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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Napjainkban egyes a kornyezetben is altalanosan elterjedt fakultativ patogén
korokozok mind nagyobb kornyezetegészségiligyi problémat jelentenek, mivel nem csak
klinikai korilmények kozott fertézhetnek, hanem szamos esetben korhazi kornyezeten kiviil
is képesek betegség kialakitasara. Human egészségiigyi vonatkozdsban jelentdségiiket
fokozza az antibiotikum rezisztencia kialakuldsa ¢és terjedése, mely egyes
mikrobanemzetségek esetében tObbszords rezisztencidhoz, multirezisztenciahoz vezethet.

Az utobbi idoben a hasonlo tulajdonsagokkal (patogenitas, tobbszords rezisztencia,
biodegradacios jelentéség) jellemezhetd csoportok koziil egyre nagyobb figyelmet forditanak
a szakemberek az Acinetobacter nemzetség torzseire. A nozokomialis megbetegedésekért
felelos fakultativ patogén baktériumok korében képviseldi a leggyakrabban kimutathatod
mikroszervezetek kozé tartoznak, az antibiotikumokkal szemben mutatott ellenallasuk
fejlodése és terjedése pedig komoly kihivasok elé allitja az orvostudomanyt.

A nemzetség kornyezeti eredetii képviseldivel kapcsolatban azonban kevesebb
informéaci6 4ll a rendelkezésiinkre a szakirodalomban, igy munkdm sordn e
kornyezetegészségiigyi €s kornyezetbiztonsagi szempontbdl jelentds témakor kutatdsat tliztem

ki célul.

Célkitlizések:

e Kornyezeti eredeti  Acinetobacter torzsgylijtemény létrehozasa és bévitése a
szakirodalom alapjan rendelkezésre 4llo izolalasi modszerek adaptalasaval és
optimalizalasaval, valamint az izolatumok identifikalasa molekularis genetikai modszerrel
(16S rDNS szekvencia analizis).

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

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

Céljaim megvaldsitasa ¢érdekében a tanszéken rendelkezésre 4ll6 kornyezeti
torzsgyljtemény Acinetobacter izolatumait, illetve a sajat munkam keretében azonositott

mikroszervezeteket egyarant felhasznaltam.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Kornyezetvédelem altalanossagban

A kornyezetvédelem, mint az egész vilagra kiterjedo tarsadalmi mozgalom az 1960-as
években kezdett kialakulni. Rachel Carson Néma tavasz cimli konyve, mely a
novényvédoszerek karos hatisaira hivta fel a figyelmet, vildgszerte ismertté valt, és kelld
alapot adott a kornyezetvédelmi mozgalom elinduldsdhoz. Egyre tobben ismerték fel a
meglévé €és fenyegetd problémakat, amelyek globalis veszélyt jelentenek az emberiség
szamara.

A kornyezetvédelmi tevékenységek soran elsésorban azokra a kérdésekre kell valaszt
talalnunk, hogy mit, mitdl és hogyan kell megvédeniink. Mivel a kdrnyezetvédelem
elsddleges célja a megfeleld életkoriilmények biztositdsa az ember szdmara, valamint az
anyagi €s szellemi javak védelme, igy az elsé kérdésre konnyen valaszt kaphatunk. Az ember
¢és annak természetes, valamint miivi kdrnyezete igényli az elsédleges védelmet, az emberi faj
védelme pedig egyuttal az egész kornyezet védelmét is jelenti (MOSER — PALMALI, 1992).

Napjainkban kiilonboz6 forrasokbdl szarmazo artalmakkal kell szembe nézniink, mint
példaul hulladékok keletkezése, karos sugdrzasok, erdzio, vizek elszennyezddése, €é161ények
kipusztulasa, vagy talzott elszaporodasa stb., beleértve a korabban kis, vagy elhanyagolhato
jelentdséggel biro fert6zé agensek megjelenését, térnyerését kornyezetiinkben.

A kornyezeti problémak kialakuldsanak alapvetd oka az emberiség létszdmanak
drasztikus mértéki novekedése, melynek kovetkeztében egyre tobb nyersanyagot von ki a
természetbdl, egyre nagyobb mértékii anyag- és energiaatalakitast visz véghez. Ennek
kovetkezménye a folyamatos és egyre novekvO szennyezOanyag kibocsatds. A kibocsatott
kornyezetszennyezd anyagok kozvetleniil veszélyeztetik, karositjdk az ember egészségét, az
¢lovilagot, az élettelen természeti kornyezetet (pl. felszin alatti vizek) és akar az épitett

kornyezetet is.

2.2. Patogén mikroorganizmusok

Patogén mikroszervezetnek az a fertdz0 agens tekinthetd, amely képes fogékony
egyedben megbetegedést kivaltani (LOSONCzY, 2001). Megkiilonboztetiink obligat patogén
mikroorganizmusokat és fakultativ patogén, vagy méasnéven opportunista koérokozokat. Mig
elébbiek az €ép és egészséges immunrendszerrel rendelkezd egyénekben is képesek betegség

kivaltasara, addig az utdbbiak altalaban csak legyengiilt, immunolédgiai védekezésben gatolt
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szervezetben képesek betegséget okozni (SZOBOSZLAY-KRISZT, 2008). Napjainkban azonban
mind tobbszor szdmolnak be olyan, opportunista korokozoknak tulajdonithatod
megbetegedésekrol, halalesetekrdl, melyek esetében prediszpozicio (hajlamositdo tényezd)
nem jatszott szerepet a betegségre vald fogékonysag kialakitasaban (ARANCIBIA ET AL., 2002;
HUHULESCU ET AL., 2011). Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az opportunista korokozok egy
részének evolucidja a betegség kialakitasi képesség eldtérbe keriilésének iranyaba tart
(BUCKLEY, 2004). igy napjainkban az opportunista mikroszervezeteket megkiilonboztetjiik az
un. alkalomszeriien patogén mikroorganizmusoktol, melyek esetében a betegség kialakitasa

egyedi és véletlenszert.

2.3. Patogén mikroorganizmusok a kornyezetben

Ubikviter szervezetként szdmos patogén mikroorganizmus jelenléte mutathato ki

egyes kornyezeti elemekben is, mint a felszini-, illetve felszin alatti vizek, vagy a foldtani
kozeg. Szadmos kutatds irdnyul a kornyezetben eléforduld patogének kimutatasara, illetve
tulajdonsagaik vizsgalatara.
Tobb alkalommal vizsgaltak a kornyezeti eredeti Pseudomonas aeruginosa képviseldit,
illetve azok tulajdonsagait, mely faj estében - kivalo biodegradacios képességeinek
koszonhetden - szénhidrogénnel szennyezett teriileteken, valamint komposztban torténd
térnyerésérdl szamoltak be (ATZEL ET AL, 2008, KASzAB ET AL., 2010). Tovabbi vizsgalatokat
végeztek a kornyezeti torzsek antibiotikum rezisztencidjaval kapcsolatosan, illetve virulencia
markerek Kimutatasara (KASzAB ET AL., 2011), mely eredmények a kornyezeti patogén
mikroszervezetek fokozottabb jelentdségére hivjak fel a figyelmet.

Tobb esetben keriilt kutatasi célkitlizés kozéppontjaba felszini vizek koziil kisebb
tavak mikrobiologiai diverzitasanak kérdése. Kiilonbozd tavak keriiltek vizsgaldodas ala,
tobbek kozt hulladéklerako csurgalékviz bevezetéssel ellatott allovizet elemeztek molekularis
technikakkal (FERNANDES ET AL., 2013), vagy példaul Ausztralidban, egy szivarvanyos
pisztrangot (Oncorhynchus mykiss) tenyészté farmon izolaltak kiilonb6zé patogén
szervezeteket (tobbségében Pseudomonas és Aeromonas fajokat), melyekkel a késébbiekben
egyéb (antibiotikum rezisztencia, nehézfém rezisztencia) vizsgalatokat is végeztek
(AKINBOWALE ET AL., 2007). Iranyult kutatas tovabba halastora, ahol az sszes él6-sejtszamon
kiviil vizsgaltak fekal indikatorokat és Salmonella sp.-t, valamint kimutattak egyéb patogén
mikroszervezeteket, mint az Aeromonas hydrophila, melyek esetében antibiotikum

rezisztencia vizsgalatok is elvégzésre keriiltek. A halak bérén gyakran kolonizalnak Gram-
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negativ baktériumok, mint példaul a Pseudomonas, a Vibrio, az Aeromonas, a
Flavobacterium és a Moraxella-Acinetobacter nemzetség tagjai (HARNISZ & TUCHOLSKI,
2010). Vietnamban Kkifejezetten kornyezeti eredetii antibiotikum rezisztens baktériumokat
kerestek mely kutatds soran a legnagyobb szamban az Acinetobacter és az Aeromonas
nemzetségbe tartozé fajokat mutattdk ki vizi kdrnyezetbdl. Az izolalt fajok tobbségénél

rezisztencia géneket is sikeriilt detektalniuk (HOA ET AL., 2011).

2.4. Jellegzetes patogén mikrobak a szénhidrogénnel szennyezett teriileteken

A mikroszervezetek — igy az opportunista korokozok kozott is — széles korben elterjedt
a szénhidrogén bontasi képesség, amit a kornyezetvédelmi gyakorlat a bioremedidcios
eljarasok soran gyakran alkalmaz. A legjelentdsebb szénhidrogénbontd baktériumok ¢&s
Aktinomicétak 301 ismert faja az alabbi, 10 nemzetségbe sorolhatd: 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 koérokozok is, melyek jelenléte a karmentesités alatt allo teriileten, illetve a kezelt
talaj-, talajviz rendszerben nemkivanatos.

E human egészségligyi jelentdséggel bird fajok kozil a kornyezetvédelmi
beavatkozasok teriiletén az utdbbi években mind gyakrabban keriil azonositasra, illetve
felhasznalasra példaul a Pseudomonas nemzetségbe tartozé Pseudomonas aeruginosa faj
(DAs - MUKHERIJEE, 2007; KALIN ET AL., 2005). Am ahogyan klinikai kornyezetben is
folyamatosan szamolni kell az ujabb, korabban kis jelentdséggel bird opportunistak
térnyerésére, ugy a kornyezetvédelmi karmentesitések helyszinén 1is célszeri a
mikrobakdzdsség Ujabb tagjait is megfigyelés ald vonni. Ilyen, potencialisan koz- és
kornyezetegészségiigyi problémat jelenté mikroszervezetek az Acinetobacter nemzetség

képviseldi is, melyekkel részletesen a kovetkezo fejezetben foglalkozom.

2.5. Acinetobacter nemzetség

2.5.1. Az Acinetobacter nemzetség dltalanos bemutatdsa

Az Acinetobacter nemzetség tagjai szabadon ¢él8 szaprofitak’, ubikviter?

szervezetekként  barhol  fellelhetéek a  kOrnyezetben. JellemzOen  opportunista

! szaprofitak: masnéven korhadéklakok, melyek képesek holt szervesanyag hasznositasara
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mikroszervezetek (HTTP1l), melyek nem csak a talajban, talajvizben, szennyvizben és
¢lelmiszerekben fordulnak eld, hanem klinikai kornyezetben is jelen vannak szédmos
nozokomialis® fertézést okozva. Sokoldalu metabolikus tulajdonsagaiknak koszonhetden
fontos szerepet jatszhatnak kiilonboz6 ipari-kornyezeti biotechnologiai folyamatokban, mint

A nemzetség tagjai elsé azonositasuk ota kiilonb6z6 szerzok altal szamos eltérd néven
kertiltek leirasra. Az Acinetobacter nemzetség elnevezés eldszor 1954-ben lett rendszeresitve,
és egy heterogén csoportot jelzett, melynek tagjai mozgéasra képtelen Gram-negativ
szaprofitak voltak, amiket mas hasonld baktériumoktol a pigmentacié hidnya kiilonboztetett
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 6ket szamon. Ez az 0j csalad
tartalmazza az Acinetobacter, a Moraxella, a Psychrobacter nemzetségeket és a hozzajuk
tartozd mikroszervezeteket. Ma a nemzetség hivatalos érvényben 1évd taxondomai besoroldsa a

kovetkezé (HTTP2):

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

¢

Csalad: Moraxellaceae - L 7

1. sz. Abra: Acinetobacter baumannii
elektronmikroszkopos felvétele (http3)

A nemzetség leggyakrabban vizsgalt tipusfaja az Acinetobacter baumannii (1. sz.
abra). Az Acinetobacter-ek Gram-negativ, nem fermentald, szigortian aerob baktériumok.
Morfologiai jellemzésiik soran kicsi, telt palcékat, vagy coccobacillusokat figyelhetiink meg,
melyek gyakran éallnak parban, vagy lancba kapcsolodva. Nem sporaképzo, és flagellumok,
csillok hidnyaban alapvetéen mozgasra képtelen mikroszervezetek, azonban félfolyékony
tapkozegben bizonyos specialis mozgasformak mégis megfigyelhetéek esetiikben (TOWNER,
2006). A telepek altalaban nem pigmentaltak, de vannak torzsek melyeknél eléfordulhat
fehéres krémszin. A telepek atméréje 1-2 mm, ép sz€liiek, feliiletiik lehet sima, vagy fényes,

nyalkas. Az Acinetobacter nemzetség képvisel6i széles hémérsékleti tartomanyban

2 ubikviter: mindeniitt el6fordul6, megtalalhatd
® nozokomialis: korhazi koriilmények kozott kialakult fertézés
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szaporodnak, a legtobb torzs hdéoptimuma 33°C, de néhany kornyezeti izolatum jobban
szaporodik 20-30°C-on. A klinikai torzsek altalaban 37°C-on novekednek legjobban, de
el6fordulnak olyanok is, amelyeknek a 42°C kedvez (TOWNER, 2006).

Minden Acinetobacter oxidaz negativ és katalaz pozitiv. A legtébb torzs annak
ellenére, hogy nem képes a nitratot nitritté redukalni, nitrogénforrasként hasznositani tudja
mindkét vegyiiletet. Az Acinetobacter-ek jelentds része nem képes hasznositani a gliikozt,
mint szénforrast, de eldfordulnak olyan ritka tdrzsek, melyek az Entner-Doudoroff* aton
keresztiil fel tudjak azt hasznalni energiaforrasként (TOWNER, 2006).

A nemzetség szamos tagja képes lebontani kiillonbozd 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, és szerepet jatszhatnak szamos szennyez6 €s ipari termék — példaul a
poliklorozott bifenilek — lebontdsdban. Képesek a szennyvizbdl eltavolitani a foszfatot,
csokkentve ezzel az eutrofizacio problémajat a szennyviztisztito telepeken (TOWNER, 2006).

