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Osszefoglalas

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR) terjedése globilis kihivds, amelyben egyre hangstlyosabb az dllategészségiigyi
készitmények és az élelmiszerlinc szerepe. Jelen tanulmdany célja vakcinajelolt Escherichin coli torzsek, dllatgyogydsza-
ti probiotikumok és nyerstej-eredetl élelmiszerck antimikrobidlis rezisztenciagénekkel (ARG) valéd terheltségének
vizsgilata volt. A fenotipusos és genetikai vizsgalatok sordn minden esetben kimutathatok voltak kozegészségiigyi
szempontbdl fontos ARG-k. Ezek tobb esetben plazmidon voltak, ami a horizontalis géndtadds kockazatit is felveti.
Az eredmények felhivjak a figyelmet az emlitett termékek lehetséges szerepére a rezisztenciagének terjesztésében.
Sziikséges a szabdlyozds feliilvizsgilata és az ARG-sz(irés beemelése az engedélyezési eljardsokba, a One Health szem-
élet jegyében.
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Summary

The spread of antimicrobial resistance (AMR) is a major public health threat. While antibiotic misuse in medicine is
a key driver, veterinary products and the food chain are increasingly recognized as antimicrobial resistance gene
(ARG) sources. This review summarizes a four-year Hungarian study on ARGs in vaccine candidate Escherichin coli
strains, probiotics for companion and food animals, and raw milk-based products.

Our objectives included identifying the extent and diversity of ARGs in these matrices, characterizing the mobile
genetic elements associated with ARGs, and evaluating the potential for horizontal gene transfer, particularly within
commensal or industrially used microbial populations. A combination of next-generation sequencing (NGS), in silico
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resistance gene profiling, and standardized phenotypic antimicrobial susceptibility testing (minimum inhibitory con-
centration — MIC — determination) was applied to all sample groups.

The results consistently confirmed the presence of clinically relevant ARGs in all three matrices. Notably, the de-
tection of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) genes (e.g., blacy.y, blaggy), tetracycline resistance (zet),
macrolide resistance (erm), and vancomycin resistance (van) genes was frequent in both industrial and artisanal
samples. The high prevalence of ARGs located on plasmids and other mobile genetic elements such as transposons
and integrons underlines the potential for cross-reservoir transmission, especially under favorable ecological condi-
tions. Phenotypic MIC testing validated many of the predicted genotypic resistances, and in several probiotic isolates,
multidrug resistance (MDR) phenotypes were also observed.

In raw milk-derived food products, the ARG burden increased throughout the processing chain, likely influenced
by the dynamics of fermentation and microbial competition. Probiotic products, although widely perceived as safe,
were found to occasionally harbor ARGs potentially transferrable to commensal or pathogenic organisms in the gut
microbiome. Alarmingly, the presence of mobile ARGs in vaccine strains and probiotic bacteria challenges current
assumptions of biosafety, especially given the lack of mandatory ARG screening in certain regulatory pathways.

In conclusion, our findings highlight the necessity for regulatory agencies to incorporate mandatory ARG profil-
ing in pre-market evaluations of veterinary medicinal products, probiotics, and raw milk food items. These findings
also support the development of standardized microbiological safety criteria, particularly for products intended for
oral administration or consumption without thermal processing. From a One Health perspective, the ARG reservoirs
found in veterinary and food-associated microorganisms should not be evaluated in isolation. Instead, integrated
surveillance strategies are required to map transmission pathways and develop actionable risk mitigation measures.
The study demonstrates the urgent need for harmonized legislative oversight and a broader interpretation of AMR
risk factors beyond clinical antibiotic use.
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Bevezetés

Sir Alexander Fleming mdr 1946-ban felhivta rd a figyel-
met, hogy az antimikrobidlis szerek alkalmazasa sziikség-
szerfien maga utdn vonja a veliik szembeni rezisztencia
kialakulasat. Az elsé antibiotikumot, a penicillint 1928-
ban egy véletlen soran fedezte fel. Terdpids célra csak
1942-t6l hasznaltik, de a rezisztencia mar néhdny éven
beliil jelentkezett. Fleming felismerte, hogy aligha 1éte-
zik olyan kemoterdpids szer, amely ellen a baktériumok
ne tudnanak kialakitani rezisztenciat valamilyen evola-
cids vagy ko-szelekcids mechanizmus révén (Galfi et al.
2015).

Az antibiotikumok bevezetése alapjaiban véltoztatta
meg a fert6z6 betegségek kezelését, ezek egyidejd tal-
haszndlata azonban hozzdjarult az antimikrobiilis rezisz-
tencia (AMR) globalis terjedéséhez (Micoli et al. 2021).
Az AMR mira az egyik legstulyosabb kozegészségiigyi
kihivassa vélt (Barbosa—Levy 2000; Van Boeckel et al.
2015; von Wintersdorff et al. 2016). A legdvatosabb el6-
rejelzések szerint, amennyiben a jelenlegi tendencidk
nem valtoznak, 2050-re¢ az AMR évente akar 10 millio
ember haldlat is okozhatja, szemben a 2014-ben becstilt
évi 700 ezerrel (O’Neill 2014). A megoldast az antibio-
tikum-felhasznalds célzott csokkentése jelentheti, ami-
hez szdmos alternativ megoldds nyajthat segitséget. Az
egyik a megel6zés, példaul a jarvanyvédelmi elSirdsok
szigort betartasa (Farkas et al. 2024) vagy a fert6z6 be-
tegségek kialakulasinak megel6zése vakcindk révén
(Rappuoli et al. 2017). Szintén idetartoznak az alternativ
megoldasok: a pro- és prebiotikumok alkalmazisa
(Kovdcs et al. 2021) vagy az antimikrobidlis peptidek
hasznalata (Sebik et al. 2024), valamint a kiilonféle nové-

nyi kivonatok és illoolajok (Kerek et al. 2022, 2023; Olasz
et al. 2023), de akar trigliceridek és kozepes szénlincta
zsirsavak is (Hetényi et al. 2024).

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) altal koordi-
nilt One Health stratégia a humadn, illat- és kornyezeti
egészségiigy Osszehangolt fellépését tlizte ki célul az
AMR visszaszoritisa érdekében. Ennek részeként tobb
antibiotikum hatéanyag, igy a harmadik és negyedik ge-
neracios cefalosporinok, a fluorokinolonok és a kolisztin
allatgyogyaszati haszndlata is szigort korliatozasok ald
esett, tovabba tobb nagy régidban betiltottik az antibio-
tikumok hozamfokozoként torténé alkalmazasat (EU:
2006-t4l teljes tiltas; USA: 2017-t6l a human szempont-
bol fontos antibiotikumoknal megszlintek a termelési
indikaciok; Kina: 2020-t6l széles kord tiltds). Globdlisan
ugyanakkor nem egységes a szabdlyozds (Millet—
Maertens 2011; McEwen—Collignon 2018; Wen et al.
2022; Da Silva et al. 2023). Ezzel pirhuzamosan egyre
inkdbb elStérbe kertiltek az olyan antibiotikum-alternati-
vak, mint a probiotikumok, amelyek szamos jotékony
tulajdonsiaggal rendelkeznek, és immunmoduldlé hatd-
suk révén kedvezSen befolydsoljadk a bélmikrobiom
egyensulyat (Hill et al. 2014).

A leggyakrabban haszndlt probiotikus torzsek a Lacto-
bacillus, Lactococcus, Bacillus, Enterococcus és Bifidobac-
terinm nemzetségekbdl kertilnek ki (Simon 2005; Garean
et al. 2010). Szimos jotékony tulajdonsiguk ismert:
immunstimulacié, bakteriocinok termelése, versengés a
tapanyagért és adhéziés helyekért a patogén mikrobdk-
kal, a toxintermelés gitlasa, s6t bizonyos esetekben
daganatellenes hatast is megfigyeltek (O’Mahony et al.
2001; Guelpen et al. 2006). Ugyanakkor, ha ezek a pro-
biotikumok antimikrobialis rezisztenciagéneket (ARG)
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hordoznak, azok horizontilis géntranszfer Gtjan képesek
lehetnek a bélmikrobiom mds tagjainak is dtadni ezeket
(Sanders et al. 2010). Az Eurdpai Elelmiszer—biztonségi
Hatésag (EFSA) és mas hasonlo szervezetek szigoru fel-
tételeket szabnak a probiotikumok engedélyezéséhez,
kilonosen élelmiszer-termeld allatoknak szant felhaszna-
las esetén. Ezek a szabdlyozisok a tarsillatok esetében
azonban gyakran hidnyoznak (Osmanagaogln et al.
2010).

