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1. A TEMA AKTUALITASA, JELENTOSEGE

A hazai kornyezetvédelmi gyakorlat egyik leggyakoribb kihivasa a foldtani kozeg
szénhidrogén-szennyezettségek felderitése és megsziintetése. Magyarorszdgon szamos olyan kareset
kertilt feltarasra, ahol szennyez6forrasként tizemanyag-toltéllomasok, régi fiitdolaj tarolok, valamint
koolaj, illetve foldgaz termékvezetékek szerepeltek. Amennyiben miszakilag kivitelezhetd,
szénhidrogén szennyezettségek esetén a szakma gyakran valaszt megoldasként valamilyen bioldgiai
karmentesitési modszert, hiszen ez ,,koltségtakarékos, kornyezetbarat €s biztonsagos”. Am ezeknek
a kritériumoknak megfelelni, rdadasul jo hatékonysagi szinten, csak jol megvalasztott, egyedileg a

kéarhelyhez tervezett technologiaval, valamint megfeleld kémiai- és bioldgiai monitoringgal lehet.

A Dbioremediacios technologidk tervezése tobb részbdl tevédik Ossze, mely részfeladatok
kiilonbozd képzettségli szakemberek bevonasat igénylik. Meg kell tervezni az oltdanyag
Osszetételét, biztositani kell a felhasznalt bioldgiai dgens (oltdanyag) eljuttatasat a kivant helyre
gondoskodni kell a szennyezett kdzegben a megfelelé biodegradacids koriilmények folyamatos

fenntartasarol.

Az ilyen fajta tudatos oltdanyag hasznalatot bioaugmentacionak hivja a szaknyelv, mely
fogalom tobb kritériumot is tdmaszt anndl, mint a tudatos tervezés: megkoveteli a felhasznalt
valamint nem patogén mivoltuk igazolasat. Ezek a kovetelmények a lehetd leghatékonyabb
szennyezOanyag-lebontast, és az eljaras bioldgiai biztonsagat szolgaljak. A fenti elvarasok
teljesiilését azonban nem elég a tervezés szintjén vizsgalni, annak megfeleld ellendrzésérdl is
gondoskodni kell. Ezt a célt szolgélja a bioaugmentaciods eljarasok biolégiai monitoringja, mely
a felhasznalt mikroszervezetek megtelepedésének, populéacidjuk valtozasdnak vizsgalatat jelenti a
szennyezett kozegben, ezen kiviil magaba foglalja az esetlegesen a karhelyen megjelend fakultativ

patogén fajok megfeleld kontrolljat is.

A fakultativ patogén baktériumok megjelenésének kockazata kiillondsen nagy a
szénhidrogénnel szennyezett teriileteken, ugyanis nagy szdmban vannak koztiik olyan, melyek
hatékonyan tudjak az ilyen szennyezdanyagokat kizardlagos szénforrdsként hasznositani. Ezaltal a
kéarhelyen felszaporodhatnak, mely kdrnyezetegészségiigyi kockéazatot jelenthet a karmentesitésben

résztvevd dolgozok, valamint a kdrnyezd lakossag szamara.



2. CELKITUZESEK, ELOZMENYEK

Doktori kutatasi t¢éméamban harom célkitiizést fogalmaztam meg:

-Bioaugmentacios célra felhasznalt baktérium torzsgyiijtemény fenotipusos identifikalasi

eredményeinek feliillvizsgalata 16S rRNS gén szekvencia hasonlosag elemzés alapjan.

-A bioaugmentacios célra felhasznalt torzsgyijtemény egyik tagjanak (CHB-20p)

biologiai monitoringjara alkalmas, fajspecifikus molekularis genetikai modszer fejlesztése.

- A Pseudomonas aeruginosa biolégiai monitoringjara alkalmas azonositasi modszerek
osszehasonlito kritikai elemzése, mely a bioaugmentacios eljarasok biologiai biztonsaganak

viszonylataban az egyik leggyakrabban felmeriil6, fakultativ human-patogén baktérium.

A magyarorszagi joggyakorlatban a kornyezetvédelmi céla biologiai készitmények
felhasznalasat a 16/2002. (IV. 10.) EiM rendelet szabalyozza. Ez vonatkozik a bioaugmentacios
célra hasznalt oltdanyagokra is. A rendelet eldirja tobbek kozott a készitményben taldlhatod
mikroszervezetek legaldbb faj szintli megnevezését. Egy ilyen termék hatosagi engedélyeztetéséhez

besorolas hitelességének feleldssége pedig az engedély kérelmezdjét terheli.

Egy ilyen bioaugmentacios készitmény (torzsgyijtemény) engedélyeztetésének
elokészitésében vettem én is részt, mely korabban mdar rendelkezett az Orszagos
Kornyezetegészségiigyi Intézet altal kiadott felhasznalasi engedéllyel, &m késObb a jogszabalyok
valtozasa miatt szlikség volt ennek megljitasara. A torzseket kordbban mar faj szinten identifikaltdk
hagyomanyos, tenyésztéses eljarasokon alapuld fenotipusos modszerekkel. Feltlint, hogy a
gylijtemény egyik tagjanak két lehetséges faji besorolasa is volt, mely az alkalmazott identifikacios
modszer bizonytalansagara utalt. Ezen kiviil a korabbi felhasznéalasi engedély kiaddsa oOta a
baktériumok rendszertana jelentdésen atalakult, valamint a fajmeghatarozds moddszertana ¢és
eszkoztara is jelentds fejlddésen ment keresztiil. A bemutatott elézmények egyiittesen indokoltak
a torzsek Kkorabbi identifikacios eredményeinek feliilvizsgalatat, melyet munkim elsé
célkitiizésének allitottam.

A baktériumok kornyezeti kimutatasara hasznalt fenotipusos, vagy DNS alapti modszerek
alkalmazhatdsadgaval szemben sok kérdés meriil fel. Masodik célkitiizésemnek allitottam egy
olyan fajspecifikus molekularis genetikai mddszer kifejlesztését, mely alkalmas lehet az 4ltalam
vizsgalt torzsgyljteményt egyik tagjanak, a CHB-20p laboratoriumi jelzésii baktérium érzékeny
kornyezeti kimutatasara. A célkitlizés megvalosulasa esetén a CHB-20p torzzsel végzett

bioaugmentacid biologiai monitoringja eldtt ) tavlatok nyilhatnak.



