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Osszefoglalé

A természetben eldforduld szerves mikroszennyezok (pl.: gyogyszerek és gyogyszer
maradvanyok, tisztitoszer adalékanyagok) vizsgalatat megnehezitik szorpcios és akkumulacios
tulajdonsagaik, illetve a kornyezetben fellelhetd alacsony koncentracidjuk, noha komoly

gondokat okozhatnak.

Munkénk soran budapesti tisztitott szennyviz mintabol olyan baktériumokat izolaltunk, melyek
biszfenol-A, nonilfenol és 17B-6sztradiol bontasara képesek lehetnek. Szennyviz mintankat a
vizsgalt vegyiileteket egyediili szénforrasként tartalmazo, szelektiv tdpagarra szélesztettiik,
baktériumokat izoldltunk és a torzseket 16S rRNS génjeik alapjan azonositottuk. Teszteltiik az
izolalt torzsek antibiotikumokra valé érzékenységét (13 antibiotikum), emellett irodalmi adatok
alapjan végeztilk a baktériumok genomjanak elemzését, olyan gének csoportjait keresve,

melyek az aromds vegyiiletek bontdsaban részt vehetnek.

A baktériumok mindegyike a Proteobacteria torzs Gammaproteobacteria osztalyaba tartozik
(22 kiilonboz6 faj). Tobbségiik az Enterobacteriacea csalad tagja, pl.: Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia nemzetségek, de megjelentek az Acinetobacter és Pseudomonas
nemzetségek képviseldi is. A torzsek a sejtfal bioszintézis gatld antibiotikumokra bizonyultak
a legérzékenyebbnek. Az aromas metabolikus gének vizsgalata soran a bifenil lebont6 Gitvonal

tlint legmeghatarozobbnak, melynek génjei a fajok 86 szazalékaban megtalalhatok.



1. Bevezetés

A kornyezetiinkben szamos szerves mikroszennyez6 taldlhatd, melyek egy része minimalis
felhalmozodasuk esetén is komoly egészségligyi problémékhoz vezethet. Ilyen vegyiiletek az
ugynevezett endokrin diszruptor anyagok, amik befolyasolhatjak az endokrin rendszer normal
mikodését. Beleavatkozhatnak a természetes hormonok szintézisébe, szekrécidjaba,
szallitasaba, kotédésébe vagy eliminiacidjaba (Kavlock et al., 1996). Az endokrin diszruptor
vegyliletek emberi szervezetre gyakorolt hatasa ¢élethosszig tartdo lehet, ami a reproduktiv
funkcido zavarait, emlérdk kockazatdnak ndvekedését, idegrendszer miikddésének
megvaltozasat és gyermekeknél fejlodési rendellenességet jelenthet (Monneret, 2017).
Mindezek ellenére a mindennapi életiink részei, csomagolasokban, fogyasztdi cikkekben,
haztartasi termékekben, iparban is hasznalt vegyi anyagok (Kabir et al., 2015). Az endokrin
diszrupcid jelenségét régota ismerjiik és folyamatosan egyre jobban kutatott teriilet, mégis
nehezen sziiletnek hatékony szabalyozasok ezen anyagok kezelésére (Darbre, 2019; Kavlock et
al., 1996; Krishnan et al., 1993; White et al., 1994). Komoly kockazatértékelési nehézséget
okoz, hogy nagyon alacsony koncentracidban is képesek hatni, mivel a mechanizmusuk
receptor kozvetitett, emellett a kdrnyezetbdl gyakran nem monoton dézisban torténik az

expozicid, hatasuk pedig sejt- és életmodspecifikus (Darbre, 2019).

A biszfenol-A az egyik legtobbet vizsgalt endokrin diszruptor vegyiilet (Krishnan et al., 1993).
Tobb mint 50 éve f6 monomere a polikarbonat millanyagoknak és koztiterméke az
epoxigyantdknak, ennek koszonhetden a kornyezetiinkben mindeniitt jelen van. Megtalalhato
CD-kben, poharakban, palackokban, cumis iivegekben, konzervek belsejében, régebbi
fogorvosi tomésekben, illetve haztartasi késziilékekben, orvosi berendezésekben, autd-, hajo-
¢és egyéb kozlekedésipari eszkozokben. A régota tartd széleskorli felhasznalas miatt kozel
folyamatos az emberi expozicio (kitettség), foglalkozastol vagy életmodtol fliggetleniil
(Beausoleil et al.,, 2018). Az élelmiszertartalyok ¢és vizvezetékek epoxigyanta bevonata
okolhat6 a szajon at torténd expozicioért, kimutattak ivovizben (Arnold et al., 2013), emberi
vérszérumban ¢és vizeletben, illetve magzatvizben és koldokzsinorvérben is, ami a magzatok
kitettségét is bizonyitja (Vandenberg et al., 2007). A fejlédés korai szakaszara gyakorolt karos
hatdsa miatt az Eurdpai Unidban 2011 6ta tilos cumisiivegek gyartasa soran hasznalni, 2015 o6ta

pedig minden étellel érintkez6 anyagban tiltott (Monneret, 2017).



