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1 Roviditések

APEC — madar patogén/avian pathogenic Escherichia coli

aEPEC - atipikus enteropatogén/atypical enteropathogenic Escherichia coli
AIEC — adhéziés-invaziv/adherent-invasive Escherichia coli

BFP - kdéteg képz6 pilus/bundle-forming pilus

bp — bazis par

Cl — konfidencia intervallum/confidence interval

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

DAEC - diffuzan tapadé/diffusely adherent Escherichia coli

DEC - intesztindlis patogén/diarrheagenic pathogenic Escherichia coli

EAEC — enteroaggregativ/enteroaggregative Escherichia coli

EAF — EPEC adhézios faktor

EHEC - enterohemorragias/enterohaemorrhagic Escherichia coli

EIEC — enteroinvaziv/enteroinvasive Escherichia coli

EPEC — enteropatogén/enteropathogenic Escherichia coli

ETEC — enterotoxikus/enterotoxigenic Escherichia coli

EXPEC - extraintesztinalis patogén/extraintestinal pathogenic Escherichia coli
LB — Luria-Bertani

LEE — Locus of Enterocyte Effacement

MALDI-TOF — matrix-asszisztalt |1ézer deszorpcids, ionizacios, repulési idé/matrix-assisted
laser desorption, ionization, time of flight

MDR — multidrog rezisztens/multidrug-resistant

MNEC - agyhartyagyulladast okozé/meningitis-associated Escherichia coli
Nébih-ADI — Nemzeti Elelmiszerlancbiztonsagi Hivatal — Allategészségiigyi Diagnosztikai
Intézet

NT — nem tipizalhaté/not typable

PCR - polimeraz lancreakcié/polymerase chain reaction

PEMS - baromfi bélgyulladas és felszivédasi zavar szindroma/poultry enteritis and
malabsorption syndrome

rpm — fordulat per perc/round per minutes

SP — spontan agglutinacié/spontaneous agglutination

tEPEC — tipikus enteropatogén/typical enteropathogenic Escherichia coli

UPEC - uropatogén/uropathogenic Escherichia coli



2  Osszefoglalas

Az Escherichia coli egy széles korben el6forduld, tébbnyire kommenzalista baktérium, de
leéteznek human-, és allategészségligyi szempontbdl jelentds intesztindlis és extraintesztinalis
patogén tdrzsei is. Az intesztindlis E. coli torzsek patotipusainak baromfiban valé
el6fordulasarol jelenleg még igen kevés informaciéval rendelkezink, magyarorszagi adat
pedig az itt ismertetett adataink publikalasaig még egyaltalan nem volt. Ezért célunk volt
el6szor egy brojlerekre fokuszald majd ezt kdvetben egy 6t baromfi fajt (tyuk, pulyka, lad,
kacsa, galamb) feldlel6 vizsgalat az esetlegesen el6forduld enteralis E. coli patotipusokra, s
ezen belll is elsésorban az EPEC tdrzsekre, valamint ezen térzsek jellemzése és

el6fordulasuk jarvanytani viszonyaira valé adatgydjtés.

A Nébih-ADI brojler E. coli referencia tdrzsgytijteményébél 170 tdrzset, vagohidi brojlerekbél
114 vakbél- és 4 vagohidi szennyvizmintat (6sszesen 288 E. coli torzset) vizsgaltunk meg. A
kutatas soran azt tapasztaltuk, hogy a mintakban csak az aEPEC (atipikus enteropatogén E.
coli) fordult eld, viszont ez a patotipus varatlan gyakorisaggal, 28-30%-ban jelen volt a
mintakban. Az izolalt aEPEC tdrzsek 94 és 98%-a multirezisztensnek bizonyult 15-féle
klinikailag relevans antibiotikumot megvizsgalva és szerocsoportjaik is igen valtozatosak
voltak. Osszegezve, a brojlerekben végzett vizsgalatainkkal el8szor sikeriilt Magyarorszagon
brojlerekbél aEPEC toérzseket kimutatni, amelyek nagymértékben multirezisztensnek voltak,
nagy szamban fordultak el és valtozatos szerocsoportba (014, 045, 0108) tartoztak,

feltiin6en gyakori (25%-0s) B2 filogenetikai reprezentacidban.

Hasonlé eredményt tapasztaltunk a 45 csirkébél, 56 pulykabol, 89 kacsabdl, 105 ludbdl, 37
galambbdl szarmazoé 319 E. coli izolatumot megvizsgalva. A mintakban csak aEPEC torzseket
sikerult kimutatni, dsszesen 7 esetben. Az alacsony esetszam kovetkezménye lehet annak,
hogy ezen mintakat eltérd életkorokbdl gylijtottiik, hogy az életkor esetleges szerepét is
megvizsgalhassuk az aEPEC gyakorisagaban. Eredményeink azt mutattak, hogy a fiatal és
kifejlett allatok életkoraban az aEPEC patotipus nem volt kimutathaté. Inkabb a még
fejlédésben lévé 4-6 hetes korosztaly, illetve a betegségben szenvedé (elhullott), vagy
stressznek (pl: tdomés) kitett allatokban jelenik meg ez a patotipus. Az eltéré baromfi fajokbdl
izolalt torzsek valtozatos szerocsoportokba tartoztak és a galambokbdl izolaltak kivételével
multirezisztensek voltak. igy az elvégzett kutatassal sikeriilt elséként ludakbdl (Anser anser
domestica) az aEPEC jelenlétét igazolni, valamint Magyarorszagon pulykakbdl és
galambokbdl els6ként aEPEC torzseket ismertetni. Ezen tul, az aEPEC életkori eloszlasanak
lehetséges kuldnbségeire is felhivtuk a figyelmet. Mindamellett, a patotipus fajok kdzotti

valtozatossaga is tetten érhetd volt a fajok kézott.



3 Abstract

E. coli is a widely distributed, mainly commensal bacterium, but some strains have human and
veterinary medical importance causing intestinal or extraintestinal infections. However, there
is scarce information about the existence of diarrheagenic E. coli (DEC) strains in poultry and
so far there were no data available on avian DEC from Hungary. Therefore, our aim was to
conduct a survey of DEC in broilers and then in five poultry species (chicken, turkey, goose,
duck, pigeon), focusing mainly on markers of EPEC pathotype and these strains

characterization.

Altogether, 170 reference E. coli strains from Natinal Food Chain Safety Office — Diagnostic
Directorate, 114 broiler and 4 sewage (overall 288 E. coli) were tested. Atypical EPEC (atypical
enteropathogenic E. coli) was the only pathotype identified among the isolates with an
unexpected high frequency (28-30%). Majority of the aEPEC strains were multidrug-resistant
(94 and 98%) against 15 clinically relevant antibiotics and shared a high serogroup diversity.
They belonged to serogroups 014, 045, 0108 and 25% of them gouped in the phylogenetic
group B2. In summary, here we report the first aEPEC strains isolated from broilers in Hungary

which were multiresistant and were isolated with high frequency.

Similar results were found by testing 319 E. coli strains from 45 chiken, 56 turkey, 89 duck,
105 goose and 37 pigeon. Samples contained only aEPEC strains, altogether in 7 cases (2
turkey, 2 goose, 3 pigeon). This low frequency of aEPEC was a possible consequence of
collection from diverse age groups of poultry which served the investigation of a possible age
related effect on aEPEC distribution. According to our results, young and adult poultry did not
carry the aEPEC pathotype. It was found mainly in the growing (4-6 week old), sick (died) or
stressed (eg.: force-feeding) birds. These aEPEC strains belonged to diverse serogroups
comparing the poultry species and were multidrug-resistant except for isolates from pigeon. In
summary, our research presented first the emergence of aEPEC in goose (Anser anser
domestica) and its first detection in turkey and pigeon in Hungary. Furthermore, a possible
effect of age dependence on the aEPEC frequency in poultry was suspected. The variability

of sero- and phylogenetic groups of aEPEC strains among poultry species was also revealed.



4 Bevezetés

Az Escherichia coli baktériumot Theodor Escherich fedezte fel egészséges gyerekek
székletében, 1885-ben (Escherich Theodor, 1886). A felfedezett baktériumot az eléfordulasa
alapjan elébb Bacterium coli commune-nak nevezte el, majd Bacterium coli-nak nevezte el,
amely aztan a késébbi atsorolasok alkalmaval tébbszoér is megvaltozott és végul is a ma is
hasznalatos Escherichia coli nevet kapta, tisztelegve annak elsé leiréja elétt (Friedmann,
2014).

Az E. coli egy Gram-negativ az Enterobacteriaceae csaladba tartoz6,1-2 ym nagysagu,
palcika alaku baktérium, amely szamos csilléval rendelkezik, igy aktiv mozgasra képes. Az E.
coli baktériumot morfoldgiai és biokémiai tulajdonsagai alapjan a tébbi Enterobacteriaceae
csaladba tartozo torzsektdl el lehet kiloniteni. A tenyésztés soran laktdéz bontasra képes,
laktéz-pozitiv torzsként viselkedik, gaz termelésre képes, azonban kén-hidrogént nem termel.
Altalaban burkot nem képeznek, igy nyalkas telepeket, mint a laktéz-pozitiv Klebsiella és
Enterobacter nemzetségbe tartozé fajok nem hoznak Iétre. A biokémiai reakcidokban katalaz
pozitiv és oxidaz negativ torzsként viselkednek, ureazt nem termelnek, citrat hasznositasi
prébaban negativak, viszont indol termeléstik miatt az ennek kimutatasara szolgald prébaban

pozitivan viselkednek. (Quinn és mtsai., 2004)

Az E. coli baktériumot széles kdrben hasznaljak, hasznositjak. igy nem csak a kutatasokban
alkalmazzak, mint j6 modell térzs, hanem a gydgyszerek, enzimek és fehérjék eldallitasaban
is fontos szerepe van a gyogyszer és diagnosztikai iparban. A nagyfoku elterjedtségének és
felhasznalasanak koészonheté az is, hogy els6ként allapitottak meg a telies genom
szekvenciajat ennek a prokariétanak (Blattner és mtsai., 1997). Ez tovabbi lehet6ségeket
teremtett ennek a valtozékony baktériumnak a vizsgalataiban és laboratériumi

felhasznalasban.



5 Irodalmi attekintés

5.1 Escherichia coli el6fordulasa

Az Escherichia coli egy széles korben el6forduld baktérium faj. A bélrendszer alsé
szakaszanak allando tagja az emlésdk és madarak esetében. Itt részt vesznek a normalis
bélfléra kialakitdsaban, az esetleges patogén térzsek megtapadasanak és tulszaporodasanak
megakadalyozasaban. Az E. coli a koérnyezetben is gyakran el6fordul, kikerllve a
bélrendszerbdl az allatok altal Uritett bélsarral. Itt kedvezé kdrulmények kdzott akar hetekig,
honapokig is életben maradhatnak. Ennek kdszdnhetéen az E. coli elszeretettel alkalmazott
indikator torzs a vizek és élelmiszerek esetében a bélsarral valo érintkezés/kontaminacio

kimutatasara.

A kommenzalista E. coli tdrzsek mellett azonban szamos fakultativ patogén torzs is létezik,
amelyek egészséges dllatban nem, azonban ujszulott és fiatal egyedekben, vagy az
immunrendszer gyengulésével, tarsfertézésekkel és a bélmikrobidtat illetve bélhamot,
légutakat vagy hugyutakat karositdé kornyezeti artalmak révén barmely életkorban képesek
elszaporodni és megbetegedéseket, fertézéseket okozni. Ritka esetben Iéteznek obligat
patogén E. coli térzsek is (EHEC), amelyek egészéges szervezetbe bejutva képesek
megbetegedést okozni, sulyos, akar életet veszélyeztetd allapotokat és akar jarvanyokat is

létrehozva (Varga és mtsai., 2018).

Az allatokban els@sorban a fakultativ patogén E. coli térzsek okoznak megbetegedéseket,
amelyek hordozott virulencia faktoraik révén szamos kulénb6zd szervrendszert képesek
kolonizalni és ott jellegzetes karositd hatasukat kifejteni. Az is elmondhaté, hogy valamennyi
eml6s és madarfaj érzékeny az E. coli fert6zésekre, azonban az eltérd allatfajokat mas és mas
patogenetikai tulajdonsagokkal rendelkezé E. coli térzs képes megbetegiteni. Ugyanis a
hamsejtek (pl: bélham- és hugyhamsejtek) eltéré fellleti fehérjékkel (receptorokkal)
rendelkeznek, melyeken kiloénb6zé E. coli toérzsek tudnak megtapadni (kbszbnhetéen a
kilénb6z6 fimbriaknak és mas adhezineknek) és a termelt altaldban toxinjaik révén a
hamsejteket, illetve azok normalis felszivé tevékenységét akadalyozni. Ezzel is a felszivédast
és az emeésztési folyamatot megzavarjak, igy kovetkezményes hasmenést okoznak az

allatokban és emberben egyarant.

Az emberben megbetegedést okozo tdrzsek egy része kdrnyezeti, illetve allati eredeti. igy az
allatokkal valé kézvetlen kapcsolat, valamint az élelmiszerek gyakori forrasai lehetnek emberi

fert6zések kialakitasaban. Ezért a kdrnyezetben (pl: vizben) és élelmiszerekben kimutatott E.



coli minden esetben fontos veszélyforrasat jelentheti az emberi fertéz6déseknek, zoondzisok

és esetlegesen jarvanyok kialakulasanak.

