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1. BEVEZETES

A 21. szézad egyik meghatarozé problémaja az antimikrobidlis rezisztencia globalis
terjedése, amely megfékezése kozos gondolkodast igényel az allat- és humanegészségiigy
teriiletén az Egy egészség tiikkrében. Az utdbbi évtizedekben egyre tobb kutatads iranyul a
rezisztencia genetikai szinten torténé megértésére, hiszen a molekularis genetikai
modszerekkel kiegészitett fenotipusos vizsgalatok jobban ravilagitanak az egyes folyamatok
kozotti Osszefiiggésekre ¢€s ezaltal hatékonyabb, célzott 1épések megfogalmazasdban
segithetnek az igy megismert 01j informéciok. Bar leggyakrabban a rezisztencia kialakulasat
a tulzott antibiotikum hasznalattal tarsitjak, azonban ez a jelenség tobb milli6 éves evolucios
folyamatokra vezethet6 vissza. K6zos érdekiink, hogy a jovo generacioi szamara a globalis
antimikrobidlis rezisztencia terjedését lassitsuk és megdrizzilk a sokszor életmentd

antibiotikumok hatékonysagat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia globalis jelentosége

A kiilonbozo fertézések okozta megbetegedések a vilag vezetd halalozési okai kozé
tartoznak. Ezt az cleve sulyos helyzetet tovabb rontotta az antimikrobialis rezisztencia
(AMR) gyors terjedése az utobbi évtizedekben. A problémakor pontos hatterének
felderitésével egyre tobb kutatas foglalkozik. Ezek foként a terjedés lehetséges titvonalainak
és rezervoarjainak feltérképezésével; annak megjelenési és terjedési formaival; valamint a
potencialisan eldallithato 1j antimikrobialis szerek és azok helyettesitésének lehetOségeivel
foglalkoznak. Az AMR terjedésében nincsenek foldrajzi korlatok, kiilonb6z6 utvonalak
révén atjuthatnak a rezisztenssé valo korokozokbol mas baktériumokba, ezaltal potencialis
vesz€lyt jelentve mind az 4llat- és kozegészségiigyre nézve- egy globalis problémat
létrehozva. Napjaink komoly kihivasa az emberekhez kothetd rezervoarok egyre szélesebb
kor( allategészségiigyi kapcsolodasa, amelyben a kornyezetnek is meghatarozo szerepe van.
Egy ilyen kornyezeti kapcsolatot megfigyelé vizsgalat soran az AMR gének diverzitasat
elemezték két szennyvizzel kontaminalodott, de eltéré kornyezetben vételezett
tiledékmintan (tengerpart, mangrove erdd). Az eredmények vizsgalata soran azt tapasztaltak,
hogy a mangrovei iiledék mintajaban sokkal alacsonyabb AMR génkészlet figyelheté meg,
mint a tengerparti mintakban [1]. Ezen vizsgalatok soran legtobbszor az intrinsic gének
vizsgalatara helyezik a hangstlyt, amely arra utal, hogy a minta filogenetikai osszetétele is
fontos lehet. Az AMR gének terjedésének megértéséhez fontos feltarni a lehetséges atviteli
utakat. Erre kivalo példa a vadon €16 és vonuld madarak, amelyek szamos esetben igazoltan
potencialis vektorai ezeknek a géneknek, mely soran foldrajzilag igen valtozatos teriiletekre
juttathatjak el a géneket. [2]. Egy Svajcban tortént felmérés soran ravilagitottak arra, hogy
az ott befogott vonulé madarak 5,8%-a multirezisztens Escherichia coli (E. coli) baktérium
rezervoarja Volt, és ezek koziil sokan hordoztak kozegészségiigyi szempontbol fontos,
kiterjedt spektrumu béta-laktamaz (ESBL) termelésért felelds géneket is, mint a CTX-M-15,
CTX-M-55 vagy a CTX-M-65 [3]. Az AMR vizsgalatanak egyik f6 nehézsége, hogy nem all
rendelkezésre elegendé mennyiségben olyan modell, amely a terjedését mérhetdvé tehetné.
Szemléltetésként, egy ehhez hasonld6 modellt publikaltak, egy meticillin rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA) baktériummal kapcsolatos kutatasban, amely segithet
megbecsiilni az adott koriilmények kozott a keresztkontaminacio és a reinfekcid esélyét. A
vizsgalat soran kiskeresked6i hus felhasznalasaval, otthoni husfeldolgozas soran vizsgaltak

a konyhai munka soran a kézzel, valamint a konyhai eszk9zok hasznalata soran torténd



korokozo atvitel esélyeit és lehetoségét. A vizsgalat fényt deritett arra, hogy a rezisztens
baktériumokat tartalmazo nyershus konyhakészre valo siitése soran az atvitel esélye

alacsony szintre csokken [4, 5].

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) gondozasaval mikodd vilagszintii ,,One
Health” kezdeményezés keretein beliil a human-, allat- és novénygyogyaszat, valamint a
kornyezeti gazdalkodas Osszefogasdban szigorti szabalyozasokkal torekednek a AMR
visszaszoritdsdra a célzott ¢és tudatos antibiotikum-felhaszndlds mellett. Az
allatgyogyaszatban, valamint a mezdgazdasagban elkeriilhetetlenné valt a humangyogyaszat
szamara kulcsfontossagu antibiotikumok hasznalatanak csokkentése, bizonyos esetekben
mell6zése (3-4. generacidos cephalosporinok, fluorokinonok, Kkolisztin), valamint az
antibiotikumok hozamfokozas céljabol torténd felhasznalasa is betiltasra keriilt mar t6bb
évtizeddel ezeldtt. A human egészségiigyben a legfobb célnak a betegségek megeldzését
tlizték ki, mely az ellatas mindségének novelésével, a higiénia és a tisztasag magas szinten
tartasaval, a jarvanyligyi szabalyok betartasaval érhet6 el, azonban szigortian keriilend6 a
megel6z6 (profilaktikus) antibiotikummal torténd kezelés alkalmazasa. Mindezen szabalyok
betartasaval abban reménykednek, hogy ezek hozzajarulnak az antibiotikumok

hatékonysaganak megérzéséhez a jovo generacioi szamara [6].

Az Egyesiilt Kiralysagban készitett 2014-es felmérés szerint évente 700 000 ember
vesziti életét multirezisztens koérokozok altal okozott fertdzésben, becslések szerint ez az
érték 2050-re a 10 milliot is elérheti, amely foként az elmaradottabb orszagokra terjedhet ki.
Németorszagban 2011-2015 kozott drasztikusan, 53%-kal csokkentették az évente
felhasznalt antibiotikum mennyiségét; majd 2014-2015 kozott ujabb 35%-kal csokkentették
a felhasznalt mennyiséget, amelynek kovetkeztében jelentés mértékben elkezdett csokkenni

a rezisztens baktériumok gyakorisaganak a mértéke is [7].

2.2. A szarvasmarha agazat antimikrobidlis rezisztencia helyzete

Az Europai Gyodgyszeriigynokség (EMA) négy csoportba Kkategorizalja az
antimikrobialis szereket, figyelembe véve a human egészségligyi felhasznalasuk
fontossagat. Az antibiotikumok felhasznalasanak a leggyakoribb indikacidja a szarvasmarha
agazatban a gyulladasos megbetegedések kezelése, ezen belill is a vezetd helyen a mastitis
kezelése all. A kutatok évtizedekig dolgoztak a mastitis kérokozoival szemben hatdsos
vakcinak fejlesztésén, azonban ezek hatékonysaga a mai napig nem megfeleld. A vakcinak

hasznalata viszont a jovoben az antibiotikum felhasznalas csokkentésének az egyik



meghataroz6 modszere lehet. Mindamellett torekedni kell a szarvasmarhdk egyedi
antibiotikummal torténd kezelésére és a terapia szempontjabol figyelembe kell venni az allat

korat, a szomatikus sejtszamot, valamint az allat korabbi kezelési el6zményeit [7].

A tejel6 szarvasmarha telepeken az egyik leggyakoribb betegség a mastitis, amelynek a
hatterében leggyakrabban a Staphylococcus aureus, és a B-laktam hatéanyagokkal szemben
rezisztenciat kialakitott MRSA all. Vilagszerte egyre tobb tejelé telepen novekvo
prevalencia figyelhet6 meg. Az élelmiszerrel torténd ferté6zédés esélye altalaban igen
csekély, tekintve, hogy az MRSA prevalencidja az dllomanyokban meglehetdsen alacsony,
valamint a tejet leggyakrabban hokezelés ala vetik a fogyasztast megelézoen. Napjainkban
az MRSA gyogykezelése kiemelt fontossagu, hiszen a p-laktam antibiotikumok
hatékonysdganak elvesztése jelentdsen besziikiti a kezelésben rendelkezésre allo egyéb
hatéanyagok korét [8]. Ahhoz, hogy fejleszthessik az MRSA elleni védekezési
stratégiainkat, 1étfontossagi megérteniink, hogy mely kornyezeti faktorok jarulnak hozza az
MRSA terjedéséhez egy allomanyon beliil, amelyek koziil a legfontosabb a nem megfeleld
fejési higiénia [9]. A megfigyelések alapjan az MRSA prevalencidja gyakoribb a
hagyomanyos tartastechnologiaval rendelkezé farmokon, mint a biofarmokon, valamint a
méretben nagyobb telepeken is magasabb az el6fordulés aranya, mint a kisgazdasagokban.
Azokon a telepeken, ahol sertéseket is tartanak szarvasmarhak mellett, szintén sokkal
nagyobb prevalenciaval volt jelen a korokozd, valamint az MRSA-t hordozo emberek aranya
is nagyobb volt, akiknek szintén kiemelt szerepe lehet a terjesztésében, ezaltal komoly allat-
és kozegészségligyi kockazatot teremtve [10]. Aggodalomra ad okot, hogy a meticillin-
rezisztens koagulaz negativ Staphylococcus (MR-CoNS) fajok egyre gyakrabban keriilnek
izolalasra a tejeld szarvasmarha telepeken, mivel ezek a torzsek bizonyitottan nagyobb

eséllyel adhatnak at rezisztenciagéneket mas baktérium torzseknek [11, 12].

