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1. Roviditések jegyzeke

AIDA: Adhesin involved in diffuse
adherence

AMR: Antimikrobialis rezisztencia
(Antimicrobial Resistance)

AST: Antibiotikum-érzékenységi vizsgalat
(Antimicrobial Susceptibility Testing)
BSAC: Brit Antimikrobialis Kemoterapias
Tarsasag (British Society for Antimicrobial
Chemotherapy)

CA-SFM: A Francia Mikrobiologiai
Térsasag Antibiogram Bizottsdga (Commité
de I’ Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie)

CAZ: Ceftazidim

CDT: Cytolethal Distending Toxin

CLSI: Clinical and Laboratory Standards
Institute

CNF: Cytotoxic Necrotizing Factor

COL: Kolisztin

DDT: Korongdiffuzids teszt (Disc Diffusion
Test)

DOX: Doxiciklin

EAE: Enterocyte attachment and effacement
EASTI1: Enteroaggregative heat-stable toxin
ECOFF: Epidemiological Cut-Off Value
EFSA: European Food Safety Authority
ENR: Enrofloxacin

EPEC: Enteropatogén Escherichia coli
(Enteropathogenic Escherichia coli)

ETEC: Enterotoxikus Escherichia coli
(Enterotoxigenic Escherichia coli)

EUCAST: Eur6pai Antimikrobialis
Erzékenységvizsgalati Bizottsag (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)

F4, F5, F6, F18, F41: Fimbridlis antigének
FLL: Florfenikol

GEN: Gentamicin

LTb: Holabilis toxin (Heat-Labile Toxin B)
MIC: Minimalis gatlo koncentracié (Minimum
Inhibitory Concentration)

MPCR: Multiplex PCR

NTEC: Nekrotoxikus Escherichia coli
(Necrotoxic Escherichia coli)

NWT: Nem-vad-tipus (Non-Wild Type)

Paa: Porcine attaching and effacing factor
PCR: Polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain
Reaction)

SPT: Spektinomicin

STaP, STb: Hostabil toxinok (Heat-Stable
Toxins a and b)

STEC: Shigatoxin termeld Escherichia coli
(Shigatoxigenic Escherichia coli)

TET: Tetraciklin

TECOFF: Tentativ epidemiologiai hatarérték
(Tentative Epidemiological Cut-Off Value)
VAST: Veterinary Subcommittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing

WT: Vad-tipus (Wild Type)



2. Bevezetés

A patogén FEscherichia coli (E. coli) baktériumok a szopds ¢€s valasztott malacok
megbetegedéseinek egyik leggyakoribb kérokozoi [1]. Az ltaluk okozott Gjsziilottkori és valasztas
utani hasmenés, illetve az 6déma betegség jelentds gazdasdgi karokkal jar, mint minden, a
felszivodas €és a takarmany értékesiilés romlasaval jar6 korkép, mert a malacnevelés sordn a

takarmanyozas teszi ki a koltségek nagy részét.

Theodor Escherich, német bakteriologusrol kapta a nevét az Escherichia nemzetség, aki el0szor
izolalta ezt baktériumot ujsziilottek székletébdl. Az E. coli az Enterobacteriaceae csalad tagja,
Gram-negativ, fakultativ anaerob baktérium, a bélflora természetes alkotdeleme, azonban egyes

torzsei patogén potenciallal rendelkeznek.

Sertésekben az E. coli okozta hasmenés diagndzisa torténhet tiinetek, koérbonctani elvaltozasok,
szovettan, tenyésztés, és molekularis vizsgélatok alapjan. A klinikai tlinetek korcsoporttol és
patotipustol egyarant fliggenek, el6fordul enyhébb, szubklinikai lefolyas, klinikai fertézés esetén
jellemzd a hasmenés, dehidratacio, letargia, takarmany hasznosulds romolésa, heveny esetben
0déma, idegrendszeri tiinetek, de eléfordulhat, hogy tiinetek megjelenése elott elhullik az allat,

foleg fiatal korban.

Az Enterobacteriaceae csalad tagjait el lehet kiiloniteni tenyésztés, festddés illetve biokémiai
tulajdonsagok alapjan. Az alabbi tulajdonsagokban megegyezik a csalad: Gram-negativ, gliikoz
fermetald, oxidaz-negativ, kataldz-pozitiv, fakultativ anaerob, MacConkey agaron tenyésznek,
sporat nem alakitanak ki. Az E. coli telepek kozonséges, véres illetve szelektiv taptalajon
jellemzben sima, néha durva illetve mukoid telepeket képeznek, a patogén torzsek véres agaron
jellemzéen hemolizalnak. Egyes csoportok fémes csillogast telepeket hoznak létre ha eosin-
metilénkék agaron novekednek. Az E. colit a Dbélcsatornaban eléforduld egyéb
enterobaktériumoktol a biokémiai tulajdonsagai alapjan kiilonitjiik el; jellemzden laktoz-pozitiv,

(kivételesen talalkozni laktoz-negativ torzsekkel), indolt képez, metilvords probaban pozitiv [2].

Szerotipizalasra, azaz egyes szerotipusok elkiilonitésére, az agglutinacios tesztek hasznalhatok,
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melyek az ‘O’ (szomatikus, poliszacharid), ‘H’ (flagellar), és ‘K’ (capsular) antigének
detektalasaval miikodnek. A szomatikus antigének LPS (lipopoliszacharid) természetiiek, és a sejt

felszinén helyezkednek el. A flagellaris antigének fehérje, a capsular antigének pedig poliszacharid



természetiiek. A szerotipizdldsnak ma is nagy szerepe van az egyes fert6z0 betegségek
azonositasaban, azonban az NTP (non-typable pathogenic) E. coli térzsek jelenlétébdl adédoan

terjed a virotipizalas, azaz virulencia faktorok alapan torténd azonosités [3].

Az enteropatogén E. coli torzsek virulencia faktorok révén képesek megbetegedést okozni, ezeket
harom {6 kategéridba soroljuk: toxinok, adhézids struktarak és invazids faktorok, ezek mind
szerepet  jatszanak a  kiilonb6zd enteradlis vagy extraintestinalis megbetegedések
patomechanizmuséaban, illetve a virulencia faktorok és a korképek patomechanizmusa alapjan

ketegorizaljuk a torzseket patotipusokba [4].

Egyre jobban elterjedt modszer mind detektalas mind az izoldtumok azonositasa terén a PCR illetve

multiplex PCR [5].

A kozelmultban [1], a patogén E. coli torzsek virulencia faktorinak, és az altaluk okozott
betegségek patomechanizmusanak részletesebb ismeretében precizebb diagnosztikai és vakcina

fejlesztési modszerek valtak elérhetdvé, szemben a hagyomanyos szerotipizalasi modszerekkel.

A sertésagazatban, kiilonosen a élelmiszer termeld allatok kezelése soran kiemelkedd fontossagu
az antibiotikumok célzott ¢és mértékletes felhaszndlasa, mert a terjedd antimikrobidlis
rezisztencidhoz (AMR) nagy mértékben hozzdjarul az antibiogramm és megfeleld indikacio
hianydban, inkonzekvensen alkalmazott széles-spektrumu antibiotikum hasznalat. A hazai
sertéstelepeken jelen 1€vo E. coli torzsek monitorozasadval nyomon tudjuk kdvetni a kialakuldsban
1évo rezisztencia tendencidkat, és segiteni tudjuk a klinikumban dolgozo6 éllatorvosokat, hogy
laboratoriumi eredmények alapjan ki tudjak valasztani a hatékony antibiotikumokat.

