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1. Bevezetés

Az antropogén tevékenységbdl a kornyezetbe keriilé karos anyagok, mind az emberi
egészségre, mind pedig a vizi 6koszisztémakra karos hatassal vannak. Az édesvizi okologiai
rendszerekben egyre nagyobb koncentracidban kimutatott szennyezbanyagok az emberiség
legnagyobb ¢és legégetdbb kornyezeti problémai koz¢é tartoznak.

A kornyezetben is jelenlévé, egyre gyakrabban kimutatott, szerves szennyezéanyagok
csoportjaba a gyogyszerhatoanyagok (PhACS) is beletartoznak. A 2000-es évektdl kezdédéen
egyre nagyobb figyelem kiséri a gyogyszermaradvanyok vizi kérnyezetben valé el6fordulasat,
kornyezeti hatdsukat és a potencidlis toxicitasukat. A gyogyszermaradvanyok legnagyobb
mennyiségben a kommunalis szennyviztelepek, a koérhdzi és az ipari gyartasi folyamatok
szennyvizeibdl szdrmaznak. Mivel a mai szennyviztisztitasi eljardsok nem elegendoek és
alkalmatlanok ezen vegyiiletek eltavolitasara, igy nagy mennyiségben a felszini- illetve felszin
alatti vizbazisokba keriilnek és raktarozodnak. A gyogyszermaradvanyok kornyezetben vald
jelenlétiik akut és kronikus expozicid révén negativ hatassal vannak a vizi él6lényekre,
amelyekre még csak részben ismert toxikologiai hatasokat fejtenek ki.

Nem all rendelkezésiinkre elég informacid a gydgyszerhatéanyagok lehetséges hosszu
tava természeti- és kozegészségiigyi hatasairol. Emiatt elengedhetetlen a kornyezetben

--------

talalhatd  gydgyszermaradvanyok  mikrobiologidjanak,  biotranszformécidjanak  és
biodegradacidjanak megértése. Fontos tovabba a végsd kornyezeti sorsuk pontos
meghatarozasa, a kockazatbecslések elvégzése, fenntarthatd innovativ mdodszerek kidolgozasa
a gyorsabb eltavolitas érdekében.

Ennek okan kutatomunkam célja a diklofendk, ibuprofen és karbamazepin lebonto
mikroorganizmusok dusitasa, izolalasa és fajszintli beazonositdsa, valamint a vizsgalt
gyogyszerhatdbanyagok potencialis lebontasara képes bakterialis torzsgylijtemény létrehozasa.
A leghatékonyabb biodetoxifikaciora képes izolatumokbdl egy bakterialis konzorcium
kialakitasa és vizsgalata természetes vizmintaban, illetve elfoly6 szennyvizben. A fenti célok
eléréséhez tenyésztéstdl fliggd mikrobiologiai modszereket és tenyésztéstdl filiggetlen
molekularis biologiai modszereket alkalmaztam, illetve nagymiiszeres analitikai eljarassal

crer

célja egy fenntarthatd ¢&s koltséghatékony biotechnologiai megoldas kifejlesztése

crer



2. Célkitiizés

A Kkutatas alapkérdése volt, hogy mely baktériumok képesek diklofenak, ibuprofen és
karbamazepin bontasara. Egy el6z6leg mar széleskorben vizsgalt bakterialis biofilmbdl
célom volt szelektiven felszaporitani és tjgeneracios szekvenalasi modszerekkel
(metagenom elemzés) beazonositani a potencidlisan gyodgyszerhatdbanyagbontd

mikroorganizmusokat (Bacteria).

A kutatas tovabbi célja volt, hogy a kisérletek soran a kdrnyezeti mintabol felszaporitott,
beazonositott, potencidlisan a diklofendk, ibuprofen és karbamazepin bontasara képes
autochton baktériumtorzseket izolaljak, fajszinten azonositsak és gyodgyszerhatdanyag

biodegradacid/biodetoxifikacio tekintetében teszteljem.

Célom volt a leghatékonyabb gyodgyszerhatéanyagbontd baktériumtorzsek teljes

genomjanak elemzése metabolikus képességeinek feltarasa.

A leghatékonyabb gydgyszerhatdanyagbontd baktériumtorzsekbodl tovabbi célom volt
egy bakterialis konzorcium kialakitasa, mely tesztelésre keriilt természetes vizmintaban

¢s szennyviz effluensben egyarant



3. Irodalmi attekintés

3.1. Gyégyszerhasznalat mértéke vilagszinten

A modern orvoslas gyakorlata elképzelhetetlen gyodgyszerek alkalmazasa nélkiil. Az
egészségiigyl szektorba valod befektetések, a kutatasok fejlesztése, az atfogd globalis piaci
elérhetdség és a vilag népességének robbanasszerli ugrdsa példatlan mértékii ndvekedest
okozott a gyogyszerek fogyasztasanak, kibocsatasanak és felhalmozodasanak terén a
kornyezetben (Van Boeckel et al., 2014). Csak az eurdpai piacon tobb, mint 3000-féle
gyogyszerkészitmény van jelen. Jelenleg koriilbeliill 4000 gyogyszerhatdéanyag érhetd el a
globalis piacon, éves globalis fogyasztasuk kozel 100 000 tonna/év (Lindim et al., 2017). A
globalis gyogyszeripari kiadasok 2001-es adatai szerint 390 milliard dollar volt, ami 2018-ra
1,2 billié dollarra nét €s becslések szerint 2023-ra elérheti a 1,5 billié dollart (IQVIA 2019). A
legfrissebb 2023-as adatok alapjan a becslés helytalonak bizonyult, ahogy azt az 1. ébra mutatja
be (Mikulic 2023).
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1. abra A globalis gyogyszeripari kiadasok adatai 2001-t61 2022-ig (Mikulic 2023)

A globalis gyogyszerfogyasztassal egyidejiilleg a gydgyszermaradvanyok Koncentracioja
is egyre csak novekedni fog a kornyezetben (Silori et al., 2022). A gyogyszermaradvanyok
mindeniitt jelenlév, egyre gyakrabban kimutatott szennyez6 anyagok és napjainkban az egyik
leginkabb aggaszto kornyezeti problémat jelentik (Khan et al., 2022a). Egy attekint6 tanulmany
soran Patel és munkatarsai (2019) nyilvanvalova tették a gyogyszermaradvanyok el6fordulasat

vizi (Miller et al., 2018) és szarazfoldi (Kim et al., 2011) 6koszisztémakban az Eurdpai Unioban
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(Loos et al., 2013), az Egyesiilt Allamokban (Kostich et al., 2014) és Kinaban (Liu & Wong,
2013). Emellett egyre szélesebb korben jelennek meg a geoszféraban (Riaz et al., 2018; Grenni
etal., 2018) és a bioszféraban (Wu et al., 2015; Bartrons et al., 2017) egyarant. A kézelmultban
a német Szovetségi Kornyezetvédelmi Ugyndkség egyik kutatd csoportja alaposan attekintette
(2. abra) és Osszeallitotta a gyogyszer eléfordulasi adatokat 71 orszagban (Beek et al., 2016).
Egy, a gyogyszerhatdoanyagok jelenlétét vizsgald ligyndkség a vilag 75 orszagabol szarmazo
adatokat tekintette at. Osszesen 1519 publikaciobol 178708 adatbejegyzést vizsgaltak meg
(Eike et al., 2019). A felmérés szerint vilagszerte 771 gyogyszerhatdbanyagot vagy azok
metabolitjait mutattak ki; az EU-ban 596-ot. A kimutatott gydgyszermaradvanyok tilnyomo
tobbségét a szennyviztisztitdo telepek szennyvizeiben jelentették. A tanulmény szerint 19
anyagot mutattak ki a felszini vizekben, a talajvizben vagy ivovizben mind az 6t ENSZ-
régioban. A nyugat-eurOpai, latin-amerikai és karibi orszagcsoportokban a leggyakrabban
kimutatott gyogyszerek a diklofenak (DIC), az ibuprofen (IBU) és a karbamazepin (CBZ)

voltak.

A felszini vizben, talajvizben, S
csapvizben és/vagy ivévizb

kimutatott gyogyszerek

szama

13
410

y

2. abra Gyogyszeripari anyagok globalis kimutatasa ivovizben/csapvizben, felszin

N 11-30
N 31100
N 101-200

Nincs adat

alatti és felszini vizekben (Beek et al., 2016)

A DIC, az IBU ¢és a CBZ a leggyakrabban ¢észlelt gyogyszerhatoanyagok az édesvizi
okoszisztémakban vilagszerte is. Ezek a vegyiiletek felszini, talaj és ivovizben is kimutathatéak
(Lapworth és mtsai., 2012; Carmona és mtsai., 2014). A gydgyszermaradvanyok egyre nagyobb
figyelmet kapnak, mivel kéros hatdssal lehetnek a vizi szervezetekre (Loos és mtsai., 2013;
Kiister és Adler, 2014). Khan és munkatarsai altal kozolt (2022b) tanulmany is alatamasztja,
amelyben aggalyaikat fejezik ki az ivovizben megtalalhaté gyogyszerhatdoanyagok emberi
szervezetre gyakorolt negativ hatdssukkal szemben. Annak ellenére, hogy a koncentracidjuk az

ivovizben a ng/l* tartoméanyba esik, ami joval alacsonyabb, mint a terapias dézisok, fontos
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problémat vet fel, mivel ezeknek a mennyiségeknek az emberi egészségre gyakorolt hosszu

tava hatdsai még mindig nem ismertek (Kim és mtsai., 2015).

3.1.1. Nem szteroid gyulladascsokkentok (NSAID)

A nem szteroid gyulladascsokkentok az egyik legszélesebb korben és leggyakrabban
alkalmazott fajdalomcsillapitok (Abdulla et al., 2013). A NSAID-ok legfébb alkalmazasi
teriilete a mozgasszervi fajdalmak enyhitése, azonban hasznaljak lazcsillapitasra, menstruacios
gorcsokre, fogorvosi miitétek alkalmaval és fejfajasra egyarant (Siit6 2019).

A prosztaglandinok hormonszerli vegyi anyagok a szervezetben, amelyek hozzajarulnak
a gyulladashoz, a fajdalomhoz és a 1azhoz azaltal, hogy kitagitjak az ereket, ezzel emelve a test
hémérsékletét. A prosztaglandinok termelésének csokkentésével a NSAID-ok segitenek
enyhiteni a 14z okozta kellemetlenséget, valamint mérsékelik a gyulladast és a vele jaro
fajdalmat. Szamos olyan allapot tiineteinek enyhitésére hasznaljak, ahol fajdalom és gyulladas
jelentkezik (Machado et al., 2017).

A NSAID-ok nagyon hatékonynak bizonyultak a fajdalom és a gyulladas csokkentésében,
igy széles korben alkalmazzak dket vény nélkiil is. Az alacsony fogyasztoi arak és kockazatok
miatt fenndll a tulzott, eldirdsoknak nem megfelel6 hasznalat lehetdsége. Az életkor
elérehaladtaval az idésebb hasznaloknal nagyobb a sziv- és érrendszeri, 1éghti gyulladas,
gyomornyalkahartya fert6zése, vese- és majszovédmények kockazata (Wongrakpanich et al.,
2018).

Masik probléma a kornyezetbe kikeriil6 NSAID-ok nagy mennyiségben torténd
felhalmozodasa. A gyogyszermaradvanyok pseudoperzisztensek, mivel folyamatosan
aramlanak a kornyezeti matrixokba. Az oldhatosaguk, felszivodasuk, illékonysaguk, biologiai
lebomlasuk, polaritasuk és stabilitasuk széles tartomanyban valtoznak (Le-Minh et al., 2010).
Azonban annak ellenére, hogy folyamatosan bomlanak és kiilonboz6 eljarasokkal igyekeznek
eltavolitani 6ket, igy is felhalmozddnak a természetes matrixokban (Ebele et al., 2017). Nagyon
alacsony (ng/l - pg/l) koncentracioban is aktivak, ami 6kotoxikus hatassal lehet a kdrnyezetre
(Rastogi et al., 2021).

3.1.1.1. Diklofenak (DIC)
A diklofenak (DIC) (2. abra) egy nem szteroid gyulladascsokkenté gyogyszer, amelynek
kémiai képlete C20H24CI2N203 és molekulatomege 296,149 g/mol. A DIC a fenil-ecetsav
osztalybodl szarmazik, gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapito és lazcsillapito tulajdonsagokkal

rendelkezik. Az egyik legszélesebb kdrben felirt NSAID vilagszerte (McGettigan & Henry,
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2013). Az 1973-as bevezetése Ota sok erbfeszitést tettek a kiilonboz6 diklofenak termékek
fejlesztésére. Napjainkban a leggyakrabban alkalmazott diklofendk sok kozé tartozik a
diklofenak natrium és kalium sdja. A diklofenak-natrium elényei kozé tartozik, hogy in vitro
nem akadalyozzék meg a proteoglikdnok szintézisét a porcokban terapias koncentraciokban. A
diklofendk-kalium fajdalom- ¢és gyulladdscsokkentd hatasat hamarabb kifejti a jobb
vizoldékonysaganak koszonhetden. Hatékony megfazas és influenza tiineteinek kezelésére
beleértve a lazat is. Sokféle formaban alkalmazhatdak ezek a gydgyszerhatdanyagok; tablettak,

lagy gél kapszulak és por szajon at torténd bevitelével (Altman et al., 2015).

Cl
; NH
Cl OH
o

3. abra A diklofenakc szerkezete (http 1)

Az egyik legnépszeriibb fajdalomcsillapitot széles korben hasznaljak human
egészségiigyl ellatasban, egyénenként 195 ¢és 940 mg kozotti éves fogyasztds mellett
(McGettigan & Henry, 2013). 86 orszagbdl szarmazo6 egészségiigyi adatok becslése szerint
koriilbeliil 1309 tonna diklofenakot fogyasztanak el vilagszerte, ahol Azsia fogyasztisa az
Osszesnek 40%-at, mig Eurdpa 29%-at teszi ki (Acufa et al., 2015). Franciaorszdg Gsszes
fajdalomcsillapitd fogyasztasdnak 30,04%-at a diklofenak tette ki 2016-ban (Skaisté et al.,
2018). Azonban ezek az adatok csak a human gydgyaszatbol szarmazo adatok, az
allatgyogyaszatban hasznalt mennyiségekre vonatkozo adatok hidnyosak (Lonappan et al.,

2016).

3.1.1.2. Ibuprofen (IBU)

Az ibuprofen (IBU) (3. abra) szintén egy nem szteroid alapi gyulladascsokkentd
gyogyszer  (NSAID). Az  ibuprofen  propionsav-szarmazék,  fajdalomcsillapito,
gyulladascsokkentd ¢és lazcsillapitd hatassal rendelkezik. Enyhe-kdzepes fajdalom, laz
kezelésére, valamint az arthrozis (porckopas), a reumatoid artritisz, Bechterew-kor, kdszvény,
Bartter-szindroma esetén is hatasos, illetve a menstrudcios gorcsok tiineteinek enyhitésére
hasznaljak (Wahbi et al., 2005). A COX-1 és COX-2 enzimek a ciklooxigenazok, amelyek
szerepet jatszanak a prosztaglandinok szintézisében. A prosztaglandinok fontosak a
gyulladasos valasz, a fajdalom, a 14z és mas fiziologiai folyamatok szabdlyozasaban. Az

ibuprofen a COX-1 és a COX-2 aktivitasanak gatlasaval fejti ki a hatasat, ezaltal gatolja a
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prosztagladinok ¢és tromboxdn termelését (Chavez & DeKorte, 2003). A vegyiilet
befolyasolhatja az immunmechanizmusokat. A humoralis mechanizmusok nincsenek
kozvetleniil befolyasolva, viszont az ibuprofen magas koncentracidja megzavarhatja a
periférias limfocitak és timocitdk sejtmembranjait. Ezzel befolyasolva a receptorhely
felismerését (Famaey & Whitehouse, 1973).
H;C
HsC OH

H5C

4. abra Az ibuprofen szerkezete (http 2)

Az Egyesiilt Kirdlysag alapellatasaban 2007-ben 4,5 milli6 receptet irtak fel ibuprofenre,
leggyakrabban 400 mg-os tablettat (2,6 millid) értékesitettek a gyogyszertarak. Ezek a szamok
nem tartalmazzak a vény nélkil kaphat6 készitményeket (Hawkins et al., 2007). Az ibuprofen
tartalma gyogyszerek 2019-ben a 35. helyen szerepelnek a legtobbszor felirt gyogyszerek
listajan az Egyesiilt Allamokban. Tobb, mint 21 millié receptet adtak ki a felhasznalok részére
(http 4.). A gydgyaszati céllal felhasznalt IBU legfeljebb 15%-a valtozatlan formaban iril ki.
A kornyezeti mintakban ng/l és pg/l kozott talalhatdbak meg, beleértve a szennyvizet, felszini

vizeket, talajvizeket vagy tengervizet (Chopra & Kumar, 2020).

3.1.2. Antiepileptikumok (AED)
Az antiepileptikumok az epilepszias rohamok gyakorisaganak csokkentésére és tiineteinek
mérséklésére hasznalt gyogyszerek csoportja. Tudoményosan nem bizonyitottak, hogy az
AED-k képesek kigyogyitani az epilepszias betegeket a rohamokbol. A karbamazepint 1963-
ban alkalmaztdk elésszor gyogyszerként és azodta széles korben hasznaljak epilepszia,
neuropatias fajdalom és egyéb neurologiai allapotok kezelésére. Az 1990-es évek kozepe ota
ujabb vagy masodik generaciés AED-k valtak elérhetéveé, koztik a kozelmultban két
kiilonbozd, de szerkezetileg rokon vegylilet: az oxkarbazepin és az eszlikarbazepin-acetat. A
karbamazepin kiilonb6z6 formaival és az altalanos készitményekkel egyiitt ez azt jelenti, hogy
a klinikusok szamos lehetdség koziil valaszthatnak az AED ezen osztalyan beliil (Gierbolini et
al.,, 2016). Azonban altalanos az egyetértés, hogy nincs szignifikans kiilonbség a
hatékonysagban a régi és az 0 AED-ek kozott. Mindegyik hasonld hatékonyaggal csokkenti a
részleges rohamokat, igy a hatdsfok nem megkiilonboztetd tényezo a kiilonb6zé AED-ek kozott

(Benbadis et al., 2014). Az epilepszia az egyik leggyakoribb kronikus neuroldgiai

14



rendellenesség, amely a lakossag kozel 1%-at érinti vilagszerte, kiilonosen a fejlodod
orszagokban (Duncan et al., 2006). Az agyi neuronok szuperszinkron Kkisiilései 0kozzak a

visszatérd epilepszias rohamokat (Manford 2017).

3.1.2.1. Karbamazepin (CBZ)

A karbamazepin (CBZ) (5. abra) az egyik legrégebbi antiepileptikus gyogyszer, mind az
Egyesiilt Allamokban, mind vildgszerte. A neurologusok nagyon jél ismerik hatékonysaganak
spektrumat, eldnyeit és korlatait és ennek eredményeként az egyik leggyakrabban hasznalt
AED (Gierbolini et al., 2016). A CBZ farmakologiai hatasat a fesziiltségfligg6 natriumcsatorna
inaktivalt allapotanak kotodésével és stabilizaldsaval fejti ki. A natriumcsatorndk harom
alapallapot kozott keringenek a depolarizacios szakaszban, igy lehetnek nyugalmi, nyitott és
inaktiv allapotban. A karbamazepin megakadalyozza, hogy a csatorna visszatérjen a nyugalmi
formajaba, amely érzékennyé valik a depolarizacidra és az ezt kdvetd ismétlendé neuronok
stimulalasara. A gyoégyszer az inaktiv allapotban kotddik a nétriumcsatorndkhoz lassitva a

ciklikus folyamatot, a csatorna kozvetitd szerepét (Elliott 1990; Loscher et al., 2020).

0. _NH,
D
5. abra A karbamazepin szerkezete (http 3)

In vivo a karbamazepin nem teljesen szivodik fel a gyomor-bél traktusokban, az oralis
dozis 20-30%-a valtozatlan formaban kivalasztodik a széklettel, mig a kiindulasi vegytilet <3
%-a tirtil vizelettel (Patsalos et al., 2008).a A 90-es évektdl kezdodden egyre szélesebb kdrben
egyre tobb esetben alkalmaztdk a karbamazepint, ennek kdszonhetden a fogyasztasa 2015-re
1214 tonnéra emelkedett vilagszinten (Oldenkamp et al., 2019).A karbamazepin terapids dozisa
altalaban napi 400 mg és 1200 mg kozott van. Ezt meghalado adagolas esetén toxikus
hatasokrdl beszélhetiink, mely borgyogyaszati, hematoldgiai €s neurologiai mellékhatasokat

vonhat maga utan (Maan és Saadabadi, 2021).

3.2. A gyégyszerhatéanyagok kornyezetbe valo kijutasa

A gyogyszerek és metabolitjaik pontszerii és nem pontszerii forrdsokbdl folyamatosan
keriilnek a kornyezetbe (Defra 2007). A vizi rendszerekben 1év6 gyogyszermaradvanyok
legnagyobb része emberi felhasznalasbdl szarmaznak. A fel nem hasznalt és lejart gyogyszerek

a mosdokagylokba, lefolyokba, WC-kbe oOblitéssel vagy a haztartasi hulladékkal egyiitt
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kertilnek a kdrnyezetbe. A haztartasi szemétbe dobott gydgyszerek hulladéklerakokba keriilnek.
Innen a talajviz csurgalékanyagava valnak, ha a hulladéklerakok nincsenek rendesen lezarva.
A mezOgazdasagi teriileteken miitragyaként kijuttatott iszapok szennyez6 anyagai a felszini és
talajvizrendszerekbe keriilhetnek. A haztartdsi szennyvizek jelentik a kornyezet
gyogyszermaradvany szennyezésének legnagyobb mértékét. A sok gydgyszer nagy
A gyogyszerek ¢és metabolitjaik allati felhasznaldsa miatt az allattenyésztés a harmadik
legnagyobb kibocsatasi forras (Beek et al., 2016). A gyogyszergyartas, az akvakultira és a

mezOgazdasagi ontozés is jelentésen hozzajarul a szennyezés mértékéhez (6. abra).

Gyogyszerek

Emberi Uzemek és Allateyoeyiszat
alkalmazas egyéb EYOgyas2
Korhazi Haztartasi Hulladék, - .
: R A o Mosoviz I'ragya
szennyviz szennyviz artalmatlanitas <
Szennyviz, et s
< Csurgalékviz Talaj
szennyviziszap :
Felszini vizek ivoviz talajviz

6. abra A gyogyszerhatéoanyagok és azok maradvanyainak a kdrnyezetbe valo

kijutasanak forrasai és természetes vizterekbe vezetd utvonalai (sajat abra)

A gyogyszergyartas pontszerli szennyezddes forras, amely kifejezetten a gyartas helyére
lokalizalodik. Azonban a gyartéegységek gondot jelentenek a rendkiviill magas kiaramlasi
koncentracio miatt. A fejlodé orszagoknal ez jelentdsebb probléma, mivel nem rendelkeznek
megfeleld ipari szennyvizkezeléssel. Indidban 31 mg/l maximalis ciprofloxacin koncentraciot
jelentettek a kifolyd vizekben (Larsson et al.,, 2007). A pakisztani Lahor-ban magas
koncentracioban ciprofloxacin (3,0-5,25 mg/l) és doxiciklin (1,58-6,75 mg/l) keriiltek
rogzitésre a gyogyszergyar egységeinek szennyvizében (Hussein et al., 2016).

Azonban a fejlett orszagokban, mint példaul Kanadaban és az Egyesiilt Allamokban is
magas gyogyszerkoncentraciokrol szamoltak be. Magas etaxalon (3800 ug/l) és oxikodon
(1700 ng/l) koncentraciokat jelentettek az USA-beli New York-i szennyviztisztitd telepen
(Phillips et al., 2010). Fajdalomcsillapitok (acetaminofen 461 000 ng/l; kodein 49 200 ng/l),
antibiotikumok (penicillin 14 300 ng/l), vérnyomascsokkent szerek (diltiazem 1 160 000 ng/l)
¢és sziv- és érrendszeri betegségek kezelésére hasznalt szerek (metoprolol 7 333 600 ng/l)
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jelenlétét fedezték fel Ot gyartasi létesitmény szennyviz kifolydjaban a kanadai Ontario
allamban (Kleywegt et al., 2019). A gyogyszerek gyartasa soran keletkezd Szennyvizek
altalaban 10-1000-szer magasabb gydgyszerkoncentraciokat tartalmaznak, mint mas
szennyvizek. Ez egyértelmiien bizonyitja, hogy a gydgyszergyarak jelentik a legnagyobb
gyogyszermaradvany forraspontokat.

Allatorvosi  célokra  érzéstelenitéket, antibiotikumokat, gyulladdscsokkentSket,
hormonokat és nyugtatokat hasznalnak (Bartikova et al., 2016). Az allattenyésztésben
alkalmazott kiindulasi gyogyszerek és metabolitjaik az allatok vizeletével és firiilékével
keriilhetnek a kornyezetbe. Az akvakultrdkban a gydgyszereket haleledelbe keverve
alkalmazzak, a pozitiv hatds eléréséhez nagy mennyiségben tartalmazzak a tapok a
vegylileteket (Mo et al., 2017). Az allattenyésztés és az akvakultira kiemelked$ iparagak
foképp a fejlédo orszagokban, ahol az eldirdsok nem szabalyozzak megfelelden az alkalmazott
gyogyszerek mennyiségét.

Habar a felsorolt utakon kiviil szamos mas forrasa lehet a gydgyszerek kornyezetbe valo
kijutasanak ugy, mint a gyodgyszerrel kezelt allatok tetemének nem megfeleld elhelyezése,
gyogyszerek szallitasa soran keletkezett hulladékok, csomagolasi maradékok, illetve az illegalis
hasznaltbol szarmazd szennyezések mennyisége (Gerencsérné et al.,, 2015). Ezekkel
kapcsolatban azonban nem rendelkeziink megfelelé informaciokkal, hogy meg lehessen

becsiilni karositd hatasuknak mértékét.

3.2.1. A diklofenak (DIC) kijutasa a kornyezetbe

A diklofendk esetében a hatéanyagot tartalmazd termékek nagy része vénykoteles,
azonban szamos készitmény vény nélkiil is kivalthat6. A diklofendk nemcsak a WHO
Esszencialis Gyogyszerlistajan szerepel, hanem a kornyezetben kimutatott 20 leggyakoribb
gyogyszer kozott is megtalalhatd (Acuna et al.,, 2015). A diklofenakot a vilag egyik
leggyakrabban alkalmazott fajdalomcsillapitojaként tartjdk szamon. A diklofendk altalanosan
alkalmazott beadasi modjai az oralis, intramuszkularis, intravénas, transzdermalis €s a rektalis.
Vizelettel és széklettel iiriil, foként metabolitjai forméjdban. A szennyviztisztitd telepeken
végzett tokéletlen eltavolitas (21-40%-o0s) azt eredményezte, hogy a diklofendk és metabolitjai
vilagszerte megtalalhatok a viztestekben (Di Lorenzo et al., 2021). Koncentracidja atlagosan a
kornyezetben 45 ng/l-15 pg/l k6zott figyelheté meg (Hanif et al., 2020).