A nonilfenol széles korben elterjedt kornyezetszennyezd anyag, endokrin diszruptor
tulajdonsagai is régota ismertek (White et al., 1994). Elsédleges felhasznalasa a nonilfenol-
etoxilatok gyartasa. Ezek nem-ionos feliiletaktiv anyagok, melyeket az iparban,
mezogazdasagban és a haztartasokban egyarant hasznalnak mint kendanyag, habzasgatlo,
emulgeald szer, nedvesitOszer, tisztitoszer, festékek és lakkok Gsszetevdje (Ying et al., 2002).
A kornyezetben megtalalhato nonilfenol dominans forrasa nem a kozvetlen kibocsatés, hanem
a nonilfenol-etoxilatok részleges biologiai bomlasa, mely soran a nonilfenol felhalmozodhat. A
technikai nonilfenol tobb mint 100 izomer keveréke, melyeknek endokrin diszruptor hatasa és

biologiai bomlasa is eltérd (Giger et al., 2009).

A fent emlitett mindkét vegyiilet 0sztrogén diszruptor, tgynevezett xenodsztrogén anyag,
melyek él61ényekre gyakorolt hatasa a fiziologias 178-6sztradioléhoz hasonlo (Krishnan et al.,
1993; White et al., 1994).

2. Célkitiizés
Célunk tisztitott szennyvizmintabol olyan baktériumtorzsek izolalasa és azonositasa volt,
amelyek a biszfenol-A-t, a nonilfenolt és a 178- Osztradiolt egyediili szénforrasként
hasznositani képesek, valamint irodalmi adatok alapjan vizsgaltuk ezen baktériumtaxonok
genomjat aromas anyagok bontasanak vonatkozasaban. Mivel a tisztitott szennyviz természetes
vizbazisokba keriil, célunk volt tovabba, hogy az izoldlt bakrériumok antibiotikum
rezisztenciajat is megvizsgaljuk, hiszen ismert, gondot jelenté tényezé az antibiotikum

rezisztencia terjedése természetes vizekben.

3. Anyagok és modszer

3.1. Mintavétel
Szennyvizmintat vettiink a budapesti kdzponti szennyviztisztito telep tisztitott szennyvizébdl.
A mintadt 1 L-es, steril csavarkupakos tivegbe, a klasszikus mikrobiologiai szabéalyok

betartasaval, meritéssel vettiik. Ez 1athat6 az 1. Képen.



/

1.Kép: Szennyviz mintavétel.

3.2. Baktériumtorzsek izolalasa, tisztitasa és fenntartasa
A szennyvizmintabol steril desztillalt vizzel 10-es 1éptékt higitasi sort készitettiink, majd a
higitasi tagokbol 100 pl-eket szélesztettiink szelektiv tapagart tartalmazo Petri-csészékre, majd
szobahdmérsékleten (23°C) inkubaltuk két hétig. Csiraszdmbecslést végeztiink, majd a Petri-
csészeékbdl izolaltuk a torzseket azonos Osszetétell ferde agarra, és egy hétig inkubaltuk 23 °C-

on.

Az izolalt baktériumok tisztitdsat 5 ml steril vizes szuszpenzidkbol, szelektiv tapagart
tartalmazod Petri-csészékben végeztiik. Egy hetes inkubacid (23 °C -on) utan izolaltuk vissza a
torzseket a szelektiv és nutrient ferde agarra is. A tovabbiakban ezeken tartottuk fenn a

torzseket.