Egy kutatas soran a borjak antibiotikum-reziduum tartalmu tejjel valo itatasanak hatasat
vizsgaltak az AMR kialakulasanak kockéazatara nézve. A tehenek laktaciod és szarazon allas
alatti kezelése gyakori az Eurdpai Union (EU) beliil. A penicillinek 6nmagukban vagy
kombindlva aminoglikozidokkal és cefalosporinokkal rendszerint az elsddleges valasztasu
szerek ezen kezelések soran. A tejben jelen levé antibiotikum reziduumszint folyamatosan
csokken a szarazonallasi szakasz hosszanak novelésével. Amennyiben az id6koz a szarazra
allitasi periodus kezdetétdl az ellésig bezardlag legalabb olyan hosszu volt, mint ahogy az
antibiotikum hasznalati itmutatojaban meghataroztak, a bélsarban megjelend antibiotikum

mennyisége nem emelkedett a borjakban, amennyiben azok korabban antibiotikummal
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kezelt tehenekbdl kifejt kolosztrumot kaptak. Azoknak a teheneknek a tejének az
elfogyasztasa, amelyek a laktacié alatt kaptak kezelést, megnovekedett AMR reziduumot

eredményezett a borjak bélsaraban [13].

Egy kutatas soran tehéntejbdl izolalt, mastitist okozo Staphylococcus aureus torzsek
genetikai diverzitasat és antibiotikum érzékenységét vizsgaltak, majd elektroforézissel
(PFGE) kiilonboz6 tipusokba klasszifikaltak azokat. Az eredmények alapjan az izolatumok
86,3%-a volt érzékeny minden vizsgalt hatdanyagra, 13,4%-a volt egy, vagy annal tobb
antimikrobidlis szerre rezisztens, 10,4%-a kizarélag penicillinre volt rezisztens, 2,5%-a
penicillinre és eritromicinre, 0,6%-a tetraciklinre, valamint 0,3%-a eritromicinre volt
rezisztens. Az izolatumok hét tipusba voltak sorolhatoak, amely tipusokat Osszefiiggésbe
lehetett hozni az antimikrobialis szerekkel szemben kialakitott rezisztencia profillal.
Megfigyelték, hogy azok a torzsek, amelyek rezisztenciat mutattak legalabb egy

hatéanyaggal szemben, alapvetéen négy kategoriaba voltak besorolhatok [14].

Az utobbi id6ében szamos olyan kutatas késziilt, amelyekbdl kideriilt, hogy a
szarvasmarha agazatban az AMR prevalencidja az utobbi évtizedekben 7%-rol 63%-ra nétt
penicillin [15, 16], 0%-rol 12%-ra nétt oxacillin [17, 18], 0%-rol 93%-ra ndtt eritromicin
[19, 20], 0%-r6l 28%-ra nétt tetraciklin [15, 16] valamint 4,5%-rol 7,5%-ra nott

szulfadimetoxin [18, 21, 22] hatéanyagokra nézve.

2.3. A tej és tejtermékek szerepe az antimikrobialis rezisztencia terjesztésében

Az agazat gazdasagi és tarsadalmi jelentdségét mutatja, hogy 2021-ben az EU-ban
Osszesen 10,4 millié tonna sajtot allitottak el6, amihez 16,4 millié tonna zsirszegény tejet,
valamint ehhez hozzaadott 61,4 milli6 tonna teljes tejet hasznaltak fel [23]. Az Eurdpai
Parlament az élelmiszerek higiéniajarol és azok alapvetd szabalyozasairol szolo 853/2004-
es rendeletében definidlja a nyers tej fogalmat, miszerint a nyers tej olyan haszonallatok
tejmirigye altal szekretalt tej, amely nem keriilt 40°C feletti melegitésre, és nem esett at

barmely olyan kezelésen, amely hasonl6 hatassal birt volna arra [24].

Az elmult két évtizedben az egészségligyi kockéazatok ellenére igen jelentés mértékben
megnott a kereslet a hokezelés nélkiili tej €s tejtermékek irant azok tapanyagosszetételét és
izét illeté pozitiv hatasuk miatt. Felmérések alapjan az Amerikai Egyesiilt Allamok (USA)
lakossaganak 3%-a fogyaszt allati eredetli pasztdrizalatlan nyers tejet; ezen kiviil a nyers tej
legalis értékesitésére valo igény is folyamatosan novekszik [25]. Néhany, a kozelmultban

megjelent kutatas is igazolja a pasztdrizalatlan tej fogyasztasanak pozitiv €lettani hatasait,



amit leirtak példaul asztmaban, atopias boérgyulladasban, végbélrakban vagy
1égzdszervrendszeri megbetegedésekben szenvedd betegek esetén [26]. Ezzel ellentétben a
nyers tej fogyasztasa sulyos egészségiigyi kockazatokkal is jar, hiszen kivalé forrasa lehet a
tejfogyasztassal atviheté megbetegedések terjedésének, amelyek egyben az ARG-k
atvitelének forrasava valhatnak. A nyers és hokezelt tejek mikrobiomjanak és antibiotikum
rezisztdmajanak Osszehasonlitidsa soran egy kutatdsban 2034 tejmintat vizsgaltak. Az
eredmények soran kideriilt, hogy a nyers tej esetén a legnagyobb az 4tadhato baktériumok
mennyisége. Mindegyik minta esetén a 4 °C-on torténé tarolas soran életben maradtak a
benne talalhatdé mikrobak, mig szobahOmérsékleten tarolva a nyers tejmintakban
drasztikusan megemelkedett a baktériumszam és ezzel parhuzamosan megnétt a rezisztoma
nagysaga is. Metagenomikai vizsgalatokkal kideriilt, hogy a nyers tej dramaian magasabb
ARG szammal rendelkezik, mint a pasztorizalt tej. Osszefiiggést tudtak leirni egy a nyers
tejben detektalt ceftazidim-rezisztens génnek az elfogyasztasat kovetd, bélmikrobiom részét
képezé E. coli baktériumba torténd horizontalis géntranszfere kozott. Igy osszességében

kijelenthetd, hogy a nyers tej rezervoarja lehet az ARG-knek [25].

Az emberi gastrointestinalis rendszer szamtalan mikroorganizmusnak ad életteret, ebbol
legtobbjiik veszélytelen kommenzalista, egy résziik pedig a patogén mikrobiom részét
alkotja. A mikrobiom fontos feladata a kiilonbz0 fertdz6 és nem fertdz6 megbetegedésekkel
szembeni védelem, azonban kiemelkedd szerepet jatszik az AMR kialakulasaban is. Miutan
a baktériumok igen konnyen atadhatjdk egymésnak genetikai allomédnyukat horizontalis
géntranszfer utjan, a nem patogén torzsek is konnyen lehetnek az ARG-k donorjai mas
patogének szamara [27]. A mikrobiom valtozatossaga szamos kornyezeti faktortol fiigg,
mint példaul az étrend vagy az antibiotikumokkal szembeni kitettség. Egy egészséges felnott
tartalmazza, azonban az Osszetétel diverz és dinamikusan valtozo, akar enteropatogén
korokozok is jelen lehetnek [28]. A rezisztom klasszifikalhaté intrinsic és mobil
rezisztomaként is. Az intrinsic AMR gének viszonylag allanddak, valamint nem csak
hordozzak a rezisztencia fenotipusos kifejezédését, hanem szorosan Osszefiiggésben allnak
a baktérium életmiikddéseivel és metabolizmuséaval. Feltételezik, hogy ezeket a géneket
mobilis genetikai elemek (MGE) vehették kozre az evolucid soran, és igy valhattak maguk
IS mobilissa [29]. Az intrinsic rezisztencia megértése kozelebb juttathat minket az AMR

crcr

megfeleld lehetdséget biztosit a gének horizontalis géntranszferéhez, ezaltal az AMR gének



atadodhatnak a bélmikrobiom egyéb mikroorganizmusai részére. A human mobilis
rezisztomot legtobb esetben a Proteobacteria, a Firmicutes, az Actinobacteria és a

Bacteroidetes fajok alkotjak [31, 32].

Az intrinsic antibiotikum rezisztencia egy természetes jelenség, amely minden
baktériumfajra jellemz6 tulajdonsag. A folyamatot a baktérium kiils6 membranja, valamint
efflux pumpai medialjak. A rezisztencia kialakulasat a spontan mutacié, a rekombinacio, €s
a horizontalis géntranszfer mellett a subletalis doézisban alkalmazott antibiotikumok is
indukalhatjak [30]. Bizonyos kornyezeti hatasokra az antimikrobialis szerek hatasos
gatldkoncentracidja megnovekedhet, az antibiotikumok mutagenetikus hatasanak
emelkedésével parhuzamosan [33]. Emellett kutatasok alatimasztottak, hogy egyéb
addiciondlis gének és genetikai helyek is hozzajarulnak a rezisztencia fenotipusos
kifejezédéséhez. Tovabba fontos kiemelni, hogy a plazmidoknak is fontos szerepe van a
rezisztencia kialakulasaban, példaul segitik a relevans rezisztenciagének terjedését, valamint
prométaljak a horizontalis géntranszfert az egyes baktériumok kozott. Emellett bizonyos
virulencia-faktorokat is hordozhatnak, amelyek segitik a baktériumok fennmaradasat
kiilonféle kornyezeti hatasok mellett [33]. Az allatallomanyokhoz (livestock-associated)
kothetd MRSA (LA-MRSA) fertézések foként a clonalis complex (CC) 398-cal hozhatok
Osszefliggésbe, amelynek f6 rezervoarjai a sertés, a baromfi és a szarvasmarha, azonban
szoros gazdafaj specifikussagot nem figyeltek meg, igy mas allatfajokat is megfertézhet,
koztiik az embert is. Ez a fertdzés korhazakba bejutva €letet veszélyezteté posztoperativ
sebfert6zést, akar szeptikémiat is okozhat [34]. A feldolgozas nélkiil elfogyasztasra keriild
allati termékek multirezisztens torzsei bizonyitottan kapcsolatba 1éphetnek az emberi
bakteriotaval és horizontalis géntranszfer segitségével atadhatjak a rezisztenciaért felelGs

géneket [35].

