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1. BEVEZETES

Az antimikrobidlis rezisztencidnak a kérdéskore a 21. szdzad egyik olyan globalis
problémajaként jelentkezett, amely az emberiség jOvOjét nagyban meghatarozza. Az elmult
évtizedekben kiilonosen felértékelddott azon kutatasi iranyvonalak jelent0sége, amelyek az
allat- és kozegészségiigy kapcsolatat az Egy Egészség (One Health) tiikkrében probaljak meg
értékelni. Gazdasagi haszonallataink utat nyithatnak az antimikrobialis rezisztencia
terjedésében a beldliik szarmazd termékek révén, ami kiilondsen igaz a baromfidgazatra,
hiszen nemcsak az egyik legolcsobb, legrovidebb egységnyi id6 alatt terméket el6allitd
agazat, hanem egyben a legnagyobb antibiotikum felhasznalo is. Emellett a baromfi-
termékek fogyasztasat egyetlen vallasi kultara sem korlatozza. Kiillondsen aggasztd a -
laktamaz enzimeket fokozottan termel6 torzsek egyre szélesebb korben valo elterjedése az
allategészségiigyben, amelyek az allatokkal vagy azok termékeivel valo érintkezés ttjan,
illetve nozokomialis fertdézések révén sulyos, életet veszélyeztetd fertdzések kialakulasahoz

is vezethetnek embereknél.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia globalis jelentosége

Az antibiotikumok széleskorii és sokszor szakszerltlen hasznalata a human-, illetve
allategészségiigyben az antimikrobialis rezisztencia (AMR) egyre szélesebb korben torténd
elterjedéséhez vezetett, ami nemcsak az emberi és allati szervezetben, hanem a
kornyezetben, példaul a felszini vizekben és a talajban is megjelenik [1]. A legovatosabb
elérejelzések alapjan is 2050-re éves szinten akar 10 millidan halhat meg az AMR
kovetkeztében [2]. A kornyezeti hatasokbol fakado szelekcids nyomas kovetkeztében olyan
genetikai  mutaciokkal rendelkezé baktériumok terjednek el, amelyek egyre tobb
antibiotikummal szemben ellendllnak [3]. Az AMR kialakulasanak kozegészségiigyi
szempontbol egyik legfontosabb formdja a hatéanyag enzimatikus titon térténd lebontésa,
aminek egy specialis formaja a kiterjedt spektrumi B-laktamaz (ESBL) termelés. Ennek
soran a baktériumok ellendllova valnak majdnem az 0sszes B-laktdm vazas antibiotikummal
szemben, illetve egyéb, mas osztalyba tartozo antibiotikumokkal szemben is [4]. Kiilondsen
aggasztd, hogy Escherichia coli (E. coli) baktériumnél az un. Uj-Delhi-féle metallo-p-
laktamaz termelé vonalak vilagszinten terjednek, amelyek képesek hidrolizis utjan a
penicilliniket, a cefalosporin és a karbapenem hatdéanyagokat is bontani, és még p-laktamaz
gatlok sem tudjak ezen torzsek enzimtermelését kompenzalni [5]. Globalis szinten az
Enterobacteriaceae torzsek karbapenemaz termelése 19,4%-o0s pozitivitast mutat [6], Kina
esetén ez az arany 31% [7], Eurdpa esetén pedig 10,3% [8].

Evolucios szempontbodl a baktériumok két jelentds stratégiat alkalmaznak a rezisztencia
kialakitasara. Vagy a génallomanyban torténd mutacié révén alakulhat ki 0j tulajdonsag,
vagy kiilsé forrasbol, idegen dezoxiribonukleinsav (DNS) szakaszok beépitésével, azaz a
horizontalis génatvitel segitségével szereznek ijabb rezisztencia géneket, ami a bakterialis
rezisztencia evolucios folyamatanak az egyik legjelentdsebb forrasa. A géndllomanyban
torténd mutacié kovetkezménye lehet az antibiotikum célpontjanak modositasa, €és a
kovetkezményes affinitds csokkenés; a hatdanyag felvételének csokkentése; efflux, azaz
kipumpalé mechanizmusok; illetve fontos alternativ metabolikus utak hasznalata a
hatéanyag gatldo hatasanak elkeriilése érdekében. A horizontdlis génatvitel modjai a
transzformacio, a transzdukcidé és a konjugacio. Leggyakrabban un. mobilis genetikai
elemeket (MGE) hasznalnak a hasznos tulajdonsagot kodold informaciok atadasara, aminek
a két legfontosabb, klinikai szempontbdl relevans forrasa a plazmidon és a transzpozonokon

vald génhordozas [3].



2.2. A B-laktam antibiotikumok

Az els6 B-laktam antibiotikumot Sir Alexander Fleming fedezte fel, 1928-ban egy
véletlennek koszonhetéen, irodajaban nyitott, Staphylococcus spp. tenyészetet tartalmazo
Petri-csészéjén egy Penicillium notatum gomba okozta kontaminacio koriil gatlasi zonat
fedezett fel [9]. A penicillint kovetd félszintetikus penicillinek fejlesztése az 1960-as évek
elején indult el [10], a cefalosporinokat és egyéb B-laktam-vazas hatoanyagokat pedig az
1970-1980-as években fejlesztették ki [11]. A csoport négy nagy csoportra oszthato, ezek a
penicillinek, a cefalosporinok, a monobaktimok és a karbapenemek. Ezek kozil a
penicillinek a mai napig megdrizték a hatékonysagukat olyan, a baromfidgazatban jelentds
megbetegedést okozo korokozokkal szemben, mint a Clostridium perfringens vagy a
baromfikolerat okoz6 Pasteurella multocida [12,13]. Kiilondsen aggaszto, hogy Eurdpa-
szerte egészen 2010-ig megel6zés céljabol rendszeresen hasznaltak a ceftiofurt napos
allatokban ¢és keltetoben, ami jelentds mértékben hozzajarult a 3-4. generacios
cefalosporinokkal szembeni rezisztencia ndvekedéséhez a baromfiagazatban [14]. Ennek
kovetkeztében hasznalatat 2012-ben az USA-ban [15], majd szamos mas orszagban is
betiltottak, ennek koszonhetéen a cefalosporin rezisztens E. coli vonalak aranya
csokkenésnek indult [16-18]. A monobaktamok ¢és karbapenemek hasznalata pedig nem
engedélyezett az allatgydgyaszatban [19].
2.3. A B-laktam antibiotikumokkal szembeni enzimatikus rezisztencia

A P-laktam-vazas hatéanyagokkal 0Osszefliggésbe hozhatd rezisztenciat mar a
penicillinek klinikai hasznalatanak megkezdésekor leirtak [20]. Az egyik legfontosabb
rezisztencia-mechanizmusért felelés enzimeket harom f6 csoportba sorolhatjuk:
beszélhetiink észterazokrol, amelyek a cefalosporin hatéanyagok dihidrotiazin gytrijének
acetil-csoportjat képesek hidrolizalni; acilazokrol, amelyek a penicillin és cefalosporin
hatéanyagok amid kotését modositjdk; valamint B-laktamazokrol, amelyek irreverzibilisen
képesek modositani a B-laktam gyirli amid kotéseinek hidrolizalasa révén a f-laktam
hatéanyagokat [21,22]. A hatéanyagok enzimekkel torténé bontasa vagy valtoztatasa soran
a kulcsszereppel rendelkezd aktiv kozponti rész megvaltoztatdsa valosul meg, vagy egy
szerkezteti valtozas kovetkezik be. De kovalens kotések modosulhatnak O-foszforilacidval,
O-ribozilacioval, O-glikozilacioval, O-nukleotidilacioval, O- és N-acetilacioval, ezzel
akadalyozva a hatéanyag ¢€s a receptor dsszekapcsolodasat [23]. A B-laktam antibiotikumok
tekintetéeben Abraham mar 1940-ben egy olyan enzimrdl ir, amely képes lebontani a

penicillineket, ezt az enzimet penicillinaznak nevezte [24]. Az els6 MGE formajaban



megtalalhato -laktamaz enzimet 1965-ben irtak le, mely gént TEM-nek nevezték el arrél a

betegrél (Temoniera), akibdl izolaltak az azt hordozo mikrobat [22].

