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1. BEVEZETES

., A végteleniil kicsinek végteleniil nagy a szerepe.”
- Louis Pasteur

A kornyezetbiztonsag témakorének bioldgiai oldalrol valdo megkozelitése soran elsd 1épésben
keriilnek megemlitésre azok a mikrobak, melyek a kockazatkezelés szempontjabol kiemelt
jelentdségiick. Szamos, opportunista patogén baktérium — gyengiiltségi korokozd — része a
természetes kornyezetnek, kozremiikdddje az anyagkorforgalmi folyamatoknak. Jelentds résziik
kivaldé metabolikus képességekkel rendelkezik, a szakirodalomban igen nagy szamban taldlunk
adatokat kiilonb6z6 szennyez6 anyagok baktériumok altal torténé bontasarél. Ezen
mikroorganizmusok meghataroz6 része elsdsorban korhazi kornyezetben okoz gondot
nozokomialis fertdzések kialakitasaval és antibiotikum rezisztencidjaval.

Altalanos feltevés, hogy a kornyezeti — jo biodegradacios képességekkel rendelkezé —
torzseket kevésbé, vagy egyaltalan nem tartjak veszélyesnek kockdzatkezelés szempontjabol, mig
azonos baktériumfaj korhazi képviseldjét igen magas egészségkockazati tényezéként jegyzik. A
szakirodalomban szamtalan adatot talalunk korhazi fertézésekbdl szarmazd baktériumtorzsek
vizsgalatarol, azonban a kornyezeti izolatumok tanulmanyozasaval joval kevesebb publikacid
foglalkozik. Olyan tanulmanyok pedig, melyek korhazi és kornyezeti izolatumok vizsgalt
tulajdonsagainak Osszehasonlitasat tizték ki célul, csak igen korlatozott szamban allnak
rendelkezésre és ezen eredmények is ellentmondasosak néhany esetben. A baktériumok lehetséges
biologiai veszélyeit szamos faktor befolydsolja. Kiilonb6zd tényezOk jatszanak szerepet a
kolonizacid, infekcido létrejottében, a korokozoi viselkedés megnyilvanuldsdban vagy a
bekovetkezett fertézés kimenetelében.

Mindezek tiikrében tehat hianypotld informaciokkal szolgalhat, ha képet kapunk a
kornyezetben el6forduld opportunista patogén fajok elterjedtségérdl és a természeti kérnyezetben
mutatott tulajdonsagaikrol, hiszen kiilonbozé expoziciés utvonalakon barmikor kozvetlen
kapcsolatba keriilhetnek az emberi szervezettel.

Doktori munkam soran olyan opportunista patogén baktériumok vizsgalatat tliztem ki célul,
mint az Acinetobacter nemzetséghez tartozé fajok és a Pseudomonas aeruginosa faj, melyek
ubikviter szervezetekként a kornyezetben (is) altalanosan elterjedtek, azonban jelentds problémat
okoznak korhazi koriilmények kozt betegségkialakitd képességiikkel és az egyre nagyobb
mértékben megnyilvanulo antibiotikum rezisztencidjukkal. Végso célomként a kérnyezeti torzsek
kornyezetbiztonsagi kockazatanak megitélését hataroztam meg, melyre a vizsgalatokba vont
izolatumok tulajdonsagai, mint az antibiotikum rezisztencia, a virulencia megnyilvanuldsa
kiilonboz6, az adott faj esetében relevans tesztekben (hemolitikus aktivitas, Galleria mellonella

teszt, motilitas, szerotipus, biofilm képz0 képesség), illetve kiilonbdzd virulencia gének vizsgéalata
7
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¢s a molekularis biologiai mddszerekkel végzett filogenetikai kapcsolatok felderitése adott

lehetdséget.

Doktori kutatasi munkam soran tehat az alabbi konkrét célokat hataroztam meg:

e Az Acinetobacter nemzetséghez tartozé fajok, illetve a Pseudomonas aeruginosa faj

kornyezeti képviseldinek izolalasa és azonositasa, fenntartasa torzsgytjteményben.

e Az antibiotikum rezisztencia kvantitativ megallapitasara alkalmas fenotipusos teszt (MIC

teszt), esetenként rezisztencia gén vizsgalata polimeraz lancreakcio segitségével.

e A virulencia megnyilvanulasa/virulencia faktorok vizsgalata kiilonb6z6 mddszerekkel:

o

(@]

o

o

o

hemolitikus aktivitas (véragar lemezen)

biofilm képz6 képesség (mikrotiter lemez modszer, konfokalis lézer pasztazod
mikroszkop)

virulencia gének vizsgalata (polimeraz lancreakcio)

szerologiai vizsgalatok (polivalens és monovalens antiszérum savokészlet)

motilitas vizsgélata (,,swimming, swarming, twitching”)

virulencia vizsgalat nagy viaszmoly (Galleria mellonella) modellen.

e Rokonsagi kapcsolatok meghatdrozasa a kornyezeti torzsek kozott molekularis biologiai

vizsgalatokkal, illetve adott modszerhez kothetd adatbazisokban taldlhatdé informaciok

elemzése, kapcsolatok keresése a kornyezeti €s a klinikai izolatumok kozott:

O

O

MLST (Multilocus Sequence Typing/Multilokusz Szekvencia Tipizalas)
PFGE (Pulsed-filed Gel Electrophoresis/Pulzalo Eréterit Gélelektroforézis).
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kornyezetbiztonsag

A kornyezetvédelem szertedgazd, ugyanakkor igen Osszetett szakteriilet, mely szamos
feladatot foglal magaban és egyre szorosabban fiigg Gssze a kornyezetbiztonsag tevékenységi
korével. A kornyezetbiztonsdg fogalma az Eurdpai Kozosség altal elfogadott definicid szerint,
»az Europai Kozosség azon képességeét jelenti, hogy a kornyezeti erdforrasok sziikdssége és a
kornyezeti karosodas elkeriilésével képes fejlodést biztositani” (HANKO & FOLDI, 2009). Mas
megfogalmazas szerint ,,a mindenkori kornyezetvédelem adott dllapota, annak egyes elemei
vonatkozasaban kiilon-kiilon és egyiittvéve. A fold, a vizek, a levegd, a természetes és mesterséges
kérnyezetnek az emberekre, a tarsadalomra, az egész érintett élo- és élettelen vilagra, valamennyi
ertékre gyakorolt, negativ hatdassal szembeni védettségnek a mértékében” (NAGY, 2001). A
Nemzeti Kozszolgalati Egyetem, Kornyezetbiztonsag cimii jegyzetében megfogalmazottak szerint
»a kornyezetbiztonsag a kérnyezeti elemek védettségi dllapotanak mértékét fejezi ki az emberi
tevékenységek, az ember altal miikédtetett miiszaki, technologiai folyamatokkal, rendszerekkel
szemben, ugyanakkor azt az dllapotot jelképezi, amikor a természet, a kornyezet sem kozvetleniil,
sem pedig az emberi tevékenységeken keresztiil nem veszélyezteti sem az embert, sem pedig annak
természetes és mesterséges kornyezetét” (SZOBOSZLAY, 2003; HALASZ & FOLDI, 2014).

Szamos megfogalmazas 1étezik tehat, ha egybevetjiik dket, a k6zds pontok a kdvetkezdk
lesznek: az egyén és a kdz0sség egyes csoportjai egyetértésben vannak a kiilonbozo tarsadalmak,
illetve az emberiség természeti, tarsadalmi, gazdasagi €s politikai kornyezetével.

A kornyezetbiztonsdg a nemzeti biztonsdg részét képezi, mely magaban foglalja a
kornyezet védettsége mellett a kdrnyezeti artalmak altalanos fokat, a katasztrofa-, vizrajzi és
meteoroldgiai helyzetet, illetve a kozegészség és jarvamyiigyi allapotokat, a védekezd
mechanizmusok és megel6z6 rendszerek meglétével parhuzamosan (HALASZ & FOLDI, 2014).

Napjainkra igen széles korben felismerték, hogy kornyezetvédelem nélkiil hosszu tdvon
katasztrofalis valtozasokra szamithat az emberiség, igy szamos nemzetkdzi és nemzeti szervezet
tlizte zaszlajara kozvetve vagy kozvetleniil a kornyezetvédelmi problémak megoldasat, a
kornyezeti karok megeldzését, mérséklését szabalyozason, adatszolgaltatason keresztiil. Mi sem
bizonyitja ezt jobban, mint hogy az Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi
Hivatalanak (US EPA — United States Environmental Protection Agency) elsédleges feladata az
emberi egészség ¢€s a kornyezet védelme (httpl). Az Eurdpai Unid altal mikddtetett, Europai
Kornyezetvédelmi Ugynokség (EEA — European Environment Agency) legfébb célja pedig,
hogy fliggetlen, megbizhatd tajékoztatast nyhjtson a kornyezetrél a fenntarthatd fejlodés

tamogatasanak érdekében (http2). A nemzetkozileg is mérvadod kornyezetvédelmi ligynokségek
9
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mellett szdmos, specifikusabb csoport mikodik korméanyok altal vagy civil kezdeményezés
formajaban, nemzeti vagy nemzetkdzi Osszefogassal, melyek igen kiilonboz6 témakdrokre
fokuszalnak. A teljesség igénye nélkiill megemlitve néhdnyat, ilyen szervezet példdul a
Greenpeace, mely a vilag legnagyobb fiiggetlen természetvédelmi ¢és kornyezetvédelmi
civilszervezete. Célja a kdrnyezettudatos szemlélet terjesztése minél szélesebb korben, valamint a
természetet €s az emberi kornyezetet ért pusztitd tevékenység felderitése €s megvaltoztatasa
(http3). A WWF (World Wide Fund for Nature — Természetvédelmi Vilagalap), a vilag legnagyobb
civil természetvédelmi szervezete, mely az €16vilag sokféleségének megorzéséért, az ¢lohelyek €s
a veszélyeztetett fajok védelméért kiizd vildgszerte. Kiildetésiik egy olyan jové megteremtése, ahol
az emberiség és a természet harmoéniaban él egymassal (httpd). Az ENSZ Kérnyezetvédelmi
Programjanak (United Nations Environment Programme) legfébb feladatai k6zé a kornyezet
allapotanak figyelése ¢és adatok beszerzése, valamint a nemzetkdzi kornyezetvédelmi
egylittmiikodés segitése és az esetleges kornyezeti katasztrofak kezelése tartozik (http5). A
Globalis Kornyezeti Alap (GEF — Global Environment Facility) a biodiverzitas, a klimavaltozas,
az 6zonréteg és a kornyezetszennyezés probléméjaval foglalkozik (http6). Az Eghajlat-valtozdsi
Kormanykozi Testiilet (IPCC — Intergovernmental Panel on Climate Change) célja, hogy
Osszefoglalja és értékelje az emberi tevékenység hatdsara bekovetkezett klimavaltozéssal
kapcsolatos kutatasi eredményeket (http7).

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO — World Health Organization) az ENSZ egyik
alszervezete, mely a nemzetk6zi kozegészségiigy iranyitd hatosagaként tevékenykedik. F6
feladatai kozé tartoznak a segitségnyujtasi, kutatd- €s irdnyitdsi tevékenységek az egészségiigy
minden teriiletén, kiilonos tekintettel a fert6zd betegségek, jarvanyok, gyermekbetegségek, rak €s
AIDS okainak felderitésére (http8). A kornyezetvédelem tehat szorosan Osszefiigg a
kornyezetbiztonsag tevékenységi korével, mely magaban foglalja a kozegészség- és jarvanyiigyi

allapotokat is.

2.2 Patogenitas

Az, hogy egy adott mikroszervezet milyen kozegészségiigyi jelentdséggel bir, szdmos
tényezo fliggvénye, melyek koziil a legfontosabb a patogenitds. A patogenitds, vagy patogenicitas
betegség kialakitdsara vagy sériilés okozéasara a gazdaszervezetben. Egy fert6z0 agens vagy
patogén, vagy nem (CANN, 2016; BURRELL ET AL., 2017). A patogenitds, vagy a betegség
kialakitdsanak képessége viszonylag ritka a mikrobak kozott. A fertdzoképesség, vagy a

gazdaszervezet védelmi képességének megsértése és a virulencia, egy multifaktorialis valtoz6, ami
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Osszességeben egy patogén képessége, hogy artson a fogadoszervezetnek (ALA’ALDEEN &
WOOLDRIDGE, 2012).

A baktériumok kozott a patogének két tipusat kiilonboztetjik meg. Az opportunistak
ritkan valtanak ki megbetegedést az egészséges immunrendszerrel rendelkez6k korében. Altalaban
velesziiletett vagy szerzett betegség, immunvédekezésben gatolt, vagy veszélyeztetett, illetve
immunszuppressziv terdpia alatt allok vagy miitéti beavatkozason atesettek korében képesek
betegség kialakitasara. Szdmos, opportunista korokozé része a normal emberi mikrobidtanak a
boron vagy a nyalkahartyan, ahol artalmatlanok, nem okoznak megbetegedést (ALA’ ALDEEN &
WOOLDRIDGE, 2012). A primer vagy elsédleges, mas néven obligat patogének olyan virulencia
mechanizmus(ok)kal rendelkeznek, melyek segitségével képesek egészséges szervezetekben is
betegség kivaltasara. Az opportunista kérokozok csak a védekezésben gatolt gazdaszervezetet
tamadjak, mig az obligdt patogének egészséges egyedekben is okozhatnak megbetegedést.
(FALKOW, 1997). A virulencia faktorok megléte (birtoklasa) kiilonbozteti meg a patogéneket a nem
patogénektdl, illetve azok mennyisége €s hatékonysaga valasztja el az opportunistakat az obligat

patogénektdl (ALA’ ALDEEN & WOOLDRIDGE, 2012).

2.3 Virulencia

A patogén szervezeteken beliil a virulencia meghatdrozza az adott torzsre jellemzo,
specialis, gazdaszervezetet karositdo tulajdonsagokat (ISENBERG, 1988). A virulencia a
korokozoképességnek egy pontosan meghatarozott torzsre vonatkoztatott mennyiségi kifejezése.
Kicsit arnyaltabb megkozelitésben, a virulencia klinikai értelemben vett olyan komplex korokozo-
gazda kapcsolat megnyilvadnulasa, amelyben egy mikroszervezet betegség okozo képességét a
gazda rezisztenciajaval kapcsolatban vizsgaljak (ALA’ ALDEEN & WOOLDRIDGE, 2012).

A virulencia a patogenitds mértékét fejezi ki, altaldban morbiditasi, vagy mortalitasi
értékekkel (pl. LDso értékkel) jellemzik, ami a mikroorganizmus vagy az altala termelt toxin
mennyiségére utal, és a kisérleti szervezetek felét képes elpusztitani (WONG ET AL., 1996). A
virulencia meghatdrozasaban szerepe van a mikroorganizmusok sejtfelépitésének és
anyagcseretermékeinek. Ezeket virulencia faktorként vagy patogenitdsi tényezdként tartjuk
szamon. A legtobb patogénnek szdmtalan virulencia faktora van, amelyek meghatarozzak, hogy
milyen gazdaszervezetet tudnak megtdmadni, milyen szdvetekbe hatolnak be €és a betegségnek
milyen tlineteit valtjak ki. Ha valamelyik tényez6 hidnyzik, a patogén csokkent virulencigju, vagy
avirulens.

Az endotoxinok ¢és exotoxinok ismert virulencia faktorok. Az endotoxinokat a
lipopoliszacharidok szinonimajaként is szamon tartjak a Gram-negativ baktériumok korében,

megfeleld mennyiség termelése mellett endotoxikus sokk alakulhat ki a gazdaszervezetben. Az
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exotoxinok olyan fehérjék, melyek karosoddst vagy miikdodési rendellenességet okozhatnak a
gazdasejt membranjan torténd jelatvitellel (1. tipus), a membran karositasaval (II. tipus) vagy a
célsejtek megnyitasaval és funkciojuk kdzvetlen megvaltoztatasaval (I11. tipus) (ALA’ALDEEN &
WOOLDRIDGE, 2012).

A virulencia faktorok tovabbi nagy csoportjai az adhezinek, invazinok, a szervezet
védekez6 rendszerei ellen haté és egyéb formaban karosité faktorok. A virulencia mérésére
szolgaldo modszerek kozott leggyakoribb a hemolitikus aktivitds
vizsgalata, mely soran a baktériumok vorosvérsejtekre gyakorolt
hatasat tesztelik fenotipusosan, altaldban birkavért tartalmazoé
agarlemezen. A vorosvérsejtek bontasa alapjan alfa-, béta- és
gamma-hemolizald torzseket kiilonitenek el egymastol (1. sz.
abra), melyek koziil a legintenzivebb forma a béta-hemolizis. A

béta-hemolizaldo torzsek teljes mértékben elbontjak a

vorosvérsejteket, igy a telepek koriil jol lathatd, attetszo

1. sz. 4bra: A hemolitikus

et . feltisztulasi zoéna alakul ki. Az alfa-hemolizis soran a
aktivitas kiillonboz6 formai. A:
béta, B: alfa, C: gamma; hemoglobinban taldlhaté vasat oxidaljdk a baktériumok,
forras: http9 melynek hatdsasra zoldes elszinezddés figyelhetd meg a véres
taptalajon, mig a gamma-hemolizal6 térzsek nem képesek a hemolizisre. A hemolitikus aktivitas
formai szerint bizonyos nemzetségekhez (pl.: Streptococcus) tartozé fajokat tovabbi alcsoportokba

sorolnak (FACKLAM, 2002).

2.4 Invazivitas

Az invazivitas a mikrobak bizonyos szévetekbe vald behatolasi képességét jelenti, példaul
képes-e az ép boron athatolni, mint a Leptospira, vagy csak sériilésen keresztiil (pl.: Clostridium
tetani). A Vibrio cholerae noninvaziv, nem hatol be a vékonybél endothel sejtjeibe, hanem

enterotoxinjaval a bélnyalkahartyara hatva okozza a hasmenést (LOSONCZY, 2001).

2.5 Kolonizaci6 — infekcio

A mikroorganizmusok megtelepedése és szaporodasa adott gazdaszervezet szoveteiben —
szervezet valaszreakcidja jelzi, altalaban klinikai tlinetekkel jar, mig a kolonizaci6d esetében a
bordn vagy nyalkahartyan megtelepedd mikrobak szaporoddsanak nincsenek jelei, a valaszreakcio
hianyzik vagy minimalis. Azon mikroorganizmusok Osszességét, melyek altalanossagban

megtalalhatok az emberi szervezetben, mikrobiotanak nevezziik (LOSONCzY, 2001).
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2.6 Klinikai epidemiologia
A klinikai epidemioldgia vagy mas néven klinikai jarvanytan a nozokomidlis (gyogyito
intézményekben szerzett) fertdzések elleni tevékenységet foglalja magaban. F feladata megel6zni
az (altalaban) immunhianyos apoltak betegellatasa soran fellépd fert6z6 betegségek terjedését,

elé6fordulasuk esetén lekiizdeni azokat (LOSONCZY, 2001).

2.7 Biofilm

A mikrobaknak biztositaniuk kell az ellenallast az 6ket érd kiilonb6z6 hatasokkal szemben,
melyben fontos szerepet jatszik a kiilonbozo feliileteken valdo megtapadasi képesség. Ebben az
adhézidban nyujt segitséget exopoliszacharid termelés révén kialakul6 biofilm.

A biofilmek olyan zart matrixi mikrobidta aggregatumok, amelyek egymashoz, illetve
természetes vagy mesterséges felszinekhez kotddnek és kiilondsen nagy szerkezeti és funkcios
stabilitassal rendelkeznek. A mikrobidta tokba zarodik az extracellularis matrix miatt, ezaltal
védetté valik a kedvezébtlen kornyezeti koriilményekkel szemben. A biofilm szelektiv elényhoz is
juttatja a baktériumokat, hiszen fenntartja a mobilis genetikai elemek sokféleségét és karpotolja az
ahhoz kot6do ,,fitness cost”-ot (a rezisztencia gének megszerzése utan a fenntartasukat igényld
energia) (CHAPMAN, 2015). A biofilm forrasa lehet a kronikus és perzisztens fertézéseknek és erés
védelmet jelent az immunrendszerrel és az antibiotikumokkal szemben (WEI & MA, 2013).

Ez az 6si alkalmazkodasi forma kordn megjelent, az evolucié prokariota fazisaban, hogy
védelmet biztositson a sejtek szamara. A biofilm egyetlen primitiv, soksejtes organizmusnak is
tekinthetd, amely ugyanazt a stratégiat alkalmazza a kornyezettel torténd kélcsonhatasdban, mint
az eukaridta szervezetek (AMINOV, 2011).

A biofilmek megtalalhatéak a természetes vizi 0koszisztémdkban a folyok és patakok
kavicsain, az all6 viztestek felszinén, a szennyviztisztitd rendszereken beliil a szennyvizcsoveken,
csepegtetd testes rendszerekben, a melegvizii forrdsokban, a tengeri 6koszisztémak partvidékein,
illetve az emberek €s allatok fogain, valamint az emberi testben kronikus fertdzés esetén. Human
vonatkozasban a biofilm képzddés foként a fertézéses betegségek kortanahoz kothetd, melytdl
rendkiviil nehéz megszabadulni a megndvekedett antibiotikum rezisztencia miatt (AMINOV, 2011).
A biofilmek gyorsabb regeneraciora képesek és sz€éls6séges kornyezeti hatasokra megvaltoztatjak
kozosségiik mikodését és felépitését. Az antibiotikum termeld baktériumok biofilmjében €16,
antibiotikumra ¢érzékeny baktériumok talélésében kozre jatszanak a rezisztencia gének
(HENRIQUES ET AL., 2012).

A mikroorganizmusok kdlcsonhatasban allnak egymassal a biofilmekben ¢és kémiai
jelanyagokkal (pl. homoszerin lakton) érintkeznek, melyeket quorum sensing molekulaknak

neveziink. A quorum sensing a baktériumoknal egyfajta sejtkozotti jelatvitelt jelent, amikor a
13



10.14751/SZIE.2019.039

magas sejtsliriség miatt a jelz0 molekulak a sejteken kiviilre keriilnek, majd a sejtek kozott
kapcsolatot teremtenek koordinalva a génexpressziot. Mivel a quorum sensing fontos a biofilm
képzésben, ezért a folyamatba torténd kdzbeavatkozas segithet kontrollalni a biofilmeket (MATZ,
2011).

A biofilmekben 1évé mikrobialis sejtek antibiotikum ellenallasa meghaladhatja a tizszeres
- szazszoros értéket a planktonikus tarsaikhoz képest. Ahhoz, hogy az antibiotikum kifejtse a
hatasat, a védelmez6 matrixon keresztiil be kell jutnia, ahol a bedgyazddott sejtek talalhatdak. A
matrix limitdlja az anyagok transzportjat a biofilm szerkezete révén, igy az antibiotikum
behatolasdnak esélyét csokkenti. Az antibiotikumok megkotddhetnek a matrixban is, igy
képtelenek kifejteni hatdsukat a bedgyazddott sejtekre, illetve a matrixban jelenlévd enzimek

szintén hatastalanitani tudjak 6ket (MCCARTY ET AL., 2014).

2.8 Antibiotikum rezisztencia

A hasznalatban 1év6 antibiotikumok tulnyomo6 tobbsége, melyek jo része szintetikus Gton
keriil eldallitasra, a kornyezeti mikroorganizmusok altal termelt antibiotikumok szerkezetén
alapszik. A penicillin felfedezése Ota antibiotikumok szazait fedezték fel vagy szintetizaltak,
human vagy allati fertézések gyogyitasa céljabol. Az antibiotikumok megreformaltdk a modern
mezOgazdasagot a profilaxis, illetve terapia céljabol alkalmazott kezelésekkel (SARMAH ET AL.,
2006). Helytelen, illetve talzott hasznalatuk azonban antibiotikum rezisztens baktériumok és
antibiotikum rezisztencia gének kialakulasdhoz ¢és terjedéséhez vezetett, ami jelentdsen
csOkkentette a terapias hatékonysagukat a humén és allati megbetegedések kezelése soran
(WRIGHT, 2010). 2015-ben a WHO siirgésen kezelend6, globalis, kézegészségiigyi problémanak
mindsitette az antibiotikum rezisztenciat (WHO, 2015).

Az antibiotikum rezisztencia lehet genetikailag kédolt, azaz jellemz6 az adott faj Gsszes
képviseldjére (példaul az Enterobacteriaceae csalad glikopeptidekkel szemben valo ellenallasa)
vagy szerzett tulajdonsag, ami kizardlag az adott torzset érinti. A szerzett rezisztencia eredetileg
érzékeny baktériumtorzseknél alakulhat ki, rezisztencidt kodold gén megszerzésével mas
baktériumtol (fajon beliil vagy akdr nemzetségek kozt is), vagy mutdcioval. Az antibiotikum
rezisztencia gének altaldban mobilis genetikai elemeken helyezkednek el, melyek lehetnek
plazmidok (a kromoszématol fiiggetlen, gytrti alaku, kettds szala DNS molekula) vagy
transzpozonok (,,ugral6 gének”, a DNS mobilis szekvencia részei, melyek képesek megvaltoztatni
helyiiket a genomon beliil). Rezisztencia gén szerzése tobb mdodon végbe mehet: konjugacioval
(kozvetleniil sejt-sejt kozti atadassal), transzdukeio soran (bakterialis DNS bakteriofaggal torténd
atvitele) ¢és transzformacio segitségével (DNS felvétele a kornyezetbdl). Az antibiotikum

rezisztencia f6 mechanizmusai koz¢é tartozik az inaktivaléo enzimek termelése (pl.: béta-
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laktamazok, karbapenemazok, aminoglikozidokat modositdé enzimek stb.), a célstruktura
megvaltozasa (az antibiotikum kotddésére alkalmas hely megvaltoztatasaval csokken, vagy akar
teljesen meg is szlinhet a gyogyszer hatasa), az efflux pumpa mechanizmus (a sejt folyamatosan
pumpalja ki az antibiotikumot, igy nem jon 1étre a hatashoz sziikséges koncentracid) és a sejtfal
permeabilitasanak megvaltozasa (a porin csatornak megsziintetésével megvaltozik a bakterialis
sejtfal  ateresztd6  képessége, 1igy a hatéanyag nem tud bejutni a sejtbe)
(MACGOWAN&MACNAUGHTON, 2017).

Az antibiotikum rezisztencia tekintetében fontos megemliteni néhany fogalmat, melyek
hasznalata idonként még a nemzetkozi irodalomban sem egységes. Magyarorszagon gyakran
szinonimaként emlitik a nemzetk6zi irodalombo6l ismert, harom kiilonb6zo kifejezést.

Erzékeny (szenzitiv) egy adott baktériumtorzs, ha a terdpiaban relevans antibiotikum
hatéanyagokra nézve nem mutat rezisztenciat. Egy baktériumtorzset akkor is érzékenynek
hatéanyagokkal szemben ellenallé. Multirezisztens baktériumrél (MDR — multidrug-resistant)
abban az esetben beszélhetiink, ha az adott baktérium a klinikai terapidban hasznalt, legalabb
harom antibiotikum hatéanyagcsoport legalabb egy-egy hatéanyagaval szemben ellendllonak
bizonyul. A , Kkiterjedt rezisztenciaval” rendelkez6 korokozok (XDR - extensively drug-resistant)
a klinikai terapidban relevans hatdéanyagcsoportok koziil egy vagy két hatéanyagcsoport
kivételével ellenallok a hatdéanyagcsoportok legalabb egy hatdanyagaval szemben. A
legkritikusabb kategoriaba a panrezisztens (PDR — pandrug-resistant) mikroorganizmusok
tartoznak, melyek gyakorlatilag az dsszes elérhetd antimikrobialis szerrel szemben ellendllést
mutatnak (FALAGAS&KARAGEORGOPOULOS, 2008; MAGIORAKOS ET AL., 2011).

Az antibiotikum rezisztens baktériumok kozott egyre gyakoribbak a panrezisztens
mikroorganizmusok, melyek legydzése 11j, hatékony gyogyszerek nélkiil igen nagy kihivast jelent.
Kiilonos aggodalomra adnak okot az ,ESKAPE” csoportba (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp.) tartozo korokozok, melyek a nozokomialis fertézések
szempontjabol kiemelt jelentOségiiek. Eurdpaban évente 25000 ember haldlat okozza
antibiotikum rezisztens baktérium altal okozott, kérhazban szerzett fertézés (BASETTIET AL. 2011,
MACGOWAN&MACNAUGHTON, 2017; ECDC, 2017).

Antibiotikum rezisztens mikrobak a vizi kornyezetbe keriilhetnek emberi és allati forrasbol
egyarant, ahol képesek atadni rezisztencia génjeiket a természetes vizi Okoszisztémaban ¢l
mikroorganizmusoknak. Az antibiotikum rezisztencia négy ,,reaktora” ismert (2. sz. abra), ahol
lehetéség nyilik a genetikai elemek kicserélddésére és rekombinacidjara, ami formalja és
meghatarozza a rezisztencia ,,fejlodését”. A human- vagy allati eredetli baktériumok leginkabb a
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legalacsonyabb szinten 1év6 reaktorban keverednek a kornyezeti eredetli baktériumokkal novelve
a genetikai sokféleség jelentségét, illetve az 1) rezisztencia mechanizmusok kialakulasanak
lehetdségét, melyek ismét bekeriilhetnek az emberi vagy éllati szervezetbe. A vizekbe keriild ipari
eredetli antibiotikumok szintén megvaltoztathatjak a mikrobialis 0koszisztémat. A megeldzés
elvét kovetve, célszerli az emberi- és allati eredetli baktériumok keveredését elkertilni a kornyezeti

mikroorganizmusokkal (BAQUERO ET AL., 2008).

—-I Antibiotikum hasznalat I—
Allati /'.\ Emberi
.

mikrobidta /’ mikrobidta

‘®

A
Q

T Szennyviz
P ||
telepek
Felszini, /"\
felszin alatti /Q Talaj, iiledék
viz
@ Emberi/llati eredet( baktériumok Baquero nyoman
O Kérnyezeti eredeti baktériumok (BAQUERO ET AL, 2008)

2. sz. abra: Az antibiotikum rezisztencia négy ,,reaktora” (BAQUERO ET AL., 2008).

Napjainkban szamos kutatds irdnyul a vizekben megjelend antibiotikum szennyezddések
felderitésére, megakadalyozasara. Osszehasonlitottik példaul Vietnamban a Mekong folyéban (7-
360 ng/L) és Japanban a Tamagawa folyoban (4-448 ng/L) el6forduld antibiotikumokat és
mennyiségiiket, mely soran a Japan viztestben tobbféle antibiotikumot (szulfamethoxazol,
szulfapiridin, trimethoprim, eritromicin, azitromicin, klaritromicin, roxitromicin), nagyobb
mennyiségben talaltak (MANAGAKI ET AL., 2007). Egy allatorvosi gyakorlatban alkalmazott szer,
¢és csirketelepek elfolyd szennyvizében is kimutathat6. Az adott szer molekuldris markerként
hatékonyan alkalmazhato allati eredetli szennyezések felderitésére (MANAGAKIET AL., 2007). Egy
masik  tanulmanyban harom antibiotikum csoport (Fluorokinolonok, Tetraciklinek,
Szulfonamidok) jelentlétét vizsgaltdk Kina természetes vizgy(ijto teriiletén, ahol a dominans

szerek a Tetraciklinek voltak 3164 ng/L koncentraciéval (ZHANG ET AL., 2014).
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2.9 Bioldgiai agensek besorolasa kozegészségiigyi szempontbol

A biologiai agensek koziil a mikroorganizmusok tobbsége az emberre nézve artalmatlan,
sOt szamos, elonyOs tulajdonsaggal rendelkezik, melyeket eldszeretettel alkalmazunk a
biotechnologidban példaul enzimek, metabolitok eldallitdsara vagy felhasznaljuk Oket
bioremediacios célokra, illetve az élelmiszeriparban fermentacios eljarasokhoz. A csoport egy
kisebb része azonban olyan tulajdonsadgokkal birhat, mint a patogenitas €s a virulencia, aminek
kovetkeztében képesek lehetnek betegeségek kialakitasara kiilonbozé gazdaszervezetekben
(human, allati, névényi). E tulajdonsagok vizsgalataval foglalkozik az infektoldgia tudomanya,
melynek fobb definicioit korabban ismertettem.

Ezen mikroorganizmusok tobb figyelmet kapnak, hiszen veszélyt jelentenek az emberi-, az
allati egészségre és a mezOgazdasagra, komoly gazdasagi karokat is okozva. Az altaluk okozott
fertdzés mértéke fligg a koérokozd tulajdonsagaitodl (virulencia, invazivitds, toxikus anyagok
termelése stb.), illetve a gazdaszervezet ellendlloképességétdl, immunrendszerének allapotatol
(http10).

Kockazatelemzés és -kezelés céljabol a mikroorganizmusokat az emberi egészséget
fenyegetd kockazatuk alapjan is osztdlyozzak. A leggyakrabban alkalmazott, négykategorias
besorolast a nemzetkdzi szervezetek ,,biosafety level” (biologiai veszély szintje) vagy ,,risk group”
(kockazati csoport) elnevezéssel illetik.

Az Eurdpai Unid hatdlyban 1évd, 2000/54/EC szdmu iranyelve szerint, a biologiai
agensekkel torténé munkavégzés soran az alabbi kategoriakat kell figyelembe venni:

Group 1: nem valdszinii, hogy emberben megbetegedést valt ki.

Group 2: emberben betegséget okozhat €s veszElyt jelenthet a munkavallalok szdmara; nem
valoszinli, hogy kozosségben elterjed, altalaban hatékony megeldzés €s kezelés all rendelkezésre
vele szemben.

Group 3: sulyos emberi megbetegedést valthat ki, és veszélyt jelent a munkavallalokra
nézve; kockazat all fenn a kozosségben valo elterjedésére, de altalaban hatékony megeldzés €s
kezelés all rendelkezésre vele szemben.

Group 4: stlyos emberi betegséget okoz, silyos veszélyt jelent a munkavallalokra; nagy a
kockézat esetében a kozdsségben valo elterjedésre és altalaban nem all rendelkezésre hatékony
megeldzés vagy kezelés esetében (DIRECTIVE 2000/54/EC).

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO, USA) altal kiadott Laboratory Biosafety Manual-
ben (Laboratériumi Bioldgiai Biztonsag Kézikonyve) foglaltak szerint a 4 kockazati csoport az
alabbiak szerint alakul a laboratériumi dolgozdkat, a kozosséget, az allatdllomanyt és a kdrnyezetet

illetoen:
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Risk Group I.: alacsony egyéni és kozdsségi kockdzat; nem valdszinii, hogy emberi vagy
allati betegséget okoz.

Risk Group II.: mérsékelt egyéni, korlatozott kozosségi kockazatot jelent; emberi vagy
allatbetegséget okozhat, de nem valdszinii, hogy sulyos veszélyt jelent a laboratériumi dolgozokra,
a kozosségre, az allatallomanyra vagy a kdrnyezetre. A laboratdriumi expozicid sulyos fertdzést
okozhat, de hatékony kezelés és megel6z0 intézkedések allnak rendelkezésre, a terjedési kockazat
korlatozott.

Risk Group III.: magas egyéni, alacsony kozosségi kockdzat; altalaban sulyos emberi
betegséget okoz, de altaldban nem terjed a kozosségben.

Risk Group IV.: magas egyéni és kozosségi kockazatot jelent; altalaban sulyos emberi vagy
allati megbetegedést okoz, konnyen terjed kozosségben kozvetleniil vagy koézvetve (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2004).

A legatfogobb kockdzati listdval a német TRBA (Technische Regel fiir Biologische
Arbeitsstoffe, Biologiai anyagokkal vald munkavégzésre vonatkozo technikai szabalyozas)
rendelkezik, melynek kategoriai megfeleltetheték az eurdpai iranyelvben meghatarozott
csoportositasanak. Részletessége miatt a tovabbiakban az egyes fajok kockazati besorolasanal a

TRBA listara hivatkozom (http11).

2.10 Opportunista patogén baktériumok

A patogén mikroszervezetek koziil kiterjedt antibiotikum rezisztencidja miatt kiemelt
kutatas-fejlesztési prioritast élvez a karbapenem-rezisztens A. baumannii, P. aeruginosa és az
Enterobateriaceae csalad (httpl5). Doktori dolgozatom kozéppontjaban igy a kritikus jelentdségii
mikroszervezetek koziil a kornyezeti viszonyok kozott még kevéssé vizsgalt Acinetobacter
nemzetség (kiilonds tekintettel az A. baumannii fajra), és a Pseudomonas aeruginosa baktériumfaj

all. A kovetkezo alfejezetekben ezt a két fajt és nemzetségeiket jellemzem részletesebben.

2.10.1 Az Acinetobacter nemzetség jellemzése

A nemzetség tagjait elsé azonositasuk Ota szdmos kiillonb6zé néven leirtdk, az
Acinetobacter elnevezést eldszor 1954-ben rendszeresitették. Ez egy heterogén csoportot jelzett,
melynek tagjai olyan, mozgasra képtelen Gram-negativ szaprofitdk voltak, melyeket mas, hasonld
baktériumoktol a pigmentacio hianya kiilonboztetett meg. 1971-ben az Acinetobacter nemzetség
az el6z6 csoportbol mar csak az oxiddz-negativ torzseket tartalmazta. A Bergey’s-féle
baktériumhatarozo 1984-ben a Neisseriaceae csaladba sorolta a nemzetséget, azonban ujabb,
molekularis taxondémiai kutatasok eredményeként ma mar a Moraxellaceae csalad tagjaiként

tartjak ket szamon, a Moraxella és a Psychrobacter nemzetségekkel egyetemben (BERGOGNE-
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BEREZIN& TOWNER, 1996). A nemzetség hivatalos, érvényben 1év6 taxondémiai besorolasa a
kovetkez6: Prokariotak - Domén: Bacteria -> Torzs: Proteobacteria - Osztaly:
Gammaproteobacteria - Rend: Pseudomonadales - Csalad: Moraxellaceae (http12).

A nemzetséghez jelenleg 62 torzs tartozik (httpl3), melyek koziil 40 tipustorzs hozzaférhetd a
Német Nemzeti Torzsgytijteményben (DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikrooganismen und
Zellkulturen GmbH) is. A német torzsgyiijteménynél letétbe helyezett 40 faj koziil 19-et Risk
Group 2*-es besorolas mellett tartanak szamon (http14).

Az Acinetobacter nemzetség tagjai oxidaz tesztben negativ reakciot adnak, mig a katalaz
teszt sordn pozitiv eredményt figyelhetiink meg. A legtobb térzs annak ellenére, hogy nem képes
a nitratot nitritté redukalni, nitrogénforrasként hasznositani tudja mindkét vegyiiletet. Az
Acinetobacter-ck jelentds része nem képes fermentalni a gliikozt, de eléfordulnak olyan torzsek,
melyek az Entner-Doudoroff? aton keresztiil fel tudjak azt hasznalni energiaforrasként (TOWNER,
2006, ALMASAUDI, 2018). Nem fermentalo, szigortan aerob, szabadon €16, ubikviter, jellemzden
opportunista baktériumok, melyek nem csak a talajban, felszini és felszin alatti vizekben, illetve
¢lelmiszerekben fordulnak eld, hanem klinikai kornyezetben is jelen vannak szamos nozokomialis
fertdzést okozva. Morfologiai jellemzésiik soran kicsi, telt palcakat, vagy kokkobacilluszokat
figyelhetiink meg, melyek gyakran allnak parban, vagy lancba kapcsolodva. Nem sporaképzd, és
flagellumok, csillok hianyaban alapvetden mozgéasra képtelen mikroszervezetek, azonban
félfolyekony tapkozegben bizonyos specialis mozgasformak mégis megfigyelhetdek esetiikben
(TOWNER, 2006). A telepek atméréje 1-2 mm, ép széliek, feliiletiik lehet sima vagy fényes,
nyalkas. Az Acinetobacter nemzetség képviseldi széles hdmérsékleti tartomanyban szaporodnak,
a legtobb torzs héoptimuma 33°C, de néhany kdrnyezeti izolatum jobban szaporodik 20-30°C-on.
A klinikai torzsek 4altalaban 37°C-on novekednek legjobban, de eléfordulnak olyanok is,
amelyeknek a 42°C kedvez (TOWNER, 2006).

Sokoldalt metabolikus tulajdonsagaiknak koszonhetéen fontos szerepet jatszhatnak
kiilonboz6 ipari-kdrnyezeti biotechnologiai folyamatokban, mint példaul a kérnyezeti szennyezd

A nemzetség szamos tagja képes lebontani kiillonbozd vegyiileteket, beleértve alifas
alkoholokat, aminosavakat, zsirsavakat, egyenes lanct szénhidrogéneket, cukrokat, és szamos,
viszonylag nehezen lebomlé aromas vegyiiletet, mint a benzoat, az n-hexadekan, a ciklohexanol
¢és a 2,3-butandiol. A nemzetség tagjai kiilondsen alkalmasak a ritka biokémiai utak

tanulméanyozasara, és szerepet jatszhatnak szadmos szennyezd anyag ¢és ipari termék — példaul a

! Risk Group 2: Legyengiilt szervezetben betegség kialakitasara képes
2 Entner-Doudoroff at: a baktériumoknal a gliik6z lebontasanak (piruvatig) egyik Gtja, csak prokariétakra jellemzd.
Eredménye: 1 ATP, 1 NADH
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poliklorozott bifenilek — lebontasaban. Képesek a szennyvizbdl eltavolitani a foszfatot, csokkentve
ezzel az eutrofizacid problémajat a szennyviztisztito telepeken (TOWNER, 2006).

Izolaltak olyan Acinetobacter torzseket, amelyek motorolajbol szarmazo, hossza lancu n-
paraffinokat bontottak és nagymértékben csokkentették az olaj mennyiségét a szennyezett talajban
(KOMA ET AL., 2001). Bioaugmentacios eljaras soran egy A. baumannii térzs 90 nap alatt 89,3
g/talaj kg-rol 53,9 g/talaj kg-ra csokkentette a kozegben mérheté TPH szennyezést. Laboratoriumi
koriilmények kozott razolombikos kisérletben is tesztelték ugyanazon torzs bontési képességét, és
a kezdeti TPH szint tobb, mint 50%-0S csokkenést mutatott 120 ora elteltével (MISHRA ET AL.,
2004). Az Acinetobacter Iwoffii kevert mikrobatenyészetben metil-terc-butil-éter biodegradacioja
képes (ACUNA-ASKAR ET AL., 2000). Az Acinetobacter calcoaceticus biofilm képzésre hajlamos
torzs, mely képes olajszarmazékok jelenlétében ndvekedésre, illetve az alifais és aromas

szénhidrogének emulgealasara (MARIN ET AL., 1995).