Szamos szervezet 1étezik huméan vonalon antibiotikum-érzékenységi vizsgalat (Antimicrobial
Susceptibility Testing; AST) protokollok kidolgozasara, ilyen szevezet a Klinikai és Laboratdriumi
Szabvanyiigyi Intézet (Clinical and Laboratory Standards Institute; CLSI), az Europai
Antimikrobialis Erzékenységvizsgalati Bizottsag (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing ; EUCAST), a Brit Antimikrobialis Kemoterapias Tarsasag (British Society
for Antimicrobial Chemotherapy; BSAC) ¢és a Francia Mikrobiologiai Tarsasdg Antibiogram
Bizottsaga (Commité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie; CA-SFM).
Ezzel szemben specifikusan allatgyogyaszati téren jelenleg csak a CLSI, 1993-ban alakult,
Allatorvosi Albizottsag az Antimikrobialis Erzékenységi Vizsgalatokért egysége (Veterinary
Subcommittee on Antimicrobial Susceptibility Testing; VAST) t6lt be jelentds szerepet. Az els6
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AST szabvanyok publikalasa o6ta a CLSI-VAST tobb mint 260 antibiotikum-baktérium-faj
kombinacidra dolgozott ki hatarértékeket, illetve rendszeresen adnak ki allatorvosok szdmara AST
standard dokumentumokat. (VETO1, VETO01S) [6]. Az Europai Antimikrobialis

Erzékenységvizsgalati Bizottsag (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing;
EUCAST) célja elsésorban human patogén korokozok nyomonkdvetése, €s epidemioldgiai
hatarértékek (Epidemiological Cut-Off Value, ECOFF) kidolgozasa. Zoonotikus illetve élelmiszer
eredeti patogének AMR monitorozdsa céljabol adaptaljuk leggyakrabban allatorvosi
felhasznalasra az ECOFF-okat. Mig az ECOFF-ok segitenek nyomonkd&vetni a kialakuldsban 1évé

rezisztencia mechanizmusokat, nem hasznalhatok fel kozvetleniil klinikai vonatkozasban [7-9].



3. Irodalmi attekintés

3.1.Virulencia faktorok, patotipusok
A patogén E. coli torzseket, az altaluk okozott tlinetek alapjan Intesztindlis illetve
Extraintesztinalis kategoridkba soroljuk. Az Intesztinélis kategdrian beliil az Enterotoxikus E. coli
(ETEC), Verotoxikus/Shigatoxikus E. coli (VTEC, STEC), Enteropatogén E. coli (EPEC), illetve
a Nekrotoxikus E. coli (NTEC) patotipusok vannak jelen a szopos és valasztott malac
allomanyokban.
Az alabbi tablazat (1. tdblazat) tartalmazza a relevans, szopds €s valasztott malacokban E. coli

eléidézte korképeket, a rajuk jellemzd patotipusokat, illetve virulencia faktorokat [2].

1.Tablazat: Szopos és valasztott malacok E.coli eldidézte korképei

Patotipus Adhezinek Exotoxinok
Ujsziilott
F4, Fe, (F5, LT, StaP, STb, EAST1,
Szopods malacok coli- ETEC
F41) fimbria a-hemolizin
hasmenése
F4, F18ac STa, STb, LT, Stx(VT),
ETEC
Valasztott fimbria, AIDA | EAST1, a-hemolizin
malacok coli- | pppc EAE intimin | EASTI
Valasztott hasmeneése
NTEC P, S fimbria CNF
. F18ab fimbria, | Stx2e (VT2e), EASTI,
Odéma betegség | STEC/VTEC
AIDA o-hemolizin

Az enterotoxikus E. coli (ETEC) torzsek kiilondsen jelentds csoportjat képezik a szopds és
valasztott malacok hasmenését okozo E. coli térzseknek [10]. Az ETEC altal kivaltott hasmenés
két alapvetd feltétele a bélhamsejtekhez valo tapadas és a toxin termelés. Toxinjai a hdlabilis
enterotoxin LT (elt) és a hdstabil enterotoxinok STa és STb (sta, stbh), amelyek az elektrolit-
egyensuly felboritasa révén idéznek eld hasmenést [11]. A bélfalhoz kitapadast adhézios fimbrirdk,
az F4 (faeG) az F18ac (fedA), valamint az F5 (fanC), F6 (fasA) és F41 (fim41A) biztositjak [12]. A

szopos malacok ¢és a valasztott malacok ETEC torzsei eltérnek az Fl18ac (fed4) hordozéasban; a
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fimbridval kapcsolddo bél-receptor csak valasztasi korban, illetve takarmanyvaltas hatasara jelenik
meg [4]. A sertés patogén E. coli torzsek ETEC patotipusba soroldsanak kritériuma, hogy egy
izolatum legalabb egy enterotoxin gént és egy fimbria gént hordozzon [13].

Az ETEC mellett az enteropatogén E. coli (EPEC) torzsek is szerepet jatszanak a valasztott
malacok hasmenésének korfejlodésében[14]. Az EPEC torzsek hordoznak egy un. patogenitasi
szigetet, ,,locus for enterocyte effacement” (LEE) régiot [15], amit olyan gének alkotnak, amelyek
lehet6vé teszik az ,attaching and effacing” (AE), azaz mikroboholy elhalast okozo elvaltozasokat
[5, 16].

Az 6démabetegségért felelos E. coli (EDEC, vagy STEC) torzsekre az F18ab fimbria (fedA)
hordozas és a Shiga-toxin termelés jellemzd, amelyek érkarosodast és ezaltal 6déma kialakulast
eredményeznek [1] .

A nekrotoxikus E. coli (NTEC) torzsek elterjedtsége és szerepe fiatal sertések korokozojaként
jelenleg kevéssé ismert. A kétezres évek elején magyar kutatok kezdeményeztek kutatdsokat ebben
a témaban [17], a kdzelmultban pedig Németorszagban [18] folytak vizsgalatok. Emellett francia
¢és belga kutatok [19] egy multiplex PCR-moddszert fejlesztettek az NTEC-re jellemz6é gének
kimutatasara.

Ujabban a jol kategorizalt E. coli patotipus rendszert kiegészitik a ‘hibrid’ patotipusok, amelyek
enteralis és extraintesztinalis virulencia faktorokkal is rendelkeznek. Szamos kutatasban talaltak a
valasztott malacok hasmenésére jellemz6 ETEC ¢és az 6déma betegségre jellemzé STEC torzsek

virulencia faktorait hordozé6 ETEC/STEC hibrid térzseket.[20—23]

3.2.Antimikrobidlis rezisztencia

Az E. coli AMR szempontbol az egyik legkutatottabb baktérium; kommenzalista jellegébdl
adodoan dallanddan jelen van a gasztrointesztindlis traktusban és kornyezetében; rendkiviil
plasztikus a genomja, illetve plazmidon is kdodol rezisztencia géneket, ennek koszonhetéen
konnyen alakit ki és ad tovabb rezisztencia mechanizmusokat, és rezervoarként szolgéalhat latens
rezisztencia géneknek [6]. Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Safety
Authority; EFSA) kiilonb6z6 forrasokbol éllanddan folytat rutin AMR monitoring céljabol
kommenzalista illetve ESBL termeld E. coli mintavételt.

