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1.0 Roviditések

AMP*: ampicillin

AMR: antimikrobialis rezisztencia

AR: antibiotikum rezisztencia

bas: brown-and-smooth

bdar: brown-dry-and-rough

CHL*: kloramfenikol

CIP*: ciprofloxacim

CR: Kongovords és Coomassie brilliant kék agar
CTX: cefotaxim

EPS: extracellularis polimer anyag

EU: Eurdpai Unid

GEN*: gentamicin

HGT: horizontalis géntranszfer

JPIAMR: Joint Programming Initiative on Antimicrobial Resistance
LB agar: Luria-Bertani agar

MDR: multidrog rezisztencia

NAL™*: nalidixinsav

pas: pink-and-smooth

PCR: polimeraz lancreakcio

pdar: pink-dry-and-rough

ras: red-and-smooth

rdar: red-dry-and-rough

saw: smooth-and-white

SUL: szulfonamid vegyiiletek

TET™*: tetraciklin

TOB*: tobramicin

TRI*: trimetoprim

WHO: World Health Organisation

XLD agar: Xylulose Deoxychocolate agar

*EUCAST (2022) alapjan (https://www.eucast.org/eucastguidancedocuments)


http://www.eucast.org/eucastguidancedocuments)

2.0 Bevezetés

Az antimikrobialis szerek, koztik az antibiotikumok alkalmazdsa a human- és
allatgyodgyaszatban olyan jelentds elonyokkel jar, mint a fert6z6 betegségek okozta morbiditas
¢s mortalitas csokkentése, de az emlitett elényok mellett szamos hatranyos kdvetkezménnyel is
szamolni kell. Az antibiotikumok széles korti hasznalata ugyanis hozzajarul az antimikrobialis
rezisztencia (AMR) kialakulasdhoz, és az ugynevezett ,,szuperbaktériumok™ elterjedéséhez,
mivel a baktériumok fel tudnak venni, akar egymastol, akar a kornyezetiikbol antibiotikum
rezisztencia (AR) géneket, melyek beépiilhetnek a sajat genomjukba (Martinez, 2014,
Hutchings et al. 2019). A rezisztens baktériumok még komolyabb egészségiigyi kockazatot
jelenthetnek, ha szélesebb korben elterjednek, mivel a kialakult rezisztencianak kdszonhetden
ellenallhatnak az elleniik felhasznalt antibiotikumnak és/vagy egyéb antimikrobialis szereknek.
Mindezek miatt a World Health Organisation (WHQO) 2015-ben megrendezett Kozgytilésén
elfogadott egy az antibiotikum rezisztencia elleni kiizdelemre vonatkozé Globalis Cselekvési
Tervet (WHO, 2015). A Cselekvési Tervben 6t f6 célt tiiztek ki, melyek kozott szerepel az
ismeretek bovitése adatok gylijtésével és tudomanyos kutatasok folytatasaval az AMR-rél,
valamint az antimikrobidlis szerek optimalizalt hasznalata a human- ¢és allatgyogyaszatban
egyarant (WHO, 2015). A célkitlizéseket a ,,One Health” (,Egy Egészség”) elvek
figyelembevételével fogalmaztak meg. Ez egy olyan megkozelitése a tudomanyos kutatasoknak,
melynek soran az emberekre, az allatokra és az 6koszisztémara gyakorolt hatasokat egyiittesen
elemzik, mivel ez a harom teriilet szorosan Osszefligg egymassal. Ezen elvek
figyelembevételével az Europai Unio (EU) is megfogalmazott az AMR elleni kiizdelemre
vonatkoz6 kozos célkitlizéseket, és erdfeszitéseket tesz, hogy az AMR terjedést visszaszoritsa
(The European Commission, 2017). Az eurdpai célok kozott szintén szerepel a tudomanyos
kutatds tamogatasa, és az is, hogy az EU vezetd szerepet vallaljon az AMR terjedése elleni
kiizdelemben az egyre gyorsabban globalizalodé vilagban. Az Eurdpai ,,One Health”
Cselekvési Terv keretében (The European Commission, 2017) a 2017-ben kitlizétt céloknak
megfeleléen az EU létrehozta a Joint Programming Initiative on Antimicrobial Resistance
(JPIAMR) kezdeményezést, melynek célja, hogy nemzetkozi szinten koordinalja a kutatési
célokat és programokat, illetve segitse az orszagokat abban, hogy az AMR ellen megfeleld
stratégiaval 1épjenck fel (The European Commision, 2017; JPIAMR, 2023). Jelenleg a
JPIAMR-nek huszonkilenc tagallama van (1. abra).


https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/antimicrobial_resistance/docs/amr_2017_action-plan.pdf

1. abra JPIAMR tagorszdagai, https://www.jpiamr.eu/about/jpiamr-members

A humanegészségiigy mellett az antibiotikumok egy masik fontos felhasznaloja a
mezdgazdasag, azon beliil kiilondsen az allattenyésztés, ami nem csak az AMR terjedését
segitheti eld, de egyes zoonotikus betegségek megjelenését és eldretorését is. Az allati eredeti
termékek eldallitasi folyamatanak tobb 1épésében is hasznalnak antimikrobialis Szereket
(Brown et al.,, 2017). Antimikrobialis szereket nem csak betegségek kezelésére vagy
megelézésére alkalmazhatnak, hanem az Eurdpai Unidn kiviil, szamos orszagban tovabbra is
elfogadott modszer, hogy antibiotikumokat élelmiszertermeld allatok tomeggyarapodasa
érdekében hasznaljanak fel, illetve, hogy noveljék azok reprodukcids sikerét €s a tdpanyagok
hasznosuldsat (Brown et al., 2017). Napjainkban leginkabb fejléddé orszagokban alkalmazzak
az antibiotikumokat, mint hozamfokoz6 készitményeket. Ezekben az orszagokban a gyors
iteml népességnovekedést, és az ezzel jard élelmiszerek iranti megnovekedett Keresletet
intenziv mezO6gazdasagi termeléssel probaljak kielégiteni. E folyamatokban kozrejatszik az is,
hogy az elmult idészakban vilagszerte megnovekedett a kereslet az allati eredetii fehérjék irant.
Ezért a hozamfokozas érdekében szubklinikai dozisban az allati takarmanyhoz adagolt
antibiotikumokat alkalmaznak, hogy a lakossag szamara megfeleld mennyiségii €s mindségu
hastermék alljon rendelkezésre (Maron et al., 2013). Egyéb antimikrobialis Sszereket
hasznélhatnak a csomagolas soran is, hogy csokkentsék a baktériumok vagy a penészgombak
szaporodasat, igy novelve a termékek eltarthatosagat (Appendini & Hochkiss, 2002). Az
¢lelmiszeripari antibiotikum haszndlat miatt rezisztensé valéo mikroorganizmusok nem csak az
allatok egészségére jelentenek kockazatot, hanem az emberi egészségre is. A termékek

feldolgozasa soran felhasznalt antibiotikumok kijuthatnak a kornyezetbe is mint szennyezd


http://www.jpiamr.eu/about/jpiamr-members
http://www.jpiamr.eu/about/jpiamr-members
http://www.jpiamr.eu/about/jpiamr-members

szermaradvanyok, ahol tovabbi potencidlis kdzegészségiigyi kockazatot képviselnek. Bar az
elmult években az az Eurdpai Unid egészére szamitva az élelmiszer-termeld allatok korében
csokkent az antimikrobidlis szerek felhasznalasa, az antibiotikum rezisztencia megfékezésére

kittizott célok még korantsem teljesiiltek (ECDC, EFSA, EMA, 2021, Manyi-Loh et al. 2018).

Az antibiotikum hatasnak jelentOsen Kitett brojlerallomanyokban vilagszerte nagymértékben
elterjedtek az antibiotikum rezisztens Salmonella és Escherichia coli torzsek. A tobb
antibiotikum csoporttal szembeni egyidejii rezisztenciat mutatdé multirezisztens (MDR)
korokozok hazai viszonylatban is egyre nagyobb kockazatot jelentenek, ezzel novelve a brojler
¢s egyéb allati eredetli termékek potencidlis élelmiszerbiztonsagi kockazatat. Europaban ¢és
szamos mas orszagban a brojler eredetli salmonellosisok elsé szamu okozodja a S. Infantis, mig
a leggyakrabban el6fordulé human megbetegedést okozo szerovar tovabbra is a S. Enteritidis.
Human viszonylatban a S. Infantis a harmadik leggyakoribb szerovar (EFSA&ECDC, 2022).
Az E. coli torzsek nagyfoku heterogenitast mutatnak a kiilonb6z6 antibiotikumokkal szemben
mutatott rezisztenciara (Szmolka & Nagy 2013; Szmolka et al., 2021; EFSA & ECDC 2023).
A rezisztens Salmonella szerovarok mint a S. Infantis tovabba a MDR E. coli torzsek elterjedése
komoly élelmiszerbiztonsagi- és kozegészségiigyi kockazatokat vethet fel, ezért fontos, hogy

ezekr6l a baktériumokrol minél tobb informaciot szerezziink (EFSA&ECDC, 2022).

Egy tovabbi mechanizmus, ami eldsegitheti a fenti korokozo baktériumok elterjedését a
biofilm-képz6 képessége. A biofilmek a Foldon a legelterjedtebb életformak kozé szamitanak
(Flemming et al., 2016). Azzal, hogy a baktériumok biofilmet képeznek szdmos szamukra
elonyds jellemzore tesznek szert, melyek kozé tartozik a fertdtlenitdszerekkel és a kiillonbozo
antibiotikumokkal szembeni ellenalloképesség. A kiilonb6z6é biofilmekben nemcsak egy
baktérium species vagy baktérium torzs lehet jelen, hanem egyszerre tobb baktérium is
alkothatja a biofilmet, aminek kovetkeztében a kiilonbozé torzsek kozott 1étrejohet a
konjugacio, aminek segitségével akar rezisztencia gének horizontélis atvitelére is sor kertilhet

e mikroba kozosségekben (Martinez 2014; Soucy et al. 2015).

Feltételezésiink szerint a S. Infantis torzsek eldretorésében €s globdlis elterjedésében azok
biofilm képzése és a veliik tarsultan el6forduld (cohabitans) MDR E. coli torzsek is aktiv

szerepet jatszhattak.

Ezen hipotézisbdl kiindulva e dolgozat célkitiizései a kovetkezdek:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6017557/

1. Recens E. coli, S. Infantis és S. Enteritidis torzsek antibiotikum rezisztencia
fenotipusanak meghatarozza, a rezisztencia-asszocialt mintazatok és jellegzetes

kiilonbségek azonositasa.

2. Afent emlitett E. coli és Salmonella speciesek/szerovarok biofilm képzo képességének

¢s a biofilm morfotipusanak sszehasonlitsa.

3. A rezisztencia gének és a biofilm képzés kozotti potencialis dsszefiiggések vizsgalata,

a MDR esetleges hatasa a biofilmképzésre.

A felvazolt célkitlizések és az azok vizsgalatabol szarmazd megfigyelések segithetnek

megérteni e baktérium kozosségeken beliil 1étrejovo komplex folyamatokat.



3.0 Szakirodalmi attekintés
3.1 Az antibiotikumok rovid térténete

A XX. szazad elejéig szdmos olyan fert6zo betegség létezett, ami jelentésen megroviditette
az emberek élettartamat. A baktériumok XVII. szazadi felfedezése, majd a kovetkezo
szdzadokban torténd egyre alaposabb megismerése valaszt adott arra, hogy az egyes fert6zo
betegségeket milyen patogének okozzak. Elkezdddtek azok a kutatasok is, amik arra iranyultak,
hogy e patogének altal okozott fert6zéseket sikeresen kezelni lehessen. E kutatasok soran
szamos hatékony antimikrobidlis szert, koztlik antibiotikumokat fedeztek fel a XX. szdzad
masodik felében (Hutchings et al., 2019). Az antibiotikumok felfedezésiik ota javitottdk az
¢letmindséget, segitettek lekiizdeni a fert6zéseket, és ezek kovetkezményeként jelentdsen
(1888-1973) koszonhetjiik: ,,az antibiotikumok olyan mikrobialis eredetli anyagok, amik
gatoljak a baktériumok €és mikroorganizmusok névekedését vagy elpusztitjak a baktériumokat
¢s mas mikroorganizmusokat”. Waksman eredeti definicidja el6tt az antibiotikum megnevezést

tagabb értelemben hasznaltak, igy ez segitett pontositani annak hasznalatat (Waksman 1947).

crer

Az Europai Parlament és a Tanacs (EU) 2019/6 rendelete szerint egy antimikrobialis szer:

,barmely olyan anyag, amely kozvetlen hatést fejt ki a mikroorganizmusokra, fertézések vagy
fert6z6 betegségek kezelésekor vagy megeldzésekor alkalmazva, beleértve az antibiotikumokat,
az antiviralis szereket, a gombadlé szereket és a protozoaellenes szereket” az antibiotikum
definicioja pedig a kovetkezé: ,.barmilyen olyan anyag, amely kozvetlen hatast fejt ki a
baktériumokra, és amelyet fertdzések vagy fert6zd betegségek kezelésére vagy megeldzésére

alkalmaznak™.

Az egyik els6 antimikrobialis szer, amit széles korben kezdtek el haszndlni az 1910-es
évektdl kezdve a szalvarzan (salvarsan) volt. Ezt az arzén tartalmi vegyliletet a szifilisz
kezelésére alkalmaztak (Lloyd et al., 2005). Mivel ez egy arzén tartalmt vegyiilet, a penicillin
felfedezésével az alkalmazasa is visszaesett. A taldn a legismertebb antibiotikum a penicillin,
ennek felfedezése Alexander Fleminghez (1881-1955) kotddik. A Fleming kisérletei soran
Staphylococcus baktériumok tenyésztésre szolgald Petri csészék egy része penészgombaval
fert6zodott be, és Fleming azt vette észre, hogy a megjelent penész telepek koriil egy gatlasi
zo6na alakult ki, ahol a Staphylococcus izolatumok elpusztultak. A penészgombat megvizsgalva

megallapitotta, hogy az izolatum a Penicillium nemzetségbe tartozik. Kiilonb6z6 baktérium



fajokra tesztelve az izolatum hatéasat, és azt tapasztalta, hogy a penész altal termelt hatéanyag
baktericid, bakteriolitikus és novekedést gatldo tulajdonsagokkal rendelkezik a vizsgalt
baktériumokkal szemben (Fleming 1930). Mivel a leggyakoribb kérokozo baktériumok ellen
jol hasznalhatonak bizonyult a hatéanyag (amit penicillinnek nevezett el), a penicillin az egyik
leggyakrabban hasznalt antibiotikummaé valt a felfedezését kdveté években. Azonban mar
1950-es évekre sok baktérium fajnal megjelent a rezisztencia erre a vegyliletre (Hutchings et

al., 2019).