A nyers tej meglehetdsen valtozatos baktériumdsszetételt foglal magédban, olyan
patogéneket is, amelyek a fogyasztas soran atvihetéek az emberbe is. Az intrinsic fert6z6dés
szisztematikus vagy lokalizalt fert6zést6l szenvedd (pl. mastitis) allatok nyers tejének
elfogyasztasabol szarmazhat. Az extrinsic fert6zodés leginkabb bélsarral valo terjedéssel
lehetséges, valamint jellemzden a szélesebb telepi kdrnyezetbdl szarmazik. Hatarozott
Osszefliggés figyelheté meg a human Campylobacter spp., Salmonella Typhimurium, siga-
toxin termelé E. coli (STEC), kullancsencephalitis virus (TBEV), Brucella melitensis és
Mycobacterium bovis megbetegedések és a nyers tej fogyasztasa kozott, amelyek gyakran

az egyes betegek komoly egészségkarosodasanak kovetkezményével jarnak. Az Eurdpai
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Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) felkérésére a Bioldgiai veszélyforrasok Panele
(BIOHAZ Panel) felkérést kapott, hogy tudoméanyos véleményt alkosson a nyers tej
fogyasztasanak kockazatairol, kiilonos figyelmet forditva az AMR jelenségére. Tovabba
azok lehetséges forrasainak felkutatasara, a relevans baktériumok megnevezésére, valamint
a jelenséget promotalo veszélyforrasokra, mint példaul a nyers tej forgalmazasa interneten
vagy automatakon keresztiil. Ez utobbi két forgalmazasi mod esetén 4 °C-on torténik a
tarolas, de fontos hangstlyozni, hogy bar rendszerint egyértelmii utasitast adnak a
csomagolason a fogyasztas el6tti megfelelé homérsékletre torténé felforralasra, amely
megsziintetné a kockéazatot, azonban ennek betartasa vasarlas utdn a fogyasztd sajat
felelossége, emiatt ez a faktor nem egy ellendrizhetd kockazati tényezé [36]. Egy
olaszorszagi felmérés soran kimutattdk, hogy a hdékezelés nélkiil elfogyasztott tejben a
telept6l az felhasznalasig torténd homérsékletvaltozasok segitik a Listeria monocytogenes,
a Salmonella Typhimurium és az STEC O157:H7 fajok multiplikaciojat [37]. A Panel fontos
feladataul kapta, hogy tarja fel és rangsorolja a megfeleld kontroll Iépéseket ezen
veszélyforrasok megeldzésére. A legjelentésebb mikrobiologiai veszélyforrasokat az EU
tejtermelési agazataban a baktériumok koziil a Campylobacter spp. [38-40], a Salmonella
spp. [41, 42], az STEC torzsek [43, 44], a Bacillus cereus [45, 46], a Brucella abortus, a
Brucella melitensis [47-49], a Listeria monocytogenes [50, 51], a Mycobacterium bovis
[52, 53], a Staphylococcus aureus [54-56], a Yersinia enterocolitica, a Yersinia
pseudotuberculosis [57, 58], a Corynebacterium spp. [59, 60], a Streptococcus suis subsp.
zooepidemicus [61, 62]; a parazitak koziil a Toxoplasma gondii [63, 64], a Cryptosporidium
parvum [65, 66]; a virusok koziil pedig a TBEV jelenti [67]. 2007-2012 kozott 27
megbetegedést okozod kitorési eset keriilt bejelentésre az EU-ban, amely a nyers tej
fogyasztasaval allt sszefliggésben, ebbdl 21 esetet Campylobacter fertézés okozott, egyet
Salmonella Typhimurium, kett6t STEC és harmat TBEV. A 27 esetb6l minddsszesen négy
szarmazott nyers kecsketejbdl, a fennmaradod Gsszes tobbi esetet nyers szarvasmarha tej
okozta [36]. Az STEC, a Salmonella spp. és a Campylobacter fajok mindeniitt jelenlevé
patogének, amelyek igen gyakran vannak jelen a tejtermeld allatokban, igy az azok altal
termelt tejben is [38-41]. A Mycobacterium bovis és a Mycobacterium melitensis okozta
fertézés bar osszefiiggésbe hozhato a nyers tej fogyasztasaval, ezek a patogének azonban
joval ritkabban fordulnak el6 és megjelenésiik foldrajzi tekintetben véve is er6sen behatarolt.
Ebbol kovetkezéen a velik szemben kialakitott kontroll programok is Iényegesen
hatasosabbak [52, 53]. Ezen ¢élelmiszerlanc kozvetitette veszélyforrasok eldzetes

felmérésére bizonyos orszagokban (Ausztralia, Uj-Zéland, USA, Olaszorszag) létrehoztak
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Kvantitativ Mikrobiologiai Kockazatbecslési Modelleket Campylobacter spp., Salomonella
spp., STEC 0157 fajok esetén. A Listeria monocytogenes kockazatat pedig nyers
szarvasmarha tejmintdk esetében vizsgaltak. A kapott kockdzatbecslési eredmények

azonban nem extrapolalhatoak teljes mértékben az eurdpai helyzetre [36].

Az EU One Health 2020 Zoondzis Riportja a tejhez, sajthoz, valamint egyéb
tejtermékekhez kothetéen 8 tagorszagbdl szdrmazd, Gsszesen 16 kitorési pontot jelentett,
melyek Gsszességében 325 megbetegedési esetet foglaltak magukban. Ebbdl az esetszambol
67-en szorultak kérhazi ellatasra €s egy f6 elhunyt. A megbetegedésekkel valtozatos formaja
sajtokat hoztak 0sszefliggésbe, eléfordult kozattiik 1agy, nyers tejbdl késziilt, valamint egyéb
fajta sajtok is azonositasra keriiltek, mint a megbetegedések forrasai. A kimutatott patogének
kozott jelen voltak a Salmonella enteritidis, a Listeria monocytogenes, az STEC, valamint a
Staphylococcus aureus és ezek toxinjai is. A legtobb aldozattal jaré megbetegedési hullamot
10 halalesettel Osszefiiggésben Svéjcban irtdk le, ahol az aldozatok olyan sajtot

fogyasztottak, amely Listeria monocytogenes serovar 4b-vel fert6z6dott [68].

Egy Kenyaban tortént vizsgalat soran Osszehasonlitottdk az antibiotikum reziduumok
jelenlétének aranyat a pasztorizalt, valamint nyers (pasztorizalatlan) tejben, ezen kiviil az
antibiotikum rezisztens baktériumok el6forduldsat a hdkezeletleniil eladott nyers
tejmintakban. Az E. coli esetén B-laktam és tetraciklin reziduumokat talaltak 7,4% és 3,2%
aranyban a mintak mindegyikében. A reziduumok szignifikdnsan gyakrabban (p=0,039)
voltak jelen a pasztorizalatlan tejben (23,8%) a pasztorizalt tejmintakhoz képest (6,8%). A
pasztorizalatlan tejmintak 75%-a tartalmazott mérheté szam E. coli izolatumot és ezek
92,8%-a ampicillinre és 50%-a tetraciklinre rezisztens E. coli volt. Azonban nem talaltak
bizonyithatdo Osszefiiggést az antibiotikum reziduumok jelenléte és az antibiotikum

rezisztens E. coli jelenléte kozott a nyers tejben [69].

Egy masik kutatdas soran Dél-Tirolbol szarmazé nyers tejben eléforduldé ARG
génkészletet vizsgaltak, amely korrelaciét mutatott az antibiotikum felhasznalas és a
rezisztens Gram-negativ baktériumok el6fordulasa k6zott. A metagenom vizsgalat feltarta,
hogy a nyers tej ARG hordozasaban a Pseudomonas spp. jelenlétének van a legnagyobb
szerepe; tovabba kiemelt jelentéséggel voltak jelen a kiilonb6zo tejsavbaktériumoknak, mint
a Lactobacillus spp. és a Lactococcus spp. Szerepiiket kimutattak az ARG-k mikrobiom
részére torténd horizontalis géntranszferében az aminoglikozid-szteptomicin, a béta-laktam,

a makrolid, a tetraciklin, a karbapenem, a cephalosporin, a peptid, a fluorokinolon, a
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kloramfenikol és az elfamicin antibiotikumok esetében. A rekonstrualt genom fényt deritett
arra, hogy a Pseudomonas spp. hordoztak azt az oriT gént (origin of transfer gén), amely
sziikséges a virulens faktorok transzferéhez. Bar a Pseudomonas fajok gyakran el6fordulnak
a nyers tejben, a hokezelés, pasztorizalasi technologia segit lecsokkenteni talélésiiket.
Osszességében tehat érdemes vizsgalni a Pseudomonas fajokat, azok intrinsic AMR
génhordozasa miatt, valamint az egyéb baktériumok szamara torténd virulenciafaktor atado

képességiik szempontjabol is jelentés kockazatot hordozhatnak magukban [70].

Egy Portugalidban végzett vizsgalat soran az 6shonos allatokbdl fejt nyers tejbol késziilt
hagyomanyos kézmiives sajtok esetén a Listeria monocytogenes, E. coli és a koagulaz
pozitiv Staphylococcus spp. jelenlétét vizsgaltak. A beérkezett mintak teljes genom
szekvenalasat kovetden megallapitottak, hogy a Listeria monocytogenes és a Staphylococcus
spp. 10* CFU/g mennyiségben, 15,6%-0s és 16,9%-0s aranyban, az extraintesinalis E.
coli pedig 10,1%-ban volt jelen. Ezen kiviil az enterotoxinok 2,2-4,2%-os aranyban voltak
jelen a mintakban. AMR volt megfigyelhet6 az E. coli izolatumot tartalmazé mintak 27,3%-
ban, ezek koziil hat minta multirezisztenciat mutatott. A teljes genom analizis ramutatott egy
olyan Listeria monocytogenes ¢és Listeria innocua csoport izolatumra, amelyek egymashoz
genetikailag szorosan kotodtek, ezek a sajtgyartas soran gyakran korrelacioban vannak

egymassal [71].

Egy Iranra kiterjedd kutatds soran meghataroztdk a nyers, valamint pasztorizalt tej,
illetve a helyi sajtok patogén baktériumokkal valé kontaminaciojat, valamint a hozzajuk
kothetd antibiotikum rezisztencia jelenlétének mértékét. Osszesen szaz, telepekrdl és
kiskereskedoktdl szarmazé mintabol tenyésztettek Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes és Salmonella Typhi baktériumokat, valamint felmérték a Staphylococcus
aureus izolatumok rezisztencia profiljat. A mintak 10%-a esetén mutattak ki Staphylococcus
aureus jelenlétét, azonban Salmonella Typhi és Listeria monocytogenes nem volt
kimutathat6. PCR vizsgalat alkalmazasakor azonban a mintdk 60%-4ban mutattdk ki a
Staphylococcus aureus, 53%-aban a Salmonella Typhi és a 2%-aban Listeria monocytogenes

genetikai allomanyanak jelenlétét [72].