Sertés patogén E. coli AMR monitorozas kapcsan a bevezetében emlitett CLSI és EUCAST
szervezetek altal kiadott protokollok relevansak szamunkra. Az in vitro érzékenységi vizsgéalatokat

hagyomanyosan korongdiftfuziis (DDT) mddszerrel végezték. Az antibiotikummal atitatott korong
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koriil kialakult gatlasi zona méretétdl fiigg, hogy a baktériumot érzékenynek tekintették-e az adott
hatéanyaggal szemben. Bar a DDT egy gyors és gazdasdgos modja az AMR monitorozéasnak,
szubjektivebb és kevésbé pontos, mint a ma mar az AST-ben gyakrabban alkalmazott MIC. A
minimalis gatldé koncentracié (MIC) az adott antibiotikum legalacsonyabb koncentracioja (png/mL-
ben kifejezve), amely képes megakadalyozni egy adott baktériumtorzs novekedését.

Mind DDT mind MIC eredmények elbiralasara allnak rendelkezésre hatarértékek, ami alapjan
kategorizaljuk az izolatumokat. Az eredmények csak akkor birdlhatok el az adott szervezet altal
meghatarozott hatarértékekkel, ha a szervezet alltal kiadott protokoll szerint tortént a
mintafeldolgozas és AST. Eltérés példaul a meghatarozott taptalaj 6sszetételben megvaltoztathatja
az antibiotikum in vitro aktivitasat, ezzel minimum kérdésessé téve az eredmény értékelhetdségét
[6].

A CLSI éaltal évente kiadott CLSI-VETO1 adott allatfajra, baktériumra és hatéanyagra meghataroz
klinikai hatarértékeket, amik alapjan érzékeny (S), mérsékelten érzékeny (1), illetve rezisztens (R)
az adott torzs. Az EUCAST fenntart egy nyilvanosan hozzaférhetd adatbazist, amelyben
epidemiologiai hatarértékeket (Epidemiological Cut-Off Value, ECOFF) hatdroznak meg, DDT
illetve MIC eloszlasok alapjan. Kinikai kontextus hianyaban, példaul AMR monitrozashoz, ez
alapjan az izolatum wild-type (WT), illetve non-wild-type (NWT) besorolast. A z ECOFF arra
szolgal, hogy a szerzett fenotipusos rezisztencia mechanizmusokkal rendelkezé izolatumokat
elkiilonitsék a WT izolatumoktol [24]. A WT és NWT szubpopulaciok altalaban bimodalis, vagy
az elterjedt rezisztenciamechanizmusoktoél fliggden, trimodalis illetve multimodalis MIC vagy
gatlasi zonaatmérd-eloszlassal jellemezhetok. A bimodalis eloszlasok esetében az alacsonyabb
MIC-értékekkel vagy nagyobb zénaatmérdkkel rendelkezd szubpopulacié a WT, mig a magasabb
MIC-értékekkel vagy kisebb zonaatmérdkkel rendelkezd szubpopulacio a NWT. Amennyiben csak
unimodalis MIC- vagy zdénaatmérd-eloszlasok vannak, az adott baktérium altaldban WT.
Esetenként a klinikai hatarértékek és az ECOFF-ok megegyezhetnek, azonban CLSI klinikai
hatarérték meghatarozasnal kritérium, hogy a hatarérték nem vaghatja ketté a WT gorbét [25].
Patogén E.coli AMR kutatasok terén nehézséget okoz, hogy a kutatdsok nem kdovetik a CLSI,
EUCAST, illetve CVMP (Allatgyogyaszati Készitmények Bizottsaga, Committee for Veterinary
Medicinal Products) iranyelveket, és sertés CLSI hatarértékek hidnyaban felhasznalnak humén
hatarértékeket, illetve klinikai fogalmak, azaz rezisztens és érzékeny kategoridkat hasznéalnak in

vitro eredmények elbiralasara [8, 26, 27].



4. Célkituzés

Az Escherichia coli jelentds allategészségligyi és gazdasagi szerepet tolt be Magyarorszag
sertésagazataban, ezért az alabbi kutatasi célokat tiiztiik ki; Els6dlegesen, hogy a rendelkezésiinkre
allo passive surveillance adatok alapjan felmérjiik a hazai sertéstelepeken jelenlévo E. coli torzsek
virulencia faktorait. Ezt kovetden, a virulencia faktorok elemzése alapjan meghatarozzuk a
patotipusok eloszlasat. Azon izoldtumok esetében, amelyekben egyetlen vizsgalt virulencia faktor
se kimutathato, egy altalunk tervezett mPCR-rel vizsgaljuk az NTEC (nekrotoxikus E. coli)
virulencia faktor gének jelenlétét. Végiil, az antibiotikum-érzékenységi adatok elemzésével
nyomon kovetjlik a 2020 és 2022 kozott kialakulofélben 1€vo antimikrobidlis rezisztencia (AMR)
trendeket.



5. Anyag ¢s modszertan

5.1.Adatgytijtés
A vizsgalat alapjat képez6 adatok passziv surveillance keretében gyiijtott mintakbol szarmaznak,
tehat a mintagy(ijtés nem elére megtervezett, hanem a laboratériumba beérkezd, rutinszeriien
feldolgozott izolatumok adatain alapul. Bar a nem-reprezentativ mintavétel korlatozhatja az
eredmények altalanosithatosagat, ez a megkdzelités gazdasdgos ¢és hatékony modja az
epidemiologiai tendencidk feltérképezésének, feltéve, hogy az eredmények értékelésekor
figyelembe vesszilk a mintavétel sajatossagait. Ez a mddszer humén- és allategészségiigyi
laboratériumokban is gyakran alkalmazott, mivel gyorsan, és nagy mennyiségli adathoz jutunk. Az
igy gytjtott adatok segitségével atfogo képet kaphatunk a vizsgalt E. coli torzsek virulencia faktor

gén készletérdl és antimikrobidlis érzékenység profiljairol.

5.2.Virulencia faktor gén vizsgalatok
A vizsgalatba bevonas kritériuma volt, hogy az izolatum rendelkezzen PCR-panel eredménnyel,
azaz az mPCR1 és mPCR2 eredményét tudjuk értékelni. A duplikdtumok és a hidnyos adatsorok
kisziirése utan 866 adatsorral dolgoztunk. Az adatok 2020 és 2022 kozott érkeztek a laborba, ahol
a rutin, sertés eredetli E. coli virulenciagén-panelben két multiplex mPCR-rel vizsgaltak az
1zolatumokat.
Az mPCRI1 panellel az alabbi géneket keresték: faeG (F4 fimbria), fanC (F5 fimbria), fas4 (F6
fimbria), fedA (F18 fimbria), fim41A4 (F41 fimbria), sta (StaP toxin), stb (STb toxin), e/t (LTb
toxin), stxe2 (Stx2e toxin)[28]. Az mPCR2 panellel az alabbi géneket keresték: ast4 (EAST1
toxin), paa (Paa faktor), aidA (AIDA-I faktor), eae (EAE faktor), az E. coli kimutatasara két
marker: lacZ (laktadz gén) és yaiO (fajspecifikus gén) volt alkalmazva [28].
A 866 izoldtum virulencia adataihoz a leletkozlésekbdl és a laboratoriumi egységek
(mikrobiologiai labor, PCR laboratérium) sajat rendszereibdl kikerestem, ahol rendelkezésre allt,
a malacok korat, a szarmazasi helyet, és a bekiildott minta tipusat (pl: végbéltampon, pool, hulla).
Négy tagabb életkor kategoriaval dolgoztam: ahol a bekiildd alapjan be lehetett azonositani, szopds
illetve valasztott kategéria, ahol nem lehetett beazonositani, ott *bizonytalan’ kategoéria, ahol pedig
nem jeloltek meg kort a bekiildon *nincs adat’ kategoraba keriilt a minta.
Az igy keletkezett adathalmazt egy tablazatban foglaltam Ossze, amely tartalmazta: Az izolatum

iktatoszamatt; a laborba érkezés datumat; a szdrmazasi helyet; a bekiildott minta tipusat; ahol
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ismert volt, a malac pontos életkorat, illetve ahol csak hozzavetdleges adat allt rendelkezésre, ott
¢letkori kategoriat; az izolatum virulencia faktorait és, hogy a torzs hemolizélt-e. Az ismert

virulencia faktorok alapjan besoroltam a mintakat patotipusokba.

