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Absztrakt

A kommenzalista Escherichia coli torzsek az emberek ¢és gerinces allatok bélflorajanak
természetes alkotdi. Anyagcesere termékeik segitségével gatoljak a patogén baktériumok
elszaporoddsat, hozzajarulnak a bélmikrobidta egyensulydhoz, probiotikumként
funkcionélnak, illetve K és Bi> vitamint termelnek a gazdaszervezet szamara. [1] Jotékony
tulajdonsagaik mellett, azonban potencialis veszélyt jelenthetnek az antimikrobidlis
rezisztencia terjedésében, amit a WHO (World Health Organisation) az emberiséget
fenyeget6 aktualis problémaként kezel. [2] Arrdl, hogy a kommenzalista torzseknek ebben

milyen szereplik van, még kevés ismerettel rendelkeziink.

Jelen tanulméanyban hazai dlloméanyokbol szarmazo egészséges és elhullott pulykdkbol és
vizibaromfikbol (liba és kacsa) izolalt kommenzalista E. coli torzsek antibiotikum
rezisztencia mintazatat igyekeztem felderiteni €s ramutatni a rezisztencia jelenlétének
kozegészségiigyi jelentoségére a One Health szemlélet alapjan. Az emlitett baromfifélékbol
vett vakbél eredetli mintdkbol szelektiv MacConkey taptalajon, majd véres agaron
szintenyészeteket allitottam eld, amelyekbdl az elvégzett biokémiai tesztek (katalaz-,
oxidaz-, indol-, metilvoros-és citrat-proba) igazoltak, hogy valdban E. coli torzseket sikertilt
kitenyészteni. A torzsekben esetlegesen jelenlévd virulencia gének felderitésére PCR
(polimeraz-lancreakcio) vizsgalat lett elvégezve, amely alapjan a kommenzalista torzsek is
meghatarozasra keriiltek. Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatot korongdiffuzios eljarassal
végeztem, mintanként 12 darab kiilonb6z6 antibiotikum korong keriilt a kommenzalista
torzseket tartalmazo Mueller-Hinton agarra. 37°C-on 24 oran keresztiil végzett inkubalés

utan a kialakult gatlasi zondkat lemértem és az eredményeket tablazatban rogzitettem.

Az izolalt torzseket érzékeny és rezisztens kategoridkba soroltam az EUCAST és a CLSI
altal kiadott gatlasi zona hatarértékekkel torténd dsszehasonlitas utan, majd minden torzs
esetében meghatarozasra keriiltek a rezisztencia mintazatok is. [3—5] Az eredményekbdl
lathato, hogy a pulyka és liba mintakbdl szarmazd E. coli torzsek atlagosan tobb mint négy
antibiotikummal szemben veszitették el az érzékenységiiket, ami igazolja, hogy
kommenzalista torzsek esetében is szdmolnunk kell a multirezisztencia széleskorii
jelenlétével. Leggyakrabban béta-laktam antibiotikumokkal szemben tapasztaltam
rezisztenciat, amelyek eldszeretettel alkalmazott gyogyszerek a baromfifélék kezelésében

hazankban is. [6]



Abstract

Commensal Escherichia coli strains are natural constituents of the intestinal microbiota of
humans and vertebrates. With the help of their metabolic products, they inhibit the growth
of pathogenic bacteria, contribute to the balance of the intestinal microbiota, function as
probiotics and produce vitamins like K and Bi> for their host organism. [1] However, in
addition to the beneficial properties, they can be a potential danger in the spread of
antimicrobial resistance, which the WHO (World Health Organisation) treats as a potential
problem threatening humanity. [2] We still have little knowledge about the role of the

commensal tribes in this.

In the present study, we aimed to investigate the antibiotic resistance patterns of commensal
E. coli strains isolated from healthy and deceased waterfowl (goose and duck) from domestic
flocks, and to highlight the public health significance of the presence of resistance based on
the One Health approach. Caecal samples taken from the mentioned poultry species were
cultured on selective MacConkey agar, followed by blood agar, where colonies were grown.
Biochemical tests (catalase, oxidase, indole, methyl red and citrate tests) confirmed that E.
coli strains were successfully isolated. To detect potential virulence genes in the strains, PCR
(Polymerase Chain Reaction) testing was performed, which also allowed the identification
of commensal strains. Antibiotic resistance was tested using the disc diffusion method, with
12 different antibiotic discs placed on Mueller-Hinton agar containing the commensal
strains. After 24 hours of incubation at 37°C, the inhibition zones were measured, and the

results were recorded.

The isolated strains were categorized as sensitive or resistant after comparison with the
inhibition zone breakpoints established by EUCAST and CLSI, and resistance patterns were
determined for each strain. [3—5] The results revealed that the E. coli strains from turkey and
goose samples have, on average, lost sensitivity to more than four antibiotics, confirming
that the widespread presence of multidrug resistance must also be considered in commensal
strains. Resistance was more frequently observed against beta-lactam antibiotics, which are

commonly used drugs in the treatment of poultry in our country as well. [6]
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1. Bevezetés

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozo Escherichia coli egy Gram negativan festodo,
kozepes méretli palcika alaktl baktérium, amely a melegvérii allatok egészéges
bélmikrobidtajanak normal alkotdja, de 1éteznek patogén/korokozo torzsei is. [7, 8] Az E.
coli tenyésztését tekintve egy fakultativ anaerob baktérium, igy képesek mind oxigén
jelenlétében, mind annak hidnyaban szaporodni az anyagcsere folyamataik megvaltoztatasan
keresztiil. A baktériumfajok elkiilonitésében is hasznalatos oxidacios-fermentéacids tesztben
az E. coli torzsek mind fermentativak, vagyis a szénhidratok gyors bontdsa soran gazt és
savakat termelnek, amely gaz és savtermelés a félfolyékony tdpkozeget megsavanyitja,
illetve buborékossa teszi. [9, 10] Az E. coli torzsek ezen képességének, mégpedig, hogy
savtermelésre képesek, fontos szerepe van a bélmikrobidta normalis egyensulyanak
létrehozasaban, illetve fenntartasaban. A termelt sav révén a béltraktus hatsé szakaszain a
kémhatas savasodik és gatolja a patogén korokozok térnyerését, igy az esetleges
megtapadasukat ¢és elszaporodasukat. Tovabbi fontos tulajdonsaguk, hogy a gyors
szénhidratbontdsi képességiik révén a hatso bélszakaszokban jelenlévd tapanyagok
elbontasaval szintén kompetitive gatoljdk a patogén baktériumok szaporodasat,
kolonizacidjat. [11] Az elsédleges biokémiai reakciokban az Enterobacteriaceae csaldd
tagjai és igy az E. coli is oxidaz negativ és kataldz pozitiv torzsként viselkednek, amely gyors
elkiilonitésre ad lehetdséget a masik Gram-negativ, szintén népes Pasteurellaceae csalad
altalaban oxidaz és katalaz pozitiv torzseitdl. Az Enterobacteriaceae csaladon beliil az E.
coli torzsek lakt6z bontasra képesek kozeé tartoznak, igy laktéz pozitiv torzsekkeént szokas

Oket emlegetni és megkiilonbdztetni a csalad tobbi laktdz negativ torzseitdl. [10, 12]

Az E. coli torzsek jelentds része rendelkezik burokkal. A baktériumot koriilvevd burok
hatékony fagocitozis gatloként szolgal, amely igy virulencia faktor is lehet egy torzs
esetében ¢és fontos lehet az adott torzs jellemzésében. Példaul a borjakban megbetegedést
okoz6 E. coli torzsek laboratoriumi tenyésztése soran a képzddott telepek gyakran nyalkas,
csillog6 jellegét szintén a képzett nagy mennyiségli burok adhatja, amelynek hatasara a
telepek akar a foly0s, ,,takonyszeri” allagot is elérhetik. Az E. coli térzsek altalaban csillo
képzésre 1s képesek, amellyel aktiv mozgast tudnak végezni. Valamint fimbridk is
altalanosan megtaldlhatok az E. coli torzsek feliiletén, amelyek a bél- és mas hamsejtekhez
valo kitapadéashoz, a korokozoképességhez sziikségesek és a késdbbi kolonizacidban szintén

fontos szerepet jatszanak. [7]