Egy masik, ehhez kapcsol6do teriilet a nyers tej és az
abbdl késziilt fermentélt tejtermékek, példaul a kefir, a
joghurt vagy a sajtok, amelyek hasonléképpen potencia-
lis ARG-rezervoarokként miikodhetnek. Liu és munka-
tarsai metagenomikai vizsgalatai szerint a nyers tej mik-
robiotdja és rezisztomaja szignifikansan gazdagabb, mint
a pasztorizalt tejé, és mar azt is leirtak, hogy az ezekben
taldlhaté ARG-k horizontélis géntranszferrel a bélmikro-
biom tagjaiba is dtkertilhetnek (Liu et al. 2020). Téth és
munkatirsai kutatasai pedig arra vildgitanak ra, hogy a
fermenticiés kultardkban alkalmazott mikroorganizmu-
sok ARG-tartalma jelent&sen befolydsolja a végtermékek
biztonsdgit, igy ezek szlirése elengedhetetlen (T6th et al.
2020b). Az FEurépai Elelmiszer-biztonsigi Hatésig
(EFSA) az élelmiszerlancban alkalmazni kivint mikroor-
ganizmusok biztonsigossiagi értékelésében a Qualified
Presumption of Safety (QPS) megkozelitést alkalmazza,
amelyben a baktériumokra vonatkozé altalanos kvalifika-
ci6 a klinikailag relevins antimikrobidlis szerekkel szem-
beni szerzett (acquired) rezisztenciagének hidnydnak
igazolasa. Ennek megfelel6en a fermentaciés kultardk
torzsszintli AMR-sztirésében kulcslépés a mobilis, szer-
zett ARG-k kizarasa (EFSA BIOHAZ Panel 2023).

Az emlitett kihivasok tlikrében vizsgalataink célja egy
komplex allategészségiigyi megkozelités volt, egyrészt
vakcinajelolt baktériumtorzsek, tovibbd Magyarorsza-
gon clérhetd fontosabb, élelmiszer-termeld allatoknak és
tarsdllatoknak szdnt probiotikumos készitmények, vala-
mint kiilonféle nyers tejek és abbdl késziilt nyers tejter-
mékek ARG-hordozasanak feltérképezése, a One Health
szemlélet szellemében. Kutatasunk soran mindezt 4j ge-
neraciés szekvenalds segitségével, valamint fenotipusos
vizsgalatokkal tartuk fel, ami ravilagitott az emlitett ter-
mékek potencidlis szerepére az antibiotikum-rezisztencia
terjesztésében.

Anyag és modszer

A baktérinmtorzsek, a készitmények és termékek
ervedete

Munkank sordn dsszesen nyolc baromfi-eredetl Escheri-
chia coli torzset vontunk be a vizsgilatokba, amelyek egy
elézetes szlrbvizsgalat soran maradtak fenn. A vizsgalat-
ba bevont torzsek egy teoretikus szlirGvizsgalat pilot stu-
dy részét képezték, és a CEVA-Phylaxia Zrt. bocsatotta
rendelkezésiinkre. A torzseket sorszammal lattuk el a

vizsgalatban; ezek tulajdonjoga a CEVA vallalatot illeti.

Kerek et al.

A probiotikumos készitmények szabadon hozzaférhe-
t6, kereskedelmi forgalomban kaphat6 allatgyogydszati
termékek voltak, amelyeket hazai allatpatikakbdl, illetve
allatgyogyaszati termékeket forgalmazé cégektdl sze-
reztiink be. A készitményeket szintén sorszammal lattuk
el. A benniik megtalilhaté mikroorganizmusok kozott
az alabbi fajok szerepeltek: Enterococcus faecium, Limo-
silactobacillus  fermentum, Lactobacillus  plantarum,
Lactobacillus rhammosus, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosacens,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchnerii, Lactoba-
cillus acidophilus és Bacillus amyloliquefaciens. A készit-
mények kereskedelmi nevét tulajdonjoguk védelme
érdekében nem tiintettiik fel. A torzsek fajazonossigit
MALDI-TOF tomegspektrométer segitségével azonosi-
tottuk (Flextra-LAB Kft., Budapest, Magyarorszag).

A tejtermékmintak egy Korosladanyban mikods tej-
termelS kisgazdasigb6l szdrmaztak. A mintavételezés
soran arra torekedtiink, hogy egy adott terméktétel teljes
gyartasi lancat lefedjiik. Minden mintatipusbél 6t parhu-
zamos mintat gydjtottiink annak érdekében, hogy az
eredmények statisztikailag 6sszehasonlithatok legyenek.
Az elsé mintavétel a nyers elegytejbdl tortént; ezt kove-
téen a gazdasig sajat aludttejjel, illetve CHY-MAX®
PLUS oltéenzimmel (17 ml/100 ml aranyban) beoltva
készitett nyers sajtot. A beoltas utin késziilt sajtokbdl
vett 6t minta képezte a masodik vizsgilati pontot. Vége-
zetiil a 17 °C-on, 70 szizalékos relativ paratartalom mel-
lett, feny6fa polcokon egy hénapon at érlelt sajtokbdl is
vettlink Gjabb 6t mintat. Valamennyi mintit egyedi sor-
szammal ellatott, 50 ml-es steril centrifugacsévekben
(VWR  International Kft., Debrecen, Magyarorszig)
gy(djtottitk, majd —80 °C-on, ultramélyhtitében taroltuk
feldolgozasig. A mintak minden esetben kozvetlen, sze-
mélyes szallitassal kertiltek be a laboratériumba a minta-
vételt kovetSen.

Fenotipusos érzékenységi vizsgalatok

Az antimikrobialis rezisztencia fenotipusos kifejez&dését
az izolalt baktériumtorzsek minimalis gatlé koncentri-
cidjanak (MIC) meghatirozasival vizsgaltuk, a Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) irdnyelveit
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2017), va-
lamint az EFSA ISO 10932:2010 szabvanyt alkalmazva
(EFSA Panel on Additives... 2018). A toréspontokat a
CLSI és a European Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing (EUCAST 2023) segitségével hatd-
roztuk meg. A vizsgilatban szerepld hatéanyagokat a
nemzetkozi szakirodalom alapjan valasztottuk ki, a f6bb
antibiotikum-csoportok minél szélesebb lefedésére tore-
kedve.

A —80 °C-on tarolt baktériumtorzseket a vizsgalatot
megel6z6en 3 ml kation-adjuvalt Miiller—Hinton-levest
(CAMHB) tartalmazé csovekbe oltottuk, majd 18-24
oran 4t 37 °C-on inkubéltuk. Masnap a baktériumszusz-
penzidkat nefelométer segitségével 0,5 McFarland-

2025 = 6. évfolyam, 4. szam

Scientia et Securitas

Unauthenticated | Downloaded 07/01/26 11:05 AM UTC



értékre dllitottuk be (CheBio Fejleszté Kft., Budapest,
Magyarorszig). A vizsgilathoz sziikséges hatéanyagok-
bol (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) torzsolda-
tokat készitettiink a CLSI ajanlasa szerint (Clinical and
Laboratory Standarvds Institute 2018). A vizsgilatokhoz
az egyes hatéanyagok gyarté altal meghatirozott tiszta-
sdgara korrigalva.

A MIC-vizsgalatokat 96 lyukti mikrotiter lemezeken
végeztiilk (VWR International, Magyarorszdg). Az elsé
oszlop kivételével minden lyukba 90 pl CAMHB-t pipet-
taztunk. Az els§ oszlopba a torzsoldatok kétszeres higi-
tasa keriilt, majd kettes alapt higitasi sort készitettiink a
10. oszlopig. A 11. oszlop pozitiv kontrollként, a 12.
oszlop negativ kontrollként szolgalt. Végiil a higitisi sor
lyukaiba a 11. oszloptdl visszafelé 10 ul baktériumszusz-
penzidt mértiink be.

Alemezeket 18-24 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd
a MIC-értékeket a SWIN automata MIC-leolvasd és
VIZION v3.4 rendszer segitségével értékeltiik (Thermo
Fisher Scientific, Budapest, Magyarorszag). Referencia-
torzsként Escherichin coli ATCC 25922-t alkalmaztunk.

/. . .
Uj generdcios szekvenilas

A baktériumokbdl és a tejtermékekbdl szarmazé nukle-
insav kivonasihoz a QIAmp Dneasy PowerFood Micro-
bial kit (100), cat.no. 21000-100 kitet hasznaltunk
(Qiagen, Hilden, Németorszig) a gyartdé protokollja
szerint. A tejmintdkbol a protokoll szerint 1,8 ml mintat
hasznaltunk fel; a sajtok esetében 0,4 grammot steril szi-
kével apritottunk, majd kiegészitettiik 1 ml steril foszfat-
pufter oldattal. Ezt kévet6en a protokoll szerint haladva,
azonban attdl eltéréen a razatist Qiagen Tissue Lyzer
LT késziilékben (Qiagen, Hilden, Németorszdg), 50
Hz-en végeztik, tiz percig. Az egyes mintakat 50 pg/
ml-ben eludltuk. Végezetil fluorometrids mennyiségi
meghatarozast végeztiink Qubit® dsDNA BR Assay kit-
tel (Thermo Fisher SSC, Budapest, Magyarorszag).

