A funkcionalis metagenomika modszerének Kiterjesztése korokozo

baktériumokra az antibiotikumrezisztencia vizsgalatanak céljabol

Ph.D. értekezés

Szamel Monika

Témavezeto:

Dr. Pal Csaba
Dr. Kintses Balint

Szegedi Tudomanyegyetem Bioldgia Doktori Iskola
Eotvos Lorand Kutatasi Hal6zat Szegedi Bioldgiai Kutatékozpont -

Biokémiai Intézet

2022

Szeged



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE............ooooeoeoeeeeeeesssssssseesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 4
1. BEVEZETES......oosseeeeteeeeeseeeeessssssssssesssssssssse s stk 5
1.1. AZ antibiotiKUMIEZISZEENCIA ...cueeeeeereereereereeretsee ettt ss s sss e snas 5
1.1.1. Antibiotikumrezisztencia a KOrnyezZetben......ccovrneirensrnensnenesssneessssesessssessees 6

1.1.2. Az antibiotikumrezisztencia terjedésének madjai ......curmrrenenenesneresneenesnens 9

1.1.3. Az antibiotikumfejlesztés helyzete..........onnneeens 12

1.2. A MetagenOMIKA ... 13
1.2.1. A metagenomika MOASZEIrtana.....oeeerrereesrerssesessersessssssessessssssessesssesssssssssessssssesns 13

1.2.2. Funkciondlis metagenomika szerepe az antibiotikumrezisztencia-gének

AZONOSTEASADAN ..ottt 17

BT S 1) (0] 22T PP 19
1.3.1. A bakteriofagok altalanos JelleMZESe ... 19

1.3.2. T7-5Zer(i DaKteriofAgOK . ..ot sssssseens 20

1.3.3. A bakteriofagok felhasznalasi tertletel ... 21

2. CELKITUZESEK ......cccccocmvresiseessisssssessssssssssssssssesss s ssesss s s ssessssesss s sssssssss s 24
3. ANYAGOK ES MODSZEREK .......ccoocommemrssnemssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssesses 25
3.1. A vektor el6készitése és a metagenomikai konyvtarak létrehozasa......c.cocovveenee. 25
3.2. Metagenomikai konyvtarak bejuttatasa a célbaktériumokba.......cccooevenereererrcenenns 28
3.2.1. Elektroporacid E. cOli SEJLEKDE ......cvuririeriereeriissieesessessss s ssssssssssssesssssseens 28

3.2.2. Bakteriofag transzdukcié korokozo baktériumokba........cccomveeneneenieneenieneennen. 28

3.3. FUNKCIionalis SZEIEKCIO L. ...ttt nees 30
3.4. Funkcionalis SZEIEKCIO IL...... et sees 30
3.5. Rezisztenciafenotipus VizSGAlata.....c.ccveererneenrrneenernsisessesesssessessses s sessesssssessesssses 31
3.6. Mintak el6készitése Uj generdcios sZzeKvenalasra......nnneneneneenssnsenssssenssnees 32
3.7. A s7ekvenalasoK KIETtEKEIESE ...t nes 33



3.8. Az ARG-k természetes el6fordulasa és horizontalis atadddasa ......cccevvvevevreererennene 34
A EREDMENYEK ......oooooooesseeeeeeeesseeeeseeessseesessessssesssesssssssesssssesssssssssesssesssssssssssassesssssssssessssssssssssssesseses 35

4.1. Metagenomikai plazmidkonyvtarak létrehozdsa és bejuttatasa hibrid

transzdukald fagrészecskék hasznalataval.......ncnineeneeseesesesesesseesessessessesseens 36
4.2. Tobb fajban végzett funkcionalis SZeleKCi0 ... 39
4.3. Az ARG-k fajspecifikus hatasa a reziSZtenciara ... 45
4.4. Kérnyezeti rezisztencia az 4j antibiotikumokkal szemben ........ccvnnnnnennennennen. 47
5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA......c.ccoecmummemmmmmmesssismssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 51
KOSZONETNYILVANITAS.......ccoccotvvrrmsimnsessismsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssees 57
SZAKIRODALMI HIVATKOZASOK .........ooooeoeeeeeeeeeeeeeeseseseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseee 57
SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE ...........ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 67
OSSZEFOGLALAS ... 69
SUMMARY .....oistieeieteesstssssses et essss s st s st 72
FUGGELEK ....oooscvveeseeeeeesesesessssssssssssssssssssssesssssssssssss s s ssssss s sssssssssssssssssssssssssssssees 75



ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMR - antimikrobialis rezisztencia

AP - alkalikus foszfataz

APS - apramicin-szulfat

ARG - antibiotikumrezisztencia-gén

BAC (bacterial artificial chromosome) - bakterialis mesterséges kromoszéma
CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database) - rezisztenciagén adatbazis
CEF - Ceftobiprol

CFD - Cefdinir

DEL - Delafloxacin

DOX - Doxiciklin

ERA - Eravaciklin

FOX - Cefoxitin

GEN - Gentamicin

GEP - Gepotidacin

HGT - Horizontalis géntranszfer

LB tapoldat - Luria-Bertani tapoldat

LPS - lipopoliszacharid

MER - Meropenem

MHBII (Miiller-Hinton Broth) - Miiller-Hinton tapoldat

MOX - Moxifloxacin

OMA - Omadaciklin

RBP (receptor binding domain) - receptorkété domain

SUL - Sulopenem

TAE - TRIS-acetat-EDTA puffer

WHO (World Health Organisation) - Egészségligyi Vilagszervezet



1. BEVEZETES

1.1. Az antibiotikumrezisztencia

»Eljéhet az idd, amikor a penicillin bdrki szdmdra elérhetd lesz a
boltok polcain. Ekkor fenndllhat a veszélye, hogy az emberi
hanyagsdg miatt a gyégyszert elégtelen mennyiségben alkalmazva a
mikrobdink ahelyett, hogy elpusztulndnak, ellendllévd vdlnak a
gyogyszerrel szemben.”

Alexander Fleming, 1945
(https://www.nobelprize.org/uploads/2018/06/fleming-lecture.pdf)
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Az antibiotikumok olyan természetes vagy szintetikusan eléallitott molekuldk, amelyek a
baktériumok szaporodasat gatoljak, vagy a baktériumsejt pusztulasat okozzak. Az elsd
antibiotikum, a penicillin felfedezését6l a ’'90-es évekig szamos antibiotikumosztalyt
fedeztek fel és kezdtek el alkalmazni a gydgyaszatban. Az ezt kovetd id6szakban azonban
lelassult a fejlesztési folyamat. Ennek részben az az oka, hogy a baktériumokban az
évtizedek alatt jelentds meértékd ellenalloképesség (rezisztencia) alakult ki az
antibiotikumokkal szemben, igy a gydgyszerfejlesztoknek nem éri meg az antibiotikumok
fejlesztésébe fektetni. Az antibiotikumrezisztencia az elmudlt néhany évtizedben
vilagméretli problémava noétte ki magat, amelynek kovetkeztében az egészségligyi
vilagszervezet (WHO) az emberiséget leginkabb fenyegetd 10 egészségiigyi probléma
kozott tartja szamon. Egy 2014-es WHO jelentés szerint évente kortilbeliil 700.000 ember
halalat okozza valamilyen antibiotikumrezisztens bakterialis fertdzés, és ez a szam 2050-
re elérheti a 10 milliot, ezzel megel6zve a rakos megbetegedéseket (1. abra) (O’Neill 2016).
A fenti idézet, amely Alexander Fleming el6adasabol szarmazik a Nobel-dij atvételekor,
ravilagit, hogy a rezisztencia megjelenésének ténye mar altala is ismert volt, és el6adasaban

6va intette az emberiséget az antibiotikumok felel6tlen, tilzott mértéki hasznalatatol.
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1. abra Antibiotikumrezisztens fert6zések varhat6 szama 2050-re (0O’Neill 2016)

Az antibiotikumrezisztencia nem kizaré6lag az emberi felhasznalas kovetkeztében alakulhat
ki a baktériumokban. A jelenleg hasznalatban 1évé antibiotikumok 80%-a a Streptomyces
baktériumnemzetség altal termelt természetes molekuldk szarmazéka (Barka és mtsai.
2016), igy szamos baktériumfajpban mar az antibiotikumok tomeges haszndlata el6tt
kialakult a képesség azok hatadsanak kivédésére. Ezek a baktériumok szamos kérnyezetben
el6fordulnak, és sok antibiotikumrezisztencia-gént (angolul antibiotic resistance gene,
vagy ARG-t) hordoznak genetikai allomanyukban. Erre azért van sziikségiik, mert maguk is
termelnek antibiotikum jellegli molekulakat. Az ezen gének altal biztositott rezisztencia
mechanizmusa valtozatos: antibiotikum-modositas és -lebontas, efflux, antibiotikumok
megkotése egyéb fehérjék altal, célpont modositasa, védelme vagy elkeriilése (Peterson &
Kaur, 2018, 2. dbra). A rezisztenciaért felel6s gének tehat természetes mdédon régéta jelen
van a kérnyezetben, igy tobb olyan teriileten is azonositottadk mar 6ket, amelyek az ember
altal érintetlenek. Ilyen példaul a permafroszt (évezredek ota fagyott allapotban lévd
talajok) vagy az emberektdl izolaltan fekv6 barlangok (Boucher és mtsai. 2009; Payne és

mtsai. 2007).

1.1.1. Antibiotikumrezisztencia a kérnyezetben
Az antibiotikumok tdmeges megjelenése és felhasznalasa tehat egy, a természetben

mar jelenlévd szelekcids nyomast erdsitett fel és nagymértékben hozzajarult a rezisztencia
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elterjedéséhez. Az emberi hasznalat kovetkeztében kialakult antibiotikumszennyezés a
vilagon eltér6 mértékben, de mindenhol jelen van. A leginkabb érintett tertiletek a
korhazak, az allattenyésztés, a szennyvizkezeld telepek, valamint az antibiotikumokat
elallitd gyogyszergyarak és ezek kozvetlen kornyezete (Kraemer, Ramachandran, és
Perron 2019). Az ilyen teriileteken jelennek meg a tobbszorosen rezisztens kérokozok.

Az antibiotikumok, mennyiségiiktdl fiiggéen tobbféleképpen fejthetnek ki hatast
egy baktériumpopulaciéra. Amennyiben kelléen magas koncentraciéban vannak jelen, a
baktériumok pusztuldsat okozzak, vagy szaporodasukat gatoljak. Ilyenkor hosszatava
hatdsuk letalis. Ha azonban a letdlis d6zisnal alacsonyabb a mennyiségiik, de elegendd
ahhoz, hogy szelekciés nyomadst fejtsenek ki a populaciéra, a rezisztens sejtek
elszaporodasat okozzak. Tobb tanulmanyban is kimutattdk, példaul tetraciklin és
ciprofloxacin esetében, hogy az antibiotikumok nem letalis koncentraciéban val6 jelenléte
a kornyezetben szelektal az ARG-ket hordozé baktériumokra, amelyek igy elszaporodnak
az antibiotikumokkal szemben szenzitiv tarsaik rovasara (Kraupner és mtsai. 2018;
Lundstrom és mtsai. 2016). Egyes orszagokban a nem megfelel§ szabalyozas miatt
kiemelked6 a kornyezetben el6fordulé antibiotikumszennyezettség mértéke, igy a
rezisztens baktériumok jelenléte is. Példaul, India egyik ipari varosanak koérnyékén a
talajban és a vizekben a mért adatok szerint szamos antibiotikum koncentracidja tobb szaz,
egyes esetekben tobb ezerszerese a szabalyok szerint megengedett koncentracionak
(Libbert és mtsai. 2017). Ezek a korilmények az ARG-ket hordoz6 baktériumok
feldusulasat okozzak, igy létrehozva egy kollektiv rezisztenciagén repertoart, az

ugynevezett antibiotikum rezisztomot (angolul: antibiotic resistome).
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2. abra. Az antibiotikumok hatasmechanizmusai és az antibiotikumrezisztencia

f6bb mechanizmusai (Crofts és mtsai., 2017)

Az antibiotikum rezisztom fogalmat el6szor Gerry Wright és kollégai hasznaltak
2006-ban, a talajban taldlhat6é ARG-k Osszeségének leirasara, ezzel igazolva, hogy a
kornyezetben talalhat6 tobbszordsen rezisztens kérokozdék gyakoribbak, mint ahogy azt
el6tte feltételezték (D’Costa és mtsai. 2006). A jelenlegi definicié szerint az antibiotikum
rezisztdm magaba foglal minden szerzett és sajat ARG-t, valamint minden olyan potencialis
rezisztenciagént, amely az expressziot érint6 valamely médositds révén képes
ellenalléképességet biztositani egy adott kornyezetben €16 baktériumpopulaciéonak (Kim
és Cha 2021). A rezisztémot alkoté ARG-k folyamatosan cserélédnek az emberekben,
allatokban és a kornyezetben é16 baktériumok kozott, mivel ezek allandé kolcsonhatasban
vannak egymassal. Kimutattak, hogy a kiillonb6zd kornyezetek koziil a rezisztenciagének
legjelentdsebb ,tarhelye” a talaj (Zhu és mtsai. 2019). Azonban az itt talalhaté géneknek
csak kis része jelenik meg korhazi koriilmények kézott, ami arra utal, hogy a talajban lévé
ARG-k kozelében ritkabban talalhat6ak mobilis genetikai elemek, igy a talajbaktériumok
kozott ritkadbban add6dnak at, mint az emberi kérokozdékban. (Forsberg és mtsai. 2014).

Ezzel szemben az ARG-k terjedésében fontos szerepet jatszik az emberi rezisztom, amely
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az emberi emésztérendszerben, a bron és a légzdszerv-rendszerben €16 baktériumok altal
hordozott rezisztenciagének Osszessége. Szamos tanulmany ravilagitott az emberi bél
rezisztom és a korokozd baktériumok rezisztomjanak hasonldsagara és ezzel a bél
mikrobiom szerepére a klinikumban megjelené rezisztenciaban (Forsberg és mtsai. 2014;

Raymond és mtsai. 2019; Sommer, Dantas, és Church 2009).

1.1.2. Az antibiotikumrezisztencia terjedésének modjai

Az antibiotikumrezisztencia két f6 mddon terjedhet a baktériumpopulaciok
szintjén, vertikalisan és horizontalisan. Vertikalis terjedés soran a rezisztencia egy Gjonnan
létrejovd (de novo) mutacié révén alakul ki, majd tovabb ado6dik az utdédsejtre. Horizontalis
terjedés, Un. horizontdlis géntranszfer soran a rezisztenciagének nem rokon
baktériumfajok kozott adédnak at. A baktériumok horizontalis géntranszfer ttjan Gj DNS
fragmensekre tesznek szert (3. abra), amelyek el6segithetik az alkalmazkodasukat a
valtozé kornyezeti korilményekhez, Uj életterek elfoglalasat teszik lehet6vé, vagy
megvaltoztatjdk a baktérium koélcsonhatasat a gazdaszervezettel (Brito 2021). A
horizontalis géntranszfernek nem csak a természetben, hanem kdrhazi korilmények
kozott is kiemelkedd szerepe van az antibiotikumrezisztencia terjedésében. Az ARG-k
horizontdlis dton hdrom moédon adédhatnak at a baktériumok koézott. Ezek egyike a
konjugacio, amely soran a plazmidokon kddolt rezisztenciagének addédnak at. J6 példa a
konjugaci6 altali horizontalis terjedésre a kolisztinnel szemben rezisztenciat biztosité mcr-
1 gén (R. Wang és mtsai. 2018), vagy az Uj-Delhi metallo-béta-laktamaz gén variansainak
terjedése a vilagban (Farhat és Khan 2020). Ezen kiviil mas antibiotikumosztalyok, mint a
tetraciklinek, aminoglikozidok vagy kinolonok esetén is nagymértékben jellemzd a

plazmidon terjedé rezisztencia (Huddleston 2014).
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3. abra A rezisztencia terjedésének médjai (Sommer és mtsai., 2017)

A) A vertikalis evolicid soran de novo rezisztenciat biztosité mutacié jon létre, amely tovabb
oroklédik az utddsejtbe. A kék szin az antibiotikumra érzékeny sejtet, mig a lila az antibiotikummal
szemben rezisztens sejtet jel6li. B) A horizontalis géntranszfer harom lehetséges modja. Bakteriofag
transzdukci6 soran a bakteriofdg kapcsolddik a recipiens baktérium felszinéhez, majd bejuttatja
DNS-ét a sejt citoplazmajaba, amely ezutan integralddhat a kromoszémaba. A bakterialis konjugacio
a donor és recipiens sejt kozvetlen érintkezése soran torténik és konjugativ plazmid, valamint
integrativ-konjugativ elemek atadasaval jar. A természetes transzformacid soran egy lizal6 sejtb6l
DNS szabadul ki, amelyet a recipiens sejt felvesz. Mindharom folyamat rezisztenciat okoz6 mutaciok
és/vagy gének (élénkpiros szinnel jeldlve) bejutdsat eredményezi a recipiens baktériumba. A kék
szin a recipiens, a lila a donor sejteket jel6li.

Egy masik mddja a rezisztenciagének horizontalis terjedésének a természetes
transzformacid, melynek soran a baktériumok szabadon all6 DNS darabokat vesznek fel,
majd a kromoszomajukba integralast kovetden Kkifejezik az azokon talalhaté gént vagy
géneket. A természetes transzformacio feltétele a sejtek kompetens allapota, valamint,
hogy a baktérium kornyezetében elérhet6 DNS szakasz legyen (Thomas és Nielsen 2005).

A kozelmultban megjelent tanulmanyok eredményei alapjan a rezisztenciagének
terjesztésében jelentds szerep tulajdonithaté a bakteridlis virusoknak, un.
bakteriofagoknak (roviden fagoknak), amelyek a sajat genomjuk mellett bakterialis DNS-t
is becsomagolhatnak a kapszidjukba. Szamos olyan tanulmany sziiletett, amelyben
antibiotikumrezisztencia-géneket azonositottak bakteriofagokban (Colavecchio és mtsai.
2017; Colomer-Lluch, Jofre, és Muniesa 2011; Shousha és mtsai. 2015).

Az, hogy a rezisztencia vertikalis és horizontalis terjedése milyen aranyban zajlik
meg nem tisztazott, de a korabbi évtizedekben izolalt rezisztens korokozok genomjainak

vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy szamos antibiotikum esetén a horizontalis
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géntranszfer nagy mértékben felel8s a rezisztenciakrizis kialakulasaért (Gilmore, Lebreton,
és van Schaik 2013). Nem teljesen tisztazott még az sem, hogy pontosan milyen tényezdk
befolyasoljak, hogy egy rezisztenciagén az Uj gazdaba keriilve képes legyen ellatni a
funkcidjat. Porse és munkatarsai egy 2018-ban megjelent tanulmanyban 200 ARG
kifejez6dését vizsgalta E. coliban és kimutattdk, hogy a gének kompatibilitasa
nagymértékben fiigg a rezisztencia mechanizmusatoél és a gének filogenetikai eredetétdl
(Porse és mtsai. 2018). A tanulmany szerint az antibiotikummaédosité enzimek nagyobb
mértékben funkcionalisak egy dj baktérium fajban (,gazddban”). Tovabba a kisebb
filogenetikai tavolsagra 1évd fajok génjei alig csokkentik antibiotikum hidnyaban a gazda
baktérium szaporodasi ratajat (fitneszét). A gének funkcionalitasat befolyasolhatja az
episztazis, azaz az atadott gén vagy mutacié kolcsonhatdsa mas génekkel (Apjok és mtsai.
2019; de Visser és Krug 2014). Episztazis az ARG és a gazda génjei k6zott befolyasolhatja
az antibiotikum rezisztencia mértékét, a szaporodasi ratat (fitneszt) és a plazmidok
stabilitdsat egyarant. Az Uj gén felvétele miatt kialakulé fitneszhatranyt a baktérium
genomjaban létrejovd un. kompenzalé mutaciok csokkenthetik, el6segitve a mutacié vagy
a plazmid, igy a rezisztencia fennmaradasat (Dahlberg és Chao 2003; Loftie-Eaton és mtsai.
2016).

A rezisztencia tehat tobbféle moédon kialakulhat és terjedhet egy
baktériumpopulaciéban. Ehhez nagymértékben hozzajarul a kiilénb6z6 emberi, allati és
egyéb éldhelyek egymassal valo szoros kolcsonhatasa. Az ugynevezett ,Egy Egészség” és
,Globalis Egészség” (angolul ,,One Health” és ,Global Health”) koncepcidk értelmében az
emberrel kolcsonhato egyéb életk6zosségek allapota befolyasolja az emberi egészséget (4.
abra, Hernando-Amado és mtsai., 2019). Ennek értelmében a rezisztencia terjedése egy
tobbszintl hierarchikus folyamat, amelynek minden szintje befolyasolja a kovetkez4t. A
rezisztenssé valt baktériumok embereket vagy allatokat fert6zhetnek meg, akik/amik
utazasaik, mozgasuk révén tovabb terjesztik 6ket mas populdciékban, tébbek kozott

kérhazakban (Hernando-Amado és mtsai. 2019).
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4. abra Az ,Egy Egészség” és ,Globalis Egészség” koncepcié (Hernando-Amado és
mtsai. 2019)

A rezisztencia atadasa lokalis szinten a kiilonb6z6 okoszisztémak (farmok, korhazak,
szennyvizkezeld telepek és a természetes kdrnyezet) kozotti hatarok atlepésével torténik. Ez az an.
,Egy Egészség” probléma, amely szerint barmely felsorolt 6koszisztéma ,egészsége” befolyasolja a
tobbit, beleértve az emberi egészséget. A ,Globalis Egészség” a lokalis okoszisztéma-hal6zatok
kapcsolata mas hal6zatokkal, amelyen keresztiil a rezisztencia vilagszinten terjedni tud. Ebben olyan
folyamatok jatszanak szerepet, mint az utazasok, az allatok vandorlasa, a kereskedelem vagy az
idéjaras.

