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1. BEVEZETES

Az antimikrobidlis rezisztencia korunk egyik legnagyobb kihivasa, ezért kdzos
gondolkodasra van szikség az allat- és kdzegészsegligy teruletén, megteremtve az Egy
Egészség elvet. Az antimikrobidlis rezisztencia helyzetének folyamatos monitorozasa
mellett figyelmet kell forditani az olyan vizsgalatokra, amelyek az antibiotikumok
hasznéalatdbol adddo, az egyes hatdanyagcsoportok kozotti rezisztencia kilakuldsat indukald
folyamatok. Ezek megértéséhez elengedhetetlen konvencionalis korilmenyek kdzott
vizsgalni tobbek kozott a bélmikrobiomra gyakorolt hatdsat az egyes hatéanyagoknak,
amelyek véaltozdsa nem csak taxonomiai szempontbdl, hanem az antimikrobialis
génkészletben bekovetkezd valtozasok oldalardl is kiemelt jelentOséggel birnak. A
baromfiipar a sertésagazat utdn a masodik legnagyobb antibiotikum felhasznalé szektor,
egyuttal a legrovidebb egységnyi id6 alatt a legtobb allati eredetli fehérjét eldallito dgazat.
A fogyasztokkal vald kdzvetlen kapcsolddasa kovetkeztében, az Eqy Egészseég tlkrében
kulonosen fontos helyet foglalnak el az ezzel kapcsolatos vizsgalatok, hiszen kozos
érdekiink nem csak a megfelel6 mennyiségii ¢lelmiszer, hanem a meghbizhaté és biztonsagos

taplalékforras biztositdsa az emberiség szamara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia jelentosége

Az antimikrobialis szerek harom f0 csoportja a virusellenes, a gombaellenes és az
antibakterialis szerek. Ez utobbi csoporton belul vannak baktérium vagy gomba fajok altal
termelt  természetes  vegylletek és  szintetikusan  elGallitott  hatéanyagok
(kemoterapetikumok). A természetes vegylleteket és azok félszintetikus valtozatait
antibiotikumoknak nevezziilk. Az antibiotikumok gatoljak a baktériumok szaporodasat
(bakteriosztatikus hatdsmadd) vagy elpusztitjak azokat (baktericid hatasmod) [1]. Egyes
baktériumok azonban nem vagy kevéssé érzékenyek bizonyos antibiotikumokkal szemben,
ez az ellenalloképesség lehet ab ovo (az adott hatéanyag sosem hatott rd), szerzett (a
kordbban érzékeny baktérium rezisztensse valt) vagy adaptiv médon (valamilyen specifikus
kornyezeti tényez6 hatasara) kialakulo [2]. Intrinsic rezisztencia figyelheté meg példaul a
Gram-negativ  baktériumfajok esetében a  sejtfalszintézist gatlo  glikopeptid
antibiotikumokkal szemben, mivel kiils6 membranjuknak kdszonhetéen a hatbanyagok nem
férnek hozza a célpontjukhoz. A szerzett ellenalloképesség mutéacio vagy horizontalis
géntranszfer (HGT) utjan alakulhat ki [3], az adaptiv rezisztencia pedig gyakran a nem

terapias ddzisban alkalmazott antibiotikumok kdvetkeztében jon l1étre [4].

A rezisztencia lehet kromoszomalis vagy plazmid eredetii. A baktériumok
termelhetnek antibiotikum-bontd vagy -atalakité enzimeket, megvaltoztathatjak a kiilso
membranjuk permeabilitdsait vagy az antimikrobialis szer kotOhelyét, valamint
expresszalhatnak efflux pumpékat az ellenalléképességik ndvelésének érdekében. Az
antibiotikumokat bontd enzimek kdzé tartoznak példaul a B-laktamazok, amelyek a -laktam
gyliri szerkezetének hasitasaval deaktivaljadk azt. Az Enterobacteriaceae csaladd tagjai
nagyon gyakran termelnek ilyen tipusu enzimatikus fehérjéket [5]. Mas tipust enzimek nem
hasitjak az adott hatdéanyag molekulajat, hanem modositjak azt, példaul kiilonb6z6
szubsztituciés csoportok hozzdadasaval [6]. A pB-laktam antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia ndvelésének egy mésik lehetséges mddja a baktériumok kiils6 membranjanak
ateresztOképesség csokkentése, az Un. csatornafeherjék szamanak csokkentése vagy
szerkezetének modositasa altal. Annak erdekében, hogy az antimikrobialis hatéanyagok
koncentracidja a hatékony szint ald csokkenjen, egyes baktériumok efflux pumpakat
hasznalnak. Mas baktériumok az antibiotikumok kotéhelyének megvaltoztatasaval érik el,
hogy ezen szerek kevéssé fejtsek ki hatasukat. Ez utdbbi rezisztencia mechanizmus féleg a

Gram-pozitiv baktériumokra jellemzd6 [5].



A HGT az antimikrobialis rezisztencia f6 hajtoereje, a genetikai informacio atadasa
torténhet konjugécioval, transzdukcidval vagy transzformécidval; végbe mehet rokon fajok
kozott, de akar kiilonboz6 baktériumfajok kozott is, amit Zhou és mtsai. vizsgalataik soran
bizonyitottak [7]. Ennek oka, hogy a lateralis génatadast 6kologiai és funkcionalis tényezék
is befolyésoljék, igy bar gyakrabban megy végbe filogenetikailag kdzelebb all6 fajok kozott,
amelyek genomja hasonld, de amennyiben a mikroorganizmusok Okoldgia kdrnyezete
hasonlo, nagyobb eséllyel lejatszddik rendszertanilag tavolabb allo baktériumok kozatt is [8,
9]. Egy amerikai kutatas soran példaul sikertelen volt egy plazmid atvitele Salmonella
Heidelberg baktériumbol egy masik Salmonella vonalba, de siker(lt azt tvinni Escherichia
coli (E. coli) torzsbe [10]. A HGT nagyban hozzajarul a baktériumpopulaciok valtozo
kornyezethez vald alkalmazkodasahoz, a szerzett gének tobbek kdzott a rezisztenciaprofil
boviilését eredményezhetik [11]. Ezen feltl a horizontalis génatadas hatassal bir a
baktériumok evolucibjara is, ennek vizsgalatara naposcsibéket fertéztek Salmonella
Heidelberg baktériummal. Az elsé fert6zés utan az izolatumok 2%-a, a masodik utan 40%-
a szerzett rezisztenciat valamilyen antibiotikum hatdéanyaggal szemben. Az (j
ellenalloképesség meghatarozasaért felelés elemeként az E. coli térzsbél szarmazo pST26-
Incll plazmidot azonositottak [12].

A géntranszfer végbe mehet vertikalis uton is, ilyenkor az utédokba jut a genetikai
informacio, ezt bizonyitotta egy olyan kutatas, ahol a naposcsibékbél izolalt E. coli térzsek
63,3%-a ellendllonak bizonyult valamilyen antibiotikummal szemben, s6t nagy résziik
multirezisztens (MDR) volt [13]. Az antimikrobidlis rezisztencia megszerzése altalaban
csokkenti a baktérium fitneszét [1], de egyes esetekben ez nem jelentds mértéki. Példaul
egy MDR Salmonella vonalbdl a blactx-m-1 gént tartalmazd plazmid transzfere E. coli-ba
antibiotikum jelenléte nélkdl is lezajlott az esetek tobbségében, tehat a plazmid hordozésa
nem jelenthet nagy ratermettség-visszaesést [14]. Azt is kimutattdk, hogy példaul
Campylobacter jejuni esetében a rezisztenciagének felvétele ndvelheti az adott baktérium
fitneszét [11].

