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SANTRUMPOS

arsB — genas koduojantis arsenity efliukso baltyma

arsC — genas koduojantis arsenaty reduktaze

chrB — genas koduojantis chromo transporterinj baltyma

cnrC2/A3 — genai koduojantys nikelio ir vario efliukso baltymus

CopA/B — genai koduojantys varj eksportuojancias P tipo ATPazes

czcA/C/D — genai koduojantys kobalto, cinko ir kadmio efliukso baltymus
ermF — genas koduojantis 23S rRNR metiltransferaze

msrA — genas koduojantis nuo ATP priklausoma eritromicino efliukso baltyma
pbrA — genas koduojantis §ving eksportuojancia P tipo ATPaz¢

pbrT — genas koduojantis §ving importuojantj baltyma

strA/B — genai koduojantys streptomicing modifikuojancius baltymus

tet(32) — genas koduojantis RPP (angl. ribocomal protection proteins) priklausantj baltyma
tet(H) — genas koduojantis tetraciklino eflukso baltymag

tet(M) — genas koduojantis nekovalentiskai ribosomas modifikuojantj baltyma

tet(W) — genas koduojantis nekovalentiskai ribosomas modifikuojantj baltyma

tet(X) — genas koduojantis tetraciklino oksidoreduktaze



IVADAS

Akvakultiira yra vienas i§ spar¢iausiai auganéiy maisto gamybos sektoriy pasaulyje (Aly
ir Albutti, 2014). Intensyvus baltyjy amiry (Ctenopharyngodon idella), paprastyjy karpiy
(Cyprinus carpio), atlantiniy lasisy (Salmo salar), vaivorykstiniy upétakiy (Oncorhynchus mykiss)
ir daugelio kity zuvy veisimas padeda apripinti vis spar¢iau augan¢ig zmoniy populiacija
gyvulinés kilmés baltymais (FAO, 2014).

Nepaisant spartaus akvakultiiros augimo, esama veiksniy, ribojanc¢iy tolimesne
Zuvininkystés plétra, vienas jy — zuvy ligos. Bakterinés ligos sukelia didelj laukiniy ir kulttiriniy
zuvy mirtinguma. Netinkamas bei per daznas antibiotiky naudojimas bakteriniy ligy kontrolei
gali sukelti antimikrobinéms medziagoms atspariy bakterijy atsiradimg bei antibiotikams
atsparumo geny plitima (Watts ir kt., 2017). Be to, akvakulttiroje naudojami ne tik antibiotikai,
bet ir metaly turintys produktai parazity kontrolei (Schlenk, 1998). Padidéjusi metaly
koncentracija vandenyje bei vandens telkiniy nuosédose skatina mikroorganizmy atsparuma
antibiotikams (Banguero ir kt., 2008). llgalaikis antibiotiky naudojimas gali negrjZztamai uztersti
aplinka bei paveikti vandens telkiniy mikrobiomo strukttirg (Liu ir kt., 2020). Siekiant uztikrinti
tiekiamos Zzuvies bei aplinkos sauguma, biitina nuolat vykdyti zuvininkystés vandens telkiniy
mikrobiologinés tarSos kontrolg.

Sio darbo tyrimo objektas — Simno Zuvininkystés tvenkiniai. Siuo metu Zuvininkystés
tarnybos prie Lietuvos Respublikos Zemés iikio ministerijos Zuvivaisos skyriaus Simno poskyris
yra pagrindiné Lietuvoje syky, europiniy Samy, plac¢iaznypliy véziy veisimo vieta. Tvenkiniuose
taip pat veisiami samai, lynai, lydekos, végélés, vaivorykstiniai upétakiai, lagisos. Simno
poskyryje zuvy veisimas vykdomas nuo 1964 mety, taciau duomeny apie tvenkiniy
mikroorganizmy bendrijas néra.

Sio darbo tikslas — nustatyti intensyvios zuvininkystés jtaka mikroorganizmy bendrijy
sudéties kitimui.

Darbo uzdaviniai:

1. ldentifikuoti didziausias mikroorganizmy populiacijas Simno Zuvininkystés

tvenkiniuose;

2. ldentifikuoti skirtumus mikroorganizmy bendrijose skirtingose tvenkiniy grupése;

3. Ivertinti Simno Zuvininkystés tvenkiniy ekologing biiseng, bakterijy bendrijy

sandaros kontekste;



4. Nustatyti atsparumo antibiotikams ir sunkiesiems metalams genus bakterijy

populiacijose.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Pasauliné akvakultiira

Augant zmoniy populiacijai, vis daugiau vandens telkiniy yra panaudojama pelekiniy
7uvy, véziagyviy, moliusky ir kity vandens gyviny veisimui. Veisiamy vandens gyviiny ir augaly
kiekiai auga jau trecig desimtmet; is eilés (1.1 pav.). Pagal Jungtiniy Tauty maisto ir Zemés tikio
organizacijos duomenis, pasauliné akvakultiiros produkcija (jskaitant vandens augalus) 2016 m.
sieké 110,2 mln. tony, 0 jos verté jvertinta 243,5 milijardo doleriy. Bendrg produkcijg sudaré 80
mln. tony maistui skirty zuvy, 30,1 milijony tony vandens augaly bei 37 tukstanciai tony ne

maisto produkty (dekoratyvinés kriauklés ir perlai).
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1.1 pav. Akvakulttros produkcijos kiekiai 1990-2016 metais (pagal Jungtiniy Tauty
maisto ir zemés iikio organizacija, 2018)

Didzioji dauguma maistui skirty zuvy veisiama gélo vandens telkiniuose. Dél vidutinio
5,8 proc. produkcijos prieaugio kasmet, akvakultiira iSlieka grei¢iausiai auganciu maisto gamybos

sektoriumi (FAO, 2018).



1.1.1 Intensyvi Zuvininkysté

Esama jvairiy zuvies gélo vandens telkiniuose veisimo biidy. Visy jy tikslas yra
maksimaliai padidinti gyviiny augimo greitj ir intensyvuma, tuo paciu tiekiant saugius maisto
produktus (Watts ir kt., 2017). Siekiant padidinti Zuvy gyvybinguma, reguliariai naudojama
keletas pagrindiniy strategijy:

1. Ekstensyvi akvakultura, kai pléSrunai paSalinami, o konkurentai kontroliuojami.
2. Pusiau intensyvi akvakultiira, kai auginami gyviinai papildomai maitinami pasarais.

3. Intensyvi akvakultiira, kai visi auginamy gyviiny maisto poreikiai yra patenkinami.

Augant véziagyviy bei pelekiniy zuvy poreikiui, vis dazniau yra pasirenkama pusiau
intensyvi arba intensyvi Zuvininkysté dél didesnio nasumo ir ekonominés naudos (Dawood ir
Koshio, 2016). Deja, taciau dél intensyvios zuvininkystés padidéja auginamy gyviiny tankis, O
vandens telkiniy tarSa maisto medziagomis lemia prasta vandens kokybe. Padidéjg¢s organiniy
medziagy kiekis lemia tvenkiniuose istirpusio deguonies iseikvojima, dél ko galimas toksiniy
metabolity i$siskyrimas (tokiy kaip vandenilio sulfidas, metanas, amoniakas, nitritai), kurie
daznai sukelia didelj zuvy mirtingumg (Martinez ir kt., 2012). Dél bitinybés kontroliuoti
patogeny protriikius bei uztikrinti vandens gyviny gyvybinguma bei greitg augima, intensyvi

zuvininkysté tapo priklausoma nuo antibiotiky ir kity medziagy naudojimo.
1.1.2 Antibiotikai akvakultiiroje

Antibiotikai akvakultiiroje naudojami kaip bakteriniy ligy profilaktinés ar gydomosios
priemonés, kurios dazniausiai j vandens aplinkg patenka kaip zuvy pasary priedai (Aly ir Albutti,
2014). Trimetoprimas, ormetoprimas, oksitetraciklinas, florfenikolis ir eritromicinas jvardijami
kaip dazniausiai naudojami antibiotikai akvakultiiroje (Patil ir kt., 2016). Nors pries tam tikras
bakterines ligas egzistuoja vakcinacija, antibiotikai iSlieka labai svarbia priemone kovoje su zuvy
patogenais (Caruso, 2016).

Nepaisant antibiotiky privalumy, antimikrobinés medziagos dazniausiai jvardinamos
kaip bakterijy atsparumo antibiotikams priezastis (1.2 pav.). Daugelis antibiotiky yra stabiliis
cheminiai junginiai, kurie néra suskaidomi zuvy organizme. I$siskyre i vanden;j kartu su
iSmatomis ir Slapimu dar ilgai gali islikti aktyvus (Burridge ir kt., 2010). Yra zinoma, kad
mikroorganizmy bendrijas veikia Zemesnés nei minimalios antibiotiky inhibitorinés

koncentracijos (MIK) (Gullberg ir kt., 2011). Padidéjusi antimikrobiniy medziagy koncentracija
7



7uvininkystés tikiuose spartina mikroorganizmy genetine adaptacijg. Atsparumg bakterijos gali
1gyti dél jvykusios mutacijos, ta¢iau dazniausiai geny plitimas vyksta per horizontalig geny
pernasa — transformacijg, transdukcijg arba konjugacija (Watts ir kt., 2017). Vis daugiau tyréjy
pranesa identifikave atsparumo genus zuvininkystés tkiuose. Piotrowska ir kt. nustaté daugybe
tetraciklinui, eritromicinui ir streptomicinui atsparumo geny karpiy veisimo tikiuose. PraneSama,
kad tokie genai kaip tet(A), tet(T), tet(W), tet(34), str(A), str(B), msr(A), erm(X), erm(V), erm(F)
ir kt. buvo identifikuoti tiek vandenyje, tiek vandens telkiniy nuosédose (Piotrowska ir kt., 2017).

