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Bevezetés
Az antimikrobialis rezisztencia

Az antibiotikumok (AB) lassan 100 éve gyogyitjak az emberiséget és az allatvilagot
[1]. Hatasukat a baktériumokon fejtik ki, megallitjak a szaporodasukat vagy akar el is
pusztitjak azokat [2]. Ma mar el sem lehet képzelni, milyen volt az élet akkor, amikor egy
lagyszervi miitét utdn a paciens elhunyt bakterialis fert6z6dés miatt, mert még nem létezett
antibiotikum, amit ma mindenkinek egyértelmiien felirnak egy komolyabb beavatkozas
utan. Sajndlatosan, a globalisan elterjedt értelmetlen AB hasznalat humdén ¢és
kisallatgyogyaszatban, a mezdgazdasagban ¢és allattenyésztésben hozam fokozasra
alkalmazott felhasznalasuk multirezisztens baktériumtorzsek kialakulasahoz vezetett
vilagszinten [3]. A nem ellendrzott antibiotikum hasznalat eredménye a gyogyszerek
hatastalansaga a korokozokkal szemben, és ha nem sikeriil a szigoritdsokkal kezelni ezt a
koz- és allategészségligyi jelentdséggel bird problémat, ujra 1928 elétti helyzettel nézhet
szembe az emberiség, mielétt Fleming megalkotta a penicillint, és egy egyszerli
foggyokérkezelés is végzetes lehet a megfeleld antimikrobidlis szer hidnya miatt. A
gyogyszerekkel szembeni rezisztencia kialakitasara nem csak a baktériumok képesek, a
daganatsejtek és parazitak egyarant fogékonyak [2].

Az antibiotikum-rezisztencia esetén a gyogyszer elveszti a baktériumokkal szembeni
hatasat, melyet a baktérium védekezé mechanizmus altal fejt ki. A fokoz6do antimikrobialis
rezisztencia (AMR) kialakulasaért az antimikrobialis rezisztenciagének (ARG) feleldsek [2].
Ezért a gyogyaszatban értelmetlentiil igénybevett hasznéalat mellet az élelmiszertermelésben
szubterapias dozisban hozamfokozasra, termelékenység és takarméanyértékesités ndvelésére
torténd alkalmazas a magyarazat [3]. Sajnos a tarsadalomban nem elterjedt tajékozottsag a
szakszer(l antibiotikum-hasznalat. A terapids dozisnal alacsonyabb adagban, vagy rovidebb
ideig hasznalt gyogyszer a fertdzést megsziintetheti (vagy napokkal késébb Ujra kialakul),
viszont a teljes baktérium populdcidét nem pusztitja el, azonban az ellenallobb koérokozok
2006. januar 1-t6l tilos az antibiotikumok hozamfokozoként valo alkalmazasa az Eurdpai
Unidban, az élelmiszer-termeld allatokban rezisztommal rendelkez6 bakteridta alakult ki,
mely az élelmiszerlanc Gtjan eljut az emberek és kisallatok asztalara is.

A dinamikusan mutalédé baktérium térzsekben az ARG-k terjedése két féle modon

valosulhat meg. Az egyik a természetes evolucids atalakulas, a de novo mutacio, mely



minden ¢él6lényben lejatszodik, ezzel szelektalodva és alkalmazkodva a folyton valtozo
kornyezethez. Az masik metodus, a horizontalis géntranszfer (HGT) soran egy bizonyos
DNS szakasz sejtosztodasi folyamat nélkiil épiil at transzfer mechanizmus segitségével
egyik baktériumbol a masikba, beépiilve a genomjaba integraciés mechanizmussal, igy
atadva neki a rezisztenciaért felelés informaciot, ekképpen a késébbi osztdédas soran, mar 6
maga is tovabb orokitheti azt [5].

Az allategészségiigyi szabvanyok folyamatos fejlédésével a rendszeres antibiotikum
hasznalat egyre nagyobb teret hodit [6]. A kutya és az ember szoros kapcsolatinak és
egylttélésének eredményeképpen gyakoriak a kutyaharapasok és az egyéb véletlenszertien
bekdvetkezo érintkezések a kutyanyallal, példaul a tulajdonos szajon, béron nyalasa [7]. A
2020 és 2021-bdl szarmazo 26 darab mintat tartalmazé 0 generacios kutyanyal szekvenaléasi
adatkészleten alapuld metagenom vizsgalataink szerint, amelyekhez az NCBI Sequence
Read Archive (SRA) The 10000 Dog Genome Consortium és a Broad Institute Darwin
barkaja projektet hasznaltuk forrasul, a kutyanyal gazdag olyan baktériumtorzsekben,

amelyek potencialis antimikrobialis rezisztencia génekkel (ARG) rendelkeznek.
Tarsallat tartas napjainkban

Az elmult évtizedekben a tarsallat tartas szama folyamatosan emelkedett [8]. A
tarsallattartas népszertisége mellett, az ember-kutya kapcsolat mindsége is megvaltozott. Az
Amerikai Allatorvosi Egyesiilet felmérése szerint a tarsallattartok 70%-a csaladtagként,
17%-a tarsként és 3%-a tulajdonként tekint kiskedvencére [7]. A hazi kedvencek szerepe
alapvetden szocialis tarsasagként hatarozhato meg. Napjainkban a haziallat-emberi
egyiittélésben tapasztalhato fizikai kozelség elterjedt és altalanosnak szamit, kisallatok
gyakran alszanak egyiitt gazdaikkal, és nyalogatjak arcukat és sebeiket [9]. Ebbdl kifolyolag
sajnos a kutyatartds miatt a kutyaharapasok esete is igen magas. 2005 és 2013 kozott az évi
atlagos kutyaharapasok szama, mely siirgdsségi ellatast igényelt, 337103 volt az Egyesiilt
Allamokban [10]. Erdekességképpen, 5-b6l 3 esetben a harapés sajat kutyatol szarmazik,
nem pedig kobor kutyatol [11].

A modern gondolkodasmod, mely altal hazi kedvenceink rendszeres allatorvosi
ellatast kapnak, és legkozelebbi kdrnyezetiinkben tartjuk Oket, nagyban hozzajarulhat az
AMR fajok kozotti terjedéséhez.

TDK kutatasom soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, rejt-e veszélyt a tarsallatok

mikrobiomjanak emberi szervezettel vald taldlkozasa antibiotikum rezisztencia gének



ataddsa szempontjabol. Ehhez az internet segitségével a fellelhetd ¢és elérhetd
kutyanyalmintdk genomjat atvizsgaltuk, rezisztenciagének utan kutatva. Korabban,
haszonallatoktdl szarmazé élelmiszerrel kozvetetten terjesztett AMR kapott nagyobb
figyelmet, viszont nem késziilt még ilyen tanulmany, amely ezzel a kérdéskorrel foglalkozik,
milyen ARG készlet lelhetd fel a veliink €16 haziallatok szajiiregében, és ezek kozvetlen
potencialis antibiotikum rezisztencia forras lehet-e gazdajuk szamara.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy feltarjuk az Egyesiilt Allamokbol szarmazo 26 kutya
nyalminta ARG-tartalmat, csatoljuk az ARG-ket a baktériumfajok listajaval, amelyekbdl
szarmaznak, és beszamoljunk az ARG-k terjedési képességérdl a fent emlitett jelenség
mérlegeléséhez. Ebbdl a célbdl szabadon hozzaférhetd, kovetkezd generacids szekvenalési

(NGS) shotgun adatkészleteket toltottiink le, és bioinformatikai elemzést végeztiink.



Szakirodalmi attekintés
A rezisztencia mechanizmusa

A baktériumok a Fold legellenségesebb kornyezetében is képesek a tulélésre és
szaporodasra, ¢és eme tulajdonsaguk titka abban rejlik, hogy felismerték a képességet a
evoluciot segitd mechanizmus a horizontalis géntranszfer (HGT). A baktériumok
citoplazmajat, amelyben a genom talalhatd, egy vagy tobb membran izolalja hatékonyan a
kiils6 tapkozegtol, baktériumcsoportoktol fliggéen. A DNS nem képes passzivan atjutni
ezeken az akadalyokon. Specidlis mechanizmusok léteznek, amelyek megkonnyitik az
idegen DNS hozzaférését a genomhoz.