A DNS-konyvtarak készitése Illumina® Nextera XT
DNA Library Preparation Kit segitségével tortént
(Ilumina, San Diego, USA). A DNS-fragmensek jelo-
léséhez a Nextera XT Index Kit v2 Set C (Illumina,
San Diego, USA) indexeket hasznaltuk. Elsé 1épésben
az amplifikilt ¢cDNS-mintdkat 2,5 pl végtérfogatban
0,2 ng/ul koncentriciéra higitottuk, majd a tagmentilo
reakcidhoz osszekevertiik 5 pl Tagment DNA-pufferrel,
valamint 2,5 pl Amplicon Tagment Mix reagenssel.
A reakci6elegyet 55 °C-on hat percig inkubdltuk Gene-
Amp PCR System 9700 késziilékben (Applied Biosys-
tems, Waltham, USA), végiil lehdtottiik 10 °C-ra. Ezt
kovetSen azonnal hozzdadtunk 2,5 ul Neutralize Tag-
ment puffert, és 6t percig szobahémérsékleten inkubal-
tuk. A DNS-konyvtar készitéséhez 7,5 pl Nextera PCR
Master mixet Osszekevertiink 2,5-2,5 pl i5 és i7 index
primerrel, és a tagmentalt DNS-mintahoz adtuk, majd
PCR-rel amplifikdltuk. A PCR 95 °C-os 30 mp kezdeti

Antimikrobialis rezisztencia

denaturacié utdn tizenkét ciklusbél dllt (95 °C — 10 mp,
55°C-30 mp, 72 °C — 30 mp), amit 72 °C-on 6t percig
tartd végss elongicids 1épés kovetett, majd a mintakat
lehdtottitk 10 °C-ra. Az igy keletkezett indexalt DNS-
konyvtirat Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel
tisztitottuk (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan), az osz-
lopos tisztitasi protokollt kovetve. Majd Qubit® dsDNA
HS Assay kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) fluorometrids mennyiségi meghatirozist végez-
tiink minGség-ellenérzés céljabol.

A DNS-bdl 1étrehozott parositott leolvasasi szekven-
ciak (paired-end readek) vizsgalata Illumina NextSeq
500 szekvenatorral tortént (Metzker 2010).

Bioinformatikai elemzés

A nyers szekvencidk mindség-ellendrzését a FastQC
v0.11.9 szoftver segitségével végeztiik (Andrews 2012),
majd TrimGalore v0.6.6 (Krueger 2022) segitségével el-
végeztitk a nem kielégité mindségli szakaszok szlirését.
A leolvasisi szekvencidkat (an. readeket) hosszabb szek-
venciakka (kontigokkd) illesztettiik 6ssze a MEGAHIT
v1.2.9 szoftver (Li et al. 2015) segitségével. Az igy ka-
pott kontigokbdl meghatiroztuk az Osszes lehetséges
leolvasasi keretet (Open Reading Frame, ORF) Prodigal
v2.6.3 segitségével (Hyatt et al. 2010), majd ezek bazis-
sorrendje szerint szarmaztattuk a fehérjeszekvenciakat.
Végiil a Resistance Gene Identifier (RGI) v5.1.0 szoft-
verrel Osszehasonlitottuk a Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) adatbazisban (Alcock et al.
2020) talalhatdo ARG-szekvencidkkal (letoltve: 2021. 04.
23.). Az eredmények koziil azokat hagytuk meg, ame-
lyek legalabb strict mindsitéstiek voltak, vagyis elérték
a CARD adatbazis meghatirozott kiiszobértékét.

Fontos megjegyezni, hogy a CARD adatbazis nem ki-
zarblag szerzett (acquired) rezisztenciagéneket, hanem
fajra/nemzetségre jellemz8, természetes (intrinsic) re-
zisztencia-determindnsokat is tartalmaz. Ennek megtele-
16en az interpreticié soran elkiilonitettiik a kromoszo-
milis, fajspecifikus (zntrinsic) taldlatokat a plazmidhoz
vagy mobilis genetikai elemekhez (MGE) tarsuld, szer-
zett (acquired) génektdl; utdbbiak célzott ellendrzésé-
hez a ResFinder adatbdzis taldlataival is Osszevetést vé-
geztink (EFSA BIOHAZ Panel 2023).

Vizsgaltuk az azonositott rezisztenciagének potencia-
lis mobilitdsit. Ehhez a MobileElementFindert (v1.0.3)
vettiik igénybe (Jobhansson et al. 2021), amely a kontigo-
kon prediktalja a mobilis genetikai elemeket (MGE). Ki-
zardlag azokat az ARG-ket tekintettiik ebbdl a szem-
pontbdl potencialisan mobilisnak, amelyek az MGE-khez
az adatbazisban szerepld baktériumok jellemz6 leghosz-
szabb kompozit transzpozon tivolsigin belil voltak
megtalalhatok a kontigon. Mindezeken tal a PlasFlow
v1.1 szoftver segitségével (Krawczyk et al. 2018) vizsgal-
tuk a plazmidon valé kédoldst, a fig genomok jelenlétét
a kontigokon pedig a VirSorter v2.2.2 (Roux et al. 2015)
szoftver segitségével hataroztuk meg.
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Eredmények

A kovetkezd alfejezetekben részletesen ismertetjiik
a vakcinajelolt torzsek, a probiotikumtorzsek, valamint
a nyerstej-eredetd mintdk vizsgalata sordn kapott ered-
ményeket. Minden vizsgalati cél esetében Osszevetésre
kertiltek a CARD és a ResFinder adatbazisokon alapulé
bioinformatikai azonositds, valamint a fenotipusos
(MIC-alapt) validdlds eredményei. A leggyakoribb
ARG-ket, plazmidhoz k6t6d6 géneket, mobilis geneti-
kai elemeket kiilon kiemeljik. A CARD-ban jelzett tala-
latok kozott lehetnek fajspecifikus, természetes (intrin-
sic) rezisztomaelemek is, ezért a bemutatis soran kilon
kezeljik az MGE-khez tirsuld, szerzett (acquired)
ARG-ket.

Vakcinagelilt torzsek antimikrobialis
rezisztencia profilja

Osszesen nyolc Escherichin coli térzset vontunk be a vizs-
galatba, amelyek potencialis vakcinajeloltként szerepel-
tek egy pilot studyban. A teljes genom szekvenaldsa
(WGS) és a CARD adatbdzis alapjan 6sszesen 57 kiilon-
b6z6 ARG-t azonositottunk ezekben a torzsekben.
Az 1. abra részletesen bemutatja az azonositott rezisz-
tenciagének gyakorisagat az antibiotikum-hatéanyagcso-
portok és a f6bb rezisztenciamechanizmusok tiikrében.
Az 57 azonositott gén koziil tobb a fajra jellemz8, kro-
moszomalis (természetes/intrinsic) rezisztoma része
— kiilonosen az efflux/porin/regulitor tipust determi-
nansok —, mig a plazmidhoz/MGE-hez tirsulé gének

Szulfonamidok
Nitroimidazolok
Link6zamidok
Elfamicin
Nukleozidok
Foszfomicin
Peptid antibiotikumok
Aminokumarinok
Makrolidok
Rifamicinek
Fenikolok
Aminoglikozidok
Tetraciklinek
Béta-laktamok
Fluorokinolonok
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Célpontmutaciod
u Célpontvaltozas

szerzett (acquived) rezisztenciit jeleznek, és kockdzati
szempontbol eltéré megitélés ald esnek.

Az azonositott rezisztenciagének talnyomé része
efflux pumpit hatirozott meg; fluorokinolonokkal
szemben 22, B-laktdimok esetén 17, tetraciklinek esetén
pedig 16 ilyen gént azonositottunk. Enzimatikus inakti-
vaciot okozé géneket kizarélag a -laktdm hatéanyagok-
kal szemben taldltunk: ezek ampC, ampCl, ampH és
blapgy., gének voltak. Az 1. és 2. tablizatok részletesen
bemutatjak valamennyi kimutatott ARG-t.

A fenotipusos vizsgdlat sorin meghatirozott MIC-ér-
tékek jol titkrozik az egyes rezisztenciagének kifejez&dé-
sét. Amoxicillin és amoxicillin—klavulinsav esetén a meg-
figyelt rezisztencia az ampC, ampH és blagy, , géneknek
tudhaté be, amelyek kozil az ampH plazmidon volt
megtalalhatd, az ampC és a blagy,, gén pedig egyuttal
mobilis genetikai elemek (MGE) voltak. A tetraciklinek-
kel szembeni rezisztencia megjelenése a tetB és tetR eftf-
lux pumpit meghatiroz6 géneknek, valamint a figon
talilhaté mdfA génnek koszonhetd. A plazmidon leirt
sul2 gén egyben MGE-n hordozott ARG volt, amely a
szulfonamid-rezisztencia megjelenéséért felelés. Fluoro-
kinolonok esetén pedig a rezisztencia az acrA, acrB
és t0lC efflux pumparendszernek tulajdonithatd (1. tab-
ldzat).

Az emlitett plazmidon/figon/MGE-n azonositott
gének — példaul ampH, sul2, valamint egyes p-laktamaz-
és tetraciklin-rezisztencia determindnsok — a szerzett
(acquived) kategoOriaba sorolhatok, mig az acrA-acrB—
t0lC rendszerhez hasonlé, kromoszomdlis efflux /porin/
reguldtor determindnsok az E. coli természetes (intrin-
sic) rezisztémdjahoz tartoznak.