Waksman nevéhez nemcsak az elsd antibiotikum definicié megalkotasa flizédik, de tobb
antibakterialis hatassal rendelkez6 anyagot is felfedezett. Talajban ¢él6 baktériumokat
tanulmanyozott, aminek soran tobb antibakterialis hatdssal rendelkezd Streptomyces torzset is
azonositott. Az altala felfedezett antibiotikumok ko6zé tartozik a neomicin és a sztreptomicin is,
ezek voltak az els6 vegyiiletek, amiket sikeresen alkalmaztak a tuberkuldzis kezelésére
(Waksman et al., 1946).

A 1970-es évektol kezdve egyre kevesebb 0j természetes eredetli antimikrobialis vegyiiletet
fedeztek fel, és vontak be klinikai kutatasokba. Jelenleg a legtobb ilyen 0j hatdanyagot a mar
rendelkezésre allo antibiotikumok valamilyen kémiai tulajdonsaganak megvaltoztatasaval
hozzak létre. A napjainkban hasznalt f6bb antibiotikum tipusok (antibiotikum osztalyok) nagy
része mar legalabb hatvan éve hasznalatban van, de ezeknek a hatasossaga jelentGsen
lecsokkent az AR kialakuldsanak kdszonhetéen (Katz & Baltz; 2016, Hutchings et al., 2019).
Azonban a kérokoz6 mikrobdk genom szekvenaldsainak és szerkesztéseknek koszonhetden uj
lehet6ségek jelentek meg az uj antimikrobialis szerek felfedezésének és fejlesztésének terén. A
teljes genom szekvenalasok felfedték, hogy a mikrobak bioszintetikus utvonalai tobb
antimikrobialis hatasu vegyliletet hoznak létre, mint az eddig ismeretes volt (Katz & Baltz,
2016). Az 0j kutatasi és fejlesztési eljarasok széles korli alkalmazasa 0j lendiiletet adhat Gjabb
¢és hatasosabb antibiotikumok felfedezésének, ami hozzdjarulhat az antibiotikum rezisztencia

terjedése altal okozott kihivasok megoldashoz.

Az antibiotikumok hatdsmechanizmusuk és Osszetételiik alapjan kiilonbdzd antibiotikum
osztalyokba tartoznak. Hatasuk alapjan meg lehet kiilonbdztetni olyan antibiotikumokat, amik
a sejtfal szintézist gatoljak (példaul: B-laktamok), amik a fehérjék szintézisét gatoljak (példaul:
tetraciklinek), a nukleinsav szintézist gatoljak (példaul: fluorokinolonok) vagy a metabolikus
utvonalakat gatoljak (példaul: szulfonamidok). Mindegyik osztalyba tobbféle antibiotikum is
tartozik (Uddin et al., 2021, CDC 2023, 2. tablazat).
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2. tablazat Fobb antibiotikum osztalyok, a CDC Antibiotic Resistance & Patient Safety Portal

Outpatient Antibiotic Prescription Data alapjan, modositva (CDC, 2023)

Antibiotikum osztaly

Példak

Hatasmechanizmus

Penicillinek

Penicillin, amoxicillin

Sejtfal szintézis

gatlasa

Makrolidok

Azitromicin, eritromicin

Fehérje szintézis

gatlasa

Cefalosporinok

Cefalexin, ceftazidim

Sejtfal szintézis

gatlasa

Fluorokinolonok

Ciprofloxacin, levofloxacin

DNS szintézis gatlasa

B-laktam/ B-laktamaz gatlo

kombinaciok

Amoxicillin/klavulansav;

Ceftazidim/avibaktam

Két hatéanyag
kombinacioja, ahol az
egyik komponens
feladata, hogy a f3 -
laktamaz enzimet

gatolja

Tetraciklinek

Tetraciklin, doxiciklin

Sejtosztddas gatlasa a
fehérjeszintézis

gatlasaval

Trimetoprim-

szulfametoxazol

Trimetoprim-

szulfametoxazol

Sejtosztddas gatlasa, a
folsav szintézisének

megakadalyozasaval

Nitrofuran

Nitrofurantoin

Gatolja a
citromsavciklust,
valamint a DNS-,
RNS- ¢s

fehérjeszintézist

Linkozamidok

Klindamicin

Sejtosztddas gatlasa a
fehérjeszintézis

gatlasaval
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3.2  Azantibiotikumok hasznalata a mezégazdasaghban

Az antimikrobidlis szereket, koztiik az antibiotikumokat nem csak a human gyégyaszatban
hasznaljak, hanem a mez6gazdasagban is jelentés a kiilonboz6 antimikrobialis hatasu
vegyliletek felhasznalasa. Az antibiotikumokat a fert6z6 betegségek kezelése mellet az 1950-es
évektdl hozamfokozoként is alkalmaztak, hogy az allattartas gazdasagosabb legyen, igy
csokkentve a termelés koltségeit (Van Boeckel et al., 2015). Az elmult évtizedek soran
megndvekedett a kereslet az allati eredetli termékek irant, igy az antibiotikum hasznalat is
megnovekedett, hogy az allattenyésztés el tudja latni a fogyasztoi igényeket. Mig kezdetben az
antibiotikum hasznalat els6ésorban a fejlett orszagokra volt jellemz6, addig az elmult idészakban
a fejlodo orszagokban is egyre elterjedtebbé valt a hasznalatuk. Részben azért, mert ezekben az
orszagokban is megnovekedett az igény az allati eredeti fehérjék irant, részben pedig mivel
konnyebben hozzaférhetévé valtak az antibiotikumok. A fejlédé orszagokban azonban az
antimikrobialis szerek alkalmazasa altalaban kevésbé szabalyozott, mint az europai vagy az
¢szak-amerikai orszdgokban. Az elkdvetkezd években az allattartok korében torténd fokozott
antibiotikum hasznalat miatt varhatéan tovabb terjedhet a baktériumok korében az AR
(Kirchhelle, 2018; Van Boeckel et al., 2015). Az antibiotikumok hozamfokozoként torténd
hasznalata eldsegiti az allatdllomanyon beliil a gyorsabb novekedést, a hosszabb élettartam
elérését, illetve a termelési hatékonysdg optimalizalast. A hozamfokozéas céljabol hasznalt
antimikrobialis szerek ellen is ki tud alakulni AR, mivel ezeket a szereket szubklinikai dozisban
adagoljak az allatok taplalékahoz vagy ivovizéhez, ami nem elégséges ahhoz, hogy a
baktériumokat elpusztitsa. A hozamfokozokat tobbféle haszondallatndl is alkalmazzak, mint
példaul a szarvasmarha, sertés, brojler csirke és egyéb szarnyasok (Brown et al., 2017). A
felhasznalt antibiotikumok szermaradékai az allati eredetli termékekben felhalmozddhatnak és
a nem megfeleld tartasi koriilményeknek koszonhetSen kikeriilhetnek a talajba, talajvizbe. gy
az ott ¢él6 baktériumok szamara is konnyen hozzaférheté valnak a le nem bomlott
szermaradvanyok. Az Eurdpai Uni6 tagallamaiban 2006 ota teljeskdriien tiltott (European
Commission, 2005), mig az Amerikai Egyesiilt Allamokban részlegesen tiltott az
antimikrobialis szerek hozamfokozésra torténd alkalmazéasa. Tovabba, az Eurdpai Bizottsag
(EU) 2022/1255 végrehajtasi rendelete szerint a human fertézések kezelésére fenntartott
antimikrobialis szerek mez0gazdasagi felhasznalasa tiltott. Ennek az intézkedésnek az a célja,
hogy a mezdgazdasagban ¢és a human egészségiigyben hasznalt Kkritikus fontossagu
antibiotikumok ko6zott atfedés legyen, mivel ezek a korlatozasok szintén csokkenthetik az AR

terjedését (European Commission, 2005).
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Az antimikrobidlis anyagokat nemcsak az allattartok hasznaljadk a mezdgazdasagban, de
antibiotikumokat hasznalnak a noévénytermesztésben s, elsOsorban fert6zé betegségek
megelézésre és kezelésére. Ennek mennyisége elhanyagolhatdé az allattartashoz képest. A
leggyakrabban hasznalt ilyen antibiotikum a sztreptomicin. A sztreptomicint leginkabb
gylimdlcsosokben, azon beliil is almafdknal alkalmazzak betegségek kezelésére (Stockwell &
Duffy, 2012). Annak ellenére, hogy ezt az antibiotikumot a human gyogyaszatban is hasznaljak,
kevés esetben bizonyosodott be az AR kialakulasa klinikailag fontos patogének korében, ahol
visszavezethetd lenne az AR kialakulasa a mezbégazdasagi felhasznalasra. Donato és
munkatarsai 2010-ben kozolt tanulmanyukban kimutattak, hogy a sztreptomicinnel kezelt
almafak vizsgélata soran kimutathat6é volt tobb AR gén is. Az antibiotikumok nemcsak igy
keriilhetnek kapcsolatba novényekkel, hanem az allati eredetli tragyak felhasznalasaval vagy
szennyezett 6ntoz6vizzel is a névényekre vagy a talajba keriilhetnek antibiotikumok. A talajban
vagy a vizben is szert tehetnek egyes baktériumok AR génekre a horizontalis géntranszfer (HGT)
altal (Donato et al., 2010).

Az antibiotikumok hasznalata a mez6gazdasagban egy olyan komplex kérdéskor, ami sok
OsszetevOobol all. Ide tartoznak az allatjolét, az etikai vonatkozasok, a gazdasagi kornyezet,
valamint a kornyezetre gyakorolt hatasok, igy ezek 6sszességét kell vizsgalni ahhoz, hogy teljes

képet kaphassunk arrol, milyen hatasokkal jarhat az antimikrobialis szerek alkalmazasa.

3.3 Antibiotikumok hasznalata brojler csirke allomanyokban

A baromfitartas jovedelmezébb a tobbi élelmiszer-termel6 allat (szarvasmarha, sertés)
tartasdhoz képest mivel egyszeriibb és olcsobb feltételeket igényel, igy nagyobb lehet a profit
is, ami az allattartokndl realizalodik (Siekkinen et al., 2012). Az alacsonyabb koltségeknek
koszonhetden konnyebben ki tudja elégiteni a vildgszerte egyre nagyobb keresletet az allati

eredetli fehérjék irant.

Antimikrobialis szereket, koztiik antibiotikumokat brojler csirke allomanyokban szintén
hasznalnak a felfedezésiik Ota, mint mas haszonallatoknal. Kezdetben elsdsorban betegségek
megeldzése és tovabbi terjedésiik megeldzése céljabol alkalmaztak ezeket a szereket. Az XX.
szazad kozepén, az 1950-es években azonban azt tapasztaltdk, hogy az antibiotikum tartalmua
tappal etetett brojlerek tomege gyorsabban gyarapodott, mint azoké az allatoké, amelyek nem
kaptak ilyen takarmanyt. Ezért azokban az orszagokban, ahol ilyen célra is elérhetéek voltak az
antibiotikumok (beleértve Eurdpat és Eszak-Amerikat is) elterjedt lett a hozamfokozéasra vald

alkalmazasuk. Az egyik ilyen alkalmazott antibiotikum a virginiamicin volt, amely mar
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alacsony dozisban alkalmazva is eldsegitette az allatok tomeggyarapodasat. Ebben az
idoszakban a taplalékkiegészitoként alkalmazott antibiotikumokat gyakran ajanlottak is a

gazdaknak hozamfokozasra (Harms et al., 1986).

A szamos elony mellett azonban a hatranyokat is figyelembe kell venni, ha a kiilénb6zo
antimikrobialis szerek gyakori hasznalatardl beszéliink, igy kiilonds figyelmet kell forditani

azokra a baktériumokra, amik rezisztenssé valhatnak a hasznalatuk kovetkeztében.

3.4 Az antibiotikum rezisztencia megjelenése és elterjedése

A 2000-es évekre sajnos az addig leggyakrabban hasznalt antibiotikumok mar nem
bizonyultak elég hatasosnak a fertézések ellen, valamint kevesebb olyan j tipust antibiotikum
keriilt forgalomba, amik Ujra hatasosak lehetnének a rezisztenssé valt baktériumok ellen.
Rezisztenciarol akkor beszélhetiink, ha egy antibiotikum mar nem hatdsos az alkalmazott
dozisban az adott baktérium ellen. Az AR megjelenésére és terjedésére mar A. Fleming is
figyelmeztetett az 1945-ben tartott Nobel El6adasaban. Felhivta a hallgatosag figyelmét arra,
hogy a nem megfeleld dozisban hasznalt penicillin rezisztenciat valthat ki a baktériumokban.
Kisérletei soran felismerte, hogy a nem megfeleld dozisban adagolt penicillin kezelés hataséara
nem minden baktériumsejt pusztul el, hanem egyes sejtek rezisztensé valnak és a tovabbi
kezelés mar hatastalan rajuk nézve (A. Fleming, 1945). Az 1950-es évektdl kezdve egyre
szélesebb korben és egyre tobbféle antibiotikumot kezdtek el hasznalni, igy egyre gyorsabb
mértékben tudott terjedni a baktériumok korében az AR jelensége (Katz & Baltz, 2016).

Az AR kialakulasan beliil meg lehet kiilonboztetni a szerzett, illetve természetes
rezisztenciat (lasd alabb). Az antibiotikumokra rezisztens baktériumok kialakulasahoz
hozzéjarulhat a biofilmek képzése is, valamint a horizontalis géntranszfer vagy toxin-antitoxin

rendszerek, illetve mutaciok a genetikai allomanyukban (Banin et al., 2017).

Természetes rezisztenciarol akkor beszéliink, ha az adott baktérium species eleve
rendelkezik az AR kialakulasahoz sziikséges genetikai hattérrel. Szamos olyan antibiotikum
van haszndlatban, amik csak egy bizonyos sejtfal tipussal rendelkezd baktériumra hatasosak.
fgy azok, amik csak Gram-pozitiv baktériumokra hatnak, a Gram-negativ baktériumokkal
szemben a sejtfal szerkezetébdl adodoan nem hatasosak, tehat a Gram-negativ baktériumok
ezekkel szemben természetes rezisztenciaval rendelkeznek. Ilyen antibiotikum példaul a
vankomicin. Mas mechanizmusok mellett efflux pumpék is eldsegithetik az AR kialakuldsat.
Természetes AR mechanizmusok jelenléte jellemz6 szdmos talajlakd baktériumra (Cox &

Wright, 2013; Martinez, 2014). Ezért a tragyazas soran a talajjal érintkez6 enteralis

14



baktériumok kozvetleniil kapcsolatba keriilhetnek olyan talajlaké baktériumokkal, amelyek mar
rendelkeznek valamilyen antibiotikum rezisztencia mechanizmussal, igy ezeket az enteralis

baktériumok is atvehetik horizontalis géntranszfer (HGT) tjan.