5.2 Patogén Escherichia coli torzsek besorolasa

A koérokozo E. coli tdrzsek két f6 csoportra oszthatdk a szervezetben okozott megbetegedés
helye szerint, igy mint extraintesztinalis E. coli (extraintestinal pathogenic E. coli, EXPEC) és
intesztinalis patogén E. coli (diarrheagenic E. coli, DEC). Az elsé kategoria els6sorban
agyhartyagyulladas és vérfertézéssel (meningitis-associated E. coli, MNEC), valamint hagyuti
fertézéssel jard (uropathogenic E. coli, UPEC) problémakat okozé E. coli tdrzseket tartalmaz.
Szintén ide tartoznak a madarakban szamos megbetegedést okozni képes, széles kori
virulenciafaktorokkal rendelkezd madarpatogén E. coli (avian pathogenic E. coli, APEC)
torzsek is (Kaper, 2005; Kathayat és mtsai., 2021).

Az intesztindlis patogén E. coli térzsek tovabbi 7 csoportba sorolhatok be az altaluk termelt f6
virulencia faktoraik és az altaluk okozott bantalmak alapjan, ugymint: enteropatogén E. coli
(enteropathogenic E. coli, EPEC), enterohemorragias E. coli (enterohaemorrhagic E. coli,
EHEC), enterotoxikus E. coli (enterotoxigenic E. coli, ETEC), enteroaggregativ E. coli
(enteroaggregative E. coli, EAEC), enteroinvaziv E. coli (enteroinvasive E. coli, EIEC), diffuzan
tapadé E. coli (diffusely adherent E. coli, DAEC) és tapadoé-invaziv E. coli (adherent-invasive
E. coli, AIEC). Ez utébbinak az emberi Crohn-betegségben tulajdonitanak ujabban esetleges

szerepet (Kaper, 2005).
5.3 E. coli térzsekben el6fordulé O-K-H-F antigének

Az E. coli torzsek elkllonitésében a szomatikus sejtfal O antigén mellett fontos szerep jut a
baktérium fellileti antigénjeinek, igy a burok (K antigén), a csillé (H antigén) és a fimbria (F
antigén) antigéneknek. Ezek kozil is a legfontosabbak a hordozott O antigének, amelyek
alapjan 184 szerocsoportba, és a H antigének (54-féle), amivel egyltt pedig szerotipusokba
lehet besorolni az E. coli torzseket. Ezeket hagyomanyosan monovalens savokkal végzett
agglutinaciés probakkal hatarozzak meg (drskov és Jrskov, 1984). Az utébbi iddk
fejlesztéseinek eredményeképpen azonban Iétrehoztak mar génszekvenciak alapjan
végrehajtott szerotipizalasi médszereket is, ahol az O és H szerotipusra specifikus primerekkel
és PCR reakcidval torténik az egyes antigének kimutatasa és ezek alapjan az E. coli torzsek
szerotipusba sorolasa (Banjo és mtsai., 2018; Iguchi és mtsai., 2015). Ezen vizsgalatoknak
fontos szerepe van a jarvanyugyi nyomozasokban, allat-ember fert6zések dsszefuggéseinek
megtalalasaban. De egyes szerocsoportok jellegzetesek lehetnek akar egyes patotipusokra is
(pl: O78:K80, O157:H7), amelyek akar sulyos, életet veszélyeztett fert6zéseket is képesek

lehetnek Iétrehozni.



5.4 E. coli patotipusok elkilonitése

Az egyes E. coli patotipusokat a megbetegit6-képességikben fontos szerepet jatszd f6
virulencia faktorok és az ezeket kddold gének alapjan jol elkiilonitheték egymastdl. igy az eae
az EPEC,; eae és stx az EHEC; aggR az EAEC,; st és It az ETEC; ipaH az EIEC virulencia
gének alapjan, illetve a DEC esetében az in vitro szovettenyészeten létrehozott elvaltozasok
alapjan (Kaper, 2005; Lopes é€s mtsai., 2005). Bar, a tobbi patotipus esetében is jellegzetes
kérszdvettani elvaltozasokat lehet kimutatni, de ezek meghatarozasa klinikai esetekben él6
szervezetekben nem, vagy csak ritkan lehetséges. A molekularis biolégiai mddszerekkel

végzett vizsgalatok viszont gyorsabb és pontosabb kiértékelést tesznek lehetévé.

Az EPEC és EHEC torzsek esetében a gén szinten elvégzett vizsgalatok mindenképpen fontos
részei a két patotipus elklldnitésében és részletes jellemzésének, készdnhetéen a két
patotipus kdzeli rokonsaganak. Szamos kutatas bizonyitja, hogy az EPEC térzsek a Shiga
toxin termel6dését kddold gént hordozé bakteriofagokkal vald fertéz8dése révén jonnek létre
az EHEC torzsek. (Téth és mstai., 2003) igy szamos mas virulencia gén azonos a két

patotipusban, amelyek a patomechanizmusukban fontos szerepet jatszanak.

5.5 EPEC és EHEC torzsek elkilonitése

Az enteropatogén E. coli (EPEC) klinikai megjelenése nagyban hasonlit az egyéb intesztinalis
E. coli okozta bantalmakra, amelyek az ember esetében, altalaban hasmenéssel jarnak.
Azonban az EPEC tdrzsek patomechanizmusa, bélhamsejtekre kifejtett hatasa szamos
ponton eltér a tébbiekétél. Ebben fontos szerep jut a bélhamsejtek fellletéhez vald
kapcsoldédas modjanak, mely az EPEC torzsek tovabbi karositd hatasanak lényeges feltétele.
Ebben vesz részt két kulcsfontossagu fehérje: a translocated intimin receptor (tovabbiakban:
tir, ahogy az ezt kédold génszakaszt is nevezik) és az intimin (az ezt kédold génszakasz neve:
eae). Az EPEC torzsek a tir-t az U.n. lll-as tipusu szekrécios rendszer (type Il secretion system
- T3SS) segitségével juttatjak a megtamadott gazdaszervezet bélhamsejtjeinek membranjaba
és teszik lehetévé a sajat bakteridlis sejtfaluk feliletén 1évd intimin fehérjéknek a tir-
receptorokhoz val6 kihorgonyzasat. Igy, 4&llandosult kapcsolatot hoznak Iétre a
bélhamsejtekkel. A fenti két kilénb6z6 funkcidju fehérjét és a szekrécids rendszert kédold
génszakaszok, a bakterialis kromoszéma ugynevezett LEE (Locus of Enterocyte Effacement)
patogenitasi szigetén helyezkednek el tdbb mas, a patogenitasban ugyancsak fontos gén
mellett. Ezen gének jol harmonizalt egyuttmikodése révén jon létre a jellegzetes
bélmikroboholy karosodas: ,attaching/effacing” (A/E) 1ézi6 (Moon és mtsai., 1983). A szdban
forgd gének kimutatésa a kifejezetten rajuk tervezett primerekkel és a PCR (Polymerase Chain

Reaction) felhasznaldsa révén, kdnnyen megvalésithaté. Ez az EPEC esetében a LEE-n
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helyez6d6 eae (intimint kddold) és a tir (tir fehérjét kddold) génszakaszra tervezett specifikus

primer parokkal lehetséges (China és mtsai., 1996).

A baktériumsejt kihorgonyzasban részt vevd intimin és tir azonban nem csak az EPEC torzsek
megtapadasaban vesznek részt. Jelenlétuk az EHEC torzsekre is jellemzd, melyek ugyanezen
fehérjék (adhézios virulencia faktorok) felhasznalasaval képesek a bélhamsejteken a tartos
tapadast kialakitani. Az EPEC és EHEC torzsek elkulonitésében fontos tulajdonsag az EHEC
torzsek Shiga toxin (Stx) termel6 képessége. Az EHEC térzsek altal termelt Stx immunoldgia
tulajdonsagai és genetikai 6sszetétele alapjan két f6bb tipusra (Stx1 és Stx2) oszthatd. A
Shiga toxin termelédéséért felelés stx gének profag (a baktérium DNS-ébe integralédott fag)
eredetliek és képesek bizonyos kdrlilmények kdzott mobilizaléodni a bakterialis DNS-béI és
mas baktériumokba beépilni. (Koztowska és mtsai.,, 2020) Az stxl és stx2 konzervativ
szekvenciara tervezett primerekkel, PCR segitségével kimutathatdk ezen toxin termelédéséért
felel6s gének (China és mtsai., 1996). Ezzel, és az Stx toxinok esetleges in vitro kimutatasaval,
a mellett, hogy a klinikai kép a két patotipus (EPEC és EHEC) esetében rendszerint kiildnbdzik
egymastol, a fenti két patotipus a molekularis genetikai vizsgalatok segitségével is jol
elkllénitheté. A pontos diagndézisnak fontos szerepe van a megfeleld terapia kivalasztasaban
és az esetleges kovetkezmények mérlegelésében. EHEC fertézés esetében ugyanis az
antibiotikum terapia kontraindikalt (az eldlt baktériumokbdl eredd fokozott stx toxin
felszabadulas a kérképet sulyosbithatja), tovabba az EHEC toérzsek sulyos és akar halalos
megbetegedés okozadi is lehetnek ember esetében, példaul a hemolitikus urémias szindroma
(HUS) kivaltasaval, amely altalaban allati eredeti élelmiszer okozta bantalomnak tekinthetd

(Nguyen és mtsai., 2012).
5.6 Az enteropatogén Escherichia coli (EPEC)

Az enteropatogén Escherichia coli a hasmenéssel jaré6 megbetegedések nagy részében
vilagszerte eléfordul, mint koroki tényez8: az évente eléforduld kb. 800.000 hasmenéses eset
miatti elhalalozasban is fontos szerep jut az EPEC-nek, legféképpen a fiatal korosztaly, igy a
gyerekek esetében (Hernandes és mtsai., 2009; Hu és Torres, 2015). A megbetegedés soran
az EPEC toérzsek a vékonybélben a mar emlitett, jellegzetes, “attaching-effacing” (A/E) léziét
hozzak létre, melynek soran a bélmikrobolyhok eltiinnek és a bélhamsejt membranjan a
baktérium kapcsolodasanak a helyén dobogdszeri felemelkedés jon létre. Ez egy
haromlépcsés modell alapjan, harom fazisban valésul meg: helyi megtapadas (local
adherence), jelatvitel (signal transduction) és tartés megtapadas (intimate adherence) (Nataro
és Kaper, 1998). Az el6zetes helyi megtapadas a tipikus EPEC (tEPEC) esetében az EAF
plazmidon 1évé bfpA gén altal kodolt pilus révén jon létre. Mig ez az atipikus EPEC (aEPEC)
esetében mas és valtozatos, jorészt még ismeretlen adhezineknek kdszdnhetd. A jelatvitel
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soran a LEE (Locus of Enterocyte Effacement) patogenitasi szigeten kédolt lll-as tipusu
szekrécios rendszernek, az EPEC altal kivalasztott fehérjéknek (EspA, EspB, EspD) és a tir-
nek van nagy jelentésége, ami az utolsé lépcs6ben, a szintén a LEE-n kodolt intimin (eae)
szamara megteremti a bélhamsejtek fellletén valé megtapadasnak és a baktérium allanddsult
rogzilésének a lehetéségét (Hernandes és mtsai., 2009). (1. abra) Ez utdbbi lépés (tir és

intimin  kapcsolédas) tekintetében a tEPEC és aEPEC tdérzsek nem kulonbdznek.

Intimin —p

Bélhamsejt Bélhamsejt Bélhamsejt

;3 2. 3.

1. dbra Az EPEC torzsek bélhamsejtekhez valé kapcsolddasanak harom fazisa.
(1. Helyi megtapadas a BFP pilusok segitségével., 2. Jelatvitel és a lll-tipusu szekrécios
rendszer fehérjéinek (pl. EspA) szerepe a transzlokalt intimin receptor (Tir) atadasaban és a
bélmikrobolyhok elhajlitasaban. 3. Szoros kapcsolat a gazdasejt és a baktérium (tir és

intimin) ko6zo6tt, a bélhamsejt membranjanak egyideji megemelkedésével (AE €zid))

Az EPEC sejthartya és bélmikroboholy karosité hatasai miatt a béltartalom és a
bélnyalkahartya sejtiei kozotti anyagforgalom és a felszivodas zavart szenved. A
bélmikrobolyhok szamanak csokkenése miatt csokken a bél felszivé felllete, mely karositd

hatasok kévetkezménye hasmenéses tiinetekben fog megnyilvanulni.

A tipikus és atipikus EPEC torzseknek eltérd jarvanytani jellemzéik vannak és eltéré
sulyossagu megbetegedéseket okozhatnak, s egy-egy foldrajzi terileten hasmenéses és
beteg gyermekekben, enteroaggregativ E. coli (EAEC) térzsekkel vegyesen is eléfordulhatnak
(Dow és mtsai., 2006).