A rezisztencia gyors terjedése miatt tehat kiemelked6en fontos olyan
antibiotikumok fejlesztése, amelyek ellen a kdrnyezetben kevésbé jellemzd a rezisztencia

jelenléte, vagy annak lassabb terjedése varhaté.

1.1.3. Az antibiotikumfejlesztés helyzete

Az 4j antibiotikumok fejlesztése az elmult évtizedekben jelentdsen lelassult, mivel a
rezisztencia rendkiviil gyors megjelenése miatt a gyogyszerfejlesztd vallalatok szamara
nem téril meg a fejlesztésbe fektetett id6é és anyagi forras. Abban az esetben, ha
gyogyszerjelolt molekuldval szemben kialakul6 rezisztenciat még idében, a fejlesztési
folyamat elején azonositanak, szelektalhaték lennének azok a jeloltek, amelyek nagy
val6szinliséggel nem lesznek sikeresek. Ehhez azonban a jelenleginél atfogobb vizsgalatok
lennének sziikségesek, amelyek a kdrnyezetben talalhato rezisztencia determinansokat is

figyelembe veszik. Az 0j antibiotikumok fejlesztése soran a preklinikai vizsgalatok a de novo
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mutacidok altal okozott rezisztencia azonositadsara fokuszalnak és nem vizsgaljak a
kornyezeti rezisztomokat és igy a horizontalis géntranszfer utjan potencialisan kialakul6
rezisztenciat (Sommer és mtsai. 2017). Igy ezek a vizsgalatok nem teljeskoriiek és
klinikailag  kevésbé relevansak, mivel olyan ,rezisztenciabiztosnak” t{in6
antibiotikumjeloltek Kkertilhetnek ki a fejlesztési folyamatbdl, amelyekkel szemben
el6fordulhat a kornyezetben terjedni képes rezisztencia. Fontos tehat a rezisztémok
vizsgalata, f6leg olyan kornyezetekben, ahol a kérokozo és a rezisztenciat hordoz6 donor
organizmus egyarant el6fordul (Sommer és mtsai. 2017).

A kornyezeti rezisztémokat alkot6 ARG-ket a mikrobiomok vizsgalata sordn
azonosithatjuk. Mikrobiomnak nevezziik egy adott kornyezetben taldlhaté baktériumok,
virusok és gombak alkotta kozosséget. A mikrobiomot alkot6 organizmusok
orokitéanyaganak 6sszessége a metagenom, amelynek vizsgalataval a metagenomika nevi

tudomanyag foglalkozik.

1.2. A metagenomika

1.2.1. A metagenomika mddszertana

A metagenomika segitségével a mikroorganizmusokat a DNS-iikdn keresztiil
tanulmanyozhatjuk. A DNS kozvetleniil az adott kornyezetbdl kinyerhet6 és nem igényli a
mikroorganizmusok laboratériumi tenyésztését (Coughlan és mtsai. 2015). A fajok
azonositasan kivil lehetdséget nyujt a metabolikus utvonalaik feltérképezésére és az adott
populaciéban betoltott funkcidjuk meghatarozasara (Langille és mtsai. 2013). Ezen kiviil a
genetikai informacié kifejeztethetd egy laboratériumi koriilmények kozott kénnyen
kezelhetd gazdaszervezetben, igy athidalva a tenyésztési nehézségeket. Ez a megkdozelités,
egy funkciondlis szliréssel kiegészitve lehetdséget nyujt Uj enzimatikus funkcidk
azonositasara.

A metagenomikai vizsgalat soran un. metagenomikai konyvtarakat hoznak létre.
Ezek elkészitésekor fontos szem el6tt tartani, hogy a keresett funkcié szempontjabél mely
kornyezet lehet relevans. Erdemes olyan kérnyezetet valasztani, amelyben a keresett
funkcié nagy valoszinliséggel el6fordul. Hidrolitikus enzimek keresése esetén példaul
optimalis egy kér6dz6 bendéje, hiszen ott az emésztés feltétele ezen enzimek jelenléte

(Ferrer és mtsai. 2007). A konyvtarkészités el6tt a kdrnyezet manipulalasa révén az adott
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funkcid fel is dusithato, ezzel névelve a sikeres talalatok szamat (Jan Dirk van Elsas és mtsai.
2008).

A metagenomikai vizsgalat a kornyezeti DNS Kkinyerésével kezddédik. A DNS
kinyerhet6 kozvetlen mdédon, amikor a mikrobiomot a kérnyezeti mintabol kozvetlentil
izolaljak vagy kozvetetten, amikor a baktériumok izolalasa megel6zi a DNS kinyerését. A
kinyert DNS négy f6 paramétere lényeges a metagenomikai konyvtar szempontjabol: a total
DNS mennyisége, tisztasdga, a DNS fragmensek mérete, illetve, hogy azok milyen
mértékben reprezentaljak az adott mikrobiomot (Ekkers és mtsai. 2011). A megfelel6 DNS
izolalo kitek segitségével a talajbdl, valamint a bél mikrobiombdl mar kis mennyiségi
kiindulasi mintabdl is lehetséges nagy mennyiségii, fragmentalatlan, tiszta DNS-t kinyerni.
Egy 2011 tanulmany pedig kimutatta, hogy a DNS kinyerésének mdédjatdél nem fligg, hogy
milyen mértékben reprezentalja a mikrobiomot (Delmont és mtsai. 2011).

A metagenomikai DNS tovabbi vizsgalata szempontjab6l két megkozelités
lehetséges: a szekvencia alapu és a funkcionalis. A szekvencia alapi megkdézelités soran
feltérképezhetd a vizsgalt mikrobiom dsszetétele, amelyet a 16S rRNS szekvenalas vagy a
teljes metagenom szekvenalas tesz lehetévé. A 16S rRNS génje erdsen konzervalt a
baktériumok koézott és specifikus szekvenciakat is tartalmaz. A konzervalt szekvenciak
segitségével egy kevert populdcié DNS-ét tartalmazé mintaban amplifikalhaté a specifikus
szekvencia, amely a kilonb6zd baktériumcsaladok esetén eltér, igy alkalmas a minta
csaladszintli oOsszetételének meghatarozasara. (Lane és mtsai. 1985). A teljes
metagenomikai DNS szekvenalasa segitségével azonban a fajok és a gének szintjén is
jellemezhet6 a metagenom. Ennek soran a DNS tordelését kovetden a fragmenseket
szekvenaljak, majd sszeillesztik és annotaljak a szekvenciaban talalhat6 géneket. igy mar
ismert gének olyan homoldgjai fedezhet6k fel, amelyek specialis funkcidt latnak el, vagy
valamilyen kornyezeti koriilménnyel szemben ellenallobbak, tehat ipari felhasznalas
szempontjabol 1ényegesek. Venter és mtsai igy azonositottak 2004-ben 1.2 millié addig
ismeretlen gént, valamint igy fedeztek fel cellul6z és xilan hidrolizisben részt vevd 1j
enzimeket kddol6 géneket (Venter és mtsai. 2004; Warnecke és mtsai. 2007) és biomassza
lebonté fehérjéket kodolé géneket (Hess és mtsai. 2011). A funkciondlis szlirés soran
vizsgalhat6, hogy egy DNS fragmensen koédolt adott fenotipus kifejezédik-e egy masik
gazdaszervezetben. Ennek sordn (5. dbra) a kérnyezeti DNS izolalasat kévetéen, a DNS

fragmenseket vektorba klonozzak, majd egy Uj gazdaban kifejeztetik. Ehhez a DNS
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kinyerését kovetden a megfeleld fragmensméretet kell kivalasztani, majd a fragmensméret
alapjan a megfelel6 vektort. Kis fragmensméret esetén (<10 kb) altalaban 15 kb-nal kisebb
plazmid vektorokat alkalmaznak, mig nagyobb fragmensenkél (>10 kb), 15-40 kb méreti
kozmidokat, 25-45 kb méretii fozmidokat vagy 100-200 kb méretli bakterialis mesterséges
kromoszémat (BAC) hasznalnak (Angelov és mtsai. 2009; ].D. van Elsas, Speksnijder, és van
Overbeek 2008; Kakirde és mtsai. 2011; Uchiyama és Miyazaki 2009). A funkcionalis sz{irés
tobbféle médon torténhet. Hasznalhato indikator taptalaj amelyen a funkciét ellato, aktiv
klénok vizudlisan, pl. hemolizis (Rondon és mtsai. 2000) vagy lipolizis (Henne és mtsai.
2000) révén azonosithatok. A szilirések soran felfedezhet6k 4j antimikrobialis molekulak
is. Ilyenkor az antibiotikumot termel6 baktériumot és a célbaktériumot egymadsra
rétegezve novesztik és az aktiv klonokat a koriilottik kialakulé gatlé zoéndk révén
azonositjak (Igbal, Craig, és Brady 2014; Tannieres és mtsai. 2013). Ezen kiviil a kdnyvtarak
szlirhet6k szelekcios megkozelitéssel is. Ebben az esetben csak az a klon fog talélni a
taptalajon, amely rendelkezik a ttléléshez sziikséges aktivitassal. Igy sziirheték ki olyan
gének, amelyek pl. egy adott szénforras felhasznalasat segitik el6 (Entcheva és mtsai. 2001),
ellenallova teszik a gazdat egy antimikrobidlis szerrel szemben (Kintses és mtsai. 2018;
Sommer, Dantas, és Church 2009), vagy pl. novekedést biztositanak magas koncentraciéju

nehézfém mellett (Staley és mtsai. 2015).

O N
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5. abra A funkcionalis metagenomika médszertana (Crofts és mtsai., 2017)

A funkcionalis metagenomikai szilirés els6 1épése a kornyezeti DNS kinyerése. A DNS-t fragmentalast
és méretszelekciét kovet6en vektorba klénozzdk, majd az igy létrehozott metagenomikai
génkonyvtarat heterolég gazdaba juttatjdk. Ezutan elvégezhetd a szelekci6 a kivant funkciéra. A
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talalatokban taldlhat6 adott funkciot ellaté fragmensek szekvencidja 1j generacios szekvenalassal
meghatarozhatd, majd a szekvenciak génadatbazisok segitségével annotalhatok.

A funkciondlis metagenomikai szliréseket altaldban egyetlen baktérium jol ismert
laboratériumi torzsében végzik (Ekkers és mtsai. 2011). Egyetlen gazda alkalmazasa
azonban nem garantalhatja a kényvtar minden funkcionalis génjének kifejez6dését (6.
abra, Liebl és mtsai., 2014). Martinez és mtsai. 4j antibiotikumokat el6allité utvonalakat
kerestek funkcionalis metagenomikai szliréssel tobb fajban és jelent6s fajok kozti
kulonbséget talaltak az azonositott itvonalakban. Craig és mtsai. ugyanerre az eredményre
jutottak (Craig és mtsai. 2010; Martinez és mtsai. 2004). Annak szamos oka lehet, hogy egy
adott gén nem fejezddik ki és ezaltal nem funkcionalis egy 4j gazdafajban: Példaul a fajok
kozotti eltérések a szinonim kordonok hasznalataban, a masik fajbdl szarmazé prométerek
fel nem ismerése az 0j gazdaban, a megfelel inicidciés faktorok hidnya, a nem megfelel6
fehérje feltekeredés, egyes nélkiil6zhetetlen kofaktorok hianya, a géntermék enzimatikus
lebontdsa, fehérjeaggregacio, a géntermék toxicitasa vagy nem megfelel? kijutdsa a sejtbol.
Ezen faktorok koziil a kodonhasznalatnak lehet kiemelked6 szerepe, hiszen az befolyasolja
mind a transzlacié hatékonysagat, mind a fehérjék szabalyos feltekeredését és szekrécidjat

(Ekkers és mtsai. 2011).
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6. abra A funkcionalis metagenomikai taldlatok szamanak bévitése (Liebl és mtsai.,

2014)

A metagenomikai DNS szekvendldsa soran in silico mdédszerrel nem azonosithaté minden gén, mivel
a teljesen ismeretlen szekvencidk nem rendelkeznek ismert homoldgokkal. Ugyanez igaz lehet a
funkcionalis sziirésekre is, amelyek soran a kornyezeti DNS tulajdonsagaibdl adéd6an (GC tartalom,
kiilénb6z6 promoterek) egy gazdaszervezet nem képes minden gén kifejezésére, ezért tobb gazda
hasznélata megnovelheti a taldlatok szamat.
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1.2.2.  Funkciondlis metagenomika szerepe az  antibiotikumrezisztencia-gének
azonositasdaban

Az elmult évtizedekben a metagenomika elkezdte felfedni a kdrnyezetben talalhato
ARG-k valtozatossagat. Egy 2004-ben megjelent tanulmany szerzdi szavannai talajbol
szarmaz6 konyvtarat szelektaltak aminoglikozid, tetraciklin, valamint nalidixinsav
antibiotikumok jelenlétében (Riesenfeld, Goodman, és Handelsman 2004). A
tanulmanyban tiz antibiotikumrezisztencia-gént azonositottak, melyek koziil 9 addig nem
ismert rezisztenciagén volt.

Ezt a tanulmanyt szamos djabb kovette, amelyekben kiilonb6z6 helyekrdl szarmazo
talajmintakbdl (pl. hordalék (Tao és mtsai. 2011), lap (Jeon és mtsai. 2011), mezdgazdasagi
(Forsberg és mtsai. 2014) és varosi talaj (McGarvey, Queitsch, és Fields 2012)) késziilt
konyvtarakat szelektaltak tobbféle antibiotikumcsalad tagjainak jelenlétében és szintén
szamos Uj, veliik szemben rezisztenciat biztosit6 ARG-t azonositottak. Példaul Amos és
kollégai, valamint Allen és kollégai metagenom szekvendlds soran azonositottak olyan
rezisztenciagéneket fluorokinolonokkal, valamint béta-laktam antibiotikumokkal
szemben, amelyek korabban nem voltak ARG-ként ismertek (Allen és mtsai. 2015; Amos és
mtsai. 2014).

A talajok vizsgalatan kiviil az emberhez szorosabban kapcsol6dé mikrobiomok
vizsgalata is kozéppontba keriilt az elmult években. Az elsé ilyen tanulmany a sz3j
mikrobiomjat vizsgalta. A szerzdék fogkdbdl és nyalbol készitett metagenom konyvtarat
szelektaltak tetraciklin antibiotikummal szemben. Ez vezetett a Tet(37), tetraciklin
inaktivald enzim felfedezéséhez, amely csak kis mértékii homolégiat mutatott a korabban
felfedezett tetraciklin rezisztenciagénekkel és egyéb ARG-kkel (M. L. Diaz-Torres és mtsai.
2003). Egy ezt kovetdé nagyobb tanulmany tetraciklin, gentamicin és amoxicillin
antibiotikumokkal szemben talalt ARG-ket a szaj mikrobiomban (Martha L. Diaz-Torres és
mtsai. 2006).

Az elsé tanulmany, amely funkcionalis metagenomikaval vizsgalta az emberi
bélmikrobiom rezisztomjat 2009-ben jelent meg. A szerzdk két egészséges személy bél és
nyal mikrobiomjabdl készitett metagenomikai konyvtarat szelektaltak 13 antibiotikum
jelenlétében (Sommer, Dantas, és Church 2009). Az azonositott 96 egyedi metagenomikai

DNS fragmens jelent6s része csak kismérték(i homoldgiat mutatott korabban ismert
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rezisztenciagénekkel. A tanulmanyban 10 0j béta-laktamaz gént azonositottak. Szamos
egyéb metagenomikai munka vizsgalt diverz emberi populacidkat, ugymint egészséges
feln6ttek (Cheng és mtsai. 2012), egészséges ikrek és édesanyjuk (Moore és mtsai. 2015),
korasziilott csecsemdk (Gibson és mtsai. 2016), bennsziilott indianok (Clemente és mtsai.
2015), valamint az emberrel szoros kapcsolatban 1év6 haszon- és haziadllatok mikrobiomjat
(Pehrsson és mtsai. 2016). 2018-ban megjelent tanulmanyunkban munkatdrsaimmal
Escherichia coliban végzett funkcionalis metagenomikai sz{irés soran térképeztiik fel, hogy
az emberi bél mikrobiomjaban milyen, az antimikrobialis peptidekkel (AMP-kkel) illetve
antibiotikumokkal szemben rezisztenciat biztosit6 gének vannak jelen (Kintses és mtsai.
2018). A bél mikrobiombo6l létrehozott metagenomikai konyvtarat E. coli-ba juttatva
kevesebb rezisztenciagént azonositunk AMP-k esetén az antibiotikumokkal 6sszevetve. A
mikrobiom tenyésztéses vizsgalatok azonban, amelyeket AMP-k és antibiotikumok
jelenlétében végeztiink, azt mutattak, hogy az AMP-k elleni rezisztenciagének ugyanolyan
gyakorisaggal fordulnak el6 a bél mikrobiom tagjaiban, mint az antibiotikum-
rezisztenciagének. Tovabbi vizsgalataink alapjan arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy az
AMP rezisztencia kifejez6dése az antibiotikumokkal 6sszevetve nagyobb mértékben fiigg a
filogenetikai tavolsagtdl és az 4j genomi kérnyezettdl, amelybe keriil.

A fent emlitett funkcionalis metagenomikai tanulmanyok mindegyikében az E. coli
valamely nem korokozo6 laboratoriumi torzsében végezték a szelekciot antimikrobialis
szerekkel szemben. Az el6z6 fejezetben emlitett tanulmanyok alapjan azonban, nem
lehetlink biztosak abban, hogy egyetlen torzs képes egy adott kdrnyezetben talalhato
0sszes rezisztenciagén azonositasara. Ezen kivil nem ismert az sem, hogy egy nem
korokoz6 baktériumban felismert rezisztenciagén és megfigyelt fenotipus milyen
mértékben jelenik meg egy eltéré genommal rendelkezé kérokozé baktériumfajban. Igy
tehat fontos az antibiotikumrezisztencia felderitésére szolgalé funkcionalis sziiréseket
tobb fajban is elvégezni (Sommer és mtsai. 2017). A konyvtarak bejuttatdsa azonban
technikai nehézségekbe iitkozik. Mig az E. coli labortorzsei nagy hatékonysaggal
elektroporalhatok, a kérokozdék esetében ez nem mindig mondhat6 el. A problémara
megoldast jelenthet a konjugacid, azonban irodalmi adatok alapjan ezzel a modszerrel sem
érhet6 el olyan hatékonysag, amely egy tobb milli6 klént tartalmazé metagenomikai
konyvtarat megfeleld lefedettségben (>108) be tudna juttatni (Kakirde és mtsai. 2011;

Rousset és mtsai. 2021). A bakteriofagok (roviden fagok) ezzel szemben képesek nagy
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hatékonysagban fertzni a kdrokozé baktériumokat. Amennyiben olyan fagot hozunk létre,
amely a sejtbe oOrokitdanyagot juttat, azonban nem képes lizdlni a sejtet, nagy

hatékonysaggal juttathatunk be tetszdleges DNS-t (Yosef és mtsai. 2017).

1.3. Bakteriofagok

1.3.1. A bakteriofdgok dltaldnos jellemzése

A bakteriofagok (roviden fagok), a baktériumok virusai, a legnagyobb szamban
jelenlévd entitasok a bolygdén, melyek szaporodasa gazdabaktérium nélkiil nem lehetséges.
A fagokat el6szor 1915-ben Frederik Twort figyelte meg és irta le, mint a baktériumok
novekedését gatlo ,atlatszé anyag”-ot. Két évvel kés6bb Félix d’Hérelle izolalta az elsd
bakteriofagot Shigella baktériumbol. A bakteriofag elnevezés is téle szarmazik. A fagok
felépitésiiket tekintve DNS vagy RNS 6rokitéanyaggal rendelkeznek, amely fehérjékbdl allo
kapszidjukban talalhat6. Ez a legtobb fag esetén polihedralis szerkezeti. A kapszid a
farokfehérjékhez kapcsolédik, amely farokrostokbdl all és a baktériumok felszinéhez valé
kapcsolddasban van szerepe. A baktériumfert6zést kovetéen a fagok litikus vagy lizogén
életciklust folytatnak. A litikus ciklus soran a fagok a fert6zést kovetéen tovabb
szaporodnak, amely a gazdasejt lizisével jar. Ezzel szemben a lizogén ciklust temperalt
fagok genomjukat a gazda genomjaba épitve profagga alakulnak, és tobb generacion
keresztlil osztodnak a gazdaval egyiitt. Ezutan valamilyen kornyezeti inger (pl. UV
sugarzas) hatasara a profag aktivalodik és litikus uton kiszabadul (Haq és mtsai. 2012).

