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1. Bevezetés ¢s celkitlizések
Napjainkban a mez6gazdasag, valamint a human-, és allatgydgyaszat jelentds

mértékben hasznal kiilonb6zd antibiotikumokat, melyek kiilonb6zd anyagaramok
(tragyahasznalat, szennyvizbevezetés) kozvetitésével bekeriilhetnek a felszini vizekbe, ami a
kornyezetben eldsegiti az antibiotikum rezisztens mikroszervezetek ¢€s rezisztencia gének
elterjedését. Ezek a kockazatot jelenté anyagok igy konnyedén befolyasolhatjak a felszini
vizek mikrobidlis Okoszisztémajat, ezaltal kornyezetegészségiigyi kockazatot jelentenek.
Kutatasok igazoltak, hogy a mikromiianyagok az emberi tevékenység hatasara felszini vizi
kornyezetben gyakran €és nagy szamban kimutathatok. Mivel a mikromiianyagok feliiletén
szamos, human-, és kornyezetegészségiigyi jelentOséggel bird (patogén, biofilmképzo,
antibiotikum rezisztens) mikroorganizmus telepedhet meg, igy a mikromilanyagok az

egészségre artalmas mikroszervezetek elterjedését eldsegité vektornak is tekinthetok.

A szennyviz mindharom esetben (mikromianyagok, antibiotikum rezisztens
mikroszervezetek, antibiotikum rezisztencia gének terjedése) kulcsszerepet jatszik, azonban a
szennyviztisztitdsban €s a tisztitott szennyvizre nézve jelenleg nincs semmilyen szabalyozas a
felsorolt paraméterekre vonatkozdan. Mivel kevés informéacidnk van az antibiotikum
rezisztens mikroszervezetek altal okozott problémarol és annak lehetséges kovetkezményeirdl
a mikrom{ianyagok vonatkozéasaban, ezért f6 motivacidém a miianyagfeliileten biofilmképzésre
képes, antibiotikum rezisztens mikroszervezetek azonositasa volt szennyvizterhelés alatt allo
felszini vizfolydsokban. A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézete (MATE-AKI) aktiv részese a mikroplasztik kutatasoknak, igy

munkam szervesen kapcsolddik az intézet palyazati tevékenységéhez.
Mindezek alapjan célul tiiztem ki:

. Magyarorszagi, szennyvizterhelés alatt 4ll6 felszini viztestek esetében a befogaddban
kimutathato, antibiotikum rezisztens mikroszervezetek gyakorisaganak elézetes felmérését 3

mintavételi helyszinen.

. A szennyvizzel terhelt befogadéba mesterségesen, Gn. plastic colonizer moddszer
(Szabd et al. 2021) segitségével kihelyezett mikromiianyagok feliiletét kolonizalo,
biofilmképzésre hajlamos mikroorganizmusok koziil az antibiotikum rezisztens

mikroszervezetek szelektiv azonositasat szelektiv és differencialé Chromatic taptalajon.

. A kozegészségiigyi jelentdséggel biro fajok koziil a kiemelt jelentéségii Pseudomonas

aeruginosa faj képviseldinek jellemzését (antibiotikum rezisztencia, biofilmképzo képesség).
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2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A szennyviz
A felszini vizek minéségének védelmérdl szolo 220/2004. (VII. 21.) hatalyos Korm.

rendelet alapjan szennyviznek mindsiil a ,termelési, szolgaltatasi, fogyasztasi tevékenység
soran hasznalt, a hasznalat — illetve az iizemi teriileten 0sszegylild csapadékvizek esetében
bemosodas vagy keveredés — kovetkeztében fizikai, kémiai vagy biologiai mindségében
megvaltozott, vizszennyez6 anyagot tartalmazé viz” (220/2004. Korm. r.). A szennyviznek
tobb tipusat is megkiilonboztetjiik. Kommunalis szennyviznek nevezziik azt a szennyvizet,
amely olyan teriiletrél szarmazik, ahol allandé az emberi jelenlét és rendszeres haztartasi
tevékenység folyik (ennek kdvetkeztében legnagyobb mennyiségben anyagcseretermékeket
tartalmaz), nem mutathatd ki bel6le csapadék-, illetve talajviz, tovabba mindségében nem
tekinthet6 veszélyes hulladéknak. Azt a szennyvizet, amely nem a haztartasokbol, hanem ipari
¢s kereskedelmi tevékenységekbdl szarmaztathaté és szintén nem mindsiil veszélyes
hulladéknak, Osszefoglaloan ipari szennyvizként emlitjik (58/2013. Korm. r.). Az iparban
elszennyezddott technologiai  viz  szigorh szabalyozasok mellett keriil tisztitasra,
artalmatlanitasra, mivel a technoldgiai sorok kiilonb6zd pontjain gyakori a felhasznalt viz
nehézfémekkel, toxikus szerves anyagokkal stb. vald elszennyezdédése (Tamas, 2008). A
220/2004. Korm. rendeletben foglaltak szerint az ipari szennyviz tisztitisa megtorténhet a
1étesitmény sajat tisztitotelepén, illetve a kdozmire valo racsatlakozas is engedélyezett annak
fliggvényében, hogy mely szennyezd anyagok jelennek meg a technologiai vizben. A
mezdgazdasagban keletkezett szennyviz az agrokémiai allomasok szennyvize, a kémiai
anyagokat szallitd jarmiivek mosovize, valamint a mélyalmos allattartas mosovize (Kaszab
2022). A Kkiilonboz6 kategoriajit szennyvizeket mas-mas modon sziikséges kezelni a

megfeleld tisztitasi hatasfok elérésének érdekében.

2.2. Szennyviz €s csatornahal6zat Magyarorszagon
A lakossagi szennyviz gyljtésére néhany telepiilés (példaul Budapest) kivételével

Magyarorszag jelentds részén elvalasztott rendszerii csatornahaldzat keriilt kialakitasra, azaz a
csapadékviz nem kothetd rd a szennyvizelvezetd csatornahdlozatra, hanem egy kiilon
csapadékviz-csatornan keresztiil keriilhet elvezetésre, vagy ennek hianyaban az adott teriileten
sziikséges a lehulld csapadékot elszikkasztani. Az elvalasztott jellegli csatornarendszer azért
elény0s, mert a kisebb mennyiségli és toményebb szennyviz konnyebben tisztithato, hatranya
azonban, hogy toménysége miatt gyakran eléfordulhat a halézaton beliil dugulas. Emellett a
két parhuzamosan miikodé csatornahalozat kiépitési és tizemeltetési koltségei magasabbak a

Budapesten kialakitott egyesitett csatornarendszerhez képest, melyben a szennyviz és a
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csapadékviz egyiitt keriil elvezetésre (Ollds 1990). A lakossig révén nagy mennyiségii
szervesanyag keriil be a szennyvizhalozatba, melynek dontd tobbségét az emberi szervezet
altal atalakitott tapanyagok, azok bomlastermékei, kisebb hanyadat a halozatba juttatott
¢telmaradékok teszik ki. A kommundlis szennyviz graviticidos vagy kényszeraramldsu
rendszerben, a lakossag altal termelt sziirkeviz (minden olyan hulladékviz, ami a
haztartdsokban a fiirdés, f6zés és mosas kovetkeztében keletkezik, de nem tartalmazza az
emberi anyagcsere termékeit) és a WC-k oblitéséhez hasznalt viz segitségével jut el a
héaztartasokbol a tisztitdtelepre. A szennyezettséget alapul véve, a szakirodalom szerint két
kiilonb6z6 csoportba soroljuk a sziirkevizeket. A kevésbé szennyezett, ,,light greywater”-ként
nevezett szirkevizben nagy szamban megtaldlhatok ugynevezett detergensek (emulzio
kialakitasara képes feliiletaktiv anyagok, melyek egy hidrofob és egy hidrofil komponensbdl
allnak) (Németh 2019), ezeket a tisztalkodasi szerek maradékai (pl. szappan, tusfiirdd),
tovabba az emberi testfeliiletr6l szarmazo zsirok és olajok képzik. A masik csoportba a
szennyezd anyagokkal joval intenzivebben terhelt ,,dark greywater” elnevezésii sziirkeviz
tartozik, mely leginkabb mosasbdl €s mosogatasbdl szarmazd vegyi anyagokat, miiszalas

textilekbdl levald mikromiianyagokat, illetve olajos €s zsiros ételmaradékokat tartalmaz
(Ghaitidak 2013).

Magyarorszagon egy o atlagosan 100-110 liter vizet fogyaszt el naponta. Ez az érték a
valosagban lehet sokkal kevesebb és tobb is, attdl fliggden, hogy kisebb vagy nagyobb
1élekszamu telepiilés vizfogyasztasat vizsgaljuk (Kalmar 2014). A napi atlagos vizhasznalat és
vizszennyezés ismeretében konnyen kiszamolhaté a lakossagi szennyvizek szennyezettsége.
Meghatarozasra keriilt egy atlagérték, mely alapjan megadhaté egy lakos mindennapi atlagos
vizfogyasztasidhoz viszonyitva a vizszennyezése is (un. lakosegyenérték - LEE) a
szennyviztisztitbba beérkezett szennyviz 5 kiilonbozé paraméterének a rendszeres

ellendrzésével, melyek az alabbiak (Karpati 2011):

1. Tablazat: A szennyviztisztitoba érkezé lakossdgi szennyviz atlagos vizszennyezése

lakossagi egyenértékben (LEE) kifejezve (Karpati 2011 alapjan)

Paraméter Lakosegyenérték (LEE)
BOlIs (6t napos bioldgiai oxigénigény) 60 g/ {6 / nap

KOI (kémiai oxigénigény) 110 g/ {6 / nap
Lebegdanyag tartalom 60 g/ {6 / nap

Redukalt nitrogéntartalom 13-14 g/ 6 / nap

Osszes foszfor 2 g/ 16/ nap




Jelenleg a vilag minden t4jan jelentds kornyezetvédelmi problémat jelent az éldvizek
elszennyez6dése az ipar, a mezdgazdasag és a lakossag altal. A népességnovekedéssel, a
lakott teriiletek terjeszkedésével szignifikdns mértékben ndé a lakossagi szennyviz
mennyisége, melynek jelentds hatdsa van a természetes vizek allapotara nézve. A szennyezés
kornyezetbe valo  kikeriilésének megakadalyozasara  kiilonféle szennyviztisztitasi
technolédgidkat fejlesztettek ki és alkalmaznak ma is, melyek koziil a legfontosabbakat az

alabbi alfejezetben mutatom be.

2.3. FA8bb szennyviztisztitasi technoldgiak
A fébb szennyviztisztitasi technologidk kozé soroljuk a ,,wetland”-eket, melyek tajba illo,

mesterségesen létrehozott mocsarak, szabad felszinii vizes, azaz nadastavas vagy felszin alatti
atfolyast, mas néven gyokérzonas szennyviztisztito rendszerek. Létesitésiik és izemeltetésiik
igen koltséghatékony, ellenben a folyamatok lassan jatszodnak le €s alkalmazasuk soran
magas a bioldgiai kockdzat (Németh 2004). A csepegtetdtestes eljarasndl a szennyviz
szervesanyag lebontasa egy bioldgiai hartydn (biofilmen) torténik, melyet helyhez kotott
mikroszervezetek végeznek aerob koriilmények kozott (Zsolnai 2014). Igen elterjedt az
eleveniszapos tisztitasi eljaras, ahol szintén mikroorganizmusok bontjak le a kezeletlen viz
szervesanyag tartalmat, azonban a mikroszervezetek ebben az esetben szabadon aramolnak a
kevertetett medencében (Barétfi, 2000). Az FCR (Food Chain Reactor) rendszerek
kiilonlegessége, hogy egyesitik a biofilmes, az eleveniszapos és a gyokérzonas tisztitasi
eljarasokat. A biofilmes és az eleveniszapos cljarasra telepitett wetland csokkenti a szennyviz
szervesanyag tartalmat, mellyel hatékonyabba teszi a mikroszervezetek lebontasi folyamatait

(Szaniszl6 2020).

Magyarorszadgon az eleveniszapos szennyviztisztitasi technologia a legelterjedtebb, ezért a
tovabbiakban ezt mutatom be részletesen. A szennyviztisztito telepre vald beérkezése utan a
szennyviz kezelését elsdfoku, azaz fizikai tisztitasi modszerekkel kezdik meg, elséként egy
k6-, és kavicsfogon folyik at, amit a nagy, 5-20 cm méretli szilard anyagok megfogasara
alkalmaznak. Ezt kovetéen a beérkezé viz Utja egy durvaracson vezet at, ami az 50 mm-nél
nagyobb uszo6, lebegd hulladékok kisziirésére alkalmas (pl. fa hulladékok, allati maradvanyok,
nedves torlokendok, intimhigiéniai hulladékok stb.), ezt pedig a finomracs koveti, ami az 50
mm-n¢l kisebb atmérdjii lebegdanyagokat fogja fel. A racsokrol lekeriild hulladékanyagot
veszélyes hulladékként sziikséges kezelni. Gyakran alkalmaznak racsszemétpréseket a
kiilonb6z6 méretli, racsokon fennakadt hulladékok viztartalmanak csokkentése érdekében,

hogy késébb gazdasagosabb legyen azok elszallitasa, illetve megsemmisitése. A technologiai



sor elobb emlitett elemeihez a beérkez6 szennyvizet altalaban valamilyen fold feletti
épitménybe vezetik atemelOszivattyak segitségével a csatornahalozatbol, ahonnan a
gravitacios erok segitségével képes atfolyni a szennyviz a kiillonbozo tisztitasi fazisokon.
Atemelés utan finomabb sziirési mechanizmusok kovetkeznek, homok-, illetve zsirfogokat is
alkalmaznak a kiilonb6z6 méretli homokszemesék és zsircseppecskék felfogasara, mert a
rendszerbe keriilve ezek a technoldgiai sor kiilonb6zo szegmenseiben okozhatnak karosodast
(pl. a homok lerakddhat, koptathatja, a zsiros anyagok eltomithetik a rendszert). Ezt kdvetéen
a viz aramlasat lelassitjak és sugariranyu eldiilepitd medencékbe vezetik, ahol a lasst mozgas
kovetkeztében a vizben még jelenlévd (a fizikai sziirés hatdsara leginkabb szerves) lebegd
szilard anyagok egy része leiilepszik a medence fenekére, egy része pedig a viztest felszinén
lebeg a felhajtdéerd kovetkeztében. Az eldiilepitd medencéknek koszonhetden a rendszer
tovabbi elemein atfoly6 szennyviz BOI értéke csokken, mivel a lebegd szerves anyagok egy

része kitilepszik (Barotfi 2000).

