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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMR Antimikrobidlis rezisztencia (Antimicrobial resistance)

ARG Antimikrobialis rezisztencia gén (Antimicrobial resistance gene)
ECOFF Epidemiological cut off value

GTA Géntranszfer agens (Gene transfer agent)

HGT Horizontélis géntranszfer (Horizontal gene transfer)

MGE Mobilis genetikai elem (Mobile genetic element)

MIC Minimalis gatld koncentracid (Minimum inhibitory concentration)
NE Elhalasos bélgyulladés (Necrotic enteritis)



1. BEVEZETES

Az antimikrobidlis rezisztencia kialakuldsanak hatterében 4all6 folyamatok jobb
megértése €rdekében az allat- és kozegészségiligyet szoroson Osszekapcsold, az Egy
Egészség szemléletet kimeritd gondolkodasmoddra van sziikség. Mindannyiunk ko6zos
érdeke, hogy az antibiotikumok hatékonysagat fenntartsuk a jové generacioi szamara. A
virulencia faktorok, Gigy, mint a toxintermelésért felelés gének jelenléte meghatarozza egy
adott torzs patogenitasat. A kommenzalista torzsek a rezisztencia gének kivald természetes
rezervoarjai lehetnek, azonban a toxintermelésért felelds gének kdrnyezeti fenntartasaban is
szerepet jatszhatnak. Vizsgalatainkkal nem csak a Magyarorszagi nagylétszamt pulyka
allomanyokbol izolalt kommenzalista Clostridium perfringens torzsek antibiotikumokkal
szembeni €érzékenységét kivantuk felmérni, hanem a torzsek toxintermelésért felelés major
¢s minor génjeinek feltérképezését, valamint az érzékenységi vizsgalati eredményekkel vald
parhuzamba allitasat is célul tlztiik ki. Eredményeink hozzajarulhatnak az antimikrobidlis
rezisztencia széleskorli terjedésének jobb megértéséhez ¢€s jobb, komplexebb

gondolkodasmddra adnak lehetdséget.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia globalis helyzete

A kiilonb6z6 mikroorganizmusok, mint a baktériumok, a virusok, a parazitak és a
gombak ellendllova valhatnak a korabban kezelésiikben sikeresen alkalmazott
gyogyszerekkel szemben. Ez a jelenség az antimikrobidlis rezisztencia (AMR), aminek
terjedése globalis probléma [1]. A kiilonféle mikroorganizmusok, mint példaul a gombék és
a szaprofita baktériumok természetes védekezésiik soran szamos antimikrobidlis anyag
termelésére képesek [2]. Az antibiotikus hatdssal rendelkezd vegyiiletek termelése evolucids
elényt jelent az azt eléallitdé organizmusok szdmara, mivel gatoljak a versenytarsakat az
eréforrasokért folytatott versenyben [3]. Ugyanakkor az antibiotikumok fontos
jelzémolekula szerepet tolthetnek be természetes koriilmények kozott a sejtek kozotti
kommunikécidoban [4]. A természetes antimikrobidlis szerek mellett szamos hatéanyagot
ezen természetes vegyliletek modositasaval allitottak eld, mig mas hatéanyagok, mint a
szulfonamidok és a fluorokinolonok, teljesen mértékben szintetikusak [2]. Az AMR
terjedése napjaink egyik legjelentdsebb egészségligyi probléméaja mind az allat- és
kozegészségiigy teriiletén [1]. 2019-ben a vilag vezetd haldlozasi oka a daganatos
betegségek voltak, ami éves szinten tobb, mint 8 milli6 ember halalat okozta, mig az
antimikrobidlis rezisztenciaval rendelkezd kérokozok ugyanebben az évben mar tobb, mint
egy millio ember halalaért feleltek. A legovatosabb becslések szerint is 2050-re varhatoan
évente kortlbeliil tizmilli6 ember haldlat okozhatja az AMR terjedése, ezéltal a globalis

vezetd halalozasi okka 1éphet el [5].

Az antimikrobidlis szerekkel szemben tobbféle védekezd mechanizmus alakult ki és
terjedt el a darwini szelekcids folyamatok eredményeként [2], ami nem csak a természetes,
hanem a szintetikus kemoterapetikumokkal szemben, példaul szulfonamidok ¢és
diaminopirimidinekkel szemben is kialakulhat [6]. Ilyen lehet a célpont megvaltoztatasa, a
hatoanyagot lebonto, vagy atalakitd enzimek termelése, az antimikrobidlis szer kipumpalésa,
vagy bejutdsanak megakadalyozasa a baktérium belsejébe [2]. Az rezisztencia
kialakuldsdnak nem csak nagy egészségligyi, hanem gazdasagi jelentdsége is van [1], mivel
a bakteridlis fertdzések kezelése jelentds részben az antibiotikumokra épiil [7]. Szamos
antibiotikum-rezisztencia gén jelen van a természetes mikrobapopuléciokban [6]. Ezt jol
példazza, hogy olyan helyeken is jelen vannak az antibiotikum-rezisztencia gének, mint az
antarktiszi vizek, a foldfelszin alatti mély rétegek, vagy a gronlandi jégtakaré mélyebb

rétegei, ahol a baktériumok valdsziniileg nem talalkoztak az emberek altal alkalmazott



antibiotikumokkal [8]. Néhany évvel azutan, hogy Alexander Fleming 1928-ban felfedezte
a penicillint, bakteridlis eredetii penicillindzt azonositottak, majd a penicillin széleskort
alkalmazasa kovetkeztében elkezdtek terjedni a rezisztens torzsek. Késébb a giimokor
kezelésére hasznalt sztreptomicinnel szemben ellenallé Mycobacterium tuberculosis torzsek
is sz¢éleskdrben megjelentek, majd a tobbi antibiotikum alkalmazasanak hatdsara is hasonl6
folyamatok voltak megfigyelhetéek. Ezek a példdk jol mutatjdk, hogy az antibiotikum-
rezisztencia széleskori elterjedésének elsédleges oka az antibiotikum-hasznalat [6], ami
nemcsak a rezisztens baktériumok szelekcidjat okozza, de a rezisztenciagének horizontalis
terjedését is segitheti, mivel a bakteridlis DNS karosodasat okozhatjadk, ami az SOS
lizishez, ritkdbban plazmid konjugacidhoz vezethet [9]. Bar a baktérium populaciokban a
gének - igy az antimikrobidlis rezisztencia gének (ARG) is MGE-ken keresztiil

horizontélisan is terjedhetnek, a rezisztens baktériumok gyakran klonalisak [7].

A horizontalis géntranszfer (HGT) jelent0sége a kiilonb6z6 baktériumfajokban nem
azonos. Mycobacterium tuberculosis esetén példaul a rezisztencia spontan mutacioval
keletkezik, majd vertikélisan terjed, igy nem jellemz6 a rezisztenciagének horizontalis
terjedése [6]. A HGT fajok kozott is végbe mehet, igy adott fajon beliil tobb rezisztenciagén
megjelenésére, azok felhalmozodasara van lehetéség. A HGT formai a konjugécio, a
transzdukcio és a transzformacid, de gén transzfer agenseken (GTA) keresztiil is végbe
mehet. Konjugécié sordn plazmidon, valamint az integrativ konjugéacios elemeken, a
kromoszéman elhelyezkedd gének kozvetlen dtadasara van lehetdség [10]. A HGT felsorolt
lehetdségei koziil kizarolag a konjugacidhoz sziikséges a donor és a recipiens sejt kozvetlen
talalkozasa [11]. Transzdukcio sordn bakteriofdgok kozvetitik az azokba véletlenszeriien
(hibasan) beépiild bakteridlis géneket a megfert6zott baktériumsejtek kozott. A
bakteriofagok az ARG-k tekintetében nem csak vektor, hanem rezervoar szerepet is
betoltenek [10]. Transzformaci6 soran a baktérium a kornyezetbdl, altaldban aktiv
exkrécioval vagy sejtlizis soran oda keriil6 DNS szakaszokat vesz fel, majd DNS-javité
rekombindz enzimjei segitségével a sajat genomjaba integralja azokat [11]. A GTA-k
termelését sejtszintli mechanizmusok szabalyozzdk, majd a baktériumsejt lizise
kovetkeztében a kiilvilagra jutnak. Az azokat termeld sejt genomjanak véletlenszeri
részleteit hordozzak, amik igy a kornyezeti hatdsoktol viszonylag védetten juthatnak a
recipiens baktériumba. Altaldban nem az onmagukat kédolo géneket hordozzak, igy

onsokszorozasra képtelenek [10]. A HGT lehetdsége a baktériumpopulaciokban azonban



nem korlatlan. Altalaban azok az MGE-k, amelyek horizontalis atviteli ratija magas, példaul
anyagcsere-koltség vagy sejtlizis révén rontjadk a baktériumok fitneszét, ami kdzvetve
csokkenti a HGT lehetdségét, valamint a vertikalis atvitel lehetésége is csokken. Emellett a
recipiens sejtek védekezd mechanizmusai is a HGT ellen hatnak [9]. Jellemzden a széles
spektrumu, oralisan alkalmazott antibiotikumok hatasara a nem patogén baktériumokban a
rezisztenciagének fennmaradnak és szelektalddnak, majd patogén baktériumokba juthatnak,
ily modon a kornyezeti baktériumok mellett az egészséges bélflorat alkotd baktériumok is
rezervodarjai lehetnek az antibiotikum-rezisztencia géneknek [7]. A rezisztenciagének az
azokat hordozé baktériumokkal a bélsaron keresztiil a kornyezetbe keriilnek. A folyamat
eredményeként a rezisztens baktériumok megtalalhatok a trdgyaban, szennyvizben, s6t a
talajban ¢€s a természetes vizekben is, majd a takarmannyal illetve élelmiszerrel az allatok és
emberek tapcsatorndjaba juthatnak [12]. Azonban a rezisztoma eltéré Okoldgiai

koriilmények kdzott nem azonos, csupan részleges atfedést mutat [13].

