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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

AMR – antimikrobiális rezisztencia 
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APS – apramicin-szulfát 

ARG – antibiotikumrezisztencia-gén 

BAC (bacterial artificial chromosome) – bakteriális mesterséges kromoszóma  

CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database) – rezisztenciagén adatbázis 

CEF – Ceftobiprol 

CFD – Cefdinir 

DEL – Delafloxacin 

DOX – Doxiciklin  

ERA – Eravaciklin 

FOX – Cefoxitin  

GEN – Gentamicin 

GEP – Gepotidacin 

HGT – Horizontális géntranszfer 

LB tápoldat – Luria-Bertani tápoldat 

LPS – lipopoliszacharid 

MER – Meropenem 

MHBII (Müller-Hinton Broth) – Müller-Hinton tápoldat 

MOX – Moxifloxacin 

OMA – Omadaciklin 

RBP (receptor binding domain) – receptorkötő domain 

SUL – Sulopenem 

TAE – TRIS-acetát-EDTA puffer 

WHO (World Health Organisation) – Egészségügyi Világszervezet 
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1. BEVEZETÉS  

1.1. Az antibiotikumrezisztencia  

Az antibiotikumok olyan természetes vagy szintetikusan előállított molekulák, amelyek a 

baktériumok szaporodását gátolják, vagy a baktériumsejt pusztulását okozzák. Az első 

antibiotikum, a penicillin felfedezésétől a ’90-es évekig számos antibiotikumosztályt 

fedeztek fel és kezdtek el alkalmazni a gyógyászatban. Az ezt követő időszakban azonban 

lelassult a fejlesztési folyamat. Ennek részben az az oka, hogy a baktériumokban az 

évtizedek alatt jelentős mértékű ellenállóképesség (rezisztencia) alakult ki az 

antibiotikumokkal szemben, így a gyógyszerfejlesztőknek nem éri meg az antibiotikumok 

fejlesztésébe fektetni. Az antibiotikumrezisztencia az elmúlt néhány évtizedben 

világméretű problémává nőtte ki magát, amelynek következtében az egészségügyi 

világszervezet (WHO) az emberiséget leginkább fenyegető 10 egészségügyi probléma 

között tartja számon. Egy 2014-es WHO jelentés szerint évente körülbelül 700.000 ember 

halálát okozza valamilyen antibiotikumrezisztens bakteriális fertőzés, és ez a szám 2050-

re elérheti a 10 milliót, ezzel megelőzve a rákos megbetegedéseket (1. ábra) (O’Neill 2016). 

A fenti idézet, amely Alexander Fleming előadásából származik a Nobel-díj átvételekor, 

rávilágít, hogy a rezisztencia megjelenésének ténye már általa is ismert volt, és előadásában 

óva intette az emberiséget az antibiotikumok felelőtlen, túlzott mértékű használatától.  

 

„Eljöhet az idő, amikor a penicillin bárki számára elérhető lesz a 

boltok polcain. Ekkor fennállhat a veszélye, hogy az emberi 

hanyagság miatt a gyógyszert elégtelen mennyiségben alkalmazva a 

mikróbáink ahelyett, hogy elpusztulnának, ellenállóvá válnak a 

gyógyszerrel szemben.” 

Alexander Fleming, 1945 

(https://www.nobelprize.org/uploads/2018/06/fleming-lecture.pdf) 
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1. ábra Antibiotikumrezisztens fertőzések várható száma 2050-re (O’Neill 2016)  

 

Az antibiotikumrezisztencia nem kizárólag az emberi felhasználás következtében alakulhat 

ki a baktériumokban. A jelenleg használatban lévő antibiotikumok 80%-a a Streptomyces 

baktériumnemzetség által termelt természetes molekulák származéka (Barka és mtsai. 

2016), így számos baktériumfajban már az antibiotikumok tömeges használata előtt 

kialakult a képesség azok hatásának kivédésére. Ezek a baktériumok számos környezetben  

előfordulnak, és sok antibiotikumrezisztencia-gént (angolul antibiotic resistance gene, 

vagy ARG-t) hordoznak genetikai állományukban. Erre azért van szükségük, mert maguk is 

termelnek antibiotikum jellegű molekulákat. Az ezen gének által biztosított rezisztencia 

mechanizmusa változatos: antibiotikum-módosítás és -lebontás, efflux, antibiotikumok 

megkötése egyéb fehérjék által, célpont módosítása, védelme vagy elkerülése (Peterson & 

Kaur, 2018, 2. ábra). A rezisztenciáért felelős gének tehát természetes módon régóta jelen 

van a környezetben, így több olyan területen is azonosították már őket, amelyek az ember 

által érintetlenek. Ilyen például a permafroszt (évezredek óta fagyott állapotban lévő 

talajok) vagy az emberektől izoláltan fekvő barlangok (Boucher és mtsai. 2009; Payne és 

mtsai. 2007).  

 

1.1.1. Antibiotikumrezisztencia a környezetben 

Az antibiotikumok tömeges megjelenése és felhasználása tehát egy, a természetben 

már jelenlévő szelekciós nyomást erősített fel és nagymértékben hozzájárult a rezisztencia 
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elterjedéséhez. Az emberi használat következtében kialakult antibiotikumszennyezés a 

világon eltérő mértékben, de mindenhol jelen van. A leginkább érintett területek a 

kórházak, az állattenyésztés, a szennyvízkezelő telepek, valamint az antibiotikumokat 

előállító gyógyszergyárak és ezek közvetlen környezete (Kraemer, Ramachandran, és 

Perron 2019). Az ilyen területeken jelennek meg a többszörösen rezisztens kórokozók.  

Az antibiotikumok, mennyiségüktől függően többféleképpen fejthetnek ki hatást 

egy baktériumpopulációra. Amennyiben kellően magas koncentrációban vannak jelen, a 

baktériumok pusztulását okozzák, vagy szaporodásukat gátolják. Ilyenkor hosszútávú  

hatásuk letális. Ha azonban a letális dózisnál alacsonyabb a mennyiségük, de elegendő 

ahhoz, hogy szelekciós nyomást fejtsenek ki a populációra, a rezisztens sejtek 

elszaporodását okozzák. Több tanulmányban is kimutatták, például tetraciklin és 

ciprofloxacin esetében, hogy az antibiotikumok nem letális koncentrációban való jelenléte 

a környezetben szelektál az ARG-ket hordozó baktériumokra, amelyek így elszaporodnak 

az antibiotikumokkal szemben szenzitív társaik rovására (Kraupner és mtsai. 2018; 

Lundström és mtsai. 2016). Egyes országokban a nem megfelelő szabályozás miatt 

kiemelkedő a környezetben előforduló antibiotikumszennyezettség mértéke, így a 

rezisztens baktériumok jelenléte is. Például, India egyik ipari városának környékén a 

talajban és a vizekben a mért adatok szerint számos antibiotikum koncentrációja több száz, 

egyes esetekben több ezerszerese a szabályok szerint megengedett koncentrációnak 

(Lübbert és mtsai. 2017). Ezek a körülmények az ARG-ket hordozó baktériumok 

feldúsulását okozzák, így létrehozva egy kollektív rezisztenciagén repertoárt, az 

úgynevezett antibiotikum rezisztómot (angolul: antibiotic resistome). 
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2. ábra. Az antibiotikumok hatásmechanizmusai és az antibiotikumrezisztencia 

főbb mechanizmusai (Crofts és mtsai., 2017) 

 

Az antibiotikum rezisztóm fogalmát először Gerry Wright és kollégái használták 

2006-ban, a talajban található ARG-k összeségének leírására, ezzel igazolva, hogy a 

környezetben található többszörösen rezisztens kórokozók gyakoribbak, mint ahogy azt 

előtte feltételezték (D’Costa és mtsai. 2006). A jelenlegi definíció szerint az antibiotikum 

rezisztóm magába foglal minden szerzett és saját ARG-t, valamint minden olyan potenciális 

rezisztenciagént, amely az expressziót érintő valamely módosítás révén képes 

ellenállóképességet biztosítani egy adott környezetben élő baktériumpopulációnak (Kim 

és Cha 2021). A rezisztómot alkotó ARG-k folyamatosan cserélődnek az emberekben, 

állatokban és a környezetben élő baktériumok között, mivel ezek állandó kölcsönhatásban 

vannak egymással. Kimutatták, hogy a különböző környezetek közül a rezisztenciagének 

legjelentősebb „tárhelye” a talaj (Zhu és mtsai. 2019). Azonban az itt található géneknek 

csak kis része jelenik meg kórházi körülmények között, ami arra utal, hogy a talajban lévő 

ARG-k közelében ritkábban találhatóak mobilis genetikai elemek, így a talajbaktériumok 

között ritkábban adódnak át, mint az emberi kórokozókban. (Forsberg és mtsai. 2014). 

Ezzel szemben az ARG-k terjedésében fontos szerepet játszik az emberi rezisztóm, amely 
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az emberi emésztőrendszerben, a bőrön és a légzőszerv-rendszerben élő baktériumok által 

hordozott rezisztenciagének összessége. Számos tanulmány rávilágított az emberi bél 

rezisztóm és a kórokozó baktériumok rezisztómjának hasonlóságára és ezzel a bél 

mikrobiom szerepére a klinikumban megjelenő rezisztenciában (Forsberg és mtsai. 2014; 

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

 

1.1.2. Az antibiotikumrezisztencia terjedésének módjai  

Az antibiotikumrezisztencia két  fő módon terjedhet a baktériumpopulációk 

szintjén, vertikálisan és horizontálisan. Vertikális terjedés során a rezisztencia egy újonnan 

létrejövő (de novo) mutáció révén alakul ki, majd tovább adódik az utódsejtre. Horizontális 

terjedés, ún. horizontális géntranszfer során a rezisztenciagének nem rokon 

baktériumfajok között adódnak át. A baktériumok horizontális géntranszfer útján új DNS 

fragmensekre tesznek szert (3. ábra), amelyek elősegíthetik az alkalmazkodásukat a 

változó környezeti körülményekhez, új életterek elfoglalását teszik lehetővé, vagy 

megváltoztatják a baktérium kölcsönhatását a gazdaszervezettel (Brito 2021). A 

horizontális géntranszfernek nem csak a természetben, hanem kórházi körülmények 

között is kiemelkedő szerepe van az antibiotikumrezisztencia terjedésében. Az ARG-k 

horizontális úton három módon adódhatnak át a baktériumok között. Ezek egyike a 

konjugáció, amely során a plazmidokon kódolt rezisztenciagének adódnak át. Jó példa a 

konjugáció általi horizontális terjedésre a kolisztinnel szemben rezisztenciát biztosító mcr-

1 gén (R. Wang és mtsai. 2018), vagy az Új-Delhi metallo-béta-laktamáz gén variánsainak 

terjedése a világban (Farhat és Khan 2020). Ezen kívül más antibiotikumosztályok, mint a 

tetraciklinek, aminoglikozidok vagy kinolonok esetén is nagymértékben jellemző a 

plazmidon terjedő rezisztencia (Huddleston 2014).  
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3. ábra A rezisztencia terjedésének módjai (Sommer és mtsai., 2017) 

A) A vertikális evolúció során de novo rezisztenciát biztosító mutáció jön létre, amely tovább 

öröklődik az utódsejtbe. A kék szín az antibiotikumra érzékeny sejtet, míg a lila az antibiotikummal 

szemben rezisztens sejtet jelöli. B) A horizontális géntranszfer három lehetséges módja. Bakteriofág 

transzdukció során a bakteriofág kapcsolódik a recipiens baktérium felszínéhez, majd bejuttatja 

DNS-ét a sejt citoplazmájába, amely ezután integrálódhat a kromoszómába. A bakteriális konjugáció 

a donor és recipiens sejt közvetlen érintkezése során történik és konjugatív plazmid, valamint 

integratív-konjugatív elemek átadásával jár. A természetes transzformáció során egy lizáló sejtből 

DNS szabadul ki, amelyet a recipiens sejt felvesz. Mindhárom folyamat rezisztenciát okozó mutációk 

és/vagy gének (élénkpiros színnel jelölve) bejutását eredményezi a recipiens baktériumba. A kék 

szín a recipiens, a lila a donor sejteket jelöli. 

 

Egy másik módja a rezisztenciagének horizontális terjedésének a természetes 

transzformáció, melynek során a baktériumok szabadon álló DNS darabokat vesznek fel, 

majd a kromoszómájukba integrálást követően kifejezik az azokon található gént vagy 

géneket. A természetes transzformáció feltétele a sejtek kompetens állapota, valamint, 

hogy a baktérium környezetében elérhető DNS szakasz legyen (Thomas és Nielsen 2005).  

A közelmúltban megjelent tanulmányok eredményei alapján a rezisztenciagének 

terjesztésében jelentős szerep tulajdonítható a bakteriális vírusoknak, ún. 

bakteriofágoknak (röviden fágoknak), amelyek a saját genomjuk mellett bakteriális DNS-t 

is becsomagolhatnak a kapszidjukba. Számos olyan tanulmány született, amelyben 

antibiotikumrezisztencia-géneket azonosítottak bakteriofágokban (Colavecchio és mtsai. 

2017; Colomer-Lluch, Jofre, és Muniesa 2011; Shousha és mtsai. 2015).  

Az, hogy a rezisztencia vertikális és horizontális terjedése milyen arányban zajlik 

még nem tisztázott, de a korábbi évtizedekben izolált rezisztens kórokozók genomjainak 

vizsgálata arra enged következtetni, hogy számos antibiotikum esetén a horizontális 
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géntranszfer nagy mértékben felelős a rezisztenciakrízis kialakulásáért (Gilmore, Lebreton, 

és van Schaik 2013). Nem teljesen tisztázott még az sem, hogy pontosan milyen tényezők 

befolyásolják, hogy egy rezisztenciagén az új gazdába kerülve képes legyen ellátni a 

funkcióját. Porse és munkatársai egy 2018-ban megjelent tanulmányban 200 ARG 

kifejeződését vizsgálta E. coliban és kimutatták, hogy a gének kompatibilitása 

nagymértékben függ a rezisztencia mechanizmusától és a gének filogenetikai eredetétől 

(Porse és mtsai. 2018). A tanulmány szerint az antibiotikummódosító enzimek nagyobb 

mértékben funkcionálisak egy új baktérium fajban („gazdában”). Továbbá a kisebb 

filogenetikai távolságra lévő fajok génjei alig csökkentik antibiotikum hiányában a gazda 

baktérium szaporodási rátáját (fitneszét). A gének funkcionalitását befolyásolhatja az 

episztázis, azaz az átadott gén vagy mutáció kölcsönhatása más génekkel (Apjok és mtsai. 

2019; de Visser és Krug 2014). Episztázis  az ARG és a gazda génjei között befolyásolhatja 

az antibiotikum rezisztencia mértékét, a szaporodási rátát (fitneszt) és a plazmidok 

stabilitását egyaránt. Az új gén felvétele miatt kialakuló fitneszhátrányt a baktérium 

genomjában létrejövő ún. kompenzáló mutációk csökkenthetik, elősegítve a mutáció vagy 

a plazmid, így a rezisztencia fennmaradását (Dahlberg és Chao 2003; Loftie-Eaton és mtsai. 

2016).  

A rezisztencia tehát többféle módon kialakulhat és terjedhet egy 

baktériumpopulációban. Ehhez nagymértékben hozzájárul a különböző emberi, állati és 

egyéb élőhelyek egymással való szoros kölcsönhatása. Az úgynevezett „Egy Egészség” és 

„Globális Egészség” (angolul „One Health” és „Global Health”) koncepciók értelmében az 

emberrel kölcsönható egyéb életközösségek állapota befolyásolja az emberi egészséget (4. 

ábra, Hernando-Amado és mtsai., 2019). Ennek értelmében a rezisztencia terjedése egy 

többszintű hierarchikus folyamat, amelynek minden szintje befolyásolja a következőt. A 

rezisztenssé vált baktériumok embereket vagy állatokat fertőzhetnek meg, akik/amik 

utazásaik, mozgásuk révén tovább terjesztik őket más populációkban, többek között 

kórházakban (Hernando-Amado és mtsai. 2019).  
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4. ábra Az „Egy Egészség” és „Globális Egészség” koncepció (Hernando-Amado és 

mtsai. 2019) 

A rezisztencia átadása lokális szinten a különböző ökoszisztémák (farmok, kórházak, 

szennyvízkezelő telepek és a természetes környezet) közötti határok átlepésével történik. Ez az ún. 

„Egy Egészség” probléma, amely szerint bármely felsorolt ökoszisztéma „egészsége” befolyásolja a 

többit, beleértve az emberi egészséget. A „Globális Egészség” a lokális ökoszisztéma-hálózatok 

kapcsolata más hálózatokkal, amelyen keresztül a rezisztencia világszinten terjedni tud. Ebben olyan 

folyamatok játszanak szerepet, mint az utazások, az állatok vándorlása, a kereskedelem vagy az 

időjárás. 

 

A rezisztencia gyors terjedése miatt tehát kiemelkedően fontos olyan 

antibiotikumok fejlesztése, amelyek ellen a környezetben kevésbé jellemző a rezisztencia 

jelenléte, vagy annak lassabb terjedése várható.  

 

1.1.3. Az antibiotikumfejlesztés helyzete 

Az új antibiotikumok fejlesztése az elmúlt évtizedekben jelentősen lelassult, mivel a 

rezisztencia rendkívül gyors megjelenése miatt a gyógyszerfejlesztő vállalatok számára 

nem térül meg a fejlesztésbe fektetett idő és anyagi forrás. Abban az esetben, ha 

gyógyszerjelölt molekulával szemben kialakuló rezisztenciát még időben, a fejlesztési 

folyamat elején azonosítanák, szelektálhatók lennének azok a jelöltek, amelyek nagy 

valószínűséggel nem lesznek sikeresek.  Ehhez azonban a jelenleginél átfogóbb vizsgálatok 

lennének szükségesek, amelyek a környezetben található rezisztencia determinánsokat is 

figyelembe veszik. Az új antibiotikumok fejlesztése során a preklinikai vizsgálatok a de novo 
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mutációk által okozott rezisztencia azonosítására fókuszálnak és nem vizsgálják a 

környezeti rezisztómokat és így a horizontális géntranszfer útján potenciálisan kialakuló 

rezisztenciát (Sommer és mtsai. 2017). Így ezek a vizsgálatok nem teljeskörűek és 

klinikailag kevésbé relevánsak, mivel olyan „rezisztenciabiztosnak” tűnő 

antibiotikumjelöltek kerülhetnek ki a fejlesztési folyamatból, amelyekkel szemben 

előfordulhat a környezetben terjedni képes rezisztencia. Fontos tehát a rezisztómok 

vizsgálata, főleg olyan környezetekben, ahol a kórokozó és a rezisztenciát hordozó donor 

organizmus egyaránt előfordul (Sommer és mtsai. 2017).  

A környezeti rezisztómokat alkotó ARG-ket a mikrobiomok vizsgálata során 

azonosíthatjuk. Mikrobiomnak nevezzük egy adott környezetben található baktériumok, 

vírusok és gombák alkotta közösséget. A mikrobiomot alkotó organizmusok 

örökítőanyagának összessége a metagenom, amelynek vizsgálatával a metagenomika nevű 

tudományág foglalkozik. 

