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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre tobb természetes és mesterséges anyagrél bizonyosodik be, hogy a
pozitiv hatdasa mellett a kornyezetbe Kkikeriilve komoly szennyezést jelentenek az
Okoszisztémara ¢€s az él6lényekre egyarant. Nem meglepd tehat, hogy egyre inkdbb nagyobb
figyelmet kap a gyogyszerek megjelenése a kdrnyezeti elemekben, amit a nagy mennyiségii
hasznalatuk, fogyasztasuk okoz. A gydgyszerekrél altalanosan elmondhatd, hogy perzisztens
hatéanyagoknak mindsiilnek, ugyanakkor a bioldgiai aktivitasuk, bomlastermékeik karosabb
hatéast eredményezhetnek, mint maga a kiindulasi anyag.

A gyogyaszatban felhasznalt gydgyszerek kozil a nem-szteroid gyulladascsokkent6k
(diklofendk, ibuprofen) és az antiepileptikumok (karbamazepin) a leggyakrabban alkalmazott
hatoanyagok, amelyeket nap, mint nap alkalmazunk panaszaink, betegségeink kezelésére. Ezek
a hatdéanyagok kiilonb6z6é modokon juthatnak be a szennyvizekbe, akar atalakulas nélkil, aktiv
formaban is. Azonban a jelenleg alkalmazott szennyviztisztitasi eljarasok nem alkalmasak az
ilyen tipusi szennyezOanyagok eltdvolitasara, ezért azok tovabb haladnak a felszini
vizbazisokba és a talajba. Ennek kovetkeztében a vilag minden szegletében merhetiink kisebb,
nagyobb mennyisegben kulonféle gydgyszerhatéanyagot a felszini vizekben, az 6ceanokban,
tengerekben, valamint az ivoviz bazisainkban. Ezért kiemelked6en fontos olyan eljarasok
kidolgozasa, amelyek hatékonyan képesek lebontani, eltavolitani a vizekbe kikeriilo
gyogyszereket.

A gybgyszerhatdanyagok eltavolitasahoz az eljarasok lehetnek fizikai, kémiai és biologiai
maodszerek, amelyek kozil leginkabb a bioldgiai eljarasok azok, amelyek kornyezetbarat,
koltséghatéekony eljarasok és a legkisebb beavatkozassal képesek javitani a kornyezeti elem,
esetinkben a viz mindségét. A baktériumok képesek szamtalan szennyez6anyag lebontasara az
életfolyamataik révén, igy potencidlis megoldast jelenthetnek a gydgyszerhatdéanyagok
esetében is. Gyakran egy-egy gydgyszermaradvany lebontasara mas és mas baktériumfaj lehet
képes, baktériumkonzorciumok felhasznalasaval viszont, amelynek tagjai egymas metabolikus
képességeit kiegészitik, komplex szennyezddések, gydgyszermaradvany keverékek is

hatékonyan lebonthatdk, eltavolithatok a szennyezett kozegekbdl.



2. CELKITUZES

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE) Akvakultdra és
Kdrnyezetbiztonsagi Intézetében tébb éve folynak kutatasok a felszini vizekbe Kkikerult
gyogyszerhat6anyagok eltavolitasaval kapcsolatosan. A kutatasok folyaman sikeresen izolaltak
egy bakterialis biofilmb6l szelektiv dusitdé tenyészetek alkalmazédsaval, vizoldhaté és
perzisztens gyogyszerhatéanyagokat (ibuprofen, diklofendk, karbamazepin) bont6
mikroorganizmusokat.

A jelen kutatas célja a mar kordbban izolalt baktériumok alkalmazésaval olyan bakteriélis
konzorcium kialakitasa, amely potencialis oltdanyagként szolgalhat a természetbe gyakran
Kijutd gyogyszerhatoanyagok (ibuprofen, diklofenak, karbamazepin) lebontdsara. Ennek
elérése erdekében sziikséges a kivalasztott négy baktériumtdrzs, a Stenotrophomonas humi
DIC_5, Rhizobium daejeonense IBU_ 18, Nocardioides carbamazepini CBZ 1 és a
Brevundimonas mongoliensis CBZ_3 egyiittes tesztelése gydgyszerhatdanyagbonto képesség
tekintetében, abban az esetben, ha mind a harom gyogyszerhatoanyag jelen van a tesztoldatban
(diklofenak, ibuprofen és karbamazepin). Tovabbi cél a kialakitott konzorcium
gyogyszerhatoanyagbontd képességenek vizsgalata természetes felszini vizmintaban az
autochton baktériumkdzosseg jelenlétében, kiegészité  ko-metabolikus — szubsztratok
hozzaadasaval.

A kutatas magéba foglalja a kovetkez0 vizsgalatokat:

e a konzorciumot alkot6d izolalt baktériumtorzsek egyitt-tenyesztési vizsgalatat két
tenyésztéstdl fliggd modszer a keresztcsikozasos, illetve az agardiffuzios lyuk-teszt

e a konzorcium gyogyszerhatdéanyag bontod képességenek tesztelését asvanyi tapoldatban
és természetes vizmintaban ko-metabolikus szubsztratok hozzaadasaval,

e a konzorciumot alkotd baktériumtdrzsek kdzdsségen belili relativ abundanciajat és
valtozasanak vizsgalatat Termindalis Restrikcios Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP)
modszerrel, amelyhez el6bb a baktériumtorzsek individualis T-RFLP profiljat hatirozom meg;

e a gyogyszerhatéanyagok mennyiségi valtozasanak nyomon kdvetése nagy teljesitményt
folyadékkromatografiaval (HPLC).



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Gyogyszerhasznalat vilagszinten

A gybgyitas, a fajdalom csillapitasa, legy6zése, a kiilonbozé gyodgyhatasu anyagok
felkutatdsa egyditt alakult ki az emberiséggel (Fehérvari 2008). A gydgyszerek segitségével
meghosszabbithatjuk az életet és megoldast jelentenek a helytelen életmdéd miatt kialakuld
népbetegségekre is (Gerencsérné 2015). Az ember fejlodése soran mas és mas helyen kutatta
azokat az anyagokat, amelyek eldsegitették a kiillonb6zd betegségek megeldzését, kezelését.
Elészor a természet jelentette a forrast, kés6bb a technologia fejlédésével a mesterséges
anyagok keriltek a kozéppontba. Az elsé 1épés a szintetikus gyogyszerek fele az aszpirin
megjelenése volt, amelyet 1897-ben hoztak nyilvanossagra (http 1). A technologiai fejlodést
kovette az életszinvonal és a gyogyszerek iranti igeny megndvekedése.

A gyogyszerek mennyiségi és mindségi gyarapoddsat maga utdn hozta az elérhetobbé
valasa, ebbdl kovetkeztethetbéen megndtt a fogyasztasi ratajuk is. A 2007-2008-as kutatasok
alatdmasztjak a lakossadg novekvo gydgyszerhasznalatat, valamint, hogy igen jelentds 6sszeget
koltenek az egészségigyi ellatdsokra. A magyar haztartasok 87%-a Kkoltott vénykoteles
gyogyszerekre, 68%-a veny nélkil kiadhat6 gyogyszerekre a 2007-es adatok szerint, mig 2008-
ban 97%-ra nétt azon haztartasok szama, ahol vénykateles gyogyszereket fogyasztanak (Varga
2012). A 2013-as adatok alapjan az akkori gyogyszerfogyasztas 3,7%-kal nétt az el6z6 évhez
képest (http 2). Az OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) altal
készitett 2019-es statisztikai adatok is bizonyitjadk a nagy mennyiségli gyogyszerfogyasztas
tényet. Magyarorszagon évente 7,3 millié ember valt ki gyogyszert, illetve kdzuluk 3,3 millidan
rendszeresen teszik, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy minden harmadik ember rendszeres
gyégyszerfogyasztd (Erd6si mtsai. 2021, OECD 2019).

A nagy mértékii gyogyszerfogyasztas nem kizardlag Magyarorszagon jelent problémat,
Eurdpa és mas kontinens orszagai ugyanugy szembe kell nézzenek ezzel a nem elhanyagolhat6
helyzettel. Becslések alapjan az egy fére szamitott gyogyszerfogyasztas vilagszerte 15 g/év,
viszont az ipari orszagokban ez elérheti a 50-150 grammot is (Alder mtsai. 2006). A Balti-
tenger térségében végzett kutatasok szerint 2014-ben a 20 leggyakrabban eladott
gyogyszerekb6l 1600 tonnat értékesitettek, ami az itt €16 lakosokkal leosztva 80 g/f6 éves
fogyasztast jelent (Lonappan mtsai. 2016a).



3.1.1. Nem szteroid alapu gyulladascsokkenték (NSAID)

Leggyakoribb panasz, amivel az orvoshoz fordulnak a betegek a fajdalom jelenléte a
szervezet kiilonbozé részein. Az egyik ilyen kellemetlen érzés a gyulladas, amely normal
esetben egy hasznos és nélkiillozhetetlen mechanizmusa a szervezetnek. A gyulladas felel6s
azért, hogy megakadalyozza az esetleges szOvetkarosodast, amit egy bels6 vagy Kkiilsé
kdrnyezeti hatas valtott ki. Tehat jelenléte egy valaszreakcio a szervezetlinkben tortént negativ
torténésnek, eldsegiti a gyogyulasi folyamatokat, a korokozok vagy karosodott szdvetek
eltavolitasat (Méarta 2019).

Mind a fajdalom, mind a kdros gyulladas csokkentésére leggyakrabban alkalmazott
készitmények a nem szteroid gyulladascsokkenték, mas néven a NSAID-ok (non-steroidal anti-
inflammatory drug). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a 65 évnél idésebbek 70%-a hasznal
hetente legalabb egyszer NSAID-okat, 34%-a naponta egy tablettat (Inotai mtsai. 2010).

A NSAID-ok elsddleges alkalmazasa a mozgasszervi fajdalmak enyhitése, viszont
gyakran haszndljadk lazcsillapitasra, menstruacios fajdalmakra, fogorvosi mitét utani
fajdalomra és fejfajasra egyarant (Siité 2019). Nem szteroid gyulladascsokkentdk a kiilonb6zo
ecetsav-szarmazékok, oxikdmok, propionsav-szarmazekok, fenamatok, coxibok es egyeb
hatdanyagok, koztik az a ket hatéanyag is (ibuprofen és diklofendk), amelyekr6l ebben a

dolgozatban is részletesen sz0 esik (1. abra) (http 3).
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Diklofenak Ibuprofen

1. Abra. A diklofenak és az ibuprofen szerkezete (http 4)

A NSAID-ok lehetnek nem szelektivek és szelektivek. E16bbi jelentése, hogy COX-1-es
és COX-2-es tipusu enzimre gatlo hatassal rendelkeznek, mig a szelektivek csak a COX-2-re
vannak hatdssal. A legtobb NSAID nem szelektiv, csokkentik a fajdalmat, de jelentds
mellékhatassal jarnak egyiitt, mint a hematoldgiai hatasok, gasztrointesztinalis panaszok
megjelenése (Kholood 2020, Vane 1971).

Az 1. Tablazatba bemutatasra kerll néhany olyan készitmény, amelyek az altalam is
vizsgalt hatdanyagokat tartalmazzak a napi atlagdozisuk mellett, melynek megndvelésével

jelentdsen emelkedik a mellékhatasok kockazata és erdssége.



1. Téblazat. Ismertebb NSAID-okat tartalmazd készitmények (Neal 2000, Tong 2010)

Hatbanyag Készitmény Napi dozis (mg)
Ibuprofen HUMA-Ibuprofen 800-1200
HUMA-Profen
Ibuprofen Polfa 600-1200
Nurofen 400-1200
Solpaflex 600-1200
Diklofenak Cataflam
Diclofenac 50-150
Voltaren
Zipsor 25

3.1.1.1. Ibuprofen (IBU)

Az ibuprofen az egyik legismertebb és legtobbszor alkalmazott, hazankban recept nélkil
kaphato NSAID, egy propionsav-szarmazék, amely rajta van a WHO altal készitett
,esszencialis gyogyszerek listajan” (Kleemiss mtsai. 2020). A hatdanyag széleskorii hasznalatat
a fogyasztasi trendek jol alatamasztjak. Litvaniaban a 2005-6s évhez viszonyitva 2016-ban az
ibuprofen fogyasztas 3,22-szeresére nott (Skaisté mtsai. 2018). Horvatorszagban szintén
névekvo tendenciat mutatott az ibuprofen fogyasztasa. A vizsgalatok kimutattak, hogy 2007-
2013 kozott az ibuprofen hasznalat 134%-kal ndvekedett (Krnic mtsai. 2015). Hazankban is
jelentds mértékii az ibuprofen fogyasztas, mely 2000-2007 kodzott 9-szeresére emelkedett.
Ebben az id6szakban Hollandidban és Csehorszagban is névekedett a fogyasztasa 145%-kal,
valamint 19,62%-kal (Inotai mtsai. 2010). Hudec és tarsai 2011-ben megjelent tanulmanyukban
szintén kimutattak az ibuprofen fogyasztas mennyiségi novekedését (2. abra) Szlovakiaban,

Finnorszagban, Norvégiaban, Csehorszagban, Daniaban és Esztorszagban (Hudec 2011).
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2. Abra. Az ibuprofen fogyasztas Eurdpa egyes orszagaiban (Hudec 2011)
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Az ibuprofent széleskérben hasznaljak az enyhe vagy mérsékelt fajdalom- és
lazcsillapitasra, reumas tlinetekre, valamint antibakterialis hatasa miatt. Az ibuprofen csak nagy

mennyiségben mérgezd a szervezetre és a kornyezetre. Vizsgalatokkal tamasztottak ald, hogy



napi 2400 mg feletti dézisban trombdzis fokozd hatéssal bir (Stuhlmeier mtsai. 1999, OGYEI
2020). Hatasmechanizmusa alapjan az ibuprofen nem szelektiv NSAID, ebbdl adéddan mind a
COX-1, mind a COX-2 enzim miikodését gatolja. A nem szelektiv gatlo hatas kovetkeztében
1200 mg feletti napi dozis esetén, ez az érték a meghatarozott maximalis napi mennyiség,
jelent6sek lehetnek a mellékhatdsai, mint a gasztrointesztinalis fekélyek, a vordsversejtszam

esese, vesekarosodas, fehérjeveszteseg (Neal 2000, Kholood 2020).