15
gyakorisag (db)

20 25 30

Enzimatikus inaktivacio
Célpontvédelem

Az Escherichin coli (n=8) vakcinajelolt torzsekben azonositott egyes rezisztenciagének csoportositisa az antibiotikum-hatéanyagcsoportok és a rezisz-
tenciamechanizmusok fiiggvényében. A leggyakoribb rezisztenciamechanizmus az efflux pumpa volt, el6fordulasi gyakorisiga alapjin pedig a legtobb
efflux pumpa gén a fluorokinolonok, a béta-laktimok, a tetraciklinek és az aminoglikozidok esetében volt leirhaté.
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Antimikrobialis rezisztencia

1. tablazat A vizsgalt Escherichia coli (n=8) vakcinajellt baktériumtérzsek fenotipusos és genotipusos eredményeinek ésszehasonlitdsa. A pirossal kiemelt értékek
a toréspontok alapjdn rezisztens értéknek szimitanak.

Minimalis gatlé koncentraciok (pg/ml) TRweke Fenotipusos kifejez6dés
Antibiotikumok point Refwienaa
1 2 3 4. 5 6 8. | (ug/ml) Rezisztenciagén Fom
1. | amoxicillin e
éta-laktamaz
) amoxicillin— SampC | lampH | 3blapgy, enzim
" | klavulansav*
3. | cefotaxim >(),254
4. | cetkvinom >0,1254
5. |imipenem 20,54 soxS | marA t0lC efflux pumpa
6. | gentamicin 224 2acrD 3kdpE | efflux pumpa
7. | oxitetraciklin >84
tetB tetR *mdfA | efflux pumpa
8. | doxiciklin 44
9. | szulfametoxazol >644 L3sui2 célpontcsere
10. | trimetoprim 24
11. E;:[efl;;lzitqi g+ 20,54 L3sul2 célpontcsere
acrA acrB tolC efflux pumpa
12. | enrofloxacin >2B <l -
L3 pOIlt
ard RS modositds
L sejtfal-
S9A 3
13. | kolisztin 22 uyd pmrF ctltermelés
*amoxicillin és klavulansav 2:1 ardnyban, **trimetoprim és szulfametoxazol 1:19 aranyban
'plazmid, *bakteriofig, *mobilis genetikai elem (MGE), “EUCAST, *CLSI
5 1 - 5 g 2. tablazat A kivélasztott, baromfival takarmdnyba keverve etethetd pro-
ELINLSZEV-LETINELD ALIATORNAR SZANT
L. . . , , biotikumos készitmények tulajdonsigai
probiotikumok vezisztencin-yénkészlete
L . s / Lo / .. T ék | Probioti O T6 A élall
Az élelmiszer-termel6 allatoknak szant készitmények ko- ermék | Probiotikumtdrzs | Torzsszam | CFU/g | Célallat
zil ot, kereskedelmi forgalmi engedéllyel rendelkez6t | | A Bacillus DSMZ5749 | 1,6x10° | baromfi,
valasztottunk ki, amelyek mindegyike baromfi részére is licheniformis sertés,
engedélyezett volt, és takarmdnyba keverve is adagolha- Bacillus subtilis | DSMZ5750 | 1,6x10° szarvasmarha
tok (2. tablazat). Ezt kovetGen mindegyik készitmény- —
b&l 1-1 intat kildtink ;e k ) B Enterococcus DSM7134 1x10° | brojler, liba,
01 1-1 gramm mintit kiildtiink 0j genercios sze vend- fnecium pulyka, kacsa
lisra. A nyers adatok bioinformatikai feldolgozasat
" 2 .. . sy . 2 Lactobacillus DSM12837
kovetSen elemeztiik az egyes rezisztenciagének jelents- lantarum
ségét és rezisztenciamechanizmusaikat. -
Az A-készitményben taldlhatd Bacillus licheniformis és P e’fZ ?;0‘:,”{ DSM16243
. g . , FRTTE . aciatlactice
Bacillus subtilis torzsek esetén penicillinekkel szembeni
ARG-t nem azonositottunk, amit jol tiikroz a fenotipu- | |€ Bacillus CECT5940 | 1x10% | baromfi
L Lo i . . amyloliquefaciens
sos érzékenység is. Gentamicin esetén a magas MIC-ér-
tékek (8 és 16 pg/ml) rezisztencidra utalnak, ami az | |D Lactobacillus DSM12837 | 1x10° | baromfi
andK (enzimatikus inaktivaci6), a ykkC és a ykkD (efflux plantarum
pumpa) gének kifejez6désének tulajdonithatd. Bacillus Pediococcus DSM16243
licheniformis esetén a magas oxitetraciklin MIC-érték acidilnctici
(8 png/ml), Bacillus subtilis esetén pedig a magas doxi- Enterococcus DSM7134
ciklin MIC-érték (64 pg/ml) mogott a vmiR gén (cél- Suecinm
pontmutdcio) vagy a ykkC és ykkD (efflux pumpa) gének E Enterococcus CECT4515 [1x10" |baromfi,
kifejez6dése allhat. Klindamicin hatéanyagra az elébbi faecium sertés
torzs mutat rezisztenciit (32 pg/ml), amit okozhat a
ymiR vagy ermD gén (célpontmuticid), illetve az mrB | CFU - Telepformalé egység
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gén (efflux pumpa) kifejez6dése. A magas tiamulin MIC-
értékek (128 ng,/ml) mindkét torzs esetén a vm/R gén-
nek (célpontmuticio) tulajdonithatok.

A B-készitményben taldlhaté ARG-k mind Enterococ-
cus faecinm eredetiek. A nemzetség cefalosporin hato-
anyagokra ab ovo rezisztens, amit jol tiikkroz a ceftriaxon
MIC-értéke (32 pg/ml), penicillinekre viszont altalaban
érzékenynek bizonyulnak. Az Enterococcus spp. cefalo-
sporinokkal szembeni 2l ovo rezisztencidja klasszikus,
faj- /nemzetségspecifikus, természetes (intrinsic) rezisz-
tenciajelenség, és nem szerzett (acquired) ARG-atvitelt
jelez. Gentamicin esetén az AAC(6°)-Ii gén (enzimati-
kus inaktivacid) okozhatja a rezisztenciat (32 ng/ml),
florfenikol esetén a rezisztencia (8 ng/ml) az msrC gén-
nek vagy az eatAv génnek (célpontmutacid) tulajdonit-
haté. Tiamulinnal szemben (64 ng/ml) szintén az msrC
gén vagy az eatAv gén (célpontmuticid) okozza a magas

Kerek et al.

MIC-értéket, amely Lactobacillus plantarum esetén is
megfigyelhets (64 pg/ml).

A C-készitménynél egyértelmden csak a tiamulin ese-
tén (128 pg/ml) sikeriilt azonositani a rezisztenciaért
telel6s clbA gént (célpontmuticio). Gentamicin-rezisz-
tencia figyelhet6 meg Lactobacillus plantarum (64 ng/
ml), Pediococcus acidilactici (32 ng/ml) és Enterococcus
foecium (32 pg/ml) esetén is, amit az AAC(6°)-Ii gén
(enzimatikus inaktivacié) okozhat. Pediococcus acidilac-
tici esetén az oxitetraciklin- (32 pg/ml) és doxiciklin-
(16 ng/ml) rezisztenciat az msrC vagy az eatAv gén
(célpontmuticid) okozhatja. Szintén mindhirom torzs
rezisztenciat mutat florfenikolra (8 pg/ml) és tiamulinra
(>64 ng/ml), ami az msrC vagy az eatAv gén (célpont-
muticio) aktivalodasanak kovetkezménye lehet.

A D- és E-készitmények esetén az aminoglikozid-re-
zisztencidt (64 pg/ml) az AAC(6°)-Ii gén (enzimatikus
inaktivicié) okozhatja, florfenikol (8 ng,/ml) és tiamulin

3. thblizat | Az egyes készitményekbdl izoldlt torzsek minimdlis gtlé koncentrécio (MIC) értékei. Narancssérgaval jeloltiik, ahol az antimikrobidlis rezisztencia
gén (ARG) feltételezhetéen magyardzza a fenotipusos rezisztenciat.

Termék Probiotikus torzs PEN AM AMK CTR GEN OTC DOX TIL

A Bacillus licheniformis 0,125 1 2 16 8 8 0,03 0,5
Bacillus subtilis 1 0,5 0,5 0,25 16 0,125 64 0,5
Enterococcus faecinm 8 1 1 32 39} 0,25 0,06 1

B Lactobacillus plantarum 1 16 4 16 8 4 2
Pediococcus acidilactici 1 16 8 32 4 4 0,5 0,06

C Bacillus amyloliquefaciens 0,03 1 2 4 32 0,25 0,25 0,5
Lactobacillus plantarum 4 2 0,5 32 64 0,5 0,125

D Pediococcus acidilactici 1 16 4 32 32 39 16 4
Enterococcus faecinm 8 1 1 32 32 0,25 0,06 1

E Enterococcus faecinm 4 1 1 32 64 0,25 0,06 4

PEN - penicillin, AM — amoxicillin, AMK — amoxicillin-klavulansav 2:1 ardnyban, CTR - ceftriaxon, GEN — gentamicin, OTC — oxitetraciklin,

DOX - doxiciklin, TIL — tilozin

4. tiblazat (folytatds) Az egyes készitményekbdl izoldlt toérzsek minimdlis gitlé koncentricié (MIC) értékei. Narancssargdval jeloltiik, ahol az antimikrobidlis
rezisztencia gén (ARG) feltételezhetSen magyardzza a fenotipusos rezisztencidt.