A fakultativ patogén baktériumok megjelenésére fokozottan szamitani kell
szénhidrogénnel szennyezett teriileteken, mivel az ilyen kozegben jol megtalaljak
¢letfeltételeiket. Bioaugmentacios eljarasok esetén - kiilondsen vizbazisok, ill. azok védéteriiletein
- ezért sziikséges ezeknek az egészségiigyi kockazatot hordozé biologiai agenseknek a
monitoringja. Az ilyen fajok kornyezeti-, klinikai- ill. élelmiszeripari kimutatdsanal is kiemelt
fontossagu a vizsgalati modszer gyorsasdga valamint megbizhatésdga. Harmadik célkitiizésemnek
megfeleloen ezért elvégeztem néhany P. aeruginosa azonositasi modszer osszehasonlito
vizsgalatat. Ot vizsgalati modszer eredményeinek egybehangzosagat vizsgaltam 43 db kdrnyezeti

mintabol szarmazd P. aeruginosa izolatumon (1d. 1. sz. abra).
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AZONOSITASI EREDMENYEK EGYBEHANGZOSAGA

1. sz. abra: P. aeruginosa kornyezeti kimutatasara alkalmazott modszerek 6sszehasonlitasa

Teszteltem a vonatkoz6 Magyar Szabvany (MSZ 21470-77:1988) altal eldirt, az ACGM
(acetamid-cetrimid-glicerol-mannitol) agaros, valamint az API 20NE mddszert, mint fenotipusos
modszereket, valamint két PCR alapu, fajspecifikus molekularis biologiai technikat (ETA PCR,
PA-SS PCR). Kisérleteim célja volt a két modszercsoport (fenotipusos és molekularis biologiai)

alkalmazhatdsaganak 6sszehasonlitdsa, az eldnyok €s korlatozo tényezok feltarasa.

Doktori értekezésemben bemutatott eredményeimet, és ezekbdl fogalmazott téziseimet sajat

laboratériumi kisérletek beallitasaval és értékelésével bizonyitottam, ill. tamasztottam ala.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Bioaugmentacios célra hasznalt baktérium torzsek 16S rRNS gén szekvencia vizsgalata

crer

végeztik el. A torzsek tiszta tenyészeteib6l DNS izolaltunk, majd a BSF8/20 (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) és a BSR1541/20 (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’)
univerzalis primerek felhaszndldsaval a 16S rRNS gén egy szakaszat PCR-rel amplifikaltuk. A PCR
termék visszaizolaldsa utan annak szekvencia meghatirozasat ABI Prism 310 genetic analyzer

késziilékkel elvégeztiik

Az eredmény szekvencidkat az NCBI GenBank adatbizisahoz hasonlitottuk a BLAST
algoritmus alapjan. Ha az adatbéazisban talalhato hasonld szekvencia, mely egy mar leirt
baktériumfaj 16S rDNS bazissorrendjére jellemzd, és a vizsgalt torzsiinkkel mutatott homoldgia

mértéke meghaladja a 98%-ot, az esetben a vizsgalt torzs ugyanahhoz a fajhoz tartozik.

3.2. Uj baktériumfaj leirasahoz sziikséges vizsgalatok

A CHB-20p. torzset filogenetikus vizsgalatoknak vetettiik ala, mely soran a 16S rRNS gén

szekvencia ismeretében filogenetikus torzsfat készitettiink a MEGA4 szoftver segitségével.

A fenotipusos vizsgalatok soran Gram reakciot, telep- és sejtmorfologiai vizsgalatokat, katalaz
tesztet, és oxidaz tesztet végeztiink. Vizsgaltuk a torzs keményitd hidrolizisét, flexirubin tipust
pigment-termelddést, szénhidratokbol torténd savtermelését, a hdmérsékleti tartomanyat és
optimumat, valamint a pH és NaCl hat4sat a novekedésre. Standard protokollokat alkalmaztunk
uredz jelenlétének, fenilalanin-deamindz- és p-galaktoziddz aktivitds, nitrat- és nitrit redukcio,

valamint keményitd, tirozin és Tween 80 hidrolizisének tesztelésére.

Elvégeztiik a torzs teljes kori kemotaxonomiai jellemzését, mely sordn megtortént a
respiratorikus kinonok, polaris lipidek, a guanin-citozin arany, valamint a sejtmembran-zsirsavak

vizsgalata.

A CHB-20p. teljes DNS-DNS hibribizaciojahoz referencia torzsként, a filogenetikus torzsfan
hozzé legkozelebb allo, Chryseobacterium caeni (DSM 17710) tipustorzsét hasznaltuk.



3.3. PCR alapu modszer fejlesztése a CHB-20p. torzs kornyezeti monitoringjahoz

A 16S rRNS gén szekvencia ismeretében fajspecifikus primereket tervezetiink a gén V2 és
V6 hipervariabilis régidira a Primer3 szoftver segitségével, majd meghatdroztuk a primerpar

optimalis feltapadasi hdmérsékletét (Ta).

A tervezett fajspecifikus primereket (KEV10 132/F ¢s KEV10 1007/R) a BSF8/20 ¢és
BSR1541/20) univerzélis primerekkel nested PCR reakcidban alkalmaztuk a CHB-20p torzs

talajbol torténd kimutatasara.

A modszer érzékenységét, valamint alkalmassagat kornyezeti monitoring céljara in vitro
koriilmények teszteltiik. Mesterségesen, ismert €16-sejtszamban oltottunk be steril talajt a CHB-20p.

baktériummal, majd az igy nyert talajmintakon vizsgaltuk a nested PCR mddszer érzékenységét.

3.4. Pseudomonas aeruginosa azonositasara hasznalt moédszerek
Hagyomanyos fenotipusos és biokémiai modszerek
- Magyar Szabvany altal eldirt moédszer (MSZ 21470-77:1988)
- ACGM agaros modszerrel
- API 20NE teszt
Molekularis biologiai modszerek

- ETA PCR modszer: A exotoxin A gén fajspecifikus szakaszanak kimutatdsa PCR
technikdval, ETAl (5-GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC-3’) ¢s ETA2-t (5°-
CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT-3’) primerek felhasznalasaval.

- PA-SS PCR modszer: 16S rDNS fajspecifikus génszakaszanak kimutatdsa PCR
technikdval, PA-SS-F  (5-GGGGGATCTTCGGACCTCA-3’) ¢és PA-SS-R (5’-
TCCTTAGAGTGCCCACCCG-3’) primerek felhasznalasaval.



4. EREDMENYEK

4.1 Bioaugmentacios célra hasznalt torzsek identifikalasa (elso célkitlizésemnek megfelelden)

Munkam  soran részt vettem egy bioaugmentacios  baktérium-készitmény
engedélyeztetésének elokészitésében. A felhasznalasi engedély kiadasanak Kritériuma tobbek
kozott a készitményben felhasznalt baktériumok legalabb faj szintli identifikacioja. Bar a
eredmények inkonzisztens jellege miatt indokoltnak latszott azok feliilvizsgalata. 16S rRNS gén
szekvencia-hasonlosag elemzéssel megtortént a torzsgyijtemény identifikaciojanak
feliilvizsgalata (1d. 1. sz. tdblazat). A vizsgalatok eredményeként az 6t baktériumbol haromnak
a taxonomiai besorolasat megvaltoztattuk. Kisérleteink nyoméan a tdrzsgylijtemény ismert

tulajdonsagai a felhasznalasi engedély minden feltételének megfelelnek.

