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Bevezetés
Az E. coli egy széles korben el6fordulé tobbnyire kommenzalista baktérium, amely a
normal bélfléra részeként részt vesz annak harmonikus egyensulyanak
fenntartasaban. Azonban léteznek patogén E. coli térzsek is, amelyek mind az
emberben, mind az allatokban fert6zéseket tudnak létrehozni.

A fert6zés kialakulasanak helye szerint az E. coli torzsek két nagy csoportba
oszthatdk, ugymint extraintesztinalis és intesztinalis térzsek, amelyeken bellll tovabbi
alcsoportok léteznek. Az extraintreszintalis E. coli térzsek agyhartyagyulladas és
vérfertézéssel (meningitis-associated E. coli, MNEC), valamint hugyuti fertézéssel
jaré (uropathogenic E. coli, UPEC) és madarpatogén E. coli (avian pathogenic E. coli,
APEC) torzsekre, az intesztindlis E. coli térzsek pedig enteropatogén E. coli
(enteropathogenic E. coli, EPEC), enterohemorragias E. coli (enterohaemorrhagic E.
coli, EHEC), enterotoxikus E. coli (enterotoxigenic E. coli, ETEC), enteroaggregativ
E. coli (enteroaggregative E. coli, EAEC), enteroinvaziv E. coli (enteroinvasive E. coli,
EIEC), diffuzan tapad¢ E. coli (diffusely adherent E. coli, DAEC) és tapado-invaziv E.
coli (adherent-invasive E. coli, AIEC) torzsekre oszthat6.

Allatorvosi szempontbdl az intesztinalis patogén E. coli térzsek esetében, az
emberben okozott elvaltozasok alapjan beazonositott EPEC, EHEC, ETEC, EAEC,
EIEC patotipusoknak van, illetve lehet megbetegité szerepe. Az utdbbi évek
kutatasainak eredményeképp a fenti, elsésorban human enteralis E. coli patotipusok
mindegyikének a baromfiban val6 el6fordulasardl is tébb kevesebb adat keriilt
napvilagra (Alonso és mtsai., 2011; Dorigeraee és mtsai., 2016; Krause és mtsai.,
2005; Lee és mtsai., 2009; Wang és mtsai., 2017).

Elelmiszer eléallitas céljabdl tartott baromfifajok esetében ezen enteralis patogén E.
coli paptotipusok akar potencialis vagy valddi zoonotikus koérokozokeént,
kozegészséglgyi veszélyeket is jelenthetnek. Ezek kozil is kulon kiemelendék az
EPEC torzsek, amelyeket els6 human enteralis kérokozoként irtak le az ugynevezett
csecsemd diszpepsiat okozd E. coli-ként (Neter, 1965). Az emlitett EPEC torzsek
kozeli rokonsagban allnak az EHEC toérzsekkel, amelyek fontos zoonotikus

torzseknek szamitanak. Ugyanis az EHEC t6rzsek az EPEC t6rzsekbdl johettek létre
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az stx toxin géneket hordozo bakteriofagok felvételével (Téth és mtsai., 2003). Ezért
ezen torzsek elkilonitése mindenképpen fontos egymastél a lehetséges
kdvetkezmények mérlegelése szempontjabdl.

Az EPEC torzsek Kkozott tovabbi valtozatok fordulnak el6, amely a
patomechanizmusban fontos szerepet jatszo, un. kotegképzé pilus (BFP)
termelédéssel van dsszefliggésben. igy megkiilénbdztetiink tipikus EPEC (tEPEC)
torzseket, amelyek képesek a koétegképz6 pilust termelni és atipikus EPEC (aEPEC)
torzseket, amelyekbdl ezen tulajdonsag hianyzik és igy mas adhezinek segitségével
jon létre a sejt, baktérium kapcsolat. A tEPEC tdrzsek els6sorban emberben és
nyulakban fordulnak eld. Ellenben az aEPEC térzsek széles koérben eléfordulnak, igy
emberben is, és lehetnek megbetegedések forrasai mind emberben, mind
allatokban. Az elmult évtizedek soran a tEPEC okozta emberi megbetegedések
szamanak csOkkenése és a helyette megjelend ndvekvé szamu aEPEC okozta
hasmenéses bantalmaknak, nem csak a fejl6d6, hanem a fejlett vilagban is fontos
emberi korokozdéjava valt.

