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1. BEVEZETES

Napjainkban az ¢élet szinte minden teriiletén lendiiletet nyert a mikroorganizmusok
biotechnoldgiai (ipari, mezdgazdasagi, egészségiigyi, kornyezetvédelmi) célokra torténd
felhasznéaldsa. A kornyezetipari biotechnologia terén kiemelt jelentOséggel birnak a bioldgiai,
masnéven bioremediacios eljarasok, melyek segitségével toObbnyire hatékony, kornyezetbarat és
koltségtakarékos modon allithatjuk helyre a szennyezett kornyezeti elem eredeti, vagy azt
megkozelitd allapotat. Az alkalmazhaté mikroszervezetek korének dinamikus boviilésével azonban
egyre inkdbb megfogalmazédik az az igény, hogy a tudatos emberi beavatkozasokban
felhasznalando mikroorganizmusok ne vessenek fel human-egészségiigyi, vagy kornyezetbiztonsagi
aggalyokat. Ennek ellenére a nemzetkézi gyakorlatban még mindig talalunk példat faj szinten
identifikalatlan, a kémiai, illetve a bioldgiai biztonsagot veszélyeztetdé mikroszervezetek
biotechnologiai célu felhasznaldsara. A tudatos emberi beavatkozassal, bioaugmentacioés eljarasok
keretében alkalmazott mikroorganizmusok mellett tovabbi gondot jelentenek a szennyezett teriileten
spontdn mdédon megjelend, gyakran humén-, allat-, illetve ndvény-patogén mikroszervezetek,
melyek adott szennyezdanyaghoz adaptalodva akar a fertdzési, megbetegitési kockazat szintjét elérd
sejtszamban is kimutathatdak.

A mikroorganizmusok jelentdsége a potencidlisan kdrnyezetszennyezd, am megfeleld kezelést
kovetden kivald talajerd utanpotlasként alkalmazhatd szennyviziszapok, allattartdsbol szarmazéd
tragya, higtragya, szamos ndvényi maradvany, ill. napjainkban a biogaziizemi ¢és hderdmiivi
melléktermékek biotranszformacidjaban lehet kiemelkedé. E mez6gazdasagi- kornyezeti
interdiszciplina esetében a komposztalas tekinthetdé kulcsfolyamatnak, mely eljaras esetében - a
bioremedidcids modszerekhez hasonldan - az alkalmazandé mikroorganizmusok hatdrozzdk meg a
folyamat eredményességét, ill. kdrnyezetbiztonsagat.

A biotechnoldgiai eljarasok soran felhasznalasra keriil6 mikroszervezetek lehetséges bioldgiai
veszélyeirdl jelenleg elsOsorban az adott nemzetség, illetve faj kozvetlen human- ¢és
allategészségiigyl megitélése alapjan tajékozodunk. Szamos mikrobialis faktor hordoz ugyanakkor
jelentdséget a kolonizacid, illetve az infekcio 1étrejottében, kezelhetdségében, kimenetelében. E
szempontok (antibiotikum rezisztencia, ill. virulencia) vizsgéalatdra a klinikai infektologia széles
eszkoztarral bir, melyek végrehajtasara a kornyezeti mintakbodl izolalt baktériumtdrzsek esetében
azonban alig talalunk példat.

A Pseudomonas aeruginosa baktériumfaj a kettds megitélés tipikus példdja: klinikai
viszonylatban az egyik legjelentdsebb fakultativ patogén korokozo, mely a sulyos kimenetellel jard

nozokomialis infekcidk jelentds hanyadéaért felelés. Kornyezeti vonatkozasait tekintve azonban



human-egészségiigyi kockazatat jellemz6 modon aldbecsiilik, és szamos esetben igyekeznek torzseit

a kornyezetvédelmi beavatkozasok szolgélataba allitani.

Doktori kutatasi témamban e kérdéskor vizsgalatan beliil négy célkitiizést fogalmaztunk meg:

e A P. aeruginosa kimutatasi gyakorisdganak, jellemzd sejtszamanak megallapitasa kornyezeti,
de kozvetlen antropogén hatasnak kitett kozegekben, mint:

o szénhidrogénnel szennyezett karhelyek,
o hderdmiivi és biogdziizemi melléktermékek és az ezekbdl készitett komposztok.

e Virulencia vizsgalatok végrehajtasa molekuldris genetikai és hagyomanyos mikrobioldgiai
modszerekkel a kornyezeti mintakbdl szdrmazo baktériumtdrzsek megbetegité képességére
utal6 tulajdonsagok laboratériumi igazoléasara,

e Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok végrehajtadsa a kornyezeti eredetli izolatumok
rezisztencia profiljadnak megallapitasara,

e A kornyezeti izoldtumok antibiotikum rezisztencidjara és virulencidjara irdnyuld vizsgalatok
eredményeinek dsszevetése a klinikai izoldtumok esetében tapasztalt adatokkal.

Célkitlizéseim megvalositasanak folyamatat és modszereit foglalja 6ssze az 1.1. sz. 4bra.

KLINIKAT EREDETU P. AERUGINOSA IZOLATUMOK KORNYEZETI EREDETU P. AERUGINOSA 1ZOLATUMOK
Antibiotikum Virulencia Kimutatasi
rezisztencia gyakorisag
V\A / \A
E-teszt Kombinalt Hemolitikus Genomi DNS Izolalas,
E-teszt aktivitas identifikalas
Minimalis :r " Metallo- : exoS, exoY, exoA 16S rDNS Magyar
Gatlo ' B-Laktamaz , exoT, exoU exotoxin- alapu Szabvany MSZ
Koncentracié| 1 toxikus kédolo fajazonositas 21470-77:1998
(MIC) | Széles | proteineket génszakasz (PA SS PCR)
spektrumt ! koédolo (ETA PCR)
' p-Laktamaz . | génszakaszok

I:I Fenotipusos vizsgalatok

|:| Molekularis genetikai vizsgalatok

r-—-= . ’ : PR 2
! Fenotipusos és genetikai vizsgalatok

[R—

1.1. sz. abra: A P. aeruginosa baktériumfaj kornyezeti izolatumainak esetében végrehajtott identifikacios,

rezisztencia és virulencia vizsgalatok



Az elsé célkitlizésem megvaldsitasa érdekében, azaz a P. aeruginosa faj Kimutatasi
gyakorisaganak megallapitasahoz sziikkséges volt olyan magyarorszagi karhelyek
kivélasztasara, melyek

e az aktiv kornyezetvédelem tevékenysége ald esO (azaz a karmentesités valamelyik
szakaszaban 1év0),

e clsdsorban szénhidrogénnel szennyezett, teriiletek.

E teriiletek kivalasztasa, a megfeleld mintavételi stratégia kialakitdsa, a mintavételi pontok
kijelolése, illetve a mintak feldolgozéasa volt elsé feladatom. A munkaszakasz megvalositasara az
orszag 49 kiilonbo6z6, szénhidrogénnel szennyezett karhelyén nyilt lehetdségiink.

A komposzt mintdk vizsgidlata sordn célszeri volt a komposztilas folyamatianak
kovethetéségéhez igazitani a vizsgalandd mintdk korét. Ennek keretében olyan komposztalasi
kisérleteket valasztottunk, melyek esetében

e a komposztalas nyersanyagai hderémiivi, vagy biogaziizemi melléktermékek,
e a nyersanyagok szdmunkra hozzaférhetéek, P. aeruginosa szdm meghatarozasra
vizsgalhatoak,

e a komposztalas teljes folyamata, technologiaja végigkdvetheto.

A tovabbi célkitlizéseink megvaldsitasa érdekében a vizsgalatba vont mintadk feldolgozéasaval
feladatunk volt olyan torzsgyiijtemény kialakitasa, mely fenotipusos, tenyésztéses (esetiinkben a
vonatkoz6 Magyar Szabvany alapjan végzett) identifikécio mellett molekularis biologiai médszerrel
(16S rDNS alapu PA-SS PCR) is azonositott, ismert faji hovatartozasu P. aeruginosa torzsekbdl all.
E torzsgytijtemény kialakitdsdval szamos tovabbi lehetdség kindlkozott a tudomany valamint az
egészségiigyi, kornyezetvédelmi gyakorlat szdmara egyarant jelents eredmények eléréséhez.

A masodik célkitlizésben meghatarozott patogenitasi vizsgalatok végrehajtasat indokolta,
hogy a kornyezetvédelmi gyakorlat szamos esetben elhanyagolhato bioldgiai veszélyt tulajdonit a
kornyezeti eredetli P. aeruginosa torzseknek és ennek megfeleléen kezeli azokat. Ezért munkénk
soran célul tlztik ki a virulenciat meghatirozo fenotipusos és genotipusos tulajdonsagok
kornyezeti torzsek kozott tapasztalhaté gyakorisdganak vizsgalatat. Ennek megvalositasadhoz
egyrészt a hemolitikus aktivitas megallapitasat célzo tenyésztéses vizsgalatokat, mint kozvetlen
virulencia faktort, masrészt a patogenezisben kiemelten fontos, az infekcio stilyossagat ¢és lefolyasat
dontd mértékben meghatarozé virulencia gének kimutatasat valasztottuk munkamodszeriil. A
virulenciaért felelds legfontosabb exotoxinok és exoenzimek (ExoA, ExoU, ExoT, ExoY, ExoS)
termeléséért felelés génszakaszok kornyezeti gyakorisagat klinikai vizsgalatok eredményeivel

kivantuk 0sszehasonlitani.



A harmadik célkitlizésiinkben megfogalmazott antibiotikum rezisztencia vizsgalatok
végrehajtasat az indokolta, hogy nem klinikai eredeti P. aeruginosa izolatumok esetében csupan
elenyész0 adat allt rendelkezésre e témakorben. E hiany poétlasa érdekében nemzetkozileg
elfogadott, szabvanyositott médszerek alapjan antibiotikum rezisztencia vizsgéalatok végrehajtasat
terveztiik, melynek végrehajtasat két f6 szakaszra osztottuk:

o Eldzetes rezisztencia vizsgalatok. 31 antibiotikum hatdéanyagot feloleld, atfogd
vizsgélatsorozat végrehajtasa szemikvantitiv korongdiffiizios teszttel.

e Kvantitativ vizsgalatok. Szamszerli, Minimalis Gatldé Koncentracio (MIC) értékek
megallapitasa a korongdiffuzios tesztek alapjan kivalasztott 10 legfontosabb, a klinikai
gyakorlat szdmara is jelentOs hatdanyagra vonatkozdan.

A folyamat eredményeképp olyan kvantitativ eredményekre szamithattunk a klinikum altal
hatékonynak tekintett antibiotikumok esetében mutatkoz6 kornyezeti rezisztenciardl, mely
értékek igy a klinikai kornyezetben tapasztalt antibiotikum-rezisztenciaval O0sszehasonlithatova
valhattak.

A kitlizott célok megvaldsitasa esetén azt feltételeztiik, hogy minden korabbinal részletesebb és
atfogobb képet kaphatunk a P. aeruginosa baktériumfaj human-egészségiigyi kockazatairol
antropogén hatas alatt all6 kozegekben, valamint a negyedik célkitlizésemben tervezett médon a
klinikai koriilmények kozott tapasztalt értékekkel 6sszvethetd eredményhalmazt nyerhetiink.

A doktori értekezésben bemutatott eredmények és tézisek sajat laboratoriumi vizsgalatokon és
méréseken alapulnak, az eredmények Osszevetéséhez pedig az dsszegylijtott és értékelt, hivatkozott

klinikai szakirodalom szolgalt alapul.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. BIOTECHNOLOGIAI ELJARASOK A KORNYEZETVEDELEMBEN ES AZ AGRARIUMBAN

Az EFB (= Eur6pai Biotechnologiai Egyesiilet) definicioja szerint a biotechnoldégia a biokémia,
mikrobiologia és mérndki tudomanyok integralt alkalmazasa azért, hogy a mikroorganizmusok,
allati-, ndovényi sejttenyészetek, vagy részeik képességét hasznalni tudjuk az iparban,
mezOgazdasagban, egészségiigyben, és a kdrnyezetvédelemben (EFB, 1981). Az OECD (Szervezet
a Gazdasagi Egylittmiikodésért és Fejlesztésért) meghatarozasa alapjan biotechnologidnak nevezziik
a tudomanyos és mérnoki alapelvek alkalmazasat az €16 és élettelen anyagok biologiai agensekkel
torténd ,,megmunkalasara” termék nyerése, tudas fejlesztése, illetve szolgaltatasa nyhjtasa céljabol
(OECD, 2001).

A biotechnoldgiai eljarasoknak alapvetden négy agat kiilonboztetjilk meg (RICHMOND, 2008):

,,K€k” biotechnoldgia: tengeri és vizi szervezeteket felhasznalo, ill. ott zajlo folyamatok,

,,201d” biotechnologia: mezdgazdasagi ¢és kornyezeti alkalmazasok,

,Piros” biotechnoldgia: gydgydaszati, ill. gyogyszerészeti eljarasok,

»Fehér”, vagy , sziirke” biotechnoldgia: ipari folyamatok.

Intenziv fejlodés figyelheté meg az emlitett teriiletek mindegyikén, mely az elmult idészakban
szamos alkalmazas ¢és termék eldallitasdhoz, fejlesztéséhez vezetett, igy mind novekvd tarsadalmi
hasznot hajt. E tudomanyteriileten beliil napjainkban egyre nagyobb figyelem Ovezi a kdrnyezeti
(zo6ld) biotechnolégiat, melytl a vilag egyre ndvekvd népességének elegendd mennyiségii és
biztonsagos élelmiszerrel torténd ellatasat, tovabba a kornyezeti elemek jo allapotanak fenntartasat,

helyreallitasat remélik (WACKETT, 2000).

2.2. KORNYEZETI BIOTECHNOLOGIA

A kornyezeti biotechnoldgiai eljardsok a mezdgazdasagi célok megvaldsitdsa mellett alapvetden
a hulladékkezelést hivatottak szolgalni, melybe a korabbi tevékenységek altal okozott
szilard, folyékony, gaz halmazallapotu veszélyes anyagok kibocsatdsdnak minimalizalasa is
beleértendd. A z6ld biotechnoldgia célja tehat az ipari és mezdgazdasagi termékek kornyezetbarat
eldallitasanak megalapozasa (EVANS AND FURLONG, 2003). A megvaldsitds modszere alapvetéen
kettos: a kornyezeti biotechnologus feladata, hogy optimalizalja, hatékonyabba és gyorsabba tegye
a mar létez0 biologiai rendszerek miikodését, illetve hogy a kivant eredmény elérése érdekében a

biotechnologia eszkdztarat igénybe véve beavatkozzon a folyamatokba. A jellemzd beavatkozasi



pontokat, illetve a disszertdciom szempontjabol kiemelkedo fontossaggal bird lehetséges eszkozoket

szemlélteti a 2.1. sz. abra.

Gyartasi

eljarasok . -
Hulladék Szehnyezbdés
artalmatlanitdsa csokkentése
« komposztalds * remedidcio

2.1. sz. abra: A kornyezeti biotechnologia beavatkozasi pontjai €s lehetséges eszkozei

(EVANS AND FURLONG, 2003 nyoman)

A kornyezeti biotechnologia fejlesztése tekintetében alapvetden négy nagy kutatdsi irdnyt
kiilonithetiink el (KJELLEBERG, 2002):

1. Molekuléris alapon nyugvo eszkozok fejlesztése ¢€s alkalmazdsa a mikrobidlis
kozosségek szerkezetének és funkcidjanak felderitésére;

2. Mikroba-konzorciumok ¢€s biofilm — mely teriilet azon a felismerésen alapul, miszerint a
mikroorganizmusok biofilmet képezve, illetve populdciokba tomoriilve miikkodnek
kornyezetiinkben. E folyamatok megfigyelésével és megértésével a biotechnologiai
eszkozok korét bovithetjiik;

3. A mikrobialis sejtek kozotti, illetve a mikrobdk magasabb rendii szervezetek felé
iranyuld6 kommunikacios rendszerének vizsgalata (quorum sensing, ill. kémiai uton
befolyasolt kapcsolatok);

4. A biotechnoldgiai megoldasok, ill. azok dkoszisztémara gyakorolt hatasat vizsgalod
elméleti és gyakorlati teriiletrész.

A biotechnologiai eljarasok a beavatkozasi pontok ismeretében, a rendelkezésre allo molekularis
genetikai és hagyomanyos biologiai eszkdztarak folyamatos fejlesztésével mind hatékonyabb,
eredményesebb ¢és biztonsagosabb megoldast jelenthetnek napjaink kérnyezetvédelmi problémaira.
A tovéabbiakban a legnagyobb kihivast jelentd témakorok koziil a szénhidrogénnel szennyezett
teriiletek problematikajat, illetve a valtozatos alapanyagok kezelésére szolgdlo komposztalés

modszereit ismertetném.
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2.2.1. A szénhidrogén-szennyezések felszamolasanak biotechnologiai modszerei

Magyarorszagon az Orszagos Kornyezeti Karmentesitési Program adatbazisa szerint a szennyez6
forrasok, illetve a szennyezett teriiletek szdma t6bb, mint 15.000 (OKKP—KARINFO, 2005). E
szennyezések jelentés hanyadat szénhidrogén-szdrmazékok okozzdk. Az elmult évtizedben
ugrasszeriien megnétt a feltart karesetek szama; a privatizacids folyamatok meginduldsaval egyre
tobb teriiletrdl deriil ki, hogy szénhidrogénekkel szennyezett. Ezek a karhelyek sokszor ¢€l6vizek,
ivovizbazisok kozelében helyezkednek el, igy kozvetleniil veszélyeztetik az emberi egészséget. A
6/2009 (IV.14.) KvVM-EUM-FVM EGYUTTES RENDELET értelmezésében a kornyezeti kockazattal
jellemezhet6 szénhidrogének kozé az alabbi fobb vegyiiletcsoportok tartoznak:

e Alifas szénhidrogének Cs-Cy4y (TPH)
e Benzol és alkilbenzolok (BTEX)
Fenolok

Policiklikus aromas szénhidrogének (PAH)

Halogénezett aromas szénhidrogének

Halogénezett alifas szénhidrogének

Klorfenolok

Poliklorozott-bifenilek (PCB)

Poliklérozott-dibenzo-dioxinok és dibenzo-furanok (PCDD/F)

o Egyes novényvédo szerek
Illetve 2010. december 22-1 hatallyal hatarérték 1ép életbe az aldbbi vegyiiletekre vonatkozoan:
e Polibromozott-bifenilek és polibromozott bifenil-éterek

C10-C13 kloéralkanok

Ftalatok
e Nonil- és Oktil-fenolok

e Szerves On vegyiiletek
o Egyéb vegyiiletek
Mivel a koéolajat és szarmazékait egyelére nem zéarhatjuk ki energiahordozoéink korébdl,
els6sorban a kitermelés, szallitas, feldolgozas és a felhasznalas biztonsagi feltételeit kell javitani.
Ennek elérésében mar torténtek kedvezo 1épések a kdolajipar és a feldolgozok részérdl. Azonban a
mar bekovetkezett szennyezések felszdmoléasa is 1étfontossdgu, hiszen a talajba, talajvizbe keriilt
koolajszarmazékok toxikus, karcinogén, teratogén, mutagén, endokrin rendszert zavard

komponenseket tartalmaznak, hosszu évekre terhelve, szennyezve a természetet.
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A szénhidrogén-szennyezések megsziintetésére szamos technoldgiat dolgoztak ki és hasznalnak
napjainkban, amelyeket az alkalmazott eljarasok alapjan a kovetkezd csoportokba oszthatunk
(ANTON ES SIMON, 1999; PUZDER ET AL., 2001):

o Termikus eljarasok, amelyek hdkezeléseket alkalmaznak, elégetve, vagy vegyi elbontassal
(pirolizis) a szennyezd szénhidrogéneket égetdmiiben, forgd csékemencében,

o Fizikai eljarasok, mint példdul vékuum-extrakci6, hideg- és meleglevegds-, illetve
gbzsztrippelés,

o Fizikai-kémiai eljarasok, mint példaul oldoszeres extrakcid, hideg vagy melegvizes mosas
detergensek alkalmazasaval, vagy anélkiil,

e Biolégiai (biodegradaciés) eljarasok, amelyek bizonyos mikroszervezetek azon
tulajdonsdgat hasznaljadk fel, hogy képesek specidlis enzimrendszerikk segitségével a
szénhidrogéneket sejtépitd folyamataikban szén- és energiaforrasként hasznositani.

2.2.2. Biodegradacios eljarasok

A szénhidrogének nem ismeretlenek a bioszféra tagjai szdmara, hiszen a mikroorganizmusok a
(SzABO, 1989). A talajok biologiai kozdsségei rendkiviil rugalmas adaptacios rendszert képeznek a
kémiai szerkezetek hatdstalanitasara, igy a szennyez6 kemikalidk kornyezetbe kertilésekor 1) gének
evolucidja indul meg, melyek lehetévé teszik az 10 szerkezetek megbontasara képes enzimek
termelését (SZABO, 2008). Elmondhat6 ugyanakkor, hogy a kdolaj tipust szervesanyagok geologiai
1éptékli idoszakok 6ta nem vesznek részt a természetes szén korforgalmaban, igy kornyezetbe
keriilésiik esetén természetes uton torténd degradacidjuk igen lassu és rossz hatdsfoka lehet
(FARKAS, 1998). A  szénhidrogén-szennyezések mikrobiologiai  megsziintetése, mint
kornyezetkiméld, hatékony és koltségtakarékos biotechnoldgiai mddszer az utdbbi évtizedekben
keriilt el6térbe. Az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (U. S. EPA — Environmental
Protection Agency) példaul minden olyan esetben, amelyben csak lehetséges, a bioldgiai médszerek
alkalmazasat részesiti eldnyben az egyéb, mar emlitett technikdkkal (termikus, kémiai stb.) szemben
(U.S.EPA, 19944, U. S. EPA, 1995).

A biodegradacié kifejezés tagabb értelemben magéban foglalja a mikroszervezetek altal végzett,
biologiai-biokémiai folyamatok sorozatan keresztiil megvalosulod lebontasi (katabolitikus), illetve
atalakitasi (transzformacids) folyamatok 0sszességét (SZOBOSZLAY, 2003).

Bioremediacié alatt azokat a gyakorlatban kivitelezett, felhasznalt biodegradacids folyamatokat
foglaljak 6ssze, amelyek segitségével a foldtani kozegbe, illetve a felszin alatti vizekbe, iiledékekbe
keriilt, kozegészségiigyi szempontbol veszélyt jelentd, kdrnyezetszennyezd anyagokat eltavolitjak,

vagy méregtelenitik, detoxikaljak (CRAWFORD AND CRAWFORD, 1998).
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A biodegradaciés eljarasok a folyamat eredményessége alapjan két alapveto tipusba sorolhatéak,
melyek a kovetkezok:

— Teljes biodegradacio (mineralizacio): a kiindulasi szerves vegyiiletek enzimkatalizalt reakcidok
sorozatan keresztiil szén-dioxidra és vizre oxidalodnak biomassza keletkezése mellett.

— Részleges biodegradacio, melynek tovabbi harom tipusat kiilonboztetjiik meg:

e A lebontast végzd enzimek valamelyike hidnyzik, igy a folyamat megreked valamilyen
kozti terméknél; a képzodott energiat a mikroszervezet hasznositja.

e A kiindulési vegyiilet részlegesen modosul, lebomlik, de a mikroszervezet a képzodott
energiat nem hasznalja fel (kometabolizmus).

e Polimerizacié, vagy mas szintézis soran a kiindulasi anyagoknal Osszetettebb és/vagy
stabilabb vegyiiletek keletkeznek.

Abban az esetben, ha a szénhidrogén lebontds feltételeit célzott emberi beavatkozassal
felgyorsitjuk, stimulalt (iranyitott) biodegradaciérol beszéliink.

A biologiai mddszereket, a mikroszervezetek felhasznalasi moédja szerint is csoportosithatjuk; e

szempont alapjan harom alapvetd kategoriat kiilonboztetiink meg (SZOBOSZLAY ET AL., 2002A):

1. Tamogatott spontan biodegradacio: A szennyezett talajban 1év0 szénhidrogénbonto

mikroszervezetek képesek spontan biodegradacidra, azaz a szennyezéshez adaptalodva annak
lassu és altalaban rossz hatasfoku lebontasara.
Ha a karhelyen meglévo szénhidrogénbonté mikroorganizmusok szamat tapanyag-kiegészitéssel
¢s intenziv levegdztetéssel megnovelik, akkor tdmogatott spontan biodegradaciordl beszéliink.
A modszer elénye viszonylagos olcsosaga. Hatranya viszont, hogy nincs garancia arra, hogy
ezek a mikrobdk képesek a kdolajban talalhatdo valamennyi vegyiiletcsoport lebontasara, s igy
viszonylagosan megnéhet egyes nehezen degraddlhatd (magasabb szénatomszamu) vagy
toxikus (példaul poliaromds) komponensek koncentracidja. Emellett az is el6fordulhat, hogy az
emberi egészségre Aartalmas, betegség kivaltasara alkalmas (patogén) mikroszervezetek
veszélyes mértékben felszaporodnak.

2. Osztonés talajoltas: A talajbol izolalt ismeretlen faji Osszetételii, feltételezhetden
szénhidrogénbont6 mikroba populdciot bioreaktorban felszaporitjdk és tdpanyag-kiegészités,
valamint intenziv levegdztetés mellett visszajuttatjak a talajba. Ezt a folyamatot talajoltasnak,
mas néven inokuldldsnak nevezzilk. A modszer elénye az igen gyors &és nagymértékil
olajlebomlas, hatranya viszont a kiszdmithatatlan kozegészségligyi kockazat. Ennek oka az,
hogy a talaj szénhidrogén bontdé mikroszervezeteinek jelentds hanyada, - egyes vizsgalatok
szerint mintegy 20-70%-a - patogén illetve fakultativ patogén, igy elszaporitasuk és a talajba

torténd visszajuttatasuk kornyezetvédelmi és kdzegészségiigyi szempontbol elfogadhatatlan.
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3. Tudatos talajoltas (bioaugmentacid): Faj szinten identifikalt, kdzegészségiigyi szempontbodl

aggalyt nem keltd, ismert szénhidrogén-bontasi spektrummal rendelkezd mikroorganizmusokat

bioreaktorban felszaporitanak, majd a szennyezett talajba juttatjdk, tdpanyag-kiegészités és

levegbztetés mellett. Az eljaras eldnye egyrészt az, hogy a felhasznalt mikrobak minimalis

kockazatot jelentenek az eldallitokra, a felhasznalokra és a kornyezetre nézve. Masrészt a

szennyezd szénhidrogén spektruméhoz ¢és a karhely talajtani adottsagaihoz adaptalhato

oltbanyag allithato eld és hasznédlhato fel, ami a legtobb esetben garantdlja a kivant mértékii

lebomlédst. A moddszer hatranyaként a magasabb fejlesztési és oltdanyag-eldallitdsi koltség

emlithetO.

2.2.3. A komposztalas

A komposztalas olyan aerob eljaras, melynek soran mikroszervezetek altal végzett szervesanyag-

lebontds révén termogenezis zajlik, szerves ¢és szervetlen anyagok keletkezése mellett. A

metabolikus uton fejlesztett hd a komposzt matrixon beliil csapdazodik, mely a komposzt halom

jellegzetes homérséklet emelkedéséhez vezet (WILLIAMS ET AL., 1992). FOGARTY ES TUOVINEN

(1991) a komposztalds folyamatdban négy jellegzetes, homérséklethez kotott mikrobiologiai

szakaszt kiilonitett el: a mezofil, termofil, lehiilési és érési stadiumot. Mas szerzok leirdsa alapjan az

alabbi fazisok kiilonithetéek el (ALEXA ES DER, 2001):
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30 4

Mezofil

Termofil
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Mezofil

Poikilotherm

1
bevezetd

2

3
lebomlasi

5 8
atalakulasi

8

10
érési, felépilési

2.2. sz. abra: A komposztalas szakaszai

(ALEXA ES DER, 2001 nyoman)

1

mikroorganizmusok

bevezetd, lebomlasi, atalakulasi,
érési/felépiilési stadium (2.2. sz.
abra).

Az egyes fazisok hémérséklet-
valtozésa szoros Osszefiiggésben

van a mikrobidlis kozOsség

atalakuldsaval. A mezofil
mikroorganizmusok kezdeti
respiracios aktivitasanak
novekedése hémérséklet-

emelkedéshez vezet, mely késobb

szamuk csokkenését eredményezi.

Ezzel egyidejileg a termofil

szamaban

intenziv novekedés veszi kezdetét. A 45-65°C kozotti homérséklettel jellemezhetd termofil szakasz

soran zajlik a lebomlés és a biomassza képzddés; a hdmérsékleti maximum elérésekor ugynevezett

platd alakul ki, amely tobb napig vagy akar néhdny hétig is eltarthat és hozzajarul a

kozegészségiigyileg kifogastalan, jO mindségli komposzt termék eléréséhez (BENEDEK, 1990,

GERARDI AND ZIMMERMAN, 2005).
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E szakaszban a konnyen hozzaférhetd szerves szénforrasok csokkenésével a mikrobiologiai
aktivitas csokken. A mikroorganizmusok elkezdik a nehezen hozzéaférhetd lignin bontasat, melybdl
kés6bb a humuszanyagok épiilnek fel. Az utolso, érési/felépiilési szakasz soran a komposzt
hémérsékletének tovabbi csokkenése észlelhetd, illetve ekkor zajlik a mono-, di-, és triklor-fenol
vegyiiletek kondenzacidja, azaz a humuszképzddés. Az érésben elsésorban pszichrofil baktériumok,
ill. penészgombak jatszanak szerepet (STROM, 1985).

Néhany évtizeddel ezeldtt a biotechnologia és ezen beliil a komposztalasi eljarasok kore kozel
allt ahhoz, hogy elveszitse szerepét a szildrd halmazallapotu hulladékok kezelésében. Az aerob
komposztalasi folyamatok alkalmazisa sordn szembesiilni kellett a nem, vagy nehezen
biodegradalhaté hulladékok egyre nagyobb aranyt megjelenésével, mely rossz mindségi
végterméket eredményezett. Az elmult években azonban a biotechnologiai eljardsok 10j lendiiletet
nyertek és eszkoztaruk boviilésével mind nagyobb szerepet jatszanak az ipari és mezdgazdasagi
melléktermékek kezelésében, melynek révén a komposztalds is reneszanszat éli (Grommen &
Verstraete, 2002). A komposztalasi technologidk szennyezOanyaghoz, hulladékokhoz torténd
szakszerli adaptacidja révén ma mar ismeretekkel birunk a kdolaj-tipusi szénhidrogének,
monoaromas szénhidrogének, robbandanyagok, ugymint a 2,4,6-trinitrotoluol (TNT), klorfenolok,
peszticidek (pl.  2,4-diklér-fenoxiecetsav) és a  policiklusos aromas szénhidrogének
komposztalhatosagat illetden. Nagy érdeklodésre tart tovabba szamot a komposztalas, mint az
energiatermelést célzo eljarasok (hderomiivek, biogaz-termelé iizemek stb.) soran keletkezo
melléktermékek kezelésének lehetséges alternativaja.