2.2. Clostridium nemzetség jellemzoi

A Clostridium perfringens a Clostridium nemzetségbe, a Clostridiaceae csaladba, a
Clostridiales rendbe, a Clostridia osztalyba és a Firmicutes torzsbe tartozik. Ebbe a torzsbe
tartozik a Bacilli és az Erysipelothrici osztaly is [14]. Feltehetden 2,5 millidrd éve valtak
kiilon a bacillusok és a clostridiumok, amikor a légkor oxigénszintje megemelkedett. A
clostridiumok anaerob spéraképzokké, a bacillusok pedig aerob sporaképzokké valtak [15].
A Clostridium nemzetségbe koriilbeliil 180 Gram-pozitiv, anaerob, sporaképzd baktériumfaj
tartozik, amivel ez az egyik legnépesebb baktériumnemzetség [16]. A clostridiumok
vegetativ baktériumsejt vagy spora formaban széleskorben eléfordulnak a kdrnyezetben.
Tobbek kozott megtalalhatok a talajban és az allatok tapcesatorndjaban [15]. A Clostridium
nemzetség egy heterogén csoport, tagjai filogenetikai alapon 19 kiilonb6zd klaszterbe

sorolhatok [17].

A clostridiumok tobbsége nem okoz betegséget, csupan néhany faj patogén.
Anyagcseréjiikk meglehetdsen komplex, szamos kiillonb6zd anyagcsereuton keresztiil sokféle
szervesanyag lebontdsara képesek, bontjak a fehérjéket, peptideket, aminosavakat, cukrokat,
purinokat, pirimidineket, alkoholokat, szerves savakat [16], ami egy fontos Okologiai
szerepet biztosit a biomassza meguajitasdban [18], tovabba szamos Clostridium faj
biotechnologiai felhasznalasara ad lehetdséget. A Clostridium acetobutylicum fajt mar az
elsd vilaghdborti alatt aceton, majd butanol ipari eldallitisara is hasznaltdk [19]. A

Clostridium thermocellum képes a celluldztartalmu hulladékok felhasznalasaval hidrogént
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¢és etanolt termelni [20], a Clostridium thermosaccharolyticum acetolt és racémikus 1,2-
propandiolt allit eld, amibdl ¢élelmiszer-adalékanyagok készithetok. Az Egyesiilt
Allamokban példaul az utak jégmentesitésére hasznalnak clostridiumok 4ltal eldallitott
acetatot [19]. Egyes Clostridium fajok daganatterapidban valo felhasznalasanak lehetdségét
is vizsgaljak [16]. A patogén clostridiumok f6 virulenciafaktorai a toxinok. A bakterialis
toxinok kb. 20%-at clostridiumok allitjak eld, viszont minddssze 15 faj képes nagy klinikai
jelentdséggel bird fehérjetoxinok termelésére [18]. Ilyen patogén, toxintermeld fajok példaul
a Clostridium tetani, a Clostridium botulinum, a Clostridium difficile és a Clostridium
perfringens [21]. A Clostridium tetani ¢s a Clostridium botulinum teanusz ¢és botulinum
neurotoxinokat termelnek (TeNT és BoNT), ezek a ma ismert legerdsebb bakteridlis toxinok.
A TeNT a gatl6 interneuronoknal blokkolja a szinaptikus jelatvitelt, ezzel gorcsds bénulast
okoz, mig a BoNT a neuromuszkularis junctioban gatolja a szinaptikus transzmissziot, igy
petyhiidt bénulést okoz [22]. A Clostridium difficile fertz6 hasmenést és alhartyas colitist
okozhat, a patogenitasaért két toxin, az A toxin és a B toxin (TcdA és TcdB) felelds. Az
antibiotikumkezelés kovetkeztében a protektiv bélmikrobiom kimertilése eldsegiti a fertdzés
kialakulasat, ezért ez a faj gyakran 4all az antibiotikum-kezeléssel Osszefiiggd hasmenés

hétterében [23].

A Clostridium perfringens a kornyezetben széleskorben eléfordul, megtalalhato a
talajban, a vizben, a bélsarban [24]. Tag, 5-50 °C-os homérsékleti tartomanyban képes
szaporodni [25]. Az optimalis tenyésztési hdmérséklete 43 °C koriili, generacios ideje rovid,
akar 6,3 perc is lehet, de ez fiigg a taptalajtol és attol, hogy mely torzsbe tartozik az adott
baktérium [26]. Habar a Clostridium perfringens egy anaerob baktérium, képes talélni
oxigén, s6t szuperoxid- €s hidroxilgyokok jelenlétében is [27]. Opportunista patogén, jelen
van egészséges emberek ¢s dllatok tdpcsatorndjaban, a mikrobiota része, ugyanakkor szamos
betegség kialakuldsdnak hatterében allhat [28]. Gyakran okoz élelmiszer eredetl
megbetegedést, jellemzden a korokozot tartalmazé talajjal vagy vizzel szennyezett friss
z0ldségek és gylimolesok, de akar husok, fott ételek fogyasztasa révén is, ugyanis az ott
jelenlévo hotlird sporak a lehiilt ételben kicsirdzhatnak és rovid id6 alatt elszaporodhatnak.
A Clostridium perfringenst latszolag egészséges allatok is atadhatjdk az embernek,
kozvetlen vagy kozvetett uton, ami az Uj gazdaban betegséget okozhat [24]. 4 Clostridium
perfringens torzseket toxintermelésiik alapjan hét tipusba (A-G) soroljak [29]. Az egyes
tipusok kiilonbozo betegségekkel hozhatdk dsszefiiggésbe.



Az ,,A” tipus emberek és tobb allatfaj esetében is okozhat gazgangrénat, kutydk és
lovak esetében vérzéses gasztroenteritiszt, és feltehetden sertések, lovak és kérddzok
enterotoxémiajanak hatterében is allhat. A ,,B” tipus baranydizentériat, a ,,C” tipus tobb
allatfaj; 0jsziilott egyedeiben vérzéses ¢€s elhalasos bélgyulladast, a ,,.D” tipus juhok,
szarvasmarhdk és kecskék esetén enterotoxémiat okoz. Az ,E” tipus nyulak ¢és
szarvasmarhdk emésztdszervi megbetegedéseivel all kapcsolatban [30]. Az ,,F” tipus emberi
ételmérgezést, szorvanyos hasmenést €s antibiotikumkezeléssel Osszefiiggd hasmenést,
allatoknal pedig takarmany eredetli mérgezést okoz. A ,,G” tipus madarak elhalasos
bélgyulladasat (NE) okozza. Az elhaldsos bélgyulladas tobbek kozott csirkék, pulykak,
ludak, struccok, fiirjek és varjak kozott eléforduld betegség [28]. A baromfifélék
bélrendszeri betegségeinek egyik legfontosabb eldidézoi a clostridiumok. Ezek koziil a
leggyakoribb a Clostridium perfringens altal okozott elhalasos bélgyulladds, de nagy
jelentdsége van a Clostridium colinum altal okozott fekélyes bélgyulladasnak is. A
baromfifélék elhaldsos bélgyulladasa vilagszerte elterjedt, sporadikusan eléfordulo, komoly
gazdasagi karokat okozo6 betegség [31]. Az elhalasos bélgyulladas soran a Clostridium
perfringens NetB toxint termeld torzsei szaporodnak el a bélrendszerben. A bakterialis
fertdzés azonban Onmagaban altaldban nem elegendd a betegség kialakuldsahoz.
Hajlamosito tényezdk a buza alapt, valamint a magas halliszt tartalmua takarmanyok etetése,
¢s az Eimeria fertozottség [32]. Ezen kiviil néhany tovabbi gabonaféle, mint a rozs, az arpa,
a zab talzott etetése, valamint a stressz, a nem megfeleld szemcseméretii takarmany, a
hirtelen takarményvaltas, és a nagy allomanysiirliség szintén hozzédjarulnak az elhaldsos

bélgyulladas kialakuldsahoz [33].

A NE pulykaknal jellemzden 3-8 hetes kor kozott fordul el6 [34]. Brojlercsirkék esetén
a 2-6 hetes korosztaly a leginkabb érintett, ennek feltehetéen az anyai antitestek szdmanak
csokkenése és az immunrendszer éretlensége az oka [31]. A NE klinikai formajat az elhullési
arany hirtelen, gyakran eldjelek nélkiili megugrasa jellemzi, akar 50%-0s mortalitassal.
Lefolyasa gyakran perakut. A szubklinikai forma esetén emésztési és felszivodasi problémak
miatt romlik a takarmanyértékesités €s csokken a sulygyarapodas. Mivel utdbbi forma
nyilvanval¢ tiinetek nélkiil is jelen lehet az dlloményban, gyakran nem kezelik, igy jelentds
gazdasagi karokat okoz [33]. Az elhalasos bélgyulladas tiinetei a kiilonb6z6 madarfajokban
hasonloak: hasmenés, kiszaradds, depresszio, csokkent ¢étvagy, aluszékonysag,
gubbasztas [31]. Az elhaldsos bélgyulladdsban elhullott pulykdk boncoldsa soran
megnagyobbodott, gazzal telt belek, a belek nyalkahartydjan nekrotikus elvaltozasai



talalhatok, amely foként a villusokat érinti, a kriptak altaldban épek maradnak. Habar
makroszkopos elvaltozasok leggyakrabban a vékonybélben lathatok, néhany esetben
choleocystitist €s hepatitist is megfigyeltek [34]. NE-ben elhullott brojlercsirkék boncolasa

soran is hasonlo elvaltozasok talalhatok [33].