Mivel szaporodasuk a gazdabaktériumhoz kotott, a fagok egyik kulcs tulajdonsaga a
bakterialis sejtfelszinhez valé kot6dés képessége. A farokkal rendelkezd fagok esetén a
baktérium sejtfelszini strukturait (receptorokat) felismeré fehérjék az un. receptorkotd
fehérjék (angolul Receptor-Binding Protein, RBP) a farokrostokon, faroktiiskén, vagy a
baktérium sejtfelszini poliszacharidjai, igy a lipopoliszacharidok (LPS), exopoliszacharidok
(EPS), kapszularis poliszacharidok (KPS), illetve a teichonsavak vagy porin fehérjék
(Nobrega és mtsai. 2018). A fagfarok nem csak a felszin felismerésében vesz részt, at is
hatol a sejtfalon, ezzel segiti el a faggenom citoplazmaba jutasat (Nobrega és mtsai. 2018).

A farokkal rendelkez6 fagok a Caudovirales rendbe sorolhatok (a latin 'cauda’, farok

sz6bol). A renden beliil harom csaladot kiilonboéztetiink meg: A Myoviridae, a Syphoviridae
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és a Podoviridae csaladokat (7. Abra). A Myoviridae csaladra - jellemz6 tagja a T4
bakteriofag — hosszu, kontraktilis farok, a Syphoviridae-re - legismertebb képviselGje a A
bakteriofdg — hosszu, nem kontraktilis farok, mig a Podoviridae-re - példaul a T7
bakteriofag — rovid, nem kontraklilis farok a jellemzd (Nobrega és mtsai, 2018). A
kiilonboz6 farokstruktdrak kulcsfontossaguak a gazdaspecificitas és a fert6zési folyamat
szempontjabol (Arnaud és mtsai. 2017; Gonzalez-Garcia és mtsai. 2015; B. Hu és mtsai.

2015).

a Myoviridae b Siphoviridae ¢ Podoviridae

Kapszid
Kapszid
Kozépsd farokrost vagy
Gallér -tliske
Karok Farokcsé
Farokesd és -hiively Farok
Farok -
) ,— Alaplemez
Hosszu farokrost
Farokrost

Rovid farokrost K6zépsé farokrost vagy
Ko6zépsé farokrost vagy -tliske
-tuske

Alaplemez —/

7. abra A Caudovirales rendbe tartozo6 bakteriofagcsaladok (Nobrega és mtsai. 2018)

A) A Myoviridae csaladba tartozo fagok az egyediiliek a farokkal rendelkezé fagok kozott, amelyeknek
kontraktilis farokfehérjéik vannak. B) A Myoviridae és Siphoviridae csalddba tartozé fagokra
egyarant jellemz6, hogy alaplemezzel rendelkeznek a fagfarok disztalis végén. Ehhez kapcsolédnak
a receptorkotd fehérjék (farokfehérjék vagy tiiskefehérjék). C) A Podoviridae csalad tagjai nem
rendelkeznek alaplemezzel, ezért a receptorkoétd fehérje kozvetleniil a kdzponti farokfehérjéhez
kapcsolédik.

1.3.2. T7-szerl bakteriofdgok

A T7-szer( fagok a Caudovirales rend Podoviridae csaladjaba tartoznak. Rovid, nem
kontraktilis farokkal rendelkeznek, amelyen feliil egy adapter fehérje talalhato, amely
osszekapcsolja a farkat a kapsziddal, alul pedig 6 vagy 12 farokrost vagy faroktiiske
talalhato. A T7-szert fagok el6szor a baktériumsejt fehérjéivel 1épnek koélcsonhatasba, ezt
koveti a farokrost kapcsolédasa az LPS-hez. A kapcsolédas utdn a farokrost
konformaciévaltozas kovetkeztében a sejtfelszinre merdleges orientaciot vesz fel, amely
segiti a fehérjék és a DNS bejutasat. A bejuttatott fehérjék funkciéja hogy a rovid
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farokfehérjéket meghosszabbitva segitsék a DNS eljutasat a citoplazmaba (Nobrega és
mtsai. 2018).

A doktori munkam soran haromféle T7 tipusu bakteriofag farokfehérjéit
hasznaltam. Az els6 a T7 bakteriofag, amelyet 1945-ben 7 masik, E. coliban szaporodni
képes faggal egyiitt fedezték fel. DNS-ének hossza 40 kb, amely egy 60 nm atmérdji
kapszidban taldlhat6. A fagrészecske gazdaspecificitds szempontjabdl jelentés génjei a

gpl1, gp12 és gp17 farokfehérjéket kédol6 gének (8. abra, Deng és mtsai., 2017).

gpll,gpl2 i P gp17

8. abra a T7 bakteriofag szerkezete és jelent6sebb fehérjéi

(Forras: https://www.cusabio.com/c-20680.html)

A masodik a K11 bakteriofag, amely a poliszacharid tokkal rendelkez6 Klebsiella
pneumoniae K390 (NCTC 9131) torzset képes fertdzni. A baktérium tokjan keresztiili
fert6zést a farok tiiskefehérjéjének glilkanaz aktivitasa teszi lehet6vé (Dietz és mtsai.
1990). A T7 és a K11 fagokbdl a farokfehérjéik szekvenciahasonldsaganak és
kompatibilitasanak koszonhet6en T7-K11 hibrid bakteriofag hozhato létre (Ando és mtsai.
2015).

A harmadik altalam hasznalt fag, a ¢SG-JL2 volt, amelyet 2008-ban fedeztek fel.
Specificitasat tekintve a Salmonella enterica killonboz6 torzseit képes fert6zni. Hasonldan
a K11-es faghoz, a @SG-JL2 farokfehérjéi is kompatibilisek a T7 fehérjéivel, igy T7-@SG-]JL2
hibrid fag hozhat6 létre (Yosef és mtsai. 2017).

1.3.3. A bakteriofdagok felhaszndldsi tertiletei
Jelenleg a bakteriofagokat f6ként terapias és biotechnolégiai célokra alkalmazzak.
Terapias céllal mar Félix d’'Hérelle is alkalmazta &ket, el6szor allatokat, majd emberi

fert6zéseket is gydgyitott a segitségiikkel. Az elkovetkez6 évtizedekben mas tudoésok is a
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fagterapia felé fordultak és az egykori keleti blokk orszagaiban fellendiilt a
fagkészitmények alkalmazasa. Az antibiotikumok megjelenésével azonban ezek a
kutatasok hattérbe szorultak. Ehhez hozzajarultak olyan nehézségek is, mint példaul a
fagszuszpenzié baktériumszennyezettsége, amelyet a nem megfelel6 tisztitasi eljaras
okozott, valamint az a megfigyelés, hogy a beadott fagokat rendkiviil gyorsan eliminalja az
emberi szervezet. (Kortright és mtsai. 2019). A fagterapias kutatasok ujboli fellendiilése
napjainkig, az antibiotikumrezisztencia-krizis kialakuldsdig varatott magara. A
kozelmultban tobb alkalommal is sikeresen alkalmaztak fagokat olyan betegek életének
megmentésére, akiknél semmilyen antibiotikum kezelés nem jart sikerrel (Schooley és
mtsai. 2018; Zhvania és mtsai. 2017). A fagalapu terdpidk kutatdsa tehat folyamatos,
azonban a tdmeges, antibiotikumokhoz hasonlé alkalmazdsa emberekben még varat
magara. Ehhez ugyanis ki kell dolgozni a hasznalatuk szabalyozasara, valamint a
hatékonysaguk és biztonsagossaguk felmérésére alkalmas rendszert (Keen és Adhya
2015). Ugyanigy, ahhoz, hogy a klinikumon kiviil, az allatgy6gyaszatban, mezdgazdasagban
és az élelmiszeriparban alkalmazhat6 legyen a fagterapia, a fag-gazda kolcsénhatasok
részletes feltérképezésére és megértésére van sziikség (Nobrega és mtsai. 2018).

Az gydgyaszati felhasznalas mellett a fagokat biotechnoldgiai célokra is
alkalmazzak. Ilyen példaul a baktériumok detekcidja, ahol a fagok szaporodasanak
detektalasat hasznaljak a célbaktérium jelenlétének kimutatasara (Arya és mtsai. 2011;
Janczuk és mtsai. 2017; Schooley és mtsai. 2018; Z. Wang és mtsai. 2016). Ezen kiviil
alkalmaztak mar fagokat baktériumok jelenlétének kimutatasara is, a tapoldatban a fag
altali lizist kovet6en bekovetkezd vezetOképesség-valtozas detektalasa révén. (Mortari,
Adami, és Lorenzelli 2015). A bakteriofagok hasznalhatéak tovabba DNS-t szallitd
egységként is. Ebben az esetben a fag kapszidja védd funkciot lat el és megvédi a benne
szallitott DNS-t a degradaciotol. A DNS célzott eljuttatasara alkalmazhatoak olyan fagok,
amelyek a felszinlikon nem sajat fehérjéket fejeznek ki, melynek révén adott sejttipussal
képesek kolcsonhatasba lépni. Ez a felhasznalasi mdd alkalmazhaté emlds (Larocca és
mtsai. 1998) és baktérium sejteken is. Yosef és munkatarsai az utébbi céllal hoztak l1étre
olyan T7 fag alapu transzdukald részecskéket, amelyek alkalmazhatdk voltak arra, hogy
tetsz6leges plazmidot juttassanak adott célbaktériumba. A munka célja elsésorban a
bakteriofagok gazdaspecificitasanak bdvitése volt, mivel a szlik specificitds, amely a

detektalas szempontjabol hasznos, pl. a gyogyaszatban, vagy egyéb felhasznalasi teriileten,
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ahol egy heterogén baktériumpopulaciot célzunk, hatranyt jelenthet. A munka soran a
szerzdk a T7 fagfarok receptorkotd egységeit olyan fagfarok génekre cserélték ki, amelyek
mas baktériumokra specifikusak. Ehhez elgszor 1étrehoztak egy olyan génkiiitott T7 fagot,
amely nem tartalmaz a genomjaban farokrost géneket, majd a gének hianyat plazmidrol
komplementaltak. Igazoltak tovabba, hogy ha a fAggenom csomagol6 szignal szekvencijjat,
amely a genom kapszidba csomagolasat segiti el6, egy tetszdleges plazmidba klénozzak, a
plazmid becsomagolhatd, majd egy megfelel6 célbaktériumba juttathaté. A T7 fag
genomjanak mérete alapjan a bejuttathaté plazmid elméleti fels6 mérethatara korabbi
tanulmanyok alapjan 42-43 kbp (Liu és mtsai. 2020; Yosef és mtsai. 2017), als6 hatarara
azonban nincsenek irodalmi adatok. Igy egy kettés plazmidrendszerrel olyan hibrid
fagrészecske hozhat6 létre, amelynek T7 eredetii kapszidjaban egy tetszdleges plazmid
talalhato, farokfehérjéje pedig egy masik baktériumfajra specifikus (9. abra, Yosef és mtsai.,
2017).
B Fbckshidaren

= Antibiotikum-
B rezisztencia

@ Csomagoldszignal

& Optimalizalt fagfarokgén

2\ Transzdukalo részecske

A fagot elGallito Tetsz6leges gazdafaj
gazdasejt

9. abra Hibrid transzdukal6 fagrészecske létrehozasa (Yosef és mtsai., 2017)

A hibrid transzdukalé fagrészecskét eldallitd E. coli sejt két plazmidot tartalmaz: az egyik egy
csomagolé szignal nélkiili, fagfarok fehérjéket kédolé plazmid, a masik pedig csomagol6 szignalt
tartalmaz. A keletkez6 hibrid részecske lizdtum a megfelel gazdasejt fert6zésére hasznalhatd, amely
ezutdn a csomagol6 szignalt tartalmazé plazmidon kédolt antibiotikumrezisztencia marker alapjan
agar lemezen szelektalhato.
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2. CELKITUZESEK

Az  eddigi tanulmanyok, amelyek a  funkciondlis = metagenomikat
antibiotikumrezisztencia vizsgalatara hasznaltdk, mind az E. coli valamely labortorzsét
alkalmaztak gazdaként. Ezért munkam soran célul tliztem ki egy olyan funkcionalis
metegenomikai mddszer kidolgozasat, amely lehet6vé teszi, hogy klinikailag relevans
kérokozo baktériumtorzsekbe nagyméretli metagenomikai koényvtarakat juttassunk az
antibiotikumrezisztencia-gének terjedésének feltérképezése céljabol. Ehhez hibrid
transzdukald fagrészecskék segitségével juttattam metagenomikai és genomkonyvtarakat
kérokozo baktériumokba. A mddszer segitségével, amely a DEEPMINE (Reprogrammed
Bacteriophage Particle Assisted Multi-species Functional Metagenomics) nevet kapta, a
konyvtarakon funkcionalis metagenomikai szilirést végeztem, melynek soran
antibiotikumrezisztencia-géneket szelektaltam régota hasznalt, valamint udjonnan
bevezetett vagy még klinikai tesztelés alatt all6 antibiotikumokkal szemben. Munkam

soran az aldbbiakat tliztem ki célul:

1. Kornyezeti forrdsokbdl szdrmazé két metagenomikai kényvtdr, valamint
rezisztens korokozo baktériumok genomjabdl egy genomi konyvtdr létrehozadsat.

2. Annak tesztelését, hogy bejuttathato-e megfelel6, azaz az elektropordcioval
osszevethetd hatékonysdggal egy tobb millié klont tartalmazé metagenomikai
kényvtar korokozé  baktériumokba hibrid transzdukdlo fagrészecskék
segitségével.

3. A transzdukcio esetleges negativ hatdsdnak vizsgdlatdt a kényvtdr osszetételére
és mindségére nézve, az elektropordcidval 6sszehasonlitva.
A hdrom kényvtdrban eléfordulé antibiotikumrezisztencia-gének azonositdsdt.
Megvizsgdlni, hogy van-e kiilonbség a kiilénbézé baktériumfajokban azonositott
rezisztenciagén-repertodrok kézott.

6. Osszehasonlitani az uj és régi antibiotikumokat a veliik szemben azonositott

rezisztenciagének szdma alapjdn.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vektor elokészitése és a metagenomikai konyvtarak létrehozasa

A metagenomikai konyvtarak elkészitéséhez a pZE21 vektor modositott valtozatat
hasznaltuk. Ezek a m6dositasok egyrészt a vektor replikacios origojat érintették, amelyet a
magas kopiaszamot biztositd ColE1-rél alacsony kdpiaszamu p15A origéra cseréltiik.
Masrészt a vektorba kertlt egy, a T7 bakteriofag részecskébe torténd bejutast elésegitd
csomagold szignal szekvencia. Az igy elkésziilt vektor a pZET_p15A nevet kapta (10. abra).
A vektort els6 korben inverz PCR sordn vonalkdd szekvencidval lattuk el. A primerekben a
random 10-10 nukleotidbdl all6 vonalkéd szekvenciat a plazmid-specifikus forward és a
reverz szekvencidk elé, 5’ irdnyban helyeztiik el (Fliggelék, F1. tablazat). A primerek az 5’
végiikon a vonalkdd szekvencian feliil tartalmaztak egy-egy EcoRI restrikciés hasitéhelyet,
illetve a forward primerek az EcoRI hely és a vonalkdd kozott egy Srfl felismerd helyet is,
melynek a késébbi szekvenalas sordn volt szerepe. A 3500 bp hosszisagu PCR terméket
0.75%-o0s agaréz gélen TAE pufferben futtattuk, majd gélbdl izolaltuk (Monarch DNA Gel
Extraction Kit, NEB). Az izolalt fragmenst PCR tisztito kittel tovabb tisztitottuk (DNA Clean
& Concentrator Kit, Zymo). Ezt kdvetéen a fragmenst EcoRI restrikciés enzimmel hasitottuk
(Thermo Fischer Scientific). A reakciéban 1 pg DNS-hez 3 pl enzimet adtunk, majd 100
percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk, végiil a korabban emlitett tisztito kittel tisztitottuk.
Ezutan alkalikus foszfataz kezelés segitségével defoszforilaltuk a fragmens végeit a kés6ébbi
onligalédas elkertilése érdekében. A reakciéban 1 pg DNS-hez 4U FastAP alkalikus
foszfatazt adtunk (Thermo Fischer Scientific), majd 20 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk,

végul tisztito kittel tisztitottuk.

Vonalkddolt primerekkel amplifikalt pZET_p15Atérképe

500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
pl5A replikacios origo
Downtag vonalkéd Uptag vonalkéd
|Srfl hastidhely Kanamicin rez.
EcoRI hasitéhely | T7 csomagoldszignal EcoRI hasitéhely |
| 1
| | 1
Fw Rev Fw Rev
Downtag Illumina primer Uptag Illumina primer
tapadasi helye tapadasi helye

10. abra A pZET_p15A térképe
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A metagenomikai konyvtarak forrasaul harom koérnyezetet hasznaltunk: az emberi
bélflorat, antibiotikummal szennyezett talajt, valamint 68 klinikai kérokoz6 genomjat. Az
izolalt kornyezeti DNS-t MIuClI restrikciés enzimmel részlegesen fragmentaltunk, amely az
EcoRI enzimmel kompatibilis ragadds véget hoz létre. A részleges fragmentalasra azért volt
sziikség, mert egy 1500-t6] 5000 bp mérettartomanyra volt sziikségiink, amely teljes
hosszusagu gének jelenlétét feltételezi. Az emésztési reakciét minden esetben 10 percig
37%-on inkubdltuk, majd 85°C-on 20 percig inaktivaltuk. A bél mikrobiom koényvtar
elkészitéséhez székletmintakbdl bakteridlis DNS-t izolaltunk kornyezeti DNS izolalé kit
segitségével (DNeasy PowerSoil Kit, Qiagen). A mintaad6 egyének az intézetliinkben
dolgozé, magyar allampolgarsagu, Magyarorszagon €16, a mintaadas idején 26 és 42 év
kozott 1évo 5 férfi és 5 nd, akik a mintaadast megel6z6 egy évben antibiotikum kezelésben
nem részesiltek. A mintagy(ijtés a Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont Etikai
Bizottsaganak jovahagyasaval, a mintaadok beleegyezési nyilatkozataval tortént, 72 /2019-
SZTE iktatészamon. A fragmentalashoz 20 ug DNS-hez 20U MIuCI enzimet alkalmaztunk. A
talaj mikrobiom koényvtar elkészitéséhez az indiai Hyderabad varosabdl és az annak
kornyékén taladlhaté iparilag szennyezett teriiletekrdl szarmazo6 talaj és folyoiiledék
mintakbol izoladltunk metagenom DNS-t a fent emlitett kornyezeti DNS izolalo kit
segitségével. Hyderabad és kornyékének talaja és vizei jelent6s mértékben szennyezettek
antibiotikumokkal, egy korabbi tanulmany alapjan magas koncentracioban vannak jelen
tobbek kozott fluorokinolonok, béta-laktamok és tetraciklin tipust antibiotikumok
(Libbert és mtsai. 2017). A mintak gy{jtését munkatarsam végezte, felhasznalasukhoz az
engedélyt az Indiai Nemzeti Biodiverzitasi Hatosag (National Biodiversity Authority, India)
adta meg (NBA/Tech Appl/9/1822/17/18-19/3535). A mintak fragmentalasahoz 40 pg
DNS-hez 30U enzimet adtunk. A klinikai konyvtar elkészitéséhez a 68 baktériumtorzset
valasztottunk ki, amelyek nemzetkozi torzskollekciokbdl, valamint hazai kérhazakbol
szdrmazd rezisztens izolatumok voltak. A 68 torzsbdl 12 torzs esetén voltak pontosan
ismertek a benne talalhaté rezisztenciagének, tovabbi 18 esetén pedig az, hogy mely
antibiotikummal szembeni rezisztens. Igy a szelekcié soran ebben a konyvtarban a
rezisztencia megjelenését vartuk cefalosporinok, karbapenemek és topoizomeraz
inhibitorok esetén. A genomok izoladlasdhoz a torzseket egy éjaszkan at kiilon-kiilon
novesztettiink, majd kiilén a Gram-negativ és kiilén a Gram-pozitiv torzsekbdl novesztett

kultirakat 1:1 aranyban osszekeverve genomi DNS-t izolaltunk (GenElute Bacterial
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Genomic DNA Kit, Sigma). A fragmentalashoz 40 pg DNS-hez 40U MluCl-et hasznaltunk. A
fragmentalt mintakat méret szerint elvalasztottuk és izolaltuk a BluePippin DNA Size
Selection System (Sage Science) segitségével, mely soran a 1.5 és 5 kbp kozotti fragmensek
elvalasztasat céloztuk meg. A késziilék elénye a gélizolalassal szemben a magasabb DNS
kihozatal és a minta nagyobb tisztasaga, amely a ligdlds soran el6nyt jelent. Az
elvalasztashoz 0.75%-os agarozt tartalmazé kiilsé markeres gélkazettat és a “Low Voltage
1-6 kb Marker S1” kazetta definiciét hasznaltunk, céltartomanynak pedig az 1 és 5 kbp
kozotti régiot adtuk meg, mivel ez a bedllitas bizonyult megfelelének a 1.5 kbp-os alsé hatar
eléréséhez.