Daspoort-ban (Dél-Afrika) a maximalis gyogyszerkoncentracidé a szennyviztisztitd
telepbe befoly6 as kifolyd vizben 246,3 és 243,6 ng/l volt a diklofenak esetében (1. tablazat).

Szintén ebben a tanulmanyban meghataroztak a gyogyszer koncentraciokat a folyovizekben, a
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szennyviztisztitd teleptdl feljebb és lejjebb a folyasirany mentén. Az atlagos koncentraciok
diklofenak esetén 20,4 és 17,8 ng/l kozott voltak (Mhuka et al., 2020). Tovabba, Eurdpa tobb
orszagaban, példaul Németorszagban (Kunkel & Radke, 2012), Csehorszagban (Lacine et al.,
2013) és az Egyesiilt Kiralysagban (Kay et al., 2017) a diklofenak koncentracidja a felszini
vizmintakban az 6kotoxikus szintet (Hoeger et al., 2005) meghalado értékben volt jelen. Egy
atfogd tanulmény soran Amerika felszini vizeiben vizsgaltdk a gyogyszerhatdéanyagok
eléfordulasat. Osszesen 93 gyogyszerrdl szamoltak be, melybdl szamos fajdalomesillapito
hatasu volt. A diklofenak is megtalalhatd az USA felszini vizeiben atlagos 42 ng/l
koncentracioban (F). Egy kanadai szennyviztisztito telepen magas, 64.89 pg/l koncentracioban
¢észleltek diklofendkot a szennyviz influensben. Ennek oka a gyogyszer magas fogyasztasi
gyakorisaga, illetve a kornyéken talalhaté szamos korhaz szennyvize, mely a szennyviztelepre
érkezik be. A telep kifoly6 vize koriilbeliil 16 pg/l diklofenakot tartalmazott, igy 6sszességében
az lizem csak 75%-ban képes eltavolitani a diklofenakot a tisztitasi folyamat soran (Lonappan
et al.,2016). Magyarorszagon a szentendrei Duna vizében 70 ¢és 442 ng/L kozotti
koncentracioban mértek diklofenakot, mig a csepeli részen hasonlé értékeket, 59-418 ng/L-t
mutattak ki (Jakab et al., 2020).

1. tablazat A vizsgalt gyogyszerhatdanyagok koncentracidja vizmintakban

Orszag Viz tipus Gyogyszerhatéanyag Mennyiség Hivatkozas
) ) Mhuka et al.,
| Szennyviz befolyd diklofenik 246.3 ng/l ﬁ;)ﬁlcj)ka -
Dél-Afrika Felszini vizfolyas 20.4 ng/l 2020
] Guerraetal.,
Szenynviztisztito telep ibuprofen 1.38 ng/l 2014
Kunkel &
Felszini vizfolyas diklofenak 45 ng/l Radke, 2012
Németorszag L . .
Szenn?/\‘llz’klf(')lyo Karbamazepin 395-2100 ng/l %el{ser etal.,
Felszini vizminta 370 ng/l
Egyesiilt
Allamok Felszini vizminta diklofenak 42 ng/l Deo 2014
Lonappan et
Y diklofendk 64.89 ug/l al.,2016
Kanada Szennyviztisztito telep . Guerra etal.
ibuprofen 45 ng/l 2014
) ] Ramaswamy
India Felszini vizminta karbamazepin 13 ng/l etal., 2011
ibuprofen 4-110 ng/l Gerencsérné
Magyarorszag | Felszini vizmintak diklofenak 20-931 ng/l etal, 2015
. Jozsef et al.,
karbamazepin 30.4-272.6 ng/L | 2023

Ezek alapjan nem csak Uj elimindciés modszerekre van sziikség, hanem a

gyogyszermaradvanyok fenntarthaté kezelésére is. Példaul a megmaradt gyogyszerek
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megfeleld gyiijtése ¢és artalmatlanitdsa; gyogyszermaradvanyok ¢és ipari szennyvizek szigoru

ellenérzése (Deo 2014).

3.2.2. Az ibuprofen (IBU) kijutasa a kornyezetbe

A diklofenakhoz képest az ibuprofen tartalmi gyogyszerkészitmények tobbsége vény
nélkiil kaphatéak. Ennek okdn nem meglepd, hogy a szennyvizekben kimutatott 20
leggyakoribb gyogyszerhatoanyag kozott az ibuprofen is szerepel (Kleemiss et al., 2020). Az
ibuprofen gyorsan és szinte teljesen metabolizalodik a szervezetben, a vizeletben valtozatlan
formaban alig talalhato. Csehorszag teriiletén végzett kutatds (Bfezinova et al., 2018) is
alatdmasztja ezt az allitast, mely sordn az ibuprofen metabolitjait nagyobb koncentracidban
mutattak ki a nyers szennyvizben, mint a kiindulési vegyiiletet.

Szamos kutatocsoport foglalkozik az ibuprofen detektalasaval talajviz, felszini viz,
szennyviz, illetve csapviz mintakbol a vilag minden egyes részén. A felmérések azt mutatjak,
hogy a koncentracié a kiilonb6z6 orszagokban valtozik, azonban a vizi kdrnyezeti mintak
esetében a koncentraciok altalaban pg/l nagysaguak. Szennyviztisztito telepeken az ibuprofen
0.004-603 pg/l koncentracioban mutattak ki Bosznidban, Horvatorszagban, Gordgorszagban,
Kinaban, Koreaban, Svédorszagban, Svajcban és az Egyesiilt Kiralysagban (Luo et al., 2014).
Kanadaban (45 pg/l), Dél-Afrikaban (1,38 pg/l) és Pakisztanban (1673 pg/l) jelentettek
kiilonb6z6 koncentracidkat a szennyvizmintadkban (1. tdblazat) (Guerra et al., 2014). A felszini
vizmintdk esetében az 4tlagos koncentraciok az aldbbiak voltak a vizsgalt orszdgokban:
Kanadaban (0,98 ug/l), Franciaorszagban (8,0 ug/l), Kinaban (1417 ug/l) és Koreaban (414
ug/l) (Almeidaetal., 2013; Luo et al., 2014). Az el6bbi adatokbol jol latszik, hogy az ibuprofen
koncentracioja az Okoszisztémaban attol fugg, hogy az egyes orszagok milyen kezelési
modokat részesitenek eldnyben az orvoslasban, illetve milyen szigort szabalyok vonatkoznak
a gyogyszerek kibocsajtasara, fogyasztasara és semlegesitésére (Jan-Roblero & Cruz-Maya
2023).

A kutatasok és eredményeik Osszhangban vannak azzal az altalanos ténnyel, hogy az
ibuprofen és metabolitjai nem tavolithatoak el hatékonyan aerob vagy anaerob koriilmények
kozott a szennyviztisztito telepeken, megerdsitve azt a tény, hogy 1) eljarasokra van sziikség a
gyogyszerhatoanyagok €s metabolitjaik megfeleld eltavolitasdhoz (Biezinova et al., 2018;

Ajibola et al., 2021).

3.2.2.1. A karbamazepin (CBZ) kijutisa a kornyezetbe
Az antiepileptikumok csoportjaba tartoz6 gyogyszerhatoanyag a karbamazepin, melynek

lebomlasa é16 szervezetben a majban torténik. A hatdanyag adagolasatol fiiggéen koriilbeliil
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25-65 ora eliminacios felezési idvel rendelkezik. Az oralisan beszedett karbamazepin esetében
a vizelettel 72%-a, mig a széklettel 28%-a iiriil ki a szervezetbdl, mely a szennyvizbe keriil,
majd az ¢l6 viztestekbe. A kikeriilt vegyiilet biologiai uton keresztiil alig bonthatd, mivel a
kornyezetben alacsony koncentracioban nem képesek a mikroorganizmusok lebonto
mechanizmusai hatdsosan eltdvolitani a karbamazepint (Metcalfe et al., 2003; Zhang et al.,
2008). Illetve a karbamazepin molekularis szerkezetének ¢és kémiai tulajdonsagainak
koszonhetéen perzisztenciat mutatott a hagyomanyos kezelési eljarasokkal szemben (Hai et al.,
2018).

A karbamazepint eredetileg epilepszias rohamok enyhitésére fejlesztették ki, azonban
jelenleg szamos egyéb egészségiigyi kezelés soran alkalmazzak, példaul kronikus gorcsok
kezelésére (Hansen 1999). A karbamazepin az egyik leggyakrabban kimutatott
gyogyszermaradvany a kdrnyezeti rendszerekben (Luo et al., 2014), illetve nyers szennyvizben
is jelen van ng/l és pg/l koncentracié kozotti tartomanyokban. India viztesteinek atfogd
folyoban (Ramaswamy et al., 2011). A szentendrei Dunébdl vett mintdkban 40 ng/L, mig a
csepeli Dunabol vett mintdkban 54 ng/L maximadlis koncentraciét mértek Magyarorszagon
(Jakab et al., 2020). Egy német kutatas soran a telepiilési szennyviz masodlagos kibocsatasanak
hatasat nézték harom gyodgyszerhatdanyagra kis és kozepes folydkban dsszehasonlitva a mért
kornyezeti koncentraciokkal. A masodlagos szennyvizekben a karbamazepin 395-2100 ng/l
koncentracioban volt jelen, mig a kibocsatott helyektdl lefelé a folyokban 370 ng/l-re csokkent
(Meyer et al., 2016). Azonban igy is a karbamazepin koncentracioja (<5 és 451 ng/l) magasabb
volt a négy koreai tisztitotelep masodlagos szennyvizében tapasztaltakéhoz képest (Choi et al.,
2008).

Alternativ megoldasként a talajt, mint harmadlagos szlir6ként haszndljak fel a
gyogyszerhatoanyagok eltavolitasara. Ennek tesztelését karbamazepinnel végeztek el, mely
soran megfigyelték, hogy a talaj felsd 30 cm-ében jelenik meg a vegyiilet nagy része. Illetve a

talajok adszorbedljak a CBZ-t, ezzel lassitva a talajvizben valo mozgasat (Walker et al., 2012).

3.3. A gydgyszerhatéanyagok dkotoxicitasa

A gybgyszerhatéanyagok alapvetd funkcioja, hogy bioldgiai valaszt kell kivaltaniuk
bizonyos szervezetekben. Azonban a kornyezetbe kijutva relevans koncentraciokban bioldgiai
valaszreakciokat valthatnak ki nem specifikus szervezetekben is. Figyelembe véve, hogy a
legtobb gyogyszerhatdanyag hosszabb ideig alacsonyabb koncentracioban taldlhatdo meg a vizi

kornyezetben, a toxikus hatasok inkabb kronikusak, mint akutak (Khan et al., 2020). Az eltér6
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vegyliletek esetén eltérd semlegesitési mintakat figyeltek meg a kornyezetben. A szezonalis
valtozasok befolyasolhatjdk a vizi kornyezetben zajlo atalakulasi folyamatokat, példaul az
alacsony besugarzas, az alacsony hémérséklet csokkenti a fotodegradacid €s a mikrobialis
lebomlas lehet6ségét, czaltal novelve a gyogyszeres szennyezddés veszElyét a vizi
okoszisztémaban télen (Bernot et al., 2019). A vizi él6lények teljes életciklusuk alatt ki vannak
téve ezeknek a mikroszennyez6 anyagoknak, igy prenatalis szakaszuk érzékenyebb a toxikus
hatasokra. In vitro és in vivo vizsgalatokat is alkalmaznak a gyogyszervegyiiletek toxikus
potencialjanak meghatarozasara. Kezdetben a toxicitasi vizsgalatok soran az altalanos
végpontok a novekedés, a mortalitas és a szaporodas volt. Csak a kozelmultban forditottak nagy
figyelmet a fejlédési, molekularis, szovettani és viselkedési szintre gyakorolt lehetséges
hatasaik megfigyelésére (Khan et al., 2020).

A hagyoményos szennyvizkezelési eljarasok nem alkalmasak az Ujonnan megjelend
mikroszennyezd anyagok elimindldsara, egyeldre ez egy megoldasra vard probléma. A
gyogyszermaradvanyok prezisztens anyagoknak mindsiilnek, azonban a bioldgiai aktivitasuk,
keletkezé bomlastermékeik akar karosabb hatast valthatnak ki, mint maga a kiindulasi anyag
(Oropesa et al., 2016).

Kristensen et al. (2018) figyelték meg, hogy a vizsgalt csoport 2-4 héten keresztiil tartd
1,2 grammos napi ibuprofen bevitel esetén férfiaknal reproduktiv rendellenességet, igynevezett
kompenzalt hipogonadizmust valtott ki. Ez okot ad a hasonl6 szennyezd anyagok kornyezeti
kevés bizonyitékot talaltak arra vonatkozodan, hogy a gyogyszerhatdanyagok kornyezeti
szempontbol relevans koncentraciokban karos hatassal lehetnek az emberi szervezetre. Illetve
a gyogyszervegylletek természetes ¢€l0helyen betoltott szerepér6l is csak korlatozott

ismereteink vannak (Ebele et al., 2017).

3.3.1. NSAID-ok dkotoxicitiasa

A nem szteroid gyulladascsokkentd szerek (NSAID a vizi 0koszisztémakat stlytd
szennyezd molekuldk egyik kiemelkedd osztalyat képviselik vilagszerte. A gerinctelenek dontd
szerepet jatszanak az Okoszisztéma miikodésében, igy a NSAID-ok altal kivaltott hatasok
veszélyes kovetkezményekkel jarhatnak a teljes édesvizi trofikus lancra nézve. A NSAID-ok
akut toxicitasa csak a kornyezeti koncentracidoknal joval magasabb koncentraciok esetén
jelentkeznek. Azonban a vizi 6koszisztémaba kikeriild relevans koncentraciok soran kronikus

hatdsok mérhetdek az alkalmazott tesztszervezetek esetében (Parolini, 2020).
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A kornyezetben a kiilonféle gyogyszermaradvanyok keveréke felerdsitheti egymast,
illetve a kisebb koncentracioban 1évé vegyiiletek toxicitasat. Szamos NSAID keverék altal
kivaltott toxicitast vizsgaltak édesvizi kéthéju zebrakagylon (Dreissena polymorpha). A
keverék jelentds cellularis stresszt eredményezett a kagylok lizoszoma membranjanak
destabilizacioja esetén. Ezenkivill a keverék az apoptdzis és a mikronukleuszok genetikai
karosodasanak szamottevé novekedését idézték eld. Fontos megemliteni, hogy keverék altal
kivaltott hatasok magasabbak voltak, mint az egyes hatoanyagok kiilon-kiilon torténd tesztelése
soran (Parolini et al., 2013).

A mai napig kevés informacio all rendelkezésre a nem szteroid gyulladascsokkentdk altal
kivaltott sejtszintli €s szoveti hatasokrdl édesvizi fajokban. Ezenkiviil a rovid és kozéptava
expozicié 4altal kiemelt szubletdlis hatdsok aggasztobbak lehetnek, mivel a természetes
okoszisztémaban az €l6lények egész életiilk soran mérheté NSAID koncentracidnak vannak

kitéve.

3.3.2. A diklofenak okotoxicitasa

A diklofendk kornyezetben torténd széleskorii elterjedése miatt az elmult évtizedben
nagyobb tudomanyos figyelmet kapott. Ennek okan szamos tanulmany késziilt a diklofenak
toxicitasanak vizsgalatardl. A toxicitds mérésének altalanositott és szabvanyositott modszere
az akut immobilizicios teszt, melyet foként alacsonyabb rendii vizi tesztszervezeteken
végeznek (Lonappan et al., 2016).

A vegyiilet toxicitdsat szamos tanulmany vizsgalta kiilonboz0 tesztszervezeteken, mint
példaul nagy mocsari csigan (Lymnaea stagnalis). A kornyezetben fellelheté relevans
vizsgaltak a csigdk immunparamétereit. A diklofenak jelenléte immunvalaszt valtott ki,
immunszupressziot nem figyeltek meg a csigak esetében (Boisseaux et al., 2017). Szintén
kornyezeti koncentraciokkal megegyezd mennyiségli diklofendkkal kezeltek szivarvanyos
pisztrangokat (Oncorhynchus mykiss). A vizsgalatok végén megfigyelhetd volt a kezelt
egyedek szamos génjének expresszids valtozasa, mig szervi elvaltozasok foképp a majban, a
kopoltytukban és a vesékben voltak lathatéak. A diklofenak tubularis nekrozist indukalt a
vesékben, valamint hyperplaziat és a bélbolyhok dsszeolvadasat okozta (Mehinto et al., 2010).
Osszeségében elmondhaté, hogy a diklofenak kdrnyezeti koncentracidja megzavarhatja a halak
biokémiai funkcioit és szovetkarosodashoz vezethet. Akut diklofenak (mg/l) expoziciods

kisérleteket végeztek vizibolha (Daphnia magna) esetében. A diklofenak (0.40 mg/l) 21 napos
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expozicidja utdn magas mortalitast tapasztaltak és a petetermel6dés csokkenését figyelték meg
(Du et al., 2016).

A diklofenak egy magasabb rendii szarazfoldi faj nagymértékii pusztulasat okozta Dél-
Azsidban, mivel a gyogyszermaradvany vesekarosodott okozott a veszélyeztett keselyli faj
(Gyps bengalensis) egyedeinél. Az ok a diklofenakot tartalmazo allatgyogyaszatban hasznalt
gyogyszer jelenléte allati tetemekben, melyekkel a keselyli fajok taplalkoztak (Swan et al.,
2006). A diklofenak-natrium doézisfiiggd vizsgalatok soran him patkanyok reproduktiv
rendszerében valtozasokat figyeltek meg. Egészséges felnott, termékeny him patkédnyoknak
0.25; 0.5; 1.0 mg/kg diklofendk-natriumot adtak 30 napon keresztiil. A kezelés megvaltoztatta
a reproduktiv metabolikus allapotot, a herék hiszto-architektirajat és vesetoxicitast idézett eld.
Emellett jelentésen megvaltoztattak a maj- és vesefunkcios paramétereket is (Vyas et al., 2019).
Osszeségében diklofendk esetén mar ismert, hogy ez a hatdanyag a vese, gyomor és

bélrendszeri szovetek karosodasaval fejti ki toxicitasat szamos vizi és szarazfoldi él6lényben.

3.3.3. Az ibuprofen 6kotoxicitasa

Az ibuprofen, mint xenobiotikum, hosszil tdva karos hatasai, valamint bioldgiai és
farmakologiai aktivitasa jobban dokumentaltak. Azonban az ilyen szennyez6 anyag lebomlasa
komoly aggodalomra ad okot. Az ibuprofen széleskort elterjedtsége ellenére, a kornyezeti
toxicitasa és mikrobialis lebomlasanak mechanizmusa, valamint ezen folyamatok genetikai
hattere még mindig nem teljesen ismert.

Ezen a teriileten végzett tanulmanyok tobbsége a biologiai hierarchia legmagasabb
szintjén 1évo karos hatdsokra vonatkozik, igy kihagyva az alszervezetek szintjét. Az akut IBU-
expozicio soran megfigyelt valtozasok nagy része mg/l koncentracio esetén kovetkezik be,
amely messze meghaladja a realis kornyezeti koncentracidkat. Ezen tilmenden minden tovabbi
kovetkezmény, példaul a novekedési litem, a szaporodas vagy a viselkedés mindig a biokémiai
szintli valtozasokbol adodik. Azonban tobb esetben is az alapvegyiilet toxikusabb
intermedierekké alakult at, ilyen esetet figyeltek meg Kayani és mtsai. (2009). Ilyen példaul a
diacilglicerinnel  (ibuprofen-DG) konjugalt ibuprofen, ahol a konjugatum tobb
kromoszomaparban volt felelds a sejtosztodas gatlasaért €s a parok szétvalasztasanak hianyaért.
Parolini és munkatarsai (2011) kimutattak, hogy az ibuprofen kérnyezeti szempontbdl relevans
koncentraciokban (0,2, 2,0 és 8,0 pg/l) valdé kronikus expozicio mérsékelt genetikai és
sejtkarosodast okozott a zebrakagyloban (Dreissena polymorpha). Egy masik tanulmanyban
pedig az ibuprofen 0,1 pg/l koncentracioja felelés volt a medaka (Oryzias latipes) tojasok
kelésének késéséért (Han et al., 2010). Wang és mtsai. (2016) a kornyezetben relevans
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koncentracioju ibuprofen hatasat vizsgaltak harom, a méregtelenitési folyamatokban részt vevo
gének expressziojara nagy vizibolhaban (Daphina magna). A kapott eredményekbdl kidertil,
hogy az ibuprofen-expoziciot kovetden az egy ndstényre jutd ikrak szama, valamint a testhossz
szignifikansan csokkent. Kimutattak, hogy az IBU alacsony koncentracidja (0,5 pg/l) a
CYP360A és GST gének expressziojat gatolta, mig ennek megndvekedett koncentracioja (50
ug/l) indukalta expresszidjukat. A rovid ideig tartdo (6 Oras) ibuprofen-expozicié gatolta a
CYP314 gén expressziojat, mig a hosszabb ideig tartd (48 6rds) expozicio indukalta annak
expressziojat. EQy 2017-es kutatas soran Di Nica és mtsai. (2017) A. fischeri vizsgalat soran
két szignifikdnsan eltérd ICso-értékrol szamoltak be 15 perces IBU expozicio utan: 19,1 és 37,5
mg/l. A trofikus lanc minden szintjén megjelenik az IBU negativ hatasa, ami jelziaz IBU

fogyasztasanak monitorozasa, valamint a toxikologiai adatainak értékelése.

3.3.4. Antiepileptikumok és a karbamazepin 6kotoxicitasa

Az antiepileptikumok (AED) fogyasztasanak novekvd tendencidja a vizi kdrnyezetben
valo széleskorli megjelenéséhez vezetett, ami komoly veszélyt hordoz mind az emberi
egészségre, mind pedig a vizi szervezetekre. Az AED-ek, metabolitjaik és transzformacios
termékeik mara széles korben megtalalhatoak a felszini viztestekben, a talajvizben és az
ivovizben ng/l — pg/l koncentraciok kozotti tartomanyban. A kornyezetben megtalalhatd

crer

metabolitjai pedig karosithatjak az egyes vizi szervezetek antioxidans kapacitasat (Liu et al.,
2023).

Az AED-ek csontos halakra kifejtett hatasat vizsgaltak, ahol altalanosan megfigyelték,
hogy a gyogyszerhatdoanyagok szubletalis hatdsai befolyasolhatjak az iparban felhasznalt
halfajok testtomegét és az egyedsiiriiséget (Salahinejad et al., 2023).

A karbamazepin, mely szintén az AED-ek kozé tartozik, az egyik legperzisztensebb
gyogyszer a kornyezetben. Zebradanié, Danio rerio, esetében oralisan 3000 ug/kg
karbamazepint jutattak be, ami szorongasold¢ hatdssal birt. Sotétségre valo érzékenységének a
szintjét mar 200 pg/l koncentracioban is csokkentette. A zebradanidé embriok 2 g/l
karbamazepin koncentracid esetében valnak érzékenyebbé az érintésre. Az embriondlis
stadiumban 1év6 egyedek 5 ug/l gyogyszerhatdbanyag esetén a fényre adott valaszreakciojuk
fokozodott. Azonban meglepd mddon a larvaallapotban a magas CBZ koncentracionak (42000

ug/l) valé kitettség csokkentette a fényingerre adott valaszreakciot (Chen et al., 2020).
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A masik tesztszervezet, mely erdsen kitett a karbamazepin negativ hatdsanak a vizibolha
(Daphnia magna). Szamos esetben megfigyelték, hogy a szaporodas egyedszama
szignifikansan csokkent a CBZ expozici6 hatasara, a termékenység esetében minimum 30%-0S
visszaesést figyeltek meg. Illetve a karbamazepin jelenléte a testhossz csokkenését
eredményezte Tian és mtsai. (2019) vizsgalatai soran. Magasabb (12,7 mg/l) CBZ koncentracio
gatlo hatassal volt a D. magna egyedeinek novekedésére (Thaker 2005). Még magasabb
karbamazepin 25,5-138 mg/l koncentraci6 tartomany kozott pedig alacsony akut toxicitast
mutattak Ki az egyes vizi novények, rakfélék, halak és kétéltiiek esetében. Megfigyelték, hogy
a D. magna anyak CBZ-vel torténd kezelése megnovelte a fejlodési rendellenességeket az
embriokban és befolyasolta azok ivar meghatarozasat (Oropesa mtsai. 2016). Egy masik bolha
faj esetén (Gammarus pulex) nagyon alacsony CBZ koncentracié (10 ng/l) esetén is 1.5 ora
elteltével az Uszasi aktivitds kozel felére torténd visszaesését figyelték meg. Ezek az Gszasi
aktivitasra gyakorolt tényez6k potencidlisan hatdssal lehetnek a talélési aranyokra, illetve
befolyasolhatjak a populéaciojukat az 6koszisztémaban (Nassef et al., 2010).

Ebbdl a fejezetbdl jol latszik, hogy a gyodgyszermaradvanyok sulyos fejlodési és
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kovetkezo fejezetben a gydgyszermaradvanyok eltavolitasi lehetdségét targyalom.

3.4. A gyégyszerhatéanyagok eliminacidja vizes 6koszisztémakbal

A szennyviztisztito telepeken (WWTP) nehéz elérni a valodi mineralizaciot vagy a
gyogyszermaradvanyok teljes eltavolitasat hagyomanyos vizkezelési technologiak
segitségével. A hagyomanyos rendszerek kozé tartoznak a fizikai-kémiai és bioldgiai
rendszerek, mint példaul ilepités, koagulacio, sziirés, adszorpcid/bioadszorpciod aktiv szén,
eleveniszapos eljaras ¢és kémiai fertdtlenités. Mig a fejlett technikak kozé tartozik a
membransziirés és az oxidacidé (AOP), példaul az 6zonos, az UV-fotolizis, a fotokatalizis €s a
Fenton-reakcio. Oriasi eltéréseket figyeltek meg a gyogyszermaradvanyok eltavolitasi
hatékonysagaban az egyes szennyviztisztito telepeken alkalmazott kezelési eljarasok kozott. A
szennyez0 anyagok fizikai-kémiai tulajdonsagai €s a valtozdé miikddési paraméterek, mint
példaul a pH, a szilardanyag-visszatartasi id0, a hidraulikus retencids id6 és a mikrobidlis

aktivitas is befolyasoljak az eltavolitas hatékonysagat (Petrie et al., 2015).