A komposztalas, mint biodegradacids/bioremediacios eljaras szdmos technoldgiai Uton
megvalosithatd. Az in situ - on site modszerek mellett a szerves hulladékok, szennyezett foldtani
kozeg, szennyviz/szennyviziszap, ill. ipari melléktermék komposztalasa alapvetden nyitott és zart
rendszerben képzelhetd el, melyek kivitelezésiiktdl fiiggden eltéré mindségii/higiénizacids foka
végterméket, ill. intenzitdst garantilnak, valamint beruhdzasi és iizemeltetési koltségvonzatuk is
mas. Vilagszerte tobb, mint 50 kiilénbozé komposztalasi technoldgia van alkalmazasban (EPSTEIN,
2001). Az eurdpai orszagok (elsOsorban Ausztria €s Németorszag) altal elfogadott osztalyozasi
rendszer az aldbbi f6bb csoportokat kiiloniti el (ALEXA ES DER, 2001):

Minimalis beavatkozds — passziv rendszerek: passziv levegdztetésii komposzt halmok, melyekben
altalaban koriilbeliil egy év alatt késziil el a zomében ndvényi eredetii komposzt.

Forgatasos prizmakomposztalas: a homérsékleti és egyéb paraméterek folyamatos ellendrzése
mellett a prizmak tobbszori forgatason esnek at, melynek kovetkeztében 7-9 hét leforgésa alatt érett
komposztot nyerhetiink.

Levegoztetéses komposztalas: a prizmakomposztalashoz hasonld eljardas, mely 6-8 hét alatt

eredményez végterméket.
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Levegoztetéses-prizmakomposztaldassal kombinalva: levegdztetéssel és rendszeres atforgatassal 4-6
hét alatt zajlik le a technoldgiai folyamat.

Zart térben torténd komposztalas: 2-4 hét alatt keletkezik friss komposzt, melyet ezutan az
utdérlelési szakaszba helyeznek.

Az attekintett biotechnologiai és ezen beliill a bioremedidcios, ill. komposztalasi eljarasok
alkalmazasa soran kutatasi témam tiikrében célom elsOsorban az emlitett eljardsok lehetséges
kornyezetbiztonsagi veszélyforrasainak megismerése volt. A kockazatok attekintéséhez azonban
elengedhetetlen az alapveté kornyezetbiztonsdgi fogalmak definidldsa, melyre a tovéabbi

alfejezetekben keriil sor.

2.3. A KORNYEZETBIZTONSAG FOGALMA

Napjainkban egyre tobbszor hangzik el a kornyezetbiztonsag fogalma, mely az Eurodpai
Kozosség altal elfogadott definicio szerint "az Europai Kozosség azon képességét jelenti, hogy a
kérnyezeti eroforrdasok sziikossége és a kornyezeti karosodds elkeriilésével képes fejlodését
biztositani.” (FOLDI ES HALASzZ, 2009).

Egy masik definicid szerint: "A kérnyezetbiztonsag a mindenkori kérnyezetvédelem adott
dllapota, annak egyes elemei vonatkozasaban kiilon-kiilon és egyiittvéve. A Fold, a vizek, a levego,
a természetes és mesterséges kornyezetnek az emberekre, a tarsadalomra, az egész érintett élo- és
élettelen vilagra, valamennyi értékre gyakorolt negativ hatdssal szembeni védettségnek a
meértékében” (NAGY, 2001).

A kornyezetbiztonsdg hazai jelentdségét jelzi, hogy a NEMZETI KORNYEZETVEDELMI PROGRAM
(2003-2009.) Kornyezetbiztonsag Akcidprogramja, valamint a Nemzeti Fejlesztési Terv
Helyzetértékelési Fazisahoz késziild Kornyezet- és Természetvédelmi Fejezet (Egyeztetési anyag
Budapest, 2001. marcius 31.) kiilon foglalkozik a témaval €s az alabbi harom részteriiletet hatarozza
meg:

o Kornyezeti kockdzatok figyelembe vételének kiterjesztése a gazdalkodas szintjeire

¢ A multban bekdvetkezett karok kdrnyezeti hatdsainak elemzése €s felszamolasa

e Kornyezeti katasztrofa helyzetek és veszélyek azonositasa

Mais szerzO csoportositasa szerint a kornyezetbiztonsag témakorén beliil két nagy egység
kiilonithetd el (LANG, 2003):

e A természet sajat torvényszerliségeibdl kovetkezd események, mint példaul az arvizek, a
foldrengések, az erddtiizek, a tajfunok, a szokdarak,

e Az ugynevezett civilizacids problémak, amelyeket az emberi tevékenység okoz. A
civilizacidés kornyezeti problémak eredetiik szerint tovabbi harom szektorra bonthatdk:

gazdasagi, szallitasi ¢és tarsadalmi szektorokra.
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A definiciok sokféleségébdl lathatd, hogy e fogalom tartalmaban még nem alakult ki egységes
allaspont. Az eddig megjelent publikaciok tobbsége szerint a kornyezetbiztonsag a kdrnyezeti
vesz€lyforrdsok, a katasztrofidk, és az ezek ellen vald védekezés lehetdségeivel foglalkozik, ami
magaban hordozza a kornyezetszennyezések, a kornyezeti karok csokkentését és megeldzését,
vagyis a kornyezet védelmét is. A kornyezetbiztonsag megitélésének egyik fontos eleme tehat a
jol miikodoé kornyezetvédelem (LANG, 2003).

A kornyezetbiztonsag altalanos megfogalmazasként a kovetkezd definiciot fogadhatjuk el:

A kornyezetbiztonsag a kérnyezeti elemek védettségi dallapotanak mértékét fejezi ki az emberi
tevékenységek, az ember adltal miikédtetett miiszaki, technologiai folyamatokkal, rendszerekkel
szemben, ugyanakkor azt az allapotot jeleniti meg, amikor a természet, a kérnyezet sem kozvetleniil,
sem pedig az emberi tevékenységeken keresztiil nem veszélyezteti az embert, természetes és

mesterséges kornyezetét” (SZOBOSZLAY, 2003).

2.3.1. A biotechnolégiai folyamatok bioldgiai biztonsaga

A biotechnoldgiai mddszerek végrehajtasakor szdmos kdrnyezetbiztonsagi kétely meriilhet fel,
melyek megnyugtatd rendezése az adott eljaras alkalmazasat megelézden feltétleniil sziikséges.
Mivel a biotechnoldgiai folyamatokat szamos esetben é16 mikroszervezetek segitségével hajtjak
végre, ezért az ilyen technolégiak biologiai és kémiai biztonsagat elsésorban az alkalmazott
mikrobak tulajdonsagai hatarozzak meg.
Az adott tevékenység, ill. beavatkozéds lehetséges kornyezetbiztonsagi veszélyeit az emberi
egészségkockazat meghatarozasat célzd szempontrendszer szerint értékelhetjiik (NEMETH, 2004):
e Veszélyazonositas (veszélyforras, ill. a kivaltott negativ hatds azonositdsa)
e Expozici6 értékelése (kitettség mértéke)
o Dozis-valasz 6sszefiiggés (a kitett populacioban mérhetd vélasz)

e Kockazat azonositdsa (a veszély mértékének megallapitasa)

A biotechnologiai eljarasok soran felmeriild lehetséges kornyezetbiztonsdgi problémak

rendszerét a 2.3. sz. abra szemlélteti.
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A biof@t eljarasok ké"@iségi problémai

Kémiai biztonsag Biologiai biztonsag

A mikrobialis anyagcsere — Génmodositott szervezetek
kozti- és végtermékei
— Patogén mikroorganizmusok

példaul: toxikus, vagy rakkelté
komponensek

Technologiai segédanyagok Obligat Fakultativ
patogének patogének
példaul: hidrogén-peroxid,
kalium-permangandt —  Pseudomonas
aeruginosa

Technologia altal hatrahagyott, nem

. B b faiok
kezelhetd vegyi anyagok egyéb fajo

példaul: toxikus elemek

2.3. sz. abra: A biotechnologiai eljarasok kdrnyezetbiztonsagi problémai

A biotechnologiai eljarasok kémiai biztonsaganak vizsgélatanal a mikrobidlis anyagcsere kozti-

és végtermékei, a nem degradalhatd toxikus anyagok, valamint az esetlegesen felhasznalt

technologiai segédanyagok okozhatnak problémat.

A biologiai biztonsagot veszélyeztetd tényezOnek szamit a patogenitas, azaz a betegség

kivéltasanak képessége, mely tulajdonsag részletes ismertetésére az alabbi alfejezetben kertil sor.

2.3.1.1. Patogenitas

A patogenitas mindig korokozo és gazdaszervezet viszonyaban értelmezhetd; altalaban patogén

mikrobardl nem beszélhetlink. Az American Academy of Microbiology (AAM) allaspontja szerint a

human patogén mikroorganizmusok — genomikai, talélési, evolicids szempontbol — hdrom nagy

csoportba sorolhatéak (BUCKLEY, 2004):
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Obligat, vagy nyilvanvaléan patogének hagyomanyos megkdzelitésben (BIRO ET AL.,
2001) azok mikroorganizmusok, melyek nem csupan a legyengiilt immunrendszerii
személyeket, hanem az egészséges szervezetet is képesek megtdmadni. Csak a
gazdaszervezetiikben, vagy ezek sejt- €és szdvettenyészetében képesek életben maradni,
taptalajon nem tenyészthetok. Az AAM véleménye szerint e korokozok torzsfejlodése
egyértelmiien a betegség-kivaltd képességiik fokozddasanak iranyaba tart, hiszen terjedésiik

kizarolag gazdaszervezetek kozotti atadassal torténhet.



e Opportunista patogének, melyek egészséges szervezetet nem képesek megtdmadni, csak
olyat, amelyet valamilyen hajlamosito tényezd (prediszpozicid) kiilondsen érzékennyé tesz.
Ilyen prediszpozicid lehet példaul egy korabbi betegség miatt legyengiilt immunrendszer,
vagy barmilyen gyengiiltségi allapot, korelézmény is (BIRO ET AL., 2001). Taptalajon
tenyészthetdek és szaprofiton életciklusuk kovetkeztében szdmos esetben a kdrnyezetben is
megtaldlhatoak. Bar fennmaradasuk, talélésiik nem kotédik szorosan betegség-kivaltd
képességiikhoz, am esetilkben evolicids szempontbol ebbe az iranyba mutatdé nyomas
érvényesiil. E csoportba tartozik az altalunk is vizsgalt P. aeruginosa faj.

o Alkalomszeriien patogén mikroszervezetek, melyek az opportunista korokozdkhoz
hasonldan taptalajon tenyészthetdk, a természetben altalaban szaprofiton életciklusuk is van,
de betegséget is okoznak arra alkalmas, legyengiilt immunrendszerli személyekben.
Esetiikben a betegség kialakitdsa véletlenszerli és egyedi, a gazdaszervezetr6l at nem
terjednek, evolucids szempontbdl patogén tulajdonsaguk nem jelent szamukra elonyt.

infekciora lehetnek képesek. Kolonizacid esetében az elsdsorban a bdéron, vagy nyalkahartyan
megtelepedett mikroszervezetek jelenlétének €s szaporoddsanak nincsenek klinikai jelei, tiinetei, a
valaszreakcio hianyzik, vagy minimalis. Az infekci6 azonban rendszerint klinikai tiinetekkel jar;

tiinetek hidnyaban aszimptomatikus infekciorol beszélhetiink.
2.3.1.2. Virulencia

A virulencia a patogenitds mennyiségi kifejezésére szolgald elnevezés, melyet az
epidemioldgidban a mikroba altal keltett betegség morbiditasi és letalitdsi aranyaival, ill. a
terjedoképesség fokaval fejeziink ki (LosoNczy, 2001). A virulencia adott baktériumfajon beliil,
egyes torzsek kozott is eltérd lehet. A torzsek kozott ,,vadvirulens”, azaz egy fajon beliil a fajra
jellemzd tamadoképesség birtokaban levd torzstdl az ,,avirulens”, azaz timadoképességiiket teljesen
elvesztett baktériumtorzsig minden valtozat el6fordulhat. Szintén korokozo-mikroba sajatossag az
invazivitas, ami a mikrobak bizonyos szovetekbe valo behatolasi képessége. Jelentds tényezo lehet,
hogy adott mikroorganizmus milyen mennyiségben (sejtszamban) lehet képes betegséget kivaltani,
melynek mértékét az infektiv dozis fejezi ki. Toxicitasrol akkor beszéliink, ha a mikroba altal
termelt (altalaban nagy molekulaju, sokszor fehérje természetil), mérgezé hatdsu anyag (toxin)
karositja a gazdaszervezetet.

Az ismertetett tulajdonsdgok sokféleségébdl lathatjuk, hogy adott fajt képviseld torzs
virulencidjanak, azaz human-egészségiigyi kockdzatanak kijelentéséhez a faj besorolasanak
ismerete onmagaban nem elegendd. Elengedhetetlen, hogy a patogenitas tényleges kifejezédésének

képességét jelzd tulajdonsdgokat, Gn. virulencia faktorokat is vizsgalat ala vonjunk. Bakteridlis
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virulencia faktorok néven foglaljuk 6ssze azokat a szerkezeti elemeket, illetve baktériumok altal
kivalasztott termékeket, melyek lehetévé teszik, hogy a mikroorganizmus valamilyen modon
veszélyeztesse a gazdaszervezetet (WINN ET AL., 2006). Virulenciaért felelések lehetnek feliileti
faktorok (sejtfalkomponensek, sejtfalban illetve a sejt feliiletén talalhatd egyes poliszacharid- és
fehérjeantigének, burokanyagok, fimbriak), endotoxinok, ill. extracellularis enzimek, exotoxinok
(TUBOLY ET AL., 1998). Néhany virulencia faktor sejthez kotott, masok extracellularis uton fejtik ki
hatasukat.

A virulencidért felelés molekuldk extracelluldris térbe iranyuld szelektiv kivalasztasat,
transzportjat a baktériumsejtek valtozatos utvonalakon hajthatjak végre. A lehetséges szekrécids
utvonalak kozotti valasztast a fehérjék egyedi jellege hatarozza meg attdl fiiggden, hogy milyen
funkcidt toltenek be a kivélasztas helyszinén (SANDKVIST, 2001). Jelenlegi ismereteink szerint az
extracellularis térbe vald kivalasztasnak hat utvonala ismert, az I-VI. tipusu szekrécios rendszerek.
utvonalat hasznalnak: a II., illetve III. tipust szekrécids rendszert. A tovabbiakban ezek részletesebb
ismertetésére tériink ki.

A 1II. tipust szekréciés rendszert (T2SS) elsé izben a Klebsiella oxytoca esetében
azonositottak, de késobb szamos baktériumfaj, igy példaul a P. aeruginosa esetében is kimutatasra
keriilt. A kivalasztd apparatus funkcioi jelenleg kevéssé ismertek. Toxinok esetében a kivalasztas
modja az aldbbiak szerint zajlik: egy altalanos szekrécids utvonal segitségével (Sec-ut) a toxin
alegységek atjutnak a belsé membranon, majd a periplazmatikus térben Osszeszerelddnek. Végiil a
tobb alegységes toxin a szdmos fehérjébdl felépiild Il-es tipusu szekrécids rendszer (Eps-2)
segitségével atjut a kiils6 membranon és megjelenik az extracellularis térben. A II. tipusu
kivalasztasi utvonal tipikusan olyan mikroorganizmusokra jellemz6, amelyek képesek feliileti
kolonizécidra és biofilm képzésre.

A IIL. tipust szekrécios rendszer (TTSS) felépitésében homoldg a bakteridlis flagellummal.
Molekularis ,,fecskend6”, melynek segitségével egyes fajok (pl. Salmonella, Shigella, Yersinia,
Vibrio, Pseudomonas nemzetség tagjai) képesek kozvetleniil a gazdasejtbe juttatni az altaluk
kivélasztott anyagokat. A folyamat sordn a baktériumsejt a sejtkdzotti jaratokban a gazdasejthez
tapad. A korokozo patogenitasért felelds génjei aktivalodnak, kiépitik a III. tipust gén-produktum
szallitasi rendszert. Ezen keresztiil juttatja at a baktérium a kivalasztott sejtbe a kérokozasért felels
génterméket, fehérjéket. Az atjuttatott termékek hatasara a sejtben fiziologiai valtozasok indulnak
meg, a baktériumsejt jelenléte tovabb nem sziikséges (BURNS ET AL, 2003).

Napjainkban a molekularis genetikai mddszerek térhoditasaval a kutatdsok a teljes mikroszervezet

vizsgalatardl adott gén, ill. génszakasz elemzésére tértek at: egy virulencia gén egyszerti, PCR alapt
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meghatarozasa elvezethet adott baktériumtorzs patogenitasi potencialjanak megallapitasahoz (DE

REUSE AND BERESWILL, 2009).

2.3.2. A bioremediacios eljarasok kornyezetbiztonsaga

A bioremedidcios eljarasok kémiai biztonsaganak vizsgalatanal a mikrobidlis anyagcsere kozti-
¢s végtermékei, valamint a felhasznalt technoldgiai segédanyagok okozhatnak problémat. A
biolégiai biztonsagot veszélyeztetd tényezOnek szadmit a betegség kivaltasara képes
mikroorganizmusok megjelenése, felszaporodasa. A szénhidrogén tipusu kornyezetszennyezések
altal érintett karhelyek specialis, extrém éldhelyet jelentenek a foldtani kdzeg €s a felszin alatti viz
mikrobiotajat alkoté mikroszervezetek szamara, hiszen a szennyezOanyagok jelenléte a kozosség
tagjaira szelekcios nyomadst fejt ki. Ennek hatdsara szakirodalmi adatok alapjan a kdolaj
szarmazékokkal szennyezett karhelyeken a mikrobidlis kozdsség diverzitdsa csokken, mellyel
egyidejlileg a kimutathatd és tenyészthetdé mikroorganizmusok sejtszdma magasabb, mint a
kontrollként vizsgalt, nem szennyezett kozegben (SAUL et al. 2005). Az adaptacidra képes
mikroszervezetek tehat a mikrobidlis 6koszisztémaban képesek lehetnek a foldtani kozeg, illetve
felszin alatti viz mikrobak6zdsségeinek dominans tagjaiva valni.

Az Okoszisztéma természetes egyensulyanak drasztikus eltolodasat a spontan médon lezajld
valtozasok mellett a kiilonb6z6 karmentesitési eljarasok is befolyasoljak, melyek révén az adott
teriilet mikrobiotdja tovabbi atalakulasokon mehet keresztiil (SZOBOSZLAY et al. 2002a). A patogén
mikroorganizmusok jelen lehetnek és akéar tomegesen felszaporodhatnak az autochton (eredeti)
mikrobiota tagjaként, illetve a biotechnoldgiai beavatkozas keretében kijuttatott (allochton)
populacié elemeként is megjelenhetnek. Ennek magyarazata abban a tényben kereshetd, hogy egy
korabbi Osszevetés szerint a szénhidrogénbontasban leggyakrabban résztvevd baktériumok, illetve
aktinomicétdk 11 nemzetségének (Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Pseudomonas és Vibrio;
LEAHY AND COLWELL, 1990) 301 faja koziil 69 (23%) mindsiilt a veliikk érintkezésbe Kkeriilé
emberek egészségre veszélyesnek, tehat patogénnek (CLAUS, 1992; SZOBOSZLAY ET AL., 2002b).

A hazai jogi szabalyozas [16/2002 (IV.10.) EUM. rendelet] eldirja, hogy mikrobiologiai
készitmény nem tartalmazhat human-, allat-, illetve ndvényegészségiigyi szempontbol karos,
fert6z6 mikroszervezeteket, am a nemzetkozi jogszabalyi hattér nem minden esetben koveti ezt a
példat. A jogszabalyi eldirasok betartasa és a legnagyobb eldvigyazatossag mellett is el6fordulhat
tovabba, hogy a szénhidrogénbontdsra képes mikroszervezetek kozott spontdn modon
felszaporodnak human patogén mikroorganizmusok, mint példaul a vizsgéalatunk szempontjabol

jelentds P. aeruginosa faj.
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2.3.3. A komposztalas kornyezetbiztonsaga

A komposztalds folyamatat és a végtermék mindségét szamos kémiai és biologiai faktor
veszélyezteti, mint példaul a toxikus fémek megjelenése (AMLINGER AND LUDWIG-BOLTZMANN,
1996), ill. a patogén mikroorganizmusok jelentette kockdzat (PIETRONAVE ET AL., 2004). A
komposzt mintak szamos human-, allat-, és novénypatogén szervezetet tartalmazhatnak, beleértve
baktériumokat, virusokat, gombakat, véglényeket ¢és bélférgeket. A betegség kivaltdsara képes
organizmusok komposztdlds esetében jellemzé modon az alkalmazott nyersanyagokbol
szarmaztathat6ak, mint a telepiilési szilard hulladék és szennyviziszap (DEPORTES ET AL., 1998),
tragya (SOBSEY ET AL., 2001), vagy a kerti nyesedék (PIETRONAVE ET AL., 2004). Az utébbi néhany
évben lendiiletet nyert biogdz alapi energiatermelésbdl szarmazo, ill. héerdmiivi melléktermékek,
mint komposztalasi nyersanyagok tulajdonséagairdl, kémiai, ill. biologiai paramétereirdl (pl. patogén
mikroorganizmusok jelenléte) jelenleg elenyészd ismeretekkel rendelkeziink.

Szaprotrof életciklusuknak koszonhetéen a 2.3.1.1. alfejezetben definidlt opportunista
korokozé mikroorganizmusok képesek lehetnek a gazdaszervezeten kiviili fennmaradasra, ill.
replikdciora, igy a komposztalas bioldgiai biztonsdganak megitélésében is nagyobb jelentdséggel
birhatnak, mint az obligat korokozok. A komposztalas egyik f6 feladata ezen patogén szervezetek
szamanak csokkentése a biztonsagos végtermék elérése érdekében. A patogén mikroorganizmusok
jellemzéen mezofil mikroszervezetek, igy elsdsorban a komposztaldsi technologia soran eldirt
id6tartammal és homérséklettel jellemezhetd, 2.2.3. alfejezetben ismertetett termofil szakasz szolgél
eliminalasukra (GERARDI AND ZIMMERMAN, 2005). Az Egyesiilt Allamok Koérnyezetvédelmi
Hivatala, specifikdcidja szerint a patogénektdl mentes, biztonsagos végtermék elérésé¢hez legalabb
harom napon keresztiil 55°C hémérséklet biztositasa sziikséges a komposztalas soran (USEPA,
1994b). Tudomanyos kisérletekkel igazolt, hogy a helyesen kivitelezett komposztalasi technologia
eredményeként a human-, allat-, és novénypatogén szervezetek visszaszorulnak (RUSS AND YANKO,
1981). Ugyanakkor a komposzt halom inhomogenitdsa a prizman beliilli hémérséklet
kiilonbségekhez vezethet, melynek kovetkeztében a higiénizacidhoz sziikséges minimalis
hoémérséklet nem garantalhatd a teljes komposzt halomban (NEMEROW ET AL., 2008). A mezofil
patogének tulélése ugyanakkor a komposztban 1évd, alacsonyabb hdmérséklettel jellemezhetd
mikro-niche-ek hidnydban, termofil (50-70°C kozotti) kornyezetben is lehetséges. Laboratoriumi
vizsgalatok alapjan prominens mezofil korokozok, mint az Escherichia coli, Serratia marcesens,
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus gallarium, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas  aeruginosa, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas alcaligenes,
Acinetobacter genospecies és az Alcaligenes fecalis ssp. fecalis is igazoltan képesek lehetnek a
60°C feletti homérséklet tulélésére, termofil mutans sejtvonalaik segitségével (DROFFNER ET AL.,

1995). Az emlitett tényezdk figyelembe vételével, tovabba annak ismeretében, hogy a mezofil
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mikroszervezetek a komposztalas lehtilési, ill. érési stddiumaban érik el novekedési potencidljuk
maximumat megallapithato, hogy a mezofil patogének, mint a kész komposzt termék mindségét
veszélyezteté agensek, jelen ismereteink szerint nem zarhatoak ki.

Az esetlegesen korokozokat tartalmazo komposzt talajjavitasra torténd alkalmazéasa egyben azt is
jelenti, hogy a komposzt altal kozvetitett patogén mikroorganizmusok a talaj homeosztatikus
koriilményeinek kitéve a bennsziildtt mikrobiotaval is kompeticidra kényszeriilnek (dE BERTOLDI ET
AL., 1988), mely feltételek szdmuk csokkenéséhez vezethetnek. Azonban e koriilmények
figyelembe vételével sem jelenthetjiik ki a kornyezetegészségiigyi kockdzat megsziinését, hiszen
még mindig fennall annak a lehet6sége, hogy az adott teriileten szennyezddott foldtani kozeg,
felszin alatti viz, ill. a termesztett novényzet révén e korokozok érintkezésbe keriilhetnek a

gazdaszervezetekkel (DE BERTOLDI ET AL., 1988).

2.4. A PATOGEN MIKROORGANIZMUSOK MEGITELESE A BIOTECHNOLOGIAI ELJARASOK

ALKALMAZASA SORAN

RICHMOND (2008) okfejtését kovetve a biotechnologiai folyamatok keretében a patogén
mikroorganizmusok alkalmazasa ,.kétéli fegyver”: ezek a természetes kdrnyezetben is megtalalhato
mikroszervezetek szamos esetben laboratériumban konnyen tenyészthetdek, igy valtozatos
alkalmazasi lehet6séget biztositanak a kornyezeti biotechnologia szamara. Biotechnologiai
alkalmazasuk lehet példaul a korokozok és kartevok elleni bioldgiai védekezés, illetve a
kornyezetbe keriilt xenobiotikumok, novényvéddszerek, antibiotikumok stb. eliminéalasa, mellyel
hozzdjarulhatnak a tiszta, egészséges kornyezethez. A ndvények, a legtobb allat, ill. az ember
esetében azonban arra hajlamositd tényezOk kozremiikodésével a korokozok felbukkandsa
megbetegedéshez vezethet (JONES, 2006). Komoly figyelmet kell tehat forditani a patogének
véletlen, illetve szandékos biotechnoldgiai alkalmazasara, hiszen mobilitasuk, nem célszervezetekre
gyakorolt hatasuk, ill. perzisztenciajuk révén (HEIKKI, 2003) sulyos kornyezetegészségiigyi
problémakhoz vezethetnek, beleértve a human egészségiigyi, Okologiai stabilitasra, ill.
biodiverzitasra gyakorolt hatdsokat.

Az aldbbi szempontrendszer a Burkholderia cepacia példajan keresztiil tekinti at a
mikroorganizmusok biotechnoldgiai eljarasok soran kockazati tényezének szamito
tulajdonsagait (HOLMES ET AL., 1998 nyoman):

e ismert human patogén korokozo, mely jarvanyok kitdréséért is igazoltan felelds,

e széles korben elterjedt, konnyen atviheto faj,

e szamos antibiotikumra egyidejiien rezisztens (multirezisztens),

e garantaltan biztonsagos, biotechnoldgiai célra kockazat nélkiil alkalmazhaté torzs kivalasztasa

a jelenleg rendelkezésre 4ll6 fenotipusos és genotipusos modszerekkel nem lehetséges,
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e cepidemioldgiai és filogenetikai kutatdsok alapjan a konnyen atvihetd torzsek véletlenszertien
bukkannak fel, mely a faj mutaciora és adaptaciora vald hajlamat erdsiti,
e nagyméretll, komplex genommal rendelkezik.

E feltételek mindegyike teljesiil az altalunk vizsgalt P. aeruginosa faj esetében, ahogyan azt
a faj részletes ismertetését célzo 2.6. alfejezetben ismertetjiik.

A kornyezetiinkben €16 fertdzoképes mikroszervezetek jelentdségét jelzi, hogy az elmult
években drasztikusan emelkedett azon esetek szama, melyekben ismert klinikai el6zmény, vagy
prediszpozicié nélkiill, a kozosségben szerzett P. aeruginosa fert6zés utjan alakult ki
megbetegedés (ARANCIBIA ET AL., 2002). E virulens torzsek eredete azonban rendkiviil ritkan
tisztazhaté. A rendelkezésre all6 informaciok alapjan bioremediacids alkalmazasban 1évo
mikroszervezetet nem, komposzt eredetli mikroorganizmust pedig csupéan egy alkalommal (BOLLEN
AND VOLKER, 1996) azonositottak, mint konkrét megbetegedésért felelés korokozot; utobbi esetben

ndvény-patogén korokozo keriilt kimutatasra.

2.5. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA

A patogén ¢és esetlegesen igazoltan virulens mikroszervezetek jelentette kornyezeti kockazat
tovabb fokozodik az antibiotikum rezisztencia problematikdjaval, mely szdmos mikroszervezetre
jellemzd tulajdonsag. Az egyes baktérium-speciesek kiilonb6zo mértékben érzékenyek az
antibiotikumokra; akar azonos fajt képviseld torzsek kozott, akar egy baktériumpopulacio
variansainak az esetében tapasztalt antibiotikum-érzékenység is eltérd lehet.

Az az észlelés, hogy a baktériumok ellenalloképesek tudnak lenni az antibiotikumokkal
szemben, gyakorlatilag egyidés az antimikrobidlis terapidval. Mar Fleming maga is észlelt
penicillinre rezisztens Staphylococcus aureus torzseket. A versenyfutds a gyogyszerfejlesztés és a
baktériumok kozott azota is tart és feltehetben még sokdig folytatddik, mikdzben hol az
antibiotikumok, hol a baktériumok jutnak elényh6z (LUDWIG, 2001).

A bakteridlis rezisztencia valgjadban nem mas, mint a mikroorganizmusok populacidiban
bekovetkez0 olyan valtozas, amit a valtoz6 kornyezeti viszonyokhoz valé "alkalmazkodas"
kényszere indukal. Az antibiotikumok alkalmazéasa valdjaban csak szelektal: elpusztitva a gyengét,
teret kinal a baktériumpopulacidban jelenlevd rezisztens egyedek szaporodasdhoz. Az antibiotikum-
rezisztencia terjedése, fokozodasa igy az antimikrobialis szerek egyik mellékhatasanak is tekintheto.

A rezisztencia kialakuldsa és az egyes antibiotikumok alkalmazasa kozti kapcsolat igen
bonyolult, baktérium-fajonként és antibiotikumonként valtozik; az 6sszefiiggés tobbnyire komplex,
nem egyszeriien linedris. Az utdbbi évtizedek felismerése, hogy az antibiotikum multirezisztencia
globalis és foldrajzilag nem izolalhat6 jelenség, amely alig kezelhetd orvosi problémat és emellett

egyre novekvo gazdasagi terhet is jelent (LUDWIG, 2001).
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2.5.1. Antibiotikum rezisztencia mechanizmusok

A baktériumok tobbféle modon képesek védekezni az antibiotikumok tdmadasaval szemben, és
egyre ujabb mechanizmusokkal lepnek meg benniinket. A rezisztenssé valdsnak azonban bioldgiai
ara van: a rezisztens tOrzsek gyakran kevésbé életképesek (ANDERSON, 1999) néha kevésbé
virulensek (ARRUDA ET AL., 1999).