2.3. A Clostridium perfringens antimikrobialis érzékenysége

A C. perfringens visszaszoritasa érdekében kordbban profilaktikus céllal, példaul
takarmany-adalékként hasznaltak antibiotikumokat és antimikrobialis
novekedésserkentdket. Az antimikrobialis anyagok ilyen formdban torténd alkalmazasanak
tilalma a C. prefringens altal okozott megbetegedések szdmanak novekedéséhez vezetett, és
igy jelentds gazdasagi karokat okozott [35]. A korabbi tilzott antibiotikumhasznalat viszont
az AMR elterjedéséhez jarult hozza. Az ¢lelmiszermintakbol izolélt C. perfringens torzsek
érzékenysége csokkent tetraciklinnel, eritromicinnel és linkomicinnel szemben [36]. A
baromfibol izolalt térzsek az esetek tobbségében nem rezisztensek amoxicillinre [37].
Belgiumban, 2002-ben gytijtott, brojlercsirkék tapcsatornajabol szarmazo 44 torzs vizsgalata
soran Martel és mtsai. nem taldltak amoxicillinre rezisztens torzset, a minimalis gatld
koncentraci6 (MIC) értékilk mindegyik esetben kevesebb volt, mint 1 pg/ml [38].
Egyiptomban elhalasos bélgyulladast okozo 125 begyiijtott izolatumbdl 9 (7 %) bizonyult
rezisztensnek amoxicillinre [39]. 2016-ban Delaware, Maryland és Indiana &allamban
gyljtott, brojlercsirkébdl szarmazo bélsarmintakban, melyekbdl 230 torzset izolaltak, nem
talaltak amoxicillin-klavulansavra rezisztens torzset [40]. 2010 és 2012 kozott Koredban
begytjtott, hazityukbol, pulykabdl és vadmadarakbol szarmazo, valdsziniileg elhalasos
bélgyulladast okoz6 17 térzs mindegyike érzékeny volt amoxicillin-klavuldnsavra [37],
viszont szintén Koredban begytijtott, lovakbol szarmazd 25 torzsbdl 3 (12%) rezisztens volt
amoxicillin-klavuldnsavra [41]. Kindban baromfibol szarmazé két, G toxintipusba tartozo
torzs kozill az egyik érzékeny, a masik mérsékelten érzékeny volt ceftriaxonra,
metronidazolra pedig mindkettd rezisztens volt [35]. Irdanban gy{jtott, human
bélsarmintakbol izolalt 79 torzs koziil, melyek MIC értéke 0,016-128 pg/ml kozott valtozott,
mindossze 2 (2,53%) volt rezisztens ceftriaxonra. Ugyanez a kutatds az imipenemet kevésbé
talalta hatékonynak, 89 torzsbol 30 (37,97%) rezisztensnek bizonyult, a MIC értékek 0,5-32
ng/ml kozott valtoztak [42]. Egy kinai tanulmanyban viszont 57 izolatumbol minddssze
négyet (7,02%) taldltak imipenemre rezisztensnek, €s a rezisztencia az ételmérgezéses
eseteknél nagyobb ardnyban fordult eld, mint hasmenéses tlinetek esetén (15,38% és 4,55%)

[43]. Vietndmban, sertéshusbol izolalt 15 torzs koziil 2 (13,33%) bizonyult rezisztensnek
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imipenemmel szemben, mig a csirkehusbol izolalt 8 torzs mindegyike érzékeny volt [44].
Az elébbi belgiumi tanulmény soran nem talaltak tilozinra rezisztens C. perfringens torzset,
1 pg/ml, illetve az alatti MIC értékeket mértek [38]. Egy késobbi, 2007-es belgiumi
tanulmany soran Gholamiandehkordi ¢és mtsai. szintén érzékenynek talaltdk tilozinra a
brojlercsirkékbdl izolalt torzsek mindegyikét [37]. Egy németorszagi, pulyka dllomanyokon
végzett kutatds soran is az Osszes vizsgalt torzs érzékeny volt tilozinra, enrofloxacinra és
tetraciklinre, de linkomicinre, valamint béta-laktdm antibiotikumokra, tobbek kozott
amoxicillinre és penicillinre rezisztens C. perfringens torzset sem taldltak. Viszont
brojlercsirkék esetében egy egyiptomi kutatas sordn vizsgalt 125 torzs mindegyike rezisztens
volt linkomicinnel szemben [39]. Két belgiumi tanulmany is a térzsek tobbségét (61,5% és
63,3%) linkomicinre rezisztensnek taldlta. Brazilidban viszont 55, egészséges
brojlercsirkékbdl szarmazo torzs 3,6%-a volt linkomicinre rezisztens [37]. 2010-2011-ben
Koreédban, hazitytkokbdl szarmazo 61 térzsbol 32 (52,5%), a 2012-2016 kozotti idészakban
101 torzsbol 30 (29,7%) volt rezisztens klindamicinre [45]. 2005 tavaszan a kanadai Ontario
tartomanyban gyljtott 50, pulykakbol szarmazéd torzs mindegyike érzékeny volt
klindamicinre és metronidazolra, a hazitytikokbol szarmard 100 torzsbol 98 érzékeny volt
klindamicinre, 99 pedig metronidazolra [46]. Két Kindbdl szarmazo, bizonyitottan G
toxintipusba tartozo vizsgalt torzsbdl mindkettd rezisztensnek bizonyult metronidazollal
szemben [35]. Irdni humén bélsarmintakbdl izolalt torzsek esetében 79 to6rzsbol 9 (11,39%)
volt rezisztens metronidazolra [42]. Egy mult szdzadi belgiumi tanulmany soran, melyben
sertésbol, szarvasmarhdbol és hazitytkbol szarmazd C. perfringens torzseket vizsgaltak,
egyetlen ronidazolra rezisztens torzset sem talaltak. Enrofloxacinra 2008 marciusa és 2009
marciusa kozott németorszagi pulyka allomanyokbol gyiijtétt 100 torzs 98%-a volt
érzékeny [47]. Egy 2007-es belgiumi tanulméany soran, amelyben 71 egészséges
brojlercsirkékbdl szarmazd torzset vizsgaltak, nem taldltak enrofloxacinnal szembeni
rezisztenciat [37]. Viszont egyiptomi brojlercsirkékbdl szarmazo 125 torzsbol 102 (82%)
rezisztens volt enrofloxacinra, mig oxitetraciklinre 89 torzs (71%) volt rezisztens [39]. 2002-
ben Belgiumban brojlercsirkékbdl izolalt C. perfringens torzsek esetén az oxitetraciklin mar
kis koncentracioban is hatdsos volt, de a 44 vizsgalt torzs 66%-a rendelkezett
rezisztenciaval [38]. 1986 ¢és 2002 kozott a skandinav orszdgokban egészséges, valamint
elhalasos bélgyulladasban vagy C. perfringens okozta hepatitisben szenvedd
brojlercsirkékbdl, tojotytikokbol és pulykakbol gyiijtott 102, az akkor hasznalt osztalyozasi
rendszer alapjan A toxintipusba sorolt torzs antibiotikum-érzékenységi vizsgalata alapjan az

oxitetraciklinnel szembeni rezisztencia a Svédorszagbol szarmazoé torzsek esetén volt a
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leggyakoribb, 76%. A Danidbol szarmazé torzsek 90%-a, mig a Norvégiabol szarmazo
torzsek 79%-a érzékeny volt oxitetraciklinre. Vankomicinre szarmazasi helytdl fiiggetleniil
mindegyik torzs érzékeny volt. A 102 vizsgalt torzs kozil 58 Svédorszagbol, 24
Norvégiabol, 20 Daniabol szarmazott [48]. Romaniaban 2022 julius és szeptember kozott
gytjtott 100 sertés és borju bélsarmintabol 14 C. perfringens torzset izolaltak, melybdl 12
sertés és 2 borju eredetli volt. Mindegyik torzs érzékeny volt vankomicinre, penicillinre
viszont 9 torzs (64,2%) rezisztens volt [49]. Braziliai brojlercsirkék tapcsatorndjabol izolalt
55 torzs mindegyike érzékeny volt penicillinre, a MIC értékek egy torzs esetében sem
haladtdk meg a 0,25 pg/ml-t [38]. Kordbban emlitett tanulmanyokban, melyekben
Kanadabol, hazitytkokbol és pulykdkbol szarmazd, illetve Koreabol, hazitytkokbol,
pulykékbdl ¢és vadmadarakbol szarmazo mintdkat vizsgaltak, szintén nem talaltak
penicillinre rezisztens C. perfringens torzset [37]. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
vizsgalt 26, brojlercsirkékbdl szarmaroé térzs mindegyikének MIC értéke 1 és 4 pg/ml kdzott
alakult tilmikozin esetében, mig pulykakbdl szarmazé 22 torzsbdl négynek 256 pg/ml volt
a MIC értéke, a maradék 18 torzsnek pedig 2-4 pg/ml [50]. Kindban 67 brojlercsirke eredetti
C. perfringens torzs tobbsége nem volt érzékeny tilmikozinra, 39 torzs esetében legalabb

256 pg/ml -es MIC értéket mértek [51].