A baktériumok ellen megalkotott antibiotikumok széleskorli felhasznéaldsanak
kovetkezménye a szer hatdsossaganak nagymértéki visszaesése, mivelhogy a baktériumok
az évek alatt adaptalodtak és ellendllova valtak az antibakterialis gyogyszerekkel szemben
[1]. Megkiilonboztetiink kétféle rezisztenciat, a szerzett €s az ab 0v0 rezisztenciat. A szerzett
rezisztencia esetén a mikroorganizmusok kialakitottak védekezd mechanizmusokat és
elvesztették érzékenységiiket az antibakterialis szerrel szemben. Ezen mechanizmus
terjedése tobb uton is megvaldsulhat. Terjedhet baktériumok kozotti géncserével, genomon
beliili rezisztenciagén atrendezOdéssel és szervezetek kozotti rezisztens baktériumok
atadasaval. Ab ovo rezisztenciaval jellemezziik azokat a mikroorganizmusokat, amelyre soha
nem is voltak hatasosak az antibiotikumok, valamilyen morfoldgiai okbol kifolyolag. Ab ovo
rezisztenciara példa a Mycoplasma faj, amely nem rendelkezik sejtfallal, ezaltal a

penicillinek hatastalanok vele szemben [2].
Az antimikrobialis rezisztenciagének megjelenési lehetdségei

A rezisztenciat genetikus Gton, kromoszdémalisan vagy extrakromoloszalisan lehet
atadni. A gyakoribb el6fordulas a kromoszéma mutacio, erre példa a methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA). A rezisztencia vertikalisan és horizontalisan képes a
terjedésre. Az el6bbi spontdn mutacid altal generdciorol generacidra terjed, mig a
horizontalis transzmisszid baktériumok kozotti rezisztenciagén atadasa révén torténik [2].

Az extakromoszomalis rezisztencia terjedés plazmidok utjan is megvalosulhat. A
baktériumok citoplazmajaban eléforduld extrakromoszomalis genetikai elemek, néhany

kivételtdl eltekintve, kettds szali DNS-bdl felépiild plazmidokat tartalmazhatnak. Ezek a



genetikai elemek képesek tobb gént tartalmazni, illetve fiiggetlentil replikdlodni. Ilyen példa
az R-plazmid, amely antibiotikum rezisztencia terjedésért felelos gént hordoz [2].

A genomon beliili rezisztenciagén atrendezédésében nagy szerepet jatszanak a
transzpozonok, amelyek integron nevii DNS-fragmens altal integralja az antibiotikum
rezisztenciagéneket, igy kialakitva az ellenalloképességet tobb antibiotikummal szemben is
[12]. Az igy létrejott DNS szakaszok beépiilhetnek plazmidokba, ezaltal mas faji
baktériumba is. A transzpozonok habar 6nalloan nem képesek a replikaciora, a gazda
plazmidjaba vagy kromoszomajaba bejutva ott képesek sokszorozodni, igy megalapozva a
nem rokon fajok kozotti rezisztenciagén terjedést. Génkazettak és integronok is lehetdséget
kindlnak a rezisztenciagének terjedésére a transzpozonok mellett. A génkazetta esetén
rezisztenciagének tapadnak felismerds szakaszokhoz integraz enzim segitségével, majd ezek
az egységek nagyobb blokkot alkotva hozzak létre az integront. A *’multidrug” rezisztencia,
egyszerre tobb gyodgyszerrel szembeni ellenallas terjedésében nagy szerepet jatszanak ezek
a hordozok [2].

A baktériumok kozotti rezisztencia ataddsa harom tton, konjugécio, transzformacid
¢s transzdukcio révén torténik. A konjugacid olyan sejtek kozotti kapcsolat, amely
1étrejottéhez bakterialis plazmahidak, ugynevezett *’konjugativ plazmid” sziikségesek, ezen
keresztiil aramlik a genetikai 6rokitdanyag két baktérium kozott, ha azok fizikailag kotddtek.
Transzformacid esetén baktérium a kdrnyezetbdl sejtmembranon keresztiil veszi fel a DNS
szakaszt, ezutan beépiti a sajat genomjaba. Transzdukcion keresztiil pedig egy bakteriofag,
baktériumot megtadmadd virus juttatja a genetikai informacidét a fogadd baktériumba
géncsatorna eszkozeként, igy megvaltoztatva annak genetikai anyagat. Ez a HGT forma
Staphylococcusok és Streptococcusok kozotti rezisztencia terjedésben is fontos szerepet
jatszik [2, 5, 13, 14].

Az allatorvosi kezelésen atesett, ARG készlettel rendelkezo baktériumokat hordozo
kutya harapasa vagy nyallal valo kozeli érintkezése utan rezisztens baktériumok keriilhetnek
be az emberi szervezetbe, majd a HGT ttjan antimikrobialis rezisztenciat hordozo6 faktorok

cserélddhetnek ki a gazda bakteriomjaval.



Bakterialis rezisztencia mechanizmusok

Rezisztenciat a baktériumok az antibiotikumok ellen biokémiai mechanizmusok altal
alakithatnak ki. Ezen mechanizmusok a kiilonb6z6 AB csoportokban a gydgyszerek hatas
kifejtésére adaptalodtak. A kovetkezOkben a leggyakrabban el6forduldé mechanizmusokat
részletezem, és mutatom be csoportonként az altalanos rezisztencia mechanizmusokkal

egyiitt (1. dbra).

Csokkentett permeabilitds |
L Az antibiotikum
Az antibiotikum . o )
1 aktiv kiaramldsa
céljanak
megviltoztatdsa Enzimatikus

lebontas

®

Aminoglikozidok

. DNS topoizmozeraz enzim
komplex gatlasa
-! B-laktamaz 30S riboszéma alegység Pd

megvaltoztatasa [P

»
B-laktémok 1 *
\ "MRNS ' Kinolonok
Folsav
Szulfonamidok

1. @bra Altaldnos rezisztencia és antibiotikum mechanizmusok

A B-laktam antibiotikumok csoportja ellen a rezisztens baktérium B-laktamaz
enzimet termel, ezzel elhasitva a gyogyszer molekula vazat, a B-laktam gytrtjét és
hatastalanitva azt. Ilyen baktériumokra példa a Staphylococcusok és a Gram-negativ
baktériumok [2].

Az aminoglikozidok esetén az adaptaldodd baktérium a kromoszéma mutécid
kovetkeztében a gydgyszer célpontjat €s kotdhelyét, a 30S riboszoéma alegységet valtoztatja
meg, ezaltal az AB nem tud kotddni, és nem tudja a szaporodast gatolni. Gram-negativ és
Gram-pozitiv baktériumok altal termelt enzimek okozta foszforilacid, adenilacio és
acetilacio soran mehet végbe az inaktivalodas [2].

A szulfonamidok a baktériumok nukleinsav termeléséhez sziikséges PABA (para-

amino-benzoesav) beépiilését gatoljak, ezaltal a folsav szintézist fékezik meg. Az elterjedt



folyamat soran rezisztencia kialakitasaért felelés informaciot plazmidok utjan adjak at
egymasnak, melynek hatterében a baktérium membranjanak lecsokkent permeabilitasa és
enzimatikus folyamatok allhatnak [2].

A kinolonok olyan koncentraciofiiggdé baktericidek, amelyek célpontja a DNS
topoizomeraz enzim komplex gatldsa, ezzel megallitva a DNS szintézist, az mRNS-
transzkripciot €és a sejtosztodast. Az ellene viladgszerte elterjedt rezisztens baktériumok az
enzim kotOhelyét megvaltoztatjak, igy hatastalanitva az antibiotikumot [2].

Az itt felsorolt rezisztencia mechanizmusokon kiviil szdmos egyéb altalanos
védekezési modszer 1étezik az antibiotikum hatésa ellen, példaul az enzimatikus lebontas,
az antibiotikum céljanak megvaltoztatasa, a sejtmembran permeabilitadsanak csokkentése
vagy az antibiotikum aktiv kiaramoltatasa a sejtb6l [2, 15].

A citoplazmaba keriilve a DNS-nek szamos lehetséges sorsa van. A gazdaszervezet
citoplazmajaban jelenlévd DNS-lebonté rendszerek, restrikciés enzimek, DNS-azok
elpusztithatjak, vagy autonom replikativ entitdsokként, példaul plazmidokként
fennmaradnak. Végiil a DNS egésze vagy egy része integralodhat a gazda kromoszomajaba.
Ez az integraci6 szamos tényezO6tol fligg, példaul a gazdaszervezet genomialis DNS-ével
valé hasonldsdg mértékétol, vagy mas, integralodni képes szekvencidktol, példaul
bakteriofag génekkel valo fizikai asszociaciotol. Ha homoldg rekombinacié torténik, az
idegen DNS-szekvencia helyettesiti a meglévé homolog szekvencidkat a gazda genomjaban.
Mas esetben, amikor a DNS-t mas modon integraljak a genomba, gyakran egyszeriien

beépiil, mint teljesen Gj gén [16].