Azokat a baktérium-izoldtumokat, amelyek egyidejlileg legalabb 2 vagy tobb kiilonbdzo
hatéanyagcsoportba tartoz6é antibiotikummal szemben rezisztensek tobbszordsen rezisztens
(multirezisztens, hiperrezisztens, panrezisztens) torzseknek tekintjiik (DRAGHI ET AL., 2006).
Ezek a torzsek, rendelkezhetnek olyan rezisztencia-mechanizmussal, mint példaul az efflux-
mechanizmus, vagy a sejtfal szerkezetének megvaltozasa, amely tobb antibiotikum-csoportot is
érint. Multirezisztens torzsek eléfordulnak tobbek kozott a Pseudomonas genuson beliil, az
Acinetobacter fajok kozt, valamint a Klebsiella-Enterobacter-Serratia csoportban (BARCS, 2001).

A baktériumok legismertebb rezisztencia mechanizmusai (BORVENDEG ES VARADI, 2002;
GRABER ES LUDWIG, 2002) a kovetkezok:

e Természetes rezisztenciarél besz¢link akkor, ha egy baktérium genetikailag determinalt
moédon nem érzékeny egy antibiotikumra (pl. a Gram-negativ baktériumok a vancomycin-re);

e Primer rezisztencia, ha adott speciesen beliil egyes torzsek érzékenysége eltérd (pl. E. coli
torzsek valtozo érzékenysége a tetracyclin-nel szemben);

e Misodlagos rezisztencia esetében az ellendlloképesség 1étrejohet a  baktériumok
riboszomajaban, valamint anyagcsere-folyamataikat irdnyitdé ¢és végrehajté fehérjéiben
bekdvetkezé mutacid atjan (1:10° és 1:10" gyakorisaggal rezisztens mutéans keletkezik);

e Szerzett rezisztencia esetén a baktériumtorzsek mas egyedben mar miikddé rezisztencia
mechanizmust kodoldo gén megszerzése kovetkeztében (horizontdlis génatvitel) valnak
rezisztenssé az antibiotikumokkal szemben. Szerzett rezisztencia esetén tobbféle védekezési
mechanizmusrol beszélhetiink:

1. Enzimtermelésen alapuld rezisztencia: Egy baktériumpopulacié képessé valik olyan
enzim termelésére, amely egy vagy tobb antibiotikum szerkezetét megvaltoztatja, igy
hatastalannd teszi, inaktivalja (pl. béta-laktamdzok). Lehet konstitutiv, azaz permanensen
termelédd enzimeknek koszonhetd, és indukalhatd, amikor az enzim valamely
szubsztratja szabaditja fel az inaktivalo enzim termelését a gatlas alol (BARCS, 2001).

2. Célstruktura megvaltozasa: Az antibiotikumok kotddésére alkalmas  hely
megvaltoztatasdval a gyodgyszer affinitasa, kotddésének erdssége jelentdsen csokken,
hatdsa gyengiil, vagy akar teljesen el is veszhet. Ilyen szerkezeti véltozast okozhat akar

egyetlen aminosav kicserélddése a célstrukturaban.
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3. Permeabilitis megvaltoztatasa: A baktériumok az antibiotikumok tadmadaspontjaban
megvaltoztatjak sejtfal-szerkezetiiket tigy, hogy eredeti feladatukat képesek ellatni, de az
antibiotikumok nem tudnak kapcsolddni hozzajuk, hatéanyaguk nem képes a sejtbe jutni.

4. Efflux-mechanizmus: A baktériumsejt kipumpalja az antibakterialis szert, igy a sejten
beliil nem jon létre a hatashoz sziikséges antibiotikum-koncentracio.

A rezisztencia tipusok sok egyéb szempont alapjan is osztalyozhatdak, példaul a bontéenzimek
szubsztrat-specifitasa szerint, vagy, hogy hol van tirolva a baktériumsejtben a rezisztenciira

vonatkoz6 informacio.
2.5.2. Antibiotikum rezisztencia a kornyezetben

Az Europai Kozosség altal kiadott beszamold szerint (OPINION OF THE SCIENTIFIC STEERING
COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL RESISTANCE, 1999) az antimikrobidlis rezisztencia a kdrnyezetben
is széles korben elterjedt. A rezisztens baktériumok izolalhatoak szarazfoldi és tengerparti vizekbol,
valamint a talajbol és ndvényekbdl. Az 1980-90-es évben a felszini és felszin alatti vizekben és a
talajokban élo, rezisztencia géneket hordozo baktériumtorzsek aranya 10-46%-ra nétt; ez az
arany szennyvizek esetében 76% volt.

A kornyezeti antibiotikum rezisztencia jelenségének egyik lehetséges oka, hogy
kornyezetiinkben, felszini és felszin alatti vizeinkben, illetve a foldtani kozegben az utdbbi években
szamos esetben azonositottak kimutathato ¢és olykor jelentés mennyiségli antibiotikum
maradékanyagot, mely szelekciés nyomast fejthet ki a mikroszervezetekre nézve €s szamos
rezisztencia-mechanizmus kifejlédéséhez vezethet. Az antibiotikumok lehetséges kornyezeti
forrasai az aldbbiak lehetnek:

e Lakossagi antibiotikum-hasznalat: Az antibiotikumok nagy része valtozatlanul iiriil az
emberi szervezetbdl (HIRSCH et al., 1999), igy megjelenhet a szennyvizben (Venglovsky et
al., 2009). Szamos antibiotikum meglehetdsen ellenalld a lebontasi folyamatokkal szemben
(AL-AHMAD et al., 1999); még a szennyviztisztitok is csak 60-90%-os hatékonysaggal
képesek eliminalni ezeket a komponenseket. Az antibiotikum terhelés a bioldgiai
szennyviztisztitok mikrobiotdjat is karosithatja, igy mas anyagok tisztitdsanak hatasfokat is
csokkenheti (Lock, 1999). Jelentds mennyiségben adszorbedlodnak a szennyviziszap
részecskéihez, igy anaerob koriilmények kozt kevésbé bomlanak, mint a vizben, ahol
napsugarzas hatasara is degradalodnak (HAMSCHER et al., 2002).

e Mezbégazdasagi antibiotikum-hasznalat: A kornyezet antibiotikum-terheléshez az
allattartdsban felhasznalt, nagy mennyiségli antibiotikum is hozzajarul (AL-AHMAD et al.,
1999), mely jelentds ardnyban megjelenhet az allattartasbol szarmazo tragyaban (TERNES,

1998). Tudomanyos kisérletek alapjan a komposztalas alkalmas lehet egyes antibiotikum
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crer

adott készitmény kémiai szerkezetétdl; tobb esetben nem tapasztaltak mérhetd koncentracio-
csokkenést (DOLLIVER ET AL., 2008).

e GMO szervezetek: Napjaink ujkeletli kihivasa a genetikailag moddositott szervezetek
alkalmazésa és az ebbdl eredd kornyezeti kockazatok. Genetikailag modositott szervezetek
esetében ugyanis jellemz6 az antibiotikum rezisztencia marker gének alkalmazésa, melyek
kornyezeti és human-egészségiigyi vonatkozasai az antibiotikum rezisztencia terjedése
tekintetében jelenleg is tudoményos vitdk targyat képezik (OPINION OF THE SCIENTIFIC
PANEL ON GENETICALLY MODIFIED ORGANISMS, 2004).

A kornyezeti antibiotikum-rezisztencia jelentéségének felismerése 2006. januar 1-tl kozosségi
szintli dontéshez vezetett: az Eurdpai Unid korlatozta az antibiotikum jellegli takarmanykiegészit6k
(kivéve kokcidiosztatikumok ¢€s hisztomonosztatikumok) alkalmazasat és eltavolitotta azokat az
engedélyezett készitmények Kozdsségi Nyilvantartdsabol (CASTANON, 2007).

Az antibiotikum hatéanyagok kornyezeti megjelenéséhez torténd adaptacio jele, hogy egyes
talajlak6 mikroszervezetek (mint a Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia) olyan enzimek
termeléséért felelos génszakaszokat hordoznak, melyek segitségével képesek lehetnek antibiotikum-
hatéanyagokat szén- és nitrogénforrasként hasznositani, igy semlegesitve azokat (JOHNSEN, 1977;
BECKMAN AND9 LESSIE, 1979).

Az antibiotikum hatéanyagok altal kivaltott szelekcidos nyomas mellett a kornyezetben
ugyanakkor szamos egy¢éb tényez0 (sugarzas, szennyezes) indukalhatja az antibiotikum rezisztencia
megjelenését, bar az ezt megalapozo keresztrezisztencia folyamata még feltaratlan (ALLEN ET AL.,
2010). Figyelemre méltd tovabba, hogy az olyan univerzalis rezisztencia mechanizmusok, mint az
aktiv efflux pumpa talmiikodése egyes toxikus szennyezdanyagok jelenlétében is aktivalédhat maga
utan vonva ezzel az antibiotikum rezisztencia egyidejii fokozodasat (POOLE, 2005). Azonban a
lehetséges kornyezeti folyamatokat attekintd publikdcié sem tartalmaz adatot a P. aeruginosa

kornyezeti torzseinek antibiotikum rezisztenciajara vonatkozdan (ALLEN ET AL., 2010).
2.5.3. Az antibiotikum rezisztencia értékelésének lehetdoségei

Jelen dolgozat keretében az egyes baktérium torzsek antibiotikum-érzékenységét a CLSI
(Clinical Standards Laboratory Institute USA), kordbbi elnevezése szerint NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) nemzetkozileg elfogadott ajanlasai alapjan
végeztiikk. A rezisztencia meghatirozdsara azonban mas standardok eldirdsait is lehet alkalmazni,
példaul a DIN (Német Ipari Standardok), vagy ICS (Nemzetkozi Standardizacids Bizottsag)

metodikdjat. Németorszagban a mikrobiologiai vizsgalatok soran végzett teszteljarasokra és az
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érzékenység/rezisztencia hatarértékeinek megallapitasara a DIN 58940 iranyelvei (DIN 58940-1:
2002; DIN 58940-31:2007) vonatkoznak.

Sziikségesnek tartom megemliteni az antibiotikum-rezisztencia profil fogalmat, mely azon
vizsgalt szerek felsoroldsa, melyekre az adott torzs rezisztens. Ennél tobb informacidt nyujt a
rezisztencia szamszeri értékelése, azaz a Minimalis Gatlo Koncentraci6 (MIC — Minimal
Inhibitory Concentration) értékek megallapitdsa (KEMME et al., 1997). A MIC az a standard
koriilmények kozott, in vitro meghatarozott minimalis antibiotikum koncentracid, amivel a vizsgalt
baktérium torzs meghatdrozott mennyiségének szaporodasat gatolni lehet. A hatékony antibiotikum
terapia alapfeltétele, hogy a terapia soran, az infekcio helyén az adott antibiotikum koncentracioja
meghaladja a baktérium MIC értékét. Ennek a folyamatnak, azaz a gyogyszerek szervezeten beliili
felszivodasanak, eloszlasanak, kotodésének, metabolizmusanak és kitiriilésének teoretikus
Osszefliggéseivel foglalkozik a farmakokinetika tudomanyteriilete (MAGYAR, 2004).

A molekularis genetikai eszkozok fejlodésével napjainkban mind nagyobb hangsulyt kap az
antibiotikum rezisztenciaért felelés gének azonositasa, mely ismert rezisztencia gének PCR alap
kimutatdsa mellett a funkciondlis metagenomika irdnyaban nyit 0j lehetdségeket (ALLEN ET AL.,
2010).

Mivel az alkalmazhatd értékelési modok mindegyikét mas-mas faktorok alapjan alakitottak ki,
érthetd, hogy ugyanazon tdrzsre elvégzett vizsgdlatok soran a hasznalt modszertdl fliggéen
orszagonként és laboratériumonként mas-més eredmények sziilethetnek (BAQUERO, 1990). A
nemzetkdzi egyetértés a mai napig nem sziiletett meg a standardok egyeztetését illetéen. A hazai és
nemzetk6zi ajanldsok alapjan az optimalis az lenne, ha minden esetben MIC meghatarozas
torténhetne (BARCS, 2001, BLOCK, 2001), igy kutatomunkank soran mi is ezt a szempontot vettiik

alapul.

2.6. A P. AERUGINOSA BAKTERIUMFAJ BEMUTATASA

2.6.1. Altalanos jellemzés

A Pseudomonas nemzetség tagjai tobbnyire fakultativ aerobok, polaris flagellumokkal
mozognak, egyenes, vagy enyhén gorbiilt alakuak. Valtozatos anyagcsereutjaik és széles spektrumu
katabolitikus potencidljuk révén szinte valamennyi elem anyagforgalmaban részt vesznek, mind
aerob, mind anaerob koriilmények kozott (STOVER ET AL., 2000). Tébbségiik, mint a P. aeruginosa
kemoorganotrofok, sokféle szerves anyag lebontdsdra képesek, emiatt jelentOsek a
mineralizacioban. A P. aeruginosa fajt a szakirodalomban elészor a francia Carle Gessard irta le
(GESSARD, 1882). Els6 elnevezése (Bacillus pyocyaneus) két {6 tulajdonsagara utal: palcika alaka
formdjara, valamint az ugynevezett ,kék gennykeltd” tulajdonségara, amelyet a torzsek tobb mint

fele altal termelt piocianin nevii pigment okoz.
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Jelenlegi, pontos taxonomiai besoroldsa a kovetkezd (HTTPI; Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology, GARRITY ET AL., 2001):

Prokariotak
Domén: Bacteria
Torzs: Proteobacteria
Osztaly: Gammaproteobacteria
Rend: Pseudomonadales

Csalad: Pseudomonadaceae
Genusz: Pseudomonas
Faj: Pseudomonas aeruginosa

2.6.1.1. Morfologia

A P. aeruginosa Gram-negativ, nem fermentalo,
fakultativ aerob baktérium. Sejtjei 0,5-0,6x1,5 pm
méretiiek, palca alakuak; egyesével, parosaval, vagy
rovid lancokka dsszekapcsolddva fordulnak eld (2.4. sz.
abra), 1-3 polarisan elhelyezkedd monotrich flagellumok
segitségével Onalldo mozgasra képesek. Valodi tokja
nincsen, &m mucoid jellegli torzsei esetében a sejtek -
1-4  kotddési D-mannuronsav  és  L-glukuronsav
monomerjeibdl felépiild alginat tokkal rendelkeznek
(LINKER AND JONES, 1966).

7,0-8,5 pH érték mellett széles homérsékleti
tartomanyban (5-42°C) szaporodik, hdéoptimuma 37°C
(SzaBO, 1989). Az 0Osszes szokvanyos téaptalajon
¢letképes, novekedését illetéen igénytelen;
tapanyagigénye annyira minimalis, hogy akar a tiszta
vizben is képes kolonizalodni. Agaron nagy,
szabalytalan lapos, sima felszinli, lagy, kékessziirke
telepeket képez sotétebb kozéppel, attetszd szélekkel. A
telepek nem pigmentéaltak, de a baktériumokbdl a
taptalajba bediffundald pigmentek hatasdra a kolonidk
kornyéke sargaszolden diffuzan elszinezdédik (lasd: 2.5.

sz. dbra), valamint jellegzetesen trimetil-amin szagq.

2.6.1.2. Jellemzo tulajdonsagai

2.4. sz. abra: A Pseudomonas
aeruginosa fénymikroszkdpos képe; karbol-
fukszinos festés; 630x nagyitas (Szabo G.
és a szerzo felvétele, 2009)

2.5. sz. abra: A P. aeruginosa telepképe
BBL-TSA agaron (a szerzé felvétele, 2010)
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Hoével dezinficiensekkel, gyogyszerekkel szemben meglehetdsen ellendllo (MADIGAN, 2000).
Termofil tulajdonsaga révén a melegvérii allatokban €és az emberben is jol szaporodik. Gyakran a
normalis emberi testflordba is beépiil; a kolonizaltsagi arany 2-24% is lehet, amely a korhazi
populécioban sokkal nagyobb, mint az atlagos lakossag korében: sokszor meghaladja az 50%-ot is
(MORRISON AND WENZEL, 1984).

O- és H-antigénjei alapjan 15 szero7csoportba sorolhatd; nozokomialis (korhéazi) infekcidkban az
O:11, valamint kisebb mértékben az O:4 és O:6 szerocsoporti torzsek fordulnak eld; a tobbi
szerocsoport fertdzést ritkdn okoz (FARMER ET AL., 1982).

Metabolitjai kozil kiilondsen mar emlitett pigmentjei jellegzetesek: a kék piocianin (amely
vizben ¢és kloroformban egyarant oldodik), a sargaszold, csak vizben old6do fluoreszcein és a
pirorubin. Ugyancsak fontos metabolitjai a proteindzok, a hemolizozim és az exotoxin (BELADI ET
AL., 1983).

A P. aeruginosa mucoid (mucint termeld) torzsei képesek a bakterialis sejtfal koriil egy un.
matrixot (biofilmet) képezni, amely a baktériumsejt térben kiterjedt aggregatumait, bevonatait
védd exopoliszacharid réteg. Ez a mechanizmus segiti a baktérium természetben és mesterséges
kornyezetben (pl. katéterekben, ipari csdvezetékekben stb.) valo talélését. A kialakult biofilm
hatékony védelmet nyajt a kedvezdtlen korilmények, a kdrnyezeti valtozasok, pl. kiszaradas,
tapanyaghiany, UV sugérzas (ELASRI AND MILLER, 1999) ellen, valamint ellenallova teszi a sejteket

az antibiotikumokkal (ELKINS ET AL., 1999) ¢és a szervezet immunmechanizmusaival szemben.

2.6.2. A P. aeruginosa a kornyezetben

A P. aeruginosa ubikviter mikroszervezet; megtalalhat6 a talajban, a vizekben, a novényekben,
allatokban és az emberben is. A talajban ¢éldsejt-szama altaldban nem éri el a fertézési kockazat
szintjét; a kornyezetbdl vald kitenyészthetdségi gyakorisaga alacsony (GROBE ET AL., 1995). Az
USA-ban (Dél-Karolina) végzett vizsgalatok szerint a természetes allapotl, nem szennyezett talajok
kb. 16%-aban fordul eld P. aeruginosa (FERGUSON ET AL., 2001). Szennyvizekbdl gyakran
kimutathatd, emellett megtalalhatd mélyfurdst kutak vizében, desztillalokban, székletben,
novényekben és élelmiszerekben. Eldsejt-szamara jellemzd hazai adatok: folyokban, patakokban
10%-10%/cm’, viztarozokban 10'-10%/cm’, hazi szennyvizben 10°/100 cm’, székletben 10°-10°CFU/g
(NEMEDI ET AL., 1998). Tapanyagforrasként képes hasznositani a galaktozt, gliilkdzt, mannozt,
xilozt, glicerolt, mannitolt, etanolt. A nitratokat nitritté és nitrogénné redukalja, a gliikkdzt pedig
gliikonsavra és 2-keto gliikonsavra oxidalja (BELADIET AL., 1983).

A P. aeruginosa biodegradacios jelentdséget az a képessége adja, hogy a kornyezetszennyezd
anyagok igen széles skaldjat képes lebontani, igy alifas, aromas és poliaromas szénhidrogéneket is.

Példaul:
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e n-alkanokat (CHAYABUTRA AND JU, 2000)

e Osszetett szénhidrogén-tartalmu anyagokat, pl. dizel olaj (ERIKSSON ET AL., 2001), olajos iszap
(MISHRA ET AL., 2001), bitumen (WOLF AND BACHOFEN, 1991)

e policiklusos aromas vegytileteket (KANALY AND HARAYAMA, 2000)

e poliklorozott bifenileket (TSOI ET AL., 1999)

o Kklorozott alifas vegyiileteket, pl. vinil-kloridot (VERCE ET AL., 2000)

e gazolaj-kdolaj keveréket (KASZAB ET AL., 2006).

A P. aeruginosa szénhidrogénnel szennyezett kdzegben jellemz6é kimutatdsi gyakorisagara, ill.
mérhetd éldsejtszamara vonatkozoan a szakirodalombol nyerhetd ismereteink korlatozottak; csupan
egy adott karhely esetében tortént atfogd vizsgalat erre vonatkozéan (RIDGWAY ET AL., 1990), mely
alapjan azonban feltételezhetd, hogy szénhidrogénnel szennyezett talajokban és talajvizekben az
egyik leggyakrabban detektalhaté baktériumfaj (CHAYABUTRA AND JU, 2000).

Biotechnologiai jelentdségét jelzi, hogy az elsd, genetikailag moddositott mikroszervezet volt,
melyre szabadalmat nyujtottak be (Anada Chakrabarty & U.S. General Electric), ahogyan arrél
1975-ben a Time magazin is beszamolt ’Oil eating bug’ cimili cikkében (EVANS AND FURLONG,
2003, HTTP2). Napjainkban is szdmos publikdcid szamol be olyan bioremediacios célu
beavatkozasokrol, melyek esetében az alkalmazott Pseudomonas nemzetségbe tartozo izoldtum nem
kertilt faj szinten identifikéaldsra, ill. azonosithaté modon a P. aeruginosa faj képviseldje volt. Ezt
bizonyitjak az alabbi példak:

e Mikroba-konzorciumokban alkalmazott, faj szinten azonositatlan Pseudomonas sp.

felhasznalasa talaj szénhidrogén-szennyezésének megsziintetésére (GHAZALI ET AL., 2004),

e Nyersolaj biodegradacidja szénhidrogénnel szennyezett kdzegbdl izolalt P. aeruginosa torzs

segitségevel (DAS AND MUKHERIJEE, 2007),

e TNT mikrobiologiai lebontasara képes baktérium-konzorciumokban felhasznalt identifikalatlan

Pseudomonas fajok (ROBERTSON AND JJEMBA, 2005),

e TNT biotranszformacidja és detoxifikacidja egy P. aeruginosa torzs felhasznalasaval (OH ET

AL., 2003),

e Alga-mikroba kozosségben faj szinten ismeretlen, Pseudomonas nemzetségbe tartozo
mikroszervezetek alkalmazhatosdganak vizsgalata uran tartalm szennyviz tisztitdsa soran

(KALIN ET AL., 2005),
e Uran bioszorpciodja egy P. aeruginosa torzs felhasznalasaval (HU ET AL., 1996),

e Feliiletaktiv anyagok (rhamnolipidek) termelésével eldsegiti a vizzel nehezen elegyedd szerves

anyagok vizes fazisba jutasat és igy a sejtbe torténd felvételét (Fu ET AL., 2007), képes lehet
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tovabba szervetlen szennyezdanyagok (mint pl. a kadmium) talajszemcsékrdl valo

levalasztasara is (BONDARENKO ET AL., 2010).

A feliiletaktiv anyagok egyuttal befolyasolhatjdk a P. aeruginosa talajszemcsékhez vald
kotodését is. Rhamnolipidek hianydban — egyes szerzOk vizsgalatai szerint — a patogén
Pseudomonas fajok még nagy egyedszamban is fenntartjak kotodésiiket a talajszemcsékhez és nem
Iépnek ki eredeti életteriikbdl (ORSOVAIL 1999). A P. aeruginosa ATCC 9027 jelzésti torzse
feliiletaktiv anyag jelenlétében azonban mar képes volt megsziintetni adszorpciojat a
kézetszemcsékhez ¢és a talajvizdramlds, vagy onalld mozgas segitségével szétterjedt a kozegben
(DESAI ES BANAT, 1997).

A P. aeruginosa faj szénhidrogén szarmazékokkal szennyezett karhelyeken vald tartds
eléfordulasat eldsegitheti tovabba, hogy képes nitratlégzés segitségével mikroaerob, illetve anaerob

kortilmények kozott is lebontasra (CHAYABUTRA AND Ju, 2000).

2.6.3. A P. aeruginosa, mint korokozo

Opportunista (allat- és humanpatogén) baktérium, a nozokomialis (korhazi) fertézések egyik
leggyakoribb és legveszedelmesebb korokozdja.

Egészséges egyénekben ritkan okoz betegséget; esetében tobbnyire valamilyen hajlamositd
tényezo (prediszpozicio) sziikséges, amely altalaban a szervezet ellenalloképességének csokkenése
révén jon létre. Ilyen hatds példaul a fiziologias barrierek (bor, nyalkahartya) sériilése, és/vagy
megkeriilése katéterek (intravénds, hugyuti, drainek stb.) révén, valamint a specifikus
immunvédelem csokkent mitkddése (FILETOTH, 1995). A kérhazakban a 6 rezervoar a 1¢élegeztetett
betegek 1égutai, az égett betegek borfeliilete, valamint az antibiotikumokkal kezeltek béltraktusa
(KoNKOLY THEGE, 2003). Az immunhianyos allapot tehat a P. aeruginosa éltal okozott fert6zések
egyik eldsegitdje lehet. Mivel a legyengiilt immunrendszeri betegek tilnyomorészt a korhazak
intenziv osztalyain koncentrdlodnak, ezért érthetd, hogy a fertdzések itt nagyobb aranyban
fordulnak elé, mint mas kornyezetben (FILETOTH, 1995). Kiilondsen veszélyeztetettek a kora- €s
ujsziilottek, a transzplantacion atesett betegek, az iddskoruak, stb. Korhazi koérnyezetben vald
fennmaradésat eldsegiti, hogy parésitok, lélegeztetd berendezések, csaptelepek, elhasznalddott
fert6tlenitd oldatok, fizioterapias gydgymedencék stb. életteréiil szolgéalhatnak, igy kellden
koncentralt fert6tlenitészer hidnyaban konnyen fennmaradhat (KONKOLY THEGE, 2003).

Egészséges egyénekben szerepet jatszhat a szem ¢€s a fiil kronikus gyulladésaiban (keratitis, otis
externa), borbetegségek kialakitasdban (folliculitis) sebek gennyesedésében ¢&s meningitis
kialakulasaban is (MENA AND GERBA, 2009; BELADI ET AL., 1983). A CDC (Centers for Disease

Controll and Prevention, USA) adatai szerint a P. aeruginosa a negyedik leggyakrabban izolalhatd
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nozokomialis baktérium. Szinte vezetd helyet foglal el az intenziv osztalyokon eléforduléd
fertdzések kozott: elsd helyen all a 1éguti infekcidkban (17,5%), a harmadik leggyakoribb baktérium
a sebfertézésekben (10,9%), a negyedik leggyakoribb korokozoé a hiigyuti infekciokban és a hatodik
helyen all a szepszisekben (JARVIS AND MARTONE, 1992). Az USA-ban, Kanaddban és Latin-
Amerikdban 1997-ben elvégzett SENTRY tanulmany szerint a harmadik leggyakoribb a vérbdl
izolalt korokozok kozott (DIEKEMA ET AL., 1999). Fertdzés esetében a betegek gyakran
hipertonidssa valnak, fehérvérsejt-szamuk lecsokken, bélelzdrédas, komoly tudatzavar ¢és
lekiizdhetetlen szepszis kovetkezhet be (LOSONCZY, 2001). Magyarorszagi klinikai jelentéségérdl az
Orszagos Epidemioldgiai Kozpont adatbazisdbdl tajékozodhatunk. A 2006. év vonatkozéasadban
elmondhat6, hogy a P. aeruginosa hazai viszonylatban a legjelentésebb Gram-negativ
nozokomialis korokozo: a véraram fertdzések 13%-aért és a léguti infekciok jelentds hanyadaért
tovabba a specifikus nozokomidlis jarvanyok 7,7%-éaért felelés (EPINFO, 2008). A P. aeruginosa
faj altal kivaltott megbetegedés nagyaranyu mortalitassal jellemezhetd: egy 150 f&s, nozokomialis
fertdzésben szenvedd minta esetében a tapasztalt 30 napos mortalitas elérte a 37%-ot (ZAVASCKI ET
AL., 2006). Mas szerzd szerint a P. aeruginosa altal okozott haldlozasi arany megkozeliti a 70%-ot
(FAGON et al., 1989), azokban az esetekben pedig, ahol a korokozo a gépi 1élegeztetéssel keriilt be
a szervezetbe, eléri a 90%-ot (PENNINGTON, 1995; MENA & GERBA, 2009).

A laboratoriumi kisérleti allatok (egér, patkdny, tengerimalac, nyul) fertézése esetében az
alkalmazott dozistdl fliggéen a helyi, spontdn modon gyogyuld talyogoktol egészen a halélos

kimenetelll szepszisig valtozott a tapasztalt korkép (SPANOGHE, 1984).
2.6.3.1. A P. aeruginosa virulencidja

A P. aeruginosa esetében a patogenezis (azaz a fert6zés, majd a betegség kialakuldsa) komplex
folyamat, mivel a baktériumfaj szamos invaziv és toxintermeld mechanizmussal rendelkezik és
azokat véltozatos modon képes az extracellularis térbe szekretdlni (lasd 2.3.1.2. alfejezet). A fajra
jellemzd legfontosabb virulencia faktorokat és kivalasztasi utvonalakat foglalja 6ssze a 2.6. sz. abra,
melyek kozvetlen 0sszefiiggésben allnak a fert6z6 és invaziv képességgel (WINSTANLEY ET AL.,
2005). Kivalasztasukban a II. és III. tipusu (T2SS, TTSS) szekrécids rendszereknek van dontd
szerepe. A P. aeruginosa faj esetében kiillondsen a III. tipust szekrécios rendszer adaptalodott

specidlisan a toxikus fehérjék gazdasejt citoplazméjaba torténd atadasara.

33



lipopoliszacharidok I. tipust szekrécios

rendszer:
¢ Alkali proteaz

HasAp

111, tipusu szekrécios rendszer:
Exoenzimek(S, T, Y)
ExotoxinU

IV tipusu fimbria

K

flagellum

Quorum sensing rendszer

11. tipusu szekrécios
alginat, exopoliszacharidok rendszer:
LasB elasztaz,

p\fOCIaI’!II”!, nem fimbrialis adhezinek LasA elasztaz,

szideroférok, ExotoxinA,

hidrogén-cianid, Foszfolipaz C,

rhamnolipidek Proteazlyv,
Lipaz

2.6. sz. abra: A P. aeruginosa virulencia faktorai (VAN DELDEN, 2004 nyoman)

A P. aeruginosa Il. és IlI. tipust szekrécids rendszere altal kivalasztott legfontosabb exotoxinok
¢s exoenzimek az aldbbiak szerint jellemezhetdek:

Az exotoxin A (ExoA) egyike azon baktériumsejtek altal kivalasztott toxinoknak, melyek
képesek az emldsok sejtjeiben 1évo specifikus célfehérjéket modositani. Az A-B toxinok
csoportjaba tartozik, felépitésében két kovalens kotéssel dsszekapcesolodd fehérje alegység vesz
részt. Az infekciok soran az exotoxin ,,B” alegysége hozzékapcsolodik a megtamadott sejt feliileti
receptoraihoz, lehetévé téve ezzel az ,,A” alegység szdmara a célsejt membranjan valo atjutast,
ezaltal a sejt elpusztitasat. Az exotoxin A a célsejtbe jutva inaktivalja az ,.elongaciés faktor 2”
elnevezésli fehérjét annak ADP-ribolizélasa révén, ezaltal akadalyozza a fehérjék polipeptid
lancanak felépitését (SOMERVILLE ET AL., 1999).