5.3. NTEC mPCR3
Amennyiben az mPCR-ek nem mutattak ki vizsgalt virulencia faktort, és az adott minta fizikailag
hozzéaférhetd volt, visszakerestem, és lefuttattunk rajta egy altalunk tervezett, NTEC virulencia
faktor géneket keresd, mPCR3-at. A 83 darab mPCR3-al vizsgalt izolatumban S fimbria, P fimbria,
CNF1 (citotoxikus nekrotizalo faktor; cytotoxic necrotizing factor) génekre sziirtiink.

Az alébbi tablazat (2. tdblazat) foglalja magaban az mPCR3-hoz tervezett primereket [19, 29].

2. Tablazat: NTEC gének kimutatasdhoz tervezett primerek, a tervezés folyaman felhasznalt szakirodalom [19, 29]

PCR
Kimutatott
Primer Primer szekvencia termék
virulencia-gén
méret
enfl-F enf AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
498 bp
cnf2-R (CNF1) CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
M2-sfaD-E-Fw | ¢ CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
, 410 bp
M2-sfaD-E-Rey | (S fimbria) CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
M2-papC-Fw | o GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG e
. p
M2-papC-Rev | (P fimbria) ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

Az elsé mPCR3 utan 14 izolatumban detektaltunk NTEC-re utal6 géneket, ezeken elvégeztiink

még egy megerdsitd mPCR3-at.
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5.4. Fenotipusos antibiotikum-érzékenységi adatok
Kigytijtottem €s excelben rendszereztem a laborban 2020 és 2022 kozott késziilt rutin E. coli AMR
vizsgalatok eredményeit, amik a bekiildé igényeitdl fliggben MIC illetve DDT modszerrel
késziiltek. A vizsgalatok idején az aldbbi antibiotikumokkal folytak AMR vizsgalatok a laborban
(3. tablazat).

3. Tablazat: A loborban a kutatas ideje alatt vizsgalt antibiotikumok, a vizsgalat modja szerint

DDT amoxicillin, amoxicillin-klavulansav, apramicin, ceftiofur, cefquinom,
doxiciklin, enrofloxacin, florfenikol, flumekvin, gentamicin, kolisztin,
linkospektin, marbofloxacin, neomicin, spektinomicin, spiramicin,
streptomicin, trimetoprim-szulfametoxazol

MIC-E-150 panel amoxicillin-klavulansav, ampicillin, ceftiofur, kolisztin, enrofloxacin,
erythromycin, florfenikol, gentamicin, penicillin, spektinomycin,
trimetoprim-szulfametoxazol, spektinomicin, tetraciklin, tiamulin,
tilmikozin, tulatromicin

MIC-E-298 panel ampicillin, ceftazidim, cefkvinom, ceftiofur, kolisztin, cefotaxim,
doxiciklin, enrofloxacin, flérfenikol, gentamicin, gamitromicin, neomicin,
spektinomicin, trimetoprim-szulfametoxazol, tildipirozin, tetraciklin,

tiamulin, tilmikozin, tulatromicin

Mind a DDT [30] mind a MIC vizsgalatok a CLSI VETOI1 (2016) eldirasok alapjan folytak.

A DDT eredményeket az eredménykozlokrdl bevittem egy excel-tablaba, igy az adatelemzéskor 3
tablazattal dolgoztam; a kigy(ijtott DDT eredményekkel (723 adatsor), illetve a két tipusu MIC
panel eredményeivel (462, illetve 430 adatsor). A MIC panel eredményeket kombinaltam egy
tablazatba.

Vad illetve nem vad tipus kategoriaba sorolaskor a 2024.09.06.-én érvényes MIC (5. tablazat) és
DDT (4. tablazat) EUCAST ECOFF adatbazist hasznaltam.

A "tentativ epidemioldgiai hatarérték" (TECOFF) olyan ideiglenes ECOFF, amit akkor hasznélnak,
ha a rendelkezésre all6 adatok még nem elegenddek egy végleges ECOFF meghatarozashoz. A
TECOFF érték legalabb harom elfogadhato eloszlas alapjan keriil megallapitasra, mig egy végleges
ECOFF értékhez legalabb 6t vagy tobb eloszlas sziikséges [31].
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4. Tablazat: EUCAST Escherichia coli DDT ECOFF-ok; ‘Megfigyelések szama’: az EUCAST dltal elemzett, az adott

mikroorganizmus-antimikrobialis kombinaciohoz gyiijtott egyedi mérések vagy adatok szama

Korong )

EUCAST Escherichia coli DDT L Megfigyelések
koncentracio ) (T)ECOFF
eloszlasok, 2024.09.06. szama
(ng)

Amoxicillin (AX) 10 506 (10)
Amoxicillin-klavulansav (AMC) 30 3475 14
Gentamicin (GEN) 10 42970 16
Neomicin (NEO) 10 569 (13)
Trimetoprim-szulfametoxazol (T/S) 25 10984 22

5. Tablazat: EUCAST Escherichia coli MIC ECOFF-ok; ‘Megfigyelések szama’: az EUCAST dltal elemzett, az adott

mikroorganizmus-antimikrobialis kombinaciohoz gyiijtott egyedi mérések vagy adatok szama

EUCAST Escherichia coli MIC eloszlasok,

A% Megfigyelések szdma (T)ECOFF
Amoxicillin-klavulansav (AMC) 10137 (8)
Ampicillin (AMP) 105483 8
Ceftazidim (CAZ) 15036 1
Ceftiofur (CET) 36858 1
Kolisztin (COL) 6014 2
Cefotaxim (CTX) 10487 0.25
Doxiciklin (DOX) 7894 8
Enrofloxacin (ENR) 3039 0.125
Florfenikol (FLL) 16192 16
Gentamicin (GEN) 78136 2
Neomicin (NEO) 3946 8
Spetinomicin (SPT) 3689 64
Trimetoprim-szulfametoxazol (T/S) 3689 64
Tetraciklin (TET) 18917 8
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Az adatok tisztazasakor szempont volt az adott antibiotikumra vizsgélt izolatumok szédma, az

antibiotikum relevancidja a sertésgyogyaszat terén. Egy adatbazisba kombinaltam a virulencia

faktor vizsgalatok eredményeit, és az AMR vizsgalatok eredményeit, tehat amely izolatum

rendelkezett rendelkezett mPCR1 és mPCR2, vagy mPCR3 eredménnyel, ahhoz hozzafliztem az

AMR vizsgalati eredményeket. igy a 866 virulencia génekkel 6sszefliggd adatsorbol 642 sorhoz

(74%) tarsult valamilyen moddszerrel kapott AMR eredmény. Az alabbi tablazat (6. tablazat)

foglalja 0ssze az adatelemzés soran felhasznalt antibiotikumokat és a hozzéjuk tartozo6 adatpontot.

