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1. Roviditések jegyzeke

APEC = madér patogén E. coli

EXPEC = extraintesztinlis E. coli

DEC = intesztinalis E. coli

EPEC = enteropatogén E. coli

EHEC = enterohemorragiés E. coli

ETEC = enterotoxikus E. coli

EIEC = enteroinvaziv E. coli

EAEC = enteroaggregativ E. coli

DAEC = diffazan tapadé E. coli

AIEC = tapadd-invaziv E. coli

MIC = minimalis gatlé koncentracio
MBC = minimalis baktericid koncentracio
MPC = mutécio preventiv koncentracio
LPS = lipopoliszacharid

SIRS = szisztémas gyulladasos reakcid
PEA = foszfoetanolamin-transzferaz
MCRPEC = mcr-1 pozitiv E. coli

CRE = karbapenem rezisztens enterobaktérium
MDR = multirezisztens

WHO = World Health Organization

EMA = Europai Gydgyszeriigynokseg
HP-CIA = Highest Priority Critically Important Antibioticum
AMEG = AntiMicrobial Expert Group
PCR = polimeraz lancreakcid

NGS = Next generation sequencing



2. Bevezetés

Az alabbi dolgozat témaja a mobilizalhaté kolisztin rezisztenciat (mobilized colistin
resistance - mcr-1) mutaté Escherichia coli torzs elsé Magyarorszagi izolalasa. A kolisztint,
mint kationos detergensként hatd polipeptid antibiotikumot multirezisztens baktériumok
okozta kérhazi fertézésekben alkalmazzak. A mcr-1 rezisztencia megjelenése és ennek a
zoonotikus megbetegedést okoz6 baktériumokban valé elterjedése mind a huméan-, mind az

allategészségligy kiemelt problémajat jelentheti a jovoben. [1]
2.1 E. coli jellemzése

Az Escherichia coli az Enterobacteriaceae csaladba tartozd, Gram-negativ, 1-2 pm-es
palcika alak, csilloval és burokkal rendelkez6 baktérium. Az Enterobacteriaceae csaladban
a laktdz pozitiv/laktozt bontani képes torzsek kozé tartozik. igy a laktdzbontd képességet
detektalni képes szelektiv taptalajokon a téptalaj és a képzett telepek szine ennek
megfeleléen fog megjelenni. Az egyik gyakran hasznalt ilyen taptalajon, a MacConkey

agaron, rozsaszin szinii telepeket képez €s a taptalaj szine is rézsaszinre valtozik. [2-4]

Az E. coli torzseket a sejtfal (’O’) antigénjeik alapjan 184 szerocsoportba, csilld ("H”)
antigenjeik alapjan 54 szerotipusba lehet besorolni. Ezeket hagyomanyosan agglutinacios
probakkal lehet meghatarozni, azonban jelenleg rendelkezésre allnak méar gén szekvencia

analizis alapjan miik6do6 rendszerek is. [2]

Az E. coli széles korben eléforduld baktérium, igy jelen van a kérnyezetben, a természetes
bélflora alkotasaban is részt vesz, mint kommenzalista és hozzajarul a mikrobidta
egyensulyanak fenntartdsdhoz. Azonban eléfordulnak fakultativ és obligat patogén torzsei
is, amelyek a bélrendszer és a hugyutak gyulladasos betegségeit, illetve vérfertdzést,
togygyulladast, méhgyulladast, koldokgyulladast, agyhartyagyulladast is okozhatnak. A
patogén torzsek nemcsak emldsokben, hanem madarakban is eléfordulnak, amelyeket
Osszefoglalé néven madar patogén E. coli (Avian Pathogenic E. coli - APEC) torzseknek
neveznek. Ezek madarakban f0ként vérfertdzést és a legkiilonfélébb parenchymas szervek

gyulladasat okozhatjak. [2, 3, 5]

Az E. coli az okozott megbetegedés helye szerint tovabbi csoportokba sorolhatd, igy
beszéliink extraintesztinalis (extraintestinal E. coli - EXPEC) és intesztindlis E. coli
(diarrheagenic E. coli — DEC) torzsekrél. A DEC torzsek tovabbi csoportokba sorolhatok be

a hordozott fobb virulenciafaktoraik alapjan. Igy megkiilonboztetiink enteropatogén
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(EPEC), enterohemorragias (EHEC), enterotoxikus (ETEC), enteroinvaziv (EIEC),
enteroaggregativ (EAEC), diffuzan tapadd (DAEC) és tapadd-invaziv (AIEC) E. coli
torzseket. Bar az egyes torzsek kdrszOvettani elvaltozasai is jellegzetesek, de ezek él16
embereken és allatokon nehezen vizsgalhatdk, ellentétben a PCR (polimeraz lancreakcid)

segitségével végzett génszintii virulenciafaktorok azonositasaval. [1, 3, 5]

A fentebbi csoportositds az emberben okozott elvaltozésokat, megbetegedéseket veszi
figyelembe. Azonban allatok esetében a csoportok tagjai eltéréen viselkedhetnek, igy akar
csak hordozéi lehetnek stlyos emberi megbetegedést okozd patogén torzseknek (ilyen
betegség példaul a szarvasmarha altal hordozott EHEC okozta hemolitikus urémias

szindroma emberben). [2, 3]

A baktériumok korokozd kepességéhez sziikséges virulenciagének elhelyezkedhetnek
kromoszomalisan és extrakromoszémalisan is, mint példaul plazmidokon. Ez utdbbiak
jelentésége nagyobb lehet tekintetbe véve, hogy ezek révén a hordozott informaciéo a
baktériumok kdzott nem csak vertikalisan, hanem horizontalisan is terjedésre képes, akar
mas nemzetsegbe tartoz6 baktériumok kozott is. Masik gyakori formaja lehet a horizontalis
génterjedésnek a bakteriofagok segitségével torténd gén és virulenciafaktor atadas. [6] A
kolisztin rezisztenciat kodolo mcr-1 génrél kezdetben azt feltételezték, hogy kromoszoman
kodolt, mely megnyugtatd volt a nagymértékt allatorvosi felhasznalds gyakorlataban is.
Azonban kinai kutatok elsoként igazoltak, hogy a kolisztin rezisztenciaért feleldos gén
plazmidon kodolt, igy lehetéség van akar gyors rezisztencia atadasra is a baktériumok
kozott. [5, 7]

Esetlinkben tehat a plazmidok megléte és tipusa a legfontosabb. Ezek a genetikai elemek
korkorosek, a citoplazmaban helyez6dnek, szamuk valtozd. Fontos, hogy a kromoszomatol
fiiggetleniil replikalodnak, az utddsejtekbe véletlenszerlien keriilnek at, illetve a
kromoszomaba is integralodhatnak episzomaként. Az R tipust plazmidok kédoljak az

antibiotikum rezisztenciat. [6]

2.2 Az antibiotikum rezisztenciarol altalanosan: tipusai, terjedése, jelen korlatozasok

A kemoterapids szerek hatdsiaval szemben gyakran alakulnak ki kiilonb6z6
rezisztenciamechanizmusok, melyek baktériumok, virusok, gombék, parazitak,
daganatsejtek tulélését szolgaljak. Kilondsen az antibakterialis szerek ellen mutatott
rezisztencia novekszik nagy ilitemben napjainkban, a talzott mértékii hasznalat és a tévesen

megallapitott indikaciok miatt. Bar a szelekci6o eredményeként elkertlhetetlen ezen
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mechanizmusok létrejotte, a folyamatos antibiotikum hasznalat miatt Kkialakult egy

szelekcids nyomas, ami jelentdsen gyorsitja a folyamatot.

Mara szdmos rezisztenciamechanizmust leirtak. Ismertek efflux pumpak, melyek
kipumpaljak az antibakterialis szereket a baktériumsejtbél; gyogyszert lebonté és atalakitd
enzimek; genetikailag modosulhat a target, vagyis a gyogyszer kotéhelye; illetve

megVvaltozhat a baktérium sejtfalanak permeabilitasa, igy mar nem tudja felvenni a szert. [6]

A rezisztenciagének 4atadasanak Iehet6ségei a konjugacio, a transzdukcid és a
transzformacié. A konjugacié soran egy pylussal kapcsoldédik egymashoz a két
baktériumsejt, amely génhidon egymdsnak képesek atadni kiilonboz6 géneket. A
transzdukci6 esetén a baktériumokat fert6z0 bakteriofag adja at az emlitett genetikai
tartalmat. Transzfomacio soran a baktériumok a kornyezetiikbol vesznek fel géneket, melyek
a lizalt baktériumsejtekbdl szabadultak fel. B Az mcr-1 gén terjedésében a konjugacionak

lehet elsédleges szerepe. [1, 8]