 

1.2. A metagenomika  

1.2.1. A metagenomika módszertana 

A metagenomika segítségével a mikroorganizmusokat a DNS-ükön keresztül 

tanulmányozhatjuk. A DNS közvetlenül az adott környezetből kinyerhető és nem igényli a 

mikroorganizmusok laboratóriumi tenyésztését (Coughlan és mtsai. 2015). A fajok 

azonosításán kívül lehetőséget nyújt a metabolikus útvonalaik feltérképezésére és az adott 

populációban betöltött funkciójuk meghatározására (Langille és mtsai. 2013). Ezen kívül a 

genetikai információ kifejeztethető egy laboratóriumi körülmények között könnyen 

kezelhető gazdaszervezetben, így áthidalva a tenyésztési nehézségeket. Ez a megközelítés, 

egy funkcionális szűréssel kiegészítve lehetőséget nyújt új enzimatikus funkciók 

azonosítására.  

A metagenomikai vizsgálat során ún. metagenomikai könyvtárakat hoznak létre. 

Ezek elkészítésekor fontos szem előtt tartani, hogy a keresett funkció szempontjából mely 

környezet lehet releváns. Érdemes olyan környezetet választani, amelyben a keresett 

funkció nagy valószínűséggel előfordul. Hidrolitikus enzimek keresése esetén például 

optimális egy kérődző bendője, hiszen ott az emésztés feltétele ezen enzimek jelenléte 

(Ferrer és mtsai. 2007). A könyvtárkészítés előtt a környezet manipulálása révén az adott 
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funkció fel is dúsítható, ezzel növelve a sikeres találatok számát (Jan Dirk van Elsas és mtsai. 

2008). 

A metagenomikai vizsgálat a környezeti DNS kinyerésével kezdődik. A DNS 

kinyerhető közvetlen módon, amikor a mikrobiomot a környezeti mintából közvetlenül 

izolálják vagy közvetetten, amikor a baktériumok izolálása megelőzi a DNS kinyerését. A 

kinyert DNS négy fő paramétere lényeges a metagenomikai könyvtár szempontjából: a totál 

DNS mennyisége, tisztasága, a DNS fragmensek mérete, illetve, hogy azok milyen 

mértékben reprezentálják az adott mikrobiomot (Ekkers és mtsai. 2011). A megfelelő DNS 

izoláló kitek segítségével a talajból, valamint a bél mikrobiomból már kis mennyiségű 

kiindulási mintából is lehetséges nagy mennyiségű, fragmentálatlan, tiszta DNS-t kinyerni. 

Egy 2011 tanulmány pedig kimutatta, hogy a DNS kinyerésének módjától nem függ, hogy 

milyen mértékben reprezentálja a mikrobiomot (Delmont és mtsai. 2011).  

A metagenomikai DNS további vizsgálata szempontjából két megközelítés 

lehetséges: a szekvencia alapú és a funkcionális. A szekvencia alapú megközelítés során 

feltérképezhető a vizsgált mikrobiom összetétele, amelyet a 16S rRNS szekvenálás vagy a 

teljes metagenom szekvenálás tesz lehetővé. A 16S rRNS génje erősen konzervált a 

baktériumok között és specifikus szekvenciákat is tartalmaz. A konzervált szekvenciák 

segítségével egy kevert populáció DNS-ét tartalmazó mintában amplifikálható a specifikus 

szekvencia, amely a különböző baktériumcsaládok esetén eltér, így alkalmas a minta 

családszintű összetételének meghatározására. (Lane és mtsai. 1985). A teljes 

metagenomikai DNS szekvenálása segítségével azonban a fajok és a gének szintjén is 

jellemezhető a metagenom. Ennek során a DNS tördelését követően a fragmenseket 

szekvenálják, majd összeillesztik és annotálják a szekvenciában található géneket. Így már 

ismert gének olyan homológjai fedezhetők fel, amelyek speciális funkciót látnak el, vagy 

valamilyen környezeti körülménnyel szemben ellenállóbbak, tehát ipari felhasználás 

szempontjából lényegesek. Venter és mtsai így azonosítottak 2004-ben 1.2 millió addig 

ismeretlen gént, valamint így fedeztek fel cellulóz és xilán hidrolízisben részt vevő új 

enzimeket kódoló géneket (Venter és mtsai. 2004; Warnecke és mtsai. 2007) és biomassza 

lebontó fehérjéket kódoló géneket (Hess és mtsai. 2011). A funkcionális szűrés során 

vizsgálható, hogy egy DNS fragmensen kódolt adott fenotípus kifejeződik-e egy másik 

gazdaszervezetben. Ennek során (5. ábra) a környezeti DNS izolálását követően, a DNS 

fragmenseket vektorba klónozzák, majd egy új gazdában kifejeztetik. Ehhez a DNS 
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kinyerését követően a megfelelő fragmensméretet kell kiválasztani, majd a fragmensméret 

alapján a megfelelő vektort. Kis fragmensméret esetén (<10 kb) általában 15 kb-nál kisebb 

plazmid vektorokat alkalmaznak, míg nagyobb fragmensenkél (>10 kb), 15-40 kb méretű 

kozmidokat, 25-45 kb méretű fozmidokat vagy 100-200 kb méretű bakteriális mesterséges 

kromoszómát (BAC) használnak (Angelov és mtsai. 2009; J.D. van Elsas, Speksnijder, és van 

Overbeek 2008; Kakirde és mtsai. 2011; Uchiyama és Miyazaki 2009). A funkcionális szűrés 

többféle módon történhet. Használható indikátor táptalaj amelyen a funkciót ellátó, aktív 

klónok vizuálisan, pl. hemolízis (Rondon és mtsai. 2000) vagy lipolízis (Henne és mtsai. 

2000) révén azonosíthatók. A szűrések során felfedezhetők új antimikrobiális molekulák 

is. Ilyenkor az antibiotikumot termelő baktériumot és a célbaktériumot egymásra 

rétegezve növesztik és az aktív klónokat a körülöttük kialakuló gátló zónák révén 

azonosítják (Iqbal, Craig, és Brady 2014; Tannières és mtsai. 2013). Ezen kívül a könyvtárak 

szűrhetők szelekciós megközelítéssel is. Ebben az esetben csak az a klón fog túlélni a 

táptalajon, amely rendelkezik a túléléshez szükséges aktivitással. Így szűrhetők ki olyan 

gének, amelyek pl. egy adott szénforrás felhasználását segítik elő (Entcheva és mtsai. 2001), 

ellenállóvá teszik a gazdát egy antimikrobiális szerrel szemben (Kintses és mtsai. 2018; 

Sommer, Dantas, és Church 2009), vagy pl. növekedést biztosítanak magas koncentrációjú 

nehézfém mellett (Staley és mtsai. 2015).  

 

 

5. ábra A funkcionális metagenomika módszertana (Crofts és mtsai., 2017) 

A funkcionális metagenomikai szűrés első lépése a környezeti DNS kinyerése. A DNS-t fragmentálást 

és méretszelekciót követően vektorba klónozzák, majd az így létrehozott metagenomikai 

génkönyvtárat heterológ gazdába juttatják. Ezután elvégezhető a szelekció a kívánt funkcióra. A 
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találatokban található adott funkciót ellátó fragmensek szekvenciája új generációs szekvenálással 

meghatározható, majd a szekvenciák génadatbázisok segítségével annotálhatók.  

 

A funkcionális metagenomikai szűréseket általában egyetlen baktérium jól ismert 

laboratóriumi törzsében végzik (Ekkers és mtsai. 2011). Egyetlen gazda alkalmazása 

azonban nem garantálhatja a könyvtár minden funkcionális génjének kifejeződését (6. 

ábra, Liebl és mtsai., 2014). Martinez és mtsai. új antibiotikumokat előállító útvonalakat 

kerestek funkcionális metagenomikai szűréssel több fajban és jelentős fajok közti 

különbséget találtak az azonosított útvonalakban. Craig és mtsai. ugyanerre az eredményre 

jutottak (Craig és mtsai. 2010; Martinez és mtsai. 2004). Annak számos oka lehet, hogy egy 

adott gén nem fejeződik ki és ezáltal nem funkcionális egy új gazdafajban: Például a fajok 

közötti eltérések a szinonim kordonok használatában, a másik fajból származó promóterek 

fel nem ismerése az új gazdában, a megfelelő iniciációs faktorok hiánya, a nem megfelelő 

fehérje feltekeredés, egyes nélkülözhetetlen kofaktorok hiánya, a géntermék enzimatikus 

lebontása, fehérjeaggregáció, a géntermék toxicitása vagy nem megfelelő kijutása a sejtből. 

Ezen faktorok közül a kodonhasználatnak lehet kiemelkedő szerepe, hiszen az befolyásolja 

mind a transzláció hatékonyságát, mind a fehérjék szabályos feltekeredését és szekrécióját 

(Ekkers és mtsai. 2011).  

 

 

6. ábra A funkcionális metagenomikai találatok számának bővítése (Liebl és mtsai., 

2014) 

A metagenomikai DNS szekvenálása során in silico módszerrel nem azonosítható minden gén, mivel 

a teljesen ismeretlen szekvenciák nem rendelkeznek ismert homológokkal. Ugyanez igaz lehet a 

funkcionális szűrésekre is, amelyek során a környezeti DNS tulajdonságaiból adódóan (GC tartalom, 

különböző promóterek) egy gazdaszervezet nem képes minden gén kifejezésére, ezért több gazda 

használata megnövelheti a találatok számát.  
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1.2.2. Funkcionális metagenomika szerepe az antibiotikumrezisztencia-gének 

azonosításában 

Az elmúlt évtizedekben a metagenomika elkezdte felfedni a környezetben található 

ARG-k változatosságát. Egy 2004-ben megjelent tanulmány szerzői szavannai talajból 

származó könyvtárat szelektáltak aminoglikozid, tetraciklin, valamint nalidixinsav 

antibiotikumok jelenlétében (Riesenfeld, Goodman, és Handelsman 2004). A 

tanulmányban tíz antibiotikumrezisztencia-gént azonosítottak, melyek közül 9 addig nem 

ismert rezisztenciagén volt.  

Ezt a tanulmányt számos újabb követte, amelyekben különböző helyekről származó 

talajmintákból (pl. hordalék (Tao és mtsai. 2011), láp (Jeon és mtsai. 2011), mezőgazdasági 

(Forsberg és mtsai. 2014) és városi talaj (McGarvey, Queitsch, és Fields 2012)) készült 

könyvtárakat szelektáltak többféle antibiotikumcsalád tagjainak jelenlétében és szintén 

számos új, velük szemben rezisztenciát biztosító ARG-t azonosítottak. Például Amos és 

kollégái, valamint Allen és kollégái metagenom szekvenálás során azonosítottak olyan 

rezisztenciagéneket fluorokinolonokkal, valamint béta-laktám antibiotikumokkal 

szemben, amelyek korábban nem voltak ARG-ként ismertek (Allen és mtsai. 2015; Amos és 

mtsai. 2014).  

A talajok vizsgálatán kívül az emberhez szorosabban kapcsolódó mikrobiomok 

vizsgálata is középpontba került az elmúlt években. Az első ilyen tanulmány a száj 

mikrobiomját vizsgálta. A szerzők fogkőből és nyálból készített metagenom könyvtárat 

szelektáltak tetraciklin antibiotikummal szemben. Ez vezetett a Tet(37), tetraciklin 

inaktiváló enzim felfedezéséhez, amely csak kis mértékű homológiát mutatott a korábban 

felfedezett tetraciklin rezisztenciagénekkel és egyéb ARG-kkel (M. L. Diaz-Torres és mtsai. 

2003). Egy ezt követő nagyobb tanulmány tetraciklin, gentamicin és amoxicillin 

antibiotikumokkal szemben talált ARG-ket a száj mikrobiomban (Martha L. Diaz-Torres és 

mtsai. 2006).  

Az első tanulmány, amely funkcionális metagenomikával vizsgálta az emberi 

bélmikrobiom rezisztómját 2009-ben jelent meg. A szerzők két egészséges személy bél és 

nyál mikrobiomjából készített metagenomikai könyvtárat szelektáltak 13 antibiotikum 

jelenlétében (Sommer, Dantas, és Church 2009). Az azonosított 96 egyedi metagenomikai 

DNS fragmens jelentős része csak kismértékű homológiát mutatott korábban ismert 
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rezisztenciagénekkel. A tanulmányban 10 új béta-laktamáz gént azonosítottak. Számos 

egyéb metagenomikai munka vizsgált diverz emberi populációkat, úgymint egészséges 

felnőttek (Cheng és mtsai. 2012), egészséges ikrek és édesanyjuk (Moore és mtsai. 2015), 

koraszülött csecsemők (Gibson és mtsai. 2016), bennszülött indiánok (Clemente és mtsai. 

2015), valamint az emberrel szoros kapcsolatban lévő haszon- és háziállatok mikrobiomját 

(Pehrsson és mtsai. 2016). 2018-ban megjelent tanulmányunkban munkatársaimmal 

Escherichia coliban végzett funkcionális metagenomikai szűrés során térképeztük fel, hogy 

az emberi bél mikrobiomjában milyen, az antimikrobiális peptidekkel (AMP-kkel) illetve 

antibiotikumokkal szemben rezisztenciát biztosító gének vannak jelen (Kintses és mtsai. 

2018). A bél mikrobiomból létrehozott metagenomikai könyvtárat E. coli-ba juttatva 

kevesebb rezisztenciagént azonosítunk AMP-k esetén az antibiotikumokkal összevetve.  A 

mikrobiom tenyésztéses vizsgálatok azonban, amelyeket AMP-k és antibiotikumok 

jelenlétében végeztünk, azt mutatták, hogy az AMP-k elleni rezisztenciagének ugyanolyan 

gyakorisággal fordulnak elő a bél mikrobiom tagjaiban, mint az antibiotikum-

rezisztenciagének. További vizsgálataink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy az 

AMP rezisztencia kifejeződése az antibiotikumokkal összevetve nagyobb mértékben függ a 

filogenetikai távolságtól és az új genomi környezettől, amelybe kerül.   

A fent említett funkcionális metagenomikai tanulmányok mindegyikében az E. coli 

valamely nem kórokozó laboratóriumi törzsében végezték a szelekciót antimikrobiális 

szerekkel szemben. Az előző fejezetben említett tanulmányok alapján azonban, nem 

lehetünk biztosak abban, hogy egyetlen törzs képes egy adott környezetben található 

összes rezisztenciagén azonosítására. Ezen kívül nem ismert az sem, hogy egy nem 

kórokozó baktériumban felismert rezisztenciagén és megfigyelt fenotípus milyen 

mértékben jelenik meg egy eltérő genommal rendelkező kórokozó baktériumfajban. Így 

tehát fontos az antibiotikumrezisztencia felderítésére szolgáló funkcionális szűréseket 

több fajban is elvégezni (Sommer és mtsai. 2017). A könyvtárak bejuttatása azonban 

technikai nehézségekbe ütközik. Míg az E. coli labortörzsei nagy hatékonysággal 

elektroporálhatók, a kórokozók esetében ez nem mindig mondható el. A problémára 

megoldást jelenthet a konjugáció, azonban irodalmi adatok alapján ezzel a módszerrel sem 

érhető el olyan hatékonyság, amely egy több millió klónt tartalmazó metagenomikai 

könyvtárat megfelelő lefedettségben (>108) be tudna juttatni (Kakirde és mtsai. 2011; 

Rousset és mtsai. 2021). A bakteriofágok (röviden fágok) ezzel szemben képesek nagy 
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hatékonyságban fertőzni a kórokozó baktériumokat. Amennyiben olyan fágot hozunk létre, 

amely a sejtbe örökítőanyagot juttat, azonban nem képes lizálni a sejtet, nagy 

hatékonysággal juttathatunk be tetszőleges DNS-t (Yosef és mtsai. 2017). 

 

1.3. Bakteriofágok 

1.3.1. A bakteriofágok általános jellemzése 

A bakteriofágok (röviden fágok), a baktériumok vírusai, a legnagyobb számban 

jelenlévő entitások a bolygón, melyek szaporodása gazdabaktérium nélkül nem lehetséges. 

A fágokat először 1915-ben Frederik Twort figyelte meg és írta le, mint a baktériumok 

növekedését gátló „átlátszó anyag”-ot. Két évvel később Félix d’Hérelle izolálta az első 

bakteriofágot Shigella baktériumból. A bakteriofág elnevezés is tőle származik. A fágok 

felépítésüket tekintve DNS vagy RNS örökítőanyaggal rendelkeznek, amely fehérjékből álló 

kapszidjukban található. Ez a legtöbb fág esetén polihedrális szerkezetű. A kapszid a 

farokfehérjékhez kapcsolódik, amely farokrostokból áll és a baktériumok felszínéhez való 

kapcsolódásban van szerepe. A baktériumfertőzést követően a fágok lítikus vagy lizogén 

életciklust folytatnak. A lítikus ciklus során a fágok a fertőzést követően tovább 

szaporodnak, amely a gazdasejt lízisével jár. Ezzel szemben a lizogén ciklusú temperált 

fágok genomjukat a gazda genomjába építve profággá alakulnak, és több generáción 

keresztül osztódnak a gazdával együtt. Ezután valamilyen környezeti inger (pl. UV 

sugárzás) hatására a profág aktiválódik és lítikus úton kiszabadul (Haq és mtsai. 2012).  

Mivel szaporodásuk a gazdabaktériumhoz kötött, a fágok egyik kulcs tulajdonsága a 

bakteriális sejtfelszínhez való kötődés képessége. A farokkal rendelkező fágok esetén a 

baktérium sejtfelszíni struktúráit (receptorokat) felismerő fehérjék az ún. receptorkötő 

fehérjék (angolul Receptor-Binding Protein, RBP) a farokrostokon, faroktüskén, vagy a 

farokfehérje csúcsi régiójában (tip) találhatóak. A bakteriális receptorok lehetnek a 

baktérium sejtfelszíni poliszacharidjai, így a lipopoliszacharidok (LPS), exopoliszacharidok 

(EPS), kapszuláris poliszacharidok (KPS), illetve a teichonsavak vagy porin fehérjék 

(Nobrega és mtsai. 2018). A fágfarok nem csak a felszín felismerésében vesz részt, át is 

hatol a sejtfalon, ezzel segíti elő a fággenom citoplazmába jutását (Nobrega és mtsai. 2018).  

A farokkal rendelkező fágok a Caudovirales rendbe sorolhatók (a latin ’cauda’, farok 

szóból). A renden belül három családot különböztetünk meg: A Myoviridae, a Syphoviridae 
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és a Podoviridae családokat (7. Ábra). A Myoviridae családra ‒ jellemző tagja a T4 

bakteriofág ‒ hosszú, kontraktilis farok, a Syphoviridae-re ‒ legismertebb képviselője a λ 

bakteriofág ‒ hosszú, nem kontraktilis farok, míg a Podoviridae-re ‒ például a T7 

bakteriofág ‒ rövid, nem kontraklilis farok a jellemző (Nobrega és mtsai., 2018). A 

különböző farokstruktúrák kulcsfontosságúak a gazdaspecificitás és a fertőzési folyamat 

szempontjából (Arnaud és mtsai. 2017; González-García és mtsai. 2015; B. Hu és mtsai. 

