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1. Osszefoglalas

Az antimikrobialis rezisztencia a 21. szazad egyik kiemelked6 jelentéségi globalis
problémaja lett. Az allat- és a kdzegészségligy teriletén kdzdés gondolkodasra, az Egy
Egészség elv alkalmazasara van szikség. Az antibiotikumok felelés hasznalata kdzos
érdekiink, a rezisztencia kialakulasanak és az antibiotikumok hasznalatanak hatasait
megalapozott kutatasi eredményekre kell épiteni. A kulonb6z6 hatdanyagok stressz
indukalta szelekcidos nyomast gyakorolhatnak a baktériumokra, ami kilénb6zé mutaciok
kialakuldsahoz vezethet. Célul taztik ki, hogy az egyes hatéanyagok kozotti
keresztrezisztencia kapcsolatat vizsgaljuk evolucios és koszelekcios in vitro modszerekkel.
Ezen kivil felmértuk a hazai nagylétszamu hézityuk és pulyka allomanyokbdl izolalt
Escherichia coli torzsek allat- és kdzegészséglgyi jelentdséggel biré hatéanyagokkal
szembeni érzékenységét, valamint vizsgaltuk B-laktamaz és kiterjedt spektrumu B-laktaméaz
(ESBL) termelését és azok kozegészséguigyi jelentéségét.

A Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA) plate egy olyan in vitro kisérleti
evolucids és szelekcids vizsgalatokra alkalmas rendszer, amelyben a hatéanyagok
lehet6ség. A rendszer lehetévé teszi, hogy az evolucids és koszelekcios folyamatok a
baktérium tdbbszori atoltdsa nélkul egy zart rendszerben vizsgalhatéak legyenek. A
rezisztens mutans torzsek sztochasztikusan keletkeznek, ami kiegyensulyozottabb
populaciodinamikat tesz lehetévé. A kialakult rezisztens vonalakbdl tortént mintavételt
kdvetéen azok fenotipusos és genotipusos valtozasai is nyomon kdvethetéek.

A fenotipusos rezisztencia kifejez6dését a hatdéanyag 6nmagéra és azok mas
hatéanyagokra gyakorolt hatasadnak kontextusdban minimalis gatlé koncentracié (MIC)
érték meghatarozassal végeztik hatféle hatdanyagra. Amoxicillin jelenlétében torténd
passzalas esetén a B-laktam hatéanyagok MIC-értékének ndvekedése mellett a 100x és
1000x hatéanyag koncentracio hatasara jelentés MIC-érték névekedés volt megfigyelhetd
enrofloxacin, neomicin és potencidlt szulfonamid hatéanyagokra is, azonban az
oxitetraciklin és a florfenikol esetén ez nem kbvetkezett be. A cefotaxim jelenlétében torténé
passzalas mar 10x koncentraciéban a legtobb, 100x koncentracidban pedig az dsszes
vizsgélt hatébanyag MIC-értékét megnovelte. Florfenikol esetén csak a kolisztin és a
neomicin hatéanyagokat nem befolydsolta a hat6anyag indukalta stressz. Enrofloxacin
esetén azonban csak az 1000x koncentracionak volt medfigyelhetd hatasa az dsszes
vizsgalt hatéanyag MIC-értékére. A kolisztin ugyanakkor nem befolyasolta mas
hatéanyagok MIC-értékét, a potencialt szulfonamid (trimetoprim-szulfametoxazol 1:19
aranyban) mar 10x koncentraciOban az ¢sszes hatéanyag MIC-értékét megndvelte. A

fenotipusos ESBL vizsgalati eredmények minden esetben negativak lettek.
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A genomikai vizsgalatok soran mindegyik mintaban ugyanazt a 44-féle antimikrobialis
rezisztencia gént azonositottuk. Az antimikrobialis rezisztencia kialakitasaért felel6s
rezisztencia génekben bekdvetkezett mutaciok kozul ki kell emelni amoxicillin esetén az
Cefotaxim esetén joval komplexebb mutacidk kévetkeztek be az ampC gén promaéterében.
Enrofloxacin esetén a parC, a parA és a gyrA génekben bekdvetkezé mutaciok okozhattak
a hatéanyag MIC-érték novekedését. Kolisztin esetén az ftsl gén és ompC gén mutéaciojat
figyeltuk meg, ami megnovekedett kolisztin MIC-értékekhez vezetett. Potenciélt
rezisztencia megjelenése. A mas hatdéanyagok MIC-értékeinek valtozasat harom efflux
pumparendszerben bekovetkez6 pontmutacidk okozhattak. Ezek az acrAB-tolC, az
mdtABC-tolC és az emrAB-tolC pumparendszerek. Nem csak kdzvetlenll a génekben,
hanem az azok mikddését szabalyozé regulator génekben (acrR, emrR, marR, mdtM,
rpbA) is sikerllt pontmutacidkat azonositanunk. A mutaciés rata tekintetében a
cefalosporinok és a potencialt szulfonamidok esetében fennall a lehetésége, hogy olyan
hatéanyagokrél van sz, amelyek Un. hipermutatorként funkcionalnak, ugyanis a tdbbi
hatbanyaghoz képest ezeknél jelentésen tobb és tobbféle mutacido kodvetkezett be,
kilondsen a 100x és 1000x koncentraciok hatasara.

Az orszagos mintagy(jtés soran 411, hazityukbdl izolalt E. coli érzékenységi profiljat
hataroztuk meg allat- és kdzegészséguligyi jelentéséggel bird hatéanyagokra. A kritikusan
fontos hatéanyagok kdzil ceftriaxonra 24%-0s, enrofloxacinra 53%-0s és kolisztinre 27%-
0s rezisztenciat mutattunk ki. Ugyanezt a vizsgalatot 470 pulykabdl izolalt térzson
elvégezve ceftriaxonra 24%-0s, enrofloxacinra 63%-0s és kolisztinre 27%-0s rezisztenciat
tapasztaltunk. A 881 torzs fenotipusos el6szlirését kdvetéen, a multirezisztensnek bizonyult
420 torzsnek vizsgaltuk a B-laktamaz és ESBL termelését. Az 6sszes tdrzs 36%-a bizonyult
B-laktamaz termelének, mig a térzsek 6%-a ESBL termelének, tovabba a 420 térzs 26,7%-
a feltételezhetéen kiterjedt gybgyszerrezisztens torzs, a torzsek 2,9%-a pedig
panrezisztens volt.

A fenotipusos vizsgalati eredmények alapjan el6szlrt 253 E. coli toérzs genomikai
vizsgalatat kdvetéen a torzsek 8,3%-a esetén azonositottuk ampC gén jelenlétét, 75,1%
esetében pedig ESBL termelésért felelés gén jelenlétét figyeltik meg. Tovabba a
szekvenalt torzsek 81%-aban fordult el6 EC-tipusu B-laktamaz termelésért felelés gén.

Vizsgélati eredményeink alatdmasztjdk az evollciés és koszelekcios vizsgalatok
létjogosultsdgat, hiszen ezek segitségével a rezisztencia kialakuldsanak mélyrehatébb,
Osszefliggéseiben torténd vizsgalatait is el tudjuk végezni. Tovabba a fenotipusos és
genotipusos vizsgalat eredményei indokoljdk a rendszeresen végzett felmérések

szilkségét.



2. Bevezetés és célkitlizés

Az antimikrobidlis rezisztencia a 21. szdzad egyik legjelentésebb globalis
problémajava valt, amely mind az allategészséguigy, mind a kbézegészségugy teriletén
komoly kihivasokat jelent. Az Egy Egészség elvének alkalmazésa elengedhetetlen
annak érdekében, hogy hatékonyan kezeljik ezt a kérdést. Az antibiotikumok felel6s
hasznalata k6zds érdekink, és a rezisztencia kialakulasanak megel6zésére iranyuld

kutatasokat megalapozott tudoméanyos eredményekre kell helyezni.

A Kkilénb6zd hatdanyagok indukalta stressz szelekcios nyomast fejt ki, ami
mutaciok kialakulasahoz vezethet a baktériumokban, ez pedig az antimikrobidlis
rezisztencia tovabbi terjedéséhez vezet. Kutatdsunk célja, hogy megvizsgaljuk az
egyes hatdanyagok kdzotti keresztrezisztencia lehetéségét, evollcios és koszelekcios
in vitro modszerekkel. Emellett felmértik a hazai nagylétszamu héazityuk és pulyka
allomanyokbdl izolalt kommenzalista E. coli térzsek érzékenységét az Aallat- és
kézegészségugyi szempontbdl jelentds hatdéanyagokkal szemben, és vizsgaltuk azok

B-laktamaz és ESBL termelését, valamint ezek kdzegészségulgyi jelentéségét.

A MEGA-plate egy olyan in vitro kisérleti evollciés és koszelekcids rendszer,
amely lehetbvé teszi a mikroorganizmusok hosszu tavu vizsgalatat ndvekvé hatdanyag
koncentraciok mellett. Ez a rendszer lehetéséget biztosit arra, hogy az evolucids és
koszelekciés folyamatokat egy zart kérnyezetben, a baktériumok tébbszori atoltasa
nélkil vizsgaljuk. A rezisztens mutans torzsek kialakuldsa kiegyensulyozottabb
populaciddinamikat eredményez, és a fenotipusos és genotipusos valtozasok is

nyomon kovethetbek.

Kutatasunk soran a fenotipusos rezisztencia kifejez6dését hat kilonb6zé
hatéanyagra minimalis gatlé koncentracié (MIC) érték meghatarozasaval vizsgaltuk.
Emellett genomikai vizsgalatokat is végeztiink, amelyek sordn az antimikrobialis
rezisztenciaért felelés génekben bekdvetkezett mutacidkat azonositottuk. Az orszagos
szinten gy(jtétt baromfi eredetl E. coli torzsek érzékenységi profiljat is meghataroztuk,
kulonos tekintettel a kritikusan fontos hatdanyagokra, mint példaul a ceftriaxon, az

enrofloxacin és a kolisztin.

Eredményeink aladtamasztjdk az evollciés és koszelekcids vizsgalatok
fontossagat, mivel ezek segitségével mélyebb betekintést nyerhetlink a rezisztencia
kialakulasanak folyamataiba és 0Osszefliggéseibe. A fenotipusos és genotipusos
vizsgalatok eredményei pedig kiemelik a rendszeres felmérések és monitoring

vizsgélatok jelentéségét.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az antimikrobidlis rezisztencia mechanizmusai

A kornyezetben bekovetkezd mutaciok gyakori eléfordulasét altalaban evoluciés vagy
populacidodinamikaval 6sszefiggd tényez6ék hatdrozzak meg, ami antropogén hatasok
kialakuldsat a mikrobialis k6ztsségek kontextusdban sziikséges tanulmanyozni, hiszen
azok Osszetétele és a kolcsbnhatasok befolyasoljak a rezisztencia horizontdlis
géntranszferét (HGT), valamint a fajok reakciojat és fejlédését az antibiotikum
expoziciéra[2, 3]. Természetes rezisztencia esetén megkulonboztetjilk a belsd
rezisztenciat, ami mindig kifejez6dik az adott fajban; valamint az indukalt rezisztenciat,
amely rezisztenciaért felelés gének természetes médon jelen vannak a baktériumban,
azonban csak a mikroorganizmus antibiotikumnak valo kitettsége esetén fejezédnek ki [4].
Az antibiotikumok hasznalata el6segitheti a rezisztencia kialakulasaért felelés adaptiv
mutaciok kialakulasét, valamint a rezisztencia gének megszerzését [5]. A belsé rezisztencia
kialakulasa mogott leggyakrabban a baktériumok kilsé membranjanak permeabilitas
csOkkenése és az efflux pumpéak természetes aktivitasa all, a multidrug-efflux pumpak ezek
kdzul az indukalt rezisztencia leggyakoribb mechanizmusai [6]. Az Escherichia coli (E. coli)
baktérium tdrzsei példaul ilyen belsé (intrinsic) rezisztenciaval rendelkeznek a makrolid
antibiotikum hat6anyagokkal szemben [7]. A szerzett rezisztencia kialakulhat a baktériumok
kozotti transzformacio, transzpozicié és konjugacié segitségével torténé genetikai anyag
megszerzése altal, amit HGT-nek nevezink; ez leggyakrabban plazmidok kdzvetitésével,
ritkAbban bakteriofagokon keresztll torténik meg. Azonban bizonyos stresszorok
(vegylletek, UV-sugarzas stb.) hatasara gyakran genetikai mutaciok (szubsztiticiok,
deléciok stb.) kovetkeznek be. A baktériumok atlagos mutaciés rataja 10°-10°
sejtosztodasra nézve 1, azonban tdbbségiik nem hasznos mutacié a sejtek életképességét
tekintve [8], fenntartdsuk gyakran jelent6és energiakoltséggel jarhat a baktérium
anyagcseréjére nézve [9]. A rezisztencia altalanos evollcios hatterében allo, pl. az an. SOS

box rendszer a késébbiek soran részletes taglalasra kerdil.

Az antimikrobidlis rezisztencia mechanizmusokat (1. abra) a The Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) jelenlegi felosztasa szerint tiz f6 kategériaba
sorolhatjuk, amelyek kozil az egyik legfontosabb a hatéanyag enzimatikus Gton torténd
inaktivalasa (antibiotic inactivation), amelynek soran a kulcsszerepet jatsz6 reaktiv kézpont
inaktivalasa vagy a szerkezetben torténd valtozas kdvetkezik be, vagy a kovalens kotések
modositasa altal megakadalyozza az antibiotikum, valamint a célpont 6sszekapcsolodasat
[10]. A baktérium sejtfalanak permeabilitas csokkenése (reduced permeability to antibiotic)

soran altalaban a porincsatornédk szdmanak csokkenése révén alakul ki a rezisztencia; ezek
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a porincsatornak felelnek a gyogyszermolekuldk periplazmatikus résbe juttatasaért, de
enzim és egyéb fehérje kdzvetlenil és kbzvetve is cstkkentheti a sejtfal atjarhatésagat a
gyoégyszermolekula szdmara [11]. Az efflux pumpak segitségével torténd sejtbdl valo
hatbanyag eltavolitds (antibiotic efflux) igen gyakori mechanizmusa a rezisztencia
kialakitasanak [12], a hatbanyagok célpontjanak modositasa (antibiotic target alteration)
soran a hatéanyag a DNS pontmutacibi kovetkeztében alacsonyabb affinitassal kotédik, a
represszorok deaktivacioja révén novekedhet az effluxpumpék kifejez6dése, amelyek
0sszességében jobb hatékonysaggal képesek kipumpalni a sejtbél a hatéanyagokat [13].
A hatéanyaggal szembeni célpontvédelem (antibiotic target protection) megvalésulhat a
gyogyszer kotdhelyrél torténd eltavolitasaval, ami a kdtéhely konformacio valtoztatasanak
a kdvetkezménye, ennek kdvetkeztében a gydgyszer szimplan disszocial a célpontrél, vagy
a kotddés létrejon ugyan, de helyreall a sejt funkcidja [14]. A hatéanyag célpontjanak
cseréje (antibiotic target replacement) vagy helyettesitése, olyan fehérjékkel torténik,
amelyeknek ugyanaz a funkciéja, de eltéré a szerkezeti struktiraja; mint példaul a penicillin
binding-protein (PBP), a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) tdrzsek
esetén (PBP2) bekdvetkezd lateralis géntranszfer eredményeként a sejtmembran
peptidoglikan-szintézise nem szenved zavart [15]. Egy gén deléci6janak kovetkeztében is
kialakulhat rezisztencia, ami altalaban a porincsatornak hidnyahoz vezet (resistance by
absence) [16], a hatbanyaggal valo6 érintkezés indukalta sejt morfoldgiai valtozasok okozta
rezisztencia (modification to cell morphology) [17], bizonyos tapanyagok gazdaszervezettd|
torténé felvétele (resistance by host-dependent nutrient acquisition) [18] és a
célpontfehérjék taltermelése (antibiotic target overexpression) a ritkabb rezisztencia

mechanizmusok kdzé tartoznak [19].
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Enzimatikus
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Antibiotikum célpont

Antibiotikum célpont

Valaminek a hidanya
védelem

modositas

Delécid Kot6dés megakadalyozasa PBP mutacid

1. &bra Az antimikrobidlis rezisztencia fontosabb mechanizmusai Escherichia coli esetében

Az Eurdpai Gyogyszeriugynokség (EMA) Antimikrobialis Ad Hoc Szakértéi Csoportja
(AMEG) 2019-ben, figyelembe véve az allatokban hasznalt antibiotikumoknak a
kozegészségiigyben megjelend rezisztencidra gyakorolt hatdsat, azokat négy nagy
csoportba sorolta be (1. tédblazat). Az allategészségugyi felhasznélasuk tekintetében az
LJAMEG A” kategériaba azok kerultek, amelyek hasznélatat keriilni kell (Avoid), a
kozegészséglgy szamara tartalékolt életet menté hatéanyagok tartoznak ide (pl.
vankomicin, aztreonam, linezolid). Az ,AMEG B” kategériaba kertltek a felhasznaldsukban
korlatozandé (Restrict) hatéanyagok (pl. ceftiofur, enrofloxacin, kolisztin), az ,AMEG C”
kategoridba a méasodik vonalbeli, megfontoltan hasznaland6 (Caution) hatéanyagok (pl.
amikacin, florfenikol, tilozin), az ,AMEG D” kategoriaba pedig elsé vonalbeli szerként
korultekintéen hasznalandé (Prudence) hatbéanyagok (pl. amoxicillin, metronidazol,
fuzidinsav) kertiltek besorolasra [20]. A tovabbiakban a kézegészséglgy szempontjabdl
kritikusan fontos, ,AMEG B” kategoridba sorolt hatbéanyag csoportokkal szembeni
legfontosabb rezisztencia gének attekintése kovetkezik.
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1. tadblazat Az Eurdpai Gyoégyszerligynokség (EMA) Antimikrobialis Szakértéi Csoportja altal
kialakitott AMEG kategoriakba sorolt fontosabb hatéanyagcsoportok és hatéanyagok. Kiemelt allat-
és kozegészségligyi jelentéséggel az AMEG B kategoria.

Amdinopenicillinek  Karbapenemek Glikopeptidek Foszfomicin

a
: S
Monobaktamok Oxazolidonok Gliciklinek Mupirocin <
., =
3-4. generacios - ) O
B _ Polimixinek Fluorokinolonok [
cefalosporinok @
o
Aminopenicillinek
Aminoglikozidok béta-laktamaz Fenikolok Makrolidok >
O
C inhibitorokkal E
1-2. generacios ) ) - o S
) Link6zamidok Pleuromutilinek  Rifamicinek
cefalosporinok
Aminopenicillinek,
L
béta-laktamaz Spektinomicin Szulfonamidok  Diaminopirimidinek =
D L
inhibitorok nélkiil S
ad
Nitroimidazolok Nitrofuranok Fuzidinsav Bacitracin o

3.2. Multirezisztencia gének

A leggyakoribb B-laktam, fluorokinolonok és peptid hatéanyagokkal szemben egyittes
rezisztencia kialakulasaért felelés un. multirezisztens efflux pumpékat az acr, az emr, az
mdt és a mex géncsaladok hatdrozzak meg. Az acrAB-tolC efflux pumpa komplex egy igen
széles korben elterjedt multirezisztenciaért felelés  pumparendszer. Olyan
haromkomponens(i  resistance-nodulation-division (RND) tipusi transzmembran
fehérjekomplex, ami a citoplazmamembranon nem halad &at, az acrB gén a belsd
sejtmembranon, a tolC gén a kilsé sejtmembranon és az acrA gén a periplazméban
talalhato fehérjerészét hatarozza meg a pumparendszernek [12, 21, 22]. A pumparendszer
szabalyozasaban részt vevo regulator gének kozil az acrR gén a pumpa komponenseinek
kifejez8dését befolyasolja, a marA gén, a robA gén, a soxS gén és a sdiA gén pozitiv
transzkripcios faktorként fokozzak a pumpéat meghatarozé gének kifejezédését [23-26]. A
marR egy olyan represszor gén, ami a marA gén kifejez6désének a szabalyozasaban vesz
részt [26]. Ezen regulator gének egylttes hatdsa szabdlyozza az acrAB-tolC rendszer
génjeinek kifejezddését, és ezaltal befolyasolja a multirezisztens efflux pumpa aktivitasat.

Az ecrEF-tolC hasonlé homolog rendszerként mikodd pumparendszer [27].
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Az emrAB-tolC egy f6 facilithtor szupercsaldd (MFS) tipusu multirezisztens efflux
pumparendszer, amely esetben az emrB egy membran-transzporter, az emrA egy
periplazmatikus fehérje, amely 6sszekdéti az emrB-t a tolC kilsé membran csatornaval, a
tolC pedig egy kiils6 membran csatorna, amely lehet6vé teszi az antibiotikumok sejtbdl valé
kipumpalasat. Mikodését az emrR, a marR represszor gének és a soxS, sdiA indukator
gének szabdlyozzak [28]. Ehhez hasonld homoldg rendszerként miikédik E. coli fajban az

emrKY-tolC pumparendszer [29].

Az mdtABC-tolC egy RND-tipusu multirezisztens efflux pumparendszer, amely
esetében az mdtA membranfuzids fehérjeként 6sszekapcsolja a belsé és kiilsé membrant,
igy létrehozva egy csatornat, amelyen keresztil az antibiotikumok athaladhatnak, az mdtB
antibiotikumokat az mdtA csatorndba mozgatja, a tolC pedig kiilsé membran csatornaként

lehetbvé teszi az antibiotikumok szamara, hogy elhagyjak a baktérium sejtet [30].

A mexAB-oprM és mexCD-oprJ génkomplexek eredetileg Pseudomonas aeruginosa
fajpan megtaldlhaté, azonban E. coli fajba atvihet§ multirezisztens efflux
pumparendszerek [31]. A mexA egy membranfaziés fehérje, amely 6sszekapcsolja a
baktérium belsé és kilsé membranjat, igy létrehozva egy csatornat, amelyen keresztil az
antibiotikumok &thaladhatnak, a mexB egy belsé membran transzporter, amely a
citoplazmabdl a mexA éltal kifejezett csatorndba mozgatja az antibiotikumokat, az oprM
pedig egy kulsé membran csatorna, amely lehetévé teszi az antibiotikumok szamara, hogy
elhagyjak a baktérium sejtet [31, 32]. Az elébbiekhez hasonléan a mexC membranfiziés
fehérje, a mexD belsé membran transzporter és az oprJ kils6 membran csatornaként
funkcional [31].

3.3. A B-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasa

A B-laktam antibiotikumok esetén a legnagyobb gyakorlati jelentésége az enzimatikus
inaktivacionak, tehat a B-laktamaz enzimtermelésnek van [33]. Ezen enzimek kozll az
LAMEG B” kategoriaba tartozé 3-4. generaciés cefalosporinokkal szembeni inaktivacio
kovetkeztében kialakuld rezisztencia kiemelt allat- és kozegészségugyi jelentéséggel
bir [20]. A B-laktdm antibiotikumok esetén a kotéhely enzimatikus uton torténd
inaktivalodasa kovalens kotések modositas révén alakul ki. Az antibiotikumok kétédése a
sejtfal peptidoglikan szintézisének zavarat okozza, ami a sejtfal instabilitasahoz, majd a

baktériumok széteséséhez vezet [10, 34].

3.3.1. B-laktamazok
A pB-laktam antibiotikumokat bont6 enzimeket kémiailag harom f6 csoportba

sorolhatjuk: beszélhetiink észterazokrol, amelyek a cefalosporin hatéanyagok dihidrotiazin
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gylrijének acetil-csoportjat hidrolizaljak; beszélhetlink acilazokroél, amelyek a penicillin és
cefalosporin hatéanyagok amid kotését médositjak; valamint klasszikus B-laktamazokrél,
amelyek irreverzibilisen képesek hidrolizalni a B-laktam gylri amid kétéseit [35, 36]. A
hatéanyagok enzimek altal torténd lebontasa vagy mdédosulasa soran a kulcsfontossagu
reaktiv kdzpontok inaktivacidja vagy a szerkezetikben torténé valtozas kovetkezik be. A
kovalens koétések modosulhatnak O-foszforilacié, O-ribozilacié, O-glikozilacio, O-
nukleotidilacio, O- és N-acetilaci6 révén, ezaltal megakadalyozva az antibiotikum
célponthoz kapcsolddasat [10]. Abraham mar 1940-ben egy olyan enzimet irt le, amely
képes lebontani a penicillineket, a hatbanyag csoport utdn az enzimet penicillinaznak
nevezte [37]. Az els6 plazmid medialt B-laktamaz enzimet 1965-ben irtdk le, amelyet
TEM-nek neveztek el arrdl a gorog betegrél (Temoniera), akibdl elészor izolaltdk az azt
hordozé baktériumot [36, 38]. Az antimikrobidlis rezisztencia egyes mechanizmusainak
megléte joval régebbi, mint azt korabban gondoltdk. A B-laktamaz gének 8sei példaul
évmilliok 6ta megtalalhatdk a plazmidokon, alaszkai permafroszt talajbdl izolalt B-laktaméaz
géneket Osszehasonlitva napjainkb6l szarmaz6 mintédkkal, azok megvaltozott
szubsztrattartomanyu Uj B-laktamazok jelenlétét igazoljak, ami szintén alatamasztja a
folyamatos evollcios és koszelekcios hatast [39, 40]. A kiterjedt spektrumu B-laktaméaz
(ESBL) termelésért felelés gének a kornyezetben eléforduld un. Kluyvera térzsekbdl
szarmaznak, amelyek 1990-es évektdl valo kérhazi megjelenésuk és igen hatékony HGT-
juk komoly aggodalomra ad okot a kiterjedt spektruma cefalosporin hatdéanyagok
hidrolizaci6ja miatt [41].

A B-laktamazok elsé atfogd csoportositasat 1989-ben Bush készitette el, ennek soran
a szubsztrat és inhibitor alapu csoportositast molekuléris szerkezeti alapon prébalta meg
kialakitani [42—44]. A ma is hasznalatos csoportositas alapja a Bush-Jacoby-Medeiros-féle
funkciondlis osztalyozas és az Ambler-féle szerkezeti csoportositds egyesitésével jott
létre [45]. Az Ambler-féle osztalyozas szerint négy szerkezeti osztalyba (A, B, C, D) soroljak
a B-laktamazokat [45] az alapjan, hogy az aktiv centrumban milyen, a hidrolizist katalizalo
molekula talalhat6 [36]. A penicillin és cefalosporin hatbanyagok esetén a hidrolitikus B-
laktamaz inaktivacio terjedése vilagszerte egyre szélesebb kdrben medfigyelhetd. Ez
egyrészt egy kovalens koztiterméken keresztll acil-enzim intermediert képezve indukalja a
PBP inaktivalas elsd lépését (A, C, D osztaly), masrészt cink-ion segitségével egy
vizmolekulat felhasznalva a B-laktam kotés bontdsahoz vezet (B osztaly). A jelenlegi atfogo,
funkcionalis és molekularis tulajdonsagokat figyelembe vevS rendszer (Bush-Jacoby-
Medeiros-féle osztalyozas) négy csoportot kilonit el [36]. A tovabbiakban ezen struktdra
mentén, az Ambler-féle csoportositast és az egyes célpont hatéanyag-csoportokat
figyelembe véve tekintjik at a legfontosabb ismert rezisztenciaért felelés géneket, amit a

2. tablazat foglal 6ssze.
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2. tablazat A B-laktamaz enzimek termeléséért felel6s leggyakoribb gének korabbi molekularis (MO)
és szubsztrat alapu klasszifikaciéjanak Bush-Jacoby szerinti felosztasa

SUEINAEEDET | o Elsédleges szubsztrat IG |Legfontosabb gének
csoport
1 ampC, P99, ACT-1, CMY-2,
C | cefalosporinok - |FOX-1, MIR-1

le GC1, CMY-37, EC

2a A penicillinek PC1

2b A penicillinek, cefalosporinok TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A penicillinelf, cefalosporinok, + TEM-3-181, SHV-2-134,

monobaktamok CTX-M-15, PER-1, VEB-1

2br A |penicillinek - -zreENég?/i% SHV-10, SHV-
e | A |cemsero - |rewso

2c A penicillinek, karbenicillin + |PSE-1, CARB-3

2ce A karbenicillin, cefapim + |RTG-4

2d D penicillinek, kloxacillin + |OXA-1, OXA-10
2de D cefalosporinok + |OXA-11, OXA-15

2df D karbapenemek + | OXA-23, OXA-48

2e A cefalosporinok + |cepA

2f A karbapenemek + |KPC-2, IMI-1, SME-1

3a B - [IMP-1, VIM-1, ccrA, IND-1

karbapenemek
3b B - | cphA, sth-1
4 NM* | penicillinek - |chr, ND, ind, SAR-2

MO — molekuléris osztaly, IG — inhibitorok gatlasa (+ gatol, *

meghatérozva

valtoz6, - nem gétol), * nincs

Az 1. csoportba az Ambler-féle ,C” osztalyba tartozd B-laktamézok sorolhatéak,

amelyek kromoszomalisan hordozott cefalosporinazok és miikédésik nem géatolhatéd

klavulansavval [45]. A leggyakrabban a csoportot képviselé kromoszdémalisan és plazmidon

taldlhaté ampC gén [46] utan ampC-tipusu B-laktaméazoknak nevezték el a csoportot [10].

E. coli-ban ezeknek klinikai szempontbdl kromoszémalisan van jelentéségik [47], els6ként

2004-ben Japanban irtak le [48] a plazmidon talalhat6 valtozatot [49]. E. coli-ban az ampC1

és az ampH gének talalhatéak meg [50]. Az ampC gén, bar nem szamit ESBL génnek,

azonban a B-laktamaz fokozott termelése miatt igen nagy a jelentésége és aggodalomra

ad okot, hogy leirtak a plazmidon térténé hordozasat is [51-54]. Ide tartoznak még a MOX

gének, a DHA gének, a FOX gének, amelyek viszont ESBL termelésért felel6sek [55-58].

A 2. csoportba az Ambler-féle ,A” és ,D” osztalyba tartozé B-laktamazok sorolhatdak.

Az A’ osztalyba tartozod [B-laktamazok vilagszerte széles korben elterjedtek, ezeket

genetikailag a TEM vagy az SHV gének hatarozzak meg. A TEM gének expresszidja a

penicillinek és az elsd generacios cefalosporinok hidroliziséért felel. A TEM-1 gén E. coli
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baktériumban az esetek 90%-ban felel az ampicillin rezisztenciaért [59]. Az SHV gének
kozul tbébb esetben is leirtdk az E. coli baktériumban vald el6fordulasukat [60, 61]. A
plazmidon talalhaté CTX-M gének nevilket onnan kaptak, hogy expressziojuk elsésorban a
cefotaxim hatéanyag hidrolizisét okozza, a legelsé azonositott tipusa a CTX-M-1, amit
E. coli-bdl izolaltak [62]. A cefalosporinokat inaktivalo enzimeket az ,A” osztalyba tartozé
TEM, SHV [63, 64], CTX-M [62-64], GES-5, KPC-2 [65, 66], VEB-1 [67], TLA-1 [68] és
PER-1 [69] gének hatarozzak meg, amelyek hidrolizis altal inaktivaljadk a hatbanyagokat.
Az els6 ,A” osztalyu karbapenemaz enzimet meghatérozé gént (GES-5) E. coli-ban 2004-
ben, Gorogorszagban irtdk le [65], majd ra egy évre lzraelben a KPC-2 gént plazmidon
azonositottdk [66, 70]. A monobaktamokat inaktivald gének koézil az ,A” osztélyba
tartoznak az egyéb TEM gének [71], a GES-5, KPC-2 gének [65, 66, 69], a VEB-1 gén [67],
aTLA-1 gén [68], a PER-1 gén [69]. Az ESBL termelés tekintetében az ,A” osztalyba tartozé
TEM gének a TEM-3 altipustél kezdve hatadrozzdk meg az ESBL termelést [70-72]. A
sulfhydril variable (SHV) altipusok expressziojanak szadmos esetében megfigyeltek ESBL
termelést [59, 70], tovabba a CTX-M gének [70, 72-75], a GES és KPC gének esetén
is [69]. A ,D” osztalyba az oxacillinaz (OXA) gének tartoznak [10]. A gyakorlatban a TEM
és az SHV gének egyittes jelenléte és kifejez8dése esetén beszélhetiink ESBL
termelésrél, amely példaul mar a cefotaximot és a ceftazidimet is egyarant inaktivalhatja
[76]. A cefalosporinokat inaktivald ,D” osztalyba tartozoé gének kozil az OXA [63, 77], az
LCR-1 [78] és az LRA-13 [39] gének jelentésége emelheté ki. ESBL termelés
szempontjabdl a ,D” osztalybdl az OXA-11, OXA-15, OXA-18 és OXA-45 gének emelheték
ki [79-82]. Ezen kivul ESBL termelésért felel6s génként irtdk le a VEB-1 gént, amelyet
el6szor egy vietnami betegbdl izolaltak [67], a TLA-1 gént, amit E. coli-ban egy mexikéi
beteg esetében izolaltak elséként [68].

A 3. csoport az Ambler-féle ,B” osztalyba tartozé metallo-B-laktaméazokat tartalmazza,
amelyek a penicillineket, cefalosporinokat és a karbapenemeket is hidrolizaljak. Neviket
onnan kaptéak, hogy az aktiv centrumukban kétérték( kationt, jellemz6éen Zn?* tartalmaznak
és miikddésik kelatképzd vegyuletekkel, mint az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) vagy a
dipikolinsav, gatolhat6 [83, 84]. A csoportbdl a cefalosporinokat inaktivalé gének kozil a
Bcll, CcrA [85, 86], a IMP-1, VIM-1 [67, 87], a VIM-2 [69, 86], az L1, FEZ-1, gob-1 [88] és
az NDM gének jelentésége emelhetd ki [63, 89—92]. A karbapenemazok kozul E. coli-ban
az IMP-1-et el6sz6r Japanban irtak le [87], Ausztraliaban az IMP-4-et [93], a VIM-1-et pedig
Gorogorszagban irtdk le, amelyek mind plazmidon talalhaté gének [70, 94]. Meg kell
emliteni a FEZ-1, gob-1, CAU-1, cphA és sfh-1 géneket, amelyek szintén karbapenem
rezisztencidért felelnek [88]. A monobaktamokat inaktival6é Bcll, CcrA [85, 86, 95, 96] és a

VIM-2 [69, 86] gének jelentésége emelhetd ki.
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A 4. csoportba olyan penicillindzok tartoznak, amelyek nem gatolhatéak klavulansavval,
ilyenek a Chr, ND, Ind, SAR-2-tipusu gének altal termelt enzimek [45].

A B-laktamaz inhibitorokkal szemben a TEM-tipusid gének kozott megjelentek a
rezisztenciaért felelés gének is. Az alabbi TEM-tipusok expresszidja esetén irtdk ezt le,
jeléléstk inhibitor-resistant (IRT) elétaggal torténik: TEM-30-41, TEM-44-45, TEM-50-51,
TEM-59, TEM-68, TEM-73-74, TEM-76-79, TEM-81-84 [59]. E. coli esetén ezeknek a TEM-
variansoknak az eléfordulasa igen gyakori [97]. Az SHV gének kozul a SHV-10 esetén
bizonyitottak, hogy inhibitor rezisztenciaért felelés gén [98], a CTX-M Ujabb varidnsai
esetén szintén megerdsitették ezt [99, 100], valamint a GES és KPC, a PER-1 és a VIM-2

gének esetén szintén megfigyelték [69].

3.3.2. Kiterjedt-spektrumu B-laktamazok (ESBL)

Az ESBL-ek olyan vildgszerte endémikussa valt Ambler A kategoériaba tartozd szerin
B-laktamazok, amelyek képesek hidrolizalni a szélesitett spektrumd B-laktdm
antibiotikumokat, a B-laktamaz inhibitorokat, a cefalosporinokat és a monobaktamokat,
azonban a karbapenemeket és a cefamicineket nem [101]. Az elmult években az ESBL
enzimek evolucidja felgyorsult, a TEM, CMY és SHYV tipusu laktamaz gének mellett a 2000-
es évek elején egy Uj, ellenallébb varians is kialakult, a CTX-M gén, mely mar a legtdébb
cefalosporin hatéanyaggal szemben képes rezisztenciat kialakitani. A CTX-M tipusu gének
féleg E. coli-ban rendkivuli jelent6ségliek, hiszen kimutattak, hogy transzmisszibilis DNS-
szakaszokon talalhato, ami lehetévé teszi a horizontalis génatadast [102]. A baromfiiparban
felhasznalt antibiotikumoknak kiemelt szerepe van a rezisztencia terjedésében, hiszen az
egyik legdinamikusabban fejl6d8, egységnyi id6 alatt a legnagyobb mennyiségl allati
eredetli fehérjét eléallité iparag. Kilondsen aggasztd, hogy egy kutatds soran a vizsgalt
brojlercsirkék 60%-ban sikerult kimutatni B-laktamaz termelésért felels gént. Sertésekbdl
és hlismarhakbdl is kimutattak a SHV-12, CTX-M-2, CTX-M-14, CTX-M-15 és CTX-M-44
géneket mind E. coli és Klebsiella pneumoniae esetén, melyek zoonotikus szerepe kiemelt
jelent6ségli [103]. A CTX-M-27 abbdl a szempontbdl kilénésen nagy jelentéséggel bir,
hogy nagyon hatékonyan képes lebontani a legtébb cefalosporint és karbapenemet [104],
a vilagon mara széleskorben elterjedt, és felfedezték mar plazmidon hordozott valtozatat is
[105, 106]. A hordozd mikrobak sulyos human megbetegedést (hugyuti fert6zés,
bakterémia) okozhatnak, kulénésen fontos az ember allatoktdl vald fert6z6désének
veszélye. Kimutattak hazikedvencekbdl, kacsabdl, sertésbél és legnagyobb gyakorisaggal
csirkébdl, igy kiemelten fontos kézegészségugyi jelentdsége az élelmiszeripar oldalardl
van [107]. A magas prevalenciaval rendelkez6 ESBL géneket, azok eredetét, és spektrumat

a 3. tdblazat foglalja 6ssze.
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3. tdblazat Magas prevalenciaju kiterjedt-spektrumu B-laktaméaz termelé gének eredete

Gén Elsé leiras Faj Spektrum Forras
SHV Németorszag, 1983 Enterobacteriaceae P,C,K [108]
TEM Gorogorszag, 1965 Enterobacteriaceae P,C, K, M [109]
CTX-M-1 | Németorszag, 1989 E. coli C [110]
CTX-M-2 | Argentina, 1992 E. coli C [111]
CTX-M-8 | Brazilia, 1996 Citrobacter amalonaticus | C [112]
CTX-M-9 | Spanyolorszag, 1994 | E. coli C [113]
CTX-M-25 | Kanada, 2000 E. coli C [114]
OXA Torokorszag, 1991 P. aeruginosa P,C [77]
PER Franciaorszag, 1991 | P. aeruginosa P,C K M [115]
VEB Franciaorszag, 1996 | E. coli C,M [67]

E. coli — Escherichia coli; P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa; P — penicillinek; C —

cefalosporinok; K — karbapenemek; M - monobaktamok

Tobb eltéré teleprél szarmazd egészséges brojlercsirkébél egyéb ESBL géneket
hordoz6 E. coli térzseket azonositottak, ezek plazmidokon valé hordozasuk veszélye a
HGT-ben rejlik, hiszen atadhatok kiilonb6zé fajok kozott is, mint pl. a Salmonella enterica
és az E. coli [116]. A vadmadarak és galambok szerepe kiemelkedd lehet a multirezisztens
(MDR) torzsek terjesztésében, a vizsgalt galambok egynegyede hordozott MDR tdrzseket,
vadmadarak vizsgélata soran pedig tobb, mint 50%-ban talaltak ESBL termelé E. coli
torzseket [117]. Lovakban és tarséallatokban (kutydk és macskak) szintén azonositottak
ESBL termel6 torzseket, amelyek hozzajaruinak a zoonbézisos megbetegedések
kialakulasahoz [118], bar ezek gyakorisaga elmarad a madarak és gazdasagi
haszonallatokban azonositott esetekhez képest; hasonlé a helyzet egyes, extraintesztindlis
fertézést okozé E. coli (EXPEC) torzsek esetén is [119]. A human patogén Escherichia
fergusonii nagyon hasonlit az EXPEC térzsekre, amely szintén képes CTX-M, SHV és TEM
gének hordozasara és expresszidjara, ami karbapenem és cefalosporin rezisztencia
kialakulasat eredményezheti [120]. Baromfibdl és sertésbdl szarmazé E. coli torzsek
vizsgalata soran kimutattak CTX-M-1, CTX-M-9 és CMY-2 géneket is, amelyek kdz il utdbbi
kett6 féleg baromfi, el6bbi pedig féleg a sertés mintakban fordul el6 nagyobb gyakorisaggal.
A baromfi eredetl mintak jo6 része ExPEC-re jellemzd géneket is hordoz [121]. Egy masik,
finn kutatasban nyers baromfihlsbdl izolaltak E. coli térzseket, melyek 23%-a EXPEC torzs
volt, ezek bizonyitottan képesek az emberben is emésztécsatornan kivuli megbetegedést
okozni, am a vizsgalatban szerepld térzsek egyike sem volt rezisztens cefalosprinokra és

ciprofloxacinra sem, csupan egy torzs esetén mutattak ki nalidixsav rezisztenciat [122].
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3.3.3. Egyéb rezisztencia mechanizmusok

Az efflux pumpéakat 6t osztalyba soroljuk, ezek az MFS, az adenosine-triphosphate
(ATP) -binding cassette (ABC) csalad, az RND csalad, a small multidrug resistance (SMR)
csaladd és a multidrug and toxic compound extrusion (MATE) csalad [123]. Az ABC csalad
esetén az adenozin-trifoszfat (ATP) hidrolizise, az 6sszes tbbbi esetén egy proton- és egy
natriumkiaramlas biztositia a mozgatderét [124], a Gram-negativ baktériumokban
jellemz&en az RND csalad fordul el6 [125]. Az egyik leggyakoribb, korabban emlitett RND-
tipusu efflux pumparendszer részét képez6 acrA, acrB és tolC gének tébbek kdzott a
multidrug efflux pumpa fehérjekomplexet hataroznak meg, amely széles szubsztrat-
specificitdssal rendelkezik, mind a kationos, a semleges és az anionos szubsztratokat is

képes kipumpalni a sejtbél, amelynek szerepe kiemelt az E. coli esetében [127-132].

A General Bacterial Porin-ok (GBP) kdzé olyan rezisztencia gének tartoznak, amelyek
csokkentik a B-laktamokkal szembeni érzékenységet, olyan médon, hogy a porinfehérje
mutéacioja, annak hianya vagy az expressziéjanak elmaradasa kovetkezik be. A ompF gén
egy porin fehérjét hataroz meg, aminek az expresszidjat az antibiotikum jelenléte, mint
stresszfaktor a MarA regulator fehérje tultermelése révén csokkenti, ez egyben az acrAB
efflux pumparendszer aktivalodasat eredményezi [26, 133—-136], a SOXS gén hasonlé elven
mikodé regulator génként fordul eld E. coli tdrzsekben [24, 137, 138], és a ramA gén esetén
is megfigyelték ugyanezeket a szabalyozé folyamatokat [139]. Az OmpC porin fehérje [140]
és az OmpA porin fehérje és a hasonl6 elven mikdédd OmpF porin fehérje jelentéségét is
leirtak [141].

A PBP-k olyan transzpeptiddz fehérjek, melyek nélkilozhetetlenek a sejtfal
szintéziséhez. A penicillinek ezekhez vald kotédéslikkel gatoljdk a sejtfal szintézisét,
azonban szamos mechanizmus vezethet ezen fehérjék megvaltozasa révén a rezisztencia
kialakulasahoz. Az egyik ilyen klasszikus korabban emlitett példa az MRSA tdrzsekben
lateralis géntranszferrel kialakult eltéré szerkezetli PBP2, ami a béta-laktam antibiotikumok
jelenlétében is képes a sejtfalalkotd peptidoglikan szintézisére [142-147], ezen mutacid
kialakulasaért felelés mrdA gént [148, 149], valamint a PBP3 tipusu mutacioért felelds ftsl

gént is megfigyelték E. coli torzsekben [150-152].

3.4. A fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia kialakulasa

A fluorokinolonok hatasmechanizmuséanak alapja a baktériumok DNS-szintézisének és
-replikicidjdnak gatlasa, a ll-es tipusi DNS-giraz és IV-es tipusi DNS-tropoizomeraz
mikodésének zavara altal. A DNS-girdz enzim szerepe az Un. torzios fesziltségek

enyhitése, szupertekercsek DNS-szalakba vezetésével, amit a DNS megkett6zddés
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lezajlasat kdvetden a tropoizomeraz enzim felold. A fluorokinolonok ezen enzimek gatlasa
révén hatnak, tehat a hasitasi ligacié aktiv helyen komplexszel reverzibilis, nem kovalens
kotédés révén gatoljak a DNS-szal visszaépllését, ezzel ledllitva a DNS-replikacio
folyamatat. A DNS-szélak torései és az ezaltal kivaltott SOS-valasz egylttesen
eredményezi a fluorokinolonok baktericid hatdsmaddjat [153, 154].

A fluorokinolonok mind az allati és emberi szervezetben val6 részbeni metabolizacidja
eredményeként a hatdanyagok jelentds hanyada valtozatlan formaban urill a bélsérral, ami
bejutva a szarazfoldi és vizi 6koszisztémaba elGsegiti a rezisztencia kialakulasat a
kilbnbdz6 patogén baktérium populaciokban, mivel a HGT ndveli a patogén baktériumok
génfelvételének kockazatat [155].

A fluorokinolonok 1987-es bevezetésekor még azt josoltédk, hogy a velik szembeni
rezisztencia kialakuldsa nem valdszin(, mivel ahhoz legaldbb két mutacié egylttes
megjelenése sziikséges. Ez az allitas igen hamar megddlt, a giraz gének mutaciéi ma mar
igen széles korben eléfordulnak, sét az is bizonyitast nyert, hogy az aminoglikozid N-
acetiltranszferdzok egyike képes egy szekunder amint modositani a fluorokinolon
molekuldkon, ami cstkkent aktivitashoz vezet [156—158]. A kinolonrezisztencia a nalidixsav
Klinikai felhasznadlasanak bevezetése Ota probléma, a ciprofloxacin széleskori
kozegészségiigyi felhasznalasa Pekingben mar 1997-1999 kdz6tt a kérhazakban izolalt E.
coli tdérzsek korulbelll 60%-a esetén eredményezett rezisztenciat, de Kanadaban 2015-
2019 kozott szintén a rezisztencia folyamatos ndvekedésérdl szamoltak be [154, 159, 160].
A rezisztencia terjedéséhez olyan antropogén hatasok is hozzajarulnak, mint a
felbecsilhetetlen mennyiségben koérnyezetbe kertld xenobiotikumok. Ezt tamasztja ala
példaul a ciprofloxacin napi 50 kg mennyiségben torténd folydvizekbe jutasa a kozép-indiai
Hyderabadban, ami csak egy kiragadott példa a vilag mas részein eléforduld, nem jelentett
szennyezések kozll [161].

A fluorokinolonok hatdsanak ellensulyozasa érdekében a baktériumok kilénféle
rezisztencia mechanizmust alakitottak ki, ami els6sorban a kromoszémalis mutéaciok, a
citoplazmatikus koncentracid6 csokkentésével kapcsolatos mutaciok és a sejteket
megvédeni képes plazmid gének segitségével valésul meg [162]. A fluorokinolon
antibiotikumok esetén E. coliban el6fordulé fontosabb rezisztencia géneket a 4. tablazat

foglalja dssze.

20



4. tablazat Antimikrobidlis rezisztenciat mehataroz6 gének fluorokinolonokkal szemben E. coli-ban

M Gén Funkcio

Acilezés éltal méddositia a fluorokinolon és aminoglikozid

1 AAC(6)-Ib-cr hatéanyagok szerkezetét.

gyrA A DNS kett6s spiral csavarodasi fesziltségét szabalyoz6 DNS-
giraz alfa-, illetve béta-alegységéhez valo fluorokinolon kotédés
) gyrB megakadalyozasa.
parC A tropoizomeraz IV DNS kettés csavarbol szarmazo
feszlltségoldasanak megakadalyozasa, ezaltal a transzkripcié
parE és transzlacio gatlasa.
gnrA

Olyan fehérjét expresszal, ami a DNS-girdz és/vagy a
3 gnrB tropoizomeraz IV enzimekhez kétédve megakadalyozza a
fluorokinolonok kétédését.

gnrS
mdfA MFS-tipusu multirezisztens effluxpumpéat meghatarozé gén.
norA
4 norB MFS-tipusi  multirezisztens effluxpumpékat meghatarozo,
egymas strukturalis homoldg génjei.
norC

M-Mechanizmus; 1-Enzimatikus inaktivacio; 2-Célpont médositas; 3-Célpont védelem; 4-Effluxpumpa

A fluorokinolon rezisztencia els6sorban a célenzimeket meghataroz6 gének
kromoszomalis elvaltozasai és a efflux pumpak fokozott expresszidja miatt alakul ki, amihez
hozzajarul a plazmid kozvetitette rezisztenciagének jelenléte [163]. Az AAC(6')-1b-cr
plazmidon leirt gén &ltal meghatérozott acetiltranszferdz enzim termelése példaul a
norfloxacin és a ciprofloxacin enzimatikus bontasat eredményezi [164—167]. Az mdfA gén
altal meghatéarozott efflux pumpa fluorokinolon rezisztenciat alakithat ki E. coli-ban [168]. A
norA, norB és norC, mint MFD-tipusu efflux pumpdak expresszidjat szabalyozé gének 4-8x
MIC-érték nbvekedést eredményeznek [169].

