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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Napjainkban egyes a kornyezetben is altalanosan elterjedt fakultativ patogén koérokozok
mind nagyobb kornyezetegészségiigyi problémat jelentenek, mivel nem csak klinikai koriilmények
kozott fertézhetnek, hanem szamos esetben koérhazi kornyezeten kiviil is képesek betegség
kialakitdsara. Human egészségligyi vonatkozasban jelentdségiiket fokozza az antibiotikum
rezisztencia kialakulasa és terjedése, mely egyes mikrobanemzetségek esetében tobbszords
rezisztenciahoz, multirezisztenciahoz vezethet. Szamos opportunista kérokozo ugyanakkor — ismert
patogén tulajdonsagai mellett — kivald bioremediaciés képességgel is rendelkezik, igy
szénhidrogénnel szennyezett teriileteken, szamukra kedvezd koriilmények kozott felszaporodhat és
az atlagos kornyezeti detektalhatosagukhoz képest nagyobb jelentdséggel birhat.

Az utobbi idében a hasonld tulajdonsidgokkal (patogenitds, tobbszords rezisztencia,
biodegradacios jelent6ség) jellemezheté csoportok koziil egyre nagyobb figyelmet forditanak a
szakemberek az Acinetobacter nemzetség torzseire. A nozokomialis megbetegedésekért felelés
fakultativ patogén baktériumok korében képviseldi a leggyakrabban kimutathaté mikroszervezetek
koz¢ tartoznak, az antibiotikumokkal szemben mutatott ellendlldsuk fejlddése és terjedése pedig
komoly kihivasok elé éllitja az orvostudoményt.

A nemzetség kornyezeti eredetli képviseldivel kapcsolatban azonban kevesebb informacid
all a rendelkezésiinkre a szakirodalomban, igy munkdnk soran e kornyezetegészségiigyi és

kornyezetbiztonsagi szempontbdl jelentds témakor kutatasat tiztiik ki célul.

Célkitlizések:

e Szénhidrogénnel szennyezett teriiletekr6l szarmazo Acinetobacter térzsgytijtemény létrehozasa
¢s bovitése a szakirodalom alapjan rendelkezésre allo izolalasi modszerek adaptalasaval és
optimalizalasaval, valamint az izolatumok identifikalasa molekularis genetikai modszerrel (16S
rDNS szekvencia analizis).

e Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok végrehajtasa (kvantitativ E-teszt modszerrel) a klinikai
terapiaban alkalmazott készitményekkel szemben.

e Szénhidrogén-bontasi képesség megallapitdsa gravimetrids méréssel, valamint molekularis
geneikai vizsgalatokkal.

Céljaink megvaldsitasa érdekében a tanszéken rendelkezésre 4ll6 kornyezeti
torzsgyljtemény Acinetobacter izolatumait, illetve a sajat munkank keretében azonositott

mikroszervezeteket egyarant felhasznaltuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Kornyezetvédelem altalanossagban

A kornyezetvédelem, mint az egész vilagra kiterjedd tarsadalmi mozgalom az 1960-as
¢vekben kezdett kialakulni. Rachel Carson Néma tavasz cimi konyve, mely a névényvéddszerek
kéros hatdsaira hivta fel a figyelmet, vildgszerte ismertté valt, és kelld alapot adott a
kornyezetvédelmi mozgalom elinduldsdhoz. Egyre tobben ismerték fel a meglévd és fenyegetd
problémakat, amelyek globalis vesz¢élyt jelentenek az emberiség szamara.

A kornyezetvédelmi tevékenységek soran elsdsorban azokra a kérdésekre kell valaszt
talalnunk, hogy mit, mitdl és hogyan kell megvédeniink. Mivel a kdrnyezetvédelem elsédleges célja
a megfeleld életkdriilmények biztositdsa az ember szdmara, valamint az anyagi és szellemi javak
védelme, igy az els6 kérdésre konnyen valaszt kaphatunk. Az ember €s annak természetes, valamint
miivi kornyezete igényli az els6dleges védelmet, az emberi faj védelme pedig egytttal az egész
kornyezet védelmét is jelenti (MOSER — PALMAL, 1992).

Napjainkban Kkiilonboz6 forrasokbol szarmazd artalmakkal kell szembe nézniink, mint
példaul hulladékok keletkezése, karos sugarzasok, erozid, vizek elszennyezddése, ¢€l6lények
kipusztuldsa, vagy tulzott elszaporodasa stb., beleértve a kordbban kis, vagy elhanyagolhat6
jelentdséggel bird fert6zd dgensek megjelenését, térnyerését kornyezetiinkben.

Magyarorszagon el6szor a kornyezet veédelmének dltalanos szabalyairol szolo 1995. évi LIIL
Torvényben foglalkoztak atfogoan a kornyezetvédelmet érintd kérdésekkel, melyben meghataroztak
a legalapvetobb fogalmakat és definiciokat (kdrnyezeti elem, kornyezet, kornyezetvédelem).

A kornyezeti problémak kialakulasanak alapvetd oka az emberiség 1étszamanak drasztikus
mértékii novekedése, melynek kovetkeztében egyre tobb nyersanyagot von ki a természetbdl, egyre
nagyobb mértékii anyag- és energiaatalakitast visz véghez. Ennek kovetkezménye a folyamatos és
egyre novekvd szennyezdanyag kibocsatds. A kibocsatott kornyezetszennyezd anyagok kdzvetleniil
veszélyeztetik, karositjak az ember egészségét, az élovilagot, az élettelen természeti kornyezetet (pl.

felszin alatti vizek) és akar az épitett kornyezetet is.

2.2. A kornyezetvédelem jogszabalyi hattere Magyarorszagon

A hazai kornyezetvédelmi jogi szabalyozas alapja a mar emlitett 71995. évi LIII. Torveny, a
kornyezet veédelmének altalanos szabalyairol, illetve rendeletek sora szabdlyozza az egyes
kornyezeti elemek védelmére iranyul6 intézkezéseket.

Jelenleg Magyarorszagon a foldtani kozeg és a felszin alatti vizek védelmével kapcsolatban

a 219/2004. (VIL.21.) Kormanyrendelet eldirasai iranyadoak. A rendelet 1. szamu mellékletében
4



tartalmazza a foldtani kdzeg €s felszin alatti viz szempontjabol fontos, Magyarorszagi viszonylatban
jelentdséggel bird szennyezdket. A kornyezeti szempontbdl kockazatos anyagokat toxicitds,
lebomlas és az emberi szervezetben vald felhalmozddas szempontjabol K1 (nagy kockazatot jelentd
anyagok, I. jegyz€ék) és K2 (kis kockazatot jelentd anyagok, II. jegyzék) mindsitésii csoportokba
sorolja. A rendelet tovabba a karmentesités soran alkalmazando hatarértékeket is definialja, igy
szerepelteti az (4) hattér-koncentracio, az (Ab) bizonyitott hattér-koncentracio, a (B)
szennyezettségi hatarérték, a (D) kdrmentesitési célallapot hatarérték, valamint az (E) egyedi
szennyezettségi hatarérték fogalmat, amelyek koziil azonban a kérnyezetvédelmi gyakorlatban méar
csak a B (szennyezettségi), és a D (karmentesitési céldllapot) hatdarértékek élnek.

A kormanyrendelet kiegészitéseként a 10/2000. (V1.2.) KoM-EiM-FVM-KHVM egyiittes
rendeletet felvaltotta a 6/2009. (IV.14.) KWWM-EiiM-FVM egyiittes rendelet ,,a foldtani kozeg €s a
felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez sziikséges hatarértékekrdl és a szennyezések
mérésérél”, mely tartalmazza a jelenleg hatalyos (B) szennyezettségi hatarértékeket, valamint a
legfontosabb kornyezetszennyez6 vegyi anyagokat és csoportositasukat, valamint a 3. szamu
mellékletben 2010. december 22-i hatallyal tovabbi szennyezdanyag csoportok (igy példaul a
ftalatok, illetve a nonil- és oktil-fenolok) esetében allapit meg szennyezettségi hatarértéket.

A felszini vizek védelmével kapcsolatban a legfontosabb hazai rendelkezéseket a kovetkez6
hatalyos jogszabalyok tartalmazzak (HTTP1):

- 1995. évi LIIL tv. a kornyezet védelmérdl

- 1995. évi LVIL tv. a vizgazdalkodasrol

- 220/2004. (VIL.21.) Korm. rendelet a felszini vizek mindsége védelmének szabalyairol

- 221/2004. (VIIL. 21.) Korm. rendelet a vizgyljt6-gazdalkodas egyes szabalyairdl

- 208/2004. (XII. 25.) KvVM rendelet a vizszennyezd anyagok kibocsatasara vonatkozo
hatarértékekrol és alkalmazasuk egyes szabalyairol

A levegévédelemmel kapcsolatban hatdlyos jogszabaly a 306/2010. (XII. 23.) Korm.
rendelet a levegd védelmérol.

Az ismertetett jogszabalyi hattér alapjan a veszélyeztetett kornyezeti elem tipusatol fliggden
tehat eltérd hatarértékrendszer és a szennyezdanyagok mas-mas csoportjai birhatnak jelentdséggel.
A tovabbiakban ezek koziil a munkdm szempontjabdl és a vizsgalt kornyezeti elem (felszin alatti
viz) alapjan legnagyobb jelentdséggel bird szerves (szénhidrogén tipust) vegyiiletek

kornyezetvédelmi jelentdségét ismertetem részletesen.
2.3. Szénhidrogén szennyezések - a koolaj és szarmazékai

2.3.1. Osszes alifas szénhidrogén (TPH- Total Petroleum Hydrocarbon)

A csoport tagjai kozé tartoznak az 5-40-ig terjedé szénatom szdmmal rendelkezd alifas (nyilt

szénlanct) szénhidrogének, azonban a kiilfoldi gyakorlatban tagabban értelmezik ezt a kategoriat:
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minden olyan kdolaj eredetli szénhidrogén vegyiiletet ide sorolnak, amely a Cs.49 szénatom szam
tartomanyban kimutathato.

A TPH vegyiiletek elsésorban a kdolajban és a kdolaj-szarmazékokban talalhatoak meg, igy
napjainkban szinte barhol, barmikor a kornyezetbe keriilhetnek.

Kémiailag két f6 csoportra oszthatoak. A telitett (szénatomok kozott egyszeres kotéssel
rendelkezd) és telitetlen (kettes, harmas kotéseket is tartalmazo) csoport tagjai egyarant lehetnek
egyenes, elagazd, és gyliriis szénlanctak.

A TPH vegyiileteken beliil illékonysag alapjan elkiilonithetjiik az illékony alifas
szénhidrogén vegyiileteket (VALPH - Volatile Aliphatic Petroleum Hydrocarbon), amelyek 5-10(12)
szénatom szamuak, és elsGsorban gazolinban, benzinben, kerozinban fordulnak eld, valamint a
10(12)-40 szénatom szamu, kevésbé illékony, vagy nem illékony alifas szénhidrogén vegyiileteket
(EPH - Extractable Petroleum Hydrocarbon), melyek a gazolajok, fiitolajok, kenéolajok, hidraulikai
olajok f6 dsszetevoi (NEMETH, 2003).

A TPH vegyiiletek viszonylag konnyen biodegradalhatoak, a lebonthatosag esélye azonban a
szénatomszam ndvekedésével romlik. A csoport tagjai potencidlis felszini- és felszin alatti
vizszennyezOk, a talajvizbe keriilve, azzal messzire eljuthatnak, ivo- és Ontdzdviz bazisokat és a
természetes vizek ¢€ldvildgat veszélyeztetve. Bizonyos vegyiiletek toxikus, mutagén, teratogén,

illetve karcinogén hatasuak lehetnek (SzoBoszLAY — KRiszT, 2010).

2.3.2. Aromas szénhidrogének
2.3.2.1. BTEX vegyiiletek — Benzol és alkilbenzolok

A monoaromas szénhidrogének (BTEX) kozé tartozik a benzol (CgHg) és alkilezett
szarmazékai, a toluol, az etil-benzol és az orto-, meta- és para-xilol. A legfontosabb névado
vegyiiletek mellett kibovitették a csoportot ugynevezett teszt tizemanyagokkal: trimetil-benzol, etil-
metil-benzol, izopropil-benzol, tetrametil-benzol, dietil-benzol, stb. Az asvanyolaj eredetii
termékekben, kiilondsen az ilizemanyagokban, kiilonbozéen szubsztitualt benzolvegyiiletek is
megtalalhatéak, mint példaul a sztirol, vagy linearis alkilbenzolok (LAB) (KvVM, 2010).

Felhasznalasuk rendkiviil széles korben torténhet, olddszerként, 6lommentes benzinek
adalékanyagaiként, szerves vegyliletek szintézisénél, gyogyszer eldallitdsban, festékgyartasban
hasznositjak e vegytileteket.

A benzol kiemelkedik a csoportbol kornyezeti veszélyességével; emberben bizonyitottan
karcinogén hatast, elsddlegesen a vérképzd szervekben okozhat rdkot (leukémia). Emellett karos
lehet az immunrendszerre, csokkenti a szervezet védekezoképességét (SzoBOSzZLAY — KRIszT, 2010,

HTTP2).



2.3.2.2. PAH vegyiiletek — Policiklusos aromas szénhidrogének

A policiklusos aromds szénhidrogének megtalalhatdéak tobbek kozott a kdszénkatranyban,
kdolajban, karbolsavban, tetékatranyban, de néhany vegyiiletet felhasznalnak a gybdgyszer-,
muanyag-, gyomirtdszer-, ¢s festékgyartasnal is (HTTP3). A vegyliletcsoport nagyszamu, (ketto,
vagy tobb kondenzalt aromés gytiriit tartalmazd) vegyiiletet foglal magaban, melyek a naftalinok
kivételével nem illékonyak. Az anyagcsoport tagja 3 naftalin vegyiilet (2 gytris), és 16-féle 3-7
gytriis vegylilet. Eddig 7 PAH vegyiiletr6l bizonyitottak, hogy emberben rakkeltd hatasu. Ezek a
benz(a)antracén, krizén, benz(b)fluorantén, benz(k)fluroantén, benz(a)pirén, indenol(1,2,3-
c,d)pirén, dibenz(a,h)antracén (HTTP4).

Ubikviter kornyezetszennyezoként megtaldlhatdéak a levegdben, a talajban, az iiledékben,
altalaban kis mennyiségben, leszdmitva a forrasaik kornyékét. A foldtani kdzeg PAH szennyezése
gyakran a kdszenet feldolgoz6 ilizemekbdl szarmazik, ahonnan altaldban Osszetett szennyezések
keriilnek ki. A PAH vegyliletek szilardak, oldhatosagi jellemzdik igen eltéroek, de altalaban nem
oldodnak vizben. A felszini vizbe jutasuk torténhet lilepedéssel, bemosddassal is. A kdrnyezetben a
PAH vegyiiletek nagy része a talaj szerves anyag tartalmahoz kotédik, vagy elillannak, fotolizisen
mennek keresztiil, oxidalédnak, lebomlanak. Tobbségiik sulyosan karositja a vizi 6koszisztémakat

(KvVM, 2010; SzoBOSzLAY — KRIszT, 2010; HTTP3; HTTPS).

2.4. Karmentesitési eljarasok

A talajban és a felszin alatti vizekben bekovetkezd szennyezddéseket a legtobb esetben csak
évekkel-évtizedekkel késobb ismerjiik fel. Azonban a szennyezett kornyezeti elemek allapotanak
megismerése, a megtisztitdsukra iranyuld tevékenység az elmult két évtizedben rohamos
fejlédésnek indult. A feltart szennyezddések gyarapodd szdma, az egyre pontosabb tényfeltarasi
modszerek, a szennyezést okozd kockazatos anyagok viselkedésének, hatdsmechanizmusanak
kutatasi eredményei €s nem utolsé sorban a gyakorlati tapasztalatok, a talaj és a felszin alatti vizek

tisztitasi eljarasainak boviilését eredményezte (NEMETH, 2001).

2.4.1. A karmentesitési modszerek csoportositisa

A foldtani kozeg és a felszin alatti viz karmentesitésére alkalmas modszerek lehetnek
fizikai-kémiai, termikus, izolacios, illetve biologiai eljarason alapulok. A megvalosulds helye
szerint alapvetden két csoportba sorolhatjuk éket. Az in situ (= eredeti helyzetben) megoldasoknal
olyan eljarasokkal tisztitjdk meg a szennyezett kdzeget, melynek sordn nem termelik ki a foldtani
kozeget, vagy a felszin alatti vizet. Az ex Situ (=nem eredeti helyzetben) eljarasoknal tovabbi két

alcsoportba lehet osztani az alkalmazott technoldgiakat. Az ex situ - on site tisztitds soran a
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Kitermelt szennyezett talajt és/vagy felszin alatti vizet nem szallitjak el a munkateriiletr6l, hanem
azon belill, pl. biodgyakon, termikusan, vagy talajmosassal tisztitjak, majd a kivant mértékben
megtisztitott foldtani kozeget visszahelyezik a munkagddorbe, a felszin alatti vizet pedig
visszanyeletik, vagy szikkasztjak a munkateriileten beliil. Az ex situ - off site beavatkozasok soran
az alapveto kiilonbség, hogy a szennyezett talajt, és a felszin alatti vizet nem a munkateriileten beliil
kezelik, hanem egy tavolabbi tisztitd telepre szallitjak, majd a kezelt talajt visszaszallitjak az eredeti
munkagodorbe. A megtisztitott felszin alatti vizet altaldban él6vizbe, vagy kozcsatornaba vezetik

(NEMETH, 2001).