A vizvonal tovabb haladdsaval megkezdddik a mdsodfoku, azaz biologiai tisztitas,
melynek 1ényege, hogy a fizikai tisztitas utdn megmaradt lebegd, oldott és a kolloid formaban
jelenlévé szerves szennyezddések (dissolved organic carbon - DOC) lebontasra keriiljenek.
Alapja a szennyvizben megtalalhatd szerves anyagokat lebontani képes mikroorganizmusok
miikodése, melyhez megfeleld koriilményeket biztositanak a rendelkezésre allé technoldgiai
elemek segitségével. Hazdnkban az eleveniszapos biologiai tisztitds soran a levegdztetd
medencébe bedramld szennyviz szervesanyag-tartalméanak lebontasat baktériumok végzik
keverés és aramoltatas mellett. A lebontasi folyamat végbemeneteléhez oxigénre van sziikség,
mely levegdztetd berendezések segitségével jut be a medencékbe. Azon feliil, hogy a
levegdztetéssel oxigén jut be a mikroorganizmusok lebontasi folyamatainak segitésére,
egyenletesen eloszlatva, lebegésben tartja a medencében kézremiikodd sejttomeget, ezzel
segitve, hogy a szerves szennyezoékhdz mint tdpanyaghoz, minél nagyobb feliileten
hozzaférhessenek a baktériumok. A levegdztetés abban is nagy szerepet jatszik, hogy a
lebontasi folyamat eredményeként keletkezdé végtermékeket is egyenletesen diszpergalja. Az
oxigén vizbe juttatdsara szamtalan modszer 1étezik, pl. feliileti levegdztetok alkalmazasaval a
folyadékcseppek szétszorasaval buborékok létrehozasa, turbinds levegdztetok forgomozgasa
mellett oxigén buborékok bevezetése, folyadéksugaras levegdztetésnél a medencében 1évo
szennyvizet kivezetik, majd nagy nyomassal visszaengedik azt. A szerves szennyezdanyagok
eltavolitasa kozben nagy mennyiségli biomassza, azaz folosiszap keletkezik, amit a

technologiai sor végén recirkuldlnak a rendszer elejére. A lakossagi szennyvizet a szerves



anyagok mellett szervetlen anyagok is alkotjdk (N, P), melyek a nem megfeleld
szennyvizkezelés kovetkeztében a befogaddba keriilve sulyos eutrofizaciot (algaviragzast)
okozhatnak. A f6losiszapban felhalmozodott ammoénium biologiai oxidacidja csak akkor
megy végbe a folyamat sordn, ha a szerves szén koncentracidja mar lecsokkent és ezek utan
még nagy a viz oldott oxigéntartalma. A nitrifikdld0 medencékben indul meg a szerves és
szervetlen ammonia nitrattd vald alakitdsa, ami anoxikus kornyezetben valosul meg, a
denitrifikald6 medencében pedig a nitrat nitritté alakitasa torténik, hasonléan magas
oxigéntartalmu vizben, mint a szerves szén bontdsakor. A foszfor formak egy részét szintén
lehetséges redukalni aerob koriilmények kozott a biologiai tisztitds soran, azonban gyakran
nem elegendd ez a tisztitasi eljaras a P hatarértéken beliili lecsokkentésére, ezért sok esetben
kémiai kicsapatassal tavolitjak el a szervetlen szennyez6 anyagot (httpl). A kezelt szennyviz
egy utdiilepité medencébe keriil, ahol egy utolso iilepedési folyamat jatszodik le, ahonnan a

folosiszap egy részét recirkuldljak a levegdzteté medencébe (Barotfi 2000).

Ezt koveti a harmadfoku, azaz vegyszeres tisztitds, mely a korokozd mikrobak
megsemmisitését, fertdzOképességiik ellehetetlenitését célozza meg. Elsdsorban a klor és
annak vegyiiletei a legelterjedtebbek a fertétlenités soran, mivel a tisztitott szennyviz
fertdtlenitésére alkalmas oxidativ szerek koziil nagy mennyiségben a klorozott viz
felhasznaldsa a leggazdasagosabb (Barotfi 2000). Ritkan fordul eld, azonban léteznek olyan
tisztitotelepek, ahol klor helyett UV-t vagy akéar 6zont alkalmaznak, azonban ezek az

eljarasok joval koltségesebbek, illetve kevésbé hatékonyak.

2.4. A tisztitott szennyvizre vonatkozd jogszabalyi hatarértékek
A 28/2004. (XII. 25.) hatalyos KvVM rendelet elbirja, hogy a megtisztitott telepiilési

szennyvizek milyen szabalyok szerint vezethetdek be felszini befogadoba, valamint
hatarértékeket ir elé a tisztitott szennyviz esetében a kiilonbozé szennyezd anyagokra
vonatkozoan (lasd 2. tabldzat). A jogszabdly emellett a veszélyes és mérgezd anyagok
esetében megadja, hogy ezeket a 10/2000. (VI. 2.) KoM-EiM-FVM-KHVM egyiittes
rendeletben megtalalhato, a felszin alatti vizekre vonatkozo ,,B” szennyezettségi hatarértékek
figyelembevételével milyen koncentracioban lehet szennyviz altal kozcsatorndba, vagy

befogaddba bocsajtani (28/2004 KvVM rend.).

A jogszabalyi elbirdsok alapjan szdmos paraméterre, mely ismert hatdssal bir a tisztitott
szennyvizet befogadd felszini viz mindségére és Okoszisztémajara jelenleg nincs eldiras
Magyarorszagon. Ezeket a paramétereket fizikai, kémiai és Dbiologiai tipusu

szennyezOanyagokra oszthatjuk fel.



2. Tablazat: A tisztitott szennyvizre vonatkozo kovetelmények a befogadoba torténd
bevezetés eldtti helyen

Kiépitett Szennyezd anyagok hatarértékei koncentracioban megadva (mg/l)
terhelési KOl BOIs Osszes Osszes foszfor* Osszes nitrogén™
kapacitas (LEE) Iebegbanyag V.IGIXL | XI. 16101
15-ig IV. 30-ig
<600 300 80 100 - (4) - (4) - (4)
601-2000 200 50 75 - (4) - (4) - (4)
2001-10000 125 25 35 - (4) - (4) - (4)
10001-100000 125 25 35 20) 15® 250)
>100000 125 25 35 1® 10 20®

*Helyesbitette: Magyar K6zlony 2005/12.

A tovéabbiakban a munkdm szempontjabol legjelentdsebb fizikai (mikromiianyag), kémiai
(antibiotikum ¢és egyéb gyogyszermaradvanyok) és biologiai (patogén, antibiotikum rezisztens
mikroszervezetek) szennyez6ket mutatom be, melyekre jelenleg nem vonatkozik jogszabalyi

eldirds sem a szennyviztisztitas folyamataban, sem a tisztitott szennyvizre vonatkozoan.

2.5. Mikromiianyagok
A mianyagok széleskorii felhasznalasa, olcso eldallitasa €s tomeggyartdsa vilagszerte

megkonnyitette az emberiség életét. Megjosoltak, hogy hatalmas elényokkel jar majd a
milanyagok mindennapi hasznalata, ami azota be is bizonyosodott, azonban arra kevesen
gondoltak, hogy milyen hatranya lehet ezen anyagok elterjedésének a kornyezet- ¢és
humanegészségiigyre vonatkozoan (Yarsley & Couzens 1945). Mig 1950-ben az egész
vilagon csupan 1,5 millié tonna miianyag hulladék termel6dott, addig ez a szam 2018-ban
elérte a 359 millio tonnat (http2). Az egyik legnagyobb attorést a csomagoldiparban valo
megjelenése jelentette, ahol kivaltotta a papir-, és cellulézalapi csomagoldanyagokat a jobb
fizikai  tulajdonsdgainak  (tartossdg,  atlatszosdg, vizéllosdg) koszonhetéen. A
csomagoldiparban leggyakrabban hasznalt miianyagok a polietilének ((LD)PE, (HD)PE), a
polipropilén (PP), polisztirol (PS), polivinil-klorid (PVC), polietilén-tereftalat (PET) és a
nejlonok. A miianyagok olyan kis méretii perzisztens, nehezen bomlé polimer szemcsékre,
ugynevezett mikromtanyagokra képesek aprozodni, melyek szabadszemmel szinte nem is
lathatoak, és akar évszazadokig valtozatlan kémiai formaban fenn tudnak maradni (Albertsson
et al. 1987). Mikromiianyagként definialjuk azokat a szintetikus polimereket, melyek atméréje
5 mm-nél nem nagyobb, azonban alsé mérethatdr nem vonatkozik rajuk. Megkiilonboztetiink
els6dleges ¢és masodlagos mikroplasztikokat. Elsddleges mikromiianyagoknak nevezziik
azokat a mlianyagokat, amelyek atméréje mar gyartasukbol adéoddéan sem haladja meg az 5
mm-t. Ezek foként textilekben, gydgyszerekben €s szépségapolasi termékekben, példaul arc

¢s testradirokban fordulnak eld. A haztartasokbol kijutva ezek a szennyviztisztitd telepeken at
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a tisztitott szennyvizzel egyiitt a természetes vizekbe keriilnek. Mésodlagos mikromiianyagok
a nagyobb muianyag targyak kopdsa sordn, UV fény hatasara torténd aprozodassal keletkeznek
(Parrag 2021). Dont6 tobbségiik az ipari és lakossagi hulladékkezelés és szennyviztisztitas
soran keriil ki a kdrnyezetbe, ahonnan mar akadaly nélkiil bejuthatnak magasabb rendii
élélények szervezetébe. Magyarorszdgon felszini vizi kornyezetben Bordds és munkatarsai
azonositottak el6szor mikromiianyag szennyezést, eredményeik alapjan a vizsgalt felszini viz
mintak 92%-a, mig az tliledékmintdk 69%-a tartalmazott mikroplaszikot (Bordos et al. 2019).
A World Wildlife Foundation (WWF) egy 2019-ben megjelent cikke szerint hetente akar 5
gramm mennyiségli mikromilanyagot vihetiink be a szervezetiinkbe csupdn a taplalék- és
ivovizfogyasztas soran (http3). Ahogyan a legtijabb kutatasok bebizonyitottak, akar mar az
emberi vérbdl is kimutathatok nanomiianyagok (Heather A. Leslie et al. 2022), egyelére
azonban arrdl nincs tudomasunk, hogy milyen hatast gyakorol ez az egészségiinkre. El6zetes
kutatasok szerint a szennyvizben 1évé mikromianyagok 90-98%-a megtisztithatd lenne
kiilonbo6z6 tisztitasi fazisokon vald atfolyds utan, illetve fejlettebb technoldgia alkalmazésa
soran, mint a vizsziré filterek, 6zonizacio és az oldott levegds flotalo (DAF). A legfontosabb
eredményeként azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a vizes kornyezetbe kikeriild
mikromiianyagok forrasai a szennyviztisztito telepekek. A mikroplasztikok szintén potencialis
vesz¢élyt jelentenek a szennyviziszap mezOgazdasagi felhasznalasanak és az infrastruktira
kiépitésének kovetkeztében. A tisztitasi eljaras soran keletkezett szennyviziszap a
betongyartas egyik kedvelt alapanyaga, emellett tragyaként valo felhasznalasa is széleskorben
elterjedt, igy a vizes kornyezet mellett, a talajtani kdzegbe jutva is képes mikromiianyag

szennyezést okozni (Reddy & Nair 2022).

A hagyoményos milanyagok mikroorganizmusok altal torténd lebomlésa jelenleg még
optimalizalt laboratériumi koriilmények kozott is igen alacsony, ezért szarazfoldi és €lovizi
kornyezetben is évtizedekig, akar évszazadokig is eltarthat azok lebomlasa (Krueger et al.
2015). A biodegradacio, azaz a miianyagok bioldgiai uton vald lebontasa a legtobb esetben
fizikai és/vagy kémiai degradéacioval egyiittesen valosul meg, amik meggyengitik a polimerek
strukturajat, ezzel utat nyitva a bioldgiai bomlds szaméra (Ipekoglu et al. 2007). A
muanyagokban abiotikus (fizikai, kémiai) hatdsra bekovetkezd feliileti és szerkezeti
valtozasokat ,,0regedésnek” nevezziik, mely folyamat lejatszoddsa szamos kornyezeti
tényez6tol fligg, mint a homérséklet, napfény (UV), kémiai anyagok. Ezek a folyamatok

oxidacioval vagy a polimerek szétszakitasaval segitik el a biodegradaciot.



crer

(Dussud & Ghiglione 2014):

1. A bio-deterioraci6 Osszefiigg a g
milanyag  feliiletén, illetve o

belsejében novekedo, tobb
baktérium fajbol allo | .

biofilmréteggel, ami az adott

Extracellul
e Woaym

anyag porusndvekedését idézi eld,

anyagbéli toréseket okoz, mellyel 'ﬁ’| T

gyengiti az adott anyag fizikai 7 . ASSZIMILACIO

integritasat (fizikai deterioracid).

A mikroszervezetek altal

. ‘e . i 1. abra: miianyagok bodegraddcioja biofilm hatasara
kibocsajtott savas jellegti (Jacquin et al. 2019 nyomdn)
vegyiiletek modositjak a

meggyengiilt anyag porusaiba jutva a pH-t, melynek hatasara megvaltozik az adott
matrix anyag mikroszerkezete (kémiai deterioracio).

2. A bio-fragmentaci6é soran a miianyag feliiletét kolonizald baktériumok extracellularis
enzimeket bocsatanak ki magukbdl, amik lebont6é folyamataik miatt csokkentik a
polimerek molekularis tomegét, melynek kovetkeztében oligomerek (korlatozott
szdmi monomer egységbdl feléplild molekuldk) ¢és monomerek (egyéni
molekulaegységek) szabadulnak fel, melyeket a baktériumsejtek asszimilalni képesek.

3. Az asszimilacid sordn a 600 daltonnal kisebb tomegili oligomerek bejutnak a sejtek
belsejébe, ahol a baktériumok szénforrasként hasznositjadk az oligomer egységeket.