Izolaltak olyan Acinetobacter torzseket, amelyek motorolajbdl szarmazo, hossza lanct
n-paraffinokat bontottak és nagymértékben csokkentették az olaj mennyiségét a szennyezett
talajban (KOMA ET AL., 2001). Bioaugmentacios eljaras soran egy A. baumannii térzs 90 nap
alatt 89,3-r6l 53,9 g/talaj kg-ra csokkentette a kozegben mérheté TPH szennyezést.
Laboratoriumi koriilmények kozott razolombikos kisérletben is tesztelték ugyanazon torzs
bontési képességét, és a kezdeti TPH szint tobb, mint 50%-o0s csokkenést mutatott 120 6ra
elteltével (MISHRA ET AL. 2004). Az Acinetobacter Iwoffii kevert mikrobatenyészetben metil-
terc butil éter biodegradacidja képes (ACUNA-ASKAR ET AL., 2000). Az Acinetobacter
calcoaceticus biofilm képzésre hajlamos torzs, mely képes olajszarmazékok jelenlétében

novekedésre, illetve az alifas és aromas szénhidrogének emulgealasara (MARIN ET AL., 1996).

2.5.2. Az Acinetobacter fajok humanegészségiigyi jelentésége

Az Acinetobacter nemzetség tagjai opportunistdk, €és az utobbi években a
nozokomialis fertézések mind gyakoribb korokozoéi: kiilondsen nagy veszélyt jelentenek az
intenziv osztalyok betegeire. Elsddlegesen tiidégyulladast okozhatnak, féként immunhianyos

betegeknél, akik miitéten, vagy trauman estek 4t (égési sériilés stb.). Altaluk okozott fertdzés

* Entner-Doudoroff ut: a baktériumoknal a gliikdz lebontasanak (piruvatig) egyik ttja, csak prokariotakra
jellemz6. Eredménye: 1 ATP, 1 NADH



még a vérmérgezeEs, a szivbelhartya gyulladés, az agyhartyagyulladés, a bor- és sebfertdzések,
valamint a hugyuti fertdzés. A nemzetségen beliil, korhazi kdrnyezetbdl leggyakrabban izolalt
korokozocsoport az Acinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii  komplex
(GIAMARELLOU ET AL., 2008), mely magaban foglalja az A. baumannii, A. calcoaceticus, A.
pittii és A. nosocomialis fajokat (NEMEC ET AL., 2011).

Az Acinetobacter nemzetség képvisel6i altal kivaltott egészségkockazatot sulyosbitja,
hogy rendkiviil gyorsan fejlesztenek rezisztenciat a legtobb potencialis antibiotikummal
szemben, aminek az egyik f6 oka, hogy a korhazakban talél6 torzsek a kezelések soran talzott
¢s helytelen mértékben alkalmazott antibiotikumokhoz adaptaldédnak, és igy ellenallova
valnak veliik szemben. A nemzetség képviseldi kiillonbozé rezisztencia mechanizmusokkal
védekezhetnek az antibiotikumok széles korével szemben. Az A. baumannii egyik
jellegzetessége a kromoszomalisan kodolt blapxa.s; csoportba tartozo -laktamaz gén
hordozasa, mely a Karbapenemekkel szembeni rezisztenciat kodolja (PASZTI ET AL., 2011).
Ellentétben a Moraxellaceae csalad mas tagjaival, a nemzetség legtobb tagja rezisztens a
penicillinnel, valamint szamos klinikai izoldtum a Cefalosporinokkal szemben a
kromoszomalis cefalosporindz enzim termelése miatt. Az antibiotikumokkal szemben
mutatott rezisztencia Osszefliggésben van a plazmidokon kodolt tulajdonsagokkal (TOWNER,
2006), a megszerzett tulajdonsadgot a torzsek ugyanis gyakran mobilis genetikai elemek
kozvetitésével at tudjak adni egymasnak, terjesztve ezzel a rezisztenciat. Ilyen médon valt a
Klinikai A. baumannii torzsek nagy része az utdbbi években a Karbapenemekkel,
Fluorokinolonokkal és Aminoglikozidokkal szemben ellenallova.

Multirezisztens Acinetobacter izolatumokat vilagszerte, szamos korhazban észlelnek,
Eurdpabol, az Egyesiilt Allamokbél, Kindbol, Hong Kongbol, Koreabdl és Japanboél is
jelentettek ilyen torzseket (GIAMARELLOU ET AL., 2008). A multirezisztens torzsek szama
folyamatosan emelkedik, ami hazai korilmények kozott is jelentds problémat okoz. 2007-ben
Magyarorszagon 84 beteg fert6z6dott 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 fert6z6 betegségek gyogyitasanak kemoterapids korszaka bo fél évszazadra tekint
vissza. Ezt az idészakot az 0j és hatasos antimikrobidlis szerek folyamatos kifejlesztése,
bevezetése, valamint a koérokozo mikrobdk rezisztencidjanak kifejlodése és elterjedése

jellemezte. Napjaink klinikusainak a hatékony antibiotikumok széles kore all rendelkezésére



az érzékeny patogén mikrobakkal szemben, &m a multirezisztens (t0bbszordsen rezisztens)
mikroszervezetek kezelése mind nagyobb kihivast jelent (LOSONCzY, 2001).

Az antimikrobidlis szerek hatdsanak alapja a szelektiv toxicitas, vagyis a szer legyen
erosen toxikus a korokozora és nem, vagy alig artalmas a gazdaszervezetre, az emberre nézve.
Ez oly 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. Valodi oki gyogymodot jelentenek, mivel a betegséget a patogén
mikroorganizmus elpusztitdsaval (baktericid hatds), vagy szaporodasanak gatlasaval
(bakteriosztatikus hatas) sziintetik meg (FURST, 2004). Hatasmechanizmusuk alapjan
megkiilonboztethetéek baktériumfal felépitését gatld szerek, nukleinsavszintézis gatlok, a
DNS kettés spiral kialakulasat akadalyozo készitmények, folsavszintézis gatlok,
fehérjeszintézis gatlok, illetve a DNS-t citotoxikus metabolitokkal karositd hatast
készitmények (FURST, 2004).

Antibiotikum adhato terapia, illetve profilaxis (megeldzés) céljabol. Terapias
antibakterialis kezelés sziikséges, ha a beteg bizonyitottan, vagy a klinikai jelek alapjan
feltételezhetden bakteridlis fertdzésben szenved. Ha a beteg klinikai tlinetei egyértelmiien erre
utalnak és megfeleld mikrobiologiai diagnosztikai modszerrel ala lehet tdmasztani a fertézés
tényet (pl.: korokozd baktérium kitenyésztése), akkor célzott kezelésre nyilik lehetdség. Ma
mar ismeretes a legtobb klinikai kép hatterében 1év6 korokozok kore, igy az antibiotikumok
hatékonysaganak tudataban nagy valdszinliséggel hatdsos terapia kezdhetd. Profilaktikusan
csak akkor adhat6 antibiotikum, ha kézvetleniil fenyeget6 fertdzést akarunk kivédeni (FURST,
2004).

Az antibiotikumok hasznélata az elmult 50 évben jelentdsen csokkentette a fert6zo
betegségekben megbetegedettek szamat €s a letalitast. Ugyanakkor, ezzel parhuzamosan, sok

korokozo — kiilonboz6 mértékben — rezisztenssé valt veliik szemben (SZALKA, 2003).

2.7. Antibiotikum rezisztencia a klinikai viszonyok kozott

Az antibiotikumok, melyeket a gyodgyitdsban hasznédlnak és a mikroorganizmusok,
amelyek kolonizaljak, vagy fertdzik a betegeket, folyamatosan versenyben allnak egymassal.
Az 1960-as évektol 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 tekinthet6. A ’60-as évek végén az MRSA (meticillin-rezisztens
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Staphylococcus aureus) okozta koérhazi jarvanyok terjedtek el, el6szér Eurdpaban, majd az
Egyesiilt Allamokban. Az 1980-as években a béta-laktamaz enzimek ujabb csaladja jelent
meg az Enterobacteriaceae csoportba tartozo baktériumok korében, rezisztenciat okozva
tovabbi Cefalosporinokkal szemben. A Staphylococcus és Pseudomonas térzseknél az 1990-
es években jelentkezett a rezisztencia az ij Fluorokinolonokat illetéen (LOSONCZY, 2001).

Az antibiotikum-rezisztencia legaltalanosabb mechanizmusa valamilyen, az
antibiotikumot inaktivalé enzim termelése. Ilyenek a Béta-laktam antibiotikumokkal
szembeni rezisztenciat eredményezO béta-laktamazok és az Aminoglikozidokat mddosito
enzimek. Megvaltozhat tovabba a sejtfal permeabilitdsa, mely rezisztenciat okozhat példaul a
Karbapenemek, vagy a Fluorokinolonok esetében. Tovabbi lehetdség az aktiv efflux, de
rezisztencidhoz vezethet egy megkeriild metabolikus 0t kialakuldsa, vagy a sejtfal
antibiotikum-kot6  helyein  (pl.:  PBP, penicillin-k6té — fehérjék) torténd  valtozasok
bekdvetkezése (LOSONCZY, 2001).

A rezisztencia kialakulasanak genetikai hattere lehet kromoszomalis vagy
extrakromoszomalis (plazmidhoz kotott) eredetli. A kromoszomalis eredetli rezisztencia
spontdn muticioval és szelekcioval jon Iétre, ¢és altalaban egy antibiotikum, vagy
antibiotikum-csoporttal szemben alakul ki. Ezzel ellentétben a plazmiddal terjed6 rezisztencia
adott mikrobapopuldcidoban gyorsan jelentkezik, €s gyakran tobb, egymastol kiilonbozo
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 terdpids adagolasa
elosegiti a betegekben a rezisztens patogén torzsek szelekcigjat. Egy bizonyos antibiotikum
kiterjedt és folyamatos alkalmazésa visszaszoritja a rd érzékeny mikrobakat, megteremtve a
rezisztensek szdmara a ndvekedés és terjedés (kolonizacid), vagy éppen a dominancia
feltételeit. Mas megerdsitett feltételezés szerint, az ilyen antibiotikum-kezelés egyenesen
stimulalja a rezisztens mikrobak novekedését (Losonczy, 2001). A nem kelld
koriiltekintéssel megvalasztott terapia, hosszatavon jelentkezd veszélye, hogy a feliigyelet
nélkiil hasznalt antimikrobidlis szereink elveszithetik hatékonysagukat, amire a kozeli mult is

szamos példaval szolgal (BARCS, 2006).

2.7.1. Multirezisztencia

Multirezisztencian, vagy polirezisztencian altalaban azt értjiik, ha egy baktériumtorzs

kett6, vagy tobb, a klinikai terapiaban kezelésére alkalmasnak tekintett antibiotikum
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csoportba tartozd készitményekkel szemben rezisztens (LOSONCzY, 2001; DRAGHI ET AL.,
2006). A tapasztalatok szerint a legtdobb rezisztens mikrobatorzs forrdsai a koérhazban
kolonizalt, vagy fert6zott betegek, a legjelentdsebb terjesztd tényezd pedig a személyzet, a
latogatok, a hasznalati eszk6zok stb. Tobbszor igazoltdk mar a rezisztens Gram-pozitiv
torzsek (pl.: MRSA) terjedési lehetdségét a személyzeten keresztiil, a Gram-negativ mikrobak
hordozasa azonban - kivéve kézen — nagyon ritka. Az Acinetobacter egyike ama kevés Gram-
negativ baktériumnak, amely a normal borfléraban is megtalalhatd lehet, €s okozott mar
visszatérd kisebb jarvanyt (LOSONCzY, 2001). Leirtak tovabba olyan koérhazi jarvanyokat is,
amit gyakorlatilag az 0Osszes antibiotikumra rezisztens Acinetobacter torzs okozott
(Losonczy, 2001).

2.8. Antibiotikum rezisztencia a kornyezetben

Az Europai Kozosség altal kiadott beszamold szerint az antimikrobidlis rezisztencia a
kornyezetben is széles korben elterjedt. Rezisztens baktériumok izoldlhatdak a felszini és a
felszin alatti vizekbdl, valamint talajbol és szennyezett vizzel kezelt ndvényekbdl. Az utdbbi
20 évben a vizekben és az tliledékekben a rezisztencia géneket hordozo baktériumtorzsek
aranya 10-46%-ra nétt, mig a szennyvizekben ez az arany a 76%-0t is meghaladja (OPINION
OF THE SCIENTIFIC STEERING COMMITTEE, 1999).

A kornyezeti antibiotikum rezisztencia lehetséges oka, hogy a kdrnyezetbe és ezaltal a
felszini-, felszin alatti vizekbe, illetve foldtani kozegbe keriilt és folyamatosan kertild
antibiotikum szermaradvanyok szelekcios nyomast fejthetnek ki a mikroszervezetekre
(KAszAB, 2011). A kornyezetbe keriil6 antibiotikumok forrasai lehetnek:

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

- Mezogazdasagi antibiotikum-hasznalat: Az antibiotikumok célzott terapids és
profilaktikus felhasznalasan kiviil szamitasba kell venni az allatgyogyaszati és mezdgazdasagi
felhasznalast is, példaul a novényvédelemben, vagy hozamnoveld takarmanyadalékként az
allattartdsban (BARCS, 2006). Egészen a kozelmultig hozzavetdlegesen az Gsszes

antibiotikum-hasznalat  33%-at hasznaltak az allatgyogyaszatban ¢és 15%-at az
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allattenyésztésben (OPINION OF THE SCIENTIFIC STEERING COMMITTEE, 1999). Napjainkban a
nutritiv célu allattakarmanyozasi felhasznélds europai dontés értelmében nem megengedett:
2006. januar 1-t6l az Eurdpai Unid korlatozta az antibiotikum jellegli takarmanykiegészitok
(kivéve kokcidiosztatikumok és hisztomonosztatikumok) alkalmazasat €s eltavolitotta azokat
az engedélyezett készitmények Kozosségi Nyilvantartasabol (CASTANON, 2007).

- GMO szervezetek: Napjaink ujkeletli kihivasa a genetikailag modositott szervezetek
alkalmazasa ¢és az ebbdl eredd kornyezeti kockazatok. Genetikailag moddositott szervezetek
esetében ugyanis jellemz0 az antibiotikum rezisztencia marker gének alkalmazéasa, melyek
kornyezeti és human-egészségiigyi vonatkozasai az antibiotikum rezisztencia terjedése
tekintetében jelenleg is tudomanyos vitak targyat képezik (OPINION OF THE SCIENTIFIC PANEL,
2004).

Osszességében tehat a szakirodalom attekintése alapjan megallapithaté, hogy

- az Acinetobacter nemzetség klinikai jelent6sége az altaluk kivaltott megbetegedések
gyakorisdgaval, illetve a terdpids lehetdségek csokkenésével, az antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok terjedésével egyre nd, igy korunk és a kozeljovo egyik probléma-baktérium
nemzetségével allunk szemben. Kiemelkedd jelentdségli az A. baumannii faj, illetve az A.
baumannii-calcoaceticus komplex, melynek képviseldi mind gyakrabban jelentenek kihivast
az orvostudomany szamara és fejlddésiik, evoluciojuk egyértelmiien a betegség kialakitd
képesség fejlodésének iranyaba tart.