Termék Probiotikus torzs FLO KLI TIA VAN GAT PSA SUL TRI

A Bacillus licheniformis 2 32 128 0,25 0,015 4 64 0,125
Bacillus subtilis 2 2 128 0,25 0,015 2 64 0,5
Enterococcus foecium 8 4 64 2 0,5 256 256 256

B Lactobacillus plantarum 4 0,03 128 64 2 256 256 64
Pediococcus acidilactici 4 0,03 1 64 0,5 128 64 256

C Bacillus amyloliquefnciens 2 0,5 128 1 0,015 4 128 0,5
Lactobacillus plantarum 8 4 128 64 1 256 256 64

D Pediococcus acidilactici 8 0,03 128 64 8 256 256 256
Enterococcus fnecium 8 4 128 1 2 256 256 256

E Enterococcus faecium 8 4 64 2 1 256 256 256

FLO - florfenikol, KLI — klindamicin, TTA - tiamulin, VAN — vankomicin, GAT - gatifloxacin, PSA — potenciilt szulfonamid (trimetoprim és
szulfametoxazol 1:19 ardnyban), SUL — szulfametoxazol, TRI — trimetoprim
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esetén (64 ng,/ml) az msrC vagy az eatAv gén (célpont-
mutdcid) aktivilédasinak kovetkezménye lehet a rezisz-
tencia. Az egyéb hatdanyagok esetén tapasztalt magas
MIC-értékek ab ovo rezisztencia kovetkezményei (3—4.
tablazat).

A vizsgilt készitmények szekvendldsit kovetSen az
egyes mintikban azonositott ARG-ket a 3. és 4. tdblizat
tartalmazza. Az egyik legfontosabb rezisztenciamecha-
nizmus az enzimatikus inaktivici6. Ilyen rezisztenciat
meghatirozé gén az aadk, amely az A-készitményben
Bacillus spp. eredet(i, azonositott aminoglikozid-rezisz-
tenciat okozo gén volt. Az AAC(6°)-Ii gén megtalalhatéd
volt a B-, D- és E-készitményekben; ez szintén amino-
glikozid-rezisztencia kialakitdsaért felels gén, amely
Enterococcus spp. eredetii volt. Az A-készitmény esetén
ezenkiviil mphk gén keriilt azonositisra, amely a makro-
lid antibiotikumok rezisztencidjat okozhatja. A célpont-
muticiok kozil ki kell emelni az A-készitményben
azonositott mprF gént, amely peptid antibiotikum-re-
zisztencidhoz vezethet. Meg kell emliteni a C-készit-
ményben azonositott, diaminopirimidin-rezisztenciit
kédolo dfirA43 gént, amelynek lefedettsége 82,56 szdza-
1ék, azonossiga pedig csak 35,75 szdzalék, azonban
dsDNS fiagon koédolt génként azonositott Bacillus spp.
eredetti ARG.

Efflux pumpat kddold gének koziil a legtobb az A-ké-
szitményben volt megtalilhat6. Ezek koziil ki kell emel-
ni a fluorokinolon-rezisztencia szempontjabol [ényeges
bit gént és bmr gént, valamint a peptid antibiotikum-

5. tablazat

Antimikrobialis rezisztencia

rezisztencia szempontjabdl jelentds berA és berB géne-
ket. A B- és D-készitményekben is megtaldlhat6 volt a
makrolid- és fluorokinolon-rezisztenciit eredményezd
efflux pumpat kédold efimA gén. Meg kell emliteni az
A-készitményben megtaldlhaté aminoglikozid, tetracik-
lin és fenikol multirezisztencidért felelGs yekC és ykkD
gének jelenlétét is. Osszességében elmondhatjuk, hogy
MGE nem Kkeriilt azonositasra, és plazmidon koédolt
ARG-t sem talaltunk. Ez alapjan az itt azonositott rezisz-
tencia-determindnsok dontSen természetes (intrinsic),
kromoszomalis hattertiek voltak.

Tarsallatoknak szant probiotikumok
rezisztencin-génkészlete

Osszesen tizenhdrom, tarsallatoknak szdnt készitmény
vizsgalatat végeztiik el. Az N-készitmény kivételével
(DSM7134) az 6sszes tobbi készitményben ugyanaz az
Enterococcus foecium torzs volt (NCIMB10415). Vala-
mennyi torzs esetén nagyon hasonlé MIC-értékeket
figyeltiink meg (5. tdblizat), hiszen mindegyik torzs ér-
zékenynek bizonyult penicillinre, amoxicillinre, amoxi-
cillin—klavulansavra, oxitetraciklinre, doxiciklinre, klinda-
micinre, tilozinra és vankomicinre. Gentamicin (64 ng/
ml) és potencidlt szulfonamid esetén (256 pg/ml) az
Osszes torzs rezisztensnek bizonyult. A negyedik genera-
ciés fluorokinolonok kozé tartozéd gatifloxacin esetén
hat torzs volt érzékeny, hirom pedig rezisztens (2 ng/
ml).

Az egyes készitményekbdl izoldlt probiotikumtoérzsek minimilis gatlé koncentracié (MIC) értékei koz- és llategészségiigyi jelentSségii antibiotikum

hatéanyagokra nézve. Az ismert torésponttal rendelkez8 baktériumok és hatéanyagok esetén zold hattérrel emeltiik ki az érzékenynek szamité érté-

keket, és piros hdttérrel jeloltiik a rezisztensnek szamito6 értékeket.

Készit- | Allatfaj Faj PEN | AMX | AMK | GEN | OTC | DOX | KLI | PSA | GAT | FLO | TIL | VAN
mény Minimalis g4tlé koncentréciék (ug,/ml)

F kutya, macska 4 4 2 1
G kutya, macska 8 0,25 |0,06 |4 2 1
H macska 4 0,25 0,06 |4 1 1
I kutya 8 0,25 | 0,06 |4 1 2
] kutya, macska Enterococcus faecinm 4 0,25 (0,06 |4 2 2
K kutya, macska 8 0,25 |0,06 |4 2 1
L kutya 8 0,25 | 0,06 |8 1 1
M kutya, macska 8 0,25 0,06 |4 2 2
N kutya 8 0,25 |0,06 |8 1 1
(0] kutya Lactobacillus plantarum |1 2 0,06 2 1
P macska Pediococcus pentasaccus

Q kutya Pediococcus pentasaccus

R kutya, macska Pediococcus ncidilactici

PEN - penicillin, AMX — amoxicilliny AMK — amoxicillin—klavulansav 2:1 aranyban, GEN - gentamicin, OTC — oxitetraciklin, DOX - doxiciklin,
KLI - klindamicin, PSA — potencialt szulfonamid (trimetoprim és szulfametoxazol 1:19 ardnyban), GAT - gatifloxacin, FLO — florfenikol, TIL —

tilozin, VAN - vankomicin
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A Lactobacillus torzsek kozil egy Lactobacillus planta-
rum torzset sikerilt szintenyészetben izoldlni, amely pe-
nicillinre, amoxicillin—klavuldnsavra, gentamicinre, oxi-
tetraciklinre, doxiciklinre, klindamicinre, tilozinra és
vankomicinre volt érzékeny. Rezisztens volt azonban
amoxicillinre (16 pg/ml), potencidlt szulfonamidra (256
ng/ml) és gatifloxacinra (2 pg/ml). A Pediococcus fajok
koziil két Pediococcus pentasaccus és egy Pediococcus aci-
dilactici torzset sikeriilt izoldlni, amelyek kizardlag a
klindamicin hatéanyagra voltak érzékenyek (0,03 pg/ml
MIC); az dltalunk vizsgilt Osszes tobbi hatéanyagra re-
zisztenciat mutattak.

A 0. tablazat az Gj generacids szekvenalds soran kapott
eredményeket foglalja 6ssze: itt lathatok a készitmények-
ben izoldlt rezisztenciagének, azok taxoneredete, az
egyes gének ARG-csaladja, tovabba, hogy milyen rezisz-
tenciamechanizmust hatiroznak meg az adott gének,
illetve milyen antibiotikum-csoportokkal szemben alaki-
tanak ki rezisztencidt.

Nyers tej és tejtermékek rezisztencin-génkészlete

A nyers tej és az abbdl késziilt nyers tejtermékek esetén
112-féle ARG-t azonositottunk (5-06. tablizat). Koz-
egészségiigyi szempontbdl az egyik legfontosabb rezisz-
tenciamechanizmus az enzimatikus tton torténd inakti-
vacioért felelss B-laktamaz-termelés. Osszesen 9-féle
(ACT, CMY, EC, ORN, OXA, OXY, PLA, RAHN,
TER) géncsaladba tartozé 19 gént azonositottunk, ame-
lyek kilonboz6 mértéki B-laktamaz-termelésért felels-
sek. Ezek koziil egy géncsalad felels a viligon széles
korben elterjedt, kiterjedt spektrumt B-laktamaz-
termelésért (OXA). Ez utébbi géncsaladbol egy gént
(blagga.¢s2) @ nyerstej-mintabdl, egy gént (blagys.z09)
pedig a friss sajtmintabdl sikeriilt kimutatnunk. A CARD
tobb fajspecifikus, kromoszomdlis (természetes/intrin-
sic) p-laktamdzt is ARG-ként tart nyilvan, ugyanakkor
egyes géncsalidokndl az MGE-khez kapcsoltsig (szer-
zett/ acquirved jelleg) is eléfordulhat; ezért a kockiazatér-
tékelésben indokolt a mobilis (acquired) B-laktamazok
elkilonitett kezelése.