Ennek hatdsara novekedésnek indul a mikrobidlis biomassza.

megtorténik a teljes mértékben oxidalodott metabolitok (CO2, N2, CHas, és H.0)

kivalasztasa.

Napjainkig a legtobb kutatds foként csak a mikromiianyagok kornyezetben vald
megjelenésével, azok strukturalis szerkezetével foglalkozott, azonban kevesebb figyelmet
kapott az a tény, hogy a kiilonbozd vegyszerek és gydgyszermaradvanyok kitapadhatnak a
mianyag részecskéken, a kornyezeti, vagy szennyvizeredetii mikroorganizmusok pedig
biofilmet alkotva képesek kolonizalni feliiletiiket. A mikromiianyagot kolonizalo biofilm

befolyésolhatja annak attitiidjét és potencialis veszélyeit a human- és kornyezetegészségiligyre
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nézve. A tovabbiakban ezért a fontosabb gydgyszermaradvanyok és a biofilm témakdrok

bemutatasara térek at.

2.6. Gyogyszermaradvanyok, antibiotikumok
Gyodgyszermaradvanyok keriilhetnek a szennyvizbe lakossagi hasznalatbol, a korhazakbol

¢€s a gyogyszeriparbodl, tovabba a mezdgazdasag allattartasi dgazatabol. Legeldszor az 1970-es
¢vekben jelentek meg publikdciok arr6l, hogy a vizi koérnyezetben kimutathatok
gyogyszermolekulak (Tabak et al. 1970). Foként kezelt szennyvizmintakbol mutattak ki
elséként szteroid hormonokat az USA, India és Németorszag teriiletén (Norpoth et al. 1973).
Gyogyszermolekuldk leggyakrabban a tisztitott kommunalis szennyvizeken keresztiil
juthatnak be a felszini viztestekbe (Kotchen et al. 2009). A lakossag altal hasznalt orvossagok
egy része kiillonb6zd metabolikus 4talakulds utan iiriil ki a szervezetbdl, mig egy masik része
bomlas nélkiil, eredeti formajaban keriil a szennyvizbe. Emellett a lejart €s a mar nem
hasznalatos gyogyszereket a lakossag sok esetben a csatornahaldzaton keresztiil ledblitve
telepek is lehetnek a kikeriilt gyogyszermaradvanyok forrasai (http4). A jelenlegi
szennyviztisztitasi eljarasok nem alkalmasak arra, hogy maradéktalanul eltavolitsadk a
gyogyszermolekulakat, igy ezek kikeriilnek a felszini vizekbe, mint befogadokba a kezelt
szennyvizzel egyiitt (Heberer et al. 2002). A befogadoba kijutott gyogyszerhatdoanyagok
kornyezeti hatdsdra befolydssal van a gydgyszer perzisztencidja, biologiai hatdsa,
vizoldékonysaga, polaritasa (Farré et al. 2008), illetve a felszini viztest pH-ja, mélysége,
zavarossaga, az évszakonként valtozd napsiitéses oOrdk szdma (Kimmerer 2001). Attol
fiiggetleniil, hogy a felszini viztestbe keriilve jelentés higulas torténik, melynek
kovetkeztében a gyodgyszermaradvanyok kis koncentracidban vannak jelen a befogaddban,
tovabba a természetes vizben lebegd kolloid részecskéken, oldott szerves anyagokon, illetve
az lledéken is konnyen megkotddnek, tovabbra sem sziinik meg ezek esetleges biologiai
aktivitasa, toxicitasa, hiszen egy résziik valtozatlan formaban van jelen a vizben (Osenbriick
et al. 2007). Az éldvizeinkbe keriilé gyogyszerszarmazékok, hormonok egyed szinten hatassal
lehetnek a vizben €16 szervezetekre, rendszer szinten pedig a taplaléklancokra. A
szennyviztisztitdsi ~ technologian  elsdsorban az  erésen  polaris  tulajdonsagu
gyogyszermolekulak jutnak at és késébb akar a parti sziirésii kutakbol nyert ivovizbdl is
kimutathatok (Heberer 2002). A tisztitott szennyvizbdl kimutathatd gyogyszer- ¢és

hormonmaradvanyokra egyelére nem létezik hatarérték, mert a jelenlegi tudomanyos
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bizonyitékokat alapul véve kozegészségiigyi kockazat szempontjabol még nem alakult ki

egyetértés egy elfogadhatdé mennyiségre vonatkozoan (Gerencsérné et al. 2015).

Kornyezetvédelmi szempontbol a legjelentdsebb gyogyszercsoportok a
gyulladascsokkentok, laz- és fajdalomesillapitok, a kardiovaszkulédris készitmények, az
antidepresszansok, antiepileptikumok, a vérzsirszint szabalyozok, a kontraszt anyagok, a
kemoterapias készitmények (citosztatikumok) ¢és az antibiotikumok. Kozilik is a
gyulladascsokkent6k Magyarorszagon a human- és allatgyogyaszat terén az egyik legnagyobb
mennyiségben alkalmazott gyogyszercsoportként vannak szamontartva, mivel a fejfajastol
kezdve a komoly, tartdos betegségekb6l adodo fajdalom és gyulladas csokkentésére is
jellemzden ugyanazokat a készitményeket hasznaljuk (Mandi 2014). A tovabbiakban a t¢émam

szempontjabol jelentds gydgyszercsoport, az antibiotikumok részletes bemutatasara térek ra.

Az antibiotikum olyan természetesen, félszintetikusan vagy szintetikusan eldallitott anyag,
amely emberi ¢és allati szervezetbe jutott mikroorganizmusok létezésének szempontjabol
fontos ¢élettani folyamatokat gatol, valamint azok szaporodasat akadalyozza. Napjainkban a
fert6z6 betegségek kezelésének hatasos modszere az antibiotikumok alkalmazasa, az
orvoslasban széles kore all rendelkezésre az antimikrobialis szereknek. Az antibiotikumok
mitkodésének lényege, hogy specifikus hatast fejtenek ki a mikroszervezetekre, azaz az
emberi szervezetben egyaltalan nem, vagy alig okoznak toxicitast. Olyan folyamatokat
gatolnak a baktériumsejtben vagy olyan célmolekulakat tamadnak meg, amelyek csak az adott
mikroorganizmusra jellemzok. Megkiilonboztetiink baktériumokat 616, vagyis baktericid
hatasu és a baktériumok novekedését és szaporodasat gatld, mas szoval bakteriosztatikus
antimikrobialis szereket (Walsh 2003). Az antimikrobialis szerek specifikussagat mutatja az
iS, hogy a tobbféle baktériumra hato, széles spektrumu szerek (pl. Penicillin) mellett ismeriink
szitk spektrumuakat (pl. Flucloxacillin), amik csak bizonyos baktériumcsoportok
elpusztitasara alkalmasak (Majorovics 2018). Attol fiiggden, hogy a sejtre milyen hatast
gyakorolnak, ismerilink sejtfal felépitését gatlo készitményeket, fehérjeszintézist gatlo,
orokitéanyag kialakulasat gatld, nukleinsavszintézist akadalyozo6, folsavszintézist gatlo
szereket. Antibiotikum adhatd mar fennallo fert6zés terapias kezelésére, ugyanakkor,
kizardlag indokolt esetben profilakikusan, avagy megelézés céljabdl is felhasznaljak (Fiirst
2004).

A helyteleniil  alkalmazott antimikrobialis  szerek  jelentés  human-, és
kornyezetegészségiigyi kockazatot jelentenek. Sok esetben indokolatlanul alkalmaznak
antibiotikumos gyogyszereket virusos megbetegedések kezelésére, pedig ilyen esetekben ezek
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a szerek nem hatasosak. Problémat idézhet el6, ha a gyogyszeres terapia idétartamat
leroviditik vagy nem tartjdk be az eldirt adagolast, ekkor nem lesz jelen a szervezetben
rezisztencia kialakulasat eredményezheti (http5). Komoly mellékhatasokat okozhat a nem
hatdsos, a szervezet szamara sziikségtelen antibiotikum hasznalat, emellett Oridsi szerepe van
az antibiotikum rezisztens baktériumok kialakulasaban, ami a jovében veszélybe sodorja az
antibiotikumokkal valo terdpias kezelések hatékonysagat. Az alabbiakban felsorolasra
keriilnek a jelenleg antimikrobialis hatasukrol ismert, terdpiara alkalmas kezelési modok

hatéanyaguk és felhasznalasuk alapjan (Bérdy 2013):

1. Baktérium-, gomba- és rakellenes antibiotikumok:
B-laktamok (pl. Penicillinek és Carbapenemek), Aminoglikozidok (Gentamicin),
Makrolidok (Tilosin), Antraciklinek, Tetraciklinek, Anzamicinek, Peptidek, Gliko- és
Ciklopeptidek, egyéb antibiotikumok

2. Mas humanterapias célokra hasznalt készitmények:
Immunszuppressziv anyagok (immunrendszer gatld anyagok), koleszterinszint-
csokkenték, lipazinhibitor (enzimgatlo szer), antidiabetikum (vércukorszint
stabilizalo)

3. Mezdgazdasagban és allattenyésztésben hasznalt antimikrobidlis hatasu készitmények:
Novényvédé szerek (bioherbicidek, biopeszticidek), allatgyogyaszati — szerek

(antiparazitak), takarmanykiegésziték (profilaktikus szerek)

A lakossagi megbetegedések kezelésére alkalmazott antibiotikumok a tdobbi
gyogyszermaradvanyhoz hasonldan természetes kivalasztas tutjan, a lejart szavatossagu,
csatornaba engedett készitményekkel egyiitt a szennyviztisztitd telepeken keresztiil a felszini,
és ivovizekbe keriilhetnek, igy hozzajarulnak a befogadd gyogyszerterheléséhez. Emellett
jelentds forrds a mezdgazdasagi (ndvényvédelemi, dallatgyodgyaszati, hozamndveld
takarmanyozasi célokra szant) antibiotikum hasznalat: egy 1999-es felmérés szerint a vilagon
az Osszes alkalmazott antibiotikumok 15%-a az A&llattenyésztésben, mig 33%-a az
allatgyogyaszatban keriilt felhasznalasra (Opinion of the Scientific Committee 1999). 2006.
janudr 1-t8l azonban az Eurdpai Unio betiltotta az antibiotikumokat tartalmaz6 takarmanyok
hozamfokozo célu felhasznalasat (http6). 2022-ben Gjabb szigoritasokat vezetett be az Unio,
ugyanis korlatoztak a gyogyszeres takarmanyok profilaktikus felhasznalasat is (Az EU 2019/4

crer

antibiotikum rezisztens mikroszervezetek aranyanak csokkenését varjak.
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A magyarorszagi antibiotikum

hasznélati adatokrol kevés informécioval
rendelkeziink, de tajékozodhatunk példaul a
korhazak felhasznalasi adataibol, valamint
kdrnyezeti monitoring eredményekbdl is. Az
alabbi abran latjuk azokat a hazai korhazban
amiket a

alkalmazott antibiotikumokat,

leggyakrabban hasznalnak fert6zéses

megbetegedések kezelésére: ezek alapjan
2015—ben az amoxicillin és klavulansav

crer

hasznaltdk a legnagyobb

mennyiségben (2. abra). DOt betiivel vannak

1996 2015

DDD/ % DDD/ %

100 100

dpolisi nap dpolisi nap
Daoxyeyelin 3.8 16 | AMC 6,3 27 4
AMC 25 12 Cefiriaxon 2.6 11,2
Ampicillin 23 7 | Ciprofloxacin 22 23
Cefieroxim 2.1 8.5 | Cefuroxim 2.0 8.7
SMX/TMFP 1.9 7,8 | Levofloxacin 1.3 5.6
Ciprafloxacin 1.0 4.0 | Clarithromycin 1,2 5.4
Penamecillin 0.9 3.9 | Clindamycin 0.8 3,3
Ofloxacin 0.7 3.0 | Metronidazol 0.7 3.0
Cefaclor 0.7 2.8 | SMX/TMP 0.7 2.8
Roxithromycin 0.6 2.5 | Doxycyclin 0.6 2.8

AMC = amoxicillin és klavulinsav; SMX,/TMP = szulfametoxazol &
trimetoprim.

jelove azok az antimikrobialis szerek, amik 2. dbra: A legfontosabb antibiotikumok faszndlati adatai

mindkét vizsgalt évben felkeriiltek a listara

(Benko et al., 2016):

2.7.

Az antibiotikumok specialis kockazati

a magyarorszagi korhazakban (Benké et al., 2016)

DDD - Defined daily dose,(napi terapias dozis)

Antibiotikum hasznalat és antibiotikum rezisztencia

proﬁllal rendelkezé gyégyszerek’ Nehezen atjarhatd sejtfal
. B i | - - | Az antibiotikum kipumpalasa
mivel hasznalatuk a célszervezetek Riac oy o o

Peptidoglikan réteg

(els6sorban  baktériumok)  korében
rezisztenciahoz, azaz ellenalloképesség

kialakulasahoz vezethet (Wright 2010).

Antibiotikum érzékenységrol
beszéliink, amennyiben egy
mikroszervezet egy adott

antimikrobialis szer hatasaval szemben

nem mutat ellenalloképességet,
tovabba, ha nem rendelkezik sem
horizontalis géntranszfer utjan

Belsd membran

3. d@bra: Az antibiotikum rezisztencia kialakulasaban szerepet

szerzett, sem kromoszomalis mutacion

alapuld rezisztencia mechanizmussal

Jjatszo mechanizmusok Gram-negativ baktérium esetében

(Allen 2010)

(Martinez 2014). Ezzel szemben antibiotikum rezisztencianak nevezziik a természetes, vagy

szerzett ellenalloképességet az adott antibiotikum hatasaval szemben. Egy mikroorganizmus
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természetes jellegébdl adododan, szervezeti felépitése és funkcionalis tulajdonsagai révén is
rendelkezhet az adott antibiotikummal szembeni rezisztencia génnel. Szerzett antibiotikum
rezisztencia esetében a baktériumok képesek a mobilis genetikai elemeken kodolt rezisztencia
géneket egymas kozott horizontalis géntranszfer utjan, nem csak faj-, hanem nemzetség
szinten is atadni (Losonczy 2001). Antibiotikum terapia alkalmazasa soran, a
mikroszervezetek genetikai allomanyaban bekovetkez6 mutaciok kovetkeztében szintén
kialakulhat antibiotikum rezisztencia. Az antibiotikum rezisztencianak négy tipusat ismerjiikk
(lasd 3. abra).