Egy 2023-as egyiptomi vizsgalat soran Kaird ¢és Giza kiilonboz6 korzeteibol
véletlenszertien gyijtott 112 tej, valamint tejtermék mintabol vizsgaltak az eléfordulod
E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus jelenlétét, valamint ezek AMR profiljat 11

kiilonboz6 hatéanyaggal szemben. Az E. coli eléfordulasi aranya 69,64%

13



volt, Staphylococcus aureus esetén 12,5%-ot, és Bacillus cereus esetén 16,7%-ot figyeltek
meg. Az E. coliizolatumok rezisztensek voltak gentamicinre (73,33%), ampicillinre
(53,30%) és cefotaximre (16,66%). A multirezisztens E. coli térzseket (n=5) tesztelték p-
laktam rezisztenciagének jelenlétére is, a TEM rezisztenciagént kimutattak minden
izolatumbol, és koziiliik ketté minta ezen feliil hordozott CTX-M gént is. A Staphylococcus
aureus izolatumok (n=10) esetén magas ampicillin (100%), tetraciklin (60%), cefotaxim
(60%) és  gentamicin  (60%)  rezisztenciat = mutattak  ki. Mindegyik
multirezisztens Staphylococcus aureus torzs (n=4) hordozta a blaZ (penicillin rezisztencia)
¢és tetK (tetraciklin rezisztencia) géneket, valamint harom ezek koziil aac(6')-aph(2")
(aminoglikozid rezisztencia) rezisztenciagént is hordozott. A Bacillus cereus izolatumok
(n=30) rezisztenciat mutattak ampicillinre (100%), amoxicillinre (20%) és tetraciklinre
(6,66%). A DblazZ éstetA gének kimutathatoak voltak mindegyik multirezisztens

(n=6) Bacillus cereus izolatumbal [73].

Toth és mtsai. kefir és joghurt mintdk AMR géndiverzitasat vizsgaltak, amely soran
szamos hatdanyaggal és fertdtlenitdszerrel szembeni rezisztencidért felelds gént sikeriilt
nagy egyezOséggel azonositaniuk. Eredményeik ravilagitottak arra, hogy a fermentécios
folyamat tamogatja az ARG-k feldusulasat, igy a fermentalassal késziil6 élelmiszerekhez
sziikséges kulturat célszerli lenne monitorozni és szelektalni, hogy a lehetd legnagyobb

mértékben csokkenthessiik az ARG-Kk mennyiségét [27].

14



3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy egy magyarorszagi kislétszamti szarvasmarha allomannyal
rendelkez0, tejet és nyers tejtermékeket eldallitd €s értékesitd gazdasag esetén nyomon
kovessiik a feldolgozas soran — term6foldtél az asztalig — a termékpalya egyes Kritikus
pontjain vett mintak esetén annak AMR génkészlet valtozasat. Célkitiizésiink volt, hogy a
nyers tejbol, abbol hokezelés nélkiil készitett, beoltast kovetd nyers sajtbol, valamint az egy
honapos érlelést kovetden a piacon értékesitett, a fogyasztohoz keriild érlelt sajtbol vett
mintak esetén 1) generacios szekvenalas segitségével feltérképezziik azok ARG hordozasat.
Tovabba vizsgaltuk az egyes gének kromdszomalis, plazmidon vagy fagon torténd

hordozasat és esetleges MGE tulajdonsagat.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A mintak eredete

A mintak egy tejtermel0 kisgazdasagbol szarmaztak, Korosladanyrol. A mintavételezés
soran tigyeltiink arra, hogy egy kiindulasi tétel teljes termékpalyajat kovessiik végig. Minden
mintavételi pont sordn 6t parhuzamos mintat vettiink, hogy eredményeink statisztikailag jol
Osszehasonlithatok legyenek. Az elsd mintavételezés a nyers elegytejbdl tortént. A nyers
elegytejbdl a gazdasag sajtokat készit, aminek a beoltasahoz sajat aludttejet, valamint CHY
MAX PLUS 17 ml/100ml készitményt, mint oltdenzimet hasznal. A beoltast kovetéen
elkésziilt nyers sajtbol vett 6t minta volt a kovetkezd kritikus pont, amit vizsgaltunk.
Végezetiil a nyers sajt egy honapos érlelését kovetden vettiink ujabb 6t mintat abbol. Az egy
honapos érlelés 17 °C-on, 70%-os paratartalom mellett, feny6fa polcokon tortént. Az érett
sajtok piacra torténd szallitdsa milanyag rekeszekben, csomagolasa papir csomagolo

anyagban tortént.

A mintakat 50 ml-es centrifuga csovekben (VWR International Kft., Debrecen,
Magyarorszag), egyedi jeloléssel ellatva -80 °C-on ultramélyhiitében taroltuk, azok
feldolgozasdig. A mintdk személyes felszallitaisa minden egyes mintavételt kovetden

kozvetlentl tortént.

4.2. DNS-kivonas, konyvtarkészités és szekvenalas

A baktériumokbol szarmazé nukleinsav kivonashoz a QIAmp Dneasy PowerFood
Microbial kit (100), cat.no. 21000-100 kit-et (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk a
gyarto protokollja szerint. A tejmintakbol a protokoll szerint 1,8 ml mintat hasznaltunk fel;
a sajtok esetében 0,4 grammot steril szikével apritottunk, majd kiegészitettiik 1 ml steril
foszfat-puffer oldattal. Ezt kdvetden a protokoll szerint haladva, azonban attol eltérden a
razatast Qiagen Tissue Lyzer LT késziilékben, 50Hz-en, 10 percig végeztiik. Végiil az egyes
mintakat 50 pg/ml-ben elualtuk. Végezetiil fluorometrias mennyiségi meghatarozast
végeztiink Qubit® dsDNA BR Assay kit-tel (Thermo Fisher SSC, Budapest, Magyarorszag).
A DNS-bdl Iétrehozott parositott leolvasasi szekvencidk (paired-end readek) vizsgalata

Illumnia NextSeq 500 szekvenatorral tortént [74].

A DNS konyvtarak készitése Illumina® Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(IMlumina, San Dieago, USA) segitségével tortént. A DNS fragmensek jeloléséhez a Nextera
XT Index Kit v2 Set C (Illumina, San Dieago, USA) indexeket hasznaltuk. Els6 1épésben az
amplifikalt cDNS mintékat 2,5 pl végtérfogatban 0,2 ng/pl koncentraciora higitottuk, majd
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a tagmentalo reakciohoz Osszekevertik 5 pl Tagment DNA pufferrel, valamint 2,5 pl
AmpliconTagment Mix reagenssel. A reakcidelegyet 55°C-on 6 percig inkubaltuk
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Waltham, USA) késziilékben, végiil
lehtitottiik 10°C-ra. Ezt kdvetden azonnal hozzdadtunk 2,5 ul Neutralize Tagment puffert és
5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A DNS konyvtar készitéséhez 7,5 ul Nextera PCR
Master mixet Osszekevertiink 2,5-2,5 pl 15 és i7 index primerrel, és a tagmentalt DNS
mintahoz adtuk, majd PCR-rel amplifikaltuk. A PCR 95°C-0s 30 mp kezdeti denaturacio
utan 12 ciklusbol allt (95°C 10 mp, 55°C 30 mp, 72°C 30 mp), amit egy 72°C-on 5 percig
tart6 végso elongacids 1épés kovetett, majd a mintakat lehtitottiikk 10°C-ra. Az igy keletkezett
indexalt DNS konyvtarat Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech,
Hszinpej, Tajvan) tisztitottuk, az oszlopos tisztitasi protokollt kovetve; majd Qubit® dsDNA
HS Assay kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fluorometrids mennyiségi

meghatdrozast végeztiink mindségellendrzés céljabol.

4.3. Bioinformatikai elemzés

A nyers szekvencidk mindségellendrzését a FastQC v0.11.9 [75] szoftver segitségével,
valamint TrimGalore v0.6.7 [76] segitségével a nem kielégitd mindségi szakaszok sziirését
hajtottuk végre. A gazdaszervezet genetikai allomanyat, a Bos taurus genom (ARS-UCD1.3)
szekvenciait a Bowtie2 segitségével szirtilk ki [77], a nagy érzékenységi beallitasok
minimalizaltak a fals pozitiv egyezések aranyat [78]. A leolvasasi szekvenciakat (read-eket)
hosszabb szekvencidkkd (kontigokkd) a MEGAHIT v1.2.9 [79] szoftver segitségével
illesztettiik 0ssze Az igy kapott kontigokbdl meghataroztuk az 6sszes lehetséges leolvasasi
keretet (ORF, Open Reading Frame) a Prodigal v2.6.3 segitségével [80], ezek bazissorrendje
szerint szarmaztattuk a fehérjeszekvencidkat, majd a Resistance Gene Identifier (RGI)
v6.0.0 szoftver segitségével dsszehasonlitottuk a The Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD) adatbazisban [81] talalhato ARG szekvenciakkal (letdltve: 2023.09.01).
Az eredmények koziil azokat hagytuk meg, melyek legaldbb strict mindsitéstiek, tehat elérik

a CARD adatbazis meghatarozott kiiszobértékét.

Vizsgaltuk a rezisztencia gének mobilitasat, ehhez a MobileElementFinder v1.1.2
szoftvert [82] hasznaltuk, amely a kontigokon prediktalja az MGE géneket. Azokat az ARG-
ket tekintettiik potencialisan mobilisnak, amelyek az MGE-khez az adatbazisban jellemzd
leghosszabb kompozit transzpozonok medianjanak tavolsagan beliil voltak a kontigon

megtalalhatok. Vizsgaltuk a  plazmidon valé hordozast a PlasFlow v1.1 szoftver
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segitségével, a fag genomok kontigokon valo jelenlétét pedig a VirSorter v2.2.3 [84] szoftver

segitségével néztiik.