Alkalmazott szelektiv taptalaj Osszetétele:

e KyHPOs+-0,6¢g
e MgSO4sx7H:0-0,5¢9

e NaCl-4g¢
e FeSOsx7H0-0,019
e NHsNO3-1g

e C(CaCl2x2H.0-0,02¢g



agar—20¢g

biszfenol A—-0,7 g
178-6sztradiol — 0,7 g
nonil fenol — 0,7 g
1000 ml desztillalt viz

A taptalaj kémhatéasat 7-re allitottuk be és autoklavban sterilizaltuk. A harom endokrin

diszruptort 3,3 ml metanolban oldottuk fel és adtuk a taptalajhoz, sterilizalas utan. Erre azért

volt sziikség, mert ezek az anyagok nem/kevéssé oldodnak vizben, és mikor metanolos eloldés

nélkiil adtuk hozza a taphoz, akkor oldhatatlan csapadék formajaban a lombik aljara tilepedtek.

Nutrient taptalaj 6sszetételét:

huskivonat — 3 g
htuspepton — 5 ¢
agar—20g

desztillalt viz — 1000 ml

A taptalaj kémhatasat 7-re allitottuk be és autoklavban sterilizaltuk.

3.3. DNS izolalasa a baktériumtorzsekbol és PCR reakcio

A torzsek DNS-ének kinyerését natrium-hidroxidos feltarassal végeztiik.

Az eljaras menete:

N o g s~ wDd e

25 ul 0,5M NaOH

egy oltokacsnyi baktérium felvétele a ferde taptalajrol
15 perc varakozasi 1d6

25 pl 1M Tris puffer hozzaadasa

100 pl DEPC viz (RN4z mentes viz)

vortex hasznalataval 6sszekeverés

centrifugalds: 6000 rpm, 4 perc

A kinyert genomi DNS-t PCR segitségével szaporitottuk fel.



A PCR mix 0sszetétele egy mintara nézve:

15 ul DEPC viz

2,5 ul puffer

5 ul DNTP

0,5 pul 27F primer
0,5 nl 1492R primer
0,5 ul polimeraz

1 ul DNS

A hasznalt, 32 ciklusu PCR héprofil:

O

98 °C — 5 perc

94 °C — 30 masodperc
52 °C — 30 masodperc
72 °C — 1 perc

72 °C — 10 perc

A PCR sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

A gél osszetétele:

0,8 g agar
80 ml 1 x TBF puffer
5 uI NAS festék

5 ul PCR terméket 3 pl toltd pufferrel keverve futtatunk, 80 V, 25 perc.

3.4. Baktériumtorzsek 16S rRNS génjének szekvenalasa, adatelemzés

A torzseink DNS-ének bazissorrend elemzését az LGC Genomics (Németorszag) végezte. A

nyers szekvenciakat a MEGAT11 programmal (https://www.megasoftware.net/) ellendriztiik és

javitottuk, majd EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/) internetes adatbazis segitségével

hataroztuk meg filogenetikai helyzetiiket.



3.5. Teljes genom elemzés
Az azonositott baktérium fajok teljes genomjat RAST Annotation Online internetes feliiletrél

(https://rast.nmpdr.org/) toltottiik le.

Az adatbazisba a kapott szekvenciat toltottiik fel, megadtuk az altalunk meghatarozott
taxondmiai besorolasat, majd a programbol letoltottiik az adott faj tipustorzsének genomjat, és

azt elemeztik.

A program lehetdséget nyujt a meghatarozott gének funkcid szerinti csoportositasara, igy a
szamunkra érdekes csoportokat megkerestiik és Excel program segitségével szortiroztuk
tovabb. Azokat a géneket kerestiik, melyek a harom vizsgalt mikroszennyezd bontdsédban részt

vehetnek: az aromas vegyiiletek metabolizmusanak génjeire fokuszaltunk.

3.6. Antibiotikum rezisztencia vizsgalata
Az antibiotikumokra vald érzékenység vizsgalatdhoz Nutrient tapagart tartalmazo Petri-
csészékre szélesztettiik a torzseinket, és antibiotikumokkal atitatott korongokat helyeztiink ra.

A hasznalt antibiotikumokat a 1. Téblazat foglalja 6ssze.