2015).  

 

 

7. ábra A Caudovirales rendbe tartozó bakteriofágcsaládok (Nobrega és mtsai. 2018) 

A) A Myoviridae családba tartozó fágok az egyedüliek a farokkal rendelkező fágok között, amelyeknek 

kontraktilis farokfehérjéik vannak. B) A Myoviridae és Siphoviridae családba tartozó fágokra 

egyaránt jellemző, hogy alaplemezzel rendelkeznek a fágfarok disztális végén. Ehhez kapcsolódnak 

a receptorkötő fehérjék (farokfehérjék vagy tüskefehérjék). C) A Podoviridae család tagjai nem 

rendelkeznek alaplemezzel, ezért a receptorkötő fehérje közvetlenül a központi farokfehérjéhez 

kapcsolódik.  

 

1.3.2. T7-szerű bakteriofágok  

A T7-szerű fágok a Caudovirales rend Podoviridae családjába tartoznak. Rövid, nem 

kontraktilis farokkal rendelkeznek, amelyen felül egy adapter fehérje található, amely 

összekapcsolja a farkat a kapsziddal, alul pedig 6 vagy 12 farokrost vagy faroktüske 

található. A T7-szerű fágok először a baktériumsejt fehérjéivel lépnek kölcsönhatásba, ezt 

követi a farokrost kapcsolódása az LPS-hez. A kapcsolódás után a farokrost 

konformációváltozás következtében a sejtfelszínre merőleges orientációt vesz fel, amely 

segíti a fehérjék és a DNS bejutását. A bejuttatott fehérjék funkciója hogy a rövid 
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farokfehérjéket meghosszabbítva segítsék a DNS eljutását a citoplazmába (Nobrega és 

mtsai. 2018).  

A doktori munkám során háromféle T7 típusú bakteriofág farokfehérjéit 

használtam. Az első a T7 bakteriofág, amelyet 1945-ben 7 másik, E. coliban szaporodni 

képes fággal együtt fedezték fel. DNS-ének hossza 40 kb, amely egy 60 nm átmérőjű 

kapszidban található. A fágrészecske gazdaspecificitás szempontjából jelentős génjei a 

gp11, gp12 és gp17 farokfehérjéket kódoló gének (8. ábra, Deng és mtsai., 2017). 

 

 

8. ábra a T7 bakteriofág szerkezete és jelentősebb fehérjéi  

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

 

A második a K11 bakteriofág, amely a poliszacharid tokkal rendelkező Klebsiella 

pneumoniae K390 (NCTC 9131) törzset képes fertőzni. A baktérium tokján keresztüli 

fertőzést a farok tüskefehérjéjének glükanáz aktivitása teszi lehetővé (Dietz és mtsai. 

1990). A T7 és a K11 fágokból a farokfehérjéik szekvenciahasonlóságának és 

kompatibilitásának köszönhetően T7-K11 hibrid bakteriofág hozható létre (Ando és mtsai. 

2015).  

 A harmadik általam használt fág, a φSG-JL2 volt, amelyet 2008-ban fedeztek fel. 

Specificitását tekintve a Salmonella enterica különböző törzseit képes fertőzni. Hasonlóan 

a K11-es fághoz, a φSG-JL2 farokfehérjéi is kompatibilisek a T7 fehérjéivel, így T7-φSG-JL2 

hibrid fág hozható létre (Yosef és mtsai. 2017). 

 

1.3.3. A bakteriofágok felhasználási területei  

Jelenleg a bakteriofágokat főként terápiás és biotechnológiai célokra alkalmazzák. 

Terápiás céllal már Félix d’Hérelle is alkalmazta őket, először állatokat, majd emberi 

fertőzéseket is gyógyított a segítségükkel. Az elkövetkező évtizedekben más tudósok is a 
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fágterápia felé fordultak és az egykori keleti blokk országaiban fellendült a 

fágkészítmények alkalmazása. Az antibiotikumok megjelenésével azonban ezek a 

kutatások háttérbe szorultak. Ehhez hozzájárultak olyan nehézségek is, mint például a 

fágszuszpenzió baktériumszennyezettsége, amelyet a nem megfelelő tisztítási eljárás 

okozott, valamint az a megfigyelés, hogy a beadott fágokat rendkívül gyorsan eliminálja az 

emberi szervezet. (Kortright és mtsai. 2019). A fágterápiás kutatások újbóli fellendülése 

napjainkig, az antibiotikumrezisztencia-krízis kialakulásáig váratott magára. A 

közelmúltban több alkalommal is sikeresen alkalmaztak fágokat olyan betegek életének 

megmentésére, akiknél semmilyen antibiotikum kezelés nem járt sikerrel (Schooley és 

mtsai. 2018; Zhvania és mtsai. 2017). A fágalapú terápiák kutatása tehát folyamatos, 

azonban a tömeges, antibiotikumokhoz hasonló alkalmazása emberekben még várat 

magára. Ehhez ugyanis ki kell dolgozni a használatuk szabályozására, valamint a 

hatékonyságuk és biztonságosságuk felmérésére alkalmas rendszert (Keen és Adhya 

2015). Ugyanígy, ahhoz, hogy a klinikumon kívül, az állatgyógyászatban, mezőgazdaságban 

és az élelmiszeriparban alkalmazható legyen a fágterápia, a fág-gazda kölcsönhatások 

részletes feltérképezésére és megértésére van szükség (Nobrega és mtsai. 2018).  

Az gyógyászati felhasználás mellett a fágokat biotechnológiai célokra is 

alkalmazzák. Ilyen például a baktériumok detekciója, ahol a fágok szaporodásának 

detektálását használják a célbaktérium jelenlétének kimutatására (Arya és mtsai. 2011; 

Janczuk és mtsai. 2017; Schooley és mtsai. 2018; Z. Wang és mtsai. 2016). Ezen kívül 

alkalmaztak már fágokat baktériumok jelenlétének kimutatására is, a tápoldatban a fág 

általi lízist követően bekövetkező vezetőképesség-változás detektálása révén. (Mortari, 

Adami, és Lorenzelli 2015). A bakteriofágok használhatóak továbbá DNS-t szállító 

egységként is. Ebben az esetben a fág kapszidja védő funkciót lát el és megvédi a benne 

szállított DNS-t a degradációtól. A DNS célzott eljuttatására alkalmazhatóak olyan fágok, 

amelyek a felszínükön nem saját fehérjéket fejeznek ki, melynek révén adott sejttípussal 

képesek kölcsönhatásba lépni. Ez a felhasználási mód alkalmazható emlős (Larocca és 

mtsai. 1998) és baktérium sejteken is. Yosef és munkatársai az utóbbi céllal hoztak létre 

olyan T7 fág alapú transzdukáló részecskéket, amelyek alkalmazhatók voltak arra, hogy 

tetszőleges plazmidot juttassanak adott célbaktériumba. A munka célja elsősorban a 

bakteriofágok gazdaspecificitásának bővítése volt, mivel a szűk specificitás, amely a 

detektálás szempontjából hasznos, pl. a gyógyászatban, vagy egyéb felhasználási területen, 
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ahol egy heterogén baktériumpopulációt célzunk, hátrányt jelenthet. A munka során a 

szerzők a T7 fágfarok receptorkötő egységeit olyan fágfarok génekre cserélték ki, amelyek 

más baktériumokra specifikusak. Ehhez először létrehoztak egy olyan génkiütött T7 fágot, 

amely nem tartalmaz a genomjában farokrost géneket, majd a gének hiányát plazmidról 

komplementálták. Igazolták továbbá, hogy ha a fággenom csomagoló szignál szekvenciáját, 

amely a genom kapszidba csomagolását segíti elő, egy tetszőleges plazmidba klónozzák, a 

plazmid becsomagolható, majd egy megfelelő célbaktériumba juttatható. A T7 fág 

genomjának mérete alapján a bejuttatható plazmid elméleti felső mérethatára korábbi 

tanulmányok alapján 42-43 kbp (Liu és mtsai. 2020; Yosef és mtsai. 2017), alsó határára 

azonban nincsenek irodalmi adatok.  Így egy kettős plazmidrendszerrel olyan hibrid 

fágrészecske hozható létre, amelynek T7 eredetű kapszidjában egy tetszőleges plazmid 

található, farokfehérjéje pedig egy másik baktériumfajra specifikus (9. ábra, Yosef és mtsai., 

2017). 

 

9. ábra Hibrid transzdukáló fágrészecske létrehozása (Yosef és mtsai., 2017) 

A hibrid transzdukáló fágrészecskét előállító E. coli sejt két plazmidot tartalmaz: az egyik egy 

csomagoló szignál nélküli, fágfarok fehérjéket kódoló plazmid, a másik pedig csomagoló szignált 

tartalmaz. A keletkező hibrid részecske lizátum a megfelelő gazdasejt fertőzésére használható, amely 

ezután a csomagoló szignált tartalmazó plazmidon kódolt antibiotikumrezisztencia marker alapján 

agar lemezen szelektálható. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Az eddigi tanulmányok, amelyek a funkcionális metagenomikát 

antibiotikumrezisztencia vizsgálatára használták, mind az E. coli valamely labortörzsét 

alkalmazták gazdaként. Ezért munkám során célul tűztem ki egy olyan funkcionális 

metegenomikai módszer kidolgozását, amely lehetővé teszi, hogy klinikailag releváns 

kórokozó baktériumtörzsekbe nagyméretű metagenomikai könyvtárakat juttassunk az 

antibiotikumrezisztencia-gének terjedésének feltérképezése céljából. Ehhez hibrid 

transzdukáló fágrészecskék segítségével juttattam metagenomikai és genomkönyvtárakat 

kórokozó baktériumokba. A módszer segítségével, amely a DEEPMINE (Reprogrammed 

Bacteriophage Particle Assisted Multi-species Functional Metagenomics) nevet kapta, a 

könyvtárakon funkcionális metagenomikai szűrést végeztem, melynek során 

antibiotikumrezisztencia-géneket szelektáltam régóta használt, valamint újonnan 

bevezetett vagy még klinikai tesztelés alatt álló antibiotikumokkal szemben. Munkám 

során az alábbiakat tűztem ki célul: 

 

1. Környezeti forrásokból származó két metagenomikai könyvtár, valamint 

rezisztens kórokozó baktériumok genomjából egy genomi könyvtár létrehozását. 

2. Annak tesztelését, hogy bejuttatható-e megfelelő, azaz az elektroporációval 

összevethető hatékonysággal egy több millió klónt tartalmazó metagenomikai 

könyvtár kórokozó baktériumokba hibrid transzdukáló fágrészecskék 

segítségével. 

3. A transzdukció esetleges negatív hatásának vizsgálatát a könyvtár összetételére 

és minőségére nézve, az elektroporációval összehasonlítva. 

4. A három könyvtárban előforduló antibiotikumrezisztencia-gének azonosítását. 

5. Megvizsgálni, hogy van-e különbség a különböző baktériumfajokban azonosított 

rezisztenciagén-repertoárok között. 

6. Összehasonlítani az új és régi antibiotikumokat a velük szemben azonosított 

rezisztenciagének száma alapján. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. A vektor előkészítése és a metagenomikai könyvtárak létrehozása 

A metagenomikai könyvtárak elkészítéséhez a pZE21 vektor módosított változatát 

használtuk. Ezek a módosítások egyrészt a vektor replikációs origóját érintették, amelyet a 

magas kópiaszámot biztosító ColE1-ről alacsony kópiaszámú p15A origóra cseréltük. 

Másrészt a vektorba került egy, a T7 bakteriofág részecskébe történő bejutást elősegítő 

csomagoló szignál szekvencia. Az így elkészült vektor a pZET_p15A nevet kapta (10. ábra).  

A vektort első körben inverz PCR során vonalkód szekvenciával láttuk el. A primerekben a 

random 10-10 nukleotidból álló vonalkód szekvenciát a plazmid-specifikus forward és a 

reverz szekvenciák elé, 5’ irányban helyeztük el (Függelék, F1. táblázat). A primerek az 5’ 

végükön a vonalkód szekvencián felül tartalmaztak egy-egy EcoRI restrikciós hasítóhelyet, 

illetve a forward primerek az EcoRI hely és a vonalkód között egy SrfI felismerő helyet is, 

melynek a későbbi szekvenálás során volt szerepe. A 3500 bp hosszúságú PCR terméket 

0.75%-os agaróz gélen TAE pufferben futtattuk, majd gélből izoláltuk (Monarch DNA Gel 

Extraction Kit, NEB). Az izolált fragmenst PCR tisztító kittel tovább tisztítottuk (DNA Clean 

& Concentrator Kit, Zymo). Ezt követően a fragmenst EcoRI restrikciós enzimmel hasítottuk 

(Thermo Fischer Scientific). A reakcióban 1 µg DNS-hez 3 µl enzimet adtunk, majd 100 

percen keresztül 37°C-on inkubáltuk, végül a korábban említett tisztító kittel tisztítottuk. 

Ezután alkalikus foszfatáz kezelés segítségével defoszforiláltuk a fragmens végeit a későbbi 

önligálódás elkerülése érdekében. A reakcióban 1 µg DNS-hez 4U FastAP alkalikus 

foszfatázt adtunk (Thermo Fischer Scientific), majd 20 órán keresztül 37°C-on inkubáltuk, 

végül tisztító kittel tisztítottuk. 

 
 

 
10. ábra A pZET_p15A térképe 
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A metagenomikai könyvtárak forrásául három környezetet használtunk: az emberi 

bélflórát, antibiotikummal szennyezett talajt, valamint 68 klinikai kórokozó genomját. Az 

izolált környezeti DNS-t MluCI restrikciós enzimmel részlegesen fragmentáltunk, amely az 

EcoRI enzimmel kompatibilis ragadós véget hoz létre. A részleges fragmentálásra azért volt 

szükség, mert egy 1500-tól 5000 bp mérettartományra volt szükségünk, amely teljes 

hosszúságú gének jelenlétét feltételezi. Az emésztési reakciót minden esetben 10 percig 

37%-on inkubáltuk, majd 85°C-on 20 percig inaktiváltuk. A bél mikrobiom könyvtár 

elkészítéséhez székletmintákból bakteriális DNS-t izoláltunk környezeti DNS izoláló kit 

segítségével (DNeasy PowerSoil Kit, Qiagen). A mintaadó egyének az intézetünkben 

dolgozó, magyar állampolgárságú, Magyarországon élő, a mintaadás idején 26 és 42 év 

között lévő 5 férfi és 5 nő, akik a mintaadást megelőző egy évben antibiotikum kezelésben 

nem részesültek. A mintagyűjtés a Szent-Györgyi Albert Klinikai Központ Etikai 

Bizottságának jóváhagyásával, a mintaadók beleegyezési nyilatkozatával történt, 72/2019-

SZTE iktatószámon. A fragmentáláshoz 20 µg DNS-hez 20U MluCI enzimet alkalmaztunk. A 

talaj mikrobiom könyvtár elkészítéséhez az indiai Hyderabad városából és az annak 

környékén található iparilag szennyezett területekről származó talaj és folyóüledék 

mintákból izoláltunk metagenom DNS-t a fent említett környezeti DNS izoláló kit 

segítségével. Hyderabad és környékének talaja és vizei jelentős mértékben szennyezettek 

antibiotikumokkal, egy korábbi tanulmány alapján magas koncentrációban vannak jelen 

többek között fluorokinolonok, béta-laktámok és tetraciklin típusú antibiotikumok 

(Lübbert és mtsai. 2017). A minták gyűjtését munkatársam végezte, felhasználásukhoz az 

engedélyt az Indiai Nemzeti Biodiverzitási Hatóság (National Biodiversity Authority, India) 

adta meg (NBA/Tech Appl/9/1822/17/18-19/3535). A minták fragmentálásához 40 µg 

DNS-hez 30U enzimet adtunk. A klinikai könyvtár elkészítéséhez a 68 baktériumtörzset 

választottunk ki, amelyek nemzetközi törzskollekciókból, valamint hazai kórházakból 

származó rezisztens izolátumok voltak. A 68 törzsből 12 törzs esetén voltak pontosan 

ismertek a benne található rezisztenciagének, további 18 esetén pedig az, hogy mely 

antibiotikummal szembeni rezisztens. Így a szelekció során ebben a könyvtárban a 

rezisztencia megjelenését vártuk cefalosporinok, karbapenemek és topoizomeráz 

inhibítorok esetén. A genomok izolálásához a törzseket egy éjaszkán át külön-külön 

növesztettünk, majd külön a Gram-negatív és külön a Gram-pozitív törzsekből növesztett 

kultúrákat 1:1 arányban összekeverve genomi DNS-t izoláltunk (GenElute Bacterial 



27 
 

Genomic DNA Kit, Sigma). A fragmentáláshoz 40 µg DNS-hez 40U MluCI-et használtunk. A 

fragmentált mintákat méret szerint elválasztottuk és izoláltuk a BluePippin DNA Size 

Selection System (Sage Science) segítségével, mely során a 1.5 és 5 kbp közötti fragmensek 

elválasztását céloztuk meg. A készülék előnye a gélizolálással szemben a magasabb DNS 

kihozatal és a minta nagyobb tisztasága, amely a ligálás során előnyt jelent. Az 

elválasztáshoz 0.75%-os agarózt tartalmazó külső markeres gélkazettát és a “Low Voltage 

1-6 kb Marker S1” kazetta definíciót használtunk, céltartománynak pedig az 1 és 5 kbp 

közötti régiót adtuk meg, mivel ez a beállítás bizonyult megfelelőnek a 1.5 kbp-os alsó határ 

eléréséhez.  

A fragmentált metageomikai DNS-t mindhárom könyvtár esetén a Rapid DNA 

Ligation Kit (Thermo Fischer Scientific) segítségével ligáltuk be az előkészített pZET_p15A 

vektorba. A DNS fragmenseket és a vektort 3:1 tömegarányban adtuk a ligálási reakcióhoz 

és éjszakán át 16°C-on inkubáltuk, majd tisztító kit segítségével tisztítottuk. A ligátumot 

50µl elektrokompetens sejtbe elektroporáltuk (E.coli MegaX – Invitrogen, vagy E. cloni 10G 

ELITE Electrocompetent Cells – Lucigen). Az elektroporációt 1 mm résszélességű lehűtött 

küvettákban végeztük 1800 V-on, majd a sejteket 1 ml előmelegített recovery tápoldatban 

szuszpendáltuk és 1 órán keresztül 37°C-on inkubáltuk. Ezt követően a kultúrából készített 

101, 102 és 103-szoros higításokat 50 µg/ml kanamicin tartalmú LB agar lemezekre, a 

maradék hígítatlan kultúrát pedig nagy átmérőjű 50 µg/ml kanamicint tartalmazó 

lemezekre szélesztettük és egy éjszakán keresztül 37°C-on inkubáltuk. Előbbieket a 

könyvtár méretének meghatározására, utóbbiakat a plazmidkönyvtár izolálásához 

használtuk fel. A könyvtárak méretét az alábbiak szerint határoztuk meg: a ligálás során 

kapott 20-20 kolóniából PCR segítségével amplifikáltuk az inszerteket, majd 

meghatároztuk az átlagos inszertméretet. Ez az érték szorozva a ligálás során kapott 

kolóniák számával adja meg a könyvtár méretét bázispárban. Az általunk készített három 

metagenomikai könyvtár mérete összesen kb. 25 Gbp volt. A plazmidkönyvtárat az agar 

lemezen felnőtt baktériumpázsit összegyűjtését követően kit segítségével izoláltuk 

(Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit).  
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3.2. Metagenomikai könyvtárak bejuttatása a célbaktériumokba 

3.2.1. Elektroporáció E. coli sejtekbe 

A metagenomikai könyvtárakat elektroporációval juttattuk be E. coli K12 BW25113 

sejtekbe, melynek során 30-50 ng plazmidot elektroporáltunk 50 µl frissen készített 

elektrokompetens sejtbe, 5 párhuzamosban. A kompetens sejt készítésekor az alábbi 

protokoll használtuk két módosítással: LB tápoldatban növesztettük a sejteket és 10% 

glicerin helyett jéghideg desztillált vízzel mostuk a sejteket 

(https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/protocols/preparation-

of-electrocompetent-e-coli-cells/). Az elekroporálást a korábban leírtak szerint végeztük. 