Az els6 tipusa, amikor az antibiotikum egyaltalin nem képes megkotddni a
mikroszervezet sejtmembranjdn vagy ha mégis, akkor képtelen azon atjutni. Mas esetben
képes az antibiotikum bejutni a baktérium belsejébe, azonban efflux pumpak segitségével
képes kipumpalni azt a sejten kiviili térbe. Harmadik tipusa, amikor az antimikrobialis szer
bejut a baktériumba, azonban a célhelyen bekovetkezd valtozas kovetkeztében nem tudja
kifejteni hatasat. Negyedik valtozata, amikor a baktériumsejt antibiotikum specifikus
enzimeket termelve lebontja azt, mieldtt még hatasat kifejthetné a mikroszervezetben

(Fernandez & Hancock 2012).

A tobbszordsen rezisztens (multirezisztens, panrezisztens) baktériumok folyamatosan
novekvd ellendlloképessége az antibiotikumokkal szemben jelentds egészségiigyi
problémakat okoz vilagszerte, miutdn az eddig hatdsosnak bizonyuld antimikrobialis szerek
(széles spektrumu Penicillinek, Carbapenemek, Aminoglycozidok, Monobactimok stb.)
gyakran hatastalanok a patogén mikroorganizmusokkal szemben. A multirezisztens
korokozok leggyakrabban olyan fertézéses megbetegedéseket okozo ,,szuperbaktériumok”,
amelyekkel szemben egyidejiileg akar tobb antibiotikum hatéanyag csoport is hatasat vesziti
(Magiorakos et al. 2012), ennek kovetkeztében a fertézések kezelése megneheziil vagy
rosszabb esetben lehetetlenné valik. A multirezisztens baktériumok a legtobb esetben
korhazban kezelt vagy bentlakasos intézményekben éapolt emberekre jelentenek veszélyt,

ennek ellenére egészséges felnbttekben és gyermekekben is okozhatnak fertézést (http7).

Mindez arra 0sztondzte az orvostudomanyt, hogy fontolora vegye a régen alkalmazott,
azonban az emberi szervezet szamara toxikusnak wvélt hatéanyagokat, mint példaul a
Polymyxineket (Polymyxin E (colistin) és Polymyxin B). A colistint az 1990-es évek kdzepén
vették Ujra haszndlatba a multirezisztens mikroszervezetek legydzése érdekében, azonban a
szerrel szemben fennallo atadhaté rezisztencia ezt kvetéen gyorsan kialakult. Ennek ellenére
még ma is gyakran hatdsos szerként hasznaljak korhdzi koriilmények kozott, mint végsd

15



terapias lehetdséget, Uin. ,,last resort” antibiotikumot. A colistin t6bb modon is képes hatni a
korokoz6 mikroszervezetekre, azonban a Gram-negativ baktériumok esetében legtobbszor a
kiils6 és belsd membran integritdsanak megsziintetésével jut be a mikroszervezetbe €s ott fejti
ki antibakterialis hatasat (ElI-Sayed Ahmed 2020). Munkam szempontjabol a masik fontos
antibiotikum a B-laktamok csoportjaba tartozo, széles spektrumu, enzimspecifikus, baktericid
jellegti Carbapenem csalad. Hatasmechanizmusuk, hogy a sejtfalon athatolva az egyes -
laktamazt termeld baktériumokban megtalalhaté enzimhez, az Ggynevezett penicillin koto
fehérjéhez kapcsolodnak, majd annak antibiotikum gatld hatdsat inaktivaljak, ami a
mikroorganizmusokra nézve letdlis végkimenetelli (Mouton 2000; Zhanel 2007). A
Carbapenem csoport legfontosabb tagjai az imipenem, a meropenem és a doripenem
hatdéanyagok. A carbapenem és colistin rezisztencia gyakran mobilis genetika elemeken
kodolt, atadhatd rezisztencia mechanizmus, mely a rezisztens torzsek és rezisztencia gének
kornyezetbe keriilésével a természetes mikrobakozosség korében is teret nyerhet. Ilyen
atadhato rezisztencia gének a colistin esetében az mcr gének (Hussein et al., 2021), a
carbapenemek esetében pedig a szerzett carbapenemaz gének (pl. VIM, IMP, OXA-48)
(Pitout et al. 2019). A colistin és carbapenem rezisztencia foleg a Gram-negativ patogén
(betegség kivaltasara képes) mikroszervezetek kozott bir klinikai jelent6séggel, mint a
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa és az Acinetobacter baumannii. Az emlitett
mikroszervezetek kornyezetegészségiigyi jelentdségét az adja, hogy mivel opportunista
patogén szervezetek, ezért szaprotrof életciklusukbol eredéen képesek tartosan megtelepedni
és terjedni a kornyezetben. E mikroszervezetek koziil a P. aeruginosa vizsgalatara a
késobbiekben bemutatott kisérletem is irdnyult, igy a tovabbiakban részletesebben is

bemutatom a fajt.

2.8. Pseudomonas aeruginosa
A Pseudomonas nemzetségbe tartozd6 Pseudomonas aeruginosa (a tovabbiakban: P.

aeruginosa) az aerob, Gram-negativ baktériumok kdzé sorolando, mely a korhazi kdrnyezeten
kiviil a természeti kornyezet elemeinek szinte mindegyikében kimutathatd. Egyre nagyobb
figyelem szegezddik a fajra, midta kutatasok bebizonyitottak, hogy korhazi kdrnyezetben ez
az egyik legjelentésebb human megbetegedéseket okoz6 opportunista patogén (Losonczy
2001), azaz a legyengiilt immunrendszeri szervezetbe bekeriilve stlyos, sok esetben
gybgyithatatlan megbetegedést okoz, az antibiotikumokra vald alacsony érzékenysége
kovetkeztében. Képes multirezisztencia kialakitasara, vagyis egyidejiileg kettd vagy tobb

antibiotikumcsoport hatéanyagaval szemben is ellenallosagot mutathat, ami szamos esetben
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hatraltatja a fertézéses megbetegedések hatékony antibiotikumos kezelését (Barcs 2001).
Emellett a P. aeruginosa ismert biofilmképz0, igy potencialisan szerepet jatszhat biotikus és
abiotikus feliiletek kolonizaciojaban. A tovabbiakban a mikromtanyagok mikrobialis

kolonizacidja szempontjabdl 1ényeges biofilmképzés folyamatanak ismertetésére térek ki.

2.9. Biofilm képzodés

A baktériumok egyik hatékony védekezési mechanizmusa a kiilsé kedvezodtlen hatasokkal
szemben a poliszacharidok extracellularis termelése kovetkeztében kialakuld ,,matrix”, vagyis
biofilm, mely segiti a mikroszervezetek feliileti megtapadasat. Ezek a zart rendszerd,
mikroszervezetekkel kitoltott aggregatumok képesek egymashoz és kiilonbozo feliiletekhez
kotddni, emellett strukturdlisan és funkciondlisan is nagy stabilitds jellemzi Oket. Az
extracellularis poliszacharidok termelése miatt a mikroba k6zosség egy tokba dgyazodik, ahol
ellenallova valik a negativ kornyezeti hatasokkal szemben (Rad6 2019). A biofilmet alkoto
mikroszervezetek képesek egy organizmusként miikddni (Aminov 2011), azaz folyamatosan
kdlcsonhatasban allnak egymassal az aggregatumon beliil és kémiai jelanyagokkal képesek
kommunikélni, tovabba a rezisztencia géneket atadni. A biofilmet alkoté mikroorganizmusok
antibiotikumokkal szembeni ellenalloképessége akar szazszorosa is lehet a planktonikus
(lebegd) sejtekhez képest. A biofilm a matrix viszkézus anyaga révén lassitja a sejtek
anyagtranszportjat, igy az antibiotikumnak alig van esélye a struktira belsejébe jutni.
Ugyancsak a matrix szerkezetének koszonhetden az antibiotikum megkotddhet a sejteket
koriilolelé anyagban, ahol lebontjak a jelenlévé enzimek (McCarty et al. 2014). A biofilm
képzése tehat hozzajarul a mikroszervezetek tartos fennmaradasahoz, noveli perzisztenciajuk
¢és rezisztencidjuk hatékonysagat, igy az antibiotikum rezisztencia egyik gocpontjanak
tekinthetd. A kornyezetbe keriild6 miianyaghulladék és a mikromiianyagok idealis abiotikus

feltiletet jelentenek a mikrobialis biofilmek kialakulasahoz (He et al. 2022)

A szakirodalom attekintése alapjan megallapithatd, hogy a mikromiianyagok,
gyogyszermaradvanyok, antibiotikumok és antibiotikum rezisztencia gének egyidejiileg jelen
lehetnek a tisztitott szennyvizben €s annak felszini befogadoba vezetése révén eljuthatnak a
természetes vizi Okoszisztémaba is. Hazai viszonyok kozott kevés informacidval
rendelkeziink errdl a problémakorrdl, mely hiany potlasa érdekében végeztem el a kdvetkezd

fejezetben részletezett kutatbmunkat.
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3. Vizsgalati mddszerek

Az antibiotikum rezisztens mikroszervezetek azonositasdhoz és a biofilm kialakitasara
képes torzsek kimutatasahoz sziikséges vizsgilatokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem Akvakultura ¢és Kornyezetbiztonsagi Intézetében végeztem. 2021 0Oszén
csatlakoztam a tanszéken folyd projektmunkaba, ennek koszonhetéen mire sor keriilt a
szakdolgozatom elkészitésére, elsajatithattam a vizsgadlatok végrehajtasahoz sziikséges
laboratoriumi modszereket. A projekt inditasakor, 2022. aprilisdban terveink kozott szerepelt
a kiilonb6zé anyagi mindségli mikromiianyagokkal (PP, PE, PET, PVC, HDPE, PS)
megtoltott, un. ,,plastic colonizer”-ek vizsgalata (Szab¢ et al. 2021), amiket a kisérlet elején a
kivalasztott helyszinekre is telepitettiink, azonban az idei évben tapasztalt stlyos aszaly
kovetkeztében egyes plastic colonizerek szarazra keriiltek, illetve volt, amit illetéktelenek
eltavolitottak. Ezért a kisérletink azon részét, miszerint mesterségesen Kihelyezett
mikromilanyagok feliiletét kolonizald antibiotikum rezisztens baktériumokat izolalunk,

egyeldére nem sikertilt elvégezniink, a kisérlet ismétlése jelenleg folyamatban van.

A tényleges vizsgalatok tehat 2022 majus ¢és 2022 julius kozott elsdésorban a
szennyvizterhelés alatt 4llo felszini viztestek mintavételére és vizsgalatara korlatozodtak a
Zagyva mentén, a szennyvizbevezetés felett, a szennyvizbevezetés helyén ¢és a
szennyvizbevezetés alatt kijelolt mintavételi pontokban. A kornyezeti viz mintavételezése
mellett, fizikai és kémiai paraméterek helyszini vizsgélatat is elvégeztiink. A mintak hitve
keriiltek be a laboratoriumba €s 24 6ran beliil megkezdodott azok feldolgozasa. A helyszinen
pedig rezisztencia gének meghatarozasa és kozosségi mikrobiologiai vizsgalatok érdekében a
mintak szlirésére is sor Kerdilt, viszont ezek vizsgalati modszerére nem térek ki részletesen,
mert ezek a vizsgalatok nem az én dolgozatom targyat képzik. A mintak feldolgozasa sajat
kutatasaim soran két vizsgalat céljat szolgalta. Mivel a fent emlitett okokbol adéddan a
biofilm levalasztasa mikromiianyagok feliiletérdl sikertelen volt, emiatt a vizmintankbol
célzottan egy olyan baktériumfaj azonositasara fektettem a hangsulyt (P. aeruginosa), mely a
szakirodalom alapjan bizonyitottan biofilmképz6 (Colvin et al. 2011) és gyakran rendelkezik
szerzett antibiotikum rezisztencia génekkel. Emellett szelektiv tenyésztéses mikrobiologiai
modszerekkel colistin (COL) és carbapenem (CRE) rezisztens mikroszervezetek azonositasat
tlztem ki célul. Az altalam elvégzett vizsgalatok fobb lépéseit foglalja dssze a 4. abra. A

vizsgalati modszereket az alabbiakban részletesen ismertetem.
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Mintavétel Chromatic Atoltas Identifikaci6  Antibiotikum
COL and CRE taptalaj 16S rDNS szekvendlas rezisztencia

4. dabra: Vizsgalati modszerek (sajat abra)

3.1. Mintavételezés

A PIACI KFI projekten beliil az orszagban 6sszesen 5 helyszinen tortént mintavétel (lasd
5. abra). Az elGzetes bejaras soran felmért, szennyvizterhelés alatt allo teriiletek koziil 3 db
mintavételi helyszin kertiilt kivalasztasra a Zagyva mentén (Jasztelek-Jaszberény,
Jaszfényszaru, Hatvan) és 2 masik pedig az orszag nyugati felében (Veszprém ¢és
Nagykanizsa). TDK dolgozatomban csak a Zagyva mintazasara térek ki, mert a sajat, 6nallo

munkamat az ott begyiijtott mintdk alapjan végeztem el. A mikrobakdzosségek izolalasahoz

5. dbra: Mintavétel és helyszini vizsgalatok elvégzése

sziikséges mintavétel minden esetben a felszini vizek mintavételezésére vonatkozo Magyar ¢€s
Nemzetkozi Szabvanyoknak megfeleléen tortént (MSZ 12750-2:1971. Felszini vizek
vizsgalata., MSZ EN ISO 5667-1:2007 Mintavétel felszini vizekbdl.) A reprezentativ
vizminta egy, a mintaval el6z6leg atmosott teleszkopos edénnyel, tolcsér segitségével kertilt

megvételezésre, amit steril, literes mintavételi tivegekbe mertiink.
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A teriileten helyszini fizikokémiai vizsgélatokat végeztiink (pH, vezetéképesség, redox-
potencial, nitrat, nitrit, 0sszkeménység, karbontat keménység, klortartalom), illetve fizikai
paramétereket is feljegyeztiink (levegd- és vizhomérséklet, paratartalom, Iégnyomas stb.). A
vizmintékat a szabvanynak megfelelden, 4°C-0s hémérsékleten széllitottuk a laboratériumba,
ahol azokat tovabbi analitikai és mikrobioldgiai vizsgalatoknak vetettiik ala. A laboratoriumi
analitikai vizsgalatokat a Eurofins Analytical Services Hungary Kft. (a korabbi WESSLING
Hungary Kft.) végezte el.