Az exoenzim S (ExoS) és az exoenzim T (ExoT) ADP-riboziltranszferazok, melyek a III tipust
szekrécios rendszer segitségével valasztodnak ki. A két fehérjét kodold génszakasz elsé izben
egyiittesen keriilt kimutatasra, majd szétvalasztasukkor a 49 kDa atomi tomegegységli az exosS, mig
a kisebb ADP-riboziltranszferaz aktivitassal jellemezhetd, 53 kDa tomegii az exoT elnevezést kapta.
Az exoS akut és kronikus allatmodellek alapjan nem elsésorban a kolonizacidért, hanem a
szovetkarosodasokért (NICAS ET AL., 1985a), illetve a szétterjedésért (NICAS ET AL., 1985b) felelds,
mig az exoT feltehetden zavarja az exocitozist, fagocitozist, ill. a sejtciklust (KRALL ET AL., 2000).

Az exoenzim Y (Exo0Y) egy adenilat-ciklaz tipusu effektor protein, melynek hatdsmechanizmusa

¢s koroki kovetkezményei jelenleg kevéssé ismertek (VAN DELDEN, 2004).
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Az exotoxin U (ExoU, masnéven PepA) egy akut citolitikus (a sejtfal feloldasara képes,
sejtkarositod) faktor, mely az ExoS és ExoT-hez hasonld promoter szerkezettel rendelkezik. A III.
tipust szekrécids rendszer segitségével kertil kivalasztasra, elsésorban citotoxikus hatdsa ismert.

Az exoenzimek patogenitasban bet6ltott jelentdségét jelzi, hogy az ExoS, ExoT, vagy az ExoU
szekrécioja esetében egy esetleges fert6zés soran a halalozés relativ esélye hatszorosara né (AJAYI
et al., 2003).

Bar a III. tipust szekrécids rendszer klinikai tanulmanyok szerint majdnem minden klinikai és
kornyezeti P. aeruginosa izolatumban jelen van, de a virulencidért felelés tulajdonsagokat
kodolé gének (exoS, exoT, exoY, exoU) gyakorisagaban, ill. a kivalasztasra keriilé virulencia
faktorokban eltérések lehetnek (FAGON et al.,, 1989). Kornyezeti eredetii (nem Kklinikai)
izolatumok esetében az exotoxinok és exoenzimek gyakorisagarol nincs konkrét informacionk.

Egyes tanulmanyok azt sugalljak, hogy a megnyilvanuld exotoxinok és exoenzimek szerepet
jatszanak az invaziv, ill. citotoxikus jelleg kialakulasaban: mig az exoS és exoT az invaziv sejtekben
egyarant megtalalhat6, addig a citotoxikus torzsek esetében az exoS hianyzik, am az exoT
kimutathat6. A nem invaziv torzsek citotoxicitasdban feltehetéen az exoU jatsza a legnagyobb
szerepet (VAN DELDEN, 2004).

Kozvetlen virulencia faktornak tekinthet a hemolitikus aktivitas. A haemolysis (hemolizis) sz6
szerint vordsvértest feloldodast jelent, mely akkor jon létre, ha a fert6zést okozd baktérium altal
termelt hemolizin toxin hatasdra a voOrdsvértestek karosodnak és festékanyaguk, a hemoglobin
kiszabadul a korilottik levé térbe (BRENCSAN, 2006). A vordsvértest karositd hatasért felelds
hemolizintdl fliiggéen a hemolizisnek két alapvetd tipusat kiilonboztetjiik meg: alfa-hemolizis esetén
a hemoglobin kiszabadulasa mellett a vorosvértestek maguk még épek, mig a P. aeruginosa faj
patogén torzseire is jellemzd béta-hemolizis sordn a vorosvértestek és a hemoglobin teljes
feloldodasa figyelhetd meg (SzABO 1989; MILCH et al. 1996). Megjelenése valtozatos faktorok
jelenlétének tulajdonithatd: porus-formald toxinok, tiol-fliggd citolizinek, egyes enzimek (pl.
phospholipaz), feliiletaktiv anyagok, a III. tipusi szekrécidés rendszer altal kivalasztott

komponensek egyarant indukalhatjak fenotipusos megnyilvanulasat (ROWE, 1994).
2.6.3.2. A P. aeruginosa antibiotikum rezisztencidja

A P. aeruginosa szamos antibiotikummal szemben természetes rezisztenciat mutat, igy a
kezelés soran felhaszndlhat6é antibiotikumok kore eleve korlatozott. Indukalhaté AmpC béta-
laktamazt termel, igy eredendden rezisztens azokra a béta-laktamokra, amelyek indukaljak ennek
az enzimnek a termelését (KONKOLY THEGE, 2003).

A természetes rezisztencia mellett jelentds esély van a szerzett géneken kodolt, un. atviheté

rezisztencia kialakuldsara is, els6sorban sejtbdl sejtbe valé R-faktoros plazmid atvitellel (Madigan,
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2000), amely a P. aeruginosa esetében a béta-laktdmok €és az aminoglikozidok hatastalansagat
eredményezheti.

Jellemzd a szerzett béta-laktamazok (széles spektrumu béta-laktamazok, metallo béta-
laktamazok) sokfélesége; leggyakoribbak a PSE-1 és a PSE-2 elnevezésii enzimek, amelyek
segitségével rezisztencia alakul ki a piperacillin és a cefoperazon ellen, ugyanakkor megmarad a
ceftazidim és a Carbapenemek iranti érzékenység. Az Gijabban megjelent, kiterjedt spektrumi béta-
laktamdzok, mint a PER-1 jelzésli enzim, mar képesek cefepim és aztreonam elleni rezisztenciat is
indukalni.

Szintén szerzett rezisztencia az aminoglikozid modifikdlé enzimek termelése, melynek
segitségével a P. aeruginosa rezisztenss¢ valik az aminoglikozid hatoanyagokkal szemben
(KONKOLY THEGE, 2003).

Mas mechanizmusu antibiotikumok hatastalansagat sokdig a sejtek impermeabilitasanak
tulajdonitottdk, annak ellenére, hogy erre vonatkozd konkrét bizonyiték nem volt. Az
impermeabilitas szerepét végiil bebizonyitottak (LI ET AL., 2000), am az elmélet nehezen volt
Osszeegyeztethetd azzal a ténnyel, hogy a P. aeruginosa olyan porint termel (OprF), amely a kiilsé
membranban elhelyezkedd, nagyméretii porusok képzdodéséért felelds. A kutatasok soran végiil fény
deriilt arra, hogy a P. aeruginosa sokoldalu rezisztencidjanak kialakuldsaban egy masik
folyamatnak, az aktiv efflux mechanizmusnak jelentdsebb szerepe van (LIVERMORE, 2002). Mai
tudasunk szerint tehat a P. aeruginosa fajra jellemzd antibiotikum rezisztenciaért elsésorban ez
utobbi folyamat a felelds. A klinikailag jelentds efflux-rendszerek harom részbdl allnak: maga a
pumpa a citoplazma membranban helyezkedik el és egy nagyméretii lipoprotein molekula (Mex)
tartja Osszekottetésben a kiilsé membranon talalhatdo kimeneti portallal (Opr). Az efflux pumpa
tulmiikodése lassitja az antibiotikum bejutasat a baktériumsejtbe, igy nehezebben érhetd el hatékony
koncentracio és hosszabb 1dd 4ll rendelkezésre egy Gjabb rezisztencia mechanizmus kialakul4sara
(KONKOLY THEGE, 2003).

A mutacios rezisztencia szerepe is igazolt a P. aeruginosa esetében; valamennyi Pseudomonas-
ellenes antibiotikummal szemben bekovetkezhet, igy szerepet jatszik példaul a harmadik generacios
Cefalosporinok, a Carbapenemek, Aminoglikozidok, Fluorokinolonok hatastalansaganak
kialakuldsdban (KONKOLY THEGE, 2003). A mutacids rezisztenciat bizonyitd szamos eredmény
koziil csupan egyet emlitenék: a P. aeruginosa esetében Carbapenem-rezisztenciat eredményez az
az impermeabilitast befolyasold mutacid, melynek hatdsara a sejtek elveszitik azt a sziik

porincsatornat (orpD), amely a Carbapenem szdmara korabban atjarhat6 volt (LIVERMORE, 2002).

Az egyes rezisztencia mechanizmusok kombindlodasanak, valamint a muticiok egymads utdni
bekovetkezésének egyiittes hatdsa eredményezheti a multirezisztens P. aeruginosa torzsek

kialakulasat. Az orvosi gyakorlatban nem ritka, hogy a leggyakrabban hasznalt 30 antibiotikum 90
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%-ara rezisztens (multirezisztens) a betegséget kivaltd P. aeruginosa torzs (TOROK ET AL., 1996).
Ez a riaszté adat is bizonyitja, hogy miért sziikséges a P. aeruginosa-t az un. ,,probléma

A P. aeruginosa kornyezeti eredetli tOrzseinek antibiotikum rezisztencidjara vonatkozé
ismereteink meglehetdsen hidnyosak; haztartasi csapvizbdl (ivovizbol) 30 térzs vonatkozasaban (DA
SILVA ET AL., 2008), illetve tengeri halgazdasag iiledékbdl (KERRY, 1994) izolalt torzsek esetében
rendelkeziink informécioval. Szénhidrogénnel szennyezett kornyezeti elembdl kimutatott
baktériumtorzsek esetében az egyetlen elérhetd tanulmany esetében is csupan 7,
torzsgyljteménybdl szarmazd P. aeruginosa izoldtum rezisztencia profilja keriilt megallapitasra,
melyeket 1958 és 1996 kozott izolaltak. Az esetiikben tapasztalt antibiotikum rezisztencia kép
alapjan a vizsgalatukat végzdé kutatdcsoport arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a klinikai és
kornyezeti eredetli baktériumtdrzsek kozott az antibiotikum rezisztencia tekintetében nincs jelentds
eltérés (ALONSO ET AL., 1999). A komposzt eredeti P. aeruginosa izolatumok antibiotikum
rezisztenciajara vonatkozo ismereteink szintén korlatozottak. Edrington ¢és munkatarsai (2009)
elemzése szerint a komposztbdl izoldlt P. aeruginosa torzsek (11 izolatum vizsgalata alapjan)
rezisztensek lehetnek ampicillin, florfenicol, sulphachloropirodazin, sulphadimethoxin, ¢&s
trimethoprim/sulfamethoxazol készitményekre, ugyanakkor ellenalléak chlortetracyclin-re és
spectinomycin-re nézve.

A kornyezeti eredetii torzsek antibiotikum rezisztencidjara vonatkozo informaciok esetében
azonban tobb kétely is felmeriil:

1. A fent emlitett vizsgalati eredmények adott antibiotikum hatéanyagcsoportra nézve egymasnak
sokszor ellentmondd kovetkeztetésre jutottak (jellegzetes példa erre a Fluorokinolonok
hatékonysdganak megitélése, melynek vizsgalata soran a CLSI ajanlasainak ellentmondo
kovetkeztetésre jutottak).

2. A vizsgalatba vont izoladtumok azonositdsa nem minden esetben molekuléris genetikai alapon

tortént, igy a faj szintli azonositas kétséges lehet.

negyedik generacios Cefalosporinok), melyek esetében az antibiotikum rezisztencia fokozodésa

szamottevo kovetkezményekkel jarhat, tobb esetben nem keriiltek vizsgalatra.

A vonatkoz6 informéciok attekintése alapjan indokolt volt tehat egy, a kordbbiaknal atfogobb
antibiotikum rezisztencia-vizsgalatsorozat végrehajtasa az eddigieknél nagyobb szamu kornyezeti
izolatum és tobb antibiotikum hatéanyag bevonasaval, szilard molekularis genetikai identifikéciora

alapozva.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. MINTAVETEL

Vizsgalataim sordn az elsé és legfontosabb 1épés a P. aeruginosa baktériumfaj kornyezeti
mintdkbol torténd izoldldsa volt. A mintavételi helyszinek — alkalmazkodva vizsgalataink céljdhoz —
els6sorban szénhidrogénnel szennyezett karhelyek (lizemanyagtoltd 4allomésok, olajipari
l1étesitmények, egykori katonai objektumok), illetve komposztalasi folyamatahoz kot6do féliizemi
kisérleti telepek voltak, melyekrdl felszin alatti viz, talaj, biofilter, illetve a komposztalés
folyamatdhoz kot6dé mintdk vételezése tortént. A vizsgalatba vont teriiletek nem reprezentaljak a
természeti kornyezet eredeti allapotat, azonban kell6 mértékben jellemzik napjaink agrar-ipari
tevékenységeinek kovetkeztében atalakult, bolygatott mikrobialis 6koszisztémajat. A tovabbiakban
igy a vizsgalatainkba vont mintadkat antropogén hatas alatt allo kozegnek tekintettiik. A 2002-
2009. kozotti iddintervallumban 49, szénhidrogénnel szennyezett karhely 0sszesen 235 mintéja
(foldtani kozeg - 61, felszin alatti viz - 169, ill. a karmentesitési eljarashoz kotddd biofilter 5),
valamint 17, komposztalasi alapanyagnak szamitdé héerémivi és biogaziizemi melléktermék, 78,

érés alatt 4llo, ill. érett komposzt, tovabba 6, komposzttal kezelt talajminta keriilt feldolgozasra.

3.1.1. Mintavétel szénhidrogénnel szennyezett kozegbol

A szénhidrogénnel szennyezett kornyezeti mintdk P. aeruginosa tartalmat talaj, felszin alatti,
illetve felszini viz, tovabba biofilter mintak vételezésével és vizsgalataval mértik fel. A
mintavételek 2002-2008. kozott torténtek. E periddusban 49 kiilonbozd karhely esetében 88
alkalommal tortént mintavétel (1-6 minta alkalmanként); az egyes karmentesités alatt allo
helyszinek esetében a mintavételek szdma 1-7 kozott valtozott. Osszesen 235 szénhidrogénnel
szennyezett felszin alatti vizbdl, foldtani kozegbdl, ill. biofilterbdl szarmazé minta kertilt
feldolgozasra (a mintavételi helyszinek és a vizsgalt mintdk részletes attekintését lasd az
Eredmények fejezet 4.1. sz. tablazatdban). A vizsgalatba vont karhelyek mintazasahoz a vonatkozo
Magyar Szabvanyokat vettiik figyelembe (MSZ 21470-1: 1998, MSZ 21464: 1998). Talaj esetében
a talajfuréval kiemelt henger kozepébdl steril késsel/kanallal, vizmintak esetében pedig sterilezett
acél golyos mintavevdvel vettilk a mintdkat, melyeket aszeptikus koriilmények kozott, steril
mintatartd tivegekben szallitottuk a laboratdriumba.

A mintavételek soran a vizsgalt kozeg tulajdonsagait [szarmazéasi hely, minta azonositasat
lehetové tevd egyedi jelzés, fizikokémiai paraméterek (mintavételi mélység, pH, oldott oxigén,
redoxi-potencial)] jegyzokonyvben rogzitettiik.

A vonatkozd szennyezbanyag koncentracio-értékek (elsésorban TPH) meghatarozasat a Dr. E.

WeBling Kémiai Laboratorium Kft. Kornyezetanalitikai laboratoriuma (Budapest) végezte, MSZ
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EN ISO 9377-2:2001 szabvany [Osszes alifas szénhidrogén (TPH C5-C40 részletesen)
meghatarozasa a 10/2000. KoM-EiiM-FVM-KHVM egyiittes rendelet 3. és 4. szerint], ill. DIN
38409 H18:1981 (Osszes alifas szénhidrogén meghatdrozésa FT-IR mddszerrel) alapjan.

3.1.2. Mintavétel komposztbol, komposztalasi nyersanyagokbol, illetve komposzttal kezelt

talajbol

A komposztalasi eljarasokhoz kothetd kozegek mintdzasa komposztalasi tartamkisérlet részeként
zajlott le, melynek célja ipari és biogaz-lizemi melléktermékek komposzt célii hasznositdsanak
vizsgélata volt. Harom mintatipust kiilonboztettiink meg: nyers komposzt alapanyag, érés alatt allo,
ill. kész komposzt termék, és komposzttal kezelt talaj. Osszesen 101, a komposztalas és komposzt
felhasznalas valamely szakaszahoz kot6d6 minta keriilt elemzésre.

Els6 1épésben a komposztalasi kisérletben felhasznalasra tervezett 17 komposzt alapanyag (1
sertés higtragya, 6 biogaziizemi maradékanyag, 2 vinasz, 1 gipsz, 1 pernye, 1 salak, 3 fahamu és 2
sturli zagy) vizsgalatat hajtottuk végre, melyek Magyarorszag nyolc ipari, komposztalo, illetve
energiatermelést célzd 1étesitményébdl szarmaztak (részleteket lasd: Eredmények fejezet, 4.2. sz.
tablazataban). Az eldzetes laboratoriumi szintli vizsgéalatok alapjan a fent emlitett nyersanyagok
harom kiilonb6z6 keverékével indult féliizemi komposztalasi kisérlet, mely nyitott prizmads, ill.
levegdztetett prizmas modszer alkalmazasaval keriilt beéllitasra az Eredmények fejezet 4.2. sz.
tablazataban ismertetett paraméterek mellett.

A komposzt prizmak a komposztalas folyamatanak minden 1ényegi fazisaban (1., 5., 12., 33.,
61., 85. napon) mintdzasra keriiltek, beleértve a termofil szakaszt, melynek soran a komposzt
prizméak homérséklete elérte az 50,2°C - 68,0°C tartomanyt (lasd: Eredmények fejezet, 4.1. sz.
abra). 54 minta kertilt begytijtésre a nyitott prizmas komposztalas folyamatabol, tovabbi 24 pedig a
zart levegoztetett prizmakbol, igy Osszességeben 78 kiilonbozo, érés alatti, illetve érett komposztbol
szarmaz6 minta feldolgozasa zajlott le. A komposzttal kezelt talaj vizsgélatira 6, allati eredetii
komposzttal kezelt kisérleti parcella mintdzasa révén volt lehetdségiink.

A szilard fazisi komposzt és komposzttal kezelt talajmintak vételezése a vonatkozé Magyar

Szabvany (MSZ 21470-1: 1998) eldirasai szerint, aszeptikus koriilmények kozott zajlott.
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3.2. A P. AERUGINOSA FAJ 1IZOLALASA ES IDENTIFIKALASA

3.2.1. A P. aeruginosa faj izolalasa és azonositasa a vonatkozo Magyar Szabvany alapjan

A P. aeruginosa faj kimutatasat, valamint jellemz6 €l16sejtszamanak megallapitasat a vonatkozé
Magyar Szabvany utasitdsai szerint hajtottuk végre (MSZ 21470-77: 1988) szelektiv ¢és
differencidlo taptalajokon torténd tenyésztés utjan. A bakteridlis sejtszam meghatarozasara MPN
(Most Probable Number) moddszert alkalmaztunk, melynek érdekében a vizsgalatokat harom
parhuzamos ismétlésben végeztiik (HIGHSMITH AND ABSHIRE, 1975). A szabvanyositott eljaras a

3.1. sz. dbra szemléltetett modon, hdrom Iépésben zajlott.

| smet v N m—— A — v — .

» A _g— i Lo S ¥ L g S .

A -l
- - 4
- P

A 4

Aszparaginos dusitas Cetrimid agarra szélesztés Acetamid oldatba oltas

3.1. sz. abra: A P. aeruginosa izolalasanak és identifikalasanak 1épései az MSZ 21470-77:1988 alapjan (a szerzd
felvételei, 2007.)

3.2.1.1. Aszparaginos dusitds

A vizsgalt kornyezeti mintakbol készitett higitdsokat (talaj, ill. iszapszerli anyag esetében a
desztillalt vizzel készitett szuszpenzidt) elsd lépésben aszparaginos dusitd tapoldat (3,0 g L-
aszparagin; 1,0 g K;HPOy; 0,5 g¢ MgSO4 7H,0; 10 cm’ glicerol; 1000 cm’ desztillalt viz; pH: 7,0)
kémcsoveibe oltottuk be a P. aeruginosa baktériumfaj szelektiv felszaporitasdhoz. A beoltott

aszparaginos dusitokat 42+2°C hémérsékleten 48 6raig inkubaltuk.
3.2.1.2. Cetrimid-agar

A szelekcids eljaras kovetkezd 1€épésében az aszparagin oldatban szelektiven felszaporodott
mikroszervezeteket cetrimid-agar (MERCK 105284) taptalaj felszinére oltottuk. A cetrimid-agar
szelektiv jellege a P. aeruginosa torzsek ellenallasan alapul a kvaterner ammonia vegyiiletekkel
szemben (QAC-k). Ez a kozeg 0,3 g/L cetrimid koncentracidé mellett mar gatolja a tarsult Gram-
pozitiv és Gram-negativ flora ndvekedését, mig a P. aeruginosa faj minden jelentdsebb inhibicid
nélkiil fejlédik. Esetében a telepek koriil eldszor sargaszold, majd egyre sotétedd (barnuld/feketedd)
pigment (piocianin) képzddik, mely nagy biztonsaggal elkiiloniti mas mikroszervezetektdl. 24 6ran
keresztiil 37+1 °C-on torténd inkubalas esetén elérhetjiik a tobbi mikroorganizmus szelektiv gatlasat

¢s a P. aeruginosa szelektiv felszaporitasat.
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3.2.1.3. Acetamid tapoldat

Utols6 1épésben a kékeszold elszinezddésti, diffuz pigmentet termeld telepeket tovabboltjuk
acetamid tapoldatba (1,0 g acetamid; 5,0 g NaCl; 2,0 g KH,PO4; 0,1 g MgSO47H,0; 1000 cm’
desztillalt viz; pH: 6,8). Az acetamid tapoldatot tartalmazé kémcsoveket Gjabb 24 orara, 37+1 °C-
on inkubdljuk. P. aeruginosa jelenléte esetén a kémcsdvekben az acetamid hidrolizise soran
ammonia keletkezik. Az ammoniatermelést Nessler-reagens hozzdadasaval ellendrizhetjiik;
amennyiben sarga, barna elszinezddést, és/vagy csapadékképzddést tapasztalunk, megerdsithetjiik

a P. aeruginosa faj jelenlétét a vizsgalt kdrnyezeti mintaban.

3.2.2. A P. aeruginosa torzsfenntartasa

Az MSZ-szerinti identifikédcid soran lehetdségiink volt a vizsgalt P. aeruginosa torzsek
izolalasara ¢és tovabbi vizsgalatok céljabdl a torzsfenntartasra. A tiszta tenyészetek izoldlasdhoz a
cetrimid-agar felszinén egymastol 8-10 mm tavolsagban 1évo, kiilonallo, egymas sejtallomanyaval
kozvetleniil nem érintkezd koldnidkat kiizzitott oltokacs segitségével ferde TGE-5 agarra (tripton,
5,0 g; élesztdkivonat, 2,5 g; glikoz, 5,0 g; bakteriologiai agar, 15,0 g; desztillalt viz, 1000 cm’ ; pH:
7,0; sterilezés: 121 °C, 1 atm, 15 min) szélesztettiik. A tisztitd szélesztést ezt kovetden még egyszer
megismételtiik, majd az igy nyert tenyészeteket tekintettiik 6nallo sejtvonalnak. A torzstenyészetet a
tovabbiakban 5-10°C-on, taroltuk. A kisérleti periodus lezarasat kovetden az adott torzstenyészetet -
80°C-on glicerolban, ill. liofilizalt tenyészet formajaban Oriztiik meg.

3.2.3. A P. aeruginosa faj szintii identifikaciéja molekularis genetikai modszerrel

A fenotipusos vizsgalatok mellett a torzsgyljteménybe vett izoltumok faj szintli azonositasat az
ugynevezett PA-SS PCR reakcio segitségével is végrehajtottuk, melynek soran a 16S rDNS V2 és
V8 fajspecifikus alegységeinek kimutatasat végeztik el. E modszer segitségével a Magyar
Szabvany altal P. aeruginosa fajnak tekintett izoldtumok faji hovatartozasardl nyerhettiink

megerdsitest.
3.2.3.1. Teljes DNS izoldlas tiszta tenyészetbol

A molekularis genetikai alapon nyugvo fajazonositishoz elsd lépésében FastDNA™ kit
(Qbiogene 6540-400) felhasznalasaval DNS izolalast hajtottunk végre, melynek folyamatdban a

gyartd itmutatasa szerint jartunk el.

3.2.3.2. 16S rDNS fajspecifikus génszakaszanak kimutatasa PCR reakcioval

crer

primerpart hasznaltuk a 3.1. sz. tadblazatban részletezett paraméterek mellett (SPILKER ET AL., 2004).
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3.1. sz. tablazat: A P. aeruginosa torzsek fajazonositasara iranyuld PCR reakcié paraméterei, ill. az alkalmazott primerek

szekvenciai
Amplikon
Gén Primer szekvenciak (bp) Specifikacié Reakcioparaméterek
16S rDNS F:5' GGGGGATCTTCGGACCTCA 3' Faj szintfi
) , , 956 ) ) ) 95°C 2" 25x (94°C 25" 58°C 40" 72°C 40") 72°C 1
V2 és V8régio R:5' TCCTTAGAGTGCCCACCCG 3 identifikacid

A reakcidelegy az alabbi Osszetevoket tartalmazta: 5,0 ul 10x PCR puffer (Finnzymes F-511),
1,0 ul 10 mM dNTP mix (Finnzymes F-560), 0,5 ul PA-SS-F (100 mM), 0,5 pul PA-SS-R (100
mM), 3 ul 1,5 mM MgCl,, 2 pl templat DNS, 1,0 pl polimeraz enzim (Finnzymes F-501
DyNAzyme II) és 37 ul nukledzmentes viz.

A PCR termék vizudlis vizsgalata agardz-gél elektroforézissel tortént 1x TBE puffer kozegben
(1x TBE puffer: 10,8 g Tris; 10,5 g borsav; 0,93 g EDTA-Na; 1000 ml desztillalt viz; pH: 8,3), 1%-
oldat), OWL-tipusu futtatokadban, 100 mV fesziiltség mellett. A futtatott mintdk 10 pl PCR
terméket és 2 pl STOP kék oldatot (18,6 g EDTA; 20 g sarcosyl; 600 ml glicerin; 0,5 g
brémfenolkék; 1000 ml desztillalt viz) tartalmaztak.

A tovabbi (fenotipusos, ill. molekularis genetikai) vizsgalatok csak olyan torzsek esetében
keriiltek végrehajtasra, melyek hagyomanyos tenyésztéses vizsgalatok mellett molekularis
genetikai modszerrel (PA-SS PCR) is igazoltan a P. aeruginosa faj képviseléi voltak.

Vizsgalati eredményeinket a nemzetkozi szakirodalomban fellelhetd informaciok mellett klinikai
eredetli referencia torzsek alkalmazasaval is kiegészitettiik a modszerek validalasa, ill. az értékelési
rendszer finomitisa érdekében. A munkéank soran alkalmazott dsszehasonlito klinikai izolatumok

fobb tulajdonsagait foglalja 6ssze a 3.2. sz. tablazat.

3.2. sz. tablazat: A klinikai eredetii P. aeruginosa torzsek fobb tulajdonsagai

Torzs jele Izolalas idépontja Szirmazas

(Né/ll:ICNC[ é7§ 15 837 6) 1971. Emberi vér*
KPS-1 2004. Emberi sebfert6zés**
KPS-2 2004. Emberi sebfert6zés**
KPS-3 2004. Emberi sebfertdzés**
KPS-4 2004. Emberi sebfert6zés**

*American Type Culture Collection, USA (Medeiros, Boston, USA)
**Orszagos Kozegészségligyi Kozpont - Orszagos Kornyezetegészségiigyi Intézet, Budapest, Magyarorszag

3.3. FENOTIPUSOS VIZSGALATOK

A kornyezeti izolatumok morfologiai sajatossidgainak rogzitése érdekében hagyomanyos
fenotipusos vizsgalatokat, igy telepmorfologiai felvételezést, illetve tokképzés detektalasara
iranyulod vizsgalatokat is végeztiink. A tokképzés megallapitasat indokolta, hogy a B (1-4) kotédésii

D-mannuronsav ¢és L-glukuronsav monomerjeibdl felépiilé alginat tokkal rendelkezd, tn. mucoid
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jellegli izolatumok jellemzden nagyobb ellendlloképességgel rendelkeznek az antimikrobidlis
hatoanyagokkal, ill. a gazdaszervezet immunreakcioival szemben, mint a tokképzést nem mutato
torzsek (RUSSEL AND GACESA, 1988, OWLIA ET AL., 2001). A morfologiai sajatossagok
Osszehasonlito értékeléséhez 6t, korhdzi eredetli P. aeruginosa izolatum (ATCC 27853, KPS-1,
KPS-2, KPS-3, KPS-4; részletes tulajdonsagaikat lasd a 3.2. sz. tablazatban) szolgalt alapul.

100075) torténd szélesztésével, majd 18 h, 37 °C (overnight) inkubécidt kdvetden vizudlis
értekeléssel tortént. A tokképzés ellendrzésére iranyuld vizsgalatokat Anthony-féle tokfestési
eljarassal hajtottuk végre (CAPPUCCINO AND SHERMAN, 2008). A folyamat elsé 1épésében a
vizsgalando tiszta tenyészeteket 48 oras sovany tejport tartalmazd mediumban (MERCK 4311915)
felszaporitottuk, majd vékony rétegben, hdvel torténd fixdlds nélkiil targylemezre szaritottuk. Az
igy nyert preparatumot Ziehl-Neelsen-féle karbolos fukszin (2,5 g bézikus fukszin; 250,0 ml
desztillalt viz, 25,0 ml 100%-os alkohol, 12,5 ml oldott fenol kristaly) oldattal kezeltiik, majd 20
w/v% CuSO4 (MERCK 102791) oldattal szintelenitettiik. A vizudlis értékelést fénymikroszkopos
modszerrel, Zeiss Amplival Apochromat 100 fénymikroszkoppal, olaj immerzids lencse alatt, 100x

nagyitasban végeztiik.

3.4. VIRULENCIA FAKTOROK VIZSGALATA

A P. aeruginosa fajra jellemzd szédmos virulencia faktor koziil doktori témam keretében a
patogenezis kialakitasaban legnagyobb jelentOséggel bird exotoxinokat (ExoA ¢és ExoU) és
exoenzimeket (ExoS, ExoT és ExoY) koédold génszakaszok (exoAd, exoU, exoS, exoT és exoY)
jelenlétét, ill. hidnyat, tovabbd a béta-hemolizis intenzitasat vizsgaltam a szénhidrogénnel

szennyezett teriiletrél szdrmazo, ill. komposzt eredetii kornyezeti torzsek kozott.
3.4.1. Hemolitikus aktivitas vizsgalata

A hemolizis vizsgalata sordn defibrinalt birkavérrel kiegészitett Columbia véragar lemezekkel
(Heipha-Diagnostica) dolgoztunk (23,0 g specidlis tdpanyag szubsztrat; 1,0 g keményitd; 5,0 g
NaCl; 13,0 g bakterioldgiai agar; 1000 cm’ desztillalt viz; 5 v/v% defibrinalt birkavér, pH: 7,3+0,2).

