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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A kornyezetbiztonsdg témakorének bioldgiai oldalrdl valdé megkozelitése
soran elsé 1épésben keriilnek megemlitésre azok a mikrobadk, melyek a
kockézatkezelés szempontjabol kiemelt jelentdségiiek. Szamos, opportunista
patogén baktérium — gyengiiltségi korokozd — része a természetes kornyezetnek,
kozremiikoddje az anyagkorforgalmi folyamatoknak, jelentds résziik kivalo
metabolikus képességekkel rendelkezik. Meghatarozé résziik elsdsorban kérhazi
kornyezetben okoz gondot nozokomidlis fertézések kialakitdsaval €s antibiotikum
rezisztenciajaval. Altalanos feltevés, hogy a kornyezeti — jo biodegradacios
képességekkel rendelkezd — torzseket kevésbé, vagy egydltalan nem tartjak
veszélyesnek kockdzatkezelés szempontjabol, mig azonos baktériumfaj koérhazi
képviseldjét igen magas egészségkockazati tényezdként jegyzik. A baktériumok
lehetséges biologiai veszélyeit szamos faktor befolyasolja. Kiilonbozd tényezdk
jatszanak szerepet a kolonizacio, infekcid létrejottében, a korokozoi viselkedés
megnyilvanulasaban vagy a bekovetkezett fertdzés kimenetelében.

Doktori munkam soran (1. sz. abra) olyan opportunista patogén baktériumok,
mint az Acinetobacter nemzetséghez tartozo fajok és a Pseudomonas aeruginosa faj
vizsgalatat tliztem ki célul, melyek ubikviter szervezetekként a kornyezetben (is)
altalanosan elterjedtek, azonban jelentds problémat okoznak kérhazi koriilmények
kozt betegségkialakito képességiikkel és antibiotikum rezisztenciajukkal:

e Az Acinetobacter nemzetséghez tartozo fajok, illetve a Pseudomonas aeruginosa
faj kornyezeti képviseldinek izoldldsa és azonositdsa, fenntartasa
torzsgylijteményben.

e Az antibiotikum rezisztencia kvantitativ megallapitasara alkalmas fenotipusos
teszt (MIC teszt), esetenként rezisztencia gén vizsgalata polimeraz lancreakcid
segitségével.

e A virulencia megnyilvanulasa/virulencia faktorok vizsgalata kiilonbozo

modszerekkel:



o hemolitikus aktivitas (véragar lemezen)

o biofilm képzd képesség (mikrotiter lemez modszer, konfokalis 1ézer
pasztazo mikroszkop)

o virulencia gének vizsgalata (polimeraz lancreakcid)
szerologiai  vizsgélatok (polivalens ¢és monovalens antiszérum
savokészlet)

o motilitas vizsgalata (,,swimming, swarming, twitching”)

o virulencia vizsgalat nagy viaszmoly (Galleria mellonella) modellen.

e Rokonsagi kapcsolatok meghatarozasa a kornyezeti torzsek kozott molekularis
bioldgiai vizsgalatokkal, illetve adott modszerhez kothetd adatbazisokban
talalhaté informéciok elemzése, kapcsolatok keresése a kornyezeti és a klinikai
izolatumok kozott:

o MLST (Multilocus Sequence Typing/Multilokusz Szekvencia Tipizalas)
o PFGE (Pulsed-filed Gel Electrophoresis/Pulzalo Eréterti

Gélelektroforézis).
| Kornyezeti monitoring 2008-2018 (felszin alatti viz, felszini viz, foldtani kézeg, komposzt) I
» h'Y
I Szelektiv és/vagy differencialé taptalajok I | Altalénos téptalajok |
¥ ¥
| Faj szinten azonositott (165 rDNS alapjan) kérnyezeti eredet(i torzsgy(ijtemény I
¥ ¥
| Acinetobacter sp. ] I Pseudomonas aeruginosa I
F7 7T T T T T T T 7 Célcsoportok kivilasztasa és vizsgdlata !
: | Antibiotikum rezisztencia | :
| MIC + MIC |
| blagy s, gén 1
1 I Virulencia I 1
] *  hemolitikus aktivitds +  hemolitikus aktivitas 1
| biofilm képzés +  biofilm képzés ]
| + virulencia gének 1
| szerotipus 1
motilitas
] + molylepke teszt !
| [ Filogenetikai kapcsolat I !
| MLST * MLST !
e A e PEGE e it it o i g I
1 ]
| Ertékelés KORNYEZETBIZTONSAGI szempontbol |

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



2. ANYAG ES MODSZER
2.1 Mintavételezés

2008-2018 kozott Acinetobacter (405 minta) és P. aeruginosa (~300 minta)
torzsek izolalasa céljabol [a vonatkozd Magyar Szabvanyoknak megfeleléen (MSZ
21464: 1998.; MSZ 5667-4:1995.; MSZ 21470-1:1998.)] kornyezeti mintakat
vételeztem felszini- és felszin alatti vizekbdl, foldtani kozegbdl, illetve egyéb,

mezdgazdasagi termeléshez kothetd forrasokbol (komposzt, zoldségek, halhus).

2.2 A kornyezeti eredetii Acinetobacter és P. aeruginosa fajok izolalasa és

azonositasa

A kornyezeti mintdk tizszeres higitdsaval dolgoztam, melybdl az
acinetobacterek esetében Acinetobacter dusito tapoldat, majd Leeds Acinetobacter
Medium segitségével lemezeket Ontottem és a tipusos (malyva szinii) telepeket
szélesztéssel tisztitottam. A P. aeruginosa esetében az MSZ 21470-77:1988 szamn,
Magyar Szabvany szerint jartam el. Az individudlis tenyészetek faj szint
a 27f és 1492r (LANE, 1991) univerzalis primerek segitségével PCR sordn
felszaporitottam, majd kapillaris  gélelektroforézissel megallapitottam a
béazissorendet és a MEGA7 program (TAMURA ET AL., 2013) segitségével értékeltem
a szekvencidkat. Az eredményt az EzTaxon adatbéazissal (YOON ET AL., 2017)
hasonlitottam 0ssze. A P. aeruginosa torzsek azonositdsa érdekében PA-SS PCR
reakciot hajtottam végre a PA-SSf és PA-SSr primerek (SPILKER ET AL., 2004)
segitségével, mely soran a 16S rDNS V2 és V8 fajspecifikus alegységeit mutattam
ki.
2.3 Antibiotikum rezisztencia vizsgalat

A torzsek antibiotikum rezisztencidjanak vizsgalatat fenotipusos modszerrel,
un. MIC teszt®-tel (Liofilchem, Olaszorszag) hajtottam végre, mely az antibiotikum
rezisztencia szamszeri (kvantitativ) értékelését teszi lehetové. A vizsgalatokat a

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) altal meghatarozott modszer



szerint végeztem (CLSI, 2017) nemzetkdzi ajanlasok szerint valasztott antibiotikum
hatdéanyagokkal.

