa (Bush és mtsai. alapjan (35)). A + és -

szimbolum jeldli azt, hogy a csoport gatolhatdo vagy nem gatolhatd, mig a + pedig azt

jeldli, hogy a gatloszer nem gatolja a csoport Osszes tagjat.

Bush- . Gatloanyag
Jacoby Q:]lt;:ilféerlies Els6dleges Klavulén Jellemz6 enzimek
Medeit[oi osztaly szubsztrat “sav EDTA | (példak)
csoporto
. AmpC-tipusu -
1 C cefalosporinok |- - laktamazok
Gram-pozitiv
2a A penicillinek + - baktériumok
penicillindzai
penicillinek, SHV-1, TEM-1,
2b A cefalosporinok * ) TEM-2
penicillin?k’, sziik TEM-3-26,
spektrumt és SHV-2-6
2be A széles-spektrumu |+ - CTX-M '
cefalosporinok, K1 (K c;x ytoca)
monobaktamok '
2br A penicillinek + - TEM-30-36
2 A penicillinek, - |PSE-1, PSE-3, PSE-4
carbenicillin
2d D penicillinek, |, . OXA-1-11, PSE-2
cloxacillin
indukalhat6
2e A cefalosporinok |+ - cefalosporinaz
(Proteus vulgaris)
penicillinek, NMC (E. cloacae),
2f A cefalosporinok, |+ - SME-1 (Serratia
karbapenemek marcescens)
legtobb IMP, VIM, NDM
h . metallo-B-laktamazok,
béta-laktdm L1 (Stenotrophomonas
3 B antibiotikum - + .
(kivéve maltophilia), _
monobaktimok) CcrA_(Bactermdes
fragilis)
nincs penicilllinaz
4 meghataroz | penicillinek - ? (Burkholderia
va cepacia)
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Az eredeti CTX-M-ek cefotaximazok, amelyek altaldban a cefotaximot jobban
hidrolizaljak, mint a ceftazidimet. A pontmuticiok azonban Kkiterjeszthetik
szubsztratspektrumukat a ceftazidimre is. Ez igaz a CTX-M-15 ¢és a CTX-M-27-re,
amelyek egyetlen Asp240Gly szubsztitucioval kiilonboznek a CTX-M-3-tdl, illetve a
CTX-M-14-t81 (32,36,37). Vilagszerte a human eredetli B2 filogenetikai csoportba
tartoz6 E. coli izolatumokban a blactx-m-15 (CTX-M-1-csoport) a leggyakoribb ESBL
gén, amely foként a pandémias O25-E. coli ST131 klonhoz kapcsolodik (25,30).
Azsiaban a blactxm.1s mellett blactx-14 és blactxm27 (mindkettd CTX-M-9 csoporti)

valt dominansa (38,39).

Az E. coli izolatumokban kromoszémalisan kodolt AmpC- tipusu B-laktamaz gén
is megtalalhato (40). A vad tipusi E. coli AmpC-je nem indukalhatd, konstitutivan,
alacsony szinten fejezddik ki, ezért az izolatum érzékeny marad még az aminopenicillinek
irant is. Az E. coli-ban a kormoszdmalis AmpC-t kddold gén promdter és attenudtor
régidiban bekovetkez6 mutaciok a AmpC-taltermelését okozhatjak (derepresszalt
mutans), ami cefalosporinokkal szembeni rezisztencidhoz vezethet. Emellett plazmidon
kodolt AmpC gének megszerzésével is kialakulhat cefalosporin rezisztencia. A plazmidon
koédolt AmpC gének a legtobb esetben konstitutivan fejez6dnek ki. Néhany plazmidon
hordozott AmpC gén, mint példaul a DHA-1 gén, azonban B-laktdmokkal indukalhato, €s
az expressziojuk az indukalhatd kromoszomalis AmpC génekéhez hasonldan
szabalyozott. Az E. coli torzsek koziil a gyakori plazmid medialt AmpC a CMY-2 tipus
(34,41).

A legnagyobb klinikai probléméat a karbepeneméazok okozzak, amelyek
hidrolizaljak az eddig felsorolt penicillineket, a cefalosporinokat (kivéve OXA-48-szerli
tipusuak) és mar a karbapenemeket is. A karbapenemazok egyik csoportja, a metallo-3-
laktamazok nem képesek a monobaktdmokat hidrolizalni. A globalisan elterjedt
karbapenemazok ko6zé tartoznak a Klebsiella pneumoniae Karbapenemaz (KPC), New-
Delhi metallo-B-laktamaz (NDM), Verona integron-kdédolt metallo-B-lactamaz (VIM),
imipenemaz (IMP) és OXA-48-szeri karbapenemazok, amelyeket a blaxpc, blanpwm,

blaviv, blammp és blaoxa-4s-szeris gének kodolnak (9,42).

A karbapenem antibiotikumokkal szembeni csokkent érzékenységet a

karbapenemaz termelés mellett még egyéb tényez0 is kialakithat. Ilyen az ESBL-termelés
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és/vagy AmpC enzim termelés kapcsolodva pl. porin moddosulds miatti csokkent
permeabilitassal. Mivel a  karbapenemazok rendelkeznek a legszélesebb
hatasspektrummal és a legnagyobb hatékonysdggal a Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok ellen, emiatt gyakran alkalmazzak dket utolsd vonalbeli antibiotikumként
sulyos vagy MDR fertdzések esetén (43,44). A karbapenem rezisztens Enterobacteriaceae
fertdzéseket nehéz kezelni, mivel rezisztensek az Osszes vagy csaknem az Osszes [3-
laktdimmal szemben, ugyanakkor gyakran hordozzdk a fluorokinolonokkal és/vagy
aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia mechanizmusokat kodold géneket is. A

kezelési lehetdségek korlatozott elérhetésége miatt magas halalozassal jarnak (43,44).

1.4.3. Fluorokinolon antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

A fluorokinolon (FQ) antimikrobidlis vegyiiletek széles spektrumu szintetikus
gyogyszerek, amelyeket az 1980-as években tortént bevezetésiik Ota széles kdrben
alkalmaznak a bakteridlis fertézések kezelésében (45). A fluorokinolon antibiotikumok
gatoljak két topoizomeraz enzim miikddését a DNS-replikacio soran; DNS-girazét, amely
negativ szupertekercseket hoz 1étre, és a topoizomeraz I'V-et, amely relaxalja a DNS-t. A
FQ szembeni rezisztencia kialakuldsa azonban, kiilonosen a Gram-negativ
mikroorganizmusok esetében, megneheziti a fertézések kezelését (46). A DNS
topoizomeraz II-t (DNS-gyraz) €s a topoizomeraz IV enzimeket kodolo gének (gyr4,
gvrB, parC és parE) esetén bekovetkezd mutacids valtozasok rezisztenciat alakitanak ki.
A kinolonrezisztencidt meghataroz6 régiok (QRDR) olyan specifikus szakaszai a
bakterialis DNS-nek, ahol mutacidk bekdvetkezése kinolonokkal szembeni rezisztenciat
eredményezhet. Az FQ rezisztens E. coli izoldtumokban a szubsztitlicids mutaciok
leggyakrabban a DNS-girdz gyrd alegységének Ser83Leu és/vagy Asp87 (D87N)
(E84V) aminosavnal fordulnak eld (47). Ezek a mutaciok megvaltoztatjak az enzimek
aktiv helyeit, csokkentve a fluorokinolonok kotodését, és ezaltal rezisztenciat
eredményeznek. A kromoszoémalis gének muticidja mellett egyéb mechanizmusok is
hozzajarulhatnak a rezisztencia kialakuldsdhoz. A membranhoz kotott porin csokkent
expresszioja (ompF) okozza az antibotikum korlatolt felvételét és a mar felvett

antibiotikum aktiv kijuttatdsat az effluxpumpak (pl. acrdB-tol/C) talmikodése
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biztosithatja (48). Egyre gyakrabban figyelheté meg a plazmid altal kozvetitett kinolon
rezisztencia (PMQR) is, amelyek kodoldséért az ogxA, ogxB és gepA efflux pumpat
kodolo gének, gnr gének és az aminoglikozid acetiltranszferaz aac(6')-1b-cr variansa
felelds (48-50). A gnr fehérjék hozzakotddnek a DNS-girdz €s topoizomeraz IV
enzimekhez, megakadalyozva, hogy a kinolon antibiotikumok (pl. ciprofloxacin)
hozzakotddjenek az enzimekhez. Az aac(6')-Ib-cr enzim képes acetilalni a 6'-
aminocsoportot a kinolon antibiotikumokban. Az acetilacids folyamat megvaltoztatja a
kinolon molekulak kotddési affinitasat a bakterialis DNS-girazhoz és topoizomeraz I'V-
hez, igy az antibiotikumok kevésbé képesek kotddni és inaktivalni ezeket az enzimeket
(51). Altaldnossagban elmondhatd, hogy a parC, parE és a gyrd egyes modosulasai
magas szintli fluorokinolon rezisztenciat eredményeznek, mig a gnr vagy az aac(6')1b-cr

enzimaktivitas hordozésaval alacsony szintii rezisztencia alakul ki (51).

1.4.4. Aminoglikozid antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

Az aminoglikozidok a bakteridlis fehérjeszintézist gatoljak azaltal, hogy a
prokariota 30S riboszoméhoz kotddnek a 16S riboszomalis RNS-en (16S rRNS)
keresztlil. Az aminoglikozid rezisztencia kialakulhat az antibiotikum felvételének
csokkenésével, a kotohely mutacid altali modosulasaval, azonban a leggyakoribb
rezisztencia mechanizmus E. coli esetében az aminoglikozid modifikalé enzimek
termelése. Az aminoglikozid modifikalo enzimek koz¢ tartoznak az aminoglikozid acetil-
transzferdzok (AAC), aminoglikozid foszfotranszferazok (APH) vagy aminoglikozid
nukleotidil-transzferazok (ANT) (52). Ezek modositjak ¢és inaktivaljak az
aminoglikozidokat, ¢és ezaltal csokkentik hatékonysagukat. Az aminoglikozidok
kiilonboz6 szerkezeti elemekkel rendelkeznek, amelyek befolyasoljak, hogyan kotédnek
a baktériumok riboszémaihoz és hogyan inaktivaljak a modifikalé enzimek. Ezek a
szerkezeti kiilonbségek azt jelentik, hogy a baktériumok egy adott tipusit aminoglikozidra
rezisztens lehetnek, mig egy masik tipusi aminoglikozid még mindig hatékony lehet
elleniik. Az APH(3')-I termeld torzsek rezisztencidt mutatnak kanamycin, neomycin
szemben, és mas aminoglikozidokkal, példaul gentamicinnel vagy tobramycinnel
szemben nem mutatnak rezisztenciat. Az AAC(6')-1 enzimet termeld izoldtumok ezzel

szemben gentamicin, tobramycin, amikacin, netilmicin, kanamicin ¢s dibekacin
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antibiotikum rezisztenciat mutathatnak. A 16S rRNS metiltranszferazok metilcsoportokat
adnak hozza a riboszoma 16S rRNS-éhez ¢és megakadalyozzak az aminoglikozidok
kotddését a riboszomahoz. Legtobbjiik poszttranszkripcionalisan metilalja a 16S rRNS
1408-as pozicoju adeninjét (A1408) ¢és a 1405-6s guaninjat (G1405), ami a
gentamicinnel, tobramycinnel, amikacinnal és plazomicinnel szembeni magas szintl
rezisztenciat eredményez (53). Ezek a metilaciok az Osszes klinikailag relevans
aminoglikoziddal szemben magas szintli rezisztenciat biztositanak (54). ExPEC
klonoknal eléforduld horizontdlis géntranszferrel szerzett a metiltranszferazok kozé

tartozik az armA és a rmtA-Z gének (54,55).

Az aminoglikozid modifikdld enzimek és 16S rRNS metilazok gyakran
kombindlodhatnak €s mobilis genetikai elemek, példdul plazmidok, transzpozonok vagy
integronok részei, amelyek képesek horizontalis géntranszferrel terjednek. A kiilonb6zo
térségek aminoglikozid hasznalatara vonatkoz6 adatok elemzése azt jelzi, hogy
Osszefiiggés van az antibiotikumok szelekcids nyomasa és az aminoglikozid rezisztencia
mechanizmusok kombindcidinak mintai kozott (52,56). Szamos olyan esetet irtak le,
amikor aminoglikozid és -laktdm rezisztencia mechanizmusok egyiittesen fordultak el
(54,57,58). Egy Ziirichi tanulmény szerint az aminoglikozid ¢és B-laktdm rezisztencia
egylittes eléfordulasa esetén az aph(3')-1a, aac(3)-1I és aac(6')-Ib-cr génekre voltak a
leggyakoribbak, amelyek kiilonb6z0 tipusu B-laktamézokhoz tarsultak (58).

1.4.5. Egyéb antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

A polymyxin E, vagy colistin fontos szerepet t6lt be a multirezisztens Gram-
negativ  baktériumok okozta fert6zések kezelésében, mivel célpontja és
hatdasmechanizmusa teljesen eltér mas antibiotikum csoportokétol. A Gram-negativ
baktériumoknadl eléforduld colistin rezisztencia f6 mechanizmusa kiilsd sejtmembran
lipopoliszacharidjanak megvaltozdsa (aminek hatdsasra elektrosztatikusan taszitja a
colistint), valamint az efflux pumpa tultermelés €és a tokképzddés. A colistin kotddése a
lipopoliszacharidokhoz (LPS) destabilizalja és kérositja a baktérium kiils6 membranjat.
A colistin a lipid A komponenshez kapcsolddik és a diaminovajsav (Dab) maradék és a

lipid A régié foszfatcsoportjai elektrosztatikus kolcsonhatdsba 1épnek egymaéssal,
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kiszoritva a kétértékii kationokat (Ca2" és Mg2") és sejtpusztulast idézve el6 (59,60). A
colistin rezisztencia és LPS modositas tobb gén és operon kifejezddéséhez kapcsolodik
(4. abra). A mgrB mutacié a kétkomponensit PhoPQ mukodését stimulalja. A PhoPQ
rendszer a pmrD kapcsolofehérjén keresztiil fokozza a pmrA-pmrB mikodését. A pmrA-
pmrB rendszer egyrészt fokozza az arn operon expresszidjat (ami aktivdlja a
foszfoetanolamin (PEtN) addiciot), masrészt a pmr operon expresszidjat (ami aktivalja a
4-amino-4- dezoxi-L-arabindz addiciot). Ezek a folyamatok a LPS modosulasahoz ¢és

végiil a colistin rezisztencidhoz vezet (59,60).

Colistin
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Alacsony Mg #*
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4, abra: A colistin rezisztencia mechanizmusai Gram-negativ baktériumokban
(Mondal és mtsai. nyoman, BioRender.com segitségével 1étrehozva (59))

A phoPQ ¢és a pmrAB két komponensii rendszerekben kiilonb6z6 valtozasokat
azonositottak klinikai €s allati colistin rezisztens E. coli izolatumokban. A pmrB-ben a
mutaciok némelyikének a colistin rezisztencidra gyakorolt hatdsa nem biztos, hogy
klinikailag relevans (60). Az irodalomban irtak méar le olyan colistin érzékeny E. coli -t,

amely pmrB (E123D) szubsztitiicioval rendelkezett (61). Az mcr géneknek eddig 10
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valtozata (mcrl-mcri(0) ismert, amelyek plazmidokban kodoltak és horizontalisan

atvihetok. Ezek koziil az mer-1 a gyakoribb (60,62,63).

A tigeciklin egy széles spektrumu glicilciklin antibiotikum (hasonld szerkezetil,
mint a tetraciklinek), amelyet gyakran hasznalnak multidrog-rezisztens baktériumok
elleni kiizdelemben. A tigeciklin a 30S riboszoma alegységhez kotodik, ami
megakadalyozza az aminoacil-tRNS bekotodését, ezaltal gatolva a peptidkotések
kialakulasat a fehérjeszintézis soran. Az E. coli baktériumokban a tigeciklin rezisztencia
efflux pumpak, kiilondsen az acrAB-tolC, ogxAB, adeABC9-11 efflux pumpa rendszer
tulmiikodésével jar egyiitt. Ekozben a plsC, rpsJ, trm, tet(4) és tet(M) mutécioi szintén
csokkentik a tigeciklin érzékenységet (64,65). A Tet(X), a tetraciklin inaktivald enzim in
vitro aktivitasat az 0sszes tetraciklin szerii antibiotikum lebontasaban igazoltak, beleértve

a tigeciklint is (66).

A trimethoprim/sulfamethoxazol (SXT), egy kombinalt antibiotikum, amely
trimethoprim és sulfamethoxazol hatdanyagbol all. A trimethoprim a dihidrofolat-
reduktazt aktivitasat, mig a sulfamethoxazol a dihidropteroat-szintetazt gatolja, amelyek
elengedhetetlenck a folsavszintézishez. Az E. coli altal megfigyelt SXT rezisztencia tobb
mechanizmus révén alakulhat ki, beleértve a target enzimek mutécioit, az efflux pumpak
tulexpressziojat, a membrdn permeabilitds csokkenését és a rezisztencia gének
horizontélis géntranszferét. Az E. coli-ban a szulfonamidokkal szembeni rezisztencia a
kromoszomalis dihidropteroat-szintetdz gén (folP) mutacioibdl vagy gyakrabban egy
alternativ  dihidrofolat-reduktaz és  dihidropteroat-szintetdz gének (dfr, sul)

megszerzésébol eredhet (67).

1.5. ExPEC filogenetikai rendszerezése és nemzetkozi klonjai

Ochman és Selander 1984-es munkajukban az E. coli torzseket filogenetikai alapt
klasszifikaciés rendszerbe soroltdk. A modszerik alapja a multilokusz enzim
elektroforézis (MLEE) volt, amellyel az izoldtumokat 6t f6 filogenetikai csoportba
(filocsoportok) osztottak, nevezetesen A, Bl, B2, D és E. Az ExPEC izoldtumok
elsGsorban a B2 és D csoportokra sorolhatoak (68,69). Clermont és munkatarsai 2000-

ben kidolgoztak egy triplex (chuA, yjaA, és TspE4.C2) gének jelenléte vagy hianyan
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alapuld polimeraz lancreakcios (PCR) modszert, amely lehetové tette az E. coli gyors
filocsoportokba sorolasat (69). Ez a modszer sokkal gyorsabb, egyszeriibb és olcsobb
volt, mint az MLEE, és lehet6vé tette az E. coli izolatumok négy f6 filocsoportra (A, B1,
B2, D) torténd elkiilonitését. Egy frissitett Clermont-féle genotipizaldsi moddszerrel
Osszhangban az E. coli térzseket nyolc filogenetikai csoportba lehet sorolni, amelyek az
A, Bl, B2, C, D, E, F és az I (70). A DNS-szekvenalasi modszerek elterjedésével az
EXPEC csoportok filogenetikai elemzésére a 7 haztartasi génen alapuldé multilokusz
szekvencia tipizalast (MLST) kezdték el haszndlni. Ez a modszer egységesitett
megkdzelitése €s nagyobb felbontdsa miatt lehetdvé tette az ExXPEC-vonalak részletesebb
elemzését. Ezzel a genotipizalasi modszerrel a torzseket szekvencia tipushoz (ST)
rendelik, amelyeket azonos allélprofili izoldtumokként hataroztak meg, és szélesebb korii
klonalis komplexekre (CC) osztottdk, amelyeket legaldbb hidrom ST csoportjaként
hataroztak meg (mindegyike legfeljebb 1 alléllal kiillonbozik a tobbitdl a 7 allél koziil)
(71). Az E. coli esetében rendelkezésre allo harom MLST séma koziil a Achtman séma a
leggyakrabban hasznalt modszer az epidemiologiai kapcsolatok feltérképezésére (72). Az
MLST diszkriminativ ereje korlatozott, ezért eléfordulhat, hogy egy ST tipusba rendel
olyan izoldtumokat, amelyek genetikailag kiilonbozhetnek egymastol. Weissman és
munkatarsai 2012-ben a CH (chaperone-usher fimbriac génjeinek elemzése) tipizalas
modszerét irtak le, amely nevét a fumC és fimH génelemzésrél kapta (73). A CH tipizalas
alapjan a nagy ST csoportokat kisebb klonokra tudta bontani. A "klon" kifejezést gyakran
hasznaljak egy baktériumfaj azonos vagy nagyon hasonld genetikai Osszetétellel
rendelkez6 izolatumainak csoportjara, amelynek legvalosziniibb magyarazata a kozos
eredet (74). Az MLST mellett a pulzaltatott mezeju gélelektroforézis (PFGE) modszerét
hasznaltdk molekuléris epidemioldgiai kapcsolatok feltérképezésére. A PFGE olyan
technika, amelyet bakterialis genom restrikcios endonukleazokkal felhasitott nagy DNS
fragmentumainak szétvalasztasara hasznalnak egy gélmatrixra periodikusan iranyt
valtoztatd elektromos mez6é alkalmazasaval. Ez lehetévé teszi a genomialis DNS
kozvetlen elemzését, azonban a nemzetkdzi Osszehasonlitds problémaja miatt nem a
legjobb modszer (75,76). A legnagyobb diszkriminativ erével rendelkez6 genotipizalasi
modszert a teljes genom szekvenalas (WGS) jelenti az EXPEC filogenetikai elemzéséhez
(77,78). Mindegyik modszernek meg van a maga elénye, a jelenleg fennallo E. coli

filogenetika kapcsolatokat az 5. abra mutatja, amely a kiilonb6zé modszerek
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kombinaciojabol épiil fel (PCR (Clearmont-féle tipizalas), MLST (Achtman-séma) ¢€s
WGS).

E.coli
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5. abra: Az extraintestinalis patogén (EXPEC) E. coli filogenetikai csoportjainak,
szekvenciatipusainak, kladjainak és alkladjainak besorolasa (forras: Kocsis és
mtsai. nyoman médositva (79))

Az EXPEC torzsek szamos leszarmazasi vonalbol, klonbol allnak, de fertézések
talnyomo tobbségéért csak egy korlatozott csoportja felelds. Ezeket nevezziik kiemelt
kockazatu (high-risk) klonoknak. A magas kockazata klon jellemzben olyan populaciora
utal, amely fokozottan képes kolonizalni, fennmaradni és globalisan elterjedni, emellett
a széles genomplaszticitdsuk miatt hatékonyabb patogenitassal, fitneszképességgel és
szamos kiilonb6z6 antimikrobialis rezisztencia determindnsokkal rendelkezik, melyek

lehetéséget adnak a sulyos illetve visszatérd betegség okozasara (31,80). Egy 217
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tanulmanyt (1995-2018) feldolgozé metaanalizis, szerint az E. coli izolatumok 85%-at
husz f6 EXPEC szekvencia tipus (ST) tette ki: ST131, ST69, ST10, ST405, ST38, ST95,
ST648, ST73, ST410, ST393, ST354, ST12, ST127, ST167, ST58, ST617, ST88, ST23,
ST117 és ST1193 (sorrend a tanulmanyokban felbukkan6 ST tipusok gyakorisagat jeloli
csokkend sorrendben) (77). A tanulmanyok tobb mint 90%-aban az ST131-et mutattak
ki, fiiggetleniil az izolatum bevalasztasi kritériumoktol, a foldrajzi régiotol, a forrastol
vagy az idéponttol, tovabba 2000-t61 kezdodéen az ST131 volt a leggyakoribb szekvencia

tipus, valamennyi foldrajzi régiot lefedve (77).

Az E. coli ST131 vilagszerte elterjedt MDR pandémias klon, amely a kozosségben
eléforduld ¢és korhdzi hugyuti és véraramfertézésekért felelds. Az ST131-et
Osszefiiggésbe hoztak a CTX-M-15 széles spektrumu B-laktamaz elterjedésével (81).
Tovabba az ST131 fluorokinolonokkal, aminoglikozidokkal és a
trimethoprim/sulfamethoxazollal szembeni egyiittes rezisztenciaval is erdsen
Osszefiiggésbe hozhatod (82). Aggasztdé modon a karbapenemekkel szemben rezisztens
torzsekrdl is beszamoltak, amely korldtozza ezen klon okozta fertézések kezelések
lehetdségeit (83,84). Tovabbi riadalomra ad okot, hogy a klon elterjedésének okai
egyelére meghatarozatlanok, de a fokozott atvihetéség, virulencia és mas E. coli
Klénokhoz képest kiterjedtebb antimikrobialis rezisztencia, mobilis genetikai elemek

szerepet jatszhatnak benne (45).

1.6. Escherichia coli ST131 klén bemutatasa

1.6.1. Populacio szerkezet

Az E. coli ST131 ExPEC klonok besorolhatdak a szerotipusuk (O16:H5,
025:H4), kladjuk (A, B, C, D) és a fimH alléljuk (1-es tipusu fimbrialis adhézids fehérje)
szerint (2. tablazat). Az A kladba tartozo izolatumokat leginkabb az O16:HS5 szerotipus
és a fimH41 allél jellemi. A B kladot olyan torzsek alkotjak, amelyek O25b:H4
szerotipussal és foként fimH22 alléllal rendelkeznek. A C klad torzseire a fimH30 allél

jellemzd.
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2. tablazat Az ST131 populaciészerkezetének besorolasa (Pitout és Finn alapjan,
2016 (46)). FQ fluorokinolon, ESBL kiterjedt spektrumu p-laktamaz, HPD Highest
Posterior Density (legnagyobb poszteriori siirliség).

