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1. BEVEZETES

Korunk egyik legnagyobb kihivasa az antimikrobidlis rezisztencia (AMR) globalis
terjedése, amely nemcsak a kozegészségiigyben, hanem az allategészségiigyben is komoly
kockézatot jelent. Ezért k6zos gondolkodasra van sziikség az Egy Egészség tiikrében ¢és
megfeleld jogszabalyi keretek kozott csokkenteni kell az antibiotikum felhasznalas mértékét,
indokolt esetben és helyes modon, egyénre szabott terapiakat kell kialakitani és mindemellett
alternativ megoldasokkal részben vagy egészben kivaltani az antibiotikumok hasznalatat.
Ennek az egyik eszkdze a mara mar széles korben hasznalt probiotikumok alkalmazasa,
azonban azt nem szabad figyelmen kiviil hagynunk, hogy a probiotikus baktérium torzsek is
hordozhatnak antimikrobialis rezisztencia géneket (ARG). Bar élelmiszertermel6 allatokban
torténd felhasznéaldsuk szigoribb szabalyozas alatt all, tobbek k&zott nem hordozhatnak
kozegészségiigyben fontos antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakitasaért felelés

géneket, tarsallatok esetén azonban ez egyaltalan nem szabalyozott teriilet.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia jelentésége

Az antimikrobialis rezisztencia a baktériumoknak azon képessége, mellyel képesek
szarmazo6 egyedek pusztuldsat okozza, vagy szaporodasukat gatolja [1]. A rezisztencia a
baktériumok adaptacids folyamatai soran alakul ki, mely tulajdonképpen az evoliicid szerves
része. Azonban egyre szélesebb korben terjednek a multirezisztens agensek okozta
fert6zések, melyek napjainkra gyakran korhazakon kiviil is el6fordulnak, egyre nagyobb
terhet helyezve az egészségiigyben dolgozok és gyodgyszerfejlesztok vallara [2]. A novekvo
rezisztencia a patogén torzsek kozott megneheziti az altaluk okozott fertézések
gyogykezelését, meghosszabbitva ezzel a terdpia idOtartamat. A Vildgegészségligyi
Szervezet (WHO) kozleménye szerint, az antimikrobialis rezisztencia a 21. szazad tiz vezetd
egészségiigyet veszélyeztetd tényez6 egyike [3]. Vilagszerte legalabb 700 000-en halnak
meg évente a rezisztencia kovetkeztében, ebbdl 50 000-en csak Eurdpéaban és az Amerikai
Egyesiilt Allamokban. Ez a szam viszont 2050-re akar 10 milliora is néhet, ha ilyen mértékii
marad a vilag antibiotikum felhasznalasanak mértéke [4]. Mivel egyre nehezebb legyézni
ezeket a fertdzéseket, a korhazi kezelési koltségek is folyamatosan nének. Ez a plusz koltség
az Eurdpai Unidban évente eléri a 1,5 milliard eurdt. Az allatorvoslasban hasznalt szerekkel
szembeni rezisztencia is sz¢les korben el6fordul, ami csokkentheti az eldallitott allati eredetti
¢lelmiszerek mennyiségét, nem utolsé sorban pedig az allatok jollétére is negativ hatassal
van [5]. A jelenleg klinikai hasznalatban 1év6 antibakterialis szerek kozott vannak alternativ,
nem tradicionalis, Ujszeri fejlesztések is, mint példaul bakteriofagok, probiotikumok,
prebiotikumok, és kombinaciojuk, a szimbiotikumok. Ezeket hasznalhatjuk a hagyomanyos

szerek mellett a terapia kiegészitéseként, vagy akar helyettesitéseként is [6].

2.2. Antimikrobialis rezisztencia mechanizmusok

Az antimikrobialis rezisztencianak két f6 tipusa van. Az egyik a velesziiletett vagy
intrinsic, ami az adott baktérium biologiai sajatossaga, tehat sosem volt érzékeny az adott
hatéanyaggal szemben a baktérium. A masik pedig a szerzett rezisztencia, ami keletkezhet
transzpozonok, integronok vagy bakteriofagok kozvetitenek [7, 8]. A plazmidokon talalhato
rezisztenciagének gyorsan terjednek, akar genetikailag tavolabb all6 fajoknak is atadhatoak.
A kromoszoman kédolt rezisztencia viszont lassan terjed, a baktérium altaldban csak a sajat

utddjanak tudja atadni azt [9, 10]. Valoszintsithetd, hogy a rezisztencia mechanizmusok



olyan génekbdl fejléddtek ki, melyek az antibiotikumokat termelé organizmusokban
megtalalhatoak. Ezen gének atadasa megtorténhetett akar a talajban, akar az allatok vagy

emberek gasztrointesztinalis rendszerében [11].

A kromoszomamutaciok ritkan fordulnak el6, altalaban replikacios hiba eredményel.
Ezek strukturalis elemekkel szembeni rezisztenciat kodolnak [12]. Az Escherichia coli
fluorokinolonokkal szembeni rezisztenciajat minimum 3 génmodosulas okozza, a rifampicin
esetében azonban ehhez minddssze egy pontmutaciora van sziikség [13]. A horizontalis
génatadas a rezisztens gének egyik baktériumbol a masikba torténd atadasat jelenti [14]. Ez
a folyamat harom f6 uton torténhet meg: transzdukcioval, transzformacioval vagy
konjugacioval. Az atadés leggyakrabban plazmidokon keresztiil torténik. A géntranszfer a

baktériumok szempontjabol sokkal hatékonyabb, mint a kromoszémamutaciok [15].

Az enzimatikus inaktivacio révén kialakitott rezisztencia mechanizmuson beliil harom
6 enzimcsoportot kiilonboztetiink meg, melyek a B-laktamazok, az aminoglikozid-modositd
enzimek és a kloéramfenikol-acetiltranszferazok [16]. A B-laktamaz enzimek hidrolitikus
uton bontjak a B-laktam antibiotikumok tilnyomo részét. Jelenleg koriilbeliil 300 B-laktaméz
enzimet ismeriink, melyek koziil a klinikailag relevansakat elsdsorban Gram-negativ
baktériumok termelik. Ezek lehetnek kromoszéman vagy plazmidon talalhatoak, és az esetek
nagyrészében transzpozonok kozvetitik dket [17]. Minden B-laktamot elbontanak, amikben
megtalalhatd az észter és az amid kotés. Két nagy csoportjukat kiilonboztetjik meg, az
els6be a szerin-p-laktamazok tartoznak, mint példaul a cefalosporindzok, amik az
Enterobacter genusban és a Pseudomonas aeruginosa baktériumban talalhatoak, valamint a
penicillinazok, amiket foként a Staphylococcus aureus termel [18]. A masodik nagy csoport
a metallo-B-laktamazok csoportja, ezeket a Pseudomonas aeruginosa, a Klebsiella
pneumoniae, az Escherichia coli és egyes Enterobacter fajok termelik. Ezek felelések az
imipenemmel, az ujgeneracios cefalosporinokkal és a penicillinekkel szembeni

rezisztenciaért, és még a (-laktamaz-inhibitorokra sem érzékenyek az esetek tobbségében
[19].

A célpont kotéhely modositas alapja, hogy az antimikrobialis szer és a baktériumon 1évo
célpont molekula kozotti kapcsolat specifikus, mar a target kisebb valtozasai is
befolyasolhatjak, gatolhatjak a szer kotédését. A peptidoglikan réteg a sejtfal része. Ennek a
komponensnek az eléallitasat akadalyozzak a sejtfalszintézis-gatlok, melyeknek célpontjai

a penicillin binding protein (PBP) kotohelyek, az ezeken végbemend mutaciok csokkentik a



B-laktam antibiotikumok hatékonysagat [20]. Erre példa a Staphylococcus aureus és
Staphylococcus pseudintermedius meticillinnel (MRSA, MRSP) szemben kialakult
rezisztenciaja, amely esetében a PBP fehérjét kddold génben tortént egy mutacio, és igy
szerkezetileg eltéré PBP2a target jott 1étre. Ez a fehérje egyaltalan nem koti a -laktamokat,
még tobbszords dozis esetén sem [21]. A fehérjeszintézist gatld antibiotikumokkal szemben
is kialakulhat rezisztencia a célpont médositasa révén. A 23S rRNS mutécidja ugyanolyan
hatassal bir, mint amikor nem metilalodik az rRNS. Mindkett6 az 50S riboszéma alegységen
gatlo szerek (makrolidok, linkézamidok, pleuromutilinek) elleni rezisztencidhoz vezet,
foként Gram-pozitiv baktériumokban [22]. A DNS-szintézist gatlo szerek ellen két enzim
II és a topoizomeraz IV enzimek. A leggyakoribb mutacié a DNS-giraz gyrA génjében
torténik. Az igy megvaltozott DNS-komplexhez az eredetileg kotni képes fluorokinolonok

képtelenek kapcsolddni. Ez a mutécio keresztrezisztenciat is okozhat MRSA-ra és MRSP-
re [23].

Az efflux pumpak olyan membranfehérjék, amelyek az antimikrobidlis szereket
kipumpaljak a sejtbdl, és ezzel alacsony szinten tartjak a hatdanyag intracellularis
szallitjak a szubsztratjukat. A tobbkomponensii rendszerek gyakrabban talalhatbak Gram-
negativ baktériumokban. Egy periplazmatikus membran fehérjével és egy kiils6 membran
fehérjével egyiitt a sejtburkon keresztiil tavolitjak el a vegyiileteket [20]. A polimixineket
leszamitva minden antibiotikum érzékeny az efflux pumpa-rendszerekre [24]. Ezek a
pumpak lehetnek egy-egy szerre vagy szercsoportra specifikusak, de a legtobbjiik tobbféle
antibiotikus csoport tagjait képes szallitani. Emiatt ezek is kozrejatszanak a multirezisztencia
kialakulasaban [25].