Az Acinetobacter baumannii torzsek esetében a blaoxs-51, kromoszémalisan
kodolt, antibiotikum rezisztencidval Osszefiiggésben levd gén jelenlétét PCR

segitségével vizsgaltam (MERKIER&CENTRON, 2006).

2.4 Hemolitikus aktivitas vizsgalata
A virulencia megnyilvanulasaként szdmon tartott hemolizis vizsgalata soran

defibrinalt birkavérrel kiegészitett Columbia véragar lemezekre oltottam a vizsgalt
torzseket. A 22 oras leolvasast kovetden a hemolizis intenzitdsanak jellemzésére
otfokozatu skalat alkalmaztam: - nincs hemolizis, +/- kétséges hemolizis, + gyenge

hemolizis, ++ hemolizis, +++ intenziv hemolizis.

2.5 Biofilm képzo képesség vizsgalata
A Dbiofilm képzdé képességet 96 lyukl, mikrotiter lemezes modszerrel

vizsgaltam (STEPANOVIC ET AL., 2000; KUMARI ET AL., 2013). A foszfat pufferrel
atmosott lemezen metanollal fixaltam a sejteket, majd kristalyibolya festékkel
megfestettem Oket, végiil 33%-o0s jégecettel visszaoldottam és optikai denzitast (OD)
mértem 550 nm-en. A kontrollhoz viszonyitva 4 osztalyba soroltam a biofilm képzd
képességet: OD < OD¢! - nincs (0); OD: < OD < 2 x OD. - gyenge (+); 2 x OD. <
OD <4 x ODc - kozepes (++); 4 x ODc < OD - erds (+++).

A P. aeruginosa torzsek egy csoportjanak biofilm képzd képességét a
németorszagi TWINCORE Kutatdintézettel egyiittmiikodve SP8 system Leica
tipusti konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkop (CLSM?) segitségével is vizsgaltam,
ahol a 48 o6ras, statikus mikroplate-en nétt biofilmeket van Duuren és munkatarsai
altal leirt (2017) moédszerrel vizualizaltam, mely alapjan elkiilonithettem az €16 és
¢lettelen sejteket, valamint a strukturdlt biofilmeket a planktonikus sejtek

halmozddasatol.

' OD, érték: a negativ kontrol szorasanak haromszorosa plusz a negativ kontrol 4tlag OD értéke.
2 Confocal Laser Scanning Microscopy
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2.6 P. aeruginosa torzsekkel végzett komplex vizsgalati kor
Virulencia gének vizsgalata: Szakirodalmi ajanlasok alapjan az alabbi kivalasztott

virulencia géneket vizsgaltam P. aeruginosa torzseknél: alginat (algD), elasztaz
(lasB),  hemolitikus  foszfolipaz  (plcH), alkalikus protedz  (aprA),
exoenzimek/exotoxinok (exoS és exoU). A géneket PCR segitségével mutattam ki
(AJAYIET AL., 2003., LANOTTE ET AL., 2004; BADAMCHI ET AL., 2017).

Szerologiai vizsgalatok: A P. aeruginosa izolatumok szerologiai vizsgalatat a
Nemzeti Népegészségiligyi Kozpont - Fagtipizalasi és Molekularis Epidemioldgiai
Osztalya végezte, a Bio-Rad Magyarorszag Kft. altal forgalmazott, polivalens és
monovalens antiszérum savokészlettel, a gyartd itmutatésai szerint.

Motilitas vizsgalatok: A P. aeruginosa torzsek motilitds vizsgalatira a
németorszagi TWINCORE Kutatointézetben kertilt sor. A vizsgalatok a swimming,
swarming ¢s twitching mozgéasformakra terjedtek ki, melyekhez pozitiv kontroll a P.
aeruginosa PA14 torzs volt. A motilitds teszthez ODeoo 1,5-2,5 stirtiségii
baktériumszuszpenzidt hasznaltam, melyet 15 6rds inkubécio utan értékeltem a
motilitasi zona mérésével az Imagel] képalkotd program segitségével. A motilitas
eredményeit harom kategoriaba soroltam: nem motilis, motilis, hipermotilis.
Virulencia vizsgalat nagy viaszmoly (Galleria mellonella) modellen: A virulencia
tesztek szintén a németorszagi TWINCORE laboratoriumaiban zajlottak. A P.
aeruginosa torzsek ,,overnight” folyékony tenyészetébsl (OD600: 0,5; 10° higitas)
300 pl-t a nagy viaszmoly (Galleria mellonella) 1arvajanak fert6zéséhez hasznaltam
fel (10 hernyo/baktériumtorzs). Egy negativ kontrollt kezelés mentesen és egyet
baktériummentes foszfatoldattal, a pozitiv kontrollt a PA14 referencia torzs
tenyészetével kezelve allitottam be. A larvak életképességét 24 ¢és 48 ora elteltével
ellendriztem, a talélési rata szerint négy kategdriaba soroltam a torzseket: avirulens
(100-75%), kozepesen avirulens (74-50%), kdzepesen virulens (49-25%), virulens
(24-0%).

Filogenetikai vizsgalatok: A Multilokusz Szekvencia Tipizal6 modszerrel (MLST)
héaztartasi gének kertiiltek szekvenalasra forward és reverz primerek segitségével az

A. baumannii (BARTUAL ET AL.,2005) és egyes P. aeruginosa (CURRAN ET AL., 2004)
8



torzsek esetében. A fragmentek szekvenciait nemzetkozi adatbazissal
(www.pubmlst.org) dsszevetettem és megallapitottam az adott lokuszon® taldlhato
allél* szamat (nukleotid kiilonbségekhez lokuszonként egy, a korabbiaktol eltérd
allélszam). A hét génszakasz esetében meghatarozott allélok kombinacidja alapjan
megallapithatd az adott torzs szekvencia tipusszdma (ST), mely alapjan (az
adatbazisbol) meghatdrozhaté a kiilonb6z6 helyekrdl izolalt torzsek kozti
filogenetikai kapcsolatrendszer.

A pulzalo eréterti gélelektroforézissel (PFGE) P. aeruginosa torzsek kozti
filogenetikai kapcsolatot vizsgaltam az Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont
munkatarsainak segitségével. A DNS-restrikcidos mintak alapjan kategorizéltam a
torzseket: 95% homoldgia felett azonos tipus, 85-95% kozott szoros kapcesolat, 85%
felett, ahol a Tenover kritériumok (TENOVER ET AL., 1995) nem teljesiilnek,
lehetséges kapcsolat az izolatumok kozott, €s 85% alatt nincs kapcsolat. A 95% felett
azonos torzseket egy klonba soroljak, mig a 85% alattiakat ,,egyedi” vagy sporadikus

torzseknek nevezik.

3 Lokusz: masnéven génhely. Adott gén, vagy szekvencia kromoszomaén, vagy genetikai térképen
elfoglalt helye.

.....
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3. AZ EREDMENYEK
3.1 Az Acinetobacter torzsek izolalasanak és azonositasanak eredményei

A 2008 és 2018 kozotti iddszakban feldolgozott 403 magyarorszagi mintabol az
acinetobacterek kimutatott gyakorisdga 12,2% volt, az unikalis helyrdl (Tanzéania)
szarmazo, két talajmintabol egy-egy Acinetobacter fajt sikeriilt azonositanom (1. sz.
tablazat). Vizsgalataim soran 6sszesen 51 Acinetobacter térzset azonositottam.