A szerzett AR gének terjedését segiti eld a horizontalis géntranszfer (HGT). A horizontalis
géntranszfer f6 mechanizmusai az AR gének atadasa ¢és terjedése soran a konjugacio, a
transzformacio és a transzdukcié. A konjugacio soran két baktérium kozott kozvetlen kapcsolat
(egy ugynevezett pilus) 1étesiil, melyen at genetikai anyag jut az egyik sejtbdl a masik sejtbe. A
konjugéci6 tovabbi feltétele, hogy a donor sejtben legyen mobilizalhato DNS. Transzformacio
soran az exogén genetikai anyag felvétele a kdrnyezetbdl torténik. Transzdukcid esetén pedig
bakteriofagok a kozvetitok (Cox & Wright, 2013; Martinez 2014; Soucy et al., 2015). A HGT
soran tehat nem a sziild és utdd sejt kozott torténik a genetikai anyag atadasa. A szerzett AR
géneket a baktériumok nem csak klinikai vagy mezdgazdasagi kornyezetben vehetik fel, de a

természetes kornyezetbdl is.

Az egyik legnagyobb mennyiségben eléfordulé életforma a F6ldon a bakterialis biofilm. A
biofilmeken beliil kozvetleniil érintkezhetnek egymassal olyan baktériumok, amelyek koziil
egyesek mar rendelkeznek AR génekkel, igy a HGT altal mas baktériumok is szert tehetnek
ezekre a génekre (Flemming et al., 2016).

Az AR terjedésében tehat nem csak a huméan gyodgyaszatnak van szerepe, de jelentdsen
hozzajarul a mezdgazdasagi antibiotikum felhasznalas is. A szerzett AR kialakulasdhoz
hozzajarulhatnak az allati eredetli termékekben jelen 1évé antibiotikum szermaradvanyok is.
Ezek a maradék antibiotikumok olyan alacsony koncentracioban lehetnek jelen az allati
termékekben, hogy a bélfloraban talalhato baktériumok rezisztenssé valhatnak veliik szemben.
Erre egy jellemzd példa az Eurdpaban hozamfokozoként korabban hasznalt avoparcin. Ennek
hatasara az allatallomanyban megndvekedett a vankomicin-rezisztens Enterococcus (VRE)
torzsek szama. A késObbiekben nem csak az allati eredetll termékekben, de azon embereknek
bélflorajaban is kimutathatd volt a VRE, akik VRE-vel szennyezett termékeket fogyasztottak
¢s tlinetmentesek voltak (Marshall & Levy, 2011). Mar az 1970-es években felfigyeltek arra a
jelenségre, hogy tetraciklin-rezisztens baktériumok baromfir6l baromfira, majd baromfirol
emberre terjedtek at (Levy et al.,1976). Azon emberek és csaladjaik béltraktusat, akik
kozvetleniil érintkeznek, ezekkel a haszonallatokkal tehat olyan baktériumok kolonizalhatjak,
amelyek mar rendelkeznek valamilyen antibiotikum rezisztenciaval. Ezeket a rezisztens
baktériumokat pedig hordozoéik tovabb tudjak adni tovabbi allatoknak és embereknek is (Van
Den Bogaard et. al., 2002).
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A nemzetkozi kereskedelem és szallitmanyozas altal az antibiotikumokkal szennyezett
termékek ¢és veliik egyiitt az AR-t okoz6 gének tavoli foldrajzi régiokba is eljuthatnak. Az AR
terjedéséhez az is hozzajarulhat, hogy az emberek egyre konnyebben és gyakrabban utaznak
tavoli foldrajzi régiokba. A turizmus tehat nagyban eldsegiti, hogy 1) foldrajzi teriileteken
jelenjenek meg olyan rezisztens baktériumok és AR gének, amelyek addig arra a régidra nem
voltak jellemzoek. A turizmus altal nem csak az AR tud terjedni, de uj betegségek is meg tudnak
jelenni olyan orszdgokban, ahol addig nem voltak jellemzéek (MacPherson et. al., 2009).
Mindezekbdl kovetkezik, hogy a személyes higiénidra is nagy gondot kell forditani annak

érdekében, hogy csokkentsiik az antibiotikum-rezisztens korokozok terjedésének kockazatat.

3.5  Multidrog rezisztencia

Az elmult évtizedek soran egyre tobb baktérium speciesnél jelent meg az AR, és ezzel
parhuzamosan megjelentek olyan baktériumok is, amelyek nem csak egy antibiotikum osztaly
ellen rezisztensek. Ha egy baktérium legalabb harom kiilonb6zd antibiotikum osztaly tagjaira
rezisztens, akkor multidrog rezisztenciar6l (MDR) beszéliink (Magiorakos et al., 2012). Az
ilyen MDR baktériumok okozta fertézések ellen még nehezebb védekezni, mivel nem csak egy
antibiotikum osztalyba tartozo antibiotikum ellen mutatnak rezisztenciat, igy sokkal sziikebbek
a lehet6ségek a kezelésiikre. Az ilyen tulajdonsagokkal rendelkezé baktériumokat
,,szuperbaktériumoknak” is nevezik. Szuperbaktériumokat egyarant talalhatunk a Gram-pozitiv
¢s Gram-negativ sejtfallal rendelkezd speciesek korében is, masok mellett ilyenek lehetnek E.
coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumanii, Campylobacter jejuni izolatumok, hogy csak néhany példat emlitsiink. Lathato, hogy
ezek kozott megtaladlhatoak olyan baktériumok is, amelyek mind az allattartas, mind a human
egészségiigy szempontjabol fontosak (EFSA&ECDC, 2022). A multidrog rezisztencia
kialakuldsa, ugyanugy, mint az AR kialakulasa egy természetes folyamat, de az MDR torzsek
elterjedésében jelentds szerepet jatszik az antimikrobidlis szerek nem megfeleld haszndlata is

(Tanwar, et al., 2014).

Az antibiotikumokkal szembeni multirezisztencianak kiilonb6z6 szintjei vannak, ezek
definicidi a kovetkezdek:

a. A multidrog rezisztens (multidrug-resistant, MDR) baktériumok harom vagy tobb

antibiotikum kategorian (osztalyon) beliil legalabb 1-1 gyogyszerrel Szemben

rezisztensek.
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b. A Kkiterjedten-gyogyszerrezisztens (extensively drug-resistant, XDR) baktériumok
olyan izolatumok, amelyek csak 1 vagy 2 antibiotikum-kategoriara (osztalyra)
maradnak érzékenyek

c. A panrezisztens (pandrug-resistant, PDR) baktériumok rezisztensek minden
antibiotikummal szemben, minden antibiotikum kategoriaban. A PDR baktériumok
hordozzak a tehat a legmagasabb szintli rezisztenciat, ami azt jelenti, hogy
nincsenek olyan engedélyezett antimikrobialis szerek, amelyek hatast fejtenek ki

ezekkel a baktérium torzsekkel szemben (Magiorakos et al., 2012).

3.6 Anbiofilm, mint komplex bakterialis kozosség

Az egyik legelterjedtebb komplex bakterialis kozosség a biofilm. A biofilmek kialakitasanak
képessége szamos elénnyel jar a baktériumok szamara, mivel a biofilmek a kiilonb6z6
mechanikai hatdsoknak, vegyszereknek és az antibiotikumoknak is jobban ellendllhatnak. A
biofilmek allhatnak egy baktérium fajbol, de akar tobb fajbol allo kozosségeket is
kialakithatnak, ez utobbiban a kiilonb6zd fajok kolcsonhatasba 1éphetnek egymadssal, ami
tovabbi eldnyokkel jarhat szamukra. Biofilmek kialakulhatnak a kornyezetben vagy az allati,
emberi szervezetben is. Az allatokat, embereket sok mikroba kolonizalhatja, mind a test
felszinén, mind pedig a testen belill, a szervezetben. Ezek a mikroorganizmusok a szervezet
szamara lehetnek hasznosak, de mivel nem csak a hasznos mikroorganizmusok, hanem a
korokozok is képesek a biofilmek kialakitasdra (Yan & Bassler, 2021), fontos, hogy minél

inkabb megismerjiik ezt az életformat, hogy minél hatékonyabban lehessen védekezni ellene.

A biofilmek kialakulasahoz tobb tényez6 is hozzajarul, ide tartoznak a megvaltozott
kornyezeti feltételek, a hozzaférhet6 tipanyag mennyisége, a sejtek kozotti kommunikacio, a
szignalizacios kaszkadok, valamint a masodlagos hirvivé molekulak. A biofilmek kialakulasa
egy tobb 1épéses folyamat. A baktériumok maguk koré egy extracellularis polimer anyagot (EPS)
valasztanak ki maguk koré. Az EPS matrix poliszacharidokbol (altalaban cellulozbol),
fehérjékbol, valamint extracellularis DNS-b6I all. A matrix elésegiti, hogy a sejtek
hozzatapadhassanak a feliilethez, valamint egy els6dleges védelmi vonalat képez a kiilonb6z6

mechanikai és kémiai hatasokkal szemben (Rather, et al., 2021; Yan & Bassler, 2021).

Az EPS matrix el6ésegitheti a biofilmben €16 mikroorganizmusok toleranciajat valamint
rezisztenciajat az alkalmazott antimikrobialis szerekkel szemben. Tolerancia kialakulhat a
biofilm lasst novekedése révén, valamint az antibiotikumok inaktivalasa vagy ,,becsomagolasa”

segitségével. Az EPS matrix segit abban, hogy az antibakterialis hatéanyagoknak egy olyan
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szintje, koncentracidja alakuljon ki a biofilmben, ami mar nem képes elpusztitani az dsszes
baktériumsejtet, igy az antibiotikummal szemben eldszor tolerancia, majd pedig AR alakulhat

ki (Flemming et al., 2016).

A legtobb tanulmany olyan bakterialis biofilmeket vizsgal, melyek csak egy baktérium
speciesbdl allnak, de a kdrnyezetben az is el6fordul, hogy a kiilonb6z6 fajokba, torzsekbe
tartozd baktériumok kozosen alakitanak ki biofilmeket. A kozds biofilmek segitségével a
kiilonboz6é fajok segithetik egymas talélését, erdsithetik a masik faj egyes tulajdonségait,
valamint 0j tulajdonsagokra tehetnek szert HGT segitségével. A Salmonella és E. coli altal
kozosen alkotott biofilmek jobban ellenallnak a klor tartalmu tisztitoszereknek, mintha egyediil
alkotnak a biofilmet, vagy planktonikus formaban lennének. Ez kiilondsen fontos a
husfeldolgozo tizemek szempontjabol, ahol az tizemi feliileteken konnyebben fennmaradhatnak
ilyen biofilmek a tisztitoszerekkel szembeni nagyobb ellenallasuknak kdszonhetéen. A biofilm
megndvekedett klor toleranciaja miatt nehezebb tisztitani ezeket a feliileteket, ami noveli a
termékek szennyezOdésének esélyét, ez pedig kockazatot jelenthet az emberi egészségre,
valamint elésegitheti a vegyszerekkel szembeni tolerancia terjedését az iizemeken kiviil is (Lin
etal., 2022).

3.7 Az enteralis baktériumok szerepe

A bélrendszerben természetesen el6forduld mikroorganizmusok nélkiilozhetetlenek az
gazdaszervezet szamara. Probléma akkor jelenik meg, ha korokozok keriilnek be a
bélrendszerbe a szervezet lecsokkent védekezd képessége mellett, amik igy betegségeket
okozhatnak. A humén szempontbdl fontosabb enteralis baktériumok kdrében megtalalhatdak
olyan aerob és anaerob baktériumok is, amelyek elengedhetetlenek a normalis bélmiikodéshez.
A bél mikrobiota Osszetétele fligg az étrendtdl, az egyedre jellemzd adottsdgoktol, valamint a
kornyezettdl is, amiben az egyed él, és attol is, hogy a bélrendszer melyik szakaszan vizsgaljuk
(Adak & Khan, 2019). A bélrendszerben jelenlevd baktériumok részt vesznek a bevitt taplalék
emésztésében, elindithatnak kiilonbozé immunologiai valaszokat, szerepet jatszanak kiilonféle
vitaminok szintézisében ¢és hatassal lehetnek az idegrendszerre is (Thursby & Juge, 2017). Egy
megvaltozott osszetételll bél mikrobiota nem feltétlentil tudja ellatni minden funkcigjat, igy ha

felborul az egyenstilya konnyebben teret nyerhetnek a korokozok.

Az enteralis baktériumok is hordozhatnak AR géneket, amiket tovabb tudnak adni mas
baktériumoknak. A betegségek kezelésére felhasznalt antibiotikumok nem csak a patogén

baktériumokra vannak hatassal, de a normal bélflora tagjaira is. Ha a normal flora abundanciaja

18



lecsokken, és az alkalmazott antibiotikumok nem elég hatasosak a korokozokkal szemben, ez

utoébbiak még jobban elszaporodhatnak a bélrendszerben (Thursby&Juge,2017).

3.8 Escherichia coli

Az E. coli egy palca alaku, fakultativ anaerob Gram-negativ baktérium, a normal bél
mikrobiota tagja. A sziiletés utani néhany oraban képes kolonizalni a vastagbelet (Kaper et al.,
2004). A biotechnoldgiai kutatasok kedvelt modell organizmusa. A természetesen el6forduld
nem patogén E. coli torzsek a bélrendszerben biofilmet képezve védelmet nyutjthatnak a
patogén baktériumokkal szemben (Eberl et al., 2021). Mivel ez a baktérium a bélfloraban

természetesen is eléfordul, az AR gének megjelenése nem csak a patogén torzsekre jellemzo.

A patogén E. coli torzsek a leggyakrabban eléfordulo kérokozé baktériumok kozé tartoznak
napjainkban. Sikerességiik nagyban kdszonhetd a koriikben elterjedt nagy szamu virulencia
faktornak és AR génnek, melyek segitségével szamos j niche-t tudnak elfoglalni. Az E. coli
torzsek jol jellemezhet6ek a feliileti lipopoliszacharid (O) és a csillé (H) antigének alapjan, igy
szerotipizalas segitségével a korokozd torzseket és patotipusokat megkiilonboztethetjiik a
normal fléra tagjaitol. (Kaper et al., 2004). A kiilonboz6 patotipusok kiilonbozo
megbetegedéseket okozhatnak, amelyeken beliil harom f6 csoportot lehet megkiilonbdztetni,
ezek az alabbiak: enteralis megbetegedést okozo, htigyuti fertézést okozo, és a szepszist vagy

meningitiszt okozo tipusok (Kaper et al., 2004).

Az E. coli kiilonb6z6 antibiotikum osztalyokba tartozé antibiotikumok elleni AR génjei
lehetnek kromoszoman vagy plazmidokon kddolva is, amik egyiittesen MDR fenotipust is
eredményezhetnek. Az AR eléfordul mind a patogén mind a kommenzalista E. coli torzsek
korében is. A tetraciklinek elleni rezisztenciaban nagy szerepet kapnak az efflux pumpak, a
melyek eltavolitjak a citoplazmébdl az antibiotikumot. Az ezt kodolo AR génekre példak a
tet(A), tet(B), és tet(C) gének. A szulfonamid rezisztens torzsek pedig jellemzden sull, sul2,
vagy sul3 géneket hordozhatnak plazmidjaikon (Wu et al., 2010; Urban-Chmiel et al., 2022).