- az Acinetobacter nemzetség képvisel6i szamos olyan metabolikus ttvonallal rendelkeznek,
melyek alapjan képesek a kdrnyezetszennyezd vegyi anyagok (elsdsorban szénhidrogének)
patogén mikroszervezetekhez hasonldoan megjelenhetnek. Tobb tudomanyos kozlemény
szamolt be tovabba direkt bioremediacios célu tesztelésiikrdl, illetve felhasznalasukrol.

- kornyezetegészségiigyi kockazatuk mértékét meghatarozza, hogy mely kozegben (talaj,
talajviz, felszini viz) milyen ¢€l6sejtszamban ¢€s gyakorisaggal lelhetek fel, illetve, hogy a
kornyezeti izoldtumok milyen tulajdonsagokkal (antibiotikum rezisztencia, patogenitas,
szénhidrogén bontd képesség) jellemezhetdek. E tulajdonsagokrol azonban jelenleg elenyészd
informéciokkal rendelkeziink, igy a kutatas keretében vallalt célkitlizések e feladatok koré

rendezodtek.
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3. MODSZEREK

Az Acinetobacter fajok kornyezeti detektalasara, azonositasara, valamint részletes
tulajdonsagaik  (antibiotikum rezisztencia, szénhidrogén-bontds) feltdrasdra iranyulo
vizsgalatokat a Szent Istvan Egyetem Kornyezetvédelmi- és Kornyezetbiztonsagi Tanszékén,
valamint a Kornyezetipari Regionalis Tudaskdzpontban végeztem. Munkdm sordn az
eldirasoknak megfelelden steril koriilmények kozott, laminaris boksz igénybevételével
dolgoztam, a sziikséges védofelszerelések (gumikesztyli, maszk, véddszemiiveg)
hasznélataval. A felhasznalt eszkdzoket és taptalajokat 20 percig, 121°C-on, 1 atm tilnyomason
autoklavban sterileztem.

Céljaim megvalositdsa érdekében elsé 1€pésben szénhidrogénnel szennyezett
karhelyekrél szarmazo6 talajviz, valamint halastobol szarmazd felszini viz mintakat
vételeztiink és e mintakbol izolaltam és identifikaltam Acinetobacter nemzetségbe tartozo
torzseket, melyeket az 1. sz. melléklet abrajan osszefoglalt, tobblépcsds vizsgalati rendszeren

vittem végig.

3.1. Mintavételezés

Az Acinetobacter fajok izolalasa céljabol az orszag
kiilonboz6 pontjain elhelyezkedd, szénhidrogénnel szennyezett
karhelyekr6l (Babolna, Baja, Balassagyarmat, Baracska, Békéscsaba,
Bugyi, Debrecen, Dunavarsany, Fiizesabony, Kunhegyes, Marcali,
Miskolc, Oroshaza, Polgar, Siklos, Szazhalombatta,
Szigetszentmiklos, Szolnok, Vac, Zalaegerszeg) tortént talajviz
mintavételezés a vonatkozd Magyar Szabvanynak megfeleléen
(MSZ 21464: 1998. Mintavétel felszin alatti vizekbdl). A talajviz

mintavétele minden esetben a karhelyen Iétesitett észleld kut

igénybevételével, steril acél bailer segitségével tortént (2. sz. abra),

majd a mintdk megfeleld hdmérsékleten (~4°C) szallitva keriiltek 2. sz. dbra: Talajviz mintavétel
Oroshazan (2011.08.23., sajat

laboratoriumba mikrobiologiai ¢és kémiai analitikai vizsgalatok felvétel)

céljabol. A halastavi felszini viz mintdk Hogyész, Kolesd, Monor és Varsad telepiilésrol

keriiltek beszallitasra. A mintavételi helyszinek elhelyezkedése az orszagban a 2. sz. melléklet

abrajan keriilt bemutatasra.
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3.2. Acinetobacter fajok novekedésének vizsgalata altalanos és szelektiv taptalajokon

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

- Altalanos taptalajok pl. TGE-5, vagy nutrient agar
- Acinetobacter dusito tapkozeg alkalmazasa (BAUMANN, 1968)
- Szelektiv és/vagy differenciald taptalajok
- MacConkey taptalaj (MERCK)
- Cetrimid agar (MERCK)
- Leeds Acinetobacter Medium (LAM) szelekcids agensek nélkiil (HTTP4)
- LAM szelekcios agensekkel (JAWAD ET AL., 1994)

Munkam soran kisérletet tettem a vizsgalati lehetdségek egyesével torténo tesztelésére
¢s a javasolt tapkozegek laboratoriumi optimalizalasara, melynek eredményeit a 4.1. sz.
alfejezetben ismertetem. Ennek megvalositasahoz a Tanszék kornyezeti eredetli mikroba-
torzsgylijteményben mar rendelkezésiinkre allo 8, szintén szénhidrogénnel szennyezett
karhelyr6l szarmazo Acinetobacter (A. calcoaceticus, A. venetianus, A. johnsonii, A.
beijerinckii) izolatumot hasznaltam fel. E baktériumtorzseket bevontam tovabba a munkam
keretében tervezett tovabbi vizsgalati irdnyok (antibiotikum rezisztencia, szénhidrogén bont6
képesség) végrehajtasaba is.

A taptalaj tesztelés keretében 24 oOras inkubaciot kovetéen megfigyeltem a
rendelkezésre allo kiilonb6z6 Acinetobacter fajok novekedését és telepmorfologiajat a

felsorolt laboratoriumi taptalajokon, igy mérlegelhettem a rendelkezésre allo taptalajok

alkalmassagat az Acinetobacter spp. laboratoriumi tenyésztésére.

3.3. Acinetobacter nemzetség tagjainak izolalasara szolgalé modszeregyiittes fejlesztése

A rendelkezésemre 4llo lehetdségek koziil a tenyésztésre alkalmasnak itélt tapkozegek
esetében kialakitottam egy olyan modszeregyiittest, mely nagy aranyban sikeres €s a vizsgalt
nemzetségre nézve kellden szelektiv izolalast tett lehetdvé. Az alabbi alfejezetekben e
modszeregyiittes megvaldsitasanak fobb elemeit, az
elddusitas, illetve a LAM tapkozeg felhasznalasdnak

részletes metodologiajat ismertetem.

3.3.1. Acinetobacter dusito tapoldat

Els6 Iépésben a beérkezett kornyezeti

) 3. sz. abra: Acinetobacter dusito
mintakban esetlegesen jelen 1évé Acinetobacter térzsek tapoldat (sajat felvétel)
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izolalasanak céljabol elédusitast alkalmaztam. A mintakbol 5 ml-t pipettaztam el6zbleg
sterilezett 20 ml Acinetobacter dusito tapoldatot (BAUMANN, 1968) tartalmazé lombikba (lasd
3. sz. abra, ill. 3. sz. melléklet).

A kérnyezeti mintaval beoltott razolombikokat ezt kovetden 48 6ran at, 30°C-on
inkubaltam 160 rpm fordulatszam mellett. A 48 6ras inkubacié utdn a dusitott kdrnyezeti
minta felhasznalasaval tizes alapu higitasi sorokat készitettem 10*-10° nagysagrendig, 9 ml
desztillalt viz és Tween 80 keverékét tartalmazd higitd oldat segitségével. A higitdsokbol 1-1
ml-t petri-csészébe pipettaztam, melyet kovetden lehetdségem nyilt altalanos (pl. 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 alkalmazéasara
tobb szakirodalmi forrast is talaltam, melyek egyrészt a
tapkozeg differencial6 jellegét, masrészt
antibiotikumokkal  kiegészitve  annak  szelektiv
tulajdonsagait hasznaltak fel az Acinetobacter torzsek
kimutatasara.

A LAM tapkozegen az Acinetobacter nemzetség

képviseldi jellegzetes malyva szint mutatnak (lasd 4. sz. 4. sz. dbra: Az Sk-V (Siklés) komyezeti
, . , . g . mintabol készitett tisztitd szélesztés Leeds
abra), 1illetve a taptalaj fenolvords tartalmanak Acinetobacter Medium (LAM) taptalaj
. 7 g ; ro P . e felhasznalasaval
koszonhetden a telepek koriil talalhatd rézsaszin, diffuz (2011. 06. 27., sajét felvétel)

elszinez0dés alapjan jol elkiilonithetdek. A tapkozeg emellett harom olyan antibiotikumbol
all6 kombinaciot is tartalmazhat, melyek lehetdvé teszik a kornyezeti mintakban eléforduld
egyéb Gram-negativ és Gram-pozitiv fajok jelentds hanyadanak szelektiv gatlasat.

A kiontott lemezeket sajat tapasztalataim és szakirodalmi utalasok (TOWNER, 2006)
alapjan 28 °C-os homérsékleten, 48-72 6ran at inkubaltam, majd a tipusos (malyva szini,
kerek, ép széli, kiemelkedd, fényes) telepeket tisztitd szélesztés utan, TGE-5 ferde agarra

oltottam, tovabbi vizsgalatok és térzsfenntartas céljabol.

3.4. Kornyezeti eredetii Acinetobacter fajok identifikalasa

Az Acinetobacter nemzetség tagjainak identifikalasara vonatkoz6 szakirodalmi
informaciok sziikdsek voltak és elsdsorban a molekuléris genetikai modszerekre fokuszaltak.

A hagyomanyos, fenotipusos bélyegeken alapuld, elérhetd modszerek kore korlatozott volt,
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szabvanyositott, nemzetkozileg elfogadott eljarast pedig az irodalom attekintése soran nem
talaltam. Ezek alapjan a kornyezeti izoldtumok identifikdlasdhoz a 16S rDNS szekvencia
analizisen alapul6 molekularis genetikai modszert valasztottam.

A molekularis bioldgiai alapokon nyugvo fajazonositds megvaldsitdsahoz azonban
sziikség volt olyan elévizsgalatok végrehajtdsara, melyek az esetleges fals identifikéciok
szamat minimalisra szoritjak. Vélasztasom igy az oxidadz és katalaz tesztre, illetve a Gram-
probara esett, €s csupan a megfeleld profillal jellemezhetd torzsek esetében hajtottam végre a

molekularis genetikai mddszereken nyugvé identifikaciot.

3.4.1. Oxidaz-, Katalaz-teszt, Gram-proba

Oxidaz-teszt: Az aerob mikrobak 1égzési lanca gyakran tartalmazhat aas tipusu
citokrom oxidazt, ami az oxigénre haladd elektrontranszport-lanc utols6 tagjaként az oxigén
vizz¢ torténd redukcidjat végzi. Az aas tipust citokrom oxidaz jelenlétét vizsgalo oxidaz teszt
a baktérium identifikalas klasszikus tesztjei koz¢ tartozik.

A vizsgdlandé Dbaktériumtorzs ,,overnight” (maximum 18 0ras) ferde agar
tenyészetébdl iivegbottal szlirGpapir-szeletre kis mennyiségii baktériumtomeget vittem fel,
majd oxidaz reagenst (tetrametil-p-feniléndiamin-oxalat 1%-0s vizes oldata) cseppentettem ra.
Pozitiv reakcié esetén azonnali, vagy 60 masodpercen beliili lilaskék elszinezddést
tapasztaltam, mely a tetrametil-p-feniléndiamin redukciojabol eredé ,,Wurster-kék”
keletkezésének volt kdszonhetd. A negativ eredménynél semmilyen elszinez6dés nem volt
tapasztalhato.

Katalaz-teszt: A baktériumok altal termelt kataldz kvantitativ kimutatasara szolgalo
modszer. A kataldz enzim a legtobb aerob és fakultativ anaerob baktériumban megtalalhato,
feladata a hidrogén-peroxid vizzé €s oxigénné torténd atalakulasanak katalizalasa.

Vizsgéalatdhoz zsirtalanitott, lelangolt targylemezre iivegbot segitségével kis
mennyiségii ,,overnight” baktériumtenyészetet vittem fel, majd 1-2 csepp kataldz reagenst
(3%-o0s hidrogén-peroxid) cseppentettem ra Pasteur-pipetta segitségével. Pozitiv reakcid
esetén azonnali pezsgést, buborékképzddést tapasztaltam.

Gram-préba: A baktériumok sejtfalszerkezet szerinti besoroldsdnak Gram festésnél
egyszeriibben kivitelezhetd modszere. A Gram-negativ sejtfal ugyanis az 4ltaldnos
laboratoriumi tapasztalat alapjan 3%-os KOH oldat hatasara feloldodik, mig a Gram-pozitiv
nem. A feloldodott Gram-negativ sejtekbdl kiszabaduld sejtalkotok kovetkeztében a KOH
oldatban felvett tenyészetbdl kaccsal szal huzhato, ellenben a Gram-pozitivaknal ez a

folyamat nem megy végbe.
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A vizsgalat soran zsirtalanitott és lelangolt targylemezre 3%-0s KOH oldatot
cseppentettem, majd oltokacs segitségével a baktérium ,,overnight” tenyészetébdl kacsnyi
mennyiséget a KOH-ba vittem. A kaccsal homogenizaltam a szuszpenziot, majd elvégeztem a

probat.

3.4.2. Faj szintii identifikacio 16S rDNS teljes szekvencia analizissel

Az Acinetobacter nemzetség tagjai oxidaz-negativ, katalaz-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok. Ahol a kérnyezeti mintakbol izolalt torzseknél megfeleld profilt tapasztaltam,
tovabbi, genetikai vizsgalatokat végeztem 16S rDNS szekvencia analizissel (LANE, 1991) a
faj szintli meghatarozas érdekében. A folyamat fobb Iépései: DNS izolalas, 16S rDNS
univerzalis szakaszainak amplifikdlasa PCR segitségével, illetve szekvencia analizis

szekvenald PCR reakcidt kovetd kapillaris gélelektroforézissel.

3.4.2.1. DNS izolalas

Az Acinetobacter-jelolt torzsekb6l legfeljebb 24 oras folyékony tenyészetet hoztam
létre TGE-5 taptalajon, majd a MOBIO Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit segitségével
DNS-t izolaltam beldlik, a gyart6 ajanlasainak megfeleléen, melyet agardz

gélelektroforézissel ellendriztem (lasd 3.4.2.3. alfejezet).

3.4.2.2. Polimerdz lancreakcio (Polimerase Chain Reaction — PCR)

A PCR reakci6 soran tetszdleges DNS templatbdl nagyszamu masolatot hozhatunk
létre forward ¢€s reverse primerek, valamint DNS-polimeraz segitségével. A PCR reakcio
harom {6 1épésbdl all. A denaturacio soran a kettds szalo DNS-t magas hOmérsékletre
hevitjiik, hogy a kettds szalak a hidrogénhid-kotések felbomlasaval szétvaljanak, és egyszala
templatot kapjunk. A masodik 1épésben az anelldcio soran csokkentjiik a hdmérsékletet, igy a
primerek hozza tudnak kapcsolodni a DNS szalakhoz. A hémérséklet ebben a fazisban a
primerek olvadasi homérsékletétdl fiigg. Az elongdcio szakaszdban a DNS-polimeraz (Taq-
polimerdz) a szabad nukleotidok beépitésével létrehozza a hidnyz6 szalakat.