A fragmentalt metageomikai DNS-t mindhdrom konyvtar esetén a Rapid DNA
Ligation Kit (Thermo Fischer Scientific) segitségével ligdltuk be az el6készitett pZET_p15A
vektorba. A DNS fragmenseket és a vektort 3:1 tomegaranyban adtuk a ligalasi reakciéhoz
és éjszakan at 16°C-on inkubaltuk, majd tisztito kit segitségével tisztitottuk. A ligdtumot
50ul elektrokompetens sejtbe elektroporaltuk (E.coli MegaX - Invitrogen, vagy E. cloni 10G
ELITE Electrocompetent Cells — Lucigen). Az elektroporaciot 1 mm résszélességi leh{itott
kiivettakban végeztiik 1800 V-on, majd a sejteket 1 ml elémelegitett recovery tapoldatban
szuszpendaltuk és 1 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen a kulturabol készitett
101, 102 és 103-szoros higitasokat 50 pg/ml kanamicin tartalmi LB agar lemezekre, a
maradék higitatlan kulturat pedig nagy atmér6ji 50 pg/ml kanamicint tartalmazo
lemezekre szélesztettiik és egy éjszakan keresztiill 37°C-on inkubaltuk. Eldbbieket a
konyvtar méretének meghatarozasara, utdbbiakat a plazmidkonyvtar izolalasahoz
hasznaltuk fel. A konyvtarak méretét az alabbiak szerint hataroztuk meg: a ligalas soran
kapott 20-20 koléniabdl PCR segitségével amplifikaltuk az inszerteket, majd
meghataroztuk az atlagos inszertméretet. Ez az érték szorozva a ligalas soran kapott
koloniak szamaval adja meg a konyvtar méretét bazisparban. Az altalunk készitett harom
metagenomikai konyvtar mérete 6sszesen kb. 25 Gbp volt. A plazmidkényvtarat az agar
lemezen feln6tt baktériumpdazsit Osszegyiijtését kovetden kit segitségével izolaltuk

(Thermo Scientific Gene]ET Plasmid Miniprep Kit).
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3.2. Metagenomikai konyvtarak bejuttatasa a célbaktériumokba

3.2.1. Elektropordcid E. coli sejtekbe

A metagenomikai konyvtarakat elektroporacioval juttattuk be E. coli K12 BW25113
sejtekbe, melynek soran 30-50 ng plazmidot elektroporaltunk 50 pl frissen készitett
elektrokompetens sejtbe, 5 parhuzamosban. A kompetens sejt készitésekor az alabbi
protokoll hasznaltuk két mdédositassal: LB tapoldatban ndvesztettiik a sejteket és 10%
glicerin helyett jéghideg desztillalt vizzel mostuk a sejteket
(https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/protocols/preparation-
of-electrocompetent-e-coli-cells/). Az elekroporalast a korabban leirtak szerint végeztiik.
Az elektroporaci6 hatékonysaganak meghatarozasahoz az 6t parhuzamost 6sszekevertiik,
majd haromféle higitdsban kiszélesztettiik kanamicin tartalmd LB agar lemezekre. A
maradék kultirat nagy atmérdjli 50 pg/ml kanamicin tartalmd LB agar lemezekre
szélesztettiik, majd egy éjszakan at inkubaltuk 37°C-on. Ezutan a lemezrdl 6sszegyijtottiik
a kolonidkat, LB tapoldatban szuszpendaltuk, majd Eppendorf csévekbe osztottuk 1 ml-
enként. Minden cs6hoz 20% végkoncentraciéban glicerint adtunk és felhasznalasig -80°C-

on taroltuk a csoveket.

3.2.2. Bakteriofdg transzdukcié kérokozoé baktériumokba

A bakteriofag transzdukcio els6 1épése a konyvtarplazmidok becsomagolasa a fagok
kapszidjaba. Ehhez els6 1épésként a PSG-JL2, K11 és T7V>#4G fagfarkakat kdédolo
plazmidokat (Yosef és mtsai. 2017) juttattunk be E. coli BW 25113 sejtekbe
elektroporacioval. Az elektroporalt sejteket egy 6ran at inkubaltuk 37°C-on, majd 1-szeres
és 100-szoros higitasban szélesztettiik sztreptomicin tartalmu LB agar lemezekre.
Kovetkezd 1épésként a plazmidot tartalmazd sejtekbdl elektrokompetens sejtet
készitettlink, majd a korabbiakhoz hasonléan 5 parhuzamosban 50-50 ng
konyvtarplazmidot elektroporaltunk mindharom tipusd plazmidot tartalmazé sejtbe. Az
elektroporacié hatékonysaganak meghatarozasahoz az 6t parhuzamost mindharom
farokplazmid esetén 6sszekevertiik, majd haromféle higitasban kiszélesztettiik kanamicin
és sztreptomicin tartalmu LB agar lemezekre. A maradék kulturat nagy atmérdjii kanamicin
és sztreptomicin tartalmi LB agar lemezekre szélesztettiik, majd egy éjszakan ar

inkubaltuk 37°C-on. Ezutdn a lemezrdl 6sszegydjtottiik a koléniakat, LB tapoldatban
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szuszpendaltuk, majd Eppendorf csovekbe osztottuk 1 ml-enként. Minden cs6héz 20%
végkoncentracidban glicerint adtunk és felhasznalasig -80°C-on taroltuk a csoveket. A
csomagolashoz olyan T7 fagokat hasznaltunk, amelyek genomjabdl hianyzik a T7 farkat
kodoldé gén (Yosef és mtsai. 2017), igy a képz6dd transzdukalé fag farokrostjanak
specificitdsa valtoztathat6. A fagyasztott sejtkultirat 50 ml kanamicint (50 pg/ml) és
sztreptomicint (50 pg/ml) tartalmaz6 LB tadpoldatban novesztettiik ODe0o=0,7-es érték
eléréséig, majd 10 percen keresztiil jégen inkubaltuk. Ezutdn a tapoldatot centrifugalassal
(4500 rpm, 10 perc) eltavolitottuk a sejtekrdl. A sejtpelletet 50 ml LB-ben szuszpendaltuk,
majd a sejtszamhoz képes 2-3-szor tobb (kb. 5x108) T7 csomagolé fagrészecskét adtunk
hozz4, és két 6ran keresztiil 37°C-on 150 rpm-es razatas mellett inkubaltuk. Az inkubaciot
kovetéen kloroformot adtunk a kultirdhoz 2%-os végkoncentraciéban, majd erételjes
vortexelést kovetden 4500 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. Ezutan a feliiltiszét egy Falcon-
cs6be gyljtottiik. Az ebben taldlhaté fagok farokrostjai az E. coli sejtben taldlhaté
plazmidokrdl fejezddtek ki, a kapszidjukban pedig a metagenomikai plazmidokat
hordoztak.

A transzdukciét megel6z6 napon a harom féle patogén baktériumtorzset (Shigella
sonnei HNCMB 25021, Klebsiella pneumoniae NCTC 9131 és Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium str. LT2) 3 ml LB tapoldatba oltottuk, majd egy éjszakan at
razatas melett 37°C-on novesztettiik. Masnap 40 ml LB tapoldatba oltottuk at, majd
ODe00=0.5-ig novesztettiik. Ezt kovetden a fagfarok hatékonysagatol fiiggéen 10 vagy 20 ml
transzdukalé fagot adtunk a kultirahoz és egy oran keresztiil, 230 rpm-es razatas mellett
37°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteket a mar emlitett paraméterekkel centrifugaltuk,
és a felliluszot leontottiik. A kitlepitett sejteket 10 ml LB-ben szuszpendaltuk, majd 102,
104 és 10°6-szoros higitasban kanamicin tartalmud agar lemezekre szélesztettiik a
hatékonysag meghatarozasa céljabol. A maradék kulturat LB-vel 100 ml-re egészitettiik ki,
majd kanamicint adtunk hozza és éjszakdn 4t novesztettiik. Masnap 20%-os
végkoncentraciéban glicerint adtunk hozza, majd 1 ml-enként Eppendorf csévekbe
osztottuk és felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Ezt a folyamatot minden faj és konyvtar

esetén elvégeztiik, tehat 6sszesen 9 transzdukciét végeztiink.
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3.3. Funkcionalis szelekcio I.

A funkcionalis szelekciot gradiens MHBII (Miiller-Hinton Broth) agar lemezeken
(Soper és mtsai. 1966) 13 antibiotikum jelenlétében (1. tablazat) végeztik. Az
antibiotikumok kivalasztasanal célunk volt minél tébb antibiotikum-osztaly lefedése.
Minden osztaly esetén legalabb egy olyan szert valasztottunk, amely régota klinikai
hasznalatban van (régi antibiotikumok), valamint legalabb egy olyat, amelyet az elmult 5
évben vezettek be klinikai hasznalatra (4j antibiotikumok). Az 0j szerekre jellemzd, hogy a
rezisztencia kivédésére szolgald valamilyen moédositast tartalmaznak, vagy szerkezetiiket
tekintve is eltérnek a régiekt6l, azonban hatdsmechanizmusukat tekintve hasonléak.
Célunk volt, hogy 0sszehasonlitast végezziink a régi és Uj szerekkel szemben hatékony
rezisztenciagének kozott. A szelekcidé soran a lemezek az adott antibiotikumot névekvo
koncentracidban tartalmaztak, nullatél a minimalis gatlé koncentracié 3-5-szoroséig. A
lemezekre minden konyvtar esetén a konyvtarméret 10-szeresének megfelel6 sejtszamot
szélesztettiink. Kontrollként az inszert nélkili pZET_p15A plazmidot hordoz6 sejteket
hasznaltuk, melyet a konyvtarral megegyez0 sejtszamban szélesztettiink ki. A béta-laktam
antibiotikumokat tartalmazo6 lemezeket 16-18 6rat, a nem béta laktam tartalmuakat 24
oran keresztiil inkubaltuk. Ennek az volt az oka, hogy elkeriiljiik az extracellularis béta-
laktamaz enzimek aktivitisa miatt megjelend fals pozitiv kolénidk megjelenését a
rezisztens taldlatok korul. Az inkubaciét kovetden a lemezeken a minimalis gatlo
koncentracié felett megjelen6é rezisztens koldniakat Osszegy(jtottiik, majd plazmidot
izolaltunk beldliik.

A funkcionalis szelekcidk egy részét (Klebsiella pneumoniae, klinikai konyvtar, régi
antibiotikumok) két bioldgiai replikatumban végeztiik el, a reprodukalhatosag mértékének

meghatarozasa céljabdl.

3.4. Funkcionalis szelekcio II.

Az els6 funkciondlis szelekcidk soran 0sszegyijtott plazmidkeverékeket (6sszesen
571 plazmidot) egy plazmidmixbe kevertiik és ujra bejuttattuk mind a 4 fajba
(elektroporacioval E. coli-ba, transzdukcioval pedig K. pneumoniae-be, S. sonnei-be és S.

enterica-ba). Ezt kovetSen a korabban leirtakkal megegyez6 modon gradiens agarlemezen
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szelekcids kisérleteket végeztiink a 13 antibiotikum jelenlétében (6sszesen 52 szelekcid).
A szelekcié utan a rezisztens talalatokat kisérletenként 6sszegyijtottiikk, majd I[llumina
szekvenalassal meghataroztunk, hogy mely fragmensek és ARG-k talalhatéak meg az adott

kisérletben.

3.5. Rezisztenciafenotipus vizsgalata

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy az ARG-k altal okozott rezisztenciafenotipusokban
van-e kiilonbség a 4 faj k6zott, olyan fragmensek rezisztencia fenotipusat mértiik le Shigella
sonnei HNCMB 25021-ben, Klebsiella pneumoniae NCTC 9131-ben és Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2-ben, amelyek E. coliban rezisztenciat
biztositanak. Osszesen 13 ilyen fragmenst hordozé plazmidot valasztottunk ki, 9
antibiotikum-szelekciéb6l, amelyeket elektroporaciéval juttattunk be a 4 fajba. A
torzsekbdl frissen készitett elektrokompetens sejtekbe 20 ng plazmidot elektroporaltunk.
Ezt kovetéen minimdalis gatlé koncentraci6 (MIC) méréseket végeztiink minden faj
esetében az adott plazmidra, minden olyan antibiotikumon, amelyen az E. coli esetén
rezisztenciat tapasztaltunk. Mivel voltak olyan plazmidok, amelyek tobb antibiotikummal
szemben is rezisztenciat biztositottak, ez 6sszesen 4x20 kombinaciot jelentett. Az MIC
méréseket 96-lyukd lemezen mikrodilucids 12 lépéses koncentracidsort alkalmazva
végeztiink el. Minden lemez, minden faj esetén 3-3 technikai replikditumban tartalmazta a
rezisztenciat hordozé fragmenst és az lires plazmidot hordoz6 kontrollt. A lyukak 100 pl
folyadékban 5x10# sejtet tartalmaztak. A mérést MHBII tapoldatban végeztiik, a lemezeket
37°C-on inkubdltuk 24 6ran keresztiil, majd az ODeoo értékeket mikrotiter lemezolvasén
olvastuk le, igy hataroztuk meg a ndvekedést. Amennyiben az ODesoo értéke <0.05 volt, azt a
novekedés gatlasaként értékeltiik és amely koncentracion ez bekovetkezett, azt MIC
értékként hataroztuk meg. Az MIC valtozas értékét az alabbi moédon szamoltuk ki:
MICmetagenomikai plazmid/ MICiires plezmid, maximalisan 512x-es MIC valtozast tudtunk kimutatni.

Az els6 szelekcid soran azonositott talalatok legnagyobb rezisztenciajanak
megallapitasahoz szintén MIC méréseket végeztiink. A mérés soran az elsd szelekcios
kisérletben az adott antibiotikumon azonositott rezisztens plazmidpopulaciét hordozé
sejtek MIC értékét hasonlitottuk 6ssze az lires plazmidot hordozé sejtek MIC értékével a

fent leirtak szerint.
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3.6. Mintak eldkészitése 0j generacios szekvenalasra

A szekvenalast kétféle 0j generacios szekvenalasi eljaras kombinalasaval végeztiik
el, melyet a 11. abra foglal 6ssze. Az egyes, rezisztenciat biztosité metagenomikai inszertek
és az inszertek koril taldlhato, az adott klont azonositdé vonalkdd szekvenciak leolvasasat
hosszu leolvasasu Nanopore szekvenaldssal hataroztuk meg. Azt, hogy egy adott klon (és a
hozza tartozé két vonalkdd) melyik szelekcio(k)bol szarmazik, azt az egyes szelekciékhoz
tartozé vonalkéd szekvencia populaciok rovid leolvasasd Illumina szekvendlasaval
hataroztuk meg. A Nanopore szekvenalashoz az egyes funckiondlis szelekciokbdl szarmazo
plazmidkeverékeket 1:1 aranyban 6sszekevertiik. Ezutan a plazmidokat enzimatikus dton
megtisztitottuk az esetleges genomi DNS szennyezddést6l, Lambda-Exonukledz és
Exonukleaz I enzimek segitségével (a Lambda-Exonukleaz a kettés szald DNS-t hasitja 5’-3’
iranyban, mig az Exonukleaz I az egyes szali DNS-t 3’-5’ irdnyban). A kettds emésztés soran
mindkét enzimbdl 2,5U-ot adtunk 1 pg plazmid DNS-hez, majd 37°C-on 30 percig
inkubaltuk. Az inkubacié utan 80°C-on 10 percig inaktivaltuk, majd a plazmid DNS-t tisztit6
kit segitségével tisztitottuk. Ezt kovetéen a plazmidokat linearizaltuk az Srfl restrikcids
enzim segitségével. A reakci6 soran 1 pg plazmid DNS-hez 5U enzimet adtunk, majd 1 6ran
keresztlil 37°C-on inkubaltuk, amelyet 65°C-os 20 perces inaktivaci6 kovetett. A mintat
segitségével. A szekvenalashoz kb. 1 pg DNS-t kildtiink el.

Az Illumina szekvenalashoz az inszertek eldtt és utan megtalalhat6 Uptag és
Downtag vonalkdéd szekvenciakat PCR-rel szelekcionként kulon amplifikaltuk, a
szelekciora specifikus 8-8 nukleotid hosszl azonosité vonalkddot tartalmazé forward és
reverz primerekkel, amellyel kés6bb azonosithatok voltak az egyes kisérletek. A hasznalt
primer parok ezen kiviil P5 és P7 [llumina adapter szekvenciakat is tartalmaztak (Fliggelék,
F1.tablazat). Az amplifikalt szakasz hossza 137 bazispar volt. A PCR reakciot Phusion High-
Fidelity DNS polimerazzal végeztiik az alabbiak szerint: 15 ng templat plazmidhoz 4 pl 5x
GC puffert, 0,2 pl Phusion polimerazt, 0,6 ul DMSO-t, 0,2 mM dNTP-t és 0,5-0,5 uM forward
és reverz primert adtunk. A reakcié teljes térfogata 20 pl volt. A reakcié koriilményei az
alabbiak voltak: 5 perc 95°C el6denaturacidé; majd 30 cikluson keresztiil 30 masodperc 95°C
denaturacio, 30 masodperc 59°C annealing, 5 masodperc 72°C polimerizacio; végiil 7 perc

utélagos polimerizacié. A reakcié utdn PCR termékeket 6sszekevertiik, majd 0,75%-os

a4
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A Nanopore szekvenalast a Pécsi Tudomanyegyetem Bioinformatika Kutatocsoport,
az Illlumina szekvenaldst a Szegedi Tudomanyegyetem Molekularis Bioldgia Tanszék
munkatarsai, valamint a Delta Bio 2000 Kft. végezték, a szekvenalas folyamatanak pontos

leirasat dolgozatomban nem ismertetem.

Nanopore Vonalkdd és metagenomikai inszert leclvasasa
Sifl
AB1 AB2 AB13 ®'e! hasitohely F A
: ; =
- hY M!nden faj =3 :
E. coli Tan (e () v Minden AB 5 &
Kinikai Minden kényvtar = o
. T7 csomagolé szigndl J
Bél i Restrikcios emésztés
Sontorica o (FoN PR T - .—
Klinikai *
Uptagl Downtagl Inszertl
Bél
S. sonnei Talaj fesigel [migey = Uptag2 Downtag2 Inszert2
Kiinikai Uptag3 Downtag3 Inszert3
E. coli E. coli K pneumoniae
AB1 AB2 AB13
o Bél Bél Klinikai lHlumina B “Uptag” vonalksd
K.pneum. Taa e AV e YOO Vonalkéd szekvencidk Il “Downtag” vonalkod
Kiinikai )} ) ) kiolvasdsa I vetagenomikaiinszert
aaa BC1 BC1
.. >
2156 szelekcio — . o
o v .
BC1-BC2 BGIBC3 BC13-BC12 Mintaazonositashoz hasznélt
vonalkédozott primer parok
Downtag és Uptag amplifikalasa Demultiplexalds
mintanként kiilénbdz6 vonalkéda (BC) *

primerparokkal

% 156 PCR reakcio BC1-BC2 Uptagl Downtagl
BC2-BC3 Uptag2 Downtag2
BC4-BCS Uptag3 Downtag3

11. abra Az egymas kiegészitéseként alkalmazott Illlumina és Nanopore
szekvenalasi mdodszer
AB=antibiotikum, BC=vonalkdd szekvencia (barcode). Az abra a Biorender segitségével késziilt

(biorender.com).

A 3.7 és 3.8 pontban ismertetett bioinformatikai analiziseket kollégdim, Chryso

Christodoulou, Stirling Tamds és Vdsdrhelyi Bdlint Mdrk végezték.

3.7. A szekvenalasok kiértékelése

Els6ként, a Nanopore szekvenaldsbdl szarmaz6 konszenzus inszertszekvenciakat
hozzarendeltiik az adott mintakhoz (szelekciéhoz) az Uptag és Downtag vonalkdédok
alapjan egy erre a célra irédott R kdd segitségével. A szekvenalas pontatlansagabdl adodo
hibas leolvasdsok minimalizalasahoz kiszlrtiik a Nanopore adatsorbo6l azokat az

inszerteket, amelyekre kevesebb, mint 9, az [llumina adatsorbél pedig azokat, amelyekre
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kevesebb, mint 8 leolvasast kaptunk. Az antibiotikum-rezisztenciagének (a tovabbiakban
ARG-k) azonositasahoz két, egymas kiegészité modszert alkalmaztunk. A prodigal
algoritmus (Hyatt és mtsai. 2010) segitségével azonositottuk a DNS fragmenseken talalhato
ORF-eket, majd az ORF-ek altal kodolt fehérjékkel a CARD (The Comprehensive Antibiotic
Resistance Database) (Alcock és mtsai. 2020) és ResFinder (Zankari és mtsai. 2012)
adatbazisokban BLASTP keresést végeztiink. Mivel a szekvenalasi hibak kereteltolddast
okozhatnak, egy ORF predikci6é nélkiili BLASTX keresést is végeztiink, hogy a nem teljes
ORF-ek altal kédolt fehérjéket is azonositsuk.

Abban az esetben, ha egy DNS fragmensen tobb ARG-t is azonositottunk, fals
pozitivnak itéltiik azokat, amelyek a CARD és a ResFinder adatbazisok alapjan nem az adott
szelekciéban hasznalt antibiotikum-osztallyal szemben biztositottak rezisztenciat. Ezt
kovetben azokat az ARG-ket, amelyek 95%-o0s szekvenciahasonldsagot és atfedést mutattak
ARG-klaszterekbe soroltuk, a redundancia csokkentése céljab6l. Minden klasztert az a
szekvencia képviselt, amely a legnagyobb hasonl6sagot mutatta a CARD és a ResFinder
adatbazisokban talalt ARG-gal.