A szarmazas/
d|ve[genC|a Gyakran
becsiilt tarsuld Jellemzs
Klad/ Szerotipus Elsddleges | Mas idévonala I?}(:Sllzl © rezisrzrg;l)cia
Alklad PUS | &mH allél | néven | (95%-0s . ;
plazmid profil
HPD (86)
intervallum)
(85)
A 016:H5 fimH41 — — F29:B10 Nincs
. . 1901 ) .
025b:H4 | fimH22 — (1842-1948) F29:B10 | Nincs
CO | 025b:H4 | fimH30 | H30 | 182 F2.ALB- | Nincs
' (1980-1989) o
FQ, ESBL
_ . 1994 Ao (CTX-M-
C1 025b:H4 | fimH30 H30R (1991-1996) F1:A2:B20 14, CTX-
M-27)
1994 FQ, ESBL
C2 025b:H4 | fimH30 H30Rx (1991-1996) F2:Al1:B- g_CSZ;I'X-M-

A B kladbol fejlédott ki a C klad, ami Eszak-Amerikéban az 1980-as évek végén
kovetkezhetett be, de a 2000-es évek ota a C klad valt a leggyakoribba. A C kladot 70
egypontos nukleotid-polimorfizmus (SNP) és a gyrA, parC mutaciok okozta
fluorokinolon rezisztencia kiilonbozteti meg az el6djétol. A C kladbol valo atmenet soran
az ST131 egymas utan tobb profagot (Phi2, 3 és 4) szerzett be, kialakitva az 4tmeneti BO
kladot. Ezt kovette a GI- LeuX (kiilonb6z6 géneket tartalmaz6 genom sziget), GI- Phev
(agn-43 és sat iuCABCD, iutA virulencia géneket hordozé genom sziget) megszerzése, a
fimH30 allél és parCla (parC allélvariansa, ami nem okoz FQ rezisztenciat)
rekombinacidja, ami az 1970-es évek végén és az 1980-as évek elején a CO kozos Oséhez
vezettek el. A C klad kialakulasahoz hozzajarult a parC1aAB és gyrA1AB mutacidja, ami
mar magas szintli FQ rezisztenciat eredményezett. Az 1980-as évek kdzepén-végén a C
klad (H30R, ahol az R utal a FQ- rezisztenciara) C1 és C2 alkladra valt szét. Ugyanerre
az idOpontra tehetd a fluorokinolon antibiotikumok 1986-o0s bevezetése €s az azt kovetd

elterjedése (87). A kiilonb6zé CTX-M-ek megszerzésével a C klad tovabbi alkladokra

26



bomlott. A blactx-m-15 génnel rendelkezé ST131 egy kiilonallo alkladot alkotott a H30R
vonalban, amelyet C2/H30Rx (ahol az x utal a blactx-m-15 meglétére) kladnak nevezik (6.
abra). A masik leszarmazasi vonala, a C1 alklad (C1/H30R) lett, amelynek izolatumai a

blacTx-m-15-t61 eltéré6 CTX-M-et hordozott (31,46,88).

ST131 B (fimH22)

Phi 2, 3,4 1960
beépiilése

ST131 BO (fimH22)
atmeneti B torzs

parC1a rekombinacidja,
Gl- LeuX ,GI- Phev, Phi 1 1970
beéplilése,

fimH30 rekombinacidja

\d

ST131 CO (fimH30)
atmeneti C torzs

parC1aAB és -
gyrA1AB mutansok FQ-ok bevezetése 1980
szelekcidja
v v

ST131 C1 (fimH30R) ST131 C2 (fimH30Rx)

blacrmas
‘_/ 1990

ST131 C1 (fimH30R) ST131 C2 (fimH30Rx)

6. abra: Escherichia coli ST131 B, B0, C0 és C kladjainak fokozatos evolucidja
(forras: Pitout és DeVinney szerint modositva (88))

1.6.2. ST131 C kladhoz tarsulé plazmidok

A plazmidok kettdsszali, extrakromoszomalis, tobbnyire cirkularis DNS-

molekuldk, amelyek képesek onalldoan replikalodni. A plazmidok a Gram-pozitiv és
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Gram-negativ baktériumokban egyerant el6fordulnak és gyakran jarulékos géneket
biztositanak (89). Kiilonboznek egymastol méretben (néhany kilobazistol akar
megabazisig), példanyszamban (egy vagy tobb kopia), replikacidos mechanizmusokban és
atviteli modokban (pl. konjugativ), valamint a gazda-spektrumban (sziik/tdg gazdakorrel
rendelkeznek). A plazmidok osztalyozhatoéak az inkompatibilitasi csoportositas alapjan,
amely azon az elven alapul, hogy két plazmid nem képes stabilan egyiitt létezni
ugyanabban a bakteridlis sejtben, amennyiben ugyanazért a replikacios gépezetért vagy
szabalyozd rendszerekért versengenek. A plazmidokat inkompatibilitdsi (Inc)
csoportokba soroljak ezen tulajdonsag alapjan (55,89). Jelenleg 28 Inc-tipus 1étezik az
Enterobacteriaceae-nél (90). Az plazmidok Inc és gazdaspektrum alapjan nagyjabol két
f6 csoportra oszthatok, nevezetesen a szilk gazdaspektrumt csoportra, amely
leggyakrabban az F inkompatibilitasi csoportba (IncF) tartozik, ¢és a széles
gazdaspektrumt csoportra, amely az IncA/C, IncL/M és IncN csoportba tartozik (31). A
széles gazdaspektumu plazmidok konnyen atvihetdk a kiilonb6zd fajok kozott, mig a
keskeny gazdaspektumt plazmidok altalaban fajhoz kotottek (55). Az IncF-hez tartozo,
eltéré replikon tipusokkal (pl. FIA, FIB ¢s FII) rendelkezd epidémids rezisztencia
plazmidok képesek rezisztencia géneket szerezni, majd gyorsan elterjedni az

Enterobacteriaceaek kozott, kiillonosen a fajon beliili egyes klonok k6zott (55).

Az F replikonokkal rendelkez6 inkompatibilitasi csoportokhoz tartozo (IncF-nek
nevezett) plazmidok széles korben elterjedtek az E. coli ST131 torzsek kozott, és fontos
szerepet jatszanak az antibiotikum rezisztencia és a virulencia terjedésében. Az IncF az F
tipusu pili termelddésérdl kapta a nevét, és amelybdl hat csoport (IncFII-VII) 1étezik. Az
ezen plazmidok altalanos jellemzdi kozé tartozik, hogy gyakran tobb origot vagy
replikont tartalmaznak, altalaban 100 kb-nal nagyobb mértiiek, alacsony a kopiaszamuk,
jellemzbéen peml/pemK toxin/antitoxin rendszert tartalmaznak, gyakran hordoznak

virulencia vagy antibiotikum rezisztencia géneket (55,89).

Kiilonbo6z6 tipizalasi modszerek vannak a plazmid tipusok azonositasara. Az els6
séma a rep tipizalas (avagy replikon, ami a plazmid replikacioért felelds ori-t hasznalja)
vagy az Inc csoportok meghatarozasa (89). E szerint a plazmidokat a replikacios
rendszereik alapjan soroljak be inkompatibilitasi csoportokba. A masodik séma a plazmid

multilokusz szekvencia tipizalas (pMLST), amely bizonyos Inc plazmidokon beliili
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specifikus konzervalt struktardkat céloz meg. A pMLST haszndlhaté IncA/C, IncF,
IncHI1, IncHI2, IncIl és IncN altipusok meghatarozasara (91). A replikon szekvencia
tipizalasi séma szerint a plazmidot az FIA, FIB ¢és FII replikonokon alapulo FAB képlettel
lehet jellemezni. Az FIA replikon tipizalasa az iteronokat és a repA replikacios fehérjét
kodolod szekvencia elemzésen (20 kiilonb6z6 allél), az FIB a repB gén szekvencia (69
allél) elemzésen, az FlI replikont a copA gén szekvencia (105 allél) elemzésen alapul. Az
FII replikon helyettesithetd a nem funkcionalis FIC-vel (5 valtozat). Ezek alapjan hoztak
1étre az FAB képleteket az IncF plazmidok tipizalasara (90,91). A plazmid replikonok
tipizaldsdnak egyik nagy kihivdsa a multireplikon plazmidok. A legismertebb
multireplikon plazmid a korabban emlitett IncF, amely hordozhat FII, FIA ¢és/vagy FIB
replikont. Ezenkiviil egyes plazmidok kointegralédhatnak, 1étrehozva egy eltéré tipusa

multireplikon plazmidot, ami jellemz6 az Enterobacteraceae-re (89,90).

Az ST131 A és B kladdal ellentétben a C klad és az IncF plazmidok koz6tt nagyon
er0s a kapcsolat. A CO klad izolatumokra jellemz6é az F2:A1:B- plazmid tipus. A
elemen keresztil megszerezte a blactx-m-15-0t, catB4, blaoxa-1, aac(6')Ib-cr, és tetA
rezisztencia géneket tartalmaz6 génkazettat. Ezek a gének késobb néhany esetben a C2
alkladba tartozo izolatum kromoszomajaba is integralodtak (92). A C1/H30R alklad
evolucidja soran az F2:A1:B- plazmidot felvaltotta az F1:A2:B20, amely a blactx-m-15-
t6l eltér6 CTX-M-et hordozott. Leggyakrabban ez a blactx-m-14 vagy blacTtx-m-27-€t
kodolo F1:A2:B20 plazmidot jelenti, amely foéként a C1l/H30Rx alkladhoz tarsul
(31,46,88). Az ST131 C1-M27 alkladnal eléforduld blactx-m-27 egy nukleotidban
kiilonbozik (ami 1 aminosav valtozassal jar a 240. pozicidban) a blactx-m- 14-t61 (93).
Matsumura €s tarsai azonositottak egy 11 894 bp hosszisagu, M27PP1 nevii régidt, amely
a C1-M27 kladba tartozo Osszes izolatumra specifikus (93). A CTX-M-15-6t kodolo
plazmidok kozott ma mar nagyobb genetikai valtozatossag figyelhetd meg, méretiik
valtozo (50-200 kb), a repFII replikont dGnmagukban vagy repFIA-val vagy/és repFIB-bel
kombinalva hordozzék, ilyen példaul az egyre gyakrabban leirt F36:F31:A4:B1 mozaik
plazmid (55,94). Az egyéb ismert plazmidok kozé tartoznak az IncA/C, L/M és N, |
plazmidok, amelyek valésziniileg kiilonb6z6 fajokbol keriiltek at (31,95). Ezek a plazmid
tipusok olyan B-laktamaz géneket hordozhatnak, mint a blactx-m, blaoxa-1 és blatem-1
(46,55).
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A Col-szerli plazmidok az IncF plazmidok egy alcsoportjat alkotjak, neviiket a
colicin V teremlés miatt kaptak, amely fokozza a baktériumtorzsek talélési és szaporodasi
képességét. Nehany Col-szerti replikonok (Col156, Col(MG828) és Col8282) szintén C1-
alkladhoz tarsulonak bizonyultak, azonban leirtak mar a C2-alladban is (46,96).

1.6.3. ST131 C kladhoz tarsulé egyéb mobilis genetikai elemek

A virulencia és rezisztencia gének horizontalis terjedésében kiemelt jelentdséggel
birnak a mobilis genetikai elemek (MGE). A legegyszer(ibb mobilis genetikai elemek az
inszercios elemek (IS). Ezek altalaban 2,5 kb-nal rovidebb DNS-szakaszok, egy
transzpozaz (Tnp) enzimet kodolnak, amely katalizalja a DNS-molekulak genominalis
régiokon beliili DNS atvitelét. Kompozit vagy Osszetett transzpozon két azonos IS elem
altal kozrefogott tobb gén (pl. antibiotikum rezisztencia gének) vagy DNS szakaszt jelent,

¢s ezek egylittes mozgatasara képes.

Az 1S6 csaladba tartozo 1S26 replikativ transzpozicidja soran (masolas/replikalas
és beillesztés mechanizmus) kointegratumot képez a donor-cél DNS molekula parok
kozott, amelyet a Tn3 rezolvaz old fel (97,98). Az 1S26 mas transzpozibilis elemekkel
egylitt a kompozit transzpozonban is megtalalhato, és olyan egységeket alkothat, amelyek
tandem-amplifikacion ~ mehetnek  keresztiil  rezisztens  plazmidokban  vagy
kromoszémakban (99). Az IS6 csalad tagjaira jellemz6 a hibrid promoterek kialakulasa
az inszercié soran, ahol a beillesztett elem egy - 35 promodter komponenst, a flankalo
szekvencia pedig egy - 10 promoter komponenst hordoz. A két promoter régio
kombinalasaval képes az IS barmelyik végével szomszédos gén kifejezddését a megfeleld
orientacidban fokozni, €s ez tobb esetben lehetdveé teszi egy antibiotikum rezisztencia gén

fokozott kifejezédését (99,100).

Az ISEcpl inszercios szekvencia, az IS1380 csaladba tartozik (101). Az ISEcpl-
nél a transzpozazt 14 bp hosszusagu invertalt ismétlddések (IR) hataroljak jobb (IRR) és
bal (IRL) oldalon. Az ISEcpl az IRL-t hasznalja alternativ szekvenciakkal egyiitt,

amelyek hasonlitanak ezekhez az IR-ekhez, hogy mobilizalja a szomszédos régidkat
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("transzpozicios egységek" részeként), 1étrehozva a transzpozicidé soran a szomszédos

szekvencia 5 bazispar duplikaciojat (102).

Az 1S26-hoz hasonldéan az ISEcpl éltal kozvetitett transzpozicidé is homolog

rekombinacidval jarnak. A mobilizacié mellett, mindkét IS-csalad felel6s lehet a blacTx-

rrrrr
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jatszanak az antibiotikum rezisztencia gének elterjedésében a Gram-negativ baktériumok
kozott (103,104). Az ISEcpl és/vagy 1S26 altal kozvetitett blactx-m-15 transzpozicid
jelenségét mar korabban is leirtadk néhany tanulmanyban (57,89,105-108). Shawa és
munkatarsai leirtak az ISEcpl-blactx-m-15 és catB3, blaoxa1, aac(6')-1b-cr5 gének
egyiittes eléfordulasat CTX-M-15 termeld E. coli ST131 kromoszoémalis kdrnyezetében
(45,105).

1.6.4. Escherichia coli ST131 epidemiologiaja

Az STI131 klon jelentds kozegészségligyi problémat jelent, a 2000-es évek
kozepére az ESBL-termeld valtozatok ,vilagjarvanyt” okoztak, és kozosségi
fertdzésekben is egyre gyakrabban azonositottdk (81,109,110). Az elsé ST131 klonbol
szarmazo torzseket az 1960-as évektol kezdve izolaltak Eurdpa-szerte és az Egyesiilt
Allamokban (111). Jonnson és mtsai. altal végzett PFGE-vizsgélatban az els6 emberi,
allati és kornyezeti mintakbol szarmazo6 ST131 izoldtumokat 1967-ben, 1982-ben, 1985-
ben és 1986-ban talaltak meg (75). A fluorokinolok 1980-as években tortént bevezetését
kovetden széles korben alkalmaztak a Enterobacteriaceae fertdzések (kiilonosen hugyuti
fertdzések) kezelésére. A kovetkezd években a fluorokinolon rezisztencia aranya
emelkedett. A 1990-es években a stlyos ExPEC fert6zéseknél flouorokinolon mellett
harmadik generacios cefalosporinokat alkalmaztak. Ekkor jelentek meg az elsd
fluorokinolon rezisztens E. coli-k, amik mar harmadik generacids cefalosporin
rezisztenssé is valtak (45). A 2010-es évek kozepére, a harmadik generacios cefalosporin-
rezisztens E. coli-val kapcsolatos fert6zések becsiilt betegség terhe valt Europa szerte a
legjelentdsebbé (2015): az 100 0000 fére jutd atlagos DALY szdma 37,2 volt, mig a
véraramfertdzés miatt bekovetkezett DALY-k 100 000 lakosra vetitett atlagos szazalékos
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aranya 80,5 volt (4). Ezzel rdmutatva a helyzet stlyossadgara, hiszen ezek az
antibiotikumok (FQ, sziikebb ¢és szélesebb spektumu cefalosporinok) alkalmasak voltak
sulyosabb fertdzések kezelésére, azonban a rezisztencia kialakuldsa miatt a terapias
lehetdségek besziikiiltek. Az E. coli ST131 ebben az idében mar globalisan elterjedt
Eurépaban, az Amerikai Egyesilt Allamokban, Azsidban és a Kozel-Keleten,
Ausztralidban és Afrikdban (110). A C alklad prevalenciaja idoben és régionként valtozast
mutatott: késéi 2000-es években az CTX-M-15-t termeld multirezisztens E. coli (ST131
C2/H30Rx) klon valt a leggyakoribb ST131-es klonnd, azonban Azsia egyes részein
(Japan, Kina, Korea) a kevésbé gyakori CTX-M-27- termeld E. coli (ST131 C1/H30R)
dominalt. 2005 el6tt a blactx-m-14-et tartalmazoé ST131 C1 alklad dominalt Japanban, amit
azota felvaltotta a blactx-m-27-et tartalmazo C1-M27 klad, amely felelés az ESBL-termeld
ExPEC jelentds novekedéséért ebben a régioban, kiillondsen 2010-et kdvetden (39,93).
Azéta mar Azsian kiviil, Eurépa tobb orszagiban (pl. Svajc, Spanyolorszag,
Franciaorszag), az Egyesiilt Allamokban és Ausztralidban is leirtdk a C1-M27 E. coli
izolatumokat (93).

Az Eurépai Antimikrobidlis Rezisztencia Surveillance Hélozat (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network-EARS-Net) 2022-es éves jelentésébol
szarmazo6 adatok azt mutattak, hogy az Eurdpai Uniobol (EU) és az Eurdpai Gazdasagi
Térségbol (EGT) jelentett invaziv E. coli izolatumok kozott a harmadik generacios
cefalosporin rezisztencia aranya 2018 és 2022 kozott csokkent (15,7%-r61 14,3%-ra, 7.
abra) (112).

A harmadik generacids cefalosporin rezisztencia aranya Magyarorszagon 2018 és
2022 kozott stagnalt, de joval meghaladta az eurdpai atlagot (22,6% volt mindkét évben)
(112).
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7. abra: Harmadik generacios cefalosporin (cefotaxim/ceftriaxon/ceftazidim) rezisztens E. coli
torzsek %-os aranya Eurépaban 2018 (A) és 2022 (B) évbdl (Network-EARS-Net adatai alapjan
(112)

Egy tanulmanyban 2010 marciusa €s novembere kozott harom magyarorszagi
egyetemi kérhazban gytijtott, véraramfertdzésekbol szarmazé 117 E. coli izolatum kozott
26 ESBL-termel6t (22,2%) talaltak, amelyek koziil kilenc kizarélag blactx-m-15-t hordozd
ST131 klonhoz tartozott (113). Janvari és mtsai. 2015-ben észlelték az elsd, a C1-M27

alkladba tartoz6 ESBL-termel6 invaziv E. coli izolatumokat (114).

Az Nemzeti Népegészségligyi és Gyogyszerészeti Kozpontba (NNGYK) kiildott
ESBL-termeld E. coli izolatumok PFGE vizsgalat pulzotipusainak (PT) MLST
megerdsitd elemzése lehetdvé tette az ST131-re specifikus pulzotipus azonositasat (8.
abra). Az NNGYK adatai szerint 2014-6ta fokozatosan emelkedik az invaziv mintabol
izolalt ST131 E. coli-k szdma és az ESBL-termeld izolatumok kozel felében (2017-t61
eltekintve) ezt a pulzotipust lehetett kimutatni: 2014-ben 37% (31/83), 2015-ben 48%
(28/58), 2016-ben 45% (50/110), 2017-ben 94% (66/70) és 2018-ban mar 45 % (75/168)

volt.
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8. abra: Az invaziv, ESBL-termelé E. coli PFGE-tipusok eloszlasa Magyarorszagon az Nemzeti
Népegészségiigyi és Gyogyszerészeti Kozpontba érkezo izolatumok alapjan

1.6.5. ST131 izolatumok virulencia faktorai

Az E. coli ST131 izolatumok virulencia génjei tobbféle modon jarulnak hozza a
fertézés kialakuldsdhoz ¢és sulyossagdhoz. Ezek a faktorok kiilonb6zé képességeket
biztositanak a baktériumnak, amelyek lehetdvé teszik szamdra a gazdasejtek
kolonizalasat, azokhoz val6 tapadasat, a szovetekbe valod behatolasat és karositasat, a
fertézés soran torténd terjedését €s az immunrendszerrel szembeni ellendllasat. Az
EXPEC virulencia géneket Ot kategdriaba sorolhatjuk: adhézios fehérjék, invazios
faktorok, vasfelvételért felelds szideroforok, gazdaszervezet elleni védelmi faktorok és
toxinok. A kovetkezé bekezdésben megemlitem az kategériakban tartozo leggyakoribb

virulencia géneket:

Szamos virulecia gén jelentés szerepet jatszik az adhézioban. A legfontosabb
koziilik kiils6 membran receptorok (pl. omp), fimbriak (pl. fim, dra, pap, sfa, iha),
afimbrialis adhézinek (afa). A kolonizacidt nagyban eldsegiti, hogy az ST131 klénok
képesek biofilm képzésre (pl. crl, csf, fim) (115,116). Az invaziv torzsek esetében az ibeA

crer

EXPEC esetében a vérszérumban 1év6 vashoz vald hozzaférés kiemelkedd jelentdségl a
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baktériumok ndvekedése miatt. A vasat szideroférokon keresztiil koti meg, ilyen az
enterobaktin és salmochelin (pl. iroBCDEN), aerobaktin (pl. iuc) és yersiniabaktin (pl.
invazinok koz¢é tartozik a komplement rendszer klasszikus ttjanak gatlasaért felel6s traT,
a fagocitozist elleni védofaktor, kiilsé membran faktor (OmpA), a kapszulaantigén
(KpsMII) és az iss. Az EXPEC izolatumokban leggyakrabban kimutatott toxinokat kodold
gének a hemolysin (pl. hlyA, hlyD, hlyF), citotoxikus nekrotizalé faktor (cnfl), szekretalt

autotranszporter toxin (sat), szerin proteaz autotranszporter (pic) és vat toxin (6,116).

Az ST131 virulencia potencialjara vonatkozoan ellentmondasos eredmények
allnak rendelkezésre (31,92,117). Az ST131 az extraintestinalis virulencia faktorok
kiilonbdz6 kombinacidihoz tarsulnak és virulensebbek mint a nem E. coli ST131
izolarumok (118,119). Banerjee és mtsai. vizsgalata alapjan az ST131-en beliil a H30, a
nem-H30 és a H30Rx alkladok jellegzetes virulencia profilokkal rendelkeznek, amelyek
kiilonboznek a nem E. coli ST131 klonoktdl, és elképzelhetd, hogy fokozott virulenciat
biztositanak (118). Kisérleti allatmodellek kiizol volt olyan ami tamasztjak ala, hogy az
ST131 virulensebb lenne mas E. coli-knal (117). Petty és mtsai. leirasa alapjan kevés
virulencia gén van jelen egységesen az ST131-ben, és ezért valoszini, hogy a virulencia
gének mennyiségében és tartalmaban mutatkoz6 kiilonbségek hozzdjarulnak a fentebb
emlitett valtozé virulencia potencialhoz (92). Az egységesen jelenlévd virulencia
faktorok koziil Blanco és munkatarsai négy gén jelenléte vagy hianya alapjan 195 db
025h:H4-B2-ST131 izolatumot négy virotipusba (A-to6l D-ig) sorolt (120) (3. tablazat):
1) afa FM955459 afa/dr adhezin, 2) iroN sziderofor receptor, 3) ibeA agyi endotél

invazids €s 3) sat egy szekretalt autotranszporter toxin.

3. tablazat: ST131 izolatumok virotipus besorolasa Blanco és mtsai. alapjan (120).
»T7 gén meglétét, ,,-” a gén hianyat jeloli.

gén virotipus

A B C D
afa FM955459 |+ - - -
iroN - + - +/-
ibeA - - - +
sat +/- +/- + +/-
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Azb6ta ST131 izolatumok virotipusai osztalyozhatéoak a 2013-ban kidolgozott
rendszer alapjan. Ezen feliil még az ST131-ben altalanosan elterjedt gének kdzé tartozik
még az usp (uropathogen-specific protein/ uropatogén-specifikus fehérje), malX
(patogenitasi sziget marker), sat, fyuA, iha, ompT, iucD és traT gén (110).
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2. Célkitiizések

A Nemzeti Népegészségiigyi ¢és Gyodgyszerészeti Kozpontban mikodo
Egészségligyi ellatassal Osszefiiggd fertézések és antibiotikum rezisztencia Nemzeti
Referencia Laboratoriuma (NRL) foglalkozik a hazai egészségligyi intézményekbdl
szarmaz6 multirezisztens izolatumok antibiotikum rezisztencidjanak monitorozasaval,
kozel 20 éve rutinszertien végzett PFGE tipizalo vizsgalat mellett 2016-ban a WGS alapu
tipizalas is bevezetésre keriilt a molekularis kapcsolatok feltérképezésére. A nemzetkozi
elterjedése mellett hazankban is kiemelt jelentéségli MRK koérokozé az ESBL-termeld E.
coli. Munkam soran népegészségiigyi szempontbol kiemelkedd jelentdségti E. coli ST131
izolatumainak részletes jellemzése volt a célom, beleértve a fenotipusos €és genotipusos
elemzésiiket, valamint populacids strukturajuk vizsgalatat. Bizunk abban, hogy kutatasi
eredményeink hozzajarulnak egy sikeres klon hazai elterjedésének mélyebb
megértéséhez, a kapcsolodd kockazatok felméréséhez, és eldsegitik azoknak a Iépéseknek

az megtételét, amelyek javitjak a hazai helyzetet.
Munkam soran a kdvetkezd célkitiizéseim voltak:

1, Egy prospektiv, monocentrikus felmérés keretében gylijtott invaziv mintakbol
szarmaz6 harmadik generacios cefalosporin-rezisztens E. coli izolatumok molekularis

epidemiologiai jellemzése.