A reakcidhoz sziikséges komponensek (PCR mastermix):

crer

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

- DNS-polimerdz: lemasolja az amplifikaland6 szakaszt

- Tag-puffer: biztositja a DNS-polimeraz szamara a megfelelé kémiai kdrnyezetet

- dNTP (dezoxiribonukleotid-trifoszfatok): a polimeraz az (ij DNS szalakat ezekbdl épiti fel
- MQ-viz: nagy tisztasagl viz, a végtérfogat beallitdsdhoz
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A reakcio soran felhasznalt univerzalis Bacteria domenspecifikus 27f és 1492r

primerek szekvenciait az 1. sz. tablazatban ismertetem.

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

Primer jelolése Amplifikalo primerek szekvencidja
27f 5" GAGTTGATCCTGGTCAG 3°
1492r 5’-TACGGGTACCTTGTTACGACTT-3’

A 16S rDNS alapu, faj szintli identifikaciohoz hasznalt PCR reakci6 soran a sziikséges
alkotokat az aldbbi mennyiségben hasznaltam (egy reakcidelegyre szamolva, 50 pul
végtérfogat mellett): 5 pl Tag-Buffer, 10 ul (ImM) dNTP, 0,25 pl Tag-polimeraz, 0,5 pl
(1uM) forward primer (27f), 0,5 pl (1uM) reverse primer (1492r), 1 ul DNS templat, 32,75 pl
MQ-viz.

A PCR reakcié az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag)
késziilékben zajlott a kdvetkezd hoprofil alapjan: 98°C 5° 32x (94°C 10’ 94°C 30’ 52°C
30>° 72°C 45°°) 72°C 10’ 4°C oo,

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

4°C-on taroltam.

3.4.2.3. Agaroz gélelektroforézis

A PCR sikerességét ¢és a megfeleld méretii fragmentek képzddését agardz
gélelektroforézis segitségével ellendriztem. A folyamat végrehajtasahoz 80 ml 1 x TBE (10,8
g Tris; 10,5 borsav; 0,93 g EDTA-Na; 1000 cm3-re desztillalt vizzel kiegészitve) pufferben
0,8 g nagy tisztasagu agardzt oldottam fel, majd a kézmelegre hiitott oldatba 3,5 pl 1%-0s
ethidium-bromid festéket pipettaztam. A gélt fésiisorokat tartalmazd, OWL-tipusa
futtatokadban szilarditottam. A 8 ul PCR termék és a 2 pl Stop-TBE (50% szacharéz, 20 nM
Na-EDTA, 0,1% bromfenolkék) oldat elegyét a féstisorok eltdvolitasat kovetden kialakult
zsebekbe pipettaztam. Minden mintasor mellé standardként 3 pl DNS markert (GeneRuler™
DNA Ladder Mix, Fermentas) vittem fel, igy a PCR termék hozzavetOleges méretének
ellendrzésére is lehetdségem nyilt.

A DNS molekula foszfatcsoportjai miatt pH 7 értéken negativ Ossztoltéssel
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 kimutathato a gélben. A mintakat 110 V fesziiltségen 30 percig futtattam, majd UV

fény alatt a célszekvenciak hosszat a markerhez viszonyitva ellendriztem.

19




3.4.2.4. PCR termék tisztitasa

A megfelelé méretli és mindségli PCR termék elérése esetén a 16S rDNS amplifikalt
szakaszanak szekvencia meghatarozasa érdekében a kovetkezd 1épésben a szamomra
sziikségtelen alkotokat (maradék dNTP, primer dimerek) NucleoSpin Extract II DNA Clean-
up szettel (Macherey-Nagel) a gyartd eldirasainak megfeleléen eltavolitottam. Az igy
létrejott, tisztitott terméket a késObbiekben a szekvenaldé PCR reakcidhoz templatként

hasznaltam.

3.4.2.5. Szekvenalo PCR reakcio

Az amplifikalt DNS szekvencia bazissorrendjének meghatarozasahoz szekvenalé PCR
reakciot hajtottam végre BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit®, és
Eppendorf Mastercycler® késziilék segitségével. A folyamat az Gigynevezett dideoxi-, vagy
Sénger-féle lancterminaciés modszeren alapszik. A reakcioban fluoreszcens festékkel jelolt,
modositott dideoxi-nukleotidok - melyek esetében a riboz 2’ és 3’ helyérdl is hianyzik az
oxigén - vesznek részt. A ciklusok soran a polimeraz enzim beépiti a modositott dideoxi-
nukleotidokat is, igy a hidnyz6 kapcsolodasi pont (OH-csoport) miatt a beépiilés helyén
megszakad a lanc szintézise. Igy a DNS templat kiilonb6z3 hosszisiagu fragmentjei jonnek
létre, melyek végén modositott fluoreszcens nukleotidok helyezkednek el. A szekvenalo
reakcidelegy Osszetétele egy mintara szamitva 10 pl végtérfogat mellett: 1 ul Big Dye, 1,5 ul
Big Dye puffer, 0,5 pl primer (271, 338f, 803f), 3,5 pul DNS templat (tisztitott PCR termék),
3,5 ul MQ-viz.

A reakci6 a kovetkezd hdprofil alapjan zajlott 96°C 1° 28x (96°C 10°* 51°C 5° 60°C
4”) 4°C .

A késziilék a reakciosort kovetden 4°C-ra hiiti a mintdkat, melyeket vagy azonnal
felhasznaltam, vagy -20°C-on taroltam. A kapott végtermék a teljes 16S rDNS szekvencia
esetében kortlbeliil 1500 bazispar hosszusagl, amelybdl az adott baktériumtorzs nagy

pontossaggal azonosithato.

3.4.2.6. A jelolt DNS visszanyerése — etanol-precipitacio

A szekvencidk meghatarozasdhoz a szekvenal6 PCR reakcidt kdvetden a jelolt DNS
visszanyerése sziikséges. Ehhez a szekvenalo PCR termékét un. acetat-mix-szel (3 pl
Natrium-acetat (3M), 62,5 ul EtOH (95%), 14,5 ul MQ-viz) vortexeltem, majd 10 percig
szobahémérsékleten allni hagytam. Ezt kovetéen az elegyet 4600 rpm fordulaton, 30 percig,
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4°C-on centrifugaltam. A feliiliszo fazis ledntése utan 180 ul 70%-0s etil-alkoholt pipettaztam a
mintikra, majd 4600 rpm-en 20 percig, 4°C-on ismét centrifugaltam. A feliiliszot
maradéktalanul eltavolitottam, majd 20 ul Hi-Di formamidot mértem a kicsapott DNS-re. Az

igy el6készitett mintdkat legalabb 1 napig 4°C-on inkubaltam.

3.4.2.7. Kapillaris gélelektroforézis

A szekvendld PCR reakcid elokészitett termékét ABI Prism 310 Genetic Analyzer
késziilék segitségével vizsgaltuk a nukleotid sorrend megallapitasa érdekében. A késziilék
méri a szekvendlds eredményeképpen kapott kiillonbozd hossziusdgi fragmentek végén
elhelyezkedd modositott dideoxi-nukleotidok fluoreszcenciajat, és jeloli a kiilonbozd
nukleotidokat (lasd 5. sz. abra).

Mivel a teljes 16S szekvencia egyetlen szekvenalo reakcioval nem fedhet6 le, a végsé
szekvenciat tobb, rovidebb fragment nukleotid sorrendjének szoftveres illesztésével értem el.
A szekvencidk illesztését DNA Baser® v3 3.2.5.133 (Heracle BioSoft) program segitségével
hajtottam végre, és a folyamat soran egyben manualisan kijavitottam a hibasan azonositott
bazisokat (in. mismatch-ek).

Az igy kapott szekvencidkat az NCBI GenBank adatbazisaval (HTTPS) a BLAST
algoritmus alapjan Gsszehasonlitottam, és igy faj szinten meghatirozhattam az azonositasra
var6 baktériumtorzset.

GGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGALGGRCCT TATGGT TGTAAAGCACTTTALGCGAGGAGGS

| / | v |
o LYa aloal ot AL Bl A 2 S, U0 /5 00 0 1 X A R 0 o8 0 8 0 O 5 G 5 O, OV A A AL 44 6 A
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GGACAATGGEGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCETGTGTGAAGAAGGCCT TATGGT TGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGA

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

A kornyezeti eredetii Acinetobacter fajok antibiotikum rezisztencidjanak vizsgalatat
fenotipusos modszerrel, az Un. E-teszt®-tel (AbBiodisk, Solna, Svédorszag) hajtottam végre,
mely az antibiotikum rezisztencia szamszerti (kvantitativ) értékelését teszi lehetévé. A
vizsgalatokat a CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) altal meghatarozott modszer
szerint végeztem (CLSI, 2006).

A vizsgalatba vont torzsekbdl friss, legfeljebb 24 6ras tenyészetet hoztam létre, szilard
TGE-5 ferde agaron, majd 0,9 %-o0s NaCl-os fiziologias séoldatban 0,5 McFarland (1-3x10°
CFU) zavarossagu baktérium szuszpenziot készitettem (MCFARLAND, 1907). Ezt kdvetéen
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steril vattapalca segitségével 20 ml elére kiontott és megszilardult Miiller-Hinton agart
tartalmazd, 9 cm atmérdjli petri csészékbe szélesztettem a homogén baktérium szuszpenziot.
A Miiller-Hinton agar az egyik legalkalmasabb taptalaj az antibakterialis szerekkel szembeni
érzékenység vizsgalatahoz. A szélesztést kdvetden a baktériumgyepre helyeztem az adott
antibiotikum hatéanyagot koncentracio-gradiens mentén tartalmazd E-teszt csikokat (1
csik/petri csésze), majd a lemezeket 35 C-on, 24 6raig inkubaltam.

A vizsgélatokban 7 hatéanyagcsoportba tartozd, 12 antibiotikum készitmény
(Karbapenemek — imipenem, meropenem; Aminoglikozidok — gentamicin; Fluorokinolonok —
ciprofloxacin, ofloxacin; Cephalosporinok — cefepime, cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone;
Glicilciklinek — tigecycline; Penicillinek — piperacillin; Rifamycinek — rifampicin) vett részt.
Az antibiotikumok a szakirodalom alapjan, a klinikai gyakorlatban hasznalt készitmények
melyek esetében ugyanakkor az antibiotikum rezisztencia fokozddasanak lehetésége is mind
nagyobb jelentéséggel bir (CLSI, 2006, FURST, 2004).

Az inkubacidt kdvetden a tesztcsikokon feltiintetett koncentracid gradiens segitségével
konnyen meghatarozhatéva valt a minimalis gatld koncentracio (MIC, Minimal Inhibitory
Concentration). A csik koriil — amennyiben tapasztalhat6 gatlas — kialakul egy szimmetrikus
gatlasi ellipszis. Ahol a gatlasi ellipszis metszi a tesztcsikot, a megadott 1épték segitségével

pg/ml értékben leolvashatd a MIC érték (lasd 6. sz. abra).

6. sz. abra: E-teszt (antibiotikummal szemben rezisztens és érzékeny Acinetobacter calcoaceticus t6rzs)
(sajat felvétel)

A minimalis gatld koncentracio értékeket a CLSI ajanlésai alapjan értékeltem, a MIC

érték fliggvényében adott torzs érzékeny (S — sensitive), atmeneti (I — intermediate), vagy
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rezisztens (R — resistant) besorolast kapott (CLSI, 2007). Az antibiotikum rezisztencia tesztek
mindségellendrzésére a nemzetkozileg elfogadott, ATCC (American Type Culture Collection)
gylijteménybdl szarmazé ATCC 25922 (Escherichia coli), valamint ATCC 27853

(Pseudomonas aeruginosa) referencia torzseket alkalmaztam.

3.6. Gravimetria

A szénhidrogén bontd képesség szemikvantitativ meghatdrozasara alkalmas
gravimetrids eljaras elsé Iépésében ferde agaron ,,overnight” tenyészetet hoztam Iétre a
vizsgaland6 torzsbol, amit 50 ml TGE-5 taplevest tartalmazo 300 ml-es Erlenmeyer lombikba
mostam. A lombikokat rdzé termosztatba helyeztem, és 72 oran keresztiil 28 °C-on
inkubaltam, igy nagy ¢éldsejtszamu  folyékony tenyészetet hoztam létre. A
baktériumtenyészetbol ezt kovetéen 5 ml-t 100 ml ,,OIR III” asvanyi tapkozegbe (lasd 3. sz.
melléklet) oltottam, mely tartalmazott 2 ml 3:2 arany( gazolaj-kéolaj keveréket is, mint
egyetlen szénforrast. A szénhidrogén tartalmu asvanyi tapkozegbe oltott baktériumtenyészetet
ezt kdvetden 120 oran keresztiil szobahémérsékleten (28°C) razattam.

A 120 Oras razatas utdn a mintdkbol gravimetrids méréssel, extrahald szerek (3x50 ml
petroléter és 1x50 ml kloroform) segitségével a megmaradt olajat razotdlcsérben
levalasztottam. A razotdlesérbdl a fazisok szétvalasa utan a vizes fazist leengedtem, majd az
olaj-oldoszer keveréket Diiren 619 G Y szlirGpapiron sziirtem at, melyre el6zbéleg Na,SO4-et
helyeztem az esetlegesen megmaradt viz megkotésének céljabol. Az atsziirt oldoszeres olajat
ismert tomegli gdmblombikba Ontéttem, majd az olddszereket és a szénhidrogéneket
Heidolph tipusu beparlokésziilékkel forraspont kiilonbség alapjan szétvalasztottam. A lombik
tartalmat 50-60°C-os vizfiirdén desztillaltam, igy a maradék oldoszert is eltdvolitottam.

Mérés elott a maradék szénhidrogént 60°C-on, Memmert tipust szaritoszekrényben
stlyallandosagig szaritottam. Kontrollként gézolaj-kdolaj keveréket szintén tartalmazo,
razatott, de baktériumtenyészettel be nem oltott tapoldatot hasznaltam. A maradék olaj
tomegét a kontrollban visszamaradt mennyiséghez viszonyitva megkaptam a %-ban kifejezett

szénhidrogén bontéasi eredményt.