Az E. coli torzseket a sejtfalukban taldlhato lipopoliszacharid (O) antigén alapjan
szerocsoportokba, a burok (K) antigének vizsgalataval kiegészitve szerotipusokba lehet
besorolni, amelyen beliil tovabbi elkiilonitésre ad lehetdséget a csillo (H) és fimbria (F)
antigének meghatarozasa és tovabbi csoportositasa. [ 7] Ezen eldbbi tulajdonsagok vizsgalata
jO lehetOséget ad jarvanytani nyomozasok soran a fert6zés terjedésének nyomonkdovetésére,
eredetének kideritésére. Illetve szintén hasznos mddszer torzsek gyors dsszehasonlitasara is.
A jelenlegi kutatasi és diagnosztikai tapasztalatok alapjan a meghatarozott E. coli szerotipus
¢s a torzsek virulenciaja kozott nincsen szoros 0sszefiiggés, igy sem a szerotipusbol, sem a
meglévo virulencia faktorokbol nem lehet kdvetkeztetni biztosan a masikra. [13] Vannak
olyan nem O157-es E. coli torzsek, amelyek képesek Shiga toxint termelni és
megbetegedéseket okozni, hasonldan O157:H7-es E. coli torzshoz. Texasban 1999-ben,
tdborozok valosziniileg kontamindlt jég és salata fogyasztdsa utan betegedtek meg. A
betegek hasi fajdalmakkal, hasmenéssel és néhany esetben véres hasmenéssel kiizdottek,
ebbdl két esetben hemolitikus urémids szindromat is diagnosztizaltak. A bélsarvizsgalatok
Ol111:H8-as E. coli jelenlétét mutattak ki, és PCR vizsgalat segitségével késobb kétféle
Shiga toxin jelenlétét is igazoltak. Az O111-es szerotipus mellett, az 026 és O103 is gyakran
kotheté hasonld megbetegedésekhez. [14] A jelenleg elfogadott és terjedd diagnosztikai
modszer a valoban patogén torzsek kimutatasara, a virulencia faktorok gén szintli vizsgalata
PCR segitségével. Viszont a jarvanytani nyomozasban ma is fontos szerep jut a régota

alkalmazott szerotipizalasnak.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Kommenzalista E. coli torzsek jellemzése

Az E. coli torzsek jelentds része kommenzalistaként viselkedik és a normél mikrobiota
tagjaként hozzajarul a gastrointestinalis rendszer megfeleldé mukodéséhez. Ismeriink
azonban fakultativ patogén torzseket is, amelyek bizonyos hajlamosité tényezok (pl.: stressz,
zsufoltsag, rossz takarmany, stb.) jelenlétében megbetegedést tudnak okozni. Valamint
eléfordulnak obligat patogénnek tekinthetd torzsek is, mint példdul az enterohemorrhagias
E. coli torzsek, amelyek emberben sulyos €s kozel 100%-ban haldlos kimeneteli HUS
(hemolitikus urémids szindroma) kialakitasara képesek akar nagyon alacsony fert6z6é dozis

mellett is. [15]

A patogén torzseken beliil a szokdsos besorolds szerint megkiilonboztetnek intesztinalis
(bélben) ¢és extraintesztinalis (a bélrendszeren kiviili) megbetegedést okozo patotipusokat, a
torzsek {6 megtelepedése alapjan. Ezeken beliil tovabbi patotipus csoportok 1éteznek, ugy
mint ETEC (enterotoxikus E. coli), EPEC (enteropatogén E. coli), EHEC
(enterohemorragias E. coli), EAEC (enteroaggregativ E. coli), UPEC (uropatogén E. coli) ,
MNEC (agyhartyagyulladast okozo E. coli), APEC (madarpatogén E. coli) .stb. [16]

A kommenzalista E. coli torzsek az emberi, illetve a meleg- és hidegvéri allatok
emésztotraktusanak sziiletés utani kolonizacidja soran a bélmikrobidta normal részeként
biofilm formajaban fordulnak eld. [8] A kommenzalizmus soran az egyiitt €16 populéciok,
olyan kolcsonhatast fejtenek ki egymasra, amely az egyik résztvevd fél szamara elényokkel
jar, mig a masik populacié szamara ez a kapcsolat kozombos. Ezek a torzsek a teljes
mikrobiota viszonylag csekély 0,1%-5%-at adjak emldsok esetén és a human populacidban
kozel 10*' darab E. coli sejt jelenlétét valdsziniisitik. [17, 18] A kolonizaci6 legfobb
mozgatdrugoja a rendelkezésre allo tapanyagokért zajlo versengés, melynek eredményeként
végiil azok a fajok népesitik be a bélrendszert, amelyek az adott tdpanyagot jobban tudjak
hasznositani versenytarsaiknal. A tdpanyag-niche elmélet alapjan, az igy kialakult
mikrobidta egységét egészséges bél- és immunrendszer mellett, a késobb felvett fajok vagy
patogének nehezen tudjak megbontani. [18] A kommenzalista E. coli torzsek a vastagbél
nyalkahartyajanak kiilsé mucin rétegében foglalnak helyet, amit a vastagbél epithel sejtjeitdl
a belsé mucin réteg valaszt el. A mucinnak habar a biofilm képzddésében szerepe van, a
kommenzalista E. coli torzsek tapanyagigényeit ez nem tudja kielégiteni, ezért az obligat

anaerob baktériumok 4altal fel nem hasznalt, példaul di- vagy monoszacharidok



szolgalhatnak tdpanyagként. A vastagbél kolonizacidja patogén E. coli torzsek esetén is

lezajlik, azonban ez mas mechanizmussal torténik. [8]

A kommenzalista €és patogén E. coli torzsek megkiilonboztetése teny€sztés alapjan nem
lehetséges, mivel megjelenésiiket tekintve azonosaknak tekinthetok. Szintén nem alkalmas
a patogén E. coli torzsek kimutatdsra az O157:H7-es torzsekre alkalmazott specidlis
tenyésztési kozegek, amelyek alapjan a fert6zoképességhez mindenképpen sziikséges,
valoban hordozott virulencia faktorokkal kapcsolatosan semmiféle informaciét nem tud
szolgaltatni. [19] Igy a PCR feltalalasaval, eléretorésével és a napi gyakorlatban vald
elérhetdségével valt lehetéveé a kérdéses torzsek virulencia faktorainak génszintii vizsgéalata
¢s ezek alapjan torténo patogén torzzsé besorolasuk. A PCR vizsgalatokkal ezért a hasmenést
okozd IPEC (intesztindlis patogén E. coli) torzsek 4altal hordozott virulencia gének
kimutatdsa gyorssa és megbizhatobba valt a szerotipizaldsnal, valamint, ezaltal konnyebbé
valt az intesztinalis patogén torzsek patotipusokba valo besorolasa ezen informaciok alapjan.
Az extraintesztinalis fert6zés kétféle formaban tud 1étrejonni. Torténhet az extraintesztinalis
patogén torzseknek a béltraktusbol valo kikeriilésével és a hugyivarszervekbe valo felszallo
fertdzés kialakitasaval, vagy belégzés révén a tiidébe jutva megbetegedést okozni (pl.: APEC
torzseknél). Illetve a béltartalomban talalhatdé EXPEC (extraintesztinalis patogén E. coli)
torzsek egyes virulencia faktoroknak kdszonhetden a bélfalon keresztiil is képesek lehetnek

a véraramba torni és tavoli szervek gyulladasos elvéltozasat 1étrehozni. [20]

A kommenzalista torzseknek nincs szamottevd klinikai jelentdsége és a koztudatban
kizarolag hasznos mikroorganizmusként gondolnak rajuk, azonban ugyanugy képesek az
antibiotikum rezisztencia hordozésara €s atadasara, mint a szélesebb korben vizsgalt patogén
tarsaik. TOobb kutatds is arra vilagitott ra, hogy a kommenzalista E. coli térzsek indikator
mikrobaként szolgalnak az antibiotikum rezisztencia nyomon kovetésére élelmiszertermeld
allatokban. Hollandidban példaul egészséges brojler csirkékbdl vett kommenzalista E. coli
torzsek érzékenységét vizsgaltdk, mig egy masik monitoring programban patogén
korokozodval fertdzott, beteg brojler csirkékbdl vett mintakat vizsgaltak ugyanebbdl a célbol.
[21] A kommenzalista mikroorganizmusok kozegészségligyi jelentdsége abban all, hogy
potencidlis rezervodrjai lehetnek szdmos rezisztencia génnek, amelyeket a HGT

(horizontélis géntranszfer) révén képesek akar a patogén korokozoknak is tovabbadni.