Az antibiotikumok sz€leskorli haszndlata a huméan egészségiigyben, a
novénytermesztesben, az allattenyésztésben és az allatgyogyaszatban  olyan
baktériumvonalak szelekciojat eredményezi, amelyek mutacios potencialja nagyobb, igy
konnyebben alakul ki bennlk rezisztencia [15, 16] Tovabba az antibiotikumoknak,
fémeknek, UV sugarzasnak vald kitettseg oxidativ stresszt jelent a baktériumok szamara,

ami elOsegiti az antibiotikum ¢és fém rezisztenciagének ko-szelekciojat, illetve



transzferét [17]. Ezen tul a terapias és a szubterdpids ddzisban alkalmazott antibiotikumok
is hasonlé hatadssal birnak [18]. Ennek koszonhetéen azoknal az allatoknal, amelyek
antimikrobidlis szert kapnak, a bélmikrobiom antimikrobialis rezisztencia gén (ARG)
készlete nagyobb, mint a természetes modon takarmanyozott egyedeknél [19]. Az
antibiotikumok alkalmazdsa azonban nem csak az adott hatéanyaggal szembeni
rezisztenciagének gyakorisagat ndveli, hanem mas hatdéanyagokkal szemben is kialakithat
keresztrezisztenciat, tehat a rezisztenciagenek szelekcidja specifikus és nem specifikus
nyomas hatasara is bekovetkezik [20]. Ez magyarazza tobbek kozo6tt azt, hogy tetraciklin
kezelésben részesult csirkék bélmikrobiomjaban fellelhet6ek tigeciklin-ellenélloképességet
meghatarozo6 gének is annak ellenére, hogy ezt az antibiotikumot az allattenyésztésben nem
hasznaljak [21]. A kordbban hozamfokozasra [22] hasznalt antimikrobialis készitmények
szerepe jelentés volt a rezisztencia terjesztéseben, példaul a klortetraciklin alkalmazésa az
aminoglikozid és nukleozid rezisztenciagének, mig a bacitracin felhasznéalasa a p-laktdm- és
makrolid-, linkozamid- és sztreptogramin rezisztenciagének gyakorisagat ndveli [23]. Li és
mtsai. kutatdsa sordn hosszatavu enrofloxacin kezelés hatdséra a tetraciklinekkel,
amoxicillin-klavulansavval, ampicillinnel, kléramfenikollal és szulfametoxazollal-

trimetoprim hat6anyagokkal szembeni ellenédlloképesség megjelenését tapasztaltak [24].

Napjainkban az antimikrobidlis rezisztencia terjedése az egyik f6 kozegészségiigyi
kihivas, ennek kovetkeztében a sikeres terapias kezelések szama csokken, a korabban
hatékony gyogyszerek egy része pedig hatdstalanna valik. A kdrhazi tartozkodas alatt
altaldban a betegek 15%-a fert6z6dik meg valamilyen rezisztens kérokozéval, ami kiemelt
jelentdségli, mivel a rezisztens baktériumok okozta fertdzések haldlozasi rataja tobb, mint
kétszerese a nem rezisztens baktériumokénak. Emellett Eurépaban 2012 6ta bizonyitottan
n6 az MDR mikroorganizmusok okozta megbetegedések szdma [25], az Egészségugyi
Vilagszervezet (WHO) szerint 2017-2020 kozo6tt egyes antimikrobialis rezisztencia
elofordulasi gyakorisaga 15%-kal nétt [26]. Az antimikrobialis rezisztencia terjedése
jelentds gazdasagi karokat is okoz, ami az Eurdpai Unioban evente kb. 1,5 milliard euro
veszteseget jelent [27], az USA-ban pedig évente 4-5 millio dollart forditanak a rezisztens
baktériumok okozta fertézések megel6zésére, valamint tovabbi 2,2 milliard dollart az altaluk
okozta fert6zések kezelésre [25]. Ezen torekvések ellenére is évente tobb, mint 700 ezer
ember haldla kothet6 bizonyitottan az antimikrobialis rezisztenciahoz, ami a legovatosabb

becslések szerint is 2050-re eléri a 10 milliot [28, 29]. Emiatt kiemelten fontos az egyes



korokozok érzékenységének folyamatos monitorozasa, illetve az egyes allatfajok szerepének

megismerése az antimikrobialis rezisztencia terjesztésében.

Az ARG-k lehetnek endogének vagy exogéenek, kromoszémalisan kddoltak (intrinsic),
illetve pontmutécié vagy HGT révén szerzettek [9]. Az ARG-profil kialakulasat fleg a
bélmikrobiom és a takarmany Osszetevéi befolyasoljak, a nehézfémek példaul elésegitik a
rezisztenciagének kifejez6dését [30], valamint a fém-rezisztenciagének gyakran
kapcsolatban allnak az antibiotikum rezisztencia génekkel. Hu és mtsai. kutatasuk soran
megallapitottdk, hogy az allati eredetii baktériumok a legjelentésebb ARG-forrasok. Az
ARG-4tadéas leggyakrabban allati és emberi baktériumok k6zott megy végbe, valamint allati
és vizi vagy szarazfoldi baktériumok kozott tobbszor kdvetkezik be, mint az emberi és a
kornyezetben €16 baktériumok kozott. A legtobb kdzds mobilis genetikai elemet (MGE)
humén és csirke bélmikrobiomban azonositottak [9]. Egy kinai kutatds soran ehhez hasonld
eredmeényeket irtak le, amelyben brojlercsirke telepen tartott madarak bélmikrobiomjat
vetették 6ssze az ott és a telephez tartozd vagohidon dolgozokéval, és bennik 14 kozos
MGE-t talaltak, amelyek kozil 11 Klinikai jelent6éséggel birt [31]. A brojlercsirkék tehat
fontos rezisztenciagén forrasok az ember szd&méra, Brogdon és mtsai. arra hivtak fel a
figyelmet, hogy azokban a haztartasokban él6 gyerekek bélcsatornajaban, amelyekben
baromfit tartanak, négyszer nagyobb eséllyel talalhatd tetraciklin rezisztenciagén, mint a
baromfit nem tartd haztartasokban él6 emberekében [32]. Tovabba egyes €16 baromfit
értékesitd piaci arusok mintaiban azonositott florfenikol rezisztenciagének is bizonyitottan
a madaraktol szarmaztak, hiszen ezt a hatéanyagot nem alkalmazzak a kdzegészségugyben,
azonban hasznalata a baromfidgazatban széles korben elterjedt [33]. Az ¢16 baromfi
kereskedelmének az antimikrobidlis rezisztencia terjesztésben betoltott szerepét bizonyitja
az is, hogy egy vizsgalat soran a piacokon tartott allatokbol és a piacok kornyezetéb6l vett
izoldtumok ARG génkészlete jelentés mértékben megegyezett [34]. Ennek az egyik oka,
hogy vannak olyan hatdéanyag csoportok - mint példaul a tetraciklinek vagy a
fluorokinolonok -, amelyek bélcsatornaban vald bioldgiai hasznosuldsa rossz. Az
alkalmazott antibiotikumok nagyjabol 60-90%-a véltozatlan formaban vagy aktiv
metabolitként Grll a bélsarral [35]. A baromfifélék ebbdl a szempontbdl nagyobb veszelyt
jelentenek, mint az eml6sok, ugyanis a baromfiféléket feldolgozo vagohidak szennyvizében
joval magasabb az antibiotikum-rezisztencia szintje, mint az emldsoket feldolgozokéban

[36]. A kornyezetbe keriil6 hatdanyag hozzajarul a kérnyezeti antimikrobialis rezisztencia



terjedéséhez, a talaj ARG-rezervoarként mitkodhet, ahonnan ezek a gének szélesebb kdrben
terjedhetnek [37].

2.2. A hazityuk gazdasagi jelentosége

A hézityuk (Gallus gallus domesticus) gazdasagi szempontbdl az egyik legjelent6sebb
baromfiféle és egyben a legfontosabb allati fehérjeforras az emberiség szdmara. Egyrészrol
a hazityuk termel -szeéles kérben emberi fogyasztasra alkalmas- tojast, masrészrdl pedig a
csirkehus a legtobbet fogyasztott his a vilagon [38]. 2019-ben a vilag tyuktojas-termelése
nagyjabol 73,2 millié tonna volt [39]. Egyes becslések szerint a globalis csirkehis termelés
2025-re eléri a 8,14 billi6 tonnat [40]. Bolygdnk népessegenek ndvekedésével parhuzamosan
jelentés mértékben nétt az igény a hazityUk hdsara és tojasara, ennek megfelelden az elmult
60 évben az elballitott hus mennyisége 1500 %-kal [31], 2020-ban 2,6 %-kal nétt [41]. A
Fold legnagyobb csirkehls-fogyasztoja Mexikd, ahol az egy fore jutd éves fogyasztas 2015-
ben 30,7 kg/f6 volt, ami 2021-re 4,2 kg/f6-vel nétt és egyes becslések szerint 2030-ra elérheti
a 42,3 kg/f6 fogyasztast [42]. A haszonéllatok kozul a brojlercsirke fajlagos takarmany-
felhasznalasa a legkedvezébb (1,6 kg/kg). Tovabba a csirkehis mellett szél az is, hogy a
tobbi hussal dsszehasonlitva eldallitasa a legolcsobb, valamint sokoldaltian felhasznalhatd
és fogyasztasa minden vallas &ltal elfogadott [43].

