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I. Bevezetés
Az antibiotikumok olyan kémiai anyagok melyek képesek meggatolni baktériumok

novekedését, vagy egyenesen elpusztitjdk a mikroorganizmusokat, mindezt a fertdzés
nagysagatol fiiggetleniil (S. B. Singh et al., 2017). Hasznalatuk a 20. szazad oOta egyre
novekszik, jelenleg a bakterialis fertézések elleni leggyakrabban hasznalt gyogyszer csoport.
Emberi felhasznalds mellett az allatorvoslasban is rendkiviil nagy mennyiségben
alkalmazzak a kiilonb6z6 szereket. Azonban mindamellett, hogy ezek a szerek jocskan
megnovelték az emberek atlagos varhato élettartamat, hasznalatuk komoly problémat von
maga utan, az antibiotikum rezisztens baktériumok megjelenésével. Erdekesség, hogy az
1970-es években sorra fedezték fel az 1) osztalyait ezeknek az anyagoknak, mégis a 80-as
évek ota teljesen 0 osztalyt egyet sem fedeztek fel (WHO, 2014). Ez a negativ jelenség a
gyogyszergyartok részeérdl tobbek kozott magyardzhatd azzal, hogy az eldallitasuk akar 10
évnél tobb idébe, €s nem kevés pénzbe telik, a lehetséges eldre nem lathatd mellékhatasok
okozta problémakrol nem is beszélve. Mindezek hozzajarulnak ahhoz, hogy egyre kisebb a
lelkesedés az antibiotikumok fejlesztése, ujak felfedezése terén (Conly és Johnston, 2005).
A rezisztencia kialakuldsanak szempontjabdl fontos tény az is, hogy ezeknek a szereknek a
felhasznalasa (mind emberi, mind allati orvoslasban) nem kiilonésebben van szabalyozva és
ellenérizve (Khardori, 2006). Komoly probléma a gyogyszerek javasolt adagolasanak
figyelmen kiviil hagyasa, a felhasznalatlan termékek nem megfeleld gytjtése, kidobasa,
illetve, a szerek megel6z6 célzatu alkalmazésa is, mely soran egy egészséges allat kap
gyogyszert, mert a fertézés veszélye fent all. Végiil szintén problémat okoz az a jelenség,
hogy a kiilonb6z6 antibiotikum kurak a rezisztencia miatt egyre hatastalanabbak, ezt pedig
még tobb antibiotikum beszedésével probaljak ellensulyozni, mely még inkabb segiti

ezeknek a szereknek a természetbe valo bejutasat.

|. 1 A rezisztencia kialakulasa
Az antibiotikum rezisztencia esetén fontos letisztdzni, annak ellenére, hogy az emberi

felhasznalas erésen hozzajarul a probléma sulyosbodasdhoz, nem az inditotta el a teljes
folyamatot. A mikrobakban a rezisztenciara valo képesség megjelenése természetes uton
alakul ki (Dcosta et al., 2011). Azonban a folyamatos gyogyszer alkalmazas kovetkeztében,
az evolucidé tudomanyagabol is ismert szelekcids nyomds hat a baktériumokra, azaz egy
antibiotikumokkal teli kérnyezetben a rezisztensek képesek ndvekedni és szaporodni. A
kérdésre, hogy miért tudnak ezek a szerek felhasznalas utan a kornyezetbe keriilni, arra adja
a valaszt, hogy az emberi és allati szervezetben a legtobb antibiotikum csak részlegesen

emésztodik, melynek kovetkeztében a természetbe keriilnek, akér az eredeti kémiai
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formajukban, akar atalakult bomlastermékek, ugynevezett metabolitokként (Winckler és
Grafe, 2001). Miutan a szervezetet elhagytak ezek az anyagok, tobbféle lehetséges esemény
torténhet. E16sz0or is az emberi felhasznalas utan a szennyvizbe keriilnek, ahonnan kiilénb6zo
okok miatt akar egyenesen a felszini és talajvizekbe is belefolyhatnak (1. abra). Mindemelett
azt is fontos megemliteni, hogy a jelenlegi szennyvizkezelési modszerek nem kifejezetten
alkalmasak az antibiotikumok eltavolitasara, ennek ellenére a szennyviz a mas természetii
anyagok megtisztitasa utan kiilonb6z6 modon felhasznalasra keriil (Carvalho & Santos,
2016). Az allati felhasznalas utan keletkez6 tragya alkalmazasa a legjelentésebb az
antibiotikum kdrnyezetbe vald bejutasanak szempontjabol. A tragyazas kovetkeztében az
antibiotikumok a talajba keriilnek, ahonnan szintén konnyedén bekeriilhetnek a talajvizbe és
felszini vizekbe (Kemper, 2008). Ezen utvonalak mellett mindenképpen meg kell emliteni a
gyari eldallitas, a nem felhasznalt gydgyszerek kidobasa és a vizi allatgazdalkodas esetében

alkalmazott antibiotikumok kornyezetbe keriilését (Quaik et al., 2020).
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1.abra: Az antibiotikumok kornyezetbe vald belépésének lehetséges ttjai (Quaik et al.,
2020).