Az antibakterialis szerek alkalmazasanal fontos szem el6tt tartani a MIC, MBC, MPC
értékeket annak érdekében, hogy hatékony legyen a kezelés és ne szelektalodjanak ki
rezisztens baktériumtorzsek. A MIC a minimalis gatlo koncentraciot jelenti. Ez a
gyogyszernek az a legkisebb koncentracidja, amely képes a baktériumok szaporodasat
gatolni. Ebben a koncentracidéban a szer gatolja a szaporodast, de még nem 6li meg a
korokozokat. A MBC a minimalis baktericid koncentraciot jelenti, a gyogyszernek az a
legkisebb koncentracidja, ami megdli a baktériumok 99,9%-at. Az MBC mindig magasabb
koncentracio érték, mint a MIC. A harmadik érték az MPC, vagyis a mutacié preventiv
koncentracié. Ez az a koncentracio érték, ami mar elég magas ahhoz, hogy megelézze a
rezisztens torzsek kialakulasat. A kolisztin a szervezetben képes elérni a MBC-t, anélkiil,
hogy toxikus lenne a gazdaszervezetre, igy a baktericid antibiotikumok kodzé tartozik.
Altalanosan minden antibakterialis szer alkalmazasanal igaz, hogy nem csak a MIC, de a
MPC értéknél is nagyobb koncentraciot kell elérnilik a szervezetben, hogy ne élhessenek tul
a gyogyszerrel szemben rezisztenciat mutatd torzsek. A kolisztin egy koncentracid fliggd
baktericid szer, igy alkalmazasanal arra is kell figyelni, hogy minél nagyobb d6zisban, minél

rovidebb ideig kapja a beteg. [9]
2.3 Kolisztin jellemzése

A Kkolisztin egy polipeptid antibiotikum. A polimixinek csoportjaba tartozik, melyek

szerkezetiiket tekintve nem ciklikus polipeptidek keverékei. A Bacillus polymyxa és a
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Bacillus colistinus baktériumok termelik 6ket. A keveréket alkoto szarmazékok a polimixin
B, a polimixin E és a polimixin M. A kolisztin maga a polimixin E nevii szdrmazék. A
polimixinek bazikus kationos polipeptidek. A Gram-negativ baktériumok negativ toltésii
sejtfalan detergens-szerii hatast fejtenek ki, igy azt karositjak, a baktériumsejtek elveszitik
integritdsukat és felborul a homeosztazisuk. A periplazmatikus réseken atjutva a
baktériumok bels6é membranjat is azonos moédon karositja. Ebbdl lathatd, hogy az
antibiotikum hatdsmaédja ultragyors, koncentracidéfiiggd, baktericid. A hatdsmod ismeretébdl
kovetkezik, hogy ezt az antibiotikumot minél nagyobb koncentracidban, a lehetd
legrovidebb ideig kell alkalmazni a rezisztenciamechanizmusok kialakuldsanak megeldzése

miatt. [10-12]

A polimixinek felszivodasa nem kedvezd, szoveti megoszlasuk pedig mérsékelt, ezért

foképp szajon at alkalmazzak Oket enteralis fert6zésekben. [12]

Hatasmodjukra tovabba jellemz6, hogy kozombositik a Gram-negativ baktériumok
sejtfalanak LPS (lipopoliszacharid) komponensét, igy intravénasan adva megfeleld
gyogyszer bakterémia, illetve szepszis és endotoxemia esetén, gatolja a SIRS (szisztémas
gyulladasos reakcio) kialakulasat. A vérben a szovettdrmelékekhez, gennyes valadékhoz
kotédik. Az intravénas alkalmazas esetén emlitendd, hogy vesével iiriil. Ez azért fontos, mert
nephrotoxikus és neurotoxikus vegyiilet. Igy intravénasan adva toxikus lehet, csak
életveszélyes fertézésekben alkalmazzak, melyeket Gram-negativ péalcak, vagy

Pseudomonas alfajok okoznak. [12-14]

Spektrumat tekintve a korabbiakban emlitettek értelImében a Gram-negativ bakériumokra
hat, az Enterobacter, a Klebseilla, a Salmonella, a Pasteurella, a Bordetella, a Shigella és az
Escherichia coli erzékenyek ra. Nagyon nagy koncentracioban a S. aureus ellen is hatékony.
[12]

Alkalmazzak tehat parenteralisan életet veszélyeztetd nozokomialis fertdzésekben, szajon at
enteralis fert6zések esetén, illetve helyileg sebfertézésre, borgyulladasra, kiils6 hallojarat

gyulladasra, tdgygyulladasra. [12]

2.4 Az mcr-1 rezisztenciagén mechanizmusa

Az Enterobaktériumok szamos tdrzse mutat rezisztenciat a kolisztinre. Ennek a
rezisztenciamechanizmusnak az alapja, hogy a Gram-negativ baktériumok kiilsé

membranjanak lipopoliszacharid-LPS komponense megvaltozik. A megvaltoztatott felépités



mar nem teszi lehetové a polimixinek kotddését, igy a baktériumok nem képesek azokat

felvenni. Az antibiotikumok detergens hatasa igy nem érvényestilhet. [10]

Az LPS-nek egy adott része valtozik meg, a lipid-A alegység. Az mcr-1 gén azt a fehérjét
kodolja, amely enzimként viselkedve alakitja at a lipid-A részt. Ezt a fehérjét a
foszfoetanolamin-transzferdzok (PEA) csaladjaba soroljak. A PEA a lipid-A 4-foszfat
csoportjahoz kapcsoldédik. A kémiai modifikacionak koszonhetéen tehat a LPS csokkent
affinitast mutat a Kkolisztinhez. Az mcr-1 altal kodolt fehérje miikodésének pontosabb

részletei még kevésbé ismertek. [8, 10, 15]

Felépitését tekintve az mcr-1 gén altal kodolt fehérje egy integralt membran fehérje, amely
5 transzmembran régioval rendelkezik. Olyan konzervalt helyek talalhatéak rajta, amik
szliksegesek a katalitikus aktivitashoz. A transzmembran régié horganyozza le az enzimet a

citoplazmamembran periplazmatikus oldalara, ahol miikodését ki tudja fejteni. [10]

Az mcr-1 fehérje transzmembran részének a katalitikus aktivitdsban bet6ltott szerepeét
rezisztencia vizsgalatokkal igazoltak. Mutagenezissel modositva a fehérje adott részeit, az
mar nem tudta betOlteni a szerepét, igy az érintett baktérium torzs érzékennye valt a
kolisztinre. Igy 5 olyan konzervalt rész meglétét igazoltak, amelyek esszencialisak a funkcio
betdltésehez. [10]

A Klebsiella pneumoniae esetében ez a fehérje kromoszoman kodolt, azonban mas

Enterobaktériumok kdzott plazmiddal is képes terjedni. [8, 10]

2.5 Az mcr-1 rezisztenciagén elterjedtsége

Az mcr-1 rezisztenciagén kialakulasa vissza vezethetd az 1980-as évekre. A kolisztin
rezisztencia kezdetben kromoszoman kodolt volt, majd a plazmidra keruléssel mobilissa
valt. Az els6 plazmid kozvetitette kolisztin rezisztenciagént 2015-ben jelentették, azota
variansait vilagszerte detektaltdk. [15] 2016 januar-aprilisaban gytijtott adatok szerint az
mcr-1 gén mar 18 orszagban megjelent. [10] Egy Gjabb, 2020-as kutatas alapjan ma mar

tobb, mint 50 orszagban jelen van. [14]

Az mcr-1 gén elterjedésének hatterében foként a nagyilizemi, intenziv allattartas all. [8, 14,
16] Az 1990-es években a kolisztint profilaxisra és hozamfokozasra hasznaltdk a
gazdasagokban. [14] Kina a vilag legnagyobb sertés- és baromfihts elballitojaként jelentds
szerepet tOlt be az allattarto telepekr6l Kiszabaduld rezisztens torzsek elterjedésében. Az is

igaz tovabba, hogy a vilagon itt hasznaljak fel a legnagyobb mennyiségii kolisztint. Ennek



eredményeként szamos Koliszin rezisztens E. coli torzsek eldfordulasat felméré kutatés
Kindban készilt. [8]

Egy az emlitettekhez hasonld kinai felmérésben 2012 és 2016 kozott szignifikansan ndtt a
kolisztin rezisztens E. coli torzsek eléfordulasanak aranya sertésben, illetve baromfiban is
emelkedett. A sertések kozott terjedd rezisztencia hatterében a nagy hasmenéses fertdézések

kolisztinnel valé témeges kezelése allhat. [17]

Masik Kinaban készitett 7 éves kutatashban szintén sertések, illetve csirkék kdzott vizsgaltak
az mcr-1 gén eléfordulasat 2013 és 2019 kozott. Azt tapasztaltak, hogy 2015-2016 évekig
nétt az mcr-1 pozitiv E. coli (MCRPEC) torzsek el6fordulasa, ezutan egy csokkenés
kdvetkezett. Ennek hatterében a kinai kormany altal 2017-ben bevezetett korlatozas all,
melyben megtiltottdk a kolisztin takarmanykiegészitOként, hozamfokozasra vald
hasznalatat. [14, 18] Az MCRPEC (mcr-1 pozitiv Escherichia coli) torzsek aranyanak
csokkenése mutatja a korlatozas eredmenyességét. [19] Ezt kovetéen 2018-ban Japanban,

2019-ben pedig Malajziaban és Indiaban is korlatoztak a koliszitin felhasznalasat. [14, 18]