1. sz. tablazat: Bioaugmentacios térzsgylijtemény identifikacios feliilvizsgéalatanak eredményei

Laborjelzés Korabbi identifikacio Uj identifikacio
CHB-15 Micrococcus nishinomiyaensis Rhodococcus pyridinivorans

Brevundimonas vesicularis /
CHB-20p Chryseobacterium sp.
Chryseobacterium indoltheticum

AK-35 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
AK-37 Nocardia rubra Rhodococcus pyridinivorans
AK-40 Rhodococcus rhodochrous Rhodococcus rhodochrous

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (A 4.1 fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(1. tézis) Bioaugmentacios célra felhasznalt torzsgyujtemény tagjait korszeri,
molekularis genetikai modszerekkel (16S rRNS gén szekvencia alapjan) faj

szinten identifikaltuk, 3 torzs rendszertani besorolasat megvaltoztattuk.



4.2 A CHB-20p., mint uj baktériumfaj részletes identifikacios vizsgalata (elso célkitizésemnek

megfelelden)

Filogenetikai jellemzés

A bioaugmentacidos célra haszndlt torzsgylijtemény tagjainak 16S rDNS szekvencia
meghatdrozasa utan azt tapasztaltuk, hogy a CHB-20p. laboratériumi jelzésii baktériumtorzset a

szekvencia alapjan nem lehet egyetlen ma ismert baktériumfajhoz sem sorolni.

Elvégeztem a fenti szekvencia 0sszehasonlitisat a GenBank-ban letétbe helyezett 16S rDNS
szekvencidkkal. A 0Osszehasonlitds eredményeibdl kitlinik, hogy az izolatum egyértelmiien

besorolhatd a Chryseobacterium nemzetségbe. Pontos rendszertani besoroléasa a kovetkezo:

Domén: Bacteria
Torzs: Bacteroidetes
Osztaly: Flavobacteria,
Rend: Flavobacteriales
Csalad: Flavobacteriaceae
Nemzetség: Chryseobacterium

A nemzetségbe vald tartozds taxonOmiailag vitathatatlan. A filogenetikai vizsgalatok
eredményei felvetik annak a lehet6ségét, hogy egy eddig még ismeretlen, le nem irt fajjal
allunk szemben. Ahhoz, hogy egyértelmiien kijelenthetd legyen, hogy a CHB-20p. esetében uj
fajrol van-e szo0, részletes fiziologiai, fenotipusos, enzimatikus, kemotaxonémiai valamint
molekularis genetikai jellemzést kellett adjunk a torzsrol. A vizsgalatok eredményeit irodalmi
adatok alapjan minden esetben 0Osszevetettiik a nemzetségen beliill mar leirt és publikalt fajok

hasonlo tulajdonsagaival. Ezen vizsgélataink eredményeit a kovetezokben ismertetem.

Morfologiai jellemzés

crer

telepeket képez 48 oras tenyészetben, TGE agaron. Vilagossarga, flexirubin tipusi pigmentet

termel.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok szerint a CHB-20p torzs palcika alaka, 1-1,5 pm
hosszi, 0,5-0,9 pm széles, flagellum nélkiili sejteket képez mindkét vizsgalt taptalajon (TGE,
LB),. Ezekben a jellegekben a fiatal és id0s tenyészetek nem mutattak kiilonbségeket. Mivel egyik
referenciaként hasznalt Chryseobacterium tipustorzs esetében sem talaltunk flagellumra utalo

jeleket (1d. 2. sz. dbra), azt a megallapitast tehetjiik, hogy konvencionalis taptalajokban (TGE,

10



LB) a Chryseobacterium genusz reprezentansai csupasz, flagellum nélkiili sejteket képeznek,

mely tulajdonsag kutatasaink szerint a genusz fontos taxonomiai bélyege.

A: CHB-20p, B: C. daecheongense DSMZ15235", C: C. defluvii DSMZ14219" and D: C.
indoltheticum LMG13343T

Osszehasonlitasa.
Fiziologiai és fenotipusos jellemzés
A kisérletek sordn megvizsgaltuk a CHB-20p. szaporoddsdt MacConkey agaron €s nutrient
agaron 5 °C-on, 37 °C-on és 42 °C-on, tovabba nutrient taplevesben 5% NaCl jelenlétében, ureédz,

B-galaktoziddz ¢és fenilalanin-deaminaz termelését, nitrat- és nitrit redukciojat, Tween 80 és

keményit6 hidrolizisét, indol és H,S termelését, savképzését L-arabindzbdl, fruktézbol, glicerolbol,

11



lakt6zbol, maltdézbol, mannitolbdl, trehaldzbol és D-Xilozbol, valamint DNS-ének guanin + citozin

tartalmat. A vizsgalatok eredményét a 2. sz. tabldzatban mutatom be.

2. sz. tablazat: A CHB-20p. torzs fenotipusos karakterisztikdja osszevetve a Chryseobacterium

nemzetség mas tagjaival

Faj/torzs: 1, CHB-20p. (sajat kisérleti eredmények); 2, C. caeni; 3, C. gleum; 4, C. balustinum; 5, C. indologenes; 6, C.
indoltheticum; 7, C. scophthalmum; 8, C. defluvii; 9, C. joostei; 10, C. daecheongense; 11, C. formosense; 12, C.
taichungense; 13, C. shigense; 14, C. vrystaatense; 15, C. soldanellicola; 16, C. taeanense; 17, C. piscium; 18, C.

hispanicum; 19, C. wanjuense.

+, Pozitiv; W, gyenge pozitiv; -, negativ; V, valtozd; D, késleltetett reakcid; NA, nincs elérhetd adat.

Tulajdonsag 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Pigment termelés + 0+

Novekedés:
MacConkey agar . - W
5°C W+ D + D - + - - + + 4+ + + D +
37°C + o+ o+ o+ L + o+ -+
42 °C L - -

Novekedés nutrient agaron 5%

NaCl jelenlétében

Enzim aktivitas
Ureaz + + - v - - + + - -
B-Galaktozidaz + NA
Nitrat redukcid + o+ - - -+ - + o+ -
Nitrit redukcid + -+ - - NA NA + + NA
Fenilalanin-deaminaz NA + - - - NA NA NA NA NA NA + NA NA
Tween 80 hidrolizis W + 4+ + + + NA + NA - NA NA + + V - NA
Keményit6 hidrolizis + + + -+ + + NA NA + NA NA + o+
Indol termelés + + o+ o+ o+ -+ o+ -+ W+ o+ + W -
H,S termelés + - - - - - + v - NA

Savtermelés:
L-arabinoz + - - - - NA NA + -
Fruktéz + + D - 4+ 4+ + NA NA + NA NA o+ -
Glicerol + D -+ V 4+ NA NA NA NA + -
Laktoz + - - - - NA NA NA - -
Maltoz + + o+ -+ - NA NA + -
Mannitol e NA NA - -
Trehal6z + + + o+ o+ o+ o+ o+ NA NA -+
D-Xil6z + + - - - oW+ NA NA -

DNS G+C tartalom (mol%)* 37.5 382 380 33.1 385 33.8 342 388 368 366 NA NA 366 37.1 288 32.1 33.6 343 378

*DNS G + C tartalmak a tipustorzsekre vonatkoznak.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy a CHB-20p. tobb lényeges diagnosztikus fenotipusos

tulajdonsag tekintetében eltér a C. caeni-tol. Ezek a tulajdonsagok: indol termelés, savképzés

laktézbol, trehal6zbdl és D-xilzbol, valamint keményité ¢s Tween 80 hidrolizis.

