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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ARG Antimikrobidlis rezisztencia gén

DNS Dezoxiribonukleinsav

E. coli Escherichia coli

MGE Mobilis genetikai elem

MIC Minimalis gatlo koncentracio (Minimum Inhibitory Concentration)
TSB Tripton-szodja leves (Tryptic soy broth)



1. BEVEZETES

Napjaink egyik komoly problémaja az antimikrobialis rezisztencia terjedése. Az
antibiotikum felhasznalas csokkentése céljabdl és az antibiotikum kezelések bélmikrobiom
egyensuly-felborulasanak megelézése érdekében széles korben elterjedt a probiotikumok
hasznélata, mind az allat- és a humanegészségiigyben. A probiotikumok szamos elonyos
tulajdonsaga mellett az éremnek két oldala van, hiszen a probiotikus baktérium térzsek is
antimikrobialis rezisztencia gének (ARG-K) hordozoi lehetnek, mint mas baktériumok. Ha
ezek a gének mobilis genetikai elemként (MGE) vannak kodolva akar plazmidon vagy
fagon, akkor megteremthetik a horizontalis géntranszfer lehetdségét; ezaltal nemcsak
gazdasagi haszonallataink bélmikrobiomjanak adhatjdk at a rezisztencia kialakulasaért

felelds géneket, hanem kozvetett Gton, haszonallataink termékei révén az ember szamara is.

Az atadott ARG-k fenotipusos kifejezddése kovetkeztében az emberben kialakulo
multirezisztencia szamos hatéanyaggal szemben megnyilvanulhat, mely életet veszélyeztetd
fert6zés kialakulasahoz vezethet. Kiilonosen fontos az ebbdl a megkdzelitésbdl keveset
vizsgalt probiotikumok lehetséges veszélyforrasként valo feltérképezése, kiemelve az egyik
legnagyobb gazdasagi jelentéséggel bird brojlercsirke agazat teriiletét; hiszen ez az egyik,
egységnyi id6 alatt legnagyobb mennyiségben terméket eldallitd iparag, mely termékek a
legszélesebb korben jutnak el a fogyasztokig. A vagovonalak gépesitése Ohatatlanul a
béltraktus sériilését okozva a hus bélsarral térténd kontaminaciojahoz vezethet; a baromfihts
nem megfelelé hokezelésének kovetkeztében pedig a mikrobakkal a rezisztencia gének is

atadddhatnak az emberi bélmikrobiom részére.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia jelentésége

A legovatosabb becslések szerint is vilagszerte évente 700 000 ember haldlat okozza
az antimikrobialis rezisztencia kialakulasa, mely 2050-re évi 10 millié fére ndvekedhet,
amennyiben tovabbra is ilyen mértékben hasznaljuk az antibiotikumokat [1]. Az
antimikrobialis rezisztencia terjedése Osszefiiggésbe hozhato az antibiotikumok
mezOgazdasagban, allattenyésztésben és iparban torténd széles korii felhasznalasaval [2]. Az
¢letmentd beavatkozasok, mint a szervatiiltetések, nagyobb mitétek ¢és fertézések
kezelésének sikere mind az emberek és allatok esetén az antibiotikumok hatékonysagatol
fligg [3]. Az antibiotikumok hasznalata soran genetikai szelektiv nyomast gyakorlunk olyan
mutaciok kialakuldsara, mely rezisztenciahoz vezethet. Kiilondsen aggaszto, hogy a globalis

human antibiotikum felhasznalas 2000 és 2010 kozott 70%-kal nétt [4].

2.2. Az antimikrobialis rezisztencia fobb mechanizmusai

“There is probably no chemotherapeutic drug to which in suitable circumstances the
bacteria cannot react by in some way acquiring ‘fastness’ [resistance].” — Alexander
Fleming, 1946 [5]. Ez a kemoterapia multja, jelene és jovoje, fogalmazhatunk igy is az
antimikrobialis rezisztenciarol, mint ahogy Sir Alexander Fleming 1946-ban megjelent
miivében mar a kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciardl ir. Fleming 1928-ban egy
véletlennek koszonhet6en fedezte fel az elsé antibiotikumot, a penicillint. Staphylococcus
aureus tenyészete penészgombaval fertéz6dott be, mely koriil gatlasi zona alakult ki. Bar
terapias célra a penicillint csupan 1942-t61 kezdték el hasznalni, a rezisztencia néhany éven
beliil megjelent [6]. Fleming hamar rajétt, hogy valoszintileg nincs olyan kemoterapias szer,
amire elébb vagy utobb ne reagdlnanak a baktériumok valamilyen evolucios, koszelekcios
Iépéssel. A baktériumok antibiotikummal szembeni rezisztencia kialakulasanak kulcsa a
génekben kodolva rejlik.

Az antibiotikum rezisztencia kialakulasdnak egyik mechanizmusa a hatéanyag
enzimatikus uton torténd lebontdsa vagy moddositasa. Ez egyrészt vagy a kulcsfontossag
reaktiv kozpont inaktivacidja vagy egy szerkezetben torténd valtozas soran valosul meg,
masrészt a kovalens kotések modositasa révén (pl. O-foszforilacio, O-ribozilacid, O-
glikozilacio, O-nukleotidilacio, O- és N-acetilacid) akadalyozott az antibiotikum és a célpont
kapcsolodasa [7]. Egy masik fontos mechanizmus az efflux pumpak altal torténd hatéanyag
kipumpalasa a sejtb6l [8]. Az antibiotikum célpont mutacié mechanizmusa altalaban

rezisztenciat eredményez6 mutacié kovetkezménye, amely soran a dezoxiribonukleinsavban



(DNS) bekovetkezd pontmutaciok miatt kisebb affinitassal kotodik az antibiotikum, igy a
represszorok kikapcsolasa az inaktivalodast vagy a pumpak génexpresszidjat képes noveli
[9-11]. Az antibiotikum kotéhely csere az antibiotikum célpontjanak cseréje vagy
helyettesitése, példaul olyan fehérjékkel, melyeknek ugyanaz a funkcidja, de a szerkezete
mas. Ilyenek példaul a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) torzsek
kialakulasaért felelés penicillin-binding protein 2 (PBP2) fehérjék, melyek egy lateralis
géntranszfer eredményeként jonnek 1étre, ennek kovetkeztében a sejtmembran peptidoglikan
szintézise nem szenved zavart [12-16]. Az antibiotikum célpontjanak védelme a hatéanyag
kotoédésével szemben kialakitott védekez6 mechanizmus [17]. Az antibiotikummal szembeni
permeabilitas csokkenés soran altalaban a porin csatornak szamanak megfogyatkozasa révén
alakul ki rezisztencia. Enzimek ¢és egyéb fehérjék kozvetleniill vagy kozvetve is
csokkenthetik a permeabilitast [18, 19]. Beszélhetiink tovabba bizonyos gén vagy géntermék
hianyarél, példaul egy porin gén delécidja gatolja a hatéanyag sejtbe jutasat [20—-22].

2.3. A probiotikumok jelentésége

A probiotikum szot el6szor 1974-ben hasznaltak, amely olyan szajon at alkalmazott
hasznos mikroorganizmust jelent, ami megfelel6 mennyiségben hasznalva kedvez6 hatassal
bir az €16 szervezetre [23]. Maga a sz6 hasznalata eredetileg arra utalt, hogy a protozoak altal
termelt anyagok kedvez6 hatassal birnak mas egysejtti él61ényekre [24]. Az antibiotikumok
kezdetben hozamfokozas céljabol torténd hasznalata hamar az antimikrobidlis rezisztencia
terjedéséhez vezetett, ami maga utan vonta az ilyen céla alkalmazasuk megsziintetését. A
probiotikumok olyan alternativ hozamfokozé szerként 1éptek az antibiotikumok helyébe,
melyekkel igyekeznek kivaltani azok kedvez6 hatasait [25]. A hasznalatukkal kapcsolatos
tapasztalatok sokszor ellentmondasosak, éppen ezért a mai napig csupan kiegészitéként
keriilnek kereskedelmi forgalomba [26, 27]. A leggyakrabban hasznalt probiotikus torzsek
a Lactobacillus, Lactococcus, Bacillus, Enterococcus és Bifidobacterium nemzetségekbe
tartoznak [28, 29].

El6nyos tulajdonsagaik koz¢é tartozik az immunmodulalé hatas, hiszen a bélhamsejtek
¢s az azokhoz kapcsolodo immunsejtek felismerik ¢ket receptoraikon keresztiil vagy azok
adhézidja révén [30, 31]. Ezen kiviil Gn. bakteriocineket termelnek, melyek olyan alacsony
molekulatomegili anyagok, amik gatoljak egyes korokozok elszaporodasat. Ilyen anyag
példaul a tejsav vagy a hidrogén-peroxid [32]. Az €16 szervezetben az eréforrasokért valo
versengésre példa a vas, ami a lactobacillusok kivételével szamos mas baktérium szamara

nélkiilozhetetlen [33]. A bélhamsejtekhez valo tapadasukkal kiszoritjak mas korokozok
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elleni védéhatasukat, mely feltételezi a daganatellenes hatasukat is [38, 39].

Veszélyforrasaik kozé tartoznak a kiilonféle fertézések kialakulasahoz valo
hozzéajarulas, melyrdl szamos tanulméany szdmol be: a probiotikumok hasznalatat kovetd
Sacharomyces cerevisiae vagy Saccharomyces boulardii okozta fungémiarol [40-44],
illetve Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei és Lactobacillus rhamnosus esetén
bakterémia kovetkezményérdl [45-49]. Ezen kiviil tobb olyan szepszisrdl is beszamoltak,
melyek Lactobacillus fajokhoz, Bacillus subtilis-hez vagy Bifidobacterium breve-hez voltak
kothetok [50-53]. De leirtak az endocarditisben vagy talyogképzddésben vald szerepiiket is
[54-57]. Probléma lehet a talzott immunstimulald hatasuk, kimutattak, hogy mind a
velesziiletett és adaptiv immunrendszer miikodését befolyasoljak, ttlzott immunvalaszt
valthatnak ki, ami autoimmun betegségek kialakulasahoz vezethet [58, 59]. A bélmikrobiom
szamos ARG forrasa lehet, ezért rezisztomanak is nevezik ezeket a géneket hordozo
baktérium populaciokat. Egy vizsgalat soran azt talaltak, hogy antibiotikumos kezelést
kovetden megndtt az ARG diverzitds, a probiotikumok adédsa tovabbi rezisztom boviiléséhez
vezetett, mely azt sugallja, hogy az antibiotikum kezelést kdveté probiotikum alkalmazas
megzavarhatja a gastrointestinalis traktus normal rekolonizacigjat [60, 61]. Az Enterococcus
fajok szamos ARG-vel rendelkezhetnek, ami miatt nem a legcélszeriibb 6ket probiotikus
torzsként valasztani [62-64], klinikailag is csak néhany esetben mutattak ki egészségiigyi
elényiiket [65, 66]. Egy 2011-es atfogd tanulmany soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
bar a klinikai vizsgdlatok nem bizonyitjdk a probiotikumok fokozott egészségligyi
kockazatat, azonban a rendelkezésre all6 irodalmi adatok nem elegenddek arra, hogy a kelld

biztonsagossagukat alatamasszak [67].

