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1. Bevezetés

Mai tarsadalmunkban és mindennapi tevékenységiink szamos teriiletén hasznalunk fosszilis
energiahordozokat, melyek koziil a kdolaj-alapti termékek kiemelkedd szerepet jatszanak. Itt
gondolhatunk a motorhajtéanyagokra, fiitdanyagokra, vagy a petrolkémia, vegyipar, milanyagipar
¢s novényvédOszer-gyartas alapanyagaira. E nyers és feldolgozott anyagok és termékek esetében
szamos alkalommal €s helyen torténhet véletlenszerii, vagy havaria jellegli kibocsatas a kdrnyezeti
elemekbe.

A szénhidrogén szennyezddések tényfeltardsa soran a miszeres analitika segiti a
szakemberek munk4jat a megfeleld karmentesitési technologia kivalasztisaban. A gyakorlatban
szamos alkalommal valasztjdk a bioremediaciot, amely sordn mikrobioldgiai beavatkozas
segitségével torténik a szennyezddés felszamolasa. Ez a technoldgia viszont, nagy szaktudast
igényel, ugyanis a megfeleld biologiai agens kivalasztasa nagyban befolydsolja a folyamat
eredményességét és kornyezetbiztonsagat.

A bioremedidcios beavatkozasok tervezésekor szdmos esetben keriilhetnek patogén
mikroszervezetek is a kornyezetvédelmi szakemberek 14tokorébe, mivel szamos, betegség
kivaltasara képes mikroorganizmus kivald szénhidrogén-bontd képességgel is rendelkezik. Ilyen
baktériumfaj a kornyezetben altalanosan eléforduld, &m human-egészségiigyi aggalyokat is keltd
Pseudomonas aeruginosa. Torzseit kiilfoldon, tobb helyen a mikrobialis oltdanyagban talalhato
baktérium-konzorcium tagjaként szerepeltetik és hasznaljak fel a remediacids tevékenységek soran.
Hazankban a szigort jogi szabalyozasnak koszonhetéen — mint patogén mikroszervezet — nem
keriilhet a kdrmentesitésekre szant oltdbanyagba, am e faj képviseldinek spontdn mddon torténd
felszaporodasaval, a szénhidrogénnel szennyezett karmentesitési teriileteken, folyamatosan
szémolni kell.

A szakirodalomban eltér6 megitélés ald esnek a klinikai (nozokomidlis) és kornyezeti
eredeti P. aeruginosa torzsek. Mig utdbbinak napjainkig nem tulajdonitanak jelentOsebb
egészségligyl kockazatot, a klinikai torzsekrdl bebizonyosodott, hogy szdmos betegség
kialakuldsédban jatszanak koroki szerepet és tobb antibiotikum-hat6anyagcsoporttal szemben
rezisztensek lehetnek.

A szakirodalomban megnyilvanulod kettds megitélés felolddsa érdekében vizsgalataim
céljaul thztem ki, hogy fényt deritsek a kornyezeti €és klinikai eredetii torzsek kozotti filogenetikai
(rokoni) kapcsolatokra. Megvizsgalva ezzel, azt a lehetdséget, hogy a nemzetkozi gyakorlatban
jogosan kiilonitik-e el a két jellemzd el6fordulasi helyen izolalhaté P. aeruginosa torzseket
egymastol és megalapozott-e, az a feltételezés, hogy a kornyezeti térzsek nem jelentenek human-
egeészségligyl kockdzatot. Ezen kérdések megvalaszolasdhoz a molekuléris biologia egyik 1j

moddszerét a multilokusz szekvencia tipizalast (MLST) vdlasztottam, melynek vizsgalati
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eredményeit alapul véve — nemzetkdzi adatbazisokkal valo dsszevetést kovetden — megallapithatova
valhat a rokonsagi fok mértéke a faj eltéré szarmazasu izolatumai kozott.

Az MLST vizsgalatok a tudomany szempontjabol ijdonsagot jelentd, am a gyakorlati
kornyezetvédelem szdmadara korlatozott informécidt hordozéd adatokat jelentenek, ezért munkamat
kiegészitettem harom tovabbi vizsgalati irannyal, a szénhidrogén-bonto képesség megallapitasaval,
a kornyezeti izolatumok szerotipusanak ¢és antibiotikum-rezisztencidra vonatkozo képességeik

értékelésével.

A munkam soran feladatul tiztem ki:

» 20, szénhidrogénnel szennyezett teriiletrdl izolalt és 2 klinikai torzs esetében a
multilokusz szekvencia tipizalas modszerén alapuld vizsgalatok elvégzését.

» A vizsgaltba vont 22 db izolatum szénhidrogén-bontasi képességének értékelését
gravimetrids eljarassal,

» Reprezentativ szamu, 65 db izolatum esetében megallapitott szeroldgiai vizsgalatok
eredményeinek értékelését, mely teszteket az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontban
hajtottak végre,

» 22 db izolatum esetében, a Kornyezetvédelmi ¢és Kornyezetbiztonsagi Tanszék
munkatarsai altal korabban meghatdrozott antibiotikum-rezisztencia eredmények

Osszevetését az 0) vizsgalati eredményekkel.

A fent emlitett vizsgalatok alapjan atfogd képet nyerhetiink a kornyezeti és klinikai
izolatumok filogenetikai kapcsolatrendszerérdl, esetleges human-egészségiigyi jelentdségérol,
illetve a kornyezetvédelmi vonatkozasban jelentds szénhidrogén-degradaciéra vonatkozo
tulajdonsagokrol.

Eredményeinket a szakirodalmi adatok, illetve a korabbi, antibiotikum rezisztenciara,
virulenciara iranyul6 vizsgalatok fényében értékeltiik és értelmeztiik, mely az elmélet és a gyakorlat

szdmara egyarant hasznosithat6 informaciohalmazt jelenthet.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Karmentesitési technologiak

A vonatkozo jogszabalyban szereplé definicid szerint a karmentesités olyan helyreallitasi
tevékenység, intézkedés, amely a természetben okozott kar enyhitésére, az eredeti, vagy ahhoz
kozeli allapot helyreallitasara, valamint a faj, él6hely, teriilet altal nyujtott szolgaltatas
helyreéllitdsara vagy azzal egyenértékii szolgaltatas biztositasara iranyul [91/2007. (IV.26.) Korm.
rendelet].
A kdrmentesités szakaszai [91/2007. (IV.26.) jogszabaly alapjan]:

a) tényfeltaras; b) beavatkozas; c) az a) és b) pontokban meghatarozott szakaszokban,
illetve azokat kovetden folytatott monitoring. A karmentesités barmely szakasza a karmentesités
lezarasaig sziikség szerint elrendelhetd, illetve megismételhetd. A karmentesités soran biztositani
kell, hogy: a) a természetben okozott karosodas ne tevédjon at mas kornyezeti elemre, illetve a
felszin alatti viz, a foldtani kézeg nem szennyezett részeire; b) a leheté legkisebb kornyezeti
terheléssel jarjon. A kdrmentesitést az Orszdgos Kornyezeti Karmentesitési Program keretében kell
elvégezni.

A kivant mértékli karmentesités technoldgiai a helyszin szerint, alapvetden két csoportba
sorolhatok (NEMETH, 2001):

e in situ (= eredeti helyzetben kivitelezett) megoldasok. Idetartozik valamennyi olyan
technologia, amikor a szennyezddott foldtani kozeget és/vagy felszin alatti vizet kitermelés,
elmozditas nélkiil tisztitjadk meg a szennyezést okozo kockazatos anyag(ok)tol.

e ex situ (= nem eredeti helyzetben) megoldasok. Az ebbe a csoportba tartozé technologiakat
tovabbi két alcsoportba lehet osztani, igymint
a) ex situ on site: a tisztitast nem a foldtani kozeg kifejlodésének természetes helyzetében

veégzik, hanem kitermelik. A kitermelt szennyezett talajt és/vagy felszin alatti vizet nem

szallitjdk el a munkateriiletrdl, hanem azon belill biodgyakon, termikusan, vagy
talajmosassal tisztitjak stb. (remediacid), majd a kivant mértékben megtisztitott foldtani
kozeget és/vagy felszin alatti vizet visszahelyezik a munkagodorbe.

b) ex situ off site: az idetartoz6 technologiak megegyeznek az ex situ on site megoldasokkal.
Az alapvetd kiilonbség, az hogy a szennyezett talajt, és a felszin alatti vizet nem a
munkatertileten beliil kezelik, hanem egy tdvolabbi tisztitd telepre szallitjak, majd a kezelt
talajt visszaszallitjadk az eredeti munkagddorbe. A megtisztitott felszin alatti vizet élévizbe,

vagy kozcsatorndba vezetik.



Technologiai tipusok attekintése (SZOBOSZLAY ES KRISzT, 2006):

» Fizikai _eljarasok: talajmosas (pump and treat); levegéztetés, talajlevegd elszivas

(talajszelloztetés, atlevegdztetés, 1égbekeverés + talajgaz kitermelés, sztrippelés); gazkitermelés
vakuummal (kuton beliili sztrippelés); elvalasztas/szeparacio/ (gravitacids, sziiréses, desztillacioval,
forditott ozmdzissal, membran-sziiréssel); megszilarditas, stabilizalas (bitumenes, aszfalt emulzioba
keverés, portland cementbe keverés, oldhat6 foszforozés, meszezés, iszap-stabilizalas).

» Kémiai _eljarasok: kémiai kivonas /extrakcid/ (olddszeres kivonas, savas kivonas); kémiai

oxidacio/redukcio; elvalasztas/szeparacié/ (gravitacios, szlréses, desztillacioval, forditott
ozmoazissal, membran-sziiréssel); megszilarditas, stabilizalas (bitumenes, aszfalt emulzidba keverés,
portland cementbe keverés, oldhatd foszforozéas, meszezés, iszap-stabilizalas); aktivszenes szlirés;
ioncsere; kicsapatas és elvalasztas (koagulacio, flokkulacio); UV oxidacio.

> Biolbgiai _eljarasok: biodegradacios eljarasok (ellendrzott spontan  (természetes)

biodegradacid, stimuldlt (irdnyitott) biodegradacio); levegd (oxigén) kozléses eljarasok
(bioventillacio, intenzifikalt bioremediacid); talajlazitdsos eljarasok (komposztalds, bioagyas
kezelés, talajmiiveléses kezelés, agrotechnikai kezelés); tartalyos eljarasok (iszapfazist biologiai
kezelés, bioreaktor), tudatos/ tervezett oltdbanyag-haszndlat, fitoremediacios eljarasok.

» Termikus eljarasok: égetés; (forgédobos kemence, infravords kemence, fluidagyas

kemence, olvasztoagyas kemence); pirolizis (hdbontas); termikus deszorpcié (alacsony
hémérsékletii/90-320°C/, magas homérsékletii/320-560°C/).

> lIzolacios (szigeteléses) eljarasok: résfalazas; szadfalazas, hidraulikus szigetelés/gat/; fels6

szigetelés /lezaras/.

2.2. Biodegradacio és bioremediacio

A biodegradacion azt az aerob vagy anaerob folyamatot értjiik, amely soran a talaj szaprofita
mikroszervezetei feltarjak és a ndvények szdmara ismét felvehetd szervetlen allapotba hozzak
azokat a biogén elemeket, amelyek részt vesznek a szerves anyagok felépitésében, az energia
raktarozasaban és transzportjaban (KOvAcs, 2005).

A biodegradaci6 lehet teljes és részleges, illetve aerob vagy anaerob. A teljes biodegradacio,
vagy mineralizacio soran a kiindulési szerves vegyliletek, enzimkatalizalt reakciok egymasra épiild
sorozatan keresztiil, szén-dioxidra ¢és vizre oxidalnak. Aerob koriilmények kozott a végsd
elektronakceptor a levegd oxigénje, mig anaerob kornyezeti feltételek mellett, alternativ
elektronakceptorként leggyakrabban a nitrat, a szulfat, a ferri ionok, ill. a szén-dioxid szolgal. Ezek
a folyamatok a lebontast végz0 mikroszervezetek szadmara szén és/vagy energiaforrasul szolgalnak a

sejt szaporodasa soran (SZOBOSZLAY ES KRISzT, 2010).



A részleges biodegradacidonak harom alapvetd tipusa ismeretes:

- a lebontast, atalakitast végzd enzimek koziil valamelyik hidnyzik,

- a kometabolizmus (kooxidacid), amely soran a kiindulasi vegyiilet részleges lebontasa
bekdvetkezik ugyan, de a biodegradaciot végzé mikroszervezetek a folyamatbdl szarmazé
energiat, ill. anyagokat nem hasznaljak fel,

- a harmadik tipusnal polimerizacid, vagy mas szintézis folyamatok révén a kiindulési

anyagokndl dsszetettebb, és/vagy stabilabb vegyliletek keletkeznek.