5.7 A tipikus enteropatogén Escherichia coli ({EPEC)

A tEPEC csak emberben okoz megbetegedést. Jelen ismereteink szerint allatokban nagyon
ritkdn mutathaté ki és nem okoz megbetegedést. Ennek megfeleléen a tEPEC hordozasaban

az ember jatssza a fészerepet és az ember a f6 fertézési forras is (Nataro és Kaper, 1998). A
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tEPEC torzsek leggyakrabban az O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0127, 0142
szerocsoportokba tartoznak (Trabulsi és mtsai.,, 2002). Azonban allatokbdl is esetenként
kimutathaté a tEPEC, mint szennyezé/kontaminans fléra, ez is leginkabb allati termékek
esetében, vagy emberrel szoros kontaktusban lévé tarsallatokbdl, mint kutya és macska (Abri
és mtsai., 2019; Arais és mtsai., 2018; Goffaux és mtsai., 2000; Rodrigues és mtsai., 2004). A
tEPEC allategészségugyi jelentdsége ezért csekély, inkdbb az egészségigy szamara fontos
az Osszefliggések felderitése. A fentiek alél kivételt képeznek a szopds és valasztott nyulak
EPEC torzsei (I: aldbb). Mig az elmult évszazad végeéig az E. coli okozta emberi hasmenéses
esetek leginkabb a tEPEC tdrzsekkel voltak Osszefliggésben, addig az 1990-es évektél
kezddédéen a tEPEC okozta fert6zések szama drasztikusan csokkent, vélhetéen a javuld
életkdriilményeknek és higiéniai feltételeknek kdszonhetéen. igy ettdl kezdve az aEPEC

okozta hasmenéses esetek és jarvanyok keriltek inkabb elétérbe (Trabulsi és mtsai., 2002).

A szop0os és valasztasi koru nyulakban sulyos hasmenést és elhullast okozé és ezért komoly
allategészségugyi jelentéségli EPEC torzsekr6l az utdbbi évtizedekben szédmos U
megfigyelés kerllt napvilagra. Jelen ismeretek szerint a nyul az egyetlen haziallat, melyben az
EPEC (els6sorban az 015, 026, 0103, 0132 szerocsoportba tartozd) baktériumok
természetes korlilmények kdzott sulyos megbetegedést okoznak (Milon és mtsai., 1999). A
kérfolyamat a human tEPEC toérzseknél leirtakkal azonos, mivel a nyul EPEC tdrzsek is
rendelkeznek a bélmikrobolyhokhoz val6 elézetes adhéziot segitd pilusokkal (AF/R1, AF/R2
és Ral), melyek kézil az AF/R2 a kromoszéman, mig a masik ketté, a human EPEC torzsek
BFP pilusaihoz hasonléan, plazmidon kodolt virulenciafaktor (Adams és mtsai., 1997;

Fiederling és mtsai., 1997; Krejany és mtsai., 2000).

Ezeken kivil szamolnunk kell tovabbi szerocsoportok (pl. 0153, 0157) és eddig ismeretlen

adhéziods pilusok szerepével is (Dow és mtsai., 2005).

5.8 Az atipikus enteropatogén Escherichia coli (aEPEC)

Az aEPEC mind az ember, mind az allatok szempontjabdl fontos alcsoportnak szamit, gyakran
csupan tunetmentes baktérium hordozassal jar, bar klinikai jelent6ségét a human

megbetegedések esetében gyakrabban észlelik.

Emberben az aEPEC, a tEPEC térzsekhez hasonléan, szintén képes hasmenéssel jaro
megbetegedést okozni. S6t az 1990-es évektdl a tEPEC okozta megbetegedések gyakorisaga
csoOkkent és helyette az aEPEC okozta hasmenések fordulnak el6 inkabb. A legnépesebb
foldrészeken (Afrika, Azsia, Dél-Amerika) a gyerekek esetében a leggyakoribb és halalt okoz6
megbetegedések k6zé a hasmenéses korképek tartoznak, melyek hatterében féldrészenként
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eltéré okok lelheték fel. A fejl6dé vilagban és igy a legnépesebb orszagokban az E. coli okozta
hasmenések vannak az elsé helyen (Zhou és mtsai., 2018). Ezen szerz6k azt is kimutattak,
hogy a hasmenést okozé E. coli térzsek dontd tdbbségét az EPEC (50%) és ezen belll is az
aEPEC (77,8%) adja. Azonban az aEPEC nem csak a fejl6d6 vilagban (Brazilia, Mexiko,
Vietnam, stb.), hanem a fejlett vilagban (USA, Németorszag, Finnorszag, Norvégia, Japan,
sth.) felnéttekben is okoz idészakosan jarvanyos megbetegedéseket (Hernandes és mtsai.,
2009; Kinnula és mtsai., 2018), vagy egyes kronikus hasmenéses esetekben is nagy szamban
fordul el6 (Hu és Torres, 2015).

Az aEPEC tdrzseket mind akut, mind krénikus hasmenéses emberi megbetegedésekbdl
gyakran izolaljak, azonban az aEPEC egyeduli kéroki szerepét a hasmenések kivaltasaban
még nem sikerUlt bizonyitani. E kérdés még vitatott és egyre tdbbet vizsgalt a kértani szerepe
az aEPEC térzseknek (Hu és Torres, 2015). Az emberi megbetegedésekben betdltdtt szerepét
illetd, és jelenleg még hianyz6é informaciok miatt ezen patotipus el6forduldsarol és

epidemiolégiajarél egyre ndvekvd szamu adat all rendelkezéstlinkre.

Allatok esetében az EPEC térzsek molekularis genetikai modszerekkel valé tanulmanyozasa,
valamint az emberi aEPEC megbetegedések el6fordulasanak elbéretdérése ugyancsak egyre
tobb adatot general. Jelenlegi ismereteink szerint, minden fontosabb haszonallat, tarsallat, de
meég a vadallatok is gyakran hordoznak a béltraktusukban aEPEC toérzseket, akar betegség
tinetei nélkul. igy példaul szarvasmarhaban, juhban, sertésben, I6ban, szarvasban, hazi
tyukban, pulykaban, kutyaban, macskaban, vadmadarakban is leirtak mar az aEPEC térzseket
(Malik és mtsai., 2006; Hernandes és mtsai., 2009; Pakpinyo és mtsai., 2002; Saidenberg és

mtsai., 2017). Az allatok tehat fontos rezervoarjai lehetnek az aEPEC térzseknek.

A tarsallatok, mint az emberrel szoros kapcsolatban év6 allatfajok, kdnnyen lehetnek az
emberi fertézés forrasai is. Braziliaban pl. a kutyak bélsaraban jelenlévé aEPEC torzseket
O0sszehasonlitva a hasmenéssel kiizdd gyerekekben izolalt E. coli térzsekkel, tébb esetben is
talaltak hasonlésagot szerocsoportok és virulenciafaktorok tekintetében is, amibdl azt a
konkluziét vontak le, hogy egyes esetekben a kutyak a fert6zés forrasai, illetve rezervoarjai
lehetnek az emberben kialakul6 E. coli okozta hasmenéseknek (Arais és mtsai., 2018; Puio-
Sarmiento és mtsai., 2013). Ecuadorban végzett felmérés alapjan is azt talaltak, hogy a
tarsallatokbdl és haziallatokbdl izolalt aEPEC torzsek 6sszefuggésbe hozhatdék az emberben
betegséget okoz6 térzsekkel (Vasco és mtsai., 2016). Ezek a vizsgalatok fontosak lehetnek a
tarsallatok etetése soran a fejlett vilhagban reneszanszat él6 BARF (Csont és nyers étel - Bones

and raw food) és egyéb taplalasi elgondolasok mikrobioldgiai és jarvanylgyi megitélésében
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és az esetleges zoonotikus veszélyek mérlegelésében is (Bottari €és mtsai., 2020; Treier és
mtsai., 2021).

Macskak hasmenéses megbetegedései esetében is az aEPEC baktériumok kdrokozoé hatasa
volt kimutathatd. Néhany hetes kismacskakban el6forduldé hasmenéseknél szignifikans
klldnbséget talaltak a beteg és a hasmenéses macskak aEPEC hordozasaban és a hasmenés
sulyossagaban, valamint annak kimenetele k6z6tt (Watson és mtsai., 2017). Az aEPEC okozta
megbetegedés okait vizsgalva arra jutottak, hogy az antibiotikummal kivaltott bélfléra-eltolédas
hatasara a kisérletesen fert6zott allatokban kivalthato lett a hasmenés, mig az egészséges
bélfloraval rendelkezd, vagy probiotikumot kapd egyedek védettebbek lettek az aEPEC
hatasai ellen (Watson és mtsai., 2019). Tovabbi megallapitasai ennek a kutatécsoportnak,
hogy a macskakban eléforduld aEPEC térzsek nem kuldnbdztek jelentésen az emberi
megbetegedést okozé torzsektél és igy a macskak fontos forrasai lehetnek zoonotikus

fert6zéseknek is (Watson és mtsai., 2020).

Kutyak esetében szamos informacioval rendelkezink arrdl, hogy gyakori az aEPEC torzs
hordozasuk és forrasai lehetnek szintén emberi megbetegedéseknek (Arais és mtsai., 2018;
Pufo-Sarmiento és mtsai., 2013; Vasco és mtsai., 2016). A klinikai eseteket elemezve
hasmenéses kutyak esetében is gyakran fordul el6 az aEPEC, melynek jelenléte befolyasolja
a hasmenés sulyossagat és annak kimenetelét, hasonléan a macskakhoz (Drolet és mtsai.,
1994; Kjaergaard és mtsai., 2016; Sancak és mtsai., 2004).

A haszonallatok esetében az aEPEC hordozas viszonylag gyakori. Baromfi vagas esetében
pl. a béltartalom rendszeres ken6dése a vagott testeken nagy esélyét adja annak, hogy az
ember fert6zési forrasai legyenek (Alonso és mtsai., 2011). Ezek a térzsek szamos esetben
hordozhatnak olyan valtozatos virulencia géneket, melyek emberi megbetegedés kapcsan is
fontosak lehetnek (Comery és mtsai., 2013; Moura és mtsai., 2009). Az aEPEC tbérzsek e
mellett szamos antibiotikum rezisztencia gént is hordoznak, ami bizonyitja az aEPEC nagyfoku
variabilitasat (Hernandes és mtsai., 2009; Xu és mtsai., 2017). Ezek lehetéséget adhatnak az
aEPEC torzseknek betegségek eldidézésében vagy mas baktériumok és virusok altal kivaltott
bantalmak sulyosbitasaban, de szerepuk lehet virulencia és antibiotikum rezisztencia gének

hordozasaban és tovabbadasaban is (Szmolka és mtsai., 2012; Malik és mtsai., 2017).

A baromfi fajok k6zll a pulyka bélgyulladassal és malabszorpcioval jar6 megbetegedése
kapcsan (PEMS — Poultry enteritis and malabsoption syndrome) is felmertlt a jelentésége az
aEPEC tdérzseknek, tdbb mas kérokozoé (pl.: corona- és rotavirus) egyideji karositd hatasa

mellett (Saidenberg és mtsai., 2017). Amint azt kisérletesen is sikerult igazolni, a pulyka
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coronavirus lehet6séget teremt az aEPEC kolonizaciéjanak. Az aEPEC kisérleti tarsfert6zés
a coronavirus okozta hasmenés sulyossagat és annak kimenetelét szignifikansan
befolyasolta, igy a testtdmeg csdkkenés és felszivodasi zavar mellett kisérletesen nagyfoku

elhullas volt kimutathaté (Guy és mtsai., 2000; Pakpinyo és mtsai., 2003).

Az aEPEC eml&s haszonallatokbdl is rendszeresen izolalhatd, azonban a szarvasmarha (é€s
borju) esetében az EHEC (illetve ETEC), a sertés esetében pedig az ETEC fert6zés lehet
sokkal nagyobb Klinikai jelentéségi, melyek kézul az EHEC komoly emberi megbetegedések
okozodja lehet (Dubreuil és mtsai., 2016; Nagy és Fekete, 2005; Persad és Jefrey, 2014; Varga
és mtsai., 2018).

A sertések aEPEC fert6zéseit illetéen els6sorban kanadai vizsgalatok igazoltak, hogy
valasztasi malacok hasmenéses eseteibdl izolalt aEPEC térzsek néhany jol meghatarozott
szerocsoportba (pl.: 026, 045, 0108, 0O141) tartoznak, melyek jelentds része az un. sertés
adhézids fehérje génjét (paa) is hordozza (Helie és mtsai., 1991; Zhu és mtsai., 1995). Hazai
vizsgalatok e melllett a B-intimin és paa hordozé O23:H11 tipusu térzsek dominanciajara és
fokozott koértani szerepére, valamint a hajlamosité tényezdk (pl. szdja etetés, ETEC
tarsfert6zés) jelentéségére hivtak fel a figyelmet (Malik és mtsai., 2006; Malik és mtsai., 2012).
A sertés aEPEC torzsek elsédleges patogenitasat és kdzvetlen zoonotikus jelentéségét

illetéen mindkét kutatdcsoport negativ eléjelli kdvetkeztetésekre jutott.

Baranyokban az életkor el6rehaladasaval az aEPEC el6fordulasa csdkken, igy felndttkori
elé6fordulasuk ritka (Martins és mtsai.,, 2016). Norvégiai kutatok szerint egyes juh
allomanyokban és emberekben, azonos molekularis mintazati 026:H11 szerotipusu EHEC-,
és EHEC-szerl torzsek jelentds gyakorisaggal fordultak el6. E mellett a juh izolatumok
harmada 026:H11-es aEPEC toérzsnek bizonyult, de ilyenek a human torzsek kdzott nem
voltak. Ennek alapjan gyanitjak, hogy egyes EHEC-szerli 026-o0s térzsek az stx hordozo
bakteriofag felvételével zoonotikus jelentéségre tehetnek szert (Brandal és mtsai., 2012;
Sekse és mtsai., 2011). Ez utébbi lehetéséget egyébként, hazai kutatok korabban egy sertés
eredetl aEPEC, 045-6s torzs, stx2-fag in vivo transzdukcidjaval igazoltak (Toth és mtsai.,
2003).
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6 Célkit(izések

Az allatokban el6éfordulé EPEC és féként aEPEC térzsek magyarorszagi gyakorisagat illetéen
kevés adattal rendelkezink. Baromfifélék esetében pedig elmondhatd, hogy kutatdsunkat

megelézéen ilyen iranyu vizsgalatok vagy adatok nem voltak.