2.2. Antimikrobialis szerek elleni rezisztencia mechanizmusok

Az antimikrobidlis rezisztencia vizsgalata sordn elsdsorban a patogén korokozok allnak a
kozéppontban, azonban ¢érdemes figyelmet forditani a kommenzalista baktériumok
csoportjara is. Az antimikrobidalis gyogykezelés célpontjaban a patogén baktériumok allnak,
mikdzben a kommenzalista torzsek ugyantgy ki vannak téve az antimikrobialis szerek
hatasanak. Igy a tartos antibiotikumok hasznalata a kommenzalista torzsek kozott is a
rezisztenciaval rendelkezd torzseket szelektalja ki és novekvO szamban lesznek jelen a
normal bélmikrobidtdban. Aztan az igy megszerzett rezisztencia képességeket a
kommenzalista torzsek képesek tovabbiakban is hordozni, mint a tulélésiikhoz eldnyt
biztosito tulajdonsag és akar at is adhatjak a HGT révén az egy idében veliik el6fordulé mas
E. coli illetve mas baktérium torzseknek is. Ezek az antimikrobidlis szerek elleni
rezisztenciak névekvo szdmban is megjelenhetnek a térzsekben, igy olyan MDR (multidrog-
rezisztencia) torzsek johetnek 1étre, amelyek harom vagy tobb vegyiiletcsoporttal szemben
is rezisztensnek bizonyulnak. [22] Ezzel is befolydsolva a késdbbi gydgykezelések

hatékonysagat, hatdsossagat, illetve a betegségben szenveddk gyogyulési esélyeit is.

Bizonyos rezisztencia mechanizmusok célja az intracellularis antibiotikum koncentracio
minimalizalasa, példaul a bakteridlis membran permeabilitdsanak csokkentése révén. Ez
létrejohet ugy, hogy a hidrofil anyagok atjutdsat segitd porin csatorndk csdkkent szamban
talalhatok a bakteridlis sejtmembranban. Erre a mechanizmusra az alapbdl lipofil
tulajdonsaggal rendelkezd Mycobacterium tuberculosis az egyik legjobb példa. [23] Az E.
coli torzsekre jellemz6 egyik mechanizmus az efflux pumpdk miikddtetése, amelyek a
baktérium membranjdban elhelyezkedd transzportfehérjék. Feladata a baktérium sejtbe
bejutott vegyiiletek kipumpaldsa, sejtbdl vald eltavolitdsa. Miikddése révén szintén az
intracellularis antibiotikum koncentracié csokkentése valésul meg. MDR kialakuldsaban {6
szerepet jatszanak ezek a pumpak, mert egyszerre tobb antimikrobidlis szerrel szemben is
védelmet biztosit a baktérium szamadra, illetve szinergista hatast fejt ki mas rezisztencia

mechanizmusokkal egyiittmiikddve. [22-24]

Az antibiotikumok enzimatikus inaktivaldsa egy olyan rezisztencia mechanizmus, amely
soran a rezisztens baktériumok altal termelt enzimek képesek lebontani az adott
antibiotikumot. Ilyen enzimek a béta-laktamazok, amelyeket els6sorban a Staphylococcus
fajok termelnek a béta-laktam antibiotikumok ellen. A Staphylococcus fajok mellett érdemes
megemliteni a Gram-negativ baktériumokat is, amelyek az enzimet vagy a plazmidon vagy

a kromoszoman kodoljak. [24]



Bizonyos enzimek célja az antibiotikumok atalakitasa és ezzel azok inaktivalasa. Gram-
negativ és Gram-pozitiv baktériumok esetén is jelen lehetnek olyan, példaul acetilaciot vagy
adenilaciot segité enzimek, amelyekkel az aminoglikozid antibiotikumokat hatastalanitani

képesek. [24]

A biokémiai mechanizmusok mellett, az antibiotikum rezisztencia genetikai vonatkozasairol
sem feledkezhetiink meg. Ennek egyik lehetséges utvonala bizonyos génekben bekdvetkezd
mutacid vagy mutaciok sorozata. A spontan mutacié tobb okbol kifolyolag is kialakulhat,
leggyakrabban a DNS replikaci6 zavarahoz vezethet vissza. Erdemes kiemelni a rifampicin
rezisztenciat, amelynek kialakulasat E. coli torzsekben is leirtak. Kialakuldsanak hatterében
tobbnyire az RNS polimerazt kodold gén mutacidja all, akar nukleotid(ok) kiesése vagy

inzercioja kovetkeztében. [23]

Arezisztencia dtadasara a horizontalis géntranszfer jelenti az egyik f6 utvonalat, amely olyan
mobilis genetikai elemekkel torténik, mint a plazmidok vagy az integronok. Ezek nemcsak
a rezisztencia atadasara, hanem annak fenntartasidra is alkalmasak. A horizontalis
géntranszfer megvalositdsa 3 féle modon torténhet, még pedig a transzdukcio,
transzformécio vagy a konjugécio folyamata. A transzdukcio soran bakteriofag, vagyis egy
virus szolgal vektorként az érintett gének atadasaban. Ha a baktérium a kornyezetébdl egy
masik baktériumbdl szarmazd szabad genetikai anyagot vesz fel, azt transzformécidonak
nevezziik. A konjugacié folyaman pedig két baktériumsejt kapcsolodasa teszi lehetdévé a

donor sejtbdl a recipiensbe torténd géntranszfert. [24, 25]
2.3. Plazmidok

A plazmidok a citoplazmaban elhelyezkedd extrakromoszémalis DNS molekulak, melyek
olyan genetikai anyagot hordoznak, amelyek a baktérium kromoészomaitol fliggetleniil
képesek kifejezddni és replikalodni. A rezisztencia gének eléfordulhatnak egyesével, kiilon-
kiilon plazmidon, de akar tobb rezisztencia gén is kodolodhat egy plazmidon is, igy

l1étrehozva az in. MDR plazmidokat. [22, 24]

A kromoszomaékhoz hasonloan, a plazmidok kozott is bekdvetkezhetnek rekombinaciok,
ezen kiviil transzpozonok ¢és integronok beépiilése is hozzajarul a plazmidokon hordozott
rezisztencia gének szdmanak noveléséhez és széleskorli valtozatossaganak kialakitasahoz. A
transzpozonokat szokas ugrald géneknek is nevezni. Ezek olyan DNS szakaszok, amelyek
képesek ,,atugrani” egyik plazmidrol a masikra, de akar plazmid és kromoszéma kozott is

bekovetkezhet ez a fajta géncsere. [23, 24]
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Az E. coli esetén a kromoszoéman kiviil elhelyezkedd plazmidok egyiittesen biztositjak a
baktérium nagymértékii genetikai valtozatossagat, ami teret enged a rezisztencia gének és
mechanizmusok sokréti megjelenésének. Ennek koszonhetéen a kommenzalista E. coli
torzsek az emlitett mobilis genetikai elemek rezervoarjaként funkcionalnak, illetve képesek
donorként és recipiensként is szerepet jatszani az antimikrobidlis rezisztencia atadasaban. A
kommenzalista E. coli esetében az MDR plazmidok fontossadgat részletes molekularis
vizsgalatokkal még nem térképezték fel, ezek inkabb a klinikai szempontbol fontos E. coli

torzsek esetében ismeretesek. [22]