A részleges biodegradacié termékei néhany esetben akéar a kiindulasi anyagoknal is
toxikusabbak, veszélyesebbek lehetnek a kornyezetre (SZOBOSZLAY ES KRISzT, 2010), am az esetek

A bioremediacio, olyan technoldgia, amely él6 sejtek vagy szervezetek, esetleg azok
valamely termékének vagy bioldgiai stabilizald képességét allitja a technologia kdzéppontjaba. A
remedidcidhoz felhasznalhatok az 6koszisztéma endogén tagjai vagy kozosségei, koziiliik izolalt és
vagy mesterségesen felszaporitott mikroorganizmusok és/vagy novények, vagy kiilsé forrasbol
szarmazd aktiv kozosségek. A bioremediacio, mind ex situ, mind in situ technoldgiaként
alkalmazhatd. Eldnye, hogy viszonylag kis koltséggel nagy teriiletek kezelésére is alkalmas, a talaj
tulajdonsagait, ¢éldvilagat, bioldgiai aktivitdsat meg6rzi. Hatranya, hogy viszonylag nagy az
1doigénye, 1dojaras- és klimafiiggd ¢és szennyezdanyag-maradékkal sok esetben szamolni kell
(LANG, 2002).

Karmentesitések szempontjabol tobbféle biodegradaciordl beszélhetiink. Az egyik a spontan
biodegradacid, mely soran a szennyezett kozegben olyan mikroszervezetek jelennek meg, amelyek
a szénhidrogén vegylileteket képesek hasznositani. A szennyezés ebben az esetben lassan €s rossz
hatasfokkal, nagy koncentracid esetén pedig egyaltalan nem degradalodik. A tamogatott spontan
biodegradacios eljarasok alkalmazasakor a talaj adott CH- bontd mikroszervezeteit tdpanyaggal,
nedvességgel és elektronakceptorral latjak el. Altalidban ismert tulajdonsagokkal rendelkezé
laboratoriumi torzstenyészetbdl vagy karhelyrdl szarmazoé mikroszervezetekkel dolgoznak a
szakemberek, melyet jogszabdly is el8ir (16/2002. EUM rendelet). Az ilyen tudatos,
mikroszervezeteket felhasznalé moddszert talajoltdsnak vagy bioaugmenticionak nevezik. Ezek a
mikroszervezetek a karhelyen viszonylag gyorsan és hatékonyan képesek lebontani a talajba keriilt
szénhidrogén vegyiileteket (SZOBOSZLAY ET AL., 2004).

A fakultativ patogén (opportunisa, masnéven gyengiiltségi korokozo) baktériumok
megjelenésének kockazata kiilondsen nagy a szénhidrogénnel szennyezett teriileteken, ugyanis nagy
szamban vannak koztiik olyan fajok, melyek hatékonyan tudjdk az ilyen szennyezdanyagokat

kizarolagos tdpanyag- €s energiaforrasként hasznositani. Ezt igazolja, hogy a szénhidrogén-bontéasra
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képes mikrobanemzetségek — Achromobacter,-Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Corynebacterium, Flavobacterium, Norcadia, Rhodococcus, Pseudomonas, Vibrio — 301 faja koziil
69 mindsil human patogén mikroszervezetnek (CLAUs, 1992). Ilyen patogén és ugyanakkor

szénhidrogénbontasra képes faj az altalunk vizsgalt Pseudomonas aeruginosa.

2.3. A Pseudomonas aeruginosa jellemzése

Taxondémiai besorolasa (HTTP1):

Prokariotak

Domén: Bacteria

Torzs: Proteobacteria

Osztaly: Gammaproteobacteria
Rend: Pseudomonadales
Csalad: Pseudomonadaceae

Genus: Pseudomonas

1. szamu abra: A Pseudomonas aeruginosa
elektromikroszkopos felvétele (HTTP2)

Faj: Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa Gram-negativ palca alaku baktérium. 0,5-0,8 pm x 1,5-3,0 um
nagysag korili. Egy vagy két polaris csilloja segitségével mozog, valodi tokja nincs. A
kornyezetben barhol eldfordul, azaz ubikviter. Korhazakban szamos rezervoarja lehet, igy
megtalalhatd 1¢legeztetd késziilékekben, ételekben, lefolydkban, csaptelepekben. Minimalis
tapanyagigényli, rezisztens magas soO-koncentraciora, kiszaradasra, antiszeptikumokra és az
antibakterialis szerek széles spektrumara (PIRNAY ET AL., 2009).

Opportunista és nozokomidlis patogén, azaz elsdsorban korhdzi kornyezetben képes arra
hajlamos, legyengiil személyekben megbetegedést okozni. Az Amerikai Egyesiilt Allamok adatai
szerint (CDC — Centers for Disease Control and Prevention) a negyedik leggyakrabban izolalt
nozokomialis patogén (JARVIS AND MARTONE, 1992). Vezet6 helyet foglal el az intenziv osztalyok
nozokomialis fertdzéseiben: elsé helyen all a 1égiti infekcidkban (17,5%), a negyedik leggyakoribb
korokozé a hugyuti infekciokban (12,1%), a harmadik leggyakoribb baktérium a sebfertézésekben
(10,9%), és hatodik helyen allt a szepszisekben (FILETOTH, 1995).

A P. aeruginosa eléfordulasa a kornyezetben:

Az USA-ban (Dél-Karolina) végzett vizsgalatok szerint a természetes allapoti, nem
szennyezett talajok kb. 16%-aban fordul el6 P. aeruginosa (FERGUSON ET AL., 2001).
Szennyvizekbdl gyakran kimutathatd, emellett megtaldlhatdé mélyfurast kutak vizében,

desztillalokban, székletben, ndvényekben ¢€s élelmiszerekben.



ElSsejt-szamara jellemzd hazai adatok: folyokban, patakokban 10%-10%cm?, viztarozokban
10'-10%cm®, hazi szennyvizben 103100 cm® székletben 10°-10°/g (NEMEDI ET AL., 1998).
Szénhidrogénnel szennyezett teriileteken szakirodalmi forrdsok alapjan az egyik leggyakrabban

izolalhaté mikroszervezet (CHAYABUTRA AND Ju, 2000).

2.3.1. A kornyezeti és a klinikai torzsekkel végzett eddigi kutatisok attekintése
a) Antibiotikum-rezisztenciara vonatkozo vizsgalatok

A P. aeruginosa egyike azoknak az un. probléma-baktériumoknak, melyek kezelése mind a
nagyobb kihivas elé allitja az orvostudomanyt (FILETOTH, 1995). Szamos kutatds iranyult a faj
antibiotikum rezisztencidjanak vizsgalatara, elsésorban klinikai viszonylatban.

A P. aeruginosa szamos rezisztencia mechanizmussal rendelkezhet, melyek kozott
kiemelten jelentds az efflux pumpat szabalyozd génen torténd mutaci6. Ez a rendszer
tulmitkodésében nyilvanul meg, ami kiilonféle, kémiailag nem rokon szerkezetli antibiotikumokkal
szembeni egyidejii rezisztencidt eredményez (B-laktamok, beleértve a carbapenemeket,
aztreonamot, fluorokinolokat, aminoglikozoidokat és egyéb klinikailag nem jelentds szereket). A P.
aeruginosa ezen kiviil konnyen szerezhet olyan transzferabilis genetikai elemeket, amelyek szintén
antibiotikum rezisztenciat kédolnak. Az antibiotikumok széleskorii hasznalata napjainkban olyan
hiperrezisztens torzsek felbukkanasahoz vezetett, amelyek mutdcid6 vagy rezisztencia gének
megszerzése vagy mindkét genetikai folyamat révén valamennyi antibiotikummal szemben

rezisztenssé valtak (KONKOLY, 2003).

b) Szerocsoport meghatarozasra vonatkozo vizsgalatok

A szerocsoport meghatarozds a Gram-negativ mikroszervezetek epidemioldgiai
vizsgélatanak egyik meghatdrozd 4aga. A vizsgalat soran specifikus antitestek (antiszérum)
segitségével azonositjuk a baktériumsejt valamely szerkezeti elemén talalhatd antigéneket. A
szeroldgiai csoportositds kialakitdsa Kauffmann nevéhez kotddik, aki az 1940-es években
azonositotta az elsd 20 O (szomatikus) antigén kotd helyet, melyet napjainkban is rutinszeriien
alkalmaznak a P. aeruginosa tipizalasaban (JAY ET AL., 2005). Szamos kutatas iranyult a faj egyes
torzseinek szerotipus-azonositasara, illetve ennek Osszefiiggéseire egyéb tulajdonsagokkal.

A Kklinikai, illetve kdrnyezetben detektalhatd szerocsoportok tulajdonsagaira vonatkozoan
szamos publikacio jelent meg az elmult években (YOKOTA AND NOGUCHI, 1994; HOSTACKA AND
MAJTAN, 1997, ENGLENDER ET AL., 1990, ORSI ET AL., 1994, MILLESIMO ET AL., 1995, POH ET AL.,
1988, RAVAOARINORO ET AL.,1996), melyek sajat vizsgalataink dsszevetéséhez is alapot jelentettek.

Részletes ismertetésiikkel igy az Eredmények ¢€s értékelésiik fejezetben foglalkozunk.



¢) Virulenciara vonatkoz6 vizsgalatok

A P. aeruginosa faj szamos virulencia faktorral rendelkezik, melyek szerepet jatszanak az
esetleges patogenezisben, azaz a betegség kialakulasaban. Ilyenek lehetnek a szervezet
védekezOképességével szembeni ellenallasara szolgald toxikus proteinek, illetve enzimek, a
hemolitikus aktivitas, valamint a biofilmképzés (BERTOK, 1998). Ezek koziil kiemelt jelentoséggel
birnak az un. exotoxinok, melyek specialis szekrécios rendszer segitségével juthatnak a
baktériumsejt kornyezetébe, illetve a hemolizisre valdo képesség, mely a vordsvértest-karosito
képességre utal. E tulajdonsdgok jelenlétébdl, illetve hidnyabol kovetkeztethetiink adott
baktériumtorzs esetleges patogenitasara. Az exotoxinok termeléséért felelds génszakaszok (név
szerint: exoA, exoU, exoY, exoS és exoT) kornyezeti torzsek kozotti gyakorisdgara, illetve a
hemolitikus aktivitasra vonatkozo vizsgalatok a kozelmultban torténtek a SZIE-KKBT-n (PEK,
2010).

2.3.2. A Pseudomonas aeruginosa faj evoluciojanak, epidemiologiajanak, filogenetikai
kapcsolatainak vizsgalata
A P. aeruginosa faj genomja 5,2-7,4 Mbp (megabazispar) méretli (SCHMIDT ET AL.,1996),
mely nagysagrend szamos evolicidra és epidemioldgiara iranyuldé modszer hasznalatat teszi
lehetové. A faj molekularis genetikai alapokon nyugvé taxondmiajaban komoly hatteret jelent, hogy
egy kivalasztott tipustorzs (P. aeruginosa PAO1) esetében elkésziilt a faj teljes Genom Projekt-je
(lasd 2. sz. dbra).

P. aeruginosa
6,264,403 bp

2. szamu abra: A P. aeruginosa PAOI jelzésli izolatumanak teljes genomjanak
cirkularis megjelenitése (STOVER ET AL., 2000)

Az ismert genom (PAOI) vizsgalatai alapjan napjainkban kialakult az a feltételezés, hogy a
P. aeruginosa kornyezeti és klinikai (cisztas fibrozisban szenvedd betegekbdl izolalt) torzseinek
génkészlete — csupan 0,5% nukleotid-eltérés mellett — tobb mint 80%-os atfedésben van (SPENCER
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ET AL., 2003). DENAMUR ET AL. (1993) és PICARD ET AL. (1994) elméletei szerint a faj
populcidinak osszefiiggése panmiktikus® szerkezetet mutat, am KIEWITZ és TUMMLER (2000) halo-
jellegti strukturat feltételez.

kozotti kapcsolatrendszer feltardsara (GRUNDMANN ET AL.,1995), 4am ezek nem egységes
szempontrendszer alapjan mentek végbe. Egységesités végiil egy olyan séma, a multilokusz
szekvencia tipizalds (Multilocus sequence typing, MLST) kidolgozasakor alakult ki, mely
lehet6vé teszi a P. aeruginosa izolatumok diverz (k6rnyezeti és klinikai) kollekcidjanak jellemzését
(CURRAN ET AL., 2004). Ennek a médszernek az alkalmazasa napjainkban széles korben elfogadotta
valt mind hazai (LIBISCH ET AL., 2009), mind nemzetkdzi szinten, igy munkdm soran ezt a kutatasi

modszert vettem alapul.

! panmiktikus populacio: a genetikai informacié cseréje random modon jelentkezik.
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3. Anyag és médszer

A bevezetésben ismertetett (MLST, szénhidrogén-bontds megallapitdsat célzo, illetve

szerologiai) vizsgalataink elsd 1épése a vizsgalando izolatumok kivalasztasa volt.