Az E. coli torzsek azon tulajdonsaga, hogy képesek biofilmet 1étrehozni kiilonb6z6
feliileteken, a virulencia faktorokon ¢és AR géneken feliil nagyban hozzdjarul ahhoz, hogy
jelentds korokozova valjon mind a human gyogyaszatban, mind a husiparban (Kaper et al.,
2004). Els6 1épésben a planktonikus formaban a mozg6 sejtek megkozelitik a feliiletet, majd
letapadnak a feliileten és megkezdik a feliilet kolonizaciojat (Beloin et al., 2010). A curli-
fimbria egy olyan E. coli feliileti virulencia-faktor, amely az él6 és élettelen feliiletekhez

tapadast, S igy a kolonizaciot segiti el (Prigent-Combaret et al., 2000). A biofilm érése kdzben
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éri el a jellemzO haromdimenzids szerkezetét, amiben nagy szerepet kapnak a baktériumok
egymassal 1étesitett kapcsolatai, mivel e kapcsolatok segitségével tudnak egymassal

kommunikalni (Beloin et al., 2010).

3.9  AKkiilonbozé Salmonella szerovarok jellemzoi

A Salmonella szerovarok, az E. coli-hoz hasonléan Gram-negativ, palca alaku, fakultativ
anaerob baktériumok, amik a legismertebb kérokozok kozé tartoznak. A legtobb torzs képes a
mozgasra, ami Szintén eldsegiti a terjedésiiket. Az emldsoket és a madarakat fert6z6 szerovarok

a Salmonella enterica speciesbe tartoznak (Ryan et al.,2017).

A kiilonboz6 szerovarokkal az emberek leginkabb a szarnyasok utjan keriilhetnek
kapcsolatba, de nem ritka, hogy mas allati termékekben is kimutatasra kerlilnek ezek a
patogének (EFSA&ECDC, 2022). Mig a fejlédoé orszagokban a tifuszos megbetegedést okozo
szerovarok a jellemzok, addig a fejlett orszdgokban mas szerovarok keriiltek eldtérbe, ez
utobbiak zoondzis sordn keriilhetnek kapcsolatba az emberekkel (Threlfall et al., 2002). Mig a
fejlodo orszagokban a fertdzések visszaszoritdsara elsdsorban a kozegészségligyi allapotokat
probaljak fejleszteni a tiszta ivovizhez torténd hozzaférhetdség javitasaval, vagy a véddoltasok
bevezetésével, addig a fejlett orszagokban inkabb az antibiotikum hasznalatra fektetik a
nagyobb hangsulyt (Crump et al., 2015), és ez utobbi eldsegitheti a rezisztens torzsek

megjelenését és terjedését.

Jellemzéen a leggyakrabban hasznalt antibiotikumokra alakult ki AR a Salmonella
izolatumok korében, tgy mint az aminoglikozidok, B-laktdmok, kloramfenikol, kinolonok,
tetraciklinek, szulfonamidok, trimetroprim, valamint kolisztinek ellen (Urban-Chmiel et al.,
2022). A B-laktam tipusu antibiotikumok ellen gyakran p-laktamaz enzimeket termelnek, ezeket
tobbek kotott blatem gének kodolhatjak, amik lehetnek kromoszoman vagy mobilis genetikai
elemeken lokalizaltak (Urban-Chmiel et al., 2022). A tetraciklin rezisztenciat okoz6 gének
leggyakrabban a tet(A) és tet(B) gének (Chen et al., 2004). A szulfonamidok elleni rezisztenciat

jellemzden a sull, sul2 és/vagy sul3 gének jelenléte okozza (Antunes et al., 2005).

A Salmonella elterjedését segitheti, hogy az E. coli-hoz hasonloan a legtobb szerovar szintén
képes biofilmet kialakitani, és ezek segitségével tulélni a szamukra kedvezoétlen
kornyezetekben. A vagéhidi kornyezetben a feldolgozés soran tehat baktériumokkal
szennyezOdhetnek a feliiletek, és biofilm képzddés johet 1étre. A biofilm haromdimenzids
szerkezetének koszonhetden az ebben talalhato baktériumok jobban ellenallnak a vegyszeres

kezeléseknek, valamint az antibiotikumok hatasainak (Merino et al., 2019). Laboratoriumi
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koriilmények kozott a kiilonféle szerovarok kiilonbozé morfotipusokat hozhatnak 1étre, és
Kongdvords agaron a morfotipusok megjelenése fiigg a homérséklettdl is. A leggyakrabban
eléforduld morfotipusok k6zott meg lehet kiilonboztetni a rdar (red-dry-and-rough), pdar (pink-
dry-and-rough), bdar (brown-dry-and-rough), saw (smooth-and-white) tipusokat. A
morfotipusok kialakulasa fiigg a celluléz, illetve a curli fimbria jelenlététdl is. Az rdar tipusnal
celluloz és curli fimbria is jelen van, a bdar tipusnal csak curli fimbria van jelen, a pdar tipusnal
pedig csak cellulozt tartalmaz a biofilm, mig a saw morfotipusnal sem celluléz, sem pedig a

curli fimbria nincs jelen a biofilmben (White et al., 2006; Malcova et al., 2008).

3.10 Enteralis baktériumok elterjedése brojler csirke allomanyokban

A brojler csirke alloméanyok és az egyéb baromfidlloméanyok is sok esetben hordoznak
human szempontbo6l fontos patogéneket, amelyek zoonotikusak is lehetnek. A legismertebb és
leggyakoribb ilyen baktériumok a kiilonbozé Salmonella és Campylobacter fajok
(EFSA&ECDC, 2022). Ezek a baktériumok nem feltétleniill okoznak az Aallatoknal
megbetegedést vagy lathato elvaltozést, de komoly egészségi problémdakat okozhatnak az
emberek korében. Ezek a baktériumok leggyakrabban a fekalis-ordlis uton terjednek, ezért a

fert6zések megeldzése érdekében komoly figyelmet kell forditani a személyi higiéniara.

Hazai viszonylatban a Salmonella szerovaroknal a 2000-es évek elejétél, megfigyelhetd egy
szerovar valtas. A hazai brojler allomanyokban az S. Enteritidis visszaszorulasat és a
multirezisztens (MDR) S. Infantis torzsek egyidejii megjelenését és elterjedését lehetett
megfigyelni. Az addig dominans S. Enteritidis-t felvaltotta a S. Infantis mint dominans szerovar
(Nogrady et al., 2008; Szmolka et al., 2018).

3.11 Kozegészségiigyi vonatkozasok

Az AR ma mar egy olyan vilagszerte elterjedt probléma, ami az emberi egészséget €s az
allategészségiigyet egyarant érinti, ezért a ,,One Health” (,,Egy Egészség”) alapelvek alapjan
kell megkozeliteni. E megkozelités soran a human vonatkozasu, az allategészségiigyre és az
okoszisztémara gyakorolt hatdsokat egyiittesen elemzik, mivel ez a harom teriilet szorosan
Osszefligg egymassal (WHO, 2015). Az el6zdekben lathattuk, hogy a human populaciéo nem
csak kozvetleniil gyogyszeres kezelés soran érintkezhet az antimikrobialis szerekkel, hanem az
allattartasban, novénytermesztésben torténé alkalmazasok kovetkeztében is kapcsolatba
kertilhetnek antibiotikum szermaradvanyokkal, vagy antibiotikum-rezisztens baktériumokkal.
Mezdgazdasagi tevékenységek soran (példaul terméfoldek tragyazasa vagy szennyviziszappal

torténd kezelése) is AR gének juthatnak a kornyezetbe, igy olyan baktériumok koérében is el
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tudnak terjedni, amik korabban nem rendelkeztek AR génekkel. Az antibiotikum
szermaradvanyok pedig szelekciés nyomast gyakorolnak az érintett baktérium kézosségekre,

és Ki is szorithatjak a természetes kozosségeket is az okoszisztémabol (Zhao et al.,2020).

Az antimikrobialis szerek hasznalatanak elsddleges célja a fert6zo betegségek megeldzése
¢s kezelése, de azok talzott vagy nem megfeleld hasznalta sok kockazattal jarhat, mind az
emberi, mind az allati egészségre nézve az AR terjedésének eldsegitése miatt. A leggyakoribb
zoonotikus korokozok kozott talalhatd a Campylobacter spp., a Salmonella spp. valamint az E.
coli. A Campylobacter spp., és a Salmonella spp. leggyakrabban baromfiallomanyokban fordul
elé, igy a legnagyobb valésziniséggel e baktériumokkal fertézott vagy szennyezett
baromfitermékekkel keriilhetnek kapcsolatba a vasarlok (EFSA&ECDC, 2022). Van den
Bogaard és munkatarsai a 2002-ben olyan munkavallalok enteralis baktériumait vizsgaltak,
akik antibiotikumokat nagy mennyiségben hasznalé brojler csirke farmokon dolgoztak.
Vizsgalataik soran megallapitottak, hogy az allatok bélsar mintaibol izolalt AR gének a farmon
dolgozdk valamint csaladjuk korében is megjelentek a bélfléraban (Van den Bogaard et al.,
2002). E megfigyeléseik alapjan elképzelheté, hogy mas zoonotikus betegségeknél is
Osszefiiggésbe hozhaté az AR gének megjelenése, illetve terjedése a haszonallatok és a veliik

kozvetlen kapcsolatban levd emberek korében.

3.12 Az AR elleni kiizdelem lehetdségei

A vilagszerte nagy mennyiségben alkalmazott antibiotikumok hasznalatat optimalizalni kell
annak érdekében, hogy csokkenteni lehessen az antibiotikum-rezisztens baktériumok és AR
gének terjedését. Ennek sordn az elérhetd legjobb szakmai iranyelveknek megfeleléen kell
alkalmazni a felhasznélni az antibiotikumokat, be kell tartani a vonatkozo6 (példaul eurdpai
unio6s, lasd: Eurdpai Parlament és a Tanacs (EU) 2019/6 Rendeletét) jogszabalyokat ¢és
torvényeket, mivel ezek egyiittes alkalmazasatol varhatoak ezen a teriileten pozitiv iranya
valtozasok. Az antibiotikumok csokkent aranya alkalmazasa mellett a bakterialis fertézéseket
megel6z0 intézkedések is szerepet jatszhatnak az AR visszaszoritasaban, példaul véddoltasok
hasznalata vagy a nem megfelel6 higiénia javitas révén (WHO 2015). Mivel 1950-es és 1980-
as évtizedek kozotti idészakhoz képes lecsokkent a forgalomba keriild, 0j tipust hatdanyagot
tartalmazo antibiotikumok szédma, egyre nagyobb figyelem fordul a vakcindk hasznélatara,
valamint az antibiotikumok alternativainak fejlesztésére, koztiik a novényi kivonatokon alapt
antimikrobidlis szerekkel (Martinez 2014; Katz & Baltz 2016). A véddoltdsok haszndlata a
humén gybégyaszatban jelenleg elterjedtebb, mint az allattenyésztésben. Mivel a vakcinak

eloallitasi és fejlesztési koltségei magasak, az allattartoknak nem feltétleniil éri meg anyagilag
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ezt a modszert alkalmazni, amennyiben az antibiotikumok konnyebben hozzaférhetek és

olcsobbak is (Xiong et al., 2018), mivel ez utobbi esetben a varhato profit magasabb lesz.

Az eurdpai kormanyzatok az elsé kozott ismerték fel, hogy a hozamfokozoként alkalmazott
antibiotikumok hossz(i tavii hatasai karosak, ezért e hozamfokozok mezdgazdasagi
alkalmazésanak torvényi korlatozasat vezették be. Az elsé europai orszag, amely betiltotta az
antibiotikumok hozamfokozasra torténd alkalmazasat Svédorszag volt 1986-ban, példajat
Dénia is kovette 2000-ben, majd végiil az Europai Unio egységes torvényi tiltast vezetett be
2006-tol (Xiong et al., 2018). Az Eurdpai Unidban a ,,One Health” elvek figyelembevételével
hozzak meg az antibiotikumokra vonatkozo 0ij szabalyozasi dontéseket. Az egyik legtjabb
vonatkoz6 eurdpai unids jogszabaly az ,,Eurdpai Parlament és a Tanacs (EU) 2019/6 rendelete
az allatgyogyaszati készitményekrél ”, amely 2022. januar 28-an lépett hatalyba. A Rendelet
részletesen szabalyozza az antimikrobialis szerek allatgyogyaszati hasznalatat, és mas eléirasok

mellett rogziti, hogy:

(1) Az antimikrobialis gyogyszerek nem alkalmazhatok a rossz higiénia, vagy a nem

megfeleld gazdasagiranyitds kompenzalasara.

(2) Az antimikrobialis gyogyszerek nem hasznalhatok allatokon a névekedés eldsegitésére

vagy a hozam novelésére

(3) Az antimikrobialis gyogyszerek csak kivételes esetekben hasznalhatok megel6zésre,
akkor, ha a fertézés vagy egy fert6z6 betegség kockazata nagyon magas, és a

kovetkezmények valoszinilisithetden stilyosak

(4) Antimikrobialis gyogyszerek csak akkor hasznalhatok metafilaxis céljara, ha egy
fertdzes vagy egy fertdzo betegség allatcsoporton beliili terjedésének kockazata magas,

€s ha mas megfeleld alternativa nem all rendelkezésre.
(részletesen lasd: az Europai Parlament és a Tanacs (EU) 2019/6 Rendeletét).

Mint emlitettiik, a fertdzések kezelésének és megeldzésének az antibiotikumok helyett
alternativ modszerei is rendelkezésre allnak, példaul probiotikumok, védéoltasok vagy névényi
kivonatok alkalmazasa. Nagy elorelépést jelenthet az antibiotikumokra rezisztens
mikroorganizmusok terjedésének fékezésében az érintett izolatumok teljes genom szekvenalasa
is, mivel e modszer hasznalataval atfogoan megismerhetdk és igy célzottan gatolhatova
valhatnak azok a mobilis genetikai elemek és AR mechanizmusok, amik szerepet jatszanak az
AR kialakulasaban ¢és terjedésében. Tovabbi eszkoz lehet az AR terjedésének

visszaszoritasaban bakteriofagok célzott alkalmazasa is, melyeket az antibiotikumok
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elterjedése elétt Oroszorszagban és Gruziaban is sikeresen alkalmaztak (Katz & Baltz, 2016;

Uddin et al., 2021).