2, 2015-2018 kozott, illetve 2021-ben izolalt, hazai invaziv mintakbdl szarmazd
multirezisztens C2/H30Rx ¢és C1-M27 alkladokba tartozd reprezentativ magyar
torzskollekcid populacio szerkezetének feltérképezése genomikai modszerekkel:
genotipus, fenotipus, mobilis genetikai elemek jellemzése. A COVID-19 esetleges
hatasanak vizsgalata az ST131 populacio struktirajara a két idészakban elterjedt

izolatumok 0sszehasonlitasaval.

3, Karbapenemaz-termel6 E. coli ST131 izolatumok Osszehasonlitasa korabbi hazai
ESBL-termelé E. coli ST131 torzsekkel, illetve a rezisztencia géneket hordozo
plazmid(ok) jellemzése és a mobilis genetikai elemeinek Osszevetése Magyarorszdgon

elterjedt mas karbapenemaz-termeld izolatumokéval.
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3. Modszerek

3.1. Felhasznalt baktériumtorzsek

A hazai egészségiigyi intézetek 2005 6ta kiildik be a 3GCR E. coli izolatumokat,
2015 ota a karbapenemdz termeld E. coli izolatumokat az NRL-be. Mivel a beérkezett
torzsek szama 2005 ota folyamatosan ndvekedett, az NRL lesziikitette a megerdsitd és
tipizalo vizsgalatokra kiildend6 izolatumok kategoéridit: jarvanytigyi vizsgalatbol és/vagy
invaziv mintabol szdrmazd ESBL-termeld és/vagy AmpC-termeld E. coli izolatumokra
(A mindenkori 18/1998. (VI.3.) NM a fert6z0 betegségek ¢€s a jarvanyok megeldzése
érdekében sziikséges jarvanyiigyi intézkedésekrdl rendeletének, 6. szamu melléklete
alapjan). Az igy beérkezett karbapenemdz- ¢s ESBL-termel6 izolatumok fenotipusos és
genotipusos megerdsitését végeztiik el. A karbapenemaz-termeld izlatumok esetén teljes
genom szekvenaldst, az ESBL-termeld izolatumok esetén két 1épcsds molekularis
tipizalast hajtottunk létre: megallapitottuk az ST131-re jellemzdé pulzotipusokat, majd
elvégeztiik az ST131 kladjainak, illetve a C alkladainak elkiilonitését multiplex PCR-rel.
A PFGE és a multiplex PCR adatai alapjan valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokban részt

vevé reprezentativ E. coli ST131 izolatumokat.

A Dél-Pesti Centrumkorhaz, 2018. oktober-november kozott, invaziv
mintdkbol szarmazd E. coli izolatumok koziil az ESBL-termel6 torzsek tovabbi

vizsgalatat végeztiik el egy prospektiv, monocentrikus vizsgalat soran.

A prospektiv vizsgdlat eredményeire alapozva kivalasztottunk invaziv
mintakbol szarmazd, 63 reprezentativ E. coli ST131 izolatumot (30 db C2/H30Rx és 33
db C1-M27 alkladhoz tartozot), amely 2015-2018 kozotti idészakbol és 2021-bol
szarmazott. Az izolatumok kivalasztasakor a kovetkezd szempontokat vettiik figyelembe:
az alkladok izolatumai kozel azonos aranyban szerepeljenek és minél tobb megyét vagy

egészségiigyi intézményt és évet fedjenek le.

A 2018-2023 kozott beérkezett dsszes karbapenemaz-termeld E. coli izolatum
kozil kivalasztottuk az ST131 izolatumokat, és dsszehasonlitottuk a genetikai jellemzdit

az eddig vizsgalt E. coli ST131 kollekcioval, és harom azonos tipusi karbapenemaz
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géneket termelé Klebsiella pneumoniae és eltéré E. coli klonok mobilis genetikai

elemeivel.

3.2. Izolatumok identifikalasa

A vizsgélatban felhasznalt izoldtumokat matrix-asszisztalt lézer deszorpcios,
ionizacios, repiilési id6 mérésén alapulo tomegspektrometria (MALDI-TOF MS, Bruker,

Bremen, Németorszag) modszerrel azonositottuk.

3.3. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok kivitelezése ¢és a gatlasi zonak
értékelése az EUCAST ajanlasa (121) alapjan tortént. Az antibiotikum érzékenységi
vizsgalatok mindségi kontrolljahoz az E. coli ATCC 25922 torzset hasznaltuk.

Az ESBL-termelés megerdsitd vizsgalatot moédositott DDST (kétkorong
szinergizmus teszt (122) alapjan végeztiik. A vizsgalat soran 6t korongot hasznalunk:
Mueller-Hinton taptalaj kozepére elhelyeziink egy amoxicillin/klavulansav (20 pug/10 pg)
korongot és ettdl 20-20 mm-re tovabbi cefotaxim (30 pg), ceftazidim (30 pg), cefepim
(30 png) és aztreonam (30 pg) tartalmt korongokat helyeziink el. ESBL-termelés esetében
a cefalosporinok €és monobaktam koriili gatlasi zéna az amoxicillin/klavulansav tartalmu
korong felé torzul az ESBL-enzim miikddés gatldsa miatt. Emellett ertapenem (30 pg)

koronggal sziirtiik a karbapenem rezisztenciat.

Az ESBL-termelést megerdsitd vizsgalat utan tovabbi antibiotikumok (MAST
Diagnostica GmbH, Reinfeld, Németorszag) érzékenységi vizsgalatat végeztik el
korongdiffazioval: ceftriaxon (30 pg), ceftazidim (30 png), cefotaxim (5 pg),
ceftazidim/avibactam (20 pg/10 pg), ertapenem (10 pg), ciprofloxacin (5 pg), imipenem
(10 pg), meropenem (10 pg), gentamicin (30 pg), amikacin (30 pg), tobramycin (30 pg),
tigeciklin (15 pg) és cefiderocol (30 ug).
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Az izolatumok MIC értékének meghatarozasat MIC gradiens tesztcsikkal
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Olaszorszag) vagy mikroleves higitassal
(MICRONAUT-S Pseudomonas MIC teszt, Bruker, Bremen, Németorszag) végeztiik el
ceftazidimre (0,016-256 mg/l), ceftriaxonra (0,016-256 mg/l), ceftazidim/avibactamra
(0,016/4-256/4 mg/l), ertapenemre (0,002-32 mg/l), cefotaximra (0,016-256 mg/l),
gentamicinre (0,016-256 mg/l, amikacinra (0,016-256 mg/l), tobramycinre (0,016—256
mg/l) ceftolozan/tazobactamra (1/4-8/4 mg/l), aztreonamra (1-16 mg/l), cefepimre (1-8
mg/l), piperacillinre (4-32 mg/l), piperacillin/tazobactamra (1/4-128/4 mg/l),
trimethoprim/sulfamoxazolra (1/19-8/152 mg/l), aztreonam/avibactamra (0,016/4-256/4
mg/l) és levofloxacinra (0,125-8 mg/l).

A colistin (1-8 mg/l), meropenem (0,125-16 mg/l), imipenem (1-8 mg/l) és
ciprofloxacin (0,06-8 mg/l) antibiotikum érzékenységi vizsgalatot MICRONAUT MIC-
Strip leveshigitasos modszerrel (MERLIN Diagnostika GmbH, Bornheim, Németorszag)
vagy az EUCAST ajanlasa alapjan végeztiik el (123).

3.4. Molekularis vizsgalatok

3.4.1. ESBL-termelé Escherichia coli ST131 izolatumok vizsgalata multiplex,
filogenetikai PCR-rel

Az ESBL-termel6 E. coli izolatumok esetében a Matsumura és munkatarsai (124)
altal kidolgozott ST131 specifikus multiplex PCR moddszert alkalmaztuk, amely képes
kimutatni és elkiiloniteni a ST131 kladjait, valamint a C1-M27 ¢és C2 alkladokat (4.
tablazat).
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4, tablazat: E. coli ST131 multiplex PCR primerei

Amplikon Referen-
Funkcio | Primer Nukleotid szekvencia (5'-3) méret cia
(bp)
ST131_R19 | AGCAACGATATTTGCCCAT
STI81 | ey A
Specifi- o131 R19 | GGCGATAACAGTACGCCAT | 289
kus régid -
“YR1 T
%‘15785'0‘3' GGCCCCACAAATTGCTT
C1 klad C1-898- 337 Matsu-
v CGCACCTCCGATACCAAA mura és
M27PP1 | M27PP1C- | TGAATCAAAGGTCCGAGCT g‘otf?"
régi6 YF1 G -
(C1-M27 | M27PP1C- | TATGGCTGGCAGATGCTTT (124)
alklad) | YR1 A
nrdl-
vl SNP | 534spez ,_IA_\CGGATTCAGGTAGACGAT
(C2 YF1 164
alklad) [ oo ’CA:\(éTCACCAAAGTTGCGATT

3.4.2. ESBL-termelé Escherichia coli ST131 izolatumok PFGE vizsgalata

Az antibiotikum rezisztencia NRL t6bb mint 20 éve miikodteti a pulzaltatott-
mezejll gélelektroforézissel torténd makrorestrikcios profil vizsgélaton alapuld Nemzeti
Tipizalo Adatbazist. Az ebben az iddszakban Osszegy(jtott makrorestrikcios profil
felhasznalhatd volt a regionalis, nemzeti helyzet elemzésére. A PFGE vizsgalatok
eredménye sok esetben Osszevethetdek a nemzetkdzi adatokkal. A tipizalas alapjan a

fagtipizalasi osztaly meghatarozott egy ST131-re jellemzd pulzotipust.

Az Enterobacteriaceae izolatumok genetikai rokonsaganak meghatarozasahoz a
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) E. coli O157:H7 PFGE strandardizalt
protokollt hasznaltuk (125). Vizsgalat Chef-DR 1l rendszerrel (BioRad, Kalifornia, CA,
USA) és a kiértékelés Fingerprinting Il Software-el (Bio-Rad Laboratories, Ventura, CA,
USA) alkalmazasaval tortént. A mintazatok hasonlosaganak jellemzéséhez Dice
koefficienst alkalmaztunk ¢és az UPGMA klaszter analizissel szerkesztettiink
dendogramot. Egy pulzotipusba tartozonak tekintettiik a legalabb 85% hasonlosagot

mutatd mintazatokat, ezek kozott klonalis kapcsolatot feltételeztiink.
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3.4.3. Genomialis DNS kivonasa

A DNeasy UltraClean Microbial Kittel (Qiagen, Hilden, Németorszag) végeztiik
el DNS kivonast a baktérium tenyészetbdl a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az eljaras
a baktériumsejtek kémiai ¢€s fizikai feltarasat, majd egy sor tisztitasi 1épést és a magas
tisztasagu genominalis DNS (gDNS) kivonasat tartalmazta. A gDNS mennyiségét a Qubit
3.0 fluorométerrel (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) mértiik meg.

3.4.4. Teljes genom szekvenalas: Short-read szekvenalas

A short-read szekvenalashoz a genomialis konyvtart azt Illumina DNS Prep kittel
(IMlumina, San Diego, CA, USA) készitettiik el. A gyongyhoz kotott transzposzoémak
segitségével a gDNS mintdkat fragmentaltuk és a fragmentumok mindkét végéhez
adaptor szekvenciakat ligaltunk. A bemeneti DNS-sel val¢ telitddés utan a gyongyalapt
transzpozomalis komplex meghatdrozott szama DNS molekulat fragmental. igy
normalizalt fragmensek keletkeznek egy sziik fragmensméret tartomanyban. A
fragmentumokat ezutan PCR-rel amplifikaltuk egy kettés indexelé primerpar
segitségével, és a tisztitasi 1épések végén a termékek atlagosan fragment hossza ~500-
550 bp méretiiek lettek. A genomalis konyvtar mindségének ertékelését TapeStation 2200
automatizalt elektroforézis rendszerrel (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
végeztiik el, a mennyiségét Qubit 3.0-al mértiik le.

A poolozott genomialis konyvtart Illumina MiSeq platformal (2x150 bp pair-end
szekvenalassal) szekvenaltuk meg. A szekvenalds mindségét megfelelonek tekintettiik,
amennyiben teljesiiltek a kovetkez6 futasi mindségi paraméterek: Q30 (%): >80, Cluster
Density (K/mm2): 600-1200, Clusters Passing Filters (%): >80.

A nyers DNS szekvencia adatokat feldolgozasat az EnteroBase pipeline
segitségével végeztik el (126). Az EnteroBase olyan online platform, amely a
szekvenalasi adatok de novo Osszeszerelésére egy automatizalt pipeline-t alkalmaz. A
short-readek beolvasasat kovetéen az EnteroBase teljes genom automatikus
Osszeszerelését biztositja a QAssembly segitségével. A QAssembly tobb feladatot végez

el, beleértve az read-ek mindségi trimmelését (QAssembly: Sickle), Gsszeszerelést
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(QAssembly: Spades), utdlagos korrekciot és szlirést (QAssembly: BWA), valamint az
eredmények fasta formatumba vald konvertalasat (QAtoFasta). Ezt kdveti az sszeszerelt
draft genomok minéségi értékelése (QA evaluation).

A draft genom mindségét akkor tekintettiik megfelelonek, ha a kontigok atlagos
szekvenalasi mélysége meghaladta az 50-szerest, teljes méretiik megegyezett a varhatd
genommérettel (5 + 0,3 Mb), és az N50 nagyobb volt, mint 100 kbp.

A short-read szekvenalas elénye, hogy nagyon nagy szamu read szekvenalasara
képes nagy lefedettséggel és nagy pontossaggal (~99%), sok minta parhuzamos
szekvenalasaval (127). Azonban a megszekvenalt readek hossza néhany szaz bp (max
600 bp), ami a genom Osszeszereléskor a legtobb esetben sem képes elegendd atfedést
létrehozni a DNS fragmentumok kozott. A ismétlédé elemek (1S, transzpozonok), illetve
az ehhez kapcsolod6 antibiotikum rezisztencia vagy virulencia gének plazmid vagy
kromoszéma lokalizaciojat nem lehet biztonsagosan meghatarozni ezzel a modszerrel
(128). A short-read eredmények alapjan valasztottunk ki long-read szekvenalasra a
reprezentativ izoldtumokat, hogy ardnyosan képviseljék a fobb genetikai markerekkel
rendelkezé klasztereket, amelyek kiilonboz6 izolalasi évekbdl (2015-2018, 2021, 2023)

¢és egészségiigyi intézményekbdl szarmaztak.

3.4.5. Teljes genom szekvenalas: Long-read szekvenalas

A long-read szekvenalas atlagosan 10-100 kb hossziisagt DNS szakaszok
leolvasasara alkalmas (128). A teljes genom Osszeszerelés a long-readekbdl kikiiszoboli
az ismétlodo elemek felismerésébdl szarmazod problémakat. Ezzel a modszerrel tudtuk
elemezni a plazmidokat, az MGE és ESBL géneket és azok lokalizaciojat. A legnagyobb
hibaja, hogy pontatlanabb (magasabb a hiba aranya az egy leolvasasra jutd pontossag
esetén, ami miatt molekularis epidemiologiai vizsgalatokhoz jelenleg még kevésbé
hasznalhato), alacsonyabb ateresztOképessel rendelkeznek és dragabb, mint a short-read

szekvenalas (128).

A kivalasztott izoldtumok génkonyvtarat a Ligation Sequencing Kit (SQK-
LSK109, Oxford Nanopore, Oxford, UK) segitségével hoztuk létre, amit vonalkddos

szekvenciaval (barcode) lattunk el az azonositasi érdekében (Native Barcoding
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Expansions 96 (EXP-NBD196, Oxford Nanopore, Oxford, UK). A folyamat soran DNS
végeket NEBNext End Repair/dA-tailing modul segitségével javitottuk és készitettiik eld
az adaptor molekuldkra. Ezutan egyedi vonalkoddal ligaltuk a szekvenciakat, amit a
szekvenald adaptorok ligalasa és egy sor tisztitasi 1épés kovetett. A szekvenalast a
MinION Mk1C (Oxford Nanopore, Oxford, UK) szekvenald késziilékkel végeztiik el. A
basecalling (fast basecalling mode) és a long-read szekvenciak demultiplexalasat a

MinKNOW v 21.11.6-ban illesztett Guppy v5.1.12 programmal végeztiik.

A nyers long-read adatok feldolgozasat a kovetkez6 GalaxyEU online

(https://nanopore.usegalaxy.eu)  eszkozkészlet — segitségével  végeztik el az

alapértelmezett paraméterekkel: A mindségi trimmeléshez ¢és a vonalkodok
eltavolitasahoz a Porechope v0.2.4 (129) programot hasznaltuk. Ezutan tobbszoros
Osszeszerelést végeztiink: elészor a Flye v2.9.1 (130) segitségével osszeallitottuk a long-
readeket és az Osszeszerelt szekvencidkat Pilon v1.20-al poliroztuk (131). Ezt kovette a
hibrid 0Osszeszerelés az Unicycler v0.5.0 (132) programmal, ami a short-read
szekvenalasbol szarmazo szekvenciakat a long-read szekvenciakkal egyiitt szereli Gssze.
A BWA MEM v0.7.17 (133) programot hasznaltuk a hibrid szekvencia és a short-read
referencia readek illesztésére. A hibas egyezések aranyanak csokkentése érdekében egy
Ujabb genom polirozasi kort alkalmaztunk Pilon v1.20-al (131). A polirozott Flye és

polirozott Unicycler dsszeszereléseket egyszerre elemeztiik.

Veégil a kevésbé fragmentalt Osszeszereléseket valasztottuk ki az izolatumok
reprezentativ hibrid genom 6sszeszerelések vizsgalatara: A tovabbi elemzéshez 29 Flye-

Osszedllitast és nyolc Unicycler-Osszeallitdst kaptunk. Az Osszedllitasi statisztikakat a

crer

v1.14.6 programot hasznaltuk (135).

3.4.6. 1zolatumok filogenomikai rekonstrukcidja és klaszterezése

A Prokka altal elkészitett genom annotéciok szolgaltak bemenetként a Panaroo
v1.1.2 (136) szamara, hogy rekonstrualja az izolatumok core genom 6sszehasonlitasat. A

Panaroo alapértelmezett értékeit hasznaltuk, azzal a kiilonbséggel, hogy a core
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illesztésekbe valo felvételhez a gének gyakorisdganak kiiszobértékét 99%-ra noveltiik (-
-core-threshold 0.99). Osszesen 3788 gén keriilt be a core genomba. Az izolatumok
filogenetikai kapcsolatait az 1Qtree v2.2.3 (137) segitségével rekonstrualtuk, automatikus
modell valasztassal ModelFinderPlus segitségével (-m MFP), és az eredmények
robosztussagat 1000 aLRT és 1000 ultrafast bootstrap replikaciokkal értékeltiik. A
fastBAPS v1.0.8 (138) R v4.2.2 (139) csomagot hasznaltuk a populacio strukturaban levo
klaszterek azonositasara az optimise baps priors hasznalataval. Egyetlen kiiszobérték
(single threshold) haszndlata helyett a fastBAPS algoritmust alkalmaztuk, amely
statisztikai genetikai modelleken alapszik a molekularis variacio hatékony felosztasaval
(140), valamint fiiggetlen a filogenetikai rekonstrukciotol. Az "optimise.baps™ BAPS
priors-t az optimise prior funkcioval optimalizaltuk. Ezutan a fastbaps R csomagban
szerepld fastp _baps €s best_baps_partition funkciokat hasznéltuk a legjobb klaszterezési
séma meghatarozasahoz, amely leirja az adathalmaz genetikai klasztereit. Mind az 1Qtree,
mind a fastBAPS a teljes core genom tobbszords szekvencia illesztését hasznalta
bemenetként. A fastBAPS klaszterezés eredményeit a filogenetikai faval egylitt a ggtree
v3.6.2 (141) R-csomag segitségével vizualizaltuk, amelyhez a filogenetikai fa kézépponti
gyokerezését a phangorn v2.11.1 (142) segitségével végeztiik el. A filogenetikai fakat és
a minta metaadatait az Interactive Tree of Life (iTOL v6.7.4) webes eszkozzel (143)

vizualizaltuk.

A prospektiv és karbapenem rezisztens izolatumok vizsgalataban szerepld
izolatumok esetén a lehetséges klonalis kapcsolatokat core genom (cg)MLST
(SeqSphere+) segitségével vizsgaltuk. A klasztertipust (CT) Ggy hataroztuk meg, hogy
egy csoporton beliil az azonos klonhoz tartozo izolatumok <10 allél kiilonbséggel (CT
kiiszobérték) rendelkezzenek. A prespektiv vizsgalatban szereplé ST131 izolatumokat
Osszehasonlitottuk harom nemzetkozi E. coli ST131 genommal (C1-M27: EC81009 (144)
és H105 (145), C2/H30Rx: JJ2434 (86), amelyeket a GenBankbdl nyertiink, hogy
feltarjuk az ST131 alkladba tartozé izolatumok kozotti rokoni kapcsolatot.
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3.4.7. Virulencia és antibiotikum rezisztencia gének elemzése

Az antibiotikum rezisztencia géneket a ResFinder v4.1 (146) CGE (Center for
Genomic Epidemiology) online eszkozokkel azonositottuk

(https://www.genomicepidemiology.org/). A gén jelenlétét akkor fogadtuk el, ha az

azonossag ¢s a lefedettség > 90%-0s volt. A virulencia géneket a VirulenceFinder v2.0
(147) és a Virulence Factors Database (VFDB v2020-Feb-28 a SeqSphere+ (148)) online
eszk0zOk segitségével elemeztik. Az M27PP1 profiag-szeri régio jelenlétét
Osszehasonlitottuk a KUN5781 izolatumban (93) talalhatd szekvenciaival. Az ST131
izolatumok A-D virotipusait a Blanco és munkatérsai altal 2013-ban kidolgozott séma
szerint rendeltik hozza (120). A blactx-m és genetikai kdrnyezetének szekvencia-
homoldgia Gsszehasonlitdsahoz és vizualizalasahoz a Clinker v0.0.27 (149) programot

hasznaltuk.

3.4.8. Plazmid szekvenciak jellemzése

A plazmid tartalmat és a mobilis genetikai elemeket a CGE programjaival
elemeztiik. A plazmid replikonokat és ezaltal a plazmid tipusokat a PlasmidFinder v2.1-
el vizsgaltuk (91). A plazmid MLST-t a pMLST v2.0 (91) programmal hataroztuk meg,
amivel megkaptuk a plazmidok szekvencia tipusat (FAB formulajat) (150).

A MGE-en talalhatd, virulencia és a rezisztencia gének inSzercids elemek,
szekvencidk  azonositasara és  Osszehasonlitdsira a  Nucleotide @~ BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) és az MGE v1.0.3 (151) online eszkozoket
hasznaltuk. A plazmid szekvenciak Osszehasonlitasahoz és vizualizalasahoz a BRIG

v0.95 (152) és Clinker v0.0.27 programokat hasznaltuk.

A szekvencia hasonlosdg (lefedettség ¢és azonossdg) meghatarozasahoz a
prospektiv vizsgalatban szerepld izolatumok szekvencidit Osszevettik az ST131-hez
kapcsolhaté pEC-81009, az uk_P46212 és a pU1 referencia plazmid szekvenciahoz. A

read-eket trimmeltiik és BWA (SeqSphere+) segitségével illesztettik a referencia

crer
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elemeztilk. A pEC-81009 (C1 kladok referencia plazmidja, a replikon 1. csoportja:
IncF(F1:A2:B20); CP021180), az uk_P46212 plazmid (C2 kladok referencia plazmidja,
a replikon 2. csoportja: IncF(F2:Al1:B-); CP013657) és a pUl (IncF(F1:A1:B16);
MK?295825) referencia plazmid szekvenciait, valamint azok terminoldgidit és definicioit
Kondratyeva és mtsai. metaanaliziséb6l (96) nyertiik, valamint a GenBankbol

szarmaznak.

3.5. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéshez a Fisher-féle egzakt tesztet egy online programban

végeztiik el (https://www.socscistatistics.com/tests/fisher/default2.aspx). A statisztikai

vizsgalatokhoz harom megkozelitést alkalmaztunk: 1. két valtozo kozotti fliggetlenség
vizsgalatat (virulencia- vagy rezisztencia gén jelenléte vagy hianya két alklad
izolatumhoz képest); 2. két valtozéd kozotti fiiggetlenség vizsgalatat (fenotipusos
antibiotikum rezisztencia jelenléte vagy hianya két alklad izolatumaihoz képest); 3. két
valtozoé kozotti fliggetlenség vizsgalatat (fenotipusos antibiotikum rezisztencia az
antibiotikum rezisztencia gének jelenlétéhez vagy hianyahoz képest). Minden egyes

Osszehasonlitasnal a p<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikdnsnak.