A horizontalis géntranszfer lehetdségei

csak a kozelmultban, a genomszekvendlds megjelenésével ismerték fel. A fenti
mechanizmusok viszonylag alacsony specificitasuak, igy lehetové teszik a genetikai
informacié mozgasat még tavoli fajok kozott is, ezaltal mélyrehatd kdvetkezményt érnek el
az adaptacios lehetdségekben ¢€s a baktériumfajok kozott [17]. A horizontalis géntranszfer
meglehetésen drasztikus alkalmazkodasra kindl lehetdséget. Ez a fejlédési mod azonban
messze nem kérddjelezi meg a darwini evolicid elvet, hanem hangstlyozza annak
megértésé¢hez. Sok bakteridlis genomban jelenlévd gén profagokbol szarmazik, és ezért mas

megkotések mellett fejlodott ki, mint a genom tobbi része [16]. Mindazonaltal a bakterialis
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genomok tobbszor is kivalasztottak a funkcidkat genomi parazitaiktol [18, 19]. Azt is
felvetették, hogy a bakteridlis genomok operonjaiban, a funkciondlisan rokon gének
csoportjaiban és atirt formaiban valo szervezddés a koregulacio sziikségességébol, valamint
az olyan gének szelekcidos nyomdsabol fakadhat, amelyek kolcsonhatasba 1épnek egy
funkcio betoltése érdekében [16]. Ez a modell ,,6nz6 operonként” ismert [20, 21]. A
vizszintes géntranszfert a prokaridtakban a fajok meghatarozasanak gatjaként is tekintették
[16].

Az eukariotakban a szexualis Uton torténd genetikai csere elméleti elényei a karos
mutdciok kikiiszobolése és a kedvezdek kombinacidja. A vizszintes géntranszfer
ugyanezeket az elénydket nyujtja, ha a DNS-t fajtarsaktol szerzik be, bar a rekombinécio
nem kapcsolddik a szaporoddshoz. A genetikai informdacié ilyen mozgdsa azonban joval
talmutat a fajok hatdrain. A horizontdlis transzferek szdmos esetét leirtak, kiilondsen Uj
funkciok megszerzésével kapcsolatban [16]. Kiemelendd, hogy egyes baktériumtorzsek
képesek virulenciagéneket vagy antibiotikum-rezisztenciat szerezni, €z tovabbra is jelentOs
egészségiigyl probléma. A horizontélis transzfer olyan mechanizmus, amely kulcsszerepet

A vizszintes transzfer adaptiv szerepe a baktériumokban jol megalapozott. A
genomban vannak olyan hosszu szakaszok, amelyeket ,,szigeteknek” neveznek. Ezek csak
szorvanyosan vannak jelen egy adott fajban, és patogenitassal, egy masik szervezettel vald
szimbidzissal vagy mas okologiai jellemzokkel jarnak egyiitt [22]. Ezeknek a géneknek
szigetekben valo csoportositasa valosziniileg annak a kdvetkezménye, hogy olyan mobil
elemekkel kapcsolodnak egymashoz, amelyek hajlamosak rekombinalodni, ekképpen
egymads kozvetlen kozelébe helyezddnek, eldsegitve azok egyidejli kialakulasat és atvitelét
egyik genombol a masikba [16].

A horizontalis géntranszfer egy erdteljes evollcids erd, amely lehetévé teszi a
molekularis funkciok kombinacidjat fajhatarokon tal. Sikerét, mint folyamat, azonban az
evolucid biologusok régota az evolicios mintak rekonstrukcidjanak gatjaként tekintik. A
legjabb fejlemények lehetévé teszik az oldalirdnyu géntranszfer informacidként valod
felhasznalasat az élettorténet rekonstrualasahoz. E tekintetben a géntranszfer még elére nem
latott lehetdségeket is feltar olyan régota fenndlld kérdések megvalaszolasdra, mint az
¢letfejlodés idozitésének rekonstrukcidja vagy az életfa gyokere [16].

A kutatasunk soran hasznalt j generacios szekvenalas (NGS) ad alapot a mikrobiom
Osszetételének alapos vizsgalatahoz. Ezen mddszer alkalmazésa lehetévé teszi a

koriilményesen tenyészthetd mikroorganizmusok kimutatasat €s azonositasat, tenyészettol
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fliggetlen stratégia segitségével. Jelenleg az NGS felhaszndldsa a rutin klinikai
diagnosztikaban epidemioldgiai célt mikrobialis torzstipizalasra is Kiterjed, mivel a

mikrobiom elemzésre térténé alkalmazasa klinikailag fontos informaciokkal szolgalhat[23].
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Célkituzések

Vizsgalatunk egyik célja a 26 kutyanyalmintaban talalhaté bakteriomnak az
Osszetételének a felmérése volt.

Emellett cél volt annak a felmérése is, hogy az azonositott baktériumoknak mekkora
az egymashoz viszonyitott mennyisége.

Tovabba tanulmanyoztuk a mintdkban a meghatarozott baktériumok antimikrobialis
rezisztenciagén készletét, és azonositottuk azokat, illetve vizsgaltuk az ezekhez kothetd

mobilitast eldsegitd elemeknek a készletét.
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Anyag és modszer
Mintagyiijtés

A mintdk gyljtéséhez szekvenalt kutyanyal adatkészleteket kerestiink az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) oldalan, ezen beliill a Sequence Read
Archive (SRA) adattarat hasznaltuk. Ezen az oldalon a megfeleld sziirék beallitasaval,
fajspecifikus kereséssel 26 mintat gy(jtottiink, amely a kritériumoknak eleget tett minden
szempontbol. 2021 majusadban talaltunk két shotgun metagenomikai bioprojektet
(PRINA648123 - The 10,000 Dog Genome Consortium és PRINA683923 — Broad Institute,
Darwin’s Ark project), amelyek mintanként tobb mint 100 000 000 paros végi leolvasassal
rendelkeztek (1. tdbldazat). A mintak median read szama (interkvartilis tartomany, IQR)
177,7 x 108 (26,6 x 10°) és 417,7 x 10° (90,1 x 10°) volt a PRINA648123 és PRINA683923
adatkészletekben.

1. tablazat Az NCBI oldalrdl gyijtétt analizalt mintak listaja. A "’Run’’ oszlop tartalmazza az NCBI SRA
futtatdsi azonositoit. A bakterialis read szamok jelzik azokat a read-eket, amelyeket taxonomiailag
barmelyik baktériumhoz lehetett sorolni.

ID BioProjekt Run Bakterialis read szam
1 PRINA648123  SRR12330029 2,900,387
2 SRR12330041 16,153,172
3 SRR12330042 13,072,781
4 SRR12330043 13,774,332
5 SRR12330044 6,123,646
6 SRR12330045 16,707,766
7 SRR12330098 18,826,266
8 SRR12330104 27,598,592
9 SRR12330220 9,938,948

10 SRR12330260 17,642,933

11 SRR12330298 17,277,697

12 SRR12330356 13,988,719

13 SRR12330364 17,378,513

14 SRR12330377 12,155,726

15 SRR12330378 34,183,357

16 SRR12330382 22,353,314

17 SRR12330383 22,886,951

18 SRR12330384 18,328,656

19 SRR12330385 6,631,504
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20 PRINA683923  SRR13340534 0

21 SRR13340535 6,752,169
22 SRR13340537 8,245,374
23 SRR13340538 41,212,470
24 SRR13340539 13,028,655
25 SRR13340540 6,964,460
26 SRR13340541 6,279,921

Bioinformatikai adatfeldolgozas és statisztikai elemzés

A rovid szekvencidk mindség alapu kisziirését és kivalogatasat a TrimGalore
(v.0.6.6) programmal hajtottuk végre, melynek a kiiszobértéke 20-as beallitas volt. Egyediil
azokat a szekvenciakat tartottuk meg és klasszifikaltuk taxonémiailag, amelyeknek a hossza
tobb volt, mint 50 bazispar (bp). A klasszifikacidhoz a Kraken2 (v2.1.1) [24] programot és
az NCBI RefSeg-en elérhetd archealis, bakterialis, viralis és novényi genomokat hasznaltuk.
A taxon meghatarozashoz a konfidencia paraméternél 0.5-0s értéket allitottunk be, ezzel
lehetdséget teremtve a még precizebb fajmeghatarozashoz. Az eredményeket az R
statisztikai szoftverrel (v4.1.0) [25] dolgoztuk fel, phyloseq (v1.36.0) [26] és microbiom
(v4.1.0) [27] csomagok fliggvényeinek segitségével. Az elokészitett szekvenciakat az
alapbeallitasok hasznalataval osszeallitottuk kontigokka a MEGAHIT (v1.2.9) programban
[28]. A kontigok szintén taxonomiailag klasszifikaciora keriiltek a fent emlitett adatbazis
segitségével a Kraken2 (v2.1.1) [24] programban. A kivalogatott kontigokbol, melynek
hossza meghaladta az 500 bp-t, az 6sszes lehetséges leolvasasi keretet (open reading frame,
ORF) o0sszegyljtottik a Prodigal szoftverrel (v2.6.3) [29] és fehérjeszekvencidkat
szarmaztattunk. Ezeket a fehérjeszekvenciakat 6sszehasonlitottuk a CARD (Comprehensive
Antibiotic Resistance Database) (v.3.1.3) adatbazis [30, 31] ARG szekvenciaival a
Resistance Gene Identifier (RGI, v5.2.0) és Diamond program segitségével [32]. Az
illeszkedés mindsége szerint a perfect vagy a strict osztalyzti ORF-eket 90%-o0s
referenciaszekvencidval valo hosszbeli egyezdség €s 90% szekvenciabeli bazisegyezOség
szerint tovabb sziirtiik. A nudged besorolast talalatokat kizartuk. Integrativ mobilitast
eldsegitd genetikai elemeket (intergrative mobile genetic element, iMGE) kerestiink az
ARG-ket tartalmazo kontigokban és analizaltuk 6ket a MobileElementFinder (v1.0.3)