3.2. Tenyésztéses mikrobioldgiai vizsgalatok

A P. aeruginosa kimutatisa érdekében a tenyésztéses vizsgalatok szelektiv és
differencidlo taptalajokon torténtek. Elséként a laboratoriumba beérkezett kdrnyezeti minta
tizes alapu higitasi sorat készitettem el, melyet aszparagin (3g L-aszparagin; 1g Ko:HPOs; 0,59
MgSOs x 7H20; 10 cm? glicerol; 1000 cm?® desztillalt viz) dusitd tapoldatot tartalmazo
kémcsdbe oltottam at a mikroszervezet szelektiv felszaporitasanak érdekében. Ezt 48 6ran at,
megkozelitéleg 42+2°C-on inkubacio kovette. Ezt kovetden a baktériumszuszpenziot cetrimid
agarra sz€lesztettem, amit 24 oran keresztiil, 37°C-on inkubaltam. A P. aeruginosa cetrimid
agaron képes fennmaradni, mig a legtobb baktérium faj novekedésére a tapkozeg gatld
hatassal van. Cetrimid agaron konnyen megkiilonboztetheté mas fajokol a P. aeruginosa a
telepei koriil megjelend sargas, zoldes, idével barnas pigmentacionak kdszonhetden, mely
vizoldékony pigmentek (pyocyanin, pyoverdin) termelésének kdszonhetd. A kékesre, zoldesre
elszinezddott telepek kémcesében 1évo acetamid oldatba (1g acetamid; 5g NaCl; 2g KH2POg;
0,1g MgSO4 x 7H20; 1000 cm?® desztilllt viz) keriiltek atoltasra, ami szintén 24 ora alatt
37°C-on inkubalddott. Az inkubacid végén Nessler-reagenst (7g Kl; 10g Hglz; 10g KOH; 100
cm?® desztillalt viz) csepegtettem az oldathoz, ami az acetamid vizbontdsa soran keletkez6
ammonia hatasara barna elszinez6dés formajaban jelzi szamunkra a P. aeruginosa jelenlétét.
A tovéabbiakban kétszer is megismételt TGE agarra valo tisztitoszélesztés utan a tovabbi
felhasznalasig a folyadékkulturaban felvett torzseket 30 v/v%-0s glicerin oldattal elegyitve, -

80°C-on, fagyasztva taroltam.

A kisérletem masik vonala az antibiotikum (colistin, carbapenem) rezisztens
baktériumtorzsek izoldlasa volt ugyanabbol a kornyezeti mintabol. Colistin és carbapenem
rezisztens mikroszervezetek azonositasara alkalmas, szelektiv és differencialdé Chromatic™
taptalajra (Liofilchem®) 100 nL. mennyiségi higitatlan vizmintat steril ivegbot segitségével

harom irdnyba szélesztettem. A taptalajok Gsszetétele:
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Chromatic COL: 14g Huspepton, 6g Kazeinpepton, 3g élesztkivonat, 5g natrium-klorid, 14g

kromogén és szelektiv mix, 15 agar, (1000 ml)
Chromatic CRE: 30 g pepton, 119 szelektiv mix, 1 chromogén mix, 15g agar (1000 ml)

Ezt kovetden a lemezeket 96 oran keresztiil 35°C-on inkubaltam. A Chromatic taptalajnak
koszonhetden az inkubacid végén az egyes baktériumnemzetségeket telepmorfologia és
telepszin alapjan nagy biztonsaggal el lehet kiiloniteni, illetve a vizsgalati modszer telepszam
(CFU, colony forming units) meghatarozast is lehetévé tesz. Minden Chromatic taptalajrol
szarmazo6 colistin, vagy carbapenem rezisztens izolatum a P. aeruginosa torzsekhez

hasonldan tisztitd szélesztésen esett at (lasd 6. abra).

3.3. Faj szintli identifikacid

A tisztitd szélesztéseken atesett
baktériumtorzsek faj szintli
1zolalas, melynek célja, hogy megfeleld
mennyiségi €s tisztasagu,
sokszorosithatd6 DNS-t nyerjiink ki a
mintankbol. A  Kkitisztitott torzseket
TGE-5 folyékony taptalajra

kitenyésztettem €s a DNS izolalas eldtt
legfeljebb 24 oran at inkubalodtak. A 6. dbra: Lemezontés, 2022 (sajat felvétel)
DNS izolalast a DNeasy® UltraClean®

Microbial Kit (QIAGEN Group) gyartoi ajanlasa szerint végeztem el.

A P. aeruginosa ¢s a COL/CRE rezisztens tisztatenyészetek faj szintii azonositasa is a 16S
rDNS szekvenalas moédszerével tortént. Az izolalt DNS-bdSl polimeraz lancreakcido (PCR)
soran a DNS el6re meghatarozott célszakaszabol, azaz a ,,target szekvenciabol” (fajspecifikus
16S rDNS) nagy mennyiségii masolatot készitiink. Ehhez forward és reverz primerek-re van
sziikségilink, amik kijelolik a sokszorositani kivant célszakaszuk elejét és végét; DNS-
polimeraz enzimre, ami elvégzi az amplifikdland6 szakasz masolasat; nukleotidokra, melybdl
felépiti az enzim az uj DNS szalakat; puffer, ami biztositja a DNS-polimeraz enzim megfeleld
miikodéséhez sziikséges kémiai kornyezetet. A PCR reakcid harom {6 1épése koziil elsé a
denaturacio, mely sordn magas homérséklet hatasara a DNS kettds szalai kettévalnak a

hidrogénhid-kotések felbomlasa kovetkeztében, igy létrejon az egyszali templat, amit a
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reakcid tovabbi l1épéseiben alkalmazunk. Az anellacio sordn csokken a homérséklet, ami
segiti az adott primerek DNS szalakhoz valo6 tapadasat. Ezt az elongacid koveti, mely soran a
DNS-polimeraz enzim a szabad nukleotidok felhasznaldsaval sokszorosan felépiti a DNS
target szekvenciat. Egy 50 pl végtérfogatli reakcioelegyre szdmolva az alabbi PCR

mastermixet alkalmaztam (Rado, 2019):

e | pl DNS templat: tartalmazza a DNS-szakasz amplifikdlandé szegmensét

e 0,5 pl 27f forward és 0,5 pl 1492r reverz primer: meghatdrozzak a sokszorositando
szakasz elejét és végét

e 0,25 ul (Dream Taq) DNS-polimeraz: lemasolja az amplifikdlando6 szakaszt

e 5l Taq puffer: megfeleld kémiai kornyezetet biztosit a DNS polimeraz miikddéséhez

e 10 pul ANTP (dezoxiribonukleinsav-trifoszfatok (A, G, T, C)): Az 1) DNS szalak
épitdegységei

e 3275 ul MQ (azaz, nuklaz-mentes) viz: bedllitja a végtérfogatot

A polimeraz lancreakcié automata Eppendorf Mastercycler® késziilékben jatszodott le,
melynek hoprofiljat alabb ismertetem: 95°C, 3 min 32x (94°C, 30 sec, 52°C 30 sec, 72°C 1
min), 72°C 10 min, 4°C o). Az eredményt agar6z gélelektroforézissel ellendriztem. A
folyamat soran 70 ml SB pufferben (0,4 g NaOH; 3,044 H3BOs; 1000 cm?® desztillalt viz)
mikrohullamu siit6 segitségével feloldottam 0,7 g tiszta agardzt, majd visszahiitést kovetéen
3,5 wl EcoSafe (Pacific Image Electronics, Kanada) festéket adtam az oldathoz. A gél
féstisorokat tartalmaz6 futtatokddban szilardult meg, amik helyén az eltavolitasukat kdvetden
zsebek alakulnak ki. A zsebekbe 5 ul PCR terméket pipettaztam és minden mintasor elsé
zsebébe 3 pl GeneRuler™ DNA Ladder Mix-et (1 mennyiség GeneRuler; 1 mennyiség
Loading Dye, 4 mennyiség MQ viz), azaz DNS markert toltottem be, amely a PCR termék
hozzavetdleges méretének ellendrzésére ad lehetdséget. A DNS molekula foszfatcsoportjai
miatt 7-es pH értéken negativ toltéssel bir, ezért a DNS a pozitiv polus felé indul el
egyenaram hatasara. Az elézetesen a gélhez mért EcoSafe festék beépiil a DNS-szalba és UV
fény hatasara fluoreszkal, igy a DNS egyszertien kimutathat6 a gélben. A mintaimat 40 percen
keresztiil, 100 V fesziiltségen futtattam, ezt kovetden pedig UV fény alatt megvizsgaltam a

termék jelenlétét.

Az agaroz gélelektroforézis eredményeként kapott megfeleld méreti és tisztasaigt PCR
termékek 16S rDNS amplifikalt szakaszanak bazissorendjének meghatdrozasdhoz elvégeztem

a PCR termék tisztitasat NucleoSpin PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel) segitségével, a
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gyartd eldirasainak megfeleléen. Az 1igy kapott tisztitott PCR termékeket Ujra
gélelektroforézis vizsgalat ala vetettem ¢és a pozitiv eredményeket késObb a szekvenald
reakcio alapjaul DNS templatként hasznaltam fel. A DNS szekvencia nukleotid sorrendjét
szekvenald PCR reakcio elvégzését kovetden lehet megallapitani. Az tgynevezett dideoxi
(Sanger-féle) lancterminacids szekvenalas soran a hagyomanyos PCR reakcié zajlik le a
megszokott reakcid alkotokkal, azonban a négyféle dezoxiribonukleinsav-trifoszfat (ANTP)
mellett négyféle modositott,  fluoroflorral  (fluoreszcens  festékkel)  megjelolt
didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP) is bekeriil a reakciokdzegbe. A DNS polimerizacid
dNTP vagy ddNTP épiilhet be. Amikor dNTP illesztddik a szalba, akkor a szintézis
folytatodik, ugyanis a dNTP 3’ végén nukleotid beépiilést segit6 -H csoport talalhatd. Amikor
a modositott ANTP foglal helyet a felépités soran, akkor a ddNTP 3’ végén 1év6 -OH csoport
miatt kapcsolodasi pont hianyaban a lanc szintézise nem folytatodik tovabb. A DNS templat
eltérd hosszusdg fragmentjei alakulnak ki, melyek végén minden esetben fluoreszkalod
bazisok foglalnak helyet. Egy 10 ul végtérfogatti szekvenald reakcidelegyre szamolva az
alabbi Osszetételt alkalmaztam: 1 ul Big Dye; 1,5 ul Big Dye puffer; 0,5 pl forward primer
(88f, 338f vagy 803f); 4 ul tisztitott PCR termék; 3 pul MQ-viz. A reakcié héprofilja a
kovetkezdképp alakult: 96°C 1 min 28x(96°C 10 sec, 51°C 5 sec, 60°C 4 min) 4°C oo.

A 16S rDNS gén hozzavetbleg 1550 bazisparral rendelkezik, melynek 600-700 bazispar
hosszusagu lefedése esetén mar nagy valdszintiséggel faj szinten azonosithatdo az adott
baktériumtérzs. A folyamat sordan a szekvendlo PCR termékét Un. etanol precipitacio
modszerével csapatjuk ki. Ennek soran a mintat elegyitjiik acetat mixszel (1,5 pul 2M-0s
natrium-acetat; 7,25 ul MQ-viz; 31,25 ul 95%-0s EtOH) majd 10 percen at inkubaltam
szobahdmérsékleten. A keveréket 4600 rpm fordulatszdmon, 4°C-on, 30 percen keresztiil
centrifugaltam, majd a feliilusz6 fazist eltavolitottam a mintakrol. Ezutan 180 ul 70%-os etil-
alkoholt mértem a mintdkra és ismét 4600 rpm fordulatszamon, 4°C-on, 20 percig
centrifugaltam. Ezt kovetéen a feliilusz6 fazist ujbol dekantaltam, majd 20 pl Hi-Di
formamidot pipettaztam a kicsapatott DNS-re a fluoreszcensen jelolt termék felvétele
érdekében. Az igy elOkészitett mintakat 1 napig 4°C-on inkubaltam, majd a bazissorrend
megallapitasa ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) késziiléken
tortént. A nyers szekvencidkat MEGA (v: 7.0.26) szoftver segitségével manudlisan
szerkesztettem, majd a faj szinti meghatarozast az EzBioCloud (Yoon et al. 2017)

adatbazissal valo Gsszevetés alapjan hajtottam végre (http8).
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3.4. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat az ECDC (European Centre for Disease
Prevention and Control) ajanlasai szerint végeztem. A kornyezeti eredetli baktériumtorzsek
antibiotikum rezisztencigjat fenotipusos modszerrel (MIC teszttel®) vizsgaltam meg, mely
modszer lehetdvé teszi az antibiotikumokkal szembeni ellendlloképesség szadmszerii
kiértékelését a minimalis gatld koncentraciok meghatarozasaval. A vizsgalni kivant
torzsekbol friss overnight baktériumtenyészetet készitettem TGE-5 ferde taptalajra, ezt
kovetden pedig 0,5 McFarland zavarossagl baktérium szuszpenziot allitottam 0ssze 0,9%-0s
fiziologias sooldatban. A kész, homogén szuszpenziot 20 ml elére megdntétt Mueller-Hinton
taptalaj feliiletére steril vattapalca segitségével harom iranyba szélesztettem, majd steril
csipesz hasznalataval egy csészébe egy antibiotikum hatéanyagot tartalmazo MIC tesztcsikot
helyeztem el. Ezt kovetden a 24 6ran keresztiil 35°C-on inkubdltam a tesztcsikkal ellatott
baktériumtdrzseket. Az inkubdacids 1d0 leteltével a tesztcsik koriil kialakuld gatlasi ellipszis és
a tesztcsik metszéspontjaban (breakpoint) a minimalis gatldo koncentracio érték leolvashato.
Bizonytalan leolvasasi eseteknél a gyart6é (AbBiodisk) utasitasainak megfeleléen végeztem a
leolvasast. A vizsgalat soran tizféle, hat hatbanyagcsoportba tartozo6 antibiotikum készitményt

alkalmaztam, melyeket részletesen az alabbi tablazatban mutatok be:

3. Tablazat: A vizsgalat soran felhasznalt antibiotikumok

Antibiotikum Hatbanyagcsoport Vizsgalt AwaRe besorolas (WHO)
neve koncentraciogradiens
Cefepime Cefalosporinok 0.016-256 mg/L feltételesen alkalmazhato
Ceftazidime Cefalosporinok 0.016-256 mg/L feltételesen alkalmazhato
Ciprofloxacin Fluorokinolonok 0.002-32 mg/L feltételesen alkalmazhatd
Colistin Polimixinek 0.016-256 mg/L végso esetben alkalmazhatd
Doripenem Kabrapenemek 0.002-32 mg/L feltételesen alkalmazhaté
Gentamicin Aminogliikozidok 0.016-256 mg/L széles korben alkalmazhato
Imipenem Carbapenemek 0.016-256 mg/L feltételesen alkalmazhatd
Levofloxacin Fluorokinolonok 0.002-32 mg/L feltételesen alkalmazhatd
Meropenem Carbapenemek 0.002-32 mg/L feltételesen alkalmazhatd
Piperacillin Penicillinek 0.016-256 mg/L feltételesen alkalmazhaté

A tablazatban felsorolt hatdanyagok reprezentativ jelleggel képviselik a P. aeruginosa
esetében jelenleg terapids jelentOséggel bird csoportokat, igy a vizmintdkbol szadrmazo
torzsekre vonatkoztatott megallapitasokat ezen készitmények MIC (minimalis gatlo
koncentracio) értékei alapjan tettem. A minimalis gatldo koncentracio értékeket az EUCAST

ajanlasai alapjan mindsitettem.
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3.5. Biofilmképzés vizsgalatai

A kivalasztott tiszta P. aeruginosa baktériumtorzsek biofilmképzé képességét, valamint
annak er6sségét a Stepanovic és munkatarsai altal publikalt, modositott mikrotiter plate
modszer alapjan vizsgaltam meg (Stepanovic et al. 2000). Két darab 96 lyuku, steril miianyag
mikrotiter lemezre 11 kivalasztott torzsbdl 20 pl baktérium szuszpenziot és 230 ul TGE1L
tapoldatot pipettaztam (lasd 7. abra).

eccecoco
10,0000,

NN\

ol
7. dbra: Biofilmkézpé képesség vizsgdlata, 2022 (sajat felvétel)

Parhuzamos kontroll mintak esetén 250 pl mikrobamentes tapoldatot tartalmaztak a lemez
mélyedései. A lemezeket 96 o6ran keresztiil 35°C-on inkubaltam. A baktérium szuszpenzid
zavarossagat a nagyobb pontossidg érdekében Genesys 10S UV-VIS késziilék segitségével
allitottam be. A késziilék adszorbanciat mér €és azt OD (optikai denzitds) értékben fejezi ki. A
baktériummentes taptalaj zavarossagahoz viszonyitva vizsgalni kivant baktériumtorzsek
adszorbancigjat 600 nm mikrohullamhosszon allitottam be ODgoo=0.6(+0,002) értékre. Az
inkubacids 1d6 lejarta utan a lemezek dsszes mélyedését kitisztitottam, majd 250 pl foszfat-
sooldattal (PBS oldat: 8g NaCl; 0,2g KCI; 1,44g Na2HPOys; 0,24g KH2PO4; 1 | desztillalt viz)
haromszor is atmostam. A lemez mélyedéseinek odalara feltapadt baktérium sejteket 250 pl
99,9%-0s metanollal fixaltam 15 percen keresztiil, majd a lemez tartalmat ismét kiontottem. A
tovabbiakban 250 ul, 5%-0s kristalyibolya festék oldattal megfestettem a fixalt baktérium
sejteket, majd 20 percen at szobahdmérsékleten pihentettem. A lemez mélyedéseit desztillalt
vizzel mostam at és visszaoldottam az oldalara tapadt, lila sziniire festett baktérium sejteket

33%-0s jégecet alkalmazasaval. A leolvasas soran a mintdk optikai denzitasat 550 nm-es
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hullamhosszon mértem be a BioTek ELx800 Absorbance Microplate Reader (BioTek, USA)
késziilék segitségével. Az eredményeket szintén a Stepanovic ¢és munkatarsai (Stepanovic et
al. 2000) altal publikalt tanulmany szerint értékeltem, a torzseket a biofilmképzo képesség

alapjan a negativ kontrollhoz viszonyitva négy csoportba soroltam:

1. OD < 0D nincs biofilm képzés (0)

2. OD:<0OD<2x0Dc gyenge biofilm képzés (+)
3. 2x0D:<0D <4 x0OD¢ kozepes biofilm képzés (++)
4. 4x0D:<0OD erds biofilm képzés (+++),

ahol OD; értékét a negativ kontrol szorasanak haromszorosat Osszeadva a negativ kontroll

atlag OD értékével kaptam meg.
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4. Eredmények és értékelesek

4.1.  Helyszini és fizikokémiai vizsgalatok eredményei
A Zagyva vizfolyason elvégzett helyszini mérések eredményei alapjan a kémiai és fizikai

paraméterekre vonatkozoan (pH, vezetdképesség, vizhomérséklet, oldott oxigénszint, redoxi-
potencial) nem tapasztaltunk kiugré értékeket. A felszini befogad6 pH értéke jellemzéen 8 és
8,4 kozotti tartomanyban mozgott és 1100-1200 uS kozotti vezetOképességet mértiink. A
vizhomérsékletet nagyban befolyasolta a kiils6 homérséklet, illetve az alacsony vizszint. A
tisztitott szennyviz hémérséklete jellemzéen magasabb volt, mint a befogad6é, azonban a
szennyvizbefolyd alatti viztestben mértiik a legmagasabb héfokot. A Kozép-Tisza-vidéki
Viziigyi Igazgatdésag mérési adatai alapjan a vizsgalati idészak (2022 méajus — 2022 jualius)
rendkiviil aszalyos volt a vizsgalati térségben: 2022 majusban a viziigyi igazgatosag teriiletén
atlagosan 13 mm csapadék hullott (Jaszberény térségében 20,5 mm), jiniusban 25,3 mm
(Jaszberény: 50,7 mm), juliusban pedig 17,8 mm (Jaszberény: 20,4 mm), mely messze
elmarad a sokéves havi teriileti atlagtol (http9-httpll). Ez az atlagnal melegebb id6jarassal

tarsulva rendkiviil alacsony vizszinteket eredményezett a vizsgalati teriileten.

4.2.  Antibiotikum és gydgyszermaradvanyok
A mintavizsgalati idészakban két alkalommal nyilt lehetdségiink a Zagyva vizfolyason

analitikai vizsgalatok végrehajtdsara, melyek koziil egy id6pontban, méjusban 4ll
rendelkezésre hianytalan adatsor, ezért ennek az eredményeit kozIom. Az analitikai
eredményekbdl konnyen kiszamithatd a tisztitott szennyvizben és a felszini vizekben mért
Osszes gyogyszerkoncentraciot, az antibiotikum maradvanyokra vonatkozé adatokbol pedig az
Osszes antibiotikum  koncentracié. Mindharom mérési  helyszinen, az  0Osszes

gyogyszermaradvanyra vonatkozo eredményt foglalja dssze a 4. tablazat és a 8. 4bra.

4. Tablazat: Gyogyszer- és antibiotikum koncentraciok

Jaszberény/Jasztelek Jasztényszaru Hatvan
OSSZ. OSSZ. OSSZ. (")SSZ. C)SSZ. C)SSZ.
gyogyszer | antibiotikum | gyogyszer | antibiotikum | gyogyszer antibiotikum
ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L ng/L
2022. majus
SZV felett | 1,229 0,219 2,135 0,384 1,248 0,228
(hattér)
TSZV 10,01 1,42 8,92 1,41 15,3 3,28
SZV alatt | 0,76 0,205 3,097 0,40 2,417 0,406

SZV —szennyviz, TSZV- tisztitott szennyviz
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Osszegzett gydgyszermaradvany és
antibiotikum koncentracié mérés eredményei

207
15]
107 Bl Gyogyszer SZV felett (hattér)
- 1 I I Antibiotikum SZV felett (hatter)
2 57 Il Gyogyszer TSZV
4. Antibiotikum TSZV
3- Il Gyogyszer SZV alatt
2- Antibiotikum SZV alatt
1 J
0= - e
Jaszberény/ Jaszfényszaru Hatvan

Jasztelek

8. dbra: Osszes gyogyszerkoncentracio mérési eredményei

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a harom vizsgalati helyszin koziil a
jaszfényszarui helyszin esetében legnagyobb a gyogyszerterhelés, mig Jaszberény/Jasztelek
vizfolyasa esetén a legkevesebb. Meg kell emlitenem, hogy ezen a helyszinen az analitikai
vizsgélatok eredményei alapjan a szennyvizbefolyd felett nagyobb a viztest
gyogyszerterhelése, mint a szennyvizbevezetés alatt. Ennek oka lehet, hogy a Zagyva a
Jaszberény/Jaszteleknél elhelyezkedd tisztitott szennyviz belépési pontja eldtt is rendelkezik
mas bekdtési pontokkal. Ettdl eltekintve altalanosnak mondhaté, hogy minden helyszin
esetében a tisztitott szennyviz gyogyszermaradvany koncentrdcidja mutatja a legnagyobb
értéket, mely a befogadoba érkezve azonnal higul, ennek ellenére a bevezetés utan
egyértelmiien megemeli a befogadd viztestben mérhetd mennyiséget. Leolvashatdé a
tablazatbol, hogy az 6sszes kimutathato gydgyszermaradvany viszonylag kis szazalékat teszik
ki az antibiotikumok, leginkabb a gyulladascsokkent6k, gorcsoldok, kardiovaszkularis
készitmények jelennek meg nagy koncentracidban. A Jaszfényszarunal tapasztalhato kiugrd
értékek Osszefliggésbe hozhatok a telepiilés sz€lén tizemeld ipari l1étesitmények (pl. Samsung
Electronics) nagy szamu foglakoztatottja altal kibocsatott Szennyviz mennyiségével és annak
mindségével. A részletes analitikai vizsgéalatok alapjan a leggyakrabban kimutatott
antibiotikumok koz¢é sorolhat6 a fluorokinolonok hatdéanyagcsoportjaba tartozo ciprofloxacin,
norfloxacin, nalidixsav és ofloxacin, linkozamid antibiotikumok, mint a linkomicin ¢és a

klindamicin, makrolidok, mint az azitromicin, illetve a Kklaritromicin, szulfonamid és
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trimetoprim  tipusu  antimikrobialis szerek, mint a szulfadiazin, szulfadimidin,
szulfametoxazol, szulfapiridin, trimetoprim. A felsoroltak koziil egyediil a ciprofloxacin az,

amire kiterjedt a vizsgalatom.

4.3.  Colistin és carbapenem rezisztens mikroszervezetek szama és 0sszetétele

A colistin és carbapenem rezisztens mikroszervezetek kimutatasa soran megallapitott
telepszamokat foglalja 0ssze az 5. tablazat.

5. Tablazat: Telepszam a colistin (COL) és carbapenem (CRE) tartalma Chromatic

taptalajokon
Jaszberény/Jasztelek Jaszfényszaru Hatvan
COL | CRE coL | CRE COL | CRE
2022. majus
SZV felett 18 3 8 5 8 5
(hattér)
TSZV 17 8 n.d. n.d. 42 44
SZV alatt 11 35 1 3 32 29

N.d. — nincs adat (szennyvizbevezetés a mintavétel idopontjaban nem tortént), SZV — szennyviz,
TSZV- tisztitott szennyviz

A colistin és carbapenem tartalmu tdptalajokrél leszamolhaté telepek alapjan
Osszefliggésbe hozhat6 a telepszam mennyisége azzal, hogy szennyvizbevezetés felett, helyén
vagy alatt keriilt megvételre az adott minta. JOl lathatd, hogy a tisztitott szennyviz
bevezetésének hatasara a vizbdl kimutathatdé COL és CRE rezisztens mikroszervezetek szama
egy nagysagrenddel novekszik. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a szennyvizterhelés
feltehetben nem csak gyogyszermaradvanyokat, hanem antibiotikum rezisztens
mikroszervezeteket is kozvetit a felszini viz befogadoba. Altalanossagban a Zagyva vizével
keveredve azonnal jelentds csokkenés észlelhetd a COL/CRE rezisztens mikrobaszamban, a
hatvani és a jaszberényi/jaszteleki mintavételi helyszin esetében azonban megallapithato,
hogy a szennyvizbevezetés hatasara megnovekedett colistin/carbapenem rezisztens
mikrobaszam a bevezetés alatt is fennmarad. Igy ezen a helyszinen a szennyviztisztitd

rendelkezik egy bizonyos fokl tdvolhatdssal is a mikrobakdzosség rezisztens tagjaira nézve.

Szennyvizbevezetés felett vett mintdbol tobb colistin rezisztens telepképzd egységet
szamoltam le a lemezekrdl, mig a szennyvizbevezetés aldl vett mintdkban javarészt a
carbapenem rezisztens baktériumok jelentek meg tobbségben. Mint ahogy a
gyogyszerkoncentracido esetében, itt szintén kimutathatd, hogy a Jaszberény/Jasztelek
mintavételi helyszinnél a szennyvizbefolyd felett vett mintdbol tobb colistin rezisztens

mikroszervezet volt leszdmolhaté, mint alatta, illetve a tobbi helyszinen vett mintakkal
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Osszehasonlitva is szignifikdns az eltérés. Ezzel szemben ugyanezen a helyszinen ez nem

jellemzo a carbapenem rezisztens mikroszervezetek kimutathat6sagara.

A colistin rezisztens mikroszervezetek esetében elvégzett faj szintii identifikacio
eredményeit foglalja Ossze a 9. abra. Az dabran lathatd, hogy a colistin rezisztens
mikroszervezetek koziil mindharom mintdbdl a colistinnek természetes modon ellenalld
Serratia sp., a tisztitott szennyvizben pedig a Serratia nemzetség mellett szintén természetes
colistin rezisztencidval rendelkezd, klinikai koriilmények kozott hugyuti fertdzéses
megbetegedéseket okozd Proteus fajok jelennek meg a legnagyobb gyakorisaggal. A
szakirodalom szerint a felszini vizhez kot6dé Aeromonas nemzetség képviseldi
természetiikbdl adodoan érzékenyek a colistinre (Aghapour et al. 2022), mégis sikeriilt

azonositanom egy colistin rezisztens torzset a tisztitott szennyvizbekotés helyén vett mintabol.