Az antibiotikum rezisztencia a baktériumok azon képessége, amelynek segitségével
képesek lekiizdeni az elleniik felhasznalt antibiotikumok hatésait. Ezen képesség kialakulhat
ARG) meglétével és transzportjaval (Coleman & Smith, 2014). A rezisztencia gének
rekombinacidjaban, megvaltozasaban, baktériumok kozotti atadasaban nagy szerepe van az
ugynevezett genetikai reaktoroknak, melyekben sok faj populacidja és tobb generacioi

kozott van nagymeéretli kapcsolat. Az antibiotikum rezisztencia kapcsan 4 ilyesfajta reaktort



érdemes megemliteni (2. abra). A legfontosabb az emberi és az allati mikrobiom, ugyanis
azt tobb mint 500 kiilonb6z6 baktérium alkotja. A maésodik fajta reaktor esetében
nagylétszamu allat vagy ember ¢él, rovidebb vagy hosszabb ideig, viszonylag kozel
egymashoz, igy konnyedén atadhatnak egymasnak kiilonb6zé baktériumokat. Ilyenek
példaul a kérhazak vagy a kiilonbozo allattenyészetek. A harmadik reaktor foként az el6z6
reaktorbol visszamaradd anyagokbdl szarmazik, példaul korhazak szennyvizébdl. A
negyedik reaktorban a természetes kézegben 1évé baktériumok 1épnek kapcsolatba az el6z6
reaktorokbol szarmazokkal, talaj és felszini vizek vagy termd6foldek teriiletén. Konnyen
belathato, hogy amennyiben sikeresen csdkkenteni tudjuk a reaktorok kozotti aramlasokat,

a rezisztencia kialakulasat is vissza lehet fogni (Baquero et al., 2008).
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2.4abra: A négyfajta genetikai reaktor (a fehér pontok a kdrnyezet, a fekete pontok a
mikrobiom baktériumai) (Baquero, 2008).

1.2 A rezisztencia atadasa
Bar az antibiotikum felhasznalas csokkentése hozzédjarulhat ahhoz, hogy kevesebb

rezisztens torzs alakuljon ki, mégsem teljes megoldasa a problémanak. Ennek oka a
rezisztencia génekben keresendd, ugyanis ezek atadasa két baktérium kozott gyakori
folyamat, és ezutan a rezisztenciara valo képesség mar a baktérium genomjaban van (Salyers
et al., 1997). Mindemelett emlitésre méltd jelenség az is, hogy nem csak a kiilonb6z6
antibiotikumok jelenléte tudja kivaltani a rezisztenciat. Ugynevezett stresszorok, példaul
nehézfémek ellen kialakitott rezisztencia kivalasztoddsdhoz kapcsolodhat az antibiotikum

rezisztencia atadasa is (Seiler & Berendonk, 2012). Ezeknek a szereknek kiilonb6z6



természetli vizekben, vagy szennyviztisztito telepeken valdé megjelenése eldidézheti a
szelekcids nyomast, vagyis csak azok a baktériumok lesznek képesek ndvekedni és osztodni,
melyek rezisztensek (Segura et al., 2009). Ez abban az esetben jelent6s, ha a koncentracidja
anehézfémeknek vagy antibiotikumoknak nem éri el a minimalis gatld koncentraciot, vagyis
azt a legkisebb mennyiséget, ami képes megakadalyozni a baktériumok ndvekedését,
ugyanis ekkor a baktériumok fejlodésére nem hatnak karosan, de a szelekciés nyomas
megjelenik. Természetesen a véletlenszerii mutaciok kialakulasa, és atadasa (vertikalis
géntranszfer) mellett, fontos a rezisztencia kialakulasaval kapcsolatban a horizontalis
géntranszfer jelensége is. Haromfajta kiilonb6z6é utvonal lehetséges a HGT esetében (3.
abra). Az egyik a konjugécio, melynek soran két baktérium kozott fizikai kapcesolat jon 1étre,
¢s ebben az esetben a donor feldl egyirany géntranszfer torténik. A masik lehetséges
modszer a transzdukcio, vagyis egy folyamat, ahol a transzfer egy bakteriofag fert6zés soran
torténik meg azaltal, hogy a fag genomjaba az egyik fert6zott sejt genomjanak egy része
beépiil, és ezt tovabbadja egy masik sejtnek. Az utolso6 lehetséges ttvonal a transzformacio,

itt a kdrnyezetben 1év6 elhalt baktérium szabad DNS-ét veszi fel egy sejt (Soucy et al., 2015).
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3.abra: A horizontalis géntranszfer tipusai (Furuya és Lowy, 2006).

A horizontalis géntranszfer mellett még egy érdekes jelenség az ugralod géneke, vagy
transzpozonoké. Rovid DNS szakaszok képesek plazmidok kozott vagy a kromoszomakon
mas-mas helyre ugrani és beépiilni (Khardori, 2006). A fent emlitett folyamatokat felerésiti
a tény, hogy a baktériumok vizes kozegben képesek biofilmet l1étrehozni, amivel eldsegitik
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elsésorban a konjugécio, de alapvetden barmilyen horizontalis géntranszfer 1étrejottét. Az,
hogy ez a folyamat a szennyvizben, illetve a szennyviztisztitokban torténik azért probléma,
mert az ezek utan érintkezd természetes vizekben 1€vo baktériumokkal térténhet génatadas
(Schliiter et al., 2007). A géntranszferek mennyiségét a kiilsd kornyezet, illetve a
baktériumban torténd valtozasok is befolyasolni tudjak. Amennyiben egy bizonyos kiilsé
stressz éri a baktériumokat, példaul bizonyos antibiotikumok jelenléte, az egy SOS valaszt
fog eredményezni, vagyis egy DNS javitasi modszert. Amennyiben ez az SOS valasz
bekovetkezik, a transzkripciés folyamatok megvaltoznak a kiilsé stressz kivédésének
érdekében (Cirz et al., 2007). Emellett a baktérium kornyezetében 1évé kiillonbozo tényezok,
mint a pH vagy a hémérséklet, a DNS atadasanak lehet6ségét befolyasoljak, de az SOS

mechanizmussal szemben nem véltanak ki valtozast a DNS szakaszokban.

