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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

AMR Antimikrobiális rezisztencia 

ARG Antimikrobiális rezisztencia gén 

CFU Telepformáló egység (Colony forming unit) 

E. coli Escherichia coli 

ESBL Kiterjedt spektrumú béta-laktamázok (Extended-spectrum beta-lactameses)  

ExPEC Extraintestinal pathogenic Escherichia coli 

MDR Multirezisztens (Multidrug-resistant)  

MEGA Mikrobiális evolúció és növekedési színtér (Microbial evolution and growth arena) 

MIC Minimális gátló koncentráció (Minimal inhibitory concentration) 

NGS Új generációs szekvenálás (Next generation sequencing) 

PBP Penicillin kötő fehérje (Penicillin binding protein) 

TSB Tripton-szója leves (Tryptic soy broth) 
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1. BEVEZETÉS 

Az utóbbi években nagyon sokat hallani tudományos és nem tudományos fórumokon 

egyaránt az antimikrobiális rezisztencia (AMR) problémaköréről és ennek egyre növekvő 

jelentőségéről. Az Európai Unióban az antimikrobiális szerek felhasználásáról szóló 

legutóbbi rendeletek megjelenése is azt mutatja, hogy a problémával a jelenben kell 

foglalkoznunk, mert a rezisztencia ilyen mértékű terjedése tarthatatlan lesz és katasztrofális 

következményekkel járhat mind az élelmiszeripar, mind állataink, mind pedig az emberiség 

számára. Az iparosodott állattartás, zsúfoltság és sokszor sérülő állathigiéniai körülmények 

magával hozták a fertőző, sok esetben bakteriális eredetű fertőzések egyre gyakoribbá 

válását, amelyekre eddig a penicillin felfedezése óta kézenfekvőnek tartottuk az 

antibiotikumok hatékonyságát. Azonban egyre több kutatás lát napvilágot, hogy az eddig jól 

bevált hatóanyagokkal szemben a rezisztencia folyamatosan nő, nagyobb dózisra van 

szükség az adott betegség gyógykezelésére, sőt van, hogy egyes esetekben már egyáltalán 

nem hatékonyak bizonyos antibiotikumok. 

Az Egy egészség koncepció (One Health) keretén belül nemcsak állati, hanem emberi 

megbetegedések kezelésében történő hatékonyság megőrzésében kell gondolkodnunk, ma 

már sok olyan bizonyítottan bakteriális betegségben szenvedő beteg életéért küzdenek az 

orvosok, akik egyik ismert antibiotikumos kezelésre sem reagálnak. Bizonyos 

baktériumfajok jóval hajlamosabbak a rezisztencia kialakítására, mint például a 

Staphylococcus aureus és az Enterobacteriaceae család tagjai, beleértve az Escherichia coli-

t (E. coli). Utóbbi kiemelten fontos, hiszen minden emlős és madár bélrendszerében 

megtalálható, gyorsan szaporodik és egyes patogén törzsei súlyos emberi és állati 

megbetegedések okozói lehetnek. Gyakorisága miatt az élelmiszeripari kontaminációban 

betöltött szerepe is magasabb, mint más baktériumoknak. Rendkívül gyorsan képes 

különböző mechanizmusok révén számos antibiotikummal szemben rezisztenciát 

kialakítani, emellett pedig variábilis extrakromoszomális DNS-sel, plazmiddal is 

rendelkezhet, amely segítségével ezen gének más baktériumok számára is könnyen 

átadhatók. Különösen alkalmas valós idejű in vitro gyorsított evolúciós és koszelekciós 

vizsgálatok elvégzésére, melyet követően könnyen nyomon követhetőek a bekövetkezett 

fenotípusos, illetve genotípusos változások. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1. Az antibiotikum rezisztencia jelentősége 

Az AMR napjaink egyik legfontosabb és sokat kutatott témája mind állat- és 

humánegészségügyi szempontból. A legóvatosabb becslések szerint is 700 000 főre teszik 

az ennek következtében évente bekövetkező halálozások számát és dollártrilliókra rúgó 

károkat okoz a gazdaság számára [1], a jelenlegi halálozás mértéke 2050-re 10 millióra nőhet 

[2]. A nozokomiális (kórházi) fertőzésekben az egyik legkritikusabb tényező az AMR 

előfordulása, hiszen súlyos fertőzések forrása lehet egy-egy hosszú kórházi kezelés során 

[3]. Néhány országban még a mai napig használhatók antibiotikumok haszonállatokban 

hozamfokozás céljából, melynek során az állatok ellenőrizetlenül, sokszor szubterápiás 

dózisban kapnak antimikrobiális szereket [4]. Az állati eredetű élelmiszerek forrásai 

lehetnek olyan zoonotikus fertőzéseknek, melyeket például az E. coli , Salmonella spp., 

Klebsiella spp., Staphylococcus aureus és Pseudomonas fajok okoznak, melyek hajlamosak 

multirezisztencia kialakítására [5]. Egyes államok egyáltalán nem korlátozzák az 

antibiotikumok humánegészségügyi felhasználását, ezek recept, illetve pontos diagnózis 

felállítása nélkül hozzáférhetők a lakosság számára [3]. Az AMR terjedhet kromoszómálisan 

vagy plazmidon konjugációval, bakteriofágok által transzdukcióval, valamint szétesett 

baktériumok örökítőanyagának bekebelezése révén transzformációval. A rezisztencia 

mechanizmusai közé tartoznak a transzpozonok, melyek az integrálódó DNS szegmensek 

felcserélődését okozzák, az integront alkotó génkazetták főleg a multirezisztencia 

terjedéséért felelnek [6, 7]. Az antibiotikumokból fennmaradó reziduumok az emberi és 

állati vizelettel, bélsárral és egyéb szennyező anyagok révén a környezetbe jutnak, és az itt 

jelen lévő baktériumokra is evolúciós és koszelekciós nyomást fejtenek ki. Egyes országok, 

mint Kanada, Japán és Dánia, felismerve a rezisztencia jelentette veszélyt, bizonyos 

antibiotikumok (pl. ceftiofur) önkéntes visszaszorítása mellett döntöttek az 

állategészségügyben, aminek következtében jelentősen visszaszorult a kiterjedt spektrumú 

béta-laktamáz (ESBL) termelés a patogén baktériumok között [8]. 

2.2. A béta-laktamázok indukálta rezisztencia, az ESBL termelés 

Az első felfedezett β-laktám antibiotikum a penicillin volt, melyet a Penicilium 

notatum termel. Az 1900-as évek első felében széleskörűen és felelőtlenül alkalmazták 

elsősorban streptococcusok okozta megbetegedésekben, ennek eredményeképpen 

kiszelektálódtak azon törzsek, amelyek képesek voltak a penicillint enzimatikusan bontani. 

Mivel a fertőzések egyre kevésbé reagáltak a penicillines kezelésre, létrehozták a 
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penicillináz-stabil penicillineket, mint a meticillin. Ezek széleskörű használata főleg 

bőrfertőzésekben történt, egészen a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) 

1980 körüli megjelenéséig [9]. Az 1970-es években kifejlesztett ampicillin és amoxicillin 

szélesítették a penicillinek spektrumát, ám ezek nem hatékonyak Pseudomonas aeruginosa 

ellen. Az első már ez ellen is hatékony szer a karbenicillin volt, de mivel ez nem elég stabil 

a β-laktamázokkal szemben, hamar felváltotta a piperacillin és tikarcillin. A β-laktámok 

másik nagy csoportja a cefalosporinok, szintén gombák által (pl. Cephalosporium 

acremonium) termelt vegyületek, azonban a penicillinektől eltérően a bennük található 

tiazolidin öttagú gyűrű helyett hattagú gyűrűvel rendelkeznek, amelyhez egy karboxil-

csoport kötődik, így a kötődési helyén akadályozzák meg a baktériumok β-laktamáz enzimje 

általi lebontást. A rezisztencia kialakítása a β-laktám antibiotikumokkal szemben jó részt a 

baktériumok által termelt β-laktamáz enzimmel történik, amely hidrolizálja a β-laktám 

gyűrűt, ezáltal inaktiválva a hatóanyagot [10]. Hamar kiderült, hogy az első generációs 

cefalosporinok ellen gyorsan kialakul a rezisztencia, amely plazmidon kódolt is lehet, és ezt 

az Enterobacteriacae család és a Pseudomonas aeruginosa gyorsan el tudja terjeszteni. 

Éppen ezért a széles spektrumú, 3-4. generációs cefalosporinokat csak súlyos, életet 

veszélyeztető helyzetekben használjuk. A monobaktámok szintén a béta laktámok közé 

tartoznak, azonban ezek csak Gram-negatív baktériumokra hatnak, köztük a Pseudomonas 

aeruginosa ellen is, indikációjuk az életet veszélyeztető helyzetekre korlátozódik, mint a 

szeptikémia, meningitis, peritonitis és multirezisztens (MDR) E. coli okozta húgyúti 

fertőzések. A Gram-negatív baktériumok esetén a legelterjedtebb béta laktamázt kódoló gén 

a tem-1, mely nevét annak az athéni betegről kapta (Temoniera), akiből 1963-ban először 

izolálták [11]. Egy kutatás kimutatta, hogy a monobaktámoknak hasonló béta laktamáz-gátló 

hatásuk van, mint a gyakran alkalmazott klavulánsavnak. Tehát bennük egyesül az 

antibakteriális és β-laktamáz ellenes hatás is [12]. A karbapenemek csoportjába szintén 

életmentő, ritkán használt szerek tartoznak. Kimagasló hatékonyságúak Gram-negatív 

baktériumok ellen, de Gram-pozitív baktériumok ellen is jó a hatékonyságuk. Életet 

veszélyeztető fertőzésekben nagyon fontos szerek. Mára már ellenük is kialakult 

rezisztencia, amit a baktériumok a kpc-2 génnel (karbapenemázzal) érnek el. Ez az enzim 

képes hidrolizálni, az egyébként más β-laktamáznak ellenálló karbapenemeket [13]. Ennek 

ellenére mind a karbapenemek, mind a monobaktámok indikációjukból adódóan keveset 

használt szerek, így ritka ellenük a rezisztencia az Európai Unióban [14].  
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A β-laktámok hatásmechanizmusuk szerint a sejtfal-szintézis gátló antibiotikumok 

közé tartoznak. A peptidoglikán váz kialakulásának terminális szakaszában gátolják a 

keresztkötések kialakulását. A penicillinek esetén ún. penicillin kötő fehérje (PBP) 

találhatók a sejtfalban, melyek minden sejtfallal rendelkező baktériumban megtalálhatók. 

Ezen baktériumok szaporodásához elengedhetetlen legalább egy darab PBP, amely 

fajonként változó, hogy melyik β-laktámra lesz érzékeny [10]. A β-laktamáz túltermelésért 

felelős géneknek három nagy csoportja van, az ESBL (pl. ctx-m-27), a metallo β-laktamázok 

(pl. mbl1b), és az AmpC-típusú β-laktamázok (pl. AmpC). Egy kórházi vizsgálat során, mely 

200 db E. coli izolátumot vizsgált, 78%-ban mutattak ki MDR törzseket, melyek metallo β-

laktamáz és AmpC-típusú géneket is hordoztak. A velük szembeni kezelésben a 

leghatékonyabbnak az amikacin, a klóramfenikol és a kolisztin bizonyult [15]. Az Európai 

Élelmiszerbiztonsági Hatóság (EFSA, European Food Safety Authority) 2017-2018-as 

felmérése szerint az ampicillin, szulfonamid és flourokinolon rezisztencia az egyik 

legmagasabb, míg ezzel szemben harmadik generációs cefalosporinokra nagyon alacsony. 