szoftverrel [33]. Johansson és tarsai koncepciojat kovetve, azoknak a baktérium torzseket a
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homologidjat értékeltiik, amelyeknek a tavolsag kritériuma az iMGE és ARG hatéaron beliil
volt [33]

A MobileElementFinder adatbazisban (v1.0.2) a Bacteroides nemzetség szamara a
leghosszabb Osszetett transzpozon (cTn) a Tn6186 volt. Ennek a nemzetségnek a hosszat
(8505 bp) vettiik a hatarértéknek. Az Enterococcus és Klebsiella nemzetségek esetében a
Tn6246 (5147 bp) és a Tn125 (10098 bp) adta a kiiszobértéket. Az E. coli esetében ez a hatar
a Tn1681 transzpozon hossza volt, nevezetesen 24 488 bp, mig a P. aeruginosa esctében a
Tn6060 (25 440 bp). Mivel az adatbazis sem fajszintli, sem nemzetség szintii cTn adatokat
nem tartalmaz a tobbi fajra vonatkozdan, ezért ezen fajok kontigjaira altalanos kiiszobértéket
valasztottunk. Ezt az értéket az adatbazisban szerepld fajonkénti leghosszabb cTn-ek
medianjaként hataroztuk meg (10 098 bp). Az ARG-t tartalmazé kontigok plazmideredetét
a PlasFlow (v.1.1) szoftver segitségével vizsgaltuk [34]. A kapott kontigok fag tartalmat a
VirSorter2 (v2.2.3) szoftverrel elemeztiik [35]. A talalatokat tovabb szirtiilk dsDNS fagok
és ssDNS segitségével. Minden adatkezelési eljarast, analizist és dabrazolast az R

kornyezetben végeztiik (v4.1.0) [25].
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Eredmények

Metagenom

Osszesen 26 mintat talaltunk, amely elvarasainknak és kritériumunknak eleget tett,

melyek a bemutatasra keriild rezisztenciagéneket tartalmaztak.

Az adatbazisbol nyerhetd, rendelkezésiinkre 4ll6 mintdkban szamos ARG

szekvenciat tudtunk azonositani.

Taxon klasszifikacio szerint, a bakterialis genomokhoz igazodo read-eknek a szama

kiilonbséget mutatott az egyes mintakban. A nyal mintakban a bakterialis read-ek medianja

4.3x10° (IQR: 3.4x10°) volt. Osszesen 16 olyan aerob és anaerob baktérium térzset tudtunk

izolalni a nyalmintakbol, amelyek gyakran keriilnek azonositasra fertdzott kutyaharapas

mintakbol. Azon nemzetségek relativ abundanciaja, amelyek tobb mint 1%-ot értek el a

bakterialis talalatokban barmelyik nyalmintaban, a 2. abraban lathatok osszefoglalva (2.

dbra).

PRINAG48123

100

g &

Relativ abundancia (%)

N v ] » o © A °

RIS

Minta azonosité

Nemzetség

. Actinomyces
B Bacteriodes

I Campylobacter
- Capnocytophaga
[ Conchiformibius

Cutibacterium
Desulfomicrobium
Frederiksenia
Fusobacterium
Mycoplasmopsis
Neisseria
Pasteurella

. Porphyromonas
. Prevotella

Streptococcus
Treponema
Egyéb

2. dabra Nyadl magbakteriom. Azon nemzetségek relativ abundancidja, amelyek t6bb mint 1%-ot értek

el a bakterialis talalatokban barmelyik nyalmintaban.

A nyéalmintdkban a domindns nemzetségek (kozepes prevalenciaval) csokkend

sorrendben a kovetkezOk voltak: Porphyromonas (49%), Prevotella (15%), Pasteurella
(12%), Neisseria (10%), Capnocytophaga (9%), Conchiformibius (7%), Frederiksenia
(7%), Cutibacterium (6%), Actinomyces (5%), Campylobacter (4%), Desulfomicrobium
(4%), Bacteroides (3%), Fusobacterium (3%), Mycoplasmopsis (3%), Treponema (3%),
Streptococcus (2%). A 20. mintaban nem volt klasszifikalhato baktérium read (leolvasas).
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ARG-k és mobilis genetikai elemek

A fent emlitett szarési feltételeket alkalmazva 69 ARG-t tudtunk azonositani,
amelyeket a mintakon beliil eléfordulasi arannyal és az érintett gyodgyszercsoportokkal
egyliitt mutatunk be a 2. tdbldzatban. Ezen ARG-k lefedettsége és szekvenciaazonossaga
mintanként keriil bemutatasra a 3. dbraban. A rezisztencia mechanizmusok aranyat az ARG
diverzitas alapjan szamitottuk ki. Az azonositds soran az antibiotikum rezisztencia gének
domindns mechanizmusai az antibiotikum inaktivalas (47,69%), az antibiotikum célpont
védelem (23,41%), az antibiotikum célpont megvaltoztatasa (15,90%), az antibiotikum

efflux (7,8%) és az antibiotikum célpont helyettesités (5,20%) voltak.

2. tablazat Azonositott antimikrobialis rezisztencia gének (ARG) és az altaluk érintett gyogyszerosztalyok. A
frekvencia oszlopok azt mutatjak, hogy hany mintaban fordultak el a gének.

ARG Frekvencia Antibiotikum kategéria
n %
aac(6’)-lm 2 7.7  aminoglikozidok
aad(6) 2 7.7  aminoglikozidok
aadA2 1 3.8 aminoglikozidok
aadA3 1 3.8 aminoglikozidok
aadA5 1 3.8 aminoglikozidok
aadAl5 1 3.8 aminoglikozidok
aadS 12 46.2  aminoglikozidok
acrA 1 38 cefalosporinok, fluorokinolonok, glicilciklin, penamok, fenikolok, rifamicin,
tetraciklin, triklozan
ant(2”)-la 1 3.8 aminoglikozidok
ant(3”)-lla 1 3.8  aminoglikozidok
ant(6)-1b 1 3.8 aminoglikozidok
aph(2”)- 3 115 aminoglikozidok
lla
aph(3”)-lb 10 38.5  aminoglikozidok
aph(3’)-la 5 19.2  aminoglikozidok
aph(3’)-lla 1 3.8  aminoglikozidok
aph(3’)- 4 154  aminoglikozidok
Ila
aph(6)-ld 10 385  aminoglikozidok
bacA 1 3.8  peptidek

blaACT-12 1 3.8  karbapenemek, cefalosporinok, cephamicin, penamok
blaOXA-2 12 46.2  karbapenemek, cefalosporinok, penamok
blaOXA-85 1 3.8  karbapenemek, cefalosporinok, pendmok
blaOXA- 1 3.8  karbapenemek, cefalosporinok, pendmok

119

blaOXA- 16 61.5 karbapenemek, cefalosporinok, penamok

347

blaROB-1 21 80.8 cefalosporinok, pendmok

blaROB-9 1 3.8  cefalosporinok, pendmok

blaROB-10 3 11.5  cefalosporinok, pendmok

blaTEM- 2 7.7  cefalosporinok, monobaktamok, penamok, penemek
116

catlll 2 7.7  fenikolok

cfxA2 20 76.9  cefamicin
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cmlA9 1 3.8 fenikolok

dfrAl4 3 115 diaminopirimidin

emrkE 1 3.8 makrolidok

emrK 1 3.8 tetraciklinek

ereA 1 38 makrolidok

ermB 9 34.6 linkdzamid, makrolidok, sztreptogramin

ermF 18 69.2  link6zamid, makrolidok, sztreptogramin

ermG 2 7.7  linkdzamid, makrolidok, sztreptogramin

ermX 1 3.8 linkézamid, makrolidok, sztreptogramin

fosA2 1 3.8 foszfomicin

gadw 1 3.8 fluorokinolonok, makrolidok, penamok

gadX 1 3.8 fluorokinolonok, makrolidok, penamok

InuB 2 1.7 link6zamidok

InuC 2 1.7 link6zamidok

IsaE 2 7.7 link6zamidok, makrolidok, oxazolidinon, fenikolok, pleuromutilinek,
sztreptogramin, tetraciklinek

mdtN 1 38 akridin festék, fertotlenitd szerek és interkalalo festékek, nukleozidok

mef(En2) 12 46.2  makrolidok

mel 5 19.2  linkézamidok, makrolidok, oxazolidinon, fenikolok, pleuromutilinek,
sztreptogramin, tetraciklinek