Ezért célul tlztik ki, hogy a fé6bb haszonallatként tartott baromfifélék (hazi tydk, pulyka, kacsa,
lud, galamb) esetében megvizsgaljuk az eléforduld enteralis E. coli patotipusokat, hogy a
kapott eredményeink alapjan tovabbi megallapitasokkal gyarapitsuk a baromfival kapcsolatos

ismereteket.
igy az alabbi célokat tiiztiik ki a PhD munkam soran:
1. A hazi tyuk esetében megvizsgalni, adatot gy(jteni a hordozott E. coli patotipusokrdl

sajat gyUjtési mintakon és referencia torzsgyljteményen.

2. A feltételezhetben enteralis patogén E. coli térzsek fenotipusat (antibiotikum

rezisztenciajat és szerocsoportjat), valamint filogenetikai hovatartozasat meghatarozni.

3. Az azonositott potencialis korokozok rezisztencia vizsgalataval célunk volt meghatarozni

a torzsek antibiotikum rezisztencia hordozasat és elterjedtségét.

4. Az 6t leggyakrabban tartott baromfi faj esetében 6sszehasonlité vizsgalatot végezni a
hordozott enteralis E. coli patotipusokkal kapcsolatosan, kilén hangsulyt fektetve az

esetleges életkori kilénb6zéségekre.

Els6ként brojlercsirke kapcsan végeztiink vizsgalatot, aminek soran multirezisztens atipikus

enteropatogén E. coli torzseket izolaltunk els6ként Magyarorszagon brojlerekbél.

Ezt kovet6en a tovabbi 6t baromfi faj esetében végeztink Osszehasonlitast, kiloénos
hangsullyal az életkori eltérésekre, aminek eredményeképpen megtehettik az elsé aEPEC

leirasat ludakbdl, valamint az elsé haza aEPEC leirasat pulykabdl és galambbdl.
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7 Multirezisztens aEPEC torzsek izolalasa brojlerekbél

7.1 Anyagok és moédszerek

7.1.1 Mintagydijtés és E. coli izolalas

Osszesen 118 E. coli torzset gydijtottink 2016 (n=22) és 2017-ben (n=96) egy budapesti
baromfi vagohidon. A levagasra kerll6 brojlereket egy sajat telepen nevelték fel és szallitottak
ide. Betegség tiineteit sem vagas el6tt, sem utana nem mutatta egyik madar sem. A mintakat
harom terlletr6l gyUjtottiik dssze. A teljes béltraktus eltavolitasat kdvetben a vakbelekbél
aszeptikus korllmények kdzott steril vatta tamponnal 57 mintat vettink. Majd a mar vagast
kdvetben leh(tott brojlerek belsd testfellltérdl is steril tamponnal 57 mintat gyUjtéttink. Ez
utdbbiak eltéré allatokbdl szarmaztak, mint a vakbél mintak. A fennmaraddé 4 mintat a
vagohidrél mechanikai szlrésen atesett és késébb a csatornahalézatba engedett
szennyvizbdl nyertik, minden esetben 2 ml mennyiséget. A gy(jtoétt mintdkat 4 °C fokon

taroltuk legfeliebb 2 6ra hosszat a laboratériumi mintafeldolgozast megel6zéen.

A gylijtott mintakat bromtimol-kék taptalaj fellletére szélesztettiik el és 37 °C-on 24 6ran at
inkubaltuk 6ket. Ezt kdvetéen minden taptalaj fellletérél egy laktéz pozitiv telepet tovabb
szélesztettlink, amig morfologiailag egységes szintenyészetet nem kaptunk. Az igy nyert
torzseket MALDI-TOF tdmegspektroszkdpiai eljaras segitségével E. coli térzseknek igazoltuk.
Az igy nyert E. coli szintenyészeteket 15% glicerin hozzdadasat kdvetéen -80 °C-on taroltuk

tovabb (Biswas és mtsai., 2013; Paauw és mtsai., 2015).

A baromfi eredetii E. coli tdrzsek tovabbi részét a Nébih-ADI bakterioldgiai laborjabdl kaptuk
meg kutatasi célokra. A kapott 170 térzset 16 vagdéhidon gydjtotték, ezzel 113 brojler el6allitd

telepet reprezentalva 2017-ben, mint E. coli referencia torzs gylijtemény.

7.1.2 Fenotipusos vizsgalatok (antibiotikum rezisztencia és szerotipus)

A patotipusba sorolt sajat gyljtést E. coli térzsek szerotipusa az Orszagos Epidemioldgiai
Intézetben Qrskov és drskov (1984) altal leirt moédszer alapjan O antigén specifikus savok

felhasznalasaval kerult meghatarozasra.

Az antibiotikum rezisztenciat korong diffuziés médszerrel hataroztuk meg, ATCC 25922 E. coli
referencia torzs alkalmazasa mellett. A rezisztencia vizsgalatot roviden az alabbi mddon
végeztuk el: a vizsgalt baktérium 0,5 McFarland sirliségi levestenyészetébdl 100 pl-t Mueller-

Hinton agar fellletére egyenletesen elszélesztettik, majd a lemezek szaradasat kovetéen
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(baktériumok kitapadasa utan) 7-8 antibiotikum korongot helyeztiink el egyenletesen a lemez
feluletére. A 24 o6ras 37 °C-os inkubalast kdvetéen leolvastuk a kialakult gatlasi zénak
atmeérdéjét. Ezt a CLSI (2015) értékelési szempontjai alapjan soroltuk be érzékeny és rezisztens

csoportokba. Osszesen 10 csoportba tartozo, 15 antibiotikumot vizsgaltunk meg. (1. tablazat)

A transzferabilis kolisztin rezisztencia gén meglétét a Liu és mtsai. altal az mcr-1 génre leirt

primer parral végeztik el az E. coli térzseken. (lasd 3. tablazat)

1. tablazat Antibiotikum rezisztencia tesztben alkalmazott antibiotikumok és azok

koncentracioi.

Hatdéanyag csoport  Antibiotikum neve (koncentraciéja)

R-laktamok ampicillin (10 ug)
amoxicillin (10 ug)

Cefalosporinok cefotaxim (30 ug)

Aminoglikozidok gentamicin (10 ug)

kanamicin (30 ug)
sztreptomicin (10 ug)
Tetraciklinek tetraciklin (30 pg)
Fluorokinolonok ciprofloxacin (5 ug)
enrofloxacin (5 ug)
Kinolonok nalidixsav (30 ug)

Folsav inhibitorok trimetoprim (30 pg)
szulfometoxazol (300 ug)

trimetoprim + szulfometoxazol (1,25 ug/23,75

Hg)
Fenikolok kléramfenikol (30 ug)
Nitrofuranok nitrofurantoin (300 ug)

7.1.3 Molekularis genetikai vizsgalatok

A molekularis vizsgalatokhoz szukséges DNS templatot forraldasos mddszerrel allitottuk elé.
Minden E. coli izolatumot 2 ml LB levesbe oltottunk be és 24 6rat 37 °C-on tenyésztettik. A
vizsgalt tdrzsek 500 pl levestenyészetet 12.000 rpm (round per minutes/fordulat per perc)
fordulat mellett lecentrifugaltunk, a feltluszét ledntottik és a baktérium Uledéket 200 pl steril
desztillalt vizben feloldottunk. A baktérium szuszpenziét 96 °C-on 10 percig ,forraltuk”, majd
Ujabb centrifugalast kdvetden (12.000 rpm — 5 masodperc) a fellluszobdl 50 pl-t hasznaltunk

tovabbiakban templatként. A templatokat minusz 20 °C-on taroltuk felhasznalasukig.
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Az E. coli izolatumokban eléforduld patotipus specifikus virulencia faktorokat a mar mashol
korabban publikalt primerek segitségével és a 2. tablazatban kdzolt referencia torzseket
hasznalva, mint pozitiv kontrol, PCR-rel vizsgaltuk meg. A PCR master mixet a DreamTaq®©
DNS polimerazbdl (Thermo Scientific) €s a hozza tartozé puffer segitségével a gyartéi utasitas
alapjan allitottuk elé, amely 0,5 uM primert tartalmazott minden reakcidban. A primerek
részletes adatait és hivatkozasait a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze. A LEE (Locus of enterocyte
effacement) patogenitasi szigetet iranyitd (regulator) ler gént kimutatni képes primert a jelen
munkank soran a primer-BLAST (National Center of Biotechnology Information, U.S. National
Library Medicine) segitségével terveztik meg. A ler specifikus PCR termék kalkulalt hossza
172 bp (bazis par). A ler génre iranyulé PCR vizsgalatokban 60 °C-os olvadasi hdmérsékletet

alkalmaztunk.
2. tablazat PCR reakcidkban alkalmazott pozitiv referencia térzsek

Patotipus Alkalmazott E. coli referencia térzs  Referencia

EPEC E2348/69 China és mtsai., 1999
EHEC E. coli O157:H7 Sakai Hayashi és mtsai., 2001
ETEC E2173 Fekete és mtsai., 2003
EAEC E659 Dow és mtsai., 2006
EIEC E812 Toéth és mtsai., 2016

A PCR soran kapott amplikonokat gélelektroforézissel (1,5%-o0s gélben) valasztottuk el
egymastol (konstans 110 Voltos fesziltség mellett) atlagosan 30 perces futtatasi id6 alatt.
Minden gélelektroforézis soran pozitiv kontrolt (olyan amplikon, ami a keresett gént
tartalmazza) és negativ kontrolt (minta nélkuli PCR master mix) is alkalmaztunk, 100 bp marker
(Invitrogen®©) alkalmazasa mellett. A gélben megjelené amplikonokat, etidium-bromiddal valé

festést kovetéen, UV fénnyel tettik lathatdéva és fényképez6géppel dokumentaltuk.
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3. tAblazat PCR-ben alkalmazott primerek szekvenciai és referenciai.

Z;z:gélt Primer neve, szekvenciaja (5’-3’) Referencia

eae B52: AGGCTTCGTCACAGTTG China és mtsai., 1996
B53: CCATCGTCACCAGAGGA

stx 1 B54: AGAGCGATGTTACGGTTTG China és mtsai., 1996
B55: TTGCCCCCAGAGTGGATG

stx 2 B56: TGGGTTTTTCTTCGGTATC China és mtsai., 1996
B57: GACATTCTGGTTGACTCTCTT

sta STa-F: TTTATTTCTGTATTGTCTTT Rajkhowa és mtsai., 2009
STa-R: ATTACAACACAGTTCACAG

lt1 LT1-F: AGCAGGTTTCCCACCGGATCACCA Rajkhowa és mtsai., 2009
LT1-R: GTGCTCAGATTCTGGGTCTC

ipaH IPAH IlIl: GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC Echeverria és mtsai., 1993
IPAH IV: GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

aggR aggR-3: CATCTCTTTGATAAGTCCTTCTCG Kimata és mtsai., 2005
aggRks-1: GTATACACAAAAGAAGGAAGC

bfpA EP1: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC Gunzburg és mtsai., 1995
EP2: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

eaf Eafl: CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA Franke és mtsai., 1994
Eaf2: TATGGGGACCATGTATTATCA

perA K1693: CCCAAGCTTTGGCAATGTTCCTTGTGT Teixeira és mtsai., 2015
perA-24F: AACAAACGCGCATGAAGGTG

tir tiry474-F: CATATTTATGATGAGGTCGCTC Fréhlicher és mtsai., 2008
tirS478-F: TCTGTTCAGAATATGGGGAATA
tirR: TAAAAGTTCAGATCTTGATGACAT

ler ler-fw: GACCAGGTCTGCCCTTCTTC sajat tervezés?
ler-rev: GACTGCGAGAGCAGGAAGTT

mcrl CLR5F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC Liu és mtsai., 2016
CLR5R: CTTGGTCGGTCTGTAGGG

ChuA ChuA.1: GACGAACCAACGGTCAGGATACGGTCAGGAT Clermont és mtsai., 2000
ChuA.2: TGCCGCCAGTACCAAAGACA

YjaA YjaA.1: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG Clermont és mtsai., 2000
YjaA.2: ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TSpE4C2 TspE4C2.1: GAGTAATGTCGGGGCATTCA Clermont és mtsai., 2000

TspE4C2.2: CGCGCCAACAAAGTATTACG

a2 BLAST (National Center of Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) tervezé
programot felhasznalva, pozitiv és negativ torzsekkel hitelesitve
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A filogenetikai besorolasat az E. coli torzseknek a Clermont és mtsai. (2000) altal leirt multiplex
PCR vizsgalattal végeztuk el a harom génszakaszra tervezett primer (ChuA, YjaA, TspE4C2)

és az altaluk megalkotott dontésfa alapjan. (2. abra)

chuA

r
|

N
J

TIspE4.C2

+HyjaAK: e
- J{mea)

A

2. abra Dontési fa a filogenetikai csoportok meghatarozasara, a Clermont és mtsai. (2000)

altal megalkotott triplex PCR (chuA, yjaA, TspE4.C2) eredményei alapjan.

7.1.4 Statisztikai elemzés

Az eredménykeént kapott gyakorisagi értékek esetében a 95%-os konfidencia intervallumot és
vart gyakorisagot az Epitools (Epitools epidemiological calculators, 2019) segitségével
allapitottuk meg. A gyakorisagi értékek 6sszehasonlitasat a Fisher-egzakt teszttel (95%-0s

konfidencia intervallummal) az R statisztikai programban (R Core Team, 2020) hajtottuk végre.