Érdemes megemlíteni, hogy a tagállamok közül 12 javuló tendenciát mutat az ESBL/AmpC-

termelő E. coli előfordulását illetően, míg 6 országban a helyzet súlyosbodott a korábbi 

évekhez képest. Magyarországon a legmagasabb az összes tagállam közül az AmpC-termelő 

E. coli előfordulása brojlercsirke húsban (45%). Hízósertés mintákban pedig az ESBL-

termelő E. coli jelenléte 50% fölötti [14]. Egy friss magyar kutatás szerint, melyben 

élelmiszertermelő állatok (sertés és baromfi) bélsármintáit vizsgálták nagyrészt E. coli 

tenyészeteken, sertések mintáinak 72%-a, míg a baromfi minták 34,2%-a bizonyult ESBL 

termelés szempontjából pozitívnak [16]. A karbapenem bontó β-laktamázoknak 4 nagy 

csoportja van (A, B, C, D), a kezdő aminosav-szekvencia homológiája alapján. Az A, C és 

D csoportok szerin-hidrolázok, amelyek hatékonyak a legtöbb β-laktámmal szemben, 

azonban a B csoport cink-metalloenzimekből áll, ezáltal hatékonyabb a karbapenemek 

lebontásában. Ezt a hatást úgy érik el, hogy egy stabil, hosszú ideig megmaradó, acil-

enzimkomplexet képeznek [17]. Az elmúlt években ezen enzimek evolúciója felgyorsult, a 

TEM, CMY és SHV (Sulfhydril Variable) típusú laktamáz gének mellett a 2000-es évek 

elején egy új, ellenállóbb variáns is létrejött, a CTX-M, mely már a legtöbb cefalosporinnak 

is ellenáll. A CTX-M típusú gének főleg E. coli-ban rendkívül nagy jelentőségűek, hiszen 

kutatások kimutatták, hogy a transzmisszibilis DNS-szakaszokon kódolt, így lehetővé teszi 

a horizontális génátadást [18]. Egy kutatás kimutatta, hogy a baromfiiparban felhasznált 

antibiotikumoknak rendkívül fontos szerepe van a rezisztencia terjesztésében, a kutatásban 

szereplő brojlercsirkék 60%-ából sikerült kimutatni β-laktamázt. Továbbá sertésekből és 
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húsmarhákból is kimutatták a shv-12, ctx-m-2, ctx-m-14, ctx-m-15 és ctx-m-44 géneket. A 

hordozó baktériumok az E. coli és Klebsiella pneumoniae, melyek zoonotikus szerepe 

jelentős [19]. A ctx-m-27 egy különösen nagy jelentőséggel bíró β-laktamáz, mely nagyon 

hatékonyan képes lebontani a legtöbb cephalosporint és karbapenemet is [20], a világon 

mára széleskörben elterjedt és felfedezték már plazmidon kódolt változatát is [21, 22]. A 

hordozó mikróbák súlyos humán megbetegedést (húgyúti fertőzés, bakterémia) okozhatnak, 

különösen fontos az ember állatoktól való fertőződésének veszélye. Kimutatták 

házikedvencekből, kacsából, sertésből és legnagyobb mennyiségben csirkéből, így 

kiemelten fontos közegészségügyi jelentősége az élelmiszeripar szempontjából [23]. Több 

eltérő telepről származó egészséges brojlercsirkéből is sikerült kimutatni egyéb ESBL-

hordozó E. coli törzseket, melyeknek jelentős része zoonotikus, illetve képes túlélni 

emberben is. Ezen, főleg plazmidokon kódolt rezisztenciagének terjedésének nagy veszélye 

a horizontális géntranszferben rejlik, hiszen a plazmidokon kódolt gének átadhatók 

különböző fajok között is, mint pl. a Salmonella enterica és E. coli [24]. A vadmadarak és 

galambok szerepe kiemelkedő lehet a MDR törzsek terjesztésében, a vizsgált galambok 

egynegyede hordozott MDR törzseket. Vadmadarak vizsgálata során több, mint 50%-ban 

találtak ESBL termelő E.  coli törzseket [25]. Lovakból és társállatokból (kutyák és macskák) 

szintén mutattak ki ESBL termelő törzseket, melyek hozzájárulnak a zoonózisok 

kialakulásához [26], bár ezek gyakorisága elmarad a madarak és gazdasági haszonállatokban 

azonosított esetekhez képest. Hasonló a helyzet egyes, extraintesztinális fertőzést okozó E. 

coli (ExPEC) törzsek esetén, az emberi megbetegedések forrásai lehetnek élelmiszertermelő 

állatok, különösképpen a baromfifélék [27]. Egy humán patogén faj, az Escherichia 

fergusonii, mely nagyon hasonlít az ExPEC törzsekre szintén képes CTX-M, SHV és TEM 

gének által kódolt laktamázok termelésére, amelyek karbapenem, és cefalosporin 

rezisztenciát okoznak [28]. Baromfiból és sertésből származó E. coli törzsek vizsgálata során 

kimutattak ctx-m-9, cmy-2 és ctx-m-1 géneket is, melyek közül előző kettő főleg baromfi, 

utóbbi pedig főleg a sertés mintákban fordult elő. A baromfi eredetű minták jó része ExPEC-

re jellemző géneket is hordozott [29]. Egy másik, finn kutatásban nyers baromfihúsból 

izoláltak E. coli törzseket, melyek közül 23% ExPEC törzs volt, ezek képesek emberben is 

emésztőcsatornán kívüli megbetegedést okozni, ám a vizsgálatban szereplő törzsek egyike 

sem volt rezisztens cefalosprinokra és ciprofloxacinra sem, csupán egy törzs esetén találtak 

nalidixsav rezisztenciát [30]. 
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Emberi megbetegedéseket tekintve, egy iráni kutatás húgyúti fertőzésekből izolált E. 

coli törzseken végzett rezisztencia vizsgálatokat, amelyben legmagasabb rezisztenciát 

ampicillinre mérték, ezt követte a nalidixsav és a szulfametoxazol-trimetoprim. Ez egybevág 

az Európai Élelmiszerbiztonsági Hatóság által gyűjtött adatokkal [31]. A több 

antibiotikumra rezisztens E. coli törzsek ellen hatásos lehet több antimikrobiális szer 

kombinációban történő alkalmazása, mint például a florfenikol-amikacin vagy a florfenikol-

gentamicin kombináció, amelyek kifejezett szinergizmust mutatnak, sőt bizonyos mértékig 

a mutációkat is akadályozzák mind in vitro, mind in vivo modellekben [32]. 

2.3. Az evolúciós és koszelekciós vizsgálatok jelentősége 

A kísérletes evolúció olyan laboratóriumi módszer, amely lehetővé teszi az evolúciós 

folyamatok jelen időben történő tanulmányozását. Ennek egyik módszere a populációk 

versenyeztetéssel történő alkalmazkodása, megváltozott környezeti feltételekhez. A legtöbb 

adaptáció a kompromisszumokon alapszik, tehát olyan tulajdonságok kerülnek előtérbe, 

melyek növelik az élőlények fitneszét [33]. Ilyen vizsgálattal bizonyították például, hogy a 

az antimikrobiális peptidekkel szemben is képesek a baktériumok kialakítani rezisztenciát 

[34]. Ezt szemlélteti például az E. coli citrát hasznosításáért felelős mutáció létrejötte, 

melyhez 31 000 generációváltásra volt szükség, a megismételt 12 vizsgálat során is csak egy 

alkalommal következett be ugyanez a változás [35]. Évtizedeken keresztül a kísérleti 

evolúció volt az élő attenuált vakcinák fejlesztésének módszere, melynek során a 

kórokozókat sorozatosan passzálták eltérő gazdafajokban vagy táptalajon, amíg azok 

elvesztették patogenitásuk jelentős részét [36, 37]. A koevolúciós vizsgálat arra utal, hogy 

egy adott populáció génjei és tulajdonságai hatással vannak a faj egyes egyedeire, mely 

hatások az utódnemzedékekben figyelhetők majd meg. A mikrobákkal végzett vizsgálatok 

általában egyetlen klónból indulnak ki [38, 39]. 

Az úgynevezett laboratóriumi evolúciós vizsgálatok (ALE, Adaptive Laboratory 

Evolution) ellenőrzött, megbízható körülmények között zajló evolúciós vizsgálatokat 

tesznek lehetővé, melyek molekuláris vizsgálatokkal kiegészíthetők [40]. Elsőként Brown 

és Oliver 1982-ben dolgozta ki azt a rendszert, mely során etanollal szemben toleráns 

gombafajokat állított elő kísérletes úton, folyamatos szelekciós nyomás segítségével [41]. A 

módszer alapja a folyamatos környezeti stressz alkalmazása, ami szelekciós nyomásként 

hatott a baktérium populációra. A stresszor lehet szélsőséges hőmérséklet, pH, vagy akár 

gátló vagy toxikus anyag. A módszer során a stresszfaktor fokozatos növelésével érik el a 

stressztűrő mutánsokra irányuló szelekciós nyomást. Külön szempont a reprodukciós 
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képesség fenntartása, hiszen a mutációknak a populációban el kell terjednie és az utódokban 

rögzülni [42]. Butler 1996-ban Streptomyces élesztőgombákkal folytatta Brown és Oliver 

korábbi kísérleteit [43]. Az etanolt a táptalajba szakaszosan, pumpa segítségével juttatták be 

[42]. A korai laboratóriumi evolúciós vizsgálatok kezdetben meghatározott 

gyógyszerkoncentrációkkal történtek, melyhez olyan koncentrációt választottak, ami az ún. 

mutációs szelekciós ablakban (MSW, Mutant Selection Window) lehetőséget adott egy-egy 

rezisztens mutáns kiszelektálódására. Egyre nagyobb koncentrációkra volt ahhoz szükség, 

hogy a szelekciós nyomást fenntartsák, amihez olyan kísérleti rendszerre volt szükség, mely 

folyamatosan biztosította a növekvő hatóanyag koncentrációt és ezzel az evolúciós 

adaptációt [44, 45]. Toprak és mtsai. 2011-ben kifejlesztettek egy olyan rendszert, amit 

mobidosztátnak neveztek el, ennek segítségével folyamatosan növekvő antibiotikum 

koncentrációt előállítva tudták fenntartani a növekvő szelekciós nyomást. A módszerrel az 

E. coli klóramfenikol, doxiciklin és trimetoprim hatóanyagokkal szemben vizsgálták a 

rezisztencia evolúcióját [46]. A laboratóriumi rövidtávú evolúciós vizsgálatok fejlődését a 

genomszekvenálás egyre szélesebb körben való elterjedése tette lehetővé. A baktériumok 

esetén az ilyen vizsgálatokat a rövid generációs idő, a nagy populációs méret és a kísérletek 

megismételhetősége teszi lehetővé. A vizsgálatok során sikerült feltárni az egyes mutációk 

közötti összefüggéseket és az adaptációs mechanizmusokat [40]. 