2.10.1.1 Az Acinetobacter fajok humanegészségiigyi jelentésége

Az Acinetobacter nemzetség tagjai opportunistak, és az utobbi években a nozokomialis
fert6zések mind gyakoribb koérokozoi: kiillondsen nagy veszélyt jelentenek az intenziv osztalyok
betegeire. Elsddlegesen tiidogyulladast okozhatnak, foként immunhidnyos betegeknél, akik
miitéten, vagy valamilyen trauman estek at (pl.: égési sériilés, roncsolt sebek stb.). Altaluk okozott
megbetegedés még a vérmeérgezes, a szivbelhartya gyulladés, az agyhartyagyulladas, a bor- €s
sebfertdzések, valamint a hugyuti fert6zés. A nemzetségen beliil, koérhdzi kornyezetbdl
leggyakrabban izolalt korokozocsoport az Acinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii
komplex (ACB) (GIAMARELLOU ET AL., 2008), mely magaban foglalja az A. baumannii, A.
calcoaceticus, A. pittii és A. nosocomialis fajokat (NEMEC ET AL., 2011). A komplex négy tagjat
fenotipusos és biokémiai tulajdonséagai alapjan szinte lehetetlen elkiiloniteni egymastol, igen nagy
a hasonlosag koztiik, ennek koszonheté az ACB komplex csoport 1étrejotte (GERNER-SMIDT ET
AL., 1991). A komplex tagjai kozilil azonban klinikai jelentdséggel csupan harom tag, az A.
baumannii, az A. nosocomialis és az A. pittii bir (WISPLINGHOFF ET AL., 2012). Ezen beliil is, a
legnagyobb veszélyt az A. baumannii fajnak tulajdonitjak, mely magasabb mortalitasi mutatokkal
rendelkezik az A. nosocomialis és A. pittii fajoknal (LIU ET AL., 2017). A csoport negyedik tagjat,
az A. calcoaceticus faj képvisel6it leggyakrabban talajbol és vizmintakbol izolaljak, human
megbetegedéssel nagyon ritkan hozzak 6sszefiiggésbe (NEMEC ET AL., 2011).

Az Acinetobacter nemzetség képvisel6i altal kivaltott egészségkockazatot stlyosbitja,
hogy rendkiviil gyorsan fejlesztenek rezisztenciat a legtobb potencidlisan elleniik adhat6
antibiotikummal szemben, aminek az egyik 6 oka, hogy a korhdzakban tal¢l6 torzsek a kezelések

soran tulzott és helytelen mértékben alkalmazott antibiotikumokhoz adaptalodnak, és igy
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ellendllova valnak velilkk szemben. A nemzetség képviseldi kiilonb6z6 rezisztencia
mechanizmusokkal védekezhetnek az antibiotikumok széles korével szemben. Hajlamosak
altalaban csak az A. baumannii torzsek altal hordozott antibiotikum rezisztencia gének
jelent0ségének hangsulyozasara, azonban fontos kiemelni a nemzetség mas, ,,nem-baumannii”
fajai altal hordozott veszélyeket. 2017-ben el6szor jelentettek A. schindleri fert6zést jardbetegnél
(52 éves, HIV pozitiv és Hepatitis C fert6zott nd), ahol a kitenyésztett izolatum tobb
antibiotikummal szemben, koztiik a Karbapenemekre is rezisztens volt és birtokolta a blanpm-1
gént. Ez a példa is igazolja, hogy fontos felhivni a figyelmet azon rezisztencia génekre, melyeket
a nemzetség ,,nem-baumannii” térzsei széleskorben birtokolhatnak (MONTANA ET AL., 2018).

Ellentétben a Moraxellaceae csalad mas tagjaival, a nemzetség legtobb tagja rezisztens a
penicillinnel, valamint szamos klinikai izolatum a Cefalosporinokkal szemben a kromoszémalis
cefalosporindz enzim termelése miatt. Az antibiotikumokkal szemben mutatott rezisztencia
Osszefliggésben van a plazmidokon kodolt tulajdonsagokkal (TOWNER, 2006), a megszerzett
tulajdonsagot a torzsek ugyanis gyakran mobilis genetikai elemek kozvetitésével at tudjak adni
egymasnak, terjesztve ezzel a rezisztenciat. [lyen modon valt a klinikai A. baumannii térzsek nagy
része az utdbbi években a Karbapenemekkel, Fluorokinolonokkal és Aminoglikozidokkal
szemben ellenallova.

Multirezisztens Acinetobacter izolatumokat vilagszerte, szamos koérhazban észlelnek,
Eurdpabdl, az Egyesiilt Allamokbol, Kinabol, Hong Kongbdl, Koreabdl és Japanbdl is jelentettek
ilyen torzseket (GIAMARELLOU ET AL., 2008). A multirezisztens torzsek szdma folyamatosan
emelkedik, ami hazai koriilmények kozott is jelentds problémat okoz. 2007-ben Magyarorszagon
84 beteg fert6z6dott meg multirezisztens A. baumannii-val, ami 2009-re elérte a 230-at, 2010-ben
pedig mar 352-re emelkedett (PASZTIET AL., 2011).

2.10.1.2 Az Acinetobacter baumannii jellemzése és korhazi jelentésége

A nemzetség leggyakrabban vizsgalt képvisel6je az Acinetobacter baumannii, mely Gram-
negativ, palcika alaku, aerob, mozgasra képtelen, opportunista patogén, egészségkockazati
besorolasa Risk Group 2, azaz elsdsorban legyengiilt immunrendszerrel rendelkezdk korében
képes betegség kivaltasara. Patogén tulajdonsagai kozt szdmon tartjdk a biofilm képzést, a
kiilonbozo feliileteken vald megtapadast, az antibiotikum rezisztenciat és azt a képességet, hogy
kiilonboz6 genetikai elemeket szerezzen akar nem rokon nemzetségektdl, ezaltal sokoldaluva téve
genetikai dlloméanyat (HOWARD ET AL., 2012). Nozokomidlis fertdzésekért felelds, mint a véraram
fert6zés, a tidégyulladas, az agyhartyagyulladas, hagyuti fertézések és sebfert6zések (FOURNIER
& RICHET, 2006; MUNOz-PRICE & WEINSTEIN, 2008). Altalaban vizes kornyezettel hozzak

Osszefiiggésbe, kolonizal boéron és nyalkahartydn, fert6zott egyéneknél gyakran izolaljak
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1égz6szervi és garat valadékbol (TURTON ET AL., 2006; SEBENY ET AL., 2008). Karbapenem
rezisztens valtozata szerepel a WHO ,.elsObbségi patogén” (httplS) listdjan antibiotikum
rezisztenciaja miatt, illetve része az ,,ESKAPE” csoportnak, melynek tagjai a nozokomialis

fertdzések dontd hanyadaért felelések (SANTAJNIT & INDRAWATTANA, 2016; ECDC, 2017).

2.10.1.2.1 Az A. baumannii virulenciaja

Az acinetobacterek virulenciaja egyeldre kevésbé feltérképezett, igy kevesebb informacio
all rendelkezésre a témaban, mint pl. a P. aeruginosa esetében. Korabban az A. baumannii fajt
alacsony virulenciaju koérokozonak tekintették (PELEG ET AL., 2008), azonban a kozelmultban
végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy kiilonb6zd patogenitdsi forméakat mutat, mint a biofilm
képzés, gazdasejtek invazioja (BROSSARD & CAMPAGNARI, 2012; GADDY ET AL., 2009; SMANI ET
AL.,2012) vagy a vas felvétele, ami az acinetobactin nevezetii sziderofor termelésének kdszonheto,
igy a gazdaszervezetbdl elvonja a vasat (ZIMBLER ET AL., 2009).

A Gram-negativ  baktériumok  kiils6 membranja  foként foszfolipidekbdl,
lipopoliszacharidbol és kiils6 membran proteinekbdl (Omp - outer membrane protein) all, melyek
fontos szerepet jatszanak a baktériumok patogenitasaban (BEVERIDGE, 1999; LIN ET AL., 2002).
Japan kutatok kiilonb6z6 kiilsé membran proteineket kodold gének (ompA, omp33-36, carO)
expresszidjat vizsgaltak A. baumannii torzsekben, ahol 6sszefliggést talaltak a gének kifejezodése
¢és a torzsek patogenitasa kozott (SATO ET AL., 2017). Ezzel egyidében, A. baumannii térzsek
genomanalizise alapjan, az ompA gént mutattak ki leggyakrabban, a faj egyik f6 virulencia
faktoraként (VIJAYASHREE ET AL., 2018).

Egy masik kutatds a foszfolipaz C (pIcN) és az elasztaz (lasB) termeléséért felels
virulencia géneket vizsgalta, melyek jelenléte novelte a torzsek esetében megjelend mortalitast,
illetve fokozott invazivitast okozott az A549 sejtvonalon (KAREEM ET AL., 2017).

Egy laboratoriumi kisérletben a tonB gént6l fliggd réz receptort kiiitotték az A. baumannii
kromoszomajabol, mely hatasara csokkent az adott torzs talélési képessége, biofilm képzése €s
tapadasa a human epitelialis sejtekhez, ezzel bizonyitottdk a gén szerepét az A. baumannii

virulenciajaban (ABDOLLAHIET AL., 2018).

2.10.1.2.2 Antibiotikum terapia és rezisztencia az A. baumannii torzsek korében

Az antibiotikum érzékeny Acinetobacter torzsek altal okozott fertézések esetében
els6 valasztasu szerek lehetnek a Cefalosporinok csoportjaba tartozé ceftazidim és cefepim
hatébanyagok vagy béta-laktamaz gatloval kombinalt valtozatuk, illetve a Karbapenem
hatéanyagok, mint az imipenem, a meropenem ¢€s a doripenem (FISHBAIN&PELEG, 2010). Az

imipenem rezisztens izolatumok érzékenyek lehetnek a meropenem hatéanyagra ¢s forditva, igy a
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specifikus Karbapenem hatéanyag alkalmazasat megelézOen javasolt megbizonyosodni
hatasossagarol. A béta-laktamaz gatlok koziil a szulbaktam is igen hatasos az Acinetobacter
fertdzésekkel szemben (FISHBAIN&PELEG, 2010), az Egyesiilt Allamokban ez csak az ampicillin
(Penicillin) kombinacidjaval érhet6 el (JELLISON ET AL., 2001; SMOLYAKOV ET AL., 2003), melynek
hatékonysdga az imipenemével kozel azonos. Azon esetekben mikor a Cefalosporin ¢€s
Karbapenem hatéanyagok hatastalanok egy hatéanyaggal torténd kezelésben (monoterapia),
Fluorokinolon vagy Aminoglikozid hatéanyagokkal kombinacidoban is alkalmazzak Oket
(TATMAN-OTKUN ET AL., 2004), vagy egyedi terapidban Aminoglikozid, ritkan pedig
piperacillin/tazobaktam hatéanyagot javasolnak (TUON ET AL., 2015). Az els6 valasztasu szerekkel
(pl. Karbapenemek) szemben jelentkez0 rezisztencia esetén korlatozottak a terapias lehetdségek,
ilyenkor alternativ szerként alkalmazhatnak a Polimixinek csoportjaba tartozo szereket (kolisztin,
polimixin B), tovabba a Tetraciklinek kozé tartozo minociklin és tigeciklin szintén fontos szerepet
jatszhat (DE PASCALE ET AL., 2014; GARNACHO- MONTERO ET AL., 2015). A kiilénb5zé,
nemzetkozi szervezetek altal kiemelten fontosnak tartott antibiotikum hatdéanyagok listajat a 2. sz
mellékletben foglaltam Gssze.

Az A. baumannii torzsek korében igen nagy jelentdséggel bir az antibiotikum rezisztencia,
a vilag minden részérdl jelentettek mar multirezisztens izoldtumokat (LIN & LAN, 2014;
ALMASAUDI, 2018). A leggyakrabban kimutatott rezisztencia gének kozt szerepelnek a béta-
laktamazok, melyek inaktivaljak a béta-laktdm antibiotikumokat. Ilyen példaul a TEM, SHV, CTX-
M, GES, PER, VEB, CARB, KPC, ESBL, VIM, IMP, NDM stb., melyeket kiilonb6z6 osztalyokba
(A, B, C, D) sorolnak. Az A. baumannii egyik jellegzetessége a kromoszomalisan kodolt blaoxa-
51 csoportba tartozd béta-laktamaz gén hordozasa, mely a Karbapenemekkel szembeni
rezisztenciat kodolja (PAszTi ET AL., 2011). Az OXA-51 oxacillinaz normal expresszidja
alapvetden a Penicillinek és Karbapenemek gyenge hidrolizisére elegendd (nem aktivak a széles-
spektrumu cephalosporinok ellen), azonban kimutattak, hogy az ISAbal, vagy az ISAba9 genetikai
ET AL., 2006). A rezisztenciaért feleldsek még az efflux pumpa talmiikddésében kozrejatszo gének
(Ade, Abe, Tet sth.), illetve a sejtfal permeabilitas megvaltozasaért (omp, carO...stb.) és a célhely
megvaltozasaért felelés gének (GyrA, ParC, TetM, ArmA stb.) (LIN & LAN, 2014). Az A.
baumannii esetében azonositott antibiotikum rezisztencia mechanizmusokat Roca és munkatarsai

(2012) gyljtottek ossze az 1. sz. tablazatban foglalt modon.
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1. sz. tablazat: Antibiotikum rezisztencia mechanizmusok az A. baumannii faj estében (ROCAET AL., 2012)

Antimikrobidlis Rezisztencia mechanizmus Csoport/csalad  Fehérje Igazolt kapcsolat
hatéanyag
Béta-laktam Kromoszomalis cephalosporinaz ~ C osztaly AmpC 1S
Karbapenem-hidrolizalo, D osztaly OXA-51 1S
D osztalyu béta laktamaz OXA-23 IS, Tn, AbaR
OXA-24/40 XerC/XerD
OXA-58 IS, Tn
OXA-143
Metallo-béta-laktamaz B osztaly IMP Integron
VIM Integron
SIM-1 1S,Tn
NDM AbaR
Kis jelent6ségii béta-laktamazok A osztaly TEM AbaR
SHV
SCO-1
CARB IS, Tn, integron
PER IS, Tn, integron
VEB IS, integron, AbaR
CTX-M TN
GES Integron
KPC
D osztaly OXA-2. 10, 20, 37
Csokkent permeabilitas CarO IS
47 kDa OMP
44 kDa OMP
37 kDa OMP
33-36 kDa OMP
22-33 kDa OMP
HMP-AB
43 kDa OMP
Efflux pumpa RND AdeABC IS
AdelJK
PBP
Moédositott penicillin-ktd PBP
fehérjék
Aminoglikozidok Aminoglikozid-modifikalo Acetiltranszferazok IS, Tn, Integron
enzimek Nukleotidiltranszferazok AbaR
Foszfotranszferazok
Célhely/koéthely mutacioja 16S rRNS metilazok IS, Tn
Efflux pumpa RND AdeABC 1S
MATE AbeM
Kinolonok Célhely mutacidja GyrA/ParC
Efflux pumpa RND AdeABC 1S
AdelJK
AdeFGH
MATE AbeM
SMR AbeS
Kloramfenikol Efflux pumpa RND AdeABC 1S
AdelJK
AdeFGH
MFS CmiIA AbaR
CraA
MATE AbeM
SMR AbeS
Tetraciklinek Efflux pumpa MFS TetA 1S, Tn, AbaR
TetB
Riboszémalis védelem TetM
Tigeciklin Efflux pumpa RND AdeABC 1S
AdelJK
Polimixin ’A’ lipid modifikacio PmrCAB IS
Lipopoliszacharid vesztés LpxABC

IS — inszercios szekvencia; Tn — transzpozon; AbaR — rezisztencia sziget; RND — rezisztencia nodulacios sejt (resistant nodulation cell)
divizio; MATE — multirezisztens €s toxikus komponenseket kivalaszt6 csalad (multidrug and toxic compound extrusion family); SMR — az
efflux pumpak egyik csaladja (small multidrug resistance family)
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A magyarorszagi Orszagos Epidemiologiai Kozpont jogutddjaként mikodd Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont az eurdpai rendszer részeként vizsgalja és jelenti az ECDC (European
Centre for Disease Prevention and Control) felé az Acinetobacter torzsek altal okozott fertézések
kezelésére leggyakrabban hasznalt antibiotikumokkal (imipenem, meropenem, ciprofloxacin,
levofloxacin, gentamicin, tobramicin, amikacin, szumetrolim — trimethoprim+szulfamethoxazol)
szembeni rezisztenciat (http15).

Az Euroépai Uni6 ligynoksége, az Eurdpai Betegségmegeldzési és Jarvanyligyi Kozpont
(ECDC - European Centre for Disease Prevention and Control) 2017-ben kiadott, 2016-ra
vonatkoz6 jelentése szerint a tagorszagoktol szarmazd adatok alapjan a tesztelt klinikai
Acinetobacter torzsek 55,4%-a mutatott rezisztenciat valamilyen hatdéanyagcsoporttal szemben
(Aminoglikozidok, Karbapenemek, Fluorokinolonok), amib6l 43,3% a multirezisztencia
kritériumainak is megfelelt (ECDC, 2017).

Magyarorszagi viszonylatban a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont adatai szerint (http16)
2016-ban tobb mint 4 000 betegbdl izolaltak Acinetobacter baumannii-t és vizsgaltak 8 kiilonb6zo,
klinikailag relevans antibiotikummal (imipenem, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin,
gentamicin, tobramicin, amikacin, szumetrolim) szemben az érzékenységiiket. Minden szer
esetében 399% feletti rezisztenciat detektaltak.

A Karbapenem rezisztenciat kiemelt figyelem kiséri, mivel ezek voltak az elsd szerek,
melyeket alkalmazni kezdtek az Acinetobacter torzsekkel szemben, azonban terapias jelent6ségiik
a fokozddo rezisztencia miatt évrdl évre csokken. Helyettesitésiikre egyeldre korlatozottak a
lehetdségek, bar egyre gyakrabban valtjak ki Polimixinekkel (pl. kolisztin) annak ellenére, hogy
utobbi hatéanyagok jelentGs toxicitassal rendelkeznek (féként akut veseelégtelenséget és
neurologiai rendellenességeket okozhatnak) és farmakokinetikai jellemz6ik (szervezeten beliili
sorsuk) sem elényosek (ZAVASCKIET AL., 2008). Az ECDC fel¢ jelentett Karbapenem rezisztencia
adatok alapjan hazank az Eurdpai Unid egyik legrosszabb helyzetben 1év6 orszaga (3. sz. abra).
rendelkeziink, mivel a baktériumfaj kornyezeti mintakbdl ritkan azonosithaté (HIGGINS ET AL.,

2018).
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1%
i 1% to < 5%
3 5% to < 10%
= 10% to ¢ 25%
- 25% to <50%
- >50%
1 No data reported or fewer than 10 isolates
] Not included

Non-visible countries
[ Liechtenstein
[ Luxembourg
[ Malta —

3. sz. abra: Karbapenem antibiotikumokkal szemben rezisztens Acinetobacter térzsek aranya az Eurdpai Unid

orszagaiban, 2016. (ECDC, 2017)

2.10.1.2.3 Az A. baumannii biofilm képzoé képessége

Az A. baumannii biofilm képzésre képes, ami hozzajarul megbetegitd képességének
fenntartdsahoz és segitséget nyujt a kedvezdtlen kiilsd hatasokkal szembeni védelemben. A
korhazi torzsek képessége a biofilm képzésre, szerepet jatszik a perzisztencidjukban és
antibiotikum rezisztencidjukban (LONGO ET AL., 2014). A biofilm képzés noveli az A. baumannii
torzsek virulencijat, melyben tobbek kozt szerepet jatszik a BfmS/BfmR gének altal szabalyozott
rendszer (TOMARAS ET AL., 2008; GADDY, 2009), a kiilsé membran protein (OmpA) (CHOI ET AL.,
2005) és a quorum sensinget szabalyozo Abal (NIU ET AL., 2008) is. Osszesen tobb mint 55 gén

aktivitasat figyelték meg az A. baumannii fajnal biofilm képzés soran (RUMBO-FEAL ET AL., 2013).

2.10.1.2.4 A. baumannii a kérnyezetben

Az A. baumannii faj kornyezeti eredetli képvisel6irél igen kevés informacio all
rendelkezésre a szakirodalomban. Tobbnyire, biodegradacios képességeinek koszonhetden,
bontasi kisérletek (LIU ET AL., 2016) vagy karmentesitési teriiletekrdl izolalt torzseket
(PHROMMANICHET AL., 2009; NKEMET AL., 2016; POI ET AL., 2018) vonnak vizsgalat ala. El6fordul
azonban egy-egy publikacio, mely a faj természetes kornyezetben valo eldfordulasat, viselkedését
kutatja. Egy Libanonban késziilt atfogd vizsgalat alapjan a kornyezet, mint az A. baumannii
lehetséges rezervoarja kapcsan nyertek informacidkat, mely alapjan a kornyezeti forrasokbol
szarmazd torzsek dontd tobbsége érzékeny volt a vizsgalt antibiotikumokra (imipenem,
meropenem, ciprofloxacin, doxiciklin, rifampicin) (RAFEI ET AL., 2015). Horvat kutatocsoport

savas talajbol izolalt A. baumannii torzset, mely az antibiotikum rezisztencia vizsgalat soran
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rezisztens volt tobb hatéanyaggal szemben, mint a gentamicin, trimethoprim-szulfamethoxazol,
ciprofloxacin €s levofloxain (HRENOVIC ET AL., 2014). Szintén egy horvat kutatokbdl all6 csoport
eredményei alapjan, szennyviztisztitobodl izolalt A. baumannii torzsek képesek voltak tulélni a
szennyviztisztitas kiilonboz6 fazisait és jelentds résziik antibiotikum rezisztencia géneket (pl.
OXA-23, OXA-72) hordozott. A human eredetii rezisztens baktériumtorzsek igy a tisztitott
szennyvizzel kijutnak a természetes vizekbe (HIGGINS ET AL., 2018).

Kilfoldi példat szamos esetben talalunk az A. baumannii faj szénhidrogén bontasi
képességének vizsgalatara ¢és kornyezetvédelmi alkalmazasara (PHROMMANICH ET AL., 2009;
NKEM ET AL., 2016; POI ET AL., 2018). A magyarorszagi jogszabalyok szerint a 13/2017 (VI. 12.)
EMMI rendeletben (hulladékgazdalkodasi kozszolgaltatas korébe tartozd hulladékkal kapesolatos
kozegészségiigyi kovetelményekr6l) foglaltaknak megfeleléen, a kornyezetvédelemben
hasznalatos oltdanyagok szlirését 6 paraméterre kell elvégezni, melyek higiénés indikator
baktériumok és a parazita bélféreg peteszam mellett a Pseudomonas aeruginosa baktériumfaj
kimutatasara is Kiterjednek. Az A. baumannii fajra (vagy az Acinetobacter nemzetségre)
specifikusan vonatkozé jogszabalyi korlatot vagy vizsgalati kovetelményt ivoviz, élelmiszer vagy
a kornyezetbe kijuttathatd készitmény szempontjabol sem a hazai, sem az Eurdpai Unids

jogszabalyok attekintését kovetden nem taldltam.

2.10.2 A Pseudomonas nemzetség

A Pseudomonas nemzetséget 1894-ben jegyezték le el6szor, ma az egyik legdiverzebb és
legelterjedtebb bakterialis nemzetségként tartjadk szdmon. Az utdbbi években tobb mint 70, a
nemzetséghez tartozo, 0j fajt izolaltak ¢és irtak le, melyek igen valtozatos helyekrél szarmaztak
(talaj, viz, tledek, levegd, allatok, novények, gombak, algdk, komposzt, illetve human eredetii
mintak) (PEIX ET AL., 2018). A Pseudomonas fajok Gram-negativ, aerob palcak, melyek polaris
flagellum segitségével mozgasra képesek. Nem képeznek sporat, az oxidaz- és katalaz-teszt soran
pozitiv eredményt adnak. A nemzetség tagjai széleskorii metabolikus aktivitassal rendelkeznek
(PALLERONI, 2010; RoJo, 2010), illetve szamos képviseldje termel valamilyen masodlagos
anyagcsereterméket, melyek esszencialisak az extrém kornyezetben val6 tuléléshez (SPIERSET AL.,
2000). A Pseudomonas nemzetség taxondmiai besorolasa a kovetkez6: Prokariotak = Domén:
Bacteria - Torzs: Proteobacteria > Osztaly: Gammaproteobacteria - Rend: Pseudomonadales
—> Csalad: Pseudomonadaceae (httpl7).

A nemzetség egyik leggyakrabban vizsgalt faja az opportunista patogén P. aeruginosa,

mely ubikviter szervezetként (BOTZENHART&DORING, 1993) altalanosan elterjedt.
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2.10.2.1 A Pseudomonas aeruginosa jellemzése

A P. aeruginosa egy Gram-negativ, nem fermental6 aerob palca alaka baktérium, mely
igen konnyen adaptalodik kornyezetéhez. Anaerob koriilmények kozott is képes novekedésre,
amennyiben terminalis elektron akceptorok (nitrat, nitrit, dinitrogén-oxid) elérhetok, vagy
amennyiben L-arginin szubsztrat rendelkezésre all (ZANNONI, 1989). A P. aeruginosa
széleskorlien elterjedt a talajban, vizben, de megtaldlhatdé ndvényeken, allatokban is
(BOTZENHART&DORING, 1993). A szakirodalomban el6szor 1882-bdl talalunk emlitést rola a
francia gyogyszerész, Carle Gessard tanulmanyaban, aki felfedezte, hogy a P. aeruginosa egy
vizben o0ld6dd pigmentet termel, amely ultraibolya fény hatdsara zoldes-kék szint mutat, illetve
feljegyezte patogén jellegét (GESSARD, 1882). A P. aeruginosa altalaban két pigment termelésére
képes, a pyocianin kék, mig a pyoverdin sargas-zold vagy sargas-barna szint kdlcsondz neki.
Amennyiben egy torzs egyidejiileg mindkét pigment termelésére képes, a koloniak kékes-zold
szint mutatnak (MOORE & FLAwWS, 2011). Legels6é elnevezése, a Bacillus pyocyaneus név
pigmenttermel6 képességére utalt (BOTZENHART&DORING, 1993).

Motilis, mely tulajdonsaga fontos szerepet tolt be a gazda-parazita kapcsolataban, hiszen a
virulencia és a motilitds szorosan kapcsolodnak egymashoz (KEARNS, 2011). A motilitas
képességével a gazdaszervezethez vezetd kiillonbozd expozicids Utvonalak megnyilnak, elényhdz
juttatva a baktériumot a terjedésben, egyéb tulajdonsagai (pl.: virulencia) megnyilvanulasaban és
a tulélésben. A motilitas P. aeruginosa esetében ismert formai a ,,swimming”, azaz Uszas
(flagellumok segitségével végzett mozgéds folyékony kozegben), a ,,swarming”, azaz rajzas
(flagellum és pilusok segitségével végzett mozgas félszilard és nedves feliileten), a ,,twitching”
(IV. tipusu pilusok altal kivitelezett mozgas szilard feliileten), melyre magyar kifejezések egész
sorat hasznalja a terminologia (rdngatdzas, bukfencezés stb.) és a ,,gliding” (csiisz6 mozgas)
(AMINA&AHMED, 2017). A magyar nevezéktan kiforratlansdga miatt a tovabbiakban a motilitasi
formak angol megnevezéseit hasznalom.

Egészséges emberekbdl ritkan izolaljak, 108 csiraszam szervezetbe keriilés esetén tudtak
kimutatni emberi székletb6l (BOTZENHART&DORING, 1993), legyengiilt immunrendszerrel
rendelkezOk azonban (pl.: ujszildttek, idosek, égési sériiltek, cukorbetegek, HIV
fertézottek...stb.) konnyen megbetegedhetnek P. aeruginosa fertézés kovetkeztében
kolonizécio vagy akar haldlos kimenetelli fert6zés is. A kimenetel fligg az adott baktériumtorzs
virulenciajatdl és a gazdaszervezet ellenalld képességétdl, a fert6zé mikroorganizmus sejtszamatol

¢s fertézEsi utjatol, illetve a kornyezeti tényez6ktél (HAUSER&RELLO, 2003).

28



10.14751/SZIE.2019.039

2.10.2.1.1 A P. aeruginosa koérhazi jelentésége

A P. aeruginosa fajt az egyik leggyakrabban jelentett, nozokomialis fert6zésekért felelds
baktériumként tartjdk szdmon, igen magas morbiditasi és mortalitasi mutatokkal (ALHAZMI, 2015;
EL ZOWALATY ET AL., 2015; Liu ET AL., 2015). Kockéazati besorolasa Risk Group 2, azaz
elsésorban legyengiilt immunrendszerii egyéneknél képes betegség kialakitasara. A P. aeruginosa-
val Osszefliggésbe hozhatd fertézések korében igen ijesztd, 18-61%-os haldlozasi aranyt
regisztraltak (IGLEWsKI, 1996; Liu ET AL., 2015). Jelentdségét emeli, hogy mind kozdsségben
szerzett, mind nozokomialis fertézések kivaltasaért felelos lehet. A leggyakrabban jelentett
betegségek, a bakterémia ¢és a szivbelhdrtya—gyulladds mellett szdmolni kell az egyéb
fertdzésekkel is, mint a kdzponti idegrendszer, iziileti, csont, fiil, szem, bér €s gasztroenteralis
fertozések (HAUSER&RELLO, 2003). Komoly problémakat okoz olyan korhdzakban, ahol
daganatos, cisztas fibrozisban (CF) szenvedd, illetve égési sériilteket kezelnek
(BOTZENHART&DORING,1993). A cisztas fibrozisban szenvedd betegek kiilonosen érzékenyek a
1égzdszervi fertdzésekre, esetiikben a tiidogyulladas kivaltasanak leggyakoribb okozdja a P.
aeruginosa, mely ezaltal az egyik legveszélyesebb bioldgiai tényezd a CF betegekre nézve (SILVA-
FILHOETAL., 2013).

Elsdsorban 1égzdszervi, hugyuti és véraram fertdzésekért felelds, azonban jelentds szdmu
megbetegedést kotnek hozza az égési sériiltek és sebfertézottek kozott is. A P. aeruginosa altal
okozott nozokomidlis fertézések korében 16% a huagyuti, 9,5% a sebészeti beavatkozas soran
szerzett és 3,4% a véraram fertézés (GAYNES ET AL., 2005).

Ez a baktériumfaj tehat olyan kornyezeti, klinikai és kozegészségligyi aggalyokat vet fel,
amelyek globalis jelenlétének, invazivitdsanak ¢és a kialakult életveszélyes fert6zéseknek

tulajdonithatok (EL ZOWALATY ET AL., 2015).

2.10.2.1.2 A P. aeruginosa virulenciaja

A P. aeruginosa virulencia faktorok egész ,arzenaljat” birtokolja, melyek a
kromoszémalisan kodolt és a szerzett antibiotikum rezisztencia génekkel erdsitve egymast
hozzajarulnak a baktérium patogén viselkedéséhez és széleskorli elterjedéséhez (MITOV ET AL.,
2010; EL ZOWALATY ET AL., 2015; KHATTAB ET AL., 2015; BENIEET AL., 2017). A legfontosabb és
leggyakrabban vizsgalt virulencia faktorok koz¢ tartozik a toxikus proteinek termeléséért felelds
génszakaszok kimutatdsa, mint példaul a toxin A (toxA), az alkalikus protedz (aprA), az elasztaz
(lasA, lasB), illetve bizonyos exoenzimek kodolasaért felelds exoS, exoU, exoT. Két foszfolipazt
kodolo gén, a plcH és a plcN szintén jelentds, szerepet jatszhat a foszfolipidek hidrolizisében (2.

sz. tablazat; KRALL ET AL., 2000; FAZELI&MOMTAZ, 2014; SAWA ET AL., 2014).
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A P. aeruginosa patogenitasaért masrészt a sejthez kapcsolt, illetve extracellularis
virulencia faktorok is feleldsek. Egési osztalyrol izolalt torzsek korében (n=93) nem detektaltak
exoU gént, azonban a toxA, plcH, phzl, exoY és phzll gének valamelyike, vagy a gének valamilyen
kombinacioja tobb mint 90%-ban jelen volt. A torzsek 94,6%-a legalabb harom antibiotikum-
csoporttal szemben rezisztens (multirezisztens) volt és legalabb 5 virulencia faktort birtokolt
(HAGHIET AL., 2018).

Egy masik vizsgalat alapjan az égési osztalyrdl izolalt torzsek korében a leggyakrabban
kimutathat6 virulencia faktornak a toxA és a lasB gén bizonyult (ASADPOUR, 2018).

A P. aeruginosa komplex III tipust szekrécios rendszer segitségével termeli az ExoS,
ExoT, ExoU és ExoY toxinokat az eukariota célszervezetekkel szemben. A 4 toxin koziil az ExoU-
t tartjak a fo virulencia faktornak, melyet a PAPI-2 patogén gén klaszter régid tartalmaz. Akut
tiidokarosodas esetén feleldsnek tartjdk az alveolaris hadmsejtek (ezeken keresztiil folyik a
gazcsere) sériiléséért. Egyes forrdsok szerint a virulens torzsek ismertetdje, hogy birtokoljak az
exoU gént, mig a nem virulensek génkészletébol hianyzik (SAWA ET AL., 2014), ezt timasztja ala
a Lee és munkatarsai eredményei alapjan megfogalmazott vélemény, miszerint az ExoU szazszor
citotoxikusabb, mint az ExoS (LEE ET AL., 2005). Klinikai izolatumok koérében az exoU genotipus

korrelalt a fluorokinolon rezisztens fenotipussal (SAWA ET AL., 2014).

2. sz. tablazat: A P. aeruginosa altal termelt toxikus exotermékek Sawa nyoman (SAWAET AL., 2014)

Szekrécid
Exo termék Gén Zii;:izws Aktivitas Hatas a gazdaszervezetre
. . Fehérjék kisebb peptidekre,
Alkalikus protedz aprA | Proteolizis ¢ erJ‘e 18600 Pep ,1 'e ¢
aminosavakra hasitasa
; lasA, .. o .. Y
Elasztaz lasB 1 Elasztolitikus aktivitas Szovetkarositas
Exotoxin A toxA 1l ADP ribozil-transzferaz Citotoxicitas
. IcH, . .
Foszfolipaz C F:)ICN 1l Foszfolipaz C Héérzékeny hemolizis
Exoenzim S exoS 11 ADP ribozil-transzferaz GAP Anti-fagocitozis
Exoenzim T exoT 11 GAP aktivitas Megakadalyozza a sebgyogyulast
Exotoxin U exoU 11 Foszfolipaz A2 Citotoxicitas, anti-fagocitozis
Exotoxin Y exoY i Adenilat-ciklaz Odéma kialakuldsa

A P. aeruginosa kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil elvaltozasokat okozhat a tiidében
is. A mutacio, mely felelds a mucoid formaért, Gsszefiiggésben all az alginat (algD) gén
transzkripcidjanak aktivitasaval. A mucoid kolonidk formacioja, melyek szerkezete az algD
géneknek is kdszonhetd, megvédi a baktériumot a gazdaszervezet immunvalaszatdl és ellenall az
antibiotikumokkal szemben, tovabba szerepet jatszik a biofilmek struktirajanak megbrzésében és
stabilitasaban (SUTHERLAND, 2001). Laktoperoxidazként, az alginatok részt vesznek a baktérium
légz6hamhoz valo tapadasaban (FADHIL ET AL., 2016). A lasB gén altal kodolt elasztaz
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elasztolitikus aktivitast mutat a tiid6széveten, tdmadja az eukariota fehérjéket, mint a kollagén és
az elasztin (a kotészovet alkotoeleme, mely rugalmassd teszi a bort), és elpusztitja a sejt
strukturalis fehérjéit (LEE ET AL., 2005). A kornyezeti feltételek valtozasa fokozhatja az elasztaz
expresszidjat ezekben a patogén mikroorganizmusokban (DEZIEL ET AL., 2001).

A P. aeruginosa képes két tipust foszfolipaz termelésére, melyek koziil a (hemolitikus
tipustl) plcH hidrolizalja a szfingomielint a foszfatidil-kolinnal egyiitt (OSTROFF ET AL., 1990). A
toxA virulencia faktort tiiddvel kapcsolatos fertdzésekben szenvedd betegekbdl jelentették, mig az
exos jelentOsebb a cisztas fibrozisban szenvedd betegek esetében (WOODS ET AL., 1982; LANOTTE
ET AL., 2004).

A virulencia faktorok és a szerocsoportok egyideju vizsgalata igen érdekes eredményeket

hozhat a P. aeruginosa-val tarsult fert6zések megfigyelésénél (BENIE ET AL., 2017).

2.10.2.1.3 P. aeruginosa szerotipusok

A mikrobak rendszerezése sordn taldlkozhatunk tobb, faj alatti kategoridval is, melyek
koziil a P. aeruginosa esetében igen nagy jelentdséggel bir a szerotipus vagy szerovar. Ez egy
fajon beliil a hasonl6 antigén tulajdonsagokkal rendelkezo torzsek csoportjat jeldli (FELFOLDI,
2013).

Klinikai kornyezetben, tiidogyulladasban szenvedd betegekbdl izolalt P. aeruginosa
torzsek esetében az O6-os szerotipus bizonyult a leggyakrabban kimutatottnak, melyet az O11-es,
az 010-es, az O2-es és az Ol-es kovetett. A halalozasi arany az O1-es szerotipus esetében volt a
legmagasabb (40%) és az O2-es esetében a legalacsonyabb (0%) (LU ET AL., 2014). A virulencia
¢s a szerotipusok kozti Osszefiiggéseket vizsgaltak, ahol azt talaltak, hogy az exoU profillal
rendelkezd torzsek esetében az O11-es szerotipus volt a leggyakoribb, mig az O6 szerotipus az
exoU hianyaval mutatott sszefiiggést (LU ET AL., 2014).

Sebek apolasa soran hasznalt tamponokrol tenyésztett P. aeruginosa torzsek korében az
O11 (22,64%), az O6 (15,09%) és az O1 (11,32%) szerotipus volt a leggyakrabban kimutathato
(NEDELJKOVIC ET AL., 2015). 1992 ¢és 1993 kozott, Kanadaban vizsgalt klinikai izolatumok
korében a leggyakrabban el6fordult szerotipusok az O1, O3, OS5, 06, 010 és O11 voltak (9-13%)
(RAVAOARINORO ET AL., 1996). Egy teherani korhaz égési osztalyan sebfert6zésekbdl szarmazott
torzsek kozott a legtobb esetben az O6 szerotipust mutattik ki, melyet az O11 és az OS5 kovetett.
Osszességében az 06, O11, O5 és 016 szerotipusok aranya 60% felett volt a mintdkban
(ESTAHBANATI ET AL., 2002). Gorog korhazban vizsgalt torzsek kozott az O12 (25%), az O1
(17%), az O11 (16%) és az O6 (10%) szerotipus dominalt (TASSIOS ET AL., 1998).

Egy masik tanulmany szerint Klinikai mintakban leggyakrabban kimutathaté az O11
(YOKOTA & NOGUCHI, 1994), a klinikumban ¢és a kdrnyezetben legelterjedtebb az O11, az O6 és
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az O1 szerocsoport (MAYO ET AL., 1986). Az O11 kornyezeti és klinikai mintakhoz egyarant
kothetd (ALCOCK, 1977; FARMER ET AL., 1982). Bouhaddioui és munkatarsai szerint korhazi és
kornyezeti (tengerbdl tenyésztett) torzsek Osszehasonlitdsa soran a korhazi izoldtumoknal az O,
04, 010 ¢és O11, mig a kdrnyezeti torzseknél az O6 (95,8%) szerotipus dominalt (BOUHADDIOUI
ET AL., 2002).

2.10.2.1.4 Antibiotikum terapia és rezisztencia a P. aeruginosa torzsek korében

A Pseudomonas aeruginosa fertézések kezelésére alkalmazott szerek kivalasztasa fiigg a
kialakult fert6zés milyenségétdl (pl.: véraramfertézés, hugyati fertézés, tiidégyulladas,
lagyszoveti fertdzés stb.) és a beteg egyéb kockazati tényezditdl (pl.: idés emberek, cukorbetegség,
tumor, szervatiiltetés, dializis, majbetegség, immunvédekezésben gatolt szervezet stb.), illetve az
adott fOldrajzi helyre jellemzd rezisztencia allapotoktol. Alapvetéen nyole kiilonb6zo
hatéanyagcsoporthoz tartozo antibiotikum hatéanyagot alkalmaznak, melyek az Aminoglikozidok
(gentamicin, tobramicin, amikacin, netilmicin), Karbapenemek (imipenem, meropenem),
Cefalosporinok (ceftazidim, cefepim), Fluorokinolonok (ciprofloxacin, levofloxacin), Penicillinek
¢és béta-laktamaz gatloval kombinalt valtozataik (tikarcillin és piperacillin klavulansavval és
tazobaktammal), Monobaktamok (aztreonam), foszfomicin és a Polimixinek (kolisztin és
Polimixin B), azonban egyes esetekben egyedi mérlegelés szerint a fentiektdl eltérhetnek
(BASSETTIET AL., 2018).

P. aeruginosa altal okozott fertdzés esetén elsé valasztasu szerként ajanljak a
Karbapenemeket (imipenem, meropenem), a ceftolozan/tazobaktamot, a cefepimet, a ceftazidimet
(Cefalosporinok) vagy a piperacillin/tazobaktam hatoanyagot (Penicillinek) (BASSETTI ET AL.,
2018). Amennyiben a monoterapia (egy hatdanyaggal torténé kezelés) nem hatasos, az el6bb
felsorolt szereket Aminoglikozid (gentamicin, amikacin), Fluorokinolon (ciprofloxacin,
levofloxacin), kolisztin vagy foszfomicin hatéanyaggal kombinalhatjak (BASSETTI ET AL., 2018).
A béta-laktam (Karbapenem, Cefalosporin, Penicillin) hatéanyagokat tiidogyulladas esetén
Fluorokinolon, Aminoglikozid vagy kolisztin hatéanyaggal kombinaljak, majfertdzés esetén
valamilyen Aminoglikozid, kolisztin vagy foszfomicin hatdanyaggal, mig véraram fert6zés esetén
Aminoglikozid vagy kolisztin hatéanyagot alkalmaznak a kevert készitményben (BASSETTIET AL.,
2017).