Enzimatikus jellemzés

A CHB-20p. torzs enzimatikus jellemzését API ZYM teszt (BioMérieux) segitségével végeztiik

el. A vizsgalatok eredményeit a 3. sz. tdblazatban mutatom be.
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A vizsgalatok eredményibdl jol latszik, hogy a CHB-20p. torzs enzimkészlete 2-Naftil-aD-

glukopiranozid termelést tekintve egyértelmiien kiilonbozik a hozza filogenetikusan legkozelebb

allo C. caeni faj tipustorzsétdl (DSM 17710).

3. sz. tablazat: A CHB-20p. torzs API ZYM profilja dsszevetve a Chryseobacterium

nemzetség mas tagjaival

Faj/torzs: 1, CHB-20p. (sajat kisérleti eredmények); 2, C. caeni; 3, C. gleum; 4, C. balustinum; 5, C.
indologenes; 6, C. indoltheticum; 7, C. scophthalmum; 8, C. defluvii; 9, C. joostei; 10, C.
daecheongense; 11, C. formosense; 12, C. taichungense; 13, C. vrystaatense; 14, C. soldanellicola; 15,

C. taeanense; 16, C. hispanicum; 17, C. wanjuense.

Minden minta pozitiv eredményt adott a kdvetkezd enzimek termelését tekintve: 2-naftilfoszfat (pH 8.5),
2-naftilcaprilat, L-leucil-2-naftilamid, L-valil-2 naftilamid, 2-naftilfoszfat (pH 5.4) és naftol-AS-BI-
fosztat. Minden minta negativ eredményt adott a kdvetkez6 enzimek termelését tekintve: 6-Br-2-naftil-

aD-mannopiranozid és 6-Br-2-naftil-a-D-galaktopiranozid.

+, Pozitiv; W, gyenge pozitiv; -, negativ; NA, nincs elérhet6 adat

Szubsztrat 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17
2-Naftil butirat + + - - - -+ - -+ + w + + wow
2-Naftil mirisztat - - - - - - - e
L-Cisztil-2-naftilamid I + - + + + - - 4+ 9w
N-Benzoil-DL-arginin-2-naftilamid O + - + + w - - W -
N-Glutaril-fenilalanin-2-naftilamid - - - - 4+ - - -+ -+ + - -+ W
6-Br-2-naftil-a-D-galaktopiranozid - NA - - - - - - - - - - - - NA NA
2-Naftil-pB-D-galaktopiranozid - - - - ... - - - NA - - - - -
Naftol-AS-BI-BD-glukoronid - - - - - - - -t - - - - -
2-Naftil-aD-glukopiranozid + - o+ 4+ + + + + - - 4+ + 4+ 4+ + W
6-Br-2-naftil-pD-glukopiranozid + + + + - - - - -+ 4+ + -+ o+ -
1-Naftil-N-acetil-BD-gluk6zaminid - -t + + F + + + + - - - -+
2-Naftil-aL-fukopiranozidaz - NA - - - - - - - - - + - - NA NA

Kemotaxonomiai jellemzés

A kemotaxonomiai vizsgalatatok sejtmembran zsirsav analizisre, a respiratorikus kinonok és

respiratdrikus lipokinonok, valamint a polaris lipidek analizisre terjedtek ki.

A menakinonok koziil az MKG6 jelent meg tobbségben, az MKS komponenst csak nyomokban

sikeriilt kimutatnunk. A Chryseobacterium fajok mindegyikénél az MK6 egyediili, vagy dominéns

menakinonként szerepel. Egyedi tulajdonsag azonban az MKS5 jelenléte, melyet eddig egyetlen

fajnal sem mutattak ki.

Polaris lipidek koziil foszfatidil-etanolamin (PE), foszfatidil-glycerol (PG), difoszfatidil-

glycerol (DPQ) és foszfatidil-szerin (PS) keriilt kimutatasra, melyek jelenléte tobb Gram-negativ

taxonban is jellemz6 tulajdonsag.
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Mas Chryseobacterium fajokhoz hasonléan, a dominans zsirsav-metilészterek a CHB-20p
esetében is az is0-Cis;p (32%) és az is0-Ci70 3-OH (10.4%) voltak, megerdsitve ezzel a
nemzetséghez vald tartozast. Unikalis tulajdonsaga azonban, hogy a tébbi fajhoz képest
kiugréoan magas aranyban tartalmazta a 3. szamu fokomponenst (Ci6.107¢ and/or iso-Cys.g 2-
OH), mintegy 31,1% ardanyban. A 3. szamu fékomponens 30% koriili jelenléte a CHB-20p
torzson kiviil csak a C. caeni és a C. hispanicum esetében tapasztalhato. Az osszes tobbi fajbol
mindossze 10% koriili értékben mutathaté ki. A CHB-20p. és a rokon fajok zsirsav-
Osszetételének Osszehasonlitasat a 4. sz. tadblazatban mutatom be részletesen.

4. sz. tablazat: A CHB-20p torzs zsirsav 0sszetétele 0sszevetve a Chryseobacterium nemzetség
mas tagjaival

Faj/torzs: 1, CHB-20p.; 2, C. caeni; 3, C. taichungense; 4, C. formosense; 5, C. defluvii; 6, C. joostei; 7, C. gleum;
8, C. indologenes; 9, C. balustinum; 10, C. indoltheticum; 11, C. scophthalmum; 12, C. vrystaatense; 13, C.

daecheongense; 14, C. shigense; 15, C. soldanellicola; 16, C. taeanense; 17, C. piscium; 18, C. hispanicum; 19, C.
wanjuense.

Az értékek atlag + szoras formaban vannak megadva. Tr, nyomokban (kevesebb, mint 1,0 %); ND, nincs adat.

