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Roviditések jegyzéke

AMU = nem ellendrzott antibiotikum felhasznalas

AMR = antimikrobialis rezisztencia

MRSA = methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus
DNS = dezoxiribonukleinsav

ORF = open reading frame=Ilchetséges leolvasasi keret
CARD = Comprehensive Antibiotic Resistance Database
ARG = antimikrobialis rezisztenciagén

PBP = penicillin binding protein

MRSE = methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis
MRSP = methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius
GHVD = graft-versus-host-betegsége

MGE = mobilis genetikai elem

IBD = inflammatory bowel disease



1. Bevezetés

Az antibiotikumok a modern orvostudomany forradalmasitasaval tomegek életét mentették
meg sulyos fert6zd betegségektdl. Ezek a gyogyszerek képesek a baktériumsejteket
elpusztitani, vagy novekedésiiket gatolni anélkiil, hogy a gazdaszervezetben kart okoznanak
(Walsh et al., 2014; Aminov et al., 2010). Azonban a védekezés ezen formajat napjainkban
multi-rezisztens baktériumtorzsek elterjedése veszélyezteti vilagszerte, amelyben jelentOs
szerepet jatszott a nem ellenérzott antibiotikum felhasznalas (AMU) is (Sharma et al., 2018).
A 21. szazadban széles korben elterjedt az antibiotikumok hasznalata, a human egészségligy
mellett nagyon gyakran alkalmazzak a mez6gazdasagban, igy az allattenyésztésben és az
¢lelmiszeriparban, valamint a kisallatgyogyaszatban (Pataky, 1970). Egyes becslések arra
mutattak ra, hogy az allatoknak adott antibiotikumok mennyisége dupléja annak, amit a human
gyogyaszatban hasznalnak (Aarestrup et al., 2000).

Az antimikrobialis szerek karos hatdsat mar Sir Alexander Fleming is megjosolta, ugyanis
1945-ben a Nobel-dij atvételekor mondott beszédében azt allitotta, hogy a baktériumok
rezisztenciat alakithatnak ki az antibiotikumokkal szemben, ami nem sokkal késobb be is
igazolodott (Fleming, 1945; WHO’s First Global Report 2014).

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia a baktériumok védekezési mechanizmusa,
mely csokkenti ezen szerek hatékonysagat (Crofts et al., 2017).

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR) a nemezeti és nemzetkdzi egészségiigyl
tigynokségek altal az egyik legfontosabbnak tekintett egészségiigyi teriilet, amely fokozatos
térnyerésével csendes jarvanynak is tekintheté (Sharma et al., 2018). Az AMR a mikrobakra
nézve azt jelenti, hogy mar nem hatasosak rajuk az antibiotikumok klinikailag relevans adagjai
(Ganguly et al., 2011). A jelenség magyarazhato gy, hogy a baktériumok mar nem mutatnak
érzékenységet az antimikrobidlis szerek azon hatdsara vagy adagjara, amelyre korabban
érzékenyek voltak, igy képesek tilélni az antibakterialis szerek hatasait. Ezt a folyamatot
gyorsitja fel a talzott mértéki antibiotikum hasznalat (Sharma et al., 2018).

Az allattenyésztésben hasznalt antimikrobialis szerek nagymértékben hozzajarultak az
egészség fenntartasahoz, a termelékenység és takarmanyértékesités javitdsdhoz, ugyanakkor
nagy szerepet jatszottak a rezisztens torzsek szelektalodasaban is (Sharma et al., 2018).

Ezek alapjan elmondhato, hogy a rezisztens baktériumok megjelenése és terjedése 6kologiai

¢s evolucids kolcsonhatasokbol szarmazik, melyet mind természetes, mind emberi tényezok
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befolyasolnak, de valojaban a f6 szerep az antimikrobialis szerek talzott hasznalatanak (AMU)
tulajdonithato, amely szelektiv nyomast gyakorol a baktériumokra. Mindezek soran a
baktériumok rezisztencia-kozvetitdé mutacidkat és rezisztenciagéneket alakitanak ki, illetve
szereznek (Moudgil et al., 2017).

Az allati mikrofloraban az 1. dbran lathatok az AMR-t befolyasolo tényezdk.

A
\
‘? %

Ellendrizetlen antibiotikum
felhasznalas / dozis

A gyogyszerek korlatlan
elérhetésége

Fert6z6 betegségek hianyos
megeldzése és szlrése

A megfigyelés és ellendrzés hianya

AMR torzsek megjelenése

1. abra A rezisztencia kialakulasanak okai (Sharma et al., 2018)



Az AMR vilagszerte nagy veszélyt jelent az emberekre és az allatokra egyarant, ezért
slirgdsen vizsgalni és tanulmanyozni kell az AMR jelenlétét az allati mikrofloraban. Ezaltal
érthetové valik a pontos mechanizmus, amellyel feléllithato egy stratégia az AMR lekiizdésére
(Sharma et al., 2018).

A becslések szerint vilagszerte legalabb 700 000 ember vesziti életét rezisztens fertézések
kovetkeztében, de 2050-re ez a szam akar 10 milliora is novekedhet évente (O’Neill et al.,
2016).

A sertésekben jelen 1évo rezisztens baktériumtérzsek az élelmiszerek kozvetitésével
bejuthatnak az emberbe, igy kozegészségiigyi kockazatot jelentenek (Lhermieet al., 2016). Az
¢lelmiszertermeld allatok a zoonotikus baktériumok f6 kozvetitdi €s hordozoi (Normanno et al.,
2007).

Az AMR elsd integralt rutin vizsgalatait Danidban végezték 1995-ben, amelynek soran
indikator és zoonotikus baktériumokat, valamint allati korokozokat vizsgaltak. Tobb allatfajtol
vettek mintat, koztiik sertésektdl is, melynek soran a sertében figyelték meg a legnagyobb
mértékii antibiotikum rezisztenciat (Aerestrup et al., 1998). A fentick is hangsulyozzak tehat a
teriilet kiemelkedd jelentdségét.

Az antimikrobidlis rezisztencia vizsgalatdra szamos modszer koziil véalaszthatunk. Egy
rohamosan terjed6 metddussal, az 1jgeneracios szekvenalason alapulé metagenomikai
vizsgalattal, lehetséges a mintaban talalhatdo Osszes mikroorganizmus kimutatdsa mellett a
rezisztenciagének vizsgalata is. A mintaban el6forduld rezisztenciagének Osszességét
rezisztomnak nevezziik. A metagenomikai vizsgalatok soran széles korli képet kaphatunk az
antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztenciardl a vizsgalt kornyezetben, példaul az allati
bélmikrobiomban (Allen, 2014).

Diplomamunkdm soran mi is ezt a modszert alkalmaztuk kutatasunkhoz. Vizsgalatunk
célja az volt, hogy betekintést nyerjiink egy hazai nagy létszamu sertésadllomany kocainak
bélsar-rezisztoémjaba. Ennek az 0j vizsgalati mdédszernek a segitségével feltérképeztiik, hogy a
sertésekben milyen mértékben és mely antibiotikumok ellen vannak jelen reziszenciagének,
valamint ezeket az antimikrobidlis rezisztenciagéneket mely baktériumok hordozzak. A
rezisztom mellett leirtuk a vizsgalt sertések bélmikrobiomjat alkotd baktériumfajokat és
eléfordulasuk aranyat. Mindezek altal ravildgitunk egy igen jelentds, és az embereket és
allatokat komolyan veszélyezteté problémara, a nagymértékii, antibiotikumok ellen kialakult

rezisztenciara. A rezisztens baktérium torzsek kialakuldsa és terjedése egy komoly ¢€s igen



jelentds probléma, amely visszaszoritasa korunk egyik legfontosabb feladata. Mindezek miatt
tartom érdekesnek €s fontosnak valasztott diplomamunkam témajat.

A dolgozatomat az antibiotikumok jelentdségének bemutatasaval kezdem, majd ratérek
az antimikrobialis rezisztencia mechanizmusara. Ezt kdvetden nagyobb hangsulyt fektetek a
sertésagazat antibiotikum felhasznalasara €s a mar betiltott hozamfokozokra.

A mintdink elemzését metagenomikai vizsgalatokkal, ujgeneraciés DNS-szekvenaléssal
végeztik, melynek eredményeként a bioinformatikai adatfeldolgozast kovetden részletes
informaciokat kaptunk a vizsgalt sertések bélmikrobiomjardl €és rezisztomjarol. Végil ezen
eredmények sertéstartissal és antibiotikumhaszndlattal vald Osszefliggéseinek értelmezési

lehetdségeit targyalom.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 A rezisztencia napjainkban

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) arra a megallapitasra jutott 2000-ben, hogy a
kozegészségiigy legnagyobb globalis veszélye a novekvd antimikrobialis rezisztencia. Ennek
okan a takarmany-adalékanyagként etetett antibiotikumok megsziintetését javasolta az
allattenyésztésben. Azoknak a szereknek a felhasznalasat kell nagymértékben csokkenteni,
amelyek a human gyogyaszatban nélkiilézhetetlenek (WHO, 2001).

2006. januar 1-t6l tilos az antibiotikumok hozamfokozoként valo alkalmazasa az
Eurdpai Unidban, ugyanis az 1831/2003 /EC rendelet szigortian szabalyozza az antibiotikumok
hasznalatat az allattenyésztésben (2003.¢vi 1831/2003 /EC rendelet, 2003).

2.2 A rezisztencia mechanizmusa

Az antibiotikumokat felfedezésiik utan széles korben alkalmaztak, ami maga utan vonta
az antibakterialis szerek hatdsossagdnak nagymértékli visszaesését. A baktériumok
adaptalodtak, atalakultak, igy ellenallova tudtak valni (Galfi et al.,2015).

Megkiilonboztetiink szerzett és ab ovo rezisztenciat. A szerzett rezisztencia azt jelenti,
hogy a mikroorganizmusok elvesztették egykori érzékenységiiket az antibiotikumokkal
szemben. Azonban egyes korokozok eleve nem is rendelkeztek vele, ebben az esetben ab ovo
rezisztenciarol beszéliink, ilyen példaul a Mycoplasma nemzetség rezisztenciaja penicillinekkel
szemben (Galfi et al., 2015).

A baktériumok antibiotikum rezisztenciajanak terjedése tobb modon is lehetséges.
Terjedhet a rezisztencia gének baktériumsejtek kozotti cseréjével, a rezisztenciagének genomon
beliili atrendezddésével vagy a kiillonbozd szervezetek kozott a rezisztens baktériumok
atadasaval (Galfi et al., 2015).