1. sz. tdblazat: Az Acinetobacter fajok kimutatasi gyakorisaga

Vizsgalt Mintik szama, melyekbd6l Izolalt . .
. . . . Kimutatasi
magyarorszagi kimutattam Acinetobacter Acinetobacter akorisdg (%)
mintak szama torzset torzsek szama gy 1sag (7o
felszin alatti viz 341 27 31 9,1
felszini viz 28 8 11 39,3
foldtani kozeg 15 3 3 20
egyéb 19 3 21
Osszesen 403 41 49 12,2

A Magyarorszagrol kimutatott izolatumok faj szerinti megoszlasa a 2. sz dbran

lathato. A klinikai jelentéséggel bird A. baumannii tajhoz tartozd torzset a mintdk

~1%-aban detektaltam.

A. Iwoffii || A. bohemicus
A. gyllenbergii | 2% 4%

2% ) -".- F
A. soli ﬂj A. seifertii
2% 2%

IHHI

A. radioresistens A. calcoaceticus

A. 61(7;:”1 4% 51%
A. baumannii
A. johnsonii %
13% %"%

A. beijerinckii
4%

2.sz. abra: A magyarorszagi kornyezeti mintakbol izolalt és azonositott Acinetobacter tdrzsek szazalékos
megoszlasa fajok szerint (n=49)

10



UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3.1 fejezet eredményei alapjan):

I. tézis: Az Acinetobacter fajok magyarorszagi, kornyezeti Kkimutatasi
gyakorisaga 403 minta vizsgalata alapjan 12,2% volt. Az Acinetobacter
nemzetség képviseléi elsosorban felszini és felszin alatti viz kornyezeti
mintakban voltak kimutathatok, a leggyakrabban azonositott faj az A.
calcoaceticus volt. Az eredményeket nemzetkozi publikiacioban adtam kozre

(RADOET AL., 2019).

3.2 Az Acinetobacter torzsek antibiotikum rezisztenciajanak eredményei
Osszesen 52 (51 koérnyezeti-y ATCC 19606 tipustdrzs), Acinetobacter torzset
vontam vizsgalatba az antibiotikum rezisztencia fenotipusos meghatarozasa céljabol.

A nemzetkdzi ajanlasok szerint 19 hatéanyagot teszteltem (3. sz. abra).

'\'&OQ

60

w B (%4
o o o

db Acinetobacter sp. torzs
N
o

1

o

\ '\ \ A

mErzékeny ® Atmeneti rezisztens M Rezisztens Hn.d.

3. sz. bra: A vizsgalt hatéanyagokkal 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, CI-ciprofloxacin, LEV-levofloxacin, CS-
kolisztin, MN-minociklin, TGC-tigeciklin, SXT-trimethoprim/szulfamethoxazol; n.d.-nincs adat

Kiemelend6k a T3N6 A. beijerinckii, a 6/1 és J6 A. johnsonii, kdrnyezeti
torzsek, melyek tobb, a klinikai terapidban elso valasztasba esé (Karbapenem), vagy

alternativ kezelésre javasolt (Penicillin, Fluorokinolon, Cefalosporin, Polimixin)
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készitménnyel szemben rezisztensek/atmeneti rezisztensek voltak (4. sz. bra), igy

megfelelnek a multirezisztencia (MAGIORAKOS ET AL., 2011) kritériuméanak.

Minimalis gatlé koncnetrécié (ug/ml)

Karbape- Fluorokino- Po-
P Penicillin Aminoglikozid limi-] Tetraciklin JEgyéb

Cefalosporin
nem lon

xin
CTX CAZ CRO FEP |IMI MRP| PIP TZP AMS| CN TOB AK NET | CI  LEV | CS MN  TGC | SXT

Torzs jele

4. sz abra: A T3NG, J6 és 6/1 Acinetobacter torzsek részletes antibiotikum rezisztencia eredményei; 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, CI-ciprofloxacin, LEV-levofloxacin, CS-kolisztin, MN-minociklin, TGC-
tigeciklin, SXT-trimethoprim/szulfamethoxazol;

A Karbapenem hidrolizal6 enzim(ek) termeléséért feleldés blaoxa-si génszakasz

jelenlétét mind a 7 4. baumannii torzs esetében kimutattam.

3.3 Az Acinetobacter torzsek hemolitikus aktivitas vizsgalatinak eredményei

, 14 13
No12
g 10 o

: 8
o
n 6
o 3 3 3
g 4 I: 1 112 1 211 2 1 1
E 0 L om ] I = m [ | m =
o . . . . . . . .
= R\Y W\Y R\ R\Y R\Y \J AN \
[\5) (\(\\ '\\,‘0 .\"\“, . e{) .\(‘\“’ ‘Q\ o(\\ ) N Q}\" eﬁ\'\ ,_,0\
RS o Q & & o 2 & & e & >
SR R AR SR A
g = o\"o v@ 0 q*\\ V'\ > 8‘°‘ >
- W™ ?"0 ™ ™ ™ v@

M- H+/- + H++ H+++

-nincs hemolizis, +/- kétséges hemolizis, + gyenge hemolizis, ++ hemolizis,
+++ intenziv hemolizis

5. sz.abra: A hemolitikus aktivitas vizsgalat eredményei a kisérletbe vont Acinetobacter izolatumokra faj
szinten és darabszamra vonatkoztatva (n=52)

A hemolitikus aktivitds vizsgalata soran 52 izoldtumbol 48 torzs mutatott
novekedést a véragaron, azonban kiilonb6z6é mértéki béta hemolizist csak 9 esetben
(T3N6, Z4AN3 - A. beijerinckii; ZASZ2, MT-6, FK-3/1 — A. johnsonii; PT2/2, 22, FK-

3/0 — A. calcoaceticus; 11 H-4/2 — A. soli) figyelhettem meg (5. sz. abra). Tovabbi 11
12



torzsnél a 22 oras leolvasas utan kétséges volt a hemolizis a mértéke. A torzsek

61,5%-a tehat nem mutatott hemolizisre utalo jelet.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3.2 és 3.3 fejezet eredményei alapjan):

II. tézis: Elsoként mutattam ki az Acinetobacter beijerinckii fajhoz tartozo,
kornyezeti eredetii multirezisztens torzset (T3N6), mely egyben intenziv béta-
hemolizisre is képes, tovabba elsoként igazoltam az Acinetobacter soli faj
esetében hemolitikus aktivitast. Az eredményeket nemzetkozi publikacioban

adtam kozre (RADO ET AL., 2019).