2.2.1 Az antimikrobidlis rezisztencia helyzete hazityukban

Egy, az Eurdpai Unidban elvégzett felmérés alapjan a brojlercsirkékbdl izolalt
Salmonella baktériumok 57,5-78%-a volt rezisztens ciprofloxacinnal, 42,2%-a
tetraciklinnel, 45%-a szulfametoxazollal, 2,1%-a azitromicinnel, 2,0%-a harmadik
generéacios cefalosporinnal és 1,0%-a kolisztinnel szemben. A tojokbdl izolalt szalmonellak
kevesbé ellendlldak, tetraciklinre csak 7,0%-ban, szulfametoxazolra 7,2%-ban,
azitromicinre pedig 0,5 %-ban voltak rezisztensek. A brojlerekb6l szarmazé szalmonellak
atlagosan 41,8%-a volt MDR, addig a tojokbdl szarmazdkénak csupan atlagosan 1,1%-a.
Ugyanezen kutatas sordn megallapitottak, hogy a meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) izolatumok korében a penicillinnel, cefoxitinnel és tetraciklinnel szembeni
multirezisztencia a leggyakoribb kombinacio. Ezeket a baktériumtorzseket 2020-ban a
Belgiumbdl szarmazé brojlercsirke-mintak 3,3%-aban sikertlt kimutatni. A felmérés soran
tovabba egy maésik fontos patogén, az E. coli ellenalloképességét is vizsgaltak kilonféle
antibiotikumokkal szemben. A brojlercsirkékb6l szarmazo izolatumok atlagosan 52,7%-a
volt rezisztens ciprofloxacinnal, 0,5%-a pedig eritromicinnel szemben. A kilonféle

orszagokbdl szarmazé mintak atlagosan 38,3%-a bizonyult MDR-nek. Tovabba habar a
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kritikusan fontos hatéanyagok kdzé tartozo kolisztinnel szembeni altalaban nem figyelhet6
meg rezisztencia, egyes orszagokban ez a 10,1 %-ot is eléri [44].

Egy masik kutatas sordn csirke bélsarmintaban 1évé Enterococcus baktériumok
rezisztencidjat vizsgaltdk, 100%-ban ellendllénak bizonyultak eritromicinnel szemben,
81,67%-uk tetraciklinnel, 73,33%-uk amoxicillin-klavulansavval, 68,33%-uk ofloxacinnal,

65%-uk pedig vankomicinnel szemben mutatott rezisztenciat [45].

2.3. Cefalosporin keresztrezisztencia mas hatéanyagcsoportokkal

A cefalosporinok a B-laktamok kozé tartozod, idofiiggd baktericid hatdsmdddal
rendelkez6 antibiotikumok, amelyek a baktériumok sejtfalszintézisének gatlasaval fejtik ki
hatasmechanizmusukat [46]. Ot generécidjuk van, amelyek koziil a harmadik és a negyedik
generdci6 a kritikusan fontos antibiotikumok (CIA) kozé [47], az Europai
Gyogyszerligynokség besorolasa szerint pedig az AMEG B kategdriaba tartoznak. Az elsé

két generacio pedig AMEG C kategorias hatéanyag [48].

A cefalosporinok és mas fB-laktdm antibiotikumok kdzott gyakran all fenn részleges
vagy teljes keresztrezisztencia tobb baktériumfaj esetében is. Portugaliaban példaul
brojlercsirkébdl izolalt E. coli és Morganella morganii baktériumok ellenéllonak
bizonyultak ampicillinnel, cefotaximmal és ceftazidimmel szemben [49]. Egy masik kutatas
soran pedig az amoxicillin-hasznélat elésegitette bizonyos cefalosporin rezisztenciagének
szelekcigjat [50]. Libanonban egyes cefalosporin-rezisztens Salmonella Kentucky
izolatumok aztreonam hatdanyaggal szembeni rezisztenciat mutattak, Peruban pedig olyan
E. coli baktériumokat irtak le, amelyek nem csak cefalosporinokkal szemben voltak

ellenallok, hanem meropenemmel szemben is [33].

Az azonos hatdéanyagcsoportba tartozé antibiotikumokon kivil egyéb csoportok kozott
is megfigyeltek keresztrezisztenciat. Két kutatds soran [51, 52] leirtak coliform
bakteriumokban egy plazmidot, amely cefalosporin, tetraciklin és szulfonamid rezisztenciat
kodol, valamint egy esetben sztreptomicin rezisztenciagént is megfigyeltek [53].
Ugyanakkor Laoson és mtsai. emberekbdl, baromfifélékbél és csirkehusbol izolalt
cefalosporin-rezisztens E. coli torzsek 38,5%-a esetén egyidejiileg kolisztinnel szembeni
rezisztenciat is megfigyeltek [54]. Ezen felul Deblais és mtsai. megfigyelték, hogy né a
CTXM és az mcr-1 géneket egyiitt hordozé E. coli izolatumok szama [55], amit alatdmaszt
az is, hogy Belgiumban brojlercsirkék bélsarabdl izolalt baktériumokban egyszerre mutattak

ki az mcr-1 kolisztin rezisztenciagént és 3-laktam rezisztenciagéneket [56]. Egy masik belga
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kutatds soran a ceftiofur-rezisztencia, valamint a nalidixsavval, a neomicinnel és a
trimetoprim-szulfametoxazollal szembeni ellenalloképességek kozott fedeztek fel
kapcsolatot [50]. A cefalosporin-aminoglikozid-kinolon-tetraciklin keresztrezisztencia
jelenlétét leirtak Afridi és mtsai. [57], Tofani és mtsai. [58] és Jiang és mtsai. is [59].
Mindemellett a potencialt szulfonamidokkal és a cefalosporinokkal szembeni rezisztencia
egyuttes jelenlétét megfigyelték a Fuldp-szigeteken brojlercsirke telepekrdl szarmaz6 E. coli
izolatumokban, ezek tébb mint 90%-a ellenallé volt a legtdbb cefalosporin hatéanyaggal
szemben, valamint a torzsek 72,46%-a szulfametoxazol-trimetoprimmal szemben is [60]. Az
E. coli mellett szdmos mas fajra is jellemz6, hogy tobb antibiotikumcsoporttal szemben
rezisztensek egyidejiileg, egy Salmonella Santpaul térzsben azonositott plazmid (pSGB23)
példaul kilenc antibiotikum csoporttal szembeni ellenallast meghatarozé rezisztenciagéneket
tartalmazott, ezek az aminoglikozidok, a makrolidok, a tetraciklinek, a B-laktdmok, a
fluorokinolonok, a fenikolok, a foszfomicin, a szulfonamidok és a diaminopirimidinek
voltak [61]. Tovabba egy portugal kutatas keretein beliil kiilonb6z6 haszonallatok hisabol
szarmazd Acinetobacter spp. mintak 51,2%-a esetén azonositottak azokat MDR-nek, 9,6%-

a a mintaknak pedig kiterjedt gyogyszerrezisztens (XDR) térzs volt [62].

Megfigyelhetd, hogy azok a baktériumok, amelyek Kiterjedt-spektrumu fB-laktaméazt
(ESBL) termelnek gyakran MDR-ek. Dos Santos Bersot és mtsai. példaul olyan ESBL-
termelé Salmonella Heidelberg izolatumokat vizsgaltak, amelyek minimum nyolc
antibiotikumcsoporttal szemben voltak ellendlléak [63]. Egy kinai kutatds soran pedig
majdnem minden csirkeh(sbdl szarmazd ciprofloxacin és ceftazidim/cefotaxim ko-
rezisztens Salmonella térzs termelt ilyen tipust enzimet és ezeknek tobb mint fele kilenc,
negyedik nyolc antibiotikum csoporttal, mig 17,86%-uk pedig minden vizsgalt

antibiotikummal szemben rezisztens volt, kivéve a karbapenemeket [64].

