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1. Bevezetés

Az antimikrobidlis szerekkel szemben rezisztens
koérokozdk novekvd szédma, kiilondsen a multidrog-
rezisztens (MDR) organizmusok altal okozott fertézések,
jelentds betegségterhet (magas morbiditasi és mortalitasi
aranyokat) jelentenek, sulyosan terhelik az egészségligyi
rendszereket, és e fertézések kezelésére és megeldzésére
iranyuld intézkedések globalis gazdasagi koltségei is

jelentdsek.

Az Escherichia coli (E. coli) az egyik leggyakrabban
eléforduld baktérium, amely az emberi bélmikrobiota
természetes tagja. Bar a legtobb E. coli toérzs fontos
szerepet jatszik a bélrendszer egészségében, bizonyos
torzsek, mint példaul az extraintestinalis patogén E. coli
(ExPEC) torzsek, szamos human fertdzésért feleldsek (pl:
véraramfert6zés, hugyuti fertézés, tliidogyulladas és
0jsziilott kori agyhartyagyulladas). Az EXPEC fert6zések
kezelése a novekvo antibiotikum rezisztencia miatt egyre
nagyobb kihivast jelent. A 2010-es évek kozepére a

multidrog-rezisztens baktériumok koziil a harmadik



generacios cefalosporin-rezisztens (3GCR) E. coli okozta
megbetegedések terhe nodtt a legnagyobb mértékben a
fert6zések és a haldlesetek szamat tekintve Eurdpaban.
Ebben jelentds szerepet jatszott az ST131 magas
kockézatu klon fluorokinolonokkal és a legtobb B-laktam
antibiotikummal szemben rezisztens C/H30 kladjanak
globalis elterjedése. A C klad két alkladbol all, és
mindkettbben van egy-egy jellegzetes multidrug-
rezisztens valtozat: a C2/H30Rx-ba tartozo izolatumok
foként a blactx-m-1s ESBL-gént hordozzak, mig a
C1/H30R-ba tartozo6 C1-M27 izolatumok a blactx-m-27-t.
Ezek a gének felelések a Kiterjedt spektruma f-
laktamazok (ESBL) termeléséért, amelyek képesek
lebontani a széles spektrumu cefalosporinokat. Az
antibiotikum rezisztencidja, virulencidja ¢€s globalis
elterjedése miatt is az MDR STI131 az egyik

legjelentdsebb magas kockézatl klon jelenleg a vilagon.

Az ST131 klon esetében a mobilis genetikai elemek (pl.
az inszercios elemek (IS), kompozit transzpozonok,

plazmidok), kulcsszerepet jatszanak a rezisztencia gének

terjedésében. Az ST131 klonban az ESBL-gének



els6sorban IncF plazmidokon taldlhatoak meg: mig a
C2/H30Rx alkladot az F2:A1:B- plazmid, addig a C1-M27
alkladot az F1:A2:B20 plazmid jellemzi.

Az Nemzeti Népegészségiigyi ¢és Gyogyszerészeti
Kozpont (NNGYK) adatai szerint Magyarorszagon 2014-
Ota az invaziv mintabol izolalt ESBL-termelé E. coli

izolatumok kozel felét az ST131 tette ki.

2. Célkitiizések

Munkdm sordn a népegészségiigyi szempontbol
kiemelked6 jelentéségii E. coli ST131 izolatumainak
részletes jellemzése volt a célom, beleértve a fenotipusos
¢s genotipusos elemzésiiket, valamint populédcios

struktarajuk vizsgalatat.

Ehhez az alabbi célokat tliztem ki:

1, Egy prospektiv, monocentrikus felméres
keretében gylijtott invaziv mintakbol szarmazo harmadik
generacios cefalosporin-rezisztens E. coli izolatumok

molekuléris epidemiolégiai jellemzése.



2, 2015-2018 kozott, illetve 2021-ben izolalt,
hazai invaziv mintdkbol szarmaz6é multirezisztens
C2/H30Rx ¢és C1-M27 alkladokba tartozo reprezentativ
magyar  torzskollekci6  populacié  szerkezetének
feltérképezése genomikai modszerekkel: genotipus,

fenotipus, mobilis genetikai elemek jellemzése.