Tuo tarpu Patil ir kt. nustaté keliems antibiotikams atspariy Aeromonas genties izoliaty.

Antibiotikai
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| / - #""‘ -ﬂ | Atliekos
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Antibiotikams atsparumo
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sistemas. Per horizontalig 'M
geny pernasa genai gali bati

integruoti j rezistoma.

1.2 pav. Antibiotikams atsparumo geny plitimas atvirose ir uzdarose akvakulttiros
sistemose (pagal Watts ir kt., 2017)

Svarbu pabréZti, kad ne tik antibiotiky panaudojimas Zuvininkystéje skatina atsparumo
geny atsiradimg ir plitimg. Nidienoje didéja susiriipinimas dél zuvininkystés tikiy uzterSimo
sunkiaisiais metalais. Tvirtinama, kad sunkiyjy metaly tar$a veikia kaip selektyvus veiksnys

plintant atsparumui antibiotikams (Baker-Austin ir kt., 2006).

1.1.3 Sunkieji metalai akvakultiroje

Sunkieji metalai yra vieni i$ labiausiai paplitusiy terSaly aplinkoje (Mohammed ir kt.,

2011). Sunkieji metalai akvakulttiroje atsiranda nataraliai, taciau jy kiekis vis didéja dél



antropogeninés veiklos, tokios kaip kasyba, pramong¢, iSkastinio kuro deginimas ir zemés iikio
veikla (Dickinson ir kt., 2019). Taip pat sunkieji metalai j vandens sistemas patenka kartu su
Zuvy pasarais. Varis, cinkas, gelezis ir manganas yra naudojami kaip pasary sudétinés dalys. Be
to, varis naudojamas jvairiy prieSparazitiniy medziagy gamyboje, naudojamy tinkly ir narvy
apdorojimui (Burridge ir kt., 2010). Sunkieji metalai néra biologiskai skaidomi. Pateke

j vandens telkinius $ie junginiai gali atsidurti nuosédose arba kauptis vandens organizmuose
(Hussein, 2015).

Ne visi sunkieji metalai yra vienodai toksiski vandens mikroorganizmams. Pavyzdziui,
cinkas (Zn), nikelis (Ni), chromas (Cr), varis (Cu) yra svarbiis mikroelementai dalyvaujantys
lastelés fiziologiniuose procesuose. Sunkieji metalai yra DNR ir RNR polimeraziy (Zn), ureazés
(Ni), citochromo (Cr) ir citochromo ¢ oksidazés (Cu) komponentai (Seiler ir Berendonk, 2012).
Svinas (Pb), kadmis (Cd), gyvsidabris (Hg), sidabras (Ag) ir auksas (Au) neturi reikimés kaip
mikroelementai ir pasizymi ribota fiziologine funkcija. Tokiy metaly kaip Zn, Ni, Cu, kobalto
(Co) ir Cr toksiskumas labai priklauso nuo koncentracijos, o elementai Ag, Cd, Hg, Pb, stibis
(Sb) ir uranas (U) yra stipris toksinai (Nies, 1999).

Akvakultiiros bakterijy bendruomenés yra stipriai veikiamos sunkiyjy metaly ir
antibiotiky derinio. llgalaikis antibiotiky ir sunkiyjy metaly panaudojimas intensyvioje
zuvininkystéje skatina ne tik geneting mikroorganizmy adaptacija bei atsparuma Siems

junginiams, bet ir mikroorganizmy bendrijy kaitg (Liu ir kt., 2020).
1.2 Zuvininkystés tvenkiniy mikrobiomas

Zuvininkystés tvenkiniy nuosédos pasizymi didele organiniy ir neorganiniy medziagy
koncentracija. Sios medziagos nuséda tvenkiniy dugne kartu su zuvy i¥matomis bei nesuéstais
pasarais ir sukelia vandens telkiniy eutrofikacijg bei deguonies iSeikvojimg. Tokios vandens
gyviny auginimo salygos gali sukelti didelj kultiiriniy Zuvy mirtinguma, vandens augaly
isnykima bei ligy protrikius (Kawahara, 2009). Sie aplinkos poky¢iai atsispindi ir vandens
telkiniy mikrobiome. Nuosédose esantys mikroorganizmai turi labai svarby vaidmenj medziagy
apykaitoje vandens ekosistemose, taciau hipoksinés nuosédy salygos slopina mikroorganizmy
ektoproteolitinj aktyvumg. Mikroorganizmai pereina prie heterotrofinio mitybos biuido,
biogeocheminiai ciklai yra sutrikdomi, dél ko kinta bakterijy bendrijy sandara (Leon, 2017).

Naujausi metagenominiai metodai akvakultaros aplinkoje leidzia nustatyti

mikroorganizmy bendrijy sandarg. PraneSama, kad mikroorganizmy bendrijos Zuvininkystés



tikiuose varijuoja dél auginamy skirtingy zuvy rtsiy, jy auginimo biidy, vandens telkiniy
hidrografiniy savybiy, aeracijos bei sezoniniy poky¢iy (Tang ir kt., 2014). Alphaproteobacteria
bei sulfata redukuojancios bakterijos yra biidingos geltonuodegio tuno tikiuose,
Cytophaga/Flexibacter buidingos jiros eSeriy tikiams, o Cytophaga, Flavobacterium, Bacteroides
ir Proteobacteria — 138iSy ukiuose (Leon ir kt, 2017). Nepaisant variacijos, Proteobacteria,
Bacteroidetes ir Chloroflexi yra dazniausiai aptinkami bakterijy tipai vandens telkiniuose.
Manoma, kad Sios bakterijos uztikrina tinkamg medziagy apykaita vandens ekosistemose.
Pavyzdziui, proteobakterijos siejamos su amoniakinio azoto oksidacija, o Bacteroidetes su
organiniy terSaly jsisavinimu bei skaidymu. Reéiau identifikuojami Acidobacteria,
Actinobacteria ir Firmicutes (Fan ir kt., 2016). Tai patvirtina daugybé atlikty tyrimy. Liu ir kt.
nustaté, kad géluose vandens telkiniuose, kur vykdoma intensyvi zuvininkysté, nuosédos
pasizymi didesne mikroorganizmy jvairove nei vandens méginiai. PraneSama, kad vandens
méginiuose buvo nustatyti penki dominuojantys mikroorganizmy tipai: Proteobacteria,
Cyanobacteria, Actinobacteria, Plancomycetes ir Bacteroides. Nuosédose dominavo
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes bei Verrucomicroba tipy mikroorganizmai. Tuo
tarpu jury tkiy nuosédose dominuoja ne tik Proteobacteria ir Bacteroidetes, bet ir Acidobacteria
bei Planctomycetes tipy mikroorganizmai (Kawahara ir kt., 2009). Mikrobiomg sudarantys
bakterijy tipai gali varijuoti dél temperatiiros poky¢iy. Tang ir kt. nustateé, kad esant aukStesnei
aplinkos temperattirai baltakojy blyskiyjy kreveciy (Litopenaeus vannamei) tikyje, vandens
meéginiuose mikroorganizmy jvairove yra Zymiai didesné, nei Zemos temperatiiros méginiuose.
Tiek aukstos, tieck Zemos temperatiiros méginiuose dominavo Actinobacteria, Proteobacteria ir
Bacteroidetes, taip pat buvo aptikti Cyanobacteria, Firmicutes ir Gemmatimonadetes tipy
bakterijos. Pastebéta, kad Acidobacteria, Fibrobacteres, Fusobacteria, Spirochaetes ir
Verrucomicrobia bakterijos yra bidingos tik esant aukstai vandens temperattrai (Tang ir kt.,
2014). Akvakulttroje vandens gyviiny ligy protriikiai daznai biina sezoniniai, todél manoma, kad
ligy protriikiai gali biiti glaudZiai susij¢ su sezoniniais mikroorganizmy populiacijy poky¢iais
akvakulttros aplinkoje (Liu ir kt., 2019)..