3.1. 1. 2. Diklofenék (DIC)

Az ibuprofen mellett szintén egy gyakran alkalmazott NSAID a diklofenak. Egy 2007-es
tanulmany szerint a vilag teljes diklofendk fogyasztasa 940 tonna/év (Zhang mtsai. 2008). Mar
2013-ban a gyogyszer vilagszintii fogyasztasat 1443 tonnara becsllték, melynek kdzel 40%-at
Azsiaban, 28,7%-at Eurépaban hasznaltak fel. Valamint azt is meghataroztak, hogy 2010-2013
kozott a diklofenak human célu fogyasztasa 2-60 tonna k6zott mozgott, illetve az egy fore jutod
atlagos fogyasztas 0,33 + 0,29 g/f6/év volt (Acuna 2015).

Tobb orszagban, mint Horvatorszag, az Egyesilt Kirdlysag, az Amerikai Egyesult
Allamok, illetve hazankban is a diklofenak hatéanyag volt az elsé szamu NSAID a 2000-es
évek elejen (Inotai mtsai. 2010). Eurdpa legnagyobb diklofenak fogyaszté orszaga
Németorszag (86 tonna 2001-ben), ezt kdveti Anglia 26,13 tonnaval, majd Franciaorszag 16
tonnaval (Acuna 2015). Franciaorszagban 2016-ban az 6sszes fajdalomcsillapitd fogyasztas
30,04%-at, kdzel egyharmadat tette ki a diklofendk (Skaisté mtsai. 2018). A 2014-es adatok
alapjan a hatéanyag felhasznalasa Finnorszagban 1050, Esztorszagban 593, Oroszorszagban
700, Svédorszagban 8800 kg/év volt (UNESCO & HELCOM 2017).

Ahogyan a NSAID-ok, a diklofendk hatékony az akut es kronikus fajdalom-,
lazcsillapitasban, reumatikus betegségeknél, valamint rendelkezik gyulladascsokkentd
jelleggel. A diklofenak hatést fejt ki a prosztaglandin-szintézis soran a ciklooxigenaz enzimekre
(COX-1, COX-2), viszont egyes vizsgalatok azt mutatjak, hogy nagyobb hatassal van a COX-
2 enzimre (Tong 2010). Hosszantartd gydgyszeres alkalmazéasa soran gyakran bantalmakat
okoz a gyomorban, mint a nyalkahartya sérulés, fekely, rosszabb esetben vérzés is felléphet
(Fenyves 2010). Széles skalan mozognak a diklofendk hatdéanyaggal rendelkezd készitmények,
ismertebbek kdziluk a Voltaren, Cataflam, Zorvolex, Zipson (Tong 2010, Kholood 2020).



3.1.2. Antiepileptikumok (AED)

Az antiepileptikumok, mas néven AED (antiepileptic drug), csoportjaba tartoznak azok a
gyogyszerek, amelyek az epilepszia kezelésére alkalmasak. Az ide tartozd hatéanyagokat ot
csoportba soroljak kémiai szerkezetik alapjan, viszont tobb alcsoportra bonthaték. Az AED-k
lehetnek barbituratok, benzodiazepin szarmazékok, karboxamid szarmazékok, zsirsav
szarmazékok, illetve méas anyagok (oazolidin szarmazékok, szukcinimid szarmazekok), kdzos
jelzésiik az NO3A a WHO gyogyszerkezel6 rendszerében (http 5).

Az AED-k az epilepszia mellett szamos mas tlinetre is alkalmazhatok, mint a migrén,
neuropatias fajdalom, bipolaris zavar, szorongas és még szamos mas rendellenesség kezelésére.
Ellentétben a NSAID-okkal az AED-nek nincs minden ide tartozé hatéanyagra altalanosan igaz
hatdsmechanizmusa. Az AED-k esetében a hatdsmechanizmus megértése toébb akadaly miatt
nem valosult meg, az egyik ilyen akadaly a sokfélesége ezeknek az anyagoknak, egy masik ok,
hogy nem teljesen felfedettek a molekularis szinten torténd folyamataik. Ugyanakkor az sem
teljes mértékben tisztazott, hogy ezek a tipusi gydgyszerek a tiinetek kezelésére iranyulo
folyamatokban jatszanak szerepet vagy a megeldzést serkentik el (Perucca 2005).

A tobbfele felhasznalasi terlilet maga utan vonta az AED-k fogyasztasanak novekedését.
Az 0sszesitett AED fogyasztas 2003-t6l 2007-ig 1000 lakosra nézve 12,6%-rol 13,8%-ra
ndvekedett. Az Gjabb tipusu AED-fogyasztas (1991 utan bevezetett AED) ugyanebben a
periédusban megharomszorozddott (Hsieh & Huang 2011).

A kezelések folyaman fellépé mellékhatasok kiilonbozo teriileteken jelenhetnek meg,
negativ hatassal lehet a hangulatra ¢és érzelemre, a koordinaciora, a bor és nyalkahartya
szintjére, valamint az alvasra és a testsulyra is (Perucca & Gilliam 2012). A mellékhatasok
kedvezObbé tétele érdekében kiilonbozo hatdanyagokkal egylitt probaltak alkalmazni az AED

gybgyszereket, de a valodi attorést a karbamazepin megjelenése valtotta ki.

3. 1. 2. 1. Karbamazepin (CBZ)

A karbamazepin egy antiepileptikum, melyet vilagszerte hasznédlnak gércsoldéasra,
elsdsorban epilepszias rohamok kezelésére, valamint gyakori a hasznélata neuropatias fajdalom
kezelése soran is. Szdmos mas betegseég esetében is hatékonynak bizonyult egy-egy tinet,
tinetcsoport kezelésében: figyelemhidnyos hiperaktiv zavarok, fantomvégtag szindroma,
poszttraumas stressz bipolaris zavarok (Wayne 1973, Alrashood 2016). 2019-ben a WHO
alapvetd gyogyszereinek listajara is felkerult, ahol a legfontosabb és legkdltséghatékonyabb

gyégyszerek szerepelnek (Kholood 2020).
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Az egyre szélesebb kori felhasznalas a fogyasztas novekedését eredményezte, 1995-2015
kozott a karbamazepin fogyasztas 742 tonnarél 1214 tonnara emelkedett (Oldenkamp mtsai.
2019). Finnorszagban a karbamazepin felhasznélas 2014-ben mar 3530 kg/év, Svédorszagban
pedig 5860 kg éves fogyasztast értek el 2014-ben (Zhang mtsai. 2008, UNESCO & HELCOM
2017). Egy Daniaban 1993-2002 kozott végzett kutatds szerint a karbamazepin fogyasztas
csokkent, viszont altalanossagban az AED-k fogyasztési ardnya folyamatosan névekedett
(Tsiropoulos mtsai. 2006).

Oldenkamp és munkatarsai (2019) nemzetkdzi kutatdsuk révén szintén igazoltak a
karbamazepin fogyasztasanak novekedését vilagszerte (3. abra). Kutatomunkajuk soran 69
orszagban vizsgaltdk a karbamazepin fogyasztast (32 eurdpai, 19 azsiai, 8 dél-amerikai, 4
kdzép-/észak-amerikai, 4 afrikai és 2 6ceaniai orszagban), 1995-ben kb. 750 tonnara becsiilték
a fogyasztast, mig 2015-ben ez 1250 tonna volt (Oldenkamp 2019).
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3. Abra. Karbamazepin fogyasztas a kontinenseken (Oldenkamp 2019)

A karbamazepin egy iminodibenzil-szarmazek triciklusos szerkezettel (4. abra), zsirban

oldodo, konnyen atjut a szervezetben 1évé membran gatakon (Albani mtsai. 1995, Alrashood

2016).
YNHZ
o
De

4. Abra. A karbamazepin szerkezete (Alrashood 2016)

O

A karbamazepin f6 mechanizmusa a fesziiltségfliggd natriumcsatorndk blokkolasa
(Albani mtsai. 1995, Kholood 2020). Hatasmechanizmusa mellékhatasokat okozhat a
személytdl, dozistdl, illetve mas paraméterektdl fiiggden. Okozhat szédiilést, kettds latast,

vizretenciot, jarhat allergids tiinetekkel, leginkabb bdr irritdcioval (Gyires & Friist 2011).
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3. 2. A gybgyszerhatdéanyagok kornyezetbe valo kijutésa

Egyre inkabb nagyobb figyelmet kap a gyogyszerek megjelenése a kdrnyezeti elemekben,
amit a nagy mennyiségll hasznalatuk, fogyasztasuk okoz. A legérzékenyebb, leginkabb érintett
kdrnyezeti elem a viz. Szdmos kutatés bizonyitja mar a tobb mint 40 éve ismert tényt, hogy a
talajvizben, folyokban, tavakban, tengerekben, ivovizben mérheté koncentracioban vannak
jelen a kulonféle gyogyszerek (Kosjek mtsai. 2005, Heberer 2002b, Collado mtsai. 2014,
Gerencsérne mtsai. 2015).

Mintegy 160 kiilonféle aktiv gyogyszer Gsszetevéd bizonyitottan jelen van mas-mas vizi
kdrnyezetben, mint a kommunalis szennyvizben, egészségigyi kdzpontok szennyvizében,
hulladéklerakdk csurgalékvizeében, felszini vizekben, tengervizekben, 6ceanokban, talajvizben
és ivovizben (Heberer 2002b, Daughton & Ternes 1999, Kiimmerer 2001). Egyes kutatasok
szerint a gyogyszerek és metabolitjaik mar a sarkvidékeken is kimutathatoak (Kallenborn mtsai.
2008). A gyogyszerek jelenlétét eloszor 1976-ban mutattak kia Kansas varosi szennyviztelepen
(Garrison mtsai. 1976).

A gyogyszerek nagy bioaktivitasa problémakat jelenthet a kdrnyezetiinkben, leginkabb
az ¢lovizekben, ami a hatoanyagok szerkezeti valtozasainak vagy ezek hidnyanak kdszonhetd.
A gyogyszerek az €16 szervezetekben ¢€s a kornyezetbe kikeriilve az ott 1évo tényezdk (fény,
mikroorganizmusok, oxigén stb.) hatasara bizonyos szazalékban, ritkan teljesen atalakulnak, uj
metabolitokat hozva létre (Kiimmerer 2010). Alacsony bioldgiai bonthatésaguk mellé gyakran
a felnalmozddas tarsul, melyek egylittes hatasuk révén komoly problémékat okozhatnak az
¢l6vilagra nézve (Kosjek mtsai. 2005).

A gydgyszerhasznalatbdl szarmazd hatdéanyagok, metabolitjaik, segédanyagok,
adalékanyagok szamos pontszertii, illetve nem pontszerti, diffuz forrasokon keresztiil keriilnek
Ki a kornyezetbe (5. abra). Az egyik Kijutasi Ut az emberi fogyasztas soran a le nem bomlott
anyagok és metabolitok kilrlése a kivalasztasi folyamatok soran. Ugyancsak hasonl6 az allati
alkalmazas folyaman kilralt anyagok sorsa. Mindkét kivalasztasi folyamat terméke a
szennyvizekbe kertl, ahol a legtobb esetben a gydgyszerek bontasara nem alkalmasak a
szennyviztisztito technologiak (Gerencsérné mtsai. 2015).

Bizonyitottan magasabb koncentracidban juttatnak ki gyogyszereket a gydgyszergyartok,
mint a kommunalis szennyvizek, jelentds szennyezést okozva. Az indiai gyogyszergyartotelep

szennyvize magas koncentracidéban tartalmaz antibiotikumokat, példaul a ciprofloxacin
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mennyisége 28000-31000 pug/L koncentracid volt, ami joval meghaladja a mérgez6 szintet a

vizi szervezetekre és egyes baktériumokra (Larsson 2007).