A prospektiv monocentrikus vizsgalat soran az E. coli okozta invaziv fertézések

srer

betegnapra szamitottuk Ki.
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4. Eredmények

4.1. Egy prospektiv, monocentrikus felmérés keretében gyiijtott Escherichia coli
izolatumok vizsgalata, 2018. oktéber-november

2018. oktober és november kozott a Dél-Pesti Centrumkorhazbol szarmazo,
véraramfert6zésbol kitenyésztett dsszes E. coli izolatumot bevontuk a vizsgalatba. A
vizsgalati id6szakban kitenyészett 25 E. coli izolatumbol hat (24%) bizonyult
rezisztensnek a harmadik generacios cefalosporinokkal szemben: Ecl-Ec6 (Fiiggelék,
tablazat 1.). A 3GCR E. coli incidencia siiriisége 0,11 volt 1000 betegnapra viszonyitva,
mig az 1000 korhazi felvételre szamitott incidencia 0,79 volt. A Dél-Pesti Centrumkorhaz
altal gyiijtott hat izolatum koziil ketté a Hematologiai és Ossejt- transzplantacios
Osztalyrol, ketté a Infektologia Osztalyrol, egy az Intenziv Osztalyrol és egy az |.
Belgyogyaszati Osztalyrol szarmazott. A betegek atlagéletkora 70 év volt (38-90 év), a
nemek aranya 1:1 volt. A fenotipusos megerdsitd tesztek alapjan mindegyik izolatum

ESBL-termelének bizonyult.

4.1.1. ESBL-termelé E. coli izolatumok antibiotikum érzékenysége

Mindegyik izolatum rezisztens volt ceftriaxonnal, cefotaximmal ¢és
ciprofloxacinnal szemben, de érzékenynek bizonyultak colistinre,
ceftazidim/avibactamra és karbapenemekre (5. tdblazat). Az Ec1, Ec2 és Ec3 rezisztenciat
mutatott a ceftazidimmel, gentamicinnel €és tobramycinnel szemben is. Ezenkiviil az Ec3,
Ec5 izolatumok rezisztenciat mutattak a tigeciklinnel, az Ec6 pedig az amikacinnal

szemben.
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5. tablazat: A 6 ESBL-termel6 E. coli izolatum antimikrobialis érzékenysége. Az
alkalmazott antibiotikumok a kdvetkezdek voltak: ceftriaxon (CRO), ceftazidim (CAZ),
cefotaxim (CTX), ceftazidim/avibactam (CZA), ertapenem (ETP), meropenem (MEM),
imipenem (IMI), ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GM), amikacin (AK), tobramycin
(TM), tigeciklin (TGC), colistin (COL).

Antimikrobialis Izolatumok MIC értékei (mg/l)

hatbanyag EclL |Ec2 |Ec3 |Ecd |Ecs |Ecé
CRO | 256 |256 |256 |256 |256 |256
CAZ |32 32 32 4 4 4
CTX | >256 | >256 | >256 | 64 64 >256
CZA |1 0,5 1 0,5 0,25 | 0,125
ETP |0,1250,125| 0,125 | 0,008 | 0,008 | 0,016
Karbapenem MEM | 0,064 | 0,125 | 0,064 | 0,032 | 0,032 | 0,032
IMI 0,125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
Fluorokinolon | CIP 256 | 64 64 64 64 16
GM |16 64 64 2 1 0,5
Aminoglikozid | AK 2 4 2 4 4 16
™ 8 32 8 1 2 1
Glicilciklin TGC 0,25 |05 1 025 |1 0,125

Egy,eb COL |0,125[025 |0,125|025 | 025 |0,064
atbanyag

Cefalosporinok

4.1.2. ESBL-termelé6 E. coli izolatumok molekularis epidemiologiai vizsgalata

A vizsgalt izolatumokat az MLST alapjan két szekvencia tipusba soroltuk: egy
izolatum (Ec6) az ST1193-hoz, 6t izolatum (Ecl-Ec5) a globalisan dominans ST131
kléonhoz (0O25:H4 szerotipus) tartozott. Az ST131 a torzsek két kiilonbozd
tulajdonsagokkal rendelkez0, elkiiloniilo csoportjat foglalta magaban. Az elsé csoportba
harom izolatum tartozott Ecl, Ec2, Ec3. A masodik csoportba az Ec4 és Ec5 izolatum
tartozott. Az 6t ST131 izolatumot egy C2/H30Rx (JJ2434) és két C1-M27 (H105,
EC81009) nemzetkozi ST131 ESBL-termeld E. coli izolatummal hasonlitottuk Ossze,
azért, hogy meghatarozzuk az izolatumok ST131-en beliili alcsoport specifikus

kapcsolatat (9. abra).
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9. abra: Az Escherichia coli izolatumok ST131 alklad specifikus filogenetikai
torzsfaja. A SeqSphere+ cgMLST 2517 allélbol generalt E. coli ST131 izolatumok
gyokértelen filogenetikai faja. A kék szin a 131-es szekvencia tipus C1-M27 alkladot mig
a piros a C2/H30Rx alkladjanak jeldli.

A JJ2434 nemzetkozi izolatum és az Ecl, Ec2, Ec3 izolatumok (amit az elso
csoportnak neveztiink) az ST131 C2/H30Rx alkladjaba tartozott. A H105 és az EC81009
irodalombol ismert izolatumok a mi vizsgalatunkbol szarmazo Ec4, Ec5 izolatummal

egyiitt az ST131 C1-M27 alkladba tartoztak.
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A cgMLST szerint a harom hazai C2/H30Rx alkladba tartoz6 E. coli ST131
izoldtum szoros genetikai rokonsdgot mutatott (<6 allél kiilonbség), mig C1-M27
izolatumok 35 allél kiilonbséggel kiillonboztek egymastol. Az ST1193 izolatum >2209

alléllal kiillonbozott minden mas izolatumtol (10. abra).

@ CTX-M-15-termeld ST131 C2/H30RxX
O CTX-M-27-termel6 ST131 C1-M27 E@
() CTX-M-27-termel6 ST1193 35

Ec6

10. abra Az ESBL-termelé Escherichia coli izolatumok core genom MLST-alapu
minimalis feszité faja. A SeqSpheret cgMLST 2517 allélbol generalt Escherichia coli
ST131 izolatumok minimalis feszit faja. A klaszterek kiiszobértéke <10. A szinek a
csoport torzseinek kiilonbozo genotipus jellemzoit €s szekvenciatipusait jelzik. Az
allélkiilonbségek szdma a két csomopont kdzott van feltiintetve.

4.1.3. ESBL-termelé E. coli izolatum rezisztom és virulom jellemzése

Az ST31 C2/H30Rx izolatumai koziil két izolatum blacTx-m-15-6t és egy izolatum
blactx-m-15-6t és blatem-1s-t hordozott. Az ST131 C1-M27 és az ST1193 izolatumai
blactx-m-27-et hordoztak. Kizardlag az Ec4 és az Ec5 hordozta a C1-M27 klad-specifikus
M27PP1 genomszigetet. Tovabbi kiilonbséget talaltunk a két ST131 alklad kozott a
rezisztencia gének tekintetében, mint példaul a fluorokinolon rezisztenciaért felelés gnrB
gént és az aminoglikozid rezisztenciaért felelés aac(3)-lla gént, amelyek csak a
C2/H30Rx izolatumokban voltak jelen. A tobbi izolatumtdl eltéréen a ST1193 izolatum
parE génjében egy amindsavcserét talaltunk (L416F) és nem rendelkezett gnrB és aac(3)-

lla génekkel. Az ST131 csoportba tartozo izolatumok tovabbi rezisztencia génjeik
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hasonloak voltak. Az izolatumok rezisztencia és plazmid replikon tipusainak jellemzdit

az 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat: Az ESBL-termelé ExPEC torzsek rezisztomja és plazmidreplikonjai. Az
izolatumok szerzett antibiotikum rezisztencia génjeit, illetve a rezisztenciaval kapcsolatos
pontmutécioit tartalmazza a téblazat. A + a gén jelenlétét, a * kromoszomalis
fluorokinolon rezisztenciat meghatdrozéd régié mutéacioit, a I pedig plazmid Aaltal
kozvetitett flourokinolon rezisztenciat jelzi.

[zolatum Ecl Ec? Ec3 Ec4 Ec5 Ec6
MLST ST131 | ST131 | ST131 |ST131 |ST131 | ST1193
. c2/ c2/ c2/ C1- C1-

Alklad H30Rx | H30Rx | H30Rx | M27  |M27 |~

blactx-m- | + +

15
B-laktamok | Placmm- . R R

27

blatem-1 +

?ggg;:) + + + + + +

?[%EBAYT\I) + + + + + +

?ggg; + + + + + +
Fluoro- parC*
kinolonok | (E84V) " " " " "

parE*

(1529L) + + + + +

pargE* +

(LA16F)

qnrB197 | + + +

mph(A) + + + + +
MLS

mdf(A) + + + + + +
Szulfon- sull * * * * * *
amidok sul2 + + + + + +
e s N N A R R R
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Trimetho- dfrAL7 * * * * +
prim dfrAl +
ant(3")- N +
la
aadAl +
. aadA5 + + + + +
Amino-
glikozidok | aph(3")- | . + + + + +
Ib
aé)h(G)' + + + + + +
I
aac(3)- N N N
lla
IncFIB
IncFIB :EEE:F IncFIB :HCE:'IA IncFIB
nc
Plazmid replikon IncFIA IncQ1 IncFIA Col156 | IncFIB IncFIA
) K IncFlI Col828 IncFII INCEIA IncFII
1puso Col156 |, Col156 | Col828 incel | Col156
Col(pH Col(pH Col(pH | 2 Col(BS
AD28) P | AD2g) | Col(pH 512)
AD28) AD28

Annak érdekében, hogy minél pontosabb short-read szekvencia alapu plazmid
elemzést végezhessiink, az irodalombol vett Csoport 1 replikonokat (IncFIl_1, IncFIA_2,
IncFIB_20) és Csoport 2 replikonokat (IncFII 2, IncFIA 1) hasznaltuk a C1-M27 és
C2/H30Rx alkladokra jellemz6 plazmidok azonositasahoz. Harom plazmid csaladot
mutattunk ki az izolatumok ko6zott, amelyek az IncF, IncQ és Col-szeri voltak. Az IncF
replikonok minden izolatumban jelen voltak, de csak a C1-M27 ST131 izolatumok (Ec4,
Ec5) hordoztak a Csoport 1 replikonokat. A Csoport 1 (F1:A1:B20) referencia plazmid
szekvencia homoldgia az Ec4 és az Ec5 izolatumokkal 96%, illetve 72% volt (7. tablazat).
A C2/H30Rx izolatumok (Ecl-Ec3) egyike sem hordozta a 2. csoport két referencia
replikonjat (IncFII 2, IncFIA _1). Az Ec2 nem hordozott IncFIA replikont, de hordozta
az IncFll_2 replikont. A Csoport 2 (F2:Al:B-) referencia plazmid szekvencia
homologidja az Ecl, Ec2 és Ec3 izolatumokkal 70%, 47%, illetve 70% volt. Az Ecl és
az Ec3 szekvenciaja nagyobb homoldgiat mutatott a pU1 plazmid szekvenciajahoz, mint
a Group2 referenciahoz képest (= 91% vs. 70%). Az ST1193 izolatumok IncFII_ 4-szer,
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IncF1A 1, IncFIB_10, valamint a repCol156 ¢és repCol(BS512) replikonokat hordoztak.
A Col(pHAD?28), Col156 és Col8282 replikonok legalabb egy ST131 izolatumban jelen

voltak.

7. tablazat: Az ST131 izolatumok és a referencia plazmidok szekvencia homolégiaja.
Az Csoport 1 plazmid (135,7 Kb) a CTX-M-27-et kddol6 IncF(F1:A2:B20) plazmidnak,
a Csoport 2 plazmid (143,7 Kb) a CTX-M-15-6t kodold IncF(F2:A1:B-) plazmidnak, a
pU1L (144 Kb) pedig az IncF(F1:A1:B16) plazmidnak felel meg.

Izolatum ST131 alklad Refere_nma Lefedettség | Azonossag
plazmid
Csoport 2 70% 97,89%
Ecl C2/H30Rx oU1 91% 99 29%
Csoport 2 47% 99,20%
Ec2 C2/H30Rx oU1 5206 96.67%
Csoport 2 70% 97,21%
Ec3 C2/H30Rx oU1 9206 99 87%
Ec4 C1-M27 Csoport 1 96% 99,93%
Ec5 C1-M27 Csoport 1 72% 99,83%

Az ST131-hez tartozé izolatumok virulencia gének hasonloak voltak (8. tablazat).
Kiilonbséget talaltunk a vasfelvevd fehérjéket kodold gének (az iroBCDEN géneket
kizarolag az Ec2 hordozta) valamint tobb toxin gén kozott. Két virotipust tudtunk
megallapitani az izolatumoknal. A négy ST131 izolatumnak (Ecl, Ec3-5) C virotipusa,
az Ec2 ST131 izolatumnak pedig B virotipusa volt.
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8. tablazat: Az ESBL-termelé ExPEC-torzsek virulencia génjei. A + jelzi a gén

jelenlétét. NA: nem alkalmazhato.

Izolatum Ecl Ec2 Ec3 Ec4 Ec5 Ec6
MLST ST131 |ST131 |ST131 |ST131 |ST131 |ST1193
. C2/ c2/ Cc2/
Alklad H30RX |H30RX |H30Rx C1-M27 |C1-M27 |-
fimA + + + + + +
fimB + + + + + +
fimC + + + + + +
fimD + + + + + +
fimE + + + + + +
fimF + + + + + +
Adhezine f?mG * * * * * *
K fimH + + + + + +
fiml + + + + + +
sfaX + + + + + +
mat + + + + +
operon
iha + + + + + +
crl + + + + + +
csg operon |+ + + + + +
aslA + + + + + +
kpsD + + + + + +
| . kpsM + + + + + +
nvazinok kpsT "
ibeB + + + + + +
usp + + + + + +
chu operon |+ + + + + +
sit operon |+ + + + + +
fyuA + + + + + +
iutA + + + + + +
Vas’ iucA + + + + + +
felvétel iUCB " " " " " "
iucC + + + + + +
irp2 + + + + + +
iroBCDEN +
ompT + + + + + +
) iss + + + + +
Prgtektln/ Bor " " " " "
szerum gad + + + + + +
reziszten-
cia traT + + + + + +
traD + + + + +
neuA +
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neuC +
astA + + +
. sat + + + + + +
Toxin
tnek vat +
gene senB + + + +
hlyF +
Virotipus C B C C C NA

4.2. Retrospektiv, multicentrikus vizsgalat a C2/H30Rx és C1-M27 ST131
izolatumok populacié struktirajanak feltérképezésére, 2015-2018, 2021

4.2.1. Kivalasztott izolatumok adatai

A multicentrikus restrospektiv vizsgdlatunkhoz 2015-2018 ¢és 2021 1d6
periddusbol vettiik az izolatumokat (11. abra). Ezt a két id6szakot arra hasznaltuk, hogy
Osszehasonlitsuk az ESBL-termelé invaziv E. coli ST131 izolatumok populécid
szerkezetében bekovetkezd lehetséges valtozdsokat a COVID-19 vilagjarvany hazai
eseteinek megjelenése el6tt és alatt. A 2015-2018 kozott, valamint 2021-ben a Nemzeti
Népegészségiigyi és Gyogyszerészeti Kozpontban vizsgalt invaziv ESBL-termeld E. coli
1zolatumok 59,6%-a (130/218) és 67,7%-a (157/232) tartozott az ST131 klonhoz, ahol a
C2/H30Rx és a C1-M27 ardnya 1:0,8, illetve 1:0,5 volt.

Q2018 :':l
[ ]

nowmowm o o o i - o o =
- = = - = - = = = = oo o
== =] =] = == =] o o8 oo
oo oo oo o T G
oo oo = 0 noF + = oo
o dd g d o dadd x] O oo ad

11. abra: Az E. coli ST131 izolatumok (n=63) megoszlasa az izolalas ideje alapjan a
2015-2018 és 2021-es évbol. A képen szerepld idésavban a torzsek izolalasi idopontja
negyedéves (Q1-4) idéperiodusokban van megadva. A négyzetek szine jeloli a C2/H30Rx
(kék) és C1-M27 (piros) izolatumokat, egy négyzet megegyezik egy izolatum izolalasi
idépontjaval.
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A vizsgalatban 0sszesen 30 C2/H30Rx és 33 C1-M27 ESBL-termel6 E. coli
ST131 izolatumot valasztottunk ki (Fiiggelék, Tablazat 2.), amely 21 hazai egészségiigyi
intézménybol szarmazott (12. abra). A 63 izolatum short-read szekvenaldsa utan
kivalasztottunk 30 izolatumot (19 C2/H30Rx és 11 C1-M27) long-read szekvenalasra
(Fiiggelék, Tablazat 2.)

12. abra: Az ESBL-termelé E. coli ST131 izolatumok (n=63) foldrajzi eloszlasa,
amely 21 egészségiigyi intézménybol szarmazott a 2015-2018 és 2021-es periodusbol.
A korok szine jelolik a C2/H30Rx (kék) és C1-M27 (piros) izolatumokat, a korok méret
az izolatumok eléfordulési aranyat jeloli.

4.2.2. C2/H30Rx és C1-M27 alkladokba tartozé E. coli izolatumok antibiotikum
érzékenysége

Mind a 63 izolatum rezisztensnek bizonyult a ceftriaxonnal és a ciprofloxacinnal
szemben, de érzékeny volt a ceftazidim/avibactammal, ertapenemmel, imipenemmel és
meropenemmel szemben. A C2/H30Rx izoldtumok szignifikansan alacsonyabb
érzékenységi aranyt mutattak a ceftazidimmel, amikacinnal, tobramycinnel ¢és
gentamicinnel szemben, mint a C1-M27 izolatumok. Két C1-M27 izolatum rezisztensnek

bizonyult colistinre (9. tablazat).
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9. tablazat: 30 C2/H30Rx és 33 C1-M27 ESBL-termel6 E. coli ST131 izolatum
antimikrobialis érzékenysége. A 33 C1-M27 ¢s 30 C2/H30Rx E. coli ST131 kiilonb6z6
antimikrobidlis hatdanyagokkal szembeni érzékenységének Osszehasonlitdsa. Az R% a
rezisztencia aranyanak felel meg; a MIC a minimalis gatld koncentracionak felel meg. A
MICso90 az a MIC-érték, amelynél az izolatumok >50%-a és >90%-a gatolt. Az NA a
nem alkalmazott kifejezésre utal. A *szignifikans statisztikai értéket a Fisher-féle egzakt
teszt segitségével mutattuk ki: p<0,05.

C2/H30Rx C1-M27
Antimikrobialis | R% MICso | MICoo | R% MICso | MICgo -y
hatéanyag n= |(= |m= |m= |@m= |@= |Potk

30) 30) 30) 33) 33) 33)
Ertapenem 0 0,0625 | 0,125 |0 0,016 |0,0625 |1
g\iﬁgi{gm 0 025 |05 0 0125 |025 |1
Ceftazidim 83,9 16 64 15,6 4 8 <0,001 *
Ceftriaxon 100 256 256 100 128 256 1
Colistin 0 0,25 0,5 6,3 0,25 1 0,5
Tigeciklin 6,7 NA NA 3,0 NA NA 0,60
Amikacin 40 NA NA 6,1 NA NA <0,01*
Tobramycin 66,7 NA NA 3,0 NA NA <0,001 *
Gentamicin 40 NA NA 0 NA NA <0,001 *
Meropenem 0 NA NA 0 NA NA 1
Imipenem 0 NA NA 0 NA NA 1
Ciprofloxacin 100 NA NA 100 NA NA 1

4.2.3. C2/H30Rx és C1-M27 alkladok molekularis epidemiologiaja

A filogenetikai multiplex PCR-ren alapuld csoportositast a genom alapu
filogenetikai elemzéssel is megerdsitettiik, amely kimutatta a 33 C1-M27 izolatum
elkiiloniilését az dsszes tobbi C2/H30Rx izolatumtol a filogenetikai fan (aLRT > 0,8 és
ultrafast bootstrap > 0,95). A C1-M27 izolatumokat egy, mig a C2/H30Rx izolatumokat
Ot klaszterbe tudtunk csoportositani (13. abra). A két alkladban Gsszesen 63 féle
virulencia gént és 29 féle antibiotikum rezisztencia gént mutattuk ki. A C1-M27
izolatumoknal a virulencia gének szdmanak medianja 25 (22-29 kozotti tartomany), az
antibiotikum rezisztencia géneké 15 (6-16 kozotti tartomany) volt. A C2/H30Rx
izolatumok virulencia gének szdmanak medidnja 29 (24-31 kozotti tartomany) és a
rezisztencia gének medianja 14 (6-18 kozotti tartomany) volt. Az alkladokhoz tartozo

virulencia és rezisztencia gének a 14. abra €s 15. dbra lathatoak.
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13. abra: A filogenetikai rekonstrukcié és a fastBAPS klaszterezés eredményei a

Panaroo altal készitett core genom illesztés felhasznalasaval. A bal oldali panelen az
IQtree altal rekonstruktalt és a phangorn éltal midpoint gyokerezett Maximum Likelihood
(ML) filogenetikai fa lathatd. Az agon talalhatd hosszsagok aranyosak az izolatumok
paronkénti genetikai divergenciajaval. A jobb oldali panelen a fastBAPS segitségével
azonositott izolatumok klaszterei lathatoak. Minden oszlop kiilonb6zd klasztereket jelol,
¢s a kiilonbozd oszlopokban a kék szinnel jeldlt mezdk jelzik az izoldtum besoroldsat a

megfeleld klaszterbe.
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14. abra A 63 ESBL-termelé E. coli ST131 izolatum Maximum Likehood elemzése
alapjan készitett filogenetikai torzsfaja és genetikai jellemzéik, IQtree létrehozva és
ITOL segitségével vizualizalva. A kiilonb6zd szinli négyzetek a filogenetikai torzsfa
klasztereit jelzik, a csillag szimbolum pedig a bootstrap-értékeket (LRT: >0,8 és UF
bootstrap >0,95). A hibrid szekvenciat a sarga hattér jelzi. A tablazatban a celldk egyes
antibiotikum rezisztencia gének hianyat (sziirke) vagy jelenlétét (zold) jelolik. A A
szimbolum a kromoszémalis colistin rezisztencia mutacidit, * a kinolon rezisztenciat
meghatarozo régioban 1évo mutaciokat jeloli. Ezt kovetd oszlopokban szerepelnek a C1-
M27 és C2/H30Rx izolatumok izolalas helye (egészségiigyi intézmény) €s ideje (éve),
FAB formulaja és egyéb Inc tipusai.
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15. abra: A 63 ESBL-termelé6 E. coli ST131 izolatum Maximum Likehood elemzés
alapjan készitett filogenetikai torzsfaja, virulomja és virotipusa. A kiilo6nb6z0 szinii
négyzetek a filogenetikai torzsta klasztereit jelzik, a csillag szimbolum pedig a bootstrap-
értékeket (LRT: >0,8 ¢s UF bootstrap >0,95). A torzsfa melletti oszlopok a C1-M27 és
C2/H30Rx izolatumok profiljat mutatjak az izolalas ideje (év), helye (egészségiigyi
intézmény) és virotipusuk szerint. A tablazatban a cellak egyes virulencia-gének hianyat

(sziirke) vagy jelenlétét (piros) jelzik. A filogenetiakai fa az IQtree altal lett Iétrehozva és
ITOL segitségével vizualizalva.
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A C1-M27 izolatumok mindegyike hordozta a blactx-m-27-et €s C virotipusa volt.
A traT szerum rezisztencia gén, senB, mcbA, pic toxin gének és néhany antibiotikum
rezisztencia gén (blactx-m-27, sul2, aph(3")-Ib, aph(6)-1d, mph(A)) szignifikansan
gyakoribb volt a C1-M27 izolatumokban, mint a C2/H30Rx izolatumokban (p<0,05).
Valamennyi C2/H30Rx izolatum hordozta a blactx-m-15 gént. A 30 izolatumbol hatnal az
A virotipus, egynél a B virotipus és 23-nal a C virotipust talaltuk. Néhany adhezin (afa
operon, nfak, pap operon), toxin (cnfl, hly operon, aslA), invazin (daaA-F, draA-D) és a
hra protectin virulencia gén, valamint néhany rezisztencia gén (blactx-m-15, blaoxa-1,
aac(6')-1b-cr, qnrB19, catB3) csak a C2/H30Rx izolatumokban volt jelen (p<0,01). Az
aac(3)-lla nagyobb gyakorisaggal fordult el6 a C2/H30Rx alklad izolatumai k6zo6tt mint
a C1-M27 izolatumoknal (26,7% vs. 6,1%, p<0,05).

Osszefiiggést taldltunk a gentamicinnel szembeni rezisztencia és az aac(3)-lla gén
jelenléte (p<0,001), az amikacinnal szembeni rezisztencia és az aac(6')-1b-cr gén
jelenléte (p<0,001), valamint a tobramycinnel szembeni rezisztencia és az aac(3)-lla

vagy az aac(6')-1b-cr gén valamelyikének jelenléte (p<0,001) kozott.

4.2.4. Az E. coli ST131 izolatumok filogenetikai elemzése

A C1-M27 alkladon beliil egy nagy, 33 izolatumot tartalmazé klasztert tudtunk
azonositani (klaszter A). A klaszter A izolatumai 18 egészségiigyi intézménybdl
szarmaztak: harom izoldtum 2015-bdl, kettd 2016-bol, nyolc 2017-bdl, négy 2018-bol és
16 izolatum 2021-b6l. A {6 plazmid replikon tipus az IncF volt (n=33). Ebbdl 31
izolatumnal F1:A2:B20, egy-egy esetén F2:A2:B20 és F1:A2:B- FAB formulat tudtunk
azonositani. Egyéb Inc csoportokat is talaltunk, mint példaul Incl (n=2), IncX1 (n=4),
IncX3 (n=1), IncX4 (n=2), IncN (n=1) és IncB/O/K/Z (n=1). A Col-szerli plazmid
replikonok is jelen voltak az klaszter A izolatumai k6zott: Col(MG828) (n=29), Col156
(n=30), Col(BS512) (n=15), ColRNAI (n=8), Col8282 (n=4), Col(pHAD28) (n=2) és
Col(KPHS6) (n=1).