Az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO, World Health Organization) az
Elelmezésiigyi és Mezbégazdasagi Vilagszervezet (FAO, Food and Agriculture
Organization) és az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA, European Food Safety
Authority) javaslatai alapjan a probiotikumoknak meg kell felelniiik bizonyos biztonsagi,
funkcionalis  kritériumoknak és technologiai feltételeknek, amennyiben azokat
¢lelmiszertermeld allatoknak szanjak. Ezeket a tulajdonsagokat az 1. tablazat foglalja dssze

[68-70].



1. tablazat Alapvetd kritériumok a probiotikumokkal szemben, élelmiszertermeld allatok részére
torténd kereskedelmi forgalomba vald hozatal esetén

1. Egészséges allatokbol vagy emberekbdl valo eredet.
'5;?' = |2 Pontosan meghatarozott fenotipusos és genotipusos tulajdonsagok.
g § 3. Nem okozhatnak megbetegedést.
'E E’ 4. Az epesavas sokat nem hasznosithatjak.

5. Az antibiotikum rezisztencia gének nem lehetnek MGE-k.
" 1. Legyenek képesek versengeni a bélcsatorna mikrobiomjaval.
:Tg § 2. Legyenek a patogén korokozokkal szemben kifejezett gatlo hatassal.
é § 3. A gyomor alacsony pH-értékével és az epesavas sokkal szembeni ellenallas.
S & |4 Legyenek képesek kolonizalodni a célteriileten.
- 5. Rezisztencia a bélmikrobiom altal termelt bakteriocin anyagokkal szemben.
— 1. Nagy mennyiségben legyenek eldallithatoak.
:go § 2. Eletképességiiket 6rizzék meg a termékek eléallitasa (pl. fagyasztas) soran.
E § 3. A forgalmazas és tarolas soran legyen magas a talélési aranyuk.
g & |4 A késztermékekben a termék érzékszervi tulajdonsagait ne befolyasoljak.
= 5. Genetikai stabilitas €s a bakteriofagokkal szembeni ellenallas.

2.4. A bélmikrobiom és antimikrobialis rezisztencia génkészletének valtozasa

Kiilondsen fontos a probiotikumok biztonsagossaganak vizsgalata a bélmikrobiomba
torténd ARG-k atvitelének tekintetében. Lényeges kritérium, hogy ne legyenek az egyes
rezisztencia gének forrasai [71], azonban ez a kérdéskor a vilagon nincs harmonizalva. A
témaval foglalkozo legfébb szervezetek kozé tartozik a Biosafety Assessment of Probiotics
used for Human Consumption (PROSAFE), az Assessment and Critical Evaluation of
Antibiotic Resistance Transferability in Food Chain (ACE-ART) projekt és a Joint
International Organization for Standardization-International Dairy Federation (ISO-IDF)
szervezet [72-74].

Ying-Chu Chen ¢és Yu-Hsiang Yu tanulmanya azt mutatja, hogy a Bacillus
licheniformis-t tartalmazd készitmények etetése a kiilonbozé baktérium genuszokban
befolyasoljak az ARG-k mennyiségét a csirkék vakbél- és vastagbéltartalmaban. A 144 db
brojler kakas vakbél- és vastagbéltartalmabdl vett mintak metagenomikai elemzésébol
kidertilt, hogy a Bacillus licheniformis-t tartalmazé probiotikumok etetése csokkentheti a
béltartalom ARG diverzitasat, a kontroll, illetve az antibiotikummal etetett csoportokhoz
képest [75]. Egy emberi, sertés és csirke bélmikrobiomot vizsgald kinai metagenomikai
feltaras eredményeibdl kideriilt, hogy a bélmikrobiom ARG-inek jelentds részét szerzett

ARG-k alkotjak [76]. Metagenomikai vizsgalatokkal kimutattak, hogy a probiotikumok



etetése és a kiilonbozo kornyezeti tényezOk egyiittesen is befolyasolhatjdk a bélsarban
megjelend ARG-k mennyiségét. Egy tanulmany kapcsan megallapitottak, hogy a Bacillus
coagulans probiotikumként vald etetése szignifikansan noveli az aminoglikozid ARG-k
megjelenését a bélsarban 6lomnak kitett tojotyukokban [77].

2.5. Egyes probiotikumok antibiotikum rezisztencia génhordozasa

A probiotikumok ARG hordozasa hozzajarulhat az antimikrobidlis rezisztencia
terjedéséhez [78]. Egy atfogd tanulmany soran 126 db probiotikus baktérium torzs teljes
genom szekvenalasat végezték el ARG hordozds meghatirozasa céljabol. Szamos
antibiotikum csoporttal szembeni rezisztenciat kodolod gént irtak le, 6sszesen hatféle béta-
laktamazt kodold gént talaltak, és a tetraciklinekkel szembeni rezisztencia génhordozas
aranya (tetW gén) kiilénésen magas volt [79].

A Bacillus nemzetség fontosabb probiotikus torzseinek attekintése soran Bacillus
amyloliquofaeciens esetén leirt CIbA gén enzimatikus inaktivalas utjan okoz fenikol,
link6zamid és pleuromutilin rezisztenciat [80]. EQy 2015-6s vizsgalat soran két olyan torzset
is leirtak, melyek rifampicin (rpoB gén) és aminoglikozid (rpsL gén) rezisztencia géneket
hordoztak [81]. Bacillus licheniformisban leirtak a cat gén jelenlétét, ami kléramfenikol
rezisztenciat kodol, szintén eléfordulhat az aadK és APH gén, melyek aminoglikozid
rezisztenciaért felel6s gének. Ezen kiviil a makrolidokkal szembeni rezisztenciaért felelés
ermD gént is megtalaltak [82], tovabba leirtak az ermA, az ermB ¢és az ermC gének jelenlétét
is [83]. A bcrA és berB gének bacitracin rezisztenciahoz vezetd efflux pumpat kodolnak,
valamint leirtak a célpont mutacioét kodolo bcrC gént [84]. Bacillus subtilis esetén az
enzimatikus inaktivalo gének koziil leirtak az aadK gént, mely egy nukleotidiltranszferazt
koédold gén és aminoglikozid rezisztencidt okoz [85, 86], a tetraciklin efflux pumpat kodold
gének koziil a tetK és a tetL géneket azonositottak [87-90]. Az APH(5) egy foszfotranszferaz
enzimet kodold gén, ami szintén aminoglikozid rezisztenciat okoz [91]. Az mprF gén
modositja a negativ toltésii foszfatidil glicerint a membran felszinén, ami a kationos
peptidekkel szembeni rezisztencia kialakulasahoz vezet [92-94]. A blt gén olyan multidrug
efflux pumpat kodol, mely fluorokinolon rezisztenciat okoz [95]. A bmr gén szintén egy
multidrug efflux pumpat kodol, mely expresszidja fluorokinolon ¢és kloramfenikol
rezisztenciahoz vezet [96, 97]. Az ImrB gén egy ATP-binding cassette tipust efflux pumpat
kodol, ami linkézamid rezisztencidhoz vezet [98]. Az mphK gén egy foszfotranszferaz
enzimet kodol, mely makrolid rezisztenciat okoz [99]. A vmIR gén egy ABC-F tipusu ATP-

azt kodol, mely riboszomalis védelmet okozva linkézamid, pleuromutilin, fenikol,



tetraciklin és makrolid rezisztencia kialakulasahoz vezet [100]. Az small multidrug

resistance tipusu efflux pumpak koziil a ykkC és ykkD gének fenikol, tetraciklin és

aminoglikozid rezisztenciat kodolnak [101]. A Bacillus nemzetség fontosabb probiotikus

fajaiban leirt ARG-ket a 2. tablazat foglalja Gssze.

2. tablazat A fontosabb probiotikus Bacillus fajok esetén leirt ARG-k

Mechanizmus | Alcsoport | Gén | Rezisztencia | Forras
Bacillus amyloliquofaeciens
fenikolok
23S rRNS metiltranszferaz clbA link6zamidok [80]
pleuromutilinek
RNS béta-alegység polimeraz | rpoB rifamicinek 81
16S rRNS rpsL aminoglikozidok [81]
Bacillus licheniformis
Célpont mutacid | acetiltranszferaz cat fenikolok
nukleotidiltranszferaz aadK aminoglikozidok 82]
foszfotranszferaz APH
ermD
metiltranszferaz ermA makrolidok
ermB [83]
észteraz ermC
bcrC .
ATP-binding cassette (ABC) | bcrA pep_th . [84]
berB antibiotikumok
Bacillus subtilis
- | EEEE tetraciklinek [87-90]
major facilitator superfamily blt fluorokinolonok [95]
Efflux pumpa | (MFS) b fluorokinolonok
M fenikolok [96, 97]
ATP-binding cassette (ABC) | ImrB linkézamidok [98]
, , ykkC | fenikolok
small multidrug resistance ykkD tetraciklinek [101]
(SMR) . ——
aminoglikozidok
nukleotidiltranszferaz aadK | aminoglikozidok [85, 86]
Célpont mutéci6 foszfotranszferaz 2?:}25) ?‘nne]l:(nr(())?il(;t;?(md()k EZ;}
defenzin mprF zﬁfitt;?mikumok [92-94]
link6zamidok
pleuromutilinek
Célpont — .
védelem ABC-F ATP-binding casette | vmIR fenlk(_)lo_k [100]
tetraciklinek
makrolidok