Gyogyszerek
Emberi Uzemek és Allati
alkalmazas egyéb alkalmazas
Kérhazi Haztartasi Hullad¢k, - .
, , . Mosoviz Tragya
Szennyviz Szennyviz artalmatlanitas
S Hiilladékleraks Talaj
szennyviziszap *
Felszini vizek ivoviz talajviz

5. Abra. A gydgyszermaradvanyok forréasai és lehetséges bejutasi Gtjaik a vizi kdrnyezetbe

(sajat készitésti abra)

3. 2. 1. Az ibuprofen kijutasa a kérnyezetbe (IBU)

Az ibuprofen az egyike a legfontosabb gydgyszereknek a WHO Esszencialis
Gyogyszerlistajan, ebbél adodéan nem meglepd, hogy a kornyezetbe kikeriild
gyogyszerhatoanyagok kozott elokeld helyen all, a szennyvizekbdl leggyakrabban kimutatott
20 gyogyszer kozott szerepel (UNESCO & HELCOM 2017). A nagy mennyiségii fogyasztasa
mellett magas a kivalasztasi aranya is, a terdpids adag 70-80%-a is kivalasztodhat a
szervezetbdl. Ezek mellett nagy mobilitas jellemzi a vizi kdrnyezetbe, de a tobbi gyogyszerhez
viszonyitva a perzisztenciaja sokkal kisebb (Buser mtsai. 1999).

Mint mar emlitettem az ibuprofent mar kimutattak 47 orszag felszini- és felszin alatti
vizeib6l, szennyvizeib6l, ugyanakkor szamos orszdgban mar a csapvizbél is kimutathatd
egy felmérés folyaman az ibuprofen jellenlétét nézték felszini-, felszinalatti vizekben,
szennyvizben, talajvizben, ivovizben és csapvizben egyarant. Eredményeik alapjan az IBU egy
szelesebb tartomanyban mozog a kornyezeti matrixokban, 0,108 pg/L és 303 pg/L

koncentraciok kozott volt mérhet6 (Beek mtsai. 2016). Az ibuprofen kdrnyezetben vald
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jelenléte leginkabb a felszini vizekben vizsgalt, err6l talalhato a legtobb kutatasi eredmény. Ez
nincs masképp Eurdpéban sem, ahol tobb orszag felszini vizmintaibol is kimutattdk méar a
gyogyszert, foképp folyokban: Finnorszagban 10 (max. 65) ng/L, Franciaorszdgban 23 (max.
120) ng/L, Németorszagban 70 (max. 530) ng/L, Magyarorszagon 4-110 ng/L é&tlagos
koncentraciokat mértek a (Gerencsérne mtsai. 2015). A gyogyszer jelenlétét vizsgaltak
Berlinben a talajvizben, illetve a szennyvizben, elébbinél 200 ng/L és utdbbinal 0,1 pg/L
koncentraciokat tapasztaltak a vizsgélat sordn (Heberer 2002b).

Az UNESCO egyik felmérése soran a Balti-tenger vizében talalhatd gyogyszerek
jelenlétét vizsgalta, ahol az ibuprofen maximalis koncentracidja 159 ng/L, illetve az atlag
koncentracidja 0,001 pg/L folott volt (UNESCO & HELCOM 2017). Annak ellenére, hogy az
emlitett koncentracidk viszonylag alacsonyak, és nem okoznak akut mérgezést, a bioldgiai
aktivitasuk nem elhanyagolhatd, komoly kockazatot jelentenek a nem célszervezetekre nézve
(Parolini 2020).

3. 2. 2. A diklofenak kijutasa a kornyezetbe (DIC)

A diklofenakot tartalmazé készitmények tébbsége vénykoteles, de néhany vény nélkil is
megvasarolhatok. A diklofendk helyett kapott a kornyezetben mért 20 leggyakoribb
gyogyszerek kozott (Kleemiss mtsai. 2020). A hatéanyag a legnagyobb mennyiségben a
gyogyszeriparbdl, korhazi és haztartasi szennyvizekb6l szarmazik (Satishkumar mtsai. 2020).
Az emberi szervezetb6l a diklofenak a vizelettel és a plazmaval valasztodik ki metabolitjaival
egyutt, igy nem meglepd, hogy nagy mennyisegeket juttatnak ki a kommunalis és kdrhazi
szennyvizek (Kholood 2020). A diklofenak elterjedtsége és gyakori alkalmazasa okan mar 50
orszagban mutattak ki jelenlétét felszini vizb6l, szennyvizbél, valamint ivovizbél (Beek mtsai.
2016). Természetesen ezek az orszagok kdzott szamos eurdpai orszag is szerepel. Gerencsérné
és munkatarsai 2015-ben publikalt cikkiikben dsszefoglaltak néhany eurdpai orszag felszini
vizében mért DIC koncentracidt, amelyet a 2. tablazat foglal 6ssze.

2. Tablazat. A diklofendk koncentracioja europai orszagok felszini vizeiben (Gerencsérné
mtsai. 2015)

Orszag DIC koncentracio (ng/L)
Ausztria 20 - 64
Finnorszag 15 - 40
Franciaorszag 18 -41
Németorszag 150 - 1200
Svajc 20 - 150
Magyarosrszag 20 - 931
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Az UNESCO & HELCOM 2017-es adatai alapjan a diklofenak atlagos koncentrécidja a
szennyvizekben 1 pg/L f616tt van, a kezeletlen szennyviziszapban 0,1 pg/L alatt. Ezeken kivil
bebizonyosodott, hogy a diklofenak jelen van a Balti-tenger vizében, ahol maximum 54 ng/L
koncentracidban detektéltak, valamint jelen volt az tiledékben és a benne €16 szervezetekben
egyarant. A Balti-tengerben is honos csapdsugér (European perch) epéjében tobb mint 5 pg/kg
mennyiségben volt jelen a diklofendk hatéanyaga (UNESCO & HELCOM 2017).

A szennyvizbe befolyd kozegb6l vett mintdk diklofendk tartalmat vizsgaltdk meg
1,10 pg/g, a masodlagos iszapban 0,90 pg/g mennyiségben volt detektalhat6. A kutatas
bizonyitja, hogy a diklofenak kis mértékben, de felhalmozddott az iszapban, ami nem
elhanyagolhaté az eltdvolitasi folyamatok, valamint az iiledékben ¢él6 szervezetek
szempontjabol (Lonappan et at. 2016b).

A diklofenak akar 90%-0s hatékonysaggal bonthatd fotodegradacios folyamatokkal,
viszont gyakori, hogy a keletkez6 metabolitjai toxikusabbak, mint maga az alap hatéanyag, ami
jelentds hatassal lehet az él6 szervezetekre (Buser mtsai., 1998, Schulze mtsai., 2010).
Ugyanakkor alatamasztja azt a hipotézist, hogy szikség van (j eliminaciés modszerek

kidolgozasara.

3. 2. 3. Karbamazepin kijutasa a kérnyezetbe (CBZ)

A karbamazepin szintén megjelenik az UNESCO & HELCOM 2017-es kiadvanyaban
meghatarozott 20 leggyakrabban jelenlévd gyodgyszerek korében, mint gyakran alkalmazott
epilepszia elleni gydgyszer. Az emberi szervezetbdl a maj segitségével valasztodik ki, ahol
karbamazepin-10,11-epoxidda és mas szarmazekokka metabolizalédik (Reith mtsai., 2000,
Van Rooyen mtsai. 2002). A szajon at bevitt adag esetén a kivalasztédd mennyiség 72%-a
vizelettel, 28%-a széklettel tiriil ki a szervezetbdl és keriil a szennyvizbe és onnan tovabb az
¢lévizekbe (Zhang mtsai. 2008). Europa szamos orszagaban probaltak felmérni a karbamazepin
jelenlétét. Egy 6sszegz6 vizsgalat soran szamos europai orszag felszini vizébol vettek mintat a
(max. 294) ng/l, Finnorszagban 70 (max. 370) ng/l, Franciaorszagban 78 (max. 800) ng/l,
Németorszagban 24 (max. 110) ng/1, Svajcban 30-150 ng/l atlagos koncentraciokat tapasztaltak
a felszini vizekben (Gerencsérné mtsai. 2015). Németorszagban egy kutatads folyaman azt
tapasztaltak, hogy a szennyviz befolyasnal vett mintak karbamazepin szintje eléri 3000 ng/L-t,
amit a szennyviztisztitas kis mértékben tavolit el, igy nem meglepd, hogy Berlinben a felszini

vizmintakban 1075 ng/L koncentriciokban van jelen a karbamazepin. Mig a novekvd
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népességii Spanyolorszagban a szennyvizben mért CBZ mennyisége nem éri el az 500 ng/L
koncentraciot (Heberer 2002a, Zhang mtsai. 2008). A karbamazepin Eszak-Eurépéban is
gyakran alkalmazott gydgyszer, aminek hatasat a Balti-tenger vizéb6l szd&rmaz6 rengeteg
mintdban mért karbamazepin jelenléte is igazol. A tengerben tapasztalt atlag koncentracio 0,001
¢s 0,01 ug/L kozott detektaltak, illetve a mért legnagyobb koncentracio 0,1 pg/L-t kbzelitette
(UNESCO & HELCOM 2017).

3. 3. A gyogyszerhatoanyagok okotoxicitasa

A gyogyszerek hatdsa abban rejlik, hogy képesek befolyasolni az ¢élo szervezetek
kivil hagyni farmakologiai tulajdonsagaikat a kdrnyezetbe kikertilve, hiszen lehetséges, hogy
toxikus hatdssal vannak az ott €l6 organizmusokra vagy akar az emberre is. Annak ellenére,
hogy a vizi kérnyezetbe kikeriilé gyogyszerhatdanyagok mennyisége joval a letalis dozis alatt
van a legtobb vizi €lélényre nézve (pl. vizibolha), a hosszutavi, kis mennyiségii terhelés
okozhat kronikus, szubletalis karosodast a vizben é16 szervezetekben (Tkaczyk mtsai. 2021).

A gyogyszerek perzisztens hatdanyagoknak mindsiilnek, ugyanakkor a biologiai
aktivitasuk, bomlastermékeik még nagyobb karos hatast eredményezhetnek, mint maga a
kiindulasi anyag (Damasceno de Oliveira mtsai. 2016, Oropesa mtsai. 2016). A
gyégyszerhatdanyagok toxicitasa a nem célzott vizi szervezetekre nagyon kis mértékben ismert
a kutatok szédmara, fOként az egyes oralis fogamzasgatlok OsszetevOire korlatozodik.
Ugyanakkor a vizsgalatokat az is neheziti, hogy a szervezetekre gyakorolt hatas széles skalan
mozoghat, igy a tlineteket nem lehet mindig egyértelmiien Gsszekapcsolni a gydgyszerek
jelenlétével. A toxikus hatas megjelenhet a fiziologiai funkciokban, a szaporodasi
rendellenességben, karosithatja az endokrin rendszert vagy akar az embrionalis fejlédés
valamely szakaszat (Oropesa mtsai. 2016).

A tapasztalati eredmények azt mutatjak, hogy a vizi él6lényekre karos hatdssal vannak
tobbek kozdtt a NSAID-ok (ibuprofen, diklofenak), a szteroid hormonok (6sztrogén, androgen),
antidepresszansok, az epilepszia elleni szerek, az antibiotikumok (Xin mtsai. 2021, Brausch
mtsai. 2012).

3. 3. 1. NSAID-ok 6kotoxicitasa

Mint méar targyaltam korabban, a NSAID-ok a prosztaglandinok miikodésére vannak

hatassal, amik a szervezeteken beliil szamos fizioldgiai funkcidban jatszanak fontos szerepet,

mint a szaporodas és a hormonok termelése (Kholood 2021). Ebb6é1 adododan a letalis hatasokon
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tul szubletalis hatéssal lehetnek a NSAID-ok még kis koncentracidban is a vizi szervezetekre.
Kutatassal bizonyitottdk mar, hogy a NSAID-ok szivelégtelenseget, glikogén kimerilést,
csokkent pulzusszamot okoznak, illetve terratogén hatéssal jarnak a hal embridkra (pl.
zebradanio) (Gravel mtsai. 2009, David & Pancharatra 2009, Dietrich & Prietz 1999, Gravel &
Vijayan 2007).

A NSAID-ok akut hatésai a tesztszervezetek esetében leginkabb magas koncentraciokban
jelentkeznek, amelyek irredlisan magasak a kdrnyezeti koncentraciékhoz viszonyitva.
Ugyanakkor a kronikus hatasok mérheték olyan koncentraciok esetében is, amelyek
megegyeznek az vizi kdrnyezetbe kijutdé mennyiségekkel. Ezen talmenéen a kornyezetben a
kulonféle gyogyszerek keverékben, egyuttesen vannak jelen, ami felerdsitheti a kisebb
koncentracidban 1év6 hatdanyagok toxicitasat. Kilonféle NSAID-ok keverékének toxikus
hatdsat vizsgaltak Daphnia magnara (nagy vizibolha), ahol azt tapasztaltak, hogy a keveréek
toxicitasa jelentos volt abban az esetben is mikor az egyes gyogyszerek koncentracioja kilon-
kilon nem valtott ki toxikus hatast az allatokra (Parolini 2020). Hasonlo teszteket vegeztek el
harom NSAID keverekével (ibuprofen, diklofenak, paracetamol) a vandorkagylo (Dreissena
polymorpha) tesztallatra. A Kisérlet soran bizonyitottdk, hogy a keverék karositotta a
szervezetek DNS-ét a kornyezetbe kikeriild koncentraciok esetén, illetve megvaltoztatta az

oxidativ allapotukat, igy oxidativ stresszt okoztak az egyedekben (Parolini & Binelli 2012).