2.4.2. Fizikai-kémiai eljardsok

Kiilonboz6 fizikai és kémiai eljarasokon alapuld in situ és ex situ modszerekkel torténhet a
foldtani kozeg és a felszin alatti viz karmentesitése, melyek kozé tartozik példaul a talajmosas, a
talajlevegd elszivas, a kuton beliili sztrippelés, az extrakcid, a kémiai oxidéacid/redukcio, a

megszilarditas, az adszorpcio és az ioncsere (SzoBoszLAY — KRISzT, 2008A, BAROTFI, 2000, HTTP6)

2.4.3. Termikus (hokezeléses) eljardsok

A termikus eljardsok sordn a hdmérséklet emelésével tavolitjak el a szennyezd anyagok a
kozegbdl. Ezek kozé az eljarasok kozé tartozik az égetés, a pirolizis/hébontas és a termikus

deszorpcid (SzoBoszLAY — KRISzT, 2008A).

2.4.4. Izolacios (szigeteléses) eljarasok

A technologia a szennyezddést nem sziinteti meg, csak a terjedését akadalyozza, a
szennyezett, illetve a nem szennyezett kozegek fizikai elvalasztasaval. Ilyen karmentesitési eljaras a
résfalazas, a szadfalazas, a hidraulikus szigetelés (gat) és a fels6 szigetelés (lezaras) (SzOBOSZLAY —

KRiszT, 2008A).

2.4.5. Biodegradacios eljarasok

A mikroorganizmusokban - mint minden él6 sejtben - allandéan zajlanak kémiai
atalakulasok, szintetizalodnak a sejt biomolekuldi, lebomlanak a tdpanyagok és a mar
sziikségtelenné valt molekuldk (BOROSS - SAJGO, 1993). Ez az anyagcsere enzimekkel katalizalt
reakciok Osszessége. Az enzimek fehérjék, melyek aktiv centrummal rendelkeznek, meghatarozott
szubsztrat kapcsolodasat segitve, igy katalizaljak a kémiai reakciokat (SZEBERENYI, 2004). A
mikroorganizmusok egy része olyan természetes katalizatorokat, enzimeket termel, melyek a
szerves vegyiileteket (igy példaul a kornyezetszennyezésben kiemelt jelentdséggel bird

szénhidrogén vegyiileteket) széndioxid (CO;), metan (CHy), viz és szervetlen sok képzddése mellett
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bontjak le. A teljes lebontas a mineralizacio, vagy asvanyositas. Ez a folyamat azonban nem mindig
megy végbe teljesen, ilyenkor koztes anyagcseretermékek keletkeznek és részleges lebontasrol,
vagy atalakitdsrol (transzformacio) beszélink. A biodegradacidos eljardsok a folyamat
eredményessége alapjan tehat két f6 csoportba sorolhatdak:

A teljes biodegradacio, vagy mineralizacid esetében a kiinduldsi szerves vegyiiletek
enzimek altal katalizalt reakciok soran szén-dioxidra és vizre oxidalodnak.

A részleges biodegradacionak tovabbi, harom tipusat kiilonboztethetjiik meg:

e a lebontast végzd enzimek valamelyikének hidnydban a folyamat megreked valamely
koztiterméknél; a keletkezett energiat a mikroszervezet hasznositja;

e a kiindulasi vegylilet részlegesen oxidalodik, azonban a mikroszervezet nem hasznositja a
képzddott energiat (kometabolizmus);

e a kiindulasi anyagoknal Osszetettebb és/vagy stabilabb vegyiilet keletkezik polimerizacid, vagy
mas szintézis soran.

A biodegradacio altalanos definicidja ennek megfeleléen: a mikroorganizmusok altal
végzett biologiai-biokémiai torténések sorozatan keresztiil megvaldosulod, lebontési (katabolikus),
illetve atalakitasi (transzformacios) folyamatok Osszessége (SzOBOSzZLAY-KRISzT, 2008A). A
biodegradalhatésag fogalman a szerves vegyiiletek bioldgiai bonthatosagat értjiikk, amely a
kornyezetbe keriilésiik és a biotaval valo kolcsonhatasuk eredményeképpen nyilvanul meg. A vegyi
anyagok biodegradalhatésaguk alapjan lehetnek konnyen, vagy nehezen bidegradalhatd és
perzisztens, azaz nem biodegradalhat6 vegyiiletek (HTTP7).

A biodegradacios folyamatok képezik a bioremediacié alapjat, amely fogalom alatt a
szennyezett talaj, talajviz, felszini viz, vagy felszini vizi iiledék kornyezeti kockazatanak
csokkentését értjiik biologiai modszerekkel. A bioremediacio olyan technologia, amely él6 sejtek
vagy szervezetek, esetleg azok valamely termékének (pl. enzim) biodegradacios, bioakkumulacios,
vagy biologiai stabilizadloképességét allitja a technologia kozéppontjaba; ezeknek a biologiai
folyamatoknak biztosit optimalis koriilményeket az alkalmazott technoldgiai paraméterekkel,
adalékanyagokkal (HTTP7).

Az emberi beavatkozas intenzitasa szerint a biodegradacios kdrmentesitési technoldgiak két
csoportra oszthatéak. Ellenérzott spontan biodegradaciordl beszéliink akkor, amikor a foldtani
kozegben ¢és felszin alatti vizben a természetes biodegradacio, illetve mas szennyezddés csokkenési
folyamatok eredményét csak kovetik, ellendrzik. Ilyen monitoring tevékenység a talajban,
talajvizben €16 mikroszervezetek altal végzett természetes szennyezOanyag lebontés, atalakitas
kémiai analitikai, bioldgiai (mikrobioldgiai) nyomon kdvetése (SZOBOSZLAY, 2003).

Ha célzott emberi beavatkozéassal felgyorsitjuk a szénhidrogén lebontds feltételeit,

iranyitott/stimulalt biodegradaciorol beszélhetiink.
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A mikroszervezetek felhasznalasi modja szerint a bioldgiai modszereket a kovetkezé harom
csoportba sorolhatjuk (SzoBOSzLAY ET AL., 2002):

1. Tamogatott spontan biodegradaci6: A szennyezett kozegben el6forduld, bennsziilott
mikroszervezetek a szennyezéshez adaptalddva, azt lassan és altalaban rossz hatasfokkal bontjak,
am tapanyag-kiegészitéssel és intenziv levegbztetéssel szamuk és aktivitasuk megnovelhetd. A
modszer viszonylag olcsd, azonban nincs garancia, hogy olyan komplex szennyezések, mint a
kbolaj esetében az 0Osszes vegyliletcsoport bontdsa végbe megy, igy megnéhet egyes nehezen
degradalhat6, vagy toxikus komponensek koncentracioja. A modszer tovabbi hatranya, hogy egyes
szénhidrogénbontasra képes, ugyanakkor patogén mikroszervezetek felszaporodhatnak, igy
potencialis kdrnyezetbiztonsagi veszélyt jelenthetnek (KAszAB, 2010).

2. ,,Osztonés” talajoltas: A modszer soran a mentesitendé kozegbodl izolalt, feltehetden
szénhidrogénbontd tulajdonsdggal rendelkezd mikroszervezeteket bioreaktorban felszaporitjak,
majd nagy mennyiségben visszajuttatjdk a talajba, tdpanyag-kiegészités és intenziv levegdztetés
mellett. A gyors ¢és nagymértékii olajlebomldssal szemben, a modszer kiszamithatatlan
kozegészségiigyi kockazatokat is rejt, mivel a talajoltds a kozremiikodé mikroszervezetek faji
hovatartozasa, ¢és egyéb tulajdonsdgaik meghatarozasa nélkiil torténik. Az igy végrehajtott
karmentesités rendkiviil veszélyes lehet, hiszen a talajvizdramlédssal a mikrobdk nagy tavolsagokat
tehetnek meg, igy human egészségligyi szempontbol veszEélyt jelentd biologiai agensek
szennyezhetik a talajvizet (KAszAB, 2010, SzABO, 2011, HTTPS).

3. Tudatos talajoltas/bioaugmentacio: Faji szinten azonositott, ismert bontasi spektrummal
rendelkezd, patogénektél mentes, ismert szennyezdanyag tiré képességgel jellemezhetd, hazai,
vagy nemzetkozi torzsgylijteményben letétbe helyezett mikroorganizmusok felszaporitasa
bioreaktorban, majd az igy eldallitott inokulum (oltéanyag) szennyezett kozegbe juttatasa tdpanyag-
kiegészités és levegdztetés mellett. A moddszer hatranya a magasabb fejlesztési és oltdanyag-
elballitasi koltség (KASzAB, 2010; SzoBoszLAY — KRISzT, 2006).

A mikrobiologiai (elsdsorban bakterialis) alapon végezhetd biodegradacios eljarasok
elényei, hogy in situ kivitelezés esetén a felszin minimalis bolygatasaval jarnak (csekély a veszélye
mas kozegek elszennyezésének), nagy teriiletre kiterjedd szennyezettség esetén is alkalmazhatoak,
koltségiik rovidtdvon viszonylag alacsony, valamint a talaj éldvilagaval kiméletesek, a biologiai
aktivitds megorizhetd. A jelenleg ismert karmentesitési eljardsok koziil a legtermészetesebb
modszereknek a biologiai eljarasok tekinthetOk, melyek alkalmazasat és eldnyben részesitését az
US-EPA (az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala) is ajanlja (SzAaBO, 2011, US EPA,
1995).

A biologiai modszerek mind gyakoribb alkalmazisa mellett azonban a fenti ismertetés

alapjan belathat6, hogy a patogén mikroszervezetek problémaja bioremediacios eljarasok kritikus
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pontjanak tekinthet6. A tovabbiakban ezért a biologiai eljarasok biztonsagat veszélyeztetd

mikroszervezetek ismertetésére térnék ki.

2.5. Jellegzetes patogén mikrobak a szénhidrogénnel szennyezett teriileteken

Patogén mikroszervezetnek az a fert6zé agens tekinthetd, amely képes fogékony egyedben
megbetegedést  kivaltani  (LosoNnczy, 2001). Megkiilonboztetiink  obligdt — patogén
mikroorganizmusokat és fakultativ patogén, vagy madasnéven opportunista korokozokat. Mig
elobbieck az ép ¢és egészséges immunrendszerrel rendelkezd egyénekben is képesek betegség
kivaltasara, addig az utobbiak altaldban csak legyengiilt, immunologiai védekezésben gatolt
szervezetben képesek betegséget okozni (SZOBOSZLAY-KRISzZT, 2008B). Napjainkban azonban mind
tobbszor szamolnak be olyan, opportunista korokozoknak tulajdonithaté megbetegedésekrol,
halalesetekrdl, melyek esetében prediszpozicié (hajlamosité tényezd) nem jatszott szerepet a
betegségre valo fogékonysag kialakitasaban (ARANCIBIA ET AL., 2002; HUHULESCU ET AL., 2011).
Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az opportunista korokozok egy részének evolicidja a betegség
kialakitasi képesség elotérbe keriilésének iranyaba tart (BUCKLEY, 2004). Igy napjainkban az
opportunista  mikroszervezeteket megkiilonboztetjiik az un. alkalomszerlien patogén
mikroorganizmusoktol, melyek esetében a betegség kialakitasa egyedi és véletlenszert.

A mikroszervezetek — igy az opportunista korokozok kozott is — széles korben elterjedt a
szénhidrogén bontasi képesség, amit a kdrnyezetvédelmi gyakorlat a bioremedidcios eljarasok soran
gyakran alkalmaz. A legjelentdsebb szénhidrogénbontd baktériumok €s Aktinomicétdk 301 ismert
faja az alabbi, 10 nemzetségbe sorolhaté: Acinetobacter, Achromobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Corynebacterium, Vibrio
(LEAHY - COLWELL, 1990). Az emlitett nemzetségeket képviseld fajok kozott azonban jelentds
aranyban (23%) fordulnak eld opportunista korokozdk is, melyek jelenléte a kdrmentesités alatt allo
teriileten, illetve a kezelt talaj-, talajviz rendszerben nemkivanatos.

E human egészségligyi jelentOséggel bird fajok koziil a kornyezetvédelmi beavatkozasok
teriiletén az utobbi években mind gyakrabban keriil azonositésra, illetve felhasznalasra példaul a
Pseudomonas nemzetségbe tartoz6é Pseudomonas aeruginosa faj (DAS - MUKHERJEE, 2007; KALIN
ET AL., 2005). Am ahogyan klinikai kérnyezetben is folyamatosan szamolni kell az Gjabb, korabban
kis jelentdséggel bird opportunistdk térnyerésére, ugy a kornyezetvédelmi karmentesitések
helyszinén is célszerli a mikrobakozOsség uUjabb tagjait is megfigyelés ald vonni. Ilyen,
potencialisan kdz- és kdrnyezetegészségiigyi problémat jelenté mikroszervezetek az Acinetobacter

nemzetség képviseldi is, melyekkel részletesen az alabbi alfejezetben foglalkozom.
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2.5.1. Acinetobacter nemzetség

2.5.1.1. Az Acinetobacter nemzetség daltalanos bemutatdasa

Az Acinetobacter nemzetség tagjai szabadon ¢él8 szaprofitak®, ubikviter? szervezetekként
barhol fellelhetéek a kornyezetben. JellemzGen opportunista mikroszervezetek (HTTP9), melyek
nem csak a talajban, talajvizben, szennyvizben és élelmiszerekben fordulnak eld, hanem klinikai
kornyezetben is jelen vannak szamos nozokomialis® fertézést okozva. Sokoldalii metabolikus
tulajdonsagaiknak koszonhetéen fontos szerepet jatszhatnak kiilonboz6 ipari-kornyezeti
biotechnologiai  folyamatokban, mint példaul szdmos  kornyezeti  szennyezOanyag
biodegradacidjaban (TOWNER, 2006).

A nemzetség tagjai elsdé azonositasuk oOta kiilonbozd szerzok altal szamos eltéré néven
keriiltek leirasra. Az Acinetobacter nemzetség elnevezés el6szor 1954-ben lett rendszeresitve, és
egy heterogén csoportot jelzett, melynek tagjai mozgasra képtelen Gram-negativ szaprofitdk voltak,
amiket mas hasonld baktériumoktol a pigmentacié hianya kiillonboztetett meg. 1971-ben az
Acinetobacter nemzetség az el6z6 csoportbol mar csak az oxidaz-negativ torzseket tartalmazta. A
Bergey’s-féle baktériumhataroz6 1984-ben a Neisseriaceae csaladba sorolta a nemzetséget, azonban
ujabb molekularis taxonémiai tanulmanyok eredményeként ma mar egy ujabb csalad, a
Moraxellaceae tagjaiként tartjak Oket szamon. Ez az 0j csalad tartalmazza az Acinetobacter, a
Moraxella, a Psychrobacter nemzetségeket és a hozzajuk tartozé mikroszervezeteket. Ma a

nemzetség hivatalos érvényben 1év6 taxondmai besorolasa a kovetkezé (HTTP10):

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

-~ -
1. sz. abra: Acinetobacter baumannii

A nemzetség leggyakrabban vizsgalt tipusfaja az elektronmikroszképos felvétele (http11)

Acinetobacter baumannii (1. sz. abra). Az Acinetobacter-ek Gram-negativ, nem fermental9,
szigoraan aerob baktériumok. Morfologiai jellemzésiik soran kicsi, telt palcdkat, vagy
coccobacillusokat figyelhetiink meg, melyek gyakran allnak parban, vagy lancba kapcsolodva. Nem
sporaképzd, és flagellumok, csillok hidnyaban alapvetéen mozgésra képtelen mikroszervezetek,
azonban félfolyékony tapkdzegben bizonyos specidlis mozgasformak mégis megfigyelhetdek

esetilkben (TOWNER, 2006). A telepek altalaban nem pigmentaltak, de vannak torzsek melyeknél

! szaprofitak: masnéven korhadéklakok, melyek képesek holt szervesanyag hasznositisara
2 ubikviter: mindeniitt elforduld, megtalalhato
% nozokomialis: kérhazi kériilmények kozott kialakult fert6zés
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eléfordulhat fehéres krémszin. A telepek atmérdje 1-2 mm, ép széliiek, feliiletiik lehet sima, vagy
fényes, nyalkas. Az Acinetobacter nemzetség képviseldi széles homérsékleti tartomanyban
szaporodnak, a legtobb torzs hdoptimuma 33°C, de néhany kornyezeti izolatum jobban szaporodik
20-30°C-on. A klinikai toérzsek altalaban 37°C-on ndvekednek legjobban, de el6fordulnak olyanok
is, amelyeknek a 42°C kedvez (TOWNER, 2006).

Minden Acinetobacter oxidaz negativ és kataldz pozitiv. A legtobb torzs annak ellenére,
hogy nem képes a nitratot nitritté redukélni, nitrogénforrasként hasznositani tudja mindkét
vegyliletet. Az Acinetobacter-ek jelentds része nem képes hasznositani a gliikozt, mint szénforrast,
de el6fordulnak olyan ritka torzsek, melyek az Entner-Doudoroff* uton keresztiil fel tudjak azt
hasznalni energiaforrasként (TOWNER, 2006).

A nemzetség szamos tagja képes lebontani kiilonb6zd vegyiileteket, beleértve alifas
alkoholokat, aminosavakat, zsirsavakat, egyenes lancu szénhidrogéneket, cukrokat, és szamos,
viszonylag nehezen leboml6 aromas vegyiiletet, mint a benzoat, az n-hexadekan, a ciklohexanol és
a 2,3-butandiol. A nemzetség tagjai kiilondsen alkalmasak a ritka biokémiai utak tanulmanyozasara,
¢s szerepet jatszhatnak szamos szennyezd és ipari termék — példaul a poliklérozott bifenilek —
lebontasaban. Képesek a szennyvizbdl eltavolitani a foszfatot, csokkentve ezzel az eutrofizaciod
problémajat a szennyviztisztito telepeken (TOWNER, 2006).