A fluorokinolonokkal szemben specifikus efflux pum-
pat meghatiroz6 abaQ gént kizirdlag nyerstej-mintdk-
bol mutattuk ki, ellenben az emrA, emrB, emrR, mdtH,
patA és patB gének szinte az dsszes mintabdl kimutatha-
tok voltak a termékpalya sordn. A csOkkent permeabiliti-
sért felel8s és egyben efflux pumpat meghatiroz6 marA
gén valamennyi mintdban, a ramA gén viszont csak a
nyerstej-mintdkban és az érett sajtmintakban volt megta-
lalhat6. Azigen széles korben elterjedt, multirezisztencia-
ért felelSs, efflux pumparendszert és célpontmodositist
meghatarozé acR-t0lC és soxR gének az 6sszes mintiban
kimutathatok voltak, hasonl6éan a permeabilitdst is csok-
kentd soxS génhez.

Az aminoglikozid hatéanyagok enzimatikus inaktiva-
cigjaért felel6s AAC(6’) génesalad tagjai kozil az
AAC(6°)-If gént kimutattuk a nyerstej-mintdban és az
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érett sajtban is. Az AAC(6°)1i és AAC(6°)-Iibh gének
csak az érett sajtban voltak megfigyelhetSk, ami utalhat a
termék kontamindacidjara. Az andA27 és APH(3”)-1b
gén, valamint az APH(6)-1d gén f6ként a nyers tejbdl
volt kimutathaté, egy esetben azonositottuk friss sajtbol.
Azonban az érés sorin eltlintek a mintdkbdl, az
ANT(37)-IIc gén pedig csak a nyers tejben volt megfi-
gyelhetd.

Kiilonosen aggaszto a peptid antibiotikumokkal szem-
ben célpontmoddositasért felel6s gén nagyszamau jelenléte
az Osszes mintaban (arnT, bacA, eptB, ICR-Mo, pmrF).
Az eptA és ugd gént viszont csak az érett sajtmintakbol
tudtuk kimutatni. A csokkent permeabilitisért felelGs gé-
nek kozil kizarélag a nyerstej-mintakban azonositottuk
az ompA gén jelenlétét. Kizardlag az érett sajtmintakbol
volt kimutathaté az yojl, efflux pumpat meghatarozé
gén. Az Osszes tobbi, peptid hatdéanyaggal szembeni re-
zisztenciat kialakité gén multidrug efflux pumpit meg-
hatirozé gén volt.

Az azonositott gének koziil 6sszesen 57 gén helyezke-
dett el plazmidon, és 7 gén volt figon. MGE-n hordo-
zott génként pedig 15 gént azonositottunk. A kiilonbo-
z6 mintikban voltak olyan gének, amelyek az egyik
esetben plazmidon, a mésik esetben figon voltak megta-
lalhatok. A plazmidon megfigyelt MGE gének koziil ki
kell emelni a kizdrdlag az érett sajtbol kimutatott su/l
gént, amely gén a szulfonamid hatéanyagokkal szemben
célpontmddositas révén alakit ki rezisztencidt. A tezM
gén szintén csak az érett sajtmintakban, plazmidon volt
megtalalhat6; ez egyben MGE gén, amely a tetraciklin
hatéanyagokkal szemben alakit ki rezisztencidt célpont-
védelem atjan. Szintén ki kell emelni az aminoglikozid-
rezisztencia kialakitdsdért felelSs, de csak a nyerstej-min-
takbol kimutatott, enzimatikus tGton megvaldsuld
rezisztenciat meghatiroz6 APH(3”)-1b és APH(6)-1d
géneket. A figon taldlhat6 egyetlen, MGE-n hordozott
ARG gén a soxS gén volt. Szintén jelentSs az érett sajtban
kimutatott, fertGtlenitGszerekkel szembeni rezisztenciat
kialakitani képes, efflux pumpat meghatirozé, plazmi-
don taldlhaté gacEdeltal gén jelenléte, amely egyben
MGE volt.

Kovetkeztetések

A DNS-alapt baktériumvakcinak alkalmazasa esetén az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) (Standardization
2016), az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszer-
tigyi Hivatala (FDA) (Food and Druy Administration
2007), valamint az Eurépai Gyogyszertigynokség (EMA)
(European Medicines Agency 2023) egyarant potencidlis
veszélyként jeloli meg az ARG beépiilését a recipiens
DNS-ébe. Ennek vizsgilatit azonban nem teszik kotele-
z6vé a vakcinafejlesztés soran.

Osszességében elmondhatjuk, hogy kiterjedt spektru-
mu béta-laktamdzt (ESBL) termel$ torzset nem talal-
tunk, ¢és a kolisztinnel szembeni rezisztencia szempont-
jaboél fontos merl gén sem fordult el6. A pmrE gén
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kizarélag kromoszomalisan volt kddolva. A pmrE (ugd)
gén mobilitdsa miatt problémat okozhat, ezek azonban
nem fejezédtek ki. Ki kell emelni a marA gént, amely
fontos regulator gén a multirezisztencidért felelés acrAB
efflux pumparendszer mikodésében, valamint az ompF
gén reguldcidja révén a porincsatornik downreguldciéja-
ért is felel. A makrolid rezisztenciat kodolo gének csak
abban az esetben lennének jelent&sek, ha mobilisak len-
nének — foszfomicin esetén ugyanez a helyzet. A gyrA
génmutacié megléte nem el6nyos, annak ellenére, hogy
nem mobilis. A gnRSI gén plazmidon valé kddoldsa és
mobilitdsa miatt biztosan kizarand6 azon torzsek fel-
hasznalasa, amelyekben ez detektalhatéd. A su/2 gén mo-
bilitdsa szintén kizaré tényezd. Az ampC gén is jelentSs
gyakorlati problémakat okozhat a laktamdztermelés
miatt. A kockdzatértékelésben alapvet§ kiilonbség van
a kromoszomalis, fajspecifikus természetes (intrinsic)
rezisztobmaelemek és az MGE-hez tarsuld, szerzett (ac-
quired) ARG-k kozott; utébbiak a horizontilis gént-
ranszfer révén kozvetlenebb kozegészségiigyi kockazatot
jelentenck. A jelen vizsgalatban kizaré tényezéként meg-
jelolt gnrS1 és sul2 gének tipikusan szerzett (acquired) és
mobilis determindnsok, mig a marA—acrAB-ompF sza-
bélyozisi tengely elsGsorban a természetes (intrimsic)
alkalmazkodasi hattér része.

A haszonallatoknak szint probiotikum-készitmények
ARG génkészletét vizsgilva az efflux pumpat kodolo gé-
nek koziil a legtobbet az A-készitményben azonositot-
tuk. Kiemelend§ a fluorokinolon-rezisztenciat okozé bit
gén és bmr gén; az el6bbit Ahmed és munkatarsai Bacil-
lus subtilisben azonositottdk (Abmed et al. 1995), az
utébbit pedig Neyfakh és munkatdrsai, valamint Klyach-
ko és munkatarsai irtak le (Neyfakh et al. 1991; Klyachko
et al. 1997). Peptid antibiotikum-rezisztencia szempont-
jabol jelentGs berA és berB géneket talaltunk; Podlesek és
munkatirsai ezeket Bacillus licheniformisban irtik le
(Podlesek et al. 1995). Meg kell emliteni az aminogliko-
zid, tetraciklin és fenikol multirezisztenciaért felelGs
ykkC és ykkD gének jelenlétét is, amelyeket Bacillus sub-
tilis esetén Jack és munkatarsai irtak le (Jack et al. 2000).
Az egyik legfontosabb rezisztenciamechanizmus az enzi-
matikus inaktivici6. Ilyen rezisztencidért felelGs aadk
gént azonositottunk, amely aminoglikozid-rezisztenciit
okoz. Agerso és munkatirsai Bacillus licheniformis ese-
tén irtdk le a gént (Agerso et al. 2019). Efflux pumpak
kozil mphk gén kerilt azonositasra, amely makrolidok
rezisztencidjat okozhatja; Pawlowski és munkatarsai Ba-
cillus subtilis esetén mutattdk ki (Pawlowski et al. 2018).
Szintén azonositasra kertlt a berC gén, amely célpont-
muticioként peptid antibiotikum-rezisztencidt okozhat
(Podlesek et al. 1995). A célpontmuticiok kozil ki kell
emelni az mprF gént, amely peptid antibiotikum-rezisz-
tencidhoz vezethet; Bacillus subtilis eredetd génként ke-
riilt azonositasra (Ernst et al. 2009; Hachmann et al.
2009, 2011). A B- és D-készitményekben makrolid- és
fluorokinolon-rezisztenciat eredményezd efflux pumpat
koédold efimA gént irtunk le, amelyet Urshev és munka-
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tarsal Enterococcus faecium esetén MES-tipusit pumpa-
ként targyaltak (Urshev=Yungareva 2021). Az AAC(6°)-
Ii gén megtaldlhat6 volt a B-; D- és E-készitményekben
is: ez szintén aminoglikozid-rezisztencia kialakitdsaért
telel6s gén, amelyet Enterococcus faecium esetén azono-
sitottak (Urshev=Yungareva 2021).