0QgxA 1 38 diaminopirimidinek, fluorokinolonok, glicilciklin, nitrofuranok, tetraciklinek

pgpB 23 88.5  peptidek

gacL 2 7.7  fertbtlenitd szerek és interkalalo festékek

SAT-4 1 3.8 nukleozidok

sull 7 26.9 szulfonamidok

sul2 8 30.8 szulfonamidok

tet32 19 73.1 tetraciklinek

tetd44 1 3.8 tetraciklinek

tetH 3 115 tetraciklinek

tetM 5 19.2 tetraciklinek

tetO 18 69.2 tetraciklinek

tetQ 20 76.9 tetraciklinek

tetS 1 3.8 tetraciklinek

tetW 5 19.2 tetraciklinek

tetWNW 5 19.2 tetraciklinek

tetX 10 38.5  glicilciklin, tetraciklinek

tetX1 1 3.8 tetraciklinek

tetX4 1 3.8 (glicilciklin, tetraciklinek

tetX5 10 38.5 tetraciklinek

tetY 1 3.8 tetraciklinek

tetZ 1 3.8 tetraciklinek

ugd 1 3.8 peptidek
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3. dabra Azonositott antimikrobialis rezisztenciagének (ARG) mintanként. Minden minta ARG tartalmanak
csak a legjobb eredményét abrazoltuk. A pontok mérete és szine dsszefiiggésben van a lefedettseggel és
szekvencia azonossaggal a referencia géneken. A 20. mintaban nem volt azonosithato ARG. A tul hosszu
génneveket leréviditettiik: acrA-Escherichia coli; emrE-E. coli emrE.

Az azonositott ARG-ket szamos esetben iMGE-kkel, fagokkal vagy plazmidokkal is
Osszefiiggésbe hoztuk. Szamos gén az emlitett mobilitasi csoportokon beliil kett6hoz is
kapcsolodhatott egy adott faj genomjan beliil, beleértve az Enterococcus faecium
baktériumban megtalalhaté aminoglikozidokkal szemben rezisztenciat kialakité aad(6) és
aph(3’)Illa rezisztenciagénben egylitt megjelend iIMGE ¢és fagokat. Szintén ideértjiik a
Corynebacterium sp. 1959 és Klebsiella quasipneumoniae-ban talalhatd aph(3’)-la génben
megjelend iIMGE és plazmidot, a Variovorax sp. SRS16-ban talalhato aph(3°)-la és aph(6)-
Id géneket, a Variovorax sp. PAMC28562-ben fellelhet6 aph(3”)-1b gént, az Enterococcus

faecalis-ban tertraciklin rezisztenciat kodolo tetM gént, az Enterococcus sp.
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FDAARGOS_375-ben talalhato makrolidok, link6zamidok és sztreptogramin ellen
rezisztenciat kialakitdé ermB génben egylittesen megjelend fagokat és plazmidokat. Az
amoxicillin-klavulansavval szemben rezisztenciat kialakito blaOXA-2, blaOXA-347 és
blaTEM-116 gének tobb faj plazdmidjaban megjelentek, tovabba a blaOXA-2
rezisztenciagén a Pseudomonas aeruginosa genomjaban talalhato iMGE-hez és plazmidhoz
is tarsult.

Az ARG-tartalmu kontigok fajszintli klasszifikaciojanak eredményét a 3. tablazat

mutatja be.

3. tablazat Azonositott antimikrobialis rezisztenciagének (ARG) és a megjosolt eredetii baktérium fajok. Tiz
gén (aadAS, aadAlS, ant(2”)-1a, bacA, blaACT-12, cmlA9, fosA2, ogxA, tetX1, tetY) esetében nem kaptunk
fajszintii elorejelzést a gént hordozo kontig bakterialis eredetére vonatkozoan.

ARG Eredeti baktériumok

aac(6’)-Im  Clostridioides difficile

aad(6) Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus

aadA2 Acinetobacter baumannii

aadA3 Neisseria animaloris

aadS Bacteroides fragilis, Capnocytophaga sp. H2931, Capnocytophaga sp. H4358, Capnocytophaga
stomatis, Chryseobacterium indologenes, Riemerella anatipestifer

acrA Escherichia coli

ant(3”)-lla Aeromonas hydrophila

ant(6)-1b Amedibacterium intestinale

aph(2”)-lla  Clostridioides difficile

aph(3”)-lb Corynebacterium sp. 1959, Haemophilus parahaemolyticus, Klebsiella michiganensis, Moraxella bovis,
Variovorax sp.
SRS16

aph(3’)-la Corynebacterium sp. 1959, Escherichia coli, Klebsiella quasipneumoniae, Variovorax sp. PAMC28562

aph(3’)-lla  Escherichia coli

aph(3’)-llla  Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae

aph(6)-Id Corynebacterium sp. 1959, Klebsiella michiganensis, Neisseria shayeganii, Providencia rettgeri,
Variovorax sp. SRS16

blaOXA-2  Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa

blaOXA-85  Fusobacterium ulcerans

blaOXA-119 Geobacter sulfurreducens

blaOXA-347 Alistipes shahii, Bacteroides fragilis, Bacteroides heparinolyticus, Capnocytophaga sp. H2931,
Capnocytophaga sp. H4358, Capnocytophaga stomatis, Chryseobacterium sp. POL2, Elizabethkingia
anophelis, Empedobacter brevis, Myroides odoratimimus, Riemerella anatipestifer

blaROB-1 Actinobacillus pleuropneumoniae, Conchiformibius steedae, Glaesserella parasuis, Haemophilus
haemolyticus

blaROB-9 Glaesserella parasuis

blaROB-10 Bibersteinia trehalosi

blaTEM-116 Escherichia coli

catlll Klebsiella michiganensis

cfxA2 Capnocytophaga cynodegmi, Parabacteroides distasonis, Porphyromonas Cangingivalis,
Porphyromonas crevioricanis, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia

dfrA14 Klebsiella michiganensis, Ochrobactrum anthropi

emrE Escherichia coli

emrK Escherichia coli

ereA Geobacter daltonii

ermB Enterococcus gilvus, Enterococcus sp. FDAARGOS_375, Streptococcus agalactiae, Streptococcus suis

ermF Alistipes shabhii, Bacteroides fragilis, Capnocytophaga stomatis, Chryseobacterium indologenes,
Parabacteroides distasonis, Porphyromonas cangingivalis, Prevotella intermedia, Riemerella
anatipestifer
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ermG
ermX
gadW
gadX
InuB
InuC
IsaE
mdtN
mef(En2)
mel
pgpB
gacl
SAT-4
sull
sul2

tet32

tet44
tetH
tetM

tetO

tetQ

tetS
tetW
tetWNW
tetX
tetX4
tetX5
tetZ

ugd

Clostridioides difficile

Trueperella pyogenes

Escherichia coli

Escherichia coli

Streptococcus suis

Streptococcus equi, Streptococcus gwangjuense

Streptococcus suis

Escherichia coli

Bacteroides fragilis, Porphyromonas cangingivalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia
Streptococcus pluranimalium

Porphyromonas gingivalis

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa

Corynebacterium sp. 1959, Haemophilus parahaemolyticus, Klebsiella michiganensis, Moraxella bovis,
Pasteurella multocida, Providencia rettgeri

Blautia hansenii, Bulleidia sp. zg-1006, Clostridioides difficile, Clostridium cellulovorans, Eubacterium
maltosivorans, Eubacterium sp. NSJ-61, Faecalibacterium prausnitzii, Lachnoanaerobaculum umeaense,
Peptoclostridium acidaminophilum, Roseburia intestinalis, Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus equi

Amedibacterium intestinale

Proteus vulgaris, Pseudomonas putida

Clostridioides difficile, Enterococcus faecalis, Mogibacterium pumilum, Streptococcus sp.
FDAARGOS_521

Clostridioides difficile, Enterococcus hirae, Murdochiella vaginalis, Streptococcus acidominimus,
Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus, Streptococcus equi, Streptococcus suis
Alistipes indistinctus, Bacteroides dorei, Bacteroides heparinolyticus, Bacteroides ovatus, Bacteroides
sp. HF-5287, Phocaeicola coprophilus, Porphyromonas crevioricanis, Prevotella fusca, Prevotella
intermedia

Streptococcus parauberis

Enterocloster bolteae, Faecalibacterium prausnitzii, Megasphaera stantonii, Streptococcus suis
Filifactor alocis, Mogibacterium pumilum

Bacteroides fragilis, Parabacteroides distasonis, Prevotella intermedia, Riemerella anatipestifer
Riemerella anatipestifer

Bacteroides fragilis, Capnocytophaga stomatis, Riemerella anatipestifer

Rothia nasimurium

Escherichia coli
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Az IMGE-k, fagok ¢és plazmidok ARG-kkel tarsult gyakorisagat baktérium eredet

szerint a 4. abra mutatja be.