A B-laktam antibiotikumok vonatkozasaban a penicillin-kot6 fehérje (PBP) enzimatikus
uton, kovalens modositas révén képes inaktivalodni. Az antibiotikumok PBP-hez k&tédése
a sejtfal peptidoglikan szintézisének zavarat okozza, ami a sejtfal stabilitasaért felelOs
[23,25]. A B-laktamazok teljes attekinté csoportositasat Bush hozta 1étre 1989-ben, ahol még
a szubsztratokat és az inhibitorokat vette csoportositasi molekularis szerkezeti alapon [26—
28]. A ma hasznalt csoportositds a Bush-Jacoby-Medeiros-féle funkcionalis-alapu
osztalyozas és az Ambler-féle szerkezettel 0sszefiiggd csoportositas egyesitésével jott 1étre
[29]. Az Ambler-féle osztalyozas alapjan négy szerkezeti osztalyba (A, B, C, D) soroljak a
B-laktamazokat [29] az alapjan, hogy az aktiv centrumban milyen, hidrolizist katalizald
molekula talalhato [22]. A penicillinek és cefalosporinok esetén a hidrolitikus B-laktamaz
inaktivacié egyre szélesebb korben megjelenik vilagszerte. Ez egyrészt egy kovalens
koztiterméken keresztiil acil-enzim intermediert képezve indukélja a PBP inaktivalas elsd
1épését (A, C, D osztaly), masrészt cink-ion segitségével egy vizmolekulat felhasznalva a
B-laktam kotés bontasahoz vezet (B osztaly). Az 0j atfogd funkcionalis és molekularis
tulajdonsagokat figyelembe vevo rendszer esetén (Bush-Jacoby-Medeiros-féle osztalyozas)
négy csoportot kiilonithetiink el [22], a tovabbiakban ezt a négy csoportot, az egyes p-laktam
hatéanyag csoportokat és Ambler-féle osztalyokat figyelembe véve tekintjiik at.

Az 1. csoportba az Ambler-féle ,,C” osztalyba tartozo B-laktamazok sorolhatoak,
amelyek kromoszomalisan kodolt cefalosporinazok és nem gatolhatoak klavulansavval [29].
Leggyakrabban a csoportot képviseld6 kromoszomalisan és plazmidon talalhatéo ampC
gén [30] utan ampC-tipust B-laktamazoknak nevezték el a csoportot [23]. E. coli-ban
ezeknek klinikai szempontbol kromoszomalisan van jelentségiik [31], els6ként 2004-ben
Japanban irtak le [32] a plazmidon talalhato valtozatot [33—-35]. E. coli-ban az ampC1 és az
ampH gének talalhatéak meg [36]. Az ampC gén bar nem szamit ESBL génnek, azonban a
B-laktamaz fokozott termelése miatt igen jelentds gén és aggodalomra ad okot, hogy leirtak
plazmidon t6rténé hordozast is [37—40]. Ide tartoznak még a MOX gének, a DHA gének, a
FOX gének, amelyek viszont ESBL termelésért felelos gének [41-44].

A 2. csoportba az Ambler-altal meghatarozott ,,A” és ,,D” osztaly részét képezo [3-
laktamazok sorolhatoak. Az ,,A” osztalyba tartozo B-laktamazok vilagszerte széles korben
elterjedtek, ezeket genetikailag a TEM vagy az SHV gének hordozzak. A TEM gének a
penicillinek és az elsé generacios cefalosporinok hidroliziséért felelnek. A TEM-1 gén
Escherichia coli baktériumban az esetek 90%-ban felel az ampicillin rezisztenciaért [22,45—
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47]. Az SHV gének koziil tobb esetén is bizonyitott, hogy az E. coli hordozza azokat [48,49].
A plazmidon talalhaté6 CTX-M gének neviiket onnan kaptak, hogy elsésorban a cefotaxim
hatéanyagot hidrolizaljak, a legels6 azonositott tipusa a CTX-M-1, amit E. coli-bol izolaltak
[50-52]. A cefalosporinokat inaktivaldo enzimek az ,,A” osztalyba tartozo6 TEM, SHV
[45,53,54], CTX-M [50-54], GES-5, KPC-2 [55-57], VEB-1 [58], TLA-1 [59] és PER-1 [60]
gének, amelyek hidrolizacio altal inaktivaljak a cefalosporinokat. Az els6é ,,A” osztalyu
karbapenemaz enzimet hordozé gént (GES-5) E. coli-ban 2004-ben, Gorégorszagban irtak
le [55], majd ra egy évre Izraclben a KPC-2 gént, ami plazmidon volt megtalalhato [56,61].
A monobaktamokat inaktivald gének koziil az ,,A” osztalyba tartoznak a TEM-1-en kiviili
egyéb TEM gének [62], a GES-5, KPC-2 gének [55,56,60], a VEB-1 gén [58], a TLA-1
gén [59], a PER-1 gén [60]. Az ESBL termelés tekintetében az ,,A” osztalyba tartozo TEM
gének tobbsége a TEM-3 tipustdl kezdve kodolnak ESBL termelést [45,61-66]. Az SHV
tipusok koziill szamos esetben megfigyelhetink ESBL termelést [45,61], a CTX-M
gének [61,65-73], a GES és KPC gének szintén ESBL termelésért felelések [60]. A ,,.D”
osztalyba az oxacillinaz (OXA) gének tartoznak [23]. A TEM és SHV gének egylittes
jelenléte esetén beszélhetiink ESBL termelésrdl, amelyek példaul mar a cefotaximot és a
ceftazidimet is egyarant inaktivalhatjak [74]. A cefalosporinokat inaktivalo ,,D” osztalyba
tartozo gének koziil az OXA [53,75,76], az LCR-1 [77] és az LRA-13 [78] gének jelentdsek.
ESBL termelés szempontjabdl a ,,D” osztalybol az OXA-11, OXA-15, OXA-18 és OXA-45
gének emelhetdk ki [75,79-81]. Ezen kiviil ESBL termelésért felelds génként irtak le a VEB-
1 gént, amelyet el6szor egy vietnami betegbdl izolaltak [58], a TLA-1 gént E. coli-ban pedig
egy mexikoi beteg esetében izolaltak els6ként [59].

A 3. csoport az Ambler-féle ,,B” osztalyba tartozé metallo-p-laktamazokat tartalmazza,
amelyek a penicillineket, cefalosporinokat és a karbapenemeket is hidrolizaljak. Neviiket
onnan kaptak, hogy az aktiv centrumukban kétértékii kationt, jellemzden Zn?* tartalmaznak
¢és miikodésiik kelatképzo vegyiiletekkel, mint az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) vagy a
dipikolinsav, gatolhato [82,83]. A cefalosporinokat inaktivalo gének koziil a Bell, CcrA [84—
87], a IMP-1, VIM-1 [57,58], a VIM-2 [60,87], az L1, FEZ-1, gob-1 [88] és az NDM gének
jelentdsége emelhetd ki [53,89-96]. A karbapenemazok koziil E. coli-ban az IMP-1-et
elészor Japanban irtak le [57], Ausztralidban az IMP-4-et [97], a VIM-1l-et pedig
Gorogorszagban irtak le, amelyek mind plazmidon talalhaté gének [61,98]. Meg kell még
emliteni a FEZ-1, gob-1, CAU-1, cphA és sfh-1 géneket, amelyek szintén karbapenem
rezisztenciaért felelnek [88]. A monobaktamokat inaktivalo Bell, CcrA [84-87] és a VIM-2
gén [60,87] tartozik még ide.



A 4. csoportba olyan penicillinazok tartoznak, amelyek nem gatolhatoak
klavulansavval, ilyenek a Chr, ND, Ind, SAR-2-tipusu gének altal termelt enzimek [29].

A B-laktamaz inhibitorokkal szemben a TEM-tipusti gének kozott megjelentek az
inhibitorokkal szembeni rezisztenciaért felelds gének is. Az alabbi TEM-tipus valtozatok
tartoznak ide, amelyeket IRT-vel jeldlnek: TEM-30-41, TEM-44-45, TEM-50-51, TEM-59,
TEM-68, TEM-73-74, TEM-76-79, TEM-81-84 [45]. E. coli esetén ezeknek a TEM-
variansoknak az el6forduldsa igen gyakori [99]. Az SHV gének koziil a SHV-10 esetén
bizonyitottak be, hogy inhibitor rezisztenciaért felelés gén [100]. A CTX-M ujabb variansai
szintén inhibitor rezisztenciat is okozhatnak [101,102]. A GES és KPC, a PER-1 ¢és a VIM-
2 gének esetén ezt szintén megfigyelték [60]. A molekularis és szubsztrat alapu leglijabb

klasszifikaciot az 1. tablazat foglalja Gssze, a legfontosabb rezisztencia génekkel.