A C2/H30Rx alkladon beliil 6t klasztert tudtunk azonositani (klaszter B-F). Az

izolatumokat 15 egészségiigyi intézménybdl kiildték be: két izolatum 2015-bél, kettd
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2016-bol, harom 2017-bdl, 6t 2018-bol és 18 izoldtum 2021-bdl. A f6 plazmid replikon
tipus az IncF volt (n=28), ¢és a kovetkezO0 FAB-formulakat talaltuk: F31/F36:A4:B1
(n=10), F2:Al:B- (n=6), F1:A1:B16 (n=5), F31:Al1:B1 (n=1), F-:Al:B16 (n=1),
F1:A1:B20 (n=1), F2/F36:A4:B1 (n=1), F2:A-:B10 (n=1), F24:A-:B1 (n=1) ¢és
F48:A1:B49 (n=1), mig két izolatumnal nem talaltunk IncF-tipusu plazmidot. A
C2/H30Rx izolatumok kozott mas Inc-tipusokat is talaltunk, ilyen az Incl (n=5), IncX1
(n=1), IncX4 (n=1), IncB/O/K/Z plazmid (n=1), IncY (n=1) és IncQ1 (n=1). A Col-szerii
plazmid replikonok is jelen voltak: Col(MG828) (n=9), Col156 (n=16), Col(BS512)
(n=2), ColRNAI (n=8), Col8282 (n=6) és Col(pHAD28) (n=8).

Hét izolatum alkotta a klaszter B-t. Az izolatumokat 2018-ban (n=4 izolatum) és
2021-ben (n=3) gyljtotték harom egészségiigyi intézménybdl. A C2 alklad jellegzetes
rezisztencia €s virulencia génjei mellett a qnrB19 (n=6), sul2 (n=5), aph(6)-1d (n=5) és
aph(3")-1b (n=5) rezisztencia géneket tudtunk kimutatni a klaszteren beliill. Az EC12
kivételével minden izoldtum hordozta az astA és az eastl virulencia gént. Minden
izolatum C virotipussal rendelkezett, kivéve az EC2-t, amely egyediil rendelkezett B
virotipussal és iroBCDEN operonnal. A hét izolatumbdl 6t hordozott F1:A1:B16 FAB

formuldju plazmidot.

A Klaszter C-t alkotdo két izolatum kiilonbozé évekbdl és egészségiigyi
intézményekbdl szarmazott, és szintén kiilonb6z6 FAB-formuldval rendelkezett

(F1:A1:B20 és F1:A1:B16). Mindkét izolatumnal C virotipust talaltunk.

A klaszter D-t alkot6 13 izolatumot kilenc kiilonb6z6 egészségiigyi intézménybdl
¢és kiilonbozo évekbdl gyljtottek: minden évbdl egyet €s kilenc izolatumot 2021-bdl. A
C2 alklad izolatumaira a jellemz6 rezisztencia és virulencia génjei mellett hyl operon-t és
cnfl gént hordoztak és C virotipussal redelkeztek. A klaszterben 11 izolatum hordozott
blaoxa-1 és aac(6')-Ib-cr rezisztencia géneket is. A 13 izolatumbol tiz rendelkezett az

F31/F36:A4:B1 FAB formul4ju plazmiddal.

Négy izolatum alkotta az klaszter E-t, mindegyiket 2021-ben izolaltak négy
kiilonb6z6 egészségiligyi intézménybdl. A C2/H30Rx-re jellemz6 virulom €s rezisztom
mellett, az EC15 és EC23-nél azonositottuk nfaE, daaA-F, afa operon és draA-F

virulencia géneket, illetve a pap operon hianyat. Ez a két izolatum A virotipussal
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rendelkezdett, a masik kettd (EC16 és EC21) C virotipussal. A négy izolatum koziil
harom az F2:A1:B- FAB-formuldji plazmidot hordozott.

Az klaszter F-t alkoté négy izolatum kiillonboz6 évekbdl és kiilonbozo
egészségiigyi intézményekbdl szarmaztak. Mindegyik izolatum hordozta az nfak, daaA-
F és afa virulencia gént, nem rendelkezett pap operonnal és A virotipusa volt. A négy

izolatumbol harom rendelkezett az F2:A1:B- FAB formulaval.

4.2.5. A blactx-m-15 lokalizacioja és genetikai kornyezete a C2/H30Rx
izolatumokban

A blactx-m-1s  gének lokalizacigjat és genetikai kornyezetét részletesen
megvizsgaltuk a 19 kivalasztott C2/H30Rx hibrid szekvencia elemzésével. Egyetlen,
2015-b6l szarmazo izolatum hordozta plazmidon (F2:A1:B-) a blactx-m-15 gént. A tébbi
18 izoldtumban a blactx-m-15 ISEcpl (n=7) vagy 1S26 (n=11) inszercids elemhez
a hozza kapcsolodo IS elemek alapjan 10 csoportot (A-1 csoport) tudtunk elkiiloniteni (16.

abra).
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16. abra: A blacTx-m-15 kromoszoman és plazmidon 1évé genetikai kdrnyezetének
linearis szekvencia-osszehasonlitasa (22 117 és 23 084 bp kozotti tartomany). A
gének funkcio szerint vannak csoportositva €s szinkddolva. A szinkodolt nyilakkal jelzett
gének megfelelnek az 4bra jobb felsd sarkaban 1évd koroknek. A sziirke nyilak azokat
géneket jelzik, amelyek kozott nincs hasonldsag. A sorokat ativeld szines hulldmos

« ey

jelzik. A csoportokat ,,A-1" jeloli a kijeldlt izolatum neve €s genom szekvencidja mellett.
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Az A csoportban az ISEcpl-hez tarsithato orf-blactx-m-15 szekvencia volt jelen, és

a kornyezetében nem mutattunk ki mas antibiotikum rezisztencia gént.

A B csoportban a blactx-m-15 genetikai kornyezete hasonld volt az A csoportéhoz,
de azt kovette a cupin fold metalloprotein wbuC-t kodold gén 273 bp hosszusagi

szekvencidja.

A C csoportban megfigyelt genetikai kdrnyezet két kiilonb6z6 szegmensbdl allt.
Az els6 szegmens megfelelt a B csoport szekvenciajanak (ISEcpl-orf-blactx-m-15-wbuC),
amelyet egy masodik szegmens kovetett. A masodik szegmens egy Tn2-hez és 1S26-hoz
tarsithatd kompozit transzpozon volt, amely AcatB3-blaoxa-1-aac(6')-1b-cr5 rezisztencia

géneket hordozott.

A D csoportban a blactx-m-15 genetikai kornyezete két kiilonb6z6 transzpozicios
egységbdl allo szegmensbol épiilt fel. Az elsé szegmens megfelelt a B csoportnak
(ISEcpl-orf-blactx-m-15-wbuC). A masodik szegmens egy 1S26-hoz tarsitott kompozit
transzpozon volt, amely AISKpnll-tmrB-aac(3)-l1la szekvenciat hordozta. A két

szegmenst a Tn2 kototte ossze.

Az E csoport elsd szegmensében az orf-blactx-m-15-wbuC géneket hordozé 1S26-
hoz tarsitott kompozit transzpozon volt jelen, amelyet két masik, kiilonb6zé szegmens
kovetett. A masodik szegmens megfelelt a D csoport masodik szegmensének (AISKpn11-
tmrB-aac(3)-11a), a harmadik szegmens pedig a C csoport masodik szegmensének
(4catB3-blaoxa-1-aac(6')-1b-cr5).

Az F csoportban a blactx-m-15 gének genetikai kornyezete két kiilonbozd
szegmensbdl allt. Az elsé szegmens megfelelt az 1S26-hoz tarsitott blactx-m-15-nek. A
masodik szegmens az 1S26-hoz kotott, AcatB3-blaoxa-1-aac(6’)-1b-cr5-t hordozo
kompozit transzpozon volt. A két szegmenst a Tn2 kototte 6ssze. Az F2 csoportban a
masodik szegmens egy kopaban fordult eld, mig az F1 csoportban a masodik szegmens

harom egymast kovetd kdpiaban szerepelt.

A G csoportban a blactx-m-15 gének genetikai kornyezete két szegmensbdl allt. Az
elsé szegmens 1S26-blactx-m-15 gént tartalmazta, a masodik szegmens az F2 csoport

masodik szegmenséhez (dcatB3-blaoxa-1-aac(6')-1b-cr5) hasonlitott.
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A H csoportban a blactx-m-15 genetikai kornyezetének szerkezete nagyon hasonlo

volt a G csoporthoz, de mindkét szegmenst plazmidon talaltuk meg.

Az 1. csoportban az 1S26-hoz kapcsolt orf-blactx-m-15-wbuC-Tn2-1S26 volt jelen,

¢és kornyezetében nem mutattuk ki mas antibiotikum rezisztencia gént.

Az ISEcpl-hez tarsitott blactx-m-15 (A-D csoport) esetében az A csoportban
EC15 izolatumban (klaszter E) megtalaltuk a B csoportban talalhaté blactx-m-15 harom
kopiajat, ahol egyik ISEcpl-kozvetitett inszercids szekvencia a masik kettdvel ellentétes
talaltuk meg. A klaszter B mind a négy izolatumban (EC1, EC2, EC3, EC7) az ISEcpl-
hez tarsitott blactx-m-15 gén két példanya jelen volt a baktérium kromoszomajaban
integralodva azonos pozicidban. A blactx-m-15 egyik példanya a B csoporta szerkezethez
tartozott, mig a masodik D csoportu kopia 3’ iranyban 84 842 bp tavolsagra volt jelen a

genomban. Az 1S26-hoz tarsitott blactx-m-15 (E-l1 csoport) esetében az E csoport

crer

crer

szerkezetének egy kopidjat két izoldtumban (EC24 és EC22) talaltuk.

A K5 izolatum képezte a G csoportot, az F31/F36:Al:Bl-szeri plazmid
integralédott a kromoszémaba, ahol az IS26 kozvetitésii inszercidés egység a 23S
riboszomalis RNS kodold régidja mellett talaltuk meg 5° irdnyban. A H csoporta
szerkezet egy F2:Al:B-szerii plazmidon (91 036 bp) helyezkedett el, amelyet a K3
izolatumbodl (klaszter F) mutattuk ki. Az |. csoportu szerkezetet harom izolatumban

(EC10, EC18-klaszter D és K7-klaszter F) figyeltiik meg.

4.2.6. A blacTtx-m-27 lokalizaciéja és genetikai kornyezete a C1-M27 izolatumokban

Minden vizsgalt blacTx-m-27 gént IncF-szer(i plazmidok hordoztak (17. abra, 11.
tablazat). Az rekonstrualt plazmidok mérete az EC4 esetében 133 550 bp, az ECS5
esetében 98 865 bp, az EC26 esetében 134 637 bp, az EC28 esetében 96 681 bp, az EC29
esetében 80 412 bp, az EC33 esetében 137 256 bp, az EC34 esetében 105 606 bp, az
EC36 esetében 100 608 bp, az EC39 esetében 127 181 bp, a K9 esetében 139 893 bp és
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a K17 esetében 110 045 bp volt. A tizenegy vizsgalt izolatumbol kilenc hordozta az
IncF(F1:A2:B20) plazmidot, egy az IncF(F2:A2:B20) plazmidot, egy izolatum pedig az
IncF(F1:A2:B-) plazmidot (10. tablazat).

10. tablazat: A C1-M27 E. coli izolatumokhoz tartozé FAB formulak

FAB formula 1zolatumok

F1:A2:B20 EC4, EC5, EC28, EC26, EC33, EC36, EC39, K9,
K17

F1:A2:B- EC34

F2:A2:B20 EC29

Az IncF plazmidok hérom régidoban hordoztak antibiotikum rezisztencia géneket
(18. abra). Az 1. régio a blactx-m27 gént tartalmazta, ezt 11 izolatumban talaltuk meg,
ezen beliill 10 izoladtumnal a régidt az IS6 csaladhoz tarsitott kompozit transzpozon
hordozta. A II. régio a tetA, aph(6)-1d, aph(3")-Ib, sul2 géneket kodold szekvenciat
tartalmazta, amit hét izolatumban talaltuk meg, ezen beliil 6 izolatumnal a régiot az 1S6
csaladhoz tarsitott kompozit transzpozon hordozta. A III. régié a dfrAl7, aadA5, qacEAI,
sull, mph(A) géneket kodold szekvenciat tartalmazta, amit nyolc izolatumban talaltuk
meg, beleértve 6 izolatumot, amelyek az IS6 csaladhoz tasitott kompozit transzpozon
régidjat hordoztdk. Az EC29 és EC36 izolatumok csak az I. régiot hordoztak, a K17
izolatumok az I. és II. régidt, az EC26 és EC39 izolatumok pedig az I. és III. régiot. Hat
1zolatum (EC4, ECS5, EC28, EC33, EC34 ¢s K9) rendelkezett az I., II. és II1. régioval is.
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17. abra: Tizenegy blactx-m-27 -et hordozo IncF plazmid BRIG abrazolasa ESBL-
termelé E. coli ST131 C1-M27 izolatumokban. Az Osszehasonlitasokat a pEC4
referencia szekvencidhoz vonatkoztatva végeztiikk el. A belsé gytirik a GC-tartalmat
(fekete) és a GC-eltolodast (lila/zold) jelolik. A tobbi gytirii a C1-M27 E. coli blactx-m-27
-et hordoz¢ tizenegy IncF plazmid BLAST-6sszehasonlitasat mutatja. Egy gyliriin beliil
a referencidhoz nézett szekvencia atfedést a kivalasztott szint mutatja, mig annak
hianyaban fehér marad azon a részen. A kiilsé gytiri kiemeli a pEC4 génjeit, amelyeket
kiilonboz6 szinekkel dbrazolunk. Az annotalt gének piros szinnel vannak megjelenitve,
kivéve az AMR-géneket fekete szinnel, az MGE-t pedig kék szinnel jeloltiik.
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18. abra: A blactx-m-27 genetikai kornyezetének linearis szekvencia-osszehasonlitasa.
A gének csoportositasa és szinkodolasa a gének funkcidja szerint torténik. A szinkodolt
nyilakkal jelolt gének megfelelnek az 4bra jobb felsd sarkaban 1évé koroknek. A sziirke
nyilak azokat géneket jelzik, amelyek kozott nincs hasonldsag. A sorokat ativeld szines
hulldmos vonalak a homolog géncsoportok szekvencia homologiajat jelzik. (A) A blacTx-
m-27-et tartalmazé 11 plazmid szekvencia-Osszehasonlitasa. (B) Az EC3 genetikai
kornyezete a régiokkal. A plazmid genetikai kornyezetében harom hasonl6 rezisztencia
géneket kodolo régio volt jelen. A régiok az abran Régid (Region) jelzéssel vannak
jelolve. Az I. régid a blactx-m-27, a I1. régid a tetA, aph(6)-1d, aph(3")-1b, sul2. A TI1. régio
a dfrAl7, aadA5, gacEA1, sull és mph(A) génekbdl all.
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11. tablazat: Az E. coli ST131 hibrid szekvenciaju izolatumok f6bb genetikai jellemzdi

Klaszter SblaeTx-M genetikai kérnyezete Kicaboits
speci- | blactx-m |blactx. |blacTx. | P'aCTXM 7S
Al- | Klasz kaus génCTXM whez || genetikai antibio-
kiad | o |virulen- |lokalizé- |tarsitott |kopia |kOrnye- |Elsd Misodik | Harmadik | Negyedik |tikum 1zolatum
tipus cia ci6 IS elem |szama |Z€tének —[szegmens |szegmens |szegmens | szegmens V?ZISZten'
gének kategoriaj cia gének
a
.y EC29,
I. Régio - - - EC36
tetA-
e aph(6)-1d- | _ )
-1 Régio aph(3")-1b- K17
sul2
T
C1- senB, ., |1S6 -1 blacTx-m- EC39,
M27 |2 meba, | PREZMIA s |1 Régio6 |27 le’l‘f"]' ) ] ] EC26
pic mph(A)
tetA- dfrAL7- Egg
- 11- 111 aph(6)-1d- aadgj']_ ] EC28,
Régi6 aph(3")-1b- | 1€ EC33,
sul2 sull- EC34
mph(A) ’
K9
gnrB19, EC1,
co |B astA, 5 B,D tmrB- i i sul2, EC2,
H30 eastl kromo- ISEcpl Csoport | blactx-m- |aac(3)-lla aph(6)-1d, |EC3,
Ry szoma 15 aph(3")-Ib |EC7
c |- 1 |cCsoport deatB3- : : K10
blaoxa-1-
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hyl, cnfl

nfak,
daaA-F,
afa
operon,
draA-D

1S26

| Csoport

aac(6’)-1b-
crd5

F2
Csoport

F1
Csoport

EC10,
EC18

E Csoport

EC24,
EC22

ISEcpl

B Csoport

EC25

plazmid

1S26

A Csoport

K4,
K6,
K8,
EC19

I Csoport

EC15

G Csoport

EC16

H Csoport

K7

AcatB3-

blaoxa-1-

aac(6’)-1b- |~ i

crb

AcatB3- AcatB3- AcatB3-

blaoxa1- |blaoxa1- |blaoxa-

aac(6’)-1b- | aac(6’)-1b- |aac(6’)-

crb crb Ib-cr5
AcatB3-

tmrB- blaoxa-1-

aac(3)-1la |aac(6)-1b- |~
cr5

AcatB3-

blaoxa-1-

aac(6)-1b- | i

cr5

AcatB3-

blaoxa-1-

aac(6)-1b- | i

cr5

K5

K3




4.3. Karbapenemaz-termel6 Escherichia coli ST131 izolatumok vizsgalata, 2023

4.3.1. NDM-1- és CTX-M-27-termel6 E. coli ST131 izolatum

Az els6é hazai karbapenemaz-termelé ST131 izolatumot 2023. marciusaban
izolaltdk Magyarorszagon. A bekiildott izolatum egy NDM-1- és CTX-M-27-termeld E.
coli ST131-nek (CE9) bizonyult. Az izolatum antibiogramja alapjan cefiderocol, colistin
¢s aztreonam/avibactam antibiotikumon kiviill az &sszes cefalosporin, penicillin,
monobaktam, aminoglikozid, fluorokinolon antibiotikum szarmazékkal szemben

rezisztens volt (12. tablazat).

12. tablazat: NDM-1- és CTX-M-27-termelé E. coli ST131 izolatum antimikrobialis
érzékenysége Az NDM1- ¢és CTX-M-27-termelé6 E. coli ST131 kiilonbozo
antimikrobidlis hatéanyagokkal szembeni érzékenységének Osszehasonlitasa. Az NA a
nem alkalmazott kifejezésre utal. Az interpretacidhoz az EUCAST szerinti érzékeny (E),
megnovelt expozicido mellett érzékeny (M) és rezisztens (R) kategdridkat hasznaltuk.

CE9
Antimikrobialis hatéanyag MIC Korong Tnterpretacié
(mg/l) (mm)
Ceftazidim/avibactam >8 NA R
Ceftolozan/tazobactam >8 NA R
Aztreonam >16 NA R
Ceftazidim >32 NA R
Ceftriaxon >256 NA R
Cefepim >8 NA R
Piperacillin >32 NA R
Piperacillin/tazobactam >128 NA R
Colistin <l NA E
Trimethoprim/sulfamethoxazol | >8 NA R
Amikacin >32 NA R
Tobramycin >32 NA R
Gentamicin >32 NA R
Meropenem 16 NA R
Imipenem >8 NA R
Ertapenem 32 NA R
Ciprofloxacin >8 NA R
Levofloxacin >8 NA R
Cefiderocol NA 24 E
Aztreonam/avibactam 0,125 NA E
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A karbapenemdzt nem termeld C1-M27 torzsekhez képest taldltunk olyan
rezisztencia géneket, amelyek csak a CE9-nél voltak jelen (p<0,001): blanpm-1, armA,
msr(E), mph(E), gnrS1, aph(3')-VI, dfrA5. Ezeket a rezisztencia géneket a CE9 izolatum
rezisztencia plazmidja hordozta. A rezisztencia plazmid ~149000 bp méretii volt,
F1:A2:B20 FAB formulaval rendelkezett, és 6t kompozit transzpozont hordozott. Az 6t
kompozit transzpozon felépitése a kovetkezo volt: I, 1S6-armA-msr(E)-mph(E)-1S6; 11,
1S6-gnrS1-aph(3')-VI-blanpm-1-1S6; 111, 1S6-dfrAl7-aadA5-AgacE-sull-mph(A)-1S6; 1V,
1S6-sul2-aph(3")-1b-aph(6)-1d-tetA-1S6; V, 1S6-blacTx-m-27-1S6. A plazmid tartalom
Osszehasonlitasahoz 3 NDM-1-termel6 Klebsiella pneumoniae (Fliggelék, Tablazat 3.) és
11 C1-M27 reprezentativ izolatumot hasznaltunk (20. abra). Az NDM-1-termeld
Klebsiella pneumoniae izolatumok ugyanabbol az egészségiigyi intézménybdl

szarmaztak, mint a CE9.

. GC Content r0cC mmuM repB xerC_1
GC Skew prmC K/ S
. GC Skew(-) .
. GC Skew(+)
B pEc2s
W pEC28
pEC29
M peC33 KIcA_
PEC34
B pEC3s
B rEC39
| e
pECS
pK9
pK17
pK119
. pK173 traD—
B pK244
pCE9 tral—

papB
!

he,’nR
/

insK_3
/ A
/a9
7 resA
/JoiD
tpd
\"ISG family transposase 1S15
||xerC_2
||/ dfrA17

“J/ aad5
//aacE
l /] sult

| l/sC_1

/ mph(A)
//)/S6 family transposase 1S26
rmA

Tn3 family transposase Tn3\ msr(E)

1S6 family transposase 1S26 ~ * » ph(E)
blaCTX-M-27) . 4/IS6 family transposase 1S15
1S6 family transposase 1S15 Wiy o 'Tn3 family transposase Tn2
7~ /1S3 family transposase ISEc36

~ Janrs
/hin_1

N
N
-| “hin_
" ”_ISKra4 family transposase ISKpn19
SUIE ~hin_2
1S6 family transposase 1S26 g Z183 family transposase ISAba14
Z_—aph(3')-VI

/ .
///ISSO f.amlly transposase ISAba125
//;//,ISGSO family transposase 1SSpu2
: %blaNDMJ
e

sulr\\>/
9acE ofrAS ¢, 3
dsbD trpF
1S6 family transposase 1S26

20. abra: pCE9 plazmid szerkezetének osszehasonlitasa 11 db C1-M27 E. coli és 3db
K. pneumoniae rezisztencia plazmidjaival. A plazmid szekvenciak koncentrikus
korkeént jelennek meg. A belsd korok a GC-tartalmat (fekete) és a GC-eltolodast
(lila/zold) mutatjak. Egy koron beliil a referencia pCE9 plazmidhoz illesztett szekvencia
atfedést a kivalasztott szint mutatja, mig annak hianya fehér marad. A pCE9 plazmidon
kodolt antibiotikum rezisztencia gének feketével, a MGE-k zolddel vannak megjelenitve.
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Az blanpwm-1-hordozo plazmidokon (pK173, pK119, pK244) az I-11. transzpozont
talaltuk meg (21. dbra). Az 6sszehasonlitashoz hasznalt blacrx-m-27-hordozo plazmidokon
(pEC4, pEC5, pEC26, pEC28, pEC29, pEC33, pEC34, pEC36, pEC39, pK9, pK17) az
I11-V. transzpozont talaltuk meg (22. abra). A 111, transzpozon szerkezete megegyezett az

cres

a IL. régioval és a V. transzpozon szerkezete az 1. régléval.

|, IS6-armA-msr(E)-mph(E)-1S6

9
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21. abra: Az blanom-1-hordozé plazmidokon talalhato transzpozonok sematikus
abraja
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I, IS6-dfrA17-aadA5-AqacE-sull-mph(A)-1S6
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22. abra: Az blactx-m-27-hordozé plazmidokon talalhaté transzpozonok sematikus
abraja

4.3.2. OXA-244- és CTX-M-15-termelé E. coli ST131 izolatum

A masodik karbapenemaz termeld E. coli ST131 izolatumot (CE35) 2023-ban
majusaban azonositottuk laboratériumunkban. Ez az izolatum OXA-244- é¢s CTX-M-15-
termelének bizonyult. A CE35 antibiogramja alapjan az izolatum rezisztens volt a
vizsgalt cefalosporinok koziil a ceftolozan/tazobactamra, ceftazidimre, ceftriaxonra,

cefepimre, aztreonam/avibactamra tovabba aztreonamra, penicillinekre (piperacillin és
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piperacillin/tazobactam) és  trimethoprim/sulfamethoxazol-ra. A  karbapenem
antibiotikumok kdoziil ertapenemmel szemben mutatott rezisztenciat, mig imipenemre és
meroponemre  érzékenynek bizonyult. A  fluorokinolon szadrmazékok koziil
ciprofloxacinra rezisztensnek, mig levofloxacinra maximalis dozis, mellett érzékenynek
bizonyult. Az aminoglokozidokra és colistinre érzékenynek bizonyult a torzs (13

tablazat).

13. tablazat: OXA-244- és CTX-M-15-termel6 E. coli ST131 izolatum
antimikrobialis érzékenysége. Az NA a nem alkalmazott kifejezésre utal. Az
interpretaciohoz az EUCAST szerinti érzékeny (E), megnovelt expozicio mellett
érzékeny (M) és rezisztens (R) kategoriakat hasznaltuk. Az ATU (Area of Technical
Uncertainty) a Technikai Bizonytalansag Teriilete kategoriaba esik.