3, Karbapenemaz-termelé E. coli ST131
izolatumok Osszehasonlitdsa korabbi hazai ESBL-termel6
E. coli ST131 torzsekkel, illetve a rezisztencia géneket
hordoz6 mobilis genetikai elemek jellemzése és
Osszevetése Magyarorszagon elterjedt mas karbapenemaz-

termel6 1zolatumokéval.

3. Modszerek

3.1. Felhasznalt baktériumtorzsek

A prospektiv, monocentrikus vizsgalatba bevontuk a Dél-
Pesti Centrumkoérhaz, 2018. oktober-november kozott,
invaziv mintakbdl szarmazé E. coli izolatumok koziil az

ESBL-termeld torzseket.



A retrospektiv vizsgalathoz az invaziv mintakbol
szarmaz0, orszagos helyzetet bemutat6 63 reprezentativ E.
coli ST131 izolatumot (30 db C2/H30Rx és 33 db C1-M27
alkladhoz tartozot) valasztottunk Ki, amely 21
egészségligyl intézménybol, 2015-2018 és 2021 évekbdl

szarmazott.

Az 2018-2023 kozotti idészakra vonatkozo vizsgalatba
bevontuk a karbapenemaz-termelé E. coli izolatumok

kozil az 0sszes ST131 izolatumot.

3.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az antibiotikum érz¢kenység meghatarozasat
korongdiffuzids, MIC gradiens tesztcsikos és mikroleves
higitdasos modszerrel végeztik el az EUCAST aktualis

ajanlasai alapjan.

3.3. Molekularis vizsgalatok

A ST131 specifikus multiplex PCR mddszert alkalmaztuk
az STI131 kladjainak, valamint a C1-M27 és C2

alkladjainak kimutatasasra. Majd a genominalis DNS



kivonasat €s génkonyvtar elkészitését kovetden az Gsszes
izolatumot Illumina MiSeq platformon (2x150 bp pair-
end, short-read szekvenalassal) szekvenaltuk meg. A
nyers DNS szekvencia adatok feldolgozasat az
EnteroBase pipeline  segitségével végeztik el.
Reprezentativan kivalasztott izolatumokat MinlON MKk1C
(Oxford Nanopore, long-read) platformon szekvenaltuk
meg. A nyers long-read adatok feldolgozasat a GalaxyEU

online eszkozkészlet segitségével végeztiik el.

3.4. Izolatumok filogenomikai rekonstrukciéja és

Kklaszterezése

Az izoldtumok core-genom rekonstrukcidjdhoz és
0sszehasonlitasahoz Panaroo-t hasznaltunk, a
filogenetikai kapcsolatok rekonstrukcidjahoz pedig az
IQtree-t. A fastBAPS R csomagot hasznaltuk a populacio
struktaraban levd klaszterek azonositdsara. A prospektiv
¢s karbapenem rezisztens izolatumok vizsgalataban
szerepld izolatumok esetén a lehetséges klonalis
kapcsolatokat core genom (cg)MLST (SeqSphere+)

segitségével vizsgaltuk.



3.5. Virulencia és antibiotikum rezisztencia gének

elemzése

Az antibiotikum rezisztencia géneket a ResFinder CGE
(Center for Genomic Epidemiology) online eszk6zokkel
azonositottuk. A virulencia géneket a VirulenceFinder és
a Virulence Factors Database (VFDB a SeqSphere+)
online eszkozok segitségével elemeztik. A blactx-m és
genetikai  kornyezetének  szekvencia  homologia
Osszehasonlitasahoz és  vizualizalasahoz a Clinker

programot hasznaltuk.
3.6. Plazmid szekvenciak jellemzése

A plazmid replikonokat, tipusokat PlasmidFinder
vizsgaltuk, a plazmid MLST-t a pMLST programmal
hataroztuk meg, amivel megkaptuk a plazmidok
szekvencia tipusat. A tovabbi mobilis genetikai elemek
azonositasdhoz a MGE online eszkdzt haszndltuk. A
plazmid szekvenciak Osszehasonlitdsahoz és
vizualizalasahoz a BRIG ¢és Clinker programokat

hasznaltuk.