3.4.1. Fizikai- és kémiai eljarasok
A koagulacio-flokkulacio és a flotacid olyan fizikai-kémiai folyamatok, amelyek a

vizkezelési folyamatok soran alkalmazhatoak. A koaguldciés folyamatokat altalaban
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homoksziiréssel, aktiv szénnel torténd szorpcioval és 6zonos vagy kloros fertdtlenitéssel
kombinaljak (Suarez et al., 2009).

A koagulacio-flokkulacios eljarasokat arra tervezték, hogy a nem spontan tilepedo lebegd
szilard anyagok és kolloidok eltavolitasat el0segitsék a szennyvizb6l (Vesilind, 2003). Egy, a
korhazi szennyvizet vizsgald tanulmany alapjan elmondhat6, hogy az ibuprofen és a diklofenak
esetében a maximalis koncentracié csokkenés 30-60%-os tartomanyban volt koagulacios
eljarasok soran. A karbamazepint és az antibitiokumokat altalaban a koagulacios folyamat nem
eliminalja hatékonyan a folyadékfazisokbol (Suarez et al., 2009).

fgéretes szennyviz tisztitasi eljarasnak bizonyult a kémiai eljardsok kozé tartozo
elektrokémiai nagyhatékonysagu oxidacios eljarasokat (EAOP). Az EAOP-ok kdrnyezetbarat
megoldasok, mivel az elektronokkal torténd szennyviziszap tisztitdshoz nem sziikséges
kiegészitd eljards. Tovabbi elonyok kozé tartozik a szennyezdanyagok eltavolitasanak nagy
hatékonysaga és a berendezés egyszert kezelhetdsége. Az EAOP-ok alkalmazasanak a korlatja
a viszonylag alacsonyabb oxidacids hatasfok, illetve a megnovekedett energiakoltség. Nagyobb
figyelmet forditanak az elektrédanyagok stabilitdsara és a katalitikus aktivitdsuk javitdsara
kiilonb6z6 fémoxidok elektrodon torténd eldallitdsaval és adalékolasaval (Wang et al., 2020).

Az elobb bemutatott fizikai-kémiai eljarasoknal sokkal hatékonyabb, ebbdl adéddan a
leggyakrabban alkalmazott modszer a gyogyszerek eltavolitasara az adszorpcio. Az adszorpcid
egyszerll, fenntarthatd, koltséghatékony és kornyezetbarat szennyviztisztitdsi technika az
Osszes tobbi 1étezd technoldgia mellett (Rashid et al., 2021).

Egy budapesti aktiv iszapos technologiaval miikodé kommunalis szennyviztisztito telep
cellulozalapt anyagok eltavolitasdnak hatékonysagat ellendrizték. A vizsgéalatok végén arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az 0j stratégia részeként finom, 3 vagy 1 mm-es radszitakat és
0,1 mm-es finom szitaszitakat kell alkalmazniuk a cellulézalapti anyagok szennyvizbdl vald
kinyerésének fokozasa érdekében (Tserendorj et al., 2024).

A korabbi 1d6khoz képest manapsag az olcsd adszorbenseket keresik, illetve nagyobb
figyelmet forditanak a porozitds novelésére, az anyag texturajanak a modositasara és az
adszorbensek fajlagos feliiletének javitasara. Ezekkel igyekeznek 0j nanoanyagokat 1étrehozni.
amellyel novelhetik és javithatjdk az adszorpcid hatékonysagat. A szennyviztisztitd ipardgnak
proaktivnak kell lennie, fel kell mérniiik a hulladékanyagok tulajdonséagait €s ipari mértékben
hasznositani a megszerzett tudast. Megvalosuldsa esetén ezen iparagak kulcsszerepet fognak
vallalni a globalis hulladékgazdalkodasban és 1) tavlatokat nyithatnak a gazdasagilag

megvalosithatd szennyvizkezelés korszakaban (Rashid et al., 2021).
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3.4.2. Biologiai eljarasok

A fizikai és kémiai eltavolitdsi modszerekhez képest a bioldgiai lebontasi ttvonalak
sokkal inkabb kornyezetbaratok és koltségkimélobb eljarasok. A kiilonb6z6é szennyvizfajtak
lebontasara tobbféle mikrobidlis forrdst hasznalnak. A forrdsok altaldban baktériumok és
gombak, amelyek nagymértékben részt tudnak venni a szervetlen komponensek lebontdsdban
(Velusamy et al., 2022). A leghatasosabb Streptomyces faj bizonyitottan eltavolitja a szennyviz
szagat ¢s a szervetlen kémiai komponenseit.

A szennyviztisztitas altalanosan harom f6 Iépésre oszthatdo, mint az elsddleges,
masodlagos és harmadlagos 1épés (Sathya et al., 2023). Az els6dleges 1épés soran a nagyobb
szilard részecskék és szennyezddések eltavolitasa torténik mechanikai modszerekkel. A
folyamat soran a szennyvizet atszlirik nagyobb halokon, hogy eltavolitsdk a nagyobb szilard
anyagokat. Illetve lassti aramoltatassal a szilard anyagokat leiilepitik a szennyviz aljara. Az
elsddleges 1€pés soran igy a szennyvizben 1évo szilard anyagok 50-70%-a eltavolitasra keriil A
mikroorganizmusok az elsédleges fazis utan 1épnek be a szennyviztisztitasi folyamatba, amikor
is a folyékony szennyvizet eljuttatjak a masodlagos fazisba. Itt acrob és anaerob koriilmények
kozott hajtjak végre a folyamatot. Aerob koriilmények kozott a mikrobédk lebontjak a folyékony
hulladék bioldgiai tartalmat. Az anaerob baktériumokat pedig az iszap mennyiségének
csOkkentésére, a metangaz eldallitasara, illetve a foszfor szennyvizbdl torténd eltavolitasara
hasznaljak. A harmadlagos fazisban oxigén jelenlétében a szerves anyagokat tovabb bontjak a
nitrifikalo baktériumok, amelyek az ammoniat nitratta alakitjak. A baktériumok a vizben 1évd

szabad oxigént hasznaljak fel a szennyviz mérgez6 anyagainak lebontasara (Zou et al., 2014).

Egy felmérés soran 55 magyarorszagi szennyviztisztito telepet vizsgaltak, hogy felmérjék
a szennyviz mindségét, az alkalmazott technoldgidkat és a kapcsolodo problémakat. A tisztitasi
hémeérséklet jelentds eltéréseket mutatott, a legkisebb értékek 10 °C ald, mig a legmagasabbak
26 °C folé estek. Az influensz mindsége a szerves anyag tartalom tekintetében is nagy
valtozatossagot mutatott. A telepeken kiilonb6z6 biologiai nitrogéneltavolitd technologiak
alkalmazasat értékelték, mint az intermittald aeracid, az alacsony oldott oxigén (DO)
elérhetdsége mellett a denitrifikdcio eldtérbe helyezése a fokozott biologiai foszfor
eltavolitassal szemben javitotta a nitrogén eltavolitasanak hatékonysagat (Trady et al., 2012).

Az anaerob ammonia-oxidacié (anammox) egy biologiai nitrogéneltavolito folyamat, az
ammonium (NH4") €s a nitrit (NO2") anaerob koriilmények kozott torténd oxidaciojan alapul.

Egyre inkabb elterjedt hazankban a szennyviz altalanos ammodniamentesitésére, mivel nagy
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hatékonysagu és alacsony energiafogyasztasu (Aib et al., 2022). Az anammox baktériumok
lassi novekedési iliteme jelentds kihivast jelent az eljards szamara, ezért a baktériumok
visszatartdsanak javitdsa elengedhetetlen. A membran bioreaktorokkal vagy szekvenalo
szakaszos reaktorokkal torténd novelése mellett az anammox baktériumok biofilm vagy
szemcsés iszap formajaban torténd tenyésztése igéretes megoldasnak tiinik (Whnag et al., 2022).

A biodegradacios folyamatok alkalmazédsa esetén elengedhetetlen, hogy tudomast
szerezzlink a mikrobakozosség Osszetételérdl €s dinamikdjarol. Az eliminacids hatékonysag
vizsgalatakor megnézték, hogy milyen mikroorganizmusok jatszanak szerepet a szennyviz
tisztitasa soran (Tiwari et al., 2017). Kimutattak, hogy a legdominansabb kdzdsség alkotok,
melyek részt vesznek a gydgyszerbontasban a proteobaktériumok és az antinobaktériumok
osztalyadba tartoznak. A kovetkezd nemzetségek képviseldi voltak jelen a kozosségben a
Pseudomonas, Microbacterium, Raoultella és a Streptomyces, illetve szamos gombafaj
(Trametes versicolor, Ganoderma lucidum, Phanerochaete sordida). 90%-os hatékonysaggal
képesek voltak 25 kiilonb6z6 gyodgyszerhatdéanyagot eltavolitani, melyek kdzott megtalalhatoak
antibiotikumok, hormonok, fajdalomcsillapitok és lazcsillapitok is (Tiwari et al., 2017).

Mara mar elmondhatd, hogy mikroorganizmusokkal a kornyezeti elemeket képesek
vagyunk megtisztitani a felgyiilemlett gyogyszerhatoanyagoktol (Domaradzka et al., 2016;
Mudoch & Hay, 2015; Popa et al.,, 2014). Azonban a kiilonb6z6 tipusu, szerkezet(
gyogyszermaradvanyokat mas €s mas baktériumokkal képesek hatékonyan eltavolitani. Illetve
a kialakitott mikroba kozosségnek minden egyes tagjanak eltéré koriilmények sziikségesek a
megfeleld bontasi ardny eléréséhez. Ennek okan elengedhetetlen egy optimalis kozeg
kialakitasa, ahova egy tudatosan Osszeallitott bakteridlis konzorciumot juttatunk be, ezzel
megcélozva a kivalasztott gyogyszerhatoanyagokat. A megfeleld koriilmények és a konzorcium

egylittes hatasa lehet6vé teheti a szennyezett vizek eredményes, nagy hatasfoku tisztitasat.

3.4.3. Fejlett szennyvizkezelési technikak

Az elektrokoagulacidé hatékonyabb és eredményesebb modszernek bizonyult, mint a
kémiai koagulacio (Mollah et al., 2004). Az eljaras lényege, hogy egy kiilonleges fémotvozet
anodon torténd felhasznaldsaval, elektrokémiai reakcid segitségével, aktiv kationokat hoznak
létre, melyek hatékonyan eldsegitik a koagulacidt és a flokkuldciot. Szamos tanulmany
vizsgélta a szennyvizbdl torténd gyodgyszerhatdoanyagok eltavolitasat elektrokoagulaciods
kezelések soran. Az eredmények magas, kozel 90% feletti eltdvolitasi hatékonysagot mutattak,
ami azt jelzi, hogy ezen rendszerek hatékonyan tavolitjdk el a gyogyszereket a szennyvizbol

(Alam et al., 2021; Ahmed et al., 2022).
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A fejlett oxidacios eljarasok hatékonyan tavolitjak el azokat a gydgyszereket, melyeket a
hagyomanyos biologiai modszerek nem képesek. Ilyen mddszerek kézé tartoznak a Fenton-
reakci6 (EF) hidrogén preoxid (H202) ¢és a Fe(ll) kozotti reakcidja soran torténd
hidroxilgyokképzodés. A Fenton-alapt reakciokat kifejezetten gydgyszerek lebontasara
hasznaljak, mivel a hidroxilgyokoket az egyik legerdsebb oxidaloszernek tartjak, mellyel a
szerves anyagokat képes alacsony szelektivitassal oxidalni. A Fenton-reakciokat altalaban
savas pH-n (3-5) végzik. A reakciot hatékonynak talaltak gyogyszerhatéanyagok eltavolitasara
ugy, mint hidroxil-amin vagy, ciklohexan (Olvera-Vargas et al., 2021). Egy masik tanulmany
is alatdmasztotta, hogy EF (electro-Fenton) optimalizalasat egy gydgyszerhatéanyag
(trimethoprim) szintetikus oldataival végezték, mig a legjobb feltételeket valodi gyogyszeripari
szennyviz el6kezeléséhez hasznaltak (Mansour et al., 2015). A szennyviz Osszetétele nemcsak
az elektrokémiai reakciokat befolyasolja, amelyek szennyezd anyagok lebontdsaért felelds
oxidaloszerek termelddéséhez vezetnek, hanem az oxidaloszerek hatékonysagat és
hozzaférhet6ségét is nagyban meghatarozhatja. A fent emlitett okok kapcsan az EF ¢s a hozza
kapcsolodo technologidk ipari megvaldsitasa felé torténd elmozdulas elengedhetetlenné valik
(Garcia-Segura et al., 2020).

A membransziiréses és a fejlettebb oxidacios eljarasok (AOP) egyidejiileg nyujthatnak
hatékony megoldast lebontasi és elvalasztasi folyamatok soran. A hagyomanyos
membransziirési technikak csak a szennyezd anyagok egy részét képesek eltavolitani, mig a
legkisebb lebontatlan gydgyszermaradvanyok megmaradnak a kezelt vizben (Rosman et al.,
2018). Az 1) AOP-ok fontos szerephez juthatnak a gyogyszeripari szennyvizek kezelésében,
mivel ezek a technoldgidk képesek a nem megfeleld, mérgezd és bioldgiailag nem lebonthato
vegyiileteket szdmos melléktermékkeé, végiil pedig kozombos végtermékké oxidalni,
hidroxilcsoportra és mas gyokokre. A membranok ki vannak téve a szennyvizben 1évd
szennyezddések miatti elszennyezddésnek, ami a tiszta viz dramldsanak csokkenését és az
energiaigény novekedését eredményezni. Ezekben az esetekben a membranhibrid AOP-ok
komplementer hatést fejtenek ki a membran eltomddeésének kikiiszobolésében, ezaltal fokozzak
a membran teljesitményét (Liang et al., 2014).

A fejlett szennyviz kezelési eljarasok még gyerekcipdben jarnak, azonban tagadhatatlanul
az elektrokémiai oxidaci6 és membransziir0s integracid tagadhatatlanul igéretes modszer a
gyogyszermaradvanyok kezelésére és eltavolitasara. Az AOP-ok membréanintegradacioja

lényeges hatékonysagot mutat és koltség szempontjabol is igéretes modszer (Trellu et al.,
2018).

29



3.4.4. Diklofenak baktériumokkal torténé biodegradaciéja

A diklofendk bioldgiai eltavolitasaval eddig is szdmos tanulmany foglalkozott, amelyek
meghataroztak az alkalmazott baktériumtorzseket, valamint a taptalajpan a hatdéanyag
koncentracio csokkenését. A diklofendk nagyfokt ellenallast mutat a biologiai lebontassal
szemben, ennek ellenére szamos baktériumtorzset azonositottak, amelyek képesek hatékonyan
eliminélni a vegytiletet.

Kutatasok soran megfigyelték, hogy egyes baktériumtorzsek képesek voltak lebontani a
diklofenakot, mint egyediili szénforrast (Domaradzka et al., 2016). Raoultella nemzetséghez
tartozo két baktériumtorzs, a DD4 és KDF8 képesek voltak hatékonyan lebontani a diklofenakot
(Domaradzka et al., 2016; Palyzova et al., 2019). A Raoultella sp. DD4-es izolatum
diklofenakbontd képességének teszteszlése 0,6 mg/l kiinduld koncentracio mellett tortént 6
napon keresztiil. A vizsgélat végén az eredmények alapjan lathatd volt, hogy a diklofenak
100%-ban lebomlott A diklofenak lebontas soran a KDF8-as torzs egy kombinalt metabolikus
utvonalat hasznal, melybena katekol 1,2-dioxigenazt ¢s a protokatekuat 3,4-dioxigenaz végzi a
bifenil gyliri oxidaciojat. (Palyzova et al., 2019).

Zur ¢és munkatarsai (2021) azt talaltak, hogy a DIC-eltavolitas hatékonysaga szigortian
torzs-specifikus, és az elsddleges szubsztrdit nem mindig elényds. A tobblet szén- ¢és
energiaforrasok azonban konnyen lefedik az enzimszintézis energiaigényes lépéseit. Példa erre
az Enterobacter hormaechei D15 izolatum, amelynek a diklofenak eliminacios rataja kiilsé
szénforras nélkiil 52,8%-rol gliikdz jelenléte mellett 82%-ra nétt. Szintén ezen kisérlet soran a
bontasi hatékonysag 35%-r6l 65%-ra nétt az acetat hozzaadasaval (Aissaoui et al., 2017).

A Labrys portucalensis F11 baktériumtorzsnek sikeriilt 6 nap alatt 100%-ban lebontania
a diklofenakot acetat jelenlétében. Hat nap alatt 1,7 uM, mig 25 nap alatt 34 uM-nyi DIC-ot
volt képes bontani. Amennyiben csak diklofenak allt rendelkezésre a tesztoldatban, mint
egyediili szén és energiaforrds, a vizsgalt baktériumtorzs 70 %-os koncentracié csokkenést
produkalt a kiindulasi mennyiséghez képest (Moreira et al., 2018). A Rhodococcus ruber IEGM
346-0s torzs alacsony (50 pg/l) és magas (50 mg/l) kiindulasi koncentracioban is képes volt
lebontani a gyogyszerhatdoanyagot. A vizsgalatok soran gliikoz jelenlétében 60 nap alatt
eliminaloédott az 50 mg/l diklofenak 50%-a, mig az alacsonyabb, 50 pg/l kezdeti
koncentracional a teljes lebomlas végbement 6 nap alatt (Ivshina et al., 2019).

Marchlewicz és munkatarsai egy olyan baktériumkonzorcium fejlesztését tiizték ki célul,
amely képes a paracetamol, az ibuprofen, a naproxen ¢és a diklofendk lebontisara. A
meghatarozott bakterialis konzorcium Bacillus thuringiensis B1 és Pseudomonas moorei KB4

torzsekbdl allt €s 1:2 ardnyban tartalmazta azokat. A tesztek azt mutattak, hogy a
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baktériumkonzorcium jelenlétében a gyogyszerek lebontasa 4,88; 10; 0,1 és 0,05 mg/nap
sebességgel torténtek az ibuprofen, paracetamol, naproxén és a diklofenak esetében. A vizsgalt
torzseket a kisérlet soran €s utana is ki tudtdk mutatni. A kapott eredmények alatdmasztottdk a
baktériumkonzorcium sikeres tesztelését egy szennyviztisztitdo telep valds kornyezetében

(Marchlewicz et al., 2023).

3.4.5. Ibuprofen baktériumokkal torténé biodegradacioja

A gyogyszerhatoanyagok koziil az ibuprofen az egyik legszélesebb korben hasznalt
NSAID. Szdmos olyan mikroorganizmust izolaltak, amely képes az ibuprofent szénforrasként
felhasznalni (Zur et al., 2021).

A Variorax nemezetségbe tartozo Variovorax sp. lbu-1 nevet visel6 baktériumtorzs.
bioldgiai lebomlasi vizsgalata soran 500 mg/l koncentraciéban ibuprofent tartalmazo6 oldatban
75 ora elteltével koriilbeliil 40%-os ibuprofen koncentracié csokkenést tapasztaltak (Murdoch
& Hay, 2015).

Egy, az ibuprofen bioldgiai lebontasat vizsgalod tanulmanyban az Argentindban taldlhat6
Riachuelo-Matanza-medencének a vizmintait elemezték. A részletes 16S rRNS génszekvenciai
adatok alapjan a lebontd kozosség baktérium alkotoi a Comamonas aquatica és a Bacillus sp.
voltak (Fortunato et al., 2016). A k6zosség 33 ora leforgasa alatt képes volt 100 mg/l ibuprofent
lebontani, a vegylilet eltavolitasat nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval (HPLC)
kovették nyomon.

Sharma és munkatarsai (2019) altal végzett munka soran az ibuprofen lebontasara képes
baktériumtorzsek izolalasara dsszpontositottak. A dusitdsra hasznalt szennyviz és iszapminta
egy indiai varos, Dzsaipur gyogyszergyartdo iizemébdl szarmazott. A mintak 20-200 mg/I
koncentracioban tartalmaztak ibuprofent. Hat darab torzset sikeriilt izolalni, amelyek koziil a
KGPO04-es nevii torzset Micrococcus yunnanensis fajhoz tartozoként sikeriilt azonositani. A
torzs mutatta a legmagasabb lebontasi aktivitast, koriilbeliil 42%-osat, azonban a koriilmények
optimalizalasakor a degradacios potencialt 90% folé sikertilt vinni.

A kutatasok soran nem csak arra keresték a vélaszt, hogy melyik baktériumok képesek a
leghatékonyabb lebontéasra, hanem hogy baktériumok egyiittes hasznalata hatékonyabba képes-
e tenni a vegyiiletek eliminaciojat vagy sem. Az egyik ilyen esetben bakterialis konzorciumot
alkalmaztak, amely 38 baktériumtorzset tartalmazott az ibuprofen (100 ug/g), diklofenak (20
ug/g) és triklozan (20 pg/g) gyogyszerhatdbanyag hatékony lebontasa érdekében. Az ibuprofen
bontasaért tobbek kozott a Novosphingobium és a Sphingomonas fajok voltak a feleldsek. A

bontasi eredmények azt mutattdk, hogy a 3 vegyiilet koziil az ibuprofen elimindlodott a
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leggyorsabban, 45 nap elteltével 90%-o0s koncentracid csokkenést tapasztaltak (Aguilar-
Romero et al., 2020).

Aguilar-Romero és munkatarsai (2021) egy masik kutatas soran szintén az ibuprofen
gyogyszerhatdanyag lebontasat vizsgaltak egy konkrét baktériumtorzs segitségével, melyet
folyami tiledékbdl izolaltak. A Sphingopyxis granuli RW412 folyékony asvanyiso tapkdzegben
74 ora leforgasa alatt tobb, mint 2 mM ibuprofent eliminalt. Egy kommunalis szennyviztisztitd
telepr6l szarmazo, ibuprofennel szennyezett szennyvizben az RW412 baktériumtorzs az

ibuprofent 7-szer gyorsabban tavolitotta ¢l, mint az 6shonos mikrobiota kozosség.

3.4.6. Karbamazepin baktériumokkal torténé biodegradacidja

A karbamazepin jelenlétét szamos kornyezeti elembdl jelentették, ugyanis nagyrészt
fizikai- és kémiai tulajdonsagainak kdszonhetéen ellenalldé mind a fotodegradacionak, mind
pedig a bioldgiai lebontasnak. Minimalis az eltavolitasi hatékonysaga a szennyviztisztito
telepeken és hosszii felezési idovel rendelkezik (Bessa et al., 2019). Egy romaniai
gyogyszermaradvany bonto kisérlet soran a MUIG torzsgylijteménybdl sikeresen kivalasztott
Streptomyces MIUG 4.89 torzs hatékony, 35%-0s CBZ eltavolitast mutatott 0.2 mg/I
koncentracié mellett 7 nap leforgasa alatt. A tenyésztés minimal tapoldatban tortént, 5 g/l
glikk6zzal kiegészitve aerob koriilmények kozott (Popa et al., 2014).

A Labrys portucalensis F11 torzsrél kimutattak, hogy szinte teljes mértékben képes volt
biotranszformalni a karbamazepint kiilonb6z6 koncentraciok esetén is. A legalacsonyabb (~ 0.5
mg/l) koncentracional a teljes lebomlas mar a 2. napon megtortént. Magasabb (~ 5 mg/l)
koncentracional is teljes volt a lebontas 20 nap elteltével. A legmagasabb (~ 10 mg/l)
koncentracié esetén az inkubacios id6 végén (30 nap) 95,4%-0s volt a karbamazepin
eliminacidja. A kozel 5 mg/l koncentracio esetén acetat hozzaadasaval csokkentették a bontasi
id6t (20 napra), mig a kozel 10 mg/l koncentracio esetén a bontasi hatékonysagot novelték
(99%-ra) (Bessa et al., 2019). Az acetattal kiegészitett tapoldat energiat biztosithat a sejtek
novekedésének tamogatasahoz, ezzel fokozva a mikroszennyez6 anyagok lebontasat (Popa et
al., 2014).

Szennyviztisztito telep eleven iszapjabol izolalt Pseudomonas sp. CBZ-4 torzs 144 6ras
inkubacids id6 utan képes volt 50%-kal csokkenteni a kiindulasi (10-160 mg/l) karbamazepin
koncentraciot. Erdekesség, hogy alacsonyabb relevans kornyezeti koncentracio esetében nem
tudta lebontani a célvegyiiletet (Li et al., 2013).

A kinai Suzhou-bol szarmazd Szennyviz eleveniszapjabdl Cui €és munkatarsai egy

Acinetobacter sp. HY-7 baktériumtorzset izolaltak. Az Acinetobacter sp. HY-7 képes volt a
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karbamazepin bontasra folyékony asvanyiso kdzegben, mint egyediili szén- és energiaforras. A
gogyszerhatdanyag 48 %-at volt képes biodegradalni 10 nap elteltével (Cui et al., 2009).

A kovetkezé tanulmany soran Gauthier és munkatarsai (2010) az ATCC nonprofit
szervezettdl beszerzett baktériumtorzsek gyogyszermaradvany biodegradacios képességét
vizsgaltak. Rhodococcus rhodochrous (ATCC 13808) esetében 15%-o0s karbamazepin bontast
figyeltek meg 28 nap leforgasa alatt. A karbamazepin kiindulasi koncentracioja 100 mg/l volt,
illetve a vizsgalatok gliikkoz (3.0 g/l) jelenléte mellett zajlottak (Gauthier et al., 2010).

Szintén egy szennyviztisztitd telep eleven iszapjabol torténd izolalas soran két
baktériumtorzset izolaltak Starkeya sp. C11 és a Rhizobium sp. C12, melyek képesek 10 mg/l
koncentracioja CBZ 35%-os lebontasara. Az eddig felsorolt eredményekkel ellentétben ebben
az esetben a plusz hozzaadott szénforras (acetat) nem javitotta a biologiai lebomlas sebességét
(Bessa et al., 2017).

A felsorolt tanulmanyok mind alatdmasztjak, hogy a karbamazepin bontasara tett
kisérletek sikeresnek mondhatoak, azonban az is jol latszik, hogy csak egy esetben sikertilt a

gyogyszermaradvany teljes egészét eltavolitani vizes kozegbdl.
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4. Anyag és modszertan
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4.1. Biofilm mintak

A kutatas céljanak megfeleld izolatumokat egy el6zéleg mar széleskorben vizsgalt bakterialis
biofilmbdl izolaltam. A vizsgalatok alapjat képezd bakterialis biofilm filogenetikai és
funkcionalis tekintetben nagy diverzitassal jellemezhetd, egyszeri- (BTEX) ¢és policiklusos
aromas szénhidrogének (naftalin) bioldgiai lebontasara képes baktériumok izolalasi forrasanak
bizonyult korabban. A lebontasban résztvevé kulcsfontossagi biodegradacids funkcionalis
géneket mutattak ki a biofilm baktérium kozosségébdl, mint példdul a katechol-2,3-
dioxigenazokat (C230), benzil-szukcinat-szintazt (bssA) és a naftalin-1,2- dioxigenazt (NDO)
(Benedek et al., 2016, 2018 ¢és 2020). Feltételeztem, hogy a nagy filogenetikai és funkcionalis
diverzitassal rendelkez6 biofilmben a hasonlé aromas gytirivel rendelkezd vegyiiletek, mint a

diklofenak, ibuprofen €s a karbamazepin lebontasara képes baktériumok is megtalalhatoak.