A célpont modositas soran kialakuld rezisztenciaért a DNS kettds hélix széttekeréséért
felelés DNS-girdz enzimet meghatarozé gyrA gén pontmutécioja felelés elsédlegesen, ami
megakadalyozza a fluorokinolonok koétédését a DNS-girdz alfa-alegységéhez, ezaltal
hozzdjarulva a rezisztencia kialakulasahoz [170-181]. A parC gén egy pontmutacio
kovetkeztében megakadalyozza az antibiotikum kot6dését a topoizomeraz IV parC
alegységéhez, ezzel kialakitva rezisztenciat. A gyrB és a parE gének pontmutéacioi sokkal
ritkAbban koévetkeznek be [162, 170, 182, 183].

A csOkkent permeabilitas szintén meghataroz6 mechanizmus, hiszen a
fluorokinolonoknak at kell jutni a Gram-negativ baktériumok kiilsé sejtmembranjan, hogy a
célpontokhoz kotédhessenek. Ez un. porin fehérje csatornakon keresztil lehetséges,
azonban ezek szabalyozasaban szerepet jatszé gének expresszibdja, mint az ompA, ompC

és ompF szintén rezisztencia kialakulasahoz vezethetnek példaul E. coli-ban [162, 184].
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A plazmid medidlt gnrA, gnrB és gnrS gének olyan pentapeptid fehérjéket hataroznak meg,
amelyek ismétlédnek és ezaltal a DNS-t utanozva célpontvédelem GtjAn megakadalyozzak
a fluorokinolon hatéanyagok DNS-kéarositd hatasat [156, 185—-187].

3.5. A polimixinekkel szembeni rezisztencia kialakuldsa

A polimixineket 1947-ben Koyoma fedezte fel Japanban, mint a Paenibacillus polymyxa
subsp. Colistinus Gram-pozitiv talajbaktérium masodlagos metabolitja [188]. A nem
riboszomalis, gylris oligopeptidek szerkezetileg kilonallé osztalya, ami 6t kémiailag
kulénb6z6 vegyuletet foglal magaban (A, B, C, D, E), jelenleg kézilik a polimixin B és a
kolisztin (polimixin E) érhetd el [189]. Hatasmechanizmusa a Gram-negativ baktériumok
kiils6 membranjaban talalhatd lipopoliszacharidokhoz és foszfolipidekhez vald kotédés,
amely kompetitiv mdédon kiszoritia a membranlipidek foszfatcsoportjabdl a kétértéki
kationokat (Mg?*, Ca?*), ami a kiils6 sejtmembran detergensszer( feloldasahoz vezet, igy
eredményezve sejthalélt [190]. A sejtlizishez hozzajarul, hogy a kilsé membranon vald
athaladast koévetéen anionos foszfolipid vezikulakhoz kétédik a hatéanyag, ez a belsé és
kils6 membran fluzidjahoz vezet, ezzel foszfolipid vesztést kialakitva, ozmotikus
egyensulyzavarhoz vezetve [191]. A kiilsé membran f6 funkcidja a hatéanyaggal szembeni
permeabilitdsi gat, ami a sejtfelszini lipopoliszacharidok jelenlétével figg 6ssze, amely
gatolja a hidrofdb, valamint a nagyméretl antibiotikumok kiils6 membranon valé bejutasat.
A lipopoliszacharid harom domén része az O-antigén, a mag poliszacharid és konzervalt
lipid A, amely hidroféb horgonyként funkcional. Ez utébbi komponenssel valdé kdzvetlen
kolcsdnhatason keresztil fejtik ki hatasukat a polimixinek [192-194]. A lipid A telitett
szénhidrogén lancait van der Waals kdlcsonhatasok kotik 6ssze a kilsé membranban, a
foszfoészterekhez vald kapcsolddast pedig kétérték(i magnézium (Mg?*) és kalcium (Ca?*)
ionok hidaljak at, ezzel stabilizalva a lipopoliszacharid molekulat [192]. Elséként az 1950-
es években a kolisztint alkalmazték intravénas készitményként multirezisztens Gram-
negativ baktériumok okozta emésztészervi- és hugyuti fertézések kezelésére, tovabba
szemészeti és fllészeti készitményekben, 1959-ben az Amerikai Egyesilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszerugyi Hivatala engedélyezte Gram-negativ baktériumok okozta
fertdzések kezelésében [195]. Allatgydgyaszati felhasznalasa szintén tobb évtizedes mdltra
nyulik vissza [196]. Kozegészségligyi szempontbél azonban a nemkivanatos nefrotoxikus
€s neurotoxikus hatasuk miatt és az Uj hatéanyagcsoportok felfedezése miatt az 1970-es
években hattérbe szorult, jelentésége az olyan betegségek kezelésében maradt fent, mint
a Pseudomonas fajok és az Acinetobacter baumannii okozta cisztas tudéfibréozis és a
multirezisztens vagy Kkiterjedt gyogyszerrezisztens (XDR) fert6zésekben, mint utolsé
vonalbeli hatéanyag [197]. Az 1990-es évek kozepétél az MDR és XDR fert6zések
kezelésében szerepuk ujra felértékelddott, mint utolsé valasztasi lehetéség [191]. Sokaig

agy gondoltak, hogy vele szemben a rezisztencia csak kromoszémalis pontmutaciok révén
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alakulhat ki [198], azonban a kézelmultban allatokbdl, emberekbdl, élelmiszerekbdl és
kornyezetbdl szarmazd baktériumok esetén is kimutattdk a plazmidon keresztili mcr gének
kozvetitette kolisztinnel szembeni rezisztenciat [199]. Ez komoly aggodalomra adott okot a
potencidlisan PDR torzsek kialakulasa révén, kiulonésen a kozegészséglgyet
veszélyeztetd, ezaltal kezelhetetlen fertéz6 betegségek kialakulasa altal [197].

A polimixinekkel szembeni rezisztencia egyik f6 mechanizmusa a lipid A bioszintézis
Gtvonaldnak inaktivalasa, ami a kilsé membran lipopoliszacharid rétegének valtozasat
eredményezi. A masik f6 rezisztencia mechanizmust pedig a pmrAB kétkomponensi
rendszer kozvetiti [200]. A hatéanyagcsoporttal szemben kialakuld rezisztencia
hatasmechanizmusa alapjan ritka volt, azonban vilagszinten aggodalomra adott okot az
els6ként mobilis genetikai elemként (MGE) azonositott kolisztin rezisztencia gén
Kindban [201]. Eddig 6sszesen tiz mobilis kolisztin rezisztencia (mcr) gént (5. tablazat)
azonositottak [202].

5. tablazat Eddig azonositott mobilis kolisztin rezisztencia gének és azok eredete

Gén Baktérium faj Minta (leiras) Faj Forras
mcr-1 Escherichia coli 2011, Kina (2015) Su, Ga | [201]
mcr-2 Escherichia coli 2016, Belgium (2016) Bo, Su | [203]
mcr-3 Escherichia coli 2017, Kina (2017) Su [204]
mcr-4 Salmonella spp. 2013, Olaszorszag (2017) Su [205]
mcr-5 Salmonella Paratyphi 2011, Németorszag (2017) | Ga [206]
mcr-6 Moraxella pluranimalium 2014, Nagy-Britannia (2017) | Su [207]
mcr-7 Klebsiella pneumoniae 2017, Kina (2018) Ga [208]
mcr-8 Klebsiella pneumoniae 2018, Kina (2018) Su, Ho | [209]
mcr-9 Salmonella Typhimurium 2010, USA (2019) Ho [198]
mcr-10 | Enterobacter roggenkampii | 2020, Kina (2020) Ho [210]

Bo — szarvasmarha; Su — sertés; Ga — baromfi; Ho — ember

Az mcr-1 gén néhany év alatti globalis elterjedése arra utal, hogy a kolisztin hasznalata
az allatgydgyaszatban felgyorsitotta a rezisztencia terjedésének a folyamatéat az allatok és
emberek kozott, elsédleges forrasanak ma a sertésagazatot tekintik [211]. Az mcr gének
olyan foszfoetanol-amin-transzferdz enzimet hatdroznak meg, ami foszfoetanol-amin
részek hozzakoétédését eredményezi a lipopoliszacharid molekula lipid A részéhez, ezzel
novelve annak kationos toltését, igy csokkentve a kolisztin lipopoliszacharidhoz val6
kotédését [212]. E. coli esetén ez a kolisztin MIC-értékének 4-8x novekedéséhez
vezet [213].
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Az enzimatikus inaktivacioért felelés bacA és pgpB gének undekaprenil-foszfataz
enzimet expresszalnak, amely a glikan bioszintézise soran a lipidek beépitéséért felel a
baktériumok burkaba, a peptid antibiotikumok ennek a termel6déséért felelés fehérjéket
célozzak, ezek a gének bacitracin rezisztencia kialakulasaért felelnek [214, 215]. E. coliban
leirtak egy olyan pontmutaciét, aminek kovetkeztében olyan waal gén j6tt |étre, aminek
expresszibja a sejtfelszinhez peptidoglikanokat rogzit, ezek megkétik a vankomicint, ezaltal
hozzjarulva a rezisztencia kialakuldsédhoz [216-218].

E. coli fajpan a permeabilitas csdkkentés sordn a eptA gén expresszidja modositja a
lipidréteget, 4-amino-4-deoxi-L-arabin6z és foszfoetanolamin hozzdadaséaval, ezaltal
csOkkentve a sejtmembran toltésének pozitiv iranyba valo eltolédaséat, ami a polymyxinek
kotédését csokkenti, igy vezetve rezisztencia kialakulasahoz [219, 220]. A korabban leirt
mcr gének szintén a lipidréteget valtoztatjak meg egy foszfoetanolamin hozzaadasaval, ami
a kolisztin sejtmemranhoz val6 kotédését gatolja a negativ tdltések szamanak cstkkentése
révén [201, 203, 204, 221]. A GBP olyan porin csatornakat foglal magaban, melyek a peptid
antibiotikumokkal szemben csokkent érzékenységet mutatnak, ez bekdvetkezhet a porin
fehérje mutéciéja, vagy a porin fehérje hianya, de maganak a génexpresszidnak az
elmaradasa miatt is. Az ompT és ompP kilsé membran proteazok E. coli-ban, olyan
regulatorok, amik képesek csdkkenteni a kationos peptid antibiotikumok hatékonysagat a
porin csatornak mutacidja révén [222, 223].

A polimixinekkel szembeni efflux pumpak tekintetében baktérium fajonként mas és mas
gének szerepérdl szamoltak be. Ezek az ugynevezett érzékeny antimikrobialis peptid (sap)
fehérjéket meghataroz6 briR, acrAB-tolC rendszer, vagy a kpnEF, az mtrCDE, a vexAB
operonok, a rosAB, a norM gének. A sap fehérjék pedig a sapABCDF operonok altal
meghatarozott 6tféle fehérjébdl éplinek fel [224, 225]. A yojl gén egy efflux pumpét hataroz
meg, ami képes E. coli-ban a peptid antibiotikumok kipumpalaséara a sejtbdl [226].

A kolisztinnel szemben un. intrinsic rezisztenciaval rendelkeznek az anaerob Gram-
negativ coccusok, bizonyos Aeromonas fajok, a Burkholderia cepacia, a Brucella spp., a
Campylobacter spp., a Chromobacterium spp., az Edwardsiella spp., a Legionella spp., a
Morganella morganii, a Neisseria spp., a Proteus spp., a Providencia spp., a Serratia
marcescens és a Vibrio cholera [191]. A human gydégyaszatban két formaban érhet6 el, a
kolisztin-szulfat per os és lokalis hasznalatra, a Kkolisztin-metanszulfonatot pedig
prodrugként parenterdlis és porlasztdsos készitményekben haszndljak kevésbé toxikus
tulajdonsaga miatt. Az allatgydgyaszatban a kolisztin-szulfat forméat hasznéljak E. coli és
Salmonella spp. okozta bélferté6zések, valamint Pseudomonas aeruginosa okozta otitis
kezelésében [227]. A polimixin B azonban hatékonynak bizonyult Staphylococcus aureus
[228], Streptococcus gordonii, Streptococcus agalactiae [229] és Listeria monocytogenes

ellen is [230]. A fontosabb rezisztencia géneket a 6. tablazat foglalja 6ssze.
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6. tablazat Fontosabb rezisztencia gének peptid antibiotikum hatéanyagokkal szemben

M Geén Funkcio
bacA Az undecaprenyl pirofoszfat Ujrahasznositas a sejtfal
bioszintézisében.
1 Lipid foszfataz fehérjét hataroz meg, ami részt vesz a
pgpB* foszfatidil-glicerin defoszfatizalasaban, amely a
baktériumok sejtmembranjanak egyik f6 alkotéeleme.
waal Sejtfelszini peptidoglikdnok rogzitése.
Két specifikus cukor, a 4-amino-4-deoxi-L-arabinozid és a
foszfoszeteanolamint kapcsolja hozza a lipid A-hoz, ami
eptA* megvaltoztatja annak szerkezetét és toltését, ez kevésbé
negativ toltésl sejtmembrant eredményez, ami csdkkent
polimixin kotédést eredményez.
Plazmidon hordozott gének, expresszibéjuk a
2 foszfoszeteanolamint a lipid A-hoz kapcsolja, ami
mcr-1-10* megvaltoztatia a molekula szerkezetét, és csokkenti a
sejtmembran negativ toltését. Ennek eredményeként a
kolisztin kevésbé képes kotédni a lipid A-hoz.
ompT Expresszi6jat gatolia a toxR szabalyozé gén, ezzel a
ompP porincsatornak szama csokken.
KpnEF* SMR-tipusu effluxpumpa-rendszer.
norM MATE-tipusu effluxpumpa.
3 mtrCDE Az acrAB-tolC rendszerrel homolég RND-tipusu efflux
pumparendszer.
rosAB MFS-tipusu effluxpumpa-rendszer.
yojl ABC-tipusu effluxpumpa.

M-Mechanizmus; 1-Enzimatikus inaktivacio; 2-Permeabilitas cstkkenés; 3-Effluxpumpa

* kifejezetten polimixinekkel szemben

Az AMEG B kategorias hatéanyagok kdzegészségiigyi jelentésége

Az EMA éltal az AMEG B kategoéridba sorolt hatdbanyagok az Egészségilgyi

Vilagszervezet (WHO) kritikusan fontos (CIA) csoportjaba tartozé hatéanyagok. Ezeket az
antimikrobialis szereket (3-4. generéacios cefalosporinok, fluorokinolonok és polimixinek)
csak kell6 6vatossaggal szabad hasznalni, a kozegészségugyi kockazatok minimalizalasa
érdekében. Tehét olyan esetben, ha nincs olyan C vagy D kategoriaba tartozé antibiotikum,
amelyek Kklinikailag hatdsosak lennének, tovabba hasznalatukat lehetéség szerint
érzékenyseégi vizsgalatnak kell megel6éznie [231]. 2022. januar 28-an lépett hatalyba az
Eurdpai Uni6 2019/6 rendelete, aminek a célja, hogy olyan magas, minéségi, biztonsagi és

hatékonysagi szabvanyokat allitson fel az allatgyégyaszati készitmények hasznalatara,
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hogy az megfelelien a koz- és allategészségugy, valamint a kdrnyezetvédelemmel

kapcsolatos kdzos aggéalyoknak [232].

A cefalosporinok 3-4. generaciojanak élelmiszertermel6 allatokban torténé
alkalmazasanak kiemelt kozegészséglgyi jelentésége van a rezisztencia kialakulasaban.
Az American Medical Association (AMA), a Keep Antibiotic Working (KAW), az Infectious
Diseases Society of America (IDSA) és az Union of Concerned Scientists (UCS) is
bizonyitékokat szolgaltatott arra, hogy a cefkvinom felhasznalasa rezisztencia kialakulasat
eredményezi az élelmiszertermel® allatokban, ezen kérokozok pedig novelik a rezisztencia
emberre valo atvitelének kockézatat, ami komoly kbzegészségiigyi kockazattal jar [233]. Az
ESBL termelésért felel6s gének komoly kdzegészségligyi kockazattal birnak, hiszen a
plazmidon hordozott gének viszonylag kdnnyen atviheték az enterdlis baktériumokba. Az
ilyen rezisztens baktériumokat a human gyogyaszatban karbapenemekkel lehet kezelni,
azonban az ezzel szemben rezisztens baktériumokrol nem csak Azsidban, hanem mar
Eurépéban is beszamoltak. A cefalosporin-hasznalattal 6sszefliggé ESBL-termeld térzsek
felmérése az EU tagallamaiban is megtdrtént, a legmagasabb aranyt a csirkékben mutattak
ki [234, 235].

A fluorokinolonok széleskorli huméan- és allategészségugyi felhasznalasa a fert6z6
betegségekben a velik szembeni rezisztencia megndvekedéséhez vezetett, ami a
nemzetkdzi hatésagokat cselekvési tervek kidolgozasara sarkalta. Jelenleg a
leggyakrabban felirt antimikrobidlis szerek kdzé tartoznak [236]. Valtozatlan forméban valé
artlésik jelentés oOkotoxikologiai kockazatot jelent, kilondsen a mitragyaként hasznalt
zagyiszapon keresztil, de a halgazdasagban térténd alkalmazasuk is jelentés 6koldgiai
labnyommal bir. A gyogyszergyartok szigoru szabalyozasa és ellenérzése minimalis
kockazatot jelent, a betegek tulajdonaban maradt fel nem hasznalt gyégyszereket viszont
nem lehet nyomon kdvetni. Az allati eredetl élelmiszerekben talalhaté maradvanyok
szintén veszélyeztethetik a fogyasztok egészségét, a hatéanyagokkal szembeni

rezisztencia megjelenése révén [237—239].

A kolisztin a human gybgyaszatban az egyik legvégsd antibiotikum vélasztas a
multirezisztens Gram-negativ Enterobacteriaceae csalad okozta fertézések kezelésében.
Hatékonysaganak megbrzése kuilonds jelentéséggel bir a sulyos emberi fert6zések
kezelése soran felértékel6dott szerepe miatt, mivel kimutattak a vele szemben atvihetd
rezisztenciat biztosit6 mcr gének, valamint a rezisztens baktériumok terjedését a
taplaléklancon keresztil. Az allategészségiigyi felhasznaldsanak visszaszoritasara tett
torekvéseket jol mutatja, hogy az EMA adatai alapjan értékesitése 2011-2021 k6z6tt 79,5%-

os csOkkenést mutatott az EU25 tagorszaga esetében [231].
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Osszességében a kritkusan fontos hatéanyagok kozil a 3-4. generaciés
cefalosporinok eladdsa 2017-2021 kozott 19,9%-o0s, a fluorokinolonoké 8,5%-0s, a

polimixineké pedig 39,0%-0s cstkkenést mutatott élelmiszertermeld allatok esetében [231].

3.7. Evollcioés és koszelekcids vizsgalati médszerek

A kisérleti evolucié soran olyan kutatasi modszereket alkalmazunk, amely lehetéséget
teremt az evollciés folyamatok valds idejli tanulmanyozdsara. A moédszer alapja a
populéciok versenyzéssel torténé alkalmazkodasa a megvaltozott kornyezeti feltételekhez.
A legtobb adaptaci6 kompromisszumok eredménye, azaz olyan tulajdonsagok
megvaltozasa, amelyek az adott kornyezetben megndvelik a mikroorganizmusok fitneszét
[240]. Ezzel a mddszerrel bizonyitottdk példaul, hogy a baktériumok az antimikrobialis
peptidekkel szemben képesek rezisztencia kialakitdsara [241]. Ennek szemléltetésére
szolgdl az a kutatas, ami E. coli citrat-hasznositasaért felelés mutacié kivaltasat tizte ki
célul. Ehhez 31 000 generéaci6é valtasra volt szilkség, és a 12 alkalommal megismételt
vizsgalat soran csak egy alkalommal kdvetkezett be ugyanez a valtozas [242]. Tébb
évtizedig a kisérleti evollcio volt a virusok és baktériumok okozta betegségek elleni él6
attenualt vakcindk fejlesztésének mébdszere, aminek sordn a koérokozoékat sorozatosan
passzaltak mas gazdaallatban vagy taptalajon, amig azok patogenitdsanak csdkkenése be
nem kovetkezett [243, 244]. A koevollciés vizsgalat jelentése, hogy egy medfigyelt
popul&cio génjei és azok altal meghatarozott tulajdonsagok hatassal vannak a faj bizonyos
egyedeire, amely hatasok az utédnemzedékekben is megfigyelhetéek lesznek majd. A

mikroorganizmusokkal végzett vizsgalatok gyakran egy klonbdl indulnak ki [245, 246].

Az Uugynevezett laboratdriumi evollciés vizsgalatok (ALE, Adaptive Laboratory
Evolution) megbizhatd, ellen6rzott koériimények kozott zajlé evolucios vizsgalatokat
tesznek lehetévé, melyek molekularis vizsgalatokkal jol kiegészithet6k [247]. Elsdként
Brown és Oliver 1982-ben dolgozott ki egy rendszert, mely soran etanollal szemben
tolerans gombafajok elballitasat sikerult kisérletes uton megvaldsitaniuk, folyamatos
szelekciés nyomas segitségével [248]. A mbdszer alapja egy olyan folyamatos kérnyezeti
stressz alkalmazasa a mikrobakra nézve, ami szelekciés nyomasként hat a populacibjukra.
Ami lehet széls6séges hémérséklet, pH, vagy egy toxikus anyag. Ennek soran a
stresszfaktor fokozatos novelése kovetkeztében elérik a stressztliré mutansokra iranyuld
szelekciés nyomast. Kiemelt szempont a reprodukciés képesség megtartasa, hogy a
mutaciok a vizsgalt populaciéban elterjedhessenek és az utédokban régzulhessenek [249].
Butler 1996-ban Streptomyces élesztégombakon kapcsolédott be Brown és Oliver
segitségével a korabbi kisérletekbe [250]. Ekkor még az etanolt a tapkodzegbe
szakaszosan, szabalyozhaté pumpa segitségével juttattak be [249]. A baktériumok

laboratériumi evollciés vizsgalatai kezdetben meghatarozott gydgyszerkoncentraciokkal

27



torténtek, amihez olyan koncentraciét kellett kivalasztani, hogy az un. mutacios szelekcids
ablak (MSW, Mutant Selection Window) lehetéséget adjon egy-egy rezisztens mutans
szelekcidjara. Ezt kévetéen egyre nagyobb koncentracidkra volt szlikség ahhoz, hogy a
szelekciés nyomast fenntartsdk. Ehhez olyan kisérleti rendszerre volt szikség, ami
folyamatosan biztositotta a névekvd hatéanyag koncentraciot és igy egyben az evollcios
adaptaciot [251, 252]. Toprak és mtsai. 2011-ben kifejlesztettek egy olyan eszkdzt, amit
mobidosztatnak neveztek, ezzel folyamatosan ndvekvd antibiotikumkoncentracio
szabalyozassal tudtak fenntartani a mikrobak ndvekvd szelekciés nyomasat. A modszerrel
az E. coli kloramfenikol, doxiciklin és trimetoprim hat6anyagokkal szembeni rezisztencia-
genomszekvenalas egyre szélesebb korben valdé elterjedése tette lehetévé. A
mikroorganizmusok esetén ezeket a vizsgalatokat a rovid generacioés idd, a kisérletek
megismeételhetdsége és a nagy populacios méret teszik lehetévé. Ezen vizsgalatok soran
sikertilt feltarni az egyes mutaciok kozotti Osszefliggéseket, kuloénds tekintettel az

adaptacios mechanizmusokra [247].

A mikroorganizmusok antibiotikumokkal szembeni rezisztencigjanak kialakuldsahoz
kifejezetten hozzajarulnak az egyes fert6zések soran kialakult baktériumpopulaciok
méretei, példaul egy tuberkul6zisos elvaltozasban 107-108 telepformalé egység (CFU)
baktérium is el6fordulhat [254]. A szelekciot elésegiti a nem megfeleléen kivalasztott
gyogyszer-dozis [255], a stressz [256], a kialakult rezisztencia-mechanizmusok pedig
MGE-k révén plazmidok, transzpozonok és integronok segitségével tovabb adhat6 [257].
Egy kisérletben mikrofluidikus eszkdzt hasznélva, ciprofloxacin egyenletesen novelt
koncentraciojat tartalmazé specialis edény esetén az erre raoltott baktériumok
rezisztencigja mindossze tiz 6ra alatt kialakult, ehhez harom génben térténd valtozasra és

egy nukleotid szubsztitlcié volt sziikséges [258].

Az antibiotikumok felfedezése és sikeres terapias alkalmazasuk forradalmasitotta az
orvostudomanyt, szamtalan életet megmentve, fordulépontot jelentve az emberiség
torténelmében [259]. Altalanosan elfogadott tény, hogy az antibiotikumok hasznalatanak
kozvetlen kovetkezménye a rezisztencia kialakuldsa és terjedése, amit darwini Gton
mutacios események idéznek el6, evolucios eldnyhoz juttatva a baktériumokat [260]. A
rezisztens mutans torzsek sztochasztikusan keletkeznek, azaz a rezisztens mutaciok
véletlenszeriien jelennek meg a populacidban, majd a kezelés szelektiv nyomésa alatt
terjednek [261]. A rezisztens torzseknek azonban hatranyuk szarmazhat a gyogyszer
nyomasanak ki nem tett, in. vad tipusu (wild type) térzsek, ez a ,fitnesz koltség” jelensége.
A kiloénb6zé rezisztencia-mechanizmusok kélcsdnhatasba léphetnek egymassal, és nem

additiv fitneszhatasokat valthatnak ki, ez az episztazis jelensége. Ez azt jelenti, hogy az
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egyes rezisztencia mechanizmusok kombinaciéja mas eredményt hozhat Iétre, mint azok
onallé megléte [262]. Ezek un. rugged fitness landscapes kialakulasahoz vezetnek,
amelyek olyan evollciés térképek, ahol egyes genetikai valtozasok a populaciéban
nehezebben vagy kénnyebben elérheték, és igy azok befolyasolhatjak az id6 mulasaval,
hogy a térzs milyen Utvonalat kévet az adaptacié és a valtozads szempontjabdél [263-265].
Ezen evollcidos kompromisszumok azonositdsa a gyogyszerrezisztenciaval szembeni
kuzdelem alapjat képezik [266—268].

Az in vitro evollciés vizsgalatok soran a kollateralis érzékenységet mutato
hatéanyagok azonosithatok, azaz egy rezisztenssé valé baktérium egy masik hatéanyaggal
szemben is rezisztenssé, de akar érzékennyé is valhat. Ezek sordn a vizsgalt populaciot
névekvd hatdanyag koncentracidnak teszik ki, ezzel rezisztenciat kialakitva [266, 269, 270].
A differencialt kollateralis valasz hatasa a mai napig nem teljesen érthetd, a kollateralis
érzékenység sosem univerzalis, és valOjaban ritka. Azaz nem minden mutacié vagy
genetikai és fenotipusos valtozas eredményez az idében kollateralis érzékenységet [271].
A Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA)-plate a Harvard Egyetem altal kidolgozott
evollciés és koszelekcios vizsgalatra alkalmas rendszer [272], amely modszert sikeresen

adaptéaltuk magyarorszagi laboratériumi kérnyezetben [273].

Az in vitro evollciés és koszelekcids vizsgalatok joI modellezik a folyamatokat,
azonban mindig megfeleld dnkritikaval kell értékelni ezen vizsgalatok eredményeit, hiszen
az él6, azaz az in vivo kérnyezet sosem valthaté ki teljes mértékben velik. Régota
feltételezik, hogy a rezisztencia gének megszerzése és fenntartasa rendkivdl
energiakoltséges folyamat a baktériumok részérdl, ami laboratoriumi kdrilmények kdzott
bizonyitast is nyert. Ezt Ugy értékelték, hogy a multirezisztens tdrzsek szelekcié hianyaban
instabilak és rovid életliek, azonban az in vivo koérilmények azt mutatjdk, hogy a
multirezisztens torzsek fejlédnek, sikeresen tulélnek és fennmaradnak [274]. Tehéat szikség

van a rezisztencia in situ kialakulasanak részletes rendszerbioldgiai elemzésére is.

3.8. Az antimikrobialis rezisztencia evoliciés mozgatorugoi

A konjugacidval torténé géntranszmissziot széles kérben tanulmanyoztak laboratériumi
korulmények kdzott, az eredmények pedig arra utalnak, hogy a természetben a konjugacio
atviteli gyakorisaga tdbb nagysagrenddel nagyobb, mint laboratériumi koriimények
kozott [275]. Az emberi és Allati bélcsatorndban pedig ez a folyamat ad libitum
torténik [276]. Az evoluciotorténet soran bekdvetkez6 HGT-k soran két flggetlen
eseménysorozatot lehet figyelembe venni, amelyek k6z6tt az evollciés szelekcids nyomas
er6sségében van kulonbség. A tobb milliard év alatt bekovetkezd evolucios valtozasok nem

hasonlithatok oOssze az elmult szaz évben bekovetkezd antibiotikum rezisztencia
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kialakuldsaval, valamint terjedésével. Hiszen az antibiotikumok hasznalatdval ez a
szelekciés nyomas sokkal intenzivebb, a szelekcié a tulélésre iranyul és nem a lassan
fejl6dé populaciok fittségét biztositd folyamatokra. A laboratériumi mdodszerekkel szamos
genetikai folyamat j6l megfigyelhetd, amely kozrejatszik a rezisztens populacidok
génexpresszio. A legfontosabb kérdés, hogy bar azt latjuk, hogy a terapia soran a magas
antibiotikum koncentracié sulyos szelekcids nyomast és rezisztencia nodvekedést
eredményez, azonban az az Utvonal, ami a kornyezeti rezisztencia géntél a klinikai
rezisztencia génig vezet, nem teljesen ismert. Ennek a folyamatnak a kdzbulsé 1épéseinek
ismerete fontos lenne [8]. Laboratériumi korulmények kozoétt bizonyitottak, hogy az
antibiotikumok szubdézisban val6 alkalmazasa fokozza a géntranszfert és a rekombinéciot,
kilonésen az an. SOS rendszer aktivalédasa révén [277-279]. Ezek az SOS
mechanizmusok szerepet jatszanak az an. integronok génbefogadasanak és
expresszidjanak folyamatdban. A DNS karosodasa soran a recA fehérje aktivalodik, ami
indukalja a lexA represszor gén lebontddasat, ez pedig lehetévé teszi az SOS gének
expresszibjat (pl. uvrA, uvrB, uvrY, umuA, umuB, umuC, umuD, recJ, recN, recQ, ruvA,
ruvB, ruvC, dinB), amelyek beinditiak a javitdo és védekez6 mechanizmusokat. Az
integronok jellemzéen a genom géngylijté elemei, amelyek dnmagukban nem MGE-k, de
kénnyen azzéa valhatnak, ami a rezisztencia gének terjedéséhez vezet. Az integronok és
génkazettaik ezzel hozzdjarulnak a genom evollci6jdhoz és a baktérium populaciok
fluiditAsahoz [278, 280, 281]. T6bb mint 100 génkazettat azonositottak, amelyek lefedik a
legtobb antibiotikum csoportot [282]. Ezek a folyamatok mozgatérug6i lehetnek az
evoluciés és koszelekciés vizsgalatoknak, azonban az eredményeket minden esetben

megfeleld komplexitasukban kell értékelniink.

A mutacié a genetikai variacié egyik f6 mechanizmusa, amely kdzvetlenul az egyes
gének DNS szekvenciainak megvaltozasahoz vezet. Ez Uj allélok létrejottehez, majd azok
populacios 6roklédéséhez vezet [283]. A kilsé kdrnyezet szelekciés nyomasként ebben
fontos szerepet tolt be (pl. antibiotikum hatéanyag jelenléte, hdmérséklet, pH) és a legtébb
mutacié egy adott kdrnyezethez valé alkalmazkodasként jon létre [284]. Az adaptacids
mutacio tipikus példaja az antibiotikumot tartalmazé kérnyezetnek valé kitettség. Zhang és
mtsai. Lactobacillus paracasei torzset amoxicillin és gentamicin hatdanyagnak tettek ki,
amely soran az Uj mutéciok kialakuldsa a hatéanyaggal szembeni alkalmazkodoképesség
eléréseéig voltak megfigyelheték, azt kdvetéen a mutacios valtozasok megalltak [285]. Az
adaptiv laboratériumi evoluciés vizsgalatok ezen folyamatok hosszutava nyomon kovetését
teszik lehetévé. A korabban leirt vizsgalat soran megéallapitottak, hogy egy alkalikus

sokkfehérje (asp 23) expresszidja okozta az antibiotikum rezisztencia kialakulasat [286].
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Egy masik tanulmanyban L. plantarum esetén azonositottak egy olyan egypontos nukleotid
polimorfizmust (SNP), egy inszerciét és két szerkezeti valtozashoz vezetd mutaciot, ami
jelentds mértékben megnévelte a gentamicin hatdbanyaggal szembeni rezisztencia mértékét
[287]. A génaramlas fajok kozotti specifikus gének vagy genotipusok kicserélédésének
folyamatara utal génrekombinacio, MGE-k, plazmidok, transzpozonok vagy genom szigetek
révén. Az egyik kdzismert formaja a HGT, ami a mikrobialis adaptacié alapvetd evolucié
ereje, azonban a génaramladsok pontos azonositdsa nehéz feladat. A Massachusetts
Institute of Technology kutatoi 2019-ben kifejlesztettek egy Uj médszert, a PopCOGenT-t,
ami a kdzelmultban bekodvetkezett génaramlasi események becslésére alkalmas, azonban
jelenleg a modszer korlatja, hogy csak a szorosan kapcsol6dé genomok kdzott mikodik
megbizhat6an [288—-290]. A rekombinaciod réven létrejonnek a szelekcids nyomas hatasara
az Uj genetikai kombinaciokat, felgyorsitva az adaptacios folyamatokat. A nem homolég
rekombinaciét egyes irodalmi forrasok HGT-nek is nevezik [291]. Az evolucié

dinamikajanak legfontosabb folyamatait az 7. tablazat foglalja dssze.

7. tablazat Az evollcios folyamatokat mozgaté dinamika [292]

Folyamat Evollciés mozgatdk | Definicié
Ngm . - Nem okoz aminosav valtozast.
L. szinonim
Mutacio
Szinonim | - Aminosav valtozast okoz.
Génaramlas ) i Gének vagy genotipusok foldrajzilag elkiilonult fajok

kozotti cseréjének folyamata.

DNS-szalak hasitasdbdél és ligalasabol szarmazo
Homoldég | - DNS-fragmensek cseréjének és rekombinéciojanak
folyamata Uj DNS-molekulakat képezve.

A teljes genomhoz képest aberrans bazistssze-
tétell részek, a tRNS-génekhez inszertalédnak, és
kbézvetlen ismétiédések szegélyezik 6ket.

Genomi
szigetek

Rekombinécio
Flggetlen a kromoszoéman kivili  genetikai

Esmom Plazmidok | tényezéktdl, sSnmagaban is replikalhato. Beépiilhet a
9 kromoszémaba, és fiiggetlen is lehet attol.
Profacok A fag DNS-fragmensei bejutnak a
rofag baktériumsejtekbe, és integraljak a DNS-t a gazda
esfagok | ps ebe.

Génvesztés | A géndelécio folyamata a HGT-n keresztiil.

Természetes Genom
kivalasztédas lebomlasa | Pseudo-
genizacio

Az a folyamat, amelynek soran a funkciondlis gének
pszeudogénné vélnak nagyszadmu kéros mutécio
felhalmoz4séaval.
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4. Anyag és modszer

4.1. MEGA-plate vizsgalati modszer

A MEGA-plate eredeti valtozata 120x60 cm-es polikarbonat lemezbdl készult, amelynek
a hasznélatdhoz egy kulon helyiséget rendeztek be, a megfelel6 kornyezeti feltételek
biztositasa mellett [272]. A laboratériumi lehet6ségek egy kisebb méretli edény kiépitését
tették lehetbvé, igy egy 60x30 cm-es polikarbonéat lemez elkészitése volt a célkitlizés, amit
atlatsz6 anyagbdl, sajat tervezés szerint gyarttattunk le. Ez az edény 5 mm-es polikarbonéat
lemezb8l készilt (Innoterm Kft.,, Budapest, Magyarorszag). Az 0Osszeragasztasa
tetrahidrofuran vizmentesen zarddé ragasztéval tortént. Az edény aljat kilenc egyenlé savra
osztottuk, amely savok lehetévé teszik a névekvé antibiotikum koncentraciot tartalmazo

taptalajok also rétegben térténd ontését (2. bra).

2. &bra A MEGA-plate polikarbonéat lemez felosztasa rétegenként

Az edény méretébdl eredéen ki kellett dolgoznunk egy hatékony fertétlenitési
mobdszert, a kontaminacio elkeriilése miatt. A Harvard Egyetem ebbdl a célbdl 10%-o0s
NaOCI-t (haztartasi hipd) alkalmazott, amivel az edényt egy éjszakara toltotték fel [272].
Kornyezetvédelmi megfontolasbdl, valamint hogy ne maradjon maradékanyag a
polikarbonat lemezen, ami befolydsolna a baktériumok ndvekedését, a szakirodalom
alapjan 7,5%-o0s hidrogén-peroxid oldatot alkalmaztunk fertétlenités céljabdl, amit tomény
(30%) stabilizalt hidrogén-peroxidbdl (VWR. International Kft., Debrecen, Magyarorszag)
készitettlink el. Az edény perem részét és a fedélemez belsé felliletét NaOCI-al toroéltik at.
A steril fulke alatt torténé 15 perces inkubaciés idé utan, vakuumszivattyl segitségével

sterilen leszivtuk a hidrogén-peroxidot, majd 30 percre UV-fényt kapcsoltunk.

A fert6tlenités hatékonysaganak validalasat ugy végeztik, hogy a fertétlenités el6tt
steril vattapalcaval mintat vettliink az edény aljarél, az oldalfalardél, a ragasztas mentén és
a fed6lemez bels6 feliiletérél. A mintakat tripton-sz6ja agarra oltottuk ki. A fertétlenitést
kovetéen megismételtiik a mintavételt, majd az edényt feltdltéttiik harom liter tripton-szdja
levest (TSB) tartalmazé taplevessel. A kioltott mintakat és a lefedett edényt 37 °C-os
inkubatorba helyeztik. 24 6ras inkubaciét kdvetben a fertbtlenités elbtt vett mintak kis

szamban tartalmaztak baktérium telepeket, az azt kdvetéen vett mintakbdél azonban nem
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nétt ki CFU és a taplevesben sem tapasztaltunk zavarosodast. A taplevessel feltoltott
edényt tovabbi két héten keresztll inkubdltuk 37 °C-on, azonban ezt kdvetéen sem
tapasztaltunk benne elvaltozast. Osszességében tehat elmondhato, hogy a fertétlenitési
protokollunk hatékonynak bizonyult és két hét inkubaciét kovetéen sem tortént
befert6zddés, ami fontos validalasi pont az 4tlagosan 10-14 naposra tervezett evollcios és

koszelekcibs vizsgalatok szempontjabdl.

Téaptalajként 2%-os BD Bacto Agart (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag)
hasznaltunk, tApanyag forrasként egy darab LB-Lennox (VWR International Kft., Debrecen,
Magyarorszag) kapszulat adtunk literenként a tptalajhoz. Sajat tapasztalatunk azt mutatta,
hogy a baktériumok nagyon lassan néttek, és egy bizonyos idé utan nem szaporodtak
tovabb az edényben. Ezért a legfelsé rétegbe plusz egy kapszulat raktunk. A gombas
befert6zd8dés elkerlilése érdekében cikloheximidet (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

hasznaltunk, 64 pg/ml koncentracioban.

A taptalaj ontése harom fazisban tortént. El6szo6r az elvalasztott kilenc rekeszbe
ontottik a 2%-os szilard taptalajt, amely egy-egy 252 ml térfogatu rekeszbe kertilt. A kilenc
elvalasztott rekesz a ndvekvd antibiotikum koncentraciét tartalmazo taptalajok
elvalasztasara szolgélt. Az egyes rekeszek taptalajat kilon-kilon Duran (vegben
készitettik el. Bemértik a szikséges agart, az ioncserélt vizet és lUvegenként egy ml
akrilfestéket. Ezt kovetéen 40 percen keresztiil 121 °C-on autoklavoztuk, majd amint 50 °C-
ra hdlt vissza az agar, hozzaadtuk a cikloheximidet. A cikloheximid elkészitéséhez 226,8
mg cikloheximidbél és 14 ml ioncserélt vizbél készitettlink térzsoldatot, majd azt celluléz
sz(irén steril fillke alatt atsz(rtiik. igy az alsé réteg esetén mindegyik rekesz taptalajahoz 1
ml cikloheximid térzsoldatot mértlink, ezzel elérve a 64 pg/ml koncentraciot. A masodik
réteg 760 ml egybefligg6 agar réteg lett, amely felllrétegezte a kilénb6zé antibiotikum
koncentraciot tartalmazo rekeszeket, ezaltal biztositva az alsé és legfelsé harmadik réteg
hatarfellletei k6zo6tti homogenitast. Ebbe a rétegbe 3 ml cikloheximid térzsoldat és 3 ml
festék kerult. Végul ennek megszilardulasat kévetéen a harmadik réteghez egy 0,28%-0s
félfolyékony agarréteget készitettlink, amibe 2 ml cikloheximid keriilt, azonban ehhez tintat
mar nem adtunk (8. tablazat). Ez a félfolyékony réteg biztositotta a baktériumok taptalajban
torténd diffuz terjedését a névekvd antibiotikum koncentracioval szemben. A legfelsé réteg
megszilardulasat kévetéen a MEGA-plate lemez elkészilt, a tetejét rahelyezve, az

illeszkedését pedig leragasztva megelézhetd a befertézédés.
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8. tdblazat Az egyes rétegekben kialakitott cikloheximid koncentraciok

Cikloheximid, 226,8 mg/14 ml

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 H 16,2 | 16,2 | 48,6 | 32,4

Agar 0sszesen (ml) 252 | 252 | 252 | 252 | 252 | 252 | 252 | 252 | 252 | 760 | 500

Koncentracié (pg/ml) | 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

Kovetkez6 lépésként ellendriztik, hogy a baktériumot a legfelsé rétegre raoltva
egyenletesen benétte a tenyésztbedényt. Ehhez el6szdér egy hatdbanyag mentes agart
készitettiink, majd mindkét révid oldalanak szélére 24 6ran at inkubélt 100-100 pl E. coli
baktérium leves szuszpenziét oltottunk egyenletesen szétosztva. A tapasztalatunk az volt,
hogy ha a legfelsé réteg készitésénél plusz egy kapszulaval egészitettiik ki azt, akkor a
baktérium egyenletesen mindkét szélrél a tenyésztbedény kdzepe felé haladva 3 nap alatt
benétte azt. Ahhoz, hogy a baktériumok ndvekedését szabad szemmel is j6l nyomon tudjuk
kovetni, kontrasztositasra volt szukség. Ehhez fekete akrilfestéket hasznaltunk, melybdl
252 ml taptalajonként 1 ml-t adtunk, kivéve a legfels6 réteget (3. dbra). Ezt kdvetben a
rendszer adott baktérium, adott hatéanyaggal szembeni névekvé koncentracio-gradienssel

szemben kialakitott evollciés és koszelekcids rezisztencia vizsgéalatara alkalmas.

***************** CACO MR AR SEOOSSRRE R RS N ANIISNMR” 7 >S2X~" 2
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3. abra MEGA-plate kontrasztos réteges ontést kdvetéen

Els6ként a vizsgalt mikroba adott antibiotikumra vonatkozé MIC értékét kell
meghatarozni. Amennyiben ez példaul 1 pg/ml, akkor a koévetkez6képpen alakul a
hatbéanyagot tartalmazo rétegek elkészitése. A két szélsé savba nem kertl antibiotikum. Ezt
kovetden ki kell szamolni, hogy a MIC értéknek a tizes alapu névelése soran a 2. rekeszbe
1 pg/ml, a 3. rekeszbe 10 pg/ml, a 4. rekeszbe 100 ug/ml és végil az 5. rekeszbe 1000
pug/ml hatéanyag sziikséges. Egy rekesz 252 ml, tehat pl. a 2. savba 252 pg hatéanyagra
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van szikséges és igy tovabb. Ehhez még korrekcioként mindig szamolni kell az adott
hatéanyag tisztasagaval. A k6zépso sav esetén példaul kolisztin hatbanyag esetén ez 315
mg, amit 25 ml ioncserélt vizben oldunk fel, majd steril fiilke alatt cellul6z sz(irével sziirlink
at. A két széls6é savba hatdéanyag nem kertl, igy azok 250 ml vizben feloldott agarbdl
készllnek (1 ml tintdval és 1 ml cikloheximiddel szdmolva), a tébbi hatéanyagot tartalmazé
rekesz 27 ml-el kevesebb vizzel készul (1 ml tinthval és 1 ml cikloheximiddel
szamolva/rekesz), hiszen az autoklavozast kovetben a taptalaj 50 °C koruli hémérsékletre
torténd hitését kovetden kerdl sor steril fllke alatt az 1 ml cikloheximid és a hozza tartoz6
25 ml antibiotikum torzsoldat bemérésére. Ez sszeadva minden rekesz esetén 252 ml
végtérfogatot kapunk. Az 5. rekesz térzsoldatabdl kett6t készitettlink, az egyik az 1000x
koncentracionak felel meg, ha azt az 5. rekesz taptalajahoz ontjuk. A masikbdl a tobbi
réteghez ebbdl higitva készitink torzsoldatot, méghozz4 azon az elven, hogy a 4.
rekeszhez ebbdl a tdrzsoldatbdl kimérink 2,5 ml-t, amit 22,5 ml TSB-hez adunk, igy
megkapjuk a 4. rekesz 25 ml térzsoldatat (100x koncentracid). A 3. rekeszhez kimérink
0,25 ml-t, amit 24,75 ml TSB-hez adunk, igy megkapjuk a 3. rekesz 25 ml térzsoldatat (10x
koncentracio). A 2. rekeszhez kimériink 0,025 ml-t, amit 24,975 ml TSB-hez adunk, igy
megkapjuk a 2. rekesz 25 ml térzsoldatat (1x koncentracid), ezzel elkészitve a 0x, 1x, 10x,
100x és 1000x hatéanyag koncentraciokat (9. tablazat).

9. tabldzat A MEGA-plate egyes rétegeinek 6sszeallitdsa 1 pg/ml MIC-érték példaval

MEGA-plate (1 pg/ml MIC)

Réteg 1. 2. 3
Akril festék (ml) 5 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) - 24975 | 24,75 | 22,5 - 22,5 | 24,75 | 24,975
5. rekesz

.. 0,025 0,25 2,5 25 2,5 0,25 0,025
torzsoldata (ml)

Koncentracié
(kg/ml)

1 10 | 100 | 1000 | 100 | 10 1

Az egyes rétegek ontését, majd a baktérium raoltasat kdvetéen a MEGA-plate lemez
tetejét az illesztés mentén leragasztottuk, legalabb egy 10 cm-es szakasz kivételével, hogy
a felesleges viz el tudjon parologni és ne okozzon kondenzviz lecsapodast az edényben. A
lemezt 37 °C-os termosztatba helyeztilk és naponta steril fllke alatt a tetejét eltavolitva
nyomon kovettik a baktérium diffazidjat, €és minden esetben az egyes savok kdzepébdl

harom parhuzamos mintat vettiink tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.
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4.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

A vizsgalt hatéanyagokbdl (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) a torzsoldatok
elkészitéséhez a Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) ajanlasat kdvettik [293], ezt
a 10. tablazat foglalja 6ssze.

10. tablazat A vizsgalatokhoz hasznalt antibiotikum hatéanyagok torzsoldatanak készitése és
tarolasa

Hat6anyag Oldoszer Megjegyzés Tarolas
Amoxicillin foszfatpuffer | pH 7,2, 0,01 mol/L
Amoxicillin-klavulansav* foszfatpuffer | pH 7,2, 0,01 mol/L
Cefotaxim UPWwW -
Ceftriaxon UPWwW -
Spektinomicin UPwW -
Oxitetraciklin UPW -
Doxiciklin UPW - -80°C
Neomicin UPW -
Kolisztin UPW -
Potencialt szulfonamid** forro UPW +2,5 mol/L. NaOH*

+0,05 mol/L HCI?
Enrofloxacin UPwW +1 mol/L NaOH
Florfenikol UPW +95% etanol

UPW — ultratisztitott viz; *2:1 arany; ** trimetoprim?! és szulfametoxazol? 1:19 aranyban

A vizsgalatokhoz a torzsoldatokat korrigaltuk az egyes hatéanyagok gyarté altal
meghatarozott tisztasagara. Az egyes baktériumtorzsek érzékenység vizsgalatat MIC érték
meghatarozassal végeztik a CLSI mddszertananak segitségével [293], a breakpointokat
pedig a CLSI és a The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) iranyelvei alapjan hataroztuk meg. A torzsoldatok a MEGA-plate mintak

vizsgalatanak kivételével egységesen 1024 ug/ml koncentraciéban készultek.

A -80 °C-on tarolt baktériumtorzseket a vizsgalatot megel6z6 napon 3 ml Miller-Hinton
levesbe (MHB) oltottuk, majd 18-24 6ran at inkubaltuk 37 °C-on. A vizsgélatokat 96 lyuku
mikrotiter lemezek (VWR International, LLC., Debrecen, Magyarorszag) segitségével
végeztuk. A munkalemezek elsé oszlopanak kivételével a lyukakat 90 yl MHB-vel (1. |épés)
toltottuk fel. Ezt kovetben elkészitettik a hatdéanyag térzsoldatok feles higitasat MHB-vel,
igy minden esetben 512 pug/ml koncentracioval kezdtik a kettes alapu higitasi sort, amit

egy masodik lemezen tovabb folytatva “teljes range” vizsgalatot végeztink (512-
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0,0009 pg/ml). A feles higitasbdl 180 pl-t mértink a munkalemezek elsé oszlopaba
(2. 1épés), majd 2-es alapu higitasi sort készitettiink bel6le (3. lépés). A masodik
munkalemez 10. oszlopa utan a felesleges oldatot pipettaheggyel eldobtuk, igy minden
oszlopban 90 pul oldat maradt. Minden baktériumtorzs vizsgalatdhoz egy-egy sort

hasznaltunk a munkalemezen.