3.4 Az Acinetobacter torzsek biofilm képzo képesség vizsgalatanak eredményei

48 h mérés soran 52/3 Acinetobacter torzs rendelkezett erds biofilm képzd
képességgel, melyek koziil a TZCO3 A. pittii €és TZSO1 A. baumannii izolatum a 24,
72, 96 h mérési idépontban is erds biofilm képzést mutatott. A J4 A. calcoaceticus a
24 ¢és 48 h mérés soran erds, a 72 ¢és 96 h idOpontban gyenge €s kozepes biofilm
termelést produkalt. Az 6sszes vizsgalt faj koziil az A. baumannii és A. pittii fajok

voltak a legaktivabbak a biofilm képzés tekintetében.

35Az  Acinetobacter  torzsek  MLST 3 \/
vizsgalatanak eredményei s K éf’g/
A Multilokusz ~ Szekvencia  Tipizalé “eos ST 1865
Modszerrel hat kornyezeti eredetii A. baumannii
izolatumot ¢és a faj tipustorzsét vizsgaltam. Harom « R O .p):;
torzshoz (Sk-V/3, 11 HT-3/1, ATCC 19606) a g %
pubmlst.org adatbazisban mar 1étez6 szekvencia 6. 2 abr:: A vizsgalatba vont A
tipusszamot (ST) rendeltek. Tovabbi négy esetben baumannii torzsek rokonsagi
(HT-4/1, HT-4/3, JBBV, TZSOIl) tjonnan Kapesolata alapjan generalt

dendrogram (iTOL v3.6, unrooted
generalt ST szamot kaptak torzseim (6. sz. abra), display mode); félkovér betiitipus:
azaz a vonatkoz6 szekvencia tipust (allélszamok ST szamok

kombindaciojat) eldttem még nem irtak le.
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3.6 A P. aeruginosa torzsek izolalasanak és azonositasanak eredményei
A 2008-2018 iddszakban 73 P. aeruginosa torzset izolaltam ¢és identifikaltam,

melyekbdl 64 torzs felszin alatti viz, foldtani kdzeg vagy komposzt és 9 izolatum
felszini viz mintabol szarmazott. A felszini vizmintak esetében (92 szd&mu minta) a

P. aeruginosa csupan a mintak 5,4%-aban volt kimutathato.

3.7 A P. aeruginosa torzsek antibiotikum rezisztenciadjanak eredményei
74 P. aeruginosa torzs (73 kornyezeti, KPS-3 klinikai) esetében végeztem

antibiotikum rezisztencia megallapitasara fenotipusos tesztet (6 hatéanyagcsoport 13
hatdéanyag - 7. sz. dbra). A vizsgalt szerek koziil kiemelend6 az imipenem, mellyel
szemben 6 torzs (8,3%) rezisztens, 28 torzs (38,6%) atmeneti rezisztens volt, illetve
a kolisztin, ahol 24 térzs (31,5%) atmenti rezisztenciat, 19 izolatum (25,6%) pedig

rezisztenciat mutatott.

MRP CAZ FEP CPS PIP TzZP AK TOB CIP OFX CS

80

db P. aeruginosa torzs
= N w H w1 [e)] ~
o o o o o o o

o

m Erzékeny Atmeneti rezisztens W Rezisztens

7. sz. dbra: A vizsgalt hatdéanyagokkal szemben rezisztens, atmeneti rezisztens és érzékeny
Pseudomonas aeruginosa térzsek szama (n=74); CPS-cefoperazon/szulbaktdm, 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; n.d.-nincs adat

3.8 A P. aeruginosa hemolitikus aktivitas vizsgalatanak eredményei
A 74 P. aeruginosa torzsnél, a P156-os izolatum kivételével, kiilonb6zd

mértékil béta hemolizist minden esetben megfigyeltem (8. sz. abra).
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8. sz. abra: A hemolitikus aktivitas vizsgalat eredményei a 74 P. aeruginosa torzs esetében

3.9 A P. aeruginosa torzsek biofilm képzoé képesség vizsgalatanak eredményei
74 P. aeruginosa torzs esetében, 48 h utdn a toérzsek 10,8%-a (74/8) mutatott

erds biofilm képzést mikrotiter lemezes modszerrel (9. sz. dbra).

(%]

'g 35

S 40

3

2 19

S 20 12 3
(&)

S o = i
a’ 0 + ++ +++
% 0 nincs biofilm termelés; + gyenge biofilm termelés,

++ kozepes biofilm termelés, +++ erds biofilm termés

9. sz. dbra: A mikrotiter lemezes mddszerrel mért biofilm képzd képesség vizsgalatanak 48 h utan mért
eredményei 74 P. aeruginosa torzs esetében

3.10 A P. aeruginosa torzsekkel végzett komplex vizsgalati kor eredményei
A tovabbiakban bemutatott egyes vizsgalatokba 46 P. aeruginosa torzset (44

kornyezeti, 2 klinikai: ATCC 27853, KPS-3 koérhazi izolatum) vontam be - a
tansz¢éki, koriilbeliil 200 tagot szamldlo torzsgyijteménybdl - kiilonbozo

antibiotikum rezisztencia profiljuk, szarmazasi helyiik és idejiik alapjan.
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Biofilm képzé képesség — mikrotiter lemezes modszer és konfokalis lézer
pasztazo mikroszkop (CLSM) dsszehasonlitasa:

A mikrotiter lemezen az adhézioval feltapadt, majd visszaoldott sejtek denzitasat
mértem, mig a konfokalis lézer pasztdzd mikroszkoppal késziilt képek a torzsek
vizudlisan detektalhato ¢€l6/holt sejtjeit és a formaldodd biofilm struktarajat
abrazoltdk. Az eredmények szerint, a mikrotiter lemezeken kialakuld €s a festést
kovetden visszamérhetd sejttomeg nem minden esetben jelent biofilm képzddést.
Néhany esetben csak a holt planktonikus sejtek felhalmozodésat detektaltam biofilm
képzodésként, mely jelenséget a 10. sz. dbran a P14 és P28 torzsek példajan mutatom
be. Mindkét esetben erds biofilm képzddést jegyeztem a mikrotiter modszerrel,
azonban a haromdimenzids felvétel alapjan egyértelmiien latszik, hogy a P14
esetében a holt (piros szinnel festddd) planktonikus sejtek felhalmozddasa, mig a
P28 torzsnél strukturalt, €16 sejtes (zold szinnel festddd) biofilm képzddés figyelhetd
meg. Az eredményeket statisztikailag is Osszehasonlitottam egyszempontos
varianciaanalizissel €s szignifikdns korrelacidt tapasztaltam a két modszer kozott.
Részletes elemzés alapjan a mikrotiter modszer fals negativ eredményt nem ad,
pozitiv irdnyban azonban tobb alkalommal tévedett (44/14 fals pozitiv, azaz 31,8%
fals eredmény). A téves detektalasok 100%-ban holt planktonikus sejtek
felhalmozodasabol adodtak.