1.2.1 A plazmidok jelentésége
A plazmidok olyan DNS molekulédk melyek a kromoszomatol fliggetleniil vannak, és

replikalodnak. Féként olyan géneket kodold szakaszokbodl allnak, melyek nem feltétleniil
sziikségesek az ¢életben maradashoz, de a megvaltozd kornyezeti tényezékhoz jobb
alkalmazkodast biztositanak. Méretiik valtozo, kilobazis és megabazis kozott mozoghat.
Tisztdzand6 fogalom a plazmidok témakdrében a kiilonbdzd inkompatibilitasi csoportoké,
ezek olyan plazmidok csoportjai, melyek nem képesek egyszerre, ugyanazon a sejtben
meglenni ¢és replikdlodni. Az alapjan, hogy tartalmaznak-e ugynevezett tra gént,
csoportosithatdéak konjugativ és nem konjugativ mdodon, elébbi a gén megléte miatt képes
atadodni a konjugacié soran, utdbbi csak konjugativ plazmidok jelenlétében képes erre
(Salyers et al., 1997). A konjugativ plazmidok miikodése az egyik legjobb moédja a
horizontalis géntranszfernek, emiatt az egyik legjelentésebb tényez6i is a rezisztencia
kialakulasanak (Smalla et al., 2006). A konjugativ plazmidok valtozo szamu baktérium fajta
kozott képesek cserélddni. Sok baktérium kozott képes atadodni a rezisztencia (R) plazmid.
Az, hogy mitdl fiigg a lehetséges gazdasejtek fajtdinak szdma még nem tisztazott,
feltehetdleg befolyasolja, hogy a befogado sejt képes-e replikalni a plazmidot, illetve fligg a
felszini receptorok meglététél a befogado sejten (Bennett, 2008). A plazmidok tovabba
képesek tobb rezisztens tulajdonsidg atadasra kapcsolt modon, vagyis példaul az
antibiotikum rezisztencia és a réz, vagy barmilyen nehézfém elleni rezisztencia
képességének transzferje egyszerre is megtorténhet (Fang et al., 2016). Mindezek mellett
bizonyos plazmidok lehetévé teszik, hogy a gazdasejt képes legyen szénforrasként

felhasznalni a nehezen bonthaté kémiai anyagokat (Nawab et al., n.d.). Egy kozismert



inkompatibilitasi csoport az IncP-1 plazmidoké, melyek amellett, hogy konjugativ
plazmidok, képesek nem konjugativ plazmidok irdnyitdsara, igy taxonokon ativeld
transzferiikre. Rezisztenciara vald képességet hordoznak a legtobb antibiotikummal,

kiilonboz6 nehézfémekkel és karos anyagokkal szemben (Schliiter et al., 2007)

1.3 Rezisztens baktériumok a szennyvizekben
A modern szennyviztisztitdo telepeken bioldgiai szennyviztisztitast alkalmaznak,

aminek soran a vizet a kiilonb6zd szerves szennyezddésektdl biokémiai folyamatokkal
tisztitjdk meg. Ehhez mikroorganizmusokat, baktériumokat hasznéalnak fel. Egyrészrdl ezek
a folyamatok nem kifejezetten alkalmasak az antibiotikumok eltavolitasara, masrészrél a
tisztitds utdni vizben bizonyos megvaltozott szerkezetli anyagokké alakulnak, és ugyan
csokkent mértékben, de van antibiotikus hatasuk (Busetti & Heitz, 2011). A vizben 1év6
antibiotikumok jelenléte képes kivaltani a rezisztenciat a tisztitasi folyamatokban hasznalt
baktériumokban. Ezek a rezisztensé valo baktériumok képesek kifolyni az ugynevezett
reaktorokbol, igy bekeriilve a természetbe (Alighardashi et al., 2009). Még jelentdsebb
rezisztencia tapasztalhato korhazi szennyvizekben, ahol az izolalt baktériumok tébb mint
fele hordozott rezisztencia plazmidot (Caplin et al., 2008). Bizonyos kutatasok azt is
kimutatjdk, hogy a nagyvarosok, és a nagyméretli lakonegyedek szennyvizébdl izolalt
mintak még legalabb ugyanolyan jelentds, ha nem nagyobb mértékii rezisztenciat mutattak
a korhazakéhoz képest (Li et al., 2015). Mindezek tudataban kijelentheté, hogy a
szennyviztisztitd telepek, melyek nagyszamu és valtozatos baktériumok gytlijtdhelye egy
tapanyagokkal és szerves anyagokkal gazdag kornyezetben, az antibiotikum rezisztencia

melegagyat képezik (Pazda et al., 2019)

l.4 A béta-laktamok
A béta-laktamok az egyik legrégibb csoportja az antibiotikumoknak. Mindegyik

képviseldjiikben kozos, hogy egy B-laktam gytiriit tartalmaznak. Ilyenek a chepalosporinok,
monobaktamok, carbapenemek ¢€s a jol ismert penicillin és penicillin szarmazékok (Dowling
et al., 2017). Legfébb hatasuk, hogy a baktériumok sejtfalszintézisét gatoljak. A sejtfal
merevségét, stabilitdsat peptid és glikan lancok kapcsolatai alakitjak ki. A PB-laktdmok
inhibitorai a penicillin koté fehérjéknek (transzpeptidazoknak), melyek katalizatorai a
transzpeptidacionak, a folyamatnak mely létrehozza a peptidoglikan keresztkotéseket.
Azaltal, hogy a B-laktdmok a penicillin kotd fehérjék kotdhelyeihez kapcsolodnak,

megakadalyozzdk a folyamat végbemenetelét, ezzel a létrejovd sejtfal nem miikodik



tokéletesen, ami a sejt ozmotikus viszonyainak megvaltozasahoz, végeredménybe liziséhez

vezet.