Zsirsav 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
13: 0iso 3.47 1,0 Tr 3,6 28 Tr Tr Tr Tr  ND Tr 1,104 16 26 Tr Tr 0906 25 Tr
?;‘gg‘gw"* Tr 2,6 67 Tr Tr 1,102 12404  2,1¢0,7 16 17  29+02 14403 1,5 24 23 31 Tr L0 29
15: 0iso 31,96 264 354 522 585 34,6420 354%29 34349 323 294 35007 41814 512 39,7 41,8 36,1 38350 26,1 40,0
;%H: 0 iso 491 3.2 43 18 2,6 29403 25801  26x02 27 23  27:01 2703 20 41 27 31 2450 40 37
15: 0 anteiso 3,61 43 Tr 2,1 3,2 Tr Tr Tr Tr 59 Tr 1,7+0,7 1,0 Tr 1.9 1,1 2,7+1,9 3,6 Tr
16:0 3,75 13,5 13 1,5 13 Tr 1,340,4 Tr L6 1,0  12:02 1,104 18 Tr 14 18 1,202 24 Tr
16: 0 30H 3,64 6,7 26 Tr Tr  12#02 1,001  10:02 14 Tr 1,001 1304 Tr 13 13 Tr 1303 44 ND
;?)H: 0 iso np ND 4 1,1 Tr ND ND ND T 13 ND Tr TT Tr Tr Tr Tr ND Tr
ggt"fg‘f’s‘éo Tr ND 1,7 10 ND 1,620 1,70,  1,7%02 13 1,3 1,501 1202 1,0 1,0 1,5 14 12+02 19 ND
17:020H Tr ND ND ND ND ND ND ND Tr 30 Tr ND ND ND ND ND ND ND ND
17: 0iso ND ND 08 23 20 Tr 1,640,6 Tr 1,0 Tr Tr Tr 30 Tr  Tr 11 12:02 ND 29
;SH? 0 is0 y4 9.8 224 109 141 20,112  21,8£03 192+1,8 168 14,0 16301 154:1,8 157 196 17,7 188 162+3,1 17,6 21,9
17:1is09% 1,69 ND 89 43 48 229+19 202439 242431 27,1 256 24804 197+23 76 119 146 158 187+28 13 11,7
?Slfgfr:‘;‘;‘mcns 31,07 324 138 65 84 12,1x13  11.8:0,8 111,392 11,2 11,503 9,109 85 12,4 97 11,2 10813 267 11,0

*Ismeretlen zsirsav; a szamok egyenld lanchosszusagot jeldlnek

*Fékomponensnek tekintettiik azokat a zsirsavakat, melyeket a gazkromatograf mar nem tudott elvalasztani a
Microbial Identification System (Microbial ID) szoftver segitségével. A 3. szamu fékomponens Ci4.107c és / vagy
150-Cys.o 20H komponenseket tartalmaz.

DNS-DNS hibridizacio

Ahhoz, hogy minden kétséget kizardan kijelenthessiik, hogy a CHB-20p. torzs esetében egy 1ij
baktériumfajrél van szo, el kellet végezni a CHB-20p. teljes DNS készletének és a legkozelebbi
»~rokona”, a C. caeni (DSM 17710) teljes DNS készletének hibridizaciojat. Ha a két DNS
homologidja 70% alatti értéket mutat, akkor egyértelmlien két kiilon fajrol beszélhetiink. A
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vizsgaltat eredménye 47,2 %-os homologiat mutatott, ami alapjan beigazolodott, hogy a CHB-
20p. egy eddig még leiratlan, uj baktériumfaj, melynek a Chryseobacterium hungaricum nevet

adtuk.

Chryseobacterium hungaricum sp. nov. faj leirasa

A sejtek aerob, lekerekitett végli, nem motilis palcak, melyek spérdt nem termelnek,
tdpanyagban gazdag taptalajon (TGE, LB) flagellumot nem fejlesztenek. 48 6ras tenyészetben a
sejtek 1-1,5 x 0,5-0,9 um méretiick. Gram-negativ baktérium, oxidaz- és kataldz pozitiv. TGE és

nutrient agaron jol szaporodik, de nem mutat novekedést MacConkey agaron.

Kerek, ép széli telepeket képez, melyek 48 oras inkubacid utan nyalkas felszintivé valnak.
Vilagossarga, flexirubin tipusti pigmentet termel. Homérséklet igényét tekintve mezofil baktérium,
5-37 °C kozott képes szaporodni, hdmérséklet optimuma 28 és 30 °C kozott van. Szaporodasra 6,0-
10,0 pH tartomanyban képes, pH optimuma 6,5 és 7,5 érték kozott van. 5% NaCl koncentracid
mellett a sejtek nem szaporodnak. Sejtfaldban az 1s0-Cjs,g €s a Cyg.107¢/is0-Cis9 20H zsirsavak
vannak jelen legnagyobb aranyban. Respiratorikus menakinonok tekintetében az MK-6 dominal,
MK-5-6t csak kisebb mennyiségben tartalmaz. A genomialis DNS guanin+citozin tartalma 37,5
mol%. L-arabindzbdl, fruktdzbol, glicerolbol, maltozbol és mannitolbol savat nem képez, mig
laktoz, trehaldz és D-xiloz hidrolizise esetén savtermelést mutat. Szénforrasként hasznositani a
kovetkezd szubsztratokat képes: gliikoz, mannoz és maltéz. Nem képes szénforrasként hasznositani:
arabindz, mannitol, N-acetil-glukézamin, glukonat, kaprat, adipat, almasav, citrat és fenil-acetat.
Indol-termelése és B-glukozidaz aktivitasa pozitiv, uredz aktivitdsa negativ. Nitratot és nitritet nem

redukalja.

Az 1 fajt mar sajat nevén szerepeltethetjiik a Chryseobacterium nemzetség megujult torzsfajan
(1d. 3. sz. abra).

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (A 4.2 fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(2. tézis) A vizsgalt torzsgyiijtemény egyik tagja (CHB-20p) filogenetikailag a
Chryseobacterium nemzetséghez tartozik, de a nemzetség eddig leirt tagjaitol
tobb 1ényeges tulajdonsagban is elkiiloniil. Elvégeztiik az eddig még ismeretlen,
uj faj leirasat, melynek a Chryseobacterium hungaricum nevet adtuk. Az
eredményeket nemzetkozi publikacioban adtuk kozre (SZOBOSZLAY et al.,
2008).
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g8
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Chryseobacterinm fuieum DEM 18605 { AM4B9609)

Chrvseolacrerinm shigense {}l.IM-KaJL' (ABIS3101)

Al Chrvseobacterium viystaaiense R-23566" (AJ&71397)

Chryseobacterium joosiel LMG 18217 (AJZTIO10)

[ " hryseobacierinm tndofogenes ATCC 29897 (MS38773)
100 Chryseabacrerium gleam ATCC 359107 (M38772)
s [ Chryseabacterinm daecheangense CPWA06" (AJ457206)
52 Chryseohacterium defluvii B2' (AJ309324)

Chryseobacterium wanjuense R2A10-2" (DQ256729)
e ( “hirysebacterinm faivanense BCRC 174127 (DQ318789)

Chryseabacterivm taichungense CC-TWGS| B (AJB4313D)

02 b Chipymensbacterinm taeanense PHA3Z-4' (AYR83416)

Chryseobacterium daeguense K105 (EF076759)
Chrysenbacierivm formosense CC-H3-2" [AY 315443}
Clhrpsenhacteriom soldanellicola PSD1-4 (AYBE3415)