Colistin rezisztens mikroszervezetek a Zagyva
mintavételi pontokon

7
2

SZV alatt

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
m Cellulosimicrobium cellulans W Serratia sp. Pannonibacter phragmitetus ™ Shewanella sp.
u Pseudocitrobacter sp. B Keistia adipata B Dickeva zeqe B Sphingomonas pokkalii
u 4llorhizobium sp. B Enterobacter soli B _{eromonas rivipolensis B Proteus mirabilis

9. dbra: Azonositott COL rezisztens mikroszervezetek

A hattérmintdban nagy szamban megjelend
D. zeae egy ndvényi patogén, melynek
eléfordulasa talajokban jellemzd, megjelenése
ndvényi szerves anyag lebontasara utalhat
(Martinez-Cisneros et al. 2014). A faj colistin
rezisztencidjara utalo informaciot a
szakirodalomban nem talaltam, igy

jelentdségének megallapitasa tovabbi

10. abra: Telepképzo egységek COL tartalmu
Chromatic tdptalajon, 2022 (sajdt felvétel)

vizsgalatokat igényel.
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a 11. abra. A carbapenemek jelenleg az egyik legelterjedtebb alkalmazasban 1évé
antimikrobialis szerek a multirezisztens P. aeruginosa altal okozott fertézéses
megbetegedésekkel szemben, azonban a szerzett carbapenem rezisztencia elterjedése jelentds
mértékben befolydsolja a gyogyszer hatdsossagat, elsésorban a carbapenemaz gének terjedése
révén (Rodriguez-Martinez et al. 2009). A carbapenem rezisztens mikroszervezetek koziil
vizsgalataim soran a Pseudomonas és az Aeromonas nemzetségek képviseldit izolaltam
legnagyobb szamban. Klinikai viszonyok kozott mindkét nemzetség esetében kimutattak,
hogy a szerzett p-laktamazok Osszefiiggésben allhatnak a carbapenem rezisztencia
kialakulasaval. A szennyvizbevezetés alatt szintén nagy aranyban kimutathaté a Kluyvera
cryocrescens faj, melynek esetében korhazi szennyvizb6l szarmazoé torzs esetében igazoltak a

carbapenem rezisztenciaért felelds, atadhatd Blangm-1 gén jelenlétét (Li et al. 2019).

Carbapenem rezisztens mikroszervezetek a Zagyva mintavételi
pontokon

SZV felett (hattér)

TSZV

SZV alatt

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
m Pseudomonas sp. B _{eromonas sp. Kiuyvera cryoscrescens WAzospirilium massiliensis
® Ralmella aceris u Haemophilus pisciwm W Herbaspirillum huttiense m.4grobacterium sp.

11. abra: Azonositott CRE rezisztens mikroszervezetek

4.4,  Pseudomonas aeruginosa — kimutatasi gyakorisag

A P. aeruginosa kimutathatosaga mindegyik mintavételi helyszinen 0sszefligg a vizfolyas
szennyviz terhelésévél. A harom helyszinen Osszesen 11 P. aeruginosa torzs keriilt
detektalasra, ebbdl 2 a hatvani tisztitott szennyvizbdl, 4 a hatvani szennyvizkifolyo6 alatt, 1
Jaszfényszaru tisztitott szennyvizébdl, 1 Jaszberény tisztitott szennyvizébdl, 2 a jaszberényi
szennyvizbevezetés alatt, 1 pedig a jaszberényi varosi Zagyvabol. Mivel a P. aeruginosa csak
a tisztitott szennyvizbdl, illetve a szennyvizzel keveredett Zagyvabdl kimutathatd, a
szennyvizbekotés felett nem, ezért egyértelmii az Osszefliggés a P. aeruginosa
kimutathatosaga és a szennyvizbekotés kozott, ahogyan azt Crone ¢és munkatarsai is

megallapitottak (Crone et al. 2020). Igaz, hogy a varosi Zagyva a mérési koncepcio szerint
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hattérmintanak szdmit, azonban az, hogy keresztiil folyik Jaszberény teriiletén, nagyban
befolyasolja a vizfolyas szennyezettségét, hiszen kitettsége miatt terhelés érheti az illegalisan
hasznalt szennyviz-bekotések és hulladéklerakas révén. Megallapithaté, hogy bar a P.
aeruginosa a szakirodalom szerint ubikviter mikroorganizmus, vagyis megtalalhat6 a talajban,
vizben, levegdben ¢és éldélényekben egyarant, ennek ellenére a vizsgalat eredményei alapjan

vizes kornyezetbe leginkabb antropogén hatas (szennyvizbevezetés) kovetkeztében keriil be.

4.5.  Antibiotikum rezisztencia vizsgalat eredményei

A kornyezeti mintakbol izolalt szennyvizeredeti MP torzsgyiijteménybdl Osszesen 8
elozetesen kivalasztott, kiemelt kornyezetegészségiigyi jelentdséggel bird baktériumtdrzset
vontam vizsgalatba, melybdl 7 torzs a P. aeruginosa, az MP72-es torzs pedig a Klebsiella
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis faj képviseldje volt. Az antibiotikum rezisztencia
fenotipusos moddszerrel torténd meghatarozdsanak eredményét az aldbbi tablazatban

ismertetem:

6. Tablazat: Antibiotikum rezisztencia vizsgalat Minimalis Gatlé Koncentracio

(MIC) eredményei a vizsgalt P. aeruginosa és K. pneumoniae torzsek esetében

Torzsgylijteményi jel Rezisztencia
(EUCAST)
Antibiotikumok | MP13 | MP17 | MP65 | MP67 | MP70 | MP71 | MP72 | MP74 e
MIC (mg/L)
Cefepime 8* 047 3 4 1.5 1.5 2 4 8
Ceftazidime 3 19 3 1.0 1.5 2 1.0 1.5 8
Ciprofloxacin .094 | .016 125 | .047 | .094 | .032 .38 19 0.5
Colistin 2 1.0 2 2 2 2 3 1.5 4
Doripenem 3.8% | .064 .25 1 25 1 .38 .38 2
Gentamicin 2 75 1.0 1.5 3 1.0 15 2 8
Imipenem 4* 1.0 4* 6* 4* 4* 3 6* 4
Levofloxacin .50 .047 .38 .38 .38 .50 1 .38 2
Meropenem .50 .023 19 15 | 125 1 .38 .25 8
Piperacillin 6 2 4 6 4 3 8 6 16

*Rezisztencia

**Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis

***(EUCAST) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for
interpretation of MICs and zone diameters. Version 12.0, 2022 alapjan

Az antibiotikum rezisztencia vizsgélatok eredményei alapjan ellenalloképességet csak a
carbapenemek csoportjaba tartozé doripenem és imipenem, tovabba a cefalosporinokhoz
sorolandé cefepime esetében azonositottam, melyek azonban klinikai szempontbol kiemelt

jelentdséggel bird készitmények, igy hatastalansaguk aggodalomra adhat okot. Az MP13 jela
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P. aeruginosa torzs multirezisztensnek tekinthetd, mivel haromféle, két kiilonbozo
hatéanyagcsoportba tartozo antibiotikummal szemben rezisztenciat mutat. A doripenem
kizarolag erre az egy torzsre nem fejtett ki antimikrobidlis hatast, igy esetében a kiemelt
jelentdségli carbapenemek koziil két készitmény is hatdsat veszitette. A vizsgalt torzsek
tobbsége imipenemre rezisztens volt, Osszesen csak két torzs mutatott vele szemben
érzékenységet, mely szintén figyelmeztetd jel lehet a carbapenem rezisztens torzsek

kornyezeti elterjedtségére vonatkozoan.

4.6.  Biofilmképzés vizsgalatanak eredményei

A polisztirol feliileten tapasztalhatdo biofilmképzd képességre vonatkozd vizsgélatok

eredményeit foglalja 0ssze a 7. tablazat.

7. Tablazat: A P. aeruginosa és K. pneumoniae torzsek biofilmképzo képességének a
vizsgalati eredménye

Minta szama Faj Szarmazasi hely | Biofilm képzés Biofilm képzés
(szamszer(isitve)
MP13 P. aeruginosa H SZV alatt 1,433 gyenge
MP17 P. aeruginosa JB szennyviz 2,334 mérsékelt
MP65 P. aeruginosa H szennyviz 1,204 gyenge
MP67 P. aeruginosa H SZV alatt 3,902 mérsékelt-erds
MP70 P. aeruginosa JSZF szennyviz 1,464 gyenge
MP71 P. aeruginosa JB SZV felett 2,349 mérsékelt
MP72 K. pneumoniae JB szennyviz 1,296 gyenge
subsp.
rhinoscleromatis

MP74 P. aeruginosa JB SZV alatt 3,443 mérsékelt

H SZV — Hatvan szennyviz, JB — Jaszberény, JB SZV — Jaszberény szennyviz, JSZF - Jaszfényszaru
Eredményeim alapjan a vizsgalat baktériumtdrzsek mindegyike képes gyengén vagy
mérsékelten a biofilm képzésre a mikrotiter plate polisztirol (PS) anyagu feliiletén. Az MP67
jelzésti, Hatvan, szennyvizbekotés alatt izolalt baktériumtorzs mutatta a legerdsebb
biofilmképzd képességet. Bordds és munkatarsai (2019) alapjan a polisztirol hazai viszonyok
kozott is gyakori mikromiianyag szennyezd felszini vizek iiledékében, igy eredményeim
alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt szennyvizeredetl torzsek a mikromiianyag formajaban

megjelend polisztirol feliiletén is képesek lehetnek adszorbealodni.
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5. Kovetkeztetések €s javaslatok

A felszini viztestekbe vezetett tisztitott kommundlis szennyvizek egyértelmiien
jelentds hatast gyakorolnak a befogadd vizmindségére, azonban az olyan aszalyos
periodusokban, mint a vizsgalati idészakunk, a befogadd szamara ez jelenti az egyetlen
vizutanpotlasi lehetséget. Az aszéalyos idoszak kovetkeztében a kis vizhozamu viztestben
nagyobb mennyiségben feldusulhat a gyogyszermaradvanyok €s ezen beliil az antibiotikumok
koncentracioja és a kornyezetegészségiigyi jelentséggel rendelkezé mikroorganizmusok
szama IS nagyobb lehet, mint egy csapadékosabb iddszak alatt. A tisztitott kommunalis
szennyviz bevezetésével egyértelmlien Osszefiiggésbe hozhatdé a vizmintakbol kimutathatod
antibiotikum rezisztens mikroszervezetek telepszama és faji dsszetétele. A vizsgalatok alapjan
megallapithatd, hogy a colistin és carbapenem rezisztens korokozok szama bizonyitottan
megemelkedik a bevezetett tisztitott szennyvizzel 6sszefiiggd antibiotikum terhelés hatasara.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kornyezetbe kikeriild kiilonféle antibiotikumok
konnyedén okozhatnak rezisztenciat olyan mikroszervezetekben, melyekre ez a kdrnyezetben
eddig ritkan vagy egyaltalan nem volt jellemz8. Erdemes lehet a tovabbi vizsgalatok soran a
szennyvizbekotd alatt 10, 20, 50 méterenként mintdzni a viztestet a szennyviztisztitd
tavolhatdsdnak megéallapitdsa érdekében, illetve javasolt lehet a helyszinek mintdzasa
csapadékosabb idészakban. A dolgozatom keretében elvégzett kutatasok eredményei alapjan
altalanossagban elmondhatd, hogy a P. aeruginosa jelenléte a felszini vizi kdrnyezetben
leginkdbb antropogén, szennyvizterhelés hatdsdra vezethetd vissza. A szennyviz eredetli
baktériumok — ez esetben a P. aeruginosa — nem érik el a klinikai antibiotikum rezisztencia
szintet, azonban jellemz6 rajuk a biofilm képzése polisztirol feliileten. Bordos et al. (2019)
tanulmanya kimutatta, hogy a magyarorszagi felszini vizi tiledékben gyakori a polisztirol,
ezen kiviil a felszini vizekben szintén nagy mennyiségben mutathato Ki a polipropilén (PP) és
a polietilén (PE) (Bordos et al. 2019). A jovOben igy érdemes lehet a biofilmképzddés

vizsgalatat elvégezni ezeknek a mlianyagtipusoknak a bevonasaval is.

A vizsgalatom f6 targyat képz6 P. aeruginosa faj képvisel6i opportunista patogén
mikroszervezetek, a szennyvizzel terhelt befogadokban ezért az atlagosnal nagyobb
jelentdséggel birhatnak, igy kornyezetegészségiligyi kockazatuk a jovében az aszalyos
periddusok gyakorisaganak novekedésével emelkedhet. A mikromilanyagok feliiletén
potencialisan biofilmet képzd, antibiotikum rezisztencidval rendelkezd mikroszervezetek

konnyedén terjeszthetik a rezisztenciat okoz6 géneket. A rezisztens torzsek esetében a
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késobbiekben ajanlatos az izolalt colistin €s carbapenem rezisztencidért felelds gének

azonositasa PCR (kvalitativ eredmény) €¢s qPCR (kvantitativ eredmény) segitségével.

Eredményeim alapjan javasolt lenne a szennyviztisztitd telepeken a mikromtianyagok
sziirésére alkalmas berendezések és eszkO6zOk hasznalata, illetve az antibiotikumok és a
patogén mikroszervezetek tisztitdsara alkalmas harmadik fazisu szennyviztisztitasi eljaras
rendszeres alkalmazasa, ezen paraméterek folyamatos mérése. Ajanlott lehet a fent emlitett

szennyezd anyagokra jogszabaly altal meghatarozott kibocsatasi hatarértékek megallapitasa.
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6. Osszefoglalas

A felszini viztestek terhelésében nagy szerepet jatszik a tisztitott kommunalis
szennyviz bevezetése. A kijuttatott tisztitott szennyvizekkel egyiitt a kornyezetbe keriilhetnek
olyan fizikai, kémiai ¢és bioldgia szennyezd anyagok, mint a mikromiianyagok,
antibiotikumok és patogén mikroszervezetek, melyekre jelenleg kevés figyelem iranyul. A
mikromilanyagok abiotikus feliiletként szolgalhatnak az antibiotikumok és a biofilmképzésre
képes mikroszervezetek egyidejii megtapadasahoz, igy hozzajarulhatnak a kornyezeti
antibiotikum rezisztencia kialakuldsdhoz ¢és terjedéséhez, mely kornyezetegészségiigyi
kockézatot jelenthet.