A vizsgélatba vont P. aeruginosa torzseket fémkaccsal, steril koriilmények kozott szélesztettiik a
véragar lemez felszinére, majd 6, 22, illetve 48 o6ras, 37°C-on végzett inkubacidt kovetden az
atvilagitott lemezekrdl leolvastuk az eredményeket. A vizsgédlat sordn megfigyelhetd volt a
baktériumtorzsek novekedése, annak mértéke, illetve a hemolitikus aktivitds megjelenése, tipusa és
a béta-hemolizis mértéke. A hemolitikus aktivitas értékelése soran figyelembe vettiik, hogy adott
baktériumtorzs hany ora inkubécios id6 elteltével volt képes telepképzésre, illetve hemolitikus

aktivitas kifejtésére az alkalmazott tapkozegen, melynek megitélésekor a gyarté (Heipha-
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Diagnostica) utasitasai alapjan a 22 O6ras leolvasast tekintettik mérvadonak. A hemolizis
intenzitasanak jellemzésére otfokozata skalat alkalmaztunk az aldbbiak szerint:

- nincs hemolizis
+/- kétséges hemolizis
+ gyenge hemolizis
++ hemolizis

+++ intenziv hemolizis

A kornyezeti izolatumok esetében tapasztalt bakterialis novekedést és hemolitikus aktivitast 5,
klinikai kdrnyezetbdl izolalt (igazoltan human patogén) P. aeruginosa térzs (ATCC 27853, KPS-1,
KPS-2, KPS-3, KPS-4, részletes tulajdonsagaikat lasd a 3.2. sz. tablazatban) azonos koriilmények
kozott megallapitott eredményeivel vetettiik Ossze a klinikai és kornyezeti torzsek kozotti

Osszefiiggések feltarasa érdekében.
3.4.2. Exotoxinok és exoenzimek termeléséért felelos génszakaszok kimutatasa

A kivalasztott exotoxinok €s exoenzimek termeléséért felelds génszakaszok vizsgalatdhoz els6
Iépésben a vizsgalandd baktériumtorzsekbdl teljes DNS-t izoldltunk a 3.2.2.1. alfejezetben
ismertetett moddszerrel megegyezé6 modon. A kivant DNS-szakaszok amplifikaciojahoz PCR

reakciot hajtottunk végre a 3.3. sz. tdblazatban részletezett specifikaciok figyelembe vételével.

3.3. sz. tablazat: A P. aeruginosa térzsek virulencia faktorainak vizsgalatara iranyuld PCR reakcidiban hasznalt primerek

szekvenciai, ill. az alkalmazott reakcioparaméterek

Gén Primer szekvencidk Amplikon Specifikacio Reakcioparaméterek
(bp)

exoA* F: 5 AAC CAG CTC AGC CAC ATG TC 3 396 Exotoxin A kodold 95°C 2'30x (94°C 1' 68°C 1' 72°C 1) 72°C 7'
R:5' CGC TGG CCC ATT CGC TCC AGC GCT 3’ génszakasz azonositasa

exoS** F: 5 GCG AGG TCA GCA GAG TAT CG 3 118 Exotoxin S kédolo 94°C 2'36x (94°C 30" 58°C 30" 68°C 1') 68°C 7'
R: 5" TTC GGC GTC ACT GTG GAT GC 3 génszakasz azonositasa

exoT** F: 5 AAT CGC CGT CCA ACT GCA TGC G 3 152 Exotoxin T kodold 94°C 2'36x (94°C 30" 58°C 30" 68°C 1') 68°C 7'
R:5'" TGT TCG CCG AGG TAC TGC TC 3 génszakasz azonositasa

exoY** F: 5 CGG ATT CTA TGG CAG GGA GG 3 289 Exotoxin Y kodold 94°C 2'36x (94°C 30" 58°C 30" 68°C 1') 68°C 7'
R: 5" GCCCTT GAT GCA CTC GAC CA 3 génszakasz azonositasa

exoU**  F:5' CCGTTG TGG TGC CGT TGA AG 3 134 Exotoxin U kodold 94°C 2'36x (94°C 30" 58°C 30" 68°C 1') 68°C 7'
R: 5" CCA GAT GTT CAC CGA CTC GC 3 génszakasz azonositasa

*ATZEL ET AL., 2007,

**AJAYIET AL., 2003

A reakcidelegy az aldbbi Osszetevoket tartalmazta: 5,0 ul 10x PCR puffer (Finnzymes F-511);
10,0 ul T mM dNTP mix (Finnzymes F-560); 0,5 pl Forward (100 pM); 0,5 pl Reverz (100 pM)
primer; 3 ul 1,5 mM MgCly; 2 pl templat DNS; 1,0 pl polimeraz enzim (Finnzymes F-501
DyNAzyme II) és 28 pl nukledzmentes viz.

Az eredmények vizudlis értékelése a 3.2.2.3. alfejezetben ismertetett modon tortént, pozitiv
kontrollként szolgalt az exod, exoS, exoT és exoY esetében a 3.2. sz. tablazatban ismertetett ATCC

27853 jelzést tipustorzs, exoU esetében pedig a KPS-3 jelzési klinikai izolatum.
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3.5. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA VIZSGALATOK

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok végrehajtasakor a vonatkozé szakirodalom attekintése

alapjan szdmos szabvanyositott modszert és lehetséges antibiotikum hatéanyagot véalaszthattunk.

A vizsgalatsorozatot ezért két jol elkiilonithetd szakaszra osztottuk: elsé 1épésben 9
hatdéanyagcsoport (Penicillinek, Carbapenemek, Cefalosporinok, Aminoglikozidok, Szulfonamidok,

Kinolonok, Tetraciklinek, Amfenikolok, Nitrofuran-szarmazékok) 31 készitményét (lasd: 3.4.

tablazat) felolelo,

modszerrel.

attekinto,

szemikvantitativ vizsgélatot hajtottunk végre korongdiffuizids

3.4. sz. tablazat: A korongdiffuzos tesztben alkalmazott antibiotikum hatdanyagok, ill. terapias megitélésiik
(MOSKOWITZ ET AL., 2005; SADER ET AL., 2001; WILSON AND DOWLING, 1998)

Fécsoport

Antibiotikum hatéanyagok

Alcsoport

Hatéanyag neve

Terapias megitélése a
P. aeruginosa
kezelésében

PENICILLINEK

széles spektrumu

ampicillin
mezlocillin

Pseudomonas-ellenes

azlocillin
carbenicillin
piperacillin

laktamaz-gatléval kombinalt

augmentin

Els6 valasztasba eso6*

CARBAPENEMEK

imipenem

meropenem

Alternativ**

CEFALOSPORINOK

elsé generacio

cephalexin

Elso valasztasba eso*

masodik generacio

cefachlor
cefuroxim
cefamandol
cefoxitin

Els6 valasztasba eso6*

harmadik generacié

cefotaxim
ceftriaxon
ceftazidim
cefoperazon

Els6 valasztasba eso™

AMINOGLIKOZIDOK

amikacin
gentamicin
netilmicin
tobramycin

Alternativ**

SZULFONAMIDOK

trimethoprim/sulfamethoxazole
polimyxin B

Elso valasztasba eso*

KINOLONOK

"A" nem fluorozott:

nalidixinsav

"B" fluorozott:

norfloxacin

"C" fluorozott:

ciprofloxacin
ofloxacin
pefloxacin

Elso valasztasba eso*

TETRACIKLINEK

tetraciklin

Elsé valasztasba es6*

AMFENIKOLOK

chloramphenicol

Nem javasolt***

NITROFURAN-SZARMAZEKOK

nitrofurantoin

Nem javasolt***

s

crer

cres

sziirke szin — Minimalis Gatlé Koncentracié meghatarozasara kijeldlt antibiotikumok
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A korongdiffuzios tesztekben vizsgalatba vontuk a szakirodalom altal a P. aeruginosa
kezelésében hatékonynak tekintett, ill. a klinikai gyakorlatban rutin eljaras keretében rendszeresen
vizsgalt antibiotikum hatdéanyagcsoportokat.

Az eldvizsgalatok eredményei alapjan egyes hatoanyagok, ill. csoportok (igy az I. és IL
generacids Cefalosporinok, Tetraciklinek) teljeskorti hatastalansaguk, masok, mint a polimyxin B
ismert human toxikus hatadsuk miatt a tovabbi vizsgalatokbol kizarasra keriiltek, igy
vizsgalatsorozatunk masodik l1épésében kvantitativ, MIC meghatarozasra iranyulé tesztjeinkbe
az antibiotikum hatéanyagok egy sziikebb korét vontuk be (3.4. tablazat, sziirke szinnel jeldlt
sorok). Ezek kozott szerepel egy korongdiffuzids tesztben nem vizsgélt, Gjolag alkalmazott

készitmény, a negyedik generacios Cefalosporinok koz¢ tartozé cefepim.

3.5.1. Korongdiffuzios vizsgalatok

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok els6 1épéseként végrehajtott korongdiffuzios eljarasban
felhasznalt, antibiotikummal atitatott tesztkorongokat a Biolab Rt. (Budapest) cégtdl szereztiik be,
taptalajként pedig Mueller-Hinton agart (MERCK 105435) hasznéaltunk. A modszer végrehajtasa
soran a National Committee for Clinical Laboratory Standards (USA, Suite, Wayne, Pennsylvania,
mai nevén Clinical Laboratory Standards Institute) nemzetkozileg elfogadott metodikajat és
értékelési rendszerét vettiik alapul (NCCLS, 2000; NCCLS, 2001). A vizsgalatok soran referencia
torzsként az ATCC 27853 torzsgytjteményi jellel ellatott klinikai izoldtumot (lasd: 3.2. sz.
tablazat) alkalmaztuk. A vizsgélat segitségével attekintd informdaciot nyertiink 34, kornyezeti

crer

sz. tdblazataban).

3.5.2. Minimalis Gatlé Koncentraciok meghatarozasa

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok masodik 1épésében a Minimalis Gatlé Koncentraciok
(MIC értékek) in vitro megallapitasa tortént Etest® (E-teszt) (AB Biodisk, Solna, Svédorszag)
modszerrel, a Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI nemzetkdzileg elfogadott metodikajat,
ill. a gyartd utasitasait kovetve (CLSI, 2006). A vizsgéalatokban a 3.5. alfejezetben ismertetett
modon kivélasztott, 6t hatéanyagcsoportba (Penicillinek, Carbapenemek, Cefalosporinok,
Aminoglikozidok, Kinolonok) tartozé 10 készitmény (piperacillin, imipenem, cefotaxim,
ceftriaxon, ceftazidim, cefoperazon, cefepim, gentamicin, ciprofloxacin, ofloxacin) vett részt. E
hatéanyagok reprezentativ. moédon képviselik a P. aeruginosa esetében jelenleg terapids
jelentdséggel bird csoportokat, igy szénhidrogénnel szennyezett teriiletrél szarmazo, ill. komposzt

eredetll torzsre vonatkoztatott megallapitasainkat e készitmények MIC értékei alapjan tettiik.
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A vizsgalatba vont torzseket overnight modon, szilard nutrient tapkozeg felszinére szélesztve
felszaporitottuk, majd az izolalt telepek segitségével standard sorhoz (bioMérieux) viszonyitva
fiziologias sooldatban 0,5 McFarland (~1,5x10° CFU) zavarossagli baktérium-szuszpenziot
készitettiink (MCFARLAND, 1907). Az igy nyert homogén baktérium-elegyet steril vattapalca
segitségével 20 ml Mueller-Hinton agart (MERCK 105435) tartalmaz6, 9 cm atmérdji petri
csészékbe szélesztettilk, majd a baktérium-gyepre helyeztiik az adott antibiotikum hatéanyagot
koncentracio-gradiens mentén tartalmazd E-teszt csikokat (1 tesztcsik/petri-csésze). Ezt kovetden a
lemezeket a gyart6 ajanlasai szerint a vizsgalt fajra jellemz0 koriilmények kozott (16-20 h, 37+2°C)
inkubaltuk.

Az inkubacids 1d6 leteltével a tesztcsik koriil kialakuld szimmetrikus gatlasi ellipszis, illetve a
tesztcsik metszéspontjaban (toréspont, breakpoint) a Minimalis Gatldé Koncentracio érték
leolvashato. Kétes eseteknél a gyartd (AbBiodisk) utasitasainak megfeleléen végeztiik a leolvasast
(HTTP3).

A Minimalis Gatld Koncentracid értékeket a CLSI altal kiadott ,,Performance Standards”
utmutato alapjan értékeltiik, miszerint adott torzs besoroldsa a tapasztalt MIC érték fliggvényében
érzékeny, atmeneti, ill. rezisztens lehet (CLSI, 2007). Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok
mindségellendrzésére a nemzetkozileg elfogadott, ATCC 27853 torzsgylijteményi jellel ellatott P.
aeruginosa referencia torzset alkalmaztuk. A klinikai térzsekkel valo osszevetés érdekében tovabbi
négy klinikai P. aeruginosa izolatum (KPS-1, KPS-2, KPS-3, KPS-4) keriilt vizsgalatra (lasd 3.2.
sz. tablazat).

3.5.3. Az antibiotikum rezisztencia hatterének felderitésére iranyulod vizsgalatok

A fenotipusos modszerrel (E-teszt) megnyilvanuld antibiotikum rezisztencia lehetséges
hatterének feltarasa érdekében munkank soran tovabbi kisérleteket végeztiink. Vizsgalataink a Béta-
laktam antibiotikumokkal, ill. Carbapenemekkel szemben rezisztens izolatumokra, ezen beliil is a
béta-laktamaz tipusu, rezisztenciaért felelds enzimek kimutatdsdra fokuszaltak, mivel a
szakirodalmi allaspont szerint ezen enzimek termelése a tObbszords antibiotikum rezisztencia
szempontjabol kiemelkedd jelentdségli (SHAH ET AL., 2004).

Az ESBL (széles spektrumu béta-laktamaz), és MBL (metallo béta-laktaméz) termelés, mint a
Béta-laktdm, ill. Carbapenem tipusti antibiotikumok hatastalansagaért felelés rezisztencia
mechanizmusok, fenotipusos modszerrel keriiltek elemzésre. Esetiikben minden olyan kornyezeti
izolatumot vizsgalatba vontunk, mely MIC értéke alapjan valamely vizsgélt Béta-laktam, ill.
Carbapenem hatdanyag esetében rezisztenciat mutatott.

Az in vitro tesztek kivitelezéséhez az AbBiodisk (Solna, Svédorszag) atal forgalmazott
kombinalt E-teszt csikok keriiltek felhasznalasra, melyek az E-teszthez hasonlé modon a tesztesik

egyik oldalan koncentracidé gradiens mentén tartalmazzék az adott antibiotikum hatéanyagot. A
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tesztcsik ellentétes oldalan az adott készitmény széles spektrumt béta-laktamaz, ill. metallo béta-
laktamaz inhibitorral kombinalva keriilt impregnalasra, mely ESBL esetében klavulansav, MBL
esetében etiléndiamin-tetraccetsav volt. Béta-laktamdz termelése esetén tehat a tesztcsik két végén
tapasztalhatd MIC értékek tekintetében eltérést kell, hogy tapasztaljunk. Az eredmények
értékelésekor a gyartd utasitdsainak megfeleléen jartunk el, igy amennyiben a két
koncentraciogradiens mentén mért MIC értékek kozotti eltérés nagyobb vagy egyenld volt, mint 8,
az ESBL, ill. MBL termelés a teszt alapjan fenotipusosan igazoltnak tekintettiik.

Az ESBL ¢és MBL termelésre iranyuld vizsgalatok soran a kisérleti és inkubacios koriilmények a
3.5.2. alfejezetben, az E-teszt modszernél ismertetett modon és azonos mindség-ellendrzés mellett

zajlottak.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A P. AERUGINOSA KORNYEZETI GYAKORISAGA, JELLEMZO ELOSEJT-SZAMA

A P. aeruginosa faj kdrnyezeti kimutathatdsagara vonatkozo6 informaciokat a vizsgalt kornyezeti
mintdkra (szénhidrogénnel szennyezett kozeg, komposzthoz kotddé kozeg) nézve az alabbi
alfejezetekben ismertetem. A kimutatasi gyakorisagot a vonatkozé Magyar Szabvany alapjan
végzett fenotipusos izolalas és identifikacid eredményei alapjan értékeltem, a tovabbi szoveges és
szamszeru, a P. aeruginosa Kimutatasi gyakorisagarol szolo eredmények tehat az MSZ 21470-
77: 1988 alapjan végzett identifikacion alapulnak.

Munkank elsd fazisaban a célkitiizésekben vazolt, antropogén hatas alatt allo kozegek vizsgalata
mellett lehetdségiink nyilt nem szennyezett, természetkozeli allapotban 1évé (elsOsorban
természetvédelmi oltalom alatt allo teriiletekrdl szarmazo) talajmintak vizsgalatara is. A vizsgalt
27, foldtani kozegbdl szdrmazo minta esetében (melyek részletes tulajdonsagait a 2. Melléklet 5.1.
sz. tablazata tartalmazza) azonban az altalunk hasznalt médszerekkel a P. aeruginosa faj nem volt

detektalhato.
4.1.1. A P. aeruginosa kimutatasi gyakorisaga szénhidrogénnel szennyezett kiarhelyeken

A P. aeruginosa szénhidrogénnel szennyezett kdzegbol torténd kimutatdsara iranyuld mintavételi,
mintafeldolgozasi vizsgalatok eredményeit foglalja 0ssze a 4.1. sz. tdblazat. A szénhidrogénnel
szennyezett teriileteken végzett P. aeruginosa detektalds sordn a 2002-2008. kozotti kisérleti
iddszakban vizsgalatba vont 49 karhelybdl a vonatkozd Magyar Szabvany eldirasait kdvetd izolalasi
eljaras alapjan 34 helyszin esetében tapasztaltunk legalabb egy mintavételi alkalommal mérhetd P.
aeruginosa szamot, mely 69,3% kimutatasi gyakorisagot jelent. A vizsgalt mintaszamra (88
mintavétel, 235 minta) vonatkoztatott eredmények alapjan elmondhat6, hogy a szénhidrogénnel
szennyezett foldtani kozeg, felszin alatti viz, ill. biofilter mintak 33,6%-a tartalmazott az
altalunk végrehajtott izoladlasi eljarassal kimutathatdé mennyiségben P. aeruginosa fajt. A
bakterialis sejtszam felsd hatara elérte a 10 000 MPN/g, ill. ml nagysagrendet (lasd: 4.1. sz.
tablazat).

A P. aeruginosa szénhidrogénnel szennyezett terlileten vald kimutathatosagi gyakorisagara
nézve csupan kevés informacio allt rendelkezésre a szakirodalomban. Eredményeinket igy csupan
egy, szénhidrogénnel szennyezett karhely (U.S. Naval Weapons Station, Kalifornia) 8 mintavételi
pontjabdl gyljtott izoldtumai kozott mérhetd P. aeruginosa gyakorisaggal (RIDGWAY ET AL., 1990)
vethettiik 0ssze. Az Osszevetés alapjat képezd kutatdbmunka esetében a vizsgalt 8 monitoring kutbol

6-bol volt sikeres az izolalas, mely 244 torzs azonositasat tette lehetévé. Tenyésztéses és biokémiai
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fajazonositas alapjan ezen izolatumok 48,4%-a P. aeruginosa volt. A P. aeruginosa
kimutathatésagéara iranyuld vizsgalataink alapjan ez a szakirodalomban fellelhetd, csupan kis
mintaszamra vonatkozo kijelentés pontositast nyert, igy megéallapithatd, hogy szénhidrogénnel
szennyezett teriileteken a P. aeruginosa baktériumfaj — 69,3%-ban karhelyre, 33,6%-ban
mintaszamra vonatkoztatva — izolalhaté. A vizsgéalatba vont karhelyek és kornyezeti mintak
korének bovitésével a jovoben ez az altalunk megallapitott kimutathatosagi gyakorisag tovabb

pontosithato.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1.1. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(1. tézis) 49, szénhidrogénnel szennyezett karhely 235 mintajanak vizsgalata
alapjan megallapitottuk, hogy a szabvanyos izolalasi és identifikalasi
modszerekkel a P. aeruginosa a vizsgalt karhelyek 69,3%-an volt legalabb egy
esetben detektalhato, mig a vizsgalt 0sszes minta esetében 34,0%-0s kimutatasi
gyakorisag volt jellemz6. Az eredmény kisebb elemszamra vonatkoztatott

megallapitasait nemzetkozi publikacioban adtuk kozre (KASZAB ET AL., 20104).
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4.1. sz. tablazat: A P. aeruginosa kimutatasi gyakorisaga és jellemz0 él6sejt-szama szénhidrogénnel szennyezett karhelyeken

Maximalis TPH (Cs-49)

P. aeruginosa

Karhely s Karhely Mintavételi Mintavételek Mintak szama L s c1x P. aeruginosa Izolalt
sorszama Telepiilés jellege idoszak szama (db), jellege koncentracio detektalas MPN/g, ml torzsek
jefleg - Jeeg (mg/kg, pg/dm®) (mintaszam/eset) &
@ - 1 CHT
1 Algy6 KUL 2004., 2008. 2 > CHV 569 3/1 10 P39
2 Barcs KUL 2007., 2008. 2 8 CHV 917 8/0 nem mérhetd -
3 Batonyterenye BEL 2003., 2005. 2 g gg\]; 938 9/2 n.d. P49, P50
4 Biharkeresztes BEL 2007. 6 16 CHV 750 16/0 nem mérhetd -
5 Budapest | BEL 2005. 1 3 CHV 27500 3/2 0,36-4,3 P45, P46
6 Budapest I1 KUL 2002. 1 1 CHV 17400 1/0 nem mérhetd -
7 Budapest I1I KUL 2002. 1 1 CHT 20042 1/1 142 -
8 Budapest IV KUL 2002. 1 2 CHV 2150 2/2 82,4-693 -
9 Budapest V KUL 2002. 1 1 CHV 1020 1/1 103 -
10 Csenger KUL 2003., 2007. 2 21 gg;l; 1270 3/0 nem mérhetd -
11 Csillaghegy KUL 2002. 1 1 CHT 4430 1/0 nem mérhetd -
12 Debrecen BEL 2007. 1 2 CHV 4880 2/1 4,3 P71
13 Dévavéanya KUL 2003. 1 3 CHT 3660 3/0 nem mérhetd -
14 Diosd KUL 2002. 2 4 CHV 630 4/4 10-100 P2, P9, P10, P11
15 Eger | BEL 2008. 1 4 CHV 87 4/2 0,36 -
16 Eger II BEL 2008. 1 2 CHV 299 2/0 nem mérhetd -
17 Galgaguta KUL 2003. 1 3 CHT 6190 3/3 1-1000 -
18 Garé KUL 2002. 1 1 CHT 1555 1/1 862 -
VA R ey 3 CHT
19 Hajduboszérmény BEL 2006. 2 2 CHV 6140 5/1 0,61 -
20 Hajdadorog KUL 2003. 2 3 CHT 11700 3/2 1-100 -
21 Hosszapalyi KUL 2003 1 1 CHT 10800 1/1 100 -
22 Karcag KUL 2005. 1 2 CHV 6140 2/2 0,36 -
23 Kiskundorozsma KUL 2003. 1 3 CHT 218 3/0 nem mérhetd -
24 Kiskunlachaza KUL 2002. 1 1 CHT 2360 1/1 5940 -
25 Komadi KUL 2003-2006. 3 41811_—11\]; 362 5/4 10-100 P31, P32
26 Lovasberény KUL 2002. 1 1 CHT 2520 1/1 214 -
27 Maétészalka KUL 2002. 1 2 CHT 18190 2/1 11,2 -
28 Mesterszallas BEL 2006. 1 2 CHV 146 2/0 nem mérhetd -
29 Mez6thar BEL 2005. 1 1 CHT 705 1/1 1000 P42
30 Nagyszénas KUL 2007. 2 Zlgg\]; 3630 3/2 9,3-1100 P69, P70
. - 2 CHT
31 Opusztaszer KUL 2004-2006. 7 24 CHV 8500 26/3 29-100 P38, P43
32 Polgar KUL 2003. 1 4 CHT 13500 4/0 nem mérhetd -
33 Piispokladany KUL 2003. 1 3 CHT 7300 3/2 100-10000 P28
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4.1. sz. tablazat, folytatas

Mintak szama

Maximalis TPH (Cs-4)

P. aeruginosa

s B vl ol ol S S R Al B 7 Gl
jellege mg/kg, pg/dm mintaszam/ese
34 Siklos BEL 2008. 2 4 CHV 9990 4/2 2-23 -
35 Szabadszallas BEL 2004. 2 4 CHT 78500 4/4 10-1000 P30, P35, P36, P37
36 Szarvas I BEL 2006. 1 2 CHV 18500 2/0 nem mérhetd -
37 Szarvas 11 KUL 2006-2007. 4 16 CHV >100000 16/6 0,73-240 P62, P78, P79
38 Székesfehérvar 1 KUL 2007. 1 4 CHV 3620 4/0 nem mérhetd -
39 Székestehérvar 11 BEL 2008 1 4 CHV 7670 4/2 0,36 -
40 Szigetszentmiklds KUL 2002. 1 1 CHT 10200 1/1 789 -
41 Tata KUL 2002. 1 1 CHT 42472 1/1 22400 -
42 Tiszafiired KUL 2002. 1 1 CHT 4820 1/1 643 -
43 Tiszalok KUL 2003. 1 1 CHT 1800 1/0 nem mérhetd -
44 Tiszaujvaros KUL 2005. 1 6 CHV 57800 6/0 nem mérhetd -
45 Tokol KUL 2003-2004. 6 o gg}; 16800 15/11 1-4460 P14, 1;11%’ 2263’ P17,
46 Tuarkeve KUL 2003. 1 2 CHT 11300 2/2 10 P22
47 Zalaegerszeg | KUL 2006., 2008. 2 12 CHV 63500 12/2 15-43 P53
48 Zalaegerszeg 11 BEL 2006-2007. 8 32 CHV 31400 32/6 0,36-4,3 P65, P66, P77
49 Zalaszentlaszlo KUL 2002. 1 1 CHT 14600 1/1 36,3 -
P. aeruginosa
235 minta: AT detektalas: P. aeruginosa
) , 35KUL | 2002-2008. .. | 61CHT maximalis TPH (Cs-a):| 49,34\ srhelyen szdm: o
Osszesen 49 karhely 14 BEL idészak 88 mintavétel 169 CHV 137/1-( >.100;)(;)I?l , (69,3%) 10-10000 36 izolatum
5 BF g/ke; neg 235/40 mintaban MPN/g, ml
(34,0%)

BEL- belteriilet, KUL- kiilteriilet; CHT- szénhidrogénnel szennyezett talaj; CHV- szénhidrogénnel szennyezett talajviz; BF-biofilter; n.d.- nincs adat
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4.1.2. A P. aeruginosa kimutathatosagi gyakorisaga a komposztalas folyamata soran

A P. aeruginosa komposzthoz kot6dé mintdkbdl vald kimutatashatosdgara vonatkozo értékek
megallapitdsandl - a szénhidrogénnel szennyezett teriileteknél alkalmazott modszert kovetve - az
MSZ 21470-77: 1988 alapjan végzett identifikdcid6 eredményeire hagyatkoztunk. Ezeket az
eredményeiket foglalja 6ssze a 4.2. sz. tablazat.

Vizsgalataink alapjan megallapithatd volt, hogy a komposztalds nyersanyagéaul szolgalo 17
kiilonb6z6, biogaz-iizemi, mezdgazdasagi, illetve hderdmiivi hulladék, melléktermék (1 sertés
higtragya, 6 biogaziizemi maradékanyag, 2 vinasz, 1 gipsz, 1 pernye, 1 salak, 3 fahamu és 2 stirQi
zagy) jellemzbéen nem tartalmazott kimutathatd mennyiségben P. aeruginosa-t. Kivételt képezett ez
alol egy minta, a 8. sorszammal ellatott mintavételi helyszinrél szarmaz6 biogaziizemi
melléktermék (hulladék szalma), melynek esetében a P. aeruginosa faj relative magas, 1000 MPN/g
szilard minta nagysagrendben volt kimutathat6. Az ipari, mezOgazdasagi és energiatermelési
melléktermékek, mint komposztaldsi alapanyagok esetében igy 5,8%-0s kimutatisi aranyt
allapitottunk meg.

A komposztalas folyamata soran gyijtott 78 érés alatt allo, ill. érett komposzt minta esetében
megallapitott kimutatasi gyakorisag 56,4% volt. Nyitott prizmas eljaras esetében (54 minta)
53,7%, mig zart, levegéztetett rendszernél (24 minta) 29,1%-ban tartalmaztak a mintak a P.
aeruginosa fajt. Vizsgalataink alapjan a komposztalas folyamata soran a jellemzé sejtszam nyitott
prizmas eljaras esetén 10-1 000 000 MPN/g, zart, levegdztetett modszer mellett 10-10000 MPN/g
szilard minta értékek kozott valtozott. Megdallapithatd tehat, hogy a valasztott komposztalasi
modszer jelentésen befolyasolja a P. aeruginosa felszaporodasit és a zart technologia
hatékonyabban eliminalja a faj képviseldit, mint a nyitott prizmas komposztalas.

A tapasztalt P. aeruginosa szam ¢€s a komposztalas sordn érvényesiild aktualis homérséklet
kozotti Osszefiiggés attekintésére az 4.2. sz. tdbldzatban 9-11. sorszammal ellatott, harom
parhuzamos mérésben beallitott nyitott prizmas komposztalasi kisérletek alatt volt lehetdségiink
(A1, A2, A3, B1, B2, B3 és C1, C2, C3 jelzési prizmék). Ennek eredményeit szemlélteti a 4.1. sz.
szam folyamatosan valtozott ¢s a tapasztalt értékeket jelentds mértékben — bar nem kizardlagosan
— befolyasolta a komposzt prizmak aktudlis homérséklete. Ezt tdmasztja ald, hogy a
komposztalasi kisérlet 5-12. napjan, tehat az 55 °C feletti homérséklettel jellemezhetd termofil
szakaszban a tapasztalt P. aeruginosa szam nem haladta meg a 100 MPN/g szilard minta
nagysdgrendet, ill. a 12. napon a vizsgalt 9 prizma koziil csupdn egy esetében (B2) maradt
detektalhat6 a faj. A komposztalas 33-85. napja kozott a P. aeruginosa azonban ismét mindharom

kisérleti beallitas legalabb egyik prizmajaban kimutathatdé nagysagrendet ért el és jelentds (1000-
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1 000 000 MPN/g szilard minta nagysagrend) sejtszamot tapasztaltunk az Al, A2 és A3 jelolés
prizmakban (I1d: 4.2. sz. tdblazat, ill. 4.1. sz. abra).