3.1. A vizsgalando torzsek kivalasztasanak szempontjai

A Szent Istvan Egyetem- Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszékén 2002 ota
zajlé monitoring tevékenységnek koszonhetéen 1étrejott egy 191 izolatumbol allo és jelenleg is
béviild P. aeruginosa izolatum-gyiijtemény, mely elsGsorban szénhidrogénnel szennyezett és
komposzt eredetii torzsekbdl all (a kollekcio kialakitdsanak fobb 1épéseit foglalja 6ssze a Melléklet
1. sz. abraja). Ez a jelentdsnek mondhat6 kollekcio allt rendelkezésemre a vizsgalataimhoz, mely

kiegésziilt 5 db dsszehasonlito klinikai izolatummal.

Kutatasi tervem elkészitésekor ebbdl a kornyezeti és klinikai torzseket tartalmazé
torzsgytjteménybdl az MLST, valamint szénhidrogén-bontas megallapitasat célz6 vizsgalatokhoz
22 torzset (20 kornyezeti eredetti és 2 klinikai szdrmazast izolatumot) valasztottunk, melyek
esetében a célkitlizéseimben megfogalmazott vizsgalatok végrehajtasat terveztilk. A klinikai és
kornyezeti izolatumok tulajdonsagait az 1. és 2. tadblazatban mutatom be. A szerologiai vizsgalatok
esetében reprezentativ eredmény elérésére torekedtiink, igy ebbe a vizsgélati irdnyba 65, kdrnyezeti

eredetll torzset vontunk be (részletes tulajdonsagaikat 14sd 5. szadmu tablazataban).

1. szamu tablazat: A kivalasztott klinikai izolatumok tulajdonsagai

Virulencia Rezisztencia
Minta Mintavétel | Mintavétel | Mintavételi | Faji identifikacio faktorok (6sszes/rezisztens)
jele ideje helye kozeg eredménye gyakorisaga .
(Pix, 2010) (SzAB0,2009)
Medeiros, i
ATEE 1971 Boston, Emberl Yerb()l P. aeruginosa 5/4 10/2
27853 izolalt
USA
Emberi
KPS-3 2005-2007 OKI sebfert6ézésbdl|  P. aeruginosa 5/4 10/0
izolalt
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2. szamu tablazat: Az MLST és gravimetrids vizsgalatokhoz kivalasztott kornyezeti torzsek tulajdonsagai

. T Mil,lt.ﬁk Virulencia - -
Minta | Mintavétel | Mintavétel 12’:;‘;;1‘1?:’;;‘3[’;% ma’“z‘(‘;g::)TPH Faji identifikicio | faktorok (6s?;ezs '/Sritzelzzclzns)
Jele ideje helye szennyezett kozeg) | Kkoncentracioja eredménye gyz}korlsaga (SzaB0,2009)
(mg/kg, ng/Ly’ (PEK, 2010)

P9 2003 Diosd felszin alatti viz 630 P. aeruginosa 5/4 10/1
P14 2003 Tokol felszin alatti viz 16800 P. aeruginosa 5/4 10/3
P22 2003 Turkeve foldtani kozeg 11300 P .aeruginosa 5/4 10/0
P28 2003 Polgar foldtani kozeg 7300 P. aeruginosa 5/4 10/2
P30 2004 Szabadszallas felszin alatti viz 78500 P. aeruginosa 5/4 10/2
P32 2004 Komadi felszin alatti viz 362 P. aeruginosa 5/4 10/3
P39 2004 Algyd felszin alatti viz 569 P. aeruginosa 5/4 10/2
P42 2005 Mezétur foldtani kozeg 705 P. aeruginosa 5/4 10/0
P43 2005 Opusztaszer felszin alatti viz 8500 P. aeruginosa 5/4 10/6
P46 2005 Budapest felszin alatti viz 27500 P. aeruginosa 5/4 10/4
P50 2005 Batonyterenye felszin alatti viz n.d. P. aeruginosa 5/4 10/1
P53 2006 Zalaegerszeg felszin alatti viz 63500 P. aeruginosa 5/4 10/3
P62 2006 Szarvas felszin alatti viz >100000 P. aeruginosa 5/4 10/0
P65 2005 Zalaegerszeg felszin alatti viz 31400 P. aeruginosa 5/4 10/0
P69 2007 Nagyszénas felszin alatti viz 3630 P. aeruginosa 5/4 10/4
P71 2007 Debrecen felszin alatti viz 4880 P. aeruginosa 5/4 10/1
P77 2007 Zalaegerszeg felszin alatti viz 31400 P. aeruginosa 5/4 10/0
P83 2008 Tiszatjvaros | finomitoi szennyviz 304 P. aeruginosa 5/4 10/1
P85 2008 Zalaegerszeg | finomitdi szennyviz 132 P. aeruginosa 5/4 10/0
P109 2008 Siklos komposzt nd. P. aeruginosa 5/4 10/1

n. d. — nincs adat

A kivalasztas alapja az alabbi szempontrendszer volt:

Klinikai torzseknél szerepeljen:

e Altalanos, nemzetkézi 6sszehasonlitasra alkalmas torzs - az ATCC 27853 torzsgyiijteményi

jellel ellatott, a nemzetkozi laboratoriumi gyakorlatban széles korben alkalmazott izolatum,

e Hazai 0Osszehasonlitdst lehetové tevo torzs - a KPS-3 torzsgyljteményi jeld,
Magyarorszagon izolalt, klinikai sebfert6zésbdl szarmaz6 nozokomialis izolatum.
Kornyezeti torzseknél:
e Az izoldtum szénhidrogénnel szennyezett teriiletr6l szarmazzon,
o A filogenetikai kapcsolatrendszer minél atfogobb vizsgalata érdekében eltérd szarmazasi

hely/minta

e Identifikaciojuk szilard molekularis genetikai alapokon nyugodjon,

2 A maximalis TPH koncentracioéra vonatkozé méréseket a Dr. E. WeBling Kémiai Laboratérium Kft. —végezte az MSZ
EN ISO 9377 — 2:2001 és a DIN 38409 H18:1981 szamu szabvanyok alapjan.
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e Virulencigjukat tekintve a kivalasztott izolatumok rendelkezzenek legalabb két, egyidejiileg

detektalt virulencia faktorral, azaz feltehetben humdn patogén tulajdonsdgokra utald

génkészlettel birjanak. Ennek megallapitdsdhoz a SZIE-KKBT 4ltal kordbban elért és részben
publikalt, exoenzim ¢s exotoxin kddolo gének (exoA, exoS, exoT, exoU és exoY) gyakorisagara,
illetve hemolitikus aktivitasra utaldé eredményeket vettiik alapul (PEK, 2010, KASZAB ET AL.,
2010A).

e A Tanszék altal publikalt, antibiotikum rezisztenciara vonatkozo eredmények alapjan

(KASzZAB ET AL., 2010c) a klinikai gyakorlatban jelentds antibiotikum-hatéanyagokkal szemben

rezisztens illetve multirezisztens (tobb antibiotikum hatéanyag csoporttal szemben egyideji

rezisztenciat mutatd) izolatum legyen.

3.2. A multilokusz szekvencia tipizalas (MLST) médszer kivitelezése

Az MLST nem mads, mint, olyan nukleotid bazissorrend meghatdrozason alapul6 szekvencia
tipizal6 modszer, ahol tobb, kiillonbozd (altaldban 7) un. housekeeping gene3 (,,hdztartasi gén”)
belsé fragmentjei keriilnek legalabb két parhuzamos vizsgalatban szekvendldsra. A moddszer
végrehajtasat a kivalasztott kornyezeti és klinikai izoldtumok esetében az alabbi fobb 1épésekben
végeztik el:

e a DNS izolalasa baktériumbol,

e szakirodalmi ajanldsok alapjan kivalasztott haztartdsi gének kimutatasa simplex PCR
reakciokban,

e PCR termek ellendrzése agardz-gélelektroforézissel,

e PCR termék tisztitasa,

e az izolalt génszakasz belsd fragmentjének didedoxi-lancreakcidban torténd felszaporitasa,

e az igy nyert termék nukleotid-bazissorrendjének meghatarozasa,

e az eredmények értékelése dsszevetése nemzetkozi adatbazisokkal és a Szekvencia Tipusszam

meghatarozasa.

3.2.1. DNS - izolalas baktériumbol
A vizsgalatba vont torzsek esetében elsd 1épésként a teljes DNS izolalast hajtottuk végre
mikrohullamu feltaras segitségével. Ennek sordn a vizsgilandd baktériumtorzs tiszta
tenyészetébdl steril koriilmények kozott, kiizzitott bakteriologiai oltokacs segitségével, TGE-5 agar

felszinére szélesztettiink (TGE-5 agar dsszetétele: tripton,(5,0 g); élesztokivonat, (2,5 g); gliikoz,

® houskeeping gene: a sejt valamely alapveté életfunkciéjat kodold gén, mely konstitutiv moédon minden esetben
expresszalodik.
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,0 9); bakteriologiai agar, ,0 g); desztillalt viz, cm”; pH: 7,0. Sterilezes: , 1 atm,
(5,0 g); bak. lo (15,0 g); d lalt viz, 1000 cm®; pH: 7,0. Sterilezés: 121 <C, 1

15 min). Ezt koveten a petri- csészéket a P. aeruginosa faj igényeinek megfeleld koriilmények

kozott (28°C, 18 h) inkubdltuk. Az inkubécios id6 leteltével az ,,Overnight” baktériumtenyészet

kiilonallo telepeibdl kacsnyi mennyiséget steril, 1,5 ml-es Eppendorf csébe kentlink, majd

mikrohullam segitségével a sejttenyészetet feltartuk. Az igy roncsolt sejteket 50 pul MQ- vizben

szuszpendaltuk, majd a bakterialis DNS elvalasztasa érdekében 3 percig 14500 RPM fordulaton

centrifugaltuk. A feliilisz6 fazist a tovabbi, PCR alapu vizsgéalatokban templéatként hasznaltuk fel.

3.2.2. A P. aeruginosa MLST vizsgalatahoz hasznalt haztartasi gének

A P. aeruginosa esetében az MLST vizsgalatokhoz nemzetkdzi szakirodalmi ajanlasok

alapjan kivalasztott haztartasi gének a kovetkezoek voltak (HTTP3):

1.

acsA: A citromsavciklusban szerepet jatszo acetil-koenzim A szintézisében résztvevo

Acetil-koenzim A szintetaz enzim termeléséért felel6s génszakasz (HTTP4).

aroE: az aminosav-transzportban és metabolizmusban szerepet jatszo shikimate (sikimat)
atalakitasat katalizalo Shikimate-dehidrogendz enzim termeléséért felelés génszakasz

[Reakcio: sikimat + NADP(+) <=> 3- dehidrosikimat + NADPH] (HTTP5).

guaA: A xantozin-monofoszfatot guanozin-monofoszfatta atalakito Guanozin-monofoszfat-

szintetdz enzim termeléséért felelds génszakasz [Enzim altal katalizalt reakcidé: ATP +
xantozin 5’-foszfat + a-glutamat +H,O <=> AMP + difoszfat + GMP + a-glutamat] (HTTP6).
mutL: A DNS karosodasat gatlo MutL-protein termeléséért felel6 génszakasz (HTTP7)

nuoD: Az elektron-transzportban szerepet jatszO NADH-dehidrogenaz enzim termelését

koédold génszakasz [Enzim 4ltal katalizalt reakcid: elektront leadd akceptor + NADH <=>
elektront felvevd akceptor + NAD] (HTTP8).

ppsA: A foszfoenol-piruvat szintetdz termeléséért felelds génszakasz [Enzim altal katalizalt

reakcio: ATP + piruvat + H,O <=> AMP + Foszfoenol — piruvat + ortofoszfat] (HTTP9).

trpE: Antralit-szintetdz komponenst kodold génszakasz. A trp operonnak 5 strukturgénje

van, amelyek harom enzim polipeptidlancat kodoljak. Az enzimek a triptofadn prekurzorat, a
korizminsavat alakitjak at. Az els6 két gén, a trpE ¢€s a trpD termékei a reakciout elsé 1épését

katalizal6 enzim polipeptidjei (WEAVER AND HEIDRICH., 2000).

Ezek a haztartasi gének, olyan gének, melyek a baktérium életben maradasahoz feltétlentil

sziikséges életfolyamatokban résztvevd enzimeket és proteineket kodolnak. Igy ezek a gének a faj

minden képviseldjében eléfordulnak, konzervalt génszakaszok, tehat filogenetikai dsszehasonlitas

alapjaul szolgalhatnak.
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3.2.3. PCR —reakci6o bemutatasa
A polimeraz —lancreakcio (PCR) egy
molekularis bioldgiai technologiai mddszer a

DNS enzimatikus amplifikalésara, azaz az

adott génszakasz kopiainak
megsokszorozasara, ¢lo szervezet

igénybevétele nélkiil (HTTP10). Az enzimek
egy inditd6 oligonukleotid, a primer

segitségével képesek lemasolni, a DNS-szal

crer

kivant DNS szakasz - amire a primer specifikusan

] ] 3. szamu abra: Eppendorf Mastercycler®
kapcsolodik - hatvanyozottan felsokszorozddik, ezért késziilék (sajat kép)
kapta ez a mddszer a polimeraz-lancreakci6 elnevezést (DEZSO ES NAGY, 2005). A PCR reakcidkat
az Eppendorf Mastercycler® késziilék segitségével hajtottuk végre (3. szdmu abra), mely a

reakciocsoveket ciklikusan felheviti és lehiiti a megéllapitott hdmérsékletekre.