I.5 A béta-laktam rezisztencia
A B-laktdmok a leghasznaltabb antibiotikumok, széles korti a felhasznalasuk, mert

sokféle fertozésre nyujtanak gyogymodot, ezért az elleniik kialakt rezisztencia kivaltképp
fenyegetd. Haromféleképpen lehetséges az elleniik vald rezisztencia kialakulasa. A béta-
laktamdz enzim segitségével, a sejtmembranon vald atjutdsuk csokkentésével, vagy a
penicillin kot6 fehérjék (PBP) és a béta-laktamok kozotti kotés megakadalyozasa. A PBPk
megvaltozasa soran, ugy valtoznak ezek a fehérjék, hogy B-laktamok ne legyenek képesek
kapcsolodni hozzajuk. Féleg gram-pozitiv baktériumoknal, mint a Staphylococcus aureus,
vagy a Streptococcus pneumoniae esetében torténik ilyen modia rezisztencia, gram
negativoknal igen ritka, de példaul Neisseria fajok esetében lehetséges. A gram-negativ
baktériumok esetében a sejtmembran mellet van egy extra membran réteg, mely porin
fehérje csatorndkkal koti 0ssze a 2 matrixot. Amennyiben ezek a csatorndk modosulnak, a
béta-laktdmok nem képesek bejutni a sejtbe. Ez a folyamat eldidézhet rezisztenciat tobb fajta
antibiotikummal szemben is. Az enzimatikus utvonal esetében, az enzim felhasitja az
amidkotéseket a B-laktam gytriiben, ezzel az antibiotikum miikodését megakadalyozza. Ezt
az enzimet foként gram-negativ baktériumok hasznaljak, altaldban viszonylag alacsony
mennyiséget termelve, génjeik (bla) plazmidokon és a kromoszoman is el6fordulhatnak
(Pitout et al., 1997). Ezeket az enzimeket altalaban 4 csoportra (A-D) osztjak a fehérje
szekvenciajuk alapjan, egy 1991-ben késziilt besorolas utan (Ambler et al., 1991). Ez a 3
lehetséges rezisztencia mod mellett az efflux pumpakat is meg kell emliteni, melyek gram-
negativ baktériumokban talalhatdak, és miikodésiik soran kiilonb6zd anyagokat juttatnak a
sejten kiviilre, éppen ezért szerepiik van a multidrog rezisztencia kialakulasaban (Hussain et
al., 2021)
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I1. Célkitiizés

Az antibiotikum rezisztencia a modern orvoslds legnagyobb kihivasa. A forditott
aranyossag miszerint novekszik a rezisztens baktériumok szdma, de a gyogyszerfajtak nem
keriilnek piacra elég gyorsan, a tilnépesedd nagyvarosok altal termelt szennyviz okozta
rezisztencia €s az antibiotikumok névekvd, mégis meggondolatlan felhasznéldsa mind azt
eredményezi, hogy mindenképpen meg kell pontosan érteni a rezisztencia kialakuldsanak
okait és modjait, lehetdleg a gének szintjén. Célunk, hogy izolédljuk és jellemezziik az
Enterobacterales rendbe tartozo kiterjedt spektrumu -laktamazokat (ESBL) termelé Gram-
negativ opportunista korokozokat a koérhdzi és varosi szennyvizektl indulva a

szennyviztelep fermentacios tartalyanak a végtermékéig.

Ennek érdekében a vizsgélati helyszinekrdl mintat vettiink, antibiotikumot tartalmazo
taptalajon szirtiik a mikrobdkat, izolaltuk, antibiotikum tesztkorong modszerrel jellemeztiik
6ket, PCR modszerrel plazmidokon megtalalhaté béta-laktamaz termelé blaTEM

rezisztencia gén jelenlétét kimutattuk.
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I1l. Anyagok és modszerek

111.1 Mintavételezés
A mintavételezés Pécs teriiletén tortént. Kiilonbozé korhazak (H1-H4), valamint a

Baptista Szeretetszolgalat Szeretetotthona szennyvizgytijt6jébdl, lakossagi szennyvizbol (2
kiilonb6zé mintavételezési ponton) €s a Pécs Varosi Szennyviztisztitd Telep befolyo
szennyvizébdl, oxigénes reaktorabol, illetve a biogédzreaktor fermentacidés maradékbol
tortént a mintavételezés. Altalaban 30 ml minta volt 15 percenként 4 éra hosszon keresztiil
vételezve a kiillonbozd mintavételi pontokrdl. Az oxigénes reaktorbdl €s a fermentacios

maradékbol Gsszesen egy-egy darab 500 ml-es minta vételezése tortént. A mintdk a

vizsgalatok elvégzéséig maximum 24 6ran keresztiil jégen voltak tarolva.

H1
N

\ .

Legend

O Wastewater treatment plant
Sampling site
¥  Sampling spot
“\— Sewer line

«—— Direction of flow

Abra: Mintavételi helyek

H: kérhazak; NH: Baptista Szeretetszolgalat Szeretetotthona; MWW: lakossagi szennyviz; INFL: befolyo
szennyviz; ACSL: oxigénes reaktor; DGSL: fermentacios maradék.

I11.2 Antibiotikum érzékenység vizsgalata tesztkorong modszerrel
30 baktérium torzs (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca)

vizsgalata tortént. El6szor Miiller-Hinton (250ml: 0,5g marhahus kivonat, 4,375g kazein,
0,375g keményitd, 4,25g agar) taptalajon tortént a kiilonb6zd torzsek egy napos
tenyészetének novesztése 35°C-on torténd inkubalassal. Ezutan 5 ml fiziologias sooldatbol
(0,9%) ¢és a torzsekbdl szuszpenzidt készitettiink, majd 600 nm hulldmhosszon mértiik a
szuszpenzidk optikai denzitasat (OD), 0,15 OD-re allitottuk be a sejtsiirliséget, eltérés esetén

tovabbi baktériumokot vittiink a szuszpenzidba vagy higitottuk azt. Az ODeoo 0,15 0,5
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McFarland standard oldatnak felel meg. Ezek utan Miiller-Hinton taptalajra 50 pl
szuszpenziot mértiink, és szélesztettik azt. 10 féle antibiotikum tartalmii korongot
helyeztiink steril ti segitségével a taptalajokra a szuszpenzid szélesztése utan. 7 fajta
sejtfalszintézis gatld antibiotikum (ceftriaxone, ceftazidime, cefotaxime, cefpodoxime,
cefoxitin, imipenem, meropenem) tartalmi korongot, illetve egy anyagcsere gatlo
(sulfamethoxazole/trimethoprim), egy fehérjeszintézis gatlo (gentamicin) és egy DNS giraz
gatlo (ciprofloxacin) antibiotikum korongot hasznaltunk a vizsgalatok soran. Ezek mellett
egy cefotaxim-klavulansav kombinalt korongot is hasznaltunk, a klavulansav a béta-
laktamdz enzim mikodését gatolja. Egy Petri-csészébe maximum 5db korongot helyeztiink
el, igy minden tdrzs esetében 3 Petri-csészében volt sziikséges széleszteni. A torzseket

ezutan ismét 24 6rdig 35°C-on inkubaltuk, majd a gatlasi zondk nagysagat azonositottuk.