3.7. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéshez a Fisher-féle egzakt tesztet
végeztiink. Minden egyes 0Osszehasonlitasnal a p<0,05

értéket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.

A prospektiv monocentrikus vizsgalat soran az E. coli
okozta invaziv fertdzések incidenciajat illetve incidencia
strtiségét 1000 korhazi felvételre, illetve 1000 betegnapra

szamitottuk ki.

4. Eredmények

4.1. Egy prospektiv, monocentrikus felmérés keretében
gylijtott Escherichia coli izolatumok vizsgalata, 2018.

oktéber-november

A vizsgalati iddszakban kitenyészett 25 E. coli
izolatumbol hat (24%) bizonyult rezisztensnek a harmadik
generacios cefalosporinokkal szemben: Ec1-Ec6. A 3GCR
E. coli incidencia stirisége 0,11 volt 1000 betegnapra
viszonyitva, mig az 1000 korhéazi felvételre szamitott

incidencia 0,79 volt. A vizsgalt izolatumokat az MLST
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alapjan két szekvencia tipusba soroltuk: egy izolatum az
ST1193-hoz, 6t izolatum (Ec1-Ec5) a globélisan domindns
ST131 klonhoz (O25:H4 szerotipus) tartozott. Az Ecl,
Ec2, Ec3 izolatumok az ST131 C2/H30Rx alkladjaba
tartoztak, az Ec4, Ec5 izolatumok a C1-M27 alkladba. A
harom C2/H30Rx alkladba tartozoé E. coli ST131 izolatum

szoros genetikai rokonsadgot mutatott.

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

Mind a 63 izoldtum rezisztensnek bizonyult a
ceftriaxonnal és a ciprofloxacinnal szemben. A C2/H30Rx
izolatumok szignifikansan magasabb rezisztencia aranyt
mutattak a ceftazidimmel, amikacinnal, tobramycinnel és
gentamicinnel szemben, mint a C1-M27 izolatumok. Két
C1-M27 izolatum rezisztensnek bizonyult colistinnel
szemben. Az izolatumok érzékenynek bizonyultak

ceftazidim/avibactammal, és karbapenemekkel szemben.

A két alkladban 6sszesen 63 féle virulencia gént és 29 féle

antibiotikum rezisztencia gént mutattuk ki. A C1-M27
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izolatumok mindegyike hordozta a blactx-m-27-et és C
virotipusa volt. A traT szerum rezisztencia gén, SenB,
mcbA, pic toxin gének és néhany antibiotikum rezisztencia
gén (blactx-m-27, sul2, aph(3")-1b, aph(6)-1d, mph(A))
szignifikdnsan gyakoribb volt a C1-M27 izolatumokban,
mint a C2/H30Rx izoldtumokban (p<0,05). 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’)-b-cr, qnrB19, catB3) csak a
C2/H30Rx izolatumokban volt jelen (p <0,01). Az aac(3)-
Ila nagyobb gyakorisaggal fordult el6 a C2/H30Rx alklad
izolatumai k6zott mint a C1-M27 izolatumoknal (26,7%
vs. 6,1%, p<0,05). A C2 alklad 30 izolatumabdl hatnal az
A virotipus, egynél a B virotipus €s 23-nal a C virotipust

talaltuk.

A C1-M27 izolatumokat egy (klaszter A), mig a
C2/H30Rx izolatumokat ot klaszterbe (klaszter B-F)
tudtuk besorolni. A C1-M27 izolatumok 18 egészségiigyi
intézménybdl szarmaztak. A f6 plazmid replikon tipus az

IncF (33/33), ¢és a leggyakoribb FAB-formula a
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F1:A2:B20 volt (31/33). A C2/H30Rx alklad izolatumait
15 egészségligyi intézménybdl kiildték be: két izolatum
2015-bol, kett6 2016-bol, harom 2017-bol, 6t 2018-bol és
18 izolatum 2021-bdl. A f6 plazmid replikon tipus az IncF
(28/30), ¢és a leggyakoribb FAB-formula az
F31/F36:A4:B1 (10/30) volt és ezt kovette az F2:A1:B-
(6/30).