Egy segédlemezen 25-szords higitasban 0,5 McFarland értékre beallitva
elékészitettik a baktériumok raoltasahoz sziikséges baktériumszuszpenziot (4. 1épés). Ezt
kovetéen a baktériumtdrzseket az elkészitett munkalemezekre oltottuk, a kettes alapu
higitasi sort tartalmazé lemezek 11. oszlopatdl kezdve visszafelé haladva minden lyukba
10 pl baktériumszuszpenziot pipettazva a segédlemezrdl (5. 1épés). A 11. oszlop pozitiv
kontrollként szolgalt (csak baktériumszuszpenziét és levest tartalmazott), a 12. oszlop
negativ kontrollként (csak levest tartalmazott) funkcionalt.

A munkalemezeket ezt kdvetéen 18-24 éran keresztil 37 °C-on inkubaltuk, majd az
értékelés SWIN automata MIC-leolvasé (CheBio fejleszté Kft., Budapest, Magyarorszag)
és VIZION rendszer (CheBio fejleszt6 Kft., Budapest, Magyarorszag) segitségével tortént.
Referencia torzsként az E. coli ATCC 25922 (LGC Ltd., Teddington, Anglia) torzsét
hasznaltuk.

4.3. Molekuléris genetikai vizsgalatok

A molekularis genetikai vizsgaltok segitségével az egyes hatbéanyagok bakterialis
genomra gyakorolt hatasat vizsgaltuk, tovabba az ESBL termelésért felelés gének
feltérképezéséhez is alkalmaztuk a moédszert. A baktérium-szuszpenziébdl torténé DNS
kivonas a Zymo Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research, Murphy Ave.,
Irvine, CA, USA) segitségével tortént, a gyartd utasitasa szerint. A bakterialis 6rokitéanyag
kiszabaditasahoz sziikséges gyongyos razatashoz Qiagen TissuelLyzer LT (Qiagen GmBH,
Hilden, Németorszag) készulléket hasznaltunk, 50 Hz-en, 5 percig. A kivont nukleinsav
tarolasa -20°C-on tortént felhasznalasig. A DNS-bél szarmazo paros végi readeket lllumina
NextSeq 500 szekvenaldval hataroztuk meg. Az lllumina altal alkalmazott eljaras egy "paros
végl" technika, ahol a szalakat oligonukleotidokkal rogzitik egy hidamplifikacié soran, majd
a masik szal behelyez6dik és hidakat képez. A forditott szal ezutan eltavolitasra kerl, és a

fluoreszkal6an kapcsolt nukleotidek szekvenalas kdzben leolvasasra keriilinek [294, 295].

A ko-evolucids vizsgalatok soran az ujgeneracios szekvenaléds sordn a DNS kdnyvtarak
készitése az lllumina® Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, USA)
hasznalataval tortént. A DNS fragmensek egyedi jel6léséhez a Nextera XT Index Kit v2 Set
A (lllumina, San Diego, USA) indexeket hasznaltuk. Elsé Iépésben a nukleinsav mintakat
2,5 pl végtérfogatban 0,2 ng/ul koncentraciora higitottuk, majd a tagmentélé reakciéhoz

O0sszekevertilk 5yl Tagment DNA pufferrel, valamint 2,5 pl Amplicon Tagment Mix
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reagenssel. A reakciéelegyet 55°C-on 6 percig inkubaltuk Eppendorf Mastercycler nexus
GX2 (Eppendorf SE, Hamburg, Németorszag) készulékben, majd lehltottik 10°C-ra. Ezt
kovetéen azonnal hozzaadtunk 2,5 pul Neutralize Tagment puffert és 5 percig
szobahdmérseékleten inkubaltuk. A DNS kényvtar készitéséhez 7,5 ul Nextera PCR Master
mixet dsszekevertlink 2,5-2,5 ul i5 és i7 index primerrel, és a tagmentalt DNS mintahoz
adtuk, majd PCR-rel amplifikaltuk. A PCR 95°C 30 mp kezdeti denaturacié utan 12 ciklusbdl
allt (95°C 10 mp, 55°C 30 mp, 72°C 30 mp), amit egy 72°C-on 5 percig tartdé végs6é
elongacios 1épés kovetett, majd a mintakat lehltottik 10°C-ra. Az igy keletkezett indexalt
DNS konyvtarat Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej,
Tajvan) tisztitottuk, az oszlopos tisztitasi protokollt kovetve, majd Qubit® dsDNA HS Assay
kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fluorometrids mennyiségi meghatarozast
végeztink. Az egyedi adapterekkel ellatott, DNS konyvtarakat a megfelel6 koncentraciéra

torténd higitast kovetben dsszekevertik.

Az ESBL termelésért felelés gének azonositaséara irdnyuld Ujgeneracids szekvenalas
soran a DNS konyvtarak készitése az Vazyme, TruePrep DNA Library Prep Kit V2 for
lllumina (TD501-01) kit (Vazyme Biotech, Nanking, Kina) hasznalataval tortént. A DNS
fragmensek egyedi jeldléséhez a Nextera XT Index Kit v2 Set A és Set B (lllumina, San
Diego, USA) indexeket hasznaltuk. Elsé |épésben a nukleinsav mintakbdl 50 ng
mennyiséget kimértiink, majd a fragmentélé reakcidohoz 6sszekevertik 5 pl TruePrep
Tagment pufferrel, valamint 2,5 ul TruePrep Tagment Enzim Mix reagenssel és 25 ul
nukledz mentes vizzel. A reakcidelegyet 55°C-on 10 percig inkubaltuk Eppendorf
Mastercycler nexus GX2 (Eppendorf SE, Hamburg, Németorszag) készulékben, majd
leh(téttik 10°C-ra. A reakcio soran keletkezett fragmenseket azonnal tisztitottuk a Gel/PCR
DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan), az oszlopos tisztitasi
protokollt kovetve. A DNS konyvtar készitéséhez 5 pul TruePrep Amplify puffert
0sszekevertunk 2,5 pul PCR Primer Mix reagenssel, 0,5 pl TruePrep Amplify enzimmel,
valamint 2,5-2,5 ul i5 és i7 index primerrel és az el6z6 reakcidéban kapott és tisztitott 12 pl
fragmentalt DNS mintdhoz adtuk, majd PCR-rel amplifikaltuk. Az amplifikacié6 soran a
kovetkez6 héprofilt alkalmaztuk: a 72°C 3 perc, majd 98°C 30 mp kezdeti denaturacié utan
10 ciklus (98°C 15 mp, 60°C 30 mp, 72°C 3 perc), amit egy 72°C-on 5 percig tarté végs6
elongacios lépés kovetett, majd a mintédkat leh(tottik 4°C-ra. Az igy keletkezett indexalt
DNS konyvtéarat Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej,
Tajvan) tisztitottuk, az oszlopos tisztitasi protokollt kdvetve, majd Qubit® dsDNA HS Assay
kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fluorometrids mennyiségi meghatarozast

végeztink.
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A koényvtar DNS-eket a megfelel6 koncentraciora térténd higitast kdvetéen pooloztuk,
majd az MGIEasy Universal Library Conversion Kit (App-A) (Wuhan MGI Tech, Wuhan,
Kina) segitségével az lllumina konyvtarakat MGl kompatibilissa alakitottuk at. Az atalakité
reakciohoz a gyartoi utasitasoknak megfeleléen a 25 ng kdnyvtar DNS-t nukledaz mentes
vizzel egészitettik ki a 22 ul végtérfogat elérése érdekében, majd a 25 ul AC-PCR
Amplification Master Mix és 3 pl AC-PCR Primer elegyéhez adtuk. A PCR a 98°C 3 perc
kezdeti denaturécio utan 10 ciklusbdl allt (98°C 30 mp, 62°C 15 mp, 72°C 30 perc), amit
egy 72°C-on 5 percig tarté végsé elongacios lépés kdvetett, majd a mintakat leh(itéttik 4°C-
ra. Az igy keletkezett termékeket a Quantabio sparQ PureMag Beads (Quantabio, Beverly,
USA) magneses gyongyok segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint, majd Qubit®
dsDNA HS Assay kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fluorometrias mennyiségi
meghatarozast veégeztink. A kovetkezb6 lépésben a dupla szalu DNS kdnyvtarak
denaturalasa zajlott 48 ul térfogatban 95°C-on 3 percig, majd 2 perc jégre helyezést
kovetden az igy kapott egyszalu DNS koényvtarakat cirkularizaltuk. A reakcidhoz 11,6 pl
App-A Splint puffer és 0,5 pl Ligation enzim keverékét adtuk, majd 37°C-on 30 percig
inkubaltuk, majd a mintakat lehitéttik 4°C-ra. A kovetkezé |épésben egy enzimatikus
emésztést hajtottunk végre 1,4 ul Digestion pufferbdl és 2,6 yl Digestion enzimbdl allo
reakcidelegy segitségével. A mintakat 37°C-on 30 percig inkubaltuk, majd 4°C-ra
lehtottik, ezt kovetéen azonnal hozzaadtunk 7,5 ul Digestion Stop puffert. Az igy
keletkezett termékeket ismét a Quantabio sparQ PureMag Beads (Quantabio, Beverly,
USA) magneses gyongyok segitségével tisztitottuk a gyart6 utasitasai szerint, majd Qubit®
ssDNA HS Assay kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fluorometrias mennyiségi
meghatarozast végeztink. A kovetkez6 lépésben a cirkularizalt konyvtarakbol a High-
throughput Sequencing Primer Kit (App-C) (Wuhan MGI Tech, Wuhan, Kina) segitségével
,DNS nanolabdat” (DNB) készitettlink. A reakcidhoz 60fmol egyszalu konyvtar DNS-hez
40 pl Make DNB puffert és a 80 ul végtérfogat eléréséhez sziikséges mennyiségi Low TE
puffert adtunk, majd a mintakat 95°C, 65°C és 40°C -on 1-1 percig inkubaltuk, végiil 4°C-ra
lehtottik. Majd 80 ul Make DNB enzim mix | és 8 pl Make DNB enzim mix Il (LC)
hozzaadasat kdvetéen 30°C-on 25 percig inkubaltuk és 4°C-ra leh(téttik. Az ily médon
elkészilt ,DNS nanolabdahoz” un, ,wide bore” pipettaheggyel fel-le pipettazva azonnal

hozzaadtunk 40 pl Stop DNB Reaction puffert, majd tovabbi felhasznélasig 4°C-on taroltuk.

A poolozott ,DNS nanolabda” kdnyvtakat maximalisan 20 ng/ul végsé koncentracioban
DNBSEQ-G400RS Sequencing flowcell-re (Wuhan MGI Tech, Wuhan, Kina) toltottik. A
szekvenalast MGl DNBSEQ-G400 (Wuhan MGI Tech, Wuhan, Kina) készuléken végeztik.
HotMPS High Throughput Sequencing Kit FCL PE150 (Wuhan MGI Tech, Wuhan, Kina)

segitségével.
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A nyers szekvenciaadatok mindségellenérzését FastQC v0.11.9 [296] és Fastp
v0.23.2-3 [297] és Bloocoo v1.0.7. [298] segitségével végeztik. szoftver segitségével
végeztik, hogy az esetleges adapter szekvencidkat, kiegyenlitetlen bazispar eloszlast,
rossz mindségl régiodkat ki tudjuk szirni, javitani, tovabba a nem megfeleld szekvenciak
szlrésére TrimGalore v0.6.6 [299] programot hasznaltunk. A leolvasott szekvenciakat és a
javitott readek felhasznaladsaval ezt kovetéen de novo hosszabb szekvenciakka (contigok)
allitottuk 6ssze a MEGAHIT v1.2.9 [300] és SPAdes 4.0.0 [301] program segitségével. Ezt
kovetben dsszevontuk a két dsszeszerelés soran kapott eredményeket annak érdekében,
hogy még jobb minbéségl draft genom alljon rendelkezésiinkre GAM-NGS vl.1b
segitségével [302]. A contigok minéségellenérzését a QUAST v5.2 szoftver [303] és Busco
v5 szoftver [304]. segitségével végeztiuk. A genom jellemzdit a GenomeScope v2.2 [305]
segitségével becsultik meg. A GenomeScope elemzés a genom &ltalanos jellemzésére
szolgal. Ezek a jellemzdk kulcsszerepet jatszanak a genom vizsgalataban, segitve a
bioinformatikai elemzések paramétereinek meghatarozasaban. A kmer lineéris grafikonok
a lefedettséget, a genom méretét és a kmer méretét becsilik meg. Ezek a minéségi adatok
megerf@sitik a szekvenalasi minfség megfeleléségét és a contigok bioinformatikai
elemzésre val6 alkalmassagat. Az igy kapott contigokb6l a Prodigal v2.6.3 [306]
segitségével meghataroztuk az 6sszes lehetséges nyilt leolvasasi keretet (ORF). Az ORF-
ek kozott talalhaté ARG-k azonositdsat a Resistance Gene ldentifier (RGI) v5.1.0 és
ABRIicate szoftver [307] segitségével végeztik a CARD adatbazissal 6sszevetve [308].
Csak azokat a géneket vettik figyelembe, melyek megfeleltek a CARD adatbazis altal
meghatarozott STRICT kiuszobértéknek és legalabb 90%-0s szekvenciaazonossagot és
lefedettséget mutattak. A lefedettség (coverage) a szekvenalas soran azt jelenti, hogy egy
adott nukleotid vagy gén hany alkalommal volt szekvenalva egy genom vizsgalata soran.
Az azonossag (identity) a szekvencidk 6sszehasonlitasakor az egyezd nukleotidok aranyat
jelenti.

Az azonositott rezisztenciagének MGE vizsgalatat MobileElementFinder (v1.0.3) [309]
program segitségével végeztik. Csak azokat az ARG-ket tekintettik potencialisan
mobilisnek, amelyek az adatbazisban szereplé leghosszabb adott mikroorganizmusra
jellemzé transzpozon tavolsagan belil voltak. Ezen kivil a contigok plazmid eredetét a
PlasFlow v1.1 szoftver segitségével vizsgaltuk, a gének fagon valé hordozasanak

vizsgélatat pedig a VirSorter v2.2.2 [311] szoftver segitségével végeztik.

A MGE-k, plazmidok és faggenomok eredményeit 10 000 bazisparnyi talalatra sz{rtuk.
Fajazonositas céljabdl a Checkm v1.2.2 szoftvert [312] és a Kraken v1.1.1 szoftvert [313]
alkalmaztuk. A kromoszomalis pontmutaciok kereséséhez a ResFinder 4.1 verziéjat [314—

316] hasznéltuk, mig a genom polymorfizmusainak nyomon kdvetésére a Snippy v4.6.0-t
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alkalmaztuk. Az Ectyper v1.0-t hasznaltuk szerotipus meghatarozasara [317], mig a
VirulenceFinder 2.0-at a virulenciafaktorok valtozdsainak nyomon kdvetésére [315, 318,
319]. A genomikai sokféleség elemzését a kiilonbdzé filogenetikai vonalakbdl szarmazo
genomok adbazonositasa céljabol az Average Nucleotide Identity (ANI) v2.0 szoftverrel
végeztik [320]. A bioinformatikai referenciaclemzéshez az E. coli (SYNB8802 ttrzs)
GCF_020995495.1 genomjat hasznaltuk, amely a legktzelebbi teljes RefSeq genomfélium

az National Center for Biotechnology Information (NCBI) elérhetd adatbazisban [321].

4.4. Escherichia coli torzsek orszagos érzékenységi felmérése

A mintagyUjtést 2022. februarjaban kezdtik meg és 2023. juniusaig tartott. A mintak
legnagyobb része egészséges allatokbdl szarmazott, a klinikai esetekb8l szarmazé mintak
izolalasat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi Diagnosztikai
Igazgatdsaga végezte. A human rezisztencia adatokat a Nemzeti Népegészséglgyi és

Gydgyszerészeti Kbzpont bocsajtotta rendelkezésinkre.

A mintékat egyedi azonosité szamuk alapjan tartottuk nyilvan, valamint feljegyeztik a
vellik kapcsolatos adatok kozil, hogy milyen allatfajbél (hazityuk, pulyka), milyen szervbél
(kommenzalista mikrébak esetén légesd vagy kloaka; klinikai izolatumok esetén agykamra,
bélsar, béralatti kotészdvet, csontvel, izllet, 1égzsak, maj, petevezetd, szivburok, tidé),
valamint, hogy milyen telepllésrél, megyébdl és régiébdl szarmaztak a mintak, a
kommenzalista mikrébak esetén pedig a hasznositasi tipusrol, életkorrél és az allomany
nagysagarol is gydjtéttink informaciét. A kommenzalista térzsek gyljtése soran
nagylétszamu allattarto telepenként 15 db l1égcsé és 15 db kloaka tampon mintat gydjtottink
Amies-tipusu (Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag), szén nélkuli, normal aluminium palcas

mintavevd palca segitségével.

Ezt kovetben E. coli térzsek izolalasa céljabdl ChromoBio® Coliform (Biolab Zrt.,
Budapest, Magyarorszag) agaron szélesztettik a mintadkat. Az izolalt telepeket Tripton-
szo6ja agarra (Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag) oltottuk at és Ujabb 18-24 6ras 41 °C-
on torténd inkubalast kovetéen mind a kommenzalista baktériumtorzseket és a Petri-
csészén kapott klinikai eredetl szintenyészeteket Microbank™ rendszerben (Pro-Lab
Diagnostics, Richmond Hill, Kanada) fagyasztottuk le -80 °C-on felhasznalasig.

4.5. ESBL termelé Escherichia coli torzsek orszagos felmérése

Az ESBL termelés vizsgalatahoz a CLSI ajanlasat kovettik [293]. A vizsgalt baktérium
torzsek MIC-értékét ugy kellett meghatarozni cefotaxim és cefotaxim-klavulansav
hatéanyagokra nézve, hogy a klavuldnsavas kombinéciok esetén minden higitast

tartalmazo lyukban 4 pg/ml klavulansav koncentracio legyen.
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A lemezeket 37 °C-o0s termosztatban 18-24 éran keresztll inkubaltuk, majd vizualisan
elbiraltuk azokat. A CLSI leirasa szerint ESBL termelének tekinthetd egy torzs, ha a
klavulansavas kombinaciéban vizsgalt antimikrobialis hatbanyag MIC-értékének legalabb
haromszoros cstkkenése figyelheté meg a hatdbanyag 6nmagaban térténé vizsgalata soran
kapott MIC-értékhez képest. Példaul, ha cefotaxim esetén a MIC-érték 8 pg/ml, a cefotaxim-
klavulansav kombinaciéban viszont csak 1 pg/ml (nyolcszoros csdkkenés), akkor az adott
torzs ESBL termelének tekinthetd. A modszer korlatja lehet, hogy a klasszikus értelemben
nem ESBL termelésért felel6s génként szamon tartott ampC és ampH gének kifejezédése
okozhat olyan mennyiségli béta-laktamaz tdltermelést, ami téves pozitivitast
eredményezhet a tesztre.
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5. Eredmeények

5.1. Antimikrobidlis génkészlet

A genom A&ltalanos jellemzésére hasznélt GenomeScope ellenérzések alapjan a
kmerek gyakorisagi hisztogramjai kdvetkezetesen igazodtak az E. coli méretéhez, tovabba
a Checkm (v1.1.6) és a Kraken szoftver (v1.1.1.1) minden mintaban 100%-0s egyezést

mutatott az E. coli baktériumfajjal.

A CARD adatbazissal 6sszevetve, annak legalabb az un. strict kiiszébkritériumat elérd,
azonositott ARG-k mindegyike 90% feletti lefedettséget és szekvencia azonossagot
mutatott. Mindegyik minta esetén ugyanaz volt a génkészlet, dsszesen 44-féle ARG,
amelyek kifejez6dése 6sszesen 22-féle antibiotikum, fertétlenitészer és festékanyagokkal
szemben alakithat ki rezisztenciat. A B-laktdm hatdéanyagokkal szembeni rezisztencia
szempontjabdl kritikusan fontos az ampC és ampH gének hordozasa, amelyek enzimatikus
inaktivacié révén alakitanak ki rezisztenciat béta-laktdm (penicillinek, cefalosporinok)
antibiotikumokkal szemben (11. tdblazat). Az acrA, az acrB és a tolC gének jelenléte egy
multidrug efflux pumparendszer meglétére utal, ami igen gyakori E. coli torzsek esetén.
Ehhez hasonl6 multrug efflux pumparendszert alkotnak a tolC génnek az emrA és emrB
gének, valamint az mdtA, az mdtB és mdtC gének. A késdbbiekben targyalt, egyes ARG-
ben bekdvetkez6 mutaciok vizsgalata soran a gének nem mindegyike (pl. gyaR, parC)
szerepel az itt bemutatott tdblazatban. Ennek az az oka, hogy azok a gének nem érték el
az altalunk meghatéarozott lefedettségi €s azonossagi kiiszobértéket.

A 4. abran lathaté az azonositott 44-féle ARG csoportositdsa az egyes hatdanyag
csoportok és rezisztencia mechanizmusok alapjan. A legtdbb ARG fluorokinolonokkal
szemben (21 db) alakit ki rezisztenciat, amelybdl 19 db gén efflux pumpat hataroz meg. A
masodik helyen a penicillinekkel szembeni rezisztenciaért felelés gének gyakorisaga all,
amelyekkel szemben 17 db gén alakit ki rezisztenciat, ezek tobbsége efflux pumpa (14 db),
azonban két esetben enzimatikus inaktivacidért felelés gént is azonositottam (ampC és
ampH). Célpont mutaci6 mechanizmust meghatarozé géneket (4 db) kizarélag peptid

(polimixin) antibiotikumokkal szemben siker(lt azonositani.
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11. tdblazat Az (j generaciés szekvenalas soran azonositott 44-féle antimikrobialis rezisztencia gén,
ami az 6sszes minta esetén azonos volt

Gén |[L% A% Mechanizmus Rezisztencia
acrA 100,00 ]99,16 |efflux pumpa cefalosporinok, fluorokinolonok, gliciklinek, penicillinek,
acrB 100,00 | 98,64 | efflux pumpa fenikolok, rifamicinek, tetraciklinek, triklozan
acrD [100,00 | 98,04 | efflux pumpa aminoglikozidok
acrE 100,00 198,79 |efflux pumpa cefalosporinok, cefamicin, fluorokinolonok, penicillinek
acrF 100,00 | 96,49 | efflux pumpa ' ' '
cefalosporinok, cefamicin, fluorokinolonok, gliciklinek,
acrS 100,001 98,34 | efflux pumpa penicillirr)1ek, fenikolok, rifamicinek, tetraciklinek, 'giklozén
ampC | 100,00 | 98,15 |Enzimatikus
inaktivacio . -
enzimatikus cefalosporinok, penicillinek
ampH | 100,00 | 97,50 |. L
inaktivacio
bacA 99,76 |98,17 [célpont mutacié | peptid antibiotikumok
baeR 99,86 |96,81 |efflux pumpa
baeS |100,00 |90,53 | efflux pumpa aminokumarinok, aminoglikozidok
cpxA ]100,00|98,47 |efflux pumpa
CRP ]100,00 99,21 |efflux pumpa fluorokinolonok, makrolidok, penicillinek
emrA |100,00 98,21 |efflux pumpa fluorokinolonok
emrB |100,00 | 96,95 | efflux pumpa
emrE |100,00 92,19 |efflux pumpa makrolidok
emrK |100,00|97,73 | efflux pumpa tetraciklinek
emrR |100,00 | 98,68 | efflux pumpa fluorokinolonok
emrY |100,00|97,73 | efflux pumpa tetraciklinek
eptA 100,00 ]91,85 |célpont mutacié | peptid antibiotikumok
E:gé 18888 ggcl)g :2:3? EEQEZ fluorokinolonok, makrolidok, penicillinek, tetraciklinek
gzg\;(v 18888 gggg :2:3? EEQEZ fluorokinolonok, makrolidok, penicillinek
H-NS |100,00|99,28 |efflux pumpa cefa@lqs.porinok, c_eff';\micin, fluorokinolonok, makrolidok,
penicillinek, tetraciklinek
kdpE ]99,26 |95,84 |efflux pumpa aminoglikozidok
o karbapenemek, cefalosporinok, cefamicin,
marA | 100,00 | 98,70 pe[meabllltas quoroEinoIonok, gliciklinek, m(fnobaktémok, penicillinek,
csokkentés . PN - ) .
fenikolok, rifamicinek, tetraciklinek, triklozan
mdfA | 100,00 | 96,59 | efflux pumpa benzalkénium-klorid, rodamin, tetraciklinek
mdtA | 100,00 | 95,11 | efflux pumpa
mdtB | 100,00 | 96,29 | efflux pumpa aminokumarinok
mdtC | 100,00 | 94,15 | efflux pumpa
23:5 18888 g?gg 22:3? SEEB: fluorokinolonok, makrolidok, penicillinek
mdtG | 100,00 | 98,21 | efflux pumpa foszfomicin
mdtH | 100,00 | 98,26 | efflux pumpa fluorokinolonok
mdtM | 100,00 | 95,05 | efflux pumpa fakr?din, fluorokinolonok, linkézamidok, nukleozidok,
enikolok
mdtN | 100,00 | 95,64 | efflux pumpa
mdtO | 100,00 | 97,08 | efflux pumpa akridin, nuklezidok
mdtP | 100,00 | 97,61 | efflux pumpa
msbA | 100,00 | 98,06 | efflux pumpa nitroimidazolok
pmrF |100,00| 97,63 | célpont mutécid | peptid antibiotikumok
aminokumarinok, aminoglikozidok, karbapenemek,
cefalosporinok, cefamicin, fluorokinolonok, gliciklinek,
tolC 100,00 97,98 | efflux pumpa makrolizok, penicillinek, peptid antibiotikumok, gfenikolok,
rifamicinek, tetraciklinek, triklozan
ugd 100,00 | 96,92 | célpont mutéacio . o
yojl 100,00 | 98,05 | efflux pumpa peptid antibiotikumok

L — lefedettség; A — azonossag

44




Antimikrobialis rezisztencia gének gyakorisaga (db)
3 6 9 12 15 18 21

o

Penicillinek
Cefalosporinok
Karbapenemek
Monobaktamok

Aminoglikozidok
Tetraciklinek
Fenikolok
Makrolidok
Link6zamidok
Fluorokinolonok
Rifamicinek

Peptid antibiotikumok
Nitroimidazolok
Foszfomicin
Nukleozidok
Aminokumarin
Cefamicin
Gliciklinek

Triklozan
Benzalkénium-klorid
Rodamin

Akridin

Hat6anyag csoportok
|II|||‘|II|||I||‘| I\|

m Efflux pumpa ® Célpont mutacié m Enzimatikus inaktivacid = Permeabilitas csokkentés

4. 4bra Az egyes azonositott antimikrobidlis rezisztencia gének csoportositdsa hatdéanyag
csoportonként és rezisztencia mechanizmusok szerint

A szekvenalasi adatok alapjan lehetéség volt a vizsgalt térzs szerotipizalasara is,
ennek megfeleléen O6-os tipusspecifikus poliszacharid (wzx, wzy), valamint H1 és H12

(fliC) fehérje természetl antigének kerultek azonositasra.

5.2. MEGA-plate vizsgalatok eredményei

5.2.1. Amoxicillin fenotipusos eredmények
Az amoxicillin hatéanyag esetében 5 napra volt szikség, hogy a vizsgalt
baktériumtdrzs az ¥4 MIC-értékének az 1000-szeresét (a MIC 250-szeresét) tartalmazé
réteg hatarat is attorje. A mintavételt kovetéen elvégzett MIC-érték meghatarozas
eredmeényei alapjan megfigyelhet6, hogy a legtébb hatéanyag esetében a MIC-értékek
jelentds névekedése kovetkezett be. Kivételt képezett az oxitetraciklin és a florfenikol
hatdéanyag (12. tablazat).
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12. tablazat Az amoxicillin hatéanyag névekvé koncentracidjanak hatasa 6nmaga és mas
hatéanyagok minimalis gatlé koncentracidjara (MIC). Félkovérrel kiemelve azok az értékek
lathatoak, amelyek a kiindulasi értékhez képest megndvekedett MIC (ug/ml) értéket mutattak. Piros
kerettel kiemelve lathaték az AMEG B kategorias hatéanyagok.

Minta AMX | CFR CFT CTX CFQ ENR KOL J OTC PSA FLO NEO
ug/ml

0x AMX 4 0,25 0,06 0,03 0,06 0,003 0,5

1x AMX 4 025 0,25 0,125 0,125 0,003 0,5

10x AMX 8 025 0,25 0,25 0,125 0,007 0,5

100x AMX 256 16 4 8 2 0,06 128

1000x AMX 256 16 4 8 8 0,06 512

8 16 16
8 16 16

8 16 16
256 16 64
256 16 64

NININININ

AMX—amoxicillin, CFR—ceftriaxon, CFT—cetftiofur, CTX—cefotaxim, CFQ—cefkvinom; ENR—enrofloxacin,
KOL—kolisztin, OTC—oxitetraciklin, PSA—potencialt szulfonamid (szulfametoxazol, trimetoprim 19:1
aranyban), FLO—florfenikol, NEO—neomicin

A 13. tdblazatban lathatd, hogy az ESBL termelésre iranyuld, a CLSI protokoll szerint
elvégzett teszt a korabban amoxicillin hatéanyaggal indukalt térzsek esetében nem mutatott
legalabb haromszoros higitas csdkkenést a klavulansav jelenlétében, tehat fenotipusosan

ESBL termelést nem tudtunk indukalni.

13. tablazat A kiterjedt spektrumu B-laktamaz (ESBL) termelés vizsgdlata a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal ajanlott ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) és azok klavulansavval
(CLA) torténd kombinacidjaval tortént.

Minta s CTZ + KLA Kulénbség CTX CTX + KLA Kuldnbség
(Hg/ml) (ng/ml)
0x AMX 0,03 0,03 0x 0,03 0,03 0x
1x AMX 0,06 0,03 2x 0,125 0,06 2x
10x AMX 0,25 0,125 2x 0,25 0,125 2x
100x AMX 64 32 2x 8 2 4x
1000x AMX 64 32 2x 8 2 4x

AMX—amoxicillin, CTZ—ceftazidim, CTZ + KLA—ceftazidim-klavulansav, CTX—cefotaxim, CTX + KLA—
cefotaxim-klavulansav

5.2.2. Amoxicillin genotipusos eredmények

Az amoxicillin mintak szekvenalasat koveté mindségellenbrzés eredményeit ennek a

14. tablazat foglalja 6ssze.

14. tdblazat A contigok min&ségi adatai a QUAST szoftver elemzése alapjan

Minta Readek Contigok |Lefedettség |N50 N75 L50 L75
0x AMX 4956318 109 180,18 231989 121408 6 14
1x AMX 6628030 111 259,102 205034 121530 7 14
10x AMX | 4791998 126 168,046 194885 107365 9 18
100x AMX | 5440885 193 134,166 160547 84576 12 24
1000x AMX | 4221108 102 161,305 202436 130873 8 16

AMX — amoxicillin
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A lefedettség azon bazisparok szazalékdt mutatia meg, amelyeket sikerllt
meghatarozni a vizsgalt mintdban az 6sszes lehetséges bazispar vagy bazis tekintetében.
Az N50 és N75 a szekvenciahalmaz median és atlagos hosszahoz kapcsol6d6 azon érték,
amely a legrovidebb leolvasas hosszat jelenti a leghosszabb szekvenciak azon
csoportjdban, amelyek egylttesen a szekvenciahalmaz nukleotidjainak (legalabb) 50%-at,
illetve 75%-at képviselik. Az L50 és L75 azt mutatja meg, hogy ha a contigokat méret szerint
rendezzik, akkor mennyi azon legrévidebb contigok szama, amelyek elérik a genom
hosszanak 50%-at és 75%-at. Az N50 mindig nagyobb vagy egyenlé az N75-nél, az L50
pedig mindig kisebb vagy egyenl6 az L75-nél.

A 0x és 1000x amoxicillin genomok kozoétti genomi diverzitdselemzést az ANI v2.0
szoftver segitségével végeztik el (5. abra). Az ANI-kalkulator az &tlagos nukleotid-
azonossagot a két genomialis adatkészlet kdzotti legjobb egyiranyl egyezések (egyiranyu
ANI) és a legjobb kdlcsonos egyezések (kétirdnyd ANI) segitségével becsili meg. Az ANI-
értékek ugyanazon faj genomjai kdzott jellemzéen 95% felettiek [322].

Az amoxicillin 10x, 100x és 1000x koncentraciéval kezelt mintak esetén az emrB gén
atkerUlt fagra. Az emrAB-tolC multirezisztens efflux pumparendszer része, amely esetben
az emrB egy membran-transzporter [28]. A bacA gén mindegyik minta esetén fagon volt
megtalalhaté és egyben mobilis volt. A bacA gén kifejezddése esetén a sejtfal bioszintézise
soran a baktérium Ujrahasznositia az undekaprenil-pirofoszfatot, ami a bacitracinnal

szembeni rezisztenciat biztositja [323]. Plazmidon nem azonositottunk gént.
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5. &bra A Ox és 1000x amoxicillin mintdk genomjai kdzotti atlagos nukleotid azonosséag (ANI) 95%
feletti faji azonossaggal. One-way ANI 1: 99,99% (SD: 0,23%), 25210 fragmentumbdl. One-way
ANI 2: 99,99% (SD: 0,15%), 25203 fragmentumbol. Two-way ANI: 100,0% (SD: 0,10%), 25145

fragmentumbal.

Az amoxicillin mintdkban 6sszesen 8747 mutacio volt megfigyelhet, amelyek kdzul
4618-nak volt azonositott funkcidja. Ezeket a mutacidkat ©6sszehasonlitva a 0x
alapmintaval, az 1x minta esetében 99,1%-0s, a 10x minta esetében 98,2%-0s, a 100x
minta esetében 98,6%-0s és az 1000x minta esetében 100,0%-0s volt az atfedés. Az egyes
mutacidtipusok eloszldsa a mintdkban a 15. tdblazatban lathaté. Minden mutacio
értelmezése a bioinformatikai elemzéshez referencia torzsként hasznalt SYNB8802

torzshoz viszonyitva tortént.
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15. tablazat Az egyes mintakban megfigyelt és azonositott mutaciok szama az elemzéshez hasznalt
referenciatdrzshdz viszonyitott mutéaciétipus fuggvényében. A mintak kozotti kulonbségek a
mutaciok szamanak idébeli ndvekedését tiikrozik, amelyet az antibiotikum jelenléte okozott a
vizsgélat 5 napja alatt. A kezeletlen (0x AMX) mintahoz viszonyitott, a hatéanyag &ltal indukalt
mutéciok szamat zaréjelben tlintettem fel.

Mutécid tipusa 0x AMX Ix AMX  10x AMX 100x AMX 1000x AMX
Komplex * Azonositott 121 119 116 115 117 (+1)
Osszes 311 286 193 290 294
Delécio Az_pnositott 20 20 20 19 20
Osszes 41 41 42 41 41
Inzercio Azonositott 4 4 4 3 5 (+1)
Osszes 14 15 15 13 15
SNP ** Az_pnositott 786 781 774 781 (+6) 789 (+5)
Osszes 1447 1364 1393 1381 1410

*Osszetett mutacid, amely tébbszorés inzerciot, deléciot és szubsztitlciét tartalmazhat;
**egypontos nukleotid polimorfizmus. AMX—amoxicillin.

A mintakban kimutatott mutaciok tébbsége az SNP kategoridba tartozott. Az SNP-
mutacidkat kdvetben a teljes aminosavcserével jard dsszetett mutaciok kdvetkeztek,
amelyek legnagyobb mennyiségben az 1x-es mintaban voltak jelen. Az antimikrobidlis
rezisztencia szempontjabdl relevdns mutaciok vizsgéalata sordn SNP-knek tulajdonithatd
genomikai valtozasokat azonositottunk, amelyek potencialisan magyarazatot adhatnak az
amoxicillin expoziciét kdvetben tapasztalt tobb antibiotikummal szembeni MIC-értékek
névekedésére (16. tablazat). Az ampC génben 100x és 1000x koncentraciéban figyelemre
mélté nukleinsavvaltozast figyeltink meg, ami magyarazatot adhat a 12. tablazatban
felsorolt B-laktam hatéanyagokkal szembeni cstkkent érzékenységre. Emellett Iényeges
kiemelni az acrB génben megfigyelt mutaciét, amely az acrAB-tolC pumparendszer fokozott
aktivalédasat eredményezhette. Az amoxicillin expozici6 hatdsara a legmagasabb
gyogyszerkoncentracional pontmutacié kovetkezett be a pta génben, amelynek
expresszibja a foszfomicin hatéanyaggal szembeni rezisztencia kialakulasahoz
vezethet [324]. Az ompN gén egy olyan kuls6 membranfehérjét hataroz meg, aminek

pontmutaciéja hozzajarulhat a rezisztencia kialakulasahoz [325].

16. tdblazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl fontosabb géneket érintd bekdvetkezd egypontos
nukleotid polimorfizmusok (SNP-k) az amoxicillin hatasara

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatés Termék

ampC X X meghatarozatlan ampC-promoter n.-11C>T meghatarozatlan

acrB X AT hibas véltozat efflux RND trapszporter
C.145T>A p.Tyr4d9Asn permeaz

hibas valtozat

¢.208C>A p.Pro70Thr foszfat-acetiltranszferaz

pta* X G-T

hasonl6 valtozat : -
ompN X A-G C.75T>C p.Tyr25Tyr porinfehérje

*nem klasszikus antimikrobialis rezisztencia gén, de kifejez6dése befolyasolja a rezisztenciat
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5.2.3. Cefotaxim fenotipusos eredmények

A cefotaxim hatéanyag esetében a baktériumoknak 13 napra volt szikségik, hogy a
hatéanyag 1000-szeresét tartalmazd agarrészbe is ndvekedjen. A mintavételt kévetéen
elvégzett MIC-érték meghatarozas eredményei alapjan megfigyelhet, hogy az Osszes

hat6anyag esetében a MIC-értékek jelentés ndvekedése kdvetkezett be (17. tdblazat).

hatéanyagok minimalis gatlé koncentracidjara (MIC). Félkovérrel kiemelve azok az értékek
lathatéak, melyek a kiindulasi értékhez képest megndvekedett MIC (ug/ml) értéket mutattak. Piros
kerettel kiemelve lathaték az AMEG B kategdrias hatéanyagok.

Minta f CTX CFR CFT CFQ ENR KOL | FLO OTC PSA AMX NEO

pug/ml
0x CTX 003 0,25 0,06 0,06 0,003 05 16 2 8 8 16
1x CTX 0,125 0,25 0,06 0,06 0,003 05 16 2 8 8 16
10x CTX 025 0,25 0,06 0,06 0,03 05 128 4 16 32 16
100x CTX 4 16 8 4 0,125 8 256 4 32 >512 64
1000x CTX 16 64 32 8 0,125 32 256 16 64 >512 128

CTX—cefotaxim, CFR—ceftriaxon, CFT—ceftiofur, CFQ—cefkvinom, ENR—enrofloxacin, KOL—kolisztin,
AMX—amoxicillin, OTC—oxitetraciklin, PSA—potencialt szulfonamid (szulfametoxazol, trimetoprim 19:1
aranyban), FLO—florfenikol, NEO—neomicin

A 18. tdblazatban lathatd, hogy az ESBL termelésre iranyuld, a CLSI protokoll szerint
elvégzett teszt a kordbban cefotaxim hat6anyaggal kezelt torzsek esetében nem mutatott
legaldbb haromszoros higitas csokkenést a klavulansav jelenlétében, amit az ampC gén
jelenléte magyarazhat.

18. tablazat A kiterjedt spektrumi B-laktamaz (ESBL) termelés vizsgalata.a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal ajanlott ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) és azok klavulansavval
(KLA) torténé kombinacidjaval tortént.

Minta €Tz €Tz + KLA Kuldénbség CTX CTX+KLA Kiulonbség
(ng/ml) (ng/ml)
0x CTX 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
1x CTX 0,03 0,03 1x 0,125 0,125 1x
10x CTX 0,06 0,06 1x 0,25 0,125 2x
100x CTX 8 4 2x 4 2 2x
1000x CTX 8 8 1x 16 8 2%

AMX—amoxicillin, CTZ—ceftazidim, CTZ + KLA—ceftazidim-klavulansav, CTX—cefotaxim, CTX + KLA—
cefotaxim-klavulansav

5.2.4. Cefotaxim genotipusos eredmények

A contigok minéség-ellenérzésének eredményeit a 19. tablazat foglalja 6ssze.

19. tAblazat A contigok min&ségi adatai a QUAST szoftver elemzése alapjan

Minta Readek Contigok |Lefedettség |N50 N75 L50 L75
0x CTX 2277416 249 55.8348 120 956 65 648 14 27
1x CTX 2421900 253 59.5407 132 252 57 752 14 27
10x CTX 2444649 237 59.7927 155 433 84 590 12 24
100x CTX |2315672 260 56.5416 120 953 50 443 15 29
1000x CTX | 1413575 327 34.4063 73430 29 355 21 48

CTX - cefotaxim
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A 0x és 1000x cefotaxim genomok kozotti genomi diverzitaselemzést az ANI v2.0
szoftver segitségével végeztik el (6. abra), ami alapjan a mintak faji azonossaga 99,99%-

0s a mintak kozott.
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6. abra A Ox és 1000x cefotaxim mintak genomjai kdzotti atlagos nukleotid azonossag (ANI) 95%
feletti faji azonossaggal. One-way ANI 1: 99,99% (SD: 0,17%), 24483 fragmentumbdl. One-way
ANI 2: 99,99% (SD: 0,07%), 24366 fragmentumbol. Two-way ANI: 99,99% (SD: 0,07%), 24307

fragmentumbdl

A mintak ARG készletének plazmidon, fagon és MGE-ként valé hordozasanak

vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a bacA gén minden mintaban fagon volt

sz

A

A cefotaxim mintakban 6sszesen 9673 mutécioé volt kimutathatd, amelyek kozil 4922-
nek volt azonositott funkcidja. Amikor ezeket a mutécidkat dsszehasonlitottam a 0x
alapmintaval, az 1x minta esetében 101,3%-0s, a 10x minta esetében 101,4%-0s, a 100x
minta esetében 118,9%-0s és az 1000x minta esetében 118,3%-0s volt az atfedés. Az

egyes mutaciotipusok eloszlasa a mintakban a 20. tablazatban lathat6. Minden mutéaciot a
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bioinformatikai elemzéshez referencia torzsként hasznalt SYNB8802 tdrzshdz viszonyitva
értelmeztiink. A deléciés mutacidk, amelyek egyetlen aminosav elvesztését eredményezik
a 100x és 1000x cefotaxim mintakban fordultak el6 a leggyakrabban. Szamos inzerciét
figyeltink meg a cefotaximmal kezelt térzsek 100x és 1000x mintaiban. Az un. SOS box
gének aktivalédasra utal a 100x és 1000x mintak esetén az ezt szabalyozé ruvB, recJ, polB
€s umuC génekben bekdvetkezé pontmutaciok.

20. tdblazat Az egyes mintakban megfigyelt és azonositott mutaciok szama az elemzéshez hasznalt
referencia torzshez viszonyitott mutaciétipus flggvényében. A mintak koézoétti kilonbségek a
mutaciok szamanak idébeli ndvekedését tikrdzik, amelyet az antibiotikum-koncentracié névelése
okozott a vizsgalat 13 napja alatt. A kezeletlen (0x CTX) mintahoz viszonyitott, a hatéanyag altal
kivaltott mutaciok szamat zaréjelben tiintettem fel.

Mutacié tipusa 0x CTX 1x CTX 10x CTX 100x CTX 1000x CTX
Komplex * Azonositott 116 120 118 (+1) 117 (+3) 116 (+2)
Osszes 311 309 327 297 305
Delécié Azonositott 19 20 20 23 (+4) 22 (+3)
Osszes 38 37 38 42 41
Inzercié Azpnositott 3 3 3 16 (+13) 14 (+11)
Osszes 12 12 13 42 33
SNP ** Azonositott 774 779 (+7) 784 (+13) 928 (+161) 927 (+174)
Osszes 1448 1486 1585 1641 1656

*Osszetett mutacio, amely tobbszoros inzerciot, deléciét és szubsztitociot tartalmazhat;
**egypontos nukleotid polimorfizmus. CTX—cefotaxim.

A cefotaxim-expozicié hatasara az amoxicillinhez képest lényegesen komplexebb
mutaciés valtozasok kovetkeztek be. A legfontosabb, komplex aminosavcserét magaban
indukalva, amelyek elére jelzik a béta-laktdm antibiotikumokkal szembeni enzimatikus

inaktivacio fenotipusos kifejezddését (21. tablazat).

A 100x és 1000x koncentraciéju cefotaxim-expozicié szamos deléciét eredményezett,
amelyek els6sorban a mutacidjavitdé fehérjéket meghataroz6 géneket és a
sejtmembrannyomas valtozasainak érzékeléséért felelés géneket érintették.

21. tablazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl fontosabb komplex mutaciok cefotaxim hatasara

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatés Termék
GCC-CCA ampC-promoter p.A2P A->P aminosav csere

ampC X X X GTA-GAA ampC-prooter p.V4E V->E ami_nosav csere
CGG-GGG ampC-promoter p.R11G R->G aminosav csere
CGC-CAC ampC-promoter p.R8H R->H aminosav csere

T->A aminosav csere
Fenotipus amoxicillin,
amoxicillin-clavulansav,
ampicillin, ampicillin-
clavulansav, cefixim, cefotaxim,
cefoxitin, ceftazidim, piperacillin
rezisztencia a B-laktamaz enzim
termel6dése miatt.

ampC X X meghatarozatlan ampC-promoter n.32T>A

A—alanin; P—prolin; V—valin; E—glutaminsav; R—arginin; G—qglicin; H—hisztidin; T—treonin
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Tobb inzerciét is megfigyeltiink, amelyek kézil a marR gén mutacidjanak van

jelentésége (22. tablazat). Ez a gén represszor operonként hozzajarul a kilonbdzé

antibiotikumok, példaul penicillinekkel, cefalosporinokkal, tetraciklinekkel, rifampicinnel,

kléramfenikollal és fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia kialakuladsahoz [327, 328].

22. tablazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl fontos inzerciok a cefotaxim hatasara

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatas Termék
leolvasasi keret valtozas t6bbszoros antibiotikum-
marR X C-CA rezisztencia transzkripciés

¢.377dupA p.Asn126fs

szabalyozé

A legtsszetettebb valtozasokat az SNP-k okoztak, korulbelul 234-féle gén mutalédott

Ezek kozul az antibiotikum-rezisztenciaval

sz

Osszefiuggé mutacidkat emeltem ki a

23. tablazatban. Erdemes megemliteni az acrAB-tolC pumparendszer mikddését

befolyasolé mutaciot, amely az acrR represszor génben [329] valamint az acrB génben

kovetkezett be [330, 331]. A robA gén az acrAB efflux pumpéat meghataroz6 gének pozitiv

szabalyozoéjaként mikodik [332]. Szintén figyelemre mélt6 az ampC gén prométer

sz

mrxA génben, amely a bakterialis sejtfal szintézisében jatszik szerepet [333, 334], valamint

az mdtB génben,

amely az mdtABC-tolC komplex efflux pumparendszer egyik

komponense [30] tovdbba az emrR génben, amely az emrAB-tolC komplex efflux

pumparendszer regulator génje [28].

23. tablazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl fontos SNP-k a cefotaxim hatasara

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatés Termék
acrR % X X T-C hibas véltozat multidrug.eff_lux transzporter
€.458T>C p.Met153Thr transzkripcios represszor
ampC % X T hib4s véltozas cefalosporin-hidrolizalé C
€.922G>A p.Ala308Thr osztélyu béta-BEC-5
G-C hib4s valtozat
¢.1693C>G p.Pro565Ala efflux RND transzporter
acrB X X ;
oot hibas valtozat permeaz
€.2906G>A p.Arg969Gin
hibas valtozat
robA % X C.T Cc.467G>A ,p.Arg_%SGHis MDR efflgx pumpa aE:rAB
hasonlé_varians transzkripcids aktivator
€.849G>A p.Leu283Leu
S peptidoglikan
mrcA X X G-A C_772h'C_t‘)32 \;;?KI(;ZZ?STN gIikoziItranszferéz/peptifjogIikén
DD-transzpeptidaz
mdtB X G-A hib4s véltozat multidrug efflux RND
€.805G>A p.Ala269Thr  transzporter permeaz alegység
hibas valtozat multidrug efflux transzporter
emrR X T-C emrAB transzkripciés

c.478T>C p.Serl60Pro

represszor
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5.2.5. Florfenikol fenotipusos eredmények

Florfenikol esetén 10 napra volt sziikség, hogy a baktérium teljesen elszaporodjon a
lemezen. Az egyes antibiotikum koncentraciot tartalmazé agarsavokbdl vett mintak esetén
meghatarozott Uj MIC értékek esetén megfigyelhetd, hogy a florfenikol hatdsara a legtébb
hatbanyag MIC-értéke mar az 1x dézis hatasara megnétt, ami a ndovekvé hatdanyag
koncentracio — kulénésen az 1000x koncentracio — hatasara tovabb emelkedett. A kolisztin
Meg kell még emliteni az amoxicillint, amelynek MIC-értéke csak a 100x koncentracidban
alkalmazott florfenikol hatasara kezdett el emelkedni (24. tdblazat).

koncentracié (MIC) értékére. Félkdvérrel kiemelve azok az értékek lathatdak, amelyek a kiindulasi
értékhez képest megndvekedett MIC (ug/ml) értéket mutattak. Piros kerettel kiemelve lathatok az
AMEG B kategorias hatéanyagok.