Az igy azonositott egyes rezisztencia gének jelentdéségét a CARD adatbazisaban
talalhat6 informaciokkal hasonlitottuk 6ssze. Az adatok koziil a 60% feletti lefedettséggel és
szekvencia azonossaggal rendelkezoket vettiik figyelembe. Az adatbazisb6l meghataroztuk
az egyes rezisztencia gének okozta rezisztencia mechanizmust, ¢s hogy mely antibiotikum

csoportok esetén vezet a gén jelenléte rezisztenciahoz [81].
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5. EREDMENYEK

5.1. A mintakbél azonositott génkészlet

Osszesen 112-féle ARG-t azonositottunk a mintakban, a géneket az 1-5. tablazatok
foglaljak 0ssze, azok azonossag és lefedettség mértékének tiikrében, valamint, hogy milyen

antibiotikum csoporttal szemben és milyen mechanizmus révén alakitanak ki rezisztenciat.

Kozegészségligyi szempontbol az egyik legfontosabb rezisztencia mechanizmus az
enzimatikus tton torténd inaktivacidért felelds B-laktamaz termelés. Osszesen 9-féle (ACT,
CMY, EC, ORN, OXA, OXY, PLA, RAHN, TER) géncsaladba tartoz6 19 db gént
azonositottunk, amelyek kiilonb6zé mértékii B-laktamaz termelésért felelosek. Ezek koziil
egy olyan géncsalad volt, ami a vilagon széles korben elterjedt, kiterjedt spektrumu [-
laktamaz termelésért felelés (OXA). Ez utobbi géncsaladbol egy gént (OXA-662) a nyers
tejmintabol, egy gént (OXA-309) pedig a friss sajtmintabdl sikeriilt kimutatnunk.

A fluorokinolonokkal szemben specifikus efflux pumpat meghatarozé abaQ gént
kizardlag a nyers tejmintakbol mutattuk ki, ellenben a emrA, emrB, emrR, mdtH, patA, patB
gének szinte az Gsszes mintabol a termékpalya soran kimutathatéak voltak. A csokkent
permeabilitasért felelés és egyben efflux pumpat meghatarozé6 marA gén valamennyi
mintdban, viszont a ramA gén csak a nyers tejmintdkban és érett sajtmintakban volt
megtalalhat6. Az igen széles korben elterjedt, multidrug rezisztenciaért felelds, efflux
pumparendszert és célpont modositast meghatarozé acR-tolC és soxR gének az Osszes

mintaban kimutathatoak voltak, hasonlé6 modon a permeabilitast is csokkentd SOXS génhez.

Az aminoglikozid hatéanyagok enzimatikus inaktivacidjaért felelés A4C(6°) géncsalad
tagjai koziil az AAC(6°)-1f gént kimutattuk nyers tejmintaban és érett sajtban is. Azonban az
AAC(6°)Ii és AAC(6°)-lih gének csak az érett sajtban voltak megfigyelhetdk, ami utalhat a
termék kontaminacidjara. Az aadA27 és APH(3”)-1b gén, valamint az APH(6)-1d gén féleg
a nyers tejbdl volt kimutathatd, egy esetben a friss sajtbol azonositottuk, azonban az érés

soran eltlint a mintakbol, az ANT(3”)-l1c gén pedig csak a nyers tejben volt megfigyelhetd.

Kiilondsen aggasztd a peptid antibiotikumokkal szemben célpont modositasért felelds
gén nagyszamu jelenléte az 6sszes mintaban (arnT, bacA, eptB, ICR-Mo, pmrF), az eptA és
ugd gént viszont csak az érett sajtmintakbol tudtuk kimutatni. Cs6kkent permeabilitasért
felelds gének koziil kizarolag a nyers tejmintakban azonositottuk az ompA gén jelenlétét; az
érett sajtmintakbol volt kizardlag kimutathato az yojl efflux pumpat meghatarozo gén. Az
Osszes tobbi peptid hatdbanyaggal szembeni rezisztenciat kialakitd gén multidrug efflux

pumpat meghatarozo6 gén volt.
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1. tablazat A mintdkban azonositott antimikrobidlis rezisztencia gének (ARG-k), azok lefedettsége és azonossaga, valamint
az egyes gének antibiotikum csoportokkal szembeni rezisztencia mechanizmusai

Gén Lefedettség | Azonossag | Csoport Mechanizmus
AAC(6")-1f* | 100% 97,22%
AAC(6")-li* | 93,41% 98,82% ) o
: aminoglikozidok enzimatikus inaktivacio
AAC(6"-lih | 100% 100%
aadA27* 100% 98,85%
abaQ 101,38% 72,71% fluorokinolonok offlux PUMDA
acrA* *** | 100% 90,68% . pump
AB.ToIC fluorokinolonok;
acrab-10 cefalosporinok; gliciklinek; célpont médositas. efflux
és MarR 103,47% 82,64% penicillinek; tetraciklinek; pur%pa ’
mutdcio™ rifamicinek; fenikolok;
acrB* *** 100% 92,95% fert6tlenitoszerek
acrD* 100% 95,08% aminoglikozidok
acrg 100% 100% fluorokinolonok;
cefalosporinok; cefamicin;
acrkF 100% 99,52% penicillinek efflux pumpa
fluorokinolonok;
cefalosporinok; gliciklinek;
acrs 100% 100% cefamicin; penicillinek;
tetraciklinek; rifamicinek;
fenikolok; fertotlenitdszerek
ACT-5 108,92% 99,74% _ o
karbapenemek; cefalosporinok; o . s,
L A enzimatikus inaktivacio
cefamicin; penicillinek
ACT-8* 100% 76,58%
adeF* 99,15% 61,15% fluorokinolonok; tetraciklinek | efflux pumpa
f\l';';r &3*2 83,28% 89,59%
API—i (6)- aminoglikozidok enzimatikus inaktivacio
I 100% 99,64%
arnT* 100% 86,39% peptid antibiotikumok célpont muticid
bacA*,** *** | 100% 93,41% peptid antibiotikumok célpont mutacio
baeR*,** 100% 94,17% aminoglikozidok;
baeS 100% 100% aminokumarinok efflux pumpa
cmx* *** 100% 100% fenikolok
CMY-101 100% 99,74% cefamicin enzimatikus inaktivacio

* plazmidon; ** fagon; *** mobilis genetikai elem (MGE)
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2. tablazat A mintakban azonositott antimikrobidlis rezisztencia gének (ARG-k), azok lefedettsége és azonossaga, valamint
az egyes gének antibiotikum csoportokkal szembeni rezisztencia mechanizmusai

Gén Lefedettség | Azonossag | Csoport Mechanizmus
CMY-136* 86,88% 94,86% cefalosporinok; cefamicin
CMY-59* 107,34% 97,22%
CMY-65* 100% 100%
CMY-70*** | 100% 99,48% cefamicin enzimatikus inaktivacio
CMY-82 100% 99,48%
CMY-83* 98,95% 100%
CpXA®* 100% 98030 | aminoglikozidok;
aminokumarinok
krolidok: fluorokinolonok: efflux pumpa
CRP* 100% 99,05% makrolidok; fluorokinolonok;
penicillinek
dfrg* 100% 98,17% diaminopirimidinek célpont csere
eatAv 100% 99% pleuromutilinek célpont védelem
EC-14 102,92% 98,14% cefalosporinok enzimatikus inaktivacio
efmA 100% 99,77% makrolidok; fluorokinolonok
krolidok: fluorokinolonok: efflux pumpa
efrA* 100% 99,650 | MAKrolldox; Tiuorokinolonok;
rifamicinek
EF-Tu 96,33% 94,92% elfamicin célpont mutacio
emeA 97,71% 97,71% fert6tlenitdszerek
emrB* 100% 95,22% fluorokinolonok
emrE 100% 98,18% makrolidok efflux pumpa
emrK* 110,26% 99,72% tetraciklinek
emrR* 100% 94,86% fluorokinolonok
eptA 101,83% | 100% eptid antibiotikumok célpont mutcié
eptB 98,08% 89.89% | P cipont mutacio
evgA* 100% 100% makrolidok; fluorokinolonok; offlux DUMDA
evgs 100% 100% penicillinek; tetraciklinek pump
fosA2* 100% 95,74% foszfomicin enzimatikus inaktivacio
fosAG* 100% 89,03% | Nuorokinolonok; _ | enzimatikus inaktivacié
aminoglikozidok; foszfomicin
fosA8* 97,87% 61,76% foszfomicin enzimatikus inaktivacio
gadx* 100% 100% maquh_dok; fluorokinolonok; efflux pumpa
penicillinek
glpT 100% 97,35% foszfomicin célpont mutacio

* plazmidon; ** fagon; *** mobilis genetikai elem (MGE)
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3. tablazat A mintakban azonositott antimikrobialis rezisztencia gének (ARG-k), azok lefedettsége és azonossaga, valamint
az egyes gének antibiotikum csoportokkal szembeni rezisztencia mechanizmusai

Gén Lefedettség | Azonossag | Csoport Mechanizmus
makrolidok; fluorokinolonok;

H-NS 100% 100% cefalosporinok; cefamicin; efflux pumpa
penicillinek; tetraciklinek

ICR-Mo* 101,79% 95,6% peptid antibiotikumok célpont mutacio

kdpE 100% 90,18% aminoglikozidok efflux pumpa

makrolidok; aminoglikozidok;
cefalosporinok; tetraciklinek;

* *kk 0, 0,
KpnE*, 100% 80,83% oeptid antibiotikumok: efflux pumpa
rifamicinek; fertotlenitoszerek
* hkk 0, 0,
kpnF, 100% 85,32% makrolidok; aminoglikozidok;
0 0 cefalosporinok; tetraciklinek;
kpnG 100% 94,36% peptid antibiotikumok: efflux pumpa
kpnH 99.8% 84.17% rifamicinek; fertotlenitoszerek
* 0 0 nukleozid antibiotikum;
leuO 102,23% 79,61% fertstlenitdszerek efflux pumpa
ImrD 100% 100% linkézamidok efflux pumpa
IptD 100,9% | 93099 | Peptidantibiotikumok; efflux pumpa
aminokumarinok; rifamicinek
linkézamidok; sztreptogramin;
IsaA 100% 08500 | Szireptogramin A; célpont védelem

sztreptogramin B;
pleuromutilinek

link6ézamidok; sztreptogramin;
IsaD 100% 94,57% sztreptogramin A, célpont védelem
pleuromutilinek

fluorokinolonok; monobactam;
karbapenemek; cefalosporinok;