A rezisztencia  genetikus  hordozoi  lehetnek  kromoszomadlisak  vagy
extrakromoszémalisak. A kromoszoma mutacio igen gyakori szerepet jatszik a folyamatban,
mint példaul a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) esetében is. A szerzett
rezisztencia terjedhet horizontalis- vagy vertikalis transzmisszioval. Igy terjednek a sulyos
korhazi fertézéseket okozd MRSA torzsek is, amelyek mar képesek a korhazi kornyezetben

valo tulélésre (Galfi et al.,, 2015; Alanis, 2005). A vertikalis transzmisszio generaciorol



generaciora terjed spontan mutaciét kovetdéen, mig a horizontdlis transzmisszié a
rezisztenciagének baktériumok kozotti atadasakor alakul ki (Galfi et al., 2015).

A rezisztencia extrakromoszomalis genetikus hordozok altal kozvetitett terjedése
plazmidok révén valosul meg. A baktériumok a citoplazmaban szabadon eldforduld,
extrakromoszémalis genetikai elemeket, példaul kettds szali DNS-bol felépiild plazmidokat
tartalmazhatnak. Ezek az extrakromoszomalis elemek tobb gént is hordozhatnak ¢s képesek
fiiggetleniil replikalodni, azaz tobbszordzédni. Kiilonos jelentséggel birnak az R-plazmidok,
amelyek antibiotikum rezisztenciagéneket hordoznak. A gyogyszerekkel szembeni rezisztencia
kialakulasaért nagyrészt a plazmidok felel6sek (Galfi et al., 2015).

A rezisztencia terjedésének masik f6 modja a genetikai elemek kicserélddése, amelyben
transzpozonok jatszanak szerepet. A transzpozonok integron nevii DNS-fragmenst
tartalmaznak, amely képes integralni kiilonbozd antibiotikum rezisztenciagéneket, ezéltal tobb
antibiotikummal szemben is kialakithatnak rezisztenciat (Levy and Marshall, 2004). A
folyamat fiiggetlen az élettani genetikai rekombinaciotol. A transzpozonok, a plazmidokkal
ellentétben nem képesek onalloé replikaciora. Ezek a DNS szakaszok bekeriilhetnek a
plazmidokba, amellyel mas, akar eltér6é faju baktériumokba is bejuthatnak. A transzpozon a
gazda plazmidjaban vagy kromoszoémajaban képes replikaciora, amelynek kovetkeztében
1étrejohet az R-plazmidokon 1év6 rezisztenciagének terjedése a nem rokon baktériumok kozott.
A transzpozonok mellett a génkazettak és integronok is részt vehetnek a genetikai elemek
kicserélodésében. A génkazettakban a rezisztenciagén egy felismer$ szakaszhoz tapad, majd
ezt kovetden ezek a génkazettdk egymashoz tarsulhatnak, igy alkotva egy nagyobb egységet,
az integront. A génkazettak beépiilését az integron integraz enzime segiti. Ezek a hordozok
nagy szerepet jatszanak a "multidrug” rezisztencia (egyszerre tobb gyodgyszerrel szembeni
ellenallas) terjedésében (Galfi et al., 2015).

A rezisztencia terjedésének harmadik modja a rezisztens gének cseréjével torténik a
kiilonb6z6 baktériumok kozott. Az egyik, és leggyakoribb folyamata a konjugacio, amely egy
olyan sejtek kozotti kapcsolat, amely soran az 6rokitdanyag kicseréldik a baktériumok kozott.
Ezt a tulajdonsagot az ugynevezett "konjugtiv plazmid” hordozza. Valamennyi baktérium képes
konjugéciora (Galfi et al., 2015).

Egy masik modja a baktériumok kozotti rezisztencia atadasnak a transzformacio. Ennek
soran a baktérium a kornyezetébdl veszi fel a rezisztenciat hordoz6 DNS szakaszt, majd épiti

be a sajat genomjaba. Transzformaciora csak kevés korokozo képes (Galfi et al., 2015).
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A mikroorganizmusok kozott a rezisztencia atadodhat transzdukcioval is, ahol a plazmid
DNS egy bakteriofagba, vagyis baktériumot megtamado virusba keriilve jut at az azonos faju
baktériumba. Ez a Kevésbé hatékony atviteli mod, amely a horizontalis géntrenszfer egyik
formaja a Staphylococcusok és Streptococcusok kozotti rezisztencia terjedésben jatszik fontos
szerepet. Megkiilonboztetlink altalanos és specialis transzdukciot (Barna et al.,2013; Galfi et
al.,2015).

Az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak hatterei lehetnek kiilonb6z6 biokémiai
mechanizmusok is. A 2. abra bemutatja néhany antibiotikum hatasmechanizmusat, amelyek
ellen gyakori a rezisztencia, valamint az altalanos rezisztencia mechanizmusokat is szemlélteti.

A kovetkezO6kben ezeket a rezisztencia mechanizmusokat mutatom be.

Altalanos antibiotikum mechanizmusok

Sejtfal szintézis gatlasa =
vagy a membran zavara

Riboflavin

B-laktamok

B12 vitamin

DNS-polimeraz komplex

Folsav _3(4
1 TSzulfonamidok \i\/}

Nukleinsav szintézis Replikaciés villa

Kinolonok

Aminoglikozidok

Az egyszén ~) OO
| '/
mRNS m:tal;o'l(l'ztmst;s _ /_‘\-:7) Topoizomeraz
Ariboszéma Lo OO DNS replikacio és
gatlasa Riboszoma integritas zavara

&
Enzimatikus l
lebontas vagy N
médosulas ‘/

Csokkentett
v permeabilitas

4 Az antibiotikum 4
aktiv kidramlasa
Az antibiotikum

céljanak megvaltoztatasa

4

Altalanos resziztencia mechanizmusok

2. dbra Altaldnos rezisztencia mechanizmusok (Crofts et al., 2017)
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Az aminogklikozidok a korokozd riboszomajanak gatlasaval fejtik ki hatasukat,
pontosabban a riboszoma 30S alegységén talalhato a gyogyszer kotdhelye. Rezisztencia akkor
jon létre, ha ez a kotéhely kromoszéma mutacié kovetkeztében megvaltozik. Az inaktivalddas
végbemehet mind Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok altal termelt enzimek okozta
foszforilacid, adenilaco és acetilacié soran (Galfi et al., 2015).

A B-laktdm antibiotikumok B-laktdm vaza felel az antibakteridlis hatdsért. Egyes
korokozok képesek ezeknek az antibiotikumoknak inaktivalasara az altaluk termelt B-laktaméz
enzim segitségével. Ezek az enzimek elhasitjak az antibiotikum vazanak B-laktam gytrijét. 3-
laktamaz enzimet termelé baktériumok a Staphylococcusok és a Gram-negativ baktériumok
(Gélfi et al., 2015).

A szulfonamidok a koérokozok nukleinsav képzéséhez sziikséges folsav szintézisét
gatoljak. Esetiilkben a rezisztencia nagyon elterjedt és leggyakrabban plazmidhoz kotott
folyamat. A rezisztencia hatterében 4llhat a baktériumsejt membranjanak csokkent
permeabilitasa és kiilonboz6 enzimatikus folyamatok (Crofts et al., 2017; Galfi et al., 2015).

A kinolonok a DNS topoizomeraz komplex miikodését gatoljak meg, amellyel a DNS-
szintézist, a mRNS-transzkripciét és a sejtosztodast akadalyozzdk meg. Ezzel azonnali
koncentraciofiiggd baktericid hatast érnek el. Az ellene kialakult rezisztencia sordn a bakterialis
topoizomeraz enzim kotéhelye valtozik meg. A kinolonok kezdeti alkalmazasat kdvetden
lassan alakult ki ellene rezisztencia, késObb azonban megjelent a plazmid altal kozvetitett
kinolon rezisztencia, amely vilagszerte gyorsan elterjedt (Crofts et al., 2017; Galfi et al., 2015).

Altalanos rezisztencia mechanizmusokkal (2. 4bra) is védekezik a koérokozo az
antibiotikumokkal szemben, mint példaul az enzimatikus lebontas vagy az enzim szerkezetének
modosuldsa, az antibiotikum céljanak megvaltoztatdsa vagy az antibiotikum aktiv
kidramoltatasa. Egyes mikroorganizmusok csokkentik sejtmembranjuk permedbilitasat, ezaltal
megakadalyozzak a gyogyszer bejutasat a sejtbe (Tamber et al., 2003).

Az gyogyszerekkel szemben kialakult ellenallds nem csak a baktériumok jellegzetes
tulajdonsaga, egyarant képesek rd protozoonok, daganatsejtek és parazitdk is (Galfi et al.,

2015).
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2.3 Antibiotikum hasznalat a sertésallomanyokban

Az antibiotikumokat az Aallattenyésztésben, igy a sertéstenyésztésben is a fertdzo
betegségek kezelése mellett a fertdzé betegségek kialakuldsanak megeldzésére alkalmazzak,
valamint régen a novekedés serkentésére és a takarmanyértékesités javitasara is hasznaltak
(Love et al., 2011). Az antibiotikumok alkalmazasat azonban, mint hozamfokozo6 szer 2006.
januar 1-t6l betiltottak az Europai Unidban, ennek részleteit az 1831/2003 /EC rendelet foglalja
magaba (2003.évi 1831/2003 /EC rendelet, 2003).

Egy 2012-ben végezett vizsgalat eredménye szerint az élelmiszertermeld allatok
kezelésére leggyakrabban hasznalt antibiotikumok a tetraciklinek (67%) voltak, majd ezt
kovették a penicillinek (11%), makrolidok (7%), szulfonamidok (6%), aminglikozidok (8%),
link6zamidok (2%), és a cefalosporinok (1% alatt) (Lagha et al., 2017). Kifejezetten sertéseknél
is vizsgaltak az antibiotikum felhasznalast Németorszagban, amely élén szintén a tertraciklinek
alltak, ezt kovetéen a B-laktamok és a trimetoprim-szulfonamidok voltak a leggyakrabban
hasznalt szerek (van Rennings és mtsa., 2015). Erre a vizsgalatra az egész Unidban is sor keriilt
2011 és 2014 kdzott, amelyben szintén az el6bbiekhez hasonlé eredményeket kaptak (European
Medicines Agency, 2016).