Svarbu pabrézti, kad Zuvininkystés tvenkiniy bakterijy bendrijos struktiira atspindi
akvakultiiros ekologing biikle. Kalbant apie gélavandenius tvenkinius, maisto medziagy
perteklius yra siejamas su vandens telkiniy eutrofikacija bei aktyviu melsvabakteriy dauginimusi.
Melsvabakterés ne tik konkuruoja su vandens gyviinais dél deguonies, bet ir sumazina vandens

kokybe (Liu ir kt., 2020). Tuo tarpu tarSa organinémis medziagomis druskinguose vandenyse
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siejama su deltaproteobakterijy dominavimu. Tikimasi, kad $ios bakterijos gali biiti naudojamos
kaip biologiniai rodikliai vertinant jary zuvy tkiy nuosédy tarSos lygj (Kawahara ir kt., 2009).
Zuvininkystés @ikiuose daznai aptinkamos ir patogeninés bakterijos, kurios sukelia zuvy ligas.
Tarp placiausiai paplitusiy patogeny tiek géluose, tiek druskinguose vandenyse yra Aeromonas
spp.. Sie mikroorganizmai pasizymi skirtingu patogeniskumu, priklausomai nuo infekuojamos
7uvy rasies. Taip pat daznas patogenas yra Flavobacterium spp., sukeliantis zuvy odos ir Ziauny
nekroze (Liu, 2019). Zuvininkystés @ikiuose taip pat aptinkama vibrioze (V. salmonicida),
mikobakterioze (N. crassostreae) sukelian¢iy mikroorganizmy (Haenen, 2017). Didelis
bakteriniy infekcijy paplitimas Zuvininkystes tikiuose lemia dazng antibiotiky vartojima, jy
akumuliacijg vandens aplinkoje, o tai savo ruoztu lemia antibiotikams atspariy bakterijy

dauginimasi (Preena ir kt., 2020).
1.3 Atsparumo antibiotikams mechanizmai

Bakterijy genetin¢ medziaga perduodama i§ vienos kartos i kita nelytinio dauginimosi
metu (vertikalus perdavimas), o genetinis maiSymasis vykdomas horizontalios geny pernasos
budais: transdukcija, konjugacija ir transformacija. Horizontali geny pernasa lemia greita
bakterijy evoliucijg bei prisitaikyma prie kintancios aplinkos (Bertolla ir Simonet, 1999).
Bakterijy genetinis plastisSkumas leidzia atsparumo genams greitai judéti jvairiose bakterijy
populiacijose.

Bakterijy atsparumas antibiotikams gali biiti tiek nattiralus, tiek jgytas. Atsparumo
mechanizmai skirstomi j 4 pagrindines kategorijas: antibiotiko jsisavinimo ribojimas, antibiotiko
taikinio modifikacija, antibiotiko inaktyvacija bei aktyvus antibiotiko pasalinimas i§ lastelés.
Natiiraliam atsparumui yra biidingas antibiotiko jsisavinimo ribojimas, antibiotiko inaktyvacija
bei antibiotiko aktyvus Salinimas. Tuo tarpu jgyto atsparumo mechanizmams biidinga taikino

modifikacija, antibiotiko inaktyvacija bei aktyvus jo Salinimas (Reygaert, 2018).
1.3.1 Antibiotiko jsisavinimo ribojimas

Daugelis antibiotiky turi vidulastelinius taikinius arba taikinius citoplazminéje
membranoje. Antimikrobiné medZziaga turi prasiskverbti j iSoring arba citoplazming membrana.
Siekiant apsisaugoti, bakterijose i$sivysté mechanizmai, neleidziantys antibiotikui pasiekti savo
tikslo.
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Antibiotiky jsisavinimo ribojimas skiriasi gramneigiamose ir gramteigiamose bakterijose.
Gramteigiamos bakterijos neturi iSorinés membranos, todél antibiotiky patekimo apribojimas
néra toks paplites. Tuo tarpu lipopolisacharidy sluoksnis gramneigiamose bakterijose sudaro
natiiraly barjerg dideléms antimikrobiniy medziagy molekuléms (Blair ir kt., 2014). Mazesnés
hidrofilinés molekulés patenka per porinus. Yra du pagrindiniai badai, kuriais yra apribojamas
antibiotiky patekimas per porinus j lgstele: poriny skai¢iaus sumazinimas bei mutacijos, kurios
keicia poriny selektyvuma (Reygaert, 2018). Vienas i§ pavyzdziy yra Klebsiella pneumoniae
atsparumas. Nustatyta, kad po poveikio antibiotikais OmpK35 porino raiska buvo pakeista j
OmpK36, kuris pasizymi mazesniu dydziu. Sis pokytis teigiamai koreliavo su padidéjusiu
atsparumu jvairiems f-laktaminiams antimikrobiniams vaistams. Panasiy pavyzdziy galima rasti
ir kitose klinikinés reik§més bakterijy rasyse, tokiose kaip E.cloacae, Salmonella spp.,
N.gonorrhoeae ir A.baumanii (Munita ir Arias, 2016). Antibiotiko pralaidumo pokyc¢iai daznai
sukelia zemg atsparumo lygj ir daZnai yra susij¢ su kitais atsparumo mechanizmais, pvz. aktyviu

antibiotiko pasalinimu i$ l1astelés.
1.3.2 Aktyvus antibiotiko Salinimas

Bakterijos turi gerai i8sivysciusias sistemas, leidziancCias Igsteléms aktyviai Salinti
toksiskus junginius. Sios sistemos gali biiti specifiskos vienam ar net keliems substratams. Sis
atsparumo mechanizmas veikia platy antimikrobiniy medziagy spektra, jskaitant B-laktamus,
fluorochinolonus ir kt. (Munita ir Arias, 2016). Esama penkiy pagrindiniy transporteriniy
baltymy Seimy, leidZian¢iy bakterijoms apsisaugoti nuo zalingo antibiotiky poveikio: MFS (ang.
major facilitator superfamily), SMR (ang. small multidrug resistance family), RND (ang.
resistance-nodulation-cell-division family), ABC (ang. ATP-binding cassette family), MATE
(ang. multidrug and toxic compound extrusion family) (1.3 pav.). Sie baltymai skiriasi pagal
struktiirg, naudojamos energijos Saltinj, substratus bei pasiskirstyma skirtingose bakterijy risyse.
RND seima dazniausiai aptinkama tik gramneigiamose bakterijose, o MFS — tik gramteigiamose
(Reygaert, 2018).
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1.3 pav. Pagrindinés transporteriniy baltymy Seimos (pagal Reygaert, 2018)

Atsparumas tetraciklinui yra vienas i§ geriausiai aprasyty antibiotiky efliukso pavyzdziy.
Tet genai koduoja membraninius baltymus, priklausan¢ius MFS $eimai. MFS siurbliai turi
didZiausia substrato jvairove kaip grupé, ta¢iau pavieniai baltymai yra specifiski substratui. Sie
baltymai naudoja protony varomajg jéga tetraciklino, oksitetraciklino ir chlortetraciklino
molekuléms pasalinti (Poole, 2005). Yra nustatyta daugiau nei 20 jvairiy Tet geny, kuriy
dauguma koduojami mobiliuose genomo elementuose: plazmidése, transpozonuose,
integronuose. Didzioji dalis $iy geny yra biidinga gramneigiamoms bakterijoms. Tet(A), Tet(B),
Tet(C), Tet(D), Tet(E) genai identifikuoti Enterobacteriaeceae mikroorganizmy $eimoje. Tuo

tarpu Tet(L) bei Tet(K) genai vyrauja gramteigiamose bakterijose (Soares ir kt., 2012).
1.3.3 Antibiotiko taikinio modifikacija

Vienas daZniausiy atsparumo mechanizmy yra antibiotiko taikinio modifikacija. Sis
atsparumo mechanizmas remiasi taikinio apsauga arba antibiotiko prisijungimo vietos
modifikacija, dél kurios mazéja antibiotiko afiniSkumas taikiniui (Munita ir Arias, 2016).

Ribosomos yra vieni pagrindiniy antibiotiky taikiniy. Jungdamiesi prie ribosomy,
antibiotikai trikdo mRNR transliacijg arba blokuoja peptidiniy jung¢iy formavimasi
peptidiltransferazés aktyviame centre (Lambert, 2012). Bakterijos apsaugo ribosomas jas
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modifikuodamos. Bakterijy erm geny Seima koduoja metiltransferazes, kurios metilina 23S rRNR
taip sumazindamos antibiotiko afiniskumg. Dimetilinimas A2058 pozicijoje ne tik sukelia
atsparumg eritromicinui, bet ir salygoja kryzminj atsparumg struktiiriskai besiskiriantiems
linkozamidams ir streptograminams, dél jy prisijungimo viety persidengimo. Erm
metiltranferazés yra biidingos gramneigiamiems stafilokokams, streptokokams, enterokokams bei
klostridijoms, ta¢iau vis dazniau identifikuojamos ir gramteigiamose bakterijose (Dzyubak ir
Yap, 2016).

Bakterijos ne tik prisitaiké modifikuoti ribosomas, bet ir jas apsaugoti. Ribosomy apsauga
nuo tetraciklino neigiamo poveikio lemia RPP baltymai (ang. ribosome protection proteins), 1§
kuriy labiausiai paplit¢ yra TetO ir TetM (Connell ir kt., 2003). Sie baltymai priklauso GTPaziy
elongacijos faktoriy superseimai ir baltymy sintezéje veikia kaip EF-G ir EF-Tu elongacijos
faktoriy homologai,. TetO ir TetM sgveikauja su ribosoma ir Katalizuoja tetraciklino pasalinima
I$ jo prisijungimo vietos. PraneSama, kad TetM baltymas tiesiogiai pasalina antibiotiko molekule
sgveikaudamas su 16S rRNR IV domenu bei tetraciklino prisijungimo vieta. Pasikeitus
ribosomos konformacijai antibiotikas yra ne tik pasalinamas, bet ir uzkertamas kelias jo

pakartotiniam prisijungimui (Donhofer ir kt., 2012).
1.3.4 Antibiotiko inaktyvacija

Esama dviejy antibiotiky inaktyvacijos biidy: antimikrominiy meziagy hidroliz¢ arba
antibiotiko modifikacija prijungiant jvairias chemines grupes (dazniausiai fosforilo, adenilo ir
acetilo grupes) (Wright, 2005). Nustatyti tikstané¢iai fermenty galin¢iy skaidyti bei modifikuoti
B-laktamus, aminoglikozidus, fenikolius ir makrolidus (Blair, 2014).