P14 (48h) P28 (48h)

35

3 3

25

2 I3 ODc
2x0Dc

1 ——4x0Dc

05 i‘ 05

° ———- 0

24h 48h 72h 96h 24h  48h  72h  96h

10. sz. abra: A planktonikus sejtek felhalmozdodasa (P14) és a biofilm képz6 képesség (P28) kornyezeti eredetii
P. aeruginosa torzsek esetében konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkoppal és mikroplate modszerrel vizsgalva.
ODc: a kontroll atlaga plusz a kontroll szorasanak haromszorosa.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3.10 fejezet eredményei alapjan):

III. tézis: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek mikrotiter lemezes modszerrel
mért biofilm képzo képessége a konfokalis lézer pasztazé mikroszkopos
felvételek szerint nem minden esetben strukturalt biofilm, az esetek 31,8%-

aban csupan a holt planktonikus sejtek felhalmozodasa.

A virulencia gének vizsgalatanak eredményei:

45 P. aeruginosa torzs esetében vizsgaltam az exoS, exoU exoenzimek, valamint a
lasB, algD, aprA és plcH virulenciaval Osszefiiggésben 1évd gének jelenlétét. A
gének kornyezeti €s szakirodalmi adatok alapjan koérhazi kimutathatdosaganak

szazalékos aranya a 11. sz abran lathato.

120%

c
S 100%
s 100% 84,6%
> 85, 86,6%
& 20% 71,1% = L
) 0 67,6% = =
et = =
S - = =
8 = = =
£ 60% = = =
S < = = _
3 = = =
= = =
f‘; = 24,4% = =
g 20% = 13,7% &= =
= = = =
© = = = =
5 = = = =
a 0% - - - -
+ exoS exoU lasB plcH
= kornyezeti = korhazi

11. sz. dbra: A vizsgalt, kornyezeti P. aeruginosa térzsek korében kimutatott virulencia gének szézalékos
aranya (n=45) és a klinikai kornyezetben tapasztalt kimutatasi arany (FAZELI&MOMTAZ, 2014; ROSHANI-ASL ET
AL.,2018; GEORGESCU ET AL., 2016; TAEEET AL., 2014; HASSUNA, 2016)
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A szerotipizalas eredményei:
46 P. aeruginosa torzset szerotipizaltunk, melynek eredményeként 10 kiilonb6zo

szerocsoportba soroltuk vizsgalt kornyezeti izolatumainkat (12. sz. abra).

o1
o11 ry 15%
4%
010
11% ,
ST 03
09 ?\\'\\'\\\\"' 1 5%
2%
08 04
4% 2%
07
0,
5% — 06
31%

12. sz. abra: A szerocsoportok eldfordulasanak szazalékos megoszlasa a vizsgalt kornyezeti P. aeruginosa
torzsek korében (n=46)

A motilitas vizsgalatanak eredményei:
44 kornyezeti P. aeruginosa izolatum az alabbi aranyban volt motilis a kiilonb6z6

(swimming, swarming, twitching) mozgasforméakban (13. sz. abra).

i %
o 7 2
> 7 7
gl = 7 7
=z W g 72 . _ 7
= = E = = E E = E
: ios Los i
= = =
swimming swarming twitching

13. sz. abra: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek motilitas vizsgalatanak eredményei szdzalékos eloszlasban (n=44)

A Galleria mellonella teszt eredményei:

A torzsek 11%-a avirulens (0-25% mortalitas), 11%-a kozepesen avirulens (25-50%
mortalitas), 13%-a kdzepesen virulens (50-75% mortalitds) volt, mig 65% a virulens
csoportba kertilt az eredmények kiértékelése utan, azaz esetiikben a tesztszervezetek

75-100%-a pusztult el 48 ora elteltével (14. sz. dbra).
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14. sz. abra: A G. mellonella modellszervezeten vizsgalt virulencia eredmények megoszlasa a P. aeruginosa torzsek korében

(n=46)

Az MLST moddszer eredményei:

A 16 (14 kornyezeti és 2 korhazi) vizsgalatba vont P. aeruginosa torzs koziil 12

izolatumhoz korabban mar adatbazisban szerepld, 4 torzshoz (P14, P32, P39, P46)
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15. sz ébra: A vizsgalatba vont P. aeruginosa torzsek rokonsagi
kapcsolata alapjan generalt dendrogram (iTOL v3.6, unrooted
display mode)
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(CF) szenved6 betegekbdl azonositottak foldrajzilag igen kiilonb6zé helyekrdl. A

torzseket abrazolo filogenetikai fa a 15. sz. dbran lathato.

A PFGE vizsgalat eredményei:

A 44 kornyezeti torzs PFGE tipizaldsanak eredményeképpen (16. sz. dbra) vizsgaltuk
a torzsek egymashoz viszonyitott kapcsolatat (P66, P78, P77, P106 azonos PFGE
tipus, tovabba P79-P46, P42-P60, P113-P169, P14-P18, P62-P30, P119-P125
szintén azonos tipus), illetve az Orszadgos Epidemiologiai Kézpont adatbazisanak
Osszehasonlitasaval kapcsolatot talaltunk hazai, klinikai izolatumokkal (P16, P80,
P174 PFGE profilja 84-88% homologiat, mig a P59, P119, P124, P125 és P172 85-
95% homologidt mutatott klinikai izolatumokkal, mely taldlkozott a Tenover
kritériumokkal is, igy a torzsek kozos eredete feltételezhetd). A kdrnyezeti torzsek
PFGE tipusa 40,9%-ban nem mutatott kapcsolatot sem egymadssal, sem az

adatbazisban szerepl6 korhazi izolatumokkal.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3.10 fejezet eredményei alapjan):

IV. tézis: A kornyezeti eredetit P. aeruginosa torzsek filogenetikai (MLST,
PFGE) vizsgalata alapjan el6észor mutattam ki Magyarorszag teriiletérol
szarmazo6 kornyezeti torzsek és a vilag kiillonb6z6 pontjain regisztralt, cisztas
fibrozishoz kotheto, valamint hazai, nozokomialis fertozésekbol izolalt torzsek
kozott rokonsagi kapcsolatot. Eredményeimet nemzetkozi folyoiratban

publikaltam (RADO ET AL., 2017)

3.11 A P. aeruginosa torzsek eredményeinek osszehasonlito értékelése

Az antibiotikum rezisztencia és a Galleria mellonella tesztben mutatott
virulencia osszefiiggései (n=46):
Statisztikai értékelés alapjan a kornyezeti torzsek ot antibiotikummal (gentamicin,

imipenem, cefepim, ceftazidim, cefoperazon-szulbaktdm) szemben detektalt
rezisztencidja mutatott szignifikans, negativ el6jeli (inverz) korrelaciot a G.
mellonella tesztben tapasztalt virulencidval. Tehdt a magasabb minimalis gatlo

koncentracio alacsonyabb letalitdshoz vezetett az in vivo kisérlet soran.
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Virulencia G. mellonella