Az elektroporáció hatékonyságának meghatározásához az öt párhuzamost összekevertük, 

majd háromféle hígításban kiszélesztettük kanamicin tartalmú LB agar lemezekre. A 

maradék kultúrát nagy átmérőjű 50 µg/ml kanamicin tartalmú LB agar lemezekre 

szélesztettük, majd egy éjszakán át inkubáltuk 37°C-on. Ezután a lemezről összegyűjtöttük 

a kolóniákat, LB tápoldatban szuszpendáltuk, majd Eppendorf csövekbe osztottuk 1 ml-

enként. Minden csőhöz 20% végkoncentrációban glicerint adtunk és felhasználásig -80°C-

on tároltuk a csöveket.   

3.2.2. Bakteriofág transzdukció kórokozó baktériumokba 

A bakteriofág transzdukció első lépése a könyvtárplazmidok becsomagolása a fágok 

kapszidjába. Ehhez első lépésként a ΦSG-JL2, K11 és T7V544G fágfarkakat kódoló 

plazmidokat (Yosef és mtsai. 2017) juttattunk be E. coli BW 25113 sejtekbe 

elektroporációval. Az elektroporált sejteket egy órán át inkubáltuk 37°C-on, majd 1-szeres 

és 100-szoros hígításban szélesztettük sztreptomicin tartalmú LB agar lemezekre. 

Következő lépésként a plazmidot tartalmazó sejtekből elektrokompetens sejtet 

készítettünk, majd a korábbiakhoz hasonlóan 5 párhuzamosban 50-50 ng 

könyvtárplazmidot elektroporáltunk mindhárom típusú plazmidot tartalmazó sejtbe. Az 

elektroporáció hatékonyságának meghatározásához az öt párhuzamost mindhárom 

farokplazmid esetén összekevertük, majd háromféle hígításban kiszélesztettük kanamicin 

és sztreptomicin tartalmú LB agar lemezekre. A maradék kultúrát nagy átmérőjű kanamicin 

és sztreptomicin tartalmú LB agar lemezekre szélesztettük, majd egy éjszakán ár 

inkubáltuk 37°C-on. Ezután a lemezről összegyűjtöttük a kolóniákat, LB tápoldatban 

https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/protocols/preparation-of-electrocompetent-e-coli-cells/
https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/protocols/preparation-of-electrocompetent-e-coli-cells/
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szuszpendáltuk, majd Eppendorf csövekbe osztottuk 1 ml-enként. Minden csőhöz 20% 

végkoncentrációban glicerint adtunk és felhasználásig -80°C-on tároltuk a csöveket. A 

csomagoláshoz olyan T7 fágokat használtunk, amelyek genomjából hiányzik a T7 farkat 

kódoló gén (Yosef és mtsai. 2017), így a képződő transzdukáló fág farokrostjának 

specificitása változtatható. A fagyasztott sejtkultúrát 50 ml kanamicint (50 µg/ml) és 

sztreptomicint (50 µg/ml) tartalmazó LB tápoldatban növesztettük OD600=0,7-es érték 

eléréséig, majd 10 percen keresztül jégen inkubáltuk. Ezután a tápoldatot centrifugálással 

(4500 rpm, 10 perc) eltávolítottuk a sejtekről. A sejtpelletet 50 ml LB-ben szuszpendáltuk, 

majd a sejtszámhoz képes 2-3-szor több (kb. 5x108) T7 csomagoló fágrészecskét adtunk 

hozzá, és két órán keresztül 37°C-on 150 rpm-es rázatás mellett inkubáltuk. Az inkubációt 

követően kloroformot adtunk a kultúrához 2%-os végkoncentrációban, majd erőteljes 

vortexelést követően 4500 rpm-en 10 percig centrifugáltuk. Ezután a felülúszót egy Falcon-

csőbe gyűjtöttük. Az ebben található fágok farokrostjai az E. coli sejtben található 

plazmidokról fejeződtek ki, a kapszidjukban pedig a metagenomikai plazmidokat 

hordozták.   

A transzdukciót megelőző napon a három féle patogén baktériumtörzset (Shigella 

sonnei HNCMB 25021, Klebsiella pneumoniae NCTC 9131 és Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Typhimurium str. LT2) 3 ml LB tápoldatba oltottuk, majd egy éjszakán át 

rázatás melett 37°C-on növesztettük. Másnap 40 ml LB tápoldatba oltottuk át, majd 

OD600=0.5-ig növesztettük. Ezt követően a fágfarok hatékonyságától függően 10 vagy 20 ml 

transzdukáló fágot adtunk a kultúrához és egy órán keresztül, 230 rpm-es rázatás mellett 

37°C-on inkubáltuk. Ezt követően a sejteket a már említett paraméterekkel centrifugáltuk, 

és a felülúszót leöntöttük. A kiülepített sejteket 10 ml LB-ben szuszpendáltuk, majd 102, 

104 és 106-szoros hígításban kanamicin tartalmú agar lemezekre szélesztettük a 

hatékonyság meghatározása céljából. A maradék kultúrát LB-vel 100 ml-re egészítettük ki, 

majd kanamicint adtunk hozzá és éjszakán át növesztettük. Másnap 20%-os 

végkoncentrációban glicerint adtunk hozzá, majd 1 ml-enként Eppendorf csövekbe 

osztottuk és felhasználásig -80°C-on tároltuk. Ezt a folyamatot minden faj és könyvtár 

esetén elvégeztük, tehát összesen 9 transzdukciót végeztünk. 
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3.3. Funkcionális szelekció I. 

A funkcionális szelekciót grádiens MHBII (Müller-Hinton Broth) agar lemezeken 

(Soper és mtsai. 1966) 13 antibiotikum jelenlétében (1. táblázat) végeztük. Az 

antibiotikumok kiválasztásánál célunk volt minél több antibiotikum-osztály lefedése. 

Minden osztály esetén legalább egy olyan szert választottunk, amely régóta klinikai 

használatban van (régi antibiotikumok), valamint legalább egy olyat, amelyet az elmúlt 5 

évben vezettek be klinikai használatra (új antibiotikumok). Az új szerekre jellemző, hogy a 

rezisztencia kivédésére szolgáló valamilyen módosítást tartalmaznak, vagy szerkezetüket 

tekintve is eltérnek a régiektől, azonban hatásmechanizmusukat tekintve hasonlóak. 

Célunk volt, hogy összehasonlítást végezzünk a régi és új szerekkel szemben hatékony 

rezisztenciagének között. A szelekció során a lemezek az adott antibiotikumot növekvő 

koncentrációban tartalmazták, nullától a minimális gátló koncentráció 3-5-szöröséig. A 

lemezekre minden könyvtár esetén a könyvtárméret 10-szeresének megfelelő sejtszámot 

szélesztettünk. Kontrollként az inszert nélküli pZET_p15A plazmidot hordozó sejteket 

használtuk, melyet a könyvtárral megegyező sejtszámban szélesztettünk ki. A béta-laktám 

antibiotikumokat tartalmazó lemezeket 16-18 órát, a nem béta laktám tartalmúakat 24 

órán keresztül inkubáltuk. Ennek az volt az oka, hogy elkerüljük az extracelluláris béta-

laktamáz enzimek aktivitása miatt megjelenő fals pozitív kolóniák megjelenését a 

rezisztens találatok körül. Az inkubációt követően a lemezeken a minimális gátló 

koncentráció felett megjelenő rezisztens kolóniákat összegyűjtöttük, majd plazmidot 

izoláltunk belőlük.  

A funkcionális szelekciók egy részét (Klebsiella pneumoniae, klinikai könyvtár, régi 

antibiotikumok) két biológiai replikátumban végeztük el, a reprodukálhatóság mértékének 

meghatározása céljából. 

 

3.4. Funkcionális szelekció II. 

 Az első funkcionális szelekciók során összegyűjtött plazmidkeverékeket (összesen 

571 plazmidot) egy plazmidmixbe kevertük és újra bejuttattuk mind a 4 fajba 

(elektroporációval E. coli-ba, transzdukcióval pedig K. pneumoniae-be, S. sonnei-be és S. 

enterica-ba). Ezt követően a korábban leírtakkal megegyező módon grádiens agarlemezen 
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szelekciós kísérleteket végeztünk a 13 antibiotikum jelenlétében (összesen 52 szelekció). 

A szelekció után a rezisztens találatokat kísérletenként összegyűjtöttük, majd Illumina 

szekvenálással meghatároztunk, hogy mely fragmensek és ARG-k találhatóak meg az adott 

kísérletben. 

 

3.5. Rezisztenciafenotípus vizsgálata 

 Ahhoz, hogy megállapítsuk, hogy az ARG-k által okozott rezisztenciafenotípusokban 

van-e különbség a 4 faj között, olyan fragmensek rezisztencia fenotípusát mértük le Shigella 

sonnei HNCMB 25021-ben, Klebsiella pneumoniae NCTC 9131-ben és Salmonella enterica 

subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2-ben, amelyek E. coliban rezisztenciát 

biztosítanak. Összesen 13 ilyen fragmenst hordozó plazmidot választottunk ki, 9 

antibiotikum-szelekcióból, amelyeket elektroporációval juttattunk be a 4 fajba. A 

törzsekből frissen készített elektrokompetens sejtekbe 20 ng plazmidot elektroporáltunk. 

Ezt követően minimális gátló koncentráció (MIC) méréseket végeztünk minden faj 

esetében az adott plazmidra, minden olyan antibiotikumon, amelyen az E. coli esetén 

rezisztenciát tapasztaltunk. Mivel voltak olyan plazmidok, amelyek több antibiotikummal 

szemben is rezisztenciát biztosítottak, ez összesen 4x20 kombinációt jelentett. Az MIC 

méréseket 96-lyukú lemezen mikrodilúciós 12 lépéses koncentrációsort alkalmazva 

végeztünk el. Minden lemez, minden faj esetén 3-3 technikai replikátumban tartalmazta a 

rezisztenciát hordozó fragmenst és az üres plazmidot hordozó kontrollt. A lyukak 100 µl 

folyadékban 5x104 sejtet tartalmaztak. A mérést MHBII tápoldatban végeztük, a lemezeket 

37°C-on inkubáltuk 24 órán keresztül, majd az OD600 értékeket mikrotiter lemezolvasón 

olvastuk le, így határoztuk meg a növekedést. Amennyiben az OD600 értéke <0.05 volt, azt a 

növekedés gátlásaként értékeltük és amely koncentráción ez bekövetkezett, azt MIC 

értékként határoztuk meg. Az MIC változás értékét az alábbi módon számoltuk ki: 

MICmetagenomikai plazmid/MICüres plezmid, maximálisan 512x-es MIC változást tudtunk kimutatni. 

 Az első szelekció során azonosított találatok legnagyobb rezisztenciájának 

megállapításához szintén MIC méréseket végeztünk. A mérés során az első szelekciós 

kísérletben az adott antibiotikumon azonosított rezisztens plazmidpopulációt hordozó 

sejtek MIC értékét hasonlítottuk össze az üres plazmidot hordozó sejtek MIC értékével a 

fent leírtak szerint. 
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3.6. Minták előkészítése új generációs szekvenálásra 

A szekvenálást kétféle új generációs szekvenálási eljárás kombinálásával végeztük 

el, melyet a 11. ábra foglal össze. Az egyes, rezisztenciát biztosító metagenomikai inszertek 

és az inszertek körül található, az adott klónt azonosító vonalkód szekvenciák leolvasását 

hosszú leolvasású Nanopore szekvenálással határoztuk meg. Azt, hogy egy adott klón (és a 

hozzá tartozó két vonalkód) melyik szelekció(k)ból származik, azt az egyes szelekciókhoz 

tartozó vonalkód szekvencia populációk rövid leolvasású Illumina szekvenálásával 

határoztuk meg. A Nanopore szekvenáláshoz az egyes funckionális szelekciókból származó 

plazmidkeverékeket 1:1 arányban összekevertük. Ezután a plazmidokat enzimatikus úton 

megtisztítottuk az esetleges genomi DNS szennyeződéstől, Lambda-Exonukleáz és 

Exonukleáz I enzimek segítségével (a Lambda-Exonukleáz a kettős szálú DNS-t hasítja 5’-3’ 

irányban, míg az Exonukleáz I az egyes szálú DNS-t 3’-5’ irányban). A kettős emésztés során 

mindkét enzimből 2,5U-ot adtunk 1 µg plazmid DNS-hez, majd 37°C-on 30 percig 

inkubáltuk. Az inkubáció után 80°C-on 10 percig inaktiváltuk, majd a plazmid DNS-t tisztító 

kit segítségével tisztítottuk. Ezt követően a plazmidokat linearizáltuk az SrfI restrikciós 

enzim segítségével. A reakció során 1 µg plazmid DNS-hez 5U enzimet adtunk, majd 1 órán 

keresztül 37°C-on inkubáltuk, amelyet 65°C-os 20 perces inaktiváció követett. A mintát 

tisztítottuk, majd megmértük a koncentrációját Qubit dsDNA Broad-Range Assay Kit 

segítségével. A szekvenáláshoz kb. 1 µg DNS-t küldtünk el. 

Az Illumina szekvenáláshoz az inszertek előtt és után megtalálható Uptag és 

Downtag vonalkód szekvenciákat PCR-rel szelekciónként külön amplifikáltuk,  a 

szelekcióra specifikus 8-8 nukleotid hosszú azonosító vonalkódot tartalmazó forward és 

reverz primerekkel, amellyel később azonosíthatók voltak az egyes kísérletek. A használt 

primer párok ezen kívül P5 és P7 Illumina adapter szekvenciákat is tartalmaztak (Függelék, 

F1. táblázat). Az amplifikált szakasz hossza 137 bázispár volt. A PCR reakciót Phusion High-

Fidelity DNS polimerázzal végeztük az alábbiak szerint: 15 ng templát plazmidhoz 4 µl 5x 

GC puffert, 0,2 µl Phusion polimerázt, 0,6 µl DMSO-t, 0,2 mM dNTP-t és 0,5-0,5 µM forward 

és reverz primert adtunk. A reakció teljes térfogata 20 µl volt. A reakció körülményei az 

alábbiak voltak: 5 perc 95°C elődenaturáció; majd 30 cikluson keresztül 30 másodperc 95°C 

denaturáció, 30 másodperc 59°C annealing, 5 másodperc 72°C polimerizáció; végül 7 perc 

utólagos polimerizáció. A reakció után PCR termékeket összekevertük, majd 0,75%-os 

agaróz gélből izoláltuk és megmértük az így kapott kevert minta koncentrációját.  
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A Nanopore szekvenálást a Pécsi Tudományegyetem Bioinformatika Kutatócsoport, 

az Illumina szekvenálást a Szegedi Tudományegyetem Molekuláris Biológia Tanszék 

munkatársai, valamint a Delta Bio 2000 Kft. végezték, a szekvenálás folyamatának pontos 

leírását dolgozatomban nem ismertetem. 

 

 

11. ábra Az egymás kiegészítéseként alkalmazott Illumina és Nanopore 

szekvenálási módszer 

AB=antibiotikum, BC=vonalkód szekvencia (barcode). Az ábra a Biorender segítségével készült 

(biorender.com). 

 

A 3.7 és 3.8 pontban ismertetett bioinformatikai analíziseket kollégáim, Chryso 

Christodoulou, Stirling Tamás és Vásárhelyi Bálint Márk végezték. 

 

3.7. A szekvenálások kiértékelése 

Elsőként, a Nanopore szekvenálásból származó konszenzus inszertszekvenciákat 

hozzárendeltük az adott mintákhoz (szelekcióhoz) az Uptag és Downtag vonalkódok 

alapján egy erre a célra íródott R kód segítségével. A szekvenálás pontatlanságából adódó 

hibás leolvasások minimalizálásához kiszűrtük a Nanopore adatsorból azokat az 

inszerteket, amelyekre kevesebb, mint 9, az Illumina adatsorból pedig azokat, amelyekre 
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kevesebb, mint 8 leolvasást kaptunk. Az antibiotikum-rezisztenciagének (a továbbiakban 

ARG-k) azonosításához két, egymás kiegészítő módszert alkalmaztunk. A prodigal 

algoritmus (Hyatt és mtsai. 2010) segítségével azonosítottuk a DNS fragmenseken található 

ORF-eket, majd az ORF-ek által kódolt fehérjékkel a CARD (The Comprehensive Antibiotic 

Resistance Database) (Alcock és mtsai. 2020) és ResFinder (Zankari és mtsai. 2012) 

adatbázisokban BLASTP keresést végeztünk. Mivel a szekvenálási hibák kereteltolódást 

okozhatnak, egy ORF predikció nélküli BLASTX keresést is végeztünk, hogy a nem teljes 

ORF-ek által kódolt fehérjéket is azonosítsuk.  

Abban az esetben, ha egy DNS fragmensen több ARG-t is azonosítottunk, fals 

pozitívnak ítéltük azokat, amelyek a CARD és a ResFinder adatbázisok alapján nem az adott 

szelekcióban használt antibiotikum-osztállyal szemben biztosítottak rezisztenciát. Ezt 

követően azokat az ARG-ket, amelyek 95%-os szekvenciahasonlóságot és átfedést mutattak 

ARG-klaszterekbe soroltuk, a redundancia csökkentése céljából. Minden klasztert az a 

szekvencia képviselt, amely a legnagyobb hasonlóságot mutatta a CARD és a ResFinder 

adatbázisokban talált ARG-gal. 

Végezetül meghatároztuk, hogy mely organizmusból származnak az azonosított 

DNS fragmensek. Ehhez BLAST keresést végeztünk a fragmensek teljes hosszában az NCBI 

RefProk adatbázisában (Reference Prokaryotic Database, 2021.03.21-es verzió). A 

taxonómiai besorolást (faj, nemzetség, család, rend, osztály, törzs, ország) a taxonomizr R 

csomaggal végeztük (v0.8.0,https://cran.r-project.org/web/packages/taxonomizr/ 

?fbclid=IwAR2FBbpvOfTvmf1z4sTPA7Qj0CKFEeaL8cvujTxGc5GRbfoT7cmPoe2XRGc). 

