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Bevezetés

Az Enterobacterales csaladba tartoz6 baktériumok a
nozokomidlis ¢és kozosségben szerzett fertdzések gyakori
korokozoi. E fert6zések kezelése gyakran 3. generaciods
cefalosporinokkal torténik, de a kiterjedt spektrumi béta-
laktamaz (ESBL) -termeld torzsek vildgméretii elterjedése
csokkentette e szerek hatékonysagat, igy gyakran olyan utolso
vonalbeli szereket alkalmaznak, mint a karbapenemek, ennek
kovetkezményeként pedig a  karbapenem  rezisztens
Enterobacterales (CRE) torzsek el6fordulasa ugrasszeriien
megnodvekedett. Az antibiotikum rezisztencia azonban nem
csak az embereket érinti. Az ,,Egy egészség” elv alapjan az
emberek, az allatok és a kornyezet egészsége Osszefligg, és
szoros korforgasban van egymassal, ez a megkdzelités pedig az
antibiotikum rezisztencia terjedésére is igaz, amire j6 példa az
mcr gének megjelenése a kolisztin alkalmazas hatasara. Az
Escherichia coli jo példa az Egy egészség elv szempontjabol,
mivel az emberi és allati bél mikrobiom tagja illetve a
kornyezetben is sokaig képes életben maradni. A kiilonbozo
kornyezeti, emberi illetve allati eredetli torzsek a horizontalis
géntranszfer (HGT) segitségével atadhatnak egymasnak
mobilis genetikai elemek-et (MGE), tehat az Egy egészség

elvnek megfelelden jarvanytani kapcsolatban allnak. A



zoonotikus vagy kornyezeti rezervoarok fontos forrasaiként
szolgalhatnak ujonnan megjelend rezisztencia géneknek, mint
példaul a Kluyvera fajok a blactx.m géneknek vagy a
Shewanella fajok a blaoxa.4s géncsaladnak. Az egészségiigy €s
az allattenyésztés altali oOridsi mértékli  antibiotikum
felhasznalas oda vezetett, hogy a kdrnyezet antibiotikumokkal,
rezisztencia génekkel és rezisztens human patogén
baktériumokkal szennyezetté valt. Azok a vadallatok, amelyek
szeméttelepek, szennyvizzel szennyezett felszini vizek vagy
allattarto telepek kdzelében élnek megfertdzodhetnek rezisztens
baktériumokkal, igy a rezisztencia gének hordozdiva valhatnak.
Ha ez megtorténik, felmeriil annak a lehetdsége, hogy ezek az
allatok -kiillondsen a nagy mobilitdsu fajok- akdr az egész
vilagon keresztiil terjesszék a rezisztenciat, ami magyarazna a
rezisztencia jelenlétét az emberei tevékenységtol illetve
antibiotikum felhasznalastol tavol esé foldrajzi teriileteken. A
mindenevd, husevd és antropofil életmodot folytatd vadallatok
vannak leginkabb kitéve a rezisztens torzsekkel wvald
megfert6z6dés veszélyének. A varjak és siralyok gyakran
megtalalhatdak a varosokban, az iiriilékiik pedig folyamatosan
szennyezi a Kiillonboz6 varosi teriileteket, vandorlo és koborlo
viselkedésiiknek koszonhetden ezek a madarak rezervoarként
és hosszi-tavi vektorokként is szolgalhatnak a rezisztens

torzsek €s a rezisztencia gének szdmara egyarant.
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Célkitiizés

Kutatdsunk {6 célja kiillonb6z6, Magyarorszagon teleld
vandorl¢ illetve koborld madarak éltal hordozott ESBL-termeld
¢és/vagy karbapenem rezisztens Enterobacterales
epidemiologiajanak vizsgalata volt az Egy egészség elv
tikrében, amihez a madarakb6l szarmazd torzseket
hasonlitottuk 0ssze lokalis human és/vagy kornyezeti

torzsekkel. és az alabbiakat tiztik ki célul:

Megvizsgalni a téli idészakban a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont, Nagyerdei Campus teriiletének fain gyiilekez6 vetési
varjakban az ESBL-termelé Enterobacterales és a human

tiinetmentesen hordozott ESBL-termeld E. coli prevalenciajat.

Jellemezni a madarakbol, a klinika betegeibdl szarmazo illetve
a tiinetmentesen hordozott human eredet(i ESBL-termel6 E. coli
izolatumokat és Osszehasonlitani ket egymdssal a lehetséges

jarvanytani kapcsolatok feltarasara.

Megvizsgalni a CRE prevalenciajat a Duna budapesti szakaszan
nagy szamban el6forduld  dankasiralyokban illetve

meghatarozni a CRE jelenlétét a Dunaban.