Amennyiben az elsd, illetve masodik valasztasti szerek nem hatasosak adott fertézés
gyogyitasara, alternativ szerként olyan hatéanyagokat is alkalmazhatnak, melyeket a fertézést
kivaltd baktériummal szemben kevésbé ajanlanak vagy toxikus, illetve egyéb (szervezetet)
karositd hatasuk miatt nem részesitenek elényben. A kiilonb6zd, nemzetkozi szervezetek altal

kiemelten fontosnak tartott antibiotikum hatéanyagok listajat a 2. sz mellékletben foglaltam Gssze.
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Az antibiotikum rezisztencia a P. aeruginosa esetében egyre inkabb elterjedt az elmult
években (EL ZOWALATY ET AL., 2015), melyet igazol, hogy égési sériiltek mintaibol tenyésztett
torzsek esetében (n=93), tébb mint 90% bizonyult multirezisztensnek, azaz legalabb harom
hatéanyagcsoporttal szemben ellenallt (HAGHI ET AL., 2018). Egy masik vizsgalat soran, szintén
égési és sebfertdzésekbol szarmazod torzsek (n=90) 72,2% -a volt multirezisztens (ASADPOUR,
2018). Az Amerikai Egyesiilt Allamok Jarvanykezelési- és Megel6zési Kozpontja (CDC - Centers
for Disease Control and Prevention) altal kozzétett lista szerint 2013-ban a P. aeruginosa-t a
,»komoly fenyegetést” jelentd csoportba soroltak a multirezisztens baktériumok kozott (CDC,
2013), illetve része az ,,ESKAPE” csoportnak, melynek tagjai nozokomialis fertézések dontd
hanyadaért felel6sek (SANTAJIT & INDRAWATTANA, 2016).

Harom {6 rezisztencia mechanizmus érintett a P. aeruginosa antibiotikum
rezisztenciajanak tekintetében, melyek az antibiotikum inaktivalasa, valtozéas a célszervezetben,
illetve a korlatozott felvétel és az efflux pumpa tulmiikdése (LAMBERT ET AL., 2002).

A genetikailag kodolt és a rovid idé alatt megszerzett antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok miatt a P. aeruginosa terapias kezelésének lehetéségei igen korlatozottak
(GAYNES ET AL., 2005). Az Eurdpai Unid ligynoksége, az Eurdpai Betegségmegel6zési és
Jarvanyiigyi Kozpont (ECDC — European Centre for Disease Prevention and Control) 2017-ben
kiadott, 2016-ra vonatkozo jelentése szerint a tagorszagoktol szarmazo adatok alapjan a tesztelt P.
aeruginosa torzsek 33,9%-a mutatott rezisztenciat valamilyen hatdanyaggal szemben
(Aminoglikozidok, Karbapenemek, Fluorokinolonok, ceftazidim, piperacillin-tazobaktam),
amibdl 10,6% a multirezisztencia kritériumainak is megfelelt (ECDC, 2017).

A magyarorszdgi Nemzeti Népegészségligyi Kozpont az eurdpai rendszer részeként
vizsgalja ¢és jelenti az ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) fel¢ a P.
aeruginosa torzsek altal okozott fertézések kezelésére leggyakrabban hasznalt antibiotikumokkal
(piperacillin/tazobaktam, imipenem, meropenem, ceftazidim, cefepim, ciprofloxacin, gentamicin,
tobramicin, amikacin) szembeni rezisztenciat (httpl8). Hazai viszonylatban a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont adatai szerint (http18) 2015-ben t6bb mint 17 000 betegbdl izolaltak P.
aeruginosa baktériumot és vizsgaltak 9 kiilonb6z6 antibiotikummal (piperacillin-tazobaktam,
cefepim, ceftazidim, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, amikacin, gentamicin, tobramicin)
szemben az érzékenységiiket. A szerek tobb mint felével szemben a vizsgdlatba vont
baktériumtorzsek 20%-a mutatott rezisztenciat.

A kozelmultig a Karbapenemek csoportjaba tartoz6 antibiotikumok bizonyultak a
leghatasosabbnak, igy komoly aggodalomra ad okot a karbapenem-rezisztens tdrzsek megjelenése
és terjedése, melyek jelenléte a kiilonboz6 foldrajzi régiokban eltérd (4. sz. abra). Egy 2010-ben,
az USA-ban végzett felmérés alapjan a karbapenem-rezisztens torzsek aranya 7,4% és 35,4%

33


http://www.oek.hu/oek.web?nid=666&pid=10

10.14751/SZIE.2019.039

kozott mozgott (MORROW ET AL., 2013). Hazai viszonylatban elmondhatd, hogy a Karbapenem

rezisztens P. aeruginosa torzsek aranya 18-24% ko6zé tehet6 (http18).

- <1% .
1%t0 ¢ 5% Seeda, ey
=15% to ¢<10% 3 { g
m 10% to ¢ 25% - "/([ X (
- 25% to <50% P A
-50% a8 J { B
No data reported or fewer than 10 isolates . & 4
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B Malta i

4.sz. abra: Karbapenem antibiotikumokkal szemben rezisztens P. aeruginosa torzsek aranya az Eurdpai Unid

orszagaiban, 2016. (ECDC, 2017)

2.10.2.1.5 A P. aeruginosa biofilm képzé képessége

A P. aeruginosa a biofilm képzés vizsgalatanak egyik modellszervezete (GHOLAMIET AL.,
2017), harom exopoliszacharidot azonositottak a fajban, melyek részt vesznek a biofilm
elballitasaban: alginat (termelddéséért felel6s gének: algU, algL, algD), illetve két poliszacharid,
a Psl és Pel, melyek a biofilm matrix szerkezetét biztositjak (COLVIN ET AL., 2011). Az alginat
fontos szerepet jatszik biofilm struktirajanak és stabilitisainak megdrzésében (ASADPOUR, 2018),
a pslA génnek a biofilm képzodés kezdetleges szakaszaban van nagy jelentdsége, illetve segiti a
sejtek egymashoz, és a szubsztrathoz valo kapcsolodasat (MAET AL., 2006; BILLINGSET AL., 2013).

A P. aeruginosa patogén tulajdonsagat egyes szerzok a biofilm képzdé képességének is
tulajdonitjak, Osszefliggésben néhany virulencia faktor kifejezédésével (MiTOV ET AL., 2010;
KHATTAB ET AL., 2015). A biofilm képz6 képesség és a multirezisztencia 0sszefliggést mutatott
¢gési osztalyon vizsgalt torzsek esetében, miszerint minden multirezisztens izolatum biofilm

képzésre is képes volt (ASADPOUR, 2018).

2.10.2.1.6 P. aeruginosa a kornyezetben
A kornyezeti tényezOk igen nagymértékben hozzdjarulhatnak a  patogén

crer

mikroorganizmusok adaptacidjdhoz ¢és fejlodéséhez. A patogén baktériumok jelenléte
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aggodalomra adhat okot, a kdrnyezeti elemekben terjedhetnek, illetve horizontalis géntranszfer
segitségével atadhatjak egymasnak a hordozott tulajdonsagaikat (MARTIN ET AL., 2018).

A kornyezetben a P. aeruginosa is altalanosan elterjedt (ubikviter), azonban tobbnyire csak
korhazi képviseloirdl talalunk szakirodalmi forrasokat. Abban a néhany esetben, amikor
kornyezeti torzseket is vizsgalat ald vonnak, leggyakrabban tengervizbdl (BOUHADDIOUI ET AL.,
2002), ivovizbol (MULAMATTATHIL ET AL., 2014), talajvizbol és talajbol (KASzAB ET AL, 2010;
MARTIN ET AL., 2018) izolaljak a faj képviseldit, altalaban kis sejtszamban (CHATTERJEE ET AL.,
2017). A P. aeruginosa metabolikus tulajdonsagainak koszonhetden képes kiilonb6z6 anyagok
megtalalja az életfeltételeit. Szénhidrogénnel szennyezett kornyezeti mintdkban akar a kialakuld
mikrobidta dominans tagjava is valhat (CHAERUN ET AL., 2004).

Felszini vizbdl, illetve az ivovizrendszerbdl vett mintakbol kimutattak a P. aeruginosa
jelenlétét, antibiotikum rezisztencia vizsgalata soran pedig torzseit tobb hatéanyaggal (eritromicin,
trimethoprim, amoxicillin) szemben is rezisztensnek talaltak (MULAMATTATHIL ET AL., 2014).

Egy 2018-ban publikalt tanulmany arra hivja fel a figyelmet, hogy a talajvizeket és ezaltal
az 1ivovizet veszélyeztetd szénhidrogén szennyezések kornyezetében felszaporodhatnak a
biodegradaciora képes opportunista patogén baktériumok, mint példaul a P. aeruginosa, emelve a
vizfogyasztas jelentette expozicido kockdzatat. Antibiotikum rezisztencia vizsgéalatok alapjan az
izolalt P. aeruginosa torzsek tobb hatdéanyaggal (ampicillin, eritromicin, Tetraciklin) szemben
ellenallonak bizonyultak (MARTIN ET AL., 2018).

Bizonyos orszagokban eldszeretettel hasznaljak fel a P. aeruginosa faj biodegradacios
tulajdonsagait: Kinaban potencidlis oltéanyag alkotdként tartjdk szamon olajszennyezett
teriileteken remediacios célokra (LIU ET AL., 2017), illetve alkalmazzak in situ bioaugmentacios
eljarasok soran (ZHAO ET AL., 2018). Egy masik tanulmany, egy szant6foldrdl izolalt és vizsgalt
torzs eredményei alapjan, idealis jeloltnek tartja a P. aeruginosa fajt bioremediacios célokra valo
felhasznalashoz, illetve szant6foldi novénytermesztés soran a buza kezelésére termésndveld/
novekedés serkenté anyagként (ISLAMET AL., 2014).

Egy 2017-ben publikalt kutatds eredménye a genetikailag modositott P. aeruginosa 1j
teriileten valod alkalmazéasa, mely szerint pyocianin termelésén keresztiil, egy érzékeny és
koltséghatékony modszert biztosit a vizmintak toxicitasanak meghatarozasara (YU ET AL., 2017).

A magyarorszagi jogszabalyok tobb teriileten rendelkeznek a megengedett P. aeruginosa
sejtszamrol, tobbek kozott az ivoviz, a palackozott asvanyviz, egyes élelmiszerek, a
hulladékgazdalkodas és a termésndveld anyagok szabalyozasaval kapcsolatban.

A 201/2001. (X. 25.) Korm. rendelet az ivoviz minéségi kovetelményeirdl

és az ellendrzés rendjérdl alapjan a P. aeruginosa, mint indikator vizmindségi jellemz6 esetében
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a vonatkozd hatarérték 0/100 ml, kivéve a tartalyban forgalmazott viz esetében, melyre 0/250 ml
hatarérték vonatkozik.

A 65/2004. (1V. 27.) FVM-ESZCSM-GKM egyiittes rendelet a természetes asvanyviz,
a forrasviz, az ivoviz, az asvanyi anyaggal dusitott ivoviz és az izesitett viz palackozasanak és
forgalomba hozatalanak szabalyairdl szerint a vizkivételi helynél és a forgalomba hozatal soran a
természetes asvanyviz nem tartalmazhat P. aeruginosa-t egyik vizsgalt 250 ml-es mintaban sem.

A 74/1999. (XII. 25.) EiiM rendelet a természetes gyogytényezOkrél alapjan a P.
aeruginosa szamot vizsgalni kell az elismert természetes asvanyvizeknél eldirt bakteriologiai
vizsgalatok korében: telepképzd egység/100 ml (palackozédsi célu felhasznalds esetében a
vizsgélatokat 250 ml-bol kell elvégezni).

A 4/1998. (XI. 11.) EiiM rendelet az ¢lelmiszerekben eléforduld mikrobiologiai
szennyezddések megengedhetd mértékérdl alapjan egyes termékek (sor, pasztdrozott sor, bor és
egyéb magasabb alkoholtartalmu ital) esetében eldirt a P. aeruginosa vizsgalata és ajanlott
hatarérték is megallapitasra keriilt. A visszautasitas hatarértéke P. aeruginosa-ra nézve sornél: 0/1
cm?®, pasztérozott sdrnél 0/20 cm?, bor és egyéb magasabb alkoholtartalmu italnal 0/1 cm?,

A 13/2017. (V1. 12.) EMMI rendelet a hulladékgazdalkodasi kozszolgaltatas korébe
tartoz6 hulladékkal kapcsolatos kozegészségiigyi kovetelményekrdl alapjan a vegyes hulladék
lebomlésat, szagtalanitasat el0segitd vegyi anyag vagy mikroorganizmus, tovabba a komposztalas
gyorsitasara vagy hatékonysdganak novelésére szolgaldé mikrobiologiai prepardtumok ¢&s
enzimkeverékek forgalmazasanak bejelentéséhez sziikséges adatok és vizsgalatok szerint a
higiénés mikrobiologiai paraméterek kozott hatarérték keriilt meghatarozasra a P. aeruginosa-ra
nézve, miszerint 2x10 g, vagy 2x10 ml mintaban negativ kell hogy legyen.

Hasonléan rendelkezik a termésnoveld anyagok engedélyezésérdl, tarolasardl,
forgalmazasardl és felhasznalasarol szol6 36/2006. (V. 18.) FVM rendelet (melyet modositott a
18/2017. (IV. 11.) FM rendelet), melyben az engedélyezési eljaras szerint csak olyan anyag
hozhat6 forgalomba, ami nem okoz kedvezotlen mellékhatdsokat a nGvényre, talajra, az ember €s
az allat egészségére. Eszerint a higiénés mikrobiologiai vizsgalatok korében 3x0,5 kg/L mintabol
kell meghatarozni P. aeruginosa szamot szerves tragyak, komposztok, gilisztahumuszok,
talajjavito anyagok, mikrobiologiai készitmények, termesztokdzegek, ndvénykondicionald
készitmények esetében. A vonatkozo hatarérték: <10 db/g, vagy <10 db/ml.

Az Eurdpai Unid jogi szabalyozasa a 98/83/EK (1998. november 3.) iranyelveben,
(moédositva a 2015/1787) rendelkezik az emberi fogyasztasra szant viz mindségérdl, ahol 250 ml
vizben nem lehet P. aeruginosa. A 2009/54/EK (2009. janius 18.) iranyelv a természetes
asvanyvizek kinyerésérdl €s forgalmazasarol rendelkezik, mely alapjan a természetes asvanyviz
sem a viznyer6helyen, sem értékesitéskor nem tartalmazhat P. aeruginosa-t (250 ml vizsgalt
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mintdban mérve). A 2017/2470 végrehajtasi rendelet (ij élelmiszerek Unids jegyzékének
megallapitasarol) 2. szamu tablazata tartalmazza az 01j élelmiszerekre vonatkozo6 specifikaciokat,

amiben a P. aeruginosa faj is emlitésre keriil.

2.10.2.1.7 Koérhazi és kornyezeti P. aeruginosa torzsek dsszehasonlitasa

A korhazi és a kornyezeti eredetli P. aeruginosa torzsek 6sszehasonlito vizsgalataira hazai
és nemzetkozi példakat egyarant talalunk. Korhazi (n=100) ¢és kornyezeti (n=119) toérzsek
szerotipus, antibiotikum rezisztencia €és pyocianin termelésre iranyuld Osszehasonlito
vizsgalatanak eredményeir6l szamoltak be Bouhaddioui és munkatarsai, mely alapjan a két csoport
teljes elkiiloniilését tapasztaltak (BOUHADDIOUI ET AL., 2002). Egy masik tanulmanyban azonban,
korhazi (n=13) és kornyezeti torzsek (n=4) genom vizsgalata nem, vagy csak igen kismértékii
eltérést mutatott a két csoport kozott (GROSSO-BECERRA ET AL., 2014).

Egy frissebb kutatasban klinikai (n=50; 1éguti, hugyuti fert6zés, égési sériilt sebfertdzés)
¢és kornyezeti (n=50; talaj és felszini viz) torzsek esetében vizsgaltak antibiotikum rezisztenciat és
biofilm képzd képességet és jelentds kiilonbséget tapasztaltak mind a biofilm képzésben (klinikai
70%, kornyezeti 28%), mind az antibiotikum rezisztenciat illetden. Rezisztens volt a klinikai
izolatumok 74%-a gentamicinre, 70%-a meropenemre, mig a kornyezeti torzsek 30%-ban
mutattak ellenallast a ceftazidimmel szemben, €s 28%-ban a gentamicin €s a meropenem esetében,
illetve antibiotikum rezisztencia gének is csak kis szamban (blatem 20%, blasiv 6%) voltak

kimutathatok koriikben (GHOLAMIET AL., 2017).

rrrrr

Osszefoglalva, a fentiek alapjan jol lathato, hogy a P. aeruginosa és az A. baumannii,
illetve az Acinetobacter nemzetség egyéb képvisel6i igen fontos szerepet toltenek be
kozegészségiigyi szempontbol, azonban a klinikai torzsekkel ellentétben, kornyezeti
képviseldinek tulajdonsagairdl kevesebb informaci6 all rendelkezésre. Kockazati besorolasukat
nehéz megallapitani megfeleld mennyiségli adat nélkiil, ennek ellenére bizonyos orszdgokban
eloszeretettel ajanljak és alkalmazzak oket bioremediacios célokra arra hivatkozva, hogy a
kornyezeti izolatumok a nozokomidlis torzsektdl eltérd rokonsagi kort képviselnek, igy human-
egészségiigyi kockazatuk elenyészd. A tények feltarasa érdekében munkam soran a P. aeruginosa
és az Acinetobacter nemzetség kornyezeti torzseit vontam kiilonbdz6, humanegészségiigyi
szempontbol is relevans vizsgalatok ald, illetve felhasznaltam a genotipizalas nyujtotta
lehetdségeket a kdrnyezeti és klinikai baktériumtorzsek kozotti rokonsagi kapcsolatok feltarasara,
melynek vonatkoz6 moddszerei (PFGE, ERIC-PCR, MLST) koziil két eljaras, a pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE) és a multilocus-sequence typing (MLST) bevonasara is lehetéségem nyilt.
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Az altalunk alkalmazott két eljaras el6nyeit, hatranyait és korlatait foglalja 0ssze a 3. szamu

tablazat a P. aeruginosa tipizalasanak példajan (L1BISCH, 2013).

3. sz. tiblazat: A PFGE és az MLST modszer elényeinek, hatranyainak és korlatainak bemutatdsa a P. aeruginosa
példéjan (LIBISCH, 2013 nyoman)

Moédszer  Tipizalhatéosag Reprodukal- Diszkriminativ Elényok Hatranyok
(%) hatosag (%) indexek (DI)
PFGE 95-100 100 0,98-0,997 Magas DI, jol definialt Labor ¢és iddigényes,
(Spel kritériumok, koltséges, az eredmények
enzim) reprodukalhatosag laboratériumonként eltérék
lehetnek
MLST 100 100 0,95-0,97 Szilard biologiai alapok, Magas koltségek, a kellé
félreérthetetlen, gyakorlat megszerzése
reprodukalhatd, iddigényes
laboratoriumok kozt

megegyezd eredmények
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3. ANYAG ES MODSZER

A doktori munkdm sordn elvégzett vizsgalatok konnyebb attekintésének érdekében,

folyamatéabran (5. sz. dbra) szemléltetem kisérletsorozatom egészét.

Kornyezeti monitoring 2008-2018 (felszin alatti viz, felszini viz, foldtani kézeg, komposzt)
» D'}
Szelektiv és/vagy differencialé taptalajok Altalénos taptalajok
v v
Faj szinten azonositott (16S rDNS alapjan) kornyezeti eredetti torzsgylijtemény
v \
Acinetobacter sp. Pseudomonas aeruginosa

| Célcsoportok kivalasztasa és vizsgalata !

|
: | Antibiotikum rezisztencia | I
| MIC * MiC |
| blagy, 51 8én |
| I Virulencia I |
| * hemolitikus aktivitas * hemolitikus aktivitas |
| biofilm képzés *  biofilm képzés |
0 * virulencia gének |
| szerotipus |

* motilitas

| molylepke teszt !
! I Filogenetikai kapcsolat I !
| MLST <MLST !
B e o e o ol O o e o |

Ertékelés KORNYEZETBIZTONSAGI szemponthdl

5.sz. abra: Doktori munkam soran végrehajtott vizsgalatok folyamatabraja

3.1 Mintavételezés

A 2008-2018 kozotti idészakban Acinetobacter és P. aeruginosa torzsek izolalasa céljabol
kornyezeti mintdkat vételeztem felszini- és felszin alatti vizekbdl, foldtani kozegbdl, illetve egyéb,
mez6gazdasagi termeléshez kothetd  forrasokbol  (komposzt, zo6ldségek, halhts). A
mintavételezések a vonatkozd Magyar Szabvanyoknak megfeleléen torténtek (MSZ 21464: 1998.
Mintavétel felszin alatti vizekbdl; MSZ 5667-4:1995. Mintavétel a természetes és mesterséges
tavakbol; MSZ 21470-1:1998. Kornyezetvédelmi talajvizsgalat. Mintavétel.), majd a mintak
~4°C-on széllitva keriiltek a laboratoriumba tovabbi, mikrobioldgiai vizsgalatok céljabol. A
vizsgalatba vont, kereskedelmi forgalomban kaphat6 zoldségek (retek, sargarépa, zeller) esetében
laboratériumi koriilmények kozott, a halhus tételnél terepen, kdzvetleniil a ponty, halastobol vald
kivételét kovetden steril vattapalca segitségével vettem mintat.

Az Acinetobacter torzsek izolalasa céljabol 2008 és 2018 kozott osszesen 403
magyarorszagi ¢és 2 unikalis mintavételi helyrél (Tanzénia, Afrika) szdrmazd kornyezeti mintat

(felszin alatti viz, felszini viz, foldtani kozeg, egyéb) dolgoztam fel (3. sz. melléklet), melyekbol
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a késobbiekben kimutatdsi gyakorisdgot is megallapitottam. A tanzaniai mintak, bar csekély
szamban alltak rendelkezésre, 0sszehasonlitasi alapul szolgaltak a kiilonb6z6 éghajlati viszonyok
hatésat illetéen.

A P. aeruginosa faj kimutatasa céljabol 2009-2018 kozott dsszesen kozel 300 kornyezeti
mintat dolgoztam fel, melyek koziil ~200 minta felszin alatti viz, foldtani kdzeg és komposzt, 92
minta pedig felszini viz volt (allo- és folyoviz). A felszini vizmintak esetében 3 helyszinen (6. sz.
melléklet) volt tisztitott szennyviz bevezetési pont a mintavételi helyektdl maximum 300 m
tavolsagra. Mivel a P. aeruginosa kimutatasi gyakorisagara nézve felszin alatti vizb6l, foldtani
kozegbdl, illetve komposztbol a tanszéken korabban mar sziilettek eredmények (KAszAB, 2010),
igy dolgozatomban az ilyen jellegli mintak részletes adatainak ismertetésére nem térek ki. Felszini
vizek esetében ugyanakkor nem allt rendelkezésre részletes adatsor, igy munkam soran kitértem
a vizsgalatba vont 92 db felszini vizminta alapjan megallapithato kimutatasi gyakorisagra is. A

felszini vizmintak részletes adatait foglalja 6ssze a 6. sz. melléklet.

3.2 Kornyezeti eredetii Acinetobacter fajok izolalasa

Elokisérletek (RADO, 2014) és szakirodalmi kutatasok soran szerzett tapasztalatok alapjan
a kornyezeti mintak tizszeres higitasaval dolgoztam, melyb6l 1 ml-t Acinetobacter dusito
tapoldatot (4,219 KH2PO4, 0,749g Na;HPO4, 29 0,2%-0s Na-acetat, 2g 0,2%-0s KNO3z, 0,29 0,02%-
0s MgSOs -7 H20, 20 ml Hutner-féle asvanyi kiegészit6, 1000 em® desztillalt viz; BAUMANN,
1968) tartalmazé kémcsObe pipettaztam. A beoltott csoveket ezt kovetden 48 oran at, 30°C-on
inkubaltam. A 48 6ras inkubacio6 utan 1-1 ml-t Petri-csészébe pipettaztam, majd lehetdségem nyilt
altalanos (pl. TGE-5 taptalaj: 10g tripton, 5g gliikoz, 10g élesztokivonat, 18g bakteriologiai agar,
1000 cm® desztillalt viz) és szelektiv/differencialé taptalajjal [Leeds Acinetobacter Medium-LAM
(JAWAD ET AL., 1994): 15¢g kazein sav hidrolizat, 5Sg sz6japepton, 5g natrium-klorid, 59 fruktoz,
5g szacharoz, 5g mannitol, 1g fenilalanin, 0,4g vas-ammonium-citrat, 0,02g fenolvords, 129
bakteriologiai agar, 1000 cm?® desztillalt viz] torténd lemezontésre. A LAM tapkdzegen az
Acinetobacter nemzetség képviseldi jellegzetes malyvaszint mutatnak, illetve a taptalaj fenolvords
tartalmanak koszonhetden a telepek koriil taldlhatd rozsaszin, diffuz elszinezddés alapjan jol
elkiilonithetdk.

A kiontott lemezeket sajat tapasztalataim és szakirodalmi utalasok (TOWNER, 2006) alapjan
28°C-os hémérsékleten, 48-72 Oran at inkubaltam, majd a tipusos (malyva szin, kerek, ép széli,
kiemelkedd, fényes) telepeket tisztitoszélesztés utan, TGE-5 ferde agarra oltottam, illetve -80°C-

on taroltam, tovabbi vizsgalatok ¢és torzsfenntartas céljabol (6. sz. abra).
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Higitasi sor Acinetobacter dusité tapoldat  Leeds Acinetobacter Medium

=
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48h,30°C 72h, 28°C I

6. sz. abra: A kornyezeti mintak feldolgozasanak folyamata Acinetobacter fajok tenyésztésének céljabol (sajat abra)

3.3 Kornyezeti eredetii Pseudomonas aeruginosa izolalasa

A beérkez6 kornyezeti mintakat a vonatkozo magyar szabvany (MSZ 21470-77:1988)
szerint dolgoztam fel, P. aeruginosa izolalas céljabol. Szelektiv és differenciald taptalajokon
tortént a tenyésztés, melynek folyamatét a 7. sz. abra szemlélteti.

Els6 1épésben a kornyezeti minta tizszeres higitasaval dolgoztam, melyb6l aszparaginos
dusité oldatot (3g L-aszparagin, 1g K2HPOa, 0,59 MgSO4 x 7H.0, 10 cm?® glicerol, 1000 cm?®
desztillalt viz; pH:7,0) tartalmaz6 kémcsdébe oltottam, melyeket 48 oran keresztiil 42°C-on
inkubaltam. Kovetkezd 1épésben, a szelektiven felszaporodott mikroszervezeteket tartalmazéd
oldatot Cetrimid agar (MERCK®) felszinére szélesztettem, a lemezeket 24 oran at, 37°C-on
inkubaltam. Az egyéb Gram-negativ és pozitiv fajok gatlasa mellett a P. aeruginosa jelentésebb
inhibicio6 nélkiil fejlodik a taptalajon, a telepek koriil megjelend sargaszold, majd barnuld pigment
(pyocianin) kiséretében, ezaltal nagy biztonsaggal elkiilonithet6 mas mikroorganizmustol. A
kékeszold elszinezddési, pigmentet termeld telepeket végiil tovabb oltottam acetamid oldatot (19
acetamid, 5g NaCl, 2g KH2POa, 0,1g MgS04x7H,0, 1000 cm? desztillalt viz; pH:6,8) tartalmazo
kémcsobe, melyeket 24 oran keresztiil 37°C-on inkubaltam. P. aeruginosa jelenlétében az
acetamid hidrolizise soran ammonia keletkezik, melyet Nessler-reagens (7g Kl, 10g Hglz, 10g
KOH, 100 cm? desztillalt viz) hozzacsopogtetésével ellendrizhetiink. Barna elszinezédés esetén a
P. aeruginosa jelenléte a mintaban igazolt. Tisztitoszélesztés utan ferde agaron és -80°C-on

taroltam a torzseket.
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Aszparaginos dusité Cetrimide agar Acetamid oldat
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7. sz. dbra: A kornyezeti mintak feldolgozasanak folyamata az MSZ 21470-77:1988, Magyar Szabvanyban foglaltak

szerint (sajat abra)

3.4 Az izolalt torzsek faj szintli meghatarozasa 16S rDNS alapon

crer

Acinetobacter-ek esetében 16S rDNS szekvencia analizist alkalmaztam, mig a P. aeruginosa

izolatumoknal a 16S rDNS V2 és V8 fajspecifikus alegységeinek kimutatasat végeztem el.

3.4.1 Acinetobacter torzsek identifikacioja 16S rDNS szekvencia analizissel

A fajszintii meghatarozashoz 16S rDNS szekvencia analizist végeztem, mely soran
polimeraz lancreakcid segitségével felszaporitottam a kijelolt génszakaszt ¢és kapillaris

gélelektroforézissel meghatarozasra kertilt a bazissorrend.

DNS izoldlds

A torzsekbdl legfeljebb 24 oran at inkubalt folyékony tenyészetet hoztam létre TGE-5
taptalajon, majd a MOBIO Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories, USA)
segitségével DNS-t izolaltam beldliikk, a gyartd ajanlasainak megfeleléen, melyet agardz

gélelektroforézissel ellendriztem.

Agaroz gélelektroforézis

A folyamat végrehajtasahoz 70 ml SB pufferben (0,4 g NaOH; 3,044 H3BO4; 1000 cm?
desztillalt viz) 0,7 g nagy tisztasagu agar6zt (SeaKem agarose, Lonza Switzerland) oldottam fel,
majd a kézmelegre hiitétt oldatba 3,5 pl EcoSafe (Pacific Image Electronics, Kanada) festéket
pipettaztam. A gélt féstisorokat tartalmazd, OWL-tipust futtatokadban szilarditottam. A 4 ul DNS
¢s az 1 ul DNA Loading Dye (Thermo Scientific, USA) elegyét a féstisorok eltavolitasat kovetéen
kialakult zsebekbe pipettaztam. Minden mintasor mell¢ standardként 3 pl DNS markert
(GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas) vittem fel, igy a termék hozzavetdleges méretének

ellendrzésére is lehetdség nyilt.
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A DNS molekula foszfatcsoportjai miatt pH 7 értéken negativ 6ssztoltéssel rendelkezik,
igy egyenaram hatasara a DNS a pozitiv polus felé vandorol. A DNS-szalba beépiil az eldzetesen
a gélhez adott EcoSafe festék és UV fény alatt fluoreszkal, igy a DNS konnyen kimutathat6 a
gélben. A mintakat 100 V fesziiltségen 40 percig futtattam, majd UV fény alatt ellendriztem a

termék jelenlétét.

Polimeraz lancreakcio (Polimerase Chain Reaction — PCR)

A PCR reakci6 soran tetszoleges DNS célrégiojabol nagyszami masolatot hozhatunk létre
forward és reverz primerek, valamint DNS-polimeraz segitségével. A PCR reakcié harom f6
1épésbdl all. A denaturdcio soran a kettds szali DNS-t magas hdmérsékletre hevitjiik, hogy a
kettds szalak a hidrogénhid-kotések felbomlasaval szétvaljanak, és egyszalu templatot kapjunk. A
masodik 1épésben az anelldcio soran csokkentjiik a hdmérsékletet, igy a primerek hozzé tudnak
kapcsolodni a DNS szalakhoz. A hoémérséklet ebben a fazisban a primerek olvadasi
hémérsékletétdl fiigg. Az elongacio szakaszaban a DNS-polimeraz (Taq-polimeraz) a szabad
nukleotidok beépitésével 1étrehozza a hianyzé szdlakat.

A reakcidhoz az alabbi PCR mastermixet hasznaltam (egy reakcidelegyre szamolva, 50 pl
végtérfogat mellett):

crer

- DNS templat (1 pl): tartalmazza a DNS-szakasz amplifikalando régidjat

- Forward és Reverz primer [1 uM (27f, 1492r)]: meghatarozza az amplifikaland6 szakasz
elejét és végét

- DNS-polimeraz [1,25 U Dream Tag DNA polymerase (Thermo Sceintific, USA)]:
lemasolja az amplifikalando6 szakaszt

- Tag-puffer [5 ul (Thermo Sceintific, USA)]: biztositja a DNS-polimeraz szamara a
megfeleld kémiai kornyezetet

- dNTP [dezoxiribonukleotid-trifoszfatok; 4mM)]: a polimeraz az uj DNS szalakat ezekbdl
épiti fel

- Nukleaz-mentes viz (32,75 ul): a végtérfogat beallitisahoz

A reakcié soran felhasznalt univerzalis Bacteria doménspecifikus 27f és 1492r primerek

szekvencidit a 4. sz. tablazatban ismertetem.

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

Primer jelolése Amplifikalo primerek szekvenciaja
27f 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3°
1492r 5’- GGTTACCTTGTTACGACTT- 3’

A PCR reakcido az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag)
késziilékben zajlott a kovetkezd hoprofil alapjan: 95°C 3° 32x (94°C 30°° 52°C 30°° 72°C 1”) 72°C
10> 4°C . A folyamat végén a késziilék 4°C-ra hiti a PCR terméket, melyet agardz

gélelektroforézissel ellendriztem, majd felhasznalasig szintén 4°C-on taroltam.
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PCR termék tisztitdsa

A megfelelé6 méretli és mindségii PCR termék elérése esetén a 16S rDNS amplifikalt
szakaszanak szekvencia meghatarozasa érdekében a kovetkezo 1épésben a sziikségtelen alkotokat
(maradék ANTP, primer dimerek) NucleoSpin Extract Il DNA Clean-up szettel (Macherey-Nagel,
Germany) a gyartd eldirasainak megfeleléen eltavolitottam. Az igy 1étrejott, tisztitott terméket
agaroz gélelektroforézissel ellendriztem, majd a késdbbiekben a szekvendld reakcidohoz

templatként hasznaltam.

Sdnger-féle szekvenalo reakcio

Az amplifikalt DNS szekvencia bazissorrendjének meghatdrozasahoz szekvenald reakciot
hajtottam végre BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® (Applied
Biosystems, USA), és Eppendorf Mastercycler® késziilék segitségével. A folyamat az
ugynevezett didezoxi-, vagy Sianger-féle lancterminaciéos modszeren alapszik. A reakcidoban
fluoreszcens festékkel jelolt, modositott didezoxi-nukleotidok - melyek esetében a riboz 2’ és 3’
helyérdl is hidnyzik az oxigén - vesznek részt. A ciklusok soran a polimerdz enzim beépiti a
modositott didezoxi-nukleotidokat is, igy a hidnyzé kapcsoldodasi pont (OH-csoport) miatt a
beépiilés helyén megszakad a lanc szintézise. Igy a DNS templat kiilonboz6 hosszisagh
fragmentjei jonnek létre, melyek végén modositott fluoreszcens nukleotidok helyezkednek el. A
szekvenalo reakcioelegy Osszetétele egy mintara szamitva 10 pl végtérfogat mellett: 1 pl Big Dye,
1,5 ul Big Dye puffer, 0,5 ul primer (271, 338f, 803f), 3,5 ul DNS templat (tisztitott PCR termék),
3,5 ul MQ-viz. A reakci6 a kovetkezdé hoprofil alapjan zajlott 96°C 1° 28x (96°C 10°* 51°C 5>
60°C 4’) 4°C oo.

A késziilék a reakcidsort kovetden 4°C-ra hiiti a mintakat. A kapott végtermék a teljes 16S
rDNS szekvencia esetében koriilbeliil 1500 bazispar hosszisagu, amelybdl az adott baktériumtorzs

nagy pontossaggal azonosithato.

A jelolt DNS visszanyerése — etanol-precipitacio

A szekvencidk meghatarozasdhoz a szekvenald reakciot kovetden a jelolt DNS
visszanyerése sziikséges. Ehhez a szekvenalo termékét un. acetat-mix-szel [3 ul NaAc (3M), 62,5
ul EtOH (95%), 14,5 ul MQ-viz] vortexeltem, majd 10 percig szobahémérsékleten allni hagytam.
Ezt kovetden az elegyet 3220 g fordulaton, 30 percig, 4°C-on centrifugaltam. A feliilusz6 fazis
ledntése utan 180 pl 70%-o0s etil-alkoholt pipettaztam a mintakra, majd 3220 g-n 20 percig, 4°C-
on ismét centrifugaltam. A feliiliszot maradéktalanul eltavolitottam, majd 20 ul Hi-Di formamidot
(Thermo Fischer Scientific, USA) mértem a kicsapott DNS-re. Az igy elékészitett mintakat

legalabb 1 napig 4°C-on inkubaltam.
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Kapillaris gélelektroforézis

A szekvenald reakcid elokészitett termékét ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) késziilék segitségével vizsgaltuk a nukleotid sorrend megallapitasa érdekében.
A késziilék méri a szekvenalas eredményeképpen kapott kiilonb6zo hossziusagu fragmentek végén
elhelyezked6 modositott didezoxi-nukleotidok fluoreszcenciajat, és jeloli a kiilonb6zé
nukleotidokat (lasd 8. sz. 4bra).

Mivel a teljes 16S szekvencia egyetlen szekvendld reakcioval nem fedhetd le, a végso
szekvenciat tobb, rovidebb fragment nukleotid sorrendjének szoftveres illesztésével értem el. A
szekvenciak illesztését MEGAG6 (TAMURA ET AL., 2013) program segitségével hajtottam végre.
Az igy kapott szekvenciakat az EzTaxon adatbazisaval (EZBIOCLOUD.NET; YOON ET AL., 2017)
Osszehasonlitottam, és igy faj szinten meghatarozhattam az azonositasra var6 baktériumtorzset.
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8. sz. bra: A HF13 — Acinetobacter Iwoffii térzs 16S rDNS szekvencijanak részlete MEGAG programban (sajat
abra)

3.4.2 16S rDNS P. aeruginosa fajspecifikus génszakaszanak kimutatasa

A P. aeruginosa torzsek azonositasa érdekében PA-SS PCR reakciot hajtottam végre, mely
soran a 16S rDNS V2 és V8 fajspecifikus alegységeit mutattam ki. A DNS izoléalast a korabban
leirtaknak megfelelden végeztem el, a PCR reakcidhoz a PA-SS specifikus primerpart hasznaltam

(5. sz. tablazat).

5. sz. tablazat: A PA-SS PCR reakciohoz hasznélt primerek szekvenciai (SPILKER ET AL., 2004)

Primer jelolése Amplifikalo primerek szekvencidja
PA-SS f 5’ - GGGGGATCTTCGGACCTCA -3’
PA-SSr 5’- TCCTTAGAGTGCCCACCCG -3’

A PCR reakcidelegy 0sszetétele egy mintara szamitva 50 pl végtérfogat mellett: 5 pl Taq
puffer (Thermo Scientific, USA), 1 ul (5 U) Dream Taq polimeraz (Thermo Scientific, USA), 10
ul ANTP (4mM), 0,5 pl (1uM) PA-SS f primer, 0,5 pl (1uM) PA-SS r primer, 2 pul DNS templat,

31 ul MQ-viz. A reakcio a kovetkezé hoprofil alapjan zajlott 95°C 2° 25x (94°C 25 58°C 40>
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72°C 40°) 72°C 1°, 4°C . A PCR termék ellendrzése a kordbban leirtaknak megfeleléen agardz

gélelektroforézissel tortént.

3.5 Antibiotikum rezisztencia vizsgalat

3.5.1 Minimalis gatlé koncentriciéo meghatarozasa MIC tesztcsikkal

A kornyezeti eredeti Acinetobacter ¢és P. aeruginosa torzsek antibiotikum
rezisztenciajanak vizsgalatat fenotipusos moddszerrel, un. MIC teszt®-tel (Liofilchem,
Olaszorszag) hajtottam végre, mely az antibiotikum rezisztencia szamszerli (kvantitativ)
értékelését teszi lehetové. A vizsgalatokat a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
altal meghatarozott modszer szerint végeztem (CLSI, 2017).

A vizsgalatba vont torzsekbdl friss, legfeljebb 24 o6réas tenyészetet hoztam létre, szilard
TGE-5 ferde agaron, majd 0,9 %-o0s NaCl-os fiziologias sdoldatban 0,5 McFarland (1-3x108 CFU)
zavarossagil baktérium szuszpenzidt készitettem (MCFARLAND, 1907). Ezt koveten steril
vattapalca segitségével 20 ml elére kiontott és megszilardult Miiller-Hinton agart (MERCK®)
tartalmazo, 9 cm atmérdji Petri-csészébe szélesztettem a homogén baktérium
szuszpenziot. A szélesztést kovetden a baktériumgyepre helyeztem az adott
antibiotikum hatéanyagot koncentracido-gradiens mentén tartalmazo MIC-teszt
csikokat (1 csik/Petri-csésze), majd a lemezeket 35°C-on, 24 6raig inkubaltam.

A vizsgalatokba vont antibiotikum hatéanyagokat mind az Acinetobacter,
mind a P. aeruginosa fajok esetében nemzetkozi ajanlasok (EUCAST, ECDC,
NCCLS, OEK) szerint valasztottam ki, melyek a Klinikai terapiaban elsé, illetve
masodik valasztasként alkalmazott, valamint az alternativ terapiaban

(amennyiben az elsé valasztasu szerek valamilyen okbol hatdstalanok, vagy

ellenjavalltak egy fertézés kezelésére) hasznalt készitmények korét fedték le.

9. sz. abra:
AP133-P.  Attekintésiik a 2. sz. melléklethen talalhato.
aeruginosa . TV , .. L .
tégrzs Az inkubéciot kovetden a tesztcsikokon feltiintetett koncentraciod gradiens
merscnzr;(:l?gg]mel segitségével konnyen meghatdrozhatéva valt a minimalis gatld koncentracio
mutatott (MIC, Minimal Inhibitory Concentration). A csik koriil — amennyiben
érzékenysége

(sajat felvétel)  tapasztalhato gatlas — kialakul egy szimmetrikus gatlasi ellipszis. Ahol a gatlasi
ellipszis metszi a tesztcsikot, a megadott 1épték segitségével pg/ml értékben

leolvashatd a MIC érték (lasd. 9. sz. abra).
A minimalis gatlo koncentracio értékeket a CLSI és az EUCAST ajanlasai alapjan értékeltem,
a MIC érték fiiggvényében adott torzs érzékeny (S — sensitive), atmeneti (I — intermediate), vagy
rezisztens (R — resistant) besorolast kapott (CLSI, 2017; EUCAST, 2017). Az antibiotikum

rezisztencia tesztek mindségellendrzésére a nemzetkozileg elfogadott, ATCC (American Type
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Culture Collection) gyiijteménybdl szarmazé Escherichia coli ATCC 25922, valamint
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 referencia torzseket alkalmaztam.