Ennek során a szekvenciák NCBI adatbázisban való BLAST keresésének eredményeképpen 

a találat paraméterei között szerepel egy genomazonosító. A taxonomizr R csomag 

tartalmaz egy függvényt, amely ehhez az azonosítóhóhoz hozzárendel egy taxonómiai 

azonosítószámot, amely alapján egy következő függvény segítségével lekérdezhető a 

taxonómiai besorolás (https://cran.r-project.org/web/packages /taxonomizr/vignettes/ 

usage.html). 

 

3.8. Az ARG-k természetes előfordulása és horizontális átadódása 

Annak meghatározására, hogy mely ARG-k adódnak át horizontálisan és melyek 

nem, két adatbázist használtunk. Létrehoztunk egy úgynevezett mobil géngyűjteményt, 
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amely a baktériumok között a közelmúltban átadódott ARG-ket tartalmazza. Ehhez, egy 

korábbi tanulmányhoz hasonlóan, 1377, az emberi szervezettel kapcsolatba hozható 

baktériumfaj genomját töltöttük le az Integrated Microbial Genomes and Microbiomes 

adatbázisból (Smillie és mtsai. 2011), valamint 1417 Gram-negatív ESKAPE kórokozó 

genomját az NCBI RefSeq adatbázisból. Ezután ORF predikciót végeztünk a genomokon, 

majd összevetettük a CARD és ResFinder adatbázisokkal. Ezt követően a különböző fajok 

között szekvenciahasonlóságokat kerestünk az alábbi paraméterek szerint: 99%-os 

hasonlóság, legalább 500 és maximum 20.000 bp hosszon. A találatokat klasztereztük, majd 

prediktáltuk a rajtuk lévő ORF-eket. A kapott ORF-eket 90%-os hasonlóság mellett 

klaszterekbe soroltuk. A másik adatbázis a PLSDB adatbázisban (2020.11.19) található 

27.939 teljes plazmidszekvenciát tartalmazott (Galata és mtsai. 2019). Az általunk 

azonosított 114 ARG reprezentatív szekvenciáival nukleotid BLAST keresést végeztünk a 

mobil géngyűjteményben és a plazmidadatbázisban legalább 95%-os 

szekvenciazonosságot és átfedést keresve. Horizontális géntranszferrel terjedőnek 

minősítettük azokat az ARG-ket, amelyek e feltételek szerint jelen voltak legalább az egyik 

adatbázisban. 

4. EREDMÉNYEK 

A általunk kidolgozott DEEPMINE módszer segítségével T7 alapú hibrid vagy 

mutagenizált farokfehérjével rendelkező, módosított gazdaspecificitású bakteriofág 

részecskék hozhatók létre azzal a céllal, hogy nagyméretű metagenomikai könyvtárakat 

juttassunk be tetszőleges kórokozó baktériumokba (12. ábra). A bakteriofág 

farokfehérjéinek mutagenezise nem képezte a doktori munkám tárgyát, így ennek ez 

eredményeit a disszertációmban nem ismertetem, ezek az eredmények megtalálhatóak az 

Apjok és mtsai. 2023 publikációban. 

 



36 
 

 

12. ábra A DEEPMINE módszer  

A) Azokba a célsejtekbe, amelyek hatékonyan fertőzhetők egy adott fágfarokkal, a létrehozott T7 

hibrid fág segítségével bejuttatható a csomagoló szignált tartalmazó metagenomikai inszertet 

hordozó, vagy más tetszőleges plazmid. B) Abban az esetben, ha a hatékonyság nem megfelelő, 

irányított evolúció segítségével nagyobb hatékonyságú mutáns fágfarok hozható létre. C) A 

metagenomikai könyvtárak létrehozását követően, azok becsomagolhatók a hibrid vagy 

mutagenizált farokkal rendelkező fágrészecskékbe, majd a célsejtekbe juttathatók. A szelekciót 

követően a metagenomikai inszertek szekvenálás segítségével kiolvashatók (bővebben az Anyagok 

és módszerek fejezet Minták előkészítése új generációs szekvenálásra című alfejezetben). 

 

4.1. Metagenomikai plazmidkönyvtárak létrehozása és bejuttatása hibrid 

transzdukáló fágrészecskék használatával 

 Első lépésként megvizsgáltuk, hogy a T7 hibrid bakteriofág részecskék segítségével 

megfelelő hatékonysággal juttathatók-e be a létrehozott metagenomikai és genomi 

könyvtárak. A létrehozott három könyvtár egyenként 3-5 millió klónt tartalmazott, teljes 

méretük 25 Gb, amely kb. 2000 bakteriális genomnak felel meg. A könyvtárak mindegyikét 

hibrid bakteriofágokba csomagoltuk. Ehhez két, korábban Yosef és mtsai. (2017) által 

létrehozott hibrid fágot (T7-K11, T7-φSG-JL2), valamint egy, a laborunkban a kollégám 

által létrehozott, a T7 farok mutagenizált változatával rendelkező fágot (T7V544G) 

használtunk. A fágok segítségével a könyvtárakat az alábbi három kórokozó baktériumba 
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juttattuk: Klebsiella pneumoniae NCTC 9131 (K11), Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Typhimurium str. LT2 (φSG-JL2), valamint Shigella sonnei HNCMB 25021 (T7V544G). 

Emellett a könyvtárakat bejuttattuk az Escherichia coli K12 BW25118 labortörzsbe 

elektroporációval. A kórokozó törzseken elvégzett elektroporáció és transzdukció 

összehasonlítása céljából egyedi metagenomikai plazmidokat juttattunk a sejtekbe a két 

módszer segítségével. Ennek során a transzdukció legalább 2 nagyságrenddel 

hatékonyabbnak bizonyult mindhárom törzs esetén (13A ábra). Ezután a könyvtárak 

bejuttatási hatékonyságát vetettük össze. Transzdukció segítségével bejuttattuk a 

könyvtárakat a kórokozókba, elektroporációval pedig E. coliba. Ennek során a 

fágrészecskék hatékonysága a kórokozó törzseken legalább olyan hatékonynak bizonyult, 

mint az elektroporáció E. coliba (13B ábra).  

 

 

13. ábra Elektroporáció és transzdukció hatékonyságának összehasonlítása a 

kórokozó baktériumok esetén (A), valamint a transzdukció összehasonlítása E. coli 

és a kórokozók között (B)  

A) A bejuttatott plazmidok száma legalább két nagyságrenddel magasabb transzdukcióval, mint 

elektroporációval (K. pneumoniae P=0.023, S. enterica P=0.063, S. sonnei P=0.021, kétmintás T-

próba). B) A könyvtárak bejuttatása legalább annyira hatékony a kórokozókba transzdukció 

segítségével, mint E. coliba elektroporáció segítségével. (E. coli vs. K. pneumoniae P=0.01, E. coli vs. S. 

enterica P=0.15, E. coli vs. S. sonnei P=0.198 kétmintás T-próba).  

 

Következő lépésként a transzdukció esetleges negatív hatásait vizsgáltuk a bejuttatott 

könyvtárakon. Hosszú leolvasású Nanopore szekvenálással megvizsgáltuk a törzsekbe 



38 
 

bejuttatott könyvtárak összetételét és átlagos inszertméretét minden faj esetén. Ezen kívül 

kolónia PCR segítségével megállapítottuk, hogy a transzdukció során az elektroporációval 

összevetve milyen mértékben jönnek létre többszörösen transzdukált sejtek, amelyekben 

egynél több plazmid is előfordul. Ezek a sejtek fals pozitív találatokat eredményezhetnek a 

funkcionális szelekció során. Az eredmények alapján elmondható, hogy a transzdukció sem 

a könyvtárak diverzitására, sem az átlagos inszertméretre nincs negatív hatással, mivel a 

transzdukált könyvtárak az elektroporált könyvtárhoz hasonló mintázatot mutatnak (14A 

ábra). 

 

 

14. ábra A könyvtárak tulajdonságai a transzdukciót és elektroporációt 

követően 

A) Az adott mérettel rendelkező (bal oldali ábra), valamint adott gyakorisággal jelenlévő fragmensek 

száma a könyvtárakban elektroporáció (E. coli) és transzdukció (S. enterica, K. pneumonaie és S. 

sonnei) esetén. Az átlagos méret minden faj esetében 2 kb körül alakul. B) Kolónia PCR során 

amplifikált inszertek a metagenomikai könyvtárakból transzdukciót és elektroporációt követően. 
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A kolónia PCR-rel vizsgált 38 klónban jelenlévő kettős transzformánsok aránya a 

transzdukció esetén 5%, míg elektroporáció esetén 10% (14B ábra). 

 

4.2. Több fajban végzett funkcionális szelekció  

 Következő lépésben funkcionális metagenomikai szűrést végeztünk a három 

kórokozó fajban (S. enterica LT2, K. pneumoniae NCTC 9131, S. sonnei HNCMB 25021), 

valamint az E. coli K12 BW25118-ban mindhárom génkönyvtáron. A szelekciót grádiens 

agarlemezen végeztük, amely növekvő koncentrációban tartalmazott antibiotikumot. A 

lemezen azokat a telepeket határoztuk meg rezisztensként, amelyek a kontroll (üres 

metagenomikai plazmidot tartalmazó sejt) számára letális koncentráción is képesek voltak 

növekedni (15. ábra).  

 

 

15. ábra Antibiotikumot tartalmazó grádiens agarlemezen növő rezisztens kolóniák 

apramicin-szulfát esetén 

A vad típus (bal oldali lemez) növekedése kb. a lemez feléig tart, az ennél magasabb koncentráción 

már nem képes növekedni. A metagenomikai könyvtárat hordozó sejtek esetén (jobb oldali lemez) a 

lemez magas antibiotikum koncentrációt tartalmazó részén megjelennek a rezisztens kolóniák 

(pirossal keretezve). 
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1. táblázat A funkcionális szűrések során felhasznált antibiotikumok 

 

A szelekciót követően a rezisztens kolóniákat összegyűjtöttük és a rezisztenciát 

okozó plazmidokat izoláltuk. A plazmidokat ezután két, egymást kiegészítő szekvenálási 

protokollal szekvenáltattuk. A funkcionális szűrés során összesen 571 rezisztenciát okozó 

fragmenst azonosítottunk (16. ábra). A fragmensek szekvenciáit a CARD (Alcock és mtsai. 

2020) és RESFinder (Zankari és mtsai. 2012) adatbázisokban való BLAST kereséssel 

annotáltuk. Az 571 fragmens 84%-a mutatott jelentős homológiát ismert 

rezisztenciagénekkel. Mivel több olyan ARG-t találtunk, amelyek több fragmensen is 

megtalálhatóak voltak, az adatsor redundanciájának csökkentése érdekében az ARG-ket 

klasztereztük. Ennek során egy klaszterbe soroltuk azokat, amelyek egymással >95%-os 

szekvenciaazonosságot mutattak, így összesen 114 ARG-t azonosítottunk (Függelék, F2. 

táblázat). A további elemzés során minden ARG klasztert az az egy ARG szekvencia 

reprezentált, amely az annotáció során a legnagyobb hasonlóságot mutatta a CARD vagy 

ResFinder adatbázisokban található megfelelő szekvenciával. 

 

Antibiotikumosztály Antibiotikum Rövidítés

Jóváhagyás 

dátuma / Klinikai 

fázis

Típus Hatásmechanizmus

Doxiciklin DOX 1966 régi

Eravaciklin ERA 2018 új

Omadaciklin OMA 2018 új

Gentamicin GEN 1964 régi

Apramicin-szulfát APS Fázis I új

Cefdinir CFD 1991 régi

Cefoxitin FOX 1977 régi

Ceftobiprol CEF 2019 új

Meropenem MER 1996 régi

Szulopenem SUL Fázis III új

Moxifloxacin MOX 1989 régi

Delafloxacin DEL 2017 új

Gepotidacin GEP Fázis III új

Karbapenemek
Sejtfalszintézis-

gátló

Topoizomerázgátlók

DNS giráz és 

topoizomeráz IV 

gátló

Tetraciklinek
Fehérjeszintézis-

gátló

Aminoglikozidok
Fehérjeszintézis-

gátló

Cefalosporinok
Sejtfalszintézis-

gátló



41 
 

 

16. ábra Az azonosított rezisztenciát okozó fragmensek száma antibiotikumonként 

 

A szelekciós kísérletek során a reprodukálhatóság mérésének céljából a szűrések egy 

részét (Klebsiella pneumoniae, klinikai könyvtár, régi antibiotikumok) kétszer ismételtük. 

A két kísérletben összesen 12 ARG-t azonosítottunk, amelyek közül 10 fedett át a két 

replikátum között.  

 A funkcionális szelekció során a hagyományosan használt heterológ gazda, az E. coli 

az ARG-k mindössze 57%-át volt képes azonosítani (17A ábra). A legtöbb rezisztenciagén 

forrása a könyvtárakat tekintve a talaj könyvtár volt (17B ábra), a fajok tekintetében pedig 

az E. coli és a K. pneumoniae (17C ábra). A fajok közötti átlagos átfedés 45% volt (17D. ábra). 

Az azonosított ARG-k között efflux pumpák, efflux pumpaszabályozók, valamint 

antibiotikum inaktiváló enzimek domináltak (18A ábra), eredetüket tekintve főként 

Proteobaktériumokból származtak (18B ábra). A fajok közötti különbség az ARG családok 

szintjén is megjelent (18C ábra).  
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17. ábra Az azonosított ARG-k eloszlása az E. coli és a többi faj között 

A) A 114 ARG 57%-át azonosítottuk volna, ha csak E. coli-ban végzünk szelekciós kísérletet. A három 

további faj további ARG-k azonosítását tette lehetővé. B) Az ARG-k eloszlása a fajok és rezisztómok 

között. C) Az ARG-k eloszlása a fajok között. Az oszlopok az adott fajban azonosított ARG-k számát 

jelölik százalékosan kifejezve, szürke színnel a legalább egy másik fajban is azonosított ARG-k, 

kékeszöld színnel csak az adott fajban azonosított ARG-k száma látható. D) Az adott faj és a többi 

három közötti átlagos százalékos átfedések az ARG-k számában (dobozok). A piros szaggatott vonal 

az átlagos átfedés korrigált értékét jelzi, amely 45%. Ez a korrigált érték számításba veszi a 

reprodukálhatóság mértékét (89%), amelyet a szelekciós kísérletek egy részének ismétlése alapján 

határoztunk meg. 
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18. ábra Az ARG-k eredete és a rezisztenciacsaládok eloszlása 

A) Az azonosított ARG-k száma különböző számú gazdában rezisztenciamechanizmus szerint 

(N=114). B) Az azonosított ARG-k száma a különböző fajokban és rezisztómokban filogenetikai 

eredetük szerint (N=114). C) Az azonosított ARG családok a különböző gazdákban. A színskála az 

ARG-k számát jelöli az ARG családon belül. 
 

 Mivel azok az ARG-k, amelyek már elterjedtek az ember körüli környezetekben 

nagyobb eséllyel terjedhetnek el a kórokozók között (Zhang és mtsai. 2021), következő 

lépésként megvizsgáltuk, hogy az általunk azonosított ARG-k átadódnak-e baktériumok 

között irodalmi adatok és adatbázisok alapján. Ennek felderítésére létrehoztunk egy mobil 

géngyűjteményt annak alapján, hogy az adott gének jelen vannak-e több, távoli rokon 

baktérium genomjában (Ellabaan és mtsai. 2021; Y. Hu és mtsai. 2016; Smillie és mtsai. 

2011). Ehhez 2794 bakteriális genomot hasonlítottunk össze és azokat a géneket amelyek 

90%-os szekvencia hasonlóság mellett legalább 2 genomban jelen voltak, mobilis 

génekként határoztuk meg, mivel ez horizontális átadódásra utal. Ezt az adatbázist 

kiegészítettük egy 27.939 plazmidszekvenciát tartalmazó adatbázissal, amelyek változatos 
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környezetekből származnak. Ezt követően a 114 ARG klaszter reprezentatív szekvenciáit 

az említett adatbázisokhoz illesztettük, és ha az adott ARG szekvencia 90%-os 

szekvenciahasonlóságot mutatott a két adatbázis valamelyikében található szekvenciával, 

mobilis génként határoztuk meg. A két adatbázis közötti 91%-os átfedés alapján 

elmondható, hogy azok az ARG-k, amelyek jelen vannak plazmidon, általában átadódnak a 

különböző fajok között. Ezután megvizsgáltuk, hogy látunk-e összefüggést a mobilitás és a 

funkcionális szűrés eredményei között. Azt találtuk, hogy azok az ARG-k, amelyek egy DNS 

fragmensen vannak jelen a könyvtárakban ritkábban mobilizálódnak (19. ábra).  

 

 

19. ábra A mobilis és nem mobilis ARG-k száma, amelyek egy vagy több DNS 

fragmensen találhatóak meg a könyvtárakban. (kétoldalú Fisher teszt, P<0.0001, 

n=114) 

 

Ezen kívül különbséget találtunk a könyvtárak között a bennük található ARG-k mobilitását 

tekintve. Eszerint a talaj könyvtárban szignifikánsan magasabb az általunk nem 

mobilisként meghatározott ARG-k aránya, mint a klinikai vagy a bél mikrobiom 

könyvtárban (20. ábra).  
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20. ábra Mobilis gének száma a három könyvtárban 

A talajból azonosított ARG-k között szignifikánsan kisebb a mobilis gének aránya a másik két 

rezisztómhoz hasonlítva (kétoldalú Fisher-teszt, bél mikrobiom és talaj p=0,0001; klinikai és talaj 

p=0,0398). 

 

4.3. Az ARG-k fajspecifikus hatása a rezisztenciára 

 A következő kérdésünk az volt, hogy vajon az ARG-k funkcionális szűrés során 

tapasztalt fajspecificitása miből ered. Feltételezésünk szerint adódhat kísérleti zajból, 

amelynek oka, hogy a transzdukció során a plazmidok nem egységesen jutnak be a 

különböző fajokba. Emiatt fordulhat elő, hogy egyes ARG-ket nem azonosítunk minden 

gazdában. Másrészt jelezhet valós funkcionális inkompatibilitást az ARG és a gazdák között 

(Porse és mtsai. 2018).  