Az aEPEC térzseket szamos allatfajban vizsgalatnak vetették mar ala. igy tarsallatok
kdzul macskaban és kutyaban tobb kutatasi eredmény alapjan 6sszefliggést tudtak
talalni az aEPEC fertézés és a hasmenéses esetek kimenetele kéz6tt ezekben az
allatfajokban. Tovabba az emberi fert6zések lehetséges forrasaiként is szamba
veszik ezeket az allatfajokat, amit a két faj (ember és allat) kozotti szoros fizikai
kontaktus még jobban el6segit.

A haszonallatokban végzett kutatasok alapjan baranyokban is gyakran izolalhatok az
aEPEC torzsek, amelyek el6fordulasa az életkor el6rehaladasaval csokken. A
baranyokban nagy gyakorisaggal fordulhatnak elé EHEC-szer( térzsek is, amelyek
létrejohetnek egyes aEPEC t6rzsek Shiga toxint hordozé bakteriofagok felvételével.
Ennek gyakorlati lehet6ségét magyar kutatécsoport is kisérletesen bizonyitotta (Téth
és mtsai., 2003). A sertések hasmenéses eseteibdl is gyakran kimutathatok specialis
adhezineket hordozé aEPEC torzsek, amelyek hajlamosité tényezék mellett
fokozottabban fordulhatnak el magyar vizsgalatok alapjan is (Malik és mtsai., 2006;
Malik és mtsai., 2012).



A baromfiban végzett kutatdsok is hasonlé eredménnyel jartak vilagszerte. Ennek
megfeleléen gyakori és valtozatos aEPEC torzsek eléfordulasat mutattak be, aminek
fontos szerepe lehet a virulencia és antibiotikum rezisztencia gének hordozasaban
és tovabbadasaban is (Szmolka és mtsai., 2012; Malik és mtsai., 2017).



Célkitlizések

Az allatokban el6forduld6 EPEC és féként aEPEC tdrzsek magyarorszagi
gyakorisagat illetéen kevés adattal rendelkeziink. Baromfifélék esetében pedig
elmondhatd, hogy kutatasunkat megel6zden ilyen iranyu vizsgalatok vagy adatok

nem voltak.

Ezért célul tlztik ki, hogy a f6bb haszonallatként tartott baromfifélék (hazi tyuk,
pulyka, kacsa, lud, galamb) esetében megvizsgaljuk az eléforduld enteralis E. coli
patotipusokat, hogy a kapott eredményeink alapjan tovabbi megallapitasokkal
gyarapitsuk a baromfival kapcsolatos ismereteket.

igy az alabbi célokat tliztiik ki a PhD munkam soran:

1. A hazi tyuk esetében megvizsgalni, adatot gydjteni a hordozott E. coli
patotipusokrol sajat gydjtési mintakon és referencia torzsgyljteményen.

2. A feltételezhetéen enteralis patogén E. coli torzsek fenotipusat (antibiotikum
rezisztencigjat és szerocsoportjat), valamint filogenetikai hovatartozasat
meghatarozni.

3. Az azonositott potencialis kérokozok rezisztencia vizsgalataval célunk volt
meghatarozni a térzsek antibiotikum rezisztencia hordozasat és
elterjedtségét.

4. Az 6t leggyakrabban tartott baromfi faj esetében 6sszehasonlitd vizsgalatot
végezni a hordozott enteralis E. coli patotipusokkal kapcsolatosan, kilon
hangsulyt fektetve az esetleges életkori kiildnb6z8segekre.

Els6ként brojlercsirke kapcsan végeztiink vizsgalatot, aminek soran multirezisztens

aEPEC torzseket izolaltunk els6ként Magyarorszagon brojlerekbdl.