A PCR alapu vizsgalatok kivitelezéséhez sziikséges komponensek:

- DNS-templat — a 3.2.1.-es fejezetben bemutatott modszer szerint feltart bakterialis DNS, mely
tartalmazza az amplifikalando régiot,

- specifikus primer-par — rovid, mesterséges oligonukleotid szakaszok, amelyek
komplementerek az amplifikdlandd6 DNS-szakasz elejével és végével,

- Tag-polimeraz — az i) DNS-szal felépitéséért felelds enzim.

dNTP (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok) — amelyekb6l a DNS-polimeraz felépiti az Gj DNS-,

- Taqg-puffer — amely biztositja a DNS- polimeraz miikodéséhez megfeleld kémiai kornyezetet:
pH-t, ionerdsséget és sokoncentraciot,

- MgCl; - a Tag-polimeraz miikodéséhez nélkiilozhetetlen kofaktor (DEZSO ES NAGY, 2005).

Az eljards 20-35 ciklus egymasutanjabol all, melynek sordn exponencidlis-ndvekedés

mellett, elérhetd a kelld szamu (10°-10° kopia) amplikon. Mindegyik ciklus 3 {6 1épést tartalmaz:
p p

1. Denaturicio: a késziilékben a kettés szala DNS-t 94-98 °C-ra hevitjik, hogy a szalak
szétvaljanak. Ekkor két DNS-szalat 0sszekotd hidrogén-hid- kotések felbomlanak. Az elsd
ciklus eltt a DNS-t gyakran hosszabb ideig denaturdljak, hogy a templat-DNS ¢és a primerek

kettOs szalai is teljesen szeparalodjanak.
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2. Anelliciéo: a DNS-szalak szeparalasa utan a homérsékletet csokkentjiik a késziilékben, igy a
primerek hozza tudnak kapcsolddni a DNS-szalakhoz. A hdmérséklet ebben a fazisban fligg a
primerektél, és altalaban 5 °C-kal van a primerek olvadasi homérséklete alatt. Ha a
kapcsolddasi 1€pésben a homérséklet nem megfeleld a primerek vagy egyaltalan nem kotédnek
a templathoz, vagy véletlenszertien kapcsolodnak.

3. Extenzio: végiil a DNS-polimeraz (Tag-polimerdz) létrehozza a hidnyz6 szalat. A munkat a
kapcsolodott primernél kezdi és végigmegy a DNS-szalon. A szintetizalas ciklikus ismétlddése
soran az Ujonnan szintetizalodott nukleotid-szalak templatként szolgalnak. A 1épés
homérséklet- ¢és iddigénye fiigg az amplifikdlandd DNS-szakasz hosszatol és a DNS-
polimeraztol (HTTP10).

Végs6 extenzio: A polimeraz lancreakcidok sorozatanak végén utolsd lépésben lehetOséget

adunk a DNS polimerdznak, hogy lezarja a szintetizalt szalakat.
A fenn ismertetett elvi alapokon nyugvo PCR reakcié megvalodsitidsa sordn az alabbiakban
ismertetett anyagokat, modszereket, eszkdzoket hasznaltuk:
A kivalasztott génszakaszok amplifikalasahoz sziikséges primerparokat szakirodalmi ajanlas

alapjan valasztottuk (CURRAN ET AL., 2004). FObb tulajdonsagaikat foglalja 6ssze a 3. sz. tablazat.

3. szamu tablazat: Az MLST vizsgalatokban alkalmazott primerek tulajdonsagai

Primer Olvadasi Bazispar- Amplifikal6 primerek szekvenciija
homérséklet | hosszisag (5°->3)
CoA 73 00 " F: ACCTGGTGTACGCCT CGCTGAC
R: GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT
oroE 65 °C 6o F: TGGGGC TATGACTGGAAACC
R: TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA
i F: CGGCCTCGACGTGTGGATGA
guaA 7rec 940 | k. GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA
L oL ec 010 | F: CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG
R: CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC
i F: ACCGCCACCCGTACTG
nuoD oL 1042 | R TCTCGCCCATCTTGACCA
A 1300 089 F: GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG
PP R: GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG
R F: GCGGCCCAGGGTCGTGAG
trpE B 811 R: CCCGGCGCTTGTTGATGGTT

A PCR reakcid soran alkalmazott reakcioelegy: (50 ul végtérfogatra szamolva): 2 ul (~10
ng) templat DNS, 2-2 ul (1uM) Forward és Reverz primer, 10 pl (ImM), dNTP, 1 ul (2,5 U) Taq —
polimerdz (Quiagen), 5 pl Taq — puffer (Quiagen), 3 ul (1,5 mM) MgCl,, 23 pl MQ — viz, 2 pl
DMSO (CURRAN ET AL., 2004).
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Az alkalmazott hoprofilt a 4. szam0 abran szemléltetem.

Homérséklet
A

98°C, 3 min
95°C, 1 min

72°C, 1 min

30 ciklus

55°C, 1 min /

A
\ 4

72°C, 10 min

» 1do

4. szami abra: Az MLST PCR reakciojaban alkalmazott hdprofil

3.2.4. Agaroz-gélelektroforézis

A PCR-termék azonositasa agaroz-
gélelektroforézissel torténik. A reakcidoban alkalmazott
primerek specifikus helyen torténd feltapadasa
pontosan megszabja a PCR-termék méretét. Ismert
marker mellett végzett egyidejii gélelektroforézissel
tehat vizualisan meghatarozhatjuk a DNS-fragmentek
hosszat, igy ellendrizhetjiik a keresett DNS-szakasz

jelenlétét a termékben (DEZSO ES NAGY, 2005).

5. szamu abra: OWL- tipusu futtatokad
(sajat kép)

Az eljaréas soran agardz gélbe injektaljuk a PCR-elegyet (ami tartalmazza a felszaporitott

DNS-fragmenteket). Ezt kovetoen a gélen elektromos aramot vezetiink at, aminek hatasara az enyhe

negativ toltéssel rendelkez6 DNS-szalak a gél porusain
keresztiil az ellenkezd pélus felé vandorolnak. A DNS-
jellemzdé hatdrozza meg: a gél koncentracidja az
alkalmazott elektromos térerd, a DNS-molekula hossza,
toltése, konformaici(’)ja4 (DEZSO ES NAGY, 2005).

A gélelektroforézis soran az elsd zsebbe in. DNS-
létrat (GeneRuler'™ DNA Ladder Mix, Fermentas)
injektalunk, ami ismert hosszusagti DNS-fragmenteket

6. szamu abra: Géldokumentacos rendszer
(sajat kép)

tartalmaz, igy a vizsgalandd PCR-termékek hossza becsiilhetévé valik. A DNS-fragmentumok

gélben torténd detektalasara a legalkalmasabb az ethidium-bromid, amely a DNS-molekulaba

“konformécio: Egy molekula lehetséges térszerkezetei, melyek egy-egy kotéstengely koriili atfordulassal atmehetnek

egymasba.
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keriilve UV-fény hatasara fluoreszkal (DEzSO ES NAGY, 2005). Ez géldokumentaciés rendszerrel
ellendrizhetd. A folyamat soran hasznalt eszkdzoket szemlélteti az 5-6. szamu éabra.

A gél Gsszeallitasahoz sziikséges anyagok: 60 ml 1%-0s TBE- (TRIS, boérsav, EDTA) puffer, 0,48 g

agardz por, 3,6 ul ethidium-bromid

A PCR termék eldkészitéséhez sziikséges komponensek: 2-3ul Stop-TBE (50% szachar6z, 20 nM
Na-EDTA, 0,1% bromfenolkék), 8 ul PCR- termék.

Futtatds: 110 mV, 30 min OWL tipusu futtatokddban (1asd 5. szamu ébra).

szilika-membranra visszik. A membrant gy{ijtdcsdbe helyezve 1 TEZARCRIHAAEK

3.2.5. A PCR- termék tisztitdsa T
7 PCRtermék
A PCR- reakcio soran nyert PCR-terméket (amplikont)
MinElute UF PCR purification Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk a ;
gyartd utmutatdsanak megfeleléen. A tisztitott amplikon keriilhet Tg Megkotés
P
végiil szekvendlo reakcioban felhasznalasra. A tobblépcsods tisztitasi >
eljaras folyamataban a tisztitani kivant amplikont kisérd sziikségtelen q%-" e
T 0sas
alkotok (maradék dNTP, primer dimerek) eltavolithatoak, igy csak az e
izolalt fragment kopiai maradnak vissza. _ <=
A tisztitds folyamata (lasd 7. sz. dbra): a rendelkezésiinkre 4116 _T;j Eluacio
PCR-terméket kétszeres térfogati NT pufferben felvessziik, majd P

perces 11000 RPM fordulaton végzett centrifugalas kovetkezik, majd

700 ul NT3 puffert mériink a membréanra. Ujabb 1 perc, ill. 2 perces 7t'i;;?:;‘S‘;fﬁfﬁgp’;gﬁﬁﬁﬁlf)k
centrifugalasok kovetkeznek, melyek utan tiszta Eppendorf-csovet helyeziink a gytijtécsé helyére.
30 pl NE- puffer hozzdadasat kovetden szobahdmérsékleten 1 perc inkubacid kovetkezik, majd 1
percig 11 000-es fordulaton centrifugalas. Az igy az atsziirt mennyiség lesz a tisztitott termék, mely

agaroz-gélelektroforézissel torténd ellendrzést kovetden, -20 °C-on tarolhatd felhasznalasig.

3.2.6. Szekvenalo PCR reakcié és kicsapatas
A fragmentek szekvencia meghatdrozasat BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit® felhasznalasaval, Eppendorf Mastercycler® késziilékkel végeztem, mely az un.
dideoxi-, vagy Sianger-féle lancterminacios modszeren alapszik. A ciklusok soran a reakcio-
specifikus polimeraz enzim a templdt DNS-szal mellé kettdsen jelolt dideoxy nulteotidokat
(ddNTP) is beépit. Ezek az Un. terminator molekuldk, melyek esetében a ribdz 2’ és 3 helyérdl is
hianyzik az oxigén. A DNS szal szintézise a jelolt nukleotidok beépiilésével megszakad, a reakcio

soran egyre novekvd hosszusagh molekulak szintetizalodnak.
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A reakci6 paraméterei az alabbiak szerint alakultak:

A szekvenalé PCR reakcid sordn alkalmazott reakcidelegy (1 mintara, 10 ul végtérfogat

mellett): 1 pl Big Dye, 1,5 pl Big Dye puffer, 0,5 pl primer, 3,5 ul DNS- templat (tisztitott PCR -
termék), 3,5 ul MQ-viz.

Az alkalmazott hoprofilt a 8. szamu abran szemléltetem.

Homérséklet
A
96°C, 1 min
95°C, 10 sec
60°C, 2 min
51°C,5sec /
30 ciklus 4°C, 0

A
\ 4

» 1d6

8. szami abra: Az MLST szekvenalé PCR reakciojaban alkalmazott hoprofil

A szekvenaldo PCR reakciohoz olyan primerparokat alkalmaztunk, melyek az izolalt
haztartasi gének belsé fragmentjeire specifikusak, igy segitségiikkel lehetévé valt adott bazispar-
hosszusagu termék szekvencidjanak meghatarozdsa. A primer-parok tulajdonsagait a 4. szamu

tablazat tartalmazza.

4. szamu tablazat: A szekvenalo primerek tulajdonsagai

Szekvenslé primer Olvadasi Amplikon Szekvenalo primerek szekvenciaja
clvenalo p hémérséklet | (bazispar) (5> >3
- F- GCCACACCTACATCGTCT AT
seq —acsA e 30 | R. GTGGACAACCTCGGCAACCT
o aror o 405 | F: ATGTCACCGTGCCGTTCAAG
a- R: TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG
- F- AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC
seq —guaA e 872 | R. TCAAGTCGCACCACAACGTC
- F- AGAAGACCGAGTTCGACCAT
seq- mutl 60 °C 41 | R ATGACTTCCTCTATGGCACC
0 oD 1oc w66 | F: ACGGCGAGAACGAGGACTAC
a- R: TTCACCTTCACCGACCGCCA
- F- GGTGACGACGGCAAGCTGTA
seq — ppsA 62°C 369 | R TCCTGTGCCGAAGGCGATAC
- F- TTCAACTTCGGCGACTTCCA
seq - trpE 64°C 441 | R.GGTGTCCATGTTGCCGTTCC
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Etanol precipitacio: A szekvenaldo PCR reakciot kovetd feladat a jelolt DNS visszanyerése

a szekvencia meghatarozasahoz. Ennek megvalositasahoz tGn. acetat-mixet alkalmaztunk melynek
Osszetétele 1 mintara, 40 ul végtérfogat esetén az alabbiak szerint alakult: 1,5 pl Natrium-acetat (2
M), 7,25 ul MQ-viz, 31,25 ul 95%-0s etanol.

