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Bevezetés

Az antibiotikumrezisztencia napjainkra az egyik
legéget6bb egészségligyi problémava valt és pesszimista
becslések szerint az elkovetkezend6 évtizedekben csak
néni fog a rezisztens fert6zések szama. Ebben a
krizishelyzetben nagy szlkség lenne olyan
antibiotikumokra, amelyekkel szemben lassabban alakul ki
rezisztencia.

A korokozd baktériumok kétféle médon valhatnak
rezisztenssé egy antibiotikummal szemben: a sajat
génjeikben bekovetkez6 mutaciok révén, valamint a
kornyezetiikben €él6 mas baktériumoktdl szerzett
rezisztencidt okozé gének felvétele, horizontalis
géntranszfer altal. A gyogyszerfejlesztési folyamatban
jelenleg csak a muticiék megjelenésére fékuszalnak, az
utobbi folyamat lehet6ségét nem veszik figyelembe. A
horizontalis géntranszfernek azonban jelentds szerepe van
a multirezisztens baktériumok kialakulasiban, mivel a
kornyezetlinkben, pl. a talajban vagy a sajat bélflorankban
is szdmos, a kérokozdk szamara elérhetd rezisztenciagén
talalhato. Ezek gének funkcionalis metagenomikai sziirések
sordn azonosithaték. Tobb tanulmany sziiletett mar,

amelyek a kornyezetben jelen 1év6 rezisztenciagének



hatésat vizsgalta. Azonban ezek mindegyike az Escherichia
coli valamely labortorzsét hasznalta a szlirések soran
gazaként. A laboratériumi torzsek azonban egyrészt
lényegesen eltérhetnek a korokozoktodl, masrészt egyetlen
gazda hasznalataval nem lehetiink biztosak abban, hogy a

rezisztom teljes egészét azonositjuk.

Célkitiizések

Munkdm célja egy olyan funkcionalis metagenomikai

modszer  kidolgozasa, amely  segitségével nem

hagyomanyos koérokozo baktériumtdrzsekbe nagyméretii
metagenomikai koényvtarak juttathaték be transzdukald
fagrészecskék felhasznalasaval. A funkcionadlis szelekcid
célja antibiotikumrezisztencia-gének azonositasa volt

Ujonnan bevezetett vagy még klinikai tesztelés alatt all6

antibiotikumokkal szemben. A munka soran az alabbiakat

tlztem ki célul:

1. Kornyezeti forrdsokbdl szdarmazé két metagenomikai
kényvtdr, valamint rezisztens kérokozé baktériumok
genomjdbdl egy genomi kényvtdr létrehozdsdt.

2. Annak tesztelését, hogy bejuttathato-e megfelel6, azaz
az elektropordcioval dsszevethetdé hatékonysdggal egy

tébb millié klént tartalmazé metagenomikai konyvtdr



kérokozé  baktériumokba  hibrid  transzdukdlo
fdgrészecskék segitségével.

3. A transzdukcio esetleges negativ hatdsdnak vizsgdlatdt
a konyvtdr dsszetételére és minbségére nézve, az
elektropordciéval dsszehasonlitva.

4. A hdrom kényvtdrban eléfordulo
antibiotikumrezisztencia-gének azonositdsdt.

5. Megvizsgdlni, hogy van-e kiilébnbség a kiilénb6z6
baktériumfajokban  azonositott  rezisztenciagén-
repertodrok kézétt.

6. Osszehasonlitani az uj és régi antibiotikumokat a veliik

szemben azonositott rezisztenciagének szdma alapjdn.

Alkalmazott modszerek

Metagenomikai kényvtdrak létrehozdsa

Harom forrasbdél (antibiotikum szennyezett talaj, emberi
bél mikrobiom és 68 multirezisztens kérokozé genomja)
szarmazd metagenomikai DNS-b6l 6sszesen 25 Gbp méretii
plazmidkoényvtarat hoztunk létre, amely kb. 2000

baktérium genomjanak felel meg.