Antibiotikum Koncentracio Hatasmechanizmus

Meropenem 10ug sejtfaj bioszintézis gatlo, B-laktam tipus

fehérje szintézis gatlo, 30S és 50S

Tetracyclin 30ug riboszoéma alegységhez kot

sejtfaj szintézis gatld, karbapenem
Imipenem 10ug tipus

sejtmembran kérositod, nem-
Polymixin 50pg riboszoémalis peptid

fehérje szintézis gatlo, 30S riboszéma
Gentamicin 10ug alegységhez kotodik

DNS szintézis gatlo (bakterialis
Ciproflexacin Sug topoizomeraz gatlo)
Cefepime 30ug sejtfaj szintézis gatld, B-laktam tipus

fehérje szintézis gatlo, 50S riboszéma
Erythromycin 15ug alegységhez kotodik

sejtfaj szintézis gatlo, B-laktam tipus és
Amoxicillin + Clavulanic acid  20/10pg -laktamaz gatld

Trimethoprim +
Sulfamethoxazole 1,25/23,25ug folsav bioszintézis gatlo

fehérje szintézis gatlo, 50S riboszéma
Clindamycin 2ug alegységhez kot

1.Téblazat: A hasznalt antibiotikumok megnevezése, koncentracidja és hatdasmechanizmusa.

A leszélesztett, antibiotikum korongokat is tartalmazo Petri-csészéket 24 oraig inkubaltuk

23°C-on, majd megmértiik az antibiotikum korongok koriili tisztuldsi zonak atmérdjét (mm).



4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Csiraszam becslés eredménye
Az endogén diszruptorokat bontani képes baktériumok becsiilt csiraszama a tisztitott

szennyvizben 4,41x10° TKE/mL.

4.2. A baktériumtorzsek azonositasanak eredményei
A meghatarozott baktérium fajok mindegyike a Proteobacteria térzs Gammaproteobacteria
osztalydba tartozik, 16S rRNS gén alapt identifikaciojuk eredményeit a 2. Tablazat
tartalmazza. Legtobb altalunk izolalt baktérium fakultativ korokozo, ami eredetiiket tekintve

(tisztitott szennyviz) nem meglepd.



Taxonomiai besorolas

Szazalékos
hasonlésag

(16S rRNS gén
Tipustorzs alapjan) (%

HF-4  Acinetobacter johnsonii CIP 64,6 99,36
HF-1  Aeromonas caviae CECT 838 100,00
HF-38 Aeromonas caviae CECT 838 100,00
HF-10 Citrobacter freundii DSM 30039 99,86
HF-31 Citrobacter freundii L2 99,71
HF-46 Citrobacter murliniae CDC 2970-59 100,00
HF-48 Citrobacter portucalensis A60 100,00
HF-34 Enterobacter chengduensis WCHECI-C4 99,38
HF-35 Enterobacter huaxiensis 090008 99,14
HF-36 Enterobacter huaxiensis 090008 99,14
HF-21 Enterobacter sichuanensis WCHECI1597 99,71
HF-25 Escherichia fergusonii ATCC 35469 99,60
HF-8  Klebsiella grimontii 06D021 100,00
HF-28 Klebsiella grimontii 06D021 99,90
HF-27 Klebsiella michiganensis W14 99,60
HF-33 Klebsiella michiganensis W14 98,64
HF-22 Klebsiella pneumoniae subsp, ozaenae ATCC 11296 99,89
HF-23 Klebsiella pneumoniae subsp, ozaenae ATCC 11296 99,80
HF-5  Klebsiella pneumoniae subsp, pneumoniae DSM 30104 99,44
HF-11 Klebsiella pneumoniae subsp, pneumoniae DSM 30104 99,58
HF-13 Klebsiella pneumoniae subsp, rhinoscleromatis ATCC 13884 99,78
HF-44 Klebsiella pneumoniae subsp, rhinoscleromatis ATCC 13884 99,90
HF-6  Klebsiella quasipneumoniae subsp, quasipneumoniae  01A030 100,00
HF-37 Klebsiella quasipneumoniae subsp, quasipneumoniae  01A030 99,90
HF-12 Klebsiella quasivariicola KPN1705 100,00
HF-19 Klebsiella quasivariicola KPN1705 99,60
HF-47 Klebsiella quasivariicola KPN1705 99,81
HF-29 Klebsiella variicola subsp, variicola DSM 15968 99,81
HF-30 Kilebsiella variicola subsp, variicola DSM 15968 99,90
NBRC
HF-39 Leclercia adecarboxylata 102595 99,23
HF-17 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962 99,90
HF-18 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962 99,90
HF-16 Pseudomonas fulva NBRC 16637 100,00
HF-26 Raoultella ornithinolytica JCM 6096 100,00
HF-9  Shigella flexneri ATCC 29903 99,90