111.3 Plazmid DNS izolalasa
A plazmid izolalas Monarch plasmid DNS miniprep kit hasznélataval tortént a gyarto

eldirasainak megfelelden. A DNS kivonasa friss tenyészetekbdl tortént melyek Luria Bertani
tapoldatban voltak inkubalva 35°C-on 12-16 6rat. Az izolalt plazmid DNS tisztasagat,
mennyiségét nanodrop spektrofotométerrel mértilk meg, majd a termékeket fagyasztva, -

20°C-on taroltuk.

I11.4 TEM gén kimutatasa PCR amplifikacioval.
A PCR amplifikdcidohoz 25 mikroliter térfogati oldatot mértiink dssze, vagyis 1 pl

DNS mintat, 1,25 pl forward és reverse primert és 12,5 pl 2x One Taq mastermixet, amely
One Taq polimeraz enzimet, 2x One Taq standard puffert, 4 mM MgCl2 -t, dATP-t, dGTP-
t, dCPT-t és dTTP-t tartalmaz. Végiil 9 ul nukleazmentes vizzel egészitettiik ki 25 pl-re a
végtérfogatot. Az dsszemért oldatot roviden 10 masodpercig centrifugaltuk. Az 6sszemért
oldatokat hagyomanyos PCR technikaval vizsgaltuk, 30 mp hosszisaga 94°C-on torténd
korai denaturacioval kezdve, melyet egy 30 mp-es 94°C-os denaturacios ciklus kovetett,
ezek utan egy 56°C-os annaeling fazis, ami szintén 30 mp-ig tartott, majd egy perces 68°C-
os extenzids fazis kovetkezett. A ciklusok 35X ismétlédtek, majd egy 68°C-on végzett 4
perces végso elongaciods szakasz kovetkezett, ami utan a termékek 4°C-on voltak tartva. A
PCR utan 1% agar6z gélen végzett gél elektroforézis kovetkezett. A gélhez 2 ul SERVA
DNA Stain G festéket adtunk. A PCR termékeket 2 pl futtatasi festékkel kevertiik, majd az
egyes zsebekbe a festett termékekbdl 10 ul mennyiséget mértiink be. A futtatas soran minden
esetben alkalmaztunk egy kontroll E.coli torzset, mely tartalmazta a vizsgalt TEM gént,

ezenkiviil markerként 10 pl EcoRI/HindIII altal emésztett lamda fag DNS-t, illetve alacsony
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tartomanyu molekulasulyu genetikai markert hasznaltunk. A futtatds 1X Tris-EDTA
pufferben tortént 100V fesziiltségen 55 percen keresztiil tortént. A puffer elkészitéséhez
eldszor egy 0,5 M pH 8,0-as EDTA oldatot készitettiink (500ml). Ebb6l 20 ml mennyiséget
11,89 ml 96%-0s ecetsavval és 48,4 g Trisel osszekevertiik, kiegészitve desztillalt vizzel 400
ml végtérfogatra, igy 25X Tris EDTA puffert kaptunk. Ebbdl 40 ml térfogatot 1000 ml
térfogatra kiegészitve kaptuk meg a futtatdshoz sziikséges 1X TAE puffert. A gél
elektroforézis utan a gélt UV fény segitségével vilagitottuk meg és vizsgaltuk.

1.tablazat: a TEM primerek szekvenciai, a varhatd termék mérete, és az annealing fazis
hémeérséklete.

) termék | Annealing
sen forward primer szekvencia (5°-3”) | reverse primer szekvencia (5’-3”) | mérete | hémérséklet
o tp) | €O

blaTEM GCGGAACCCCCTATTTG ACCATTGCTTAATCAGTGAG | 963 56
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IV. Eredmények

IV.1 Antibiotikum érzékenység eredményei
A szennyviz és szennyviztelepi mintakbol izolalt €s azonositott torzsekkel

elvégeztiik az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat korong diffiziés mddszerrel. Az 1
napig inkubalt korongokkal ellatott torzseken megfigyelhetd gatlasi zondkat lemértiik és az
EUCAST protokolljai alapjdn azok nagysaga alapjan meghataroztuk, hogy szenzitiv vagy
rezisztens a torzs az adott antibiotikummal szemben (a gatlasi zonak mérete milliméterben
értelmezendd). A klavulansavval kombinalt korong gatldsi zéndjanak és a ’’sima’’
antibiotikum (cefotaxime) zonajanak kiilonbsége ha meghaladja az 5 mm nagysagot, abban
az esetben azt lehet elmondani, hogy a klavulansav okozza a kiilonbséget, tehat a baktérium
torzs enzimtermeléssel védekezett az antibiotikum ellen. Az egyes mintavételi helyekrol
szarmazo torzsek esetében mért gatladsi zona mérteket €s az ezek alapjan meghatarozott
rezisztenciakat a 2. 3. és 4. tdblazatok foglaljak magukba.