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia terjedéséhez különös mértékben 

hozzájárul az egyes fertőzések során kialakult baktériumpopulációk mérete, például egy 

tuberkulózisos elváltozásban 107-108 telepformáló egység (CFU) baktérium is 

felszaporodhat [47]. A szelekciós nyomást elősegíti a nem megfelelően kiválasztott 

gyógyszerdózis [48], a stressz [49], a rezisztencia mechanizmusok pedig mobilis genetikai 

elemek révén plazmidok, transzpozonok és integronok segítségével is tovább adhatók [50]. 

Mikrofluidikus eszközt használva, mely ciprofloxacin egyenletesen növekvő 

koncentrációját tartalmazó speciális edény volt, a baktériumok rezisztenciája mindössze 10 

óra alatt kialakult, melyhez három gén és egy nukleotid szubsztitúciós változására volt 

szükség [51]. 

A baktériumok gyorsított evolúciós vizsgálatára több próbálkozás történt, ilyen a 

chemostat (egy folyamatos hígításon alapuló technika), mely térben és időben változó 

környezetet hoz létre (a baktériumokat tartalmazó térben antibiotikum van), ebben az extrém 

körülmények közötti túlélést vizsgálták [52]. Ezzel a technikával a baktériumok folyamatos 

átoltása és hígítása mellett az egyes stressz faktorokkal szemben létrejött mutációkat, ezek 
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előfordulását, valamint genomszekvenálással annak pontos mechanizmusát is vizsgálni lehet 

[53]. Maga a folyamat hosszútávú evolúciós kísérletekkel is vizsgálható (LTEE, Long Term 

Evolutionary Experiment), ami egymással párhuzamosan akár naponta hat baktérium 

generációt is képes létrehozni és vizsgálni. Ehhez egy plazmid- és profágmentes törzset 

használtak, hogy a horizontális géntranszfer ne alakulhasson ki [54]. 

A Harvard Egyetem kutatói 2016-ban egy olyan evolúciós és koszelekciós vizsgálatra 

alkalmas laboratóriumi rendszert hoztak létre, mely alkalmas a baktériumok 

antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulásának vizsgálatára. Az eszköz neve 

Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA-plate) lett. Új generációs szekvenálással 

(NGS) az erről származó minták vizsgálata lehetővé teszi az egyes mechanizmusokat kódoló 

gének változásának és megjelenésének nyomon követhetőségét [55]. 

2.4. A vizsgált antibiotikumok jellemzői és jelentőségük 

Az amoxicillin egy β-laktám antibiotikum, mely időfüggő baktericid hatását a 

bakteriális sejtfal szintézisének gátlásával éri el, melynek során a PBP A1 alegységéhez köt. 

A szervezetből való kiürülése nagyrészt vizelettel történik, aktív formában [56]. Spektruma 

széles, számos Gram-pozitív és Gram-negatív baktérium ellen hatásos, többek között az E. 

coli ellen is, azonban az ESBL termelő törzsek képesek lebontani, így sok esetben mára 

rezisztencia alakult ki ellene [57]. 

A cefotaxim a β-laktámok közé tartozó harmadik generációs cefalosporin, mely 

időfüggő baktericid hatással rendelkezik. Széles spektruma hatékonnyá teszi számos Gram-

pozitív és Gram-negatív anaerob baktériummal szemben is [58]. Megoszlása a szervezetben 

gyors, felezési ideje viszonylag rövid mind i.v., mind i.m. injektálást követően [59]. 

Dezacetil hidrolizátuma szinergista hatást fejt ki, mely hatékonyabbá teszi a bélbaktériumok 

ellen [60]. A leggyakoribb rezisztenciát vele szemben a CTX-M típusú gének által kódolt 

mechanizmusok alakítják ki, melyek előfordulása egyre szélesebb körben megfigyelhető az 

Enterobacteriaceae család tagjai körében, mind kromoszomálisan és plazmidon kódolva is 

[61, 62]. 

A kolisztin, (polymyxin E) egy kritikusan fontos antibiotikum, melyet a Bacillus 

polymyxa termel. Hatásspektruma többnyire Gram-negatív baktériumokra terjed ki, mint a 

Pseudomonas aeruginosa, Avibacterium baumanii, Klebsiella pneumoniae és E. coli, 

melyek lipopoliszacharid membránjához kötődve annak destabilizációját okozza [63]. 

Hatásmódja koncentrációfüggő baktericid, azonban Neisseria, Proteus, Burkholderia 
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pseudommallei és Gram-pozitív baktériumok ellen nem hat. Életet veszélyeztető 

fertőzésekben szisztémásan adva kiválasztása vesén keresztül történik, szájon át 

felszívódása minimális [64]. A rezisztencia vele szemben már világszerte jelen van, mely 

közül a legfontosabb a plazmidon kódolt mcr-1 gén által kialakított rezisztencia, mely 

aktiválódásával a baktériumok a lipopoliszacharid réteg kationos töltéseit növelik, így a 

kolisztin kevésbé képes kapcsolódni ehhez. Az MCR géncsalád mellett – melynek mára 

legalább 22 variánsa létezik –  sok más gén segítségével is kialakíthatnak a baktériumok  

rezisztenciát ellene, többek között kromoszóma mutációkkal, efflux pumpákkal és egyéb, 

eddig ismeretlen mechanizmusokkal [65]. Európában a baromfiiparban a vele szembeni 

rezisztencia relatíve alacsony, azonban ennek növekedése miatt az állatorvosok kizárólag 

nem invazív, igazoltan fogékony E. coli okozta fertőzés kezelésére használhatják [66]. 

A neomicin az aminoglikozidok családjába tartozó, koncentrációfüggő baktericid 

hatású antibiotikum. A riboszóma 30S alegységéhez kötve gátolja a megfelelő 

fehérjeszintézist a baktériumban, ezáltal misztranszlációt eredményez. Topikálisan 

alkalmazva hatékony, nem szívódik fel, per os adva rendkívül kis mértékben abszorbálódik 

a gasztrointesztinális traktusban [67]. A neomicint a baromfiiparban főleg colibacillosis 

megelőzésére, illetve kezelésére használják [68]. Több kutatás is fontos patogének (E. coli, 

Avibacterium paragallinarum, Clostridium perfringens) kifejezett rezisztenciáját mutatta ki 

a neomicinnel szemben [69]. 

Az oxitetraciklin a tetraciklinek családjának tagja, bakteriosztatikus tulajdonságát a 

Gram-pozitív és Gram-negatív baktériumok széles köre ellen képes kifejteni, beleértve ebbe 

a spirochétákat, Actinomyces, Rickettsia, Mycoplasma és egyéb sejtfal nélküli 

mikroorganizmusokat is [70]. A riboszóma 30S alegységéhez kötődik, a fehérjeszintézist az 

elongáció szakaszában gátolja [71]. A legkevésbé lipofil a tetraciklinek közül, a 

gasztrointesztinális traktusból ezért kevésbé szívódik fel [72], reziduumok legnagyobb 

részben a csontokban és májban találhatók [72, 73]. A madarak bélsarában is nagymértékben 

jelen van, a környezetben jelen lévő baktériumok rezisztenciájára is nagymértékben hatással 

van [74]. Mára az E. coli, Klebsiella és Pseudomonas fajok jó része rezisztenciát mutat a 

tetraciklinekre [71]. 

A florfenikol a fenikolok csoportjába tartozó széles spektrumú antibiotikum, mely 

bakteriális fehérje-szintézis gátló. Bakteriosztatikus hatású, az 50S riboszóma elegységen 

hat [75]. Hatékony többek között E. coli, Salmonella, Klebsiella és Staphylococcus törzsek 
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ellen is [76]. Rendkívül jól felszívódik és hasznosul brojlercsirkében mind per os, i.v. és i.m. 

adva [77]. A baktériumok számos módon védekeznek ellene az acetilációtól kezdve az efflux 

pumpákig. Napjainkban a rezisztencia növekvő tendenciát mutat ellene a globális 

kereskedelem és a helytelen használata miatt [75]. 

Az enrofloxacin egy második generációs fluorokinolon, mely koncentrációfüggő 

baktericid hatását a bakteriális DNS-giráz enzim gátlásával éri el. Széles spektrumú, mind 

Gram-pozitív és Gram-negatív baktériumok ellen hatásos [78]. Magas a biológiai 

hasznosulása és jó a megoszlása, azonban kevéssé akkumulálódik a szövetekben, de a 

rezisztencia terjedése miatt az USA-ban tilos élelmiszertermelő állatoknak adni [72]. A 

bélsárral ürülő metabolitok gyorsan lebomlanak a környezetben, ezért a valós veszélyt az 

állatokban kialakult rezisztens baktériumtörzsek jelentik [79]. 

A szulfametoxazol és trimetoprim bakteriális folsavszintézis gátló antibiotikumok. Az 

előbbi a dihidropteroát-szintetáz, míg utóbbi a dihidrofolát-reduktáz enzimet gátolja [80]. 

Szinergista hatásukat kombinációban kihasználva rendkívül széles spektrumú hatóanyagok, 

többek között az Enterobacteriaceae család, Pseudomonas, Listeria, Yersinia, Brucella, 

Burkholderia genusok ellen [81]. Együtt alkalmazva 4:1 (sulfametoxazol-trimetoprim) 

arányban használják őket. Csirkékben (szemben a kutyával és emberrel) mindkét hatóanyag 

csak nagyjából 50%-ban szívódik fel per os adva [82]. Mára a rezisztencia mindkét szerrel 

szemben rendkívül gyakori, különösen az enterális baktériumok között a dhfr és dhps 

átadható géneknek köszönhetően [80]. 