Végezetiill meghataroztuk, hogy mely organizmusbél szarmaznak az azonositott
DNS fragmensek. Ehhez BLAST keresést végeztiink a fragmensek teljes hosszaban az NCBI
RefProk adatbazisaban (Reference Prokaryotic Database, 2021.03.21-es verzid). A
taxonOmiai besorolast (faj, nemzetség, csalad, rend, osztaly, torzs, orszag) a taxonomizr R
csomaggal  végeztik  (v0.8.0,https://cran.r-project.org/web/packages/taxonomizr/
?fbclid=IwAR2FBbpvOfTvmf1z4sTPA7QjOCKFEeaL8cvujTxGc5GRbfoT7cmPoe2XRGc).
Ennek soran a szekvenciak NCBI adatbazisban val6 BLAST keresésének eredményeképpen
a talalat paraméterei kozott szerepel egy genomazonosit6. A taxonomizr R csomag
tartalmaz egy fliggvényt, amely ehhez az azonositohohoz hozzarendel egy taxonomiai
azonositéoszamot, amely alapjan egy kovetkezd fliggvény segitségével lekérdezhetd a
taxon6miai besorolas (https://cran.r-project.org/web/packages /taxonomizr/vignettes/

usage.html).

3.8. Az ARG-k természetes el6fordulasa és horizontalis atadédasa
Annak meghatarozasara, hogy mely ARG-k adodnak at horizontalisan és melyek

nem, két adatbazist hasznaltunk. Létrehoztunk egy ugynevezett mobil géngylijteményt,
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amely a baktériumok kozott a kozelmultban atadédott ARG-ket tartalmazza. Ehhez, egy
korabbi tanulmanyhoz hasonléan, 1377, az emberi szervezettel kapcsolatba hozhato
baktériumfaj genomjat toltottik le az Integrated Microbial Genomes and Microbiomes
adatbazisbdl (Smillie és mtsai. 2011), valamint 1417 Gram-negativ ESKAPE korokozo
genomjat az NCBI RefSeq adatbazisbol. Ezutan ORF predikcidt végeztiink a genomokon,
majd 6sszevetettiik a CARD és ResFinder adatbazisokkal. Ezt kovet6en a kiilonbo6z6 fajok
kozott szekvenciahasonldsagokat kerestiink az aldbbi paraméterek szerint: 99%-os
hasonlésag, legalabb 500 és maximum 20.000 bp hosszon. A taldlatokat klasztereztiik, majd
prediktaltuk a rajtuk 1évé ORF-eket. A kapott ORF-eket 90%-0s hasonldsag mellett
klaszterekbe soroltuk. A masik adatbazis a PLSDB adatbazisban (2020.11.19) talalhat6
27.939 teljes plazmidszekvenciat tartalmazott (Galata és mtsai. 2019). Az Aaltalunk
azonositott 114 ARG reprezentativ szekvencidival nukleotid BLAST keresést végeztiink a
mobil  géngylijteményben és a  plazmidadatbazisban legalabb = 95%-o0s
szekvenciazonossagot és atfedést keresve. Horizontalis géntranszferrel terjeddének
mindsitettiik azokat az ARG-ket, amelyek e feltételek szerint jelen voltak legalabb az egyik

adatbazisban.

4. EREDMENYEK

A altalunk kidolgozott DEEPMINE mddszer segitségével T7 alapu hibrid vagy
mutagenizalt farokfehérjével rendelkez, modositott gazdaspecificitasu bakteriofag
részecskék hozhatok létre azzal a céllal, hogy nagyméretli metagenomikai konyvtarakat
juttassunk be tetszOleges korokoz6 baktériumokba (12. abra). A bakteriofag
farokfehérjéinek mutagenezise nem képezte a doktori munkam targyat, igy ennek ez
eredményeit a disszertaciomban nem ismertetem, ezek az eredmények megtalalhatoak az

Apjok és mtsai. 2023 publikacidban.
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Kérokozdkat célzo hibrid bakteriofag részecskék A DNS bejutasanak elésegitését célzé iranyitott evolicio
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12. abra A DEEPMINE moédszer
A) Azokba a célsejtekbe, amelyek hatékonyan fert6zhet6k egy adott fagfarokkal, a 1étrehozott T7
hibrid fag segitségével bejuttathaté a csomagolé szignalt tartalmazé metagenomikai inszertet
hordoz6, vagy mas tetszdleges plazmid. B) Abban az esetben, ha a hatékonysag nem megfeleld,
iranyitott evolucié segitségével nagyobb hatékonysagd mutans fagfarok hozhaté létre. C) A
metagenomikai konyvtarak létrehozasat kovetSen, azok becsomagolhaték a hibrid vagy
mutagenizalt farokkal rendelkezd fagrészecskékbe, majd a célsejtekbe juttathatok. A szelekcidt
kovetden a metagenomikai inszertek szekvendlas segitségével kiolvashatok (b6vebben az Anyagok

és mddszerek fejezet Mintdk el6készitése uj generdcids szekvendldsra cimii alfejezetben).

4.1. Metagenomikai plazmidkonyvtarak létrehozasa és bejuttatasa hibrid
transzdukalé fagrészecskék hasznalataval

Elsé 1épésként megvizsgaltuk, hogy a T7 hibrid bakteriofag részecskék segitségével
megfelel6 hatékonysaggal juttathaték-e be a létrehozott metagenomikai és genomi
konyvtarak. A 1étrehozott harom konyvtar egyenként 3-5 millio klont tartalmazott, teljes
meéretiik 25 Gb, amely kb. 2000 bakterialis genomnak felel meg. A konyvtarak mindegyikét
hibrid bakteriofagokba csomagoltuk. Ehhez két, korabban Yosef és mtsai. (2017) altal
létrehozott hibrid fagot (T7-K11, T7-@SG-]JL2), valamint egy, a laborunkban a kollégam
altal létrehozott, a T7 farok mutagenizalt valtozataval rendelkezd fagot (T7V544G)

hasznaltunk. A fagok segitségével a konyvtarakat az alabbi harom koérokozé baktériumba
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juttattuk: Klebsiella pneumoniae NCTC 9131 (K11), Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium str. LT2 (¢SG-]JL2), valamint Shigella sonnei HNCMB 25021 (T7V544G),
Emellett a konyvtarakat bejuttattuk az Escherichia coli K12 BW25118 labortdrzsbe
elektroporacioval. A korokozd torzseken elvégzett elektroporaciéo és transzdukcio
osszehasonlitasa céljabol egyedi metagenomikai plazmidokat juttattunk a sejtekbe a két
modszer segitségével. Ennek soran a transzdukcié legaldbb 2 nagysagrenddel
hatékonyabbnak bizonyult mindharom torzs esetén (13A abra). Ezutdn a konyvtarak
bejuttatdsi hatékonysagat vetettilk Ossze. Transzdukcid segitségével bejuttattuk a
konyvtarakat a korokozékba, elektroporaciéval pedig E. coliba. Ennek soran a
fagrészecskék hatékonysaga a kérokozo torzseken legalabb olyan hatékonynak bizonyult,

mint az elektroporacié E. coliba (13B abra).
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1021

K. pnen}moniae S. en'reﬁca S. solnnei E.coli K. pneumoniae S. enterica S. sonnei
B Eiektroporalas [ ] Transzdukcio
13. abra Elektroporacio és transzdukci6 hatékonysaganak 6sszehasonlitasa a
korokozo baktériumok esetén (A), valamint a transzdukci6 6sszehasonlitasa E. coli
és a korokozok kozott (B)
A) A bejuttatott plazmidok szama legalabb két nagysdgrenddel magasabb transzdukcidval, mint
elektroporaciéval (K. pneumoniae P=0.023, S. enterica P=0.063, S. sonnei P=0.021, kétmintas T-
préba). B) A koényvtarak bejuttatdasa legaldbb annyira hatékony a koérokozdékba transzdukcid
segitségével, mint E. coliba elektroporacio segitségével. (E. coli vs. K. pneumoniae P=0.01, E. coli vs. S.

enterica P=0.15, E. coli vs. S. sonnei P=0.198 kétmintas T-préba).

Kovetkezd lépésként a transzdukcio esetleges negativ hatasait vizsgaltuk a bejuttatott

konyvtarakon. Hosszu leolvasasi Nanopore szekvenalassal megvizsgaltuk a torzsekbe
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bejuttatott konyvtarak dsszetételét és atlagos inszertméretét minden faj esetén. Ezen kiviil

koldnia PCR segitségével megallapitottuk, hogy a transzdukcié soran az elektroporacioval

osszevetve milyen mértékben jonnek létre tobbszorosen transzdukalt sejtek, amelyekben

egynél tobb plazmid is el6fordul. Ezek a sejtek fals pozitiv talalatokat eredményezhetnek a

funkcionalis szelekcié soran. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a transzdukci6 sem

a konyvtarak diverzitasara, sem az atlagos inszertméretre nincs negativ hatassal, mivel a

transzdukalt konyvtarak az elektroporalt konyvtarhoz hasonlé mintazatot mutatnak (14A

abra).
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str.
LT2 + Bél mikrobiom konyvtar (DSG-JL2 fagfarok)

Klebsiella pneumoniae NCTC 9131 + Talaj kdnyvtdr (K11-es fagfarok)

Elektropordcié Escherichia coli K12 BW25113-ba

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
str. LT2 + Klinikai kdnyvtar (0SG-JL2 fagfarok)

14. abra A kényvtarak tulajdonsagai a transzdukciét és elektroporaciot

kovetoen

A) Az adott mérettel rendelkez6 (bal oldali dbra), valamint adott gyakorisaggal jelenlévé fragmensek
szama a konyvtarakban elektroporacié (E. coli) és transzdukci6 (S. enterica, K. pneumonaie és S.
sonnei) esetén. Az atlagos méret minden faj esetében 2 kb koriil alakul. B) Kolénia PCR soran
amplifikalt inszertek a metagenomikai konyvtarakboél transzdukciot és elektroporaciét kovetden.
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A kolonia PCR-rel vizsgalt 38 klonban jelenlévd kettés transzformansok aranya a

transzdukcio esetén 5%, mig elektroporacio esetén 10% (14B abra).

4.2. Tobb fajban végzett funkcionalis szelekcio

Kovetkezd 1épésben funkciondlis metagenomikai sziirést végeztiink a harom
koérokozo fajban (S. enterica LT2, K. pneumoniae NCTC 9131, S. sonnei HNCMB 25021),
valamint az E. coli K12 BW25118-ban mindharom génkonyvtaron. A szelekciét gradiens
agarlemezen végeztiik, amely névekvd koncentraciéban tartalmazott antibiotikumot. A
lemezen azokat a telepeket hataroztuk meg rezisztensként, amelyek a kontroll (iires
metagenomikai plazmidot tartalmazo sejt) szdmara letalis koncentracion is képesek voltak

novekedni (15. bra).

15. abra Antibiotikumot tartalmazoé gradiens agarlemezen novo rezisztens koloniak

apramicin-szulfat esetén

A vad tipus (bal oldali lemez) novekedése kb. a lemez feléig tart, az ennél magasabb koncentracion
mar nem képes novekedni. A metagenomikai konyvtarat hordozoé sejtek esetén (jobb oldali lemez) a
lemez magas antibiotikum koncentraciot tartalmazé részén megjelennek a rezisztens kolonidk
(pirossal keretezve).
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Jovahagyas

Antibiotikumosztaly Antibiotikum Rovidités |datuma / Klinikai Tipus Hatasmechanizmus
fazis
Doxiciklin DOX 1966 régi .
. o - Fehérjeszintézis-
Tetraciklinek Eravaciklin ERA 2018 V] g4tlé
Omadaciklin OMA 2018 V]
Aminoglikozidok Gen.tz.:\mlcm , GEN 1,9?34 ref.gl Feherje,SZIE’ltEZIS—
Apramicin-szulfat APS Fazis | Uj gatlo
. Cefd|.n|.r CFD 1991 r(?g! Sejtfalszintézis-
Cefalosporinok Cefoxitin FOX 1977 régi gétl
Ceftobiprol CEF 2019 V]
Karbapenemek Meropenem MER 11996 ref.gl SethaIs’znTtems—
Szulopenem SUL Fazis Il Uj gatlo
Moxifloxacin MOX 1989 régi DNS giraz és
Topoizomerazgatldk Delafloxacin DEL 2017 V] topoizomeraz IV
Gepotidacin GEP Fazis 11 V] gatlo

1. tablazat A funkcionalis sziirések soran felhasznalt antibiotikumok

A szelekciot kovetden a rezisztens kolonidkat 6sszegyljtottiilk és a rezisztenciat
okozd plazmidokat izolaltuk. A plazmidokat ezutan két, egymast kiegészitd szekvenalasi
protokollal szekvenaltattuk. A funkcionalis sziirés soran 6sszesen 571 rezisztenciat okoz6
fragmenst azonositottunk (16. abra). A fragmensek szekvencidit a CARD (Alcock és mtsai.
2020) és RESFinder (Zankari és mtsai. 2012) adatbazisokban valé BLAST kereséssel
annotaltuk. Az 571 fragmens 84%-a mutatott jelentds homologiat ismert
rezisztenciagénekkel. Mivel tobb olyan ARG-t talaltunk, amelyek tobb fragmensen is
megtalalhatoak voltak, az adatsor redundanciajanak csokkentése érdekében az ARG-ket
klasztereztiik. Ennek soran egy klaszterbe soroltuk azokat, amelyek egymassal >95%-os
szekvenciaazonossagot mutattak, igy 6sszesen 114 ARG-t azonositottunk (Fiiggelék, F2.
tablazat). A tovabbi elemzés soran minden ARG klasztert az az egy ARG szekvencia
reprezentalt, amely az annotacidé soran a legnagyobb hasonlésagot mutatta a CARD vagy

ResFinder adatbazisokban talalhat6 megfelel6 szekvenciaval.
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Antibiotikum
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Rezisztenciagént hordozo DNS fragmensek szama
o

16. abra Az azonositott rezisztenciat okozo fragmensek szama antibiotikumonként

A szelekciés kisérletek soran a reprodukalhat6sag mérésének céljabdl a sziirések egy
részét (Klebsiella pneumoniae, klinikai konyvtar, régi antibiotikumok) kétszer ismételtiik.
A két kisérletben 6sszesen 12 ARG-t azonositottunk, amelyek koziil 10 fedett at a két
replikatum kozott.

A funkcionadlis szelekci6 soran a hagyomanyosan hasznalt heterolog gazda, az E. coli
az ARG-k mind6ssze 57%-at volt képes azonositani (17A abra). A legtobb rezisztenciagén
forrdsa a konyvtarakat tekintve a talaj konyvtar volt (17B abra), a fajok tekintetében pedig
az E. coli és a K. pneumoniae (17C 4bra). A fajok kozotti atlagos atfedés 45% volt (17D. abra).
Az azonositott ARG-k kozott efflux pumpdk, efflux pumpaszabalyozdék, valamint
antibiotikum inaktivalé enzimek domindltak (18A &bra), eredetiiket tekintve féként
Proteobaktériumokbdl szarmaztak (18B abra). A fajok kozotti kiilonbség az ARG csaladok

szintjén is megjelent (18C abra).
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17. abra Az azonositott ARG-Kk eloszlasa az E. coli és a tobbi faj kozott

A) A 114 ARG 57%-at azonositottuk volna, ha csak E. coli-ban végziink szelekcios kisérletet. A harom
tovabbi faj tovabbi ARG-k azonositasat tette lehet6vé. B) Az ARG-k eloszlasa a fajok és rezisztémok
kozott. C) Az ARG-k eloszlasa a fajok kozott. Az oszlopok az adott fajban azonositott ARG-k szamat
jelolik szazalékosan kifejezve, sziirke szinnel a legaldbb egy masik fajban is azonositott ARG-k,
kékeszold szinnel csak az adott fajban azonositott ARG-k szama lathaté. D) Az adott faj és a tobbi
harom kozotti atlagos szazalékos atfedések az ARG-k szdmaban (dobozok). A piros szaggatott vonal
az atlagos atfedés korrigalt értékét jelzi, amely 45%. Ez a korrigalt érték szamitasba veszi a
reprodukalhat6sag mértékét (89%), amelyet a szelekcids kisérletek egy részének ismétlése alapjan
hataroztunk meg.
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18. abra Az ARG-k eredete és a rezisztenciacsaladok eloszlasa

A) Az azonositott ARG-k szama kiilonb6z6 szdmu gazddban rezisztenciamechanizmus szerint
(N=114). B) Az azonositott ARG-k szama a kiilonb6z6 fajokban és rezisztémokban filogenetikai
eredetiik szerint (N=114). C) Az azonositott ARG csaladok a kiillonb6z6 gazddkban. A szinskala az
ARG-k szamat jel6li az ARG csalddon beliil.

Mivel azok az ARG-k, amelyek mar elterjedtek az ember koriili kornyezetekben
nagyobb eséllyel terjedhetnek el a korokozok kozott (Zhang és mtsai. 2021), kovetkezo
lépésként megvizsgaltuk, hogy az altalunk azonositott ARG-k atadédnak-e baktériumok
kozott irodalmi adatok és adatbazisok alapjan. Ennek felderitésére l1étrehoztunk egy mobil
géngylijteményt annak alapjan, hogy az adott gének jelen vannak-e tobb, tavoli rokon
baktérium genomjaban (Ellabaan és mtsai. 2021; Y. Hu és mtsai. 2016; Smillie és mtsai.
2011). Ehhez 2794 bakterialis genomot hasonlitottunk 6ssze és azokat a géneket amelyek
90%-0s szekvencia hasonlosag mellett legalabb 2 genomban jelen voltak, mobilis
génekként hataroztuk meg, mivel ez horizontalis atadddasra utal. Ezt az adatbazist

kiegészitettiik egy 27.939 plazmidszekvenciat tartalmazé adatbazissal, amelyek valtozatos
43



kornyezetekbdl szarmaznak. Ezt kovet6en a 114 ARG klaszter reprezentativ szekvenciait
az emlitett adatbazisokhoz illesztettiik, és ha az adott ARG szekvencia 90%-os
szekvenciahasonldsagot mutatott a két adatbazis valamelyikében talalhaté szekvenciaval,
mobilis génként hataroztuk meg. A két adatbazis kozotti 91%-os atfedés alapjan
elmondhat6, hogy azok az ARG-k, amelyek jelen vannak plazmidon, altaldban atad6édnak a
kiilonboz6 fajok kozott. Ezutan megvizsgaltuk, hogy latunk-e 6sszefliggést a mobilitas és a
funkcionalis szlirés eredményei kozott. Azt talaltuk, hogy azok az ARG-k, amelyek egy DNS

fragmensen vannak jelen a kdnyvtarakban ritkdbban mobilizalédnak (19. abra).
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19. abra A mobilis és nem mobilis ARG-k szama, amelyek egy vagy tobb DNS
fragmensen taldlhat6ak meg a kdnyvtarakban. (kétoldalu Fisher teszt, P<0.0001,
n=114)

Ezen kivill kiilonbséget talaltunk a konyvtarak kozott a benntik talalhaté ARG-k mobilitasat
tekintve. Eszerint a talaj konyvtarban szignifikdnsan magasabb az altalunk nem
mobilisként meghatarozott ARG-k aranya, mint a klinikai vagy a bél mikrobiom

konyvtarban (20. abra).
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20. abra Mobilis gének szama a harom kényvtarban

A talajbdl azonositott ARG-k kozott szignifikdnsan kisebb a mobilis gének ardnya a masik két
rezisztobmhoz hasonlitva (kétoldald Fisher-teszt, bél mikrobiom és talaj p=0,0001; klinikai és talaj
p=0,0398).

4.3. Az ARG-K fajspecifikus hatasa a rezisztenciara

A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy vajon az ARG-k funkcionadlis sziirés soran
tapasztalt fajspecificitasa mibdl ered. Feltételezésilink szerint addédhat kisérleti zajbdl,
amelynek oka, hogy a transzdukci6 sordan a plazmidok nem egységesen jutnak be a
kiilonbo6z6 fajokba. Emiatt fordulhat el6, hogy egyes ARG-ket nem azonositunk minden
gazdaban. Masrészt jelezhet valds funkcionalis inkompatibilitast az ARG és a gazdak kozott
(Porse és mtsai. 2018).