3.7. Szénhidrogén bontasért felelos génszakaszok molekularis genetikai vizsgalata

A kornyezeti eredetii Acinetobacer torzsek szénhidrogén bontasi képességét
molekuléaris genetikai modszerekkel is vizsgéaltam. EQy, alifas szénhidrogéneket bonto

enzimet, az alkan-l-monooxigenazt kodold génszakasz jelenlétét kutattam a bakterialis
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genomban, melyhez PCR reakciot végeztem. A reakcié soran felhasznalt — az Acinetobacter
nemzetségre nézve specifikus — AcalkM forward ¢és reverse primerpar szekvencidit a 2. Sz.

tablazatban ismertetem.

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

Primer jelolése Amplifikalé primerek szekvencidja
AcalkM-F 5’-CATCA(C/IT)AAGCGTGC(A/C)GC-3’
AcalkM-R 5’-TTCCAGCTATGCTCTGGCAT-3’

A vizsgalatokhoz els6é lépésben DNS-t izolaltam az Acinetobacter toérzsekbdl a
MOBIO Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit segitségével, a gyartd ajanlasainak
megfelelden, melyet agardz gélelektroforézissel ellendriztem (lasd 3.4.2.3. alfejezet).

A keresett génszakasz kimutatdsanak érdekében PCR reakciot futattam az alabbi
alkotok felhasznaldsaval (egy reakcioelegyre szamolva, 50 pl végtérfogat mellett): 5 pl Tag-
Buffer, 10 ul (ImM) dNTP, 0,25 ul (2,5 U) Tag-polimerdz, 0,5 pl (1uM) forward primer, 0,5 pl
(1uM) reverse primer, 1 pl DNS templat, 32,75 pul MQ-viz.

A PCR reakcié az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag)
késziilékben zajlott a kdvetkezd hdprofil alapjan: 95°C 3° 32x (94°C 30°” 54°C 30 72°C
30”) 72°C 10’ 4°C oo.

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

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

Eredményeimet harom részre osztva mutatom be:

- az Acinetobacter nemzetségbe tartozo fajok kornyezeti mintakbol torténd izolalasanak és
identifikalasanak laboratoriumi optimalizadlasa ¢és eredményei szelektiv és altalanos
taptalajok hasznalataval, valamint molekularis genetikai modszerekkel.

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

- szénhidrogén-bontdsi képesség vizsgalatinak eredményei (gravimetrids mérés ¢&s

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) vald tenyésztés
Acinetobacter fajok képviseldi a tanszéki kornyezeti eredetli gylijtemény keretében
rendelkezésre allo izoldtumok voltak. A szadrmazasukra ¢és identifikalasukra vonatkozo
eredményeket foglalja 6ssze a 3. sz. tablazat.

3. sz. tablazat: Az altalanos és szelektiv taptalajok teszteléséhez rendelkezésre allo kornyezeti Acinetobacter
torzsek szarmazasara és 16S rDNS alapu identifikacojara vonatkozo6 adatok

Identifikacio
Torzs Mintazott megbizhatésaga

Faj jelolés | Mintavétel helye kozeg Mintavétel (%)

A. calcoaceticus TN6 | TIFO/ Tiszatjvaros talajviz 2008.11.19 98%
A. beijerinckii T3N6 | TIFO/ Tiszatjvaros talajviz 2009.03.04 98%
A. venetianus T3N9 | TIFO/ Tiszatjvaros talajviz 2009.03.04 98%
A. beijerinckii ZAN3 | ZAFI/ Zalaegerszeg talajviz 2009.05.28 98%
A. johnsonii Z4SZ2 | ZAFI/ Zalaegerszeg talajviz 2009.05.28 98%
A. calcoaceticus | PT2/2 Pétflirdé foldtani kozeg | 2010.04.30. 99%
A. calcoaceticus | PT3/6 Pétfiirdo foldtani kozeg | 2010.04.30. 98%
A. calcoaceticus | PT3/9 Pétfiirdo foldtani kozeg | 2010.05.03. 99%

A vizsgalt kornyezeti Acinetobacter torzsek kiilonboz6 taptalajokon torténd tenyésztés

eredményeként tapasztalt morfologiai sajatossagai alapjan megallapithatd, hogy a kornyezeti

crer

Osszevetve az univerzalis taptalajokon Acinetobacter fajokra jellemz6 tipusos bélyeg nem,

vagy nehezen kiilonithetd el. Hasonlo eredményre jutottam a MacConkey agar kapcsan. A
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rendelkezésre allo szelektiv/differenciald taptalajok koziil igy eredményeim szerint
leghatékonyabban a LAM teszi lehetové az Acinetobacter spp. Gram-pozitiv fajoktol valé
megbizhaté elkiilonitését. Onmagaban azonban a LAM sem alkalmas a Gram-negativ
Pseudomonas-oktol valo elhatarolasra, mivel a taptalajon a két nemzetség hasonld
telepmorfologiat mutat.

Ezt tAmasztottak ald azok a molekuléris genetikai vizsgalatok is, melyeket a kdrnyezeti
mintak feldolgozasa soran elddusitas nélkiil, LAM lemezontéssel izolalt, malyvaszinti, diffuz
pigmentacidval jellemezhetd telepek azonositasdra hajtottam végre: a 4. sz. tablazatban
Osszefoglalt eredményeim alapjan az elddusitas nélkiil levalasztott 8 kiillonbozd kornyezeti
torzs elsésorban a Pseudomonas, és nem a megcélzott Acinetobacter nemzetség
képviseldjének bizonyult.

4. sz. tablazat: Az elddusitas nélkiil végrehajtott izolalasi kisérlet soran azonositott kornyezeti torzsek
szarmazasara és 16S rDNS alapu identifikicojara vonatkozo adatok

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

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

4.2. Acinetobacter fajok izolalasanak és identifikalasanak eredményei
4.2.1. Acinetobacter izolalas elédusitast kovetéen, szelektiv LAM taptalajjal

Mivel a kornyezeti minta LAM-mal torténd lemezontése utan igen diverz lemezeket
tapasztaltam, melyekr6l szarmazo tipusos, malyva szini telepek azonositasa utan tobbségében
Pseudomonas, de egy esetben sem Acinetobacter fajokat mutattam ki, munkam kovetkezd
szakaszaban az Acinetobacter fajok hatékony kornyezeti kimutatdsara egy olyan
modszeregyiittest fejlesztettem ki, melyben a lemezontések eldtt az Acinetobacter dusito
tapoldatot (BAUMANN, 1968) alkalmaztam. Ennek kovetkeztében felszaporodtak a keresett
nemzetség képviseldi, majd a lemezontés utan, a malyvaszini tipusos telepekkel tovabbi
vizsgélatokat végeztem. El6z0 tapasztalataim alapjan két nemzetség kozott kellett
differencidlnom alapvetden, igy valasztasom az oxiddz ¢és katalaz tesztre esett, mivel a
Pseudomonas ¢és az Acinetobacter nemzetség tagjai igy pontosabban azonosithatoak
(Pseudomonas: oxidaz pozitiv, katalaz pozitiv, Acinetobacter: oxidaz negativ, katalaz

pozitiv).
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A szakirodalomban fellelheté kiillonb6z6 modszerek kombinalasaval és plusz
biokémiai rekaciok ellenérzésének beikatatasaval létrehoztam egy tobblépcsds rendszert,
melyet sikerrel alkalmaztam. Osszefoglalva tehat: elsd 1épésében elédusitast alkalmaztam,
majd Leeds Acinetobacter Medium taptalajjal lemezeket Ontottem, végiil pedig a tipusos

telepekkel oxidaz- és kataldz tesztet végeztem.

7. sz. abra: (1.) A szigetszentmiklosi kornyezeti mintabol készitett lemezontés LAM taptalaj felhasznéalasaval,
elédusitas nélkiil (2011.02.05., sajat felvétel).
(2-3.) Az SK-V (Siklos) kérnyezeti mintabol készitett lemezontés TGE-5 (2.) és LAM (3.) taptalaj
felhasznalasaval, elddusitast kovetden (2011.06.24., sajat felvétel)

Az elodusitas 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
elddusitas alkalmazasakor mind a szelektiv/differencialo LAM kdzeg, mind az &ltaldnos
(TGE-5) taptalaj homogén, tipusos Acinetobacter telepek megjelenését mutatta [lasd 8. abra
(2., 3.)]. Eredményeim alapjan tehat a dusitasi folyamat hatékonyan felszaporitotta a
nemzetségre jellemzo, tipusos teleppel rendelkezd Acinetobacter-jelolteket, ugyanakkor
visszaszoritotta a tarsult mikrobiotat.

A TGE-5 és LAM lemezekrdl igy sajat tapasztalataim alapjan — elédusitast kovetden —
a szakirodalomban szereplé modszerek kiilonallo alkalmazasahoz képest lényegesen
nagyobb biztonsaggal tudtam elkiiloniteni a tipusos telepeket.

Kisérleteim soran az optimalizalt izolalasi eljaras segitségével a 3. sz. tablazatban
ismertetett, mar rendelkezésre allo Acinetobacter izolatumok korének bévitése volt elsddleges
célom. Ennek érdekében a 3.1. alfejezetben ismeretett modon 20 karhely 350 talajviz-,
valamint 4 helyszinr6l szarmazo6, 16 halastavi, felszini viz mintat dolgoztam fel.

Munkam soran 29 1j Acinetobacter jeloltet kiilonitettem el a hagyomanyos

mikrobiologiai és molekularis genetikai alapokon nyugvé identifikacié végrehajtasahoz.
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crer

Az Acinetobacter-izolalast kovetéen a molekularis genetikai vizsgalatba vont térzsek
korét a tisztitd szélesztések utan az oxiddz-, katalaz-teszttel és Gram-probaval tovabb
sziikitettem. A molekularis genetikai vizsgalatokat az esetleges torzsegyezések elkeriilése
érdekében kiilonboz6é mintakbol szarmazo izolatumokkal végeztem el.

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

crer

részletes eredményeket az 5. sz. tablazat foglalja dssze.

5. sz tablazat: A munkam keretében izolalt Acinetobacter torzsek szarmazasara és 16S rDNS alapu
identifikacojara vonatkozo adatok

Faj Torzs jele Mintavétel helye Mintazott | Mintavétel | Identifikacio
kozeg idopontja | megbizhatésaga

1 A. baumannii Sk-V/3 Siklos talajviz 2011.06.21 99,62%
2. | A calcoaceticus 1/2 Vic talajviz 2011.06.23 99, 62%
3 A. calcoaceticus 5/06/4 Viac 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 Polgér 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. baumannii HT-4/1 Hogyész halasto 2011.08.01 100%

10. A. baumannii HT-4/3 Hogyész halasto 2011.08.01 100%

11. A. baumannii Il HT-3/1 Varsad halasto 2011.08.05 100%

12. A. soli Il HT- 4/2 Hogyész halasto 2011.08.05 100%

13.| A. calcoaceticus DM-5/1 Dunavarsany talajviz 2011.09.20 99,71%
14. A. pittii BUT-8/1 Bugyi talajviz 2011.10.04 99,72%
15. A. johnsonii ST-2 Siklos talajviz 2012.02.20 99,83%
16.| A. calcoaceticus Sk-V Siklos talajviz 2012.05.29 99,83%
17.| A. calcoaceticus 5/06 Viéc talajviz 2012.06.12 99,67%
18.| A. calcoaceticus 22 Viac talajviz 2012.06.12 99,83%
19.] A. calcoaceticus 24 Viac talajviz 2012.06.12 99,85%
20.| A. calcoaceticus 42 Vac talajviz 2012.06.12 99,67%
21.| A. radioresistens J3 Siklos talajviz 2012.09.18 99,74%
22.] A johnsonii 36 Siklos talajviz | 2012.09.18 99,74%
23.| A. calcoaceticus J5 Siklos talajviz 2012.11.06 100%

24.| A. calcoaceticus J7 Siklos talajviz 2012.11.06 100%

25.| A. calcoaceticus TV-11 Fiizesabony talajviz 2012.11.13 99,18%
26. A. pittii FK-3 Marcali talajviz 2013.05.15 99,74%
217. A. johnsonii 6/1 Varsad halasté 2013.06.27 99,05%
28.| A. gyllenbergii 6/2 Varsad halasto 2013.06.27 99,30%
29.| A. calcoaceticus SVv/1 Kolesd halasto 2013.06.27 100%
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Munkam soran tobbségében A. calcoaceticus torzseket azonositottam, de a
molekuléris genetikai vizsgéalatok eredményei alapjan tobb esetben kdrnyezeti eredetii A.
calcoaceticus - baumannii komplexbe tartozo egyéb torzzsel is boviilt a térzsgylijtemény (A.
baumannii, A. pittii). Az A. baumannii és kozeli rokonai, mint probléma-baktérium a klinikai
gyakorlatban ismert és egyre nagyobb kihivast jelenté mikroszervezet (GIAMARELLOU ET AL.,
2008). Kornyezeti detektalasa megerdsiti, hogy a faj szakirodalomban jelzett médon (MISHRA
ET AL., 2004) nem csupan klinikai kornyezetben izolalhat6, hanem eredményeim alapjan
hazai, szénhidrogénnel szennyezett karhelyeken, valamint halastavakban is kimutathatoak. Az
A. calcoaceticus kornyezetegészségiigyi jelentéségére vonatkozo informaciok nem ennyire
egyértelmiiek: egyes forrasok (PAszTi ET AL., 2011) nem tekintik a fajt klinikailag
jelentésnek, mas informaciok (HTTP1; BERGOGNE - BEREZIN, 1995) szerint azonban az A.
calcoaceticus opportunista korokozo, mely igazoltan felelds lehet korhazi jarvanyok
kialakulasaért. A jelenleg aktualis taxondmiai besorolas alapjan az A. calcoaceticus — A.
baumannii komplex tagjai egymastol nehezen elkiilonithetéek (GIAMARELLOU ET AL., 2008;
PASZTIET AL., 2011), igy célszerii a két faj kozegészségiigyi jelentdségét is hasonldan kezelni.

Osszességében vizsgalataim soran a 2011. februar és 2013. julius kdzotti idészakban
29, Acinetobacter nemzetséghez tartozo fajt (lasd 5. sz. tablazat) sikeriilt identifikalnom és
veliilk tovabbi kisérleteket végeznem. 8 olyan izolatum 4&llt tovabba rendelkezésemre,
melyeket nem célzott vizsgalatok keretében azonositottak a Tanszéken foly6d kutatomunka
soran (2008-2010 kozott, lasd 3. sz. tablazat). Ezzel megteremtettiik egy olyan, egyre
boviilo kornyezeti eredetii Acinetobacter gyilijtemény alapjait, mely a tovabbiakban
lehetové teszi a nemzetségre vonatkozo alapinformaciok gyujtését, és a nemzetség
kornyezeti jelentdségének részletes feltarasat. A tovabbiakban az e 37 torzs esetében

végrehajtott vizsgalatok eredményeit mutatom be.