Néhany példa baromfiban eléfordulo rezisztencia gént hordoz6 plazmidokra kommenzalista
E. coli torzsekben: Leirtak a béta-laktdm antibiotikumokkal szemben rezisztens, olyan
ESBL-termeld kommenzalista E. coli térzseket, amelyek az enzimtermelésért felelds un.
CTX-M géneket a plazmidokon kodoljak. A CTX-M génnek mas béta-laktamazt kodolo
génnel (CMY) valo egyiittes eléfordulasat is kimutattak csirkében. [22]

Fluorokinolon rezisztencia kialakitdsdban a gnr gének jatszanak szerepet, amelyek
expresszidja soran képzddott fehérjék védik a DNS-replikacidhoz sziikséges enzimeket az
antibiotikumok hatésatol. Kordbban ugy vélték, hogy a kinolonokkal szembeni rezisztencia
csak vertikalisan tud terjedni, de mara mar felfedeztek gnr rezisztencia géneket hordozo
plazmidokat (PMQR), amik lehetdséget biztositanak a horizontalis terjedésre. Baromfibol
és egy esetben kifejezetten pulykabol is sikeriilt az emlitett géneket a plazmidokrol
kimutatni. A gnr géneken til, amelyek tehat a gnr fehérjék altal a DNS girdz illetve a
topoizomeraz IV. enzimek védelmét végzik, emlitést érdemelnek a kinolon efflux pumpat
kodolo rezisztencia gének is. Ezek szintén kimutatasra keriiltek kommenzalista baromfi E.

coli torzsekben. [22]
2.4. Rezisztencia terjedésének csokkentését célzo intézkedések

Az antimikrobidlis rezisztencia terjedése mind human mind allategészségiigyi szempontbol
aktudlis kérdés. A rezisztencia visszaszoritasara és terjedésének megakadéalyozésara az
antimikrobidlis szerekkel kapcsolatos tevékenységek szigori monitoringja sziikséges,

amelyre Eurdpai Uniods szabalyozasok €s hazai intézkedési tervek vonatkoznak.

Az EMA (Eurdpai Gyogyszeriigynokség) és az AMEG (Antimikrobialis Tanacsado Ad Hoc
Szakértdi Csoport) kozosen kidolgoztak egy olyan osztalyozasi rendszert, amely négy {6
kategoriaba sorolja az antimikrobidlis szereket. Az A kategoridba sorolt szerek felhasznalasa

keriilendd, a human fertdzések kezelésére vannak fenntartva, ezért egyik allatfajnal sem
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engedélyezettek az EU-ban. Kivételes esetben kedvtelésbdl tartott allatoknal, mint egyediili
terapids megoldas hasznalhatdak. A B kategoriaba es6 szerek kritikus fontossagtiak a human
gyogyaszatban, ezért az allatorvosi gyakorlatban korlatozott ezek felhasznalasa. Akkor
alkalmazhatdak, ha az érzékenységi vizsgalatok megtorténtek és nincsen olyan alsobb
kategorias szer, ami megfeleld alternativa lenne. Ebbe a csoportba sorolt szerek mar
hasznalhatoak élelmiszertermeld allatokra is. A C kategorids szereket koriiltekintden kell
alkalmazni az allatgyogyéaszatban. Hasznélatuk akkor Iehetséges, amikor nem all
rendelkezésre az adott betegség kezelésére megfeleld D kategoriaba tartozd szer. A D
kategoria oleli fel az elsé vonalbeli antibiotikumokat, amelyek a prudens antibiotikum
hasznalat jegyében, csak indokolt esetben alkalmazhatéak. [26] Az emlitett kategoridk
ismerete allatorvosi gyakorlat szempontjabol, azért 1ényeges, mert ezt kovetve, mindig olyan
szert vesziink igénybe, amely klinikai szempontbol hatékony mikdzben a kdzegészségiigyi

kockazata a lehetdségekhez képest a legalacsonyabb.

Az antibiotikum rezisztencia terjedésének csokkentésére iranyuld intézkedéseket tartalmaz
az Eurdpai Parlament és a Tanacs 2019/6 rendelete. Tartalmazza példaul az allatgyogyaszati
készitmények, beleértve az antimikrobidlis szerek forgalomba hozatalara, engedélyezésére,
gyartasara vonatkozo és ehhez hasonld egyéb tevékenységekre vonatkozo rendelkezéseket.
Az antimikrobialis szer felhasznalasaval kapcsolatban kijelenti, hogy automatikusan nem
hasznalhato fel profilaktikus kezelésre, azonban kivétel tehetd egyedi kezelés esetén, ha a
fertdzés vagy fert6zd betegség kockazata nagyon magas ¢€s potencidlisan végzetes
kimenetelii. Allatok egy csoportjara vonatkozé metafilaxias kezelés akkor lehetséges, ha
egyéb terapias opcid nem lehetséges ¢és a kockazat magas. [27] Az antimikrobidlis szerek
felhasznalasanak adatgytijtési kotelezettségeirdl fontos megallapitasokat tesz példaul a
Bizottsag (EU) 2021/578 felhatalmazason alapuld rendelete. A rendelet 15. cikkében
allatfajok szerint megadjak az adatgylijtés kezdeti idOpontjat, amitdl kezdve a tagallamok
folyamatosan adatokat gytijtenek az antibiotikum felhasznalasrol, majd évente beszamolnak

errdl az Eurdpai Gyogyszerligynokségnek. [28]

A hazai szabalyozasok a nemzetkodzikhez képest szigorubbak, példaul a 27/2021. (VIIL. 11.)
AM rendeletben metafilaxids célra akkor adhatd antibiotikum, ha azt az érzékenységi
vizsgalat indokolja. Profilaktikus kezelésnél pedig az élelmiszertermeld 4llatokra
vonatkozoélag kizar bizonyos antibiotikumokat, példaul a fluorokinolonokat vagy a 3. és 4.

generacids cefalosporinokat. [29]
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2.5. Antibiotikum felhasznalas a baromfiiparban

A 2021-es ESVAC (European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption)
jelentés szerint a baromfik az ¢élelmiszertermeld allatokra vonatkoztatott PCU (Population
Correction Unit) 13%-at teszik ki a jelentésben szerepld 31 eurdpai unids orszag Osszefoglalt
adatai alapjan. A PCU az antimikrobidlis szerekkel potencidlisan kezelhetd
¢lelmiszertermeld allatok biomasszdjat jelenti, Magyarorszag esetében ez koriilbeliil 211
ezer tonnat jelent a baromfifélék esetében. Ez 2020-ban a hazai élelmiszertermeld allatok
teljes PCU-janak 26%-at tette ki. [30] Az ESVAC jelentés, illetve a NEBIH (Nemzeti
Elelmiszer-biztonsdgi Hivatal) osszefoglaloi alapjan az élelmiszertermeld allatokban
legnagyobb mennyiségben haszndlt antimikrobidlis szerek hazdnkban a tetraciklinek és a
penicillinek, nagysadgrendekkel lemaradva kovetik dket a pleuromutilinek, fluorokinolonok

¢s a makrolidok. [30-32]