B-laktamai yra placiausiai naudojama antibiotiky klasé. Atsparumas B-laktamams
salygojamas bakterijy gaminamy fermenty B-laktamaziy, kurie hidrolizuoja B-laktamo ziedg ir
taip inaktyvuoja antibiotikg (Bush ir Bradford, 2016). Genai, koduojantys p-laktamazes paprastai
vadinami bla genais. Sie genai yra randami tiek chromosomoje, tiek mobiliuose genomo
elementuose. Pagal Ambler klasifikacijg, B-laktamazés skirstomos j 4 grupes (A, B, C, D)
remiantis jy aminortigs¢iy sekomis (Tooke ir kt., 2019). Fermentai taip pat skirstomi j tris
funkcinés grupés remiantis substrato specifiskumu: cefalosporinazés , serino f-laktamazés ir
metalo B-laktamazés. Serino B-laktamazés turi kovalentinés katalizés veikimo mechanizma.
Serinas aktyviajame centre vykdo nukleofiling atakg laktamo ziede, dél ko ziedas yra iSardomas,

o0 antibiotikas inaktyvuojamas. Metalo B-laktamazés taip pat vykdo nukleofiling ataka, tatiau
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vietoje serino liekanos yra naudojami cinko jonai kaip fermento kofaktoriai (Wright, 2005).
PraneSama, kad grmaneigiamoms bakterijoms yra biidingos visy keturiy B-laktamaziy grupés, 0
gramteigiamoms bakterijoms dazniausiai yra buidingi tik A grupés fermentai (Reygaert, 2018).

Kalbant apie antibiotiko inaktyvacija, biitina paminéti ir antrg apsaugos biida — jvairiy
cheminiy grupiy prijungima prie antimikrobinés molekulés. Modifikuojanciy fermenty sintezé
yra placiai paplites jgyto atsparumo antibiotikams mechanizmas tiek gramneigiamose, tiek
gramneigiamose bakterijose. Esama daugelio antibiotikus modifikuojanciy fermenty, taciau
dazniausiai jie katalizuoja acetilinimg (amidoglikozidy, chloramfenikolio, streptograminy),
fosforilinima (aminoglikozidy, chloramfenikolio) bei adenilinimg (aminoglikozidy, linkozamidy).
(Munita ir Arias, 2016). Jvairiy cheminiy grupiy perne$imas lemia sumazéjusj avidiskuma
taikiniui, dél ko padidéja antibiotiko minimali inhibitoriné koncentracija (MIK). Pavyzdziui,
aminoglikozidiniai antibiotikai yra ypac jautrts modifikacijai. Paprastai tai yra didelés molekulés
su daugybe neapsaugoty hidroksilo ir amido grupiy. Aminoglikozidus modifikuojantys fermentai
sukelia aukstg atsparuma antibiotikams (Blair ir kt., 2014).

1.4 Atsparumo sunkiesiems metalams mechanizmai

Be antibiotiky, akvakultiiroje naudojamos ir kitos pagalbinés medziagos, kuriy sudétyje
yra sunkiyjy metaly. Nudienoje didéja susiriipinimas ne tik dél atsparumo antibiotikams, bet ir
sunkiesiems metalams. Egzistuoja penki pagrindiniai atsparumo sunkiesiems metalams
mechanizmai: patekimo j lgstelg ribojimas, aktyvus $alinimas, metaly redukcija, vidulastelinis bei
ekstralgstelinis metaly suri$imas metabolitais (lanieva, 2009).

Lastelés sienelés, membranos ar apvalkalo pakitimai yra metaly patekimo ribojimo
pavyzdziai. Bakterijy ekstralgsteliniai polisacharidai geba bioabsorbuoti metaly jonus ir taip
neleisti jiems sgveikauti su gyvybiskai svarbiais lasteliy komponentais. Mikroorganizmy
sintetinami egzopolisacharidai (EPS) suriSa metaly katijonus. Parodyta, kad EPS sluoksnis
tokiose bakterijose kaip Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida ir Arthrobacter viscosus
Zymiai pagerina iSgyvenamuma metalais turtingoje aplinkoje (Bruins ir kt., 2000). Metaly
absorbcija yra pasyvus procesas, tod¢l negyvy lasteliy sienelés taip pat suriSa jonus. Pavyzdziui,
Pseudomonas aeruginosa bioplevelé, kurios periferijoje esancios lgstelés yra negyvybingos, yra
Zymiai atsparesné vario, §vino ir cinko jonams nei planktoningés lastelés (lanieva, 2009). Metaly

jony suriS§imas lemia Zema apsaugos lygi dé¢l riboto suriSimo viety skai¢iaus bei jy prisotinimo.
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Antras atsparumo sunkiesiems metalams biidas remiasi aktyviu metaly jony transportu j
uZlgsteling erdve. Transmembraniniai baltymai metalo jonams iS 1gstelés eksportuoti naudoja
ATP hidrolize arba elektrochemin;j gradientg (lanieva, 2009). Viena i§ sistemy, haudojanciy
elektrocheminio gradiento energija koduoja Czc operonas. Operonas salygoja atsparumg kobalto,
cinko bei vario jonams. CzcCB2A kompleksas sudarytas i§ CzcA, CzcB bei CzC baltymy,
kuriuos atitinkamai kuoduoja CzcA, CzcB, CzC genai. CzcA sudarytas i$ dviejy dideliy
hidrofiliniy domeny, lokalizuoty plazminéje membranoje. Sis baltymas priklauso RND baltymy
Seimai ir veikia kaip katijony/protony antiporteris (Grosse ir kt., 1999). CzcA salygoja zema
atsparumo metalams lygj, pilnam atsparumui uztikrinti butini visi trys CzcCB2A komplekso
baltymai (Nies, 2000).

Trecias atsparumo mechanizmas yra metalo jony redukcija iki maziau toksisky formy,
pakeiciant jy valentinguma. Bitent Sis mechanizmas yra naudojamas bakterijy siekiant
apsisaugoti nuo ypatingai toksisky dvivalenciy gyvsidabrio jony, besirisanciy su tiolio grupémis,
kuriy yra apstu fermentuose bei kituose baltymuose (Irawati ir kt., 2012). Atsparumas Hg?*
jonams yra koduojamas mer operono, kuris aptinkamas gramteigiamose bei gramneigiamose
bakterijose. Tipinis mer operonas gramneigiamose bakterijose susideda i§ merR geno,
promotoriaus Pmertrap bei merTP(C/F)AD(E) geny. merR geno produktas — MerR baltymas,
kurio funkcija yra aktyvuoti Pmertpap promotoriy, aplinkoje atsiradus Hg?* jonams. merT, merP
bei merC geny produktai surisa dvivalencius gyvsidabrio jonus periplazmingje erdvéje ir
transportuoja juos j citoplazma, kur gyvsidabrio reduktazé merA katalizuoja Hg?* redukcija iki
Hg® (Brownt ir kt., 2003). HgP yra lakus, todél pasisalina i Iastelés garuodamas (Valls ir de
Lorenzo, 2002).

Bakterijos taip pat geba suristi pavojingus metaly jonus vidulastelinéje ar ekstralgstelinéje
erdvéje. CopA, CopB bei CopC baltymai, budingi Pseudomonas syringae, surisa vario jonus
periplazmingje bei ekstralgstelingje erdvéje (lanieva, 2009). Tuo tarpu vidulgstelingje erdvéje
metaly jonai yra suriSami fitochelatiny ir metalotioniny. Metalotioninai (MT) yra mazos
molekulinés masés peptidai, kuriuose yra gausu cisteino. Visi MT cisteinai dalyvauja
koordinacinio rySio su metaly dvivalengéiais jonais susidaryme (Klaassen ir kt., 1999). Toks
bakterijy atsparumas néra daznas. 11gg laikg buvo manyta, kad metalotioninai yra badingi tik
melsvabakteréms Synechococcus sp. (Ji, 1995). 2008 metais MT peptidai taip pat buvo
identidikuoti Mycobacterium spp. (Blindauer, 2011).
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1.5 Bendra atsparumo antibiotikams ir metalams atranka

Atspariy antibiotikams bakteriniy patogeny plitimas kelia didelj susiripinimg. Atsparumo
antibiotikams toliau sékmingai plinta, nepaisant griezto antibiotiky naudojimo reglamentavimo.
Vis dazniau pranesama, kad sunkiyjy metaly tarSa veikia kaip selektyvus veiksnys plintant
atsparumo antibiotikams genams. Bendra iy geny atranka gali vykti dviem mechanizmais.
Vienas jy yra bendras atsparumas (koatsparumas), kai skirtingi atsparumo determinantai yra
lokalizuoti tame pac¢iame genetiniame elemente. Kitas mechanizmas yra kryzminis atsparumas,
kai vienas atsparumo determinantas sglygoja atsparumg ir antibiotikams, ir metalams (1.4 pav.)
(Nguyen ir kt. 2019).