A kérdés megvalaszolasara megvizsgaltuk, hogy azok a DNS fragmensek, amelyek E.
coliban rezisztenciat biztositanak, a tobbi harom fajban is Kkifejezik-e a
rezisztenciafenotipust. A négy fajban 0Osszesen 80 esetet (4x20 ARG-antibiotikum
kombinacio) vizsgaltunk meg (Fliggelék, F3. tablazat). A 20 kombinacidobdl 7 esetén
figyeltiik meg azt, hogy az adott plazmid valamely fajban nem biztosit rezisztenciat (<2x-es
kilonbséget mértiink az MIC-ban az lires plazmidot hordoz6 sejt és a metagenomikai
talalat kozott, 21. abra). Néhany kombinacié esetén jelentds, tobb mint 256x-o0s
kiilonbséget lattunk az MIC-ban a fajok kozott. Ezeket a kiilonbségeket az efflux pumpak,

transzkripciés szabalyozo6fehérjék és antibiotikummaédosité enzimek esetén tapasztaltuk.
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21. abra A rezisztenciaszintekben megfigyelhet6 kiilonbségek az egyes fajokban

Az egyedi fragmensek rezisztenciafenotipusdnak mérése mellett egy ujabb
funkciondlis szlirést is elvégeztiink. Ennek sordn az elsé sziirésben azonositott 571,
rezisztenciat biztosité fragmenst hordozé plazmidot Gjra bejuttattuk a négy gazdaba. Ezt
kovetben elvégeztiik az jabb szelekciét a 13 antibiotikum jelenétében. Annak eldontésére,
hogy a plazmidok véletlenszer(ien jutnak-e be a gazdatorzsekbe, szekvenalast végeztiink a
bejuttatast kovetden egyrészt a szelekcio el6tt, amellyel meghataroztuk, hogy a plazmidok
hany szazaléka van jelen a kisérlet elején mind a négy gazdaban, valamint a szelekcié utan
is. Az antibiotikumszelekcidt kovetd szekvenalas kiértékelésekor csak azokat az ARG-ket
vettiik figyelembe, amelyek mind a négy fajba sikeresen visszajutottak, tehat a szelekci6
elotti szekvenalds soran mind a négy fajban azonosithaték voltak. A szekvenalas

eredménye alapjan az 571 plazmidbo6l 473 (81%) volt jelen mind a négy fajban a szelekcio
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elott. Ez a 473 plazmid 6sszesen 80 ARG-t kddolt. A szelekcidt kovetéen a 80 ARG-bdl 63-
at megerdsitettiink legalabb az egyik fajban. Ezt kovet6en megvizsgaltuk, hogy miként
alakult a fajparok kozotti atfedés a szelekcid soran. Az elsé szelekcids kisérlethez képest a
fajparok kozotti atlagos atfedés 70%-ra nétt és az ARG-k ~50%-a biztositott rezisztenciat

mind a négy fajban (22. 4bra).
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22. abra ARG-K eloszlasa a négy gazdafaj kozott a masodik sziirést kovetden

A 63 ARG atlagosan 70%-a fed at fajparonként, és kb. 50%-uk ad rezisztenciat mind a négy fajban

A két kisérlet eredményeinek 6sszehasonlitasa soran megfigyeltiik, hogy a masodik
szlirési kisérlet és az MIC mérések eredményei nem fednek at teljes egészében. Ezért az
MIC mérések alapjan, amelyet megbizhat6 rezisztenciafenotipust kimutaté6 modszerként
kezelhetiink, meghataroztuk a masodik szilirés pontossagat, vagyis a fals negativ és fals
pozitiv talalati ratadkat (Flggelék, F1. dbra). Ennek eredményeképp azt talaltuk, hogy a
hibarataval korrigalva is hasonléan alakul a fajok kozotti atlagos atfedés (69%), valamint a

4 fajban rezisztenciat biztosité ARG-k aranya (46%) (Fliggelék, F2. dbra).

4.4. Kornyezeti rezisztencia az uj antibiotikumokkal szemben

A tanulmanyunk célja volt meghatarozni, hogy a régi antibiotikumokkal 6sszevetve
az ujonnan bevezetett, vagy még tesztelés alatt allo antibiotikumokkal szemben mennyire
elterjedt a rezisztencia a kdrnyezetben és milyen mértékben jellemzd a jelenlévd ARG-kre
a mobilitas. Az elsd funkcionalis szlirés alapjan megallapithatd, hogy az ARG-k szamaban

nincs kilonbség az 0j és a régi antibiotikumok kozott, fliggetleniil a vizsgalt mikrobiomtol
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(23A. abra). Nem talaltunk tovabba kiilonbséget a mobilis ARG-k szamaban sem a két
csoport kozott (23B abra).
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23. abra Az ARG-k szama az uj és régi antibiotikumok esetén

A) Nincs szignifikans kiilonbség az ARG-k teljes szamaban (Wilcoxon-teszt, p=0.8477) és a B) mobilis
ARG-k szadmaban a két csoport kozott (Wilcoxon-teszt, p=0.6106).

Az ARG-k szaman kivil a rezisztens klonok altal elért legmagasabb rezisztenciat is
megallapitottuk a régi és Uj antibiotikumok esetén. Ehhez minden antibiotikum esetén
lemértiik, hogy a rezisztens populacié mekkora maximalis MIC kiilonbséget okoz az iires
plazmidot hordozo sejthez képest. Hasonl6an a korabbiakhoz, nem talaltunk kiilonbséget a

két csoport kozott (24. abra).
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24. abra Az elért legmagasabb rezisztenciaszintek antibiotikumonként

Nincs szignifikans kiillonbség az ARG-k altal biztositott legmagasabb rezisztenciaszintek kdzott a régi

és Uj antibiotikumok esetén (kétmintas T-préoba, p= 0.343721).

Jelentds atfedés lathaté tovabba a rezisztenciamechanizmusok kozott az Uj és régi
antibiotikumok esetén, tehat nagy mértékil keresztrezisztencia all fent a két csoport kozott
(25. abra). Egyes antibiotikumok esetén, mint a cefalosporinoknal, tobb ARG-t
azonositottunk az 0j antibiotikum ellen, mint a régiekkel szemben. A 2. tablazat
antibiotikumonként foglalja 6ssze az 0j szerekkel szemben azonositott ARG-ket. Az
apramicin-szulfat kivételével minden anibiotikum esetén azonositottunk ARG klasztereket,
amelyek a mi meghatarozasunk szerint horizontalisan terjednek, tehat tobb mint 90%-os

hasonldsagot mutatnak a mobil géngytijteménnyel vagy a plazmidadatbazissal.
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25. abra Rezisztenciamechanizmusok atfedése az 1j és régi antibiotikumok kézott

Az azonos csoportba tartozé antibiotikumok esetén azonositott rezisztencia géncsaladok nagy

mértékben atfednek. A szinskaldk a csaladba tartozé6 ARG-k szamat, az antibiotikumok tipusat,

valamint az antibiotikumcsaladokat jeldlik.

Apramicin-szulfat
AAC(3)-XI
PmpM
AAC(3)-Ivb (8)
aadS
Eravacycline
ramA (2)
tet(X)
tet(X5)
marA (4)
Txr

Delafloxacin
ramA (2)
QnrB46

mfpA
QnrAl
Omadacycline
ramA (2)
adeS
marA (3)
mepA (2)
tet(37)
tet(X)
Txr

Gepotidacin
ramA (2)
cdeA (2)

evgs
hmrM (3)

marA

mdfA
mdtK (3)
mdtM (2)
PmpM (5)
QnrB46

Szulopenem
VIM-1
NDM-1

AIM-1 (4)
BAT-1
cfiAl
LMB-1 (2)
marA
mecR1
NmcR
OXA-198 (2)
OXA-2
OXA-21
OXA-53

Ceftobiprol
CblA-1 (2) OXA-2
CcrA OXA-209
cepA OXA-21
cfiAl OXA-395
cmeB OXA-444
CTX-M-14 OXA-486
DHA-7 OXA-53
LMB-1 (2) ramA
mecR1 SHV-12
mexB TLA-1
NDM-1 TLA-2
OXA-198 (4) VIM-1

Horizontalis géntranszferrel terjed

2. tablazat Az 4j antibiotikumokkal szemben azonositott ARG-k

A piros bet{iszin jeldli az altalunk horizontalisan &tad6dénak meghatarozott ARG-ket, az ARG neve

melletti, a zardjelben levd szam a génklaszterek szamat jeloli.
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az antibiotikumrezisztencia mara az egyik legéget6bb problémava nétte ki magat.
Amennyiben a gyogyszerfejleszt6 vallalatok nem fektetnek energiat rezisztenciara kevésbé
hajlamos szerek fejlesztésébe, a helyzet a kozeljovében sudlyosbodni fog. A
gyogyszerfejlesztési folyamat egyik problémaja, hogy a rezisztencia kialakuldsanak
tesztelése a fejlesztés korai fazisaban nem teljeskordi. Az antibiotikumrezisztencia
kialakulhat és terjedhet vertikalisan, melynek soran egy vagy tobb rezisztenciat biztosito
mutdcio jelenik meg és terjed at az osztddas soran az utddsejtekre. A terjedés masik médja
a horizontalis géntranszfer, amely a kornyezetben jelenlévo rezisztenciagént vagy géneket
hordoz6 DNS fragmensek atadasat jelenti nem rokon baktériumfajok kozott. A mutaciok
megjelenésének és a vertikdlis terjedés lehet6ségének tesztelése része a fejlesztési
folyamatnak, a horizontalis evoluci6 lehet6ségét azonban nem vizsgaljak, annak ellenére,
hogy rendelkezésre all az a technika, amellyel azonosithaték a potencialisan elterjedd
rezisztenciagének. Ez a funkcionadlis metagenomika, amelyet tobb tanulmanyban is
alkalmaztak mar antibiotikumrezisztencia-gének azonositasara kiilénb06z6
kornyezetekbdl. Ezekben a tanulmanyokban azonban a rezisztenciafenotipus megjelenését
az Escherichia coli valamely laboratoriumi torzsében vizsgaltak. Ez nem meglepd, hiszen az
E. coli széles korben alkalmazott laboratoriumi ,igaslo”, amely konnyen kezelhet6 és
hatékonyan transzformalhat6 elektroporacio segitségével. Ez elengedhetetlen a kis
inszertméret(i, esetenként tobb milli6 klont tartalmazé metagenomikai konyvtarak
bejuttatasara. Azonban az E. coli egyediili alkalmazasa donorként kizarhatja olyan gének
azonositasanak a lehetdségét, amelyek valamilyen okbo6l nem funkcioképesek ebben a
fajpan. A genomi mutaciékr6l egy korabbi tanulmany kimutatta, hogy ugyanaz a
rezisztenciamutacié mas genetikai hattéren eltéré fenotipust okozhat (Apjok és mtsai.
2019). Ezen kiviil, tobb donorban végzett funkciondalis metagenomikai szlirések soran nagy
inszertméretli konyvtarak esetén mar kimutattdk, hogy tobb gazdafajjal tobb talalat
azonosithatd (Liebl és mtsai. 2014).

A doktori munkam soran kidolgozott eljaras (DEEPMINE) megoldasként szolgal a
kis inszertméreti metagenomikai konyvtarak tobb, klinikailag relevans kérokoz6 donorba
valé bejuttatasara. Mivel az E. colindl hatékonyan alkalmazhat6 elektroporaci6 nem

miikodott megfelel6 hatékonysaggal a kdrokozé baktériumokon, a koényvtarak
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bejuttatasara hibrid transzdukald bakteriofag részecskéket alkalmaztunk. Ennek alapja egy
2017-es tanulmany volt, amelyben a szerzdk az E. coli T7-es fagjanak farokrostjait
lecserélték vagy mutagenezis sordn mddositottak, igy a fag gazdaspecificitasat
kiterjesztették. Az igy létrejott hibrid fag alkalmas volt arra, hogy tetszdleges plazmidot
juttasson be adott baktériumfajba (Yosef és mtsai. 2017). Munkank soran metagenomikai
plazmidkonyvtarakat csomagoltunk be az emlitett tanulmanyban is haszndlt hibrid,
valamint Aaltalunk készitett mutdns T7 fagokba, majd bejuttattuk &ket kiilonb6z6
baktériumfajokba. Yosef és munkatarsai a hibrid fagok hatékonysagat egyféle plazmid
bejuttatdsaval demonstraltadk. Munkank soran bizonyitottuk, hogy a hibrid és mutagenizalt
fagok alkalmasak tobb milli6 kiilonb6z6 plazmidot tartalmazé metagenomikai konyvtarak
bejuttatdsara is korokozd, nem modellorganizmusok esetén (Klebsiella pneumoniae,
Shigella sonnei, Salmonella enterica). Méréseink alapjan a transzdukci6 nagysagrendekkel
hatékonyabb, mint az elektroporacio, igy alkalmas arra, hogy a konyvtarak lefedéséhez
megfeleld szamu (108) transzdukanst hozzunk 1étre. Ezzel hatékonyabb a konjugaciénal is,
amelyrdl irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy 106-107 transzkonjugans el6allitasara képes
(Kakirde és mtsai. 2011; Rousset és mtsai. 2021).

A DEEPMINE alkalmazasaval elvégzett funkcionalis szlirések soran demonstraltuk,
hogy az E. coli mellett alkalmazott tobbi donorfaj jelent6sen megndvelte az azonositott
ARG-k szamat. Ez az eredmény 6sszhangban van azokkal a tanulmanyokkal, amelyek tobb
gazdafaj alkalmazasaval bdvitették az azonositott bioszintetikus utvonalak szamat (Craig
és mtsai. 2010; Martinez és mtsai. 2004). Az azonositott ARG-k szamat tekintve a fajok
kozul az E. coli mellett kiemelkedik a Klebsiella penumoniae. Egy 2018-as tanulmany szerint
ez a faj fontos szerepet jatszik a rezisztenciagének terjesztésében a kdrnyezet és a klinikum
kozott. Ennek alapja, hogy egy igen sokféle kornyezeteben eldforduld fajrél van szo,
amelynek genomjara jellemz6 a szekvenciavariabilitas (pl. valtozé GC tartalmu
szekvencidk), valamint a tobbi Gram-negativ baktériumhoz képest tobbféle plazmid
jelenléte a sejtben (Wyres és Holt 2018). El6fordulhat, hogy ez a faj 6nmagaban tobbféle
ARG Kkifejezésére képes, mint az E. coli torzsei. Fontos megjegyezni azonban, hogy a
szelekcids Kkisérlet reprodukalhatésaganak mérése soran, amelyet ebben a fajban
végeztiink, 15%-o0s eltérést tapasztaltunk a két replikatum kozott. Ezaltal feltételezhetd,
hogy az azonositott ARG-k szamaban tapasztalt valds fajok kozotti kiillonbség kisebb, mint

amilyennek az els6 szelekcios kisérlet alapjan tlinik. Az altalunk alkalmazott fajokkal
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tavolabbi rokonsagban all6 baktériumok alkalmazasa esetén feltételezhetGen nagyobb
kulonbségeket tapasztalnank az ARG-k szamaban. Ezeknek a kérdéseknek a tisztazasa
tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

Mivel a funkcionalis metagenomikai szlirés soran azonositott gének potencialis
jeloltek lehetnek a horizontdlis géntranszferre, dsszefiiggéseket kerestiik az azonositott
ARG-k mobilitasa és a szlirések eredménye kozott. Ennek soran nem talaltunk szignifikans
osszefiiggést a fajokkal valé kompatibilitas és az ARG-k tulajdonsagai kozott. Megfigyeltiik
azonban, hogy azok az ARG-k, amelyek a konyvtarban tobb DNS fragmensen vannak jelen,
irodalmi adatok és adatbazisok alapjan a mi meghatarozasunk szerint gyakrabban ad6dnak
at horizontalis géntranszferrel a baktériumok ko6zott. Ez az eredmény arra utal, hogy az
ARG-k kozvetlen genomi kornyezete hatassal lehet a kompatibilitAsukra egy 4j gazdafaj
genomjaval. Ez egyetértésben van Porse és mtsai. (2018) munkajaval, akik az ARG-k
filogenetikai eredetét meghatarozoé tényezdéként nevezték meg a horizontalis géntranszfer
feltételei kozott. Elképzelhetd, hogy amennyiben egy ARG tobb faj genomjaban is jelen van,
nagyobb az esélye a funkcionalis kompatibilitdsra egy ujabb fajjal és igy konnyebben
terjedhet horizontalis géntranszferrel. Megfigyeltiik tovabb4, hogy a talaj rezisztémban a
mobilis ARG-k aranya szignifikansan kisebb, mint a klinikai és a bél rezisztémokban. Ezt
egyrészt magyarazza az ARG-nkénti fragmensek szama: a talajban taldlhat6 ARG-k esetén
azt latjuk, hogy nyolcszor tobb azoknak az aranya, amelyek egyetlen fragmensen talalhatok
meg, mig a masik két rezisztomnal ez nagyjabol 50-50%. Masrészt, magyarazhatja a
kilonb6z6 rezisztomokban azonositott ARG-k szekvenciaazonossaga az adatbazisokban
talalhat6 ARG szekvenciakkal. Az adatbazisokban talalhat6 szekvenciak jelentds része az
emberi korokozokban azonositott rezisztens gének szekvenciait tartalmazzak, tehat
elképzelhetd, hogy a talajbol szarmazoé szekvenciak alulreprezentaltak. Ennek megfelel6en
a klinikai izolatumokbol azonositott ARG-k atlagosan magasabb szekvenciaazonossagot
mutatnak ezekkel a génekkel, mint a talaj rezisztdbmban azonositott tarsaik. A mobilitas
meghatarozasanal azonban a plazmid adatbazissal, valamint a mobil géngyiijteménnyel
viszonylag magas, 90% feletti egyezés esetén neveztliink egy ARG-t mobilisnak, igy a
talajban tapasztaltuk a mobilis ARG-k legkisebb aranyat a masik két rezisztommal
osszevetve. A szekvenciaadatbazisok oldalar6l tehat jelen lehet egy aranytalansag a

talajban el6fordulé szekvencidk karara, amely torzithatja a mobilitas meghatarozasat.
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Az els6 funkcionalis sziirést megerdsité masodik szelekcids kisérlet eredménye a
fajok kozott nagyobb atlagos atfedést mutatott, valamint az elsé kisérlettel 6sszevetve tobb
olyan ARG-t azonositott, amelyek mind a 4 fajban rezisztenciat okoznak. Ez arra utal, hogy
nagyobb metagenomikai kényvtarak bejuttatisa esetén jelen van egy kisérleti zaj. Igy
megallapithato, hogy a tobb fajban torténd elsédleges szelekcié legfébb funkcidja és elénye
az, hogy bdvitse az azonositott ARG-k szamat. Az munkank sordn alkalmazott fajok a
Proteobacteriumok torzsébe tartoznak és az azonositott ARG-k nagy része is ebbe a torzsbe
tartozo baktériumoktél szarmazik. Feltételezhetd, hogy amennyiben az alkalmazott
gazdabaktériumokkal nagyobb filogenetikai tavolsagot fednénk le, esetleg Gram pozitiv
baktériumokat is alkalmaznank tavolabbi forrasu géneket is azonosithatnank. Esetiinkben
azonban ahhoz, hogy tényleges funkciondlis kompatibilitast mutassunk ki az ARG-k és a
fajok kozott, sziikség volt egy masodlagos szlirésre, amelyben a rezisztensként azonositott
talalatokat djra bejuttattuk és szelektaltuk. A megerdsit6 kisérlet soran az elsé szelekcid
soran azonositott 114 ARG koziil 80-at sikeriilt mind a négy fajba bejuttatni, majd a
szelekciét kovetden ebbdl 63-at azonositottunk legalabb egy fajban. Ennek magyarazata az
lehet, hogy ezt a 63 ARG-t a konyvtarban tébb DNS fragmens reprezentalta, mig a maradék
17 ARG, amelyet nem sikeriilt azonositanunk a masodik sziirés soran, egy kivétellel, a
konyvtarban egyetlen DNS fragmensen volt megtaldlhaté (Fiiggelék, F3.4abra).
Feltételezésiink alapjan ennek a jelenségnek szerepe lehet a 17 ARG elvesztésében. A fajok
kozti kiilonbségeket a rezisztenciafenotipusok szintjén megvizsgalva azt talaltuk, hogy
ugyanaz a DNS fragmens mas genetikai hattéren ersebb vagy gyengébb rezisztenciat
képes okozni. El6fordulhat, hogy a fajok genetikai hatterének eltérése miatt pl. az efflux
pumpak esetén bizonyos jarulékos fehérjék megléte vagy hianya okozhatott kiillonbséget a
rezisztencia szintjében. Mivel a vizsgalataink alapjan a fajok kozti kulonbség a
rezisztenciafenotipus szintjén is megmutatkozhat, igy ennek a vizsgalata is fontos lehet
azon ARG-k esetében, amelyeket mind a négy fajban azonositunk.