2.5. Az Escherichia coli okozta fertőzések jelentősége  

Az E. coli egy széleskörben elterjedt baktériumfaj. A legtöbb emlős és madár faj 

normál bélmikrobiomjának tagja, ezért a természetes vizekben és egyéb helyeken is gyakran 

megtalálható. Széleskörű elterjedésének köszönhetően más baktériumfajokhoz képest 

sokkal gyakrabban kerülhet kapcsolatba antibiotikumokkal, amelyek hozzájárulnak a 

rezisztens törzsek szelektálódásához. Morfológiáját tekintve egy közepes nagyságú (1,1-1,5 

x 2,0-6,0 µm), pálcika alakú, Gram-negatív baktérium, amely csillóval, burokkal és 

fimbriával rendelkezik [83]. Ellenállóképessége közepes, de rezisztencia kialakítására 

gyorsan képes megfelelő körülmények között.  Osztódási ideje rendkívül gyors, éppen ezért 

alkalmas az antibiotikumok hatására kialakuló rezisztencia vizsgálatára. Baromfiban és 

egyéb állatokban számos kórkép okozója, például légzsákgyulladás, köldökgyulladás, 

hashártyagyulladás, csonthártyagyulladás és szeptikémia [84]. Gazdasági jelentősége 
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kiemelt, hiszen az enterális és egyéb kórképek kialakulásában szerepet játszhatnak 

különböző, patogén törzsei, melyek közül a baromfit érintő megbetegedések potenciális 

veszélyt jelenthetnek az emberek számára az élelmiszeriparban [85]. A kontaminált hús 

ExPEC törzsek forrása lehet, melyek emberben gyakran húgyúti megbetegedéseket, de akár 

szepszist és meningitiszt is okozhatnak [86]. A humán ún. foodborne – élelmiszer 

közvetítette – fertőzések legfőbb forrása a bélsárral szennyezett baromfihús, melyben többek 

között húgyúti fertőzést okozó E. coli törzseket is kimutattak [87]. Az importált húsok is 

tartalmazhatnak ESBL-termelő, CTX-M típusú géneket hordozó E. coli törzseket, a 

baromfihús mellett a második legmagasabb rezisztens törzs hordozást sertéshúsból mutatták 

ki. Az elmúlt években is történtek visszavezethető halálos kimenetelű fertőzések a 

hőkezeletlen, kontaminált ételek fogyasztását követően világszerte [88], ezek a fertőzések a 

plazmidon kódolt rezisztenciagének átadása miatt is fokozott figyelmet igényelnek [84]. Az 

extrakromoszomális DNS-átadás jelenségét is megfigyelték az E. coli és más baktériumfajok 

között horizontálisan, az így átadott gének akár ESBL gének is lehetnek, melyek patogénebb 

törzsekbe való átjutása komolyabb egészségügyi kockázatot jelenthet [89]. 

2.6. Új generációs szekvenálás 

A molekuláris biológia módszerei közül teljes genomszekvenálás (WGS, Whole 

Genome Sequencing)  segítségével azonosíthatjuk a patogén E. coli törzseket, kimutathatjuk 

a plazmidon vagy fágon  kódolt géneket és azok mobilis genetikai elemként való kódolását 

is [90]. WGS módszerrel a következő géneket mutatták ki egy állatokból, emberekből és 

ételekből izolált E. coli baktériumokban: qnrS1, qnrB19, mcr-1, ctx-m-1,15,55, cmy-2, 

gyra/parc/pare, ampC and pmrB, melyek közül az mcr-1 kiemelten fontos, kolisztin-

rezisztencia gén [91]. A kiemelkedő eredmények ellenére klinikai szempontból ezen 

módszer túlságosan hosszú ideig tart és a rezisztenciagének jelenléte nem feltétlenül tükrözi 

a valós, fenotípusosan is megnyilvánuló érzékenységet [92]. 

A legszélesebb körben alkalmazott módszer az ún. NGS, amely segítségével a teljes 

genom is szekvenálható, de célzottan a DNS fontosabb szakaszai is vizsgálhatók. Lényege, 

hogy a genomnak sok millió apró fragmentumát párhuzamosan vizsgálja és az egyes 

bázisokat többször is kiértékeli bioinformatikai módszerekkel, így csökkentve a hiba 

lehetőségét [93]. A kifejezés nem egy bizonyos technikát takar, hanem minden Sanger-

technika utáni genomszekvenálási eljárást. Napjainkban rendkívül gyorsan fejlődik ez a 

technológia, jelenleg is nagyon sok lehetőség közül választhatunk, mint például a 454 GS 

FLX Titanium software, AB SOLiD System, a HiSeq2000, és az Illumina NextSeq 500 [94]. 
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Felhasználása számos területen képes a diagnosztikai munkát meggyorsítani és nagy 

mértékben pontosítani a vizsgálati eredményeket; ilyen például az onkológiában a 

ráktípusok identifikálásában és ennek megfelelően a személyre szóló terápiák alakításában 

betöltött szerepe is [95]. De a mikrobiológiától, a vírus- és baktériumtörzsek pontos 

kimutatásától az élelmiszer-hamisítások detektálásán át a személyre szabott genetikai 

vizsgálatokig és kezelésekig határtalan lehetőségek elé néz [95, 96]. 
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

Jelen kutatás célja, hogy hazai laboratóriumi körülmények között kialakítsunk egy 

működőképes MEGA-plate rendszert, mely evolúciós és koszelekciós vizsgálati 

módszerekkel teszi lehetővé az antibiotikum rezisztencia kialakulásának vizsgálatát valós 

időben, laboratóriumi körülmények között, mind a humán- és állategészségügyben. 

A MEGA-plate fertőtlenítési protokolljának kialakítása és standardizálása mellett 

célunk volt az egyes antibiotikumok vizsgálata. Ezek közül elsőként a cefotaxim hatóanyag 

vizsgálatát végeztük el, hiszen mint harmadik generációs cefalosporin baromfifélékre 

egyáltalán nincs engedélyezve, a vele szembeni rezisztencia viszont folyamatosan nő és 

szerepe feltételezett az ESBL termelés kialakulásában is. Jelen módszerrel a rezisztencia 

kialakulása valós időben vizsgálható és az így indukált antibiotikum érzékenység változás 

fenotípusos vizsgálatokkal – minimális gátló koncentráció (MIC) meghatározással nyomon 

követhető. 

További célunk volt, hogy a genomban bekövetkező változásokat NGS segítségével 

nyomon kövessük, az egyes feltételezett mechanizmusokat vizsgáljuk (pl. efflux-pumpa, 

bontóenzimek), különös tekintettel az antibiotikum indukálta kromoszómában bekövetkező 

mutációkra. 
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4. ANYAG ÉS MÓDSZER 

4.1. A MEGA-plate készítésének módszertana 

A Harvard Egyetemen 120x60 cm-es méretben, polikarbonát lemezből készítették el 

a tenyésztőedényt [55]. A laboratóriumi lehetőségeink egy 60x30 cm-es polikarbonát edény 

elkészítését tették lehetővé, mely 5 mm-es anyagvastagságban készült (Innoterm Kft., 

Budapest, Magyarország), a ragasztás vízhatlan tetrahidrofurán ragasztóval történt. Az 

edény alját kilenc egyenlő sávra osztottuk, mely biztosította az alsó rétegben a növekvő 

antibiotikum koncentrációt tartalmazó táptalajok elkülönítését (1. ábra). 

 

 

1. ábra A MEGA-plate rétegei. Az alsó réteg (1-5-1.) kilenc elkülönülő sávban biztosítja a növekvő 

antibiotikum koncentrációt, a középső réteg (2.) egybefüggő szilárd réteg, mely biztosítja a 

hatóanyag egyenletes diffúzióját a felső réteg (3.) irányába, mely a baktérium diffúz növekedését 

biztosítja félfolyékony rétegként. 

A táptalajöntés során három réteget alakítottunk ki. Az alsó réteg kilenc elkülönülő 

rekeszből áll, melyek a vizsgált antibiotikum 0x, 1x, 10x, 100x és 1000x növekvő hatóanyag 

koncentrációját tartalmazzák az edény két szélétől befelé haladva (1-5. rekeszek), a 2. réteg 

egybefüggő szilárd réteg a homogenitást biztosítja az 1. és 3. réteg között. A 3. réteg a 

baktériumok diffúz növekedését biztosító félfolyékony réteg, melyben megvalósul a 

baktériumok növekedése növekvő hatóanyag koncentráció grádienssel szemben. 

4.1.1. Fertőtlenítési protokoll 

A Harvard Egyetem fertőtlenítési protokolljában 10%-os NaOCl-t (hipó) használtak 

egy éjszakás inkubációs idővel [55]. Környezetvédelmi okokból változtattunk a módszeren, 

egyrészt a NaOCl jelentős környezetszennyezést jelent, másrészt a maradékanyag elkerülése 

végett, ami befolyásolhatná a baktériumok növekedését. Szakirodalmi adatokra hagyatkozva 

7,5%-os hidrogén-peroxidot készítettünk [97, 98], stabilizált tömény (30%) hidrogén-

peroxid (VWR International Kft., Magyarország) hígításával, aminek egy literét három liter 
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csapvízzel hígítottuk. Az edényt steril fülke alá helyeztük, majd a 7,5%-os hidrogén-

peroxiddal feltöltöttük, fedőlemezének belső felületét és peremét NaOCl-dal töröltük át, 

melyhez a 4,5%-os hipó oldatát négyszeresére hígítottuk (0,9%-os). Végül steril fülke alatt 

inkubáltuk 15 percig, majd vákuumszivattyú segítségével leszívtuk a hidrogén-peroxidot és 

30 percre UV-fényt kapcsoltunk. 

4.1.2. A fertőtlenítés hatékonyságának ellenőrzése 

A fertőtlenítés előtt steril vattapálcával mintát vettünk az edény aljáról, az oldalfaláról, 

a ragasztás mentén és a fedőlemez belső felületéről. A mintákat tripton-szója agart 

tartalmazó Petri-csészére oltottuk ki. A fertőtlenítést követően megismételtük a mintavételt. 

Ezen kívül az edényt feltöltöttük három liter tripton-szója levessel (TSB). A kioltott mintákat 

és a lefedett edényt 37 ⁰C-os inkubátorba helyeztük. 18-24 órás inkubációt követően a Petri-

csészéken CFU-t számoltunk; a leves zavarosodását pedig 3 héten keresztül figyeltük napi 

szinten. 

4.1.3. MEGA-plate táptalaj öntés 

A táptalaj elkészítéshez 2%-os BD Bacto Agart (VWR International Kft., 

Magyarország) használtunk, tápanyag kiegészítőként egy darab LB-Lennox (VWR 

International Kft., Magyarország) kapszulát adtunk táptalaj literenként, korábbi 

tapasztalataink alapján a legfelső réteghez egy plusz kapszulát adtunk. A gombás 

kontamináció elkerülése érdekében cikloheximidet (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) adtunk 

a táptalajhoz, 64 µg/ml koncentrációban. 

A teljes táptalaj öntést három lépésben végeztük. Először a legalsó réteg kilenc db 252 

ml térfogatú, eltérő antibiotikum koncentrációt tartalmazó részét készítettük el, mely 

rekeszek a növekvő antibiotikum koncentrációt tartalmazó sávok megszilárdulás előtti 

keveredését akadályozzák meg. Ehhez külön üvegekben készítettük el az agart, mely az 

ioncserélt vizet és üvegenként egy ml akril fekete festéket tartalmazott, kontrasztosítás 

céljából. Ezt követően 121 ⁰C-on 40 percig autoklávoztuk, majd amint 50 ⁰C körüli 

hőmérsékletre hűlt vissza, hozzáadtuk a cikloheximidet, melyhez 226,8 mg cikloheximidből 

és 14 ml ioncserélt vízből törzsoldatot készítettünk, ezt steril fülke alatt cellulóz szűrőn 

keresztül átszűrtük. Az alsó réteg esetén így mindegyik sáv táptalajához 1 ml cikloheximidet 

mértünk, ezzel kialakítva a 64 µg/ml koncentrációt. A második réteg egy egybefüggő agar 

réteg 760 ml mennyiségben, ez felül rétegezi az eltérő antibiotikum koncentrációkat 

tartalmazó alsó réteget, ezzel megteremtve a homogenitást az alsó és a harmadik réteg 
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határfelületei között. A második rétegbe 3-3 ml cikloheximidet és akril festéket mértünk. 