Ezt kbvetben a tovabbi 6t baromfi faj esetében végeztiink 6sszehasonlitast, kilénds
hangsullyal az életkori eltérésekre, aminek eredményeképpen megtehettik az els6
aEPEC leirasat ludakbdl, valamint az els6 hazai aEPEC leirasat pulykabol és

galambbol.



Anyagok és modszerek

Vagohidakrol (brojler, pulyka, kacsa, lud) a vagott allatok vakbelébdl és testfelliletérdl
(brojlereknél) steril tampon mintakat gydijtéttiink, valamint a Nébih-ADI baromfi
osztalyan az elhullott baromfik vakbelébél szintén tampon mintakat vettiink. EI6
baromfik esetében klodka tampon mintakat készitettiink. Tovabba a Nébih-ADI
baromfi E. coli tdrzsgyljteményét is bevontuk vizsgalatunkba.

A tampon mintédkbdl taptalaj (bromtimolkék és MacConkey) fellletén baktérium
izolalast veégeztink. Amelyekbdl egy laktéz pozitiv telepet tovabb oltva
torzstenyészetet allitottunk elé. Az izolalt baktériumokat MALDI-TOF moddszerrel,
illetve biokémiai tesztekkel E. coli térzseknek azonositottunk be.

A feltehetbleg patogén E. coli torzsek esetében a szerotipizalast a Nemzeti
Népegészségligyi Kézpontban végeztik el O és H antigén specifikus savokkal
végzett agglutinacios probakkal.

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat a CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) el6irasai alapjan végeztik el Mueller-Hinton taptalaj feliletén, amelynek
soran 15 féle antibiotikum elleni rezisztenciat vizsgaltunk meg. A transzferabilis
kolisztin rezisztencia gén jelenlétét molekularis genetikai médszerrel az mer-1 génre

leirt primerrel végeztik el.

Az izolatumainkban fellelhetd intesztinalis patogén E. coli térzsekre jellemzé
virulencia géneket, a térzsek filogenetikai besorolasat és a patogén térzsek tovabbi

jellemzését PCR segitségével hajtottuk végre.

Az eredmények statisztikai elemzésére a 95%-os konfidencia intervallum és vart

gyakorisag meghatarozast, Fisher-egzakt tesztet és ANOVA-t alkalmaztunk.



Eredmények

Munkank soran csak az EPEC torzsekre jellemz6 eae (intimint kddold) virulencia gént
sikerdlt kimutatni. Mas intesztinalis patotipusra jellemzd virulnecia gén nem fordult
el6 a vizsgalt torzsek kdzott. Az EPEC térzsek vizsgalatai alapjan elmondhato, hogy
mindegyik térzs atipikus EPEC (aEPEC) térzsnek bizonyult, az EAF plazmid és az
azon kodolddo bfpA (kétegképzé pilust kddolja) gén hianya alapjan. Ellenben
mindegyik aEPEC torzs tartalmazta a patomechanizmusban fontos tir (translocated
intimin receptor) fehérjét kddolé génszakaszt. Az mcr-1 gént és igy a transzferabilis

rezisztencia gén hordozasat nem mutattuk ki egyik mintaban sem.

A brojlerek esetében kimagaslé gyakorisaggal voltak kimutathatok az aEPEC torzsek
mind a vagohidi (28% - 35 aEPEC) és a Nébih-ADI (30% - 48 aEPEC)
torzsgyljteményében is. A B2 filogenetikai csoport nagy szamban képviseltette
magat az aEPEC torzsek (25,5%) esetében, ellentétben a nem EPEC torzsekkel
(2,5%), amely Fisher-egzakt teszttel szignifikans eltérésnek bizonyult. A brojlerekbdl
izolalt aEPEC torzsek szerocsoportjai eltéréek voltak az allomanyok kézott (0108 és
O 14), azonban egy allomany belll egységesnek volt mondhaté. Az antibiotikum
rezisztencia a vagohidi mintak esetében 15, a Nébih-ADI térzsgylijteménye esetében
41 rezisztencia mintazatot mutatott és 94% (vagohid) illetve 98%-a (Nébih-ADI) az
aEPEC tdrzseknek multirezisztens volt. Az antibiotikumok széles korére volt
kimutathatd rezisztencia, amely akar 100%-os is lehetett. (1. Abra)
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1. Abra Antibiotikum rezisztencia gyakorisagok a vagohidon és a Nébih-ADI altal

gyUjtott mintakbol szarmazo aEPEC térzsek esetében.