Ez a talzott mértekli gyogyszerhasznalat hozzajarult a rezisztens patogén korokozok
elterjedéséhez. A sertésagazatban gyakori az enterotoxikus Escheriachia coli altal okozott
megbetegedés, amely mar rezisztenssé valt az ezen a terlileten gyakran hasznalt tetraciklinekre,
valamint aminoglikozidokra, trimetoprim-szulfonamidokra és ampicillinekre (Barton, 2014).
Az enterotoxikus Escherichia coli valasztas utani hasmenést 0koz, ezzel nagy veszteségeket
okozva a sertéstenyésztésben, a valasztas utani malacok mortalitasanak 50%-ban ez a patogén
baktérium mutathato ki (Fairbrother et al., 2005). Vegyiink még egy példaként egy fontos
zoonotikus korokozot, a Streptococcus suis-t, amely nagy ellenallast mutat a makrolidokkal és

tetraciklinekkel szemben (Wasteson et al., 1994).

2.4 Hozamfokozoként hasznalt antibiotikumok

A hozamfokozok alkalmazasanak célja az allattenyésztésben a termelési tobblet €s a
takarmanyértékesités javitasa, valamint képesek ellenstlyozni a hidnyos takarmanyozast és a
kornyezet altal az allatokra gyakorolt stresszhatdsokat. A hozamfokozok legtobb esetben a
bélflora Osszetételének pozitiv iranyt befolyasolasa révén fejtik ki hatasukat. Gyakran

alkalmazott hozamfokozok voltak az antibiotikumok, amelyek nagyban hozzajarultak az
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antimikrobialis rezisztencia kialakulasahoz és terjedéséhez. Az allatokban kialakult rezisztencia
pedig az emberekbe is atkeriilhet. Az antibiotikumok erre a célra torténd felhasznalasa
Eurépaban mar tilos. Hozamfokozoként gyakran hasznalt antimikrobialis szerek voltak az
ionofor antibiotikumok, mint narazin, lazalocid, monenzin, valamint flavomicin, bacitracin, és
avoparcin. A sertésagazatban az antibiotikumok mellett még alkalmaztak réz-szulfatot,
valamint antimikrobialis szernek mindsiild olakvindoxot €s karbadoxot (Andrasofszky et al.,

2009).

2.5 Metagenomika, DNS-szekvenalas

Benniink, emberekben ¢és az allatokban kiilonféle mikroorganizmusok élnek, melyek
Osszességét nevezziik mikrobiotanak, ezek 1ij generdcids szekvenalasi adatokra alapozott
megismerésére alkalmas a metagenomika. Ezzel a megkdzelitéssel lehetséges az adott mintaban
1évd Osszes mikroorganizmus kimutatasa. Az organizmusok genomjait vizsgalja a DNS-iik és
RNS-iik felhasznaldsdval. A metagenom sz alatt a minta tartalmanak 6sszes genomjat értjiik.
A mikroorganizmusok genomjainak dsszességét mikrobiomnak nevezziik, igy beszélhetiink
viromrol és bakteriomrol is (Kriko et al., 2018). A rezisztenciagének Osszessége a rezisztom.

Az ujgeneracio szekvenalds (Next Generation Sequencing, NGS) az elmult évtizedben
valt ismertebbé és gyakoribba a tudomanyos kutatasok és a diagnosztika teriiletén (Sanger et
al., 1997). A kezdeti elsé generacids szekvenalast felvaltotta az ujgeneracios szekvenalas
(NGS), amellyel egy mintabdl rengeteg DNS-fragmens szekvencidja meghatarozhato rovid idd
alatt (Grada et al., 2013). Ez a moddszer sok Uj informacioval szolgalhat orvos-biologiai
kutatasokban, az allattartds és allategészségiigy teriiletén (Spisak et al., 2015; Kriko et al.,
2018).

A mikrobiom vizsgalataval sokkal tobb informaciot nyerhetiink, mint az eddig is
hasznalt immunologiai és mikrobioldgiai vizsgalatok sordan. A minta begylijtését kdvetden
abbol kivonjak a DNS-t. Altalaban a mintdk sokféle genombol tevédnek dssze, baktériumok,
virusok, az ¢él6lény sajat genomja, valamint bélcsatorndbol vett minta vagy bélsar esetén a
takarmany Osszetevok genetikai anyagat is tartalmazza. A kapott DNS szalak akar tobb millio
bazisbol is allhatnak, ezért ezeket restrikcids enzimekkel véletlenszeriien kisebb bazisszamu
fragmensekre tordelik. Ezutan kovetkezik az 0j-generacios szekvenalas, mely soran ezeknek a
rovidebb DNS-szakaszoknak meghatarozzak a nukleotid-sorrendjét. A folyamat
végeredményeként megkapjuk a short read-eket, azaz a leolvasott szekvencidkat, amelyek a

DNS-szakaszok digitalis formdi. A véletlenszerii darabolasnak kdszonhetden a minta DNS-
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einek teljes szekvenciaja lefedhetd. Ezt nevezziik shotgun metagenom szekvenalasnak (Krikod
etal., 2018).

A folyamatot a bioinformatikai adatfeldolgozas kdveti. Az igy kapott readeket annak a
fajnak a referenciagenomjara illesztik, amelybdl a minta szarmazik, hogy kiszlrjék a
gazdagenom- szennyez6dést, amelyekre a tovabbiakban nem lesz sziikség. Ezutan mar csak a
vizsgalat szempontjabdl fontos szekvencidkkal dolgoznak tovéabb, amiket baktériumok és
virusok genomjaihoz illesztenek specialis szoftverrel. Az illesztés eredménye megadja a
mikrobiomot alkotod fajokat és azt is, hogy a mintaban milyen gyakorisaggal fordulnak eld

(Kriko et al., 2018).

15



3. Anyag és modszer

3.1 Mintavétel és szekvenalas

Egy nagy létszamu sertésallomanybdl négy, a mintavételtdl szamitva 6t napon beliil fialt
szoptatd koca kutricdjanak padozatarol gytjtottiink friss bélsarmintat. Ez az alloméany Faddon
talalhato, a Duna-hyb Kft. tulajdona. A mintavételre 2018.05.31-én keriilt sor, a kocak
2018.05.26-an, 2018.05.28-4n ¢és 2018.05.29-¢én fialtak. A mintékat poolozva, azaz elegyitve
dolgoztuk fel. igy egy bélsarmintat kaptunk, amelybél a Zymo Research ZR Fecal DNA Kit-
jével kivontuk az 6ssz DNS-t. Majd ezt kdvetden a leolvasasi parositott szekvencidk (paired

end readek) lllumina Next Seq szekvenatorral lettek meghatarozva (T6th et al., 2020).

3.2 Bioinformatikai adatfeldolgozas és statisztikai elemzés

A szekvenalas eredményeként kapott nyers readek mindségellendrzését elvégezve, a
nem kielégité mindségii readeket kisziirtiik és a readek kevésbé megbizhat6 szakaszait levagtuk
(Bolger et al., 2014).

A béltartalomban a hazisertés genomjanak darabjai is megjelennek, és a szekvenalas
soran ezek bazissorrendje is le lett olvasva, az elemzések folytatasdhoz ezeket ki kellett
szlirnlink. Ezt Ggy végeztiik, hogy a Bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012) szoftverrel, very-
sensitive-local beallitassal a hazisertés (Sus scrofa) referenciagenomjara (NCBI azonosito:
Sscrofall.1) illesztettiik az 0sszes readet. A tovabbiakban csak azokat a readeket hasznéltuk,
amelyek igy nem illeszkedtek a sertés genomjara.

Els 1épésben ezeket a Kraken2 (k = 35) (Wood et al., 2019) szoftverrel az NCBI nem
redundans nukleotid adatbazisat (Pruitt et al., 2005) felhasznalva taxonklasszifikaltuk.
Ennek eredményét R-kornyezetben (R Core Team, 2019) a phyloseq (McMurdie and Holmes,
2013) és microbiome (Lahti and Shetty, 2019) csomagok fliggvényeivel dolgoztuk fel.
A tovabbi elemzésekbe csak azokat a readeket hasznaltuk fel, amelyek a taxonklasszifikacio
alapjan baktérium eredetiinek adodtak (Saenz et al., 2019). A mag-bakteriomhoz azokat az
osztalyokat  soroltuk, amelyek relativ abundanciadja meghaladta a  0.1%-ot.
A bakteridlis eredetli readek felhasznalasaval a metaSPAdes (Nurk et al., 2017) szoftverrel
metagenomidlis assemblyt végeztiink, aminek eredményeként hosszabb kontigokat

(6sszeillesztett DNS-szekvenciakat) kaptunk. Ezek koziil azokat tartottuk meg, amelyek
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Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD, McArthur et al., 2013; Jia et al., 2017)
legrovidebb antimikrobialis rezisztencidért felelds génjénél hosszabbak voltak.

A megsziirt kontigokbol kiolvastuk az dsszes lehetséges leolvasasi keretet (open reading
frame, ORF), és azok nukleotid bazissorrendje alapjan fehérjeszekvencidkat prediktaltunk.
E fehérjeszekvenciakat a Resistance Gene Identifier (RGI) v5.1.0 segitségével hasonlitottuk a
CARD adatbazis ARG-szekvenciaihoz.

A szoftver Protein Homolog modell alapjan a fehérjekodold szekvencidkat az illeszkedés
mindsége szerint harom osztaly valamelyikébe sorolja:

o Perfect: azt jelenti, hogy az adott aminosavszekvencia 100%-ban megegyezik a

referenciaszekvencidval, ez utdbbi teljes hosszaban.

o Strict: azok a szekvencidk, amelyek nem felelnek meg az el6z6 feltételnek, de a
bitscore-juk meghaladja a curated BLASTP cut-off értékét. Ezek olyan variansok
lehetnek, amelyeket kordbban nem irtak le, nem szerepelnek az adatbazisban.

o Loose: ebbe a kategoriaba olyan szekvenciak esnek, amelyeknek a bitscore-ja Kisebb,
mint a curated BLASTP cut-off. Ezek még tavolabbi homolog gének lehetnek, alapjai
1) ARM-gének meghatarozasanak.

A Loose besorolésu taldlatokat elvetettiik. Azokat a kontigokat, amelyekben egy vagy tobb
perfect vagy strict besorolasi ORF-et talaltunk az el6zéekben leirtak szerint
taxonklasszifikaltuk a Kraken2-vel.