A szekvenalo PCR-termékéhez 40 pl-t adunk az acetat-mix-bol, vortexeljikk és 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaljuk. Ezt kovetéen 4600 RPM fordulaton 4 °C-on 30 percig
centrifugaljuk. A feliilluszo fazist dekantdljuk, az iiledéket 180 pl, 70 %-os etanollal felvessziik.
Ujabb centrifugalast kovetéen (20 min, 4°C, 4600 RPM) az etanolt maradéktalanul eltavolitjuk,
majd mintanként 20 pl Hi-Di formamiddal vessziik fel a kicsapott DNS-t. Ezt 4°C-on 1 napig
taroljuk.

3.2.7. Kapillaris gélelektroforézis

Az ABI Genetic Analyser Model 3100 (Applied Biosystems) késziilék altal végzett
automatikus kapillaris gélelektroforézis soran hajtjuk végre a jelolt DNS fragmentek szeparalasat,
mely utdn kovetkezik, a szintén automatizalt detektalas. Ehhez sziikséges a kettosen jeldlt
terminator molekuldk alkalmazasa. A 1ézer fény hatdsara gerjeszt6do fluoreszcin molekuldk energia
transzfer utjan gerjesztik a nukleotid specifikus rodamin festék molekuldkat, amik karakterisztikus
hullamhosszt fényt emittalnak, ilyen médon identifikalva a vizsgalandé DNS szakasz minden egyes
nukleotidjat (szekvencia kromatogram). A kettds jelolés megndveli a modszer érzékenységét és
specifitasat. Az adatok kiértékelését a szekvencidk meghatarozasat, tarolasat szoftver végzi.

A szekvendlo PCR-mix, a szekvenalasi reakcid, a szeparalas (a kapillaris allapota), valamint
a detektalas folyamatanak ellendrzése a gyarto altal biztositott referencia anyag (M13 jell tisztitott

templat DNS) vizsgalataval torténik.

3.2.8. Allélikus profil és szekvencia tipus meghatarozas
A fenn ismertetett tobblépcsds molekuldris genetikai vizsgalatok eredményeképp két
parhuzamos (Forward, illetve Reverz iranyban megallapitott) szekvenciat kaptunk minden egyes
haztartasi génre nézve. A kovetkezd 1épésben DNA Baser v 3.0.16.195 program (Heracle BioSoft)
segitségével a két szekvenciat illesztettik és az Un. mismatch-eket (hibdkat) manudlisan
kijavitottuk.
Az igy nyert kb. 450-500 bazispar hosszusdgi fragmentek szekvencidi nemzetkozi

adatbazissal (www.pubmlst.org/paeruginosa) dsszevethetévé valtak, igy megallapithattuk az adott

lokuszon® talalhato allél® szamat, illetve minden egyes ¢észlelt nukleotid kiilonbséghez lokuszonként

egy (az el6zdektdl kiilonbozd) allélszamot rendelhettiink. A hét génszakasz esetében meghatarozott

> Lokusz: masnéven génhely. Adott gén, vagy szekvencia kromoszoéman, vagy genetikai térképen elfoglalt helye.

.....
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allélok kombinécidja alapjan pedig megallapithatjuk az adott torzs szekvencia-tipusszamat (ST). Az
adatbazissal valo 6sszehasonlitas eredményeként a vizsgalt torzs ST szama alapjan meghatarozhat6

¢s felderithetd a jellemzd eléfordulési helyekrdl izolalt torzsek kozti kapcsolatrendszer.

3.3. Szénhidrogénbonto-képesség meghatarozasa

A Pseudomonas aeruginosa izolatumok szénhidrogénbontd képességének vizsgalatat un.
gravimetrids eljaras segitségével hajtottuk végre (RUzS-MOLNAR, 1994). A vizsgalat [épéseit
szemlélteti a Melléklet 2. szdmu abréja.

A vizsgalat elsé 1épésében a kivalasztott izolatum 48 o6ras TGE ferde agar tenyészetébol
szuszpenziot készitettiink, melynek 1 cm>-ével beoltottunk 300 cm*-es Erlenmeyer-lombikban 16vé
50 ml TGE-5 taplevest (TGE-5 agar dsszetételét lisd a 3.2.1. alfejezetben). Ezt kovetOen 48 oras,
28°C-on 200 RPM fordulaton végzett razatas utdn a trzstenyészet 5 cm>-ével beoltottunk 300 cm®-
es Erlenmeyer lombikban 1év6 100 cm® OIR III taplevest (OIR III tapleves ésszetétele: 5,0 g
(NH4)3SOq4, 0,5 g KH,PO4, 1,0 g KoHPO,, 0,59 MgSO,*7H,0, 0,2g CaCl, (vizes)*6H,0, 0,01 g
Fe,SO4*7THL0, 0,5 g pepton, 0,5 g élesztokivonat, 100 ml desztillalt viz, pH: 7,0. Sterilezés: 121°C,
1 atm, 20 min).

Az OIR III oldat egyetlen szénforrasként 2 cm’® gazolaj-kdolaj (3:2 ardnyu) keveréket
tartalmazott. Ez utan ismételt inkubacio kovetkezett 28 °C-on, 200 RPM fordulatszamon, 76 6ran
keresztlil. Az inkubacidt kovetden megallapithatova valt, hogy a vizsgalt baktériumtorzs milyen
hatékonysaggal volt képes szénforrasként hasznositani a rendelkezésére allo gézolaj-kdolaj
keveréket.

A szénhidrogén-tartalom, illetve bontds mennyiségi (szemikvantitiv) gravimetrias

meghatdrozdsa az aldbbi 1épésekben tortént (SZOBOSZLAY ET AL., 2004):

A folyékony tenyészet 100 cm>-ét, 250 cm-es vélasztotdlesérben, 3x50 cm® petroléterrel,
majd 1x50 cm?® kloroformmal kirdzatjuk. Az olddszeres fazisokat Diiren 619 G Y% sziirbpapiron
atszlirjiik és ismert tomegli gdbmblombikokba ontjiik. 50-60°C-os vizfiirdon desztillaljuk, hogy a
maradék oldoszert is eltavolitsuk, majd a leparlasi maradékot szdzadgramm-pontossaggal
visszamérjiik. Az esetlegesen visszamaradt viz eltavolitasa érdekében a mérés eldtt a mintakat
50°C-on sulyallandésagig szaritjuk. Kontrollként szénhidrogént ugyanilyen ardnyban tartalmazo,
oltatlan, de razatott folyékony tenyészetet hasznaltunk. (Az ismertetett munkafazisok elszivofiilke

alatt zajlanak).
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3.4. Szerologiai vizsgalatok

A P. aeruginosa szerologiai vizsgalatait az Orszagos Epidemiologiai Kozpont -

Fagtipizalasi és molekularis epidemioldgiai osztalya végezte, a Bio-Rad Magyarorszag Kft. altal

forgalmazott savokészlettel, a gyartd Utmutatasai szerint. 65 torzs esetében késziilt szerotipizalds a

reprezentativ nagysagu adathalmaz elérése érdekében. A vizsgalatba vont torzsek tulajdonsagait, a

szarmazasi helyére vonatkozo informacidkat foglalja 6ssze az 5. szamu tablazat.

5. szamu tablazat: A P.aeruginosa izolatumainak szerocsoport azonositasa soran vizsgalt izolatumok tulajdonsagai és
szerotipizalasuk eredménye (OEK vizsgalatok alapjan)

Torzs- Szarmazasi Mintavétel Szero- Torzs | Szarmazasi hely | Mintavétel | Szerocsoport
gylijte hely ideje csoport ideje
ményi
jel
P2 Didsd 2002 ONT P62 Szarvas 2006 03
P3 Orbottyan 2002 ONT P63 Tiszatjvaros 2008 04
P4 Orbottyan 2002 03 P64 Zalaegerszeg 2008 06
P5 Orbottyan 2002 ONT* P65 Zalaegerszeg 2006 08
P6 Orbottyan 2002 03 P66 Kecskemét 2008 o4
P7 Orbottyan 2002 o1 P67 Kecskemét 2008 ONT
P9 Dibsd 2003 ONT P69 Nagyszénas 2007 06
P10 Diosd 2003 Polyaggl.** P70 Nagyszénas 2007 o1
P11 Diosd 2003 05 P71 Debrecen 2007 o1
P14 Tokol 2003 03 P72 Dunaharaszti 2007 06
P17 Tokol 2003 ONT P73 Dunaharaszti 2007 06
P18 Tokol 2003 03 P77 Zalaegerszeg 2007 o8
P22 Tuarkeve 2003 ONT P83 Tiszaljvaros 2008 04
P28 Polgér 2003 o1 P84 Zalaegerszeg 2008 06
P30 Szabadszallas 2004 03 P85 Zalaegerszeg 2008 04
P31 Komadi 2004 08 P90 Kecskemét 2008 03
P33 Tokol 2004 08 Pa1 Kecskemét 2008 ONT
P35 Szabadszallas 2004 03 P92 Kecskemét 2008 04
P36 Szabadszallas 2004 03 P93 Kecskemét 2008 06
P37 Szabadszallas 2004 03 P96 Kecskemét 2008 03
P38 Opusztaszer 2004 010 P97 Kecskemét 2008 04
P39 Algy6 2004 06 P101 Kecskemét 2008 o7
P42 Mezotar 2005 06 P103 Kecskemét 2008 03
P43 Opusztaszer 2005 ONT P106 Kecskemét 2008 08
P45 Budapest 2005 010 P108 Kecskemét 2008 03
P46 Budapest 2005 06 P109 Siklos 2008 03
P49 Bétonyterenye 2005 06 P112 Zalaegerszeg 2008 01
P50 Batonyterenye 2005 06 P114 Balatonfiizfo 2009 01
P53 Zalaegerszeg 2006 06 P121 Balatonfiizfo 2009 o7
P55 Go6dollo 2006 01 P122 Balatonfiizfo 2009 06
P56 Godollé 2006 06 P123 Balatonfiizfo 2009 04
P60 Godollé 2006 06 P124 Zalaegerszeg 2009 ONT
P61 Kecskemét 2008 03

* a vizsgalt izolatum egyik vizsgalt szérummal sem mutatott pozitiv reakciot
** a vizsgalt izolatum tobb vizsgalt szérummal is pozitiv reakciot mutatott
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3. Eredmények és értékelésiik

4.1. Az MLST vizsgalatok eredményei
4.1.1. Az MLST mddszer adaptalasa

Az MLST moddszer alkalmazasdnak bevezetésekor szakirodalmi informdacidkra
tamaszkodtunk, am a vizsgalatok kivitelezésekor nem vart problémakba litkdztiink. Vizsgalataink
kezdetén a haztartasi gének azonositasara iranyulé PCR-reakciok sorra negativ eredményt hoztak.
Ennek oka a sikertelen bakteridlis DNS izoléalas volt. Kezdetben az izolalas FAST DNA KIT®
segitségével tortént, am a modszer soran a tobbszords pipetta-hasznalat valdszinilisithetéen roncsolta
a baktériumbodl izolalt DNS-t. Ezért a mikrohullamu feltaras mellett dontottiink, mivel itt
lényegesen kevesebb az esély a DNS tovabbi roncsolasira a kevesebb pipettazas altal. Tovabbi
finomitasra volt sziikkség a PCR reakciokban alkalmazott MasterMix-el kapcsolatban, mivel a
mikrohullamu feltards alkalmazasa utan sem sikeriilt megfeleld6 mennyiségi PCR-terméket
eléallitanunk. Szamos alkalommal valtoztattunk a reakcidohoz sziikséges alkotok mennyiségén,
mértékben eltérve valtoztatunk a héprofilon és a reakcidelegyen is.

A kivant eredményt (lasd. 9. szamu éabra) 2pl DMSO hozzéadéasaval, illetve a 3.2.3.

alfejezetben bemutatott héprofil alkalmazasaval értiik el.

3.4.5.6.7.8.9.10.11. 12. 13. 14.

.4.5.6.7.8.9.10. 11. 12.

1. Marker; 2. P1 mutL; 3. P1 aroE; 4. P1 trpE; 5. 1. Marker; 2. KPS-3 acsA; 3. KPS-3 aroE; 4. KPS-
P1 nuoD; 6. P43 mutL; 7. P43 aroE; 8. P43 trpE; 3 guaA; 5. KPS-3 mutl; 6. KPS-3 nuoD; 7. KPS-3
9. P43 nuoD; 10. P69 mutL; 11. P69 aroE; 12, PpsA; 8. KPS-3 trpE; 9. P14-arok; 10. P14-nuoD;
P69 trpE; 13. P69 nuoD; 14. negativ kontroll 11. pozitiv kontroll; 12. negativ kontroll

9. szamu abra: A DMSO hozzaadasanak eredménye (sajat kép)

Ezen problémak lekiizdését kovetden 16 torzsre sikeriilt szekvencia tipusszamot
meghataroznunk (6. szamu tablazat) és elhelyezni azt a filogenetikai torzsfan (10. szamu abra),
illetve tovabbi 5 torzs esetében (P22, P50, P65, P83, P109) megéllapitani 23 allélikus profilt, mely
szerint a modszer adaptacioja sikeresnek mondhato.