A membranpermeabilitas csokkenés alapja, hogy a gyogyszermolekulak
tobbféleképpen juthatnak at a sejtmembranon. Ennek mddja nagymértékben fiigg a molekula
kémiai tulajdonsagaitol. Az atjutas torténhet diffazioval a kettds foszfolipid rétegen
keresztiil vagy a porin csatornakon at, illetve egy harmadik moédon példaul az
aminoglikozidok penetralnak, megzavarjak az LPS réteget, hogy utana atjuttassadk magukat
(,,self-promoting uptake”). A Gram-negativ baktériumok plazmamembranja a foszfolipiden
kiviil tartalmaz egy lipopoliszacharid (LPS) réteget is. Ez az 6sszetétel nagyban akadalyozza

hidrofil B-laktamok is ezen a membranproteinen keresztiil képesek bejutni a sejtbe. igy
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crer

aeruginosa baktériumnak hianyozhat az oprD nevi fehérjét kodolo génje, ami az imipenem

hatéanyaggal szembeni rezisztencia kialakulasahoz vezethet [27].

A célpont védelem esetén az antibiotikum célpontjadhoz egy rezisztenciaért felelds
fehérje (,,célpont védelmi fehérje) kotddik, amivel megvédi azt a hatdbanyag hatasatol. Ez
nem jelent végleges valtozast a célpontban. Ahhoz, hogy a hatédsat elérje, a rezisztenciaért
felel6s fehérjének tartosan vagy ismétlédéen kotddnie kell a targethez [28]. A célpont
védelem el6szor koriilbeliil 30 éve lett elismerve, mint az antimikrobidalis rezisztencia egyik
mechanizmusa, a tetraciklinnel szembeni rezisztenciaval kapcsolatosan [29]. A tetraciklin
védelmi fehérjét kodold gének mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ patogén fajokban
eléfordulnak [30]. Ezen kivil még két nagy csoportot kiilonboztetink meg ezen a
mechanizmuson beliil. Az egyik az ABC (ATP-binding cassette) szupercsaladba tartozo
ABC-F fehérjék, amelyek a riboszomahoz kotdédnek, hogy megakadalyozzak a transzlaciot
gatld szerek hatasat a Gram-pozitiv baktériumokban [31]. A masik pedig a fusB-tipust
rezisztencia, ami a fuzidinsavval szembeni rezisztenciat alakitja, szintén a transzlacio

folyamatanak biztositasaval [32].

2.3. A probiotikumok attekintése

A probiotikumok olyan é16 mikroorganizmusok, melyek a szervezetbe jutva jotékony
hatast fejtenek ki a gazdaszervezet egészségére. Ezen mikroorganizmusok nagy része a
bélben természetesen eléforduld baktériumokhoz hasonlé mikroba. A probiotikumokat
széles korben tesztelték human gasztrointesztinalis betegségek kezelésében. A
leggyakrabban el6fordulé baktérium nemzetség a Lactobacillus, a Bifidobacterium és a
gombak koziil a Saccharomyces nemzetség. Szerepiik fontos lehet a gastrointestinalis traktus
immunologiai védelmének fenntartasaban, modulalasaban [33]. A probiotikumok védo
mechanizmusainak tobb formdja ismert, példaul megakadalyozzak a patogén baktériumok
bélfalhoz vald tapadasat, gatld faktorokat termelnek. A Gram-negativ baktériumokhoz valo
kozvetlen kotddésiikkel csokkentik a patogén torzsek szaporodasat, helyreallitjak a bélfal
permeabilitasat, ezzel serkentve az elektrolitok felszivodasat [34-37]. Az eddigi kutatési
eredmények arra utalnak, hogy a gazdafajra specifikus baktériumfajoknak a legkedvezébb a
probiotikus hatasa, foleg a gastrointestinalis traktus megbetegedéseiben [38]. Bar a
probiotikumok emberi szervezetre vald hatasair6l rengeteg tanulmany all rendelkezésre, a
tarsallatokra kifejtett hatasair6l 1ényegesen kevesebb vizsgalat késziilt. Azonban, mivel

egyre nagyobb hangsulyt kap a haziallatok egészsége, egyre elterjedtebben hasznalnak
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kiilonféle probiotikus készitményeket koriikkben is. Ezek a tesztelt készitmények
bizonyitottan segitenek fenntartani a kutydk és macskdk normalis gasztrointesztinalis
mikrobiomjat. A probiotikumok a bélbeli hatasokon kiviil tarsallatainknal is
valoszinusithetéen immunmodulaldé hatasuak, stresszcsokkentoek, és az emésztéssel
Osszefliggd vérparaméterek pl. koleszterin, lipidek, balanszirozasaban segitenek [39]. A
Bacillus nemzetségbe tartozo fajok ellenalloképessége kimagasld, amit a sporaképzo
tulajdonsaguknak koszonhetnek. Ennek kovetkeztében szélsOséges homérsékleti és pH
viszonyok kozott is talélnek, ami elésegiti probiotikumként vald alkalmazasukat [40].
Yuanyuan és mtsai. tibeti jakokbol izolalt Bacillus amyloliquefaciens torzsek tulajdonsagait
vizsgaltak, melyek pozitiv hatassal voltak a bélbolyhok fejlddésére. Minden vizsgalt torzs
mutatott antibakterialis tulajdonsagokat a gyakori gasztrointesztinalis patogén fajokkal
szemben [41]. A kutyak jejunumanak f& bakterialis alkotoeleme az aerob koriilmények
kozott ¢16 Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) faj [42], aminek legfébb oka, hogy
hatékonyan kotddik a bélfalhoz, a felszinén talalhatd S-layer fehérjéknek kdszonhetéen, amit
tobb Lactobacillus fajnal is megfigyeltek [43]. Az Enterococcus faecium (E. faecium)
szintén a laktat-termelé baktériumok kozé tartozik, a husevék gasztrointesztinalis
rendszerének természetes lakoja. Igéretes probiotikum, mivel ellenall a gyomorsavnak és
epének, emellett stimuldlja az immunsejtek proliferacidjat a bélrendszerben [44]. BS és
mtsai. tejtermékekben talalhaté baktériumok GABA-termelését vizsgaltak, ami tobb
fiziologias folyamatban 1is szerepet jatszik, mivel egy kozponti idegrendszeri
neurotranszmitter. A megfigyelt baktériumok koziil az E. faecium volt a legproduktivabb,
ami ezek alapjan felhasznalhato GABA kiegészitésre a takarmanyban [45]. Antimikrobialis
potencialja is van, az altala termelt szerves savak és hidrogén-peroxid gatolja tobb gyakori
patogén faj novekedését, mint példaul az Escherichia coli, a Listeria monocytogenes, a
Pseudomonas aeruginosa és a Staphylocccus aureus. Azonban az antibakterialis hatasa
proteolitikus enzimek jelenlétében teljes mértékben inaktivalodik [46]. A Pediococcus
nemzetség tagjai széles ozmotikus-, pH- ¢és hdOmérséklet-tliréssel rendelkeznek. A
Pediococcus acidilactici (P. acidilactici) antiproliferativ hatast képes kifejteni a vastagbél
daganatos sejtjei ellen, ezen kiviil pedig nagymennyiségii rovid szénlancu zsirsavat (SCFA)
termel, amelyek bioprotektiv hatassal rendelkeznek, mivel serkentik a nyalkahartya mucin
termelését [47, 48]. Probiotikumként bizonyos élesztdgomba fajokat is hasznalhatunk, de
jelenleg csak a Saccharomyces cerevisiae-t ismerik el és alkalmazzak az
allatorvoslasban [49]. A Saccharomyces cerevisiae serkenti a gyulladasgatlo és csokkenti a

proinflammatorikus citokinek kivalasztasat a bélrendszerben, ezen feliil pedig antioxidans
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hatésa is igazolt [50]. Kisérletek alapjan hasznalhato6 taplalékkiegészitoként, terapias célbol

és az élelmiszeriparban bizonyos készitmények eldallitasakor [51].

2.4. Probiotikus torzsek antimikrobialis rezisztencia génhordozasa

Egy baktériumtorzs probiotikumként vald megfelelésének fontos kitétele, hogy nem
hordozhatnak a kozegészségligy szempontjabol jelentds antibiotikum hatéanyagokkal
szemben rezisztenciat. Ez a szabalyozas azonban csak az élelmiszertermeld allatokban
alkalmazott készitmények esetén eldiras, tarsallatok esetén hianyzik ez a szabalyozas. Ez
azért is kiilonosen fontos, mert a probiotikus torzsek hordozhatnak rezisztenciagéneket,
amelyeket kiilonb6z6 modokon atadhatnak a jelenlévd patogén és kommenzalista
baktériumoknak. Elelmiszertermeld allatok érintettsége esetén minden esetben el kell
végezni egy antimikrobidlis érzékenységi vizsgalatot, amikor egy potencidlis probiotikus
torzset fejlesztenek [52]. Du és mtsai. Bacillus amyloliquefaciens (B. amyloliquefaciens)
torzs érzékenységi vizsgalta soran megallapitottak, hogy a torzs kifejezetten érzékeny volt a
fluorokinolonokra, azon beliil elsésorban az enrofloxacinra és a ciprofloxacinra. Ezzel
szemben a régebbi antibakterialis csoportoknal csokkent szenzitivitast mutatott, melyek alig
gatoltak a szaporodasat [53]. Egy masik kutatasban megfigyelt térzs azonban semmilyen
rezisztenciagént nem hordozott, nagymértékben érzékeny volt a tesztben résztvevo sziik- és
szélesspektrumti antimikrobialis szerekre is [54]. Tibeti jakokbol izolalt torzsek vizsgalata
soran egy torzs semmilyen antibiotikumra nem volt rezisztens, egy toérzs csak neomicinre,
két torzs pedig polimixin-B esetén a rezisztens és az érzékeny kategoria hatarara esett [41].
Egy masik tibeti jakokbol izolalt B. licheniformis vizsgalata soran az antibiotikum
érzékenységi probat kiegészitették polimeraz-lancreakcio (PCR) génvizsgalattal. A
szenzitivitdsi proba soran csak a linkomicinnel szemben taldltak valtozé mértéki
rezisztenciat, a masik tiz antibiotikumra érzékeny volt mindkét torzs; azonban a PCR
vizsgalat soran nem tudtak kimutatni rezisztenciagént még linkomicinre nézve sem [55].
Dindhoria és mtsai. kutatdsa szintén erre a fajra iranyult, genomszekvenalds soran
semmilyen ARG nem volt kimutathato beléle, melyhez a Comprehensive Antibiotic

Resistance Database (CARD) adatbazis informacioit hasznaltak fel [56].