Miután ez megszilárdult, a harmadik réteghez 0,28%-os félfolyékony réteget készítettünk, 

melyhez 2 ml cikloheximidet adtunk, tintát azonban nem (1. táblázat). A félfolyékony 

réteggel biztosított a baktériumok táptalajban történő terjedése diffúz módon, a növekvő 

antibiotikum koncentrációval szemben. 

1. táblázat A táptalajöntés során kialakított egyes rétegek és cikloheximid koncentrációjuk 

Cikloheximid, 226,8 mg/14 ml 

Összetevő/réteg 1. 2. 3. 

Mennyiség (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2 

Cikloheximid (mg) 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 48,6 32,4 

Agar összesen (ml) 252 252 252 252 252 252 252 252 252 760 500 

Koncentráció (µg/ml) 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 

 

Ezt követően ellenőriztük a ráoltott baktérium egyenletes növekedését a 

tenyésztőedényben. Ehhez egy hatóanyagtól mentes agart készítettünk, mindkét rövid 

szélére 100-100 µl E. coli szuszpenziót oltottunk. Az egyenletes növekedés érdekében a 

legfelső rétegéhez egy plusz kapszulát adtunk, így mindkét szélről kiindulva a 

tenyésztőedény közepéig 3 nap alatt képes benőni a baktérium. A növekedés vizuális 

nyomon követéséhez fekete akrilfestéket használva kontrasztosítottuk a baktérium telepeket. 

Ehhez 252 ml táptalajonként 1 ml festéket adtunk, kivéve a legfelső réteget (2. ábra). A kész 

rendszer adott baktérium, adott hatóanyag növekvő koncentráció-grádiensével szembeni 

evolúciós és koszelekciós AMR vizsgálatára alkalmas. 

 

2. ábra A táptalaj kontrasztosítása fekete akril festékkel, a legfelső réteg kivételével 
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4.1.4. Az egyes hatóanyagok vizsgálata 

Első lépésként meghatároztuk a vizsgált mikróba adott antibiotikumra vonatkozó MIC 

értékét. Kutatásunk során cefotaxim hatóanyaggal végeztük el az evolúciós és koszelekciós 

vizsgálatot, ehhez meg kellett határoznunk a kiindulási baktérium törzsünk MIC értékét erre 

a hatóanyagra, mely 2 µg/ml volt. Ez szükséges lépés az egyes sávokhoz szükséges 

hatóanyagmennyiség kiszámolásához. Evolúciós előnyt biztosítva a rezisztencia 

kialakulásának érdekében ennek az ¼ értékét vettük kiindulási értéknek. A szélső két sávba 

nem került antibiotikum. Ezt követően kiszámoltuk, hogy a MIC értéknek a tízes alapú 

hatóanyag koncentráció növelése szerint a 2. rekeszbe 0,5 µg/ml, a 3. rekeszbe 5 µg/ml, a 4. 

rekeszbe 50 µg/ml és végül az 5. rekeszbe 500 µg/ml hatóanyag kerül. Egy alsó rekeszbe 

252 ml táptalaj kerül, tehát pl. a 2. sávba 126 µg hatóanyag (1x szorzó) szükséges és így 

tovább. A középső sáv esetén 126 mg hatóanyagból törzsoldatot készítettünk 25 ml 

ioncserélt vízben, majd steril fülke alatt átszűrtük azt cellulóz szűrőn. A két szélső sávba 

hatóanyag nem került, így azoknál 250 ml vízben oldott agart használtunk (1 ml tintával és 

1 ml cikloheximiddel számolva), a többi rekesz esetén 27 ml-el kevesebb vízzel készítettük 

a táptalajokat (1 ml tintával és 1 ml cikloheximiddel számolva), hiszen a táptalaj 50 °C körüli 

hőmérsékletre történő hűtését követően kerül sor steril fülke alatt az 1 ml cikloheximid és a 

hozzá tartozó 25 ml antibiotikum koncentrátum bemérésére. Ez összesen minden rekesz 

esetén 252 ml végtérfogatot jelent. Az 5. rekesz törzsoldatából kettőt készítettünk, az egyik 

az 1000x koncentrációnak felel meg, amikor az 5. rekesz táptalajához öntjük. A másikból a 

többi réteghez ebből kihígítva készítettünk törzsoldatokat, a 4. rekeszhez ebből a 

törzsoldatból kimértünk 2,5 ml-t, amit 22,5 ml TSB-hez adtunk, így megkaptuk a 4. rekesz 

25 ml törzsoldatát (100x koncentráció). A 3. rekeszhez kimértünk 0,25 ml-t, amit 24,75 ml 

TSB-hez adtunk, így megkaptuk a 3. rekesz 25 ml törzsoldatát (10x koncentráció). A 2. 

rekeszhez kimértünk 0,025 ml-t, amit 24,975 ml TSB-hez adtunk, így megkaptuk a 2. rekesz 

25 ml törzsoldatát (1x koncentráció), ezzel elkészítve az 1x, 10x, 100x és 1000x hatóanyag 

koncentrációkat tartalmazó törzsoldatokat (2. táblázat). 
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2. táblázat A szükséges hatóanyag mennyiségének kiszámítása és a rendszer összeállítása 

Összetevők 
Rétegek 

1. 2. 3. 

Festék (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2 

Cikloheximid (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2 

Agar (ml) 250 225 225 225 225 225 225 225 250 754 496 

TSB (ml) - 24,975 24,75 22,5 - 22,5 24,75 24,975 - - - 

5. törzsoldat (ml) - 0,025 0,25 2,5 25 2,5 0,25 0,025 - - - 

MIC szorzó - 1 10 100 1000 100 10 1 - - - 

 

A lemez elkészítését és a baktérium ráoltását követően a MEGA-plate tetejét az 

illesztés mentén leragasztottuk, egy 10 cm-es szakasz kivételével. Előbbit a bakteriális 

befertőződés esélyének minimalizálása érdekében, utóbbit a felesleges víz elpárolgása 

érdekében végeztük, hogy az ne okozzon kondenzvíz lecsapódást az edényen belül, ami 

megzavarná a baktériumok diffúzióját. Ezt követően 37 °C-os termosztátba helyeztük és 

naponta steril fülke alatt a tetejét eltávolítva nyomon tudtuk követni a baktérium diffúzióját, 

majd mintát vettünk belőle további vizsgálatokra. A 3. ábrán a cefotaxim hatóanyag 

példáján jól látható, hogy az edény szélére oltott E. coli törzs teljesen benőtte az edényt, az 

egyes sávok határán kiszelektálódott vonalak faágszerű rajzolatai is jól kivehetők. 

 

3. ábra A cefotaximot tartalmazó táptalajon növekvő E. coli, az egyes hatóanyag koncentrációk 

határán történő rezisztens vonalak kiválásának faágszerű rajzolatával  
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4.1.A vizsgált baktérium törzs 

A vizsgálatokhoz az ATCC 25922 E. coli referenciatörzset használtuk (LGC Ltd, 

Teddington, Nagy-Britannia), mely egy 1946-os Seattle-ben izolált törzs. Választásunk azért 

erre a fajra esett, mert egyrészt közegészségügyi jelentősége óriási, másrészt a biológiai 

biztonsági szintje (BSL-I. osztály) alacsony [99]. 

4.2. Minimális gátló koncentráció meghatározás 

Az AMR fenotípusos kifejeződését adott antibiotikummal szemben MIC érték 

meghatározás segítségével értékeltük. A vizsgálatot a Clinical Laboratory Standards 

Institute (CLSI) módszertana szerint végeztük, a breakpointokat a CLSI [100] és a European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) adatbázisának [101] 

segítségével határoztuk meg, egyes esetekben irodalmi adatokra hagyatkoztunk. 

A -80 °C-on tárolt baktérium mintákat a vizsgálatot megelőző napon kioltottuk 3 ml 

TSB-be, majd inkubáltuk 18-24 órán keresztül 37 oC-on. A vizsgálatokat 96-os mikrotiter 

lemezen (VWR International Kft., Magyarország) végeztük. A munkalemezek első oszlopát 

kivéve feltöltöttünk minden oszlopot 90 µl TSB-vel (1. lépés). Ezután elkészítettük az egyes 

hatóanyagok 1024 µg/ml törzsoldatából a megfelelő kiindulási koncentrációkat TSB-ben 

hígítva. Ez a kezdő koncentráció 16 µg/ml volt ceftriaxon, cefkvinom, cefotaxim, ceftiofur, 

kolisztin, enrofloxacin esetében; 32 µg/ml volt amoxicillin és neomicin, esetében; 64 µg/ml 

volt oxitetraciklin és florfenikol, esetében; 128 µg/ml volt potenciált szulfonamid esetében. 

Ezekből 180 µl-t mértünk a lemezek első oszlopába (2. lépés), majd 2-es alapon hígítási sort 

készítettünk belőle (3. lépés), a 10. oszlop után a hegyeket a 90 µl felesleg oldattal eldobtuk, 

így az összes oszlop 90 µl oldatot tartalmazott. Minden törzshöz a munkalemezen egy-egy 

hígítási sor tartozott. 

Ezt követően egy segédlemezen elkészítettük a baktériumok ráoltásához szükséges, 

25x értékére hígított baktérium szuszpenziót, munkalemezenként egy oszlopot számolva 240 

µl TSB-t mértünk be, majd lyukanként 10-10 µl baktérium szuszpenziót mértünk hozzá (4. 

lépés). Végül a baktériumtörzseket ráoltottuk a munkalemezekre. A kettes alapú hígítási sort 

tartalmazó lemezek 11. (pozitív kontroll) oszlopától kezdve, visszafelé haladva minden 

lyukba 10 µl baktériumszuszpenziót mértünk be a segédlemezről (5. lépés). A 11. oszlop 

pozitív kontrollként (baktériumszuszpenziót és levest tartalmazott), míg a 12. oszlop negatív 

kontrollként (levest tartalmazott) szolgált. 
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A munkalemezeket 18-24 órán keresztül 37 oC-on inkubáltuk, majd elbíráltuk a MIC 

értékeket szabad szemmel a pozitív kontrollokhoz viszonyítva (3. táblázat). 

3. táblázat A MIC értékek elbírálásának szempontjai lyukanként egy adott mikrobatörzs 

adott hatóanyag koncentrációval történő kezelése esetén 

Jelölés Tapasztalat Értékelés 

+++ jelentős mértékű zavarosodás pozitív 

++ mérsékelt zavarosodás pozitív 

+ enyhe zavarosodás pozitív 

+- enyhe zavarosodás, a baktérium növekedése nem megítélhető negatív 

- nincs zavarosság negatív 

4.3. Az ESBL termelés vizsgálatának módszerei 

Az ESBL termelés vizsgálatát a CLSI módszertana szerint végeztük [100]. Ehhez a 

vizsgált baktérium törzsek MIC értékét kellett meghatároznunk ceftazidim, ceftazidim-

klavulánsav, cefotaxim és cefotaxim-klavulánsav hatóanyagokra nézve. A klavulánsavas 

kombinációk esetén minden egyes hígítást tartalmazó lyukban fixen 4 µg/ml klavulánsav 

koncentrációt kell biztosítani. Ezt úgy értük el, hogy a klavulánsavból törzsoldatot 

készítettünk, úgy hogy 10 mg klavulánsavat 10 ml desztillált vízben oldottunk fel, majd 

cellulóz szűrőn átszűrtük, ezt követően pedig 230 ml steril kation kiegyenlített Müller-

Hinton leveshez (CAMHB) kevertük, így 10 mg/240 ml oldatot kaptunk. A klavulánsavat 

tartalmazó munkalemezek ráoltásához a baktériumokat tartalmazó segédlemez oszlopait 

ezzel az oldattal töltöttük fel 240 µl mennyiségben. Miután ehhez hozzáadtuk a 10 µl 

baktérium szuszpenziót és ennek a 10 µl-ét a munkalemez 90 µl-éhez adtuk, a 100 µl-es 

végtérfogatban pontosan 4 µg/ml klavulánsav koncentrációt értünk el. 