Az AR terjedésének megfékezésében az allamoknak Osszehangoltan ¢€s nemzetkozi
egylittmikodések keretében kellene fellépnie, mivel ez egy az egész emberiséget érintd k6zos
probléma, ami sulyos kovetkezményekkel jarhat. Ezért is sziikséges, hogy a
mikroorganizmusokra vonatkozé tudasunkat minél inkabb elmélyitsiik, és hogy olyan 1j
terapias eljarasokat lehessen kifejleszteni, amelyek alkalmazéasa mellett visszaszorulhat az AR
terjedése. Annak érdekében, hogy minél feleldsségteljesebben hasznaljdk az antimikrobidlis
szereket az allattartasban és a human gydgyaszatban egyarant, fontos célkitizés, hogy ezt a

témakort minél szélesebb korben megismerje a kozvélemény is.
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4.0  Avizsgalatok médszerei

4.1 A felhasznalt mintak és baktérium torzsek

A felhasznalt baktérium torzsek a rendelkezésre allo foleg brojler csirke eredetii
torzsgylijteménybdl valasztottuk ki. A torzsgyljtemény recens E. coli (93 db), Salmonella
Infantis (26 db), valamint Salmonella Enteritidis (91 db) térzseket tartalmaz, amik csirke vakbél,
illetve human széklet és human haemokultira mintdkbol lettek izolalva. A torzsgylijteményt a
biofilm vizsgalatok sordn 114 db torzs reprezentalja, melyek AR fenotipus alapjan lettek
kivalasztva. A 3. Tablazatban Osszesitve bemutatott E. coli és S. Infantis torzsek ugyanazon
allatok vakbél mintdibdl szarmaznak, igy ezek ugynevezett ,.kohabitans” térzsek. A biofilmhez
felhasznalt 114 db torzs 20 csirke vakbél mintabol szarmazik, ami 69 db E. coli, és 21 db S.
Infantis. torzset jelent. Tovabbi 24 db S. Enteritidis torzs human széklet, és human haemokultira
eredeti (3. Tablazat). Az izolalashoz XLD (Xylulose Deoxychocolate agar) taptalajt
alkalmaztunk (Merck KGaA, Németorszag), majd a kitenyészett baktériumok species szintii
meghatarozasa polimeraz lancreakcioval (PCR, Bio-Rad iCycler, Bio-Rad Laboratories, USA)
tortént. Az XLD taptalajon az E. coli telepek sarga sziniiek, mig a kiilonboz6 Salmonella

szerovarok fekete szintiek.

3. tablazat A biofilm vizsgalatra kivalasztott E. coli, S. Infantis és S. Enteritidis t6rzsek

osszefoglalasa

Mintatipus Allat kédja Kitenyésztett torzsek (darab)

Brojler csirke vakbél VB1 E. coli (6 db), S. Infantis (1 db)
VB4 E. coli (6 db), S. Infantis (1 db)
VB9 E. coli (7 db), S. Infantis (1 db)
VB10 E. coli (4 db), S. Infantis (1 db)
VB12 E. coli (5 db), S. Infantis (1 db)
VB15 E. coli (4 db), S. Infantis (1 db)
VB17 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB25 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB33 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB47 E. coli (5 db), S. Infantis (1 db)
VB51 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB54 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB56 E. coli (7 db), S. Infantis (1 db)
VB60 E. coli (2 db), S. Infantis (1 db)
VB62 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB63 E. coli (2 db), S. Infantis (2 db)
VB68 E. coli (3 db), S. Infantis (1 db)
VB69 E. coli (1 db), S. Infantis (1 db)
VB71 E. coli (7 db), S. Infantis (1 db)
VB79 E. coli (4 db), S. Infantis (1 db)

Human széklet S. Enteritidis (20 db)

Human haemokultura S. Enteritidis (4 db)
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A DNS izolalashoz a kiilonb6z6 fajoknal ugyanazt az eljarast alkalmaztuk. A tenyésztés
soran kivalasztott telepek Luira-Bertani (LB; Merck KGaA, Németorszag) agarra oltottuk,
majd 37°C-on inkubaltuk 16-18 oran keresztiil. A kitenyésztett telepekbdl 2-2 telepnyi
mennyiséget vettiink fel 1 ml desztillalt vizben, a desztillalt vizet és torzseket is tartalmazo
csoveket 10 percen keresztiil melegitettiik 100°C-on (AccuBlock™ Digital Dry Bath, Labnet
International Inc. USA). Forralas utan ezek centrifugalasa kovetkezett 1000 rpm-en 5 percig. A
PCR reakcidhoz a centrifugalas utan a feliilusz6 részb6l 5 uL mennyiségeket mértiink ki, majd
alkalmaztunk a reakciohoz (Dashti et al. 2009).

Az E. coli térzsek azonositasa a lacZ gén (ami a B-galaktozidaz enzimet kodolja) és az uidA,
gén (ami a B-gliikoroniddz enzim kodolasaért felelds) jelentétének kimutatasa alapjan tortént a
kovetkezd primerek alkalmazasaval: lacZ forward primer szekvencia 5’-ATGAAAGCTG-
GCTACAGGAAGGCC-3’, reverz primer szekvencia 5’- ATGAAAGCTGGCTACAG-
GAAGGCC-3’, ahol a keletkez6 amplikon 264 bp hosszusagu. Az uidA gén kimutatasahoz az
alabbi primerek alkalmazhatok: forward 5’-AAAACGGCAAGAAAAAGCAG-3’, a reverz
primer szekvencia 5’-ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3’, a keletkez6 amplikon 147 bp
hossztisagu (Bej et al., 1991). A PCR reakcid paraméterei: 95 °C-on 4 percig torténik az elsd
denaturacio. A ciklusok harmincszor ismétlédnek (95 °C 30 masodperc a tovabbi denaturaciok;
62 °C—on 30 masodpercig torténik az annelacio, ez a hdmérséklet a primerekhez lett igazitva;
72 °C-on 30 mésodperc az extenzid). A szekvenalas cé€ljabol a programba szerepel egy végso
extenzid, 72 °C-on 7 percig (PCRBIO Taq DNA Polymerase, PCR Biosystems Ltd., UK).

A kiilonbozoé Salmonella szerovarok meghatarozasara szintén PCR-t hasznaltunk. Kardos és
munkatarsai alapjan a S. Infatnis torzsek kimutatasara fljB gén alkalmas. A forward primer
szekvencigja: 5’-TTGCTTCAGCAGATGCTAAG-3’, mig a reverz primer az alabbi
szekvenciaval rendelkezik: 5’>-CCACCTGCGCCAACGCT-3’, a keletkezé amplikon pedig 413
bp hosszsagu (Kardos et al., 2007). A PCR beallitasai az alabbiak voltak: 95°C-on 3 percig
tart az els6 denaturacio. A ciklusok harmincszor ismétlédnek (95°C-on 30 masodperc a tovabbi
denaturaciok; 56°C-on 30 masodperc az annelacid; mig az extenzié 72°C-on 1 percig tart),
szekvenalas céljabol itt szerepel egy végso extenzids 1épés, ami 72°c-on 1 percig tart (PCRBIO
Taq DNA Polymerase, PCR Biosystems Ltd., UK). A S. Enteritidis torzsek azonositasa az
ezekre a szerovarokra jellemz6 virulencia plazmid alapjan tortént. A detektalashoz a kovetkezo
forward primert hasznaltuk: 5’-GCCGTACACGAGCTTATAGA-3’, mig a reverz primer a
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kovetkezé volt: 5’-AAAGTGATGCCTTCTGCATC-3’, az amplifikalt szakaszok 620 bp
hosszusaguak (Wood et al.,1994). A PCR beallitasai az alabbiak voltak: 95°C-on 3 percig tart
az els6 denaturacio. A ciklusok 30x ismétlédnek (95°C-on 30 masodperc a tovabbi
denaturaciok; 56°C-on 30 masodperc az annelacid; mig az extenzié 72°C-on 30 masodpercig
tart), a végsd extenzios 1épés 72°c-on 1 percig tart (PCRBIO Taq DNA Polymerase, PCR
Biosystems Ltd., UK).

4.2 AR fenotipus meghatarozas korong diffuziéval

Az AR fenotipus meghatdrozasra az EUCAST sztenderdizalt korong diffuziés modszert
alkalmaztuk. Mueller-Hinton agarra (Merck KGaA, Németorszag) oltottuk a vizsgalando
izolatumokat, 0.5 McFarland turbiditas mellett, ez utobbi méréséhez egy denzitométert (Biosan
DEN-1 McFarland Densitometer, Biosan, Latvia) alkalmaztunk. Kioltast kovetéen
antibiotikum korongokat [Ampicillin (AMP-10), Cefotaxim (CTX-5), Ciprofloxacin (CIP-5),
Nalidixinsav (NAL-30), Gentamicin (GEN-10), Tobramicin (TOB-10), Tetraciklin (TET-30),
Kloramfenikol (CHL-30), Trimetoprim (TMP-5), Szulfonamid vegyiiletek (szulfonamid
vegyiilet elegy) (S3-300) (Bio-Rad Laboratories, USA)] helyeztiink fel a taptalajokra.
Kontrollként az E. coli ATCC 25922 t6rzset hasznaltuk. Az inkubalas 35 + 1 °C-on tortént, 18
+ 2 oréan keresztiil. Az inkubalast kovetden a felhelyezett antibiotikumok koriili gatlasi zona
atmérdje szerint értékeltik az eredményeket az EUCAST ajanlasai alapjan (EUCAST
standardised disk diffusion method, 2022).

4.3  Teljesgenom szekvenalas

Az AR fenotipus alapjan a vakbél mintakbol 75 db torzset valasztottunk Ki szekvenalasra, E.
coli és S. Infantis torzseket vegyesen. A szekvenalast a Miinsteri Egyetemen végezték
(University of Miinster, Németorszag), I[llumina MiSeq Sequencing platform segitségével,
2x150 bp read hossz mellett, ami egy az uj generacios szekvenalasi (next generation sequencing,
NGS) modszer. Ez négy alapvetd szakaszbol all: (1) genomikus DNS (gDNS) izolalas
(MagAttract® HMW DNA kit, Qiagen, Germany) (2) gDNS konyvtar készités, (3) NGS
szekvenalas, majd (4) bioinformatikai adatelemzés. A konyvtar készitéshez (Nextera XT DNA
Library Preparation kit, Illumina, USA) a gDNS-t feldaraboljak, a DNS fragmentumok 5’ és 3’
végére adaptereket ligalnak, ami biztositja a szekvencia-specifikus szubsztrat kapcsolodasat és
a fragmentek azonositasat. Az igy elkésziilt konyvtarak keriiltek szekvenalasra Illumina MiSeq

platformon (Illumina, 2023). Az utobbi néhany évtizedben az NGS modszereknek
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koszonhetden rovidebb id6 alatt sokkal nagyobb szdmu baktérium izolatum teljes genom

szekvenalasa (whole genome sequencing, WGS) valt lehetové.

4.4  ResFinder 4.1 program hasznalata szerzett AR gének azonositasara

A ResFinder egy ingyenesen elérhetd program, egy olyan platform, ami szerzett AR gének
kimutatasat teszi lehetdvé. A szerzett AR gének mellett lehetéség van az antibiotikum-
rezisztenciat okozd kromoszémalis pont mutacidkat is vizsgalni a program segitségével, de
ebben a dolgozatban ez a funkciot nem alkalmaztuk (Bortolia et al., 2020).

A ResFinder programot az alabbi paraméterek beallitasaval alkalmaztam:

e Chromosomal point mutations: Nem

e Acquired ARGs: Igen

e Threshold for sequence identity: 90%

e Minimum coverage: 80%

e Antimicrobial configuration: alapértelmezett beallitds, ami az alabbi konfiguraciot
jelenti: aminoglikozidok, béta-laktam tipustiak, kolisztin, fert6tlenitészerek,
fluorokinolonok, foszfomicin, fuzidinsav, glikopeptidek, MLS (makrolidok,
linkoszamidok,  sztrepograminok), nitroimidazol,  oxazolidin,  fenikol,
pszeudomonsav, rifampicin, szulfonamid, tetraciklin, trimetoprim

e Select species: Salmonella spp. vagy E. coli

e Type of your reads: assembled genome/contigs

4.5  Biofilm morfotipus és kvantitativ biofilm meghatarozas

A morfologiai vizsgalatokhoz 18 6rds LB levestenyészetekbdl 2-2 pL mennyiségeket
cseppentettiink ki LB agarra, amihez Kongévords (40 ugml ') és Coomassie brilliant kék (20
ugml™!) (CR) festékeket adtunk (Malcova et al., 2008). A baktérium tenyészeteket 96 oran
keresztlil inkubaltuk, 20°C, 28°C és 37°C-on. A kvantitativ biofilm meghatarozas soran
Malcova et al. (2008) alapjan eloszor 500x-0s higitast készitettink a 18 oras
levestenyészetekbol M9-es tapoldatban. Majd a higitott oldatokbol 200 plL mennyiségeket
mértlink ki 96 lyukt mikrotiter lemezekbe. Minden vizsgalt térzs 2-2 parhuzamos mintaként
szerepelt a 96 Iyuka mikrotiter lemezeken. Inkubacio elétt megmértiik a kiindulasi
szuszpenziok abszorbancidjat 620 nm-en (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo

Fisher Scientific Inc., USA), ezt kovetéen a lemezek inkubalasa kovetkezett 96 oran keresztiil,
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20°C, 28°C ¢és 37°C-on. Inkubdlast kovetden Genevaux és munkatarsainak modszere alapjan
(Genevaux et al., 1996) a tenyészetek abszorbancidjanak a mérése kovetkezett 620 nm-en, a
Multiskan™ FC Microplate Photometeren. Mérés utan a planktonikus sejteket eltavolitottuk,
ehhez a plate-eket megforditottuk ¢és kiraztuk/kicsapkodtuk azokat a sejteket, amik nem
tapadtak le, majd 80°C-on (Labnet AccuPlate Digital Hotplate Stirrer 120V Model # D0420,
Labnet Inetrnational Inc., USA) 30 percen keresztiil fixaltuk a tenyészeteket. Fixalas utan 220
pl kristalyibolya oldattal (0.1%) 1 percig festettiik a vizsgalt baktériumokat. A festéket razo
mozdulatokkal eltavolitottuk, papirtorlére csapkodtuk, desztillalt viz segitségével a felesleges
kristalyibolyat lemostuk, majd mosas utan addig csapkodtuk, amig csepp mentes nem lett, majd
37°C-on 30 percen keresztiil szaritottuk a lemezeket. A szaritas utan, a szintelenités soran 220
ul etanol/aceton, 80:20% keverékét pipettaztuk a fixalt lemezekre, majd szobahdmérsékleten
negyedorat vartunk, hogy a festék be tudjon oldédni a keverékbe. A Kkioldott festék
abszorbanciajat 560 nm-en mértiik le Multiskan™ FC Microplate Photometerrel (Genevaux et

al., 1996).
4.6 Statisztikai szamitasok

A kvantitativ biofilm adatok elemzéséhez az R Commander programot alkalmaztuk (Fox
2005), ez egy ingyenes hasznalhat6 statisztikai szoftver. A kiértékeléshez parositott t probakat
alkalmaztunk, hogy 0Osszehasonlitsuk az E. coli, S. Infantis és S. Enteritidis azonos
hémérsékleteken mért abszorbancia értékeit, valamint a kiilonbozé fajok és szerovarok
kiilonbozé homérsekleteken mért abszorbancidkat. A kapott p értékek alapjan megéllapithato,

hogy a kapott értékek szignifikansan kiilonboznek vagy nem (p=0.05)
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5.0 Eredmények és értékelésiik

5.1. Antibiotikum rezisztencia fenotipusok fajok és szerovarok kozotti megoszlasa

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok alapjan a kohabitans E. coli és S. Infantis torzsek
valtozatosabb AR fenotipussal rendelkeztek, mint a S. Enteritidis torzsek (4. tablazat). Ez
utobbiakra az antibiotikum rezisztencia nem volt jellemzd, az izolatumok minddssze 2.2%
(2/91) és 12.09%-aban (11/91) mutattunk ki ampicillin illetve nalidixinsav rezisztenciat,
egyetlen torzs esetében sem tudtunk kimutatni multirezisztenciat a S. Enteritidis szerovarok
kozott. Tehat tobbségiik a vizsgalt antibiotikumokra érzékeny volt.