Transzdukcio és elektropordcio

A metagenomikai konyvtarakat T7 alapa hibrid

bakteriofagok kapszidjaba csomagoltuk. Osszesen kétféle



T7 alapd hibrid fagot és egy mutagenizdlt T7 fagot
alkalmazva az alabbi koérokozoékba juttattuk be a
konyvtarakat: Klebsiella pneumoniae NCTC 9131, Shigella
sonnei HNCMB 25021 és Slamonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium str. LT2. Tovabba
elektroporacioval juttattuk be a konyvtarakat Escherichia

coli K12 BW25118 torzsbe.

Funkciondlis szelekcié antibiotikumok jelenlétében

Gradiens agarlemezeken funkcionalis szelekciot végeztiink
6, a gyogyaszatban régdta alkalmazott, és 7, az elmult 2-3
évben bevezetett, vagy jelenleg is tesztelés alatt allo
antibiotikum jelenlétében. A szelekcibkat mindharom
konyvtar és mind a négy torzs esetén elvégeztik, a
rezisztens kolonidkat Osszegyljtottiik. A szlirések soran
kontrollként mindhdrom tdrzs esetén a metagenomikai

inszert nélkiili plazmidot hordoz6 sejteket hasznaltunk.

Rezisztens taldlatok azonositdsa szekvendldssal

A rezisztens taldlatokat hosszu leolvasasu Nanopore és
rovid leolvasasu Illumina szekvenalds kombinacidjaval
azonositottuk. A Nanopore szekvenaldst a Pécsi
Tudomanyegyetem Bioinformatika Kutatécsoport

munkatdarsai végezték. Az Illumina szekvendlast a Szegedi



Tudomanyegyetem Biokémia és Molekularis Bioldgia
Tanszék munkatarsai Dr. Bodai Laszl6 és Dr. Zsindely Néra,
valamint a Delta Bio 2000 Kft. végezte. A rezisztens
talalatokat a CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance
Database) és a ResFinder rezisztencia-adatbazisok

felhasznalasaval BLAST analizissel azonositottuk.

Rezisztencia fenotipus mérése

A rezisztens taldlatok altal biztositott rezisztenciaszintet
minimalis gatlé koncentraci6 (MIC) meghatarozasaval,
lemezen 12 1épéses mikrodiliciés médszerrel mértiik. A
rezisztens talalatok mellett kontrollként a metagenomikai

inszert nélkiili plazmidot hordoz6 sejteket hasznaltunk.

Eredmények 6sszefoglalasa

Els6 1épésként haromféle Kkornyezeti forras
haszndlatadval készitettiink metagenomikai és genomi
konyvtarakat: er6sen antibiotikum szennyezett talajbol és
folydiiledékbdl, amelyek India egyik ipari vidékérdl
szarmaztak; 10 egyén bél mikrobiomjabél; valamint 68
tobbszorosen rezisztens korokozé genomjabol. A
metagenomikai DNS-t alacsony kdpiaszdmu vektorba
klonoztuk, amely tartalmazta a T7 bakteriofag kapszidjaba

vald csomagolashoz sziikséges csomagolé szignal



szekvenciat. A konyvtarak 3-5 millié klont tartalmaztak,
teljes méretiik 25 Gb, amely kb. 2000 bakterialis genomnak
felel meg. Egy kordbbi tanulmanyt alapul véve a kdnyvtarak
mindegyikét transzdukalé bakteriofdgokba csomagoltuk. A
konyvtarakat az aldbbi baktériumtdrzsekbe juttattuk be
transzdukciéval: Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium str. LT2, Klebsiella pneumoniae NCTC
9131, és Shigella sonnei HNCMB 25021, valamint
elektroporacioval: Escherichia coli K12 BW25118. Az
elektroporacié és transzdukcié 0Osszehasonlitidsanak
eredménye alapjan a  transzdukcido legalabb 2
nagysagrenddel hatékonyabbnak bizonyult a koérokozé
torzsek esetén, mint az elektroporacié ugyanezen
torzsekbe, valamint legalabb olyan hatékony volt, mint az
elektroporacié E. coliba.

A transzdukci6 esetleges negativ hatasainak
vizsgalata soran bizonyitottuk, hogy a transzdukcié sem a
konyvtarak diverzitasara, sem az atlagos inszertméretre
nincs negativ hatassal, mivel a transzdukalt konyvtarak az
elektroporalt konyvtarhoz hasonlé mintazatot mutattak.
Tovabba a transzdukcié esetén nem volt nagyobb a fals
pozitiv talalatokhoz vezet6 kettds transzformansok aranya

az elektroporaciéval 6sszehasonlitva.