— Chrvseobacterium indoltheticum LMG 4025' ( AY46844%)
Chrseobacterium scophthalmum LMG 13028" (AJ271009)
Chryseobacterium piserum LMG 23089 { AMO40439)

B8 Y= Chryseobacierivm balustinim ATCC 33487 (MS8771)

g7 [ Chryseobacterivm hungaricum CHB-20p" (EF685359)

Chryveohaetertum coeni N4' (DQ336T14)

Chryseobacterinm aguaticinn VREE' (AM398648)
Chryseobacierium hispanicim VPA8" (AMI159183)
o Chrweobacterium flavim YTM 47657 (AM42101 3

35

= Chrysenbacierinm haifense DEN 19056° (EF204450)

a7

Kaistella koreensis KCTC 12107 (AF344179)
Riemerclla columbing LMG 11607 (AF181448)

piL Herpeyelie zoohelonm ATCC 43 767 (M93153)

Flizabethkingia mivicola DSM 14571 (ABOT1953)

O rmithobacterivm rhinotracheale LMG 9086 (L191568)

0.01

Weeksella virmsa ATCC 43766 (M93152)

Empedobacter brevis ATCC 142347 (M39052)

3. sz. abra: A Chryseobacterium nemzetség megujult filogenetikus torzsfaja
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4.3. A CHB-20p. torzs fajspecifikus kimutatasa kornyezeti mintabol, DNS amplifikacios
médszerrel (masodik célkitlizésemnek megfelelden)

A Chryseobacterium hungaricum CHB-20p. 16S RNS génjének V2 és V6 hipervaridbilis

crer

-KEV10 132/F  5’- CAGATGGCATCATTTGATATTGAA - 3 (24 bp)

-KEV10 1007/R  5’- GACAGGTCTGGAAACAGACCCTTC - 3° (24 bp)

C. hungaricum genomialis DNS-t alkalmazva templatként, valamint a fent leirt primerek
hasznélataval, 54 °C primer-feltapadasi hdmérséklet (Ta) mellett egy 83 1-bp hosszusagh amplikont
kaptunk 30 ciklusos, standard PCR reakcid esetén.

A baktérium nagy érzékenységli kornyezeti kimutatasara a nested-PCR modszert talaltuk a
legalkalmasabbnak. A fajspecifikus PCR reakciot a BSF8/20 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) és a BSR1541/20 (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) univerzalis primerek hasznalataval
kombinélva, ,,in vitro” korilmények kozott lehetdve valt a C. hungaricum érzékeny detektalasa
talajbol. A modszer érzékenységét szemlélteti, hogy a CHB-20p. torzset legalacsonyabb €16
sejtszamban (~10° CFU/g) tartalmazé talajmintabél is sikeres PCR amplifikdciot kaptunk az

altalunk tervezett primerekkel (1d. 4. sz. abra).

1: 10° CFU/g; 2: 10" CFU/g; 3: 10 CFU/g; 4: 10° CFU/g; 5: 10* CFU/g; 6: 10° CFU/g; 7: 10° CFU/g; 8: 10’
CFU/g; 9: 10° CFU/g; 10: 10° CFU/g. 11, 12, 13, 14: oltatlan talaj (negativ kontroll); 15, 16: pozitiv kontroll;
GeneRuler Ladder Mix (Fermentas); 18, 19: pozitiv kontroll.

4. sz. abra. CHB-20p", Chryseobacterium hungaricum kimutatasa talajbol nested PCR

modszerrel
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (A 4.3 fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

(3. tézis) A Chryseobacterium hungaricum faj ,in vitro” fajspecifikus
kimutatasara alkalmas PCR alapu, gyors, megbizhaté és érzékeny modszert
fejlesztettiik, fajspecifikus primerek tervezésével, és azok nested-PCR
reakcioban valo alkalmazasaval. A modszer ,in vivo” bioldgiai monitoring

célokra valo felhasznalasa tovabbi teszteléseket igényel.

4.4. Pseudomonas aeruginosa kornyezeti mintabol valo kimutatasara alkalmas modszerek

kritikai dsszehasonlitasa (harmadik célkitlizésemnek megfeleléen)

Bioaugmentacios eljarasok biztonsagos kivitelezéséhez szintén elengedhetetlen a fakultativ
patogén baktériumok, koztik a Pseudomonas aeruginosa bioldgiai monitoringja. Harmadik
célkitizésemnek megfeleléen ot, altalanosan alkalmazott kimutatasi moédszer altal adott
eredmények egybehangzosagat vizsgaltuk 43 kornyezeti izolatumon (ld. 5. sz. tablazat). A
modszerek kozott harom fenotipusos (MSZ 21470-77:1988, ACGM agaros tenyésztés és API 20NE
biokémiai fingerprint), és két molekularis biologiai mdodszer (ETA PCR és PA-SS PCR) szerepelt.

5. sz. tablazat: A vizsgalt P. aeruginosa azonositasi modszerek eredményeinek dsszehasonlitasa

s MSEHEC acovur AT B PSS moms MSEBOE acauue Al BTN Tass

ATCC 27853 + + + + + P24 - - - - -
P2 + + + + + P25 - - - - -
P3 + + + + + P26 - - - - -
P4 + + + + + P28 + + + + +
P5 + + + + + P29 + + + + +
P6 + + + + + P30 + + + + +
P7 + + + + + P31 + + + + +
P8 - - - P32 + + - + +
P9 + + + + + P33 + + + + +
P10 + + + + + P34 - - - -
P11 + + + + + P35 + + + + +
P12 - - - P36 + + + + +
P14 + + + + + P37 = - s = -+
P15 - Ss +* 4 +* P38 + + + + +
P16 4 i + s P39 + + + + +
P17 + + + + + P40 - - - - -
P18 + + + + + P41 - -
P19 - - - - - P42 s + +
P20 - - - - - P43 + + + + +
P21 - - - - - P44 - - - - -
P22 + + + + + P45 + + + + +
P23 - - - - - P46 + + + +
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Az egyes mddszerek altal adott fals negativ eredményekbdl szamoltuk a helyes azonositasi
eredmények szazalékos aranyat (ld. 6. sz. tablazat), mely érték utal az egyes modszerek
tévedhetdségére. Kisérleteinkben a fenotipusos modszerek mindegyike hozott fals negativ
eredményt, mig a molekularis biolégiai modszerek minden esetben korrekt identifikaciot

adtak.