Aeromonas hydrophila 4 .
Alistipes shahii<
Bacteroides fragilis 4 3
Bacteroides heparinolyticus 4
Bacteroides ovatus 4 .
Clostridioides difficile - .
Corynebacterium sp. 1959 4 [ ]
Empedobacter brevis 4 3
Enterococcus faecalis 4 .
Enterococcus faecium
Escherichia coli 3
Glaesserella parasuis 4 [ ]
Klebsiella quasipneumoniae 4 [ ]
Mogibacterium pumilum 4 .
Neisseria shayeganii 4 °
Prevotella intermedia 4 . .
Pseudomonas aeruginosa 4 [ ] .
Streptococcus equi4
Streptococcus gwangjuense
Trueperella pyogenes 4 [ ]
Variovorax sp. PAMC28562 + [ ]
Variovorax sp. SRS16 4 ° .

L]
L]
HOW!

Amedibacterium intestinale - . .
Bacteroides fragilis < .

Enterococcus faecium 4

Enterococcus sp. FDAARGOS_375 4 .

Porphyromonas cangingivalis 4 . El&fordulasi

Streptococcus equi 4

Streptococcus suis 4 £

L]
3pj

gyakorisig

Acinetobacter baumannii{ @ 0
Actinobacillus pleuropneumoniae .
Aeromonas hydrophila . . [ )
Clostridioides difficile - . e
Clostridium cellulovorans 4 .
Corynebacterium sp. 1959 4 o . °
Elizabethkingia anophelis 4
Empedobacter brevis 4
Enterococcus faecalis 4 [ ]
Enterococcus gilvus 4 °
Enterococcus sp. FDAARGOS_375 4 ®
Escherichia coli4 o [ ] . oo
Eubacterium sp. NSJ-61 4 .
Filifactor alocis 4 .
Haemophilus parahaemolyticus 4 .
Klebsiella michiganensis 4 [ ] . . 3
Klebsiella quasipneumoniae 4 .
Megasphaera stantonii 4 [ ]
Mogibacterium pumilum < .
Moraxella bovis 4 . °
Myroides odoratimimus 4 .
Ochrobactrum anthropi 4 .
Parabacteroides distasonis [ ] .
Pasteurella multocida 4 .
Proteus vulgaris 4 o
Providencia rettgeri4 L] °
Pseudomonas aeruginosa 4 ® [ ] .
Riemerella anatipestifer 4 °
Rothia nasimurium 4 .
Streptococcus agalactiae 4 3 °
Streptococcus anginosus 4 .
Streptococcus equi 4 °
Streptococcus parauberis 4 .
Streptococcus sp. FDAARGOS_521 4 .
Streptococcus suis 4 [ ] . . .
Variovorax sp. PAMC28562 4 °
Variovorax sp. SRS16 4

1
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3
4

Eredeti baktérium
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[ X
prwzerd

Antimikrobidlis rezisztenciagén

4. abra Mobilis antimikrobidlis rezisztenciagének gyakorisaga az eredeti baktériumokban. A pontok mérete

az adott gén eldfordulasi gyakorisagat jelzi az iMGE-vel kiegészitve, plazmidban vagy fagban elhelyezve.
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Megbeszélés
Baktériumok és rezisztenciagének

A kutyanyalmintak bakteriom, rezisztom és mobilom analizise soran nagyszamu
eredmények sziilettek, melyek a kisallategészségiigyi szektort a humén egészségiigyi
rendszer perspektivajaval vetik 0ssze.

A nyalmintakb6l tobb aerob ¢€s anaerob nemzetség is izolalodott a fertézott
kutyaharapasbol. A kutyaharapas fert6zései altalaban polimikrobialis eredetiiek, a harapas
okozta sebek baktériumai pedig az allatok szajiiregébdl, a recipiens borébol és a
kornyezetbdl szarmazo baktériumokbol allnak. A kutyaharapasok leggyakoribb korokozoi a
Pasteurella spp. (P. canis és P. multocida), Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Capnocytophaga spp., Porphyromonas spp., Bacteroides spp., Fusobacterium spp. és
Corynebacterium spp. [36], amelyek mind megjelentek az elemzett nyalmintakban. Néhany
mas, viszonylag nagyobb klinikai jelentdségli baktériumcsoportot, amelyeket a
nyalmintakban mutattak ki, beleértve az Enterococcus spp., Moraxella spp., Neisseria spp.,
Prevotella spp., Pseudomonas spp., gyakran izolaljadk a kutyaharapas okozta
sebfert6zésekbdl is. A mintdkban izolalt egyéb nemzetségek tulnyomo tobbsége a korabbi
publikaciokban valtozo abundancia arannyal szerepelt a kutyanyalban [37, 38]. Annak
ellenére, hogy a Clostridium spp.-t kimutattuk a mintadkban, a tetanuszért felelés
baktériumot, a C. tetani genom fragmentumait nem azonositottuk.

A kimutatott ARG-k szama viszonylag magas volt a nyal bakteriomban. Ezek a
gének mobilitdsuknak koszonhetéen, szamos géntranszfer moddot kihasznalva tudnak
terjedni a baktériumok kozott, antibiotikummal szemben ellenalléva téve magukat, ezaltal
stlyosbitva a rezisztencia terjedését és csokkentve a gyodgyszerek hatékonysagat. Nyolc
nemzetség (Pasteurella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Capnocytophaga
spp., Porphyromonas spp., Bacteroides spp., Fusobacterium spp. és Corynebacterium spp.)
vizsgalata bizonyult mas szerzok altal a legrelevansabbnak a kutyaharapasok fertézéseit
illetéen [36, 38]. Aminoglikozidok, karbapenemek, cefalosporinok, glicilciklinek,
link6zamidok, makrolidok, oxazolidinon, penamok, fenikolok, pleuromutilinek,
sztreptograminok, pleuromutilinek, szulfonamidok és tetraciklinek ellen rezisztenciat okozo
géneket tudtunk azonositani, mig mas antibiotikum csoportokban, beleértve a
fluorokinolonokat, viszonylag kisebb Kklinikai jelentéségli baktériumokat, ideértve az

Escherichia coli-t.
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Tarsallatok és az antibiotikum hasznalat