2.4. A hazityak bélmikrobiom Osszetétele

A tojasbol torténd kikelés utdn rovid idon beliil az A4llatok béltraktusat
mikroorganizmusok kolonizaljak, elészor fakultativ anaerob baktériumok telepednek meg,
majd ezeket idével anaerob fajok valtjak fel. A vakbélben az elsé baktériumok a
Streptococcus és az Enterobacter nemzettség tagjai [65], ugyanakkor a mikrobiom
Osszetétele csupan a nevelési idészak kozepén valik relativ allandova [66]. Az érett csirkék
vakbelében tébb mint 100 nemzettség és tobb mint 600 faj €I, 10°-10! nagysagrendben a
vakbéltartalom minden egyes grammjdban. Hazityukokban hat hetes korig né a

bélmikrobiom diverzitasa [65], ami az utobélben nagyobb, mint az elébélben [67].
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Az utdbélben az anaerob baktériumok vannak tobbségben, mig az el6bélben a
Lactobacillus a legnépesebb nemzettség [67]. A Bacteroidetes torzs népessége az
emésztOtraktusban hatrafele haladva né, mig a Cyano- és Proteobacteria torzsek képvisel6i
a begyben, a Firmicutes torzsé pedig az ileumban vannak a legnagyobb szdmban jelen [68].
A csipébélben foként fakultativ és mikroaerofil baktériumok élnek, a jejunumban pedig az
Acinetobacter és Acidobacteria genusok a dominansak [65]. A kulonbségek héatterében az
anatomiai és funkcionalis sajatossagok allnak, a begy a taplalék tarolasara szolgald szerv,
igy a takarmany mikrobialis 6sszetétele nagyban befolyasolja a bélmikrobiomot, az
ileumban ellenben a takarmany tapanyagdsszetétele a meghatarozo, hiszen foleg itt zajlik az
emésztés és a felszivds [68]. A vakbélben az anaerob kornyezethez vald
alkalmazkoddképesség a meghatarozd, igy itt a Bacteroides és Clostridium genusok
dominansak. Mindemellett fontos kiemelni, hogy a bélmikrobiom nem csupan a
gazdaszervezet metabolizmusaban tolt be fontos szerepet, hanem az immunrendszerének

modulalasaban és szerveinek fejlédésében is [69].

A brojlercsirkék belében ¢él6 baktériumok tobb, mint 88%-a a Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria vagy Actinobacteria torzsbe tartozik [67]. A teljes
bélszakaszra nézve egyes forrasok szerint a Firmicutes a legnépesebb torzs, amelyet fiatal
korban a Proteobacteria, de a nevelési iddszak felétél a Bacteroidetes kovet [66]. Xu €és
mtsai. ellenben a Bacteroidetes torzset talaltdk a legnépesebbnek, a Firmicutes a masodik
volt [21]. A genusok kozil az Oscillospira, a Bacteroides, a Rumino- és Coprococcus
nemzetségek a legjelentésebbek [66]. Ami a vakbelet illeti, a dominans baktériumtorzs itt is
a Firmicutes, amelyet a Bacteroides, Proteobacteria, Deferribacteres, Synergistetes és
Verrucomicrobia torzsek kovetnek csokkend sorrendben [70]. Egy a Bermuda
szigetcsoporton folytatott kutatas szerint is a Firmicutes a leggazdagabb torzs, a masodik a
Bacteroidetes, a harmadik pedig a Proteobacteria [71].

Tojastermelé tyukok esetében a vakbélben a Bacteroidetes a leggazdagabb
baktériumtorzs, amelyet a Firmicutes, majd a Proteobacteria torzs kovet [72]. Azonban a
vakbél mikrobiom Osszetételet a tartasi korilmények is befolyasoljak, ketreces
tartastechnoldgia esetén a mikrobiom gazdagsaga és 6sszetettsége a tojasrakasi periddus
elején a legalacsonyabb, mig a ketrecmentes tartasnal a diverzitas nem valtozik jelentsen a
tojastermelési idészak alatt. A R-diverzitas ellenben mindkét mddszernél a tojastermeles
elején a legmagasabb. Masrészrdl a ketreces tartastechnoldgianal a harom £6 baktériumtorzs

(Bacteroidetes, Firmicutes és Proteobacteria) relativ gyakorisdga nem valtozik jelentésen az
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id6vel, de ketrecesmentes tartas esetén a Bacteroidetes torzs a tojastermelés cslcsan a
legnépesebb, mig a Firmicutes torzs képviseldinek szama ekkor a legalacsonyabb. Mindkét
tartastechnoldgia soran megfigyelheté a Fusobacteria genus korral torténd parhuzamos

novekedése [73].

A bélmikrobiom 6sszetételét nem csak genetikai, kornyezeti és takarmanyozasi
tényezOk, hanem kiilonféle emberi beavatkozasok is befolyasoljak [67]. Brojlercsirkék egy
csoportja 55 mg/ttkg penicillint kapott a takarmanyba keverten. Az antibiotikum hatasara a
vakbélben nétt a Firmicutes baktériumok aranya (58,15%-r61 91,5%-ra), mig a Bacteroidetes
képviselok szama csokkent (31,1%-rél 2,96%-ra), tehat a Firmicutes/Bacteroidetes arany
szignifikdnsan megnétt. Ez az eltérés allhat egyébként az antibiotikumok hozamfokozo
hatdsa mogott is, amely nagyobb sulygyarapodast és fokozottabb energiatermelést jelent
[74]. Egy amerikai kutatas is az antibiotikumok belmikrobiomra gyakorolt hatasat vizsgalta,
a f6 kiilonbség az antibiotikum mentesen takarmanyozott brojlercsirkékkel szemben az volt,
hogy az ileumban a Lactobacillus nemzettség és az Enterobacteriaceae csalad népessége,
valamint a bifidobacteriumok szama is csokkent, ami elénytelen a gazdaszervezet szamara.
Azonban az antibiotikumetetés hatasara a Campylobacter spp. szama jelentésen csokkent.
Kozegészségligyi szempontbol ez azért is jelentds, mert néhany Campylobacter faj a human

akut bakterialis gastroenteritis f6 0kozoja es ezek fo rezervoarja a hazityuk [69].

2.5. Az amoxicillin jelentosége a hazityukban

Az allattenyésztésben hasznalt antibiotikumok egyes kutatasok szerint 73%-at teszik
Ki a vilag teljes antibiotikum-hasznalatanak [75], ez 2030-ra 105 59643605 tonna gyogyszer
felhasznalasat jelenti majd éves szinten [76]. Az antimikrobidlis szerek élelmiszertermel6
allatokban torténd alkalmazasanak harom f6 célja van: a betegségek kezelése, a betegségek
megel6zése és bizonyos elmaradottabb orszagokban a mai napig a hozamfokozas. Az
antibiotikus szerek féleg a vakbél mikrobiomjanak modulélasaval segitik el6é az allatok
sulygyarapodasat és a  patogén korokozok kolonizacidjanak kiszoritasat [77]. Az
antibiotikum-felhasznalas mértékét jol szemlélteti egy tanulmany, amely szerint a
bangladesi farmok 41%-a esetén hasznaltak a vizsgalatokat megel6z6 24 6raban, 98%-a
esetén pedig az utolsé termelési iddszak kezdete oOta valamilyen antibiotikumot
betegségkezelési vagy megeldzési céllal. A leggyakrabban hasznalt hatéanyagok az
oxitetraciklin, a doxiciklin, a ciprofloxacin és az amoxicillin voltak [78]. Vilagszerte pedig
egy kilogramm csirkehts eléallitasa soran atlagosan 148 pg antibiotikum ker(l

felhasznalasra [76].
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Az amoxicillin egy szélesitett spektrumu penicillin, mely a Gram-pozitiv baktériumok
tobbsége mellett a Gram-negativ baktériumok ellen is szamos esetben hatékony. A
hatékonysaganak ndvelése céljabol gyakran kombinaljdk klavulansavval, ami egy p-
laktaméaz inhibitor, vagyis 6nmagat feladldozva képes megkotni az amoxicillint bonto6
enzimeket. Alkalmazasa 6nmagaban és klavulansavval kombinacidban igen széleskori,
lagyrészfertozésektél kezdve, clostridiumok okozta elhaldsos beélgyulladason &t a
szeptikémiaig terjed. Baromfiféléknek azonban az Eurdpai Unidban klavulansav nem
adhatd, mivel nincs ra& meghatarozva maximalis maradékanyag szint (maximum residue
level, MRL) [79]. A vilag legnagyobb antibiotikum-felhasznalé orszagaban, Kinaban, a
tyuktartdé telepeken az amoxicillin a legtobbet hasznélt antimikrobialis szer [80].
Mianmarban ugyan az amoxicillin csupan a harmadik leggyakrabban alkalmazott
antibiotikum hatoanyag, de az els6 helyen egy olyan készitmény all, amely amoxicillint és