3. 3. 1. 1. Ibuprofen 6kotoxicitasa

Az ibuprofen toxicitasi vizsgalata soran az alkalmazott koncentraciok mg/L
mennyiseégek, amelyek joéval magasabbak a valos kornyezetben mért koncentracioktol, ezeért
jelentésebbekké valnak a kronikus és szubletalis végpontokat elemz6 vizsgalatok, amelyek
relevansabb eredményt adnak a kdrnyezetben lezajld eseményekr6l (Zur mtsai. 2018). Egy
Daphnia magnaval végzett mortalitast vizsgalo teszt szerint 3,97 mg/L feletti értékek esetében
50%-0s pusztulas tortént (Du mtsai. 2016). Hasonld eredményt ért el egy 14 napos kronikus
teszt vizibolhan, ahol a reprodukcié csokkenését az ECso = 13,4 mg/L koncentracional
tapasztaltak (Hayashi mtsai. 2008).

Az ibuprofen vizi szervezeteknél mar pg/L ddzisban is befolyasolta az antioxidansok és
meregtelenitési enzimek aktivitasat a kornyezetbe kikeriild koncentraciok esetében, ami
oxidativ stresszre utal. Ugyanakkor enyhe citogenotoxicitast figyeltek meg 0,2 pg/L-nél a
vandorkagylonal (Dreissena polymorpha), ami mar kdzelebb all a felszini vizekbe Kijutd
koncentraciokhoz, ami mar kézzel foghatd bizonyiték arra, hogy a kis mennyiségben 1év6

gyogyszer is képes kart tenni az él61ényekben (Parolini mtsai. 2011).
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A 0,01-2317 ng/L kozotti tengervizi koncentrécio a parti sin (Psammechinus miliaris)
megtermékenyitési képességeinek csokkenését okozta, mig a kozonséges tengericsillag
(Asterias rubens) fajt ilyen szempontbdl nem géatolta a gydgyszer jelenléte. Allivibrio fischeriv
baktériummal végzett Microtox teszttel vizsgéltdk az ibuprofen toxicitdsat, ahol a
biolumineszenciara képes baktériumra toxikusnak bizonyult az 1BU 10-2000 ng/L
koncentraciok kozott, ami mar a kornyezetbe kikeriilé mennyiségekkel megegyez6
koncentracié (Seigel mtsai. 2011, Zanuri mtsai. 2017). Egy maésik kutatasban az afrikai
harcsanal (Clarias gariepinu) az IBU szignifikansan, a koncentracio- és az idé fuggvényében,
ndvelte a vorosvértestek, a hemoglobin és a leukocitak szamat 0,28-0,48 mg/L koncentracidok
kozott (Ogueji mtsai. 2018).

3. 3. 1. 2. Diklofenak 6kotoxicitasa

A diklofenak kdrnyezetbe kikerult koncentracioi altalaban nem okoznak akut toxicitast a
vizben el6 szervezeteknél, viszont a kronikus Kitettség jelent6s karos hatassal jar. A toxicitas
mérésének egyik leggyakrabban alkalmazott és szabvanyositott modszere az akut
immobilizacids teszt, amellyel a DIC toxikus hatasait is vizsgaltak kulonféle, foként vizi
tesztallatokon (Lonappan mtsai. 2016a).

A diklofenak egy NSAID, amely stulyos majtoxicitast okoz az €16 szervezetekben, amit
Saccharomyces cerevisiae élesztdgomban is kimutatott Leeuwen és munkatarsai (2011).

A diklofenak az els6 olyan gyogyszer, mely bizonyitottan felelés magasabb rendi,
szarazfoldi fajok nagymértékii kipusztulasaért. Harom endemikus keselyi faj is veszélyeztetett
helyzetbe keriilt Dél-Azsiaban az allatgyogyaszatban igen gyakran alkalmazott diklofenak
miatt. A Keselyllk vizsgalata soran egyértelmilen meghataroztak, hogy a DIC
veseelégtelenséget, illetve zsigeri koszvényt okozott az érzékeny madaraknal, akik
diklofendkkal kezelt allatokat fogyasztottak (Swan mtsai. 2006).

A DIC toxicitasat vizibolhaval (D. magna) végzett mortalitas teszttel hataroztak meg,
ahol a 21 napos 2,00 mg/L-es expozicid utan kovetkezett be az 50%-0s mortalitas, illetve 0,50
mg/L koncentraciondl a petetermel6dés csokkenését tapasztaltdk (Du mtsai., 2016). Szintén 21
a vizibolhan negativ hatast a testhossz és névekedés ltemében, a peteszamban, valamint a
vedlési szamban. Ugyanebben a vizsgalatban a 96 o6ras 50 pg/L DIC-nak valo Kitettség a D.
magna eseteben jelentds valtozasokat okozott a méregtelenitéshez, novekedéshez, fejlodéshez

és szaporodashoz kapcsolodd gének expresszidjaban. Azt figyelték meg, hogy 24 éra elteltével
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a diklofenak gatlo hatéssal volt ezekre a génekre, majd 48 6rés expozicié utan pedig tdlzottan
expresszalodtak azok (Liu mtsai., 2017).

A vandorkagylon (D. polymorpha) végzett kronikus in vitro vizsgélatok szerint a novekvo
DIC koncentracié (0,001, 0,01, 0,1, 1 és 10 mg/L) a hemocitdk, a kopoltyl- és az
emésztémirigy-sejtek életképességét mar a legalacsonyabb vizsgalt koncentracional is
jelent6sen csOkkentette (Parolini mtsai. 2009). A lizoszomalis membranok destabilizalodéasat
érint6 citotoxikus hatast 250 pg/L DIC-nak val6 kitettseg utan figyelték meg, mikdzben a DNS
karosodasa megfigyelhetd volt az 6sszes koncentracio esetén (Parolini mtsai. 2011).

A nagy mocsaricsigan (Lymnaea stagnalis) végzett DIC szubletélis toxicitasat az
immuntoxicitas tekintetében kdrnyezeti szempontbdl relevans mennyiségekkel vizsgaltak (1-
10 pg/L) Boisseaux és munkatérsai (2017). Az eredményeik alapjan a diklofenak befolyésolta
a csigak hemocitainak immunkapacitasat és immunhatékonysagat a gyogyszer jelenlétében.

Szamos kutatas aldtdmasztja azt a hipotézist, mely szerint a DIC halélos hatast fejt ki a
vese-, gyomor- és bélrendszeri sz6vetek karosodasaval szamos gerincesben, peldaul a halakban.
A japan medakat a DIC kedvezétleniil befolyasolta a novekedést az embridfazisban, és
jelentésen csOkkentette, valamint késleltette a kikelést (Lee mtsai. 2011). A szivarvanyos
pisztrang eseteben a diklofenak kérnyezeti koncentracioknal is jelentds valtozasokat okozott a
hal biokémiai folyamataiban, valamint szovetkarosodast is eredményezett (Mehinto mitsai.
2010). A zebradanidval végzett teszteknél a DIC 2000 ug/L koncentracional az embridk
kikelését késleltette (Hallare mtsai. 2004).

3. 3. 2. Karbamazepin 6kotoxicitasa

A karbamazepin nagyjabdl 100 napos felezési idejével az egyik legtartosabb gyogyszer a
kornyezetben, amelyet a hagyomanyos viztisztitasi technolégiak kevesebb mint 10%-ban
képesek artalmatlanitani, ezért gyakran nagyobb mennyiségben van jelen a felszini vizekben
(Yan mtsai. 2015, Songlin és Ning 2016).

A legtobb CBZ toxicitasi tesztet vizibolhan, vagy valamilyen halon végzik, mivel ezek a
tesztallatok gyakran val6san kitettek a gyogyszer hatasainak. A vizibolha (D. magna) teszteknél
az elsdsziilések szama szignifikansan csokkent a CBZ expozicio hatasara, a termékenység min.
30%-0s csokkenését, valamint a testhossz csokkenését eredményezte egy 2019-es vizsgalat
soran (Tian mtsai. 2019). Alatamasztottak, hogy a Daphnia magna anyadk CBZ-kezelésnek vald
Kitettsége elosegitette a fejlodési rendellenességek novekedését az embridkban és befolyasolta

az ivarmeghatarozodast (Oropesa mtsai. 2016).
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Néhany kutatas szerint a CBZ negativan befolyasolja a natriumcsatornak fesziiltségét a
mediterran kagyloban (Mytilus galloprovincialis), illetve csdkkenti az egészségi allapotat és
oxidativ stresszt valtott ki (Martin-Diaz mtsai. 2009). Ugyanakkor a gyogyszerhatdanyag
fokozza a hemocitdk pusztulasat, noveli a szuperoxid-anion és a nitrogén-monoxid
koncentraciojat a mediterran kagyloban (Tsiaka mtsai. 2013).

Egy 7 napos expozicio kovetkeztében a vizibolhara (Ceriodaphnia dubia) vonatkozo
krénikus vizsgalatban a toxicitds 25 pg/L CBZ koncentréacional jelentkezett, mig a fiatal
zebradaniok (Danio rerio) esetében a kréonikus toxicitas 10 napos expozicié utan 25 mg/L
koncentracional kovetkezett be (Ferrari mtsai. 2003). Egy szintén zebradaniokkal végzett
kutatads eredményei azt mutatjak, hogy 122 mg/L-t61 felfelé nincs kikelés, és a novekedés
visszamarad 61,2 mg/L felett, illetve megfigyelhetévé valt a farok deforméacidja a CBZ hatasara
(Brandhof és Montforts 2010).

A kornyezetben el6forduld CBZ koncentraciok (1-5 pg/L) vizsgalata soran tapasztaltak
alapjan a karbamazepin megzavarta az embrionalis fejlodését és a viselkedését a
zebradanioknal (Qiang mtsai. 2016). A karbamazepin szamos vizi egyednél okoz viselkedési,
taplalkozasi zavarokat, negativan befolyasolja a szaporodast és a fejlédést (Branda™o mtsai.
2013, Quinn mtsai. 2008, Nentwig mtsai. 2004).

Az emlitett tudomanyos kisérletek mind azt mutatjak, hogy az epilepszia elleni gyogyszer
igen jelentésen képes befolydsolni a vizi ¢lolények fiziologiai miikodését, gyakran a
kozvetlenil nem kezelt generaciokra is hatassal van. Tehat a karbamazepin alacsony
koncentracioban is jelentds toxicitast mutat a vizi él6lényekre nézve, ezért a megjelenése a

kornyezetben fokozott figyelmet érdemel.

3. 4. A gybgyszerhatéanyagok eliminaciodja vizi 6koszisztémakbol

3. 4. 1. Fizikai-kémiai eljarasok

Jelen tudasunk szerint a kulonféle szennyviztisztitokon (kommunalis, ipari, korhazi)
keresztll keril ki a kdrnyezetbe a legtobb mennyiségli gyogyszer, illetve metabolitjai a felszini
vizeinkbe. Tehat a gyogyszerhatéanyagokkal valé kornyezeti terhelést leginkdbb a
szennyviztisztitasi technoldgiak segitségével csdkkenthetjik (Santos mtsai. 2007). A
szennyviztisztitok mikodési fazisainak tobbsége harom folyamatra oszthato: elsddleges
kezelés a szilard és olajos szennyezdanyagok eltavolitdsara, masodlagos biologiai kezelés az
oldott szervesanyagok eltavolitasara, valamint a harmadlagos kezelések a tapanyag

csokkentésére és fert6tlenitésre szolgal (Santos mtsai. 2007).
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A hagyomanyos szennyvizkezelési eljarasok, mint a flokkulacid, Ulepités,
csapadékképzés és eleveniszapos kezelés korlatozott kapacitassal képes alacsony
mennyiségben eltavolitani a mikroszennyezé anyagokat (Wang mtsai. 2016). Ezért szamos mas
hatékonyabb eljarast probaltak kifejleszteni a kis mennyiségben (ng/L, ug/L) jelenlévé
szennyezbdések eltavolitasara, mint az adszorpcio, ioncsere, fotokatalizis, oxidacios eljarasok,
ultraibolya sugarzas, reverz ozmozis, membrantechnologidk (World Health Organization
2012). A fejlettebb eltavolitdsi technolégidk annak ellenére, hogy hatékonyabbak a
hagyoméanyos madszerekhez képest, nem minden esetben képesek eliminalni a szennyvizekbe,
felszini vizekbe kikerllt gyogyszerhatéanyagokat. A gyogyszerek kémiai, fizikai, valamint
ellenalld tulajdonsagaiknak kdszonhetéen nagyon kiillonb6zd hatékonysaggal tavolithatok el a

szennyviztisztitas soran (Gerencsérné mtsai. 2015).

3. 4. 2. Biologiai eljarasok

A fizikai-kémiai modszerek gyakran nem elérhetéek, dragak es masodlagos szennyezést
okozhatnak egyes anyagok eseteben. Ugyanakkor szamos paraméter van, ami negativan
befolyasolja az eljaras hatékonysagat, mint az érintkezési id6, szennyezdanyag szerkezete, pH,
adalékanyagok. Az emlitett kémiai és fizikai eljarasok mellet lehetéségiink van bioldgiai Gton
eltavolitani a gyogyszereket, amelyek a leginkdbb koérnyezetbarat technologiak, valamint
tobbnyire koltséghatékonyabb eljarasok, mint a mar emlitett ketto.

A biologiai eltavolitasi médszerek folyaman valamilyen €l61ény segitségével vonjuk ki a
szennyezett kozegbdl a gyogyszerhatdanyagokat, esetiinkben a vizbol. A leggyakrabban a
gyogyszerek  biodegradaciojahoz, mineralizaciojahoz  valamilyen  mikroorganizmust
alkalmazunk, ez lehet gomba, alga vagy baktérium. A mikroorganizmus sejtjein belul torténik
a gyogyszerek biodegradacidja, ahol energia- és tapanyagforrasként hasznosulnak az enzimek
és a sejten beluli reakciok révén (Fekete 2019).