A munka soran a DEEPMINE segitségével tobb ARG-t is azonositottunk ez emberi
felhasznaldsra nemrégiben bevezetett vagy még fejlesztés alatt all6 antibiotikumokkal
szemben. Varhaté moédon a vizsgalatok azt mutattdk, hogy ugyanazon antibiotikum
csalddon beliil az 4j és régi antibiotikumok kozott nagyon magas a keresztrezisztencia,
tehat nagy az ARG-kban tapasztalt atfedés. J6 példa erre a ceftobiprol antibiotikum, egy

otodik generacios cefalosporin, amelyet nemrégiben hagytak jova tiidégyulladas
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kezelésére. A ceftobiprol esetén az 6sszes és az altalunk mobilisként meghatarozott ARG-k
szama is kiemelkedden magas atfedést mutat a régi tipusu cefalosporinokkal dsszevetve.
Az irodalombdl ismert, hogy a kiterjedt spektrumu béta-laktamazok hatékonyan lebontjak
a ceftobiprolt (Queenan és mtsai. 2007), igy ennek a szernek az alkalmazasa korlatozott
lehet olyan baktériumok esetén, amelyek rendelkeznek ilyen aktivitassal (Farrell és mtsai.
2014). Megjegyzendd, hogy a ceftobiprolt els6sorban Gram-pozitiv baktériumok okozta
fert6zések kezelésére fejlesztették ki, igy lényeges, hogy a béta-laktamazok, amelyeket
azonositottunk a szelekciok soran, Gram-pozitiv baktériumokban is el6fordulnak (pl. 0XA
gének, cepA, VIM-1 (Toth és mtsai. 2016). Olyan, emberi felhasznalas szempontjabdl yj
antibiotikumok is vannak azonban, amelyekkel szemben kevesebb ARG-t azonositottunk.
Ilyen az apramicin-szulfat, amelyet az dllatgy6gyaszatban mar hasznalnak, azonban emberi
gyogyaszatban valé alkalmazhatdsagat még tesztelik. A bél mikrobiomban egy olyan ARG-
t azonositottunk, a klinikai rezisztomban pedig egyet sem, amely rezisztenciat biztosit ez
ellen az antibiotikum ellen. Ezzel szemben a talaj mirobiombdl szamos, az apramicin-
szulfat elleni rezisztencidt okozé ARG-t izoldltunk. Az azonositott ARG-k féként
aminoglikozid-acetiltranszferazok, amelyek tobb gazdaval is kompatibilisek a sz{irésiink
alapjan. Ez alapjan varhaté, hogy ezek a gének a jovében tovabbterjedhetnek, mint ahogy
az altalunk is azonositott AAC(3)-IVb acetiltranszferaz, amely nemrégiben jelent meg
klinikai korilmények kozott rezisztens korokozdkban (Hao és mtsai. 2021). A két
antibiotikum-csoport kozott altalanosan tapasztalhaté nagy atfedés feltételezhet6 oka,
hogy az uj antibiotikumok nem rendelkeznek 1j hatasmechanizmussal, csak kismértéki
modositast tartalmaznak az el6djeikhez képest. Az omadaciklin és eravaciklin esetében
példaul a tetraciklin molekulat mind6ssze két ponton modositottak azzal a céllal, hogy
ellenallébb legyen az efflux mechanizmusokkal, valamint a riboszéma védd fehérjékkel
szemben, igy remélve a rezisztencia kivédését (Solomkin és mtsai. 2019; Villano, ], és E
2016). Bar riboszoémakotd fehérjéket nem, efflux pumpakat mindkét szerrel szemben
azonositottunk a szilirések soran, amely arra utal, hogy a m6dositas nem valtja be a hozza
flizott reményeket.

Az Uj és régi antibiotikumok kozott nem csak az ARG-k szadmat tekintve nem
talaltunk szignifikdns kilonbséget, de az ARG-k altal okozott legmagasabb
rezisztenciaszintekben sem. Hasonl6képp, az 0j és régi antibiotikumokkal szemben

rezisztenciat biztosité altalunk mobilisként meghatarozott ARG-k szamaban sem volt
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szignifikdns kiilonbség. Ezek alapjan levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az uj
antibiotikumok nem lesznek hosszabb ideig hatékonyak elddjeiknél, mivel a baktériumok
szamara mar elérhet6 a kornyezetben az az ARG készlet, amely magas szintli rezisztenciat
okoz és horizontalis géntranszferrel terjed a korokozok kézott. Ennek oka, hogy az altalunk
vizsgalt 0j antibiotikumok hatdsmechanizmusa mar ismert és az 6ket megel6z6, régota
alkalmazott valtozataik mar szelektdltak a rezisztencidra a Kkornyezetben. Ezért
kiemelkedden fontos lenne az antibiotikumfejlesztés teriiletén a paradigmavaltas, amely
magaban foglalja 1Uj hatdsmechanizmussal rendelkez6 antibiotikumok fejlesztését,
valamint a fejlesztés korai fazisaban a rezisztencia koérnyezetben val6 jelenlétének
tesztelését.

A doktori munkam soran kidolgozott eljaras az elsd 1épést jelenti egy olyan modszer
felé, amely jelentsen kibdvitheti a funkcionalis metagenomika felhasznalhatésagat. Ennek
haszna lehet az antibiotikumfejlesztésben, a rezisztencia kialakulasanak és terjedésének
pontosabb eldre jelzésével. Ezen, benniinket leginkdbb érdekld teriileten kiviil azonban
mas funkcidk, példaul iparilag jelent6s enzimek azonositasara iranyulé erdfeszitések
esetén is hasznos lehet. A felhasznalt fajok szama tovabb bdvithetd, a megfeleld hibrid
bakteriofagok eléallitadsaval. Ez racionalis fagtervezéssel, a szintetikus biolégia és a

bioinformatika eszkézeinek felhasznaldsaval megvaldsithato lehet a jovében.
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OSSZEFOGLALAS

A metagenomika lehetdvé teszi olyan mikrobakozosségek behatd vizsgalatat,
amelyek laboratériumi koriilmények kozott nem tenyészthetSk. Igy, kiilonbozé kornyezeti
mintadk mikrobiomjanak fajosszetétele és azon beliil a kiilonb6z6 mikrébak funkcidja
hatadrozhaté meg, pusztidn genomi adatok kinyerésével (Tringe és Rubin 2005). A
metagenomikan beliil a funkciondlis metagenomika segitségével vizsgalhatok a
metagenomban taldlhaté olyan gének, amelyek meghatarozott funkcidkat latnak el
(Coughlan és mtsai. 2015; Daniel 2005; Lorenz és Eck 2005). Ebben az esetben a
metagenombol szarmaz6 DNS fragmenteket expresszios vektorba klénozzuk, majd egy
heterolég gazdaban kifejezve 1j, ipari szempontbdl jelentés fehérjéket azonosithatunk:
enzimeket, bioaktiv molekuldkat, valamint a koérnyezetben talalhaté antibiotikum-
rezisztenciat biztosit6 proteineket (Coughlan és mtsai. 2015; Crofts, Gasparrini, és Dantas
2017; Forsberg és mtsai. 2019; van der Helm, Genee, és Sommer 2018). Ezek a
metagenomikai konyvtarak altalaban tobb millié DNS fragmenst tartalmaznak, amely 5-
100 Gb-nyi, azaz tobb ezer bakterialis genomnak megfelel6 DNS-t jelent (Boolchandani,
Patel, és Dantas 2017; Forsberg és mtsai. 2019; dos Santos és mtsai. 2017).

Bar a funkcionalis metagenomika tobb kutatasi teriileten is hasznosithato, jelenlegi
formajaban alkalmazasa korlatokba iitkozik. A metagenomikai plazmidkonyvtarak
megfelel6 hatékonysagu bejuttatasa kozponti jelentdségili azok jelentdés mérete miatt.
Azonban az elektroporacio, konjugacié vagy bakteriofag transzdukcid, amelyeket
hagyomanyosan erre a célra hasznalunk, faradsagos és csak limitalt szamu baktériumban
mi{ikoédd modszerek (Lam és mtsai. 2015; Taupp, Mewis, és Hallam 2011). Emiatt a
funkciondlis metagenomikai hatassziirések soran tapasztalt eredmények altalanos
érvényessége kérdéses (Ngara és Zhang 2018; Uchiyama és Miyazaki 2009). Nem
azonosithatdk pl. olyan klinikai vagy biotechnolégiai szempontbdl érdekes gének, amelyek
csak egy adott fajpan képesek valamilyen funkciét ellatni a baktérium genetikai hattere
vagy egyéb faktorok miatt (Lammens, Nikel, és Lavigne 2020; Sommer, Church, és Dantas
2010; Taupp, Mewis, és Hallam 2011). Azok a tanulmanyok, amelyek
antibiotikumrezisztencia-gének azonositasara alkalmaznak funkcionalis metagenomikat,
nagyrészt az Escherichia coli valamelyik laboratériumi torzsét hasznaljak heterolog

gazdakeént (Kintses és mtsai. 2018; Pehrsson és mtsai. 2016; Sommer, Dantas, és Church
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2009). Korabbi tanulmanyok kimutattak azonban, hogy a rezisztencia fenotipus
megjelenése fligg a baktérium genetikai hatterét6l (Apjok és mtsai. 2019), valamint, hogy
tobb gazdaszervezet egyidejli alkalmazasa értékes informaciot szolgaltathat a
rezisztenciagének gazda genomokkal val6 funkcionalis kompatibilitasarol és a fajok kozti
horizontalis atadhatésagaroél (Porse és mtsai. 2018).

Munkam soran egy olyan médszer kifejlesztésén dolgoztam, amely megoldast jelent
a fent emlitett hatranyok lekiizdésére. A technikat, amely a DEEPMINE (Reprogrammed
Bacteriophage Particle Assisted Multi-species Functional Metagenomics) nevet kapta, egy
korabbi tanulmanybdél kiindulva fejlesztettiik ki (Yosef és mtsai. 2017). Ebben a
tanulmanyban olyan transzdukalé T7 bakteriofag részecskéket hoztak létre amelyek
farokrosjtait mas bakteriofagok farokfehérjéire cserélték, igy megvaltoztatva azok
specificitasat. A mddszeriink ilyen T7 alapu transzdukal6 részecskéket alkalmaz nagy
meéretli metagenomikai konyvtarak bejuttatasara kiilonféle nem modell organizmusokba.
Els6 lépéseként két metagenomikai és egy genomi koényvtarat hoztunk létre. A
metagenomikai konyvtarak forrasa az emberi bél mikrobiom, valamint antibiotikumokkal
jelent6sen szennyezett talaj és folydiilledék-mintak, amelyeket az indiai Hyderabad
iparvarosban és kornyékén gydjtottiink. A genomi kdnyvtarhoz 68, torzsgylijteményekbdl
szarmazo6 vagy korhazakban izolalt tobbszorosen rezisztens Gram-negativ és Gram-pozitiv
korokozok genomjat hasznaltuk. Munkank soran az E. coli labortorzs mellett az
Enterobacteriaceae csaladba tartozo6 harom faj, a Klebsiella pneumoniae, a Shigella sonnei és
a Salmonella enterica kérokozo torzseibe juttattunk metagenomikai konyvtarakat.

Eredményeink alapjan a bakteriofag részecskékkel végzett transzdukcio
nagysagrendekkel sikeresebbnek bizonyult az E. colindl sikeresen alkalmazhato, de az
altalunk valasztott kdrokozdéknal nem kelléen hatékony elektroporacional. Méréseink
alapjan a két modszer kozott nincs kiilonbség a konyvtar Osszetételét tekintve - a
transzdukci6 soran nem jellemz6 tobb dupla transzformdans, mint az elektroporacié esetén,
valamint a konyvtar diverzitasat és atlagos fragmensméretét sem befolyasolja
kedvezétlentil a transzdukcié. A Kkonyvtdr bejuttatdsat kovetéen funkciondlis
metagenomikai szliréseket végeztiink a négy fajban 13 antibiotikum jelenlétében, melyek
kozott régdta alkalmazasban 1évé és nemrég bevezetett vagy klinikai tesztelés alatt allo
szerek talalhat6ak. A funkciondlis szlirések soran 571 rezisztenciat okoz6 DNS fragmenst

azonositottunk, melyeken a gének klaszterezését kovetden, 6sszesen 114 antibiotikum
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rezisztencia gént (ARG-t) annotaltunk. A 114 ARG koziil az E. coli a gének minddssze 45%-
at tudta kifejezni az elsd funkcionalis szlirés alapjan. A megfigyelt fajok kozti kiillonbség az
ARG csaladok szintjén is jellemz6. Ez alapjan elmondhaté, hogy tobb gazdabaktérium
alkalmazasa kiboviti a kdrnyezetbdl azonosithato rezisztenciagének szamat a funkcionalis
szelekcid soran. Az azonositott ARG-k k6z6tt minden f6bb rezisztenciamechanizmus jelen
van, eredetiiket tekintve pedig f6ként Proteobaktériumokbdl szarmaznak. Az elsé szelekcio
sordn megfigyeltiik, hogy a konyvtarakban tobb fragmens altal is reprezentalt ARG-k
gyakrabban ad6dnak at a természetben horizontalisan a baktériumok kozott.

Annak ellenérzésére, hogy a fajok kozotti kiilonbség kisérleti zaj miatt keletkezeik-
e vagy tényleges kiilonbséget jelent, rezisztenciafenotipus-méréseket végeztiink, valamint
elvégeztiink egy ellen6rz6, masodik funckiondlis szelekciét. A fenotipus mérés esetén
meghataroztuk az egyedi DNS fragmensek altal biztositott rezisztencia szintjét a négy
fajban, a masodik szelekcid esetén pedig az els6 szlirés soran izolalt rezisztens talalatokat
visszajuttattuk a négy fajba, majd ujra szelektaltuk antibiotikumok jelenlétében.
Megfigyeltiik, hogy a masodik szelekcios kisérlet eredménye alapjan az ARG-k kb. felére
jellemzd, hogy mind a négy fajban rezisztenciafenotipust mutatnak. Kimutattuk, hogy ezen
ARG-k egy részére jellemz6, hogy a biztositott rezisztencia szintjén mutatnak
fajspecificitast.

Osszehasonlitottuk tovabba az 0j és régéta hasznalatban 1évé antibiotikumokat a
funkcionalis szelekcios rezisztenciaprofiljuk alapjan. Az eredmények azt mutatjak, hogy az
Uj antibiotikumokkal szemben sem az ARG-k szamaban, sem az altaluk okozott rezisztencia
szintjében nincs kiilonbség. Jellemzd tovabba az antibiotikum osztalyokon belil az 0j és
régi szerek kozotti keresztrezisztencia. Ez az eredmény azt igazolja, hogy uj
hatasmechanizmusu szerekre van sziikség a rezisztencia kialakulasanak minimalizalasara.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a munkam soran fejlesztett technika az elsd 1épést
jelenti egy olyan mddszertan létrehozasahoz, amely segitheti az antibiotikumfejlesztés
folyamatat. Bemutattuk, hogy tobb gazdafaj alkalmazasa nagyobb mértékben tarhatja fel a
kornyezeti rezisztdmot, mint egyetlen gazda. A jov6ben 4j hibrid bakteriofag részecskék
létrehozasaval a gazdak szama tovabb bdvithetd. Ez tobb szempontbdl is hasznos lehet. A
tetszOleges gazdaban végzett szelekcié az adott fajra fejlesztett antibiotikum esetében

azonosithatja a kdrnyezetben jelenlévd rezisztenciat. Ezen kiviil a mdédszer nem csak az
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antibiotikum-rezisztenciagének azonositasara lehet alkalmas, hanem mas funkciot ellatg,

ipari szempontbol jelentds fajspecifikus aktivitast mutato gének azonositasara is.

SUMMARY

Metagenomics allows the comprehensive investigation of uncultivable microbial

communities. Thus, species composition and the function of different microbes can be
determined based solely on genomic data (Tringe & Rubin, 2005). By using functional
metagenomics, we can identify genes that provide a certain function to the host cell
(Coughlan et al., 2015; Daniel, 2005; Lorenz & Eck, 2005). In a functional metagenomics
screen, metagenomic DNA fragments are cloned into an expression vector and expressed
in a heterologous host. This way, molecules of industrial importance such as enzymes or
bioactive agents, and antibiotic resistance genes can be identified (Coughlan et al.,, 2015;
Crofts et al., 2017; Forsberg et al., 2019; van der Helm et al., 2018). Such metagenomic
libraries usually contain millions of DNA fragments with their cumulative size ranging from
5-100 Gbp that is equal to thousands of bacterial genomes (Boolchandani et al., 2017; dos
Santos et al., 2014, Forsberg et al.,, 2019).
Although functional metagenomics can be applied in several fields of research, it has certain
limitations in its current form. Efficient introduction of the metagenomic libraries is of key
importance because of their big size. The commonly used electroporation, conjugation and
bacteriophage transduction, however, is laborious and works only in a limited number of
bacteria (Lam et al, 2010; Taupp et al, 2011). Those studies that use functional
metagenomics to identify antibiotic resistance genes, use one of the laboratory strains of
Escherichia coli (Kintses et al., 2018; Pehrsson et al., 2016; Sommer et al., 2009). However,
previous studies showed that resistance phenotype depends on the genetic background of
bacteria (Apjok et al., 2019) and that application of several heterologous hosts informs
about functional compatibility of resistance genes with the host genome and the horizontal
gene transfer thereof (Porse et al., 2018).

During my PhD, I've been working on a method that provides a solution for the
above-mentioned shortcomings of functional metagenomics. Our technique termed

DEEPMINE (Reprogrammed Bacteriophage Particle Assisted Multi-species Functional
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Metagenomics) is based on a previous study by Yosef et. al. (2018). In this study, the
authors engineered hybrid T7 bacteriophage particles that harbor the tail fibers of phages
of other bacterial species, thus changing the specificity of the phage. We applied these
phages to deliver metagenomic libraries to non-model bacteria. As a first step, we created
one genomic and two metagenomic libraries. The source of the metagenomic libraries were
the human gut microbiome and heavily antibiotic contaminated soil and river sediment
samples from Hyderabad, India. The genomic library consisted of the genomes of 68
multiresistant Gram negative and Gram positive bacterial isolates from strain collections
and hospitals. The libraries were introduced to the following three species of the
Enterobacteriacea family: Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei and Salmonella enterica.

We found that bacteriophage transduction was orders of magnitude more efficient
in case of the pathogens compared to electroporation, which is highly efficient in the case
of E. coli. According to our results there is no difference in the composition of the library
(i.e. the diversity of the library is unaffected) or in the number of double transformants,
moreover, the average insert sizes are comparable to the ones obtained after
electroporation. Following the introduction of the libraries, we performed functional
selection screens in the presence of 13 antibiotics. These included old antibiotics that have
been used for a long time and new ones that have been released recently or are still in
clinical trial. The functional selections all together resulted in 571 resistance conferring
DNA fragments, which we clustered that ended up in 114 ARGs. In our screens, E. coli could
identify only 45% of these ARGs. The observed differences between species is present at
the ARG family level, too. Based on these results, we can conclude that our method
broadens the repertoire of identifiable ARGs in functional selections. The identified ARGs
represents all known resistance mechanisms and are mainly derived from Proteobacteria.
We show that those ARGS that are present on multiple DNA fragments are more prone to
horizontal gene transfer than those present on a single fragment.

To determine whether the differences between species is due to experimental noise,
we measured the resistance phenotypes and performed a second functional selection
screen. In the former case, we measured the level of resistance provided by the individual
DNS fragmens in the four hosts, while in the latter, we re-introduced the 571 hits identified
in the first screen into all four host species and performed selection experiments in the

presence of the 13 antibiotics. We show that based on the second screen nearly half of the
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ARGs provide resistance in all the four hosts. Some of these ARGs are shown to have host
specificity at the phenotypic level.

We finally compared the two antibiotic groups - old and new - based on their
resistance profiles. The results show no significant difference between the two groups in
either the total number of ARGs or the number of ARGs predicted to be mobile. Cross-
resistance between antibiotics belonging to the same group is highly prevalent. These
results highlight the need for antibiotics with new mechanism of action.

In sum, our technique represents the first step towards a methodology that can aid
antibiotic development. We show that using multiple hosts in the selection screens
broadens the repertoire of identifiable environmental ARGs. By designing new
bacteriophage particles, the number of hosts can be further broadened. This is useful for
two reasons. First, functional selection in a certain host can reveal environmental
resistance against an antibiotic that is specifically developed for that given species or strain.
Second, besides antibiotic resistance, the technique is suitable for identifying host specific

gene functions that are of industrial importance.
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FUGGELEK

F1. tablazat:

Primer ID
UF501

UF502
UF503
UF504
UF505
UF506
UF507
UF508
UF509
UF510
UF511
UF512
UR701
UR702
UR703
UR704
UR705
UR706
UR707
UR708
UR709
UR710
UR711
UR712
DF501

DF502

Felhasznalt primerek

Szekvencia 5'- 3'
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCGTACGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTATCTGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGCGAGTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTGCGTGTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCATCGAGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTGAGTGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGATATCTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGACACCGTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTACTATATATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTACTATATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTCACTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTACGAGACTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACTCTCGAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACTATGTCAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTAGCGTAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGTGAGTAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTACTCAAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTACGCAGAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAGACTAAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGCTCGAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGTAGTAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGCAGACAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATAGACAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCTATAAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCGTACGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTATCTGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC
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Tipus
Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Forward

Forward

Felhasznalas
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikalasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikalasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikdlasa
Uptag vonalkéd
amplifikalasa
Uptag vonalkéd
amplifikalasa
Uptag vonalkéd
amplifikalasa
Uptag vonalkéd
amplifikalasa
Downtag vonalkod
amplifikalasa
Downtag vonalkod
amplifikalasa



Primer ID
DF503

DF504

DF505

DF506

DF507

DF508

DF509

DF510

DF511

DF512

DR701

DR702

DR703

DR704

DR705

DR706

DR707

DR708

DR709

DR710

DR711

DR712

PZET_bc_F_Srfl_

v2
pZET_bc_R

Szekvencia 5'- 3'
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGCGAGTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTGCGTGTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCATCGAGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTGAGTGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGATATCTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGACACCGTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTACTATATATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTACTATATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTCACTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTACGAGACTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACTCTCGATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACTATGTCATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTAGCGTATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGTGAGTATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTACTCAATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTACGCAGATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAGACTAATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGCTCGATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGTAGTATTAAGTTAATATTITATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGCAGACATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATAGACATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCTATAATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA

ACAGAATTCCACGAAGCCCGGGCTATTTCNNNNNNNNNNTACGCGTGCTA
GAGGCATCA

ACAGAATTCCCCGACAATCAATACGGGACNNNNNNNNNNCGTCCTGCTGA
TGTGCTCAG

76

Tipus
Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Forward

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Forward

Reverse

Felhasznalas
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikalasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikalasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkdd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkod
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
Downtag vonalkdd
amplifikdlasa
Downtag vonalkdd
amplifikdlasa
Downtag vonalkod
amplifikdlasa
Downtag vonalkéd
amplifikdlasa
pZET_p15A vektor
amplifikalasa
pZET_p15A vektor
amplifikalasa



F2. tablazat: Az els) szlirés soran azonositott 114 ARG

Klaszter

10

12

14

15

16

17

19

20

25

27

29

30

33

36

37
38

40

41

42
43

44

Gén
CblA-1

tet(W)

VIM-1

cfiAl

cdeA

tet(W)

AlM-1

OXA-2

CblA-1

TLA-1

AAC(6')
-lih
AAC(2')
-Ib
LMB-1

AIM-1

AAC(3)-
Ic
NmcR

aadS
cepA

BAT-1

AAC(6')
-130
LRA-12

mexB

hmrM

Géncsalad

CblA beta-
lactamase

tetracycline-
resistant ribosomal
protection protein

VIM beta-lactamase

CcrA beta-
lactamase
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
tetracycline-
resistant ribosomal
protection protein
AIM beta-lactamase

OXA beta-
lactamase

CblA beta-
lactamase

TLA beta-lactamase

AAC(6')
AAC(2')

LMB beta-
lactamase

AIM beta-lactamase

AAC(3)

NmcA beta-
lactamase
ANT(6)

cepA beta-
lactamase

BAT Beta-lactamase

AAC(6')

LRA beta-lactamase

RND antibiotic
efflux pump

multidrug and toxic
compound

Mechanizmus
AB inaktivacid

AB célpont
védelem

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB efflux

AB célpont
védelem

AB inaktivacio

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio
AB inaktivacid
AB inaktivacid
AB inaktivacio

AB efflux

AB efflux

Faj!