A 16 kornyezeti eredetli izolatum esetében sikeriilt meghatdrozni mind a 7 haztartasi

génszakasz bazissorrendjét, illetve a www.pubmlst.org/paeruginosa honlapon elérhetd adatbazis

segitségével a hozzajuk rendelhetd allélikus profilt. A kapott allélszamokat a nemzetkozi
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adatbazissal oOsszevetve az alabbi szekvencia tipusszamokat kaptuk eredményiil (lasd 6.

tablazat).

6. szamu tablazat: A MLST vizsgalat eredményei

Izolatum Haztartasi gének
. rr e r . ST-
torzsgyujtemenyi | acsA arokE guaA | mutL | nuoD ppsA | trpE szAm
Jele Allélszaimok
P9 103 8 5 5 1 6 4 377
P14 11 5 26 5 3 40 7 293
P22 16 - 11 74 2 7 10 F
P28 17 2 11 70 3 7 19 251
P30 11 5 11 11 3 27 7 198
Uj
P32 16 5 6 2 3 4 60
ST***
Uj
P39 39 28 45 3 1 3 7
ST***
P42 28 88 1 21 3 53 7 521
P43 4 4 16 12 1 6 3 253
uJ
P46 11 21772 %% 11 18 3 4 3
ST***
P50 11 - 11 18 - 4 - F
P53 11 5 83 2 4 13 7 575
P62 11 5 11 11 3 27 7 198
P65 6 - - 11 - - 20 F
P69 6 68 20 11 4 4 7 439
P71 38 8 5 67 2 40 13 971
P77 6 14 12 11 1 4 20 455
P83 6 3 - 3 - 14 1 F
P109 11 5 11 11 - - 7 F*
ATCC-27853 28 5 36 3 3 13 7 155
KPS-3 4 4 16 12 1 6 3 253

* F- Meghatarozasa folyamatban van.
**] bazis kiilonbség van az allélikus profilban, de az adatbazis alapjan a 17-es allélszamhoz all a legkdzelebb

*** A www.pubmlst.org adatbazis alapjan eddig ismeretlen, 0j szekvencia tipus

Az 6. szamu tablazatban bemutatott MLST —eredmények alapjan elmondhat6, hogy egy
altalunk vizsgalatba vont, Magyarorszagon izolalt klinikai torzs (KPS-3) esetében és egy a
KKBT munkatarsai altal azonositott és vizsgalatba vont kornyezeti torzs (P43) esetében is

azonos (253-as) szekvencia tipusszamot hataroztuk meg. A P30 és P62-es jelzési torzsek
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esetében szintén ugyanazt a ST- szamot hataroztuk meg, ez esetben ez a szdm a 198-as ST szam
volt. A 10. szam® abran bemutatott filogenetikai torzsfa az ST-szamok alapjan felallitott rokoni
szorossagat jol szemlélteti. Vizsgalataink soran a P32, P39 és P46 jelzésii izolatum esetében a
nemzetkozi adatbazisban még nem szereplé j szekvencia-tipusszamot sikeriilt
meghataroznunk. A tobbi izolatum ST- szamat Osszevetettik a nemzetkdzi adatbazisra mar
korabban mas kutatocsoportok altal feltdltott adatokkal. Az altalunk izolalt kornyezeti eredetii
torzsek szekvencia tipusszamait a nemzetkozi szakirodalommal 0sszehasonlitva szamos egyezést
talaltunk igazoltan patogén, nozokomialis izoldtummal. Ezen Osszevetés eredményeit a 7. szamu
tablazatban foglaltam Ossze. Az Osszehasonlitas alapjan elmondhatd, hogy KIDD ET AL. (2007),
WAINE ET AL. (2006), CURRAN ET AL., (1999), MANSFELD ET AL. (2007), altal, cisztas fibrozisban
szenvedd paciens kopetmintdjabol, vagy szovetmintajabol kitenyésztett klinikai izolatumok

esetében végzett multilokusz szekvencia tipizalasi eredményekkel talalhatd hasonlosag.
7. szamu tablazat: A KKBT munkatarsai altal izolalt P. aeruginosa faj szekvencia tipusszamainak Osszevetése a

nemzetkozi szakirodalomi adatokkal

A KKBT munkatarsai altal izolalt és
Szakirodalmi hivatkozas az adott ST- szamra
vizsgalt torzsek
ST-
Torzs- . .
Szarmazasi Minta SZam Szarmazasi Minta
gylijtemé . 1zolalta Datum*** :
. hely jellege hely jellege
nyi jel
felszin .
P9 Didsd 377 Kidd et al. 2007 Ausztralia CF*
alatti viz
felszin ) )
P14 To6kol 293 Zecevic et al. 2007 Ausztria CF*
alatti viz
foldtani ) )
P28 Polgar 251 Waine et al. 2006 Anglia CF*
kozeg
felszin
P30 Szabadszallas 198 Curran et al. 1999 Kanada CF*
alatti viz
foldtani Mansfeld et
P42 Mez6thr 521 2007 Svédorszag CF*
kozeg al.
, felszin .
P43 Opusztaszer 253 Kidd et al. 2007 Ausztralia CF*
alatti viz
felszin Mansfeld et
P53 Zalaegerszeg 575 2007 Svédorszag CF*
alatti viz al.
felszin
P62 Szarvas 198 Curran et al. 1999 Kanada CF*
alatti viz
felszin Boulianne et Francia- klinikai
P69 Nagyszénas 439 2002
alatti viz al. orszag izolatum
felszin
P71 Debrecen 971 Lee etal. 2010 n.d. n. d.**
alatti viz
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felszin . klinikai
P77 Zalaegerszeg 455 | Arduino et al. 2007 Ausztralia
alatti viz izoldtum
ATCC- o .
ATCC klinikai 155 Kidd et al. 2007 Ausztralia CF*
27853
KPS-3 OKI klinikai 253 Kidd et al. 2007 Ausztralia CF*

* CF - Cisztas fibrozisban (genetikailag 6rokithetd tiidobetegség) szenvedd paciens kdpetébol
**n. d. — nincs adat
*** Az adatbazisban szerepld datum

A www.pubmlst.org/paeruginosa honlapon talalhatd adatbazisban ezen ST- szamokra mar

szamos taladlatot kapunk. Az izoldtumok jellege kiilonb6zo, de tilnyomo részben klinikai eredeti
izolatumok esetében talalhatd egyezés, az altalunk azonositott ST- szamokkal.

Az MLST vizsgalatok eredményei tehat alatamasztjak azt a feltételezésiinket, hogy a
klinikai és szénhidrogénnel szennyezett kornyezeti kozegb6l szarmazo izolatumok csoportjai
nem kiilonithetok el egyértelmiien egymastol. A vizsgalatba vont torzseket a szekvencia
tipusszamaik alapjan sikeriilt elhelyezni a filogenetikai torzsfan, melyet a 10. szama abran

szemléltetek.

FPhulogenetic trees
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10. szami abra: A vizsgaltba vont izolatumok elhelyezkedése a filogenetikai térzsfan (www.pubmist.org)
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4.2. A gravimetrias vizsgalatok eredményei
Az MLST vizsgalatokat kiegészitd szénhidrogén-bontasi képesség meghatarozasara
vonatkozo6 eredményeket - melyeket az MLST vizsgalatoknal ismertetett 22 térzs (20 kornyezeti,
illetve 2 klinikai izoldtum) esetében hajtottuk végre - a 8. szdmu tablazatban foglalom 0ssze.
Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a klinikai és a kornyezeti eredetii izolatumok
szénhidrogén-bontd képessége — szarmazasi helytdl fiiggetleniil — széles skalan mozog. A
vizsgalatainkba vont kornyezeti torzsek kozott gyenge (P9: 6,22%) és kivalo (P83: 88,16%)
biodegradacids képességet produkald torzs egyarant eldfordult. A vizsgalataink alapjan a két

klinikai torzs (ATCC 27853 ¢és KPS-3) jo (70% koriili) biodegradacids képességet mutatott.

8. szami tablazat: A szénhidrogén-bontd képesség szamitasanak eredményei a P. aeruginosa faj vizsgalt izolatumai

esetében
Szénhidrogén-

Eredet Gomblombik | 15 ¢ g | Gomblombik | Visszamaradt visnggtnrnglrla-dt kle?g?:fés;'a

tomege tomege + olaj | olaj tomege olaj tomege kontrollhoz

viszonyitva
Kiinikai | 12040 | 2355 | 12083 043 1,06 71,10%
Klinikai 120,39 KPS-3 120,78 0,38 1,00 72,18%
Kornyezeti 120,87 P69 121,43 0,55 0,94 62,84%
Kornyezeti 119,65 P71 120,41 0,75 0,74 49,61%
Kornyezeti 120,00 P9 121,41 1,41 0,09 6,22%
Kornyezeti 119,69 P62 121,02 1,32 0,17 11,81%
Kornyezeti 120,00 P14 120,45 0,45 0,95 68,00%
Kornyezeti 119,06 P28 120,10 1,04 0,36 25,71%
Kornyezeti 98,93 P43 99,11 0,18 1,25 87,42%
Kormyezeti 120,86 P39 121,22 0,84 0,84 50,00%
Kornyezeti 120,38 P46 121,18 0,80 0,88 52,39%
Kornyezeti 119,64 P53 120,25 0,61 1,07 63,69%
Kornyezeti 116,36 P30 117,17 0,81 0,86 51,78%
Koryezeti 120,90 P22 122,03 1,12 0,16 12,59%
Kornyezeti 118,94 P32 119,79 0,84 0,44 34,55%

Kornyezeti 119,68 P42 - - - -
Kornyezeti 119,73 P50 120,13 0,40 0,88 68,96%
Kornyezeti 120,43 P65 120,80 0,36 0,92 71,70%
Kornyezeti 116,41 P77 116,94 0,53 0,76 58,66%
Kornyezeti 118,91 P83 119,07 0,15 1,13 88,16%
Kornyezeti 120,04 P85 121,03 0,99 0,30 23,06%
Kornyzeti 120,90 P109 121,15 0,24 1,04 81,47%
1,39-1,68
Kontroll i ) i viszz?lngliban i i
eltér6 modon)
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Ezen eredmények Osszhangban allnak (ALONSO ET
AL., 1999; KUMAR ET AL., 2008; DAs ET AL., 2007)
vizsgalati eredményeivel, melyek a P. aeruginosa torzsek
jO szénhidrogén bontd képességérdl szamolnak be,
kiemelve a jo poliaromas szénhidrogén-degradald
kapacitasukat. DAS ET AL. (2007), illetve KUMAR ET AL.
(2008) a P. aeruginosa izolatumok jo feliiletaktiv ¢és

degradacios képességét a lipopeptidek ¢és glikoproteinek

komplex keverékének tulajdonitottdk. Az emulzidképzést a

kivalé bontédsi képességgel rendelkezd torzsek esetében 11, szimi dbra: A vigudlisan észlelhets

emulzioképzés a KPS-3 torzs esetében a

vizualis Uton sajat kisérleteink soran is észleltiik (lasd 11. . ; o
kontrollhoz viszonvitva (saiat kén)

sz. abra).

A szakirodalomban fellelhetd publikaciok koziil ALONSO ET AL. (1999) Kklinikai és
kornyezetei eredetli torzsek tulajdonsagait vizsgaltak és hasonlitottdk 6ssze. 7 kdrnyezeti eredetii
(ebbdl 6, szénhidrogénnel szennyezett kozegbdl izolalt) torzs eredményeit vetették dssze 17 cisztas
fibrozisban szenvedd Dbetegbdl, illetve véraram-fertdzésbdl szdrmazd izolatummal. Az
Osszehasonlitasbol kidertilt, hogy a klinikai kornyezetbdl izolalt torzsek is képesek lehetnek
kizarolagos szén- és energiaforrasként hasznalni a tesztek soran hasznalt szénhidrogéneket, pl. a
hexadekant. A jelenséget szintén a joé emulzios képességekkel és a megfeleld enzimek
kivalasztasaval igazoltdk. Tehat eredményeink, miszerint a klinikai és kornyezeti izolatumok
egyarant képesek lehetnek Kkivalé szénhidrogén-degradaciora, 6sszhangban allnak az ALONSO

¢s kutatocsoportja altal tett megallapitasokkal.

4.3. Szerologiai vizsgalatok eredményei

A vizsgalatainkba vont 65 kornyezeti eredetli P. aeruginosa torzs kozott eredményeink
alapjan nagy aradnyban fordult elé6 O6-os szerocsoportba sorolhatd izoldtum; a reprezentativ
adathalmazbol 21,5 % rendelkezett ezzel a szerotipussal. Ez 6sszhangban 41l a RAVAOARINORO ET
AL. (1996) megallapitasaival, aki szerint szennyezett felszini vizbdl szdrmazo torzsek esetében
(azaz korhazon kiviili kornyezetben) ez a leggyakoribb szerocsoport. Az O6 szerocsoport
képvisel6it mas szerzok ugyanakkor megtalaltak klinikai kornyezetben is. ORSI ET AL. (1994) 73
kornyezeti és klinikai izolatum vizsgalata alapjan megéllapitotta, hogy a klinikai (betegekbdl
izolalt) torzsek kozott az 06, 012, 02 és OS5 thlsulya jellemzd.