A legtobb szennyviztisztitd telepen eleveniszapos eljarast alkalmaznak, de a
hagyomanyos megoldasok kevésbé hatékonyak, illetve nehézkes a nyomnyi mennyiségben
jelenlévo szennyezések eltavolitasa, ezért ij megkdzelitésekre van sziikséglink. Wang és mtsai.
(2021) 6sszehasonlitottak a hagyomanyos eleveniszapos, anaerob-anoxikus-oxikus eljarast és
a membran bioreaktort kommunalis szennyviztisztitok és gyogyszergyartdk viz kezelésénél. A
vizsgalat sordn 37 antibiotikum eliminacids hatékonysaganak eredményeit hasonlitottak dssze,
ahol azt tapasztaltdk, hogy mindkét esetben a membran bioreaktor a legalkalmasabb az

antibiotikumok eltavolitasara.
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Szamos kutatds méar nem csak az eliminécios hatékonysdgot és annak befolyasold
paramétereit vizsgaljak, hanem kutatasokat végeznek, hogy milyen k6zoségek vannak jelen.
Tiwari és mtsai. (2017) tanulmanyaik soran megvizsgaltak, hogy milyen mikroorganizmusok
vesznek részt a szennyviz membran bioreaktorral valo tisztitasban. Vizsgélataik sorén
kimutattdk, hogy a dominans gyogyszerbontd baktériumok a proteobaktériumok és az
aktinobaktériumok osztalyaba tartoznak. Jelen voltak Pseudomonas, Microbacterium,
Raoultella ornithinolytica, Streptomyces fajok, illetve szamos gombafaj is.

A kiilonboz6 hatdéanyagok bontdsdra mas és mas mikroorganizmus képes, igy jelentdsen
hatékonyabb eltavolitasra lehet képes egy tudatosan Osszeéllitott konzorcium, ahol adott
hatéanyagokat megcélz6 baktériumokat egyittesen alkalmaznank a szennyezett vizek
tisztitdsahoz.

3.4.2.1. Az ibuprofen eltavolitasa baktériumokkal

A legkorabbi adatokat az ibuprofen baktériummal valo eltavolitasarol Chen és Rosazza
kutatoknak 1994-ben kiadott publikacidjanak koszonhetjuk. Az altaluk publikalt cikkben
bizonyitottak, hogy a Nocardia sp. (NRRL 5646) baktériumtorzs képes az ibuprofen bontasara
szOjalisztet és gliikdzt tartalmazo tapoldatban, illetve meghataroztak, hogy a biotranszformécio
soran alkohol és acetatszarmazékok keletkeztek (Chen Y. & Rosazza 1994). Annak érdekében,
hogy hatékonyabban miikodjon azon baktériumok felkutatasa, amelyek képesek az IBU
bontasra Zur és mtsai. (2018) tanulmanyoztak az IBU bioldgiai bontasanak mechanizmusat.

Ma mar szamos baktériumtorzsrol €s konzorciumrol tudjuk, hogy képesek bontani az
ibuprofent. Ezekhez a baktériumokhoz tartozik a Sphingomonas sp. lbu-2 térzs, amely képes
egyeduli szén- és energiaforrasként felhasznalni az ibuprofent asvanyisos tapkdzegben
(Murdoch & Hay 2013).

A szennyviztisztito teleprdl izolalt Patulibacter sp. 111 baktérium torzs élesztékivonattal
és triptonnal kiegészitett M9 és OD-2 tapoldatban mutatott hajlandosagot az IBU eltavolitasara
ug/L koncentrécio esetén. A tanulmanyban leirtak szerint az 111 térzs OD-2 tapoldatban 90 6ra
alatt 92%-ban bontotta az 50 ug/L kiindulasi koncentrécioju ibuprofent (Almeida mtsai. 2013).
Szintén telepiilési szennyviztisztitd teleprol izolaltak a Variovorax sp. Ibu-1 baktérium torzset,
amely képes egyedili szén- és energiaforraskent felhasznalni a gydgyszert. Az IBU-1 izolatum
asvanyisot tartalmazo taptalajban 150 6ra utan képes az IBU kozel 100%-0s eliminacidjara
(Murdoch & Hay 2015).

Egyes kutatdsok soran baktérium konzorciumot alkalmazd biol6giai uton tisztito

rendszert vizsgaltak ibuprofen, diklofenak és triklozan gydgyszerhat6anyagok eltavolitasara.
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Az eredményeik azt mutattdk, hogy az ibuprofen eliminalodott a leggyorsabban a harom
hatéanyag kozul, 45 nap utan 90%-0s csokkenést tapasztaltak. A konzorcium 38
baktériumtorzsbol allt, ahol tobbek kozott a Novosphingobium és a Sphingomonas fajok
bontottak az ibuprofent (Aguilar-Romero mtsai 2020).

Hasonl6 indittatasbol végeztek vizsgalatokat ibuprofen hatéanyag eliminacidjahoz
hasznalhato bioreaktorban Navrozidou és mtsai. (2019). Az altaluk alkalmazott baktérium
kdzdsség igen nagy részét az Alphaproteobacteria és Gammaproteobacteria fajok képezték. A
kdzdsség egyulttes bontasi hatékonyséaga elérte a 98,4%-o0s ibuprofen eltavolitast (Navrozidou
mtsai 2019).

Egy eleveniszapos szennyviztisztitast alkalmazd teleprél négy izolatum volt képes
bontani az ibuprofent: Sphingobium sp. 1bD51, Sphingopyxis sp. TrD1, Bacillus sp. GeD10,
Rhodococcus sp. EsD20. Ezek kozul az 1bD51 izolatum képes volt az ibuprofent 0,2 ng/L
koncentracioig bontani, ami jelentds lehet a kdrnyezetbe kikeriild valos gyogyszermennyiségek
esetén (Zhou mtsai. 2013).

3. 4. 2. 2. A diklofenak eltavolitasa baktériumokkal

A diklofenak egyike azoknak a gyogyszerhatdéanyagoknak, amelyek nagyfoku ellenallast
mutatnak a bioldgiai lebontassal szemben. Ennek ellenére napjainkig szamos kutatas keészilt a
diklofendk bioldgiai Gton valo eltavolitasarol. Ezekben a tanulmanyokban meghataroztak a
baktériumtdrzseket, a koztes termékeket, illetve ezek perzisztencigjat, toxicitasat egyarant,
hogy teljesebb képet kapjanak a diklofenak biotranszforméaciojaral.

Az Enterobacter hormaechei D15 baktérium izolatum egyike azoknak a torzseknek,
amelyekr6l mar tudjuk, hogy képesek bontani a diklofenakot egyediili szénforrasként, illetve
valamilyen kiils6 szénforras jelenlétében. A D15 izolatum 52,8%-0s diklofenak eliminacios
sebességgel rendelkezik kiilsé szénforras nélkiil, illetve gliikkoz jelenlétében ez 82%-ra nétt a
kisérlet folyaman (Aissaoui mtsai 2017h).

Hagyomanyos eleveniszapos technoldgiat alkalmazd szennyviztisztito teleprol izolaltak
egy baktériumtorzset, amely a Brevibacterium epidermidis fajjal mutatta a legnagyobb
hasonlésagot (99,5%). A baktérium képes egyeduli szénforrasként hasznositani a gyogyszert,
viszont acetat jelenlétében a hatékonysaga 35%-r0l 65%-ra novekedett. A kutatas arra is
ravilagit, hogy a bontési hatékonyséagra a legkedvezdbb hatéast a periodikus acetatos taplalas
jelenti, igy az 90%-ra novekedett (Bessa mtsai., 2017). A Labrys portucalensis F11
baktériumtdrzs szintén acetéat jelenlétében képes a teljes diklofenak bontasara 1,7 uM DCF

esetén 6 nap, 34 UM DCF esetén 25 nap alatt. Az acetét jelenléte nélkiil, képes egyedili
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szénforrasként is felhasznalni a gydgyszert, 1,7-34 uM kodz6tti kiindulasi koncentréacid esetén
70%-os produktivitassal képes eliminalni az oldatbdl (Moreira mtsai. 2018).

Ivshina és mtsai. (2019) a Rhodococcus baktériumok diklofenak hatdéanyagot bonto
képességliket vizsgaltak. Sikeresen izolaltdk a Rhodococcus ruber IEGM 346 torzset, amely
képes volt magas és alacsonyabb Kiindulasi koncentracié esetén is bontani a
gyogyszerkészitményt. A vizsgalatok alapjan glikéz jelenlétében a 50 pg/L Kiindulasi
koncentracional 6 nap alatt lezajlott a teljes bontas (lvshina mtsai. 2019).

Egy vizsgalatban négy baktériumot izolaltak, amelyek mind képesek bontani a
hat6anyagot. Az Enterobacter cloacae KB1 és a Klebsiella huaxiensis KB7 torzseket egy
szennyviztisztitd eleveniszapjabol nyertek ki, mig a Klebsiella aerogenesA KB18 és a Serratia
proteamaculans KB19 izolatumok egy vegyi gyar altal szennyezett talajmintabdl szarmaznak.
Ez a vizsgalat is alatamasztotta, hogy a baktériumok tobbsége kiegészitd tapanyag jelenlétében
hatékonyabban bontja a gyogyszeranyagot. A négy torzs koziil a legjelentésebb bontast az
Enterobacter cloacae KB1 torzs produkalta, 50 pg/L DCF-et metabolizalt 96 oOra alatt gliikoz
mellett (Zur mtsai. 2021).

Hasonlo baktériumokat (Enterobacter hormaechei, Citrobacter youngae, Arthrobacter
nicotianae és Pseudomonas sp.) alkalmaztak konzorciumkeént diklofenak, ibuprofen, illetve
szulfametoxazol eltavolitasara Aissaoui és mtsai. (2017a). Eredményeik alapjan a konzorcium
képes volt a DIC és IBU eltavolitasara glikoz jelenlétében. Az IBU teljesmértékben
eliminaciojat rogzitették, mig a DCF 56%-a metabolizaldédott 48 6ras inkubacié utan (Aissaoui
mtsai. 2017a).

3. 4. 2. 3. A karbamazepin eltavolitasa baktériumokkal

Annak ellenére, hogy a karbamazepin erds ellenallast tantsit a bioldgiai lebontassal
szemben szdmos kutatas célul tlizte ki olyan baktériumok izolalasat, amelyek képesek
eliminalni a gydgyszerhatdanyagot. Az egyik ilyen célbol telepilési szennyviztisztitd telep
iszapjabol izolalt baktériumtorzs a Pseudomonas sp. CBZ-4. A CBZ-4 képes nagyjabol 50%-
os hatékonysaggal eltavolitani a hatéanyagot 10-160 mg/L kozotti kiindulasi koncentracio
esetén alacsony homérsékleten (10°C-on). Viszont a Kis kiindulasi koncentréacidju
karbamazepint nem tudja bontani (Li mtsai. 2013).

A Streptomyces MIUG 4,89 izolatum alacsonyabb hatékonysaggal bontja a

karbamazepint, ugyanakkor a bontast alacsony kezdé koncentracio esetén is képes végrehajtani

(Popa Ungureanu mtsai 2015). Popa Ungureanu és mtsai. (2015) vizsgalataik soran azt
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tapasztaltak, hogy a Streptomyces MIUG 4.89 torzs képes 30%-o0s hatékonysaggal eliminalni a
CBZ-t 0,2 mg/L kiindulasi koncentraciénal vizalatti aerob rendszerben.

A Rhodococcus rhodochru baktériummal végzett karbamazepin bontési kisérletek szerint
a baktérium képes alacsony hatékonysaggal (15%) elimindlni a 9,5 ppm Kiindulasi

A kinai szennyviz eleveniszapbdl izolalt Acinetobacter sp. HY-7 baktériumtrzs 48%-o0s
hatékonysaggal képes felhasznalni a karbamazepint, mint egyedili energiaforrds 10 napos
inkubacié utan (CUI mtsai. 1992).

Igen hatékony karbamazepint bontast értek el Labrys portucalensis F11
baktériumtdrzzsel alacsony koncentraciok esetében is Bessa és mtsai. (2019). A baktériumtorzs
egyedili szénforrasként és acetatos kiegeszitéssel is képes volt teljesen bontani 2 nap alatt a 2
uM CBZ-t. Magasabb koncentracioknal az acetat jelenléte gyorsitotta a bontési folyamatot. A
bontés teljesen véghement 21,35 uM CBZ koncentracioig, 23, illetve 20 nap alatt acetat nélkil
és acetat jelenlétében. A torzs 42,69 uM koncentracional is 95%-nal jobb hatékonyséaggal
eliminélta a CBZ-t egyediili szénforrasként, acetat jelenlétében a bontas 99%-ra novekedett. A
tanulmanyban a bontas mechanizmuson kiviil tanulmanyoztak a keletkez6 metabolitokat és
azok toxicitasat, illetve a f6bb biotranszformacids titvonalakat is meghataroztak (Bessa mtsai.
2019).
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4. ANYAG ES MODSZERTAN

4. 1. Elézmények

A kutatdsom soran felhasznalt baktériumokat egy el6z6 kutatds keretein bellll egy
bakterialis  biofilmb6l izolaltdk  szelektiv ~ dusitasi  technika  segitségével
gyogyszerhatéanyagokat (diklofenak, ibuprofen és karbamazepin) hasznalva, mint egyeduli
szén és energiaforras. A bakterialis biofilm mintdk 2019-ben lettek begyiijtve Magyarorszag
kdzponti régidjabol egy kéolajszénhidrogénekkel szennyezett talajvizb6l. Jelen kutatas soran
vizsgélt harom gyogyszerhatéanyag az ibuprofen, a diklofenék és a karbamazepin szerkezetileg
hasonlésadgot mutatnak az aromas szénhidrogénekkel, mivel szintén tartalmaznak aromas
gylriiket. Ebb6l addédodan, valamint annak koszonhetéen, hogy a biofilmben jelenlévd
mikroorganizmusok valtozatos metabolikus képességet mutattak feltételezheté volt, hogy a
biofilm tartalmazhat, olyan baktériumokat is, amelyek képesek az A&ltalunk kivalasztott
gyogyszerhatdanyagok bontasara vizes fazisokbdl.