4.3. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményei

A 3.5. alfejezetben ismertetett modon végrehajtott antibiotikum rezisztencia
vizsgélatok eredményeinek értékeléséhez a nemzetkozileg elfogadott, CLSI altal hitelesitett
kategoriakat [S (sensitive) — érzékeny, I (intermediate) — atmeneti, R (resistant) — rezisztens]
vettem figyelembe (CLSI, 2007). A rifampicin hatéanyaggal szembeni érzékenység
kategoriait a CLSI szabvany Gram-negativ mikroszervezetekre nem szabalyozza, igy e

készitmény esetében Henwood et al. (2002.) értékelési rendszerét vettem figyelembe. Az
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alkalmazott antibiotikumokra vonatkozdan a rezisztencia eredmények értékelésére szolgalo
kategoriakat a 4. sz melléklet foglalja 6ssze.

A szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrol szarmazé Acinetobacter torzsek
antibiotikum rezisztencidjara vonatkozd részletes eredményeket és a Minimalis Gatld
Koncentraciokat az 5. sz. melléklet mutatja.

A 37 izolatum vizsgéalata sordn alkalmazott 12 féle antibiotikum készitmény

eredményeink alapjan igen eltérd hatékonysagot mutatott.

4.3.1. A Karbapenem antibiotikumokkal végzett vizsgdlatok eredményei

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

— A beijerinckii) kivéve minden vizsgalt izolatum érzékenynek bizonyult (8. sz. abra).

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

Az imipenem a klinikai gyakorlatban az elsddlegesen valasztandd szer az
Acinetobacter fert6zések soran (FURST, 2004), igy kiilonosen nagy jelent6séggel bir a
hatdanyaggal szemben mutatott rezisztencia. Az utobbi idében az Acinetobacter fert6zések
kezelésében jelentds 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
(eléfordul olyan centrum, ahol 90% felett; Anglidban 15% koriil, de a dél-eurdpai
orszagokban ennél is magasabb lehet aranyuk) (TOWNER, 2009).

Az altalam végzett kisérletek soran négy kornyezeti eredeti A. baumannii izolatum kerdilt
bevonasra a vizsgalatokba. A klinikai gyakorlatban tapasztaltakkal szemben érzékenynek

bizonyultak mindkét Karbapenem antibiotikummal szemben.
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4.3.2. Az Aminoglikozid antibiotikummal végzett

vizsgalatok eredményei

Az Aminoglikozidok koziil a gentamicinnel
szembeni érzékenységet vizsgaltam. A 37 kornyezeti
izolatum esetében sehol nem tapasztaltam rezisztenciat
a készitménnyel szemben. Az E-tesztek vizsgdlata
soran majdnem minden esetben 4 pg alatt volt a
leolvashato érték a koncentracié gradiens mentén (9.

sz. abra). A szakirodalomban leirtak alapjan a

kornyezeti torzsek tobb, mint 90%-a érzékeny az

. ) ) ~ 9. abra: A PM 13-as torzs
Aminoglikozidokkal szemben (FURsT, 2004), melyet gentamicin érzékenysége

(sajat felvétel)

eddigi vizsgalataim igazoltak. A klinikai gyakorlatban
az Aminoglikozidokkal szemben azonban nagyobb mértékben tapasztalnak rezisztenciat a
klinikai eredetii Acinetobacter fajok korében, mint mas Gram-negativ patogén fajok esetében
(TOWNER, 2009). A klinikai torzseknél a legtobb esetben a plazmidokon kodolt rezisztencia
gének [acetil-transzferaz: AacC1/2, AadA, AadB; nukleotidil-transzferaz: Antl; foszfo-
transzferaz: AphAl, AphA6; metil-transzferaz: ArmA, RmtA, B, C, D (GORDON - WAREHAM,
2010)] tehetéek felelossé az Aminoglikozidokkal szembeni ellenallasért, melyek az
antibiotikumokat inaktivald enzimek termeléséért felelések (FURST, 2004). Az Aminoglikozid
rezisztencia gének egy része valdsziniileg egyiitt jarhat a blapxa-23 karbapenemaz jelenlétével,
ami jelenleg a leggyakrabban leirt, szerzett karbapenemaz az A. baumannii-ban (PAszTr ET
AL., 2011).

Az altalam vizsgalt kornyezeti izolatumok valdszinlileg nem rendelkeznek olyan
mobilis genetikai elemmel (plazmid) melyen az Aminoglikozid rezisztencidért felelés gének
kodoltak, igy jelen vizsgalataim alapjan fennall a szakirodalomban leirtaknak megfeleléen a

90% feletti érzékenység a kornyezeti torzsek esetében.

4.3.3. A Fluorokinolon antibiotikumok vizsgalatanak eredményei

A Fluorokinolon antibiotikumok csoportjdba tartozd, méasodik generdcios szerek, a

ciprofloxacin és az ofloxacin, vizsgalataim soran tobbnyire hatasosnak bizonyultak. Egyetlen

torzs mutatott rezisztenciat a ciprofloxacinnal szemben, valamint 1-1 torzset soroltam

atmenteni kategoriaba mindkét hatdanyag vizsgélata soran.

31



4.3.4. A Cefalosporin antibiotikumok vizsgalatanak eredményei

A harmadik generacidos Cefalosporinok esetében, a cefotaxim ¢és a ceftriaxon
vizsgalatakor tobb esetben is atmeneti érzékenységi kategoriat allapitottam meg. A 37 vizsgalt
izolatum koziil 22 bizonyult atmeneti kategoériaba tartozoénak a cefotaxim, és 23 torzs a
ceftriaxon esetében. Rezisztenciat eloébbi készitménynél 3, utobbinal 2 esetben allapitottam
meg. A csoportbdl a harmadik antibiotikum készitmény a ceftazidim, haromszor bizonyult
hatastalannak, és egyszer detektalam atmeneti kategoriaba sorolandd izolatumot. Ezen feliil,
munkam soran egy Acinetobacter torzset (T3N6 — A. beijerinckii) talaltam, ahol mindharom
hatéanyaggal szemben rezisztencia volt kimutathato. A negyedik generacids Cefalosporinok
koz¢ tartozo cefepimmel szemben 9 torzsnél tapasztaltam atmeneti érzékenységet, 2 esetben
rezisztenciat, valamint a harmadik generacids készitményeknek ellendlld torzs (T3N6 — A.
beijerinckii) itt is rezisztenciat mutatott.

A szakirodalom alapjan Béta-laktdm antibiotikumokkal szembeni rezisztencidért
felelés lehet a béta-laktamdz enzimek termelddése, a kotofehérje megvaltozasa és a sejtfal
permeabilitdsanak modosuldsa, valamint az efflux pumpa aktivitdsanak novekedése (LUDWIG,
1999, HUGO - RUSSEL, 1998). A rezisztens, illetve atmeneti kategoriaba sorolt Acinetobacter
torzseknél jelen lehet a fent emlitett lehetdségek valamelyike, melynek igazoldsa azonban

tovabbi vizsgalatokat igényel.

4.3.5. A Glicilciklin antibiotikummal végzett vizsgalatok eredményei

A hatbéanyagcsoporton beliil a tigecycline készitménnyel szembeni rezisztenciat
vizsgaltam, mivel e készitmény a colistin €s a sulbactam hatdéanyagokkal egyiitt a terapids
kezelések soran megfeleld hatékonysagot mutat a Karbapenem, Aminoglikozid ¢és
Fluorokinolon hatéanyagcsoportokkal szemben rezisztens korokozokkal szemben is
(GIAMARELLOU ET AL., 2008). A szer minden izolatum esetében hatasosnak bizonyult, a
vizsgalt torzsek kozott az érzékenység 100% volt.

A szerrel szemben rezisztencia kromoszomalisan kodolt gén altal iranyitott efflux
pumpa-talmikodés révén alakulhat ki (TOWNER, 2009). Azonban a vizsgalt kornyezeti torzsek
esetében sehol nem tapasztaltam ellenallast, igy valdsziniisithetd, hogy vagy nincs meg a
sziikséges genetikai hattér, vagy nem fejezddik ki az adott tulajdonsagot kodolo gén. Az

Acinetobacter nemzetség esetében a tigecyclinnel szembeni rezisztenciaért is felelés lehet az
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adeABC multirezisztenciat kodold gén, melyet azonban eddig kornyezeti eredetii torzsekkel
nem hoztak Osszefliggésbe, csak klinikai eredetli izolatumokban detektaltadk (COYNE ET AL.,
2011). Munkam jelen szakaszaban a hasonld genetikai elemeket azoban még nem vizsgaltam
¢és eddigi fenotipusos eredményeim alapjan a kdrnyezeti torzsek vonatkozasaban feltehetden

nem birnak jelentdséggel.
4.3.6. A Penicillin antibiotikummal végzett vizsgalatok eredményei

A Béta-laktam antibiotikumok koziil a piperacillin vizsgalatakor igen eltérd
eredményeket tapasztaltam. A vizsgalt 37 torzs koziil 6 esetben tapasztaltam rezisztenciat és
tovabbi 23 torzs esetében atmeneti kategoriat allapitottam meg. Igy a vizsgalt torzseknek csak
24,32 %-a volt érzékeny a hatéanyaggal szemben.

Nagy valoszinliséggel a vizsgalt torzsek jelentds hanyada képes a penicillindz (laktamaz
tipustl) enzim termelésére, mely hasitja a laktam gytiriit, és ezzel a Penicillinekkel szembeni
rezisztencidhoz vezet (LUDWIG, 1999). Ennek igazoldsdra azonban tovéabbi vizsgalatok

sziikségesek.

4.3.7. A Rifamycin antibiotikummal végzett vizsgalatok eredményei

A rifampicin elsésorban nem Gram-negativ baktériumok ellen alkalmazott hatéanyag,
azonban bizonyos kutatasok szerint (HOGG ET AL., 1998) a colistinnel szinergista hatasat
kihasznalva a klinikai eredetii multirezisztens A. baumannii izolatumokkal szembeni terapia
eszkoze lehet. Vizsgalataim soran rezisztenciat 3 kornyezeti torzsnél tapasztaltam, és a 37
vizsgalt izolatum koziil 28 esetben allapitottam meg atmeneti kategoriadba esO, azaz a

rezisztencia fokozodasat jelzo ellenallo képességet.

4.3.8. Multirezisztenciara utalo eredmények

Az antibiotikum rezisztencia vizsgédlatok eredményeit attekintve munkam sordn
harom olyan torzset talaltam, amely legalabb két kiillonboz6é hatéanyagcsoporttal
jelzésti, szénhidrogén vegyiiletekkel szennyezett teriiletr6l izolalt A. beijerinckii torzs a
vizsgalt 12 készitménybdl hattal szemben volt rezisztens, és egy hatdanyaggal szemben kapott
atmeneti besorolast. A Karbapenemek kozil mind a klinikai terdpidban elsddlegesen
valasztando imipenem, mind a meropenem hatastalannak bizonyult esetében, valamint a

harmadik, és negyedik generacios Cefalosporinok, igy az alternativ terapia eszkozéiil szolgélo
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ceftazidim sem gatoltak novekedését. Ezen feliil a széles spektrumu Penicillinek csoportjaba
tartozo piperacillinnel szemben is dtmeneti besorolast kapott. A klinikai gyakorlatban hasznalt
készitmények koziil vizsgalataim soran csak a gentamicin gatolta a T3NG jelzéshi torzset. A
halastavi eredetli 6/1 jelzésii A. johnsonii izolatum a 12 készitménybdl oOttel szemben
bizonyult ellenallonak, valamint szintén egy esetben kapott atmeneti besorolast. A terapiaban
els6dlegesen valasztandd szerekkel szemben ugyan érzékenynek bizonyult, azonban az
alternativ szerként hasznalt Cefalsporinok koziil egyik hatéanyag sem gatolta novekedését. A
ciprofloxacin €s a piperacillin estében szintén rezisztencia volt kimutathatd. A 6/2 jelzést A.
gyllenbergii, mely szintén halastobol szarmazott, a piperacillinnel és a Cefalosporinokkal
szemben bizonyult ellendllonak. A Fluorokinolonok koziil az ofloxacinnal szemben atmeneti
rezisztenciat figyelhettiink meg.

Figyelmeztetd jelnek szdmit, hogy bar multirezisztenciat a vizsgalt izoldtumok kozott
mashol nem tapasztaltam, azonban tobb alkalommal figyeltem meg két hatéanyagcsoporttal
szemben is atmeneti érzékenységi allapotot, mely a rezisztencia fokozodasara utal. A torzsek
tobbsége a harmadik generacids Cefalosporinokkal és a piperacillinnel szemben mutatott
koztes rezisztenciat.

Munkam eredményeként elmondhato, hogy az altalam vizsgalt térzsek 100%-ban csak
a Glicilciklinek kozé tartozod tigecycline-nel szemben voltak érzékenyek, igy kisérleteim
alapjan teljes mértékben hatdsosnak ez a hatdanyag tekinthetd a kornyezeti eredetii

Acinetobacter torzsekkel szemben.

4.4. A szénhidrogén bontias megallapitasat célzo gravimetrias mérés vizsgalatainak
eredményei

A kornyezeti eredetli Acinetobacter torzsek szénhidrogén-bontasi képességének
gravimetrias méréssel megallapitott eredményeit a 6. sz. tdblazatban foglaltam Ossze.

A torzsek bontési képessége széles skalan mozgott, azonos fajba tartoz6 térzseknél is
tapasztaltam 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 taldltam, d&m a
kornyezetvédelmi gyakorlat szempontjabol elfogadhatonak a 35%, illetve az a feletti
szénhidrogén bontasi érték tekinthetd. A szénhidrogén bontads értékelésére javasolhato,

altalam is alkalmazott értékelési rendszer kategoriai a kovetkezoek voltak: 70% felett kivalo;
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70-50% jo; 50-35% kozepes; 35-15% gyenge; 15% alatt igen gyenge. Ennek megfeleléen a
37 vizsgalt izolatumbol 20 térzs mutatott 70% feletti, kivald szénhidrogén bontési képességet,
tovabbi 7 torzset soroltam a jol bontd kategdridba. 4 torzs bontotta kdzepes mértékben a
szénhidrogéneket, 2 torzs bizonyult gyenge és 4 torzs igen gyenge biodegradacids
képességgel rendelkezdnek.