Fontos elkiiloniteni a probiotikus torzsekben jelenlévd intrinsic, vagyis horizontalisan
nem atadhato, és a szerzett, tehat kiilonféle utakon tovabbadhato antimikrobidlis rezisztencia
géneket. A Lactobacillus fajokra jellemzé az intrinsic rezisztencia viszonylag sok
antibiotikum csoportra nézve, ilyenek az aminoglikozidok, glikopeptidek, nukleinsav-

szintézis gatlok és folsav-szintézis gatlok [57]. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a
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penicillinekre és a f-laktam inhibitorokra érzékenyek, azonban a cefalosporinokkal szemben
mar csokkent szenzitivitast mutatnak. Viszont mar tobb vizsgalat soran talaltak penicillin G-
vel szembeni rezisztenciagént kiilonféle izolatumokban [58-60]. Kiilonb6z6 fermentalt
ételekben talalhato Lactobacillus plantarum (L. plantarum) és Lactobacillus rhamnosus
(L. rhamnosus) esetében kimutattak oxacillin és cefalosporinok elleni rezisztenciat [61, 62].
T6bb L. rhamnosus és L. plantarum torzset is rezisztensnek talaltak vankomicinnel szemben,
azonban ennek mechanizmusat egyelére nem tudtak tisztazni [63, 64]. Mater és mtsai. a
gyakran hasznalt Lactobacillus acidophilus vizsgalatakor bizonyitottak, hogy a torzs képes
atvenni vankomicin rezisztenciagént Enterococcus fajokt6l, mind in vitro és in vivo
kisérletek kozott is [65]. Bar a legtobb Lactobacillus faj érzékeny a fluorokinolonokra és
fenikolokra, fermentalt z6ldségekbdl kimutattak mobilis kloramfenikol-rezisztenciagéneket
néhany L. plantarum torzsben, ami egyben keresztrezisztenciat mutatott eritromicinre [66].
A leggyakrabban el6forduld rezisztenciagének Lactobacillus fajoknal a tetraciklinre és
eritromicinre iranyuld gének. A tetM és tetS gének riboszomavédd fehérjéket kodolnak,
melyek lehetnek plazmidon és kromoszomalisan is. A tetL egy efflux pumpafehérjét kodolo
gén, ami viszont csak plazmidon taldlhaté meg. Az eritromicin-rezisztenciagén az ermB gén,
mely szintén plazmidon talalhaté [67]. Azok a torzsek, melyek egynél tobb tetraciklin-
rezisztenciagénnel rendelkeznek, nagyobb mértékben mutatnak rezisztenciat, mivel ezen
gének kozott szinergista hatas van [68]. Feld és mtsai. egy olyan L. plantarum torzset
izolaltak, amely rendelkezik egy tetM gén traszpozonnal, melyet képes atadni mas
laktattermel6 baktériumoknak [69]. A Lactobacillusokkal szemben a Limosilactobacillus
fermentum altalanossagban biztonsagosnak tekinthetd, mivel hianyoznak beldle az atadhato
antimikrobialis rezisztenciagének és virulenciagének [70]. Azonban valésziniisithetd, hogy
mint a legtobb laktat-termelé baktérium, ez a faj is intrinsic rezisztenciaval rendelkezik

kanamicinnel és sztreptomicinnel szemben [71].

Egy Gjabb tanulmanyban vizsgalt P. acidilactici torzset 21 kiilonbozé antimikrobialis
szerre teszteltek. Ezek koziil csak négy torzs mutatott teljes érzékenységet piperacillinre,
imipenemre, kloéramfenikolra és eritromicinre. Mérsékelt rezisztenciaval rendelkeztek
klindamicin, doxiciklin és levofloxacin hatéanyagokkal szemben, a tobbi szerre, mint
példaul vankomicin és tetraciklin, viszont teljes mértékben rezisztensek voltak [72]. Yang
€s mtsal. két probiotikus torzs iszaprakokra kifejtett hatasat vizsgaltak. Ekozben elvégezték
rajtuk az antimikrobidlis szenzitivitdsi tesztet 19 antimikrobidlis dgenssel szemben. A

Pediococcus pentasaccus torzs érzékenységet mutatott a ceftazidim és a szulfometoxazol
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hatéanyagokon kiviil az Osszes tobbire. Ezzel szemben a masik vizsgalt, Enterococcus
faecalis (E. faecalis) torzs szinte minden szerre rezisztens volt. Ez a vizsgalat is alatimasztja
azt, hogy a Pediococcus torzsek biztonsagosabban hasznalhatok probiotikumként, mint az

Enterococcus fajok [73].

A tarsallatokban hasznalt probiotikus készitmények leggyakoribb Osszetevdje az E.
faecium. Azonban szamos tanulmany mutatott mar ki kiilonb6z6 antibakterialis szerekkel
szembeni rezisztenciat egyes torzsekben. A kiilonbozo torzsek eltérd mértéki rezisztenciat
mutatnak az egyes hatéanyagokra. Ezek koziil sokat szerzett rezisztenciagének okoznak. A
BS ¢és mtsai. altal vizsgalt E. faecium BS5 rezisztensnek bizonyult penicillinre, ampicillinre,
eritromicinre, kanamicinre és sztreptomicinre. Viszont érzékeny volt tetraciklinekre,
kloramfenikolra és rifampicinre [45]. Egy 1920 kortil izolalt torzs, amelyet azota human és
allati probiotikumként is alkalmaznak, tovabbra is érzékeny penicillinre, eritromicinre,
tetraciklinre, kléramfenikolra és gentamicinre, de intrinsic rezisztenciaval rendelkezik
oxacillinnel, kanamicinnel és sztreptomicinnel szemben. Azonban a sztreptomicin-penicillin
kombinaciora szenzitiv [74]. Az elmult évtizedekben a vankomicin-rezisztens Enterococcus
(VRE) torzsek is egyre elterjedtebbek, gyakori fertézéseket okoznak a korhazi tartézkodasok
alatt [75]. Egy kutatas soran sajtbol izolalt Enterococcus fajok tetraciklin-rezisztenciajat
elemezték. Genotipusos vizsgalatot is folytattak, és a legtobb esetben tet(M), egy esetben
pedig tet(S) gén jelenlétét mutattak ki [76].

A probiotikus torzsek esetében kivanatos lehet az antibakterialis rezisztencia, hogy azok
tuléljék az antibiotikumos kezelést. Azonban ezeket a géneket a baktériumok vertikalisan
vagy horizontalisan 4t tudjak adni egymasnak. Az emldsok gasztrointesztinalis traktusdban
a géntranszfernek kedvezd feltételek vannak jelen. Viszont ez a folyamat az élesztdgombak
esetében nem fenyeget, mivel koztiikk és a baktériumok kozott nincsen génatvitel, ezek
hasznalata biztonsagosnak mindsiil [77]. Egy friss tanulmanyban tobb, mint 50 torzs
antibakterialis érzékenységét tesztelték, melyek koziil mindegyik tulélte mind az Gtféle
antibiotikum  (sztreptomicin, kléramfenikol, gentamicin, eritromicin, oxitetraciklin)

applikacidjat, még a legnagyobb alkalmazott dozisnal is [51].

2.5. Probiotikumokban eléfordulé gyakoribb antimikrobialis rezisztenciagének
Az AAC(6°)-1i gén egy kromoszoman talalhato aminoglikozid-acetiltranszferaz, amit
Enterococcus fajokban, legel6szor E. faecium-ban irtak le [78], az AAC(6’)-I

(aminoglycoside acetyltransferase class) géncsalad tagja, és aminoglikozid antibiotikumok
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elleni rezisztenciaért felel, mely gén szamos esetben megtalalhato az E. faecium
torzsekben [79]. Az amikacin és a gentamicin Cla-t és C2-t képes inaktivalni. A
géncsaladban egyediiliként mutat hasonlosagot az AAC(6°)-1a génnel [78]. Az aad(6) egy
plazmidon talalhatdé aminoglikozid nukleotidil-transzferaz, az ANT(6) csalad tagja.
Inaktivalja az aminoglikozidokat E. faecalis és Streptococcus oralis torzsekben.

Szinonimaként hasznaljak ra az acc(6) elnevezést [80].