A biofilm mintat streil 50 ml-es csovekbe gytjtottem 2019 decemberében. A vizsgalt benzinnel
finomitott termékvezeték véletlen szakadasa miatt kb. 27 m® gazolaj szivargott ki, amely alifas
¢s monoaromas (BTEX) szénhidrogénekkel szennyezte a kornyezd talajt és az alatta 1évo sekély
talajvizet. Mivel az érintett talajviz gyors in situ dekontaminalasa kulcsfontossagli volt, a
szennyezddési csovaban fizikai-kémiai Pump & Treat rendszert hoztak 1étre. A mintavevd a
felszint6l 5 méteres mélységben van elhelyezve, amelyet kozvetleniil a mintavétel eldtt
tavolitanak el. A mintavétel el6tt a szivattyut 1 honapig viz ala helyezve taroljak, igy lehetové
téve egy kompakt biofilm kialakulasat. Az altalanos vizkémiai paraméterek ramutattak arra,
hogy a mintavételezett kitermeld kutban a szennyezett talajviz hipoxias (oldott oxigén
koncentracidja <2 mg/l) és enyhén lugos (pH 7,5-7,8), a nitrat (3 mg/l) és szulfat (174 mg/l)
szintje a talajviz kiiszobértéke alatt van (NOs - 25 mg/l, SO4 2- 250 mg/l). A P&T rendszer
inditasakor az analitikai kémia alapjan a talajviz 6 szénhidrogén-szennyezdje a toluol, a xilolok
¢s a benzol volt. Mintavétel utan a biofilm mintakat jégen taroltam és a laboratoriumba torténd
beérkezés utan feldolgoztam. A rendszerrdl tovéabbi informéciok a Benedek et al., 2016

tudoményos publikicidban talalhatdak.

4.2. A potencialisan diklofenak, ibuprofen és karbamazepin lebonté baktériumok
szelektiv dusitasa és azonositasa

A szelektiv dusitasok soran vitaminokkal kiegészitett asvanyi tapoldatot Bushnell-Haas (BHB:
(CaClz - 2H20 0.002 g, MgSO4 - 7H20 0.02 g, NHsNO3 1 g, KH2PO4 1 g, K2HPO4 1 g, FeCls
- 6H20 0.005g, H20 1 1)) hasznaltam, melyet egyediili szén- és energiaforrasként kiilon-kiilon

diklofenak natrium sdjaval karbamazepinnel és ibuprofennel (100 mg/l) egészitettem Ki.
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Mindehdrom gyégyszerhatbanyag a Sigma Alderich (Egyesiilt Allamok) gyartotol lett
berendelve. A dusitasokat 300 ml-es (vattaval ledugozott) Erlenmeyer-lombikban végeztem,
amelyek 100 ml dusit6 tapoldatot tartalmaztak 1 ml biofilm baktériumszuszpenzioval (0.5 g
biofilm 50 ml 0.9%-o0s NaCl sooldatban szuszpendalva) kiegészitve. A dusito tenyészetek 28
°C-on razéinkubatorban (150 rpm) (fordulat/perc) 1 honapig inkubalédtak. Az elsé honap
leteltével minden dusitod tenyészetbol 10 ml-t atvittem egy friss dusitd tapoldatba (90 ml) és
ismét inkubaltam tovabbi 1 honapon keresztiil. Ez a folyamat még egyszer megismétlésre
keriilt, igy 6sszeségében 3 honapig zajlott a potencidlisan gydgyszerbontd biofilm-baktériumok
szelektiv dusitasa. A dusitasok soran a célvegyiileteken kiviil nem hasznaltam kometabolikus
szubsztratokat. Minden egyes honap letelte utdn meghatdroztam metagenom szekvenalas
segitségével a dusitd tenyészetek filogenetikai Osszetételét és populdcidodinamikdjat, illetve

baktériumtorzseket izolaltam.

4.3. Kozosségi DNS kinyerése a dasitékbol, metagenom vizsgalatok

A kezdeti biofilm mintakbdl (0.5 g) és az egyes honapok dusitd tenyészeteibol a teljes kozosség
DNS-ének kinyerését a DNeasy® PowerBiofilm Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével
végeztem a gyarté utasitasait kovetve. A dusitd tenyészetek 40 ml mennyiségét 2360 g-vel 15
percen keresztiil centrifugadltam Rotanta 460 R centrifugdval (Hettich, Németorszag) és a

kozosségi DNS-t kivontam a pelletbdl.

4.3.1. A dusité kultirak metagenom viszgalatai

A dusitott mintdk filogenetikai diverzitasanak pontos meghatarozédsara, valamint a kiindulo
baktériumkozosség szelektiv dasitas miatt fellépd idObeli dinamikajanak a feltarasara shotgun
metagenom szekvenalast alkalmaztam a kiindulasi biofilm minta teljes kozdsségi DNS-én,
valamint a dusitd tenyészetek esetén (3-3 minta: DIC, IBU, CBZ 1., 2. és 3. havi dusito
tenyészetek) Illumina platformon (Illumina Inc., USA). A DNS mintdk koncentraciojat
NanoDrop ND-1000 spektrofotométer (NanoDrop Technologise, Wilmington, USA)
segitségével hataroztam meg. A DNS tisztasagat agar6z gélelektroforézissel és az Agilent 2200
TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) késziiléken vizsgaltam. Az Illumina
szekvenalashoz sziikséges konyvtarakat a NEBNext UltraTM II DNA Library Prep Kit
segitségével allitottam eld. A metagenom szekvenalast Illumina NextSeq platformon ¢€s
NextSeq 500/500 High Output Kit v2.5-6s verzidjaval végezték. Galaxy Europe szervert
alkalmaztdk a nyers szekvencidk el6feldolgozasara (azaz sorozatsziirésre, leképezésre,
mindségellendrzésre). A gyenge mindségli leolvasasokat a Prinseq sziirte (min. hossz: 100;

min. pontszam: 15; mindségi pontszam kiiszobértéke a trimm poziciokhoz: 20; a kiszamitott
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minéségi pontszamhoz hasznalt csuszé ablak: 1). A szirt szekvencidkat FastQC-vel
ellendriztem. A Prinseq altal eldallitott sziirt szekvenciakat Megahittel allitottam Ossze
(minimalis kontighossz: 2000; minimalis k-mer méret: 21; maximalis k-mer méret: 141) (Li et
al., 2015). A megtartott leolvasasok downstream taxondmiai elemzését és megjelenitését a
MEGANG6 szoftverrel végeztem (Huson et al., 2007). A nyers metagenom szekvencia
leolvasasok elérhetdek az NCBI-n a kovetkezd BioProject hozzaférési szamon: PRINA782474;
a kezdeti biofilm BioSample hozzaférési szama SAMN23424265, a dusito tenyészeteké pedig
SAMN23439944-SAMN23439952.

4.3.2. A metagenomok osszeallitasa és feldolgozasa

A mindség ellenérzott szekvencia leolvasasokat a MetaSPAdes 3.15.0 verzidjaval allitottam
Ossze Nurk et al. 2017). A prodigal-t meta moédban hasznaltam a gének elérejelzésére a >1000
bp hossziisagu scaffoldok segitségével (Hyatt et al. 2010). A scaffoldok lefedettségét a
metagenomikus leolvasdsok Bowtie 2-vel (Langmead and Salzberg 2012) torténd leképezései
alapjan szamitottam ki, és minden egyes scaffoldra konszenzusos taxonémiét hatdroztam meg
a megfeleld scaffoldokon 1évé egyedi gének taxondmiai annotdcioi alapjan, a Borref100

adatbazisban irtak le Bornemann et al., (2020).

4.3.3. Genomok meghatarozasa a metagenomokbol (MAGS)

A genomokat két kiillonb6z6 binning eszkdzzel csoportositottdk: az  Abawaca
(https://github.com/CK7/abawaca) hasznélataval, amelynél a minimum ¢és maximum
szekvencia-fragmentacios paraméterek 3 kbp és 5 kbp, illetve 5 kbp és 10 kbp voltak, valamint
aMaxBin2 (Wuetal. 2016), amelyet mindkét marker készlettel alkalmaztak. Az 9sszes generalt
bin-t a DAS eszkozzel Osszesitettiik és az uBin segitségével valasztottam ki. A rekonstrualt
genomok taxonomiai eredetét a GTDB-tk classify wf munkafolyamat segitségével hataroztam
meg a GTDB r89 verzigjaval. A genomokat a Microbial Genome Annotation & Analysis
Platform MicroScope segitségével annotaltam. Ezenkiviil a xenobiotikumok metabolizmusaval
kapcsolatos gének feltételezett funkcioit azonositottam és bioinformatikailag elemeztem a

MaGe ¢s az UniProt adatbazis segitségével.

4.4. Gyogyszerhatéoanyagbonté baktériumtorzsek izolalasa

Az egyes dusitd tenyészetekbdl baktériumtdrzseket izoldltam hagyoméanyos mikrobioldgiai
modszerek alkalmazasaval (Papai et al., 2023). A potencialisan gyogyszerhatdbanyagbontod
baktériumok izolalasat a dasito tenyészetekbdl minden honap letelte utan végeztem el. Minden

dusité tenyészetbol 1 ml-t hasznaltam fel 10-szeres sorozathigitas készitéséhez fiziologias
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sooldatban (0.9% NaCl). A sorozathigitott mintdkbol 100 pl-t szélesztettem R2A (protedz
pepton 0.5 g; kazaminosavak 0.5 g; éleszt6kivonat 0.5 g; dextr6z 0.5 g; oldhaté keményité 0.5
g; dikalium-foszfat 0.3 g; magnézium-szultat 7H>O 0.05 g; natrium-piruvat 0.3 g; agar 15 g;
pH 7) agarlemezek feliiletére. A raoltas utan a Petri-csészéket 28 °C-on 48 6ran keresztiil
tisztitottam és ferde R2A agaron 4 °C-on tartottam fenn a tovabbi vizsgalatokhoz. A hosszabb
tava megdrzés érdekében a tisztitott térzseket - 80 °C-on taroltam gilcerin-R2A oldatban (30%

VIV).

4.4.1. A baktérium izolatumok 16S rRNS gén alapu beazonositisa

Elsé 1épésként az izolatumok genomi DNS-ét a DNeasy® UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével vontam ki a gyartd utasitdsai alapjan. A
kovetkezd 1épésben a baktériumfajokra specifikus 16S rRNS géneket PCR 1utjan amplifikaltam
a 27F (5’-AGAGTTTGATC(A/IC)TGGCTCAG-3?) és az 1492R (5-
TACGG(C/T)TACCTTGTTACGAC TT-3%) univerzalis bakterialis primerekkel. A PCR
reakcioelegy végtérfogata 50 ul, amely 5 pl, MgClz-al (2 mM) kiegészitett 10 x DreamTaqTM
puffert (ThermoFisher Scientific, Litvania), 0.2 mM-t minden egyes dNTP-bél, 0.1 uM-t a
primerekbdl, 1 U DreamTaqTM DNS polimerazt (ThermoFisher Scientific, Litvania), ~30 ng
DNS-t ¢és nukleazmentes vizet tartalmazott. Az amplifikacidhoz hasznalt homérsékleti profil
egy 3 perces kezdeti denaturdcidval indul 95 °C-on, majd koveti egy 32 cikluson keresztiil
torténd 30 masodperces denaturalas 94 °C-on, 30 masodperces anellacié 52 °C-on, 1 perces
elongacié 72 °C-on. Utolsd 1épésként 10 perc és 10 masodpercig 72 C-on zajldé végso

elongécidval zérul a folyamat.

Minden amplifikacidt gél-elektroforézis segitségével ellendriztem 1%-os (w/v) agardz gélen,
melyet UV lampa fényében elemeztem ki. A PCR amplikonokat NucleoSpin® Gel and PCR

Clean-up (Macherey-Nagel, Németorszag) készlettel tisztitottam.

A kovetkezd 1épésben a kapott 16S rRNS gének nukleotid szekvenciait Sanger-szekvenalassal
hataroztam meg BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, USA)
segitségével. A szekvencidkat ABI 3130 Genetic Analyzer (Life Technologies, USA)
segitségével elemeztem ki. Az eredményiil kapott szekvencidk elektroferogramjait MEGA 11
(https://megasoftware.net/dload_win_beta) szoftver segitségével értékeltem Ki, majd
homoldgia BLAST-olast végeztem a GenBank adatbazisdban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) megtalalhato 16S rRNS szekvencidkkal. A szekvenalas
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soran hozzavetdlegesen 1500 bazisparnyi leolvasott 16S rRNS szakaszok alapjan a prokariota
mikrobak beazonosithatéak, akar fajszinten is. Az azonositas érdekében az EzTaxon
(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net) adatbazisaban felelheté 16S rRNS géneket hasznaltam az
izolatumok legkozelebbi rokon tipustorzseinek a meghatarozasahoz. A vizsgalat soran kapott
16S rRNS génszekvenciak adatainak az eredményeit a GenBank-ban helyeztem el (GenBank

kodokat a 3. melléklet tablazata tartalmazza).

4.5, Izolatumok gyoégyszerhatéanyag-bonto képességének a vizsgalata

4.5.1. Resazurinos eldtesztelés

Tizzard et al. (2006) szerint a resazurin-alapu tesztek felhasznalhatok a baktériumok lebontd
képességének gyors vizsgalatara. Ugyanezt a megkozelitést a munkacsoportunk mar sikeresen
alkalmazta egy kordbbi tanulmédnyban az egyszerli aromas szénhidrogén bontd baktériumok

esetén (Benedek et al. 2018).

Az izolalt baktériumtorzsek esetében megvizsgaltam, hogy milyen mértékben képesek a
vizsgalt gyogyszerhatdoanyagokat 10 mg/l DIC, IBU vagy CBZ egyedilli szén- ¢és
energiaforrasként hasznositani. Az el6teszteléseket 3 parhuzamosban végeztem 100 ml
Bushnell-Haas asvanyi tapoldatban (CaCl, - 2H>O 0.002 g, MgSOs - 7H20 0.02 g, NH4sNO3 1
g, KH2PO4 1 g, KoHPO4 1 g, FeCls - 6H20 0.005 g, H20 1 L, pH 7) resazurin redox indikatorral
kiegészitve (1 mg/l). A tesztoldatokat fizioldgias sooldatban szuszpendalt baktériumsejt-
szuszpenzioval (100 pl, OD600nm=1) oltottam be. Baktériumot nem tartalmazd abiotikus
tesztoldatokat és szénforras nélkiili tapkozeget tartalmazod vakmintdkat is beéllitottam és
kontrollként hasznaltam. A vizsgalt izolatumok aktivitasat spektrofotometridasan mértem a
tesztoldatok abszorbancidjanak a mérésével 610 nm-en (resazurin indikator abszorbancidja,
A610). A kontroll mintakhoz (abiotikus kontrollhoz és vak mintdkhoz) képest a beoltott és a
DIC, IBU vagy CBZ-vel kiegészitett tesztoldat alacsonyabb A610-es értéke a vizsgalt izolatum
aktivitasat jelezte a gydgyszerhatdéanyag jelenlétében, ami a feltételezhetéen a biologiai
lebontast jelzi az egyes baktérium izolatumok esetében. Minél nagyobb a mikrobialis aktivitas
a tesztoldatokban, anndl intenzivebb az A610 érték csokkenése. Minél nagyobb a kiilonbség a
610 nm-en mért abszorbancia értékben a kontrollok és a tesztoldatok kozott, annal nagyobb a
vizsgalt izolatumok metabolikus aktivitasa. Az el6tesztelés két hétig zajlott, a tesztoldatokat
razdinkubatorban inkubaltam razétermosztatban 145 fordulat/perc sebességgel és 27 °C-on. A
kisérlet inditdsakor minden mikrokozmosz (beleértve az abiotikus és vakmintdk esetén is)

majdnem egyez0 értékeket mutatott A610-en (0.146 + 0.002).
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4.5.2. HPLC mérések

A HPLC vizsgalatokat a resazurinos tesztelésnél ismertetett asvanyi tapoldatban végeztem
alacsonyabb diklofendk, ibuprofen és karbamazepin koncentraciok mellett (1.5 mg/l). A
resazurint mar nem tartalmazo asvanyi tapoldatokat (50 ml) 50 ul OD600 = 1 optikai denzitasa
baktérium szuszpenziokkal oltottam be és 28 °C-on 145 rpm fordulatszdmon tobb hétig
inkubaltam (esetenként harom hoénapig). Az egyediili szén és energiaforrasként diklofenakot,
ibuprofent vagy karbamazepint tartalmazé tesztoldatok mellett kometabolikus bontasi
kisérleteket is beallitottam. A kometabolikus bontési kisérletek soran a gyogyszerhatdoanyagok
mellett a tesztoldatok konnyebben metabolizalhaté szén- és energiaforrasokat is tartalmaztak,
ugymint élesztékivonat (0.05 g/l vagy 0.3 g/l), gliikkoz (0.5 g/l vagy 3 g/l), natrium-acetat (0.8
g/l) vagy natrium-citrat (0.8 g/l). A bontasi kisérleteket harom parhuzamosban végeztem
abiotikus kontroll mintak kiséretében.

Bizonyos inkubacios idok letelte utan, kozvetlen a HPLC vizsgalatok elott 2 ml tesztoldatot
0.45 pum-es celluloz-acetait (Whatman) sziiron HPLC fioldkba atsziirtem ¢és direkt mértem
Chromaster Hitachi HPLC késziilékkel Ascentis C18-as oszlopon (150 x 0.46 mm) 0.02 M
KH2POjs-acetonitrilt hasznalva oldoszerként izokratikus elacidval (0:50%, v/v; 0.9 ml min-1).
A vegyiiletek detektalasahoz diddasoros detektort hasznaltam. A diklofenakot 202 nm, az
ibuprofent 196 nm, és a karbamazepin 214 nm-en detektaltam. A biodegradacios kisérletek
végén meghataroztam az esetlegesen a biomasszdhoz adszorbedlt gydgyszerhatdanyagok
mennyiségét is. A teljes mikrokozmosz baktériumszuszpenzidjat lecentrifugaltuk (2360 g 10
perc) és a biomasszat (pellet) 5 ml HPLC mindségli acetonitrilben ujraszupendaltam. A
kovetkezd 1épésben az ujraszuszpendalt biomasszat 3-szor ultrahanggal kezeltem 30
masodpercen keresztiil 20 kHz-en 20%-o0s amplitidoval Branson Digital Sonifer (Emerson
Industrial Automation) alkalmazéasaval. Két ultrahangos 1épés kozott a szuszpenzidkat 30
masodpercig vortexeltem. Az ultrahangos kezelés (szonikécid) utan a mintakat centrifugaltam
¢s a feliiluszokat (0.22 um-es nylon fecskenddsziirdvel) gdbmbolyti fenekii beparldval (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) paroltuk be maximum 40 °C-on és a maradékot 2.5 ml BHB asvanyi

crer

vel hatdroztam meg a fent leirtak alapjan.

4.5. Bakterialis konzorcium kialakitasa és potencialis gyégyszerhatéanyagbonté
képességének meghatarozasa
A kutatds korabbi szakaszaban kivalogatasra kerliltek azok a baktériumtorzsek, illetve

koriilmények, amelyek esetében laboratoriumi vizsgalatok soran a konzorcium a legnagyobb
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hatékonyséaggal bontotta a cél gydgyszerhatdanyagokat, mint jelen esetben a diklofenakot, az
ibuprofent ¢és a karbamazepint. Egy sikeres baktériumkonzorcium kialakitdsa soran
hatékonyabb lebontas valhat valora, mivel a térzsek metabolikus képességei 6sszeadddnak és
egymast kiegészitve hatékonyabb bontasra lehetnek képesek.

4.5.1. Egyiitt-tenyésztési vizsgalatok

Célom volt az egyiitt-tenyésztési vizsgalatok soran felmérni, hogy a kivalasztott
baktériumtorzsek alkalmasak lehetnek vagy sem egy konzorcium létrehozasara. A vizsgalatot
két tenyésztéstol fiiggd modszer alkalmazéasaval végeztem el, a keresztcsikozasos, illetve az

agardiffuzios lyuk-teszt segitségével.

4.5.2. A Kkeresztcsikozasos modszer

A vizsgalat soran aktiv baktériumtenyészetekkel (48 oOrds tenyészetek) dolgoztam. Az
izolatumokat keresztcsikhuzassal szilard R2A agar feliiletére oltottam, minden egyes vizsgalni
kivant torzzsel megismételtem (7. dbra). A tesztmikrobak leoltdsat kovetéen, az 1 hetes
inkubdlas utdn a lemezek értékelése az egyes csikok kozotti gatlasi tdvolsag vizsgalatdval

torténik.

2. Baktérium

1. Baktérium

3. Baktérium

4. Baktérium

Teszielt baktérium

7. abra Keresztcsikozasos egylitt-tenyésztési modszer bemutato rajza

4.5.3. Agardiffazios lyuk-teszt

A vizsgalni kivant baktériumokat (48 oras aktiv tenyészeteket) beoltottam folyékony ,,Rich”
tapoldatba és egy héten keresztiil 28 °C-on inkubaltam 145 rpm razatas mellett. ,,Rich” tapoldat
1000 ml desztillaltvizben 10.0 g protedz peptont; 2.0 g hus peptont; 5.0 g casamino savat; 5.0
g ¢leszt6 kivonatot; 2.0g glicerint; 1.0 g MgSOs4 X 7H20, 0.05 g Tween 80 és 10.0 g gliikkozt
1000 ml dH20- ban feloldva tartalmaz pH 7.2.

Az egyhetes tenyészetekbdl az egyiitt-tenyésztési vizsgalatok napjan OD600=1 szuszpenzidkat

készitettem. 50 ml baktériumszuszpenziot centrifugaltam (4600 rpm, 20 perc) majd a pelletet
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fiziologias soéoldatban vettem fel a kivant optikai denzitds eléréséhez. A kapott
baktériumszuszpenziokkal (200 pl) kiilon-kiilon beoltottam 50-50 ml, 35 °C-ra visszahiitott
R2A tapagart, amely sterilen sziirt (0.2 um) TTC (2,3,5-trifenil-tetrazolium klorid) oldatott
tartalmaz (1%-os TTC oldatbol 500 pl-t adtunk 50 ml R2A agarhoz). Steril fiilke alatt, 45 perc
szilardulasi 1d6 utan a tapagarba steril pipettaheggyel segitségével 7 mm atmérdji lyukakat
fartam.

Az egyhetes ,,Rich” tenyészeteket (50 ml) 4600 rpm-en 15 percen keresztiil centrifugaltam,
hogy baktériumsejt mentes feliiliszot kapjunk. A sterilitas érdekében a feliiliszot 0.2 pum
celluloz-acetat membranszlirén is atsziirtem egy steril Falcon csébe (15 ml), mivel adott esetben
a feliilusz6 antimikrobidlis anyagokat is tartalmazhat. A lesziirt feliiluszot belepipettaztam az
R2A agarba el6zdleg furt lyukakba. A feliiliszoban taldlhatd antimikrobidlis anyagok a lyuk
sz¢€1étd]l indulva bediffunddlnak a tdptalajba. Abban az esetben, ha az adott baktérium
feliiluszoja tartalmazza a vizsgalt baktériumra gatld hatasat kifejtd anyagot, akkor a lyukak
kortl gatlasi, feltisztulasi zonak alakulnak ki. A TTC jelenlétének kdszonhetden az agar azon
részei, ahol a beoltott baktériumok képesek ndvekedésre rdézsaszinné valnak, gatldsi zondban

kifehéredik. Végso kiértékelés a gatlasi zondk méretének lemérésével torténik.

4.5.4. A bakterialis konzorcium gyoégyszerhatéanyaghonté hatékonysaganak a vizsgalata
asvanyi tapoldatban; természetes vizmintaban és szennyviz effluensben

A konzorciumot alkotd baktérium torzsekkel torténd vizsgalatok soran 100 ml Bushnell-Haas
asvanyi tapoldatot (BHB) gyogyszerhatdéanyag keverékkel (1.5-1.5 mg/l) 1:1:1 aranyban
diklofenakkal, ibuprofennel és karbamazepinnel egészitettem ki. Az egyediili szén- ¢és
energiaforrasként felhasznalt gyogyszerhatdéanyagok mellett kdnnyebben metabolizalhatd
szén- és energiaforrasokkal is ellattam a kiindulo tesztoldatot, ugy, mint élesztékivonat (0.3 g/l)
és glikoz (3.0 g/l). A tesztoldatokat 100 ul OD600 = 1 optikai denzitasa
baktériumszuszpenziéval oltottam be (R2A tapoldatban néttek), amely 1:1 aranyban
tartalmazta a vizsgalt baktériumtorzseket. A vizsgalatokat 3 parhuzamosban végeztem,
abiotikus kontrollokat is belallitottam, mely a baktérium szuszpenzion kivételével az Gsszes
fent emlitett vegyiiletet tartalmazta. A teszteket 4 héten keresztiil inkubaltam razoinkubatorban
145 fordulat/perc sebességgel 28 + 2 °C-0n, és hetente egyszer vettem mintat minden egyes
beallitasbol. Vizsgalatainkhoz a természetes vizmintat a Rakos-patak Godollo (2. tablazat),
Alsoparki szakaszan vettik 2022.03.16.-4n, mig a szennyviz effluenst a Go6dolloi
Szennyviztelep kifolyd (3. tablazat), tisztitott szennyvize adta, ahol a mintavétel 2022.08.15.-

én tortént. A szennyviz effluens altalanos fiziko-kémiai paramétereit a Wessling Hungary Kft.
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hatarozta meg szabvanyositott modszerek alapjan. A vizsgalat sordn a gyodgyszerhatdanyagok

koncentraciovaltozdsdnak nyomonkovetésére nagyhatékonysagi folyadékkromatografiat

késziilékkel tortént a 4.4.2 fejezetben leirtakkal megegyezden.