10




A fontosabb Lactobacillus fajok koziil Lactobacillus acidophilus esetén egy 2008-as
tanulmany soran gyrA gént azonositottak, mely fluorokinolon rezisztenciat eredményez
azaltal, hogy a hatéanyag girdz enzim alfa-alegységéhez valo kotodését akadalyozza meg,
ami nélkiilozhetetlen a DNS feltekeredéséhez [102]. Egy 2011-es vizsgalat soran ermB gént
izolaltak, mely metiltranszferdci6 soran inaktivalja a makrolid ¢és linkézamid
antibiotikumokat [103]. Egy masik tanulmanyban az ermB gén klindamicin rezisztenciat
okozott [104]. Lactobacillus brevis esetén az ermC gén egy metiltranszferacidé révén
makrolid és linkézamid rezisztenciat eredményez [105]. Leirtdk a gyrA gént, ami
fluorokinolon rezisztenciat okoz, valamint a parC gént, ami a tropoizomeraz IV alegysége,
melynek pontmutdcidja megakadalyozza a fluorokinolonok DNS-szintézisének gatlasat
[106, 107]. Lactobacillus bucheri esetén egyetlen szakirodalom van (2016), ami
antibiotikum rezisztencia gének jelenlétét vizsgalta, kifejezetten tetraciklin rezisztencia
génekre fokuszalva, azonban egyetlen ilyen gén jelenlétét sem sikeriilt kimutatni [108].
Lactobacillus fermentum esetén leirtak az ermB, az ANT(6) és az aadA géneket. Az ermB
gén metiltranszferacio révén inaktivalja a makrolid és linkézamid antibiotikumokat. Az
ANT(6) gén, valamint az aadA gén nukleotidilacié révén inaktivalja az aminoglikozidokat
[104]. Az msrC gén esetén makrolid rezisztencia figyelhetdé meg, ugyanebben a
tanulmanyban leirtdk a tetraciklin rezisztenciat okozé tetK és tetL géneket, melyek efflux
pumpat kodolnak [109], a tetK gént egy masik tanulmanyban is kimutattak [110].
Lactobacillus plantarum esetén az ermB gén metiltranszferacié Gtjan okozza a makrolidok
¢és linkozamidok rezisztenciajat [103, 109]. Leirtak a gyrA gént, mely fluorokinolon
rezisztenciadhoz vezet, valamint az aadE (ANT(6)) gént [102] és az aadA gént melyek
nukleitidilacioval inaktivaljak az aminoglikozidokat [111]. A cat gén acetiltranszferaz utjan
kléramfenikol rezisztenciat okoz, a tetS gén megakaddlyozza, hogy a tetraciklin
antibiotikumok gétoljak a riboszoma mikodését, ezéltal riboszoma védd fehérjeként
detektalt gén [104]. Ezen kiviil leirtak még a blaZ gént, ami egy béta-laktamaz enzim, ami
penicillin rezisztenciat okoz, valamint a tetK gént, ami tetraciklin efflux pumpat kodol [105],
egy masik tanulmanyban a tetK mellett a tetL gént is kimutattak [109]. Szintén kimutattak a
tetM és tetW géneket, melyek riboszoma védelmet kddolva okoznak tetraciklin rezisztenciat
[110]. Az aac(6’)-aph(2’) gén acetiltranszferaz enzimet kodold gén, amely inaktivalja az
aminoglikozidokat [111, 112]. Lactobacillus rhamnosus esetén a makrolid antibiotikumok
rezisztencidjat okoz6 emrA, emrB és emrC géneket is kimutattak egy vizsgélat soran,
melyben rezisztens és érzékeny torzseket hasonlitottak 6ssze [113]. A Lactobacillus

nemzetség fontosabb probiotikus torzseiben leirt ARG-ket a 3. tablazat foglalja Gssze.
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3. tablazat A fontosabb probiotikus Lactobacillus fajok esetén leirt ARG-k

Mechanizmus | Alcsoport Gén Rezisztencia ‘Forrés
Lactobacillus acidophilus
: , makrolidok
metiltranszferaz ermB linkozamidok [103, 104]
DNS tropoizomeraz gyrA fluorokinolonok | [102]
Lactobacillus brevis
Célpont il o erme makrolidok [105]
MUtAcio metiranszieraz linkozamidok
. . gyrA i
DNS tropoizomeraz parC fluorokinolonok | [107]
Lactobacillus fermentum
tilt fera ermB makrolidok 104
fetiitranszietaz linkozamidok | 104
Séeére)f;; ?aBsgt-tE ATP-binding | o makrolidok
[109, 110]
major facilitator tetk -
Efflux pumpa superfamily (MFS) totl tetraciklinek
kleotidilt feraz | ANT(6
e ©) aminoglikozidok | [104]
ANT(3) aadA
Lactobacillus plantarum
aadE (ANT(6 102
Enzimatikus nukleotidiltranszferaz (ANT(6) aminoglikozidok [102]
inaktivacio aadA [111]
cat fenikolok [104]
tilt fera : —
acetiftranszieraz aac(6’)-aph(2’) | aminoglikozidok | [111, 112]
béta-laktamaz blaz penicillinek [105]
tetS [104, 109]
Célpont 30S riboszoma tetM
védelem elegység [110]
tetW tetraciklinek
major facilitator tetk
Efflux pumpa superfamily (MFS) ol [105, 109]
tiltranszfers ermB makrolidok [109]
mettitranszicraz link6zamidok
DNS tropoizomeraz gyrA fluorokinolonok | [102]
Kotéhely -
1 Lactobacillus rhamnosus
modositas -
ermA makrolidok
metiltranszferaz ermB link6zamidok [113]
ermC
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Mind az allatoknal és az embereknél az egyik leggyakoribb probiotikumként hasznalt
torzs az Enterococcus faecium [114]. Probiotikumként valé hasznalata torténhet
immunerdsitéként, példaul macskak herpeszvirus 1 okozta fert6zésnél [115] és fiatal allatok
hasmenéses korképeinek kezelésében [116]. Azonban potencialis veszélyforrasai lehetnek a
szerzett antibiotikum rezisztens gének feldiisulasanak [117]. Egy vizsgalat soran AAC(6°)-li
gént, msrC gént és efmA gént detektaltak. Ezek koziil az elsé aminoglikozid, a masodik
riboszomalis védelmet kodoldé multidrug rezisztencia gén, a harmadik pedig makrolid €s
fluorokinolon rezisztenciaért felelés efflux pumpat kodol [118-121]. Egy atfogd
tanulmanyban kiilonféle tejtermékekben talalhatdo Enterococcus faecium torzsek genom
szekvenaldsa soran msrA gént, msrB gént, tetK gént, tetL gént, tetM gént, cat gént ¢s ermB
gént talaltak [122]. Egy masik vizsgalat probiotikum jelolt Enterococcus faecium torzset
vizsgalva abban vanC1 gént talalt, mely egy D-Ala-D-Ala ligaz homologot kodol, ez D-Ala-

D-Ser képzddéséhez vezet, ami csokkenti a vankomicin kotédését [123].

Pediococcus acidilactici tejsavtermeld baktérium toérzsek antibiotikum rezisztencia
génhordozasat borban vizsgalva leirtdk az ermB gént, mely makrolid és linkézamid
rezisztenciat okoz [112]. Pediococcus pentosaceus esetén leirtdk az ermB gént, ami
metiltranszferdz enzim altal okoz makrolid rezisztenciat, valamint az msrC gént is, ami
makrolid rezisztenciahoz vezet. Szintén kimutattak a tetraciklin antibiotikum rezisztenciat
okoz6 efflux pumpakat kodold tetK és tetl géneket [109]. Egy masik tanulmanyban az
aac(6’)-aph(2’) gént azonositottdk, mely acetiltranszferacié révén aminoglikozid
rezisztenciat okoz [112]. Egy 2018-as tanulmanyban kézmiives sajtot vizsgaltak, mely soran
vanA, vanCl géneket mutattak ki, melyek glikopeptid rezisztenciat okoznak. Ezen kiviil
leirtak még a tetO gén (tetraciklin), a vatE gén (makrolid és link6ézamid), valamint a bcrB
gén (bacitracin) jelenlétét is. A vanA gén egy D-Ala-D-Ala ligaz homologot kodol, amely
D-Ala-D-Lac-ot szintetizal, ez a peptidoglikan szintézisnek egy alternativ moddja, ami
egyben csokkenti a vankomicin kotédését [124, 125], a vanC gén hasonldo médon D-Ala-D-
Ser szintetizalast kodol [126, 127]. A tetO gén olyan fehérjét kodol, ami védi a riboszomat
a tetraciklin hatéanyagokkal szemben [128, 129]. A vatE gén egy transzpozon medialt
acetiltranszferaz, ami sztreptogramin rezisztenciahoz vezet [130]. A bcrB gén bacitracin
rezisztenciat okozo efflux pumpat kodol [84]. Az Enterococcus faecium és Pediococcus
nemzetségbe tartozo fontosabb probiotikus torzsekben leirt ARG-ket a 4. tablazat foglalja

0ssze.
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4. tablazat Az Enterococcus faecium és fontosabb Pediococcus fajok esetén leirt ARG-k

Mechanizmus | Alcsoport | Gén \ Rezisztencia Forras
Enterococcus faecium
Enzimatikus ) , - i .
. C acetiltranszferaz AAC(6’)-li aminoglikozidok
inaktivacio
[118]
link6zamidok
msrC pleuromutilinek
. ABC-F ATP-binding makrolidok
Célpont casette )
védelem msrA fenikolok
msrB tetraciklinek [122]
riboszoma védo fehérje | tetM tetraciklinek
makrolidok
efmA - [118]
Efflux bumba major facilitator fluorokinolonok
Pumpa | s uperfamily (MFS) tetK
tetraciklinek
tetL
122
acetiltranszferaz cat fenikolok [122]
metiltranszferaz ermB makrolidok
D-Ala-D-Ser ligaz vanCl glikopeptidek [123]
Pediococcus acidilactici
. makrolidok
Célpont metiltranszferdz ermB [112]
mutacio link6zamidok
Pediococcus pentosaceus
metiltranszferaz ermB makrolidok [109]
' vanA : :
ligaz glikopeptidek [125]
vanC
Enzimatikus ' ’ aac(6’)-aph(2’) | aminoglikozidok | [112]
inakivacio acetiltranszferaz
vate sztreptogramin [125]
ABC-F ATP-binding msrC makrolidok [109]
Célpont casette
védelem riboszéma védo fehérje | tetO tetraciklinek [125]
i ili tetk
’S‘:Jafr;;;‘:i'l“t?,{%s) tetraciklinek [109]
Efflux pumpa P y tetl
ATP-binding cassette peptid
(ABC) berB antibiotikumok | 2%
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy az allatorvoslasban hasznalt baromfifélékre engedélyezett,
kereskedelmi forgalomban kaphato6 probiotikumos készitmények koziil 6tféle készitmény 1j
generacids (masodik generacios) szekvenalas segitségével torténd genomikai vizsgalatat
elvégezve azonositsuk az ARG-K jelenlétét; tovabba etetéses allatkisérlet soran vizsgaljuk
az egyes készitmények stlygyarapodasra gyakorolt hatasat, valamint a probiotikumok
etetése elott vett €s a felnevelési 1d6 végén vett bélsarmintdkbdl szintén szekvenalas
segitségével vizsgaljuk azok hatasat brojlercsirkék bélmikrobiom Osszetételére, kiilonos
tekintettel a brojlercsirkék bélmikrobiom rezisztom valtozasara. Vizsgaljuk az egyes
probiotikus készitményekbdl izolalt torzsek ARG-jeinek fenotipusos kifejez6dését,
minimalis gatlo koncentracio (MIC) érték meghatarozasaval. Tovabba vizsgaljuk az egyik,
kozegészségiigyileg jelentds ARG-ket tartalmazd készitménnyel etetett csoport
bélsarmintainak antibiotikummal torténé dusitas hatasara bekovetkezé valtozasait uj

generacios szekvenalas segitségével.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Az allatkisérlet koriilményei

Az allatkisérletet az Allatorvostudomanyi Egyetem Gyogyszertani és Méregtani
Tanszékének Allathazaban végeztik. Az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanédcs
szakvéleménye alapjan — mivel a készitmények baromfiban engedélyezett készitmények, igy
artalmatlansaguk bizonyitott — nem volt sziikség allatkisérleti engedélyre a vizsgalathoz,
hiszen egyrészt takarméanyba keverve etettiik a készitményeket, masrészt kizarolag bélsarat
gyljtottiink tolik. A naposcsibék a Pipi-Tér Bt-t6l (Babolna TETRA Kft.) szarmazd
brojlercsirkék (Ross308) voltak. A napos allatok a keltetében Hatchback AVINEW,
Hatchback IBD120 és a RISMAVAC + CA126 vakcinakat kaptak.