A kérdés megválaszolására megvizsgáltuk, hogy azok a DNS fragmensek, amelyek E. 

coliban rezisztenciát biztosítanak, a többi három fajban is kifejezik-e a 

rezisztenciafenotípust. A négy fajban összesen 80 esetet (4x20 ARG-antibiotikum 

kombináció) vizsgáltunk meg (Függelék, F3. táblázat). A 20 kombinációból 7 esetén 

figyeltük meg azt, hogy az adott plazmid valamely fajban nem biztosít rezisztenciát (<2x-es 

különbséget mértünk az MIC-ban az üres plazmidot hordozó sejt és a metagenomikai 

találat között, 21. ábra). Néhány kombináció esetén jelentős, több mint 256x-os 

különbséget láttunk az MIC-ban a fajok között. Ezeket a különbségeket az efflux pumpák, 

transzkripciós szabályozófehérjék és antibiotikummódosító enzimek esetén tapasztaltuk.  
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21. ábra A rezisztenciaszintekben megfigyelhető különbségek az egyes fajokban 

 

Az egyedi fragmensek rezisztenciafenotípusának mérése mellett egy újabb 

funkcionális szűrést is elvégeztünk. Ennek során az első szűrésben azonosított 571, 

rezisztenciát biztosító fragmenst hordozó plazmidot újra bejuttattuk a négy gazdába. Ezt 

követően elvégeztük az újabb szelekciót a 13 antibiotikum jelenétében. Annak eldöntésére, 

hogy a plazmidok véletlenszerűen jutnak-e be a gazdatörzsekbe, szekvenálást végeztünk a 

bejuttatást követően egyrészt a szelekció előtt, amellyel meghatároztuk, hogy a plazmidok 

hány százaléka van jelen a kísérlet elején mind a négy gazdában, valamint a szelekció után 

is. Az antibiotikumszelekciót követő szekvenálás kiértékelésekor csak azokat az ARG-ket 

vettük figyelembe, amelyek mind a négy fajba sikeresen visszajutottak, tehát a szelekció 

előtti szekvenálás során mind a négy fajban azonosíthatók voltak. A szekvenálás 

eredménye alapján az 571 plazmidból 473 (81%) volt jelen mind a négy fajban a szelekció 
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előtt. Ez a 473 plazmid összesen 80 ARG-t kódolt. A szelekciót követően a 80 ARG-ból 63-

at megerősítettünk legalább az egyik fajban. Ezt követően megvizsgáltuk, hogy miként 

alakult a fajpárok közötti átfedés a szelekció során. Az első szelekciós kísérlethez képest a 

fajpárok közötti átlagos átfedés 70%-ra nőtt és az ARG-k ~50%-a biztosított rezisztenciát 

mind a négy fajban (22. ábra).  

 

 

22. ábra ARG-k eloszlása a négy gazdafaj között a második szűrést követően 

A 63 ARG átlagosan 70%-a fed át fajpáronként, és kb. 50%-uk ad rezisztenciát mind a négy fajban 

 

A két kísérlet eredményeinek összehasonlítása során megfigyeltük, hogy a második 

szűrési kísérlet és az MIC mérések eredményei nem fednek át teljes egészében. Ezért az 

MIC mérések alapján, amelyet megbízható rezisztenciafenotípust kimutató módszerként 

kezelhetünk, meghatároztuk  a második szűrés pontosságát, vagyis a fals negatív és fals 

pozitív találati rátákat (Függelék, F1. ábra). Ennek eredményeképp azt találtuk, hogy a 

hibarátával korrigálva is hasonlóan alakul a fajok közötti átlagos átfedés (69%), valamint a 

4 fajban rezisztenciát biztosító ARG-k aránya (46%) (Függelék, F2. ábra). 

 

4.4. Környezeti rezisztencia az új antibiotikumokkal szemben 

 A tanulmányunk célja volt meghatározni, hogy a régi antibiotikumokkal összevetve 

az újonnan bevezetett, vagy még tesztelés alatt álló antibiotikumokkal szemben mennyire 

elterjedt a rezisztencia a környezetben és milyen mértékben jellemző a jelenlévő ARG-kre 

a mobilitás. Az első funkcionális szűrés alapján megállapítható, hogy az ARG-k számában 

nincs különbség az új és a régi antibiotikumok között, függetlenül a vizsgált mikrobiomtól 
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(23A. ábra). Nem találtunk továbbá különbséget a mobilis ARG-k számában sem a két 

csoport között (23B ábra).  

 

  

23. ábra Az ARG-k száma az új és régi antibiotikumok esetén 

A) Nincs szignifikáns különbség az ARG-k teljes számában (Wilcoxon-teszt, p=0.8477) és a B) mobilis 

ARG-k számában a két csoport között (Wilcoxon-teszt, p=0.6106). 

 

Az ARG-k számán kívül a rezisztens klónok által elért legmagasabb rezisztenciát is 

megállapítottuk a régi és új antibiotikumok esetén. Ehhez minden antibiotikum esetén 

lemértük, hogy a rezisztens populáció mekkora maximális MIC különbséget okoz az üres 

plazmidot hordozó sejthez képest. Hasonlóan a korábbiakhoz, nem találtunk különbséget a 

két csoport között (24. ábra). 
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24. ábra Az elért legmagasabb rezisztenciaszintek antibiotikumonként 

Nincs szignifikáns különbség az ARG-k által biztosított legmagasabb rezisztenciaszintek között a régi 

és új antibiotikumok esetén (kétmintás T-próba, p= 0.343721). 

 

Jelentős átfedés látható továbbá a rezisztenciamechanizmusok között az új és régi 

antibiotikumok esetén, tehát nagy mértékű keresztrezisztencia áll fent a két csoport között 

(25. ábra). Egyes antibiotikumok esetén, mint a cefalosporinoknál, több ARG-t 

azonosítottunk az új antibiotikum ellen, mint a régiekkel szemben. A 2. táblázat 

antibiotikumonként foglalja össze az új szerekkel szemben azonosított ARG-ket. Az 

apramicin-szulfát kivételével minden anibiotikum esetén azonosítottunk ARG klasztereket, 

amelyek a mi meghatározásunk szerint horizontálisan terjednek, tehát több mint 90%-os 

hasonlóságot mutatnak a mobil géngyűjteménnyel vagy a plazmidadatbázissal. 
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25. ábra Rezisztenciamechanizmusok átfedése az új és régi antibiotikumok között 

Az azonos csoportba tartozó antibiotikumok esetén azonosított rezisztencia géncsaládok nagy 

mértékben átfednek. A színskálák a családba tartozó ARG-k számát, az antibiotikumok típusát, 

valamint az antibiotikumcsaládokat jelölik.  

 

 

2. táblázat Az új antibiotikumokkal szemben azonosított ARG-k 

A piros betűszín jelöli az általunk horizontálisan átadódónak meghatározott ARG-ket, az ARG neve 

melletti, a zárójelben levő szám a génklaszterek számát jelöli. 

 

Apramicin-szulfát Delafloxacin Gepotidacin Szulopenem

AAC(3)-XI ramA (2) ramA (2) VIM-1 CblA-1 (2) OXA-2

PmpM QnrB46 cdeA (2) NDM-1 CcrA OXA-209

AAC(3)-Ivb (8) mfpA evgS AIM-1 (4) cepA OXA-21

aadS QnrA1 hmrM (3) BAT-1 cfiA1 OXA-395

Eravacycline Omadacycline marA cfiA1 cmeB OXA-444

ramA (2) ramA (2) mdfA LMB-1 (2) CTX-M-14 OXA-486

tet(X) adeS mdtK (3) marA DHA-7 OXA-53

tet(X5) marA (3) mdtM (2) mecR1 LMB-1 (2) ramA

marA (4) mepA (2) PmpM (5) NmcR mecR1 SHV-12

Txr tet(37) QnrB46 OXA-198 (2) mexB TLA-1

tet(X) OXA-2 NDM-1 TLA-2

Txr OXA-21 OXA-198 (4) VIM-1

OXA-53

Ceftobiprol

Horizontális géntranszferrel terjed
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5. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA 

 Az antibiotikumrezisztencia mára az egyik legégetőbb problémává nőtte ki magát. 

Amennyiben a gyógyszerfejlesztő vállalatok nem fektetnek energiát rezisztenciára kevésbé 

hajlamos szerek fejlesztésébe, a helyzet a közeljövőben súlyosbodni fog. A 

gyógyszerfejlesztési folyamat egyik problémája, hogy a rezisztencia kialakulásának 

tesztelése a fejlesztés korai fázisában nem teljeskörű. Az antibiotikumrezisztencia 

kialakulhat és terjedhet vertikálisan, melynek során egy vagy több rezisztenciát biztosító 

mutáció jelenik meg és terjed át az osztódás során az utódsejtekre. A terjedés másik módja 

a horizontális géntranszfer, amely a környezetben jelenlévő rezisztenciagént vagy géneket 

hordozó DNS fragmensek átadását jelenti nem rokon baktériumfajok között. A mutációk 

megjelenésének és a vertikális terjedés lehetőségének tesztelése része a fejlesztési 

folyamatnak, a horizontális evolúció lehetőségét azonban nem vizsgálják, annak ellenére, 

hogy rendelkezésre áll az a technika, amellyel azonosíthatók a potenciálisan elterjedő 

rezisztenciagének. Ez a funkcionális metagenomika, amelyet több tanulmányban is 

alkalmaztak már antibiotikumrezisztencia-gének azonosítására különböző 

környezetekből. Ezekben a tanulmányokban azonban a rezisztenciafenotípus megjelenését 

az Escherichia coli valamely laboratóriumi törzsében vizsgálták. Ez nem meglepő, hiszen az 

E. coli széles körben alkalmazott laboratóriumi „igásló”, amely könnyen kezelhető és 

hatékonyan transzformálható elektroporáció segítségével. Ez elengedhetetlen a kis 

inszertméretű, esetenként több millió klónt tartalmazó metagenomikai könyvtárak 

bejuttatására. Azonban az E. coli egyedüli alkalmazása donorként kizárhatja olyan gének 

azonosításának a lehetőségét, amelyek valamilyen okból nem funkcióképesek ebben a 

fajban. A genomi mutációkról egy korábbi tanulmány kimutatta, hogy ugyanaz a 

rezisztenciamutáció más genetikai háttéren eltérő fenotípust okozhat (Apjok és mtsai. 

2019). Ezen kívül, több donorban végzett funkcionális metagenomikai szűrések során nagy 

inszertméretű könyvtárak esetén már kimutatták, hogy több gazdafajjal több találat 

azonosítható (Liebl és mtsai. 2014).  

A doktori munkám során kidolgozott eljárás (DEEPMINE) megoldásként szolgál a 

kis inszertméretű metagenomikai könyvtárak több, klinikailag releváns kórokozó donorba 

való bejuttatására. Mivel az E. colinál hatékonyan alkalmazható elektroporáció nem 

működött megfelelő hatékonysággal a kórokozó baktériumokon, a könyvtárak 
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bejuttatására hibrid transzdukáló bakteriofág részecskéket alkalmaztunk. Ennek alapja egy 

2017-es tanulmány volt, amelyben a szerzők az E. coli T7-es fágjának farokrostjait 

lecserélték vagy mutagenezis során módosították, így a fág gazdaspecificitását 

kiterjesztették. Az így létrejött hibrid fág alkalmas volt arra, hogy tetszőleges plazmidot 

juttasson be adott baktériumfajba (Yosef és mtsai. 2017). Munkánk során metagenomikai 

plazmidkönyvtárakat csomagoltunk be az említett tanulmányban is használt hibrid, 

valamint általunk készített mutáns T7 fágokba, majd bejuttattuk őket különböző 

baktériumfajokba. Yosef és munkatársai a hibrid fágok hatékonyságát egyféle plazmid 

bejuttatásával demonstrálták. Munkánk során bizonyítottuk, hogy a hibrid és mutagenizált 

fágok alkalmasak több millió különböző plazmidot tartalmazó metagenomikai könyvtárak 

bejuttatására is kórokozó, nem modellorganizmusok esetén (Klebsiella pneumoniae, 

Shigella sonnei, Salmonella enterica). Méréseink alapján a transzdukció nagyságrendekkel 

hatékonyabb, mint az elektroporáció, így alkalmas arra, hogy a könyvtárak lefedéséhez 

megfelelő számú (108) transzdukánst hozzunk létre. Ezzel hatékonyabb a konjugációnál is, 

amelyről irodalmi adatok alapján tudjuk, hogy 106-107 transzkonjugáns előállítására képes 

(Kakirde és mtsai. 2011; Rousset és mtsai. 2021).  

A DEEPMINE alkalmazásával elvégzett funkcionális szűrések során demonstráltuk, 

hogy az E. coli mellett alkalmazott többi donorfaj jelentősen megnövelte az azonosított 

ARG-k számát. Ez az eredmény összhangban van azokkal a tanulmányokkal, amelyek több 

gazdafaj alkalmazásával bővítették az azonosított bioszintetikus útvonalak számát (Craig 

és mtsai. 2010; Martinez és mtsai. 2004). Az azonosított ARG-k számát tekintve a fajok 

közül az E. coli mellett kiemelkedik a Klebsiella penumoniae. Egy 2018-as tanulmány szerint 

ez a faj fontos szerepet játszik a rezisztenciagének terjesztésében a környezet és a klinikum 

között. Ennek alapja, hogy egy igen sokféle környezeteben előforduló fajról van szó, 

amelynek genomjára jellemző a szekvenciavariabilitás (pl. változó GC tartalmú 

szekvenciák), valamint a többi Gram-negatív baktériumhoz képest többféle plazmid 

jelenléte a sejtben (Wyres és Holt 2018). Előfordulhat, hogy ez a faj önmagában többféle 

ARG kifejezésére képes, mint az E. coli törzsei. Fontos megjegyezni azonban, hogy a 

szelekciós kísérlet reprodukálhatóságának mérése során, amelyet ebben a fajban 

végeztünk, 15%-os eltérést tapasztaltunk a két replikátum között. Ezáltal feltételezhető, 

hogy az azonosított ARG-k számában tapasztalt valós fajok közötti különbség kisebb, mint 

amilyennek az első szelekciós kísérlet alapján tűnik. Az általunk alkalmazott fajokkal 
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távolabbi rokonságban álló baktériumok alkalmazása esetén feltételezhetően nagyobb 

különbségeket tapasztalnánk az ARG-k számában. Ezeknek a kérdéseknek a tisztázása 

további vizsgálatokat tesz szükségessé. 

Mivel a funkcionális metagenomikai szűrés során azonosított gének potenciális 

jelöltek lehetnek a horizontális géntranszferre, összefüggéseket kerestük az azonosított 

ARG-k mobilitása és a szűrések eredménye között. Ennek során nem találtunk szignifikáns 

összefüggést a fajokkal való kompatibilitás és az ARG-k tulajdonságai között. Megfigyeltük 

azonban, hogy azok az ARG-k, amelyek a könyvtárban több DNS fragmensen vannak jelen, 

irodalmi adatok és adatbázisok alapján a mi meghatározásunk szerint gyakrabban adódnak 

át horizontális géntranszferrel a baktériumok között. Ez az eredmény arra utal, hogy az 

ARG-k közvetlen genomi környezete hatással lehet a kompatibilitásukra egy új gazdafaj 

genomjával. Ez egyetértésben van Porse és mtsai. (2018) munkájával, akik az ARG-k 

filogenetikai eredetét meghatározó tényezőként nevezték meg a horizontális géntranszfer 

feltételei között. Elképzelhető, hogy amennyiben egy ARG több faj genomjában is jelen van, 

nagyobb az esélye a funkcionális kompatibilitásra egy újabb fajjal és így könnyebben 

terjedhet horizontális géntranszferrel. Megfigyeltük továbbá, hogy a talaj rezisztómban a 

mobilis ARG-k aránya szignifikánsan kisebb, mint a klinikai és a bél rezisztómokban. Ezt 

egyrészt magyarázza az ARG-nkénti fragmensek száma: a talajban található ARG-k esetén 

azt látjuk, hogy nyolcszor több azoknak az aránya, amelyek egyetlen fragmensen találhatók 

meg, míg a másik két rezisztómnál ez nagyjából 50-50%.  Másrészt, magyarázhatja a 

különböző rezisztómokban azonosított ARG-k szekvenciaazonossága az adatbázisokban 

található ARG szekvenciákkal. Az adatbázisokban található szekvenciák jelentős része az 

emberi kórokozókban azonosított rezisztens gének szekvenciáit tartalmazzák, tehát 

elképzelhető, hogy a talajból származó szekvenciák alulreprezentáltak. Ennek megfelelően 

a klinikai izolátumokból azonosított ARG-k átlagosan magasabb szekvenciaazonosságot 

mutatnak ezekkel a génekkel, mint a talaj rezisztómban azonosított társaik. A mobilitás 

meghatározásánál azonban a plazmid adatbázissal, valamint a mobil géngyűjteménnyel 

viszonylag magas, 90% feletti egyezés esetén neveztünk egy ARG-t mobilisnak, így a 

talajban tapasztaltuk a mobilis ARG-k legkisebb arányát a másik két rezisztómmal 

összevetve. A szekvenciaadatbázisok oldaláról tehát jelen lehet egy aránytalanság a 

talajban előforduló szekvenciák kárára, amely torzíthatja a mobilitás meghatározását.  
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Az első funkcionális szűrést megerősítő második szelekciós kísérlet eredménye a 

fajok között nagyobb átlagos átfedést mutatott, valamint az első kísérlettel összevetve több 

olyan ARG-t azonosított, amelyek mind a 4 fajban rezisztenciát okoznak. Ez arra utal, hogy 

nagyobb metagenomikai könyvtárak bejuttatása esetén jelen van egy kísérleti zaj. Így 

megállapítható, hogy a több fajban történő elsődleges szelekció legfőbb funkciója és előnye 

az, hogy bővítse az azonosított ARG-k számát. Az munkánk során alkalmazott fajok a 

Proteobacteriumok törzsébe tartoznak és az azonosított ARG-k nagy része is ebbe a törzsbe 

tartozó baktériumoktól származik. Feltételezhető, hogy amennyiben az alkalmazott 

gazdabaktériumokkal nagyobb filogenetikai távolságot fednénk le, esetleg Gram pozitív 

baktériumokat is alkalmaznánk távolabbi forrású géneket is azonosíthatnánk. Esetünkben 

azonban ahhoz, hogy tényleges funkcionális kompatibilitást mutassunk ki az ARG-k és a 

fajok között, szükség volt egy másodlagos szűrésre, amelyben a rezisztensként azonosított 

találatokat újra bejuttattuk és szelektáltuk. A megerősítő kísérlet során az első szelekció 

során azonosított 114 ARG közül 80-at sikerült mind a négy fajba bejuttatni, majd a 

szelekciót követően ebből 63-at azonosítottunk legalább egy fajban. Ennek magyarázata az 

lehet, hogy ezt a 63 ARG-t a könyvtárban több DNS fragmens reprezentálta, míg a maradék 

17 ARG, amelyet nem sikerült azonosítanunk a második szűrés során, egy kivétellel, a 

könyvtárban egyetlen DNS fragmensen volt megtalálható (Függelék, F3.ábra). 

Feltételezésünk alapján ennek a jelenségnek szerepe lehet a 17 ARG elvesztésében. A fajok 

közti különbségeket a rezisztenciafenotípusok szintjén megvizsgálva azt találtuk, hogy 

ugyanaz a DNS fragmens más genetikai háttéren erősebb vagy gyengébb rezisztenciát 

képes okozni. Előfordulhat, hogy a fajok genetikai hátterének eltérése miatt pl. az efflux 

pumpák esetén bizonyos járulékos fehérjék megléte vagy hiánya okozhatott különbséget a 

rezisztencia szintjében. Mivel a vizsgálataink alapján a fajok közti különbség a 

rezisztenciafenotípus szintjén is megmutatkozhat, így ennek a vizsgálata is fontos lehet 

azon ARG-k esetében, amelyeket mind a négy fajban azonosítunk. 