Jellemezni a gy(jtott siraly, dunai ¢és a Nemzeti
Népegészségiligyi ¢és Gyogyszerészeti Kozpont Nemzeti

Referencia Laboratoriumabol szarmazo karbapenem rezisztens
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E. coli (CREc) torzseket majd Osszehasonlitani azokat

egymassal.

Egy olyan komplex munkat Iétrehozni, ami egyrészt
hianypotloan vizsgalja hazankban a vadmadarak altal hordozott
antibiotikum rezisztens baktériumok jarvanytanat, masrészt
egyszerre vizsgalja és hasonlitja 6ssze kiilonboz6 forrasokbol
szarmazo antibiotikum rezisztens baktériumok
epidemiologidjat az Egy egészség elv  megkdzelités

Osszefiliggésében.



Anyagok és modszerek

Mintak és baktérium torzsek

2016. oktober és 2017. marcius kozott vetési varjakbol 112
mintat, 2455 széklettenyésztésre kiildott human széklet mintat
¢s 42 invaziv human klinikai mintabdl szarmazé ESBL-termel6
E. coli izolatumot gyijtottiink 6sszehasonlitas céljabol. 2019.
€s 2020. januar és marcius kozott 122 és 105 mintat gyiijtottiink
dankasiralyokb6l. Mindkét madarfaj esetében a mintavételezés
az intézményi iranyelveknek megfelelden, a helyi és nemzeti
eldirdsok betartasaval a legkevésbé invaziv modon tortént. A
Dunédbol 2019-ben és 2020-ban is 12-12-t, hatot-hatot a
Budapest feletti és hatot-hatot a Budapest utani szakaszokbol.
Ehhez kaptunk még 21, a Nemzeti Népegészségiigyi és
Gyogyszerészeti Kozpontba kiildott és/vagy ott gyiijtétt human

CRECc izolatumot dsszehasonlitasra.

A madarakbol vett és a széklettenyésztésre kiildott mintakat 2
mg/l cefotaximmal kiegészitett eozin-metilénkék taptalajokra
szélesztettiik. A vizi mintakat Colilert-18/Quanti-Tray teszttel
(IDEXX Laboratories, Westbrook, USA) dolgoztuk fel, ami
10mg/1 cefotaximmal volt kiegészitve. A baktériumok faj szintii
azonositasa matrix asszocialt lézer deszorpcids/ionizacios

(MALDI-TOF) (Bruker, Bremen, Germany)



tomegspektrométerrel  tortént.  Minden  Gram-negativ
bélbaktériumot tovabb vizsgaltunk korongdiffuzios modszerrel
a European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) aktualis évi ajanlasa alapjan a kovetkezd
antibiotikumokra:  ertapenem,  meropenem,  imipenem,
cefotaxim, ceftazidim, cefepim, amoxicillin-klavulansav,
ceftazidim-avibaktam, ciprofloxacin, amikacin, gentamicin,
tobramycin, foszfomicin, tigeciklin és co-trimoxazol. Az
izolatumok kolisztin iranti érzékenységének meghatarozasat
leves-higitasos modszerrel (MERLIN Diagnostika GmbH,
Németorszag) végeztik. Az ESBL-termelést kett6s korong
teszttel, a karbapenem rezisztencia tipusokat MASTDISCS
Combi Carba Plus teszttel (Mast Group Ltd, UK) hataroztuk

meg.
Rezisztencia gének kimutatasa

Az ESBL fenotipust torzsekben a blashy és blacrx-m-1,-2-8-9
alcsoport gének jelenlétét Pitout és mtsai altal leirt polimeraz
lancreakcio (PCR) modszerekkel vizsgaltuk. Az amplikonokat
QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
segitségével tisztitottuk ki a gyartd utasitasait kovetve és
szekvenalassal ~ (Macrogen, = Amszterdam,  Hollandia)
vizsgaltuk. A szekvencidkat CLC Main Workbench (CLC Bio,

Aarhus, Dénia) segitségével elemeztilk. A karbapenemaz-



termeld torzsek esetében a blanpm, blavim, blawe, blakec és
blaoxa-as-szeri gének jelenlétét Poirel €s mtsai altal leirt multiplex
PCR-ekkel vizsgaltuk. Az mcr-1-5 gének vizsgalatat Rebelo és

mtsai altal kifejlesztett multiplex PCR-el végeztiik.
Tipizalas

Az E. coli izolatumok filocsoportjainak meghatarozasara a
Clermont ¢és mtsai altal kifejlesztett multiplex PCR-t
hasznaltuk. A pandémias ST131 klon ¢és kladjainak
kimutatasara a Matsumura és mtsai altal kidolgozott primereket
hasznaltuk. Az enterovirulens E. coli patotipusainak
meghatarozasara Persson és mtsai altal kifejlesztett multiplex
PCR-t alkalmaztunk.