3.5.2 A blaoxa-s1, antibiotikum rezisztencia gén vizsgalata Acinetobacter torzsekkel

A blaoxa-s1 gén kromoszomalisan kodolt az A. baumannii torzsek esetében, melyet tobbek
kozt genetikai markerként is alkalmaznak a faj azonositasakor, illetve a Karbapenemek és a
Penicillinekkel szemben mutatott rezisztenciaval hoznak Osszefiiggésbe (ASADOLLAHI ET AL.,
2012).

A gén kimutatisdhoz a kordbban bemutatott polimerdz lancreakcidé moddszerét
alkalmaztam. A vizsgalni kivant torzsekbdl az el6zéekben leirtak alapjan DNS-t izolaltam, majd
az 6. sz. tablazatban talalhat6 primer par segitségével PCR-t inditottam az alabbi héprofil szerint:
95°C 5’, 40x (95°C 307, 56°C 307, 72°C 307), 72°C 5’, 4°C . A folyamat végén a PCR termék

jelenlétét agardz gélelektroforézissel ellendriztem.

6. sz. tablazat: A blaoxa-s1 gén kimutatasahoz alkalmazott primerek (MERKIER&CENTRON, 2006)

Primer jelolése Amplifikalé primerek szekvenciaja Amplikon hossza (bp)
blaoxa-s1 F 5’ - ATGAACATTAAAACACTCTTACT -3’ X
825 bp
blaoxa-s1 R 5’ - TATAAAATACCTAATTGTTC -3’

3.6 Virulencia faktorok vizsgalata

3.6.1 Hemolitikus aktivitas vizsgalata

A virulencia megnyilvanulasaként szamon tartott hemolizis vizsgélata soran defibrinalt
birkavérrel kiegészitett Columbia véragar lemezekkel (Heipha-Diagnostica) dolgoztam (23g
specidlis tApanyag szubsztrat; 1 g keményitd; 5 g NaCl; 13 g bakteriologiai agar; 1000 cm?®
desztillalt viz; 5 v/v% defibrinalt birkavér, pH: 7,3+0,2). A vizsgalatba vont torzseket fémkaccsal,
steril koriilmények kozott szélesztettem a véragar lemez felszinére, majd 6, 22, illetve 48 oras,
37°C-on végzett inkubaciot kovetden az atvilagitott lemezekrdl leolvastam az eredményeket. A
vizsgalat soran megfigyelhetd volt a baktériumtorzsek novekedése, annak mértéke, illetve a
hemolitikus aktivitas megjelenése, tipusa és a béta-hemolizis mértéke (ELLNER ET AL., 1966). A
hemolitikus aktivitas értékelése soran figyelembe vettem, hogy adott baktériumtérzs hany ora
inkubacids id6 elteltével volt képes telepképzésre, illetve hemolitikus aktivitas kifejtésére az
alkalmazott tapkozegen, melynek megitélésekor a gyartd (Heipha- Diagnostica) utasitdsai alapjan
a 22 oras leolvasast tekintettem mérvadonak. A hemolizis intenzitasanak jellemzésére 6tfokozata

skalat alkalmaztam az alabbiak szerint:

47



10.14751/SZIE.2019.039

e - nincs hemolizis

e +/- kétséges hemolizis
e + gyenge hemolizis

e ++hemolizis

e +++intenziv hemolizis

3.6.2 Biofilm képzo képesség vizsgalata

A biofilm képzd képességet, illetve a biofilm képzd képesség erdsségét Stepanovic és
munkatarsai (STEPANOVIC ET AL., 2000), valamint Kumari és munkatarsai (KUMARI ET AL., 2013)
altal publikalt, modositott mddszer szerint vizsgaltam. Négy darab, egyenként 96 lyuku, steril,
lapos alju, miianyag mikrotiter lemez mélyedéseibe minden egyes vizsgalt torzsbdl harom
ismétlésben 20 pl inokulumot és 230 ul TSB (Tryptic Soy Broth - Tripton-szdja-tapleves; Merck,
Németorszag) taplevest pipettaztam. A kontroll minta hirom parhuzamos mélyedése
baktériummentes, steril taplevest tartalmazott. A lemezeket lefedtem és 24, 48, 72 és 96 6ran
keresztiil 37 °C-on inkubaltam a Thermo Shaker (BioSan, Lettorszag) microplate razotermosztat
segitségével.

A mérés napjan dekantalast kovetden az 6sszes mélyedést 250 pl PBS oldattal (Phosphate
Buffered Saline — Foszfat Sooldat: 8g NaCl, 0,29 KCI, 1,44g Na2HPOs, 0,249 KH2PO4; 1 L
desztillalt viz) d&tmostam haromszor, hogy a mikrotiter lemez oldalara fel nem tapadt baktérium
sejteket eltavolitsam. A feltapadt baktérium sejteket 250 pl metanollal (99,9%) fixaltam 15 percen
keresztiil, majd ismét dekantaltam a lemezt. A fixalt baktérium sejteket 250 pl kristalyibolya festék
oldattal (5%) megfestettem, majd 20 percig allni hagytam.

@6 @ . : | Steril desztillalt vizzel atmostam a mikrotiter lemez
A B OB U U BRI A

mélyedéseit, majd a feltapadt, megfestett sejteket 33%-0s
jégecettel visszaoldottam (10. sz. abra).

A leolvasas sordn az optikai denzitast (OD) 550
nm-en mértem a BioTek ELx800 Absorbance Microplate

. Reader (BioTek, USA) segitségével. Az eredményeket
10. sz. abra: A biofilm képzo képesség

vizsgalata mikrotiter lemezes modszer Stepanovi¢ és munkatarsai (STEPANOVIC ET AL., 2000)
itségével (sajat felvétel , s , Y "
segitsCgevel (sajt felvetel) altal publikalt tanulmany alapjan értékeltem, a térzseket a

biofilm termelés alapjan a kontrollhoz viszonyitva 4 osztalyba soroltam:

e OD<ODS nincs biofilm termelés (0)

e OD:<OD<2x0Dc gyenge biofilm termelés (+)

e 2X0OD:<OD<4x0D; kozepes biofilm termelés (++)
e 4x0D.<0OD erds biofilm termelés (+++)

3 OD érték: a negativ kontrol szérasanak haromszorosa plusz a negativ kontrol atlag OD értéke.
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Néhany P. aeruginosa torzs biofilm képz6 képességének vizsgalatara lehetdség nyilt a
németorszagi TWINCORE (Twincore - Zentrum fiir Experimentelle und Klinische
Infektionsforschung - Hannover) Kutatointézetben SP8 system tipust Leica konfokalis 1ézer
pasztazo mikroszkop (Confocal Laser Scanning Microscopy - CLSM) alkalmazasaval is, ahol a
48 oras, statikus mikroplate-en nétt biofilmeket van Duuren és munkatarsai altal leirt (2017)
modszerrel vizualisan értékeltem, mely alapjan elkiilonithettem az €16 és élettelen sejteket,

valamint a strukturalt biofilmeket a planktonikus sejtek halmozodasatol.

3.6.3 Virulencia gének vizsgalata

Virulencia gének vizsgalatat P. aeruginosa torzsekkel végeztem, ahol olyan, szakirodalmi
ajanlasok alapjan (AJAYI ET AL., 2003., LANOTTE ET AL., 2004; BADAMCHI ET AL., 2017)
kivalasztott virulencia faktorok jelenlétének vizsgalatat preferaltam, mint az alginat (algD), az
elasztaz (lasB), a hemolitikus foszfolipaz (plcH), az alkalikus proteaz (aprA), illetve
exoenzimek/exotoxinok (exoS és exoU). A tanszéken korabban zajlott kutatasok soran egyéb
exoenzimek (exoA, exoT, exoY) jelenlétét vizsgaltak kornyezeti P. aeruginosa torzsek
genomjaban, azonban ezek a gének a kisérletbe vont torzsek 100%-anal jelen voltak (KASzAB,
2010), altalanosnak tekintheték, igy munkam soran nem vizsgaltam oket.

A gének felszaporitasahoz sziikséges PCR-t a 7. sz. tablazatban taldlhatd primerek
segitségével végeztem. Az egy mintadhoz sziikséges mastermix dsszetevoi a kdovetkezdk voltak 25
ul ossztérfogatra szamolva: 2,5 pl Taq-puffer (Thermo Sceintific, USA), 0,5 U Tag-polimeraz
(Thermo Sceintific, USA), 4 mM dNTP (Thermo Sceintific, USA), 1uM forward primer, 1uM
reverz primer, 0,5 ul DNS templat, 16,4 ul nukledz-mentes viz.

A folyamat az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag) késziilékben

zajlott a kovetkezd hoprofilok alapjan:

e lasB: 94°C 5 min, 35x (94°C 357, 60°C 1°, 72°C 17), 72°C 7°, 4°C o;
e algD, aprA, plcH: 95°C 5°, 30x (95°C 1°, 55°C 45”, 72°C 75”), 72°C 10’, 4°C oo;
e exoS, exoU: 94°C 2°, 36x (94°C 307, 58°C 30”, 68°C 17), 68°C 7°, 4°C oo.
A folyamat végén a késziilék 4°C-ra hiiti a PCR terméket, melynek jelenlétét agardz

gélelektroforézissel ellendriztem.
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7. sz. tablazat: A Pseudomonas aeruginosa virulencia gének vizsgalata soran hasznalt primerek (AJAYIET AL., 2003.,

LANOTTE ET AL., 2004; BADAMCHI ET AL., 2017)

Primer jelolése Amplikon hossza Amplifikalo primerek szekvenciaja
algD 1310 bp F: 5> TGCGAATCAGCATCTTTGGT 3
R: 5 CTACCAGCAGATGCCCTCGGC 3’
lasB 300 b F: 5> GGAATGAACGAAGCGTTCTC 3’
P R: 5 GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG 3’
plcH 307 bp F: 5> GAAGCCATGGGCTACTTCAA 3°
R: 5> AGAGTGACGAGGAGCGGTAG 3°
aprA 140 bp F: 5> ACCCTGTCCTATTCGTTCC 3
R: 5 GATTGCAGCGACAACTTGG 3°
ex0S 118 b F: 5> GCGAGGTCAGCAGAGTATCG 3’
P R: 5 TTCGGCGTCACTGTGGATGC 3’
exoU 134 bp F: 5> CCGTTGTGGTGCCGTTGAAG 3

3.6.4 Szerologiai vizsgalatok

R: 5> CCAGATGTTCACCGACTCGC 3’

A P. aeruginosa izolatumok szerologiai vizsgalatat a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont

- Fagtipizalasi és Molekularis Epidemioldgiai Osztalya végezte, a Bio-Rad Magyarorszag Kft.

altal forgalmazott, polivalens és monovalens antiszérum savokészlettel, a gyartd Utmutatdsai

szerint.

3.6.5 Motilitas vizsgalatok

A P. aeruginosa folyékony, félfolyékony és
szilard kozegekben kiilonb6zé mozgasformakra képes
(swimming, swarming, twitching, gliding, lasd: 2.10.2.1
alfejezet), melyek koziil vizsgalataim a swimming,
swarming és twitching mozgasformakra terjedtek ki. A
motilitas altalunk vizsgalt formait szemlélteti a 11. sz.
abra. A P. aeruginosa torzsek motilitas vizsgalatara a
németorszagi TWINCORE Kutatointézetben kertilt sor
intézetek kozotti  egyiittmiikodés  keretében. A
vizsgalatokhoz pozitiv kontrollként a P. aeruginosa
PA14 torzset alkalmaztam.

A motilitas teszthez OD600 1,5-2,5 stirtiségii
baktériumszuszpenzidt hasznaltam, melyet 15 oOrés
inkubacio motilitdsi  zéna

utan  értékeltem a

megallapitasaval és mérésével, melyet az Imagel
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gell k segitségével végzett gas folyékony
kozegben

T —
Swarming: Flagellumok és pilusok segitségével végzett mozgas
félszilard és nedves feliileten

>

Twitching: TV. tipusu ‘p:ﬂlbg ;:; ;’dﬂeﬂ mozgas szilard

feliileten

11. sz. abra: A kisérleteink soran vizsgalt
motilitasi formak (swimming, swarming,

twitching)
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képalkotd program segitségével elemeztem. A motilitas eredményeit harom kategoriaba soroltam:
nem motilis, motilis, hipermotilis (8. sz. tablazat). A hipermotilitas hatarértékének a PA14

referencia torzs atlagértékét tekintettem, melyet minden kisérlet esetében kiszdmoltam.

8. sz tablazat: A motilitasi vizsgalat soran megallapitott és alkalmazott kategoriak

Swimming Teriilet Swarming Teriilet Twitching Teriilet
(cm?)* (cm?)* (cm?)*

1. kategoria nem motilis 0 nem motilis 0 nem motilis 0
2. kategoéria motilis 0-1,10 motilis 0-8,17 motilis 0-1,82
3. kategoéria hipermotilis 1,1-** hipermotilis 8,18-** | hipermotilis | 1,83-**

* teriilet meghatarozasa ImageJ képalkotd program segitségével tortént
** a hipermotilis kategoria hatarértékének a PA 14 referencia torzs atlagértékét tekintettem

A ,,swimming” mozgast 12 lyuku plate-en (12 well Nunc plates, Thermo Scientific Nunc®,
USA), BM2 médium (Basal Medium?2: 0,925g (NH4)2S0O4, 6,979 K2HPO4, 2,999 KH2PO4, 10mM
FeSOs, 50mM MgSQ4, 40g gliikoz, 1000cm®) segitségével vizsgaltam, mely 0,3% agart
tartalmazott. A plate mélyedéseibe 0,5 pul folyékony baktérium tenyészetet pipettaztam.

A “swarming” esetében szintén BM2 taptalajt hasznaltam, azonban a félszilard kdzegben
bekovetkez6 mozgast mar Petri-csészében vizsgaltam 0,5% agar és 0,5% kazein hidrolizatum
hozzaadasaval a jobb flagellaris szintézis érdekében. Az agarlemezek tetejére 1 ul baktérium
kulturat oltottam.

A “twitching” mozgas megfigyeléséhez 25 ml agaros LB (Luria-Bertani taptalaj: 10g
Tripton, 5g ElesztSkivonat, 9g NaCl, 18g bakteriologiai agar, desztillalt viz) taptalajjal lemezt
ontottem, majd 3 egyforma lyukat vagtam egymastol egyenld tavolsagra, hogy a korabban 1 ml

folyékony baktérium tenyészetbdl lecentrifugalt pelletet belemérjem.

3.6.6 Virulencia vizsgalat nagy viaszmoly (Galleria mellonella) modellen

A nagy viaszmoly tesztek szintén a németorszagi TWINCORE laboratoriumaiban zajlottak.
A vizsgalando P. aeruginosa baktériumtorzsek ,,overnight” folyékony tenyészetébol 1,5 ml-t 5
percig 7168 g fordulaton, szobahémérsékleten centrifugaltam, majd a pelletet foszfat pufferben
felszuszpendaltam és OD-t (OD600: 0,5) allitottam. A mintak tizszeres higitasaval dolgoztam, az
otodik higitasi tagbol 300 pl-t a nagy viaszmoly (Galleria mellonella) larvajanak fert6zéséhez
hasznaltam fel (10 hernyd/baktériumtorzs). A negativ kontrollt baktériummentes foszfatoldattal,
mig a pozitiv kontrollt a PA14 referencia térzs tenyészetével kezeltem, illetve beallitottam egy

kezelés mentes kontroll csoportot is. Minden tesztet két parhuzamosban végeztem, a larvak
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¢letképességét 24 €s 48 ora elteltével 37 °C-os inkubacid
utan ellendriztem (12. sz. abra). Feketés elszinezddés és
lasstt mozgas esetén fert6zottnek tekintettem az adott
larvat, amennyiben semmilyen mozgds nem volt
megfigyelhetd, a larvat életképtelennek nyilvanitottam. A
vizsgalt torzsek virulencidjat a nagy viaszmoly larva

tulélése szerint négy kategdriaba soroltam:

avirulens (tulélési rata:100-75%)
kozepesen avirulens (talélési rata:74-50%)
kozepesen virulens (talélési rata:49-25%)
virulens (talélési rata: 24-0%).

12. sz. abra: A Galleria mellonella
larvak ¢letképességének vizsgalata 48h

utan

3.7 Filogenetikai kapcsolatok vizsgalata

3.7.1 Multilokusz Szekvencia Tipizalé6 Médszer (MLST)

Az MLST olyan nukleotid bazissorrend meghatdrozdson alapuld szekvencia tipizald
modszer, ahol tobb, kiilonbozé (altalaban 7) Un. housekeeping gene” (,,haztartasi gén”) belsd
fragmentjei keriilnek legalabb két parhuzamos vizsgalatban szekvenalasra. A modszer az alabbi

fobb 1épésekbdl all:

DNS izolalas

haztartasi gének kimutatasa - PCR reakcid

PCR termék ellendrzése agar6z-gélelektroforézissel

PCR termék tisztitasa

az izolalt génszakasz belsd fragmentjének didedoxi-lancreakcioban torténd felszaporitasa
a termék nukleotid-bazissorrendjének meghatarozasa

a Szekvencia Tipusszam (ST) meghatarozasa és az eredmények Osszehasonlitasa
nemzetk6zi adatbazisokkal

A héztartasi gének, olyan gének, melyek a baktérium életben maraddsdhoz feltétleniil
sziikséges életfolyamatokban résztvevd enzimeket és proteineket kodolnak. A faj minden
képviseldjében megvannak, konzervalt génszakaszok, tehat filogenetikai 6sszehasonlitas alapjaul

szolgalhatnak.

3.7.1.1 Az A. baumannii MLST vizsgalatahoz hasznalt haztartasi gének és funkcioik
1. gltaA (citrat-szintaz): folyamatszabalyozo enzim, ami a Krebs-ciklus (citromsav-ciklus)
elsé reakcigjat katalizalja.

2. gyrB (DNS giraz): enyhiti a torzios fesziiltséget a DNS spiralban.

4 houskeeping gene: a sejt valamely alapveté életfunkciojat kodold gén, mely konstitutiv médon minden esetben
expresszalodik.
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3. gdhB (gliikoz dehidrogenaz): katalizalja a beta-D-glucose + NAD(P)* €<-> D-glucono-
1,5-lactone + NAD(P)H + H" kémiai reakciot.

4. recA (homolog rekombinacios faktor): a recA fehérje kozponti szerepet jatszik a homolog
rekombinacié soran (homoldog DNS szakaszok kozott a genetikai anyag kicserélodése).

5. cpn60 (60-kDa chaperon): olyan fehérje, ami a sejtet ért stresszhatas kovetkeztében
expresszalodik.

6. gpi (foszfogliikdz izomeraz): a sejten beliil a szénhidratanyagcsere folyamatat katalizalja.

7. rpoD (RNS polimeraz szigma faktor): a transzkripcid iniciacidjanak szabalyozasaban vesz

részt.

3.7.1.2 A P. aeruginosa MLST vizsgalatahoz hasznalt haztartasi gének és funkcidik

1. acsA: A citromsavciklusban szerepet jatszo acetil-koenzim A szintézisében résztvevo
Acetil-koenzim A szintetaz enzim termeléséért felel6s génszakasz.

2. aroE: az aminosav-transzportban és metabolizmusban szerepet jatszo shikimate (sikimat)
atalakitasat katalizaloé Shikimate-dehidrogenaz enzim termeléséért felelds génszakasz.

3. guaA: A xantozin-monofoszfatot guanozin-monofoszfattd atalakito Guanozin-
monofoszfat-szintetdz enzim termeléséért felelds génszakasz.

4. mutL: A DNS karosodasat gatlo MutL-protein termeléséért felel6 génszakasz.

5. nuoD: Az elektron-transzportban szerepet jatszo NADH-dehidrogenaz enzim termelését
kodolo génszakasz.

6. ppsA: A Foszfoenol-piruvat szintetaz termeléséért felelds génszakasz.

7. trpE: Antralit-szintetaz komponenst kodolod génszakasz. A trp operonnak 5 struktirgénje
van, amelyek harom enzim polipeptid lancat kodoljak. Az enzimek a triptofan prekurzorat,
a korizminsavat alakitjak at. Az els6 két gén, a trpE és a trpD termékei a reakciout elsd

1épését katalizald enzim polipeptidjei.

3.7.1.3 A haztartasi gének felszaporitasa és szekvenalasa

A modszer elvégzéséhez elsd 1€pésben a vizsgdlni kivant torzsekbdl DNS-t izoldltam a
koradbban leirt modszer szerint, majd a kivalasztott génszakaszok amplifikéldsahoz sziikséges
primerparokkal (9. sz. tablazat; CURRAN ET AL., 2004; BARTUAL ET AL., 2005) PCR reakciot

futtattam.
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9. sz. tablazat. Az Acinetobacter és a P. aeruginosa torzsek MLST vizsgalata soran a PCR-hez hasznalt primerek

szekvenciaja

Primer Amplifikalé primerek szekvenciaja (5°2>3")
gltA F: AATTTACAGTGGCACATTAGGTCC C
R: GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
gyrB F: TGAAGGCGGCTTATCTGAGT
= R: GCTGGGTCTTTTTCCTGACA
s gdhB F: GCTACTTTTATGCAACAGAGCC
5 R: GTTGAGTTGGCGTATGTTGTG C
< recA F: CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
§ R: GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
&= cpn60 F: GGTGCTCAACTTGTTCGTGA
g R: CACCGAAACCAGGAGCTTTA
2 gpi F: GAAATTTCCGGAGCTCACAA
R: TCAGGAGCAATACCCCACTC
rpoD F: ACCCGTGAAGGTGAAATCAG
R: TTCAGCTGGAGCTTTAGCAAT
acsA F: ACCTGGTGTACGCCT CGCTGAC
R: GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT
aroE F: TGGGGC TATGACTGGAAACC
g R: TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA
£ guaA F: CGGCCTCGACGTGTGGATGA
= R: GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA
© mutL F: CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG
g R: CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC
£ nuoD F: ACCGCCACCCGTACTG
E R: TCTCGCCCATCTTGACCA
& PPSA F: GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG
R: GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG
trpE F: GCGGCCCAGGGTCGTGAG
R: CCCGGCGCTTGTTGATGGTT

A PCR reakcidhoz felhasznalt reakcioelegy (50 pl végtérfogatra szamolva): 5 ul Taq puffer
(Thermo Scientific, USA), 1,25 U Dream Taq polimeraz (Thermo Scientific, USA), 4uM dNTP,
1uM forward és reverz primer, 1 ul DNS templat, 32,75 ul nukledzmentes viz.

A PCR reakcido az automata Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Németorszag)
késziilékben zajlott a kdvetkezd hdprofil alapjan: 94°C 2° 30x (94°C 1’ 55°C 1° 72°C 2°) 72°C 2’
4°C . A folyamat végén a késziilék 4°C-ra hiiti a PCR terméket, melyet agardz
gélelektroforézissel ellendriztem. A PCR terméket a kordbban leirt modszerrel tisztitottam, majd
ismét agardz gélelektroforézissel ellendriztem. A kordbban ismertetett modon €s paraméterek

mellett szekvenalo reakciot futtattam a 10. sz. tablazatban talalhato primerek segitségével.
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Olyan primerparokat alkalmaztam, melyek az izolalt haztartasi gének belsé fragmentjeire

specifikusak, igy segitségiikkel lehetévé valt adott bazispar-hosszusagu termék szekvencidjanak

meghatarozasa (CURRAN ET AL., 2004; BARTUAL ET AL., 2005).

10. sz. tablazat: Az Acinetobacter és a P. aeruginosa torzsek szekvenald vizsgalatahoz alkalmazott primerek

szekvenciaja

Amplifikalé primerek szekvenciaja (5°>3’)

Primer
gltA
gyrB

£

< gdhB

=)

[1]

2 recA

]

[&]

o

g cpn60

(3]

=

< gpi
rpoD
acsA
arokE

453

g

=3 guaA

>

&

. mutL

@

[

=

g nuoD

i)

>

3

o PPsA
trpE

Ezt kovetden az

etanol-precipitacio utan kapillaris

TTCAGCTGGAGCTTTAGCAAT

: GCCACACCTACATCGTCTAT
: GTGGACAACCTCGGCAACCT
: ATGTCACCGTGCCGTTCAAG
: TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG
: AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC
: TCAAGTCGCACCACAACGTC
: AGAAGACCGAGTTCGACCAT
:ATGACTTCCTCTATGGCACC
: ACGGCGAGAACGAGGACTAC
: TTCACCTTCACCGACCGCCA
: GGTGACGACGGCAAGCTGTA
: TCCTGTGCCGAAGGCGATAC
: TTCAACTTCGGCGACTTCCA

GGTGTCCATGTTGCCGTTCC

gélelektroforézis

F: AATTTACAGTGGCACATTAGGTCC C

R: GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
F: TGAAGGCGGCTTATCTGAGT
R: GCTGGGTCTTTTTCCTGACA
F: ACCACATGCTTTGTTATG

R: GTTGGCGTATGTTGTGC

F: CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
R: GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
F: GGTGCTCAACTTGTTCGTGA

R: CACCGAAACCAGGAGCTTTA
F: GAAATTTCCGGAGCTCACAA
R: TCAGGAGCAATACCCCACTC
F: ACCCGTGAAGGTGAAATCAG
R:
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

segitségével

meghataroztam a felszaporitott génszakaszok bazissorendjét, melyeket a MEGA6 programmal

értékeltem.

3.7.1.4 Allélikus profil és szekvencia tipus (ST) meghatarozas

A fent ismertetett, tobblépcsds molekularis genetikai vizsgalatok eredményeképp két

parhuzamos (forward és reverz iranyban megallapitott) szekvenciat kaptam minden egyes

haztartasi gén esetében, melyeket MEGAG program segitségével illesztettem.
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Az igy nyert fragmentek szekvenciai nemzetk6zi adatbazissal (www.pubmlst.org)
dsszevethetdk, igy megallapithattam az adott lokuszon® talalhato allél® szamat, illetve minden
egyes észlelt nukleotid kiillonbséghez lokuszonként egy (a korabbiaktol eltérd) allélszamot
rendelhettem. A hét génszakasz esetében meghatarozott allélok kombinacidja alapjan
megallapithat6 az adott torzs szekvencia tipusszama (ST).

Az adatbazissal torténd Osszehasonlitas eredményeként az adott torzs ST szama alapjan

meghatarozhat6 a kiillonb6z6 helyekrdl izolalt torzsek kozti filogenetikai kapcsolatrendszer.

3.7.2 Pulzalo eroéterii gélelektroforézis (PFGE)

A pulzilé erdterii gélelektroforézis olyan kromoszémalis RFLP 7 analizisen alapuld
molekularis tipizalasi modszer, amely soran a bakterialis genom Kis szami, nagy méretii
fragmentumra bontva egészében vizsgalhato. Az eljaras elénye, hogy szekvenalds nélkiil lehet
bizonyitani egyes baktériumok klonalis eredetét a genomok direkt vizsgalataval.

A restrikcids enzim segitségével emésztett DNS-t pulzalo erdterli gélelektroforézis
segitségével szétvalasztjak, majd ezt kovetden a kiillonbozé nagysagu fragmentumok mintazata
alapjan értékelni lehet a torzseket egymashoz viszonyitva filogenetikai alapon. Az in vitro
tenyészthetd baktériumok mind tipizalhatok ezzel a modszerrel.

A vizsgalat az alabbiak szerint zajlott: 24 6ras tenyészetbdl sejtszuszpenzidt hoztam létre,
melyhez lizozim enzimet adtam a sejtek emésztésének céljabol. Ezt kovetéen 3 oran keresztiil
37°C-os vizfiirddn inkubaltam a sejteket, majd 1:1 ardnyban géllel (Seakem agar) kevertem a
sejtszuszpenziot, melyet milanyagformaba ontéttem és ugynevezett ,,plug”’-okat hoztam 1étre. A
megdermedt ,,plug”-okat proteinaz K oldatba helyeztem, majd egy éjszakan at 50°C-os vizflirdén
inkubaltam. A kovetkezé napon atmostam a ,,plug”-okat, majd pufferbe helyeztem és Spel
(Thermo Fisher Scientific, USA) emésztéenzimet adtam hozza. Osszeallitottam a futtatd puffert
(TBE: 162g TRIS, 27,59 H3BO4, 9,59 Na, EDTAXH:O; thiourea; desztillalt viz), illetve futtato
gélt ontottem, melynek zsebeibe megszilarduldsa utan spatula segitségével belehelyeztem a
,»plug”-okat. A gélt futtatokadba helyeztem és 25 oran keresztiil, 5,8 V-on, 14°C homérsékleten
futtattam a CHEF DRIII System (Bio-Rad) késziilék segitségével. Ezutan 30 percen keresztiil
billegd asztalon etidium-bromidos desztillalt vizben megfestettem a gélt, ujabb 30 percen keresztiil
desztillalt vizzel atmostam, majd UV fény alatt detektaltam és fotoztam az eredményt. A gélkép
kiértékelése a BioRad, Fingerprinting II Informatix (Bio-Rad, USA) szoftver segitségével tortént.

A kvantitativ kiilonbségek kimutatasahoz a fragmentmintazatok alapjan Dice koefficienst szamol

5 Lokusz: masnéven génhely. Adott gén, vagy szekvencia kromoszéman, vagy genetikai térképen elfoglalt helye.

.....

7 Restriction Fragment Length Polymorphism - restrikciés fragmentum hossz polimorfizmus
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a program majd az UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) algoritmus

segitségével klaszteranalizist készit.

Az izolatumaink PFGE profiljat 6sszehasonlitottam a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont
adatbazisaval, ahol azonossag alapjan mar 1étez6 vagy Gjonnan generalt tipusszamot kaptak. A
DNS-restrikcids mintak alapjan kategorizaltam a torzseket: 95% homoldgia felett azonos tipusba
soroltam két torzset, 85-95% kozott szorosnak tekintettem a kapcsolatot, 85% felett, ahol a
Tenover kritériumok (TENOVER ET AL., 1995) nem teljesiilnek, lehetséges kapcsolatot allapitottam
meg az izolatumok kozott, és 85% alatt nincs kapcsolat. A 95% felett azonos torzseket egy klonba
soroljak, mig a 85% alattiakat ,,egyedi” vagy sporadikus torzseknek nevezik.

Tenover kritériumok (TENOVER ET AL., 1995):

Besorolas Fragmentszam kiilonbség  Ertelmezés
Megkiilonbozhetetlen 0 azonos klon

Kozeli rokon 2-3 valdszintileg azonos klon
Lehetséges rokon 4-6 lehetséges azonos klon
Kiilonboz6 >7 kiilénb6z6 klon
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4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Az Acinetobacter torzsekkel végzett vizsgalatok eredményei
4.1.1 Az Acinetobacter torzsek izolalasanak és azonositasanak eredményei

Az Acinetobacter nemzetséghez tartozo fajok azonositasanak céljabol 403 magyarorszagi és
2, unikalis mintavételi helyrél (Tanzania, Afrika) szarmazo kornyezeti mintat dolgoztam fel a
2008-2018 kozotti idészakban, melyekbdl Osszesen 51, az Acinetobacter nemzetséghez tartozo
baktériumtorzset izolaltam és identifikaltam (11-12. sz. tablazatok, 3. sz. melléklet). A kdrnyezeti
eredetli torzseket tOrzsgylijteménybe helyeztem, melyet a SZIE-Kornyezetbiztonsagi ¢és
Kornyezettoxikologiai Tanszék laboratoriumaban tarolok.

A feldolgozott 403 magyarorszagi mintabdl 41 mintaban mutattam ki dsszesen 49 esetben az
Acinetobacter nemzetségbe tartozo fajt (11. sz. tablazat), tehat az acinetobacterek magyarorszagi,
kornyezeti mintakbol kimutatott gyakorisaga 12,2% volt. Ezen beliil a Klinikai jelent6séggel bird
A. baumannii fajhoz tartozo torzset a mintak ~1%-aban detektaltam. Unikalis helyr6l (Tanzania)
szarmaz0, két talajmintabol egy-egy Acinetobacter fajt sikeriilt azonositanom (12. sz. tablazat). A
torzsek izolalasara vonatkozo részletes adatokat, valamint az azonositott fajok kockazati

besorolasat a 3. sz. melléklet foglalja dssze.

11. sz. tablazat: Az Acinetobacter nemzetség izolalasa céljabol feldolgozott magyarorszagi, kornyezeti mintak szama,
mintavételi kozegek szerinti megoszlasa, az izolalt térzsek szama

Mintak szama,
melyekbél kimutattam
Acinetobacter torzset

Izolalt Acinetobacter torzsek
szama

Vizsgalt magyarorszagi mintak
szama

Osszesen 403 41 49
felszin alatti viz 341 27 31
felszini viz 28 8 11
foldtani kozeg 15 3 3
egyéb 19 3 4

12. sz. tablazat: Az Acinetobacter nemzetség izolalasa céljabol feldolgozott kiilfoldi, kornyezeti mintak
szdma, mintavételi kdzegek szerinti megoszlésa, az izolalt torzsek szdma

Unikalis helyrdl

. s , (Tanzania) Mintik szama, melyekbél kimutattam Izolalt Acinetobacter torzsek
Mintavételi helyszin . oL - . .
szarmazé mintak Acinetobacter torzset szama
szama
foldtani kozeg 8 2 2

A hazai kornyezeti izolatumok 63%-a felszin alatti vizmintabol, 25%-a felszini vizmintabol,

6%-a talajmintabol és 6%-a egyéb (hal, z6ldség) mintabol szarmazott (13. sz. abra).
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. egyéb 6%

talaj B >
69%0 :
=
felszini viz
25%
v 2+ i‘::_
felszin alatti viz

63%

13. sz. 4bra: A magyarorszagi kornyezeti mintakbol izolalt és azonositott Acinetobacter térzsek szazalékos
megoszlasa a mintavételi kdzeg szerint (n=49)

A magyarorszagi mintakbol tenyésztett és azonositott torzsek tobb mint fele (51%) az A.
calcoaceticus fajhoz tartozott, melyet 13%-kal az A. johnsonii faj kovetett. Tovabbi 10% az A.
baumannii, 6% az A. pittii, 4-4% az A. beijerinckii, A. bohemicus és az A. radioresistens, illetve

2-2% az A. soli, A. gyllenbergii. A. Iwoffii és A. seifertii fajokhoz tartozott (14. sz. abra).

A. bohemicus

A. lwoffii 200
0, 0
A. gyllenbergii 2% g
2% _%
A. soli R == N
5% Q \:—|— A. sze;;szrtu
A. pittii — N
6% = A rad|oore5|stens A. calcoaceticus
4% £104
A.baumannii | [N
10%

A. johnsonii
13%
A. beijerinckii
4%
14. sz. abra: A magyarorszagi kdrnyezeti mintakbol izolalt és azonositott Acinetobacter toérzsek szazalékos

megoszlasa fajok szerint (n=49)
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A tanzaniai talajmintakbol egy A. baumannii és egy A. pittii fajt identifikaltam, 6sszesen tehat
51, Acinetobacter nemzetséghez tartozo fajt azonositottam.

Munkam soran az 51 torzsbol hat A. baumannii és négy A. pittii torzset izolaltam (3. sz.
melléklet), vagyis az Acinetobacter torzseim 19,6 %-ban az ACB komplex kiemelt human
egészségiigyi jelentdséggel bird fajai kozé tartoztak. Az ACB komplexbe tartozo, szintén human
egészségiigyi kockazatot jelentd, Acinetobacter nosocomialis fajt a kérnyezeti mintak vizsgalata
soran nem detektaltam. A tovabbi, izolalt és azonositott fajok a nemzetség valtozatos kornyezeti
feltételek mellett detektalhato, kisebb human egészségiigyi jelent6séggel rendelkezé (Risk Group
1 és Risk Group 2 besorolasu) képviseldi voltak. Ezek koziil szakirodalmi adatok alapjan az A.
beijerinckii, az A. johnsonii és az A. gyllenbergii novekvo klinikai jelentéségével lehet szamolni
(TURTON ET AL., 2010). Az A. baumannii fajt, melynek képvisel6ibdl 6t torzset sikeriilt izolalnom
hazai felszini-, és felszin alatti vizmintakbol, illetve egy torzset talajeredetli mintabol (Tanzania,
Afrika) human egészségiigyi jelentdségére tekintettel kiemelt figyelemmel vizsgaltam a
tovabbiakban.

Az Acinetobacter nemzetség képviseldinek azonositasa soran kapott szekvencidkat a
nemzetkozi ,,EMBL-EBI” (European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics
Institute, UK) ¢és az ,NCBI” (National Center for Biotechnology Information, USA)
adatbazisokban helyeztem letétbe, ahol az alabbi hivatkozasi szdmokat (accession number)

rendelték izolatumaimhoz: EMBL-EBI - HG810368-HG810404; NCBI - MG952608-MG952631.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:

I. tézis: Az Acinetobacter fajok magyarorszagi, kornyezeti kimutatasi gyakorisaga 403 minta
vizsgalata alapjan 12,2% volt. Az Acinetobacter nemzetség képviseldi elsdsorban felszini és
felszin alatti viz kornyezeti mintdkban voltak kimutathatok, a leggyakrabban azonositott faj az A.
calcoaceticus volt.

Az eredményeket nemzetkozi publikacioban adtam kozre.

Radé, J., Kaszab, E., Benedek, T., Kriszt, B., Szoboszlay, S. (2019): First isolation of
carbapenem-resistant Acinetobacter beijerinckii  from an environmental sample. Acta
Microbiologica et Immunologica Hungarica. doi.org/10.1556/030.66.2019.004 IF: 1,1; Q3.

Izolalt és azonositott Acinetobacter kornyezeti térzseim korét kiegészitettem az A. baumannii
ATCC 19606 tipustorzzsel, igy a tovabbiakban Gsszesen 52 izolatumot vizsgaltam antibiotikum

rezisztencia, hemolitikus aktivitas és biofilm képz6 képesség tesztben.
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4.1.2 Antibiotikum rezisztencia vizsgalat eredményei

4.1.2.1 MIC teszt

Osszesen 52 (51 kdrnyezeti és az ATCC 19606 tipustdrzs), Acinetobacter nemzetséghez
tartozo baktériumtorzset vontam vizsgéalatba az antibiotikum rezisztencia fenotipusos modszerrel
torténd meghatarozasa céljabol, melynek eredményeit az 4. sz. mellékletben ismertetem
részletesen. 17 hatéanyag, illetve 2, béta-laktamaz gatléval kombinalt hatéanyag keriilt a vizsgalati
rendszerbe, nemzetkozi ajanlasok szerint (lasd: 2. sz. melléklet). A torzsgyiijtemény néhany tagjat
nem sikeriilt hosszatavon fenntartani, igy a rezisztencia eredmények bizonyos torzsek esetében
hianyosak.

A Karbapenemek csoportjaba tartozd imipenem ¢és meropenem hatdanyagok, melyeket a
esetben, az A. beijerinckii faj egyik képvisel6jére nézve (T3N6 torzs) voltak hatastalanok. A
Cefalosporinok csoportjabol vizsgalt négy hatéanyag (cefotaxim, ceftazidim, ceftriaxon, cefepim)
esetében 37 torzs mutatott legalabb egy készitménnyel szemben rezisztenciat vagy atmeneti
rezisztenciat, tehat a Cefalosporinokkal szembeni rezisztencia a kornyezeti acinetobacterek
korében kiterjedtnek tekinthetd. A Penicillinek csoportjabol a piperacillint, illetve béta-laktamaz
gatloval kiegészitett kombinacidjat €s az ampicillin béta-laktamaz gatloval kiegészitett
kombindaciojat vontam a kisérletbe. A piperacillinnel szemben 6 torzs volt rezisztens €s 27 torzs
mutatott atmeneti rezisztenciat, mely jelzi, hogy a hatéanyaggal szemben a kdrnyezeti rezisztencia
fokozodasara lehet szamitani. A piperacillin/tazobaktam esetében 6 térzsnél detektaltam atmeneti
rezisztenciat, mely torzsek a piperacillinnel szemben is atmeneti rezisztencidt mutattak. A
piperacillinre rezisztens izoldtumok érzékenynek bizonyultak a tazobaktdmmal kombinalt szerre,
ami béta-laktamaz enzimek termelésére utalhat. Az ampicillin/szulbaktam két torzzsel (A.
beijerinckii T3N6 és A. johnsonii J6) szemben bizonyult hatastalannak. Az Aminoglikozidok
koziil a gentamicinnel, a tobramicinnel, az amikacinnal és a netilmicinnel szemben vizsgaltam
rezisztenciat. Egy A. calcoaceticus torzs mutatott &tmeneti rezisztenciat a gentamicinnel szemben.
A Fluorokinolonok (ciprofloxacin, levofloxacin) koziil a ciprofloxacinnal szemben egy-egy
esetben rezisztenciat €s atmeneti rezisztenciat hataroztam meg. A kolisztin vizsgalata soran 2 torzs
esetében mutattam ki atmeneti rezisztenciat, melyek az A. beijerinckii és az A. calcoaceticus fajok
képvisel6i voltak. A trimethoprim/szulfamethoxazol és a Tetraciklinekhez tartozo minociklin és
tigeciklin hatéoanyagokkal szemben minden vizsgalt torzs érzékeny volt. A vizsgalt
hatéanyagokkal szemben rezisztens, atmeneti rezisztens ¢és érzékeny torzsek aradnyat a 15. sz. dbra

mutatja.
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| Cefalosporin | | Karbapenem | | Penicillin Aminoglikozid | | Fluorokinolon myxin | Tetracycline || Egyéb |

CTX CAZ CRO FEP

m Erzékeny Atmeneti rezisztens W Rezisztens mn.d.

db Acinetobacter sp. torzs
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15. sz. abra: A vizsgalt hatdanyagokkal szemben rezisztens, atmeneti rezisztens és érzékeny Acinetobacter
torzsek szama (n=52)

CTX- cefotaxim, CAZ-ceftazidim, CRO-ceftriaxon, FEP-cefepim, IMI-imipenem, MRP-meropenem, PIP-
piperacillin, TZP-piperacillin/tazobaktam, AMS-ampicillin/szulbaktam, CN-gentamicin, TOB-tobramicin, AK-
amikacin, NET-netilmicin, Cl-ciprofloxacin, LEV-levofloxacin, CS-kolisztin, MN-minociklin, TGC-tigeciklin,

SXT-trimethoprim/szulfamethoxazol; n.d.-nincs adat

Osszehasonlitva vizsgalatom eredményeit a 2017-es magyarorszagi, korhazi adatokkal a
Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont jelentései alapjan (mely része az eurdpai surveillance
rendszernek), szembetiinik a kornyezeti torzsek jelentds antibiotikum érzékenysége a korhazi
izolatumok nagyfoku rezisztenciajaval szemben (httpl6), mely jelzi, hogy az A. baumannii faj
antibiotikumoknak valo kitettség (expozicio) altal kivaltott szelekcids nyomas, illetve rezisztencia
gének felvételének lehet6sége nélkiil jellemzden antibiotikum-érzékeny mikroszervezetnek
tekinthetd.