Koatsparumas yra reiskinys, kai atsparius fenotipus koduojantys genai yra kartu tame
paciame genetiniame elemente, pavyzdziui, plazmidéje, transpozone ar integrone. Lokalizacija
tame paCiame genetiniame elemente lemia bendrg $iy geny atrankg. Parodyta, kad metalams ir
antibiotikams atsparumo genai lokalizuoti greta, ypac plazmidése. Osman ir kt. izoliavo
halofiliniy bakterijy kamiena, Kuriame atsparumas antibiotikams bei metalams buvo uzkoduotas
toje pacioje plazmidéje. Tuo tarpu gyvulininkystés tikyje i$skirty Enterococcus faecium
plazmidéje buvo aptikti genai salygojantys atsparumg variui (tcrB), makrolidams (erm(B)) bei
glikopeptidams (vanA) (Hasman ir Aarestrup, 2002). Parkhill ir kt., nusekvenave Salmonella
enterica Typhi CT18 serotipo genoma, identifikavo pHCM1 plazmidéje daugybe antibiotikams ir

metalams atsparumo geny, tokiy kaip StrA, strB, merE, merD, tetA ir kt.
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1.4 pav. Bendros geny atrankos molekuliniai mechanizmai. 1 — kryZminis atsparumas; 2 —
koatsparumas; 3 — bendra geny reguliacija (pagal Baker-Austin ir kt., 2006). Chlor —
chloramfenikolis; trim — trimetoprimas; quin — chinolonai; MATE — daugiavaisciai atsparumo
siurbliai (angl. multidrug and toxic compound extrusion); merD — genas koduojantis mer perono
reguliacinj baltyma, merE — genas koduojantis gyvsidabrio efliukso baltyma, pHCM1 —
Salmonella typhi CT18 plazmidé¢; strB — genas koduojantis streptomicing modifikuojantj
fermenta; tet — tetraciklinas; tetL — tetraciklino efliukso baltymas

Bakterijoms taip pat biidingas kryZminio atsparumo reiskinys. Atsparumo mechanizmas
vienai medziagai salygoja atsparumg kitai. Tas pats atsparumo mechanizmas gali biiti panaudotas
struktiriSkai skirtingy medziagy paSalinimui i$ Igstelés (Martinez ir kt., 2009). Pavyzdziui,
Listeria monocytogenes daugiavais¢iai atsparumo siurbliai sukelia atsparuma tiek antibiotikams,
tiek sunkiesiems metalams (Mata ir kt., 2000). Taip pat yra zinoma, jog tetL genas, koduojantis
tetraciklino efliukso baltyma, salygoja atsparuma dvivalenciams kobalto jonams (Baker-Austin ir
kt., 2006).

Tar$a sunkiaisiais metalais ne tik skatina bendrg atranka, bet ir padidina atsparumo
antibiotikams lygj dél bendro Siy geny reguliavimo. Yra zinoma, kad sunkiyjy metaly jonai taip
pat reguliuoja geny, atsakingy uz atsparuma antibiotikams, ekspresija. Parodyta, kad
Pseudomonas aeruginosa MexEF-OprN ir CzcCBA efliukso sistemy ekspresija yra susijusi su
sumazéjusia OprD porino raiska. mex operono baltymas MexT suaktyvina mexEF-oprN raiska,
dél ko atsiranda atsparumas chinolonams, chloramfenikoliui ir trimetoprimui. Tuo tarpu CzcR
baltymas aktyvina czcCBA komplekso raiska bei lemia atsparumg cinkui, kadmiui ir kobaltui.

Manoma, kad reguliaciniai baltymai MexT ir CzcR gali slopinti OprD raiska tiesiogiai arba per
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dar nezinoma mechanizma, sukeldami atsparumg antibiotikui imipenemui (1.5 pav.) (Perron ir kt,
2004).

mexT mexE mexF opN

A
MexT O ]
\—%—
CzcR O ]
\

cxScxR cxC cxhB cxA

Atsparumas chinolonams,
chloramfenikoliui ir trimetoprimui

MexEF-OprN

Atsparumas imipenemui

Atsparumas cinkui,
kadmiui ir kobaltui

CzcCBA

1.5 pav. MexEF-OprN, CzcCBA bei oprD bendros reguliacijos modelis (pagal Perron ir kt.,
2004). MexT — mex operono reguliatorius; mexE, mexF. oprN — genai koduojantys MexEF-OprN
komplekso baltymus; oprD — genas koduojantis OprD poring; CzCR — czc operono reguliatorius;

czcR-czcS — czc operono reguliaciniai genai; czcA, czcB, czcC — genai koduojantys CzcCBA

komplekso baltymus

Vandenyje bei vandens telkiniy nuosédy tarS$a sunkiaisiais metalais skatina
mikroorganizmy atsparumg antibiotikams. Ilgalaikis pagalbiniy medziagy intensyvioje
zuvininkystéje naudojimas gali negrjZztamai paveikti vandens telkiniy bakterijy populiacijas (Liu
ir kt., 2020). Siekiant uZztikrinti tiekiamos zuvies bei aplinkos sauguma, biitina vykdyti

zuvininkystés vandens telkiniy mikrobiologinés tarSos kontrolg.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Tyrimo objektas bei méginiy surinkimas

Nuosédy méginiai buvo surinkti Simno Zuvininkystés tvenkiniuose. Dugno nuosédy
méginiai surinkti stratometru, imant pavir§inj 0-5cm dugno nuosédy sluoksnj. I§ viso buvo

surinkta 18 méginiy (2.1 pav.). Méginiy paémimo viety koordinatés pateiktos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Méginiy koordinatés

Méginys X koordinaté Y koordinaté
Cleanl 477854,1917 6025020,309
Sim2P 477342,0717 6025360,095
SimB3 477475,571 6025454,938
SimB4 477070,0307 6025963,536
SimB5 477585,3486 6025694,657
SimB6 477500,2149 6026006,067
SimB7 477320,9862 6026178,575
SimS9 476837,0686 6026351,082
SimS10 476816,9054 6026644,569
SimS13 477215,6893 6026866,365
SimExit 476848,2704 6027063,516
Sim2B3 476852,1203 6026165,106
Sim2B2 477053,9474 6026154,866
Sim2B1 477199,2819 6026253,82
Sim2S1 477661,8638 6025271,134
SimM1 477646,6924 6025466,386
SimM2 477706,3582 6025840,376
SimBX 476901,1393 6025973,033
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Sutartiniai Zzenklai

Méginiy émimo vietos (2)

@
@ Méginiy émimo vietos (1)

18leistuvai

—==== GeleZinkeliai
‘ Pastatai
:I Tvenkiniai

2.1 paveikslas. Méginiy i$sidéstymo Zemélapis

Papildomai méginiai buvo suskirstyti j keleta grupiy, atsizvelgiant | méginiy iSsidéstyma:
SimS (SimS9, SimS10, SimS13), Sim2B (Sim2B1, Sim2B2, Sim2B3), SimB (SimB4, SimB5,
SimB6, SimB7) bei Sim2S (SimM1, SimM2, Sim2S1). Lik¢ méginiai nepriskirti jokiai grupei ir
bus analizuojami atskirai: Cleanl — referentinis taskas Kalesninky tvenkinyje, kuris yra auks¢iau
visos hidrosistemos, SimEXit —isleistuvas, Sim2P — nedidelis vandens telkinys naudojamas

21



laikinam zuvy laikymui, bei SimX taskas, kuriame vykdomas tvenkiniy vandens nuleidimas j
Dovinés upg.
Nuosédy méginiams atvykus j laboratorijg, jie buvo saugomi -70°C temperatiiroje iKi

tolimesniy tyrimy pradzios.
2.2 Genominés DNR iSskyrimas

Genominé DNR i§ nuosédy méginiy buvo i$skirta naudojant ZymoBIOMICS™ DNA
Miniprep Kit (Zymo Research, JAV) pagal gamintojo rekomendacijas. I$skirtos DNR
koncentracija buvo iSmatuota naudojant biofotometra (Eppendorf, Vokietija). DNR méginiai

buvo saugomi -20°C temperatiiroje.

2.3 Metagenominé analizé

Paruosti DNR méginiai buvo i$siysti 16S rDNR sekvenavimui. Sekvenavima bei

bioinformatine duomeny analize atliko Novogene Bioinformatics Technology Co., Ltd. (Kinija).

2.4 Antibiotikams bei sunkiesiems metalams atsparumo geny identifikavimas

Antibiotikams bei sunkiesiems metalams atsparumo geny paieska buvo vykdoma atliekant
polimerazeés grandinines reakcijas kaip matricg naudojant iSskirtg 1§ bakterijy genoming DNR.
Pradmenys PGR reakcijoms buvo parinkti iSanalizavus literatiiros $altinius. Pradmenys uzsakyti

i§ UAB Nanodiagnostika (Lietuva). Pradmeny sekos pateikiamos 2.2 bei 2.3 lentelése.