Pulzalo-mezejii gél elektroforézis (PFGE)

A varju, széklet és klinikai izolatumok kozotti epidemiologiai
kapcsolatok feltarasa PFGE-vel tortént. A makrorestrikciot
Xbal (Fermentas, Vilnius, Lithuania) enzimmel végeztiik 1%-
os SeaKem Gold agardzban (Lonza). A kapott mintazatokat

Fingerprinting 1l szoftver (Bio-Rad) segitségével elemeztiik.
Teljes genom szekvenalas (WGS)

A PFGE alapjan 20 izolatumot valasztottunk WGS-ra, a varjak

altal nagy szamban hordozott pulzotipusokbol illetve a varja és



human torzseket egyarant tartalmazo pulzotipusokbol. A CRE
torzsek koziil csak a szerzett karbapenem rezisztenciat
hordozokat vizsgaltuk tovabb WGS-sal. A genomi DNS-t
DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen, Németorszag)
segitségével nyertiik ki a gyartd utasitasait kovetve. A WGS-
okat Nextera XT DNA Library Preparation Kit-et hasznalva
Illumina NextSeg500 platformon 150bp single-end vagy
Illumina MiSeq platformon 150-bp paired-end szekvenalassal
hajtottuk végre. A kapott FASTQ fajlokat de novo szereltiik
Ossze Velvet (v1.0.0.) segitségével. A nyers readek a
PRINAG693168 és a PRINA807502 BioProject azonositok alatt
elérhetéek a Nemzeti Biotechnologiai Informécios Kozpont
(NCBI) adatbazisaban. A kapott szekvencidk elemzéséhez core-
genom multilokusz szekvencia tipizalast (cgMLST) végeztiink
a SeqSpheret+ szoftver segitségével (Ridom, Miinster,
Germany) az ‘E. coli cgMLST’ verzio 1.0 sémanak
megfelelden. A rezisztencia gének, plazmid replikon tipusok és
virulencia gének azonositasat a Center for Genomic
Epidemiology  oldalain  elérheté  ResFinder  (v4.1),
PlasmidFinder (v2.1) és VirulenceFinder (v2.0) adatbazisok
segitségével végeztiik. A karbapenem rezisztencia gént hordozo
kontigokat a PROKKA (v1.13) szoftverrel annotaltuk, majd a
Clinker segitségével létrehozott abrak alapjan vizsgaltuk a

karbapenemaz gének kozvetlen genetikai kdrnyezetét.
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Eredmények

A varji eredeti ESBL-termelé E. coli izolatumok

prevalenciaja és jellemzoi

A vizsgalt varjak 33%-a hordozott ESBL-termel6 E. coli-t, a
dominans ESBL gének pedig a blacrx-m-ss és blactx-m-27 voltak.
A fluorokinolon és co-trimoxazol rezisztencia gyakori volt,
mikozben az 0sszes izolatum érzékeny volt a vizsgalt
aminoglikozidokkal szemben, 40%-uk érzékeny volt az dsszes
vizsgalt nem béta-laktam tipust antibiotikumra, koztik az
osszes blactx-m-15 hordozo. Ketté CTX-M-27-termel6 E. coli
izolatum a pandémiéas ST131 klénhoz tartozott, azon beliil a C1-
M27 alkladba. Az izolatumok 21%-a az intimint kodol6 eae

gént hordozta és ezek mindegyike CTX-M-27-termel6 volt.

A székletbol szarmazo tiinetmentesen hordozott ESBL-

termeld E. coli izolatumok prevalenciaja és jellemzoi

A tiinetmentesen hordozott ESBL-termeld E. coli aranya 1,7%
volt. A blactxmis és blacrxm-2z  gének fordultak eld
legtobbszér. Az izolatumok korében gyakori volt a
fluorokinolon, co-trimoxazol, amikacin, gentamicin ¢és
tobramycin elleni rezisztencia egyarant. A torzsek 24%-a volt a

harom vizsgalt nem béta-laktdm antibiotikum csoportra
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rezisztens, ezek kozil nyolc CTX-M-15-termeld. Kettd, egy,
egy és tiz tartozott az ST131 A, B, C2 és C1-M27 alkladjaiba.

A Kklinikai mintakbol szarmazé ESBL-termelé E. coli

izolatumok jellemzoi

A leggyakoribb ESBL gének a blactx-m-15 blacrx-m-27 Voltak, két
izolatum a blasqv-12-t hordozta. A korezisztencia szintek
magasak voltak, az izolatumok 45%-a rezisztens volt
fluorokinolonokra, co-trimoxazolra és aminoglikozidokra
egyarant, melyek a legtobb esetben a CTX-M-15-termelék
voltak. Az ST131-es izolatumok koziil egy, kilenc és 16 a B, C2
¢s C1-M27 alkladokba tartozott.