6. sz. tablazat: A vizsgalt P. aeruginosa azonositasi modszerek altal adott helyes eredmények

Osszehasonlitasa
Fals negativ
Vizsgalati médszer X tesztelt izolatum Helyes azonositasok aranya
eredmények
Magyar Szabvany )
MSZ 21470-77:1988 4 2 95,34%
ACGM agaros modszer 43 2 95,34%
API 20NE 43 1 97,67%
Exotoxin A gén kimutatas o
(ETA PCR) 43 0 100%
16S rDNS V2 & V8 alegység kimutatas o
(PA-SS PCR) 3 0 100%

Sajat kisérleti eredményeink és a szakirodalmi adatok fényében elvégeztem a vizsgalt
modszercsoportok Kritikai 6sszehasonlitasat. Megallapitottam a fenotipusos és a molekularis
biologiai modszerek elonyeit és hatranyait, alkalmazasukat alatimasztéo és korlatozo
tényezoket. Az eldnyok ¢és hatranyok feltardsa utan, javaslatom szerint a P. aeruginosa
leghatékonyabb kornyezeti kimutatisa a két modszercsoport kombinalt alkalmazasaval

érhet6 el. A modszertan azonban RNS alapti mdédszerek fejlesztésével tovabb pontosithato.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY(A 4.4 fejezetben bemutatott eredmények
alapjan):

4. tézis) Ot Kkiilonb6z6, Pseudomonas aeruginosa Kimutatisira és
azonositasara altalanosan hasznalt modszert, 43 kornyezeti izolatumon
osszehasonlitva megallapitottuk a fenotipusos és a molekularis biologiai
modszerek elonyeit és hatranyait, alkalmazasukat alatamasztéo és korlatozo
tényezéket. Az eredményeket nemzetkozi publikacioban adtuk kézre (ATZEL et
al., 2008).

19



4.5. Az exotoxin A gén kimutatasat célzo (ETA-PCR) modszer kiértékelésének korrigalasa

(harmadik célkitlizésemnek megfeleléen)

Kisérleteink soran ellentmondésokat fedeztiink fel a P. aerugiosa exotoxin A génjét célz6 PCR
alapi moédszer (ETA PCR) korabbi leirasaiban is (Id 7. sz. tablazat). Ezek az ellentmondasok

késztettek a modszer kiértékelésének részletes feliilvizsgalatara.

7. sz. tablazat: Az ETA gén kimutatasat célz6 modszer kiilonboz0 leirdsai

Amplikon mérete a szerzék Amplikon emésztése

Szerzdk Primer szerint Pvul restrikciés endonukleazzal
i ETA-1 (24-bp)
ATZEL et al., 2008 ETA-2 (24-bp) 397-bp 134 +263-bp
KHAN & CERNIGLIA, ETA-1 (24-bp)
1994 ETA-2 (24-bp) 396-bp 150 + 246-bp
SONG et al., 2000 ETA-1 (24-bp) 367-bp Nem vizsgaltik

ETA-2 (24-bp)

Megfeleld szoftveres elemzéssel és szekvencia analizissel is alatdmasztva megallapitottuk,
hogy ellentétben a korabbi leirasokkal, az ETA1 és az ETA2 primerekkel megsokszorozott,
Pseudomonas aeruginosa-ra nézve fajspecifikus génszakasz 397-bp hosszi, ezt a génszakaszt
pedig a Pvul restrikciéos endonukledz enzim egy 134 és 263-bp hosszia fragmentre osztja (1d. 4.

¢s 5. abra).

ETA1

1 gacaacgccc tcagcatcac

51

101

151

201

251

301

351

cagcgacggc

cggcgtcgag

gcggcagttg

tcgaacatca

ccacatgtcg

agctggcgcg

atgcagccga

ccagacccag

ccgaacaagc

gtcgctgaac

aggtgttcat

ccgatctaca

cgatgccacc

cgctcgccat

ccgcgccggg

cggtgcgcta

tggctggtac

ccacgaactg

ccatcgagat

ttcttcgtca

cagccatgcc

aaaagcgctg

ctgaccatcc

cagctacacg

cgat’cggcca cgagaagccc

aacgccggca

gggcgacgag

gggcgcacga

ggggtcagcg

gagcgaatgg

gcctcgaagg

cgccaggcgce

accagctcag

ttgctggcga

gagcaacgag

tggtcatggc

gccagcg

ETA2

»CGAT’CG”: Pvul felismerési hely; aldhuzott szakasz: primer feltapadasi hely

4. sz. abra: A 397-bp hosszu PCR termék altalam meghatarozott bazissorrendje
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1: Gene Ruler 3-kb marker, 2: emésztett fragmentek (263+134-bp), 3: Eredeti PCR termék (397-bp)

5. sz. abra: A 397-bp méretli PCR termék emésztése Pvul restrikcids endonukleazzal

(5. tézis) Az eredetileg leirt, Pseudomonas aeruginosa-ra nézve fajspecifikus
exotoxin A gén Kkimutatasat célz0 modszer Kkiértékelését modositottuk.
Megallapitottuk, hogy az ETA1 és az ETA2 primerekkel megsokszorozott
génszakasz 397-bp hosszu. Ezt a génszakaszt a Pvul restrikcios endonukleaz
enzim egy 134 és 263-bp hossza fragmentre osztja. Az eredményeket nemzetkozi

publikaciéban adtuk kozre (ATZEL et al., 2008).
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

erer

megtortént, czaltal a készitmény engedélyezetésének minden feltétele teljesiilt. Az eredmények
azonban tobb érdekes kovetkeztetés levondsat is lehetové tették. 16S rRNS gén szekvencidjuk
alapjan az 6t baktériumtdérzsb6l haromnak mas volt a faji besorolisa, mint azt koriabban
fenotipusos jegyek alapjan meghataroztak. A baktériumok bizonyos fizioldgiai, fenotipusos,
enzimatikus vagy morfologiai bélyegei egyes esetekben elegenddek a pontos faj szerinti
besorolashoz, kordbban ezek a tulajdonsagok képezték a mikroszervezetek klasszikus
rendszertandnak alapjait. Azonban - amint azt vizsgalataink is bebizonyitottak — bizonyos
esetekben a fajok kozotti kiilonbségek csak nukleotid szinten mutatkoznak meg egyértelmiien,
ennek kovetkeztében kizardolag hagyomanyos modszerek alkalmazasaval nem mutathatéak ki.
Ma mar tobb olyan molekularis biolégiai mddszer is ismert, melyek kombinalt alkalmazasa a
hagyomanyos identifikacios eljarasokkal, a legnagyobb biztonsaggal alkalmas egy ismeretlen
izolatum pontos, faj szintii meghatarozasara. Kiemelten javasolom a dolgozatban felhasznalt
modszerek kombinalt alkalmazasat olyan esetekben, amikor az identifikécié eredményén (mint a mi
esetlinkben is) egy biologiai készitmény engedélyezése, vagy esetleg egy helyes klinikai diagndzis
mulik.

Ezen kiviil, a fenotipusos médszerek kizarélagos alkalmazasaval, mint az a CHB-20p torzs
esetében is egyértelmiien latszik, eddig még ismeretlen, ij fajok maradhatnak felfedezetleniil,
hiszen fenotipusos bélyegei alapjan a hagyomdanyos identifikacids rendszerek nagy eséllyel

azonositjak — tévesen — egy mar ismert, az adatbazisban szerepld baktériumfajjal.