Az allatok elhelyezése az allatvédelmi eldirdsoknak megfeleld méretii és kialakitast
tobbszinti ketrecekben tortént. A naposcsibék fogadasa a tartdstechnologidban eloirt
kornyezeti paraméterek (30 °C, 60% relativ paratartalom) mellett tértént, infralampak alatt,
majd az ¢letkornak megfeleld igények szerint valtoztattuk a paramétereket. Ez egy allando
60-70%-os paratartalmat, az érkezésiik napjan és a masodik napon 30 °C-os hdmérsékletet,
valamint 23 ora megvilagitast jelentett. A homérsékletet ezt kdvetden fokozatosan
csOkkentettiik a 4. hétre 20 °C-ra. A megvilagitas az érkezés napjatol a 3. napig 23 ora volt,

majd fokozatosan csokkentve a 4. héttdl a vizsgalat végéig, azaz a 42. napig 18 6ra volt.

Az allatokat egyedileg jeloltiik a labukra erdsitett egyedi sorszammal, ami egyrészt a
hetente mért sulygyarapodas egyedi kdvetésében, masrészt a bélsarmintak gytiijtésében volt
kulcsfontossagu tényez6. Az allatok takarmanyozasa ad libitum tortént brojler inditotappal,
ezen kiviil naponta friss itatovizet kaptak az allatok. A kokcidiosztatikum nélkiili, morzsazott
formatumu intenziv brojler inditd6 takarmanykeveréket a Farmer-Mix Kft-tél (2027

Zsambék, Etyeki u. 23.) vasaroltuk. A tap Osszetételét az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A brojler indit6 tap fontosabb 6sszetevoi

Osszetevé %-0s arianya
Nedvesség 10,64%
Nyersfehérje 20,96%
Nyerszsir 6,00%
Nyersrost 2,86%
Nyershamu 6,07%
AMEN* baromfi 12,03 MJ/kg
Lizin 1,25%
Metionin 0,54%

*latszolagos metabolizalhatd energia nulla nitrogénretenciora korrigalt

értéké
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A vizsgalat els6 négy napjan a tapbol ketrecenként mértiink ki a csoportoknak 1 kg-
ot, amely hozzaadott probiotikumos készitményt még nem tartalmazott, majd ezt az 5-13.
napok kozott 1,5 kg/ketrec mennyiségre emeltiik. A 14-27. nap kozott mar 2,5 kg/ketrec,
végil a 28-42. nap kozott 3 kg/ketrec tapot kaptak naponta. Friss ivovizbdl naponta ujat
kaptak az allatok. A 0-7. napokon 1 liter/csoport, a 8-14. napokon 2 liter/csoport, a 15-28.

napokon 3 liter/csoport €s a 29-42. napokon 4 liter/csoport ivovizet adtunk Onitatokba.

4.2. A vizsgalt készitmények és adagolasuk

Otféle kereskedelmi forgalmi engedéllyel rendelkezd probiotikumos készitményt
valasztottunk ki, melyek baromfi részére vannak engedélyezve és takarmanyba keverve is
adagolhatok (6. tablazat). Ezt kovetéen mindegyik készitménybdl 1-1 g mintat kiildtiink 0j
generacios szekvenalas segitségével torténd genom feltarasra ARG-ket nézve. A nyers
adatok bioinformatikai feldolgozasat kovetden az egyes rezisztencia gének jelentdségének

¢és azok rezisztencia mechanizmusainak elemzését végeztiik el.

6. tablazat A kivalasztott, baromfival takarmanyba keverve etethetd probiotikumos készitmények
listaja és tulajdonsagai

Ssz. | Készitmény | Probiotikus torzs Torzsszam |CFU/g |Célallat
. Bacillus licheniformis DSMZ5749 |1,6x10° |baromfi. sertés
1. BioPlus YC - — ’ ’
Bacillus subtilis DSMZ5750 |1,6x10° |szarvasmarha
Aaroferm Enterococcus faecium DSM7134 broiler. liba
2. M%r c Lactobacillus plantarum DSM12837 | 1x10° uIJ ka' kacéa
Pediococcus acidilactici DSM16243 pulyka,
3. | Ecobiol WX |Bacillus amyloliquefacieus |CECT5940 |1x10'° |baromfi
Lactobacillus plantarum DSM12837
Gastroferm - e 9 .
4. M+C Pediococcus acidilactici DSM16243 |1x10 baromfi
Enterococcus faecium DSM7134
Fecinor . 10 .
5. Enterococcus faecium CECT4515 |[1x10 baromfi, sertés
Soluble Plus

Osszesen 60 db allattal, 6 csoportra osztva (10 allat/csoport) végeztiik a vizsgalatot,
ebbdl az elsdé csoport volt a kontroll csoport, aki nem kapott probiotikumot. A masik 5
csoport a kivalasztott készitmények gyarto altal eldirt adagjat kapta, 5. életnapjuktol kezdve
a felnevelés végéig (42. életnap), mely Bioplus YC esetén 4 g/10 kg takarmany, Agroferm
M+C esetén 7 g/10 kg takarmany, Ecobiol WX esetén 1 g/10 kg takarmany, Gastroferm
M+C esetén 7 g/10 kg takarmany, Fecinor Soluble Plus esetén 1g/10 kg takarmany volt. A
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probiotikumok  takarményba  torténd  egyenletes  eloszlatasat  bolygokeverd

takarmanykeverdvel végeztiik, 10 kg-0s egységenként 2-2 6ras homogenizalassal.

4.3. Az allatok testtomegének mérése és mintavétel

Az allatok sulygyarapodasat egyedileg, hetente egy alkalommal mértiikk mérlegen. A
szekvenalashoz sziikséges mintak gyijtését a felnevelési id6szak soran 2 alkalommal
végeztik. Elsé alkalommal az allatok 4. életnapjan vettlink mintdkat, majd a felnevelési
idészak végén (42. nap). Az Ecobiol WX készitménnyel etetett csoport esetén minden
mintavételi 1dopontban kétszer vettiink mintat az allatoktdl, steril tamponos mintavételi
csObe. Az Osszes allattol vett minta esetén mintavételi csovekbe eldzdleg steril fiilke alatt 3-
3 ml steril foszfat puffer oldatot mértiink be, az ebbe levett bélsarmintakat -80 °C-os hiitében
taroltuk a szekvenalas megkezdéséig. Az Ecobiol WX csoport masodik mintavételi csoveibe

elézbleg steril fiilke alatt 3-3 ml tripton-szoja levest (TSB) mértiink be.

4.4. A mintak dusitasa

Az Ecobiol WX készitmény szekvenaldsa soran meghatdrozott, human jelentdséggel
bird rezisztenciat kodold gének alapjan kivalasztott tiamulin és florfenikol hatdanyagok MIC
értékének fele hatdanyag koncentraciojat (32 ug/ml és 2 ug/ml) tartalmazé dasitd levesbe
kertiltek az ebbdl a csoportbol kiilon levett mintak, hogy a rezisztens mikroba térzseket

dusitassal szelektaljuk, 37 °C-on 18-24 6ran keresztiil.

4.5. Statisztikai modszer
Az allatok testtomeggyarapodasanak valtozasat az egyes készitmények hatdsara a
kontroll csoporthoz viszonyitottuk, melynek statisztikai elemzését ANOVA segitségével

végeztiik el [131] az R program 4.1.0 verzidjaval [132].

4.6. A fenotipusos kifejezddés vizsgalata
Az antimikrobidlis rezisztencia fenotipusos kifejezddését a probiotikumos torzsek
adott antibiotikumokra torténé MIC érték meghatarozasaval végeztiik, melyre az egyes

készitményekben talalhato torzsek izolalasat kovetden keriilt sor.

A vizsgalatot megel6z0 nap az izolalt baktériumokbol sarga oltokacsnyi mennyiséget
3 ml TSB-t tartalmazo steril cs6be raktunk, majd 37 °C-on, 18-24 6ran keresztiil inkubaltuk.
A vizsgalt hatéanyagokbol (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) mddszertana szerint [133] készitettiik el a torzsoldatokat. A 96-
lyukt mikrotiter lemez 1. oszlopat kivéve, az 0sszes tobbi oszlopot 90 ul TSB-vel toltottik

fel, majd a torzsoldatbol az 1. oszlop lyukaiba 180 pl-t mértiink be. Ezt kdvetden
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elkészitettik a hatdéanyag kettes alapu higitasi sorat. Az elsé oszlopban talalhato
torzsoldatbol 90 pl-t pipettaztunk a 2. oszlopba, 3-4x alaposan szuszpendaltuk a pipettaval
a hozzaadott mennyiséget, majd ezt a folyamatot ismételve haladtunk tovabb a 10. oszlopig,
amelybdl a keverés utan visszaszivott felesleges 90 pl-t kidobtuk, igy minden lyuk egyenld
mennyiséghben 90 pl szuszpenzidt tartalmazott. EQy segédlemezen -elkészitettik a
baktériumok higitasat, melynek egy-egy oszlopa egy-egy hatdéanyag vizsgalatahoz torténd
atoltast szolgalt. Enhez 240 pl TSB-t mértiink az oszlopokba, majd ehhez soronként az egyes
baktérium szuszpenziot tartalmazo csévekbdl 10 pl-t adtunk, ezzel 25x higitott szuszpenziot
kaptunk a munkalemezre vald raoltashoz. A kettes alapi higitasi sort tartalmazo
munkalemezek 11. oszlopatél kezdve visszafelé haladva minden lyukba 10 ul
baktériumszuszpenziét mértiink. A munkalemez 11. oszlopa pozitiv kontrollként szolgalt,
amelybe az 1-10. oszlophoz hasonloan tapleves és baktériumszuszpenzié is keriilt, viszont
hatéanyag nem. A munkalemez 12. oszlopa volt a negativ kontroll, amely csak taplevest
tartalmazott, baktériumot és hatdéanyagot nem.

Ezt kovetéen 18-24 6ran keresztiil 37 °C-on termosztatban inkubaltuk a
munkalemezeket, majd a pozitiv és negativ kontrollokhoz viszonyitva elbiraltuk a MIC
értékeket, a 7. tablazatban lathaté szempontok alapjan.