2.4. Virulenciafaktorok, toxintermelés

A C. perfringens f6 virulencia faktorai a toxinok. A kiilonb6z6 torzsek tobb, mint 20
azonositott toxint termelhetnek [52]. Az egyes torzsek kiilonbozd toxinokat termelnek, igy
toxintermelésiik alapjan kiilonbozd tipusokba sorolhatok. Azonos tipusba tartozd torzsek
altalaban azonos, a tobbi tipustol eltérd betegségeket okoznak. Hagyomanyosan a négy
major toxin termelése alapjan 6t tipusba (A-E) soroltak a C. perfringens torzseket korabban.
Ezek a major toxinok az alpha (CPA), a beta (CPB), az epsilon (ETX) és a iota (ITX)
toxin [53]. Ezt az osztalyozasi rendszert azonban a kozelmultban feliilvizsgaltak, és tovabbi
két tipus (F és G) bevezetését javasoltak, igy hat tipizald toxin termelése alapjan hét tipusba
oszthatok ezek a baktériumok. Alpha toxint minden tipus termel. Az ,,A” tipusba tartozé
baktériumok csak alpha-t, az alpha toxin mellett a ,,B” tipus bétat és epsilont, a ,,C” tipus
bétat, a ,,D” tipus epsilont, az ,,E” tipus iota toxint, az ,,F” tipus enterotoxint (CPE), a ,,G”
tipus NetB toxint termel a hat tipizald toxin koziil, illetve a ,,C”, ,,D” és ,,E” tipusok
képviseldi is termelhetnek enterotoxint [29]. Az enterotoxint kodolo gén a kromoszéman,
egy stabil régidoban, a replikdcids origd kozelében talalhatd. Az alpha toxin egy 370

aminosavbol allo, 43kDa méretii, hostabil, letalis, nekrozist, hemolizist és simaizom
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Osszehuzodast okozo fehérje, melyet az ,,A” toxintipusba tartozd torzsek termelnek
legnagyobb mennyiségben [54]. Ez a toxin nagymértékben felelds a gazgangréna
kialakitasaért [52]. Hatasara csokken a neutrofil granulocitak szama a periférias keringésben,
valamint gatolja azok felhalmozodasat a fert6zott szovetben, igy segitve a baktériumok
tulélését [S5]. Vasoconstrictor hatasa révén csokkenti a szovetek vérellatottsagat, ezzel a C.
perfringens szaporodasanak kedvezo, oxigénben szegény kornyezetet hoz 1étre. Emellett a
gazdaszervezet sejtjeiben gyulladdsos kaszkadmechanizmusokat idéz eld, és igy
immunmedialt szovetkarosodast okozhat [52]. A C. perfringens gazdaszervezetben vald
tulélése szempontjabol fontos tulajdonsaga, hogy CPA ¢és perfringolysin-O (PFO) toxinok
jelenlétében képes kijutni a makrofagok fagoszoémaibodl [56]. A CPA toxin egy a-helikalis
szerkezetll, katalitikus N-terminalis doménbdl és egy B-redd szerkezetli, membrankotd C-
terminalis doménbdl all. Kozottik egy kozponti hurokdomén talalhatdé [57]. A CPA a
gazdaszervezet sejtjeinek membranjaban levd Gi-tipusu GTP-kotd fehérjék aktivalasa, a
szfingomielin és foszfatidil-kolin molekulak hidrolizise és a tropomiozin receptor kinaz A-
val torténo interakcid révén, kiilonb6zo biokémiai reakcidkon keresztiil éri el az azt termeld
baktérium szamara kedvezo kornyezetet kialakito valtozasokat a gazdaszervezetben, mint az
érosszehuzodas, vérlemezke-aggregacio, lizoszoma karosodéds, apoptozis, reaktiv
oxigéngyokok képzddése és interleukin-8 termelddés. Fontos megjegyezni, hogy a CPA a
kiilonboz6 sejttipusokban eltérd reakcidutakon keresztiil eltérd hatasokat valt ki [58]. A CPB
egy dermonekrotikus, enterotoxikus, citotoxikus, 6démat okozd toxin, mely 60 °C-os
hémérsékleten, valamint tripszin jelenlétében is inaktivalodik. A CPA-val ellentétben a beta
toxin plazmidon kodolt [54]. Ez a 35 kDa méretii fehérjetoxin az endotélsejtekre, a
trombocitakra és feltehetden a bélnyalkahartyat benépesitdé limfocitdkra is képes hatni.
Amennyiben a nagy méretli CPB - feltehetdéen a bélnyalkahartya sériilése, alultaplaltsag,
vagy mikrobidlis aktivitas miatt, illetve valoszinlileg egészséges 0jsziilott allatokban is - atjut
a hamsejtekbdl 4all6 intestinalis barrieren, a lamina propridban az endotéjsejtek
membranjaban taldlhaté CD31 fehérjéhez kotddik, és porusokat képez a sejtmembranon. Az
endotélkarosoddshoz ¢és a porusképzéshez valoszinlileg mas membranalkotok is
hozzajarulnak, példaul a P2X7 receptor [59]. CPB-vel Osszefiiggd betegségek soran a
bélhamsejtek nekroézisa, a bélnyalkahartya kapillarisainak tdgulata, majd trombozis és
kiterjedt érelhalds kovetkezik be [60]. A szintén plazmidon kddolt beta-2 toxin (CPB2) egy
28 kDa méreti, citotoxikus fehérje, mely nem mutat jelentds hasonldsagot a major beta
toxinnal [61]. Ezt a pérusképzd toxint minden toxintipus termelheti, de legtobbszor az A

tipusban detektaltak a cpb2 gént. Szerepe a betegségek kialakitadsaban nem teljesen tisztazott,
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feltehetden a tobbi toxinnal szinergista hatasa van a vérzéses ¢€s elhaldsos bélgyulladés
kialakitasaban [62]. Az epsilon toxin letalis, dermonekrotikus, 6démat és simaizom
0sszehuizodast okoz [54]. A CPB-hez hasonloan egy membranfehérjéhez (MAL) kotodik és
porusokat képez a célsejtek membranjan [58]. A baktérium altal termelt, azok plazmidjan
kodolt 33 kDa méretii protoxint intestinalis protedzok, példaul tripszin, kimotripszin, vagy a
C. perfringens éltal termelt A-toxin aktivalja [63]. Az aktivalt epsilon toxin a C. perfringens
altal termelt legerdsebb, a clostridiumok altal termelt harmadik legerésebb toxin [58]. Az
ETX az intestinalis barrier permeabilitasat megnovelve konnyedén bejut a véraramba. igy
eljuthat a célszervekhez, példaul az agyhoz, a tiidohoz és a vesékhez. A legtdbb sejttipusra
nézve nem toxikus. Magas letalitdsa valoszintlileg az idegsejtek karositdsdnak kdszonhetd,
bar egyes szervekre gyakorolt hatdsa gyakran okoz hirtelen elhullast [63]. Az ETX hatéasa
lehet emelkedett vérnyomas, nehézlégzés az alveolaris 6déma kdvetkeztében, iddszakos
goresok, eszméletvesztés, agyi 6déma, depresszid, ataxia, kordzés és végiil az allat elhullasa.
Epsilon toxin hatdsara a kiilonb6zd allatfajokban eltérd tiinetek jelentkezhetnek [64]. A
letalis, dermonekrotikus aktivitassal bir6 iota toxin 100 kDa méretii kotd (Ib) komponense
tripszin vagy kimotripszin hatdsara aktivalodik. Az aktiv forma 80 kDa méretii. A katalitikus
(Ia) komponens szintén proteolitikus hasitds sordn aktivalodik [65]. Az Ia héstabil, mig az
Ib hélabilis fehérje, melyeket két kiilonbozd gén kodol. Mindkét gén plazmidon talalhatod
[54]. Az aktivalt Ib a célsejtek membranjan jelen levd LSR receptorhoz (Lipolysis-
stimulated lipoprotein receptor) kotddik, majd heptamerekbe rendezédve porusokat képez a
membranon. Az Ia az Ib hatdsara endocitézissal a sejtbe keriil, majd az endoszoémabol a
citoplazmaba jut, ahol az aktin filamentumokat depolimerizélja [65]. Ennek hatasara a sejtek
morfologiai valtozason esnek at, lekerekednek. A fehérvérsejtek migracioja és aktivalodasa
akadalyozotta valik [54], az egyrétegli bélsejttenyészetek permeabilitasa megnovekszik ITX
hatdsara [66], ugyanakkor a iota toxin szerepe a betegségek kialakitdsdban nem teljesen
tisztazott [58]. A CPE-nek fontos szerepe van a C. perfringens altal okozott ételmérgezeés és
antibiotikumkezelés utani hasmenés kialakitdsaban [67]. A CPE 4altal okozott hasmenés és
hasi gorcsok altalaban gyorsan, 1-2 nap alatt spontan elmulnak, de bizonyos hajlamosito
tényezok, példaul obstipatio fennallasa esetén a mérgezés haldlos kimenetelt is lehet [58].
A CPE egy 35 kDa méretii fehérje, melyet foként az F toxintipusba tartozé torzsek, a
tdpcsatornaban torténd sporulaciod soran termelnek [68]. A cpe gén a kromoszoman vagy
plazmidon is elhelyezkedhet. A CPE tripszin, illetve kimotripszin altali proteolitikus hasitas
soran aktivalodik, majd az epithelialis és endothelialis sejtek membranjan levo claudinokhoz

kotddik, azokkal komplexet képez, majd oligonerizalodik és porusokat képez a membranon,
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igy nagy szamban juthatnak kalcium ionok a sejtbe. Ez koncentraciotol fliggden apoptozist,
vagy nekrotikus sejthalalt okozhat. Ez a toxin ember és tobb emldsfaj tapcsatorndjaban,
elsésorban a vékonybélben okoz szovetkdrosodast, példaul epithelialis necrosist,
desquamatiot és villus rovidiilést [67]. A plazmidon kodolt NetB toxin a madarak elhalasos
bélgyulladdsanak kialakitasaban részt vevd legfontosabb virulenciafaktor [69]. A toxin in
vivo hatasa hasonl6 a G toxintipus éaltal okozott betegség hatasaihoz, beleértve a szoveti
nekrézist a duodenumban, jejunumban €s a caecumban, valamint intestinalis vérzést is
okozhat. Mivel ez a 33 kDa méretli, hemolizist okozd fehérje madarak sejtjeire nézve
citotoxikus, emlds sejtekre nézve pedig nem, feltehetden egy, kizarolag a madarak sejtjeinek
membranjan jelen 1€vo fehérjéhez kotddik [70]. Ezt kdvetden heptamerizalodik és porusokat
képez a sejtmembranon. Ez a sejt lizis€éhez vezethet azaltal, hogy lehetévé teszi nagy

mennyiségli natrium-ion, klorid-ion és kalcium-ion sejtbe dramlasat [58].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatds célja, hogy Magyarorszadg nagylétszamt pulyka allomanyaibdl izolalt
kommenzalista Clostridium perfringens torzseinek antibiotikum érzékenységi profiljat, az
allat- és kozegészségiigy szamara fontos hatdanyagokra nézve felmérjiik. A minimalis gatlo
koncentracio értékek meghatarozasit kovetden elkészitettiik az igy kapott eredmények
gyakorisagi tablazatat, célul tiiztiik ki, hogy hatéanyagonként kiszamoljuk a MICso és MICoo
értékeket, tovabba, hogy Osszehasonlitsuk eredményeinket a klinikai téréspontokkal,
tovabba epidemiological cut off value (ECOFF) értékekkel. Ezzel parhuzamosan PCR
vizsgalat segitségével az egyes torzsek major és minor toxintermelésért felelds génjeinek a
jelenlétét is vizsgaltuk, az eredmények tiikrében pedig vizsgaltuk az esetleges
Osszefliggéseket a toxintermelésért felel0s gének jelenléte és a torzsek rezisztencia profilja

kozott.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A mintak eredete

A mintagyljtés 2022. februar és 2023. junius kozott magyarorszagi nagylétszamu
baromfitelepeken zajlott. Az egészséges allatokbol szarmazd mintdk egyedi
azonositoszammal lettek ellatva és nyilvantartasba vettiik veliik kapcsolatban, hogy melyik
telepiilésrdl, megyébdl, régiobol és milyen szervbdl (légesd vagy klodka) szarmaztak,
valamint az allomany hasznositasi tipusat (hus, tojas, tenyész), életkorat (ndvendék, felnott),
illetve az allomany nagysagat (1-1000, 1001-5000. 5001-50000, 50001-100000, >100001).
Ezen kivill kérddiv kitoltésével felmértiik a telepek antibiotikum hasznalati szokdésait (mit,
hogyan, milyen kérokozd esetén), az eléforduld betegségeket, valamint az antibiotikum

érzékenységi vizsgalatokat.