Tizenegy C1-M27 izolatum vizsgalata alapjan a blacTx-m-
27 gén egy kopiaban, minden esetben plazmidon
helyezkedett el, és a kozvetlen genetikai kornyezetében
1évo rezisztencia génekkel egyiitt hdrom féle kompozit
transzpozont (régidk) lehetett megkiilonboztetni: 1. régio a
IS6-blacTx-m-27-1S6; 1. régid6 a 1S6-tetA-aph(6)-1d-
aph(3")-1b-sul2-1S6; 1II. régi6 a 1S6-dfrAl7-aadA5-
qacEAI-sull-mph(A)-1S6 génekbdl allt.

Tizenkilenc C2/H30Rx izoldtum vizsgalata alapjan
elmondhatjuk, hogy a blacrx-m-15 csak egyetlen esetben,
egy 2015-b6l szarmazd izoldtumnal volt plazmidon
(F2:A1l:B-) megtalalhat6. A tobbi 18 izolatumban a
blactx-m-15 az ISEcpl (n=7) vagy 1S26 (n=11) inszercids
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elemekhez kapcsolddva a kromoszdmaba integralodott. A
blactx-m-15 gén 14 esetben egy kopiaban fordult el6 (13
kromoszalis, egy plazmid lokalizacid), négy esetben két
kopidban fordult elé (kromoszomalisan, ugyanabba a
klaszterbe tartoztak) és egy esetben harom kopidban

fordult el6 (kromoszomalisan).

A blacTtx-m-15 genetikai kornyezete és a hozza kapcsolodo
IS elemek alapjan 10 csoportot (A-1 csoport) tudtunk
elkiiloniteni, amelyek az antibiotikum rezisztencia gének
kiilonb6z6é  transzpozonjaibol (szegmensek) allnak: 1.
szegmenst az ISEcpl-blactx-m-1s vagy 1S26-blactx-m-15
alkotta. Ezt kovethette egy masodik szegmens: 1S26-
AcatB3-blaoxa-1-aac(6')-1b-cr-1526 vagy 1S26-aac(3)-11a-
I1S26, amit tovabbi 3-4. szegmens kovethetett: 1S26-
AcatB3-blaoxa-1-aac(6')-1b-cr-1S26.

4.3. Karbapenemaz-termelé Escherichia coli ST131
izolatumok, 2023

2023-ban azonositottunk elészor karbapenemaz-termeld

E. coli ST131 izolatumokat hazankban: egy NDM-1 és
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CTX-M-27-termel6 izolatumot (CE9), és egy OXA-244 és
CTX-M-15-termel? izolatumot (CE35).

A két izolatum antibiotikum érzékenysége jelentds
kiilonbséget mutatott: mig a CE9 rezisztensenk bizonyult
a cefalospotrinok mellett a vizsgalt karbapenemekre
(ertapenem, meropenem, imipenem), aminoglikozidokra
¢s flourokinolonokra, addig a CE35 ezzel szemben
cefalosporinokon kiviil a ciprofloxacinra a karbapenemek

koziil csak az ertapenemre volt rezisztens.

A cgMLST vizsgalat alapjan a blanpm-1-hordozo CE9
izolatum a C1-M27 alkldd kordabban azonositott
klaszterébe tartozott, és Ot, a retrospektiv vizsgalatba
bevont E. coli izolatummal mutatott szorosabb genetikai
rokonsagot. A blaoxa-244-hordozé CE35 izolatum az

ST131 A kladjéba tartozott.

A CE9 izolatumban mind a blactx-m-27, mind a blanom-1 az
alkladra  jellemzé  F1:A2:B20  plazmidon  volt
megtalalhatd. A plazmidon azonositott 6t kompozit
transzpozonbol harom megegyezett a blactx-m-27 termeld

izoldtumok plazmidjanal leirt régio I-111-al, mig a masik
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kett6  (IS6-armA-msr(E)-mph(E)-1S6 és  1S6-gnrS1-
aph(3")-VI-blanom-1-1S6) megegyezett a CE9-cel azonos
évben ¢és ugyanabban az egészségiigyi intézményben
izolalt harom NDM-1-termel6 Klebsiella pneumoniae
izolatum plazmidjan talalhato kompozit

transzpozonokkal.