2.tablazat: A Janus P. Korhdzi Tomb (H1) mintavételi helyrél szdrmazd torzsek
rezisztenciai egyes antibiotikumokkal szemben. S: szenzitiv R: Rezisztens EC: E. coli
KP/KPUH: K.pneumoniae KO: K.oxytoca CRO: ceftriaxone CAZ: ceftazidime CTX:
cefotaxime CPD: cefpodoxime FOX: cefoxitin MEM: meropenem IPM: imipenem SXT:

sulfamethoxazole/trimethoprim  GN:  gentamicin  CIP:  ciprofloxacin ~ CTC40:
cefotaxime+klavulansav

H1
Torzsek | CRO |CAZ |CTX |CPD |FOX |MEM |[IMP| sXT | GN | cIP |cTc40 02%1(0-
ECl0 | R | R|R|R|s| s |s| R | s | RrR]| 2 >5
ECT | R|R|R|R| S| s |s|na|s | RrR| 18 >5
EC2 |R | R|R|R|s| s |s| R | s | RrR]| 2 >5
EC3 | R | R|R|R|sSs| s |s| R | s | RrR| 2 >5
EC4 | R|R|R|R|Ss| s |s| R |s]|RrR]| 2 >5
ECs | R|R|R|R|sS| s |s| s |s|RrR| 2 >5
K2 | R|R|R|R|S| s |R| s |s | RrR]| 23 >5
KPUHL | R | R | R |R | S| s |s| s | R | R | 2 >5
KRUH2 | R | R | R |R | s | s |s| R | R | R | 18 >5
KPUH6 | R | R | R |R | S| s |s| s | R | R | 19 >5
KRUH7 | R | R | R |R | s | s |s| s | rR| R | 2 >5
Ko? | R |R | R|R|sS| s |s| s |rR|R| 23 >5
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3.tablazat: A Megyei Korhaz (H4) mintavételi helyrdl szdrmaz6 torzsek rezisztencii egyes
antibiotikumokkal szemben. S: szenzitiv R: Rezisztens EC: E. coli KP: K.pneumoniae KO:
K.oxytoca CRO: ceftriaxone CAZ: ceftazidime CTX: cefotaxime CPD: cefpodoxime FOX:
cefoxitin MEM: meropenem IPM: imipenem SXT: sulfamethoxazole/trimethoprim GN:
gentamicin CIP: ciprofloxacin CTC40: cefotaxime+klavulansav

H4
Térzsek |CRO |CAZ [CTX |CPD |FOX |[MEM |IMP| SXT | GN | CIP |CTC40 C(T:%‘(O'
EC4 | R |R|R|R|S| S |Ss| s | s | s | 23 >5
EC66 | R |R | R|R|S| S |[s| R | S| R /| 2 >5
Ec67 | R |R|R|R|S| s |s| s | R|R]| 2 >5
Ec68 | R |R|R|R|S| S |S| R | R|R/| 24 >5
EC69 | R |R|R|R|S| s |s| R | s | R| 2 >5
kpss | R |[R | R | R[S | s |[s]| s | s | s | 19 >5
k56 | R | R |[R|R|R| S |S| R | S| R | 15 >5
k57 | R |R|R|R|S|R|R| S | S| R | 2 >5
kP79 | R |R |R|R| S| s |s| s | s | R ]| 23 >5
kP76 | R |R |R|R| S| s |s| s | R | R | 2 >5
K3 | R [R|R|R|S| s |s| s |R|R | 21 >5
kos3 | R | S|{R|R|R| s |s| s | R | s | 28 >5
Kos4 | R | sS|R|R|SsS| SsS|R| s |R|R | 27 >5

4.tablazat: A varosi szennyvizbdl (CWW) szarmazd torzsek rezisztencidi egyes
antibiotikumokkal szemben. S: szenzitiv R: Rezisztens EC: E. coli CRO: ceftriaxone CAZ:
ceftazidime CTX: cefotaxime CPD: cefpodoxime FOX: cefoxitin MEM: meropenem IPM:
imipenem SXT: sulfamethoxazole/trimethoprim GN: gentamicin CIP: ciprofloxacin
CTCA40: cefotaximetklavulansav

cww
Torzsek |CRO|CAZ |CTX |CPD |FOX|MEM [IMP| SXT | GN | CIP |CTC40 ng;l(o-
EC1 R R R R S S S R S R 24 >5
EC2 R R R R S S S R S S 25 >5
EC3 R R R R S S S S R S 18 >5
ECO04 R R R R S S S R S S 20 >5
EC7 R R R R R S S S S S 28 >5

A vizsgalatok soran mind a 30 torzs rezisztenciat mutatott ceftriaxone, cefotaxime és
cefpodoxime antibiotikumokkal szemben, és 2 torzs kivételével mindegyik rezisztens volt
ceftazidimre. Cefoxitinnal szemben E. coli, K. pneumoniae és K. oxytoca torzsek koziil is
csak 1-1 torzs mutatott rezisztenciat. Meropenem esetében mindosszesen 1 Klebsiella
pneumoniae volt rezisztens. Az imipenem esetében 10 K. pneumoniae torzsbdl 2 volt
rezisztens, a 4 K. oxytoca torzsbdl 1, E. colibél egy sem. Nem sejtfalszintézis gatld

antibiotikumokkal szemben valtozd rezisztencia ardnyok voltak megfigyelhetoek.
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Sulfamethoxazole/trimethoprim rezisztencia a 16 E. coli torzsbél 10-nél volt tapasztalhato,
Klebsiella pneumoniae torzsek 20% volt rezisztens, mig az K. oxytocdandl nem voltak
rezisztens torzsek. E. coli torzsek nagyjabol 19%-a, Klebsiella torzsek 50% és 100%-a
mutatott rezisztenciat gentamicinnel szemben. Ciprofloxacin esetében az E. coli térzsek
69%-a, a K. pneumoniae torzsek 90%-a és a K. oxytoca torzsek 75%-a volt rezisztens. A
klavulansavval kombinalt korong gatlasi zonajanak nagysaga minden esetben 5mme-rel vagy
tobbel nagyobb volt, mint a sima cefotaxime korongé, tehat béta laktamaz enzim termelése

feltételezhetO.

V.2 Multirezisztencia
A multirezisztencia esetében egy torzs 3 vagy tobb antibiotikum osztallyal szemben

volt rezisztens. E coli esetében 10/16 torzs 3 osztallyal szemben is rezisztens volt, raadasul
ezek a torzsek koziil az egyik 4 kiillonb6z6 osztalyba tartozo antibiotikummal szemben
mutatott rezisztenciat. K. pneumoniae toérzsek 60 % volt rezisztens 3 antibiotikum osztallyal
szemben, melyek koziil az egyik 4 osztalyra is rezisztens volt. K. oxycota torzsek koziil 3

volt multirezisztens.