Izolaltak olyan Acinetobacter torzseket, amelyek motorolajb6l szarmazo, hosszl lanct n-
paraffinokat bontottak és nagymértékben csokkentették az olaj mennyiségét a szennyezett talajban
(KOMA ET AL., 2001). Bioaugmentacios eljaras soran egy A. baumannii torzs 90 nap alatt 89,3-r6l
53,9 gltalaj kg-ra csokkentette a kozegben mérhetd TPH szennyezést. Laboratoriumi koriilmények
kozott razolombikos kisérletben is tesztelték ugyanazon térzs bontési képességét, és a kezdeti TPH
szint tobb, mint 50%-o0s csokkenést mutatott 120 ora elteltével (MISHRA ET AL. 2004). Az
Acinetobacter lwoffii kevert mikrobatenyészetben metil-terc butil éter biodegradacioja képes
(ACUNA-ASKAR ET AL., 2000). Az Acinetobacter calcoaceticus biofilm képzésre hajlamos torzs,
mely képes olajszarmazékok jelenlétében novekedésre, illetve az alifas és aromas szénhidrogének

emulgedlasara (MARIN ET AL., 1996).

2.5.1.2. Az Acinetobacter fajok humdnegészségiigyi jelentosége

Az Acinetobacter nemzetség tagjai opportunistak, és az utobbi években a nozokomialis
fertdzések mind gyakoribb korokozoéi: kiilondsen nagy veszélyt jelentenek az intenziv osztalyok
betegeire. Elsddlegesen tiidoégyulladast okozhatnak, féként immunhidnyos betegeknél, akik

miitéten, vagy trauman estek at (égési sériilés stb.). Altaluk okozott fertdzés még a vérmérgezés, a

* Entner-Doudoroff t: a baktériumoknal a gliikoz lebontasanak (piruvatig) egyik utja, csak prokariotakra jellemzo.
Eredménye: 1 ATP, 1 NADH
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szivbelhartya gyulladas, az agyhartyagyulladas, a bor- és sebfertdzések, valamint a hugyuti fertézés.
A nemzetségen beliil, korhazi kornyezetbdl leggyakrabban izoldlt korokozdcsoport az
Acinetobacter baumannii - Acinetobacter calcoaceticus komplex (GIAMARELLOU ET AL., 2008),
mely a két faj nehézkes elkiilonithetdsége miatt egyben 6nalld taxondmiai egység (fajcsoport).

Az Acinetobacter nemzetség képvisel6i altal kivaltott egészségkockazatot sulyosbitja, hogy
rendkiviil gyorsan fejlesztenek rezisztenciat a legtobb potencidlis antibiotikummal szemben, aminek
az egyik f6 oka, hogy a korhazakban tulélo torzsek a kezelések sordn tulzott és helytelen mértékben
alkalmazott antibiotikumokhoz adaptalodnak, ¢és igy ellendllova valnak velik szemben. A
nemzetség képviseldi kiilonbozo rezisztencia mechanizmusokkal védekezhetnek az antibiotikumok
széles korével szemben. Az A. baumannii egyik jellegzetessége a kromoszoémalisan kodolt blagxa-s1
csoportba tartozd -laktamaz gén hordozédsa, mely a Karbapenemekkel szembeni rezisztenciat
kodolja (PAszTI ET AL., 2011). Ellentétben a Moraxellaceae csalad mas tagjaival, a nemzetség
legtobb tagja rezisztens a penicillinnel, valamint szdmos klinikai izoldtum a Cefalosporinokkal
szemben a kromoszomalis cefalosporindz enzim termelése miatt. Az antibiotikumokkal szemben
mutatott rezisztencia 0sszefiiggésben van a plazmidokon kodolt tulajdonsagokkal (TOWNER, 2006),
a megszerzett tulajdonsagot a torzsek ugyanis gyakran mobilis genetikai elemek kozvetitésével at
tudjak adni egymasnak, terjesztve ezzel a rezisztenciat. Ilyen modon valt a klinikai A. baumannii
torzsek nagy része az utobbi ¢években a Karbapenemekkel, Fluorokinolonokkal ¢és
Aminoglikozidokkal szemben ellenéllova.

Multirezisztens Acinetobacter izolatumokat vilagszerte, szamos korhdzban észlelnek,
Eurdpabol, az Egyesiilt Allamokboél, Kindbol, Hong Kongbol, Koreabol és Japanbél is jelentettek
ilyen torzseket (GIAMARELLOU ET AL., 2008). A multirezisztens torzsek szama folyamatosan
emelkedik, ami hazai koriilmények kozott is jelentds problémat okoz. 2007-ben Magyarorszagon 84
beteg fert6z0dott meg multirezisztens A. baumannii-val, ami 2009-re elérte a 230-at, 2010-ben

pedig mar 352-re emelkedett (PASZTIET AL., 2011).

2.6. Antibiotikumok szerepe a human gyogyaszatban

A fertdz6 betegségek gyogyitasanak kemoterapids korszaka bo fél évszdzadra tekint vissza.
Ezt az iddszakot az 0 és hatdsos antimikrobidlis szerek folyamatos kifejlesztése, bevezetése,
valamint a korokozdé mikrobdk rezisztenciajanak kifejlddése és elterjedése jellemezte. Napjaink
klinikusainak a hatékony antibiotikumok széles kore all rendelkezésére az érzékeny patogén
mikrobdkkal szemben, &m a multirezisztens (tobbszordsen rezisztens) mikroszervezetek kezelése
mind nagyobb kihivast jelent (LOSONCZY, 2001).

Az antimikrobialis szerek hatasanak alapja a szelektiv toxicitas, vagyis a szer legyen er0sen

toxikus a korokozora és nem, vagy alig artalmas a gazdaszervezetre, az emberre nézve. Ez oly
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modon lehetséges, hogy hatasukat vagy olyan sejtalkotéra fejtik ki, amely az emberi sejtben nincs,
vagy a korokozonak olyan életfolyamatat gatoljak, amely az emldsszervezetben mas utvonalon
megy végbe. Valddi oki gydgymodot jelentenek, mivel a betegséget a patogén mikroorganizmus
elpusztitasaval (baktericid hatas), vagy szaporoddsanak gatlasaval (bakteriosztatikus hatés)
sziintetik meg (FURST, 2004). Hatasmechanizmusuk alapjan megkiilonboztethetéek baktériumfal
felépitését gatld szerek, nukleinsavszintézis gatlok, a DNS kettds spiral kialakulasat akadalyozo
készitmények, folsavszintézis gatlok, fehérjeszintézis gatlok, illetve a DNS-t citotoxikus
metabolitokkal karosit6 hatasu készitmények (FURST, 2004).

Antibiotikum adhat6 terapia, illetve profilaxis (megel6zés) céljabol. Terapias antibakterialis
kezelés szlikséges, ha a beteg bizonyitottan, vagy a klinikai jelek alapjan feltételezhetéen bakterialis
fertdzésben szenved. Ha a beteg klinikai tiinetei egyértelmiien erre utalnak ¢és megfeleld
mikrobiologiai diagnosztikai mddszerrel ald lehet tdmasztani a fertdzés tényét (pl.: koérokozod
baktérium kitenyésztése), akkor célzott kezelésre nyilik lehetdség. Ma mdar ismeretes a legtobb
klinikai kép hatterében 1évé koérokozok kore, igy az antibiotikumok hatékonysaganak tudatdban
nagy valdszinliséggel hatdsos terapia kezdhetd. Profilaktikusan csak akkor adhaté antibiotikum, ha
kozvetleniil fenyegetd fertdzést akarunk kivédeni (FURST, 2004).

Az antibiotikumok haszndlata az elmult 50 évben jelentdsen csokkentette a fert6zo
betegségekben megbetegedettek szamat és a letalitdst. Ugyanakkor, ezzel parhuzamosan, sok

korokozo — kiilonb6z6 mértékben — rezisztenssé valt veliik szemben (SZALKA, 2003).

2.7. Antibiotikum rezisztencia a klinikai viszonyok kozott

Az antibiotikumok, melyeket a gyogyitasban hasznalnak €s a mikroorganizmusok, amelyek
kolonizaljak, vagy fertdzik a betegeket, folyamatosan versenyben éallnak egymassal. Az 1960-as
évektdl figyelhetd meg a rezisztens korokozok gyakoribba valasa. A Gram-pozitiv baktériumok
koziil a Penicillin-rezisztencia a Staphylococcus aureus torzseknél az 1960-as évek elején valt
epidémiassa és napjainkban klinikai viszonylatban mar természetesnek tekintheté. A ’60-as évek
végén az MRSA (meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus) okozta koérhazi jarvanyok terjedtek
el, el6szor Eurépaban, majd az Egyesiilt Allamokban. Az 1980-as években a béta-laktaméz enzimek
ujabb csaladja jelent meg az Enterobacteriaceae csoportba tartozd baktériumok korében,
rezisztenciat okozva tovabbi Cefalosporinokkal szemben. A Staphylococcus és Pseudomonas
torzseknél az 1990-es években jelentkezett a rezisztencia az 10j Fluorokinolonokat illetden
(Losonczy, 2001).

Az antibiotikum-rezisztencia legaltalanosabb mechanizmusa valamilyen, az antibiotikumot
inaktivald enzim termelése. Ilyenek a Béta-laktdm antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat

eredményezd béta-laktamazok €és az Aminoglikozidokat mddositdo enzimek. Megvaltozhat tovabba a
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sejtfal permeabilitasa, mely rezisztenciat okozhat példaul a Karbapenemek, vagy a Fluorokinolonok
esetében. Tovabbi lehetdség az aktiv efflux, de rezisztencidhoz vezethet egy megkeriild metabolikus
ut kialakulasa, vagy a sejtfal antibiotikum-koté helyein (pl.: PBP, penicillin-ko6té fehérjék) torténd
valtozasok bekovetkezése (LOSONCzY, 2001).

A rezisztencia  kialakulasdnak  genetikai  hattere lehet kromoszomalis  vagy
extrakromoszomalis (plazmidhoz kotott) eredetli. A kromoszomalis eredetli rezisztencia spontan
mutacioval és szelekcidval jon létre, és altalaban egy antibiotikum, vagy antibiotikum-csoporttal
szemben alakul ki. Ezzel ellentétben a plazmiddal terjedd rezisztencia adott mikrobapopulécidoban
gyorsan jelentkezik, és gyakran tobb, egymastdl kiillonb6zo antibiotikummal szemben alakul ki. A
plazmidok nem csak egyes speciesek, hanem kiilonb6z6 genusok kozott is atadodhatnak és
szétszorodhatnak (LOSONCzY, 2001).

Régi tapasztalat, hogy az antibiotikumok profilaktikus, vagy terapids adagoldsa eldsegiti a
betegekben a rezisztens patogén torzsek szelekciojat. Egy bizonyos antibiotikum kiterjedt és
folyamatos alkalmazasa visszaszoritja a ra érzékeny mikrobdkat, megteremtve a rezisztensek
szamara a novekedés és terjedés (kolonizacid), vagy éppen a dominancia feltételeit. Mas
megerdsitett feltételezés szerint, az ilyen antibiotikum-kezelés egyenesen stimulalja a rezisztens
mikrobdk ndvekedését (LosoNczy, 2001). A nem kelld koriiltekintéssel megvalasztott terapia,
hosszutavon jelentkezd veszélye, hogy a feliigyelet nélkiil hasznalt antimikrobialis szereink

elveszithetik hatékonysagukat, amire a kdzeli mult is szamos példaval szolgal (BARCS, 2006).

2.7.1. Multirezisztencia

Multirezisztencian, vagy polirezisztencian altalaban azt értjiik, ha egy baktériumtorzs ketto,
vagy tobb, a klinikai terdpiaban kezelésére alkalmasnak tekintett antibiotikum csoportba tartozo
készitményekkel szemben rezisztens (LOSONCZzY, 2001; DRAGHI ET AL., 2006). A tapasztalatok
szerint a legtobb rezisztens mikrobatdrzs forrasai a korhdzban kolonizalt, vagy fert6zott betegek, a
legjelentdsebb terjesztd tényezd pedig a személyzet, a latogatok, a hasznélati eszkozok stb.
Tobbszor igazoltdk mar a rezisztens Gram-pozitiv torzsek (pl.. MRSA) terjedési lehetOségét a
személyzeten keresztiil, a Gram-negativ mikrobdk hordozasa azonban - kivéve kézen — nagyon
ritka. Az Acinetobacter egyike ama kevés Gram-negativ baktériumnak, amely a normal borfloraban
is megtalalhato lehet, és okozott mar visszatérd kisebb jarvanyt (LOSONCzY, 2001). Leirtak tovabba
olyan korhazi jarvanyokat is, amit gyakorlatilag az dsszes antibiotikumra rezisztens Acinetobacter

torzs okozott (LOSONCZzY, 2001).
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2.8. Antibiotikum rezisztencia a kornyezetben

Az Europai Kozosség altal kiadott beszamold szerint az antimikrobialis rezisztencia a
kornyezetben is széles korben elterjedt. Rezisztens baktériumok izoldlhatoéak a felszini és a felszin
alatti vizekbdl, valamint talajbol és szennyezett vizzel kezelt novényekbdl. Az utdbbi 20 évben a
vizekben ¢és az iiledékekben a rezisztencia géneket hordoz6 baktériumtérzsek aranya 10-46%-ra
nétt, mig a szennyvizekben ez az arany a 76%-ot is meghaladja (OPINION OF THE SCIENTIFIC
STEERING COMMITTEE, 1999).

A kornyezeti antibiotikum rezisztencia lehetséges oka, hogy a kornyezetbe és ezaltal a
felszini-, felszin alatti vizekbe, illetve foldtani kdzegbe kertilt és folyamatosan keriil6 antibiotikum
szermaradvanyok szelekcidos nyomast fejthetnek ki a mikroszervezetekre (KAszaB, 2011). A
kornyezetbe keriild antibiotikumok forrasai lehetnek:

- Lakossagi antibiotikum-hasznalat: Az antibiotikumok jelentds része kivélasztodik az emberi
szervezetbdl, és a szennyvizbe keriil. Gyakran a lejart szavatossagli gyogyszereket is a csatornaba
engedik, Németorszagban feltehetden a haztartdsok 20-40%-aban cselekszenek igy. Ezaltal a
kiilonb6z6 antibiotikumok a szennyviztisztitd telepekre jutnak, ahonnan a lebontési folyamatokkal
szemben meglehetdsen ellendlld szerek a felszini vizekbe, vagy akar az ivovizbe keriilhetnek
(KUMMERER ET AL., 2000).

- Mezogazdasagi antibiotikum-hasznalat: Az antibiotikumok célzott terapids és profilaktikus
felhasznalasan kiviil szdmitasba kell venni az allatgydgyaszati és mezdgazdasagi felhasznalast is,
példaul a névényvédelemben, vagy hozamnoveld takarmanyadalékként az allattartasban (BARCS,
2006). Egészen a kozelmultig hozzavetdlegesen az dsszes antibiotikum-hasznalat 33%-4at hasznaltak
az allatgyogyaszatban és 15%-at az allattenyésztésben (OPINION OF THE SCIENTIFIC STEERING
COMMITTEE, 1999). Napjainkban a nutritiv céla allattakarmanyozasi felhasznalas eurdpai dontés
értelmében nem megengedett: 2006. januar 1-t61 az Eurdpai Unid korlatozta az antibiotikum jellegii
takarmanykiegésziték (kivéve kokcidiosztatikumok és hisztomonosztatikumok) alkalmazasat és
eltavolitotta azokat az engedélyezett készitmények K6z0sségi Nyilvantartasabol (CASTANON, 2007).
- GMO szervezetek: Napjaink tjkelett kihivasa a genetikailag modositott szervezetek alkalmazasa
¢s az ebbdl eredd kornyezeti kockazatok. Genetikailag modositott szervezetek esetében ugyanis
jellemzd az antibiotikum rezisztencia marker gének alkalmazasa, melyek kornyezeti és human-
egészségligyi vonatkozdsai az antibiotikum rezisztencia terjedése tekintetében jelenleg is

tudomanyos vitak targyat képezik (OPINION OF THE SCIENTIFIC PANEL, 2004).
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Osszességében tehat a szakirodalom attekintése alapjan megallapithato, hogy

- az Acinetobacter nemzetség klinikai jelentdsége az altaluk kivaltott megbetegedések
gyakorisadgaval, illetve a terapids lehetdségek csokkenésével, az antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok terjedésével egyre nd, igy korunk és a kozeljové egyik probléma-baktérium
nemzetségével allunk szemben. Kiemelkedd jelent6ségli az A. baumannii faj, illetve az A.
baumannii-calcoaceticus komplex, melynek képvisel6i mind gyakrabban jelentenek kihivast az
orvostudomany szamara és fejlodésiik, evoluciojuk egyértelmiien a betegség kialakitd képesség
fejlédésének iranyaba tart.

- az Acinetobacter nemzetség képviseléi szamos olyan metabolikus ttvonallal rendelkeznek,
melyek alapjan képesek a kornyezetszennyezd vegyi anyagok (elsdsorban szénhidrogének)
patogén mikroszervezetekhez hasonloan megjelenhetnek. Tobb tudomanyos kdzlemény szamolt be
tovabba direkt bioremediacios célu tesztelésiikrol, illetve felhasznalasukrol.