2.2 lentelé. Pradmenys skirti identifikuoti atsparumo sunkiesiems metalams genus

Geno Forward pradmuo | Reverse pradmuo Prisilydymo t, | Saltinis

pavadinimas °C

COpA TCCATACACT | TGGATCGGGTG |54 Kamika ir kt., 2013
GGCACGGCAT | AGTCATCAT
CGGTCTCTA GAAATAGCT 55 Dahanayake ir kt.,
CGAATACCG CATTGCCGA 2019
CTT CAA GGCGTT

copB TCCACGTTTGT | AGTCGGCTGTA |53 Kamika ir kt., 2013
TCACTGCTC TTGCCGTAG
TTCCTGCTC GGTTGGTCA 58 Pitondo-Silva ir kt.,
GACCAGTTG ACAGGATGT 2016
GAATAC CGTACT

copC TGTTGAACCG | GGTAATCGGGT |54 Kamika ir kt., 2013
CACAAGTTTC | GGGTATCG
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cnrC2 GAGGAAGCGC | GCAATTCCATC |55 Kamika ir kt., 2013

TGGATTCC AAAGTTGTCTT
GCC

cnrA3 GGACATTACC | CACAAACGTCA |51,5 Kamika ir kt., 2013
AACAAGCAGG | GCGACAG

chrB GTCGTTAGCTT | CGGAAAGCAAG |57 Kamika ir kt., 2013
GCCAACATC ATGTCGATCG

czcA GTTCACCTT ACAGGTTGC 56 Bouskill ir kt.,
GCTCTTCGC GGATGAAGG 2007
CATGTT AGA TCA

czcD TTTAGATCTTT | TTTCAGCTGAA |57 Abou-Shanab ir kt.,
TACCACCATG | CATCATACCCT 2007
GGCGCAGGTC | AGTTTCCTCTGC
ACTCACACGA | AGCAAGCGACT
CC TC

nccA ACGCCGGACA | CCAGCGCACCG |57 Abou-Shanab ir kt.,
TCACGAACAA | AGACTCATCA 2007
G

pcoD GATATCTGA CCGTAAAAT 60 Chen ir kt., 2019
CTCCCTGGC CAAAGG GCT

pbrT AGCGCGCCC GGCTCGAAG 55 Chen ir kt., 2019
AGGAGCGCA CCGTCGAGRTA
GCGTCTT

pbrA ATGAGCGAAT | TCATCGACGCA |60 Ayangbenro ir kt.,
GTGGCTCGAA | ACAGCCTCAA 2019
G

arsB GGTCTATGC TGCTGGGCA 46 Chen ir kt., 2019
GCTGGAGCA TGTTGTTCA
ATTGAA TTA CCG

arsC GCAGCATTC TCGCAAACG 46 Pitondo-Silva ir kt.,
TTTCCGAAG GTGATGACG 2016
CCATGT ATGT

2.3 lentelé. Pradmenys skirti identifikuoti atsparumo antibiotikams genus

Geno Forward Reverse pradmuo Prisilydymo t, | Saltinis

pavadnimas pradmuo °C

tet(32) AACCGAAGC | CTCTTTCATAGC | 60 Piotrowska ir kt.,
ATACCGCTC | CACGCC 2017

tet(W) GGAGGAAAA | AATCTTACAGT |51 Patterson ir kt.,
TACCGACAT | CCGTTACG 2007
A
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Tet(X) CAATAATTG | TTCTTACCTTGG | 55 Cattoir ir kt., 2015
GTGGTGGAC | ACATCCCG
CC
TTAGCCTTAC | CAAATCTGCTG |55 Tehrani ir Gilbride,
CAATGGGTG | TTTCATTCG 2018
T

Tet(M) GTTAAATAGT | CTAAGATATGG |53 Kim ir kt., 2004
GTTCTTGGAG | CTCTAACAA
ACAGAAAGC | TGGCGTGTCTA |55 Kobayashi r kt,
TTATTATATA | TGATGTTCAC 2007
AC
AGTGGAGCG | CATATGTCCTG |50 Fri ir kt., 2020
ATTACAGAA | GCGTGTCTA

Tet(H) CAGTGAAAA | ATCCAAAGTGT |61 Kang ir kt., 2018
TTCACTGGCA | GGTTGAGAAT
AC
GTGATGTGA | CCAGAACCGCC |60 Fan ir kt., 2007
CTCCCGCTA | AAAGACATACC
AAAAT
TTTGGGTCAT | TTGCGCATTAT |60 Zhao ir kt., 2019
CTTACCAGC | CATCGACAGA
ATTAA

ermF TCGTTTTACG | CAACCAAAGCT |60 Piotrowska ir kt.,
GGTCAGCAC | GTGTCGTTT 2017
TT
CAGCTTTGGT | AAATTCCTAAA |60 Ouyang ir kt., 2015
TGAACATTTA | ATCACAACCGA
CGAA CAA

msrA GCAAATGGT | ATCATGTGATG |50 Molale ir kt., 2016
GTAGGTAAG | TAAACAAAAT
ACAACT
TCCAATCATT | AATTCCCTCTAT | 55 Fariair kt., 2016
GCACAAAAT | TTGGTGGT
C
GGCACAATA | AAGTTATATCA |50 de Sousa ir kt.,
AGAGTGTTTA | TGAATAGATTG 2017
AAGG TCCTGTT

StrA CCAATCGCA |CTTGGTGATAA |58 Srinivasan ir kt.,
GATAGAAGG | CGGCAATTC 2008

C
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strB

GCTCGGTCG
TGAGAACAA
TC

AGAATGCGTCC
GCCATCTGT

54

Baron ir kt., 2017

PGR reakcijoms buvo naudotas DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,

JAV). PGR reakcijos atlieckamos T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, JAV).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Genominés DNR iSskyrimas

Metagenominei analizei atlikti, genominé DNR buvo i$skirta i§ 18 nuosédy méginiy.

DNR koncentracijos pateiktos 3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. DNR koncentracijos

Meéginys Koncentracija,
ng/ulL

Cleanl 4
SimB3 10
SimB4 40
SimB5 50
SimB6 100
SimB7 20
SimS9 40
SimS10 40
SimS13 100
SimExit 50
SimBX 10
Sim2B1 20
Sim2B2 60
Sim2B3 60
SimM1 60
Vid2 40
Sim2S1 50
Sim2P 10

3.2 Seky analizé

Siekiant nustatyti kiekvieno méginio bakterijy bendrijy sudétj, fragmentai buvo suskirstyti
j operacinius taksonominius vienetus (ang. operational taxonomic units — OTU) pagal 97% seky
panaSumg (3.1 pav.). Stebima OTU skaiciaus variacija tarp skirtingy nuosédy méginiy.
Maziausias OTU skaicius buvo stebimas SimM2 méginyje (3428), o didziausias — SIm2B1
meéginyje (5385).
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Tagy skai¢us

M Total Tags(avg:106940) M Unclassified Tags(avg:39) M OTUs(avg:4054)
W Taxon Tags(avg:96570) Unique Tags(avg:10331)

1500001 . ~6000
1250001 . i i g3 T E R PR -
1000004 5 RIAE 5 VE RIAT: E | E &fao00
750001
500001 L2000
LG B El ET EI ELELELEL ELELELELELE M
0 'f D S o A O ;9 %k j- N i N N =0
o o & @ & @ S ~ ~ &~ 9 & o3 SN SEEAY S R
> ) ) ) ) ) o & VPO 3
¥ ‘J\& "J\é\ ‘7\& ‘-)‘6\ %‘@ = %\@ c}é\ ;}& ‘:‘6\ g}((\ c_‘,\((\ c;)\((\ r.,\é\ r.,\((\ (_-)\6\ r..)\@
Meginiai

3.1 pav. Pradiniy duomeny statistiné informacija

OTU pasiskirstymas skirtinguose méginiuose bei jy grupése pavaizduoti Venno
diagramose (3.2 pav.). Remiantis 97% seky panasumu, didziyjy tvenkiniy grupése (Sim2B,
SimS, SimB), referentiniame taske Clean1 bei vandens isleistuvo taSke SimExit identifikuoti
2505 bendri OTU. Tuo tarpu Cleanl, SimExit bei mazyjy tvenkiniy méginiuose (Sim2S1,
SimM1, SimM2) nustatyti 1186 bendri operaciniai taksonominiai vienetai. 1542 bendrais OTU
pasizymi referentinis, iSleistuvo, SimBX, Sim2P bei mazyjy tvenkiniy méginiai. Taip pat buvo
palygintos ir kitos grupés: Cleanl, SImExit bei SimS grupé — 1868 bendry OTU; didZiojo
tvenkinio grupé (SimB3-7) — 1955 OTU; Sim2B1, Sim2B2, Sim2B3, SimBX — 2095 OTU.
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Cleani Cleanl Cleani

SimSG roup

SimBGroup

3.2 pav. OTU pasiskirstymas skirtinguose méginiuose bei jy grupese
3.3 Mikroorganizmy bendrijy alfa jvairové

Mikroorganizmy bendrijy alfa jvairové buvo vertinama pagal Simpson, Chaol, ACE bei
Shannon indeksus (3.2 lentelé). Visi Sie indeksai atspindi atskiry méginiy bendrijy jvairove.