o Motilitds modellen (48h) Virulencia Bi?ﬁlfn
Torzs jele swimming  Swarming  Twitching  Mortalitis exo  exo plc Hemolitikus oy
wi s et Tan) ) (W Besarolis fas algp apra s (48]
P66 011+ HM ™M HM 95 virulens + - + + + + - e
P78 o7 HM M M %0 virulens + - + + + + e +
P77 08 M ™M M 85 virulens nd nd. nd nd nd nd ok +
P106 o8 HM NM M 100 virulens + = + + + + + o
P28 o1 M M M 5 avirulens + = + * + * + A
P2 ONT M NM M 65 kbzepesen virulens + - + + + - - +
P164 011+ M M M 100 virulens + = + + + = ++H 0
PS ONT NM NM M 25 avirulens - + + + + + - ++
P10 03 M NM M 40 kiizepesen avirulens + = + + + + +
_: P32 o7 M NM M 55 kdzepesen virulens  + = * * + & + o
P170 01+ HM NM M 100 virulens + = + + + - ++
P172 06+ HM M M 100 virulens + = i + + - + +
7, 06+ HM M HM 70 kazepesen virulens + = + + + + ++ +
P80 06+ NM M M 100 virulens + = + + + + - ++
P3 ONT HM M HM 80 virulens - + + + + + + +
P79 06+ HM M M 80 virulens = + + * + * + A
P46 06 M ™M M 70 kbzepesen virulens + - + + + + + +
P59 06+ HM M M 80 virulens + - + + + + +H+ +H
5 ATCC 27853* 06 n.d. n.d. nd. 85 virulens + - + + + + + ++
P71 o1 M M HM 95 virulens = + + + + + ++ +
P104 04+ HM ™M M 100 virulens + = * * + & +H +
P16 09+ HM NM M 50 kizepesen avirulens + - + + + = - +++
P124 ONT HM HM ™M 100 virulens + = = o + & +HH ix
P&0 06 M M HM 95 virulens + - + + + + - o
P42 06 HM M HM %0 virulens + = + + + + + ++
P114 01 HM HM HM 95 virulens + = + + + + e +
P113 010+ HM M M 80 virulens + = + * + * ok +
E P169 010+ HM M M 95 virulens R + -+
P69 06 M M M 50 kézepesen avirulens - + + + + + ++ 0
P14 03 HM NM ™M 5 avirulens = + + + + + +- +
P18 03 M M M 10 avirulens = + + + + + +- +
P144 01+ HM M HM 100 virulens = + + = = = ok 0
P62 03 M M HM 100 virulens & - + + + + E +
P30 03 M ™M M 75 kbzepesen virulens = = + + + + E +
P152 01+ HM M 100 virulens + = + + + + 0 +
P183 06+ M M HM 95 virulens + = + + + + - 4
P39 06 M M 90 virulens + = + + + + - ++
P174 01 HM M HM 100 virulens + = + + + + = +
P53 06 M M HM %0 virulens + - + + + + + 0
—— P160 06+ HM ™M M 100 virulens + - + + + + + +
KPS-3* 010 nd. nd. n.d. 65 kbzepesen virulens = + + + + + + +
P43 ONT M M M 10 avirulens 2 + + + + + - +
P119 010+ HM M M 100 virulens = + i + + + + 4+
P125 010+ HM M M 100 virulens = + <3 - = s +
P135 03+ HM ™M HM 30 kézepesen avirulens - = + + + + +H *
P108 03 HM M NM 40 kézepesen avirulens - = + + + + ++ +++

sziirke mez& — klinikai izoldtumokkal azonos PFGE profil; félkévér bet(itipus — rezisztens térzsek; n.d. — no data/ nincs adat; *klinikai referencia térzsek; Motilitds: NM- nem motilis, M-motilis,
HM- hipermotilis; Virulencia: + pozitiv PCR, - negativ PCR; Hemolitikus aktivitds: - nincs hemolizis, + gyenge hemolizis, ++ hemolizis, +++ intenziv hemolizis; Biofilm képzG képesség mikrotiter
lemezes modszer: - nincs biofilm termelés, + gyenge biofilm termelés, ++ kdzepes biofilm termelés, +++ erés biofilm termelés

16. sz. abra: A PFGE vizsgalat alapjan felallitott filogenetikai fa, és a 46 P. aeruginosa torzs egyéb kisérletekben (szerotipus, motilitas, virulencia Galleria mellonella
modellen, virulencia gének, hemolitikus aktivitas, biofilm képz6 képesség mikrotiter lemezes modszerrel) mutatott eredményei



A motilitasi formak és a Galleria mellonella tesztben mutatott virulencia
osszefiiggései (n=46):

A twitching mozgas mutatott szignifikéns, pozitiv korrelaciot a G. mellonella
modellben vizsgalt virulencidval dsszefliggésben, azaz a twitching szempontjabol
hipermotilis torzsek virulencidja nagyobb volt. A vizsgélt motilitdsi formak
(swimming, swarming, twitching) barmelyikében mutatott mozgas képessége
novelte a tesztszervezet pusztuldsanak aranyat, ami azt jelenti, hogy a twitching
mozgasforma invazidban jatszott szerepét részben akar helyettesitheti a
swimming/swarming esetében jelentkezd motilitds/ hipermotilitds. Ezt igazolja az is,
hogy a hipermotilitds képessége egy esetet kivéve (P14) teljesen hianyzott az

avirulens torzsekb6l.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3.10.1 fejezet eredményei alapjan):

V. tézis: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek motilitasa szerepet jatszik a G.
mellonella tesztszervezetre gyakorolt fert6zés kimenetelében (letalitas). A
hipermotilitas és a twitching tipusi mozgasforma a fenotipusos virulencia teszt
eredményeivel pozitiv korrelacioban van.

A szerotipizalas eredményei és a Galleria mellonella tesztben mutatott

virulencia (n=46), illetve a szerotipusok és az MLST vizsgalat eredményeinek
osszefiiggései (n=16):

A klinikumban relevans szerotipusokhoz (O1, 06, O10, O11) tartoz6 térzsek
atlagosan magasabb pusztulasi aranyt okoztak, mint az egyéb szerotipusok (O3, O4,
07, 08, 09) vagy a nem szerotipizalhatdo (ONT) izolatumok (17. sz ébra). Az igen
nagy szoras értékek miatt azonban a kiilonbség nem szignifikans. Szakirodalmi
forrdsok szerint az Ol szerotipushoz tartozo torzsek altal okozott fertdzések
sulyosabb kimeneteltiek (LU ET AL., 2014), amit a G. mellonella teszt eredményei is

igazoltak.



A virulencia gének jelenléte és a hemolitikus aktivitas, a Galleria mellonella teszt
eredményei, illetve a szerotipusok dsszefiiggéseinek elemzése (n=46):

46 torzsnél vizsgalt virulencia gének (lasB, algD, aprA, plcH, exoS, exoU) és
a hemolitikus aktivitds megjelenése a statisztikai elemzés alapjan nem mutatott
Osszefiiggést a G. mellonella tesztben kapott mortalitasi eredményekkel (kivéve exoS
¢és exoU gén egyidejli hianya - P108, P135). Sikeriilt azonositanunk egy a tudomany
szamara 1j profillal rendelkez6 kdrnyezeti P. aeruginosa torzset is (P71): exoU gént
hordozd, O1 szerotipust izolatumrol tudomasunk szerint eddig nem szdmoltak be. A
G. mellonella teszt és a virulencia faktorok vizsgalata alapjan az a feltevés, miszerint
az egyes rezisztencia gének, mint virulencia faktorok jelenlétébdl, vagy hianyabol
probaljunk kovetkeztetni az adott torzs patogenitasara, ahogyan azt szamos esetben
teszik a nemzetkdzi irodalom példai alapjan (DIVYA ET AL., 2018; RADHAPRIYA ET

AL., 2015), nem helytallo.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3.10.1 fejezet eredményei alapjan):

V1. tézis: Eloszor mutattam ki klinikai és kornyezeti torzsek esetében az exoU
gént O1 szerocsoporthoz tartozo P. aeruginosa izolatumnal, mely Debrecenbél,
szénhidrogénnel szennyezett felszin alatti viz mintabol szarmazik.