- kornyezetegészségiigyi kockazatuk mértékét meghatarozza, hogy mely kozegben (talaj, talajviz)
milyen ¢éldsejtszamban és gyakorisaggal lelhetdek fel, illetve, hogy a kdrnyezeti izolatumok milyen
tulajdonsagokkal (antibiotikum rezisztencia, patogenitds, szénhidrogén bontdé képesség)
jellemezhetdek. E tulajdonsdgokrdl azonban jelenleg elenyészd informaciokkal rendelkeziink, igy a

kutatas keretében vallalt célkitiizések e feladatok koré rendezddtek.
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3. MODSZEREK

Az Acinetobacter fajok kornyezeti detektalasara, azonositisara, valamint részletes
tulajdonsagaik (antibiotikum rezisztencia, sz€nhidrogén-bontas) feltarasara iranyuld vizsgalatokat a
Szent Istvan Egyetem Kornyezetvédelmi- ¢és Kornyezetbiztonsagi Tanszékén, valamint a
Kornyezetipari Regionalis Tudaskozpontban végeztik. Munkank sordn az eldirdsoknak
megfeleléen steril koriillmények kozott, laminaris boksz igénybevételével dolgoztunk, a sziikséges
védofelszerelések (gumikesztyl, maszk, védOszemiiveg) hasznalataval. A felhasznalt eszkozoket és
taptalajokat 20 percig, 121°C-on, 1 atm tilnyomason autoklavban sterileztiik.

Céljaink megvalositasa érdekében elsd 1épésben szénhidrogénnel szennyezett karhelyekrol
szarmazo6 talajviz mintakat vételeztiink és e mintakbol izolaltunk és identifikaltunk Acinetobacter
nemzetségbe tartozo torzseket, melyeket az 1. sz. melléklet &brajan Osszefoglalt, tobblépcsds

vizsgalati rendszeren vittiik végig.

3.1. Mintavételezés

Az Acinetobacter fajok izolalasa céljabol az orszag
kiillonb6z6 pontjain elhelyezkedd, szénhidrogénnel szennyezett & )
karhelyekr6l (Babolna, Balassagyarmat, Baracska, Békéscsaba,
Bugyi, Debrecen, Dunavarsany, Kunhegyes, Miskolc, Oroshaza,
Polgar,  Siklés, Szazhalombatta, Szigetszentmikloés,  Vac,
Zalaegerszeg) tortént talajviz mintavételezés a vonatkoz6 Magyar
Szabvanynak megfelelden (MSZ 21464: 1998. Mintavétel felszin

alatti vizekbd6l). A talajviz mintavétele minden esetben a karhelyen

1étesitett észleld kut igénybevételével, steril acél bailer segitségével

tortént (2. sz. abra), majd a mintak megfelel6 hémérsékleten (~4°C)

2. sz. abra: Talajviz mintavétel

szallitva keriiltek laboratériumba mikrobiolédgiai és kémiai analitikai ~ Oroshazan f(zlo%tl -10)8-23» sajat
elvete

vizsgalatok céljabol.

3.2. Acinetobacter fajok novekedésének vizsgalata altalanos és szelektiv taptalajokon

Az Acinetobacter-ek kornyezeti talajviz mintakbol torténd izolalasara a szakirodalom
alapjan és a laboratériumi rutin szerint tobb lehetdség is rendelkezésiinkre allt, melyek a
kovetkezdek voltak:

- Altalanos taptalajok pl. TGE-5, vagy nutrient agar
- Acinetobacter dusito tapkozeg alkalmazasa (BAUMANN, 1968)
- Szelektiv és/vagy differencial6 taptalajok

- MacConkey taptalaj (MERCK)
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- Cetrimid agar (MERCK)
- Leeds Acinetobacter Medium (LAM) szelekcios agensek nélkiil (HTTP12)
- LAM szelekcios agensekkel (JAWAD ET AL., 1994)

Munkank soran kisérletet tettiink a vizsgalati lehetdségek egyesével torténd tesztelésére és a
javasolt tapkozegek laboratoriumi optimalizalasara, melynek eredményeit a 4.1. sz. alfejezetben
ismertetjiik. Ennek megvaldsitdsahoz a Tanszék kornyezeti eredetli mikroba-torzsgylijteményben
mar rendelkezésiinkre allo 8, szintén szénhidrogénnel szennyezett karhelyrél szarmazo
Acinetobacter (A. calcoaceticus, A. venetianus, A. johnsonii, A. beijerinckii) izolatumot hasznaltuk
fel. E baktériumtorzseket bevontuk tovabba a munkank keretében tervezett tovabbi vizsgalati
iranyok (antibiotikum rezisztencia, szénhidrogén bont6 képesség) végrehajtasaba is.

A taptalaj tesztelés keretében 24 oras inkubaciot kovetden megtigyeltiik a rendelkezésiinkre
taptalajokon, igy mérlegelhettiik a rendelkezésre allo taptalajok alkalmassagat az Acinetobacter spp.

laboratériumi tenyésztésére.

3.3. Acinetobacter nemzetség tagjainak izolalasara szolgalé modszeregyiittes fejlesztése

A rendelkezésiinkre allo lehetdségek koziil a tenyésztésre alkalmasnak itélt tdpkozegek
esetében kialakitottunk egy olyan modszeregyiittest, mely nagy ardnyban sikeres €s a vizsgalt
nemzetségre nézve kellden szelektiv izolalast tett lehetdvé. Az alabbi alfejezetekben e
modszeregyiittes megvaldsitasanak fobb elemeit, az elddusitds, illetve a LAM tapkozeg

felhasznalasanak részletes metodologiajat ismertetjiik.

3.3.1. Acinetobacter dusito tapoldat

Els6 lépésben a beérkezett kornyezeti mintdkban
esetlegesen jelen 1évé Acinetobacter torzsek izolalasanak
céljabol elodusitast alkalmaztunk. A mintakbol 5 ml-t
pipettaztunk el6zéleg sterilezett 20 ml Acinetobacter dusito
tapoldatot (BAUMANN, 1968) tartalmaz6 lombikba (lasd 3. sz.

abra, ill. 3. sz. melléklet). 3. sz. abra: Acinetobacter dusito

A kornyezeti mintdval beoltott razélombikokat ezt tdpoldat (sajat felvetel)

kdvetden 48 oran at, 30°C-on inkubaltuk 160 rpm fordulatszam mellett. A 48 6ras inkubaci6 utdn a
disitott kornyezeti minta felhasznalasaval tizes alapu higitisi sorokat készitettink 10'-10°
nagysagrendig, 9 ml desztillalt viz és Tween 80 keverékét tartalmazo higitd oldat segitségével. A

higitasokbol 1-1 ml-t petri-csészébe pipettaztunk, melyet kvetden lehetdségiink nyilt altalanos (pl.
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TGE-5 tapagar, lasd 3. sz. melléklet) és szelektiv/differencialo taptalajjal (pl. Leeds Acinetobacter

Medium, lasd 3. sz. melléklet) torténd lemezontésre.

3.3.2. Leeds Acinetobacter Medium (LAM)

A Leeds Acinetobacter Medium alkalmazasara tobb
szakirodalmi forrést is talaltunk, melyek egyrészt a tapkozeg
differencidlo jellegét, masrészt antibiotikumokkal kiegészitve
annak szelektiv tulajdonsagait hasznaltak fel az Acinetobacter
torzsek kimutatdsara.

A LAM tapkozegen az Acinetobacter nemzetség

képviseldi jellegzetes malyva szint mutatnak (lasd 4. sz. abra),

illetve a taptalaj fenolvords tartalmanak koszonhetéen a

4. sz. abra: Az Sk-V (Siklés) kornyezeti
mintabdl készitett tisztitd szélesztés Leeds
Acinetobacter Medium (LAM) taptalaj
felhasznalasaval
(2011. 06. 27., sajat felvétel)

telepek koriil taldlhaté rozsaszin, diffuz elszinezddés alapjan
jol elkiilonithetdek. A tadpkozeg emellett harom olyan
antibiotikumb6l allo kombinacidt is tartalmazhat, melyek
lehetévé teszik a kornyezeti mintakban el6forduld egyéb Gram-negativ és Gram-pozitiv fajok
jelentds hanyadanak szelektiv gatlasat.

A kiontott lemezeket sajat tapasztalataink és szakirodalmi utalasok (TOWNER, 2006) alapjan
28 °C-os hémérsékleten, 48-72 oran 4t inkubaltuk, majd a tipusos (malyva szind, kerek, ép széli,
kiemelkedd, fényes) telepeket tisztitd szélesztés utdn, TGE-5 ferde agarra oltottuk, tovabbi

vizsgélatok és torzsfenntartas céljabol.

3.4. Kornyezeti eredetii Acinetobacter fajok identifikalasa

Az Acinetobacter nemzetség tagjainak identifikalasara vonatkozo6 szakirodalmi informaciok
szlikosek voltak és elsésorban a molekuldris genetikai mddszerekre fokuszaltak. A hagyomanyos,
fenotipusos bélyegeken alapuld, elérhetd modszerek kore korlatozott volt, szabvanyositott,
nemzetkozileg elfogadott eljarast pedig az irodalom attekintése soran nem talaltunk. Ezek alapjan a
kornyezeti izolatumok identifikdlasdhoz a 16S rDNS szekvencia analizisen alapuld molekularis
genetikai modszert valasztottuk.

A molekuléris biologiai alapokon nyugvo fajazonositas megvalositdsahoz azonban sziikség
volt olyan eldvizsgalatok végrehajtasara, melyek az esetleges fals identifikaciok szamat minimalisra
szoritjak. Valasztasunk igy az oxidaz és katalaz tesztre, illetve a Gram-probara esett, és csupan a
megfeleld profillal jellemezhetd torzsek esetében hajtottuk végre a molekularis genetikai

modszereken nyugvo identifikaciot.
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3.4.1. Oxidadz-, Kataldz-teszt, Gram-proba

Oxidaz-teszt: Az aerob mikrobak 1égzési lanca gyakran tartalmazhat aas tipust citokrém
oxidazt, ami az oxigénre halado elektrontranszport-lanc utols6 tagjaként az oxigén vizz¢é torténd
redukcigjat végzi. Az aaz tipusu citokrom oxidaz jelenlétét vizsgald oxidaz teszt a baktérium
identifikalas klasszikus tesztjei kozé tartozik.

A vizsgalando baktériumtorzs ,,overnight” (maximum 18 0Oras) ferde agar tenyészetébol
iivegbottal szlirOpapir-szeletre kis mennyiségii baktériumtomeget vittiink fel, majd oxidaz reagenst
(tetrametil-p-feniléndiamin-oxalat 1%-os vizes oldata) cseppentettiink ra. Pozitiv reakcid esetén
azonnali, vagy 60 masodpercen beliili lilaskék elszinezOdést tapasztaltunk, mely a tetrametil-p-
feniléndiamin redukcidjabol ereddé ,,Wurster-kék™ keletkezésének volt kdszonhetd. A negativ
eredménynél semmilyen elszinez6dés nem volt tapasztalhato.

Katalaz-teszt: A baktériumok altal termelt kataldz kvantitativ kimutatdsara szolgald
modszer. A katalaz enzim a legtobb aerob és fakultativ anaerob baktériumban megtaldlhat6,
feladata a hidrogén-peroxid vizzé és oxigénné torténé atalakulasanak katalizalasa.

Vizsgalatdhoz zsirtalanitott, lelangolt targylemezre iivegbot segitségével kis mennyiségii
,overnight” baktériumtenyészetet vittiink fel, majd 1-2 csepp katalaz reagenst (3%-os hidrogén-
peroxid) cseppentettiink r4 Pasteur-pipetta segitségével. Pozitiv reakcio esetén azonnali pezsgést,
buborékképzodést tapasztaltunk.

Gram-préba: A baktériumok sejtfalszerkezet szerinti besorolasanak Gram festésnél
egyszeriibben kivitelezhetd modszere. A Gram-negativ sejtfal ugyanis az altalanos laboratoriumi
tapasztalat alapjan 3%-0s KOH oldat hataséara feloldodik, mig a Gram-pozitiv nem. A feloldddott
Gram-negativ sejtekbdl kiszabadulo sejtalkotok kovetkeztében a KOH oldatban felvett tenyészetbdl
kaccsal szal huzhat6, ellenben a Gram-pozitivaknal ez a folyamat nem megy végbe.

A vizsgalat soran zsirtalanitott és lelangolt targylemezre 3%-0s KOH oldatot
cseppentettiink, majd oltdkacs segitségével a baktérium ,,overnight” tenyészetébdl kacsnyi
mennyiséget a KOH-ba vittink. A kaccsal homogenizaltuk a szuszpenzidt, majd elvégeztiik a

probat.

3.4.2. Faj szintii identifikdacio 16S rDNS teljes szekvencia analizissel

Az Acinetobacter nemzetség tagjai oxidaz-negativ, katalaz-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok. Ahol a kornyezeti mintakbol izolalt torzseknél megfeleld profilt tapasztaltunk,
tovabbi, genetikai vizsgalatokat végeztiink 16S rDNS szekvencia analizissel (LANE, 1991) a faj

szintll meghatarozas érdekében. A folyamat fobb 1épései: DNS izolalas, 16S rDNS univerzalis
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szakaszainak amplifikalasa PCR segitségével, illetve szekvencia analizis szekvenalo PCR reakciot

kovetd kapillaris gélelektroforézissel.

3.4.2.1. DNS izoladlas

Az Acinetobacter-jelolt térzsekbdl legfeljebb 24 6ras folyékony tenyészetet hoztunk létre
TGE-5 taptalajon, majd a MOBIO Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit segitségével DNS-t
izolaltunk beldlik, a gyartd ajanlasainak megfeleléen, melyet agar6z gélelektroforézissel

ellendriztiink (lasd 3.4.2.3. alfejezet).

3.4.2.2. Polimeraz lancreakcié (Polimerase Chain Reaction — PCR)

A PCR reakci6 soran tetszéleges DNS templatbdl nagyszdmu madsolatot hozhatunk 1étre
forward és reverse primerek, valamint DNS-polimeraz segitségével. A PCR reakcié harom {6
1€pésbdl all. A denaturdcio soran a kettds szali DNS-t magas hdmérsékletre hevitjiik, hogy a kettds
szalak a hidrogénhid-kotések felbomlasaval szétvaljanak, és egyszalu templatot kapjunk. A masodik
1épésben az anellacio soran csokkentjiik a hdmérsékletet, igy a primerek hozza tudnak kapcsolodni
a DNS szalakhoz. A hOmérséklet ebben a fazisban a primerek olvadasi hdmérsékletétdl fliigg. Az
elongacio szakaszaban a DNS-polimerdz (Tag-polimerdz) a szabad nukleotidok beépitésével
létrehozza a hianyzo6 szalakat.

A reakciohoz sziikséges komponensek (PCR mastermix):

crer

- Forward és Reverse primer: meghatarozza az amplifikalando6 szakasz elejét és végét

- DNS-polimerdz: lemésolja az amplifikalando szakaszt

- Tag-puffer: biztositja a DNS-polimeraz szamara a megfelel6 kémiai kornyezetet

- dNTP (dezoxiribonukleotid-trifoszfatok): a polimeraz az uj DNS széalakat ezekbdl épiti fel
- MQ-viz: nagy tisztasagu viz, a végtérfogat beallitasahoz

A reakcié soran felhasznalt univerzalis Bacteria domenspecifikus 27f és 1492r primerek

szekvenciait az 1. sz. tdblazatban ismertetjiik.

1. sz. tablazat: A 16S rDNS PCR soran felhasznalt primerek szekvenciai (LANE, 1991)

Primer jelolése Amplifikalé primerek szekvencidja
27f 5> GAGTTGATCCTGGTCAG 3’
1492r 5’-TACGGGTACCTTGTTACGACTT-3’

A 16S rDNS alapu, faj szintli identifikdcidhoz hasznalt PCR reakcio soran a sziikséges
alkotokat az alabbi mennyiségben hasznaltuk (egy reakcidelegyre szamolva, 50 ul végtérfogat
mellett): 5 ul Tag-Buffer, 10 pl (ImM) dNTP, 0,25 ul Tag-polimeraz, 0,5 ul (1uM) forward primer
(271), 0,5 pul (1uM) reverse primer (1492r), 1 ul DNS templat, 32,75 ul MQ-viz.
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A PCR reakci6 az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag)
késziilékben zajlott a kovetkezd hdprofil alapjan: 98°C 5° 32x (94°C 10’ 94°C 30°° 52°C 30>’ 72°C
45°7) 72°C 10’ 4°C oo.

A folyamat végén a késziilék 4°C-ra hiiti a PCR terméket, amelyet felhasznalasig szintén 4°C-

on taroltuk.

3.4.2.3. Agaroz gélelektroforézis

A PCR sikerességét és a megfeleld méretii fragmentek képzddését agardz gélelektroforézis
segitségével ellendriztiik. A folyamat végrehajtasahoz 80 ml 1 x TBE (10,8 g Tris; 10,5 borsav;
0,93 g EDTA-Na; 1000 cm®re desztillalt vizzel kiegészitve) pufferben 0,8 g nagy tisztasagu
agardzt oldottunk fel, majd a kézmelegre hiitott oldatba 3,5 ul 1%-0s ethidium-bromid festéket
pipettaztunk. A gélt féstisorokat tartalmazd, OWL-tipusu futtatokddban szilarditottuk. A 8 ul PCR
termék és a 2 ul Stop-TBE (50% szachardz, 20 nM Na-EDTA, 0,1% bromfenolkék) oldat elegyét a
féstisorok eltavolitasat kovetden kialakult zsebekbe pipettaztuk. Minden mintasor mellé
standardként 3 pl DNS markert (GeneRuler ™ DNA Ladder Mix, Fermentas) vittiink fel, igy a PCR
termék hozzavetdleges méretének ellendrzésére is lehetdséglink nyilt.

A DNS molekula foszfatcsoportjai miatt pH 7 értéken negativ 6ssztoltéssel rendelkezik, igy
egyenaram hatasara a DNS a pozitiv polus felé vandorol. A DNS-szalba beépiil az eldzetesen a
gélhez adott ethidium-bromid ¢és UV fény alatt fluoreszkal, igy a DNS konnyen kimutathat6 a
gélben. A mintdkat 110 V fesziiltségen 30 percig futtattuk, majd UV fény alatt a célszekvenciak

hosszat a markerhez viszonyitva ellendriztiik.