A vizsgalati eredményekbdl kiemelend6k a T3N6 A. beijerinckii, a 6/1 és a J6 A. johnsonii,
kornyezeti mintakbol izolalt térzsek, melyek tobb, a klinikai terdpidban elsd valasztdsba esd
(Karbapenem), vagy alternativ kezelésre javasolt (Penicillin, Fluorokinolon, Cefalosporin,
Polimixin) hatéanyagcsoport készitményeivel szemben rezisztensnek és atmeneti rezisztensnek
bizonyultak, igy megfelelnek a multirezisztencia (MAGIORAKOS ET AL., 2011) kritériumainak (4.
sz. melléklet).

A T3N6 A. beijerinckii torzs rezisztens volt a Karbapenemek csoportjaba tartozo
imipenemmel és meropenemmel, a Cefalosporinok csoportjaba tartozo cefotaxim, ceftazidim,
ceftriaxon és cefepimmel szemben, illetve a Penicillinek csoportjaba béta-laktamaz gatloval
kiegészitett ampicillinnel szemben. Atmeneti rezisztenciat mutatott tovabba a Penicillinek
csoportjaba tartozo piperacillinnel €s a piperacillin béta-laktamaz gatloval kiegészitett valtozataval

szemben, valamint a Polimixinek csoportjaba tartozo kolisztin hatéanyaggal szemben. A 6/1 A.
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johnsonii izolatum rezisztens volt a Cefalosporinok csoportjaba tartozo cefotaxim, ceftazidim és
ceftriaxon hatdanyagra, a Penicillinek csoportjaba tartozé piperacillinre és a Fluorokinolonok
csoportjaba tartozo ciprofloxacinre. Atmeneti rezisztenciat mutatott a Cefalosporinok csoportjaba
tartoz6 cefepimmel szemben. A J6 A. johnsonii jel6lésti torzs rezisztens volt a Cefalosporinok
csoportjaba tartozo cefotaxim, ceftazidim, ceftriaxon és cefepimmel szemben, illetve a
Penicillinek csoportjdba tartozé ampicillin béta-laktamaz gatloval kiegészitett valtozataval
szemben. Atmeneti rezisztenciat mutatott a Fluorokinolonok csoportjaba tartozé ciprofloxacinre.

Az emlitett baktériumfajok antibiotikum rezisztenciajara vonatkozoan eddig csak klinikai
vizsgalatok eredményei alltak rendelkezésre (TURTON ET AL., 2010), mely alapjan az A.
beijerinckii kolisztin (Polimixin) rezisztenciajat emelték ki (a kolisztin egyike az A. baumannii
alternativ  terapiajaban végsé megoldasként alkalmazhatdo készitményeknek). Ezzel a
készitménnyel szemben az altalunk vizsgalt A. beijerinckii térzs atmeneti rezisztenciat mutatott.
Ezek alapjan feltehet6, hogy az A. beijerinckii faj egyes képvisel6i olyan antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok rezervoarjaval rendelkezhetnek, amely akar a klinikai terapiara is hatassal lehet.
Az A. beijerinckii esetében igy nélkiilozhetetlen feladat a jovoben az antibiotikum rezisztencia
mechanizmusanak feltarasa, a rezisztencia atadhatosaganak ellendrzése.

Az A. baumannii faj vizsgalataira, a faj korhazi szerepét tekintve, kiilonds figyelmet
forditottam. A faj korhazi képviseldinek jelentdsége foként a koriikben kimutatott antibiotikum
rezisztencianak tulajdonithato, melynek mértéke az elmult 16 évben igen gyorsan emelkedett. Az
imipenemmel szemben mutatott rezisztencia 11 év alatt 23,8%-r6l 73,9%-ra ndtt az OECD
(Organization for Economic Cooperation and Development - Gazdasagi Egyiittmiikodési és
Fejlesztési Szervezet) 35 orszagaban, melynek kovetkeztében jelenleg a leghatasosabb és ezaltal
leggyakrabban utols6 valasztasként alkalmazott szerekké 1épett el a tigeciklin és a kolisztin (XIE
ET AL., 2018). A kornyezeti A. baumannii torzsek egyetlen altalam vizsgalt antibiotikum esetében
sem voltak rezisztensek.

Az antibiotikum rezisztencia fenotipusos vizsgalata soran, a kornyezeti A. baumannii
torzsek korében atmeneti rezisztenciat tapasztaltam egy-egy torzsnél a cefotaximmal, a
ceftriaxonnal és a piperacillinnel szemben. A human eredeti, ATCC 19606 tipustdrzs harom
Cefalosporin hatéanyaggal és a gentamicinnel szemben dtmeneti rezisztenciat mutatott.

A kornyezeti eredetii A. baumannii baktériumtorzsek esetében elenyészé informacioval
rendelkeziink antibiotikum rezisztencia tekintetében, mely alapjan eredményeink elsésorban Rafei
¢s mtsai (2015) adataival vannak &sszhangban, akik szintén a kornyezeti A. baumannii torzsek
antibiotikum érzékenységét tapasztaltdk. 42 izolatumbol csupan egy esetben mutattak ki
ciprofloxacin és doxiciklin rezisztenciat, illetve egy torzs volt rezisztens az imipenemmel és a

meropenemmel szemben. Atmeneti rezisztenciat két izolatumnél tapasztaltak a rifampicin
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esetében (RAFEI ET AL., 2015). Ezzel ellentétben egy horvat kutatocsoport altal talajbol izolalt,
kornyezeti eredetii A. baumannii torzs rezisztens volt a gentamicin, ciprofloxacin, levofloxacin és
trimethoprim/szulfamethoxazol hatéanyagokkal szemben (HRENOVIC ET AL., 2014), mely jelzi,
hogy a kornyezeti eredetii A. baumannii izolatumok esetében az antibiotikum-rezisztencia profil

tekintetében rendkiviil nagy heterogenitassal kell szamolni.

4.1.2.2 A blaoxa-s1, béta-laktamaz antibiotikum rezisztencia gén vizsgalata
A Karbapenem hidrolizal6 enzim(ek) termeléséért felelés (EVANS&AMYES, 2014) blaoxa-

51 génszakasz jelenlétét 7 A. baumannii és vele kozeli rokonsagban allo, 4 A. pittii torzs esetében

molekularis bioldgiai mddszerrel, polimeraz

IIHT-3/1 JBBV  Sk-V/3 BUT8/1 negativ kontroll

lancreakcio segitségével vizsgaltam. A vizsgalatok
woowe soran minden A. baumannii torzs esetében
kimutattam az OXA-51-es tipusu, Karbapenem

150080 hidrolizalé oxacillindz enzimet kodold, 825

800 bp

bazispar hosszisagli génszakaszt, mig az A. pittii

500 bp

izolatumokban ugyanez nem volt detektalhato (16.

16. sz. dbra: A blaoxas gén (825 bp) PCR termé¢k sz, 4bra). Ezen eredmény a szakirodalomban
gélképe. 11 HT-3/1, JBBV, Sk-V/3 - A.

baumannii; BUT8/1 — A. pittii

leirtakat teljes mértékben igazolta
(MERKIER&CENTRON, 2006). A vizsgalatba vont
torzsek a fenotipusos antibiotikum rezisztencia teszt eredményei szerint mind érzékenyek voltak
a Karbapenem hatéanyagokkal szemben, ez alapjan feltételezhet6, hogy bar génkészletiikben

megtalalhato a rezisztenciaért felelds gén, azonban az adott koriilmények kozott nem fejezddik ki.

4.1.3 A hemolitikus aktivitas vizsgalatinak eredményei

A hemolitikus aktivitast 52 Acinetobacter izolatum esetében vizsgaltam (51 sajat izolatum
és az ATCC19606 tipustorzs). 48 torzs mutatott ndvekedést a véragaron, azonban kiilonb6z6
mértékii béta hemolizist csak 9 esetben (T3N6, Z4N3 - A. beijerinckii; Z4SZ2, MT-6, FK-3/1 — A.
johnsonii; PT2/2, 22, FK-3/0 — A. calcoaceticus; Il HT-4/2 — A. soli) figyelhettem meg. Ezek koziil
kiemelném a ,,T3N6” A. beijerinckii multirezisztens torzset, mely intenziv béta hemolizist
mutatott. Tovabbi 11 torzsnél a 22 oréas leolvasds utan kétséges volt a hemolizis a mértéke. A
vizsgalatba vont térzsek 61,5%-a tehat nem mutatott hemolizisre utalo jelet. A hemolitikus
aktivitas vizsgalatanak eredményeit az 4.sz. mellékletben és a 17. sz. abran ismertetem.

A kornyezeti A. baumannii izolatumok novekedést igen, azonban egyértelmii béta-
hemolizist egy esetben sem mutattak, mely 6sszhangban all azzal a szakirodalmi adattal, miszerint

48, klinikai izolatum hemolitikus aktivitas vizsgalata soran egy torzs esetében sem tapasztaltak
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béta-hemolizist (STANTON, 2013). Egy masik tanulmanyban joval nagyobb szamu, korhazi
betegbdl szarmazo Acinetobacter izolatumot (n=370) vontak vizsgélatba, mely soran emberi,
birka-, marha- és nytlvérrel kiegészitett agaron tesztelték a torzsek hemolitikus aktivitasat. Az
eredmények azt mutattak, hogy az A. haemolyticus térzsek hemolizaltak legnagyobb aranyban,
mig az A. baumannii és A. lwoffi izolatumok csak kdzepes hemolizisre voltak képesek (FLEISCHER
& PRZONDO-MORDARSKA, 1993). Az A. beijerinckii és A. gyllenbergii fajok leirasanal jellemzé
tulajdonsagként jegyezték le, hogy a két faj tipustdrzse képes volt hemolizisre mas Acinetobacter
fajokkal szemben (NEMEC ET AL., 2009).

Mivel az Acinetobacter nemzetség esetében a megbizhatéoan vizsgalhatd virulencia
faktorok kore egyeldre korlatozott és a célzott molekularis bioldgiai vizsgalatok az esetek dontd
részében csak az A. baumannii fajra specifikusak, a virulencia fenotipusos detektalasa tovabbra is
nélkiilozhetetlen. A hemolitikus aktivitas ennek egy modszere, mely korlatjai ellenére is képet

crer

aktivitas vizsgalata uj tudomanyos eredménnyel szolgalt, melyet az alabbi tézis foglal dssze.

14 13

db Acinetobacter sp. torzs
[e)]

6
4 3 3 3
2 2 2
2 1 Il 11 1 I 1 1 1 1
,m In i i "
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« > ¢ & ¢
o> o® N o®
\Y ¢ \Y AY
?.- d) V. V. .
> »
-nincs hemolizis, +/- kétséges hemolizis, + gyenge hemolizis, ++ hemolizis, +++
intenziv hemolizis

- H+/- + ++ W +++

17. sz. dbra: A hemolitikus aktivitas vizsgalat eredményei a kisérletbe vont Acinetobacter izolatumokra faj

szinten és darabszamra vonatkoztatva (n=52)

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:
II. tézis: Els6ként mutattam ki az Acinetobacter beijerinckii fajhoz tartozo, kornyezeti eredetii
multirezisztens torzset (T3N6), mely egyben intenziv béta-hemolizisre is képes, tovabba elsdként

igazoltam az Acinetobacter soli faj esetében hemolitikus aktivitast.
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4.1.4 A biofilm képzo képesség vizsgalatanak eredményei

A biofilm képz6 képességet — a torzsgytijtemény fenntartasaban addédott nehézségek miatt—
41, Acinetobacter nemzetséghez tartozo izolatumnal vizsgaltam, a méréseket az Anyag és modszer
fejezetben ismertetett mikrotiter lemezes moddszer segitségével végeztem 24, 48, 72 és 96 ora
elteltével végrehajtott leolvasasokkal. Mivel a kiilonb6z6 idépontokban leolvasott eredmények
sok esetben nem mutattak Osszefliggést egymadssal, ezért a szakirodalomban alkalmazott és
elfogadott értékeléseket figyelembe véve, a 48 Oras leolvasast tekintettem meghatdrozonak. A 48
ora elteltével mért eredmények alapjan csupan 3 olyan Acinetobacter torzset talaltam, mely erds
biofilm képz6 képességgel rendelkezett. Ezek koziil kiemelném a ,,TZCO3” A. pittii és ,,TZSO1”
A. baumannii izolatumokat, melyek minden mérési idépontban, egyenletesen erds biofilm képzést
mutattak. Az A. calcoaceticus ,,J4” a 24 és 48 6ras mérés soran erés, miga 72 és 96 oras idépontban
gyenge ¢és kozepes biofilm termelést produkalt. Az A. baumannii izolatumok, habar a 48 oras
mérésben tobbnyire csak gyenge vagy kozepes biofilm képzést mutattak, dsszességében a tobbi
mérési ponton kdzepes vagy erds biofilm képzést eredményeztek. Az 6sszes vizsgalt faj koziil az
A. baumannii és A. pittii fajok voltak a legaktivabbak a biofilm képzés tekintetében, mely
Osszhangban all a szakirodalom azon megallapitasaval, miszerint az A. baumannii faj mind
kornyezeti, mind klinikai viszonyok ko6zott birtokolhatja a biofilm képzd képességet (ROCAET AL.,
2012). A biofilm vizsgalat eredményeit a 4. sz. melléklet tartalmazza, a mérés hattéradatait
elektronikus melléklet forméjaban ismertetem. A multirezisztens €s intenziv hemolitikus aktivitast

Is mutato A. beijerinckii T3N6 torzs esetében a tapasztalt biofilm képz6 képesség gyenge volt.

4.1.5 Az MLST médszer eredményei

A Multilokusz Szekvencia Tipizaldé Modszer segitségével hat kdrnyezeti eredetd A.
baumannii izolatumot (Sk-V/3, HT-4/1, HT-4/3, Il HT 3/1, JBBV, TZSO1) és a faj tipustorzsét
(ATCC 19606) vizsgaltam, illetve az A. baumannii kozeli rokonanak, az A. pittii fajnak harom
képvisel6jét (PM 15/3, BUT-8/1, J2) is a kisérletbe vontam. Az A. baumannii torzsek esetében
meghatdrozott allélikus profil alapjan harom torzshoz az adatbazisban mar létezé ST szamot
(ATCC 19606 - ST 931, Sk-V/3 - ST 1180, Il HT-3/1 - ST 1821) rendeltek. Az Sk-V/3, felszin
alatti vizbdl izolalt torzs egy Oroszorszagbdl szarmazo izolatummal osztozott azonos ST szamon,

mig a II HT-3/1 torzshoz, az Egyesiilt Allamokbol, allati eredetii mintdbol szarmazé torzs ST
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szamat rendelték. A filogenetikai vizsgalat alapjan
tehat foldrajzilag kiilonbozd teriiletekrdl és eltérd
iddben izolalt baktériumtorzsek szoros rokonsagi
kapcsolata mutathaté ki. Tovabbi négy esetben
(HT-4/1, HT-4/3, JBBV, TZSO1, azonositd
szamuk a pubmlst rendszerben: 3996, 3997, 3998,
3999), Gjonnan generalt ST szamot (ST 1863, ST
1864, ST 1865, ST 1866) kaptak az A. baumannii
torzsek, azaz a vonatkozd szekvencia tipust

crer

irtdak le. Az Aaltalam izolalt és azonositott,

kornyezeti eredeti A. baumannii torzsek ¢és az

ATCC 19606 tipustdrzs szekvencia tipusszdma
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18. sz abra: A vizsgalatba vont Acinetobacter
baumannii torzsek rokonsagi kapcsolata alapjan
generalt dendrogram (iTOL v3.6, unrooted
display mode); félkovér bettitipus: 0j ST szamok

szerint dendrogramot készitettem (18. sz abra), melyen az egymashoz viszonyitott rokonsagi

kapcsolat figyelheté meg. A legszorosabb kapcsolat a I HT-3/1 — ST 1821, halastobol 2011-ben

izolalt és a JBBV — ST 1865, tisztitott szennyvizbdl 2013-ban izolalt torzs kdzott volt, allélikus

profiljuk 50%-ban megegyezett. Az A. pittii fajok esetében nem sikeriilt detektalni a gpi gént, igy

a teljes allélikus profil hidnydban nem tudtam ST szadmot rendelni a torzsekhez.

Az MLST

vizsgalat eredményei és a torzsekhez tartoz6 ST szamok a 13. sz. tdblazatban lathatok.

13. sz. tiblazat: Az Acinetobacter fajokkal végzett MLST vizsgalat eredményei

MLST
E Izolatumok ugyanazzal az ST
Allélikus profil ‘g’ szammal az MLST adatbazis
Toérzs jeldlése Faj Izolatum forrasa 2 (www.pubmlst.org) alapjan
g
[
[
=2
s 2 2 58 19 & s - ,
5 3 3 ¢ § s 8 n Izolalas helye  Izoldtum forrésa
Sk-V/3 A. baumannii felszin alatti viz 1 33 3 10 1 142 6 1180 Oroszorszag n.d.
HT-4/1 A. baumannii  21asto, tisztitott -y, 1 4 132 26 1863*
szennyviz
HT-4/3 A baumannii ~ MAOSTOUSZOL ) g3 yag 36 61 41 1864*
szennyviz
11 HT-3/1 A. baumannii halasto 1 46 100 12 36 211 6 1821 USA allati eredetd
JBBV A. baumannii tisztitott szennyviz 1 121 40 12 4 211 6 1865*
TZS01 A. baumannii talaj 1 12 59 48 35 200 5 1866*
ATCC19606  A. baumannii vizelet 1 10 8 6 1 110 14 931 Hollandia vizelet
PM15/3 A. pittii felszin alatti viz 59 151 nd. 7 83 11
BUT-8/1 A. pittii felszin alatti viz 90 9 7 5 10 12
J2 A. pittii felszin alatti viz 90 9 7 5 10 12
*0j ST
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4.1.6 Az A. baumannii torzsek eredményeinek osszefoglalé értékelése

Egészségiigyi jelentoségére tekintettel az A. baumannii izolatumok human-egészségiigyi
szempontbol jelentds tulajdonsagait (virulencia, antibiotikum rezisztencia, biofilmképzés) kiilonos
figyelemmel elemeztem az esetleges kornyezeti kockazatok megallapitasa céljabol. Az elvégzett
vizsgalatok eredményeit a 5. sz. mellékletben foglaltam Gssze a konnyebb attekinthetdség és
kiértékelhetdség érdekében. Fontosnak tartom azonban kiemelni, hogy t6bb, mint 400 kdrnyezeti
minta feldolgozasa mellett is csupan kis elemszamban (n=6) sikeriilt azonositanom az A.
baumannii faj képviseldit, igy statisztikailag hiteles osszefiiggések megallapitasara a kiillonbozo
vizsgalatokban tapasztalt eredmények kozott nem volt lehetdségem. Az A. baumannii térzsek nem
mutattak hemolitikus aktivitast, biofilm képz6 képességiik hasonlo volt, a blaoxa-s1 gént minden
torzsnél kimutattam és antibiotikum rezisztencidjuk alapjan minden esetben antibiotikum érzékeny
fenotipust detektdltam. Osszességében elmondhat6, hogy a jelen munka keretében, kornyezeti
mintakbol izolalt A. baumannii torzsek a vizsgalati eredmények alapjan nem mutattak
humanegészségligyi kockazatra utalo jelet, vagyis a korhazi kornyezetbdl jelentett tulajdonsagok,
mint az antibiotikum multirezisztencia, virulencia stb. (ALMASAUDI, 2018) a vizsgalt kdrnyezeti
torzsek esetében nem mutatkoztak. A jovében javasolhatd, hogy antibiotikumokra érzékeny
kornyezeti A. baumannii térzsek esetében megvizsgaljuk annak lehet6ségét, hogy kiilonb6z6
kornyezeti hatasok (pl. antibiotikumok jelentette szelekcids nyomas) milyen moddosulasokat

eredményeznek a fenotipusos rezisztencia profilban.

4.2 A P. aeruginosa torzsekkel végzett vizsgalatok eredményei
4.2.1 A P. aeruginosa torzsek izolalasanak és azonositasanak eredményei

A kornyezeti mintak feldolgozéasa a 2008-2018 kozotti idoszakban zajlott, mely soran tobb
mint 200 felszin alatti viz, foldtani kdzeg €s komposzt mintat, valamint 92 felszini vizmintat (6.
sz. melléklet) dolgoztam fel Magyar Szabvany (MSZ 21470-77:1988) szerint P. aeruginosa
modszerekkel erdsitettem meg. A kornyezeti mintdkbol Osszesen 73 torzset izolaltam és
identifikaltam (6. sz. melléklet), melyek koziil 64 torzs szarmazott felszin alatti viz, foldtani kozeg
vagy komposzt és 9 P. aeruginosa izolatum felszini viz mintabol. A kornyezeti eredetii torzseket
elhelyeztem a tanszék, 2003 ota folyamatosan béviilé P. aeruginosa torzsgyiijteménybe, melyet
fenntartok a SZIE-Kornyezetbiztonsagi ¢s Kornyezettoxikologiai Tanszék laboratoriumaban.

Vizsgéalataim alapjan a tanszéken folyd kordbbi kutatasok eredményeihez képest uj
tudomanyos informacio, hogy mig a P. aeruginosa szénhidrogénnel szennyezett karhelyeken,

felszin alatti vizmintakban gyakran és akar human-egészségiigyi kockéazatot jelentd sejtszamban
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azonosithatd [a vizsgalt kornyezeti mintak 33,6%-aban detektaltak (KAszAB, 2010)], addig az
altalam vizsgalt, felszini vizmintak esetében (92 szdmu minta a 2010-2018 periddusban) a P.
aeruginosa csupan a felszini vizmintak 5,4%-aban volt kimutathat6. Ugyanazon felszini mintak
esetében a Pseudomonas nemzetség egyéb képvisel6i igen nagy diverzitasban voltak jelen
(azonositasra keriilt 34 faj, tobbek kozott a Pseudomonas putida, P. veronii, P. koreensis és P.
extremorientalis képvisel6i), mely alapjan kijelenthetjiik, hogy a Pseudomonas aeruginosa az
altalunk vizsgalt hazai felszini viztestekben sem gyakorisagat, sem élésejtszamat (10°-10!
CFU/ml, g) tekintve nem éri el a talaj-talajviz rendszerben tapasztalt szintet (<10°CFU/ml,
9).

Az izolalt és azonositott 73 P. aeruginosa torzset kiegészitettem a KPS-3 human eredetii
izolatummal, igy Osszesen 74 torzset vontam fenotipusos antibiotikum rezisztencia, hemolitikus
aktivitds és a biofilm képzd képesség vizsgalatiba, melyek részletes eredményeit a tovabbi

alfejezetekben ismertetem.

4.2.2 Antibiotikum rezisztencia vizsgalat eredményei
4.2.2.1 MIC teszt

Osszesen 74 P. aeruginosa torzs (73 kornyezeti, KPS-3 klinikai térzs) esetében végeztem
antibiotikum rezisztencia kvantitativ megallapitasara alkalmas fenotipusos tesztet, mely soran 6
hatéanyagcsoport (Cefalosporin, Karbapenem, Penicillin, Aminoglikozid, Fluorokinolon,
Polimixin) 11 hatéanyagat (ceftazidim, cefepim, imipenem, meropenem, piperacillin, gentamicin,
amikacin, tobramicin, ciprofloxacin, ofloxacin, kolisztin) és 2 béta-laktamaz gatloval kombinalt
hatéanyagot (cefoperazone/szulbaktam, piperacillin/tazobaktam) vizsgaltam. A 74 torzs
rezisztencia tesztjeinek eredményei a 7. sz. mellékletben lathatok. A vizsgalt Cefalosporin
hatéanyagok koziil az egyik, béta-laktamaz gatloval kombinalt szerrel (cefoperazone/szulbaktam)
szemben egy torzs (P143) mutatott atmeneti reziSztenciat, az dsszes tobbi vizsgalt torzs érzékeny
volt a hatéanyagcsoport vizsgalt hatdanyagaival szemben. A Penicillinek koziil a piperacillin és
béta-laktamaz gatloval kombinalt valtozata keriilt a vizsgalatba, minden torzs érzékeny volt veliik
szemben. A Karbapenem antibiotikumok koziil az imipenem és a meropenem hatasat vizsgaltam.
Az imipenemmel szemben 6 torzs rezisztenciat, tovabbi 28 torzs atmeneti rezisztenciat mutatott.
A meropenem hatdéanyaggal szemben egyetlen térzs mutatott atmeneti rezisztenciat, ami az
imipenemre azonban érzékeny volt. A Fluorokinolon hatdéanyagok koziil (ciprofloxacin,
ofloxacin) az ofloxacin esetében detektaltam atmenti rezisztenciat egy torzsnél (P135), a tobbi
izolatum érzékeny volt mindkét hatdanyaggal szemben. Az Aminoglikozidok koziil a gentamicint,
az amikacint és a tobramicint vizsgaltam, egy-egy tOrzs atmeneti rezisztenciat mutatott a
gentamicinnel (P146) és az amikacinnal (P134) szemben, a tobramicin esetében azonban minden
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torzs érzékeny volt. A kolisztinnel szemben 31 torzs érzékeny volt, mig 24 torzs atmenti
rezisztenciat, 19 izoldtum pedig rezisztenciat mutatott.

A kornyezeti eredetii (talaj, felszin alatti viz, komposzt, felszini viz) P. aeruginosa torzsek
cefotaxim 38%, ceftriaxon 50%, gentamicin 2,7-28%, imipenem és meropenem 28-33%-ban
bizonyult hatastalannak (KASZABET AL., 2010; GHOLAMIET AL., 2017). Ezekkel az eredményekkel
Osszevetve megallapithato, hogy az altalam izolalt és vizsgalt P. aeruginosa torzsek antibiotikum
rezisztenciaja elmaradt a korabban megallapitott aranyoktol. Rezisztenciat az imipenem ¢€s a
kolisztin hatéanyaggal szemben mutattam ki, mely hatéanyagok fontos részét képezik a P.
aeruginosa altal okozott fertézések elsédleges és alternativ kezelésének. A 73 kornyezeti torzs
alapjan az imipenem (Karbapenem) és kolisztin (Polimixin) hatéanyagokkal szemben tapasztalt
rezisztencia (8,3%, 25,6%) és atmeneti rezisztencia (38,6%, 31,5%) szintje a kiemelt jelentdségi
Karbapenem hatéanyag tekintetében elmarad a magyarorszagi klinikai viszonyok kozt a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont altal kozolt aranytol, mely az imipenem hatdanyag esetében 24%
(http18). Mivel azonban a WHO ,,priority pathogens” listajan az els6, ,kritikus” kategoriaban
szerepel a karbapenem-rezisztens P. aeruginosa (httpl5), a hatéanyagcsoporttal szembeni
rezisztencia kornyezeti monitoringja tovabbra is indokolt a P. aeruginosa faj kornyezeti
kockazatainak megitéléséhez. A kolisztin rezisztencia klinikai Kkiterjedtségére vonatkozdan
nincsenek hazai adatok, nemzetkozi forrasok alapjan azonban elmondhato, hogy az altalunk mért
kornyezeti rezisztencia (25,6%) kiemelked6en magasnak szamit a klinikai értékekhez képest. Goli
¢s munkatarsai nozokomialis torzsek esetében a kolisztin rezisztens izolatumok aranyat 2%-ban
allapitottadk meg, melyet aggasztd mértekiinek értékeltek €s kialakulasaért az aktiv efflux pumpa
tulmikodését tették felelossé (GOLI ET AL., 2016). Az altalam megallapitott, Kiterjedt kornyezeti
kolisztin rezisztencia ennek fényében kornyezetbiztonsagi szempontbdl kifejezetten aggaszto
jelenség, okainak feltarasa, a kozremiikddo rezisztencia-mechanizmusok azonositasa pedig mind
tudomanyos, mind a gyakorlati kornyezetvédelem szempontjabol fontos és indokolt feladat.

Multirezisztencia szempontjabdl elmondhato, hogy az altalam vizsgalt térzsgyiijtemény
tagjai kozott multirezisztens izolatum nem volt. Korabbi vizsgalataink alapjan (KASzAB ET AL.,
2010) a multirezisztencia nem ismeretlen jelenség a kornyezetben, am sajat vizsgalati
eredményeimmel kiegészitve elmondhatd, hogy jelenlegi ismereteink szerint a kornyezeti
multirezisztencia szintje nem éri el az eurdpai korhazakbol regisztralt, 10,6%-ra teheté aranyt
(ECDC, 2017).

A kisérletbe vont hatéanyagokkal szemben rezisztens, dtmeneti rezisztens és érzékeny

torzsek eloszlasat a 19. sz. abra mutatja.
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19. sz. abra: A vizsgalt hatéanyagokkal szemben rezisztens, atmeneti rezisztens és érzékeny Pseudomonas

aeruginosa torzsek szama (n=74)

CPS-cefoperazone/szulbaktam, CAZ-ceftazidim, FEP-cefepim, IMI-imipenem, MRP-meropenem, PIP-
piperacillin, TZP-piperacillin/tazobaktam, CN-gentamicin, TOB-tobramicin, AK-amikacin, CIP-ciprofloxacin,

OFX-ofloxacin, CS-kolisztin

4.2.3 A hemolitikus aktivitas vizsgalatanak eredményei

A hemolitikus aktivitas vizsgalata soran a kisérletbe vont P. aeruginosa torzsek koziil

minden izolatum ndvekedést mutatott a birkavérrel kiegészitett agaron. Kiilonb6zé mértékii béta

hemolizist a P156-os torzs kivételével minden esetben megfigyeltem. 39 térzsnél (az izolatumok

52,7%-anal) intenziv béta hemolizist (+++) detektaltam. Tovabbi 26 térzs hemolizalt (++), azaz

Osszesen a vizsgalt torzsek 87,8%-a mutatott valtozo intenzitasti hemolizist. A tobbi izolatum

gyenge (+) vagy kétséges (-/+) hemolitikus aktivitast mutatott. A hemolitikus aktivitas

vizsgalatanak eredményei a 7. sz. mellékletben és a 20. sz. dbran lathatok.
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20. sz. abra: A hemolitikus aktivitas vizsgalat eredményei a kisérletbe vont 74 P. aeruginosa torzs esetében
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A hemolitikus aktivitas, mint kdzvetlen virulencia faktor megitélése a P. aeruginosa esetében
jelenleg kétséges: a hemolizalo torzsek esetében a tényleges virulencia feltételezhetd, &m a nem-
hemolizal6 torzsek esetében sem kizarhato, hogy képesek betegség kivaltasara. Vizsgalataimat
ezért 46 torzs esetében tovabbi virulencia faktorok vizsgalataval, valamint G. mellonella virulencia

teszttel egészitettem ki, melyek bemutatasara a 4.2.5.2 alfejezetben térek ki.

4.2.4 A biofilm képzé képesség vizsgalatinak eredményei

74 P. aeruginosa torzs esetében vizsgaltam biofilm képz6 képességet mikrotiter lemezes
modszer segitségével. A kiillonbozd inkubécios idok (24h, 48h, 72h, 96h) elteltével mért
eredmények igen nagy eltéréseket mutattak. Szakirodalmi ajanlasok (DUURENET AL., 2017) szerint
a 48 oras leolvasast vettem alapul, ahol a vizsgalt torzsek 10,8%-a mutatott erds biofilm képzést.
A torzsek eloszlasat a biofilm termelés erdssége szerint a 21. sz. dbra mutatja be. A P127, P130,
P136, P137 és P186 jeloléshi torzsek minden mérési pontban erés vagy kozepes biofilm képzo
képességgel rendelkeztek. A mikroplate mddszerrel végzett biofilm vizsgalat eredményeit a 7. Sz.

melléklet tartalmazza, a mérés hattéradatait elektronikus melléklet formajaban ismertetem.
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0 nincs biofilm termelés; + gyenge biofilm termelés,
++ kdzepes biofilm termelés, +++ erds biofilm termés

21. sz. abra: A mikrotiter lemezes modszerrel mért biofilm képz6 képesség vizsgalatanak 48 h utan mért eredményei

a kisérletbe vont 74 P. aeruginosa torzs esetében

A kutatdsom soran tapasztalt eredmények alapjan a kornyezeti torzsek 10,8%-a mutatott
erds biofilm képzést. A szakirodalom attekintése alapjan elmondhat6, hogy azonos modszerrel
vizsgalt, kiillonboz6 forrasokbol szarmazo P. aeruginosa izolatumok (allati eredetii n=121, huméan
eredetli n=81) koziil az llati eredetii torzsek 9%-at, mig a human eredetii torzsek 23,5%-at soroltak
erds biofilm képzd csoportba (MILIVOJEVIC ET AL., 2018). Ezek alapjan az altalam vizsgalt
kornyezeti torzsek biofilm képzo képességiik alapjan inkabb az allati eredetii torzsekkel mutatnak

hasonlésagot.
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4.2.5 P. aeruginosa torzsekkel végzett komplex vizsgalati kor eredményei

A tovabbiakban bemutatott egyes vizsgalatokba (biofilm képzo képesség, virulencia gének,
szerotipizalas, motilitas, virulencia Galleria mellonella modellen, MLST, PFGE) 46 P. aeruginosa
torzset vontam be - a tanszéki, teljes, koriilbeliil 200 tagot szamlalo torzsgylijteménybdl -
kiilonboz6 antibiotikum rezisztencia profiljuk, szdrmazasi helyiik és idejiik szerint. A kivalasztott
torzsekbdl 44 izolatum kdrnyezeti eredetli volt (melybdl 11 térzs részét képezte az altalam izolalt
73 torzsnek, 33 tovabbi torzset a tanszéken korabban helyeztek a gylijteménybe), 2 torzs pedig
klinikai kornyezetbdl szarmazott (ATCC 27853 referenciatorzs és KPS-3 korhazi izolatum). A
vizsgéalatokba vont torzsek szarmazasi adatai és rezisztencidt mutatd torzsek jelolése a 8. sz.
mellékletben lathatd. A kovetkezokben bemutatott eredmények alapjan megkiséreltem komplex
értékelést adni a kiillonboz6 teriiletekr6l szarmazo, kornyezeti eredeti P. aeruginosa
izolatumokrol, melyek segithetnek a klinikai kornyezeten kiviili torzsek kockazatdnak

megitélésében.

4.2.5.1 Biofilm képzé képesség vizsgalatinak eredményei — mikrotiter lemezes modszer és
konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkop segitségével
A 4.2.4 alfejezetben bemutatott, 74 P. aeruginosa torzs esetében elvégzett mikrotiter

lemezes adhézios vizsgalat mellett 46 P. aeruginosa torzs esetében lehetdségem nyilt a biofilm
képz6 képesség konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkop (CLSM) segitségével torténd vizsgalatara
iS. A 46 torzs mindegyike esetében (tehat a nem altalam izolalt torzsekre nézve is) én végeztem el
a biofilm képzd képesség mikrotiter lemezes vizsgalatat, mivel ilyen vizsgalati irany korabban a
tanszéken nem volt. A vizsgalati eredményeket a 9. sz. melléklet foglalja 6ssze, illetve a konfokalis
lézer pasztazo mikroszkoppal késziilt felvételeket elektronikus mellékletben adom kozre). A
mikrotiter lemezen a mar bemutatott médon és eredménnyel a visszaoldott sejtek denzitasat
mértem, mig a konfokalis 1ézer pasztazdé mikroszkoppal késziilt képek az izoldtumok vizualisan
detektalhat6 €16/holt sejteket, illetve a formalodo biofilm struktarajat abrazoltdk. Az eredmények
Osszevetése alapjan arra jutottam, hogy a mikrotiter lemezeken kialakuld és a festést kdvetden
visszamérhetd sejttomeg nem minden esetben jelent biofilm képzddést. Néhany esetben csak a
planktonikus sejtek felhalmozodasat detektaltam biofilm képzddésként, mely jelenséget a 22. sz.
abran a P14 és P28 torzsek példajan mutatom be. Mindkét esetben erés biofilm képzddést
jegyeztem a mikrotiter médszerrel, azonban a haromdimenzios felvétel alapjan egyértelmiien
latszik, hogy a P14 esetében a holt (piros szinnel festddd) planktonikus sejtek felhalmozodasa, mig

a P28 torzsnél strukturalt, €16 sejtes (zold szinnel festddd) biofilm képzddés figyelhetd meg.
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22. sz. abra: A planktonikus sejtek felhalmozodasa (P14) és a biofilm képzd képesség (P28) kdrnyezeti eredetii P.
aeruginosa torzsek esetében konfokalis 1ézer pasztaz6é mikroszkoppal és mikroplate modszerrel vizsgalva, illetve az
egyszempontos varianciaanalizis alapjan mutatott korrelacié a mikrotiter lemezes modszer és a konfokalis 1ézer
pasztazoé mikroszkop kozott

A két modszer eredményeit statisztikailag is 6sszehasonlitottam a GraphPad Prism (v.7.00)
program segitségével, mely soran egyszempontos varianciaanalizist (one way ANOVA) futtattam
¢s azt tapasztaltam, hogy szignifikans a korrelacio a két biofilm vizsgalati modszer k6zott (21. sz.
abra), de a szoras lebontva igen nagy. Az adatok részletes elemzése alapjan megallapitottam, hogy
a mikrotiter modszer fals negativ eredményt nem ad, azaz, ha a mikrotiter lemezen nincs biofilm
képzddés, akkor vizualisan is negativ az eredmény. Pozitiv iranyban azonban tobb esetben fals
pozitiv eredményt tapasztaltam (44/14 fals pozitiv, azaz 31,8%-ban tévedett a mikrotiter lemezes
modszer). A téves detektalasok minden esetben, azaz 100%-ban holt planktonikus sejtek
felhalmozdodasabol adodtak. A vizualis értékelés eredményeinek részletes attekintése alapjan
megallapitottam, hogy a CLSM esetében a téves pozitiv/negativ eredmény lehetdsége
gyakorlatilag kizart. Eredményeim tiikrében a jovoben érdemes a biofilm képzédés
vizsgalatara iranyulé mikrotiter lemezes vizsgalatokat és a konfokalis lézer pasztazo

mikroszkop modszerét egyiittesen alkalmazni a megbizhato eredmény érdekében.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:
I11. tézis: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek mikrotiter lemezes modszerrel mért biofilm képzd
képessége a konfokalis 1ézer pdsztdzd mikroszkdopos felvételek szerint nem minden esetben

strukturalt biofilm, az esetek 31,8%-aban csupan a holt planktonikus sejtek felhalmozddasa.

4.2.5.2 A virulencia gének vizsgalatanak eredményei
Munkam soran 45 P. aeruginosa torzs [a torzsfenntartis soran egy izolatum (P77) nem

novekedett tovabb] esetében vizsgaltam az exoS, exoU exoenzimek, valamint a lasB, algD, aprA
¢s plcH virulenciaval sszefiiggésben 1évo gének jelenlétét. A vizsgalt gének kimutathatésaganak
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szazalékos ardnya a 23. sz abran, a gének kimutatdsdhoz alkalmazott PCR termékeirdl készilt
felvételek a 10. sz. mellékletben, a részletes eredmények a 11. sz. mellékletben lathatok.

32 torzsnél (71,1%) detektaltam az exoS gént, ami kozel azonos (67,6%) a korhazi
kornyezetben kimutatott arannyal (FAZELI&MOMTAZ, 2014), mig az exoU csupan 11 izolatum
(24,4%) esetében volt kimutathatd, ami valamivel magasabb aranyt mutat a klinikai kornyezetben
tapasztaltakkal (13,7%) (FAZELI&MOMTAZ, 2014). A P108 és P135 jelolési torzseknél egyik gént
sem tudtam kimutatni, a két génszakasz egyidejiileg pedig egyetlen torzs genetikai allomanyaban
sem volt detektalhatd, mely 6sszhangban all Shaver és munkatarsai megallapitasaval, miszerint a
két génszakasz klinikai viszonyok kozott is csupan kivételes esetben detektalhato egyszerre a P.
aeruginosa genomjaban (SHAVER&HAUSER, 2004). A lasB gén, mely a P. aeruginosa clasztaz
termelddését kodolja, jelentds szerepet jatszik a kolonizacidoban és infekcidban, szerepét
elsésorban a tiid6t érint fertézéseknél irtak le (TUMMLER&KIEWITZ, 1999), minden vizsgalt
kornyezeti torzsnél (100%) kimutathaté volt. Egési sériiltek esetében 2018-as adatok alapjan a
lasB gén kimutatasi gyakorisaga 85,3% (ROSHANI-ASL ET AL., 2018) mely alapjan megallapithato,
hogy ez a virulencidban igazoltan szerepet jatsz6 gén a kornyezetben a klinikai gyakorisagot
meghaladd aranyban detektalhato. Mig azonban Roshani és munkatarsai osszefiiggést talaltak a
lasB gén hianya és a csokkent biofilm képz6 képesség, valamint az imipenem,
piperacillin/tazobaktam érzékenység kozott, addig én ezeket a fenotipusokat a lasB gént hordozo
kornyezeti torzsek korén belill detektaltam. Kornyezeti viszonyok kozott tehat a lasB gén
jelenlétében is valtozatos biofilm képzd és antibiotikum érzékeny fenotipusok jelentkezhetnek,
mely a gén kornyezeti viszonyok kozotti szerepének tisztazasat igényli a jovOben. Eredményeim
alapjan az algD gén, mely az immunrendszerrel szembeni ellenallasért felelds alginat termelést
szabalyozza, 44 esetben (97,7%) volt kimutathatd, mely gyakorlatilag megegyezik a klinikai
viszonyok kozott mért gyakorisagokkal (92,3-98%) (GEORGESCUET AL., 2016; TAEEET AL., 2014).
Az algD expresszidja ugyanakkor nagyban fiigg a kdrnyezeti feltételektdl (limitalt szén, nitrogén,
foszfat és oxigén-koncentracio) (BEATRICE ET AL., 2005), igy a gén tényleges kornyezeti viszonyok
kozotti kifejezOdésének vizsgalata indokolt lehet a jovOben. Az aprA génszakasz, mely a
komplementrendszer aktivalodasat gatld alkalikus protedz (AprA) termelddéséért felel, 43
izolatumnal (95,5%) volt kimutathatd, mig ugyanez az arany korhazi térzseknél mindossze 27,2%
volt (HASSUNA, 2016). A jovében érdemes tisztazni, hogy kornyezeti feltételek mellett milyen
egyéb elonyt jelenthet a génszakasz jelenléte, illetve a génexpresszio. A plcH génszakasz 39 P.
aeruginosa esetében (86,6%) keriilt detektalasra, mig a gén klinikai gyakorisagara vonatkozo

arany (84,6%) gyakorlatilag ezzel megegyez6 (GEORGESCU ET AL., 2016).
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23. sz. abra: A vizsgalt, kornyezeti P. aeruginosa torzsek korében kimutatott virulencia gének szazalékos aranya
(n=45) és a klinikai kdrnyezetben tapasztalt kimutatasi arany (FAZELI&MOMTAZ, 2014; ROSHANI-ASL ET AL., 2018;
GEORGESCU ET AL., 2016; TAEE ET AL., 2014; HASSUNA, 2016)

A plcH a hemolitikus aktivitasban szerepet jatszo foszfolipaz C kodolasaért felelés, am
eredményeim alapjan a génszakasz jelenléte vagy hianya nem volt szignifikans dsszefiiggésben a
Columbia véragaron fenotipusosan tapasztalt béta-hemolizissel, melynek oka lehet, hogy a
szakirodalmi adatok alapjan a hemolitikus aktivitasban szerepet jatszhatnak egyéb faktorok
(ExoU, exotoxin A, elasztaz) is (LEE ET AL., 2006). Ez az eredmény is jelzi, hogy egy virulencia
gén jelenléte, vagy hianya nem feltétleniil all 6sszefiiggésben a fenotipusosan megnyilvanulé
citolitikus hatasokkal.