kolisztin-szulfatot tartalmaz [81].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatads célja, hogy egy hdazitylkra engedélyezett amoxicillin antibiotikum
hatéanyagot tartalmazé készitmény hatasat vizsgaljuk az allatok bélmikrobiomjanak
taxondmiai Osszetételére, tovabba az antimikrobidlis génkészletre gyakorolt hatasat és az
azonositott gének plazmidon vagy fagon vald hordozasat és azok esetleges mobilitasat is
megfigyeljik. Mindezek mellett pedig nyomon kovettik az allatok sulygyarapodasat. A
vizsgalatok célja az volt, hogy az amoxicillin normal dézisa mellett, annak ¥x dozisaval,
mint a készitmény szubdozisanak alkalmazasa esetén, megfigyeljik annak hatasara a

bekovetkezo valtozasokat.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Az allatkisérlet korilményei

Az allatkisérletre a Gyogyszertani és Méregtani Tanszék Allathazaban keriilt sor. Az
Allatorvostudoméanyi  Egyetem Munkahelyi  Allattjolléti  Bizottsaga  éllasfoglalasa
értelmében, az 1998. évi 28. tv. 3.8 (9), valamint a 40/2013. (11. 14) Korm. rendelet 1.8 (4),
c), és kilondsen az f) pontjai értelmében a vizsgélatok nem mindsiilnek az allati jollétet
hatranyosan  befolydsolé  vizsgélatnak, igy az allatvédelmi hatdsag felé
projektengedélykérelem beadasara annak elvégzésehez nem volt szilkseg. A vizsgalat soran
0sszesen 120 db Ross-308 brojlercsirkét vontunk be a kutatasba, amelyek testtdmegét napos
korban, majd ezt kovetéen hetente (7., 14., 21. és 28. naposan) mértiik. Az allatokat 12, 10-
10 egyedbdl allo csoportba osztottuk randomizalt modon, az egyes csoportok kilon-kilon
ketrecben kaptak helyet. Ezzel minden esetben harom parhuzamos csoportot alakitottunk ki,
a statisztikai 6sszehasonlitas céljabol. A 9-12. csoportok voltak a negativ kontrollok,
amelyek nem kaptak semmiféle kezelést. Az 1-6. csoportba tartoz6 madarak 21. napos
életkortdl 10 napon keresztil (a gyartdé Utmutatoja szerint) antibiotikum kezelésben
részesultek, a 7-9. csoportba tartoz0 madarak pedig a készitmény vivéanyagat képezo
keményit6t, mint placebo kaptdk (1. tablazat). A bélmikrobiom &sszetételének és
valtozasanak vizsgélata céljabol klodka belsdrmintavételt végeztlink az allatok erkezésekor,
annak a tisztdzasa érdekében, hogy milyen baktériumokat és rezisztencia géneket hoztak
magukkal. Ezt kovetden az antibiotikumos kezelést megel6z6 napon, majd a 10 napos

kezelést kovetd napos ismét bélsarmintakat gyiijtottiink.

1. téblazat A tiz napos kezelés napi szinten meghatéarozott csoportonkénti amoxicillin hatéanyagot tartalmazo
készitmény 1x és ¥4 dozisa, tovabba a placeboként hasznalt keményitd vivoanyag

Kezelés napja = Atlagos ttkg =~ Csoportlétszam = Dgzis 1% (9) DO6zis %X (g) Keményito ¥:x ()

1. 0,4 30 0,48 0,12 0,24
2. 0,6 30 0,72 0,18 0,36
3. 0,6 30 0,72 0,18 0,36
4. 0,6 30 0,72 0,18 0,36
5. 0,8 30 0,96 0,24 0,48
6. 0,8 30 0,96 0,24 0,48
7. 0,9 30 1,08 0,27 0,54
8. 0,9 30 1,08 0,27 0,54
9. 1 30 1,2 0,3 0,6
10. 1 30 1,2 0,3 0,6
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Az antibiotikum adagolasa a gyarté altal eléirt modon tortént, azaz naponta 20 mg
amoxicillin/ttkg, ami megfelel 4 g Vetrimoxin (Tolnagro Kft., Szekszard, Magyarorszag)
50/100 ttkg-nak. A 4-6. csoport a gyarto altal elbirt dozist, az els6 3 csoport pedig ennek
negyedét kapta. A kimért adag (lasd. tablazat) 30 ml steril fiziologids séoldatban lett
feloldva, majd 1 ml/allat begyszondan keresztiil lett minden nap applikélva. A vivOanyag
(keményit) a Vetrimoxin 50%-at adja, ez alapjan lett a dozisa kiszdmolva. A kezelés
kezdetének napjan az allatok 21, mig a kezelés utols6 napjan 30 naposak voltak. Az utolsé
antibiotikum itatas és a mintavételek kézott 15 nap telt el, tehat ekkor a madarak 45 naposak
voltak. Az alkalmazott Vetrimoxin 50 por belséleges oldathoz A.U.V. élelmezés-

egészségiigyi varakozasi ideje hazityuk ehetd szovetekre 3 nap.
4.2. Metagenomikai vizsgalatok

A bélsarminték Illumina NextSeq 500 rendszerrel lettek szekvendlva [82]. A DNS
Kivonasa a gyarto protokollja alapjan a QIAmp DNS kittel (Qiagen, Németorszag) tortent,
a DNS konyvtarak készitése az Illumina Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(IMlumina, San Diego, USA) hasznalataval tortént. A DNS fragmensek egyedi jeléléséhez a
Nextera XT Index Kit v2 Set A (Illumina, San Diego, USA) indexeket hasznaltuk, végil a
mintak NovaSeq PE150 platformon lettek szekvenalva [83].

4.3. Bioinformatikai elemzés

A nyers szekvenciaadatok mindségellenérzését a FastQC v0.11.9 [84] szoftverrel
végeztiik. Az érvénytelen szekvencidkat a TrimGalore v0.6.6 [85] segitségével sziirtiik Ki.
A szekvencidkat ezt kovetéen hosszabb szekvenciakka (kontigokka) allitottuk 0ssze a
MEGAHIT v1.2.9 [86] szoftver segitségevel. A kontigok mindségellenérzését a QUAST
szoftverrel [87] végeztik el. Annak érdekében, hogy kizarjuk a bélrendszeri tartalomban
talalhatd hazitydk genom toredékeket, a szekvenciaolvasatokat a Gallus gallus
referenciagenomhoz (NCBI azonosité: GRCg6a) igazitottuk a Bowtie2 szoftver [88]
hasznalataval. A szekvenciak taxondmiai besorolasat a Kraken2 [89] szoftverrel végeztik
az NCBI nukleotid adatbazis [90] alapjan. Az elemzést R-kdrnyezetben [91], a phyloseq
[92] és microbiome [93] csomagok hasznalataval végeztik el. A bakterialis eredetli
szekvencidkat a metaSPAdes [94] szoftverrel allitottuk 6ssze. A kapott kontigokbol az Open
Reading Frames (ORFs) meghatarozasa a Prodigal v2.6.3 [95] szoftver segitségével tértént.
Az ORF-ek kdzotti antibiotikum-rezisztencia géneket (ARG) a Resistance Gene Identifier
(RGI) v5.1.0 programmal azonositottuk, @sszehasonlitva a Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) [96] adatbazissal; csak azok a gének lettek figyelembe véve,
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amelyek megfeleltek a CARD &ltal meghatarozott STRICT kiiszobértéknek, és legaldbb

95%-o0s szekvenciaazonossagot és lefedettséget mutattak.