A varjakbdl, székletbdl és klinikai mintakbél izolalt ESBL-

termelé E. coli torzsek dsszehasonlitasa

A varju eredetii izolatumok esetében a blactx-m-s5, mig mindkét
human gyiijteményben a blacrx-m-15 volt volt a dominans ESBL
gén, a masodik leggyakoribb pedig a blacrx-m27 VoIt
mindharom minta populacioban. A varju-eredetii torzsek kisebb
hanyada  volt  rezisztens  nem-béta-laktam  tipusu
antibiotkumokra a human tdrzsekhez viszonyitva. Azon
izolatumok, melyek aminoglikozidokra, fluorokinolonokra és
co-trimoxazolra is rezisztensek voltak altalaban blactx-m-1

alcsoportba tartozo gént hordoztak, leggyakrabban blacrx-m-15-
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Ot a varjakat leszamitva, ahol a blacTx-m-1s hordozok minden
nem béta-laktamra érzékenyek voltak. A blacrx-m-27 hordozok
rezisztensek voltak fluorokinolonokra és co-trimoxazolra, de
aminoglikozidokra nem. A pandémias ST131-es klon a
varjakban és emberekben is egyarant jelen volt és a C1-M27
volt a leggyakrabban el6forduld alklad. Az Osszes izolatum

negativ volt az altalunk vizsgalt mcr génekre.

Az ESBL-termelé E. coli izolatumok molekularis

epidemioldgiaja

A PFGE alapjan néhany olyan klaszter fordult el6, ami human
¢s varju izolatumokat is tartalmazott. Ezek koziil a legnagyobb
nyolc széklet, tiz klinikai és két varji izolatumbol allt és ezen
izolatumok mindegyike az ST131-ba tartozott. A két varju
eredetli ST131-es izolatum PFGE profilja teljesen megegyezett
a klinikai és tlinetmentesen hordozott izolatumok profiljaval.
Egy kisebb klasztert is talaltunk, amibe harom klinikai, egy
széklet és egy varju izolatum tartozott, melyek mindegyike
ST744-be tartozott. A human eredeti ST744 izolatumok kozeli
rokonsagban alltak egymassal, viszont a varju ST744-es
izolatum tavol allt ettdl a klasztertdl; a két ST131 C1-M27 varju
torzs teljesen megegyezett egymassal (0 allél kiilonbség) és
kozeli kapcsolatban alltak a vizsgalt human torzsekkel (<7

allél). Az ST744 varju izolatum 6tszor annyi virulencia gént
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hordozott, mint az a ST744-es klinikai és széklet izolatumok.
Az ST24-es és ST162-es izolatumok is egyarant nagyon
hasonlé genotipussal rendelkeztek és az allélok alapjan
szamitott tavolsag <1 volt mindkét ST-ba tartozo izolatumok

esetében.

A 2019-ben és 2020-ban gyiijtott siraly eredetii CRE
torzsek jellemzoi

A 2019-ben gytjtott siraly mintak 7,4%-aban taldltunk CRE
torzseket, ezek kozil hat E. coli, egy E. fergusonii és két
Enterobacter cloacae complex volt. A 2020-ban gyijtott siraly
mintak esetében a CRE hordozasi arany 6,7% Vvolt, nyolc E.
coli, egy K. pneumoniae, egy Citrobacter ssp. és egy E. cloacae
complex fordult el6. Egy madarban tobb CRE izolatum is jelen
volt. Az Gsszes Escherichia izolatum metallo-béta-laktamaz
(MBL)-termel6 volt egy E. coli kivételével, ami a blaoxa-1s1
gént hordozta. A leggyakoribb gén a blanpm-1 VoIt, a blavim-s
minden esetben olyan izolatumokban fordult elé, ami blanpm-1-
et is hordozott. Az izolatumok tobb mint a fele hordozott
valamilyen harmadik generacios cefalosporin rezisztencia gént,
legtobb esetben a blasmv.1-t. Az OXA-181-termelé E. coli
torzset leszamitva minden Escherichia izolatum rezisztens volt
a karbapenemeken kiviill az Osszes tesztelt béta-laktamra,