22



7.2 Eredmények

7.2.1 Izolalt baktériumok és molekularis genetikai vizsgalatuk

A munkank soran 6sszesen 118 E. coli tdérzset izolaltunk 114 baromfibdl és 4 vagohidi
szennyvizbdl szarmazo mintabdl. Az izolatumok fajmeghatarozasat MALDI-TOF segitségével
végeztuk el. Az igy kialakitott E. coli torzskollekciot tagjait PCR modszerrel vizsgaltuk meg az
esetlegesen el6forduld human intesztinalis patogén csoportok virulencia marker génjeire.
Ezen a gének a kdvetkezbk voltak: eae (EPEC); eae és stx (EHEC); aggR (EAEC); st és It
(ETEC) és ipaH (EIEC). A PCR vizsgalatok eredményeként 83 eae pozitiv torzset
azonositottunk. A vagoéhidrél 35 térzs (29,7%, 95% Cl: 22,2-38,4%) és a Nébih-ADI
torzskollekciobdl 48 térzs (28,2%, 95% ClI: 22,0-35,4%) hordozott eae gént. A vagoéhidi eae
pozitiv mintak koézual 18 a vakbélbél (n=57), 16 a vagott testekbdl (n=57) és 1 a
szennyvizmintakbdl (n=4) szarmazott. A kollekcidbnkban egyéb patogén specifikus
génszakaszt nem sikerllt kimutatni. Jellemeztik az azonositott EPEC tdrzseket és
megallapitottuk, hogy mind hordozzak a patogenezisben fontos szerepet jatszé tir és ler gént
(Froéhlicher és mtsai., 2008) is, viszont egyik altalunk azonositott EPEC sem rendelkezett a
tipikus EPEC torzsekre jellemzd EAF plazmid kodolta perA regulator (Mellies és mtsai., 2011)
és bfp génekkel (Trabulsi és mtsai., 2002). Ennek alapjan az EPEC torzseinket atipikus EPEC

torzseknek azonositottuk be.

Vizsgalva a térzsek legfébb filogenetikai csoportokba valo tartozasat a nem EPEC és aEPEC

torzsek filogenetikai 6sszetétele Iényeges eltérést mutatott.

igy a vagohidi nem EPEC torzsek (n=83) az A (28%, 95% CI: 19,2—38,2%), B1(28%, 95%
Cl: 19,2-38,2%), B2 (2%, 95% CI: 0,7-8,4%) és D (42%, 95% CI: 32,1-52,9%) filogenetikai

csoportba

és A (63%, 95% ClI: 46,3-76,8%), B1 (0%, 95% CI: 0,0-9,9%), B2 (34%, 95% ClI: 20,8-50,9%),
D (3%, 95% CI: 0,5-14,5%) filogenetikai csoportba tartoztak az aEPEC torzsek (n=35)

esetében.

A Nébih-ADI-bol szarmazé mintak esetében a nem EPEC tdrzsek (n=122) A (50%, 95%
Cl:41,3-58,7%), B1 (23%, 95% CI: 16,4-31,2%), B2 (3%, 95%CI: 1,3-8,1%), D (24%, 95%
Cl: 17,1-32,1%) filogenetikai csoportba

és A (67%, 95% ClI:52,5-78,3%), B1 (10%, 95% CI: 4,5-22,2%), B2 (17%, 95%CI: 8,7—29,6%)
és D (6%, 95% CI: 2,2-16,8%) filogenetikai csoportba tartoztak az aEPEC térzsek (n=48)

esetében. (3. abra)
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3. 4bra Filogenetikai csoportok megoszlasa a vagohidi (VH) és Nébih-ADI aEPEC és nem
EPEC torzsek esetében. (A, B1, B2, D: filogenetikai csoportok)

Osszehasonlitva a filogenetikai csoportokat a nem EPEC és aEPEC torzsek esetében
szignifikans kulonbséget (p<0.05) talaltunk Fisher egzakt teszttel, kivéve a B1 és D csoportok
O0sszehasonlitasaban. Ez utobbi két csoport esetében, a két filogenetikai csoport szamitott
gyakorisagi értékeinek kdzelsége miatt nem bizonyult szignifikansnak a Fisher egzakt teszttel
végzett szamitas. A statisztikai elemzés is azt mutatta, hogy az E. coli patotipusa befolyasolja

a filogenetikai csoportok gyakorisagi értékeit.
7.2.2 Szerocsoportok az aEPEC esetében

Meghataroztuk az altalunk gyjtott és azonositott aEPEC térzsek szerocsoportjait. Az aEPEC
torzsek valtozatos szerocsoportokba tartoztak, nevezetesen 014, 045 és O108. A 2016-ban
gyUjtott mintak esetében az 0108 mutatkozott dominansnak (10 minta a 13 aEPEC tdrzsbdél),
valamint egy vagott testbdl szarmazdé aEPEC O14-es szerocsoportunak bizonyult és kettd
izolatum szerocsoportja nem volt meghatarozhaté az O antigénjeik alapjan. A 2017-ben
gyUjtétt mintaknal viszont az O14-es szerocsoport volt a dominans (20 minta a 22 aEPEC
torzsbdl), egy O45-nek (szennyvizbél szarmazo) bizonyult és egy térzs nem volt besorolhato
az O antigénje alapjan (4. tablazat).
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4. tablazat A 2016 és 2017-ben gyUjtott aEPEC torzsek eredete, filogenetikai-, szerocsoportjai

és antibiotikum rezisztencigja.

2016
Eredet Szerocsoportok | ECOR | Rezisztencia mintazatok n=
Vakbél 0108 B2 |!NFT,SMX 1
Vagott test NT A | INFT,SMX 1
Vakbél 0108 B2 |2NAL,NFT,SMX 4
Vagott test 0108 B2 |2NAL,NFT,SMX 2
Vakbél 0108 B2 |CTX,NFT,SMX 2
Vakbél 0108 B2 |CTX,NAL,NFT,SMX 1
Vakbél NT B2 |CTX,GEN,NAL,NFT,SMX 1
Vagott test 014 A AMP,CTX,NAL,NFT,SMX 1
2017
Eredet Szerocsoportok | ECOR | Rezisztencia mintazatok n=
Vakbél 014 A CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 1
Vagott test 014 A | AX,CTX,GEN,NAL,SMX,STR 1
Vakbél 014 A SAMX,CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 2
Vagott test 014 A [3AMX,CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 2
Vagott test 014 A | AMP,CTX,KAN,NAL,SMX,STR 1
Vakbél 014 A |*AMP,CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 3
Vagott test 014 A |*AMP,CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 4
Szennyviz 045 D AMP,AMX,CTX,KAN,NAL,SMX,STR,SXT,TET,TMP 1
Vagott test 014 B2 |AMP,AMX,CIP,CTX,ENR,GEN,NAL,SMX,STR,SXT,TMP | 1
Vakbél NT A | AMP,AMX,CTX,GEN,KAN,SMX,STR 1
Vakbél 014 A SAMP,AMX,CTX,GEN,KAN,NAL,NFT,SMX,STR 1
Vagott test 014 A SAMP,AMX,CTX,GEN,KAN,NAL,NFT,SMX,STR 2
Vakbél 014 A SAMP,AMX,CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 1
Vagott test 014 A SAMP,AMX,CTX,GEN,KAN,NAL,SMX,STR 1
Roviditések: : azonos rezisztencia mintazat, eltéré filogenetikai csoportok; 2*4%¢: azonos

rezisztencia mintazatok, eltéré eredettel; NT=not typeable/nem tipizalhaté; AMX (amoxicillin), AMP

(ampicillin), CTX (cefotaxim), CIP (ciprofloxacin), ENR (enrofloxacin), GEN (gentamicin), KAN
(kanamicin), CHL (kléramfenikol), NAL (nalidixsav), NFT (nitrofurantoin), TET (tetraciklin), STR

(sztreptomicin), TMP (trimetoprim), SMX (szulfometoxazol), SXT (szulfometoxazol+trimetoprim)
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7.2.3 Antibiotikum rezisztencia

Az aEPEC torzseket jellemezve vizsgaltuk a térzsek (n=35) antibiotikum érzékenységét 10
csoportba tartozé 15-féle antibiotikummal az anyagok és modszerek részben leirtak szerint.
Az antibiotikum rezisztencia gyakorisagat a 4. abran, valamint a kapott antibiotikum

rezisztencia mintazatokat a 4. és 5. tablazatban osszesitettiik.
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4. abra Antibiotikum rezisztencia gyakorisagok a vagohidon és a Nébih-ADI altal gydjtott
mintakbol szarmazé aEPEC térzsek esetében.

5. tablazat A Nébih-ADI altal gy(ijtott mintakbdl szarmazé aEPEC toérzsek
antibiotikum rezisztencia mintazatai és filogenetikai csoportjai.

Rezisztencia mintazatok ECOR|n=
NAL,SMX A 1
GEN,NAL,NFT,SMX, TET B2 1
AMX,NFT,SMX A 1
AMX,NAL,NFT,SMX A 1
AMX,KAN,NAL,SMX,STR,SXT,TMP B1 1
AMX,GEN,NAL,SMX A 1
AMX,GEN,NAL,NFT,SMX B2 1
AMX,GEN,KAN,NAL,NFT,SMX, TET A 2
AMX,GEN,CTX,NFT,NAL,SMX,TET A 1
AMX,CTX,SMX D 1
TAMX,CTX,KAN,NAL,SMX A 1
TAMX,CTX,KAN,NAL,SMX B2 1
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AMX,CTX,KAN,NAL,NFT,SMX A 4
AMX,CTX,GEN,KAN,NFT,SMX,STR,TET A 1
AMX,CTX,GEN,KAN,NAL,NFT,SMX,STR A 1
AMX,CIP,GEN,CTX,NFT,NAL,STR,SMX,SXT B2 1
AMX,CIP,GEN,CTX,ENR,NFT,NAL,STR,SMX A 1
AMX,CIP,ENR,NAL,NFT,SMX A 1
AMX,CIP,ENR,KAN,NAL,SMX,TET B2 1
AMX,CIP,CTX,GEN,NAL,NFT,SMX A 1
AMX,CIP,CTX,ENR,NFT,NAL,STR,SMX B2 1
AMX,CIP,CTX,ENR,KAN,NFT,SMX,STR,SXT,TET, TMP A 1
AMX,CIP,CTX,ENR,GEN,KAN,NAL,NFT,SMX,STR A 1
AMX,CIP,CTX,ENR,GEN,KAN,NAL,NFT,SMX A 1
AMP,CHL,GEN,CIP,CTX,ENR,NFT,NAL,SMX, TET A 1
AMP,AMX,NAL,SMX A 1
AMP,AMX,KAN,NAL,SMX,STR A 1
AMP,AMX,KAN,NAL,SMX B2 1
AMP,AMX,GEN,NFT,KAN,SMX A 1
AMP,AMX,GEN,KAN,NAL A 1
AMP,AMX,GEN,CTX,NAL,STR,SMX A 1
AMP,AMX,GEN,CIP,CTX,ENR,NFT,NAL,SMX, TMP,TET D 1
AMP,AMX,CTX,NFT,NAL,STR,SMX,TET A 1
AMP,AMX,CTX,NFT,NAL,STR,SMX B1 1
2AMP,AMX,CTX,KAN,NAL,SMX A 1
2AMP,AMX,CTX,KAN,NAL,SMX Bl 1
SAMP,AMX,CTX,GEN,NAL,NFT,SMX A 1
SAMP,AMX,CTX,GEN,NAL,NFT,SMX Bl 1
AMP,AMX,CTX,GEN,KAN,NFT,SMX,STR,SXT,TMP Bl 1
AMP,AMX,CTX,GEN,KAN,NFT,NAL,SMX A 1
AMP,AMX,CIP,GEN,CTX,ENR,NFT,NAL,STR,SMX,SXT,TET,TMP| D 1
AMP,AMX,CIP,ENR,GEN,NAL,NFT,SMX A 1
AMP,AMX,CIP,CTX,GEN,KAN,NAL,NFT,STR,SMX B2 1
AMP,AMX,CHL,ENR,GEN,KAN,NAL,SMX,STR,TET A 1

Roviditések: 123 azonos rezisztencia mintazatok, eltér6 ECOR; AMX
(amoxicillin), AMP (ampicillin), CTX (cefotaxim), CIP (ciprofloxacin), ENR
(enrofloxacin), GEN (gentamicin), KAN (kanamicin), CHL (kléramfenikol), NAL
(nalidixsav), NFT (nitrofurantoin), TET (tetraciklin), STR (sztreptomicin), TMP

(trimetoprim), SMX (szulfometoxazol), SXT (szulfometoxazol+trimetoprim)
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Az antibiotikum rezisztencia értékek a vagohidrél szarmazé aEPEC (n=35) torzsek esetében
2016 és 2017 kozott kuldonbséget mutattak. Az aEPEC torzsek (n=13) 6 eltéré antibiotikum
csoportba tartozé szerrel szemben bizonyultak rezisztensnek 2016-ban és szulfometoxazolra
(SMX) és nitrofurantoinra (NFT) mindegyik rezisztensnek bizonyult. Mig 2017-ben az aEPEC
torzsek (n=22) 9 antibiotikum csoportba tartozé szerrel szemben voltak rezisztensek (kivétel
volt a kloramfenikol) és cefotaximra, sztreptomicinre, szulfometoxazolra mind rezisztens volt.
A Nébih-ADI-bél szarmazé aEPEC izolatumok 10 antibiotikum csoportba tartozé szerrel
szemben voltak rezisztensek. A szulfometoxazol és amoxicillin rezisztencia volt a leggyakoribb
(98% és 94%-kal), mig a nalidixsav és kléramfenikol rezisztencia volt a legalacsonyabb

gyakorisagu (1% és 4%). (4. abra)