A kornyezeti torzsek szerocsoport-azonositassal kapcsolatos részletes adatait az 5. szdmu

tablazataban kozlom. A szeroldgiai vizsgalatok attekintd eredményeit, illetve azok Gsszevetését egy
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reprezentativ, klinikai gyakorisagot bemutat6 szakirodalmi forrassal (POH ET AL., 1986) a 9. tablazat

tartalmazza.

9. szamu tablazat: Klinikai szerocsoport-gyakorisag (POH ET AL., 1986) sszevetve az OEK altal végzett vizsgalatok

eredményeivel
Izolatumok Klinikai gyakorisa Izolatumok Kornyezeti gyakorisa
Szerocsoport szAma (%)(Poti e AL 1986) szAma ) OEK)

01 1 0,9 % 7 10,7 %
02 2 1,8 % 0 0,0 %
03 9 8,0 % 16 24,6 %
04 12 10,7 % 7 10,7 %
05 9 8,0% 1 15 %
06 8 71% 14 215 %
o7 2 1,8 % 2 3,0 %
08 2 1,8 % 5 7,6 %
09 1 0,9 % 0 0,0 %
010 6 54 % 2 3,0%
011 42 37.5% 0 0,0 %
012 5 45% 0 0,0 %
013 0 0,0 % 0 0,0 %
014 0 0,0% 0 0,0 %
015 0 0,0 % 0 0,0%
016 1 0,9 % 0 0,0 %
017 0 0,0 % 0 0,0 %
ONT* 10 8,9 % 10 15,3%
Polyagglutinabilis** 2 1,8 % 1 1.5%

* a vizsgalt izolatum egyik vizsgalt szérummal sem mutatott pozitiv reakciot
** a vizsgalt izolatum tobb vizsgalt szérummal is pozitiv reakcidt mutatott

Az O3-as szerocsoport a reprezentativ adathalmazban talalhato torzsek koziil 24,6 % ebbe a
csoportba tartozik (lasd 9. szamu tablazat). A szakirodalomban az O3-at a nozokomialis
fert6zéseknél jellemzbéen eléforduld szerocsoportként tartjdk szamon (LEGAKIS ET AL., 1982;
OJENIYI AND HoBY, 1991). Ezt tamasztja ala a RAVAOARINORO ET AL. (1996) altal végzett
Szerocsoport-azonositas is.

A klinikai kornyezetben detektalhatd szerocsoportok koziil (RAVAOARINORO ET AL., 1996;
POHET AL., 1986) az Ol-es és O4-es szerocsoport 10,7 %-ban, mig az O10 kevesebb, mint 3,0 %-
ban volt felfedezhetd a vizsgalatba vont kornyezeti torzsek kozott. A kdrnyezeti mintakbodl izolalt
torzsek esetében emellett talaltunk egy O5-0s szerocsoportba sorolhat6 torzset, O2, 09, illetve O11-
O17 szerotipus viszont nem volt kimutathato.

Eredményeink alapjan nem jelennek meg a kornyezeti izoldtumok kozott olyan
szerocsoportok, mint az Ol11 ¢és O12, melyeknek klinikai kornyezetben nagy jelentdséget
tulajdonitanak. Az O11 jelentdségét és Osszefliggéseit a klinikai eredetli fertézésekkel kapcsolatban
tobb publikécio is alatdmasztotta az elmult évek soran (YOKOTA AND NOGUCHI, 1994; HOSTACKA
AND MAJTAN, 1997, ENGLENDER ET AL., 1990). Utébbi (O12) szerotipust pedig MILLESIMO ET AL.
(1995) osszefliggésbe hoztak a cisztas fibrozis megbetegedés soran tapasztalhaté P. aeruginosa
fert6zésekkel.
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Osszefoglaléan megéllapithatd, hogy a kdrnyezeti eredetii P. aeruginosa izolatumok kozott
klinikai viszonylatban gyakran kimutathatd szerocsoportok (pl. O6, O3, O1) is megtalalhatoak,
azonban a dominancia-viszonyokban eltérés tapasztalhaté. Mig klinikai kdrnyezetben az Ol11,
illetve O12 tekinthetd tobb forrds alapjan is a leggyakoribbnak, addig kornyezeti térzsek kozott

ilyen szerocsoportot nem sikeriilt azonositanunk.

4.4. Vizsgalati eredményeink 0sszevetése antibiotikum rezisztenciara és

virulenciara vonatkozo vizsgalati adatokkal

Munkank utolsé fazisaban vizsgalati eredményeinket a SZIE-KKBT-n elért és publikalt,
antibiotikum rezisztencidra és virulencidra vonatkozo6 adatokkal vontuk parhuzamba. Az Gsszevetést
a 12. szamu 0sszefoglalo tablazatban szemléltetem.

Sajnos az MLST vizsgalatok kivitelezése sordn nem sikeriilt elérniink olyan méretii
adathalmazt, mely egyéb tulajdonsdgokkal Osszefiiggésben értelmezhetd lenne; e hidny poétlasa a
jove feladata. Az attekintés soran igy a szerocsoport - szénhidrogén-bontas - antibiotikum
rezisztencia - virulencia gének kozotti esetleges kapcsolatokat tekintettiik at.

Szerocsoport-szénhidrogén-bontd képesség:

A 12. tiblazat alapjan a legjobb szénhidrogén-bontasi képességgel rendelkezd kornyezeti
torzsek nem kothetéek egyértelmiien szerocsoportokhoz, am kiemelendd, hogy az O6 szerocsoport
minden képviseldje 50 %, illetve a feletti szénhidrogén-biodegradaciot produkalt.

Szerocsoport-antibiotikum rezisztencia:

A szerologiai vizsgalatok eredményei szakirodalmi adatok alapjan 6sszefliggésben allhatnak
az antibiotikum-rezisztenciaval. RAVAOARINORO ET AL. (1996) nagy ciprofloxacin-rezisztenciat
tulajdonit az O6-0s szerocsoportnak. Sajat vizsgalataink alapjan ezt ugyan nem sikeriilt igazolnunk,
de az O6 szerocsoportba tartozd kornyezeti torzsek esetében Imipenem-rezisztencidra és a
Cefotaxime hatastalannd valasara utalé eredmények (rezisztens €s atmeneti statusz) sziilettek. A
tovabbi szerocsoportok esetében a kis elemszam miatt 6sszefiiggéseket nem tarhattunk fel.

Az antibiotikum - rezisztencia képesség esetében a 10. szamu tablazatban bemutatott
kategoridk alapjan hatdrozzuk meg azt, hogy az adott izolatum a vizsgalt antibiotikumra érzékeny —
atmeneti érzékenységli vagy rezisztencidt mutat a hatdanyaggal szemben. Ha egy adott torzs
legalabb kettd vagy tobb antibiotikum-hatoanyagcsoportba tartozd készitménnyel szemben is
rezisztenciat mutat, akkor azt az izolatumot, multirezisztensnek tekintjiik (DRAGHI ET AL., 2006).

Az antibiotikum-rezisztenciara vonatkozé eredményeket az 11. tablazatban szemléltetem.
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10. szamu tablazat: P. aeruginosa torzsek antibiotikum — rezisztencia eredményeinek értékelésére szolgald
kategoriak (CLSI, 2007)

Antibiotikum csoportok | S (érzékeny) | | (d&tmeneti) | R (rezisztens)
Aminoglikozidok

Gentamicin | <4 | 8 | >16
Béta-laktamok (széles spektrumu Penicillinek)

Piperacillin | <64 | - | >128
Carbapenemek

Imipenem | <4 | 8 | >16
Cefalosporinok IlI-IV

Cefoperazone <16 32 >64
Cefotaxime <8 16-32 >64
Ceftazidime <8 16 >32
Ceftriaxone <8 16-32 >64
Cefepime <8 16 >32
Fluorokinolonok

Ciprofloxacin <1 2 >4
Ofloxacin <2 4 >8

11. szamu tablazat: A vizsgalt P. aeruginosa torzsek antibiotikum — rezisztencia eredményei (SZABO, 2009)

A vizsgalt torzsek jelolése és eredményei
A vizsgalt -
L r 0
Antibiotikum | 7€101¢s k";‘:;:it:s:"’ IV Y N o I R Y T P £ 4
z o | |a|o o o] QMo |© o~ |~ |m|o |G
hatoanyag wgmy |REEEEPBIEFISIRETEEEERERRS
|_
<
Cefoperazone / 0.016
sulbactam (2/1) CPS 256 SIS SIS [S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|I|S|S|S|S|S|S|S
Cefotaxime 0.016
(high range) CT/ICTX 256 SR |I [I'|/R[I|IRIR|T|R|I|I|R|I[IfR|[S|I]|I]S
- 0.016
Ceftazidime TZICAZ 256 SIRISIS|S|S|S|S|R|[S|S|S|S|S|I|S|S|S|S|S|S]|S
Ceftriaxone | /-0 0,016 s R Is R |RIR|R|S[R|R|R[R|I|S|R|I|S|1|SR|R]|I
(high range) -256
. 0,016
Cefepime PM/FEP 256 SIS SIS [S|S|S|S|I|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
. - 0.016
Piperacillin PP/PIP 256 SIS SIS [SI[S|[S|S|R|R|S|S|S|S|S|R[S|[S|S|S|S|S
: 0.002
Imipenem IP/IMI 32 RIS ISR IR R|S|R|R|S|R|R|{S|R|S|S|R|S|S|I|S
. . 0,002
Ciprofloxacin Cl/CIP 32 SIS SIS |S|[S|S|[S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
. 0,002
Ofloxacin OF/OFX 32 SIS SIS [S|S|I|S|S|I|S|I|S|S|R|S|S|S|S|S|R|S
Gentamicin 1 e 0.016 st s|s|s|s|s|s|R|s|s|s|s|s|s|s|s|s|s|s|s]|s
(low range) -256

# A multirezisztencia ismert definicioi (DRAGHI ET AL. 2006) alapjan multirezisztens torzsek
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Szerocsoport-virulencia:

A virulencia determinansok koziil az exotoxinokat kodold génszakaszok gyakorisaga nem
vonhat6 parhuzamba egyéb tulajdonsagokkal. Osszefiiggést a hemolitikus aktivitassal kapcsolatban
figyelhettiink meg. Minden 0O6-0s szerocsoportu torzs esetében hemolitikus aktivitds volt
megfigyelhetd, mig az O3 szerocsoportnal hemolitikus aktivitds nem, vagy csak kétségesen

jelentkezett.

Szénhidrogén-bontd képesség-antibiotikum rezisztencia:

Az altalunk vizsgalt adathalmaz alapjan kovetkeztetéseket e két tulajdonsag

Osszefliggésében nem alakithattunk ki.

Szénhidrogén-bonto képessée-virulencia:

A hemolitikus aktivitds és a szénhidrogénbonto képesség Osszefiiggését igazolja, hogy a
legjobb szénhidrogén-bontd izolatumok mind hemolizéltak, mig a két gyenge bontasi képességgel
rendelkezd torzs (P9: 6,22%, P62: 11,81%) esetében hemolitikus aktivitds nem volt tapasztalhato.

Tobb szempont egyideji értelmezésével megallapithatd, hogy az egyik legjobb
biodegradacids képességgel rendelkezd torzs (P43) mutatta a legszélesebb korti antibiotikum
rezisztenciat is a torzsek kozott, valamint tSbb virulencia determindnssal is egyidejlleg
rendelkezett. Ennek megallapitdsdval atgondolandd az a gyakran tényként kezelt feltételezés,
miszerint a rezisztencia kialakulasanak ,,ara van”, azaz a rezisztens tOrzsek néha kevésbé
¢letképesek, néha kevésbé virulensek (ARRUDA ET AL., 1999).

Vizsgalati eredményeink osszefoglalo értékelésekor azonban figyelembe kell venniink,
hogy a Kkisérletek jelen stidiumaban csupan Kkis elemszamu adathalmazzal rendelkeziink. A
tulajdonsagok kozotti kapcsolatrendszer igy az eredmények bovitését kovetden valtozhat, €s

reményeink szerint a jovoben lehetdvé teszi az adatok atfogo statisztikai értékelését is.
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12. szamu tablazat: A Pseudomonas aeruginosa esetében végrehajtott vizsgalati eredmények 6sszefoglalasa

Minta | Mintavétel | Mintavétel | Mintavételi kozeg | MSLTRREE o e | Sanhidrogen- | | REZiSZencia Tk | Sz Nsteretre, ST —svim
jele ideje helye s(ziz;:;légzzglfg:eegl) koncentréci()j? tipusszam bonto képesség (os(fszzzlggz;%zotg;l ) aktivitas (Eiggf(r)t _alapjz’m, kapcsolat
(mg/kg, pg/L) ' s klinikai izolditummal *

P9 2003 Diosd felszin alatti viz 630 377 6,22 % 10/1 - ONT + ( Kidd et al. 2007)

P14 2003 Tokol felszin alatti viz 16800 293 68 % 10/3 +/- 03 + ( Zecevic et al., 2007)

P22 2003 Turkeve foldtani kozeg 11300 frxx* 12,58 % 10/0 + ONT n. d.