Egy 6sszehasonlitd kinai tanulmanyban a koliszitin felhasznalasat korlatozo intézkedések
hatdsat vizsgaltdk. Ennek szemléltetésére 2015 és 2019 kozott kovettek a rezisztencia
terjedését. A tilto intézkedések utan mind a kolisztint tartalmazo készitmények eléallitasa,
mind eladasa jelentGsen csokkent. Kolisztin rezisztens E. coli térzsek jelenlétét vizsgalva

korhazakban, sertés- és baromfitelepeken azt talaltak, hogy szamuk visszaszorult. [18]

2.6 One Health szemlélet

Mivel a kolisztin un. "pancélszekrény” antibiotikum, azaz haldlos kimeneteld,
multirezisztens korhazi fert6zések kezelésére elzart, az allatorvosok és humanorvosok k6zos
feladata a rezisztencia terjedésének korlatozasa. Ez is jo példaja a napjainkban egyre inkabb
elfogadott One Health szemléletnek, mely egyutt veszi figyelembe a human- és

allategészségiigy problémait. [11, 14, 17]

A One Health szemlélet értelmében tobb kutatasban is vizsgaltak az mcr-1 rezisztenciagén
eléfordulasat kiilonbozo allatfajokban, illetve a kornyezetben. A gén ennek megfeleléen
jelen van az élelmiszerlancban, igy keriilhet az emberi szervezetbe is, akar tlinetmentes
hordoz6 allatokbol, akar az elfogyasztott zoldségek altal. [14] A rezisztenciagént hordozé
DEC patotipusok sulyos, jarvanyos megbetegedéseket okozhatnak mind a rosszabb higiéniai

koriilményekkel rendelkez6 fejlédd, mind a fejlett vilagban. [3]



A novényi eredetii taplalékok tekintetében tobb orszagban is leirtdk mar az mer-1 pozitiv E.
coli torzsek jelenlétét. 2016-ban salatabol és paradicsombol szarmaz6 mintakbol izolaltak
Kindban, 2014-ben pedig Svajcban mutattak ki Thaifoldrél és Vietnambdl szarmazod
z01dségekbol. [20]

Megjegyzendd, hogy az emberek szamara a kedvtelésbol tartott tarsallatok is jelenthetnek
fertézési forrast. [3] A kedvencéllatok esetében azonban kisebb az MCRPEC tdrzsek
el6forduldsanak ardnya. Leginkabb allati eredetii taplalékkal veszik fel azokat, majd a

szorosabb kontaktus miatt tudjak atadni gazdaiknak. [14]

A huménorvoslas szempontjabdl a kolisztin fontos szer a nozokomialis fertézések
kezelésére. Kordbban a karbapenemeket alkalmaztak erre a célra, am széleskori
felhasznalasuk kovetkeztében, megjelentek a karbapenem rezisztens enterobaktérium
torzsek (CRE). [7, 11, 14, 15] Tovabbi problémat jelent, hogy az mcr-1 gént hordozo
plazmidok a Pseudomonas aeruginosa torzseiben is megjelenhetnek, ezaltal a kolisztinnel

szemben ellenalléva valik ez a kulcsfontossagu emberi patogén is. [8]

H. Zhang és mtsai. kutatasukban igazoltak, hogy az mcr-1 gén eléfordulasa E. coli
torzsekben nem csak a low-level kolisztin rezisztencidban vesz reszt, de a high-level
kolisztin rezisztens mutansok kiszelektalodasat is segiti. Ez fenyegetést jelent a korhazi

fert6zések kezelésére. [15]

Egy maésik kutatasban Y. Shen és mtsai. 6sszehasonlito genetikai analizist végeztek klinikai
fertdzésekbol €s onként jelentkezd emberekbdl szarmazo székletmintakbol. Céljuk az volt,
hogy tanulmanyozzak az mcr-1 pozitiv E. coli torzsek terjedését a kdrhazakban. A
kommenzalista és patogén torzsek plazmidjai genetikai diverzitast mutattak, mégis képesek
voltak atadni egymasnak az mcr-1 gént. Ez arra utal, hogy a gén flexibilitasa nagy, igy

kiilonboz6 genetikai hatterti gazdakban is képes jelen lenni. [7]

A nozokomialis fertézések foleg az immunszupresszalt betegek esetében veszélyesek. R.
Lalaoui és mtsai. akut leukémias betegekbdl izolaltak kolisztin rezisztens E. coli torzseket.
Immunszupresszié esetén kuléndsen nagy a veszelye az MDR (multirezisztens - multidrug
resistant) baktériumokkal valo feliilfert6z6désnek, ezért a leukémias betegeknél nagyon
fontos az antibiotikumos kezelés. Az MDR torzsek gyorsan terjednek a beteg populéaciéban,
ezeért javasoljak a rezisztenciagének jelenlétére iranyuld gyorstesztek elvégzését a kdrhazba
érkezéskor. [13]
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2.7 A kolisztin hasznélatara vonatkozé korlatozasok és az érintett iparagak

Az antibiotikum rezisztencia terjedésének mérséklése nemzetkdzi érdek, igy a World Health
Organization (WHO) és az Eurdpai Gyogyszerigynokség (EMA) is kiemelten foglalkozik
vele. Ezen szervezetek kiilonbozd kategoriakba soroltdk az antibakteridlis szereket, igy

korlatozva indikacioikat és alkalmazéasukat.

A WHO héarom Kkategéridba sorolja az antibiotikumokat javasolt alkalmazasuknak
megfeleléen. Ez a harom csoport az ACCES, a WATCH ¢és a REVERSE. Ez utdbbi
csoportba tartoznak azok az antibakterialis szerek, amelyeket életmentés céljabol
alkalmaznak korhazi fert6zések kezelésére. Ezen csoport tagjai a polimixinek, igy a kolisztin
is. A WHO megnevezése szerint tovabba a kolisztin HP-CIA gydgyszer, azaz Highest
Priority Critically Important Antibioticum, melynek alkalmazasa kulonds korultekintést
igenyel. [18, 21, 22]

Az Europai Gyogyszeriigynokség szervezete az AMEG (AntiMicrobial Expert Group) négy
kategoriat allapitott meg az antibakteridlis szerek rendszerezésére. Az AMEG ABCD
rendszerében a polimixinek a B kategoriaba sorolodnak. A kategoria elnevezése a ,,Restrict”.
Ebbe olyan antibakterialis szerek tartoznak, melyeket az allatorvosok napjainkban sajnos
még gyakran hasznalnak, pedig nem lenne indokolt a rezisztencia kialakuldsanak kockazatat
figyelembe véve. A kolisztin, bar allatorvosi célra torzskonyvezett ¢és élelmiszertermeld
allatnak is adhato, ma mar csak korlatozottan, kevés indikaciora alkalmazhat6. Adasa abban
az esetben indokolt, ha nem all rendelkezésre megfeleld C, illetve D kategorias szer az adott
betegség kezelésére, hasznalatat mindenképpen rezisztencia vizsgalatnak kellene

megel6znie. [23]

Az Europai Unidé 2019/6-0s Rendelete korlatozza az allatorvosi gydgyszerek felhasznalasat,
kiemelt figyelmet forditva az antibiotikum rezisztencidra. 2022. januar 28-at6l az
antibiotikumok nem hasznalhatéak profilaxisra és hozamfokozasra, csupan gyogykezelés
alkalmaval, illetve metafilaxis céljabol. A kolisztin hasznalatéra jelenleg 65%-0s csokkentés
az el6irt cél. [18, 24]

Ez a korlatozas nem kedvez a sertés iparnak, ahol az enteralis fert6zéseket okozo
sertéspatogeén E. coli torzsek ellen szajon at alkalmazzak a kolisztint. Féleg az Gjsziilottkori
hasmenés kezelésében fontos szer. Ultragyors baktericid hatdsa nem adott teret a rezisztens
torzsek kiszelektalodasanak. Ez azonban valtozott a rezisztencia gének plazmidra

kerulésével, ami indokoltta teszi a korlatozasok betartasat. [1, 18]

11



Az antibiotikum rezisztencia kialakulasdéhoz és elterjedéséhez a baromfi ipar is
nagymertékben hozzéjarul, hiszen az emberiség husfogyasztasanak a legnagyobb részét a
baromfihus teszi ki. A kulonféle baromfifajtak tartasa esetén azonban eltéré mennyiségii
antibiotikumot hasznalnak fel. A pulykdk és a libak intenziv tartdsdban nagyobb mennyiségii
antibiotikum felhasznalasara van szikség, igy benniuk hamarabb alakulnak Ki rezisztens
baktériumtorzsek. A galambok ezzel szemben kevesebb antibiotikumos kezelésben
részesiilnek, igy az 6 mikrobiotajuk kevesebb rezisztens torzset tartalmaz. Az antibakterialis
szerek felhasznalasanak korlatozasaval tehat varhatéan kevesebb pulykahis fog a

fogyasztok rendelkezésére alini. [5]

3. Célkitiizések

Mivel jelenleg Eurépabdl nagyon kevés adat elérhetd az mcr-1 rezisztenciagén jelenlétérdl
¢s elterjedtségérol, igy célunk volt egy tobb baromfi fajra kiterjedd mintagyiijtés soran az
mcr-1 rezisztenciagént Magyarorszagon elséként kimutatni. Ezt kdvetéen az igy izolalt

tOrzset részletesebb genetikai elemzéseknek, vizsgalatoknak alavetni.
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4. Anyag és modszer

4.1 Mintagyiijtés

A mintidkat a Nébih Allatorvosi Diagnosztikai lgazgatdsaganak (Nébih-ADI) Baromfi
Osztalyan, két baromfi vagohidon (viziszarnyas €s pulyka), két galambtenyész6tol és egy
hazi tyak tartotol gyljtottiik, osszesen 6t baromfi fajtabol. Az elhullott allatokbdl és a
vagohidrol szarmazod mintdkndl az 4allatok vakbelébdl sterilen vett tampon mintakat
gyljtottiink. Az €16 allatok esetében klodka tampon mintakat hasznaltunk fel, melyeket
aszeptikus kortlmények kozott vettiink. A levett mintdkat a laboratoriumi feldolgozésig 4

°C-on hitve taroltuk, maximalisan 3 Ora hosszat.