1. tablazat A B-laktamaz enzimek termeléséért felel6s leggyakoribb gének korabbi molekularis és

srcr

ENE T EED 0] MO Elsédleges szubsztrat 1G ARG
csoport
1 ampC, P99, ACT-1, CMY-2,
C cefalosporinok - FOX-1, MIR-1
le GC1, CMY-37
2a A penicillinek + PC1
2b A penicillinek, cefalisporinok | + TEM-1, TEM-2, SHV-1
obe A penicillinek, cefalosporinok, 4 TEM-3-181, SHV-2-134,
monobaktamok CTX-M-15, PER-1, VEB-1
— TEM-30-36, SHV-10, SHV-
2br A penicillinek - 26, SGV-49
cefalosporinok,
Zber A monoberl)ktémok i TEM-50
2¢C A penicillinek, karbenicillin + PSE-1, CARB-3
2ce A karbenicillin, cefapime + RTG-4
2d D penicillinek, kloxacillin + OXA-1, OXA-10
2de D cefalosporinok + OXA-11, OXA-15
2df D karbapenemek + OXA-23, OXA-48
2e A cefalosporinok + CepA
2f A karbapenemek + KPC-2, IMI-1, SME-1
3a B - | IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
karbapenemek
3b B - CphA, Sfh-1
4 NM* penicillinek -

MO — molekularis osztaly, IG — inhibitoros gatlas (+ gatol, + valtozd, - nem gatol), * nincs
meghatarozva



2.4. A baromfiagazat antimikrobialis rezisztencia helyzete

A baromfi agazat az allattenyésztésen beliil legdinamikusabban novekvd szektor, csak
Eurdépaban éves szinten 400 milli6 tojotyukot allitanak elé [104], egyben ez az agazat bir a
legnagyobb antibiotikum felhasznalassal is [15,105]. Az Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi
Vilagszervezet (FAO) felmérése szerint 2020-ban a vilagon az 6sszes megtermelt hus 337
millié tonnara volt tehetd, ebbdl a baromfihiis ennek nem sokkal a felét haladta meg [106].
Az EU 2013/652/EU bizottsagi végrehajtasi rendelete alapjan [107] 2020-ban monitoroztak
a brojlercsirke ¢és brojlerpulyka esetén eldforduld ESBL termelésért felelés géneket,
valamint ampC gén hordozast és a karbapenemaz termelésért felelés gének gyakorisagat is
vizsgaltak. A ceftazidimre és cefotaximra nézve csirkében 0,5%-ban és 0,4%-ban figyeltek
meg rezisztenciat, pulyka esetén ez 1,4%-ban és 1,0%-ban volt mérheté. Brojlercsirke
esetében az ESBL-termelés 1%-ban, az ampC génnek a hordozasa 0,3%-ban. Pulyka
esetében pedig 1%-ban és 0,4%-ban volt meghatarozhatd. A multirezisztens (MDR) vonalak
aranyat vizsgalva brojlercsirkéknél 38,7%, pulykaknal 41% gyakorisaggal figyelték meg
azokat [108].
2.5. Az Escherichia coli allat- és kozegészségiigyi jelentosége

Az Enterobakteriaceae csaladba tartozo E. coli Gram-negativ, minimalis tapanyagot
tartalmaz6 kozegben is osztodni képes (prototrof), fakultativ anaerob baktérium, amely
képes oxigén felhasznaldsaval aerob mdodon energiat termelni, illetve anaerob kornyezetben
alternativ anaerob elektron felvevoket hasznalni, vagy fermentaciobol energiat nyerni [109].
A legtobb idetartozd torzs kommenzalista életmodot folytatva, kdlcsonosen elonyds,
mutualista kapcsolatot fenntartva €l az ember és a melegvérli emldsallatok
gasztrointesztinalis traktusaban. Az elsé organizmusok kozé tartoznak, amelyek
kolonizaljak az emberi emésztotraktust és az élet teljes hosszdban fenn is marad a
koloniajuk [110]. Az egészséges gazdaszervezetre nézve tehat artalmatlan, kimondottan
elény0s ezen altalaban fakultativ patogén torzsek jelenléte, ugyanakkor immunkomprimalt
egyedekben tulszaporoddsuk okozhat hasmenéses korképeket, illetve egyéb,
extraintesztinalis megbetegedéseket. [109,111] Azonban obligat patogén torzseik kimagaslo
human- ¢és allategészségiigyi jelentoséggel birnak. Az egyik legelterjedtebb korokozoként
tartjdk szamon a vilagon, a leggyakrabban izolalt baktériumfaj a klinikai
mikrobiologiaban [112]. Valtozatos betegségekért felelds, mint példaul hugyuti fertdzések
(UTI), vérfertdzés, bélfert6zés vagy neonatalis meningitisz. A patogén E. coli torzseket
virulencia tulajdonséagaik alapjan csoportositjak, amelyeket altaldban MGE-k kddolnak,

emiatt a baktériumok 4tadhatjadk egymasnak ezeket, aminek kovetkeztében kiilonbozd
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kombinécioban megjelend virulencia faktorokkal rendelkezd organizmusok jonnek létre.
Tovabbd az MGE génszakaszok (plazmidok, transzpozonok) akar a genomba is
integralodhatnak, ezaltal jelenlétiik allandosul [113]. A legsikeresebb virulenciafaktor-
kombinacioval rendelkezé baktériumok patotipusokba sorolhatéak, amelyek harom f6
tiinetcsoport alapjan rendszerezhetéek. Az elsé nagy csoportba a hasmenéssel jaro korképek
tartoznak, hat kategoriat elkiilonitve enteropatogén torzsekrél (EPEC), enterohemorrhagias
torzsekrél (EHEC), enterotoxikus torzsekrél (ETEC), enteroaggregativ térzsekrol (EAEC),
enteroinvaziv torzsekrél (EIEC), és diffuzan tapadd torzsekrél (DAEC) beszélhetiink.
A masodik csoportba a hugyuti fert6zéseket okozd extraintesztinalis E. coli torzseket
soroljuk, amiért leggyakrabban uropatogén E. coli térzsek (UPEC) felelések. A harmadik
csoportba szepszist és meningitiszt okoz6 extraintesztinalis E. coli torzseket sorolunk,
amelyek ritkabban eléforduld meningitiszhez-tarsuldo (MNEC) fertézéseket okoznak. Kiilén
csoportba soroljuk a madarpatogén E. coli torzseket (APEC), amelyek valtozatos tiineteket

okoznak madarakban ugy, mint 1égz0szervi megbetegedések, perikarditisz és szepszis [113].

2.6. A vizsgalt hatéanyagok jellemzése

A harmadik generacios cefalosporinok kozé tartoz6 cefotaxim egy P-laktdm vazas
hatéanyag. Hatasmechanizmusat tekintve gatolja a peptidoglikdn sejtfal szintézist, a
PBP-hez val6 kotédése révén. Megfelel6 minéségii sejtfal hianyaban a baktérium autolizal.
Hatasmodja szerint a cefotaxim id6fiiggd baktericid hatdanyag [114]. Széles spektrumil
antibakterialis hatassal rendelkez6 szer, igénybevehet6 aerob Gram-pozitiv (Staphylococcus
aureus ¢és a legtobb Streptococcus faj), Gram-negativ (Enterobakteriaceae csaladba tartozo
baktériumok) és bizonyos anaerob baktériumok ellen is [115]. Kivaltképp alsoléguti, hugy-
¢és nemiszerveket érintd, bor- és lagyrész fertdzések, illetve csontokat és iziileteket érintd
bakterialis fertézések, valamint meningitisz és szepszis esetén hasznaljak [114]. A nem elég
kovetkezetes és nem megfeleld kisallatgydgyaszati, haszonéllatgyogyaszati €s human
felhasznaldsa az antibiotikummal szemben rezisztens baktériumok megjelenését
eredményezte. A rezisztencia kialakuldsdban els6sorban a célpont szerkezetének
megvaltozasa, az antibiotikum iranti affinitds teljes vagy részleges elvesztése, csokkent
membran permeabilitas, amely a hatéanyag bejutasat akadalyozza, aktiv efflux pumpak
szintézise, illetve lebontd enzimek termelése jatszanak f6 szerepet [116].

A klavulansav egy igen hatékony B-laktamaz inhibitor, amely irreverzibilis reakcioban
kotédik az Ambler-féle A csoportba tartozo B-laktdm vazat bont6d enzimekhez, ezzel gatolva
azok mikodését. Igy megdvia az instabil, B-laktam véazi antibiotikumokat (penicillinek,

cefalosporinok) a hidrolizist6l [117]. Penicillinekkel és cefalosporinokkal egyiitt alkalmazva
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szinergista koOlcsOnhatasba 1épnek a hatéanyagokkal és hatékony kombinéciot alkotnak
Staphylococcus aureus, illetve az Enterobacteriaceae csaladba tartozo intenziv B-laktamaz
termel6 torzsekkel szemben [118]. Klinikai gyakorlatban tilnyomoéan amoxicillinnel vagy
tikarcillinnel kombinaljak, mar az 1980-as évek ota. A napjainkra tobb, mint harminc éve
tartd felhasznalasa kovetkeztében megjelentek, majd kiszelektalodtak olyan specifikus
B-laktamaz-enzimet termelé baktériumok, amelyek rezisztensek az enzim inhibitorokkal
szemben. Altaldnossagban elmondhatd, hogy ez a szelekcio klavulansavval szemben
erdteljesebb, mint szulbaktam vagy tazobaktam esetében [119].