7. tablazat A MIC értékek elbiralasanak szempontjai lyukanként egy adott mikrobatorzs adott
hatéanyag koncentracioval torténd kezelése esetén

Jelolés | Tapasztalat Ertékelés
+++ jelentés mértékli zavarosodas pozitiv
++ mérsékelt zavarosodas pozitiv
+ enyhe zavarosodas pozitiv
+- enyhe zavarosodds, a baktérium novekedése nem megitélhetd | negativ
- nincs zavarossag negativ

4.7. Uj generaciés szekvenalas

A probiotikum készitmények szekvenalasat lllumnia NextSeq 500 segitségével
végeztilk [134]. A DNS kivonasa QIAmp DNS kit (Qiagen, Németorszag) segitségével
tortént a gyarto altal eldirt protokoll szerint. Egy készitménybdl 1 g mennyiséget kiildtiink
szekvenalasra. A bélsarmintak szekvenalasa koltséghatékonysagi megfontolasbol NovaSeq
PE150 segitségével tortént [135]. A DNS kivonast szintén QIAmp DNS kit (Qiagen,
Németorszag) segitségével végeztik a gyartdo altal eldirt protokoll szerint. Ehhez
csoportonként 6tosével poolozott mintat vettiink alapul, ami csoportonként 2 db poolozott

mintat eredményezett. Ugyanigy jartunk el a kisérlet elején és végén vett mintakkal,
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valamint ehhez jott még hozza a kivalasztott Ecobiol WX csoport dusitast koveté mintainak
poolozasa, szintén a kisérlet elején és végén vett mintakkal. Minddsszesen 28 db poolozott

minta szekvenalasara kertilt sor.

4.8. Bioinformatikai adatelemzés

A nyers szekvenciaadatok mindségellenérzését FastQC v0.11.9 [136] szoftver
segitségével végeztiikk, a nem megfelelé szekvenciak sziirésére TrimGalore v0.6.6 [137]
programot hasznaltunk. A leolvasott szekvenciakat ezt kdvetden hosszabb szekvenciakka
(contigok) allitottuk 6ssze a MEGAHIT v1.2.9 [138] program segitségével. A contigok
mindségellendrzését a QUAST szoftver segitségével végeztiik [139]. A béltartalomban a
hazityuk genomjanak darabjai is megjelennek, melynek a bazisorrendje is a konyvtarba
kertilt, ennek kisziirése céljabol a Bowtie2 [140] szoftver segitségével a hazityuk (Gallus
gallus) referenciagenomjara (NCBI azonositd: GRCg6a) illesztettiik a leolvasasi
szekvenciakat. A rendszertani besorolast Kraken2 [141] szoftver segitségével és az NCBI
nukleotid adatbazisaval [142] végeztiik. A feldolgozas R-kornyezetben [132], phyloseq
[143] és microbiome [144] csomagok segitségével tortént. A bakterialis eredetli szekvenciak
Osszeallitasat a metaSPAdes [145] szoftver segitségével végeztiik. Az igy kapott contigokbol
a Prodigal v2.6.3 [146] segitségével meghataroztuk az osszes lehetséges nyilt leolvasasi
keretet (ORF, Open Reading Frames). Az ORF-ck kozott talalhatd ARG-k azonositasat a
Resistance Gene ldentifier (RGI) v5.1.0 segitségével végeztik a The Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) adatbazissal Osszevetve [147]. Csak azokat a
géneket vettilk figyelembe, melyek megfeleltek a CARD adatbazis altal meghatarozott
STRICT kiiszobértéknek és legalabb 95%-o0s szekvenciaazonossagot és lefedettséget
mutattak.

Az azonositott rezisztenciagének MGE-ként valo vizsgalatat MobileElementFinder
(v1.0.3) [148] program segitségével végeztilk. Csak azokat az ARG-ket tekintettiik
potencidlisan mobilisnek, melyek az adatbazisban szerepld leghosszabb adott
mikroorganizmusra jellemz0 transzpozon tavolsagan beliil voltak. Ezen kiviil a contigok
plazmid eredetét a PlasFlow v1.1 szoftver segitségével vizsgaltuk [149], a gének fagon valo

kodolasanak vizsgalatat pedig a VirSorter v2.2.2 [150] szoftver segitségével végeztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az allatok testtomeggyarapodasa

Az egyes csoportok testtomeggyarapodasa grafikusan abrazolva heti bontasban az 1.
abran lathato. A testtOmeg a vizsgalati id0 teljes idGtartama alatt egyenletesen nott. Az I1-es
kontroll csoport €s a tobbi kezelt csoport kozotti kiilonbségek nem szignifikdnsak. Azonban
a kontrollhoz képest a I1-es csoport (Bioplus YC) és a IV-es csoport (Ecobiol WX) kiugrdan
nagyobb atlagos sulygyarapodast ért el. A R0ss308-as fajta standard sulygyarapodasat
egyenletesen kovették az egyes készitményekkel etetett csoportok, sét a 4. élethéten a
Bioplus YC (II. csoport, +5%), az Ecobiol WX (IV. csoport, +6%), a Gastroferm M+C (V.
csoport, +3%) ¢és a Fecinor Soluble Plus (V1. csoport, +3%) probiotikumok hatasara meg is
haladtak azt. Az 5. élethéten ugyanez tovabbra is megfigyelhet6 a Bioplus YC (II. csoport,
+3%) és az Ecobiol WX (1V. csoport, +3%) probiotikumok esetén (8. tablazat).

A brojlercsirkék sulygyarapodasanak atlaga hetekre
bontva (gramm)

3300
3000
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2400
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Kiindulas 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét S. hét 6. hét

Testtomeg (g)

| =] =]l V. =m\/. mm\/| -—@—Standard

1. abra A brojlercsirkék sulygyarapodasanak atlaga hetekre bontva, csoportonként. Az I. csoport a
negativ kontroll, aki nem kapott probiotikumot a tapba. A II. csoport BioPlus YC-t (Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis), a IIl. csoport Agroferm M+C-t (Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici), a IV. csoport Ecobiol WX-et (Bacillus
amyloliquefacieus), az V. csoport Gastroferm M+C-t (Lactobacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, Enterococcus faecium) és a VI. csoport Fecinor Soluble Plus-t (Enterococcus faecium)

kapott.
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8. tablazat Az egyes csoportok sulygyarapodasanak atlaga (g) hetekre bontva.

Csoport |Kiindulas | 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét S. hét 6. hét

I 43,9 157,6 452,6 913,5 1654,5 2178.0 |2601,3
. 45,2 177,3 467,6 948,7 1745,8 2305,2 2833,3
i 43,4 170,0 470,5 963,6 1653,4 2090,5 |2625,8
V. 45,8 175,5 485,6 973,0 1774,3 2312,5 |2802,6
V. 44,1 159,8 467,7 983,6 1718,9 2132,5 |2718,3
VI. 43,2 174,7 489,4 914,9 1709,9 2179,5 |2693,2
Standard | 43,0 208,0 519,0 985,0 1664,0 22350 |2918,0

5.2. A testtomeggyarapodas statisztikai elemzése

A 6. héten mért végsd testsuly a kontroll (1.) csoporthoz képest a Bioplus YC (lI.
csoport, p=0,32), az Agroferm M+C (lll. csoport, p=0,49), az Ecobiol WX (IV. csoport,
p=0,44), a Gastroferm M+C (V. csoport, p=0,87) és a Fecinor Soluble Plus (V1. csoport,
p=0,55) esetén sem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (9. tablazat). Szakmailag
azonban a kontrollhoz képest a legalabb 5%-o0s pozitiv atlagsuly kiillonbséget eléré mért
értékeket relevansnak tekintettiik, ami az esetek 42%-aban volt tapasztalhatd. A V. csoport
minden esetben >5% feletti kiilonbséget mutatott a kontroll csoporthoz képest. Ahhoz, hogy

szignifikans eredményeket kapjunk, a jovoben a mintaclemszamot kell novelni.

9. tablazat A 6. héten mért testtomeg I-es kontroll csoporthoz valod viszonyitasa az egyes
készitmények (11-VI1. csoportok) tiikrében

Csoport ;?;g’(f:‘:{%‘;gg:)(;zgvl(zz)onylto“ Standard hiba | t-érték | p-érték
. csoport 2695,89 98,57 27,35 0,00
Il. csoport | 137,41 135,87 1,01 0,32
I11. csoport | 97,11 139,40 0,70 0,49
IV. csoport | 106,71 135,87 0,79 0,44
V. csoport | 22,41 135,87 0,16 0,87
V1. csoport | 83,44 139,40 0,60 0,55

5.3. A készitmények szekvenalasi eredményei

A vizsgalt készitmények szekvenalasat kovetden az egyes mintdkban azonositott
ARG-ket a 10. tablazat szemlélteti. Az egyik legfontosabb rezisztencia mechanizmus az
enzimatikus inaktivacio, ilyen rezisztenciat kodol az aadk gén, mely a BioPlus YC
készitményben Bacillus spp. eredetii azonositott aminoglikozid rezisztenciat okoz6 gén. Az
AAC(6")-1i gén megtalalhato volt az Agroferm M+C, a Gastroferm M+C ¢és a Fecinor Soluble
Plus készitményekben is, mely szintén aminoglikozid rezisztencia kialakitasaért felelds gén,

mely Enterococcus spp. eredetii volt. A BioPlus YC esetén ezen kiviil mphk gén keriilt
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azonositasra, mely makrolid antibiotikumok rezisztencidjat okozhatja. A célpont mutaciok

koziil ki kell emelni a BioPlus YC készitményben azonositott mprF gént, melyek peptid

antibiotikum rezisztenciahoz vezethetnek. Meg kell emliteni az Ecobiol WS készitményben

azonositott diaminopirimidin rezisztenciat kodolé DfrA43 gént, aminek bar lefedettsége

82,56%, azonossaga pedig csak 35,75%, azonban dsDNS fagon kodolt génként azonositott

Bacillus spp. eredetii ARG.