4.2 Baktériumok izolalasa

A tampon mintakat az Enterobacteriaceae csalad tagjainak izolalasara alkalmas MacConkey

szelektiv taptalajra oltottuk ki és szélesztettiik el, majd 24 orét 37 °C-on inkubaltuk ¢ket.

A MacConkey agar a Gram-negativ, az Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktériumok
szelektiv és differencialo izolalasara alkalmas. A szelektivitasa abban mutatkozik meg, hogy
a Gram-pozitiv baktériumok, illetve a Gram-negativ térzsek jelentés része nem képes
szaporodni rajta. Ezt a tulajdonsagat gatldbanyagok teszik lehetévé, ugy mint a kristalyibolya
és kilonféle epesavak. A kristalyibolya a Gram-pozitiv baktériumok szaporodasat, mig az
epesavak a Proteus spp. rajzasat gatoljak. Erre azért van szilkség mert ez utobbi baktérium
bendve a taptalaj felszinének nagy részét jelentdsen rontandk a minték értékelhetoségét. A
taptalaj egyben differenciald is, hiszen segit elkiloniteni az Enterobacteriaceae csaladba
tartozd baktériumokat laktozbonto képességilk alapjan. A taptalaj ennek megfelel6en laktozt
és neutralvoros indikatort is tartalmaz. A lakt6z pozitiv baktériumok képesek lebontani a
taptalajban talalhato laktozt. Ezt a tulajdonsagukat a neutralvords indikator teszi lathatdva.
A laktozbontd baktériumok anyagcseréje soran tejsav keletkezik, igy a taptalaj pH értéke
csOkken. Ezt a valtozast az indikator rdzsaszin szinnel jelzi. Ennek megfelelden a telepek
rozsaszinnel jelennek meg a taptalaj feluletén, melyek koril az epesavak precipitalddnak,
halvany szegélyt alkotva. llyen formaban megjelend laktoz pozitiv baktérium példaul az E.
coli. A lakt6z negativ baktériumok kozé tartozé S. Enterica esetében szintelen telepek
képzbédnek, valamint a taptalaj megtartja eredeti szinét. Ennek a magyardzata az, hogy az

anyagcsere soran képtelen bontani a laktozt, ennek megfelelden nem képzddik sav, amit az
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indikator szinvaltozéssal jelezhetne. A MacConkey agar tehat esetiinkben alkalmas volt a
Salmonella és az E. coli elkiilonitésére, am figyelembe kell venni a lehetdséget, hogy az E.
coli olyan torzsei is szelektalodhatnak, amelyek elveszitették laktézbontd képességiket,

ekkor megjelenésiik a Salmonellaéhoz hasonld. [3, 4]

=7 =7

MacConkey taptalajra tiszta szintenyészet eléréshez. A szintenyészetben nétt E. coli
torzseket véres agarra atoltottuk eés 24 6rat 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden els6dleges
(kataldz és oxidaz teszt) és masodlagos biokémiai tesztekkel (indol, metil-vords, Voges—
Proskauer, citrat hasznositasi préba) igazoltuk, hogy a szintenyészet Escherichia coli torzset
tartalmaz. A véres agar felilletér6l Mueller-Hinton levesbe szuszpendaltuk a
szintenyészetben 1€v0 mar azonositott baktériumokat. Ezt a szuszpenziot 15% glicerinnel

Osszekevertik es -80 °C-ra lefagyasztva taroltuk tovabbi felhasznalasig.

4.3 Torzsek molekularis genetikai vizsgalata
4.3.1 PCR (polimeréaz lancreakcio) ismertetése

A polimeraz lancreakcio egy olyan molekularis genetikai médszer, amely a templat DNS-t
felsokszorozni kepes, igy a genetikai tartalom alkalmassa valik az azonositasra. A reakcio 4
1épésben, eltéré hémérsékleteken zajlik, hostabil enzimek segitségével. Az amplifikalni
kivant génszakaszt primerek jeldlik Ki, igy specifikusan kivalaszthaté a vizsgalni kivant

DNS szakasz. Vizsgalatunk célja az volt, hogy megtalaljuk az mcr-1 gént a mintakban.

4.3.2 Templatkészites

A PCR vizsgalatok elsé Iépéseként elkészitettik a templatokat. A DNS kinyeréséhez
szuszpendalni sziikséges a baktériumokat. A templatokat forralasos modszerrel allitottuk el
a szintenyészetekbdl. Ennek soran a szintenyészetben ndtt Escherichia coli torzseket 500 pl
PCR vizbe szuszpendaltuk, majd Eppendorf csdvekben, 9000 rpm (fordulat/perc - round per
minute) fordulatszam mellett 2 percig centrifugaltuk 6ket, ezt kdvetéen 96 °C-on 5 percig
,forraltuk” a mintakat. A forralast kovet6en a 100 pl feliiluszot hasznaltuk a tovabbiakban,

mint templat.
4.3.3 PCR menete

A PCR miikddéséhez egy specidlis reakcioelegyre, a Master mixre van sziikség. Ennek
komponensei a kovetkezéek: a templat DNS (1 pg), a felsokszorozni kivant szakaszt kijel516

primer par (0,5 uM mindegyikbdl), a 72 C°on miikodo ho rezisztens Taq polimeraz enzim
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(1,25 egyséq), az uj DNS molekulakba épiilé dezoxinukleotid-trifoszfatok (dNTP-mix) (0,2
mM mindegyikb6l), az enzim mikodését segitd, festékkel jelolt puffer (5 pl), DNaz mentes

viz.

A molekularis genetikai vizsgalatokban az mcr-1 génszakaszra tervezett primer part
(CLRSF: 5’-CGGTCAGTCCGTTTGTTC és CLR5R: 5’-CTTGGTCGGTCTGTAGGG)

hasznaltuk, az mcr-1 pozitiv torzsek kivalasztasara.

A reakcibelegyek Osszeéllitdsa soran egy negativ kontrollt is készitettiink egy Eppendorf
csbbe, a kapott eredmények megbizhatésdganak ndveléséhez, illetve a hibakeresés
megkonnyitéséhez. Ez nem tartalmazza a templat DNS-t, igy nem szabad, hogy megtalalhat6
legyen benne a rezisztencia gént kddolo szakasz. A vizsgalatokhoz elengedhetetlen a pozitiv
kontroll is, am az els6 izolalasnal ez még nem allt rendelkezésiinkre. Az els6 PCR biztato
eredményei utan végzett teljes genom szekvenalast kovetéen a sajat mcr-1 pozitiv torzset

hasznaltuk pozitiv kontrolként a tovabbi vizsgalatokhoz.

A reakcioelegy pontos 6sszeéllitdsa utan elinditottuk a PCR programjat, amely az alabbi
1épésekbdl és paraméterekbdl allt esetiinkben. Az elsé ciklust megeldzte egy bevezetd 1€pés,
amely alatt a reakcidelegyben talalhatd DNS-polimerdz aktivalodott és a primerek
belépéshez sziikséges DNS szalak egymastol elvaltak. Ez 94 °C-on tortent, 1 percig. Ez utan
kezd6dott a lancreakcid 3 lépése. Az els6 lépés a denaturacio volt, amely 94 °C-os
hémérsékleten, 1 percig tartott. Ekkor a hidrogén-hidak felbomlasaval minden ismétl6dé
ciklusban a DNS-ek ket szala egymastol elvalt. A masodik Iépésben, az annealing soran 51
°C-on kotédtek a primerek a DNS szalak komplementer szakaszaihoz. Ehhez 30 masodperc
id6 kellett. A harmadik, extenzids lépésben a Taq polimeraz enzim 72 °C-on komplementer
DNS szélat képzett a primerek altal kijelolt szakaszhoz képest, 30 masodperc alatt. Ez a
harom lépés esetlinkben 25 ciklusban ismétl6dott. A legutolsod ciklust kovette a végso
extenzios Iépés, 72 °C-on, 5 percig, amely alatt az enzim befejezte a megkezdett DNS szélak

felépitését. Ezutan a gép 4 °C -ra hiitétte és tarolta a reakcidelegyet.