Helyszin
sorszama:
100000000 EENAL sejtszim
E=SA2 sejtszam -9
Z 10000000 E=1A3 sejtszam
z EBI1 sejtszam
2 1000000 - B2 sejtszim } 10
B0 S EB3 sejtszam
= 100000 E, —C1 sejtsz:ilm}
£ € C3C2 sejtszam - 11
E 10000 E EF‘S sejtsmm
= _ = Al homeérséklet
; 1000 § A —0-A2 ht’)’mérséklet} 9
g g =~  —0—A3 hémérséklet
5 —&—B1 homérséklet
§a 100 g —=—-B2 homérséklet - 1o
3 | —e—B3 hémérséklet
o 10 1§ ——C1 hémérséklet
B ——C2 hémérséklet - 11
1 1H —C3 hi)’mérséklet}
0.1 +H

1. nap S.map 12.map 33.nap 6l.nap 85.nap

4.1. sz. abra: A nyitott prizmas komposztalasi folyamat (Kecskemét) soran mérhetd homérsékletek (°C) és a
tapasztalt P. aeruginosa szam (log MPN/g) 3 parhuzamos prizma (A1-A2-A3; B1-B2-B3; C1-C2-C3) eredményei
alapjan

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy bar a termofil fazis jelentdsen csokkenti a P.
aeruginosa sejtszamat, am a megfeleld izolalasi és dusitasi eljaras segitségével a faj képviseldi a
komposztalas teljes folyamataban kimutathatéak maradnak. Ez a tény ellentétben all a VAN
HEERDEN ¢és munkatérsai (2002) altal kialakitott feltételezéssel, miszerint a P. aeruginosa csak a
végsd komposzt termékben jelennek meg, az érés folyamatidban nem. Azonban az emlitett
publikacié nem alkalmazott dusitasi eljardst a P. aeruginosa komposzt mintakbol torténd
detektalasara. Sajat, dusitason alapul6 vizsgalataink alapjan a faj egyes torzsei tehat a DROFFNER ¢€s
munkatarsai (1995) altal igazolt mdédon nem csupan tdlélhetik a termofil szakaszt, hanem
szaporodhatnak is annak soran ¢s a kész komposzt termékben is kimutathatoak (1d: 4.1. sz. dbra
85. napra vonatkozo6 eredményei).

Komposzttal kezelt talaj esetében a P. aeruginosa kimutatasi gyakorisdga 83,3% volt, azaz a
vizsgalt 6 mintabol 5 esetében a faj kimutathatonak bizonyult (lasd 4.2. sz. tablazat). A jellemz6
sejtszam 10°-10%/g MPN talaj értékek kozott mozgott. A P. aeruginosa jelenléte ugyanakkor
talajparcellak esetében nem csupan a komposzt alkalmazisanak tulajdonithatd, hanem a talaj
természetes mikrobakdzosségébdl is eredeztethetd, hiszen e kdzeg az ubikviter mikroorganizmusok
rezervoarja lehet (GREEN ET AL., 1974), igy messzemend kovetkeztetéseket a komposzttal kezelt

talajmintak elemz¢sébdl nem vonhatunk le.
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4.2. sz. tablazat: A P.

aeruginosa kimutatasi gyakorisaga €s jellemz0 €l0sejt-szama a komposztas folyamata soran, ill. a vizsgalt mintak jellemz06 tulajdonsagai

P. aeruginosa

. . Mintavételi Minta A < . Lo . Mintavételi Mintak kimutatasi esetszaim P. aeruginosa g
Sorszam Helyszin idészak jellege Osszetétel Mikrobialis oltéanyag stratégia széma MSZ 21470-77: 1988 MPN/g Izolalt torzsek
(% minta)
1 Palhalma 2008. KA sertés higtragya - atlagminta 1 0,0% (0) - -
2 Banhalma 2008. KA biogéz-lizemi maradékanyag - atlagminta 3 0,0% (0) - -
3 Gybr 2008. KA vinasz - atlagminta 2 0,0% (0) - -
4 Visonta 2008. KA stirti zagy, gipsz, pernye, salak - atlagminta 4 0,0% (0) - -
5 Porndapati 2008. KA fahamu - atlagminta 2 0,0% (0) - -
6 Pécs 2008. KA fahamu, siirii zagy - atlagminta 2 0,0% (0) - -
7 Nyirbatony 2008. KA biogaz-lizemi maradékanyag - atlagminta 1 0,0% (0) - -
8 Kecskemét 2008. KA 's’;‘;ﬁf;'“zeml miwzdl iy, Bolllddl . atlagminta 2 50,0% (1) 1000 K13
2 Thermobifida fusca K15, K16, K19, K20,
o tfiaa, » >
9 Kecskemét | 2008 NP | 23 /voh biogie bac maradékanya Bacillus circulans prizménkent 18 100,0% (18) 1o K21, k22, K23, K24, K25,
: 304 /VO/" o 8 X yag Scytalidium thermophilum (AL, A2, A3) >0 1 000 000 K26, K29, K30, K31, K32,
o fragy Paecilomyces variotii K35, K37
A0 w7l LI el gﬁi’l;;l:sbg?iiﬁ';g ‘ prizmanként
b * 9% biogaz-ii i 5 0
10 Kecskemét 2008. NYP 45 v/v% biogaz-iizemi maradékanyag R (BI, B2, B3) 18 38,8% (7) 10
15 v/v% fahamu . o
Paecilomyces variotii
55 v/v% hulladék szalma
2 15 v/v% tragya Mikrokomp-Geocell® prizmanként
* 0,
11 Kecskemét 2008. NYP 15 v/v% vinasz inokulum (C1,C2,C3) 18 22,2% (4) 10
15 v/v% fahamu
12 Balatonfiizfé 2009. LZP* oltatlan kontroll (E, F, G) - atlagminta (D) 3 0,0% (0) - -
55 v/v% hulladék szalma Thermobifida fusca
o o « 0/ oA s ; Bacillus circulans . . o
13 Balatonfiizfé 2009. LZP 15 v/v% biogaz-iizemi maradékanyag R atlagminta (E) 3 33,3% (1) 10
0/ top
S R Paecilomyces variotii
n Thermobifida fusca
0,
e I 40V hpllardelf szalf“ a A Bacillus circulans A p
14 Balatonfiizfé 2009. LZP 45 v/v% biogaz-lizemi maradékanyag Syttt damzapitom atlagminta (F) 3 0,0% (0) - -
0,
19 Wi i Paecilomyces variotii
55 v/v% hulladék szalma
0/ ¢t . g
15 Balatonfizfs | 2009. LZp* 19 Wit iz Wilsisl@ip-Cizneslle stlagminta (G) 3 0,0% (0) - :
15 v/v% vinasz inokulum
15 v/v% fahamu
16 Balatonfiizfé 2009. LZP* oltatlan kontroll (I, J, K) - atlagminta (H) 3 33,3% (1) 10 K38
55 v/v% hulladék szalma [
17 Balatonfiizfé 2009. LZP* 15 v/v% szennyviziszap gl . a . 33,3% (1) 10000 K39
30 v/v% trigya Scytalidium thermophilum atlagminta (T) 3
Paecilomyces variotii
n Thermobifida fusca
0,
o 40 V/VDA) hulladek' s'zalma Bacillus circulans . . o
18 Balatonfiizfé 2009. IL7A% 45 v/v% szennyviziszap Sttt i atlagminta (J) 3 33,3% (1) 10
0,
L5 i i Paecilomyces variotii
55 v/v% hulladék szalma
0/ ¢t . g
19 Balatonfiizfs | 2009. LZp* 15 vivitrigya Wilsislomp<Gsslie Sagmintal(K) 100,0% (3) 10-100 K40
15 v/v% szennyviziszap inokulum 3
15 v/v% fahamu
20 Orbottyan 2002. KKT - - pontminta 6 83,3% (5) n.d. K1, K2,K3,K4, K5
) ) 42 mintiban (41,5%) | Lo-ro00000
. 2002-2009. . . MPN/g, ml s
Osszesen 10 helyszin g - - - - 101 minta P. aeruginosa 5 25 izolatum
idészak P. aeruginosa

kimutatas

szam

KA — komposzt alapanyag, NYP — nyitott prizma, LZP — levegéztetett zart prizma, KKT — komposzttal kezelt talaj; n.d. — nincs adat

*a prizmak C/N aranya 26-33 kozotti értékre keriilt beallitasra, 50-70% nedvességtartalom mellett
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.1.2. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(2. tézis) Eddig nem vizsgalt komposzt-alapanyagok (ipari, biogaziizemi) nyitott
prizmas, féliizemi komposztalasi kisérlete alapjan megallapitottuk, hogy a P.
aeruginosa baktériumfaj a jogszabalyi eloirasoknak megfelelé technologia és
homérséklet mellett is képes lehet a komposztalas termofil szakaszanak
tulélésére ¢és magas sejtszamban megjelenthet a kész komposztban.
Eredményiinket nemzetkozi tudomanyos folydiratban publikaltuk (KASZAB ET
AL., 2010B).

4.1.3. A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrol és komposztokbol szarmazo mért P.

aeruginosa sejtszamok kornyezetegészségiigyi értékelése

A P. aeruginosa faj lehetséges human-egészségiigyi hatdsait attekintd szakirodalom alapjan
elmondhat6, hogy a fertézott viznek valo kitettség esetén a kolonizaciora (de nem az infekciora)
valo esély jelen ismereteink szerint kisebb, mint 1:10000 (RUSIN ET AL., 1997). Szilard
halmazallapoti kontaminalt anyaggal valo érintkezés esetén, mely esetliinkben a szénhidrogénnel
szennyezett foldtani kdzeg, komposztalasi alapanyag, komposzt, vagy komposzttal kezelt talaj, az
expozicids utvonalak a lenyelés mellett a belégzés, illetve a bér sériilésein at valo behatolas
lehetéségével boviilnek. Vizsgalataink sordn a szénhidrogénnel szennyezett kozeg (1-10000 MPN),
ill. a komposzt mintak esetében tapasztalhaté (1-1000000 MPN) élosejt szamok elérhetik a FOK
(2005); és LIZEWSKI ET AL. (2002) altal meghatarozott infektiv dézis alsé hatarat, mely oralis
expozicid esetén (10%-10® MPN/g). Szakirodalmi kozlemények alapjan a kolonizacid jelentOsége
sem hanyagolhato el, hiszen a nozokomialis infekciok kezdeti, tlinetmentes fazisanak tekinthetd,
mely egy komplex korkép kialakulasdhoz vezethet (BOLDIN ET AL., 2007). Ezek a megallapitasok
kiegészitve a szakirodalom 4ltal leirt jelenséggel, miszerint a P. aeruginosa mind gyakrabban tehetd
felelossé a kozosségben szerzett, prediszpozicid nélkiil kialakult tiidéinfekciokért (ARANCIBIA ET
AL., 2002), felvetik annak a lehetoségét, hogy a szennyezett foldtani kozeggel, felszin alatti

vizzel, ill. komposzttal érintkezve kolonizacio, és/vagy infekcio alakuljon Kki.
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4.2. TORZSGYUJTEMENY KIALAKITASA

A 2002-2009. kozotti vizsgalati idészakban végzett izolalasi eljaras keretében 36 db,
szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl, valamint 25 db, komposztalashoz, ill. komposzt
felhasznalashoz kot6dé mintabol izolalt, faj szinten identifikalt P. aeruginosa torzs keriilt a SZIE-
Kornyezetvédelmi ¢és Kornyezetbiztonsagi Tanszékén torzsgylijteményi allomanyba tovabbi,
fenotipusos €és molekularis genetikai vizsgalatok céljabol. Az izolatumok a vonatkozd Magyar
Szabvany szerinti identifikacidé mellett a 16S rDNS fajspecifikus régidinak vizsgalata alapjan is a P.
aeruginosa faj képviseldinek bizonyultak, igy megbizhatdé alapot jelentettek a virulenciara és

antibiotikum rezisztenciara vonatkozo kovetkeztetések kialakitasahoz.

4.3. FENOTIPUSOS VIZSGALATOK

Telepmorfologiai vizsgalataink alapjan a kornyezeti
(szénhidrogénnel szennyezett, ill. komposzt eredetii
torzsek), valamint az  Osszehasonlito  klinikai
izolatumok (ATCC 27853, KPS-1, KPS-2, KPS-3,
KPS-4) kozott fenotipusos kiilonbség nem volt
tapasztalhat6. Telepképiik nutrient agar felszinén az
alabbiak szerint jellemezhetd: lapos, vagy enyhén
domboru, kerek formaju telep, enyhén, vagy teljesen

hullamos szegély, kozepes (1-4 mm) atmérd. A

mucoid, fényes felszinli megjelenés, fakd szin, és a

4.2. sz. abra: A P. aeruginosa kdrnyezeti
izolatumainak jellemzo telepképe (2009. 04.17.,

P17 torzs, nutrient agar; a szerz0 felvétele) tapasztalhato agar-elszinez6dés a kornyezeti torzsek

piocianin-termelésnek tulajdonithat6d, a telepek koriil

jellegzetes tulajdonsaga (4.2. sz. abra).

Tokfestésre iranyuld mikroszkopos vizsgalataink eredménye alapjan elmondhatd, hogy a 3.3.
alfejezetben ismertetett modszer szerint végrehajtott eljaras alapjan a tokképzés a kornyezeti torzsek
jellemzd sajatossaga. A makro- és mikromorfologiai sajatossagok alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy
a kornyezeti P. aeruginosa izolatumok a faj jellemzo, klinikai torzsek korében is tapasztalt

morfologiai bélyegeit tiikrozik (KASZAB ET AL., 2010A).
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4.4. VIRULENCIA FAKTOROK VIZSGALATA SZENHIDROGENNEL SZENNYEZETT TERULETEKROL

SZARMAZO IZOLATUMOK ESETEBEN

A kozvetlen és kozvetett virulencia determinansok megallapitasara, azaz a hemolitikus aktivitas,
valamint az exotoxinok és exoenzimek (ExoA, ExoU, ExoS, ExoT és ExoY) termeléséért felelds
génszakaszok (exoA, exoU, exoS, exoT és exoY) jelenlétének, ill. hianyanak detektalasara iranyuld

vizsgalataink részletes eredményeit a 4.3., ill. 4.4. sz. tdblazat tartalmazza.

4.4.1. Hemolizis vizsgalatok

A hemolitikus aktivitds, azaz a béta-hemolizis intenzitdsa vizsgélataink alapjan az egyes
kornyezeti torzseknél eltérd mértékli volt. A 22 6rads inkubécios id6 mellett tapasztalt hemolizis-

intenzitast 6tfokozatu skalan jellemeztiik.

A P. aeruginosa Columbia véragaron valé novekedésének észlelését, tovabba az atvilagitott

lemezeken detektalhatd béta-hemolizist szemlélteti a 4.3. sz. abra.

4.3. sz. abra: A P. aeruginosa P 43 jelzési torzsének novekedése és hemolizise

Columbia véragar lemezen (22 h, 37°C) (KASZAB ET AL., 2010C)

A kornyezeti torzsek hemolitikus aktivitdsdnak Osszehasonlitdsdhoz a szakirodalom nem
tartalmazott attekinté informdaciokat, igy a kiértékelés soran a rendelkezésiinkre all6 klinikai torzsek
altal mutatott hemolizis zoénaval valod 0sszevetést vettiik alapul. A kornyezeti és az 6sszehasonlitd
klinikai izolatumok hemolitikus aktivitdsara vonatkozé eredményeket a 4.3., ill. 4.4. sz. tablazat

tartalmazza.
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4.3, sz. tablazat: A P. aeruginosa szénhidrogénnel szennyezett teriiletr8l szdrmazé izolatumainak exotoxin és exoenzim 4.4. sz. tablazat: A P. aeruginosa komposzt eredetii izoldtumainak exotoxin és exoenzim kddolé génkészlete

kodolo génkészlete Szarmazas Exoenzim ko6dold génszakaszok
, , Exoenzim ko6dold génszakaszok - (helyszin Hemolitikus exoS exoY exoT exoU exoA
L Szamazas Hemolitikus exoS exoY exoT exoU exod Torzsjele | sorszéma) aktivitas
Torzs jele (karhely s S .
. aktivitas PCR vizsgalatok eredménye
sorszama) L .
e PCR vizsgilatok eredménye 12%7"1";5% Ref. 1.% " o " o R o
27853 Ref. 1.* * * * * - * KPS-1 Ref. 2.% + - + + +
KPS-1 Ref. 2.* a4 - + + i KPS-2 Ref. 3.* ++ A - A - -
KPS-2 Ref. 3.* ++ A - A - - KPS-3 Ref. 4.* + - a4 “F 4 e
KPS-3 Ref. 4.* + - + + + + KPS-4 Ref. 5.* ++ - + + + E
KPS-4 Ref. 5.* ++ - i i + + K1 20 + + + + - +
P2 14 - + + e - + K2 20 A + + + - +
P9 14 - + + + + K3 20 ++ - - - - +
P10 14 - - + + F + K4 20 ++ - + “F - +
P11 14 - + b + - + K5 20 e + &b o= - +
P14 45 +/- + + + - + K13 8 - - - - - +
P15 45 ++ + + + - + K15 8 +++ + + + - +
P16 45 +/- + + + + K16 9 - + e + - +
P17 45 + + + e - + K19 9 ++ + + + - +
P18 45 +/- + + + - + K20 9 - + + + - +
P22 46 + + + + - + K21 9 + + + + - +
P28 33 + + + + - + K22 9 +++ + + + - +
P30 35 - + + + - + K23 9 +++ + + + - +
P31 25 -+ + + + - + K24 9 +++ + + + - +
P32 25 ++ + + + - + K25 9 ++ - - + - +
P33 45 +++ + + + - A K26 9 AHHF + i o - +
P35 35 ++ + + + - + K29 9 +++ - - + - +
P36 35 +++ + + + - + K30 9 ++ T 3 + - +
P37 35 + + + o - o K31 9 ++ A + o - +
P38 31 + + + + - + K32 9 + + + + . +
P39 1 +++ + + + - A K35 9 AHF + 4 o - +
P42 29 + + + + - + K37 9 - - - + - +
P43 31 +++ - + + + 4 K38 16 3 + 4 o - +
P45 5 - + + + - + K39 17 +++ + + + - +
P46 5 + + + + - + K40 19 =+ + + + . +
P49 3 d=HF + + + - + *Referencia torzsek
P50 3 +H+ + + + - +
P53 47 + + + + - + Hemolitikus aktivitas: PCR vizsgalatok:
P62 37 - + + + + - nincs hemolizis +  pozitiv PCR reakcid
P65 48 I + + + R + +/- kétséges hemolizis - negativ PCR reakcio
P66 48 T o o o B o +  gyenge hemolizis
P69 30 + + + + - + *+ hemolizis
P70 30 S o o m o +++ intenziv hemolizis
P71 12 + - n ¥ o o
P77 48 + + + + - +
P78 37 + + + + - +
P79 37 ++ + + + - +

*Referencia torzsek
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A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrél szarmazo torzsek hemolitikus aktivitdsanak eltérd
intenzitasat tekinti 4t a 4.4. sz. abra, mig a komposzt eredetli torzsek kozotti eltéréseket foglalja

0ssze a 4.5. sz. abra.

4.4. sz. abra: Hemolizis intenzitasa a szénhidrogénnel
szennyezett kozegbdl szarmazd P. aeruginosa torzsek esetében

A szénhidrogénnel szennyezett kdrnyezetbdl izolalt torzsek 19,4%, ill. komposzt esetében 8,8%-
anal nem tapasztaltunk hemolizist, azaz a vizsgalt Osszesen 61 torzs koziil 9 izolatum vagy
egyaltalan nem mutatott telepképzddést, vagy bar tortént telepndvekedés, de hemolizis folyamata
nem volt megfigyelhetd. Tovabbi 3 izolatum esetében a hemolizis megitélése kétséges volt. 14 torzs
gyenge, a klinikai 0sszehasonlitd izolatumok (KPS-1, KPS-3, ATCC 27853) szintjét el nem érd
mértékli hemolitikus aktivitdst mutatott. A fennmarad6 torzsek koziil 17 a klinikaiakéhoz (KPS-2,
KPS-4) hasonld, tovabbi 18 - azaz a vizsgalatba vont torzsek kozel 1/3-a - azt meghaladd hemolizis
mutatott.

Osszességében megallapithato tehat, hogy a kornyezeti eredetii P. aeruginosa torzsek 80,3%-
ban mutattak valamilyen mértékii hemolitikus aktivitast, azaz a vizsgalt torzsek kozel 4/5-e

képes a vorosvértesteket karositod aktivitasra.

kétséges

hemolizis
0,00%

4.5. sz. abra: Hemolizis intenzitdsa a komposzt kozegbdl

szarmazo0 P. aeruginosa torzsek esetében
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.4.1. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):
(3. tézis) A hemolitikus aktivitas vizsgalatok alapjan a szénhidrogénnel
szennyezett karhelyekrol szarmazo 36 izolatum 72,1%-a, mig a 25 komposzt
eredetii torzs 91,1%-a mutatott béta-hemolizist. Eredményeink szénhidrogénnel
szennyezett teriiletekrol szarmazo torzsekre vonatkoztatott adatait hazai

tudomanyos folyoiratban kozoltiik (KASZAB ET AL., 2010C).

4.4.2. Exotoxinokat és exoenzimeket kodolo génszakaszok vizsgalatanak eredményei

A P. aeruginosa faj exotoxin és exoenzim kdodolo génkészletének attekintése soran az altalunk
kivalasztott 6t génszakasz (exoS, exoY, exoT, exoU, ill. exoA) jelenlétét vagy hidnyat vizsgaltuk 36,
szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl szarmazo, ill. 25, komposzt eredeti torzs genetikai
allomanyaban. A vizsgalatba vont torzsek torzsgyijteményi jelzéseit, ill. a szénhidrogénnel
szennyezett teriiletekrdl szdrmazo és komposzt eredetii izolatumok exotoxin €s exoenzim készletére
vonatkozo részletes eredményeket lasd a 4.3. és 4.4. sz. tablazatokban. Az exotoxinok ¢&s
részletét szemléltetik a 3. sz. Melléklet 5.1. - 5.4. sz. abrai. A korhazi koriilmények kozott izolalt P.
aeruginosa torzsek exotoxin/exoenzim készletének megismeréséhez elvégeztiik a rendelkezésiinkre
allo, klinikai koriilmények kozott izolalt P. aeruginosa torzsek (lasd 3.2. sz. tablazat) vizsgalatat;
am mivel ezen torzsek szama a szakirodalomban fellelhetd izolatumok mennyiségétdl
nagysagrendileg elmarad, ezért nem képezhettek relevans hatteret a kornyezeti torzsek
Osszehasonlitd értelmezéséhez, csupan a PCR vizsgélatok validitdsanak ellendrzésére szolgaltak.
Eredményeink Osszevetéséhez szakirodalmi adatokat hasznaltunk fel, igy 63, klinikai kdrnyezetbdl
szarmazo6 izolatum alapjan megallapitott exoenzim géngyakorisdg (WINSTANLEY et al., 2005),
illetve a szintén nagy elemszamra vonatkoztatott exotoxin elterjedtség (BJORN et al., 1977) szolgalt

alapul.
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4.4.2.1. A szénhidrogénnel szennyezett kérnyezeti mintakbol szarmazo P. aeruginosa torzsek

exoenzim/exotoxin kodolo gén-gyakorisaga

A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl izolalt torzsek vizsgélatanak eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy az exoT, és az exoY szakaszok a vizsgalt DNS-mintdk mindegyikében
megtalalhatdoak voltak. 100,0%-ban detektaltuk az exoA szakaszt ¢és 86,2%-ban az exoS
szekvenciajat. Az exoU génszakasz a mintak 13,8%-andl bizonyult kimutathatonak, megjelenésével

egyidejlileg az adott torzs exoenzim génkészletében az exoS génszakasz hianya volt tapasztalhato.
4.4.2.2. A komposztbol szarmazo P. aeruginosa torzsek exoenzim/exotoxin kodolo gén gyakorisaga

Eredményeink alapjan a komposztbol izolalt kornyezeti torzsek esetében - a szénhidrogénnel
szenyezett teriiletekrdl szarmazo mintdkhoz hasonlé modon - a vizsgalt, patogenezisben kiemelkedd
jelentdségli virulencia gének jelentds ardnyban és gyakran egyidejiileg is detektalhatoak voltak.
Csupéan két komposzt eredetli izolatum esetében nem volt detektalhatdo a vizsgalatba vont exosS,
exoT, exoY, vagy exoU. Az Exotoxin A termelddését kodold exoAd génszakasz, mely ismert
virulencia markernek tekintheté minden komposzt eredetli térzs esetében detektalhatod volt, mig az
exoS (76,0%), exoT (92,0%), exoY (80,0%) gének gyakorisdga valtozatosnak tekinthetd. A P.
aeruginosa okozta betegség kialakulasaban szakirodalmi adatok alapjan kiemelkedd jelentdséggel

bird exoU (LIN ET AL., 2006), komposzt eredetii torzsek esetében nem volt detektalhato.

4.4.2.3. A kornyezeti torzsek exotoxin/exoenzim kodolo gén-gyakorisaganak osszevetése klinikai

eredményekkel

A szakirodalomban fellelhetd exotoxin/exoenzim kodold génszakaszok gyakorisagéara vonatkozé
klinikai adatokkal (BJORN ET AL., 1977; WINSTANLEY ET AL., 2005) valo 0sszevetést a 4.6. sz. abra
szemlélteti. Megallapithatd, hogy a vizsgalt virulencia faktorok koziil az exoS génszakasz
gyakorisaga szénhidrogénnel szenyezett, ill. komposzt kornyezetben nagyobb, mint klinikai
viszonylatban. Szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl szarmazo izoldtumok esetében kimagaslo
aranyban volt detektalhat6 az exoY (100,0%). Az exoT és exoA kozel hasonld aranyban jelentkezett
a klinikai és kornyezeti torzsek kozott, mig az exoU kornyezetben mérhetd kimutathatésaga
elmaradt a klinikai eredményektdl. Az exoU jelenléte és egyidejiileg az exoS hidnya feltehetdleg
annak tulajdonithato, hogy a két génszakasz csupan kivételes esetben detektalhatd egyszerre a
bakterialis genomban (SHAVER AND HAUSER, 2004), melyre a kornyezeti torzsek vonatkozasaban
sem talaltunk példat. Az exoU alulreprezentaltsdga tehat az exoS dominancidjanak tulajdonithato.

Szakirodalmi forrasok alapjan megallapithat6, hogy az exoS €s exoT gének jellemzden az invaziv
tipust P. aeruginosa torzsekben lelhetdek fel, mig a citotoxikus hatassal bird izoldtumok elveszitik

exoS génszakaszukat, ugyanakkor megorzik az exo7-t (FLEISZIG ET AL., 1997). A nem-invaziv
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tulajdonsaggal jellemezhetd torzsek citotoxicitasa pedig HAUSER ES MUNKATARSAI (2002) szerint
elsésorban az exoU génszakasz jelenlétének és aktivitasanak tulajdonithatd. Kovetkeztetésként
megallapithatjuk, hogy a koérnyezeti eredetii izolatumok genetikai sajatossagaik alapjan az
invaziv torzsek csoportjaba sorolhatoak és csupan kisebb hanyaduk esetében (a szénhidrogénnel

szennyezett teriiletekrél szarmazoé torzsek 13,8%-anal) feltételezheto citotoxikus jelleg.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0% |—
60,0% |—
50,0% |—
40,0% |—
30,0% |—
20,0% |—
10,0% |—

0,0%

Géngyakorisag (%)

exoS

exoY

exoT

exoU

exoA

L4 Komposzt torzsek

76,0%

80,0%

92,0%

0,0%

100,0%

M CH szennyezett teriiletekrél

86,2%

100,0%

100,0%

13,8%

100,0%

szarmazo torzsek

M Klinikai térzsek* 38,0% 81,0% 100,0% 59,0% 95,0%

4.6. sz. abra: Exotoxinok ¢és exoenzimek termeléséért felelds génszakaszok
gyakorisadga kornyezeti €s klinikai viszonylatban
*BJORN ET AL.,1977; WINSTANLEY ET AL., 2005

Figyelembe véve, hogy az altalunk vizsgalt P. aeruginosa izolatumok dont6 hanyada (96,7%-a)
legalabb két kiilonbozd virulencia faktor egyidejii hordozasaval toxikus proteinek termelésére lehet
képes feltehetd, hogy a kornyezeti-eredetli baktériumtdrzsek human egészségiigyi kockazatot
jelenthetnek arra hajlamos egyénekkel torténd érintkezés esetén.

Fontos azonban hangstlyozni, hogy munkam soran csupan a virulenciat kivalté exotoxinok és
exoenzimek termeléséért felelés génszakaszok kimutatdsa tortént, a patogenitast kozvetleniil
kivalto, ténylegesen kivalasztasra keriild toxinok €és enzimek termelésének ellendrzése nem zajlott
le. Az emlitett génszakaszok jelenléte dnmagaban nem jelenti azt, hogy az adott gén képes a
baktériumsejtben expresszalodni, azaz az éltala kddolt toxin, vagy enzim termelését megvaldsitani,
am arra utald tulajdonsagnak tekinthetd. Egyes vizsgélatok alapjan a kddold génszakaszt hordozo
torzsek esetében a toxikus proteinek termelésének aranya 77% (HAUSER ET AL., 2002); ennek

kornyezeti izolatumok vonatkozéasaban torténd megallapitasa azonban a jovo feladata.

65



UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.5.5. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(4. tézis) A kornyezeti eredetii P. aeruginosa izolatumok dontoé hanyada (96,7%-
a) legalabb két kiilonb6zo virulencia faktor egyideji hordozasaval toxikus
proteinek termelésére lehet képes. Eredményeink komposzt-eredetii torzsekre
vonatkozo adatait nemzetkozi publikacioban adtuk kozre (KASZAB ET AL.,
20108).

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.5.5. fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):
(5. tézis) Az exoA, exoY és exoT elofordulasi gyakorisagaban klinikai és
kornyezeti viszonylatban nincs érdemi Kkiilonbség. Az exoU génszakasz
kornyezeti torzsek esetében alulreprezentalt, helyette az exoS dominanciaja
jellemzo. A komposzt eredetii torzsek 100,0%-ban az invaziv torzsek
csoportjaba sorolhatéak, mig a szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrol izolalt
torzsek 13,8%-ban citotoxikus, 86,2%-ban invaziv jelleget mutatnak.
Eredményeink komposzt-eredetii torzsekre vonatkozé adatait nemzetkozi

publikacioban adtuk kozre (KASZAB ET AL., 2010B).

66



4.5. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA VIZSGALATOK EREDMENYEI

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalata soran elért eredményeink koziil elsé Iépésben a
korongdiffuzios teszttel vizsgalt, atfogod rezisztencia képet nyujté adatokat, majd az E-teszt eljaras
keretében megallapitott, kvantitativ, szdrmazas (szénhidrogénnel szennyezett kozeg, ill. komposzt)
szerint részletezett eredményeket ismertetem.