10. tablazat Az egyes készitményekben azonositott ARG-k. A lefedettség a szekvenalas pontossaga, amely tobbsz6ros
lefedettség biztositja a konszenzus hibamentességét. Az azonossag a megfeleltetett szakasszal valo atfedés.

iq O
Minta Szekvencia % ARG Mechanizmus Rezisztencia
lefedettség azonossag
100 99,25 blt efflux pumpa fluorokinolonok
makrolidok, linkézamidok,
\ L, pleuromutilinek, fenikolok,
100 98,91 vmIR célpont mutacio g .
tetraciklinek, sztreptogramin,
oxazolidon
100 98,59 aadkK enzimatikus inaktivacio | aminoglikozidok
100 99,49 tmrB pe{meabl!ltas nukleozidok
csokkentés
100 99,79 ImrB efflux pumpa link6zamidok
100 98,68 mphK enzimatikus inaktivacié | makrolidok
g 100 100 mprF célpont mutacio peptid antibiotikumok
@ 100 99.74 bmr efflux pumpa fluorokl_nolonok, fenikolok,
= nukleozidok
2 86,15 35,52 DfrA43 célpont muticié diaminopirimidinek
100 99,65 ErmD célpont mutacio makrolidok, link6zamidok
100 98,03 berC célpont mutacio peptid antibiotikumok
100 98,56 bcrB efflux pumpa peptid antibiotikumok
96,08 99,32 bcrA efflux pumpa peptid antibiotikumok
aminoglikozidok,
100 100 ykkC efflux pumpa tetraciklinek, fenikolok
aminoglikozidok,
100 99,05 ykkD efflux pumpa tetraciklinek, fenikolok
100 100 efmA efflux pumpa makrolidok, fluorokinolonok
@)
+
= 100 98,9 AAC(6")-li | enzimatikus inaktivacié | aminoglikozidok
IS
3 ) L makrolidok, link6zamidok,
% 100 97,15 msrC Celpont mutacio pleuromutilinek, fenikOIOk,
< tetraciklinek, sztreptogramin,
100 99 eatAv célpont mutacio oxazolidon
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10. tablazat Az egyes készitményekben azonositott ARG-k. A lefedettség a szekvenalas pontossaga, amely t6bbszoros
lefedettség biztositja a konszenzus hibamentességét. Az azonossag a megfeleltetett szakasszal valo atfedés. (folytatas)

Szekvencia %
Minta ARG Mechanizmus Rezisztencia
lefedettség azonossag
< fenikolok, link6zamidok,
= 100 99,43 clbA célpont mutacio pleuromutilinek,
S sztreptogramin, oxazolidon
o)
E 82,56 35,75 DfrA43 Ccélpont mutéci6 diaminopirimidinek
100 100 efmA efflux pumpa makrolidok, fluorokinolonok
makrolidok, linkézamidok,
? 100 97,15 msrC célpont mutécid pleuromutilinek, fenikolok,
S tetraciklinek, sztreptogramin,
£ oxazolidon
D
S 100 98,9 AAC(6")-li | enzimatikus inaktivacié | aminoglikozidok
8 makrolidok, linkézamidok,
100 99 eatAv célpont mutécié pleuromutilinek, fenikolok,
tetraciklinek, sztreptogramin,
oxazolidon
% 100 98,9 AAC(6")-li | enzimatikus inaktivacié | aminoglikozidok
S . .
S 100 97,15 msrC célpont mutcié makrolidok, linkdzamidok,
2L pleuromutilinek, fenikolok,
w3 tetraciklinek, sztreptogramin,
wn 100 99 eatAv célpont mutacio oxazolidon

Efflux pumpat kodold gének koziil a legtobb a BioPlus YC készitményben volt
megtalalhato, ezek koziil ki kell emelni a fluorokinolon rezisztencia szempontjabol 1ényeges
blt gént és bmr gént, valamint a peptid antibiotikum rezisztencia szempontjabol jelent6s bcrA
¢és berB géneket. Az Agroferm M+C és Gastroferm M+C készitményekben is megtalalhato
volt a makrolid és fluorokinolon rezisztenciat eredményez6 efflux pumpat kodolo efmA gén.
Meg kell emliteni a BioPlus YC készitményben megtalalhatdo aminoglikozid, tetraciklin és
fenikol multirezisztenciaért felelés ykkC és ykkD gének jelenlétét is. Osszességében
elmondhatjuk, hogy MGE nem Kkeriilt azonositdsra és plazmidon kodolt ARG-t sem
talaltunk.

5.4. A probiotikus torzsek fenotipusos vizsgalata

A BioPlus YC készitményben talalhatdo Bacillus licheniformis és Bacillus subtilis
torzsek esetén penicillinekkel szembeni ARG-t nem azonositottunk, melyet jol tiikroz a
fenotipusos érzékenység is. Gentamicin esetén a magas MIC értékek (8 és 16 pg/ml)
rezisztenciara utalnak, mely az aadK (enzimatikus inaktivacid), YykkC és ykkD (efflux

pumpa) gének kifejezédésének tulajdonithato. Bacillus licheniformis esetén a magas
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oxitetraciklin MIC érték (8 pg/ml), Bacillus subtilis esetén pedig a magas doxiciklin MIC
érték (>32 ug/ml) oka lehet a vmIR gén (célpont mutacid) vagy a YkkC és ykkD (efflux
pumpa) gének kifejezdédése. Klindamicinre el6bbi térzs mutat rezisztenciat (32 pg/ml),
melyet okozhatja a vmIR vagy ermD gén (célpont mutacio), illetve az ImrB gén (efflux
pumpa). Mindkét torzs esetén a magas tiamulin MIC értékek (>64 ng/ml) a vmIR génnek
(célpont mutacio) tulajdonithatok. Az Agroferm M+C készitményben talalhato ARG-k mind
Enterococcus eredetiiek, a nemzetség cefalosporin hatdanyagokra ab ovo rezisztens, melyet
jol tiikroz a ceftriaxon MIC értéke (>16 pg/ml), penicillinekre viszont altalaban érzékenynek
bizonyulnak. Gentamicin esetén az AAC(6')-1i gén (enzimatikus inaktivacid) okozhatja a
rezisztenciat (32 pg/ml), florfenikol esetén a rezisztencia (8 pg/ml) az msrC génnek vagy
eatAv génnek (célpont mutéacio) tulajdonithat6. Tiamulinnal szemben (64 pg/ml) szintén az
msrC gén vagy eatAv gén (célpont mutacid) okozza a magas MIC értéket, mely
Lactobacillus plantarum esetén is megfigyelhet6 (64 pg/ml).

11. tablazat Az egyes készitményekbdl izolalt torzsek MIC értékei. Zolddel jeldltiik, ahol az ARG tartalom mellett a
feltételezhetden azok altal okozott fenotipusos rezisztenciat is tapasztaltuk.

Ssz. | Probiotikus torzs PEN AM AMK | CTR GEN OTC | DOX TIL

1 B. licheniformis 0,125 1 2 16 8 8 <0,06 0,5
' . subtilis 1 0,5 0,5 0,25 16 0,125 >32 0,5

. faecium 8 1 1 >16 32 0,25 <0,125 1

. plantarum 1 16 4 16 8 8 4 2

. acidilactici 1 16 8 >16 4 4 0,5 <0,125

. amyloliquefacieus <0,06 1 2 4 32 0,25 0,25 0,5

. plantarum 4 2 0,5 >16 >32 0,5 0,125 4

4. . acidilactici 1 16 4 >16 32 32 16 4

. faecium 8 1 1 >16 32 0,25 <0,125 1

w
mm|o|ir oo |m|t@

5. . faecium 4 1 1 >16 >32 0,25 <0,125 4

PEN - penicillin, AM — amoxicillin, AMK — amoxicillin-klavulansav, CTR — ceftriaxon, GEN — gentamicin, OTC — oxitetraciklin,
DOX — doxiciklin, TIL —tilozin. B. — Bacillus, E. — Enterococcus, L. — Lactobacillus, P. — Pediococcus

fenotipusos rezisztencia mogott feltételezhetd, rezisztencia gének azonositasa tortént

Az Ecobiol WX készitmény esetén egyértelmiien csak a tiamulin esetén (>64 pg/ml)
sikeriilt a rezisztenciaért feleldés CIbA gént (célpont mutacid) azonositani. Gentamicin
rezisztencia figyelhetd meg Lactobacillus plantarum (>32 pg/ml), Pediococcus acidilactici
(32 pug/ml) és Enterococcus faecium (32 pg/ml) esetén is, melyet az AAC(6')-li gén
(enzimatikus inaktivacio) okozhat. Pediococcus acidilactici esetén az oxitetraciklin (32
pg/ml) és doxiciklin (16 pg/ml) rezisztenciat az msrC vagy az eatAv gén (célpont mutacio)
okozhatja. Szintén mindharom torzs rezisztenciat mutat florfenikolra (8 pg/ml) és tiamulinra
(>64 pg/ml), mely az msrC vagy az eatAv gén (célpont mutédcio) aktivalédasanak

kovetkezménye lehet. A Fecinor Soluble Plus készitmény esetén az aminoglikozid
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rezisztencia (>32 upg/ml) az AAC(6')-li gén (enzimatikus inaktivacio) kovetkeztében
alakulhatott ki. Florfenikol (8 pg/ml) és tiamulin esetén (64 pg/ml) az msrC vagy az eatAv
gén (célpont mutacid) aktivalodasanak kovetkezménye lehet a rezisztencia [151]. Az egyéb
hatéanyagok esetén tapasztalt magas MIC értékek ab ovo rezisztencia kovetkezményei (11.
tablazat). Annak pontos meghatarozasa érdekében azonban, hogy az egyes fenotipusos
rezisztencia megnyilvanulasok mely gének aktivalodasanak a kovetkezményei,
transzkriptomikai vizsgalatok végzése sziikséges.

11. tablazat Az egyes készitményekbdl izolalt torzsek MIC értékei. Z5ld szinnel kiemelve azokat az értékeket,
melyek mogott azonositottunk fenotipusos megnyilvanulast okozhato ARG-t. (folytatés)

Ssz. | Probiotikus torzs FLO KLI TIA VAN GAT PSA SUL TRI
1 B. licheniformis 2 32 >64 0,25 <0,03 4 64 <0,25
' B. subtilis 2 2 >64 0,25 <0,03 2 64 0,5

E. faecium 8 4 64 2 0,5 >128 >128 >128
2. L. plantarum 4 <0,06 >64 >32 2 >128 >128 64
P. acidilactici 4 <0,06 1 >32 0,5 128 64 >128
3. B. amyloliquefacieus 2 0,5 >64 1 <0,03 4 128 0,5
L. plantarum 8 4 >64 >32 1 >128 >128 64
4, P. acidilactici 8 <0,06 >64 >32 8 >128 >128 >128
E. faecium 8 4 >64 1 2 >128 >128 >128
5 E. faecium 8 4 64 2 1 >128 >128 >128

FLO —florfenikol, KLI —Klindamicin, TIA —tiamulin, VAN — vankomicin, GAT —gatifloxacin, PSA — potencialt szulfonamid, SUL
— szulfametoxazol, TRI — trimetoprim. B. — Bacillus, E. — Enterococcus, L. — Lactobacillus, P. — Pediococcus

fenotipusos rezisztencia mogott feltételezhetd, rezisztencia gének azonositasa tortént

5.5. A bélmikrobiom osszetétele és antimikrobialis rezisztencia génhordozasa

A mintak kozott atlagosan 36 549 401 read-et kaptunk a baktériumok orszagabol
klasszifikalva. A genus szintjén klasszifikalt read-ek atlagos szama 29 277 955 volt, ugyanez
faj szintjén 25 885 945 volt. Az Gn. core-bacteriome alapjaul a mintak legalabb 10%-aban,

minimum 1%-kal jelen lev6 genusokat vettiik alapul.