Eredményeimet nemzetkozi publikaciéoban adtam kozre (RADO ET AL., 2017).

A kornyezeti P. aeruginosa torzsek jellemzése a PFGE alapjan felallitott
filogenetikai fa és kiillonbo6z6 vizsgalati iranyok szerint (n=46):

A G. mellonella tesztben virulens ¢és antibiotikum rezisztens tdrzsek
véletlenszertien helyezkedtek el a PFGE alapjan felallitott filogenetikai fan (16. sz.
abra). A virulencia gének birtoklasa, tovabba a biofilm képz0 képesség és a motilitas
alapjan sem tudtam szignifikdns Osszefliggést taldlni a pulse-field tipus alapjan
felvazolt filogenetikai kapcsolatokkal. Az PFGE alapjan azonos kldnba tartozo
kornyezeti torzsek rendelkezhetnek kiillonb6z6 exoS/exoU profillal, biofilm képzd
képességgel, hemolitikus aktivitdssal vagy motilitasi tulajdonsagokkal, illetve

tartozhatnak kiilonb6z0 szerotipusba.
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A PFGE eredmények alapjan rokon kornyezeti és korhazi P. aeruginosa torzsek
jellemzése Kiilonbozo vizsgalati iranyok szerint (n=5):

A PFGE vizsgalatok alapjan az NNK adatbdzisdban szerepld, klinikai
izolatumokkal kozeli rokonsagot mutatd torzsek eredményei szerint a klinikai
1zolatumokkal kozeli/azonos PFGE tipusba sorolt kornyezeti torzsek (P59, P119,
P124, P125, P172) egyéb tulajdonsagokban is hasonlitottak.
Hipermotilitast/motilitast mutattak a swimming/swarming/twitching
mozgasformakban. Foldrajzi eredet alapjan még az azonos PFGE tipusba tartozé
torzsek kozott sem volt Osszefiiggés. A human patogén, klinikai torzsekkel egyezd
kornyezeti izolatumoknal a virulencia genotipus €s fenotipus alapjan is igazolt. A
virulencia gén profil, hemolitikus aktivitds, biofilm képz6 képesség eltért, bar
mindegyikiik birtokolta a lasB, vagy az exoS/exoU génszakaszok egyikét.
Tobbségiik az O6 és O10 szerocsoporthoz tartozott, melyek klinikai jelentdségét

szakirodalmi forrasok igazoljak.

A PFGE és az MLST vizsgalatok osszevetése (n=16):

14 kornyezeti és 2 klinikai torzs esetében mindkét vizsgalati modszert
alkalmaztam, mely szerint az ST szdm egyezés a PFGE tipusok szoros kapcsolatat is
jelzi, &m forditva ez a megallapitas nem igaz. Mindezek alapjén a kdrnyezeti torzsek
genotipizalasa esetében (szakirodalmi ajanlasokkal 6sszhangban) foldrajzilag eltérd
szarmazasu torzsek klonalis kapcsolatrendszerének feltarasara az MLST, azonos
teriiletrdl szarmazo6 izolatumok genetikai valtozasainak nyomon kovetésére pedig a

diszkriminativabb PFGE mddszer javasolhato.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (3. fejezet eredményei alapjan):

VII. tézis: A kornyezeti P. aeruginosa torzsek virulencia, antibiotikum
rezisztencia, biofilm képz6é és filogenetikai tulajdonsagainak komplex,
statisztikai alapokon nyugvo elemzése alapjan megallapitottam, hogy nincs
olyan virulencia, rezisztencia, vagy biofilm képzéssel osszefiiggé faktor,

melynek detektalasaval egy adott torzs kornyezet- vagy humanegészségiigyi
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kockazata egyértelmiien megitélheté lenne. Eredményeim alapjan az altalam
attekintett fenotipusos, vagy molekularis genetikai moédszerek kozott nem all
rendelkezésre olyan, mellyel egy adott P. aeruginosa torzs biolégiai biztonsaga

garantalhato lenne.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
Doktori munkdm soran megallapitottam, hogy tobb mint 400 kdrnyezeti minta

vizsgalata alapjan az Acinetobacter baumannii kornyezeti gyakorisdga minddssze
1%, kimutatasa pedig hazai éghajlati viszonyok kozott elsdsorban felszini vizhez
kot6dd mintak esetében volt sikeres. Minden vizsgalt torzsben jelent volt a blaoxa-si
karbapenem-hidrolizal6 enzim termeléséért felelds gén, 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 kdzepes biofilm képzd képességgel rendelkeztek,
hemolitikus aktivitdst nem mutattak. A Multilokusz Szekvencia Tipizalé6 mddszer
eredményei szerint a nemzetkozi adatbazisban fellelhetd adatokkal két esetben
talaltam egyezést (ismeretlen eredetli orosz; amerikai, allati eredetii minta), mely
nem nyUjt elegendd informaciot az A. baumannii kornyezeti térzsek rokonsagi
kapcsolatainak feltarasdhoz. Az Acinetobacter nemzetség egyéb fajait illetden, a 403
minta vizsgalata alapjan, magyarorszagi viszonyok kozott 11 kiilonb6zo speciest
izolaltam, a leggyakrabban kimutatott faj az 4. calcoaceticus volt. Az antibiotikum
rezisztencia fenotipusos vizsgélata soran két fajhoz (4. beijerinckii, A. johnsonii)
tartozd, harom kornyezeti torzs mutatott legalabb harom hatéanyagcsoporttal
szemben antibiotikum rezisztenciat, teljesitve ezzel a multirezisztencia kritériumait
(MAGIORAKOS ET AL., 2011). Az A. beijerinckii faj képviseldi koziil tudomasunk
szerint eldszor jelentettiink multirezisztens és egyben hemolitikus aktivitassal biro
torzset, mely jelzi, hogy a ndvekvd jelentdségli, adott esetben tobbszordsen
rezisztens patogén mikroszervezetek rezervoarjai nem csupan a korhazak, hanem a
kiils6 kornyezet is lehet.