Az imipenem, a B-laktam vazas antibiotikumok csoportjaba tartoz6 karbapenemek elsd
képviseldje. Antibakterialis spektrumat tekintve ez a csoport rendelkezik a legszélesebb korti
aktivitdssal a humangyogyaszatban elérheté hatdanyagok koziil. Igénybevehetd
Gram-pozitiv Streptococcus fajok, meticillin-érzékeny Staphylococcus fajok, Neisseria és
Haemophilus fajok ellen, anaerob baktériumok, illetve Gram-negativ aerob baktériumok
esetén is, amelyek nozokomialis fert6zéseket okoznak, mint példaul a Pseudomonas
nemzetség tagjai. A penicillinekhez hasonléan a hatdéanyagcsoport is rendelkezik
Enterococcus-elleni hatékonysaggal. Hasznalata els6dlegesen a kevert bakterialis
fertdzések, illetve az egyéb P-laktam tipust antibiotikumokkal szemben rezisztens
Gram-negativ baktériumok altal okozott fertézések kezelésében javasolt [120]. A tobbi
B-laktam szerkezetli hatdéanyaghoz hasonldan, az imipenem is a bakteridlis sejtfal szintézis
gatlasaval fejti ki 1d6fliggd baktericid hatasat. A transzpeptidaz enzim gatldsa a hatéanyag
kiilonboz6 tipusa PBP-hez vald kotddése altal valosul meg. A vele szemben kialakitott
leggyakoribb rezisztencia mechanizmusok kozé tartozik az efflux pumpéak szintézise, a porin
csatorna mutacio révén megvaltozott membran permeabilitas és csokkent hatdoanyag bejutas,
illetve lebontd enzim termelése, amely esetén a Kiterjedt spektrumt B-laktamaz termelés
jelenti a legnagyobb kockazatot [121].

A gentamicin és a tobramicin az aminoglikozidok ko6zé tartozo, széles spektrumu
hatéanyagok [122]. Szerkezeti felépitésiiket tekintve egy inozitol gytiriibol és legalabb egy,
hozzakotott amino-cukorszerii molekulabol allnak, kiegésziilve tobb hidroxil-csoporttal,
illetve legalabb egy amino-csoporttal [123]. A fehérjeszintézis akadalyozasan keresztiil
fejtik ki koncentraciofiiggd baktericid hatasmodjukat. A hatéanyagok a riboszoma 30S
alegységéhez eltérd affinitdssal kapcsolodnak, a fehérjeszintézis folyamataban hibas

transzlaciot idéznek eld, ezéltal rossz mindségli sejtmembran szintézist indukalnak. Egyes

crer
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rezisztencia legfontosabb mechanizmusai a lebontdé enzimek termelése, az antibiotikum

kotodési helyének modositasa, illetve az efflux pumpak szintézise [122,123].

Az aztreonam, a monobaktamok osztalyaba tartozo egyetlen, klinikumban is elérhetd
hatéanyag. A csoport tagjai szerkezetiik alapjan kaptdk neviiket, ugyanis monociklikus
B-laktam vazzal rendelkeznek [124]. Hatasmechanizmusukat tekintve a baktériumok PBP-3
enzimeihez kapcsolodva, ugyancsak a sejtfalszintézis gatlasan keresztiil fejtik ki idofiiggd
baktericid hatasukat; a tobbi, megegyezd alapvazi hatdanyaghoz hasonléan. Spektrumuk
szlik, csupan az aerob Gram-negativ baktériumok (beleértve a B-laktamaz enzimet termeld
torzseket) ellen alkalmazhatok hatékonyan. Azonban nem rendelkeznek jelentds
Gram-pozitiv és anaerob baktérium elleni hatassal a PBP-hez valo gyenge affinitasuk
miatt [125,126]. Az aztreonam klinikai alkalmazasa elsdsorban szeptikémiaban, hugyuti
fertdzésekben, hastiregi fertdzésekben, kdzponti idegrendszeri fert6zésekben és 1égzdszervi
megbetegedésekben torténik, sziik spektruméabdl kifolyolag mas hatdanyagokkal
kombinécioban, kizarolag human vonalon. Az aminoglikozidok alternativdjaként is szoktak
alkalmazni, mivel kevesebb mellékhatassal rendelkezik, illetve penicillinek és
cefalosporinok helyett is alkalmazhato allergia el6fordulasa esetén [125]. A csoporttal
szembeni legfontosabb rezisztencia mechanizmus a -laktam vazat lebont6 enzim termelése.
Azonban ki kell emelni, hogy csupan bizonyos tipust laktamazokra érzékeny a hatéanyag,
példaul a legtobb E. coli altal termelt, plazmidon talalhato B-laktamaz nem tudja hidrolizalni

a hatéanyagot [127].
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3. CELKITUZESEK

Ennek a kutatasnak a célja, hogy hazityuk- és hazipulyka allomanyokbol korabban
gyljtott kommenzalista E. coli torzsgylijteményiinkb6l, meglévé minimalis gatlo
koncentraci6 (MIC) értékek alapjan levalogatott, fenotipusosan B-laktam antibiotikumokkal
szemben rezisztenciat mutatd torzseket vizsgaljunk. A tovabbi vizsgdlatok az ESBL
termelés fenotipusos kifejezddésére, valamint tovabbi, kozegészségligyi szempontbdl fontos
hatéanyagok MIC-értékeinek meghatarozasara iranyulnak. Ezen eredmények alapjat fogjak
képezni a késObbiekben a kapott eredmények tiikrében tovabb sziirt térzsek genotipusos

rezisztencia génhordozés szekvenaldsos vizsgalatanak.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A mintak forrasa

A mintak nagylétszamu hazityuk- és pulyka allomanyokbol gyiijtott kommenzalista
E. coli torzsek voltak. Ezek egészséges allatokbol szarmaztak, felhasznalasig Microbank™
fagyasztorendszerben (Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill, Kanada) -80 °C-os
hémérsékleten taroltuk. A mintdkat egyedi azonositészamuk alapjan azonositottuk és a
korabban elvégzett MIC vizsgalatok soran kapott értékek alapjan sziirtiik le az amoxicillin,
amoxicillin-klavulansav, ceftriaxon és imipenem hatéanyagokra részben vagy egészben

rezisztens torzseket.

4.2. A hatéanyag torzsoldatok elkészitése

A vizsgalt hatéanyagok esetén (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) a torzsoldatok
elkészitéséhez a Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) el6irasait tartottuk be [128].
Cefotaxim, cefotaxim-klavulansavval torzsoldatok elkészitéséhez desztillalt vizet
hasznaltunk. Az imipenem hatéanyaghoz foszfattal pufferelt oldatot (pH 6, 0,1 mol/L),
gentamicin, tobramicin és aztreonam hatéanyagok esetén desztillalt vizet hasznaltunk.

Minden esetben 1024 pg/ml torzsoldatok késziiltek, figyelembe véve az hatéanyag
tételek gyartoi tisztasagat.

4.3. A minimalis gatlo koncentricié meghatirozasa

Az allat- ¢és kozegészségiigy szempontjabdl jelentds hatoanyagokra az egyes
baktériumtérzsek MIC-érték meghatarozasat a CLSI modszertanat  alkalmazva
kiviteleztiik [128], a toréspontokat a CLSI és a European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) iranymutatasa szerint allapitottuk meg.

Az izolatumokat a vizsgalat el6tti nap kioltottuk 3 ml Miiller-Hinton levesben (MHB),
azutan 18-24 o6raig 37 °C-0s inkubatorba helyeztiik. A vizsgalathoz 96-lyuku lemezt (VWR
International, LLC., Debrecen, Magyarorszag) hasznaltunk. A mikrotiter lemezek els6
oszlopainak kivételével a tobbit 90 ul MHB-vel feltoltottiik (1. abra). Majd a hatéanyagok
ul mennyiségben mértiink a munkalemezek elsé oszlopaba, azt végig higitottuk, amit egy
masodik lemezen tovabb folytatva vizsgaltuk az 512-0,001 pg/ml kozotti higitasi sort. A 2.
munkalemez tizedik oszlopat kovetden a felesleges oldatot dobtuk el, igy oszloponként 90

ul térfogat maradt (2. abra).
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1. lépés: feltdltés

Ggoul

2X 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 o) 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.