A valtozatos és gyakori rezisztencia mellett az aEPEC térzsek gyakran multirezisztensnek
bizonyultak, amennyiben legalabb harom antibiotikumra rezisztenciat mutattak. A
multirezisztencia 94% és 98% volt a vagohid és a Nébih-ADI mintak esetében. A vagoéhidon
(n=35) 16 és a Nébih-ADI esetében (n=48) 41 rezisztencia mintazatot lehetett megallapitani.
(4. és 5. tablazatok)

Egyik izolatum esetében sem sikerilt plazmidon kdédolt kolisztin rezisztenciat kimutatni az

mcrl génre kapott negativ eredmények alapjan (Liu és mtsai., 2016).
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7.3 Megbeszélés

A jelen munkankban 6sszesen 288 brojler eredeti E. coli torzset és ebbdl 83 aEPEC torzset
azonositottunk hazai mintakbdl. Az eredményeinket Osszevetve az irodalmi adatokkal azt
talaltuk, hogy a mar leirt E. coli patotipusok gyakorisagaban mi eltéré eredményt tapasztaltunk.
A korabbi kutatdsok a baromfibél és vagohidi mintaikbol az aEPEC, EHEC, ETEC és EAEC
jelenlétét mutattak ki (Alonso és mtsai., 2011; Dorigeraee és mtsai., 2016; Krause és mtsai.,
2005; Lee és mtsai.,, 2009; Wang és mtsai.,, 2017), de ezek gyakorisaga és rangsora
valtozatosnak bizonyult (az aEPEC esetében 2,3% és 56% kdzotti gyakorisaggal). A sajat
vizsgalatainkban kizarélag aEPEC térzseket azonositottunk: az aEPEC térzsek gyakorisaga
30% (118 mintabdl 35) koriili volt a vagohidi mintak és 28% (170 mintabol 48) a Nébih-ADI
referencia torzsek esetében. Ezek az értékek dsszhangban vannak a korabbi kutatasok
eredményeivel (lasd fentebb). Mindazonaltal a tébbi enteralis patotipust nem sikerllt sem a
sajat 118 izolatumunk és a Nébih-ADI térzseknél sem kimutatnunk. Ez az eltérés véleményiink
szerint azzal magyarazhatd, hogy a mintainkat kézvetlenll a baromfibél nyertik, elkerilve az
esetleges kontaminaciét mas husforrasokbdl és a kérnyezetbdl, ami a hisok tarolasa soran
megtorténhet. Azt feltételezzilk, hogy a husok a tarolas soran kontaminalddhatnak mas
husforrasokbdl és ez eltérd patotipusokat és gyakorisagi értékeket okozhat. A tény, hogy a
szarvasmarha, juh, sertés a f6 forrasa, hordozoja az EHEC, ETEC térzseknek, tovabb erdsiti
elézbleg leirt gyanunkat (China és mtsai.,, 1996; Dubreuil és mtsai.,, 2016). Tovabbi
feltételezésilink, hogy a stx2 pozitiv E. coli korabbi kimutatasa baromfik esetében (Bagheri és
mtsai., 2014; Dorigeraee és mtsai., 2016; Farooq és mtsai., 2009) a galambokkal val6é szoros
kontaktusnak tudhaté be, amely madarfaj gyakori hordozéja az stx2f gént hordozé E. coli
torzseknek (Dorigeraee és mtsai., 2016; Kobayashi és mtsai., 2002). Adataink alapjan mi ugy

gondoljuk, hogy a baromfifélék elsésorban aEPEC térzseket képesek hordozni.

A vagohidi szennyvizet megvizsgalva, azt tapasztaltuk, hogy az szintén tartalmazhat aEPEC
torzseket (jelen esetben egy 045 szerocsoportu és D filogenetikai csoportba tartozét). Mivel a
vagohidi szennyvizbdl izolalt aEPEC térzsek mas filogenetikai- és szerocsoportba tartoztak,
felmerdl, hogy ezen térzs nem baromfi eredetii és nem a madarakbdl kerllhetett a
szennyvizbe. Ez azonban nem zarja ki, hogy az esetlegesen patogén térzsek is kikertlhetnek

ilyen médon a kérnyezetbe és veszélyforrasként szolgalhatnak a késébbiekben.

A molekularis genetikai vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy minden izolalt aEPEC torzs
hordozéja volt a ler, mint LEE (Locus of enterocyte effacement) regulator gén és a tir
(translocated intimin receptor) génnek az intimin hordozas mellett. A két gén fontos szerepet
tolt be az EPEC tdérzsek altal okozott bél mikrobolyhok lemeztelenedésében, kilénésen a

baktérium kihorgonyzasaban az intimin és tir kapcsolédasa révén. Ennek alapjan az aEPEC
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torzseink vélhetleg alkalmasak lehetnek az EPEC torzsekre jellemzd bélboholy levalas

kialakitasaban.

Az aEPEC és a nem EPEC térzsek filogenetikai csoportjait 6sszevetve megallapithatd, hogy
az aEPEC torzsek inkabb a B2 (24% ellentétben a 3%-kal) és kevésbé a B1 (6% ellentétben
a 25%-kal) csoportba tartoztak. A jelentésége ennek abban is lehet, hogy a B2 filogenetikai
csoportba tartozok gyakran EXPEC térzsek, amelyek nagyobb esélyét jelenthetik a zoonotikus
fertézések létrehozasanak (Ewers és mtsai., 2009; Jakobsen és mtsai., 2010). Mindemellett
az aEPEC tdrzseink valtozatosnak mondhatdéak, hiszen mind a négy filogenetikai csoport
képviseltetve van a mintainkban. Ez 6sszhangban van a korabbi irodalmi adatokkal a csoport
heterogenitasat illetéen (Traumata és mtsai., 2008; Wang és mtsai., 2017). A szerocsoportok
meghatarozasa tovabb er@siti az aEPEC tdrzsek heterogenitasardl szold véleményeket
(Hernandes és mtsai., 2009; Trabulsi és mtsai., 2002), mivel harom szerocsoportba tartoztak
a mintaink (014, 045, O108), amely szerocsoportok altaldban nem tartoznak a gyakorinak
mondhaté aEPEC szerocsoportokba (Traumata és mtsai., 2008), de sertésekben kanadai és
magyar kutatok is leirtak (Helie és mtsai., 1991; Malik és mtsai., 2006; Zhou és mtsai., 1995).
Elmondhaté viszont, hogy az azonos telepekrél szarmazé allatok esetében a szerocsoportokat

egységesnek talaltuk.

A 2016 és 2017-ben gydjtétt mintak esetében nem sikerilt a felnevelés soran esetlegesen
alkalmazott antibiotikumokrol adatokat gydjteniink. Habar a ndvekvé antibiotikum rezisztencia
mind az allat és ember orvoslas szamara egyre nagyobb kihivast jelent. Az altalunk bemutatott
gyakori és széles kori rezisztencia megfelel a korabbi kutatasok eredményeinek (Bagheri és
mtsai., 2014; Croxen és mtsai., 2013; Depoorter és mtsai., 2012; Wang és mtsai., 2016;
Yanmei és mtsai., 2018; Yu és mtsai., 2018). A sajat mintaink esetében csak 2 (32 vagohidi
aEPEC mintabdl) és 1 (48 Nébih-ADI aEPEC mintabdl) aEPEC tdrzs nem bizonyult
multirezisztensnek. A tobbi torzs széles kor( és valtozatos rezisztencia mintazatokat mutattak,
amely egy allomanyon belll is tetten érhet6 volt. Ezért ezen torzsek jelenléte az allatokban
fokozott veszélyét jelentheti a rezisztencia gének terjedésének (Mellata, 2013). Valamint az
allatorvosi kezelések hatastalansagaval is jarhat a mindennapi gyakorlatban, a baktériumok
kozotti rezisztencia gének kicserélddésének lehetbsége altal. A mas kutatok altal mar
csirkékben és fiatal macskakban bemutatott aEPEC tarsfert6zés mint hasmenést sulyosbitd
és akar magasabb elhullast okozdként (Pakpinyo és mtsai., 2002; Watson és mtsai., 2017),
tovabb erdsiti a talalt gyakori multirezisztens aEPEC tdrzsek jelentéségét. Ezen tdrzsek

tovabbi rezisztencia gén donorként szolgalhatnak mas baktériumok szamara is.

30



8 Az aEPEC elsé leirasa ludbol (Anser anser domestica) és aEPEC els6 kozlése

pulykakbdl és galambokbdl Magyarorszagon.

8.1 Anyagok és modszerek

8.1.1 Mintagyidijtés

A mintakat az NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésag (Nébih-ADI) baromfi
hullaibdl (8 hazi tyuk, 8 kacsa, 10 liba, 1 pulyka teleprél szarmazok) és egy pulyka és egy
viziszarnyas vagoéhidon levagott egészséges allatokbdl, egy haztdji tyukallomanybdl és két
hazigalamb-allomanybol gydijtottiik 2020-ban. Osszesen 319 allat: 35 galamb, 42 tyuk, 87

kacsa, 101 lud és 54 pulyka kerult vizsgalatra.

A mintavétel soran probaltunk eltéré életkoru allatokbdl (napostdl 3 éves korig) szarmazd
mintakat gydjteni egy baromfifajon belll, hogy az esetlegesen el6forduld E. coli patotipusok
életkori eloszlasardl is informacidkat gydjthessink. Az igy nyert mintakat korosztalyokba
soroltuk a jobb &sszevethetéség és vizsgaldodas érdekében mindegyik baromfi faj esetében

egységes szempontok alapjan.

A mintakat aszeptikusan, steril mintavevd palcaval vettliik az allatok vakbelébdl az elhullott
baromfik és a kloakabdl az elé baromfik (tyukok, galambok) esetében. A mintakat 4 °C-on

tartottuk a tovabbi feldolgozasukig.

8.1.2 Bakteriologia vizsgalatok

Minden mintat MacConkey taptalajra oltottunk ki, amirdl egy laktéz pozitiv telepet oltottuk
tovabb minden minta esetében, amig szintenyészetet nem kaptunk. Ezt kévetbéen elsddleges
(katalaz, oxidaz) és masodlagos (indol, metil-vords, Voges-Proskauer, citrat hasznositasi
préba) biokémiai reakcidk segitségével erbsitettiik meg, hogy az izolalt baktérium térzsek E.
coli eredetliek-e valdjaban. A szintenyészeteket 15% glicerin hozzaadas mellett -80 °C-on

taroltuk, mint tdrzsgyijteményt a tovabbi felhasznalasukig.

8.1.3 Antibiotikum rezisztencia viszgalatok

A gyiijtétt E. coli térzsek antibiotikum rezisztenciajat korong-diffuziés modszerrel hataroztuk
meg a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, M100-S25, 2020) leirasa alapjan, a
korabban a 7.1.2 fejezetben ismereteteknek megfeleléen. A gatlasi zonak mérete és a CLSI
Enterobacteriaceae csalad ajanlasai alapjan a torzseket rezisztens és érzékeny (az atmeneti
kategoriat az érzékenybe soroltuk be) kategodridkba soroltuk be (CLSI-M100, 2020; CLSI-
VETO08, 2018). Referencia torzsként ATCC 25922 E. coli térzset alkalmaztunk.

A kovetkez6 antibiotikumokra vald rezisztenciat vizsgaltuk meg: penicillinek [ampicillin (10

ug)l; R-laktdm/B-laktam gatldé kombinacié [amoxicillin-klavulansav (20 pg/10  pg)l;
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cefalosporinok [cefoxitin (30 pg)]; aminoglikozidok [gentamicin (10 pg), kanamicin (30 pg),
sztreptomicin (10 pg)]; tetraciklinek [oxitetraciklin (30 pg)]; fluorokinolonok [ciprofloxacin (5 pg),
enrofloxacin (5 ug)]; kinolonok [nalidixsav (30 ug)]; folsav szintézis gatlok [trimetoprim (30 ug),
szulfometoxazol (300 ug), trimetoprim + szulfometoxazol (1.25 pg/23.75 pg)]; fenikolok
[kléramfenikol (30 pg)]; nitrofurdnok [nitrofurantoin (300 pg)]. Amennyiben egy E. coli térzs
tobb mint négy antibiotikum csoport ellen mutatott rezisztenciat, multidrog-rezisztens (MDR)

torzsnek mindsitettik.

8.1.4 Molekularis genetikai vizsgéalatok

A molekularis genetikai vizsgalatokhoz szukséges DNS templatokat a 7.1.3-as fejezetben mar

ismertetett forralasos moédszerrel allitottuk el6.

A PCR master mixet a DreamTaq Green© DNS polimeraz (Thermo Scientific) és a hozza
tartozé puffer segitségével a gyartdi utasitas alapjan készitettik el, amely 0,5 yM primert
tartalmazott minden reakcidban. A primerekkel kapcsolatos tudnivaldékat a 3. tablazatban
foglaltuk 6ssze, illetve a 6. tablazatban taladlhaték meg az id6kézben Clermont és mtsai. (2013)

altal leirt 0j az E. coli tdrzsek filogenetikai besorolasban alkalmazott primerek adatai.

A PCR soran kapott amplikonokat gélelektroforézissel valasztottuk el egymastdl és

fényképez&géppel dokumentaltuk a 7.1.3-as fejezetben leirtaknak megfeleléen.