Az azonositott ARG-ket tovabb vizsgaltuk abbdl a szempontbodl, hogy a kdrnyezetiinkben
1évé egyéb gének sajatossdgai alapjan valdsziniisitheté-e az ARG mobilitasa.
Ekkor mobilis genetikai elemeket (mobile genetic element, MGE) keresiink az ARG
kornyezetében. Ebbdl a célbol minden tiz ORF-nyi tavolsagon beliil 1év6 ORF prediktalt
fehérjeszekvencianak a PFAM v32 (El-Gebali et al., 2019) és TnpPred (Riadi et al., 2012)
adatbazisban tarolt fehérjeszekvenciaval valdo homologiajat értékeljilk a HMMER (Mistry et al.,

2013) szoftver segitségével. Az adatfeldolgozas 1épéseit a 3. abra mutatja be.
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mely baktériumbol

il

3. dbra Az adatfeldolgozas lépései (sajat abra)

Saenz és munkatarsai (2019) megkozelitését kovetve akkor tekintettiink egy ARG-t
mobilisnak, ha az adott tavolsagon beliil talaltunk olyan ORF-et, amely fag integraz, resolvaz,
transzpozaz vagy transzpozon szekvencidkkal valé hasonlosdgihoz kapcsolt E-érték 10°
értéknél kisebb volt. Az ARG-t tartalmazé kontigok plazmideredetét a PlasFlow v.1.1
(Krawczyk et al., 2018) szoftver segitségével prediktaltuk.
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4. Eredmények

4.1 Baktériumok

A szekvenalas eredményeként 5 519 047 paired end readet kaptunk, amelyek tisztitasa
utdan 1 026 974 readpar bizonyult bakterialis eredetiinek. A taxonklasszifikacio alapjan a
bélsarmintdban a baktériumnemzetségek relativ abundancidja (4. dbra) csokkend sorrendben a
kovetkez6: Escherichia (25.4%), Prevotella (11.7%), Bacteroides (9.4%), Megasphaera
(4.35%), Faecalibacterium (4.33%), Desulfovibrio (3.91%), Ruminococcus (3.5%),
Dysosmobacter (3.44%), Blautia (2.8%), Lactobacillus (2.5%), Streptomyces (2.43%),
Acidaminococcus (2.41%), Pseudomonas (2.21%), Muribaculum (1.99%), Clostridium
(1.88%), Lachnoclostridium (1.85%), Streptococcus (1.82%), Paenibacillus (1.75%),
Oscillibacter (1.68%), Bacillus (1.48%), Clostridioides (1.41%), Ruthenibacterium (1.34%),
Flavonifractor (1.29%), Roseburia (1.18%), Collinsella (1.11%), Alistipes (1.05%),
Corynebacterium (0.9%), Selenomonas (0.89%) (Toth et al., 2020).

. Acidaminococcus . Clostridioides Dysosmobacter Lactobacillus Prevotella . Selenomonas
9 Bl Avistioes B Clostridium Escherichia Megasphaera Pseudomonas [ Streptococeus
@ . Bacillus Collinsella Faecalibacterium Muribaculum . Roseburia . Streptomyces
)

E . Bacteroides Corynebacterium Flavonifractor Oscillibacter - Ruminococcus
2 B sautia Desulfovibrio Lachnoclostridium Paenibacilus [ Ruthenibacterium

0 25 50 75 100
Relativ abundancia (%)

4. abra A vizsgalt mintaban talalhato baktériumok nemzetség szinten (Toth et al., 2020). A
szekvenalast és bioinformatikai adatfeldolgozast kévetden az dbran lathato eredményeket
kaptuk a kocak mikrobiomjarol. Az abra a vizsgalt sertések mikrobiomjat alkoto baktériumok
jelenleteét és elofordulasanak gyakorisagat mutatja be nemzetség szintjéen. Mind Gram-

negativ, mind Gram-pozitiv baktériumok nagy szammal elofordulnak.

19



4.2 Antibiotikumok

Szekvencia azonossag (%) [ N S
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5. abra Maximalis ORF lefedettség és egyezés antibiotikumonként (Toth et al., 2020) A

mintaban a legtobb antibiotikumhoz tartozo ARG 100% azonossagot mutatott.

Az antimikrobidlis rezisztenciagének azonositdsa sordn azokat a taldlatokat tartottuk
meg (1. tablazat), amelyek esetén az adott ORF a referencia gént legalabb 60% hosszan,
legalabb 90%-0s bazissorrend-azonossagban lefedte. Az ARG-k altal befolyasolt antibiotikum-
osztalyokra kigylijtottiik a maximalis lefedettségben €s szekvencialis azonossagban talalt ORF-
eket (5. abra). Ezek alapjan az akridinfesték, aminokumarin, karbapenem, cefalosporin,
cefamicin, fluorokinolon, glicilciklin, makrolid, monobaktam, nitroimidazol, nukleozid,
penam, penem, peptid, fenikol, rifamicin, tetraciklin, triklozan antibiotikum-osztalyok hatasat
befolyasoldo ARG-k tokéletes lefedettséggel és bazissorrend-azonossaggal jelen voltak a
mintaban (Téth et al., 2020).

Az azonositott rezisztenciagéneket osztily szinten sikeriilt besorolni a kontigok
taxonklasszifikacigja soran. 7 génnek azonban meg lehetett allapitani a pontos, fajszinti
eredetét, vagyis hogy melyik baktériumfajbol szarmazik. Ezt a 6. abran lathatjuk.

Az 6sszes azonositott ARG osztaly szintli besoroldsa a kovetkezok szerint alakul: 81%

Gammaproteobacteria, 3,8 % Clostridia ¢és 1,9% Bacteroidia (Téth et al., 2020).
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—
[Bacteroides ovatus)

—

 Clostridioides difficile

Escherichia coli

ARG Baktérium

6. dbra Az ARG-k faj szintii eredete. A sok kapott gén koziil csak kevés szamu ARG-r6l lehetett
megallapitani, hogy pontosan melyik baktériumfajbol szarmazik (Toth et al., 2020).

Mint a 6. abra is mutatja, az AAC(6")-Im és az APH(2"")-Ila gének a Clostridioides
difficile, az ErmG gén pedig a Bacteroides ovatus baktériumbdl szarmazott. Mig 4 gén, a kdpE,
az mdtA, az mdtB és az mdtM ARG-k az Escherichia coli eredetiiek voltak.
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1. tablazat: Az azonositott antimikrobialis rezisztenciagének (Toth és mtsa., 2020)

Antimikrobialis Rezisztencia Gén

Lefedettség Szekvencia

Antibiotikum-osztaly

(ARG) % azonossag %

AAC(6')-Im 100 97,74 aminoglikozid

ACI-1 100 100 cefalosporin; penam; penem

acrB 81,03 100 fluorokinolon; cefalosporin; glicilciklin; penam;
tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozan

acrD 100 100 aminoglikozid

AcrE 100 100 fluorokinolon; cefalosporin; cefamicin; penam

AcrF 100 99,71 fluorokinolon; cefalosporin; cefamicin; penam

AcrS 100 100 fluorokinolon; cefalosporin; glicilciklin; cefamicin;
penam; tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozan

APH(2")-1la 100 95,65 aminoglikozid

baeR 100 99,17 aminoglikozid; aminokumarin

CfxA6 67,37 99,1 cefamicin

CpxA 100 100 aminoglikozid; aminokumarin

CRP 62,38 98,47 makrolid; fluorokinolon; penam

emrA 100 99,74 fluorokinolon

emrB 100 100 fluorokinolon

emrkK 100 100 tetraciklin

emrY 100 99,41 tetraciklin

eptA 100 99,82 peptid

ErmG 65,98 98,14 makrolid; linkézamidok; streptogramin

Escherichia coli acrA 92,7 100 fluorokinolon; cefalosporin; glicilciklin; penam;
tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozan

Escherichia coli acrR with mutation conferring 100 100 fluorokinolon; cefalosporin; glicilciklin; penam;

multidrug antibiotic resistance tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozan

Escherichia coli ampC beta-lactamase 100 97,08 cefalosporin; penam

Escherichia coli ampH beta-lactamase 100 99,74 cefalosporin; penam

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring 94,87 99,74 elfamicin

resistance to Pulvomycin

Escherichia coli emrE 100 97,27 makrolid

Escherichia coli GIpT with mutation conferring 100 99,78 fosfomicin

resistance to fosfomycin

Escherichia coli marR mutant conferring 100 98,61 fluorokinolon; cefalosporin; glicilciklin; penam;

antibiotic resistance tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozann

Escherichia coli mdfA 100 97,07 tetraciklin; benzalkonium klorid; rodamin

Escherichia coli soxR with mutation conferring 100 100 fluorokinolon; cefalosporin; glicilciklin; penam;

antibiotic resistance tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozan

Escherichia coli soxS with mutation conferring 100 100 fluorokinolon; monobaktam; karbapenem;

antibiotic resistance cefalosporin; glicilciklin; cefamicin; penam;
tetraciklin; rifamicin; fenikol; triklozan; penem

evgA 100 100 makrolid; fluorokinolon; penam; tetraciklin

evgs 100 99,75 makrolide; fluorokinolon; penam; tetraciklin

gadX 100 100 makrolid; fluorokinolon; penam

H-NS 70,07 100 makrolid; fluorokinolon; cefalosporin; cefamicin;
penam; tetraciklin

kdpE 100 99,56 aminoglikozid
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marA 100 100 fluorokinolon; monobaktam; karbapenem;
cefalosporin; glicilciklin; cefamicin; penam;
tetraciklin; rifamicin; fenicol; triklozan; penem

mdtA 100 98,55 aminokumarin

mdtB 98,85 99,61 aminokumarin

mdtE 100 100 makrolid; fluorokinolon; penam

mdtF 100 100 makrolid; fluorokinolon; penam

mdtG 100 100 fosfomicin

mdtH 100 99,75 fluorokinolon

mdtM 100 97,07 fluorokinolon; link6zamid; nukleozid; akridinfesték;
fenikol

mdtN 100 100 nukleozid; akridinfesték

mdtO 100 99,85 nukleozid; akridinfesték

mdtP 100 99,8 nukleozid; akridinfesték

mphB 86,71 98,53 makrolid

msbA 100 100 nitroimidazol

PmrF 100 100 peptid

tet(40) 100 97,54 tetraciklin

tetQ 94,98 96,79 tetraciklin

TolC 99,6 100 makrolid; fluorokinolon; aminoglikozid;
karbapenem,; cefalosporin; glicilciklin; cefamicin;
penam; tetraciklin; peptid; aminokumarin; rifamicin;
fenikol; triklozan; penem

Yojl 100 100 peptid

Az 1. tablazat a mintaban talalhato rezisztenciagéneket, a hozzajuk tartozo rezisztencia

mechanizmusokat, az azonossagot és lefedettséget mutatja be.