Ezt követően a lemezeket 37 ⁰C-os termosztátban 18-24 órán keresztül inkubáltuk, 

majd elbíráltuk azokat. A CLSI alapján ESBL termelőnek tekinthető egy törzs, amennyiben 

a klavulánsavval kombinációban vizsgált antimikrobiális hatóanyag MIC értékének 

háromszoros csökkenése figyelhető meg a hatóanyag önmagában történő használata során 

kapott MIC értékéhez képest. Például, ha ceftazidim esetén a MIC érték 8 µg/ml, azonban 

ceftazidim-klavulánsav kombinációval már csak 1 µg/ml (nyolcszoros a csökkenés), akkor 

az adott törzs ESBL termelőnek tekinthető. 
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4.4. Új generációs szekvenálás 

A törzseket tartalmazó baktériumszuszpenzióból a QIAmp DNS-kit (Qiagen, 

Németország) segítségével izoláltuk a DNS-t a gyártó protokollja szerint. A DNS-ből 

generált páros végű leolvasásokat Illumina NextSeq 500 szekvenálóval határoztuk meg 

[102]. Az Illumina termékek által használt eljárás, melyet mi is használtunk a kutatás során 

egy „pair end” technika, amelyben a hídamplifikáció során oligonukleotikdokkal 

kihorgonyoznak egyszálú DNS szálakat, hozzászintetizáják a másik szálat és hídszerűen 

meghajlítják. Eltávolítják a reverz szálat és a szekvenálás folyamán a fluoreszcensen 

megjelölt kapcsolódó nukleotidokat olvassák le [103, 104]. 

4.5. Bioinformatikai elemzés 

A nyers szekvenciák minőségellenőrzését a FastQC v0.11.9  [105] szoftverrel 

végeztük, majd a nem megfelelő minőségű szekvenciák szűrését a TrimGalore v0.6.6 [106] 

program segítségével kiviteleztük. A leolvasott szekvenciákat a MEGAHIT v1.2.9 [107] 

segítségével hosszabb szekvenciákká (contigok) igazítottuk. A contigok  

minőségellenőrzésére a QUAST szoftvert használtuk [108].  Az így kapott contigokból a 

Prodigal v2.6.3 [109] segítségével meghatároztuk az összes lehetséges nyílt olvasókeretet 

(ORF). Az antimikrobiális rezisztencia gének (ARG) azonosítását az ORF-ek között a 

Resistance Gene Identifier (RGI) v5.1.0 segítségével végeztük a CARD adatbázissal 

összevetve [110]. Csak azokat a géneket vettük figyelembe, amelyek megfeleltek a CARD 

adatbázis által meghatározott STRICT küszöbkritériumoknak, és legalább 95%-os 

szekvenciaazonosságot és lefedettséget mutattak. 

Az azonosított rezisztenciagének potenciális mobilitásának vizsgálatához a 

MobileElementFinder (v1.0.3) [111] programot használtuk, amely a mobilis genetikai 

elemeket (MGE) jelzi előre a contigokon. Ebből a célból csak azokat az ARG-ket tekintettük 

potenciálisan mobilisnek, amelyek az adatbázisban szereplő leghosszabb, E. coli-ra jellemző 

összetett transzpozon távolságán belül voltak. Emellett a contigok plazmid eredetét a 

PlasFlow v1.1 szoftver  [112], segítségével vizsgáltuk, a fággenomok jelenlétét a contigokon 

pedig a VirSorter v2.2.2 [113] szoftver segítségével határoztuk meg. 

Az adatok további vizsgálata során a Center for Genomic Epidemiology online 

szoftvereit használtuk fel, kromoszóma pontmutációk keresésére a ResFinder 4.1. verzióját 

[114–116], szerotipizálásra a FimTyper 1.0 [117] és a CHTyper 1.0 [118] verzióját, a 

virulencia faktorok változásának nyomon követésére pedig a VirulenceFinder 2.0 szoftvert 

használtuk [115, 119, 120]. 
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5. EREDMÉNYEK 

5.1. A MEGA-plate fertőtlenítésének hatékonysága 

A 18-24 órás inkubációt követően a fertőtlenítés előtt vett mintákból kioltott Petri-

csészéken kis számban baktérium telepek növekedését figyeltük meg, a fertőtlenítést 

követően vett minták esetén azonban nem nőttek ki CFU-k és a táplevesben sem 

tapasztaltunk zavarosodást. A táplevessel feltöltött edényt további három héten keresztül 

inkubáltuk 37 ⁰C-on, azonban ezt követően sem tapasztaltunk benne változást. 

5.2. A vizsgált hatóanyagok MIC értékei 

Meghatároztuk a kiindulási törzsünk MIC értékét a MEGA-platere való ráoltást 

megelőzően, majd a cefotaxim (CTX) hatóanyag 10-es alapú növekvő koncentrációval való 

futtatást követően az egyes rekeszekből vett izolátumok esetén is (4. táblázat). Cefotaxim 

esetén a kiindulási MIC érték ¼-ének 10x koncentrációja már 0,25 µg/ml értékre, a 100x 

koncentráció 4 µg/ml értékre, az 1000x koncentráció pedig 32 µg/ml értékre növelte a 

hatóanyag MIC értékét. A többi hatóanyag ezen izolátumokon történő MIC értékének 

vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy a CTX 10x koncentrációja oxitetraciklin (OTC) 

esetén 4x, potenciált szulfonamid (PSA) és amoxicillin (AMX) esetén 2x és florfenikol 

(FLO) esetén 8x MIC érték növekedést okozott. A CTX 100x koncentrációjának hatására 

AMX és FLO esetén ez tovább nőtt, neomicin (NEO) esetén 2x, ceftriaxon (CFR) esetén 

32x, ceftiofur (CFT) és cefkvinom (CFQ) esetén pedig 8x volt. 

4. táblázat A cefotaxim hatóanyag tízes alapú növekvő koncentrációját tartalmazó MEGA-plate 

egyes rekeszeiből izolált E. coli baktérium MIC értékei a vizsgált hatóanyagokra nézve. Sötétzöld 

háttérrel jelölve a megnövekedett MIC értékeket (µg/ml). 

 ENR KOL CTX OTC PSA AMX FLO NEO CFR CFT CFQ 

Eredeti 0,03 0,125 0,125 2 8 16 16 32 0,125 0,5 0,25 

0x 0,03 0,25 0,125 2 8 16 16 32 0,5 1 0,5 

1x 0,03 0,25 0,125 2 8 16 16 32 0,5 1 0,5 

10x 0,03 0,25 0,25 8 16 32 128 32 0,5 1 0,5 

100x 0,03 0,25 4 8 16 >512 256 64 16 8 4 

1000x 0,125 32 32 8 32 >512 256 128 64 32 8 

ENR – enrofloxacin, KOL – kolisztin, CTX – cefotaxim, OTC – oxitetraciklin, PSA – potenciált szulfonamid 

(szulfametoxazol, trimetoprim), AMX – amoxicillin, FLO – florfenikol, NEO – neomicin, CFR – ceftriaxon, 

CFT – ceftiofur, CFQ - cefkvinom 

megtartott MIC (µg/ml) érték megnövekedett MIC (µg/ml) érték 
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A CTX 1000x koncentrációja már minden vizsgált hatóanyag MIC értékét 

megnövelte, a kiindulási MIC értékhez képest enrofloxacin (ENR) esetén 4x, kolisztin 

(KOL) esetén 256x, CTX esetén 1056x, OTC és PSA esetén 4x, AMX esetén >94x, FLO 

esetén 16x, NEO esetén 8x, CFR esetén 512x, CFT esetén 64x és CFQ esetén 32x volt a 

növekedés mértéke. 

5.3. Az új generációs szekvenálás eredményei 

A kiindulási törzsünk és a cefotaximot tartalmazó MEGA-plate egyes rekeszeiből 

izolált E. coli baktériumok NGS-ét követően azt tapasztaltuk, hogy annak ARG génkészlete 

nem változott (5. táblázat). 

5. táblázat A cefotaxim hatóanyaggal vizsgált minták NGS-e során azonosított ARG-k 

ARG ARG család Rezisztencia mechanizmus Antibiotikumok 

acrA RND efflux pumpa tetraciklinek, fenikolok, 

rifamicinek, penicillinek, 

cefalosporinok, fluorokinolonok acrB RND efflux pumpa 

acrD RND efflux pumpa aminoglikozidok 

acrE RND efflux pumpa 

penicillinek, cefalosporinok, 

fluorokinolonok 

acrE RND efflux pumpa 

acrF RND efflux pumpa 

acrF RND efflux pumpa 

acrS RND efflux pumpa 

tetraciklinek, fenikolok, 

rifamicinek, penicillinek, 

cefalosporinok, fluorokinolonok 

ampC - EC-5 béta-laktamáz enzimatikus inaktiváció 
penicillinek, cefalosporinok 

ampH béta-laktamáz enzimatikus inaktiváció 

bacA* 
undekapril-

pirofoszfát 
target alteration peptid antibiotikumok 

baeR RND efflux pumpa 

aminoglikozidok baeS RNS efflux pumpa 

cpxA RND efflux pumpa 

CRP RND efflux pumpa 
penicillinek, makrolidok, 

fluorokinolonok 

emrA MFS efflux pumpa 
fluorokinonolonok 

emrB MFS efflux pumpa 

emrE SMR efflux pumpa makrolidok 

emrK MFS efflux pumpa tetraciklinek 

emrR MFS efflux pumpa fluorokinonolonok 

ABC - ATP-binding cassette, MFS - major facilitator superfamily, RND - resistance-nodulation-cell division 

*mobilis genetikai elem (MGE) 
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5. táblázat A cefotaxim hatóanyaggal vizsgált minták NGS-e során azonosított ARG-k (folytatás) 