Az APH(3’) géncsalad minden tagja aminoglikozidokkal szembeni rezisztenciaért felel,
amelyek antibiotikum enzimatikus inaktivacioja révén alakitjdk ki a rezisztenciat. Az
APH(3’)-1a transzpozonon talalhato foszfotranszferaz az Escherichia coli és Salmonella
enterica fajokban. Fehérjeszekvencidja megegyezik az APH(3’)-Ic génével, amely viszont
plazmidon vagy transzpozonon talalhato, elsésorban Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii-ban és Corynebacterium fajokban fordul el6 [81, 82]. Az APH(3’)-llla gén egy
plazmidon talalhato foszfotranszferaz, amely Staphylococcus aureus-ban és Enterococcus
fajokban talalhatdo meg [83]. 3D-s strukturaja nagyban hasonlit a protein kinazokéra, ily
modon kapcsolatot teremtve a két enzimcsoport kozott [84]. Az APH(3’)-Ib gént
Escherichia coli-ban mutattak ki, ami szintén egy plazmidon talalhaté aminoglikozid-

foszfotranszferaz, szinonimaja az aphA-like gén [85].

Az APH(6)-1d az APH(6) géncsaladba tartozé gén, aminoglikozidok enzimatikus
inaktivalasaval hozza létre a rezisztenciat veliik szemben. Lehet plazmidon, transzpozonon
vagy kromoszoman elhelyezkedd foszfotranszferaz. Sok baktériumtorzsben kimutattak
jelenlétét, tobbek kozott Klebsiella pneumoniae, Salmonella, Escherichia coli,

Pseudomonas és Pasteurella multocida fajokban [86].

A catA8 gén a CAT (chloramphenicol acetyltransferase) csalad tagja, egy kléramfenikol
acetiltranszferaz enzimet jelent. Enzimatikus inaktivacioval semlegesiti a fenikolokat, azon
beliil is elsésorban a kloramfenikolt [87]. A CRP széles korii szabalyozo szereppel bird gén.
Elnyomja az mdtEF multirezisztenciat kialakito efflux rendszer expresszidjat. Az RND
(resistance-nodulation-cell division) antibiotikum efflux pumpa csaladba tartozik.
Penicillinekkel, makrolidokkal és fluorokinolonokkal szembeni rezisztencidért felel®s,
els6sorban Escherichia coli baktériumban talalhato [88], de jelenlétét kimutattak mar L.

plantarum térzsben is [89].

Az eatAv gént E. faecium baktériumbol mutattak ki eldszor, ami az eatA ABC-F vad

géntipus mutalodott valtozata. Az ABC szupercsalad, azon beliil az ABC-F alcsalad tagja.
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Rezisztencia mechanizmusa a kevésbé ismert célpont védelem, ami pleuromutilinekkel és

link6zamidokkal szemben alakit ki rezisztenciat [90].

crer

bakterialis fehérjeszintézis soran [91]. Az EF-Tu:GTP megvédi a tRNS-t a hidrolizistdl, és
segiti az mRNS-hez vald megfeleld kotddését, mikozben 6 maga hidrolizalodik, és EF-
Tu:GDP lesz belole. Ezt késobb az EF-Ts faktor alakitja vissza aktiv formava. Mutéans

variansai rezisztenciat okozhatnak kirromicinre és fuzidinsavra [91].

Az ermB expresszidjat, hasonldéan az ermC génhez, az eritromicin hatéanyag indukalja.
Az eritromicin hozzdkapcsolédik a megfelelé fehérjéhez, amiben ennek hatasara
konformacié valtozas kdvetkezik be, ami az ermB expressziojahoz vezet. Ez a gén az erm
23S riboszoma RNS metiltranszferaz géncsaladba tartozik. A célpont modositidsa révén
alakit ki rezisztenciat a makrolidok és link6zamidok ellen [92]. Jelenlétét kimutattak
L. plantarum [93] és Lactobacillus rhamnosus [94] térzsekben is, valamint igen gyakori
E. faecium térzsekben [95], de P. acidilactici [96] és Pediococcus pentasaccus [93] fajokban

is el6fordul.

Az altalaban E. faecium torzsekben talalhato, fajspecifikus msrC egy kromoszoman
kodolt, makrolidokkal, azon beliil is foként eritromicinnel szembeni rezisztenciat kialakito
gén. Az msr-tipustt ABC-F alcsaladba tartozik. A célpont védelmével akadalyozza meg az
antibiotikumok hatasat [97]. Hasonl6saga az msr(A) génhez azt a feltételezést eredményezi,
hogy ez a gén is milkodtet egy efflux rendszert [97]. Jelenlétét azonban kimutattdk mar

Lactobacillus fermentum [93, 98] és Pediococcus pentasaccus [93] fajokban is.

Az rsmA egy kis RNS-kot6 fehérje, amely poszttranszkripcios regulator szerepet jatszik
a Pseudomonas aeruginosa virulencia génjeinek kialakitasaban. Emellett a mexEF-oprN
talprodukcidjat okozza, melynek révén kiilonb6z6 antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat
alakit ki [99]. Az RND csaladba tartozik, Escherichia coli-ban talalhaté6 homologja a cSrA
gén. Diaminopirimidinekre, fenikolokra és fluorokinolonokra alakit ki rezisztenciat, efflux

pumpa mechanizmus révén [99].

Az eredetileg Campylobacter coli baktériumbdl szarmazé SAT-4 gén egy plazmid-
medialt sztreptotricin-acetiltranszferdz. A sztreptotricin egy Gram-negativ baktériumokra
hatd, Streptomyces fajok altal termelt antibiotikum, ami a bakteridlis transzlaciot gatolja. A

gént mar Escherichia coli torzsekbdl és mas Campylobacter fajokbol is kimutattak [100]. A
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SAT (streptothricin acetyltransferase) csalad tagja. A nukleozid antimikrobialis szerekkel

szembeni rezisztencia kialakitasaért felel, azok inaktivalasa révén [101].

Tetraciklin hatéanyagokkal szembeni rezisztencia kialakitasért felelds gén a tetC gén,
ami féként Gram-negativ baktériumokban megtalalhat6 efflux pumpa kifejez6déséért felelés
gén, altalaban plazmidon talalhat6. A tetD hasonld ehhez, viszont kizardlag Gram-negativ
baktériumokban fordul el6. Mindkett6 az MFS (major facilitator superfamily) csaladba
tartozik [30, 102]. A tetC gén el6fordul Chlamydia suis torzsekben is. Ez az els6 bejelentett,
szerzett tetraciklin rezisztenciagén a sertések barmely obligat intracelluldris patogén
baktériumfajaban. Ez valosziniileg az Aeromonas salmonicida-bdl szarmazik [30]. A tetM
¢és a tetS gének riboszoma védelmi fehérjékért felelés gének, melyek mobilis genetikai
elemeken taldlhatoak, Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokban egyarant. A
tetraciklin-rezisztens riboszoma védelmi fehérjék géncsaladjanak tagjai. A célpont
védelmével alakitjak ki a rezisztenciat a tetraciklinekkel szemben. A tetS foként E. faecalis,
E. faecium és Staphylococcus aureus térzsekben fordul €16 [103, 104], tetS [89, 93] és tetM

[98] gént kimutattak mar L. plantarum térzsekben is.
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy a Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban kaphato,
tarsallatokban hasznalt probiotikus készitmények ARG hordozasat vizsgéljuk, kiilonos
tekintettel az azonositott gének plazmidon vagy fagon valé hordozasa, valamint mobilis
genetikai elemként (MGE) val6é hordozasara nézve. Az 01j generacids szekvenalassal végzett
vizsgélatokat kiegészitettiik a készitményekbdl sikeresen izolalt baktérium szintenyészetek
minimalis gatldo koncentracié (MIC) érték meghatarozasaval, a koz- és allategészségiigy
szempontjabol fontos antibiotikum hatdéanyagokra nézve; Osszefliggéseket keresve a
fenotipusosan megjelend rezisztencia genetikai hatterével. Eredményeink tiikrében
célkitlizésiink, hogy ravilagitsunk arra, hogy a tarsallatok korében is fontos feladat a
probiotikus készitményekbe szant torzsek fenotipusos és genotipusos tulajdonsigainak

vizsgalata.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A készitmények eredete, a szintenyészetek létrehozasa

A kutatashoz 0Osszesen tizféle, kereskedelmi forgalomban kaphato, kutyaknak és
macskdknak szant probiotikus készitményt hasznaltunk fel. A készitményekben talalhato
egyes torzsek szintenyészetben torténd izolalasat az Allatorvostudoméanyi Egyetem
Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszéke végezte. Az E. faecium torzsek izolalasa minden
esetben (9/9) sikeresen megtortént, a készitmények leirasaban szerepld egyéb torzsek koziil
egy esetben sikeriilt L. plantarum (1/4), két esetben P. pentasaccus (2/2) és egy esetben
P. acidilactici (1/2) torzset izolalni. Ezeken kiviil bizonyos készitmények esetén jeldlve volt,
hogy a Pediococcus torzset (1 db) és Lactococcus torzseket (8 db) inaktivalt formaban

tartalmazzék. A MIC vizsgélatokhoz a szintenyészeteket készen kaptuk meg.