Torzs szintjén a Firmicutes és Proteobacteria voltak meghatarozoak. Ezek aranya a
kontroll csoport esetén a felnevelés soran gy valtozott, hogy a Firmicutes aranya megn6tt
(28,5% = 59%), Proteobacteria esetén pedig csokkent (66% = 31%). Bioplus etetése soran
azt tapasztaltuk, hogy ezek aranya kozel azonos maradt (63,5% = 66% és 26,5% = 25%),
mig az Osszes tobbi probiotikum etetése soran a kontroll csoporthoz képest forditva alakult
a megoszlas, a kezdeti sokkal magasabb Firmicutes arany a felnevelés végére jelentdsen
csokkent, a Proteobacteria esetén pedig forditva. A Bacteriodetes aranya a kontroll
csoportban jelentésen megnétt (0,04% = 10,03%), mig az Osszes tobbi csoportban <1%

maradt. A tiamulinnal és florfenikollal torténd dusitas hatasara az Ecobiol-lal etetett csoport
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mintaiban a Gram-pozitiv baktériumokat magukban foglalé Firmicutes torzs aranya
jelentdsen lecsokkent, mind a felnevelés elején (81% = 1,3%) és végén (64% = 4%); a
Gram-negativ baktériumokat magukban foglalé Proteobacteria esetén pedig aranyuk
jelentésen megnott (6% = 97%, 25,5% = 93,5%).

- 100,00%
an
3 —
-2 80,00%
o
=
S 60,00%
en
Eﬁ 40,00% I
g 20,00% I I
Z  0,00%
D4 D42 D4 D42 D4 D42 D4 D42 D4 D42 D4 D42
Kontroll Bioplus = Agroferm = Ecobiol Gastroferm Fecinor
Blautia Clostridium Enterococcus Faecalibacterium
m Flavonifractor m Lachnoclostridium m Lacrimispora m Lactobacillus
Ligilactobacillus m Limosilactobacillus = Streptococcus m Escherichia
Klebsiella W Proteus Ralstonia

2. abra Az egyes mintak 0sszetétele és valtozasa a felnevelés, és a kiilonbdzo etetett probiotikumok
hatasara nemzetség szintjén, az 6sszes szekvencia %-os részeként kifejezve. D — nap.

Nemzetség szintjén a Lactobacillus nemzetség dominal a legtobb mintaban, aranya a
felnevelés soran a kontroll csoportban nétt (18,5% = 34%), a kezelt csoportok koziil csak a
Gastroferm esetén figyeltiink meg a kontrollhoz hasonlé névekedést (19% = 50%), az
Osszes tobbi csoportban csokkent az ardnya. A mdasodik dominidns nemzetség az
Enterococcus nemzetség, melynek aranya a Bioplus kivételével a felnevelés soran a kontroll
mintaban (7,5% = 6,5%) és az Gsszes tobbi mintaban csokkent, Bioplus esetén novekedést
figyeltiink meg (4% = 5,5%). A Proteobacteria torzsbe tartozo Escherichia nemzetségnél
Agroferm (4% = 5,5%) és Fecinor (3,5% = 5,5%) esetén novekedést, az dsszes tobbi
csoportnal csokkenést tapasztaltunk. A Klebsiella nemzetség aranya viszont a felnevelés
soran mindegyik csoport esetén jelentés mértékben megnétt (Kontroll 0,1% = 9%, Bioplus
0,05% = 11%, Agroferm 0,02% = 8,5%, Ecobiol 0,06% = 17,5%, Gastroferm 0,02% =
8%, Fecinor 1,01% = 12%). Az Ecobiol csoportbol dusitasra levett mintak esetén
nemzetség szintjén is dominansan a Gram-negativ baktériumok szelekcioja figyelheté meg,
a felnevelés végén vett mintakban Escherichia esetén 2,5% = 21%, Proteus esetén 0,09%

= 10% novekedést figyeltiink meg (2. abra).

27



Osszesen 172-féle ARG-t azonositottunk a mintdkban. Az egyes géneket
csoportositva az antibiotikum hatéanyag csoportok és a rezisztencia mechanizmusa szerint
jelentds kiilonbségeket nem talaltunk a kontroll csoport és az egyes készitményekkel etetett

csoportok kozott, sem a felnevelés kezdetén, sem a felnevelés végén (3. abra).
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3. abra Az Ecobiol csoport 42. napjan vett minta szekvenalasa soran azonositott ARG-k gyakorisaga
hat6anyag csoportonként, az egyes rezisztencia mechanizmusok fiiggvényében (>90% lefedettség).
Az AAC(6°)-li gén (aminoglikozidok; enzimatikus inaktivacio), az eatAv gén
(pleuromutilinek; célpont védelem) és az efmA gén (makrolidok és fluorokinolonok; efflux
pumpa) a felnevelés el6tt vett mintakban fordult €16, majd a felnevelés végén vett mintakbol
eltlint, kivéve a Gastroferm probiotikummal etetett csoportot, viszont itt maga a probiotikum

is hordozta ezeket a géneket.

A dusitas hatdsara azonban jelentds valtozasokat tapasztaltunk a minta ARG
készletében. Egyrészt tobb olyan gén is eltliint, melyek Gram-pozitiv baktériumok ellen
alakitanak ki rezisztenciat. Masrészt megfigyeltiink olyan géneket, melyek csak ebben a
mintaban fordultak elé: ACT-40 és SHV-38 (B-laktamok; enzimatikus inaktivacio), adeF
(fluorokinolonok, tetraciklinek; efflux pumpa), arnT és eptB (peptidek; célpont mutacio),
fosA2 és fosA6 (foszfomicin; enzimatikus inaktivacio), kpnG, IptD, ogxA, és oqxB
(multidrug; efflux pumpa), ompK37 (B-laktamok; csokkent permeabilitas), ompA (peptidek,

csokkent permeabilitas), ramA (multidrug; efflux pumpa és csokkent permeabilitas).

Kiilonosen aggasztd, hogy tobb mintabol mar napos korban kimutattuk a kiterjedt

spektrumu B-laktamaz (ESBL) termelésért feleléos SHV-38, TEM-1 és TEM-163 géneket.
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutatdsunk soran o6tféle baromfira engedélyezett probiotikum tartalmu készitményt
vizsgaltunk brojlercsirkékkel etetve, a teljes felnevelés ideje alatt (42 nap). A kontroll
csoport és a probiotikummal etetett csoportok kozott a stlygyarapodas tekintetében nem
tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni (p>0,05), azonban szakmailag relevans
mértékben meghaladta a 4. élethéten a legtobb készitmény (+3-6%) etetése a fajtastandardot.
Az 5. ¢élethéten ugyanez mar csak a Bioplus YC (+3%) és az Ecobiol WX (+3%) esetén volt
megfigyelhetd. A kontrollhoz képest az Ecobiol csoport a teljes felnevelés ideje alatt
jelentdsen jobb sulygyarapodast ért el. Xu és mtsai. kutatasuk soran Bacillus subtilis és
Bacillus licheniformis etetését kovetden (10° CFU/Q), a 360 db kakassal végzett vizsgalat
soran szignifikans javulast (p<0,05) mutattak ki az etetés hatdsara a sulygyarapodéasban és
takarmanyfelvételben is [152]. Vizsgalataink soran ugyanezeket a probiotikumokat etetve
(Bioplus), mi nem mutattunk ki szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest (p>0,05). Ma
¢és mtsai. 240 db kakast vizsgalva ugyancsak Bacillus subtilis esetén szignifikansan jobb
sulygyarapodast (p=0,022) allapitottak meg a 42. napon, a kontrollhoz képest [153],
ellentétben a mi eredményeinkkel (p=0,32). Trela ¢és mtsai. 400 db Ross308-as ndivaru
brojlercsirkékkel etetett Bacillus licheniformis vizsgalata soran az 1-10. napban (p=0,016)
¢s a 11-22. nap kozott (p=0,018) talaltak szignifikans kiilonbséget a sulygyarapodéasban a
kontroll csoporthoz képest, a 23-36. nap kozott (p=0,466) mar nem volt ez megfigyelhetd
[154]. Wang ¢és mtsai. Lactobacillus plantarum etetése esetén csak a 21. napon mért
sulygyarapodasban mutattak ki szignifikans kiilonbséget [155]. Reuben és mtsai.
Pediococcus acidilactici 6nmagaban torténd etetése soran nem talaltak szignifikans
kiilonbséget a sulygyarapodasban a kontroll csoporthoz képest [156]. Wu és mitsai.
Enterococcus faecium etetése soran csak a 22-35. nap kozott tapasztaltak szignifikdnsan jobb
sulygyarapodast (p=0,045) a kontrollhoz képest [157], Han és mtsai. pedig csak a 42. napon
mért adatok esetén [158]. Eredményeinket mas kutatasokkal Osszevetve megallapitottuk,
hogy szignifikans kiilonbség kimutatdsahoz ndvelni kell a mintaelemszamot.

Torzs szintjén a bélmikrobiomban a Firmicutes és Proteobacteria torzsek voltak
meghatarozoak. A felnevelés soran aranyuk valtozott, a kontrollban a Firmicutes aranya
megnott (28,5% = 59%), a Proteobacteria csokkent (66% = 31%). Bioplus etetése soran
azt tapasztaltuk, hogy ezek aranya kozel azonos maradt (63,5% = 66% és 26,5% = 25%),
mig az dsszes tobbi probiotikum etetése soran kezdetben volt magasabb a Firmicutes arany,

mely késébb lecsokkent, a Proteobacteria esetén pedig forditva. Ma és mtsai. Shannon-
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diverzitas eloszlas vizsgalata soran a bélmikrobiom sokféleségben hozzank hasonlé modon
nem taldltak szignifikdns kiilonbséget a kontroll és kezelt csoportok kozott; szintén a
Firmicutes és a Proteobacteria torzseket talaltak dominansnak; Bacillus subtilis-t etetve
szintén magasabb Firmicutes aranyt mutattak ki [153], Han és mtsai. szintén nem talaltak
kiilonbséget a diverzitasban Enterococcus faecalis etetése soran [158], Trela és mtsai. is csak
a jejunum bélszakaszabol vett bélsarmintak esetén figyeltek meg szignifikans eltérést [154].
Vizsgalataink soran csak a kontroll csoportban mutattunk ki a felnevelés végén vett mintabol
magas (10,03%) Bacteroidetes torzs aranyt, az dsszes tobbi kezelt csoportban aranyuk <1%
volt, ez egybevag Ma és mtsai. eredményeivel, akik probiotikum kezelés hatasara jelentds
csokkenésiiket irtak le [153]. Gao és mtsai. vizsgalati eredményei torzs szintjén egybevagnak
a mi eredményeinkkel, 6sszehasonlitva Firmicutes 63,58% vs. 68%, Proteobacteria 17,31%
vs. 23,8%, Actinobacteria 0,23% vs. 0,6% [159].