Minta FLO J CTX CFR CFT CFQ ENR KOL JOTC PSA AMX NEO
pg/ml

0x FLO 16 J 0,03 025 006 006 0,003 05 2 8 8 16

1x FLO 64 0,125 1 0,125 0,25 0,015 2 4 16 8 16

10x FLO 126 065 1 025 05 006 1 16 32 8 32

100xFLO >512] 05 05 05 05 003 0125f 32 32 16 16

1000x FLO >512] 2 05 2 05 05 05064 64 32 16

FLO—florfenikol, CTX—cefotaxim, CFR—ceftriaxon, CFT—ceftiofur, CFQ—cefkvinom, ENR—enrofloxacin,
KOL—kolisztin, OTC—oxitetraciklin, PSA—potencialt szulfonamid (szulfametoxazol, trimetoprim 19:1
aranyban), AMX—amoxicillin, NEO—neomicin

A CLSI szabvany szerint elvégzett vizsgalat sordn egy minta esetén sem volt
tapasztalhaté a hatéanyag dnmagaban torténé hasznalatahoz képest a klavulansavval
torténd kombinacio esetén legalabb higitas csokkenés (25. tablazat).

25. tablazat A kiterjedt spektrum( B-laktaméz (ESBL) vizsgalat eredményei a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal elirt ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) és azok klavulansavas (KLA)
kombinéciojaval.

Minta s CTZ + KLA Kulénbség CTX CTX+KLA Kuldnbség
(ng/ml) (ng/ml)
0x FLO 0,03 0,015 2x 0,03 0,0,3 1x
1x FLO 0,03 0,015 2x 0,03 0,03 1x
10x FLO 0,06 0,03 2x 0,06 0,03 2x
100x FLO 0,25 0,125 2x 0,06 0,06 1x
1000x FLO 0,25 0,125 2x 0,125 0,06 2x

AMX—amoxicillin, CTZ—ceftazidim, CTZ + KLA—-ceftazidim-klavulansav, CTX—cefotaxim, CTX + KLA—
cefotaxim-klavulansav

5.2.6. Florfenikol genotipusos eredmények

A contigok mindségellen6rzésének eredményét a 26.tablazat tartalmazza. A
readszamok alapjan az egyes mintak hasonlé mindséggel rendelkeznek, a contigok szama

is nagyon hasonl6.
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26. tdblazat A contigok mindségi adatai a QUAST szoftver elemzése alapjan

Minta Readek  Contigok Lefedettség N50 N75 L50 L75
0x FLO 3815950 149 156,64 184825 101461 10 19
1% FLO 4411308 112 169,864 287102 132336 6 13
10x FLO 3049718 128 164,932 194885 104806 8 17
100x FLO 3907460 118 167,917 194926 107365 8 17
1000x FLO 3414732 119 168,079 184922 106685 8 18

FLO-florfenikol

Az miplasmid szoftver elemzése alapjan az 6sszes azonositott ARG kromoszomalisan
volt megtaldlhat6. A VirSorter szoftver segitségével végzett vizsgalat alapjan fagon
hordozott gén volt az 6sszes mintdban a bacA gén, az emrB gén pedig a 10x mintaba ugrott
at fagra. A MobileElementFinder szofter segitségével az ampH gént a 1x és 10x mintakban,

a bacA géneket pedig az 6sszes mintaban MGE-ként azonositottam.

A 7. dbran lathaté az ANI v2.0 szoftverrel a 0x és 1000x florfenikol mintak genomjai

kozott végzett diverzitaselemzés, ami 99,99%-os faji azonossagot mutat.
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7. &bra A Ox és 1000x florfenikol mintak genomjai kdzoétti atlagos nukleotid azonossag (ANI) 95%
feletti faji azonossaggal. One-way ANI 1: 100,0% (SD: 0,10%), 24858 fragmentumbdl. One-way
ANI 2: 99,99% (SD: 0,15%), 24921 fragmentumbdl. Two-way ANI: 100,0% (SD: 0,07%), 24810

fragmentumbal.
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A mintakban 6sszesen 8753 db mutacié volt kimutathatd, amelybél 4623 db volt
azonosithatd. Az dsszes mutacidé megoszldsa mintanként 1722-1777 db kozétt, az
azonositott mutaciék megoszlasa mintanként 918-933 db kdzott mozgott. Az atfedés a
kiindulasi 0x mintahoz képest az 1x minta esetén 101,3%-0s, a 10x minta esetén 101,1%,
a 100x minta esetén 99,9%-0s, az 1000x minta esetén 99,7%-0s volt. Az egyes mutacio

tipusok megoszlasat a mintakban a 27. tablazat tartalmazza.

27. tablazat Az egyes mintakban megfigyelt 6sszes és azok kozul azonositott mutaciék szama a
mutécio tipusanak fiiggvényében. A kezeletlen (0x FLO) mintahoz viszonyitott, a hatbanyag altal
kivaltott mutaciok szamat zaréjelben tintettem fel.

Mutacio tipusa 0x FLO 1x FLO 10x FLO 100x FLO 1000%x FLO
Komplex * Azonositott 118 119 118 116 116
Osszes 291 295 291 300 292
Deléci6 Azonositott 19 20 (+1) 21 (+2) 21 (+2) 20 (+1)
Osszes 39 41 42 43 41
Inzercié Azpnositott 3 4 (+1) 3 4 (+1) 3
Osszes 13 15 14 15 13
SNP ** Azonositott 781 790 789 (+3) 779 (+3) 779 (+4)
Osszes 1415 1411 1388 1419 1376

*Osszetett mutacié, amely tobbszords inzerciot, deléciét és szubsztitociot tartalmazhat;

**egypontos nukleotid polimorfizmus. FLO — florfenikol.

A mintakban a mutacidk tdbbsége SNP tipusu volt, amelyek kozil a legtdbbet az 1x
minta esetén azonositottam; ezt koveti a komplex mutécié, amely teljes aminosav
kicserél6déssel jar, a legtdbb ilyen mutacié szintén az 1x minta esetén volt megfigyelheté.
A deléci6 egy-egy aminosav elvesztésével jar6 mutacio, amely leggyakrabban a 10x és

100x mintakban volt megdfigyelhetd; a legkevesebb az azonositott inzercidk szama volt.

Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl jelentés mutacidkat a 28. tablazatban
osszefoglalt SNP-k okozta genom valtozasok szemléltetik. Ezek kivétel nélkil multidrug
efflux pumpat meghatarozdé génekben bekdvetkezd egypontos mutaciok voltak, amely
mutacidk az adott gén expresszidjahoz vezethettek.

28. tdblazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabol [ényeges géneket érinté mutaciok florfenikol hatasara

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatés Termék
mdtC X X X X X C-A hibas valtozat multidrug efflux RND
€.1860C>A p.Ser620Arg transzporter permedz alegység
mdtN X X X X X G-A hibas véltozat multidrug efflux transzporter
C.671C>T p.Thr224lle periplazmatikus adaptor
alegység
emrR X X X C-A hibas véltozat multidrug efflux transzporter
€.129C>A p.Asn43Lys emrAB transzkripcids
represszor gén
acrB X X T-A hibas véltozat RND efflux transzporter
€.1706A>T p.GIn569Leu permeaz
acrR X G-A hibas valtozat multidrug efflux transzporter
c.506G>A p.Gly1l69Asp  transzkripcids represszor gén
robA X C-T hibas valtozat MDR efflux pumpa acrAB

¢.208G>A p.Ala70Thr transzkripcios aktivator gén
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A referencia térzshoz képest az mdtC és mdtN gének mutacioja az 6sszes mintaban
kimutathat6 volt, ez magyarazatot adhat bizonyos hatéanyagok eleve magas MIC-értékére,
aktiv multidrug efflux pumpa mikodése kévetkeztében. A kezelés hatasara az emrR
génben bekovetkezd mutacié a 10x és 100x mintakban volt kimutathaté, amely gén
multidrug efflux pumpa szabalyozasadban jatszik szerepet. Az acrAB-tolC pumparendszer
mikodését meghatarozé acrB gén, az ezt szabalyozé acrR és robA gének esetén

bekdvetkezé mutaciok fokozott pumpamiikddéshez vezethettek.

Az mdtC gén egy olyan transzportert hataroz meg, amely az mdtB génnel
heteromultimer komplexet alkot, igy egy multidrug-transzportert képez. Az mdtBC az
mdtABC-tolC efflux-komplex része. MdtB hidnyaban az mdtC homomultimer komplexet
képezhet, amely egy mikods efflux komplexet eredményez, sziikebb gydgyszer-
spektrummal [30]. A mintainkbdl mindharom emlitett gént sikerilt kimutatni, feltételezhetjuk,
hogy a referencia genomhoz képest eleve megtalalhaté mutacié eredményezte a vizsgalt
E. coli térzs szdmos hatéanyaggal szembeni magas kiindulasi MIC-értékét.

Az mdtN gén egy multidrug-rezisztencia efflux pumpat hatdroz meg. Részt vehet a
puromicin-acriflavinnal és a tetrafenilarsénium-kloriddal szembeni rezisztencia
kialakitasaban [335—-337]. Ezt a gént szintén az 6sszes mintabdl kimutattam, ami arra utal,
hogy az eleve megtalalhaté mutacié hozzajarult egyes hatdanyagok esetén a magas
kiindulasi MIC-értékhez.

Az emrR gén az emrAB-tolC multidrug efflux pumpa komplex negativ szabalyozéja az
E. coli-ban. Mutaciéi az emrAB-tolC komplex kifejezédéséhez vezetnek [28]. A mintak kozal
az 10x és 100x mintakban megjelend mutacié hozzajarulhatott a multidrug efflux pumpa
kifejez8déséhez, amely komplex pumparendszer mindegyik elemét az dsszes mintaban
azonositottam (emrA, emrB, tolC). Az emrA és emrB gén kiuléndsen az enrofloxacin, a tolC
gén pedig szinte az 6sszes tdbbi hatéanyag kipumpalasaért felelés efflux pumpa
kifejez8déséért felel, tovabba magyarazatot adhatnak a magas florfenikol koncentraciok
hatasara bekovetkezé mas hatéanyagok MIC-értékének ndvekedésére.

Az acrB gén az acrAB-tolC multidrug efflux komplex fehérje alegysége. Az acrB egy
herterotrimerként mikodik, amely a belsé membrankomponenst alkotja, és elsésorban a
szubsztrat felismerésért és az energia transzdukcidért felelés, mivel gyogyszer-proton
antiporterként muikodik [330, 331, 338, 339]. Mutacidja a 100x és 1000x florfenikol
koncentracié hatasara kovetkezett be, amely szintén hozzajarulhatott a megemelkedett
MIC-értékekhez.

Az acrR gén az acrAB-tolC multidrug efflux komplex represszora. Az acrR mutacioi

magas szintl antibiotikum-rezisztenciat eredményeznek [329]. Ennek a génnek a mutéciodja

57



csak az 1000x florfenikol koncentracioval kezelt minta esetén volt kimutathato, ami
valészinilileg hozzajarult a tovabbi MIC érték ndvekedéséhez.

A robA gén az acrAB efflux pumpat meghatarozé gének pozitiv szabalyozéja, és
szerkezetileg hasonlo a soxS és a marA génekhez [25, 340]. Ennek a mutécidja szintén
csak az 1000x florfenikol koncentraciéval kezelt minta esetén volt kimutathat6, igy

hozzajarulhatott a magas MIC-értékek kialakuldsahoz.

5.2.7. Enrofloxacin fenotipusos eredmények

Enrofloxacin hatdanyag esetén 10 napra volt szilkség, hogy az E. coli tbrzs teljesen
elszaporodjon a MEGA-platen. Enrofloxacin hatasara minden vizsgélt hatéanyagnal MIC-
érték novekedést tapasztaltunk az 1000x koncentracié esetében, ceftriaxon és ceftiofur

esetén ez mar a 100x koncentracional is megfigyelhet6 volt (29. tablazat).

koncentracié (MIC) értékére. Félkovérrel kiemelve azok az értékek lathatdak, melyek a kiindulasi
értékhez képest megndvekedett MIC (ug/ml) értéket mutattak. Piros kerettel kiemelve lathatok az
AMEG B kategérias hatéanyagok.

Minta JENR CTX CFR CFT CFQ KOL JAMX OTC PSA FLO NEO
pg/ml

Ox ENR 0,003 0,03 0,25 0,06 0,06 0,5 8 2 8 16 16
1x ENR 0,03 0,03 0,25 0,06 0,06 0,5 8 2 8 16 16
10xENR § 0,25 0,03 0,25 0,06 0,06 0,5 8 2 16 32 16
100xENR § 0,5 0,03 0,5 0,125 0,06 0,5 8 2 16 32 16
1000x ENR 4 1 1 0,5 0,5 8 32 8 64 256 16

ENR—enrofloxacin, CTX—cefotaxim, CFR—eceftriaxon, CFT—-ceftiofur, CFQ—cefkvinom, KOL—kolisztin,
AMX—amoxicillin, OTC—oxitetraciklin, PSA—potencialt szulfonamid (szulfametoxazol, trimetoprim 19:1
aranyban), FLO—florfenikol, NEO—neomicin

Az enrofloxacinnal kezelt térzsek esetén sem tapasztaltunk ESBL termelésre utald
MIC-érték csokkenést a CLSI protokollt kévetve (30. tablazat).

30. tablazat A kiterjedt spektrumu B-laktamaz (ESBL) vizsgalat eredményei a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal el6irt ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) és azok klavulansavas (KLA)
kombinaciojaval.

C1z CTZ + KLA CTX CTX+KLA

Minta (ug/mi) Kulénbség (ug/mi) Kuloénbség
0x ENR 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
1x ENR 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
10x ENR 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
100x ENR 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
1000x ENR 0,03 0,03 1x 1 0,5 2x

AMX—amoxicillin, CTZ—ceftazidim, CTZ + KLA—ceftazidim-klavulansav, CTX—cefotaxim, CTX + KLA—
cefotaxim-klavulansav
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5.2.8. Enrofloxacin genotipusos eredmények
Enrofloxacin esetén a contigok minéségellenérzésének eredményét a 31. tablazat
tartalmazza. Az egyes mintak hasonlé minéséget tukroznek.

31. tdblazat A contigok min&ségi adatai a QUAST szoftver elemzése alapjan

Minta Readek  Contigok Lefedettség N50 N75 L50 L75
0x ENR 2644967 244 64,75 94103 45377 16 35
1x ENR 2439834 229 59,71 102465 49984 16 32
10x ENR 2330488 126 57,09 105213 50556 14 30
100% ENR 2280520 130 55,89 115841 85532 14 26
1000x ENR 2373082 204 58,67 112848 58288 15 29

ENR — enrofloxacin

A 8. abran lathaté az ANI v2.0 szoftverrel a 0x és 1000x enrofloxacin mintdk
genomjai kozott végzett diverzitdselemzés, ami 99,99%-os faji azonossagot mutat.
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8. &bra A Ox és 1000x florfenikol mintdk genomjai kdzotti atlagos nukleotid azonossag (ANI)
95% feletti faji azonossaggal. One-way ANI 1: 99,99% (SD: 0,34%), 24474 fragmentumbdl.
One-way ANI 2: 99,99% (SD: 0,10%), 24422 fragmentumbdl. Two-way ANI: 99,99% (SD:
0,10%), 24365 fragmentumbal.
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Az azonositott ARG-k kdzul a plazmidon nem tudtam igazolni gén jelenlétét egyik minta
esetén sem, a korabbiakhoz hasonldéan a bacA gén fagon volt megtalalhat az 6sszes minta
esetén. Az emrB gén a 10x mintdban, az acrA gén, a gadW gén, a gadX gén, az mdtE, az
mdtF, az madtN, az mdtO és az mdtP gének, és a tolC gén csak a kiindulasi mintaban volt
fagon azonosithat6; amennyiben a 10 000 bazisparon bellli kritériumnak megfelel6en
értékeltiik az eredményeket. MGE-ként azonositottam a kiinduldsi mintaban az acrS, az
mdtN, az mdtP, az mdtO és a tolC géneket, az acrkE és acrF gének a 0x és a 10x mintaban
voltak MGE-k. A bacA gén az 6sszes mintdban MGE volt. Az ampH gén csak a 10x
mintaban, az ugd gén pedig az 1%, a 100x és az 1000x mintakban volt MGE.

A mintakban 6sszesen 9063 db mutacié volt kimutathatd, amelybél 4483 db volt
azonosithatd. Az dsszes mutacidé megoszldsa mintanként 1631-1936 db kozétt, az
azonositott mutaciék megoszlasa mintanként 765-933 db kdzott mozgott. Az atfedés a
kiindulasi 0x mintdhoz képest az 1x minta esetén 100,0%-0s, a 10x minta esetén 100,6%,
a 100x minta esetén 100,4%-0s, az 1000x minta esetén 82,5%-0s volt. Az egyes mutacio
tipusok megoszlasat a mintdkban a 32. tablazat tartalmazza.

32. tablazat Az egyes mintakban megfigyelt 6sszes és azok kézil azonositott mutaciok szama a
mutacio tipusanak fliggvényében. A kezeletlen (0x ENR) mintahoz viszonyitott, a hatéanyag altal
kivaltott mutaciok szamat zaréjelben tiintettem fel.

Mutéacié tipusa 0x ENR 1X ENR | 10X ENR | 100x ENR 1000x ENR
Azonositott 116 119 120 (+2) 122 (+1) 86 (+3)
Komplex* = ores 295 309 321 318 270
Delécis Azonositott 19 17 19 22 (+2) 22 (+1)
Osszes 39 35 38 42 38
nzercio Azonositott 4 3 3 5(+2) 9 (+6)
Bsszes 12 12 12 14 17
Azonositott 788 788 (+6) | 791 (+9) 782 (+11) 648 (+32)
SNP* Bsszes 1454 1458 1565 1508 1306
*Osszetett mutacié, amely tobbszords inzerciét, deléci6t és szubsztitociot tartalmazhat;

**egypontos nukleotid polimorfizmus. ENR—enrofloxacin

Az antimikrobialis rezisztencia kialakulasanak szempontjabél fontos ARG mutaciokat
a 33. tablazat foglalja 6ssze. A parC gén esetén egy komplex mutéacio volt megfigyelheté,
ez a gén a topoizomeraz IV alegysége, amely dekatenalja és lazitia a DNS-t, ezaltal
lehetévé teszi a gének hozzaférését a transzkripcidhoz vagy a transzlaciéhoz. A parC
pontmutaciéi megakadalyozzak, hogy a fluorokinolonok géatoljak a DNS-szintézist, és
alacsony szintl rezisztenciat eredményeznek. A magasabb szintl rezisztencia a gyrA és a

parC egyittes mutacioibol ered [180].
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Az acrR gén esetén delécio és inzercié is megfigyelhetd volt, ez a gén az acrAB-tolC
multidrug efflux pumparendszer represszora. Mutaciéi magas szintli antibiotikum-
rezisztenciat eredményeznek [329]. Antibiotikum jelenlétében az E. coli tilexpresszalja a
marR regulator gént, ami a marA aktivator fehérje expressziojat valtja ki, az pedig az acrAB
multidrug efflux pumpa indukdlasa mellett az ompF porin szintézisét is lefelé
szabalyozza [134, 328]. Az acrA génben méar a hatéanyag 10x koncentracidja esetén
bekbvetkezett egy pontmutacié, ami a 100x és 1000x koncentraciok esetén is
megfigyelhetd volt. Ez a gén az acrA-AcrB-TolC multidrug efflux komplex transzportfehérje
periplazmatikus részét képviseli [125]. A robA gén az acrAB efflux pumparendszer pozitiv
szabdlyozdja [25, 340], pontmutacidja a 10x koncentracié esetén volt megfigyelhetd. Az
emrR gén esetén csak az 1000x koncentracié hataséara figyeltink meg pontmutéciot, ami

az emrAB-tolC multidrug efflux pumpa komplex kifejez6déséhez vezethet [28].

33. tablazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl enrofloxacin hatéanyag indukalta fontosabb mutaciok

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatas Termék

KOMPLEX*

hibas valtozat DNS topoizomeraz IV A

parC X GCA-ACC €.321 323delTGCinsGGT alegység
p.Alal08Val
DELECIO
acrR X CA-C leolvasasi keret valtozas multidrgg gfflux transzporte:-r
c.430delA p.Thrl44fs transzkripcios represszor gén
INZERCIO
acrR X T-TG leolvasasi keret valtozds  multidrug efflux transzporter

€.190dupG p.Glu64fs transzkripcios represszor gén

. p p tBbbszords antibiotikum-
leolvasasi keret valtozas

marR X G-GA ¢.186dUpA p.Val63fs re2|sztenC|f51 traqszl§r|p0|os
szabalyoz6 gén

leolvasasi keret valtozas

A-ATC C.27_28dupGA p.lle10fs :
ompF X X . p p porin
G-GC leolvaséasi keret valtozas
€.433dupG p.Alal45fs
SNP**

‘oz multidrug efflux RND
acrA X X X C-T hasonlo valtozat transzporter periplazmatikus
€.150G>A p.Leu50Leu .
adaptor alegység acrA

hibas valtozat multidrug efflux transzporter

emrR X T-C ¢.478T>C p.Ser160Pro emrAB transzkrlpmos
represszor gén

A % X x T-C hibas véltozat DNS topoizomeraz (ATP-
9y C.260A>G p.Asp87Gly hidrolizal6) A alegység
robA X T hib4s véltozat MDR efflux pumpa acrAB

c.467G>A p.Arg156His transzkripcios aktivator gén

*Osszetett mutacio, amely tobbszoros inzerciot, deléciét és  szubsztitciot tartalmazhat

**egypontos nukleotid polimorfizmus.

A hatéanyagcsoporttal szemben rezisztenciat kialakité gének kozil a legfontosabb a

gyrA és parC gén, amelyekben mutéciot figyeltink meg a 10x, 100x és 1000x
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koncentraciok hatasara. A gén mutacidja a fluorokinolon hatéanyag kétédésének kisebb
affinitAsat eredményezi, ami a DNS-szintézis gatld hatas csokkenéséhez vezet [174]. A
parC és a gyrA mutacioi egylttesen nagymeértékii MIC-érték ndvekedést eredmeényeznek,
amit jol tikroznek az enrofloxacinnal szemben jelentés mértékben megndvekedett MIC-
értékek. Tovabba az 1000x mintdban az Un. SOS box gének miikédését szabalyozé uveY

génben is megfigyeltiink pontmutaciot.

5.2.9. Kaolisztin fenotipusos eredmények

Kolisztin esetén 12 napra volt szikség a teljesen bendje a lemezt a baktériumtorzs. A
hatéanyag MIC-értékének nbvekedésén kivil més hatéanyagok esetében nem tapasztaltuk
MIC-érték ndvekedést, még a magas koncentraciok hatasara sem (34. téblazat).

koncentracié (MIC) értékére. Félkovérrel kiemelve azok az értékek lathatdak, melyek a kiindulasi
értékhez képest megndvekedett MIC (ug/ml) értéket mutattak. Piros kerettel kiemelve lathatok az
AMEG B kategérias hatéanyagok.

Minta | KOL CTX CFR CFT CFQ ENR JAMX OTC PSA FLO NEO

pg/ml
0x KOL 05 0,03 025 0,06 0,06 0,003 8 2 8 16 16
1x KOL 05 0,03 025 0,06 0,06 0,007 8 2 8 16 16
10x KOL 1 0,03 0,25 0,06 0,06 0,007 8 2 8 16 16
100x KOL 32 003 0,25 0,06 0,06 0,003 8 2 8 16 16
1000x KOL 64 0,03 0,25 0,06 0,06 0,003 8 2 8 16 16

KOL—kolisztin, CTX—cefotaxim, CFR—ceftriaxon, CFT—ceftiofur, CFQ—cefkvinom, ENR—enrofloxacin,
AMX—amoxicillin, OTC—oxitetraciklin, PSA—potencialt szulfonamid (szulfametoxazol, trimetoprim 19:1
arédnyban), FLO—florfenikol, NEO—neomicin

Az ESBL termelésre iranyul6 vizsgalat tovabbra is negativnak bizonyult (35. tablazat).

35. téblazat A kiterjedt spektrumu B-laktaméz (ESBL) vizsgélat eredményei a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal elirt ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) és azok klavulansavas (KLA)
kombinéciojaval.

Minta €Tz €Tz + KLA Kulénbség CTX CTX+KLA Kuldnbség
(Hg/ml) (Hg/ml)
0x KOL 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
1x KOL 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
10x KOL 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
100x KOL 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
1000x KOL 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x

KOL—kolisztin, CTZ—-ceftazidim, CTZ + KLA—ceftazidim-klavulansav, CTX—cefotaxim, CTX + KLA—
cefotaxim-klavulansav
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5.2.10. Kolisztin genotipusos eredmények
A contigok mindségellenérzésének eredményeit a 36. tablazat foglalja 6ssze.

36. tdblazat A contigok minéségi adatai a QUAST szoftver elemzése alapjan, kolisztin esetén

Minta Read Contig  Lefedettség N50 N75 L50 L75
0x KOL 2285020 98 55,88 166545 85600 9 20
1x KOL 2783075 211 68,17 104917 57800 15 30
10x KOL 2425599 213 59,44 110862 57795 15 30
100% KOL 2546257 227 62,31 104843 57853 15 30
1000x KOL 2658682 146 65,34 89274 44932 18 36
KOL - kolisztin

A 9. 4bran lathatéo az a 0x és 1000x kolisztin mintak ANI v2.0 szoftverrel torténd

genomjai kozott végzett diverzitdselemzés, ami 99,99%-os faji azonossagot mutat.
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9. &bra A Ox és 1000x florfenikol mintdk genomjai kdzotti atlagos nukleotid azonossag (ANI) 95%
feletti faji azonossaggal. One-way ANI 1: 99,99% (SD: 0,31%), 24570 fragmentumbdl. One-way
ANI 2: 100,0% (SD: 0,11%), 24467 fragmentumbdl. Two-way ANI: 100,0% (SD: 0,09%), 24409

fragmentumbal.
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Az azonositott ARG-k kdzul a bacA gén minden mintdban fagon volt megtalalhaté. Az
emrB gén viszont csak az 1000x mintaban kerdlt at fagra. Plazmidon nem azonositottam
ARG-t. Az MGE-ként val6é hordozés tekintetében a bacA gén az ésszes mintaban mobilis

volt, az ampH gén esetén viszont csak az 1000x mintdban azonositottam azt MGE-ként.

A mintakban 6sszesen 9279 db mutacié volt kimutathatd, amelybél 4654 db volt
azonosithatd. Az dsszes mutacié megoszldsa mintanként 1833-1896 db kozétt, az
azonositott mutaciok megoszladsa mintanként 922-938 db kozétt mozgott a referencia
genomhoz képest. Az atfedés a kiindulasi Ox mintahoz képest az 1x minta esetén 100,5%-
0s, a 10x minta esetén 99,6%, a 100x minta esetén 99,9%-0s, az 1000x minta esetén
98,8%-0s volt. Az egyes mutécié tipusok megoszlasat a mintdkban a 37. tablazat

tartalmazza.

37. tdbldzat Az egyes mintakban medfigyelt 6sszes és azok kozil azonositott mutaciok szdma a
mutéciod tipusanak fliggvényében. A kezeletlen (0x KOL) mintdhoz viszonyitott, a hatbanyag altal
kivaltott mutédciok szaméat zaréjelben tiintettem fel.

Mutécié tipusa 0x KOL 1IxKOL | 10xKOL | 100x KOL | 1000x KOL
Azonositott 122 124 (+4) | 121(+2) | 123 (+4) 115
Komplex® = s 312 315 310 316 314
Delécis éZOI’IOSI'tOtt 20 20 19 20 20
Osszes 40 38 40 40 40
nzercit Azonositott 3 4 (+1) 3 3 3
Osszes 12 14 12 12 11
Azonositott 788 790 (+5) | 786 (+4) | 786 (+5) | 784 (+9)
SNP™ I eeszes 1498 1480 1479 1465 1531

*Osszetett mutacio, amely tobbszords inzerciot, deléciot és szubsztitdciot tartalmazhat; **egypontos
nukleotid polimorfizmus. KOL—kolisztin

Kolisztin esetén a mutaciok szama meglehetésen kevés a tobbi vizsgalt
hatéanyaghoz képest (38. tablazat), ©6sszesen 18-féle génben volt pontmutacié
tapasztalhatd, amelyek koziil két gén kapcsolédik kbzvetlenil a rezisztencia kialakitasahoz.
Osszesen két olyan génben siker(ilt mutaciét azonositani (38. tablazat), amely kapcsolodik
az antimikrobialis rezisztencia kialakitdsahoz. Az ftsl gén esetében K. pneumoniae-ban
irtdk le tigeciklin mutécios szelekcids nyomasat, ami delécid kdvetkeztében a kolisztin MIC-
értékének novekedésében nyilvanult meg [341]. A vizsgalataink soran kolisztin hatdséara

egy SNP mutacié volt megfigyelheté a 100x és 1000x mintak esetében.
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Antibiotikum jelenlétében, stresszhatds kovetkeztében az ompC porin fehérjét
meghatarozd gén az ompF génnel egyltt downregulalédik. Ez a sejtmembran atereszté
képességének csokkenéséhez vezet, ami a [-laktAmokkal szembeni rezisztencia
kialakuldsahoz vezet. Leirtdk, hogy ennek kovetkeztében a tetraciklinnel szemben
rezisztenciat kialakité effluxpumpa gének upregulalédnak [342]. Ez a mutacié azonban
csak az 1x kolisztin koncentracioval kezelt mintaban volt megfigyelhet6 a referencia
torzshoz képest.

38. tablazat Az antimikrobidlis rezisztencia szempontjabdl Iényeges SPN mutéciok kolisztin hatasara

Gén Ox 1x 10x 100x 1000x Nukleinsav csere Hatas Termék

ftsl X X TA hibas valtozat

C.1698T>A p.Asp566GIU peptidoglikan glikoziltranszferaz

hasonl6 valtozat

ompC X G-A c.498C>T p.Vall66Val

porin

5.2.11. Potencidlt szulfonamid fenotipusos eredmények

Ebben az esetben 7 napra volt szikség, hogy a baktérium bendje a legnagyobb
koncentraciot tartalmazd savot. Potencidlt szulfonamid hatasara az 6sszes vizsgalt
hatbanyag MIC-érték ndvekedését figyelttk meg a 100x és az 1000x koncentraciok
hatasara (39. tablazat).

39. tablazat Potencialt szulfonamid ndévekvd koncentracidjanak hatasa a vizsgalt hatéanyagok
minimalis gatlé koncentracié (MIC) értékére. Félkdvérrel kiemelve a megnévekedett MIC (ug/ml)
értéket mutaté mintak. Piros kerettel kiemelve lathaték az AMEG B kategdrias hatéanyagok.

Minta PSA | CTX CFR CFT CFQ ENR KOL | OTC AMX FLO NEO

pg/ml
0x PSA 8 0,03 0,25 0,06 0,06 0,003 0,5 2 8 16 16
1x PSA 8 003 05 0,06 0,06 0,003 0,5 2 8 16 32
10x PSA 256 1 1 025 0,25 0,06 05 2 32 128 32

100x PSA 512 2 1 0,5 05 0,06 32 4 64 256 64
1000x PSA  >512 2 2 4 1 0,5 32 16 64 512 64

PSA—potencidlt szulfonamid (szulfametoxazol, trimetoprim 19:1 aranyban), CTX—cefotaxim, CFR—ceftriaxon,
CFT—-ceftiofur, CFQ—cefkvinom, ENR—enrofloxacin, KOL—kolisztin, OTC—oxitetraciklin, AMX—amoxicillin,
FLO—florfenikol, NEO—neomicin

Az ESBL termelésre iranyul6 vizsgalat ebben az esetben is negativ volt (40. tablazat).

40. tablazat A kiterjedt spektrumu B-laktamaz (ESBL) vizsgalat eredményei a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal el6irt ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX) és azok klavulansavas (KLA)
kombinaciojaval.

Minta €Tz €Tz + KLA Kilénbség CTX CTX+KLA Kilénbség
(Hg/ml) (ng/ml)
0x PSA 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
1x PSA 0,03 0,03 1x 0,03 0,03 1x
10x PSA 0,5 0,25 2% 1 0,5 2x
100x PSA 0,5 0,25 2x 2 2 1x
1000x PSA 0,5 0,5 1x 2 2 1x

AMX—amoxicillin, CTZ—ceftazidim, CTZ + KLA—-ceftazidim-klavulansav, CTX—cefotaxim, CTX + KLA—
cefotaxim-klavulansav
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5.2.12. Potencialt szulfonamid genotipusos eredmények

A contigok minéségellenérzését kdvetéen kapott eredmények tikrézik a szekvenalas

min&ségét (41. tablazat).

41. tablazat A contigok minésége a QUAST szoftver elemzése alapjan, potencialt szulfonamid
minték esetén

Minta Read Contig  Lefedettség N50 N75 L50 L75
0x PSA 3362592 115 164,453 192736 107365 7 16
1x PSA 3600632 124 169,511 202436 107365 8 17
10x PSA 2992404 130 166,197 184845 111826 10 18
100% PSA 3978966 144 160,161 144711 81368 12 23
1000x PSA 3099440 131 145,395 160547 104931 10 20

PSA — potencialt szulfonamid (szulfametoxazol és trimetoprim 19:1 aranyban)

A 10. abran lathatjuk a potencidlt szulfonamiddal nem kezelt (0x) és annak 1000x

sz

azonossagot mutat.
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10. abra A Ox és 1000x potencialt szulfonamid mintak genomjai kézétti atlagos nukleotid
azonossag (ANI) 95% feletti faji azonossaggal. One-way ANI 1: 99.98% (SD: 0.44%), 24651
fragmentumbdl. One-way ANI 2: 99.99% (SD: 0.11%), 24584 fragmentumbdl. Two-way
ANI: 99.99% (SD: 0.04%), 24544 fragmentumbol.
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Az azonositott ARG-k kdzll a bacA gén az 6sszes mintdban fagon volt megtalalhato.
A 10x és az 1000x koncentracidval kezelt mintak esetén viszont az emrB gén is atkerdlt
fagra. A bacA gén tovabba minden esetben MGE volt egyben, az 1x és 10x mintdkban

viszont az acrk és acrF gének is MGE-ként jelennek meg.

A 42. tablazat 6sszefoglalja a mintdkban megfigyelt mutaciok szamat a referencia
genomhoz képest. A mintakban 6sszesen 9278 db mutacio volt kimutathatd, amelybél 4935
db volt azonosithatd. Az 6sszes mutacié megoszlasa mintanként 1752-1958 db kozott, az
azonositott mutaciék megoszlasa mintanként 923-1074 db kdzétt mozgott a referencia
genomhoz képest. Az atfedés a kiindulasi 0x mintdhoz képest az 1x minta esetén 101,6%-
0s, a 10x minta esetén 107,3%, a 100x minta esetén 109,4%-0s, az 1000x minta esetén
116,4%-0s volt.

42. tdbldzat Az egyes mintakban medfigyelt 6sszes és azok kozil azonositott mutaciok szdma a
mutécid tipusanak flilggvényében

Mutéacié tipusa 0x PSA 1x PSA 10x PSA 100%x PSA 1000%x PSA
Azonositott 118 122 115 115 117 (+1)
Komplex* a
Osszes 293 310 300 286 294
oL Azonositott 20 20 21 (+3) 27 (+3) 29 (+11)
Deléci6 -
Osszes 42 42 48 56 68
y Azonositott 4 4 12 (+8) 14 (+10) 15 (+12)
Inzerciod -
Osszes 15 14 23 27 25
SN Azonositott 781 792 (+1) 842 (+54) 854 (+82) 913 (+114)
Osszes 1402 1465 1510 1487 1571

*Osszetett mutacio, amely tobbszoros inzerciét, deléciot és szubsztitociot tartalmazhat;

**egypontos nukleotid polimorfizmus. PSA—potenciélt szulfonamid

A 43. tédblazat Osszefoglalja azokat a mutacidkat, amelyek az antimikrobialis

rezisztencia fenotipusos kifejez6déséhez hozzajarulhattak.

Az emrR gén delécids mutécidja az 1000x mintaban volt megfigyelhets, ami az emrAB-
tolC multidrug efflux pumparendszer kifejez6déséhez vezethet [28]. Az mdtM gén egy
multirezisztenciaért felelés fehérjét hataroz meg és bizonyitottak az acrAB-tolC
pumparendszerrel valé kdlcsonhatasat. Ennek a génnek a delécidja volt megfigyelhetd a
antiporterrél van sz6, ami E. coli esetén tébb hatéanyaggal szembeni rezisztencia
kialakulasahoz vezet [343]. Az yfiB gén egy ompA kilsé membran lipoprotein [344], aminek
mutéacioja rezisztencia kialakuldsdhoz vezethetnek példaul E. coli-ban [162, 184]; delécidja

az 1000x mintaban kovetkezett be.

67



43. tdblazat Az antimikrobialis rezisztencia szempontjabdl Iényeges géneket érintd delécidk, inverzidk és SNP-k

Gén  Ox 1x 10x 100x 1000x  Nukleinsav Hatas Termék

kicserélodés
DELECIO

L . . multidrug efflux transzporter
leolvasasi keret véltozas

emrR X GA-G c.291delA p.Lys97fs EmrAB transzknpcms
represszor gen

leolvasasi keret valtozas multidrug efflux MFS
mdtM X CA-C c.15delT p.Phebfs transzporter gén
yfiB X GA-G Ieg':{g;g:: :T)ﬁ;ﬁg%?:s ompA csaladba tartozé fehérje
INZERZIO
acrF X T-TC leolvasasi keret valtozas multidrug efflux RND
€.1281dupC p.Arg428fs transzporter permeaz alegység
leolvasasi keret valtozas multidrug efflux szivattyd RND
matF X G-GT c.33dupT p.Alal2fs permeéz gén
SNP
T-C leolvasasi keret valtozas
€.985A>G p.Thr329Ala
AG leolvasasi keret valtozas
acrB X x X X c.1186T>Q p.Phe£§96Lgu efflux RND trapszporter
AG leolvasasi keret véltozéas permeaz
€.95T>C p.Val32Ala
T-C leolvasasi keret véltozéas
€.1703A>G p.Asp568Gly
leolvasasi keret valtozds  multidrug efflux transzporter
acrR X A-T

c.557A>T p.Aspl86Val  transzkripcids represszor gén

leolvaséasi keret véaltozas P . .
folA X C-T ¢.62C>T p.Pro21Leu 3. tipusu dihidrofolat reduktaz

leolvasasi keret valtozas

€.674G>A p.Gly225Glu

leolvasasi keret valtozas . L L
folP X X X G-A ¢.190C>T p.Pro64Ser dihidropteroét-szintaz

leolvasasi keret valtozas

€.184A>G p.Thr62Ala

C-T

T-C

L . , . t6bbsz6ros antibiotikum-
leolvasasi keret valtozas

marR X A-G C.254A>G p.Glug5Gly reZ|sztenC|§1 trar]szlfrlpuos
szabalyozé gén

mdtB % T-C hasonlé valtozat multidrug efflux RND
€.2883T>C p.Cys961Cys transzporter permeédz alegység
i hibas valtozat multidrug efflux pumpa RND
matF X AG ¢.2510A>G p.Asp837Gly permeaz gén

Az acrF gén invezidja az 1000x mintdban kdvetkezett be, ami az acrB génhez hasonlo
bels6 membran transzporter, ami multidrug efflux pumpak mikodését befolyasolja az
acrEF-tolC komplex miikédésében [27]. Az mdtF gén delécidja és SNP-ja a 100x mintaban
volt medfigyelhetd, az mdtEF-tolC multidrug efflux pumparendszer bels§ membran

transzporterét hatarozza meg [345].

Az SNP-k kozil ki kell emelni az acrB gén 1x, 10x, 100x és 1000x mintdkban
bekdvetkezett mutéciojat, ami az acrAB-tolC multidrug efflux komplex fehérje alegysége,
egy herterotrimerként mikodik, a bels6é membrankomponenst alkotva, gydgyszer-proton
antiporterként miikodik [330, 331, 338, 339]. Az acrR gén az acrAB-tolC pumparendszer

represszora, aminek mutaciéja magas szint(i antibiotikum-rezisztenciat eredményez [329].
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A potencidlt szulfonamidok szempontjabdl a leglényegesebb mutacié az 1000x
mintaban a folA génben, valamint a 10x, a 100x és az 1000x mintakban a folP génben
kovetkezett be. El6bbi gén a dihidrofolat-reduktdz segitségével torténd tetrahidrofolsav
nevl koenzim szintézise torténik, amely a DNS-nukleotid timidin de novo szintézisének
fontos el6anyaga. A baktériumok egyik védekezési médja ennek a tultermelése, a folA
génben bekoOvetkezett mutacié feltételezhetben ezaltal jarulhatott hozza a

diaminopirimidinekkel szembeni rezisztenciahoz [346].

A folP (dihidropteroat-szintdz) pontmutaciéi megakadalyozzak, hogy a szulfonamid-
antibiotikumok géatoljak a folsavszintézist, és igy szulfonamid-rezisztenciat eredményeznek
[347]. A folA és a folP gének egyittes mutécioja vezethetett a potencialt szulfonamid
kombinacié esetén megfigyelt magas MIC-értékhez.

A marR gén mutacidja (100x minta) mas hatéanyagok esetén is megfigyelhetd volt, a
hatéanyag jelenlétében az E. coli tulexpresszalja a marR regulator gént, ami a marA
aktivator fehérje expresszidjat véltja ki, az pedig az acrAB-tolC efflux pumparendszer
fokozott aktivalodadsdhoz vezet [134, 328]. Tulexpresszidja a 100x mintaban jelent meg.

Az mdtB gén az mdtABC-tolC efflux pumparendszer része. Mutaciéja, amennyiben az
az expresszié hianyahoz vezet, az mdtC gén expresszidjanak kivaltsasan keresztiil pedig
egy miikdédd efflux pumparendszert eredményez [30]. SNP-je a 100x mintdban volt

megfigyelhetd.

Az mdtF gén SNP-ja a 1000x mintaban volt megfigyelhetd, ami az mdtEF-tolC
multidrug efflux pumparendszer belsé membran transzporterét adja [345], mutécidja pedig
hozzajurhatott az pumparendszer fokozott mikddése révén az egyes hatéanyag

megemelkedett MIC-értékéhez.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a potencialt szulfonamid tobbféle és szamos
mutacio kialakulasat indukéalta, amely mutalédott gének expresszidéja magyarazhatja
nemcsak a szulfametoxazol és trimetoprim hatéanyagokkal, hanem a tobbi vizsgalt
hatéanyaggal szembeni jelentds MIC-érték ndvekedést. Tovabba az un. SOS box gének
kdzul megfigyeltik a 100x és 1000x mintak esetén a recN, a recQ és az uveB gének

sz
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5.3. Az Escherichia coli térzsek orszagos antibiotikum érzékenysége

Magyarorszag hét régiojabdl hazityuk esetén dsszesen 411 torzset, pulyka esetén
pedig 470 torzset izolaltunk. Az 6sszegylijtétt klinikai izolatumok szama hazitydk esetén
133, pulyka esetén 70 volt. A mintagyljtésbe bevont telepek regionalis megoszlasat a
11. dbra szemlélteti. A kommenzalista E. coli térzsek rezisztencia helyzetét vizsgalva az
allat- és kozegészségugy szamara fontos hatdanyagokra hazitydknal a 12. abra esetén
lathatjuk, hogy a kritikusan fontos antibiotikumok kozil a ceftriaxon volt a leghatékonyabb,
amellyel szemben a baktériumok 76%-0s érzékenységet mutattak. Az enrofloxacin
esetében 47%-0s, a kolisztin esetében pedig 73%-0s volt a baktériumok érzékenysége.
Ugyanezt pulykaban a 13. 4bra szemlélteti, ebben az esetben a hatéanyagok kozul
elfogadhatd mértékl a bakterialis érzékenység kolisztinre (73%), a ceftriaxon esetén 76%-

os, enrofloxacin esetén pedig 37%-0s bakteridlis érzékenységet tapasztaltunk.

‘ hazityuk Q pulyka

11. 4bra A vizsgalatba bevont hazitydk és pulyka telepek regionalis megoszlasa
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12. 4bra A nagylétszamu hazityuk telepekrél izolalt kommenzalista Escherichia coli térzsek
(n=411) antibiogramja allat- és kdzegészségiigyileg fontos antibiotikumokra nézve. Piros kerettel
kiemelve lathatok az AMEG B kategorias hatéanyagok.
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13. &bra A nagylétszamu pulyka telepekrél izolalt kommenzalista Escherichia coli térzsek (n=470)
antibiogramja allat- és kézegészségigyileg fontos antibiotikumokra nézve. Piros kerettel kiemelve
lathatok az AMEG B kategérias hatéanyagok.
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Amennyiben 6sszehasonlitjuk a kommenzalista, a klinikai esetekbdl izolalt és a
human eredetli E. coli torzsek antibiogramjat hazitylk esetén, ugy lathatjuk, hogy
ceftriaxon esetén a human 14%-os rezisztencia értékhez képest az allategészségligyben
a kommenzalista térzseknél nagyobb mértékli a rezisztencia, fluorokinolonok esetén
pedig még nagyobb értékek figyelhet6k meg mindkét terileten. Ugyanez a tendencia
figyelhetd meg a pulyka eredetli torzsek esetén végzett Gsszehasonlitas soran is
(14. abra). A human mintak esetén megfigyelt nagyobb érzékenység oka lehet azonban
a sokkal nagyobb mintaelemszam is.

70%
63%
60%
53%
__50%
S 44%
o
5 40%
o
2 29%
N 0
2 30% o4 24%
2 20% 20%
20%
14%149% 14%
- I I - I
]
CEF FLU CEF FLU
Hazityuk (n=411; 133) Pulyka (n=470; 70)

m Kommenzalista (n=881)  mKlinikai (n=203) = Human (n=58168)

14. 4bra A nagylétszamu héazityuk és pulyka telepek kommenzalista, a klinikai izolatumok és
a human rezisztencia adatok 6sszehasonlitasa kritikusan fontos hatéanyagokra

Ezt kovetben megvizsgaltuk az izolalt torzsek esetleges ESBL termelésének
fenotipusos kifejez6dését. Osszesen 881 kommenzalista E. coli torzs el6zetesen 15-féle
hatéanyagra meghatarozott MIC-érték alapjan szlrtik le azt a 420 térzset, amelyek MDR
torzsnek bizonyultak. Ezeket a torzseket tovabbi vizsgalatoknak vetettik ala és human-
egészségugyi szempontbdl fontos hatéanyagokra hataroztuk meg a MIC-értékiket, ezzel
dupla elfszlirést alkalmazva az ESBL termelésre gyanus torzseket Uj generacios
szekvenalassal vizsgaltuk tovabb.

Kbzegészséglgyi szempontbdl kiemelkedd a jelentésége az ESBL termel6 térzsek

jelenlétének, ehhez a CLSI ajanlasa szerint cefotaxim és cefotaxim-klavulansav hatéanyag
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MIC-értékeinek 6sszehasonlitasat végeztik el. Amennyiben a klavulansavas kombinacié
esetén legaldbb 3x alacsonyabb MIC-érték figyelhet6é meg, akkor ESBL termelés
feltételezhetd, az ilyen térzsek aranya az 6sszes torzshdz képest 6% volt. Amoxicillin és
amoxicillin-klavulansav kombinaciok sordn a kapott MIC-értékeket 6sszehasonlitva, a
legalabb 3x MIC-érték cstkkenés esetén szintén kdvetkeztethetlink a nagy valdsziniséggel
B-laktamaz termel6 térzsek aranyara. Ennek a kritériumnak a térzsek 34%-a felelt meg
(15. 4bra).

Gyakorisag (%)

ESBL-t nem termeld

= 3-laktamazt nem termel6 = B-laktamazt termeld m ESBL-t termel6

15. abra A B-laktamaz termelésre és a kiterjedt spektrumu B-laktaméaz termelésre (ESBL) gyanus
torzsek aranya a Clinical Laboratory Standard Institure (CLSI) vizsgalat elvégzését kdvetéen

Az els6 elbszirés soran kapott 420 térzs mind MDR térzs volt, ami az 6sszesen vizsgalt
881 torzs 47,7%-a volt. MDR torzsnek szamitanak azok a torzsek, amelyek harom vagy
toébb antibiotikum csoportba tartoz6, azokon belil legalabb egy hatéanyaggal szemben

mutatnak rezisztenciat.

XDR torzseknek szamitanak azok a torzsek, amelyek maximum egy vagy két
antibiotikum csoportra érzékenyek és azokon a csoportokon belll egy vagy tobb
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hatéanyagra nézve rezisztenciat mutatnak. Vizsgalataink soran 112 térzs volt XDR, ami az

0sszes vizsgalt torzsnek a 12,7%-a.

PDR torzseknek szdmitanak azok a torzsek, amelyek az 6sszes antibiotikum csoporttal
szemben rezisztenciat mutatnak. Vizsgélataink soran 0Osszesen 12 ilyen torzset
azonositottunk, ami az 6sszes vizsgalt térzsnek a 1,4%-a volt (44. tdblazat).