2. tablazat Kisérleti beallitdsok természetes vizminta vizsgalata soran

Beallitas Vizminta Vizminta  Baktérium Glikoz/ . .,
elnevezése kezelése  konzorcium  Elesztd Ammonium-nitrat
(NH4NO3)

Abiotikus kontroll Rékos-patak sziirve - + +
Biotikus Kontroll Raékos-patak szlretlen - - -
Minta I. Rakos-patak szliretlen + - -
Biotikus  kontroll Rakos-patak szliretlen - + -
Minta II. Rakos-patak szliretlen + + -
Biotikus  kontroll Rakos-patak szliretlen - + +
Minta I11. Rakos-patak szliretlen + + +

3. tablazat Kisérleti beallitdsok szennyviz kifoly6 vizminta vizsgélata soran
Beallitas Vizmi Vizminta Baktérium Gliikéz/ Amménium-nitrat
elnevezése zminta kezelése  konzorcium  Eleszté (NH4ANO3)
Abiotikus kontroll szennyviz kifolyo szlirve - + +
Biotikus Kontroll .  szennyviz kifolyé  sziiretlen - - -
Minta I. szennyviz kifolyé  szliretlen + - -
Biotikus kontroll  szennyviz kifolyé  sziiretlen - - +
Minta Il. szennyviz kifolyo  szliretlen + - +
Biotikus kontroll  szennyviz kifolyé  sziiretlen - + -
Minta Ill. szennyviz kifolyo  szliretlen + + -
Biotikus kontroll  szennyviz kifolyé  sziiretlen - + +
Minta IV: szennyviz kifolyé  szliretlen + + +

4.6. Terminalis Restrikcios Fragmenthossz Polimorfizmus (T-RFLP) vizsgalati modszer

A tesztoldatokban a konzorcium tagjainak nyomonkovetésére egy T-RFLP modszert is
kifejlesztettem. A cél az volt, hogy tenyésztéstdl fiiggetlen molekuléris biologiai mdodszerrel
kimutassam, hogy hogyan valtozik a konzorcium tagjainak relativ abundancigja a kisérletek
folyaman az 4svanyi tipoldatban, illetve a természetes vizminta autochton

baktériumkozosségének jelenlétében.

4.6.1. DNS szakaszok felszaporitasa PCR segitségével a kozosségi T-RFLP analizishez
A T-RFLP egy olyan molekuléris bioldgiai mddszer, amely alkalmas mikroba kozdsségének

Osszetételében torténd valtozasok nyomon kovetésére €s elemzésére.
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Els6 1épésként a kozosségi DNS-bAl 16S rRNS génre specifikus PCR lancreakciot készitettem.
A baktériumoknal ez a génszakasz a 16S rDNS koriilbeliil 1500 bazispar hosszusagu, ami
szamos konzervalt régiot tartalmaz. Konzervalt régidok olyan bazispar sorozatok, melyek
minden baktérium esetében megtalalhatoak, megegyeznek. Ezek a konzervalt szakaszok kozotti
varidbilitas segitségével tudjuk Osszehasonlitani az egyes fajok genetikai kapcsolatat,
hovatartozasat.

A T-RFLP soran szintén sziikség van a vizsgdlni kivant templat szakaszok
felsokszorositasahoz, amihez a fent leirtakhoz hasonldéan PCR reakciot alkalmaztam. Azonban
itt sziikség van egy fluoreszcensen jelolt primerre, amely jelen esetben a Forward primer (27f
VIC). A PCR mastermix 0sszemérése soran ugyanazokat az 0sszetevoket és mennyiségeket
hasznaltam ¢és lancreakcio szintén a 4.4.1. fejezetben leirtakkal megegyez6 modon zajlott. A
fluoreszcens jelolés elengedhetetlen, mivel lehetové teszi a termindlis fragment hossz emésztés

utani meghatarozast kapillaris gélelektroforézissal.

A sziikséges PCR mastermix egy minta esetében 16S rDNS PCR-hez az alabbiakat tartalmazza:
5 ul 10x PCR puffer (Fermentas, Litvania); 2 mM MgCl2 (Fermentas, Litvania); 0,3 uM
forward primer: VIC fluoreszcens jeloléssel ellatott 27f 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-
3’ (Lane, 1991, Integrated DNA Technologies, Belgium); 0,3 uM reverse primer: 519r 5'-
GTNTTACNGCGGCKGCTG-3’ (Turner et al., 1999); 1 U DreamTaq™ DNS polimeraz0,8
uM dNTP (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok) (Fermentas, Litvania); 2 ul templat DNSMQ viz a

végso térfogat 50 pl-ig valo kiegészitéséhez.

4.6.2. A kozosségi PCR termék restrikcidos emésztése

T-RFLP soran hasznalt restrikcidos endonukleazok képesek a 16S rRNS génszakaszokat adott
ponton hasitani, mivel bizonyos nukleotid szekvencidkat felismernek. Az elézdekben
amplifikalt fluoreszcensen jelolt PCR termékeket jelen esetben az Alul (AG|CT hasitasi hely;
Thermo ScientificTM, USA) enzimmel 37 °C-on emésztettem 1 o6ran keresztiil. A reakcid
elegybe 2 ul Tango Buffer, 0,3 ul Alul enzim és 7,7 ul MQ viz keriilt, melyhez 10 ul templatot

adtam.

4.6.3. Emésztett PCR termék etanolos precipitacidja és analizise

Az emésztett PCR termékeket etanolos precipitacionak vetem ala, hogy a megfeleld tisztasagi
végterméket kapjak. Mintanként 3 ul 3M-os natrium-acetatot, 62,5 ul 96%-os etanolt és 14,5
ul MiliQ vizet hasznaltam. A homogenizalas asztali razogép (vortex) segitségével tortént, majd
szobahémérsékleten 10 percig inkubalddott. Az inkubalast 4 °C-on 20 percen keresztiil tartd

4600 rpm-n torténd centrifugélas kovette. A feliiluszo ledntését kovetden a pelletre 180 pl 70%-
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os etanolt pipettaztam, amit egy Gjabb centrifugalas kovetett (4 °C-on 15 perc, 4600 rpm). A
feliiluszot ismételten eltavolitottam. A minta megfeleld kiszaritdsa érdekében még 1 percen
keresztiil 1000 rpm-en még egyszer lecentrifugaltam, majd par percig hagytam elparologni a
maradék etanolt is. A végso terméket 25 ul steril desztillalt vizben szuszpendalva vettem fel.

Az analizishez az Alul restrikcios enzimmel emésztett és tisztitott DNS-b6I 1 ul-t hasznaltam,
melyhez 18 pl Hi-Di formamidot és 0.4 pl standard meghatarozott hosszisagit DNS fragment
(LIZ 1200, Applied Biosystems, USA) adtam hozza. Az ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem, USA) segitségével tortént a kapillaris gél-elektroforézis. Az eredményiil kapott
elektroferogramot GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, USA) programmal dolgoztam fel.

4.7. Uj baktériumfaj leirasahoz sziikséges vizsgalatok

A doktori munkam alatt a dusitdsok sordn célom volt olyan baktérium torzseket izolalni,
amelyek képesek lehetnek a kivalasztott gydgyszerhatéanyagok hatékony lebontasara. Sikertilt
szamos konnyen tenyészthetd és jol ismert baktérium fajt izolalni. Azonban egy esetben sikeriilt
a tudomany szdmara még ismeretlen baktériumfajt is tenyésztésbe vonni, amely, mint kés6bb
kideriilt rendelkezik olyan génekkel, melyek segitségével képes az ibuprofen mérsékelt
bontasara.

A kovetkezOkben bemutatasra keriilnek, azok a vizsgalatok, amelyek elengedhetetlenek egy a
tudomany szdmara 1) mikroorganizmus leirdsdhoz. Napjainkban a baktériumtérzsek
azonositdsa a 16S rRNS gének szekvenciajan alapszik. Potencidlis 0j fajnak szamit egy
baktériumtorzs, melynek a 16S rRNS génje alapjan alacsonyabb, mint 98%-os egyezést mutat
mas baktériumfajokkal (Johansen and Casamatta, 2005).

4.7.1. Baktériumtorzs izolalas és a vizsgalt torzs jellemzése

Az izolalas folyamatat az 4.6. fejezetben leirtak alapjan végeztem el. A Nocardioides
carbamazepini CBZ_1T-es 1j baktériumfaj izolalasa egy bakterialis biofilmet tartalmazo
felszinalatti vizmintabol tortént egy honapos dusitast kovetden, mely egyediili szén és
energiaforrasként karbamazepinnel (100 mg/l) volt kiegészitve. A mintat szintén glicerin-R2A
oldatban (30% v/v) taroltam -80 °C-on.

A taxondmiai vizsgalatokhoz hasznalt referenciaorganizmusok a Nocardioides-fajok olyan
tipus torzsei voltak, mint a N. kongjuensis DSM19082", a N. nitrophenolicus DSM155297 és a
N. daeguensis JCM174607. A DSM- és JCM-szammal ellatott torzseket a DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismem und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Németorszag) és a

Japan Collection of Microorganisms, RIKEN (Wako, Japan) gytijteményekbdl szereztem meg.
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A vizsgéalat kiilonboz0 szakaszaiban, valamennyi torzs tenyésztéséhez R2A taptalajt

hasznaltam.

4.7.2.16S rRNS gén szekvenalas és filogenetikai elemzések
16S rRNS alapon torténd gén szekvenalast az 4.6.1. fejezetben leirtaknak megfeleléen
végeztem el. A CBZ 1T térzs 16S rRNS génszekvencidjat a GenBank-ban MZ408918

elérhetési szamon helyezték el.

A szekvencidk tObbszoros illesztését, az evoluciés tavolsdg kiszdmitasat Kimura
kétparaméteres modellje alapjan, valamint a szomszédos kapcsolatok filogenetikai és a

crer

10000 Gjramintavételezéssel (bootstrap) értékeltem.

4.7.3. Teljes genom szekvenalas (WGS) és elemzése

A CBZ 1T torzs teljes genomszekvencidlasat a SeqOmics Kft. végezte el. A Nextera Mate Pair
Sample Preparation Kit (Illumina, USA) segitségével parositott konyvtarakat hoztak létre a
gyart6 protokolja szerint. Osszesen 13 ul Mate-Paired Tagment Enzyme-et hasznéltak a 7-11
kbp hosszsag kozotti DNS frakcio 1étrehozasahoz. A 7-11 kbp DNS-frakciot a Zymoclean
Large Fragment DNA Recovery kit (Zymo Research, USA) segitségével nyerték ki a gélbol és
a cirkularizalt DNS-t a Covaris S2 segitségével tavolitottak el. Minden mindségi mérést
TapeStation 2200 miiszerrel (Agilent, USA) végeztek. A végleges konyvtarak mindségének
ellendrzése Qubit (ThermoFischer, USA) segitségével tortént és végiil maga a szekvenalas
[llumina MiSeq platformon tortént a MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciklus) felhasznéalasaval. A de
novo Osszeszerelést és a scaffoldingot a CLC Genomics Workbench Tool v11 (Qiagen,
Németorszag) alkalmazéasaval végezték el. A Nocardioides sp. nov. CBZ 1T torzs teljes
genomszekvencidjat elhelyeztem az NCBI nyilvanos adatbazisdban, ahol a kovetkezd

nyilvantartasi szam alatt érhetd el: JAHTLF000000000.

A CBZ_1T torzs pontos rendszertani helyzetének megallapitasa érdekében a rendelkezésre allo
bakterialis genomok felhasznalasaval a CBZ 1T torzs és a legkézelebbi rokonok kozotti ANI
(atlagos nukleotid hasonlésag) és dDDH (in silico digitalis DNS-DNS hibridizéacio) értékeket
az EZ-Biocloud szerver alapi genom-genom tavolsadg kalkulator 2.1 verzidja segitségével
szamoltam ki. Meghataroztam a CBZ 1T tdrzs és a rekonstruélt Nocardioides sp. bin2 kozotti

ANI- és dDDH értékeket is.

A N. daeguensis JCM 17460T nyilvanosan elérhetd genomszekvencidja nem allt rendelkezésre.

Kovetkezésképpen a genom alapu filogenetikai vizsgélatokhoz a JCM 17460T torzs teljes
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genomszekvencidjat a CBZ 1T torzs teljes genomjdhoz hasonléan a vizsgalat soran
meghatdroztam. A N. daeguensis JCM 17460T torzs genomszekvencidjanak nyilvantartasi

szama a kovetkez6: JAHUBOO000000000.

A CBZ_I1T torzs genomjanak annotalasat a Microbial Genome Annotation & Analysis Platform
MicroScope (MaGe) (https://mage.genoscope.cns.fr/microscope/home/index.php) segitségével
végeztem. Emellett a xenobiotikumok metabolizmusahoz kapcsolodd gének feltételezett
funkcioit azonositottam ¢és bioinformatikai szempontbdl elemeztem ki a MaGe és az UniProt

adatbazis egylittes haszndlataval és BLAST keresések segitségével.

4.7.4. Filogenetikai fa rekonstrukciok

Elso kisérletként a genom-alapu filogenetikai vizsgalathoz a 92 kozponti gént (,,core gene”)
elemz6 UBCG (up-to-date bacterial core gene) megkdozelitést hasznaltam. A filogenetikai fat
minden egyes génre, valamint a 92 UBCG-nek egy 0sszeflizott szekvenciajara (UBCG-fa)
készitettem el az NCBI-on elérheté genomok felhasznalasaval, azoknak a Nocardioides fajok
genomjaibol, amelyeket a 16S rRNS gén alapu filogenetikai fa 1étrehozdsdhoz hasznéaltam. Az
Osszeflizott illesztésekbOl generalt fa a teljes genomok valddi evolicios valtozasait
reprezentalja, azonban eltérhet az egyedi gének alapjan generalt fak topologiajatol. Az egyes
agak robusztussaganak becsléséhez kiszamitottam a Gén Tamogatd Indexet (GSI). Minél

magasabb a GSI, annal robusztusabb az ag eléfordulési gyakorisaga.

A kapott UBCG filogenetikai kovetkeztetések megerdsitése érdekében egy masodik
filogenomikai fat generaltak 101 bakteridlis teljes genéma és 120 bakteridlis marker gén
felhasznalasaval, amelyek kiilonb6z6 Nocardioides fajok tipus torzseibdl szarmaznak. Els6
1épésként a GTDB-TK classify_wf (Genome Taxonomy Database Toolkit) munkafolyamatot
alkalmaztak a GTDB-TK MSA f3jl eléallitasahoz, amelyet a filogenetikai fa generalasahoz
hasznaltak az IQTree programmal (bootstrap allignaciok szdma: 1000, maximalis iteraciok
szama: 1000, minimalis korrel4cids egytitthato: 0,99, perturbacids erdsség: 0,5, IQTree ledllasi

szabaly: 100). Ezt kdvetden a kapott Newick fajlt az iTOL programmal vizualizaltak.

4.7.5. Pangenomikai vizsgalat és az wj Nocardioides carbamazepini kornyezetvédelmi
vonatkozasa

Az 1) faj és a tobbi Nocardioidess spp. kozotti genomikai tartalombeli kiilonbségek
megismerése érdekében pangenom-analizist végeztem a teljes genom alapu filogenetikai fa

alapjan meghatarozott legkdzelebbi 23 Nocardioides sp.-vel.
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Az Anvi’o 7 segitségével adatbazis késziilt a 25 genombol (anvi-gen-contings-database €s anvi-
gen-genomes storage). Az Anvi’o 7 egy bioinformatikai eszkdzkészlet, amely adatokat dolgoz
fel, példaul metagenomikai adatsorokat, genomi adatokat és szekvencialis informaciokat
kiilonb6z6 formatumokban. A kapott adatbazisbol az anvi-pan-genome segitségével pangenom
adatbazist hoztam létre. A pangenom adatbazist ANI-szamitasokkal egészitettiik ki az Anvi’o-
n belili FastANI program hasznalataval (anvi-compute-genome-similarity). A kapott
eredményeket az anvi-display-pan segitségével vizualizaltam ¢és az anvi-summarize
segitségével Osszegeztem. Az Uj fajokra jellemzd egyedi genomszigeteket (UGI) is

meghataroztam.

Annak a megallapitasnak a bizonyitasa érdekében, hogy a kapott 1j Nocardioides sp. jelen van
mas gyodgyszerhatdanyagokkal terhelt mintdkban példaul a gydgyszeripari vegyiileteknek kitett
metagenomokban, a kapott CBZ_1T torzs genomjara ratérképeztem a trimetoprimmel és a
karbamazepinnel szennyezett mintakbol szarmaz6 metagenom szekvenciakat (Balcom et al.,
2016; BioProjectAccession PRINA286671) és a CoverM programmal relativ abundancia

értékeket szamoltam.

4.7.6. Morfolégiai, fiziolégiai és biokémiai vizsgalatok

A CBZ_1"-es izoldtum sejtméretét, alakjat és elrendezddését nativ preparatumokkal és Gram-
festéssel vizsgaltam Claus 1992.-es munkaja szerint. Morfologiai tulajdonsagainak
megallapitdsdhoz transzmisszids elektronmikroszkopidt (Morgagni 268) hasznaltam
(Szoboszlay et al., 2008). A transzmisszios elektronmikroszkdpiahoz a sejeket 1 % (w/v) uranil-
acetattal negativan festettem. Meghataroztam a CBZ 1T torzs novekedését (28 °C, 7 pH)
kiilonboz6 taptalajokon, igymint R2A tapoldatban (proteaz pepton 5 g, marhahus kivonat 3 g,
NaCl 5 g), LB (tripton 10 g, €lesztd kivonat 5 g, NaCl g) és TSA- triptikaz szoja (tripton 15 g,
szdja pepton 5 g, NaCl). Az izolatum hdmérséklettiirését R2A taptalajon 4, 15, 23, 28 és 37 °C-
on vizsgaltam. A ndvekedés optimalis pH-értékét R2A taptalajban hataroztam meg és a taptalajt
citrat/NaH2POq puffer (0.1 M, pH tartomany 4.0-5.0), foszfatpuffer (0.1 M, pH tartomany 6.0-
7.0), Tris puffer (0.2 M, pH tartomany 8.0-10.0) és NaOH (5 M, pH- tartomany 10.0-12.0)
segitségével allitottuk be pH 4.0-12.0-re (1 pH egységenként). A sotiirést a torzsek beoltasaval
hataroztam meg R2A taptalajba, amelyet 0-4% (w/v) NaCl-dal egészitettem ki 1%-0s
egységenként. Az optimalis tenyésztési koriilmények meghatarozasa és a tolerancia tesztek
soran a baktériumok novekedését a baktériumszuszpenzi6 600 nm-en torténd optikai
denzitdsanak (OD) mérésével kovettem nyomon. Az anaerob koriilmények kézotti ndvekedést

R2A tapoldatban vizsgaltam 0.15% (w/v) KNOz hozzaadasaval és anélkiil 28 °C-on. Az
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anaerob koriilmények biztositasa érdekében 100 ml-es, 50 ml R2A tapoldatot tartalmazo
szérumiivegeket hermetikusan lezartam ¢és steril koriilmények kozott No/COz-val (80:20, v/v)
belsejébe ragasztott PSt3 szenzorok segitségével, illetve Fibox 3 trace 3. verzioju szaloptikas

oxigénmérdvel (PreSens) mértem.

A fiziologiai és biokémiai vizsgalatokat, mint példaul a kénhidrogén termelését ciszteinb6l, a
Tween 80, zselatin, kazein és keményité hidrolizisé, valamint a DNaz aktivitassat Barrow &
Feltham (2003) protokollja szerint végeztem. A katalazaktivitast H2O2 (3%, v/v) hozzaadasat
kovetd buboréktermeléssel, az oxidazaktivitast pedig 1% (w/v) tetrametil-fenilédiamin-oxalat

felhasznalasaval vizsgaltam.

CBZ_17 torzset és a kivalasztott legkdzelebbi rokon fajok biokémiai jellemzdinek tovabbi
meghatarozasdhoz API® 50CH, API® 20 NE ¢és API® ZYM teszteket (bioMérieux,

Franciaorszag) hasznaltam a gyart6 utasitisai szerint.

4.7.7. Kemotaxonomiai elemzések
A kemotaxondmiai elemzéseket a Leibniz Intézet, DSMZ (braunschweig, Németorszag)

végezte el.

A 1égzési kinonokat fagyasztva szaritott sejtanyagbol hexannal extrahaltak, majd szilika alapt
szilard fazist extrakcioval tovabb tisztitottak. A megtisztitott mintakat HPLC-vel tovabb
elemzeték forditott fazisu oszlop segitségével. Az ubikinonok esetében 270 nm-en, a

menakinonok esetében 326 nm-en végeztek el a relativ mennyiségi meghatarozast.

A fagyasztva szaritott biomasszabol a polaris lipideket kloroform: metanol: 0.3%-o0s vizes NaCl
keverékkel extrahaltak és a kloroform fazisban nyerték vissza. A polaris lipideket kétdimenzios
szilikagél vékonyréteg-kromatografiaval valasztottak el. Az els6 iranyt kloroform: metanol:
viz, a masodikat pedig kloroform: metanol: ecetsav: viz viszonylatban fejlesztették. Az dsszes

lipidanyagot foszformolibdénsav jelenlétében detektaltak.

A torzs peptidoglikdn szerkezetét nedves biomasszabol hataroztdk meg (centrifugalt pellet

szuszpendalva izopropanol/viz 1:1 v/v aranyban) (Schumann, 2011).

A sejtes zsirsavak meghatdrozasahoz minden torzset R2A taptalajon tenyésztettem. A CBZ 17
torzs és a legkozelebbi rokonok cellularis zsirsavait Miller (1982) és Kuykendall (1988)
moddszerének kisebb modositdsai alapjan szappanositassal, metilalassal és extrakcioval zsirsav-

metil-észterekké (FAME) torténd atalakitas utan elemezték. A zsirsav-metilészter keverékeket
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gazkromatografiaval valasztottak szét, és langionizacios detektorral detektaltak Sherlock
Microbial Identification System (MIS) (MIDI, Microbial ID, Newark, DE 19711 U.S.A))
segitségével. A csucsokat automikusan integraltak és a zsirsavak nevét és szazalékos aranyat a

MIS Standard Software (Microbial ID) segitségével szamitottak ki.

4.7.8. A CBZ_1T torzs gyogyszerhatéanyag-bonté képességének a vizsgilata

A CBZ_1T torzs karbamazepin és ibuprofen lebontasira valdo képességét vizsgaltam. A
biodegradacios teszteket 50 ml Bushnell-Haas asvanyi kozegben végeztem, amelyet az
el6zéekben emlitett gyogyszerek egyikével, mint egyediili szén- és energiaforras (1.5 mg/l)
egészitettem ki. Ezt kovetéen kometabolikus biodegradacids vizsgalatot is végeztem. A fent
emlitett vizsgalati oldatokhoz a gyogyszervegyiiletek mellett konnyen asszimilalhatod
szénforrasokat is alkalmaztam; példaul élesztékivonatot (0.05 vagy 0.3 g/l) illetve gliikozt (0.5
vagy 3 g/l) adtam.

A vizsgalatok tovabbi [épései ugy, mint az inkubalas, HPLC mérés és a biomassza vizsgélata a

4.4.2. fejezethez megegyezden zajlottak le.

4.8. A Stenotrophomonas humi DIC 5 torzs diklofenak biotranszformacioja soran
keletkez6 metabolit meghatarozasa

A harom vizsgalt gyogyszerhatoanyag koziil a diklofendk jellemezhet6 leginkabb
okotoxikologiai hatdsokkal. Szdmos tanulmany beszamol arro6l, hogy kdrnyezetben relevans
koncentracioban a diklofendk vesekarosodast, reprodukcios zavarokat okozhat szarazfoldi és
vizi él6lények esetében. A kisérlethez kivalasztott baktérium a Stenotrophomonas humi DIC_5
torzs, amelyet a kordbbi munkdnkban (Papai et al, 2023) alaposan megvizsgalt
baktériumbiofilmbdl izoléltunk és a bakteridlis konzorcium tagjaként és szerepelt bontdsi

kisérletekben korabban.

4.8.1. Kisérlet, mintavétel és elemzés elokészitése
A bakterialis konzorcium egyik tagjat, a Stenotrophomonas humi DIC 5 torzset kiilon egy
részletesebb bontasi kisérletnek is aldvetettem, mely soran kivancsi voltam a keletkezd

metabolitra és annak toxikus hatasara.

A bontési kisérlet bedllitasai, a HPLC mérés és a biomassza vizsgalata teljes mértékben

megegyezett az 4.4.2. fejezetben leirtakkal.

A mintavételezés azonban eltéré volt, minden egyes héten 2 ml folyadékot vettem ki az

oldatokbdl egy orvosi fecskendd segitségével €s nylon fecskenddsziirével (0.22 pm) szlirtem
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(AIWSCI Corporation; Kina). Minden nap két mintat vettem 8 6ras kiilonbséggel 14 napon

keresztiil. A mintakat — 20 °C-on taroltam a kémiai elemzés megkezdéséig.

4.8.2. Célkomponensek elemzése UHPLC-TQ-MS/MS segitségével

A célkomponensek elemzést UHPLC-TQ-MS/MS miiszerrel végeztem, tobbszords
reakciomonitorozas (MRM) ilizemmodban a DIC (diklofendk) és TP (atalakulasi termék)
esettben. A DIC kvantitativ elemzéseihez, valamint a mikrobialis DIC metabolitok
félkvantitativ meghatarozasahoz negativ iizemmodban, ESI ionforrassal mikodé Agilent
Ultivivo UHPLC-TQ-MS/MS (USA)késziiléket hasznaltam. Az ionforrastol fiiggd
koriilmények a kovetkezéek volta: a gaz hémérséklete 300 °C, a gazaramlas 12.0 L/perc, a
porlasztonyomas 30 psi és a kapillaris fesziiltsége 3000 V volt negativ ion lizemmoddban.
Deszolvalo- és klipgazként nitrogént alkalmaztam. A rendszer MRM ilizemmodban a 294/250.2,
294/214 (DIC) és 339.0/259.0, 339.0/295.0 (TP) tomegatmeneteket mérte. Az oszlop Agilent
Eclipse Plus C18 RRHD, 1.8 pm (2.1x 50 mm) volt, amelyet magas hémérsékleten (40 °C)
tartottam. A DIC-ot és a TP-t az oszlopbdl (A) 0.1%-0s hangyasav MeOH-ban mobilfazisokkal
eludltam gradiens elciés programmal, 5 perces teljes futasi idével és 0.4 ml/perc aramlasi

sebességgel. Az injektalas térfogata 5 pl volt.