fluorokinolonokra, aminoglikozidokra és co-trimoxazolra
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egyarant. Négy E. coli foszfomicinre is rezisztens volt és a
fosA3 vagy fosL1 gének valamelyikét hordoztak. Egy izolatum
egy a pmrB régiéban bekdvetkezett mutaciot (p.V161G)
hordozott, azonban a kolisztinnel szembeni minimalis gatlo
koncentracio (MIC) értéke 2 mg/l volt. Az E. coli izolatumok
kilenc kiilonboz6 ST-ba tartoztak: ST224 (2), ST226, ST372,
ST744 (2), ST1437 (4), ST2772, ST8890, ST13079 és egy uj
ST. A 2019-es ST1437 izolatumok ugyanazzal a rezisztommal
¢s cgMLST profillal rendelkeztek, mig a 2020-ban gytijtottek
rezisztencia mintazata hasonlitott hozzajuk és 22-24 allél
tavolsag volt kozottiik. Az ST744-es izolatumok kozott nem
volt kapcsolat. A két ST224-es izolatum 2019 és 2020-bol
szdrmazott melyek hasonlé rezisztencia  mintdzattal
rendelkeztek és 24 allél tavolsag volt kozottiik. Két E. cloacae
complex izolatum karbapenem rezisztens, de nem
karbapenemaz-termeld volt. A harmadik, amit a WGS utan E.
kobei-ként azonositottunk az ST1001-be tartozott, a blaym-1-€t
hordozta és Kkolisztinre is rezisztens volt (MIC>64 mg/L),
azonban nem talaltunk olyan rezisztencia gént (mcr-1-10) vagy
olyan ismert PmrAB/PhoPQ mutaciot, ami ezt a fenotipust
okozhatna. A K. pneumoniae izolatum az ST273-ba tartozott,
foszfomicinre is rezisztens volt és a fosA5 gént hordozta. A
Citrobacter ssp.-t C. braakii-nak azonositottuk, egy j ST-ba

tartozott és az mcr-9 gént hordozta, viszont a MIC értéke
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kolisztinre 1 mg/L volt. A K. pneumoniae és a C. braakii is
NDM-1-termel6 volt.

A Dunabél szarmazé CRE izolatumok jellemzdi

Csak a 2020-ban a Budapest utani szakaszbol vett mintakban
talaltunk CRE torzset, hat mintabol 6tben 6sszesen hét E. coli-t
¢és egy E. cloacae complexet. Az E. cloacae complex nem
karbapenemaz-termelé volt. Az osszes E. coli MBL-tipusu
karbapenemazt hordozott, melyek koziil harom blanpwm-1, harom
blanom-1 +blavim-4 és egy blanom-s hordozot talaltunk. Az Gsszes
izolatum rezisztens volt a vizsgalt béta-laktamokra,
fluorokinolonokra, co-trimoxazolra és aminoglikozidokra. A
hét izolatumbdl hat ESBL vagy pAmpC gént is hordozott. Két
izolatum tovabba foszfomicinre is rezisztens volt, melyek a
fosA3 illetve fosA4 géneket hordoztak. Mindegyik izolatum
eltér6 ST-ba tartozott (ST10, ST354, ST410, ST624, ST746,
ST1303, ST1437).

Human eredetii CREC izolatumok jellemzdi

A  MBL-termel6 (12/21) CRE torzsek fordultak el6
leggyakrabban, genotipusok tekintetében pedig a kovetkez6
géneket talaltuk: blanpwm-1, blavim-4, blaoxa-2s, blanom-s, blakec.s,
blaoxa-244, blanom-7, blaoxa-1s1. Két izolatum egyszerre hordozta

a blavim-a és blaoxa-as géneket. Az izolatumok 71%-a, 76%-a,
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71%-a, 38%-a és 76%-a volt rezisztens fluorokinolonokra, co-
trimoxazolra, amikacinra, gentamicinre ¢€s tobramycinre.
ESBL/pAmpC gének az izolatumok nagy részében voltak jelen
és a blacrx-m-15 VoIt a leggyakoribb. Egy izolatum az mcr-9 gént
hordozta, azonban a MIC értéke kolisztinre 0,125 mg/L volt. A
vizsgalt CREc izolatumok a kdvetkezdé ST-okba tartoztak: ST38
ST69, ST73, ST88, ST131, ST405, ST410, ST448, ST617,
ST648, ST1011. Az ugyanabba a ST-ba tartozo izolatumok
(ST38, ST69, ST73, ST405) nagyban hasonlitottak és kozeli
rokonsagban is alltak egymassal (15,8,1,1 allélnyi tavolsag) az
ST131 izolatumok kivételével. A blanpom-s hordozd ST410
izolatumok ugyanolyan rezisztommal rendelkeztek és nulla

allél tavolsag volt kozottiik.