ARG ARG család Rezisztencia mechanizmus Antibiotikumok 

eptA 
foszfoetanolamin-

transzferáz 
target alteration peptid antibiotikumok 

evgA MFS és RND efflux pumpa penicillinek, makrolidok, 

fluorokinolonok, tetraciklinek evgS MFS efflux pumpa 

gadW AraC regulátor efflux pumpa penicillinek, makrolidok, 

fluorokinolonok gadX AraC regulátor efflux pumpa 

H-NS MFS efflux pumpa 

penicillinek, cefalosporinok, 

fluorokinolonok, makrolidok, 

tetraciklinek 

kdpE regulátor efflux pumpa aminoglikozidok 

marA* RND efflux pumpa 

tetraciklinek, fenikolok, 

rifamicinek, penicillinek, 

cefalosporinok, karbapenemek, 

monobaktámok, fluorokinolonok 

mdfA* MFS efflux pumpa tetraciklinek 

mdtE RND efflux pumpa penicillinek, makrolidok, 

fluorokinolonok mdtF RND efflux pumpa 

mdtG MFS efflux pumpa foszfomicin 

mdtH MFS eflux pumpa fluorokinonolonok 

mdtM MFS efflux pumpa 
fenikolok, fluorokinolonok, 

linkózamidok 

msbA ABC efflux pumpa nitroimidazolok 

pmrF 
foszfoetanolamin-

transzferáz 
target alteration peptid antibiotikumok 

soxR RND efflux pumpa 

tetraciklinek, fenikolok, 

rifamicinek, penicillinek, 

cefalosporinok, fluorokinolonok 

tolC* ABC, MFS, RND efflux pumpa 

tetraciklinek, fenikolok, 

rifamicinek, penicillinek, 

cefalosporinok, karbapenemek, 

monobaktámok, 

fluorokinolonok, peptid 

antibiotikumok, 

aminoglikozidok 

ugd 
foszfoetanolamin-

transzferáz 
target alteration 

peptid antibiotikumok 

yojI ABC efflux pumpa 

ABC - ATP-binding cassette, MFS - major facilitator superfamily, RND - resistance-nodulation-cell division 

*mobilis genetikai elem (MGE) 

A legkritikusabb rezisztencia mechanizmus az enzimatikus inaktiváció, melyet kódoló 

gének közül ampC és ampH géneket azonosítottunk, ezek kifejeződése penicillinekkel és 
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cefalosporinokkal szemben alakít ki rezisztenciát. Összesen négyféle gén esetén állapítottuk 

meg, hogy azok mobilis genetikai elemek, azonban ezek mind kromoszómán voltak kódolva. 

Ezek közül a bacA gén peptid antibiotikumokkal szemben enzimatikus célpont mutáció 

(target alteration) révén, az mdfA gén tetraciklinekkel szemben efflux pumpaként, a tolC és 

marA gének multidrug efflux pumpaként számos csoporttal szemben alakítanak ki 

rezisztenciát. Plazmidon és fágon kódolt gént nem azonosítottunk (5. táblázat). 

 

4. ábra Az NGS során azonosított egyes rezisztencia mechanizmusokat kódoló gének gyakorisága 

az egyes hatóanyagok tükrében 

Összesen 41-féle ARG-t azonosítottunk. A legtöbb ARG efflux pumpát kódolt (35 db), 

ezt követték a célpont mutációt (target alteration) kódoló gének (4 db), a legkevesebb az 

enzimatikus inaktivációt kódoló gének között volt megtalálható (2 db). Ha az egyes gének 

által kódolt rezisztencia mechanizmusokat gyakoriságuk szerint az érintett hatóanyagra 

bontva ábrázoljuk, akkor jól látható, hogy efflux pumpa esetén a legtöbb kódoló gén a 

fluorokinolonokkal szemben (23 db) volt megfigyelhető, ezt követték a penicillinek (17 db), 

a tetraciklinek (12 db) és a cefalosporinok (11 db). Enzimatikus inaktiváció mindössze a 

penicillinekkel és cefalosporinokkal szemben volt megfigyelhető, célpont mutáció (target 

alteration) pedig csak peptid antibiotikumokkal szemben (4. ábra). 
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5.4. A genomban bekövetkezett mutációk 

A kromoszóma mutációk azonosítása során a kapott eredmények jól tükrözik a 

fenotípusosan megjelenő béta-laktám antibiotikumokkal szembeni rezisztencia 

megjelenésével való összefüggéseket. Cefotaxim hatására az ampC gén promóter p.L9R és 

p.R8P szakaszán bekövetkezett CTA-CGA és CGC-CCC nukleotid cseréknek a megszűnése 

figyelhető meg, azonban a 10x hatóanyag koncentráció hatására a promóter g-7C>A, p.A2P, 

p.R11G és p.V11G régióiban aktiválódás, az 1000x hatóanyag koncentráció hatására pedig 

a promóter g-32T>A és p.R8H régióban azonosított T-A és CGC-CAC nukleotid cserékkel 

járó folyamat feltételezhetően az ampC gén által kódolt enzim túltermelését okozta, 

megnövelve a MIC értéket 32 µg/ml értékre, ami 256x növekedés. Ezen kívül a 100x és 

1000x hatóanyag koncentráció a rifamicin rezisztenciát kódoló rpoB-ben is aminosav 

cseréket indukált, azonban ennek a hatóanyagnak a fenotípusos tulajdonságait nem 

vizsgáltuk (6. táblázat). 

6. táblázat Az egyes cefotaxim koncentrációk hatására bekövetkező kromoszóma pontmutációk 

Az adatbázisban található kromoszóma pontmutációk a referencia törzshöz képest 

Gén Antibiotikum Mechanizmus 
MIC érték szorzók Nukleotid 

csere 

Aminosav 

csere 0x 1x 10x 100x 1000x 

ampC-promoter: 

g.-32T>A 

penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció - - - + + T - A - 

Az adatbázisban nem található kromoszóma pontmutációk a referencia törzshöz képest 

ampC-promoter: 

p.L9R 
penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció + - - - - CTA - CGA 

leucin 

arginin 

ampC-promoter: 

p.R8P 
penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció + - - - - CGC - CCC 

arginin 

prolin 

ampC-promoter: 

g.-7C>A 

penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció - - + - - C - A - 

ampC-promoter: 

p.A2P 

penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció - - + - - GCC - CCA 

alanin 

prolin 

ampC-promoter: 

p.R11G 

penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció - - + - - CGG - GGG 

arginin 

glicin 

ampC-promoter: 

p.V4E 

penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció - - + - - GTA - GAA 

valin 

glutaminsav 

ampC-promoter: 

p.R8H 

penicillinek, 

cefalosporinok 
enzimatikus inaktiváció - - - - + CGC - CAC 

arginin 

hisztidin 

rpoB:p.A1245T rifamicinek célpont mutáció, csere - - - + + GCG - ACG 
alanin 

treonin 

rpoB:p.E84G rifamicinek célpont mutáció, csere - - - + - GAA - GGA 
glutaminsav 

glicin 

azonosított mutáció 
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5.5. Szerotipizálás és virulencia faktorok változása 

A szekvenálási adatokból lehetőségünk volt a vizsgált törzs szerotipizálására is, ennek 

megfelelően O6-os típusspecifikus poliszacharidot (wzx és wzy gének), valamint H1 (fliC) 

és H30 (fimH30) fehérje természetű antigéneket azonosítottunk. 

A virulencia faktorok vizsgálata során megállapítottuk, hogy a cefotaxim 100x 

koncentrációjának hatására megjelent a papX gén, mely a motilitás csökkentésére van 

hatással, az sfaX gén pedig eltűnt, ami egy olyan szabályozó fehérjét kódol, mely a DNS-

ben az inverziós folyamatokat szabályozza. Az 1000x hatóanyag koncentráció hatására 

megjelent a vasszint szabályozásért felelős irp1 gén, valamint a Toll-like receptorok 

közvetítette citokintermelés csökkentéséért felelős tcpC gén, melyek expresszálódása 

elősegíti a baktériumok szervezeten belüli invázióját [121]. 

5.6. Az ESBL termelés vizsgálatának eredményei 

A CLSI szabvány szerint elvégzett vizsgálat egyik hatóanyagának klavulánsavas 

kombinációja sem mutatott legalább 3x MIC érték csökkenést egyik izolátumban sem. Így 

fenotípusosan kijelenthetjük, hogy ESBL gén hatását nem tudtuk kimutatni, amit a 

genomikai vizsgálatok is alátámasztottak. Tehát egy minta esetén sem tapasztaltuk a 

hatóanyag önmagában történő használatához képest a klavulánsavval történő kombináció 

esetén legalább 3x MIC érték csökkenést. Az enzimatikus inaktiváció következtében 

penicillinekkel és cefalosporinokkal szemben kialakult rezisztencia az ampC gén 

aktiválódásának a következménye, mely gén expressziója béta-laktamáz túltermelésért 

felel, azonban ennek a génnek az expresszálódása nem okoz kiterjedt spektrumban béta-

laktám csoporttal szemben kialakuló rezisztenciát (7. táblázat). 

7. táblázat Az ESBL vizsgálat eredményei a CLSI által előírt ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) 

és azok klavulánsavas (KLA) kombinációjával 

Minta 
CTZ CTZ+KLA 

Különbség 
CTX CTX+KLA 

Különbség 
(µg/ml) (µg/ml) 

0x 0,03 0,03 - 0,03 0,03 - 

1x 0,03 0,03 - 0,03 0,03 - 

10x 0,06 0,06 - 0,03 0,06 1x 

100x 8 4 1x 2 1 1x 

1000x 8 8 - 8 8 - 

 CTZ – ceftazidim, CTZ+KLA – ceftazidim-klavulánsav, CTX – cefotaxim, CTX+KLA – cefotaxim-

klavulánsav  
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 

Magyarországon először valósítottuk meg a MEGA-plate rendszert, melyet a Harvard 

Egyetemen fejlesztettek ki [55]. Korábban Toprak és mtsai. egy mobidosztát segítségével 

növekvő antibiotikum koncentrációval szelekciós nyomást kifejtve E. coli klóramfenikol, 

doxiciklin és trimetoprim rezisztencia kialakulásának evolúcióját vizsgálták [46]. Az E. coli 

ATCC 25922 törzs a cefotaxim MIC értékének 1000x koncentrációját 13 nap alatt benőtte. 

A Harvard Egyetem által vizsgált trimetoprim esetén ehhez 12 napra volt szükség [55]. A 

többlépcsős koncentráció grádienssel szemben kialakuló rezisztencia tehát hasonló idő alatt 

következett be. Más összehasonlító szakirodalom nem áll rendelkezésre. 

Vizsgálataink során ellenőrzésként a lemez egyes koncentrációit tartalmazó sávjai 

fölül vett mintákból izolált E. coli újbóli MIC értékének meghatározásával ellenőriztük a 

rezisztencia kialakulásának kifejeződését. Ennek során megállapítottuk, hogy 

nagyságrendileg a cefotaxim MIC értékének növekedése követte az egyes sávok növekvő 

hatóanyag koncentrációját, a kiindulási 0,125 µg/ml érték a 10x koncentráció hatására 0,25 

µg/ml, a 100x koncentráció hatására 4 µg/ml és az 1000x koncentráció hatására 32 µg/ml 

értékre nőtt. A cefotaxim növekvő koncentrációja szelekciós nyomást gyakorolt más 

hatóanyagokkal szembeni rezisztenciát kódoló gének expressziójára is. Ennek során a 10x 

koncentráció hatására potenciált szulfonamid és amoxicillin esetén 2x, oxitetraciklin esetén 

4x, florfenikol esetén 8x MIC érték növekedést tapasztaltunk. A cefotaxim 100x 

koncentrációjának hatására neomicin esetén 2x, ceftiofur és cefkvinom esetén 8x, florfenikol 

esetén 16x, ceftiaxon esetén 32x, amoxicillin esetén pedig már 94x volt a MIC mérték 

növekedése. A cefotaxim 1000x koncentrációja minden vizsgált hatóanyag MIC értékét 

megnövelte a kiindulási értékhez képest, enrofloxacin, oxitetraciklin és potenciált 

szulfonamid esetén 4x, neomicin esetén 8x, florfenikol esetén 16x, cefkvinom esetén 32x, 

ceftiofur esetén 64x, amoxicillin esetén 94x, kolisztin esetén 256x, ceftriaxon esetén 512x 

mértékben. A legnagyobb mértékű 1056x növekedés cefotaxim esetén volt megfigyelhető. 