Antimikrobidlis hatébanyag CE35 -
MIC (mg/l) Korong (mm) | Interpretacio

Ceftazidim/avibactam <1 NA E
Ceftolozan/tazobaczam 8 NA R
Aztreonam >16 NA R
Ceftazidim >32 NA R
Ceftriaxon >256 NA R
Cefepim >8 NA R
Piperacillin >32 NA R
Piperacillin/tazobactam 128 NA R
Colistin <1 NA E
Ttrimethoprim/sulfamethoxazol | >8 NA R
Amikacin <4 NA E
Tobramycin 0,5 NA E
Gentamicin 1 NA E
Meropenem <0,125 NA E
Imipenem <I NA E
Ertapenem 1 NA R
Ciprofloxacin 1 NA R
Levofloxacin 1 NA M
Cefiderocol NA 23 ATU
Aztreonam/avibactam 0,125 NA E
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A CE35 izolatumon kiviil négy tovabbi OXA-244-termeld izolatum érkezett be a
NRL-be (Fiiggelék, Tablazat 4.), de ezek egyike sem tartozott az ST131-be: CTX-M-27-
termeld CE28, CE29 ¢és CE33 izolatumok az ST38-ba, mig az ESBL génnel nem
rendelkez6 CE27 az ST448-ba tartozott. A CE35 és a tovabbi négy izolatum két
kiilonboz6 egészségiigyi intézetbdl szarmaztak. Az 6t izolatum koziil egyediil a CE28,
CE29 ¢s CE33 kozott lehet feltételezni epidemiologiai kapcsolatot (<10 allél kiilonbség),
a tobbi izolatum ko6zott tobb mint 2354 allél kiilonbség talalhato (23. abra).

(D) sT131 Cplx
() sT38 Cplx .
(@ sT448 Cplx \ Q | cE35 |
/?3?3///' N 4
CE33
2354
| cE2r |
@@

23. abra: Az OXA-244-termelé Escherichia coli izolatumok core genom MLST-
alapi minimalis feszité faja. A cgMLST fat a SeqSphere+ 2517 allélbdl alapjan
készitette el. A klaszterek kiiszobértéke <10 allél kiilonbség. A szinek a csoport
torzseinek kiilonbozé komplex, illetve szekvenciatipusait jelzik. Az allél kiillonbségek
szama a két csomopont kozott van feltlintetve.

A CE35 izolatum az ST131 A kladjaba tartozott, igy a filogenetikai fan elkiiloniil
a retrospektiv vizsgalatbol szarmazdé C2/H30Rx izolatumaitol, és egyetlen korabban
beazonositott klaszterhez sem tartozott (24. abra). Az izolatum blactx-m-15, sull, dfrAl7,
aad5, mph(A) rezisztencia gének mellett az blaoxa-242, erm(B) génekkel, illetve a
szubsztiticios génmutaciok koziil a prmB(E123D)-el rendelkezett, de hianyzott a
gyrA(D87N) mutacid.
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A rezisztencia gének koziil a blactx-m-1s és blaoxa-244 gén a CE35 izolatum
kromoszoémajan helyezkezdett el, mig a sull, dfrAl7, aad5, mph(A), erm(B) gének az
izolatumban talalhaté F1:A1:B16 pMLST-vel rendelkezé plazmidon helyezkedtek el. A
CE28, CE29, CE33 izolatum rezisztencia génjei koziil csak az blaoxa-244 helyezkedett el

kromoszéman (25. abra, 14. tablazat).

14. tablazat: Az OXA-244-termel6 E. coli izolatumok rezisztomja. A tablazatban a
rezisztencia gén jelenlétét a + szimbolum jelzi, a kromoszéman (z61ld) vagy plazmidon
(sarga) valo elhelyezkedését pedig a hattér szine emeli ki.

Izolatum CE35 CE27 CE28 CE29 CE33
ST ST131 ([ST1448 |ST38 ST38 ST38
blacTx-m-15 +

blacTx-m-27 + + +
blaoxa-244 + + + + +
blatem + +

sull + + + +
sul2 + + +
dfrAl7 + + + +
dfrAl4 +
erm(B) +

mph(A) + + +

aadAb5 + + +

aph(6)-1d + i
aph(3")-Ib + + i
tet(A) + i

A harom szekvencia tipusbol szarmazo izoldtumok hibrid genom elemzése
alapjan ugyanaz az blaoxa-244 gén és a DmIR transzkripcios regulator egy IS1 csaladba
tartoz6 kompozit transzpozonon helyezkedik el mindharom izolatum kromoszémajaban.

A CE27 esetén ez a kompozit transzpozon egymast kovetd két kopidban fordul eld (25.

crer

crcr

15 genetikai kornyezetét jellemz6 csoportositas alapjan a B csoportba tartozik (26. abra).

81



iz[a[ yele13ojowoy BIOUAANAZS }0110d0sou93 S0[0WOY 1303ISOUOZE [B)[B JNUI[)) B JB[EUOA SOWER[[NY SAUIZS O[IANR JB)0IO0S Y “SeSO[Uosey Soulu ozoy JA[owe izl
1o3joU93 JB0Ze NR[IAU AINZS Y “YOUN0IOY 0AQ] UeqesIes 0s[o) qqol viqe ze oujaa3ow yougs Nozal [exp[e[IAu JOPOYUIZS Y "BA[OPOYUIZS S9 BA}IS01I0d0SO yeuuea
JULISZS O1oUNy YoudsS v *(Aupwoyre)du dq 00 ST~) BSEH[UOSBLYIZSSO-BIIUIANIZS SLIBIUI] YIUIIIZIAWIOY [8)IUIT QA UBWIOZSOWIO.IY Y7Z-VXOR|Q V ‘BIqE *GZ

uiayoud |eonaylodAy @
XqUA @
uiayoud |edniaylodAy @
e @
uisjoud |ednieylodAy @
uigroud |eonaylodAy @
uiajoud |ednaylodAy @
Nbed ¢
uiajo.ud |eonayjodAy
uiayoud |eonayjodAy
dlwa
Y¥Z-vX0e|q
@alLs| esesodsuey Ajiwey | S|
uiayoud |eonayjodAy

DI K< DLHKHE COTADODD eenn

K2

\ ' i ‘ ,,

&
®
uiayoud |ednaylodAy @ W/ A IR 821D
023 ® W wdﬁioz@& VS
uigzoud jednnayrodAy @ %o%%p %o%%p
uisjoud |edniaylodAy @ o(m/% o(m/%

uisyoud |eonaylodAy @
uiajoud |ednaylodAy @

82



‘1o ele1ousAozs wouad s9 aAou wnje[ozI Jo[(1y e 1j91ef  q-V* 1ej0110doso v
iz[a[ yefe13o[owoy BIOUAANAZS J0110d0souS S0[0WOY 1303ISOUOZE [B)[ JONUI[)) © JB[BUOA SOWR[[NY SQUIZS O[IAIIL 1B0I0S Y “SBSO[uOSey Souru 130zo3 JoA[ouwe izl
JO3oU9T Je30Ze Ne[IAU ANINZS V "YOUN0ION 0A9] ueqeIes 0s[9f qqof viqe ze yould[oySow Jjouo3 nozol [expye[IAU JOPONUIZS  "BAJOPONUIZS S BAJIS0110dOSD SeuueA
JULIDZS O10NUNJ YoUQS3 Y *BSBII[UOSEYIZSSQ BIDUIANIZS SLIBIUI| YIUIIIZIAWIOY IBYIJOUIS QA UBWQZSOWOLY ST-N-XLOR|q opojosddey zoy-7do3SI V :eiqe "9z

PS¢
upioud _mwwmm@ ¢ GEEEHAEERDEREHIDAEE D m d
giuy @ T -

udys sesodsuen e e o oy e OMICENGIIED DO

| Ludys| asesodsuesy Ajiwey €5
q42-q1-(,9)DVV

g R0 ey S 1 S i

2ul asesodsued Ajlwey cu)
9¢S| asesodsuesy Ajiwey 9S| @
uoudoyiersw proy uidn Awey yngmy @ PP KK EHEEKIEDED K KK ADADH<
ui104d |ednnaylodAy @ ,,
L d>35| asesodsuedy Ajiwe} 08€ LS| @ ,_

s o (EEEKIENMHEAE AT DD

l 9103 <

S1L3 m
{ Z s€ad 9

it

% 1sed H

83



5. Megbeszélés

5.1. Egy prospektiv, monocentrikus felmérés keretében gyiijtott Escherichia coli
invaziv izolatumok vizsgalata, 2018. oktober-november

5.1.1. Hazai incidencia adatok

Vizsgalatunk szerint a harmadik generacios cefalosporin-rezisztens E. coli okozta
invaziv fert6zés incidencia stirtisége 0,11 volt 1000 betegnaponként, mig az incidencidja
0,79 volt 1000 korhazi felvételenként. Nem talaltunk korabbi adatokat a hazai harmadik

generacios cefalosporin-rezisztens E. coli invaziv fertézések el6fordulasarol.

De Kraker és munkatarsai az EARS-Net adatbazisdnak elemzésével vizsgaltak a
fobb  bakteridlis korokozok véraramfertézéseinek tendencidiban bekdvetkezett
valtozasokat 2002-2008 kozott. 2008-ban a harmadik generacios cefalosporin-rezisztens
E. coli altal okozott invaziv fert6zések atlagos incidencia stirisége Europaban 0,03/1000
betegnap volt. Azonban jelentds kiilonbséget talaltak Eurdpa északi és déli régidinak
incidencia strtisége kozott: mig északon ez 0,002/1000 betegnap volt, addig délen ez az
az incidencia siirliség az atlagoshoz hasonld volt (0,02/1000 betegnap) (153). Ezt az
eredményt tdmasztja ala Martelius és munkatarsai 2015-6s tanulmanya, egy 1999-2013
kozotti finn akut koérhazi osztdlyokon végzett prospektiv vizsgalat, amely szerint
incidencia stirtiség 0,008/1000 betegnap volt (154). Egy masik tanulmanyban De Angelis
¢s munkatarsai 2018-ban egy roémai oktatdo korhaz 9 éves (2007-2015) adatainak

elemzésével 0,1/1000 betegnap incidencia stiriiséget talaltak (2).

A mi vizsgalatunkban talalt incidencia stirliség jelentdsen megnétt a 2008-ban

crcr

valt a robmai vizsgalatban talalt értékhez.

84



5.1.2. Az izolatumok rezisztomja és molekularis epidemiologiaja

Vizsgalatunkban a 25 E. coli izolatumbol hat (24%) bizonyult harmadik
generacios cefalosporin rezisztensnek ¢és ESBL-termeldnek. 2010-ben Pal T. ¢és
munkatarsai 2010 marciusa és novembere kozott hdrom magyarorszadgi egyetemi
korhazban gyiijtott véraramfert6zésekbol szarmazo 117 E. coli izolatum kozott 26 ESBL-
termel6t talaltak (22,2%), amelyek koziil kilenc kizarolag blactx-m-15-t hordozo ST131
klonhoz tartozott (113). Az ESBL-termelé E. coli-k aranya a mi vizsgalatunkban is
hasonlo volt, azonban az ST131-esek aranya magasabb volt (83,3% vs. 34,6%). Tovabba
az 6t ST131 izolatumbol ketté a C1-M27 alkladba tartozott. A C1-M27 alkadhoz tartozo
els6 hazai ESBL-termel6 invaziv E. coli izolatumokat 2015-ben kiildtek be az NRL-be.
2018-ban Janvari és munkatarsai obszervacios vizsgalata szerint az NRL-ben vizsgalt
invaziv ESBL-termel6 E. coli izolatumok 45 %-a (75/168) az ST131 klonhoz tartozott,
ahol a C2/H30Rx és a C1-M27 alklad aranya 1:0,8 volt (114).

Vizsgalatunkban az véraramfert6zésbol szarmazo E. coli izolatumok kozil a
ST131, beleértve a C1-M27 (két izolatum) és a C2/H30Rx alkladot (harom izolatum),
bizonyult a dominans multidrog-rezisztens E. coli klénnak. A harom ST131 C2/H30Rx
izolatum viszonylag szoros genetikai rokonsagot mutatott (<6 allélkiilonbség), ami arra
utalhat, hogy két korhazi osztalyt (Infektologia Osztalyrol, 1. Belgyogyaszati Osztaly)
érintd fel nem fedezett jarvanyrol volt szo, ezt azonban a plazmid replikon elemzés

eredményei nem erdsitették meg.

Minden izolatum rezisztens volt a ceftriaxonnal €s a cefotaximmal szemben. A
CTX-M-15 ESBL -t tartalmazo6 izolatumok rezisztensek voltak a ceftazidimmel szemben,
mig a CTX-M-27-et expresszald izolatumok fogékonyak maradtak, valosziniileg azért,
mert ezek az enzimek rosszul hidrolizaljak a ceftazidimet. Tovabba a C2/H30Rx
izolatumok rezisztenciat mutattak a tobramycinnel €s a gentamicinnel szemben, mert

rendelkeznek aac(3)-11a aminoglikozid-modifikal6é enzimmel (155).

Talaltunk egy izolatumot, amely a ST1193 globalis magas kockézati klonhoz
tartozott (156). Legjobb tudomasunk szerint ez a vizsgalat mutatta ki eldszor az ST1193
E. coli jelenlétét Magyarorszagon. Ez a klon Azsidban széles korben elterjedt (157,158).
Egy 2017-es tanulmany alapjan az ST1193 volt a masodik leggyakoribb szekvencia tipus
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(99 izolatum 23,7%-a) az ST131 (37,3%) utan a ciprofloxacin rezisztens invaziv E. coli
izolatumok kozott egy koreai egyetemi korhazban 2013-2014 kozott (159). Eurdpan beliil
is tobb helyen emlitést tesznek errdl a klonrol. Egy 2019-es németorszagi tanulmanyban
irtak le, hogy az ESBL-termeld E. coli ST1193 aranya 0,6% (3/495) volt 2015-2016
kozott (160). Egy 2020-as délnyugat-angliai vizsgalatban a vizeletmintakbol szarmazo
836 E. coli koziil 11 tartozott az ST1193-hoz 2017-2018 kozott (161).

5.1.3. Az izolatumok FAB formulai és plazmid replikonjai

A bakterialis genom feltérképezésére bevett eljarasnak szamit a short-read
modszer( teljes genom szekvenalds, azonban a szekvenalds soran a DNS-t rovid, néhany
szaz bazispar hosszusagu szegmensekre bontjdk. A teljes genom Osszeszerelése sordn ez
sokszor fragmentalt Osszeszerelt genom szekvencidkhoz vezet (draft genom), ami
megneheziti a plazmid szekvenciak elkiilonitését a kromoszomalis szekvenciaéktol.
Tovabbi nehézséget okoz, hogy a plazmidok gyakran tartalmaznak ismétlédd
szekvenciakat, illetve a mobilis genetikai elemeket, amelyek megnehezitik a pontos
térképezést (plazmid vagy kromoszoma eredet) és zavart okozhatnak az Gsszeszerelés
soran, ami hamis vagy hianyos plazmid rekonstrukciot eredményezhet. A short-read
szekvenalasi adatokbol jelenleg rendelkezésre allo plazmid predikcios programok azt
probaljak megallapitani, hogy az Osszeszerelt szekvenciak a plazmid eredeti
(PlasmidFinder, cBar), vagy teljes plazmidszekvencidkat szertnének rekonstrudlni a
readekbdl vagy az assembly grafikonbol (Recycler, PlasmidSPAdes, PLACNET)
(162,163). Ez azonban tovabbra sem oldja meg az ismétlddd szekvencidkat tartalmazo
Kis kontigok beazonositasat. A probléma kikiiszobolésére a long-read szekvenalas
jelenthet megoldast. Mivel azonban ebben a vizsgalatban csak short-read szekvenciak
alltak a rendelkezésiinkre, a legpontosabb plazmid rekonstrukci6 elérése érdekében ugy
dontottiink, hogy az izolatumok szekvenciait illesztettiik az ST131-hez kothetd referencia

plazmidokhoz.

Ismert, hogy a szlik gazdaspektrumu IncF tipusu plazmidok a fluoroquinolon
rezisztens ST131 H30 kladokkal egyritt fejlodtek ki. Az F2:A1:B- plazmid a C2/H30Rx
alcsoporthoz kapcsolddik, mig az F1:A2:B20 plazmid erésen kapcsolodik a C1/H30R
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alcsoporthoz (86). A Col-szerii plazmidok jelenlétét az ST131 és az ST1193 E. coli
klénokban is leirtdk mar, azonban ezeknek a plazmidoknak a pontos szerepe még mindig
nem pontosan ismert (96). A vizsgalatunkban minden izolatum kiilonb6z6 Inc-tipusu (F,
Q) replikonokat tartalmazott, és az Ec5 kivételével Col-tipusu (pHAD28, BS512, 156,
8282) replikonokat is tartalmaztak. A C1-M27 izolatumok az 1. csoport plazmid
replikonokat (IncFll_1, IncFIA_2, IncFIB_20) hordozta. Az Ec4 izolatum szekvenciaja
nagyobb atfedést mutatott az 1. csoport referencia plazmidjaval (96%), mint az Ec5
izolatum és az 1. referencia szekvenciaé (72%). A C2/H30Rx izolatumok nem kodoltak
egyiitt a 2. referencia csoport plazmid replikonokat (IncFII_2, IncFIA _1). Az Ecl és Ec3
szekvenciai 70%-0s homologiat mutattak az F2:Al:B- 2. csoport plazmidokkal, Ec2
pedig 47%-ot. Az Ecl és Ec3 azonos replikonokat tartalmaztak a pUl plazmiddal
(pPMLST: F1:Al) (96). A Ecl és Ec3 szekvencia lefedettsége a pU szekvenciaval 91% és
92% volt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy ez a két izoldtum a pU1-hez hasonlo
plazmidot hordozott. Az ST1193 izolatum mas replikonokat (IncFII_4-szert, IncFIB_10)
tartalmazott, mint a Groupl és Group2 plazmidok. Kondratyeva tanulménya alapjan az
1. referencia csoport plazmid replikonjai és blactx-m27 az ST131 C1 alkladjaban
fordultak el6, mig a 2. referencia csoport plazmidra specifikus replikonok és blactx-m-15
kizarolag a C2 alklad izolatumaira korlatozodtak (96). A pUl plazmidon talalhato
rezisztencia gének koziil a blactx-m-15, blaoxa-1, sul2, sull, tetA, catB, tmrB géneket
megtalaltuk az Ecl és Ec2 izoldtumban. A tanulmanyban taldlhato C1 plazmid
rezisztencia génjeit: tetA, sull, sul2, dfrAl7, aadA5, mph(A), pedig a Ec4, Ecb5
izolatumban talaltuk meg (96). A gének plazmid vagy kromoszomalis lokalizaciot nem

tudjuk meghatarozni a short-read szekvencia elemzés alapjan.

5.1.4. Az izolatumok virulomja

Az ST131 extraintestinalis E. coli izolatumok virulenciat kodold gének széles
skalajaval rendelkezhetnek, beleértve az adhézineket, invazinokat, vasfelvevo faktorokat,
toxinokat, amelyek lehetové teszik szdmukra, hogy a gazdasejtekhez kotddjenek,
behatoljanak a gazdaszovetekbe és kikeriiljék a gazdaszervezet védelmi mechanizmusait

(164,165). Szamos tanulmany foglalkozott azzal, hogy az ST131 virulenciafaktorok
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tartalmaban kiilonbségek vannak, ¢és csak néhany virulenciagént azonositottak
kovetkezetesen minden torzsben (120). Az altalunk talalt virulenciagének koziil néhany
az ST131 izolatumokhoz tarsult, mint példaul a sat, iha, iucD, ompT, usp (166-168).
Ugyanezen géneket az ST1193 izolatumokban is mar leirtak (156,158,167), és ezeket mi
szintén megtalaltuk az Ec6 izolatumnal. Az izolatumok olyan szideroférokat hordoztak,
amelyek lehet6vé teszik szamukra a tulélést vasszegény koriilmények kozott: aerobaktin
(iucABCD), yersiniabaktin (irp2), és az Ec2 izolatum a salmochelin (iroBCDEN) operont
is hordozta. Az Ec2 a B virotipussal rendelkezett, mig az ST131 mindkét alkladjaba
tartozé tobbi izolatum a C virotipussal. A globalisan elterjedt C virotipust a
legelterjedtebb E. coli ST131 virotipusként irtak le (95,120). Csak kevés adat talalhato az
irodalomban a B virotipussal rendelkez6 ST131 izolatumok jelent6ségér6l (120,169).
Blanco és munkatarsai azt talaltak, hogy a B virotipus elsdsorban az id6sebb életkorral és
alacsonyabb fertdzési arannyal, a C virotipus a magasabb fertdzési arannyal, a D virotipus
pedig a fiatalabb ¢életkorral és a kozosségben szerzett fertézésekkel hozhato

Osszefiiggésbe (120).

5.2. Retrospektiv, multicentrikus vizsgalata a C2/H30Rx és C1-M27 ST131
izolatumok populacié struktirajanak feltérképezésére, 2015-2018, 2021

Az prospektiv vizsgalatban szerepld Ecl, Ec2, Ec3, Ec4, Ec5 izoldtumok megegyeznek
a retrospektiv vizsgalatban szereplé EC1, EC2, EC3, EC4, ECS5 izolatumokkal.

5.2.1. ST131 helyzete és a COVID-19 vilagjarvany hatasa

Magyarorszagon elészér 2010-ben azonositottak a CTX-M-15-6t termeld ST131
klont, majd 2015-ben a C1-M27 alkladba tartoz6 ESBL-termel6 invaziv E. coli
izolatumokat. Azdta az ESBL-termeld ST131 klon és alkladjainak szdma és aranya
fokozatosan emelkedett 2018-ig. 2018-ban az Nemzeti Népegészségiigyi €s
Gyogyszerészeti Kézpontban vizsgalt invaziv ESBL-termel6 E. coli izolatumok 45%-a
(75/168) tartozott az ST131 klonhoz, ahol a C2/H30Rx és C1-M27 arany 1:0,8 volt (170),
ami mar 2021-ben 67,7%-ra (157/232) emelkedett 1:0,5 arany mellett.
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Az EARS-Net éves jelentésének adatai szerint 2015 és 2018 kozott,
Magyarorszagon megnétt az izolalt 3GCR, invaziv Escherichia coli korokozok szama
(n=399-r61 536-ra). 2021-ben az invaziv mintakbol izolalt 3GCR E. coli-k szama
majdnem megegyezett a 2018-as értékkel (n=504). Az E. coli izolatumoknal talalt
harmadik generaciés cefalosporin rezisztencia aranya is hasonld tendenciat mutatott. A
rezisztencia aranya 2015-2018 kozott novekedést mutatott (16,7 %-rol 22,6 %-ra), majd
2018 ota pedig meglehetdsen stabilan stagnal (2021-ben 20,4 %) (171). Ek6zben az
Europai Uniobol (EU) és az Eurdpai Gazdasagi Térségbdl (EGT) jelentett 3GCR, invaziv
E. coli rezisztencia szama 2017 és 2021 kozott csokkent (99 266-r61 87 526-ra). Hasonld
tendencia volt megfigyelhet6 a harmadik generacids cefalosporin rezisztencia aranyaban
az invaziv E. coli izolatumok kozott (14,9%-r6l 13,8%-ra (171). Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a 3GCR, invaziv E. coli rezisztensek aranya nem valtozott a COVID-19

pandémia alatt (vagy legalabbis 2021 végéig) sem Magyarorszagon, sem Europaban.

Az ST131 izolatumok esetében nem taldltunk valtozast a 2015-2018 és 2021
kozotti izolatumok populécio strukturajaban: a legtobb klaszter folytonossagot mutatott
(mindkét idészak izolatumai megtalalhatéak a klaszterekben), kivéve a klaszter E-t,
amelynek izolatumai kizarolag 2021-b6l szarmaztak. Azt azonban nem lehet
megallapitani, hogy ennek a klaszternek az izoldtumai korabban is jelen voltak mar, vagy

valamilyen modon a COVID-19 pandémiahoz kapcsolodott a megjelenésiik.

5.2.2. Az izolatumok antibiotikum rezisztenciaja, rezisztomja és virulomja

Ebben a vizsgalatban valamennyi izolatum rezisztensnek bizonyult a
ceftriaxonnal €s a ciprofloxacinnal szemben, de a CTX-M-15-6t termeld izolatumok
nagyobb aranyban mutattak rezisztenciat a ceftazidimmel szemben, mint a CTX-M-27-et
termeld izolatumok. Bar a CTX-M-27 is rendelkezik az Asp240Gly aminosavcserével,
amely a CTX-M-15-ben a ceftazidim-rezisztenciaért felelds, altalaban alacsonyabb MIC
értékek mérheték in vitro (32,36,37). Valamennyi izolatum érzékeny volt a
karbapenemekre. Alacsony hazai karbapenem rezisztenciarél szamolnak be az EARS-Net
adatai, ahol 2015 és 2021 kozott csak egy karbapenem rezisztens izolatumot jelentettek

Magyarorszagrol. A két colistin rezisztens E. coli C1-M27 izolatum (EC34 és EC35)
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(3,2%-0s rezisztenciaarany ebben a gyijteményben) ugyanabbol az egészségiigyi
intézménybdl szarmazott 2021-b6l. Hasonléan alacsony szintii colistin rezisztenciat
figyeltek meg egy korabbi magyarorszagi vizsgalatban, ahol 146 vizsgalt E. coli izolatum
koziil egy izolatum mutatott mcr-1-hez kapcsolodo colistin rezisztenciat, és hat izolatum
volt colistin tolerans 2010-2011-ben, négy izolatum pedig 2016-ban (172).
Vizsgalatunkban egyik izolatum sem rendelkezett plazmid medialt colistin rezisztencia
(mcr) génekkel. Csak az EC34-ben volt pmrB (L14R) mutacid, amely erésen 6sszefiigg
a colistin rezisztenciaval (173). A 63 izolatum mindegyike rendelkezett ugyanazzal az
aminosav szubsztiticioval a pmrB-ben (E123D), amelyet mar leirtak a kromoszéma
medialt colistin rezisztenciaval osszefliggésben (60,174). Ugyanakkor (a két izolatum
kivételével) tovabbra is colistin érzékenyek bizonyultak. Egy koreai vizsgalatban szintén
pmrB (E123D) szubsztitGcioval rendelkezé E. coli izolatumokat talaltak colistin
érzékenynek (61). Igy az eredményeink és az irodalmi adatok alapjan valésziniileg a
E123D mutaci6 nem jatszik szerepet a colistin rezisztenciaban, azonban tovabbi

vizsgalatot igényel felderiteni az EC35 colistin rezisztenciajanak hatterét.