4.5.1. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok korongdiffuzios teszttel

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok elsé 1épésében végrehajtott szemikvantitativ
korongdiffuzids tesztek 34 kornyezeti izoldtumra vonatkoztatott eredményeit foglalja 6ssze a 4.5.
sz. tablazat (részletes eredményeket lasd a 4. Melléklet 5.2. sz. tdblazataban). A korongdiffuzios
antibiotikum rezisztencia vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a kdrnyezeti eredetii izolatumok
esetében a klinikum 4ltal rutin eljaras keretében vizsgalt antibiotikum hatéanyagcsoportok koziil
nem, vagy mérsékelten hatékonyak (0-76,5%) a Penicillinek, Cefalosporinok, Szulfonamidok,
Tetraciklinek és Amfenikolok. E készitmények koziil a kornyezeti torzsek tovabbi, kvantitativ
vizsgalatarara igy csupan a Pseudomonas-ellenes penicillinek kozé tartozo piperacillin, ill. a
harmadik generaciés Cefalosproinok csoportja bizonyult alkalmasnak. A Carbapenemek,
Aminoglikozidok és Kinolonok a nalidixinsav kivételével kivaléan (73,6-100%-ban) eradikaltak a
vizsgalt P. aeruginosa izolatumokat, igy esetilkben hatéanyagcsoportonként legalabb egy
készitményt jeloltiink ki tovabbi vizsgalatokhoz (4.5. sz. tablazat, sziirke szinnel kiemelt sorok).
Vizsgalati eredményeink fényében igy atfogd képet nyertiink a kornyezeti eredetli izolatumok
esetében 9 hatdéanyagcsoport esetében mutatkozo rezisztenciarél, valamint javaslatot tettiink a
klinikai gyakorlatban standard médon vizsgalt hatéanyagok korének sziikitésére e torzsek
esetében, mely igy a rutin rezisztencia-vizsgalatok hatékonysagat noveli, koltségeit ugyanakkor

csokkenti.
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4.5. sz. tablazat: Az antibiotikum rezisztens torzsek aranya 34, kornyezeti eredetii izolatum vizsgalata alapjan,
korongdiffuziés teszttel (NCCLS, 2000)

Antibiotikum hatéanyagok Rezisztens
torzsek aranya
Fécsoport Alcsoport Hatéanyag neve (%)
ampicillin 97,1%
széles spektrumu o ’
mezlocillin 88,2%
azlocillin 9
PENICILLINEK L 7.4%
Pseudomonas-ellenes carbenicillin 85,2%
piperacillin 55,8%
laktamaz-gatloval kombinalt augmentin 100,0%
imipenem 0
CARBAPENEMEK . -
meropenem 2,9%
elsé generacio cephalexin 100,0%
cefachlor 100,0%
cefuroxim 100,0%
masodik generacio >
cefamandol 100,0%
CEFALOSPORINOK cefoxitin 100,0%
cefotaxim 67,6%
ceftriaxon 0
harmadik generscié . 76:4%
ceftazidim 23,5%
cefoperazon 58,8%
amikacin 0,0%
entamicin 0
AMINOGLIKOZIDOK = o —
netilmicin 0,0%
tobramycin 2,9%
trimethoprim/sulfamethoxazole 100,0%
SZULFONAMIDOK ] )
polimyxin B 0,0%
"A" nem fluorozott: nalidixinsav 97,0%
"B" fluorozott: norfloxacin 0,0%
KINOLONOK ciprofloxacin 0,0%
"C" fluorozott: ofloxacin 0,0%
pefloxacin 26,4%
TETRACIKLINEK tetraciklin 97,0%
AMFENIKOLOK chloramphenicol 91,1%
NITROFURAN-SZARMAZEKOK nitrofurantoin 100,0%

sziirke szinnel kiemelt sorok: E-teszt vizsgalatokra kijeldlt antibiotikum hatéanyagok

4.5.2. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok E-teszttel

Az E-teszt eljaras keretében vizsgalt, 10 féle antibiotikum hatdéanyaggal elért rezisztencia
eredmények értékelésére szolgalod érzékenységi kategoridkat foglalja Gssze a 4.6. sz. tablazat. A
tovabbiakban ismertetett antibiotikum rezisztenciara vonatkoz6 eredményeket e csoportositds

alapjan értékeltiik.
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4.6. sz. tablazat: Az antibiotikum rezisztencia soran vizsgalt hatdéanyagok

érzékenységi kategoriai MIC (ug/ml) téréspontok alapjan (CLSI, 2006)

Antibiotikum csoportok ‘ S (érzékeny) ‘ I (Atmeneti) ‘ R (rezisztens)
Béta-laktamok (széles spektrumu penicillinek)

piperacillin [ <64 | - | >128
harmadik generaiciés Cefalosporinok

cefoperazon <16 32 >64
cefotaxim <8 16-32 >64
ceftazidim <8 16 >32
ceftriaxon <8 16-32 >64
negyedik generaciés Cefalosporinok

cefepime | <8 | 16 | >32
Carbapenemek

imipenem | <4 | 8 | >16
Kinolonok (masodik generacios fluorokinolonok)

ciprofloxacin <1 2 >4
ofloxacin <2 4 >8
Aminoglikozidok

gentamicin | <4 | 8 | =16

4.5.2.1. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményei a szénhidrogénnel szennyezett

teriiletekrol izolalt tovzsek eseteben E-teszt modszerrel

A kornyezeti torzsek antibiotikum rezisztencidjara vonatkozd részletes eredményeket és
Minimalis Gatlé Koncentracidkat a 4.7. sz. tdblazat tartalmazza.

A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl szarmazd 36 izoldtum vizsgalata alapjan az
alkalmazott 10 féle antibiotikum készitmény rendkiviil eltéré hatékonysagot mutatott.

A harmadik generacidos Cefalosporinok koziil a cefoperazon/sulbactam kombinacid, illetve a
ceftazidim kivaldéan eradikalta a vizsgélt P. aeruginosa torzseket in vitro; rezisztencia, ill. a
rezisztencia fokozodasara utaldo atmeneti (intermediate) allapot alig volt tapasztalhatd. Cefotaxim
esetében a rezisztens torzsek aranya 33,3% volt, mig a torzsek tovabbi 25,0%-a tartozott az
aval szemben maradt hatastalan. A vizsgalt negyedik generacios Cefalosporin, a cefepim esetében a
kornyezeti €s az 6sszehasonlité klinikai torzsek kozott rezisztencia nem jelentkezett, ,,atmeneti”
statuszt egyetlen izolatum, a P43 jelzésti kornyezeti torzs ért el. A széles spektrumu Penicillinek
csoportjaba tartoz6 piperacillin a vizsgalt térzsek 11,1%-aval, mig a Carbapenem készitmény
(imipenem) 33,0%-aval szemben volt hatdstalan. A szintetikus antibiotikumok, mint az altalunk is
vizsgalt Fluoroquinolon hatéanyagok (ciprofloxacin, ofloxacin) egy kivétellel (P69 jelzést
ofloxacin rezisztens torzs) hatékonynak bizonyultak a vizsgalt baktérium izolatumokkal szemben. A
gentamicin elnevezésli Aminoglikozid készitményre nézve az izolatumok 94,4%-a volt érzékeny;
csupan egy torzs (P14) mutatott atmeneti, tovabbi egy (P43) rezisztens kategoridba esé

eredményeket.
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Eredményeink alapjan 11 P. aeruginosa fajhoz tartozoé izolatum (P16, P28, P30, P32, P36,
P39, P43, P45, P46, P53, P69), azaz a vizsgalt torzsek 30,5%-a mutatott rezisztenciat legalabb
két kiilonb6zo hatéanyag-csoportba tartozé antibiotikummal szemben és felelt meg ezzel a
nyolc kiilonb6z0 magyarorszagi karhely szénhidrogénnel szennyezett mintaibol keriiltek
kimutatdsra, azaz a vizsgélatba vont szénhidrogénnel szennyezett teriiletek 16,3%-4n jelentkeztek
tobbszordsen rezisztens torzsek. A P43 és P69 jelzésii kornyezeti izolatumok — melyek kiilteriileten
elhelyezkedd vezetéksériilés helyszinérdl szarmazo talajvizmintdkbol keriiltek kimutatdsra —
kiemelkedé mértékli €s aranyt antibiotikum rezisztencidval rendelkeztek. Esetiikben rezisztencia
volt tapasztalhaté a harmadik generacidés Cefalosporinok, a széles spektrumt Penicillinek
(piperacillin) és a vizsgalt Carbapenem (imipenem) hatéanyaggal szemben. Ezen felill a P43
jelolésti baktériumtdrzs az alkalmazott Aminoglikozid készitmény (gentamicin), a P69 izolatum
pedig egy Fluoroquinolon hatéanyag (ofloxacin) esetében bizonyult ellenallonak.

Antibiotikum-rezisztencia vizsgalataink alapjan Osszességében megallapithatd, hogy mig a
harmadik generaciés Cefalosporinok valtozatos hatékonysdgot produkéltak, az alkalmazott
negyedik generacidos Cefalosporin (cefepim) a vonatkozd kutatdsi eredményeknek megfelelden
[melyeket DA SILVA ES MUNKATARSAI (2008) értek el 30 ivovizbdl izolalt P. aeruginosa torzs,
tovabba GAD ES MUNKATARSAI (2007) 81 klinikai és 39 kornyezeti izolatum esetében] kivaldoan
eradikalta a vizsgalt kornyezeti és Osszehasonlito klinikai torzseket. A Fluorokinolon hatéanyagok
esetében tapasztalt kiemelkedd hatékonysdg azonban részben ellentétes volt egy korabbi
tudomanyos kozlemény (ALONSO ET AL., 1999) megallapitsaival, miszerint a kdrnyezeti eredetii P.
aeruginosa izolatumok esetében a ciprofloxacin és ofloxacin rezisztencia elterjedt. Az ellentmondas
feloldasa érdekében Osszevetettiikk az emlitett kutatasi beszamolo altal detektalt, szamszertt MIC
értekeket az altalunk is haszndlt, nemzetkozileg elfogadott értékelési rendszer (CLSI, 2007)
kategoridival. Megallapitottuk, hogy a fenn emlitett kozlemény altal ciprofloxacin, ofloxacin-
rezisztensként megjelolt kornyezeti torzsek a CLSI altal felallitott osztalyozas szerint a vizsgalt
Fluoroquinolon antibiotikumokra nézve érzékenyek, kovetkezésképp a fokozodd antibiotikum
rezisztencia e hatdanyagokkal szemben a kornyezetben nem kertilt igazolasra. Ugyanakkor sajat
vizsgélataink szerint e szintetikus készitményekkel szemben a rezisztencia megjelenése
prognosztizalhatd, hiszen egy ofloxacin rezisztens izolatum (P69), illetve tovabbi harom kornyezeti
torzs dtmeneti statusza a rezisztencia fokozodasara utal.

Az Aminoglikozidok hatékonysagara irdnyuld vizsgalataink szerint a szakirodalom altal
leirtaknak megfeleléen (KERRY ET AL., 1994, TRYPATHY ET AL., 2007) a kornyezeti torzsek dontd
része érzékenynek bizonyult. Rezisztens kornyezeti torzs kimutatasara a szakirodalom alapjan eddig

csupan a kozelmultban volt példa, mely esetben Brazilidban, ivoviz mintdban keriilt azonositasra
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gentamicinnel szemben ellenalld P. aeruginosa izolatum (DA SILVA ET AL., 2008). Sajat

kutatasaink alapjan egy gentamicin rezisztens baktériumtorzs (P43) Keriilt kimutatasra (4.7.

sz. abra), mely jellegzetességei alapjan azonban teljes mértékben eltért az emlitett forras altal leirt

rezisztencia profiloktol: esetében imipenem, ceftazidim és piperacillin rezisztencia is tapasztalhato

volt. Igy sajat vizsgalataink tekinthetéek a harmadik genericiés Cefalosporinok, széles

spektrumu Penicillinek, Aminoglikozidok és Carbapenemek csoportjaval szembeni, egyideji

rezisztencia elsé6 megerdsitésének a kornyezetben (KASZAB ET AL., 2010A).

Az Osszességében 8 kiilonboz6 karhelyrdl szarmazo
11 izolatum esetében tapasztalt multirezisztencia
azonban nem csupadn a tObbszoros antibiotikum
rezisztencia talaj-talajviz rendszerben torténd elsé
¢észlelése, hanem széleskorl elterjedtségének igazolasa
is egyben. A P. aeruginosa baktériumfaj kornyezeti
torzsei tehat az antibiotikum rezisztenciaért felelos
gének potencialis rezervoarjai, igy eredményeink
alapjan kornyezetegészségiigyi jelentOségiik 1jabb
vonatkozdsban nyert alatamasztast. Vizsgalataink
alapjan a kornyezeti torzsek antibiotikum rezisztencia
profilja a referenciaként alkalmazott klinikai
Osszehasonlito izolatum (ATCC 27853) eredményeitdl

gyoOkeresen eltért, igy esetiinkben az relevans alapot az

A
1.

256
92
96
64

Coesnonn R

e O

4.7. sz. abra: A gentamicin rezisztens P43
izolatum felvétele (2008.07.10, Mueller-
Hinton agar, Szabd G. és Kaszab E.)

azonos id6szakban izolalasra keriilt klinikai torzsek (KPS-1, KPS-2, KPS-3, KPS-4) jelentettek. Az

eredmények részletes Osszevetése alapjan a klinikai és kornyezeti izoldtumok rezisztencia

tulajdonsagai kdzott nem tapasztalhato jelentds eltérés (1asd 4.7. sz. tablazat).
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4.7. sz. tablazat: Minimalis Gatlo Koncentracio értékek a P. aeruginosa szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl szarmazo torzseire vonatkozoéan

. o | széles . o
Hatéanyag-csoport harmadik generacios Cefalosporinok réegyedlk Eeneracios spektrumu Carbapeneme Fluoroquionolonok Aminoglikozido
efalosporinok L k
Penicillinek
Antibiotikum zzfgg:::;on/ cefotaxim ceftazidim ceftriaxon cefepim piperacillin imipenem ciprofloxacin ofloxacin gentamicin
Tartomany (ug/ml) [0.016-256 0.016-256 0.016-256 0.016-256 0.016-256 0.016-256 0.002-32 0.002-32 0.002-32 0.016-256
Torzsgytijteményl | p o qef Karhely Minimalis Gatlé Koncentricié (MIC) értékek
jel sorszama
IATCC 27853 KLIN - 6 24 1.5 >256 3 4 6 0.75 6 1.5
KPS-1 KLIN - 12 16 0.38 24 1.5 6 >32 0.19 1.5 1.5
[KPS-2 KLIN - 4 >256 12 >256 2 16 4 0.125 1.5 1.5
KPS-3 KLIN - 2 8 4 24 1 3 1 0.94 1 4
KPS-4 KLIN - 12 >256 24 >256 8 >256 1.5 0.94 0.5 >256
P2 KORNY 14 1.5 8 1 6 0.75 6 4 0.032 0.5 1.5
P9 KORNY 14 2 8 0.75 6 2 4 >32 0.047 0.38 2
P10 KORNY 14 1.5 8 1 3 1.5 2 1 0.032 0.16 2
P11 KORNY 14 3 >256 32 >256 1.5 64 3 0.047 0.5 3
P14 KORNY 45 8 >256 >256 >256 4 4 0.38 0.125 2 8
P15 KORNY 45 1.5 12 1 32 2 3 1.5 0.094 0.5 3
P16 KORNY 45 3 >256 1.5 48 2 4 >32 0.125 1 2
P17 KORNY 45 2 >256 1.5 24 2 4 3 0.125 0.75 3
P18 KORNY 45 2 3 0.75 4 0.75 1.5 0.25 0.047 0.25 1
P22 KORNY 46 2 12 1 48 4 4 0.5 0.125 1.5 2
P28 KORNY 33 6 12 1 >256 6 4 >32 0.38 2 2
P30 KORNY 35 3 16 1.5 >256 4 6 >32 0.125 0.75 3
P31 KORNY 25 4 24 1 >256 3 16 2 0.094 2 2
P32 KORNY 25 8 >256 8 >256 3 48 >32 0.064 4 1.5
P33 KORNY 45 2 32 8 >256 4 6 3 0.16 2 3
P35 KORNY 35 12 12 2 >256 4 8 6 0.094 0.75 3
P36 KORNY 35 2 12 1.5 >256 3 4 >32 0.94 3 1.5
P37 KORNY 35 3 16 3 >256 3 6 6 0.094 1 2
P38 KORNY 31 3 12 1.5 12 6 8 3 0.38 4 1.5
P39 KORNY 1 3 16 1 >256 6 16 >32 0.25 6 2
P42 KORNY 29 1 12 1.5 8 0.5 8 1 0.032 2 1.5
P43 KORNY 31 16 >256 64 >256 24 >256 >32 0.125 2 >256
P45 KORNY 5 6 >256 24 >256 4 16 >32 0.045 0.75 1
P46 KORNY 5 6 >256 8 >256 3 >256 >32 0.064 3 2
P49 KORNY 3 3 >256 2 32 3 16 1 0.25 1.5 2
P50 KORNY 3 3 24 1.5 >256 2 8 3 0.16 2 3
P53 KORNY 47 2 >256 1 >256 4 6 >32 0.125 3 2
P62 KORNY 37 2 16 2 16 0.75 8 2 0.047 1 2
P65 KORNY 48 2 12 1.5 16 6 1.5 3 0.094 1 1.5
P66 KORNY 48 1.5 8 48 1.5 8 3 0.125 0.75 3
P69 KORNY 30 24 >256 24 >256 4 >256 >32 0.19 >32 2
P70 KORNY 30 2 >256 1.5 >256 3 8 1.5 0.094 3 2
P71 KORNY 12 2 16 2 48 3 >256 3 0.064 1.5 2
P77 KORNY 48 4 12 1.5 16 3 4 3 0.094 0.75 1.5
P78 KORNY 37 2 16 1.5 12 2 4 2 0.047 0.75 3
P79 KORNY 37 4 12 2 16 1.5 4 2 0.125 1 1.5

KLIN — klinikai, KORNY — kérnyezeti eredetii baktériumtérzsek, sziirke mezk — rezisztencia (CLSI)




4.5.2.2. Antibiotikum rezisztencia eredmények a komposzt eredetii torzsek esetében E-teszt

modszerrel

A 25, komposzt eredetli izolatum esetében végrehajtott antibiotikum rezisztencia vizsgélatok
részletes eredményeit, ill. a Minimalis Gatlo Koncentracio értékeket a 4.8. sz. tablazat foglalja
0ssze. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy tobb, a klinikai gyakorlat altal hasznalt hatoanyag-
csoport (mint példaul a szintetikus Fluorokinolonok) kivaldéan gatolta a vizsgélt kdrnyezeti
izolatumokat. Ugyanakkor a harmadik generacios Cefalosporinok csupan mérsékelt hatékonysagot
értek el a komposzt eredetli mikroszervezetekkel szemben: a ceftriaxon rezisztencia széles korben
elterjedt a komposztbol izolalt P. aeruginosa torzsek kozott (48,8%), tovabba cefotaxim, ceftriaxon
rezisztencia is tapaszthatd volt. Ugyanakkor a cefoperazon-sulbactam kombinacid, ill. a vizsgalt
negyedik generacios Cefalosporin (cefepim) a szakirodalmi adatokkal ellentétben (DA SILVA ET AL.,
2008) nem bizonyult minden esetben hatasosnak. A Carbapenemek csoportjaba tartozo, klinikai
terapiaban alkalmazott és hatékony imipenem készitmény a komposzt eredetii torzsek 24,0%-aval
szemben maradt hatastalan. A gentamicin nevii Aminoglikozid készitmény, mely klinikai
viszonylatban és azon kiviil (TRYPATHY ET AL., 2007) egyarant effektivnek tekinthetd két
komposztbol szarmazé izolatummal szemben maradt hatéastalan.

A tobbszorods antibiotikum rezisztencia tekintetében elmondhat6, hogy a klinikai koriilmények
kozott mind nagyobb esetszamban megjelend multirezisztencia hat komposzttal kezelt talaj-, ill.
komposzt-eredetii torzs (K2, K4, K5, valamint K13, K24 és K39) esetében is igazolédott, mely
izolatumok igy egyidejli rezisztencidt mutattak kettd, vagy tobb antibiotikum hatéanyagcsoporttal
szemben. A hatdsukat vesztett hatdanyagcsoportok jellemzéen a harmadik generacios
Cefalosporinok, a Carbapenemek, a széles spektrumu Penicillinek, ill. az Aminoglikozidok voltak.

Eredményeink jelentik a multirezisztencia els6 megerdsitését komposzthoz kotheto P.

aeruginosa izolatumok esetében.
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4.8. sz. tablazat: Minimalis Gatlé Koncentraci6 értékek a P. aeruginosa komposzt eredetli térzseire vonatkozdan

negyedik generacios

széles spektrumu

Hatéanyag-csoport lharmadik generdcios Cefalosporinok Cefalosporinok Penicillinck Carbapenemek|Fluoroquionolonok|[Aminoglikozidok
Antibiotikum Zilfg;);r:;on/ cefotaxime |ceftazidime |ceftriaxone |cefepime piperacillin imipenem ciprofloxacin |ofloxacin gentamicin

Tartomany (pg/ml) |0.016-256 0.016-256 |0.016-256 0.016-256  [0.016-256 0.016-256 0.016-256 0.016-256 0.016-256  |0.016-256
;I:lirzsgyl'ijteményi Eredet g:)[::;;ma Minimalis Gatlé Koncentracié (MIC) értékek
ATCC 27853 KLIN - 6 24 1.5 >256 3 4 0.75 6 1.5
K1 KKT 20 8 16 1.5 256 3 6 0.19 1.5 1.5
K2 KKT 20 3 8 1.5 64 2 3 32 0.094 0.75 1.5
K3 KKT 20 0,5 8 1.5 48 1.5 6 32 0.047 1.0 1.5
K4 KKT 20 1.5 256 24 256 2 256 1.5 0.094 1.5 3
K5 KKT 20 4 16 1.0 192 1.5 32 32 0.064 0.5 0.19
K13 KA 8 3 48 2 128 6 12 2 1.0 1.5 16
K15 NYP 9 4 12 3 64 1.5 4 3 0.064 0.75 2
K16 NYP 9 3 16 1.5 256 1.5 4 1.5 0.125 0.5 2
K19 NYP 9 2 24 3 24 3 12 1.5 0.064 1.5 8
K20 NYP 9 3 32 1.0 256 1.5 3 1.0 1.5 1.0 4
K21 NYP 9 2 8 3 32 1.0 3 1.5 0.125 1.0 8
K22 NYP 9 3 16 2 24 3 4 3 1.19 0.75 4
K23 NYP 9 2 8 1.5 64 1.0 4 1.5 0.5 1.5 4
K24 NYP 9 1.5 12 1.0 256 1.5 4 2 0.125 1.0 95
K25 NYP 9 1.5 12 0.75 16 0.75 3 3 0.064 1.0 1.0
K26 NYP 9 6 24 2 24 2 4 4 0.094 0.75 3
K29 NYP 9 4 24 1.5 48 1.0 6 32 0.25 2 2
K30 NYP 9 3 24 1.0 48 1.0 6 1.5 0.125 1.0 4
K31 NYP 9 3 8 1.5 16 1.0 4 32 0.19 1.0 2
K32 NYP 9 2 48 1.5 32 1.5 4 32 0.125 2 0.75
K35 NYP 9 3 12 1.0 8 1.0 3 1.0 0.064 0.75 2
K37 NYP 9 2 256 1.0 256 1.5 4 1.5 0.064 0.5 3
K38 LZp 16 3 24 1.5 8 1.0 6 2 0.125 1.0 2
K39 LZp 17 4 256 64 256 12 256 2 0.125 0.75 4
K40 LzpP 19 6 16 4 24 1.5 12 2 0.064 0.5 4

KA — komposzt alapanyag, NYP — nyitott prizma, LZP — levegdztetett zart prizma, KKT — komposzttal kezelt talaj; sziirke mez6ék — rezisztencia (CLSI)




UJ TUDOMANYOS EREDMENY (a 4.2. és 4.3. fejezetben bemutatott
eredmények alapjan):

(6. tézis) Igazolast nyert az orvosi gyakorlatban elsé valasztasban alkalmazott
hatoanyagokkal szembeni multirezisztencia 11, szénhidrogénnel szennyezett
kozegbol szarmazé, valamint 6, komposzt eredeti P. aeruginosa izolatum
esetchen. FEredményeink alapjan els6 izben Keriiltek izolalasra az
Aminoglikozidok (P43), illetve a Fluorokinolonok (P69) csoportjaba tartozo
antibiotikum-hatéanyaggal szemben rezisztens, korhazi kornyezeten Kiviil
izolalt P. aeruginosa torzsek. Eredményeinket tudomanyos folydiratokban

publikaltunk (KASZAB ET AL., 2010A, KASZAB ET AL., 2010B).

4.6. AZ ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA EREDMENYEK OSSZEVETESE A KLINIKUMBAN

TAPASZTALTAKKAL

A magyarorszagi viszonylatok kozott tapasztalhatd antibiotikum rezisztencia helyzet komplex
értekeléséhez eredményeinket Osszevetettiik az Orszadgos Epidemiologiai Kozpont ’Nemzeti
Bakterioldgiai Surveillance Adatfeldolgoz6 Csoportjanak’ adataival (HTTP4), mely Osszehasonlités

eredményét tartalmazza a 4.8. sz. abra.
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cefoperazone cefotaxime ceftazidime ceftriaxone cefepime piperacillin imipenem ciprofloxacin ofloxacin gentamicin
4 Komposzt (Kaszabet al., 2010b) 0.0% 12.0% 4.0% 48.00% 0.0% B.0% 24.0% 0.0% 0.0% B.0%
M Kornyezeti 2002-2007 (Kaszabet al., 2010a) 0.0% 38.8% 8.3% 50.0% 0.0% 11.1% 33.3% 0.0% 27% 27%
M Klinikai 2005-2007 (www.oek.hu) 10.6% 50.0% 5.4% 50.0% 6.1% 115% 15.0% 14.2% 20.0% 21.5%
¥ Klinikai 2004 (Kaszab et al., 2010a) 0.0% 50.0% 0.0% 60.0% 0.0% 20.0% 20.0% 0.0% 0.0% 20.0%

4.8.s7. abra: Rezisztens P. aeruginosatorzsek aranya klinikai (2004; 2005-2007) éskornyezeti
(2002-2007) viszonyok kozott (HTTP4, KASZAB ET AL., 2010a, KASZAB ET AL., 2010b)
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Az 0Osszevetés eredményeképp megallapithatd, hogy a harmadik generaciés Cefalosporinok
jellemzden hatasosabbnak bizonyultak a kornyezeti torzsekkel szemben, mint klinikai viszonyok
kozott. Kivételt képez ez aldl a ceftazidime hatdanyag, melynek esetében a rezisztens torzsek
aranya a klinikai és kornyezeti torzsek kozott azonosnak tekinthetd. Hasonlo képet tapasztaltunk az
alkalmazott széles spektrumtl Penicillin (piperacillin), esetében, ugyanakkor a vizsgalt Carbapenem
készitmény az imipenem esetében a kornyezeti izolatumok jelentdsen nagyobb ardnyu rezisztenciat
produkaltak, mint a klinikai eredetli torzsek. Emlitést érdemel ugyanakkor, hogy a sajat
vizsgalataink alapjan értékelt izoldtumok szama nagyséagrendileg elmarad az OEK adatbazisban
szerepld torzsek mennyiségétdl, igy esetiinkben az Osszevetést fenntartasokkal kell kezelniink. A
direkt szelekcios nyomas (pl. antibiotikum terapia) nélkiill kialakuléo kornyezeti

multirezisztencia ténye azonban megerdésitést nyert.

4.7. A KORNYEZETI ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA HATTERE

Sajat  vizsgalataink alapjan az antibiotikum
rezisztencia hatterét illetéen elmondhatd, hogy a Béta-
laktdm antibiotikumok hatastalansagaért feleldssé
tehetd ESBL és MBL termelés két-két kornyezeti
izolatum esetében nyert fenotipusos igazolast (lasd:
4.9. sz. éabra). A széles spektrumu béta-laktamazok
megallapitasat célz6 kombindlt cefotaxime tesztcsik

(CT/CTL) esetében a P14 és P16, mig a metallo béta-

laktaméz termelését vizsgald imipenem teszt (IP/IPI)

4.9. sz. abra: A P. aeruginosa MBL

soran a P4, ill. P7 jelzési, szénhidrogénnel

szennyezett kozegbdl szarmazoé izolatum mutatott béta- termelésének vizsgalatara szolgalo
kombinalt Etest (2008.07.10., P1 torzs; a
laktamaz termelést. Megallapithato tehat, hogy szerzd felvétele)

feltehetden egy ismert és a klinikum szdmara komoly kihivast jelentd rezisztencia mechanizmus, a
béta-laktamaz enzimek termelddése tehetd legalabb részben feleldssé a kornyezeti eredeti P.

aeruginosa izolatumok korében tapasztalt antibiotikum rezisztenciaért.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Vizsgalati eredményeink alapjdn megallapithat6, hogy a P. aeruginosa baktériumfaj jellemz6
tagja az altalunk vizsgalt, antropogén hatds alatt all6 kozegeknek, igy a szénhidrogénekkel
szennyezett, specialis életterek mikrobiotajanak, a komposztalas folyamatiaban pedig képes
lehet a mezofil patogének eliminalasat szolgalé hoéfazist talélni. A tapasztalt sejtszamok
ismeretében kijelenthetjiilk, hogy e baktériumfaj specialis kornyezeti feltételek (ugymint
szénhidrogénnel szennyezett kozeg, ill. komposzt) mellett tomeges szaporoddsra hajlamos és
tapasztalt élosejtszama elérheti, vagy meghaladhatja az infektiv dozis als6 hatarat. Kozvetlen
human-egészségiligyi kockazata mellett ez a tény egyben azt is jelzi, hogy e kérokozo adott kdzeg
mikrobiotdjaban a kozosség jelentds tagjava valhat.

Jelen munka keretében megallapitottuk, hogy a kornyezeti torzsek jelentds hanyada (t6bb, mint
90%-a) rendelkezik olyan kozvetlen, vagy kozvetett virulencia faktorral, mely egy esetleges
betegség Kkialakitasaban koroki szerepet jatszhat. Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a P.
aeruginosa faj kornyezeti eredeti torzsei képesek lehetnek a klinikai izolatumokhoz hasonloan
kiterjedt, tobbszords antibiotikum rezisztenciara, azaz multirezisztenciara (KASZAB ET AL. 2010A),
valamint korabbi munkank soran kisérletes uton bizonyitottuk a faj kornyezeti és klinikai eredetii
izolatumainak széleskorli szénhidrogénbontd képességét (KASZAB ET AL. 2006). E tulajdonsagok
egylittes ismeretében megdolni latszik az a feltételezés, miszerint az extrém kornyezeti
tényezokhoz valé alkalmazkodas kovetkeztében a specialis él6helyek viszonyaihoz idomulva
olyan mértékii specializici6 menne végbe, mely egyes életképességgel, virulenciaval,
degradacios aktivitassal, illetve antibiotikum rezisztenciaval oOsszefiiggd tulajdonsagok
elvesztéséhez vezethetne. Megallapithat6, hogy a szakirodalomban vézolt felvetések, melyek
szerint az antibiotikum rezisztenciaval rendelkezd torzsek gyakran kevésbé életképesek
(ANDERSON, 1999), illetve néha kevésbé virulensek (ARRUDA ET AL., 1999) az altalunk vizsgalatba
vont kornyezeti €s klinikai izolatumok esetében tovabbi feliilvizsgalatra szorulo feltételezés.

A vizsgalati eredmények kézvetlen human-egészségiigyi vonatkozasa lehet, hogy karmentesitési
helyszinen bekovetkezett, P. aeruginosa-nak, vagy egyéb fakultativ patogéneknek tulajdonithatd
fert6zés esetén a helyszinrdl kitenyésztett korokozok patogenitasanak, ill. antibiotikum
rezisztenciajanak ismerete a megfeleld készitmény, ill. terdpia kivalasztasdt nagymértékben

megkonnyitheti.
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A multirezisztens torzsek kezelése azonban szinte megoldhatatlan feladat elé allitja az orvosokat,
igy mindennél fontosabb a rezisztencia kialakulasdnak megelézése, késleltetése. Eredményeim
alatdmasztjak, hogy hiperrezisztens kornyezeti torzsek megjelenése nem csupan a tavoli jovében
lehetséges; bizonyitast nyert, hogy mar létezik multirezisztencia a gyogyit6 intézményeken kiviil
is, igy szénhidrogénnel szennyezett teriileteken, mint komposztban.