IV.3 PCR amplifikacio eredményei
A plazmidmintak elkészitése utan elvégeztiik a térzsekben a TEM gén jelenlétének
az igazolasat.

A termék mérete: 963 bp. Roviditések: EC- Escherichia coli; LD- EcoRi/Hind111
molekula saly marker; C- kontrol

Q AV AV AH AN ) © A P
\9&\ NNV 9 &\@‘&’@@@@ RS
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E. coli torzsek
EC7 | EC7 | EC7 | EC7 | EC7 | EC7 | EC | EC6 | EC6 | EC6 | EC6 | EC | EC | EC | ECO | EC
0 1 2 3 4 5 4 6 7 8 9 1123 4 7
TE,M + + + + + + + + + + + + - + -
gén
K.pneumoniae torzsek
KP | KPUH | KPUH | KPUH | KPUH | KPUH | KPUH | KPUH | KP5 | KP5 | KP5 | KP7 | KP7
2 1 2 3 4 5 6 7 5 6 7 9 6
TE,M + + + + + + + + + - + + +
gén
K.oxytoca torzsek
K097 | KO63 | KO53 | KO54
TEM gén - - + +

5. tablazat: A blaTEM PCR termékek megléte a 30 vizsgalt torzs esetében. +: jelen volt a

gén -: nem volt jelen a gén EC: E. coli KP/KPUH: K. pneumoniae KO: K. oxytoca

Az UV megvilagitott gélen latszodoé PCR termékek a blaTEM gének. E. coli torzsek
81% (13/16), K. pneumoniae torzsek 90% (9/10) és a K. oxytoca torzsek fele (2/4) hordozta

a béta laktamaz enzimet kodold6 TEM gént. A termékek mérete nagyjabol 963bp nagysagu.

A kontrol mind az 5 elvégzett futtatas esetében sikeres amplifikaciorol tett tanubizonysagot,

futtatas utdn megfigyelhetd volt benne a TEM gén.
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V. Eredmények értékelése
Az antibiotikumok hatasanak megismerése 20. szdzad egyik legnagyobb jelentdségii

felfedezése volt. Azonban ezeknek a szereknek a tomeges €s helytelen felhasznalasa a
baktériumokban egyre inkabb ndvekvd rezisztencia kialakitdsat eredményezte, melyet a
kiilonboz6 szennyviz elvezetési, tisztitasi és felhaszndlasi folyamatai csak felerdsitették. A
kutatasom célja az volt, hogy a kérhazakbol kifoly6 szennyvizekbdl izolalt baktérium mintak
segitségével értelmezni lehessen a mesterséges vizfolyasokban taldlhato antibiotikumok €s
a rezisztens baktériumok kialakuldsanak kapcsolatdt. A kisérlet soran nagymértékii
antibiotikum elleni rezisztencia volt tapasztalhaté mindegyik torzsben. Az Escherichia coli
esetében a legtobb torzs rezisztens volt sejtfalszintézis gatlo antibiotikumok egy részére, de
nem volt gyakori a rezisztencia imipenemel, meropenemel és cefoxitinnel szemben, ez a
harom szer ugyanis effektivebb ESBL termel6 baktériumok ellen, ami a magas szenzitivitas
értékekbal jol latszik. Egyéb nem sejtfalszintézis gatld antibiotikumokkal szemben valtozo
volt az egyes torzsek esetében a rezisztencia. Megfigyelhetd volt multirezisztencia a térzsek
tobb mint 60%-ban. Klavulansavval kombinalt cefotaxime korong minden esetben béta-
laktamaz enzim termelésre utalt. A vizsgalt 16 E. coli torzsbél PCR amplifikacioval 13-ban
kimutathato volt a blaTem gén. Ez egy igen gyakori gram-negativ baktérium fajta, mely az
Enterobacteriaceae csaladba tartozik. Az emberi tapcsatornaban jelentds szamban
talalhatoak, a bélflora egyensulyanak fenttartdsdban fontos szerepiik van. Mindemellett
természetesen 1éteznek patogén torzseik, melyeket gyakran izoladlnak és azonositanak be
korhazi vizsgalatok soran, foleg az emésztérendszerben okoznak fertdzeéseket, kezelésiikre
foként béta-laktdmokat alkalmaznak. Az eredmények jol mutatjak, hogy kiilonb6zd helyrdl
szarmaz6 szennyviz mintdkbol, erdsen rezisztens, tobb osztilyba tartozd, akar 7 fajta
antibiotikummal szemben is ellenallo E. coli torzsek voltak izolalhatoak, melyek nagy része
hordozta az altalunk vizsgalt TEM gént. Jol lathatd, hogy nagymennyiségli rezisztens torzs
talalhato a szennyvizben, illetve lathaté mas orszdgokban vizsgalt korhdzi szennyvizben leirt
megfigyelések alapjan, hogy a jelenség globalis mivoltu. Egy 2010-ben irodott lengyel
tanulmany szintén nagyfokl rezisztenciat tapasztalt korhazi szennyvizbdl izolalt E. coli
esetében, és megfigyelhetd volt a nagyfoku rezisztencia a gyakran hasznalt sejtfalszintézis

gatlo béta-laktamokkal szemben is (Luczkiewicz et al., 2010).