A meghatarozott rezisztenciagéneket potencidlis mobilitasuk alapjan elemeztik a
MobileElementFinder v1.0.3 [97] szoftver segitségével, figyelembe véve csak azokat az
ARG-kat, amelyek a legnagyobb transzpozon tavolsagon belll helyezkedtek el az adott
mikroorganizmus adatbéazisaban. A kontigok plazmid eredetét a PlasFlow v1.1 szoftver [98]
segitségével vizsgaltuk, mig a gének fagon val6 kodolasat a VirSorter v2.2.2 [99]

szoftverrel értékeltik.
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5. EREDMENYEK

Vizsgéaltuk az allatok sulygyarapodasanak alakulasat (1. &bra) hetente térténd egyedi
sulyméressel. Azt tapasztaltuk, hogy a kezelések hatasara a 14. mérési naptdl mar jelentés

kilonbségek voltak az egyes csoportok atlagos testtdmegei kozott.
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1. dbra Az éllatok sulygyarapodasanak éatlaga kezelési csoportonként, az egyes kezelések szordsaval.

Megvizsgaltuk ANOVA teszt segitségével (2. tablazat), hogy van-e szignifikans
kilonbség az egyes kezelések és a negativ kontroll csoport kdzott. Azt tapasztaltuk, hogy a
14. naptdl kezdve az 6sszes kezelés szignifikansan jobb testtdmeg alakulast okozott, a

negativ kontroll csoporthoz képest.

2. tablazat Az egyes kezelések és a negativ kontroll csoport adott mérési napokon megfigyelt testtémegek
kozotti statisztikai vizsgalat ANOVA teszt segitségével.

Kezelés 0. nap 7. nap 14. nap 21. nap 28. nap
1/4x Amoxicillin 0,2890 0,9073 <0,0001* <0,0001* <0,0001*
1x Amoxicillin 0,9807 0,9152 0,0003* <0,0001* <0,0001*
1/2x Keményitd 0,5977 0,7026 <0,0001* <0,0001* <0,0001*

*szignifikans kiillénbség
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A bélsarmintédk szekvenalasat kovetden megvizsgaltuk az egyes kezelési csoportok
esetén bekovetkez6 valtozasokat a bélmikrobiom Osszetételében. TOrzs szintjén (2. bra)
minden esetben a Bacillota térzs volt a dominans, ezt kovette naposcsibék esetén a
Pseudomonadota torzs, aminek az ardnya jelentds mértékben lecsokkent az életkor
elérehaladtaval, viszont az 1/4x amoxicillin dozissal torténd kezelés kivételével jelentds
mértékben eltolodott a bélmikrobiom 6sszetétele, amely elsésorban a Bacteroidota torzs

ardnyanak jelentés novekedését mutatta.

100+
75
25

0-

2. 4bra Az egyes csoportok bélmikrobiom dsszetételének valtozasa torzs szintjén, a naposcsibék, a kezelés
eldtti és kezelés utani csoportok esetében, 1% abundancia és 10% prevalencia mellett.

Abundance (%)
&S

1

Erkezés

Utana 1/4x AB
Utana 1x AB
Utana Kontroll |
Flétte 1/4x AB -
Flotte 1x AB -

Utana Kemeényito -
Eldtte Kontroll
Elotte Keményito -
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Megvizsgaltuk a bélmikrobiom Osszetételének valtozésat csalad szintjén is (3. 4bra).
A naposbaromfi esetén a dominans csalad a Streptococcacea volt, majd az életkor
elérehaladtaval a Lactobacillaceae csalad valt dominanssa, az 1/4x amoxicillin hatasara a
Turicibacteraceae csalad valt dominanssa, az 1x amoxicillin hatasara pedig az

Enterobacteriaceae csalad aranya nott meg jelentds mértékben.

3. abra Az egyes csoportok bélmikrobiom &dsszetételének valtozésa csalad szintjén, a naposcsibék, a kezelés
el6tti és kezelés utani csoportok esetében, 1% abundancia és 10% prevalencia mellett.
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Tannerellaceae
Turicibacteraceae

Erkezés

Utana 1/4x AB -
Utana 1x AB
Utana Kontroll -
Elotte 1/4x AB -
Elotte 1x AB
Elétte Kontroll

Utana Keményito -
Elétte Keményito -
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Osszehasonlitottuk faj szintjén is, hogy a bélmikrobiom Gsszetételében milyen
kilonbségek vannak az egyes csoportok kozott (4. &bra). A beérkezett naposcsibék
bélmikrobiomja esetén a Streptococcus fajok voltak tébbsegben, az életkor elérehaladtaval
azonban a Lactobacillus fajok valtak dominanssa. Az egyes kezelések hatasara azonban a
Turicibacter fajok, a Subdoligranulum variabile és a Streptococcus fajok ardnyanak
ndvekedését figyeltik meg, tovabba az Akkermansia muciniphila és az Alistipes finegoldi

fajok arénya is jelent6s mértékben nott.

1004

Species

. Akkermansia muciniphila . Lactobacillus johnsonii

B Aistioes finegoidi B Lactobacius kefiranofaciens
. Anaerotruncus colihominis . Lactobacillus ultunensis
B sacteroides fragilis B usiactobacilus saiivarius
. Bacteroides thetaiotaomicron . Limosilactobacillus oris

. Clavelimonas bilis . Limosilactobacillus reuteri
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_ Bl oysosmobacter sp. Marseitie-Q4140 [l Limosilactobacillus vaginatis
35 . Enterococcus cecorum - NA Oscillospiraceae bacterium
g - . Enterococcus hirae . Parabacteroides distasonis
'g . Escherichia coli . Proteus mirabilis
§ . Faecalibacterium prausnitzii . Pseudomonas marginalis

. Flavonifractor plautii . Ralstonia solanacearum

Lachnoclostridium phocaeense Romboutsia ilealis
I Lacrimispora saccharolytica I Staphylococcus aureus
. Lactobacillus acidophilus . Streptococcus alactolyticus
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- Lactobacillus amylovorus . Streptococcus pneumoniae
- Lactobacillus crispatus . Subdoligranulum variabile
Lactobacillus gallinarum B Turicivacter sp. Tu11

I Lactobacillus helveticus

0

Erkezés |

Utana 1/4x AB -
Utana 1x AB -
Utana Kontroll -
Elétte 1/4x AB -
Elétte 1x AB
Elétte Kontroll -

Utana Keményito -
Elétte Keményito -

4. abra Az egyes csoportok bélmikrobiom Osszetételének valtozasa faj szintjén, a naposcsibék, a kezelés el6tti
és kezelés utani csoportok esetében, 1% abundancia és 10% prevalencia mellett.

Ezt kdvetben azonositottuk a bélsairmintak ARG készletét, 90% feletti lefedettséget és
azonossagot figyelembe véve. Ez alapjan a kezelés elétt osszesen 781 ARG-t, a kezelést

kovetéen Osszesen 637 ARG-t azonositottunk. A hatdanyagonként azonositott
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antimikrobidlis rezisztencia mechanizmusok a negativ kontroll esetén etetés el6tt és etetés

utdn hasonléan alakultak (5. &bra). Az 1/4x amoxicillin etetésének hatasara azonban

jelentésen besziikiilt (6. abra) a génkészlet (1386 génr6l 1012 génre), ami a bélmikrobiom

Osszetetelének valtozasaval magyardzhat6. Az amoxicillin 1x dozisanak etetésére azonban

szinte nem valtozott a génkészlet (7. &bra), az 1/2x keményitd hatasara kismértéki

csokkenést (8. &bra) tapasztaltunk (987 génr6l 896 génre).

Kezelés elott negativ kontroll
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streptogramin

streptograrmin

m Efflux pumpa

B Csikkent permeabilités
Antibiotikum inaktivacio
Célpont modositas

m Célpont védelem

B Célpont helyettesités

m Efflux pumpa

m Csikkent permeabilités
Antibiotikum inaktivac o
Célpornt modositas

m Célpont véedelem

m Celport helyettesités

5. dbra A negativ kontroll csoportok antimikrobialis génkészlete hatdéanyagcsoportok és rezisztencia

mechanizmusok szerinti csoportositasban.
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Kezelés elGtt 1/4 x amoxicillin

400
350

300
250

m Efflux pumpa

200
150

m Csikkent permeabilits

-r

a0

m Antibiotikum inaktiv

100

Célpont modositas

50

—

'
—
[

m Célpont védelem

m Célpont helyettesités

e dogdaas

T BUOUIp o X0

” Jouny 3o e prdag

|. - |..I|| || 4

0

UIALLIE} D
U LB LINGD O U LUE

| plzoapnu

wate ydao
HOOZEPILLIOS R
AU e )Y

Yo upilndo uie g

HOPILE UoJnig
}O WO oL §0Uo N4
U1 W0 250 4

HRUANW 0IN2|d
HOpILEZOYUN
HOpHoIE A
Aoy =g
JOPI20 Y 1| 80 ujy
AUy R |
Jawauadeqiey
YOLEIEqaUaLY
youuodsoeydas
yaupaiuag

Kezelés utan 1/4 x amoxicillin
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6. abra Az 1/4x amoxicillin ddzissal kezelt csoportok antimikrobialis génkészlete hatdéanyagcsoportok és

rezisztencia mechanizmusok szerinti csoportositashan.