4.2. A hatéanyag torzsoldatok elkészitése

A vizsgalathoz sziikséges hatdanyagokbol a (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
torzsoldatokat készitettiink a CLSI ajanlasa szerint [105]. A penicillint, az amoxicillint, az
amoxicillin-klavulansav 2:1 aranyat (pH 7,2, 0,01 mol/l) foszfat pufferoldatban oldottuk fel.
A gentamicint, az oxitetraciklint, a doxiciklint, a tilozint, a klindamicint és a vankomicint
desztillalt vizben vittiik maradéktalanul oldatba. A potencialt szulfonamid elkészitése soran
szulfametoxazol és trimetoprim 20:1 ardnyat hasznaltuk, elébbit forrd vizben néhany csepp
2,5 mol/l NaOH-val oldottuk fel, mig utobbit 0,05 mol/l HCI-al desztillalt vizben oldottuk
fel. A gatifloxacint par csepp 1 mol/l NaOH-oldattal desztillalt vizben készitettiik el. A
florfenikolt néhany csepp 95%-os etanol és desztillalt viz segitségével oldottuk fel. A
hatéanyagok gyart6 altal meghatarozott tisztasagara, a vizsgalatokat 128-0,125 pg/ml kettes

alapt higitasi tartomanyban végeztiik el.
4.3. A minimalis gatlo koncentriciéo meghatirozasa

Az rezisztencia fenotipusos kifejezddését az egyes baktériumtdrzsek MIC-érték
meghatarozasaval vizsgaltuk, amit a CLSI modszertanaval végeztiik [105], a toréspontokat

(breakpoint) pedig a CLSI és az EUCAST iranyelvei alapjan hataroztuk meg.

A -80 °C-on tarolt baktériumtorzseket a vizsgalatot megel6z6 napon 3 ml Miiller-Hinton
levesbe (MHB) oltottuk, majd 18-24 éran at inkubaltuk 37 °C-on. A vizsgalatokat 96 lyuku
mikrotiter lemez (VWR International, LLC., Magyarorszag) segitségével végeztiik. A
munkalemezek elsé oszlopat kivéve a lyukakat 90 ul MHB-vel (1. 1épés) toltottiik fel (1.
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abra). A torzsoldatot MHB-vel négyszeresére higitottuk, ezzel kialakitva a kezd6 128 pg/ml
koncentraciot, majd ebbdl 180 pl-t mértiink a munkalemez elsé oszlopaba (2. 1épés) €s 2-es
alapu higitasi sort készitettiink beléle (3. 1épés), a munkalemez 10. oszlopa utan a felesleget
pipettaheggyel egyiitt eldobtuk, igy minden oszlopban 90 ul térfogatot kialakitva. Minden

baktériumtorzs vizsgalatahoz egy sort hasznaltunk fel a munkalemezen (2. abra).

1. lépés: feltdltés

@ 90 ul

2X 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 S) 6 7 8 9 10 11 | 12
A 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
B 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
C 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
D 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
E 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
F 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
G 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
H 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

1. abra A lemezek felt6ltése 90 ul MHB-vel

2.1épés: bemérés 3. 1épés: higitasi sor készitése 90 pl feleslegben kidob

@ 3 @@@@@@@ﬁ

8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Al 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Bl 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Cj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
D 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
E] 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
FJ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
GJp 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Hj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

2. abra Kettes alapt higitasi sor készitése, az els6é oszlop feltdltése 180 ul kiindulasi
koncentracioval, majd 90 pl tovabb mérése €s szuszpendalasa a 10. oszlopig

Egy segédlemezen 0,5 McFarland értekre beallitva elOkészitettiik a baktériumok
raoltasahoz sziikséges baktériumszuszpenziot. Ehhez egy segédlemezt 240 pl MHB-vel

toltottiink fel (3. abra), majd minden lyukba 10 pl alaposan vortexelt baktériumszuszpenziot
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mértiink (4. 1€pés). Ezt kovetden a baktériumtorzseket az elkészitett munkalemezekre
oltottuk ugy, hogy a kettes alapu higitasi sort tartalmazé lemezek 11. oszlopatol kezdve
haladtunk visszafelé, 10 ul baktériumszuszpenziot pipettazva a segédlemezr6l (5. 1épés). A
11. oszlop pozitiv kontrollként szolgalt (baktériumszuszpenzid ¢és leves), a 12. oszlop

negativ kontrollként (leves) funkcionalt (4. abra).

4. 1épés: a baktériumszuszpenzio 0,5 McFarland értékkel 10 pl

YAV RNGA RN A VRGO N SN A VRN AN

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
Al 240 240 240 240 240 240
Bl 240 240 240 240 240 240
C| 240 240 240 240 240 240
D] 240 240 240 240 240 240
E | 240 240 240 240 240 240
F 1 240 240 240 240 240 240
G| 240 240 240 240 240 240
HJ 240 240 240 240 240 240

3. abra A baktériumszuszpenzi6 25x higitdsanak elkészitése segédlemezen

5. lépés: a baktériumszuszpenzid bemérése
10 pl

@@@@@@@@@@@

16x 32X 64x  128x 256X 512x 1024x
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 | 12

90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

4, abra A baktériumszuszpenzié ramérése a munkalemezre a pozitiv kontrolltol kezdve

[+ [+ [+ ]+ ]+
]

T oOmmooO|m >

A munkalemezeket ezt kovetéen 18-24 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd
vizualisan elbiraltuk a MIC értékeket a pozitiv (11. oszlop) kontrollhoz viszonyitva. Az

értékelés sordn a — (nincs zavarosodas) és + (nehezen megitélhetd) jeldléssel ellatott lyukakat
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negativ eredménynek tekintettiik, mig pozitiv eredménynek a + (enyhe zavarosodas), ++

(mérsékelt zavarosodas), +++ (jelentds zavarosodas) jeloléssel ellatott lyukak mindsiiltek.

4.4. Azj generacios szekvenalas és bioinformatikai elemzés

A készitményekbdl szarmazd DNS-t a QlIAmp DNS-kit (Qiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével izolaltuk a gyartd protokollja szerint. A DNS-bdl létrehozott parositott
leolvasasi szekvenciak (paired-end readek) meghatarozasa Illumnia NextSeq szekvenatorral

tortént [106].

A bioinformatikai adatfeldolgozas soran a nyers szekvencidk mindségellendrzését a
FastQC v0.11.9 [107] szoftver segitségével végeztiik el, majd TrimGalore v0.6.6 [108]
segitségével a nem kielégitd mindségli szakaszok sziirését hajtottuk végre. A leolvasasi
szekvencidkat (Gn. read-eket) hosszabb szekvenciakka (kontigokkd) illesztettiik Ossze a
MEGAHIT v1.2.9 [109] szoftver segitségével. Az igy kapott kontigokbol meghataroztuk az
Osszes lehetséges leolvasasi keretet (ORF, Open Reading Frame) a Prodigal v2.6.3
segitségével [110], majd ezek bazissorrendje szerint szarmaztattuk a fehérjeszekvenciakat
¢és végiil a Resistance Gene Identifier (RGI) v5.1.0 szoftverrel 6sszehasonlitottuk a CARD
adatbazisaban [111] talalhato ARG szekvenciakkal. Az eredmények koziil azokat hagytuk
meg, melyek legalabb strict mindsitéstiek voltak, azaz a CARD adatbazis meghatarozott

kiiszobértékét elérték.

Vizsgéaltuk az azonositott rezisztencia gének potenciadlis mobilitdsat, ehhez a
MobileElementFinder v1.0.3 programot [112] vettiik igénybe, amely a kontigokon
prediktalja az eléforduld6 MGE géneket. Csupan azokat az ARG-ket tekintettiik ebbdl a
szempontbol potencialisan mobilisnak, amelyek az MGE-khez az adatbazisban az adott fajra
jellemzd leghosszabb kompozit transzpozon tavolsdgan beliil voltak megtalalhatok a
kontigon. Mindezen tul vizsgaltuk a plazmidon vald kodolast a PlasFlow v1.1 szoftver
segitségével, a fag genomok jelenlétét a kontigokon pedig a VirSorter v2.2.2 [114] szoftver

segitségével hataroztuk meg.

A statisztikai elemzés soran az igy kapott eredményeket, az egyes rezisztencia gének
jelentdségét a CARD adatbazisaban leirt informdaciokkal hasonlitottuk Ossze. Az adatok
kozil csak a 95% feletti lefedettséggel és szekvencia azonossaggal rendelkezé adatokat
vettilk figyelembe. Az adatbazisbol kiolvashaté az egyes rezisztencia gének okozta
rezisztencia mechanizmus, annak rovid leirasa, és hogy mely antibiotikum csoportok esetén

vezet a gén megléte rezisztenciahoz.
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5. EREDMENYEK

Az 1. tablazat osszefoglalja a készitményekbdl izolalt E. faecium torzsek MIC-érték
meghatarozassal kapott, az egyes hatdanyagokra kifejez6dd fenotipusos érzékenységi,
illetve rezisztencia eredményeket; a 2. tablazat pedig Lactobacillus és Pediococcus fajok
esetén foglalja ugyanezt 6ssze. A 3. tablazatban az egyes készitményekben talalhato, a
gyarto altal definialt probiotikus fajokkal, nemzetkozileg elismert torzsszamukkal, a
készitményben talalhato telepformald egység (CFU) és a céléllatfaj, valamint az 1j
generacids szekvenalas soran kapott eredmények mindségét tilkkrozve a feltiintetett read-

szammal kiegészitve talalhatok informaciok.