Az antibiotikum-rezisztens kornyezeti izolatumok eredete még tisztazatlan és szamos okra
vezethetd vissza. Ilyen az emberi szervezetbdl kiiiriilt antibiotikumok jelentette szelekcids nyomas,
melyek a szennyvizen keresztiil kornyezetlinkbe kertilve indukalhatjak az ott é16 baktériumtorzsek
esetében a rezisztencia fokozddasat. A kommunalis szennyvizek ugyanis - a csatorndzas és
szennyvizkezelés hianyossagai miatt - szamos esetben tisztitas nélkiil kertilnek a felszini és felszin
alatti vizekbe, valamint a foldtani kézegbe. Hasonld eredménnyel jarhatnak a mezdgazdasagi
hasznalatban 1évd antibiotikum készitmények is, melyek a mezdgazdasagi hulladékkal, allati
eredetli tragyaval, komposzttal juthatnak kornyezetiinkbe. Feltételezhetd tovabba, hogy a korhazi
kornyezetben jelentésebb antibiotikum nyomasnak kitett, igy atlagosnal nagyobb rezisztenciat
mutatd, vagy multirezisztens torzsek a gyogyult betegek, korhdzi dolgozok, vagy a korhazi
latogatok kozvetitésével kikeriilhetnek a kornyezetbe.

A megfigyelhetd rezisztencia okai kozott minden valdszinliség szerint nagy jelentosége van a
spontan mutacioknak, valamint a szerzett géneken kodolt, Uin. atvihetd rezisztencidnak. Ez utobbit
igazolja példaul az Azlocillin és a Piperacillin esetében jelentkezd fokozott antibiotikum-
rezisztencia, amely szakirodalmi adatok alapjan feltehetden szerzett béta-laktamazok
megjelenésének tulajdonithatd. A horizontalis (mobilis genetikai elemek, pl. plazmidok,
transzpozonok, integronok altal kdzvetitett) rezisztencia-atvitel lehetdsége ugyanakkor a klinikai és
a kornyezeti P. aeruginosa torzsek kozott nem tisztazott, sajat eredményeink alapjan is tovabbi
vizsgalatokat igényel. A multirezisztencia kialakuldsdnak és terjedésének Ilehetséges modjait
foglalja 6ssze az 5.1. sz. dbra.

Mivel hazankban a klinikai gyakorlatban is csak az utdbbi néhdny évben tapasztaltdk a
multirezisztens torzsek felbukkanasat (KONKOLY THEGE, 2003; LIBISCH ET AL., 2007) ezért varhato,
hogy a rezisztencia helyzet mind a korhazi, mind a kornyezetbdl izolalt P. aeruginosa torzsek
esetében romlani fog. A jovore nézve fontos feladat tehat az antibiotikum-rezisztencia
valtozasok folyamatos nyomon kovetése a kornyezetbol izolalt baktériumtdrzsek esetében is;
tovabbi kornyezeti eredetli mintakbdl izolalt P. aeruginosa torzsek vizsgalataval pedig pontosabb

képet nyerhetiink a rezisztencia-mechanizmusok terjedésérol.
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Kozosségi

. G\e:ogy[to antibiotikum
intezmeny hasznalat
Beteg KORNYEZET Anyagaramok

(pl. hulladék, szennyviz)

, ¥ TR

Mezdgazdasagi .
Bioremediacio Komposzt antibiotikum '!'alaj
. (pl. Actinomycetes)
hasznalat

- P. aeruginosarezisztens sejtvonalai
=> Antibiotikumok

5.1. sz. abra: A multirezisztencia mechanizmusok kialakuldsanak és terjedésének elméleti folyamatabraja
(D’COSTA ET AL., 2006; KUMMERER, 2003; MONSEN ET AL., 1999; QUINN AND RODVOLD, 2000 nyoman KASZAB ET AL.,
20104)

Az eredmények tiikrében feliilbiralandé a biodegradacios eljarasoknak az a modja, melynek
soran a szénhidrogén-szennyezések helyszinén a talajban él6 természetes mikrobapopulaciot
szaporitjak fel, illetve faj szinten azonositatlan oltéanyagot juttatnak Kki. Az emlitett
modszerekkel a P. aeruginosa és egyéb patogének - gyakran antibiotikumokkal szemben ellenallo -
torzsei elszaporodhatnak ¢és elérhetnek egy esetleges fertézés kialakulasdhoz elegendd éldsejt-
szamot is.

A biodegradécios eljarasokra hazankban alkalmazott, szigorui jogi szabalyozast [16/2002
(IV.10.) EUM. RENDELET] az ismertetett eredmények alapjan mindenképp sziikséges
fenntartani. A patogén mikroszervezetek kornyezetbiztonsagi jelentdségének felismerése ¢és
tovabbi megerdsitése reményeink szerint eldsegiti a nemzetkdzi jogszabalyi hattér kidolgozasat is.
A karmentesitésekben dolgozok egészségének védelme érdekében mindenképpen sziikséges a
betegséget okozo mikroszervezetek minél hatékonyabb kizarasa a munkafolyamatokbol; kiilonosen
a nagy ¢ldsejt-szamot elérd oltéanyagok esetében. Lényeges feladat tehat minden olyan biztonsagi
eldiras betartasa, amelyek segitségével kivédhetd egy karmentesités helyszinén szerzett fertdz¢és.

A vizsgédlati eredmények alapjan megallapithatd, hogy virulencidra és antibiotikum
rezisztenciara vonatkoz6 megallapitdsaink Osszhangban vannak a szakirodalomban fellelhetd,
kornyezeti eredetii P. aeruginosa torzsekre vonatkozd egyes kutatasok megallapitasaival (VIVES-
FLOREZ AND GARNICA 2006, ALONSO ET AL. 1999), melyek szerint a P. aeruginosa klinikai és

kornyezeti (szénhidrogénnel szennyezett) mintdkbol gylijtott izoldtumai fobb tulajdonsagaik
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(rezisztencia, szénhidrogénbonto képesség) tekintetében nem mutatnak jelentds kiilonbséget. Mig
azonban a fent emlitett szakirodalmi forrasok csupan 6t, illetve hét, kdrnyezeti eredetli izolatum
bemutatdsa alapjan vontdk le ezt a kovetkeztetést, addig jelen munka keretében 36 db,
szénhidrogénnel szennyezett mintabdl, ill. 25 db, komposztbol izolalt toérzs eredményeit mutatjuk
be, mely az adott faj ismert modon alacsony kornyezeti kimutathatosaganak (GROBE ET AL., 1995)
ismeretében mar reprezentativ szamnak tekintheté. Eredményeink igy az eddigieknél atfogdbb
képet adnak a patogenitésra, rezisztencidra utal6 tulajdonsdgok kornyezeti elterjedtségérol.

A természetes mikrobakozosségre gyakorolt hatdsok tekintetében elmondhato, hogy a P.
aeruginosa faj esetében el6forduld virulencia determinansok (hemolitikus aktivitas, exoenzimek
és exotoxinok termeléséért felelos génszakaszok jelenléte), illetve az antibiotikum rezisztencia
kodolasaért felelés génszakaszok gyakran a bakterialis genom olyan részein helyezkednek el,
melyek G+C oOsszetétele eltér a bakterialis genom tobbi részén tapasztaltaktol. Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy ezek a génszakaszok horizontalis géntranszfer utjan keriilhettek adott
baktériumtorzs genetikai allomanyaba (ALONSO ET AL., 1999). Joggal felmeriil tehat annak a
lehetésége, hogy a Dbetegség kialakitisara képes, esetlegesen tObbszords —antibiotikum
rezisztenciaval jellemezhetd P. aeruginosa baktériumtorzsek a kornyezetben e tulajdonsagok
rezervoarjaul szolgalhatnak, azaz atadhatjak a kodolasukért felelos génszakaszokat a
természetes mikrobiota tagjainak (D’COSTA ET AL., 2006). Amennyiben ez a feltételezés
helytallo, a virulens és rezisztens kornyezeti izolatumok kozvetlen és kozvetett médon egyarant
veszélyeztethetik a humén egészséget, valamint a természetes mikrobidlis 0koszisztéma Osszetételét
¢s genetikai allomanyat is kedvezdtlen iranyba befolyéasolhatjak.

E kedvezétlen hatasok kikiiszobolésére javasolt a szénhidrogénnel szennyezett
karhelyekfolyamatos monitoringja, valamint a patogén mikroszervezetek kontrollja, illetve a
jogszabalyi eléirasok maradéktalan betartasa. A komposztalas folyamatat tekintve javasolhato a
technologiai eldirasok maradéktalan betartasa, ill. adott szituidcidban a magasabb
higienizaltsagi fokdi végterméket garantalé eljaras valasztisa. A komposzt termékek
mindsitésére vonatkozo 23/2003. (XI1.29.) KvVM rendelet P. aeruginosa esetében nem allapit
meg higiénés hatarértéket a kész komposztra vonatkozéan, mely jelen eredmények és a
nemzetkdzi szakvélemény tikrében a jovében atgondolandd lehetéség. A javasolhaté
megengedett, ill. a forgalomba hozatalt megel6zoen elérendé P. aeruginosa szam — mely a hazai
¢s nemzetkozi szakirodalom alapjan még nem jar sulyos egészségkockdzattal — kész komposzt

termék esetében 10 CFU/gramm.
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6. OSSZEFOGLALAS

A biotechnologiai eljarasok térhoditasaval napjainkban Uj kihivasokkal szembesiiliink: a
kornyezetvédelem, agrarium ¢és az ipar szolgalatdba allitott mikroszervezetek tulajdonsadgainak
elégtelen ismerete mellett kémiai, bioldgiai és 6kologiai veszélynek tehetjiik ki a tdrsadalmat és az
Okoszisztémat. A biolégiai biztonsagot veszélyeztetd tényezének szamit a patogenitas, azaz a
betegség kivaltdsdnak képessége, mely szdmos biotechnoldgiai alkalmazisban 1évd
mikroszervezetre jellemzd. A biotechnologiai folyamatok keretében a patogén mikroorganizmusok
alkalmazasa ,,kétélt fegyver” (RICHMOND, 2008): ezek a természetes kornyezetben is megtalalhatd
mikroszervezetek szamos esetben laboratériumban konnyen tenyészthetéek, igy valtozatos
alkalmazasi lehetdséget biztositanak a kornyezeti biotechnoldgia szdmara. Mobilitasuk, nem
célszervezetekre gyakorolt hatdsuk, ill. perzisztencidjuk révén (HEIKKI, 2003) azonban sulyos
kornyezetegészségligyi problémakhoz vezethetnek.

A P. aeruginosa baktériumfaj e kettds megitélés jellemzd példdja: klinikai viszonylatban az
egyik legjelentésebb opportunista korokozd, mely a stlyos kimenetellel jaré nozokomidlis (kérhézi)
infekciok kimagasld hanyadaért felelds. Kornyezetvédelmi felhasznalasat tekintve azonban human-
egészségiigyi kockazatat a szakma nem ismerte fel, és szamos esetben igyekeznek torzseit a
(kornyezetvédelmi) beavatkozasok szolgalataba allitani.

Doktori kutatdsi témamban a P. aeruginosa faj esetében fellelhetd szakirodalom részletes
attekintését kovetden kutatdsi tervet allitottunk Ossze, mely alapvetéen négy célkitiizés
megvalositasa koré csoportosult:

1. A P. aeruginosa Kimutatasi gyakorisaganak, jellemzé sejtszamanak megallapitasat célzo
vizsgalatok, melyek szénhidrogénnel szennyezett mintdk esetében, valamint a komposztalas
folyamata soran zajlottak, igy informaciot nyerhettiink e faj jelent8ségérél a biotechnologia
szempontjabol kiemelkedden fontos két kozegben. Megallapitottuk, hogy a P. aeruginosa
szénhidrogénnel szennyezett teriilleteken 49-bol legalabb 34 karhely esetében volt
kimutathat6, mely 69,3% gyakorisagot jelent. A begyiijtott 235 kornyezeti mintara
vonatkoztatott kimutathatésagi aranya 33,6% volt. A komposztalas folyamatara vonatkozo
vizsgalataink soran végigkovettiik a vizsgalt faj detektalhatosagat a komposztalas nyersanyagaitdl a
kész komposzt termékig, ill. komposzttal kezelt foldtani kozeg esetében is sziilettek eredmények.
Megallapitottuk, hogy e jellemzden mezofil mikroszervezet a jogszabalyban eldirt technologia és
homérséklet mellett is képes lehet a komposztalas termofil szakaszanak talélésére és
megjelenhet a kész komposzt termékben. Ez az eredmény a komposztalassal foglalkozo, ill.
kornyezetvédelmi szakemberek szaméra egyarant jelentds, hiszen e mikroszervezet és jellemzden a
mezofil fajok a szakma megitélése szerint nem birnak jelentdséggel helyesen kivitelezett

komposztalasi eljaras esetében. E feltevés azonban eredményeink alapjdn megddlni latszik.

81



A jellemzd ¢éldsejtszamok megéllapitasara iranyuld vizsgélataink szerint a P. aeruginosa faj
esetében a tapasztalhato élésejt szamok elérhetik a FOK (2005); és LIZEWSKI ET AL. (2002) altal
meghatarozott infektiv dézist, mely oralis expozicié esetén 10°-10° MPN/g. Ez az eredmény
felveti annak a lehetoségét, hogy a szennyezett felszin alatti vizzel, foldtani kozeggel, ill.
komposzttal érintkezve arra hajlamos, vagy egészséges személyben Kkolonizacid, és/vagy
infekcio alakuljon Kki.

2. A P. aeruginosa faj kornyezeti torzseinek megbetegitd képességére utald tulajdonsidgok
laboratériumi igazolasara kdzvetlen, ill. kozvetett virulencia faktorok vizsgélatat hajtottuk végre
molekularis genetikai és hagyomanyos mikrobiologiai modszerekkel. E munka keretében igazolast
nyert, hogy a kornyezeti eredetii P. aeruginosa torzsek 80,3%-ban mutattak valamilyen
mértékii hemolitikus aktivitast, azaz a vizsgalt torzsek kozel 4/5-e képes a vorosvértesteket
karosité aktivitisra, mely kozvetlen virulencidara utalé faktornak tekinthet6é. A kozvetett
virulencia determinansok koziil a II. és III. tipusi szekréciés rendszer altal kivalasztott
toxinokat, ill. toxikus proteineket kodolo génszakaszok (exoAd, exolU, exoS, exoT, exoY)
detektalasat tiiztiik ki célul. Munkank megvaldsitasa sordn megéllapitottuk, hogy a kornyezeti
eredetli P. aeruginosa torzsek tagjainak genetikai allomanyaban mind az 6tféle, exotoxinok, vagy
exoenzimek termeléséért felelés vizsgalt génszakasz kimutathato, illetve az esetek donté
részében egyidejiileg legalabb két vizsgalt génszekvencia van jelen a bakterialis genomban. A
vizsgalatba vont génszakaszok a szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrodl izolalt térzsek genetikai
alloményédban az aldbbi ardnyban voltak jelen: exoA4: 100,0%; exoS: 86,2%; exoY: 100,0%; exoT:
100,0%; exoU: 13,8%. A komposzttal kezelt teriiletekrdl izolalt torzsek genomjaban az aldbbi
kimutatasi aranyokat detektaltuk: exo4: 100,0%; exoS: 76,0%; exoY: 80,0%; exoT: 92,0%; exoU:
0,0%.

3. Az antibiotikum rezisztencia - mint a P. aeruginosa fajra klinikai vonatkozéasban jellemzd,
egyre sulyosbodo probléma — kdrnyezeti torzsek vonatkozasdban mérhetd allapota szintén kutatasi
témank volt. E témakdr tekintetében Osszes 61 db, (36 db szénhidrogénnel szennyezett teriiletrol
szarmazo, ill. 25 db komposzt eredeti) izolatum rezisztencia profilja keriilt megallapitésra.

Eredményeink alapjan az antibiotikum rezisztencia jelentdsége kornyezeti torzsek esetében nem
marad el a klinikai teriileten tapasztaltaktol, ahogyan azt az Orszdgos Epidemioldgiai Kézpont
"Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance Adatfeldolgozé Csoportjanak’ adataival torténd Gsszevetés is
igazolja: a direkt szelekciés nyomas (antibiotikum terapia) nélkiil kialakulé kornyezeti
rezisztencia ténye munkank soran megerdsitést nyert.

A tobbszords antibiotikum rezisztencia tekintetében elmondhatd, hogy legalabb két kiilonb6z6
antibiotikum hatéanyagcsoporttal szembeni rezisztenciat detektaltunk 11, szénhidrogénnel

szennyezett kozegb6l szarmazo, valamint 6, komposzt eredetii P. aeruginosa izolatum

82



esetében. Igazolast nyert tehat a multirezisztencia ténye a foldtani kozeg, a felszin alatti viz,
valamint a komposzt mikrobak6zosségeiben. Eredményeink alapjan elso izben keriiltek izolalasra
az Aminoglikozidok (P43 jelii torzs), illetve a Fluorokinolonok (P69 jelii torzs) csoportjaba
tartozo antibiotikum-hatéanyaggal szemben rezisztens, korhazi kornyezeten Kiviil izolalt P.
aeruginosa torzsek.

4. A virulencia és antibiotikum rezisztencia tulajdonsagok eredményeinek oOsszevetése a
klinikai viszonylatban tapasztalt adatokkal tovabbi, a tudomany szamara ujdonsagértékkel
bir6 eredményhez vezetett. Megallapitottuk, hogy az exod, exoY és exoT toxikus proteineket
koédold génszakaszok kornyezeti kimutathatdsagi aranyaban a szakirodalombdl ismert, klinikai
viszonylatban tapasztalt értékekkel Osszevetve nincs érdemi kiilonbség. Az exoU génszakasz
kornyezeti (szénhidrogénnel szennyezett teriiletrél izolalt, illetve komposzt eredetil) torzsek
esetében alulreprezentalt, helyette az exoS dominancidja jellemz6. A Kkornyezeti eredetii
izolatumok zome — genetikai sajatossagaik és a szakirodalmi forrasok alapjan (FLEISZIG ET AL.,
1997; HAUSER ET AL., 2002) — az invaziv torzsek csoportjaba sorolhato.

Eredményeink alapjan minden eddiginél atfogobb képet nyerhettiink a P. aeruginosa faj
kornyezeti mintakbol izolalt torzseinek jellemzé tulajdonsagairol, valamint esetleges biologiai
kockézatairdl, mely ismereteket a kornyezetvédelmi és human-egészségiigyi teriileten dolgozé
szakemberek egyarant hasznosithatjadk. A korszeri elméleti alapokon nyugvd és modern
modszertani megvalositds révén elért 1) tudomanyos eredményeket hat tézis forméajaban
Osszegeztiik. A tézisekbdl lesziirhetd informaciok elméleti vonatkozasaik mellett a gyakorlat és a

jogalkotas szamara is hasznosak lehetnek.
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7. ENGLISH SUMMARY

Nowadays, the widespread application of biotechnological processes means new chalanges for
scientists: our slight knowledge about microorganisms applied in environmental protection,
agriculture and industry possibly means chemical, biological or ecological hazard for the
community or ecosystem. Pathogenicity — i.e. the ability to cause disease —is a characteristic
feature of many organisms that are used in biotechnology and is a factor that endangers the
biological safety of these processes. The application of pathogens for biotechnological purposes is
a ,,double-edged sword” (RICHMOND, 2008): on the one hand, these microorganisms are naturally
occurring and are easily cultivatable in laboratory for a variety of uses. On the other hand, the
mobility, the effects on non-target microorganisms and the persistence (HEIKKI, 2003) of these
microbes can lead to serious consequences in environmental health.

P. aeruginosa is a typical example: in clinical environment, it is one of the most significant
opportunistic pathogen bacterium that is responsible for the considerable part of nosocomial
infections. However, in the field of environmental protection the human health concerns of this
organism are not realized, and the strains of this species are commonly used for bioremediation
purposes.

In my Ph.D. studies, after the accurate review of relevant scientific literature, a plan of research
was compiled for the examination of the above mentioned issue with the following four objectives:

1. The detection of P. aeruginosa and the determination of its cell count in environmental
(hydrocarbon contaminated and compost related) samples. In our work we determined that P.
aeruginosa was detectable in 34 of the examined 49 hydrocarbon contaminated sites that means
69.3% frequency. The rate of detection referred to the collected 235 samples was 33.6%. In
composting, the number of the examined species was followed during the whole process including
raw materials, immature and mature compost and compost treated soil environments. Based on our
results it was established that mesophilic P. aeruginosa, under the determined time and temperature
criteria of the relevant Hungarian law, was able to survive thermophilic phase of composting and
was detectable in final compost product as well. This result can be significant not only for experts
of composting but for environmental engineers because they typically not attach importance to
mesophilic microorganisms under properly managed composting technology. Our results suggest
that this approach needs to be considered.

During our research work the detected cell counts of P. aeruginosa have reached or exceeded the
lower threshold of infectious dose (10%-10° MPN/g for oral exposition) determined by FOK (2005)
and LIZEWSKI ET AL. (2002). This result raises the issue of the chance for colonization and/or
infection of immunocompromised or healthy individuals that are in connection with

contaminated groundwater, soil or compost.
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2. To determine the virulence of environmental originating strains of P. aeruginosa i.e. the
ability to cause disease, several direct and indirect virulence markers were examined via molecular
genetic and traditional microbiological methods. Our results verified that 80.3% of P. aeruginosa
strains isolated from environmental samples show hemolytic acticity, i.e. four fifths of the examined
isolates are able to damage red blood cells that is a direct virulence factor. Indirect virulence
markers such as the presence of gene sequences encoding the secretion of toxins and toxic proteins
by II. and III. Type Secretion Systems (namely exo4, exoU, exoS, exoT, exoY) were the target
objects of our examination, too. During our work we determined that environmental originating
strains of P. aeruginosa are commonly carrying the examined five gene sequences, and the majority
of the isolates have at least two gene sequences in their bacterial genom. Among P. aeruginosa
strains, isolated from hydrocarbon contaminated sites, the examined gene sequences were
detectable with the following rates: exod: 100.0%; exoS: 86.2%; exoY: 100.0%; exoT: 100.0%;
exoU: 13.8%, respectively. Compost originated strains had the following rates of detection: exoA:
100.0%; exoS: 76.0%; exoY: 80.0%; exoT: 92.0%; exoU: 0.0%.

3. The examination of antibiotic resistance, that is a characheristic and increasing problem of P.
aeruginosa in clinical environments, was another important aim of our work. Within the scope of
this field, resistance profiles were determined in the case of 61 isolates (36 from hydrocarbon
contaminated environments and 25 compost originating, respectively).

Based on our results the importance of antibiotic resistance among environmental originating
strains is not behind the clinically experienced level as it was suggested by the comparision with the
available database of the National Bacteriological Surveillance Management Team of the National
Center for Epidemiology: antibiotic resistance in the environment, even without the direct
selection pressure of antibiotic therapy can be confirmed.

With respect to multiple antibiotic resistance it was established that simultaneous resistance
(against two, or more antibiotic groups) was detectable in the case of 11 strains, isolated from
hydrocarbon contaminated sites and 6, compost originating isolates of P. aeruginosa,
respectively. It was verified that multidrug resistance is detectable among members of soil,
groundwater and compost microbiota. Our work is the first detection of environmental (non-
clinical) originating strains that are resistant against Aminoglycosides (strain P43), or
Fluoroquinolones (strain P69).

4. The comparision of virulence and antibiotic resistance features with clinically
determined data led to additional results with scientific novelty. It was verified that the
detection rates of exod, exoY and exol gene sequences among environmental and clinical
originating strains are not considerably different. ExoU gene sequence is under-represented among

environmental strains (isolated from hydrocarbon contamined or compost related samples), while,
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instead of exoU, exoS is dominant. Therefore we could conclude that, based on their genetic
features and scientific literature (FLEISZIG ET AL., 1997; HAUSER ET AL., 2002), the majority of
environmental strains of P. aeruginosa can be classified into the invasive group.

Based on our results we could get a comprehensive overview about the characteristic
features and biohazard of P. aeruginosa strains isolated from environmental samples that can be
useful for experts of environmental and human-health sciences. Our new scientific results are based
on modern theoretical basis and methodology and are summarized in six theses. The information of

these theses, besides their theoretical aspects, can be useful for practice and legislation as well.
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2.SZ. MELLEKLET

5.1. sz. tablazat: A P. aeruginosa faj nem szennyezett kozegbdl torténd izolalasara iranyul6 vizsgalatok soran

vételezett kornyezeti mintai, fobb tulajdonsagai

Minta szarmazasi helye Orszag Talajtipus P. aeruginosa
kimutathat6saga
/)
1 GOmorszolos Magyarorszag Réti csernozjom talaj -
2 GOmorszollds Magyarorszag Barna erdétalaj -
3 Ocsai tajvédelmi korzet Magyarorszag Humuszos homoktalaj -
4 Kozard Magyarorszag Barna erdétalaj -
5 Pécsvarad Magyarorszag Barna erdétalaj -
6 Jékotpuszta Magyarorszag Barna erdétalaj -
7 Bugac Magyarorszag Humuszos homoktalaj -
8 Nagygombos Magyarorszag Barna erdétalaj -
9 Biikk Magyarorszag Meszes barna erdétalaj -
10 Zemplén Magyarorszag Barna erdétalaj -
11 Obanya Magyarorszag Barna erdétalaj -
12 Letenye Magyarorszag Barna erdétalaj -
13 Vétyem Magyarorszag Barna erdétalaj -
14 Orség Magyarorszag Barna erdétalaj -
15 Szent Anna T6 (Tusnadfiirdé) | Romaénia Rétlap talaj -
16 Rétyi nyir (Erdély) Romania Humuszos homoktalaj -
17 Giant’s Causeway Eszak-frorszig Rétlap talaj -
18 Rope Bridge Eszak-frorszig Rétlap talaj -
19 Glengarriff Eszak-frorszig Barna erdétalaj -
20 Glengarriff Eszak-frorszig Barna erdétalaj -
21 Slieve League Eszak-Irorszag Rétlap talaj -
22 Aghinver Eszak-Irorszag Rétlap talaj -
23 Cairngorms National Park Skocia Koves vaztalaj -
24 Eilat Izrael Homokféveny -
25 Sahara City Egyiptom Futéhomok talaj -
26 Uppsala Svédorszag Rétlap talaj -
27 Tenerife Spanyolorszag Homoktalaj -
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3.SZ. MELLEKLET: MOLEKULARIS GENETIKAI VIZSGALATOK GELDOKUMENTACIOJA
(Marker: GeneRuler"™ DNA Ladder Mix, Fermentas)

Jelmagyardzat:
1. arker

2. MNegativ kontrol exoY
3.P4 exoY

4. P5 exoY

5. PB exoY

6. P7 exoY
7.P55 axoY
8.P56 exoY
9.P59 exoY

10. PED exoY
11.K13 exoY

5.1. sz. abra: Az exoY (289 bp) génszakasz kimutatasa kdrnyezeti eredetli P. aeruginosa torzsek esetében
(a szerzo felvétele, 2009)

Jalmaiyarizat 10.P80 eaT
Tkl sor

1.1 3 00T
1. Marker 12.K15 20T
2. Magaliv
okt 13K1820T
3Peemwr  14KI9esT
i PGemy 15-KZesT
-e [ TN PN Y Sy -y =) 4000800080868 5 - exo
16,522 exnT
4.P8 exoT B T
17, [
6 7 8 9 101 12 13 14 15 16 17 18 19 2 [EECE
7.P55 moT s.mmr
8.PS6moT | 0
o Psamer  -KE9E0T

Jelmagyrarazat 100 P80 el
alshsor 1141 30U
LR =) 45 5 ey
T POV 43 k1B axoU
R B PRVT Pt
Pl 5 0 @ou
SFTeml) g K22 20l
6.PSSmoU 47 w03 megy
LPSGmol 451004 meoU)
BP0 moU g 1026 el

5.2. sz. abra: Az exoT (152 bp) és exoU (134 bp) génszakaszok kimutatasa kornyezeti eredetii P. aeruginosa torzsek esetében
(a szerz6 felvétele, 2009)
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4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 2D

Jelmapparizac 100PE3 exak

1 ianker
2 Poziiw

3 Kil4mof
4 K19 eoh
S K19 a0
6. K20 eof
7. K21 mof
8 K22 mxo0d
9 K24 e0h

11 K25 a0,
1210 sunf,
1 KM snak,
14.KH mooft
15432 amah
16K sargh,
17,1032 sunf,
18,1035 snns,
10. K3 sooft
20,4037 ok

5.3. sz. abra: Az exoA génszakasz (396 bp) kimutatasa kornyezeti erdetli P. aeruginosa torzsek esetében

(a szerzo felvétele, 2009)

Jelmagyarazatfelsd sor.

1. Marker

2, Negativ kontrol exgS

3.P4 exoS
4_P5 exoS

5 P& exoS

6. PT ex0S
7_P55 exo0S
8. P56 ex0S
9. P59 ex0S
10.P60 exoS
11. K13 exoS
12.K15 exoS
13. K186 exoS
14 K19 e¥n5

5.4. sz. abra: Az exoS génszakasz (118 bp) kimutatasa kornyezeti eredetli P. aeruginosa torzsek esetében

(a szerzo felvétele, 2009)
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keny (NCCLS, 2001)

érzé

3

R- rezisztens (sziirke szinnel kiemelve); I- atmeneti, S —
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekeldtt halaval tartozom témavezetomnek, Dr. Szoboszlay Sandornak, aki minden
helyzetben és pillanatban tdmogatott, tandcsaival segitett, véleményével iranyt mutatott.

Koszonetem szeretném kifejezni Dr. Kriszt Baldzsnak, amiért lehetdséget adott a Kornyezeti
Elemek Védelme Tanszéken foly6 kutatdsokban valo részvételre.

Ko6szondm a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszék, valamint a Kornyezetipari
Regionalis Egyetemi Tudéaskdzpont minden munkatdrsanak, a régieknek és ujaknak egyarant,
amiért segitették, timogattdk munkamat, befogadtak és elfogadtak, mint kollégat.

Halas vagyok hallgatoimnak, igy Szabo Gabriellanak és Pék Nikolettanak segitségiikért és
egylttmiikodésiikért.

Teljes szivbél koOszondm tovabba csaladomnak és szeretteimnek, hogy tamogattak

tanulmanyaimban és az élet minden teriiletén.

Tovabba koszonetem fejezem ki a doktori kutatasaimat tdmogat6 projekteknek:
— Szent Istvan Egyetem, Kornyezetipari Regiondlis Egyetemi Tudéaskdzpontja, Pazmany
Péter (PAZMANY RET-12/2005) program, Nemzeti Kutatési és Technologiai Hivatal
— BIOKOMP4, Jedlik Anyos Palyazat (2007), Nemzeti Kutatasi és Technolégiai Hivatal
(OM 00120/2007)
- KMOP-2007-1.1.1.
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