A siralyokbol, Dunabdl és emberekbdl szarmazéo CREc

izolatumok o6sszehasonlitasa

A blanpm1 volt a leggyakoribb gén mindegyik minta
csoportban. Mig a siraly és dunai izolatumokban a blaviv-s
kizarolag blanoma-el egyiitt fordult el6, addig a human
izolatumokban blaoxa4s-al, vagy pedig egyedill volt jelen.
Osszességében az ESBL/pAmpC gének gyakran eléfordultak;
human izolatumokban a blactx-m-15, mig a sirdly és dunai
izolatumokban a blaswv-12 VoIt a leggyakoribb. Foszfomicin

rezisztens izolatumok csak a Dunabdl és siralyokbdl szarmazo
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mintakban (2019 és 2020 is) fordultak el6 és a fosA3 volt a
legtobbszor azonositott gén. Tigeciklin és kolisztin rezisztens
izolatumok nem voltak jelen egyik mintacsoportban sem. A 42
E. coli izolatum 25 kiilénb6z6 ST-ba tartozott és alapjaban véve
eltér6 ST-0 torzseket talaltunk a siralyokban, Dunaban és
emberekben. Az ST1437 a Dunéban és siralyokban is jelen volt,
mindkét mintavételi idészakban; a 2019-ben gyiijtottek
azonosak voltak (nulla all¢l kiilonbség, egyezd rezisztencia
mintazat), mig hozzajuk képest a 2020-ban gyiijtottek és a dunai
izolatum 22-24 allélnyi tavolsdgokra voltak minimalis
eltérésekkel a rezisztencia profiljukban. NDM-5-termel6
ST410 izolatumok emberekben és a Dunaban is jelen voltak: a
vizi izoldtum 46 allél tavolsagra volt a human izolatumoktol de
hasonlé rezisztencia profillal rendelkezett. A vizsgalt
izolatumokban bizonyos rezisztencia gének mindig ugyanazon
a contigon voltak megtalalhatoak, igaz volt ez a blanpm-1 és
aph(3’)-V1 génekre a vizi és siraly izolatumokban illetve a
blavima és aac(6’)-Ib-cr génekre az Gsszes blavivs hordozo
izolatumban. A blaoxa-1s1 és qnrS1 gének valamint az IncX3
replikonok szintén ugyanazon a kontigokon fordultak el6 a
human és siraly izolatumokban is. A blanom gének kozvetlen
genetikai kornyezete alapvetben két féle volt: dsbD-trpF-
bleMBL- blanpm-1557 vagy blanom-1-1SAbal25-aph(3°)-Vla.
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Megbeszélés

A vizsgalt varjakban a blacrx-m-s5 és blacrx-m-27 gének fordultak
elé leggyakrabban. A blactx.mss Eurdpaban ritkan, mig
Délkelet-Azsiaban nagyon gyakran eléforduld gén emberekben
¢s azt feltételezik, hogy haszonallatokban jelent meg el0szor és
terjedt tovabb. A haszonallatok {iriilékét gyakran hasznaljak
szantofoldek tragyazasara, az ott taplalékot keresd varjak igy
megfertézédhetnek blacrx-.mss hordozd térzsekkel, ami jol
mutatja az Egy egészség elv fontossdgat a rezisztencia
terjedésében is. Korabban a blactx-m-15 és a blactx-m-14 voltak a
dominans ESBL gének Azsidban, azonban a kézelmultban a
blactx-m-s5 valt a leggyakoribb ESBL génné az emberi és allati
torzsekben egyarant, mig a blacrx.m27 elkezdte felvaltani a
blactx-m-14-et.  Jelen munkankban a blactx-m-ss  IncN
replikonokkal volt 6sszefiiggésben, ami irodalmi adatok alapjan
gyakran hordoz kiilonbz6 ESBL géneket, de ritkan blactx-m-ss-
ot. Ez az 0j kapcsolat illetve az ST162-ben valo megjelenése
egy 0j utat nyithat a blacTx-m-ss terjedésének Azsiaban, valamint
Azsiabol Europa felé a madarvonulassal. Ezek alapjan
Azsidban az ESBL gének jarvanytandban bekovetkezett
valtozasok okozhattak az altalunk vizsgalt varjakban talalt
ESBL gének eltérését a korabbi tanulmanyok eredményeihez

képest, ahol a blactx-m-1 és blactx-m-15 gének dominaltak.
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Az Osszes ST24 torzs CTX-M-27-termelé volt, melyek
mindegyike az eae gént hordozta, ami az enteropatogén E. coli
(EPEC) egyik f6 virulencia faktorat kodolja, de a bfp gén hianya
alapjan ezek atipikus EPEC torzsek lehetnek, amelyek képesek
lehetnek akar emberekben is fert6zések okozéasara. ESBL-
termeld ST162 torzsek mar korabban is el6fordultak Eurdpaban
teleld varjakban, viszont a mi eredményeinkhez képest joval
alacsonyabb  prevalenciaval, illetve nem  blacrx-m-ss
hordozokként. A varju ST744 izolatum a virulencia génkészlete
alapjan pedig feltehetéen egy madarpatogén E. coli (APEC)
torzs, ami a f6 korokozoja a madar kolibacillozis fertézésnek
vilagszerte, ezért a kiilonbdz6 APEC torzseket hordozd vad
madarak komoly veszélyforrast jelenthetnek a
baromfitenyésztésre, kiilonos tekintettel arra, hogy ez a torzs
rezisztens volt béta-laktamokra és fluorokinolonokra is. Ezek a
jelenségek aggodalomra adnak okot, egyrészt a kommenzalis
multirezisztens torzsek emberi populacidban valo terjedésének,
masrészt e torzsek altal hordozott antibiotikum rezisztencia
gének mas, nem-kommenzalis, patogén torzsek felé torténd

terjedésének lehetdsége miatt.