4.8.3. A bomlastermékek azonositasa LC-MS modszerekkel

Ebben a vizsgalatban a DIC metabolitok azonositasara és szerkezetének tisztazasaira HPLC-Q-
TOF-MS-t, mig a tovabbi meger6sitésére UHPLC-TQ-MS-t alkalmaztam. A nagy felbontasu
vizsgalatokhoz egy Agilent 1100 HPLC (USA) rendszer allt a rendelkezésemre, amely binaris
oldoszer adagold rendszerrel és automatikus mintavevdovel volt felszerelve. Az elvalasztés
Phenomenex Kinetec 2.6 um, C18, 150 x 4.6 mm-es kromatografias oszlopon tortént. Az
injektalasi térfogat 20 pl volt. Az eluens 0.1% HCOOH, 5 mM ammonium-formiat volt vizben
(A) és MeOH (B), a teljes futasi id6 18 perc volt, az aramlasi sebesség 0.6 ml/perc. Az LC
rendszer egy négypolust tandem tomegspektrométerhez (Agilent 6550 iFunnel Q-TOF-MS,
USA) kapcsolodott Dual AJS ESI ionforrassal. Az ionforras negativ lizemmodban iizemelt a
kovetkezé feltételek mellett: gazhémérséklet 200 °C, Kkapillaris fesziiltség 3500V,
favokafesziiltség 1000 V, ,,Skimmer” fesziiltség 65 V, Source offset 80 V, Source hdmérseklet
110 °C, fiiggonygaz homérséklete 350 °C, gaz-aramlas sebessége 14 L/perc és kiipgaz-aramlasi
sebessége 11 L/perc. A miiszer csak tdmegspektrometria izemmodban miikodott a 100/ mz és
1700 m/z kozotti tomegtartomanyban. Haromlépcsés azonositasi protokollt alkalmaztam a
taptalajban levo lehetséges TP-k megtalalasara. A DIC izotdpmintazata tipikus, két klératom

jelenléte mutatja, ami szintén sokat segitett a TP-k megtalalasaban.
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4.9. A Stenotrophomonas humi DIC_S5 torzs diklofenak biotranszformaci6ja soran

keletkez6 metabolit 6koltoxikologiai vizsgalata

4.9.1. Allivibrio fischeri akut biolumineszcencia teszt (Microtox®)

A DIC biodegradacios végtermékei citotoxicitasanak meghatarozasara az 1ISO 11348-2 (2007)
szabvany szerint végeztem el az akut Allivibrio fischeri biolumineszcencia mérést. A toxicitast
a sejtek lumineszcenciajanak gatlasa alapjan hataroztak meg 30 perc expozicidé utan. Nagy
hangsulyt fektettiink a kontroll koriilmények vizsgalatara, mivel a baktérium, amely maga is
termelhet anyagcsere termékeket, befolyasolhatja a vizsgalat eredményét. A biodegradacios
kisérletekbdl szarmazé mintékat (abiotikus kontroll, biotikus kontroll, BHB+gliikoz, DIC 5)
allitottam be. A tiszta gydgyszerhatdéanyag, a diklofendk toxicitasa is meg lett hatarozva. A
diklofenak 20 mg/ml torzsoldatat dimetil-szulfoxidban (DMSO, CAS 67-68-5, tisztasag
>99,99%, Fisher Scientific, USA) készitettem és 1.00E +02 mg/l-r61 6.25E+00 mg/I-re
higitottam 2 m/m%-0s NaCl oldatban, amely 1 v/v% DMSO-t tartalmazott. Az olddszeres
kontrollmintadk 2 m/m%-o0s NaCl oldat és higit6 oldat (2 m/m% NaCl; 1 v/v% DMSO) voltak a
bioldgiai lebomlast mintakhoz, illetve diklofenakhoz. A DIC toxicitasanak értékelése soran a
DMSO végsé koncentracidja 0.5 v/v% volt a vizsgalatban, ami nem toxikus a vizsgalt
vegyszerrel végeztem 15 + 0.2 °C-on. A relativ biolumineszcenciat 30 perces inkubacid utan a
Microtox® Model 500 Analyzerrel (SDI) detektaltem és hataroztam meg a biolumineszcencia
gatlasat. A biologiai lebomlasbol szarmazo mintakat és a DIC altal okozott gatlast a kiindulasi
koncentraci6 szdzalékos aranyaban fejeztiik ki, amely a lumineszcencia 50%-0s csokkenését
eredményezte a kontrollminta lumineszcencia intenzitdsdhoz képest. Minden egyes minta
esetében az effektiv koncentracio (EC50) értékeket a MicrotoxOmni® szoftverrel (1.1. verzio,
AZUR Enviromental Ltd., Egyesiilt Kirdlysag) 30 perc kontaktidd utan elvégzett koncentracio

valaszgdrbékbdl lett szamolva.

4.9.2.1. Zebradanioak tartasa és petegyiijtése

A zebradaniok tartasat és ikragyljtését a Csenki et al. (2019) altal leirtak alapjan végeztem. A
laboratoriumban tenyésztett vad tipustt AB torzsli zebradaniokat 30 ndsténybdl és 30 himbdl
allo tenyész csoportokban lettek tartva a Magyar Agrartudoméanyi Egyetem Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézetében, Techiplast ZebTEC recirkulacios rendszerében (Techiplast
S.p.A., Olaszorszag) 25.5 £ 0.5 °C, pH 7.0 + 0.2, vezet6képesség 550 + 50 uS (rendszerviz) és

14 : 10 ora fény- sotét periddus mellett. A halakat naponta kétszer etették szdraz granuldtummal
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(Zebrafeed 400-600 um, Sparos Lda., Portugalia), amelyet naponta egyszer frissen kikelt é16
Artemia salina eleséggel egészitették ki. A halakat a kisérletet megel6z6 napon késé délutan
tenyésztomedencékbe (Techiplast S.p.a.) helyezték €s az elvalasztofalak eltavolitdsaval masnap
reggel hagytdk ket ivni. Az egyes parok ivasat késleltettem, hogy az 1 sejtes embriok

folyamatos utanpo6tlasat biztositsam.

4.9.2.2. Mikroinjektalas

A mikroinjektalast a Csenki et al. (2019) altal leirtak szerint végeztem el. Az injekcios
térfogatok 75 pm cseppatmérdjiiek voltak, ami 0.22 nL, 100 um 0.52 nL, 150 um 1.77 nL és
200 um 4.17 nL injekcids térfogatnak felelt meg az abiotikus kontroll, a biotikus kontroll és a
DIC 5 mintdk esetében. Kiilonb6zd injekcios térfogatok segithetnek a reakciok skaldjanak
vizsgalataban, az anyag metabolizmusanak, a farmakokinetikai viselkedésének vagy a toxikus
hatasanak a felmérésében. A BHB+gliik6z kozeg toxicitasat csak a legnagyobb csepptérfogattal

vizsgaltam. Minden mikroinjektalast 3 ismétlésben végeztem (ismétlésenként 20 tojas).

4.9.2.3. Az injektalt embriok vizsgalata

Az embriok mortalitasat 120 hpf (megtermékenyités utan eltelt ido draban) allapitottam meg a
petesejtek koagulacioja, a szomita képzodés hianya és a szivmiikodés alapjan, majd 5 %-0s
metilcelluléz oldatot tartalmazd Petri-csészékbe helyeztem at dket. A szubletélis tiinetek
dokumentélasra digitalis képeket készitettem a larvakrol oldaliranyban, 30x nagyitdssal
sztereomikroszkop alatt (Leica M205 FA, Leica DFC 7000T kamera és Leica Application Suite

X szoftver Leica Microsystems GmbH, Németorszag).
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5. Eredmények

5.1. Csiraszam becslés a dusito tenyészetekbol

A dusito tenyészetekben bekdvetkezett valtozasokat az oldatok turbiditas-novekedésével
lehet nyomon kovetni, amely a gyogyszerhatoanyag-bontd baktériumok elszaporodasat vetiti
eld. A dusitok csiraszambecslés eredményei az elsé és a masodik honap végén a kiindulo
volt megfigyelhetd a legnagyobb Osszcsiraszdm ndvekedés a méasodik honap végére. Az elsd
hénaphoz képest €z 8x-0s novekedést jelentett (2.9x10” CFU/mI vs. 3.6x10° CFU/mI). Azonban
a legkiugrobb eredményt az IBU dusitok 400x-os novekedése mutatta az elsé €s a masodik
hénaphoz viszonyitva (1.2x10” CFU/mI vs. 3x10* CFU/mI). Tovabbé 11-szeres dsszcsiraszam
novekedést volt tapasztalhaté a CBZ dusitok esetében a masodik honap végére (2.5x10°
CFU/mI vs. 2.9x10% CFU/mI). A vizsgalat eredményeibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
kiindulé biofilm baktériumkozdssége a diklofenakot, mint egyediili szén- és energiaforrast
konnyebben tudta hasznositani, mint az ibuprofent és karbamazepint (8. abra). A kovetkeztetés
alapjan elmondhat6, hogy a legellenallobb vegyiilet a bioldgiai lebontassal szemben a CBZ,
mivel ezekben a dusitokban tapasztalhatoak a legkisebb Osszcsiraszdm értékek. Illetve erds

gatld hatast fejt ki a mikrobak novekedésére a dusito tenyészetekben.
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8. dbra A csiraszam eredményei a dusito tenyészetével diklofenak (DIC), ibuprofen
(IBU) és a karbamazepin (CBZ) egyediili szén- és energiaforrasokkol torténd kiegészitése

BHB ésvanyi tapoldatban
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5.2. A biofilm baktériumkozosségének populiacié dinamikéja a szelektiv dusitas ideje
alatt

A kiindulasi biofilm baktériumkozosségét osztalyszinten (9/A. abra) tulnyomorészt a
Betaproteobacteria dominalta, amelyet az Alpha-, Delta- és Gammaproteobacteria, valamint a
Flavobacteriia kovetett. A nemzetségek szintjén (9/B. abra) a Thauera, Bdellovibrio,
Acidovorax, Azoarcus, Zoogloa nemzetségek képviseldi voltak a legnagyobb szamban jelen

(szazalékos relativ abundancia > 0.5%) (9. 4bra) (1. melléklet).
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9. abra A kezdeti biofilm baktériumk6zosség taxondmiai dsszetétele osztaly (A; C) és
nemzetség (B) szinten, a shotgun metagenom szekvenalassal értékelve. A szdmok a relativ

abundanciat jelolik, csak a > 0.5%-os relativ abundacidju taxonok vannak feltiintetve

A diklofenak dasitok mindegyikében az Alpha-, Delta- és Gammaproteobacteria dominaltak.
Mig a DIC duasitokban a Gammaproteobacteria, addig az IBU és CBZ dusitokban pedig a
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Betaproteobacteria osztaly résztvevoi voltak tobbségben jelen. Emellett az Actinobacteria csak

az IBU ¢és CBZ dusitdsokban valt a kozosség jelentds tagjava, 4 és 14% kozotti relativ

abundaciaval (10. &bra).
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10. abra A diklofenék (D _n), ibuprofen (I_n) és karbamazepin (C_n) dusitasban talalt
baktériumok taxonomiai Osszetétele €s idobeli dinamikdja a harom honapos szelektiv
dusitasi idészak alatt (n), 6sszehasonlitva a kezdeti biofilm baktériumkozosséggel (BF).
Csak azok a baktériumosztalyok és nemzetségek szerepelnek, amelyek relativ gyakorisaga
> 1% legalabb az egyik mintaban. A tobbi az 1%-nal kisebb relativ abundanciaja torzs

Osszegét jelenti
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Nemzetség szinten a DIC-dusitok baktérium kozosségét tilnyomod részben a Pseudomonas
nemzetség tagjai dominaltdk, amelyet a Methyloversatilis, Azospirillum, Ferrovibrio,
Rhodanobacter és Flavobacterium nemzetségek kovettek. Ezzel szemben a Methyloversatilis
nemzetség tagjai voltak a legdominansabbak az IBU ¢és a CBZ dusitdsokban, mig a
Pseudomonas nemzetség a masodik, illetve a harmadik helyen allt a szazalékos relativ
gyakorisdg alapjan a két dusitéban. Szintén az IBU és CBZ dusitd tipusok esetén az
Actinobacteria osztaly képvisel6i, mint a Nocardioides, Rhodoccocus és Pseudonocardia a
kozosség kulcsfontossagl tagjaiva valtak. Az utolsé két honapos CBZ dusitas esetén az
Azospirillum nemzetség is figyelemre mélto aranyt ért el, kozel 3.4-4%-0s abundanciat (10.

abra).

Azonositasra keriiltek azok a taxonok is, amelyek >0.5%-o0s és legalabb 100x-os szazalékos
relativ abundancia novekedést mutattak legalabb az egyik dusitasi kulturaban a kiindulasi
biofilm baktériumkdzosségében mért kezdeti értékekhez képest. A DIC-dusitasok esetében a
harmadik honap végére a Ferrovibrio, a Hydrocarboniphaga, a Zavarzinia és a Sphingopyxis
mutatta a legnagyobb szdzalékos relativ abundancia véltozast, ami 1005-, 957-, 811- és 628-
szoros novekedést jelentett (11/A. abra). Az IBU gydgyszerhatéanyagot tartalmazo dasitokban
a legnagyobb szazalékos relativ abundancia novekedést a Starkeya (1022-szeres), a
Methylibium (314-szeres) és egy eddig még tenyésztésbe nem vont, metagenom alapjan leirt
SCN 62-11-jelii baktérium (350-szeres) (11/B. abra) mutatta. Figyelemre méltd, hogy a
Pimelobacter nemzetség legnagyobb szazalékos relativ abundanciaja az IBU dusitokban
minddssze 0.18% volt, azonban mégis 1000-szeres ndvekedést mutatott az IBU dusitasok
végére. A CBZ tartalmu dusitokban az egyik legszembetlin6bb szazalékos relativ abundancia
novekedés a Pseudonocardia, Sphingopyxis és a Rhodoccocus nemzetségek esetében volt
tapasztalhatd, amelyek 505-, 435-, illetve 220-szoros novekedést mutattak a 3. honap végére
(11/C. ébra) (2. melléklet).
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11. abra Az > 0.5%-o0s baktérium nemzetségek idobeli dinamikéja, amelyek legalabb
100-szoros névekedést mutatnak az azonos tipust (DIC, A; IBU, B; vagy CBZ, C)
dusitasok legalabb egyikében (1., 2. vagy 3. honap) a kezdeti biofilm baktériumkozosség
szazalékos relativ gyakorisagahoz képest
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Az IBU dusitokhoz hasonléan a Pimelobacter mutatta a legnagyobb, kozel 2700-szoros
novekedést a 3. honap végére, bar a nemzetség szdzalékos relativ abundancidja legfeljebb
0.32% volt az 6sszes CBZ dusitoban. Mar két honapos CBZ dusitas utdn a nemzetség tobb,
mint 4000-szeres novekedést mutatott a szazalékos relativ abundancidban, ami a harmadik
hoénap végére megfelezddott.

Meglep6é mddon a legdominansabb baktérium nemzetségek (10. abra, nemzetség), mint
példaul a Pseudomonas, a Methyloversatilis és az Azospirillum a duasitasok végére csak 11- és

60-szoros novekedést mutattak a szazalékos relativ abundanciaban.

5.3. Metagenombol 6sszeallitott bakterialis genomok rekonstrukciéja

Hérom hoénap elteltével, nagyobb szekvenalasi mélységii dusitott kulttirdk harom tovabbi
metagenomjabodl rekonstrudltam a legtobb olyan baktérium genomjat, amelyek a dusitasok
soran a legnagyobb szazalékos relativ abundancia novekedést mutattdk, mint példaul a
Ferrovibrio sp., Zavarzinia sp., Prosthecobacter sp., Rhodanobacter thiooxydans,
Pseudonocardia sp., Sphingopyxis sp., Rhodococcus sp. és Achromobacter sp. (2. melléklet; 4.
tablazat). Ezen baktériumok genomszekvencidi alapjan végzett anyagcsere elemzések azt
mutattak, hogy olyan k6zosség alkotok talalhatoak a dusitokban, melyek a xenobiotikumok,
példaul a benzoat/aminobenzoat, az egyszerli aromas szénhidrogének (pl. toluol, xilol, etil-
benzol) ¢és a PAH-ok (naftalin), halogénezett vegyiiletek (klorozott alkanok és alkének,
Kloroiklohexan stb.), szteroidok, s6t gyogyszerek (citokrom P450 enzimrendszer szabalyoz)
lebontasaban is részt vehetnek (5. tablazat). A Hydrocarboniphaga, Starkeya és Pimelobacter

nemzetségekhez tartozo baktérium genomokat nem tudtam rekonstrualni.

4. tablazat A dusitasok soran a legnagyobb szazalékos relativ abundancia novekedést mutatod

baktérium nemzetségek rekonstrualt bakterialis genomjainak (MAG-0K) teljessége

- . 1r L NCBI
telgoe/(sseg szeng;s )Z odés ((3 /f):) Meéret (bp) lt)i;)llsllst;) hivatl'mzési

SZzam
Ferrovibrio sp. bin D_3 94.4 1.6 63.8 4912046 DIC JAOZVRO
Zavarzinia sp. bin D_3 82.3 0.4 67.0 3502898 DIC JAOZVSO
Prosthecobacter sp. binD_3  86.8 2.4 53.7 5475181 DIC JAOZVTO
Rhodanobacter sp. bin D_3 89.5 9.8 67.2 4096456 DIC  JAOZVUO
Pseudonocardia sp. binC_3  93.1 1.6 733 5292301 CBZ  JAOZVVO
Sphingopyxis sp. bin C_3 99.7 1.3 66.4 4013506 CBZ  JAOZVWO
Rhodococcus sp. bin C_3 75.3 0.8 62.3 5816165 CBZ  JAOZVYO
Achromobacter sp. bin C_3 96.0 3.4 67.8 6447600 CBZ  JAOZVXO

*A CheckM szoftverrel vizsgalva (Parks et al. 2015).
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5. tablazat A vizsgalt baktériumok genomszekvencidinak alapjan végzett xenobiotikumok
lebontdséban valo részvételének az elemzése

Részt vesz a xenobiotikumok

szemialdehid hidrolaz

Metagenom neve Gén Enzim biolégiai lebontisaban
mhoD 2-keto-4-pentenoat
P hidrataz 2 Dioxin degradacio6, Xilol
mhpE acetaldehid- degradacio
Ferrovibrio sp. bin D_3 dehidrogenaz
fadN 3-hidroxi-acil-CoA
dehidrogenaz
inhA izonitril-hidrataz
3-szukcinoil- Gyogyszeranyagcsere - citokrom
ald szemialdehid-piridin- | P450 utvonal
dehidrogenaz
N _ aofH flavin tfclrtalrpu,
Zavarzinia sp. bin D_3 monoamin-oxidaz
g Szteroid degradacio
3-ketoszteroid-9-alfa-
kshB L
monooxigenaz
Prosthecobacter sp. nemA N—etll—malt?lmld— Nitrotoluol degradacio
binD 3 reduktaz
- atzr allofanat hidrolaz Atrazin degradacio
pchA 4-hidroxi —benzaI’dehld— Toluol degradaci6
Rhodanobacter sp. dehidrogenaz
binD_3 namA | NADPH dehid 4
- 5 = rf)genaz Aminobenzoat degradacio
acyP acilfoszfataz
. adhB | alkohol-dehidrogenaz B | Klor-alkan és klor-alkén degradacio
Pseudonocardia sp. o . X . ;
bin C 3 nihH Karboxil-észteraz Gyogyszeranyagcsere - citokrom
B lipV Lipaz P450 atvonal
hsaC vas-fiiggd extradiol-
Sphingopyxis sp. bin C_3 dioxigenaz Szteroid degradacio
ksdl szteroid delta-izomeraz
katG katalaz-peroxidaz
pyrE foszforiboziltranszferaz Gvé i b
Rhodococcus sp. bin C_3 YOBYSZETanyagesere - egye
L enzimatikus Utvonalon
ndk nukleozid-difoszfat
kinaz
cbnB lflorr-nukona’t Fluor-benzoat degradaciod
cikloizomeraz
Achromobacter sp. N-etil-maleimid- . .,
bin C_ 3 nemA reduktdz Nitrotoluol degradacio
mphP 2-hidroxi-mukondt Xilol degradacio

* Nyers teljes adatsor megtalalhatoak Papai et al. 2023 Supplementary file3 cim alatt

60




5.4. A dusitott kulturak baktériumdiverzitasa a tenyésztésfiiggo megkozelités alapjan
Osszesen 31 baktérium izolatumot sikeriilt tenyésztésbe vonni, ebbdl 10 darabot a DIC,
9 darabot az IBU ¢és 12 darabot a CBZ dusitokbol (3. melléklet). Osztalyszinten az izolatumok
a Gammaproteobaktériumok (14 izolatum), az Alphaproteobaktériumok (7), a
Betaproteobaktériumok (7), az Actinobaktériumok (4) és a Bacillus (2) osztalyba tartoztak. Az
izolatumok tobbsége (13 izolatum) a Pseudomonas nemzetséghez tartozott (DIC 4; IBU 5 és
CBZ 4 izolatum). A Rhizobium (DIC 3; IBU 2 izolatum), Methyloversatilis (1 izolatum minden
dusitobol), Nocardioides (CBZ 2 izolatum), Variovorax (CBZ 2 izolatum) és Bacillus (IBU 1;
CBZ 1 izolatum) nemzetség képviseléi kovették sorban a Pseudomonas-okat. A
Stenotrophomonas (DIC dusito), Ancylobacter (IBU), Brevundimonas (CBZ) és Rhodococcus
(CBZ) nemzetségekbdl egy-egy izolatumot sikeriilt tenyésztésbe vonni. Az izolatumok koziil

26 a Gram (-) és 5 a Gram (+) baktériumok csoportjaba tartozik.

A baktériumizolaciok két j baktériumfajt eredményeztek az IBU és a CBZ dusitasokbol,
amelyek az Ancylobacter és a Nocardioides nemzetségbe tartoztak. Az izolatumok 16S rRNS
génjei a Nocardioides sp. CBZ 1 és CBZ 2, valamint az Ancylobactr sp. IBU_2 iolatumok 16S
rRNS génjei 98% alatti szekvencia hasonlosagot mutattak a legkdzelebbi tenyésztett rokonok
16S rRNS génjeivel. Az 0j baktériumfajok elhatdrolaséhoz a 16S rRNS génszekvencia
hasonloséganak hatéarértéke 98.65% (Kim et al., 2014). A CBZ_17 izolatumot a kdzelmultban
a Nocardioides nemzetségen beliil egy 0j leszarmazasi vonalként irtuk le, amelynek a

Nocardioides carbamazepini nevet adtuk (Benedek et al., 2022).

5.5. Az izolatumok gyégyszerhatéanyag biodegradacios képesség meghatarozasanak az
elotesztelése

A rezazurinnal végzett elOtesztelési vizsgalatok szerint a gyogyszervegyiiletek kiilonb6zo
hatast gyakoroltak a vizsgalt szervezetekre. Egyes esetekben a hozzdadott szénforras (DIC, IBU
vagy CBZ) jelenléte gatolta a baktériumok ndvekedését, mig mdas estekben a vegyiiletek
jelenléte jelentdsen ndvelte a baktériumok nodvekedését. Volt néhany példa, amikor a
hozzaadott szénforrdsnak latszolag nem volt jelentds hatasa a vizsgalt szervezetek aktivitasara.
Ezek az izolatumok inkabb toleraltak a gyogyszervegyiilet jelenlétét, minthogy szénforrasként
hasznositottdk volna azokat. A 31 izolalt térzsbdl 16 izolatum toleransnak bizonyult a
gyogyszerek jelenlétével szembe, 8 izoldtum novekedését gatoltak a vegyiiletek, 7 izolatumot

pedig potencialis lebontoként lett megjeldlve (4. melléklet).
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A DIC dusitokbol szarmazé izolatumok koziil a S. humi DIC 5 és a R. daejeonense
DIC 15 torzset valasztottam ki tovabbi vizsgalatokhoz, mint potencidlis diklofenak-bonto
baktérium térzsek. A 2. és 3. honapos IBU dusitokbol izolalt R. daejeonense IBU 14 ésIBU 18
torzsek potencialis IBU bontdként lettek megjeldlve. A CBZ duasitobol szarmazd izolatumok
koziil 3 torzset jeloltem meg potencialis gyogyszerhatéanyag-bontoként, N. carbamazepini
CBZ_1, B. bullata CBZ 3 és V. paradoxus CBZ_10 (12. abra; 4. melléklet).
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12. abra Az eldtesztelések sordn a lehetséges gydgyszerhatdanyagbontonak mindsiild
izolatumok. Abiotikus Kontroll — baktériummal nem beoltott tesztoldat; Kontroll —
gyogyszerhatoanyagot nem tartalmaz6 tesztoldat; Minta — gydgyszerhatdanyagot

tartalmazo tesztoldat baktériummal beoltva.

A HPLC mérések is alatamasztottak az alabbi eredményeket, a S. humi DIC 5 és az R.
daejeonense IBU 18 izolatumok gyogyszerhatdoanyag-bontd képességét. Négy hét inkubacid
utan a DIC 5 torzs gliikoz (3 g/l) jelenlétében szinte teljes eliminaciora volt képes a DIC esetén
(91 £ 0.034% koncentracio csokkenés); egyéb szén- €s energiaforras (élesztd, natrium-acetat)
hozzaadasaval nem sikeriilt magasabb biodegradacios aranyt elérni. Szintén négyheti inkubaciod
utdn az IBU 18 izolatum mutatta a legmagasabb, 90.7 £ 0.098%-0s IBU eliminacios aranyt
¢lesztokivonat jelenlétében (0.3 g/l). Karbamazepin bontasban a CBZ_1-es izolatum mutatott
20% feletti értékeket élesztokivonat (0.3 g/l) jelenlétében, illetv a CBZ 3-as izolatum szintén
ezzel a plusz szénforrassal kiegészitve elérte a 22.9 + 0.042 %-o0s bontési hatékonysagot. A 31
tagh torzsgyljteményben megtaldlhatd egyéb potencidlis gyogyszerhatdanyag-bontd

baktériumtorzsek csak 10% koriili bontdsi eredményekre voltak képesek.
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13. abra A jelentds bontési képességet mutatd torzsek gydgyszerhatdbanyagbontd

képességének mérése soran kapott HPLC kromatogramok; ,,T” az id6 hét megjelolésben

5.6 A vizsgalt gyégyszerhatéoanyagok hatékony biodetoxifikacidjara képes izolatumok
tenyésztési koriilményeinek optimalizalasa

Az elézoekben kivalasztasra keriilt gydgyszerhatdanyag-bontod izoldtumok (DIC 5,
IBU 18, CBZ 1 ¢és CBZ 3) optimalis tenyésztési koriilményeinek a meghatarozasara a
torzseket négy tapoldatban (R2A, TSA, nutrient, és LB; 2. abra; 5. melléklet), hat eltéré NaCl
koncentracioban (1-6%), ot kiilonb6zé hémérsékleti értéken (4, 15, 24, 27, 37 °C) és nyolc
eltér6 pH tartomanyban (4-11) vizsgaltam. Minden egyes beallitast 72 6ran keresztiil
inkubaltam, majd a kisérlet végén meghataroztam az oldatok 600 nm-en mért optokai
denzitasat.