A kutydk nyalmintaihoz kapcsolodd ARG-k és potencidlisan érintett antibiotikum
csoportok ilyen nagy szama és széles spektruma Osszefligghet a kisallat-allatorvosi praxis
antibiotikum-hasznalataval. Az antibiotikum fogyasztasi aranyokat a haziallat teriileten
meglehetésen nehéz értékelni. Létezik azonban néhany rendszer a tarsallatok antibiotikum
felhasznalas nagysagrendjének feliigyeletére, mint példaul az Allatgyogyészati
Antimikrobialis Szerek Fogyasztasanak Eurdpai Feliigyelete (ESVAC) [39], a VetCompass
[40] vagy a Small Animal Veterinary Surveillance Network (SAVSNET) [41], am ezek az
aranyok még mindig kevésbé dokumentaltak. Ezenkiviil sok orszagban az antimikrobialis
szerek felhasznalasat gyakran csak hozzavetdleges értékesitési adatok alapjan becsiilik meg
[42]. Ennek ellenére a két brit feliigyeleti rendszer (VetCompass a Royal Veterinary College-
t6l és a SAVSNET, a Liverpool Egyetemt6l) és egy eurdpai jelentés (ESVAC) szerint a
kisallat klinikdkon meglehetdsen gyakran irnak fel antibiotikumot. Egy tanulmany szerint
az Egyesiilt Kiralysagban négybdl 1 kutyat kezelnek antibiotikumokkal két éven keresztiil
[43]. Annak ellenére, hogy az allatorvosok tulnyomo tobbsége tisztdban van azzal a ténnyel,
hogy a nem megfeleld antibiotikum hasznélat hozzajarul az antimikrobidlis rezisztencia
szelekcidjahoz, és hogy az AMR jelentés probléma az orszagos felmérések szerint [44, 45],
az allatorvosok antibiotikum felirdsi preferencidt szdmos tényez0 befolydsolja az
antimikrobialis kezelés szempontjai mellett. Egy Ausztralidban végzett tanulmany szerint az
allatorvosok gyakran arr6l szamolnak be, hogy az egyik legjelent6sebb faktor, ami miatt
nem tudjak limitalni az antibiotikum hasznalatot, a kliensek altali nyomas, amely hatasara
kénytelenek antibiotikumokat felirni [46]. A kozepes jovedelmii orszagokban, példaul Dél-
Afrikaban, a koltségek is befolyasolhatjak az antibiotikumok kivalasztasat [47]. Ezzel
szemben az Egyesiilt Allamokbol [48], az Egyesiilt Kiralysagbol [49], Hollandiabol [50],
vagy Ausztraliabol [51] szarmazé mas kutatocsoportok altal végzett tanulmanyokban a
Klinikai gondolkodast sokkal fontosabbnak mindsitették, mint az ligyfelek koveteléseit. A
szélesspektrumti amoxicillin-klavulansavat, a kutyakon alkalmazott antimikrobialis szerek
zaszloshajojat szamos orszagban hasznaljak, mikozben az elsé generacios cefalosporinokat
is rutinszeriien alkalmazzak [42, 52, 53]. A link6ézamidokrol (klindamicin), makrolidokrol,
tetraciklinekrdl (doxiciklin), nitroimidazolokrol és trimetoprim-szulfonamidokrdl szintén
beszamoltak, hogy a kisallatok kezelésekor gyakran hasznaljak [42]. A harmadik és

negyedik generacids cefalosoprinokat, fluorokinolonokat és polimixineket, amelyek az

crer
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legmagasabb prioritast kritikus fontossagu antibiotikumok (HPCIA) kategoriaba tartoznak,
keriilni kell, hacsak el6tte nem végeznek érzékenységi vizsgalatot, és semmilyen mas
antibiotikum nem bizonyul hatékonynak. Becslések szerint ennek ellenére a HPCIA
kategoriaba tartozo gyodgyszereket az 6sszes antibiotikum hasznalatakor az esetek koriilbeliil
5-6%-aban irjak fel. A HPCIA kategoriabol a leggyakoribban a fluorokinolonokat veszik

igénybe kutyakon, amely az 6sszes antibiotikum feliras 4-5%-at teszi ki [54].
A kutyaharapas rejtett veszélyei és terapiaja

A jelenlegi irodalomban a kutyaharapassal Osszefliggd emberi fertézések
pontosabban és gyakrabban dokumentaltak, mint az arcnyalas altal terjedo fert6zések
utvonala. A kutyaharapasok esete 3-30%-a fert6zéshez vezet [37].

A harapés kezelése két pilléren nyugszik: a helyi sebkezelésen és a megfelelden
alkalmazott szisztémas kezelésen. A lokalis terapia nélkiilozhetetlen eleme a szemle, a
sebtisztitds, az esetleges idegen testek eltavolitasa, pl. fogak, és ledblitése sooldattal.
Tovabba radiologiai diagnosztikat kell elvégezni a torés kizarasa érdekében, és ha
Klinikailag indokolt. A seb elsédleges vagy késleltetett zarasara vonatkozo ajanlasok és a
kovetkezményes  fertézések megjelenésének kockazatira vonatkoz6 elemzések
ellentmondasosak, mivel vizsgalatok azt mutatjak, hogy az emlésoknek a harapasa legalabb
6-8%-a befert6zédik az elsddleges zaras utan. Masrészt egy randomizalt vizsgalat szerint az
arc sebének alacsony a fertézésveszélye a kivald vérellatas miatt, még az elsddleges zaras
utan is profilaktikus antibiotikumok alkalmazasa nélkiil [55, 56]. A végtagokon 1évé
késleltetett megjelenésti sebeket nyitva kell hagyni [57]. Friss harapott sebek tenyésztésével
a talyog jeleinek megjelenése el6tt a sulyos cellulitisz vagy szepszis megelézheto és
kezelheto [58].

Ami a szisztémas terapiat illeti, mindig mérlegelni kell a tetanusz emlékeztet6 adasat,
ha az elmult évben nem adtdk, és a veszettség profilaxisat. Vizsgalatunkban a tetanusz
korokozojat, a Clostridium tetani genom fragmentumait egyik vizsgalt nyalmintaban sem
mutattuk ki. Az antibiotikumok harapott sebek kezelésére vald alkalmazasaban még nem
sikerlilt konszenzusra jutni. Megfontoland6 a profilaktikus antibiotikumok hasznalat,
kivéve, ha a seb nagyon feliiletes és tiszta. Az antibiotikum profilaxis vagy terapia
kifejezetten javallott a harapas utan legalabb 8 oraval, a feliilfertézés egyértelmii jelei
esetében, kozepesen sulyos vagy stulyos sebek zuzodasos sériiléseinél vagy miitétet igényld

devitalizalt szovetek, mély szurt sebek, az epidermisz rétegét meghalado, iziiletekhez kozeli
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sebek, diabetes mellitus, asplenicus vagy immunhianyos allapot, alkoholfogyasztas, vagy a
nemi szervek, az arc vagy a kéz érintettségekor [58-62]. A fenti esetek hianyaban
eléfordulhat, hogy az antibiotikum terapia nem sziikséges. Erdekes modon a sériilések
altalaban a fejen, a nyakon és az arcon talalhatok gyermekeknél, mig a felnétteknél a kézen
vagy a fels6 végtagon a tiamado kutyaval valdo magassagarany miatt [37, 63].

A megfeleléen megvalasztott antibiotikum varhatéan hatasosnak bizonyul az
anaerob baktériumok (Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Porphyromonas spp.,
Prevotella spp. stb.), valamint Staphylococcus, Streptococcus és Pasteurella fajok ellen. A
profilaktikus kezelés altalaban 3-5 napig tart, mig fertézott seb esetén 10 napos vagy
hosszabb gyogyszeres kezelés javasolt. Az oralis terapia elsd vonalbeli valasztidsa az
amoxicillin-klavulansav, amelyet nagy kockazati betegeknél intravénas antibiotikum,
példaul ampicillin-szulbaktam, ticarcillin-klavulansav, piperacillin-tazobaktam vagy
karbapenem kisér. Az amoxicillin-klavulansavat gyakran kombinaljak metronidazollal vagy
klindamicinnel, és esetenként helyettesitik cefalosporinokkal is, pl. cefuroxim, cefotaxim,
ceftriaxon, vagy amoxicillin, fluorokinolonok, szulfametoxazol és trimetoprim vagy, bar
kevésbé hatékony, azitromicin vagy doxiciklin kombinacioban [58, 62]. A magas
rezisztencia miatt a flucloxacillin, az eritromicin és a cefalosporinok gyakran hatastalanok a
Pasteurella fertézésekben, ezért inkabb keriilend6k [60].

Szdmos orszagban altalanos iranyzatként az antibiotikumok 4allatgydgyaszati
felhasznalasa fokozatosan csokken [39, 46, 54, 64, 65]. A human gydgyaszatban az
antibiotikumok értékesitése 65%-kal nétt az alacsony és kozepes jovedelmil orszagokban,
¢és kismértékben, 4%-kal csokkent a magas jovedelmii orszagokban 2000 és 2015 kozott,
ami a globalis antibiotikum fogyasztasi ratak novekedését jelenti [66, 67]. Feltételezheto,
hogy a kutyak nyalbakteriomaban szdmos, klinikailag fontos antibiotikum csoportokkal
szemben rezisztenciat biztositd gén taldlhatd, amelyek az emberben a baktériumok
genomjaba olvadhatnak. A kutyanyallal és a kutyaharapéssal val6 taldlkozas fajok kozotti
platformként szolgalhat a baktériumok ¢&s az antimikrobidlis rezisztencia gének
vandorlasahoz. Az atvitt baktériumok klinikai tiineteket okozhatnak, és az altaluk hordozott
ARG-k rezisztenciat eredményezhetnek a klinikai jelentéségii antibiotikumokkal szemben.

A harapas kezelésekor alkalmazott antibiotikum profilaxis eredményére vonatkozo
adatok korlatozottak, és meglehetdsen ellentmondasosak. Mig 8 randomizalt vizsgalat
metaanalizise az antibiotikum profilaxis elonyeit mutatta [68], egyes tanulmanyok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az antibiotikum profilaxis nem eredményez statisztikailag

szignifikans kiilonbséget a sebfert6zések kezelt és a kezeletlen betegcsoportjai kozott,

27



kivéve a kézen 1évo sebek esetén [69]. Mas publikaciok alapjan az antibiotikum profilaxis
csak a magas kockazatli betegcsoportok szamara javasolt [70, 71].