A Klebsiella nemzetség tagjai szintén gram-negativ baktériumok, a

Enterobacteriaceae csaladba tartoznak. Tesztkorong modszer soran, sejtfalszintézis gatld
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szerekkel szemben hasonl6 rezisztenciat mutattak az E. colival, nem sejtfalszintézis gatld
antibiotikumok esetében magasabb aranyll rezisztencia figyelheté meg gentamicinnel
szemben, €s némileg nagyobb aranyu érzékenység sulfamethoxazole/trimethoprimmel
szemben, az eredmények alapjan. A torzsek nagyrésze mind a K. pneumoniae és a K. oxytoca
esetében mutat multirezisztenciat, és B-laktamaz enzim termelést. A K. pneumoniae torzsek
90%-ban, K. oxytoca torzsek pedig 50%-ban hordoztak a TEM gént. A K. pneumoniae
gyakori baktérium az emberi szervezetben is, alapvetden nem patogén, de beteg szervezetek
esetében konnyen okozhatnak fertézéseket. A legtobb antibiotikummal szemben természetes
rezisztenciaval rendelkezik, igy nem meglepd, hogy az egyik leggyakrabban hasznalt
gyogyszer elleni TEM rezisztencia gént ilyen nagy mennyiségben sikeriilt megtaldlni a
kiilonb6zo torzsekben. Széles korben okozhatnak kellemetlen, esetenként halalos
fertézéseket is. Klebsiella oxytoca a nemzetségének el6z6 képviseldjéhez hasonléan az
emberi bélflora gyakori baktériuma, de a szervezetben mashol kdnnyen komoly fertézéseket
okozhat. Az E. coli térzsekhez képest nem tapasztaltunk kifejezett eltéréseket az egyes fajta
sejtfalszintézis gatld antibiotikumok alkalmazédsa sordn. A nemzetségen beliil vizsgalt
torzsekrdl szintén elmondhatd az, ami az E. colinal, vagyis hogy a vilag minden tajan,
korhazi strukturaltsagtol, szennyviz tisztitastol és elvezetéstdl fiiggetleniil nagymértéki
rezisztencia figyelhetd meg. Portugaliaban talalhatd korhazakbol izolaltak K. pneumoniae
torzseket, és vizsgaltdk a rezisztencidjukat kiilonb6zd antibiotikumokkal szemben, és
végeredményben kiugréoan magas ardnyokat tapasztaltak tobb tipusu antibiotikummal
szembeni rezisztencidk esetében, igy a béta-laktdmoknal is (Caneiras et al., 2019). Egy 2019-
ben irddott Dél-Afrikai kutatdsban szintén nagymértekii rezisztenciat figyeltek meg korhazi

szennyvizekbdl izolalt Klebsiella fajtak esetén (King et al., 2020).

Osszeségében tehat kijelenthetd, hogy a korhazbol kifolyd vizek magas antibiotikum
tartalma hozzajarul a rezisztencia kialakulasdhoz, mely a kovetkezOvel magyarazhato. A
szervezetbe bevitt antibiotikumok megemésztése nem tokéletes, ezek modosult metabolitok
vagy az eredeti termék formajaban a kivélasztd és emésztd folyamatok végén a
szennyvizrendszerbe keriilnek (Winckler és Grafe, 2001). A szennyviztelepeken a viz
tisztitdsdra hasznalt mikroorganizmusok taldlkoznak ezekkel a szerekkel, €és abban az
esetben, ha a kiilonb6zd gyogyszerek vagy karos anyagok mennyisége a minimalis gatld
koncentraci6 alatt van, a szelekcidos nyomas kovetkeztében elszaporodhatnak az
antibiotikum rezisztens baktériumok, vagy a karos anyagokkal szemben kialakitott

rezisztencia, melyekhez kapcsolddhat az antibiotikumok elleni védelem képessége is (Fang
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et al., 2016). Ezt a szennyviztelepeken vizes kozegben kialakuld biofilmekben lejatszodo
horizontalis géntranszfer folyamatok felerdsitik. A legfontosabb géntranszfer a konjugacio,
melynek soran rezisztencia vagy mas tulajdonsagot hordozo plazmidok adodnak at. A
kisérletek soran ilyen plazmidokon 1év6 gén, a TEM gén meglétét vizsgaltuk, és ez a
konjugacio6 adhatja a valaszt arra, hogy miért alakult ki ilyen nagy szdzalékban rezisztencia
az egyes fajok esetén (Schliiter et al., 2007). Ezeknek a rezisztencia plazmidoknak a
transzferje nem csak biofilmekben torténhet meg, a tisztito telepekrdl kifoly6 viz taldlkozhat
természetes vizekkel, amennyiben sejtek kozott kialakul a fizikai kapcsolat, igy a
természetes vizekben is elszaporodhatnak a rezisztens baktériumok, illetve akar emberek
kozott is megtorténhet rezisztens baktériumok ataddsa, ezzel az emberi szervezetben is
ellenalld sejteket eredményezve, megnehezitve igy a fertdzések esetén a kezelések
effektivitasat. Emellett még tobb rezisztens baktériumot juttatnak az emberek a természetbe,
éppen ez is magyardzhatja a magas rezisztencia ardnyokat a vizsgalat soran, hiszen a
koérhazban, tekintettel az ellatott személyek szamdara és a limitalt helyre, konnyedén
lezajlodhat az egymas kozotti baktérium csere, €s a kifoly6 vizekben talalt ellenallo torzsek
szama ezt igazolja is (Quaik et al., 2019). Mindezek alapjan azt lehet elmondani, hogy a
legfontosabb intézkedés a rezisztencia megallitdsa ellen a horizontalis géntranszferek
megakadalyozasa, illetve az eredményes antibiotikum eltavolitas a szennyvizekbdl. Szintén
fontos lenne az antibiotikumok megfeleld felhasznalasa, hiszen konnyli észrevenni azt az
ordogi kort, amit ennek az ellenkezdje okoz. A kialakult rezisztencia miatt az antibiotikum
kezelések mar nem elég effektivek, ami tobb gydgyszer haszndlatat eredményezi, ez tobb
ellenall6 torzset, ami még tobb fertdzést és eredménytelen kezelést okoz (Conly és Johnston,

2005).

V. Osszefoglalas

A vizsgélataink sordn célunk a szennyvizekbdl izolalhatdo baktériumok
rezisztenciajanak vizsgalata és az esetleges ESBL termelé6 TEM gén kimutatdsa volt.
Eredményeink kimutattak szdmos antibiotikummal szembeni rezisztenciat, illetve a vizsgalt
torzsek nagyrészében ki tudtuk mutatni a plazmidokon elhelyezkedd blaTEM rezisztencia

gént
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