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

Gravimetria Gravimetria
Torzs jele Faj bontasi % Torzs jele Faj bontasi %
11 HT-3/1 A. baumannii 97,39 FK-3 (J2) A. pittii 65,21
SV/1 A. calcoaceticus 94,63 T3N9 A. venetianus 64,12
Sk-V A. calcoaceticus 93,69 PM 7 A. calcoaceticus 60,76
22 A. calcoaceticus 90,99 PM 13 A. calcoaceticus 57,25
Il HT-4/2 A. soli 89,06 HT-4/1 A. baumannii 56,47
42 A. calcoaceticus 88,29 PT 3/6 A. calcoaceticus 52,02
Sk-V (J7) A. calcoaceticus 88,27 Sk-V (J3) A. radioresistens 51,46
24 A. calcoaceticus 87,39 BUT-8/1 A. pittii 47,4
DM-5/1 A. calcoaceticus 87,39 PT 2/2 A. calcoaceticus 47,07
5/06 A. calcoaceticus 85,59 ZAN3 A. beijerinckii 41,79
PT 3/9 A. calcoaceticus 85,58 T3N6 A. beijerinckii 41,1
TV-11 (J4) A. calcoaceticus 81,84 5/06/4 A. calcoaceticus 33,04
1/2 A. calcoaceticus 79,01 ZASZ72 A. johnsonii 25,87
Sk-V (J5) A. calcoaceticus 78,6 Sk-V (J6) A. johnsonii 11,71
PM 15/3 A. pittii 76,8 ST-2 A. johnsonii 9,01
Sk-V/3 A. baumannii 75,31 PM 5 A. calcoaceticus 8,1
HT-4/3 A. baumannii 73,34 6/1 A. johnsonii 472
6/2 A. gyllenbergii 72,33
TN6 A. calcoaceticus 72,03
PM 7/3 A. calcoaceticus 70,05

A torzsek szénhidrogén-bontasi képessége és a tOrzsek szarmazasi helye kozotti
Osszefliggés tekintetében elmondhatd, hogy nem allapithattam meg Osszefiiggést. A fajokat
tekintve az A. johnsonii izolatumok minden esetben gyengébb bontasi képességet mutattak,
mig szinte az dsszes tobbi torzs elérte a 35%-o0s bontast.

A szénhidrogénbontasra vonatkozo eredményeket Osszefoglalva megallapithato,
hogy az Acinetobacter nemzetség altalam vizsgalt izolatumainak dontd tobbsége jo, vagy
kivalo biodegradacios képességgel jellemezhetd, mely alapjan a hazai szénhidrogénnel
szennyezett karhelyek esetében is aldtamaszthat6 az a szakirodalmi vélemény, miszerint a
nemzetség képviseldi nem csupan megjelenhetnek, hanem anyagcserefolyamataik révén

aktivan kozremiikodhetnek a szennyezett kozeg biodegradacios folyamataiban.
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4.5. A szénhidrogén bontis megallapitasat célz6 molekularis genetikai vizsgalatok

eredményei

A nemzetség szénhidrogénbontasat célzd molekularis genetikai kisérletek soran az
alifas szénhidrogénekre vonatkozo bontasi képességet meghatarozd enzim termel6déséért
felelos génszakaszok jelenlétét vizsgaltam. A 37 kornyezeti eredetli izolatum koziil 29 torzs
esetében mutattam ki a 340 bazisparbol allo alkan-1-monooxigenaz enzimet kodolod
génszakaszt, mely a 10-12. sz. abran a PCR termék hozzavetéleges méretének ellendrzésére
szolgal6 standardhoz viszonyitva jol lathatd. A T3NG, a Z4SZ2, a |l HT-4/2, az ST-2, az Sk-v
(J3), Sk-V (J6), 6/1 és 6/2-es torzsek esetében negativ eredményt kaptam, ami a gravimetrias
mérések soran tapasztaltakkal nem egyezik teljes mértékben. A Z4SZ2, Sk-V (J6), ST-2 és
6/1 torzsek ugyan gyengébben bontd izolatumoknak bizonyultak (25,9%, 11,71%, 9%, ill.
4,2%), azonban a tobbi izolatum kozott kivald bontasi képességgel rendelkezd torzsek is
eléfordultak. Ezzel ellentétben a PM5 torzs — melynek esetében a vizsgalt génszakasz
jelenléte egyértelmiien detektalhatd — a gravimetrids mérések soran csupan 8,1%-0S

szénhidrogén bontasi képességet jelzett (lasd 10-12. sz. abra).

10. sz. abra: Az alkan-1-monooxigenaz enzim termelését kodold génszakaszok vizsgalatanak eredménye a
kornyezeti eredetii Acinetobacter izolatumok esetében I. (sajat abra)

3000 bp
/ 1000 bp
[~ / 500 bp
-/
<« ~340 bp
1/2 5/06/4 Sk-V/I3 PM5 PM7 PM13 PM7/3 PM15 PT2/2 PT 3/6 PT3/9 TN6 T3N6 T3N9 Z4N3 Z4SZ2 neg.
/3 kontroll

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

MA/ 3000 bp

2 :
<F—--~-~'4—~40bp
506 22 24 42 BUT- DM- SkV ST-2 neg.

8/1 5/1 ) kontroll

4 1000 bp
$ - X
: .~ 500bp s .



12. sz. abra: Az alkan-1-monooxigenaz enzim termelését kodolo génszakaszok vizsgalatanak eredménye a
kornyezeti eredeti Acinetobacter izolatumok esetében I11. (sajat abra)
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

Vizsgalati eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az Acinetobacter nemzetség
tagjai jelen lehetnek a karmentesités alatt all6 szénhidrogénnel szennyezett hazai teriileteken,
valamint megjelenhetnek felszini vizekben, halastavakban. Munkam eddig lezart szakasza
alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt mintdk 7,9%-anak esetében volt kimutathaté az
Acinetobacter nemzetség valamely fajanak képviseldje. Leginkabb elterjedtnek az A.
calcoaceticus bizonyult, mely a DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) besorolasa és az Europai Unid 2000/54/EK iranyelv szerint — az A. baumannii-
hoz hasonléan — ’Risk Group 2’ kockazati csoportba sorolandd, azaz ,,0kozhat emberi
megbetegedést és veszélyt jelenthet a munkavallalok szamdra; valdszinilileg nem terjed el a
kozosségben; altaldban eredményesen megelozhetd ¢és kezelheté” (HTTP6). A hasonld
besorolasu mikroszervezetek altal kivaltott megbetegedés eredményes kezelését jellemzd
modon nehezitheti az antibiotikum rezisztencia kialakuldsa, melynek feltardsara a kdrnyezeti
torzsek esetében mi is kisérletet tettem, igy ismereteket szerezhettem a nemzetség esetében a
kornyezeti antibiotikum rezisztencia kiterjedtségér6l. Ezek az informaciok alapjat képezhetik
minden olyan tovabbi kutatisnak, melyek az Acinetobacter nemzetség koérnyezeti,
kornyezetbiztonsagi jelentdségének megallapitasat célozzak.

Mivel a vizsgalt nemzetség tagjai 4ltalanosan elterjedt mikroszervezetek és a
szénhidrogénnel szennyezett kéarhelyeken eredményeim alapjan az atlagosnal feltehetden
nagyobb jelentdséggel birhatnak, eredményeim tudatdban kdrnyezetegészségiigyi kockazataik
a jovoben nagyobb figyelmet érdemelnek. Célom a jovében a folyamatos monitoring
tevékenység ala esd karhelyek esetében az Acinetobacter vizsgalati irany minél nagyobb
szamu karhelyre, mintara torténd Kkiterjesztése, illetve tovabbi mas helyszinek vizsgalata,
valamint torzsgyijteményiink bovitése, és veliik a meglévd, valamint Gj vizsgalati iranyok
végrehajtasa. Ennek megvalositasahoz végrehajtottam egy olyan moddszerfejlesztést, mely a
szakirodalomban elérhetd izolacios €s identifikdciés metodikdnal 1ényegesen pontosabb és
hatékonyabb kimutatast tesz lehet6vé és ezt a modszert sikeresen alkalmaztam is koérnyezeti
mintainkon.

Azonban a nemzetség konkrét kdrnyezetegészségiigyi kockazatanak megallapitasara a
jovében pontosabb, sejtszam meghatarozast is lehetévé tevd kimutatasra lenne sziikség.
Javasolt tehat egy olyan modszer kidolgozasa, melynek eredményeképpen detektalni tudjuk

az Acinetobacter-ek, elsésorban az A. baumannii konkrét sejtszamat a kérnyezeti mintakbol.

38



E feladat megvalositasara elsésorban olyan, fenotipusos vagy molekuléris genetikai alapon
nyugvo moddszer alkalmazasa javasolhatd, mely megfeleld specifitassal és érzékenységgel
jellemezhetd. Ezért javasolt a jovoben tobbek kozott LaCroix - Cabelli (1982) modszerét
alapul véve a membransziiréses modszer adaptalasa és alkalmazhatosaganak vizsgalata, mely
eredetileg az A. calcoaceticus kornyezeti kimutatasara keriilt kifejlesztésre. A metodika
felhasznaldsanal célszerii figyelembe venni a vizsgalni tervezett kozeg szennyezettségének
mértékét és annak esetleges hatasat a vizsgalat sikerességére. Hasonldan igéretes lehet az Un.
nested PCR® mddszer alkalmazésa és fejlesztése kornyezeti mintakon, mely optimalis esetben
megfeleld érzékenységii lehet adott mikroszervezet kis sejtszamban (akar 10° CFU/mI; g
nagysagrendben) torténd detektalasara (ATZEL, 2008).

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok soran harom esetben tapasztaltam
multirezisztenciat az Acinetobacter nemzetség képvisel6i kozott, valamint tobb alkalommal
mutattam ki a kornyezeti antibiotikum rezisztencia fokozodasara utald jeleket. Az Orszagos
Epidemiologiai Kozpont (OEK) jelentései Szerint (Nemzeti Bakteriologiai Surveillance
Adatfeldolgozé Csoport, 2010., 2011., 2012.) a Karbapenemekkel szembeni rezisztencia a
klinikai eredetli Acinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii komplex (ACB)
torzsek korében 45,1% és 49,8 %-rol 49,4% és 53%-ra emelkedett. Az egyéb Acinetobacter
fajok korében ez az érték 20,9% volt. Vizsgalataim alapjan a 38 kornyezeti eredetli torzs
koziil egy mutatott rezisztenciat a Karbapenem antibiotikumokkal szemben. Az OEK adatai
szerint az ACB-komplex tagjai 63,4-69%-ban voltak rezisztensek a gentamicinnel szemben,
amit alternativ szerként hasznalnak az Acinetobacterek elleni terapidban. A gentamicin
rezisztencia mas Acinetobacter fajok korében 25-34% volt. A rezisztencia aranya az
Aminoglikozidokkal szemben magasabb az Acinetobacter nemzetség korében, mint mas
patogén korokozok esetében (Towner, 2009). Eredményeim szerint egy kornyezeti torzs sem
volt rezisztens az Aminoglikozid hatéanyaggal szemben. A ciprofloxacin esetében kortilbeliil
80%-o0s rezisztenciardl szamolt be az OEK a klinikai ACB izolatumok korében, mas
Acinetobacter fajok vizsgalatanal pedig 41,3%-0s ecllenallast tapasztaltak. A kornyezeti
torzseknél egy izolatum bizonyult rezisztensnek. A Cefalosporin antibiotikumokkal
(ceftazidime, cefepime) szembeni rezisztencia 80% koriilinek bizonyult a klinikai ACB
torzseknél, mig mas vizsgalt Acinetobacter fajoknal ez az érték 21% ¢és 36% volt. Kutatasom
soran a nemzetség kornyezeti képvisel6inél négy Cefalosporin antibiotikumot (cefepime,

cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone) vizsgaltam, 4 térzs mutatott rezisztenciat, illetve a torzsek

® nested PCR: két sorozat (elsé 1épésben univerzalis, masodik 1épésben fajspecifikus) primer alkalmazéasa két
egymast kovetd PCR reakcioban.
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s

piperacillin és a rifampicin hatéanyaggal kapcsolatban nem talaltam informaciot, vizsgalataim
alapjan az elébbi szer 100%-ban bizonyult hatékonynak a kornyezeti eredett torzsek
esetében, mig az utdbbi kettd, csak 23,68 és 18,42%-0s hatékonysagot mutatott.

Az antibiotikum rezisztencia genetikai hatterére vonatkozé vizsgalatokat nem végeztem, am a
vonatkozé szakirodalmat attekintettem és feldolgoztam. fgy a tovabbiakban lehetdségem
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 atadhatd rezisztencia
mechanizmusok kornyezeti terjedése is jelent6s lehet. Ennek a lehetéségnek a feltarasara a
jovOben célszerii a rendelkezésre allo torzsek esetében plazmid izoldlds végrehajtasa, melyet
munkam jelen stadiumaban a kornyezeti eredetli Acinetobacter izolatumok esetében még nem
végeztem.

Altaldnos javaslatként a kornyezeti antibiotikum rezisztencia vonatkozasaban
megfogalmazhatd, hogy a kornyezeti torzsek kozt eredményeink alapjan kimutathatd
rezisztencia (pl. egyes esetekben a harmadik generacios Cefalosporinok, illetve a
Karbapenemek ellen) tudatdban fokozottabban kell figyelniink mind a klinikumban
felhasznalt és onnan kiilonb6z6 anyagaramok (pl. hulladékok, szennyviz) révén kikeriild
szerek mennyiségére ¢és mindségére, mind a mezdgazdasigban hasznalatos szerek
alkalmazasara.

A gravimetrids mérések alapjan a szakirodalmi adatoknak megfeleléen a vizsgalt
torzsek tobbségénél igen jo (50, illetve 70% feletti) biodegradacios képességet tapasztaltam.
A vizsgélt izolatumok jelentds része laboratoriumi koriilmények kozott jol szaporodott a
gazolaj-kdolaj keveréket (mint egyetlen szénforrdst) tartalmaz6 kdzegben, igy a kimutatasi
gyakorisagra iranyuld vizsgalatok eredményeivel kiegészitve megallapithatd, hogy az
Acinetobacter nemzetség kornyezetegészségligyi jelentOsége szénhidrogénnel szennyezett
karhelyeken feltehetéen nem elhanyagolhat6. A szénhidrogén-bontdsi tulajdonsagok
pontosabb ismeretének érdekében egy, az alifds szénhidrogének bontdsadt meghatdrozo
génszakasz jelenlétét vizsgaltam genetikai modszerekkel, melynek eredményei azonban nem
hozhatoak minden esetben egyértelmli Osszefiiggésbe a gravimetrias modszerrel
meghatarozott szénhidrogénbontasi képességgel (pl. T3N6 torzs). Javasolt tovabbi, célzott
genetikai vizsgalatok elvégzése a szénhidrogén biodegradacidban kozremitkddd tovabbi

funkcidgének azonositdsa érdekében, hiszen az olyan komplex szennyezéanyagok esetében,
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mint a szénhidrogének, feltehetéen tobb biodegradacioért felelés enzim egyidejil
kozremiikddése sziikséges a szennyezddések hatékony lebontasahoz.

A jovére nézve fontos szempont, hogy a szénhidrogén-bontasra képes opportunista
mikroszervezetek minél kisebb szamban jelenjenek meg a karmentesités alatt allo teriileteken,
illetve halastavakban, melyekbdl kozvetlen kapcsolatba keriilhetnek emberi tevékenységgel.
Hiszen mindamellett, hogy patogén besorolasukkal ¢s tulajdonsagaikkal kockazati tényezot
jelentenek el6fordulasi helyiik kozelében ¢élok és az ott dolgozok egészségére nézve,
antibiotikum rezisztencidjuk révén a jelenlevd természetes mikrobapopulacido korében a
rezisztencia mechanizmusok terjesztését segithetik elo.