A brojlereken kivil végzett mintagyljtés soran 6sszesen 7 aEPEC torzs jelenlétét
sikerdlt kimutatni a 319 mintadban. Az igy gyUjtott izolatumok eltéré életkoru és
hasznositasu baromfikbdl szarmaztak vagohidakrol, haztaji allomanyokbdl és
elhullott allatokbdl. (1. tablazat)

1. tablazat Gydjtétt mintak és eae (intimin) pozitiv térzsek életkori és faji megoszlasa.

Eletkor Galamb H.tyuk* Kacsa Lad Pulyka |Osszesen
0-1hetes 14 27 41
1-6 hetes 4 26 *2/4 34
_ 7-16 hetes 13 13
=)
< |15hetes 4 4
<
2 17 hetes-6 hénapos 3 3
2
6 hénapos *1/1 1
6-12 honapos 11 11
v r
1évfeletti 15 1 16
.. Ld
Osszesen 1 29 36 53 4 123
Eletkor Galamb H.tyuik* Kacsa Lad Pulyka |Osszesen
Fidka *2/12 12
T |3-4hénapos 8
N
£ 6 hénapos 4 4
r r
2-3 éves 10 13 23
. L4
Osszesen 34 13 47
Eletkor Galamb H.tyuk* Kacsa Lad Pulyka |Osszesen
o 14 hetes 51 51
<
:% 16 hetes *2/48 48
= |20hetes 50 50
Osszesen 51 48 50 149
N . v L4
Osszegzés 35 42 87 101 54 ( 319

*n/n=eae (intimin) pozitiv mintak/dsszes minta

H. tyuk* = Hazityuk (Gallus gallus domesticus )



A pulykdbdl, ludbdél és galambbdl kimutatott 7 aEPEC torzzsel kapcsolatos
tudnivaldkat, szerotipusukat és antibiotikum rezisztencia mintdzatukat a 2.

tablazatban 6sszesitettik.

2. Tablazat Az izolalt aEPEC térzseink eredete, filogenetikai és szerocsoportjaik,

valamint antibiotikum rezisztencia mintazatuk.

Allatfaj Eletkor ECOR | Szerotipus Antibiotikum rezisztencia mintazat

Pulkya | 4 hetes BL | ONT:NM [AMC, AMP, CHL, CIP, ENR, FOX, KAN, NAL, NIT, SMX, STR, SXT, TET, TMP
Pulyka | 4 hetes F 076 :NM  |AMC, AMP, CHL, CIP, ENR, NAL, SMX, STR, SXT, TET, TMP
lid | 16hetes | B2 | 0145:HSP [AMC, AMP, NAL, NIT, SMX, STR, SXT, TET, TMP
lid | 16hetes | B2 | 0145:HSP [AMC, AMP, CIP, ENR, NAL, NIT, SMX, STR, SXT, TET, TMP
Galamb | fidka Bl | 0109:H21 [AMP, NIT, SMX
Galamb | fidka Bl | 0109:H21 [AMC, SMX

Galamb | 6 hdnapos B1 O NT:H35 |AMC, AMP, SMX, STR

Roviditések: ECOR (filogenetikai csoport); szerotipus: NT (Not typable/nem
tipizalhatd), NM (nem mozgd), SP (spontan agglutinacié); AMC (amoxicillin-
klavulansav), AMP (ampicillin), CHL (kléramfenikol), CIP (ciprofloxacin), ENR
(enrofloxacin), FOX (cefoxitin), KAN (kanamicin), NAL (nalidixsav), NIT
(nitrofurantoin), SMX (szulfometoxazol), STR (sztreptomicin), SXT
(szulfometoxazol+trimetoprim), TET (tetraciklin), TMP (trimetoprim)