P28 2003 Polgar foldtani kozeg 7300 251 25,7 % 10/2 + 01 + (Waine et al., 2006)

P30 2004 Szabadszallas felszin alatti viz 78500 198 51 % 10/2 - 03 + (Curran et al., 1999)
P32 # 2004 Komadi felszin alatti viz 362 UJ ST*** 34,55 % 10/3 ++ n.d. n. d.

P39 # 2004 Algyd felszin alatti viz 569 UJ ST*** 64% 10/2 +++ 06 n.d.

P42 2005 Mezétar foldtani kozeg 705 521 n. d. 10/0 + 06 + (Manseld et al., 2007)
P43 # 2005 Opusztaszer felszin alatti viz 8500 253 87.4% 10/6 +++ ONT + ( Kidd et al., 2007)
P46 # 2005 Budapest felszin alatti viz 27500 UJ ST*** 52 % 10/4 + 06 n. d.

P50 2005 Batonyterenye felszin alatti viz n.d. rexxx 68,95 % 10/1 +++ 06 n. d.

P53 # 2006 Zalaegerszeg felszin alatti viz 63500 575 39 % 10/3 + 06 + (Mansfeld et al., 2007)
P62 2006 Szarvas felszin alatti viz >100000 198 11,81 % 10/0 - o3 + (Curran et al., 1999)
P65 2005 Zalaegerszeg felszin alatti viz 31400 frxx* 71.7 % 10/0 “r 08 n. d.

P69 # 2007 Nagyszénas felszin alatti viz 3630 439 62,84 % 10/4 ++ 06 + ( Boulianne et al., 2002)
P71 2007 Debrecen felszin alatti viz 4880 971 49, 61 % 10/1 + o1 + (Leeetal., 2010)
P77 2007 Zalaegerszeg felszin alatti viz 31400 455 58,66 % 10/0 + 08 + ( Arduino et al. 2007)

P83 # 2008 Tiszaujvaros finomitoi szennyviz 304 F 88, 16 % 10/1 - O4 n. d.

P85 2008 Zalaegerszeg finomitéi szennyviz 132 F 23,06 % 10/0 +++ O4 n.d.

P109 2008 Siklos komposzt n.d. frxxx 81,47 % 10/1 ++ 03 n. d.

/;7TBC5§ 1971 ATCC Klinikai n.d. 155 71,10 % 1072 + n.d. + (Kidd et al. 2007)

KPS-3 2004 OKI klinikai n.d. 253 72,18 % 10/0 + n.d. + (Kidd et al. 2007)

* Az ST- szdm azonositasanak datuma feltiintetve a kutatok mellett

tipus ****F — a vizsgalat folyamatban van
n. d.—nincs adat # multirezisztens torzs

**_ nincs hemolizis; + gyenge hemolizis; ++ hemolizis; +++ intenziv hemolizis ***A www.pubmlst.org adatbazis alapjan eddig ismeretlen, 1j szekvencia

" A maximalis TPH koncentraciora vonatkozé méréseket a Dr. E. Wepling Kémiai Laboratérium Kft. —végezte az MSZ EN ISO 9377 — 2:2001 és a DIN 38409 H18:1981 szamii
szabvanyok alapjan.
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Kovetkeztetések, javaslatok

Az MLST vizsgalatok kapcsan elmondhatd, hogy a modszer adaptacidja sikeres volt. A
vizsgalatba vont 22 P. aeruginosa izolatumok koziil 16 esetében sikeriilt szekvencia tipusszamot és
tovabbi 5 torzs esetében 23 allélikus profilt meghatdroznunk. A nemzetk6zi adatbazissal torténd
Osszevetést kovetden elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt kornyezeti eredetli torzsek esetében
Kimutatott szekvencia tipusszamokat korabban nemzetk6zi kutatocsoportok tobb esetben klinikai
eredetli — foleg cisztas fibrozisban szenvedd paciensektdl vett - izolatumok esetében hataroztak
meg. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a klinikai és a kornyezeti torzsek filogenetikai szempontbol
egyértelmiien nem kiilonithetéek el egymastol. A tovabbi kapcsolatok felderitése érdekében
azonban javaslom a hianyzé és tovabbi torzsekre vonatkozé6 MLST vizsgalatok elvégzését, hogy
szemléltetobb képet kaphassunk a térzsek filogenetikai kapcsolatrendszerérol.

A szénhidrogén-bontds megallapitasara irdnyuld vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy a
jo szénhidrogén-bontd képességet nem lehetett egyértelmiien a kornyezeti térzseknek tulajdonitani,
mivel a vizsgalt klinikai izolatumok is kivalo degradacios képességet mutattak.

A szénhidrogén-bontast a szakirodalom a megfeleld enzimek kivalasztdsaval és a jo
emulzids-képességgel magyarazza, melyet vizualisan mi is megfigyelhettiink a vizsgalataink soran.
Napjainkban is sziiletnek olyan tudoméanyos munkék, melyek e feliiletaktiv anyagok uj tipusait irjak
le (NIE ET AL., 2010), igy az altalunk vizsgalt izolatumok esetében is célszer(i lehet a jovében
hasonld tesztek elvégzése. Javasolt tovabba a szénhidrogén-bontd képesség alatamasztisa olyan
kvantitativ vizsgalatokkal, mint a gazkromatografia.

A szerocsoport-vizsgalatok alapjan elmondhat6, hogy tobb kornyezeti torzs esetében is
talaltunk olyan szerotipust (O1, O3, O6), mely a nemzetkodzi irodalomban a klinikai vonatkozasban
fontos torzseknél fordul eld. Tobb esetben ezek a szerocsoportok (O6 és O3 szerotipus esetében)
kapcsolatba hozhatoak az antibiotikum-rezisztenciaval és a szénhidrogén-bonto képességgel.

Végkovetkeztetésként elmondhatd, hogy a P. aeruginosa faj klinikai és kornyezeti
izolatumai nem kiilonithetéek el egyértelmilen egymastol, igy a nemzetkézi karmentesitési
gyakorlatban célszerli a kornyezeti torzsek alkalmazasat is kivaltani valamely veszélytelen biologiai
agenssel. Az MLST vizsgélatok kiterjesztése és a GC-MS vizsgélatok elvégzése utan pedig a
jovoben pontosabb képet nyerhetiink a kdrnyezetvédelmi gyakorlatban fontos szénhidrogén-bontési

potencialrdl és a lehetséges human-egészségiigyi kockazatokrol.
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Osszefoglalas

A karmentesitések soran a szénhidrogénnel szennyezett teriileteken dolgozo szakemberek
sok esetben a bioremedidcios tevékenységeket valasztjdk a szennyezddések felszamoléasara. E
tevékenységek sordn mikroszervezetek segitségével torténik a kdrmentesités. Ezek a technologiak
viszont nagy szaktudast igényelnek, hiszen a megfeleld bioldgiai agens kivalasztasa nagyban
befolydsolhatja a szennyezddés felszamolasanak eredményességét, ill. kornyezetbiztonsagi
szempontbol is jelentOs.

A karmentesités alatt 4llo teriileteken a veszélytelen mikroszervezetek mellett
megjelenhetnek patogén (betegséget okozd) mikroorganizmusok, melyek human-egészségiigyi
problémakhoz vezethetnek. Ilyen mikroorganizmus a vizsgalataim targyaul valasztott Pseudomonas
aeruginosa is, melynek klinikai eredetii izolatumai szamos betegség kialakulasaban jatszhatnak
koroki szerepet. Ugyanakkor a kdrnyezetben el6forduld torzseinek napjainkban nem tulajdonitanak
jelentésebb human-egészségiigyi kockazatot, igy kiilfoldon szdmos helyen megtalalhatjuk a
bioldgiai kdrmentesitéseknél hasznalt oltéanyag tagjaként.

Kutatasaim céljaul tliztem ki, hogy megvizsgaljam azt a feltételezést, miszerint a klinikai és
kornyezeti eredetli izoldtumokat jogosan kiiloniti-e el a szakirodalom. Ehhez a molekularis
filogenetika egyik j modszerét a multlokusz szekvencia tipizalast (MLST) valasztottam. Ennek
megvaldsitasdhoz 22 (koztiikk 20, szénhidrogénnel szennyezett teriiletrdél szarmazo és 2 klinikai
kornyezetbdl izolalt) torzset valasztottam. Munkamat kiegészitettem tovabba a gyakorlati
szempontbol is jelentds szénhidrogén-bontd képesség megallapitasat célzo vizsgalatokkal, az OEK
altal végrehajtott szerocsoport azonositas és az antibiotikum rezisztenciara vonatkozé eredmények
értekelésével.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl
szarmazo torzsek kozott talalhatdo szamos olyan izolatum, mely az MLST vizsgalatok alapjan
klinikai eredetli torzzsel azonos szekvencia tipussal jellemezhetd. Az altalunk vizsgélatba vont
egyik klinikai izolatum (KPS-3) is azonos ST - szammal (ST-253) rendelkezik, mint a P43-as
jelzést kornyezeti eredetli térzs. A szerocsoport azonositas alapjan a kdrnyezeti izolatumok kozott
detektalhatoak voltak egyes klinikai viszonylatban is jelentds szerotipusok (igy az 06, O3 és O1),
ugyanakkor a nozokomialis fertdzésekben jelentés O11 és O12 szerocsoport nem volt a kérnyezeti
torzsek kozott azonosithatd. A szénhidrogén-bontas tekintetében pedig megallapitottuk, hogy a
klinikai és kornyezeti torzsek egyarant rendelkezhetnek kivalo biodegradacios képességgel.

Az adatok komplex elemzéséhez a jelenlegi vizsgalati elemszam bdvitése a jovében
mindenképp sziikséges, azonban mar jelen ismereteink alapjan is megallapithaté, hogy a
kornyezeti és klinikai eredetii torzsek jellemzé tulajdonsagaik alapjan nem Kiiloniilnek el

egyértelmiien egymastol. Kornyezetbiztonsagi kockazatuk igy hasonlé mértékii lehet.
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1. szamu abra: A Pseudomonas aeruginosa faj laboratoriumi vizsgalatanak fobb iranyai, 1épései,

modszerei

1. fazis: Izolatum kollekcio létrehozasa

Mintavétel

eFoldtani kozeg (MSZ
21470-1:1998)

eFelszin alatti viz (MSZ
21464:1998)

Virulencia vizsgalatok

sHemolitikus aktivitas
vizsgalat**

sExotoxinok és exoenzimek
termeléséért felelds

génszakaszok vizsgalata***

*ATZEL ET AL., 2008; **KASZAB ET AL., 2010A; ***KASZAB ET AL., 2010B; ****KASZAB ET AL., 2010C

Mintafeldolgozas

*P. geruginosa fajizolalasa,

azonositasa (MSZ 21470-
77:1988)
sMegerdsités molekularis

genetikai modszerrel (PA-

SS PCR*)

2. fazis: Vizsgalati iranyok

Antibiotikum
rezisztencia vizsgalatok

sKvantitativ E-teszt
maodszerrel****
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Izolatum
kollekcid
kialakitasa

MLST vizsgalatok
Szerotipizalas

Szénhidrogén-
biodegradacidra
iranyuld vizsgalatok




2. szamu abra: A gravimetrids meghatarozas menete (sajat képek):

>

d
1. 4bra: A gomblombikok 2. abra: Az illékony 3. abra: A mintak mellé
tomegének oldészerek hasznalata miatt negativ kontrollt alkalmazunk
meghatarozasa kotelezo az elszivofiilke viszonyitasi alapnak

hasznalta

4. abra: 3x50 ml petroléterrel, 6. abra: Az oldészeres

majd 1x 50 ml kloroformmal f,5‘_ abl:at: l‘;‘f OId?IZ;lésl/ fazisokat szétvalasztjuk
torténé razatas kovetkezik azisokat buren 4

sziirdnaniron ateziiriiik

7. abra: A visszamaradt 9. abra: A leparlasi 8. abra: A mérés elétt a
oldészert vizfiirdén maradékot szazadgramm mintikat 40°C-on
desztillaljuk pontossaggal sulyallandésagig
visszamérjiik szaritottuk
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NYILATKOZAT

Alulirott ... , a Szent Istvan Egyetem Mez6gazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar .........cccccoviiiiieiiiieiiiieeieeee, szak nappali tagozat I. évfolyamos
hallgat6éja nyilatkozom, hogy a Tudomanyos Didk Kori dolgozat sajait munkam, melynek
elkészitése soran a felhasznalt irodalmat korrekt moédon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval
kezeltem.

GOdollo, 2012, ..o ho....... nap

hallgato alairasa
A Tudomanyos Diak Kori dolgozat készitéjének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a dolgozatot

attekintettem ¢és azt Tudomanyos Didk Kori Konferencidn torténd részvételre javaslom.

Godolld, 2012, ..o, ho....... nap

konzulens alairasa

45