2. Tablazat: Az izolalt baktériumtdrzsek taxondmiai azonositdsdnak eredményei




A baktériumok jelentOs része az Enterobacteriaceae csaladba tartozik, azon belill a legtobb faj
Klebsiella nemzetséghez: palcika alakq, poliszacharid tokkal rendelkezé baktériumok, szamos
korokoz6 baktériumok (Bagley, 1985). Emellett tenyésztésbe vontuk Citrobacter, Enterobacter
és Escherichia nemzetségek képviseldit is. A Citrobacter nemzetség tagjai szintén széles
korben elterjedtek, tobb fajuk bakterémiat is okozhat, és szamos antibiotikum rezisztenciajuk
ismert (Drelichman & Band, 1985; Gaastra et al., 2014). Az Enterobacter nemzetséghez palcika
alaku, fakultativ anaerob baktériumok tartoznak, szintén human korokozok (Wenjing Wu et al.,
2019). Az Escherichia nemzetség altalunk izolalt faja (Escherichia fergusonii ) bélrendszer
mozgékony, nem sporaképzd palcika, melyet a patogenitds és metabolizmus kiilonboztet meg
az Escherichia-ktol (Hale & Keusch, 1996). A Leclercia és Raoultella nemzetségek egy-egy
fajjal képviseltetik magukat mintankban (Leclercia adecarboxylata, Raoultella ornithinolytica
), mindkett6 nvekedd jelentéségli human patogén (Anuradha, 2014; Drancourt et al., 2001).

Az Aeromonadaceae csaladba tartozd Aeromonas caviae régéta ismert, fakultativ anaerob

palcika alaku baktérium, természetes vizekben széles korben elterjedt (Batra et al., 2016).

A Moraxellaceae csaladba tartozo Acinetobacter johnsonii betegséget csak ritkan okozo aerob
baktérium (Montana 2016).

A Pseudomonadaceae csalad Pseudomonas nemzetségének azonositott két képvisel6je
(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fulva) a kornyezetben mindenhol megtalalhatd

opportunista patogén, szamos virulencia faktorral és antibiotikum rezisztenciaval (Weihui Wu
et al., 2015).

A tisztitott szennyvizben természetesen sok a fakultativ korokozo. Eredményeink szerint azon

rrrrr

képzik.

4.3. Az izolalt baktériumok metabolikus tutvonalai vizsgalatanak eredménye

a teljes genom elemzés soran
Az izolalt és meghatarozott baktériumok tipusfajai genomjanak vizsgalatakor 14, az aromas
vegyliletek metabolizmusaban részt vevd utvonalat talaltunk, ezekhez egyiittesen 692 gén

kapcsolodik. A kapcsolodo gének kategoriak kozti megoszlasat a 3. Tablazat foglalja Gssze.



Aromas vegyiiletek metabolizmus uitvonalai Kapcsolodo gének szama

4-Hidroxi-fenil-ecetsav katabolikus utvonal 140
A béta-ketoadipat utvonal protokatekudt dga 95
A béta-ketoadipat utvonal katekol aga 81
Aromads vegyiiletek metabolizmusanak kézponti

meta-hasitasi utvonala 72
Aromas amin katabolizmus 62
Benzoat lebontas 99
Gentizit lebontas 36
Kinat lebontés 33
Szalicilat- és gentizat katabolizmus 30
Hidroxi-aromas dekarboxilaz csalad 27
p-hidroxibenzoat lebontas 19
Aromas vegyiiletek lebontdsdnak homogentizat

utja 16
n-fenilalkansav lebontas 14
Bifenil lebontas 12

3. Tablazat: Az aromas vegyiiletek metabolizmusaban részt vevd utvonalakhoz kapcsol6do

gének szama, utvonalanként.

A meghatarozott anyagcsere utak fajok kozt megjelend gyakorisaga jellemezheti, hogy melyek
birhatnak jelent6s szereppel a vizsgalt szerves mikroszennyezd anyagok bontdsaban.
Megnéztiik, melyik metabolizmus kategéria milyen szazalékban fordul el6 az Aaltalunk

azonositott fajokban.

Ennek eredményét abrazolja az 1. Abra.