A tarsallatoknak szant probiotikum-készitményekben
osszesen 19-féle ARG-t azonositottunk, amelyek koziil
11 plazmidon volt talalhaté. Figon nem azonositottunk
gént. Xia és munkatirsai Enterococcus foecinm torzsben
18 ARG-t azonositottak, amelyek koziil egyik sem volt
MGE (Xia et al. 2023) — ezzel ellentétben mi két gén
esetén irtuk le a mobilitas valoszintiségét. Az egyik ilyen
gén az APH(3’)-In volt, amely F-készitményben volt
megtalalhaté. Ennek a rezisztenciagénnek az aktivaloda-
sa enzimatikus aton (foszfotranszferaz) képes inaktivalni
az aminoglikozid antibiotikumokat. A masik gén a zetS
gén volt, amely az M-készitményben volt megtalalhat6.
Ez a gén célpontvédelem utjan (mozaikos riboszéma)
a tetraciklin hatéanyagokkal szemben — a hatéanyag be-
kotédésének megakadilyozasa révén — képes kialakitani
az érzékenység csokkenését.

A MIC-értékek meghatirozasa soran rezisztensnek
szamitd értékek és az egyes készitmények Enterococcus
Sfaecium torzseiben azonositott ARG-k kozott tobb eset-
ben 0Osszefiiggés mutathaté ki. Az AAC(6°)-Ii gén
expresszidja enzimatikus Gton (acetiltranszferaz) képes
rezisztenciat kialakitani az aminoglikozid hatdéanyagok-
kal szemben. Ez a gén az Osszes vizsgilt készitményben
megtalalhat6 volt, és fenotipusosan az Osszes torzs ese-
tén megfigyelhetS rezisztencia (gentamicin 64 pg/ml)
hétterében all6 egyik gén lehetett. Ezzel szemben Take-
uchi és munkatirsai kutatdsai soran az altaluk izolalt
Enterococcus faecinm torzsek 22 szazalékaban ez az érték
>500 ng/ml volt (Takeunchi et al. 2005).

Ki kell emelni, hogy a CRP gén altaliban kromoszo-
milisan talalhaté, azonban egy esetben (F-készitmény)
ez a gén atugrott plazmidra. Az eatAv gén kifejez&dése
célpontvédelem (ABC-F tipus) révén alakit ki reziszten-
ciat link6ézamidokkal és pleuromutilinekkel szemben; ez
a gén az Osszes készitmény Enterococcus faecinm torzsei-
ben megtalalhat6 volt. Az efinA egy MFES-tipusu efflux
pumpdt hatiroz meg makrolid és fluorokinolon haté-
anyagok esetén, ami a gatifloxacin-rezisztencia (2 pg/
ml) mogott allhat. Az rsmA gén egy RND-tipustt multi-
drug efflux pumpit hatiroz meg, amely fenikolokkal,
fluorokinolonokkal és diaminopirimidinekkel szemben
alakithat ki rezisztenciit. Ez a gén szintén az Osszes
Enterococcus foecium torzsben megtalilhaté volt, és ma-
gyarizhatja az Osszes esetben tapasztalt, potencialt szul-
fonamidokkal szembeni rezisztenciat (256 pg/ml), to-
vibba a gatifloxacinnal szemben megfigyelt (2 pg/ml
MIC), valamint a florfenikollal szemben megfigyelt
(8 ng/ml MIC) rezisztencia mogott dllhat. Xu és mun-
katdrsai egy szennyvizbdl szarmazdé torzs antimikrobidlis
érzékenységi vizsgilata soran potencidlt szulfonamidndl
(szulfometoxazol-trimetoprim) extrém magas (9000
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pg/ml) értéket taliltak (Xu et al. 2007). Wenzler és
munkatdrsai klinikai izolatumokkal dolgoztak, ahol a
medidn MIC-érték gatifloxacinra (2 ng/ml) megegye-
zett az eredménylnkkel (Wenzler et al. 2004).

Osszességében tehit elmondhatjuk, hogy a MIC-ér-
tékek titkrében Osszefiiggés figyelhetd meg tobb azo-
nositott ARG és ezek fenotipusos kifejez6dése kozott.
Eredményeink alapjan az Osszes fenotipusos reziszten-
cla mogott sikeresen azonositottunk ARG-t. Kilono-
sen aggasztd a plazmidon talilhaté gének igen magas
aranya (57,9 szdzalék), tovabba az, hogy két esetben
ezek MGE-k voltak. Az altalunk leirt eredmények alap-
jan tehat — az élelmiszer-termel§ dllatokhoz hasonléan
— a tdrsdllatoknak szant probiotikus készitmények for-
galomba hozatala eltt is sziikségszerd elvégezni ezeket
a szlirGvizsgilatokat. Az 10j generdciés szekvendlds
sordn egy készitmény esctén, amely Lactobacillus
plantarum (NCIMB41638), Lactobacillus fermentum
(NCIMB41636) és Lactobacillus  rbammnosus
(NCIMB41640) torzseket tartalmaz, nem taldltunk
ARG-t. Az ebben az esetben tapasztalt fenotipusos re-
zisztencidt igy nem tudjuk genotipusosan génekkel ala-
tdmasztani.

AzF-készitmény Enterococcusfuecium(NCIMB10415)
torzset tartalmazott. Ebben tizenot ARG-t azonositot-
tunk, amelyek kozil hét volt plazmidon taldlhato, és egy
(tetS) gén volt MGE-n hordozott ARG. Osszesen négy
gén volt ténylegesen Enterococcus tajbol eredeztethet6;
atobbi gén Lactococcus, Klebsielln, Pseudomonas, Hafnin,
Acinetobacter és Streptococcus tajokbdl kertilt 4t a torzs-
be. A G- és L-készitményekben szintén Enterococcus
faecium volt (NCIMB10415), amelybdl hirom ARG-t
azonositottunk; ezek mind kromoszomalis gének és
Enterococcus spp. eredettick voltak. A H-, I- és N-készit-
mények Lactobacillus plantarum (DSM12837), Pedio-
coccus acidilactici (DSM16243) és Enterococcus faecium
(NCIMB10415) fajokat tartalmaztak. Mindhirom ké-
szitmény esetén ugyanannak a négy ARG-nek a jelenlé-
tét azonositottuk; ezek a gének kromoszomalisan voltak
megtalalhatok, és mind Enterococcus spp. eredett volt.

A J-készitmény Pediococccus pentasaccus
(DSM1283U), Lactobacillus brevis(DSM12835), Lacto-
bacillus bucherii (DSM12856), Lactobacillus plantarum
(DSM12836), Lactobacillus rhammnosus(NCIMB30121),
Lactobacillus acidophilus (CECTUS29) és Enterococcus
faecium (NCIMB10415) torzseket tartalmazott, ame-
lyek kozil a Pediococcus és Lactobacillus fajok inaktivalt
formdban voltak a készitményben. Négyféle rezisztencia-
génjik megegyezik az I-készitményben talaltakkal,
azonban ezek koziil az AAC(6°)-Ii gén plazmidon volt
taldlhato, mig a tobbi gén kromoszomalis. Az dsszes gén
Enterococcus spp. eredetd volt. A K-készitmény Osszeté-
tele megegyezik az el6zGvel, itt azonban csak két kromo-
szomilisan talalhat6 ARG-t tudtunk azonositani, ame-
lyek Enterococcus spp. eredettiek voltak.

Az M-készitményben Enterococcus — faecium
(NCIMB10415) torzs van, ez tartalmazta a legtobb azo-
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nositott ARG-t: dsszesen tizennégy darabot. Ezek koziil
nyolc plazmidon volt megtalilhaté, és kozilik az
APH (3’)-1a gén egyben MGE-n hordozott ARG volt.
A gének kozil 6t darab volt Enterococcus spp. eredetd;
a tobbit horizontalis géntranszferrel mas fajokbdl szerez-
hette a tOrzs, nevezetesen Staphylococcus, Klebsielln,
Lactobacillales, Enterobacteriaceae, Enterobacterales és
Streptococcus fajokbdl. Tetraciklin hatéanyagokkal szem-
beni rezisztencia kialakitasaért felelés gén a zetC, amely
t6ként Gram-negativ baktériumokban efflux pumpa ki-
tejez&déséért felelSs, és altaliban plazmidon taldlhaté.
A tetM és a tetS gének riboszoémavédelmi fehérjékért fele-
18s gének; mobilis genetikai elemeken talalhaték, Gram-
negativ és Gram-pozitiv baktériumokban egyarint. A re-
zisztenciat célpontvédelem utjan alakitjak ki (Roberts
2005). Pan és munkatirsaihoz hasonléan (Pan et al.
2011) mi is plazmidon azonositottuk a zezM gént, vizsga-
latunk soran azonban Enterococcus-eredetiiként azonosi-
tottuk. Nawaz és munkatrsai Lactobacillus plantarum
vizsgalata soran azonositottak ezeket a géneket, amelyek
génatvitelét Enterococcus-izolitumba kisérletes korilmé-
nyek kozott sikeresen bizonyitottak (Nawaz et al. 2011).