44. tablazat A panrezisztens torzsek (n=12) antibiotikum rezisztencia profilja és regionalis
szint( lokalizacidja

Toérzsszam Antimikrobidlis rezisztencia profil 1 | 2 | Régiod
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Kozép-
219/T/2022 PSA, CTX, IMI, GEN, TOB, AZT Dunantul
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Dél-
241/P12022 PSA, IMI, GEN, TOB, AZT Alfold
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Dél-
252/P12022 PSA, CTX, IMI, GEN, TOB, AZT Alféld
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Dél-
254/P[2022 PSA, CTX, CTK, IMI, GEN, TOB, AZT Alfold
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, FLO, ENR, PSA, IMI, Kozép-
287/1/2022 GEN, TOB, AZT Dunantul
AMX, AMK, CTR, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, PSA, Kozép-
309/1/2022 IMI, GEN, TOB, AZT Dunantul
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Kdzép-
316/1/2022 PSA, IMI, GEN, TOB, AZT Dunantul
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Kdzép-
323/1/2022 PSA, CTX, IMI, GEN, TOB, AZT Dunantul
Eszak-
441/T/2022 AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL,
PSA, CTX, IMI, GEN, TOB, AZT Alfold
737/P/2022 AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Kdzép-
PSA, CTX, CTK, IMI, GEN, TOB, AZT Dunantul
705/P/2022 AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Eszak-
PSA, CTX, CTK, IMI, GEN, TOB, AZT Magyarorszag
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Dél-
1103/P/2023 PSA, CTX, IMI, GEN, AZT Dunantul

AMX — amoxicillin; AMK — amoxicillin-klavulansav; CTR — ceftriaxon; NEO — neomicin; SPE —
spektinomicin; DOX — doxiciklin; FLO — florfenikol; ENR — enrofloxacin; KOL — kolisztin; PSA —
potencialt szulfonamid (szulfametoxazol és trimetoprim 19:1 aranyban), CTX — cefotaxim; CTK —
cefotaxim-klavulansav; IMI — imipenem; GEN — gentamicin; TOB — tobramicin; AZT — aztreonam

- 1 — B-laktamaz termel6; 2 — ESBL termel§
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5.4. Az Escherichia coli térzsek ESBL termelésért felelés génkészlete

A fenotipusos B-laktamaz és ESBL termelésre iranyulé vizsgalatok eredményei
alapjan 253 torzset szlrtlink le, amelyeket Uj generacids szekvenalassal vizsgaltunk. Az
ESBL termelésért felelés gének kozil CTX-M tipust gént 23 esetben azonositottunk,
amelyek CTX-M-1, CTX-M-15 és CTX-M-27 gének voltak. TEM-tipusu gént 6sszesen 159
esetben azonositottunk, amelyek TEM-1, TEM-12, TEM-30, TEM-32, TEM-35, TEM-79
TEM-104, TEM-122, TEM-135 és TEM-150 gének voltak. SHV-tipusi gént 4 esetben
azonositottunk, ezek SHV-75 és SHV-187 gének voltak. Az OXA-tipusu gének kozil 3
esetben OXA-1 és egy esetben OXA-699 gént figyeltiink meg. A B-laktaméz termelésért
felelés ampC gént 21 esetben tudtuk kimutatni, az EC-tipusu 3-laktamaz termelésért feleds
géneket (EC-3, EC-5, EC-8, EC-13, EC-15, EC-18, EC-19) pedig 205 esetben, tovabba két
esetben MIR-3 gént is azonositottunk. Az azonositott ESBL-termelésért felelés gének
megoszlasi gyakorisagat varmegye szintjén a 16. abra foglalja 6ssze, az abran régioszinten

felsorolva lathat6ak az azonositott gén-altipusok is.

Eszak-Magyarorszag:

CIX-M-1

TEM-1, TEM-12, TEM-35, TEM-104, TEM-135
SITV-187
OXA-699

Eszak-Alfold:
CTX-M-15
TEM-1, TEM-32, TEM-79, TEM-104,
TEM-135, TEM-150
SHV-187
OXA-1

Kézép-Magyarorszig:
CTIX-M-27
TEM-1, TEM-135

F =
Koézép-Dunantil:

CTX-M-1

TEM-1, TEM-30, TEM-104, TEM-135
SHV-187

ESBL

I29

Dél-Alfold: 1
TEM-1, TEM-12, TEM-135

Nyugat-Dunantil:
CIX-M-1
TEM-1, TEM-135
SHV-75

Dél-Dunantal:
CTX-M-1
TEM-1, TEM-122, TEM-150

16. abra A fenotipusosan el6szirt multirezisztens térzsek Uj generacids szekvenalasat kdvetéen
azonositott ESBL termelésért felel6s rezisztencia gének gyakorisdga varmegye szintjén, valamint az
egyes gének régio szintl eléfordulasa.

A fenotipusos vizsgalat soran ESBL termelének bizonyult térzsek 81,6%-a esetén
tudtuk genetikailag azonositani a rezisztenciaért felelés gént. A CTX-M-tipusu gének
58,1%-a CTX-M-1 gén volt, amit a TEM-tipusu gének kozul 22,6%-kal a TEM-1 gén
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kovetett, majd a CTX-M-15 (6,5%) és TEM-135 (6,5%) gének kovetkeztek, végul pedig a
CTX-M-27 (3,2%) és TEM-32 (3,2%) gének fordultak el6 a leggyakrabban. A torzsek
19,4%-a esetén a CTX-M-1 gén és a TEM-1 gén egyutt fordult el6, valamint 3,2%-a esetén
a CTX-M-15 és a TEM-135 gén egydittes el6fordulasa volt megfigyelhetd.

A 17. abra varmegye szintjén 0Osszefoglalja az azonositott p-laktaméaz és ESBL

termelésért felelés gének gyakorisagat géntipusonként.

CTX-M TEM

TEM

IZS

SHV OXA
SHV OXA

»p

ampC

ampC

, ;

m
O

17. 4bra Az azonositott B-laktamaz és ESBL termelésért felel6s rezisztencia gének varmegyei
gyakorisdga (n=416)

A 45-46. tdblazat Osszefoglalja a kordbban fenotipusosan panrezisztensnek
bizonyult térzsek mogott azonositott rezisztencia géneket. A 218/T/2022-es torzs mogott
EC-8 gén és a CTX-M-1 gén magyarazza nem csak a [-laktamaz termelést, hanem az
ESBL termelést is. A 241/P/200-es torzsnél az EC-18 gén a B-laktamaz termelésért felel, a

TEM-1 gén jelenléte 6nmagéaban azonban nem elég az ESBL termeléshez. A 252/P/2022

76



és 254/P/2022 torzsek esetén a B-laktamaz termelésért a MIR-3 gén volt a felelés. A

287/T/2022-es torzsnél a CTX-M-1 gén jelenléte igazolta a fenotipusos ESBL termelést. A
309/T/2022 és 316/T/2022 térzseknél azonban az EC-8 és ampC gének jelenléte mellett

azok fenotipusos kifejez6dése nem volt igazolhato.

45. tabladzat A fenotipusos vizsgalatok soran panrezisztens torzsek mogott azonositott
antimikrobialis rezisztencia génkészlet. Kiemelve lathatéak a B-laktamaz és kiterjedt spektrumu (-
laktamaz termelésért felel6s gének.

Torzsszam

Antimikrobidlis rezisztencia gén profil

219/T/2022

bacA, tolC, yojl. pmrF  eptA. mdtN, mdtO, mdtP, mdtM,
CpXA, acrS, acrE, acrF, mdtE, mdtF, gadW, gadX, marA,
ugd, CTX-M-1, EC-8, emrB, emrA, emrR, kdpE, emrE,
acrD, mdfA, msbA, ompA, CRP, leuO, acrA, acrB, mdtA,
mdtB mdtC, baeS, baeR, mdtG, mdtH, H-NS, evgsS, evgA,
emrK, emrY

241/P/2022

bacA, tolC, acrS, acrE, acrF, gnrS1, emrR, emrA, emrB, H-
NS, emrY, emrK, evgA, evgS, marA, acrB, acrA, EC-18,
eptA mdtN, mdtO, mdtP, ANT(2")-la, emrE, mdtH, mdtG,
yojl, pmrF, gnrB5, mdtA, mdtB, mdtC, baeS, baeR, kdpE,
mdfA, msbA, ompA, mdtM, leuO, floR, tet(J), CRP, catA4,
sul2, cpxA, CRP, mdtE, mdtF, gadW, gadX, acrD, tet(A),
TEM-1

252/P[2022

ompA, msbA, CRP, ramA, emrB, kpnG, emrR, MIR-3,
marA, cpxA, acrD, tolC, bacA, fosA2, ogxA, ogxB, H-NS,
mdtB, mdtC, baeR, acrB, acrA

254/P[2022

msbA, ompA, acrA, acrB, ramA, CRP, MIR-3, emrR, kpnG,
emrB, marA, cpxA, acrD, fosA2, bacA, tolC, H-NS, ogxB,
0QgXxA, baeR, mdt, mdtB

287/T/2022

tolC, bacA, acrS, acrE, acrF, EC-8, H-NS, cpxA, marA,
emrR, emrA, emrB, emrY, emrK, evgA, evgS, pmrF, yojl,
gadX, gadW, mdtF, mdtE, emrE, kdpE, mdtM, ugd, acrD,
CRP, CTX-M-1, mdfA, msbA, ompA, eptA, mdtN, mdtO,
mdtP, acrB, acrA, mdtA, mdtB, mdtC, baeS, baeR, leuO,
mdtG, mdtH

Kozép-
Dunantul

Dél-
Alfold

Dél-
Alfold

Kozép-
Dunantul

309/T/2022

yojl, pmrF, acrA, acrB, eptA, mdtN, mdtO, mdtP, leuO,
emrY, emrK, evgA, evgS, marA, EC-18, mdtA, mdtB, mdtC,
baeS baeR, emrB, emrA, emrR, sull, acrD, mdtM, tolC,
bacA acrS, acrE, acrF, kdpE, gadX, gadW, mdtF, mdtE,
CRP, ompA, msbA, mdfA, mdtG, mdtH, H-NS, cpxA, ugd

Kozép-
Dunantul

316/T/2022

acrD, CRP, bacA, emrB, emrA, emrR, marA, tet(B), cpxA,
tolC, acrA, acrB, ompA, msbA, mdfA, H-NS, mdtA, mdtB,
mdtC, baeS, baeR, mdtM, mdtP, mdtO, mdtN, eptA, ampC,
gadX, gadW, mdtF, mdtE, leuO, mdtG, mdtH, yojl, pmrF,
ugd, kdpE, evgs, evgA, emrK, emrY

Kozép-
Dunantul

A 323/T/2022-es torzsnél az azonositott EC-18 gén csak a [B-laktamaz termelést

magyarazza. A 441/T/2022-es tdrzsben szamos ESBL termelésért felel6s gén azonositasra
keriilt. A 737/P/2022-es torzsben talalhaté EC-13, SHV-187 és TEM-1 gének jelenléte

azonban csak a B-laktamaz termeléshez voltak fenotipusosan elegendéek. A 795/P/2022-
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es torzsnél L1-tipusu B-laktamaz termelésért felel6s gént, valamint OXA-699 és TEM-135
géneket azonositottunk, azonban fenotipusosan ezek kifejez6dése nem volt igazolhaté. A
1103/P/2023-as torzsben talalhaté EC-8, TEM-1 és CTX-M-1 gének mind a B-laktamaz
termelést és az ESBL termelést is igazoljak.

46. tablazat A fenotipusos vizsgalatok soran panrezisztens torzsek mogott azonositott
antimikrobidlis rezisztencia génkészlet. Kiemelve lathatéak a B-laktamaz és kiterjedt spektrumu -
laktamaz termelésért felel6s gének (folytatas).

1|2

Torzsszam Antimikrobidlis rezisztencia gén profil Régio

pmrF, yojl, baeR, baeS, mdtC, mdtB, mdtA, ugd, emrE,
leuO, CRP, mdtE, mdtF, gadW, gadX, gqnrB5, mdtH,
mdtG, mdtM, mdtP, mdtO, mdtN, eptA, H-NS, acrD,
cpxA, kdpE, EC-18, emrR, emrA, emrB, marA, acrF,
acrkE, acrS, bacA, tolC, evgs, evgA, emrK, emrY, ompA,
msbA, mdfA, acrB, acrA

Kodzép-

323/T/2022 Dunantul

ompK37, acrB, acrA, ramA, SHV-187, marA, tet(J),
kpnE, kpnF, eptB, qnrB17, CRP, catA4 CTX-M-15,
arnT, H-NS, CRP, cpxA, baeR, mdtC, mdtB, kpnH,
kpnG, emrR, ogxB, ogxA, ompA, msbA, IptD, fosA6,
acrk leuO, sull, gacEdeltal, AAC(3)-Vla, ANT(3")-1la,
gnrD1, OXA-1, AAC(6")-Ib-cr6, acrD, TEM-135

Eszak-

441/T/2022 Alfold

mdtB, mdtC, baeS, baeR, gadX, gadW, mdtF, mdtE,
CRP, fosA6, ogxA, ogxB, emrR, kpnG, kpnH, acrS,
CRP, arnT, kdpE, cpxA, mdtP, mdtO, mdtN, marA,
mdfA, EC-13, cpxA, floR, ompK37, H-NS, acrD, ramA,
H-NS, mdtA, gnrS1, tolC, bacA, eptB, acrF, tet(A), acrD,
mdtH, fosA6, msbA, ompA, eptA, Yojl, gqnrB5, mdtB,
mdtC, baeR, IptD, tet(B), acrB, acrA, acrB, emrY, emrK,
evgA, evgS, mdtM, [inG, ANT(3")-lla, ompA, mdtG,
leuO, msbA, emrR, emrA, emrB, kpnE, kpnF, SHV-187,
marA, ugd, TEM-1

Kodzép-

737/P[2022 Dunantul

marA, SHV-187, acrB, acrA, H-NS, tet(39), arnT, CRP,
abaQ, mdtB, mdtC, baeR, ramA, acrA, acrB, kpnF,
kpnE, ogxA, ogxB, acrD, ompA, msbA, IpsB, abaF,
adeH, adeF, adeG, adelL, abeS, smeF, smeE, smeD, L1
beta-lactamase, ompK37, adeS, adeR, adeA, adeB,
795/P/2022 APH(3)-llc, ramA, msbA, ompA, ACT-41, ADC-246,
acrD, H-NS, kpnH, kpnG, emrR, ogxB, ogxA, adeN,
emrB, kpnG, emrR, bacA, IptD, fosA2, cpxA, abeM
amvA, baeR, mdtC, mdtB, mdtA, eptB, cpxA, fosA6,
CRP, OXA-699, gnrB5, adel, adeJ, adeK, mdtH, marA,
TEM-135

Eszak-
Magyarorszag

evgs, evgA, emrK, emrY, pmrF, yojl, baeR, baeS, mdtC,
mdtB, mdtA, ugd, tolC, bacA, acrS, acrE, acrF, tet(A),
TEM-1, acrA, acrB, mdtP, mdtO, mdtN, eptA, marA,
emrE, CRP, mdtE, mdtF, gadW, gadX, emrR, emrA,
mdfA, msbA, ompA, CTX-M-1, mdtM, sul2, acrD, leuO,
kdpE, EC-18, mdtG, mdtH, H-NS, cpxA

Deél-

1103/P/2023 Dunéantul
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6. Megbeszélés

Az egyes antibiotikum hatdéanyagcsoportok kdzotti keresztrezisztencia kialakuldsanak
feltarasa nagy gyakorlati jelent6séggel bir, hiszen segithet megérteni a globalis
antimikrobialis rezisztencia terjedésének tendenciait. Egy matematikai modellekre épulé
kutatas soran Nichol és mtsai. ravilagitottak arra, hogy cefotaxim hatéanyaggal szemben
rezisztens E. coli kezelésére a piperacillin j6 valasztas lehet, azonban gentamicin
hatéanyagra mar kismértékli keresztrezisztenciat figyeltek meg. Ciprofloxacin esetén
ennek a matematikai valészinlisége mar sokkal nagyobb volt, mig a foszfomicin, az
ampicillin, a tikarcilin és a cefalosporin hatéanyagok esetén igen nagy volt a
keresztrezisztencia esélye [271]. A sajat in vitro vizsgalatok alapjan (47. tdblazat) az
amoxicillin rezisztencia kialakuldsa esetén j6 valasztas lehet az oxitetraciklin, a florfenikol
és az enrofloxacin. A florfenikol hatéanyag nem szelektélta a rezisztenciat kolisztinnel és
neomicinnel szemben. Kolisztin esetén azt tapasztaltuk, hogy egyetlen vizsgalt hatéanyag
MIC-értékét sem befolyasolta, még a legnagyobb, 1000x koncentracibban sem.
Enrofloxacin esetén csak a neomicin MIC-értéke nem valtozott, a tébbi hatéanyag MIC-
értékét csak az 1000x koncentracio befolydsolta. A cefotaxim és a potencialt szulfonamid
mar 10x koncentracibban megnovelte az altalunk vizsgalt 6sszes hatéanyag MIC-értékét.
Eredményeink alatdmasztjdk olyan evoluciés vizsgalatok végzésére szolgéld rendszerek
|étjogosultsagat, mint a morbidosztat [348] vagy a MEGA-plate modszer [273, 349], ezek
kikliszobdlik a baktériumpopulacié sorozatos Ujraoltasat, ezaltal kevésbé sztochasztikus
populaciddinamikat tesznek lehetéveé [271], ami jobban leképezi a val6sagos kornyezetben
lejatszo6dé folyamatokat. Ugyanakkor azt is kimutattak, hogy a fenotipusos plaszticitasbol
ered6 érzékenységvaltozasok roévid idén belll reverzibilisek lehetnek [350].

47. tablazat AMEG B kategoérias hatdanyagokkal szemben indukdlt rezisztencia a vizsgalt
hatéanyagok tekintetében

i Cefalosporinok Enrofloxacin Kolisztin
Hatdanyag

Amoxicillin

Cefotaxim

Florfenikol

Enrofloxacin

Kolisztin -

Potencialt
szulfonamid*

* trimetoprim-szulfametoxazol 1:19 aranyban
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sz

termelés fenotipusos megjelenésére, annak kdzegészséglgyi jelentésége miatt. A CLSI
protokollt kbvetve az eredmények nem igazoltak egy esetben sem az ESBL termelést, amit
genotipusosan is meg tudtunk erésiteni, hiszen ESBL termelésért felelés gének nem voltak
a mintakban. Tehat annak a matematikai esélye, hogy kialakuljon egy olyan mutacio, ami
egy teljesen Uj genetikai tulajdonsagot eredményez, a vizsgalathoz hasznalt rendszer nagy
mutacios rataja ellenére is kicsi. A CLSI szabvany mellett azonban érdemes azt is szem
el6tt tartani a csak fenotipusos vizsgalatok végzése esetén, hogy egyes szakirodalmi
forrasok leirjak, hogy a cefpodoxim (blarem, blaswy, blactx-m gének expresszidja hidrolizalja),
cefotaxim, ceftazidim, ceftriaxon vagy aztreaonam hatéanyagok és azok klavulansavas
kombinaci6jdnak érzékenységi vizsgalatai is alkalmasak az ESBL termelés
igazolaséara [351], azonban ezen tesztek gyenge érzékenységéhez vezethet olyan -
laktamazok termelése, amit a klavulansav nem gatol, mint az ampC B-laktaméaz vagy
metallo-B-laktamazok [352]. Genetikai vizsgéalataink soran az ampC gén jelenlétét minden
mintdban kimutattuk. Tehat, amennyiben kizarélag a CLSI protokollja alapjan szeretnénk
az ESBL termelést vizsgalni, akkor kaphatunk esetleges fals negativ eredményeket.
Azonban a fals negativ eredmények elkertlésére alkalmazhat6 a cefepim hatdanyag,
amely a legtébb ampC B-laktamaz gyenge szubsztratja; a kromogén agarok hasznalata; a
kloxacillin tartalmu agar hasznalata vagy EDTA hozzaadasaval térténé metallo-B-laktamaz
inaktivalas [351]. Azonban teljes bizonyossaggal genetikai vizsgalatokkal kiegészitett

fenotipusos vizsgélatok alapjan allapithaté meg az ESBL termelés kérdése.

Az 1000x hatéanyag koncentraciot tartalmazo agarhoz valé adaptaciohoz amoxicillin
esetén minddsszesen 6t napra volt szilksége a mutaciokon atesett baktérium térzsnek,
potencialt szulfonamid (trimetoprim és szulfametoxazol 1:19 aranyban) esetén ehhez 7
nap, florfenikol és enrofloxacin esetén 10 nap, kolisztin esetén 12 nap, cefotaxim esetén
pedig 13 napra volt sziikség. Az amoxicillin esetén joval kevesebb mutacio kovetkezett be,
mint cefotaximnal. Ennek elsédleges okaként feltételezziik, hogy az eltéré kontaktidének is
szerepe lehetett, azonban a tdbbi hatbanyag esetén azonositott mutacios ratdk ezt
megcafoltak, hiszen példaul a 12 napos inkubacié kolisztin esetén hasonlé mutaciés aranyt
valtott ki, ellenben a 7 napos potencialt szulfonamid szelekciés nyomas okozta mutacios
rata megkozelitette a cefotaximnal tapasztaltakat. A jovében annak kideritése érdekében,
hogy az egyes hatdanyagcsoportoknal mi az oka az eltéré mutacios szelekciés nyomasnak,

tovabbi vizsgalatokat tervezink.

Amoxicillin hatasara az ampC gén és az acrB gén mutacioja hozzajarulhatott mind az
enzimatikus inaktivalashoz, mind az acrAB-tolC pumparendszer fokozott miikodéséhez.

Ezek a genetikailag igazolt génekben bekdvetkez6 mutaciok magyarazhatjak a
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fenotipusosan tapasztalt MIC-érték ndovekedéseket. Azonban minden esetben meg kell

gy6zd6dni a gének kifejezbdesérdl is, amihez transzkriptomikai vizsgalatok szikségesek.

A cefotaxim hatasara dsszetettebb véaltozdsokat figyeltink meg a genomban. Ezek
aminosavcserét és egy meghatarozatlan mutéciot kell kiemelni, amely az elemzések
alapjan a kulénb6zd béta-laktdm szerekkel szembeni fenotipusos rezisztencia
megjelenését jelzi elére. Az acrB gén mutacidi, valamint az annak mikddését szabalyozé
acrR és robA gének mutécioi hatarozzak meg az acrAB-tolC efflux pumparendszer
mikodését. Az mdtB génben is medfigyeltiink mutéciot, ami egy olyan transzportert hataroz
meg, amely az mdtC génnel heteromultimer komplexet alkot, igy egy multidrug transzportert
hoz létre. Az mdtBC komplex az mdtABC-tolC efflux rendszer része [353]. Az emrR génben
is medfigyeltink mutaciot, ami negativ regulatorként mikédik az emrAB-tolC multidrug
efflux pumpakomplex mikoédésében. Ennek a muticiéja az emrAB-tolC komplex
expressziéjat eredményezheti [354]. Az emrA és emrB gének elsdsorban az enrofloxacin
kipumpalasaért felelések, a tolC gén a kevésbé potens hatbanyagok kiuritéséért felelés
effluxpumpa kifejezéséért felelés. Ezen gének mutacioi magyarazhatjak mas hatéanyagok
acrB gén az acrAB-tolC multidrug efflux komplex fehérje egyik része. Az acrB
heterotrimerként mikodik, amely a belsé6 membrankomponenst foglalja magaban, és donté
szerepet jatszik a szubsztrat-felismerésben és az energiaatvitelben, mivel gyégyszer-
proton antiporterként mikodik [330, 331, 338, 339]. Az acrB gén mutacidit a cefotaxim 10x
és 100x koncentréacioi indukaltak, hozzajarulva a megndvekedett MIC-értékekhez. Az acrR
gén az acrAB-tolC multidrug efflux komplex represszoraként miikddik. Az acrR mutacidi
magas szintl antibiotikum-rezisztencidhoz vezethetnek, mivel ez a gén represszorként
szolgal az acrAB-tolC multidrug efflux komplex szabalyozasaban. A mutaciok
kovetkeztében az acrAB-tolC komplex mikddése fokozodhat, ami ndveli az
antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat. Emellett azonositasra keriltek a 100x és 1000x
mintakban olyan pontmutaciék, amelyek az un. SOS box génekben (ruvB, recd, polB,

umuC) kovetkeztek be.

A florfenikol hatasara bekdvetkez6 fenotipusos MIC-érték novekedés mas
hatdanyagokra nézve feltételezésiink szerint olyan stressz hatasara bekdévetkezé6 ARG
aktivalodas kovetkezménye, amelyeket a genomban bekdvetkezd mutaciok is
aldtdmasztanak. Langsrud és mtsai. benzalkonium-klorid indukalta stressz hataséara
kialakul6 keresztrezisztencia kovetkeztében 1,5-20x MIC-érték novekedést irtak le
antibiotikum hatéanyagoknal [355]. Vizsgélataink soran florfenikol 1000x koncentraciojanak

hatdsara mas antibiotikumok hatéanyagok esetén 2-167x MIC-érték ndvekedést
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tapasztaltunk. A legnagyobb mértékben az enrofloxacin MIC-értéke nétt meg. Chueca és
mtsai. 10 napon keresztil kezeltek ill6olajokkal E. coli térzseket, amelynek kévetkeztében
szamos antibiotikum esetén megndvekedett MIC-értéket tapasztaltak [356]. A baktériumok
esetén a tortdozisban alkalmazott antibiotikumok okozta DNS karosodas SOS
stresszvalaszt valthat ki [357], ami a mutécids rata atmeneti emelkedését okozhatja [358].
Florfenikol esetén korabbi tanulmany azonban nem irta le annak tébbsz6rds adagolasa
kovetkeztében kialakul6 mas antibiotikumok MIC-érték ndvekedést indukalé hatasat. A
regulator gének kozil az emrR géneben bekdvetkez6 mutacio a 10x és 100x mintakban
volt kimutathat6, amely az emrAB-tolC multidrug efflux pumpa szabalyozasaban jatszik
szerepet. Az emrA és emrB gén kuléndsen az enrofloxacin, a tolC gén pedig szinte az
Osszes tobbi hatéanyag kipumpalasaért felelés efflux pumpa meghatarozasaért felel,
tovabba magyarazatot adhat a magas florfenikol koncentraciok hatasara bekovetkezé6 mas
hatéanyagok MIC-értékének névekedésére. Az acrAB-tolC pumparendszer részét képezé
acrB génben, és a pumparendszer szabalyoz6 acrR és robA gének esetén szintén
megfigyeltink mutacidkat. Az acrR mutaciéi magas szintl antibiotikum-rezisztenciat
eredményeznek [329], mutaciojat az 1000x minta esetén figyeltik meg. A robA gén szintén
egy pozitiv szabalyozé [25, 340], mutacidjat szintén az 1000x mintaban figyeltik meg. Az
acrB egy herterotrimerként mikoddik, amely a bels6 membrankomponenst alkotja, és
els6sorban a szubszirat felismerésért és az energia transzdukcidért felelés, mivel
gyégyszer-proton antiporterként miikédik [330, 331, 338, 339], mutacidjat a 100x és 1000x
mintakban figyeltiik meg. Egy harmadik pumparendszert alkoté génben, az mdtC génben
is megfigyeltiink pontmutaciot, ami az mdtABC-tolC efflux-komplex része. Az mdtN gén
mutacidja a referencia térzshoz képest az 6sszes mintdban kimutathat6 volt, szerepe az
mdtABC-tolC komplex mikodésének szabalyozasaban van [335-337], mutacidja

hozzjarulhatott, hogy egyes hatéanyagok esetén magas volt a kiindulasi MIC érték.

A fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia kialakulasanak szempontjabdl kiemelt
jelentésége van a parC gén esetén megfigyelt komplex mutacionak, ez a gén a
topoizomeraz IV alegysége, amely dekatendlja és lazitja a DNS-t, ezaltal lehetévé teszi a
transzkripciot és a transzlaciot. A parC mutaciéi megakadalyozzak, hogy a fluorokinolonok
gatoljak a DNS-szintézist, ami altalaban kisebb mértékl rezisztenciat eredményez. A
nagyobb mértéki rezisztencia a gyrA és a parC egyuttes mutécioibol ered [180]. Ezért
kiemelt jelentéségl, hogy a gyrA génben is megfigyeltiink pontmutaciét a 10x, 100x és
1000x koncentraciokkal kezelt mintdkban. A gén mutécioja a fluorokinolon hatéanyagok
kotédésének kisebb affinitasat eredményezi, ami a DNS-szintézis géatldé hatas
csokkenéséhez vezet [174]. A parC és a gyrA muticié magyarazhatjak az enrofloxacin

hatéanyaggal szemben megfigyelt nagymértéki MIC-érték ndvekedést. A tobbi hatéanyag
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fenotipusosan megfigyelt érzékenység csokkenését szamos egyéb rezisztencia génben
bekovetkez6 mutacidk magyarazhatjdk. Az acrR gén esetén delécid és inzercié is
bekovetkezett, ez a gén az acrAB-tolC multidrug efflux pumparendszer represszora.
Mutaciéi magas szinti antibiotikum-rezisztenciat eredményeznek béta-laktamokkal,
tetraciklinekkel, fenikolokkal és fluorokinolonokkal szemben [329]. Az antibiotikum nagy
marR regulator gént, amiben szintén mutéciot figyeltink meg. Ez a marA fehérje
expresszibjat véltja ki, az pedig az acrAB multidrug efflux pumpa indukéldsa mellett az
ompF porin szintézisét is szabélyozza [134, 328]. A robA gén szintén az acrAB efflux
pumparendszer pozitiv szabalyozoja [25, 340], pontmutacidjat a 10x koncentracio esetén
figyeltik meg. A pumparendszer egyik f6 egységében, az acrA génben bekdvetkezd
pontmutaciok a hatéanyag 10x, 100x és 1000x koncentracidval kezelt mintaiban jelentek
meg. Ez a gén az acrAB-tolC multidrug efflux pumparendszer transzportfehérje
periplazmatikus részét fejezi ki [125]. Az emrR gén esetén csak az 1000x koncentracié
hataséara figyeltiik meg pontmutéciot, ami egy masik multidrug efflux pumparendszer, az
emrAB-tolC komplex kifejez8dését szabalyozé gén [28]. Enrofloxacin esetén az 1000x
mintaban sikerilt az uvrY génben pontmutacidkat azonositani, ami az in. SOS box gének

szabélyozasaért lehet felel6s.

Kolisztin esetén a genetikai vizsgalatok alatamasztottak a fenotipsusan tapasztaltakat,
0sszesen két olyan génben azonositottunk mutaciét, amely a hatéanyag MIC-érétkének
novekedését magyarazhatja. Az ftsl gén delécid kdvetkeztében a kolisztin MIC-értékének
névekedésében nyilvanul meg [341], a vizsgalataink soran kolisztin hatasara egy SNP
mutaciot figyeltink meg a 100x és 1000x mintdk esetében. Antibiotikum jelenlétében
altalaban downregulaciéhoz vezet és a sejtmembran atereszté képessége csokken, ami a
béta-laktdmokkal szembeni rezisztencia kialakulasahoz vezethet, tovabba leirtdk, hogy
ennek kovetkeztében a tetraciklinnel szembeni effluxpumpa gének upregulaldédnak [342].
Vizsgéalataim sordn azonban sem a béta-laktamokkal, sem a tetraciklinekkel szemben nem
tapasztaltunk MIC-érték novekedést, azonban ez magyarazhatdé azzal, hogy a kolisztin

nagyobb koncentracibival kezelt mintakban ez a mutacié nem jelent meg.

A potencialt szulfonamid kezelés hatasara bekdvetkezd genetikai valtozasok kozil a
legfontosabb a 10x, a 100x és az 1000x minték esetén a folP génben és az 1000x minta
esetén a folP génben bekdvetkezd mutacio. A folA gén a dihidrofolat-reduktaz termelés
szabalyozasaért felel, segitségével torténik a tetrahidrofolsav nevl koenzim szintézise,
amely a DNS-nukleotid timidin de novo szintézisének fontos el6éanyaga. A baktériumok

egyik védekezési mbdja ennek az enzimnek a tultermelése, a folA génben bekdvetkezett
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mutacio feltételezhetbéen csokkentette a diaminopirimidin komponenssel szembeni
érzékenységet [346]. A folP gén felelés a dihidropteroat-szintdz enzim termelésének
szabalyozaséért, pontmutaciéi megakadalyozzak, hogy a szulfonamid antibiotikumok
gatoljak a folsavszintézist, és igy szulfonamid rezisztenciat eredményeznek [347]. AfolA és
a folP gének egyiittes mutaciéja magyarazhatja a potencialt szulfonamid esetén megfigyelt
magas MIC-értékek kialakulasat. A tobbi hatéanyag megndvekedett MIC-értéért szintén
efflux pumparendszerek lehetnek felelések. Az emrR gén deléciés mutécidja az 1000x
mintdban volt medfigyelhet6, ami az emrAB-tolC multidrug efflux pumparendszer
kifejez6déséhez vezethet [28]. Az mdtM gén az acrAB-tolC pumparendszer mikédésének
Egy olyan transzmembran gyogyszer/H* antiporterrél van sz6, ami tébb hatéanyaggal
szembeni rezisztencia kialakuldsahoz vezet [343]. Az acrF gén invezidja az 1000x
mintdban kovetkezett be, ami az acrB génhez hasonlé belsé membran transzporter, ami az
acrEF-tolC komplex mikddését befolyasolja [27]. Az acrR gén az acrAB-tolC
pumparendszer represszora, aminek mutacidéja magas szintl antibiotikum-rezisztenciat
eredményez [329]. A marR gén mutacidjat a 100x mintaban figyeltik meg, ami a marA
represszor fehérje expresszidjat valtja ki, az pedig az acrAB-tolC efflux pumparendszer
fokozott aktivalédasahoz vezet [134, 328]. Az mdtF gén delécidjat és pontmutacidjat a 100x
mintaban figyeltik meg, pontmutacioja pedig a 1000x is megfigyelhetd volt. Az mdtEF-tolC
multidrug efflux pumparendszer belsé membran transzporterét hatarozza meg [345]. Az
mdtB gén az mdtABC-tolC efflux pumparendszer része. Mutacidja, amennyiben az az
expresszié hianyahoz vezet, az mdtC gén expresszidjanak kivaltasan keresztil pedig egy
mikodé efflux pumparendszert eredményez [30]. SNP-je a 100x mintdban volt
megfigyelhetd. Az SOS bokx gének vonatkozasdban a 100x és 1000x mintdkban

kimutattuk a recN, a recQ és az uvrB génekben bekdvetkezd pontmutaciokat.

E. coli esetén az in. SOS box rendszerek kozel 30 kiilénb6z6 gén javitasaért felelések,
amelyek feladata a DNS-javitasi feladatokban résztvevé fehérjék meghatarozésa [359]. A
DNS-karosodasa vagy a DNS-replikacio leallasa kovetkeztében a baktériumok mutacios
ratdja megnd [360], ezzel magyarazhaté az antibiotikum hatéanyagok noévekvé
mechanizmusok biztositjdk az E. coli hosszutavu tulélését, egyfajta evollciés fitnesst
biztositva [361]. A fluorokinolon hatéanyagok esetében [362] és a B-laktam antibiotikumok
esetében [363] korabban kimutattdk az SOS rendszert indukalé hatasukat, ezaltal a
mutaciés gyakorisag ndveld hatasukat. Az antibiotikumok tobb évtizedes hasznélata
jelentés hatéssal volt a rezisztens torzsek szelekcidjara és terjedésére, amely valtozasok

elébb vagy utdbb régziilnek a populaciéban [364], azonban egyes vizsgalatok arra utalnak,
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hogy a baktériumok nem passziv résztvevdi ezeknek az evollcids folyamatoknak [365]. Az
antibiotikum-stressz megndvekedett mutacios ratahoz (hipermutacid) vezet, ami szelekcids
nyomast eredményez [366]. Eredményeink alapjan a cefotaxim és a potencialt szulfonamid
hatéanyagok vizsgalati eredményei arra utalnak, hogy ezek a hatdanyagok hipermutaciot
valtanak ki, hiszen a kezeletlen t6rzshtz képest a cefotaxim esetén a 100x koncentracio
191, az 1000x koncentracié 190 mutéciét indukalt, potencialt szulfonamidnal ez a 100x
koncentracio esetén 95, az 1000x koncentracio esetén 136 mutacié volt, szemben az
amoxicillin 6 és 7 mutacios ratajaval vagy a florfenikol 6 és 5 mutaciés ratdjaval. Ezeknél
az un. hipermutator hatéanyagoknal szamos komplex mutéciot, delécidt és inzerciot
figyeltink meg és tdbb an. SOS box génben is kialakult pontmutécios valtozas, szemben a
tobbi hatéanyaggal. A pontmutacidk és rekombinaciok jelentésége sokkal nagyobb [367],
mint a de novo mutacioké [368]. Figyelembe kell venni, hogy a szervezetben az
antibiotikum-koncentraciok eltéré térbeli és idébeli valtozatossagot mutatnak [369],
koncentraci6 gradiensik pedig a kommenzalista mikrobiom rekombinaciéjara lehet
hatassal [370]. Bizonyitott tény, hogy a rezisztencia gének megszerzése és fenntartasa egy
energiakoltséges folyamat. A multirezisztens térzsek szelekcié hianyaban az in vitro
vizsgalatok sordn nem maradnak fenn sokaig, azonban in vivo koérilmények kdzott
megfigyelték, hogy sikeresen tulélnek és hosszutavon képesek fennmaradni [274]. Ki kell
emelni azt is, hogy tobbszdri megismétlés hatdsara nagy valészinliséggel nem kapnank
ugyanazt az eredményt [242], ami a baktériumok fitneszének és sztochasztikus

novekedésének tudhato be.

A legtobb vizsgalt hatéanyaggal szemben megndvekedett MIC-érték mogott multidrug
efflux pumparendszer aktivalodas allhat. Ma és mtsai. leirtdk, hogy az acrAB gén altal
meghatarozott komplex pumparendszer reagal a kilonféle kdrnyezeti terhelésekre [371], a
potencialt szulfonamid minték esetén figyeltik meg, az acrAB operont a marR gén mutaciok
bizonyitottan felllszabalyozzdk [371], ami egy tdbbszords antibiotikum rezisztencia
transzkripcios regulator gén [372]. Pourahmad és mtsai. szintén az acrAB-tolC efflux pumpa
komplex tulmikédésével magyardzzak E. coli esetén a csokkent antibiotikum
hatékonysagot [373]. Yagoob és mtsai. a pumparendszer regulatoraként irjak le az acrR és
robA géneket [374], mely gének mutacidjat a cefotaxim, a florfenikol és az enrofloxacin
mintak esetén figyeltiUk meg. A pumparendszer fokozott mikodését szintetikus
antibiotikumok alkalmazasa esetén tapasztaltak, csokkent oxidativ stressz mellett E. coli
torzs esetén [373]. Maslowska és mtsai. leirtdk, hogy az SOS stressz valasz
szabalyozasaban két f6 génnek, a lexA és recA géneknek van kulcsszerepe, melyek

tovabbi legaldbb 50 gén fokozott expresszidjat vonjak maguk utan [375], vizsgélataink
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soran mindkét gén jelenlétét azonositottuk az 6sszes mintaban, valamint a legtébb altaluk
szabalyozott SOS-box gének is megtalalhatdék voltak a genomban. Az acrAB-tolC efflux
pumparendszer mikodésének lényege, hogy az acrR represszor gén alap esetben
elnyomja azt [376, 377]. A génben bekdvetkezd pontmutaciok és ezaltal hibas valtozat
létrejotte azonban a represszor gén miikédésének hianyahoz vezet, ami aktivalja a
pumparendszert. A pumparendszer az dsszes mintaban megtalalhat6é volt és cefotaxim,
mutatni. Amoxicillin hatéanyag esetén az acrB komponens mutacidja vezethetett
feltételezhet6en a rendszer aktivalédasahoz. Cefotaxim esetén a bekdvetkezd MIC-érték
novekedések hatterében dsszetettebb folyamatok allhatnak, amelyek egyrészt a B-laktam
hat6anyagokkal szemben rezisztenciat enzimatikus Gton biztosit6 ampC gén promaéter
szakaszanak komplex, tébbszorés aminosavcserékkel jar6 mutécioja allhat, masrészt az
ampC gént értinté pontmutacié. Ezen kivil az emrAB-tolc, az mdtABC-tolC
pumparendszerek esetén is megfigyeltink mutécidkat a cefotaxim, a florfenikol és a
potencialt szulfonamid és enroflxoacin hatéanyagok esetén. Az ezeket szabalyoz6é emrR
és mdtM represszor gének mutécibdja is bekovetkezett. Tobb esetben tapasztaltuk a
neomicin hatéanyag valtozatlan MIC-értékét. Babosan és mtsai. kimutattak, hogy az
aminoglikozidok altal kivaltott SOS stressz aktivalédaséért a gnr gének jelenléte és a recB
gén delécioja felelds [378], vizsgalataink soran csak a recB gént sikerllt kimutatni az E. coli
torzsbdl, azonban ennek a génnek a mutacidjdt nem tapasztaltuk. Az egyes
hatéanyagcsoportokra specifikus mutaciét sikeriilt azonositanunk cefotaxim esetén
(ampC), kolisztin esetén (ftsl, ompC), potencialt szulfonamid esetén (folA, folP) és

enrofloxacin esetén (parC, parA és gyrA).

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy az egyes hatdanyagok indukalta mas
hatéanyag esetén bekovetkezd MIC-érték ndvekedés oka feltételezhetéen a mutaciok
kovetkeztében haromféle multidrug efflux pumparendszer fokozott expressziodja, ezeket az
acrAB-tolC, az mdtABC-tolC és az emrAB-tolC gének hatdrozzdk meg. Az ezeket
szabélyozo acrR, emrR, marR, mdtM, és rpbA represszor génekben bekdvetkezd mutaciok
pedig fokoztdak ezen pumparendszerek milkodését. Ezek igazolasa érdekében a
késbbbiekben transzkriptomikai vizsgalatok szikségesek, amivel a gének fenotipusos
kifejez6désére lehet kovetkeztetni. Az antibiotikum indukélta SOS mechanizmusok
evolucios és szelekciés nyomasanak vizsgélata, annak mélyebb megértése értekében
eredményeink alapjan indokolt. Bizonyitani kell, hogy a B-laktdm hatdéanyagokkal és a
potencidlt szulfonamidokkal torténé kezelések, kulénds tekintetettel a cefalosporinokra
nagyobb mértékben idézik el6 a mutacié gyakorisagat, illetve, hogy ez dsszefluggést

mutathat a kdérnyezetben széles korben megfigyelhetd rezisztens térzsek gyakorisagéaval
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és terjedésével. Eredményeink aggodalomra adhatnak okot a cefalosporinok tekintetében,
amelyek nemcsak allategészséguigyi felhasznalasa és jelentésége kiemelkedd, hanem a
kbézegészségugyben betdltott szerepe is. Fennall az a paradox lehetéség, hogy bizonyos
antibiotikum hatéanyagok hipermutatorként ndvelhetik az antibiotikum-rezisztencia
megszerzésének valdszinliségét [379]. Az egyes hatdéanyagok kdzotti keresztrezisztencia
mélyebb feltarasa, az 6sszefliggéseinek tisztazdsa a gyakorlati terapia megvalasztasa

soran kiemelt jelentéséggel bir.

Az E. coli orszdgos érzékenységi felmérése soran 6sszesen 411 hazityakbal izolalt
torzsnek vizsgaltuk meg az érzékenységét. Az allat- és kdzegészségugy szamara kritikusan
fontos hatéanyagok kozll ceftriaxon hatéanyagra 24%-0s rezisztenciat tapasztaltunk,
Kaushik és mtsai. 28,2%-0s [380], Mandal és mtsai. ugyanakkor cefotaximra 78,1%-0s
rezisztenciat irtak le [381]. Enrofloxacin esetében a térzsek 53%-a bizonyult rezisztensnek,
ehhez képest Majewski és mtsai. 34,6%-0s [382], Hassan és mtsai. 32%-0s [383],
rezisztenciat irtak le, ciprofloxacinra végzett vizsgalatok soran Kaushik és mtsai. 6,5%-0s
[380], Much és mtsai. Okoldgiai tartasban 33,3%-0s, hagyomanyos tartasban 69,1%-
os [384], De Jong és mtsai. 7,3-21,3% kozotti [385] rezisztenciat mutattak ki. Kolisztin
hatéanyagra 27%-0s rezisztenciat figyeltink meg, ugyanakkor Adelowo és mtsai. hem
mutattak ki rezisztens torzset [386], Kempf és mtsai. pedig 0,6%-0s rezisztenciat irtak
le [196]. Amoxicillin esetén 56%-0s rezisztenciat tapasztaltunk, Hassan és mtsai.
ampicillinre 32%-os [383], Kaushik és mtsai. penicillinre 89,4%-o0s, ampicillinre 80,4%-0s
[380], Much és mtsai. ampicillinre 6kolégiai tartasban 19%-0s, hagyomanyos tartasban
33,8%-0s [384], De Jong és mtsai. ampicillinre 32,7-65,3% koz6tti [385], Rivera-Gomis és
mtsai. ampicillinre 30,8%-0s [387] rezisztenciat allapitottak meg. Amoxicillin-klavulansav
esetén 22%-os volt a rezisztencia, ami alatamasztja, hogy a térzsek egy része B-laktamaz
termeld. Majewski és mtsai. ugyanakkor 84,6%-0s [382] rezisztenciat mutattak ki. Imipenem
esetén 15%-o0s volt a rezisztencia, azonban a hatéanyag stabilitasi problémaja miatt ezek
az eredmények csupan tajékoztato jellegliek. Shaib és mtsai. nem mutattak ki rezisztenciat
[388], Moffo és mtsai. ugyanakkor kb. 20%-0s rezisztenciat irtak le [389]. Neomicinnél 72%-
0s volt a rezisztencia, hozzank hasonl6 médon Majewski és mtsai. 84,6%-0s [382],
ugyanakkor Kaushik és mtsai. gentamicinre 13%-o0s [380], De Jong és mtsai. gentamicinre
0,9-7% kozotti [385], Rivera-Gomis és mtsai. gentamicinre 12,3%-0s [387] rezisztenciat
figyeltek meg. Spektinomicinre a toérzsek 62%-0s rezisztenciat mutattak, Adelowo és mtsai.
47%-0s rezisztenciat allapitottak meg [386]. Doxiciklinnél 45%-0s volt a rezisztencia,
Hassan és mtsai. 44%-o0s [383], Majewski és mtsai. 36%-0s [382], Mandal és mtsai. mér
78,1%-0s [381], Kaushik és mtsai. tetraciklinre 17,4%-o0s [380], Much és mtsai. tetraciklinre

Okoldgiai tartasban 27,6%-0s, hagyoméanyos tartasban 25,9%-os [384], De Jong és mtsai.
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tetraciklinre 41,3-67,5% kozotti [385], Rivera-Gomis és mtsai. tetraciklinre 62,1%-0s [387]
rezisztenciat figyeltek meg. Florfenikolra a rezisztencia mértéke elérte a 63%-ot,
ugyanakkor Adelowo és mtsai. nem mutattak ki rezisztenciat [386], Wang és mtsai. 0,9%-
os rezisztenciat irtak le [390]. Potencialt szulfonamidra a térzsek 43%-a rezisztensnek
bizonyult, Hassan és mtsai. viszont csak 38%-0s [383], De Jong és mtsai. 27,5-49,7%

kozotti [385], Majewski €s mtsai. 53,5%-0s [382] rezisztenciat irtak le.

Ugyanezt a felmérést 470 pulykabdl izolalt toérzson is elvégeztik. Ceftriaxon esetén
24%-0s rezisztenciat tapasztaltunk, ezzel szemben Cook és mtsai. nem mutattak ki
rezisztenciat [391], Boulianne és mtsai. viszont 33,1%-0s rezisztenciat figyeltek meg [392],
Agunos és mtsai. 1-10% kozotti értékeket figyeltek meg egy 2013-2017 kozotti felmérés
soran [393]. Enrofloxacinra 63%-0s rezisztenciat tapasztaltunk, ellenben Boulianne és
mtsai. nem mutattak ki rezisztenciat [392], ahogy Cook és mtsai. sem [391], ciprofloxacin
esetén azonban Grobbel és mtsai. 35%-0s rezisztenciat irtak le [394], Suwono és mtsai.
pedig 28%-0s rezisztenciat tapasztaltak [395]. Kolisztin esetén 27%-0s rezisztenciat
tapasztaltunk, Nobili és mtsai. vagoéhidi pulykamintak esetén 3,2%-0s rezisztenciat figyeltek
meg [396], Mesa-Varona és mtsai. német pulykatelepeken 2014-ben nem mutattak Ki

rezisztenciat, azonban 2017-ben mar 9,5%-0s rezisztenciat tapasztaltak [397].

Amoxicillinre 61%-0s rezisztenciat tapasztaltunk. Shrestha és mtsai. viszont csak
31,2%-0s rezisztenciat figyelt meg [398], de ampicillinre Suwono és mtsai. 67,6%-0s
rezisztenciat mutattak ki [395]. Agunos és mtsai. 2013-2017 kdz6tt viszont 50%-rol 70%-ra
torténd novekedését figyelték meg a rezisztencia mértékének [393]. Amoxicillin-klavulansav
esetén 19%-o0s rezisztenciat mutattunk ki, Boulianne és mtsai. 34,5%-0s rezisztenciat
tapasztaltak [392]. Doxiciklinre 63%-0s rezisztenciat mutattunk ki, amihez képest Shrestha
és mtsai. 61,7%-0s [398], Grobbel és mtsai. pedig 49%-0s rezisztenciat irtak le [394].
Aminoglikozidok kodzul neomicin esetében 73%-0s rezisztenciat kaptunk, Shrestha és
mtsai. 6sszevont vizsgalata (neomicin, gentamicin, sztreptomicin) 45%-os [398], Boulianne
és mtsai. 61,1%-0s, neomicinre 27,9%-0s [392], viszont gentamicinre Grobbel és mtsai.
5%-0s [394], Suwono és mtsai. pedig 11,8%-o0s rezisztenciat figyeltek meg [395]. Agunos
és mtsai. 2013-2017 kozoétt folyamatos rezisztencia ntvekedést mutattak ki, 10%-rél
indulva 30%-0s mértékig [393]. Potencialt szulfonamidra (szulfametoxazol és trimetoprim)
52%-0s rezisztenciat tapasztaltunk, ellenben Shrestha és mtsai. 30,4%-0s rezisztenciat

allapitottak meg [398], de Boulianne és mtsai. 82,7%-0s rezisztenciat mutattak ki [392].