A rezisztencia legvaloszinlibb okanak tartjak a rezisztencia horizontalis terjedését, azon

beliil is a plazmid altal végbement horizontalis géntranszfert. A folyamat soran a DNS egy

szakasza sejtosztodas nélkiil adodik at egy masik baktériumnak, amelyet beépitve a genomjaba

képes lesz majd arra, hogy tovabb orokitse (Stokes and Gillings, 2011).

A mintaban a kovetkezd gének nagy valosziniiséggel plazmidon helyezkednek el, igy

novelve a horizontalis géntranszfer esélyét: AAC(6")-Im; APH(2")-lla; baeR; CfXA®G;

Escherichia coli marR mutant conferring antibiotic resistance; marA.
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5. Megbeszélés

5.1 Baktériumok

A Dbaktériumok kimutatdsara elsésorban a tenyésztésen alapuld vizsgalatokat
hasznaljak, a metagenom vizsgalatok ezek mellett még kiegészitd jelleggel alkalmazott
eljarasok. Ennek az j mddszernek az eldényei koz¢é sorolhatd, hogy olyan baktériumok is
kimutathat6éak, amelyeket a hagyomanyos eljarads soran nem lehetséges. Az emberek €s az
allatok teljes bélmikrobiomja feltarhat6, és vizsgalhat6 annak valtozasa. Vizsgalataink soran 28
baktérium nemzetség fajait sikeriilt azonositani sertés bélsarbol (Toth et al., 2020). A
kovetkezOkben a szekvenalds eredményeként azonositott nemzetségek tagjait jellemzem és
térek ki allatorvosi jelentdségiikre.

Az Acidaminococcus nemzetség tagjai Gram-negativ, anaerob baktériumok, amelyek
aminosavakat haszndlnak fel els6dleges energiaforrasként novekedésiikh6z és anyagcsere
aktivitasukhoz. Az aminosav fermentacidé kovetkeztében ecetsav, vajsav és CO2 keletkezik
(Rogosa, 2014). Morfologiajukat tekintve 0,1-0,2 mm atmérdji, fehér vagy sziirkés szinti
diplococcusok, olykor ovalis vagy vese alaku telepeket képeznek (Rogosa, 2014). Emberi
bélcsatornabol is kimutattak, idonként okozhat megbetegedést, de gyakran a kiilonboz6
fertézésekhez tarsul (Callaway et al. 2010; Chatterjee et al, 1995).

Az Alistipes nemzetség viszonylag uj baktérium nemzetségnek tekinthetd, amely kozel
13 fajbol all. Tagjai Gram-negativ, anaerob, sporaképzd, rud alaktl baktériumok, amelyek
koriilbeliil 0,1-0,3 mm nagysagu, sziirke telepeket képeznek véres agaron. A nemzetség
felfedezésekor elsdsorban orvosi klinikai mintakbol izolaltdk az emberi bélmikrobiom
tagjaként. Megtalaltdl azonban Oket vakbélgyulladdsos korképekhez ¢és vastagbélrdkhoz
kotddoen is (Parker et al., 2020). Az Alistipes fajok az emberi és allati bélcsatornaban talalhatok
meg, és azt feltételezik, hogy szimbiotikus kapcsolatban élnek a gazda szervezetével (Kulagina
etal., 2012).

A Bacillus nemzetség tagjai Gram-pozitiv, aerob, sporas, palcika alakt baktériumok.
Természetes koriilmények kozott is megtalalhatdak az allatok €s az ember bélcsatorndjaban, és
bérén is, valamint a talajban, novényeken, természetes vizekben, kivéve a Bacillus anthracist.
A Bacillus nemzetségbe tartozoé baktériumok koziil a szaprofita fajok a természetben

elterjedtek, kiilondsen a Bacillus subtilis, Bacillus cereus és Bacillus megaterium. A Bacillusok
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egyes fajai antibiotikum termelésre képesek. A Bacillus licheniformis a bacitracinokat, mig a
Bacillus polymyxa polimixineket termel (Medveczky et al., 1998).

A Bacteroides nemzetség tagjai Gram-negativ, szigoriian anaerob, nem sporaképzo,
vastag palca alaka baktériumok (Mitsuoka et al., 1974).

Szigortan anaerob, Gram-pozitiv, nem sporaképz6 baktériumok alkotjak Blautia
nemzetséget, amelyek a Firmicutes osztalyba tartoznak. Coccoid vagy ovalis alakkal
rendelkeznek, allati és emberi bélsarbol egyarant izolaltak (Park et al., 2012). A Blautia
nemzetségbe szamos faj tartozik, mint példaul Blautia luti, Blautia producta, Blautia schinkii.
A Blautia baktériumokat, mint széklet indikatorait vizsgaltak folyok vizébol az emberi és allati
riilék nyomon kovetésére (Koskey et al., 2014). Egy kutatas soran megallapitottak, hogy a
szervatiiltetést kovetden kialakulod graft-versus-host-betegséget (GVHD) befolyasolja, vagyis
csokkenti a betegség eléfordulasat és eldsegiti a talélést a Blautia nemzetség tagjainak nagyobb
aranyu eléfordulasa, igy csokkenti a GVHD mortalitasat (Jenq et al., 2015).

A Clostridiumok nemzetségébe tartozd Gram-pozitiv, anaerob, spéras baktériumok
morfologiajukat tekintve 1-2 mikrométer nagysaguak, palca alakuak, akar hossza fonalakat is
képezhetnek. A talajban fontos szerepet jatszanak a szerves anyagok lebontasaban. Természetes
eléfordulasi helylik a talajban van, de képesek megtelepedni az allat €s ember bélcsatorndjaban
betegség eldidézése nélkiil. Betegséget akkor okoznak, ha a bélbdl vagy a kiilvilagbol, a talajbol
a szovetek kozé jutnak, és ott elszaporodva karositjak azt. A bélbdl felszivodo Clostridium
toxinok is okozhatnak megbetegedést. Allatrél allatra nem terjednek. Az éltaluk okozott
betegségeket harom csoportba oszthatjuk: gazodémas betegségek, amelyek oka leggyakrabban
sebfertdzés, enterotoxaemidk, valamint intoxikaciok. Gazodémas betegséget foleg a
Clostridium septicum, Clostridium novyi és Clostridium histolyticum okoz, amelyek a
rosszindulatl vizenyd nevil korképet idézik eld, kozéjiik tartozik még a Clostridium chauvoei
IS. Az enterotoxémiaért a Clostridium perfringens torzsek felelések emberben, kérédzében,
sertésben ¢és tytkban, mig intoxikaciot a Clostridium tetani és a Clostridium botulinum okoz
(Medveczky et al., 1998; Varga et al., 1999).

A Clostridioides, mint Clostridium difficile szintén a Clostridiumok csaladjaba tartozo
Gram-pozitiv, anaerob, spords baktérium, amely az emberekben és dllatokban egyarant sulyos
betegségeket okozhatnak, de az allatokban mint kommenzalista baktériumok is jelen lehetnek.
Zoonotikus korokozo, de korlatozott a kozvetlen atadas lehetdsége az emberek €s allatok kozott
(Weese, 2020). Tobb allatfajban vizsgaltak a Clostridium difficile altal okozott betegség

lefolyésat, sertésekben foleg a 10 napnal fiatalabb malacokat betegiti meg, és benniik okoz
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sulyos klinikai tiineteket, amely az erGtlejes hasmenés mellett akar hirtelen halallal is
jelentkezhet. Enyhébb esetekben csokkent étvagy, csokkent novekedés és hasmenés figyelhetd
meg (Yaeger et al., 2007). A Clostridium difficile jelenléte gyakori a sertésallomanyokban, s6t
egy vizsgalat soran kimutattak antimikrobiélis rezisztenciaval rendelkezd torzseket is (Alvarez-
Pérez et al., 2013).

A Collinsella nemzetség tagjai Gram-pozitiv, anaerob, sporat nem képz6 fajok. Human
kutatasok foglalkoztak a bélben vald jelenlétiikkel, féleg a Collinsella aerofaciens
baktériummal, amely el6forduldsa a leggyakoribb az emberi bélcsatornadban. PCR alapu
modszerekkel vizsgaltak oket, és kozel 181 Collinsella torzset mutattak ki székletbol
(Kageyama et al., 2000). A Collinsella aerofaciens az ember vastagbelében a laktozt
hasznositja, valamint a Bifidobacteriummal egyiitt modositja a gazdaszervezet epesavait,
amelynek kovetkeztében megvaltoztatjak egyes korokozok fert6z4- és megbetegitOképességét
a bélben (Rajili¢-Stojanovi¢ et al., 2014).

A Corynebacteriumok Gram-pozitiv, sporat nem képzd, aerob vagy fakultativ anaerob,
palcika alaku baktériumok, de alakjukat tekintve valtozatosak. Természetes koriilmények
kozott is jelen lehetnek az ember vagy allat nyalkahartyain és borén, az allatokban megtalalhato
fajok kivétel nélkiil fakultativ patogének (Medveczky et al., 1998). Megtalalhatok még a
névényzeten, természetes vizekben és a talajban is (Varga et al., 1999). Allatorvosi
jelentéséggel birnak a kovetkezOkben részletezett fajok. A Corynebacterium renale gennyes
holyag- és vesemedencegyulladast okoz fdleg szarvasmarhaban, de akdr sertésben is. A
Corynebacterium pseudotuberculosis juhokat, kecskéket és lovakat betegit meg. Kecskében és
juhban pseudotuberculosist, azaz elsajtosodassal jaré nyirokcsomod-gyulladast okoznak, mig
lovakban fekélyes nyirokérgyulladas jelentkezik. Emberek a bor sériilésein keresztiil
fert6zddhetnek, benniik a nyirokcsomok gennyes gyulladasa alakul ki. A Corynebacterium
pseudotuberculosis exotoxinokat képez, amely a talyogképzodést idézi elé (Medveczky et al.,
1998). A Corynebacterium renale, a Corynebacterium pilosum és Corynebacterium cistidis
sertésekben is okozhat hugyholyag €s huigyvezetd gyulladast, valamint gennyes vesemedence-
gyulladast. Gyakran el6fordul, hogy ezeket a betegségeket csak a vagéhidon veszik észre,
amennyiben még az allat életében felismerik, akkor penicillinekkel jol gyogykezelhet6 (Varga
etal., 1999).