A felhasznalt tapoldatok koziil a vizsgélt torzsek minden esetben az R2A tapoldatban
fejlodtek a legjobban, kiilondsen igaz volt ez a CBZ 1 és CBZ_3 torzsekre, mig a masik két
tapoldatban alig volt tapasztalhato novekedés. Mind a négy vizsgalt tapoldat alkalmasnak
bizonyult a DIC 5 és az IBU 18 izolatumok tenyésztésére (14. abra). Igy a tovabbi

optimalizalasi kisérletek R2A tapoldaban végeztem.
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14. abra A kivalasztott térzsek tenyésztésére legalkalmasabb tapoldat kivalasztasa 27 °C-

on, semleges pH és 0 % NaCl koncentracié mellet

Az 0sszes alkalmazott NaCl koncentracio tartomany koziil csak a S. humi DIC 5 torzs
volt képes 4%-nal magasabb koncentracioban (5%) ndvekedni. A DIC 5 torzs szdmara az
optimalis sokoncentracid 3% volt, amelynél a torzs elérte a legnagyobb OD értékét. A tobbi
tesztelt izolatum 1-2% NaCl mellett érte el a maximalis OD-értéket. A R. daejeonense IBU_18
torzs tenyésztésekor szintén 2%-os sdkoncentracié esetén volt tapasztalhato a legnagyobb
novekedés. Az 1%-0s koncentracioju oldat volt a legmegfelelobb koriilmény a Nocardioides
sp. CBZ_1, mig a B. bullata CBZ 3 esetében pedig a 2%-0s NaCl koncentracié volt a
legalkalmasabb (6. melléklet). A sokoncentracios vizsgalatokat R2A tapoldatban, semleges pH
és 27 °C mellett végeztem.

Mind a négy vizsgalt torzs jo ndvekedést mutatott pH 7 és 9 kozott. A legszélesebb pH
tliréssel rendelkez6 izolatumok a S. humi DIC 5 és a R. daejeonense IBU_18 voltak, amelyek
6-10 pH-n intenziven novekedtek. A B. bullata CBZ 3 torzsnek volt a legsziikebb pH tiirési
tartomanya (7. melléklet). A torzsek késobbi tenyésztéséhez semleges vagy enyhén lugos

taptalajok hasznalhatoak. A kivalasztott torzsek tenyésztésének optimalis hdmérséklete 27 °C

volt (8. melléklet).

5.7. Egyiitttenyésztési, azaz agardiffuzios lyukteszt és keresztcsikozasos modszerek

eredményei

Az agardiffuzids egylitttenyésztési kisérlet soran az volt tapasztalhatdo, hogy a

Nocardioides sp. CBZ 1 izolatum feliiluszoja enyhe novekedésgatlo hatast fejtett ki a tobbi
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vizsgalt torzs ndvekedésére (15. dbra). A legerésebb novekedésgatlast, azaz a maximalis gatlasi
zona kialakulasat a B. bullata CBZ 3 izolatumban figyeltem meg. A DIC 5 és a IBU 18
izolatum esetében csak enyhe gatlast fejtett ki. Azonban az agardiffizios lyukteszt modszere
nem alkalmas a DIC 5, IBU 18 és a CBZ 3-as torzs feliiluszoinak a CBZ 1 tdrzsre gyakorolt
hatasanak vizsgalatara. Mivel a CBZ_1-es izolatum nem képes novekedni a tapagarba oltva
ezért nem szinezte el a tapagart, igy nem lehet meghatarozni az esetleges gatlasi zonak

kiterjedését sem.

15. abra Egyiitt tenyésztési vizsgalatok agardiffiizios lyukteszt alkalmazasaval, amelyen
az agarba oltva a (A) R. daejeonense IBU_18, a (B) S. humi DIC_5 ¢és a (C) B. bullata
CBZ_3 baktériumtdrzs volt

A keresztcsikozasos modszer soran a vizsgalt izoldtumok kozott gatlo hatast nem lehetett
megfigyelni egyik minta esetében sem. A 16. abran lathato, hogy egyik torzs sem volt negativ
hatéssal a tobbi torzs novekedésére a sajat szaporodasa révén, illetve tesztcsikok kozott nem
lathatoak feltisztuldsi zonak. gy a modszer igazolta, hogy a négy kivalasztott izolatum

konzorciumként alkalmazhato a tovabbi kisérletek soran.

16. abra Keresztcsikozasi modszer eredményei; az izolatumok kdzott nem tapasztalhatod

gatlasi zona, nem alakult ki feltisztulasi régio
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5.8. A Kkialakitott bakterialis konzorcium gyogyszerhatéoanyag-bonté képességének és a

konzorcium T-RFLP tesztelése asvanyi tapoldatban (BHB)

A kutatds korabbi szakaszaban kivalasztott baktériumtorzsek sikeres egyiitt
tenyészthetOsége kapcsdn  megvizsgaltam a  kialakitott  bakteridlis  konzorcium
gyogyszerhatdbanyag-bontd képességét asvanyi tapoldatban (BHB). Egy T-RFLP moédszert is
kifejlesztettem a konzorcium tagjainak nyomon kovetése érdekében, a cél egy tenyésztéstol
fiiggetlen molekularis biologiai modszerrel a konzorcium tagjainak relativ abundancia
valtozasainak a kimutatasa a kisérletek soran. Az in silico és in vitro T-RFLP vizsgalatok soran
a kivalasztott baktériumtdrzseket Alul restrikcios enzimmel végeztem az amplikon emésztést.
Az eredmények alapjan a T-RFLP elektroferogramokon a kovetkezé T-RF-ek azonosithatéak
be az egyes izolatumok esetén (9. melléklet).

Stenotrophomonas humi DIC_5—71 bp
Rhizobium daejeonense IBU_18 — 202 bp
Nocardioides carbamazepini CBZ_1 — 232 bp
Brevundimonas bullata CBZ_3 — 125 bp
A vizsgalat ezen szakaszanak eredményei azt mutattak, hogy az dsvanyi tapoldatban 1évo

bakterialis konzorcium j6 hatékonysaggal képes bontani a kérdéses gyogyszerhatdoanyagokat
(17.abra).
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17. abra A konzorcium gyogyszerhatdanyagbont6 képessége dsvanyi tapoldatban (BHB)

Mar egy hét elteltével az asvanyi tapoldatban a konzorcium az ibuprofent 93%-ban, a
diklofenékot pedig 39%-ban bontotta. A lebontasi arany minden héten ndvekedett és a negyedik
hét végére a konzorciumban talalhaté baktériumok lebontottak a diklofenak 72,6%-at (17/A.
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abra), az ibuprofen 100%-at (17/B. abra), illetve a karbamazepin 30,6%-at (17/C abra). Az
ibuprofen esetében mar a harmadik hétre teljes koncentracido vesztés tortént, addig a
karbamazepinnél a harmadik és negyedik hét soran volt tapasztalhato jelentésebb koncentracio
csokkenés. Az abiotikus kontrollok esetén szadmottevd gyogyszerhatdoanyag koncentracio
csokkenés nem Vvolt tapasztalhato. A kisérlet végén a CBZ_3 izolatum kivételével a konzorcium
minden tagja (DIC_5,IBU 18 és CBZ 1) kimutathato volt a tesztoldatban, de a karbamazepin-
lebonto izolatum (CBZ 1) relativ mennyisége volt a legalacsonyabb, amely 6sszhangban van

a HPLC mérések eredményeivel (18. abra).

= 50 130 0 0 25 290

Stenotrophomonas humi DIC_5 diklofendk bontas: 72.63 %
ibuprofen bontas: 100.0 %
karbamazepin bonta: 30.63 %

Rhizobium daejeonense 1BU_18

1000 h Nocardioides carbamazepini CBZ_1

18. abra A bakterialis konzorcium gyogyszerhatéanyag-bontd képessége asvanyi
tapoldatban négy hét elteltével, illetve a konzorciumot alkotd baktériumtorzsek T-RF

cstcsai (T-RFLP elektroferogram)

5.9. A kialakitott bakterialis konzorcium gyogyszerhatéanyag-bonté képességének és a
konzorcium T-RFLP tesztelése természetes vizmintaban

Természetes vizmintadban torténd kiilonbozd beallitdsok sordn a kialakitott konzorcium
az autochton baktériumkd6zosség jelenlétében is jo hatékonysaggal bontotta a diklofendkot és
az ibuprofent bizonyos beallitdsok esetén, illetve a karbamazepin enyhe koncentracio
csokkenését sikeriilt detektalni. Gliikoz, élesztokivonat és ammonium-nitrat hozzaadasa a
tesztoldatokhoz  eredményezte a  legjobb  bontisi  hatékonysagot. Az  egyes
gyogyszerhatoanyagok eredményeinek elemzése soran a negyedik hét végére a diklofenak
51.1%-0s koncentracio csokkenést mutatott gliikkoz/¢lesztOkivonat jelenlétében, mig
gliikoz/élesztOkivonat/ammonium-nitrat  jelenlétében kozel 86%-os bontdsi eredményt
produkalt (19/A. abra).

A masik vegylilet, az ibuprofen esetében a gliikoz/élesztokivonat tartalmu tesztoldatban
a diklofenakhoz hasonléan 50,9%-os koncentracié csokkenés volt megfigyelhetd. Azonban az

el6z0 tesztoldat ammonium-nitrattal torténd kiegészitése soran az ibuprofen két hét elteltével
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teljesen eliminalodott a kozegbdl (19/B. abra). A karbamazepin molekulaszerkezete nagyon
ellenallo a biodegradacioval szemben, ez a kisérletek soran is jol kivehetd volt. A karbamazepin
esetében alacsony mértéki bomlas figyelheté meg a kiilonb6z6 beallitasok esetén. A
konzorcium, fliggetleniil a tesztoldatoktol, 25%-os bontasi eredményeket mutatott természetes

vizmintakban, 1,5 mg/l kezdeti koncentracié mellett (19/C. abra).
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19. abra A konzorcium gydgyszerhatdanyabonto képessége természetes vizmintdban az
autochton baktériumkozosség jelenlétében. (Diklofenak, Ibuprofen és Karbamazepin —
abiotikus kontrollok; G/E-gliikoz és élesztSkivonat; G/E_AN — gliikéz, élesztkivonat és
ammoOnium-nitrat). Az abiotikus és a biotikus I-III. mintdkban nem tortént

gyogyszerhatdanyag koncentracid valtozas egyik esetben sem.

A konzorcium tagjai, a S. humi DIC_5, a R. daejeonense IBU_ 18 és a N. carbamazepini
CBZ 1 a kisérlet végén a természetes vizmintakat tartalmazd tesztoldatokban T-RFLP
analizissel kimutathatéak voltak. Az eredmények azt mutattdk, hogy a konzorcium tagjai
képesek voltak a gyogyszerek lebontdsara autochton baktériumkozdsségek jelenlétében is (20.
abra). Kijelenthetd, hogy a konzorcium hozzaadasa e két beallitas esetében minden esetben
novelte a diklofendk €s az ibuprofen lebontasanak mértékét. A kisérletek soran megfigyelhetd,
hogy a konzorcium jelenlétében a gyogyszerhatoanyagok lebomlasa gyorsabb iitemben zajlott,
illetve kijelenthetd, hogy a konzorcium tagjainak bontasi hatékonysagat nem befolyasolta az

autochton baktériumkozosség jelenléte. Az autochton baktérium kozosség a konzorcium
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jelenléte nélkiil nem volt képes a plusz szén- ¢és energiaforrasok segitségével a

gyogyszerhatdanyagok bontasara.
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diklofenak bontas: 86.01%
ibuprofen bontas: 100%
karbamazepin bontas: 24.5%

Nocardioides carbamazepini CBZ_1

20. abra Természetes vizminta tesztoldat gydgyszerhatdéanyagokkal, gliikozzal,

¢lesztOkivonattal ¢s ammonium-nitrattal kiegészitve és bakteridlis konzorciummal

beoltva. A baktériumkozosségének reprezentativ T-RFLP elektroferogramja a kisérlet

végén (4 hét inkubacio elteltével)

5.10. A Kkialakitott bakterialis konzorcium gyogyszerhatéanyag-bonté képességének és a

konzorcium T-RFLP tesztelése szennyviz effluensben

A szennyviz altalanos vizmindségi paramétereit a 10. melléklet foglalja Ossze. A

mellékletben jol lathato, hogy a szennyviz kifolyé szdmos egyéb szerves anyagot tartalmaz

(KOl 6 mgO2/dm?®), amelyek a nehezebben bomlo gyogyszerhatéanyagok bioldgiai

degradaciojat megakadalyozhatjak, hiszen kdonnyebben hasznosithatd szén- €s energiaforrast

biztositanak a bakterialis konzorcium szamara. A szennyviz kifoly6 vizsgalata soran szamos

beallitast hasznaltam (6. tablazat), melyek koziill csak azokat emlitem meg, ahol

gyogyszerhatbanyag csokkenés volt megfigyelhetd. A tobbi mintdban nem tortént

gyogyszerhatoanyag koncentracid valtozas.

6. tablazat Kisérleti bedllitasok szennyviz kifolyd vizminta vizsgélata soran. Félkovérrel
szedve, ahol koncentracio csokkenés volt tapasztalhato

Beallitas .. Vizminta Baktérium Gliikoz/ Ammdnium-nitrdt
elnevezése Vizminta kezelése  konzorcium  Eleszté (NH4ANO3)
Abiotikus kontroll szennyviz kifolyé szlirve - + +
Biotikus Kontroll I. szennyviz kifolyo szliretlen - - -
Minta I. szennyviz kifolyd  szliretlen + - -
Biotikus kontroll II. szennyviz kifolyo szliretlen - - +
Minta Il. szennyviz kifolyo szliretlen + - +
Biotikus  kontroll  szennyviz kifolyd szliretlen - + -
Minta Ill. szennyviz kifolyé  szliretlen + + -
Biotikus  kontroll  szennyviz kifolyd szliretlen - + +
Minta IV: szennyviz kifolyé  szliretlen + + +
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Az ¢lesztOkivonatot és gliikozt tartalmazd mintdkban a legnagyobb mértékben ibuprofen
bontas kovetkezett be, ugyanakkor kis mértéki diklofendk bontas is megfigyelhetd volt a
konzorcium jelenlétében. A négy hetes inkubacidés 1d6 végével a szennyviz kifolyo
konzorciummal valdé beoltasa soran 76,29%-os ibuprofen bontast detektaltam (21/B).
Ugyanebben a mintaban a diklofendk kezdeti intenziv koncentracié csokkenését stagnalas
valtotta fel a vizsgalat masodik felében. igy alacsonyabb, minddssze 38,24%-os bontasi értéket
mutatott a 4. hét végére (21/A). A jelenség hatterében valdszinlsitheten az egyéb
szennyvizben fellelheté szénforrasok lehettek, amelyek konnyebb elérhetésége zavarhatja a

diklofendk bontasat.
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21. abra A konzorcium ibuprofen és diklofenak bontasi hatékonysaga a szennyviz
effluens esetén — abiotikus kontroll; gliikkoz/élesztékivonat minta; gliikoz/¢élesztékivonat/
ammonium-nitrat tartalmi minta. Az abiotikus és a biotikus I-1V. mintdkban nem tortént

gyogyszerhatoanyag koncentracid valtozas egyik esetben sem.

Az ¢élesztOkivonatot, gliikozt és ammoOnium-nitratot tartalmazd szennyviz effluens
mintadkesetében, a konzorcium jelenlétében az ibuprofen és a diklofendk koncentracio
csokkenése is megfigyelheto volt. Ebben a beéllitasban az ibuprofen a vizsgalat végére 79,33%-
os csokkenést mutatott. Mig ugyanezen koriilmények kozott a diklofendk csekélyebb, 30,85%-
os bontasi értéket mutatott (21 A/B).

Az eredményeket Osszefoglalva, a konzorcium jelenléte a szennyviz effluensben a
diklofenak ¢és az ibuprofen bontdsat idézte el6 leghatékonyabban, méghozza az
¢lesztékivonatot, gliikkozt és NHsNOs-ot is tartalmazé beallitasban, ahol kozel 80%-0s
ibuprofen és 30%-os diklofenak bontéas volt tapasztalhato. A harmadik gydgyszerhatéanyag, a
karbamazepin esetében érdemi koncentraciovaltozast nem lehetett detektalni egyik beéllitas

esetén sem (22. 4bra).
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22. abra A konzorcium karbamazepin bontasi hatékonysaga a szennyviz effluens esetén
— abiotikus kontroll; gliik6z/¢éleszt6kivonat minta; gliikoz/élesztékivonat/ ammonium-nitrat

tartalm minta.

A természetes vizmintdhoz hasonloan a szennyviz effluens kisérlet utolsé hetében vett
mintakon is elvégeztem a T-RFLP vizsgalatokat minden beallitas esetén. A gliikkozt és
¢lesztOkivonatot egyszerre tartalmazo mintdkban a CBZ-3 izolatum kivételével a konzorcium
tobbi tagja is kimutathato volt (23/A. abra).

A gliikozt és élesztokivonatot, valamint ammonium-nitratot is tartalmazé mintak T-RFLP
profiljaban a konzorciumhoz tartozo6 dsszes baktériumtorzs kimutathato volt. Ez azt jelzi, hogy
a kiegészitd tdpanyagok nemcsak a konzorcium ndvekedéshez, hanem a szennyvizben 1évd
helyi k6zosség novekedéshez is hozzajarultak. Ammoénium-nitratot tartalmazo szennyvizben
csak az IBU-18 és a DIC-5 torzseket mutattam ki magas relativ abundancidban. A CBZ-1 torzs
nagyon alacsony koncentracidoban volt jelen a mintdkban, a CBZ-3 torzs pedig nem volt
kimutathato ebben a kdzegben (23/B. abra).

Fontos megemlitetni, hogy a kisérleti beallitasok koziil sem az abiotikus kontroll, sem
pedig a kiilonb6zd biotikus kontrollok esetében nem lehetett gyogyszerhatdoanyag koncentracid
csokkenést tapasztalni (21-22. abra). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a szennyviz effluens
autochton baktériumkozdssége nem képes gydgyszerhatéanyag bontasra semelyik beallitasban
sem. Ez alapjan kijelenthetd, hogy barmilyen bontasi eredmény csakis a beoltott bakterialis
konzorcium hatasara zajlott le. A T-RFLP is jol bizonyitjak (23. dbra), hogy bontasi eredményt
elért mintakbol készitett elektroferogrammokon a bakterialis konzorcium tagjai is megjellenek

¢s jol detektalhatdak a szennyviz effluens autochton baktériumkozossége mellett.
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23 abra (A) A gliikézzal és élesztOkivonattal kiegészitett konzorciumot tartalmazo,
szennyviz effluens T-RFLP elektroferogramja; (B) Szennyviz effluens konzorciummal
beoltva plusz gliik6zzal, €élesztékivonattal és ammonium-nitrattal kiegészitett T-RFLP

elektroferogramja; (C) a Szennyviz effluens autochton baktériumkozossége konzorcium

nélkiili T-RFLP elektroferogramja

5.11. Az uj baktériumfaj -Nocardioides carbamazepini sp. nov.- leirasanak bemutatasa

5.11.1. A Nocardioides sp. CBZ_1T torzs izolalasa és filogenetikai jellemzése

A vizsgalat alapjat képzo, Nocardioides sp. CBZ_1T torzs az 1. havi karbamazepin
dusitobol lett izolalva. A CBZ 17 torzs 16S rRNS génjének 1043 bp hossziisagl dsszefiiggd
szakaszat szekvendltam ¢és meghatdroztam az izolatum rendszertani hovatartozasat. A

legkozelebbi 16S rRNS génszekvencidk a N. kongjuensis DSM190827 (98,4%), N. daeguensis
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JCM174607 (98,4%) és a N. nitrophenolicus DSM15529" (98,2%) torzsekhez tartoztak (24.

abra).

57I Nocardioides sp. CBZ_1" (MZ408918)
N. daeguensis 2C1-57 (HQ246164)
[ N. kongjuensis A2-4T (DQ218275)
N. nitrophenolicus NSP 41T (AF005024)
N. aromaticivorans H-1T (AB087721)
|[ N simplex KCTC 91067 (AF005009)
L. N flava THG-DN5 4T (KM035951)
95 sg—— N. ginsengisoli Gsoil 11247 (AB245396)

0 N. caeni MNS8T (FI423551)

N. albidus THG-S11.7F (KM073954)
N. ultimimeridianus RP-B26T (FM997998)
T | N. humi DCY 24T (EF623863)
51{ N. sambongensis KUDC5002T (KX858534)
L N. panacisoli Gsoil 3467 (FI666101)
95 N pelophilus THG-T63T (KY287247)

N. vastitatis 215c¢5-5T (MK787305)
Leifsonia naganoensis JCM 105927 (DQ232612)

0.010

24 abra A 16S rRNS génszekvenciakon alapul6 filogenetikai fa (maximum likelihood
fa), amely a CBZ_1T torzs és a Nocardioides nemzetségen beliili legkdzelebbi

rokonok kozotti kapcsolatot mutatja (szdmok a bootstrap értékekek mutatjak)

7. ablazat A Nocardioides sp. CBZ_1T torzs genomjénak 4ltalanos jellemzdi

Jellemzok Ertéke
checkM* Teljessége (%) 98,5 (4 marker gén hianyzik)
checkM szennyezetsége (%) 0.8 (2 marker gén duplikalodott)
Meéret (bp) 6,303,422
G+C aranya (mol%) 71.4
Ossz gén szam 6407
Fehérjéket kodold szekvencia sza, 6328
Pszeudogének szama 2
Atlagos gén hossz (bp) 956
rRNS (168, 23S, 5S) 5
tRNS gének 45
GenBank hozzaférési szama (NCBI) JAHTLF000000000

*A MicroScope platformba agyazott CheckM egy automatizalt modszer a mikrobidlis genom
mindségének értékelésére a teljesség és a szennyezddés szempontjabol.
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A CBZ_1T torzs szekvenalt genomjanak 4ltaldnos jellemzdit a 7. tdblazat mutatja be. A
genomszekvencia 25 kontigbol épiil fel. A kinyert genom mérete 6 303 422 bp volt, 71,43%-0S
G+C tartalommal, amely a Nocardioides nemzetség G+C aradnyanak tartomanyaba esik
(Evtushenko & Ariskina, 2015). A rendelkezésre 4llo6 genomok alapjan a CBZ 1T torzs ¢és a
legkozelebbi rokon torzsek kozotti ANI és in silico DNS-DNS hibridizacio értékek 83,3-85,8
%, illetve 29,3-33,6% kozott értékek kozott mozogtak (12. melléklet). A kapott ANI és dDDH
értékek alacsonyabbak voltak, mint az 1j baktérimfajok elkiilonitéséhez sziikséges 95-96%-0s
ANI és 70%-0s dDDH kiiszobértékek, igy az eredmények azt mutattak, hogy a CBZ 1T torzs
a Nocardioides nemzetség egy 0j kiilonallo fajat képviseli (Kim et al., 2014; Rossell6-Mora C
Amann., 2015).

A legkozelebbi rokonokhoz (23 Nocardioides spp.) képest a pangenomikai vizsgalatok
alapjan az j Nocardioides faj 1219 egyedi genomi szigetet (UGI) tartalmaz.

5.11.2. A Nocardioides sp. CBZ_1" morfolégiai jellemzdi

A CBZ_1T izolatum Gram-pozitiv, hossziikas ovalis alaku sejtjei 0.8-1.2 pm hossziiak és
0.4-0.6 um szélesek. A negativan festett preparatumok transzmisszios elektronmikroszkopi
vizsgalata nem mutatott ki flagellumot (1. kép). R2A agaron tenyésztve az izolatum fehéres,
attetszo, lapos szabalytalan sz€lu telepeket képez. Optimalis novekedést 28 °C hémérsékleten,

8-as pH-n és 1% NaCl jelenlétében mutat.

1 [Vian)

negativ festést kovetéen

5.11.3. A CBZ_1" torzs kemotaxonomiai jellemzéi

A CBZ_1T torzs légzési kinonjat 8 izoprén egységet tartalmazé tetrahidrogénezett
menakinonként azonositottdk (MK8 H4, 98,8%). A {6 polaris lipidek a foszfatidilglicerin (PG)
¢s a difoszfatidilglicerin (DPG) voltak. Mind a {6 1égzéképes kinonokat, mind a polaris
lipideket a Nocardioides spp. jellemz6iként tartjak szamon (Roh et al., 2020).
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A peptidoglikan teljes hidrolizise (100 °C, 4N HCI, 16 6ran) muraminsavat (Mur) és a
diaminopimelinsav (Dpm), alanin (Ala), glicin (Gly) és glutaminsav aminosavakat tartalmazta.
Az aminosavak szamszeriisittse GC/MS  vagy N-heptafluotobutilén  aminosav
izobutilészterekkel a kdvetkezé molaris aranyt eredményezte (2,6 Ala; 1,4 Gly; 1,0 Glu; 0,8
Dpm). Az 6sszes hidrolizatum enantiomerjeinek elemzése LL-Dpm jelenlétét mutatott ki. A
fentiek alapjan a kovetkez6 peptidoglikan tipus el6fordulasara kdvetkeztettiink: A3y LL DpM-
Gly.

A vizsgalt torzsek sejtszintli zsirsavprofiljait a 13. melléklet foglalja 6ssze. A CBZ_17
torzs esetében a f6 komponensek a kovetkezok voltak: 10Me Cig:0 (20,7%), C1g:1 @9¢ (15,9%),
C16:0 1SO (10,4%) C17:0 1SO (9,7%) és C17:1 w6¢ (8.0%).

5.11.4. Fiziolégiai és biokémiai jellemz6k

A CBZ_1T torzs ndvekedése 6-9 pH tartomanyban volt megfigyelhetd, az optimalis érték
a 8-as pH. A 15-37 °C kozotti hdmérsékleti tartomanyban novekedett, de az optimalis a 28 °C
volt. Sétolerancia esetén a 0-3%-0s NaCl koncentracio kozott novekedett, az optimuma 1%
volt.

A CBZ_1T torzs élettani és biokémiai jellemzdit, valamint enzimatikus aktivitdsat a rokon
tipus torzsekével dsszehasonlitva a 14. és 15. melléklet mutatja be. A CBZ_1T torzs oxidaz
negativ és katalaz pozitiv volt, a nitratot képes nitritté redukalni, ciszteinbél HoS-t termelt,
indolt nem termelt és a gliikozt nem fermentélta. Az izoldtum nem hidrolizalta az arginint, a
karbamidot ¢és a keményitot, de hidrolizalta az aesculint, a zselatint, a kazeint €¢s a Tween 80-
at. Az API® 50CH tesztcsikokban talalhato 49 vizsgalt vegyiilet koziil csak az almasavat és a
D-gliik6zt volt képes asszimilalni. Az API® ZYM eredményei szerint a trzs mutatott alkalikus
foszfatazt, észterazt, észteraz-lipazt, lipazt, leucin-, valin- és ciszteint-arilamidazt, tripszint,
savas foszfatazt, naftol-AS-Bl-foszfohidrolaz, B-galaktozidaz, a-gliikozidaz és B-gliikozidaz,
nem mutatott a-kimotripszin, a-galaktozidaz, -gliikkunoridaz, N-acetil-p-gliikozaminidaz és a-

mannozidaz aktivitast.