A P. aeruginosa esetében munkam eredményeként ismereteket szerezhettiink a
faj eddig kevéssé vizsgalt szerepérdl felszini vizekben, ahol kimutatasi gyakorisaga
5,4% volt. Felszin alatti, felszini viz, foldtani kdzeg és komposzt mintdkbdl 6sszesen
73 torzset izolaltam, valamint kiilonboz6é vizsgalatokat végeztem a tanszéki

torzsgyljtemény 46 tagjaval.
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Osszesen négy, a szakirodalom alapjan klinikailag is jelentds szerotipust
jegyeztem kornyezeti izolatumaim korében (O1-15%, 06-31%, O10-11%, O11-4%)
¢s tovabbi 6, a rendelkezésre all6 informaciok alapjan klinikailag nem relevans
szerotipusba (O3, 04, O7, 08, 09, ONT) soroltam térzseimet. Leggyakoribbnak az
06 szerotipus bizonyult. A kornyezeti antibiotikum rezisztencia a klinikai
viszonyokhoz hasonléan elsOsorban az egyik vizsgalt Karbapenem hatéanyag
(imipenem), valamint a kolisztin esetében kiterjedt: a vizsgalt torzsek 8,3% és
25,6%-a rezisztenciat, mig 38,88% ¢s 32,4% atmeneti rezisztenciat mutatott. A P.
aeruginosa biofilm képzdé képességének megallapitasat célzo, mikrotiter lemez
modszerrel végzett vizsgalatokat lehetdségem volt kiegésziteni konfokalis 1ézer
pasztazdé mikroszkopos felvételekkel, melyek alapjan feliilvizsgéaltam a mikrotiter
lemezes modszer eredményeinek megbizhatdsagat. A lasB, algD és aprA
virulenciagének jelenléte a vizsgalt kornyezeti P. aeruginosa torzsek
vonatkozasdban altalanosnak tekinthetd, detektalasi ardnyuk pedig adott esetben
meghaladhatja a klinikai koriilmények kozott jellemzo szintet. Az invaziv jelleggel
tarsitott exoS gén 32 torzsnél (71,1%), mig a citotoxicitassal dsszefiiggésbe hozott
exoU 11 izolatum (24,4%) esetében volt kimutathatd. Ismertté valt exoS/exoU
génszakaszokat egyarant nélkiil6z6 kornyezeti genotipus. Megallapitottam, hogy a
G. mellonella vizsgalati rendszerben mutatott virulenciaval az egyes virulencia
gének jelenléte, vagy hidnya nincs statisztikailag szignifikans 0sszefiiggésben; az
egyetlen kivételt az exoU ¢és exoS gének egyidejii hidnya jelentette, mely
szignifikansan kisebb letalitast eredményezett az alkalmazott tesztben. A plcH, mely
a hemolitikus aktivitdsban szerepet jatszéd foszfolipaz C kodolasaért felelds gén, a
kornyezeti izolatumok tobb mint 13%-4anal hidnyzott &m a génszakasz jelenléte, vagy
hidnya nem volt Osszefliggésben a Columbia véragaron fenotipusosan tapasztalt
béta-hemolizissel. Osszefoglalva megallapithato, hogy az a feltevés, miszerint egyes
virulencia gének, mint virulencia faktorok jelenlétébdl, vagy hidnyabdl probaljunk
kovetkeztetni az adott torzs patogenitasara, ahogyan azt szdmos esetben teszik a

nemzetkozi irodalom példai alapjan (DIVYA ET AL., 2018; RADHAPRIYA ET AL.,
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2015), vizsgalataim szerint nem helytalld. A virulencia faktorok folyamatos
vizsgalata kiemelt feladat a jovOben is, hiszen az éghajlati és kornyezeti
valtozasokkal az egyes faktorok/gének megnyilvanulésa, a génkészlet 0sszetétele is
Uj irdnyt vehet, aminek nyomon kovetése hidnypotld adatokkal szolgalhat.
Filogenetikai vizsgalatokkal megallapitottam, hogy az altalam vizsgalt kornyezeti P.
aeruginosa torzsek MLST profiljuk alapjan cisztds fibrozisbol szarmazo
izolatumokkal mutatnak rokonsagot, mig a PFGE tipusok alapjan hazai, klinikai
fertdzésekbdl szarmazd mintdkkal taldltam 5 esetben kozos eredetre utald
tipusegyezést. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a klinikai és kdrnyezeti torzsek
nem teljesen elkiiloniild filogenetikai csoportokat alkotnak ¢€s tobb lehetséges
utvonalon kapcsolodhatnak.

46 kornyezeti P. aeruginosa torzset részletes vizsgalatoknak vetettem al4,
melyek eredményeképpen megallapitottam, hogy a kiillonb6z6 tulajdonsagok, mint
antibiotikum rezisztencia, virulencia, biofilm képzd képesség, szerotipus, motilitas
— melyek mind kdzre jatszanak vagy részt vesznek egy baktérium patogénként valo
megitélésében vagy egy fertézés kimenetelében — nem mutat sszefliggést sem az
MLST, sem a PFGE mddszerrel megallapitott genetikai ujjlenyomattal. A vizsgalt
tulajdonsagok sok esetben egymastdl fliggetleniil jelennek meg, mely tovabb
hangsulyozza a faj esetében ismert és elterjedt, mobilis genetikai elemek szerepét.

A fenotipusosan kifejez6do virulencia vizsgalatara alkalmazott G. mellonella
teszt kapcsan munkam sordn megallapitottam, hogy a vizsgalt kdrnyezeti eredetii P.
aeruginosa torzsek donté hanyada (78%) az alkalmazott tesztszervezetre nézve
kozepesen virulens/virulens volt. Az O1 szerotipushoz tartozd torzsek, melyek a
klinikai adatok alapjan stilyosabb kimenetelli fertézéseket okoznak a G. mellonella
teszt eredményei alapjan is kifejezett virulenciaval jellemezhetok. Megallapitast
nyert, hogy a kornyezeti torzsek esetében tapasztalt fenotipusos virulencia pozitiv
korrelacidoban van a twitching tipusti mozgéasforma esetében tapasztalt aktivitassal,
valamint a vizsgalt harom mozgasforma barmelyikének esetében tapasztalt

hipermotilitassal. Ez az informéci6é is jelzi, hogy a motilitdis nem csupan az
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invazidban jatszik szerepet, hanem az alkalmazott tesztszervezet esetében kialakult
fert6zés kimenetelében (letalitds) is jelentOséggel bir. Igazoltam, hogy az
antibiotikum rezisztencia tobb, klinikailag relevans hatdanyag (gentamicin,
imipenem, cefepim, ceftazidim, cefoperazon-szulbaktam) esetében is szignifikdnsan
csokkenti a G. mellonella tesztszervezetre gyakorolt virulenciat.

Vizsgalati eredményeim megerdsitik a hazai jogi szabalyozasban fennallo
szigoru megitélését a P. aeruginosa fajnak, javasolt lenne azonban a nemzetkdzi
kornyezetvédelmi szabalyozasban is hasonld kovetelmények allitasa. Az
Acinetobacter nemzetség esetében nem taldltam semmilyen specifikus kitételt a
magyar jogszabalyokban, azonban ajanlott lenne a nemzetség, kiilonds tekintettel az
A. baumannii faj jogszabalyba vald beemelése, szigorubb megitélése a jovoben,
foképp az ivovizmindség ¢és a mikrobidlis készitmények engedélyezésének

tekintetében.
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