Elvégeztik az izolalt torzsek B-laktaméz és ESBL termelésre iranyuld fenotipusos
vizsgalatokat. A fenotipusosan 3-laktamaz termel6 térzsek aranya a 881 torzsre nézve 36%

volt, ami az amoxicillin hatéanyag és annak klavulansavas kombinaciéban hasznalt
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vizsgalat soran a legaldbb 3x MIC-érték csOkkenést mutatd térzsek aranyat mutatja. Az
ESBL termelésre iranyuld fenotipusos vizsgalat soran cefotaxim hatéanyagra 6nmagaban
23%-0s rezisztenciat tapasztaltunk, Adorjan és mtsai. 38%-0s, egy évre ra mar 100%-
0s [399], Wasyl és mtsai. viszont brojlercsirkéknél csak 8,65%-0s, tojétyakoknal 3,92%-0s
és pulykaknal pedig 3,75%-0s [400], Yassin és mtsai. hozzank hasonl6 médon 21,3%-
0s [401], Martinez-Alvarez és mtsai.1,14%-os [402], Kaesbohrer és mtsai. 3,2%-o0s [403],
Grobbel és mtsai. 1,5%-0s [404], Musu és mtsai. viszont 30,5%-0s rezisztenciat irtak
le [405]. A cefotaxim-klavuldnsav kombinécié esetén a rezisztencia 8%-0s Vvolt,
dsszehasonlité irodalmi adat azonban nem all rendelkezésre baromfiban. Az ESBL termelé
torzsek aranyat a 881 torzsre nézve fenotipusosan 6%-ra becsiltik, Nahla és mtsai. a
torzsek 2,2%-ban [406], Asai és mtsai. 10,1%-ban [407], Shrivastav €s mtsai. viszont
33,5%-ban [408], Martinez-Alvarez és mtsai. pedig 20,7%-ban hataroztak [402].
Overdevest és mtsai. a vizsgalt torzseknek 76,8%-at azonositottak ESBL termeléként [409],
Doi és mtsai. Sevillaban 67%-ban, Pittsburghben 85%-ban allapitottak meg ez ESBL
termeld torzsek aranyat [410]. Musu és mtsai. ugyanakkor csak 27,9%-o0s aranyrol
szamoltak be [405].

A vizsgalt multirezisztens térzsek 0,7%-a legaldbb 16-féle hat6anyaggal szemben,
2,4%-a 15-féle hatbanyaggal, 3,1%-a 14-féle hatéanyaggal, 6,4%-a 13-féle hatéanyaggal,
13,3%-a 12-féle hatdéanyaggal, 18,1%-a 11-féle hatdanyaggal és 13,6%-a 10-féle
hatéanyaggal szemben mutatott rezisztenciat. Osszességében a fenotipusos vizsgalati
eredmények alapjan a torzsek 26,7%-a esetén feltételeztilk, hogy az XDR torzs; Lu és
mtsai. vizsgdlataik soran a torzsek 10,34%-a esetén azonositotta azokat XDR-ként [411],
Al-Mustapha és mtsai. pedig a torzsek 35,6%-a esetén allapitotta meg ugyanezt [412], Hess
€és mtsai. vizsgalatdban a torzsek 36,8%-a volt XDR [413]. A tdrzsek 2,9%-a esetén
tapasztaltuk azt, hogy azok PDR tdrzsek voltak, ezzel ellentétben Hess és mtsai. nem
talaltak PDR torzset tojotyukokban [413].

A 253 (j generacids szekvenalassal vizsgalt torzs esetén 6sszesen 416 olyan ARG-t
azonositottunk, amelyek B-laktamaz termelésért, illetve ESBL termelésért felelések. A
fenotipusos vizsgalatok soran ESBL termel&nek bizonyult térzsek 81,6%-a esetén tudtunk
biztosan genetikailag mogotte &ll6 ARG-t azonositani. A szekvenalassal vizsgalt
levalogatott torzsek 9,1%-a hordozott CTX-M tipust ESBL gént, 62,8%-a TEM-tipust ESBL
gént és minddssze 1,6%-a SHV-tipusu és 1,6%-a OXA-tipusu ESBL gént. A B-laktamaz
tultermelésért felelés ampC gén gyakorisaga 8,3% volt, emellett az EC-tipusu B-laktamaz
termelésért felelés gének 81%-os gyakorisaggal fordultak eld. Menck-Costa és mtsai. az
altaluk vizsgalt torzsek 80%-at azonositottak MDR-ként és 51% esetén igazoltdk

genetikailag a CTX-M-1 gén hordozasat [414], ami joval gyakoribb eléfordulas, mint az
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altalunk erre a génre megfigyelt 7,5%-0s gyakorisag. A CTX-M-14 és CTX-M-15 valtozatok
széles korben val6 elterjedése ismert a kozegészségigyben [415] és az
alaltegészségugyben [102]. Belmahdi és mtsai. csirkékben 1%-0s, pulykdkban pedig 5%-
0s CTX-M tipusu géngyakorisagot irtak le [416], szemben vizsgélataink soran mi 9,1%-0s
gyakorisagot figyeltiink meg. Ferreira és mtsai. extenziv tartasban 51,9%-0s, intenziv
tartasban 68,8%-0s MDR aranyt mutattak ki, az ESBL termelésért felel6s gének jelenléte
el6bbi esetén 82,4%-0s, utobbi esetén 90,5%-0s volt [417], ami kozel &ll az &ltalunk
szekvenalt torzsekben medgfigyelt 75,1%-os eléfordulasi gyakorisaghoz. Ewers és mtsai.
kommenzalista torzseket vizsgélva azok 97%-at MDR-ként azonositottak, az ESBL termel6
gének kozll a leggyakoribb az SHV-12 volt, a CTX-M-1 gén gyakorisdga pedig 22,5%
volt [418], vizsgalataink soran SHV-12 gént nem mutattunk ki, a CTX-M-1 gén pedig 12,1%-
0s gyakorisaggal fordult el az ESBL gének kozott. Clemente és mtsai. a vizsgélatba bevont
baromfi eredetli E. coli torzsek 42,2%-a esetén azonositottak genetikailag ESBL
termelésért felel6s gént, az ampC gén jelenléte pedig 11,9%-0s volt [419], vizsgalatainkban
az ESBL termelésért felelés gének 75,1%-0s gyakorisaggal, az ampC gén pedig 8,3%-0s

gyakorisaggal fordult eld.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a baromfiagazatban, kiilonésen az E. coli esetén
az antimikrobialis rezisztencia mértéke igen aggaszté, ami dsszefliggésbe hozhat6 azzal,
hogy a baromfidgazat rendelkezik a sertésadgazat utan a masodik legnagyobb antibiotikum
felhasznalassal. Eredményeink aldtamasztjak a rendszeres felmérések és monitorozasok
szlkségszer(iségét, a tobblépcsbs sziirés segitségével hatékonyan szlikithetd a térzsek
szama, a fenotipusos eredmények alapjan meg tudjuk hatarozni azon térzseket, amelyek
esetében indokolt lehet a genetikai vizsgalatok elvégzése, hogy a multirezisztencia pontos
genetikai hatterét feltarjuk. Az ESBL torzsek jelenléte a baromfiagazatban aggasztd, hiszen
komoly kdzegészségugyi kockazatot hordoznak. A kés6bbiekben a vizsgalatok idében
torténdé orszagos megismétlése a rezisztencia valtozasanak idébeni folyamatait teszi
lehetévé, un. idébeli trendek feltérképezésével, kiegészitve azt genetikai modszerekkel
azonositott kbzegészségugyi jelentéséggel bird rezisztencia gének regionalis térképének
elkészitésével. Az eredményeink 6sszehasonlitasa a human adatokkal megteremti az

allategészséguigy és a kdzegészségugy kozotti EQy Egészség (One Health) koncepciét.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Els6ként valdsitottuk meg Magyarorszagon az antimikrobialis rezisztencia evolucios
és koszelekcios vizsgélatara alkalmas MEGA-plate modszertant. Elséként alkalmaztuk a
rendszert hatféle, baromfifélékben engedélyezett és kozegészségugyi szempontbdl
fontos hatéanyag vizsgélatara, ATCC Escherichia coli térzs ¥4 MIC-értékének 1x, 10x,
100x és 1000x koncentraciojaban alkalmazva. Az (j mbédszertan alkalmas az
antimikrobialis rezisztencia kialakuldsanak, az egyes hatbanyagok kozotti
keresztrezisztencia dsszefliggéseinek vizsgéalatara.

Els6ként végeztik el Magyarorszagon nagylétszamu hazityuk és pulyka allomanyok
széleskorld antimikrobialis rezisztencia helyzetének felmérését, azt 6sszehasonlitva
kbzegészségugyi érzékenységi adatokkal, ezzel megteremtve az ,Egy Egészség” elvet,
majd ezt kiegészitettilk fenotipusos és genotipusos ESBL termelésre iranyuld

vizsgéalatokkal.

A fébb tudomanyos eredmények:

1. A MEGA-plate mddszertan magyarorszagi adaptacioja és a laboratériumi rutinba valé
bevezetése.

2. Szamos allat- és human gydgyaszatban hasznalt hatbanyag mutéciés szelekcios
nyomasanak genetikai feltérképezése, efflux-pumpék aktivalodasanak és a SOS
stressz-valaszok megfigyelése.

3. Az Escherichia coli torzsek 4éllat- és kbdzegészséglgyi szempontbdl jelentbs
antibiotikumokkal szembeni érzékenységének felmérése Magyarorszagon 2022-
2023 kozott

4. Az Escherichia coli torzsek B-laktamaz és ESBL termelésének fenotipusos vizsgalata
és ezek genetikai hatterének feltérképezése, Magyarorszagon 2022-2023 kdzott

izolalt torzseken.

91



8. Irodalomjegyzék

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Lupo A, Coyne S, Berendonk TU (2012) Origin and Evolution of Antibiotic Resistance: The Common
Mechanisms  of Emergence and Spread in Water Bodies. Front Microbiol 3.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2012.00018

Maiden MCJ (1998) Horizontal Genetic Exchange, Evolution, and Spread of Antibiotic Resistance in
Bacteria. Clinical Infectious Diseases 27:S12-S20. https://doi.org/10.1086/514917

Aminov RI (2011) Horizontal gene exchange in environmental microbiota. Front Microbiol 2:158.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2011.00158

Cox G, Wright GD (2013) Intrinsic antibiotic resistance: mechanisms, origins, challenges and solutions. Int
J Med Microbiol 303:287-292. https://doi.org/10.1016/j.ijmm.2013.02.009

Recacha E, Machuca J, Diaz-Diaz S, Garcia-Duque A, Ramos-Guelfo M, Docobo-Pérez F, Blazquez J,
Pascual A, Rodriguez-Martinez JM (2019) Suppression of the SOS response modifies spatiotemporal
evolution, post-antibiotic effect, bacterial fitness and biofilm formation in quinolone-resistant Escherichia
coli. J Antimicrob Chemother 74:66—73. https://doi.org/10.1093/jac/dky407

Fajardo A, Martinez-Martin N, Mercadillo M, Galan JC, Ghysels B, Matthijs S, Cornelis P, WiehImann L,
Tummler B, Baquero F, Martinez JL (2008) The neglected intrinsic resistome of bacterial pathogens. PL0S
One 3:e1619. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0001619

Gomes C, Martinez-Puchol S, Palma N, Horna G, Ruiz-Roldan L, Pons MJ, Ruiz J (2017) Macrolide
resistance mechanisms in Enterobacteriaceae: Focus on azithromycin. Crit Rev Microbiol 43:1-30.
https://doi.org/10.3109/1040841X.2015.1136261

Davies J, Davies D (2010) Origins and evolution of antibiotic resistance. Microbiol Mol Biol Rev 74:417—
433. https://doi.org/10.1128/MMBR.00016-10

Reygaert W (2009) Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA): molecular aspects of antimicrobial
resistance and virulence. Clin Lab Sci 22:115-119

De Pascale G, Wright GD (2010) Antibiotic resistance by enzyme inactivation: from mechanisms to
solutions. Chembiochem 11:1325-1334. https://doi.org/10.1002/cbic.201000067

Delcour AH (2009) Outer membrane permeability and antibiotic resistance. Biochim Biophys Acta
1794:808-816. https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2008.11.005

Li X-Z, Nikaido H (2009) Efflux-mediated drug resistance in bacteria: an update. Drugs 69:1555-1623.
https://doi.org/10.2165/11317030-000000000-00000

Christaki E, Marcou M, Tofarides A (2020) Antimicrobial Resistance in Bacteria: Mechanisms, Evolution,
and Persistence. J Mol Evol 88:26-40. https://doi.org/10.1007/s00239-019-09914-3

Wilson DN, Hauryliuk V, Atkinson GC, O’Neill AJ (2020) Target protection as a key antibiotic resistance
mechanism. Nature Reviews Microbiology

Munita JM, Arias CA (2016) Mechanisms of Antibiotic Resistance. Microbiol Spectr
4:10.1128/microbiolspec.VMBF-0016-2015. https://doi.org/10.1128/microbiolspec. VMBF-0016-2015
Sanchez-Osuna M, Barbé J, Erill 1 (2023) Systematic In Silico Assessment of Antimicrobial Resistance
Dissemination across the Global Plasmidome. Antibiotics (Basel) 12:281.
https://doi.org/10.3390/antibiotics12020281

Ojkic N, Serbanescu D, Banerjee S (2022) Antibiotic Resistance via Bacterial Cell Shape-Shifting. mBio
13:e0065922. https://doi.org/10.1128/mbio.00659-22

Rodrigo MKD, Saiganesh A, Hayes AJ, Wilson AM, Anstey J, Pickering JL, Iwasaki J, Hillas J, Winslow
S, Woodman T, Nitschke P, Lacey JA, Breese KJ, van der Linden MPG, Giffard PM, Tong SYC, Gray N,
Stubbs KA, Carapetis JR, Bowen AC, Davies MR, Barnett TC (2022) Host-dependent resistance of Group
A Streptococcus to sulfamethoxazole mediated by a horizontally-acquired reduced folate transporter. Nat
Commun 13:6557. https://doi.org/10.1038/s41467-022-34243-3

Opposing effects of target overexpression reveal drug mechanisms | Nature Communications.
https://www.nature.com/articles/ncomms5296. Accessed 23 Oct 2023

European Medicines Agency (2020) Categorisation of antibiotics in the European Union.
EMA/CVMP/CHMP/682198/2017 73

Li X-Z, Nikaido H (2004) Efflux-mediated drug resistance in bacteria. Drugs 64:159-204.
https://doi.org/10.2165/00003495-200464020-00004

Yu EW, Aires JR, Nikaido H (2003) AcrB multidrug efflux pump of Escherichia coli: composite substrate-
binding cavity of exceptional flexibility generates its extremely wide substrate specificity. J Bacteriol
185:5657-5664. https://doi.org/10.1128/JB.185.19.5657-5664.2003

Rahmati S, Yang S, Davidson AL, Zechiedrich EL (2002) Control of the AcrAB multidrug efflux pump by
quorum-sensing  regulator SdiA. Mol Microbiol 43:677-685. https://doi.org/10.1046/j.1365-
2958.2002.02773.x

92



24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

White DG, Goldman JD, Demple B, Levy SB (1997) Role of the acrAB locus in organic solvent tolerance
mediated by expression of marA, soxS, or robA in Escherichia coli. J Bacteriol 179:6122-6126.
https://doi.org/10.1128/jb.179.19.6122-6126.1997

Rosenberg EY, Bertenthal D, Nilles ML, Bertrand KP, Nikaido H (2003) Bile salts and fatty acids induce
the expression of Escherichia coli AcrAB multidrug efflux pump through their interaction with Rob
regulatory protein. Mol Microbiol 48:1609-1619. https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2003.03531.x
Randall LP, Woodward MJ (2002) The multiple antibiotic resistance (mar) locus and its significance. Res
Vet Sci 72:87-93. https://doi.org/10.1053/rvsc.2001.0537

Lau SY, Zgurskaya HI (2005) Cell division defects in Escherichia coli deficient in the multidrug efflux
transporter AcrEF-TolC. J Bacteriol 187:7815-7825. https://doi.org/10.1128/JB.187.22.7815-7825.2005
Lomovskaya O, Lewis K, Matin A (1995) EmrR is a negative regulator of the Escherichia coli multidrug
resistance pump EmrAB. J Bacteriol 177:2328-2334. https://doi.org/10.1128/jb.177.9.2328-2334.1995
Tanabe H, Yamasak K, Furue M, Yamamoto K, Katoh A, Yamamoto M, Yoshioka S, Tagami H, Aiba HA,
Utsumi R (1997) Growth phase-dependent transcription of emrKY, a homolog of multidrug efflux emrAB
genes of Escherichia coli, is induced by tetracycline. J Gen Appl Microbiol 43:257-263.
https://doi.org/10.2323/jgam.43.257

Nagakubo S, Nishino K, Hirata T, Yamaguchi A (2002) The putative response regulator BaeR stimulates
multidrug resistance of Escherichia coli via a novel multidrug exporter system, MdtABC. J Bacteriol
184:4161-4167. https://doi.org/10.1128/JB.184.15.4161-4167.2002

Srikumar R, Kon T, Gotoh N, Poole K (1998) Expression of Pseudomonas aeruginosa Multidrug Efflux
Pumps MexA-MexB-OprM and MexC-MexD-OprJ in a Multidrug-Sensitive Escherichia coli Strain.
Antimicrob Agents Chemother 42:65-71

Pamp SJ, Gjermansen M, Johansen HK, Tolker-Nielsen T (2008) Tolerance to the antimicrobial peptide
colistin in Pseudomonas aeruginosa biofilms is linked to metabolically active cells, and depends on the pmr
and mexAB-oprM genes. Mol Microbiol 68:223-240. https://doi.org/10.1111/j.1365-2958.2008.06152.x
Poole K (2004) Resistance to p-lactam antibiotics. CMLS, Cell Mol Life Sci 61:2200-2223.
https://doi.org/10.1007/s00018-004-4060-9

Massova I, Mobashery S (1998) Kinship and diversification of bacterial penicillin-binding proteins and beta-
lactamases. Antimicrob Agents Chemother 42:1-17. https://doi.org/10.1128/AAC.42.1.1

Sykes RB, Matthew M (1976) The beta-lactamases of gram-negative bacteria and their role in resistance to
beta-lactam antibiotics. J Antimicrob Chemother 2:115-157. https://doi.org/10.1093/jac/2.2.115

Livermore DM (1995) beta-Lactamases in laboratory and clinical resistance. Clin Microbiol Rev 8:557-584.
https://doi.org/10.1128/CMR.8.4.557

Abraham EP, Chain E (1940) An Enzyme from Bacteria able to Destroy Penicillin. Nature 146:837-837.
https://doi.org/10.1038/146837a0

Rawat D, Nair D (2010) Extended-spectrum B-lactamases in Gram Negative Bacteria. J Glob Infect Dis
2:263-274. https://doi.org/10.4103/0974-777X.68531

Allen HK, Moe LA, Rodbumrer J, Gaarder A, Handelsman J (2009) Functional metagenomics reveals
diverse beta-lactamases in a remote Alaskan soil. ISME J 3:243-251. https://doi.org/10.1038/ismej.2008.86
Barlow M, Hall BG (2002) Phylogenetic analysis shows that the OXA beta-lactamase genes have been on
plasmids for millions of years. J Mol Evol 55:314-321. https://doi.org/10.1007/s00239-002-2328-y
Livermore DM, Canton R, Gniadkowski M, Nordmann P, Rossolini GM, Arlet G, Ayala J, Coque TM, Kern-
Zdanowicz I, Luzzaro F, Poirel L, Woodford N (2007) CTX-M: changing the face of ESBLs in Europe. J
Antimicrob Chemother 59:165-174. https://doi.org/10.1093/jac/dkl483

Bush K (1989) Characterization of beta-lactamases. Antimicrob Agents Chemother 33:259-263

Bush K (1989) Classification of beta-lactamases: groups 1, 2a, 2b, and 2b’. Antimicrob Agents Chemother
33:264-270. https://doi.org/10.1128/AAC.33.3.264

Bush K (1989) Classification of beta-lactamases: groups 2c, 2d, 2e, 3, and 4. Antimicrob Agents Chemother
33:271-276. https://doi.org/10.1128/AAC.33.3.271

Bush K, Jacoby GA, Medeiros AA (1995) A functional classification scheme for beta-lactamases and its
correlation ~ with  molecular  structure.  Antimicrob ~ Agents  Chemother  39:1211-1233.
https://doi.org/10.1128/AAC.39.6.1211

Esterly JS, Richardson CL, Eltoukhy NS, Qi C, Scheetz MH (2011) Genetic Mechanisms of Antimicrobial
Resistance of Acinetobacter baumannii. Ann Pharmacother 45:218-228. https://doi.org/10.1345/aph.1P084
Bergstrom S, Normark S (1979) Beta-lactam resistance in clinical isolates of Escherichia coli caused by
elevated production of the ampC-mediated chromosomal beta-lactamase. Antimicrob Agents Chemother
16:427-433. https://doi.org/10.1128/AAC.16.4.427

93



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Nakano R, Okamoto R, Nakano Y, Kaneko K, Okitsu N, Hosaka Y, Inoue M (2004) CFE-1, a novel plasmid-
encoded AmpC beta-lactamase with an ampR gene originating from Citrobacter freundii. Antimicrob Agents
Chemother 48:1151-1158. https://doi.org/10.1128/AAC.48.4.1151-1158.2004

Hopkins KL, Batchelor MJ, Liebana E, Deheer-Graham AP, Threlfall EJ (2006) Characterisation of CTX-
M and AmpC genes in human isolates of Escherichia coli identified between 1995 and 2003 in England and
Wales. Int J Antimicrob Agents 28:180-192. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2006.03.027

Crossman LC, Chaudhuri RR, Beatson SA, Wells TJ, Desvaux M, Cunningham AF, Petty NK, Mahon V,
Brinkley C, Hobman JL, Savarino SJ, Turner SM, Pallen MJ, Penn CW, Parkhill J, Turner AK, Johnson T},
Thomson NR, Smith SGJ, Henderson IR (2010) A commensal gone bad: complete genome sequence of the
prototypical enterotoxigenic Escherichia coli strain H10407. J Bacteriol 192:5822-5831.
https://doi.org/10.1128/JB.00710-10

da Silva Dias RC, Borges-Neto AA, D’Almeida Ferraiuoli GI, de-Oliveira MP, Riley LW, Moreira BM
(2008) Prevalence of AmpC and other beta-lactamases in enterobacteria at a large urban university hospital
in Brazil. Diagn Microbiol Infect Dis 60:79-87. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2007.07.018

Potz NAC, Hope R, Warner M, Johnson AP, Livermore DM, London & South East ESBL Project Group
(2006) Prevalence and mechanisms of cephalosporin resistance in Enterobacteriaceae in London and South-
East England. J Antimicrob Chemother 58:320-326. https://doi.org/10.1093/jac/dkl217

Darphorn TS, Hu Y, Koenders-van Sintanneland BB, Brul S, Ter Kuile BH (2021) Multiplication of ampC
upon Exposure to a Beta-Lactam Antibiotic Results in a Transferable Transposon in Escherichia coli. Int J
Mol Sci 22:9230. https://doi.org/10.3390/ijms22179230

Jamborova I, Dolejska M, Zurek L, Townsend AK, Clark AB, Ellis JC, Papousek I, Cizek A, Literak | (2017)
Plasmid-mediated resistance to cephalosporins and quinolones in Escherichia coli from American crows in
the USA. Environ Microbiol 19:2025-2036. https://doi.org/10.1111/1462-2920.13722

Horii T, Arakawa Y, Ohta M, Sugiyama T, Wacharotayankun R, Ito H, Kato N (1994) Characterization of
a plasmid-borne and constitutively expressed blaMOX-1 gene encoding AmpC-type beta-lactamase. Gene
139:93-98. https://doi.org/10.1016/0378-1119(94)90529-0

Barnaud G, Arlet G, Verdet C, Gaillot O, Lagrange PH, Philippon A (1998) Salmonella enteritidis: AmpC
plasmid-mediated inducible beta-lactamase (DHA-1) with an ampR gene from Morganella morganii.
Antimicrob Agents Chemother 42:2352—2358. https://doi.org/10.1128/AAC.42.9.2352

Gonzalez Leiza M, Perez-Diaz JC, Ayala J, Casellas JM, Martinez-Beltran J, Bush K, Baquero F (1994)
Gene sequence and biochemical characterization of FOX-1 from Klebsiella pneumoniae, a new AmpC-type
plasmid-mediated beta-lactamase with two molecular variants. Antimicrob Agents Chemother 38:2150—
2157. https://doi.org/10.1128/AAC.38.9.2150

Chirindze LM, Zimba TF, Sekyere JO, Govinden U, Chenia HY, Sundsfjord A, Essack SY, Simonsen GS
(2018) Faecal colonization of E. coli and Klebsiella spp. producing extended-spectrum beta-lactamases and
plasmid-mediated AmpC in Mozambican university students. BMC Infect Dis 18:244.
https://doi.org/10.1186/s12879-018-3154-1

Bradford PA (2001) Extended-spectrum beta-lactamases in the 21st century: characterization, epidemiology,
and detection of this important resistance threat. Clin Microbiol Rev 14:933-951, table of contents.
https://doi.org/10.1128/CMR.14.4.933-951.2001

Bradford PA, Urban C, Jaiswal A, Mariano N, Rasmussen BA, Projan SJ, Rahal JJ, Bush K (1995) SHV-7,
a novel cefotaxime-hydrolyzing beta-lactamase, identified in Escherichia coli isolates from hospitalized
nursing home patients. Antimicrob Agents Chemother 39:899-905. https://doi.org/10.1128/AAC.39.4.899

Rasheed JK, Jay C, Metchock B, Berkowitz F, Weigel L, Crellin J, Steward C, Hill B, Medeiros AA, Tenover
FC (1997) Evolution of extended-spectrum beta-lactam resistance (SHV-8) in a strain of Escherichia coli
during multiple episodes of bacteremia. Antimicrob  Agents Chemother 41:647-653.
https://doi.org/10.1128/AAC.41.3.647

Sabaté M, Tarrag6 R, Navarro F, Mird E, Vergés C, Barbé J, Prats G (2000) Cloning and sequence of the
gene encoding a novel cefotaxime-hydrolyzing beta-lactamase (CTX-M-9) from Escherichia coli in Spain.
Antimicrob Agents Chemother 44:1970-1973. https://doi.org/10.1128/AAC.44.7.1970-1973.2000

Aleem M, Azeem AR, Rahmatullah S, Vohra S, Nasir S, Andleeb S (2021) Prevalence of Bacteria and
Antimicrobial Resistance Genes in Hospital Water and Surfaces. Cureus 13:e18738.
https://doi.org/10.7759/cureus.18738

de Been M, Lanza VF, de Toro M, Scharringa J, Dohmen W, Du Y, Hu J, Lei Y, Li N, Tooming-Klunderud
A, Heederik DJJ, Fluit AC, Bonten MJM, Willems RJL, de la Cruz F, van Schaik W (2014) Dissemination
of cephalosporin resistance genes between Escherichia coli strains from farm animals and humans by
specific plasmid lineages. PL0oS Genet 10:e1004776. https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1004776

Vourli S, Giakkoupi P, Miriagou V, Tzelepi E, Vatopoulos AC, Tzouvelekis LS (2004) Novel GES/IBC
extended-spectrum beta-lactamase variants with carbapenemase activity in clinical enterobacteria. FEMS
Microbiol Lett 234:209-213. https://doi.org/10.1016/j.femsle.2004.03.028

94



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Navon-Venezia S, Chmelnitsky I, Leavitt A, Schwaber MJ, Schwartz D, Carmeli Y (2006) Plasmid-
mediated imipenem-hydrolyzing enzyme KPC-2 among multiple carbapenem-resistant Escherichia coli
clones in Israel. Antimicrob Agents Chemother 50:3098-3101. https://doi.org/10.1128/AAC.00438-06
Poirel L, Naas T, Guibert M, Chaibi EB, Labia R, Nordmann P (1999) Molecular and biochemical
characterization of VEB-1, a novel class A extended-spectrum beta-lactamase encoded by an Escherichia
coli integron gene. Antimicrob Agents Chemother 43:573-581. https://doi.org/10.1128/AAC.43.3.573
Silva J, Aguilar C, Ayala G, Estrada MA, Garza-Ramos U, Lara-Lemus R, Ledezma L (2000) TLA-1: a new
plasmid-mediated extended-spectrum beta-lactamase from Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother
44:997-1003. https://doi.org/10.1128/AAC.44.4.997-1003.2000

Ortiz de la Rosa J-M, Nordmann P, Poirel L (2019) ESBLs and resistance to ceftazidime/avibactam and
ceftolozane/tazobactam combinations in Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. J Antimicrob
Chemother 74:1934-1939. https://doi.org/10.1093/jac/dkz149

Adegoke AA, Madu CE, Aiyegoro OA, Stenstrdm TA, Okoh Al (2020) Antibiogram and beta-lactamase
genes among cefotaxime resistant E. coli from wastewater treatment plant. Antimicrob Resist Infect Control
9:46. https://doi.org/10.1186/513756-020-0702-4

Salverda MLM, De Visser JAGM, Barlow M (2010) Natural evolution of TEM-1 B-lactamase: experimental
reconstruction and clinical relevance. FEMS Microbiol Rev 34:1015-1036. https://doi.org/10.1111/j.1574-
6976.2010.00222.x

Athanasakopoulou Z, Reinicke M, Diezel C, Sofia M, Chatzopoulos DC, Braun SD, Reissig A, Spyrou V,
Monecke S, Ehricht R, Tsilipounidaki K, Giannakopoulos A, Petinaki E, Billinis C (2021) Antimicrobial
Resistance Genes in ESBL-Producing Escherichia coli Isolates from Animals in Greece. Antibiotics (Basel)
10:389. https://doi.org/10.3390/antibiotics10040389

Aguirre L, Vidal A, Seminati C, Tello M, Redondo N, Darwich L, Martin M (2020) Antimicrobial resistance
profile and prevalence of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), AmpC beta-lactamases and colistin
resistance (mcr) genes in Escherichia coli from swine between 1999 and 2018. Porcine Health Manag 6:8.
https://doi.org/10.1186/s40813-020-00146-2

Carvalho |, Carvalho JA, Martinez-Alvarez S, Sadi M, Capita R, Alonso-Calleja C, Rabbi F, Dapkevicius
M de LNE, Igrejas G, Torres C, Poeta P (2021) Characterization of ESBL-Producing Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae Isolated from Clinical Samples in a Northern Portuguese Hospital: Predominance of
CTX-M-15 and High Genetic Diversity. Microorganisms 9:1914.
https://doi.org/10.3390/microorganisms9091914

Kim S, Kim H, Kim Y, Kim M, Kwak H, Ryu S (2020) Whole-Genome Sequencing-Based Characteristics
in Extended-Spectrum Beta-Lactamase-Producing Escherichia coli Isolated from Retail Meats in Korea.
Microorganisms 8:E508. https://doi.org/10.3390/microorganisms8040508

Page MGP (2008) Extended-spectrum beta-lactamases: structure and kinetic mechanism. Clin Microbiol
Infect 14 Suppl 1:63-74. https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2007.01863.x

Evans BA, Amyes SGB (2014) OXA p-lactamases. Clin Microbiol Rev 27:241-263.
https://doi.org/10.1128/CMR.00117-13

Couture F, Lachapelle J, Levesque RC (1992) Phylogeny of LCR-1 and OXA-5 with class A and class D
beta-lactamases. Mol Microbiol 6:1693-1705. https://doi.org/10.1111/j.1365-2958.1992.tb00894.x
Walther-Rasmussen J, Hgiby N (2006) OXA-type carbapenemases. J Antimicrob Chemother 57:373-383.
https://doi.org/10.1093/jac/dki482

Hall LM, Livermore DM, Gur D, Akova M, Akalin HE (1993) OXA-11, an extended-spectrum variant of
OXA-10 (PSE-2) beta-lactamase from Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 37:1637—
1644. https://doi.org/10.1128/AAC.37.8.1637

Philippon LN, Naas T, Bouthors AT, Barakett V, Nordmann P (1997) OXA-18, a class D clavulanic acid-
inhibited extended-spectrum beta-lactamase from Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother
41:2188-2195. https://doi.org/10.1128/AAC.41.10.2188

Toleman MA, Rolston K, Jones RN, Walsh TR (2003) Molecular and biochemical characterization of OXA-
45, an extended-spectrum class 2d’ beta-lactamase in Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents
Chemother 47:2859-2863. https://doi.org/10.1128/AAC.47.9.2859-2863.2003

Shin KS, Son BR, Hong SB, Kim J (2008) Dipicolinic acid-based disk methods for detection of metallo-
beta-lactamase-producing Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. Diagn Microbiol Infect Dis 62:102—
105. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2008.04.015

Yong D, Lee K, Yum JH, Shin HB, Rossolini GM, Chong Y (2002) Imipenem-EDTA disk method for
differentiation of metallo-beta-lactamase-producing clinical isolates of Pseudomonas spp. and Acinetobacter
spp. J Clin Microbiol 40:3798-3801. https://doi.org/10.1128/JCM.40.10.3798-3801.2002

Carfi A, Pares S, Duée E, Galleni M, Duez C, Frére JM, Dideberg O (1995) The 3-D structure of a zinc
metallo-beta-lactamase from Bacillus cereus reveals a new type of protein fold. EMBO J 14:4914-4921

95



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Lee M-F, Peng C-F, Hsu H-J, Chen Y-H (2008) Molecular characterisation of the metallo-beta-lactamase
genes in imipenem-resistant Gram-negative bacteria from a university hospital in southern Taiwan. Int J
Antimicrob Agents 32:475-480. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2008.07.009

Shibata N, Doi Y, Yamane K, Yagi T, Kurokawa H, Shibayama K, Kato H, Kai K, Arakawa Y (2003) PCR
typing of genetic determinants for metallo-beta-lactamases and integrases carried by gram-negative bacteria
isolated in Japan, with focus on the class 3 integron. J Clin Microbiol 41:5407-5413.
https://doi.org/10.1128/JCM.41.12.5407-5413.2003

Liénard BMR, Garau G, Horsfall L, Karsisiotis Al, Damblon C, Lassaux P, Papamicael C, Roberts GCK,
Galleni M, Dideberg O, Frére J-M, Schofield CJ (2008) Structural basis for the broad-spectrum inhibition
of metallo-beta-lactamases by thiols. Org Biomol Chem 6:2282-2294. https://doi.org/10.1039/b802311e
Paget JT, Burge TS (2014) Keeping New Delhi metallo-B-lactamase-1 at the door. J Burn Care Res 35:e125-
127. https://doi.org/10.1097/BCR.0b013e3182920d41

Nordmann P, Poirel L, Toleman MA, Walsh TR (2011) Does broad-spectrum beta-lactam resistance due to
NDM-1 herald the end of the antibiotic era for treatment of infections caused by Gram-negative bacteria? J
Antimicrob Chemother 66:689-692. https://doi.org/10.1093/jac/dkq520

Hornsey M, Phee L, Wareham DW (2011) A novel variant, NDM-5, of the New Delhi metallo-p-lactamase
in a multidrug-resistant Escherichia coli ST648 isolate recovered from a patient in the United Kingdom.
Antimicrob Agents Chemother 55:5952-5954. https://doi.org/10.1128/AAC.05108-11

Zhang H, Hao Q (2011) Crystal structure of NDM-1 reveals a common B-lactam hydrolysis mechanism.
FASEB J 25:2574-2582. https://doi.org/10.1096/fj.11-184036

Kopotsa K, Osei Sekyere J, Mbelle NM (2019) Plasmid evolution in carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae: a review. Ann N Y Acad Sci 1457:61-91. https://doi.org/10.1111/nyas.14223
Miriagou V, Tzelepi E, Gianneli D, Tzouvelekis LS (2003) Escherichia coli with a self-transferable,
multiresistant plasmid coding for metallo-beta-lactamase VIM-1. Antimicrob Agents Chemother 47:395—
397. https://doi.org/10.1128/AAC.47.1.395-397.2003

Osano E, Arakawa Y, Wacharotayankun R, Ohta M, Horii T, Ito H, Yoshimura F, Kato N (1994) Molecular
characterization of an enterobacterial metallo beta-lactamase found in a clinical isolate of Serratia
marcescens that shows imipenem resistance. Antimicrob  Agents Chemother 38:71-78.
https://doi.org/10.1128/AAC.38.1.71

Yang Y, Rasmussen BA, Bush K (1992) Biochemical characterization of the metallo-beta-lactamase CcrA
from  Bacteroides  fragilis  TAL3636.  Antimicrob  Agents  Chemother  36:1155-1157.
https://doi.org/10.1128/AAC.36.5.1155

Leflon-Guibout V, Speldooren V, Heym B, Nicolas-Chanoine M (2000) Epidemiological survey of
amoxicillin-clavulanate resistance and corresponding molecular mechanisms in Escherichia coli isolates in
France: new genetic features of bla(TEM) genes. Antimicrob Agents Chemother 44:2709-2714.
https://doi.org/10.1128/AAC.44.10.2709-2714.2000

Prinarakis EE, Miriagou V, Tzelepi E, Gazouli M, Tzouvelekis LS (1997) Emergence of an inhibitor-
resistant beta-lactamase (SHV-10) derived from an SHV-5 variant. Antimicrob Agents Chemother 41:838—
840. https://doi.org/10.1128/AAC.41.4.838

Shurina BA, Page RC (2021) Structural Comparisons of Cefotaximase (CTX-M-ase) Sub Family 1. Front
Microbiol 12:688509. https://doi.org/10.3389/fmich.2021.688509

Karim A, Poirel L, Nagarajan S, Nordmann P (2001) Plasmid-mediated extended-spectrum beta-lactamase
(CTX-M-3 like) from India and gene association with insertion sequence ISEcpl. FEMS Microbiol Lett
201:237-241. https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.2001.tb10762.x

Castanheira M, Simner PJ, Bradford PA (2021) Extended-spectrum B-lactamases: an update on their
characteristics,  epidemiology and  detection.  JAC-Antimicrobial  Resistance  3:dlab092.
https://doi.org/10.1093/jacamr/dlab092

Cormier A, Zhang PLC, Chalmers G, Weese JS, Deckert A, Mulvey M, McAllister T, Boerlin P (2019)
Diversity of CTX-M-positive Escherichia coli recovered from animals in Canada. Vet Microbiol 231:71—
75. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2019.02.031

Hiroi M, Yamazaki F, Harada T, Takahashi N, lida N, Noda Y, Yagi M, Nishio T, Kanda T, Kawamori F,
Sugiyama K, Masuda T, Hara-Kudo Y, Ohashi N (2012) Prevalence of extended-spectrum f-lactamase-
producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae in food-producing animals. J Vet Med Sci 74:189—
195. https://doi.org/10.1292/jvms.11-0372

Tsang KK, Maguire F, Zubyk HL, Chou S, Edalatmand A, Wright GD, Beiko RG, McArthur AG (2021)
Identifying novel B-lactamase substrate activity through in silico prediction of antimicrobial resistance.
Microb Genom 7:. https://doi.org/10.1099/mgen.0.000500

Cameron A, Mangat R, Mostafa HH, Taffner S, Wang J, Dumyati G, Stanton RA, Daniels JB, Campbell D,
Lutgring JD, Pecora ND (2021) Detection of CTX-M-27 B-Lactamase Genes on Two Distinct Plasmid Types

96



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

in ST38 Escherichia coli from Three U.S. States. Antimicrob Agents Chemother 65:e0082521.
https://doi.org/10.1128/AAC.00825-21

Bonnet R, Recule C, Baraduc R, Chanal C, Sirot D, De Champs C, Sirot J (2003) Effect of D240G
substitution in a novel ESBL CTX-M-27. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 52:29-35.
https://doi.org/10.1093/jac/dkg256

Zhao Q-Y, Li W, Cai R-M, Lu Y-W, Zhang Y, Cai P, Webber MA, Jiang H-X (2021) Mobilization of
Tn1721-like structure harboring blaCTX-M-27 between P1-like bacteriophage in Salmonella and plasmids
in Escherichia coli in China. Veterinary Microbiology 253:108944.
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2020.108944

LI J, JI X, DENG X, ZHOU Y, NI X, LIU X (2015) Detection of the SHV genotype polymorphism of the
extended-spectrum  B-lactamase-producing Gram-negative bacterium. Biomed Rep 3:261-265.
https://doi.org/10.3892/br.2015.416

Datta N, Kontomichalou P (1965) Penicillinase synthesis controlled by infectious R factors in
Enterobacteriaceae. Nature 208:239-241. https://doi.org/10.1038/208239a0

Mena A, Plasencia V, Garcia L, Hidalgo O, Ayestaran JI, Alberti S, Borrell N, Pérez JL, Oliver A (2006)
Characterization of a Large Outbreak by CTX-M-1-Producing Klebsiella pneumoniae and Mechanisms
Leading to In Vivo Carbapenem Resistance Development. J Clin Microbiol 44:2831-2837.
https://doi.org/10.1128/JCM.00418-06

Bonnet R (2004) Growing Group of Extended-Spectrum B-Lactamases: the CTX-M Enzymes. Antimicrob
Agents Chemother 48:1-14. https://doi.org/10.1128/AAC.48.1.1-14.2004

Bonnet R, Sampaio JL, Labia R, De Champs C, Sirot D, Chanal C, Sirot J (2000) A novel CTX-M beta-
lactamase (CTX-M-8) in cefotaxime-resistant Enterobacteriaceae isolated in Brazil. Antimicrob Agents
Chemother 44:1936-1942. https://doi.org/10.1128/AAC.44.7.1936-1942.2000

Chanawong A, M’Zali FH, Heritage J, Xiong J-H, Hawkey PM (2002) Three cefotaximases, CTX-M-9,
CTX-M-13, and CTX-M-14, among Enterobacteriaceae in the People’s Republic of China. Antimicrob
Agents Chemother 46:630-637. https://doi.org/10.1128/AAC.46.3.630-637.2002

Munday CJ, Boyd DA, Brenwald N, Miller M, Andrews JM, Wise R, Mulvey MR, Hawkey PM (2004)
Molecular and kinetic comparison of the novel extended-spectrum beta-lactamases CTX-M-25 and CTX-
M-26. Antimicrob Agents Chemother 48:4829-4834. https://doi.org/10.1128/AAC.48.12.4829-4834.2004

Nordmann P, Naas T (1994) Sequence analysis of PER-1 extended-spectrum beta-lactamase from
Pseudomonas aeruginosa and comparison with class A beta-lactamases. Antimicrob Agents Chemother
38:104-114. https://doi.org/10.1128/AAC.38.1.104

Bortolaia V, Larsen J, Damborg P, Guardabassi L (2011) Potential pathogenicity and host range of extended-
spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli isolates from healthy poultry. Appl Environ Microbiol
77:5830-5833. https://doi.org/10.1128/AEM.02890-10

Borges CA, Cardozo MV, Beraldo LG, Oliveira ES, Maluta RP, Barboza KB, Werther K, Avila FA (2017)
Wild birds and urban pigeons as reservoirs for diarrheagenic Escherichia coli with zoonotic potential. J
Microbiol 55:344-348. https://doi.org/10.1007/s12275-017-6523-3

Ewers C, Bethe A, Stamm |, Grobbel M, Kopp PA, Guerra B, Stubbe M, Doi Y, Zong Z, Kola A, Schaufler
K, Semmler T, Fruth A, Wieler LH, Guenther S (2014) CTX-M-15-D-ST648 Escherichia coli from
companion animals and horses: another pandemic clone combining multiresistance and extraintestinal
virulence? J Antimicrob Chemother 69:1224-1230. https://doi.org/10.1093/jac/dkt516

Lazarus B, Paterson DL, Mollinger JL, Rogers BA (2015) Do Human Extraintestinal Escherichia coli
Infections Resistant to Expanded-Spectrum Cephalosporins Originate From Food-Producing Animals? A
Systematic Review. Clinical Infectious Diseases 60:439-452. https://doi.org/10.1093/cid/ciu785

Adesina T, Nwinyi O, De N, Akinnola O, Omonigbehin E (2019) First Detection of Carbapenem-Resistant
Escherichia fergusonii Strains Harbouring Beta-Lactamase Genes from Clinical Samples. Pathogens 8:164.
https://doi.org/10.3390/pathogens8040164

Cortés P, Blanc V, Mora A, Dahbi G, Blanco JE, Blanco M, Lépez C, Andreu A, Navarro F, Alonso MP,
Bou G, Blanco J, Llagostera M (2010) Isolation and Characterization of Potentially Pathogenic
Antimicrobial-Resistant Escherichia coli Strains from Chicken and Pig Farms in Spain. Appl Environ
Microbiol 76:2799-2805. https://doi.org/10.1128/AEM.02421-09

Lyhs U, Ikonen I, Pohjanvirta T, Raninen K, Perko-Mékel& P, Pelkonen S (2012) Extraintestinal pathogenic
Escherichia coli in poultry meat products on the Finnish retail market. Acta Vet Scand 54:64.
https://doi.org/10.1186/1751-0147-54-64

Poole K (2007) Efflux pumps as antimicrobial resistance mechanisms. Ann Med 39:162-176.
https://doi.org/10.1080/07853890701195262

Alekshun MN, Levy SB (2007) Molecular mechanisms of antibacterial multidrug resistance. Cell 128:1037—
1050. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.03.004

97



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

Poole K (2004) Efflux-mediated multiresistance in Gram-negative bacteria. Clinical Microbiology and
Infection 10:12-26. https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2004.00763.x

Kaczmarek FS, Gootz TD, Dib-Hajj F, Shang W, Hallowell S, Cronan M (2004) Genetic and Molecular
Characterization of B-Lactamase-Negative Ampicillin-Resistant Haemophilus influenzae with Unusually
High Resistance to Ampicillin. Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
https://doi.org/10.1128/AAC.48.5.1630-1639.2004

Nikaido H, Zgurskaya HI (2001) AcrAB and related multidrug efflux pumps of Escherichia coli. J Mol
Microbiol Biotechnol 3:215-218

Okusu H, Ma D, Nikaido H (1996) AcrAB efflux pump plays a major role in the antibiotic resistance
phenotype of Escherichia coli multiple-antibiotic-resistance (Mar) mutants. J Bacteriol 178:306-308.
https://doi.org/10.1128/jb.178.1.306-308.1996

Tikhonova EB, Yamada Y, Zgurskaya HI (2011) Sequential mechanism of assembly of multidrug efflux
pump AcrAB-TolC. Chem Biol 18:454-463. https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2011.02.011

Li B, Yao Q, Pan X-C, Wang N, Zhang R, Li J, Ding G, Liu X, Wu C, Ran D, Zheng J, Zhou H (2011)
Artesunate enhances the antibacterial effect of {beta}-lactam antibiotics against Escherichia coli by
increasing antibiotic accumulation via inhibition of the multidrug efflux pump system AcrAB-TolC. J
Antimicrob Chemother 66:769-777. https://doi.org/10.1093/jac/dkr017

Chetri S, Bhowmik D, Paul D, Pandey P, Chanda DD, Chakravarty A, Bora D, Bhattacharjee A (2019)
AcrAB-TolC efflux pump system plays a role in carbapenem non-susceptibility in Escherichia coli. BMC
Microbiol 19:210. https://doi.org/10.1186/s12866-019-1589-1

Bohnert JA, Schuster S, Kern WV, Karcz T, Olejarz A, Kaczor A, Handzlik J, Kie¢-Kononowicz K (2016)
Novel Piperazine Arylideneimidazolones Inhibit the AcrAB-TolC Pump in Escherichia coli and
Simultaneously Act as Fluorescent Membrane Probes in a Combined Real-Time Influx and Efflux Assay.
Antimicrob Agents Chemother 60:1974-1983. https://doi.org/10.1128/AAC.01995-15

Cohen SP, McMurry LM, Levy SB (1988) marA locus causes decreased expression of OmpF porin in
multiple-antibiotic-resistant (Mar) mutants of Escherichia coli. J Bacteriol 170:5416-5422.
https://doi.org/10.1128/jb.170.12.5416-5422.1988

Delcour AH (2009) Outer membrane permeability and antibiotic resistance. Biochim Biophys Acta
1794:808-816. https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2008.11.005

Alekshun MN, Levy SB (1997) Regulation of chromosomally mediated multiple antibiotic resistance: the
mar regulon. Antimicrob Agents Chemother 41:2067-2075. https://doi.org/10.1128/AAC.41.10.2067
Simonet V, Malléa M, Pages JM (2000) Substitutions in the eyelet region disrupt cefepime diffusion through
the  Escherichia coli  OmpF  channel.  Antimicrob  Agents  Chemother  44:311-315.
https://doi.org/10.1128/AAC.44.2.311-315.2000

Miller PF, Gambino LF, Sulavik MC, Gracheck SJ (1994) Genetic relationship between soxRS and mar loci
in promoting multiple antibiotic resistance in Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother 38:1773—
1779. https://doi.org/10.1128/AAC.38.8.1773

Ma D, Alberti M, Lynch C, Nikaido H, Hearst JE (1996) The local repressor AcrR plays a modulating role
in the regulation of acrAB genes of Escherichia coli by global stress signals. Mol Microbiol 19:101-112.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.1996.357881.x

George AM, Hall RM, Stokes HW (1995) Multidrug resistance in Klebsiella pneumoniae: a novel gene,
ramA, confers a multidrug resistance phenotype in Escherichia coli. Microbiology (Reading) 141 ( Pt
8):1909-1920. https://doi.org/10.1099/13500872-141-8-1909

Viveiros M, Dupont M, Rodrigues L, Couto I, Davin-Regli A, Martins M, Pagés J-M, Amaral L (2007)
Antibiotic stress, genetic response and altered permeability of E. coli. PLoS One 2:e365.
https://doi.org/10.1371/journal .pone.0000365

Bialek-Davenet S, Criscuolo A, Ailloud F, Passet V, Jones L, Delannoy-Vieillard A-S, Garin B, Le Hello S,
Arlet G, Nicolas-Chanoine M-H, Decré D, Brisse S (2014) Genomic definition of hypervirulent and
multidrug-resistant  Klebsiella pneumoniae clonal groups. Emerg Infect Dis 20:1812-1820.
https://doi.org/10.3201/eid2011.140206

Paterson GK, Larsen AR, Robb A, Edwards GE, Pennycott TW, Foster G, Mot D, Hermans K, Baert K,
Peacock SJ, Parkhill J, Zadoks RN, Holmes MA (2012) The newly described mecA homologue,
mecALGA251, is present in methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates from a diverse range of
host species. J Antimicrob Chemother 67:2809-2813. https://doi.org/10.1093/jac/dks329

Hartman BJ, Tomasz A (1984) Low-affinity penicillin-binding protein associated with beta-lactam
resistance in Staphylococcus aureus. J Bacteriol 158:513-516. https://doi.org/10.1128/jb.158.2.513-
516.1984

Ubukata K, Nonoguchi R, Matsuhashi M, Konno M (1989) Expression and inducibility in Staphylococcus
aureus of the mecA gene, which encodes a methicillin-resistant S. aureus-specific penicillin-binding protein.
J Bacteriol 171:2882-2885. https://doi.org/10.1128/jb.171.5.2882-2885.1989

98



145,

146.