Megbeszélés

A jelen munkankat megel6z6en magyarorszagi adatok nem léteztek a baromfi
aEPEC hordozasa kapcsan, amelyet széles kérben és nagy gyakorisaggal sikertilt
munkank soran kimutatni brojlerekben és a rendelkezéslnkre all6 reprezentativ
baromfi E. coli térzs gyljteményen belil is. A kutatdsunk megerésitette, hogy ezen
torzsek nagy gyakorisaggal hordoznak magukban szamos antibiotikum rezisztencia
géntis. Az irodalomban aEPEC térzsekkel kapcsolatos informaciok nem léteztek hazi
ludakban (Anser anser domestica), igy nekink sikerilt els6ként ennek a
patotipusnak az eléfordulasat kimutatni és leirni ebben a madarfajban. A pulykaban
és galambban adatok eddig szintén nem voltak elérheték az aEPEC torzsekkel
kapcsolatosan Magyarorszagroél, amit a jelen munka eredményeképpen szintén be
tudtunk mutatni.

A kutatasunk eléremutatd eredménye volt, annak felvetése a sajat eredményeinken
alapulva és az irodalmi adatokkal 6sszevetve els6ként, hogy a baromfi fajok
esetében az életkornak, valamint tartasi kordlményeknek, betegségeknek fontos
szerepe lehet az aEPEC el6fordulasi gyakorisagaban, annak befolyasolasaban.

Bar a munkank szamos Uj, eddig nem ismert informacioval, adattal szolgalt a
tudomanyos élet szamara és ezeket rangos, nemzetkozileg is elismert kilfoldi
folyoiratokban sikerilt lek6zdIntink. Azonban elmondhatd, hogy vizsgalataink nem
lehettek teljeskoriiek, az ehhez sziikséges technikai és anyagi hattér szi(ikos volta
miatt. Igy a tovabbiakban a hordozott intimin tipusok, valamint az aEPEC térzsek in
vitro és in vivo patogenitasanak vizsgalata és az aEPEC torzseink esetleges

fajspecificitasanak tisztazasa tovabbi munkakat igényel majd a jovében.

Ennek ellenére a fentiek alapjan reményiinket tudjuk kifejezni, hogy az elvégzett és
a fentiek szerint ez alapjan a jovében elvégzendd kutatasok, j6 alapjat teremthetik
meg a hazai- és nemzetkdzi enteralis mikrobioldgiai kutatasokban valé részvételnek.
Ezek eredményei az oktatasban (jarvanytan és élelmiszerbiztonsag) is hasznosithaté

modern tudasanyagként szerepelhetnek.
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Uj tudomanyos eredmények

Céljainknak megfeleléen kialakitottunk egy 437 izolatumbal allé baromfi eredeti E.

coli térzs gyUjteményt. Elvégeztik a kollekcid human enteralis E. coli patotipusok

virulencia marker génjeire valéo szirését és nagyszamu aEPEC torzset

azonositottunk.

Ezen térzsek jellemzése soran a kdvetkezd uj eredményeket értik el:

1.

Magyarorszagon elséként azonositottunk hazi tydkbdl, pulykabdl, galambbdl
aEPEC torzseket.

A kutatbmunkank soran az irodalomban els6ként sikerlilt aEPEC torzseket

ludakbdl (Anser anser domestica) izolalni és jellemezni.

Kutatasaink soran elséként sikerilt olyan dsszehasonlité munkat végezni, ami

felveti az aEPEC torzsek életkor szerinti el6fordulasi gyakorisaganak eltérését.

A brojler EPEC térzsek feltinéen gyakori (25%-0s) B2 filogenetikai

Az aEPEC torzsek esetében valtozatos és nagymértékii antibiotikum

rezisztenciat és szerocsoportokat sikerdlt kimutatnunk.

Az eltér6 baromfi fajtak esetében sikerilt bemutatnunk, hogy a gazda allatfaj

befolyasolhatja az izolalt aEPEC térzsek antibiotikum rezisztenciajat.
Az eredményeink alapjan a baromfiban leginkabb az aEPEC el&fordulasat tartjuk

valészinlinek, egyéb patotipus megjelenése inkabb mas forrasbdl torténd

szennyezddésnek tudhato be.
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