A Desulfovibrio fajok Gram-negativ, anaerob, nem sporas baktériumok, amelyek
eléfordulnak a természetben, valamint az allatok és az emberek bélcsatornajaban (Lozniewski

et al., 1999). Egyes kutatasok kimutattak, hogy sertésekben nagyobb mennyiségben vannak
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jelen a bél lumenében és a nyalkahartya mintadkban is dizentéridhoz ko6tddd esetekben
(Burrough et al., 2017). A sertésdizentéria a vastagbél nyalkahartyajanak elhalasaval jaro,
ezaltal nyalkéas-véres hasmenéssel jelentkezd, nagy gazdasagi jelentoséggel bird betegség
hazankban és vilagszerte egyarant. Korokozoja a Brachyspira hyodyseteriae, régi nevén
Serpulina hyodysenteriae, amellyel az allatok szajon at fert6z6dnek, bélsarukkal {iritik a
baktériumokat. Tiinetmentes hordozdokkal vihetik be a korokozot a sertésdllomanyokba,
amelyben a hajlamositd tényezok kovetkeztében a betegség a 10-14 napos lappangasi idot
kovetden fellangolhat, amely nagy veszteségeket okozhat a gazdasagban. A sertések
gyogyulasat kdvetéen a baktérium hordozas és iirités életiik végéig fennmarad (Varga et al.,
1999).

A Dysosmobacter nemzetség tagjai Gram- negativ, anaerob baktériumok, amelyek nem
képeznek sporat. Egyelore kevés kutatas és cikk foglalkozik a Dysosmobacter nemzetséggel,
egy vizsgalat soran azonban emberi bélsarbol kimutattdk a J115T torzsbe tartozo
Dysosmobacter welbionis gen. nov., sp. november fajt (Le Roy et al., 2019).

Az Escherichia nemzetség az Enterobacteriumok, vagyis a bélbaktériumok kozé
tartozik, melynek tagjai Gram-negativ, spora nélkiili, acrob, fakultativ anaerob baktériumok,
tehat aerob és anaerob koriilmények kozott is képesek szaporodni. Jelentséggel az Escherichia
coli faj bir, amelyek természetes koriilmények kozott is jelen lehetnek az allati és emberi
bélcsatornaban, hajlamositd tényezdk kovetkeztében megbetegedést okoznak, igy fakultativ
patogének. Legsulyosabb betegséget 0jsziilott borjakban és malacokban, valamint valasztott
malacokban képes kialakitani, de megbetegitheti a nyulat, macskat, kutyat, baromfit és az
embert is (Medvezky et al., 1998). Sertésekben az ujszilott és valasztott malacok coli-
hasmenését és a sertések 6démabetegségét okozza (Varga et al., 1999).

A Faecalibacterium fajokkal kevés kutatas foglalkozott, féleg emberekben vizsgaltak.
Nehéz izolalni, mivel rendkiviil érzékeny az oxigénre (Duncan et al., 2002). A
Faecalibacterium nemzetség egyik faja, a Faecalibacterium prausnitzii nagyobb aranyban
fordult elé az inflammatory bowel disease-ben (IBD), azaz gyulladasos bélbetegségben
szenvedd betegek bélcsatornajaban (Round et al., 2009). Sertés ¢s szarvasmarha
bélcsatornajabol is kimutattak a Faecalibacterium prausnitzii jelenlétét (Foditsch et al., 2014).

A Flavonifractor fajok Gram-pozitiv, anaerob baktériumok, amelyek természetes
koriilmények kozott jelen vannak az emberi és allati bélcsatornaban, de klinikai jelentdségiik

csekély (Berger et al., 2018).
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A Lachnoclostridium nemzetség tagjai Gram-negativ, palcika alaku baktériumok,
amelyek szintén az emberi és allati mikrobiom tagjai, kevés klinikai jelentéséggel birnak
(Amadou et al., 2016).

A Lactobacillusok, vagyis a tejsavbaktériumok Gram-pozitiv, mikroaerofil
baktériumok, amelyek egyedi tulajdonsaga, hogy a cukor fermentacidja soran tejsavat allitanak
elé (Miller et al., 2000). Nélkiilozhetetlenek egyes élelmiszerek, mint példaul bizonyos
tejtermékek elballitasahoz (Wood, 1998). Természetes lakoja az allatok bél és hiively
nyalkahartyajanak (Kandler, 1983). A Lactobacillusok képesek bakteriocinek, vagyis bizonyos
antimikrobialis fehérjék eldallitasara. Ezeket a tulajdonsagokat ismerve felhasznaljak oket az
¢lelmiszerbiztonsag és -mindség terliletén, valamint antibiotikum helyettesitéseként az
orvostudomanyban (Twomey et al., 2002).

A Megasphaera fajok szigortian anaerob mikroorganizmusok, amelyek az emeberek és
allatok, koztiik a sertések bélrendszerében, mint kommenzalista baktériumok vannak jelen
(Allison, 1978). A gastrointestinalis traktusban részt vesznek kiilonbozé anyagok lebontasaban,
mint példaul a laktatok, cukrok és aminosavak metabolizmusaban (Rogosa et al.,1984).
Sertések takarmanyozéasa és a Megasphera elsdenii faj mennyisége kozotti Osszefiiggések
vizsgalata soran kiilonboz6 antibiotikum-, elsésorban ampicillin-rezisztens ¢és tetraciklin-
rezisztens tOrzsket taldltak kozottiik, amelynek jelenlétét a bélben antibiotikum-érzékeny
torzsekkel probaltak befolyasolni (Stanton et al., 2011).

A Muribaculum nemzetség tagjai szigorGian anaerob, palcika alak(l baktériumok
(Lagkouvardos et al., 2016). Klinikai jelentségiik csekély, kevés kutatas foglalkozik a
Muribaculum fajok jelenlétével a bélcsatorna mikrobiomjaban.

Az Oscillibacter baktériumok Gram-negativak, anaerobok, spoérat nem képeznek,
valamint morfologiajukat tekintve rad alakaak (lino et al., 2007). Egyes kutatasok arra mutattak
ra, hogy ezek a fajok mar jsziilott korban nagy szammal jelen vannak a béltraktusban, ami a
jo alkalmazkodoképességiiknek koszonhet6 (Palmer et al., 2007).

A Paenibacillus fajok természetes el6fordulasi helye lehet még a bélcsatornan kiviil a
borfelszin, valamit a talaj és a ndvények gyokereinek felszine (Kim et al., 2015). A nemzetség
tagjainal felfedezték antimikrobialis és antioxidans hatasukat (Liang et al., 2014; Raza et al.,
2011).

A Prevotella nemzetségbe Gram-negativ, palcika alakkal rendelkezé baktériumok

tartoznak, amelyek mind az emberi mind az allati bélmikrobiom természetes tagjai (Margolis
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etal., 2015). Sertésekben a Prevotella fajok féleg a bél hatulso szakaszaban fordulnak el6 (Flint
etal., 2014).

A Pseudomonas fajok Gram-negativ, aerob, palcika alakkal rendelkezé baktériumok,
amelyek nagyrészt szaprofitak, de van kozottiik néhany jelentds patogén vagy fakultativ
patogén korokozo is. Allatorvosi szempontbél jelentések a Pseudomonas mallei, Pseudomonas
pseudomallei és a Pseudomonas aeruginosa. Természetes koriilmények kozott a szaprofita
fajok, valamint kis szamban a Pseudomonas aeruginosa talalhat6 meg az emberek és allatok
bélrendszerében. Sertésekben a Pseudomonas pseudomallei és a Pseudomonas aeruginosa
okoz megbetegedést. A Pseudomonas pseudomallei melioidosist, azaz gennyes beolvadasokkal
jar6é Dbetegséget idéz eld, mig az utdbbi metritist, mastitist, sebfertézéseket, valamint
szeptikémiat okozhat (Medveczky et al., 1998).

A Roseburia nemzetségbe Gram-pozitiv, rad alakkal rendelkez6, anerob, nem sporas
baktériumok tartoznak (Duncan et al., 2002). A nemzetség 6t fajbol all, amelyek a Roseburia
cecicola, Roseburia inulinivorans, Roseburia faecis, Roseburia intestinalis és Roseburia
hominis. Ezek a fajok kiilonb6z6 termékeik révén befolyasoljak a bélmozgast, gyulladasgatlo
¢s immunfolyamatokat elésegit6 hatasokkal rendelkeznek (Tamanai-Shacoori et al., 2017).

A Ruminococcus fajok Gram-pozitiv, szigoruan anaerob, coccoid alaku baktériumok,
amelyek egy része cellulolitikus tulajdonsagokkal rendelkezik, tehat képesek a celluloz
bontasara (Varel et al., 1983). A neviikkel ellentétebn nem csak a kér6dzok bélcsatornajaban
talalhatok meg, hanem valamennyi ndvény- ¢és mindenevd allat valamint az ember
mikrobiomjanak részei. Sertésben a Ruminococcus bromii talalhatd meg, amely a
bélcsatornaban képes a keményitd lebontasara (La Reau et al., 2016; Ze et al., 2012).

A Ruthenibacterium nemzetség tagjai Gram-negativ, szigorian anaerob, sporat nem
képz6, morfologiajukat tekintve rud alakkal rendelkez6 baktériumok (Shkoporov et al., 2016).
A normal bélmikrobiom része, allatokban klinikai jelentdségérdl nem szdmoltak be kutatasok.

A Selenomonas nemzetség rad alakkal rendelkez6, Gram-negativ, anaerob
baktériumokbol 4ll, melyek természetes eléfordulasi helye az emberek €s allatok bélcsatornaja,
azonban megfigyelték mar mocsaras Vizben és szennyvizben is (Azuma et al., 1979; Dworkin,
2006; Leifson et al., 1960).

A Streptococcus nemzetséget alkotd fajok Gram-pozitivak, kozottik eldfordulnak
aerobok, fakultativ anerobok és obligat anaerobok is. Gomb vagy ovalis alakkal rendelkezd
koérokozok, amelyek lancokat képeznek. Széles korben megtalalhatdak, eléfordulnak az allatok

¢s emberek bélcsatorndjaban, szajliregében, légutakban, bdrén, hugy- és nemi utakban,

29



valamint bekeriilhetnek a tejbe és a szennyvizekbe is. Fakultativ patogének, hajlamosito
tényezOk hatasara okoznak megbetegedést. A sertések Streptococcusai a Streptococcus suis és
Streptococcus porcinus, mindkét faj természetes koriilmények kozott is megtalalhatéak a
sertések tonsillajaban és orriiregében. A Streptococcus suis arthritist, tiidégyulladast,
szeptikémiat, metritist, mastitist és meningoencephalitist okozhat, mig a Streptococcus suis
altal eloidézett betegség a feji nyirokcsomok eltalyogosodéasaval jar. A sterptococcosis
kovetkeztében a vemhes kocdk elvetélhetnek. Megbetegedést okozhat még sertésben a lovak
Streptococcusa a Streptococcus equi subsp. equisimilis, mely az el6bb emlitett korokozokhoz
hasonl¢ tiineteket okoz (Medveczky et al., 1998; Varga et al., 1999).