A CES35 esetében a blactx-m-15 (két kopiaban, ISEcpl-hez
tarsulva) és a blaoxa-244 gén (IS1-blaoxa-24a-DmIR-1S1
kompozit transzpozonon) is a kromoszéman helyezkedtek

el, mig tobb mas rezisztencia gén plazmidon volt jelen.
5. Kovetkeztetések

1. A vizsgélat eredményei azt mutattdk, hogy a
2018 oktobere és novembere kozott egy budapesti
korhazban véraramfert6zésbol izolalt invaziv E. coli-k
24%-a ESBL-termelének bizonyult. Mar ez a rovid tava
vizsgalat is az ST131 dominanciajat mutatta, és azt, hogy
mindkét C alklad jelen volt ebben az iddszakban. A
vizsgélat soran sikeriilt azonositanunk el6szoér az ST1193
hazai jelenlétét, amit kiilfoldon mar szamos helyen leirtak.

Emellett sikeriilt megallapitani a harmadik generacios
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cefalosporin-rezisztens E. coli invaziv fert6zések
incidenciajat (0,79 volt 1000 korhazi felvételenként) és
incidencia stirtiségét (0,11 volt 1000 betegnaponként),
amelyrdl vonatkozoéan nem talaltunk korabbi hazai

adatokat.

2. Ez volt az els6 vizsgalat Magyarorszagon, mely
a hazai E. coli ST131 C2/H30Rx és C1-M27 alkladjaiba
tartozo, izoldtumok populacid struktarajat vizsgalta
genom-szinten. Ennél a vizsgalatnal vezettiik be a long-
read szekvendlast a laboratoriumunkban, amely
kulcsfontossaginak  bizonyult a blactx-m genetikai
kornyezetének jellemzéséhez. Az eredményeink arra
utalnak, hogy az 1S6/1S26 és ISEcpl altal kozvetitett
génszakaszok tObbszor bekovetkezett transzpozicidja
evolucios elénnyel birhatnak. A C2 alkladban a blactx-m-
15 gén féként kromoszomalisan lokalizalodott, addig a C1-
M27 alklad izolatumai plazmidon hordoztak a blacTx-m-27
rezisztencia gént. Mindkét alklad egyarant képes volt
fennmaradni és terjedni, de eltéré evolucidés utakat
kovetett. A C1-M27 izolatumokat egy klaszterbe tudtuk
besorolni (klaszter A), mig a C2/H30Rx izolatumokat &t

15



klaszterbe, amelyek feltételezéseink szerint egymastol

fiiggetlentil jelenhettek meg.

3. 2023-ban Magyarorszagon két kiilonbozo
karbapenemaz-termelé6 E. coli  ST131 izolatumot
azonositottunk. A két STI31 izolatum kiillonbozo
leszdrmazasi vonallal, AMR génekkel rendelkezett és
kiilonb6zé modon jelenhettek meg. Ezek az izolatumok
altalanosan jellemzik az 1j rezisztens izolatumok
megjelenésének két {6 mechanizmusat: 1) torzs
behurcoldsa (OXA-244 ¢s CTX-M-15-termel6 izolatum)
vagy a mar jelen 1év6 baktérium torzsek AMR génjeinek
kombindléoddsa (NDM-1 ¢és  CTX-M-27-termeld
megértéséhez elengedhetetlen a klondlis valtozasok
mellett a mobilis genetikai elemek vizsgalata, mivel az
AMR gének terjedése tobb ttvanalon is végbemehet. Ez a
szakaszara, ami a karbapenemaz-termeld izolatumok
megjelenését okozta, és ez elére vetiti azoknak a hazai
elterjedését egy olyan szelektiv kornyezetben, ahol a

karbapenemek haszndlata egyre gyakoribba valt.
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