2. 1épés: bemérés 3. 1épés: higitasi sor készitése
90 pl feleslegben kidob

@ ; @@@@@@@ﬁ

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

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Al 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Bl 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Cjp 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Dj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
E] 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
F§ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
G| 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Hj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

2. abra Kettes alapt higitasi sor készitése, az elsé oszlop feltdltése 180 pl kiindulasi koncentracioval,
majd 90 ul tovabb mérése és szuszpendalasa a 10. oszlopig.

Egy segédlemezen 0,5 McFarland-re allitottuk be a baktériumtorzseket 25-sz0ros
higitassal, amihez segédlemezenként 240 ul MHB/lyuk és 10 pl baktérium-szuszpenziot
hasznaltunk fel (3. abra). A baktériumszuszpenziot a munkalemezekre mértiik, méghozza a
11. oszloptol kezdve visszafelé minden lyukba 10 pl-t pipettaztunk a segédlemezrdl. A 11.
oszlopot pozitiv kontrollnak (baktériumszuszpenzio és leves), a 12. oszlopot negativ

kontrollnak (leves) tekintettiik (4. abra).
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4. 1épés: a baktériumszuszpenzio beallitasa 0,5 McFarland értékre

10 ul

YAV RN A VSN A NN A VRN AN

1 2 3 4 7 8 9 10 11 12
Al 240 240 240 240 240 240
B 240 240 240 240 240 240
CJ 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
HJ 240 240 240 240 240 240
3. abra A baktériumszuszpenzi6 25x higitasanak elkészitése segédlemezen.
5. 1épés: a baktériumszuszpenzid bemérése
10 pl

@@@@@@@@@@@

4x 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 + -
BY 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Cl 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
DJ 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Ef 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Fl 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Gl 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
HY 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

4. abra A baktériumszuszpenzio ramérése a munkalemezre a pozitiv kontrolltol kezdve.
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A munkalemezeket végiil 18-24 o6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd vizualis
modszerrel elbirdltuk a MIC-értékeket a pozitiv (11. oszlop) kontrollhoz képest, a

zavarosodas mértéke alapjan. Az értékelés a 3. tablazat szempontjai alapjan tortént.

crey

Jelolés Tapasztalat Ertékelés
+++ jol lathatd mértékli zavarosodas pozitiv
++ mérsékelten lathatd zavarosodas pozitiv
+ enyhén lathat6 zavarosodas pozitiv
+/- enyhe, a baktérium novekedése nem elbiralhato negativ
- nincs zavarosodas negativ

4.4. Az ESBL termelés vizsgalatinak médszerei

Az ESBL termelés vizsgalatahoz a CLSI ajanlasat kovettiik [128]. A vizsgalt baktérium
torzsek MIC-értékét ugy kellett meghatarozni cefotaxim és cefotaxim-klavulansav
hatéanyagokra nézve, hogy a klavulansavas kombinaciok esetén minden egyes higitast
tartalmaz6 lyukban fixen 4 pg/ml klavulansav koncentracioé legyen. Ezt ugy készitettiik el,
hogy a klavulansavbol torzsoldatot készitettiink, 10 mg klavuldnsavat 10 ml desztillalt
vizben feloldva, majd cellul6z szlirén atszlrtiik azt, ezt kovetden pedig 230 ml steril kation
kiegyenlitett Miiller-Hinton leveshez (CA-MHB) kevertiik, ezaltal 10 mg/240 ml
baktériumokat tartalmazo segédlemez oszlopait ezzel a fix koncentraciot tartalmazoé oldattal
toltottiik fel 240 ul mennyiségben. Miutan ehhez hozzaadtuk a 10 pl baktérium szuszpenzidt
¢és ennek a 10 pl-ét a munkalemez 90 pl-éhez mértiik, a 100 pl-es végtérfogattal pontosan
4 ng/ml klavulansav koncentraciot kaptunk.

Végiil a lemezeket 37 °C-os termosztatban 18-24 o6raig inkubaltuk, majd szabad
szemmel megitéltiik azokat. A CLSI leirasa szerint ESBL termeldnek tekinthet6 egy torzs,
ha a klavulansavas kombinacioban vizsgalt antimikrobialis hatéanyag MIC-értékének
legalabb haromszoros csokkenése figyelheté meg a hatbanyag nmagéban torténd vizsgalata
soran kapott MIC-értékhez képest. Példaul, ha cefotaxim esetén a MIC-érték 8 pg/ml, a
cefotaxim-klavulansav kombinacioban viszont csak 1 pg/ml (nyolcszoros csokkenés), akkor

az adott torzs ESBL termeldnek tekinthetd.
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5. EREDMENYEK

crer

nagylétszamua hazitytk és pulyka allomanybol izolalt 881 kommenzalista E. coli torzs
elézetes MIC-értékei alapjan szirtiik le azt a 420 db torzset, amelyek MDR t6rzsnek
bizonyultak. Ezeket a torzseket tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala és human-egészségiigyi
szempontbol jelent6s antibiotikum hatéanyagokra hatdroztuk meg a MIC-értékiiket.
Osszességében ezzel dupla eldsziirést hasznaltunk, hogy az ESBL termelésre gyants
torzseket eredményeink alapjan, j generacios vizsgalattal tudjuk majd tovabb vizsgalni.
Az 5. abra foglalja 6ssze az els6 eldsziirés soran levalogatott multirezisztens torzsek
antibiotikum rezisztencia profiljat. Osszességében lathatjuk, hogy a multirezisztens torzsek
kozott a leghatékonyabb hatdanyag a kolisztin volt, azonban itt is csak az izolatumok 66%-a
volt érzékeny. Potencialt szulfonamid esetén 100%-0s rezisztenciat mutattunk ki,
amoxicillin (8%), amoxicillin-klavulansav (15%) esetén az érzé¢kenység minimalis szinti,
de a ceftriaxon (35%) hatéanyag esetén tapasztalt csokkent érzékenység is aggodalomra ad
okot. Mindenképpen tovabbi, metagenomikai vizsgdlatok sziikségesek ahhoz, hogy

kideritsiik, milyen rezisztencia mechanizmusok vannak a széleskorii rezisztencia mogott.
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AMX AMK CTR NEO SPE DOX FLO ENR KOL PSA

Erzékeny  Rezisztens

AMX-amoxicillin; AMK-amoxicillin-klavulansav; CTR-ceftriaxon; NEO-neomicin; SPE-spektinomicin;
DOX-doxiciklin; FLO-florfenikol; ENR-enrofloxacin; KOL-kolisztin; PSA-potencialt szulfonamid
(szulfametoxazol és trimetoprim 20:1 aranyban)

5. abra Az el6szlrés alapjan levalogatott (n=420) multirezisztens E. coli tdrzsek rezisztencia
profilja.
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A tovabbi hatéanyagokra elvégzett MIC-érték meghatarozas (masodik eldsziirés)
eredményeit a 6. abra foglalja 0ssze. Aminoglikozidok esetén mar az eldsziirés soran
latszott neomicin esetén, hogy magas a rezisztencia mértéke (79%), amit a gentamicin (82%)
¢s tobramicin (78%) hatoanyaggal végzett vizsgalatok tovabb erdsitettek. Az eldszlirés soran
Osszehasonlitott amoxicillin (92%) és amoxicillin-klavulansav (85%) rezisztens torzsek
kozott a legalabb 3XMIC-értékkel alacsonyabb amoxicillin-klavulansav értékkel rendelkezd
torzsek aranya 72% volt, ezek a torzsek potencidlisan nevezhetdk B-laktamaz termeldknek,
amely megerdsitését a késdbbiekben 1) generacios szekvenalassal kivanjuk elvégezni.

Kozegészségligyi szempontbdl oOriasi a jelentdsége az ESBL termeld torzsek
jelenlétének, ehhez a CLSI ajanlasa szerint elvégzett cefotaxim és cefotaxim-klavulansav
hatéanyag MIC-értékeinek 6sszehasonlitdsa sordn az utobbi esetén megfigyelhetd, legalabb
3XMIC-értékkel alacsonyabb torzsek aranya 14% volt. Ezek potencialisan ESBL termeld
torzsek lehetnek, amelyek esetén szintén tovabbi megerdsitd vizsgalatok végzését tervezziik
uj generacids szekvenalds segitségével. Imipenem esetén a magas rezisztencia aranyt
fenntartasokkal kezeljiik, a hatdanyag szakirodalomban leirt stabilitasi problémai miatt, a
késdbbiekben ezeket a vizsgdlatokat ertapenem hatéanyaggal kivanjuk megismételni.

Aztreonam esetén a 78%-os érzé¢kenység elfogadhaté mértékil.