Stebimy rtsiy kiekiai méginiuose varijuoja nuo 2717 SimM1 méginyje iki 4622 SimBX
méginyje. Simpson indeksas, kuris visose méginiuose yra >0,9 nurodo, kad visi méginiai
pasizymi didele mikroorganizmy jvairove. Tuo tarpu Chaol bei ACE indeksai pasizymi didele
variacija. Chaol bei ACE indeksai didziausias reik$mes jgyja referentiniame taske Cleanl
(9140030 ir 6142167 atitinkamai), o maziausias SimM Iméginyje (3087679 ir 3298711
atitinkamai). Pagal $iuos du indeksus, didziausia ir maziausia mikroorganizmy jvairové stebima
Cleanl bei SimM1 méginiuose. Pagal Shanon indeksg maziausia mikrobiologine jvairove

pasizymi SImM2 méginys (7615), o didziausia SimB7 (9.986).
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3.2 lentelé. Tirty méginiy Simpson, Chaol, ACE bei Shannon indeksai

Méginys Rasiy skai¢ius | Shannon Simpson Chaol ACE

Cleanl 4456 9,618 0,995 9140030 | 6142167
SimB3 3978 9,414 0,995 4554094 | 4673553
SimB4 4119 9,479 0,995 5324478 | 5292999
SimB5 3987 9,651 0,996 5073760 | 5035709
SimB6 3735 9,331 0,995 4232864 | 4465926
SimB7 4551 9,986 0,997 5089900 | 5212722
SimS9 4317 9,671 0,996 4805604 | 5092126
SimS10 4369 9,648 0,996 4920644 | 5192573
SimS13 4253 9,892 0,997 4729559 | 4990363
SimExit 4418 9,642 0,996 5619326 | 5612718
SimBX 4622 9,565 0,992 5186593 | 5469658
Sim2B1 4190 9,503 0,995 4735611 | 4987141
Sim2B2 3762 8,930 0,987 4295413 | 4603199
Sim2B3 4302 9,680 0,996 4829490 | 5050590
SimM1 2717 8,319 0,987 3087679 | 3298711
SimM2 2847 7,615 0,972 3703087 | 3758340
Sim2S1 3939 9,048 0,992 4421003 | 4697940
Sim2P 3253 8,862 0,991 3604135 | 3770708

29



Meéginiy biologinei jvairovei nustatyti daznai taip pat naudojamos sekvenavimo gylio
kreivés. Sios kreivés sudaromos atsitiktine tvarka parinkus tam tikra nusekvenuoty fragmenty
kiekj bei suskaiciuojant kokj kiekj OTU Sios sekos reprezentuoja. Sekvenavimo gylio kreivés
tiesiogiai atspindi sekvenavimo gylj ir tolyguma bei netiesiogiai atspindi mikroorganizmy
bendrijy struktiira. Siame tyrime $ios kreivés pasieké plato faze, o tai reiskia, kad sekvenavimo
gylis yra pakankamas rasiy aptikimui (3.3 pav.). 3.4 paveiksle vaizduojamos biologinés jvairoveés

kreivés pagal méginiy grupes.

Cleant
—i—  SimB3
SimB4
»— SimB&
SimB&
—— SimB7
o Sim=9
Sim310
S Sima13
= —&—  SimEzit
SimEX,
4 Sim2B1
Sim2B2
¥ Sim2B3
Simh1
- Simhi2
Sim2E1
Sim2p
o
=2
o
(45
v
=
)
4]
=
wr
2 o
H 8 N
13
o [aY]
o
o |
o
—
o
T T T T T
0 20000 40000 60000 80000

Seky skaicius

3.3 paveikslas. Méginiy sekvenavimo gylio kreivés
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3.4 pav. Tiriamyjy grupiy biologinés jvairovés kreivés.

3.4 Mikroorganizmy bendrijy struktira nuosédy meéginiuose

Mikroorganizmy bendrijy struktiira buvo jvertinta pagal tipy, klasiy bei genciy
pasiskirstyma skirtinguose méginiuose bei jy grupése.

Identifikuoti mikroorganizmai nuosédy méginiuose buvo priskirti Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Acidobacteria,
Nitrospirae, Verrucomicroba bei Ignavibacteriae tipams (3.5 pav.). Visose méginiuose
dominuoja Proteobacteria tipo mikroorganizmai. Daugiausiai proteobakterijy buvo identifikuota

Sim2P méginyje (69,8%), o maziausiai SimM2 méginyje (45,7%). Taip pat didele
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mikroorganizmy bendrijy dalj sudaro Actinobacteria tipo mikroorganizmai. Daugiausiai $iy
mikroorganizmy aptikta SimM1 taske (15,6%), o maziausiai SimB7 taske (5,2%). Firmicutes
(1,7-12,1%), Bacteroidetes (3,3-14,6%), Chloroflexi (1,5-8,5%), Acidobacteria (1,1-7%) tipy
mikroorganizmai taip pat sudaro Zenklig bakterijy bendrijy dalj. Re¢iau buvo aptinkami
Ignavibacteriae, Verrucomicrobia bei Nitrospirae tipy bakterijos, bendras jy kiekis nevirsijo 8%.
Svarbu pabrézti, kad melsvabakterés (Cyanobacteria) yra ypatingai btidingos Sim2B2 (14,7%),
SimM1(17,3%) bei SimM2(32,2%) méginiams. Likusiuose taskuose melsvabakteriy kiekis

nevir$ijo 5%.
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3.5 pav. Santykinis mikroorganizmy tipy gausumas nuosédy méginiuose

ISanalizavus klasiy santykinj gausuma paaiSkejo, kad visose méginiuose dominuoja
alfaproteobakterijos (3,5-22,6%), betaproteobakterijos (12,4-20%), gammaproteobakterijos (7,1-
18,8%) bei deltaproteobakterijos (9,4-23,4) (3.6 pav.). Acidimicrobiia klasés gausumas varijuoja

nuo 1,1% (SimB7) iki 5,4% (SimM1). Identifikuoti Bacteroidetes mikroorganizmai priklausé
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VadinHAL7 grupei. Visiems méginiams taip pat buvo biidingi Thermoleophilia klasés bakterijos

(0,8-5,4%). Bacilli klasés mikroorganizmy taip pat esama visuose méginiuose (0,5-10,1%).
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3.6 pav. Santykinis mikroorganizmy klasiy gausumas nuosédy méginiuose

Analizuoti méginiai nepasizyméjo dideliu genéiy gausumu (3.7 pav.). Dazniausiai buvo
identifikuojami chloroplastai, taciau tik Sim2B2 (14%), SimM1 (14,9%), SimM2 (29,5%) bei
Sim2S1 (4,6%) méginiuose. Taip pat méginiams buvo budingi Bacillus genties bakterijos,
daugiausiai jy stebima SimBX méginyje (7,7%), o maZziausiai Sim2P méginyje (0,3%). SimB3
bei SimExit méginiai pasizyméjo palyginus dideliu Listeria genties bakterijy gausumu (1,9% ir
1,7% atitinkamai). Likusiy genciy (Corynebacterium, Lactobacillus, Atopostipes, Pseudomonas,
Pseudogracillibacillus, Gracilibacillus bei Lactococcus) santykinis gausumas kartu sudéjus

nevirsijo 0,7%.
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3.7 pav. Santykinis gené¢iy gausumas nuosédy méginiuose

Mikroorganizmy bendrijy sandaros analiz¢ taip pat buvo atlikta méginiy grupéms (3.8
pav.). Kaip ir atskiruose méginiuose, taip ir grupése, dominuojantis bakterijy tipas yra
Proteobacteria. Didziausia proteobakterijy gausa pasizyméjo Sim2P taskas, nepriskirtas jokiai
méginiy grupei. Net ir SIm2S grupéje, kurioje proteobakterijy gausa buvo maziausia, ju kiekis
vir§ijo 50%. Remiantis literatiiros Saltiniais, proteobakterijos yra daznai aptinkamos vandens
telkiniuose bei paprastai yra dominuojantis tipas zuvininkystés tvenkiniuose. Proteobakterijos
akvakultiiroje Zinomos kaip organines medziagas skaidantys mikroorganizmai (Shen ir kt., 2020).
Taip pat proteobakterijos pasizymi gan stabiliu bendrijos dydziu zuvininkystés tvenkiniuose.
Pavyzdziui, Liu ir kt. nustaté, kad proteobakterijos dominuoja tiek vandens, tick nuosédy
méginiuose, nepriklausomai nuo tvenkiniuose veisiamy zuvy rusiy bei akvakultiiros modelio.
Tuo tarpu Quin ir kt. nustaté, kad naudojami skirtingi zuvy pasarai taip pat neturi jtakos
proteobakterijy dominavimui. Antras bakterijy tipas pagal didziausig gausg yra aktinobakterijos
(5,5-14,1%). Sios bakterijos taip pat daznai aptinkamos vandens telkiniuose (Wei ir kt., 2015). Be