Metabolikus utvonalak fajok kozti szazalékos megoszlasa

FAJOK KOZTI MEGOSZLAS [%]

W 4-Hidroxi-fenil-ecetsav katabolikus tGtvonal M A béta-ketoadipdt utvonal protokatekuat aga
1 A béta-ketoadipat utvonal katekol dga m Aromas vegyiiletek metabolizmusanak kézponti meta-hasitdsi itvonala
m Aroméds amin katabolizmus Benzodt lebontds
B Gentizat lebontas m Kinat lebontds
m Szalicilat- és gentizat katabolizmus m Hidroxi-aromas dekarboxilaz csalad
u p-hidroxibenzoat lebontds m Aromas vegyiletek lebontdsanak homogentizat ttja
# n-fenilalkdnsav lebontds u Bifenil lebontas

1. Abra: Az aromas vegyiiletek metabolizmus kategériainak fajok kozti szazalékos
megoszlasa. A szinek az egyes metabolikus kategoriakat jelentik, az y tengelyen pedig annak
az értéke szerepel, hogy az altalunk meghatarozott 22 faj hany szazalékaban voltak ezen

utvonalak génjei megtalalhatok.

Ezek alapjan a bifenil degradacio titvonala és a kinat degradacié metabolizmusa tiinnek a
legjelentdsebbnek, mivel elébbi a fajok 86%-ban megtalalhato, utobbi pedig a fajok 77%-ban.
Jelentds szereppel birhat még a béta-ketoadipat utvonal katekol aga, illetve a hidroxi-aromas

dekarboxilaz csalad metabolizmusa is, melyek génjei a fajok 64%-ban vannak jelen.

Azok a leirt Sphingomonadaceae torzsek (példaul Sphingobium xenophagum Bayran torzs),
melyek endokrin diszruptor szerves mikroszennyezdket, példaul a nonilfenolt, bontani képesek,
ezt egy ipso-szubsztitucios mechanizmus segitségével teszik és csak a molekula aromas részét
hasznositjak. A Sphingomonas sp TTNP3 t6rzs nonilfenol bontasanal megfigyelték, hogy a

o

disszociacios energia a kilép6 széngylirli rearomatizaciojat biztositja (Giger et al., 2009).

A biszfenol-A bontasara képes baktériumtorzsek kozt is Sphingomonas sp. a legjelentdsebb,

melyeket tobbek kozott szennyvizbdl és szennyviziszapbol izolaltak (Zhang et al., 2013).



Az altalunk izolalt torzsek kozott nem jelenik meg ez a baktérium csaldd, am jelenlétiik nem
kizarhaté mintainkbol sem, igy szintén részt vehetnek a mikroszennyezok bontasaban, mely

képességet a fent emlitett aromas metabolikus utvonalak tehetnek lehetové.

4.4. Antibiotikum rezisztencia vizsgalat eredményei

Hérom csoportba soroltuk az eredményeket, az érzékenység mértékét figyelembe véve:

= 10 mm alatt: rezisztens

= 10 és 25 mm kozott: mérsékelten rezisztens

= 25 mm folott: érzékeny

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalat eredményeit a 4. Tablazat foglalja dssze.
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Acinetobacter johnsonii 4 300 20| 39 0| 19| 32| 16| 14| 23| 0| O
Aeromonas caviae 1 355| 20| 31 0O 0| 285| 34 0135 0| O
Aeromonas caviae 38 355| 24| 30 O 0| 26| 29| 24| 13| 15( O
Citrobacter freundii 10 36 0| 33 0| 0| 15| 10 0| 13| 0| O
Citrobacter freundii 31 30| 23| 30| 11| 13| 20| 29| 13| 27| 0| O
Citrobacter murliniae 46 25| 19| 24 0| 11| 25| 24 o 11| 0| O
Citrobacter portucalensis 48 25| 19| 26 0] 11] 25] 30 0] 121 0] O
Enterobacter chengduensis 34 31| 20| 30 0] 12] 25] 30 0] 100 0] O
Enterobacter huaxiensis 35 28| 23| 33 0| 10| 30| 26 O 21| 18| O
Enterobacter huaxiensis 36 18 12| 28 0| O 0| 22 0 19| 0| O
Enterobacter sichuanensis 21 30 17| 28 11| 14| 34| 32 0 12| 0| O
Escherichia fergusonii 25 35| 18| 28 0| 19] 36| 40| 15| 24| 16| O
Klebsiella grimontii 28 300 21| 28| 10| 10 27| 20 0] 27| 28] 0
Klebsiella grimontii 8 33| 21| 42| 10| 15| 40| 39 0] 21| 19| O
Klebsiella michiganensis 27 33| 22| 36| 10| 13| 27| 30| 12| 26| 15| O




Klebsiella michiganensis 33 32| 22| 31| 11| 12| 29| 34 0] 24| O
Klebsiella pneumoniae ssp, 0zaenae 22 33| 28| 36| 10| 13| 25| 34| 20| 30| 25
Klebsiella pneumoniae ssp, ozaenae 23 35| 28| 34| 10| 19| 40| 37| 20| 24| 31
Klebsiella pneumoniae ssp, pneumoniae