A Streptomyces nemzetség Gram-pozitiv, gombdkra emlékeztetd alakkal rendelkezd
baktériumokbol  4ll, melyek  kiilonleges  tulajdonsdguk  bizonyos  madsodlagos
anyagcseretermékek képzése. Ezek a metabolitok antiviralis, antibakterialis, immunszupressziv

¢és antihipertenziv hatassal rendelkeznek (Khan et al., 2011).

5.2 Rezisztenciagének és antibiotikumok

Vizsgalataink soran az 1. tablazatban (21-22. oldal) lathato rezisztenciagéneket talaltuk.
Ezek koziil is legnagyobb jelentdséggel azok birnak, amelyek plazmidon helyezkednek el, igy
nagyobb eséllyel megy végbe horizontélis géntranszfer a baktériumok kozott. Ezek a gének a
kovetkezok voltak: AAC(6')-Im; APH(2")-11a; baeR; CfxA6; Escherichia coli marR mutant
conferring antibiotic resistance; marA.

Az AAC(6')-Im egy plazmid altal kodolt gén az Escerichia coli és az Escherichia
faecium baktériumokban, mely a rezisztenciat az antibiotikum inaktivacidja révén alakitja ki.
Az aminoglikozidok az az antibiotikum csoport, amely ellen ez az AAC(6')-Im gén rezisztenciat
koédol (CARD, McArthur et al., 2013). A Staphylococcusok, valamint Gram-negativ aerob
korokozok ellen hatasosak. F6 képviseldi a streptomicin, spektinomicin, neomicin, gentamicin,
amikacin és tobramicin. Hat4sukat a fehérjeszintézis gatlasa révén fejtik ki a 30S riboszoma
alegységen, de ehhez be kell jutniuk a sejtbe, amely folyamatot azok az antibiotikumok
segithetik eld, amelyek a sejtfal szintézisét gatoljak, ezaltal hatékonysaguk novekszik. Ezen
kiviil az aminoglikozidok hatasukat igy is kifejthetik, hogy hozzako6tddnek a korokozd RNS-
¢hez, amely altal strukturalis kéarosodast idéznek eld. Koncentracio-fiiggd baktericidek,

amelyek posztantibiotikus hatassal rendelkeznek. A rezisztencia kialakulasanak oka
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enzimatikus inaktivalas, amelyet plazmid kozvetit. A rezisztencia igen gyakori az Escherichia
coli és bizonyos Salmonellak esetében (Galfi et al., 2015).

Az APH(2")-Ila gén kromoszoma altal kodolt az Escherichia coli és Escherichia
faecium torzsekben, valamint plazmidon is elhelyezkedhet. Ez a gén is az aminoglikozidok
elleni rezisztencia kialakitdsdban jatszik szerepet, melynek mechanizmusa szintén az
antibiotikum inaktivacidja (CARD, McArthur et al., 2013 ).

A baeR gén antibiotikum efflux révén alakit ki rezisztencidt az aminokumarin ¢€s
aminoglikozid antibiotikumokkal szemben. Az aminokumarin antibiotikum csoport tagjai a
klorobiocin, coumermycin A1l és a novobiocin. (Maxwell et al., 1999) Az aminokumarinokat a
Streptomyces fajok termelik (Tamura et al., 2008).

A CfxA6 gén a cefamicin antibiotikum elleni rezisztenciaért felelés az Acinetobacter
baumannii baktériumban, melyben az antibiotikum inaktivacioja torténik (CARD, McArthur et
al., 2013). A cefamicineket a Streptomyces lactamdurans baktérium szintetizalja. A B-laktam
antibiotikumok csaladjaba tartoznak, igy p-laktaméz enzimekkel szemben rendkiviil
ellendlloak. A cefotetan és a cefoxitin a cefamicinek csoportjaba tartozik, melyekre a Gram-
negativ korokozok érzékenyek (Galfi et al., 2015; Daoust et al., 1972).

Az Escherichia coli marR mutant conferring antibiotic resistance nevii gén az
antibiotikum céljdnak megvaltoztatasa, valamint az antibitikum efflux vagyis az antibiotikum
baktériumsejtb6l vald kipumpaldsa révén biztosit ellenallast. Ez a rezisztenciagén sok
antibiotikum csalad hatasa elleni rezisztenciaért felelés, melyek a fluorokinolonok,
tetraciklinek, cefalosporinok, fenikolok, glicilciklin, triklozan, penam és rifamicin
antimikrobialis szerek (CARD, McArthur et al., 2013). A tovabbiakban ezeket az antibiotikum
cspoportokat mutatom be.

A fenikolok is rendkiviil széles spektrummal rendelkeznek hatasukat tekintve. Gram-
negativ és Gram-pozitiv, valamint aerob és anaerob baktériumok egyarant érzékenyek erre az
antibiotikum csoportra, melybe a florfenikol, kloramfenicol és a tiamfenikol tartozik. Az 50S
riboszoma alegységen gatoljak a fehérjeszintézist, ezaltal bakteriosztatikus hatast fejtenek ki.
A kloramfenikol ellen gyakori a rezisztencia, valamint gyakran tarsul keresztrezisztenciaval.
viszont a kloramfenikol élelmiszer-termeld allatokban, tehat sertésben sem alkalmazhat6, mivel
hosszu ideig jelen van az allatok szervezetében. Sertéseknél a florfenikolt hasznaljak
1égz6szervi fert6zések esetében intramuscularisan vagy akar ivovizbe keverve (Galfi et al.,

2015).
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A tetraciklinek Gram-pozitiv és Gram-negativ, aerob és anaerob baktériumok ellen
egyarant hatasosak, valamint érzékenyek ra egyes protozoak, mint példaul az Entamoeba fajok,
tehat rendkiviil széles spektrummal rendelkeznek. Jelentds képviseli a tetraciklin,
klortetraciklin, oxitetraciklin és a doxiciklin. Bakteriosztatikusak, hatasukat a fehérjeszintézis
gatlasa révén fejtik ki a 30S riboszoma alegységen. Kiilonos tulajdonsaguk a gyulladas-ellenes
hatasuk. A tetraciklinek esetében mind a szerzett, mind az ab ovo rezisztencia nagyon gyakori.
Ab ovo rezisztensek a mycobacteriumok, a Serratia fajok nagy része, a Proteus vulgaris és a
Pseudomonas aeruginosa. Szerzett rezisztencia gyakori az Enterobacteriaceae csalad tagjai
esetén. A tetraciklineket régen hozamfokozasra is hasznaltak sertéseknél, ennek is kdszonheto
a kialakult nagyfoku rezisztencia (Galfi et al., 2015).

A rifamicinekre Gram-pozitiv baktériumok érzékenyek f6leg, veliikk szemben baktericid
hatassal rendelkeznek. A csoport legfontosabb tagja a rifampin. Ezen antibiotikumok hatasukat
azaltal fejtik ki, hogy gatoljak a DNS-replikaciot és az RNS transzkripcidjat a baktérium DNS-
dependens RNS-polimerdz enzimének gatlasan keresztiil. Nagyon gyorsan alakul ki
kromoszomalis rezisztencia, ezért gyakran kombindcioban alkalmazzék mas antibiotikummal
(Gélfi et al., 2015).

A cefalosporinok p-laktam vazzal rendelkez6 antibiotikumok, a mikrobak
sejtfalszintézisének gatlasa révén fejtik ki hatasukat. A csoportot rengeteg kiilonbozé hatdoanyag
alkotja, antibakteridlis spektrum szerint megkiilonboztetiink 1., 2., 3., 4. és 5. geneneracios
cefalosporinokat, valamint a generacioba sorolast befolyasolja még a laktamazzal szembeni
ellenalloképesség is. Generaciotol fliggéen a hatdéanyagokra Gram-negativ és Gram-pozitiv
baktériumok is érzékenyek, kifejezetten hatasosak a Staphylococcusok ellen, mivel ellenalloak
az altaluk termelt penicillindzzal szemben. A csoport elleni rezisztencia tobb modon is
kialakulhat, leggyakoribb formaja a B-laktamaz enzim termelése. Egyes baktériumok ab ovo
rezisztensek a cefalosporinokkal szemben, ezek a Mycoplasmak, mert nem rendelkeznek
sejtfallal, tovabba a Mycobacteriumok, amelyek sav-és alkoholall6 sejtfaluk nem engedi be az
antibiotikumot a sejtbe. Az MRSA torzsek esetében az ellenallds gén mutacio kovetkeztében
alakul ki, amely a penicillin binding protein-ek (PBP) képzddését befolyasolja (Galfi et al.,
2015).

Az allatgyogyaszatban gyakran hasznalt fluorokinolonok a sejtosztodas, a DNS-
szintézis és az mRNS transzkripcidjanak befolydsolasan keresztiil fejtik ki koncentracié-fiiggo,
baktericid hatdsukat. Négy generaciot kiilonboztetiink meg, amelyek koziil az 1. generacios

szerek, mint oxolinsav €s nalidixsav mar elavultak és nem hasznalatosak. A 2. és 3. generacios
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kinolonokra fdéleg a Gram-negativ mikrobdk és az intracellularis korokozo6 érzékenyek. A 4.
generaciot alkotod szerek, mint példaul a pradofloxacin mar Gram-negativ és Gram-pozitiv
korokozok, valamint anaerobok okozta fertézések kezelésére is kivaldan alkalmasak.
Leggyakrabban a gének mutacidja felelés a fluorokinolonokkal szemben kialakulo
rezisztenciaért, foleg az MRSA- és MRSE torzsek esetében (Galfi et al., 2015).

A glicilciklin, masnéven tigeciklin a hossza hatasu tetraciklinek csoportjaba tartozik,
érzékenyek ra a Gram-negativ és pozitiv, valamint aerob és anaerob baktériumok is (Galfi et
al., 2015; Hock, 2012). Kifejezetten alkalmas intracellularis baktériumok, multirezisztens
koérokozok, ESBL-termel6 enterobaktéruimok, Acinetobacter és Vankomicin Rezisztens
Enterococcus (VRE) torzsek okozta ferézések kezelésére. A glicilciklin ellen kialakult
rezisztencia oka leggyakrabban a 16S rRNS mutacioja (Hock, 2012).