A Lactobacillus nemzetség aranya a felnevelés soran a kontroll csoportban nétt
(18,5% = 34%), a kezelt csoportok koziil csak a Gastroferm esetén figyeltiink meg
novekedést (19% = 50%), az Osszes tobbi csoportban csékkent az ardnya. Az Enterococcus
nemzetség aranya a felnevelés soran a Bioplus kivételével a kontroll mintdban (7,5% =
6,5%) és az Osszes tobbi mintdban csokkent, Bioplus esetén ndvekedést figyeltiink meg (4%
= 5,5%). Az Escherichia nemzetségnél Agroferm (4% = 5,5%) és Fecinor (3,5% = 5,5%)
esetén novekedést, az Osszes tobbi csoportnal csokkenést tapasztaltunk. A Klebsiella
nemzetség ardnya viszont a felnevelés soran mindegyik csoport esetén jelentds mértékben
megnétt (Kontroll 0,1% = 9%, Bioplus 0,05% = 11%, Agroferm 0,02% = 8,5%, Ecobiol
0,06% = 17,5%, Gastroferm 0,02% = 8%, Fecinor 1,01% = 12%). Sureshkumar és mtsai.
hasonléan magas, 22,82%-0s Lactobacillus aranyt [160], Gao és mtsai. 16,69%-o0s aranyt
talaltak [159]; Enterococcus nemzetség esetén viszont alacsonyabb (2,17%) aranyt; Blautia
esetén 4,34%, Clostridium esetén 1,08% el6éfordulast irtak le [160], mi viszont utobbi két
esetben atlagosan 0,41%-o0s és 0,84%-o0s aranyt mutattunk ki. Khan és mtsai. hasonld
eredményt mutattak ki Klebsiella abundanciaja esetén a kontroll csoportnal és
probiotikumos kezelés hatasara [161], mint amilyen mérték(i csokkenést mi is tapasztaltunk.

A készitmények ARG génkészletét vizsgalva efflux pumpat kodold gének kozil a
legtobbet a BioPlus készitményben azonositottunk, kiemelendd a fluorokinolon rezisztenciat
okozo6 blt gén és bmr gén, elobbit Ahmed és mtsai. Bacillus subtilis-ben azonositottak [95].
utobbit Neyfakh és mtsai., valamint Klyachkyo és mitsai. irtak le [96, 97]. Peptid

antibiotikum rezisztencia szempontjabol jelentés bcrA és berB géneket talaltunk, Podlesek
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¢s mtsai. Bacillus licheniformisban irtak le [84]. Meg kell emliteni az aminoglikozid,
tetraciklin és fenikol multirezisztenciaért felelés ykkC és ykkD gének jelenlétét is, melyet
Bacillus subtilis esetén Jack és mitsai. irtak le [101]. Az egyik legfontosabb rezisztencia
mechanizmus az enzimatikus inaktivacio, ilyen rezisztenciat kodolo aadk gént
azonositottunk, mely aminoglikozid rezisztenciat okoz, Argerso és mtsai. Bacillus
licheniformis esetén irtak le a gént [82]. Efflux pumpak koziil mphk gén kertilt azonositasra,
mely makrolidok rezisztenciajat okozhatja, Pawlowski és mtsai. Bacillus subtilis esetén
mutattak ki [99], valamint a bcrC gént, mely célpont mutacioként peptid antibiotikum
rezisztenciat okozhat [84]. A célpont mutaciok koziil ki kell emelni az mprF gént, mely
peptid antibiotikum rezisztencidhoz vezethet, Bacillus subtilis eredetti génként keriilt
azonositasra [92-94]. Az Agroferm és Gastroferm készitményekben makrolid és
fluorokinolon rezisztenciat eredményez6 efflux pumpat kodoldo efmA gént irtunk le, amit
Urshev és mtsai. Enterococcus faecium esetén MFS-tipusi pumpaként leirtak [118]. Az
AAC(6")-1i gén megtalalhat6 volt az Agroferm, a Gastroferm és a Fecinor Soluble Plus
készitményekben is, mely szintén aminoglikozid rezisztencia kialakitasaért felelés gén, amit
Enterococcus faecium esetén azonositottak [118].

A bélmikrobiom ARG készletében a 4 napos és 42 napos, a kontroll és az egyes etetett
csoportok kozott jelentds kiilonbséget nem talaltunk. Chen és mtsai. ellenben leirtak, hogy a
probiotikum etetése az ARG gazdagsagat (Fisher-féle alfa) csokkentette [75]. Az AAC(6)-
li gén kozegészségiigyi szempontbodl jelentds, aminoglikozidok enzimatikus inaktivaciojat
kodold gén, mely az Agroferm etetett csoport kivételével a felnevelés végére minden
csoportbol eltiint, a gént Enterococcus faecium esetén Urshev és mitsai. irtak le [118].
Kiilonosen aggasztd a mar napos korban az 6sszes csoportbol kimutatott TEM-1 gén és az
egyik csoportol kimutatott TEM-163 gén, valamint a dusitas hatdsdra megjelent SHV-38 gén
jelenléte. Hassen és mtsai. egy atfogd vizsgalat sordn csirke bélsar és hus mintak 25,8%-a
esetén mutattak ki a TEM-1 gén jelenlétét [162]. Az SHV-38 egy Klebsiella pneumoniae
fajbol azonositott ESBL termelésért felelds gén [163], korabban csirke bélsarbol még nem
azonositottak. A TEM-163 gén szintén ESBL termelésért felel, melyet E. coli fajbol mutattak
ki [164], azonban csirke bélsarban korabban ezt sem irtak még le.

A dusitas hatasara bekovetkezd ARG valtozas oka a Gram-negativ baktériumok
szelekcidja, illetve a gének feldtisulasa. Olyan ARG-t nem azonositottunk, ami az etetett
készitményekbdl atadodott volna a csirkék bélmikrobiomja részére. A tovéabbiakban

crer

gének eredetérdl, valamint vizsgaljuk azok MGE, fagon vagy plazmidon val6 kddolasat.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az antimikrobidlis rezisztencia az emberiség egyik legnagyobb kihivasa. Gazdasagi
haszonallataink termékei kockazatot jelenthetnek mikrobakkal torténd kontaminacid és
veliik egylitt antimikrobialis rezisztencia gének (ARG) terjesztésében, azaz a horizontalis
géntranszfer lehet6ségének a megteremtésében. Az antibiotikum felhasznalas csokkentésére
szamos alternativ megoldas 1étezik, ilyen a probiotikumok hasznalata, melyek olyan hasznos
mikroorganizmusok, amik megfeleld6 modon adva kedvezé hatassal birnak az é16
szervezetre. Keveset vizsgalt teriilet ezek ARG hordozasa, és a bélmikrobiomra, kiilonos
tekintettel a bélrezisztoma valtozasra gyakorolt hatasuk.

Kutatasunk soran 0 generacios szekvenalas segitségével baromfifélékre engedélyezett
probiotikumok ARG hordozasat vizsgaltuk, kiilonos tekintettel azok plazmidon, fagon vagy
MGE-ként val6 kodolasara. Ezen kiviil vizsgaltuk a brojlercsirke teljes felnevelési idoszaka
alatt a kiilonb6z6 probiotikum készitmények etetésének hatasara bekovetkezé bélrezisztoma
¢és bélmikrobiom valtozasat, valamint Osszefliggést kerestiink az egyes azonositott ARG-k
¢s a minimalis gatlé koncentracid (MIC) értékek meghatarozasat kdvetden a rezisztencia
fenotipusos kifejezddése kozott.

Az egyes készitményekben kritikusan fontos antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
mechanizmus kialakulasaért felel6s géneket azonositottunk, mint fluorokinolon efflux
pumpat kodold géneket, peptid antibiotikum célpont mutaciot és efflux pumpat kodolod
géneket. Tovabba kozegészségiigyi szempontbdl jelentés aminoglikozidok enzimatikus
inaktivaciojat kodolo aadK és AAC(6')-1i géneket is azonositottunk. Szamos un. multidrug
rezisztenciat kodold gén is azonositasra keriilt (vmIR, ykkC, ykkD, msrC, clbA, eatAv).
Azonban sem MGE-t, sem plazmidon kodolt gént nem talaltunk; fagon kodolt gént is csak
egy esetben mutattunk ki (DfrA43). A fenotipusos vizsgalat soran MIC érték meghatarozast
végeztlink és szamos esetben a rezisztencia kialakulasaért felelés gén megtalalhat6 volt a
torzsekben. A bélsarmintdk metagenom vizsgalata soran genus szintjén az egyes
csoportonként, az id6 és etetés fliggvényében Shannon-diverzitas eloszlas és Mann-Withney
teszt alkalmazasa soran sem taldltunk szignifikans kiilonbséget a parositott mintak kozatt.

A probiotikumok is hordozhatnak kozegészségiigyi szempontbol jelentds ARG-ket. A
jovében érdemes tobb, a probiotikumok molekularis genetikai modszerekkel torténd
vizsgalatara iranyulo kutatast végezni, az egyes gének kifejezédésének vizsgalatahoz pedig

transzkriptomikai vizsgalatok sziikségesek.
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8. SUMMARY

Antimicrobial resistance is one of the greatest challenges facing humanity. The
products of our farm animals can pose a risk of contamination by mycobacteria and with
them the spread of antimicrobial resistance genes, i.e. the potential for horizontal gene
transfer. There are several alternatives to reduce antibiotic use, such as the use of probiotics,
which are beneficial micro-organisms that, when properly administered, have a beneficial
effect on the living organism. A little studied area is the antimicrobial resistance gene (ARG)
expression and its effect on the gut microbiome, in particular on changes in the gut resistome.

Our study investigated the ARG carriage of probiotics approved for poultry using
next-generation sequencing, with a focus on their encoding as plasmid, phage or mobile
genetic elements. In addition, we investigated the changes in the intestinal resistome and gut
microbiome during the whole rearing period of broiler chickens in response to feeding
different probiotic preparations and looked for a correlation between the phenotypic
expression of resistance after determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)
values for each identified ARG and the ARGs.

We identified genes responsible for the development of antibiotic resistance
mechanism critical in each formulation as fluoroquinolone efflux pump encoding genes,
peptide antibiotic target mutation and efflux pump encoding genes. In addition, genes
encoding enzymatic inactivation of aminoglycosides of public health relevance, aadK and
AAC(6)-1i, were identified. Several genes coding for multidrug resistance were also
identified (vmIR, ykkC, ykkD, msrC, clbA, eatAv). However, no mobile genetic element or
plasmid-encoded gene was found; only one phage-encoded gene was detected (DfrA43).
MIC values were determined in the phenotypic analysis and in several cases the gene
responsible for the development of resistance was found in the strains. In the metagenomic
analysis of faecal samples, no significant differences were found between the paired samples
at genus level, time and feeding as a function of time and feeding using Shannon diversity

distribution and Mann-Withney test.

Probiotics may also carry ARGs of public health significance. In the future, more
research on probiotics using molecular genetic methods is worthwhile, and transcriptomic

studies are needed to investigate the expression of individual genes.
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