6. tablazat PCR-ben alkalmazott primerek szekvenciai és referenciai.

Génszakasz Primer neve, szekvenciaja (5’-3’) Referencia

chuA ChuA.1b: ATGGTACCGGACGAACCAAC Clermont és mtsai., 2013
chuA.2: TGCCGCCAGTACCAAAGACA

YjaA yjaA.1b: CAAACGTGAAGTGTCAGGAG Clermont és mtsai., 2013
yjaA.2b: AATGCGTTCCTCAACCTGTG

TspE4C2 TspE4C2.1b: CACTATTCGTAAGGTCATCC Clermont és mtsai., 2013
TspE4C2.2b: AGTTTATCGCTGCGGGTCGC

arpA AceK.f: AACGCTATTCGCCAGCTTGC Clermont és mtsai., 2013

ArpAl.r: TCTCCCCATACCGTACGCTA

8.1.5 E coli térzsek filogenetikai besorolasa

Az izolalt E. coli torzsek filogenetikai csoportjait Clermont és mtsai. (2013) altal leirt quadruplex

PCR (chuA, yjaA, tspE4C2, arpA génekre) reakcioval hataroztuk meg.
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8.1.6 Az eae pozitiv E. coli tbrzsek szerotipizalasa

Az O és H antigéneket az drskov és Qrskov (1984) altal leirt agglutinaciés modszer

segitségével a Nemzeti Népegészséglgyi Kézpontban hataroztuk meg.

8.1.7 Statisztikai elemzések

Az eae pozitiv tdrzsek antibiotikum rezisztencia gyakorisagi értékeit az ANOVA (95%-0s
konfidencia intervallummal) mddszerrel hasonlitottuk dssze az R (R Core Team, 2020)
statisztikai program segitségével. A tovabbi adatok bonyolultsagukat tekintve nem igényeltek
tovabbi statisztikai vizsgalatokat ezen informaciok bemutatdsahoz, illetve jobb

megeértésikhoz.
8.2 Eredmények

8.2.1 Baktérium térzsek

Osszesen 332 mintat gydjtottiink 6ssze. Minden allatbdl csak egy mintat vételeztiink. Az
dsszes mintabdl, 319 esetben sikerult laktoz pozitiv koliform tdrzset izolalnunk (n=35 galamb,
n=42 tyuk, n=87 kacsa, n=101 lud, n=54 pulyka), amelyek biokémiai vizsgalatokkal E. coli
torzsnek bizonyultak. A Nébih-ADI-ban gyiijtétt mintak galambbél (n=1), tytkbol (n=29),
kacsabdl (n=36), ludbdl (n=53) és pulykabdl (n=4) szarmaztak. A haztajibol szarmazé E. coli
torzseket galambokbdl (n=34) és tyukokbdl (n=13) izolaltuk. A vagoéhidi mintak kacsabdl
(n=51), ludbdl (n=48) és pulykabdl (n=50) szarmaztak. (7. tablazat)
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7. tablazat Gyujtott mintak és eae (intimin) pozitiv torzsek életkori és faji megoszlasa.

*n/n = eae (intimin) pozitiv mintak/6sszes minta
H. tyuk* = Hazityuk (Gallus gallus domesticus)

34

Eletkor Galamb H.tyuk* Kacsa Lad  Pulyka |Osszesen
0-1 hetes 14 27 41
1-6 hetes 4 26 *2/4 34
_ 7-16 hetes 13 13
~<Q; 15 hetes 4 4
6 honapos *1/1 1
6-12 hénapos 11 11
1 év feletti 15 1 16
Osszesen 1 29 36 53 4 123
Eletkor Galamb H.tydk* Kacsa Lud Pulyka |Osszesen
Fidka *2/12 12
‘T |3-4 honapos 8 8
":‘E‘ 6 honapos 4 4
2-3 éves 10 13 23
Osszesen 34 13 47
Eletkor Galamb H.tyuk* Kacsa Lad Pulyka |Osszesen
o 14 hetes 51 51
§ 16 hetes *2/48 48
> 20 hetes 50 50
Osszesen 51 48 50 149
Osszegzés 35 42 87 101 54 319



8.2.2 Kimutatott E. coli patotipusok

Egyik minta sem tartalmazott EHEC, ETEC, EAEC és EIEC patotipusba tartozo torzseket, az
stx1, stx2 (EHEC); sta és It1 (ETEC); aggR (EAEC); ipaH (EIEC) f6 virulencia faktorokat kodolo
génszakaszokra veégzett vizsgalataink soran kapott negativ eredmény alapjan (Kaper, 2005).
Azonban 7 minta esetében az eae (intimint kédol6é adhesin) génszakasz kimutathaté volt, igy
ezeket EPEC torzseknek tekintettlik (Trabulsi és mtsai., 2002). Ezen EPEC térzseket aEPEC
torzseknek azonositottuk be az EAF (EPEC adherence factor) plazmid és az ezen kddolt bfpA
génre végzett PCR vizsgalatok negativ eredménye alapjan (Trabulsi és mtsai., 2002). Minden
altalunk izolalt aEPEC toérzs az EHEC és EPEC toérzsekre jellemz6 f6 virulencia faktort kodolé
tir (translocated intimin receptor) gént is tartalmazta. Az aEPEC tdrzseinket pulykakbdl (n=2,
Nébih-ADI, mindkettd 4 hetes allat), galambbdl (n=1, Nébih-ADI, 6 hdnapos allat; n=2 - haztaji,

mindkettd fidka) és ludbdl (n=2, vagohid, mindkettd 16 hetes allat) izolaltuk.

8.2.3 Az aEPEC térzseink filogenetikai besorolasa, szerotipizalasa, antibiotikum

rezisztenciaja

Mindkettd pulykabdl szarmazé aEPEC tdérzs multirezisztensnek mindsilt, de eltéré
filogenetikai csoportba tartoztak, nevezetesen B1 (O/nem meghatarozhaté: H'nem mozgo) és
F (O76:H/nem mozgd). Az egyik pulyka eredetlii aEPEC t6rzs nagy mértéki rezisztenciat
mutatott, a 15 vizsgalt antibiotikum kdézll 14-gyel szemben bizonyult rezisztensnek és csak
gentamicinre volt érzékeny. Mindkett6 Iud eredetli aEPEC térzs szintén multirezisztens volt a
9, illetve 11 antibiotikumra valo rezisztenciajuk készénhetéen. Habar ezek azonos B2
filogenetikai csoportba és 0145:H (spontan agglutinacié) szerocsoportba tartoztak. A galamb
aEPEC torzsek mind B1 filogenetikai csoportba tartoztak. Azonban ezen tdérzsek csak
maximum négy antibiotikum ellen voltak rezisztensek és egyik torzs csak 6sszesen 2 féle
antibiotikummal szemben volt rezisztens. Az azonos tartasi helyen lévé galambfidkakbdl izolalt
aEPEC torzsek azonos szerotipusba tartoztak (0109:H21). A 6 hénapos galambbdl gyjtott

aEPEC torzs O (nem meghatarozhatd):H35 szerotipusba tartozott. (8. tablazat)

A pulykabdl és ludbdl izolalt aEPEC térzsek antibiotikum rezisztenciajat dsszehasonlitva a
galambokbdl izolalt aEPEC toérzsekkel szemben szignifikansan (p=0,0037) magasabbnak
talaltuk.
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8. tablazat Az izolalt aEPEC torzseink eredete, filogenetikai és szerocsoportjaik, valamint

antibiotikum rezisztencia mintazatuk.

Allatfaj | Eletkor |ECOR| Szerotipus Antibiotikum rezisztencia mintazat
i AMC, AMP, CHL, CIP, ENR, FOX, KAN, NAL, NIT,
Pulyka | 4 hetes Bl O NT: NM SMX. STR, SXT, TET. TMP
. AMC, AMP, CHL, CIP, ENR, NAL, SMX, STR, SXT,
Pulyka | 4 hetes F 076 : NM TET, TMP
Lud 16 hetes B2 | 0O145:H SP |AMC, AMP, NAL, NIT, SMX, STR, SXT, TET, TMP
Lad 16 hetes B2 | 0145 H SP $|\'\;|I|(D: AMP, CIP, ENR, NAL, NIT, SMX, STR, SXT, TET,
Galamb fioka Bl 0109 : H21 | AMP, NIT, SMX
Galamb fioka Bl 0109 : H21 |AMC, SMX
Galamb | 6 hénapos | Bl O NT: H35 |AMC, AMP, SMX, STR

Roviditések: ECOR (filogenetikai csoport); szerotipus: NT (Not typable/nem tipizalhatd), NM

(nem mozgd), SP (spontan agglutinacio); AMC (amoxicillin-klavulansav), AMP (ampicillin),

CHL (kléramfenikol),

(kanamicin), NAL (nalidixsav),

CIP (ciprofloxacin),

ENR (enrofloxacin), FOX (cefoxitin), KAN

NIT (nitrofurantoin), SMX (szulfometoxazol), STR

(sztreptomicin), SXT (szulfometoxazol+trimetoprim), TET (tetraciklin), TMP (trimetoprim)
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8.3 Megbeszélés

A jelenleg rendelkezésre allé irodalmi adatok alapjan kevés informacioval rendelkeztlink az
aEPEC torzsek el6fordulasarél az 6t leggyakrabban haszonallatként tartott baromfi faj
esetében. Valamint elmondhaté, hogy az allat életkoranak az aEPEC el6fordulasi
gyakorisagaban jatszott szerepérél szintén nem torténtek még 6sszehasonlitd vizsgalatok. igy

kutatasunk f6 célja volt ezen kérdések megvalaszolasa.

Szamos kutatécsoport kimutatta az aEPEC nagy gyakorisagat brojlerekben a vagasi
életkorban (5-6 hetes) illetve a levagott brojlerek testfellletérdél (Alonso és mtsai., 2011;
Dorigeraee és mtsai., 2016; Lee és mtsai., 2009; Wang és mtsai., 2017). Tovabba szamos
vizsgalat felveti ezen aEPEC tbérzseknek a zoonotikus fert6zésekben vald részvételét
(Bélanger és mtsai., 2011; Manges és mtsai., 2016; Stromberg és mtsai., 2017). Azonban mi
nem csak a vagasi életkorban, hanem kiildonb&z6 életkorokban szerettik volna az aEPEC
el6fordulasat feltérképezni. Ezen munkank soran a fiatal csirkékben (n=14, 3 teleprdl) és
felnétt tydkokban (n=28, 6 teleprél) nem sikerllt aEPEC tdrzseket izolalnunk, habar mas
kutaték és sajat korabbi munkank soran talaltak alapjan ezt feltételeztiik volna (Alonso és
mtsai., 2011; Lee és mtsai., 2009).

A mintavételezési idészakban (2020) kevés elhullott pulyka (n=4, 1 teleprdl) érkezett a Nébih-
ADI-ba vizsgaltra, de ezekbdl is kettd, négy hetes pulykabdl izolalt E. coli aEPEC-nek
bizonyult. Ez az eredmény nem Ujdonsag a korabbi kézlemények alapjan (Pakpinyo és mtsai.,
2002), amelyekben azt is kimutattak, hogy az aEPEC-nek szerepe lehet ebben az allatfajban
mas tarsfertézések kimenetelének befolyasolasaban is (Guy és mtsai., 2000; Pakpinyo és
mtsai., 2003) A vagoéhidrol szarmazo és igy az idésebb (kb. 20 hetes kort) pulykak esetében

a mintakban (n=50) nem sikerilt aEPEC térzseket kimutatni.

Az aEPEC kacsakban valé jelenlétérél kevés informacioval rendelkeziink eddig (Farooq és
mtsai., 2009) és nincsen eddigi emlités a ludakkal kapcsolatban. A sajat vizsgalataink alapjan
a kacsakban nem sikertlt aEPEC jelenlétét kimutatni (n=87, 9 teleprél), ami 6sszhangban van
mas kutatasok eredményével is (Sacristan és mtsai., 2014). Habar az eredményeink
O0sszehasonlithatosaga mas kutatasokkal korlatozott, mivel az eddigi tanulmanyokban nem
tartottak fontosnak és nem is k6zolték az allatok életkoraval kapcsolatos informaciokat. A sajat
mintaink fiatal (n=31, 0-1 hetes), kozépkoru (n=55, 14-15 hetes) és egy esetben felnbtt
kacsakbol (1 évnél idésebb) szarmaztak. A ludak esetében pedig elmondhatd, hogy az
altalunk izolalt két aEPEC torzs az elsd irodalmi emlitése ezen baromfi fajpan (Anser anser
domestica). Ez a két minta érdekes mdédon a kdzépkoru allatokbol kerdlt kimutatasra,

amelyeket toméssel hizott libamaj elballitasra tartottak.
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Galamboknal 3 esetben sikeriilt aEPEC tdrzset kimutatni (n=1, Nébih-ADI, 6 hénapos madar;
n=2, haztajibdl, fiokak). Mas esetben és id6sebb galamboknal nem sikerult aEPEC torzset
izolalni. Eredményeink 6sszhangban vannak az irodalmi adatokkal abban a tekintetben, hogy
a galambok hordoz6i az aEPEC torzseknek. Habar ebben az esetben is korlatozott az
eredmények dsszehasonlithatdsaga, mert a korabbi kutatasok az antibiotikum rezisztenciara
és az E. coli virulencia gének meglétére fokuszaltak és nem kozoltek életkori adatokat, ami
vélhetbleg befolyassal lehet az aEPEC el6fordulasara (Borges és mtsai., 2017; Farooq és

mtsai., 2009; van Hoek és mtsai., 2019; Torres-Mejia és mtsai., 2018).