A triklozan f6leg anaerob Gram-negativ korokozok ellen hatasos antibakteridlis szer, de
¢élesztok és gombak is érzékenyek ra (Brading and Marsh., 2003). A baktériumsejtbe bejutva az
RNS szintézis €s a zsirsav szintézis gatlasa révén fejti ki antibakterialis hatasat (Russell, 2004).
Jones és munkatarsai (2000) leirtak, hogy a triklozan kiilondsen hatasos olyan Staphylococcus
okozta fert6zések kezelésére, amelyek a legtobb antibiotikumnak ellenallnak. A triklozan ellen
is kialakulhat rezisztencia, amelynek oka valdszintileg az enoil-reduktaz mutacidja (Russel,
2004).

A penam antibiotikumok, azaz a penicillinek a B-laktam antibiotikumok csoportjaba
tartoznak, az elsd ismert antibakterialis szerek. A penészgombak altal termelt penicillineket Sir
Alexander Fleming fedezte fel 1928-ban. Négy kiilonbz6 csoportot kiilonithetiink el, mint
klasszikus, szlik spektrumu penicillinek, penicillindz stabil penicillinek, szélesitett spektruma,
valamint Pseudomonas-ellenes penicillinek. Altalanosssagban elmondhaté, hogy a penicillinek
rendkiviil széles spektrumtiak, Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok ellen is hatasosak.
Kivételt képez ez aldl a penicillinaz-stabil penicillinek, mivel erre a csoportra csak a Gram-
pozitiv  korokozok  érzékenyek. Hatdsukat a baktériumsejt sejtfalaban  taldlhato
peptidoglikdnvaz szintézisének gatlasa révén fejtik ki. Hatdsmodjukat tekintve i1dofiiggd
baktericidek, tehat nem a dozis novelésével, hanem a hosszabb kezeléssel érhetjiik el a vart
eredményeket. A penicillinekkel szemben viszonylag gyakran fordul elé ab ovo és szerzett
rezisztencia is. A szerzett rezisztenciat leggyakrabban a baktériumok altal termelt B-laktaméz,
azaz a penicillindz enzim okozza, amely a P-laktdmgyliri hasitasa révén hatéstalanitja a

penicillineket (Galfi et al., 2015).
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A marA gén a baktériumsejtben oly mdodon alakit ki rezisztenciat az antibiotikummal
szemben, hogy fokozza az antibiotikum kiaramlasat a sejtbdl és csokkenti a sejtfal
permeabilitasat ezen anyagokkal szemben. A tetraciklinek, fluorokinolonok, fenikol, penam,
karbapenem, cefalosprorin, cefamicin, rifamicin, triklozan, monobaktam, penem és glicilciklin
Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella és Shigella fajokban talalhatdo meg (CARD, McArthur
etal., 2013).

A karbapenem az  allatgyogyaszatban  viszonylag ritkan  alkalmazott
antibiotikumcsoport, melynek tagjai a meropenem, imipenem ¢€s a biapenem. Széles
antimibrobialis spektrummal rendelkeznek, hatdsosak mind Gram-negativ, mind Gram-pozitiv
korokozok ellen. Rezisztenciat mutat azonban a Pseudomonas aeruginosa, MRSA és MRSE
torzsekkel szemben. Ritka allatgyogyaszati alkalmazisuk alol kivételt képez azonban a
tarsallatok életét fenyegeto fertézések (Galfi et al., 2015).

A monobaktdm antibiotikumok, mint aztreonan és tigemonam az allatorvosi
gyakorlatban ritkan hasznalatosak. Erzékenyek rd a Gram-negativ aerob és a tapigényes Gram-
negativ baktériumok. Ezek koziil is kifejezetten hatasosak a Pseudomonas aeruginosa
torzsekre, valamint az Enterobacteriaceae csaladba tartozd korokozokra. Rezisztencia ritkan
alakul ki elleniik (Galfi et al., 2015).

A penem antibiotikumok széles antibakterialis spektrummal rendelkeznek, hiszen
Gram-negativ és Gram-pozitiv korokozok egyarant érzékenyek rajuk (Inoue et al., 1994).

A tetraciklinek, fluorokinolonok, fenikol, penam, cefalosprorin, cefamicin, rifamicin,
triklozan és glicilciklin antibiotikumok az eldbb felsorolt géneknél kertiltek részletezésre.

Vizsgalataink soran igen jelentOs rezisztomot talaltunk a mintankban, amely azt
valészinisitheti, hogy a tulzott antibiotikum felhasznalas igen nagymértékii antibiotikum
rezisztenciagén-felhalmozodast idézett el a sertések bélmikrobiomjaban. A rezisztencia stlyos
jelenléte nem csak a sertésekre van hatassal, hanem fontos kézegészségiigyi kockazattal is bir,
példaul a vagads soran eléforduldé huskontaminicié miatt. Az antibiotikum felhasznalést
jelentésen csokkenteni kell, a célzott és helyes antibiotikum-alkalmazas mellett a termelés
novelését, optimalizalasat is mas modszerek segitségével kell megoldani. Ezt az optimalis
bélmikrobiom segitheti, amely fenntartdsaban a helyes takarméanyozéasnak kiemelt szerepe van.
Az ujgeneracios szekvenaldas ezen a téren is segitséget nyujthat, ugyanis a kiilonb6zo
korcsoportoktdl vett bélsarmintakbol felallithatd az Osszefliggés a bélmikrobiom és a

takarmanyozas kozott.
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6. Osszefoglalo

Vizsgalatunk célja az volt, hogy ismereteket szerezziink egy hazai nagy létszamu
sertésallomany kocéinak bélsar bakteriomjanak rezisztenciagén tartalmara vonatkozoan. Ennek
céljabol négy, a mintavételtdl szamitva 6t napon beliil fialt szoptatd kocatdl gytijtottiink friss
bélsarmintat. Amelyek elegyébdl kivont 6ssz-DNS szekvencidkat un. shotgun wjgeneracios
szekvenalassal hataroztuk meg. Az igy nyert révid leolvasasi szakaszokat genomikai
modszerekkel és eszkozokkel dolgoztuk fel.

A bélsarmintaban Osszesen 28 baktériumnemzetséget talaltunk. Az antimikrobidlis
rezisztenciagének azonositasa soran azokat a talalatokat tartottuk meg, amelyek esetén az adott
nyilt leolvasasi keret (open reading frame, ORF) a referencia gént legalabb 60% hosszan,
legalabb 90%-o0s bazissorrend-azonossagban lefedte. Az antimikrobidlis rezisztenciagének
(ARG) altal befolyasolt antibiotikum-osztalyokra kigyiijtottiik a maximalis lefedettségben és
szekvencialis azonossagban talalt ORF-eket. Ezek alapjan az akridinfesték, aminokumarin,
karbapenem, cefalosporin, cefamicin, fluorokinolon, glicilciklin, makrolid, monobaktam,
nitroimidazol, nukleozid, penam, penem, peptid, fenikol, rifamicin, tetraciklin, triklozan
antibiotikum-osztalyok hatasat befolyasold6 ARG-k tokéletes lefedettséggel és bazissorrend-
azonossaggal jelen voltak a mintaban. Az ARG-ket tartalmaz6 kontigok taxonklasszifikacioja
soran az esetek tobbségében csak osztily szintli megbizhatdésagu besorolast kaptunk. Ezek
alapjan az azonositott ARG-k 81%-a Gammaproteobacteria, 3.8%-a Clostridia, 1.9%-a pedig
Bacteroidia eredetiinek adodott. Hét ARG esetén fajszinten azonositottuk a baktériumot,
amelybdl a gén szarmazhatott. Ezek koziil négy Escherichia coli, ketté Clostridioides difficile
¢és egy Bacteroides ovatus eredi lehetett.

A mobilitds elemzés soran egyik ARG esetén sem azonositottunk a szomszédos 10
ORF-en belill olyan ORF-et, amely a rezisztenciagén mobilitasat segithetné. Azonban a
plazmideredetre vonatkozoé predikci6 alapjan az AAC(6')-Im, az APH(2")-11a, a baeR, a CfxA6,
az Escherichia coli marR mutant conferring antibiotic resistance és a marA gént tartalmazo
kontigok nagy valdszintiséggel plazmidon helyezkedtek el.

Az alkalmazott vizsgalati megkozelités lehetové teszi, hogy kordbban nem lehetséges
modon ismerjiik meg allatokbol szarmazé mintdk ARG-tartalmat. Eredményeink megerdsitik
azt a nézetet, hogy az ARG-k mind az ¢l6 szervezetekben, mind a kdrnyezetben nagy szdmban
¢és valtozatossagban jelen vannak. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek arra vonatkozdan, hogy

ennek az ARG-gazdagsagnak egészségiigyi, allategészségiigyi jelentéségét megismerjik.
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/. Summary

Our study aimed to learn about the resistance gene content of the faecal bacteria of sows
in a large producing domestic pig herd. To achieve this, fresh faecal samples were collected
from four lactating sows farrowed within five days of sampling. By the mixture of the samples,
the total DNA sequence was determined by the so-called "shotgun” next generation sequencing.
Short reads were processed by bioinformatics methods and tools.

In total 28 bacterial genera were found in the fecal sample. During the identification of
antimicrobial resistance genes, the results were retained for which the given open reading frame
(ORF) covered the reference gene for at least 60% of the length and at least 90% of the base
sequence identity. ORFs found in maximal coverage, and sequentiel identity were collected for
antibiotic classes affected by antimicrobial resistance genes (ARGS). Based on these acridine
dye, aminocoumarin, carbapenem, cephalosporin, cephamycin, fluorogquinolone, glycylcycline,
macrolide, monobactam, nitroimidazole, nucleoside, penam, penem, peptide, phenicol,
rifamycin, tetracycline, triclosan — ARGs influencing the effect of antibiotic classes were
present in the sample with perfect coverage and base sequence identity. In most cases, only
class-level reliability was obtained during the taxon-classification of contings containing
ARGs. According to these, 81% of the identified ARGs originated from Gammaproteobacteria,
3,8% from Clostridia, and 1,9% from Bacteroidia. For seven ARGs, we've identified the
bacteria from which the gene may have been derived at the species level. Four out of the seven
were from Escherichia coli, two from Clostridioides difficile and one from Bacteroides
approximately.

We did not identify any ORF within the adjacent 10 ORFs that could aid in the mobility
of the resistance gene during the mobility analysis, however, based on the prediction for plasmid
origin, AAC(6")-Im, APH(2")-lla, baeR, CfxA6, Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance and the ligands containing the marA gene were most likely located on a
plasmid.

The methods we applied allow to study the ARG content of biological samples in a way
that was not possible before. Our results confirmed the view that ARGs are present in large
numbers and diversity in living organisms and in the environment too. Further research is

needed to understand the public health and animal health significance of this ARG richness.
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