A vizsgélatba vont izolatumok fajszintli azonositasa a 16S rRNS fajspecifikus
génszekvenciak baziselemzése alapjan tortént. A torzsek gyogyszerbontd keépességének
meghatarozasa reszasurinos cloteszteléssel, illetve nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (HPLC) valosult meg. A korabban kapott eredmények alapjan a
legjobb bontdképességgel rendelkezé izolatumokat vontuk be a jelen kutatasba ugy, mint a
legjobb diklofenak bontd Stenotrophomonas humi DIC 5, az ibuprofen bonté Rhizobium
daejeonense IBU_18, és a karbamazepin bont6 Nocardioides carbamazepini CBZ_ 1 és

Brevundimonas mongoliensis CBZ_3.

4. 2. A kivalasztott baktériumtorzsek jellemzése

A kordbban megvizsgalt izolatumok kozil a Stenotrophomonas humi DIC-5-0s torzs
glikoz (3 g/L) jelenlétében asvanyi tapoldatban 100%-os diklofenak lebontésra volt képes 1,5
mg/L kiindulé diklofendk koncentraci6 mellett. Altalanossagban elmondhat6, hogy a
Stenotrophomonas nemzetség tagjai fontos Okologiai szerepet jatszanak a nitrogén- és a
kénciklusban, gyakran allnak szoros kapcsolatban a novényekkel, segitve a ndvekedésiket,
valamint védelmet biztosit a névények szdmara egyes kérokozokkal szemben (Heylen és mtsai.
2007). Ezenkivil a nemzetségnek fontos szerepe van a kiilonboz6 természetes és mesterséges
eredetli szennyezdanyagok eltavolitasaban is, mint a policiklusos aromas szénhidrogének, vagy

fenolos vegylletek (Ryan és mtsai. 2009).
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A Rhizobium daejeonense 1BU-18-as torzs 47%-os ibuprofen bontast mutatott két hét
inkubacié utan 1.5 mg/L kiindul6 ibuprofen koncentréacié mellett, élesztékivonatot (0,05 g/L)
is tartalmazé asvanyi tesztoldatokban. Altalanossagban elmondhatd, hogy a nemzetség
képviseldi szoros kapcsolatban allnak a hiivelyes ndvények gyokereivel, illetve hajlanddsagot
mutatnak a cianidok bontasara (Quan és mtsai. 2005).

Az elbzetes vizsgalatok alapjan a karbamazepin bontasara két torzs is hajlanddsagot
mutatott: a Nocardioides carbamazepini CBZ_1 és a Brevundimonas mongoliensis CBZ_3-as
baktériumtorzsek. A N. carbamazepini CBZ_l1-es izoldtum a vizsgélatok alatt 14%-0s
karbamazepin bontasra volt képes 0,05 g/L élesztOkivonatot tartalmazéd tesztoldatban; a
karbamazepin kiindulé koncentrécioja szintén 1,5 mg/L volt. A B. mongoliensis CBZ_3
baktérium 33%-0s karbamazepin (kiindulé koncentracié 1,5 mg/L) bontasra volt képes gliik6zt

(0,5 g/L) is tartalmazd asvanyi tesztoldatban egy honap alatt.

4. 3. Egyutt-tenyésztési vizsgalatok

Az egyitt-tenyesztési vizsgalatok elvégzésenek a célja az Altalunk Kkivalasztott
baktériumokbol egy konzorcium létrehozasa, amelyben az egyes tagok metabolikus képességei
Osszeadddnak, kiegészitik egymast, mikdzben a konzorcium tagjai nem akadalyozzak egymas
szaporodasat. A vizsgalatok sordn optimalis novekedési korulményeket biztositva
tanulmanyoztuk a négy izolatum egymashoz valé viszonyulasat, a szaporodas esetleges
gatlasat. Az egyitt-tenyésztesi vizsgalatokat két tenyésztéstdl fliggd modszer alkalmazasaval

vegeztik el, a keresztcsikozasos, illetve az agardiffizios lyuk-teszt segitsegével.

4. 3. 1. Keresztcsikozasos modszer

A mobdszer segitségével tanulmanyozhaté a mikrobak antagonizmusa, vagyis, hogy
termelnek vagy sem specifikus gatlé anyagokat az egyltt szaporodas soran. Ezek a gatld
anyagok egy masik fajhoz vagy torzshodz tartozé mikrobakat megdlhetik vagy reverzibilisen
gatolhatjadk  szaporodasukban. A modszer folyaman aktiv, szaporodasban 1évé
baktériumtenyészetet oltottunk a szilard agar feluletére (R2A). Ezt kovetéen a tobbi
vizsgalandd baktériumbol erre a tenyészcsikra merdleges csikokat oltottunk, amilyen kozel
csak lehetett anélkil, hogy a kiilonb6z6 baktériumokbol huzott csikok 6sszeérjenek (6. &bra).
A vizsgélando baktériumok leoltdsat kovetéen a Petri csészéket egy hétig inkubaltuk. Az
inkubacié utan a lemezeket a leoltott izolatumok tenyészcsikjai kozott kialakult gatlasi zona

hianya vagy megléte alapjan értékeltiik ki. Amennyiben a tesztelend6 izolatum antibiotikumot
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termel, az bediffundal az agarba, igy meggatolja a mellé oltott baktérium szaporodasat. A

vizsgélatot mind a négy izolatumra kulon-kilon elvégeztik.

L.antibiotikum” termel6
baktérium

Teszt baktérium

Teszt baktérium

6. Abra. A mikroorganizmusok leoltasa keresztcsikozasos tesztben (sajat abra)

4. 3. 2. Agardiffuzios lyuk-teszt

Az agardiffuziés lyuk-teszt Iényege szintén annak megallapitasa, hogy valamely
vizsgalandd izolatum szaporodasa soran termel-e olyan anyagokat, anyagcsere termékeket,
amelyek egy masik izolatum ndvekedésere gatld hatassal vannak.

A vizsgélat sordan els6 Iépésként a teszthez szlikséges 24 oOras aktiv
baktériumtenyeszeteket folyékony ,,Rich” tapoldatba (10 g protedz pepton, 2 g huskivonat, 5 ¢
kazamindsav, 5 g élesztékivonat, 2 g glicerin, 1 g MgS04-7H20, 0,05 g Tween 80, 10 g gliikoz,
1000 ml desztillalt viz, pH 7.2, sterilizalas 121°C 20 min) oltottuk (1 kacsnyi baktérium) és 28
°C-on, 130 rpm razatas mellett egy héten keresztll szaporitottuk.

Az egyutt-tenyésztési vizsgalat napjan, a vizsgalt baktériumokbdl fiziologias séoldatban
ODsoonm=1 optikai denzitasu szuszpenzidkat készitettlink 24 oras tenyészetekbdl. Az egy hetes
,,Rich” tapoldatban felszaporitott baktériumszuszpenziokbol 50 ml-t lecentrifugaltunk és a
kapott felliluszot hasznaltuk az egyitt-tenyesztési vizsgalatokhoz. A 35 °C-ra visszahiitott,
sterilre sziirt (0,2 um), 2,3,5-trifenil-tetrazolium Klorid oldatot tartalmazé (1%-os TTC oldatbol
500 pl-t adunk 50 ml Nutrient agarhoz) Nutrient tapagart 200 pL ODeoonm=1
baktériumszuszpenzidval oltottuk be és steril flilke alatt Petri-csészékbe dntottik ki (20 ml). A
baktériumot tartalmazo tapagar megszilardulasa utan steril pipettahegy segitségével 7 mm-es
lyukakat furtunk az agarba. Annak érdekében, hogy baktériummentes feltiliszot kapjunk az
inkubalt ,,Rich” tenyészetekb61 50 ml-t lecentrifugéltunk 2360 g 20 percig és a feltluszét 0,2
um membranszirdn is atszirtiik. A baktérium mentes felliluszobdl a mar Iétrehozott lyukakba
pipettaztunk (7. abra). A felliluszd tartalmazhat adott baktérium altal termelt antimikrobialis

anyagokat, igy a lyuk szélétél koncentrikus korokben belediffundalt gatlo anyag feltisztulasi
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z6néat alakit ki, ami ,,fehér” marad. Viszont a TTC jelenlétének koszonhetéen az agar azon
részei, ahol az agarba beoltott baktériumok képesek ndvekedni, rozsasziniivé valnak. A
kialakult feltisztulasi zonak méreteinek elemzésével kovetkeztetni tudunk a gatlas meglétérol,
mértékér6l. Amennyiben az egylitt-tenyésztési vizsgalatok eredmeényei azt tiikrozik, hogy a
baktériumok nem hatraltatjdk egymas szaporodasat és nincs gatlasi zona, feltételezhet6en
alkalmasak lesznek egy baktérium konzorcium kialakitaséara.

Feltldszd 1

A tapagarba
beoltott
baktérium

Feliliszo 2

Feliliszoé 3

Gétlasi z6na

7. Abra. Agardiffizios lyuk-teszt sematikus abréja (sajat abra)

4. 4. Terminalis Restrikcidés Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP) vizsgéalat

Annak érdekében, hogy a vizsgalatok sordn a Kkialakitott konzorciumot alkoto
baktériumtdrzsek kozosségen belili relativ abundanciajat és abundancia valtozasat nyomon
tudjuk kovetni Terminalis Restrikcios Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP) vizsgalatot
vegeztink. A T-RFLP olyan molekularis bioldégiai mddszer, amely segitségével képesek
vagyunk tobb baktériumbdl allo kozossegek diverzitasanak, strukturajanak, szerkezetbeli
valtozasanak nyomon kovetésére. A modszer alkalmazésa soran a baktériumok 16S rRNS
génjének nukleotid szekvencidja egyfajta ,,ujjlenyomatként” funkcional. A 16S rRNS gének
filogenetikai markerként vald felhasznalasa lehetéséget teremt arra, hogy viszonylag gyorsan
és a hagyomanyos tenyésztéses mikrobioldgiai mddszerekkel ellentétben, fuggetlenil a
tenyésztés modjatdl, meghatarozzuk a bakterialis kbzdsség tagjainak egymashoz viszonyitott
relativ gyakorisagat (Révész 2016).

Az elemzéshez els6 Iépésként szilkség van a genomi vagy a kozossegi DNS izolalasara.
Ezt kdvet6en, az izolalt DNS-ek 16S rRNS génszakaszait fluoreszcensen jeldlt forward primer
segitségével szaporitjuk fel PCR utjan. A fluoreszcenssel jelolt PCR amplikonokat restrikcios
emésztésnek vetjik ala. Az igy kapott restrikciosan emésztett, egyik végikon fluoreszcenssel

jelolt, kiilonboz6 hosszisagn DNS szakaszokat Kapillaris gélelektroforézis utjan vélasztjuk
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szét. Az elvalasztott DNS fragmenteket egy fluoreszcens detektor detektélja és a fragmentek
hosszdnak  meghatdrozdsa szoftveresen torténik egy bels6 molekulastlymarker
felhasznalasédval. A T-RFLP vizsgalat soran egy elektroferogramot kapunk. A T-RFLP
elektroferogramok (T-RF-ek) elemzésével meghatarozhaté a kdzdsségalkotd taxondomiai
egységek abundancidja (csucs alatti teriilet), a csticsok szamabol kovetkeztethetiink a kozdsség
diverzitdsara. A kutatdsomhoz el6szor a tiszta baktériumtenyészetekre (DIC 5, IBU 18,
CBZ_1 és CBZ 3-as izolatumok) jellemzé T-RFLP profilokat hataroztuk meg, majd a
kés6bbiekben a kiilonboz6 idépontokban vett mintdk T-RFLP mintézatat is megallapitottuk. A

folyamat Iépéseit a kovetkez6 fejezetekben részletesebben bemutatom.

4. 4. 1. DNS izolalas

A genomi és kozosségi DNS izolalast a DNeasy® UltraClean Microbial Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) segitségevel végeztiik, a gyartdé altal megadott utasitdsok alapjan. Az
izolaldsi modszer gyors es megbizhato eljards, mivel a DNS a sokoncentracioknak
koszonhetden képes megkotddni a szilika membranon, mig a feltart sejt tobbi alkotéeleme nem.
A munka sordn a sejtek feltardsa lizis pufferek, h6, valamint mechanikai roncsolas
alkalmazasaval tortént. A sejt feltarasat kovetden centrifugalassal atfolyatjuk a sziirén a
sejtalkotokat tartalmazo oldatot mikozben a DNS a membranon megkotédve izolalodik. Ezt
kovetden szlikségszerii a DNS mosasa, illetve elucioja a megfeleld szeparalas érdekében. A

DNS izolalas sikerességét, megfeleld mindségét agardz gélelektroforézissel ellendriztlk.