A jelentés tartalmazza azt is, hogy az egyes orszagok milyen formaban alkalmazzak
leggyakrabban az antibiotikumokat. Az eladasi adatok alapjan megallapithato, hogy a
premixek €s a szajon at alkalmazhato belsdleges oldatok teszik ki ennek kozel 90%-at, ezzel
szemben az injekcids formaban adott antimikrobidlis szerek ardnya elenyészd. [30] Tobb
allat egyidejii kezelését az elsOként emlitett modokon a legegyszeriibb kivitelezni, ebbdl
pedig arra lehet kovetkeztetni, hogy a csoportos kezelések tovabbra is jelentds szerepet
jatszanak az allatgydgyaszatban. A baromfitarto telepeken eldszeretettel alkalmazzak tigy az
antibiotikumokat, hogy azokat ivovizhez adjak vagy premix formajaban a takarméanyba
keverik. Ezeknek a beadasi modoknak a hatuliitdje az, hogy bar az antibiotikumok optimalis
koncentracioban kertilnek bekeverésre, nem biztos, hogy minden egyed ugyanazt a
mennyiséget fogja felvenni, ami alul-vagy tiladagoldshoz vezethet. Beteg allatoknal
figyelembe kell venni, hogy az étvagyuk és a vizfogyasztasuk is csokkenhet, ami tovabb
neheziti a megfelel adagolast és befolyésolja a kezelés hatékonysagat. Erdemes figyelembe
venni azt a tényt, hogy a vizvezeték rendszerbe bekertilt antibiotikum koélcsonhatasba 1éphet
a vezetékben kialakult biofilm réteggel, amely teret engedhet a rezisztens baktérium torzsek

elszaporodaséanak. [33]

2023-ban a hazai allatorvosok altal leadott jelentések alapjan a baromfiiparban
leggyakrabban hasznalt antibiotikumok allatfajokra bontva a kdvetkezok: hazityuk és pulyka
esetén az amoxicillin felhasznélds all az elsé helyen, ezt koveti az enrofloxacin és a
doxiciklin. [6]. Ahhoz, hogy pontosabb ¢s atfogd képet kapjunk a pulykaban és

viziszarnyasban torténd antibiotikum-felhasznalasrol szigoribb monitoring programra van
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szlikség. Az EU Bizottsag 2021/578-as rendelete alapjan 2024. szeptember 30-ig adatokat
kell gytijteni a pulykékban felhasznalt antibiotikumokrol, majd 2027. janius 30-ig a kacsakra
¢s libakra vonatkoz6 adatok gytijtése is kotelezo lesz. Ezt kovetden az orszagoknak évente

jelenteniiik kell az eredményeket az Europai Gyogyszeriigynokség felé. [28]
2.6. Antibiotikum rezisztencia jelentosége: One Health koncepcio

A One Health szemlélet célja az emberek, az allatok és a kornyezet kozos egészségének
megvaldsitdsa. Ha ennek barmely tagjat egészségligyi veszEély fenyegeti, az ugyanugy
befolyasolja a tobbi alkotd egészségét is. A One Health megvalositdsdhoz sziikséges a
kapcsolodo tudoméanyteriiletek folyamatos egyiittmiikodése, fejlodése és az egy egészség
koncepcid megvalositdsdhoz sziikséges erdfeszitések megtétele. Napjaink egyik
legjelentdsebb, One Health szemléletet veszélyeztetd, globalis méretli problémaja az
antimikrobidlis rezisztencia terjedése, ami a nem megfeleld antibiotikum felhasznéaldshoz
kothetd. Ennek eredményeként kialakul6 rezisztencia tovabb fokozodik a szelekcid hatasara,
kialakulnak olyan MDR baktérium torzsek, amelyekkel szemben az eddig hasznalt

gyogyszerek hatéstalanna valhatnak.

A rezisztencia hordozas mind az allati, mind az emberi szervezetben és a kornyezetben is
megvalosulhat. Az allatr6l emberre torténd antibiotikum rezisztencia atadasa lehetséges
(példaul a Staphylococcus aureus CC97 torzs esetén leirdsra keriilt) azonban ennek
valdszinlisége még igen csekély. [34] Azonban érdemes figyelmet forditani a zoonotikus
korokozokra, amelyek a betegség kozvetitése mellett, a rezisztencia allatrol emberre torténd
atvitelében is szerepet jatszhatnak. Az E. coli torzsekre altalaban nem jellemzd az allatrél
emberre torténd terjedés, azonban érdemes megemliteni az EHEC emberi fert6zést, mint
tipikus zoonotikus E. coli bantalmat. Az emberi EHEC fertézések tobbsége az E. coli
O157:H7 szerotipusahoz kothetdek, amelyek shigatoxin termelésiik révén képesek vérzéses
bélgyulladas, illetve a HUS (hemolitikus urémias szindroma) eldidézésére. A borju
dizentéria egyik okozdjaként, féleg a 2-8 hetes borjakban okozhat idiilt hasmenéses
tiineteket, de eléfordulhat, hogy a fert6z¢s tiinetmentesen lezajlik az allatokban. Ebben all a
kozegészségiigyi jelentdsége is, hiszen az egészséges szarvasmarhdk 1-50%-a is képes
hordozni és iiriteni az emlitett szerotipust. Az emberek altaldban a nem megfeleléen hokezelt
marhahussal fert6z6dnek, de a patogént hordozd szarvasmarha bélsardval szennyezett
¢lelmiszerek is potencialis fertézési forrast jelentenek példaul a nem pasztérozott tej, a

szalami, az ivoviz vagy a zoldségek. [35]
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A human UTTI (urinary track infection) kialakuldsanak hatterében szintén allati, egészen
pontosan madar eredetli EXPEC torzseknek tulajdonitanak szerepet. [36, 37] Az ExPEC
torzsek allatrél emberre torténd terjedése tobb uton is megvalosulhat, hasonldéan az EHEC
fert6zéshez, mint példaul a fertdzott allattal valo érintkezés vagy a szennyezett €lelmiszer
elfogyasztasa révén. Bizonyos élelmiszer termeld allatok altal hordozott EXPEC torzsek
képesek ¢€lelmiszer eredeti human UTI fertézést okozni, mivel rendkiviil hasonlitanak az
emberi torzsekre. Az APEC (madar patogén E. coli) és az emberi fertézést okoz6 ExPEC
torzsek a vizsgalatok alapjan nagyon szoros rokonsagban allnak egymassal. Az APEC
torzsekkel vald hasonlosag a huméan ExPEC torzseken beliil, foleg az UPEC és MNEC
torzsekre igaz. Az 1990-es évek végéig az EXPEC torzsek, még nem mutattak antibiotikum
rezisztenciat és hatékonyan lehetett kezelni példaul a human UTI fertézéseket is
ampicillinnel vagy potencidlt szulfonamidokkal, azonban ezekkel szemben is egyre inkabb

csokken a torzsek antibiotikum érzékenysége. [38]
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3. Célkituzések

Célom volt egy kommenzalista pulykabdl €s viziszarnyasbol (kacsa és liba) szarmazo E. coli
torzsgylijteményen bemutatni a baktériumokban meglévé antibiotikum rezisztencia
alakuldsat. Ennek gyakorlati és kutatdsi jelentésége is fontos a nagy mértékben terjedd
antibiotikum rezisztenciaval rendelkezé és multirezisztens torzsek miatt, illetve az
¢lelmiszertermeld allatokbol vald tovabb terjedés lehetdsége miatt, amely az emberi

¢lelmezésre és egészségiigyre is fontos kihatassal lehet.
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4. Anyag és modszer
4.1. Mintagytjtés

A mintagyiijtést pulyka, liba és kacsa vagohidakon, illetve a NEBIH-ADI Baromfi Osztalyan
hajtottam végre. A vagohidon levagott, valamint az ADI-ba beérkezd baromfi hullak
esetében is a vakbelekbdl, steril mintavételi tamponnal, aszeptikus médon nyertem a
bélsarmintdkat. Az igy nyert béltartalmakat tartalmazé mintaedényeket a tovabbi

feldolgozasig hiitve taroltam legfeljebb 6 6ran keresztiil.
4.2. Baktérium torzsek izolalasa