6. Tablazat: Adat elemzéshez felhasznalt antibiotikumok és a hozzajuk tartozo adatpont.

Modszer

DDT

MIC

Antibiotikum
Amoxicillin (AX DDT)

Amoxicillin-klavulansav (AMC DDT)

Gentamicin (GEN DDT)
Neomicin (NEO DDT)

Trimetoprim-szulfametoxazol (T/S DDT)

Amoxicillin-klavulansav (AMC)
Ampicillin (AMP)

Ceftazidim (CAZ)

Ceftiofur (CET)

Kolisztin (COL)

Cefotaxim (CTX)

Doxiciklin (DOX)

Enrofloxacin (ENR)

Florfenikol (FLL)

Gentamicin (GEN)

Neomicin (NEO)

Spetinomicin (SPT)
Trimetoprim-szulfametoxazol (T/S)

Tetraciklin (TET)

Adatpont (db)
129
129
132
445
130
268
460
188
455
456
190
189
453
456
452
188
459
459
452



6. Eredmények

6.1.Virulencia faktorok

Az mPCR1 és mPCR2 vizsgalatok alapjan a 866 mintabol 707 darab, azaz 82% hordozott legalabb
egyet a vizsgalt virulencia faktor génekbdl, és 159 darab, azaz 18% egyet se. Az alabbi tablazatban

(7. tablazat) lathato az egyes vizsgalt géneket hordoz6 torzsek szamszerii €s szdzalékos eloszlasa.

7. Tablazat: a vizsgalt géneket hordozo torzsek szamszerii és szdzalékos eloszlasa

imllest Sision mhmes Hordozo i’zolétumok Hor’dozc? izolét}lmok
szama szézalékos aranya
faeG (F4) 165 19%
fanC (F5) 1 0%
fasA (F6) 74 9%
fedA (F18) 409 47%
fim414 (F41) 2 0%
sta (STaP) 526 61%
stb (STb) 588 68%
elt (LTb) 176 20%
stx2e (Stx2e) 131 15%
aidA (AIDA-I) 6 1%
eae (EAE) 7 1%
paa (Paa) 1 0%
astA (EASTI) 43 5%
stxl (Stx1) 0 0%
stx2 (Stx2) 52 6%
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A patotipusba sorolés utan a kovetkez6 eloszlast kaptuk:

= ETEC 1%
= A vizsgdlt virulencia génekre negativ, E. coli torzs
= hibrid ETEC/STEC
STEC
= EAST1
= F18
m ETEC + EAST1
u LTb
m EPEC

egyéb

Patotipusok eloszldsa

1. Abra: Patotipusok és be patotipusba nem sorolhaté térzsek virulencia faktorainak szdzalékos eloszldsa kér-diagrammon

(az egyéb cimke a teljes elemszambol 1%-ot el nem éré patotipusokat és egyedi virulenci faktorokat takarja).

6.2.Hemolizis
714 béta-hemolizald torzs volt (82%), és 152 ami nem mutatott hemolizist (18%). 197 minta
szarmazott ismerten szopos malacbol, ebbdl 72 torzs (37%) béta-hemolizalt. 418 minta szdrmazott
ismerten valasztott malacbdl, ebbdl egy kivételével az Osszes, azaz 417 torzs béta-hemolizalt. A

159, a vizsgalt virulencia faktor génekre negativ mintabol 64 darab (40%) mutatott béta-hemolizist.

6.3. Korcsoport bontas

6.3.1.1.5zopos malacok korcsoport kategoria
Kiilfoldi szakirodalomhoz hasonl6an [32, 33], az EAST1 virulencia faktor szignifikdnsan van jelen

a szop6s malacok E. coli torzsei kozott. Kutatasunkban ezt a virulencia faktor gént 6nmagéaban a
szopds malacokbol szarmazo6 izolatumok 13%-a hordozta, és mas virulencia faktor génekkel
kombinacidban az izolatumok 5%-a; két esetben stb (STb), €s 1-1 esetben stb (STb), sta (STaP),
elt (LTb), és faeG (F4) génekkel. A torzsek 34% illetve 23%-a hordozott STb és STaP toxin gént

mas kénekkel kombinalva. Fimbridk koziil leggyakrabban az F4 fimbria génje fordult eld, az
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izolatumok 15%-aban, STaP, STb, LTb toxin génekkel kombinalva, és egy esetben EAE génnel
kombinaciéban. Meglepé mddon viszonylag nagy szamban fordult el F18 fimbriat kédold gén,
minden esetben STaP és STb toxin génekkel, és 5 izolatumban F6 ¢és Stx2e génekkel
kombinacidban. 5 izolatum hordozott aidA-t (AIDA), 6 eae-t (EAE), és egy minta eae-paa (Paa)
kombindciot.

A 197 darab, ismerten szopds malacbdl szarmazo minta 44%-a nem hordozott mPCR1 és mPCR2-
vel vizsgalt virulencia faktort, 55 darabot tudtunk tovabb vizsgalni NTEC virulencia faktotokra.

Az alabbi abran (2. abra) lathato a szopods korcsoportbdl szarmazo mintak patotipus eloszlasa.

M A vizsgdlt virulencia génekre negativ, E. coli torzs
W ETEC
EAST1
1 hibrid ETEC/STEC
B STEC
W EPEC
W ETEC + EAST1
B ETEC +AIDA-I +EAST1
m S fimbria
M P fimbria
M F41 fimbria
B EPEC + F4 fimbria
W AIDA-I
1 STEC + F6 fimbria

1 LTh toxin

Szopds malacokbdl szarmazo torzsek patotipusai

2. Abra: A szopds malacokbdl szdrmazé izoldtumok patotipusai és patotipusba nem sorolhaté térzsek virulencia faktorai

szazalékos aranyban, kér diagrammon dabrazolva

6.3.1.2.Valasztott malacok
A valasztott malacokbol szarmaz6 izolatumok kozott mi a az F18 fimbria gén hordozast figyeltiik
meg tilnyomo tobbségben, az izolatumok 65% hordozta, mindig valamely toxin génnel

kombinacidban. A legjellemzdbb toxin gének az stb és sta voltak, igy a leggyakrabban el6fordulo

17



virulencia gén kombinaci6 a fedA-sta-stb volt. Az 6déma betegséggel asszocialt Stx2 toxin génjét
az izolatumok 23% hordozta. A 418 valasztott malacbol szarmaz6 minta csupan 5%-a, 21 darab
nem hordozott mPCR1 és mPCR2-vel vizsgalt virulencia gént, ebbdl 9 izolatum volt meg fizikailag
a laborban amin NTEC génekre tudtunk szlirni. . Az alabbi abran (3. 4bra) lathato a patotipusok
eloszlésa.