A munka során a DEEPMINE segítségével több ARG-t is azonosítottunk ez emberi 

felhasználásra nemrégiben bevezetett vagy még fejlesztés alatt álló antibiotikumokkal 

szemben. Várható módon a vizsgálatok azt mutatták, hogy ugyanazon antibiotikum 

családon belül az új és régi antibiotikumok között nagyon magas a keresztrezisztencia, 

tehát nagy az ARG-kban tapasztalt átfedés. Jó példa erre a ceftobiprol antibiotikum, egy 

ötödik generációs cefalosporin, amelyet nemrégiben hagytak jóvá tüdőgyulladás 
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kezelésére. A ceftobiprol esetén az összes és az általunk mobilisként meghatározott ARG-k 

száma is kiemelkedően magas átfedést mutat a régi típusú cefalosporinokkal összevetve. 

Az irodalomból ismert, hogy a kiterjedt spektrumú béta-laktamázok hatékonyan lebontják 

a ceftobiprolt (Queenan és mtsai. 2007), így ennek a szernek az alkalmazása korlátozott 

lehet olyan baktériumok esetén, amelyek rendelkeznek ilyen aktivitással (Farrell és mtsai. 

2014). Megjegyzendő, hogy a ceftobiprolt elsősorban Gram-pozitív baktériumok okozta 

fertőzések kezelésére fejlesztették ki, így lényeges, hogy a béta-laktamázok, amelyeket 

azonosítottunk a szelekciók során, Gram-pozitív baktériumokban is előfordulnak (pl. OXA 

gének, cepA, VIM-1 (Toth és mtsai. 2016). Olyan, emberi felhasználás szempontjából új 

antibiotikumok is vannak azonban, amelyekkel szemben kevesebb ARG-t azonosítottunk. 

Ilyen az apramicin-szulfát, amelyet az állatgyógyászatban már használnak, azonban emberi 

gyógyászatban való alkalmazhatóságát még tesztelik.  A bél mikrobiomban egy olyan ARG-

t azonosítottunk, a klinikai rezisztómban pedig egyet sem, amely rezisztenciát biztosít ez 

ellen az antibiotikum ellen. Ezzel szemben a talaj mirobiomból számos, az apramicin-

szulfát elleni rezisztenciát okozó ARG-t izoláltunk. Az azonosított ARG-k főként 

aminoglikozid-acetiltranszferázok, amelyek több gazdával is kompatibilisek a szűrésünk 

alapján. Ez alapján várható, hogy ezek a gének a jövőben továbbterjedhetnek, mint ahogy 

az általunk is azonosított AAC(3)-IVb acetiltranszferáz, amely nemrégiben jelent meg 

klinikai körülmények között rezisztens kórokozókban (Hao és mtsai. 2021). A két 

antibiotikum-csoport között általánosan tapasztalható nagy átfedés feltételezhető oka, 

hogy az új antibiotikumok nem rendelkeznek új hatásmechanizmussal, csak kismértékű 

módosítást tartalmaznak az elődjeikhez képest. Az omadaciklin és eravaciklin esetében 

például a tetraciklin molekulát mindössze két ponton módosították azzal a céllal, hogy 

ellenállóbb legyen az efflux mechanizmusokkal, valamint a riboszóma védő fehérjékkel 

szemben, így remélve a rezisztencia kivédését (Solomkin és mtsai. 2019; Villano, J, és E 

2016). Bár riboszómakötő fehérjéket nem, efflux pumpákat mindkét szerrel szemben 

azonosítottunk a szűrések során, amely arra utal, hogy a módosítás nem váltja be a hozzá 

fűzött reményeket. 

Az új és régi antibiotikumok között nem csak az ARG-k számát tekintve nem 

találtunk szignifikáns különbséget, de az ARG-k által okozott legmagasabb 

rezisztenciaszintekben sem. Hasonlóképp, az új és régi antibiotikumokkal szemben 

rezisztenciát biztosító általunk mobilisként meghatározott ARG-k számában sem volt 
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szignifikáns különbség. Ezek alapján levonható az a következtetés, hogy az új 

antibiotikumok nem lesznek hosszabb ideig hatékonyak elődjeiknél, mivel a baktériumok 

számára már elérhető a környezetben az az ARG készlet, amely magas szintű rezisztenciát 

okoz és horizontális géntranszferrel terjed a kórokozók között. Ennek oka, hogy az általunk 

vizsgált új antibiotikumok hatásmechanizmusa már ismert és az őket megelőző, régóta 

alkalmazott változataik már szelektáltak a rezisztenciára a környezetben. Ezért 

kiemelkedően fontos lenne az antibiotikumfejlesztés területén a paradigmaváltás, amely 

magában foglalja új hatásmechanizmussal rendelkező antibiotikumok fejlesztését, 

valamint a fejlesztés korai fázisában a rezisztencia környezetben való jelenlétének 

tesztelését.  

A doktori munkám során kidolgozott eljárás az első lépést jelenti egy olyan módszer 

felé, amely jelentősen kibővítheti a funkcionális metagenomika felhasználhatóságát. Ennek 

haszna lehet az antibiotikumfejlesztésben, a rezisztencia kialakulásának és terjedésének 

pontosabb előre jelzésével. Ezen, bennünket leginkább érdeklő területen kívül azonban 

más funkciók, például iparilag jelentős enzimek azonosítására irányuló erőfeszítések 

esetén is hasznos lehet. A felhasznált fajok száma tovább bővíthető, a megfelelő hibrid 

bakteriofágok előállításával. Ez racionális fágtervezéssel, a szintetikus biológia és a 

bioinformatika eszközeinek felhasználásával megvalósítható lehet a jövőben.  
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ÖSSZEFOGLALÁS 

A metagenomika lehetővé teszi olyan mikrobaközösségek beható vizsgálatát, 

amelyek laboratóriumi körülmények között nem tenyészthetők. Így, különböző környezeti 

minták mikrobiomjának fajösszetétele és azon belül a különböző mikróbák funkciója 

határozható meg, pusztán genomi adatok kinyerésével (Tringe és Rubin 2005). A 

metagenomikán belül a funkcionális metagenomika segítségével vizsgálhatók a 

metagenomban található olyan gének, amelyek meghatározott funkciókat látnak el 

(Coughlan és mtsai. 2015; Daniel 2005; Lorenz és Eck 2005). Ebben az esetben a 

metagenomból származó DNS fragmenteket expressziós vektorba klónozzuk, majd egy 

heterológ gazdában kifejezve új, ipari szempontból jelentős fehérjéket azonosíthatunk: 

enzimeket, bioaktív molekulákat, valamint a környezetben található antibiotikum-

rezisztenciát biztosító proteineket (Coughlan és mtsai. 2015; Crofts, Gasparrini, és Dantas 

2017; Forsberg és mtsai. 2019; van der Helm, Genee, és Sommer 2018). Ezek a 

metagenomikai könyvtárak általában több millió DNS fragmenst tartalmaznak, amely 5-

100 Gb-nyi, azaz több ezer bakteriális genomnak megfelelő DNS-t jelent (Boolchandani, 

Patel, és Dantas 2017; Forsberg és mtsai. 2019; dos Santos és mtsai. 2017).  

Bár a funkcionális metagenomika több kutatási területen is hasznosítható, jelenlegi 

formájában alkalmazása korlátokba ütközik. A metagenomikai plazmidkönyvtárak 

megfelelő hatékonyságú bejuttatása központi jelentőségű azok jelentős mérete miatt. 

Azonban az elektroporáció, konjugáció vagy bakteriofág transzdukció, amelyeket 

hagyományosan erre a célra használunk, fáradságos és csak limitált számú baktériumban 

működő módszerek (Lam és mtsai. 2015; Taupp, Mewis, és Hallam 2011). Emiatt a 

funkcionális metagenomikai hatásszűrések során tapasztalt eredmények általános 

érvényessége kérdéses (Ngara és Zhang 2018; Uchiyama és Miyazaki 2009). Nem 

azonosíthatók pl. olyan klinikai vagy biotechnológiai szempontból érdekes gének, amelyek 

csak egy adott fajban képesek valamilyen funkciót ellátni a baktérium genetikai háttere 

vagy egyéb faktorok miatt (Lammens, Nikel, és Lavigne 2020; Sommer, Church, és Dantas 

2010; Taupp, Mewis, és Hallam 2011). Azok a tanulmányok, amelyek 

antibiotikumrezisztencia-gének azonosítására alkalmaznak funkcionális metagenomikát, 

nagyrészt az Escherichia coli valamelyik laboratóriumi törzsét használják heterológ 

gazdaként (Kintses és mtsai. 2018; Pehrsson és mtsai. 2016; Sommer, Dantas, és Church 
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2009). Korábbi tanulmányok kimutatták azonban, hogy a rezisztencia fenotípus 

megjelenése függ a baktérium genetikai hátterétől (Apjok és mtsai. 2019), valamint, hogy 

több gazdaszervezet egyidejű alkalmazása értékes információt szolgáltathat a 

rezisztenciagének gazda genomokkal való funkcionális kompatibilitásáról és a fajok közti 

horizontális átadhatóságáról (Porse és mtsai. 2018).  

Munkám során egy olyan módszer kifejlesztésén dolgoztam, amely megoldást jelent 

a fent említett hátrányok leküzdésére. A technikát, amely a DEEPMINE (Reprogrammed 

Bacteriophage Particle Assisted Multi-species Functional Metagenomics) nevet kapta, egy 

korábbi tanulmányból kiindulva fejlesztettük ki (Yosef és mtsai. 2017). Ebben a 

tanulmányban olyan transzdukáló T7 bakteriofág részecskéket hoztak létre amelyek 

farokrosjtait más bakteriofágok farokfehérjéire cserélték, így megváltoztatva azok 

specificitását. A módszerünk ilyen T7 alapú transzdukáló részecskéket alkalmaz nagy 

méretű metagenomikai könyvtárak bejuttatására különféle nem modell organizmusokba. 

Első lépéseként két metagenomikai és egy genomi könyvtárat hoztunk létre. A 

metagenomikai könyvtárak forrása az emberi bél mikrobiom, valamint antibiotikumokkal 

jelentősen szennyezett talaj és folyóüledék-minták, amelyeket az indiai Hyderabad 

iparvárosban és környékén gyűjtöttünk. A genomi könyvtárhoz 68, törzsgyűjteményekből 

származó vagy kórházakban izolált többszörösen rezisztens Gram-negatív és Gram-pozitív 

kórokozók genomját használtuk. Munkánk során az E. coli labortörzs mellett az 

Enterobacteriaceae családba tartozó három faj, a Klebsiella pneumoniae, a Shigella sonnei és 

a Salmonella enterica kórokozó törzseibe juttattunk metagenomikai könyvtárakat.  

Eredményeink alapján a bakteriofág részecskékkel végzett transzdukció 

nagyságrendekkel sikeresebbnek bizonyult az E. colinál sikeresen alkalmazható, de az 

általunk választott kórokozóknál nem kellően hatékony elektroporációnál. Méréseink 

alapján a két módszer között nincs különbség a könyvtár összetételét tekintve – a 

transzdukció során nem jellemző több dupla transzformáns, mint az elektroporáció esetén, 

valamint a könyvtár diverzitását és átlagos fragmensméretét sem befolyásolja 

kedvezőtlenül a transzdukció. A könyvtár bejuttatását követően funkcionális 

metagenomikai szűréseket végeztünk a négy fajban 13 antibiotikum jelenlétében, melyek 

között régóta alkalmazásban lévő és nemrég bevezetett vagy klinikai tesztelés alatt álló 

szerek találhatóak. A funkcionális szűrések során 571 rezisztenciát okozó DNS fragmenst 

azonosítottunk, melyeken a gének klaszterezését követően, összesen 114 antibiotikum 
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rezisztencia gént (ARG-t) annotáltunk. A 114 ARG közül az E. coli a gének mindössze 45%-

át tudta kifejezni az első funkcionális szűrés alapján. A megfigyelt fajok közti különbség az 

ARG családok szintjén is jellemző. Ez alapján elmondható, hogy több gazdabaktérium 

alkalmazása kibővíti a környezetből azonosítható rezisztenciagének számát a funkcionális 

szelekció során. Az azonosított ARG-k között minden főbb rezisztenciamechanizmus jelen 

van, eredetüket tekintve pedig főként Proteobaktériumokból származnak. Az első szelekció 

során megfigyeltük, hogy a könyvtárakban több fragmens által is reprezentált ARG-k 

gyakrabban adódnak át a természetben horizontálisan a baktériumok között.  

Annak ellenőrzésére, hogy a fajok közötti különbség kísérleti zaj miatt keletkezeik-

e vagy tényleges különbséget jelent, rezisztenciafenotípus-méréseket végeztünk, valamint 

elvégeztünk egy ellenőrző, második funckionális szelekciót. A fenotípus mérés esetén 

meghatároztuk az egyedi DNS fragmensek által biztosított rezisztencia szintjét a négy 

fajban, a második szelekció esetén pedig az első szűrés során izolált rezisztens találatokat 

visszajuttattuk a négy fajba, majd újra szelektáltuk antibiotikumok jelenlétében. 

Megfigyeltük, hogy a második szelekciós kísérlet eredménye alapján az ARG-k kb. felére 

jellemző, hogy mind a négy fajban rezisztenciafenotípust mutatnak. Kimutattuk, hogy ezen 

ARG-k egy részére jellemző, hogy a biztosított rezisztencia szintjén mutatnak 

fajspecificitást. 

Összehasonlítottuk továbbá az új és régóta használatban lévő antibiotikumokat a 

funkcionális szelekciós rezisztenciaprofiljuk alapján. Az eredmények azt mutatják, hogy az 

új antibiotikumokkal szemben sem az ARG-k számában, sem az általuk okozott rezisztencia 

szintjében nincs különbség. Jellemző továbbá az antibiotikum osztályokon belül az új és 

régi szerek közötti keresztrezisztencia. Ez az eredmény azt igazolja, hogy új 

hatásmechanizmusú szerekre van szükség a rezisztencia kialakulásának minimalizálására. 

Összefoglalva elmondható, hogy a munkám során fejlesztett technika az első lépést 

jelenti egy olyan módszertan létrehozásához, amely segítheti az antibiotikumfejlesztés 

folyamatát. Bemutattuk, hogy több gazdafaj alkalmazása nagyobb mértékben tárhatja fel a 

környezeti rezisztómot, mint egyetlen gazda. A jövőben új hibrid bakteriofág részecskék 

létrehozásával a gazdák száma tovább bővíthető. Ez több szempontból is hasznos lehet. A 

tetszőleges gazdában végzett szelekció az adott fajra fejlesztett antibiotikum esetében 

azonosíthatja a környezetben jelenlévő rezisztenciát. Ezen kívül a módszer nem csak az 
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antibiotikum-rezisztenciagének azonosítására lehet alkalmas, hanem más funkciót ellátó, 

ipari szempontból jelentős fajspecifikus aktivitást mutató gének azonosítására 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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FÜGGELÉK 

F1. táblázat: Felhasznált primerek 

Primer ID Szekvencia 5'- 3' Típus Felhasználás 

UF501 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCGTACGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF502 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTATCTGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF503 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGCGAGTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF504 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTGCGTGTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF505 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCATCGAGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF506 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTGAGTGTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF507 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGATATCTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF508 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGACACCGTTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF509 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTACTATATATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF510 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTACTATATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF511 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTCACTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UF512 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTACGAGACTATGGTAATTGTCTG
AGCACATCAGCAGGACG 

Forward Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR701 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACTCTCGAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR702 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACTATGTCAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR703 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTAGCGTAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR704 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGTGAGTAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR705 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTACTCAAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR706 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTACGCAGAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR707 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAGACTAAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR708 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGCTCGAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR709 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGTAGTAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR710 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGCAGACAGGTAGGTAGCACGACAA
TCAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR711 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATAGACAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

UR712 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCTATAAGGTAGGTAGCACGACAAT
CAATACGGGAC 

Reverse Uptag vonalkód 
amplifikálása 

DF501 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCGTACGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF502 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTATCTGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 
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Primer ID Szekvencia 5'- 3' Típus Felhasználás 

DF503 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGCGAGTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF504 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTGCGTGTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF505 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCATCGAGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF506 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTGAGTGTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF507 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGATATCTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF508 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGACACCGTTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF509 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTACTATATATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF510 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGTTACTATATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF511 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGAGTCACTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DF512 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTACGAGACTATGGTAATTGTCAC
GAAGCCCGGGCTATTTC 

Forward Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR701 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACTCTCGATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR702 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACTATGTCATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR703 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTAGCGTATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR704 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGTGAGTATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR705 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTACTCAATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR706 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTACGCAGATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR707 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAGACTAATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR708 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGCTCGATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR709 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGTAGTATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR710 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGCAGACATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR711 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATAGACATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

DR712 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCTATAATTAAGTTAATATTTATTTG
ATGCCTCTAGCA 

Reverse Downtag vonalkód 
amplifikálása 

pZET_bc_F_SrfI_
v2 

ACAGAATTCCACGAAGCCCGGGCTATTTCNNNNNNNNNNTACGCGTGCTA
GAGGCATCA 

Forward pZET_p15A vektor 
amplifikálása 

pZET_bc_R ACAGAATTCCCCGACAATCAATACGGGACNNNNNNNNNNCGTCCTGCTGA
TGTGCTCAG 

Reverse pZET_p15A vektor 
amplifikálása 

 

  



77 
 

 

F2. táblázat: Az első szűrés során azonosított 114 ARG 

Klaszter Gén Géncsalád Mechanizmus Faj1 Rez.2 Antib. Fajok 
száma  

HGT Filogenetikai 
eredet 

1 CblA-1 CblA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC B CEF,CFD 1 nem Bacteroidetes 

7 tet(W) tetracycline-
resistant ribosomal 
protection protein 

AB célpont 
védelem 

EC,KP,
SS 

B DOX 3 igen Firmicutes 

10 VIM-1 VIM beta-lactamase AB inaktiváció EC,SE,
SS,KP 

K,T FOX,MER,
SUL,CEF, 
CFD 

4 igen Proteobacteria 

12 cfiA1 CcrA beta-
lactamase 

AB inaktiváció KP,SS T CEF,SUL 2 nem NA 

14 cdeA multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux KP B GEP 1 nem Firmicutes 