4.2. A torzsek izolalasa

Telepenként a 15 db 1égesé és 15 db klodka mintdt Amies-tipusu (Biolab Zrt.,
Budapest, Magyarorszag), szén nélkiili, normal aluminium palcas mintavevd palca
segitségével gyljtottik. Clostridium perfringens esetén CHROMagar™ C. perfringens
(Chebio Fejleszté Kft., Budapest, Magyarorszag) szelektiv agart hasznaltunk, az anaerob
tenyésztéshez és vizsgalatokhoz pedig BD GasPak™ rendszert (VWR International Kft.,
Debrecen, Magyarorszadg) hasznaltunk. Végiil az izolalt telepeket Tripton-szdja agarra
(Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag) oltottuk at ¢és ujabb 18-24 6ras 41 °C-on inkubalas
utan felhasznalasig -80 °C-on fagyasztottuk le a szintenyészeteket Microbank™ rendszerben

(Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill, Kanada).

4.3. A hatbéanyag torzsoldatok elkészitése

A vizsgalathoz sziikséges hatdoanyagokbol a (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
torzsoldatokat a CLSI ajanlasa szerint készitettiik. [71]. Az amoxicillin és amoxicillin-
klavulansavat 2:1 arany (pH 7,2, 0,01 mol/l), a penicillint és az imipenemet (pH 6, 0,1 mol/l)
foszfat pufferoldatban oldottuk fel, a ronidazolt é¢s a metronidazolt DMSO-ban. A ceftriaxon,
tilozin, tilmikozin, linkomicin, klindamicin, oxitetraciklin és vankomicin esetén desztillalt
vizet hasznaltunk. Az enrofloxacint par csepp 1 mol/l NaOH-oldattal desztillalt vizben

cre

egyes hatéanyagok gyart6 altal meghatarozott tisztasagara korrigélva.
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4.4. A minimalis gatlo koncentracio meghatarozasa

Az AMR fenotipusos kifejezddésének vizsgalatat az egyes baktériumtorzsek MIC
értekének meghatarozasaval, a CLSI moddszertanaval végeztik az ECOFF vizsgélat
fejezetben leirt ajanlasokat figyelembe véve [71], a breakpointokat a CLSI és az EUCAST
iranyelvei alapjan hataroztuk meg. Az ECOFF vizsgalathoz un. teljes range vizsgalatot

végeztiink, ehhez 512-0,001 pg/ml kozotti kettes alapu higitasi sort készitettiink.

A vizsgalat eldtti napon az addig -80 °C-on tarolt baktériumtdrzseket 3 ml Miiller-
Hinton levesbe (MHB) oltottuk. Ezt 18-24 6ran at tart6 inkubalas kovette 37 °C-on. 96 lyuka
mikrotiter lemez (VWR International, LLC., Debrecen, Magyarorszag) segitségével
végeztiik a vizsgalatokat. A munkalemezek elsé oszlopat kivéve a lyukakat 90 ul MHB-vel
(1. Iépés) toltottiik fel (1. abra). Majd elkészitettiik a hatdanyag térzsoldatok kettes alapti
higitasat MHB-vel, igy minden esetben 512 ug/ml koncentracioval inditottuk a higitasi sort,
a teljes range vizsgalatot a higitasi sor masodik munkalemezen torténd folytatasaval fedtiik
le. A feles higitasbol 180 pl-t mértiink a munkalemez elsé oszlopaba (2. 1épés), majd 2-es
alapt higitési sort készitettiink beldle (3. 1épés). A masodik munkalemez 10. oszlopa utén a
felesleget pipettaheggyel eldobtuk, ezzel minden oszlopban 90 ul térfogatot alakitottunk ki.

Minden baktériumtorzs vizsgalatdhoz egy sort hasznaltunk a munkalemezen (2. abra).

1. lépés: feltoltés

@ 90 pl
4x

2x 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
B 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
C 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
D 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
E 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
F 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
G 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
H 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

1. abra A lemezek feltoltése 90 ul MHB-vel
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2. 1épés: bemérés 3. 1épés: higitasi sor készitése 90 pl feleslegben kidob

@% \ @@@@@@@ﬁ

4x 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Ap 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Bj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
C] 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
DJ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
EJ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
F|] 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
GJ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
HJj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

2. abra Kettes alapu higitasi sor készitése, az elsé oszlop feltoltése 180 ul kiindulasi koncentracioval, majd 90
ul tovabb mérése €s szuszpendalasa a 10. oszlopig

A baktériumok réoltasdhoz sziikséges baktériumszuszpenziot 0,5 McFarland értékre
beallitva egy segédlemezen készitettiik eld. Ehhez minden segédlemezt 240 ul MHB-vel
toltottiink fel (3. abra), majd minden lyukba 10 pl alaposan vortexelt baktériumszuszpenziot
mértiink (4. 1épés). Ezt kovetden a baktériumtorzseket az elkészitett munkalemezekre
oltottuk, a kettes alapu higitasi sort tartalmazé lemezek 11. oszlopatdl kezdve haladtunk
visszafelé 10 pl baktériumszuszpenzidt pipettazva a segédlemezrdl (5. 1épés). A
baktériumszot €s levest tartalmazo 11. oszlop pozitiv kontrollként, a levest tartalmazo 12.

oszlop negativ kontrollként szolgalt (4. abra).

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

TEAVINGA RNGA L RNYA VIV AN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 240 240 240 240 240 240
B 240 240 240 240 240 240
Cl 240 240 240 240 240 240
D] 240 240 240 240 240 240
E | 240 240 240 240 240 240
F | 240 240 240 240 240 240
G| 240 240 240 240 240 240
H]J 240 240 240 240 240 240

3. abra A baktériumszuszpenzid 25x higitasanak elkészitése segédlemezen
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5. 1épés: a baktériumszuszpenzié bemérése

10 ul

@@@@@@@@@@@

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

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Al 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Bj 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Cl 9 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
DY 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
E] 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Fl 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
G|l 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Hj 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

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

Végiil a munkalemezeket 18-24 o6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd a MIC
értekeket a pozitiv (11. oszlop) kontrollhoz viszonyitva vizudlisan biraltuk el. Az értékelés
soran a — (nincs zavarosodas) és + (nehezen megitélhetd) jeloléssel ellatott lyukak negativ
eredménynek mindsiiltek, mig pozitiv eredménynek a + (enyhe zavarosodas), ++ (mérsékelt

zavarosodas), +++ (jelentds zavarosodas) jeloléssel ellatott lyukakat tekintettiik.

4.5. Az ECOFF érték meghatarozasa

Az ECOFF értékeket az ECOFFinder [72] segitségével hataroztuk meg. A vad tipusu
populacidéra vonatkozd specificitds novelése érdekében a 99%-os kiiszobértéket

valasztottuk, ami az a MIC-érték, amely a modellezett vad tipusu populacid 99%-at lefedi.

Ennek soran a kapott MIC értékekbdl gyakorisagi tdblazatot készitettiink a vizsgalt
hatéanyag koncentracio tartomanyban (1024-0,001 pg/ml). Az adatbevitel soran meg kellett
adni a vizsgalt antibiotikum hatdanyag nevét, baktérium faj nevét. Ezen kiviil jeldlni
sziikséges, ha a vizsgalt adatok egynél tobb MIC eloszlasbol szarmaztak, valamint a
megfigyelések teljes szamat is jeldlni kell. Az elemzés soran meg kell adni egy Gn. Nest
kiindulasi értéket, melynek kozel kell lennie az izolatumok szamahoz, azonban nem
egyezhet meg azzal. Ezt kdvetden a template Solver makrojat futtatva megkapjuk a
megfigyelt értékekhez tartozo legjobb illeszkedést levalogatd részhalmazt, majd a program
a megfigyelt szamok ¢és az illesztett gérbe alapjan becsiilt szamok kiilonbségeként megadja
a reziduumokat. Abban az esetben, ha a reziduumok a kézépen talalhat6 nullét jel616 vonal
mindkét oldalan szérddnak, lehet hinni a kivalasztott részhalmaznak. Végiil a becsiilt értékek

illeszkedését az adatokhoz a program grafikusan abrazolja.
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4.6. A PCR vizsgalatok

A polimeraz lancreakcio segitségével az egyes torzsek major és minor toxintermelésért
felelos génkészletének feltérképezést végeztik el. A DNS kivondsat a baktérium-
szuszpenziobol a Zymo Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research,
Murphy Ave., Irvine, CA, USA) segitségével, a gyartd utasitdsa szerint végeztik. A
bakterialis Ordkitdanyag kiszabaditdsahoz sziikséges gyongyds razatashoz Qiagen
TissueLyzer LT (Qiagen GmBH, Hilden, Németorszag) késziiléket hasznaltunk, 50 Hz-en,
5 percig. A PCR vizsgéalathoz Kylt Clostridium perfringens, DNS real-time PCR
vizsgalathoz alkalmas Kit-et hasznaltunk (Kylt, Holtinghausen, Németorszag). A rendszer
major (alfa, béta, epsilon, iota) és minor (b2, entero, netB) toxin gének kimutatasara szolgal,
madarakbol szarmazé mintdk esetén. A felhasznalas soran a gyartd utasitasait kovettiik. A

kivont nukleinsav tarolasa felhasznalasig -20°C-on tortént.