0 0
= ETEC 1% 0% _ 0%

9
= hibrid ETEC/STEC 1&\

= Avizsgalt virulencia génekre negativ, E. coli torzs

0%

P

Il

= STEC
csak F18
= NTEC (3db)
u LTb (3db)
m F4 (1db)
u STEC + F4 (1db)
= ETEC + EAST1 (1db)

u F18 (1db)

Valasztott malacokbdl szarmazo torzsek patotipusai

3. Abra: Vilasztott malacokbdl szdrmazo térzsek patotipus megoszldsa, cimkék szerint csékend sorrendben

6.4. NTEC eredmények

A 83 darab, vegyes korosztalyokbdl szdrmazo, mPCR3-al vizsgalt mintdbol csupan 14-ben
talaltunk az NTEC patotipusra jellemz6 géneket; 8 izolatum hordozta az sfa gént, ami az S fimbriat
kodolja, 3 hordozta a pap gént, ami a P fimbriat kddolja, 2, ugyanarrol a helyszinrél szarmazo
izolatum hordozott pap-sfa-cnf1 gén kombinaciot, ahol a cnfl gén a CNF-t kodolja, és egy, szintén
errdl a helyszinrdl szarmazo izoldtum pap-cnfl kombinaciot hordozott. Nem volt olyan izoldtum
amely csak a cnfl gént hordozta, mas NTEC virulencia faktorok nélkiil. Ahhoz, hogy egy torzset
NTEC patotipusba soroljunk, kritérium, hogy hordozza a CNF-et kodol6 cnfI gént [17], tehat a 83-
bol 3 izolatum NTEC, és 11, NTEC-el ugyan asszocialt, de ebbe a patotipusba be nem sorolhato
kategoriaba esik.
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MDL816 A2-F2

MDL820 A

1. Kép: Az NTEC génekre vizsgalt térzsek korabbi eredményeit megerosito mPCR3
teszt gélfotoja; Termékméretek névekvo sorrendben: papC (P fimbria gén) 328 bp,
sfaD (S fimbria gén) 410 bp, cnf (CNF'1 gén) 498 bp.

= sfa
" pap
pap, sfa, cnfl

pap, cnfl

NTEC mPCR3 eredmények

4. Abra: mPCR3 vizsgdlati eredmények, az NTEC patotipussal asszocidlt virulenciafaktorok

kombinacioi és megoszlasa, sfa (S fimbria gén), pap (P fimbria gén), cnfl (CNF gén)
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6.5.Fenotipusos antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok
A fenotipusos antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok sordn jelentds eltéréseket figyeltiink meg az
egyes antibiotikumokkal szembeni vad-tipusu (Wild Type, WT) és nem-vad-tipust (Non-Wild
Type, NWT) torzsek aranya kozott.

6.6. MIC
A mikrohigitdsos modszerrel végzett vizsgalatok sordn a csak az ampicillin és a tetraciklin esetén
volt a mintdk tobb mint fele az NWT kategoriaban. A legmagasabb NWT ardnyt mutatd
antibitikumok a kovetkezok voltak (csokkend sorrendben): ampicillin (AMP), 73% NWT;
tetraciklin (TET), 67% NWT; enrofloxacin (ENR), 47% NWT; spetinomicin (SPT), 46% NWT;
trimetoprim szulfametoxazol (T/S), 43% NWT; doxiciklin (DOX), 36% NWT.
Florfenikollal szemben mind a 459 vizsgalt minta WT kategoridba esett, ezen kiviil az amoxicillin-

klavulansav (AMC) és a ceftazidim (CAZ) esetén volt nagy WT arany; 96% illetve 95%.

6.7. DDT
A korongdiffuzioval vizsgéalt mintak esetén a NWT aranya a kovetkezd (csokkend sorrendben):
gentamicin (GEN DDT) 57% NWT; neomicin (NEO DDT) 51% NWT; amoxicillin-klavulansav
(AMC DDT) 50% NWT; amoxicillin (AX DDT) 13% NWT; trimetoprim szulfametoxazol (T/S)
12% NWT.

A MIC és DDT modszerrel is vizsgalt antibiotikumok esetén a médszerek kozotti WT:NWT ardny
eltérése magyarazhato az eltérd szarmazasi hellyel, €és ezaltal a telepeken az eltérd antibiotikum

hasznalattal.
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8. Tablazat: A vizsgalt antibiotikumokhoz tartozo mintaszam, WT és NWT mintak szama, WT és NWT szazalékos megoszlasa. A

DDT utotaggal jelolt antibiotikumok korongdiffiizios modszerrel, a tobbi mikrohigitasos modszerrel késziilt mintakra vonatkozik.

Antibiotikumhoz tartozo WT | WT NWT | NWT
adatpont (db) szdma | szazalék szdma | szazalék

AX DDT 129 112 | 87% 17 | 13%
AMC 268 258 | 96% 10 | 4%

AMC DDT 129 65 | S0% 64 | S0%
AMP 460 122 | 27% 338 | 73%
CAZ 188 178 | 95% 10 | 5%

CET 455 420 | 92% 35 | 8%

COL 456 406 | 89% 50 | 1%
CTX 190 177 | 93% 13| 7%

DOX 189 121 | 64% 68 | 36%
ENR 453 242 | 53% 211 | 47%
FLL 459 459 | 100% 0| 0%

GEN 452 350 | 77% 102 | 23%
GEN DDT 132 57 | 43% 75 | 57%
NEO 188 167 | 89% 21 | 1%
NEO DDT 445 218 | 49% 227 | 51%
SPT 459 246 | 54% 213 | 46%
T/S DDT 130 114 | 88% 16 | 12%
T/S 459 261 | 57% 198 | 43%
TET 452 148 | 33% 304 | 67%
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7. Megbeszelés

7.1.Virulencia faktorok
Kutatasunk alapjan, hazankban is, az eurdpai [9, 18] és a kdzép europabol [33] szarmazd térzsekhez
hasonldan az ETEC patotipus, és az ezzel asszocialt virulencia faktor gének; fed4 (F18), sta (STa),
stb (STb); domindlnak.
A nem-hemolizald torzsek valtozatos virulenciakészlettel rendelkeztek, az EASTI1 virulencia
faktor génje fordult eld leggyakrabban, 24%-ban, ez tobb mint kétszerese egy osztrak kutatas [27]
eredményének (10,2%), és tovabbi kérdéseket vet fel az EASTI1 virulencia faktor patogén
szerepeérol.
E. coli EPEC virulencia faktorok vizsgalatdnal hazai vonatkozasban ki kell emelni Dr. Malik Anna
2006-ban kiadott PhD értekezését [ 16]; tobbek kozott magyar szarmazasu, valasztasi hasmenésben
elhullott malac mintakdkat vizsgaltak eae-re; 11,7%-ban taldltak EAE géneket, amikhez az esetek
kicsit tobb mint felében tarsult paa. Ehhez képest mi a 866 vegyes korcsoportii mintabol csupan 7
eae pozitiv izolatumot (>1%) kaptunk, ebbdl egy-egy tarsult aid4 és paa-val. Ez a kiilonbség
valoszinlileg magyarazhat6 a mintdk szdrmazaséaval.
Kutatasunkban a szopds malacokbol szarmazé izolatumok viszonylag nagy aranyban, 13%-ban
hordoztak csak EASTI1-t kodold gént. A szakirodalomban az EAST1 hasmenést kivaltd szerepe
nem egyértelmil [34, 35], de tobb cikk [36, 37] és a mi kutatdsunk is alatdmasztja, hogy gyakran
fordul el mas virulenciafaktorokkal, példaul AIDA-val, vagy ETEC asszocialt toxinokkal, és ezek
patogén hatdsat szinergizmusban erdsitheti.
Vilagszerte a nagyiizemi sertéstelepeken [20, 22, 38, 39], és Magyarorszagon is né az ETEC/STEC
hibird torzsek eléforduldsdnak gyakorisdga, amik a késdbbiekben zoonotikus potencialjukbol
adododan jelenthetnek problémat az élelmiszerlancban [40], illetve jelenleg nem jellemzd, hogy a
hibrid a két patotipus klinikai tiineteit keverten valtsa ki, még kisérleti koriilmények kézott sem
[41], de nem szabad mellézni a keveredd virulenciakészletek és ezaltal ) patogén patotipusok
elterjedésének veszélyét [39, 42] .
Azéltal, hogy az mPCR1 és mPCR2-re negativ torzseken tovabbi vizsgalatokat végeztiink,
elkezdtiik feltérképezni a jovoben potencidlisan nagyobb jelentdséggel bird, és zoonotikus
nekrotoxikus jelleget hordozo, a magyar sertésallomanyban jelenlévo E. coli torzseket. Tekintve,