18%

IMI GEN

Erzékeny  Rezisztens

CTX-cefotaxim; CTK-cefotaxim-klavulansav; IMI-imipenem; GEN-gentamicin; TOB-tobramicin; AZT-
aztreonam

6. abra Az elbszirés soran levalogatott torzsek (n=420) rezisztencia profilja tovabbi,
kozegészségiigyi szempontol fontos hatdéanyagokra nézve.
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Az 1. tablazat foglalja Ossze a baromfifélékre engedélyezett hatdoanyagok vizsgalata
soran kapott MIC-értékek gyakorisagat és azok szdzalékos megoszlasat, valamint az ezek
alapjan kiszamolt MICso- és MICgo-értékeket. A hatdanyagok koziil baromfifélék esetén
kizarélag az enrofloxacin esetén van az allati szervezetet figyelembe vevo farmakokinetikai
¢s farmakodindmiai paraméterek alapjan meghatarozott klinikai hatarérték (> 2 pg/ml). Az
Osszes tobbi hatdanyag esetén az EUCAST epidemioldgiai hatarértékeit (ECOFF) tudtuk
alapul venni, amely értékek a vad-tipusu és nem vad-tipusu torzsek MIC-értékeinek
bimodalis megoszlasa alapjan hatarozza meg a toréspontot, azonban nem veszi figyelembe
az allati szervezet sajatossagait. Igy ezek a hatarértékek sokkal alacsonyabbak, mintha
Klinikai vizsgalatok figyelembevételével hatarozndk meg azokat. A populaciora vetitett
MICso-értékek koziil kizardlag a kolisztin esetén (0,5 pg/ml) talaltuk azt, hogy ha egy ilyen
teoretikus baktérium populaciot kellene kezelni, akkor legalabb a populacié 50%-a reagélna
a kezelésre. A MICgo-értékek minden esetben joval a toréspont felett voltak.

A 2. tablazatban lathatjuk Osszefoglalva, a baromfifélékre nem engedélyezett, igy
elsdsorban a tarsallatgydgydszatban, de kiilondsen a human-egészségiigy szempontjabol
fontos hatdéanyagok MIC-értékeinek megoszlasat, valamint a kiszamolt MICso- és
MICgo-értékeket. Ezeknél a hatéanyagoknal kizarélag EUCAST altal meghatarozott
toréspontok alltak rendelkezésiinkre. A MICsp-értékek kozott joval nagyobb aranyban
kaptunk érzékenységre utald értékeket, a teoretikus populacid 50%-a érzékeny cefotaxim
(0,06 pg/ml), cefotaxim-klavulansav (0,06 pg/ml), imipenem (0,25 pg/ml) és aztreonam
(0,03 pg/ml) hatéanyagokra nézve. A MICgo-értékek esetén, tehat ahol a teoretikus
populécido 90%-a érzékeny egy adott hatdanyaggal torténd kezelésre, csak a cefotaxim-
klavulansav (0,125 pg/ml) esetén kaptunk toréspont alatti értéket.

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy eredményeink alapjan mindenképpen érdemes
tovabbi, metagenomikai vizsgalatokat végezni annak érdekében, hogy feltarjuk a
nagymértékii rezisztencia genetikai hatterét. Allategészségiigyi szempontbél a human-
egeészseégliggyel Osszekapcsolva kiilondsen nagy a jelentdsége a B-laktamaz termelés mogott
allo géneknek, és kiilondsen nagy a szerepe az elsésorban nozokomialis fert6zések soran
¢letet veszélyeztetd fertézéseket kialakito ESBL-termeld torzsek jelenlétének. De nem
hagyhato figyelmen kivil az AMEG B kategoridba sorolt tovabbi kritikusan fontos
antibiotikumok, mint a kolisztin és a fluorokinolon rezisztencia mogotti genetikai hattér

feltérképezése sem.
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A vizsgalt torzsek 0,7%-ban voltak legalabb 16-féle hatdéanyaggal, 2,4%-ban 15-féle
hatéanyaggal, 3,1%-ban 14-féle hatéanyaggal, 6,4%-ban 13-féle hatdoanyaggal, 13,3%-ban
12-féle hatéanyaggal, 18,1%-ban 11-féle hatdoanyaggal és 13,6%-ban 10-féle hatéanyaggal
szemben rezisztensek (7. abra). A torzsek 57,6%-a volt legalabb 10-féle hatdéanyagra

rezisztens.
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7. abra A vizsgalt térzsek (n=420) antibiotikum hatéanyagokkal szembeni rezisztencia gyakorisag
szama aszerint, hogy hany hatdanyaggal (n=16) szemben mutatnak rezisztenciat.

Az altalunk vizsgalt 20-féle hatdanyag 10-féle antibiotikum hatéanyag csoportba
sorolhat6. Az egyes hatdanyag csoportokkal szemben rezisztens torzsek aranyat a 8. abra
szemlélteti. Ezek alapjan be tudjuk sorolni a torzseket, hogy milyen tipusu rezisztencia
csoportba tartoznak. MDR torzsnek szamitanak azok a torzsek, amelyek harom vagy tobb
hatéanyag csoportba tartozo, és azokban legalabb egy hatéanyag tekintetében mutatnak
érzékenység csokkenést. Négy torzs kivételével az Osszes altalunk vizsgalt torzs ennek
megfelelden (99%) multirezisztensnek szamitott.

Kiterjedt gyogyszerrezisztens (XDR) torzseknek szamitanak azok a torzsek, amelyek
legfeljebb egy vagy két hatanyag csoportra érzékenyek és azokon a csoportokon beliil egy
vagy tobb hatéanyagra nézve rezisztenciat mutatnak. Vizsgalataink soran a torzsek 26,7%-

a sorolhat6 ebbe a kategoriaba.
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Panrezisztens (PDR) torzseknek szamitanak azok a torzsek, amelyek az Osszes
antibiotikum csoporttal szemben rezisztencidt mutatnak. Vizsgalataink sordn a torzsek

2,9%-a bizonyult panrezisztensnek.

mil
2

m3

m5
H6
m7
8
m9

m10

8. abra A vizsgalt torzsek (n=420) antibiotikum hatéanyag csoportokkal szembeni rezisztencia
gyakorisaga (n=10)

A 3. tablazat 6sszefoglalja a panrezisztens torzsek antimikrobialis rezisztencia profiljat,
valamint azok regionalis szarmazasat. A 12 torzs koziil harom esetében mind a 16-féle
hatéanyaggal szemben rezisztensnek bizonyultak a torzsek. A rezisztencia profil esetén 6t
esetben tapasztaltuk azt, hogy mind az amoxicillin és amoxicillin-klavulansav, valamint a
cefotaxim és cefotaxim-klavulansav MIC-értékei esetén a klavuldnsavas kombinécio
legalabb harom higitassal kisebb MIC-értéket mutatott, ezek potencialisan B-laktamaz és
ESBL termeld torzseknek mindsiilnek. Tovabbi hdrom térzs esetén csak [-laktamaz
termelésre és egy torzs esetében csak ESBL termelésre utaldo eredményeket kaptunk.
Eredményeinket a tovabbiakban metagenomikai vizsgalattal fogjuk kiegésziteni ¢€s
azonositjuk a rezisztenciaprofil mogott allo géneket. Ezen panrezisztens torzsek fele a
kozép-dunantali régiobol szarmazott és két esetben figyeltilk meg, hogy ugyanarrél a

teleprél szarmazott 3-3 db panrezisztens torzs.
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3. tablazat A panrezisztens torzsek (n=12) antibiotikum rezisztencia profilja és regionalis szintii

lokalizacioja.
Torzsszam | Antibiotikum rezisztencia profil 1|2 | Régio
o10/T/202s | AMX. AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, Kozép-
KOL, PSA, CTX, IMI. GEN, TOB, AZT Dunéntal
AMX. AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, o
2410PI2022 |0 oon I GEN. TOB. AZT Dél-Alfsld
AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, o
252/P12022 KOL, PSA, CTX, IMI, GEN, TOB, AZT Del-Altold
AMX. AMK, CTR, NEO. SPE, DOX, FLO, ENR, o
254[P12022 |\ 51 "pSA CTX. CTK. IMI, GEN. TOB, AZT Dél-Altold
AMX. AMK, CTR, NEO, SPE, FLO, ENR, PSA., Kozép-
287[T/2022 |\ \ 11" GEN, TOB, AZT Dunéntil
AMX. AMK, CTR. SPE, DOX, FLO, ENR, KOL, Kozép-
309/T/2022 | bsa "|MI GEN, TOB, AZT Dunéntdl
AMX. AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, Kozép-
316/T/2022 |\ 5 "pSA. IMI, GEN. TOB, AZT Dunéantdl
223To09s | AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, Kozép-
KOL, PSA, CTX, IMI. GEN, TOB, AZT Dunéntil
AMX. AMK, CTR, NEO. SPE, DOX, FLO, ENR, , .
441112022 | oS on ST IML GEN, TOB. AZT Eszak-Alfold
a7p0gs | AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, Kozép-
KOL, PSA, CTX, CTK, IMI, GEN, TOB, AZT Dunéntil
Zo5/pi2azs | AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, Eszak-
KOL, PSA, CTX, CTK, IMI, GEN, TOB, AZT Magyarorszag
1103/p/2023 | AMX, AMK, CTR, NEO, SPE, DOX, FLO, ENR, bélDunincil