147.

148.

149,

150.

151.

152.

153.

154,

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Fuda C, Suvorov M, Vakulenko SB, Mobashery S (2004) The Basis for Resistance to -Lactam Antibiotics
by Penicillin-binding Protein 2a of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus*. Journal of Biological
Chemistry 279:40802—40806. https://doi.org/10.1074/jbc.M403589200

Lim D, Strynadka NCJ (2002) Structural basis for the beta lactam resistance of PBP2a from methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. Nat Struct Biol 9:870-876. https://doi.org/10.1038/nsh858
Garcia-Alvarez L, Holden MT, Lindsay H, Webb CR, Brown DF, Curran MD, Walpole E, Brooks K, Pickard
DJ, Teale C, Parkhill J, Bentley SD, Edwards GF, Girvan EK, Kearns AM, Pichon B, Hill RL, Larsen AR,
Skov RL, Peacock SJ, Maskell DJ, Holmes MA (2011) Meticillin-resistant Staphylococcus aureus with a
novel mecA homologue in human and bovine populations in the UK and Denmark: a descriptive study. The
Lancet Infectious Diseases 11:595-603. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(11)70126-8

Lange F, Pfennigwerth N, Hofken L-M, Gatermann SG, Kaase M (2019) Characterization of mutations in
Escherichia coli PBP2 leading to increased carbapenem MICs. J Antimicrob Chemother 74:571-576.
https://doi.org/10.1093/jac/dky476

Ranjitkar S, Reck F, Ke X, Zhu Q, McEnroe G, Lopez SL, Dean CR (2019) Identification of Mutations in
the mrdA Gene Encoding PBP2 That Reduce Carbapenem and Diazabicyclooctane Susceptibility of
Escherichia coli Clinical Isolates with Mutations in ftsl (PBP3) and Which Carry bla NDM-1. mSphere
4:e00074-19. https://doi.org/10.1128/mSphere.00074-19

Misawa K, Tarumoto N, Tamura S, Osa M, Hamamoto T, Yuki A, Kouzaki Y, Imai K, Ronald RL,
Yamaguchi T, Murakami T, Maesaki S, Suzuki Y, Kawana A, Maeda T (2018) Single nucleotide
polymorphisms in genes encoding penicillin-binding proteins in (3-lactamase-negative ampicillin-resistant
Haemophilus influenzae in Japan. BMC Res Notes 11:53. https://doi.org/10.1186/s13104-018-3169-0
Bellini D, Koekemoer L, Newman H, Dowson CG (2019) Novel and Improved Crystal Structures of H.
influenzae, E. coli and P. aeruginosa Penicillin-Binding Protein 3 (PBP3) and N. gonorrhoeae PBP2: Toward
a Better Understanding of B-Lactam Target-Mediated Resistance. Journal of Molecular Biology 431:3501—
3519. https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.07.010

Alm RA, Johnstone MR, Lahiri SD (2015) Characterization of Escherichia coli NDM isolates with decreased
susceptibility to aztreonam/avibactam: role of a novel insertion in PBP3. J Antimicrob Chemother 70:1420—
1428. https://doi.org/10.1093/jac/dku568

Correia S, Poeta P, Hébraud M, Capelo JL, Igrejas G (2017) Mechanisms of quinolone action and resistance:
where do we stand? Journal of Medical Microbiology 66:551-559. https://doi.org/10.1099/jmm.0.000475
Qin T-T, Kang H-Q, Ma P, Li P-P, Huang L-Y, Gu B (2015) SOS response and its regulation on the
fluoroquinolone resistance. Ann Transl Med 3:358. https://doi.org/10.3978/j.issn.2305-5839.2015.12.09
Kristiansson E, Fick J, Janzon A, Grabic R, Rutgersson C, Weijdegard B, S6derstrom H, Larsson DGJ (2011)
Pyrosequencing of Antibiotic-Contaminated River Sediments Reveals High Levels of Resistance and Gene
Transfer Elements. PLOS ONE 6:e17038. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0017038

Nordmann P, Poirel L (2005) Emergence of plasmid-mediated resistance to quinolones in
Enterobacteriaceae. J Antimicrob Chemother 56:463-469. https://doi.org/10.1093/jac/dki245

Piddock LJV (2006) Clinically relevant chromosomally encoded multidrug resistance efflux pumps in
bacteria. Clin Microbiol Rev 19:382—402. https://doi.org/10.1128/CMR.19.2.382-402.2006

Depardieu F, Podglajen I, Leclercq R, Collatz E, Courvalin P (2007) Modes and modulations of antibiotic
resistance gene expression. Clin Microbiol Rev 20:79-114. https://doi.org/10.1128/CMR.00015-06

Azimi A, Rezaei F, Yaseri M, Jafari S, Rahbar M, Douraghi M (2021) Emergence of fluoroquinolone
resistance and possible mechanisms in clinical isolates of Stenotrophomonas maltophilia from Iran. Sci Rep
11:9582. https://doi.org/10.1038/s41598-021-88977-z

Neuhauser MM, Weinstein RA, Rydman R, Danziger LH, Karam G, Quinn JP (2003) Antibiotic Resistance
among Gram-Negative Bacilli in US Intensive Care Units: Implications for Fluoroquinolone Use. JAMA
289:885-888. https://doi.org/10.1001/jama.289.7.885

Fick J, Soderstrom H, Lindberg RH, Phan C, Tysklind M, Larsson DGJ (2009) Contamination of surface,
ground, and drinking water from pharmaceutical production. Environ Toxicol Chem 28:2522-2527.
https://doi.org/10.1897/09-073.1

Ruiz J (2003) Mechanisms of resistance to quinolones: Target alterations, decreased accumulation and DNA
gyrase protection. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 51:1109-1117.
https://doi.org/10.1093/jac/dkg222

Dobbyn D, Zeggil T, Kudrowich B, Beahm NP (2022) Ciprofloxacin resistances rates in Escherichia coli
across Canada (CREAC): a longitudinal analysis 2015-2019. International Journal of Antimicrobial Agents
59:. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2022.106532

Jones-Dias D, Manageiro V, Graca R, Sampaio DA, Albuquerque T, Themudo P, Vieira L, Ferreira E,
Clemente L, Canica M (2016) QnrS1- and Aac(6’)-Ib-cr-Producing Escherichia coli among Isolates from
Animals of Different Sources: Susceptibility and Genomic Characterization. Front Microbiol 7:671.
https://doi.org/10.3389/fmich.2016.00671

99



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Alsharapy SA, Yanat B, Lopez-Cerero L, Nasher SS, Diaz-De-Alba P, Pascual A, Rodriguez-Martinez J-M,
Touati A (2018) Prevalence of ST131 Clone Producing Both ESBL CTX-M-15 and AAC(6’)Ib-cr Among
Ciprofloxacin-Resistant Escherichia coli Isolates from Yemen. Microb Drug Resist 24:1537-1542.
https://doi.org/10.1089/mdr.2018.0024

Machuca J, Ortiz M, Recacha E, Diaz-De-Alba P, Docobo-Perez F, Rodriguez-Martinez J-M, Pascual A
(2016) Impact of AAC(6°)-1b-cr in combination with chromosomal-mediated mechanisms on clinical
quinolone  resistance in  Escherichia coli. J  Antimicrob  Chemother  71:3066-3071.
https://doi.org/10.1093/jac/dkw258

Robicsek A, Strahilevitz J, Jacoby GA, Macielag M, Abbanat D, Park CH, Bush K, Hooper DC (2006)
Fluoroquinolone-modifying enzyme: a new adaptation of a common aminoglycoside acetyltransferase. Nat
Med 12:83-88. https://doi.org/10.1038/nm1347

Yang S, Clayton SR, Zechiedrich EL (2003) Relative contributions of the AcrAB, MdfA and NorE efflux
pumps to quinolone resistance in Escherichia coli. J Antimicrob Chemother 51:545-556.
https://doi.org/10.1093/jac/dkg126

Klein G, Raina S (2015) Regulated Control of the Assembly and Diversity of LPS by Noncoding SRNAs.
BioMed Research International 2015:e153561. https://doi.org/10.1155/2015/153561

Umeda K, Hase A, Fukuda A, Matsuo M, Horimoto T, Ogasawara J (2020) Prevalence and mechanisms of
fluoroquinolone-resistant Escherichia coli among sheltered companion animals. Access Microbiol
2:acmi000077. https://doi.org/10.1099/acmi.0.000077

Reece RJ, Maxwell A (1991) DNA gyrase: structure and function. Crit Rev Biochem Mol Biol 26:335-375.
https://doi.org/10.3109/10409239109114072

Zhao Q, Shen Y, Chen G, Luo Y, Cui S, Tian Y (2021) Prevalence and Molecular Characterization of
Fluoroquinolone-Resistant Escherichia coli in Healthy Children. Front Cell Infect Microbiol 11:743390.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2021.743390

Cheng P, Yang Y, Li F, Li X, Liu H, Fazilani SA, Guo W, Xu G, Zhang X (2020) The prevalence and
mechanism of fluoroquinolone resistance in Escherichia coli isolated from swine farms in China. BMC Vet
Res 16:258. https://doi.org/10.1186/s12917-020-02483-4

Nawaz M, Sung K, Kweon O, Khan S, Nawaz S, Steele R (2015) Characterisation of novel mutations
involved in quinolone resistance in Escherichia coli isolated from imported shrimp. Int J Antimicrob Agents
45:471-476. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2014.11.010

Yoshida H, Bogaki M, Nakamura M, Nakamura S (1990) Quinolone resistance-determining region in the
DNA gyrase gyrA gene of Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother 34:1271-1272.
https://doi.org/10.1128/AAC.34.6.1271

Heisig P, Schedletzky H, Falkenstein-Paul H (1993) Mutations in the gyrA gene of a highly fluoroquinolone-
resistant clinical isolate of Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother 37:696-701.
https://doi.org/10.1128/AAC.37.4.696

Vila J, Ruiz J, Marco F, Barcelo A, Gofii P, Giralt E, Jimenez de Anta T (1994) Association between double
mutation in gyrA gene of ciprofloxacin-resistant clinical isolates of Escherichia coli and MICs. Antimicrob
Agents Chemother 38:2477-2479. https://doi.org/10.1128/AAC.38.10.2477

Kim J-H, Lee H-J, Jeong O-M, Kim D-W, Jeong J-Y, Kwon Y-K, Kang M-S (2021) High prevalence and
variable fitness of fluoroquinolone-resistant avian pathogenic Escherichia coli isolated from chickens in
Korea. Avian Pathol 50:151-160. https://doi.org/10.1080/03079457.2020.1855322

Oram M, Fisher LM (1991) 4-Quinolone resistance mutations in the DNA gyrase of Escherichia coli clinical
isolates identified by using the polymerase chain reaction. Antimicrob Agents Chemother 35:387-389.
https://doi.org/10.1128/AAC.35.2.387

Drlica K, Zhao X (1997) DNA gyrase, topoisomerase 1V, and the 4-quinolones. Microbiol Mol Biol Rev
61:377-392. https://doi.org/10.1128/mmbr.61.3.377-392.1997

Cullen ME, Wyke AW, Kuroda R, Fisher LM (1989) Cloning and characterization of a DNA gyrase A gene
from Escherichia coli that confers clinical resistance to 4-quinolones. Antimicrob Agents Chemother
33:886-894. https://doi.org/10.1128/AAC.33.6.886

Dasgupta N, Paul D, Chanda DD, Chetri S, Chakravarty A, Bhattacharjee A (2018) Observation of a new
pattern of mutations in gyrA and parC within Escherichia coli exhibiting fluroquinolone resistance. Indian J
Med Microbiol 36:131-135. https://doi.org/10.4103/ijmm.1IJMM_17_181

Gulyas D, Kocsis B, Szab6é D (2019) Plasmid copy number and gnr gene expression in selection of
fluoroquinolone-resistant ~ Escherichia coli. Acta  Microbiol Immunol Hung 66:169-178.
https://doi.org/10.1556/030.65.2018.049

Vila J (2005) Fluoroquinolone Resistance. In: Frontiers in Antimicrobial Resistance. John Wiley & Sons,
Ltd, pp 41-52

Tran JH, Jacoby GA (2002) Mechanism of plasmid-mediated quinolone resistance. Proc Natl Acad Sci U S
A 99:5638-5642. https://doi.org/10.1073/pnas.082092899

100



186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Juraschek K, Deneke C, Schmoger S, Grobbel M, Malorny B, Ké&sbohrer A, Schwarz S, Meemken D,
Hammerl JA (2021) Phenotypic and Genotypic Properties of Fluoroquinolone-Resistant, gnr-Carrying
Escherichia coli Isolated from the German Food Chain in 2017. Microorganisms 9:1308.
https://doi.org/10.3390/microorganisms9061308

Mirzaii M, Jamshidi S, Zamanzadeh M, Marashifard M, Malek Hosseini SAA, Haeili M, Jahanbin F,
Mansouri F, Darban-Sarokhalil D, Khoramrooz SS (2018) Determination of gyrA and parC mutations and
prevalence of plasmid-mediated quinolone resistance genes in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
isolated from patients with urinary tract infection in Iran. J Glob Antimicrob Resist 13:197-200.
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2018.04.017

Holloway WJ, Scott EG (1963) Colistimethate Sodium: A Clinical Study. The Journal of Urology 89:264—
266. https://doi.org/10.1016/S0022-5347(17)64542-7

Dijkmans AC, Wilms EB, Kamerling IMC, Birkhoff W, Ortiz-Zacarias NV, van Nieuwkoop C, Verbrugh
HA, Touw DJ (2015) Colistin: Revival of an Old Polymyxin Antibiotic. Ther Drug Monit 37:419-427.
https://doi.org/10.1097/FTD.0000000000000172

Wanty C, Anandan A, Piek S, Walshe J, Ganguly J, Carlson RW, Stubbs KA, Kahler CM, Vrielink A (2013)
The structure of the neisserial lipooligosaccharide phosphoethanolamine transferase A (LptA) required for
resistance to polymyxin. J Mol Biol 425:3389-3402. https://doi.org/10.1016/j.jmb.2013.06.029

Kaye KS, Pogue JM, Tran TB, Nation RL, Li J (2016) Agents of Last Resort: Polymyxin Resistance. Infect
Dis Clin North Am 30:391-414. https://doi.org/10.1016/j.idc.2016.02.005

Velkov T, Roberts KD, Nation RL, Thompson PE, Li J (2013) Pharmacology of polymyxins: new insights
into an “old” class of antibiotics. Future Microbiol 8:711-724. https://doi.org/10.2217/fmb.13.39

Bialvaei AZ, Samadi Kafil H (2015) Colistin, mechanisms and prevalence of resistance. Curr Med Res Opin
31:707-721. https://doi.org/10.1185/03007995.2015.1018989

Falagas ME, Rafailidis PI, Matthaiou DK (2010) Resistance to polymyxins: Mechanisms, frequency and
treatment options. Drug Resist Updat 13:132-138. https://doi.org/10.1016/j.drup.2010.05.002

Talbot GH, Bradley J, Edwards JE, Gilbert D, Scheld M, Bartlett JG, Antimicrobial Availability Task Force
of the Infectious Diseases Society of America (2006) Bad bugs need drugs: an update on the development
pipeline from the Antimicrobial Availability Task Force of the Infectious Diseases Society of America. Clin
Infect Dis 42:657-668. https://doi.org/10.1086/499819

Kempf I, Jouy E, Chauvin C (2016) Colistin use and colistin resistance in bacteria from animals. Int J
Antimicrob Agents 48:598-606. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2016.09.016

Falagas ME, Kasiakou SK (2005) Colistin: the revival of polymyxins for the management of multidrug-
resistant gram-negative bacterial infections. Clin Infect Dis 40:1333-1341. https://doi.org/10.1086/429323
Carroll LM, Gaballa A, Guldimann C, Sullivan G, Henderson LO, Wiedmann M (2019) Identification of
Novel Mobilized Colistin Resistance Gene mcr-9 in a Multidrug-Resistant, Colistin-Susceptible Salmonella
enterica Serotype Typhimurium Isolate. mBio 10:e00853-19. https://doi.org/10.1128/mBi0.00853-19

Osei Sekyere J (2019) Mcr colistin resistance gene: a systematic review of current diagnostics and detection
methods. MicrobiologyOpen 8:e00682. https://doi.org/10.1002/mbo3.682

McPhee JB, Lewenza S, Hancock REW (2003) Cationic antimicrobial peptides activate a two-component
regulatory system, PmrA-PmrB, that regulates resistance to polymyxin B and cationic antimicrobial peptides
in Pseudomonas aeruginosa. Mol Microbiol 50:205-217. https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2003.03673.x
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
Hussein NH, AL-Kadmy IMS, Taha BM, Hussein JD (2021) Mobilized colistin resistance (mcr) genes from
1 to 10: a comprehensive review. Mol Biol Rep 48:2897-2907. https://doi.org/10.1007/s11033-021-06307-
y

Xavier BB, Lammens C, Ruhal R, Kumar-Singh S, Butaye P, Goossens H, Malhotra-Kumar S (2016)
Identification of a novel plasmid-mediated colistin-resistance gene, mcr-2, in Escherichia coli, Belgium,
June 2016. Euro Surveill 21:. https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2016.21.27.30280

Yin W, Li H, Shen Y, Liu Z, Wang S, Shen Z, Zhang R, Walsh TR, Shen J, Wang Y (2017) Novel Plasmid-
Mediated Colistin  Resistance Gene mcr-3 in  Escherichia coli. mBio 8:e00543-17.
https://doi.org/10.1128/mBi0.00543-17

Carattoli A, Villa L, Feudi C, Curcio L, Orsini S, Luppi A, Pezzotti G, Magistrali CF (2017) Novel plasmid-
mediated colistin resistance mcr-4 gene in Salmonella and Escherichia coli, Italy 2013, Spain and Belgium,
2015 to 2016. Euro Surveill 22:30589. https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.31.30589

Borowiak M, Fischer J, Hammerl JA, Hendriksen RS, Szabo |, Malorny B (2017) Identification of a novel
transposon-associated phosphoethanolamine transferase gene, mcr-5, conferring colistin resistance in d-

101



207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

225.

226.

227.

tartrate fermenting Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi B. J Antimicrob Chemother
72:3317-3324. https://doi.org/10.1093/jac/dkx327

AbuOun M, Stubberfield EJ, Duggett NA, Kirchner M, Dormer L, Nunez-Garcia J, Randall LP, Lemma F,
Crook DW, Teale C, Smith RP, Anjum MF (2017) mcr-1 and mcr-2 (mcr-6.1) variant genes identified in
Moraxella species isolated from pigs in Great Britain from 2014 to 2015. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy 72:2745-2749. https://doi.org/10.1093/jac/dkx286

Yang Y-Q, Li Y-X, Lei C-W, Zhang A-Y, Wang H-N (2018) Novel plasmid-mediated colistin resistance
gene mcr-7.1  in  Klebsiella  pneumoniae. J  Antimicrob  Chemother  73:1791-1795.
https://doi.org/10.1093/jac/dky111

Wang X, Wang Y, Zhou Y, Li J, Yin W, Wang S, Zhang S, Shen J, Shen Z, Wang Y (2018) Emergence of
a novel mobile colistin resistance gene, mcr-8, in NDM-producing Klebsiella pneumoniae. Emerg Microbes
Infect 7:122. https://doi.org/10.1038/s41426-018-0124-z

Wang C, Feng Y, Liu L, Wei L, Kang M, Zong Z (2020) Identification of novel mobile colistin resistance
gene mcr-10. Emerg Microbes Infect 9:508-516. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1732231

Lima T, Domingues S, Da Silva GJ (2019) Plasmid-Mediated Colistin Resistance in Salmonella enterica: A
Review. Microorganisms 7:55. https://doi.org/10.3390/microorganisms7020055

Sun J, Zhang H, Liu Y-H, Feng Y (2018) Towards Understanding MCR-like Colistin Resistance. Trends in
Microbiology 26:794-808. https://doi.org/10.1016/j.tim.2018.02.006

Poirel L, Jayol A, Nordmann P (2017) Polymyxins: Antibacterial Activity, Susceptibility Testing, and
Resistance Mechanisms Encoded by Plasmids or Chromosomes. Clinical Microbiology Reviews 30:557—
596. https://doi.org/10.1128/cmr.00064-16

El Ghachi M, Derbise A, Bouhss A, Mengin-Lecreulx D (2005) Identification of multiple genes encoding
membrane proteins with undecaprenyl pyrophosphate phosphatase (UppP) activity in Escherichia coli. J Biol
Chem 280:18689-18695. https://doi.org/10.1074/jbc.M412277200

Tatar LD, Marolda CL, Polischuk AN, van Leeuwen D, Valvano MA (2007) An Escherichia coli
undecaprenyl-pyrophosphate phosphatase implicated in undecaprenyl phosphate recycling. Microbiology
(Reading) 153:2518-2529. https://doi.org/10.1099/mic.0.2007/006312-0

Grabowicz M, Andres D, Lebar MD, Maloj¢i¢ G, Kahne D, Silhavy TJ (2014) A mutant Escherichia coli
that attaches peptidoglycan to lipopolysaccharide and displays cell wall on its surface. Elife 3:e05334.
https://doi.org/10.7554/eLife.05334

Han W, Wu B, Li L, Zhao G, Woodward R, Pettit N, Cai L, Thon V, Wang PG (2012) Defining function of
lipopolysaccharide O-antigen ligase WaaL using chemoenzymatically synthesized substrates. J Biol Chem
287:5357-5365. https://doi.org/10.1074/jbc.M111.308486

Ruan X, Loyola DE, Marolda CL, Perez-Donoso JM, Valvano MA (2012) The WaalL O-antigen
lipopolysaccharide ligase has features in common with metal ion-independent inverting
glycosyltransferases. Glycobiology 22:288-299. https://doi.org/10.1093/glycob/cwr150

Gunn JS, Lim KB, Krueger J, Kim K, Guo L, Hackett M, Miller SI (1998) PmrA-PmrB-regulated genes
necessary for 4-aminoarabinose lipid A modification and polymyxin resistance. Mol Microbiol 27:1171—
1182. https://doi.org/10.1046/].1365-2958.1998.00757.x

Lee H, Hsu F-F, Turk J, Groisman EA (2004) The PmrA-regulated pmrC gene mediates
phosphoethanolamine modification of lipid A and polymyxin resistance in Salmonella enterica. J Bacteriol
186:4124-4133. https://doi.org/10.1128/JB.186.13.4124-4133.2004

Sun J, Xu'Y, Gao R, Lin J, Wei W, Srinivas S, Li D, Yang R-S, Li X-P, Liao X-P, Liu Y-H, Feng Y (2017)
Deciphering MCR-2 Colistin Resistance. mBio 8:e00625-17. https://doi.org/10.1128/mBi0.00625-17

Hui C-Y, Guo Y, He Q-S, Peng L, Wu S-C, Cao H, Huang S-H (2010) Escherichia coli outer membrane
protease OmpT confers resistance to urinary cationic peptides. Microbiol Immunol 54:452-459.
https://doi.org/10.1111/j.1348-0421.2010.00238.x

Misi¢ D, Kiskaroly F, Szostak MP, Cabal A, Ruppitsch W, Bernreiter-Hofer T, Milovanovic V, Feller AT,
Allerberger F, Spergser J, Miiller E, Schwarz S, Braun SD, Monecke S, Ehricht R, Korus M, Benkovié¢ D,
Korzeniowska M, Loncaric | (2021) The First Report of mcr-1-Carrying Escherichia coli Originating from
Animals in Serbia. Antibiotics (Basel) 10:1063. https://doi.org/10.3390/antibiotics10091063

Olaitan AO, Morand S, Rolain J-M (2014) Mechanisms of polymyxin resistance: acquired and intrinsic
resistance in bacteria. Front Microbiol 5:643. https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00643

Trimble MJ, Mlynarcik P, Kolat M, Hancock REW (2016) Polymyxin: Alternative Mechanisms of Action
and Resistance. Cold Spring Harb Perspect Med 6:a025288. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a025288
Delgado MA, Vincent PA, Farias RN, Salomon RA (2005) Yojl of Escherichia coli functions as a microcin
J25 efflux pump. J Bacteriol 187:3465-3470. https://doi.org/10.1128/JB.187.10.3465-3470.2005

Srinivas P, Rivard K (2017) Polymyxin Resistance in Gram-negative Pathogens. Curr Infect Dis Rep 19:38.
https://doi.org/10.1007/s11908-017-0596-3

102



228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245,

246.

247.

248.

249.

250.

251.

Antonic V, Stojadinovic A, Zhang B, 1zadjoo MJ, Alavi M (2013) Pseudomonas aeruginosa induces pigment
production and enhances virulence in a white phenotypic variant of Staphylococcus aureus. Infect Drug
Resist 6:175-186. https://doi.org/10.2147/IDR.S49039

Mlynarcik P, Kolar M (2019) Molecular mechanisms of polymyxin resistance and detection of mcr genes.
Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub 163:28-38. https://doi.org/10.5507/bp.2018.070
Abachin E, Poyart C, Pellegrini E, Milohanic E, Fiedler F, Berche P, Trieu-Cuot P (2002) Formation of D-
alanyl-lipoteichoic acid is required for adhesion and virulence of Listeria monocytogenes. Mol Microbiol
43:1-14. https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2002.02723.x

Gehring R, Mochel JP, Schmerold I (2023) Understanding the background and clinical significance of the
WHO, WOAH, and EMA classifications of antimicrobials to mitigate antimicrobial resistance. Frontiers in
Veterinary Science 10:

Schmerold I, van Geijlswijk 1, Gehring R (2023) European regulations on the use of antibiotics in veterinary
medicine. European Journal of Pharmaceutical Sciences 189:106473.
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2023.106473

Hao H, Sander P, Igbal Z, Wang Y, Cheng G, Yuan Z (2016) The Risk of Some Veterinary Antimicrobial
Agents on Public Health Associated with Antimicrobial Resistance and their Molecular Basis. Front
Microbiol 7:. https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01626

Antimicrobial ~ Resistance -  Veterinary and Public Health Concerns in  Europe.
https://www.thepoultrysite.com/articles/antimicrobial-resistance-veterinary-and-public-health-concerns-in-
europe. Accessed 12 May 2024

Hornish RE, Kotarski SF (2002) Cephalosporins in veterinary medicine - ceftiofur use in food animals. Curr
Top Med Chem 2:717-731. https://doi.org/10.2174/1568026023393679

Rusu A, Hancu G, Uivarosi V (2015) Fluoroquinolone pollution of food, water and soil, and bacterial
resistance. Environ Chem Lett 13:21-36. https://doi.org/10.1007/s10311-014-0481-3

Andreu V, Blasco C, Pico Y (2007) Analytical strategies to determine quinolone residues in food and the
environment. TrAC Trends in Analytical Chemistry 26:534-556. https://doi.org/10.1016/j.trac.2007.01.010
Sukul P, Spiteller M (2007) Fluoroquinolone Antibiotics in the Environment. In: Reviews of Environmental
Contamination and Toxicology. Springer, New York, NY, pp 131-162

Frade VMF, Dias M, Teixeira ACSC, Palma MSA (2014) Environmental contamination by
fluoroquinolones. Braz J Pharm Sci 50:41-54. https://doi.org/10.1590/51984-82502011000100004
Kawecki TJ, Lenski RE, Ebert D, Hollis B, Olivieri I, Whitlock MC (2012) Experimental evolution. Trends
in Ecology & Evolution 27:547-560. https://doi.org/10.1016/j.tree.2012.06.001

Perron GG, Zasloff M, Bell G (2006) Experimental evolution of resistance to an antimicrobial peptide.
Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 273:251-256.
https://doi.org/10.1098/rspb.2005.3301

Blount ZD, Borland CZ, Lenski RE (2008) Historical contingency and the evolution of a key innovation in
an experimental population of Escherichia coli. PNAS 105:7899-7906.
https://doi.org/10.1073/pnas.0803151105

Plotkin SA, Plotkin SL (2011) The development of vaccines: how the past led to the future. Nat Rev
Microbiol 9:889-893. https://doi.org/10.1038/nrmicro2668

Ebert D (1998) Experimental Evolution of Parasites. Science.
https://doi.org/10.1126/science.282.5393.1432

Lenski RE, Rose MR, Simpson SC, Tadler SC (1991) Long-Term Experimental Evolution in Escherichia
coli. 1. Adaptation and Divergence During 2,000 Generations. The American Naturalist 138:1315-1341.
https://doi.org/10.1086/285289

Gerrish PJ, Lenski RE (1998) The fate of competing beneficial mutations in an asexual population. Genetica
102:127. https://doi.org/10.1023/A:1017067816551

Conrad TM, Lewis NE, Palsson B@ (2011) Microbial laboratory evolution in the era of genome-scale
science. Mol Syst Biol 7:509. https://doi.org/10.1038/msb.2011.42

Brown SW, Oliver SG (1982) Isolation of ethanol-tolerant mutants of yeast by continuous selection.
European J Appl Microbiol Biotechnol 16:119-122. https://doi.org/10.1007/BF00500738

Lane PG, Hutter A, Oliver SG, Butler PR (1999) Selection of Microbial Mutants Tolerant To Extreme
Environmental Stress Using Continuous Culture—Control Design. Biotechnology Progress 15:1115-1124.
https://doi.org/10.1021/bp990084j

Butler PR, Brown M, Oliver SG (1996) Improvement of antibiotic titers from Streptomyces bacteria by
interactive continuous selection. Biotechnology and Bioengineering 49:185-196.
https://doi.org/10.1002/(S1CI1)1097-0290(19960120)49:2<185::AlID-BIT7>3.0.CO;2-M

Lee HH, Molla MN, Cantor CR, Collins JJ (2010) Bacterial charity work leads to population-wide resistance.
Nature 467:82-85. https://doi.org/10.1038/nature09354

103



252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

Bryson V, Szybalski w (1952) Microbial Selection. Science 116:45-51.
https://doi.org/10.1126/science.116.3003.45

Toprak E, Veres A, Michel J-B, Chait R, Hartl DL, Kishony R (2011) Evolutionary paths to antibiotic
resistance under dynamically sustained drug stress. Nat Genet 44:101-105. https://doi.org/10.1038/ng.1034
Sharma SK, Mohan A (2006) Multidrug-resistant tuberculosis: a menace that threatens to destabilize
tuberculosis control. Chest 130:261-272. https://doi.org/10.1378/chest.130.1.261

Olofsson SK, Geli P, Andersson DI, Cars O (2005) Pharmacodynamic model to describe the concentration-
dependent selection of cefotaxime-resistant Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother 49:5081-5091.
https://doi.org/10.1128/AAC.49.12.5081-5091.2005

Kohanski MA, DePristo MA, Collins JJ (2010) Sublethal antibiotic treatment leads to multidrug resistance
via radical-induced mutagenesis. Mol Cell 37:311-320. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.01.003
Alekshun MN, Levy SB (2007) Molecular Mechanisms of Antibacterial Multidrug Resistance. Cell
128:1037-1050. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.03.004

Zhang Q, Lambert G, Liao D, Kim H, Robin K, Tung C, Pourmand N, Austin RH (2011) Acceleration of
emergence of bacterial antibiotic resistance in connected microenvironments. Science 333:1764-1767.
https://doi.org/10.1126/science.1208747

Liu B, Pop M (2009) ARDB—Antibiotic Resistance Genes Database. Nucleic Acids Res 37:D443-D447.
https://doi.org/10.1093/nar/gkn656

Canton R, Ruiz-Garbajosa P (2011) Co-resistance: an opportunity for the bacteria and resistance genes.
Current Opinion in Pharmacology 11:477-485. https://doi.org/10.1016/j.coph.2011.07.007

Scott J, Marusyk A (2017) Somatic clonal evolution: A selection-centric perspective. Biochim Biophys Acta
Rev Cancer 1867:139-150. https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2017.01.006

Phillips PC (2008) Epistasis--the essential role of gene interactions in the structure and evolution of genetic
systems. Nat Rev Genet 9:855-867. https://doi.org/10.1038/nrg2452

Weinreich DM, Delaney NF, Depristo MA, Hartl DL (2006) Darwinian evolution can follow only very few
mutational paths to fitter proteins. Science 312:111-114. https://doi.org/10.1126/science.1123539

Poelwijk FJ, Kiviet DJ, Weinreich DM, Tans SJ (2007) Empirical fitness landscapes reveal accessible
evolutionary paths. Nature 445:383-386. https://doi.org/10.1038/nature05451

Tan L, Serene S, Chao HX, Gore J (2011) Hidden randomness between fitness landscapes limits reverse
evolution. Phys Rev Lett 106:198102. https://doi.org/10.1103/PhysRevLett.106.198102

Imamovic L, Sommer MOA (2013) Use of collateral sensitivity networks to design drug cycling protocols
that avoid resistance development. Sci Transl Med 5:204ral32.
https://doi.org/10.1126/scitransimed.3006609

Kim S, Lieberman TD, Kishony R (2014) Alternating antibiotic treatments constrain evolutionary paths to
multidrug resistance. Proc Natl Acad Sci u S A 111:14494-14499.
https://doi.org/10.1073/pnas.1409800111

Nichol D, Jeavons P, Fletcher AG, Bonomo RA, Maini PK, Paul JL, Gatenby RA, Anderson ARA, Scott JG
(2015) Steering Evolution with Sequential Therapy to Prevent the Emergence of Bacterial Antibiotic
Resistance. PLoS Comput Biol 11:€1004493. https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1004493

Toprak E, Veres A, Michel J-B, Chait R, Hartl DL, Kishony R (2011) Evolutionary paths to antibiotic
resistance  under  dynamically  sustained  drug  selection. Nat Genet 44:101-105.
https://doi.org/10.1038/ng.1034

Rodriguez de Evgrafov M, Gumpert H, Munck C, Thomsen TT, Sommer MOA (2015) Collateral Resistance
and Sensitivity Modulate Evolution of High-Level Resistance to Drug Combination Treatment in
Staphylococcus aureus. Mol Biol Evol 32:1175-1185. https://doi.org/10.1093/molbev/msv006

Nichol D, Rutter J, Bryant C, Hujer AM, Lek S, Adams MD, Jeavons P, Anderson ARA, Bonomo RA, Scott
JG (2019) Antibiotic collateral sensitivity is contingent on the repeatability of evolution. Nat Commun
10:334. https://doi.org/10.1038/s41467-018-08098-6

Baym M, Lieberman TD, Kelsic ED, Chait R, Gross R, Yelin I, Kishony R (2016) Spatiotemporal microbial
evolution on antibiotic landscapes. Science 353:1147-1151. https://doi.org/10.1126/science.aag0822
Kerek A, Torok B, Jerzsele A (2022) MEGA-plate - New evolutionary and coselection microbiological
method. Hungarian Veterinary Journal 144:429-439

Andersson DI (2006) The biological cost of mutational antibiotic resistance: any practical conclusions? Curr
Opin Microbiol 9:461-465. https://doi.org/10.1016/j.mib.2006.07.002

Sgrensen SJ, Bailey M, Hansen LH, Kroer N, Wuertz S (2005) Studying plasmid horizontal transfer in situ:
a critical review. Nat Rev Microbiol 3:700-710. https://doi.org/10.1038/nrmicro1232

Shoemaker NB, Vlamakis H, Hayes K, Salyers AA (2001) Evidence for extensive resistance gene transfer
among Bacteroides spp. and among Bacteroides and other genera in the human colon. Appl Environ
Microbiol 67:561-568. https://doi.org/10.1128/AEM.67.2.561-568.2001

104



277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.
299.
300.

Couce A, Blazquez J (2009) Side effects of antibiotics on genetic variability. FEMS Microbiol Rev 33:531—
538. https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2009.00165.x

Guérin E, Cambray G, Da Re S, Mazel D, Ploy M-C (2010) [The SOS response controls antibiotic resistance
by regulating the integrase of integrons]. Med Sci (Paris) 26:28-30.
https://doi.org/10.1051/medsci/201026128

Davies J, Spiegelman GB, Yim G (2006) The world of subinhibitory antibiotic concentrations. Curr Opin
Microbiol 9:445-453. https://doi.org/10.1016/j.mib.2006.08.006

Stokes HW, Hall RM (1989) A novel family of potentially mobile DNA elements encoding site-specific
gene-integration functions: integrons. Mol Microbiol 3:1669-1683. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2958.1989.th00153.x

Boucher Y, Labbate M, Koenig JE, Stokes HW (2007) Integrons: mobilizable platforms that promote genetic
diversity in bacteria. Trends Microbiol 15:301-309. https://doi.org/10.1016/j.tim.2007.05.004

Recchia GD, Hall RM (1995) Gene cassettes: a new class of mobile element. Microbiology (Reading) 141 (
Pt 12):3015-3027. https://doi.org/10.1099/13500872-141-12-3015

McDonald BA, Linde C (2002) Pathogen population genetics, evolutionary potential, and durable resistance.
Annu Rev Phytopathol 40:349-379. https://doi.org/10.1146/annurev.phyto.40.120501.101443

Labrie SJ, Mosterd C, Loignon S, Dupuis M-E, Desjardins P, Rousseau GM, Tremblay DM, Romero DA,
Horvath P, Fremaux C, Moineau S (2019) A mutation in the methionine aminopeptidase gene provides phage
resistance in Streptococcus thermophilus. Sci Rep 9:13816. https://doi.org/10.1038/s41598-019-49975-4
Zhang W, Guo H, Cao C, Li L, Kwok L-Y, Zhang H, Sun Z (2017) Adaptation of Lactobacillus casei Zhang
to  Gentamycin  Involves an  Alkaline  Shock  Protein.  Front  Microbiol  8:2316.
https://doi.org/10.3389/fmich.2017.02316

Zhang W, Cao C, Zhang J, Kwok L-Y, Zhang H, Chen Y (2018) Lactobacillus casei asp23 gene contributes
to gentamycin resistance via regulating specific membrane-associated proteins. J Dairy Sci 101:1915-1920.
https://doi.org/10.3168/jds.2017-13961

Dong Y, Zhang F, Wang B, Gao J, Zhang J, Shao Y (2019) Laboratory Evolution Assays and Whole-
Genome Sequencing for the Development and Safety Evaluation of Lactobacillus plantarum With Stable
Resistance to Gentamicin. Front Microbiol 10:1235. https://doi.org/10.3389/fmich.2019.01235

Van Rossum T, Ferretti P, Maistrenko OM, Bork P (2020) Diversity within species: interpreting strains in
microbiomes. Nat Rev Microbiol 18:491-506. https://doi.org/10.1038/s41579-020-0368-1

Haudiquet M, de Sousa JM, Touchon M, Rocha EPC (2022) Selfish, promiscuous and sometimes useful:
how mobile genetic elements drive horizontal gene transfer in microbial populations. Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci 377:20210234. https://doi.org/10.1098/rstb.2021.0234

Arevalo P, Vaninsberghe D, Elsherbini J, Gore J, Polz MF (2019) A Reverse Ecology Approach Based on
a Biological Definition of Microbial Populations. Cell 178:820-834.e14.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.06.033

Liu M, Siezen RJ, Nauta A (2009) In silico prediction of horizontal gene transfer events in Lactobacillus
bulgaricus and Streptococcus thermophilus reveals protocooperation in yogurt manufacturing. Appl Environ
Microbiol 75:4120-4129. https://doi.org/10.1128/AEM.02898-08

Li W, Wu Q, Kwok L, Zhang H, Gan R, Sun Z (2024) Population and functional genomics of lactic acid
bacteria, an important group of food microorganism: Current knowledge, challenges, and perspectives. Food
Frontiers 5:3-23. https://doi.org/10.1002/fft2.321

Clinical and Laboratory Standards Institute (2018) CLSI. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility
Tests for Bacteria That Grow Aerobically, 11. th ed. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne,
PA

Muzzey D, Evans EA, Lieber C (2015) Understanding the Basics of NGS: From Mechanism to Variant
Calling. Curr Genet Med Rep 3:158-165. https://doi.org/10.1007/s40142-015-0076-8

Mihaly Z, Gyorfty B (2011) Kovetkezd generacios szekvenalasi technologiak kifejlédése és alkalmazasai =
Next generation sequencing technologies (NGST) development and applications. Orvosi Hetilap 152:55-62
Andrews S (2012) FastQC A Quality Control tool for High Throughput Sequence Data.
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. Accessed 25 Apr 2022

Chen S, Zhou Y, Chen Y, Gu J (2018) fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ preprocessor. Bioinformatics
34:i884-1890. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty560

Benoit G, Lavenier D, Lemaitre C, Rizk G (2014) Bloocoo, a memory efficient read corrector

Krueger F (2022) Trim Galore

Dinghua MEGAHIT: an ultra-fast single-node solution for large and complex metagenomics assembly via
succinct de Bruijn graph | Bioinformatics | Oxford Academic.
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/31/10/1674/177884. Accessed 25 Apr 2022

105



301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

Vasilinetc I, Prjibelski AD, Gurevich A, Korobeynikov A, Pevzner PA (2015) Assembling short reads from
jumping libraries with large insert sizes. Bioinformatics 31:3262-3268.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv337

Vicedomini R, Vezzi F, Scalabrin S, Arvestad L, Policriti A (2013) GAM-NGS: genomic assemblies merger
for next generation sequencing. BMC Bioinformatics 14 Suppl 7:S6. https://doi.org/10.1186/1471-2105-14-
S7-S6

Gurevich A, Saveliev V, Vyahhi N, Tesler G (2013) QUAST: quality assessment tool for genome
assemblies. Bioinformatics 29:1072-1075. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btt086

Manni M, Berkeley MR, Seppey M, Simao FA, Zdobnov EM (2021) BUSCO update: novel and streamlined
workflows along with broader and deeper phylogenetic coverage for scoring of eukaryotic, prokaryotic, and
viral genomes

Vurture GW, Sedlazeck FJ, Nattestad M, Underwood CJ, Fang H, Gurtowski J, Schatz MC (2017)
GenomeScope: fast reference-free genome profiling from short reads. Bioinformatics 33:2202-2204.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btx153

Hyatt D, Chen G-L, Locascio PF, Land ML, Larimer FW, Hauser LJ (2010) Prodigal: prokaryotic gene
recognition and translation initiation site identification. BMC Bioinformatics 11:119.
https://doi.org/10.1186/1471-2105-11-119

Feldgarden M, Brover V, Haft DH, Prasad AB, Slotta DJ, Tolstoy I, Tyson GH, Zhao S, Hsu C-H,
McDermott PF, Tadesse DA, Morales C, Simmons M, Tillman G, Wasilenko J, Folster JP, Klimke W (2019)
Validating the AMRFinder Tool and Resistance Gene Database by Using Antimicrobial Resistance
Genotype-Phenotype Correlations in a Collection of Isolates. Antimicrob Agents Chemother 63:00483-19.
https://doi.org/10.1128/AAC.00483-19

Alcock BP, Raphenya AR, Lau TTY, Tsang KK, Bouchard M, Edalatmand A, Huynh W, Nguyen A-LV,
Cheng AA, Liu S, Min SY, Miroshnichenko A, Tran H-K, Werfalli RE, Nasir JA, Oloni M, Speicher DJ,
Florescu A, Singh B, Faltyn M, Hernandez-Koutoucheva A, Sharma AN, Bordeleau E, Pawlowski AC,
Zubyk HL, Dooley D, Griffiths E, Maguire F, Winsor GL, Beiko RG, Brinkman FSL, Hsiao WWL,
Domselaar GV, McArthur AG (2020) CARD 2020: antibiotic resistome surveillance with the comprehensive
antibiotic resistance database. Nucleic Acids Res 48:D517-D525. https://doi.org/10.1093/nar/gkz935
Johansson MHK, Bortolaia V, Tansirichaiya S, Aarestrup FM, Roberts AP, Petersen TN (2021) Detection
of mobile genetic elements associated with antibiotic resistance in Salmonella enterica using a newly
developed web  tool:  MobileElementFinder. J  Antimicrob ~ Chemother  76:101-1009.
https://doi.org/10.1093/jac/dkaa390

Krawczyk PS, Lipinski L, Dziembowski A (2018) PlasFlow: predicting plasmid sequences in metagenomic
data using genome signatures. Nucleic Acids Res 46:e35. https://doi.org/10.1093/nar/gkx1321

Roux S, Enault F, Hurwitz BL, Sullivan MB (2015) VirSorter: mining viral signal from microbial genomic
data. PeerJ 3:e985. https://doi.org/10.7717/peerj.985

Parks DH, Imelfort M, Skennerton CT, Hugenholtz P, Tyson GW (2015) CheckM: assessing the quality of
microbial genomes recovered from isolates, single cells, and metagenomes. Genome Res 25:1043-1055.
https://doi.org/10.1101/gr.186072.114

Wood DE, Salzberg SL (2014) Kraken: ultrafast metagenomic sequence classification using exact
alignments. Genome Biology 15:R46. https://doi.org/10.1186/gb-2014-15-3-r46

Bortolaia V, Kaas RS, Ruppe E, Roberts MC, Schwarz S, Cattoir V, Philippon A, Allesoe RL, Rebelo AR,
Florensa AF, Fagelhauer L, Chakraborty T, Neumann B, Werner G, Bender JK, Stingl K, Nguyen M,
Coppens J, Xavier BB, Malhotra-Kumar S, Westh H, Pinholt M, Anjum MF, Duggett NA, Kempf I,
Nykasenoja S, Olkkola S, Wieczorek K, Amaro A, Clemente L, Mossong J, Losch S, Ragimbeau C, Lund
O, Aarestrup FM (2020) ResFinder 4.0 for predictions of phenotypes from genotypes. J Antimicrob
Chemother 75:3491-3500. https://doi.org/10.1093/jac/dkaa345

Camacho C, Coulouris G, Avagyan V, Ma N, Papadopoulos J, Bealer K, Madden TL (2009) BLAST+:
architecture and applications. BMC Bioinformatics 10:421. https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-421
Zankari E, Allesge R, Joensen KG, Cavaco LM, Lund O, Aarestrup FM (2017) PointFinder: a novel web
tool for WGS-based detection of antimicrobial resistance associated with chromosomal point mutations in
bacterial pathogens. J Antimicrob Chemother 72:2764-2768. https://doi.org/10.1093/jac/dkx217

Bessonov K, Laing C, Robertson J, Yong I, Ziebell K, Gannon VPJ, Nichani A, Arya G, Nash JHE,
Christianson S (2021) ECTyper: in silico Escherichia coli serotype and species prediction from raw and
assembled whole-genome sequence data. Microb Genom 7:000728. https://doi.org/10.1099/mgen.0.000728
Joensen KG, Scheutz F, Lund O, Hasman H, Kaas RS, Nielsen EM, Aarestrup FM (2014) Real-time whole-
genome sequencing for routine typing, surveillance, and outbreak detection of verotoxigenic Escherichia
coli. J Clin Microbiol 52:1501-1510. https://doi.org/10.1128/JCM.03617-13

Clausen PTLC, Aarestrup FM, Lund O (2018) Rapid and precise alignment of raw reads against redundant
databases with KMA. BMC Bioinformatics 19:307. https://doi.org/10.1186/s12859-018-2336-6

106



320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

Jain C, Rodriguez-R LM, Phillippy AM, Konstantinidis KT, Aluru S (2018) High throughput ANI analysis
of 90K prokaryotic genomes reveals clear species boundaries. Nat Commun 9:5114.
https://doi.org/10.1038/s41467-018-07641-9

Escherichia coli genome assembly ASM2099549v1. In: NCBI. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-
hub/assembly/GCF_020995495.1/. Accessed 13 Nov 2023

Rodriguez-R LM, Konstantinidis KT (2016) The enveomics collection: a toolbox for specialized analyses
of microbial genomes and metagenomes. PeerJ Inc.