A blacrx-mas maradt a dominans ESBL gén a huméan
izolatumokban, mellette a blacrx-m2z valt a masodik

leggyakoribb ESBL génné jelen tanulményban, ez a valtozas
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pedig Magyarorszagon mas korhazakban is megfigyelhet6 volt.
A CTX-M-15 termel6 ST131 E. coli prevalenciaja csdkkent,
mig a C1-M27 eléfordulasa ugrasszeriien megndtt a human
izolatumokban a munkacsoportunk korabbi eredményeihez
képest, ami feltételezhetden a blacrx-m-15-6t hordozé C2 alklad

C1-M27 alkladra val¢ lassu lecserélédésének a kovetkezménye.

Korabbi tanulmanyok CRE-t mar talaltak a Duna szerbiai €s
romaniai szakaszaiban 2013-ban és Ausztridban 2016-ban, de
Magyarorszagon nem. Ezekben a tanulmanyokban a fajeloszlas
¢s a hordozott karbapenemaz gének nagyban eltértek a mi
eredményeinktél. Mas eurdpai tavakban és folyokban blanpwm-1-
et ritkan talaltak, mig a blanowm-1 és blavim-s kombinacidjat, ami
a mi tanulmanyunkban gyakori volt, legjobb tudomasunk
szerint még nem irtak le. A vizsgalt human gylijteményben is
ugyanezek a karbapenemaz gének dominaltak, viszont a blanpwm-
1 és blavima géneket egyszerre hordozé izolatum nem fordult

elo.

A dankasiralyokban talalt CRE prevalencigja hasonlo volt mas
siraly fajokon végzett tanulményok eredményeihez, amiket
olyan eurdpai orszagokban végeztek, ahol a CRE el6fordulasa
emberekben joval magasabb. A siralyokban talalt ST224 és
ST744 is magas-kockazatih EXPEC klonok, amik emberekben

¢s allatokban is sokféle fertdzést képesek okozni €s jellemzben
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valamilyen ESBL és/vagy karbapeneméz gént hordoznak. Az
ST372 egy nemzetkdzi EXPEC klon, ami féleg kutyakban okoz
huagyuti fertézéseket, de emberekben is képes fert6zést okozni.
A kutyak triiléke gyakran szennyezi a varosi kornyezetet és a
siralyok fekalis anyagokkal is taplalkoznak, ezért az ST372
jelenléte a siralyokban ,Egy egészség” kapcsolat lehet
vadallatok, tarsallatok és végso soron az emberek kozott. Az
ST1437 toérzsek a Dunaban, a 2019-es és 2020-as siraly
mintakban is eléfordultak illetve rokoni kapcsolatban is alltak,
ami azt sugallja, hogy az ST1437 stabilan jelen van a siraly
populacidoban, vagy a kozelmultban valhattak hordozdiva,
feltehetGen egy a siralyok altal gyakran latogatott forrdsbol. Az
ST1437 E. coli egy ritkan leirt ST, ami talan kommenzalis sertés
torzs lehet tekintettel arra, hogy irodalmi adatok alapjan csak
ebbdl a gazdafajbol jelentették eddig. Ezért az ST1437 jelenléte
a sirdlyokban feltehetéen sertésallomany eredetli, mivel a
muvelt teriileteket gyakran szoérjak sertéstragyaval, ami
parhuzamba  allithatd a  blacrxmss  terjedésével a

haszonallatokbdl a szantoféldeken keresztiil a varjakig.