Az amoxicillin-klavulansav, a kisallatgyogyaszatban leggyakrabban hasznalt
antibiotikum, a kutydk harapasos sebeinek els0 szamu valasztasa, a széles spektrumu
penicillinek tagja, amely egy globalis tanulméany szerint 2000 és 2018 kozott a magas
jovedelmii szuperrégiokban a leggyakrabban fogyasztott kulcsfontossagli antibiotikum
csoport volt [66]. Osszességében 23 ARG-tipust mutattunk ki a kutya nyalmintakban, amely
amoxicillin-klavulansavval szembeni rezisztenciat valthat Ki, ezek a blaTEM vagy az OXA
csalad tagjai voltak [72, 73]. A TEM-116 gént az E. coli-ban azonositottak, mig az OXA
csalad kiilonboz6 tagjai szamos nemzetségben megjelentek, beleértve az Acinetobacter
baumannii, Bacteroides spp., Capnocytophaga spp., Fusobacterium ulcerans ¢és
Pseudomonas spp. nemzetséget is, amelyek nagy klinikai jelentdséggel birhatnak a
kutyaharapas fertézéseiben.

A mobil ARG-t hordozd baktériumok nyal utjan torténd atvitele a kutyakban
nehezitheti és el is lehetetlenitheti az antibiotikum hasznalatot a human egészségiigyben, €s
hozzajarulhat az AMR terjedéséhez, a haziallatokbol szarmazo baktériumbol az emberben
megjelend baktériumok felé.

Ennek dacédra, a kutyanyalat a multban a gyors gyogyulas elOsegitésére és a
bakterialis szennyezddés csokkentésére hasznaltdk az etnoveterinary és etnomedicinalis
gyakorlatokrol sz616 jelentések szerint [74, 75]. A kutyanyalnak tobbek ko6zott a tiocianat,
lizozim és kozvetve nitrat tartalma altal kivaltott antimikrobialis és gyulladasgatld hatasa
[76, 77] még alacsony koncentracioban is megjelenhet [78]. Azonban megallapitasaink
szerint a kutyanyal kozegészségiligyi kockazatokkal is Osszefiiggésbe hozhatd, mivel a
nyalbaktériumok szennyezhetik az ember kdrnyezetét, és megtelepedhetnek az emberi bérén
¢és a nyalkahartyan is. Ily modon az emberben ¢és a koriilotte jelenlévé ARG-ben gazdag
baktériumoknak még csak nem is feltétleniil kell atvinniiik ARG-ket, hogy sulyos kéarokat
okozhassanak kiilonb6z6 immunrendszeri gyengeségekkel kiizdé embereknél, pl. idéseknél

vagy beteg embereknél.
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Osszefoglalé

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR) napjainkban egyre nagyobb teret hodit,
magaban hordozva a koz- és allategészségligyi veszélyt, az antimikrobialis szerek
hatastalansagénak lehetdségét és kozvetve a halal okat. A hatékonynak bizonyulo
antibiotikumok kore sziikiil és nem tart 1épést a multirezisztens baktériumok megjelenésével,
ezzel okozva minden évben tobb ezer életveszélyes gyodgyithatatlan fertézést.

A human- és allatgyogyaszatban értelmetlentil igénybevett antibiotikumok mellet a
vilag egyes részein a hozamfokozasra torténd alkalmazast lehet feleldssé tenni a jelenség
gyorsuld lteméért. A folyamatot a baktériumok kozott megvalosuld horizontalis
géntranszfer (HGT) is lehetdvé teszi, mely Utjan egymas kozott szabadon cserélhetik ki a
baktériumok az antimikrobidlis rezisztenciagéneket (ARG) megfeleld triggerek
jelenlétében.

A szamos orszagban egyre népszeriibbé valo tarsallat tartds mellet, a hazi kedvencek
¢és gazdaik kozotti kapcesolat szorosabba formdélodasa is szignifikdns faktor a rezisztens
baktériumok és gének vandorlasdnak tekintetében. A kutydk gyakran alszanak egyiitt
tulajdonosaikkal, és a gazda megnyaldsa, vagy sajnos a kutyaharapasi eset sem ritka, ami
nagyban hozzéjarul az AMR fajok kozotti terjedéséhez.

A dolgozatban arra kerestiik a valaszt, rejt-e veszélyt a tarsallatok mikrobiomjanak
emberi szervezettel valo talalkozasa antibiotikum rezisztencia gének 4tadasa szempontjabol.
Az Egyesiilt Allamokbél szarmazo interneten elérhetd kutyanyalmintak genomjat
megvizsgaltuk, kimutatva ezzel a mintaban talalhato rezisztenciagéneket.

A vizsgalatok sordn 26 kutyanyalminta 0j generacids szekvenaldsi modszerrel
eldallitott metagenom adathalmazat bioinformatikailag elemeztiik. A mintdkban szdmos
baktérium taxont, ARG-t és ARG mobilitast elosegitd genetikai elemet tudtunk azonositani.
A nyalmintakban leggyakrabban el6forduld baktérium nemzetség a Porphyromonas,
Prevotella és a Pasteurella, a detektalt ARG-k altal befolyasolt antibiotikum csoportok
pedig az aminoglikozidok, karbapenemek, cefalosporinok, glicilciklinek, link6zamidok,
makrolidok, oxazolidion, penamok, fenikolok, pleuromutilinek, sztreptograminok,
szulfonamidok és tetraciklinek voltak.

A kutydk nyalmintaihoz kapcsolodd antimikrobidlis rezisztenciagének és a
potencidlisan érintett antibiotikum csoportok szama nagy. A horizontalis géntranszfer,

amely a terjedé antimikrobialis rezisztencia alapjaul szolgal, valamint a kisallatokkal vald
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szoros egylittélés lehetdséget teremt az antimikrobidlis rezisztenciagének kutyarol
tulajdonosra vandorldsara.

A leirt eredmények jelentdségének pontosabb megitéléséhez tovabbi vizsgalatokra
van sziikség, viszont eme esettanulmany ramutat arra, milyen potencialis veszélyforras

rejtézik a kutyanyalban, és ha az ember szoros kapcsolatban €l a tarsallatokkal.
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Summary

Antimicrobial resistance (AMR) is becoming more and more common these days,
posing a threat to public and animal health, the possibility of the ineffectiveness of
antimicrobial agents and, indirectly, the cause of death. The range of effective antibiotics is
narrowing and not keeping up with the rise of multi-resistant bacteria, causing thousands of
life-threatening incurable infections every year.

In addition to the irresponsible use of antibiotics in human and veterinary medicine,
their use in the food industry to increase yields, can be held responsible for the globally
developed and widespread resistance. The process is made possible by horizontal gene
transfer (HGT) between bacteria, through which bacterial populations can freely exchange
antimicrobial resistance genes (ARG) among themselves.

In addition to the increasing number of companion animals, the change to a closer
relationship is also a significant factor in the migration of resistant bacteria and genes from
the pet to the owner. Dogs often sleep with their owners and lick their faces, and
unfortunately dog bites are also not uncommon, that contributes greatly to the interspecies
spread of AMR.

In the thesis, we looked for the answer to whether the contact of the microbiome of
companion animals with the human body is a danger from the point of view of the transfer
of antibiotic resistance genes. We screened and sequenced the genomes of dog saliva
samples available on the Internet from the United States, revealing resistance genes hidden
in the sample.

We collected 26 samples, which were filtered and selected in a specific way,
compiled into contigs, and then taxonomically classified. We were able to identify several
ARG sequences in the samples. The most frequently occurring bacterial genera in the saliva
samples were Porphyromonas, Prevotella and Pasteurella and ARGs against
aminoglycosides, carbapenems, cephalosporins, glycylcyclines, lincosamides, macrolides,
oxazolidinone, penams, phenicols, pleuromutilins, streptogramins, sulfonamides and
tetracyclines could have been identified.

A large number of antimicrobial resistance genes associated with dog saliva samples
and potentially affected antibiotic groups show a correlation. Horizontal gene transfer,
spreading antibiotic resistance and close cohabitation with small animals create an

opportunity for resistance genes to migrate from dog to owner.
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Further investigations are needed to assess the significance of the described results
more precisely, but this case study points to the potential source of danger hidden in dog

saliva and behind keeping close companion animals.
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- a magyar dllatorvosok publikacioira torténo hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak névelése;

- az Allatorvostudomdnyi — Egyetem és az  egyiittmiikodé  partnerek
tudasvagyondnak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatdsa.
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