11 30| 23] 32| 11]) 10| 22| 11] 12] 20| O
Klebsiella pneumoniae ssp, pneumoniae

5 29| 155|37,5| 10,5| 12| 235| 27| 146| 16| O
Klebsiella pneumoniae ssp,

rhinoscleromatis 13 34| 20| 39| 12| 15| 26| 12 0] 21, O
Klebsiella pneumoniae ssp,

rhinoscleromatis 44 27| 20| 33 0| 15 0| 29 0| 19, O
Klebsiella quasipneumoniae ssp,

guasipneumoniae 37 23| 26| 29| 10| 12| 27| 30| 13| 22| 0O O
Klebsiella quasipneumoniae ssp,

guasipneumoniae 6 35245 38|115| 12| 215| 19| 135]| 155| 0| O
Klebsiella quasivariicola 12 32| 25| 36| 10| 15| 34| 36| 17| 24| 30| O
Klebsiella quasivariicola 19 35| 14| 29| 10| 15| 40| 34| 14| 19| 23| O
Klebsiella quasivariicola 47 335 23| 35| 10| 12| 27| 31| 15| 24| 21| O
Klebsiella variicola ssp variicola 29 36| 22| 30| 11| 12| 28| 34| 10| 24| 0| O
Klebsiella variicola ssp, variicola 30 30| 21| 32| 11| 13| 28| 27 0] 24171 0
Leclercia adecarboxylata 39 35| 20| 33| 10| 13| 35| 35| 17| 29| 0f O
Pseudomonas aeruginosa 17 33 0] 33 0] 12 0] 28 0 0] 0] O
Pseudomonas aeruginosa 18 34 0| 31| 10| 13 0] 30 0 0 0] O
Pseudomonas fulva 16 40| 10| 45| 10| 13| 23| 25 0] 11} 0] O
Raoultella ornithinolytica 26 35| 18| 32| 10| 19| 21| 28 0] 200 0] O
Shigella flexneri 9 25| 22| 29| 10| 14| 25| 34| 20| 28| 26| O

4.Tablazat: A gatlasi zona atmérdje (mm). Rezisztens (piros), mérsékelten rezisztens (sarga),

érzékeny (zold).

A 2. Kép a Pseudomonas fulva 16 torzsrél késziilt, melyen jol latszanak a kiilonboz6 gatlasi
zondk. Ez a torzs érzékenynek bizonyult a Cefepime, mérsékelten rezisztensnek az

Erythromycin és rezisztensnek az Amoxicillin+Clavulanic acid antibiotikumokra.




2. Kép: Pseudomonas fulva 16 torzs érzékenysége Cefepime, Erythromycin és

Amoxicillin+Clavulanic acid antibiotikumokra

4.4.1. Sejtfal szintézis gatlo antibiotikumokra vald rezisztencia vizsgilat eredménye

A B-laktdm tipusa antibiotikumok (Meropenem, Imipenem, Cefepime,
Amoxicillin+Calavulanic acid) a bakterialis sejtfal bioszintézisének gatlasaval okozzak a
baktériumok pusztulasat, de a B-laktamaz termeld baktériumok erre vonatkozdan rezisztenciat

alakithatnak ki.

Baktériumtézseink a Meropenem ¢és Imipenem antibiotikumra bizonyultak a
legérzékenyebbnek, eldbbire a torzsek 86%-a volt érzékeny, utdbbira a torzsek 97%. A
Cefepime-re az el6z6 kettével egyetemben egyetlen torzs sem volt rezisztens. Az Amoxicillint
klavulansavval szoktak egytitt alkalmazni, ami B-laktamaz gatld, ezzel segitve az antibiotikum
hatasat és a rezisztencia kikiiszobolését, ennek ellenére a torzsek 6%-a rezisztenciat mutatott

(2. Abra).



Amoxicillin +

Meropenem Clavulanic acid

17%

86%
Imipenem Cefepime
97% 74%

2. Abra: A baktérium torzsek sejtfal szintézis gatlo antibiotikumokra mutatott
rezisztencigjanak szazalékos megoszlasa; érzékeny (sarga) mérsékelten rezisztens (kék),

rezisztens (zold).