24



iy

Kezelés el6tt 1 x amoxicillin
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7. &bra Az 1x amoxicillin dozissal kezelt csoportok antimikrobidlis génkészlete hatdanyagcsoportok és

rezisztencia mechanizmusok szerinti csoportositasban.
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A gének kozott azonositottunk ESBL termelésért felelos gént (CTX-M-1), ami az 1/4x
amoxicillin hatéanyaggal torténd kezelést kovetden volt kimutathatd. A szintén ESBL
termelésért felelés génként szamontartott TEM-1 és TEM-135 tipust géneknek mind a
kezelés el6tt, mind a kezelést kovetden az dsszes csoportban hasonld ardnyban mutattuk ki
az aranyat. Szamos vankomicin rezisztenciat meghataroz6 gént azonositottunk, amelyek
mennyisége az 1/4x amoxicillin kezelés hatasara jelentds mértékben csokkent, viszont az

0sszes tobbi csoport esetében az aranyuk névekedése volt megfigyelhetd.

Megvizsgaltuk azt is, hogy az egyes csoportoknak hogyan alakult a kezelés el6tt és
utan a plazmidon vagy fdgon hordozott rezisztencia génkészlete, valamint az MGE aranya
(3. tablazat). A plazmidon hordozott gének mennyiségében jelentdsebb csokkenés az 1/4x
amoxicillin dozissal kezelt csoportok esetén volt megfigyelhetd, tovabba itt volt a
legnagyobb mértékii az MGE mennyiségének a csokkenése is. Az 1/2x keményit6vel kezelt
csoportok esetén a fagon hordozott ARG-k mennyisége mutatott csokkenést, ugyanakkor a

negativ kontroll csoportok esetében viszont névekedeést.

3. tablazat A kezelésenként azonositott antimikrobialis génkészletben megfigyelt plazmidon vagy fagon,
illetve mobilis genetikai elemként kddolt gének eléfordulasi gyakorisaga, a kezelést megelézéen és utan.

) 1/4x amoxicillin | 1x amoxicillin | 1/2x keményité | Negativ kontroll
Kezelés " " " y " z . -
Elott Utan | Elétt | Utan Elott Utan Elott utan
Plazmidon| 105 66 66 64 59 58 110 89
Fagon 13 13 5 6 12 7 5 17
MGE* 34 19 33 36 31 22 24 27

*MGE — mobilis genetikai elem
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutatadsunk soran baromfira engedélyezett amoxicillin tartalmd készitmény hatasat
vizsgaltuk a gyarto altal eléirt 10 napos kezelési id6 soran, brojlercsirkékkel itatva. A
vizsgalat az amoxicillin tort dozisanak (1/4x) és normal dézisanak (1x), valamint a
készitmény vivéanyaganak (1/2x keményité) sulygyarapodasra, bélmikrobiom dsszetételre
és ezeknek az antimikrobialis génkészlet alakulasara gyakorolt hatasara terjedt ki. A negativ
kontroll csoportokkal 6sszevetve a sulygyarapodas tekintetében szignifikans kilénbseget
tudtunk Kimutatni (p<0,0001) az amoxicillinnel tort vagy teljes ddzisban, valamint a
keményitovel kezelt csoportokban is, a 14., a 21. és a 28. életnapon mért adatok esetében.
Sing és mtsai. brojlercsirkék penicillinnel torténé kezelésének eredményekéeppen allapitottak
meg, hozzank hasonl6 szignifikans sulygyarapodasi kulonbségeket a kontroll csoporthoz
viszonyitva [74].

Amennyiben megvizsgaljuk a bélmikrobiom dsszetételének alakulasat torzs szintjén,
akkor elImondhatjuk, hogy kezdetben a bélmikrobiomban a Bacillota (kordbban Firmicutes)
torzs volt a meghatarozd (70%), amit a Pseudomonadota (kordbban Proteobacteria) torzs
kovetett (21%). A kezelések soran az 1/4x dozisban adagolt amoxicillin hatasara a Bacillota
torzs aranya megnétt (85%-ra), a Pseudomonadota torzs aranya csokkent (9,25%-ra), az 1x
amoxicillin dézis hatéséra viszont a Bacillota torzs aranya csokkent (59,25%-ra), valamint a
Pseudomonadota torzs aranya szintén csokkent (15%-ra). Vizsgaltuk tovabba a készitmény
vivéanyagaként hasznalt keményitd készitményben talalhatd %x ardnyban vald etetését,
aminek hatasara jelent6s valtozas nem kovetkezett be. Tovabba a negativ kontroll csoportok
bélmikrobiom o6sszetétele is hasonldan alakult a kezelés utdn, mint a kezelés eldtt vett
mintakban. Ma és mtsai. Shannon-diverzitas eloszlas vizsgalata soran a bélmikrobiom
sokféleségben hozzank hasonlé6 médon a Firmicutes és a Proteobacteria tdrzseket talaltak
dominansnak [100].

A csalad szintjén a Lactobacillaceae csalad a kezelések el6tt jellemzéen 30-40%
aranyban volt jelen, az ¢letkor elérehaladtaval és a kezelések hatasdra aranya azonban
jellemz6en 20% alé csokkent. Az altalunk megfigyelthez hasonl6 valtozas tapasztaltak Wise
és Siragusa egy, a brojlercsirkék bakterialis bélflorajat vizsgald kutatasa soran is [69].

Ami a beélmikrobiom baktériumfaj-6sszetételét illeti, a napos allatokban a
Streptococcus fajok, mig az idésebbekben a Lactobacillus fajok voltak a legnépesebbek. Az
antibiotikummal torténd kezelések kovetkeztében azonban a Lactobacillus fajok arénya

csokkent, csak ugy, mint Wise és Siragusa felmérésenek esetében is [69]
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A bélmikrobiom 6sszességének tekintetében az amoxicillin 1/4x ddzisban valo itatasa
jelentés mértékii bélmikrobiom eltolodast okozott, ami az antimikrobialis rezisztencia gén
készletének szignifikans mértékii besziikiiléséhez vezetett, ez azonban az 1x ddzisban itatott
antibiotikum esetében nem volt megfigyelhetd. Ugyanakkor a vivéanyagként szolgald
keményitd esetén €s a negativ kontroll csoportok esetén is megfigyelheté az ARG készlet
csokkenése, mely azonban nem szignifikans mértékii. A jelentds mennyiségii rezisztencia
gén, melyet a kezelések el6tt és az amoxicillinnel nem itatott allatok mintaibdl a kezelések
utan azonositottunk, jol mutatja, hogy az antibiotikum rezisztencia jelen van az antibiotikum
hasznalatbol ered6 szelekcios nyomastol fliggetlendl is [101]. Ugyanerre a kdvetkeztetésre
jutottak Zhou és mtsai. kutatasuk soran [7].

Vizsgalataink soran a TEM-1 és TEM-135 gének eredete Escherichia coli fajra voltak
visszavezethet6ek, és mindegyik csoport mintaibol kimutatasra kertltek. Hassen és mtsai.
egy atfogo vizsgalat soran csirkékbol szarmazd bélsar és his minték 25,8%-a esetén irtak le
a TEM-1 gén jelenlétét [102]. Egy, a kiterjedt spektrumt B-laktaméaz enzimeket vizsgalo
kutatas soran pedig megallapitottak, hogy a Gram-negativ baktériumok kérében a TEM-1 a
leggyakrabban el6fordulé enzim ebben a kategdriaban [103].