E. faecium esetén a Gastroferm pet készitmény (DSM7134) kivételével az Gsszes tobbi
torzs ugyanazzal a torzsszammal rendelkezett (NCIMB10415). A torzsek nemzetkozi
azonositoval a készitményekben taldlhaté probiotikus torzsek. A legtdbb esetben van
megfeleltethetéség a harom szervezet kozott, azonban nem minden esetben. A CECT
(Spanish Type Culture Collection) egy spanyol torzsgylijtemény, mely ISO 9001
szabvannyal rendelkezik [115]. Az NCIMB (National Collection of Industrial, Food and
Marine Bacteria) az Egyesiilt Kiralysagban talalhaté torzsgyijtemény, mely
magantulajdonban van [116]. A DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH) pedig egy német torzsgyiijtemény [117]. Az Gsszes torzs esetén nagyon
hasonlé MIC-értékeket figyeltiink meg, az Osszes vizsgalt torzs érzékenynek bizonyult
penicillinre, amoxicillinre, amoxicillin-klavulansavra, oxitetraciklinre, doxiciklinre,
klindamicinre, tilozinra és vankomicinre. Gentamicin (100%; >32 pug/ml MIC) és potencialt
szulfonamid (szulfametoxazol és trimetoprim) esetén (100%; 16 ug/ml MIC) az &sszes torzs
rezisztensnek bizonyult. A negyedik generacios fluorokinolonok kozé tartozo gatifloxacin

esetén hat torzs volt érzékeny, harom pedig rezisztens (66,7%; >2 pg/ml MIC).

A Lactobacillus torzsek koziil egy L. plantarum torzset sikeriilt szintenyészetben
izolalni, mely penicillinre, amoxicillin-klavulansavra, gentamicinre, oxitetraciklinre,
doxiciklinre, klindamicinre, tilozinra €és vankomicinre volt érzékeny. Rezisztens volt
amoxicillinre (>1 pg/ml MIC), potencialt szulfonamidra (>16 pg/ml MIC) és gatifloxacinra
(>2 ug/ml MIC). A Pediococcus fajok koziil két P. pentasaccus és egy P. acidilactici torzset
sikertilt izolalni, melyek kizardlag a klindamicin hatéanyagra voltak érzékenyek (<8 pg/ml

MIC), az Gsszes tobbi altalunk vizsgalt hatdanyagra rezisztenciat mutattak.
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3. tablazat Az egyes készitményekben megtalalhatd torzsek, torzsszamuk, CFU szamuk,
valamint a szekvenalas soran kapott readszamuk

Készitmény Torzs Torzsszam CFU Readszam
Lactobacillus fermentum  [NCIMB41636
Canius Lactobacillus plantarum  [NCIMB41638 | 3*10' CFU/kg | 9059026
Lactobacillus rhamnosus  [NCIMB41640
Pro-Pet paszta Enterococcus faecium NCIMB10415 | 1,125*10% CFU/g| 10989104
Synbiotic D-C Enterococcus faecium NCIMB10415 | 1*10* CFU/kg | 8586294
Lactobacillus plantarum  [DSM12837
Agroferm cat Pediococcus acidilactici  |DSM16243 1*10° CFU/g 7599134
Enterococcus faecium NCIMB10415
Lactobacillus plantarum  [DSM12837
Agroferm pet Pediococcus acidilactici DSM16243 1*10° CFU/g 3409408
Enterococcus faecium NCIMB10415
Pediococcus pentasaccus  |DSM1283U
Lactobacillus brevis DSM12835
Lactobacillus buchnerii DSM12856 1*10° CFU/g
Florentero act paszta |Lactobacillus plantarum  |[DSM12836 8599150
Lactobacillus rhamnosus  [NCIMB30121
Enterococcus faecium NCIMB10415 | 2,8*10' CFU
Lactobacillus acidophilus |[CECTU529 8,6*10% CFU
Pediococcus pentasaccus  |DSM1283U
Lactobacillus brevis DSM12835
Lactobacillus buchnerii DSM12856 1*10° CFU/g
Florentero act tablettaLactobacillus plantarum | DSM12836 7383340
Lactobacillus rhamnosus  [NCIMB30121
Enterococcus faecium NCIMB10415 | 1,7*%10' CFU
Lactobacillus acidophilus |[CECTU529 5,2*10% CFU
Promax Enterococcus faecium NCIMB10415 | 2*10'! CFU 7426306
Probicol-H paszta  |Enterococcus faecium NCIMB10415 | 2*10'! CFU 12190218
Lactobacillus plantarum DSM12837
Gastroferm pet Pediococcus acidilactici DSM16243 1*10° CFU/g 6706486
Enterococcus faecium DSM7134

CFU — telepformalo egység

A 4. tablazat az Uj generacios szekvenalas soran kapott eredményeket foglalja 6ssze, a

készitményekben izolalt rezisztencia gének, azok taxon eredete, az egyes gének ARG

csaladjat jelolve, és hogy milyen rezisztencia mechanizmust kdédolnak az adott gének,

valamint, hogy milyen antibiotikum csoportokkal szemben alakitanak ki rezisztenciat.
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Osszesen 19 ARG-t azonositottunk, melyek koziil 11 db plazmidon volt talalhat6, fagon
nem azonositottunk gént. Kiilondsen aggasztd, hogy két készitmény esetén egy-egy
plazmidon talalhato gén egyben MGE volt. Az egyik az APH(3’)-la gén volt, amely a
Probicol-H pasztiban volt megtalalhatd. Ennek a rezisztencia génnek az aktivalodasa
enzimatikus ton (foszfotranszferaz) képes inaktivalni az aminoglikozid antibiotikumokat.
A masik gén a tetS gén volt, mely a Pro-pet pasztaban volt megtalalhato. Ez a gén célpont
védelem atjan (mozaikos riboszéma) képes a tetraciklin hatdéanyagokkal szemben kialakitani

hatékonysag csokkenést, a hatbanyag bekdtddésének megakadalyozasa révén.

A MIC-érték meghatarozasok soran kapott rezisztensnek szadmitdé magas értékek és az
egyes készitmények E. faecium torzseiben azonositott ARG-k kozott tobb esetben
Osszefiiggés mutathato ki. Az AAC(6')-1i gén enzimatikus aton (acetiltranszferaz) képes az
aminoglikozid esetén rezisztenciat kialakitani, ez a gén az Gsszes vizsgalt készitményben
megtalalhatd volt és a fenotipusosan, az Osszes torzs esetén megfigyelhetd rezisztencia
(>32 pg/ml) hatterében all6 egyik gén lehetett. Ki kell emelni, hogy altalaban
kromoszomalisan talalhato, azonban egy esetben (Florentero act paszta) ez a gén atugrott
plazmidra. Az eatAv gén célpont védelem (ABC-F tipusu) révén alakit ki rezisztenciat
link6zamidokkal és pleuromutilinekkel szemben, ez a gén az Gsszes készitmény E. faecium
torzseiben megtalalhaté volt. Az efmA egy MFS-tipusu efflux pumpa makrolid és
fluorokinolon hatéanyagok esetén, ami egy esetben (Gastroferm pet) allhat a rezisztencia
mogott gatifloxacinnal szemben (2 pg/ml MIC). Az rsmA gén egy RND-tipusu multidrug
efflux pumpa, ami fenikolokkal, fluorokinolonokkal és diaminopirimidinekkel szemben
alakithat ki rezisztenciat. Ez a gén szintén az 4sszes E. faecium térzsben megtalalhato volt,
¢s magyarazhatja az Gsszes esetben tapasztalt potencialt szulfonamid rezisztenciat (>128
ug/ml MIC), a Promax, Probicol-H paszta és Gastroferm pet esetén megfigyelt rezisztenciat
gatifloxacinnal szemben (2 pg/ml MIC), valamint a florfenikol rezisztencia kialakitasahoz

szintén hozzajarulhatott (8 pg/ml MIC).

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy tobb azonositott ARG és annak fenotipusos
kifejezddése kozott, a MIC-értékek tiikrében Osszefiiggés figyelhetd meg. Eredményeink
alapjdn az Osszes fenotipusos rezisztencia mogott sikeresen azonositottunk ARG-t.
Kiilondsen aggaszto a plazmidon talalhato gének igen magas aranya (57,9%) és az, hogy két
esetben ezek MGE-k voltak. Az altalunk leirt eredmények alapjan tehat sziikséges lenne az
¢lelmiszertermeld allatokéhoz hasonldan, a tarsallatok probiotikus készitményeinek

forgalomba-hozatala el6tt is az ilyen jellegili vizsgalatok elvégzése.
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Az egyes készitmények attekintése alapjan elmondhatjuk, hogy Osszesen tiz
kereskedelmi forgalomban kaphato tarsallatok szamara elérhetd készitmény 1j generacios
szekvenalasat végeztik el. Egy készitmény esetén, a Canius készitményben, ami
L. plantarum (NCIMB41638), Lactobacillus fermentum (NCIMB41636) és Lactobacillus
rhamnosus (NCIMB41640) torzseket tartalmaz, nem talaltunk ARG-t. gy az ez esetben

tapasztalt fenotipusos rezisztenciat nem tudjuk genotipusosan génekkel alatamasztani.

A Pro-Pet paszta E. faecium (NCIMB10415) torzset tartalmazott, ebben 15 ARG-t
azonositottunk, melyek koziil 7 volt plazmidon talalhatd és egy (tetS) gén volt MGE.
Osszesen 4 db gén volt ténylegesen Enterococcus fajbol eredeztethetd, a tSbbi gén
Lactococcus, Klebsiella, Pseudomonas, Hafnia, Acinetobacter és Streptococcus fajokbol
keriiltek at a térzsbe. A Synbiotic D-C és Promax készitményekben szintén E. faecium volt
(NCIMB10415), melyb6l 3 ARG-t azonositottunk, melyek mind kromoszoémalis gének és
Enterococcus spp. eredetiick voltak. Az Agroferm cat, Gastroferm pet és Agroferm pet
készitmények L. plantarum (DSM12837), P. acidilactici (DSM16243) és E. faecium
(NCIMB10415) fajokat tartalmaznak, mindharom készitmény esetén ugyanannak a 4 ARG-
nek a jelenlétét azonositottuk, ezek a gének kromoszomalisan voltak megtalalhatéak és mind

Enterococcus spp. eredetii volt.