KOL, PSA, CTX, IMI, GEN, AZT

AMX-amoxicillin; AMK-amoxicillin-klavulansav; CTR-ceftriaxon; NEO-neomicin; SPE-spektinomicin;
FLO-florfenikol; ENR-enrofloxacin; KOL-kolisztin; PSA-potencialt szulfonamid
(szulfametoxazol és trimetoprim 20:1 aranyban), CTX-cefotaxim; CTK-cefotaxim-klavulansav; IMI-
imipenem; GEN-gentamicin; TOB-tobramicin; AZT-aztreonam

- 1 — B-laktamaz termel6; 2 — ESBL termeld

DOX-doxiciklin;
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink soran nagylétszamu hézityuk és pulyka telepekrdl gylijtott kommenzalista
E. coli izolatumok allat- és kozegészségiigyi szempontbol fontos antibiotikumokra vald
érzékenységét vizsgaltuk, MIC-érték meghatarozas segitségével, majd a CLSI
irAanymutatasa szerint vizsgaltuk az ESBL termelés fenotipusos kifejezodését.

Osszesen 881 kommenzalista izolatum el8sziirését kdvetden 420 olyan torzset (47,7%)
valogattunk le, amelyek tobb hatéanyagra rezisztensnek bizonyultak, ezen toérzsek 99%-a
bizonyult MDR-nek. Adorjan és mtsai. vizsgalatukban vagohidi izolatumok esetén a torzsek
94%-nal allapitottak meg MDR-t [129], ellenben Nahla és mtsai. a vizsgalt torzsek
2,2%-at [130], Musa és mtsai. pedig 35,1%-ban mindsitették MDR torzsnek [131], Davis és
mtsai. pulykak esetén 48%-os, csirkék esetén pedig 20%-os MDR gyakorisagot hataroztak
meg [132]. Yassin és mtsai. viszont 88,2%-os gyakorisaggal [133], Gharaibeh és mitsai.
98,24%-ban mutattak ki MDR torzseket [134], Moawad és mtsai. pedig az Osszes vizsgalt
torzs esetén MDR-t allapitott meg [135].

Az eldsziirés soran kolisztin hatdanyag esetében 34%-os rezisztenciat figyeltiink meg,
Apostolakos és mtsai. kimutatdsa alapjan kommenzalista torzsekre nézve csirkehts esetén
32,9%-o0s, pulykahus esetén 10,1%-o0s rezisztenciat figyeltek meg [136]. Az EUCAST
csirkéknél 0,9%-o0s, pulykaknal 7,4%-0s rezisztenciat irt le [108], ugyanakkor szamos
eurdpai vizsgalat nem mutatott ki kolisztin rezisztenciat [108,137-140] és a legtobb esetben
5,9% alatti értékeket figyeltek meg [141-143].

Amoxicillin hatéanyagnal 92%-0s rezisztenciat kaptunk, Adorjan és mtsai. ellenben
els6 vizsgalatuk soran nem mutattak ki rezisztens torzset, viszont egy évre rd mar 59%-0S
rezisztenciat tapasztaltak [129], Shrestha és mtsai. pulykaknal 31,2%-ban rezisztenciat
talaltak [144]. A human rezisztencia szempontjabol fontos hatéanyagot, az ampicillint
vizsgalva csirkéknél Hassan és mtsai. 32% [145], Kaushik és mtsai. 80,4% [146]
gyakorisaggal irtdk le. Tovabba Much ¢és mtsai. Okologiai tartdstechnologidban 19%,
hagyomanyos tartastechnologiaban 33,8% [147], De Jong és mtsai. pedig 32,7-65,3%-0S
értékeket kaptak [148] rezisztenciara. Az amoxicillin-klavulansav esetén 85%-ban
allapitottunk meg rezisztenciat, Moawad és mtsai. eredményeinkhez kozelitd 69,2%-0s
[135] rezisztenciat kaptak. Musu és mtsai. 35,1%-0s [131], Gharaibeh és mtsai. pedig
42,98%-0s rezisztencia értéket [134], ellenben Martinez-Alvarez és mtsai. 14,77%-0s [149],

Yassin és mtsai. csak 3,3%-0s rezisztenciat talaltak [133]. Boulianne és mtsai. pulykaknal
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34,5%-0s [150], Majewski és mtsai. pedig csirkékben hozzank hasonld6 modon 84,6%-0S
rezisztenciat allapitottak meg [151].

Ceftriaxon hatéanyagra nézve 35%-0s rezisztenciat figyeltiink meg, Cook és mtsai. nem
irtak le rezisztens torzset [152]. Boulianne és mtsai. csirkékben hozzank hasonlé méodon
33,1%-ban rezisztenciat figyeltek meg [150] rezisztenciat. Agunos és mtsai. 1-10% kozotti
rezisztenciat irtak le [153], Kaushik és mtsai. pulykakban szintén hozzank hasonl6 28,2%-0S
rezisztenciat figyeltek meg [146].

Potencialt szulfonamid esetében 100%-ban rezisztensnek irtuk le a torzseket, ellenben
Shrestha és mtsai. csirkékben csak 30,4%-os rezisztenciat mutattak ki [144]. Hassan és
mtsai. pulykakban csak 38%-ban [145], de Boulianne és mtsai. csirkékben hozzank hasonlo,
82,7%-ban allapitottak meg az érzékenység csokkenést [150]. Majewski és mitsai.
pulykaknal 53,5%-os rezisztenciat talaltak [151].

Neomicin esetén 79%-os rezisztenciat tapasztaltunk, Boulianne és mtsai. pulykakban
27,9%-0s [150], Majewski ¢s mtsai. pedig csirkéknél 84,6%-os rezisztenciat irtak le [151].

A masodik sziirésre hasznalt hatdéanyagok esetében gentamicin esetében 82%-0sS
rezisztenciat tapasztaltunk, Adorjan és mtsai. azonban els6 vizsgalatuk soran csupan 8%-0s,
egy évvel késébbi vizsgalatuk soran mar 91%-os rezisztenciat tapasztaltak [129], Wasyl és
mtsai. brojlercsirkéknél 7,18%-0s, tojotyakoknal 3,13%-o0s, pulykaknal 12,41%-0s [154],
Moawad ¢s mtsai. pulykaknal mar 65,4%-0s rezisztenciat tapasztaltak [135]. Gharaibeh és
mtsai. pedig 45,61%-0sat irtak le [134]. Yassin és mtsai. 26,4%-0s [133], Martinez-Alvarez
¢és mtsai. 12,5%-0s rezisztenciat figyeltek meg [149]. Kaesbohrer és mtsai. 5,3%-0s [155],
Grobbel és mtsai. 1,5%-0s [156], Musu és mtsai. pedig 11,8%-0s rezisztencia métzéket
figyeltek meg [131].

Tobramicin esetén 78%-0s rezisztenciat figyeltiink meg, Schwaiger és mtsai. ezzel
ellenben szabadtartasban 0,8%-0S, konvencionalis koriilmények ko6zott  0,4%-0s
rezisztenciat tapasztaltak [157]. Aztreonam hatéanyagra nézve 22%-0S rezisztenciat
tapasztaltunk, Asai és mtsai. viszont nem tudtak kimutatni rezisztenciat [158]. Yassin és
mtsai. viszont hozzank hasonlé mértékben, 14,6%-0s [133], Gharaibeh és mtsai. pedig
20,61%-0s rezisztenciat allapitottak meg [134].