15 tet(W) tetracycline-
resistant ribosomal 
protection protein 

AB célpont 
védelem 

EC B DOX 1 igen Firmicutes 

16 AIM-1 AIM beta-lactamase AB inaktiváció KP,SS T FOX,SUL 2 nem Proteobacteria 

17 OXA-2 OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP,
SS 

K,T,B SUL,CEF,
MER,CFD 

3 nem Proteobacteria 

19 CblA-1 CblA beta-
lactamase 

AB inaktiváció KP,SE,
EC,SS 

B CEF,CFD 4 nem Bacteroidetes 

20 TLA-1 TLA beta-lactamase AB inaktiváció KP B CEF,CFD 1 nem Proteobacteria 

25 AAC(6')
-Iih 

AAC(6') AB inaktiváció KP T GEN 1 nem Actinobacteria 

27 AAC(2')
-Ib 

AAC(2') AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

29 LMB-1 LMB beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP,
SE 

T CEF,CFD,F
OX,MER,S
UL 

3 nem Proteobacteria 

30 AIM-1 AIM beta-lactamase AB inaktiváció EC,KP K,T SUL,FOX,
MER 

2 nem Proteobacteria 

33 AAC(3)-
Ic 

AAC(3) AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

36 NmcR NmcA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC T SUL 1 igen Proteobacteria 

37 aadS ANT(6) AB inaktiváció KP T APS 1 nem NA 

38 cepA cepA beta-
lactamase 

AB inaktiváció SS B CEF 1 nem Bacteroidetes 

40 BAT-1 BAT Beta-lactamase AB inaktiváció EC,KP T CEF,CFD 2 nem NA 

41 AAC(6')
-I30 

AAC(6') AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

42 LRA-12 LRA beta-lactamase AB inaktiváció KP T CFD 1 nem NA 

43 mexB RND antibiotic 
efflux pump 

AB efflux EC,KP,
SE 

B CFD,CEF 3 nem Bacteroidetes 

44 hmrM multidrug and toxic 
compound 

AB efflux KP B MOX 1 nem Bacteroidetes 
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Klaszter Gén Géncsalád Mechanizmus Faj1 Rez.2 Antib. Fajok 
száma  

HGT Filogenetikai 
eredet 

extrusion (MATE) 
transporter 

45 SHV-12 SHV beta-lactamase AB inaktiváció EC K CEF,CFD 1 igen Proteobacteria 

47 mdtK multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC,SE T GEP 2 nem Bacteroidetes 

48 OXA-21 OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP,
SE 

K,T SUL,CEF 3 igen Proteobacteria 

51 OXA-
209 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció KP T CEF 1 nem NA 

54 PmpM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux KP,SE T GEP 2 nem NA 

55 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció KP,SS T APS 2 nem NA 

56 aadA ANT(3'') AB inaktiváció KP,SS,
EC 

K GEN 3 igen Proteobacteria 

57 PDC-1 PDC beta-lactamase AB inaktiváció EC K CFD 1 nem Proteobacteria 

59 OXA-
198 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC K,T SUL,CEF 1 nem NA 

60 QnrA2 quinolone 
resistance protein 
(qnr) 

AB célpont 
védelem 

EC B MOX 1 nem NA 

62 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció SE T APS 1 nem NA 

66 ramA General Bacterial 
Porin; (RND) 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP,EC,
SE,SS 

K,B DOX,FOX,
ERA,DEL,
MOX,OM
A,GEP,CF
D 

4 igen Proteobacteria 

70 AAC(3)-
IIIa 

AAC(3) AB inaktiváció KP,SS T GEN 2 nem Actinobacteria 

71 tet(X5) tetracycline 
inactivation enzyme 

AB inaktiváció EC,KP,
SE 

B ERA 3 igen Bacteroidetes 

72 tet(W/
N/W) 

tetracycline-
resistant ribosomal 
protection protein 

AB célpont 
védelem 

EC B DOX 1 igen Actinobacteria 

73 acrB RND antibiotic 
efflux pump 

AB efflux SS K FOX 1 nem Proteobacteria 

77 tet(X) tetracycline 
inactivation enzyme 

AB inaktiváció EC,KP,
SS 

B,T DOX,ERA,
OMA 

3 igen Bacteroidetes 

79 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció EC,SE,
SS 

T APS 3 nem NA 

80 CcrA CcrA beta-
lactamase 

AB inaktiváció KP T CEF,CFD 1 nem NA 

81 AAC(3)-
Ic 

AAC(3) AB inaktiváció KP T GEN 1 nem Proteobacteria 

82 AAC(3)-
Ia 

AAC(3) AB inaktiváció EC,KP,
SE,SS 

K GEN 4 igen Proteobacteria 

83 mdtM major facilitator 
superfamily (MFS) 
antibiotic efflux 
pump 

AB efflux SE K GEP 1 nem Proteobacteria 

85 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP K DOX 1 igen Proteobacteria 

86 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció EC,KP,
SE 

T APS,GEN 3 nem NA 
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Klaszter Gén Géncsalád Mechanizmus Faj1 Rez.2 Antib. Fajok 
száma  

HGT Filogenetikai 
eredet 

87 hmrM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC T GEP 1 nem NA 

89 mfpA quinolone 
resistance protein 
(qnr) 

AB célpont 
védelem 

KP T MOX,DEL 1 nem NA 

92 OXA-
486 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC T CEF 1 nem Proteobacteria 

102 FEZ-1 FEZ beta-lactamase AB inaktiváció EC,KP,
SE 

T CFD,FOX 3 nem NA 

109 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP,EC,
SE,SS 

K,T DOX,FOX,
CFD,MOX,
ERA,OMA,
GEP 

4 nem Proteobacteria 

111 PmpM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux KP T GEP 1 nem NA 

116 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP K DOX,ERA,
FOX,OMA 

1 nem Proteobacteria 

118 cmeB resistance-
nodulation-cell 
division RND 
antibiotic efflux 
pump 

AB efflux EC,KP,
SE 

B CEF,CFD 3 nem Bacteroidetes 

121 TLA-2 TLA beta-lactamase AB inaktiváció EC T CEF,CFD 1 nem NA 

122 OXA-
395 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC T CEF 1 nem NA 

123 cfiA14 CcrA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC B CFD 1 igen NA 

126 NmcR NmcA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC K FOX 1 igen Proteobacteria 

127 BPU-1 BPU Beta-lactamase AB inaktiváció KP T CEF 1 nem NA 

128 PmpM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC,SE T GEP,APS 2 nem Proteobacteria 

132 CTX-M-
14 

CTX-M beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP,
SE 

K CEF,CFD 3 igen Proteobacteria 

133 mdtK multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux KP T GEP 1 nem NA 

136 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció EC,KP T APS,GEN 2 nem Chloroflexi 

137 PmpM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC T GEP 1 nem NA 

138 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció EC,KP,
SE 

T APS,GEN 3 nem NA 

143 AIM-1 AIM beta-lactamase AB inaktiváció EC K SUL 1 nem Proteobacteria 

144 QnrA1 quinolone 
resistance protein 
(qnr) 

AB célpont 
védelem 

EC T MOX,DEL 1 nem NA 

147 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

SS K ERA 1 nem Proteobacteria 
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Klaszter Gén Géncsalád Mechanizmus Faj1 Rez.2 Antib. Fajok 
száma  

HGT Filogenetikai 
eredet 

148 BAT-1 BAT Beta-lactamase AB inaktiváció EC,KP,
SE 

T CEF,CFD,S
UL 

3 nem NA 

149 mecR1 methicillin resistant 
PBP2 

antibiotic 
target 
replacement 

EC,KP,
SE 

T CEF,CFD,S
UL 

3 nem NA 

152 OXA-
198 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP T CEF 2 nem Chlorobi 

154 AAC(3)-
Ih 

AAC(3) AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

156 ramA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP,EC,
SS,SE 

K,T DOX,MOX
,DEL,ERA,
OMA,CFD,
FOX,GEP,
CEF 

4 igen Proteobacteria 

157 AAC(6')
-Ib 

AAC(6') AB inaktiváció KP,SS,
EC,SE 

K GEN 4 igen Proteobacteria 

158 mdtK multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC T GEP 1 nem NA 

160 OXA-
198 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC K,T SUL,CEF, 
CFD,MER 

1 nem NA 

163 adeS resistance-
nodulation-cell 
division RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

SE B OMA 1 nem Bacteroidetes 

166 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció EC,KP T APS,GEN 2 nem NA 

167 OXA-
444 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC T CEF 1 nem Firmicutes 

168 AAC(6')
-I30 

AAC(6') AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

171 AIM-1 AIM beta-lactamase AB inaktiváció KP T FOX 1 nem Proteobacteria 

172 LMB-1 LMB beta-
lactamase 

AB inaktiváció KP,SE T SUL,CEF 2 nem Proteobacteria 

174 mepA multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC T OMA 1 nem NA 

175 mdtM MFS antibiotic 
efflux pump 

AB efflux SE K GEP 1 igen Proteobacteria 

176 SPG-1 SPG beta-lactamase AB inaktiváció EC T MER 1 nem NA 

177 OXA-53 OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP B CEF,FOX, 
SUL 

2 nem Proteobacteria 

178 QnrB73 quinolone 
resistance protein 
(qnr) 

AB célpont 
védelem 

EC B MOX 1 nem Firmicutes 

180 OXA-
198 

OXA beta-
lactamase 

AB inaktiváció KP,SE,
SS 

T CEF 3 nem NA 

181 mdtK multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux KP T GEP 1 nem NA 

183 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP,SS K DOX,FOX,
MOX 

2 nem Proteobacteria 

185 MIR-9 MIR beta-lactamase AB inaktiváció EC,KP,
SS 

T CFD,FOX 3 nem Proteobacteria 

191 evgS MFS antibiotic 
efflux pump, RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP B GEP 1 nem Firmicutes 
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Klaszter Gén Géncsalád Mechanizmus Faj1 Rez.2 Antib. Fajok 
száma  

HGT Filogenetikai 
eredet 

193 ramA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

EC T MOX 1 nem Proteobacteria 

199 hmrM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux KP T GEP 1 nem NA 

200 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

EC T SUL 1 nem Proteobacteria 

202 PmpM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC T GEP 1 nem Proteobacteria 

207 DHA-7 DHA beta-
lactamase 

AB inaktiváció EC,KP K CEF 2 igen Proteobacteria 

209 AAC(3)-
XI 

AAC(3) AB inaktiváció KP,SE B APS 2 nem Firmicutes 

212 PDC-1 PDC beta-lactamase AB inaktiváció SE K CFD 1 nem Proteobacteria 

214 AAC(3)-
IVb 

AAC(3) AB inaktiváció EC,KP,
SE,SS 

T APS 4 nem NA 

215 BAT-1 BAT Beta-lactamase AB inaktiváció EC T CEF 1 nem NA 

217 NDM-1 NDM beta-
lactamase 

AB inaktiváció SE,EC,
KP,SS 

K,T CEF,CFD, 
SUL,MER,
FOX 

4 igen Proteobacteria 

219 AAC(6')
-33 

AAC(6') AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

220 AAC(3)-
Ih 

AAC(3) AB inaktiváció KP T GEN 1 nem Proteobacteria 

221 Txr ABC antibiotic 
efflux pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP T DOX,ERA,
OMA 

1 nem Proteobacteria 

222 cdeA multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC,SE B GEP 2 nem NA 

226 marA General Bacterial 
Porin; RND 
antibiotic efflux 
pump 

efflux pumpa 
szabályozós 

KP,SE K,B DOX,ERA,
FOX,OMA 

2 nem Proteobacteria 

231 AAC(3)-
Ib/AAC
(6')-Ib'' 

AAC(3);AAC(6') AB inaktiváció KP T GEN 1 nem NA 

232 hmrM multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux SE T GEP 1 nem NA 

233 mepA multidrug and toxic 
compound 
extrusion (MATE) 
transporter 

AB efflux EC T OMA 1 nem Proteobacteria 

235 QnrB46 quinolone 
resistance protein 
(qnr) 

AB célpont 
védelem 

KP,EC,
SE 

B DEL,MOX,
GEP 

3 nem NA 

237 tet(37) tetracycline 
inactivation enzyme 

AB inaktiváció SE B OMA 1 nem Bacteroidetes 

238 mdfA major facilitator 
superfamily (MFS) 
antibiotic efflux 
pump 

AB efflux SE B GEP 1 nem Proteobacteria 

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

*2 Rezisztóm: B=bél mikrobiom, T=talaj, K=klinikai 
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F3. táblázat: MIC mérések eredményei 

Gén Faj Antibiotikum MIC változás (x) Jelen van-e a 
második szűrésben 

Mechanizmus 

mfpA K. pneumoniae DEL 16 igen AB célpontvédelem 

mfpA E. coli DEL 4 igen AB célpontvédelem 

mfpA S. enterica DEL 8 igen AB célpontvédelem 

mfpA S. sonnei DEL 8 igen AB célpontvédelem 

mfpA K. pneumoniae MOX 8 igen AB célpontvédelem 

mfpA E. coli MOX 4 igen AB célpontvédelem 

mfpA S. enterica MOX 8 igen AB célpontvédelem 

mfpA S. sonnei MOX 8 igen AB célpontvédelem 

CblA-1 K. pneumoniae CEF 32 igen AB inaktiváció 

CblA-1 E. coli CEF 32 igen AB inaktiváció 

CblA-1 S. enterica CEF 8 igen AB inaktiváció 

CblA-1 S. sonnei CEF 64 igen AB inaktiváció 

CblA-1 K. pneumoniae CFD 64 igen AB inaktiváció 

CblA-1 E. coli CFD 32 igen AB inaktiváció 

CblA-1 S. enterica CFD 8 igen AB inaktiváció 

CblA-1 S. sonnei CFD 8 nem AB inaktiváció 

tet(X) K. pneumoniae DOX nincs nem AB inaktiváció 

tet(X) E. coli DOX 2 nem AB inaktiváció 

tet(X) S. enterica DOX nincs nem AB inaktiváció 

tet(X) S. sonnei DOX nincs nem AB inaktiváció 

tet(X) K. pneumoniae ERA nincs nem AB inaktiváció 

tet(X) E. coli ERA 4 nem AB inaktiváció 

tet(X) S. enterica ERA nincs nem AB inaktiváció 

tet(X) S. sonnei ERA nincs igen AB inaktiváció 

tet(X) K. pneumoniae OMA 2 nem AB inaktiváció 

tet(X) E. coli OMA 4 nem AB inaktiváció 

tet(X) S. enterica OMA nincs nem AB inaktiváció 

tet(X) S. sonnei OMA nincs igen AB inaktiváció 

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

AAC(3)-IVb E. coli APS 8 igen AB inaktiváció 

AAC(3)-IVb S. enterica APS 64 igen AB inaktiváció 

AAC(3)-IVb S. sonnei APS 32 igen AB inaktiváció 

cdeA K. pneumoniae GEP 16 igen AB efflux 

cdeA E. coli GEP 32 igen AB efflux 

cdeA S. enterica GEP 32 igen AB efflux 

cdeA S. sonnei GEP nincs igen AB efflux 

OXA-486 K. pneumoniae CEF 128 nem AB inaktiváció 

OXA-486 E. coli CEF 256 igen AB inaktiváció 

OXA-486 S. enterica CEF 64 igen AB inaktiváció 

OXA-486 S. sonnei CEF 2 nem AB inaktiváció 
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Gén Faj Antibiotikum MIC változás (x) Jelen van-e a 
második szűrésben 

Mechanizmus 

CblA-1, 
mexB 

K. pneumoniae CEF 32 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

E. coli CEF 32 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

S. enterica CEF 32 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

S. sonnei CEF 32 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
cmeB 

K. pneumoniae CEF 64 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
cmeB 

E. coli CEF 64 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
cmeB 

S. enterica CEF 64 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
cmeB 

S. sonnei CEF 64 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

ramA K. pneumoniae DEL 8 nem efflux pumpa 
regulátor 

ramA E. coli DEL 8 igen efflux pumpa 
regulátor 

ramA S. enterica DEL 4 nem efflux pumpa 
regulátor 

ramA S. sonnei DEL 4 igen efflux pumpa 
regulátor 

ramA K. pneumoniae DOX 128 igen efflux pumpa 
regulátor 

ramA E. coli DOX 8 igen efflux pumpa 
regulátor 

ramA S. enterica DOX 8 nem efflux pumpa 
regulátor 

ramA S. sonnei DOX 4 igen efflux pumpa 
regulátor 

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 inaktiváció 

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

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

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

CblA-1, 
mexB 

K. pneumoniae CEF 16 nem AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

E. coli CEF 32 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

S. enterica CEF 16 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

S. sonnei CEF 32 nem AB inaktiváció/AB 
efflux 
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Gén Faj Antibiotikum MIC változás (x) Jelen van-e a 
második szűrésben 

Mechanizmus 

CblA-1, 
mexB 

K. pneumoniae CFD 32 nem AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

E. coli CFD 16 nem AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

S. enterica CFD 32 igen AB inaktiváció/AB 
efflux 

CblA-1, 
mexB 

S. sonnei CFD 8 nem AB inaktiváció/AB 
efflux 

mepA K. pneumoniae OMA 8 igen AB efflux 

mepA E. coli OMA 2 nem AB efflux 

mepA S. enterica OMA 4 igen AB efflux 

mepA S. sonnei OMA nincs igen AB efflux 

QnrB73 K. pneumoniae MOX 8 nem AB célpontvédelem 

QnrB73 E. coli MOX 8 nem AB célpontvédelem 

QnrB73 S. enterica MOX 8 nem AB célpontvédelem 

QnrB73 S. sonnei MOX 4 nem AB célpontvédelem 

 

F1. ábra: A második szelekciós kísérlet hibarátája az MIC mérések alapján 

 

Az MIC mérések során tesztelt fragmensek közül egyet (QnrB73) a bejuttatást követő, második 

szelekciót megelőző szekvenálás során nem azonosítottunk, így ezt kizártuk a hibaráta 

számolásakor. Ezen kívül az MIC mérések során mért rezisztens fenotípust >2x MIC változásként 

határoztuk meg, mivel a szűrés során az agarlemezen a 2x-esnél nagyobb rezisztenciát tudjuk csak 

kimérni. Tehát a 2x-es MIC változást még nem tekintettük rezisztenciának. Ezek alapján fals negatív 

találatok azok, amelyek az MIC mérés alapján legalább 4x-es MIC változást biztosítanak, azonban a 

szűrés során nem azonosítottuk őket. Fals pozitív találatok, amelyek az MIC mérés alapján ≤2x-es 

rezisztenciát biztosítanak, azonban a szűrés során azonosítottuk őket.  
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F2. ábra: A hibarátával korrigált átfedések a fajok között 

 

 

A csempékben látható értékek a korrigált Jaccard hasonlóságot mutatják, a zárójelben lévő számok 

a 95%-os konfidenciaintervallumot jelölik. A korrigálás röviden az alábbiak szerint történt: a 

második szűrés során minden faj esetén a rezisztencia (ARG) jelenlétét vagy hiányát az adott 

antibiotikum esetén random módon változtattuk a pozitív és negatív predikciós értékek alapján. A 

pozitív és negatív predikciós érték a fals pozitív vagy fals negatív esetek aránya az összes pozitív és 

összes negatív esetekéhez képest. A random cserét 50.000-szer ismételve kaptuk meg az átfedések 

mediánját (korrigált Jaccard hasonlóság) és a 95%-os konfidenciaintervallumot. 
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F3. ábra: Az ARG-k fragmenseken való jelenléte és a második szűrés során történt 

azonosításuk összefüggése 

 

 

Azon ARG-k között, amelyek nem biztosítottak rezisztenciát a második szűrés során, szignifikánsan 

feldúsulnak azok, amelyek egy fragmensen vannak jelen. 

 