A C2/H30Rx izolatumok az aminoglikozid modifikdldé enzimek miatt
alacsonyabb érzékenységi aranyt mutattak amikacinnal, tobramycinnel és gentamicinnel
szemben, mint a C1-M27 izolatumok (155,175). Az aminoglikozid modifikalé enzimek
koziil az aac(6')-1b-cr csak a C2/H30Rx izolatumokban volt jelen, mig az aac(3)-lla és
az aph(6)-1d a C2/H30Rx és a C1-M27 izolatumokban egyarant jelen volt. A
szakirodalom szerint az aac(3)-1la a gentamicinnel és a tobramycinnel, mig az aac(6')-
Ib-cr az amikacinnal és a tobramycinnel szemben mutat rezisztenciat (176).
Vizsgalatunkban ugyanilyen Osszefiiggéseket talaltunk ezen aminoglikozid modifikalo
enzimek génjeinek jelenléte és a megfeleld antibiotikumok k6zott. Az azonositott gyrA
¢s parC mutaciok jol ismertek a ciprofloxacin rezisztenciaért. Tovabbi rezisztencia
mechanizmusok, mint a qnrA vagy az aac(6')-lb-cr szintén hozzajarulhatnak a
fluorokinolon rezisztenciahoz. A C2 alklad izolatumai kozott a qnrA és az aac(6')-1b-cr

szintén jelen volt (177,178).

A C1-M27 izolatumokban a virulencia gének medidnszama alacsonyabb volt (25
gén) a C2/H30Rx izolatumokhoz képest (29 gén). Habar a C1-M27 alklad izolatumai

kevesebb virulencia gént hordoznak, ezek a gének (pl. traT, senB) szignifikansan a C1-
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M27 alkladra jellemzéek ¢és befolyasolhatjdk azok kérokozd képességét. Szamos
irodalom szamol be az egyes ExPEC virulenciafaktorok valoszinisithetd jelentdségérol
¢és a hugyuti fertézésekkel valo kapcsolatukrol. Egyes EXPEC izolatumok a hugyutakban
képesek elkeriilni a gazdaszervezet immunvalaszat a szérum rezisztenciaval
Osszefliggésbe hozhato kiils6 membranfehérje (traT) termelésével (179). A C1 alkladra
jellemz6 pic és mindkét alkladban eléfroduld sat az EAEC-ben, de az UPEC EXPEC
torzsekben is eléfordulnak (180). A C2/H30Rx alklad izolatumai jellemzd virulencia
gének tobbségét (pap operon, afa operon, hyl operon, draA-D, nfaE) szintén hugyuti
fertézésekkel kacsolatban irtak le (106,181-184). Illetve mindkét kladban el6forduld
adhézioért felelds gének pl (fimH), vas felvételért felelds gének, szideroférok (chu
operon, fyuA) szintén hugyuti fertézéseket okozdé EXPEC izolatumokban irtak le
(185,186). Ezenkiviil a C2/H30Rx alklad egyes izolatumai tovabbi, az alkladra jellemz6
virulencia génnel is rendelkeztek, amelyek sziikségesek lehetnek stlyos bakterémia
citotoxikus nekrotizal6 faktor 1 (cnfl) és az aslA, amely MNEC izolatumokra jellemz6
meningitist képes okozni, de leirtak mar a hasmenést, a hugyuti fert6zést és a bakterémiat
okozo izolatumban is (10,187,188). Mindkét alkladban jelenlévé ompA és fimH is a vér-
agy gat invazidhoz kapcsolodo gének kozé tartoznak (10,189).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az invaziv mintdkbol szarmazé ST131
izolatumok olyan virulencia génekkel rendelkeznek, amelyek szamos, a hugyutakat
kolonizald és fertdz6 patogén torzsre, az UPEC-re jellemzdek. Mivel klinikai és
epidemioldgiai adatok nem alltak rendelkezésre, a Specifikus virulencia gének jelenléte
arra utalhat, hogy az izolatum eredetileg milyen elsédleges, példaul egy hugyuti fert6zés
forrdsa volt, miel6tt a véraramba jutott. Mig mas izolatumok egyébb virulencia

repertoarral is rendelkeznek, amelyek az UPEC-t61 eltér6 eredetet (pl NMEC) is felvet.

Habar az ST131 C alkladokon beliil és alkladok k6zott a virulencia gének valtozo
szamban voltak jelen a kollekcionkban, a leggyakoribb virotipus mindkét kladban a C
volt, csakiigy, mint az irodalomban (95): C1-M27 alkad minden izolatumara, mig a
C2/H30Rx alklad 23 izolatumara volt jellemz6é. A C2/H30Rx alklad hat izolatumara A,
mig egy izolatumdra B virotipus volt a jellemzd. A valtozé virulencia mintazatot mutato

¢s a kiilonbozd virotipust izolatumok fertdzd képességét allatmodellekkel lehetne
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vizsgalni, amilyen a nagy viaszmoly larva (Galleria mellonella) letalitas vagy szepszises
egér letalitds vizsgalat. Mi a vizsgalataink soran nem végeztiink allatkisérleteket, ezért
csak irodalmi adatok allnak rendelkezésiinkre. Mora és mtsai. szubkutdn Szepszises
egérkisérletes vizsgalata soran vizsgaltak a kiilonb6z6 virotipusu és szerotipusa ST131
klinikai izolatumok virulencidjat, eredményeik szerint az A, B és C virotipuson beliili
ST131 izolatumok rendelkeztek a legmagasabb letalitassal (ST131-el fertdzott egereknek
>80%-a elpusztult 7 napon beliil), illetve az elhaldlozds idejében taldltak még
kiilonbséget: az A virotipus izoldtumaival fert6zott egerek szignifikansan gyorsabban
pusztultak el a tobbi virotipushoz képest (az egerek >80%-a elpusztult a fertdzést kovetd
24 o6ran beliil) (168). Ciesielczuk a Galleria mellonella-val végzett allatkisérletében azt
talalta, hogy ot extraintestinalis patogén E. coli (ST131, ST95, ST73, ST69 és ST127)
koziil az ST131 szignifikansan virulensebb, mint a tobbi ST (190). Ennek azonban
ellentmond az Alghoribi és mtsai., mivel a Galleria mellonella kisérletiikben az ST131
izolatumok voltak a legkevésbé virulensek (191). Mivel ellentmondasosak az irodalmi
adatok ezért mindenképpen tovabbi allatkisérletre lenne sziikség annak érdekében, hogy
eldonthessiik, hogy az izolatumok virulencia készlete és virotipusa mennyire jatszik

szerepet azok patogenitasaban, illetve annak mértékében.

5.2.3. A mobilis genetikai elemekkel tarsitott blactx-m-15 lokalizaciéja és genetikai
kornyezete a C2/H30RXx izolatumokban

Ebben a  vizsgéilatban short-read szekvendlds mellett bevezettiik
laboratoriumunkban a long-read szekvenalast is, igy hibrid szekvencia elemzés alapjan
rekonstrualtuk a bakterialis kromoszomat ¢és a plazmidokat. A bioinformatikai
elemzéseknél azt lattuk, hogy a C2/H30Rx izolatumok plazmid szekvencia Gsszeszerelése
soran nem sikertilt zart ciklikus plazmid struktarat rekonstrudlnunk. Ezért az elemzéseink
soran a plazmidok, mint 6nall6 egységek jellemzése helyett, a blactx-m és az AMR gének

genetikai kornyezetére 6sszpontositottunk.

Az IncFll-tipust plazmidokrol kimutattak, hogy foként a blactx-m-15 génhez
kapcsolddnak (86). Ebben a vizsgalatban a 19 C2/H30Rx izolatum koziil csak egy 2015-

b6l szarmazo izolatum hordozta a blactx-m-15-6t kodold C2-asszocialt F2:Al1:B-
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plazmidot. A fennmarad6 18 izolatumban kimutattuk a blactx-m-15 gén egy vagy tobb
korabban is leirtdk néhany tanulmanyban, amelyek helyi elterjedésrdl szamoltak be
frorszagban és Japanban (85,192). A mi vizsgalatainban ezt a jelenséget nem lokalis
szinten talaltunk meg. A 18 izolatumot 6t klaszterbe tudtuk besorolni, ami tizenhat
egészségiigyi intézménybdl szadrmazott. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
kromoszoémalis blacTx-m-15-6t hordozé C2/H30Rx ST131 izolatumok konvergens mdédon

keletkezhettek és terjedhettek el Magyarorszagon.

rrrrr

felel6s IS tipusok esetében. Kétféle IS altal kozvetitett transzlokalodo elemet mutattunk
Ki: Az ISEcpl a blactx-m-15 gén el6tt helyezkedett el, illetve az 1S26 a blactx-m-15 gén el6tt
¢és utan épiilt be. Voltak olyan 1S26 vagy ISEcpl transzpozon szerkezetek is, amelyeket
egy vagy tobb 1S26-tarsult transzlokalhato egységekbdl alltak. Az 1S26 egyike azon IS-
tipusnak, amelyrdl kimutattak, hogy a replikacid soran inkabb kointegratumokat alkot,
minthogy egyediil mozogjon 0j helyre (98,193). Ezaltal, ha a plazmid és a kromoszomalis
DNS egyarant tartalmaznak homoldg szekvencidkat, akkor lehetdvé tehetik a
rekombinacidt és ezaltal kointegralt molekuldt képeznek, amely beépiilhet a
kromoszémaba. Az 1S26 szintén megtalalhatd transzpozonokban mint ,.€pitd egységek”,
amelyek transzpozicidés elemek mellé interkalalodva képesek tandem amplifikacios
egységeket képezni az AMR plazmidokban vagy kromoszomakban (99). Az 1S26-hoz
hasonléan az ISEcpl altal kozvetitett transzpozicié egy ISEcpl-en keresztiil zajlik, és
olyan genetikai transzpozicids eseményeket kdzvetit, amelyek homoldg rekombinaciot
foglalnak magukban. Mindkét IS-csalad felel6s lehet a blacTx-m gének magasabb szintii
elterjedésében a Gram-negativ baktériumok kozott (103). Az ISEcpl és/vagy 1S26 altal
kozvetitett blacTx-m-15 transzpozicid jelenségét mar korabban is leirtak tobb tanulmanyban
(57,105-108) Shawa ¢s munkatarsai leirtak az ISEcpl-blactx-m-15 és mas catB3, blaoxa-
1, aac(6')-1b-cr5 gének egyiittes eléfordulasat a CTX-M-15-6t termelé E. coli ST131

kromoszomalis kornyezetében (45,105).

Ebben a vizsgalatban a blacTx.m-15 egy vagy tobb példanyanak és genetikai

crer
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Ezenkiviil az [S26 altal kozvetitett blactx-m-15 gént egy izolatumban (F1 csoport) a Tn2-
1S26-4catB3-blaoxa-1-aac(6')-Ib-cr5-1S26  szegmens  harom  példanya  kovette.
Shropshire és munkatarsai leirtdak a blactx-m-15 és a blaoxa1 1S26 altal kozvetitett

crer

az 1S26-blactx-m-15-ATn2  okozhatja a blactx-m15 genetikai  kornyezetének
négy izolatumban is el6fordult. A blactx-m-15-6t kodold plazmidok horizontalis
géntranszferén kiviil tehat a kompozit transzpozonhoz kotott antimikrobidlis rezisztencia
gének tobb, az 1S26 vagy ISEcpl altal kozvetitett kromoszomalis inszercids eseményen
estek at. Az antimikrobialis rezisztenciagének kiilonboz6é IS altal kozvetitett
hogy ez a folyamat evolucios potencidllal birhat. A plazmid fitnesz terhet rohat a
gazdaszervezetre, ugyanakkor diverzitast is biztosit, ezzel eldsegitve a sikeres klonok

vilagméretii elterjedését (194-196).

5.2.4. A blactx-m-27 lokalizacioja és genetikai kornyezete a C1-M27 izolatumokban

A C2 alkladdal ellentétben a C1-M27 izolatumokban az Gsszes blactx-m-27 és
AMR gént az IncF plazmidon hordoztak. A C1-M27 ST131 izolatumok tobbségénél
F1:A2:B20 plazmidot talaltunk. Az F1:A2:B20 plazmid tipus erésen kotédik a C1/H30R
alkladhoz (93). Ebben a vizsgalatban egy F1:A2:B- plazmiddal rendelkezd izolatum
hordozta az I., 1., 11l. régiot, mig voltak F1:A2:B20 izolatumok, amelyek az I. és III vagy
I. régiot hordoztak. A vizsgalt izolatumoknal az Gsszes, az I1S6 csaladhoz kapcsolodo,
AMR-géneket hordozd kompozit transzpozont plazmidon talaltuk meg, amely
Osszhangban all az irodalomban talalhat6 szamos példaval (197,198). Hasonlo, AMR-
génekbdl allo régiokat (1., II., II1.) mar koradbban is taldltak méas C1-M27 izolatumok
F1:A2:B20 plazmidjaiban, és volt mar példa arra is, hogy blactx-m-27 nélkiili AMR
géneket tartalmazo régiokat talaltak a blacTx-m-14-et kodolo F1:A2:B20 plazmidban
(38,199). Ezek az eredmények arra mutatnak ra, hogy habar a C1 alkladhoz tartozo
leggyakoribb plazmid tovabbra is F1:A2:B20 FAB tipust, azonban a plazmidban

talalhat6 transzpozonok és a hozzajuk kothetd régiok valtozatossagot mutatnak. Tovabba
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a régidknak nem volt kitiintetett, elhatarolt helyiik a klaszteren beliil, igy nem

tuljadonitottunk nekik evolucids hajtoerot.

A vizsgalatban a C1 és C2 alkladokban a leggyakoribb Col-szer(i replikon tipus a
Col156 (30 vs. 16) volt, amelyet a Col(MG828) (29 vs. 9) kovetett. A Col-szeru
plazmidok vagy replikonok pontos szerepe nem vildgos. A Col-szerli plazmidok vagy
replikonok olyan mobilizalhaté vektorok, amelyeket az Enterobacteriaceae csaladban az
antibiotikum rezisztencia plazmidok horizontalis géntranszfer utjan torténd terjedésének

elésegitéjeként irtak le (45,96,200).

5.2.5. A C1 és C2 alkladok hazai elterjedése

Eredményeink arra utalnak, hogy a C2 és C1 alkladok eltéré6 modon alakulhattak
ki és terjedhettek el Magyarorszagon. A C1-M27 véltozat a 2015-2016 koriili
magyarorszagi megjelenése ota egy klasztert alkotott. Ezt a hipotézist az is alatdmasztja,
hogy a C1-M27 izolatumok nagy hasonlésagot mutattak a virulom és a rezisztencia
tekintetében, és 93,9%-uk F1:A2:B20 plazmidot hordozott. Ezzel szemben a C2/H30RXx
klaszterek egymastol fliggetleniil jelenhettek meg az orszagban. A kompozit
transzpozonok vagy az IncF-szerii plazmidok egy része beépiilhetett a kromoszomaba,
majd utobbiak késobb fokozatosan eltiinhettek a blacTx-m-15 genetikai kornyezetébol.
Mire a C1-M27 klon megjelent, mar Magyarorszagon is jelen voltak a kromoszomaban
kodolt blactx-m-s-tel rendelkez6 C2/H30Rx klonok. A C2 alklad Magyarorszagon
konvergens evoltcids folyamaton mehetett keresztiil, és ezek a klénvonalak még 2021-
ben is kimutathatok voltak. Bar a C1 klonalis leszdrmazasi vonalban az ESBL ¢és egyéb
AMR gének jelenlétét biztositd kompozit transzpozonok a C2-hez hasonldan az 1S6/1S26-
hoz kothetdk, az nem keriilt at kromoszomalis kornyezetbe, és a C2-t6l eltéréen klonalis
elterjedésen ment keresztiil. Tovabba sem a C1, sem a C2 alkladok nem voltak képesek
egymast kiszoritani, hanem stabilan egymas mellett 1éteztek és terjedtek. A C2 alkladon
belill a blactx-m-15 két példanyat tartalmazé klaszter B izolatumok helyi klonalis

elterjedést mutattak, és valdsziniileg egymastol fiiggetleniil alakultak ki Magyarorszagon.
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5.3. Karbapenemaz-termel6 Escherichia coli ST131 izolatumok, 2023

A karbapenemekkel szembeni rezisztencia kialakulasa az E. coli ST131
baktériumok korében kiillondsen nagy aggodalomra ad okot, mivel ezek a szerek gyakran
az utols6 hatékony terdpids lehetdséget jelentik a sulyos fertézésekben szenvedd

személyek kezelésében.

Az NRL-be bekiildott izolatumok koziil eloszor 2023-ban sikeriilt kimutatnunk
NDM-1-tipust karbapenemaz- és CTX-M-27-tipustt ESBL-termel6 ST131 izolatumot és
egy OXA-244- ¢s CTX-M-15-termeld ST131 izolatumot. Nemzetkozi viszonylatban mar
a kétezres évek elején is irtak le karbapenemaz-termelé ST131 izolatumokat. Egy
genominalis epidemioldgiai tanulmany feldolgozta az SMART (antimikrobialis
rezisztencia tendencidinak megfigyelésére irdnyuld Merck-tanulmany) és az AstraZeneca
surveillance programjainak eredményét, ami arra iranyult, hogy jellemezze a
karbapenemaz-termelé E. coli ST131 izolatumokat, amit 6t kontinens 16 orszagabol
gytjtottek 2002-2013 kozotti idoszakbol. A 42 db ST131 izolatumbol 24 (58%) volt
pozitiv blakpc-re, 13 (31%) blaoxa-4s-szerii, 3 (7%) blanpm-1-re és 1 (2%) blamvp-1s-re.
Vizsgalatukban a C virotipushoz tartozo H30-R volt a leggyakoribb vonal az ST131
torzsek kozott (azaz 58%), amely a blakpc-val tarsult, és kiillonosen 2012-2013-ban volt
kiemelked6 (84). Tobb tanulmany szerint az ST131 szerepet jatszhatott a blakpc-val
rendelkez6 E. coli globalis elterjedésében (84,201,202). Mas karbapenemazokrol, mint
példaul a VIM, IMP és OXA-48-szerii enzimekrol kisebb mértékben szdmoltak be
(42,84,203). Egy nemzetkdzi tanulmany szerint, amely 2015 és 2017 k6z6tt 62 orszagbol
szarmaz6 klinikai izolatumokat vizsgalt, az ST131 szamos altipusadt hordozta a
karbapenemazoknak. Az ST131 A kladjaba tartozo izolatumok koziil kimutattak KPC-3-
és OXA-48-termel6 1-1 izolatumot, az ST131 C1-M27 NDM-1-termel6 és OXA-232-
termeld izolatumot. Az ST131 C1/H30R blactx-m-27 -t6l eltérd alkladban eléfordultak a
KPC-2-, KPC-3-, KPC-18 karbapenemaz termeld izolatumok. Az ST131 C2/H30Rx
alklad izolatumainal a KPC-2, KPC-3, NDM-1, NDM-5, OXA-48 és OXA-181
karbapenemazokat talaltdk meg, tovabba egy torzsnél pedig a blanpm-1 és a blavim-1
egyiittes hordozasat (204). Frissen leirt ST131-el kapcsolatba hozhaté karbapenem
rezisztencia hatterében az OXA-244-termel0 izolatumok alltak. Az OXA-244, az OXA-
48 pontmutéacios valtozata (Arg214Gly), nem gyakran leirt karbapenemdaz, amely

96



csokkent aktivitassal rendelkezik a karbapenemekkel szemben. Az CTX-M-15- és OXA-
244-termel6 E. coli ST131 izolatumot irtak mar le németorszagi klinikai izolatumoknal
(205), olaszorszagi klinikai izolatumoknal 2022-2023-ban (83) és 2019-ben ugyanezen a
foldrajzi teriileten OXA-244-et termel6 ST131 H5:016 E. coli-t mutattak ki
csatornavizben (206). A Norvégidban 2020-2022-ben jarvanyt okozo OXA-244
karbapenemaz-termelé Escherichia coli ST131 és ST38 izolatumokrdl tettek jelentést
(207).

5.3.1. NDM-1- és CTX-M-27- termel6 E. coli ST131 izolatum

A vizsgélatunkban leirt elsé CE9 karbapenemaz termeld ST131 izolatum a Cl1-
M27 alkladba tartozott. Az el6z6 fejezetben lathatod, hogy mind a két ST131 C alkladban
irtak le NDM-1-termeld ST131 izolatumot. Ebben az esetben az CE9 izolatum
F1:A2:B20 plazmidja a blanom-1 és a blactx-m-27 géneket egyiittesen kodolta, és az AMR-
gének 5 kompozit transzpozonon (KT) helyezkedtek el. Ezek a kompozit transzpozonok
a K. pneumoniae (KT I-II) és a korabbi vizsgalatban szerepl6 E. coli ST131 (KT I11-V)
izolatumokban is megtalalhatoak voltak. Ez felveti az lehetdségét annak, hogy a C1-M27
IncF plazmidjaba integralddott bele a K pneumoniae NDM-1-et kodold plazmid kompozit
transzpozonjai, ezzel kialakitva ezt az ij konstrukciot. A CE9 izolatum kozeli rokonsagot
mutatott retrospektiv vizsgalatban szereplé 6t E. coli izolatummal, amelyek Osszesen
harom kiilonboz6é évbol és 6t kiilonbozo helyrdl szarmaztak, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az ST131 izolatumok k6zott nem figyelhetd meg korhazi terjedés. A
CE9 izolalasanak idejében, ugyanabban az egészségiigyi intézményben harom NDM-1-
termel$ K. pneumoniae klon volt jelen, ami felvetette a lehetdségét annak, hogy a régota
régota jelen lévd klaszter A izolatumai képesek voltak felvenni a kornyezetiikben
megtalalhato karbapenemaz géneket. Toth és mtsai. vizsgalata arrdl szamol be hogy
2022.01-2023.10 kozott, ebbdl az egészségiigyi intézménybdl 65 vizsgalt K. pneumoniae
izolatumbdl 36 (3 kiilonbozé klon: ST107, ST147, ST395) hordozott NDM-1 termeld
plazmidot (208). Mivel minddssze egy NDM-1-termeld ST131-r61 van tudomasunk, ezért

nehéz rekonstrualni, hogy hogyan torténhetett meg, csupan hipotéziseket lehet felallitani.
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Az CE9 izolatum esetén az AMR géneket a C1 alkladra jellemzé F1:A2:B20
plazmidon hordozta és tovabbra is egy Klasztert alkotott a tobbi C1 izolatummal, illetve

szoros genetikai rokonsagot mutatott tovabbi 6t korabbi ST131 izolatummal.

Ha a plazmidokndl kisebb mobilis genetikai elemek szintjén beszéliink a
horizontalis gének terjedésérol, akkor azt latjuk, hogy az antibiotikum rezisztencia gének
kompozit transzpozonokkal képesek egységenként beépiilni, amivel ritka CTX-M-27 és
NDM-1 kombinacié 1étrejottét okozhatta. Az 1S6 csaladjaba tartozé kompozit
transzpozonok klasszifikacioja nem egyszerii. A leggyakrabban ismert az [S26, de ezzel
azonosnak vagy nagyon kozeli rokonainak ismert IS-ek koziil néhanyrél (IS46, 1S160,
IS15, IS15A, IS6) szintén kimutattak, hogy kointegratumokat képeznek (99,209). Mivel
a kiilonb6z6é bioinformatikai eszkozokkel (MGE, ISfinder, Prokka) a kompozit
transzpozonokat alkot6 IS15 és IS6-t nem tudta elkiiloniteni egymastol, ezért hasznaltuk
az 1S6 csalad megnevezést. A pCE9 az blanpm-1 és armA MDR régidja a plazmid
replikdcidja soran létrejott kointegratum szétvalasabol vagy az 1S6 csalad altal kozvetitett

transzpozonok atvitelébdl szarmazhatott.