4.3.4 Gélelektroforézis

A kapott amplikonokat 1,5 %-0s agardz gélben futtattuk meg. A gél elkészitésekor a futtatd
kadnak megfeleld mennyiségli TAE puffert (0,004M Trisz bazis, 0,002M EDTA, 0,02 M
ecetsav) kevertiink 6ssze 1,5 %-os agardzzal. A pufferben 1évé ecetsav szerepe, hogy
egységes toltést biztosit a DNS-nek, az EDTA pedig megkéti a szennyezddéseket.

Forralassal és homogenizalassal folyékony géllé alakitottuk az elegyet, majd 50 °C-ra hiitve
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hozzakevertik a nukleotid festéket. Ez etidium-bromid volt, 5 pl/200 ml koncentracioban.
A gélt a futtaté kddba ontottiik, majd 20 perc alatt hagytuk megszilardulni. Ezt kdvet6en
puffert ontottlink ra. Az agarézgél zsebeibe 10 pl PCR-rel lefuttatott mintat mertiink be,
majd 110 Volt alland6 fesziltség és 100bp marker alkalmazasa mellett megfuttattuk. Az
alkalmazott primer parok alapjan 309 bp amplikon hosszusag volt varhato. A keletkezett
termékeket ultraibolya fény mellett, atvilagitd ernydvel tettlk lathatova. A keletkezett
gélképet fényképesen dokumentéaltuk. Az elbirdlas elméleti hattere, hogy a konstans
fesziiltség mellett, adott 1d6 alatt az egységes toltésti molekuldk koziil a kisebb méretiiek

nagyobb tavolsagra futnak. Az elkiilonités alapja tehat a molekulasuly. (Abra 1.)

1. abra: Gélkép mcr-1 génre tervezett primerrel. Mintasorrend balrol jobbra: mcr-1 pozitiv minta, negativ
minta, pozitiv kontroll, negativ kontroll, 100 bp marker

4.4 Szekvencia alapu elemzések

Mivel mcr-1 pozitiv térzs nem allt rendelkezésre, ezért a pozitivnak itélt mintak esetében az
amplikonok pontos génszekvencijat Sanger szekvenalassal allapitottuk meg, kétiranyu

szekvenalassal a BaseClear holland cég altal.

Az mcr-1 pozitivnak talalt torzs esetében a Biomi (G6doll6, Magyarorszag) cég segitségével

teljes genom szekvenalassal a teljes génkészletét a baktériumnak meghatéaroztuk.
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A génszintl vizsgéalatok soran az Unipro Ugene szoftvert és a Galaxy internetes platformot
hasznaltuk tovabbi elemzésekre és informacionyerésre. Génkeresésre a Blast-ot (National

Library of Medicine) hasznaltuk.
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5. Eredmények

Osszesen 332 tampon mintat gydjtottiink baromfibol. Mindegyik egyedi mintaként lett véve

egy baromfibol. Azonban csak 319 minta (n=35 galamb, n=42 hazi tydk, n=87 kacsa, n=101

lad, n=54 pulyka) esetében sikerllt Escherichia coli torzset izolalni és ezt biokémiailag is

igazolni.

A Nébih-ADI-ban gyiijtott E. coli torzsek galamb (n=1), hazi tyik (n=29), kacsa (n=36),

l0d (n=53) és pulykakbol (n=4) szarmaztak. A haztajibol gyijtott E. coli térzsek galambbdl
(n=34) és hazi tydkbdl (n=13) szarmaztak. E. coli-t izolaltunk kacsakbdl (n=51), ludbol
(n=48) és pulykabdl (n=50) a vagohidakon. (Tablazat 1.)

Allat kora Galamb gﬁ(‘ Kacsa Lad Pulyka | Osszesen (db)
0-1 hetes 14 27 41
1-6 hetes 4 26 4 34
8 7-16 hetes 13 13
E 15 hetes 4 4
3 17 hetes-6 hdnapos 3 3
=z 6 honapos 1 1
6-12 hdnapos 11 11
1 év feletti 15 1 16
Osszesen 1 29 36 53 4 123
< Hazi . -
Allat kora Galamb ty(k Kacsa Lad Pulyka | Osszesen (db)
_ fészeklako 12 12
‘S | 3-4 hénapos 8 8
N
*fI“ 6 hénapos 4 4
2-3 éves 10 13 23
Osszesen 34 13 47
< Hazi . -
Allat kora Galamb ty(ik Kacsa Lad Pulyka | Osszesen (db)
2 14 hetes 51 51
g 16 hetes 48 48
S |20 hetes 50 50
Osszesen 51 48 50 149
Osszesen 35 42 87 101 54 319

1. tAblazat: Gyiijtott mintdak osszesitése gyiijtési hely, dllatfaj és életkor szerint
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Az Gsszes gyujtott minta esetében egy esetben sikeriilt mer-1 génre pozitivnak mindsithetd
Escherichia coli torzset kimutatni. Ez egy 5-6 napos elhullott kacsa vakbeléb6l kertilt
izolalasra. Ezen torzs esetében a kapott amplikon szekvencidjat Sanger szekvanalassal is
meghataroztuk. Az amplikonokra kapott szekvencidkat 0Osszehasonlitva a NCBI
adatbazisaban fellelheté adatokkal megallapithaté volt, hogy mindkét iranyu leolvasas
réillett a mcr-1 génre és kozel 100%-ban egymasnak megfeleltethetk voltak a kapott
szakaszok. (Téblazat 2.)

Bazis
eltérés

Béazis sorrend ’ Lefedettség ‘Azonosség

3'GACGTGCCATAGTGTCAGTAAATAACTGGTCAC
CGCGCCCATGATTAATAGCAAAATCAACACAGGC
TTTAGCACATAGCGATACGATGATAACAGCGTGG
TGATCAGTAGCATCGCGCCAAAGAGCACGACAGC
GATCGTCAGCACAAAGCCGAGATTGTCCGCGATG
GGATAGGTTTGGCTGATTTTATCAAAAAAGGTAA
GATTGGCGGTCGCGGTCAAGAAAACGGCAACACT
CGCCACAAGAACAAMGGACTGACCAGCAACACCT
TTCRATGTTTGATAAATCGGCAAACCTATCCAACA
CGMATATCTTGGTTTGTGTGAAATGSTGTCGGTTT
TTGAGGCTAGCTWTCCWAAGGTTTTAATCCTAGT
CYTGGTTTTAAGGGGTGTTGTCWTCCTTATAAGW
CCMGCCGYGCGACAGGTATTTKATGTTTTTTTAGC
TGGTCTATGATYTGACGATCTTCATTATCCCCAAA
ACCAAACGAAAAYTTTTTTACCTTCCCCCTATTCC
CCACCTCMTCTT-5'

49,80% 99,60% 1

5'GGGTTCTGACGCGACGCMATCTTACCTTTTTTGA
TAAAATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAAT
CTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTT
TGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTATCAT
CGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTG
CTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTAC
TGACACTTATGGCACGGTCTATGATACGACCATGC
TCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGGAATTGC
TWWAAATGCTGCCTCMGGTTTGATCTGGTTCTTC
TGGAKGAAGCTTTTCTTGCTGGAGGAGCWWGCTC
CGTTGGSTGGTTGGGSGYGTGGGTGRYCCGTCCTT
CTTGKTTTGCTTCGCTTCTTTTTTTAGTAATTGTTG
TCCACCGTATTTTGCTCTGTGGGGTWTTTKGGGAG
AAGATAATCAAAGTATCCTT-3

56.7% 99,60% 1

2. tablazat: Sanger szekvenalas bazis sorrendjének ésszehasonlitasa Escherichia coli (CP080254.1) mcr-1
plazmiddal

Az NGS (Next generation sequencing) soran a bakterialis DNS bazissorrendjét 1408067
szekvencia darabban sikeriilt meghatdrozni. A szekvencidk dontd tobbsége (1074599 db —
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76,32% és 1090568 db — 77,45%) 250 bazisnal hosszabb volt. A Galaxy szoftver (SPAdes)

altal ebbdl 6sszesen 209 contig-ot sikeriilt sszeallitani, amelybdl az els6 tiz contig 568083

és 166358 bazis hosszusag kozott volt. Az ABRicate alkalmazas segitségevel a Resfinder

adatbazist felhasznalva szamos antibiotikum rezisztenciagént sikeriillt beazonositani a

baktérium genomjéaban. (Tablazat 3.)