A mintavételi palcadkat az Enterobacteriaceae és igy az E. coli torzsre is szelektiv
MacConkey taptalajra oltottam ki és szélesztettem el. Majd ezt kdvetden 24 6ran keresztiil
37 C-on inkubdltam 6ket. A MacConkey téptalaj szelektiv taptalaj révén gatldo anyagokat
(epesavas sok, kristalyibolya) tartalmaz, amelyek a Gram-pozitiv baktériumok szaporodésat
teljesen legatoljak. Igy a mintdban esetlegesen jelenlévd feliileti, illetve borrdl szarmazé
kontamindcioként bekeriilé Staphylococcus, Streptococcus, Gram-pozitiv spdrasok
esetleges szaporodasa nem neheziti meg a mintak értékelését. Tovabbi értékes tulajdonsaga,
hogy a szelektiv kapacitds nem csak a Gram-pozitiv, hanem a Gram-negativ baktériumok
esetében is jelentds, igy gyakorlatilag a taptalajon az Enterobacteriaceae csaladjaba tartozo
torzseken kiviil nagyon kevés esetlegesen kontamindldé Gram-negativ baktérium tud kinéni
ezen. A szelektivitason tal tovabbi gyakorlat szempontjabdl hasznos tulajdonsidga a
MacConkey taptalajnak, hogy az egyes baktériumok, ugymint példaul az
Enterobacteriaceae csaladba tartozo Proteus torzsek, nem képesek ezen rajzani és ezzel a
szdmomra fontos torzsek 1zolasasat megneheziteni, illetve lehetetlenné tenni. A MacConkey
taptalajon a laktozt bontani képes és képtelen torzsek eltérd telepmorfologiaval és hattér
szinnel rendelkeznek a taptalajban talalhatd laktdoz ¢és neutralvords indikatornak
koszonhetden. Ezen morfologiai kiilonbségek lehetdvé teszik ezen torzsek érzékszervekkel

valo konnyli megkiilonboztethetdségét.

A 24 ¢6ras inkubéciot kovetden a laktdz pozitiv telepek koziil egy telepet tovabb oltva
MacConkey, majd 24 6ras 37 °C-on val6 inkubalast kovetden véres agaron szintenyészeteket
allitottam el6. Amennyiben nem volt laktéz pozitiv telep, abban az esetben laktoz
negativokat oltottam tovabb szintén hasonlé mddszerrel. Ennek jelentdsége abban van, hogy
az E. coli torzsek 10%-a ab ovo laktéz negativ torzs, mert idékozben a laktéz bontashoz

szlikséges lacY gén altal kodolt laktdoz-permeazt elvesztették. Azonban egyéb
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tulajdonsdgaikban mindenben megfelelnek az E. coli térzseknek és akar fontos virulens

torzsek is jelen lehetnek kozottiik. [10]

A szintenyészeteket elsddleges (katalaz és oxidaz), majd masodlagos (indol, metilvoros,
citrat hasznositasi proba) biokémiai teszteknek vetettem ald. A katalaz-pozitiv, oxidaz-
negativ, indol- és metilvoros-pozitiv valamint citrat-negativ torzseket E. coli tdrzseknek
mindsitettem a tovabbiakban. Az igy beazonositott E. coli torzseket folyékony taplevesben
(Mueller-Hinton), 15% glicerin hozzdadasaval homogenizaltam, majd -80C-on taroltam a

késobbi felhasznalasukig.
4.3. Molekularis genetikai vizsgalatok

A molekularis genetikai vizsgalatok elvégzéshez sziikséges bakteridlis DNS-t az Un.
forralasos modszerrel végeztem el. A forraldsos modszer soran a PCR vizben szuszpendalt
baktériumokat 10 percig 95 °C-os hékezelésnek vetettem ald. Ennek soran a baktériumok
citoplazmajaban szabadon taldlhat6 DNS tartalom a sejtfal és sejthartya atszakadasat
kovetden a PCR vizbe kertilt 4t nagy mennyiségben. A hdkezelést kdvetd 2 perces 9000 rpm
fordulatszamu centrifugaldssal a nagy mennyiségben a DNS mellett talalhato bakterialis
fehérjéket az oldatbol kinyertem és a tiszta feliiliszobdl 100 pl kimérve a PCR szamara

hasznalhato tiszta DNS templatokhoz jutottam.

A PCR vizsgalatokat az allatokban leginkabb el6forduld E. coli enterélis patotipusaiban

jelenlévo f0bb virulencia génekre (eae, stx, st, It, IpaH, aggR) végeztem el.

18



1. tablazat

Alkalmazott primerek szekvenciaja és referenciaja

Vizsgalt gén | Primer neve, szekvenciaja (5°-3”) Referencia
eae B52: AGGCTTCGTCACAGTTG China és
B53: CCATCGTCACCAGAGGA mtsai., 1996
stx 1 B54: AGAGCGATGTTACGGTTTG China és
B55: TTGCCCCCAGAGTGGATG mtsai., 1996
stx 2 B56: TGGGTTTTTCTTCGGTATC China &s
B57: GACATTCTGGTTGACTCTCTT mtsai., 1996
sta STa-F: TTTATTTCTGTATTGTCTTT Rajkhowa  &s
STa-R: ATTACAACACAGTTCACAG mtsai., 2009
It1 LT1-F: AGCAGGTTTCCCACCGGATCACCA Rajkhowa  és
LT1-R: GTGCTCAGATTCTGGGTCTC mtsai., 2009
ipaH IPAH I1l: GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC  Echeverria és
IPAH IV: GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC mtsai., 1993
aggR aggR-3: CATCTCTTTGATAAGTCCTTCTCG Kimata  és
aggRks-1: GTATACACAAAAGAAGGAAGC mtsai., 2005

4.4. Torzsek antibiotikum érzékenységének vizsgalata

Amely szintenyészetek E. coli torzseket tartalmaztak, azokat 12 antibiotikum elleni
rezisztenciara vizsgaltam meg a tovabbiakban. A vizsgalathoz a napi gyakorlatban
altalanosan hasznalt korongdiffizids maddszert vettem igénybe és a kovetkezd metodikai
eljarasokat, lépéseket alkalmaztam. Eldszor is a szintenyészetbdl véres agarra kioltast
végeztem a lefagyasztott €s eltett torzsekbodl. Az egy napos inkubdacios 1d0 letelte utan egy-
egy telepet minden torzsbdl fizioldgias s6oldatban homogenizéaltam és igy ~0,5 McFarland
stirliségli baktérium szuszpenziot kaptam. Ebbe steril tampont aztattam ¢és a felvett baktérium

szuszpenziot egyenletesen egy egész Mueller-Hinton agar feliiletén szétoszlattam. Erre
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helyeztem el az antibiotikum korongokat egymastol egyenletes tdvolsagra, maximum 6 db-
ot egy taptalajra. A 24 6ras 37 °C-os inkubaciot kovetden toldomérdvel a korongok koriil
kialakult gatlasi zonat milliméterben lemértem ¢és rogzitettem ennek értékét. A
korongdiffuzios antibiotikum rezisztencia vizsgalatban felhasznalt antibiotikumok a
kovetkezOk voltak: 1. béta-laktamok: amoxicillin, ampicillin; 2. karbapenemek: imipenem;
3. harmadik generacids cefalosporinok: ceftiofur; 4. aminoglikozidok: gentamicin,
sztreptomicin; 5. tetraciklinek: doxiciklin; 6. fenikolok: kloramfenikol; 7. fluorokinolonok:
marbofloxacin, ciprofloxacin; 8. potencialt szulfonamidok: trimetoprim-szulfametoxazol; 9.

nitrofurdanok: nitrofurantoin.