4.4.2. Fehérje szintézis gatlé antibiotikumok hatasa az izolalt baktériumtorzsekre
Ezek az antibiotikumok (Tetracycline, Gentamicin, Erythromycin, Clindamycin) mind a
bakterialis riboszoma alegységeihez kotddve zavarjadk meg a fehérjék normal szintézisét és

okozzdk ezaltal a sejt pusztulasat.

A Tetracycline a torzsek 9%-a érzékenynek bizonyult, de 8% mutatott ra rezisztenciat és 83%
mérsékelt rezisztenciat. A Gentamicinre a torzsek 89%-a volt mérsékelten rezisztens és 11%-a
rezisztens, érzékenynek egyik se mutatkozott. Az Erythromycin egy makrolid tipusu
antibiotikum, a Gram-negativ baktériumok tobbségére nem hat. Ez jol latszik az eredményeken
is, a torzsek 51%-a mutatott rezisztenciat és 49% mérsékelt rezisztenciat. A Clindamycin egy
alapvetéen Gram-pozitiv baktériumok elleni antibiotikum, az 6sszes torzs rezisztens volt ra (3.

Abra).



Ervthromvcin Gentamicin

Tetracyclin Clindamycin

3. Abra: A baktérium torzsek fehérje szintézis gatld antibiotikumokra mutatott

rezisztenciajanak szazalékos megoszlasa; érzékeny (sarga), mérsékelten rezisztens (kék),

rezisztens (zold).

4.4.3. Bakterialis replikaciot gatlo illetve sejtmembran karosito antibiotikumok
vizsgalatanak eredményei

A Ciprofloxacin egy szintetikus fluorokinolon tipust antibiotikum, mely a baktérium
topoizomeraz enzimét gatolva akadalyozza a DNS szintézist, ezzel pedig a bakterialis

replikaciot. Erre a torzsek 54%-a érzékeny volt, viszont 12% rezisztens.

A Trimethoprim+Sulfamethoxazole antibiotikum kombinacié a folsav bioszintézis egymast
kovetd 1épéseit gatolja, ami létfontossagu lenne a purinok, timidin és metionin szintézisében,
ezzel gatolva a bakterialis replikaciot. A torzsek 63%-a rezisztensnek, 26%-a mérsékelten

rezisztensnek €s csak 11% bizonyult érzékenynek.

A Polymyxin egy sejtmembran kérositd antibiotikum, kifejezetten Gram-negativ baktériumok
ellen, a természetben is megtalalhatd, Gram-pozitiv baktériumok termelik. Ennek ellenére a

torzsek 34%-a rezisztenciat mutatott és 66% is mérsékelten rezisztens volt.



Ezen eredmények jelennek meg a 4. Abran.

Polymixin Ciproflexacin

Trimethoprim +
Sulfamethoxazole

11

4. Abra: A baktérium torzsek Ciproflexacin, Polymixin és
Trimethoprim+Sulfamethoxazole antibiotikumokra mutatott érzékenységének
szazalékos megoszlasa; érzékeny (sarga), mérsékelten rezisztens (kék), rezisztens
(zold).

Az antibiotikum rezisztencia féként emberi kornyezetbdl szarmazik, és a szennyvizzel tavozva
tovabb terjedhet természetes vizekben, amely manapsag egyre ndvekvo problémat jelent — ezért

gondoltuk fontosnak ezen rezisztencidk vizsgalatat a dolgozat keretein beliil.

5. Osszefoglalas, kitekintés

Munkénk soran megallapitottuk, hogy a tisztitott szennyvizben a tesztelt endokrin
diszruptorokat egyediili szénforrasként hasznositani képes baktériumok szama magas. Sajnos
izolalt baktériumaink jelentds hanyada fakultativ korokozo szervezet, igy késobbi
bioremediacios alkalmazasra nem hasznalhatoak, ezért a kés6bbiekben endokrin diszruptorokat
bont6 szervezeteket természetes kornyezetekbdl (Dunaviz mint tisztitott szennyviz befogado

forrasa) probalunk meg izolalni. Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a tisztitott



szennyvizzel a Dundba szdmos, antibiotikumrezisztenciat hordozo6 szervezet keriil. Ez utdbbi

az antibiotikumrezisztencia terjedése miatt komoly gondot jelenthet.

Ko6szonetnyilvanitas
Halasan k6szonom témavezetdmnek, Dr. Toth Erikanak és Mireisz Tamas doktorandusznak a
rengeteg segitséget, oktatast as végtelen tiirelmet, amivel nap mint nap tamogatnak. Nélkiiliik

nem sziilethetett volna meg a dolgozatom.
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