A PCR vizsgalatokat CFX Opus Dx Real-Time PCR (Bio-Rad Hungary Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) segitségével végeztiik el. Az eredményeket a Bio-Rad CFX
Maestro szoftver 5.3.022.1030 verzidjanak (Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest,
Magyarorszag) segitségével értékeltiik ki.
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5. EREDMENYEK

Osszesen 146 pulyka eredeti Clostridium perfiringens torzs vizsgalatat végeztiik el.
Meghataroztuk 14-féle allat- ¢és kozegészségiigyi jelentdséggel bird antibiotikum
hatoanyagra a MIC-értékeket, amelyek koziil 6 esetén rendelkezésre allt a szakirodalomban
leirt klinikai toréspont (1. tablazat), 8 esetén viszont nem (2. tablazat). A gyakorisagi
tablazatokban feltlintettik a MIC-értékek eléforduldsdnak gyakorisdgat, valamint azok
szézalékos aranyat, tovabba kiszdmoltuk a vizsgalt populacio MICso és MICoo értekét a
vizsgalt hatéanyagok esetében. A klinikai torésponttal rendelkezd hatéanyagok koziil a
kiszamolt MICso és a MICqo érték is a klinikai toréspont alatt volt imipenem hatéanyag
esetében, azonban csak a MICso érték volt a klinikai toréspont alatt amoxicillin és
klindamicin hatéanyagok esetében. Hivatalos ECOFF-érték kizarolag klindamicin
hatoanyagra allt rendelkezéstinkre (0,125 pg/ml), azonban a MICso ¢s MICy értékek joval
ez felett voltak. Azoknal a hatdéanyagoknal, ahol a MIC-értékek bimodalis eloszlast
mutattak, lehetdségiink volt un. probaképpen ECOFF-értéket szdmolnunk, amoxicillin
esetén az igy kapott érték egybevagott a klinikai torésponttal (16 pg/ml), penicillin esetében
viszont joval nagyobb értéket kaptunk a klinikai térésponthoz képest, ami magyarazhat6 az

alacsony mintaelemszammal.

Azokndl a hatéanyagoknal, amelyek esetén nem allt rendelkezésre klinikai toréspont
¢s bimodalis eloszlast mutattak, szintén meghataroztuk probaképpen az ECOFF-értéket.
Amoxicillin-klavuldnsav esetén az igy kapott érték (32 pg/ml) alatt volt mind a kiszamolt
MICs és a MICop érték is. Tilozin esetén viszont (16 pg/ml) mar csak a MICsp érték volt a
kapott értek alatt.

22



1. tablazat A pulyka eredetti Clostridium perfringens torzsek (n=146) torésponttal rendelkez6 hatéanyagok vizsgalata soran kapott minimalis gatlo koncentraciéo (MIC) értékeinek gyakorisagi tablazata.
Minden egyes hatdéanyag felso soraban a darabszam, alsé soraban pedig annak szazalékos aranya lathat6. A piros fiiggdéleges vonalak a klinikai toréspontokat jeldlik.

IBp* ‘ 0,001 ‘ 0,002 ‘ 0,004 ‘ 0,008 ‘ 0,016 ‘ 0,03 ‘ 0,06 ‘ 0,125 ‘ 0,25 ‘ 0,5 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 4 ‘ 8 ‘ 16 ‘ 32 ‘ 64 ‘ 128 ‘ 256 ‘ 512 ‘ 1024 ‘MICW ‘MIC% 2ECOFF‘ 38

Antibiotikum
ng/ml
1 0 5 6 9 6 8 19 18 26 15 12 3 0 0 18
Amoxicillin 16 0,5 32 - 16
0,7% 0,0% 34% 41% 62% 4,1% 55% 13,0% 12,3% 17,8% 10,3% 82% 2,1% 0,0% § 0,0% 12,3%
4 0 0 3 5 21 10 14 13 16 10 18 3 21 8
Imipenem 16 0,5 8 - -
27% 0,0% 0,0% 2,1% 34% 144% 68% 9,6% 89% 11,0% 6,8% 123% 2,1% 14,5%] 5.5%
3 0 0 0 2 1 11 5 32 11 6 8 10 46 2 0 4 5
Linkomicin 1 16 64 - -
2,1% 0,0% 0,0% 00% 14% 07% 7,5% | 3.4% 219% 7,5% 4,1% 55% 68% 31,5% 14% 0,0% 2,7% 3,4%
1 0 0 6 14 15 28 23 9 12 38
Enrofloxacin 2 2 16 - -
0,7% 0,0% 0,0% 4,1% 9,6% 10,3% 19,2% | 15,8% 6,2% 82% 26,0%
1 3 5 4 6 20 26 28 18 8 5 2 13 0 1 3 3
Penicillin 1 1 32 - 16
0,7% 2,1% 34% 2,7% 4,1% 13,7% 17,8%)192% 12,3% 55% 34% 14% 89% 0,0% 0,7% 2,1% 2,1%
1 16 1 3 12 8 12 8 5 15 4 5 6 39 1 2 1 6 1
Klindamicin 8 2 32 0,125 -
0,7% 11,0% 0,7% 2,1% 82% 5,5% 82% 55% 34% 10,3% 2,7% | 34% 4,1% 26,7% 0,7% 14% 0,7% 4,1% 0,7%

*BP — toréspont; 'CLSI; 2EUCAST; 3sajat kisérletes ECOFF-érték
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2. tablazat A pulyka eredetii Clostridium perfringens torzsek (n=146) tdrésponttal nem rendelkezd hatdanyagok vizsgélata soran kapott minimalis gatlé koncentracié (MIC) értékeinek gyakorisagi
tablazata. Minden egyes hatéanyag felsé sordban a darabszam, als6 sordban pedig annak szézalékos ardnya lathato.

0,001 ‘ 0,002 ‘ 0,004 ‘ 0,008 ‘ 0,016‘ 0,03 ‘ 0,06 ‘0,125‘ 0,25 ‘ 0,5 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 4 ‘ 8 ‘ 16 ‘ 32 ‘ 64 ‘ 128 ‘ 256 ‘ 512 ‘ 1024 ‘MICso ‘MICgo ‘ZECOFF ‘ 38
Antibiotikum
pg/ml
S 1 1 1 9 9 6 13 17 13 30 13 12 5 2 3 11
Amoxicillin-
Kl 14 0,5 8 - 32
avulansav 07% 07% 07% 62% 62% 41% 89% 11,6% 89% 20,5% 89% 82% 34% 14% 2,1% 7,5%
1 4 2 5 2 10 8 6 11 17 24 11 9 6 18 4 2 2 4
Ceftriaxon 1 16 - -
07% 2% 14% 34% 14% 68% 55% 41% 75% 11,6% 164% 7.5% 62% 41% 123% 27% 14% 14% 2.7%
3 3 9 9 31 8 5 21 15 4 2 2 2 26 0 0 1 5
Tilozin 1 64 - 16
21%  2,1%  62% 62% 212% 55% 34% 144% 103% 27% 14% 14% 14% 17.8% 00% 00% 0,7% 3.4%
1 1 0 1 20 6 13 33 7 4 5 3 39 0 0 3 10
Vankomicin 1 32 - -

0,7% 0,7% 0,0% 0,7% 13,7% 4,1% 89% 22,6% 48% 2,7% 34% 2,1% 26,7% 0,0% 00% 2,1% 6.8%

3 4 6 0 3 10 6 21 15 12 52 0 2 6 5 1
Oxitetraciklin 16 32 - -
2,1% 27% 41% 0,0% 2,1% 68% 4,1% 144% 10,3% 82% 356% 0,0% 14% 41% 34% 0,7%
2 0 1 0 1 2 2 7 5 7 13 11 4 14 16 18 34 0 2 2 5
Tilmikozin 16 64 - -
1,4% 0,0% 0,7% 0,0% 07% 14% 14% 48% 34% 48% 89% 7,5% 2,7% 9,6% 11,0% 12,3% 23,3% 0,0% 14% 14% 3.4%
1 1 1 4 7 16 11 19 0 0 1 58 3 4 7 12 1
Ronidazol 32 256 - -
0,7% 0,7% 0,7% 2,7% 4,.8% 11,0% 7,5% 13,0% 0,0% 0,0% 0,7% 39,7% 2,1% 2, 7% 48% 82% 0,7%
1 0 0 3 5 2 9 12 5 0 5 6 61 0 2 12 20 3
Metronidazol 32 512 - -

0,7% 0,0 0,0% 2,1% 34% 14% 62% 82% 34% 00% 34% 41% 41,8% 0,0% 14% 82% 13,7% 2,1%

*BP — toréspont; 'CLSI; 2EUCAST; 3sajat kisérletes ECOFF-érték
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Azoknal a hatdanyagoknal, amelyek esetén rendelkezésre allt klinikai toréspont,
meghataroztuk a vizsgalt populéacid fenotipusos klinikai érzékenységét (5. abra). A torzsek
jelentds része megorizte érzékenységét a Clostridium perfringens torzsek okozta fertézések
kezelésében egyik elsddlegesen valasztandd hatdanyaggal, az amoxicillinnel szemben
(87,7%), azonban penicillinnel szemben jelentés mértékben csokkent az érzékenységiik
(44,5%). A human multirezisztens fertdzések kezelésében kiemelten fontos hatéanyag, az
imipenem 94,5%-0s hatékonysdgot mutatott. A legnagyobb mértékli rezisztenciat
linkomicin hatdanyaggal szemben mutattuk ki, itt minddssze a torzsek 11,6%-a mutatott

érzékenységet.
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5. abra A pulyka eredeti Clostridium perfringens torzsek (n=146) klinikai tdrésponttal rendelkezd

hatdéanyagokkal szembeni érzékenységi profilja.