A talalt karbapenemazok és kombinacioik nagy hasonldsaga, a
hordozoé ST-ok sokfélesége ¢és a kiilonb6zo forrasokbol
szarmazo blanoma gének genetikai  kornyezetének nagy

hasonlosaga azt jelezheti, hogy a CRE jarvanytana hazdnkban
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foként a HGT altal formalddik. A vizes éldhelyek optimalis
helyszinként szolgalnak a HGT szamara; a rezisztencia gének
az liledékben felhalmozoddhatnak és a felszini vizeket latogatod
vadallatok megfert6zddhetnek a korhazakbol a felszini vizekbe
keriil6 rezisztens torzsekkel. Magyarorszagon a K. pneumoniae
a dominians CRE emberekben, ami koribban a blayim-4-€t
hordozta, azonban az elmult néhany évben a hordozott
karbapenemazok diverzifikalodtak és megjelentek a blaoxa.-ss-
szeriiy Dlakec és blanom gének is, ami a CREc izolatumainkban is
jol megfigyelheté volt. A klinikai CREC izolatumokban a
blanpm-1 magas prevalencigja és a blanom-1 gének kozvetlen
genetikai  kornyezetének nagyfoki hasonldsdga alapjan
feltehet6, hogy a Dundban talalt karbapenemazok egy része
korhazi eredetli, ami a szennyvizzel juthat a Dunaba (a
Budapest feletti szakaszbol vett mintak negativak voltak CRE-
re).

A siralyok és varjak urbanizalt, mindenevd, koborlé és vandorlo
viselkedésiik miatt fontos helyi és hosszu-tavii vektorként
szolgalhatnak a torzsek, MGE-ek ¢és gének szamara
Osszekapcsolva kiilonboz6 foldrajzi teriileteket egy komplex
halozatta, felhivva ezzel a figyelmet a madarak szerepére illetve
az Egy egészség elv fontossigara az antibiotikum rezisztencia

terjedésében.
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Osszefoglalas

Az Egy egészség elv tekintetében az emberek és az allatok
egészsége €s a kornyezet szoros kdlcsonhatasban all egymassal,
ami az antibiotikum rezisztenciara is vonatkozik, ennek
fényében pedig vadmadarak szerepét vizsgaltuk az
antibiotikum rezisztencia terjedésében. A 2016. oktober és
2017. marcius kozott vizsgalt vetési varjak 33%-4ban, a rutin
diagnosztikai vizsgalatra érkez6 human székletmintdk 1,7%-
aban talaltunk ESBL-termelé E. coli-t. Az ESBL gének
szekvenalasabol kideriilt, hogy a varjakban a blacrx-mss és
blacrx-m-27 gének, mig a human széklet és klinikai mintakban a
blacrx-m-15 és blactx-m-27 dominaltak. A PFGE alapjan a human
klinikai és széklet izolatumok jol elkiiloniiltek a varju
izolatumoktol néhany kivétellel. Az ST131 a varju, széklet és
klinikai mintakban is el6fordult, a dominans alklad a C1-M27
volt. A varju eredetli ST131 C1-M27 izolatumok WGS és
cgMLST alapjan kozeli kapcsolatban alltak a human
izolatumokkal. A varjakban ST24-be tartozé atipikus EPEC
torzsek, blacrx-m-s5 hordozd ST162 torzsek és APEC torzsek is
elofordultak. A 2019 és 2020-ban mintazott dankasiralyok
7,4%-a illetve 6,7%-a hordozott CRE torzset, a Duna esetében
csak a 2020-as Budapest alatti szakaszbdl gytijtott mintakban
talaltunk CRE-t. A dominans faj az E. coli volt, ezeket
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hasonlitottuk 6ssze human carbapenem rezisztens E. coli CREc
torzsekkel. A WGS eredménye alapjan a blanpm1 VoIt a
dominans karbapenemaz gén, melyek kozvetlen genetikai
kornyezete minden esetben ugyanaz volt. A siraly és dunai
izolatumokban a blavima csak blanom-1-gyel egyiitt volt jelen,
mig a klinikai izolatumokban 6nmagaban, vagy a blaoxa-ss-cal
egyiitt fordult el6. Alapvetden az emberi, vizi és sirdly CREc
izolatumok  kiilonboz6 ST-okba tartoztak. A  Klinikai
izolatumok dont6 tobbségét jellemzéen human patogén ST-0k
adtak, de a siraly és dunai torzsek kozott is talaltunk fontos
magas kockazatu klonokat (ST224, ST372, ST744 és ST10,
ST354, ST410). A human és sirdly izolatumok ko6zdtt nem
talaltunk kozvetlen kapcsolatot. A dunai és human ST410
torzsek kapcsolatban alltak egymadssal. A 2019-ben gytijtott
ST1437 torzsek teljesen azonosak voltak mig a 2020-as sirdly
¢s dunai izolatumok kozott 22-24 allél allélnyi kiilonbség volt.
A mindenevd, urbanizalt, koborld és vandorld viselkedésiik
miatt ezek a siralyok és varjak fontos rezervoarok, helyi és
hosszutava vektorok a rezisztens torzsek, MGE-ek és
rezisztencia gének szamara, felhivva ezzel a figyelmet a
vadmadarak szerepére illetve az Egy egészség elv fontossagara

az antibiotikum rezisztencia terjedésében.
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