Tovabbi NDM-1- és CTX-M-27-termelé ST131 izolatumok megjelenésérdl és
elterjedésérdl nincs tudomasunk. Azonban az ilyen ritka rekombinacios események 4ltal
létrejott plazmidok megjelenése magaba foglalja a veszélyt, hogy elterjedhet és
jarvanyokat okozhat. A Gong és tarsai leirtak Beijingben egy 18 honapon at tarto KPC-2
karbapenem-rezisztens ST131 korhazi jarvanyt, amely soran az ST131 izolatumokban
harom féle blakpc-2-t hordozo6 plazmidot talaltak, amelyek E. coli-bdl, K. pneumoniae-bol
¢és egy Osszetett plazmidbdl szarmaztak. Az dsszetett plazmidok MDR régidja kiilonb6z6
blakpc2-t hordozoé plazmidok rekombinacidjabol vagy az 1S26 altal kozvetitett
transzpozonok atvitelébdl szarmazhatott (210). Ez az eset is ramutat arra, hogy az 1S26
kozvetitésével kiilonféle multidrog-rezisztencia gének horizontalisan terjedhetnek a

plazmidok kozott (210).
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5.3.2. OXA-244- és CTX-M-15- termel6 E. coli ST131 izolatum

A masodik karbapenemaz-termelé ST131 izolatumot is 2023-ban kiildték be az
NRL-be. A CE35 izolatum OXA-244- és CTX-M-15- termel6nek bizonyult, és az ST131
A kladjaba tartozott. Ezen izolatum egyetlen klaszterhez sem tartozott, és habar
epidemioldgiai adatok nem allnak rendelkezésiinkre, a vizsgalataink alapjan a
legvaldsziniibb magyarazat az izolatum megjelenésére a kiilfoldi behurcolas. Az emberi
konfliktusok, mint példaul a haboru, jelentds mértékben hozzajarulnak az antimikrobialis
rezisztencia terjedéséhez. Az Egészségligyi Vilagszervezet és mas szervezetek jelentései
szerint az elmult években jelentdsen nétt a konfliktusok miatt kitelepitett emberek szama.
Az érintett orszagokbol, mint példaul Afganisztan, Sziria és Ukrajna (2022-2023-as
adatok alapjan), érkezé menekiiltek kiilonosen nagy kockdzatot jelentenek az AMR
terjedésére, ami foként a szomszédos orszagokat érinti, mivel a kitelepitett emberek 70%-

at a szomszédos orszagokban szallasoljak el (211,212).

Az E. coli ST131 izolatumokra jellemz6 gyrA(S83L)-t megtalaltuk, azonban a
gyrA(D87N) szubsztiticiot nem. White és mtsai. is irtak mar le egyetlen gyrA(S83L)
mutacioval rendelkezd E. coli ST131 izolatumokat, amelyek koziil nyolc az A és kettd a
magas szintli flourokinolon rezisztencidval. Az S83L szubsztitiicié azonban 6nmagaban
ugyanolyan mértékii ciprofloxacin rezisztenciat biztosit az E. coli szamara, mint az S§83L
¢s a D87N kombinacidja, mig a D87N szubsztitlicid Onmagaban alacsonyabb
rezisztenciat biztosit. (214,215). Tovabba, osszefliggést talaltak az S83L és D87N kettds
mutacio és a levofloxacin rezisztencia k6zott, mig ez nem volt igaz a gyrA S83L egyetlen
mutacidja esetében (216). Ezek az Osszefiiggések alatamasztjak azt, hogy a CE35
izolatum miért volt rezisztens ciprofloxacinra, mig levofloxacinra tovabbra és érzékeny
maradt. Emellett lathat6, hogy habar a legtobb cefalosporinnal szemben rezisztensnek
bizonyult az izolatum, tovéabbra is érzékeny maradt aminoglikozidokra €s az ertapenem
kivételével a karbapenemekre (imipenem, meropenem). Ezt a jelenséget az OXA-244-et
termeld E. coli kiilonb6zd szekvenciaju izolatumaiban is leirtak mar: Hoyos-Mallecot és
mtsai. ST38, ST361, ST1722, ST3541 (217), Grevskott és mtsai. ST38 (207) és
AbuAlshaar és mtsai. ST131 (206) ) esetében. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az OXA-

244-et  termeld izolatumokra jellemzé az imipenem ¢és meropenem tipust
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karbapenemekkel szembeni tovabbra is fennall6 érzékenység. Ez megnehezitheti a OXA-
244-termel6 izolatumok felismerését és emiatt potencidlis kockdzatot jelent mind a

betegellatasban, mind a rezisztens izolatumok kiszelektalodasaban és elterjedésésében.

Vizsgalatunkban harom kiilonb6z6 ST-be tartoz6 izolatumot talaltunk, amelynél
a blaoxa-244 karbapenemaz gén a kromoszomaba integralédott, ami arra utalhat, hogy a
terjedés inkabb a blaoxa-244 -et hordozo, I1S1 csaladba tartozé kompozit transzpozonokhoz
kapcsolodik, és nem plazmidokhoz. Ezen Osszetett transzpozonok transzpozicidja vagy
rekombinacids eseményei beépithették a blaoxa-24s-et az izolatumok kromoszémaiba,
akar tobb példanyban is, mint a CE27 izolatum esetében. Az IS1 egyszerii inszercidkat,
vagy kointegratumokat hoz létre, igy a transzpozici6 konzervativ (replikaci6 nélkiili) és
replikativ modon is végbemehet (218). IS1 csaladba tartozo IS1R és IS1D transzpozazok
altal hatarolt blaoxa-ss-szerli genetikai elemeket tobb esetben is leirtak E. coli
izolatumokban (219,220). Ezenkiviil a kromoszomalisan elhelyezkedé 1S1 kompozit
transzpozon altal kozrefogott blaoxa-244 gén egyediili vagy mas génekkel kombinalt
szekvencidjat megtalaltak E. coli ST131 izolatumban Olaszorszagban (206), ST167-ben
Csehorszagban (221), ST349, ST131 és ST38-ban Norvégiaban (207,222), ST38-ban
Németorszagban (223). Ezek az adatok azt jelzik, hogy a CE35-ben talalhat6 blaoxa-244
gént egy olyan kompozit transzpozon hordozza, amely daltaldban az IS1 csalddhoz

tarsithato, foként kromoszomalisan és szamos szekvencia tipusban eléfordul.

Az CE35-nal lathaté blactx-m-15 gén kromoszomalis lokalizacidja a mar hazai
ST131 C2 alkladnal is megfigyelt jelenséghez hasonlit, ami pedig tovabb erdsiti azt a
lehetdséget, hogy a CTX-M-15 kromoszomaba integralddasa evolucids elonyt jelenthet a

klonok szamara.

Magyarorszagon eddig 6t OXA-244-termel6 E. coli izolatum jelenlétét tudtunk
megerdsiteni, ebbdl azonban mar az egyik ST131-ba tartozott. 2021 juliusdban az ECDC
kozzétett egy kockazatértékelést, ami ramutatott az OXA-244-ct termelé E. coli
prevalencidjanak novekedésére Eurdpaban és az egészségiigyi ellatdssal Osszefiiggd
terjedés kockazatara (224). Emellett Emeraud és mtsai. azt talaltak, hogy a OXA-244
valtozatot nehéz kimutatni a CRE-sz{ir6 lemezeken a karbapenemaz alacsony hidrolitikus

aktivitasa miatt (225). Ezért a globalis kozegészségiigy szempontjabol kiilonds
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aggodalomra ad okot, hogy a nehezen kimutathato OXA-244 egyik valtozatat mar egy

olyan magas kockdzati klonhoz tarsulva tudtuk hazankban is kimutatni, mint az ST131.

A vizsgalatainkban talalt ST131 izolatumok kozil 2023-ig csak harmadik
generacios cefalosporin-rezisztens izolatumokat talaltunk, és 2023-ban azonositottuk az
els6 karbapenemaz-termel6 izolatumokat. Ez a folyamat megegyezik az E. coli-nal leirt
antibiotikum rezisztencia spiral allomasaival. To6th mtsai. tanulmanyaiban egy
magyarorszagi korhdz antibiotikum fogyasztds és reziszencia kapcsolatat vizsgalta,
aminek kapcsan Osszefiiggést mutattak ki a cefalosporin fogyasztas és a cefalosporin
rezisztencia kozott (2015-2018-ban), valamint a cefalosporin rezisztencia és a
karbapenem fogyasztas (2015-2016-ban) kozott (226,227). Altalanosan a Gram-negativ
baktériumokra vetitett hipotézis szerint a cefalosporinok hasznalata eldidézte a
cefalosporin rezisztencia terjedését a Klebsiella spp. és E. coli fajokban, ami a
karbapenemek hasznalatinak ndvekedéséhez vezetett. Ez viszont a karbapenem
rezisztens P. aeruginosa és A. baumannii megjelenését okozta, ami végiil a colistin
hasznalatanak novekedéséhez vezetett (226,227). A  vizsgalat iddszakaban
Magyarorszdgon olyan alacsony volt a karbapenem rezisztencia aranya
Enterobacteriaceae esetében, hogy ezeket az 0sszefiiggéseket nem tudtak megvizsgalni
E. coli-nal. A karbapenem rezisztens E. coli izolatumok incidenciaja azonban varhatoan

novekedni fog.
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6. Kovetkeztetések

Munkam soran az NNGYK-ba bekiildott, véraramfertozésbdl szarmazo,
C2/H30Rx vagy C1-M27 alkladba tartoz6 E. coli ST131 izolatumokat jellemeztem,
kitérve az izolatumok virulomjara, rezisztomjara, az alkladokra jellemz6 blacTx-m
genetikai  kornyezetének  jellemzésére, valamint a populacid szerkezetiik
meghatarozasara. Legjobb tudomdasunk szerint ez az els6 tanulmany, ami orszagos szinten
vizsgalja az Escherichia coli ST131 klon elterjedését. A vizsgalatainkban elészor mértiik
fel az ST131 prevalenciajat helyi szinten egy prospektiv vizsgalatban. Ezt kdvetden egy
rertospektiv vizsgalatban orszadgos szinten hataroztuk meg az ST131 C alkladjainak
populacios szerkezetét és genetikai hatterét. Végiil beszamoltunk két olyan 2023-ban
ujonnan megjelent ST131 izolatumokrol, amelyek karbapenemaz-termelének
bizonyultak. A hazai ST131 izolatumok rezisztencidjanak mintazata 6sszhangban van az
antibiotikum rezisztencia spiral hipotézisével. A vizsgalataink soran az egyik
legmondernebb eljarast hasznaltuk, a teljes genom szekvenalast. Az NRL-ben a
molekularis epidemioldgiai kapcsolatok feltérképezésére a short-read szekvenalast
hasznaljuk, azonban a mobilis genetikai elemek jellemzéséhez sziikségiink volt arra, hogy

bevezessiik a long-read szekvenalast is.

6.1. Prospektiv, monocentrikus vizsgalat, 2018. oktober-november

A vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a 2018 oktdbere és novembere kozott
egy budapesti korhazban véraramfert6zésbol izolalt invaziv E. coli-k 24%-a ESBL-
termelOnek bizonyult. Méar ez a rovid tavu vizsgalat is az ST131 dominancidjat mutatta,
¢s azt, hogy mindkét C alklad jelen volt ebben az idészakban. A vizsgélat soran sikertilt
azonositanunk eldszor az ST1193 hazai jelenlétét, amit kiilfoldon mar szdmos helyen
leirtak. Emellett sikeriilt megallapitani a harmadik generacios cefalosporin-rezisztens E.
coli invaziv fertézések incidenciajat (0,79 volt 1000 korhazi felvételenként) és incidencia
stiriségét (0,11 volt 1000 betegnaponként), amelyrél vonatkozdéan nem talaltunk korabbi

hazai adatokat.
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6.2. Retrospektiv, multicentrikus vizsgalat, 2015-2018 és 2021

Ez volt az els6 vizsgalat Magyarorszagon, mely a hazai E. coli ST131 C2/H30Rx
és C1-M27 alkladjaiba tartozo, izolatumok populacid struktrajat vizsgalta genom-
szinten. Ennél a vizsgalatnal vezettiik be a long-read szekvenalast a laboratoriumunkban,
amely kulcsfontossagunak bizonyult a blactx-m genetikai kdrnyezetének jellemzéséhez.
A C2 alkladban a blactx-m-15 gén foként kromoszomalisan lokalizalodott, addig a C1-
M27 alklad izolatumai plazmidon hordoztdk a blactx-m-27 rezisztencia gént. Az
eredményeink arra utalnak, hogy az 1S6/1S26 és ISEcpl altal kozvetitett génszakaszok
transzpozicidja jelentds evollcids szereppel birhatnak. Mindkét alklad egyarant képes
volt fennmaradni €s terjedni, de eltérd evolucids utakat kdvetett. A C1-M27 izolatumok
homogén klondlis csoportot alkottak (klaszter A), mig a C2/H30Rx izolatumait &t
klaszterbe lehetett sorolni, amelyek hipotézisiink szerint egymastdl fiiggetleniil jelentek

meg.

6.3. Karbapenemaz-termelé ST131 Escherichia coli izolatumok, 2023

2023-ban Magyarorszagon két kiilonb6z6 karbapenemaz-termel6 E. coli ST131
izolatumot azonositottunk. A két ST131 izolatum kiilonb6z6 leszarmazasi vonallal, AMR
génekkel rendelkezett €s kiilonb6z6 modon jelenhettek meg. Ezek az izolatumok
altalanosan jellemzik az Uj rezisztens izolatumok megjelenésének két {6 mechanizmusat:
) torzs behurcolasa (OXA-244- és CTX-M-15-termel6 izolatum) vagy a mar jelen 1évo
baktérium torzsek AMR génjeinek kombinalodasa (NDM-1- és CTX-M-27-termeld
klonalis valtozasok mellett a mobilis genetikai elemek vizsgélata, mivel az AMR gének
terjedése tobb utvanalon is végbemehet. Ez a vizsgalat rdmutat az ST131 klon
evolucidjanak kovetkezd szakaszdra, ami a karbapenemaz-termeld izoldtumok

megjelenését okozta és ez eldre vetiti azoknak a hazai elterjedését egy olyan szelektiv

kornyezetben, ahol a karbapenemek hasznélata egyre gyakoribba valik.
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7. Osszefoglalas

A 2010-es évek kozepére a multidrog-rezisztens baktériumok koziil a harmadik
generacios cefalosporin-rezisztens (3GCR) Escherichia coli okozta megbetegedések
terhe nott a legnagyobb mértékben a fertézések és a halalesetek szamat tekintve
Eurépaban. A 3GCR E. coli globalis elterjedése az ST131 magas kockazata klon C/H30
kladjahoz kapcsolodik, amely fluorokinolon és harmadik generacids cefalosporinokkal
szemben is rezisztens. A C klad két alkladbol all: a C2/H30Rx-ként meghatarozott C2
izolatumok foként a blactx-m-1s ESBL-gént hordozzak, addig a CI1/H30R-ként

meghatarozott C1-M27 izolatumok a blactx-m-27-t.

Munkank célja volt, hogy a Magyarorszagon jelenlévé C1-M27 és C2/H30Rx
alkladba tartoz6 E. coli ST131 izolatumok genetikai hatterét, rezisztomat, virulomjat,
mobilis genetikai elemeit és a populacio strukturajat megvizsgaljuk.

A prospektiv vizsgdlatunk eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy 2018.
oktobere és novembere kozott egy egészségiigyi intérményben Vett véraramfertdzésekbol
szarmazo E. coli izolatumok 24%-a bizonyult ESBL-termelének, és az ST131
dominanciaja kimutathato volt.

A multicentrikus, retrospektiv vizsgalatunk alapjan elmondhatjuk, hogy a 2015-
2018 és 2021-bdl szarmazo E. coli ST131 alkladok izolatumai eltéré modon jelenhettek
meg ¢és terjedhettek el Magyarorszagon. Mig a C1-M27 alklad izolatumai a 2015-6s hazai
megjelenésiiket kovetden egy klasztert alkotva terjedtek az orszdgban, addig a C2/H30Rx
klaszterek egymastol fiiggetleniil terjedtek, és ezek a leszarmazasi vonalak még 2021-ben
is kimutathatok voltak. A blacTtx-m-15 és blactx-m-27 gének terjedése szintén eltérd utat
kovetett. A C2 alkladban a blactx-m-15 ISEcpl vagy 1S26 altal kozvetitett kromoszomalis
hordoztak a blactx-m-27-€t.

A karbapenemaz-termel6 két ST131 izolatumot elészor 2023-ban azonositottunk
Magyarorszagon. A C1 izolatum plazmidja a blanpm-1-et hordozo transzpozon és egy
blacTx-m27-t hordoz6 plazmid homolog rekombinacidjanak eredménye volt, a blaoxa-244-
et hordozo izolatum kiilf6ldi behurcolésat lehetett valdsziniisiteni. Ez a vizsgalat ramutat

crer

izolatumok megjelenését vetiti eld Magyarorszagon.
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8. Summary

The burden of disease caused by third-generation cephalosporin-resistant (3GCR)
Escherichia coli had increased the most among multidrug resistant bacteria in terms of
the attributable number of infections and deaths in Europe by the mid-2010s. The global
dissemination of 3GCR E. coli is associated with the high-risk clone ST131 subclade
C2/H30Rx, which is characterized by resistance to fluoroquinolones as well as third-
generation cephalosporins. Clade C comprises two subclades: C2 isolates defined as
C2/H30Rx carry mostly the ESBL gene blactx-m-15, the C1-M27 isolates defined as
C1/H30Rx carry the blacTx-m-27.

The aim of this study was to characterize the genetic background, virulome,
resistome, mobile genetic elements and population structure of E. coli ST131 isolates
belonging to the C2/H30Rx or C1-M27 subclades from Hungary.

Results of our prospective study showed that 24% of E. coli isolated from blood
cultures at a major tertiary-care hospital collected between october and november 2018,
proved to be ESBL-producers, and the dominance of ST131 was detected there.

Results of our multicenter, retrospective study indicated that the population of the
two subclades of E. coli ST131 collected between 2015-2018 and 2021 may have
emerged and spread in different ways in Hungary. While the C1-M27 subclade isolates
formed one cluster and disseminated across the country following their appearance in
2015, the C2/H30Rx clusters disseminated independently, with these clonal lineages were
still detectable in 2021. The spread of the blacTx-m-15 and blactx-m-27 genes also followed
different ways. In the C2 subclade, we observed chromosomal integration of the blactx-
m-15 mediated either by ISEcpl or by 1S26. In contrast, the C1-M27 isolates harboured
blacTx-m-27 on IncF plasmids.

Two carbapenemase-producing ST131 isolates were first identified in Hungary in
2023. While the plasmid of the C1 isolate was the result from homologous recombination
between an blanpm-1-carrying transposon and a blactx-m-27-carrying plasmid, the isolate
harbouring blaoxa-244 was likely to be imported from abroad. This study highlights the
next stage in the evolution of the ST131 clone, which predicts the emergence of

carbapenemase-producing isolates in Hungary.
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Fiiggelék

Fiiggelék, Tablazat 1.: A 6 ESBL-termelé E. coli izolatum ST tipusa, izolalas helye,
ideje és kora (4.1. fejezetben talalhato vizsgalathoz tartozo izolatumok)

Izolatum | Egészségiigyi | ST ST131 s i

kodja in%ézméﬁygy tpus  |alklad | Zoldlasideje  Nem —Kor
Ecl 12 ST131 |C2/H30Rx|2018.10.13  |nb 63
Ec2 12 ST131 |C2/H30Rx|2018.10.16  |ferfi |83
Ec3 |12 ST131 |C2/H30Rx|2018.10.30  |ferfi |77
Ecd |12 ST131 |C1-M27 |201810.12  |ferfi |38
Ec5 |12 ST131 |CL1-M27 |2018.1024  |né 58
Ec6 |12 ST1193 |- 2018.10.12  |né 90

Fiiggelék, Tablazat 2.: 30 C2/H30Rx és 33 C1-M27 ESBL -termelé E. coli ST131
izolalas helye, ideje, neme és kora (4.2. fejezetben talalhato vizsgalathoz tartozo
izolatumok). A sargaval jelolt izolatumok lettek kivalasztva long-read szekvenalasra.

Izolatum | Egészségiigyi | ST131 e

kédja in%ézmérglygy alklad izolalas ideje Nem Kor
AN10 |1 C1-M27 |2016.08.29. nd 52
AN12 |2 C1-M27 ]2017.02.28. férfi 54
AN13 |3 Cl1-M27 ]2017.05.17. no 59
AN14 |4 C1-M27 12017.04.23. férfi 78
AN15 |5 C1-M27 ]2017.05.07. férfi 86
AN16 |6 C1-M27 ]2017.09.19. no 75
AN17 |7 C1-M27 12018.06.24. férfi 87
AN18 |8 C1-M27 ]2018.10.26. no 91
AN3 11 C1-M27 ]2016.04.08. no 68
EC1 12 C2/H30Rx|2018.10.13. nd 63
EC2 12 C2/H30Rx|2018.10.16. férfi 83
EC3 12 C2/H30Rx|2018.10.30. férfi 77
EC4 12 C1-M27 2018.10.12. férfi 38
EC5 12 C1-M27 ]2018.10.24. no 58
EC7 8 C2/H30Rx|2021.02.25. no 67
EC9 10 C2/H30Rx|2021.10.19. férfi 66
EC10 15 C2/H30Rx|2021.04.11. no 46
EC11 15 C2/H30Rx|2021.10.05. férfi 86
EC12 3 C2/H30Rx|2021.06.10. no 44
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EC13 12 C2/H30Rx | 2021.07.14. nd 87
EC14 13 C2/H30Rx|2021.03.26. no 92
EC15 13 C2/H30Rx|2021.11.27. férfi 49
EC16 14 C2/H30Rx|2021.10.03. férfi 78
EC17 14 C2/H30Rx|2021.11.27. férfi 64
EC18 4 C2/H30Rx|2021.07.31. férfi 71
EC19 5 C2/H30Rx | 2021.06.27. férfi 77
EC20 7 C2/H30Rx|2021.02.06. férfi 75
EC21 7 C2/H30Rx | 2021.05.06. nd 62
EC22 2 C2/H30Rx|2021.04.21. férfi 70
EC23 18 C2/H30Rx|2021.09.22. nd 52
EC24 1 C2/H30Rx|2021.12.09. férfi 72
EC25 1 C2/H30Rx|2021.09.10. nd 89
EC26 10 C1-M27 ]2021.10.21. nd 80
EC27 15 C1-M27 |2021.01.14. férfi 64
EC28 3 C1-M27 |2021.04.10. nd 95
EC29 3 C1-M27 ]2021.10.21. nd 91
EC30 12 C1-M27 |2021.04.20. férfi 74
EC31 13 C1-M27 |2021.07.23. férfi 70
EC32 16 C1-M27 ]2021.07.07. férfi 76
EC33 16 C1-M27 |2021.06.03. férfi 74
EC34 21 C1-M27 |2021.08.15. férfi 64
EC35 21 C1-M27 ]2021.06.16. nd 81
EC36 4 C1-M27 |2021.05.01. férfi 20
EC37 9 C1-M27 |2021.03.11. nd 60
EC38 2 Cl1-M27 ]2021.01.07. nd 72
EC39 2 C1-M27 |2021.04.27. férfi 0
EC40 2 C1-M27 2021.09.009. férfi 80
EC41 18 Cl1-M27 ]2021.08.27. ferfi 67
K3 18 C2/H30Rx | 2015.08.23. férfi 85
K4 4 C2/H30Rx|2015.12.18. férfi 66
K5 19 C2/H30Rx|2016.04.19. férfi 50
K6 2 C2/H30Rx|2016.05.19. nd 59
K7 20 C2/H30Rx|2017.05.28. nd 64
K8 8 C2/H30Rx|2017.02.09. no 68
K9 1 C1-M27 2017.09.18. férfi 78
K10 4 C2/H30Rx|2017.12.25. nd 91
K11 10 C2/H30Rx|2018.06.24. férfi 70
K12 3 C2/H30Rx|2018.11.05. férfi 86
K16 3 C1-M27 |2015.07.07. férfi 82
K17 3 C1-M27 ]2015.04.18. ferfi 74
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K18 9 C1-M27 |2015.09.08. férfi 73
K19 14 C1-M27 12017.03.24. férfi 58
K20 11 C1-M27 12017.08.16. férfi 72

Fiiggelék, Tablazat 3.: NDM-1-termelé K. pneumoniae és E. coli izolatum ST tipusa,
izolalas helye, ideje, neme és kora (4.3.1. fejezetben talalhat6 vizsgalathoz tartozo
izolatumok). A 4.2.1. fejezeben szereplé tovabbi C1-M27 E. coli ST131 izolatumok

megegyeznek a melléklet B tablazataban szereplé C1-M27 izolatumaival

IZ,Ol.étum Izolatum ng’:szse":gugyl S,T Izolalas ideje | Nem | Kor
kédja intézmény tipus

K119 K. pneumoniae |21 ST395 2022.03.04. |férfi |63
K173 K. pneumoniae |21 ST107 2022.10.15. |nd 72
K244 K. pneumoniae |21 ST147 2023.02.05. |férfi |56
CE9  |E. coli 21 (Sgll_sl\iﬂ) 2023.03.14. |n5 |83

Fiiggelék, Tablazat 4.: OXA-244-termel6 E. coli izolatum ST tipusa, izolalas helye,
ideje neme és kora (4.3.2. fejezetben talalhato vizsgalathoz tartozé izolatumok). A

4.3.2. fejezeben szerepld tovabbi C2/H30Rx E. coli ST131 izolatumok megegyeznek a
melléklet B tablazataban szerepld C2/H30Rx izolatumaival.

Izolatum| Egészségiigyi | ST izoldl4s ideje |Nem |Kor
kédja intézmeény tipus

CE33 12 ST38 2023.12.14. [nd 0
CE27 12 ST448 2023.07.31. |férfi |52
CE35 22 ST131 (A klad) |2023.05.03. |férfi |63
CE28 12 ST38 2023.11.20. |férfi |0
CE29 12 ST38 2023.11.20. |férfi |0
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