Elvégeztiik a térzsek PCR vizsgélatat major és minor toxintermelésért felelds gének
azonositasa céljabol. Az 6sszes vizsgalt torzs pozitiv lett major alpha toxintermelésért felelds
génre, amit alapbol minden Clostridium perfringens torzs hordoz, ez egyben egy
onellendrzésként is szolgalt, hogy a vizsgalt torzsek mindegyike Clostridium perfringens
volt. A torzsek 23,9%-a lett pozitiv major béta toxintermelésért felelds génre, 2,7%-a major
epszilon toxintermelésért felelds génre, 15,8%-a minor beta2 toxintermelésért felelds génre
¢s 3,4%-a minor netB toxintermelésért felelds génre. Major iota és minor entero

toxintermelésért felelds gént nem azonositottunk. Amennyiben azt vizsgaltuk, hogy
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egyszerre hany esetben fordul eld tobb gén egy-egy torzsben, akkor azt tapasztaltuk, hogy a
legtobb gén (major béta, epszilon, minor beta2, minor netB) egy esetben fordult el. A major
beta, minor béta2 és minor netB gének egyidejlileg 4 torzs esetében; a major beta, major
epszilon és minor beta2 gének 3 esetben; a major beta €s minor beta2 gének egyidejiileg 10

esetben; a major beta és major epszilon gének egyidejiileg 1 esetben fordultak eld.

Vizsgaltuk annak a lehetOségét is, hogy az egyes toxintermelésért felelds gének
jelenléte €és a hatdéanyagonként alakulé MIC-értékek kozott van-e barmiféle osszefiiggés.
Szignifikéans kiilonbséget azonban nem taldltunk egy hatéanyag esetében sem a MIC-értékek

¢s a toxintermelésért felelds gének jelenléte kozott ahhoz képest, amikor ezek a gének

nincsenek jelen.

Korrelacios vizsgalatot végeztiik az egyes hatdéanyagok esetén kapott, a MIC-értékek
alapjan rezisztensnek bizonyult térzsek aranyai kozott, aminek eredményeit hoétérképen

abrazoltuk (6. abra).

1.0
Amoxicillin -0.0075 -0.034 0.32 -0.078 0.012 -0.039
Amoxicillin-klavulansav -0.009 -0.041 048 -0.074 0.017 -0.051
0.8
Ceftriaxon --0.033 -0.0018 -0.0021 0.087 0.27
Imipenem = - 0.48 -0.099 -0.049 -0.06 806
Tilozin —0.0075 -0.009
i ;o -04
_inkomicin --0.034 -0.041 0.2 -0.022
Enrofloxacin - 0.32 0.48 -0.0018 0.48
£0.2
Vankomicin --0.078 -0.074 -0.0021 -0.099
Penicillin - 0.012 0.017 0.087 -0.049
-0.0

-0.079 -0.048

Klindamicin --0.039 -0.051 0.27 -0.06 . 0.88 -0.13

Tilozin
Penicillin -

5
g
3
8
2

Imipenem -
Vankomicin -

Amoxicillin -

Cefiriaxon -

Linkomicin
Enrofloxacin -

Amoxicillin-klavulansav -

6. abra A pulykabol izolalt kommenzalista Clostridium perfringens (n=146) torzsek hatdanyagonkénti

rezisztencia aranyanak korrelacios vizsgalta és hotérkép segitségével torténd dbrazolasa.
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A korrelacios vizsgalat soran erdsen pozitiv korrelacidos kaptunk linkomicin és
klindamicin hatéanyagok kozott (0,88), amoxicillin és amoxicillin-klavulansav hatdanyagok
kozott (0,86), tilozin €s linkomicin hatdanyagok kozott (0,83), tovabba tilozin és klindamicin

hatoanyagok kozott (0,83).

Elvégeztiik a hierarchikus klaszter elemzést, amely soran a vizsgalt torzseket a MIC-

értékek alapjan meghatarozott rezisztencia profil szerint dendogramon abrazoltuk (7. abra).

Régiok
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7. abra A pulykakbdl izolalt kommenzalista Clostridium perfringens torzsek (n=146) klaszter elemzése. Az

attekinthet6ség miatt az egyes mintdkat regiondlis eredetiik szerint szinkddokkal abrazoltuk a vizszintes

tengely alatt.

A klaszter elemzés alapjan elvégeztiik a fokomponens analizist és vizualizaltuk a
klaszterekbe sorolt torzsek megoszlasat (8. abra). a harom f6 klaszter koziil az els6 és
masodik klaszterbe volt sorolhatd a mintdk tobbsége, a harmadik klaszterbe néhany torzs

tartozott.
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8. abra A pulyka eredetii kommenzalista Clostridium perfringens torzsek (n=146) foklaszter elemzését kovetd

vizudlis abrazolasa, a harom f6 klaszterbe sorolt térzsek elkiiloniilése jol lathato.

A mintédkat csoportositottuk hasznositdsi irdny (tenyész, hus), életkor (ndvendék,
felndtt), valamint telepméret (kicsi, kozepes) alapjan és statisztikailag dsszehasonlitottuk,

hogy van-e szignifikdns kiilonbség a rezisztencia mértékében (3. tablazat).

Szignifikdns tulajdonsdgot a hasznositasi iranyok koézott amoxicillin (p=0,0093) és
klindamicin (p=0,0043) esetén mutattunk ki, a korcsoport a hasznositasi iranyhoz igazodott,
igy ugyanazon hatdéanyagok esetében mutatott szignifikans kiilonbséget. A telepméret esetén
pedig az enrofloxacin (p=0,0499) és klindamicin (p=0,0084) esetén figyeltiink meg

szignifikans kiilonbséget.

3. tablazat A mintak hasznositasi irany, korcsoport és telepméret szerinti rezisztencia profiljanak statisztikai
Osszehasonlitasa.

Hatoanyag tenyész-hus novendék-felnott kicsi-kozepes
Amoxicillin 0,0093* 0,0093* 0,0915
Imipenem 0,0973 0,0973 0,5595
Linkomicin 0,6313 0,6313 0,7438
Enrofloxacin 0,4941 0,4941 0,0499*
Penicillin 0,6939 0,6939 0,8216
Klindamicin 0,0043* 0,0043* 0,0084*

kicsi (5001-50 000), kdzepes (50 001-100 000)
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutatasunk soran kommenzalista Clostridium perfringens torzsek (n=146) esetén
penicillinre 55,5%-os rezisztenciat mutattunk ki, 1 pg/ml-es MICso és 32 pg/ml-es MICoo
értéket kaptunk, ezzel ellentétben Slavic és mtsai. nem talaltak rezisztens torzset, 0,06
ug/ml-es MICsoés 0,12 pg/ml-es MICq értéket irtak le [46]. Silva és mtsai. 55
brojlercsirkébdl szarmazd izolatum vizsgdlata soran szintén nem taldltak penicillinre
rezisztens torzset, nem irtak le 0,25 pg/ml-nél nagyobb MIC értéket [73]. Klindamicin
vizsgalata soran 41,8%-o0s rezisztencidt tapasztaltunk, 2 pg/ml-es MICso és 32 pg/ml-es
MICog értékkel, Slavic €s mtsai. viszont csak 2%-o0s rezisztenciat mutattak ki 1 pg/ml-es
MICso és 4 pg/ml-es MICoq érték mellett [46]. Metronidazol esetében az altalunk vizsgalt
torzsek MICso és MICop értéke 32 €s 512 pg/ml volt, mig Slavic és mtsai. 1 pg/ml-es MICso,
¢s 4 pg/ml-es MICoy értéket szamoltak [46]. Amoxicillinre 12,3%-0s rezisztenciat
tapasztaltunk, viszont brojlercsirkékbdl szdrmazd torzsek esetén Martel és mtsai. nem
talaltak rezisztens torzset, Osman ¢és Elhariri pedig 7%-os rezisztenciat irtak le [38, 39].
Linkomicinre az altalunk vizsgalt torzsek minddssze 11,6%-a volt érzékeny, Silva és mtsai.
a vizsgalt torzsek 89,1%-4at érz¢kenynek talaltak linkomicinre. Mig Silva és mtsai. nem
talaltak 64 pg/ml-nél nagyobb MIC értékkel rendelkezd torzset, mi 1024 pg/ml-es MIC
értékeket is mértiink [73]. Gholamiandehkordi ¢s mtsai. 61,5%-0s, Martel és mtsai. 63,3%-
os rezisztenciat irtak le linkomicin esetében [37]. Osman ¢és Elhariri nem talaltak
linkomicinre érzékeny torzset [39]. Imipenem vizsgéilata soran 5,5%-0s rezisztenciat
tapasztaltunk, Akhi és mtsai. viszont human bélsarmintdkbol izolalt torzsek esetében 38%-
os rezisztenciat irtak le. Akhi és mtsai. 32 pg/ml-es MIC értéket is leirtak, mig az altalunk
mért legmagasabb MIC érték imipenem esetében 16 pg/ml volt [42]. Az altalunk vizsgalt
torzsek 56,2%-a volt rezisztens enrofloxacinra, Gad ¢és mtsai. a torzsek 98%-at
enrofloxacinra érzékenynek talaltdk [47]. Osman és Elhariri viszont brojlercsirkékbdl
szarmazo torzsek esetén 82%-os rezisztenciat irtak le [39]. Pulyka eredetli torzsek esetén
Watkins €s mtsai. tilozin és tilmikozin esetében is 2 pg/ml-es MICsg és 256 pg/ml-es MICoo
értéket irtak le, mig az altalunk vizsgalt torzsek MICog értéke ezen hatdéanyagok esetén 64
png/ml volt, a MICsg érték tilozin esetén 1 ug/ml, mig tilmikozin esetén 16 pg/ml volt [50].
Oxitetraciklin esetében 16 ng/ml-es MICso és 32 ng/ml-es MICoo értéket kaptunk, mig
Gharaibeh és mtsai. 0.5 pg/ml-es MICso, és legalabb 256 pg/ml-es MICoo értéket irtak le
[51]. Vankomicin vizsgalata soran 1 pg/ml -es MICso, és 32 pg/ml-es MICog értéket kaptunk,