A virulencia gének gyakorisdgara vonatkozd eredményeim alapjan az algD és aprA
génszakaszok jelenléte a kornyezeti torzsek vonatkozdsdban daltaldnosnak tekinthetd. Ez az
eredmény jelzésértékli arra vonatkozoan, hogy egyes human-egészségiigyi kockazatra utald
faktorok a kdrnyezeti torzsek esetében akar a klinikai kériilmények kozott tapasztaltnal nagyobb
gyakorisaggal is detektalhatok, azaz a kornyezeti izoldtumok virulencia arzenalja a klinikai
torzsekhez hasonloan kiterjedt lehet, azonban emlitést érdemel, hogy klinikai viszonyok kozt a
vizsgalt mintaszdm ¢és az egyes osztalyok (intenziv, égési sériilt stb.) kozott nagy eltérések
lehetnek. Példaul kozépfiilgyulladasban szenvedd betegekbdl izolalt torzsek (n=28) kozott az algD
gén az esetek 75%-4ban volt pozitiv (ABDULLAH AL-SHWAIKH ET AL., 2017), mig egy intenziv
osztalyrol szarmazo torzsgyijtemény (n=184) kdorében folytatott kutatas az aprA gént 100%-ban
mutatta ki (BRADBURY ET AL., 2010). Egési osztalyon végzett vizsgalat eredményeként 14, férfi
betegbdl és 12, ndéi betegbdl szarmazod izolatum esetében aprA gént 4 (28,6%), illetve 3 (25%),
mig algD gént 2 (14,3%) és 3 (25%) alkalommal azonositottak (FAZELI&MOMTAZ, 2014).
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4.2.5.3 A szerotipizalas eredményei
46 P. aeruginosa torzset szerotipizaltam, melynek eredményeként 10 kiilonbozo

szerocsoportba soroltam vizsgalt kornyezeti izolatumainkat. A kornyezeti izolatumok korében
31% arannyal egyértelmiien az O6 szerocsoport dominalt, azonban dominancidja elmaradt a
korabban tengeri kornyezetben mért 95,8%-os aranytol (BOUHADDIOUI ET AL., 2002). Az O11-et,
mint az irodalmi adatok alapjan a kdrnyezetben szintén elterjedt szerotipust (TASSIOSS ET AL.,
1998) minddssze két esetben mutattam ki. Osszesen négy, a szakirodalom alapjan jelentds,
klinikailag is fontos szerotipust talaltam a kornyezeti izolatumok korében (O1-15%, 06-31%,
010-11%, 0O11-4%) és tovabbi 6, a rendelkezésre allo informaciok alapjan klinikailag nem
relevans szerotipust azonositottam (O3, O4, O7, 08, 09). A klinikai kornyezetben tobbszor
azonositott O5 szerotipus (RAVAOARINORO ET AL., 1996; ESTAHBANATI ET AL., 2002) kdrnyezeti
torzseim korében nem keriilt kimutatasra. A torzsek 11%-a tobbszori probalkozas ellenére sem
volt sikerrel tipizalhatd (ONT). A vizsgalt torzsek szerocsoportok szerinti eloszlasat a 24. sz. dbran

mutatom be, a részletes eredmények a 11. sz mellékletben lathatok.
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24. sz. abra: A szerocsoportok el6fordulasanak szazalékos megoszlasa a vizsgalt kornyezeti P. aeruginosa torzsek
korében (n=46)

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a szakirodalmi adatokkal (LU ET AL., 2014) ellentétben
nem talaltam Gsszefiiggést az exoU génszakasz jelenléte és az O11, valamint az exoU hidnya és az
06 szerocsoport kdzott, azaz kornyezeti viszonyok kozott a szerocsoport €s a virulencia génkészlet
a klinikai eredményekkel ellentétben nem mutat egyértelmii Osszefiiggést. A kornyezeti
izolatumok szamanak tovabbi novelésével ez az eldzetes eredmény a késdbbiekben megerdsitést

nyerhet.
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4.2.5.4 A motilitas vizsgalatanak eredményei
A motilitast 44 kornyezeti P. aeruginosa izolatummal harom kategoériaban (,,swimming,

swarming, twitching”) vizsgaltam. A folyékony taplevesben végzett ,,swimming” kisérlet soran 2
térzs nem volt motilis, 17 torzs a ,,k0zepesen motilis” kategériaba keriilt, mig a fennmarad6 25
torzs eredményei a ,hipermotilis” csoportba tartoztak. A félfolyékony kozegben tesztelt
»swarming” vizsgalata soran 8 torzs nem volt motilis, 34 torzs rendelkezett motilis képességekkel
¢és csupan 2 izolatum keriilt a hipermotilis kategoridba. A szilard taptalajon végzett ,,twitching”
vizsgalata soran 1 torzs volt mozgasra képtelen, 30 izoldtum rendelkezett valamilyen motilis
képességgel és 13 tdrzs a hipermotilis csoportba keriilt. Osszességében elmondhat6, hogy a
legtobb torzs (97,7%) szilard kozegben (twitching) mutatott valamilyen mozgast (motilis,
hipermotilis), ezt kovette a folyékony kdzegben mozgasra képes torzsek aranya (95,5%), majd a
félfolyékony kornyezetben mutatott motilitas (81,8%). Hipermotilis izolatumokat legnagyobb
aranyban (56,8%) a swimming soran figyeltem meg, ezt kovette a twitching, azaz a szilard
taptalajon hipermotilis torzsek szama (29,5%). A félfolyékony kézegben csupan az izolatumok
4,5%-a volt képes a kontrollnal dinamikusabb mozgasra. Minden vizsgalt torzs legalabb egy
tipusat mutatta a motilitdsnak, a P114 jelolésii, komposztbol szarmazo izolatum pedig minden
motilitds formaban hipermotilisnak bizonyult. A kiillonbozd szilardsagu kozegekben megfigyelt
torzsek mozgasanak eloszlasa €s szazalékos aranya a 25. sz. dbran, a részletes eredmények a 11.

és 12. mellékletben lathatok.
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25. sz. abra: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek motilitas vizsgalatanak eredményei szazalékos eloszlasban (n=44)

Mivel a motilitas vizsgalatoknal a kategoridk kialakitasanak alapja egy ismert klinikai referencia
torzzsel (PA14) valo Osszevetés volt, elmondhatd, hogy a kdrnyezeti torzsek jelentés hanyada a
vizsgalt motilitasi formdkban elérte, vagy meghaladta a klinikai izoldtumra jellemz6 szintet, azaz
a virulenciaval szorosan oOsszefiiggdé motilitas a kornyezeti torzsek vonatkozasaban is
kiterjedt és fenotipusosan igazolt tulajdonsagnak tekintheto.
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4.2.5.5 A Galleria mellonella nagy viaszmoly teszt eredményei
46 P. aeruginosa izolatummal végeztem virulencia tesztet a Galleria mellonella, nagy

viaszmoly larvainak felhasznalasaval. A vizsgalt torzsek 11%-a avirulensnek (0-25% mortalitas),
tovabbi 11%-a kozepesen avirulensnek (25-50% mortalitas), 13%-a kozepesen virulensnek (50-
75% mortalitas) bizonyult a tesztben, mig 65%-uk a virulens csoportba keriilt az eredmények
kiértékelése utan, azaz esetiikben a tesztszervezetek 75-100%-at pusztitotta el 48 ora elteltével (26.
sz. abra). A G. mellonella virulencia teszt részletes eredményeit a 11. és 13. sz mellékletben

ismertetem.

avirulens
- 11%
kozepesen
o avirulens
11%

kozepesen
virulens
13%
virulens
65%

26. sz. abra: A G. mellonella modellszervezeten vizsgalt virulencia eredmények megoszlasa a P. aeruginosa torzsek
korében (n=46)

A G. mellonella modellen mutatott virulencia szakirodalmi adatok alapjan jelentdsen
eltérhet egyéb, virulenciat vizsgalo tesztszervezetektdl, mint példaul az egér kisérlet vagy a
Caenorhabditis elegans (fonalféreg) teszt, melyek gazda-specifikus virulencia faktorok
kimutatasara alkalmasak, mint példaul a ybtQ gén hianya, ami a sziderofor termeléssel homolog
ABC transzporter fehérje a Yersinia pestis korokozoban (CHOI ET AL., 2005). A szakirodalomban
jelenleg nincs konszenzus a G. mellonella teszt eredményeinek extrapolalhatosagat illetéen: egyes
forrasok korlatozottan extrapolalhatonak tartjak gerincesekre vagy emberi szervezetre nézve
(DUBERN ET AL., 2015), mas forrasok igazoltak az egérkisérletek és a G. mellonella teszt kozotti
pozitiv korrelaciét (JANDER ET AL., 2000). Eredményeim alapjan, valamint az etikai és az
allatkisérletekre vonatkoz6 szempontok figyelembevételével a G. mellonella teszt a P. aeruginosa
okologiai hatasainak vizsgalatara kétséget kizardan, a human egészségiligyi hatasokat figyelembe

véve pedig korlatozottan, elovizsgalatként alkalmas lehet.
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4.2.5.6 Az MLST mddszer eredményei
14 kornyezeti és 2 human eredetii mintabol szarmazé P. aeruginosa torzset vontam az

MLST vizsgalatokba, melyek kiilonb6z6 antibiotikum rezisztencia profillal rendelkeztek és eltérd
foldrajzi helyekrdl szarmaztak. 12 izolatumhoz kordbban mar adatbazisban szerepld, 4 torzshoz
(P14, P32, P39, P46) pedig a pubmlst.org adatbazisban ujonnan generalt szekvencia tipusszamot
(ST) rendeltek az altalam meghatarozott allélikus profil alapjan. A korabban, mas izolatumokhoz
rendelt ST szamok adatai szerint a P28, P53, P69, P30, P62, P42, P77, P9, P43 és ATCC27853,
valamint a KPS-3 jelolési torzsek olyan izolatumokkal osztoztak ST szamukon, melyeket cisztas
fibrézisban (CF) szenvedd betegekbdl azonositottak. A CF-es izolatumok foldrajzilag igen
kiilonbo6z6 teriiletekrdl szarmaztak: Europabdl az Egyesiilt Kiralysag, Hollandia és Franciaorszag,
tovabba Ausztralia és az amerikai foldrészrél Kanada volt megjelolve szarmazasi helyként (lasd
14. sz. tablazat). Az ST szam egyezés szoros genetikai kapcsolatra utal, az azonos ST szammal
rendelkezd torzsek ugyanazon klonnak tekinthetdk, mig az allélikus profil hét szdmabol ot
(szigoribb megkotések szerint hat) egyezése ugyanazon klonalis komplexhez tartozast jelez
(LiBIsCH, 2013). Ezek alapjan az azonos ST szammal rendelkez6 torzsek feltételezhetden hasonld
human- és kdrnyezetegészségiigyi kockdzattal birnak.

A P30 és P62 torzseink, melyeket két év eltéréssel Magyarorszag kiilonb6zd pontjairdl,
szénhidrogénnel szennyezett mintakbol szarmaznak, azonos ST szamot kaptak - ugyanazt, melyet
korabban CF betegbdl tenyésztett mintdhoz is hozzarendeltek. A P43 kdrnyezeti, és a KPS-3
emberi sebbodl izolalt torzs szintén azonos ST szamon osztoztak, ehhez az azonositdohoz korabban

rendelt izolatumok ko6zott elofordult CF, viz- és £

Z6AWEES
2105,

N

talajmintabol izolalt P. aeruginosa is. Az

&
ot
@-ﬂ«\

adatbazisban 1év0 kornyezeti és CF mintakhoz

kothetd torzsek 7,3%-a tartozik az ST 253-as

T a
°523)p3y

szekvencia tipushoz, mely ezzel a leggyakoribb
szekvenciatipus ezeken a csoportokon belill ¢és
kapcsolatban van a PA14-es klonalis komplexszel,

ami  nagy  kockézattal  jaro, gyakran o,

multirezisztens klonokat foglal magaban. Nem
azonositottam ugyanakkor a hazai, Klinikai
kornyezetben leirt, négy, multirezisztencidhoz ::::;::’3"’
kothetd klonalis komplex (CC4, CC11, valamint

az ST175 és ST395 Ostipushoz kothetd klondlis

o
&
&
o

Iy
&
§

&

27. sz abra: A vizsgalatba vont P. aeruginosa

vonalak) egyikét sem (LIBISCH ET AL., 2009;
torzsek rokonsagi kapcsolata alapjan generalt

LiBISCH, 2013), mely jelzi, hogy a nozokomialis ) _
) yjelz gy g all dendrogram (iTOL v3.6, unrooted display mode)
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¢s kornyezeti torzsek hazai viszonyok koézott egymastdl jol elkiiloniild filogenetikai csoportokat

alkotnak. Ezzel ellentétben a kornyezeti és CF eredetli izoldtumok kozott feltételezhetd egy

szorosabb filogenetikai kapcsolat, melyet igazol, hogy a leggyakoribb kornyezeti és CF

szekvenciatipusok azonosak, globalisan elterjedtek és mindkét csoporton beliil nagy gyakorisaggal

kerlilnek kimutatasra. Az MLST vizsgalatok eredményei és a torzseket abrazold filogenetikai

torzsfa a 14. sz. tablazatban és 27. sz. abran lathatok.

14. sz. tblazat: A P. aeruginosa torzsekkel végzett MLST vizsgalat eredményei az MLST torzsfan elfoglalt pozicio

szerinti sorrendben

MLST
Torzs jelolése Izoldtum 5 Izolatumok ugyanazzal az ST szadmmal az
forrasa Allélikus profil @ MLST adatbdzis (www.pubmlst.org)
2 alapjan
.©
Q
c
[
T W I 2T 9@ << w <
= (] 12 . .
g 2 § 2 § § e N Izolalds helye Izolatum forrasa
P28 talaj 17 2 11 70 3 7 19 251 Egyesult Kiralysag CF beteg
ATCC 27853 emberi vér 28 5 36 3 13 7 155 Ausztrélia CF beteg
P39 felszin alattiviz 39 28 45 3 1 3 7 2593 * - -
P32 felszinalattiviz 16 5 6 2 3 4 60 2598* - -
P53 felszinalattiviz 11 5 83 2 4 13 7 575 Hollandia CF beteg
P69* felszinalattiviz 6 68 20 11 4 4 7 439 Franciaorszag CF beteg
P14 felszin alattiviz 11 5 26 5 3 40 7 2586* - -
P30 felszinalattiviz 11 5 11 11 3 27 7
198 Kanada CF beteg
P62 felszin alattiviz 11 5 11 11 3 27 7
P42 talaj 28 8 1 21 3 53 7 521 Hollandia CF beteg
P77 felszinalattiviz 6 14 12 11 1 4 20 455 Ausztralia CF beteg
Franciaorszag viz
P46 felszin alattiviz 11 17 11 18 3 4 3  2597*% - -
P71 felszin alattiviz 38 8 5 67 2 40 13 971 n.d. n.d.
P9 felszin alattiviz 103 8 5 5 1 6 4 377 Ausztrélia CF beteg
P43 felszinalattiviz 4 4 16 12 1 6 3 Ausztralia CF beteg
253 Franciaorszag viz
KPS-3 emberi seb 4 4 16 12 1 6 3 Egyesiilt Kiralysag talaj
*UJ ST

n.d. - nincs adat

4.2.5.7 A PFGE vizsgalat eredményei

A 44 kornyezeti torzs PFGE tipizalasanak eredményeképpen generalt dendrogram a

torzsek ,,ujjlenyomatat” tartalmazéd gélképek értékelésével jott 1étre és a torzsek egymashoz

viszonyitott kapcsolatat mutatja be (11. sz melléklet). A Nemzeti Népegészségiligyi Koézpont

adatbazisa tovabba lehetdséget adott a koOrnyezeti torzsek genetikai ,,ujjlenyomatanak”
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Osszehasonlitasara klinikumbol azonositott P. aeruginosa izolatumokkal. A tovabbiakban az OEK
szakérté munkatdrsai altal atadott adatok részletes értékelését mutatom be. A PFGE genotipizalasi
vizsgalatba vont kornyezeti torzsek pulse-field tipusanak 40,9%-a nem mutatott kapcsolatot sem
egymassal, sem az adatbazisban szereplé korhazi izolatumokkal (85% alatti homologia), igy a
besorolas szerint sporadikus (egyedi) térzseknek szamitanak. 3 toérzs (P16, P80, P174) PFGE
profilja 84-88% homologiat mutatott korabban hazai viszonyok ko6zott azonositott Klinikai
izoldtumokéval, azonban ezek az egyezések nem feleltek meg a Tenover-féle kritériumoknak
(TENOVER ET AL., 1995). 5 kdrnyezeti torzs, a P59, P119, P124, P125 és a P172 85-95% kozotti
homoldgiat mutatott magyarorszagi klinikai izoldtumokkal, mely taldlkozott a Tenover
kritériumokkal is, igy a torzsek kozos eredete feltételezhetd. 95% felett egyik kdrnyezeti izolatum
sem mutatott homoldgiat korhazi torzzsel, azonban a vizsgalt kornyezeti izolatumaink egymassal
tobb alkalommal is 95% felett egyeztek. A P66, P78, P77 és P106-os torzs azonos PFGE tipusba
tartozott, tovabba a P79 és P46, a P42 és P60, a P113 és P169, a P14 és P18, a P62 és P30, illetve
aP119 és P125 szintén egy tipusba tartozott. Mindezek alapjan elmondhato, hogy a PFGE médszer
kornyezeti izolatumok esetében is 100% hatékonysaggal alkalmazhat6 tipizalasi eljaras, melynek

felbontasa részletesebb, mint az MLST modszeré.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:

IV. tézis: A kornyezeti eredetli P. aeruginosa torzsek filogenetikai (MLST, PFGE) vizsgalata
alapjan eldszor mutattam ki Magyarorszag teriiletérdl szarmazo kornyezeti torzsek és a vilag
kiilonb6zé pontjain regisztralt, cisztas fibrozishoz kothetd, valamint hazai, nozokomialis
fertdzésekbdl izolalt torzsek kozott rokonsagi kapcesolatot.

Az eredményeket nemzetkdzi publikidcioban adtam kozre.

Rado, J., Kaszab, E., Petrovics, T., Paszti, J., Kriszt, B., Szoboszlay, S. (2017): Characterization
of environmental Pseudomonas aeruginosa using multilocus sequence typing scheme. Journal of
Medical Microbiology. 66: 1457-1466. IF: 2,159; Q1.

4.2.5.8 P. aeruginosa torzsek eredményeinek dsszehasonlito értékelése

A szakirodalmi adatok attekintése alapjan a kornyezeti eredeti baktériumtorzsek esetében
az antibiotikum rezisztencia, virulencia és biofilm képz0d képesség tulajdonsagok Osszefiiggéseirdl
jelenleg elenyészd mennyiségli adat all rendelkezésre. Klinikai viszonyok kozdtt is csupan
feltevések vannak arra vonatkozdan, hogy az egyes tulajdonsadgok szabalyozésa €s transzmisszioja
milyen kapcsolatrendszerben all (SCHROEDER ET AL., 2017). Munkam soran ezért célul tiztem ki
az elézo fejezetekben ismertetett vizsgalati eredmények komplex, statisztikai alapokon nyugvo

értekelését, Osszevetését. Ehhez 44 kornyezeti eredetii és 2 klinikai kdrnyezetbdl szdrmazo,
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referencia torzs vizsgalati eredményeit hasznaltam fel (antibiotikum rezisztencia, hemolitikus
aktivitas, biofilm képzd képesség, virulencia gének, szerotipizalas, motilitas, virulencia G.
mellonella modellen, PFGE-11. sz. melléklet). Az alabbi alfejezetekben a bizonyos eredmények
kozti Osszefiiggéseket szeretném elemezni, melyhez Pearson-féle korrelacids egyiitthatot is
szamoltam 95%-0s konfidencia intervallum mellett a GraphPad Prism (v.7.00) program
segitségével.

4.2.5.8.1 Az antibiotikum rezisztencia és a Galleria mellonella tesztben mutatott virulencia

osszefiiggései (N=46)
A statisztikai értékelés alapjan a

kornyezeti  torzsek 6t  kiilonbozo
antibiotikummal szembeni (gentamicin,
imipenem, cefepim, ceftazidim,
cefoperazone-szulbaktam) rezisztenciaja
mutatott szignifikans, negativ eldjeli

(inverz) korrelaciot a G. mellonella teszt

soran tapasztalt virulenciaval. Tehat a
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) ) ) ) 28. sz. abra: A vizsgalt P. aeruginosa torzsek
letalitashoz vezetett az In vivo kisérlet imipenemmel szemben mutatott rezisztenciaja és a G.

soran (28. sz. 4bra). Az antibiotikum mellonella tesztben mutatott virulencia kozti 6sszefiiggés
rezisztencia €s a virulencia kozotti pozitiv

(NEIDIG ET AL., 2013) és negativ (BARTOLI ET AL., 2015) eldjelii Osszefiiggésekrdl korabban
egyarant sziiletettek publikaciok, de a Klinikai torzsek esetében a negativ eléjelti kapcsolatot
tulhaladottnak tartjdk, hiszen a nozokomidlis torzsek evoltcids fejlédésének irdnya nem ezt
igazolja (SCHROEDER ET AL., 2017; AL
DAWODEYAH ET AL., 2018). A sajat
eredményeim alapjan a kornyezeti torzsek
esettben még mindig fennall a negativ

korrelacio ezen vizsgalt paraméterek kozt,

Twitching (cm?)

mely feltehetden annak tulajdonithato, hogy a

kornyezeti torzsek esetében a virulencia

megtartdsdnak nincs kozvetlen evolucios 0 25 50 75 100
Mortalitasi arany, 48 h (%)
elénye, bar az ehhez sziikséges virulenciaval
29. sz. abra: A motilitas vizsgalat soran mutatott

Osszefliggd  génkészlet a  kornyezeti o o )
twitching mozgés és a G. mellonella teszt soran

izolatumok esetében is adott. A jovoben a mutatott virulencia kozti dsszefiiggés
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teljes genom szekvenalas és annak eredményei, valamint génexpresszids kisérletek adhatnak

pontosabb valaszt a felmeriil6 kérdésekre.

42582 A motilitaisi formak és a Galleria mellonella tesztben mutatott virulencia
osszefiiggésel (N=46)
A motilitas vizsgalatara vonatkozé eredmények kozil a twitching, vagyis a IV. tipusa

pilusok altal medialt mozgas mutatott szignifikans, pozitiv korrelaciot a G. mellonella modellben
vizsgalt virulenciaval Osszefiiggésben (29. sz. dbra), azaz a twitching szempontjabol hipermotilis
torzsek virulenciaja nagyobb volt. Megallapitottam tovabba, hogy a vizsgalt motilitasi formak
(swimming, swarming, twitching) barmelyikében mutatott mozgas képessége a vizsgalt
baktériumtorzsek esetében novelte a tesztszervezet pusztulasanak aranyat az alkalmazott
virulencia tesztben, ami azt jelenti, hogy twitching mozgasforma invazidoban jatszott szerepét
részben akar helyettesiteni tudja a swimming vagy a swarming mozgasformak esetében jelentkezd
motilitas, hipermotilitas. Ezt igazolja az is, hogy a hipermotilitas képessége egy esetet kivéve (P14)

teljesen hianyzott az alkalmazott virulencia modellben avirulens térzsekbdl.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:
V. tézis: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek motilitasa szerepet jatszik a G. mellonella
tesztszervezetre gyakorolt fert6zés kimenetelében (letalitas). A hipermotilitas €s a twitching tipusu

mozgasforma a fenotipusos virulencia teszt eredményeivel pozitiv korrelacioban van.

4.2.5.8.3 A szerotipizalas eredményei és a Galleria mellonella tesztben mutatott virulencia
(n=46), illetve a szerotipusok és az MLST vizsgalat eredményeinek osszefiiggései (N=16)

A szerotipusok kozti kapcsolat és a G.
100 -1 —l—
g + mellonella  tesztszervezeten —mutatott
5_ > mortalitas aranya a 30. sz abran lathato.
=
c
LI + + A klinikumban relevans szerotipusokhoz
s (01, 06, 010, O11) tartozd torzsek
2 ] :
2 l T atlagosan magasabb pusztulasi aranyt
0 — okoztak a wvizsgalt tesztszervezetre
Klinikaila’g jelentés Eg)’réb Nem tipizalhatd
,6.10, 1) (3.4.7,8,9) nézve, mint az egyéb szerotipusokhoz
30. sz. dbra: A szerotipusok kozti kapcsolat és a G. (03, 04, 07, 08, O9) tartozo6 vagy a nem

mellonella tesztszervezeten mutatott mortalitas aranya szerotipizalhato (ONT) izolatumok. Az

igen nagy szoras értékek miatt azonban a kiilonbség nem szignifikéns. Szakirodalmi forrasok
szerint az O1 szerotipushoz tartozé torzsek altal okozott fertézések sulyosabb kimeneteliiek (LU
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ET AL., 2014), amit a G. mellonella teszt eredményei is igazolnak: az O1 szerotipust kdrnyezeti
torzsek 95-100%-aban okoztdk a larvak pusztuldsat 48 6ra utan egy kivétellel: a hipermotilitast

nem mutato, szintén az O1 szerocsoportba tartozo P28 izolatum nem bizonyult virulensnek.

4.2.5.8.4 A virulencia gének jelenléte és a hemolitikus aktivitas, a Galleria mellonella teszt
eredményei, illetve a szerotipusok osszefiiggéseinek elemzése (N=46)

A 46 torzs esetében vizsgalt virulencia gének (lasB, algD, aprA, plcH, exoS, exoU) és a
hemolitikus aktivitds megjelenése, azaz egy adott torzs virulencidjanak megitélésére
altalanosan hasznalt virulencia faktorok jelenléte vagy hidnya a részletes statisztikai elemzés
alapjan nem mutatott osszefiiggést a G. mellonella tesztben kapott mortalitasi
eredményekkel. Az egyetlen statisztikailag igazolt kivételt ez aldl az a virulencia profil képezte,
amikor az exoS és az exoU gén egyidejiileg hianyzott egy torzsbol (P108, P135 kornyezeti
izolatumok). Ezekben az esetekben az alkalmazott virulencia modellben szignifikinsan
alacsonyabb volt a letalitasi arany, mint az egyéb genotipusoknal. Ezen eredmény kiegészitést
adhat a Miyata ¢és munkatarsai (2003) altal publikalt megallapitasokhoz az exoS P. aeruginosa
patogenitasaban betdltott szerepét illetden G. mellonella tesztben. A tanulmany szerint csupan az
ExoT és ExoU termelédése jatszik szerepet a nagy viaszmoly larvak pusztulasaban, azonban a
kutatasban nem vizsgaltak olyan torzset, mely hordozta az exoS génszakaszt. A kdérnyezeti
torzsek vizsgalata soran tehat Gj tudomanyos eredmény, hogy az exoU hianyaban akkor
kevésbé virulensek a torzsek, ha egyidejiileg az exoS sincs jelen adott izolitum genomjaban.
A mindkét virulencia gén hidnyat mutatd torzsek alacsony szamat figyelembe véve, tovabbi
vizsgalatok szlikségesek az eredmények megerdsitésére.

Az exoU-t nélkiilo6z6 virulencia mintazatok foként az O6 és O3 szerocsoporthoz tartoztak
a kornyezeti torzseknél, ami Osszhangban van Lu és munkatarsai megallapitasaival (2014).
Sikeriilt azonositanom egy, a tudomany szamara 1j profillal rendelkezé kornyezeti P. aeruginosa
torzset is (P71 jelolésti izolatum): exoU gént hordozd, O1 szerotipusu izoldtumrdl tudomasom
szerint eddig nem szamoltak be (FAURE ET AL., 2003).

A G. mellonella teszt és a részletes, virulencia faktorok megallapitasat célzé molekularis
biologiai vizsgalatok alapjan sszefoglaloan elmondhatd, hogy az a feltevés, miszerint az egyes
rezisztencia gének, mint virulencia faktorok jelenlétébdl, vagy hidnyabol probaljunk kévetkeztetni
az adott torzs patogenitasara, ahogyan azt szamos esetben teszik a nemzetkozi irodalom példai
alapjan (DIVYA ET AL., 2018; RADHAPRIYA ET AL., 2015), vizsgélataim szerint nem helytallo.

Eredményeim a Lee és munkatarsai altal tett megallapitasokat tamasztjak ala, miszerint egy adott
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P. aeruginosa torzs patogenitasahoz kothetd gén jelenléte, vagy hianya nem elvart és nem is

jelzésértéki egy masik torzs patogenitasanak megitélésében (LEE ET AL., 2006).

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:

VI. tézis: El0szor mutattam Ki klinikai és kornyezeti torzsek esetében az exoU gént Ol
szerocsoporthoz tartozd6 P. aeruginosa izolatumnal, mely Debrecenbdl, szénhidrogénnel
szennyezett felszin alatti viz mintabol szarmazik.

Eredményeimet nemzetkozi publikacidban adtam kozre.

Radé, J., Kaszab, E., Petrovics, T., Paszti, J., Kriszt, B., Szoboszlay, S. (2017): Characterization
of environmental Pseudomonas aeruginosa using multilocus sequence typing scheme. Journal of
Medical Microbiology. 66: 1457-1466. IF: 2,159; Q1.

42585 A Kkornyezeti P. aeruginosa torzsek jellemzése a PFGE alapjan felallitott
filogenetikai fa és kiilonb6z6 vizsgalati iranyok szerint (n=46)

Az eredmények szerint a G. mellonella tesztben virulens és antibiotikum rezisztens torzsek
véletlenszertien helyezkedtek el a PFGE alapjan felallitott filogenetikai fan. A virulencia gének
birtoklasa, tovabba a biofilm képzd képesség €s a motilitas alapjan sem tudtam szignifikans
Osszefliggést talalni a pulse-field tipus alapjan felvazolt filogenetikai kapcsolatokkal (11. sz.
melléklet). A PFGE alapjan azonos klonba tartozo kornyezeti torzsek rendelkezhetnek kiilonb6zo
exoS/exoU profillal, biofilm képzdé képességgel, hemolitikus aktivitassal vagy motilitasi
tulajdonsagokkal, illetve tartozhatnak kiilonboz6 szerotipusba. Kivétel volt a P30 és P62, melyek
azonos szerotipusba (O3) tartoztak, azonos virulencia gén profilt mutattak és egyikilk sem
hemolizalt a véragaron.

Tokajian és munkatarsai szerint (TOKAJIAN ET AL. 2012) a korhazi P. aeruginosa térzsek
altal mutatott PFGE tipusok, vagy egyéb tulajdonsagok, mint a virulencia vagy az antibiotikum
rezisztencia nem mutatnak hasonldsagot a faj kornyezeti képvisel6i altal mutatott jellemzokkel.
Ennek ellenére a PFGE modszer igéretes lehet egymashoz foldrajzilag kozelebb 1€v6 (pl. azonos
karhelyrél szarmazoé kornyezeti izolatumok genetikai valtozasainak nyomon kdvetésére. Mint
ismeretes, a PFGE modszerrel tetten érhetd egy adott baktériumtorzs esetében a mutécio, delécio,
vagy inszercio jelensége, mely valtozasok komoly hatést gyakorolnak a fenotipusosan megjelend
kifejezOdésére. A jovoben célom fOldrajzilag lehatdrolt helyszinen az Osszefiiggések
feltérképezése a PFGE tipus, a kdrnyezetben mérhetd szennyezd anyagok és az olyan, human-
egészségiigyi jelentdséggel bird tulajdonsagok, mint a virulencia és az antibiotikum rezisztencia
kozott. A PFGE moédszeren alapuld adatelemzés 1j megvilagitasba helyezheti a jovében nem csak

a klinikai, hanem a természeti kornyezet vagy akar szennyezett teriiletek kockazatbecslését is.
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4.25.8.6 A PFGE eredmények alapjan rokon kornyezeti és korhazi P. aeruginosa torzsek
jellemzése kiilonbozo vizsgalati iranyok szerint (n=5)

Az adatok feldolgozéasa soran kitértem azoknak a torzseknek a részletes értékelésére is,
melyek a PFGE vizsgalatok alapjan az OEK adatbazisaban szerepld, klinikai izolatumokkal kozeli
rokonsagot mutattak. Az adatok részletes attekintése alapjan megallapithatd, hogy a klinikai
izolatumokhoz kozeli, vagy veliik azonos pulsed-field tipusba sorolt kornyezeti torzsek (P59,
P119, P124, P125 és a P172) egy¢éb tulajdonsadgokban is hasonlitottak. Hipermotilitast mutattak a
swimming és legalabb motilisak voltak a swarming, illetve a twitching mozgasformak
vizsgalatakor. Eredetiiket tekintve, Magyarorszagon beliil, igen kiilonb6z6 helyekrdl szarmaztak
mind a klinikai, mind a veliik rokonsagban allo kornyezeti térzsek, a foldrajzi eredet alapjan még

az azonos PFGE tipusba tartozo térzsek kozott sincs dsszefiiggés (31. sz. abra).
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31. sz. abra: A PFGE alapjan rokon (85-95% homologia), magyarorszagi korhazakbol izolalt és kornyezeti eredetii

P. aeruginosa torzsek foldrajzi elhelyezkedése; H-hospital/korhazi izolatum, E-environmental/kérnyezeti izolatum

A pulsed-field tipus egyezést mutato 6t kornyezeti torzs szarmazasarol elmondhatd, hogy
a P59 komposzt mintabol, a P172 szénhidrogénnel szennyezett talajvizbol, mig a P119, P124 és
P125 harom, kiilonbozd olajfinomitd szennyvizébdl keriilt kitenyésztésre. Mind az 6t kornyezeti
torzs virulens volt a G. mellonella tesztben (80-100% mortalitas), és egyikiik sem volt rezisztens
a vizsgalt antibiotikum hatéanyagokkal szemben. Az OEK adatbéazisdban szerepld, klinikai torzsek
esetében antibiotikum rezisztencidra vonatkozo eredményekkel sajnos nem rendelkeziink, igy
nyitva marad az a kérdés, hogy az adott PFGE ujjlenyomattal rendelkez6 kornyezeti és klinikai
izolatumok antibiotikum rezisztencia tulajdonsagaikat illetéen milyen foku egyezést mutatnak.

Megallapithaté ugyanakkor, hogy a human patogén, klinikai torzsekkel egyezdé kornyezeti
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izolatumok esetében a virulencia mind genotipus, mind fenotipus alapjan igazolt. A
virulencia gén profiljuk, hemolitikus aktivitdsuk és biofilm képzd képességiik eltért, bar
mindegyikiik birtokolta a lasB gént, vagy az exoS/exoU génszakaszok egyikét. A nem
szerotipizalhatd P124-en kiviil az O6 és O10-es szerocsoporthoz tartoztak — mindkét szerocsoport

klinikai jelentoségét szakirodalmi forrasok igazoljak.

4.2.5.8.7 A PFGE és az MLST vizsgalatok osszevetése (n=16)
Az alkalmazott genotipizalasi modszerek kapcsan elmondhatd, hogy bar a PFGE modszer

tekintendd etalonnak, ez a modszer azonban szakirodalmi forrasok alapjan nem alkalmas a P.
aeruginosa izolatumok kozotti klonalis kapcsolatok feltarasara; a regionalis és interregionalis
kapcsolatrendszerek feltardsara inkabb az MLST alkalmazasa terjedt el (LIBISCH, 2013). Munkam
soran lehetdség nyilt 14 kornyezeti €s 2 klinikai izolatum esetében mindkét vizsgalati modszert
alkalmazni. Sajat tapasztalatok alapjan az ST szam egyezés egyben a pulsed-field tipusok szoros
kapcsolatat is jelezheti [P43, KPS-3 torzsek: ST 253 (MLST) és Psa216-Psa223 (PFGE) valamint
P30, P62 torzsek: ST 198 (MLST) és Psa229 (PFGE] am forditva ez a megallapitas nem igaz: a
pulsed-field tipusegyezés nem jelzi a klonalis kapcsolatok szorossagat. Mindezek alapjan a
kornyezeti torzsek genotipizaldsa esetében — a szakirodalmi ajanlasokkal Osszhangban —
foldrajzilag eltérd szarmazasu, diverz eredetll torzsek klonalis kapcsolatrendszerének feltarasara
az MLST, azonos teriiletrl szdrmaz6 izolatumok genetikai véltozasainak nyomon kovetésére

pedig a diszkriminativabb PFGE modszer javasolhat6.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY:

VII. tézis: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek virulencia, antibiotikum rezisztencia, biofilm képz6
¢és filogenetikai tulajdonsagainak komplex, statisztikai alapokon nyugvo elemzése alapjan
megallapitottam, hogy nincs olyan virulencia, rezisztencia, vagy biofilm képzéssel 0sszefiiggd
faktor, melynek detektalasaval egy adott torzs kornyezet- vagy humanegészségiigyi kockazata
egyértelmiien megitélhetd lenne. Eredményeim alapjan az éltalam attekintett fenotipusos, vagy
molekularis genetikai modszerek kozott nem all rendelkezésre olyan, mellyel egy adott P.

aeruginosa torzs bioldgiai biztonsaga garantalhato lenne.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Doktori munkam soran az elvégzett kutatasok eredményei alapjan megallapithato, hogy a
klinikai viszonyok kozott kiemelt jelentéséggel bird Acinetobacter baumannii és Pseudomonas
aeruginosa fajok tekintetében hianypotld adatok sziilettek e fajok kornyezeti (talaj, felszin alatti
viz, felszini viz) elterjedtségérdl, valamint kornyezetvédelmi és kornyezetegészségiigyi
szempontbol fontos (kdrnyezeti elterjedtség, virulencia, rezisztencia, biofilm képzés, filogenetikai
kapcsolatok) tulajdonsagaikrol.

Megallapitottam, hogy tobb mint 400 kdrnyezeti minta vizsgalata alapjan az Acinetobacter
baumannii kornyezeti gyakorisaga mindossze 1%, kimutatasa pedig hazai éghajlati viszonyok
kozott elsésorban felszini vizhez kotédé mintak esetében volt sikeres. Mivel azonban a globalis
klimavaltozas varatlan hatasokat eredményezhet a kornyezeti elemek mikrobioldgiai allapotaban
is, ezért a tovabbiakban is célszerli az 4ltalam vizsgalt mikroszervezetek folyamatos kdrnyezeti
monitoringja, talaj, felszin alatti és felszini vizek esetében egyarant. A klinikai jelentdségi A.
baumannii faj kornyezeti képviseldivel végzett vizsgalatok eredményeként elmondhato, hogy bar
minden vizsgalt térzsben jelen volt a blaoxa-s1 karbapenem hidrolizald enzim termeléséért felel6s
génszakasz, azonban a klinikai terapidban alkalmazott antibiotikum hatéanyagokkal szemben a faj
képviseldi egy esetben sem mutattak fenotipusosan megnyilvanulo rezisztenciat. A vizsgalt A.
baumannii torzsek gyenge vagy kozepes biofilm képzé képességgel rendelkeztek, hemolitikus
aktivitdst nem mutattak. A Multilokusz Szekvencia Tipizadl6 moddszer eredményei szerint a
nemzetkozi adatbazisban fellelhetd adatokkal két esetben talaltam egyezést, egy ismeretlen
eredetli orosz €s egy amerikai, allati eredetli mintabol szdrmazo torzzsel, mely nem nyujt elég
informaciot az A. baumannii kornyezeti torzsek rokonsagi kapcsolatainak feltarasahoz. Az
adatbazis bovitése nélkiilozhetetlen feladat a jovOben, melyhez nagyban hozzajarulhat a
kornyezeti torzsek azonositasa és potencialis forrasaik felderitése.

Az Acinetobacter nemzetség egyéb fajaira vonatkozoan megallapitottam, hogy 403 minta
vizsgalata alapjan magyarorszagi viszonyok kozott az Acinetobacter fajok koziil 11 kiilonbzo
species izolalhato. A nemzetség kornyezetben leggyakrabban kimutatott faja az A. calcoaceticus.
Az antibiotikum rezisztencia fenotipusos vizsgalata soran két fajhoz (A. beijerinckii, A. johnsonii)
tartozd, harom kornyezeti torzs mutatott legalabb harom hatéanyagcesoporttal szemben
antibiotikum rezisztenciat, teljesitve ezzel a multirezisztencia kritériumait (MAGIORAKOS ET AL.,
2011). Az A. beijerinckii faj képvisel6i koziil tudomasom szerint elészor jelentettem
multirezisztens és egyben hemolitikus aktivitassal (feltételezett virulenciaval) bird torzset, mely
jelzi, hogy a novekvd jelentdségii, adott esetben tobbszordsen rezisztens patogén mikroszervezetek

rezervoarjai nem csupan a korhazak, hanem a kiils6 kornyezet is lehet. Ahogyan a szakirodalmi
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attekintésben bemutatott 2. sz. abra is jelzi, a korhazi és kornyezeti torzsek kozt az atjaras fennall,
bizonyos Utvonalakon (szennyviz, személyzet, latogatok stb.) keresztiil folyamatos az aramlas, igy
a kiilonbozo kornyezetekhez adaptalodott torzsek keveredhetnek egymassal, lehetséget kinalva
genetikai sokszintiségiik horizontalis géntranszferrel torténd novelésére.

Az Acinetobacter sp. térzseknél a virulencia fenotipusos kimutatasara alkalmazott hemolitikus
aktivitason kivill virulenciat érintd egyéb vizsgalatot a hianyos szakirodalmi hattér miatt nem
végeztem. Feltételezhetd ugyanakkor, hogy az Acinetobacter fajoknal a Pseudomonas-okhoz
hasonldan 0sszetett rendszer allhat a virulencia hatterében, melynek feltérképezése a jovo feladata.