- 0 0 gliciklinek; cefamicin; efflux pumpa,
marA 100% 93,7% penicillinek; tetraciklinek; permeabilitas csokkenés
rifamicinek; fenikolok; penem;
fert6tlenitdszerek
mdfA* ** 99,76% 86,98% tetraciklinek; fert6tlenitoszerek
mdtA 109,64% 99,52%
efflux pumpa
madtB 95,29% 93,24% aminokumarinok
mdtC* 100% 91,22%

* plazmidon; ** fagon; *** mobilis genetikai elem (MGE)
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4, tablazat A mintakban azonositott antimikrobidlis rezisztencia gének (ARG-k), azok lefedettsége és azonossaga, valamint
az egyes gének antibiotikum csoportokkal szembeni rezisztencia mechanizmusai

Gén Lefedettség | Azonossag | Csoport Mechanizmus
mdtE* 100% 99,74% makrolidok; fluorokinolonok;
mdtF 100% 100% penicillinek
mdtG 99,51% 90,66% foszfomicin
mdtH 100% 100% fluorokinolonok
fluorokinolonok;
link6zamidok; nukleozid
* 0, 0 2
mdtM 100.73% | 86,73% | . iibiotikum: fenikolok:
fert6tlenitoszerek efflux pumpa
mdtN 100% 88,92%
nukleozid antibiotikum;
mdtO 100% 99,56% fert6tlenitdszerek
mdtP 100% 99,8%
mreA 100,64% 72,61% makrolidok
msbA** 100% 92,44% nitroimidazolok
fluorokinolonok;
* 0, 0 '
norC 77,06% 99,16% fertGtlenitoszerek
ompA 95,19% 96,07% peptid antibiotikumok permeabilitas csokkenés
0QXA 100% 91,3% fluorokinolonok; gliciklinek;
tetraciklinek;
ST efflux pumpa
OCIXB 100% 96,76% dlamInOpIrImldeK,
nitrofuranok
ORN-1* 100% 100% karbapenemek; cefalosporinok
OXA-309* 97,08% 96,24% karbapenemek; cefalosporinok;
OXA-662* | 100% 99,279% | penicillinek S
enzimatikus inaktivacio
OXY-1-2 100% 100%
OXY-1-4 100% 99,319 | Monobaktamok;
cefalosporinok; penicillinek
OXY-6-2 93,1% 100%
patA 100,89% 67,73% _
fluorokinolonok efflux pumpa
patB 101,02% 68,24%
PLA-1 100% 99,66% karbapenemek; cefalosporinok | enzimatikus inaktivacio

* plazmidon; ** fagon; *** mobilis genetikai elem (MGE)
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5. tablazat A mintakban azonositott antimikrobidlis rezisztencia gének (ARG-k), azok lefedettsége és azonossaga, valamint

az egyes gének antibiotikum csoportokkal szembeni rezisztencia mechanizmusai

Gén Lefedettség | Azonossag | Csoport Mechanizmus
pmrF 101,55% 84,21% peptid antibiotikumok célpont mutacio
*
qackdeltal”™ | 4 0, 100% fertétlenitdszerck efflux pumpa
RAHN-1 100% 100% cefalosporinok enzimatikus inaktivacio
fluorokinolonok; monobactam;
karbapenemek; cefalosporinok;
gliciklinek; cefamicin; efflux pumpa,
ramA*,** 91,13% 95,58% o S permeabilitas
penicillinek; tetraciklinek; skkend
rifamicinek; fenikolok; penem; csokkenes
fertétlenitdszerek
rpsL 100% 87,8% aminoglikozidok célpont mutaciod
- fluorokinolonok;
rsmA 100% 85.25% | diaminopirimidinek; fenikolok | efflux pumpa
sepA 71,34% 97,32% fertGtlenitdszerek
fluorokinolonok;
cefalosporinok; gliciklinek; c&lpont modositas
SOXR 100% 100% penicillinek; tetraciklinek; fﬂp m ’
rifamicinek; fenikolok; etiux pumpa
fertétlenitdszerek
fluorokinolonok; monobactam;
karbapenemek; cefalosporinok; | célpont modositas,
soxS***kx | 1018706 | 89,7205 | 9HiCiKlinek; cefamicin, efflux pumpa,
penicillinek; tetraciklinek; permeabilitas
rifamicinek; fenikolok; penem; | csdkkenés
fertétlenitészerek
Sull* *** 100% 100% szulfonamidok célpont csere
TER-2* 101,06% 98,94% karbapenemek; cefalosporinok | enzimatikus inaktivacio
tet33* 95,82% 99,74% efflux pumpa
tetB* 100% 99,5%
tetM> > ** 100% 96,4% tetraciklinek célpont védelem
tetR* 99,52% 100% célpont modositas,
efflux pumpa
makrolidok; fluorokinolonok;
aminoglikozidok;
karbapenemek; cefalosporinok;
gliciklinek; cefamicin;
tolC 99,6% 99,8% penicillinek; tetraciklinek; efflux pumpa
peptid antibiotikumok;
aminokumarinok; rifamicinek;
fenikolok; penem;
fertotlenitdszerek
ugd 100% 98,97% peptid antibiotikumok A .,
UhpT*** 100% 96,27% foszfomicin celpont mutacio
yojl 100% 100% peptid antibiotikumok efflux pumpa

* plazmidon; ** fagon; *** mobilis genetikai elem (MGE)
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Az azonositott gének koziil 6sszesen 57 db gén bizonyult plazmidon hordozott és 7 db
gén fagon hordozott génnek. MGE-ként pedig 15 db gént azonositottunk, a kiilonbdzd
mintakban voltak olyan gének, amelyek egyik esetben plazmidon, masik esetben fagon
voltak hordozott gének. A plazmidon megfigyelt MGE gének koziil ki kell emelni a
kizarolag az érett sajtbol kimutatott sull gént, amely gén a szulfonamid hatéanyagokkal
szemben, célpont mddositas révén alakit ki rezisztenciat. A tetM gén szintén csak az érett
sajtmintakban volt plazmidon megtalalhatd és egyben MGE gén, ami a tetraciklin
hatoanyagokkal szemben alakit ki célpont védelem tutjan rezisztenciat. Szintén ki kell
emelni az aminoglikozid rezisztencia kialakitasaért felelds, de csak a nyers tejmintakbol
Kimutatott, enzimatikus Gton torténd rezisztenciat meghatarozé APH(3")-1b és APH(6)-1d
géneket. A fagon taldlhato egyetlen MGE gén a SoxS gén volt. Szintén jelentds az érett
sajtban kimutatott, fertétlenitGszerekkel szembeni rezisztenciat kialakitani képes, efflux

pumpat meghatarozo, plazmidon talalhatdé MGE qacEdeltal gén jelenléte is.

5.2. Az azonositott gének mintankénti gyakorisaga

A nyers tejmintdk esetén azonositott gének rezisztencia mechanizmusok és
hatéanyagcsoportok szerinti gyakorisagat az 1. abra foglalja 6ssze. A legtobb rezisztencia
gént (30 db) a fluorokinolon hatéanyagokkal szemben azonositottuk, azon beliil is az efflux
pumpakat meghatarozo gének (23 db) voltak tobbségében. Kiilondsen aggasztod, hogy a
nyers tejmintakban elterjedt tipusi ESBL gént azonositottunk, amely az OXA-662 gén volt
(100% lefedettség, 99,3% azonossag), ez a gén enzimatikus inaktivacid utjan képes a
penicillinekkel, a cefalosporinokkal és a karbapenemekkel szemben is kialakitani
rezisztenciat. A kozegészségiigy szamara kritikusan fontos peptid hatdoanyagokkal szemben
Ot esetben efflux pumpat meghatarozo gént (Kpng, kpnF, kpnG, kpnH, IptD), &t esetben
célpont modositasért felelds gént (pmrF, arnT, bacA, eptB, ICR-Mo) és egy esetben
csokkent permeabilitast meghatarozo gént (ompA) figyeltiink meg. Szamos esetben (21 db)

azonositottunk fertdtlenitészerekkel szembeni rezisztenciaért felelds gént.
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Enzimatikus inaktivacio m Efflux pumpa Célpont mutacio
Csokkent permeabilitas m Célpont védelem B Célpont modositas

PEN-penicillinek; CEF-cefalosporinok; MON-monobaktamok; KAR-karbapenemek; TET-tetraciklinek;
AMG-aminoglikozidok; FEN-fenikolok; MAK-makrolidok; LIN-linkézamidok; PLE-pleuromutilinek;
PEP-peptid antibiotikumok; FOS-foszfomicin; FLQ-fluorokinolonok; SUL-szulfonamidok; DIA-
diaminopirimidinek;  RIF-rifamicinek;  NIT-nitroimidazolok; FER-fert6tlenitészerek;  AMK-
aminokumarinok

1. abra A nyers tejmintdkban azonositott antimikrobialis rezisztencia gének gyakorisaga,
hatéanyagcsoportok és rezisztencia mechanizmusok szerint

A friss tejbdl oltdenzim és oltdkultura (aludttej) segitségével késziilt friss sajt esetén
jelentés mértékben megfigyelhetdé a rezisztoma redukalodasa (2. abra). A mintakban
tovabbra is a fluorokinolonokkal szemben rezisztenciat kialakitd génekbdl volt a legtobb
(14 db), azon beliil pedig az efflux pumpak dominaltak (8 db). A széles korben elterjedt
ESBL gének koziil az OXA-309 keriilt azonositasra. A peptid hatdéanyagokkal szemben
ugyanazokat az efflux pumpak révén rezisztenciat kialakitani képes géneket figyeltik meg,
mint a nyers tejnél; valamint a célpont modositasért felelds 6t gén is megegyezett, a nyers
tejnél leirtakkal. Nem tudtuk azonositani a korabban megfigyelt linkézamidokkal (ImrD,
IsaA, isaD, mdtM) ¢és pleuromutilinikkel (isaD) szemben rezisztenciat kialakito géneket. A
génkészlet besziikiilése arra utal, hogy a sajt készitése soran a mikroba populacié fajszintii

szelektalodasa kovetkezett be.
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Enzimatikus inaktivacio m Efflux pumpa m Célpont mutaciod
Csokkent permeabilitas m Célpont védelem m Célpont modositas

PEN-penicillinek; CEF-cefalosporinok; MON-monobaktamok; KAR-karbapenemek; TET-tetraciklinek;
AMG-aminoglikozidok; FEN-fenikolok; MAK-makrolidok; LIN-linkézamidok; PLE-pleuromutilinek;
PEP-peptid antibiotikumok; FOS-foszfomicin; FLQ-fluorokinolonok; SUL-szulfonamidok; DIA-
diaminopirimidinek;  RIF-rifamicinek;  NIT-nitroimidazolok; = FER-fertétlenit6szerek;  AMK-
aminokumarinok