3.4.2.4. PCR termék tisztitasa

A megfeleld méretli és mindségli PCR termék elérése esetén a 16S rDNS amplifikalt
szakaszanak szekvencia meghatarozéasa érdekében a kovetkezd 1épésben a szamunkra sziikségtelen
alkotokat (maradék dNTP, primer dimerek) NucleoSpin Extract II DNA Clean-up szettel
(Macherey-Nagel) a gyarté eldirasainak megfelelden eltavolitottuk. Az igy létrejott, tisztitott

terméket a késObbiekben a szekvenald PCR reakcidhoz templatként hasznaltuk.

3.4.2.5. Szekvenalo PCR reakcio

Az amplifikalt DNS szekvencia bazissorrendjének meghatarozasahoz szekvenalo PCR
reakciot hajtottunk végre BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit®, és
Eppendorf Mastercycler® késziilék segitségével. A folyamat az tgynevezett dideoxi-, vagy Séanger-
féle lancterminacidés modszeren alapszik. A reakcidoban fluoreszcens festékkel jelolt, mddositott

dideoxi-nukleotidok - melyek esetében a riboz 2’ és 3’ helyérdl is hidnyzik az oxigén - vesznek
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részt. A ciklusok soran a polimeraz enzim beépiti a mddositott dideoxi-nukleotidokat is, igy a
hianyz6 kapcsolodasi pont (OH-csoport) miatt a beépiilés helyén megszakad a lanc szintézise. Igy a
DNS templat kiilonb6zé hosszisagu fragmentjei jonnek 1étre, melyek végén maoddositott
fluoreszcens nukleotidok helyezkednek el. A szekvenald reakcioelegy Osszetétele egy mintara
szamitva 10 ul végtérfogat mellett: 1 pl Big Dye, 1,5 ul Big Dye puffer, 0,5 pl primer (27f, 338f,
803f), 3,5 ul DNS templat (tisztitott PCR termék), 3,5 ul MQ-viz.

A reakcid a kovetkezd hoprofil alapjan zajlott 96°C 1 28x (96°C 10°° 51°C 5 60°C 4°)
4°C oo.

A késziilék a reakcidsort kovetden 4°C-ra hiiti a mintdkat, melyeket vagy azonnal
felhasznaltunk, vagy -20°C-on taroltunk. A kapott végtermék a teljes 16S rDNS szekvencia
esetében koriilbeliil 1500 bazispar hosszusagu, amelybdl az adott baktériumtdrzs nagy pontossaggal

azonosithato.

3.4.2.6. A jelolt DNS visszanyerése — etanol-precipitacio

A szekvencidk meghatarozasdhoz a szekvenaldé PCR reakciot kovetden a jelolt DNS
visszanyerése sziikséges. Ehhez a szekvenaldo PCR termékét un. acetat-mix-szel (3 ul Natrium-
acetat (3M), 62,5 ul EtOH (95%), 14,5 ul MQ-viz) vortexeltiik, majd 10 percig szobahémérsékleten
allni hagytuk. Ezt kovetéen az elegyet 4600 rpm fordulaton, 30 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A
feltilisz6 fazis ledntése utan 180 pl 70%-0s etil-alkoholt pipettaztunk a mintakra, majd 4600 rpm-en
20 percig, 4°C-on ismét centrifugaltuk. A feliiliszot maradéktalanul eltdvolitottuk, majd 20 pl Hi-Di
formamidot mértiink a kicsapott DNS-re. Az igy el6készitett mintakat legalabb 1 napig 4°C-on
inkubaltuk.

3.4.2.7. Kapillaris gélelektroforézis

A szekvenalo PCR reakcid elokészitett termékét ABI Prism 310 Genetic Analyzer késziilék
segitségével vizsgaltuk a nukleotid sorrend megéllapitasa érdekében. A késziilék méri a szekvenalas
eredményeképpen kapott kiilonbozd hosszisagi fragmentek végén elhelyezkedé modositott
dideoxi-nukleotidok fluoreszcenciajat, és jeloli a kiilonb6z6 nukleotidokat (lasd 5. sz. abra).

Mivel a teljes 16S szekvencia egyetlen szekvenald reakcioval nem fedhetd le, a veégsod
szekvenciat tobb, rovidebb fragment nukleotid sorrendjének szoftveres illesztésével értiik el. A
szekvenciak illesztését DNA Baser® v3 3.2.5.133 (Heracle BioSoft) program segitségével hajtottuk
végre, ¢és a folyamat sordn egyben manualisan kijavitottuk a hibasan azonositott bazisokat (tin.

mismatch-ek).
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Az igy kapott szekvenciakat az NCBI GenBank adatbazisaval (HTTP14) a BLAST
algoritmus alapjan Osszehasonlitottuk, és igy faj szinten meghatarozhattuk az azonositasra varo

baktériumtorzset.

GGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGALAGGCCT TATGGT TGTAAAGCACTT TAAGC GAGGAGGS

it

A abatal AL C LS AL L L 38 23§00 53 DO .| Al A ) ;i LA VA
AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCT TATGGT TGTAAAGCACTTTAAGC GAGGAGGA

£ A ., A PN a et/ = o 2
 GGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GGACAATGGGCGCA

5. sz. abra: A PM 15/3 torzs 16S rDNS szekvenciajanak részlete DNA Baser® programban (sajat abra)
3.5. Antibiotikum rezisztencia vizsgalat

A Kkornyezeti eredetii Acinetobacter fajok antibiotikum rezisztenciajanak vizsgalatat
fenotipusos modszerrel, az un. E-teszt®-tel (AbBiodisk, Solna, Svédorszag) hajtottuk végre, mely
az antibiotikum rezisztencia szamszert (kvantitativ) értékelését teszi lehetové. A vizsgalatokat a
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) altal meghatarozott modszer szerint végeztiik (CLSI,
2006).

A vizsgalatba vont torzsekbdl friss, legfeljebb 24 oras tenyészetet hoztunk létre, szilard
TGE-5 ferde agaron, majd 0,9 %-o0s NaCl-os fiziologias séoldatban 0,5 McFarland (1-3x10® CFU)
zavarossagi baktérium szuszpenziot készitettink (MCFARLAND, 1907). Ezt kovetden steril
vattapalca segitségével 20 ml eldre kiontott €s megszilardult Miiller-Hinton agart tartalmazo, 9 cm
atmérdji petri csészékbe szélesztettiik a homogén baktérium szuszpenziot. A Miiller-Hinton agar az
egyik legalkalmasabb taptalaj az antibakteridlis szerekkel szembeni érzékenység vizsgalatdhoz. A
sz¢élesztést kovetden a baktériumgyepre helyeztiik az adott antibiotikum hatéanyagot koncentracio-
gradiens mentén tartalmazo E-teszt csikokat (1 csik/petri csésze), majd a lemezeket 35 C-on, 24
oraig inkubaltuk.

A vizsgalatokban 7 hatéanyagcsoportba tartoz6, 12 antibiotikum = készitmény
(Cephalosporinok — cefepime, cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone; Kinolonok — ciprofloxacin,
ofloxacin; Aminoglikozidok — gentamicin; Karbapenemek — imipenem, meropenem; Penicillinek —
piperacillin; Rifamycinek — rifampicin; Glicilciklinek — tigecycline) vett részt. Az antibiotikumok a
szakirodalom alapjan, a klinikai gyakorlatban hasznalt készitmények korébdl keriiltek kivalasztasra,
antibiotikum rezisztencia fokozodasanak lehetdsége is mind nagyobb jelentéséggel bir (CLSI, 2006,
FURST, 2004).

Az inkubacidt kovetden a tesztcsikokon feltiintetett koncentracid gradiens segitségével
konnyen meghatarozhatova valt a minimalis gatld koncentraci6 (MIC, Minimal Inhibitory

Concentration). A csik koriil — amennyiben tapasztalhato gatlas — kialakul egy szimmetrikus gatlasi
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ellipszis. Ahol a gatlasi ellipszis metszi a tesztcsikot, a megadott 1épték segitségével pg/ml értékben

leolvashat6 a MIC érték (1asd 6. sz. abra).

6. sz. abra: E-teszt (antibiotikummal szemben rezisztens és érzékeny Acinetobacter calcoaceticus torzs)
(sajat felvétel)

A minimalis gatlo koncentracio értékeket a CLSI ajanlésai alapjan értékeltiik, a MIC érték
fliggvényében adott torzs érzékeny (S — sensitive), atmeneti (I — intermediate), vagy rezisztens (R —
resistant)  besorolast kapott (CLSI, 2007). Az antibiotikum rezisztencia tesztek
mindségellendrzésére a nemzetkozileg elfogadott, ATCC (American Type Culture Collection)
gyljteménybdl szarmazé ATCC 25922 (Escherichia coli), valamint ATCC 27853 (Pseudomonas

aeruginosa) referencia torzseket alkalmaztuk.

3.6. Gravimetria

A szénhidrogén bontd képesség szemikvantitativ meghatarozasara alkalmas gravimetrias
eljaras elsoé 1épésében ferde agaron ,,overnight” tenyészetet hoztunk 1étre a vizsgalandd torzsbol,
amit 50 ml TGE-5 taplevest tartalmazé 300 ml-es Erlenmeyer lombikba mostunk. A lombikokat
razé termosztatba helyeztiik, és 72 6rdn keresztiil 28 °C-on inkubaltuk, igy nagy él8sejtszamu
folyékony tenyészetet hoztunk 1étre. A baktériumtenyészetbdl ezt kovetéen 5 ml-t 100 ml ,,OIR 111
asvanyi tapkozegbe (lasd 3. sz. melléklet) oltottunk, mely tartalmazott 2 ml 3:2 aranyG gazolaj-
koolaj keveréket is, mint egyetlen szénforrdst. A szénhidrogén tartalmt asvanyi tapkozegbe oltott
baktériumtenyészetet ezt kovetden 120 oran keresztiil szobahdmérsékleten (28°C) razattuk.

A 120 orés rézatas utan a mintdkbol gravimetrids méréssel, extrahalo szerek (3x50 ml
petroléter és 1x50 ml kloroform) segitségével a megmaradt olajat razotolcsérben levalasztottuk. A

razotolesérbdl a fazisok szétvalasa utan a vizes fazist leengedtiik, majd az olaj-oldoszer keveréket
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Diiren 619 G " szlirdpapiron sziirtiik at, melyre elézdleg Na,SOs-et helyeztiink az esetlegesen
megmaradt viz megkotésének céljabol. Az atszlirt oldoszeres olajat ismert tomegii gdomblombikba
ontottiikk, majd az oldoszereket és a szénhidrogéneket Heidolph tipusu beparlokésziilékkel
forraspont  kiilonbség alapjan szétvéalasztottuk. A lombik tartalmat 50-60°C-os vizfiirdén
desztillaltuk, igy a maradék oldoszert is eltavolitottuk.

Mérés eldtt a maradék szénhidrogént 60°C-on, Memmert tipusi széaritdszekrényben
sulyallanddsagig szaritottuk. Kontrollként gézolaj-kdolaj keveréket szintén tartalmazd, razatott, de
baktériumtenyészettel be nem oltott tapoldatot hasznaltunk. A maradék olaj tomegét a kontrollban
visszamaradt mennyiséghez viszonyitva megkaptuk a %-ban Kkifejezett szénhidrogén bontasi

eredményt.
3.7. Szénhidrogén bontasért felelos génszakaszok molekularis genetikai vizsgalata

A kornyezeti eredeti Acinetobacer torzsek szénhidrogén bontasi képességét molekularis
genetikai modszerekkel is vizsgaltuk. Egy, alifas szénhidrogéneket bonté enzimet, az alkan-1-
monooxigenazt kodold génszakasz jelenlétét kutattuk a bakterialis genomban, melyhez PCR
reakciot végeztiink. A reakcid soran felhasznalt — az Acinetobacter nemzetségre nézve specifikus —

AcalkM forward és reverse primerpar szekvenciait a 2. Sz. tablazatban ismertetjiik.

2. sz. tablazat: Az alkan-1-monooxigenaz enzimet kodold génszakasz vizsgalata soran a PCR reakcidhoz felhasznalt
primerek szekvenciai

Primer jelolése Amplifikalé primerek szekvencidja
AcalkM-F 5’-CATCA(C/T)AAGCGTGC(A/C)GC-3’
AcalkM-R 5’-TTCCAGCTATGCTCTGGCAT-3’

A vizsgalatokhoz elsé 1épésben DNS-t izolaltunk az Acinetobacter torzsekb6l a MOBIO
Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit segitségével, a gyartd ajanlasainak megfeleléen, melyet
agaroz gélelektroforézissel ellendriztiink (1asd 3.4.2.3. alfejezet).

A keresett génszakasz kimutatisanak érdekében PCR reakciot futattunk az aldbbi alkotok
felhasznalasaval (egy reakcioelegyre szamolva, 50 pl végtérfogat mellett): 5 ul Taq-Buffer, 10 ul
(ImM) dNTP, 0,25 pl (2,5 U) Tag-polimeraz, 0,5 pl (1uM) forward primer, 0,5 pl (1pM) reverse
primer, 1 ul DNS templat, 32,75 pul MQ-viz.

A PCR reakci6 az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag)
késziilékben zajlott a kovetkezd hoprofil alapjan: 95°C 3 32x (94°C 30’ 54°C 30°° 72°C 307’)
72°C 10’ 4°C .

A folyamat végén a késziilék 4°C -ra hiiti a PCR terméket, amelyet ismételten agardz

gélelektroforézissel (lasd 3.4.2.3. alfejezet) ellendriztiink.
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4. EREDMENYEK

Eredményeinket harom részre osztva mutatjuk be:

-az Acinetobacter nemzetségbe tartozd fajok kornyezeti mintdkbol torténd izolalasanak és
identifikalasanak laboratoriumi optimalizaldsa és eredményei szelektiv és altalanos taptalajok
hasznalataval, valamint molekularis genetikai modszerekkel.

- antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredménye fenotipusos vizsgalati modszer (E-teszt) alapjan.

- szénhidrogén-bontasi képesség vizsgalatanak eredményei (gravimetrias mérés ¢és molekularis

genetikai vizsgalatok alapjan).

4.1. Az Acinetobacter fajok novekedésének vizsgalata altalanos és szelektiv taptalajokon

Az Acinetobacter nemzetség laboratoriumi izolalasara és fenntartasara alkalmas tapkozegek
tesztelése soran a 3.2. alfejezetben felsorolt altalanos és szelektiv taptalajokon (TGE-5, nutrient,
MacConkey, cetrimid, Leeds Acinetobacter Medium) valo tenyésztés eredményeként képet kaptunk
a nemzetség fajainak telepmorfologiajardl. A vizsgalatba vont Acinetobacter fajok képviseldi a
tanszéki kornyezeti eredetii gylijtemény keretében rendelkezésiinkre allo izoldtumok voltak. A
szdrmazasukra ¢s identifikalasukra vonatkozo eredményeket foglalja 0ssze a 3. sz. tablazat.

3. sz. tablazat: Az altalanos és szelektiv taptalajok teszteléséhez rendelkezésiinkre allo kornyezeti Acinetobacter
torzsek szarmazasara és 16S rDNS alapu identifikdcojara vonatkozoé adatok

Identifikacié
Torzs Mintazott megbizhatésaga

Faj jelolés | Mintavétel helye kizeg Mintavétel (%)

A. calcoaceticus TN6 | TIFO/ Tiszaujvaros talajviz 2008.11.19 >97%
A. venetianus T3N6 | TIFO/ Tiszatjvaros talajviz 2009.03.04 >97%
A. venetianus T3N9 | TIFO/ Tiszatjvaros talajviz 2009.03.04 >97%
A. beijerinckii ZAN3 | ZAFI/ Zalaegerszeg talajviz 2009.05.28 >97%
A. johnsonii ZASZ2 | ZAFI/ Zalaegerszeg talajviz 2009.05.28 >97%
A. calcoaceticus | PT2/2 Pétfiird6 foldtani kozeg | 2010.04.30. 99%
A. calcoaceticus | PT3/6 Pétfiird6 foldtani kozeg | 2010.04.30. 98%
A. calcoaceticus | PT3/9 Pétflirdé foldtani kozeg | 2010.05.03. 99%

A vizsgalt kornyezeti Acinetobacter torzsek kiilonb6zo taptalajokon torténd tenyésztés
eredményeként tapasztalt morfologiai sajatossagai alapjan megallapithatd, hogy a kdrnyezeti
Osszevetve az univerzalis taptalajokon Acinetobacter fajokra jellemz6 tipusos bélyeg nem, vagy
nehezen kiilonithet6 el. Hasonlo eredményre jutottunk a MacConkey agar kapcsan. A rendelkezésre
allo szelektiv/differencialo taptalajok koziil igy eredményeink szerint leghatékonyabban a LAM

teszi lehetové az Acinetobacter spp. Gram-pozitiv fajoktél valé megbizhaté elkiilonitését.
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Onmagaban azonban a LAM sem alkalmas a Gram-negativ Pseudomonas-oktol valé elhatarolasra,
mivel a taptalajon a két nemzetség hasonlo telepmorfologiat mutat.

Ezt tamasztottdk ald azok a molekularis genetikai vizsgalatok is, melyeket a kornyezeti
mintak feldolgozasa soran elddusitas nélkiil, LAM lemezontéssel izolalt, malyvaszini, diffuz
pigmentacidval jellemezhetd telepek azonositasara hajtottunk végre: a 4. sz. tablazatban
Osszefoglalt eredményeink alapjan az elddusitas nélkiil levalasztott 8 kiilonb6z6 kornyezeti torzs
elsésorban a Pseudomonas, és nem a megcélzott Acinetobacter nemzetség képviseldjének

bizonyult.