ezzel szemben Johansson és mtsai. nem irtak le 4 pg/ml-nél nagyobb MIC értéket
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vankomicin esetében [48]. Akhi és mtsai. 0,016 és 128 pg/ml kozotti MIC értékeket irtak le
ceftriaxon esetében, mig mi 256 pg/ml-es MIC értékkel rendelkezd torzseket is talaltunk
[42]. Ronidazol vizsgalata soran 32 pg/ml -es MICsg, és 256 pg/ml-es MICop értéket kaptunk,
ezzel szemben Dutta és mtsai. madar eredetli torzsek esetében nem talaltak 0,5 pg/ml-nél
nagyobb MIC értékkel rendelkezd torzset [74]. Amoxicillin-klavuldnsav esetében 0,5 pg/ml
-es MICso, és 8 pg/ml-es MICop értéket kaptunk. Park és mtsai. a lovakbdl szdrmazo 25 torzs
84 9%-at érzékenynek taldltdk amoxicillin-klavuldnsavra [41]. Az altalunk vizsgalt 146
kommenzalista Clostridium perfringens torzs mindegyikénél vizsgéaltuk a major alpha,
major béta, major epszilon, major iota, minor beta2, minor entero és minor netB toxin
termeléséért felelds gének meglétét. Alpha toxin mellett, amelyet minden Clostridium
perfringens torzs termel, a torzsek 3,4%-4anal talaltunk minor netB toxin termelésért felelds
gént. Lyhs ¢és mtsai. 212 Clostridium perfringens izolatum esetén vizsgaltak a
toxintermelésért felelds gének jelenlétét, mely izolatumok koziil 174 beteg, 38 egészséges
pulykékbol szarmazott. Az alpha toxin gén jelenlétét Lyhs és mtsai. is minden tdrzs esetében
leirtak, viszont a mi eredményeinkkel ellentétben kizarolag elhalasos bélgyulladasban
szenvedd, elhullott vagy ledlt allatokbdl szarmazo térzsek esetén, a 174 torzsbol Gsszesen
14-nél (8%) taldltak netB toxin termelésért felelds gént, a kommenzalista torzseknél nem
[34]. A torzsek 15,8%-anal talaltunk beta2 toxin termelésért felelds gént, mig Lyhs és mtsai.
csak egy torzs esetében [34]. Lyhs és mtsai. vizsgaltdk még a major beta, major epszilon és
major iota toxinok termelését is, azonban az ezek termeléséért felelds géneket egy torzs
esetében sem irtak le [34]. Kutatdsunk soran vizsgalt torzsek 23,9%-4andl talaltunk major
beta, 2,7%-4nal major epszilon toxin termelésért felelds gént. Major iota toxin gént mi sem
talaltunk. Ezeken kiviil vizsgaltuk még a minor entero toxin termeléséért felelés gén
jelenlétét is, azonban nem taldltuk egy torzs esetében sem. Mohiuddin és mtsai. 44
baromfibdl szarmazod térzsbol kettd esetében irtak le netB toxin gént, viszont major béta,
major epszilon, major iota és minor entero toxinokat kodold géneket nem talaltak [35].
Slavic és mtsai. csak egy pulyka eredetli torzsnél talaltak epsilon toxint kodolé gént, és
ugyanennél a torzsnél cpe gént is taldltak, valamint a pulyka eredeti torzsek 90%-anal
talaltak minor béta2 gént. Sertés eredetli térzsek esetében Slavic €s mtsai. leirtak, hogy
klindamicinnel és eritromicinnel szemben rezisztens torzsek szignifikdnsan kisebb
valdszintiséggel hordozzak a b2-toxin gént. A tobbi vizsgalt allatfajbol, szarvasmarhabol,
hazi tyukbol és pulykabol szarmazo torzsek esetén nem talaltak szignifikans 6sszefiiggést az
antibiotikum-érzékenység ¢és a toxintermelésért felelds gének jelenléte kozott [46]. Az egyes

antibiotikumokkal szembeni érzékenység ¢és a toxintermelésért felelds gének megléte kozott
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nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, viszont Wei és mtsai. egészséges (n=97) ¢és a NE
klinikai tlineteit mutatd (n=65) csirkékbdl izolalt Clostridium perfringens torzsek kozott
szignifikans kiilonbséget irtak le az altalunk vizsgalt hatoanyagok koziil klindamicin, ezen
kiviil gentamicin és virginiamicin tekintetében, ezekre a hatéanyagokra ugyanis a beteg

alltokbol szarmazé torzsek kevésbé voltak érzékenyek [45].
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7. OSSZEFOGLALAS

Korunk egyik legnagyobb kihivasa az antimikrobialis rezisztencia globalis terjedése,
amely kozOs gondolkodasra sarkallja az allat- és kozegészségiigy teriiletén dolgozd
szakembereket. A Clostridium perfringens a baromfiipar szdmara még ma is jelentOs
gazdasagi karokat okozhat, kommenzalista torzsei pedig nemcsak rezisztenciagének, hanem
toxintermelésért felelés gének természetes hordozai €s fenntartoi is lehetnek.

Célul thztiik ki, hogy felmérjiik a magyarorszagi nagylétszamu pulykaallomanyokbol
izolalt kommenzalista Clostridium perfringens torzsek antimikrobialis érzékenységi
profiljat minimalis gatld koncentracié (MIC) meghatarozéasaval, kiilonos tekintettel allat- és
kozegészségiigyi szempontbol kiemelten fontos hatéanyagokra. Kutatdsunkat PCR
vizsgalattal egészitettiik ki, amellyel a fajra jellemzé major €s minor toxingének jelenlétét
vizsgaltuk, majd Osszefiiggéseket kerestiink a gének jelenléte €és az antimikrobialis
rezisztencia profil kozott.

Osszesen 146 pulykdbol izoldlt kommenzalista tdrzset vizsgiltunk 14 kiilonbdzd
hatoanyagra, amelyek koziil hat rendelkezett klinikai torésponttal. Kiszamitottuk a vizsgalt
populéacido MICsg és MICop értékeit, mindkét érték az imipenem klinikai téréspontja alatt volt,
azonban amoxicillin és klindamicin esetében csak a MICsg érték volt ezen hatarérték alatt.
A Clostridium perfringens torzsek altal okozott fertdzések kezelésében régota hasznalt
penicillin iranti érzékenység csokkent, a torzsek mindossze 44,5%-a volt érzékeny ra, mig
amoxicillinnel szemben 87,7%-uk mutatott érzékenységet. A legalacsonyabb érzékenységet
a linkomicin esetében tapasztaltuk, ahol a torzsek csupan 11,6%-a volt érzékeny.

A PCR vizsgalatok soran a vizsgélt torzsek mindegyike hordozott alpha major
toxingént, 23,9%-uk béta major, 15,8%-uk béta2 minor, 3,4%-uk netB minor és 2,7%-uk
epszilon major toxingént hordozott. A toxintermelésért felelds gének jelenléte és a torzsek
antimikrobialis érzékenységi profilja kozott azonban nem mutattunk ki Osszefliggést,
statisztikai elemzéssel nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a MIC-értekek és a
toxintermelésért felelos gének megléte vagy hianya kozott.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a Clostridium perfiringens torzsek megorizték
érzé¢kenységiiket a kezelésiikben elsddlegesen valasztando béta-laktam antibiotikumokkal
szemben, a rendszeres felmérések segithetnek az iddbeni trendek meghatarozasaban. A
jovOben érdemes nagyobb mintaszammal megismételni a vizsgalatokat, és a multirezisztens

torzsek tovabbi vizsgalatat Gjgeneracios szekvenalas segitségével folytatni.
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8. SUMMARY

One of the greatest challenges of our time is the global spread of antimicrobial
resistance, which prompts professionals in both veterinary and public health to collaborate
and think collectively. Clostridium perfringens continues to cause significant economic
losses in the poultry industry, and its commensal strains can naturally harbor and maintain

not only resistance genes but also genes responsible for toxin production.

Our goal was to assess the antimicrobial susceptibility profiles of commensal
Clostridium perfringens strains isolated from large-scale turkey farms in Hungary, using
minimal inhibitory concentration (MIC) determination against key substances of veterinary
and public health importance. We complemented our study with PCR analysis to detect the
presence of major and minor toxin genes specific to the species, and we explored potential

correlations between the presence of these genes and the antimicrobial resistance profiles.

A total of 146 commensal strains isolated from turkeys were tested against 14
antimicrobial agents, six of which had clinical breakpoints. We calculated the MICso and
MICog values for the tested population: both values were below the clinical breakpoint for
imipenem, but only the MICso value was below the breakpoint for amoxicillin and
clindamycin. Sensitivity to penicillin, which has long been used to treat infections caused by
Clostridium perfringens, decreased, with only 44.5% of strains showing sensitivity, whereas
87.7% of the strains were sensitive to amoxicillin. The lowest sensitivity was observed

against lincomycin, with only 11.6% of the strains being susceptible.

All of the tested strains were positive for the major alpha toxin gene, with 23.9%
carrying the major beta gene, 15.8% carrying the minor beta2 gene, 3.4% carrying the minor
netB gene, and 2.7% carrying the major epsilon gene. However, no correlation was found
between the presence of toxin genes and the antimicrobial susceptibility profiles, as
statistical analysis did not reveal significant differences between MIC values and the

presence or absence of toxin genes.

In conclusion, Clostridium perfringens strains have retained their sensitivity to the
beta-lactam antibiotics, which are the primary treatment option, and regular monitoring can
help establish long-term trends. In the future, it would be beneficial to repeat the study with
a larger sample size and to further investigate the multi-resistant strains using next-

generation sequencing.
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