A P. aeruginosa esetében munkam eredményeként ismereteket szerezhettiink a faj eddig
kevéssé vizsgalt szerepérdl felszini vizekben. Megallapitottam, hogy kimutatasi gyakorisaga
felszini vizben 5,4%, mely jelentsen elmarad a korabban foldtani kozegben és felszin alatti vizben
mért gyakorisagtél. A Pseudomonas nemzetség egyéb, tenyészthetd képviseldinek felszini
vizekben mért gyakorisagat figyelembe véve megallapithato, hogy a P. aeruginosa faj feltehetéen
nem a nemzetség dominans képviseldje felszini vizekben. Osszesen négy, a szakirodalom alapjan
klinikailag is jelentGs szerotipust jegyeztem a kornyezeti izolatumok korében (O1-15%, O6-31%,
010-11%, O11-4%) és tovabbi 6, a rendelkezésre all6 informaciok alapjan klinikailag nem
relevans szerotipusba sorolhatd torzset azonositottam (03, O4, O7, 08, 09, ONT).
Leggyakoribbnak az O6 szerotipus bizonyult.

Munkam eredményeként megallapitasra kertiilt, hogy a P. aeruginosa esetében a kornyezeti
antibiotikum rezisztencia a klinikai viszonyokhoz hasonldan elsdsorban az egyik vizsgalt
Karbapenem hatéanyag (imipenem), valamint a kolisztin esetében kiterjedt: a vizsgalt torzsek
8,33% és 25,67%-a rezisztenciat, mig 38,88% és 32,43% atmeneti rezisztenciat mutatott. Ez az
arany a kolisztin esetében jelent6sen meghaladja a klinikai viszonyok k6zott jellemz6 szintet, mely
indokoltta teszi a kornyezeti kolisztin rezisztencia okainak és mechanizmusainak részletesebb
feltarasat a jovoben. A Karbapenem rezisztencia kornyezeti nyomon kovetése kiemelt klinikai
jelentdségére tekintettel szintén indokolt.

A P. aeruginosa biofilm képz6é képességének megallapitasat célzo, mikrotiter lemez
modszerrel végrehajtott vizsgalatokat lehetdségem volt kiegésziteni konfokalis 1ézer péasztazo
mikroszkopos felvételekkel, melyek alapjan feliillvizsgaltam a mikrotiter lemezes modszer
eredményeinek megbizhatosagat. Megallapitottam, hogy a mikrotiter lemezen mért adhézios
képesség tobb esetben csupan a holt planktonikus sejtek felhalmozoddasat takarja. Ennek tiikrében
érdemes a biofilm képzddés vizsgalatara alkalmazott mikroplate modszert csupan eldkisérletként
alkalmazni, a vizsgélat szerint ,,j0” biofilm képz6 képességgel rendelkezd torzseket tovabbi tesztek

ala vonni, melynek szerves részét kell, hogy képezze a vizualis értékelés.
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A virulencidra vonatkoz6 eredményeim alapjan sikeresen kiegészitettem a kornyezeti P.
aeruginosa-ra vonatkozo eddigi ismereteket. Megallapitottam, hogy a lasB, algD és aprA
génszakaszok jelenléte a vizsgalt kornyezeti torzsek vonatkozasaban altaldnosnak tekinthetd,
detektalasi aranyuk pedig adott esetben meghaladhatja a klinikai koriilmények kozott jellemzo
szintet. 32 torzsnél (71,11%) detektaltam a szakirodalomban (FLEISZIG ET AL., 1997) az invaziv
jelleggel tarsitott exoS gént, mig a citotoxicitassal Osszefiiggésbe hozott exoU 11 izolatum
(24,44%) esetében volt kimutathato. Ismertté valt exoS/exoU génszakaszokat egyarant nélkiil6z6
kornyezeti genotipus. Megallapitottam, hogy a G. mellonella vizsgalati rendszerben mutatott
virulenciaval a egyes virulencia gének jelenléte, vagy hidnya nincs statisztikailag szignifikans
Osszefliggésben; az egyetlen kivételt az exoU ¢és exoS gének egyidejii hidnya jelentette, mely
szignifikansan kisebb letalitast eredményezett az alkalmazott tesztben.

A plcH, mely a hemolitikus aktivitasban szerepet jatsz6 foszfolipaz C kodolasaért felelds
gén, a kornyezeti izoldtumok tobb, mint 13%-anal hidnyzott &m a génszakasz jelenléte, vagy
hianya nem volt 6sszefliggésben a Columbia véragaron fenotipusosan tapasztalt béta-hemolizissel.
Ez a megallapitas is jelzi, hogy egy virulencia gén jelenléte, vagy hidnya nem feltétleniil all
kapcsolatban a fenotipusosan megnyilvanuld citolitikus hatasokkal, melyekben szerepet
jatszhatnak egyéb faktorok is.

Osszefoglalva megéllapithaté, hogy az a feltevés, miszerint egyes rezisztencia gének, mint
virulencia faktorok jelenlétébdl, vagy hianyabdl probaljunk kovetkeztetni az adott torzs
patogenitasara, ahogyan azt szamos esetben teszik a nemzetk6zi irodalom példai alapjan (DIVYA
ETAL., 2018; RADHAPRIYAET AL., 2015), vizsgalataim szerint nem helytallo. Eredményeim alapjan
statisztikailag is igazolast nyert, hogy a virulencia gének jelenléte és hianya nem mutat
szignifikans Osszefiiggést a fenotipusosan is megnyilvanuld virulencia eredményeivel;, a P.
aeruginosa faj esetében olyan komplex interakciok zajlanak le a virulencia fenotipusos
kifejezodése soran, melyre egy onkényesen kiragadott virulencia faktor jelenlétébol, vagy
hianyabol nem kovetkeztethetiink. A virulencia faktorok folyamatos vizsgalata kiemelt feladat
a jovoben is, hiszen az éghajlati és kornyezeti valtozasokkal az egyes faktorok/gének
megnyilvanulasa, a génkészlet 6sszetétele is 11j iranyt vehet, aminek nyomon kovetése hidnypotld
adatokkal szolgalhat. Jelen eredmények nagyban hozzajarulhatnak egy atfogd adatbazis
kialakitasahoz.

Filogenetikai vizsgalatokkal megallapitottam, hogy a vizsgalt kdrnyezeti P. aeruginosa
torzsek MLST profiljuk alapjan cisztas fibrozisbol szarmaz6 izoldtumokkal mutatnak rokonsagot,
mig a PFGE tipusok alapjan hazai, klinikai fert6zésekbdl szarmazo mintakkal talaltam 5 esetben

kozos eredetre utald tipusegyezést. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a klinikai és kornyezeti
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torzsek nem teljesen elkiiloniild filogenetikai csoportokat alkotnak és tobb lehetséges ttvonalon
kapcsolodhatnak.

Munkam soran 46 kdrnyezeti P. aeruginosa torzset részletes vizsgalatoknak vetettem ala,
melyek eredményeképpen megallapitottam, hogy a kiilonb6zo6 tulajdonsagok, mint antibiotikum
rezisztencia, virulencia, biofilm képzd képessé€g, szerotipus, motilitds — melyek mind kozre
jatszanak vagy részt vesznek egy baktérium patogénként valé megitélésében vagy egy fertdzés
kimenetelében — nem mutat Osszefiiggést sem az MLST, sem a PFGE modszerrel megéllapitott
genetikai ujjlenyomattal. A vizsgalt tulajdonsagok sok esetben egymastol fiiggetleniil jelennek
meg, mely tovabb hangstlyozza a faj esetében ismert és elterjedt, mobilis genetikai elemek
szerepét.

A fenotipusosan kifejez6doé virulencia vizsgalatara alkalmazott G. mellonella teszt kapcsan
munkam soran megallapitottam, hogy az altalam vizsgalt kornyezeti eredetii P. aeruginosa torzsek
donté hanyada (78%) az alkalmazott tesztszervezetre nézve kozepesen virulens, illetve virulens
volt. Az O1 szerotipushoz tartozo torzsek, melyek a klinikai adatok alapjan stlyosabb kimenetel
fert6zéseket okoznak (LU ET AL., 2014) a G. mellonella teszt eredményei alapjan is kifejezett
virulenciaval jellemezhetok: egy avirulens torzs kivételével (P28) a tesztszervezetek 95-100%-
aban okoztak pusztulast 48 6ra kontaktidd utan.

Megallapitast nyert, hogy a kdrnyezeti torzsek esetében tapasztalt fenotipusos virulencia
pozitiv korrelacioban van a twitching tipusi mozgasforma esetében tapasztalt aktivitassal,
valamint a vizsgalt hdrom mozgéasforma barmelyikének esetében tapasztalt hipermotilitassal. Ez
az informacio is jelzi, hogy a motilitds nem csupan az invazidban jatszik szerepet, hanem az
alkalmazott tesztszervezet esetében kialakult fert6zés kimenetelében (letalitas) is jelentdséggel bir.

Igazoltam, hogy az antibiotikum rezisztencia tobb, klinikailag relevans hatdanyag
(gentamicin, imipenem, cefepim, ceftazidim, cefoperazone-szulbaktam) esetében is szignifikansan
csokkenti a G. mellonella tesztszervezetre gyakorolt virulenciat, mely megallapitas az
ellentmondasos szakirodalmi informaciokat figyelembe véve a kdrnyezeti térzsek vonatkozasaban
a tudomany szamara 01j adat, azonban megerdsitése €s feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mivel a G. mellonella teszt eredményei egyes vélemények alapjan korlatozottan
extrapolalhatok gerincesekre vagy emberi szervezetre, a tapasztalt eredmények nem jelzik az adott
baktériumtorzs kézvetlen human-egészségiligyi vonatkozasait, am mindenképp figyelemfelhivo
jellegick és hozzajarulhatnak a kornyezeti P. aeruginosa izolatumok kornyezetbiztonsagi,
kornyezetegészségiigyi jelentdségének szigoribb megitéléséhez.

Napjaink globalis klimavaltozasi folyamatai olyan 4talakuldsokat idéznek el6 a mikrobialis
okoszisztémaban, melyek felmérésére jelenleg még nincsenek hatékony eszkozeink. Feltehetd
azonban, hogy az alkalmazkodni képes mikroszervezetek kozott a ma tapasztaltnal nagyobb

94



10.14751/SZIE.2019.039

aranyban fognak megjelenni opportunista mikroorganizmusok a magyarorszagi ¢éghajlati
viszonyok kozott is. Munkam e folyamat monitorozasanak kezdeti 1épéseit tette meg két olyan,
kiemelt jelent6séggel bird opportunista patogén mikroszervezet esetében, mint a Pseudomonas
aeruginosa és az Acinetobacter baumannii, tovabba felhivtam a figyelmet a ndvekvo jelentéségii
mikroszervezetek kornyezeti monitoringjanak sziikségességére, melyet igazol, hogy egy altalam
izolalt A. beijerinckii torzs multirezisztens fenotipussal volt jellemezhetd. A kdrnyezeti monitoring
vizsgalatok folytatdsaval, a filogenetikai és virulencidra, antibiotikum rezisztenciara iranyuld
tesztek végrehajtasaval hasznos hattéradatok nyerhetdk a kutatdé kozosség és a dontéshozok
szdmara, mely alapjan a novekvd jelentdségli biologiai dgensek megitélésében aktudlis és helyes
dontések, szabalyozasok hozhatdk.

Vizsgalati eredményeim megerdsitik a hazai jogi szabalyozésban fennalld szigort
megitélését a P. aeruginosa fajnak, javasolt lenne azonban a nemzetkozi kornyezetvédelmi
szabalyozasban is hasonlo kovetelmények allitasa. Az Acinetobacter nemzetség esetében nem
talaltam semmilyen specifikus kitételt a magyar jogszabalyokban, ajanlott a nemzetség, kiilonos
tekintettel az A. baumannii faj jogszabalyba valdo beemelése, szigorubb megitélése a jovOben,

fokeépp az ivovizmindség és a mikrobidlis készitmények engedélyezésének tekintetében.
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6. OSSZEFOGLALAS

Doktori kutatdsom soran célom volt az ubikviter baktériumokként altalanosan elterjedt és
a korhazi kornyezetben nozokomidlis fertdzések kivaltasaval, illetve antibiotikum
rezisztenciajukkal problémat okoz6 Acinetobacter nemzetség és Pseudomonas aeruginosa faj
kornyezeti képviseldinek vizsgdlata ¢és megitélése kornyezetbiztonsagi szempontbol. A
szakirodalomban szamos informaciét taldlunk klinikai torzsekrdl, ugyanakkor kornyezeti
izolatumokkal kapcsolatban joval kevesebb tanulmany all rendelkezésre, a korhdzi €s kornyezeti
torzsek eredményeinek 0sszehasonlitasara pedig csupan néhany esetben talalunk példat. Munkam
eredményeként azt az altalanos hipotézist igyekeztem megerdsiteni, vagy cafolni, miszerint a
klinikai koriilményekhez adaptidlodott multirezisztens, virulens torzsekkel szemben a
kornyezetben eléfordulé izolatumok nem jelentenek kockazatot kornyezet- és humanegészségiigyi
szempontbol.

Felszini, felszin alatti viz- és talajmintak feldolgozasa soran 51, Acinetobacter
nemzetséghez tartozo torzset és 73 P. aeruginosa izolatumot azonositottam. Ezen torzsekkel
antibiotikum rezisztencia, hemolitikus aktivitas és biofilm képzd képesség vizsgalatat végeztem
el. Az Acinetobacter baumannii faj képviseldit és a P. aeruginosa fajhoz tartozo egyes
izolatumokat — e fajok korhazi jelentdségére tekintettel — kiemelt figyelemmel kisértem és
filogenetikai vizsgalat (MLST) ala is vontam. Az Gjonnan €s korabban izolalt, kornyezeti (n=44)
¢és klinikai (n=2) P. aeruginosa torzsekbdl létrehoztam egy 46 tagbdl allo csoportot, melynek
tagjaival tovabbi vizsgalatokat végeztem meghatarozott céljaim teljesitésére. A biofilm képzd
képesség vizsgalatat kiegészitettem konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal készitett képek
értékelésével, polimeraz lancreakcio segitségével kiilonb6zo virulencia gének jelenlétét mutattam
ki, szerotipizaltam a torzseket, motilitas vizsgalatokat végeztem folyékony, félfolyékony és szilard
kozegben, illetve nagy viaszmoly modellen (Galleria mellonella) is meghataroztam a fenotipusos
virulenciat. A filogenetikai vizsgalatok koziil a multilokusz szekvencia tipizadlo modszer (MLST)
és a pulzalo erdteri gélelektroforézis (PFGE) segitségével hataroztam meg rokonsagi
kapcsolatokat a kornyezeti, illetve az adatbazisokban talalhaté korhazi izolatumok kozott.

Munkam eredményeként megallapitottam, hogy a kdrnyezeti tdrzsek is rendelkezhetnek
korhazi tarsaikhoz hasonléan antibiotikum multirezisztenciaval — az Acinetobacter beijerinckii
fajrol eldszor jelentettem ilyen tulajdonsagot. Ez alapjan elmondhatd, hogy kdérnyezetbiztonsagi
szempontbol az Acinetobacter nemzetség olyan faja jelenthet kockazatot (rezisztencia
mechanizmusok birtoklasa), melyet a szakirodalomban fellelheté adatok alapjan elenyészd

human-egészségligyi jelentdséggel tarsitottak.
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A P. aeruginosa faj kornyezeti képviseldinél jelentés (akar a klinikai viszonyokat
meghaladd) aranyban mutattam ki kiilonb6z6 virulencia faktorokat, melyek ugyan nem minden
esetben tarsithatok kozvetlen human-egészségiigyi kockazattal, azonban jol reprezentaljak e
tulajdonsagok elterjedtségét az 6kologiai kornyezetben. Hat virulencia gént (exoS, exoU, lasB,
algD, aprA, plcH) hataroztam meg 46 P. aeruginosa torzsnél, melyek koziil az exoS 71% mig az
exoU 24%-ban volt jelen. A tovabbi négy gén az izolatumok 87-100%-ban volt detektalhat6, mely
adott esetben a klinikai viszonyok k6zt mérhetd gyakorisdgnal jelentdsen nagyobb aranyt jelentett.
A Galleria mellonella tesztben a P. aeruginosa izolatumok 65%-a virulensnek, mig tovabbi 13%-
a kozepesen virulensnek bizonyult, mely alapjan aldtdmaszthatd, hogy a kornyezeti torzsek
virulencidgja nem korlatozoédik a kapcsolddd gének birtoklasara, hanem fenotipusosan is
megnyilvanul. A szerotipizalds eredményeként 10 kiillonbozd szerocsoportot hatdroztam meg,
melybdl a szakirodalom alapjan klinikailag fontos csoporthoz a kdrnyezeti izolatumok kozel
kétharmada tartozott az alabbiak szerint: O1-15%, 06-31%, 010-11%, O11-4%. Tovabbi hat, a
rendelkezésre allo informaciok alapjan klinikailag nem relevans szerotipust is kimutattam a
kornyezeti torzsek kozott (O3, O4, 07, 08, O9, ONT). Eredményeim alapjan igazolast nyert, hogy
kornyezeti viszonyok kozott a klinikaiakhoz hasonléan az O1 szerotipus bizonyult a leginkabb
virulensnek, &m biztonsagos, avirulens szerotipust nem sikeriilt egyértelmiien megallapitanom.

Az MLST vizsgalatok eredményei szerint 14 kornyezeti P. aeruginosa torzs
szekvenciatipusa koziil 9 egyezett a pubmlst adatbazisaban szerepld, cisztas fibrozisban szenvedd
betegbdl szarmaz6 izolatum ST szdméaval, mely jelzi, hogy a cisztas fibrozisban kozremiik6do
torzseknek a kdrnyezet is rezervoarja lehet. A hazai korhazakbol jelentett, klinikai jelentdségii
szekvencia tipusok azonban a kornyezetben nem keriiltek kimutatdsra. A PFGE vizsgalatok
alapjan kapott eredményeket 0sszevetve a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont adatbazisaval,
megallapitottam, hogy 5 esetben igen szoros kapcsolat feltételezhetd a kornyezeti torzsek és az
orszag kiilonb6zd pontjairdl izolalt korhazi térzsek kozott, igy a kisebb szamu (n=14) MLST
adatok kibdvitésével tovabbi, akar klonalis egyezéseket talalhatunk a korhazi és kérnyezeti torzsek
viszonyaban.

Munkém soran kitértem annak megitélésére, hogy létezik-e jelenleg az altalam vizsgalt
paraméterek kozott olyan tulajdonsag, mely alapjan egy kornyezeti izoldtum kornyezeti és human-
egeészségligyl biztonsaga/kockazata megitélhetd. Statisztikai elemzéssel kiegészitett értékeléssel
megallapitottam, hogy egy-egy tulajdonsag, vagy virulencia gén vizsgalata alapjan nem lehet
kornyezet- vagy humdénegészségiigyi szempontbdl egyértelmlien megitélni egy adott,
kornyezetben talalhatd baktériumtorzsnek vald Kkitettség kockazatait. Mint vizsgalataim is
igazoljak, az egyes tulajdonsagok ¢és azok kombinacidja véletlenszerlien jelenhet meg éppugy a

kornyezeti, mint a klinikai torzseknél, megjelenésiik €és/vagy hidnyuk pedig nem hozhatd
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egyértelmii Osszefliggésbe a fenotipusosan megjelend tulajdonsagokkal. A mobilis genetikai
folyamatok révén a kornyezeti izoldtumok tényleges humén-egészségiigyi kockdzata is
folyamatosan modosulhat. A filogenetikai vizsgalatok eredményei egyértelmiien ravilagitanak
arra, hogy a kornyezeti és a korhazi torzsek kozt adott esetben igen szoros rokonsagi kapcsolatok
allhatnak fenn, mely alapjan a kornyezeti izolatumok biztonsaganak megitélése nem szabad, hogy

eltérjen a klinikai viszonyok k6zott azonositott torzsekétol.
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7. ENGLISH SUMMARY

The aim of my research was to investigate and evaluate environmental safety issues of the
environmental strains belonging to the genus Acinetobacter and Pseudomonas aeruginosa species
that are ubiquitous, cause nosocomial infections and have antibiotic-resistant strains in clinical
environment. Various information is available in the scientific literature on clinical strains,
however, studies on environmental isolates are very limited. Comparative examinations between
clinical and environmental strains rarely occur. Based on the current working hypothesis,
environmental and clinical strains are remarkedly different regarding their multidrug resistance
and virulence traits. The main aim of my work was to examine this hypothesis and to determine
the actual differences between environmental or human health risk concerns of environmental and
clinical isolates.

During the experimental period, surface, subsurface water, and soil samples were collected. 51
Acinetobacter and 73 Pseudomonas aeruginosa strains were isolated. Using this strain collection,
antibiotic resistance, haemolytic activity, and biofilm forming ability examinations were
performed. Isolates belonging to clinically important Acinetobacter baumannii species and some
of the chosen P. aeruginosa strains were phylogenetically investigated with Multilocus Sequence
Typing method. To reach my goals | wanted to make further examinations, so | created a 46-
member group of P. aeruginosa from previously and newly isolated environmental (n=44) and
clinical (n=2) strains. With these strains, the biofilm forming ability test was performed in
microtiter plates along with  confocal laser scanning microscope imaging, different virulence
genes were detected by PCR, and virulence investigations were performed in Galleria mellonella
infection model. Isolates were classified in serotypes, and a comprehensive motility assay was
performed in fluids, semi-solid and solid surfaces. Multilocus Sequence Typing and Pulsed-field
Gel Electrophoresis were used to determine the phylogenetic relationships between environmental
and clinical strains.

The obtained results confirmed that environmental strains can possess antibiotic multidrug-
resistance such as their clinical counterparts — multidrug-resistant feature was firstly reported about
a haemolytic (presumably virulent) strain of species Acinetobacter beijerinckii. Based on these
findings a species of the genus Acinetobacter associated with minimal human health concern can
possess an environmental safety issue.

A significant number of different virulence factors were detected among environmental P.
aeruginosa strains, sometimes in a higher proportion than the case of isolates from clinical
environment. These virulence traits are not necessarily associated with a direct human health risk

however, they represent the spread of these properties in the ecological environment, too. 6
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virulence genes (exoS, exoU, lasB, algD, aprA, plcH) were checked in 46 P. aeruginosa isolates,
of which 71% possessed exoS and 24% exoU and the other 4 genes were detected in 87-100%. In
some cases, these proportions mean higher frequencies than rates reported in clinical settings. The
virulence investigations on environmental P. aeruginosa revealed that 65% of the examined strains
were virulent and further 13% were middle virulent in Galleria mellonella test, which confirmed
that virulence of environmental strains manifests phenotypically and is not limited to the
possession of the relevant genes. Our environmental strains belonged to 10 different serotypes, of
which 4 has clinical importance with a detection rate as follows: O1: 15%, O6: 31%, O10: 11%,
O11: 4%. Further isolates were serotyped as O3, 04, O7, 08, 09, and ONT (not typable). Our
results confirmed that O1 serotype was the most virulent among environmental strains just like
among clinical ones. Avirulent, i.e. safe serotype was not clearly detected.

Based on results of MLST, 9 out of 14 environmental isolates matched STs originated from
cystic fibrosis patients, which means that infections of patients with cystic fibrosis are theoretically
related to environmental reservoirs. At the same time, STs reported from Hungarian hospitals with
clinical relevance were not detected among environmental strains. In the PFGE examination we
revealed that based on the database of the National Center for Epidemiology 5 environmental
strains of P. aeruginosa have a close phylogenetic relationship with nosocomial strains isolated
from Hungarian hospitals of different locations. It is assumed that with the extension of the current
environmental MLST database (n=14), even clonal matches can be found among clinical and
environmental isolates.

During my experiment, | evaluated the human and environmental health concerns of
environmental strains based on the correlation of their examined parameters. The evaluation was
supplemented with statistical analysis and led to the conclusion that, based on the presence or
absence of a virulence gene, we cannot evaluate any environmental Pseudomonas aeruginosa
strain as safe. As our results revealed, different properties such as biofilm forming ability, motility,
virulence, antibiotic resistance and their combinations can appear randomly among the
environmental and clinical isolates. The presence or absence of the examined properties cannot be
clearly connected with phenotipically manifested features. Furthermore, mobile genetic elements
may allow quick adaption among environmental strains, and the real human health concerns of
environmental strains may change continuously. The phylogenetic examinations shed light on the
potential relationships between environmental and clinical strains, which means the judgement of

environmental and clinical strains should be evaluated on the same way.
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DIRECTIVE 2000/54/ec of the European Parliament and of the Council of 18 September 2000 on
the protection of workers from risks related to exposure to biological agents at work.
Official Journal of the European Communities, L 262/21, 17.10.2000

MSZ 21464: 1998. Mintavétel felszin alatti vizekbol

MSZ 5667-4:1995. Mintavétel a természetes ¢és mesterséges tavakbol
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2. SZ.MELLEKLET: Az antibiotikum rezisztencia fenotipusos vizsgalatahoz kivalasztott hatéanyagok
listaja, a nemzetkozi ajanlasok szerint
Acinetobacter baumannii

EARS-NET/ SAJAT
EUCAST* ECDC NCCLS MAGIORAKOS* VIZSGALATOK

CEFALOSPORINOK
cefepim X X X
ceftazidim X X X
cefotaxim X X X
ceftriaxon X X X
KARBAPENEMEK
doripenem X X X
imipenem X X X X X
meropenem X X X X X
PENICILLINEK
ampicillin-szulbaktam X X X
mezlocillin X
piperacillin X X
piperacillin-tazobaktam X X X
tikarcillin X
tikarcillin-klavulansav X X
AMINOGLIKOZIDOK
amikacin X X X X X
gentamicin X X X X X
netilmicin X X X X
tobramicin X X X X X
FLUOROKINOLONOK
ciprofloxacin X X X X X
gatifloxacin X
levofloxacin X X X X X
POLIMIXINEK
kolisztin X X X
polimixin B X
TETRACIKLINEK
tetraciklin X X
doxiciklin X X
minociklin X X X
tigeciklin*** X
EGYEB
trimethoprim- % % X X X
szulfamethoxazol

EARS-NET- European Antimicrobial Resistance Surveillance Network

*EUCAST, 2017

ECDC — European Centre for Disease Prevention and Control

NCCLS/CLSI — National Committee for Clinical Laboratory Standards/ Clinical and Laboratory Standards Institute
*MAGIORAKOS ET AL., 2011

***K ARAGEORGOPOULOS ET AL., 2008
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Pseudomonas aeruginosa

EARS-NET/ SAJAT
EUCAST* ECDC NCCLS MAGIORAKOS** NNK VIZSGALAT

CEFALOSPORINOK
cefepim X X X X X X
ceftazidim X X X X X X
ceftazidim-
avibaktam
ceftolozan- X
tazobaktam
cefoperazone-szulb. X X
KARBAPENEMEK
doripenem X X X
imipenem X X X X X X
meropenem X X X X X X
PENICILLINEK
piperacillin X X
plperacn!m— X X % %
tazobaktam
tikarcillin X X
tikarcillin-
klavulansav X X X
mezlocillin X
AMINOGLIKOZIDOK
amikacin X X X X X X
gentamicin X X X X X X
netilmicin X X X X
tobramicin X X X X X X
FLUOROKINOLONOK
ciprofloxacin X X X X X X
levofloxacin X X X X
Iomeflo.xacm vagy X X
ofloxacin
norfloxacin X
MONOBAKTAMOK
aztreonam X X X X
POLIMIXINEK
kolisztin X X X X
polimixin B X
EGYEB
foszfomicin X

EARS-NET — European Antimicrobial Resistance Surveillance Network

*EUCAST, 2017

ECDC - European Centre for Disease Prevention and Control

NCCLS/CLSI — National Committee for Clinical Laboratory Standards/ Clinical and Laboratory Standards Institute
*MAGIORAKOS ET AL., 2011

NNK — Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont, Magyarorszag
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A doktori dolgozat sordn vizsgalatba vont antibiotikum hatdéanyagok csoportositasa
hat6anyagcsoportok szerint

Antibiotikumok csoportositisa

Hatéanyagcsoport Hatéanyag

cefoperazone/szulbaktim

cefotaxim
Cefalosporinok ceftazidim

ceftriaxon

Béta- cefepim
laktamok

imipenem

Karbapenemek
meropenem

piperacillin
Penicillinek piperacillin/tazobaktam
ampicillin/szulbaktam

gentamicin

) o tobramicin
Aminoglikozidok

amikacin

netilmicin

ciprofloxacin
Fluorokinolonok levofloxacin

ofloxacin
Polimixinek kolisztin

minociklin

Tetraciklinek ——
tigeciklin

trimethoprim/

Egyéb szulfamethoxazol
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3. SZ.MELLEKLET: A Kutatas soran, az Acinetobacter nemzetséghez tartozé fajok izolalasanak
céljabol vett és feldolgozott kornyezeti mintak, illetve a mintakbdl szarmazo Acinetobacter torzsek

Mintavételi helyszin Mintavétel ideje Minta jellege Mintak szima I1zolalt Acinetobacter torzsek
Tiszaujvaros 2008.11.19 felszin alatti viz 2 TN6
Tiszaujvaros 2009.03.04 felszin alatti viz 3 T3N6
Zalaegerszeg 2009.05.28 felszin alatti viz 4 ZAN3, Z4SZ72

Pétflirdé 2010.04.30 foldtani kozeg 3 PT2/2, PT3/6
Pétflirdé 2010.05.03 foldtani kozeg 3 PT3/9
Kunhegyes 2010.11.15 felszin alatti viz 4
Siklos 2010.11.02 felszin alatti viz 3
Siklos 2010.11.30 felszin alatti viz 3
Szigetszentmiklos 2011.02.07 felszini viz 3
Siklos 2011.02.08 felszin alatti viz 3
Balassagyarmat 2011.02.22 felszin alatti viz 3
Miskolc 2011.03.08 felszin alatti viz 4
Kunhegyes 2011.03.28 felszin alatti viz 4
Siklos 2011.03.29 felszin alatti viz 3
Siklos 2011.04.12 felszin alatti viz 3
Varsad 2011.04.25 felszini viz 3
Polgar 2011.04.28 felszin alatti viz 7
Zalaegerszeg 2011.05.03 felszin alatti viz 6
Miskolc 2011.06.07 felszin alatti viz 3
Siklos 2011.06.21 felszin alatti viz 3 Sk-V/3
Vac 2011.06.22 felszin alatti viz 7 1/2, 5/06/4
Siklos 2011.06.27 felszin alatti viz 3
Polgar 2011.07.05 felszin alatti viz 4 PM5, PM7, PM13
Siklos 2011.07.12 felszin alatti viz 3
Békéscsaba 2011.07.26 felszin alatti viz 5
Hégyész 2011.08.01 felszini viz 1 HT-4/1, HT-4/3
Varsad 2011.08.05 felszini viz 3 11 HT-3/1
Hogyész 2011.08.05 felszini viz 1 11 HT-4/2
Monor 2011.08.02 felszini viz 2
Polgar 2011.08.09 felszin alatti viz 4 PM7/3, PM15/3
Oroshéza 2011.08.24 felszin alatti viz 6
Dunavarsany 2011.09.20 felszin alatti viz 6 DM-5/1
Vac 2011.09.20 felszin alatti viz 8
Polgar 2011.09.27 felszin alatti viz 4
Miskolc 2011.09.27 felszin alatti viz 3
Siklos 2011.10.04 felszin alatti viz 3
Bugyi 2011.10.04 felszin alatti viz 4 BUT-8/1
Baracska 2011.10.18 foldtani kozeg 3
Polgar 2011.10.25 felszin alatti viz 4
Miskolc 2011.10.25 felszin alatti viz 3
Siklos 2011.11.02 felszin alatti viz 2
Kunhegyes 2011.11.15 felszin alatti viz 4
Debrecen 2011.11.15 felszin alatti viz 2
Bugyi 2011.11.22 felszin alatti viz 4
Balassagyarmat 2011.11.29 felszin alatti viz 2
Siklos 2011.12.06 felszin alatti viz 2
Bugyi 2011.12.13 felszin alatti viz 4
Miskolc 2012.01.17 felszin alatti viz 3
Bugyi 2012.01.24 felszin alatti viz 4
Siklos 2012.01.21 felszin alatti viz 2
Kunhegyes 2012.02.07 felszin alatti viz 4
Siklos 2012.02.20 felszin alatti viz 2 ST-2
Bugyi 2012.02.28 felszin alatti viz 4
Babolna 2012.03.01 felszin alatti viz 2
Balassagyarmat 2012.03.06 felszin alatti viz 3
Siklos 2012.03.19 felszin alatti viz 2
Bugyi 2012.03.27 felszin alatti viz 4
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Mintavételi helyszin Mintavétel ideje Minta jellege Mintak szama Izolalt Acinetobacter torzsek
Bugyi 2012.04.10 felszin alatti viz 4
Zalaegerszeg 2012.04.17 felszin alatti viz 6
Siklos 2012.04.24 felszin alatti viz 2
Miskolc 2012.05.15 felszin alatti viz 3
Polgar 2012.05.15 felszin alatti viz 5
Siklos 2012.05.29 felszin alatti viz 2 Sk-V
Vac 2012.06.12 felszin alatti viz 9 5/06, 22, 24, 42
Siklos 2012.06.26 felszin alatti viz 2
Miskolc 2012.07.20 felszin alatti viz 3
Siklos 2012.07.24 felszin alatti viz 2
Bugyi 2012.08.13 felszin alatti viz 4
Siklos 2012.08.21 felszin alatti viz 2
Békéscsaba 2012.09.07 felszin alatti viz 5
Baracska 2012.09.11 foldtani kozeg 6
Baracska 2012.09.11 felszin alatti viz 6
Siklos 2012.09.18 felszin alatti viz 2 J3,J6
Siklos 2012.10.10 felszin alatti viz 2
Ebes 2012.10.16 felszin alatti viz 4
Vac 2012.10.24 felszin alatti viz 9
Siklos 2012.11.06 felszin alatti viz 2 J5,J7
Fiizesabony 2012.11.13 felszin alatti viz 4 J4
Miskolc 2012.11.26 felszin alatti viz 3
Polgar 2012.11.26 felszin alatti viz 5
Baja 2012.11.27 felszin alatti viz 9
Bugyi 2013.02.04 felszin alatti viz 4
Miskolc 2013.04.12 felszin alatti viz 7
Marcali 2013.05.15 felszin alatti viz 2 J2
Varsad 2013.06.27 felszini viz 4 6/1, 6/2
Kolesd 2013.06.27 felszini viz 1 Sv/i
Baja 2013.07.01 felszin alatti viz 13
Miskolc 2013.07.02 felszin alatti viz 7
Siklos 2013.07.09 felszin alatti viz 2
Marcali 2013.07.16 felszin alatti viz 2
Dunavarsany 2013.08.06 felszin alatti viz 4
Bugyi 2013.08.13 felszin alatti viz 4
Siklos 2013.08.27 felszin alatti viz 2
Sarmellék 2013.09.03 felszin alatti viz 4
Békéscsaba 2013.09.10 felszin alatti viz 5
Miskolc 2013.09.17 felszin alatti viz 7
Siklos 2013.09.24 felszin alatti viz 2
Siklos 2013.10.31 felszin alatti viz 2 ST-2/1
Marcali 2013.11.05 felszin alatti viz 2 MT-6, FK-3/0, FK-3/1
Hatvan 2013.11.15 szennyviz 3
Jaszberény 2013.11.15 szennyviz 3 JBBV
Beled 2014.01.21 felszin alatti viz 2 BLT-11
Varsad 2015.01.30 felszini viz 4
o1l 20160414 Tk SrEapR, 5 R kenet, R10M0
Godolls 2016.04.21 retek’;jfffrepa’ 5
Balatonszepezd 2017.03.19 felszini viz 1 B136
Varsad 2017.03.23 felszini viz 3 HF13, HF35
Hajduaszoboszlo 2017.04.05 felszini viz 2 HF67
. halfekély
Marcali 2017.05.08 (ponty) 3 MF4
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Vizsgalt magyarorszagi mintak

Mintak szama,
melyekbél kimutattam
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Izolalt Acinetobacter torzsek

szama Acinetobacter torzset szama
Osszesen 403 41 49
felszin alatti viz 341 27 31
felszini viz 28 8 11
foldtani kozeg 15 3 3
egyéb 19 3 4
Unikalis helyrél szarmazé mintak
Mintavételi helyszin Mintavétel ideje Minta jellege Mintik szama Izolalt Acinetobacter torzsek
Arusha, Tanzania 2014.01.28 foldtani kozeg 4 TZCO3
Selous, Tanzania 2014.02.01 foldtani kozeg 4 TZSO1
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A kutatas soran izolalt, identifikalt, valamint vizsgalatba vont (antibiotikum rezisztencia, hemolitikus,
aktivitas, biofilm képz6 képesség) Acinetobacter nemzetséghez tartozo torzsek izolalasi és azonositasi adatai

%-0s
hasonlésag a
legkozelebbi
Torzs . Risk  Mintavétel . . L rokon faj
jele Faj group®  idépontja Mintavétel helye Minta jellege tipustorzs 165
rDNS
szekvenciajaval
(bp)
1 Sk-Vi3 A. baumannii 2 2011.06.21 Siklos felszin alatti viz ~ 99,62% (1321)
2 HT-41 A. baumannii 2 2011.08.01 Hégyész felszini viz 100% (596)
3 HT-4/3 A. baumannii 2 2011.08.01 Hégyész felszini viz 99,66% (595)
- 0,
4 ”37; A. baumannii 2 2011.08.05 Varsad felszini viz 99,68% (630)
5 JBBV A. baumannii 2 2013.11.15 Jaszberény felszini viz 99,38% (604)
6 TzZSO1 A. baumannii 2 2014.02.01  Selous, Tanzénia  foldtani kézeg ~ 98,59% (659)
7 PM15/3 A. pittii 2 2011.08.09 Polgér felszin alatti viz ~ 99,85% (1368)
8 BUT-8/1 A. pittii 2 2011.10.04 Bugyi felszin alatti viz ~ 99,72% (652)
9 2 A. pittii 2 2013.05.15 Marcali felszin alatti viz ~ 99:73% (751)
10 TzCO3 A. pittii 2 20140128 Arusha, Tanzénia  foldtani kozeg ~ 100% (659)
11 TN6 A. calcoaceticus 2 2008.11.19 Tiszatijvaros felszin alatti viz ~ 98,63% (660)
2 12 5 A calcoaceticus 2 2011.06.22 Vic felszin alatti viz ~ 99,7% (1321)
13 5/06/4 & A calcoaceticus 2 2011.06.22 Vic felszin alatti viz ~ 99,62% (1326)
o
14 PM5 = A. calcoaceticus 2 2011.07.05 Polgér felszin alatti viz ~ 100% (1314)
c
15 PM7 é A. calcoaceticus 2 2011.07.05 Polgar felszin alatti viz ~ 99,85% (1321)
16 PM13 g A. calcoaceticus 2 2011.07.05 Polgér felszin alatti viz ~ 99,7% (1323)
17 PM7/3 & A calcoaceticus 2 2011.08.09 Polgar felszin alatti viz ~ 100% (1377)
Q . 2 , ., 100% 4
18 DM-5/1 & A. calcoaceticus 2011.09.20 Dunavarsény felszin alatti viz 00% (664)
o
19 skv § A calcoaceticus 2 20120529 Siklos felszin alatti viz ~ 99,84% (623)
20 506 8 A. calcoaceticus 2 2012.06.12 Vic felszin alatti viz ~ 99,85% (647)
21 22 % A. calcoaceticus 2 2012.06.12 Vic felszin alatti viz ~ 100% (623)
22 24 S A. calcoaceticus 2 2012.06.12 Vic felszin alatti viz ~ 100% (678)
(3]
23 42 s A. calcoaceticus 2 2012.06.12 Vic felszin alatti viz ~ 99,69% (650)
<C
24 J5 A. calcoaceticus 2 2012.11.06 Siklos felszin alatti viz ~ 100% (642)
25 37 A. calcoaceticus 2 2012.11.06 Siklos felszin alatti viz ~ 100% (717)
26 4 A. calcoaceticus 2 20121113 Fiizesabony felszin alatti viz 99,18 (732)
27 ST-2/1 A. calcoaceticus 2 2013.10.31 Siklos felszin alatti viz ~ 99,91% (621)
28 FK-3/0 A. calcoaceticus 2 2013.11.05 Marcali felszin alatti viz ~ 100% (632)
29 BLT-11 A. calcoaceticus 2 2014.01.21 Beled felszin alatti viz ~ 100% (569)
30 SVl A. calcoaceticus 2 2013.06.27 Kolesd felszini viz 100% (666)
31 PT2R2 A. calcoaceticus 2 2010.04.30 Pétfiirdd foldtani kézeg ~ 100% (451)
32 PT3/6 A. calcoaceticus 2 2010.04.30 Pétfiirdd foldtani kozeg ~ 99,38% (482)
33 PT3/9 A. calcoaceticus 2 2010.05.03 Pétfiirdd foldtani kdzeg ~ 99:76% (461)
34  Rkenet A. calcoaceticus 2 2016.04.14 Godol16 z6ldség 99,85% (623)
35 R 1070 A. calcoaceticus 2 2016.04.14 Godolls z6ldség 100% (636)
36  T3N6 A. beijerinckii 2 2009.03.04 Tiszatjvéaros felszin alatti viz ~ 99,69% (651)
37  Z4N3 A. beijerinckii 2 2009.05.28 Zalaegerszeg felszin alatti viz ~ 99,43% (666)
38  HF67 A. bohemicus 1 2017.04.05  Hajduszoboszld felszini viz 99,85% (617)
39  MF4 A. bohemicus 1 2017.05.08 Marcali halfekély 99,74% (407)
8 TRBA

122



10.14751/SZIE.2019.039

%-0s
hasoPléség z}
Tji;:s Faj g|r?c: zlgg l\i/(lii('ligzrj;zl Mintavétel helye Minta jellege rlg %:E:{I{l{gls
szekvencidjaval
(bp)
40 6/2 A. gyllenbergii 2 2013.06.27 Varsad felszini viz 99,47% (711)
41 74572 A. johnsonii 2 2009.05.28 Zalaegerszeg felszin alatti viz ~ 98,64% (665)
42 ST-2 A. johnsonii 2 2012.02.20 Siklos felszin alatti viz ~ 98,36% (611)
43 J6 A. johnsonii 2 2012.09.18 Siklés felszin alatti viz ~ 98,82% (768)
44 MT-6 A. johnsonii 2 2013.11.05 Marcali felszin alatti viz ~ 99,72% (616)
45  FK-311 A. johnsonii 2 2013.11.05 Marcali felszin alatti viz ~ 99,53% (620)
46 61 A. johnsonii 2 2013.06.27 Varsad felszini viz 97,91% (526)
47  HF13 A. lwoffii 2 2017.03.23 Varsad felszini viz 97,93% (516)
48 J3 A. radioresistens 1 2012.09.18 Siklos felszin alatti viz ~ 99,74% (769)
49  B136 A. radioresistens 1 20170319  Balatonszepezd felszini viz 99,8% (487)
50 HF35 A. seifertii 2 2017.03.23 Varsad felszini viz 98,63% (485)
51 1l HT-4/2 A. soli 2 2011.08.05 Hégyész felszini viz 100% (609)
°TRBA
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4.8Z. MELLEKLET: Az Acinetobacter torzsek antibiotikum rezisztencia, hemolitikus aktivits és biofilm képzé képesség vizsgilatinak eredményei
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Torzs izolalasi mintajanak jellege

MIC teszt (ug/mL)

Béta-laktam

Torzs jele Faj
1 Sk-v/3 A. baumannii FAV
2 HT-4/1 A. baumannii FV
3 HT-4/3 A. baumannii FV
4 I HT-3/1 A. baumannii FV
5 JBBV A. baumannii FV
6 TZSO1 A. baumannii FK
7 ATCC 19606 A. baumannii seb
8 PM 15/3 A. pittii FAV
9 BUT-8/1 A. pittii FAV
10 J2 A. pittii FAV
11 TzZCO3 A. pittii FK
12 TN6 A. calcoaceticus  FAV
13 1/2 A. calcoaceticus ~ FAV
14 5/06/4 A. calcoaceticus ~ FAV
15 PM 5 A. calcoaceticus ~ FAV
16 PM 7 A. calcoaceticus ~ FAV
17 PM 13 A. calcoaceticus  FAV
18 PM 7/3 A. calcoaceticus ~ FAV
19 DM-5/1 A. calcoaceticus  FAV

£
x
T
=
[e]
[
9]
o

CTX CAZ CRO FEP

Cefalosporin

ceftazidim

ceftriaxon

cefepim

Karbapenem

Imipenem
meropenem

IMi MRP

piperacillin

PIP

Penicillin

piperacillin/tazob.