4. 4. 2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A polimerdz lancreakcié (polymerase chain reaction) molekularis bioldgiai eljaras
segitségével lehetdségiink van arra, hogy egy mintaban a kis mennyiségben jelenlévé DNS
altalunk Kivalasztott szekvenciajat in vitro moédon amplifikaljuk. Az eljaras lényege, hogy a
DNS adott szakaszdt DNS-szintézisen alapuld ciklikusan ismétlodé folyamattal fel lehet
szaporitani. A harom szakasz 32 cikluson keresztuli ismétlésének kdvetkeztében a DNS termék
exponencialis Gtemben amplifikalodik (10°-10° kdpia). A modszer rendkiviil érzékeny ebbdl
adodoan rengeteg alkalmazasi lehetdség rejlik benne (Nyitray és Pal 2013).

Az altalam elvégzett PCR vizsgalatok alkalmaval, amely soran amplifikaltuk a genomi
vagy kozosseégi DNS mintédk 16S rRNS génszakaszait, 1 mintdhoz 25 pL térfogatd kiindulasi
elegyet készitettlink, amelyhez sziikseg volt 0,25 uL Dream Taq pufferre, 5 uL dNTP-re (0,2
mM), 0,25 uL (0,1 uM) fluoreszcensen jelolt Forward primerre (27f VIC), 0,25 pL (0,1 uM)
Reverse primerre (1492r), 0,125 uL (1 U) Dream Taq polimerézra, 13,875 pL desztillalt vizre
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(dH20), 2 uL BSA-raés 1 uL DNS templatra. A vizsgalat teljessége érdekében negativ kontrollt
is készitettlink, amelybe minden més kerullt a DNS-en kivil. A PCR reakci6 a ProFlex PCR
System (Applied Biosystems Life Technologies) késziilékben zajlott. A PCR-termékeket itt is

agaroz gélelektroforézis alkalmazasaval ellendriztik le.

4. 4. 3. Agaroz gélelektroforézis

Az elektroforézis vizsgalatokhoz az 1%-os agar6z gélt készitettiink TBE pufferben
(10,8 g Tris; 10,5 g bdrsav; 0,93 g EDTA-Na; 1000 cm3 desztillalt viz), amihez 1%-0s etidium-
bromidot adtam a DNS vizualizalhatésaga érdekében. A homogenizélt elegyet gélkadba
ontottik megszilardulasig. A futtatokadba helyezést kovetden a gélbe kialakitott els6 zsebbe 2
ul DNS létrét pipettaztunk (viszonyitési alapként szolgal a DNS méretének a megallapitasahoz),
illetve a tObbi zsebbe a megvizsgalni kivant PCR termékeket pipettaztunk. A futtatokadban
120 V-on 20 percig véegeztiik a gélelektroforézist, majd ezt kovetéen UV fényben detektéltuk a

mintakat.

4. 4. 4, Restrikcios emesztés

A T-RFLP soran alkalmazott restrikcios endonukleazok képesek adott ponton hasitani a
16S rRNS genszakaszok mindkeét szalat, mivel felismernek bizonyos nukleotid szekvenciakat.
[gy kiilonboz6é hosszlsagu jeldlt (terminalis restrikcios fragment) és jeldletlen DNS szakaszok
(fragmentumok) keletkeznek (Nyitray és Pal 2013). A kutatas soran el6szor a baktériumtorzsek
genomi, majd a mintakbol szarmazo kdzdsségi DNS mintak 16S rRNS amplikonjait vetettiik
ala restrikcios emésztésnek. Az altalunk alkalmazott restrikciés enzim az Alul (AG1CT;
Thermo Scientific™). Az amplikonok restrikcios emésztése 37°C-on 60 percen keresztiil
tortént. Az elegybe 10 uL DNS templat, 2 uL Tango Buffer, 0,3 uL Alul enzim és 7,7 uL MQ

viz kerlt.

4. 4. 5. Etanolos precipitacio

A tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez a mintak etanolos precipitalasara volt szilkség a
megfeleld tisztasagu minta eléréséhez. A folyamat soran az etanol mellet natrium-acetatot is
hozzaadtunk az elegyhez, hogy az emésztésbol visszamaradt puffert, illetve a PCR sorén fel
nem hasznalt dNTP maradvanyok ne zavarjak a vizsgalatokat (Nyitray és Pal 2013). A
kivalasztasi folyamatban 1 mintara nézve 62,5 pL 96%-0s etanolt, 3 uL 3M-0s natrium-acetétot,
illetve 14,5 pL desztillalt vizet hasznéltunk. Ezt kovette a homogenizalas, majd

szobahOmérsékleten vald inkubalas 10 percig. A mintdkat 4°C-on 25 percig 2360 ¢
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centrifugéaltam, majd a felliluszot eltavolitottuk. A visszamaradt pelletre 180 uL 70%-o0s etanolt
pipettaztunk, majd ismeételten centrifugaltuk (4°C-on 20 min 2360 g) és a feluliszot ezt
kovetden ugyanugy eltavolitottuk. A visszamaradt templatot 1 percig 500 g-n szaritottuk, majd
miutan hagytuk elpérologni a maradék alkoholt 25 pL desztillalt vizet adtunk mindegyik
mintdhoz és a DNS mintét reszuszpendaltuk.

4. 4. 6. T-RFLP vizsgéalat

A T-RFLP analizishez a fluoreszcensen (VIC) jel6lt, Alul restrikcids enzimmel emésztett
és tisztitott amplikonokat hasznaltuk fel. A reakcid végbemeneteléhez minden tisztitott
mintdbol 1 uL DNS templatot hasznaltunk fel, amelyhez 18 pL Hi-Di formamidot és 0,4 ul
meghatarozott hosszusagu bels6 L1Z 1200 standardet adtunk hozza. A terminalisan jeldlt
fragmenteket ABI 3130 Genetic Analyzer segitségével valasztottuk szét és detektaltuk. Az
eredményként kapott elektroferogramokat szoftveres elemzés ala vetettiik és a GeneMapper

szoftver segitsegével értékeltik Ki.

4. 5. A konzorcium gyégyszerhatéanyagbontd képességének vizsgalata asvanyi

tapoldatban

A vizsgéalat folyaman 100 ml Bushnell-Haas asvanyi tapoldatot (0,2 g MgSO4, 0,02 g
CaCl2, 1 g KH2PO4, 1 g K2HPO4, 1 g NH4NO3, 0,05 g FeCI3x6H20, 1 L desztillalt viz) 1,5-
1,5 mg/L gydgyszerhatoanyag keverékkel (1:1:1, diklofenak, ibuprofen, karbamazepin)
egészitettink ki, valamint éleszt6kivonatot (0,3 g/L) és glikozt (3 g/L) adtunk a
tesztoldhatokhoz, mint ko-metabolikus szubsztratok. A tesztoldatokat 100 pL (ODeoonm =1)
mind a négy baktériumtorzset tartalmazo baktériumszuszpenzioval oltottuk be. Az igy kapott
elegyet 27°C-on folyamatos rézatds mellett inkubaltuk, megfelelé koriilményeket teremtve a
baktériumok szaporodasahoz. A vizsgalatokat 3 parhuzamosban végeztik abiotikus kontroll
mintak kiséretében. A tesztoldatokbdl steril koriilmenyek kozott, elszivofulke alatt vettiik
mintat heti rendszerességgel (4 hét). Az alkalmazott harom gyogyszerhatdéanyag (diklofenak,
ibuprofen, és karbamazepin) koncentraciocsokkenését HPLC  (hagyhatékonysagu
folyadékkromatografia, Chromaster Hitachi) segitségével hataroztuk meg kiilonb6z6
idépontokban.

A vizsgalat végén a tesztoldatokbdl kbzdsségi DNS-t izolaltunk és elvégeztiik a mintak
16S rRNS gén alapu T-RFLP vizsgalatat.
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4. 6. A konzorcium gyogyszerhatéanyabontd képességének vizsgalata természetes

vizmintaban

A BHB &svéanyi tapoldatban vizsgalt gyogyszerbontas laboratoriumi kérilmények kdzott
zajlott, tehat az itt kapott eredmények nem feltétleniil tikrozik egy esetleges gyakorlati
alkalmazas soran fellép6 koriilményeket, paramétereket. A BHB asvanyi tapoldat az altalunk
beoltott baktériumokon kivil nem tartalmazott mas mikroorganizmust, mig egy természetes
vizminta tartalmazza az autochton baktériumkdzosséget, amely akéar negativ hatést is kifejthet
a konzorcium aktivitasara vonatkozoan. Az el6zéekbdl kiindulva vizsgaltuk meg az altalunk
létrehozott konzorcium gyogyszerhatéanyag bonté képességét természetes vizmintaban is. A
vizmintékat a godolloi Rakos-patakbol vettik. A kisérlet soran 100 mL vizmintat 250 pL
ODsoonm=1  konzorciumot tartalmazé baktériumszuszpenziéval oltottunk be és
szobahOmérsékleten inkubaltuk 145 rpm mellett. A korébban tapasztaltak szerint a
konzorciumnak sziiksége van ko-metabolikus szubsztratokra is a hatékony bontashoz ezért
egyes vizmintakba glikozt (3 mg/L), élesztékivonatot (0,3 mg/L) €s ammonium-nitratot (1
mg/L) adtunk, hogy cl6segitsiik a konzorcium tagjainak fejlodését, ezaltal pedig a lebontast.
Minden esetben a konzorcium mellett jelen wvolt a patakviz mintak autochton
baktériumkozossege is. A természetes vizmintat tartalmazd tesztoldatok mindharom
gyégyszerhatoanyagot (ibuprofen, diklofendk, karbamazepin) 1,5-1,5 mg/L koncentracioban
tartalmaztak. A vizsgalatokat harom parhuzamosban végeztiik, a gyogyszerhatdéanyagok
felhasznalasaval. A kutatas ezen szakaszaban kiilonboz6 beallitdsokban, 3-3 parhuzamosban
vizsgaltuk meg a konzorcium bontdképességét, amelyet a 3.tablazat foglal 6ssze. A vizsgalat
vegén T-RFLP-vel hataroztuk meg a baktériumkozosség szerkezetét, illetve mutattuk ki a

konzorcium tagjainak jelenlétét a mintakbol.

3. Tablazat. Vizsgalati kombinaciok

Rakos-patak viz + gyogyszerhatdéanyagok

Rakos-patak viz + gyogyszerhatdéanyagok + konzorcium

Rékos-patak viz + gydgyszerhatdanyagok + gliikdz és élesztdkivonat

Réakos-patak viz + gydgyszerhatoanyagok + gliikdz és élesztokivonat + konzorcium
Rakos-patak viz + gyogyszerhatéanyagok + NH4NO3

Rakos-patak viz + gyogyszerhatdéanyagok + NH4NO3 + konzorcium

Réakos-patak viz + gyogyszerhatoanyagok + glikkdz és élesztokivonat + NH4NO3
Réakos-patak viz + gyodgyszerhatéanyagok + glikkoz és élesztOkivonat + NHiNOs +
konzorcium
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5. 1. Egyutt-tenyésztési vizsgalatok

5. 1. 1. Keresztcsikozas modszer

A vizsgalat sorén egyik dsszeéllitas esetében sem tapasztaltunk gatléhatéast a vizsgalt
baktériumok tesztcsikjai k6zott. Amint a 8. dbran is jol lathat6, a vizsgalat szerint a négy
izolatum alkalmazhat6 konzorcium forméajaban, hiszen egyik sem befolyasolja negativan a

masik szaporodasat sajat szaporodasa révén, a tesztcsikok kozott nincs feltisztulasi zéna.

8. Abra. A tesztelt izolatumok egyiitt-tenyésztési vizsgalata keresztcsikozassal
(sajat kép)

5. 1. 2. Agardiffazids lyuk-teszt

A mddszer alkalmazasa soran azt tapasztaltuk, hogy a CBZ-1-es izolatum vizsgalatara
nem volt alkalmas ez a modszer, mivel a CBZ-1 baktérium agarba oltva nem volt képes az
inkubacios id6 alatt névekedni. Ebb6] fakadoan a CBZ-1 izolatummal nem végeztiik el a tesztet.
A modszer alkalmazhat6 volt viszont a masik harom izoldtum esetében. A kapott
eredményekbdl megfigyelhetd, hogy a ,,Rich” tapoldatban tenyésztett CBZ-1-es izolatumbol
szarmazé felulUszo gatlasi zona kialakulasat eredmeényezte a tapagarba fart lyukak koral (9.
abra). Az izolatum feluliszéja enyhe gatlast fejtett ki az IBU-18 és a DIC-5 izolatumokra nézve,

viszont er6sebb ndvekedésgatlast gyakorolt a CBZ-3-as baktériumtorzsre.