4. tabldazat Antibiotikum rezisztencia fenotipusok faj szerinti megoszlasa. Az antibiotikumok
roviditései az alabbiak: ampicillin (AMP), cefotaxim (CTX), nalidixinsav (NAL), ciprofloxacin

(CIP), gentamicin (GEN), tobramicin (TOB), tetraciklin (TET), kloramfenikol (CHL),
trimetropin (TRI), szulfonamid vegyiiletek (SUL), mig az MDR: multidrog rezisztencia

Antibiotikum E. coli (%) S. Enteritidis (%) S. Infantis (%)

AMP 2,20 19,23
CHL 0,00 0,00
Clp 0,00 19,23
CTX 5,38 0,00 0,00
GEN 9,68 0,00 0,00
NAL 21,51 12,09

SUL 38,71 0,00

TET 47,31 0,00

TMP 27,96 0,00 0,00
TOB 5,38 0,00 0,00
MDR 49,46 0,00 26,92

A leggyakoribb Salmonella szerovar amit europai human mintakbol izolaltak a S. Enteritidis
volt. Ezekre az izolatumokra jellemz6 legkevésbé a MDR fenotipus a tobbi Salmonella
szerovarhoz képest. Azonban az eurdpai uniés adatokkal szemben, az altalunk vizsgalt S.
Enteritidis torzsekre nem volt jellemzd a ciprofloxacin rezisztencia, ami jellemzd mas europai
unids orszagokban (EFSA&ECDC 2023). Az AR fenotipus eltérés a hazai és eurdpai unios

adatok kozott az orszagonként eltéré mértéki antibiotikum felhasznalasbol is adodhat.

A legvaltozatosabb rezisztencia mintazatokat az E. coli torzsek mutattak (5. tablazat). Mind
ezeknél, mind pedig a S. Infantis térzseknél talaltunk MDR izolatumokat. A vizsgalt izolatumok
kozott két olyan E. coli (VB56 és VB63) torzs volt, ami 7 antibiotikumra is rezisztens volt,
mind kettd az alabbi fenotipussal rendelkezett AMP-CIP-GEN-SUL-TET-TRI-TOB. A veliik

tarsultan ¢él6 3 darab Salmonella Infantis torzs koziil csak egy nem mutatott MDR
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tulajdonsagokat. A vizsgalt antibiotikumok koziil a legtobb E. coli torzs a cefotaximra volt
érzékeny, mig a leggyakrabban az ampicillinre (56/93, 60.22%) voltak rezisztensek, ezt kovette
a ciprofloxacin (52/93, 55.91%), majd a tetraciklin (46/93, 47.31%) rezisztencia. A kohabitans
S. Infantis mintakra jellemz6 a nalidixinsav-szulfonamidok (SUL)-tetraciklin (TET)
rezisztencia volt a legjellemzdobb. A vizsgalt S. Infantis torzsek nagyobb része mutatott
rezisztenciat nalidixinsavra (21/26, 80.77%), ezt kovette tetraciklinekkel szembeni rezisztencia
(20/26, 76.92%) majd a szulfonamid vegyiiletekkel szembeni rezisztencia (16/26, 76%). Az
emlitett antibiotikumok mellett a vizsgalt antibiotikumok koziil ampicillin és ciprofloxacin
rezisztenciat lehetett még megfigyelni.

5. tablazat Kohabitans E. coli és S. Infantis torzsekre jellemz6 AR fenotipusok mintakon beliili

gyakorisaga (*Gyakorisagi index: a rezisztens izolatumok szama és a hozzdjuk tartozo
mintaszam aranya,).

L E. coli S. Infantis Gyakorisagi index™
Antibiotikum lzoldtum (n)|Minta (n}|lzoldtum (n)|Minta (n)| E.coli 5. Infantis
AMP o6 18 5 5 1,00
CHL 12 8 0 0 1,50 -
CIP 22 22 5 5 2,36 1,00
CTX ) 4 0 0 1,25 -
GEN 9 5 0 0 1,80 -
MAL 20 14 21 21 143 1,00
sUL 36 16 19 18 2,25 1.06
TET a4 18 20 19 1,05
TMP 26 13 0 0 2,00 -
TOB 5 5 0 0 1,00 -

A kapott adatok jo egyezést mutatnak a legfrissebb EFSA dltal kiadott jelentéssel ,,Az
emberekbol, allatokbol és élelmiszerekbdl szarmazo zoonozis- és indikdtorbaktériumok
antimikrobidlis rezisztencidjarol 2020/2021-ben” (EFSA & ECDC 2023). A S. Infantis
izolatumokrol altalanossagban elmondhaté, hogy az Eurépai Unid teriiletén az egyik
leggyakrabban kimutatott zoonézis korokozo, amelyben el6fordulhat MDR fenotipus (EFSA &
ECDC 2023). Ezt tamasztja ala az altalunk megvizsgalt 20 db brojler csirke vakbél minta
eredménye is, amelyek (16/21 db) 76.19% mutatott rezisztenciat olyan antibiotikumokra, amik
legalabb harom kiilonbozé antibiotikum-osztalyba tartoznak. Az elmult 20 év tavlataban
Magyarorszagon a brojler allomanyokbol izolalt S. Infantis torzsek leggyakoribb MDR
fenotipusa a NAL-SUL-TET (Nogrady et al., 2012; Szmolka et al., 2021). A vizsgalatban

szereplok kozott is ez a tipust NAL-SUL-TET multirezisztencia jelent meg a leggyakrabban.
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Eurdpai viszonylatban baromfiban leggyakrabban olyan MDR E. coli izolatumok fordulnak
elé, amik jellemzOéen az alabbi antibiotikumokra rezisztensek: tetraciklin, ampicillin,
szulfometaxazol, trimetoprim, és/vagy kinolonok (EFSA&ECDC 2023). Brojler csirke
mintaknal gyakran azonosithatd a rezisztencia ciprofloxacinra és a kiilonb6z6 szulfonamid
vegyliletekre, és az altalunk vizsgalt torzseknél is megfigyelhetd, hogy erre a két antibiotikumra
nagy foku rezisztenciat mutatnak. Az Eurdpai Unid orszagai kozott jelentds eltérések vannak
abban, hogy a brojler eredetti E. coli térzsek milyen aranyban rendelkeztek multirezisztenciaval
(ami 2.4% és 85.2% kozott valtozott). A vizsgalatban szereplé torzsek kozil az E coli
izolatumok 49.46%-a (46/93), mig a S. Infantis izolatumok 26.92%-a (7/26) mutatott MDR
tulajdonsagokat (EFSA&ECDC 2023).

5.2  Mobilis antibiotikum rezisztencia gének WGS-alapu in silico analizise

A fenotipus eredményekkel dsszhangban a genom szekvenalt kohabitans torzsek korében
nagyfoku valtozatossagot lehetett megfigyelni a szerezett AR génekre vonatkozodan. A vizsgalt
torzseknél a két leggyakoribb gén a blatem-1b és a tet(A) gének voltak (6. abra). A blatem-1b gén
egy PB-laktamaz enzimet termel, ami a szubsztratként szolgalo B-laktam antibiotikumokat, mint
az ampicillint hasitja. A tet(A) gén tetraciklin antibiotikumok ellen okoz rezisztenciat. A tet(A)
gének olyan efflux pumpékat kodolnak, melyek eltavolitjak a tetraciklint a citoplazmabodl. A
kiilonb6z6 szulfonamid vegyliletekkel szembeni rezisztencia kialakitasaért elsdsorban harom
gén lehet felelds, és vizsgalataink soran mindharom gén jelenlétét ki tudtuk mutatni: sull, sul2
és sul3. Egy olyan E. coli (VB56/Ec5) torzset is azonositottunk, amely a sull és sul2 géneket
egyszerre hordozta. A szulfonamid vegyiiletek a folat szintézist gatoljak a baktériumokban, a
dihidropteorat szintdz kompetitiv gatlasa altal. Az e vegyiiletek elleni rezisztencia gének
integronokon (sull) vagy plazmidokon (sul2) kodoltak. A szulfonamid vegyiiletek nem tudnak
kotni a sul gének altal termelt dihidropteorat-szintaz enzimekhez, igy az alkalmazott

szulfonamid antibiotikummal szemben rezisztencia alakul ki (Kapoor et al., 2017).
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A vizsgalt gének darabszama a kohabitans baktériumok
korében

40
35
30
25

20

Darahszam

i3 =

aac(6')-laa ———————

aac(3)-ld ==
tet(B) m—

aadAl
catA2
catB4
cmlAl =
blaCMY-2 wem
mph(B)
qnrB19 ==
gqnrs1 —
tet(A)

aph(6)-d
blaCTX-M-3

aph(3")-lb e
hlaCARB-2

blaTEM-1A ==

blaTEM-10
blaTEM-30 ®

blaTEM-135 =

blIaTEM-106  w—

blIaTEM-126 e

blaTEM-1C ==

blaTEM-1D =

Gének

6. abra A vizsgalt gének dsszesitett darabszama a vizsgalt kohabitdns E. coli és Salmonella
izolatumok kérében

A kohabitans torzsek korében tobb esetben is megfigyelhetd volt, hogy a vizsgalt
baktériumok azonos rezisztencia géneket hordoztak (7. tablazat). Ez a jelenség
megfigyelhetd a tarsult E. coli torzsek valamint a veliik egyiitt é16 S. Infantis baktériumok
viszonylataban is (8. tablazat). Azoknal S. Infantis torzseknél amelyek NAL-SUL-TET
fenotipusos rezisztenciaval rendelkeztek, megfigyelhet6 volt, hogy az ezen antibiotikumok
ellen hatasos szerzett AR géneket hordoztak: sull, valamint a tet(A) géneket. Az ugyanazon
vakbél mintabol szarmazo S. Infantis izolatumok ugyanazokat a rezisztencia géneket
hordoztak, ilyen gének voltak a sull, tet(A), valamint az aac(6')-laa gének. Az S. Infantis
torzsekkel tarsultan €16 E. coli torzsek valtozatosabb rezisztencia génekkel rendelkeztek,
mint a Salmonella-k, hasonldéan a fenotipusos rezisztencia eredményekhez. Ezen E. coli
izolatumoknal a leggyakoribb gén, ami a kohabitans Salmonella szerovarnal is
megfigyelhetd a tet(A) gén volt, ezen a génen kiviil a sull gén volt olyan, ami egyezett a
Salmonella izolatumokkal. Ezen kiviil megfigyelheté volt a tarsult E. coli izolatumok
korében, hogy a szintén tarsultan eléforduld E. coli izolatumok ugyanazokat a szerzett AR
géneket hordoztak. Azonositottunk egy olyan E. coli torzset is, ami a VB56 jelli vakbél
mintabol szarmazott (VB56/Ec5), ami egyszerre két szulfonamid rezisztencia gént is

hordozott: a sull és sul2 géneket.

Az egyik leggyakrabban el6fordul6 rezisztencia gén az E. coli izolatumokban a blaTtem-1

gén volt, ami az ampicillin rezisztencia kialakitasaért lehet felelds. Egy tovabbi B-laktamaz
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tipusu rezisztencia gén ami szakirodalmi adatok alapjan egyre tobb Gram-negativ
baktériumban kimutathatdé a blactx-m, ami egy széles-spektrumu B-laktamaz (ESBL)
enzimet kodol (Poirel et al., 2017). Azonban az altalunk vizsgalt izolatumok egyike sem
hordozta a blactx-m gént. E munka soran 9 esetben tudtunk tet rezisztencia gént kimutatni
a vizsgalt E. coli és Salmonella izolatumok korében. Az allati eredetii E. coli izolatumok
korében irodalmi adatok szerint a leggyakrabban a tet(A) és tet(B) géneket lehet kimutatni
(Poirel et al., 2017), és ezt tdmasztjak ala az altalunk vizsgalt izolatumok is, melyekben e

két géntipus jelenléte volt a leggyakoribb.

7. tablazat Rezisztencia gének egyiittes elofordulasa a kohabitans S. Infantis és E. coli

torzsekkorében
El6fordulas
Szerzett re- | az 6sszes Y
. . s Szazalékos
zisztencia | kohabitans .
. L. arany
gén baktérium
korében
aadAl 2 10,0%
dfrAl 3 15,0%
sull 6 30,0%
sul2 5 25,0%
aac(6')-laa 1 5,0%
aac(3)-1ld 1 5,0%
aac(3)-Via 1 5,0%
aph(3")-1b 1 5,0%
aph(6)-Id 1 5,0%
blaTEM-135 1 5.0%
gnrS1 1 50%
tet(A) 10 50,0%

A magyarorszagi S. Infantis izolatumokra jellemzé a NAL-SUL-TET rezisztencia. Az
ilyen fentotipussal rendelkez6 baktériumok esetében gyakori a tet(A) gén jelenléte
(Nogrady et al., 2007). Az altalunk vizsgalt S. Infantis izolatumok k6zott kivétel nélkiil ez
a gén kapcsolddott a TET rezisztencidhoz. Az emlitett NAL-SUL-TET fenotipus

kialakitasaban szerepe van szerzett szulfonamid rezisztencia géneknek is. A magyarorszagi
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S. Infantis térzsek korében a sull a leggyakoribb ilyen gén (Nogrady et al., 2007). A vizsgalt
S. Infantis torzsek kivétel nélkiil ezzel a génnel rendelkeztek, ha rezisztensek voltak a

szulfonamid vegyiiletekre.