Amennyiben a B-laktaméz termeld torzsek aranyat vizsgaltuk, akkor fenotipusosan a
torzsek 72%-a bizonyult enzimtermel6 térzsnek — a klavulansavas kombinacioban hasznalt
hatéanyag legalabb 3x MIC-érték csokkenés kritériumat figyelembe véve. Az ESBL
termelés fenotipusos sziirése soran cefotaxim hatéanyagra 6nmagaban 23%-os rezisztenciat

hataroztunk meg, Adorjan és mtsai. 38%-os, egy évre ra mar 100%-0s [129], Wasyl és mtsai.
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viszont brojlercsirkéknél csak 8,65%-o0s, tojotyukokndl 3,92%-os és pulykaknal csak
3,75%-0s [154], Yassin és mtsai. pedig hozzank hasonlé modon 21,3%-0s [133], Martinez-
Alvarez és mtsai.1,14%-0s [149], Kaesbohrer és mtsai. 3,2%-0s [155], Grobbel és mtsai.
1,5%-0s [156], Musu és mtsai. viszont 30,5%-0s rezisztenciat irtak le [131]. A cefotaxim-
klavulansav kombinacid esetén a rezisztencia csupan 8%-0S Volt, 6sszehasonlitd irodalom
azonban nem all rendelkezésre baromfiban. Ez utobbi két eredményiink alapjan az ESBL
termeld torzsek aranyat fenotipusosan 14%-ra becsiiltiik, Nahla és mtsai. a torzsek 2,2%-ban
[130], Asai és mtsai. hozzank hasonld modon, 10,1%-ban [158], Shrivastav és mtsai. viszont
33,5%-ban [159], Martinez-Alvarez és mtsai. pedig 20,7%-ban hataroztdk meg az ESBL
termeld torzsek aranyat [149]. Overdevest ¢és mtsai. a vizsgalt térzseknek mar 76,8%-at
azonositottak ESBL termel6ként [160], Doi és mtsai. felmérésiikben pedig ezt Sevillaban
67%-ban, Pittsburghben 85%-ban allapitottak meg [161]. Musu és mtsai. ugyanakkor csak
27,9%-o0s aranyrol szamoltak be [131].

A vizsgalt torzseink 0,7%-ban legalabb 16-féle hatdéanyaggal szemben, 2,4%-ban
15-féle hatéanyaggal, 3,1%-ban 14-féle hatdanyaggal, 6,4%-ban 13-féle hatéanyaggal,
13,3%-ban 12-féle hatdanyaggal, 18,1%-ban 11-féle hatdanyaggal és 13,6%-ban 10-féle
hatdanyaggal szemben voltak rezisztensek. Osszességében a fenotipusos vizsgalati
eredmények alapjan a torzsek 26,7%-a esetén feltételezziik, hogy az XDR torzs; Lu és mtsai.
vizsgalataik soran a torzsek 10,34%-a esetén azonositotta a torzseket XDR-ként [162],
Al-Mustapha és mtsai. pedig a torzsek 35,6%-a esetén allapitotta meg ezt [163], Hess és
mtsai. vizsgalataban a torzsek 36,8%-a volt XDR [164]. A torzsek 2,9%-a esetén
tapasztaltuk azt, hogy azok PDR torzsek voltak, ezzel ellentétben Hess és mtsai. nem talaltak
PDR torzset tojotyukokban [164].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a baromfidgazatban, az antimikrobialis rezisztencia
mértéke igen jelentés, ami Osszefiiggésbe hozhat6 azzal, hogy a baromfiipar bir egyben az
egyik legkiemelkedébb antibiotikum fogyasztassal is. Eredményeink alatamasztjak a
rendszeres felmérések ¢€s monitorozasok sziikségszeriségét, a tobblépcsds sziirés
segitségével hatékonyan sziikithetd a torzsek szdma, amely fenotipusos eredmények alapjan
meg tudjuk hatarozni azon torzsek listajat, amelyek esetében indokolt lehet a metagenomikai
vizsgalatok elvégzése, hogy a multirezisztencia pontos genetikai hatterét feltarjuk. Az ESBL
torzsek jelenléte a baromfiagazatban aggaszto, hiszen komoly kozegészségiigyi kockazatot
hordoznak. A tovabbiakban a levalogatott torzsek metagenomikai vizsgalataval kivanjuk
folytatni a kutatdsunkat, valamint tervezziik eredményeink Osszehasonlitdsdit human

adatokkal, ezzel lehet6vé téve az Egy Egészség (One Health) koncepciot.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az antimikrobidlis rezisztencia terjedése napjaink egyik legfontosabb egészségiigyi
kérdéskorévé valt. A rezisztens baktérium torzsek terjedéséhez mind a human-, és
allategészségiigyi antibiotikum felhasznalds hozzajarul, mivel szelekcidos nyomast helyez a
kornyezetiinkben jelen 1évé mikroorganizmusokra. Mivel a haszondllattartd telepek
antibiotikum felhasznalasa jelentés, a taplaléklancba bekeriild, illetve a kornyezetbe
kikeriild hat6anyagok a folyamat alapvetd mozgatdé rugoéi. A folyamatos monitorozas
elengedhetetlen, hiszen, ha a tendencia nem valtozik, az elkovetkezd 30 évben, a vilag vezetd
halalozési okava valik a rezisztens baktériumok altal okozott megbetegedések szama.

Kutatasunk célja magyarorszagi nagylétszamti hazityuk ¢és pulyka allomanyok
kommenzalista Escherichia coli torzseinek antibakterialis érzékenységét felmérni, Kiillonos
tekintettel a kiterjedt spektrumu B-laktamaz (ESBL) termelés szempontjabol. Laboratoriumi
vizsgélataink sordn Osszesen, elézetesen minimalis gatld koncentracio (MIC) érték
meghatarozasok eredménye alapjan levalogatott 420 torzs hat tovabbi, kozegészségiigyi
szempontbol jelentdés hatéanyagra (amoxicillin, amoxicillin-klavuldnsav, cefotaxim,
gentamicin, tobramicin, imipenem ¢és aztreonam) torténd vizsgalatat végeztiik el.

Eredményeink alapjan ezek a torzsek gentamicinre 82%-ban, tobramicinre 78%-ban,
cefotaximra 23%-ban, cefotaxim-klavulansavra 8%-ban, imipenemre 46%-ban és
aztreonamra 22%-ban mutattak rezisztenciat. ESBL termelés a torzsek 14%-a esetén
feltételezhetd a fenotipusos eredmények alapjan, amelyet a Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI) iranyelvei szerint, cefotaxim ¢és cefotaxim-klavulansav hatdanyagok
segitségével vizsgaltunk. A 420 torzs 99%-a bizonyult multirezisztens torzsnek (MDR), 112
esetben (27%) kiterjedt gyogyszerrezisztenciat (XDR), mig 15 torzs esetében (4%)
panrezisztenciat (PDR) feltételeziink eredményeink alapjan.

Eredményeink fenotipusos vizsgalatokon alapulnak, ezért a jovoben mindenképpen
sziikséges metagenomikai vizsgalatokkal kiegésziteni azokat, hogy a rezisztenciaért felelds
genetikai hatteret is meg tudjuk erdsiteni, Osszefliggéseket keresve a multirezisztencia
fenotipusos és genotipusos kapcsolata kozott. Osszességében elmondhatjuk, hogy a
multirezisztens torzsek aranya aggodalomra ad okot a baromfidgazat kommenzalista torzsei
kozott, hiszen azok a kdzegészségiigy szdmara tartalékolt kritikusan fontos hatdanyagokkal
szemben is nagymeértékli érzékenység csokkenést mutattak, tovabba az ESBL termeld

torzsek jelenléte szintén komoly allat- €s kdzegészségligyi aggalyokat vet fel.

30



8. SUMMARY

The spread of antimicrobial resistance has become one of the most important health
issues of our time. Both human and veterinary antibiotic use contributes to the spread of
resistant bacterial strains by putting selection pressure on microorganisms in our
environment. Since antibiotic use in livestock farms is significant, the active substances that
enter the food chain and are released into the environment are the key drivers of this process.
Continued monitoring is essential because, if the trend is not reversed, within the next 30
years, the world's leading cause of death will be the number of cases of disease caused by
resistant bacteria.

The aim of our study was to assess the antibacterial susceptibility of commensal
Escherichia coli strains in large Hungarian flocks of domestic fowls and turkeys, with
particular emphasis on the production of extended-spectrum B-lactamase (ESBL). In our
laboratory studies, a total of 420 strains selected on the basis of preliminary minimum
inhibitory concentration (MIC) value determinations were tested for six additional active
substances of public health importance (amoxicillin, amoxicillin-clavulanic acid,
cefotaxime, gentamicin, tobramycin, imipenem and aztreonam).

Our results showed that these strains showed resistance to gentamicin in 82%,
tobramycin in 78%, cefotaxime in 23%, cefotaxime clavulanic acid in 8%, imipenem in 46%
and aztreonam in 22%. ESBL production was suspected in 14% of the strains based on
phenotypic results, which were tested according to Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI) guidelines using cefotaxime and cefotaxime-clavulanic acid as active agents. Of the
420 strains, 99% were found to be multi-drug resistant (MDR), 112 (27%) were found to be
extensively drug resistant (XDR) and 15 (4%) were found to be pan-drug resistant (PDR).

Our results are based on phenotypic studies and it is therefore essential to complement
them with metagenomic studies in the future to confirm the genetic background responsible
for resistance, looking for correlations between phenotypic and genotypic associations of
multi-drug resistance. In conclusion, the proportion of multi-resistant strains is a cause for
concern among the commensal strains in the poultry sector, which have also shown a high
loss of susceptibility to critically important agents reserved for public health, and the

presence of ESBL-producing strains also raises serious animal and public health concerns.
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