Ilyen jellegű összehasonlító tanulmány nem áll rendelkezésre a szakirodalomban. 

Az egyes hatóanyagokkal szemben kialakuló rezisztencia mechanizmusok az általunk 

vizsgált E. coli törzsben kromoszómálisan voltak kódoltak. Összesen 14-féle antibiotikum 

csoporttal szembeni rezisztencia kialakításáért felelős, 41-féle ARG-t azonosítottunk, 

melyek közül a legtöbb (35 db) a hatóanyagot a sejtből kipumpáló, ún. efflux pumpa volt. 

Ezen kívül azonosítottunk enzimatikus inaktivációért felelős géneket (ampC, ampH), 

valamint a peptid antibiotikumokkal szemben célpont mutációt kialakító géneket (bacA, 

eptA, pmrF, ugd). Kolisztin szempontjából a bacA gént kizárhatjuk, mert az bacitracin 
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rezisztencia kialakításáért felel [122], mely gén vizsgálataink során MGE volt. Az eptA gént 

azért zárhatjuk ki, mert Rajkumari és mtsai. kutatásuk során azt állapították meg, hogy mcr-

1 gén hiányában stressz hatására nem nőtt a gén expressziója [123], vizsgálatunk során nem 

találtunk mcr-1 gént. A pmrF és ugd (pmrE) gének regulátor funkcióját Gunn és mtsai. 

azonosították [124]. A β-laktám csoportot kivéve az összes többi esetben feltételezhetően 

aktiválódó efflux pumpák voltak felelősek a MIC érték növekedésért, enrofloxacin esetén 

elsődlegesen az emrA, emrB, emrR, mdtH gének; oxitetraciklin esetén az emrK és mdfA 

gének; neomicin esetén baeR, baeS, cpxA, kdpE gének. Kolisztin esetén a legnagyobb 

valószínűséggel az efflux pumpát kódoló yojI gén aktiválódhatott, Mónica és mtsai. 

kimutatták, hogy a tolC efflux pumparendszer működéséhez nélkülözhetetlen ez a gén [125], 

tolC gént mi is azonosítottunk. Ezen kívül számos MDR efflux pumpát kódoló gént is 

találtunk (pl. acrA, acrB, acrS, H-NS, marA, soxR, tolC). 

Cefotaxim hatására a β-laktámok enzimatikus inaktiválásáért felelős ampC gén esetén 

a 10x hatóanyag koncentráció hatására a promóter g-7C>A, p.A2P, p.R11G és p.V11G 

régióiban aktiválódás, az 1000x hatóanyag koncentráció hatására pedig a promóter g-32T>A 

és p.R8H régióban azonosított T-A és CGC-CAC nukleotid cserékkel járó folyamat 

feltételezhetően az ampC gén által kódolt enzim túltermelését okozta, megnövelve az 

amoxicillin és cefalosporinok MIC értékét. Az ilyen jellegű mutációk ritkák, ezt mutatja az 

a tanulmány, melyben egy E. coli citrát-hasznosításáért felelős mutáció létrejöttéhez 31 000 

generációváltásra volt szükség, és a megismételt 12 vizsgálat során is csak egy alkalommal 

következett be ugyanez a változás [35]. 

ESBL termelésért felelős gént nem azonosítottunk, az ampC gén nagy mennyiségű β-

laktamáz termeléséért felel, más tanulmányok szerint könnyen hiperexpresszálható [126]. 

Kromoszómálisan kódolt génként azonosítottuk, az így termelődött β-laktamázt nem 

gátolják a béta-laktamáz inhibitorok [127], az első plazmidon való kódolását 2004-ben 

Japánban Nakano és mtsai. írták le [128]. Vizsgálatunk során ampH gént is azonosítottunk, 

mely szerepet játszik az ampC expressziójában, azonban Guérin és mtsai. azt találták, hogy 

a gén kiütése kevésbé befolyásolta az ampC kódolta enzimtermelést [129]. Händel és mtsai. 

vizsgálataik során azt találták, hogy amoxicillin hatására az ampC gén upregulációja 

következett be, ezen kívül az MDR efflux pumpát kódoló mdtM és mdtK gének is 

aktiválódtak [130], az mdtM gént mi is azonosítottuk, mely florfenikol és enrofloxacin 

rezisztenciát okoz. Ahhoz, hogy pontosan azonosítani tudjuk, hogy a kialakult 

rezisztenciákért mely gének aktiválódása felelt, transzkriptomikai vizsgálatok szükségesek.  
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

Napjaink egyik jelentős problémája az AMR terjedése, mely 2050-re vezető halálozási 

ok lehet a világon. Ennek megelőzése közös gondolkodást, kooperációt igényel az állat- és 

humánegészségügy képviselői között. A rezisztencia kialakulásának megértését segítik az 

evolúciós és koszelekciós vizsgálatok. A Harvard Egyetem által kidolgozott MEGA-plate 

(Microbial Evolution and Growth Arena) első magyarországi megvalósítása lehetővé tesz in 

vitro evolúciós és koszelekciós vizsgálatokat E. coli baktériumon; melynek az AMR 

terjesztésében az egyik legnagyobb jelentősége van. Egy 60x30 cm-es tenyésztőedényt 

alakítottunk ki, melynek kilenc egyenlő részre osztott rekesze biztosítja a vizsgált hatóanyag 

tízes alapon növekvő 1x, 10x, 100x és 1000x koncentrációit. Kidolgoztunk egy hatékony 

fertőtlenítési protokollt, 7,5%-os hidrogén-peroxid és UV-fény használatával, majd 

teszteltük a rendszer működését cefotaxim hatóanyaggal. Meghatároztuk a vizsgált 

hatóanyagok minimális gátló koncentrációját (MIC). Cefotaxim esetén a 2 µg/ml MIC 

értéknek az ¼ részét vettük kiindulási értéknek, hogy evolúciós előnyt biztosítsunk, így az 

1000x koncentrációba 13 nap alatt nőtt be a baktérium. Az új minták MIC értékének 

vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy nem csak a cefotaxim MIC értéke nőtt meg (0,125, 

0,25, 4, 32 µg/ml), hanem oxitetraciklin (8 µg/ml), potenciált-szulfonamid (8 µg/ml), 

amoxicillin (32 µg/ml) és florfenikol (128 µg/ml) esetén már a cefotaxim 10x 

koncentrációja; neomicin (64 µg/ml), ceftriaxon (16 µg/ml), ceftiofur (8 µg/ml) és 

cefkvinom (4 µg/ml) esetén a cefotaxim 100x koncentrációja növekedést okozott. Az 1000x 

cefotaxim koncentráció további növekedést okozott, és már enrofloxacin (0,125 µg/ml), 

kolisztin (32 µg/ml) hatóanyagok esetén is megfigyelhető volt a hatás. Új generációs 

szekvenálással történő vizsgálattal az antimikrobiális rezisztencia génkészletben változást 

nem tapasztaltunk, azonban a cefotaxim 100x és 1000x koncentrációinak hatására az ampC 

génben bekövetkező kromoszómális pontmutációk következtében a hatóanyagot lebontó 

enzimek expresszálódtak, ami a béta-laktám hatóanyagok MIC értékét megnövelte. Ezen 

kívül számos efflux pumpa aktiválódását feltételezzük, azonban ehhez további 

transzkriptomikai vizsgálatok szükségesek. ESBL termelésért felelős rezisztencia gént 

azonban nem azonosítottunk. 

A módszerrel olyan evolúciós és koszelekciós vizsgálatokat tudunk végezni, mellyel 

képesek vagyunk indukálni az AMR kialakulását, hagyományos és molekuláris biológiai 

módszerekkel pedig nyomon tudjuk követni a hatóanyagok fenotípusos érzékenységre és a 

bakteriális genomra gyakorolt hatását, mely hozzájárul korunk egyik legégetőbb 

problémájának, az AMR kialakulásának pontosabb megértéséhez.  
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8. SUMMARY 

One of today's major problems is the spread of antimicrobial resistance (AMR), which 

could be the leading cause of death worldwide by 2050. Preventing this requires joint 

thinking and cooperation between animal and human health professionals. Understanding 

the development of resistance is aided by evolutionary and coselection studies. The first 

implementation in Hungary of the MEGA-plate (Microbial Evolution and Growth Arena) 

developed by Harvard University will allow in vitro evolution and coselection studies on E. 

coli, one of the most important bacteria for the spread of AMR. A 60x30 cm culture dish has 

been constructed with nine equally divided compartments, providing 1x, 10x, 100x and 

1000x concentrations of the test agent, increasing on a decimal basis. An efficient 

disinfection protocol was developed using 7.5% hydrogen peroxide and UV light and tested 

with cefotaxime. We determined the minimum inhibitory concentration (MIC) of the test 

agents. For cefotaxime, we used ¼ of the MIC of 2 µg/ml as a starting point to provide an 

evolutionary advantage, so that the bacteria grew to the 1000x concentration in 13 days. In 

the MIC of the new samples, we found that not only the MIC of cefotaxime (0.125, 0.25, 4, 

32 µg/ml) increased, but also the 10x concentration of cefotaxime for oxytetracycline (8 

µg/ml), potentiated sulphonamide (8 µg/ml), amoxicillin (32 µg/ml) and florfenicol (128 

µg/ml); with neomycin (64 µg/ml), ceftriaxone (16 µg/ml), ceftiofur (8 µg/ml) and 

cefquinom (4 µg/ml), 100x concentrations of cefotaxime caused an increase. The 1000x 

concentration of cefotaxime caused a further increase, and an effect was already observed 

with enrofloxacin (0.125 µg/ml), colistin (32 µg/ml). No change in the antimicrobial 

resistance gene pool was observed by new generation sequencing, but the effect of 100x and 

1000x concentrations of cefotaxime resulted in the expression of drug-degrading enzymes 

due to chromosomal point mutations in the ampC gene, which increased the MIC of beta-

lactam drugs. In addition, the activation of several efflux pumps is hypothesized, but further 

transcriptomic studies are required. However, no resistance gene responsible for ESBL 

production was identified. 

The method allows us to perform evolutionary and coselection studies that can induce 

AMR and to monitor the impact of drugs on phenotypic susceptibility and the bacterial 

genome using conventional and molecular biology methods, contributing to a better 

understanding of one of the most pressing problems of our time, the development of AMR.  
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