8. tablazat Példak vakbél (VB) mintdkban kohabitansan eldfordulé E. coli és S. Infantis
izolatumok szerzett AR génjeire, ahol kék szin jeloli a gén hordozdsdt

Rezisztencia gének

ANNANSHAEONTNONAANMBD R ADINNMTEANNCLEONDOUUOROHZE
| TR R St R R

Azonositégal/.Rezisztendafenotipus MR RER EEEHE@%%&EHEHEEH% 4

2erovir s LIl B Rl B RCRCRCE B
3 280

VBI/Ecl  E.coli  AMP-NALTET 0o0000000000000C0OO0CO0COO0COOOOOO0OO0O0OO0O0O0TO 0000000000.
VBI/Ec2  E.coli  AMP-CIP-NAL-TET 00000000000000000000000000000000O0EMOO0000000O0HO
VBI/ES  E.coli  AMP-CHL-CIP-SUL-TET-TMP 00000.000000.0000.00000000000000 000.0000 0
BI/Ec7  Ecoli  CIP-NAL-SUL-TET-TMP 00000000.000000 00000000000000000000000000MO
VB1/51 . Infantis AMP-CIP-SUL-TET 000000000000000IO0I0000000000000.00000000 0
VB10/Ec2 E.coll  CIP-NAL 000000000000000000000000000000000000000000000
VB10/Ec6 E.coli  AMP-NAL 000000000000000000000000000000000000000.00000
B10/Ec? E.coll  AMP-SULTET 00000000000000000.000000000000000 0000
VB10/EcI E.coll  AMP-SUL-TET-TMP 00000000'000000 0000000000000000 000mo0
VB10/S1  S. Infantis AMP-NAL-SUL-TET I000000000000000 0Opmo 000000000000 000moO
VB56/Ecl Focoll  AMP-CIP-GENNALSULTETTMP 00 0 0 0 0 0 0 OO 0 0 0 0 0 O[O OO 00000000000 0000
VB36/Ec3  E.coll  AMP-CIP-NAL-SUL-TET-TMP 000000000MMOO0O000000000000000000000 000pmoO
VB36/EcS E.coll  AMP-SUL-TET-TMP 000000000 000000-00000000000000000 000pmmoO
B56/Ec6 E.coli  AMP-CHL-TET 00000000 000000000000000000000000.0 000pMo
VB56/EcH E.coli  AMP-GEN-TET 000000000000000°0 0000.0000000000000 0000pmoO
VBS6/51 S, Infantis NAL-TET 0000000000000000EMOONMO0OO000000000000°¢0 00000
VB63/Ecl E.coli  NAL 00000000000000000000000000000000000000000000°0
VB63/Ec6  E. coll AMP‘CIP-GEN-NAL-SUL'TET-TMPTOB000000000.0000000 00 000000000000.000000000 0
VB63/S1 S, Infantis CIP-SUL-TET 000000000000000 OO OQMOOO00000000000000000000O0pMO
VB63/52 S, Infantis NAL-SUL-TET 0000000000000 000NMOOMMOO0O00000000000000000000O0HMO

5.3  Salmonella és kohabitans E. coli torzsek biofilm morfotipusa

A Kongovords agaron tortént tenyésztések soran valtozatos morfotipusokkal lehet talalkozni.
Altaldnossagban elmondhato, hogy a harom vizsgalt baktérium faj/szerovar torzsei kozott a
legnagyobb biofilm méretet és valtozatossagot kivétel nélkiil 28°C-on érték el az izolatumok, a
legkevésbé valtozatos biofilm morfologiat a baktériumok 37°C-os homérsékleten mutattak.
20°C-on ¢és 28°C-on megfigyelhet6ek voltak rdar (red-dry-and-rough), pdar (pink-and-dry, 9.
abra), bas (brown-and-smooth), pas (pink-and-smooth), ras (red-and-smooth), valamint saw
(smooth-and-white, 10. abra) morfotipusok. A legvaltozatosabb morfologiat a kiilonbozo E. coli
torzseknél lehetett megfigyelni 20°C és 28°C-on is, mind a szin és mind a feliilet szempontjabol

ezek a baktériumok alkottak a legvaltozatosabb csoportot (11. abra). Az E. coli izolatumoknal
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a fent emlitett morfotipusok mindegyike megjelent a taptalajon. A valtozatossag mellett
elmondhato, hogy az E. coli baktériumok kozott 28°C-on a torzsek nagyobb része rendelkezett
rdar morfotipussal (59/114, 51%). A 20 db vakbél minta E. coli és S. Infantis izolatumai kozott
mindossze kettd volt olyan, aminél egyik torzs sem mutatta a rough felszint, ezeknél ezen a

hémérsékleten smooth felszint lehetett megfigyelni, amiknek barna szine volt (bas).

9. dbra E. coli és Salmonella morfotipusok Kongovérdos agaron, rdar (a) és pdar (b); Fodor
Zsofia

c)
i d) ' e)iii f) ii
10. abra E. coli és Salmonella morfotipusok Kongévords agaron ras (c), bas (d), pas (e), saw
(f); Fodor Zsdfia

A vizsgalt baktériumok koziil a masodik legvaltozatosabb csoportot 28°C-on a S. Enteritidis
torzsek alkottak. A S. Enteritidis izolatumoknal harom kiilonb6z6 morfologiat lehetett
megkiilonboztetni: bas (10/24, 41.67%), rdar (9/24, 37.5%), pdar (5/24, 20.83%). A S.
Enteritidis izolatumok nagyobb részére volt jellemz6 a rough felszin, hasonldéan az E. coli
torzsekhez. 28°C-on a kohabitans S. Infantis torzsek kozott nem volt egy izolatumnal sem
megfigyelhetd rough felszin ezen a hdmérsékleten, hanem egységesen smooth felszint lehetett
megfigyelni. A smooth felszinhez, a S. Infantis izolatumoknal, kétféle szin tarsult ezek pedig a

barna, valamint a fehér szinek voltak, el6bbi a bas-, mig utobbi a saw morfotipust alakitja Ki.
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Morfotipus eloszlas a vizsgalt torzsek kdzott 28°C-on
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11. dbra Morfotipus eloszlas a harom vizsgalt faj és szerovar kérében 28°C-on

A 37°C-on képzett biofilm morfotipusokrél elmondhatd, hogy méretiik jelentdsen elmaradt
mind a 20°C-on, mind pedig a 28°C-on képzddott telepek nagysagatdl, ezen feliil a harom a faj
és szerovar kozott egy torzsnél sem volt megfigyelhet6 olyan, ami rough felszinnel rendelkezett.
A smooth felszinhez barna szin tarsult, a kiilonb6z6 izolatumoknal nem lehetett eltéréseket
tapasztalni. Ezen a homérsékleten tobbek kozott azért is fordulhat eld, hogy morfotipus
eltéréseket csak kis mértékben lehet tapasztalni, és mindegyik smooth felszinnel rendelkezik,
mert a vizsgalt baktériumok optimalis hdmérséklete a 37°C, igy nem sziikséges a szamukra,
hogy biofilmet képezzenek. Az altalunk kapott eredményekhez hasonldan a kiillonb6zo
Salmonella szerovarok egységes kinézetet vesznek fel a 37°C-os hémérsékleteken. Pande és
munkatarsai tobb szerovart hasonlitottak Ossze, és az altalunk kapott a morfotipusokhoz
hasonloan az Osszes vizsgalt szerovar smooth felszinnel rendelkezett. Ezek a szerovarok
mindegyike saw morfotipust mutatott, mig az altalunk kicseppentett Salmonella térzsek kivétel
nélkiil bas morfotipust hoztak l1étre a CR agaron (Pande et al., 2016).

A vizsgalt hdmérsékletek koziil 20°C-on lehetett a legtobb morfotipust megfigyelni (12.
abra), ahol a 28°C fokhoz hasonléan szintén az E. coli izolatumok hoztak 1étre a
legvaltozatosabb morfotipusokat. 20°C-on meg lehetett kiilonboztetni bdar, rdar, pdar, saw, bas,

pas, ras tipusu telepeket a taptalajon. Elmondhat6, hogy az E. coli izolatumoknal a 28°C-hoz
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hasonloan a legtobb baktérium rdar (21/69, 30.43%) morfotipussal rendelkezett, a masodik
leggyakoribb a ras (15/69, 21.73%) volt, igy megallapithato, hogy a vizsgalt E. coli
morfotipusok kozott a piros szin dominalt. Avila-Novoa és munkatarsai Salmonella biofilm
vizsgalatai azt mutatjak, hogy a kiilonb6z6 hémérsékleteken a szerovarok tobbféle morfotipust
is ki tudnak alakitani (Avila-Novoa et al., 2021). Vizsgalataikhoz hasonldéan mi is azt
tapasztaltuk, hogy a S. Infantis térzsek az alacsonyabb vizsgalt hdmérsékleten (20°C) inkabb

az rdar morfotipust preferaljak.

Morfotipus eloszlas a vizsgalt torzsek k6zott 20°C-on
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12. dbra Morfotipus eloszlds a harom vizsgalt faj és szerovar kérében 20°C-on
A vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy annak ellenére, hogy a legvaltozatosabb
morfoldgiai adatokat az E. coli torzseknél lehetett megfigyelni a leggyakoribb morfotipus az
rdar volt. Ezzel egyez6 eredményeket kaptak Nesse és munkatarsai (2020), akik szintén azt
tapasztaltak, hogy a valtozatos E. coli morfotipusok kozott a leggyakrabban ezt a morfologia
fordult el6 (Nesse et al., 2020).

54 Salmonella és kohabitans E. coli torzsek biofilm aktivitasa

A kvantitativ analizis sordn elmondhato, hogy a torzsek szdmara a biofilm képzéshez a
legoptimalisabb homérséklet fajfiiggd volt, a legmagasabb biofilm képz6 aktivitast mindharom
vizsgalt hdmérsékleten a S. Infantis torzsek esetében figyelhettiink meg. Ezeknek a térzseknek

a legoptimalisabb homérséklet a 28°C volt, mind a 20°C, mind pedig a 37°C-on mért
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eredmények azt mutatjak, hogy ez utobbi két hémérsékleten alacsonyabb atlagos biofilm képzo
aktivitassal rendelkeztek a mért abszorbancia alapjan ezek a torzsek (psi20-28=0.0637, psizo-
37=0.0052 psi28-37=0.638). Az E. coli torzsek nagyon valtozatos értékekkel rendelkeztek a
vizsgalt homérsékleteken. Ezeknek a torzsek a legnagyobb biofilm aktivitdsa a 20°C volt, a
vizsgalt homérsékleteken mutatott atlagos biofilm aktivitdsok kozott szignifikans eltéréseket a
20 és 37°C-os, illetve a 28 és 37°C-os 0sszehasonlitasban lehetett tapasztalni (pec20-28=0.2063,
Pec20-37=0.00006, pec2s-37=0.00003). A masik Salmonella szerovar, a S. Enteritidis a biofilm
képzo tulajdonsagai mind a harom vizsgalt hdmérsékleten elmaradtak a masik két baktérium
értékeitdl. A S. Enteritidis torzsek optimalis hémérséklete a biofilm képzéshez a 20°C volt,

hasonloan az E. coli térzsekhez (13. abra).

Felhasznalt torzsek biofilm képzé aktivitdsanak atlagai az
alkalmazott hémérsékleteken
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13. dbra Felhasznalt torzsek biofilm képzo aktivitasanak atlagai az alkalmazott
homérsékleteken

A héarom vizsgilt faj, illetve szerovar kozott 28°C-on a legnagyobb atlagos biofilm képzo
aktivitassal a S. Infantis izolatumok rendelkeztek (pec-si=0.011, illetve psi.se<0.01), mig a
legkisebbel a masik Salmonella szerovar, a S. Enteritidis rendelkezett. Altal4nossagban ezen a
hémérsékleten az E. coli torzsek a két masik baktérium értékei kozott helyezkedtek el, és csak

egy-két kiugro értéket lehetett tapasztalni a biofilm képzéssel kapcsolatban (14. abra). A biofilm
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képzésrdl dsszességében el lehet mondani, hogy fajtol/szerovartol fiiggetleniil, azok a torzsek

mutattak nagyobb aktivitast, amelyek smooth felszinnel rendelkeztek.

A vizsgalt torzsek biofilm képz6 aktivitasa 28°C-
on
35
- . o ° o
® |
e ®
& 25 *
E o °
22,0 o
&= E. coli
5 a
E15 e o ® S.Infantis
@ ° . .
§ 10 Y o . S. Enteritidis
0,5
0,0
0 5 10 15 20
Vakbél mintak

14. abra A harom vizsgalt faj/szerovar torzseinek biofilm képzé aktivitasa 28°C-on

A legalacsonyabb atlagos biofilm aktivitasi értékeket, az S. Infantis kivételével, 37°C-on
lehetett mérni. Az ezen a hémérsékleten kapott értékek az E. coli és S. Enteritidis torzsek
korében is elmaradtak a masik két hdmérsékleten mért értékekt6l. Az E. coli és S. Enteritidis
torzsek hasonl6 aktivitassal rendelkeztek 37°C-on. A vizsgalt S. Infantis torzsek a masik két
fajba tartozo torzsekhez képest ezen a hdmérsékleten is magasabb biofilm képzd aktivitast
mutattak.

20°C-on a harom vizsgalt baktérium koziil a legalacsonyabb aktivitassal a 28°C-on, 37°C-
on mért adatokhoz hasonléan szintén a S. Enteritidis torzsek rendelkeztek. A masodik
legmagasabb aktivitas 20°C-on az E. coli térzsek esetén volt megfigyelhetd. Az E. coli a torzsek
ezen a homérsékleten mutattak a legmagasabb biofilm képz6 aktivitast. A legmagasabb
abszorbancia értékeket 20°C-on is a S. Infantis izolatumoknal lehetett megfigyelni. Ezek a
torzsek kozel haromszor (2.75x) akkora biofilm aktivitast mutattak, mint a S. Enteritidis torzsek,
mig az E. coli torzsek a S. Infantishoz képest kdzel masfélszer (1.47x) alacsonyabb atlagos

aktivitassal rendelkeztek e vizsgalatok soran.
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Schonewille és munkatarsai 2012-ben publikalt tanulmanyukban tobb jelentds Salmonella
szerovar (koztliik az Enteritidis és Infantis) biofilm képzd tulajdonsagait hasonlitottak Ossze.
Vizsgalataik soran a S. Infanis torzsek rendelkeztek a leggyengébb biofilm képz6
tulajdonsagokkal, és nem S. Enteritidis izolatumok. Az altaluk vizsgalt torzsek kozott szamos
magyarorszagi S. Infantis is megtalalhat6, amik alig mutattak biofilm aktivitast, és 37°C-on
alkottak a leggyengébb biofilmeket (Schonewille et al., 2012). Schoenwille és munkatarsai altal
kozolt adatokkal ellentétben a vizsgalt hdmérsékleteken nem 37°C-on alkottdk a leggyengébb
biofilmeket a S. Infantis torzsek, ha nem 20°C-on. A kapott eltérések egyik oka lehet az eltérd
inkubacids koriilmények alkalmazésa, 96 ora helyett 48 o6ran keresztiil tortént az inkubalas. A
masik ok, amiért eltéréseket lehet tapasztalni, az az lehet, hogy kdrnyezeti mintakat (tojashé;
felszinérdl), valamint vakcina torzseket hasonlitottak Ossze, brojler csirke eredetli mintakkal.
Avila-Novoa és munkatarsai vizsgalatai soran azt mutattak ki, hogy a biofilm képz6 tulajdonsag
a szerovartol és a kiilonb6z6 inkubacios koriilményektdl fiigg (Avila-Novoa et al., 2021). Az
altalunk kapott adatok is arra mutatnak ra, hogy az inkubdacioés id6 és hdmérséklet, valamint a
vizsgalt szerovar nagyban befolyasolja azt, hogy a torzsek, milyen tipust és mértékii biofilm-
képz6 tulajdonsagokkal rendelkeznek. Marin és munkatarsai (2009) tobb Salmonella szerovar
Osszehasonlitasa soran azt mutattak ki, hogy az altaluk vizsgalt 6sszehasonlitasban, a S. Infantis
torzsek erdsebb biofilmet tudtak képezni, mint a S. Enteritidis torzsek, az ¢ eredményeikhez
hasonldéan, mi is azt tapasztaltuk, hogy utobbi gyengébb biofilmeket tud létrehozni (Marin et
al., 2009).