4. sz. tablazat: Az elédusitds nélkiil végrehajtott izolalasi kisérlet soran azonositott kornyezeti tdrzsek szarmazasara és
16S rDNS alapti identifikacojara vonatkozo adatok

Izolatum Mintavétel Identifikacio
jele Mintavétel helye ideje Identifikacio eredménye megbizhatosaga
F-4/1 Szigetszentmiklos | 2011.02.03 Rahnella aquatilis 99%

ST-2/1 Sikos 2011.02.08 Pseudomonas veronii 99%
ST-2/2 Sikos 2011.02.08 Pseudomonas veronii 99%
ST-2/3 Sikos 2011.02.08 Pseudomonas veronii 99%
Sk-V/1 Sikos 2011.02.08 Pseudomonas sp. 100%
M-14/2 Miskolc 2011.03.08 Pseudomonas fluorescens 99%
ST-2/1.2 Sikos 2011.03.29 Pseudomonas veronii 100%
Sk-V/1.2 Sikos 2011.03.29 Stenotrophomonas rhizophila 100%

4.2. Acinetobacter fajok izolalasanak és identifikalasanak eredményei
4.2.1. Acinetobacter izoldlas elédusitast kévetden, szelektiv LAM taptalajjal

Mivel a kornyezeti minta LAM-mal torténé lemezontése utan igen diverz lemezeket
tapasztaltunk, melyekrdl szdrmazé tipusos, malyva szinii telepek azonositdsa utan tobbségében
Pseudomonas, de egy esetben sem Acinetobacter fajokat mutattunk ki, munkank koévetkezo
szakaszaban az Acinetobacter fajok hatékony kornyezeti kimutatasara egy olyan modszeregyiittest
fejlesztettiink ki, melyben a lemezontések el6tt az Acinetobacter dasitod tapoldatot (BAUMANN,
1968) alkalmaztuk. Ennek kovetkeztében felszaporodtak a keresett nemzetség képvisel6i, majd a
lemezontés utan, a malyvaszinii tipusos telepekkel tovabbi vizsgdlatokat végeztiink. El6z6
tapasztalataink alapjan két nemzetség kozott kellett differencialnunk alapvetden, igy valasztasunk
az oxidaz és katalaz tesztre esett, mivel a Pseudomonas és az Acinetobacter nemzetség tagjai igy
pontosabban azonosithatéak (Pseudomonas: oxidaz pozitiv, katalaz pozitiv, Acinetobacter: oxidaz
negativ, kataldz pozitiv).

A szakirodalomban fellelhetd kiilonboz6 moddszerek kombindlaséval és plusz biokémiai
rekaciok ellendrzésének beikatatasaval létrehoztunk egy tobblépcsds rendszert, melyet sikerrel
alkalmaztunk. Osszefoglalva tehat: elsd 1épésében elddusitast alkalmaztunk, majd Leeds
Acinetobacter Medium taptalajjal lemezeket Ontottiink, végiil pedig a tipusos telepekkel oxidaz- és

katalaz tesztet végeztiink.
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7. sz. abra: (1.) A szigetszentmikldsi kdrnyezeti mintabodl készitett lemezontés LAM téptalaj felhasznalasaval,
elddusitas nélkiil (2011.02.05., sajat felvétel).
(2-3.) Az SK-V (Siklos) kornyezeti mintabol készitett lemezontés TGE-5 (2.) és LAM (3.) taptalaj felhasznalasaval,
elédusitast kdvetden (2011.06.24., sajat felvétel)

Az elddusitas hatékonysagat igazolta, hogy mig nélkiile a kornyezeti mintak higitasaibol
készitett LAM lemezontés esetében nagy szamban jelentek meg egyéb Gram-negativ és Gram-
pozitiv fajok képvisel6i [lasd 7. abra (1.), illetve 4. sz. tablazat], addig az el6dusitas alkalmazasakor
mind a szelektiv/differencialdo LAM kozeg, mind az altalanos (TGE-5) taptalaj homogén, tipusos
Acinetobacter telepek megjelenését mutatta [lasd 8. abra (2., 3.)]. Eredményeink alapjan tehat a
dusitasi folyamat hatékonyan felszaporitotta a nemzetségre jellemzd, tipusos teleppel rendelkezo
Acinetobacter-jelolteket, ugyanakkor visszaszoritotta a tarsult mikrobiotat.

A TGE-5 és LAM lemezekrdl igy sajat tapasztalataink alapjan — elddusitast kvetden — a
szakirodalomban szereplé moddszerek kiilonallé alkalmazasiahoz képest lényegesen nagyobb
biztonsaggal tudtuk elkiiloniteni a tipusos telepeket.

Kisérleteink soran az optimalizalt izolalasi eljaras segitségével a 3. sz. tdblazatban
ismertetett, mar rendelkezésiinkre allo Acinetobacter izolatumok korének bdvitése volt elsddleges
célunk. Ennek érdekében a 3.1. alfejezetben ismeretett modon 16 karhely 239 talajvizmintajat
dolgoztunk fel. A mintak tobbsége magas TPH (Cs.40) koncentracioval volt jellemezhet6, mely
szamos esetben Dbizonyitottan meghaladta a 6/2009. egyiittes rendeletben meghatarozott B
szennyezettségi hatarértéket (100 ug/1). Fizikokémiai paramétereikre jellemzd, hogy homérsékletiik
atlagban 10-15 °C koriili értéket mutatott, pH tartomanyuk 6,0-9,0 kozotti értékkel volt
jellemezhetd, oxidaltsagi allapotuk mérése soran pedig igen valtozatos értékeket figyelhettiink meg
(3,1-79,3%), azaz anaerob és aerob viszonyok egyarant eléfordultak.

Munkank soran az emlitett tulajdonsagokkal jellemezheté mintak feldolgozasaval 16 1j
Acinetobacter jeloltet azonositottunk a hagyomanyos mikrobiologiai és molekularis genetikai

alapokon nyugv¢ identifikacioé végrehajtasdhoz.
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Az Acinetobacter-izolalast kovetéen a molekularis genetikai vizsgalatba vont torzsek korét a
tisztitd szélesztések utan az oxidaz-, kataldz-teszttel és Gram-probaval tovabb szlkitettik. A
molekularis genetikai vizsgalatokat az esetleges torzsegyezések elkeriilése érdekében kiillonbozé
mintakbol szarmazé izolatumokkal végeztiik el.

A molekuléris genetikai kisérletek, azaz a 16S rDNS teljes szekvencia analizis eredményei
alapjan az oxidaz, katalaz és Gram-proban atesett torzsek 100%-a bizonyult az Acinetobacter
nemzetség képviseldjének, azaz minden olyan torzset, amelyet a tobblépcsés kisérletben a
molekularis genetikai vizsgalatokig juttattunk, az Acinetobacter nemzetség tagjaként sikeriilt
azonositanunk.

A nemzetség tagjaként identifikalt 16 izolatum 5 mintavételi helyszin 13 mintavételi pontjan
Iétesitett monitoring kutjanak talajviz mintajabol, 9 kiilonb6z6 mintavételi idépontbol szarmazott. A

crer

0ssze.

5. sz tablazat: A munkank keretében izolalt Acinetobacter térzsek szarmazasara és 16S rDNS alapu
identifikacojara vonatkozo6 adatok

Faj TOrzs | Mintavétel helye | Mintizott | Mintavétel |  Identifikacié
jelolés kozeg idépontja | megbizhatésiga
1. A. baumannii Sk-V/3 Siklos talajviz 2011.06.21 99,62%
2. | A calcoaceticus 1/2 Vac talajviz 2011.06.23 99, 62%
3. | A calcoaceticus 5/06/4 Vac talajviz 2011.06.23 99,55%
4. | A calcoaceticus PM5 Polgar talajviz 2011.07.05 99,92%
5. | A. calcoaceticus PM7 Polgar talajviz 2011.07.05 99,77%
6. | A. calcoaceticus PM13 Polgar talajviz 2011.07.05 99,62%
7. | A calcoaceticus PM7/3 Polgar talajviz 2011.08.09 99,93%
8. | A calcoaceticus | PM15/3 Polgar talajviz 2011.08.09 99,85%
9. | A calcoaceticus | DM-5/1 Dunavarsany talajviz 2011.09.20 99,71%
10. A. pittii BUT-8/1 Bugyi talajviz 2011.10.04 99,72%
11. A. johnsonii ST-2 Siklos talajviz 2012.02.20 99,83%
12.| A calcoaceticus Sk-V Siklos talajviz 2012.05.29 99,83%
13.| A. calcoaceticus 5/06 Vic talajviz 2012.06.12 99,67%
14.| A, calcoaceticus 22 Viac talajviz 2012.06.12 99,83%
15.| A. calcoaceticus 24 Viac talajviz 2012.06.12 99,85%
16.| A calcoaceticus 42 Vac talajviz 2012.06.12 99,67%

Munkank soran tobbségében A. calcoaceticus torzseket azonositottunk, de a molekularis
genetikai vizsgalatok eredményei alapjan egy esetben kornyezeti eredetii A. baumannii torzzsel
béviilt a torzsgyilijteményiink. Az A. baumannii, mint probléma-baktérium a klinikai gyakorlatban
ismert és egyre nagyobb kihivast jelentd mikroszervezet (GIAMARELLOU ET AL., 2008). Kornyezeti
detektalasa megerdsiti, hogy a faj szakirodalomban jelzett moédon (MISHRA ET AL., 2004) nem
csupan klinikai kornyezetben izolalhato, hanem eredményeink alapjan egy hazai, szénhidrogénnel

32



szennyezett karhelyen is kimutathato. Az A. calcoaceticus kornyezetegészségiigyi jelentéségére
vonatkozo informaciok nem ennyire egyértelmiek: egyes forrasok (PASzTI ET AL., 2011) nem
tekintik a fajt klinikailag jelentdsnek, mas informaciok (HTTP9; BERGOGNE - BEREZIN, 1995) szerint
azonban az A. calcoaceticus opportunista korokozd, mely igazoltan felelés lehet korhazi jarvanyok
kialakulasaért. A jelenleg aktualis taxondmiai besorolas alapjan az A. calcoaceticus — A. baumannii
komplex tagjai egymastol nehezen elkiilonithetéek (GIAMARELLOU ET AL., 2008; PASZTI ET AL.,
2011), igy célszerii a két faj kozegészségiigyi jelentdségét is hasonldan kezelni.

Osszességében vizsgalataink soran a 2011. februar és 2012. julius kozétti iddszakban 16,
Acinetobacter nemzetséghez tartozo fajt (lasd 5. sz. tablazat) sikeriilt identifikalnunk és veliik
tovabbi kisérleteket végezniink. 8 olyan izolatum allt tovabba rendelkezésiinkre, melyeket nem
célzott vizsgalatok keretében azonositottak a Tanszéken folyd kutatdbmunka soran (2008-2010
kozott, lasd 3. sz. tablazat). Ezzel megteremtettiik egy olyan, egyre béviilé kornyezeti eredetii
Acinetobacter gyiijtemény alapjait, mely a tovabbiakban lehetové teszi a nemzetségre
vonatkozo alapinformaciok gyiijtését, és a nemzetség kornyezeti jelentoségének részletes

feltarasat. A tovabbiakban az e 24 torzs esetében végrehajtott vizsgalatok eredményeit mutatom be.

4.3. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményei

A 3.5. alfejezetben ismertetett modon végrehajtott antibiotikum rezisztencia vizsgalatok
eredményeinek értékeléséhez a nemzetkozileg elfogadott, CLSI altal hitelesitett kategoridkat [S
(sensitive) — érzékeny, 1 (intermediate) — atmeneti, R (resistant) — rezisztens] vettiikk figyelembe
(CLSI, 2007). A rifampicin hatbanyaggal szembeni érzékenység kategoriait a CLSI szabvany
Gram-negativ mikroszervezetekre nem szabalyozza, igy e készitmény esetében Henwood et al.
(2002.) értékelési rendszerét vettiik figyelembe. Az alkalmazott antibiotikumokra vonatkozoan a
rezisztencia eredmények értékelésére szolgalo kategoridkat a 2. sz melléklet foglalja dssze.

A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrél szarmazo Acinetobacter torzsek antibiotikum
rezisztencidjara vonatkozé részletes eredményeket ¢s a Minimalis Gatlo Koncentracidkat a 4. sz.
melléklet mutatja.

A 24 izolatum vizsgalata soran alkalmazott 12 féle antibiotikum készitmény eredményeink

alapjan igen eltérd hatékonysagot mutatott.
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4.3.1. Az Aminoglikozid antibiotikummal végzett vizsgalatok
eredményei

Az Aminoglikozidok koziil a gentamicinnel szembeni
érzékenységet vizsgaltuk. A 24 kornyezeti izolatum esetében
sehol nem tapasztaltunk rezisztenciat a készitménnyel
szemben. Az E-tesztek vizsgalata soran minden esetben 4 ug
alatt volt a leolvashat6 érték a koncentracid gradiens mentén
(8. sz. abra). A szakirodalomban leirtak alapjan a kornyezeti
torzsek tobb, mint 90%-a érzékeny az Aminoglikozidokkal

szemben  (FURST, 2004), melyet eddigi vizsgalataink

igazoltak. A Kklinikai gyakorlatban az Aminoglikozidokkal

8. sz. abra: A PM 13-as torzs
gentamicin érzékenysége
rezisztenciat a klinikai eredetii Acinetobacter fajok korében, (sajat felvétel)

szemben azonban nagyobb mértékben tapasztalnak

mint mas Gram-negativ patogén fajok esetében (TOWNER, 2009). A klinikai torzseknél a legtobb
esetben a plazmidokon kodolt rezisztencia gének [acetil-transzferaz: AacCl1/2, AadA, AadB;
nukleotidil-transzferaz: Antl; foszfo-transzferaz: AphAl, AphA6; metil-transzferaz: ArmA, RmtA,
B, C, D (GORDON - WAREHAM, 2010)] tehetek feleléssé az Aminoglikozidokkal szembeni
ellenallasért, melyek az antibiotikumokat inaktivalé enzimek termeléséért felelések (FURST, 2004).
Az Aminoglikozid rezisztencia gének egy része valosziniileg egyiitt jarhat a blapxa-23 karbapenemaz
jelenlétével, ami jelenleg a leggyakrabban leirt, szerzett karbapenemaz az A. baumannii-ban
(PASZTIET AL., 2011).

Az éltalunk vizsgalt kornyezeti izolatumok valdsziniileg nem rendelkeznek olyan mobilis
genetikai elemmel (plazmid) melyen az Aminoglikozid rezisztenciaért felelos gének kodoltak, igy
jelen vizsgalataink alapjan fennall a szakirodalomban leirtaknak megfelelden a 90% feletti

érzékenység a kdrnyezeti torzsek esetében.

4.3.2. A Béta-laktam antibiotikumok vizsgalatanak eredményei

A Béta-laktam antibiotikumok koziil a piperacillin vizsgalatakor igen eltérd eredményeket
tapasztaltunk. A vizsgalt 24 torzs koziil 2 esetben tapasztaltunk rezisztenciat és tovabbi 17 torzs
esetében atmeneti kategoriat allapitottunk meg. fgy a vizsgalt torzseknek csak 20,83 %-a volt
érzékeny a hatéanyaggal szemben.

Nagy valosziniiséggel a vizsgalt torzsek jelentds hanyada képes a penicillindz (laktamaz
tipusu) enzim termelésére, mely hasitja a laktdm gytirt, és ezzel a Penicillinekkel szembeni

rezisztenciahoz vezet (LUDWIG, 1999). Ennek igazolasara azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.



A Karbapenemek koziil az imipenem és a meropenem esetében egyetlen torzset (T3N6 — A.

venetianus) kivéve minden vizsgalt izolatum érzékenynek bizonyult (9. sz. abra).

9. sz. abra: A T3NG6 (A. venetianus) meropenemmel szemben rezisztens és az 5/06/4 (A. calcoaceticus) érzékeny torzs
(sajat felvétel)

Az imipenem a klinikai gyakorlatban az els6dlegesen valasztand6 szer az Acinetobacter
fertézések soran (FURST, 2004), igy kiilonosen nagy jelentdséggel bir a hatdanyaggal szemben
mutatott rezisztencia. Az utdbbi id6ben az Acinetobacter fert6zések kezelésében jelentGs
mennyiségli Karbapenem készitményt — féleg imipenemet és a meropenemet — alkalmaztak, melyek
sok torzzsel szemben még mindig hatékonyak. Ennek ellenére vilagszerte emelkedik a Karbapenem
rezisztens A. baumannii izolatumok szama (el6fordul olyan centrum, ahol 90% felett; Angliaban
15% koril, de a dél-eurdpai orszagokban ennél is magasabb lehet aranyuk) (TOWNER, 2009).

Az altalunk végzett kisérletek soran egy kornyezeti eredetli A. baumannii izolatum keriilt
bevonasra a vizsgalatokba. A klinikai gyakorlatban tapasztaltakkal szemben érzékenynek bizonyult
mindkét Karbapenem antibiotikummal szemben.

A harmadik generacids Cefalosporinok esetében, a cefotaxim és a ceftriaxon vizsgalatakor
tobb esetben is atmeneti érzékenységi kategoriat allapitottunk meg. A 24 vizsgalt izolatum kozil 17
bizonyult atmeneti kategoriaba tartozonak a cefotaxim, és szintén 17 torzs a ceftriaxon esetében. A
harmadik antibiotikum készitmény a csoportb6l hatasosabbnak bizonyult: a ceftazidimmel szemben
egyszer detektaltunk atmeneti kategoriaba sorolando izolatumot. Munkénk soran egy Acinetobacter
torzset (T3N6 — A. venetianus) talaltunk, ahol mindharom hatdéanyaggal szemben rezisztencia volt
kimutathat6. A negyedik generacios Cefalosporinok kozé tartozd cefepimmel szemben 5 torzsnél
tapasztaltunk atmeneti érzékenységet, valamint a harmadik generacids készitményeknek ellenalld
torzs (T3N6 — A. venetianus) itt is rezisztenciat mutatott.