hogy az E. coli genetikai variabilitasarol hirhedt, a genomon kddolt virulencia gének mellett
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konnytiszerrel vesz at és hordoz plazamidon kodolt virulencia és rezisztencia géneket [43], és a
torzsek tulnyomd tobbségének kommenzalista jellegébdl adodoan, egy-egy, jelenleg
jelentéktelennek tiind virulencia faktor is komoly allategészségiligyi és gazdasagi problémat
okozhat. Téth et al. 2000-ben kiadott cikkében vizsgalt hasmenéses valasztott malacokat, akkor az
izolatumok 5,9%-aban talaltak NTEC jellegli E. coli-t, mi a kutatasunk soran kevesebb mint 1%-
ban (3 minta) taladltunk NTEC-et, ez alapjan biztatd, hogy az NTEC virulencia faktorok nem
terjedtek el jobban. A nekrotoxikus génekre tervezett mPCR3 célja, hogy megkdnnyitse és
koltséghatékonyabba tegye az NTEC torzsek nyomonkdvetését [17].

Adatbézisunkba 69 olyan izolatum szerepel amin lefutott mind az mPCR1, mPCR2 és mPCR3, és
minden vizsgalt virulencia génre negativ volt. Ezeknél a mintdknal felmeriil a kérdés, hogy az E.
coli csak mint melléklelet jott-e ki, vagy valoban altalunk nem vizsgalt virulencigéneket

hordoznak.
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7.2.Antimikrobidlis rezisztencia

7.2.1. Eredményeink értelmezése
Kutatdsom megkezdésekor a virulencia faktor gének felderitése volt fokuszban, ennek folyaman
mertilt fel a virulencia gének és a fenotipusos antibiotikum érzékenység 6sszefliggése a korcsoport
szerinti bontasban. A legnagyobb nehézséget a rendelkezésre all6 adatok variabilitasa jelentette;
bekiildé szerint valtozott a dokumentacid részletessége és a kért antibiogramm jellege, emiatt
bizonyos hatdanyagokhoz kevés adatpont tartozott, és ezeket nem tudtuk bevenni a kutatasba. A
bekiildok hidnyos kitoltésébdl adodéan a mintdk talnyomd tobbségére vonatkozdan nem allt
rendelkezésre leirds a klinikai tlinetekrdl, vagy a telepen felhasznalt antibiotikumokro6l. Ennek
fényében, ¢és a sertésekre alkalmazhato CLSI VAST klinikai antibiotikum rezisztencia hatarértékek
hidnydban kutatdsunk eredményei nem alkalmazhatok kozvetleniil klinikai helyzetben, és
megnehezitik a mas publikaciok eredményeivel vald kozvetlen Gsszehasonlitast, bar az esetek

tobbségében a kinikai és epidemiologiai eredmények nem térnek el egymastol [9].

7.3.Rezisztencia trendek
Az eldz6 bekezdés gondolatmenetét kovetve, ahol sziikséges, a megemlitett szakirodalomban a
rezisztens és érzékeny, klinikai kifejezéseket, a nem-vad-tipus és vad-tipus epidemiologiai

fogalmakkal egyenértékiinek veszem.

Mas kutatdsokhoz hasonldan, ampicillinnel, tetraciklinnel és enrofloxacinnal szemben taldltunk

leggyakrabban fenotipusos rezisztenciat [9, 27, 44, 45].

Magyarorszagon Dr. Szmolka Annamaria 2011-ben megjelent PhD értekezésében [43]
munkacsoportjaval vizsgélta, tobbek kozott, valasztott malacokbol szarmaz6 ETEC mintakon a
fenotipusos antibiotikum rezisztenciat, a mi kutatasunktol jelentdsen eltérd eredményekkel;
Leggyakrabban szulfametoxazollal (91%)), tetraciklinnel (84%) és streptomicinnel (80%) szemben
bizonyultak rezisztensnek a vizsgalt mintaik. A legnagyobb elérés az ampicillin érzékenység terén
van, a mi, ampicillinre vizsgalt ETEC izolatumaink 80% NWT volt, mig a 2011-es magyar mintak
csak 13%-a mutatott fenotipusos rezisztenciat. Hasonléan magas érzékenységi eredmények
sziilettek azonban cefotaxim ¢és florfenikol vizsgalatoknal; teljes érzékenység a PhD kutatasaban,
93% fenitipusos érzékenység a mi vizsgalatunkban cefotaxim esetén, és 100-100% érzékenység

florfenikol esetén. Ezek alapjan biztatdo eredmény, hogy Magyarorszagban az elmult évtizedben
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nem nd olyan rohamosan a fenitipusos florfenikol rezisztencia, mint a vildg mas orszagaiban,
példaul Kindban és Spanyolorszagban [26, 46].

Ismert, és magyar kutatok altal extenziven kutatott [47, 48], egyes fed4 (F18) hordozo ETEC
torzsek plazmidon kodolt tetraciklin rezisztencidja ¢és enterotoxin (STa, STb) termelése.
Eredményeink alapjan ez fenotipusosan is megnyilvanul; 279 ETEC izoldtumhoz volt tetraciklin
érzékenységi adatunk, ezek alapjan a torzsek 75%-a keriilt NWT kategoridba, mig példaul az
ETEC/STEC hibrid jellegli torzsek csupan 59%-a, €s az Osszes tobbi fedA, sta vagy stb-t nem
hordozo, tetraciklinre vizsglt minta (112 darab) 56%-a volt NWT. Osszességében a torzsek 67%-
a volt a tetraciklinnel szemben NWT, érdekes modon, szamszerlien ugyan erre az eredményre
jutott egy 2020-as osztrak kutatas is [27] €s hasonld eredményre (56.7%) egy szintén 2020-as dan
kutatés [49].

7.4.Hidnyossagok orvosolasa a sertés vonatkozasu E. coli AST kutatasban

Kutatdsom soran, mint més publikéaciok iréi is [6, 9], nagy hidnyat éreztem a nemzetkozileg
elfogadott klinikai hatarértékeknek. A rendelkezésiinkre 4ll6 adatokat nem filtethettem at klinikai
kovetkeztetésekre az EUCAST iranyelvek szerint, €s emiatt egyrészt az eredmények veszitenek
relevanciajukbol, masrészt megneheziti az aktudlis szakirodalmi adatokkal vald Osszevetést, mert
mas cikkek [27, 50] ezt a problémat kikeriilve vagy részben, vagy teljes egészében human klinikai
hatarértékeket hasznalva kategorizaltdk az izolatumokat, és nem publikaltdk a korong vagy
mikrohigitasos vizsgaltatok szdmszerii eredményeit.