2. abra A friss sajt mintakban azonositott antimikrobialis rezisztencia gének gyakorisaga,
hatéanyagcsoportok és rezisztencia mechanizmusok szerint

Az egy honapig érlelt sajtbol vett mintdk vizsgdlata soran a rezisztoma jelentds
feldtsulasat figyeltik meg (3. 4bra). Osszesen 35-féle efflux pumpa miikddését
meghataroz6 rezisztencia gént azonositottunk fluorokinolonokkal szemben. A peptid
antibiotikumokkal szemben efflux pumpa révén rezisztencia kialakitasaért mar
Osszességében hétféle gént azonositottunk (kpnE, kpnF, kpnG, kpnH, IptD, tolC, yojl),
valamint a célpont modositasért felelds gének szama hétre nétt (arnT, bacA, eptA, aptB,
ICR-Mo, pmrF, ugd). Az aminoglikozidok enzimatikus inaktivaciojaért felelos AAC(6")-1i,
AAC(6")-lih gén kizardlag az érett sajtban jelent meg, tehat feltételezhetéen kontaminacio
utjan keriilt a termékbe. Ugyanez igaz a penicillinek, cefalosporinok és karbapenemek
enzimatikus inaktivaciojaért felelés ACT-5 génre, vagy a kizardlag cefalosporinok
enzimatikus inaktivaciojaért felelos EC-14 génre; illetve a penicillinek, cefalosporinok és

monobaktamokkal szemben enzimatikus ton rezisztenciat kialakito OXY-tipust génekre.
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Egy honapos érett sajt (n=5)
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Enzimatikus inaktivacio m Efflux pumpa Célpont mutacio
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PEN-penicillinek; CEF-cefalosporinok; MON-monobaktamok; KAR-karbapenemek; TET-tetraciklinek;
AMG-aminoglikozidok; FEN-fenikolok; MAK-makrolidok; LIN-linkézamidok; PLE-pleuromutilinek;
PEP-peptid antibiotikumok; FOS-foszfomicin; FLQ-fluorokinolonok; SUL-szulfonamidok; DIA-
diaminopirimidinek;  RIF-rifamicinek;  NIT-nitroimidazolok; = FER-fert6tlenit6szerek;  AMK-
aminokumarinok

3. abra Az egy honapig érlelt sajt mintakban azonositott antimikrobialis rezisztencia gének
gyakorisaga, hatdéanyagcsoportok és rezisztencia mechanizmusok szerint

5.3. Az azonositott gének hatéanyag csoportonkénti gyakorisaga

Amennyiben 0sszesitjiik hatéanyag-csoportonként a gének gyakorisagit az egyes
mintakban (4. abra), megfigyelhetjiik, hogy a legtobb rezisztencia gén az érett sajtban, a
fluorokinolonokkal szemben volt azonosithatd. A penicillinek és a cefalosporinok esetében
jelentds mértéki rezisztencia gén feldsulas figyelheté meg az érett sajtban (33 db). Ezzel
szemben a monobaktamok, a karbapenemek, a link6zamidok, a pleuromutilinek, a
foszfomicin, a diaminopirimidinek és a nitrofuranok esetén hasonld géngyakorisag volt
megfigyelhetd végig, az eltérd mintdkban. A szulfonamidokkal szemben rezisztenciat
kialakito sull gén (100% lefedettség, 100% azonossag) kizarolag az érett sajt mintak koziil

egy esetben volt kimutathato, ami lehetséges kontaminacié kovetkezménye.
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4. abra Az egyes mintdkban az egyes hatéanyagcsoportokkal szemben rezisztenciat
kialakito gének gyakorisaganak dsszesitése

5.4. Az azonositott gének rezisztencia mechanizmusonkénti gyakorisaga

Amennyiben az Osszes eldforduld gént az dsszes hatdanyagesoportra nézve Osszesitjiik
a rezisztencia mechanizmusok alapjan, az egyes termékekben (5. abra), akkor az efflux
pumpékat meghataroz6d gének gyakorisdga dominal. Ezen kiviil az efflux pumpakért, a
célpont védelemért és a célpont mddositasért felelds gének feldtisulasa volt megfigyelhetd a
termékpalya sordn. Ellenben az enzimatikus inaktivacid, a célpont mutacid és a csokkent

permeabilitas esetén stagnalas volt megfigyelhetd a géndsszetételben.
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6. KOVETKEZTETESEK

A tejipar gazdasagi és kozegészségligyi jelentdségét mutatja, hogy 2021-ben az EU-ban
16,4 millié tonna zsirszegény €s 61,4 millid tonna teljes tej felhasznéalasaval 10,4 millid
tonna sajtot allitottak el6 [23]. Bar a kezeletlen tejipari termékek iranti igény, azok pozitiv
¢lettani hatasai miatt folyamatosan n6é [26], a nyers tej fogyasztasanak szamos kedvezé
egészségiigyi hatasa ellenére [85-87], tovabbra is komoly egészségiigyi kockazatot jelent
olyan zoonotikus megbetegedésekre nézve, mint a shiga toxint termel6 E. coli, a
Camphylobacter vagy a Salmonella enterica [88-92]. Liu és mtsai. munkajuk soran
bizonyitottdk cefalosporin rezisztenciaért felelés gének nyers tejbol vald géntranszferét a
bélmikrobiom részét képezd E. coli torzsekbe [25]. Vizsgalataink soran a nyers tej és az
abbol késziilt tejtermékek termelés helyétdl a fogyasztoig torténd ARG készlet valtozasanak
nyomon kdvetését tliztiik ki célul, amely sordn Osszesen 112-féle ARG-t azonositottunk.
Nyers tej esetén 31-féle ARG-t mutattunk ki, Toth és mtsai. kutatasuk soran ugyancsak nyers
tejbol 48-féle ARG-t azonositottak [35], Andriyanov és mtsai. hozzank hasonléo modon 29-
féle ARG-t azonositottak [93]. Vizsgalataink soran dsszesen 19 db olyan ARG-t mutattunk
ki a mintakbol, amelyek B-laktamdz termelésért felelosek, ezek koziil két olyan gént
azonositottunk (OXA-662, OXA-309), amelyek ESBL génnek mindsiilnek. Toth és mtsai.
plazmidon talalhat6 és egyben MGE PC1-béta-laktamaz (blaZ) gént azonositottak [35], amit
Aragao és mtsai. nyers kecskesajtbol mutattak ki [94], mi viszont ezt a géncsaladod nem
tudtuk kimutatni, azonban 6sszesen 6t béta-laktamaz termelésért felelds géncsaladot (ACT,
TER, OXA, ORN, CMY) azonositottunk, amelyekbdl plazmidon megtalalhaté géneket
mutattunk ki. Kiilonosen aggasztd az ESBL termelésért felelos OXA-662 gén plazmidon vald
hordozéasa. Andriyanov és mtsai. a mi eredményeinkhez képest négy eltérd B-laktamaz (B-
18, CME-12, GOB-41, csp-1) termelésért felelds gént azonositottak [93]. Elafify és mtsai.
nyers tej €s tejtermékekben ESBL termelésért felelds CTX-M-15, CTX-M-14, SHV-14
géneket azonositottak [95].

Oniciuc és mtsai. glikopeptid rezisztenciaért felelés vanRM, vanUG, vanXYC, vanYB,
vanTC géneket azonositottak nyers tej és tejtermékekbdl [96], vizsgalataink soran a
mintainkban nem érték el az azonossagi kiiszobértéket ezek a gének. A tetraciklin
hatéanyagokkal szembeni célpont védelemért felelds tetM gént az Osszes mintabol
kimutattuk, Ning és mtsai. nyers tejbol szintén kimutattak a jelenlétét [97]. Ez a gén az érett
sajtmintakban plazmidon volt megtalalhato, ezen kiviill MGE is volt egyben. Az efflux

pumpat meghatarozo tetB gént azonban csak a nyers tejben tudtuk kimutatni, Oniciuc €s
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mtsai. emellett tetA és tetO géneket is azonositottak [96], Rodrigues és mtsai. pedig nyers
tejbol és sajtbol azonositottak efflux pumpat meghatarozo tetK gént [98].Toth és mitsai.
plazmidon megtalalhato tet38 gént mutattak ki nyers tejmintakbol, amely tetraciklinek
sejtbdl vald kipumpalasaért felelés gén [35], egy masik vizsgalatukban szintén ezt a gént
plazmidon irtak le [102], a mi vizsgalatainkban tet33 gént azonositottunk tobb mintaban,
ami szintén plazmidon volt megtaldlhatd. Az aminoglikozidok enzimatikus inaktivaciojaért
felels gének koziil a nyers tejben és az érett sajtban az A4C(6°)-If gént; viszont a AAC(6°)1i
és AAC(6°)-lih géneket csak az érett sajtban mutattuk ki, az aadA27, az APH(3”)-lb és az
APH(6)-1d gének pedig elsésorban a nyers tejben voltak megtalalhatok, az ANT(3”)-1lc gén
pedig kizarélag a nyers tejben volt megfigyelhetd. Ashraf és mtsai. nyers tej és tejtermék
mintakban kimutattak az AAC(6')-APH(2") génkomplex jelenlétét [73], amelyet kiilonb6z6
allati eredet(i nyers tejfélékben Liu és mtsai. is detektaltak [99]. Endre és mtsai. az AAC(6°)
gén jelenlétét kimutattak nyers juhtej és abbol késziilt sajt mintakban [100]. Parry-Hanson
Kunadu és mtsai. nyers sajtbol AAC(6")-ly gént mutattak ki [101].

A fluorokinolon hatéanyagokkal szembeni rezisztenciaért felelés gének koziil
valamennyi mintaban azonositottuk az efflux pumpakat meghataroz6 emrA, emrB, emrR,
mdtH, patA, patB géneket; a csokkent permeabilitasért felelds és egyben efflux pumpat
meghataroz6 marA gént; viszont a ramA gén csak a nyers tejmintakban ¢és érett
sajtmintakban volt megtalalhatd. A széles korben elterjedt, multidrug rezisztenciaért felelds,
efflux pumparendszert és célpont modositast meghatarozo acR-tolC és SoxR gének az 6sszes
mintaban kimutathatoak voltak, hasonlé6 modon a permeabilitast is csokkentd SOXS génhez.
A fluorokinolonokkal és tetraciklinekkel efflux pumpa révén rezisztencia kialakitdsat
meghataroz6 adeF gént az Osszes mintabol kimutattuk, Andriyanov és mtsai. nyers
tejmintakban szintén azonositottak ezt a gént [93]. A fluorokinolonokkal szemben efflux
pumpa altal rezisztenciat meghatarozo abaQ gént csak a nyers tejmintakban azonositottuk,

hasonlé modon, mint Toth és mtsai. [102].