A szakirodalom alapjan Béta-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencidért felelds
lehet a béta-laktamdz enzimek termelddése, a kotéfehérje megvaltozasa ¢és a sejtfal
permeabilitdsanak modosulasa, valamint az efflux pumpa aktivitdsanak novekedése (LUDWIG, 1999,

HUGO - RUSSEL, 1998). A rezisztens, illetve atmeneti kategoriaba sorolt Acinetobacter torzseknél
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jelen lehet a fent emlitett lehetOségek valamelyike, melynek igazoldsa azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel.
4.3.3. A Fluorokinolon antibiotikumok vizsgalatanak eredményei

A Fluorokinolon antibiotikumok csoportjaba tartoz6, masodik generacios szerek, a

ciprofloxacin és az ofloxacin, vizsgalataink soran kivétel nélkiil minden esetben 100%-0S

e ey

igy eredményeink alapjan a széles spektrumu Fluorokinolonok hatdsosnak tekinthetdek a vizsgalt

kornyezeti eredetii Acinetobacter torzsekkel szemben.

4.3.4. A Glicilciklin antibiotikummal végzett vizsgalatok eredményei

A hatéanyagcsoporton beliil a tigecycline készitménnyel szembeni rezisztenciat vizsgaltuk,
mivel e készitmény a colistin és a sulbactam hatéanyagokkal egylitt a terapias kezelések soran
megfelel6  hatékonysagot mutat a  Karbapenem, Aminoglikozid ¢s  Fluorokinolon
hatéanyagcsoportokkal szemben rezisztens korokozokkal szemben is (GIAMARELLOU ET AL., 2008).
A szer minden izoldtum esetében hatasosnak bizonyult, a vizsgalt torzsek kozott az érzékenység
100% volt.

A szerrel szemben rezisztencia kromoszomalisan kodolt gén altal iranyitott efflux pumpa-
talmiikodés révén alakulhat ki (TOWNER, 2009). Azonban a vizsgalt kornyezeti térzsek esetében
sehol nem tapasztaltunk ellendllast, igy valdszinlisithetd, hogy vagy nincs meg a sziikséges
genetikai hattér, vagy nem fejez6dik ki az adott tulajdonsagot kodold gén. Az Acinetobacter
nemzetség esetében a tigecyclinnel szembeni rezisztenciaért is felelés lehet az adeABC
multirezisztenciat kodolo gén, melyet azonban eddig kornyezeti eredetii torzsekkel nem hoztak
Osszefiiggésbe, csak klinikai eredetli izolatumokban detektaltak (COYNE ET AL., 2011). Munkank
jelen szakaszaban a hasonld genetikai elemeket azoban még nem vizsgaltuk és eddigi fenotipusos

eredményeink alapjan a kornyezeti torzsek vonatkozasaban feltehetden nem birnak jelentdséggel.

4.3.5. A Rifamycin antibiotikummal végzett vizsgalatok eredményei

A rifampicin elsésorban nem Gram-negativ baktériumok ellen alkalmazott hatdanyag,
azonban bizonyos kutatasok szerint (HOGG ET AL., 1998) a colistinnel szinergista hatasat
kihasznalva a klinikai eredetii multirezisztens A. baumannii izolatumokkal szembeni terapia
eszkoze lehet. Vizsgalataink soran rezisztenciat egy kornyezeti torzsnél tapasztaltunk, és a 24
vizsgalt izolatum koziil 20 esetben allapitottunk meg atmeneti kategoriaba es6, azaz a rezisztencia

fokozodasat jelzd ellenélld képességet.
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4.3.6. Multirezisztencidra utalo eredmények

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményeit attekintve munkank soran egy olyan
torzset talaltunk, amely legalabb két kiilonb6zo hatéanyagcsoporttal szemben mutatott
torzs a vizsgalt 12 készitménybdl hattal szemben volt rezisztens, €s egy hatdéanyaggal szemben
kapott atmeneti besorolast. A Karbapenemek koziill mind a klinikai terapiaban elsddlegesen
valasztand6 imipenem, mind a meropenem hatastalannak bizonyult esetében, valamint a harmadik,
¢s negyedik generacios Cefalosporinok, igy az alternativ terdpia eszkozéiil szolgdlo ceftazidim sem
gatoltak novekedését. Ezen feliil a széles spektrumi Penicillinek csoportjaba tartozo piperacillinnel
szemben is atmeneti besorolast kapott. A klinikai gyakorlatban hasznalt készitmények koziil
vizsgalataink soran csak a gentamicin gatolta a T3NG6 jelzési torzset.

Figyelmeztetd jelnek szamit, hogy bar multirezisztencidt a vizsgalt izolatumok kozott
méashol nem tapasztaltunk, azonban tobb alkalommal figyeltiink meg két hatéanyagcsoporttal
szemben is atmeneti érzékenységi allapotot, mely a rezisztencia fokozodasdra utal. A torzsek
tobbsége a harmadik generacios Cefalosporinokkal €és a piperacillinnel szemben mutatott koztes
rezisztenciat.

Munkank eredményeként elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt torzsek 100%-ban
érzékenyek voltak az Aminoglikozidok csoportjaba tartozo gentamicin, a Fluorokinolonok kéziil a
ciprofloxacin €s az ofloxacin, valamint a Glicilciklinek kozé tartozo tigecycline-nel szemben, igy
kisérleteink alapjan a felsorolt antibiotikumok hatasosnak tekinthetdek a kornyezeti eredeti

Acinetobacter torzsekkel szemben.

4.4. A szénhidrogén bontas megallapitasat célzo gravimetrias mérés vizsgalatainak
eredményei

A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrél szarmazo Acinetobacter torzsek szénhidrogén-
bontasi képességének gravimetrias méréssel megallapitott eredményeit a 6. Sz. tdblazatban foglaltuk
0ssze.

A torzsek bontasi képessége széles skalan mozgott, azonos fajba tartozd torzseknél is
tapasztaltunk igen nagy eltérést a visszamaradt olaj tomegében. Tobbségében azonban a vizsgalt
Acinetobacter torzsek - a szakirodalomban olvasottaknak megfeleléen (LEAHY - COLWELL, 1990;
MARIN ET AL., 1995; KOMA ET AL., 2001; MISHRA ET AL., 2004) - jo szénhidrogén-bontasi
képességet mutattak (> 35%).

A gravimetrids vizsgalatok értékeléséhez szakirodalmi adatokat nem talaltunk, &m a
kornyezetvédelmi gyakorlat szempontjabdl elfogadhatonak a 35%, illetve az a feletti szénhidrogén
bontasi érték tekinthetd. A szénhidrogén bontés értékelésére javasolhato, altalunk is alkalmazott
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értékelési rendszer kategoriai a kovetkezoek voltak: 70% felett kivald; 70-50% jo; 50-35% kozepes;
35-15% gyenge; 15% alatt igen gyenge. Ennek megfeleléen a 24 vizsgalt izolatumbol 12 torzs
mutatott 70% feletti, kivald szénhidrogén bontasi képességet, tovabbi 4 térzset soroltunk a jol bonto
kategoridba. 4 torzs bontotta kozepes mértékben a szénhidrogéneket, 2 térzs bizonyult gyenge ¢és 2

torzs igen gyenge biodegradacios képességgel rendelkezonek.

6. sz. tablazat: A szénhidrogén-bont6 képesség szamitasanak eredményei az Acinetobacter nemzetség vizsgalt
izolatumai esetében

. . Gravimetrias . . Gravimetrias
Izolatumok adatai Mintak mérés adatai Izolatumok adatai Mintsak mérés adatai
TPH*S Szénhidrogén- TPH*3 Szénhidrogén-
Térzs (mg/dm°) bontasi Térzs (mg/dm”) bontasi
Jele Faj szennyezett- képesség a Jel Faj szennyezett- képesség a
sége kontrollhoz ele sége kontrollhoz
viszonyitva viszonyitva
Sk-V A. calcoaceticus 614 93,7% T3N9 A. venetianus n.d. 64,1%
22 A. calcoaceticus n.d. 91% PM 7 | A. calcoaceticus 216 60,8%
42 A. calcoaceticus n.d. 88,3% PM13 | A. calcoaceticus 1390 57,3%
DM-5/1 | A. calcoaceticus n.d. 87,4% PT3/6 | A. calcoaceticus n.d.** 52%
24 A. calcoaceticus n.d. 87,4% BUT-8/1 A. pittii n.d. 47,4%
5/06 A. calcoaceticus n.d. 85,6% PT2/2 | A. calcoaceticus n.d.** 47,1%
PT3/9 | A. calcoaceticus n.d.** 85,6% Z4AN3 A. beijerinckii n.d. 41,8%
1/2 A. calcoaceticus 9180 79% T3N6 A. venetianus n.d. 41,1%
PM 15/3 | A. calcoaceticus n.d. 76,8% 5/06/4 | A. calcoaceticus <50 33%
Sk -V/3 A. baumannii <50 75,3% Z4-S72 A. johnsonii n.d. 25,9%
TN6 A. calcoaceticus n.d. 2% ST-2 A. johnsonii n.d. 9%
PM7/3 | A. calcoaceticus n.d. 70,1% PM 5 A. calcoaceticus <50 8,1%

n.d. — nincs adat
* TPH — 6sszes alifas széhidrogén koncentracio
**PAH — policiklusos aromas szénhidrogénekkel szennyezett kérnyezeti mintak

A torzsek szénhidrogén-bontasi képessége €s a torzsek szarmazasi helye, illetve a vizsgalt
minta TPH tartalma kozotti 6sszefiiggeés tekintetében elmondhato, hogy a hianyos adatsorok miatt a
szarmazasi hely és a bontasi képesség tekintetében nem allapithattunk meg osszefiiggést. Azonban
feltételezhetjiik, hogy az adapticio kovetkeztében, a szennyezettebb teriiletekrdl szarmazo
izolatumok nagyobb mértékben bonthatjak a szénhidrogéneket, melynek alatamasztasahoz azonban
részletesebb adatok sziikségesek.

A szénhidrogénbontasra vonatkoz6 eredményeket Gsszefoglalva megallapithat6, hogy az
Acinetobacter nemzetség altalunk vizsgalt izolatumainak donté tobbsége jo, vagy kivalo
biodegradacidos képességgel jellemezhetd, mely alapjan a hazai szénhidrogénnel szennyezett
karhelyek esetében is alatimaszthato az a szakirodalmi vélemény, miszerint a nemzetség képviseloi
nem csupan megjelenhetnek, hanem anyagcserefolyamataik révén aktivan koézremiikodhetnek a

szennyezett kdzeg biodegradacios folyamataiban.

38



4.5. A szénhidrogén bontas megallapitasat célzo molekularis genetikai vizsgalatok eredményei

A nemzetség szénhidrogénbontasat célzdé molekularis genetikai kisérletek soran az alifas
szénhidrogénekre vonatkozd bontasi képességet meghatarozd enzim termelddéséért felelds
génszakaszok jelenlétét vizsgaltuk. A 24 kornyezeti eredetli izolatum koziil 21 torzs esetében
mutattuk ki a 340 bazisparbol allo alkan-1-monooxigenaz enzimet kodold génszakaszt, mely a 10-
11. sz. abran a PCR termék hozzavetdleges méretének ellendrzésére szolgald standardhoz
viszonyitva jol lathatd. A T3NG, a Z4SZ2 ¢és az ST-2 torzs esetében negativ eredményt kaptunk, ami
a gravimetrids mérések soran tapasztaltakkal nem egyezik teljes mértékben. A Z4SZ2 és az ST-2
torzsek ugyan a gyengén bontd izolatumoknak bizonyultak (25,9%, ill. 9%), azonban a T3N6
izolatum 41,1%-o0s bontasi képességet mutatott. Ezzel ellentétben a PMS torzs — melynek esetében a

vizsgalt génszakasz jelenléte egyértelmiien detektalhatd — a gravimetrids mérések sordn csupan

8,1%-o0s szénhidrogén bontasi képességet jelzett (lasd 10-11. sz. abra).

. ,3000bp
/1000 bp
—

500 bp

NN

< ~340 bp
1/2  5/06/4 Sk-VI3 PM5 PM7 PM13 PM7/3 PM15 PT2/2 PT3/6 PT3/9 TN6 T3N6 T3N9 Z4N3 Z4SZ2 neg.
13 kontroll

10. sz. abra: Az alkan-1-monooxigendz enzim termelését kodolo génszakaszok vizsgalatinak eredménye a kdrnyezeti
eredetli Acinetobacter izolatumok esetében I. (sajat abra)

m/ 3000 bp

e BT . b

p !
. P — — -— — ~ © <= ~340bp
T 5006 22 24 42 BUT- DM- Sk-V - S neg.
8/1 5/1 ‘ kontroll

e

11.sz. abra: Az alkan-1-monooxigenaz enzim termelését kodolo génszakaszok vizsgalatanak eredménye a
kornyezeti eredetli Acinetobacter izolatumok esetében I1. (sajat dbra)
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

Vizsgalati eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az Acinetobacter nemzetség tagjai
jelen lehetnek a karmentesités alatt allo szénhidrogénnel szennyezett hazai teriileteken. Munkank
eddig lezart szakasza alapjan kijelenthet6, hogy a vizsgalt karhelyek 31,25%-an, illetve a
vizsgalatba vont mintak 6,69%-anak esetében volt kimutathatdé az Acinetobacter nemzetség
valamely fajanak képvisel6je. Leginkabb elterjedtnek az A. calcoaceticus bizonyult, mely a DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) besorolasa és az Europai Unio
2000/54/EK iranyelv szerint — az A. baumannii-hoz hasonléan — ’Risk Group 2’ kockazati
csoportba sorolandd, azaz ,,okozhat emberi megbetegedést és veszélyt jelenthet a munkavallalok
szdmara; valoszinlileg nem terjed el a kozosségben; altaldban eredményesen megelézhetd és
kezelhet6” (HTTP15). A hasonld besorolast mikroszervezetek altal kivaltott megbetegedés
eredményes kezelését jellemz6 modon nehezitheti az antibiotikum rezisztencia kialakulasa,
melynek feltirdsdra a kornyezeti torzsek esetében mi is kisérletet tettiink, igy ismereteket
szerezhettiink a nemzetség esetében a kornyezeti antibiotikum rezisztencia kiterjedtségér6l. Ezek az
informaciok alapjat képezhetik minden olyan tovabbi kutatdsnak, melyek az Acinetobacter
nemzetség kornyezeti, kornyezetbiztonsagi jelentdségének megallapitasat célozzak.

Mivel a vizsgalt nemzetség tagjai altalanosan elterjedt mikroszervezetek, és a
szénhidrogénnel szennyezett karhelyeken eredményeink alapjan az atlagosnal feltehetéen nagyobb
jelentdséggel birhatnak, eredményeink tudataban kornyezetegészségiigyi kockazataik a jovében
nagyobb figyelmet érdemelnek. Célunk a jovoben a folyamatos monitoring tevékenység ala esé
karhelyek esetében az Acinetobacter vizsgalati irany minél nagyobb szamu karhelyre, mintara
torténd kiterjesztése, torzsgyljteményiink bovitése, €s veliik a meglévd, valamint 1) vizsgalati
iranyok végrehajtasa. Azokon a karhelyeken, ahol valamilyen okbol (pl.: sikertelen PCR reakcio)
sikertelen volt az Acinetobacter nemzetség kimutatasa, a vizsgalatok megismétlése és folytatasa
javasolt. Ennek megvalositdsdhoz végrehajtottunk egy olyan modszerfejlesztést, mely a
szakirodalomban elérhetd izolaciés és identifikdcids metodikanadl Iényegesen pontosabb és
hatékonyabb kimutatast tesz lehetove és sikeresen alkalmaztuk is kdrnyezeti mintainkon.

Azonban a nemzetség konkrét kornyezetegészségiigyi kockazatanak megallapitasara a
jovoben pontosabb, sejtszam meghatarozast is lehet6vé tevd kimutatasra lenne sziikség. Javasolt
tehat egy olyan modszer kidolgozdsa, melynek eredményeképpen detektalni tudjuk az
Acinetobacter-ek, elsdsorban az A. baumannii konkrét sejtszamat a kérnyezeti mintakbol. E feladat
megvalositasara elsésorban olyan, fenotipusos, vagy molekularis genetikai alapon nyugvo modszer
alkalmazédsa javasolhatdo, mely megfeleld specifitdssal és érzékenységgel jellemezhetd. Ezért

javasolt a jovOben tobbek kozott LaCroix - Cabelli (1982) modszerét alapul véve a
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membransziiréses modszer adaptalasa és alkalmazhatosaganak vizsgalata, mely eredetileg az A.
calcoaceticus kornyezeti kimutatasara keriilt kifejlesztésre. A metodika felhasznalasanal célszer(
figyelembe venni a vizsgélni tervezett kozeg (talajviz) szennyezettségének mértékét és annak
esetleges hatasat a vizsgalat sikerességére. Hasonloan igéretes lehet az in. nested PCR® modszer
alkalmazasa ¢és fejlesztése kornyezeti mintakon, mely optimalis esetben megfeleld érzékenységi
lehet adott mikroszervezet kis sejtszamban (akar 10° CFU/ml; g nagysdgrendben) torténd
detektalasara (ATZEL, 2008).