Eredményeinket és az irodalmi adatokat 6sszegezve, ugy véljik, hogy az 6sszes baromfi
félében az aEPEC el6fordulhat és hordozhatjdk Oket. Azonban azt feltételezzik, hogy a
madarak életkora, egyes kdérnyezeti feltételek (pl.: tdmés) vagy betegségek (elhullott allatokbdl
szarmazo mintak) befolyassal lehetnek az aEPEC el6fordulasi gyakorisagara. Az
eredményeink alapjan a véleménylnk, hogy a baromfik az életiik elsé heteiben nem hordozéi
az aEPEC torzseknek jelentdés mértékben, hanem csak az ezt kdvetd életszakaszban 4-6
hetes korban vannak jelen jelentés szamban a bélben egészséges (Alonso és mtsai., 2011)
és beteg (Pakpinyo és mtsai., 2003) allatokban. A késdbbi idészakban az aEPEC térzsek
eltlinnek, szamuk lecsékken, hasonléan ahhoz, amit juhokban tapasztaltak (Martins és mtsai.,
2016).

Az aEPEC torzsek antibiotikum rezisztenciajat 6ésszehasonlitva szignifikans kalénbséget
talaltunk a pulyka, lud és galamb eredetli torzsek esetében. A pulykak és ludak, mint
intenziven felnevelt allatok esetében nagyobb sziikség van arra, hogy életiik soran
gyogyszeres kezelésben részesllienek. Feltételezéslink szerint ez is oka lehet a nagyobb
mérték(i antibiotikum rezisztencia gyakorisdgnak pulyka és ludak esetében. igy a
galambfiokaknal tapasztalt alacsony szamu rezisztencia 6sszefliggésben lehet a gydgyszeres
kezelések hianyaval ebben az életkorban. Azonban aEPEC tdrzsek esetében gyakori
multirezisztencia, kilonosen a széles korben hasznalt antibiotikumok ellen, felvetheti ezek

terjedését a horizontalis géntranszfer révén az embert megbetegitd térzsek iranyaba is.

A hét izolalt aEPEC toérzsbél harom az F és B2 filogenetikai csoportba tartozott, amelyek
potencialisan EXPEC torzseket tartalmaznak, igy fokozottan veszélyesek zoonotikus
fert6zések kialakitasara. Tovabba az F és B2 (korabban mindkett6 a B2 filogenetikai csoportba
tartoztak) filogenetikai csoportokrél elmondhaté, hogy nagyon gyakoriak az aEPEC térzsek
esetében, ahogy ezt a korabbi munkénk soran is hangsulyoztuk. Az aEPEC torzsek
szerotipusai a telepek tekintetében egységesnek bizonyultak, de valtozatosak (076, 0145,

0109) voltak az allattarto telepeket 6sszehasonlitva.
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9 Osszegzé megbeszélés

Az E. coli egy széles korben el6forduld tobbnyire kommenzalista baktérium, amely a normal
bélfléra részeként részt vesz annak harmonikus egyensulyanak fenntartasaban. Azonban
leteznek patogén E. coli térzsek is, amelyek mind az emberben, mind az allatokban
fertézéseket tudnak létrehozni. A fertézés kialakulasanak helye szerint két nagy csoportba
oszthatok, ugymint extraintesztinalis és intesztinalis tdrzsek, amelyeken belll tovabbi
alcsoportok léteznek, amint azt a 4.sz (Irodalmi éttekintés) fejezetben ismertettem. Allatorvosi
szempontbdl az intesztindlis patogén E. coli térzsek esetében, az emberben okozott
elvaltozasok alapjan beazonositott EPEC, EHEC, ETEC, EAEC, EIEC patotipusoknak van,
illetve lehet megbeteqitd szerepe. Az utdbbi évek kutatdsainak eredményeképp a fenti,
els6sorban human enterdlis E. coli patotipusok mindegyikének a baromfiban valo
el6fordulasardl is tobb kevesebb adat kertlt napvilagra (Alonso és mtsai., 2011; Dorigeraee

és mtsai., 2016; Krause és mtsai., 2005; Lee és mtsai., 2009; Wang és mtsai., 2017).

Elelmiszer el6allitas céljabol tartott baromfifajok esetében ezen enteralis patogén E. coli
paptotipusok akar potencialis vagy valdédi zoonotikus kérokozoként, kdzegészségugyi
veszélyeket is jelenthetnek. Ezek kdzll is kiilén kiemelendék az EPEC térzsek, amelyeket elsé
human enteralis kdrokozoként irtak le az igynevezett csecsemd diszpepsiat okozé E. coli-ként
(Neter, 1965). Az emlitett EPEC torzsek kozeli rokonsagban allnak az EHEC tdérzsekkel,
amelyek fontos zoonotikus térzseknek szamitanak. Ugyanis az EHEC térzsek az EPEC
torzsekbdl johettek létre az stx toxin géneket hordozé bakteriofagok felvételével (Toth és
mtsai., 2003). Ezért ezen torzsek elkllénitése mindenképpen fontos egymastdl a lehetséges

kévetkezmények mérlegelése szempontjabal.

Az EPEC torzsek kozott tovabbi valtozatok fordulnak elé, amely a patomechanizmusban
fontos szerepet jatszd, un. kdtegképzd pilus (BFP) termelédéssel van dsszefiiggésben. igy
megkulénboztetlink tipikus EPEC torzseket, amelyek képesek a kotegképz6 pilust termelni és
atipikus EPEC torzseket, amelyekbél ezen tulajdonsag hianyzik és igy mas adhezinek
segitségével jon létre a sejt, baktérium kapcsolat. A tEPEC torzsek els6sorban emberben és
nyulakban fordulnak elé. Ellenben az aEPEC tdrzsek széles koérben eléfordulnak, igy
emberben is, és lehetnek megbetegedések forrasai mind emberben, mind allatokban. Az
elmult évtizedek soran a tEPEC okozta emberi megbetegedések szamanak csdkkenése és a
helyette megjelené ndvekvé szamu aEPEC okozta hasmenéses bantalmaknak, nem csak a

fejl6éd6, hanem a fejlett vildgban is fontos emberi kérokozéjava valt.

A nyul EPEC térzsek, amelyek tulajdonsagaik alapjan a tEPEC torzsek kdzé tartoznak, a 90-
es évek végeétdl nemzetkdzileg egyre szélesebb kdrben ismerté valtak (Milon et al., 1999).

Ezek korabban Magyarorszagon is kevéssé voltak ismertek, amig Dow és mtsai. (2005) a
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hazai és kdzép-eurdpai torzsek genetikai, valamint in vitro és in vivo patogenitasi jellemzését

nem kozolték.

Az aEPEC torzseket szamos allatfajban vizsgalatnak vetették mar ala. igy tarsallatok kézill
macskaban és kutyaban tobb kutatasi eredmény alapjan dsszefliggést tudtak talalni az aEPEC
fert6zés és a hasmenéses esetek kimenetele kozott ezekben az allatfajokban. Tovabba az
emberi fert6zések lehetséges forrasaiként is szamba veszik ezeket az allatfajokat, amit a két

faj (ember és allat) k6zotti szoros fizikai kontaktus még jobban el6segit.

A haszonallatokban végzett kutatasok alapjan baranyokban is gyakran izolalhaték az aEPEC
torzsek, amelyek el6fordulasa az életkor elérehaladasaval csékken. A baranyokban nagy
gyakorisaggal fordulhatnak el EHEC-szer( torzsek is, amelyek létrejohetnek egyes aEPEC
torzsek Shiga toxint hordozé bakteriofagok felvételével. Ennek gyakorlati lehetéségét magyar
kutatécsoport is kisérletesen bizonyitotta (Toth és mtsai., 2003). A sertések hasmenéses
eseteibdl is gyakran kimutathatok specialis adhezineket hordozé6 aEPEC tdrzsek, amelyek
hajlamosité tényez6k mellett fokozottabban fordulhatnak elé magyar vizsgélatok alapjan is
(Malik és mtsai., 2006; Malik és mtsai., 2012).

A baromfiban végzett kutatasok is hasonlé eredménnyel jartak vilagszerte. Ennek megfeleléen
gyakori és valtozatos aEPEC torzsek el6fordulasat mutattak be, aminek fontos szerepe lehet
a virulencia és antibiotikum rezisztencia gének hordozasaban és tovabbadasaban is (Szmolka
és mtsai., 2012; Malik és mtsai., 2017).

A jelen munkankat megel6z6en magyarorszagi adatok nem léteztek a baromfi aEPEC
hordozasa kapcsan, amelyet széles koérben és nagy gyakorisaggal sikerlilt munkank soran
kimutatni brojlerekben és a rendelkezéstinkre all6 reprezentativ baromfi E. coli torzs
gyljteményen belll is. A kutatasunk megerdsitette, hogy ezen térzsek nagy gyakorisaggal
hordoznak magukban szamos antibiotikum rezisztencia gént is. Az irodalomban aEPEC
torzsekkel kapcsolatos informaciok nem léteztek ludakban, igy neklink sikerlt els6ként ennek
a patotipusnak az eléfordulasat kimutatni és leirni ebben a madarfajban. A pulykaban és
galambban eddig adatok szintén nem voltak elérheték az aEPEC torzsekkel kapcsolatosan,

amit a jelen munka eredményeképpen szintén be tudtunk mutatni.

A kutatasunk eléremutaté eredménye volt, annak felvetése a sajat eredményeinken alapulva
és az irodalmi adatokkal 6sszevetve elséként, hogy a baromfi fajok esetében az életkornak,
valamint tartasi korilményeknek, betegségeknek fontos szerepe lehet az aEPEC el&fordulasi

gyakorisagaban, annak befolyasolasaban.

Bar a munkank szamos uj, eddig nem ismert informaciéval, adattal szolgalt a tudomanyos élet

szamara és ezeket rangos, nemzetkdzileg is elismert kulfoldi folydiratokban sikerdlt
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lek6z6Inunk. Azonban elmondhato, hogy vizsgalataink nem lehettek teljeskoriek, az ehhez
sziikséges technikai és anyagi hattér sziikds volta miatt. igy a tovabbiakban a hordozott intimin
tipusok, valamint az aEPEC toérzsek in vitro és in vivo patogenitasanak vizsgalata és az aEPEC

torzseink esetleges fajspecificitdsanak tisztdzasa tovabbi munkakat igényel majd a jovében.

Ennek ellenére a fentiek alapjan reménytnket tudjuk kifejezni, hogy az elvégzett és a fentiek
szerint ez alapjan a jov6ben elvégzendd kutatasok, j6 alapjat teremthetik meg a hazai- és
nemzetkdzi enteralis mikrobiolégiai kutatasokban valo részvételnek. Ezek eredményei az
oktatasban (jarvanytan és élelmiszerbiztonsag) is hasznosithatd modern tudasanyagként

szerepelhetnek.
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10  Uj tudomanyos eredmények

Céljainknak megfelel6en kialakitottunk egy 437 izolatumbdl allé baromfi eredetii E. coli térzs
gyljteményt. Elvégeztik a kollekci6 human enteralis E. coli patotipusok virulencia marker

geénjeire val6 szlrését és nagyszamu aEPEC tdrzset azonositottunk.

Ezen torzsek jellemzése soran a kdvetkez6 uj eredményeket értik el:

1. Magyarorszagon els6ként azonositottunk hazi tyukbdl, pulykabdl, galambbdl aEPEC

torzseket.

2. A kutatdmunkank soran az irodalomban elséként sikertlt aEPEC torzseket ludakbdl

(Anser anser domestica) izolalni és jellemezni.

3. Kutatasaink soran elséként sikerult olyan adatokat gydjteni, melyek felvetik az aEPEC

torzsek életkor szerinti eléfordulasi gyakorisagat.

e

elséként hivtuk fel a nemzetkdzi figyelmet.

5. Az aEPEC torzsek esetében valtozatos és széleskorl antibiotikum rezisztenciat és

valtozatos szerocsoportokat sikerilt kimutatnunk.

6. Egyes baromfi fajtak esetében bemutattuk, hogy a gazda allatfaj és a kor

befolyasolhatja az izolalt aEPEC toérzsek antibiotikum rezisztenciajat.

7. Az eredményeink alapjan hazai viszonyok k6zo6tt az enteralis E. coli patotipusok kézil

a baromfiban leginkabb az aEPEC eléfordulasat tartjuk jellemzének.
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mindvégig ott alltak mellettem és amikor mar feladni szandékoztam volna, akkor 6k adtak az
erét annak tovabb folytatasara. igy nélkiiliik a fentebb leirt kdszénetnyilvanitasok sem johettek

volna létre, amiért kilon koszonet illeti 6ket.
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A doktori munkam soran az alabbi forrasok kertltek felhasznalasra, amelyek segitségével a

kutatasi feladatok, valamint a publikaciok megvalosulhattak.

EFOP-3.6.1.-16-2016-00024, projekt cime: Intelligens szakosodast szolgald fejlesztések az
Allatorvostudomanyi Egyetem és a Széchenyi Istvan Egyetem Mezdgazdasag- és
Elelmiszertudomanyi Karanak egyiittmiikddésében.

NKFIH-124335, projekt cime: Szarvasmarha eredet(i Shiga toxikus és kommenzalista E. coli
és bakteriofagok jellemzése.

EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00005, projekt cime: Tudomanyos utanpoétlas erdsitése a
hallgatok tudomanyos mihelyeinek és programjainak tamogatasaval, a mentoralas
folyamatéanak kidolgozasaval.
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