2. tablazat

Felhasznalt antibiotikumok és azok koncentracioi

Hatdanyag csoport Antibiotikum neve (koncentracioja)

Béta-laktamok ampicillin (10 pg)

amoxicillin (10 pg)

Cefalosporinok ceftiofur (30 pg)
Karbapenemek imipenem (10 pg)
Aminoglikozidok gentamicin (10 pg)

sztreptomicin (10 pg)

Tetraciklinek doxiciklin (30 pg)

Fluorokinolonok ciprofloxacin (5 pg)

marbofloxacin (5 pg)

Potencialt szulfonamidok | trimetoprim + szulfametoxazol (1,25 ng/23,75 pg)
Fenikolok kloramfenikol (30 pg)

Nitrofuranok nitrofurantoin (300 pg)

A milliméterben meghatarozott gatlasi zondk értékeit az EUCAST és CLSI altal k6zolt
értékek alapjan soroltam be érzékeny, illetve rezisztens kategoridkba. Az atmeneti csoportba

tartozokat minden esetben az érzékenyek k6zé soroltam be. [3-5]
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4.5. Statisztikai modszerek

Az adatok Gsszesitésére és elsddleges értékelésére az Excel programot hasznaltam. A csupan
leird jellegli statisztikai adatokat is az Excel program segitségével nyertem ki a
feldolgozand6 eredményekbdl. Az atlagok és szorasok kiszamitasat a Calculators.net oldal,
az atlagok tovabbi Osszehasonlitasara szolgald t-teszt elvégzésére pedig a Graphpad.com

oldalt vettem igénybe.
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5. Eredmények

A baktériumok izolalasa soran 238 mintabol 236 E. coli torzset sikeriilt kitenyészteni és
ezeket, mint torzsgyiijteményt osszeallitani. A pulyka esetében az ADI és a Vagohidrol
szarmazoé mintak 1-1 allattartotelep allomanyabol keriiltek mintavételezésre. Igy osszesen
48 E. coli torzset sikeriilt a pulyka mintadk feldolgozéasa sordn a gyiijteménybe letenni. Az
ADI-bol szarmazo mintak kevés szama az évkozben zajlé madarinfluenza jarvanyok miatti
korlatozott mintagytijtési lehetéség miatt adodott. Az ADI-bol és a Vagohidrol szarmazo liba
végbéltamponok 9 és 2 allattartotelep allomanyat reprezentaltdk. Ezen alloméanyokbol igy
Osszesen 101 E. coli torzset izolaltam a libakbol szarmazd kollekcioba. A kacsaknal szintén
az ADI és a Vagohidi minték 8 és 1 allattartotelepet reprezentaltak, amellyel dsszesen 87 E.

coli torzs keriilt letételre. A mintdk pontos eloszlasat és szarmazasat a 3. tablazatban

foglaltam Ossze allatfajonként és mintavételi helyszin szerinti csoportositasban.

3. tablazat

Mintavételi helyek és mintaszdmok dsszesitése

Mintavételi Mintazott tartasi  Minta Mintavételi Mintaszam
helyszin helyek szama eredete hely

Pulyka  ADI 1 Hulla Vakbél 4
Véagoéhid 1 El§ allat  Vakbél 44

Liba ADI 9 Hulla Vakbél 53
Vagohid 2 El6 allat  Vakbél 48

Kacsa  ADI 8 Hulla Vakbél 36
Vagohid 1 El6 allat ~ Vakbél 51

Osszesen 236

Az Osszes altalam gylijtott torzset megvizsgalva az E. coli enterélis patotipusaira jellemzd

fobb virulencia faktorokra negativ eredmény sziiletett minden térzsnél.

Az E. coli torzseknél tapasztalt antibiotikum rezisztencia értékek atlagat és szorasat

allatfajonként és mintavételezési helyenként a 4. tdblazatban dsszesittetem.
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4. tablazat

Az egyes E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia darabszamainak atlaga és szorésa

Atlag Szoéras Minta eredete Atlag Szoras

Pulyka ADI 6,25 1,92
4,94 1,27

Vagohid 4,82 1,11

Liba ADI 4,3 2,27
5,14 221

Vagohid 6,06 1,71

Kacsa ADI 2,36 2,03
2,23 1,97

Vagohid 2,14 1,92
Osszesen 4,03 2,39

A tapasztalt antibiotikum rezisztencidk statisztikai Osszehasonlitdsdt a mintavételezési

helyek és a mintazott allatfajok alapjan az 5. tdblazatban foglaltam 6ssze.

5. tablazat
T-teszt szignifikancia értékei az allatfajok és gytijtési helyeknél tapasztalt rezisztencia

értékek 0sszehasonlitasara

O Vagohidak Hullak fullake
sszes p agohida p ulla p
Vagohid
Pulyka- Pulyka- Pulyka-
) 0,5613 ) <0,0001* ) 0,1007 Pulyka  0,0248*
Liba Liba Liba
Pulyka- Pulyka- Pulyka- ]
<0,0001* <0,0001* 0,0008* Liba <0,0001*
Kacsa Kacsa Kacsa
Liba- Liba- Liba-
<0,0001* <0,0001* <0,0001*  Kacsa 0,6085
Kacsa Kacsa Kacsa

* szignifikans eltérés

23



80 %

70 %

60 %

50 %

40 %

30%

20%

10 %

0% | —
-Q -Q -Q Q AN Q -Q AN -Q -Q S
NN R N NN A

N o L xS AN N N @ 2 L
? & KO ¢ & © L ¥ & ¢ .&
O O A SR © E
S X @ 2O X
S A NS <
9
&
R
N
<&
\&\
1. abra

Antibiotikum rezisztencia gyakorisdgok dsszefoglalasa a vizsgalt kommenzalista E. coli

torzsekben

Az Osszes E. coli torzs esetében megallapitott antibiotikum rezisztencia gyakorisagokat az
1. abran Osszesitettem, amelyen jol tetten érhetd az ampicillin és amoxicillin (68% és 62%)
antibiotikumokra vald rezisztencia dominancidja. Az imipenemre vald rezisztenciat nem
sikerlilt kimutatni, de a ceftiofur és nitrofurantoin esetében is nagyon alacsonynak

mondhatok a gyakorisagok.
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2.abra
A vizsgalt allatfajokbol szarmaz6 kommenzalista E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia

gyakorisdganak 0sszehasonlitasa

Az antibiotikum rezisztenciat allatfajonként szétbontva a 2. abran lathat6, hogy az egyes
antibiotikumok gyakorlatilag minden allatfajban megjelennek, ebben nem lathato
kiilonbség. Azonban a kacsdkban minden esetben alacsonyabb gyakorisaguak az értékek,

mig libakban és pulykdkban magasabb, de nem tendencidzus értékeket tapasztaltam.
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6. Megbeszélés

Sikeresen létrehoztam egy 236 E. coli torzsbol allo pulykabol, ladbol és kacsabol szarmazo
gyljteményt. Ennek 1étrehozasa kapcsan fontos szempont volt, hogy ne tartalmazza az
enteralis patotipusait az E. coli torzsnek. igy egy olyan gytijtemény 1étrehozasa volt a célom,
amely feltételezhetden csak kommenzalista torzseket tartalmaz. Ugyanis vizsgalataim célja
nem az elhullast okozé valoban patogén torzsek vizsgalata volt, hanem éppen ellenkezdleg
az egészséges bélfloraban is eléforduld E. coli torzseket szerettem volna az antibiotikum

rezisztencia szempontjabol megvizsgalni.

Jelenleg leggyakrabban a patogén torzseket vizsgaljak antibiotikum rezisztencia
szempontjabol, illetve &ltalanos monitoring/sziirévizsgalatok kapcsan egyes fontosabb
antibiotikum rezisztencidkat (pl.: kolisztin, ESBL) hordozo torzsek elterjedtségérol
gyljtenek orszagos informaciokat, azonban az indikator mikrobaként kezelt kommenzalista
E. coli torzsekre is Kkiterjesztették ezeket a monitoring vizsgalatokat. [39, 40] A
kommenzalista torzsek, sokkal nagyobb szamban fordulnak eld, minden éllat hordozza 6ket
¢s kevés informdacioval rendelkeziink jelenleg az ezen torzsekben eldforduld, illetve
hordozott antibiotikum rezisztencia génekrdl. Pedig a HGT révén azonos vagy mas rokon
torzsbe az ilyen rezisztencia gének atkeriilhetnek, amelynek hatasara virulensebb torzsek,

illetve a terapidra sokkal rezisztensebb patogén torzsek is létrejohetnek. [17]