El Ghachi M, Bouhss A, Blanot D, Mengin-Lecreulx D (2004) The bacA gene of Escherichia coli encodes
an undecaprenyl pyrophosphate phosphatase activity. J Biol Chem 279:30106-30113.
https://doi.org/10.1074/jbc.M401701200

Hirakawa H, Takita A, Sato Y, Hiramoto S, Hashimoto Y, Ohshima N, Minamishima YA, Murakami M,
Tomita H (2023) Inactivation of ackA and pta Genes Reduces GIpT Expression and Susceptibility to
Fosfomycin in Escherichia coli. Microbiol Spectr 11:e0506922. https://doi.org/10.1128/spectrum.05069-22
Zhang S, Shao Y, Zhao X, Li C, Guo M, Lv Z, Zhang W (2020) Indole contributes to tetracycline resistance
via the outer membrane protein OmpN in Vibrio splendidus. World J Microbiol Biotechnol 36:36.
https://doi.org/10.1007/s11274-020-02813-6

Jacoby GA (2009) AmpC beta-lactamases. Clin Microbiol Rev 22:161-182, Table of Contents.
https://doi.org/10.1128/CMR.00036-08

Randall LP, Woodward MJ (2002) The multiple antibiotic resistance (mar) locus and its significance. Res
Vet Sci 72:87-93. https://doi.org/10.1053/rvsc.2001.0537

Alekshun MN, Levy SB (1997) Regulation of chromosomally mediated multiple antibiotic resistance: the
mar regulon. Antimicrob Agents Chemother 41:2067-2075. https://doi.org/10.1128/AAC.41.10.2067
Pradel E, Pagés J-M (2002) The AcrAB-TolC efflux pump contributes to multidrug resistance in the
nosocomial pathogen Enterobacter aerogenes. Antimicrob Agents Chemother 46:2640-2643.
https://doi.org/10.1128/AAC.46.8.2640-2643.2002

Pos KM (2009) Drug transport mechanism of the AcrB efflux pump. Biochim Biophys Acta 1794:782-793.
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2008.12.015

Eicher T, Brandstatter L, Pos KM (2009) Structural and functional aspects of the multidrug efflux pump
AcrB. Biol Chem 390:693-699. https://doi.org/10.1515/BC.2009.090

Ikehata Y, Doukyu N (2022) Improving the organic solvent tolerance of Escherichia coli with vanillin, and
the involvement of an AcrAB-TolC efflux pump in vanillin tolerance. J Biosci Bioeng 133:347-352.
https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2021.12.015

Mirbagheri VS, Alishahi A, Ahmadian G, Petroudi SHH, Ojagh SM, Romanazzi G (2023) Recent findings
in molecular reactions of E. coli as exposed to alkylated, nano- and ordinary chitosans. Int J Biol Macromol
253:127006. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.127006

Sun F, Sun'Y, Wang Y, Yuan Q, Xiong L, Feng W, Xia P (2022) Role of Penicillin-Binding Protein 1b in
the Biofilm Inhibitory Efficacy of Ceftazidime Against Escherichia coli. Curr Microbiol 79:271.
https://doi.org/10.1007/s00284-022-02966-7

Sulavik MC, Houseweart C, Cramer C, Jiwani N, Murgolo N, Greene J, DiDomenico B, Shaw KJ, Miller
GH, Hare R, Shimer G (2001) Antibiotic susceptibility profiles of Escherichia coli strains lacking multidrug
efflux pump genes. Antimicrob Agents Chemother 45:1126-1136. https://doi.org/10.1128/AAC.45.4.1126-
1136.2001

Dinh T, Paulsen IT, Saier MH (1994) A family of extracytoplasmic proteins that allow transport of large
molecules across the outer membranes of gram-negative bacteria. J Bacteriol 176:3825-3831.
https://doi.org/10.1128/jb.176.13.3825-3831.1994

Shimada T, Yamamoto K, Ishihama A (2009) Involvement of the leucine response transcription factor LeuO
in regulation of the genes for sulfa drug efflux. J Bacteriol 191:4562-4571.
https://doi.org/10.1128/JB.00108-09

Tornroth-Horsefield S, Gourdon P, Horsefield R, Brive L, Yamamoto N, Mori H, Snijder A, Neutze R (2007)
Crystal structure of AcrB in complex with a single transmembrane subunit reveals another twist. Structure
15:1663-1673. https://doi.org/10.1016/j.str.2007.09.023

Das D, Xu QS, Lee JY, Ankoudinova I, Huang C, Lou Y, DeGiovanni A, Kim R, Kim S-H (2007) Crystal
structure of the multidrug efflux transporter AcrB at 3.1A resolution reveals the N-terminal region with
conserved amino acids. J Struct Biol 158:494-502. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2006.12.004

White DG, Goldman JD, Demple B, Levy SB (1997) Role of the acrAB locus in organic solvent tolerance
mediated by expression of marA, soxS, or robA in Escherichia coli. J Bacteriol 179:6122-6126.
https://doi.org/10.1128/jb.179.19.6122-6126.1997

Zhang Y, Wang X, Wang S, Sun S, Li H, Chen H, Wang Q, Wang H (2021) Emergence of Colistin
Resistance in Carbapenem-Resistant Hypervirulent Klebsiella pneumoniae Under the Pressure of
Tigecycline. Front Microbiol 12:756580. https://doi.org/10.3389/fmich.2021.756580

107



342.

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

361.

362.

363.

Fernandez L, Hancock REW (2012) Adaptive and mutational resistance: role of porins and efflux pumps in
drug resistance. Clin Microbiol Rev 25:661-681. https://doi.org/10.1128/CMR.00043-12

Holdsworth SR, Law CJ (2013) The major facilitator superfamily transporter MdtM contributes to the
intrinsic resistance of Escherichia coli to quaternary ammonium compounds. J Antimicrob Chemother
68:831-839. https://doi.org/10.1093/jac/dks491

Malone JG, Jaeger T, Spangler C, Ritz D, Spang A, Arrieumerlou C, Kaever V, Landmann R, Jenal U (2010)
YfiBNR mediates cyclic di-GMP dependent small colony variant formation and persistence in Pseudomonas
aeruginosa. PLoS Pathog 6:€1000804. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000804

Nishino K, Yamaguchi A (2002) EvgA of the two-component signal transduction system modulates
production of the yhiUV multidrug transporter in Escherichia coli. J Bacteriol 184:2319-2323.
https://doi.org/10.1128/JB.184.8.2319-2323.2002

Myllykallio H, Leduc D, Filee J, Liebl U (2003) Life without dihydrofolate reductase FolA. Trends
Microbiol 11:220-223. https://doi.org/10.1016/s0966-842x(03)00101-x

Vedantam G, Guay GG, Austria NE, Doktor SZ, Nichols BP (1998) Characterization of mutations
contributing to sulfathiazole resistance in Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother 42:88-93.
https://doi.org/10.1128/AAC.42.1.88

Toprak E, Veres A, Yildiz S, Pedraza JM, Chait R, Paulsson J, Kishony R (2013) Building a morbidostat:
an automated continuous-culture device for studying bacterial drug resistance under dynamically sustained
drug inhibition. Nat Protoc 8:555-567. https://doi.org/10.1038/nprot.nprot.2013.021

Baym M, Lieberman TD, Kelsic ED, Chait R, Gross R, Yelin I, Kishony R (2016) Spatiotemporal microbial
evolution on antibiotic landscapes. Science 353:1147-1151. https://doi.org/10.1126/science.aag0822
Dhawan A, Nichol D, Kinose F, Abazeed ME, Marusyk A, Haura EB, Scott JG (2017) Collateral sensitivity
networks reveal evolutionary instability and novel treatment strategies in ALK mutated non-small cell lung
cancer. Sci Rep 7:1232. https://doi.org/10.1038/s41598-017-00791-8

Drieux L, Brossier F, Sougakoff W, Jarlier V (2008) Phenotypic detection of extended-spectrum beta-
lactamase production in Enterobacteriaceae: review and bench guide. Clin Microbiol Infect 14 Suppl 1:90—
103. https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2007.01846.x

Wiegand |, Geiss HK, Mack D, Stiirenburg E, Seifert H (2007) Detection of extended-spectrum beta-
lactamases among Enterobacteriaceae by use of semiautomated microbiology systems and manual detection
procedures. J Clin Microbiol 45:1167-1174. https://doi.org/10.1128/JCM.01988-06

Wang S, You C, Memon FQ, Zhang G, Sun Y, Si H (2021) BaeR participates in cephalosporins susceptibility
by regulating the expression level of outer membrane proteins in Escherichia coli. J Biochem 169:101-108.
https://doi.org/10.1093/jb/mvaal00

Puértolas-Balint F, Warsi O, Linkevicius M, Tang P-C, Andersson DI (2020) Mutations that increase
expression of the EmrAB-TolC efflux pump confer increased resistance to nitroxoline in Escherichia coli. J
Antimicrob Chemother 75:300-308. https://doi.org/10.1093/jac/dkz434

Langsrud S, Sundheim G, Holck AL (2004) Cross-resistance to antibiotics of Escherichia coli adapted to
benzalkonium  chloride or exposed to stress-inducers. J Appl Microbiol 96:201-208.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.02140.x

Chueca B, Renzoni A, Berdejo D, Pagan R, Kelley WL, Garcia-Gonzalo D (2018) Whole-Genome
Sequencing and Genetic Analysis Reveal Novel Stress Responses to Individual Constituents of Essential
Oils in Escherichia coli. Appl Environ Microbiol 84:e02538-17. https://doi.org/10.1128/AEM.02538-17
Baharoglu Z, Mazel D (2014) SOS, the formidable strategy of bacteria against aggressions. FEMS Microbiol
Rev 38:1126-1145. https://doi.org/10.1111/1574-6976.12077

Matic | (2019) Mutation Rate Heterogeneity Increases Odds of Survival in Unpredictable Environments.
Mol Cell 75:421-425. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2019.06.029

Fernandez De Henestrosa AR, Ogi T, Aoyagi S, Chafin D, Hayes JJ, Ohmori H, Woodgate R (2000)
Identification of additional genes belonging to the LexA regulon in Escherichia coli. Mol Microbiol
35:1560-1572. https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2000.01826.x

Radman M, Taddei F, Matic | (2000) Evolution-driving genes. Res Microbiol 151:91-95.
https://doi.org/10.1016/s0923-2508(00)00122-4

Yeiser B, Pepper ED, Goodman MF, Finkel SE (2002) SOS-induced DNA polymerases enhance long-term
survival and evolutionary fitness. Proc Natl Acad Sci U S A 99:8737-8741.
https://doi.org/10.1073/pnas.092269199

Phillips I, Culebras E, Moreno F, Baquero F (1987) Induction of the SOS response by new 4-quinolones. J
Antimicrob Chemother 20:631-638. https://doi.org/10.1093/jac/20.5.631

Miller C, Thomsen LE, Gaggero C, Mosseri R, Ingmer H, Cohen SN (2004) SOS response induction by
beta-lactams and bacterial defense against antibiotic lethality. Science 305:1629-1631.
https://doi.org/10.1126/science.1101630

108



364.

365.

366.

367.

368.

369.

370.

371.

372.

373.

374.

375.

376.

377.

378.

379.

380.

381.

382.

383.

384.

385.

Lederberg J, Lederberg EM (1952) Replica plating and indirect selection of bacterial mutants. J Bacteriol
63:399-406. https://doi.org/10.1128/jb.63.3.399-406.1952

Caporale LH (2003) Natural selection and the emergence of a mutation phenotype: an update of the
evolutionary synthesis considering mechanisms that affect genome variation. Annu Rev Microbiol 57:467—
485. https://doi.org/10.1146/annurev.micro.57.030502.090855

Mao EF, Lane L, Lee J, Miller JH (1997) Proliferation of mutators in A cell population. J Bacteriol 179:417—
422. https://doi.org/10.1128/jb.179.2.417-422.1997

Spratt BG, Hanage WP, Feil EJ (2001) The relative contributions of recombination and point mutation to
the diversification of bacterial clones. Curr Opin Microbiol 4:602-606. https://doi.org/10.1016/s1369-
5274(00)00257-5

Guttman DS, Dykhuizen DE (1994) Clonal divergence in Escherichia coli as a result of recombination, not
mutation. Science 266:1380—1383. https://doi.org/10.1126/science.7973728

Baquero F, Negri MC, Morosini MI, Blazquez J (1998) Antibiotic-selective environments. Clin Infect Dis
27 Suppl 1:S5-11. https://doi.org/10.1086/514916

Andremont A (2003) Commensal flora may play key role in spreading antibiotic resistance. ASM News
69:601-607

Ma D, Cook DN, Alberti M, Pon NG, Nikaido H, Hearst JE (1995) Genes acrA and acrB encode a stress-
induced efflux system of Escherichia coli. Mol Microbiol 16:45-55. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2958.1995.th02390.x

Alekshun MN, Levy SB (1997) Regulation of chromosomally mediated multiple antibiotic resistance: the
mar regulon. Antimicrob Agents Chemother 41:2067-2075. https://doi.org/10.1128/AAC.41.10.2067
Pourahmad Jaktaji R, Ghalamfarsa F (2021) Antibacterial activity of honeys and potential synergism of
honeys with antibiotics and alkaloid extract of Sophora alopecuroides plant against antibiotic-resistant
Escherichia coli mutant. Iran J Basic Med Sci 24:623-628.
https://doi.org/10.22038/ijbms.2021.54224.12179

Yagoob M, Wang LP, Kashif J, Memon J, Umar S, Igbal MF, Fiaz M, Lu C-P (2018) Genetic
characterization of phenicol-resistant Escherichia coli and role of wild-type repressor/regulator gene (acrR)
on phenicol resistance. Folia Microbiol (Praha) 63:443-449. https://doi.org/10.1007/s12223-017-0579-7
Maslowska KH, Makiela-Dzbenska K, Fijalkowska 1J (2019) The SOS system: A complex and tightly
regulated response to DNA damage. Environ Mol Mutagen 60:368-384. https://doi.org/10.1002/em.22267
Blair JMA, Piddock LJV (2009) Structure, function and inhibition of RND efflux pumps in Gram-negative
bacteria: an update. Curr Opin Microbiol 12:512-519. https://doi.org/10.1016/j.mib.2009.07.003

Deng W, Li C, Xie J (2013) The underling mechanism of bacterial TetR/AcrR family transcriptional
repressors. Cell Signal 25:1608-1613. https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2013.04.003

Babosan A, Skurnik D, Muggeo A, Pier GB, Baharoglu Z, Jové T, Ploy M-C, Griveau S, Bedioui F,
Vergnolle S, Moussalih S, de Champs C, Mazel D, Guillard T (2022) A gnr-plasmid allows aminoglycosides
to induce SOS in Escherichia coli. Elife 11:e69511. https://doi.org/10.7554/eLife.69511

Blazquez J (2003) Hypermutation as a factor contributing to the acquisition of antimicrobial resistance. Clin
Infect Dis 37:1201-1209. https://doi.org/10.1086/378810

Kaushik P, Anjay A, Kumari S, Dayal S, Kumar S (2018) Antimicrobial resistance and molecular
characterisation of E. coli from poultry in Eastern India. Vet Ital 54:197-204.
https://doi.org/10.12834/Vetlt.330.1382.2

Mandal AK, Talukder S, Hasan MdM, Tasmim ST, Parvin MstS, Ali MdY, Islam MdT (2021) Epidemiology
and antimicrobial resistance of Escherichia coli in broiler chickens, farmworkers, and farm sewage in
Bangladesh. Vet Med Sci 8:187-199. https://doi.org/10.1002/vms3.664

Majewski M, Jozefiak A, Kimsa-Furdzik M, Dziubdziela L, Hudak-Nowak M, Wilczynski J, Anusz K
(2021) Antimicrobial resistance of Escherichia coli and Klebsiella spp. conventionally sampled from
factory-farmed chickens — clinical submissions. Ann Agric Environ Med 28:271-276.
https://doi.org/10.26444/aaem/120927

Hassan 1Z, Wandrag B, Gouws JJ, Qekwana DN, Naidoo V (2021) Antimicrobial resistance and mcr-1 gene
in Escherichia coli isolated from poultry samples submitted to a bacteriology laboratory in South Africa. Vet
World 14:2662-2669. https://doi.org/10.14202/vetworld.2021.2662-2669

Much P, Sun H, Lassnig H, Koeberl-Jelovcan S, Schliessnig H, Stueger HP (2019) Differences in
antimicrobial resistance of commensal Escherichia coli isolated from caecal contents of organically and
conventionally raised broilers in Austria, 2010-2014 and 2016. Preventive Veterinary Medicine
171:104755. https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2019.104755

De Jong A, El Garch F, Hocquet D, Prenger-Berninghoff E, Dewulf J, Migura-Garcia L, Perrin-Guyomard
A, Veldman KT, Janosi S, Skarzynska M, Simjee S, Moyaert H, Rose M, EASSA Study Group (2022)
European-wide antimicrobial resistance monitoring in commensal Escherichia coli isolated from healthy

109



386.

387.

388.

389.

390.

391.

392.

393.

394.

395.

396.

397.

398.

399.

400.

401.

402.

403.

food animals between 2004 and 2018. J Antimicrob  Chemother  77:3301-3311.
https://doi.org/10.1093/jac/dkac318

Adelowo OO, Fagade OE, Agersg Y (2014) Antibiotic resistance and resistance genes in Escherichia coli
from poultry farms, southwest Nigeria. J Infect Dev Ctries 8:1103-1112. https://doi.org/10.3855/jidc.4222
Rivera-Gomis J, Marin P, Otal J, Galecio JS, Martinez-Conesa C, Cubero MJ (2021) Resistance patterns to
C and D antibiotic categories for veterinary use of Campylobacter spp., Escherichia coli and Enterococcus
spp. commensal isolates from laying hen farms in Spain during 2018. Prev Vet Med 186:105222.
https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2020.105222

Shaib H, Aoun P, Ghaddar A, Al Labadi H, Obeid Y (2023) Multidrug Resistance and Plasmid Profiles of
Escherichia coli Isolated from Lebanese Broiler Farms. Int J Microbiol 2023:8811675.
https://doi.org/10.1155/2023/8811675

Moffo F, Mouiche MMM, Djomgang HK, Tombe P, Wade A, Kochivi FL, Dongmo JB, Mbah CK,
Mapiefou NP, Mingoas J-PK, Awah-Ndukum J (2022) Associations between antimicrobial use and
antimicrobial resistance of Escherichia coli isolated from poultry litter under field conditions in Cameroon.
Prev Vet Med 204:105668. https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2022.105668

Wang M, Chen S-Y, Zhang J-X, He X-X, Xiong W-G, Sun Y-X (2018) Variations of antibiotic resistance
profiles in chickens during administration of amoxicillin, chlortetracycline and florfenicol. J Appl Microbiol.
https://doi.org/10.1111/jam.14065

Cook A, Reid-Smith R, Irwin R, McEwen SA, Valdivieso-Garcia A, Ribble C (2009) Antimicrobial
resistance in Campylobacter, Salmonella, and Escherichia coli isolated from retail turkey meat from southern
Ontario, Canada. J Food Prot 72:473-481. https://doi.org/10.4315/0362-028x-72.3.473

Boulianne M, Arsenault J, Daignault D, Archambault M, Letellier A, Dutil L (2016) Drug use and
antimicrobial resistance among Escherichia coli and Enterococcus spp. isolates from chicken and turkey
flocks slaughtered in Quebec, Canada. Can J Vet Res 80:49-59

Agunos A, Gow SP, Léger DF, Carson CA, Deckert AE, Bosman AL, Loest D, Irwin RJ, Reid-Smith RJ
(2019) Antimicrobial Use and Antimicrobial Resistance Indicators-Integration of Farm-Level Surveillance
Data From Broiler Chickens and Turkeys in British Columbia, Canada. Front Vet Sci 6:131.
https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00131

Grobbel M, Hammerl JA, Alt K, Irrgang A, Kaesbohrer A, Tenhagen B-A (2022) Comparison of
Antimicrobial Resistances in Escherichia coli from Conventionally and Organic Farmed Poultry from
Germany. Antibiotics (Basel) 11:1282. https://doi.org/10.3390/antibiotics11101282

Suwono B, Eckmanns T, Kaspar H, Merle R, Zacher B, Kollas C, Weiser AA, Noll I, Feig M, Tenhagen B-
A (2021) Cluster analysis of resistance combinations in Escherichia coli from different human and animal
populations in Germany 2014-2017. PLoS One 16:e0244413. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0244413
Nobili G, La Bella G, Basanisi MG, Damato AM, Coppola R, Migliorelli R, Rondinone V,
Leekitcharoenphon P, Bortolaia V, La Salandra G (2022) Occurrence and Characterisation of Colistin-
Resistant Escherichia coli in Raw Meat in Southern Italy in 2018-2020. Microorganisms 10:1805.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10091805

Mesa-Varona O, Kaspar H, Grobbel M, Tenhagen B-A (2020) Phenotypical antimicrobial resistance data of
clinical and non-clinical Escherichia coli from poultry in Germany between 2014 and 2017. PLoS One
15:e0243772. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243772

Shrestha RD, Agunos A, Gow SP, Deckert AE, Varga C (2022) Associations between antimicrobial
resistance in fecal Escherichia coli isolates and antimicrobial use in Canadian turkey flocks. Front Microbiol
13:954123. https://doi.org/10.3389/fmich.2022.954123

Adorjan A, Makrai L, Mag T, Janosi S, Kényves L, Téth | (2020) High Frequency of Multidrug-Resistant
(MDR) Atypical Enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) in Broilers in Hungary. Frontiers in Veterinary
Science 7:

Wasyl D, Hoszowski A, Szulowski K, Zajac M (2013) Antimicrobial resistance in commensal Escherichia
coli isolated from animals at slaughter. Frontiers in Microbiology 4:

Yassin AK, Gong J, Kelly P, Lu G, Guardabassi L, Wei L, Han X, Qiu H, Price S, Cheng D, Wang C (2017)
Antimicrobial resistance in clinical Escherichia coli isolates from poultry and livestock, China. PLOS ONE
12:e0185326. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0185326

Martinez-Alvarez S, Sanz S, Olarte C, Hidalgo-Sanz R, Carvalho |, Fernandez-Fernandez R, Campafia-
Burguet A, Latorre-Fernandez J, Zarazaga M, Torres C (2022) Antimicrobial Resistance in Escherichia coli
from the Broiler Farm Environment, with Detection of SHV-12-Producing Isolates. Antibiotics 11:444.
https://doi.org/10.3390/antibiotics11040444

Kaeshohrer A, Schroeter A, Tenhagen B-A, Alt K, Guerra B, Appel B (2012) Emerging Antimicrobial
Resistance in Commensal Escherichia coli with Public Health Relevance. Zoonoses and Public Health
59:158-165. https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2011.01451.x

110



404.

405.

406.

407.

408.

409.

410.

411.

412.

413.

414,

415.

416.

417.

418.

419.

Grobbel M, Hammerl JA, Alt K, Irrgang A, Kaesbohrer A, Tenhagen B-A (2022) Comparison of
Antimicrobial Resistances in Escherichia coli from Conventionally and Organic Farmed Poultry from
Germany. Antibiotics 11:1282. https://doi.org/10.3390/antibiotics11101282

Musa L, Casagrande Proietti P, Branciari R, Menchetti L, Bellucci S, Ranucci D, Marenzoni ML, Franciosini
MP (2020) Antimicrobial Susceptibility of Escherichia coli and ESBL-Producing Escherichia coli Diffusion
in Conventional, Organic and Antibiotic-Free Meat Chickens at Slaughter. Animals (Basel) 10:1215.
https://doi.org/10.3390/ani10071215

Eltai NO, Abdfarag EA, Al-Romaihi H, Wehedy E, Mahmoud MH, Alawad OK, Al-Hajri MM, Al Thani
AA, Yassine HM (2018) Antibiotic Resistance Profile of Commensal Escherichia coli Isolated from Broiler
Chickens in Qatar. Journal of Food Protection 81:302-307. https://doi.org/10.4315/0362-028X.JFP-17-191
Asai T, Masani K, Sato C, Hiki M, Usui M, Baba K, Ozawa M, Harada K, Aoki H, Sawada T (2011)
Phylogenetic groups and cephalosporin resistance genes of Escherichia coli from diseased food-producing
animals in Japan. Acta Vet Scand 53:52. https://doi.org/10.1186/1751-0147-53-52

Shrivastav A, Sharma RK, Sahni YP, Shrivastav N, Gautam V, Jain S (2016) Study of antimicrobial
resistance due to extended spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli in healthy broilers of
Jabalpur. Vet World 9:1259-1263. https://doi.org/10.14202/vetworld.2016.1259-1263

Overdevest I, Willemsen I, Rijnsburger M, Eustace A, Xu L, Hawkey P, Heck M, Savelkoul P,
Vandenbroucke-Grauls C, van der Zwaluw K, Huijsdens X, Kluytmans J (2011) Extended-Spectrum B-
Lactamase Genes of Escherichia coli in Chicken Meat and Humans, the Netherlands. Emerg Infect Dis
17:1216-1222. https://doi.org/10.3201/eid1707.110209

Doi Y, Paterson DL, Egea P, Pascual A, Lopez-Cerero L, Navarro MD, Adams-Haduch JM, Qureshi ZA,
Sidjabat HE, Rodriguez-Bafio J (2010) Extended-spectrum and CMY-type b-lactamase-producing
Escherichia coli in clinical samples and retail meat from Pittsburgh, USA and Seville, Spain. Clinical
Microbiology and Infection 16:33-38. https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2009.03001.x

Lu Q, Zhang W, Luo L, Wang H, Shao H, Zhang T, Luo Q (2022) Genetic diversity and multidrug resistance
of phylogenic groups B2 and D in INPEC and EXPEC isolated from chickens in Central China. BMC
Microbiol 22:60. https://doi.org/10.1186/512866-022-02469-2

Al-Mustapha Al, Alada SA, Raufu IA, Lawal AN, Eskola K, Brouwer MS, Adetunji V, Heikinheimo A
(2022) Co-occurrence of antibiotic and disinfectant resistance genes in extensively drug-resistant
Escherichia coli isolated from broilers in llorin, North Central Nigeria. J Glob Antimicrob Resist 31:337—
344, https://doi.org/10.1016/j.jgar.2022.11.002

Hess C, Troxler S, Jandreski-Cvetkovic D, Zloch A, Hess M (2022) Escherichia coli Isolated from Organic
Laying Hens Reveal a High Level of Antimicrobial Resistance despite No Antimicrobial Treatments.
Antibiotics (Basel) 11:467. https://doi.org/10.3390/antibiotics11040467

Menck-Costa MF, Baptista AAS, Gazal LE de S, Justino L, Sanches MS, de Souza M, Nishio EK, Queiroz
Dos Santos B, Cruz VD, Berbert JVM, Gongalves BC, Andrade G, Vespero EC, Nakazato G, Kobayashi
RKT (2022) High-Frequency Detection of fosA3 and bla CTX-M-55 Genes in Escherichia coli From
Longitudinal ~ Monitoring in  Broiler ~ Chicken Farms. Front  Microbiol  13:846116.
https://doi.org/10.3389/fmich.2022.846116

Rehman N, Azam S, Ali A, Khan I, Asghar M, Ali M, Wagas M, Ullah F, Sehra GE (2021) Molecular
epidemiology of antibiotic-resistant genes and potent inhibitors against TEM, CTX-M-14, CTX-M-15, and
SHV-1 proteins of Escherichia coli in district Peshawar, Pakistan. Saudi J Biol Sci 28:6568-6581.
https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2021.07.028

Belmahdi M, Chenouf NS, Ait Belkacem A, Martinez-Alvarez S, Pino-Hurtado MS, Benkhechiba Z,
Lahrech S, Hakem A, Torres C (2022) Extended Spectrum B-Lactamase-Producing Escherichia coli from
Poultry and Wild Birds (Sparrow) in Djelfa (Algeria), with Frequent Detection of CTX-M-14 in Sparrow.
Antibiotics (Basel) 11:1814. https://doi.org/10.3390/antibiotics11121814

Ferreira M, Ledo C, Clemente L, Albuquerque T, Amaro A (2022) Antibiotic Susceptibility Profiles and
Resistance Mechanisms to B-Lactams and Polymyxins of Escherichia coli from Broilers Raised under
Intensive and Extensive Production Systems. Microorganisms 10:2044.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10102044

Ewers C, de Jong A, Prenger-Berninghoff E, El Garch F, Leidner U, Tiwari SK, Semmler T (2021) Genomic
Diversity and Virulence Potential of ESBL- and AmpC-p-Lactamase-Producing Escherichia coli Strains
From Healthy Food Animals Across Europe. Front Microbiol 12:626774.
https://doi.org/10.3389/fmich.2021.626774

Clemente L, Ledo C, Moura L, Albuguerque T, Amaro A (2021) Prevalence and Characterization of
ESBL/AmpC Producing Escherichia coli from Fresh Meat in Portugal. Antibiotics (Basel) 10:1333.
https://doi.org/10.3390/antibiotics10111333

111



9. A doktori kutatas eredményeinek kozlései

9.1. Lektoralt, impakt faktorral biré tudomanyos folyoiratban

Barnacz F., Kerek A., Csirmaz B., Roman I.L., Gal C., Hajduk E., Szabd A., Jerzsele A.,
Kovacs L. (2024) Antimikrobidlis rezisztencia hazai nagylétszamu
hazityukallomanyokban, hasznositasi iranyok alapjan 2022-2023 kozott. MAGYAR
ALLATORVOSOK LAPJA 146:339-356.
https://doi.org/10.56385/magyallorv.2024.06.339-356

Kerek, A.; Szabo, A.; Banyai, K.; Kaszab, E.; Bali, K.; Papp, M.; Kovacs, L.; Jerzsele, A.

(2024). Resistome Analysis of Escherichia coli Isolates from Layers in Hungary. ACTA
VETERINARIA HUNGARICA, 72, 1-10, http://doi:10.1556/004.2024.00988.

Kerek, A., Torok, B., Laczkd, L., Somogyi, Z., Kardos, G., Banyai, K., Kaszab, E., Bali, K.,
Jerzsele, A. (2024). In Vitro Microevolution and Co-selection Assessment of Amoxicillin

and Cefotaxime Impact on Escherichia coli Resistance Development. ANTIBIOTICS, 13
(3), 247. http://doi:10.3390/antibiotics13030247

Kerek, A., Torok, B., Laczkd, L., Kardos, G., Banyai, K., Somogyi, Z., Kaszab, E., Bali, K.,
Jerzsele, A. (2023). In Vitro Microevolution and Co-Selection Assessment of Florfenicol
Impact on Escherichia coli Resistance Development. ANTIBIOTICS, 12(12), 1728.
http://doi.org/10.3390/antibiotics12121728

Kerek, A., Csanady, P., Tuska-Szalay, B., Kovéacs, L., & Jerzsele, A. (2023). In Vitro
Efficacy of Hungarian Propolis against Bacteria, Yeast, and Trichomonas gallinae Isolated
from Pigeons — A Possible Antibiotic Alternative? RESOURCES (BASEL), 12(9), 101.
http://doi.org/10.3390/resources12090101

Kerek, A., Sasvari, M., Jerzsele, A., Somogyi, Z., Janovék, L., Abonyi-Téth, Z., & Dékany,

I. (2022). Photoreactive Coating Material as an Effective and Durable Antimicrobial
Composite in Reducing Bacterial Load on Surfaces in Livestock. BIOMEDICINES, 10(9).
http://doi.org/10.3390/biomedicines10092312

Kerek, A., Torok, B., & Jerzsele, A. (2022). MEGA-plate — Uj evolucids és koszelekcios
mikrobiol6giai vizsgalati médszer. MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 144(7), 429-439.

Kerek, A., Csanady, P., & Jerzsele, A. (2022). A propolisz baktériumellenes hatékonysaga
— 1. rész. MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 144(5), 285-298.

Kerek, A., Sterczer, A., Somogyi, Z., Kovéacs, D., & Jerzsele, A. (2020). Investigation of

the environmental presence of multidrug-resistant bacteria at small animal hospitals in
Hungary. ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 68(4), 387-392.
http://doi.org/10.1556/004.2020.00055

112



9.2. Lektoralt, impakt faktorral nem biré tudomanyos folyoiratban

Kerek, A., Nagy, Z., & Jerzsele, A. (2023). Egy egészség — a 21. szazad problémaja
az antimikrobialis rezisztencia: Van kiut? SCIENTIA ET SECURITAS, 3(3), 234-242.
http://doi.org/10.1556/112.2022.00115

9.3. Konferencia prezentaciok

Kerek A., Torok B., Banyai K., Jerzsele A.: In vitro evollcios és koszelekcios

antimikrobialis rezisztencia vizsgalatok MEGA-plate segitségével Escherichia coli
baktériumon: florfenikol antibiotikum hatasa. In XXVII. Tavaszi Szél Konferencia 2024
- Absztraktkdtet P. Hajda, ed., Budapest: Doktoranduszok Orszagos SzoOvetsége
(DOS2Z). (pp. 689).

Kerek A., Szabo K., Mag P., Jerzsele A.: Nagylétszama baromfiallomanyokbdl izolalt

Escherichia coli torzsek kiterjedt spektrum( béta-laktamaz (ESBL) termelésének
felmérése  Magyarorszagon. Il. Magyar Agrartudoméanyi  Doktoranduszok
Szimpdéziuma, Doktoranduszok Orszagos Szovetsége (DOSZ), Budapest,
Magyarorszag, 2024.

Jerzsele A., Kerek A.: Antimicrobial susceptibility testing of bacterial strains isolated
from poultry in Hungary. AACTING Conference, Bécs, Ausztria, 2024.

Kerek A., Barnacz F., Csirmaz B., Somogyi Z., Jerzsele A.: Az antimikrobialis

rezisztencia helyzetképe a nagylétszamu baromfidlloméanyokban, kritikusan fontos
antibiotikumok tiikrében. 39. Ovari Tudomany Nap Konferencia, Mosonmagyarovar,
Magyarorszag, 2023.

Kerek, A., Roman, |., & Jerzsele, A. (2023). Metagenomic analysis of veterinary
probiotics in broiler chickens. JOURNAL OF VETERINARY PHARMACOLOGY AND
THERAPEUTICS, 46, 92—-93. http://doi.org/10.1111/jvp.13295

Kerek, A., Torok, B., & Jerzsele, A. (2023). Microbial evolution and growth arena

(MEGA-plate), accelerated evolution and co-selection studies with Escherichia coli
strains for extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production. JOURNAL OF
VETERINARY PHARMACOLOGY AND THERAPEUTICS, 46, 91-91.
http://doi.org/10.1111/jvp.13292

Kerek A., Torok B., Jerzsele A.: Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA-plate),

gyorsitott evollcios és koszelekciés vizsgalatok Escherichia coli térzzsel, kiterjedt
spektrumd  béta-laktamaz (ESBL) termelésre. |. Magyar Agrartudomanyi
Doktoranduszok Szimpdéziuma, Doktoranduszok Orszagos Szovetsége (DOSZ),

Debrecen, Magyarorszag, 2023.

113



Kerek A., Szabd K., Banyai K, Jerzsele A.: Nagylétszamu baromfiallomanyokbdl izolalt
Escherichia coli torzsek ESBL termelésének felmérése Magyarorszagon. MTA

Akadémiai Beszamoldk, Budapest, Magyarorszag, 2023.

Jerzsele A., Kerek A., Toérok B.: MEGA-plate lemezen térténd, gyorsitott evolicios

antimikrobialis rezisztencia-koszelekcios vizsgalat. MTA Akadémiai Beszamoldk,

Budapest, Magyarorszag, 2022.

Kerek A., Barany Z., Kiss D. S., Toth I, Jocsék G., Bartha T., Sterczer A.:

Asztrogliasejtek szerepének vizsgélata a neuroinflammacio kialakulasaban, valamint a

teofillin erre gyakorolt hatasa. MTA Akadémiai Beszamolok, Budapest, Magyarorszag,
2020.

9.4. A doktori kutatas témajahoz nem kapcsol6odé tudomanyos
kdzlemények

Kerek, A.; Ecsedi, B.G.; Szabo, A.; Szimrok, Z.; Paliczné Kustan, B.; Jerzsele, A.; Nagy,

G. (2024). Stability Studies of the Dilution Series of Different Antibiotic Stock Solutions

in  Culture Medium Incubated at 37 °C. ANTIBIOTICS, 13, 549,

https://doi:10.3390/antibiotics13060549

Kerek, A.; Németh, V.; Szabd, A.; Papp, M.; Banyai, K.; Kardos, G.; Kaszab, E.; Bali,
K.; Nagy, Z.; Suth, M.; Jerzsele, A. (2024). Monitoring Changes in the Antimicrobial-

Resistance Gene Set (ARG) of Raw Milk and Dairy Products in a Cattle Farm, from
Production to Consumption. VETERINARY SCIENCES, 11, 265,
https://doi:10.3390/vetsci11060265

Kerek, A.; Szabo, A.; Jerzsele, A. (2024) Antimicrobial Susceptibility Profiles of
Pasteurella multocida Isolates from Clinical Cases of Waterfowl in Hungary between
2022 and 2023. VETERINARY SCIENCES, 11, 194, doi:10.3390/vetsci11050194.

van Niekerk A.A., Maluck S., Mag P., Kévagoé C., Kerek A., Jerzsele A., Steinmetzer
T., Paszti-Gere E. (2024). Antiviral Drug Candidate Repositioning for Streptococcus
suis Infection in Non-Tumorigenic Cell Models. BIOMEDICINES, 12:783.
https://doi.org/10.3390/biomedicines12040783

Kerek, A., Szabd, A., Dobra, P. F., Bardos, K., Ozsvari, L., Fehérvari, P., Bata, Zs.,
Molnar-Nagy, V., Jerzsele, A. (2023). Determining the In Vivo Efficacy of Plant-Based

and Probiotic-Based Antibiotic Alternatives against Mixed Infection with Salmonella
enterica and Escherichia coli in Domestic Chickens. VETERINARY SCIENCES,
10(12). http://doi.org/10.3390/vetsci10120706

114



Somogyi, Z., Mag, P., Simon, R., Kerek, A., Makrai, L., Biksi, 1., & Jerzsele, A. (2023).

Susceptibility of Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida and

Streptococcus suis lIsolated from Pigs in Hungary between 2018 and 2021.
ANTIBIOTICS, 12(8). http://doi.org/10.3390/antibiotics12081298

Olasz, A., Jerzsele, A., Balta, L., Dobra, P. F., & Kerek, A. (2023). A propolisz
kilénb6z6 kivonatainak in vivo hatékonysaga brojlercsirke szalmonellézisa esetén.
MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 145(8), 461-475.
http://doi.org/10.56385/magyallorv.2023.08.461-475

Kovacs, L., Nagy, D., Kényves, L., Jerzsele, A., & Kerek, A. (2023). Gyogynévényekbél

kivont illéolajok antimikrobidlis spektruma — allategészséglgyi vonatkozasok.
MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 145(8), 497-510.
http://doi.org/10.56385/magyallorv.2023.08.497-510

Somogyi, Z., Mag, P., Simon, R., Kerek, A., Szab6, P., Albert, E., Biksi, ., Jerzsele, A.

(2023). Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Florfenicol in Plasma and

Synovial Fluid of Pigs at a Dose of 30 mg/kgbw Following Intramuscular Administration.
ANTIBIOTICS, 12(4). http://doi.org/10.3390/antibiotics12040758

Pintér, K., Kerek, A., & Magyar, T. (2023). A Pasteurella multocida torzsek

antibiotikumérzékenysége, az antimikrobidlis rezisztencia genetikai hattere. MAGYAR
ALLATORVOSOK LAPJA, 145(4), 239-256.
http://doi.org/10.56385/magyallorv.2023.04.239-256

Tuska-Szalay, B., Sipos, G., Takéacs, N., Kontschan, J., Sandor, A. D., Péter, A., Berta,
K., Kerek, A., Jerzsele, A., Votypka, J., Hornok, S. (2022). Molecular epidemiological

study of Trichomonas gallinae focusing on central and southeastern Europe.
FRONTIERS IN VETERINARY SCIENCE, 9. http://doi.org/10.3389/fvets.2022.105

Kerek, A., Csanady, P., & Jerzsele, A. (2022). A propolisz protozoa- és gombaellenes
hatékonyséaga: 2. rész: Irodalmi 6sszefoglalé. MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA,
144(11), 691-704.

Somogyi, Z., Mag, P., Kovacs, D., Kerek, A., Szabd, P., Makrai, L., & Jerzsele, A.

(2022). Synovial and Systemic Pharmacokinetics of Florfenicol and PK/PD Integration
against Streptococcus suis in Pigs. PHARMACEUTICS, 14(1).
http://doi.org/10.3390/pharmaceutics14010109

Kerek, A., Barany, Z., Sterczer, A., & Jocsék, G. (2020). A neuroinflammacio

kérfolyamata és egyes terapias vonatkozasai: Irodalmi 6sszefoglalo. MAGYAR
ALLATORVOSOK LAPJA, 142(12), 755-767.

115



Remport, A., Matis, G., Juhasz, O., Kerek, A., & Neogrady, Z. (2018). A xilitmérgezés
kialakulasanak mechanizmusa kutyaban. MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 140(2),
109-117.

9.5. TDK és diplomamunka témavezetés

Fuzi Vanessza: HazitylUkban engedélyezett amoxicillin tartalma készitmény in vivo
hatdsa az antibiotikum rezisztencia kialakulasara. TDK dolgozat. Témavezetd:
Kerek A., Budapest, 2024.

Seb6 Hunor: Hazai nagylétszamu baromfidllomanyokbol izolalt Staphylococcus
torzsek antibiotikum-érzékenységének vizsgalata. TDK dolgozat. Témavezetd:
Kerek A., Budapest, 2024.

Cseke Lilla: Hazai nagylétszami héazityak allomanyokbdl izolalt Clostridium
perfringens torzsek toxintermelésért felelés génjei és antibiotikum-érzékenységik

kozotti 6sszefiiggés. TDK dolgozat. Témavezets: Kerek A., Budapest, 2024.

Szab6 Abel: Névényi alapu antibiotikum alternativat tartaimazé takarmanykiegészité in
vivo dozis-valasz vizsgalata héazitydk szalmonell6zisa esetén. TDK dolgozat.

Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2024.

Miletics Hunor: Hazai nagylétszamu baromfiallomanyokbdl izolalt multirezisztens
Escherichia coli torzsek Kkiterjedt spektrumi béta laktamaz (ESBL) termelésének

genomikai vizsgélata. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2024,

Gal Csaba: Hazai nagylétszamu pulyka allomanyokbdl izolalt Escherichia coli
baktériumtérzsek ECOFF (Epidemiological cut-off value) értékének meghatarozasa.
TDK dolgozat. Témavezets: Kerek A., Budapest, 2023.

Németh Virag Alexandra: Szarvasmarha allomany nyerstej és nyers tejtermékeinek
antimikrobialis rezisztencia génkészlet (ARG) valtozasdnak nyomon koévetése a

termelés helyétél a fogyasztoig. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Csiki Boglarka Bianka: Trichomonas gallinae nitroimidazol és protonpumpa-gatlé
hatéanyagokkal szembeni érzékenységének vizsgalata. TDK dolgozat. Témavezetdk:
Kerek A., Mag P., Budapest, 2023.

Szab6 Emese: Tarséllatokban haszndlt probiotikum készitmények antimikrobidlis
rezisztencia génkészletének (ARG) felmérése. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A.,
Budapest, 2023.

116



Szabd Kinga: Nagylétszamu baromfidllomanyokbdl izolalt Escherichia coli torzsek
kiterjedt spektrumu( béta-laktamaz (ESBL) termelésének felmérése Magyarorszagon.
TDK dolgozat. Témavezeték: Kerek A., Mag P., Budapest, 2023.

Pincés Tamara: Hazai galamb &lloméanyokbal izolalt Escherichia coli baktériumtdrzsek
ECOFF (Epidemiological cut-off value) értékének meghatdrozasa. TDK dolgozat.
Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Horvath Aron: Hazai nagylétszaml hazityGk allomanyokbdl izoléalt Enterococcus
baktériumtérzsek ECOFF (Epidemiological cut-off value) értékének meghatarozasa.
TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Roman Istvan L4szI6: Hazai nagylétszamu hazityuk allomanyokbdl izolalt Escherichia
coli  baktériumtérzsek ECOFF (Epidemiological cut-off value) értékének

meghatarozasa. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Horvath Akos: Baromfi eredetli multirezisztens Enterococcus baktériumtorzsek
antibiotikum érzékenységi és metagenomikai vizsgalata. TDK dolgozat. Témavezet6k:
Kerek A., Mag P., Budapest, 2023.

Ecsedi Bence Gergd: Kulonb6zé antibiotikum térzsoldatok higitasi soranak stabilitas
vizsgalata taplevesben, 37 °C-on torténé inkubalas mellett. TDK dolgozat.
Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Szabé Abel: Novényi alapl antibiotikum alternativak in vivo hatékonysaganak
meghatarozasa hazityuk szalmonellézisa esetén. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek
A., Budapest, 2023.

Nagy Dominika: Gyogyndvénykivonatokat tartalmazé készitmény antimikrobialis
hatékonysaganak in vitro meghatarozasa. TDK dolgozat. Témavezetdk: Kerek A.,
Kovacs L., Budapest, 2023.

Eszes Petra: Hazai viziszarnyasokbdl izolalt baktériumtdrzsek érzékenységi

vizsgélata. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Barndcz Franciska Vera: Hazai héazityuk allomanyokbdl izolalt baktériumtdrzsek

érzékenységi vizsgalata. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Csirmaz Bence: Hazai pulyka allomanyokbdl izolalt baktériumtorzsek érzékenységi

vizsgélata. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2023.

Olasz Akos: Propolisz kiilénb6zé kivonatainak in vivo hatékonyséaga brojlercsirke

szalmonell6zisa esetén. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A Budapest, 2022.
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Kovacs Beatrix Erika: Hazai galambokbodl izolalt baktériumtorzsek érzékenyseégi

vizsgélata. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2022.

Roman Istvan Laszlo: Allatgyogyaszati probiotikumok metagenomikai vizsgalata
brojlercsirkében. TDK dolgozat. Témavezets: Kerek A., Budapest, 2022.

Yurt Attila; Magyarorszagi eredetli propolisz és nitroimidazol hatéanyagok in vitro
hatékonysaga Tritrichomonas foetus esetén. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A.,
Budapest, 2022.

Torok Bence: Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA-plate), gyorsitott evolucios
és koszelekcios vizsgélatok Escherichia coli torzzsel, kiterjedt spektrumd béta-
laktaméaz (ESBL) termelésre. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2022.

Cathal McKenna: Literature and clinical study evaluating the efficacy of
electrochemotherapy using bleomycin and cisplatin against canine mast cell tumours.

Szakdolgozat. Témavezetdk: Kerek A., Juhasz O., Budapest, 2021.

Bencsik Luca: Aktiv HOCI tartalmu fert6tlenitd antimikrobialis és biofilmellenes hatasa.
TDK dolgozat. Témavezeték: Kerek A., Veres A.M., Budapest, 2021.

Rénaszéki Regina Andrea: Bakteriofag tartalmu készitmény artalmatlansagi vizsgalata

broiler csirkében. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A., Budapest, 2021.

Sasvari Matyas: Fellletkezel6 polimer festék antimikrobidlis hatékonysaganak

vizsgélata. TDK dolgozat. Témavezet6: Kerek A., Budapest, 2021.

Csanady Péter: Magyarorszagi eredetli propolisz hatékonysaga galambbdl izolalt

korokozok esetében. TDK dolgozat. Témavezetd: Kerek A Budapest, 2021.
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10. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelétt szeretnék koszonetet mondani témavezetéimnek, Dr. Jerzsele Akos
tudomanyos és innovacios rektorhelyettes, tanszékvezets egyetemi docens urnak, valamint
Dr. Banyai Krisztian tudomanyos fémunkatars urnak, hogy mindvégig motivéltak a doktori
fokozat megszerzésének fontossagat hangsulyozva. Irdnymutatasuk és szakmai

precizitdsuk nélkil ez a kutatbmunka nem valdsulhatott volna meg.

Kulon koszonetemet fejezem ki kollégaimnak, az Allatorvostudomanyi Egyetem
Gyogyszertani és Méregtani Tanszékének munkatarsainak: Dr. Somogyi Zoltannak, Dr.
Kovacs Doranak, Dr. Farkas Orsolyanak, Dr. Nemes-Terényi Melindanak, Dr. Mag
Patriknak, Dr. Palkovicsné Dr. Pézsa Nikolettanak, hogy javaslataikkal és utmutatasukkal
mindig mellettem alltak és tdmogattak utamon. Halaval tartozom Nagy Gergelynek,
Paliczné Kustadn Biankanak, Pénzes Imréné Tundének és Balogh Katalinnak, akik a
technikai hattér biztositdsdban nyujtottak segitséget. A genetikai vizsgalatok és
bioinformatikai elemzések soran nyuijtott nélkiilozhetetlen segitséget Dr. Kaszab Eszter, Dr.

Bali Krisztina, Dr. Papp Marton és Dr. Laczké Levente.

Kdszdnettel Tartozom TDK hallgatéimnak, Dr. Torok Bencének, Barnacz
Franciskdnak, Csirmaz Bencének, Szabd Kinganak, Roman Istvan Laszl6nak akik

tudomanyos érdeklédéssel kapcsolodtak be kutatasomba és segitették munkamat.

Végul, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni csaladomnak, hogy turelemmel

és tdmogatasukkal mogottem alltak és hittek abban, hogy elképzeléseimet megvaldsitom.

A projekt az Innovaciés és Technoldgiai Minisztérium UNKP-20-3-1-ATE-1 és UNKP-
21-2-1-ATE-3 kodszamu Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak szakmai tamogatasaval, az
Allatorvostudomanyi Egyetem Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsaganak (NKB)
tAmogatasaval, valamint a TKP2020-NKA-01 szamu projekt keretében a Nemzeti Kutatasi
Fejlesztési és Innovaciés Alapbdl biztositott tAmogatassal, a Témateriileti Kivaldsagi

Program 2020 (2020-4.1.1-TKP2020) palyazati program finanszirozasaban késziilt.

Az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Kooperativ Doktori Program Doktori
Hallgat6i Osztondij Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Alapbol

finanszirozott szakmai tamogatasaval készlilt.

Az RRF-2.3.1-21-2022-00001 szamu projekt a Helyredllitasi és Ellenalloképességi
Eszkdz és Nemzeti Helyreallitdsi Alapbol nydjtott tdmogatasaval, az RRF-2.3.1-21

palyazati program finanszirozasaban valosult meg.
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