K d” Vé 7 7 - JORY4 - -
Contig ezdd ‘ g Gén neve | Lefedettség Lefedo/ettseg Azor;ossag ReglsgtraC|os Re2|s’zteEC|a
pozicié (%) (%) szama gene
39 27421 29046 mcr-1.1 1 1-1626/1626 100,00 100,00 KP347127  Kolisztin
Tdbb csoportban
6 26127 27359 yra) 1 1-12331233 0000 9870 yae0as rerepet jatszik
60 565 1366 ant(3")-la_1 171-972/972  82.51 99.75  X02340 Sztreptomicin
60 1449 2708 cmIA1 1 1-1260/1260 100.00 99.92 M64556 Kléramfenikol
60 2970 3771 aadA2 1  18-819/819 97.92 100.00 NC 010870 Sztreptomicin
60 4169 4666 dfrA12 8  1-498/498 100.00 100.00 AM040708 Trimetoprim
Doxiciklin,
69 7071953 tet(A) 6 1-1247/1275 97.80 100.00 AF534183  Tetraciklin
Doxiciklin,
70 846 2765 100.00 96.15 Tetraciklin,
tet(M) 8 1-1920/1920 X04388  Minociklin
Kléramfenikol,
48 210 gor o raounors 9992 9992 Ap118107  Florfenikol
75 75 866 sul3 2 1-792/792 100.00 100.00  AJ459418  Szulfometoxazol
77 132 788 qnrS1 1 1-657/657 100.00 100.00 AB187515 Ciprofloxacin
blaTEM- Tobb csoporthan
81 864 1724 106 1 1-861/861 100.00 99.88 AY101578 szerepet jatszik
98 11 826 sul2 2 1-816/816 100.00 100.00  AY034138 Szulfometoxazol

3. tablazat: Az mer-1 pozitiv térzs genomjéban talalhaté antibiotikum rezisztenciagének dsszesitése

Az igy beazonositott rezisztenciagenek kozil az mer-1 is megtalalhaté a 39-es contigon,

amely 32484 bazis hosszlusagu. Ezt a contigot 6sszehasonlitva az NCBI adatbazisban tarolt

szekvenciakkal szamos mar leirt mcr-1 kodolé plazmiddal 99-100%-o0s lefedettséget €s

kdzel 100%-0s azonossagot lehetett felfedezni. igy elmondhatd, hogy az mer-1 gént kddold

plazmidot teljes egészében sikerilt 6sszeallitani és meghatarozni az altalunk izolalt

baktérium esetében is. (Tablazat 4.)

. .. Azonossag
Geénszakasz Lefedettség (%)

Escherichia coli strain MFDS2254 plasmid pMFDS2254.1 100% 99.98
Escherichia coli strain MFDS2258 plasmid pMFDS2258.1 100% 99.98
Escherichia coli strain MFDS1300 plasmid pMFDS1300.1, complete 100% 99.98
sequence

Escherichia coli strain MFDS1318 plasmid pMFDS1318.1, complete 100% 99.98
sequence

Escherichia coli strain CFSAN061769 plasmid pPCFSAN061769_01, 100% 99.98

complete sequence

20



Escherichia coli strain T71115 plasmid pIBMC_mcr1, complete
sequence

Escherichia coli strain MFDS1029 plasmid pMFDS1029.1, complete
sequence

Klebsiella pneumoniae strain 1525 _17 B1 plasmid pMCR_1525 B1,
complete sequence

Escherichia coli strain MFDS1310 plasmid pMFDS1310.1, complete
sequence

Escherichia coli strain 1139 _17 Al plasmid pMCR_1139_Al,
complete sequence

Escherichia coli plasmid pMCR-1_Msc, complete sequence
Escherichia coli strain WCHEC1618 plasmid pMCR_WCHEC1618,
complete sequence

Escherichia coli strain 1413 17 _E1 plasmid pMCR_1413 E1,
complete sequence

Escherichia coli strain WCHEC1606 plasmid pMCR_WCHEC1606,
complete sequence

Escherichia coli strain 1525_17_D1 plasmid pMCR_1525 D1,
complete sequence

Escherichia coli strain 1449 17 C1 plasmid pMCR_1449 C1,
complete sequence

Escherichia coli strain 1253_17_A2 plasmid pMCR_1253_A2,
complete sequence

Escherichia coli strain DIB-1 plasmid pDIB-1, complete sequence
Escherichia coli strain 1138 17 D1 plasmid pMCR_1138 D1,
complete sequence

Escherichia coli strain NMG38 plasmid pMCR-NMG38, complete
sequence

Escherichia coli O176:H45 strain MIN9 plasmid pMUB-MIN9-MCR,
complete sequence

Escherichia coli strain LHM10-1 plasmid pLHM10-1-MCR-1,
complete sequence

Escherichia coli strain LHM10-1 plasmid pLHM10-1-mcr-1, complete
sequence

Escherichia coli strain 2016C-3936C1 plasmid pMCR-1-CT, complete
sequence

Escherichia coli strain 31349 plasmid p31349, complete sequence
Escherichia coli strain Mcp0271 plasmid pMcp0271, complete
sequence

Escherichia coli strain GD-8 plasmid pECGD-8-33, complete
sequence

Escherichia coli strain B65 plasmid pECJS-B65-33, complete
sequence

Salmonella enterica strain SLR1_8245 plasmid pS8245-3, complete
sequence

Escherichia coli strain NCYU-29-19 plasmid pNCYU-29-19-

1 MCR1, complete sequence

Escherichia coli strain 1138 17 Al plasmid pMCR_1138 Al,
complete sequence

Klebsiella pneumoniae strain 1525 17 C2 plasmid pMCR_1525 C2,
complete sequence

Salmonella enterica subsp. enterica serovar California strain SLO1
plasmid pMCR-1, complete sequence
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100%

100%

99%

100%

99%
100%
100%

99%

100%

99%

99%

99%
100%
99%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

99%

100%

99.98

99.98

99.98

99.98

99.98
99.97
99.97

99.97

99.96

99.97

99.97

99.96
99.96
99.94

99.95

99.98

99.94

99.93

99.98
99.98
99.98

99.95

99.81

99.96

99.74

98.91

99.98

99.94



Escherichia coli strain CFSAN064036 plasmid pGMI117-004_2,
complete sequence

Escherichia coli strain O177:H21 plasmid unnamed4, complete
sequence

Escherichia coli genome assembly, plasmid: 1

Escherichia coli genome assembly, plasmid: 1

Escherichia coli strain MDR_56 plasmid pMCR1-NY, complete
sequence

Escherichia coli strain EF7-18-51 plasmid pEF7-18-51_2, complete
sequence

Escherichia coli strain QEC11-421 plasmid pEcCQE11-421-5, complete
sequence

Salmonella enterica strain SLR1_8250 plasmid pS8250-2, complete
sequence

Escherichia coli O7:H4 strain MIN14 plasmid pMUB-MIN14-MCR,
complete sequence

Escherichia coli 2017.19.01CC plasmid p2017.19.01CC DNA,
complete genome

Escherichia coli strain 1506 plasmid p1506-3-mcr, complete sequence
Escherichia coli strain CDF8 plasmid pCDF8, complete sequence
Escherichia coli plasmid pEC15-101mcr DNA, complete sequence
Escherichia coli B2 plasmid pB2 DNA, complete sequence
Klebsiella pneumoniae plasmid pRYU3223C-1 RYU 3223 DNA,
complete sequence

Escherichia coli strain PF52 plasmid pPF52, complete sequence
Escherichia coli strain PF91 plasmid pPF91, complete sequence
Escherichia coli strain E15004 plasmid pE15004, complete sequence
Escherichia coli strain EC1283 plasmid pEC1283, complete sequence
Escherichia coli strain EC1280 plasmid pEC1281, complete sequence
Escherichia coli strain EC1279 plasmid pEC1279, complete sequence
Escherichia coli strain EC1281 plasmid pEC1281, complete sequence
Klebsiella pneumoniae strain KP-6884 plasmid pMCR1.2-IT,
complete sequence

Escherichia coli strain E648 plasmid pE648MCR-1, complete
sequence

Escherichia coli A2 plasmid pA2 DNA, complete sequence
Escherichia coli Al plasmid pA1l DNA, complete sequence
Salmonella enterica strain SH15G2167 plasmid pSH15G2167,
complete sequence

Salmonella enterica strain SH15G1397 plasmid pSH15G1397,
complete sequence

Escherichia coli strain P744T plasmid pP744T-MCR1, complete
sequence

Escherichia coli strain GZ49260 plasmid pGZ49260, complete
sequence

Escherichia coli strain CSZ4 plasmid pCSZ4, complete sequence
Escherichia coli strain OW3E1 plasmid pOW3E1, complete sequence
Escherichia coli strain FS170G plasmid pFS170G, complete sequence

100%

100%

100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
99%
100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%

100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%

99.98

99.94

99.96
99.96

99.99

99.96

99.99

99.98

99.94

99.95

99.95
99.99
99.99
99.99

99.99

99.99
99.99
99.99
99.99
99.99
99.99
99.99

99.99

99.98

99.98
99.98

99.98

99.98

99.98

99.98

99.98
99.98
99.98

4. tablazat: A sajat térzs mcr-1 gént hordoz6 plazmidjanak 6sszehasonlitdsa mar korabban leirt

plazmidokkal
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6. Megbeszélés/Kovetkeztetések

Az 0t féle baromfi fajtabol gyiijtott mintdk esetében sikeriilt plazmidon kédolt kolisztin
rezisztenciat hordoz6 (mcr-1 pozitiv) térzset izolalni. Magyarorszagon eddig nincsen adat
arrél, hogy allatbol sikerilt volna ilyen rezisztenciat hordozo E. coli térzset izolalni. Ezért
elmondhato, hogy els6ként sikeriilt egy mcr-1 pozitiv E. coli torzset izolalnunk
Magyarorszagon kacsabol. A kimutatasunkat tobbféle mddszerrel: PCR, Sanger

szekvenalds, NGS szekvenalas is elvégeztiik, a kapott eredmény validalasa érdekében.