Kovetkezd 1épésként funkciondlis metagenomikai
szlirést végeztiink a négy baktériumtoérzsben. A
kisérletekben 6 régota hasznalatban 1évé és 7 (j
antibiotikumot hasznaltunk, amelyek 5
antibiotikumcsalddot fednek le. A szelekcios kisérletek egy
részét két replikdtumban végeztiik, a replikatumok kozott
81%e-os atfedést tapasztaltunk. A funkciondlis sziirések
soran 571 rezisztenciat biztositd fragmenst
azonositottunk, amelyek 84%-a mutatott jelentds
homoldgiat ismert rezisztenciagénekkel. A fragmenseken
talalhat6 ARG-ket Kklasztereztik, igy 0sszesen 114 ARG-t
azonositottunk. Ezek koziil az E. coliban a gének minddssze
67%-a okozott rezisztenciat, a fajok kozotti atlagos atfedés
az ARG-k szaméban 45% volt. Az azonositott ARG-k forrasa
féként a Proteobaktériumok torzséb6l szarmazik és a
legtobb ismert rezisztenciamechanizmust lefedi.

A kovetkezd 1épésként meghataroztuk, hogy az
azonositott ARG-k koziil melyek adédnak at horizontalis
géntranszferrel a természetben. Megallapitottuk, hogy azok
az ARG-k, amelyek mobilisak, tobb DNS fragmensen
talalhat6ak meg a konyvtarainkban. Kiilénbséget talaltunk

tovabba a mobilis ARG-k aranyaban a konyvtarak kozott.



Az ARG-k fajspecifikussaganak ellendrzéséhez egy
rezisztenciafenotipus-vizsgalatot és egy  masodik
szelekcids kisérletet végeztiink. A szelekcios kisérlet soran
az 571 rezisztenciat okoz6 fragmenst Ujra bejuttattunk a 4
torzsbe, majd szelektaltuk antibiotikumok jelenlétében. A
szelekcié soran a négy gazdaban Osszesen 63 ARG-t
azonositottunk, melyek kb. fele adott rezisztenciat mind a 4
torzsben. Megallapitottuk, hogy a mind a négy torzsben
funkcionalis ARG-k esetén a fajspecifikus hatas a
rezisztencia szintjében jelenik meg az efflux pumpadk, a
transzkripciés szabdlyozofehérjék és az antibiotikum
modositd enzimek esetén.

Végezetil  megallapitottuk, hogy az  qj
antibiotikumokkal szemben a kérnyezetben talalhaté ARG-
k szdma, beleértve a mobilis ARG-ket, nem tér el
szignifikdnsan a régi antibiotikumtél. Ezen kiviil jelentGs
atfedést tapasztaltunk a két csoport kozott az ARG

repertoarokat tekintve.

Summary

Antibiotic resistance has become one of the most
pressing health problems in the past decades as newly
developed antibiotics are less efficient to treat infections.

Resistance in bacteria can emerge by mutations or by
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horizontal gene transfer. Since the examination of the latter
process is ignored when a new antibiotic is tested for
potential resistance in drug development pipelines,
antibiotics lose their efficacy very fast.

Functional metagenomics is a powerful tool to
identify genes that are potential candidates to horizontal
gene transfer. However, the technique relies on the usage
of a single laboratory model strains, usually Escherichia
coli. Our aim was to expand functional metagenomics to
multiple, non-model bacteria. To achieve this goal, we
developed a technique, called DEEPMINE, that utilizes
hybrid transducing bacteriophage particles to transduce
the libraries into different pathogens. By using these
bacteriophages, we managed to transduce metagenomic
libraries into pathogenic strains of Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enterica and Shigella sonnei. Next, we
performed functional selection experiments in the
presence of 13 antibiotics which revealed that multiple
hosts identify more resistance genes than E. coli alone. We
also found high variations in resistance levels when
expressing the same resistance genes in the different hosts.

Finally, our functional metagenomic screens revealed high
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number of mobile resistance genes against newly

developed antibiotics.
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