TZP

ampicillin/szulbaktdm

AMS

Aminoglikozid

gentamicin
tobramicin

CN TOB

124

amikacin

AK

netilmicin

NET

Fluorokinolon

ciprofloxacin
levofloxacin

Cl LEV

Polimixin

kolisztin

cs

Tetraciklin
£ £
= e~
5 ~
o Q
£ &
IS =
MN TGC

Egyéb

trimethoprim/sulfamet.

S

x

T

Biofilm képzé
képesség
=
<
o
o)
0
N
©
£
[T}
T
< = ey <
< ] o~ [
[V} < ~ ()}
P s T o
P s s s
+++ +H+
++ ++ o+
++ + o+t
++ ot
++ e
P s T s
P s s s
++ o+
+++ ot
n.d. nd. n.d.
n.d. nd. n.d.
n.d. nd. n.d.
n.d. nd. n.d.
n.d. n.d. n.d.
B S 1
nd. nd. nd. nd.
0 0 0 +
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MIC teszt (ug/mL)

Béta-laktam

[

-1

9

3

-

©

c

\@©

Torzs jele Faj E

‘G

©

ij

e

9

6

[~
20 Sk-V A. calcoaceticus  FAV
21 5/06 A. calcoaceticus  FAV
22 22 A. calcoaceticus  FAV
23 24 A. calcoaceticus  FAV
24 42 A. calcoaceticus  FAV
25 J5 A. calcoaceticus  FAV
26 17 A. calcoaceticus  FAV
27 Ja A. calcoaceticus  FAV
28 ST-2/1 A. calcoaceticus  FAV
29 FK-3/0 A. calcoaceticus  FAV
30 BLT-11 A. calcoaceticus  FAV
31 SsV/1 A. calcoaceticus ~ FV
32 PT 2/2 A. calcoaceticus FK
33 PT3/6 A. calcoaceticus FK
34 PT 3/9 A. calcoaceticus FK

35 R kenet A. calcoaceticus z

36 R 1070 A. calcoaceticus z
37 T3N6 A. beijerinckii FAV
38 Z4N3 A. beijerinckii FAV

£
x
T
=
[e]
[
9]
o

CTX

Cefalosporin

ceftazidim

CAZ

ceftriaxon

CRO

Karbapenem
1S

o
21 &8 @
o £ E
= 1S
FEP IMI MRP

Penicillin

o
[e]
£ T
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© =
E =
E=3 3
a @
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o

PIP TZP

ampicillin/szulbaktdm

>
<
@

gentamicin

CN
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Aminoglikozid

5 £
= o
§ £
s S
o ©
8
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MIC teszt (pug/mL)
Béta-laktam 5 Biofilm képz6
go Aminoglikozid Fluorokinolon E Tetracikline Egyéb képesség
9 Cefalosporin Karbapenem Penicillin &
<
e =
il ; <
2 . g |2
Torzs jele Faj € < i § | 3
— € N © £ c = °
2|l £ 5 e|§ ¢|£ & £|1§5 § g s|% sl £ |2|¢8
=| 5 % & 5| 8§ g | 8 £ B £ E & E | 2 s [ 3] 3 2 £ |2
Q k] © = o o o [} S = < < E = 5 = 5 = Q s < < < <
w8 § % 8| §|[& &8 £|%§ 8 § ‘T lE ogl|elE 2|¢8 58 R g
4 o o o = I S o S ) I~ < 2 Q E = E=
6 =3 s © D
[ o € £
© =
CTX CAZ CRO FEP IMI MRP PIP TZP AMS CN TOB AK NET Cl LEV cs MN TGC SXT
39 HF67 A. bohemicus FV 0
40 MF4 A. bohemicus H 0
41 6/2 A. gyllenbergii FV +
42 24522 A. johnsonii FAV nd. nd. nd. nd.
43 ST-2 A. johnsonii FAV O+ o+
44 J6 A. johnsonii FAV + 0 0 +
45 MT-6 A. johnsonii FAV 0 0 0 0
46 FK-3/1 A. johnsonii FAV 0 0 0 0
47 6/1 A. johnsonii FV + 0 + 0
48 HF13 A. Iwoffii FV 0 0 0 0
49 3 A. radioresistens  FAV + 0 0 +
50 B136 A. radioresistens  FV + 0 0 0
51 HF35 A. seifertii FV + 0 0 0
52 Il HT-4/2 A. soli FV o+
Jelmagyarazat
Minta jellege Antibiotikum rezisztencia kategéria besorolasa Hemolizis Biofilm képz8 képesség
FAV —felszin alatti viz, FV — felszini viz, FK — érzékeny +/- kétséges hemolizis 0 nincs biofilm képzd képesség
.. - .. , ” — + gyenge hemolizis + gyenge biofilm képzé képesség
foldtani kozeg, Z — z6ldség, H — hal atmeneti rezisztens ++ hemolizis ++ kbzepes biofilm képz6 képesség
rezisztens - intenziv hemolizis - erds biofilm képzd képesség
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5.SZ. MELLEKLET: Az Acinetobacter baumannii és A. pittii torzsek MLST vizsgalatinak és a hemolitikus aktivitas, biofilm képzé képesség és antibiotikum rezisztencia eredményei; * U) ST

MLST virulencia faktorok Antibiotikum rezisztencia
MIC teszt
c
Izolat k ¢
. . 8y e Biofilm képz6 3 £ £ ¢ 2 S g
Allélikus profil az ST ™~ \ . c I S £ 2 o =
. ., ™ képesség g 5] o = = < X
= szammal = ] o 3 (] o0 =z S
wn ~ 2 © - = o o o
= pubmistorg B 2 £ Q £ S k3]
' T?r)zs Faj Izolatlum 2 § S 3 g 2 =
jelolése forrasa s > .
B k> £ ©
g % £ £
2 . Ei e £ X S| c .
. g Izolalas = B|E e|E E § g|£ ¥ = 5 § £ 5|28 S|£ £«
. = ' c 5 e | = s |2 £ 3 CHERS |l = = =
¢ £ 325§ 7 Mt 8§ g & § X|§ &2 F 5|8 ¢ B 55 L E|EIE | BB
® W 2 g £ izoldtum g N ¥~ @ Q|8 018 £ £ 9|2 5 £|2€ 5 E T|a|lo Blg BT
forrasa T s | E g g 8 8§ °| & I TS| e e ° < g:? s 3| E * =~
.a '5- O
£ £
® 5
Sk-v/3 Ao felszin g g 0 1 142 6 1180 OO L L. 4 ek 4+ + S S S S | S s S S s s S S s s s s s s
baumannii  alatti viz n.d.
A halasto,
HT-4/1 C . tisztitott 1 12 3 1 4 132 26 1863* - - ++ .+ S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
baumannii )
szennyviz
A halastd,
HT-4/3 C . tisztitott 1 33 139 1 36 61 41 1864* - B i s s = + S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
baumannii 3
szennyviz
I HT- A .. halasto 1 46 100 12 36 211 6 1821 USA;a”?,tI - ++ + ++  ++ + S S S S S S | S S S S S S S S S S S S
3/1 baumannii eredet(i
JBBV A tisftitott o 12 4 211 6 1865* - - 4+ + + 4+ + S S S S S S S S S S S S S S S S S S5 S
baumannii  szennyviz
TZS01 A .. talaj 1 12 59 48 35 200 5 1866* - - B S S S | S S S S S S S S S S S S S S S S
baumannii
ATCC A gelet 1 10 8 6 1 110 14 931 rollndim o e o+ s s 1 s I s S S 1 s s s s S s s s s
19606  baumannii vizelet
felszil
PM15/3  A. pittii al:;iz'\:,z 59 151 nd. 7 83 - 11 ; ; T Y s I S S S S S S S S S S S 5
BUT- .
ut Apitti @90 9 7 5 10 - 12 ; ; - 4+ 4 4+ 4+ - S S | S S S | S S S S S S S S S S S S
8/1 alatti viz
felszin
J2 A. pittii alatti viz 90 9 7 5 10 - 12 - - - ++ + o+ - S S | S | S | S S S S S S S S S S S S

Hemolitikus aktivitas: - nincs, +/- kétséges; Biofilm képz6 képesség: + gyenge, ++ kozepes, +++ erds; Rezisztencia gén: + pozitiv PCR; Antibiotikum rezisztencia: S-érzékeny, |-atmeneti rezisztens, R-rezisztens
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6. SZ.MELLEKLET:
A Kkutatas soran, P. aeruginosa izolalas céljabol 2010 és 2018 kozott vett és feldolgozott felszini vizmintak és az

izolalt torzsek

Mintavételi helyszin Mintavétel ideje Minta jellege Mintiak szama Izolalt P. aeruginosa torzsek
Varsad 2010.04.26 felszini viz 1 P164
Balatonszepezd 2016.10.16 felszini viz 1
Endrédi-patak 2016.11.29 felszini viz 1
Poganyvolgyi-viz 2016.11.29 felszini viz 1
Nagyberek 2016.11.29 felszini viz 1
Egerviz 2016.11.29 felszini viz 1
Lesence-patak 2016.11.29 felszini viz 1
Varsad 2017.03.23 felszini viz 2
Szeged 2017.03.30 felszini viz 2 P211
Hajduszoboszlo 2017.04.05 felszini viz 2
Maconka 2017.04.07 felszini viz 2
Irmapuszta 2017.04.12 felszini viz 2
Marcali 2017.05.08 felszini viz 3
Sz6106si-séd 2017.06.27 felszini viz 1
Egerviz (71-es ut) 2017.06.27 felszini viz 1
Tap;'ﬁﬁé}?f‘i;ﬁffﬁilfr(’s 2017.06.27 felszini viz 1 P204
Lesence-patak (71-es ut) 2017.06.27 felszini viz 1
Tapolca-patak (71-es ut) 2017.06.27 felszini viz 1
Zala folyo (Zalaegerszeg) 2017.06.27 felszini viz 1
Zalaapati (Zala folyo) 2017.06.27 felszini viz 1
Kis-Balaton 4T 2017.06.27 felszini viz 1
Keszthelyi szennyviztisztito alatt (Gyongyos- 2017.06.27 felszini viz 1
patak)
Zala foly¢ (torkolat) 2017.06.27 felszini viz 1
Nyugati-6vesatorna (Balatonkeresztar) 2017.06.27 felszini viz 1
Sari-csatorna 2017.06.27 felszini viz 1
Boronkai-patak (Marcali tarozo kifoly6 utan) 2017.06.27 felszini viz 1 P205
Balatonfenyvesi nyomoéarok 2017.06.27 felszini viz 1
Poganyvolgyi-viz (Fonyéd) 2017.06.27 felszini viz 1 P206, P207, P208
Zardavari keleti kifolyo (Balatonboglar) 2017.06.27 felszini viz 1
Jamai-patak (Balatonboglar) 2017.06.27 felszini viz 1
Irmapusztai- elfoly6 (Balatonlelle) 2017.06.27 felszini viz 1
Koéroshegyi-séd (Balatonfoldvar) 2017.06.27 felszini viz 1
Sio-csatorna (Siofok) 2017.06.27 felszini viz 1
Balatonszepezd 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - Al 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - A2 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - A3 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - A4 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - A5 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - Z1 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - Z2 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - Z3 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - Z4 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - Z5 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - SZ1 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - SZ2 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - SZ3 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - SZ4 2017.06.27 felszini viz 1
Balaton - SZ5 2017.06.27 felszini viz 1
Balatonszepezd 2017.07.23 felszini viz 1 P209, P210
Balatonszepezd 2017.09.03 felszini viz 1
Irmapuszta 2017.10.10 felszini viz 3
Szeged 2017.10.19 felszini viz 2
Maconka 2017.10.24 felszini viz 3
Marcali 2017.10.30 felszini viz 3
Hajduszoboszlo 2017.11.09 felszini viz 2
Varsad 2017.11.14 felszini viz 3
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Mintavételi helyszin Minta jellege Mintak szima 1zolalt P. aeruginosa torzsek
Sio-csatorna (Sidfok) 2018.04.10. felszini viz 1
Poganyvolgyi-viz (Fonyod) 2018.04.10. felszini viz 1
Fenyvesi-nyomoarok 2018.04.10. felszini viz 1
Nyugati-6vcsatorna 2018.04.10. felszini viz 1
Zala (torkolat) 2018.04.10. felszini viz 1
Lesence-patak (71-es ut) 2018.04.10. felszini viz 1
Tapolca-patak 2018.04.10. felszini viz 1
Balatonszepezd 2018.04.10. felszini viz 1
Akaszto 2018.05.14 felszini viz 2
Balatonszepezd 2018.07.09 felszini viz 1
Balatonszepezd 2018.08.07 felszini viz 1
Révfulop, szennyviztiszt. 2018.09.25 felszin% viz 1
Balatonszepezd felszini viz 1
Akaszto 2018.10.08 felszini viz 2
' I?zilatonszepezrd . 2018.10.30 felsm:n% v%z 1
Révfiilop, szennyviztiszt. felszini viz 1

Felszini vizmintak

szama, melyekbol Izolalt P. aeruginosa torzsek
kimutattam P. szama

aeruginosa torzset

Feldolgozott felszini vizminta

Osszesen 92 6 9
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A Kutatas soran kornyezeti mintakbél izolalt, identifikalt Pseudomonas aeruginosa torzsek izolalasi és
azonositasi adatai, melyeknél antibiotikum rezisztencia, hemolitikus aktivitas és biofilm képzé képességet

vizsgaltam
Torzs jele Faj l\i/:li(’lill:z:iitzl Mintavétel helye Minta jellege

1 P126 P. aeruginosa 2009. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
2 P143 P. aeruginosa 2010. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
3 P146 P. aeruginosa 2010. Békéscsaba CH szennyezett felszin alatti viz
4 P150 P. aeruginosa 2010. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
5 P153 P. aeruginosa 2010. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
6 P156 P. aeruginosa 2010. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
7 P157 P. aeruginosa 2010. Székesfehérvar ~ CH szennyezett felszin alatti viz
8 P160 P. aeruginosa 2010. Balassagyarmat ~ CH szennyezett felszin alatti viz
9 P165 P. aeruginosa 2011. Zalaegerszeg CH szennyezett felszin alatti viz
10 P167 P. aeruginosa 2011. Oroshaza CH szennyezett felszin alatti viz
11 P168 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
12 P169 P. aeruginosa 2011. Oroshaza CH szennyezett felszin alatti viz
13 P170 P. aeruginosa 2011. Polgar CH szennyezett felszin alatti viz
14 P171 P. aeruginosa 2011. Oroshaza CH szennyezett felszin alatti viz
15 P172 P. aeruginosa 2011. Békéscsaba CH szennyezett felszin alatti viz
16 P173 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
17 P174 P. aeruginosa 2011. Békéscsaba CH szennyezett felszin alatti viz
18 P175 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
19 P176 P. aeruginosa 2011. Miskolc CH szennyezett felszin alatti viz
20 P177 P. aeruginosa 2011. Miskolc CH szennyezett felszin alatti viz
21 P178 P. aeruginosa 2011. Miskolc CH szennyezett felszin alatti viz
22 P179 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
23 P180 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
24 P181 P. aeruginosa 2011. Bugyi CH szennyezett felszin alatti viz
25 P182 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
26 P183 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
27 P184 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
28 P185 P. aeruginosa 2011. Polgar CH szennyezett felszin alatti viz
29 P186 P. aeruginosa 2011. Székesfehérvar ~ CH szennyezett felszin alatti viz
30 pP187 P. aeruginosa 2011. Bugyi CH szennyezett felszin alatti viz
31 P188 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
32 P189 P. aeruginosa 2011. Polgar CH szennyezett felszin alatti viz
33 P190 P. aeruginosa 2011. Békéscsaba CH szennyezett felszin alatti viz
34 P164 P. aeruginosa 2010. Varsad felszini viz

35 P204 P. aeruginosa 2017. Tapolca-patak felszini viz

36 P205 P. aeruginosa 2017. Boronkai-patak felszini viz

37 P206 P. aeruginosa 2017. Pogig‘r’f;l(%l'“z felszini viz

38 P207 P. aeruginosa 2017. Pogig‘r’f;l(%l'“z felszini viz

39 P208 P. aeruginosa 2017. Pog?gﬁ;ﬁ’;'wz felszini viz

40 P209 P. aeruginosa 2017. Balatonszepezd felszini viz

41 P210 P. aeruginosa 2017. Balatonszepezd felszini viz

42 pP211 P. aeruginosa 2017. Szeged felszini viz

43 P141 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdd CH szennyezett foldtani kozeg
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Torzs jele Faj ﬁ‘;‘;zﬁ;g Mintavétel helye Minta jellege
44 P142 P. aeruginosa 2010. Pétflirdd CH szennyezett foldtani kozeg
45 P144 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdo CH szennyezett f6ldtani kdzeg
46 P145 P. aeruginosa 2010. Pétfiird6 CH szennyezett foldtani kozeg
47 P147 P. aeruginosa 2010. Pétfiird6 CH szennyezett foldtani kdzeg
48 P148 P. aeruginosa 2010. Pétfiird6 CH szennyezett foldtani kozeg
49 P149 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdo CH szennyezett f6ldtani kdzeg
50 P154 P. aeruginosa 2010. Pétfiird6 CH szennyezett foldtani kozeg
51 P155 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdo CH szennyezett f6ldtani kdzeg
52 P158 P. aeruginosa 2010. Pétfiird6 CH szennyezett foldtani kozeg
53 P159 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdo CH szennyezett f6ldtani kdzeg
54 P161 P. aeruginosa 2010. Pétfiird6 CH szennyezett foldtani kozeg
55 P162 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdo CH szennyezett f6ldtani kdzeg
56 P127 P. aeruginosa 20009. Pétfiirdd komposzt
57 P128 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6 komposzt
58 P129 P. aeruginosa 2009. Pétfiirdé komposzt
59 P130 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6é komposzt
60 P131 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6 komposzt
61 P132 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6é komposzt
62 P133 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6 komposzt
63 P134 P. aeruginosa 2009. Pétflirdé komposzt
64 P135 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6 komposzt
65 P136 P. aeruginosa 2009. Pétflirdé komposzt
66 P137 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6 komposzt
67 P138 P. aeruginosa 2009. Pétflirdé komposzt
68 P139 P. aeruginosa 2009. Pétfiird6 komposzt
69 P140 P. aeruginosa 2009. Pétftirdé komposzt
70 P151 P. aeruginosa 2010. Kecskemét komposzt
71 P152 P. aeruginosa 2010. Kecskemét komposzt
72 P163 P. aeruginosa 2010. Kecskemét komposzt
73 P166 P. aeruginosa 2011. Kecskemét komposzt

CH — szénhidrogén
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7.8Z. MELLEKLET: A P. aeruginosa torzsek antibiotikum rezisztencia, hemolitikus aktivitas és
biofilm képzo képesség vizsgalatanak eredményei

Biofilm képz6
MIC teszt (pug/mL) képessé:
i:n Béta-laktam g =
) Aminoglikozid Fluorokinolon E &
3 Cefalosporin Karbapenem | Penicillin ol e
Torzs E & 3
fele = | g 5 5
B 2 € c 2 c c < I c £ < <
gle £ |§ gl 22 5 | 8 £ |¢ I8 R 3
€|§ 3 &g 8|8 £|§8 £ §|2 |2
s 5 8| 5|28 |5 E s|% 8§ |¢
fo_" © = > o g U} = S
3 &
cps CAZ FEP | IMI  MRP [PIP TZP CN AK TOB| CIP OFX | Cs
1 P126 4+ H H 4
2 Pl143 + + + +
3 P146 o+
4 P150 +H+ o+ 0 0
5 P153 0 0 + o+t
6 P156 ++H+ o+ +
7 P157 + 0 +
8 P160 + + +
9 P165 + 0 +
10 P167 + 0 +++ A+
11 P168 o+
12 P169 +H+ o+ + 0
13 P170 & +H+
14 P171 b= ++ o+ + +
15 P172 ‘_E +++ o+ + +
16 P173 o o+ + o+t
17 P174 ﬁ o+
18 P175 § o+
19 P176 E e
20 P177 ﬁ +H o+ H o+
21 P178 5 +++ ++ 0 +
22 P179 +H o+ H o+
23 P180 o+
24 P181 + 0 0 +++
25 P182 + 0 0 +++
26 P183 ++ o
27 P184 ++ ++ o+
28 P185 + + 0
29 P186 +++ +H+
30 P187 ++ ++ o+
31 P188 +H+ o+ o+
32 P189 +H+
33 P190 +
34 Pl64 0
35 P204 ++ o+ +
36 P205 ++ o+
37 P206 E +++ o+ 0 +
38 P07 £ ++ 0
39 P08 o + 0
40 P209 +++ ++
41 P210 +++ - + o+t
42 P211 +H o+ o+
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MIC teszt (pg/mL) Blot(llén’;let;rérgelo
& Béta-laktam c| =
2 2|z
.% . Karbapene . Aminoglikozid Fluorokinolon g &
S Cefalosporin Penicillin ° K
Torzs E m & 3
jele § S '8 E
>
sl £ |5 5| 2|8 ¢ 5% = |¢ S % 8 §
:0 o S o = o Q c £ ] € ° © N
=1 & £l2 S| | £ £l & |3
g & ©C|E 2|8 g|& < | & o6 [=
% S _“g’. (U] [ o
o o
cPS CAZ FEP | IMI MRP |PIP TZP CN AK TOB CIpP OFX | CS
43 P141 0
44 P142 0 0
45 P144 o ++ 0 +
N
46 P145 2 +H+ +H + ++
47 P147 § 4+
48 pu48 3 + 0 + 0
49 P149 = +H+ o+
50 P154 %‘); + + o+
51 P155 g + o+
52 P158 ] + 0
53 P159 5 o+ A
54 P161 ++ o+ 0 0
55 P162 A A
56 P127 +++ - ++
57 P128 o+ o+ +
58 P129 ++ ++ o+
59 P130 +++ +H+ 4
60 P131 +++ +H+
61 P132 + 0+
62 P133 ++ ++ o+
63 P134 - + +H+
64 P135 g + ++ o+
65 P136 € H+ HHE
66 P137 = +++ +++  ++
67 P138 ++ +++ +
68 P139 +++ +H+
69 P140 +++ ++
70 P151 +H+ A
71 P152 +++ ++
72 P163 +H+ o+ + +
73 P166 +
74 KPS-3  seb ++
Jelmagyarazat

Antibiotikum rezisztencia kategoria besoroldsa

Hemolizis

Biofilm képz6 képesség

érzékeny

+/- kétséges hemolizis

atmeneti rezisztens

+ gyenge hemolizis
++ hemolizis

rezisztens

-intenziv hemolizis

0 nincs biofilm képz6 képesség
+ gyenge biofilm képzs képesség
++ kozepes biofilm képz6 képesség
- erds biofilm képzé képesség
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8.SZ. MELLEKLET A komplex vizsgalatokba vont P. aeruginosa torzsek izolalasi adatai;
félkovér betiitipus: antibiotikum rezisztenciat mutato torzsek

Torzs jele Faj I}/([li(’lil;zﬁ;zl Mintavétel helye Minta jellege
1 P1/ATCC27853 P. aeruginosa 1971. Boston, USA emberi vér
2 P2 P. aeruginosa 2002. Diosd CH szennyezett felszin alatti viz
3 P3 P. aeruginosa 2008-2009 Orbottyan, ATEV komposzttal kezelt talaj
4 P9 P. aeruginosa 2003. Diosd CH szennyezett felszin alatti viz
5 P10 P. aeruginosa 2003. Diosd CH szennyezett felszin alatti viz
6 P14 P. aeruginosa 2003. Tokol CH szennyezett talaj
7 P16 P. aeruginosa 2003. Tokol CH szennyezett talaj
8 P18 P. aeruginosa 2003. Tokol komposzttal kezelt talaj
9 P28 P. aeruginosa 2003. Polgar CH szennyezett talaj
10 P30 P. aeruginosa 2004. Szabadszallas CH szennyezett talaj
11 P32 P. aeruginosa 2004. Komadi CH szennyezett felszin alatti viz
12 P39 P. aeruginosa 2004. Algy6 CH szennyezett talaj
13 P42 P. aeruginosa 2005. Mezotar CH szennyezett talaj
14 P43 P. aeruginosa 2005. Opusztaszer CH szennyezett felszin alatti viz
15 P46 P. aeruginosa 2005. Budapest CH szennyezett felszin alatti viz
16 P53 P. aeruginosa 2006. Zalaegerszeg CH szennyezett felszin alatti viz
17 P59 P. aeruginosa 2008-2009 Godollo komposztald, csurgalékviz
18 P60 P. aeruginosa 2008-2009 Godollo komposztald, csurgalékviz
19 P62 P. aeruginosa 2006. Szarvas CH szennyezett felszin alatti viz
20 P66 P. aeruginosa 2006. Zalaegerszeg CH szennyezett felszin alatti viz
21 P69 P. aeruginosa 2007. Nagyszénas CH szennyezett felszin alatti viz
22 P71 P. aeruginosa 2007. Debrecen CH szennyezett felszin alatti viz
23 P77 P. aeruginosa 2007. Zalaegerszeg CH szennyezett felszin alatti viz
24 P78 P. aeruginosa 2007. Szarvas CH szennyezett felszin alatti viz
25 P79 P. aeruginosa 2007. Szarvas CH szennyezett felszin alatti viz
26 P80 P. aeruginosa 2007. Széazhalombatta finomitoi szennyviziszap
27 P104 P. aeruginosa 2008. Kecskemét komposzt
28 P106 P. aeruginosa 2008. Kecskemét komposzt
29 P108 P. aeruginosa 2008. Kecskemét komposzt
30 P113 P. aeruginosa 2009. Balatonfiizf6 komposzt
31 P114 P. aeruginosa 20009. Balatonfizfo komposzt
32 P119 P. aeruginosa 20009. Tiszatjvaros szennyviz
33 P124 P. aeruginosa 20009. Zalaegerszeg szennyviz
34 P125 P. aeruginosa 20009. Dunatjvaros szennyviz
35 P135 P. aeruginosa 20009. Pétfiirdd komposzt
36 P144 P. aeruginosa 2010. Pétfiirdé CH szennyezett talaj
37 P152 P. aeruginosa 2010. Kecskemét komposzt
38 P160 P. aeruginosa 2010. Balassagyarmat CH szennyezett felszin alatti viz
39 P164 P. aeruginosa 2010. Varsad halasto
40 P169 P. aeruginosa 2011. Oroshaza CH szennyezett felszin alatti viz
41 P170 P. aeruginosa 2011. Polgar CH szennyezett felszin alatti viz
42 P172 P. aeruginosa 2011. Békéscsaba CH szennyezett felszin alatti viz
43 P174 P. aeruginosa 2011. Békéscsaba CH szennyezett felszin alatti viz
44 P177 P. aeruginosa 2011. Miskolc CH szennyezett felszin alatti viz
45 P183 P. aeruginosa 2011. Siklos CH szennyezett felszin alatti viz
46 KPS-3 P. aeruginosa 2001-2007 Budapest, Hungary emberi seb
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9. SZ. MELLEKLET: A mikrotiter lemezes médszer és a konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal vizsgalt
biofilm képzés eredményei

A konfokalis lézer pasztazo

Mikrotiter lemezes mikroszkdppal készitett képek

modszer (48h)*

értékelése
Torzs jelolése Dead/Alive** Struktura***

1 P2 _ A +++ *Q nincs biofilm termelés, # gyenge biofilm
) P3 + A +/- termelés, ++ kdzepes biofilm termelés, - erds
3 P9 P A " biofilm termelés;
4 P10 + A **D-dead/ holt sejtek, A-alive/él6 sejtek;
5 P14 D -
6 P16 _ n.d n.d. ***_nincs struktdra, +/- kétséges, + gyenge
7 P18 + D - struktura, ++ kdzepesen erds struktura, +++ erds
9 P30 ++ A ++

11 P39 ++ A +

12 P42 ++ A +/-

13 P43 + D -

15 P53 0 D R

16 P59 D -

17 P60 D R

18 P62 + D -

19 P66 B -

20 P69 0 D/A -

21 P71 ar A ++

22 P77 ++ D +/-

23 P78 + D -

2 P79 T n.d. n.d.

25 P80 ++ D -

26 P104 ++ D +

27 P106 A et

28 P108 A +/-

29 P113 o A +

30 P114 + D -

32 P124 + D +++

33 P125 ++ E -

34 P135 + D -

35 P144 0 D -

36 P152 + D -

37 P160 + D ++

38 Ple4 0 D -

39 P169 ++ A +++

40 P170 ++ D/A -

41 P172 + A +-

42 P174 + D -

43 P177 + D +++

45 KPS-3 A +

46 P11 (ATCC 27853) ++ A ++
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10. SZ. MELLEKLET: A P. aeruginosa torzseken vizsgalt virulencia gének PCR termékei — gélképek

P1 2 9 1014 16 18 28 30 32 39 42 43 46 53 59 60 62 66 69 71 77 78 79 80 104 106 108

500 bp

S BN G - L R R R - - T L .
: 250 bp

P 113114119 124125 135 144 152160 164 169 170 172 174 177 183 KPS -

| 3% |
(&)
: lasB 300 bp

——

P1 2 9 1014 16 18 28 30 32 39 42 43 46 53 59 60 62 66 69 71 77 78 79 80 104 106 108

P 113 114 119124125135 144 152 160 164 169 170172 174177 183 KPS3 -

:-—--u wTewweww e e W e algD 1310 bp
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P 113 114 119124125135 144 152 160 164 169170172 174177 183 KPS3 -

aprA 140 bp

- E—.

P21 200840 14 16 18 28 30 32 39 42 43 46 5__3 59 60 62 66 69 71 77 78 79 80104106 108

- e e e - [ -—

P 113114 119124 125135144 152160 164 169 170 172 174 177 183 KPS3 -
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P2 P10 P16 P18 P59 P60 P66 P78 P79 P80 P104 P106 P108 P113 P114 P119 P124 P125 P135 P144 P152 P160 P164 P169 P170 P172 P174 P177

- + p177 P183 -
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11. SZ. MELLEKLET: A PFGE vizsgalat alapjan felallitott filogenetikai fa, illetve a vizsgalatba vont 46 P. aeruginosa torzs egyéb kisérletekben (szerotipus, motilitis,
virulencia Galleria mellonella modellen, viruelncia gének, hemolitikus aktivitas, biofilm képzé képesség mikrotiter lemezes modszerrel) mutatott eredményei

Virulencia G. mellonella

o Motilitas modellen (48h) Virulencia Bi’oﬁlzn
Térzs jele Swimming  Swarming  Twitching Mortalitis exo exo plc Hemolitikus képzés
wibs i Szerotipus () (cm?) (cm?) ) Besorolds s y las8 algd apra ", A (48h)
A P66 011+ HM M HM 95 virulens A ++ +H
P78 07 HM M M 20 virulens + - + + + + ++ +
P77 08 M M M 85 virulens nd. nd. nd. nd nd nd + ++
P106 08 HM NM M 100 virulens + - + + + + + i+
P28 o1 M M M 5 avirulens + - + + + + + ++
P2 ONT M NM M 65 kdzepesen virulens + - + + + - - +++
P164 011+ M M M 100 virulens + - + + + - +H+ 0
P9 ONT NM NM M 25 avirulens - + + + + + g ++
P10 03 M NM M 40 kdzepesen avirulens + - + + + + - +
_!: P32 o7 M NM M 55 kozepesen virulens * - + + + + ++ ++
P170 01+ HM NM M 100 virulens * - + + + - - ++
P172 06+ HM M M 100 virulens + - + + + - + +
P177 06+ HM M HM 70 kdzepesen virulens + - + + + + ++ +
P80 06+ NM M M 100 virulens + - + + + + . ++
P3 ONT HM M HM 80 virulens -+ + + + + +
P79 06+ HM M M 80 virulens - + + + + + ++ +++
P46 06 M M M 70 kozepesen virulens + - + + + + + +4++
a P59 06+ HM M M 80 virulens + - + + + + e e
r ATCC 27853* 06 nd. n.d. n.d. 85 virulens + - + + + + + -+
P71 01 M M HM 95 virulens - + + + + + ++ +
P104 04+ HM M M 100 virulens + - + + + + + ++
P16 09+ HM NM M 50 kozepesen avirulens + - + + + - +++ +++
P124 ONT HM HM M 100 virulens + - + + + + e +
P60 06 M M HM 95 virulens + - + + + + i+ 4+
P42 06 HM M HM 90 virulens + - + + + + + ++
— P114 01 HM HM HM 95 virulens 3 = + + + + Hrt +
P113 010+ HM M M 80 virulens + - + + + + + +
.{ E P169 010+ HM M M 95 virulens + - + + + + + ++
l P69 06 M M M 50 kozepesen avirulens -+ o+ + PR + 0
P14 03 HM NM M 5 avirulens - + + + + + +/- FEER
P18 03 M M M 10 avirulens - + + + + + +/- +
P144 01+ HM M HM 100 virulens - + + - - - + 0
P62 03 M M HM 100 virulens - - + + + + +
P30 03 M M M 75 kbzepesen virulens - - + + + + - ++
P152 01+ HM M M 100 virulens + - + + + + 0 +
P183 06+ M M HM 95 virulens + - + + + + it +++
P39 06 M M M 90 virulens + - + + + + i+ ++
P174 01 HM M HM 100 virulens + - + + + + et +
P53 06 M M HM 90 virulens + - + + + + + 0
— P160 06+ HM M M 100 virulens + = + + + + + +
KPS-3* 010 n.d. nd. nd. 65 kozepesen virulens - + £ + + £ + 4+
P43 ONT M M M 10 avirulens = + + + * + et +
P119 010+ HM M M 100 virulens - + + + + + + 4+
P125 010+ HM M M 100 virulens - + + - - - + ++
P135 03+ HM M HM 30 kozepesen avirulens = - + + + + et +
P108 03 HM M NM 40 kozepesen avirulens - - + + + + ++ 4+

sziirke mez6 — klinikai izolatumokkal azonos PFGE profil; félkdvér bet(itipus — rezisztens torzsek; n.d. — no data/ nincs adat; *klinikai referencia térzsek; Motilitds: NM- nem motilis, M-motilis,
HM- hipermotilis; Virulencia: + pozitiv PCR, - negativ PCR; Hemolitikus aktivitas: - nincs hemolizis, + gyenge hemolizis, ++ hemolizis, +++ intenziv hemolizis; Biofilm képz6 képesség mikrotiter
lemezes médszer: - nincs biofilm termelés, + gyenge biofilm termelés, ++ kdzepes biofilm termelés, +++ erds biofilm termelés
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12.SZ. MELLEKLET: A P. aeruginosa torzsek motilitas vizsgalatanak eredményei (n=46)

Torzs jele Motilitas
SW(I::nT; ng Swarming (cm?) Twitching (cm?)
1 P2 0,27 0,00 1,30
3 P9 0,00 0,00 1,04
4 P10 0,12 0,00 0,05
5 P14 0,00 0,85
6 P16 0,00 1,62
7 P18 0,93 1,43 0,19
8 P28 0,73 0,36 1,39
9 P30 1,00 0,66 1,59
10 P32 0,09 0,00 1,16
11 P39 1,04 5,75 0,11
13 P43 0,54 0,05 1,16
14 P46 0,81 0,24 1,04
15 P53 0,77 0,65
16 P59 _ 1,19 1,63
17 P60 0,05 0,15
18 P62 0,88 1,22
19 P66 _ 3,84
20 P69 1,08 0,05 1,44
21 P71 0,66 1,54
22 P77 1,08 2,32 1,49
23 P78 2,68 1,74
24 P79 0,54 1,60
25 P80 0,00 2,10 1,63
26 P104 2,14 1,01
27 P106 0,00 1,11
28 P108 3,63 0,00
29 P113 1,59
30 P114
31 P119
32 P124
33 P125
34 P135
35 P144
36 P152
37 P160
38 P164 0,48 0,05 1,14
39 P169 0,67 1,44
40 P170 0,00 0,74
41 P172 0,52 0,98
) P174 0,95
43 P177 1,38
44 P183 0,72 1,09
45 KPs-3 n.d. n.d. n.d.
a6 P1(ATCC27853) n.d. n.d. n.d.
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13 SZ. MELLEKLET: A P. aeruginosa térzsek Galleria mellonella tesztszervezeten végzett virulencia
vizsgalatanak eredményei (n=46)

Torzs jelolése

Virulencia
Galleria mellonella

2ah (1) 24(2) ,24h Elhullasi % Talélési % 48h (1) 48h (2) ,48h Elhullasi Tualélési % Virulencia 4sh
(atlag) 24h 24h (atlag) % 48h 48h
P2 4 2 3 30 70 6 7 6,5 65 35 kozepesen virulens
Pz [SINENINEN s [N0NNNENNENNNEN  so  [NNZ0NVirdlens
P9 2 1 1,5 15 85 3 2 2,5 25 75 avirulens
P10 1 4 2,5 25 75 3 5 4 40 60 kozepesen avirulens
P14 1 0 0,5 5 95 1 0 0,5 5 95 avirulens
P16 3 6 4,5 45 55 4 6 5 50 50 kozepesen avirulens
P18 1 1 1 10 90 1 1 1 10 90 avirulens
P28 0 1 0,5 5 95 0 1 0,5 5 95 avirulens
P30 6 9 7,5 75 25 6 9 7,5 75 25 kézepesen virulens
P32 1 3 2 20 3 8 5,5 55 45 koézepesen virulens
P42 25 90
P43 0 0 0 0 10 90 avirulens
P46 5 9 7 70 70 30 kozepesen virulens
P53 90 90
P59 80 80
P60 95 95
P62 100 100
P66 95 95
P69 50 50 50 kozepesen avirulens
P71 95 95
P77 85 85
P78 90
P79 80
P80 100
P104 100
P106 100
P108 40 60 kozepesen avirulens
P113 80
P114 95
P119 100
P124 100
P125 100
P135 30 70 kdzepesen avirulens
P144 100
P152 100
P160 100
P164 100
P169 95
P170 100
P172 100
P174 100
P177 70 30 kozepesen virulens
pis [N % 5 virdens
) KPS-3 3 7 5 65 35 kozepesen virulens
p1 (aTcc 27852) (RN 3 10 7 85 8 15 viens

Talélési arany
100-75%
74-50%
49-25%

Virulencia kategéria
avirulens
kozepesen avirulens
kozepesen virulens
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Editnek, akik megalapoztak a szakmahoz vald hozzaallasomat, értékes tanacsaikkal utat mutattak
¢s végig kisértek utamon az egyetemi évek alatt.

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Kriszt Baldzsnak, aki lehetOséget adott a
Kornyezetbiztonsagi ¢s Kornyezettoxikologiai Tanszéken zajlo munkaban vald részvételre.

Koszondm Kollégdimnak, a Kornyezetbiztonsagi €és Kornyezettoxikologiai Tanszék
munkatarsainak emberi és barati hozzaallasukat, hogy tamogattdk és segitették munkamat ¢€s
mindennapjaimat.

Halas vagyok Dr. Szabo Istvan docens Urnak és Szerdahelyi Gabor Soma tanszéki
mérnoknek a tanzaniai mintakbol szarmazo Acinetobacter torzsekért.

Koszonom hallgatomnak, Szabé Addmnak a kozos munkat és az egyiittmiikodés
lehetdségét a németorszagi TWINCORE Kutatdintézettel, tovabba halas vagyok Dr. Susanne
Hdussler professzor asszonynak a P. aeruginosa torzsek vizsgalataban nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom Pdszti Juditnak és Lesinszki Virdgnak, a Nemzeti Népegészségiligyi
Kozpont munkatarsainak, akik a szerologiai és a PFGE vizsgéalatokban nyujtottak segitséget.

K6sz6ndm Bardtaim tdmogatasat és batoritasat a dertisebb és nehezebb napokon egyarant.
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A munkat tdmogat6 palyazatok:
= Uj kockéazatkezelési modellrendszer fejlesztése a viz- és élelmiszerbiztonsag ndvelése
érdekében a haltermékvonalon - NVKP-16-1-2016-0023.
= A balatoni haladlloméany fenntarthatd, horgaszati céli hasznositdsdnak megalapozasa -
GINOP-2.3.2-15-2016-00004.
= Az Emberei Eréforrasok Minisztériuma altal meghirdetett Felsdoktatasi Intézményi
Kivalosagi Program (1783-3/2018/FEKUTSTRAT), Szent Istvan Egyetem vizzel

kapcsolatos kutatasok témateriileti programja.
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