A teljes genom meghatéarozas alapjan elmondhat6, hogy az izolalt térzs nem csak egyféle
antibiotikum rezisztenciat hordoz, hanem legaldbb 5 félét, ami alapjan a torzs
multirezisztensnek is mindsithetd. A szekvenciaclemzés tovabbi lényeges tulajdonsagok
meghatarozasat teszi majd levehet6vé, valamint lehetéséget teremt tovabbi virulencia

faktorok felderitésében is, ami nem része a jelen dolgozatnak.

Az elhullott és mcr-1 pozitiv E. coli torzset hordoz6 kacsa a boncolas alapjan
kelésgyengének volt mindsithetd. Igy a fiatal kora és elhullds koriilményei alapjan kicsi a
valosziniisége egy esetlegesen alkalmazott antibiotikum kezelésnek. Valamint elmondhato,
hogy mivel multirezisztens torzsrol van sz0, igy a baktériumban jelen 1évo rezisztencidk mar
az E. coli torzs bekerulésekor ott kellett lennie. Sajnalatos mdédon az allatok gydgyszeres
kezelésere vonatkozo informaciok a legtobb esetben nem beszerezheték, mert a telepek sajat
maguk védelme érdekében errdl nem szeretnek nyilatkozni. Mar csak azért sem, mert egy
kutatasi eredményben valo ilyetén vald szereplés rossz fényt vethet rajuk vagy késobbi

gazdasagi veszteséggel is jarhat.

Az ilyen fiatalkorban mar jelenlévé multirezisztens torzsek esetén szamunka felmeriil a
kérdés, hogy a jelenlétik a kelésgyengeségnek és az immunrendszer gyengesegének tudhato
be, vagy mar a kelést kovetden megjelennek a béltraktusban és az dllomanyban a késdbbiek
folyaman elterjednek. Ezzel is csokkentve az esetleges gyogykezelések hatékonysagat, akar
a rezisztenciagének mas baktériumok szaméara horizontalis géntranszfer révén valo
atadasaval. Tovabbi kérdesként felmerul szdmunkra ilyen esetben a hordozott torzs eredete
is, hogy honnan kerult a mar kikelt kiskacsaba. Ez utdbbi kérdések megvalaszolasa tovabbi
kutatasok folytatasat szorgalmazza, amelynek soran tovabbi hasznos informaciok nyerhetdk
egy ritka torzs terjedésérdl, illetve a multirezisztens torzsek hatdsarol a felneveléssel

kapcsolatosan.
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Osszegezve elmondhatd, hogy egy ritka torzs elsd izolalasat sikeriilt végrehajtanunk
Magyarorszagon allatokbol, amely tovabbi érdekes kutatdsi lehetdségeket vett fel a

rezisztenciagénekkel és azok terjedésével kapcsolatban.
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7. Osszefoglald

Az Escherichia coli egy széles korben el forduld baktérium és szamos allatfajban a normalis
bélflora alkotdja. Azonban léteznek patogén és igy megbetegedést okozo E. coli torzsek is.
Az E. coli széleskorti eléfordulasa és valtozékonysaga lehetdséget ad arra, hogy szamos
virulencia és antibiotikum rezisztenciagént hordozzon. Ezen géneket aztan akar horizontalis

géntranszfer révén a vele egyiitt eldfordulé mas baktérium torzseknek is képes atadni.

Az mcr-1 gén éltal plazmidon kédolt kolisztin rezisztencia is ezek kozé tartozik. A kolisztin,
masik nevén polimixin E, a polipeptidek csoportjaba tartozé kationos antibiotikum.
Jelent6ségét mutatja, hogy multirezisztens torzsek okozta korhazi fertézések kezelésére
fenntartott szer. Mint a legtdbb antimikrobiélis kemoterapeutikum alkalmazésa esetén, itt is
kialakult a rezisztencia, melynek kdvetkeztében egyes gyogyszerek hatastalanna véltak a
korébban érzékeny baktériumokkal szemben. A kolisztin rezisztencia foként az
Enterobacteriaceae csaladban terjed. Kordbban szamos orszagban leirtak a rezisztenciagén
jelenlétét, foképp sertésben. A gén terjedésének jelentésége nagy, hiszen zoonotikus
fert6zéseket okozd baktériumokban van jelen. Magyarorszagon ennek a génnek az
allatokban valo el6fordulasat eddig még senki sem mutatta ki, ezért célunk volt az 5

leggyakoribb baromfifajbol gytijtétt mintdinkban ennek jelenlétét is igazolni.

Osszesen 332 vakbél tampon mintat gyiijtdttiink libabol, kacsabol, pulykabol, hazityakbol
és galambbol. Ezekb61 319 E. coli torzset sikeriilt izolalni. Az igy gyiijtott mintak esetében,
egy kacsabol szarmazd E. coli bizonyult mcr-1 gént hordozonak a PCR-rel végzett
vizsgalatok soran. A mcr-1 gén jelenlétére gyanus amplikon, a Sanger szekvanalas alapjan
megallapitott bazissorendje alapjan valédi mcr-1 génnek bizonyult. Ezen baktériumtorzs
teljes genom szekvenalasa szintén ezt igazolta, mas antibiotikum rezisztenciagének jelenléte
mellett. igy egy multirezisztensnek mondhatd és mcr-1 gént hordozo torzs keriilt altalunk

izolalasra.

Elmondhat6, hogy Magyarorszagon elsdként sikeriilt allati mintabol plazmidon kodolt
kolisztin rezisztens (mcr-1 pozitiv) E. coli tdrzset izolalni. A toérzs tovabbi jellemzése
jovébeni munkak alapjat képezi, igy ezen informaciok még nem lehetnek részei a jelen

dolgozatnak.
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8. Abstract

Escherichia coli is a widely distributed bacterium and it takes part in the establishment of
the normal intestinal flora. Nonetheless, several E. coli strains are pathogenic and cause
illnesses. Its wide distribution and its genom’s plasticity give chance harbouring several
virulence and antibiotic genes. These genes can be spread between cohabiting bacterial

species with horizontal gene transfer.

Plasmid encoded colistin (mcr-1) resistance gene is belong to this group. Colistin or
polimixin E is a cationic polypeptid antibiotic. Hospitals reserve colistin as a last resort
antibiotic against multiresistant bacteria. However, resistance against colistin emerged
similarly for another antibiotics and made drugs uneffective against these bacteria. Colistin
resistance spread mainly in the Enterobacteriaceae family. This resistance gene was written
down in several countries, mainly in pigs. The spreading of mcr-1 is important because
zoonotic bacteria can harbour it. In Hungary nobody wrote down the existence of this gene
yet. Therefore, our aim was to investigate five mostly kept poultry species about the mcr-1

carrying status.

Altogether, we collected 332 cloacal swabs from goose, duck, turkey, chicken and pigeon.
We isolated 319 E. coli strains from them. We found only one duck sample was suspicious
for mcr-1 gene by PCR. Our suspicion was verified by Sanger sequencing and investigation
of the got amplicon base sequence. The whole genom sequencing confirms further it beside
another antibiotic resistance gene harbouring. Therefore, our strains was mcr-1 carrying

multidrug resistant E. coli.

Main result of this study that we could firstly isolate and describe plasmid encoded colistin
(mcr-1) resistant E. coli from farm animal. The comprehensive examination of the genom
will serve the base of future study, thus these informations cannot be the part of this

manuscript.

26



10.

11.

12.

13.

14.

9.

Irodalomjegyzék

Guo L, Wang J, Wang S, Su J, Wang X, Zhu Y (2020) Genome characterization of mcr-1-positive
Escherichia coli isolated from pigs with postweaning diarrhea in China. Front Vet Sci 7:503
https://doi.org/10.3389/fvets.2020.00503

Adorjan A, Makrai L, Koényves L, T6th | (2021) Enteropatogén Escherichia coli (EPEC): Révid
irodalmi Gsszefoglald. MAL 143:429-438

Mohdcsi L (2020) Atipikus enteropatogén Escherichia coli torzsek eléfordulasa hazai vizibaromfi- s
pulykaallomanyokban. 2020- as TDK konferencia dolgozat.