Az antibiotikum rezisztenciara vonatkoz6 eredményekkel Osszevetve megallapithato,
hogy a kivalé szénhidrogén-bontd képesség ¢és az antibiotikumokkal szemben mutatott
érzékenység nem zarja ki egymadst: igy példaul a tobbszordsen rezisztens T3N6 jelzési
kornyezeti izolatum is jo szénhidrogén-degradalo aktivitassal jellemezhetd.

Sziikséges tehat minden olyan intézkedés, ovintézkedés végrehajtasa, mellyel az
opportunista kérokozok a kdzegészségiigyi aggalyokat nem keltd nagysagrendre szorithatdak

vissza.
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6. OSSZEFOGLALAS

A mikroorganizmusok kozott széles korben elterjedt a szénhidrogén-bontasi képesség,
amit a kornyezetvédelmi gyakorlat a bioremedidcids eljarasok soran gyakran alkalmaz. A
legjelentdsebb szénhidrogén-bonté mikrobak kozott azonban eléfordulnak opportunista
korokozok is, melyek jelenléte kornyezetegészségiigyi aggalyokat kelthet. Ezen ubikviter
mikroorganizmusok ugyanugy jelen lehetnek az egyéb kornyezeti elemekben is, mint felszini
vizek, halastavak. Jelentéségiiket fokozza az egyes nemzetségek korében mind gyakrabban
tapasztalhatd antibiotikum rezisztencia kialakuldsa és terjedése, mely multirezisztenciahoz
vezethet. Az utobbi id6ben klinikai térnyerésiiknek koszonhetden az Acinetobacter nemzetség
képviseldit egyre jelentdsebb korokozd csoportnak tekintik. A klinikai torzsek széleskorii
kutatasi adataival ellentétben azonban a nemzetség kornyezeti képvisel6ir6l kevés adat all
rendelkezésiinkre.

Munkam soran célom volt egy kornyezeti eredetli Acinetobacter torzsgylijtemény
létrehozasa a kornyezeti kimutatas eszkoztaranak fejlesztése és adaptalasa révén, majd az
izolatumok antibiotikum rezisztencia profiljanak, és szénhidrogén-bontd képességének
meghatdrozasa.

Vizsgalataim sordn 24 helyszinrdl szarmazo, 366 kdrnyezeti minta vizsgalata alapjan,
egy tobblépcsds izolaldsi modszeregyiittes kialakitdsdval és alkalmazadsaval sikeresen
gyarapitottam torzsgyiijteményiinket, igy Osszesen 37, kornyezeti eredetli Acinetobacter faj
allt rendelkezésemre a tovabbi vizsgalati iranyok végrehajtasdhoz. Kisérleteim
eredményeképpen megallapitottam, hogy a kdrnyezeti eredetll izolatumoknal is detektalhato
tobbszords antibiotikum rezisztencia, valamint tobb esetben tapasztaltam a rezisztencia
fokozodasara utalo jeleket. A szénhidrogén-bontési képesség meghatarozasa soran a vizsgalt
1zolatumok esetenként kivald bontasi képességet mutattak, valamint detektaltam esetiikben
egy szénhidrogénbontd enzimeket kodold génszakaszt is. Eredményeim tudatiban
megallapitottam, hogy az Acinetobacter nemzetség képviseléi — elsGsorban az A.
calcoaceticus — kornyezeti mintakban megjelenhetnek, igy a jovoben gyakorisaguk és
jellemzé tulajdonsagaik nyomon kovetése figyelmet érdemel. Célszeri minden olyan
intézkedés végrehajtdsa, melynek segitségével a hasonld tulajdonsagokkal jellemezhetd

patogén mikroszervezetek visszaszorithatdak.
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MELLEKLET

1. sz. melléklet: A kornyezeti eredetli Acinetobacter izolatumok laboratériumi vizsgélatanak f6bb iranyai,

1épései, modszerei

Halastavi
mintak

Szénhidrogénnel szennyezett
teriiletekrdl szarmazé mintak

v

Ny

Sajat Acinetobacter
izolatumok (29 torzs)

/

Tanszéki torzsgytijteményi
Acinetobacter izolatumok (8 torzs)

A 4

Izolalas, identifikalas

Antibiotikum rezisztencia Szénhidrogén-bontas

2. szamu melléklet: A felszini-

v

Hagyomanyos Molekularis E teszt Gravimetria CH bontast
mikrobiolégiai genetika kédolo
moédszerek Minimalis génszakaszok

16S rDNS Gatlo molekularis
1. Acinetobacter szekvencia Koncentracio genetikai
dusito tapoldat analizisen (MIC) vizsgalata
2. Altalanos (TGE- alapuld meghatarozas
5) és szelektiv/ fajazonositas alkan-1-
differencialod monooxigenaz
taptalajok (LAM) enzimet kodold
3. oxidaz-, katalaz- génszakasz
teszt, Gram-proba kimutatasa

és felszin alatti viz mintavételi pontok elhelyezkedése az orszagban, melyeket
Acinetobacter izolalas céljabol vételeztiink

A mintavételi pontok elhelyezkedése
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3. sz. melléklet: A kisérletek soran alkalmazott taptalajok

Acinetobacter dusité tapoldat (Baumann, 1968):
Osszetétel: 4,21 g KHyPO4 0,749 g Na;HPO,4 2 g
0,2%-0s Na-acetat, 2 g 0,2%-0s KNO3 0,2 ¢
0,02%-0s MgSO, 7 H,O, 20 ml Hutner féle
asvanyi kiegészitd, 1000 cm® desztillalt viz
TGE-5 tapagar: Osszetétel: 10g Tripton, 5g
Gliikoz, 10g Elesztokivonat, 18g Bakteriologiai
agar, 1000 cm® desztillalt viz

Leeds Acinetobacter Medium (Jawad et al.,
1994): 15 g Kazein sav hidrolizat, 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 (NH,4)2SO4; 0,5 g KH,PO4; 1,0 g
KoHPO4; 05 g MgSO4x7H,O0; 0,2 g
CaCl,x6H,0; 0,01 g FeSO4x7H,0; 0,5 g pepton,
0,5g élesztékivonat, 1000 cm® desztillalt viz

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

2002)
Erzékenységi kategoriak a MIC (ug/ml)
toréspontok alapjin
Antibiotikum S I R
csoportok (érzékeny) | (Atmeneti) | (rezisztens)
Aminoglikozidok
gentamicin | <4 | 8 | >16
széles spektrumu Penicillinek
piperacillin | <16 | 32-64 | >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




5. sz. melléklet: Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményei

Antibiotikum rezisztencia (R/1/S)

Aminogli- Glicilcikli- Penicilli-
hatbéanyag csoport Karbapenemek kozidok Fluorokinolonok Cefalosporinok nek nek Rifamycinek
hatéanyag IP/IMI MP/MRP GM/CN Cl/CIP OF/OFX CT/CTX | TZICAZ | TXICRO PM/FEP TGC PP/PIP RD
hat6éanyag konc. (ug) 0,002-32 0,002-32 0,016-256 0,002-32 0,002-32 | 0,016-256 | 0,016-256 | 0,016-256 | 0,016-256 0,016-256 0,016-256 0,002-32
Torzs jele/Faj
Sk-V/3 / A. baumannii S 0,19 S| 025 |S 15 S| 019 S| 075 |S 8 S 3 | 12 |S 2 S| 0094 |S 16 | 3
HT-4/1/ A. baumannii S 0,125 S| 0125 |S 0,5 S| 0012 |S| 0125 |S 4 S 3 S 8 S 15 S| <0016 |S| 009 |S 0,5
HT-4/3 / A. baumannii S| <0002 (S| 019 [S| <0016 |S| 0094 |S| 025 [S| 075 |S 2 S| 075 |S 2 S| 0047 |S 16 S| <0016
11 HT-3/1/ A. baumannii S 0,19 S| 0125 |S 0,5 S| 0,064 |S| 0,19 S 8 S 6 S 3 S 8 S 0,047 | 24 | 3
TN6 / A. calcoaceticus S 0,19 S| 025 |S 1 S| 038 |S| 038 |I 24 |'S 6 | 48 | 16 S| 0,023 | 24 | 2
PT 2/2 / A. calcoaceticus S 0,125 S| 038 |S 1 S| 025 |S| 0,38 | 16 S 4 | 32 S 3 S 0,032 | 24 | 15
PT 3/6 / A. calcoaceticus S 0,125 S| 025 |S 15 S| 019 |S| 025 | 12 S 4 | 24 S 4 S 0,047 | 32 | 1,5
PT 3/9 / A. calcoaceticus S| 0125 (S| 025 |S 0,38 S| 019 |S| 025 |S 8 S 3 | 16 |S 2 S| 0,047 | 32 | 2
1/2 / A. calcoaceticus S 0,19 S| 025 |S 0,75 S| 0094 |S| 038 |1 16 |S 8 | 48 |'S 4 S| 0,032 | 32 | 15
5/06/4 | A. calcoaceticus S| 0125 (S| 025 |S 3 S| 019 |S| 025 |1 24 |'S 6 | 24 |S 6 S| 0,032 | 48 | 15
PM 5/ A. calcoaceticus S 0,19 S| 019 |S 1 S| 019 |S| 038 |1 24 |'S 6 | 48 |'S 6 S| 0,047 >256 | | 15
> PM 7/ A. calcoaceticus S 0,25 S| 025 |S 2 S| 019 S| 05 | 16 |S 8 | 16 |S 4 S| 0,047 64 | 3
Q PM 13/ A. calcoaceticus S 0,19 S| 038 |S 0,75 S| 019 |S| 025 |1 24 |'S 6 | 32 |S 4 S| 0,032 >256 | | 2
=~ PM 7/3 / A. calcoaceticus S| 0125 (S| 025 [S 1 S| 0125 |S| 038 |1 12 |S 4 | 24 |S 2 S| 0047 |S 16 | 15
g DM-5/1/ A. calcoaceticus S 0,5 S| 025 |S 2 S| 05 |S| 025 |1 24 |'S 4 | 16 | 12 S| 0,094 | 24 | 15
2 Sk-V / A. calcoaceticus S 05 S| 038 |S 1 S| 038 |S| 019 |1 16 |S 6 S| 12 [S 8 S| 0,094 | 32 | 3
= 5/06 / A. calcoaceticus S 0,75 S| 038 |S 1 S| 038 |S| 025 |1 48 |S 8 | 32 | 16 S| 0,094 | 32 | 3
22/ A. calcoaceticus S 05 S| 019 |S 0,5 S| 038 |S| 019 |1 12 |S 4 | 16 |S 8 S| 0125 | 32 | 2
24/ A. calcoaceticus S 05 S| 025 |S 15 S| 038 |S| 019 |1 24 |'S 4 | 24 |S 8 S| 0,094 | 32 | 3
42/ A. calcoaceticus S 0,75 S| 038 |S 0,75 S| 05 |S| 025 |1 32 |S 8 | 16 | 12 S| 0125 | 32 - 4
J5/ A. calcoaceticus S 0,75 S| 05 |S 0,75 S| 05 |S| 025 |1 24 |'S 6 | 16 | 16 nd. | 32 | 3
J7/ A. calcoaceticus S 1 S| 025 |S 0,5 S| 075 [S 1 | 32 S 4 | 24 | 12 n.d. | 32 | 3
TV-11/34 /| A. calcoaceticus S 0,75 S| 038 |S 1 S| 038 |S| 0125 |1 32 |S 8 | 16 | 16 nd. | 24 - 4
SV/1/A. calcoaceticus S 1 S| 019 |I 8 S| 05 |S| 025 |1 32 |S 4 | 16 |S 8 S| 0,064 | 24 | 3
PM 15/3 / A. pittii S 0,19 S| 025 |S 1 S| 019 |S| 025 |1 12 |S 2 | 12 |S 2 S| 0,064 [ 32 [ 2
11 HT-1/1/ A. pittii S 05 I 48 S| 0125 (S| 0125 [S 8 S 4 S 6 S 4 S| 0047 |S 0,38 S| 0125 || 3
BUT-8/1/ A. pittii S 1 S| 038 |S 0,75 S| 025 |S| 025 |1 12 |S 3 S 8 S 4 S| 0125 [ 24 [ 2
FK-3/32/ A. pittii S 1 S| 025 |S 15 S| 025 |S| 025 |I 16 |S 4 | 12 |S 6 S| 0,064 | A | 4
T3N6 / A. beijerinckii BB >32 W >32 |s| 038 [s| 075 |S| 038 QRN >256 RN >256 MR >256 MRl 48 [S| 0023 [1| 24 [S| 075
ZAN3 / A. beijerinckii S| 0094 [S]| 075 [S 0,19 S| 0125 |S| 025 |S| 15 [S 3 S 4 S| 15 |S| 0094 |[S 12 S 0,75
74572/ A. johnsonii S| 0125 (S| 019 (S 0,5 S| 0,047 |S| 019 |S 6 | 12 |S 3 S 8 S| <0016 |S 8 S 0,5
ST-2/ A. johnsonii S 0,75 S| 038 |S 0,75 S| 0125 |S]| 0,094 |S 8 S 8 S| 15 | 16 S| 0,047 [ 24 [ 15
J6 / A. johnsonii S 05 S| 019 |S 0,19 | 2 S 2 >256 >256 128 >256 nd. S 6 | 15
6/1/ A. johnsonii S 0,5 S| 038 |S 0,75 - 6 S| 0,25 >256 >256 >256 24 S| 0,023 >256 | S 0,5
6/2 / A. gyllenbergii S 0,75 S| 0064 |S| 0125 |[S| 038 [I 4 128 128 |1 24 32 S| 0,023 >256 | S 1
J3/A. radioresistens S 3 S| 0094 |S 1 S| 0,094 [S| 019 |S 1 S| 05 [S| 15 |S| 05 nd. >256 | | 3
11 HT-4/2 / A. soli S| 0064 [S]| 0125 S 0,25 S| 0032 [S| 038 |S 3 S| 15 |S 2 S 4 S| <0,016 >256 | | 15
T3N9/ A. venetianus S| 0125 ([S]| 075 [S 0,75 S| 0,094 S| 019 |S 3 S 6 S 8 S 4 S| 0047 |S 8 | 15

GM/CN- genatmicin, PP/PIP — piperacillin, IP/IMI- imipenem, MP/MRP — meropenem, CT/CTX — cefotaxime, TZ/CAZ — ceftazidime, TX/CRO - ceftriaxone,
PM/FEP — cefepime, CI/CIP - ciprofloxacin, OF/OFX — ofloxacin, TGC — tigecycline, RD — rifampicin
R-resistant/rezisztens, I-intermediate/atmeneti, S-sensitive/érzékeny ; n.d.-no data/nincs adat
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