to, yra Zinoma, kad Actinobacteria bei Firmicutes gausumas teigiamai koreliuoja su nuosédy pH
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(Deng ir kt., 2019). Firmicutes tipo bakterijos biidingos visoms tirtoms grupéms, taciau
daugiausia jy buvo aptikta SImBX méginyje (12,1%). Tuo tarpu visose grupése esantys
Chloroflexi mikroorganizmai atlieka svarby vaidmenj nuosédy anglies apykaitoje (2,3-7,3%)
(Hug ir kt., 2013). Ne maziau svarbus procesas yra zuvims toksisky nitrity oksidacija iki maziau
toksisky nitraty (Robinson ir kt., 2016). Yra Zinoma, jog Sias oksidacijos reakcijas geba
katalizuoti Nitrospirae tipo mikroorganizmai, kuriy gausumas visose grupése svyruoja nuo 0,7%
(Sim2B grupé) iki 4,8% (Sim2P). Grupiy kontekste ypatingai issiskiria Sim2B bei Sim2S grupé.
Sios dvi grupés pasizymi ypa¢ didele melsvabakteriy gausa. Manoma, kad dél maisto medziagy
pertekliaus Zuvininkystés tikiuose gali padidéti fitoplanktono kiekiai. Liu ir kt. sieja padidéjusia

melsvabakteriy gausa su vandens telkiniy eutrofikacija.
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3.8 pav. Santykinis mikroorganizmy tipy gausumas nuosédy méginiy grupése
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I$nagrinéjus klasiy sandarg grupése paaiskéjo, kad dominuojantj Proteobacteria tipg
sudaro Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria bei Deltaproteobacteria
klasiy mkroorganizmai. Didelis gammaproteobakterijy gausumas (10,7-17,1%) siejamas su
organinémis medziagomis praturtinta aplinka (Qin ir kt., 2016). Be to, Kawahara ir kt. sitilo
naudoti deltaproteobakterijas kaip uzterStumo organinémis medziagomis biorodiklj.
Deltaproteobacteria klasés mikroorganizmai labiausiai yra paplite SimB grupéje (18,8%). Tuo
tarpu maziausias gausumas buvo stebimas Sim2S grupéje (12,2%). Betaproteobacteria, kuriy
gausumas grupése buvo 13,7-20%, jvardinamos kaip nitrifikuojancios bakterijos. Sios bakterijos
oksiduoja potencialiai toksiska amoniaka iki netoksisky nitraty. Sis procesas ypaé svarbus
akvakultiiros tvenkiniuose, kur amoniakas gali pasiekti Zzuvims kenksmingg koncentracija (Ma ir
kt., 2018).
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3.9 pav. Santykinis mikroorganizmy klasiy gausumas nuosédy méginiy grupése
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Kaip ir pavieniy méginiy atveju, taip ir mé€giniy grup€s nepasizymeéjo didele genciy gausa.
Grupéms, o ypa¢ SimBX (7,7%), yra budinga Bacillus gentis. Bacillus gentis gali bati haudinga
akvakultiiroje kaip probiotinés bakterijos, kurios yra veiksmingos skatindamos zuvy augima bei
slopina zuvy ligy protriikius. Sie organizmai laikomi saugia alternatyva pavojingiems
sintetiniams antibiotikams ir kitoms augimg skatinan¢ioms medziagoms, kurios $iuo metu
naudojamos akvakultiroje (Rahman ir kt., 2019). Deja, taciau Siame tyrime, remiantis
sugeneruotais taksonominiais medziais, i$ $iy Bacillus genties 7,7% gausumo net 75% procenty
mikroorganizmy yra priskiriama patogenui Bacillus anthracis. Tuo tarpu SimExit taske yra
stebimas palyginus didelis Listeria genties gausumas (1,7%). Yra Zinoma, kad Listeria
mikroorganizmai yra zmoniy patogenai. PraneSama, kad Listeria monocytogenes dazniausiai yra
bidinga nuosaikaus klimato akvakultiroms. Zuvies produktai, uzkrésti listerijomis bei pries
vartojimg tinkamai neapdoroti termiskai kelia potencialy pavojy zmoniy sveikatai (Ababouch ir

kt., 1999).
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3.10 pav. Santykinis mikroorganizmy gen¢iy gausumas nuosédy méginiy grupése
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Labai svarbu pabrézti, kad Siame tyrime buvo identifikuota labai mazai patogeny genciy.
Daugelis autoriy pranesa identifikave akvakultiiros mikrobiome nemazai tiek Zmoniy, tiek zuvy
patogeniniy genciy. Pavyzdziui, Tang it kt. pranesa zZuvininkystés tvenkiniuose identifikave
tokias patogenines gentis kaip Aeromonas, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas,
Flavobacterium, Vibrio ir kt. Siame tyrime identifikuotos tik Listeria, Bacillus bei Pseudomonas
gentys, o jy santykinis gausumas nuosédy méginiuose yra itin mazas. Siekiant nustatyti mazo
patogeny gausumo priezastis, biitina atlikti tolimesnius tyrimus bei identifikuoti atsparumo
antibiotikams genus. Galimai mazas patogeny gausumas yra susij¢s su pertekliniu antibiotiky

naudojimu.

3.5 Atsparumo antibiotikams bei sunkiesiems metalams geny identifikavimas

Buvo pradéta atsparumo antibiotikams bei sunkiesiems metalams geny paieska nuosédy
mikroorganizmy bendrijose. Parinkus pradmenis buvo atliekamos PGR reakcijos kaip matricg
naudojant totaling genoming DNR, i$skirtg tiesiogiai i§ nuosédy méginiy bei DNR i8skirtg i$
atskiry kultivuojamy izoliaty. Darbai buvo pradéti nuo DNR iSskyrimo bei PGR salygy

optimizavimo, taciau dél susiklosciusios padéties eksperimenty nepavyko pabaigti.
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ISVADOS

1. Bakterijy jvairové skirtinguose Simno zuvininkystés tvenkiniuose buvo panasi, tvenkinio dydis

ir zuvy auginimo sglygos nemazino pacios mikroorganizmy jvairoveés.

2. Proteobacteria bakterijos yra dominuojantis tipas visuose Simno zuvininkystés tvenkiniy

nuosédy méginiuose (45,7-69,8%).
3. Sim2B bei Sim2S tvenkiniy grupés pasizyméjo didele Cyanobacteria klasés atstovy gausa.

4. Sim2B bei Sim2S tvenkiniy grupése melsvabakteriy gausa indikuoja $iy tvenkiniy

eutrofikacija.

5. Visose tvenkiniy grupése Deltaproteobacteria ir Gammaproteobacteria gausa rodo padidéjusj

uzter§tuma organinémis medziagomis.

6. Simno Zuvininkystés tvenkiniuose identifikuotos potencialiai patogeninés bakterijos,

priklausancios Listeria, Bacillus bei Pseudomonas gentims.
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SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo nustatyti intensyvios Zuvininkystés jtaka mikroorganizmy bendrijy
sudéties kitimui. Simno zuvininkystés tvenkiniuose buvo surinkta 18 nuosédy méginiy. Atlikus
metagenoming analize, buvo nustatytos didziausios mikroorganizmy populiacijos, identifikuoti
bakterijy bendrijy skirtumai tvenkiniy grupése bei jvertinta tvenkiniy ekologiné biisena bakterijy
bendrijy kontekste.

Nustatyta, kad bakterijy jvairové skirtinguose Simno zuvininkystés tvenkiniuose buvo
panasi. Nuosédose dominuojantys mikroorganizmai priklausé Proteobacteria tipui (45,7-69,8%).
I$nagrinéjus mikroorganizmy klasiy sandarg paaiskéjo, kad dominuojantj Proteobacteria tipa
visose méginiuose sudaré Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria bei
Deltaproteobacteria klasiy mikroorganizmai. Tiek méginiuose, tiek jy grupése bakterijy bendrijy
sandara buvo panasi, ta¢iau Sim2B bei Sim2S tvenkiniy grupés pasizyméjo didele Cyanobacteria
klasés atstovy gausa.

Nustatyta Simno zuvininkystés tvenkiniy ekologiné biisena bakterijy sandaros kontekste.
Deltaproteobacteria ir Gammaproteobacteria gausa indikavo Simno zuvininkystés tvenkiniy
uzterStuma organinémis medziagomis, 0 Sim2B bei Sim2S tvenkiniy grupése padidéjes
melsvabakteriy Kiekis nurodé, kad sie tvenkiniai yra eutrofikuoti. Simno Zuvininkystés
tvenkiniuose taip pat identifikuotos potencialiai patogeninés bakterijos, priklausancios Listeria,

Bacillus bei Pseudomonas gentims.
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Master thesis

SUMMARY

The aim of this work was to determine influence of intensive fish farming on the change
in the composition of microorganism communities. 18 sediment samples were collected from
Simnas fishing ponds. After metagenomic analysis, the largest populations of microorganisms
and differences in bacterial communities in pond groups were identified. The ecological status of
ponds in the context of bacterial communities was also assessed.

Bacterial diversity was found to be similar in different Simnas fishing ponds. The
predominant microorganisms in the sediment belonged to Proteobacteria phylum (45.7-69.8%).
Examination of the structure of the microorganism classes revealed that the dominant type of
Proteobacteria in all samples consisted of Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria and Deltaproteobacteria. The structure of bacterial communities was
similar in both samples and their groups, except Sim2B and Sim2S groups were characterized by
a high Cyanobacteria abundance.

The ecological status of Simnas fishing ponds was determined. High abundance of
Deltaproteobacteria and Gammaproteobacteria indicated organic matter contamination in
Simnas fishing ponds, and increased levels of Cyanobacteria in the Sim2B and Sim2S pond
groups indicated that these ponds are eutrophicated. Pathogenic bacteria belonging to the genera

Listeria, Bacillus and Pseudomonas have also been identified in the Simnas fishing ponds.
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