A B-laktamaz taltermelésért felelés ampC gén jelenlétét a csoportok 75%-a esetén
sikeriilt kimutatnunk, amely szintén Escherichia coli eredetii volt az 6sszes esetben. Tofani
és mtsai. kutatasa szerint a brojlercsirkék vakbelében nagysagrendileg 10%/g Escherichia coli
talalhato, amely kiterjedt spektrumt B-laktamaz (ESBL) vagy ampC génnel
rendelkezik [58].

Kilondsen aggasztdé a vizsgalataink soran azonositott 20-féle vankomicin
rezisztenciaért felelds gén igen nagyaranyu jelenléte, amelyek szamos, a bélmikrobiom
részét képezd fajban megtalalhatéak voltak és amelyek ardnya nem valtozott a kezelesek
hatasara. Az altalunk legnagyobb mennyiségben kimutatott, vankomicin elleni rezisztenciat
meghataroz6 gének a vanY a vanB klaszterbe, a vanG, a vanW a vanl klaszterbe, a vanH a
vanO klaszterbe, a vanXY a vanG klaszterbe és a vanY a vanG klaszterbe tartoztak. Ezek
mindegyikét tobb, mint 100 esetben azonositottuk (9. abra). Gousai és mtsai. felmérése
soran az altaluk vizsgalt Enterococcus faecium mintak tébb, mint 30%-a esetén volt

kimutathato vanA gén, de nem mutattak ki vanC, vanD, vanE és vanG gent [104].
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Vankomicin rezisztenciat meghatarozé géenek
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Antimikrobialis rezisztencia gén

9. abra A vizsgalat sordan azonositott vankomicin hatéanyaggal szemben rezisztenciat meghatarozo
antimikrobialis rezisztencia gének gyakorisaga

A pB-laktdm antibiotikumokkal szembeni rezisztencia mechanizmusok kozil a
leggyakoribb az efflux pumpéat meghatarozé gének jelenléte, a masodik legjelentdsebb pedig
a célpont modositas volt az Gsszes csoport esetében, a kezelés el6tt és utan is. A harmadik
helyen mar eltérés volt a csoportok kdzott, az 1/4x ddzisu amoxicillinnel kezelt csoportok
és a negativ kontroll csoportok esetében a csokkent permeabilitas volt a harmadik
leggyakoribb mechanizmus, mind a kezelés el6tt és utan is. Az 1x dozisu amoxicillinnel
itatott allatok és a kemenyitével kezelt allatok esetében a kezelések el6tt a csokkent
permeabilitas, a kisérlet végén azonban az antibiotikum inaktivécié allt a harmadik helyen.
Fernandez és mtsai. kutatdsa szerint a legfébb B-laktdm-rezisztencia mechanizmus az
antibiotikum inaktivacid, valamint a célpont modositas [4].

Osszességében elmondhatjuk, hogy vizsgalataink az antibiotikumok bélmikrobiom
Osszetételére gyakorolt szelekcids nyomasat tukrozik, ami nagymértékben meghatarozza az
antimikrobidlis génkeészlet alakulasat. A jovoben érdemes hasonld, tobb antibiotikum
hatéanyaggal végzett kisérletet végezni és nagyobb mintaelemszamot bevonni az Uj

generacios szekvenaldssal torténd vizsgalatba.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjaink egyik meghataroz6 szemlélete az allat- és kozegészségiigyet dsszekoté Egy
Egészség koncepcid, amely szorosan kapcsolddik az antimikrobialis rezisztencia globalis
terjedéséhez. Kiilondsen nagy jelentdséggel bir az antibiotikumok takarméanyon vagy
ivOvizen keresztiil torténé alkalmazasa, mivel az ezek altal okozott szelekcidos nyomas
nemcsak a bélmikrobiom @sszetételét, hanem annak antimikrobidlis rezisztencia
génkészletét is megvaltoztatja. Célkitiizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk a hazityukok
szamara engedélyezett amoxicillin hatéanyag tort dozisanak (1/4x) és terapias dozisanak
(1x) hatésat konvencionalis korulmények kozott az allatok sulygyarapodéaséra, a
bélmikrobiom dsszetételére, valamint az antimikrobidlis rezisztencia génkészletére.

A kezelések a 14. naptdl kezdddden szignifikansan jobb sulygyarapodést
eredményeztek a negativ kontrollcsoporthoz képest. A bélmikrobiom dsszetételében minden
esetben a Bacillota térzs dominalt, amit a Pseudomonadota torzs kovetett, de tdrzsszinten
jelentds valtozas nem tortént a kezelések hatdsara. Csaladszinten viszont megfigyeltiik, hogy
az ¢életkor eldrehaladtaval a Lactobacillaceae csalad valt meghatdrozova, és ezen a szinten a
kezelések mar szignifikans Osszetételbeli valtozast eredményeztek. Az 1/4x amoxicillin
dozis hatdséra a Turibacteriaceae csaldd valt dominanssa, mig az 1x dozis az
Enterobacteriaceae csalad tulsulyat eredményezte.

Osszesen 781 antimikrobidlis rezisztencia gént azonositottunk a kezelést megeldzden,
amely a kezelést kovetden 637-re csokkent. Az antibiotikum-hatéanyag csoportokkal
szembeni rezisztenciamechanizmusokban is jelentds valtozasokat tapasztaltunk az egyes
kezelések hatdsara, ez a negativ kontrollcsoport esetében nem volt megfigyelheté. A
Kiterjedt spektrumu béta-laktaméaz gének kézul egy CTX-M-1 gént tudtunk kimutatni az 1/4x
amoxicillin dézissal torténé kezelés utan, mig a TEM-1 és TEM-135 tipusu gének a kezelés
elétt és utdn is hasonld ardnyban fordultak eld. A plazmidon hordozott gének aranya,
valamint a mobilis genetikai elemek eléfordulasa jelentds csokkenést mutatott az 1/4x
amoxicillin dozis hatasara.

Osszességében elmondhatjuk, hogy vizsgalataink alapjan az amoxicillin dozisa
jelentésen befolydsolja az antimikrobidlis rezisztencia génkészlet alakuldsat, amely szoros
0sszefuggésben all az antibiotikum bélmikrobiomra gyakorolt szelekcidés nyomasaval. A
jovében érdemes tovabbi hatoanyagok bevonasaval folytatni az ilyen vizsgélatokat, mivel
az igy kapott eredmények hozzajarulhatnak az antimikrobialis rezisztencia terjedésének

atfogobb megértéséhez.
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8. SUMMARY

One of the defining perspectives of our time in veterinary and public health is the One
Health concept, which is closely linked to the widespread dissemination of antimicrobial
resistance. The use of antibiotics through feed or drinking water is particularly significant,
as the resulting selective pressure not only alters the composition of the gut microbiome but

also its antimicrobial resistance gene pool.

Our aim was to investigate the effect of amoxicillin, authorized for use in chickens,
administered at a reduced dose (1/4x) and at a therapeutic dose (1x), under conventional
conditions, on the weight gain of the animals, the composition of the gut microbiome, and

the antimicrobial resistance gene pool.

From day 14, the treatments resulted in significantly better weight gain compared to
the negative control group. In terms of gut microbiome composition, the Bacillota phylum
was dominant in all cases, followed by the Pseudomonadota phylum, with no significant
changes at the phylum level due to the treatments. However, at the family level, we observed
that with age, the Lactobacillaceae family became predominant, and at this level, the
treatments led to significant compositional changes. The 1/4x amoxicillin dose resulted in
the dominance of the Turibacteriaceae family, while the 1x amoxicillin dose led to an

overrepresentation of the Enterobacteriaceae family.

A total of 781 antimicrobial resistance genes were identified before treatment, which
decreased to 637 after treatment. Significant changes in resistance mechanisms against
different antibiotic classes were also observed after treatment, except in the negative control
group. Among the extended-spectrum beta-lactamase genes, we detected the presence of a
CTX-M-1 gene after the 1/4x amoxicillin treatment, while the TEM-1 and TEM-135 genes
were found in similar proportions before and after the treatments. The proportion of plasmid-
borne genes, as well as mobile genetic elements, showed a significant decrease after the 1/4x

amoxicillin treatment.

In summary, our findings indicate that the dose of amoxicillin significantly influences
the composition of the antimicrobial resistance gene pool, which is likely linked to the
selective pressure exerted by the antibiotic on the gut microbiome. In the future, it would be
worthwhile to include additional active substances in similar studies, as the results obtained
may contribute to a more comprehensive understanding of the spread of antimicrobial

resistance.
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