Az ilyen rezisztencia gének horizontalis géntranszfer utjan torténd atugrasa a
bélmikrobiom alkotoiba komoly koézegészségligyi kockazatot hordozhat. A Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) 2019-es jelentése szerint az USA-ban évente 2,8
milli6 fertézés kothetd bizonyitottan antibiotikum-rezisztens fert6zéshez, amibdl 35 000 eset
végzetes kimenetelti [103]. Mind az allatok és az emberek bélrendszere lehet olyan
baktériumok hordozdja, amelyek antibiotikum-rezisztencia rezervoarjai lehetnek, amely

rezisztencia szarmazhat belsé (intrinsic) vagy kiilsé (extrinsic) ARG hordozasbol [104]. Az
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Intrinsic antibiotikum rezisztencia egy természetes jelenség, amely minden baktériumfajban
kimutathat6, a baktérium kiilsé membranja, valamint efflux pumpak altal medialt folyamat.
A rezisztencia kialakulasat a spontan mutaciok, rekombinacio, valamint a horizontalis

géntranszfer mellett az alacsony dozisban alkalmazott antibiotikumok indukalhatjak [30].

Eredményeink azt mutatjék, hogy az ARG-k nem csak a nyers tejben, hanem az abbol
késziilt nyers tejtermékekben is jelen lehetnek, s6t azok hosszabb id6n keresztiili érlelése a
rezisztencia génkészlet gyakorisaganak feldusulasahoz vezet. Ez felveti az olyan tovabbi
vizsgalatok szlikségét, amelyek magyardzatot adnak arra, hogy a kiindulasi génkészlet az
allati szervezetbdl vagy a kifejést kovetden keriil a mintdkba, tovabba a kizardlag az érett
sajt mintak esetén tapasztalt gének forrasanak felkutatasa szintén kritikusan fontos pont. A
nagymértékii  ferttlenitészerekkel szembeni rezisztencia génhordozas pedig a
szarvasmarhdk tégybimbojanak, illetve a fejoberendezések fertdtlenitésére hasznalt

vegyiiletekkel kapcsolatos Osszefiiggések feltarasaban adnak nyitott kérdéseket.

A nyers tejtermékekben a mikrobdk szaporoddsa nem gatolt, ami a rezisztenciagének
felszaporodasanak egyik lehetséges magyarazata lehet, amely nagymértékii novekedés
megnoveli a horizontalis géntranszfer kockazatat, amely még komolyabb kockazatot jelent

a nagyszami MGE jelenlétében.

Az ARG-k atvitelében vannak természetes korlatozo tényezok [105], amelyek koziil a
legfontosabb az azonos fizikai tér, a baktérium populdcidk Un. minimalis kritikus
stiriségével [106]. Szintén korlatozo tényez6 az egyes ARG-k hordozasanak és az altaluk
kifejez6d6 mechanizmusok energia-koltsége, amely gének fenntartasa csak akkor lesz
sikeres, ha az a baktériumok evolucios elényével jar [105]. A bélmikrobiom tejbol,
tejtermékbdl torténd tejrezisztoma atvétele csak transzformécid és transzdukcio formajaban
valdsulhat meg, amennyiben azokat pasztorizaljak, ezzel szemben a nyers tej és tejtermékek

magas €16 bakteriotaja megnoveli a konjugacio esélyét [107].

Eredményeink ramutatnak a hodkezeletlen termékek lehetséges szerepére az
antimikrobidlis rezisztencia gének altal torténd allati termékek és human korokozok kozott
megvaldsuld konjugacid lehetdségében. Kutatasunk alatamasztja tovabbi, nagyobb
mintaelemszammal, a termékpalya tobb, kritikus pontjan torténd mintavétel mellett,
szélesebb korli vizsgalatok végzésének sziikségességét. Az Egy Egészség tiikrében a
jovében még nagyobb hangsulyt kell fektetni az élelmiszerbiztonsagra, amihez kozos

gondolkodasra és kutatasokra van sziikség az allat- és kozegészségiligyben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A 21. szazad egyik legalapvetébb tarsadalmi igénye a megfelelé élelmiszerbiztonsag,
amely ma mar szétvalaszthatatlanul sszekapcsolodik az allati és emberi veszélyforrasok
feltérképezésével. Ilyen kockazati tényezo a 21. szdzad meghatarozo globalis problémaja, az
antimikrobidlis rezisztencia és az annak hatterében levd rezisztencia gének potencidlis
terjedésének lehetdsége az élelmiszerek utjan.

A nyers tej és az abbol késziilt nyers tejtermékek iranti fogyasztoi igények jelentds
mértékben néttek, az egészségligyi kockazatok ellenére, azok tdpanyagosszetételét €s izét
illetd pozitiv hatasuk kovetkeztében. Bar szamos jotékony hatasat irtak le a nyers termékek
fogyasztasanak, nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a nyers tej és tejtermékek
fogyasztasa stlyos egészségiigyi kockazattal jar, hiszen kivalo forrasai lehetnek az atvihet6
bakterialis, virusos és protozoas megbetegedéseknek, amelyek egyben antimikrobialis
rezisztenciagéneket is hordozhatnak magukban. Kutatasunk soran célul tiiztiik ki, hogy a
tejfeldolgozason keresztiil (,,szant6foldto]l az asztalig”) nyomon kovetjiik egy tejtermeld
kisgazdasag nyers tej és abbol késziilt nyers tejtermékeinek az antimikrobialis rezisztencia
génkészlet valtozasat egészen a fogyasztoig, 0j generacids szekvenalds segitségével.

Vizsgalataink soran minden esetben 6t parhuzamos mintavételezést kovetden vizsgaltuk
a mintak rezisztencia génkészletét, valamint azok fagon vagy plazmidon val6 hordozasat,
illetve azok potencialis mobilitasat. Osszességében mintegy 112-féle antimikrobialis
rezisztencia gént azonositottunk. Megfigyeltiik, hogy a nyers tejmintdkhoz képest, az abbol
késziilt nyers sajt rezisztencia génkészlete jelentdsen csdkkent, azonban ennek egy hdénapos
érlelését kovetden jelentds meértékil feldusulast tapasztaltunk, ami a kezdeti géngyakorisagot
IS meghaladta. Kiilonosen aggasztd, hogy a mintakban kiterjedt spektrumt béta-laktamaz
(ESBL) géneket is azonositottunk, mint az OXA-662 gén (100% lefedettség, 99,3%
azonossag) és az OXA-309 gén (97,1% lefedettség, 96,2% azonossag). Megfigyeltiik, hogy
volt olyan gén, amely csak az egy honapos érlelés utan jelent meg a termékben (sull), ami
kontaminaciora utal. Mindegyik minta esetén a fluorokinolonokkal szembeni, azon beliil
pedig az efflux pumpak miikddését szabalyozo gének fordultak eld a leggyakrabban.

Osszességében elmondhatjuk, hogy kutatasunk létjogosultsdgit tamasztja ala a
termékpalya soran tapasztalt génkészlet valtozas, valamint a nyers termékek kozvetitésével
potencialisan bekovetkezd horizontalis géntranszfer lehetdsége. Kiilondsen aggasztd az
ESBL gének jelenléte. Mindenképpen megfontolando az élelmiszerbiztonsag 0j szemléletli

megkozelitése és vizsgalata 1) generacids szekvenalas segitségével.
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8. SUMMARY

One of the most fundamental societal needs of the 21st century is adequate food safety,
which is now inextricably linked to the mapping of animal and human hazards. One such
risk factor is the defining global problem of the 21st century, the potential spread of

antimicrobial resistance and its underlying resistance genes through food.

Consumer demand for raw milk and raw dairy products derived from raw milk has
increased significantly, despite the health risks, due to their positive impact on nutritional
composition and taste. Although many benefits of consuming raw products have been
described, it should not be overlooked that the consumption of raw milk and dairy products
poses serious health risks as they can be an excellent source of transmissible bacterial, viral,
and protozoal diseases, which may also carry antimicrobial resistance genes. In our research,
we aimed to track the antimicrobial resistance gene pool changes in raw milk and raw milk
products from a small dairy farm through milk processing (“from field to table") to the

consumer, using next-generation sequencing.

In each of our studies, we tested the resistance gene pool of the samples, as well as their
phage or plasmid carriage and potential mobility, following five parallel sampling runs. In
total, we identified about 112 antimicrobial resistance genes. We observed a significant
reduction in the resistance gene pool of raw cheese compared to raw milk samples. Still,
after one month of ripening, significant enrichment was observed, exceeding the initial gene
frequency. Of particular concern, we also identified extended-spectrum beta-lactamase
(ESBL) genes in the samples, such as the OXA-662 gene (100% coverage, 99.3% identity)
and the OXA-309 gene (97.1% coverage, 96.2% identity). We observed that there was a gene
that appeared in the product only after one month of maturation (sull), indicating
contamination. In all samples, the genes regulating the function of the efflux pumps against

fluoroquinolones were the most frequent.

In conclusion, the validity of our study is supported by the variation in the gene pool
observed during the product pathway and the potential for horizontal gene transfer through
the raw products. Of particular concern is the presence of ESBL genes. A new approach and

food safety investigation using next-generation sequencing should be considered.
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antimikrobialis rezisztencia génkészlet (ARG) vdaltozasanak nyomon kovetése a termelés
helyétol a fogyasztoig” ciml dolgozatat atolvastam és jovahagytam, részvételét timogatom
az Allatorvostudomanyi Egyetem 2023. évi Tudomanyos Diakkori Konferenciajan. Tovabba
nyilatkozom, hogy a feltoltott TDK dolgozat plagiumellenérzésen sikeresen atesett és az

esetlegesen feltart egyez6ség az Egyetemi iranymutatasoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2023. oktober ho 14. nap.

Dr. Kerek Adam
témavezeto
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