Quinn PJ, Carter ME, Markey B, Carter GR (1994) Enterobacteriaceae. In: Quinn PJ, Carter ME,
Markey B, Carter GR (eds) Clinical veterinary microbiology. Elsevier Health Sciences, London, pp
209-236

Adorjan A, Thuma A, Konyves L, Toth | (2021) First isolation of atypical enteropathogenic
Escherichia coli from geese (Anser anser domestica) and first description of atypical EPEC from
turkeys and pigeons in Hungary. BMC Vet Res 17:263 https://doi.org/10.1186/s12917-021-02968-w

Galfi P, Csiko G, Jerzsele A (2015) 1.7. A rezisztencia. In: Galfi P (ed) Allatorvosi gyogyszertan III.,
Masodik, javitott kiadas. Robbie-Vet Kft, Budapest, pp 78-86

Shen Y, Wu Z, Wang Y, Zhang R, Zhou H-W, Wang S, Lei L, Li M, Cai J, Tyrrell J, Tian G-B, Wu C,
Zhang Q, Shen J, Walsh TR, Shen Z (2018) Heterogeneous and flexible transmission of mcr-1 in
hospital-associated Escherichia coli. mBio 9:e00943-18 https://doi.org/10.1128/mBi0.00943-18

Liu Y-Y, Wang Y, Walsh TR, Yi L-X, Zhang R, Spencer J, Doi Y, Tian G, Dong B, Huang X, Yu L-F,
Gu D, Ren H, Chen X, Lv L, He D, Zhou H, Liang Z, Liu J-H, Shen J (2016) Emergence of plasmid-
mediated colistin resistance mechanism MCR-1 in animals and human beings in China: a
microbiological and molecular biological study. Lancet Infect Dis 16:161-168
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(15)00424-7

Gélfi P, Csiké G, Jerzsele A (2015) 1.2. Az antibakteriélis szerek hatékonysagéanak jellemzése:
minimalis gatl6 koncentracié (MIC), a minimalis baktericid koncentracié (MBC) és a mutacid
preventiv koncentracié (MPC). In: Galfi P (ed) Allatorvosi gyogyszertan 111., Masodik, javitott kiadas.
Robbie-Vet Kft, Budapest, pp 70

Gao R, Hu Y, Li Z, Sun J, Wang Q, Lin J, Ye H, Liu F, Srinivas S, Li D, Zhu B, Liu Y-H, Tian G-B,
Feng Y (2016) Dissemination and mechanism for the MCR-1 colistin resistance. PLoS Pathog
12:€1005957 https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005957

Papa-Ezdra R, Grill Diaz F, Vieytes M, Garcia-Fulgueiras V, Caiata L, Avila P, Brasesco M,
Christophersen 1, Cordeiro NF, Algorta G, Galiana A, Vignoli R (2020) First three Escherichia coli
isolates harbouring mcr-1 in Uruguay. J Glob Antimicrob Resist 20:187-190
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2019.07.016

Galfi P, Csiko G, Jerzsele A (2015) 11.9.1. Polipeptid antibiotikumok: bacitracin és polimixinek. In:
Gélfi P (ed) Allatorvosi gyogyszertan Il1., Masodik, javitott kiadds. Robbie-Vet Kft, Budapest, pp 206-
209

Lalaoui R, Djukovic A, Bakour S, Sanz J, Gonzalez-Barbera EM, Salavert M, L6pez-Hontangas JL,
Sanz MA, Xavier KB, Kuster B, Debrauwer L, Ubeda C, Rolain J-M (2019) Detection of plasmid-
mediated colistin resistance, mcr-1 gene, in Escherichia coli isolated from high-risk patients with acute
leukemia in Spain. J Infect Chemother 25:605-609 https://doi.org/10.1016/j.jiac.2019.03.007

Xiaomin S, Yiming L, Yuying Y, Zhanggqi S, Yongning W, Shaolin W (2020) Global impact of mcr-1-

positive Enterobacteriaceae bacteria on “one health.” Crit Rev Microbiol 46:565-577
https://doi.org/10.1080/1040841X.2020.1812510

27



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Zhang H, Zhao D, Quan J, Hua X, Yu 'Y (2019) Mcr-1 facilitated selection of high-level colistin-
resistant mutants in Escherichia coli. Clin Microbiol Infect 25:517.e1-517.e4
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.12.014

Shen Z, Wang Y, Shen Y, Shen J, Wu C (2016) Early emergence of mcr-1 in Escherichia coli from
food-producing animals. Lancet Infect Dis 16:293 https://doi.org/10.1016/S1473-3099(16)00061-X

Liu J-Y, Liao T-L, Huang W-C, Liu Y-M, Wu K-M, Lauderdale T-L, Tsai S-F, Kuo S-C, Kuo H-C
(2020) Increased mcr-1 in pathogenic Escherichia coli from diseased swine, Taiwan. J Microbiol
Immunol Infect 53:751-756 https://doi.org/10.1016/j.jmii.2018.10.011

Wang Y, Xu C, Zhang R, Chen Y, Shen Y, Hu F, Liu D, Lu J, Guo Y, Xia X, Jiang J, Wang X, Fu'Y,
Yang L, Wang J, Li J, Cai C, Yin D, Che J, Fan R, Wang Y, Qing Y, Li Y, Liao K, Chen H, Zou M,
Liang L, Tang J, Shen Z, Wang S, Yang X, Wu C, Xu S, Walsh TR, Shen J (2020) Changes in colistin
resistance and mcr-1 abundance in Escherichia coli of animal and human origins following the ban of
colistin-positive additives in China: an epidemiological comparative study. Lancet Infect Dis 20:1161—
1171 https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30149-3

Liu Y-Y, Zhou Q, He W, Lin Q, Yang J, Liu J-H (2020) Mcr-1 and plasmid prevalence in Escherichia
coli from livestock. Lancet Infect Dis 20:1126 https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30697-6

Manageiro V, Jones-Dias D, Ferreira E, Canica M (2020) Plasmid-mediated colistin resistance (mcr-1)
in Escherichia coli from non-imported fresh vegetables for human consumption in portugal.
Microorganisms 8:429 https://doi.org/10.3390/microorganisms8030429

WHO updates essential medicines list with new advice on use of antibiotics, and adds medicines for
hepatitis C, HIV, tuberculosis and cancer. https://www.who.int/news/item/06-06-2017-who-updates-
essential-medicines-list-with-new-advice-on-use-of-antibiotics-and-adds-medicines-for-hepatitis-c-hiv-
tuberculosis-and-cancer. Accessed 4 Oct 2021

WHO releases the 2019 AWaRe Classification Antibiotics. https://www.who.int/news/item/01-10-
2019-who-releases-the-2019-aware-classification-antibiotics. Accessed 4 Oct 2021

AMEG (2021) Categorisation of antibiotics in the European Union. In: European Medicine Agency:
Science, Medicines, Health
https://www.ema.europa.eu/en/documents/presentation/presentation-ameg-categorisationof-antibiotics-
european-union-g-moulin-ameq_en.pdf

Accessed 4 Oct 2021

EUR-Lex - 32019R0006 - EN - EUR-Lex

Regulation (EU) 2019/6 of the European Parliament and of the Council of 11 December 2018 on
veterinary medicinal products and repealing Directive 2001/82/EC
https://eur-lex.europa.eu/eli/req/2019/6/0j

Accessed 4 Oct 2021

28


https://www.ema.europa.eu/en/documents/presentation/presentation-ameg-categorisationof-antibiotics-european-union-g-moulin-ameg_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/presentation/presentation-ameg-categorisationof-antibiotics-european-union-g-moulin-ameg_en.pdf
https://eur-lex.europa.eu/eli/reg/2019/6/oj

10. Kdszonetnyilvanitas

Ko6szondm dr. Adorjan Andras témavezetomnek, hogy részt vehettem a tudomanyos
munkaban. Készondm a lelkes tanitasat, biztatasat és a munka sorén nyujtott segitségét.

Valamint kdszondém dr. Fodor Laszlénak a szivélyes fogadtatast a Jarvanytani és
Mikrobioldgiai Tanszeéken. Halas vagyok a tanszék valamennyi munkatarsanak a
segitségéért.

Tovabbi kdszonet illeti a Kutatd Intézet munkatarsait, dr. Szmolka Annamariat és az
Enteralis bakteriologia és alimentaris zoondzis témacsoport tagjait.

Kdszondm szeretteim biztatasat és tAmogatésat.

29



Témavezetoi nyilatkozat

Alulirott Dr. Adorjan Andrds, mint témavezetd nyilatkozom, hogy
Szemerits Dora éllatorvostan-hallgatd ,,Mcr-1 pozitiv Escherichia coli torzs
elsd leirasa kacsdbol Magyarorszagon” c. dolgozata részt vehet az
Allatorvostudoméanyi ~ Egyetem  2021. évi  Tudoményos Didkkéri

Konferenciajan.

Budapest, 2021 10. hé 12. nap.

témavezeto



HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

A Hegjelenest Adatill. . ... .. oo roomnmmmmsnsns smommema s vun s dbbas i aih SO SR RIS G 6
Az atadott FAJlok szAma: ../l ..ol

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerz0, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem kizardlagos
jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a
megbrzés ¢és a hozzaférhetdség biztositdsanak érdekében) és masoldsvédett PDF formara
konvertalja és szolgdltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara
hozzaférhetd) maésolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbol kizardlag biztonsagi,
visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az 4atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozodan. Kijelenti tovabbd, hogy a mu
eredeti és legjobb tudomésa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzoi jog tulajdonosétol arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodasban szerepl6 jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tlintetve az eredeti szerzd neve a miitvon beldl.

A szerzOi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a
megfeleld négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé valjanak
X a vilaghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem belsé halézatéra (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) eléréset,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

>< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltdltés alapjat olyan mu képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozdan.

A HuVetA lizemeltet6i a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen felel6sséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznald a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd modon visszaélne.

Budapest, 2021 . év }\Q ........ hé ...A@..llap

SQQM%'\\'O qjo\.\a\,,
alairas
szerzd/a szerzoi jog tulajdonosa
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