A Florentero paszta P. pentasaccus (DSM1283U), Lactobacillus brevis (DSM12835),
Lactobacillus bucherii (DSM12856), L. plantarum (DSM12836), Lactobacillus rhamnosus
(NCIMB30121), Lactobacillus acidophilus (CECTU529) és E. faecium (NCIMB10415)
torzseket tartalmazott, melyek koziil a Pediococcus és Lactobacillus fajok inaktivalt
formaban voltak a készitményben. Négyféle rezisztencia génjilk megegyezik az Agroferm
pet készitményben talaltakkal, azonban ebbdl a paszta esetében az A4C(6°)-1i gén plazmidon
volt talalhato, a tobbi gén kromoszomalis. Az Gsszes gén Enterococcus spp. eredeztethetd
volt. A Florentero tabletta dsszetétele megegyezik a Florentero pasztaéval, azonban itt csak
két kromoszomalisan talalhatd ARG-t tudtunk azonositani, melyek Enterococcus spp.

eredetiiek voltak.

A Probicol-H paszta, amiben E. faecium (NCIMB10415) torzs van, tartalmazta a
legtobb azonositott ARG-t, 6sszesen 14 db-ot. Ezek koziil 8 db plazmidon volt megtalalhato
és ezek koziil az APH(3’)-la gén egyben MGE volt. A gének koziil 5 db volt eredendéen
Enterococcus spp. eredetli, a tobbit a torzs mas fajokbol horizontalis géntranszferrel
szerezhette  Staphylococcus, Klebsiella, Lactobacillales, Enterobacteriaceae,

Enterobacterales, Streptococcus fajoktol.
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6. KOVETKEZTETESEK

Osszesen tizféle, tarsallatok (kutya, macska) szamara kereskedelmi forgalomban
kaphato probiotikus készitménybdl izolalt probiotikus torzs in vitro antibiotikum
érzékenységét vizsgaltuk, valamint a készitmények 0j generacios szekvenalassal torténd
feltarasa soran 19-féle ARG-t azonositottunk. Az egyik legnépszeriibb probiotikumként
hasznalt torzs az E. faecium, mind az allatgyogyaszatban és a kozegészségiigyben széles
korben hasznaljak [118].

Az altalunk vizsgalt E. faecium torzsek mindegyike mutatott gentamicin rezisztenciat,
>32 ng/ml MIC értékekkel. Ezzel szemben Takeuchi és mtsai. kutatasa soran, az altaluk
izolalt E. faecium torzsek 22 %-aban ez az érték >500 pg/ml volt [119]. Shokoohizadek és
mtsai. betegekbdl izolalt torzsei ennél is joval magasabb értékeket mutattak (1024 pg/ml
MIC) [120], ugyanilyen eredményt kapott Talebi és mtsai. az altaluk tanulmanyozott E.
faecium torzsek 95 %-aban, melyeket htsbol, csirkébdl és sajtbdl izolaltak [121]. Xu és
Mtsai. egy szennyvizbdl szdrmazd torzs antimikrobidlis érzékenységi vizsgéalata soran
potencialt szulfonamidnal (szulfometoxazol-trimetoprim) extrém magas (9000 pg/ml MIC)
értéket talaltak [122]. Kutatasunk soran ennél sokkal kisebb értékeket (16 pg/ml MIC)
mutattunk ki. Maasjost és mtsai. baromfibol szarmaz6 izolatumainal mind gentamicinre,
mind pedig potencialt szulfonamidra hasonld eredményeket kaptak (32 pg/ml MIC, 16
ng/ml MIC) [123]. Harom torzsben gatifloxacinnal szembeni rezisztenciat is megfigyeltiink,
viszonylag alacsony értékkel (>2 pg/ml MIC). Ezt az eredményt tobb eddigi tanulmany is
alatamasztja. Klinikai izolatumokkal dolgozott Wenzler és mtsai., ahol az értékek szélesebb
skalan mozogtak (0,5-64 ug/ml MIC), azonban a median érték (2 ng/ml MIC) megegyezett
az altalunk leirtakkal [124]. Szintén klinikai forrasbol szarmazo torzsekkel dolgoztak Fung-
Tomc és mtsai. és Wickman és mtsai., azonban az 6 értékeik az alsobb tartomanyban voltak

(4 pg/ml MIC, 2-4 pg/ml MIC) [125, 126].

Kilenc készitményben volt E. faecium, amelyekben mind a 19-féle ARG megtalalhato
volt. Xia és mtsai. E. faecium torzsben 18 ARG-t azonositottak, amelyek koziil egyik sem
volt MGE [127], ezzel ellentétben mi két gén esetén (aph(3')-la, tetS) irtuk le a mobilitas
valosziniiségét. Az altaluk leirt gének koziil mi is azonositottuk az aac(6’)-li gént
(aminoglikozidok, enzimatikus inaktivacio) €s az msrC gént (makrolidok, efflux pumpa),
amelyek kozil utobbi gén esetén tapasztaltuk a legtobb esetben annak kifejezddését
fenotipusosan a MIC-értékek tiikrében, egy készitményben pedig plazmidon volt

megtalalhaté ez a gén. Uershev és mtsai. szintén leirtdk az aac(6’)-li gén jelenlétét [79].

28



Zaghloul és mtsai. 11 ARG-t azonositottak és tobb esetben a fenotipusos kifejezddést is
alatamasztottak, hozzank hasonlé modon leirtak az aac(6’)- li gén, az msrC gén és a ef-Tu
gén (fuzidinsav; célpontvédelem) jelenlétét [128]. Farkas és mtsai. antropogén eredetii
kornyezeti mintakbol azonositott E. faecium torzseket tanulmanyoztak, annak
antimikrobidlis rezisztencia terjesztésében betoltott szerepét nézve, megallapitottak, hogy a
torzsek 20%-a legalabb egy ARG-t hordozott, a gének legtobb esetben a rezisztencia
fenotipusos kifejezédésével 6sszekapesolhatoak voltak, a leggyakrabban el6forduld gének a
tetM (tetraciklinek; célpontvédelem) gén és az ermB (makrolidok, link6zamidok; célpont
modositas) gén volt [129], mely géneket mi is kimutattuk. Ugyanezt a gént Pan és mtsai. is
azonositottak, ami plazmidon volt megtalalhato [66], amelyet szintén plazmidon
detektaltunk mi is. Eredményeinkhez hasonléan Thumu és mtsai. tetM gént és ermB gént
(makrolidok, link6zamidok; célpont modositas) azonositottak, mely gének Streptococcus
torzsekbdl voltak eredeztethetok a metagenomikai vizsgalatok alapjan és fenotipusosan is
kimutattak a gének okozta rezisztenciat [130], ellenben mi fenotipusos kifejez6dést nem
tapasztaltuk, viszont plazmidon volt megtalalhato a gén. Ture és mtsai. 13 ARG-t
azonositottak, a vizsgalt torzsek tobbségében kimutattdk a tetD gén (tetraciklinek; efflux
pumpa) jelenlétét [131], amit mi is azonositottunk egy készitményben. Hummel és mtsai.
probiotikus torzsekbdl cat-géneket azonositottak [95], vizsgalataink soran catA8 (fenikolok;
enzimatikus inaktivacio) gént azonositottunk, ami viszont Lactobacillus spp. eredetiinek
bizonyult. Urhev ¢és mtsai. pedig msrC gént (makrolidok; célpont védelem)
azonositottak [79], vizsgalatunk soran minden Enterococcus spp. esetén kimutattuk ennek a

génnek a jelenlétét.

Nawaz és mtsai. L. plantarum vizsgalata soran azonositottak ermB gént és tetM gént,
melyek génatvitelét Enterococcus izolatumba kisérletes koriilmények kozott sikeresen
kivitelezték [59], a mi vizsgalataink soran a L. plantarum torzset is tartalmazo készitmények
esetén azonositott ermB gén minden esetben Enterococcus spp. eredetiinek bizonyult. Pan
€s mtsai. szintén kimutattak a tetM gén jelenlétét, ami plazmidon volt megtalalhato [66],
vizsgalataink soran Enterococcus eredetiinek azonositottuk a gént, viszont mi is plazmidon
talaltuk azt meg. Thumu és mtsai. pedig az ermB gén jelenlétét mutattak ki [130]. Aristimufio
és mtsai. cat gént azonositottak [89], az altalunk azonositott catA8 gén metagenomikai
vizsgalata alatamasztotta annak Lactobacillus eredetét és plazmidon volt megtalalhato.
Aristimufio és mtsai, valamint Thumu és mtsai. is leirtadk a tetS gén (tetraciklinek, célpont

védelem) jelenlétét [89, 93], mely gént mi is kimutattuk, viszont Streptoccous eredetiinek
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bizonyult, plazmidon volt megtalalhatd, és a ProPet paszta esetén mobilis gén volt. Chang
¢és mtsai a tetM gént azonositottak [98], ami viszont a mi esetiinkben Enterococcus eredetii

volt és plazmidon volt megtalalhato.