9. Abra. Egyiitt-tenyésztési vizsgalatok agardiffuzios lyuk-teszttel (sajat kép)
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Osszességében a két egyitt-tenyésztési vizsgalatbol az lathatd, hogy az altalunk
Kivalasztott négy baktériumtorzs alkalmazhaté konzorcium Kialakitdsahoz. Megemlitendd,
hogy a CBZ-1-es izoldtum enyhe gétlast fejt ki a tobbi baktériumtdrzs novekedésére az
agardiffuzios lyukteszt alapjan, viszont megitélésiink szerint ez az enyhe gatlas nem zérja ki a
torzsek egylittes hasznalatat.

5. 2. A konzorcium gyégyszerhatéanyag bontd képessége asvanyi tapoldatban

A Kialakitott konzorcium gydgyszerhatéanyag bont6d képességét asvanyi tapoldatban a
10. abra szemlélteti. A négy hetes vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a konzorciumban jelen
1évé baktériumok lebontottak a karbamazepin 30,6%-at, a diklofendk 72,6%-at; mar egy hét
alatt a konzorcium 100%-ban lebontotta az ibuprofent. A kutatds folyaméan a
gyogyszerhatoanyagok lebontasi sebessége valtozo volt. Mig az ibuprofen méar egy hét alatt
szinte teljesen és a diklofenak kozel fele lebomlott, addig a karbamazepinnél a harmadik és a
negyedik héten volt tapasztalhato nagyobb intenzitasu koncentracio csokkenés (10 a, b, ¢ abra).

Az abiotikus kontroll mintak esetén csekely koncentracié csokkenést tapasztaltunk.

Karbamazepin (BHB 1,5 mg/L) Diklofensk (BHB 1,5 mg/L)
- -
En i Sy, I
2 L 9 g
€ 08 © 08 3 1 T
8 ! ? |
5 04 E 04 I J
. g
0 g0
To - T2 T3 Ta 10 15! n 3 1
1d6 (hetek)
1d6 (hetek) b
a CBZ Kontrol CBZ DIC Kontroll DIC
Ibuprofen (BHB 1,5 mg/L)
—_ 1’6 é T
s - i
21,2 r ;
uo - -
Eos
0
S04 I
-
5 T0 T T2 3 T4
4
1d6 (hetek)
C. IBU Kontroll IBU

10. Abra. A konzorcium a.) karbamazepin bontasa, b.) diklofenak bontasa, c.) ibuprofen

bontésa asvanyi tapoldatban
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5. 2. 1. A konzorcium T-RFLP vizsgélata BHB asvanyi tapoldatban

A T-RFLP profilok alapjan meghatéroztuk, hogy az egyes izolatumokra, milyen
hosszisagu (bp) T-RF-ek jellemzéek (11. abran).

Stenotrophomonas humi DIC_5 (71 bp T-RF) A

Brevundimonas mongoliensis CBZ_3 (125 bp T-RF)

a v h M!L.w
@ 120 0 20

Rhizobium daejeonense 1BU_18 (202 bp T-RF)

i Nocardioides sp. CBZ_1 (232 bp T-RF) D

e —

11. Abra. A baktériumok genomi 16S rRNS génjei alapjan kapott T-RFLP
elektroferogramok: A. DIC-5 izolatum, B. IBU-18 izolatum, C. CBZ-3 izolatum, D. CBZ-1

izolatum
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A Stenotrophomonas humi DIC-5-6s izolatumra a ~71 bp, a Rhizobium daejeonense IBU-
18-as baktériumtdrzsre 202 ~bp, a Brevundimonas mongoliensis CBZ-3-as baktériumtorzsre a
125 bp, mig a Nocardioides carbamazepini CBZ-1-es izolatumra a 232 bp hosszisagu T-RF a
jellemz6. A kapott baktériumtorzsekre jellemz6é T-RF-ek ismeretében Iehetdségiink nyilt
beazonositani a bontasi kisérletbol szarmazé T-RFLP elektroferogramokon a
baktériumkonzorcium tagjait.

A heti rendszerességgel vizsgalt mintdk T-RFLP eredményeit a 12. dbra mutatja be. A T-
RFLP vizsgalat értelmében a bontési vizsgalatok ideje alatt a konzorcium tagjai kdzil a DIC_5-
0s és az IBU_18-as izolatumok végig kimutathatéak voltak. Ez alél kivételt képeznek a CBZ-
1-es és a CBZ-3-as izolatumok. Véarakozasunkkal ellentétben, amig a CBZ-1-es izolatumot a
negyedik héten mar nem siker(lt kimutatni, a CBZ-3-as izoladtum a kezdetekt61 fogva nem volt
kimutathato. Megallapithato, hogy a T-RFLP eredményei 0sszhangban vannak a kémiai
analitikai eredmeényekkel. A diklofenédk es az ibuprofenbontok mutattak a legnagyobb relativ
abundanciat, mig a karbamazepin bonto baktériumtérzsek relativ abundancidja nagyon

alacsony volt mindvegig.

T1 diklofensk bontas: 39,13 %
Stenotrophomanas humi DIC_5 ibuprofen bontas: 93,82 %
karbamazepin bontas: 2,13 %

Rhizobium daejeonense IBU-18

Nocardioides carbamazepini CBZ_1

] .

DIC_5 S. humi 1BU_18
T2 R. deajeonense

diklofendk bontds: 58,20 %
ibuprofen bontas: 97,85 %
karbamazepin bontas: 6,34 %

l h CBZ_1 N. carbamazepini
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DIC_5 S. humi
- i T3 diklofendk bontas: 80,35 %

ibuprofen bontas: 100 %
karbamazepin bontds: 22,77 %

IBU_18 R. deajeonense

N. carbamazepini
CBZ_1

-

®

DIC_5 S. humi T4
diklofendk bontas: 88,56 %

20 ibuprofen bontas: 100 %

karbamazepin bontas: 30,63 %

IBU_18 R. deajeonense

12. Abra. A konzorciummal beoltott 4svanyi tapoldatok T-RFLP profilja T1, T2, T3 és T4

hetes idépontokban. Az abran feltlintetésre kerult a gydgyszerhatéanyagok adott idépontban

mért bontasa is

5. 3. A konzorcium gyégyszerhatdéanyag bonto képessége természetes vizmintaban

A természetes vizminta felhasznalasaval torténé vizsgalat alatt tobb bedllitast is
vegeztink, amelyek kozil azokat a beallitasokat targyalom a tovabbiakban, amelyekben
gyégyszerhatdanyag bontast tapasztaltunk. Az egyik ilyen kombinacié a Rakos-patak+ glikdz+
¢lesztokivonat, ahol a vizmintaban jelenlévé autochton baktériumkozosség habar kis
mennyiségben, de bontotta a célvegyuleteket: a diklofenak 16,86%-a és az ibuprofen 12,25%-
a bomlott le a tesztoldatokban. Ellenben ugyanez a beéllitds a konzorciummal beoltott
mintakban 51,31%-0s diklofendk és 91,5%-0s ibuprofen bontast eredményezett a négy hetes
vizsgalat alatt (13. abra). Kijelenthetd, hogy ebben a beallitasban a konzorcium hozzaadasa a
vizmintdhoz megndvekedett diklofendk és ibuprofen bontast eredményezett. A Rakos-patak
autochton baktériumkozossége gliikoz, éleszt6kivonat és ammaonium-nitrat hozzaadasa mellett
szintén bontotta a gydgyszerhatdanyag mixet: karbamazepin esetén 10,96%-0s, diklofenak
esetén 79,23%-0s és az ibuprofen esetén 66,14%-0s koncentracid csokkenést tapasztaltunk.
Ugyanennek a mintanak a konzorciummal beoltott megfeleldje nagyobb mértékii hatdéanyag

lebontast mutatott, legf6képpen ibuprofen esetén: 24,46%-0s karbamazepin, 86,02%-0s
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diklofendk és 100%-o0s ibuprofen bontast mértiink ki (14. &bra). Ezen két Kiserleti beallitas
esetén is megfigyelhet, hogy a konzorcium jelenlétében a gyogyszerhatéanyagok lebontasa

jobb iitemben zajlik, illetve kijelenthetd, hogy az autochton baktériumkdzosség jelenléte nem
akadalyozta a konzorcium tagjait a lebontésban.

16 16
S ®

1 1
e B
2 b
2 08 3 08
B E
@ Y
@ 12
g 04 g 04
P ¥

0 0

T0 T1 T2 3 T4 T0 T1 T 3 T4
1d8 (hét) 1d6 (hét)

a. DIC BU b. DIC IBU

13. Abra. Rakos-patak vizmintaban mért diklofenak és ibuprofen csékkenés konzorcium

nélkil (a) és konzorciummal beoltva (b) gliikoz és élesztokivonat jelenlétében

1,6 |

v & o
I v *\.—\—‘
12

!

[
A

Koncentracié: mg/L
=
-
Koncentracié: mg/L
= =
S h-]

S
=]

T0 T1 T2 13 T4 T0 Tl T2 T3 T4
1dé (hét) 1d6 (hét)

a. DIC IBU ——CBZ b. DIC IBU —+—CBZ

14. Abra. A vizsgalt gy6gyszerhatdanyagok koncentracié csokkenése a Rakos-patakban 16v6
autochton baktérium kdzosség jelenlétében konzorcium nélkil (a) és konzorciummal (b)

gliikoz, élesztékivonat és ammonium-nitrat hozzaadasa mellett

5. 3. 1. A természetes vizmintat tartalmazo tesztoldatok T-RFLP vizsgalatanak
eredményei

A Kisérlet soran a kiinduld és utolsé (4.) heti mintakbdl végeztiink T-RFLP vizsgalatokat
(15. a, b dbra). A konzorciumot tartalmazd Rakos-patak mintakban a bontasi vizsgalatok végén
kimutathat6ak voltak a konzorciumot alkot6 baktériumok, kivétel a CBZ-3-as izolatum, amely
fennmaradasanak vélhetéen nem kedveztek a feltételek. Az is jol lathatd az
elektroferogramokon, hogy a konzorcium tagjait nem nyomta el, szaporodta tal a Rakos-patak

baktériumkdzossege és igy képesek voltak kifejteni biodegradacids képességuket.
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15. Abra. A Rakos-patak+ konzorcium+ gliikoz+ élesztékivonat osszetételii minta (a), Rakos-
patak+ konzorcium+ gliikoz+ élesztOkivonat+ ammonium-nitrat §sszetételii minta (b) utolso

heti T-RFLP elektroferogramjai
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6. OSSZEFOGLALAS

Az agardifflzids lyuk-teszt és a keresztcsikozasos egyutt-tenyésztési vizsgalatok alapjan
kijelenthetd, hogy az izolatumok kompatibilisek. Az eredményeink alatamasztjak, hogy a négy
izolatumbol, gy, mint Stenotrophomonas humi DIC_5, Rhizobium daejeonense IBU_18,
Nocardioides carbamazepini CBZ_1 és Brevundimonas mongoliensis CBZ_3 lehetséges egy a
gyogyszerhat6anyag mix lebontasara alkalmas konzorcium létrehozasa.

A kitlizott céloknak megfeleléen sikeriilt kialakitani egy olyan konzorciumot, amely
egyidejlileg képes lebontani a diklofenakot, az ibuprofent és a karbamazepint tartalmazo
gyogyszerkeveréket, jollehet a karbamazepint kisebb mértékben. A HPLC miiszeres analitikai
merésekkel igazoltuk, hogy a baktériumtdrzsek hatékonyan képesek lebontani a
gyogyszerhatoanyagokat laboratériumi kornyezetben BHB &svanyi tapoldatban, és természetes
vizmintaban (R&kos-patak) is az autochton baktériumkozosseg jelenlétében is. A kilonfele
beallitasok eredményei alapjan, a konzorcium biodegradacios képességének hatékonysagat
fokozza a plusz ko-metabolikus szubsztratok hozzdadasa, Ugy, mint az élesztokivonat és a
glikoz. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ammadnium-nitrat jelenléte serkenti a természetes
viz mikrobidta gydgyszerhatdanyabontd képességét.

A konzorcium &svanyi tapoldatban vald vizsgalata soran 4 hét utan a legjobb bontéasi
eredményeket gliikoz és élesztékivonat jelenléte mellett mutatta, ahol 30,6%-0s karbamazepin,
72,6%-0s diklofendk, és 100%-os ibuprofen bontast tapasztaltunk. A Rakos-patak
vizmintakban a konzorcium leginkdbb a glikozt, éleszt6kivonatot és ammonium-nitratot
egyuttesen tartalmaz6 mintdkban bontotta a legnagyobb szdzalékban a gydgyszerhatéanyag
keveréket. A négyhetes teszt folyaman 24,46%-0s karbamazepin, 86,02%-0s diklofenak és
100%-o0s ibuprofen bontast detektaltunk.

A T-RFLP modszer alkalmazasaval sikeresen kimutattuk a kisérlet teljes ideje alatt a
konzorciumot alkoté baktériumtdrzsek jelenlétét, igazolva, hogy valéban a konzorcium
tevékenysege kovetkeztében bomlottak le a hatéanyagok. Kivételt ez aldl a CBZ-3-as torzs
jelentett, amelynek jelenlétét a bontéasi kisérletek soran nem sikerult kimutatni T-RFLP-vel A
jovében megfontolandé a CBZ 3-as izolatum kihagyasa a konzorciumbdl, mivel a tesztek
soran nem sikerult T-RFLP-vel kimutatni a toérzs jelenlétét. Tovabba, a konzorcium
gybgyszerhatdanyagbontd keépességét javasolt szennyviz effluensben is megvizsgalni az

autochton baktériumkdzosség jelenlétében.
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