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok sordn tapasztaltunk multirezisztenciat az
Acinetobacter nemzetség képvisel6i kozott, valamint tobb esetben mutattunk ki a kornyezeti
antibiotikum rezisztencia fokozodasara utald jeleket. Az antibiotikum rezisztencia genetikali
hatterére vonatkozé vizsgélatokat nem végeztiink, &m a vonatkozd szakirodalmat attekintettiik és
feldolgoztuk. igy a tovabbiakban lehetéségiink nyilik a klinikumban ismert, Acinetobacter fajok
altal hordozott és leirt rezisztencia gének (MERKIER - CENTRON, 2006; COYNE ET AL., 2011; LIN ET
AL., 2011; PASZTI ET AL., 2011) kornyezeti elterjedtségének felderitésére. Hasonld jelentdséggel
birhatnak egyes mobilis genetikai elemek (pl. plazmidok), melyek segitségével az atadhatod
rezisztencia mechanizmusok kornyezeti terjedése is jelent6és lehet. Ennek a lehetéségnek a
feltardsara a jovoben célszeri a rendelkezésiinkre all6 torzsek esetében plazmid izolalas
végrehajtasa, melyet munkank jelen stadiumaban a kornyezeti eredetii Acinetobacter izolatumok
esetében még nem végeztiink.

Altalanos javaslatként a kornyezeti antibiotikum rezisztencia  vonatkozasaban
megfogalmazhat6, hogy a kornyezeti torzsek kozt eredményeink alapjan kimutathatd rezisztencia
(pl. egyes esetekben a harmadik generacios Cefalosporinok, illetve a Karbapenemek ellen)
tudataban fokozottabban kell figyelniink mind a klinikumban felhasznalt és onnan kiilonb6z6
anyagaramok (pl. hulladékok, szennyviz) révén kikeriil6 szerek mennyiségére és mindségére, mind
a mezdgazdasagban hasznalatos szerek alkalmazésara.

A gravimetrias mérések alapjan a szakirodalmi adatoknak megfeleléen a vizsgalt torzsek
tobbségénél igen jo (50, illetve 70% feletti) biodegradacios képességet tapasztaltunk. A vizsgalt
izolatumok jelent6s része laboratoriumi koriilmények kozott jol szaporodott a gazolaj-kdolaj
keveréket (mint egyetlen szénforrast) tartalmazé kozegben, igy a kimutatasi gyakorisadgra irdnyuld
vizsgalatok eredményeivel kiegészitve megallapithatd, hogy az Acinetobacter nemzetség
kornyezetegészségligyl jelentdsége szénhidrogénnel szennyezett karhelyeken feltehetéen nem
elhanyagolhat6. A szénhidrogén-bontési tulajdonsagok pontosabb ismeretének érdekében egy, az

alifas szénhidrogének bontasat meghatarozd génszakasz jelenlétét vizsgaltuk genetikali

> nested PCR: két sorozat (elsé 1épésben univerzalis, masodik 1épésben fajspecifikus) primer alkalmazasa két egymast
kovetd PCR reakcioban.

41



modszerekkel, melynek eredményei azonban nem hozhatéak minden esetben egyértelmi
Osszefliggésbe a gravimetrids modszerrel meghatarozott szénhidrogénbontasi képességgel (lasd:
T3N6 torzs eredményei). Javasolt tovabbi, célzott genetikai vizsgalatok elvégzése a szénhidrogén
biodegradacioban kozremiikodé tovabbi funkcidgének azonositasa érdekében, hiszen az olyan
komplex szennyezOanyagok esetében, mint a szénhidrogének, feltehetéen tobb biodegradacidért
felelds enzim egyideji kozremitkddése sziikséges a szennyezddések hatékony lebontasahoz.

A jovbére nézve fontos szempont, hogy a szénhidrogén-bontasra képes opportunista
mikroszervezetek minél kisebb szamban jelenjenek meg a karmentesités alatt allo teriileteken,
hiszen mindamellett, hogy patogén besorolasukkal és tulajdonsagaikkal kockazati tényezot
jelentenek a szennyezett karhely kozelében €16k és az ott dolgozok egészségére nézve, antibiotikum
rezisztenciajuk révén a karhelyeken jelenlevo természetes mikrobapopulacié korében a rezisztencia
mechanizmusok terjesztését segithetik eld.

Az antibiotikum rezisztenciara vonatkoz6 eredményekkel dsszevetve megallapithato, hogy
a kivald szénhidrogén-bonto képesség és az antibiotikumokkal szemben mutatott érzékenység nem
zarja ki egymast: igy példaul a tobbszordsen rezisztens T3N6 jelzésti kdrnyezeti izoldtum is jo
szénhidrogén-degradalo aktivitassal jellemezhetd. Azonban az egyre jobban fokozddd és terjedd
rezisztencia tudataban, az Acinetobacter nemzetség tagjainak célzott bioremediacds alkalmazasa
nem javasolt. Sziikséges tovabba minden olyan intézkedés, 6vintézkedés végrehajtasa, mellyel az
opportunista koérokozok a szennyezett teriileten a kozegészségiigyi aggalyokat nem keltd

nagysagrendre szorithatoak vissza.
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6. OSSZEFOGLALAS

A mikroszervezetek kozott széles korben elterjedt a szénhidrogén-bontasi képesség, amit a
kornyezetvédelmi gyakorlat a bioremediacids eljarasok soran gyakran alkalmaz. A legjelentésebb
szénhidrogén-bonté mikroszervezetek kozott azonban eléfordulnak opportunista kérokozok is,
melyek jelenléte kornyezetegészségiigyi aggalyokat kelthet. Jelentdségiiket fokozza az egyes
nemzetségek korében mind gyakrabban tapasztalhatd antibiotikum rezisztencia kialakuldsa és
terjedése, mely multirezisztencidhoz vezethet. Az utdébbi idében klinikai térnyerésiiknek
koszonhetéen az Acinetobacter nemzetség képviseldit egyre jelentésebb korokozd csoportnak
tekintik. A klinikai torzsek széleskorii kutatasi adataival ellentétben azonban a nemzetség
kornyezeti képviseldirdl kevés adat all rendelkezésiinkre.

Munkénk sordn célunk volt egy szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrél szarmazo
Acinetobacter torzsgyiijtemény 1étrehozasa a kornyezeti kimutatds eszkoztaranak fejlesztése és
adaptalasa révén, majd az izolatumok antibiotikum rezisztencia profiljanak, és szénhidrogén-bontd
képességének meghatarozasa.

Vizsgalataink soran 16 karhelyrél szdrmazo, 239, szénhidrogénnel szennyezett kornyezeti
minta vizsgalata alapjan, egy tOobblépcsds izolalasi modszeregylittes kialakitasaval és
alkalmazaséaval sikeresen gyarapitottuk torzsgylijteményiinket, igy dsszesen 24, kornyezeti eredetii
Acinetobacter faj allt rendelkezésiinkre a tovabbi vizsgalati iranyok végrehajtasahoz. Kisérleteink
eredményeképpen megéllapitottuk, hogy a kornyezeti eredetli izolatumoknal is detektalhato
tobbszOrds antibiotikum rezisztencia, valamint tobb esetben tapasztaltunk a rezisztencia
fokozddasara utald jeleket. A szénhidrogén-bontasi képesség meghatarozdsa soran a vizsgalt
izolatumok esetenként kivald bontasi képességet mutattak, valamint detektaltunk esetiikben egy
szénhidrogénbontd enzimeket kodold génszakaszt is. Eredményeink tudatdban megéllapitottuk,
hogy az Acinetobacter nemzetség képviseléi — elsdsorban az A. calcoaceticus — szénhidrogénnel
szennyezett terlileteken megjelenhetnek, igy a jovoben gyakorisaguk és jellemz6 tulajdonsagaik
nyomon kovetése figyelmet érdemel. A kivalod szénhidrogén bontod képesség ellenére a nemzetség
tagjainak célzott bioremediacios eljardsokban valo alkalmazasa — els6sorban a patogén besorolas és
az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak lehetdsége miatt — veszélyeztetheti az emberi
egészséget, igy az nem javasolt. Célszeri minden olyan intézkedés végrehajtasa, melynek

segitségével a hasonlo tulajdonsagokkal jellemezhetd patogén mikroszervezetek visszaszorithatoak.
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MELLEKLET

1. sz. melléklet: A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl szarmazo Acinetobacter izolatumok laboratoriumi
vizsgalatanak fobb iranyai, 1épései, modszerei

Szénhidrogénnel szennyezett teriiletek

/\

Sajat Acinetobacter
izolatumok (16 torzs)

A 4

Tanszéki torzsgytjteményi
Acinetobacter izolatumok (8 torzs)

Izolalas, identifikalas

Antibiotikum rezisztencia

Szénhidrogén-bontas

‘, /N

Hagyomanyos Molekularis
mikrobiolégiai genetika
moédszerek

16S rDNS
1. Acinetobacter szekvencia
dusito6 tapoldat analizisen
2. Altalanos (TGE- alapulo
5) és szelektiv/ fajazonositas
differencial6d
taptalajok (LAM)
3. oxidaz-, katalaz-
teszt. Gram-proba

. sz. melléklet: Az alkalmazott antibiotikumok
értékelésére szolgalo kategoriak
(CLSI, 2007; Henwood et al., 2002)

E teszt Gravimetria CH bontast
kédolo
Minimalis génszakaszok
Gatlo molekularis
Koncentracio genetikai
(MIC) vizsgalata
meghatarozas
alkan-1-
monooxigenaz
enzimet kodolo
génszakasz
kimutatasa

Erzékenységi kategoriak a MIC (ug/ml)
toréspontok alapjan

Antibiotikum S | R
csoportok (érzékeny) | (Atmeneti) | (rezisztens)
Aminoglikozidok

gentamicin <4 | 8 | >16
széles spektrumu Penicillinek

piperacillin | <16 | 3264 | >128
Carbapenemek

imipenem <4 8 >16
meropenem <4 8 >16
Cefalosporinok I11-IV. generaciéja

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
Glicilciklinek

tigecycline | <2 | 4 | >8
Rifamycinek

rifampicin | <1 | - | >4

3. sz. melléklet: A kisérletek soran alkalmazott taptalajok

Acinetobacter dusité tapoldat (Baumann, 1968):
Osszetétel: 4,21 g KH,PO,4 0,749 g Na;HPO4 2 ¢
0,2%-0s Na-acetat, 2 g 0,2%-0s KNO3 0,2 ¢
0,02%-0s MgSO4 7 H,O, 20 ml Hutner féle
asvanyi kiegészitd, 1000 cm?® desztillalt viz

TGE-5 tapagar: Osszetétel: 10g Tripton, 5g
Glikoz, 10g Elesztékivonat, 18g Bakteriologiai
agar, 1000 cm® desztillalt viz

Leeds Acinetobacter Medium (Jawad et al.,
1994): 15 g Kazein sav hidrolizdt, 5 g
Szdjapepton, 5 g Natrium-klorid, 5 g Fruktoz, 5 g
Szachar6z, 5g Mannitol, 1g Fenilalanin, 0,4 g
Vas-ammonium-citrat, 0,02 g Fenolvords, 12 g
Bakteriologiai agar, 1000 cm®  desztillalt viz,
valamint szelektiv agesként 10 mg vancomycin,
15 mg cefsulodin, 50 mg cephradine

OIR 111 : 5,0 g (NH4)2SOy; 0,5 g KH,PO4; 1,0 g
KoHPO4; 05 g MgSO4x7H,0; 0,2 g
CaCl,x6H,0; 0,01 g FeSO4x7H,0; 0,5 g pepton,
0,5g élesztékivonat, 1000 cm?® desztillalt viz
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4. sz. melléklet: Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményei

Antibiotikum rezisztencia (R/1/S)

hatéanyag konc. (ug) 0,016-256 | 0,016-256 | 0,002-32 | 0,002-32 | 0,016-256 | 0,016-256 | 0,016-256 | 0,016-256 | 0,002-32 | 0,002-32 | 0,016-256 | 0,002-32
GM PP IP MP CT TZ X PM Cl OF TGC RD
Torzs jele/Faj
TNG6 / A. calcoaceticus |S 1 | 24 |S| 019 |S| 0,25 || 24 |S 6 | 48 | 16 |S| 038 |S| 0,38 [S| 0,023 |1 2
T3N6/A. venetianus S| 0,38 |1 24 >32 >32 >256 >256 >256 48 |S| 0,75 [S| 0,38 |S| 0,023 [S| 0,75
T3N9/A. venetianus S| 0,75 |[S 8 S| 0,125 |S| 0,75 [S 3 S 6 S 8 S 4 S| 0,094 |S| 0,19 [S| 0,047 |I| 15
ZAN3 / A. beijerinckii  [S| 0,19 [S 12 |S| 0,094 [S| 0,75 |S| 15 |S 3 S 4 S| 15 |[S| 0,125 |S| 0,25 |[S| 0,094 |S| 0,75
Z4SZ2 | A. johnsonii S| 05 |S 8 S| 0,125 S| 0,19 |S 6 | 12 |[S 3 S 8 S| 0,047 |S| 0,19 [S| <0,016 |S| 0,5
PT 2/2 / A. calcoaceticus |S 1 | 24 |S| 0,125 |S| 0,38 || 16 |S 4 | 32 S 3 S| 025 |S| 038 [S| 0032 |I| 15
PT 3/6 / A. calcoaceticus [S| 1,5 | 32 |S| 0,125 |S| 0,25 || 12 |S 4 | 24 S 4 S| 019 |S| 0,25 [S| 0,047 |I| 15
PT 3/9/ A. calcoaceticus |[S| 0,38 || 32 |S| 0125 |[S| 0,25 |S 8 S 3 | 16 S 2 S| 019 |S| 0,25 [S| 0,047 |1 2
Sk-V/3/A.baumannii |S| 15 |S 16 |S| 019 [S| 0,25 |S 8 S 3 | 12 S 2 S| 019 |S| 0,75 [S| 0,094 |I 3
1/2 | A. calcoaceticus S| 0,75 || 32 |S| 019 |S| 0,25 || 16 |S 8 | 48 S 4 S| 0,094 |S| 0,38 |[S| 0032 |I| 15
5/06/4 [ A. calcoaceticus |S 3 | 48 |S| 0,125 |S| 0,25 || 24 |S 6 | 24 S 6 S| 019 |S| 0,25 |[S| 0,032 |I| 15
PM 5/ A. calcoaceticus | S 1 >256 [S| 0,19 |[S| 0,19 || 24 |S 6 | 48 S 6 S| 0,19 |S| 0,38 |S| 0,047 [I| 15
PM 7/ A. calcoaceticus | S 2 64 |S| 025 |S| 0,25 |I 16 |S 8 | 16 S 4 S| 019 |S| 05 |[S| 0,047 |I 3
PM 13/ A. calcoaceticus [S| 0,75 >256 [S| 0,19 |[S| 0,38 || 24 |S 6 | 32 S 4 S| 019 |S| 0,25 |[S| 0,032 |I 2
PM 7/3 / A. calcoaceticus | S 1 S 16 |S| 0,125 [S| 0,25 || 12 |S 4 | 24 S 2 S| 0,125 |S| 0,38 [S| 0,047 |I| 15
PM 15/3 / A. pittii S 1 | 32 [S| 019 (S| 025 || 12 |S 2 | 12 S 2 S| 0,19 |S| 0,25 |S| 0,064 |[I 2
DM-5/1/ A. calcoaceticus | S 2 | 24 |[S 0,5 S| 0,25 | I 24 [S 4 | 16 | 12 |S| 05 [S| 025 [S| 0,094 |I| 15
BUT-8/1/ A. pittii S| 0,75 || 24 |S 1 S| 0,38 | | 12 |S 3 S 8 S 4 S| 025 |S| 0,25 |[S| 0,125 || 2
ST-2/ A. johnsonii S| 0,75 || 24 |S| 075 |S| 0,38 |S 8 S 8 S| 15 | 16 |S| 0,125 |S| 0,094 [S| 0,047 |I| 15
Sk-V [ A. calcoaceticus |S 1 | 32 |S 0,5 S| 0,38 | | 16 |S 6 S 12 S 8 S| 038 |S| 0,19 [S| 0,094 |1 3
5/06 / A. calcoaceticus | S 1 | 32 [S| 075 [S]| 0,38 || 48 |S 8 | 32 | 16 |S| 038 [S| 025 |[S| 0,094 |I 3
22/ A. calcoaceticus S| 05 | 32 |[S 0,5 S| 0,19 | I 12 |S 4 | 16 S 8 S| 038 |S| 0,19 |S| 0,125 |1 2
24 | A. calcoaceticus S| 15 | 32 S 0,5 S| 0,25 | | 24 |S 4 | 24 S 8 S| 038 |S| 0,19 [S| 0,094 |1 3
42 | A. calcoaceticus S| 075 [I 32 S| 0,75 |S| 0,38 || 32 S 8 | 16 | 12 |S 0,5 S| 0,25 |S| 0,125 . 4

GM- genatmicin, PP — piperacillin, IP- imipenem, MP — meropenem, CT — cefotaxime, TZ — ceftazidime, TX — ceftriaxone, PM — cefepime, CI - ciprofloxacin, OF — ofloxacin,
TGC - tigecycline, RD — rifampicin
R-resistant/rezisztens, I-intermediate/atmeneti, S-sensitive/érzékeny
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NYILATKOZAT

Alulirott Rad6 Julia, a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasiag- ¢és Kornyezettudoméanyi Kar
Kornyezetgazdalkodasi agrarmérnok MSc szak nappali tagozatos hallgatdja nyilatkozom, hogy a
Tudomanyos Didkkori dolgozat sajat munkdm, melynek elkészitése sordn a felhasznalt irodalmat
korrekt modon, a jogi €s etikai szabalyok betartasaval kezeltem.

GOdB118, 2013, .., hé.......nap

hallgato alairasa

A Tudomanyos Didkkori dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arrdl, hogy a dolgozatot
attekintettem ¢és azt Tudoméanyos Didkkori Konferencidn torténd részvételre javaslom.

Godollo, 2013, ..o, ho

konzulens alairasa
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