Thumu és mtsai. els6ként azonositottak az msrC gént P. pentasaccus fajban, de
kimutattak az ermB gén és msrC gén jelenlétét is [130], bar vizsgalataink soran mindkét gént
tobb készitményben kimutattuk, de a metagenomikai vizsgalatok alapjan ezek a gének
Enterococcus spp. eredetliek voltak, viszont fenotipusosan az altala meghatarozott
rezisztencia kifejezddését tapasztaltuk. Shani és mtsai. nem tudtak kimutatni probiotikus
torzsekbél ARG-t [132], vizsgalataink soran mi sem azonositottunk a készitményekben
talalhato torzsekbdl szarmazé ARG-t. Thumu és mtsai. egy masik vizsgalatukban ermB és
msrC gének jelenlétét mutattdk ki, ermB gén esetén pedig kisérletes koriilmények kozott
bizonyitottak annak géntranszferjét Enterococcus faecalis torzsbe [133], a mi vizsgalataink

soran ezek a gének mind Enterococcus spp. eredetlinek bizonyultak.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a probiotikus tdrzsek koziil a legtdbb rezisztencia
gént az E. faecium baktérium hordozza, a szakirodalmi adatok és a mi eredményeink alapjan
is. A Lactobacillus és a Pediococcus fajoknal a szakirodalomban leirt ARG-k koziil mi a
legtobb esetben Enterococcus torzsekben azonositottuk ezeket a rezisztencia géneket.
Kimutattunk olyan rezisztenciaért felel6s L. plantarum eredetli gént (efmA), amit korabban
mas nem irt le. A legtébb azonositott ARG (57,9%) plazmidon volt megtalalhato; két
készitmény esetében, a Pro-Pet paszta (tetS gén) és a Probicol-H paszta (4PH(3")-la gén)
esetén azonositottunk plazmidon talalhato MGE gént. EIObbi esetében tetraciklin
hatéanyagokkal szembeni célpont védelemért; utdbbi esetében aminoglikozidokkal
szembeni enzimatikus inaktivacioért felelnek ezek a gének, megteremtve a horizontalis
géntranszfer lehetdségét. Meglehetésen szegényes az 0Osszehasonlitasra alkalmas,
probiotikus torzsek ARG készletét feltar6 szakirodalmi munka a tarsallatoknak szant
probiotikus készitményekben talalhato torzsek esetében. Eredményeink alatamasztjak a
1étjogosultsagat az ilyen jellegli vizsgalatok végzésének és megfontolandd a forgalmazas
feltételeként jogszabalyilag ilyen jellegi vizsgéalatok eléirdsa, mint ami gazdasagi

haszonallatoknak szant készitmények esetén mar megvalosult.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjaink egyik legfobb egészségiigyi problémaja az antimikrobidlis rezisztencia
sz¢leskori terjedése. A rezisztenciagének terjedése elsésorban az antimikrobialis szerek nem
eldirasszerti tulhasznalatdhoz kotddik. Az antibiotikum terapia kiegészitésére, kivaltasara
hasznalt probiotikus készitmények is hordozhatnak a rezisztencia kialakulasaért felelés
géneket. A tarsallatoknal hasznalt készitmények esetében nincs jogszabalyi eldiras ennek
vizsgalatara, ennélfogva az errdl sz6l6 szakirodalom is szegényes.

Kutatasunk célja a hazankban, tarsallatok részére felhasznalhatdo probiotikus
készitmények antimikrobialis rezisztencia génkészletének (ARG) vizsgalata, minimalis
gatld koncentracié (MIC) értékek meghatarozasanak segitségével pedig annak vizsgalata,
hogy ezek a gének fenotipusosan kifejez6dnek-e. A készitményekbdl a legtobb esetben
Enterococcus faecium torzset izolaltunk, ezen kiviil sikeresen azonositottunk Lactobacillus
plantarum, Pediococcus pentasaccus és Pediococcus acidilactici torzseket. Osszesen 19
ARG-t sikeriilt azonositanunk, koziiliikk 11 gén plazmidon volt megtalalhato (57,9 %), ami
megnoveli a gének mobilitasanak az esélyét. Az APH(3’)-la gén (aminoglikozidok;
enzimatikus inaktivacio) és a tetS gén (tetraciklinek; célpontvédelem) esetében azokat
mobilis genetikai elemként (MGE) azonositottuk, tehat transzferabilis gének voltak. A
rezisztencia gének jelenléte aminoglikozidok, fenikolok, fluorokinolonok és
diaminopirimidinek esetén tadmasztottdk ala a rezisztencia fenotipusos kifejezOdését. A
legtobb ARG-t (15) a Pro-pet pasztaban mutattuk ki, a Canius készitményben azonban nem
talaltunk rezisztenciaért felelds géneket. Eredményeink alapjan a probiotikus torzsek koziil
a legtobb rezisztenciagént az Enterococcus faecium hordozta, amit a szakirodalmi adatok is
alatamasztanak. Esoként irtunk le egy Lactobacillus plantarum eredetii ARG-t (efmA),
amely a makrolidok és fluorokinolonokkal szembeni rezisztencidért felelds.

Osszességében elmondhatjuk, hogy eredményeink tobb esetben egybevagtak a masok
altal szakirodalomban leirt eredményekkel, de néhany esetben eltéré vagy Uj eredményeket
is kimutattunk. A gének nagyaranyi plazmidon torténd elhelyezkedése és a mobilitas
kimutatdsa alatdmasztjak a 1étjogosultsagat annak, hogy nemcsak az élelmiszertermeld
allatok szdmara szant probiotikumos készitmények esetén lenne sziikség azok sziirésére a
kozegészségiigyi szempontbol fontos hatéanyagokra, hanem a tarsallatok szamara szant
probiotikus készitményeknél is jogilag sziikséges lenne szabdlyozni ilyen vizsgalatok
elvégzését. A jovOben érdemes ujszerli megkozelitéssel vizsgalni a probiotikumok

biztonsagossagat.
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8. SUMMARY

One of today's major health problems is the wide spread of antimicrobial resistance. The
spread of resistance genes is mainly linked to the unregulated overuse of antimicrobials.
Probiotics used to supplement or replace antibiotic therapy may also carry the genes
responsible for the development of resistance. There is no legal requirement to test for this

in companion animal products and therefore the literature on this is scarce.

The aim of our research is to investigate the antimicrobial resistance gene set (ARG) of
probiotic products for companion animals in Hungary and to determine whether these genes
are phenotypically expressed by determining the minimum inhibitory concentration (MIC)
values. In most cases, Enterococcus faecium strains were isolated from the preparations, and
Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentasaccus and Pediococcus acidilactici strains
were also successfully identified. In total, 19 ARGs were identified, 11 of which were found
on plasmids (57.9%), increasing the chances of gene mobility. For the APH(3')-la gene
(aminoglycosides; enzymatic inactivation) and the tetS gene (tetracyclines; target
protection), they were identified as mobile genetic elements (MGESs) and were therefore
transferable genes. The presence of resistance genes for aminoglycosides, phenicols,
fluoroquinolones and diaminopyrimidines supported the phenotypic expression of
resistance. Most ARGs (15) were detected in Pro-pet paste, but no genes responsible for
resistance were found in the Canius formulation. Based on our results, Enterococcus faecium
carried the highest number of resistance genes among the probiotic strains, which is
supported by the literature. We described an ARG of Lactobacillus plantarum origin (efmA)

as an event responsible for resistance to macrolides and fluoroquinolones.

In conclusion, our results are in several cases in agreement with those reported by others
in the literature, but in some cases, we have also shown different or new results. The high
prevalence of genes on plasmids and the demonstration of mobility support the need to
screen probiotic products not only for food-producing animals for active substances of public
health concern, but also to regulate the performance of such tests for probiotic products
intended for companion animals. In the future, a novel approach to the safety of probiotics

should be considered.
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tették a dolgozatom létrejottét. Kivaltképpen témavezetdmnek, dr. Kerek Adamnak, aki a
dolgozatom elkésziilte kozben mindvégig figyelmesen és tiireclmesen tamogatott.
Koszonettel tartozom tovabba dr. Jerzsele Akos rektorhelyettes urnak, a Gyogyszertani és
Méregtani Tanszék vezetdjének, a TDK dolgozatom témajanak befogadasaért. Koszondom
Banyai Krisztian, dr. Bali Krisztina és dr. Kaszab Eszter munkajat, akik a genom
szekvenalasban voltak segitségemre. Dr. Solymosi Norbertnek és dr. Papp Martonnak
koszondm a bioinformatikai elemzésben nyujtott segitségiiket. Dr. Makrai Léaszlonak
koszonettel tartozom a probiotikumos készitményekbdl torténd torzsek izolalasaban nyujtott

nélkiilozhetetlen segitségéért és szakértelméért.

Az RRF-2.3.1-21-2022-00001 szamu projekt a Helyreéllitasi és Ellendlloképességi
Eszk6z és Nemzeti Helyreallitasi Alapbdl nyujtott tdimogatasaval, az RRF-2.3.1-21 palyazati

program finanszirozasaban valdsult meg.
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Témavezet6i nyilatkozat

Alulirott Dr. Kerek Adam, mint (émavezetd nyilatkozom, hogy Szabé Emese,
negyedik ¢vfolyamos hallgaté | Tdrsdllatokban haszndlt probiotikum készitmények
antimikrobidlis rezisztencia génkészletének (ARG) felmérése” cimii dolgozatat atolvastam
és jovdhagytam, részvételét tamogatom az Allatorvostudomanyi Egyetem 2023. évi
Tudomanyos Didkkori Konferencidjan. Tovabba nyilatkozom, hogy a feltsltétt TDK
dolgozat plagiumellendrzésen sikeresen atesett és az esetlegesen feltart egyezoség az

Egyetemi iranymutatdsoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2023. oktéber ho/® nap.

Dr. Kerek Adim
témavezeto



NYILATKOZAT

au hmclobialus reyitenca genlcidedone b (ARG) tartalmi és formai

...............................................................................................................................

szempontbdl teljes mértékben megegyezik azonos ciml, a 424.2.... évi TDK konferencian

szerepelt dolgozatommal.

...............................

...............................................

a hallgaté neve és alairasa