Sajat vizsgalataim alapjan, a kommenzalista E. coli torzsek esetében tapasztalt antibiotikum
rezisztencia gyakorinak mondhatd, s6t a multirezisztens (3 vagy annal tobb antibiotikum
csoportra rezisztens) torzsek jelenléte is szinte altalanosnak tekinthetd. Az 1. abréan lathato,
hogy a vizsgalt torzsek leggyakrabban penicillinekkel szemben mutatnak rezisztenciat,
ampicillinnel szemben a torzsek 68,22%-a és amoxicillinnel szemben a torzsek 62,29%-a
volt ellenallo. A szélesitett spektrumu béta-laktdmokat a sztreptomicin koveti 53,39%-kal,
negyedik helyen pedig a ciprofloxacin all 47,46%-os gyakorisaggal. Erdemes kiemelni,
hogy a keriilendd AMEG kategoriaba tartozo, kizarélag human gyogyéaszatban hasznalhato
imipenemre az Osszes altalam vizsgalt E. coli torzs érzékeny volt. Az AMEG B kategoridba
sorolt ceftiofurral szemben is csak minimalis, 1,27%-o0s rezisztenciat mutattak, ugyanakkor
3. generacios cefalosporin révén ez a hatéanyag nem hasznalhatdé baromfifélék kezelésére
az Eur6pai Unidban. [41] Nitrofurantoin és kloramfenikol esetében, amelyek egyébként
szintén nem adhatdak élelmiszertermeld allatoknak az Unidban [42], a torzsek 4,66%-¢€s

25,85%-a mutatott rezisztenciat.
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Az eredményeket allatfajonként nézve, a kacsak esetében sikeriilt elég alacsony rezisztencia
értékeket kimutatni, amely véleményem szerint a kacsa agazat tdkeszegény mivoltanak,
felhasznalasnak tudhato be. Ellentétben a lud €és a pulyka esetében tapasztalt elég magas

antibiotikum rezisztencia értékeknek.

A 2. abra alapjan a kacsakbol szarmazo E. coli torzsek 48,28%-a mutatott rezisztenciat
amoxicillinnel szemben, masodik helyen az ampicillin kdveti 43,68%-kal, harmadik helyen
pedig a trimetoprim-szulfametoxazol all 32,18%-os gyakorisaggal. A libakbol izolalt
kommenzalista torzsek elsdsorban szintén ezekkel az antibiotikumokkal szemben mutattak
leggyakrabban rezisztenciat. Esetiikben az elsd helyen az ampicillin all, melynek
gyakorisaga 85,15%, ezt koveti a ciprofloxacin és a trimetropim-szulfametoxazol hasonlo6
72,28%-0s gyakorisaggal, majd a dobogd harmadik fokén az amoxicillin végzett 69,31%-
kal. Pulyka torzsek esetén a sztreptomicin mutat kiugréan magas 93,75%-0s rezisztencia
gyakorisagi értéket, amit a masodik helyen a gentamicin kovet 85,42%-kal és a harmadik

helyet az ampicillin foglalja el 77,08%-o0s gyakorisaggal.

Az elézéekben ismertetett eredményeket dsszehasonlitottam a bevezetében emlitett, NEBIH
altal kiadott Osszefoglaloval, amely az allatorvosok altal a baromfiiparban 2023-ban
alkalmazott és bejelentett leggyakrabban hasznalt antibiotikumokat foglalja Ossze. Az
allatorvosok jelentései alapjan az amoxicillin volt az altaluk leggyakrabban hasznalt
antibiotikum a baromfidgazatban. [6] A 2. abran jol lathatd, hogy az amoxicillinnel szemben
rezisztens E. coli torzsek gyakorisaga kisebb eltérést mutat az egyes allatfajok kozott, mint
barmely mas vizsgalt antibiotikum esetén. Emellett az is megfigyelhetd, hogy a rezisztencia
értékek mindhéarom éllatfaj esetében jelentds mértékiiek: 48, 28% kacsabol, 69,31% libakbol
és 72,92% pulykdkbdl szarmazo torzsek esetén. Az eredmények fényében érdemesnek
tartom megfontolni az amoxicillin nagymértékli felhasznalasat, mivel annak hatékonysaga
kérdésess¢ valhat. Az emlitett ESVAC jelentés alapjan hazankban, az ¢€lelmiszertermeld
allatok kezelésére, az AMEG D kategoéridba tartozo tetraciklinekbdl adnak el a legnagyobb
mennyiségben (a penicillinek mellett). [30] A kutatés soran a doxiciklin irdnti érzékenységet
is vizsgaltuk és viszonylag alacsony rezisztencia értékeket kaptunk mind a pulyka, mind a

kacsa, valamint a liba torzsek esetében is.

A vizsgélataim alapjan az elhullott allatokbdl szarmazoé és vagohidon levagott egészséges
allatokbol izolalt torzsek kozott nem lehetett egyértelmii Osszefliggést felfedezni az

antibiotikum rezisztencia eltérések kozott. Igy ezek alapjan azt, hogy a kommenzalista E.
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coli torzsek elhullott allatokbol vagy éppen egészséges allatokbdl szarmaztak nem vonhatd
le egyértelmi kovetkeztetés arra vonatkozolag, hogy melyik esetben nagyobb gyakorisagu

az antibiotikum rezisztencia.
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7. Osszefoglalas

A kommenztalista E. coli torzsek alapvetden artalmatlan mikroorganizmusok, amelyek
megtalalhatoak a legtobb allat, beleértve a baromfifélék emésztérendszerében is a bélflora
természetes részét képezve. [8] Jelen tanulményban az antibiotikum rezisztens
kommenzalista E. coli torzsek eléforduldsat és rezisztencia mintazatat vizsgaltam pulyka,

illetve liba és kacsa mintakbol.

A pulykédkbodl és vizibaromfikbol szdrmazé kommenzalista E. coli torzsek atlagosan
egyszerre tobb kiilonbozé antimikrobidlis szerrel szemben is ellendllast mutattak, ami a
multirezisztencia széles kort jelenlétére hivja fel a figyelmet, erre leginkabb a pulyka és liba
mintakbdl szarmaz6 torzsek voltak alkalmasak. A torzsek leggyakrabban ampicillinnel,
amoxicillinnel, sztreptomicinnel és ciprofloxacinnal szemben mutattak rezisztenciat. Az
eredmények lényegében megerdsitik a béta-laktam antibiotikumok elterjedt hasznalatat a
baromfidgazatban, és ramutatnak a felhasznalési szokasok a rezisztencia kialakulasa kdzotti
osszefiiggésre. Erdemes kiemelni, hogy bizonyos esetekben olyan hatdanyaggal szemben is
talaltam rezisztenciat, amelyeket ¢lelmiszertermeld allatokban vagy kifejezetten baromfiban
tilos alkalmazni hazankban. Ugyanakkor az imipenemre — amelyet szigorian human

gyogyaszati célra tartanak fenn — minden vizsgalt torzs érzékenységet mutatott.

A patogén torzsek rezisztencidjanak feltérképezése eddig nagyobb hangsulyt kapott,
azonban vizsgalataim alapjan mindenképpen érdemesnek latszik a baromfiban eléfordulo
kommenzalista E. coli torzsek részletes vizsgalata is. Hiszen az altalam talalt rezisztencia
értékek mindenképpen felvetik annak alapjat, hogy ezen torzseknek szerepe lehet a
rezisztencia terjedésében, atadasaban, fenntartdsaban. A jovoben vizsgalatok adhatnak arra
valaszt, hogy az egészséges bélflora alkotoknak milyen szerepe és akar meghatarozo szerepe
lehet az antibiotikum rezisztenciaval kapcsolatos globalis kérdésekben. Ezért én gy
gondolom érdemes lenne egy genetika szintii, atfogo vizsgalat is a témakort illetéen, hogy a

,One Health” szemléletnek megfeleléen szamos kérdésre egzakt valasz tudjon sziiletni.
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9. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni halamat mindazoknak, akik segitsége és tamogatdsa nélkiil ez a

szakdolgozat nem johetett volna Iétre.
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végtelen tiirelemmel és emberséggel fordult felém.
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segitettek a munkam megvaldsitasaban.

Végiil, de nem utolsdsorban szeretném kifejezni halamat sziileimnek és barataimnak, akik

végig tamogattak ezen az Gton és a legnehezebb pillanatokban is mellettem alltak.
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