55 Az antibiotikum rezisztencia és biofilm kapcsolata

A kvantitativ adatok azt mutattdk, hogy a S. Infantis torzsek attol fliggetleniil magasabb
atlagos biofilm képzd aktivitassal rendelkeztek, hogy milyen morfotipusba tartoztak. Ezek az
izolatumok 20°C-on f6leg rough feleszint vettek fel, mig 28°C-on kivétel nélkiill smooth
felszinnel rendelkeztek. A veliik tarsultan €16 E. coli torzsek ezen a két hémérsékleten
véltozatos biofilm morfotipusokat alakitottak ki, ugyantigy, mint a S. Enteritidis torzsek. A
vizsgalt torzsek 37°C-0s homérsékleten kivétel nélkiil bas tipusi morfologiat mutattak,
fliggetlentil attol, hogy milyen és mennyi szerzett AR gént hordoztak.

A kvantitativ biofilm képzéssel kapcsolatos adatok alapjan a vizsgalt térzsek kozott a
legalacsonyabb atlagos abszorbancia értékek az S. Enteritidis izolatumok korében voltak
megfigyelheték. E baktériumok egyike sem volt multirezisztens. Az 0sszes vizsgalt
hémérsékleten a S. Infantis torzsek rendelkeztek a legmagasabb atlagos abszorbancia

értékekkel. Annak ellenére, hogy a masik Salmonella szerovar, az S. Enteritidis izolatumok
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korében nem azonositottunk MDR fenotipust, de az E. coli torzsek nagy részénél igen,
magasabb atlagos biofilm-képz6 potencialt az E. coli torzsek esetében csak 20°C és 28°C-0S
hémérsékleten tapasztaltunk az S. Enteritidis-szel Osszevetve (Pec-se20=0.049, illetve pec-
se28=0.008). A legtobb (46 db, 49.46%) MDR torzs az E. coli izolatumok kozott fordult eld, ezt
kovette az MDR S. Infantis torzsek aranya (7 db, 26.92%). A leggyakoribb MDR fenotipus a S.
Infantis izolatumok korében a NAL-SUL-TET rezisztencia profil volt, de azon S. Infantis
torzsek is magasabb atlagos biofilm aktivitast mutattak E. coli-nal és S. Enteritidis-nél a harom

vizsgalt hdmérsékleten, amik nem mutattak multidrog-rezisztenciat.
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6.0 Kovetkeztetések és javaslatok

A kapott AR fenotipusos mintazatok azt mutatjak, hogy a hazai eredetii Salmonella Infantis,
Salmonella Enteritidis, valamint E. coli izolatumok jelentds aranya rendelkezik antibiotikum-
rezisztenciaval legalabb egy (vagy tobb) antibiotikummal szemben. Ezt tdimasztjak ala a WGS
szekvenalasi eredmények altal azonositott szerzett AR gének is. Az allattartasban évtizedek ota
alkalmaznak fert6z6 betegségek megeldzése vagy kezelése céljabol szulfonamid vegyiileteket,
valamint tetraciklin ¢s ampicillin hatéanyagot tartalmazo készitményeket, ami hozzajarulhatott
az antibiotikum-rezisztens S. Infantis és E. coli torzsek megjelenéséhez a hazai brojler
allomanyokban.

A vizsgalt E. coli és S. Infantis és S. Enteritidis izolatumok eltéré biofilm képzo
tulajdonsagokat mutattak az e munka soran alkalmazott vizsgélati koriillmények mellett, ahol a
legalacsonyabb atlagos biofilm képz6 aktivitast. az S. Enteritidis izolatumok korében
tapasztaltuk. Az S. Enteritidis torzsek érzékenyek voltak a legtobb in vitro tesztelt
antibiotikummal szemben, azonban azok az E. coli torzsek is magasabb atlagos biofilm képz6
aktivitassal rendelkeztek az S. Enteritidis torzseknél, amik semmilyen fenotipusos rezisztenciat
nem mutattak. A S. Infantis torzsek korében tapasztaltuk a legmagasabb atlagos biofilm-képz6
potencialt. A biofilm képzés erGssége tehat eredményeink alapjan elsésorban a vizsgalt
hémeérséklettdl, valamint a baktérium fajtol vagy szerovartdl fiigghet, és nem pedig attol, hogy
az adott baktériumok milyen rezisztencia génekkel, vagy AR fenotipussal rendelkeznek.

Magyarorszagon a 2000-es évek elején a Salmonella-k korében szerovar valtas tortént, az
addig dominans S. Enteritidist felvaltotta a S. Infantis a brojler csirke allomanyokban.
Feltételezésiink szerint az elterjedés sikerének egyik oka lehet a megnévekedett biofilm
aktivitassal jaro adaptacios elény, amivel a S. Infantis torzsek jellemezhetdk a S. Enteritidis
torzsekkel szemben. A kapott adatok alapjan, a S. Infantis térzsek nagyobb biofilm képzo
aktivitassal rendelkeznek, mind a harom vizsgalt hémérsékleten (20°C, 28°C ¢és 37°C), mint a
S. Enteritidis torzsek. A biofilm képzés segitségével a S. Infantis torzsek konnyebben meg
tudnak tapadni a feliileteken és képesek perzisztalni, mig a S. Enteritidis torzsekre ez a képesség
nem jellemzd, igy hatranyba keriilnek.

Az antibiotikum hasznalat kovetkeztében napjainkban vilagszerte szamos teriileten az AR
terjedése tapasztalhatd. Nemzeti €s nemzetk6zi monitorozasi programok segithetnek felmérni
¢s megismerni a human- ¢és allategészségiigyi jelentdséggel bird baktériumok antibiotikum
rezisztenciajat és az azokért felelds szerzett AR géneket. Az e dolgozatban vizsgalt kohabitans

izolatumok korében a genom szekvenalasi adatok tovabbi, egy késébbi fazisban tervezett
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részletesebb elemzése arra is valaszt adhat, hogy ezek a baktériumok egymastal (is) vettek-e at
szerzett AR géneket, ami altal pontosabb képet kaphatunk a biofilmekben tarsultan é16
baktériumok komplex kapcsolatairdl.

Tovabbi vizsgalatokkal pontosabb képet lehetne kapni arrdl is, hogy a kohabitans
baktériumok egyiittesen milyen biofilmeket alakithatnak ki. A természetben, a laboratériumi
koriilményekkel szemben, inkabb az a jellemz6, hogy a biofilmeket tobb kiilonb6zé baktérium
fajba vagy szerovarba tartozo torzsek alakitjak ki. E komplexebb biofilmek tanulmanyozasa
tehat ravilagithat arra is, hogy e baktérium kozosségekben milyen kapcsolatok jonnek 1étre az
azokat alkotd baktériumok kozott, ami segithet abban, hogy hatékonyabb modszereket
fejleszthessenek ki a husiparban perzisztaldo baktériumok ellen. llyen jellegli kisérletek
részeként a biofilmek celluloz és curli fimbria komponenseinek behatobb vizsgalata (amik a
Salmonella, valamint az E. coli torzsek altal alkotott biofilmek fontos dsszetevoéi, elésegitve a
megtapadast és perzisztalast a feliileteken) szintén hozzajarulhat hatékonyabb védekezési és
fert6tlenito eljarasok kifejlesztéséhez. Azon baktériumok, amelyek biofilm képzésre képesek és
MDR tulajdonsagokkal is rendelkeznek kozegészségiigyi kockazatot jelenthetnek, igy e

baktériumok kutatdsa fokozott tarsadalmi jelentdséggel bir.
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7.0  Osszefoglalas

Az els6 antibiotikumok felfedezése ¢és széleskorti alkalmazasuk megkezdése
kovetkezményeként megjelentek a veliikk szemben rezisztens baktériumtorzsek is, amik
jelentdsen veszélyeztetik a terapids kezelések hatékonysagat. A WHO 2015-0s kdzgytilésén
elfogadott globalis cselekvési tervet kovetve 2017-ben az Eurdpai Unid is meghirdetett egy az
antibiotikum rezisztencia (AR) elleni eurdpai cselekvési tervet, melynek része az antibiotikum-
rezisztenciara iranyul6 tudomanyos kutatdsok tdmogatasa. E dolgozat célkitiizése volt brojler
csirke eredetii kohabitans S. Infantis és E. coli, valamint human S. Enteritidis torzsek AR
fenotipusénak ¢és biofilm képzd tulajdonsagainak dsszehasonlitsa, tovabba az éltaluk hordozott
szerzett AR gének azonositasa, valamint a biofilm képzés és rezisztencia potencialis
Osszefiiggéseinek vizsgalata. Feltételezéslink szerint a S. Infantis torzseknek a hazai brojler
allomanyokban val6 elterjedésében azok biofilm képzése és a veliik tarsultan eléfordulé E. coli
torzsek is szerepet jatszhattak. A vizsgalt izolatumok recens torzsgylijtemény részét képezik.
Az AR fenotipus meghatdrozasa korong diffuzéval, az AR gének azonositdsa a WGS adatok
alapjan a ResFinder program segitségével tortént. A biofilm morfotipus meghatarozashoz
Kongdévords agart hasznaltunk, mig a biofilm-képzéshez kapcsolodd kvantitativ adatokat
Genevaux és munkatarsainak modszere alapjan Multiskan™ FC Microplate Photometeren 560
nm-en végzett abszorbancia méréssel hataroztuk meg. A fenotipusos antibiotikum rezisztencia
vizsgalatok soran az E. coli térzsek rendelkeztek a legvaltozatosabb AR fenotipussal és szerzett
AR génekkel is. A vizsgalt E. coli torzsek jellemzéen ampicillinre, ciprofloxacinra és
tetraciklinre mutattak fenotipusos rezisztenciat, mig a tarsultan €16 S. Infantis torzsekre a NAL-
SUL-TET rezisztencia profil volt jellemzd, hasonléan a hazai brojler csirke allomanyokra
vonatkozo6 irodalmi adatokhoz. A kohabitans S. Infantis és E. coli izolatumok korében a
multidrog-rezisztens (MDR) fenotipus is jelentds aranyban (44.53%) kimutathato volt. A
vizsgalt szerzett AR gének viszonylataban szintén az E. coli izolatumok rendelkeztek a
legvaltozatosabb genotipussal. ElImondhato, hogy a kohabitans E. coli és S. Infantis torzsek
kozott a legnagyobb aranyban a tet(A) gént lehetett kimutatni, ezt kdvette a sull és a blatem
gének jelenléte. A biofilm képzési vizsgalatok soran a harom tesztelt hdmérsékleten (20°C,
28°C és 37°C) a legmagasabb biofilm képzo aktivitassal a S. Infantis torzsek rendelkeztek, ami
hozzajarulhatott e szerovar elterjedéséhez a hazai brojler dllomanyokban. A masik vizsgalt
Salmonella szerovar, a S. Enteritidis esetén tapasztaltuk a legalacsonyabb biofilm-képz6
potencialt. A vizsgalatainkban megfigyelt biofilm morfotipusokrél elmondhato, hogy az AR

vizsgalatokhoz hasonléan az E. coli torzsek rendelkeztek a legvaltozatosabb biofilm-
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morfoldgiaval, mig 37°C-on az Osszes vizsgalt torzs egyforma, bas tipust biofilm morfoldgiat
vett fel. A kapott eredmények azt mutatjadk, hogy a biofilm képzd aktivitas elsGsorban a
homérséklettdl €s a vizsgalt fajtol/szerovartol fliggott, és nem lehetett egyértelmii kapcsolatot
kimutatni az antibiotikum rezisztencia és a biofilm képzés kozott. A kvantitativ adatok alapjan
a S. Infantis torzsek nagyobb biofilm képzé aktivitassal rendelkeztek, mint a S. Enteritidis
torzsek. E jellemzdjiik adaptacios elonyt jelent a S. Infantis torzsek szdmara, ami eldsegithette
elterjedéstiket is. A biofilm képzés segitségével ugyanis a S. Infantis torzsek konnyebben meg
tudnak tapadni a kiilonboz6 feliileteken és képesek azokon perzisztalni, mig a S. Enteritidis
torzsekre €z a tulajdonsag kevésbé volt jellemzé. Azon baktériumok, amelyek biofilm képzésre
képesek ¢s MDR tulajdonsagokkal is rendelkeznek kozegészségiigyi kockazatot jelenthetnek,

igy e baktériumok kutatasa fokozott tarsadalmi jelentdséggel is bir.
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A hallgaté neve: Fodor Zsofia Csenge
A Hallgato Neptun kodja:  BCIDU3
A dolgozat cime: Brojler csirke eredetii Salmonella és Escherichia coli torzsek

antibiotikum rezisztenciaval kapcsolt tulajdonsagainak 6sszehasonlito vizsgalata
A megjelenés éve: 2023.
A konzulens tanszék neve: MATE Genetika és Biotechnologia Intézet (GBI)

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegii, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerzok munkajabol vettem at, egyértelmiien
megjeloltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant llitottam, tudomasul veszem, hogy a Zardvizsga-bizottsag a
. zarovizsgabol Kizar és a zarovizsgat csak 0j dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhasznalasara,
hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-
kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keriil a Magyar Agrar-

és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe.

Kelt: Budapest, 2023. év 05. hé 02. nap
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Fodor Zséfia Csenge (hallgatdé Neptun azonositdja: BCIDU3) belsé konzulenseként
nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatit attekintettem, a hallgat6t az irodalmi forrasok
korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabdlyairdl tdjékoztattam.

A diplomadolgozatot a zarévizsgdn torténd védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem

Kelt: Godolld, 2023. aprilis 25.

Dr. Libisch Balazs Karoly
tudomdnyos fomunkatars
MATE GBI
Belso konzulens
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4. sz. fiiggelék — Hallgat6i és konzulensi nyilatkozat minta

NYILATKOZAT

Alulirott  +—C OO M* A CSEMS %& a Magyar Agrir- és Elettudomanyi Egye-
tem, S2E0T ISTLANW Campus,
UERD Ga2DASA G~ RITTE ¢ DO LS QuSszak nappaliflevelezd™ tagozat vég-
z0s hallgatoja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a fel-
hasznalt irodalmat korrekt médon, a jogi és etikai szabalyok betartiséval kezeltem. Hozzaja-
rulok ahhoz, hogy Zarédolgozatom/Szakdolgozatom/Diplomadolgozatom egyoldalas Gssze-
foglaldja felkeriiljon az Egyetem honlapjdra és hogy a digitilis verziéban (pdf formatumban)
leadott dolgozatom elérheté legyen a témit vezeté Tanszéken/Intézetben, illetve az Egyetem
kdzponti nyilvantartasaban, a jogi és etikai szabilyok teljes korii betartasa mellett.

A dolgozat 4llam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*
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A dolgozat keészitGjének konzulense nyilatkozom arol, hogy a Zarodolgoza-
tot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt
kezelésének kovetelményeir0l, jogi ¢s etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A Zarddolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zardvizsgan torténd vudcsn javaslom /
nem javaslom*,
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*
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*Kérjitk a megfelelét alihizni!