A nyers tej és az abbol késziilt tejtermékek ARG-vizs-
gilata sordn Osszesen 112-féle ARG-t azonositottunk.
Nyers tej esetén 31-féle ARG-t mutattunk ki. Toth és
munkatarsai kutatdsuk soran ugyancsak nyers tejb&l 48-
féle ARG-t azonositottak (T6th et al. 2020a); mig
Andriyanov és munkatirsai hozzank hasonléan 29-féle
ARG-t (Andriyanoy et al. 2022). Vizsgilataink soran
osszesen 19 olyan ARG-t mutattunk ki a mintakbol,
amelyek B-laktamdz-termelésért felelések. Ezek kozott
két olyan gént azonositottunk (blagyxs eez> Plagxa.zo9)s
amelyek OXA-tipust (Ambler D) p-laktamazok. Az
OXA-enzimek egy részénél a spektrum kiterjedése az
ESBL iranyaba ismert jelenség (Figueivedo et al. 2012).
Toé6th és munkatirsai plazmidon talilhatd és egyben
MGE PCl-béta-laktamdz (binZ) gént azonositottak
(Toth et al. 2020a), amelyet Aragio és munkatdrsai nyers
kecskesajtb6l mutattak ki (Aragao et al. 2019). Ezt a
géncsaladot mi nem tudtuk kimutatni, azonban dsszesen
ot B-laktamdz-termelésért felel6s géncsalidot azonosi-
tottunk (ACT, TER, OXA, ORN, CMY), amelyekbdl
plazmidon megtalalhaté géneket mutattunk ki. Kalono-
sen aggasztd az ESBL-termelésért felelSs blagy, 46, gén
plazmidon valé hordozasa. Andriyanov és munkatarsai
négy eltérd B-laktamaz (B-18, CME-12, GOB-41, CSP-1)
termeléséért felel6s gént azonositottak (Andriyanoy et
al. 2022). Elafify és munkatarsai ESBL-termelésért fele-
16s blacry am.1s> DlacTx a1 €8 blaggy 14 géneket is azono-
sitottak (Elafify et al. 2020).

Oniciuc és munkatirsai glikopeptid-rezisztencidért fe-
lel6s vanRM, van UG, vanXYC, vanYB és vanTC géne-
ket azonositottak nyers tejbdl és tejtermékekbd] (Alexa
Oniciuc et al. 2020). Vizsgalataink sordn ezek a gének
nem érték el az azonossagi kiiszobértéket a mintdinkban.
A tetraciklin hatéanyagokkal szembeni célpontvédele-
mért felelGs terM gént az 6sszes mintabol kimutattuk.
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Ning ¢és munkatdrsai nyers tejbdl szintén kimutattak a
jelenlétét (Ning et al. 2023). Ez a gén az érett sajtmin-
takban plazmidon volt megtalalhat6, ezenkiviil MGE is
volt egyben. Az efflux pumpit meghatirozé tetB gént
azonban csak a nyers tejben tudtuk kimutatni. Oniciuc
¢és munkatarsai emellett zezA és terO géneket is azonosi-
tottak (Alexa Oniciuc et al. 2020), Rodrigues és munka-
tarsai pedig nyers tejbdl és sajtbol azonositottak efflux
pumpit meghatirozé tetK gént (Rodrigues et al. 2017).
Té6th és munkatirsai plazmidon megtalalhatéd zez38 gént
mutattak ki nyerstej-mintakbél, amely gén tetraciklinek
s¢jtbdl vald kipumpdldsiért felelGs (Toth et al. 2020a).
Egy masik vizsgilatukban ugyanezt a gént plazmidon ir-
tdk le (T6th et al. 2020b). A mi vizsgilatainkban zez33
gént azonositottunk tobb mintiban, amely szintén
plazmidon volt megtalalhat6. Az aminoglikozidok enzi-
matikus inaktiviciojaért felelGs gének koziil a nyers tej-
ben és az érett sajtban az AAC(6°)-If gént mutattuk ki.
Viszont az AAC(6°)1i és AAC(6°)-Iih géneket csak az
érett sajtban tudtuk kimutatni, az aadA27, APH(3”)-1b
és APH (0)-1d gének pedig elsGsorban a nyers tejben vol-
tak megtaldlhatok. Az ANT(3”)-1Ic gén kizardlag a
nyers tejben volt megfigyelhetd. Ashraf és munkatarsai
nyerstej- és tejtermékmintakban kimutattik az AAC(6°)-
APH(2”) génkomplex jelenlétét (Ashraf et al. 2023),
amelyet Liu és munkatarsai is detektiltak kiillonboz6 al-
lati eredetti nyers tejfélékben (Lin et al. 2022). Endres és
munkatirsai az AAC(6°) gén jelenlétét mutattdk ki nyers
juhtejben és abbodl késziilt sajtmintikban (Endres et al.
2023). Parry-Hanson Kunadu és munkatarsai nyers sajt-
bol AAC(6°)-Iy gént mutattak ki (Parry-Hanson Kuna-
du et al. 2018).

A fluorokinolon hatéanyagokkal szembeni rezisztenci-
aért felelGs gének koziil valamennyi mintaban azonositot-
tuk az efflux pumpakat meghatiroz6 emrA, emrB, emrR,
mdtH, patA és patB géneket, valamint a csokkent perme-
abilitasért felel6s és egyben efflux pumpdt meghatirozo
marA gént; viszont a ramA gén csak nyerstej-mintakban
és érett sajtmintakban volt megtalalhaté. A széles korben
elterjedt, multidrug-rezisztencidért felelSs, efflux pumpa-
rendszert és célpontmaodositist meghatirozéd acR-tolC és
soxR gének az 6sszes mintdban kimutathatok voltak, ha-
sonl6an a permeabilitast is csokkentd soxS génhez. A flu-
orokinolonokkal és tetraciklinekkel efflux pumpa révén
rezisztencia kialakitisit meghatiroz6é adeF gént vala-
mennyi mintab6l kimutattuk. Andriyanov és munkatarsai
nyerstej-mintakban szintén azonositottdk ezt a gént
(Andriyanov et al. 2022). A fluorokinolonokkal szemben
efflux pumpa dltal rezisztenciit meghatiroz6 abaQ gént
csak a nyerstej-mintikban azonositottuk, hasonlé mé-
don, mint Téth és munkatdrsai (10th et al. 20200).

Konkluzio

A vizsgalataink soran alkalmazott allategészségligyi
megkozelitések mindegyike sordn kimutathatok voltak
ARG-k, koziilik tobb MGE-n hordozott volt. Ez nem-

Kerek et al.

csak az allatok terdpids menedzsmentjét, hanem az élel-
miszerldncon keresztiil potencidlisan az emberi egészsé-
get is veszélyezteti.

A One Health megkozelités alapjan javasolhaté a ge-
netikai ARG-sztirés bevezetése az allatgyogyaszati ké-
szitmények forgalomba hozatali engedélyezési eljarasa
sordn. Ezt timasztja ald a jelen vizsgalatban is kimuta-
tott, plazmid-medialt gének jelenléte, amelyek kozvetlen
kockdzatot jelenthetnek az antibiotikum-rezisztencia
horizontilis terjedésére. A nyers tejtermékek és egyéb
nem hékezelt, dllati eredetd élelmiszerek rezisztobmamo-
nitorozasanak rendszeresitése szintén idGszerd. Az érlelt
sajtokbdl  kimutatott, kozegészségiigyi jelentSséggel
biré gének jelenléte is ezt timasztja ala. A horizontilis
géndtvitelre hajlamosité elemek feltérképezése a termék-
fejlesztés elbtti szakaszban kiilonosen fontos olyan tor-
zsek esetében, amelyek kozvetlen humin expoziciéonak
lehetnek kitéve.

A kutatas oOsszesitett eredményei hangstlyozzik, hogy
az antimikrobidlis rezisztenciagének megjelenése nem-
csak a patogén baktériumok szintjén jelent problémat,
hanem a technolégiai, terapids célra szant mikroorganiz-
musokban is. Az ilyen tipusa vizsgalatok széles kord el-
terjesztése, valamint ezek integraldsa a szabdlyozasi kor-
nyezetbe elengedhetetlen a rezisztencia globalis szintd
visszaszoritasa érdekében. A rezisztenciagének horizon-
talis géntranszfer Gtjan torténd dtugrasa a bélmikrobiom
alkotoiba komoly kozegészségligyi kockizatot hordoz-
hat. A Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) 2019-es jelentése szerint az Amerikai Egyestilt
Allamokban évente 2,8 milli6 fertzés kothetd bizonyi-
tottan antibiotikum-rezisztens fertézésekhez, amelyek
kozil 35 000 eset végzetes kimeneteld (Centers for
Disease Control and Prevention 2019).
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