EC

EC,KP,
SS

EC,SE,
SS,KP

KP,SS

KP

EC

KP,SS

EC,KP,
SS

KP,SE,
EC,SS

KP

KP
KP

EC,KP,
SE

EC,KP

KP
EC

KP
SS

EC,KP

KP

KP
EC,KP,
SE

KP

77

Rez.?

KT

K,T,B

KT

Antib.

CEF,CFD

DOX

FOX,MER,
SUL,CEF,
CFD

CEF,SUL

GEP

DOX

FOX,SUL

SUL,CEF,
MER,CFD

CEF,CFD

CEF,CFD

GEN
GEN
CEF,CFD,F

OX,MER,S
uL

SUL,FOX,
MER

GEN

SUL

APS
CEF

CEF,CFD

GEN

CFD
CFD,CEF

MOX

Fajok
szama

HGT

nem

igen

igen

nem

nem

igen

nem

nem

nem

nem

nem
nem

nem

nem

nem

igen

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

Filogenetikai
eredet
Bacteroidetes

Firmicutes

Proteobacteria

NA

Firmicutes

Firmicutes

Proteobacteria

Proteobacteria

Bacteroidetes

Proteobacteria

Actinobacteria
NA

Proteobacteria

Proteobacteria

NA
Proteobacteria

NA

Bacteroidetes

NA

NA

NA

Bacteroidetes

Bacteroidetes



Klaszter

45
47

48

51

54

55

56

57
59

60

62

66

70

71

72

73

77

79

80

81

82

83

85

86

Gén

SHV-12
mdtK

OXA-21

OXA-
209
PmpM

AAC(3)-
IVb

aadA

PDC-1

OXA-
198

QnrA2

AAC(3)-
Vb
ramA

AAC(3)-
llla

tet(X5)

tet(W/
N/W)

acrB
tet(X)

AAC(3)-
IVb

CcrA

AAC(3)-
Ic
AAC(3)-
la
mdtM

marA

AAC(3)-
IVb

Géncsalad

extrusion (MATE)
transporter

SHV beta-lactamase

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

OXA beta-
lactamase

OXA beta-
lactamase
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

AAC(3)

ANT(3")

PDC beta-lactamase

OXA beta-
lactamase

quinolone
resistance protein
(gnr)

AAC(3)

General Bacterial
Porin; (RND)
antibiotic efflux
pump

AAC(3)

tetracycline
inactivation enzyme

tetracycline-
resistant ribosomal
protection protein
RND antibiotic
efflux pump
tetracycline
inactivation enzyme

AAC(3)

CcrA beta-
lactamase
AAC(3)

AAC(3)

major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux
pump

General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

AAC(3)

Mechanizmus

AB inaktivacid

AB efflux

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB efflux

AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacid

AB célpont
védelem

AB inaktivacid

efflux pumpa
szabalyozos

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB célpont
védelem

AB efflux

AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacid

AB efflux

efflux pumpa
szabalyozos

AB inaktivacio

Faj!

EC
EC,SE

EC,KP,
SE
KP

KP,SE

KP,SS

KP,SS,
EC

EC
EC

EC

SE

KP,EC,
SE,SS

KP,SS

EC,KP,
SE

EC

SS

EC,KP,
SS

EC,SE,
SS

KP
KP
EC,KP,

SE,SS
SE

KP

EC,KP,
SE

78

Rez.?

K,B

B,T

Antib.

CEF,CFD
GEP

SUL,CEF

CEF

GEP

APS

GEN

CFD
SUL,CEF

MOX

APS
DOX,FOX,
ERA,DEL,
MOX,0M
A,GEP,CF
D

GEN

ERA

DOX

FOX

DOX,ERA,
OMA

APS
CEF,CFD
GEN
GEN

GEP

DOX

APS,GEN

Fajok
szama

HGT

igen

nem

igen

nem

nem

nem

igen

nem

nem

nem

nem

igen

nem

igen

igen

nem

igen

nem

nem
nem
igen

nem

igen

nem

Filogenetikai
eredet

Proteobacteria

Bacteroidetes

Proteobacteria

NA

NA

NA

Proteobacteria

Proteobacteria

NA

NA

NA

Proteobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Actinobacteria

Proteobacteria

Bacteroidetes

NA

NA
Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

NA



Klaszter

87

89

92

102

109

111

116

118

121
122

123

126

127
128

132

133

136

137

138

143
144

147

Gén

hmrM

mfpA

OXA-
486
FEZ-1

marA

PmpM

marA

cmeB

TLA-2

OXA-
395
cfiAl4

NmcR

BPU-1
PmpM

CTX-M-
14
mdtK

AAC(3)-
IVb
PmpM

AAC(3)-
IVb
AIM-1

QnrAl

marA

Géncsalad

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
quinolone
resistance protein
(qnr)

OXA beta-
lactamase

FEZ beta-lactamase

General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

resistance-
nodulation-cell
division RND
antibiotic efflux
pump

TLA beta-lactamase

OXA beta-
lactamase

CcrA beta-
lactamase

NmcA beta-
lactamase

BPU Beta-lactamase

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

CTX-M beta-
lactamase
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

AAC(3)

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

AAC(3)

AIM beta-lactamase

quinolone
resistance protein
(gnr)

General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

Mechanizmus

AB efflux

AB célpont
védelem

AB inaktivacid
AB inaktivacio
efflux pumpa

szabalyozos

AB efflux

efflux pumpa
szabdlyozos

AB efflux

AB inaktivacid

AB inaktivacio
AB inaktivacid
AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB efflux

AB inaktivacio

AB efflux

AB inaktivacio

AB efflux

AB inaktivacio
AB inaktivacio

AB célpont
védelem

efflux pumpa
szabalyozds

KP

EC

EC,KP,
SE

KP,EC,
SE,SS

KP

KP

EC,KP,
SE

EC
EC

EC
EC

KP
EC,SE

EC,KP,
SE
KP

EC,KP

EC

EC,KP,
SE
EC

EC

SS

79

Rez.?

KT

Antib.

GEP

MOX, DEL

CEF

CFD,FOX

DOX,FOX,

CFD,MOX,
ERA,OMA,
GEP

GEP

DOX,ERA,
FOX,0MA

CEF,CFD

CEF,CFD
CEF

CFD

FOX

CEF
GEP,APS

CEF,CFD

GEP

APS,GEN

GEP

APS,GEN

SUL
MOX,DEL

ERA

Fajok
szama

1

HGT

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem
igen
igen

nem

nem

igen

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

Filogenetikai
eredet
NA

NA

Proteobacteria

NA

Proteobacteria

NA

Proteobacteria

Bacteroidetes

NA
NA

NA
Proteobacteria

NA

Proteobacteria

Proteobacteria

NA

Chloroflexi

NA

NA

Proteobacteria

NA

Proteobacteria



Klaszter

148

149

152

154

156

157

158

160

163

166

167

168

171
172

174

175

176
177

178

180

181

183

185

191

Gén
BAT-1

mecR1

OXA-
198
AAC(3)-
lh
ramA

AAC(6')
-Ib
mdtK

OXA-
198
adeS

AAC(3)-
IVb
OXA-
444
AAC(6')
-130
AlM-1

LMB-1

mepA

mdtM

SPG-1
OXA-53

QnrB73

OXA-
198
mdtK

marA

MIR-9

evgs

Géncsalad
BAT Beta-lactamase

methicillin resistant
PBP2

OXA beta-
lactamase
AAC(3)

General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

AAC(6'")

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

OXA beta-
lactamase
resistance-
nodulation-cell
division RND
antibiotic efflux
pump

AAC(3)

OXA beta-
lactamase
AAC(6')

AIM beta-lactamase

LMB beta-
lactamase
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

MFS antibiotic
efflux pump

SPG beta-lactamase

OXA beta-
lactamase
quinolone
resistance protein
(anr)

OXA beta-
lactamase
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

MIR beta-lactamase

MFS antibiotic
efflux pump, RND
antibiotic efflux
pump

Mechanizmus
AB inaktivacid
antibiotic
target
replacement
AB inaktivacid

AB inaktivacid

efflux pumpa
szabdlyozos

AB inaktivacid

AB efflux

AB inaktivacio

efflux pumpa
szabdlyozos

AB inaktivacio
AB inaktivacid
AB inaktivacio

AB inaktivacid
AB inaktivacio

AB efflux

AB efflux

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB célpont
védelem

AB inaktivacid

AB efflux

efflux pumpa
szabalyozds

AB inaktivacid

efflux pumpa
szabalyozds

Faj!
EC,KP,
SE
EC,KP,
SE
EC,KP
KP

KP,EC,
SS,SE

KP,SS,
EC,SE
EC

EC

SE

EC,KP
EC
KP

KP
KP,SE

EC

SE

EC
EC,KP

EC

KP,SE,
SS
KP

KP,SS

EC,KP,
ss
KP

80

Rez.?

KT

KT

Antib.
CEF,CFD,S
uL
CEF,CFD,S
UL

CEF

GEN
DOX,MOX
,DEL,ERA,
OMA,CFD,
FOX,GEP,
CEF

GEN

GEP

SUL,CEF,
CFD,MER
OMA

APS,GEN

CEF

GEN

FOX
SUL,CEF

OMA

GEP

MER
CEF,FOX,

SUL
MOX

CEF

GEP

DOX,FOX,
MOX

CFD,FOX

GEP

Fajok
szama

3

HGT
nem

nem

nem
nem

igen

igen

nem

nem

nem

nem
nem
nem

nem

nem

nem

igen

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

Filogenetikai
eredet
NA

NA

Chlorobi
NA

Proteobacteria

Proteobacteria

NA

NA

Bacteroidetes

NA
Firmicutes
NA

Proteobacteria

Proteobacteria

NA

Proteobacteria

NA

Proteobacteria

Firmicutes

NA

NA

Proteobacteria

Proteobacteria

Firmicutes



Klaszter

193

199

200

202

207

209

212
214

215
217

219

220

221

222

226

231

232

233

235

237

238

Gén

ramA

hmrM

marA

PmpM

DHA-7

AAC(3)-
Xl
PDC-1

AAC(3)-
Vb
BAT-1

NDM-1

AAC(6")
-33
AAC(3)-
lh

Txr

cdeA

marA

AAC(3)-
Ib/AAC

(6')-1b"

hmrM

mepA

QnrB46

tet(37)

mdfA

Géncsalad

General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter

DHA beta-
lactamase

AAC(3)

PDC beta-lactamase

AAC(3)

BAT Beta-lactamase

NDM beta-
lactamase

AAC(6')
AAC(3)

ABC antibiotic
efflux pump
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
General Bacterial
Porin; RND
antibiotic efflux
pump
AAC(3);AAC(6")

multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
multidrug and toxic
compound
extrusion (MATE)
transporter
quinolone
resistance protein
(anr)

tetracycline
inactivation enzyme
major facilitator
superfamily (MFS)
antibiotic efflux
pump

Mechanizmus
efflux pumpa

szabdlyozos

AB efflux

efflux pumpa
szabdlyozos

AB efflux

AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
AB inaktivacio
efflux pumpa

szabdlyozos
AB efflux

efflux pumpa
szabalyozos

AB inaktivacid

AB efflux

AB efflux

AB célpont
védelem

AB inaktivacio

AB efflux

Faj!

EC

KP

EC

EC

EC,KP
KP,SE

SE

EC,KP,
SE,SS
EC

SE,EC,
KP,SS

KP
KP
KP

EC,SE

KP,SE

KP

SE

EC

KP,EC,

SE

SE

Rez.?

K,B

Antib.

MOX

GEP

SUL

GEP

CEF

APS

CFD
APS

CEF

CEF,CFD,
SUL,MER,
FOX

GEN

GEN
DOX,ERA,

OMA
GEP

DOX,ERA,
FOX,0MA

GEN

GEP

OMA

DEL,MOX,
GEP

OMA

GEP

*1 EC=E. coli, KP=K. pneumoniae, SS=S. sonnei, SE=S. enterica

*2 Rezisztom: B=bél mikrobiom, T=talaj, K=klinikai

81

Fajok
szama

HGT

nem

nem

nem

nem

igen
nem

nem

nem

nem

igen

nem
nem
nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

nem

Filogenetikai
eredet
Proteobacteria

NA

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria
Firmicutes

Proteobacteria

NA

NA

Proteobacteria

NA
Proteobacteria
Proteobacteria

NA

Proteobacteria

NA

NA

Proteobacteria

NA

Bacteroidetes

Proteobacteria



F3. tablazat: MIC mérések eredményei

Gén

mfpA
mfpA
mfpA
mfpA
mfpA
mfpA
mfpA
mfpA
CblA-1
CblA-1
CblA-1
CblA-1
CblA-1
CblA-1
CblA-1
CblA-1
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
tet(X)
AAC(3)-IVb
AAC(3)-IVb
AAC(3)-IVb
AAC(3)-IVb
cdeA

cdeA

cdeA

cdeA
OXA-486
OXA-486
OXA-486
OXA-486

Faj

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

Antibiotikum MIC valtozas (x)

DEL
DEL
DEL
DEL
MOX
MOX
MOX
MOX
CEF
CEF
CEF
CEF
CFD
CFD
CFD
CFD
DOX
DOX
DOX
DOX
ERA
ERA
ERA
ERA
OMA
OMA
OMA
OMA
APS
APS
APS
APS
GEP
GEP
GEP
GEP
CEF
CEF
CEF
CEF

nincs

nincs
nincs

nincs

nincs

nincs

nincs
nincs
256

64
32
16
32
32
nincs
128
256
64

82

Jelen van-e a

masodik sziirésben

igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
igen
nem
nem
nem
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
nem
igen
igen

nem

Mechanizmus

AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacid

AB inaktivacio

AB inaktivacid

AB inaktivacid

AB efflux

AB efflux

AB efflux

AB efflux

AB inaktivacid

AB inaktivacid

AB inaktivacid

AB inaktivacié



Gén Faj Antibiotikum MIC valtozas (x) Jelen van-e a Mechanizmus
masodik szlirésben

CblA-1, K. pneumoniae = CEF 32 igen AB inaktivacio/AB

mexB efflux

CblA-1, E. coli CEF 32 igen AB inaktivacio/AB

mexB efflux

CblA-1, S. enterica CEF 32 igen AB inaktivacié/AB

mexB efflux

CblA-1, S. sonnei CEF 32 igen AB inaktivacié/AB

mexB efflux

CblA-1, K. pneumoniae = CEF 64 igen AB inaktivacio/AB

cmeB efflux

CblA-1, E. coli CEF 64 igen AB inaktivacio/AB

cmeB efflux

CblA-1, S. enterica CEF 64 igen AB inaktivacié/AB

cmeB efflux

CblA-1, S. sonnei CEF 64 igen AB inaktivacié/AB

cmeB efflux

ramA K. pneumoniae = DEL 8 nem efflux pumpa
regulator

ramA E. coli DEL 8 igen efflux pumpa
regulator

ramA S. enterica DEL 4 nem efflux pumpa
regulator

ramA S. sonnei DEL 4 igen efflux pumpa
reguldtor

ramA K. pneumoniae  DOX 128 igen efflux pumpa
regulator

ramA E. coli DOX 8 igen efflux pumpa
regulator

ramA S. enterica DOX 8 nem efflux pumpa
regulator

ramA S. sonnei DOX 4 igen efflux pumpa
regulator

mdtK K. pneumoniae = GEP nincs nem AB efflux

mdtK E. coli GEP 8 igen AB efflux

mdtK S. enterica GEP 16 nem AB efflux

mdtK S. sonnei GEP 2 nem AB efflux

AAC(3)-IVb = K. pneumoniae = APS 256 igen AB inaktivacid

AAC(3)-IVb  E. coli APS 16 igen AB inaktivacié

AAC(3)-IVb = S. enterica APS nincs igen AB inaktivacid

AAC(3)-IVb | S. sonnei APS 64 igen AB inaktivacid

CblA-1, K. pneumoniae = CEF 16 nem AB inaktivacio/AB

mexB efflux

CblA-1, E. coli CEF 32 igen AB inaktivacio/AB

mexB efflux

CblA-1, S. enterica CEF 16 igen AB inaktivacié/AB

mexB efflux

CblA-1, S. sonnei CEF 32 nem AB inaktivacié/AB

mexB efflux
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Gén

CblA-1,
mexB
CblA-1,
mexB
CblA-1,
mexB
CblA-1,
mexB
mepA
mepA
mepA
mepA
QnrB73
QnrB73
QnrB73

QnrB73

Faj

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

K. pneumoniae
E. coli

S. enterica

S. sonnei

Antibiotikum MIC valtozas (x)

CFD

CFD

CFD

CFD

OMA
OMA
OMA
OMA
MOX
MOX
MOX
MOX

32

16

32

nincs

H~ 00 o

Jelen van-e a

masodik szlirésben
nem

nem
igen
nem

igen
nem
igen
igen
nem
nem
nem

nem

Mechanizmus

AB inaktivacio/AB
efflux

AB inaktivacio/AB
efflux

AB inaktivacio/AB
efflux

AB inaktivacio/AB
efflux

AB efflux

AB efflux

AB efflux

AB efflux

AB célpontvédelem
AB célpontvédelem
AB célpontvédelem

AB célpontvédelem

F1. abra: A masodik szelekcids kisérlet hibarataja az MIC mérések alapjan
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Az MIC mérések soran tesztelt fragmensek koziil egyet (QnrB73) a bejuttatast kovetd, masodik

szelekciot megel6z6 szekvendlds soran nem azonositottunk, igy ezt kizartuk a hibarata

szamolasakor. Ezen kiviil az MIC mérések soran mért rezisztens fenotipust >2x MIC valtozasként

hataroztuk meg, mivel a sz{irés soran az agarlemezen a 2x-esnél nagyobb rezisztenciat tudjuk csak

kimérni. Tehat a 2x-es MIC valtozast még nem tekintettiik rezisztencidnak. Ezek alapjan fals negativ

talalatok azok, amelyek az MIC mérés alapjan legalabb 4x-es MIC valtozast biztositanak, azonban a

szlirés soran nem azonositottuk 6ket. Fals pozitiv talalatok, amelyek az MIC mérés alapjan <2x-es

rezisztenciat biztositanak, azonban a sziirés soran azonositottuk 6ket.
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F2. abra: A hibarataval korrigalt atfedések a fajok kozott

0.6

Korrigalt Jaccard hasonldsag
0.7 0.8

0.68 0.68 0.69

Mt (0.59,0.77) (0.59,0.77) (0.60,0.78)

. 0.72 0.73
S. enterica

(0.63, 0.81) (0.63,0.81)

0.69

K .
pneumoniae (0.60 , 0.78)

E. coli
K. pneumoniae
S. enterica

A csempékben lathato értékek a korrigalt Jaccard hasonl6sagot mutatjak, a zaréjelben 1évé szamok
a 95%-os konfidenciaintervallumot jelolik. A korrigalas roviden az alabbiak szerint tortént: a
masodik szlirés sordn minden faj esetén a rezisztencia (ARG) jelenlétét vagy hidnyat az adott
antibiotikum esetén random modon valtoztattuk a pozitiv és negativ predikcids értékek alapjan. A
pozitiv és negativ predikcids érték a fals pozitiv vagy fals negativ esetek aranya az 6sszes pozitiv és
0sszes negativ esetekéhez képest. A random cserét 50.000-szer ismételve kaptuk meg az atfedések

medianjat (korrigalt Jaccard hasonldsag) és a 95%-os konfidenciaintervallumot.
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F3. abra: Az ARG-k fragmenseken valé jelenléte és a masodik sziirés soran tortént

azonositasuk dsszefiiggése

Toébb fragmensen Egy fragmensen
talalhatod talalhato
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rezisztenciafenotipus rezisztenciafenotipus

Azon ARG-k k6zott, amelyek nem biztositottak rezisztenciat a masodik sziirés soran, szignifikansan

feldasulnak azok, amelyek egy fragmensen vannak jelen.
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