Az EUCAST-nal a VetCAST (Veterinary Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
jelenleg fejlesztés alatt allnak az allatorvosi hatarértékek [S1], a jovében ezek alkalmazésa nagyban
meg fogja konnyiteni az AMR kutatdsok egységesitését kiilonb6zd laboratoriumok kozott és
nemzetkozi szinten is.

Feltétleniil sziikségesek tovabbi széleskori kutatasok a sertésagazatban E. coli témaban.

8. Kovetkeztetések

Eredményeink rdmutatnak a vizsgalt E.coli izolatumok virulenciafaktorainak valtozatossagara, a
szigoruan vett patotipusba sorolds nehézségeire, valamint a rendszeres és széleskorli
antimikrobidlis rezisztencia monitorozds sziikségességére. Remélem eredményeinkkel

hozzéjarultunk késébbi kutatdsokhoz a témaban.
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9. Osszefoglalas

A patogén Escherichia coli baktériumtorzsek a szopos €s valasztott malacok hasmenésének ¢és mas
enteralis megbetegedéseinek gyakori korokozoi. Az altaluk okozott korképek jelentds gazdasagi
veszteségekkel jarnak, valamint nem célzott kezelésiik megndveli az antimikrobidlis rezisztencia
kialakuldsanak kockazatat. Magyarorszagon is egyre ndvekvd igény van a sertéstelepeken
eléforduld E. coli torzsek virulenciafaktorainak és antibiotikum-érzékenységének monitorozasara,
hogy a védekezés célzottan a virulens térzsekre fokuszaljon. Tanulmanyunk sordn a 2020-2022
id6szak, valasztas elotti és utani malacok, passziv surveillance-bol szarmazo E. coli izolatumok
adatain végeztilink atfogo6 elemzést.

Az adathalmaz 866 torzs 18 virulenciagénjének multiplex PCR eredményeit tartalmazta, amik
alapjan a mintékat az alabbi patotipusokba soroltuk: enterotoxikus E. coli (ETEC), Shiga-toxint
termeld E. coli (STEC), hibrid ETEC/STEC, enteropatogén E. coli (EPEC), nekrotoxikus E. coli
(NTEC), valamint nem kategorizalhat6 torzsek. Emellett 6sszevetettiik a torzsek hemolizalo illetve
nem hemolizal¢ jellegét az ezekkel Gsszefiiggésben eléfordulo virulencia génekkel. A fenotipusos
antibiotikum-érzékenységi adatok vagy mikrohigitasos (MIC) vagy korongdiffuzids érzékenységi
vizsgalati (DDT) modszerekbdl szarmaztak. A tesztek eredményei, valamint a vonatkozd
epidemiologiai hatarértékek (ECOFF) alapjan a torzseket két kategoriaba soroltuk: vad tipusu
(WT), illetve nem vad tipusu (NWT) torzsek.

Az eredmények alapjan a leggyakrabban el6fordulo toxin gén az stb (STb, 68%,) a leggyakrabban
eléforduld fimbria gén a fed4 (F18, 47%) volt. A leggyakoribb virulenciagén-kombinacio a fedA-
sta-stb (F18-STa-STb) volt. Legnagyobb aranyban az ETEC patotipus volt jelen 58%-kal, amelyet
a hibrid ETEC/STEC kovetett, 11%-kal. A hemolizalo térzsek aranya 82% volt, ezekben a
torzsekben leggyakrabban a fedA-sta-stb virulenciagén kombindci6 fordult eld. A 18%-ot kitevo,
nem hemolizal6 torzsekhez leggyakrabban az ast4 (EAST1) virulenciagén tarsult. A fenotipusos
antibiotikum-érzékenység vizsgalatok alapjan az ampicillinnel szemben mutatkozott legkevésbé
érzékenység, 73% volt az NWT torzsek ardnya, amit a tetraciklin és az enrofloxacin, kdvettek 67%-
kal, illetve 47%-kal. Az Gsszes, florfenikolra vizsgéalt minta vad-tipus volt, ezen kiviil a
legnagyobb vad-tipus ardnyt mutaté antibiotikumok az amoxicillin-klavulansav (96%) és a
ceftazidim (95%) voltak.

Adatelemzésiink eredményeivel szeretnénk ravilagitani a sertéspatogén E. coli torzsek

virulenciagénjeinek varidbilitasara, patotipusba sorolasanak nehézségeire, igy a virulenciagén-

26



tipizalas sziikségességére. Az epidemiologiai érzékenységi kategoridk alkalmazasa pedig segithet
képet adni a torzsek antimikrobidlis rezisztencidjardl, relevans, a sertés gyodgyaszatban
gyakorlatban alkalmazott antibiotikumokra vonatkozo, érvényes klinikai érzékenységi

hatarértékek hianyaban.
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10. Summary

Pathogenic Escherichia coli strains are among the most common causes of diarrhea in suckling and
weaned piglets, leading to significant economic losses, additionally, their treatment increases the
risk of the bacteria developing antibiotic resistance. As a result, there is a growing need to monitor
virulence factors and antibiotic sensitivity of E. coli strains found on domestic pig farms, so that
preventive measures can specifically focus on the virulent strains.

Our study was conducted on passive surveillance data, collected from 2020 to 2022, analysing 866
E. coli isolates obtained from suckling and weaned piglets.

The samples were previously tested for 18 virulence genes by multiplex PCR, and based on the
results, we classified the strains into the following pathotypes: enterotoxic E. coli (ETEC), Shiga
toxin-producing E. coli (STEC), hibrid ETEC/STEC, enteropathogenic E. coli (EPEC), necrotoxic
E. coli (NTEC), and non-classified strains. We also compared the hemolytic and non-hemolytic
characteristics of strains with associated virulence genes. Based on the results of phenotypic
antibiotic sensitivity tests conducted using microdilution (MIC) and disc diffusion test (DDT)
methods, and epidemiological cut-off values (ECOFFs) we categorized the strains as wild type
(WT) or non-wild type (NWT).

The most frequently detected toxin gene was stb (STb, 68%) and the most common fimbrial gene
was fedA (F18, 47%). The most prevalent virulence factor gene combination was fedA-sta-stb
(F18-STa-STb). The majority of the isolates, 58%, belonged to the ETEC pathotype, followed by
hibrid ETEC/STEC strains, 11%. Hemolytic strains made up 82% of all isolates, the fedA-sta-stb
virulence factor gene combination being the most frequently associated with hemolytic activity.
18% of the strains were non-hemolytic, the ast4 (EAST1) gene was most commonly linked to non-
hemolytic strains. The highest proportion of non-wild type (NWT) strains were observed for
ampicillin (73%), followed by tetracycline (67%) and enrofloxacin (47%). All samples tested for
florfenicol were categorised as wild type (WT). Following this the highest WT proportions were
observed for amoxicillin-clavulanic acid and ceftazidime, 96%, and 95% respectively.

With the results of our data analysis, we aim to highlight the variability of virulence genes in
porcine pathogenic E. coli strains, the challenges of pathotype classification, and thus the necessity
of virulence gene typing. The application of epidemiological cutoff values (ECOFFs) may provide
insight into the antimicrobial resistance of these strains, in the absence of valid veterinary-specifc

clinical breakpoints for antibiotics commonly used in porcine medicine.
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