A TDK dolgozatom elkészitése soran célom volt egy intenziv szennyvizterhelés alatt
allo felszini vizi befogadd, a Zagyva mentén az antibiotikum terhelés, az antibiotikum
rezisztens mikroszervezetek felmérése ¢és a kiemelt kozegészségiigyi jelentdséggel birod
Pseudomonas aeruginosa faj kornyezeti képviseléinek a jellemzése antibiotikum
rezisztenciara €s biofilmképzo képességre vonatkozdan.

A 2022. majus-julius kozott idészakban harom mintavételi hely (Jaszberény,
Jaszfényszaru, Hatvan) esetében helyszinenként harom mintavételi pont keriilt vizsgalatra
(szennyviztisztitd bekotési pontja felett, a bekotés helyén és alatt). Meghataroztuk a vizmintak
fizikokémiai paramétereit, a gyodgyszermaradvanyok ¢és ezen beliil az antibiotikumok
a P. aeruginosa faj jelenlétét.

Eredményeim alapjan a tisztitott szennyviz jelentds gydgyszer- és antibiotikum
terhelést jelent a felszini befogadora. A szennyvizbekotés szoros Osszefiiggésben all a colistin
¢és carbapenem rezisztens mikroszervezetek szamaval és Gsszetételével. A P. aeruginosa faj
esetében igazoltam, hogy kimutathatosdga egyértelmli  Osszefiiggésben all a
szennyvizbevezetéssel. Az azonositott hét Pseudomonas aeruginosa ¢és egy Klebsiella
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis toérzs 10 hatéanyag vizsgalata alapjan jellemzéen
antibiotikum érzékeny volt, azonban kornyezeti jelenlétilk tovabbi vizsgéalatok elvégzését
indokolhatja. A biofilmképz0 képesség vizsgalati eredményei alapjan megallapitottam, hogy a
vizsgalt P. aeruginosa és K. pneumoniae torzsek mindegyike képes biofilmet képezni
polisztirol feliileten, mely alapjan szerepiik lehet egyes mikromiianyagok kolonizacidjaban is.

Mivel a természetes vizekben jelenlévd mikromilanyagok a gyogyszermaradvanyok és
patogén mikroszervezetek vektoranak tekinthetdk, célszerli lenne olyan intézkedéseket
bevezetni a szennyviztisztitd telepeken, melyek megeldzik a felsorolt szennyezd anyagok

kijutdsat a kornyezetbe, példaul mikromiianyagok sziirésére alkalmas berendezések ¢és

36



eszkozok hasznalataval, az antibiotikumok és a patogén mikroszervezetek tisztitasara
alkalmas harmadik fazist szennyviztisztitasi eljaras rendszerszintli alkalmazasaval, illetve a
felsorolt paraméterek folyamatos monitoringozasaval. Ajanlott lehet a fent emlitett szennyez6

anyagokra jogszabaly altal meghatarozott kibocsatéasi hatarértékek megallapitasa.
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9. Mellékletek

sample ID - |  Sampling site (location) | ~ | Time of samplin| - | Designation of strail -~ | DNA isolatioi | 165 PCR - | Species (165 rDNA) - | % level of similarity (Exbiocloud.net -|  bp  ~| seqprimel -
MP-1 Hatvan, upstream 29 March 2022 HF-CRE-1 + + Rahnella aceris 99.54 655 8f
MP-2 Zagyva, upstream 29 March 2022 ZF-COL-1 + + Serratia grimesii 99,67 609 8f
MP-3 Zagyva, upstream 29 March 2022 ZF-CRE-1 + + Haemophilus piscium 99,35 618 8f
MP-4 Varosi Zagyva, upstream 29 March 2022 VZ-COL-1 + + AKMR s 99 48 580 8f
MP-5 Varosi Zagyva, upstream 29 March 2022 VZ-CRE-1 + + Aeromonas allosaccharophila 99,82 546 8f
MP-6 Zagyva, downstream 29 March 2022 ZA-COL-1 + + Shewanella xiamenensis 99,09 548 8f
MP-7 Zagyva, downstream 29 March 2022 ZA-CRE-1 * + Aeromonas allosaccharophila 9943 525 8f
MP-8 Zagyva, downstream 29 March 2022 ZA-CRE-2 + + 8f
+ +

MP-9

Zagyva, downstream

29 March 2022

ZA-CRE-3

+ +
+ +

Kluyvera cryocrescens

98,46

5

18 8f
MP-11 Hatvan, downstream 29 March 2022 HA-COL-1 _ 8f
MP-12 Hatvan, downstream 29 March 2022 HA-CRE-1 Pseudomonas marﬁinalis 99,6 494 8f

MP-14 Zagyva, sewage 29 March 2022 ZSZV-COL-1 + + Proteus mirabilis 99,11 562 8f
MP-15 Zagyva, sewage 29 March 2022 Z8ZV-COL-2 + + Aeromonas rivipollensis 99,48 577 8f
MP-16 Zaiﬁ' sew?e 29 March 2022 ZSZV-COL-3 + + Proteus mirabilis 99,84 610 8f
MP-18 Zagyva, sewage 29 March 2022 Z8SZV-CRE-2 # + Aeromonas hydrophila subsp. hydrog 100 612 8f
MP-19 Zagyva, sewage 29 March 2022 ZS8ZV-CRE-3 + # Haemophilus piscium 99,35 618 8f
MP-20 Zagyva, sewage 29 March 2022 ZSZV-CETR + + Escherichia ferqusonii 98,56 557 8f
MP-21 Principélis canal, upstream 02 May 2022 PRI-FP-COL-1 + + Sphingomonas pokkalii 98,75 642 8f
MP-22 Principélis canal, upstream 02 May 2022 PRI-FP-COL-2 + + Sphingomonas pituitosa 99,82 545 8f
MP-23 Principalis canal, upstream 02 May 2022 PRI-FP-CRE-1 + + Pseudomonas kitaguniensis 99,69 645 8f
MP-24 Principélis canal, upstream 02 May 2022 PRI-FP-CRE-2 + + Pseudomonas cichorii 99,36 627 8f
MP-25 Principélis canal, upstream 02 May 2022 PRI-FP-CRE-3 + + Pseudomonas marginalis 99,62 530 8f
MP-26 Principélis canal, downstream 02 May 2022 PRI-AP-COL-1 + + Sphingomonas pokkalii 98,45 647 8f
MP-27 Principélis canal, downstream 02 May 2022 PRI-AP-COL-2 + + _ 8f
MP-28 Principélis canal, downstream 02 May 2022 PRI-AP-COL-3 + + Agrobacterium nepotum 552 8f
MP-29 Principélis canal, downstream 02 May 2022 PRI-AP-CRE-1 + + Pseudomonas syringae 99,35 620 8f
MP-30 Principélis canal, downstream 02 May 2022 PRI-AP-CRE-2 + + Xanthomonas campestris 99,84 620 8f
MP-31 Nagykanizsa 02 May 2022 NKAEFF1-COL-1 + + Sphingomonas pituitosa 99,85 647 8f
MP-32 Nagykanizsa 02 May 2022 NKAEFF1-COL-2 + + Serratia myotis 98,69 612 8f
MP-33 Nagykanizsa 02 May 2022 NKAEFF1-COL-3 + + Serratia fonticola 99,54 653 8f
MP-34 Nagykanizsa 02 May 2022 NKAEFF1-CRE-1 + + Shewanella xiamenensis 98,69 611 8f
MP-35 Nagykanizsa 02 May 2022 NKAEFF1-CRE-2 + + Microvirgula aerodenitrificans 99 67 604 8f
MP-36 Nagykanizsa 02 May 2022 NKAEFF1-CETR-1 + + Pseudomonas aeruginosa 99,84 609 8f



MP-37
MP-38
MP-39
MP-40
MP-41
MP-42
MP-43
MP-44
MP-45
MP-46
MP-47
MP-48
MP-49
MP-50
MP-51
MP-52
MP-53
MP-54
MP-55
MP-56
MP-57
MP-58
MP-59
MP-60
MP-61

Hatvan, downstream
Hatvan, downstream
Hatvan, downstream
Hatvan, upstream
Hatvan, upstream
Hatvan, upstream
Hatvan, upstream
Hatvan, sewage inlet
Hatvan, sewage inlet
Hatvan, sewage inlet
Hatvan, sewage inlet

16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022

Jaszberény, Zagyva upstream 16 May 2022
Jaszberény, Zagyva upstream 16 May 2022
Jaszberény, Varosi Zagyva do 16 May 2022
Jaszberény, Varosi Zagyva do 16 May 2022
Jaszberény, Zagyva downstrez 16 May 2022
Jaszberény, Varosi Zagyva up 16 May 2022
Jaszberény, Varosi Zagyva up 16 May 2022

Jaszberény, sewage inlet
Jaszberény, sewage inlet
Jaszberény, sewage inlet
Jaszfényszaru, upstream
Jaszfényszaru, upstream
Jaszfényszaru, upstream
Jaszfényszaru, downstream
Jaszfényszaru, downstream
Jaszfényszaru, sewage inlet
Jaszfényszaru, sewage inlet

Jaszberény, sewage inlet

16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022
16 May 2022

16 May 2022

HV-AL-CRE
HV-AL-COL-1
HV-AL-COL-2
HV-F-COL-1
HV-F-COL-2
HV-F-COL-3
HV-F-CRE
HV-TSZV-CRE-1
HV-TSZV-CRE-2
HV-TSZV-COL-1
HV-TSZV-COL-2
JB-ZF-CRE
JB-ZF-COL
JB-VZA-CRE
JB-VZA-COL
JB-ZA-COL
JB-VZF-CRE
JB-VZF-COL
JB-SZV-CRE-1
JB-SZV-CRE-2
JB-SZV-COL
JFSZ-F-CRE
JFSZ-F-COL-1
JFSZ-F-COL-2
JFSZ-AL-CRE
JFSZ-AL-COL
JFSZ-TSZV-CRE
JFSZ-TSZV-COL

Pz
JB-SZV-2-CETR

+ o+ 4 4+
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FJ950566 s
Cellulosimicrobium cellulans
Serratia grimesii
Sphingomonas pokkalii
nd.

Allorhizobium vitis
Pseudomonas orientalis
Pseudomonas guangdongensis
Aeromonas hydrophila subsp. hydrog
Serratia fonticola

Pseudomonas syringae

nd.

mxed
Pseudocitrobacter faecalis

Serratia marcescens

Herbaspirillum huttiense subsp. putei
Allorhizobium terrae

Agrobacterium pusense

Aeromonas allosaccharophila
Pseudocitrobacter vendiensis
Pseudomonas peli

Serratia marcescens

Allorhizobium oryziradicis

nd.

Serratia fonticola

Serratia myotis

99,14
99,69
99,68
99,20

98,76
99,68
99,82
100
99,7

99,85

98,89
99,89
100
98,09
100
99,69
98,88
100
99,85
98,83

582
637
632
623

624
563
678
671
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637
577
643

625
700
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MP-75
MP-76
MP-77
MP-78
MP-79
MP-80
MP-81
MP-82
MP-83
MP-84
MP-85
MP-86
MP-87
MP-88
MP-89
MP-90
MP-91
MP-92
MP-93
MP-94
MP-95
MP-96
MP-97
MP-98
MP-99
MP-100
MP-101
MP-102
MP-103
MP-104
MP-105
MP-106
MP-107
MP-108
MP-109
MP-110
MP-111
MP-112

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém

Veszprém
Jészfényszaru, upstream
Jaszfényszaru, upstream
Jaszberény, sewage inlet
Jaszfényszaru, upstream
Jaszberény, downstream
Jaszberény, downstream
Jaszberény, upstream
Jaszberény, upstream
Jaszberény, upstream
Jaszberény, upstream
Jaszberény, sewage inlet
Jaszberény, sewage inlet
Jaszberény, upstream
Jaszberény, upstream
Jaszberény, upstream
Kis-Balaton

Kis-Balaton

Kis-Balaton

Kis-Balaton

Kis-Balaton

Kis-Balaton

Hatvan, downstream
Hatvan, downstream
Hatvan, downstream
Hatvan, upstream
Hatvan, upstream
Hatvan, sewage inlet
Hatvan, sewage inlet

23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
23 May 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022
13 Jul 2022

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ

VESZ
JFF-COL-1
JFF-COL-2
JBZSZV-COL
JFF-CRE
JBZA-CRE-1
JBZA-COL-1
JBZF-CRE
JBZF-COL-1
JBZF-COL-2
JBZF-COL-3
JBZSZV-CRE
JBVZA-COL-2
JBVF-COL-1
JBVF-COL-2
JBVF-COL-3
ZSHA-COL-2
ZSHA-COL-3
ZSHA-COL-4
KIKO-COL
€020-COL-2
€020-COL-3
HVA-COL-1
HVA-COL-3
HVA-COL-4
HVF-COL-2
HVF-COL-3
HVT-CRE
HVT-COL-1

+ + + + 4+ + + + + + +
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LA B SR S BIE BR SR 2K BE

46

Hafnia alvei
EMIQ s

Pseudomonas syringae

Pseudomonas frederiksbergensis

Raoultella electrica

%robacterium Eusense

Arthrobacter ruber
Pseudomonas cichorii
Pseudomonas synxantha

Pannonibacter phragmitetus

nd.
nd.

Agrobacterium arsenijevicii

Azospirillum massiliensis
Kaistia adipata
Pseudomonas marginalis
Serratia fonticola
Serratia fonticola
Enterobacter soli

Dickeya zeae

Dickeya zeae
Serratia marcescens

Cellulomonas pakistanensis
Neorhizobium vignae (maybe MP106

Roseomonas aestuarii
Allorhizobium oryziradicis

Pannonibacter phragmitetus

Herbaspirillum aquaticum

CP000633 s
Pannonibacter phragmitetus
nd.

Aeromonas hydrophila subsp. hydrog

100
100
98,58

99,54
99,51

99,11
99,15

99,83

99,38

99,69

651
647
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