Doktori értekezésem egyik f6 eredménye egy uj baktériumfaj felfedezése volt. Az altalunk
leirt Chryseobacterium hungaricum CHB-20p" minden kétséget kizaroan @j faj, melynek
1étezésével mostantdl mindenképpen szdmolni kell a baktériumok 6sszehasonlité rendszertanaban.
Ezen tal a mar emlitett torzsgylijtemény tagjaként alkalmas bioaugmentacids eljarasok
kivitelezésre. Kiegésziti a korabbi szakirodalmi adatokat a faj szénhidrogén-bontd képessége, mivel
hasonl6 tulajdonsagrol a Chryseobacterium nemzetségen beliil egyik fajleird publikacié sem szdmol

be. Javaslom a nemzetség mas tagjainak, bioaugmentacios célra vald értékmérését, tesztelését.

Vizsgélatainkbol adoddan a nemzetségen beliill korvonalazédik egy olyan fajesoport (C.
hungaricum, C. caeni €s C. hispanicum), mely a 3. szdmu zsirsav-fékomponens (C;¢.107¢/is0-Cjs:9

20H és/vagy is0-C,7.9 30H) tekintetében eltér az eddig leirt Chryseobacterium fajoktol.
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Bar egyes Chryseobacterium fajok tapanyagban szegény taptalajon flagellumot
fejlesztenek, sajat vizsgalataink alapjan arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy a sejtfiiggelékek

hianya gazdag taptalajon a nemzetség fontos taxonomiai bélyege.

Az altalunk tervezett fajspecifikus primerek nested-PCR reakciéban alkalmasnak
bizonyultak a Chryseobacterium hungaricum faj talajbol torténé ,,in vitro” kimutatasara.
Javaslom a mddszer ,,in vivo” biologiai monitoring célokra valé felhasznalasanak tovabbi
tesztelését. Erdemes lenne tovabba, hasonldé modon a CHB-20p-hez, a bioaugmenticids
torzsgyljtemény minden egyes tagjahoz fajspecifikus nested PCR maédszert tervezni, ¢s azokat
»in vivo” tesztelni. Ezéltal a torzsgylijtemény minden tagjanak biologiai monitoringja elérhetoveé

valna.

Kutatdsaim sordn, sajat kisérleteken alapuld, a Pseudomonas aeruginosa baktérium
kornyezeti kimutatasara alkalmas modszerek megbizhatosagara €s alkalmazhatosagara iranyulo
Osszehasonlitdo elemzést végeztiink. Vizsgalati eredményeink fényében megallapitottuk a
fenotipusos és a molekularis biologiai modszerek elonyeit és hatranyait, alkalmazasukat

alatamaszto és korlatozo tényezoket.

A PCR alapu technikaknak tobb eldnye is van a hagyomanyos, tenyésztéses modszerekkel
szemben. Nagyobb érzékenységgel alkalmasak mikroorganizmusok kimutatasara, fliggetlentiil azok
élettani fazisatol, fiziologiai allapotatdl. A PCR koriilményeinek laboratdériumi optimalizalasa utan
egy kornyezeti mintdbdl konnyen és gyorsan lehet diagnosztikai eredményhez jutni akar 24
oran beliil is, szemben a tenyésztéses modszerekkel, melyek tobb napot, vagy akar egy hetet is
igénybe vehetnek. A DNS alapu technikaknak azonban hatranyai is vannak. A mddszer nem
tud kiilonbséget tenni a tekintetben, hogy a minta DNS tartalma életképes, vagy mar elpusztult
sejtekbdl szarmazik. Az elpusztult baktériumsejtbdl kikeriilt DNS ugyanis még hossza ideig
megmaradhat a talajban, talajvizben. Ilyen modon fennall a lehetdsége, hogy a PCR pozitiv
eredménye ellenére a minta valgjdban mar nem tartalmazza a keresett baktérium egyetlen €16 sejtjét
sem. Fals pozitiv reakciot konnyen okozhat ezen feliil még a reakciokdzeg DNS kontaminacidja is.
Tovabbi hatranya ezeknek a modszereknek, hogy a kornyezeti mintdban jelenlévé humuszanyagok,
ill. fémek hatasara a reakcio gatlast szenvedhet. A DNS izolélds ezért kdrnyezeti mintabol kiillonds
kortltekintést, és jol megvalasztott protokollt igényel. Mindezen hatranyok ellenére a PCR olyan
lehetéségeket nyitott a kornyezeti mikrobioldgia elott, melyek korabban elképzelhetetlenek
voltak. Ha sikeriil a jovében elérni a PCR és a hagyomanyos technikak egylittes alkalmazasanak
széleskorti elfogadottsagat, akkor ezek kombinalt hasznalata a kérnyezeti mikrobiologia fontos

kérdéseinek gyors megoldasahoz vezet majd.
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A vizsgalt modszercsoportok alkalmazhatésagara vonatkozo kovetkeztetéseimet a 8.

tablazatban foglaltam oOssze:

8. sz. tablazat: Az altalunk vizsgalt P. aeruginosa azonositasi méodszerek eloényei €s hatranyai

Elényok Hatranyok

Fenotipusos (és biokémiai) -egyszerl kivitelezes ) ) ’
-fals negativ eredmény kockazata

médszerek -szokvanyos, egyszerli laboratoriumi
) -idGigényes
hatteret igényel
Molekulris biolégiai gyors -fals pozitiv eredmény kockazata
médszerek érackeny -miszerezett, koltségesebb

laboratoriumi hatteret igényel

A Kkérdéskorben megfogalmazott javaslatom: a jovoben a kornyezeti baktérium
kimutatasi modszereknek érdemes lenne az RNS alapa technikak felé fordulnia. Az RNS
molekula felezési ideje ugyanis l1ényegesen rovidebb, mint a DNS-¢, tehat a sejtbdl kikeriilve az

¢élettartama orakban mérheto.

Annak ellenére, hogy a molekularis biologiai technikdk eldnyeit régota vizsgaljak baktériumok
kimutatasa esetén, a vilag legtobb orszagban az allami szabalyozas hagyomanyos fenotipusos
moédszereket standardizal P. aeruginosa kornyezeti izolalasara és azonositasara. Tobbek kozott
az USA-ban az APHA Standard Method 9213F, ugyanigy az Eurdpai Unidban a Német
Vizmindségi Szabvany DIN EN 12780:2002, ¢és hazankban is a mar emlitett Magyar Szabvany
(MSZ 21470-77:1988). Figyelembe véve eredményeimet €s mds korabbi hasonldo témaju

publikéciokat kétségtelen, hogy ezek a szabvanyok feliilvizsgalatra szorulnak.

Legvégiil pedig, a P. aeruginosa azonositasara hasznalt, korabban hibasan leirt exotoxin A gén
kimutatasi modszerének kiértékelésén végzett korrekcidinkat ajanlanam olyan szakmai
miihelyek figyelmébe, melyek ma is rutinszertien alkalmazzdk ezt az eljardst a nevezett faj

kimutatasara.
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