5.11.5. A CBZ_1T7 torzs gyogyszerhatéanyag-lebontasi képessége

A CBZ_1T torzs a vizsgalati koriilmények kozott nem mutatott figyelemre mélto
karbamazepin biodegradaciot. Alacsony, 4%-0s karbamazepin-koncentracié csokkenés volt
észlelhetd a 7 hetes idétartamil inkubacios ido6 elteltével.

Azonban az ibuprofen esetében jelentds mértékii bioldgiai lebomlas volt észlelhets. A 7
hetes inkubacio utan, 3.0 g/l gliikoz jelenlétében, mint kometabolikus szubsztrat, a CBZ_17

torzs a 1.5 mg/l koncentracioju ibuprofen 70%-at eltavolitotta a tesztoldatbol (25. abra).
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25. abra Az ibuprofen lebomlasi mértéke a Nocardioides sp. CBZ_1T torzs altal

5.12. A Stenotrophomonas humi DIC_5 torzs diklofenak biotranszformaciés kinetikaja és
a keletkez6 metabolit 6kotoxicitasanak vizsgalata

Az eldzetes kisérletek soran kidertilt, hogy gliilkoz mennyiségének novelésével (3,0 g/l)
négy hetes inkubaciés id6 utan 72,1 %-os diklofenak (1,5 mg/l) biotranszformaciot sikeriilt
elérni a S. humi DIC 5-6s torzs esetében. A f6 transzformaciés kisérlet ezen el6zetes
tapasztalatok alapjdn lett bedllitva, de a tdorzsoldat nagyobb mennyiségii
baktériumszuszpenzioval lett beoltva. A 6. napon (26. abra) a diklofenak koncentracioja 21,8%-
os csokkenést mutatott, mig a 8. napra ez az érték elérte a 75,1%-ot. Ez id6 alatt az abiotikus
mintaban a diklofendk koncentracidja nem valtozott a kiindulasi értékhez képest. A biomassza
teszt alapjan elmondhatd, hogy a diklofendk nem adszorbedlodott a sejtek feliiletére, igy a

folyamat biologiai 4talakulasnak mindsitheto.
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5.12.1. A'S. humi DIC_S5 torzs diklofenak biotranszformacios termékei

A metabolitok azonositasara és szerkezetének megerdsitésére HPLC-Q-TOF-MS-t, mig
az atalakulasi termékek tovabbi megerdsitésére félkvantitativ monitorozasi miiszert, UHPLC-
TQ-MS-t alkalmaztam. A DIC fragmentacidja ESI koriilmények kozott m/z 250,0196-0s
fragmentumiont eredményezett, amely a CO2 (44 Da) semleges elvesztését jelzi a deprotonalt
molekulaionbol (M-H) 294,0094-es tomegszam mellett. Tovabbi vizveszteség (18 Da) is

keletkezett, azonban nagyon alacsony intenzitassal (27/A. abra).
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27 abra A kisérlet 14. napjan gy(ijtott (A) abiotikus kontrollminta diklofendkjanak és
(B) a S. humi DIC 5 torzzsel kezelt minta nitro-diklofenak extrahalt

ionkromatogramja (EIC) és tomegspektruma

A diklofenak retencids ideje a HPLC-QTOF-MS rendszerben 14,86 perc volt. Az Agilent
Mass Profinder szoftver altal azonositott atalakulasi termék molekulatomege 338.9950 g/mol
volt, amely 14,23 perces retencios idonél elualodott az RP-HPLC-bdl. A kiindulasi vegyiilethez
képest eltolodott retencids id6t mutatd atalakuldsi termék nagyobb polaritassal rendelkezik. A
molekula szamitott kémiai Osszetétele Ci4H10Cl2N204 volt, melyet nitro-diklofenakként
azonositottam. A nitrocsoport helyét nem lehet eldonteni. Az extrahalt ionkromatogramot (EIC)
a nitro-DIC csak MS-spektrumaval egylitt mutatja a 27/B. abran.

A molekulaion és fragmentum szamitott, illetve mért tomege kozotti kiilonbség 0,07 mDa
¢s -0,03 mDa volt, ami joval a 2 mDa hatér alatt van. Mind a prekurzorion, mind pedig a nitro-
DIC fragmentumionjanak izotopeloszlasa jol egyezik az kiszamitottal, ami azt jelzi, hogy a

kapott eredmények megbizhatoak (28. abra).

77



C14 H10 CI2 N2 O4: - Scan (it 14.154-14 307 min, 14 scans) DIC_bontott4 d x104 [C13 H10 CI2 N2 O2: - Scan (it 14 142-14 307 min. 15 scans) DIC bontott4 d

x104
22 I 1: o '

2 A iy =z ¢ "‘C_Co_o' B . a cH
16 ] 1 { :

L5 3 é i : :
12 aE x a 3 ]

- A0, - 5= el T sl D s cesenenene T
0f [ _ 4 precursor ion of nitro-DCF e product ion of nitro-DCF
06 ,‘: :I, C14HCILN, O Ry Cy3HoCILN, 0,

v 80, 338.9945 02 t 295.0047
s I 1

0 | Il A &

339 340 341 342 343 344 345 203 204 295 296 297 298 299 300 301 302 303
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

28. abra (A) prekurzor és (B) nitro-DIC metabolit izotop eloszlasa a S. humi DIC_5

torzzsel kezelt mintaban, amely a kisérlet 14. napjan lett gytjtve

A nitro-DIC fragmentacios viselkedésének ismeretében érzékeny és szelektiv analitikai
modszert (UHPLC-TQ-MS) alkalmaztam az atalakulasi termékek koncentraciojanak
valtozasanak vizsgalatara. A nitro-DIC mindkét MRM tomegatmenete (339,0/259,0 és
339,0/295,0) jol detektalhato volt a (S/N>3) 3. nap utan és ugyanazt az ionaranyt mutatta, mint
a DIC (+-30%).

Az 28. abra mutatja a nitro-DIC félkvantitativ elemzésének eredményét az Gsszes

mintdban, ahol a kalibralashoz diklofenak standard lett hasznalva. A nitro-DIC

crer

crer

mért adatok alapjan nem feltételeztem, hogy a nitro-DIC az egyetlen 4talakulési termék, mas
atalakuldsi termék azonban nem lett kimutatva a mintdbol. A nitro-diklofendk ilyen
mennyiségben konnyen mérhetd volt, és ilyen tenyésztési koriilmények kozott a diklofenak {6

metabolitjanak tekinthetd.

5.12.2. A diklofenak és a biotranszformacios mintak akut toxicitas vizsgalata Allivibrio
fischeri tesztszervezettel
A vizsgalt tiszta gyogyszerhatdanyag, a diklofendk ¢és a  diklofendk
DIC 5) toxicitasat az A. fischeri sejtek biolumineszcenciajanak a 30 perces expozicids ideje
utani valtozas mérésével ellendriztem. A diklofenak hatékony koncentracidja 7 és 27 mg/l volt,
ami a biolumineszcencia 10, illetve 50%-os csokkenését eredményezte. Az ¢el6z6
eredményekkel korrelalva, a 1,5 mg/l diklofenakot tartalmazé abiotikus kontroll minta
maximalis gatlasa nem volt tobb 7%-nal. A kiindulasi asvanyi tapoldat gliikzzal kiegészitve
(BHB+gliikoz), amiben a kisérlet zajlott szintén elhanyagolhat6 11%-o0s gatlast eredményezett
(29. abra).
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A kisérletsorozat méasodik felében megvizsgaltam, hogy az el6z6 eredmények miként
valtoznak a S. humi DIC_5 baktériumtdrzs jelenlétében (29. abra). Az eredmények alapjan mind
a biotikus kontroll, mind a DIC 5 baktériumtorzs kis mértékben toxikusnak bizonyult a
tesztorganizmusra nézve. A biotikus kontroll és a DIC 5 maximalis gatldsai 35,5%, illetve
28,6% voltak. Azok a koncentraciok, amelyeknél 50%-os lumineszcencia csokkenést
figyeltink meg, 73,4%-nak a biotikus kontrollnal és 89,2%-nak a DIC_5-nél (29. abra)
mutatkoztak.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az S. humi DIC 5 torzse képes toxikus bakterialis
metabolitokat termelni. S6t, Ggy tiinik, hogy a baktérium endogén metabolitjai toxikusabbak,
mint a taptalaj, amely a diklofenakot és annak metabolitjait is tartalmazza (29. abra). Szintén
figyelmbe kell venni, hogy a biotikus kontroll alkalmazasa sziikséges a toxikoldgiai vizsgalatok
soran, és hogy a toxicitast olyan koncentracios tartomanyban kell vizsgalni, amely kozel all a
kornyezetben mért értékhez. Ellenkezd esetben eldfordulhat, hogy a baktériumok, amelyek a
kornyezetben talalhato gyogyszert bontjak le (ug/L koncentracios tartomanyban), toxikusabbak

lesznek, mint maga az aktiv hatéanyag.

401

BHB+gliikéz
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Biotikus kontroll
DIC_5
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29. abra Az Aliivibrio fischeri akut toxicitas teszt biolumineszcencia gatlasa (%) a
diklofenak biotranszformacios kisérletébdl szarmazd mintak 30 perc utani expozicidja

soran

5.12.3. A biotranszformacios mintak hatasa a mikroinjektalt zebradaniéo embriokra

crer

baktérium altal zebradanié embriok segitségével is elvégeztem a vizsgalatot. Az abiotikus
kontroll, a biotikus kontroll és DIC 5 bomlastermék mellett a kiindulasi asvanyi tapoldat

gliik6zzal kiegészitett (BHB+gliik6z) mintdjan is elvégeztem.
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A BHB+gliik6z asvanyi tapoldat 4,17 nl injekcios térfogattal 120 6ras expozicio utan
jelentds (13,3 = 5,44 %) mortalitast okozott a kontrollhoz képest, ami azt jelenti, hogy ez a
tapoldat viszonylag alacsony egyedi toxicitassal rendelkezett az alkalmazott bioassay-ban A
biologiai transzformacios kisérlet 6sszes mintaja 4 kiillonb6z6 injektalasi mennyiségben lett
vizsgélva. Az eredmények értelmében az abiotikus kontroll, biotikus kontroll és a DIC_5-6s
mintdk nem okoztak jelentds mortalitast a két alacsonyabb injektalasi mennyiségnél (0,22 nL;
0,52 nL), azonban a két magasabb mennyiségii injektalasnal (1,77 nL; 4,17 nL) mind a harom
minta esetén jelentdés dozisfliggd mortalitasndvekedés volt megfigyelhetd (30. &bra). A
legmagasabb beadott mennyiségnél a mortalitds az abiotikus kontrollnal 28,33 + 3,33%, a
biotikus kontrollnal 36,67 + 3.,5% ¢és a DIC 5 esetén pedig 26,67 = 7,70% volt.
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30. abra Abiotikus kontroll (A), biotikus kontroll (B) és a S. humi DIC_5 (C) mintak
toxicitds vizsgalata a diklofenak biotranszformacios kisérletébdl a nem injektalt
kontroll (Non-inj-c) zebradanié embriokkal szemben 120 6ras expozicids id6 utan. A

kiilonboz6 kisbetlik (a, b és ¢) szignifikans kiilonbségeket jeleznek (p<0.05)

A biologiai transzformdciods kisérletbdl szarmazd mintadk mortalitds erdeményeinek az
Osszehasonlitdsakor a biotikus kontroll minta 1,77 és 4,17 nL injektalt térfogatanal
szignifikdnsan magasabb mortalitas tapasztalhatd, mint az abiotikus és S. humi DIC_5 mintak
zebradanio embrid tesztekben (31. dbra). Az eredmények értelmében megallapithatd, hogy a S.
humi DIC 5 baktériumtorzs toxikus endogén hatasi metabolitokat termel, amelyek a

mikroinjektalassal torténd befecskendezés utan jelentdsen csokkentették a zebradanido embriok
talélését.
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31. abra Abiotikus kontroll, biotikus kontroll és a biotranszformacios kisérletbol
szarmazo S. humi DIC 5 mintak toxicitasa az injektalasok 120 oras expoxicios ideje

utan. A kiilonb6zo kisbetlik (a, b és ¢) szignifikans kiilonbségeket jeleznek (p<0.05)

A haldlozéason tilmenden az embridk fejlédésében bekovetkezd valtozasok felmérése volt

kontroll csoportban nem lehetett észlelni fejlddési rendellenességet (32/A. 4dbra). A BHB +
gliikéz injektalasa enyhe als6 allkapocs rendellenességet okozott az embrioknal (32/B. dbra).
Az abiotikus kontroll, diklofenakot tartalmazé kontroll injektalasanal a mar leirtak mellett
észlelhet6 voltak a sargatest rendellenességei ¢s a megrovidiilt testhossz. Ezek mellett az
uszoholyag felfuvodasanak hidnya is megfigyelhetd volt. Az Gsszes €letben maradt egyednél
detektalhat6 volt a fej enyhe deformitasa (32/C. abra). A biotikus kontrollal (32/D. dbra) és a S.
humi DIC_5-tel kezelt mintakra (32/E. abra) vonatkozoéan az embridkban hasonld tiinetek
jelentkeztek mint az abiotikus mintaban. Azonban a testhossz megrovidiilése kifejezobb volt.
A képzddo szivburok 6démak, szagloteriilet erds alulfejlettsége €s az also allkapocs jellegzetes
torzulasa csak ebben a két mintdban jelent meg. Az eldbb felsorolt tiineteket valdszintileg a

metabolitok okoztak, amelyeket az S. humi DIC 5 torzs termelt.
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32. abra Az injektalt mintak reprezentativ fejlédési rendellenességei a zebradanié embriok
vizsgalata sordn (A) nem injektalt kontroll; (B) BHB+ gliikoz; (C) abiotikus kontroll; (D)
biotikus kontroll; (E) S. humi DIC 5. A fekete nyilhegyek a fejlodési rendellenességekkel

érintett teriiletek helyét jelzik. Roviditések: SZR: szaglé régio; AA: alsé allkapocs; F: farok;
UH: uszoholyag; SZ: szivburdk; ST: sargatest. Méretsav: 500 p
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A kisérletek sordn haszndlt kiinduldé biofilm mar kordbban sokoldalt
baktériumkozosség dusitdsara szolgalt, melyek biotechnoldgiai jelentdségli xenobiotikum
lebont6d baktériumoknak (BTEX és PAH) mindstiltek (Benedek et al., 2016; 2018; 2020 és
2021). A jelen vizsgalatok pedig az aktiv gyogyszerhatdoanyagok, mint a diklofenak, ibuprofen
izolalasara és bontd képességének vizsgalatara fokuszal a kiindulo biofilmbdl.

A harom gyogyszerhatdanyaggal kiilon-kiilon kiegészitett dusité tenyészetekbdl
Osszesen egy 31 tagbol allo (10 db DIC; 9 db IBU és 12 db CBZ), fajszinten azonositott
bakteridlis torzsgyljtemény jott létre, amelynek tagjai potencidlisan képesek lehetnek
diklofendk, ibuprofen vagy karbamazepin bontisara. A bakteridlis torzsgylijtemény azokat az
igéretes baktérium taxonokat tartalmazza, amelyek a duasitas soran végzett felmérések alapjan
nagy relativ abundanciat vagy annak novekedését mutattak. Ezeket a baktériumtorzseket
sikertilt tenyésztésbe vonni és genomjukat is sikeriilt rekonstrualni, amelyeken, génannotaciot
¢és metabolikus elemzéseket végeztiink. A dusitasi idészak alatt két nemzetség dominanciaja
volt megfigyelhet6, a Pseudomonas és a Methyloversatilis nemzetségeké. Azonban ezen
idészak soran a relativ abundancia novekedésiik elhanyagolhaté volt.

Korabbi kisérletek és tanulmanyok mar bizonyitottak, hogy a Pseudomonas nemzetség
nemcsak rendkiviil gazdag, hanem tagjai metabolikusan is rendkiviil sokoldaluak és képesek
kiilonb6zé xenobiotikumok, példaul egyszerli aromds szénhidrogének lebontdsiban is részt
venni (Nam et al., 2003; Hong et al., 2004). Emellett szakirodalmi adatok alapjan feltételezhet6
volt a Pseudomonas nemzetség egyes tagjainak gyogyszerhatdoanyag-bontd potencialja, mert
szamos tanulmany beszamolt a nemzetség gyogyszerhatdéanyag lebontd képességérdl, mint
példaul a diklofenak és a karbamazepin esetében is (Li et al., 2013; Jiang et al., 2014;
Hemidouche et al., 2018; Daou et al.,, 2020; Marchlewicz et al., 2023). A harom
gyogyszerhatdanyag vizsgalata soran meglepé modon a Pseudomonas izolatumok novekedését
gatolta az adott gydgyszerhatdanyag, illetve kis szdmban toleransnak bizonyultak a hatéanyag
vegylilettel szemben. A Methyloversatilis nemzetség eddigi gyogyszerhatdanyag-bontd
képességérdl nincsen szakirodalmi adat. Az izolatumok koziil az M. discipulorum DIC 12 és
IBU_4 diklofenak- és ibuprofen toleransnak mindsiiltek, illetve a CBZ_11 novekedését gatolta
a karbamazepin. A fenti eredményekbdl kiindulva a Pseudomonas és a Methyloversatilis
izolatumok koziil egyik sem mutatott kiugré metabolikus aktivitast a gyogyszerek jelenlétében,

arra  ad kovetkeztetést, hogy nem ezen baktériumok felelések a kivalasztott
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gyogyszerhatoanyagok lebontasaért. Valoszintisithetdleg az elsddleges lebontdok anyagcsere
termékeivel taplalkoztak, igy létrehozva a mikrobdk kozotti taplalkozasi kolcsonhatasokat

(Seth & Taga, 2014).

A dusitasokat kiilon-kiilon megvizsgalva a diklofendk dusitdsok esetén az alabbi
nemzetségek  lettek  azonositva,  Azospirillum, Rhodanobacter, Ferrovibrio,
Hydrocarboniphaga, Zavarzinia, Sphingopyxis és a Prosthecobacter, amelyek vagy magas
relativ abundanciat, vagy kiemelkeddé relativ abundancia ndvekedést mutattak. Szamos
nemzetség esetén, mint példaul az Azospirillum, Ferrovibrio, Hydrocarboniphaga vagy
Zavarzinia nincs vagy kevés informacié talalhaté meg a szakirodalomban az esetleges
gyogyszerhatdanyag-bontd  képességiikr6l. A  Rhodanobacter nemzetség esetleges
gyogyszerhatoanyag lebontd képességét mar aldtdmasztottdk, és a diklofendk lebonto
mikrobak6zosség részeként azonositottak (Navrozidou et al., 2019). Egy eleveniszapos
szennyviztisztitd teleprol 4 baktérium torzset izoldltak, melyek képesek voltak bontani az
ibuprofent, az egyik koziiliik a Sphingopyxis sp. TrD1 volt (Zhou et al., 2013). Szintén egy a
Sphingopyxis nemzetségbdl szarmaz6 Sphingopyxis granuli RW412 torzs képes volt az
ibuprofen eltavolitasra, mely alatdmasztja a tényt, hogy olyan génekkel rendelkezik, melyek az
ibuprofen mineralizacidjat elésegitik (Aguilar-Romero et al.,, 2021). A Prosthecobacter
nemzetség esetén taldlhatbak még szakirodalmi adatok, melyek beszamolnak
gyogyszerhatoanyag, példaul ibuprofen vagy karbamazepin, illetve testdpoldsi termékek

hatéanyagainak a lebontasarol (Tiwari et al., 2019; Rutere et al., 2020).

Az ibuprofen tartalmu dusitokban a Starkeya, Methylibium, Rhodococcus nemzetségek
képvisel6i és az SCN 62-11-jelii (kitenyésztetlen) baktérium keriil tovabbi targyalasra, mivel
ezek a torzsek mutattak a legnagyobb relativ abudancia novekedést. A Starkeya sp. C12
baktériumtorzs esetében Bessa ¢€s munkatarsai (2017) mar leirtdk a torzs hatékony
karbamazepin (10 mg/l) bontd képességét. Egyediili szén- és energiaforrasként is sikeresen
hasznositotta (32%) a gydgyszervegyiiletet, illetve acetattal kiegészitve is képes volt a bontasra.
Tiwari és munkatarsai (2019) vizsgalataiban a Methylibium nemzetség tagjai is megtalalhatoak
voltak egy korhazi szennyvizkezeld bioreaktordban, mely nagy koncentracidban tartalmazott
ibuprofent és karbamazepint. A Rhodococcus nemzetség szamos tagja megtalalhato a
szakirodalomban, mint potencialis gyogyszerhatéanyag-bonto. A Rhodococcus sp. EsD20 torzs
valdszinisithetéen az ibuprofen bontasban vett részt (Zhou et al., 2013), mig a Rhodococcus
ruber IEGM 346 torzs a diklofenak bontasara volt képes magas (50 mg/l) és alacsonyabb (50

ug/l) kiindulasi koncentraciok esetében is (Ivshina et al., 2019), illetve a Rhodococcus
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rhodochrous baktériummal a karbamazepin bontasi kisérlet sikeres volt (Gauthier et al., 2010).
Egy laboratériumi bioreaktorbol elsé alkalommal mutattdk ki az SCN 62-11-jelt baktériumot,
méghozza egy tiociant (SCN-) lebonté mikrobakdzosségbol (Kantor et al., 2015). Azonban a
mai napig nem talalhatéak pontos informaciok arrdl, hogy a baktérium képes lenne részt venni

gyogyszerhatoanyagok bontasaban.

A karbamazepin tartalmt dasité tenyészetekben a legnagyobb relativ abundancia
novekedés a Pseudonocardia, a Sphingopyxis, a Rhodococcus ¢és az Achromobacter
nemzetségek esetén volt észlelhetd. A Pseudonocardia és az Achromobacter nemzetségek
esetében a mai napig nem szamoltak be diklofendk, ibuprofen vagy karbamazepin

biodegradacios képességrél. Azonban az Achromobacter izolatumok esetében talaltak

crer

betoltott szerepe pedig mar fent targyaléasra kertilt.

Az egyéb baktérium nemzetségek, melyek emlitést érdemelnek a dusitasok soran a
Variovorax, a Rhizobium, és a Nocardioides. Nem mutattak kimagaslé relativ abundancia
novekedést, azonban valdszintsithetéen fontos baktériumkozosségi tagok voltak. A Variovorax
nemzetség esetében egy tanulmany talalhatd, melyben egy telepiilés szennyvizébdl torténd
izolalas soran a Variovorax sp. Ibu-1 baktérium torzs képes volt bontani kézel 100%-ban az
ibuprofent (500 mg/l) (Murdoch & Hay 2015). A Rhizobium nemzetség esetében Bessa és
munkatarsai (2017) bizonyitottak be, hogy a Rhizobium sp. C12 torzs képes volt a
karbamazepint hasznositani, mint egyediili szén- és energiaforras. A Nocardioides nemzetség
gyogyszerhatdanyag lebontasi képességérdl elenyészo adat all a rendelkezésiinkre. Azonban
gyogyszerhatoanyagok jelenlétében torténd feldiisulasok esetén tobb baktériumkozosségbol,
illetve tiledékbdl sikeriilt izolalni e nemzetségbe tartozo baktériumtorzseket (Rutere et al., 2020;
Posselt at al., 2020). A kutatocsoportunk altal, karbamazepinnel torténé disitas soran izolalt
Nocardioides sp. CBZ_1T torzs Nocardioides carbamazepini néven lett leirva, mint ;
baktériumfaj. A bontési kisérletek soran karbamazepin rezisztenciat €s ibuprofen bontés lett

detektalva az 0j baktériumfajnal (Benedek et al., 2022).

A 31 izolatumbol 4ll6, potencidlisan gydgyszerhatéanyagokat biodegradalo
baktériumtorzsgylijtemény diklofendk, ibuprofen ¢és karbamazepin lebontdo képességét
hatdroztam meg. A bontési képességek feltérképezését kovetden egy bakterialis konzorciumot

alakitottam ki, amely mindharom gydgyszerhatdéanyag esetében hatékony biodegradéciora
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képes. Az eldtesztelés sordn rezsazurinos modszer alkalmazasdval a kivalasztott izolatumok
koziil csupan 17 baktériumtorzs mutatott aktivitast a gyogyszerhatéanyagok jelenlétében. Ezek
a torzsek koziil 4 a diklofenak, 3 az ibuprofen és 10 a karbamazepin dusitokbol szarmaztak, a
610 nm-en mért abszorbancia értékeik joval alacsonyabbak voltak a mért abiotikus
kontrollokhoz képest. A legtobb izolatum novekedését gatolta a gyogyszerhatdbanyagok
jelenléte, a kontroll 610 nm-en alacsonyabb abszorbanciat mutatott, mint a minta; néhany
izolatum képes volt novekedni plusz szénforrds hianyaban, de aktivitdsukat a
gyogyszerhatdoanyag gatolta. Egyes izolatumok abszorbanciaértékei a kontroll és a minta
esetében kozel azonosak voltak. Feltehetden ezek az izoldtumok rezisztensek voltak a
gyogyszerhatoanyagok jelenlétére. A feltételezés megerdsitése érdekében miiszeres analitikai
modszert, nagy teljesitményli folyadékkromatografiat (HPLC) alkalmazva lettek vizsgélva az
izolatumok. A mérések soran kdrvonalazodott, hogy kevés izoldtum képes lebontani a vizsgalt
gyogyszerhatoanyagokat. Nem véletlen, hogy a kornyezetben leggyakrabban kimutatott
vegyiiletek kozé a diklofendk, ibuprofen ¢és a karbamazepin is beletartoznak, mivel ezek a
hatéanyagok nagyobb ellenallast mutatnak a biologiai lebontassal szemben (Kleemiss et al.,
2020; Parolini et al., 2020; Luo et al., 2014). Ezen okok miatt nehéz olyan baktériumtorzseket
izolalni, amelyek hatékonyan, révid idon beliil képesek a gydgyszerhatdanyagok lebontédsara.
Az elvégzett gydgyszerhatdanyag-bonto kisérletek értelmében a diklofenak (1.5 mg/l) biologiai
atalakitasara a S. humi DIC_5-6s izolatum volt képes gliikoz (3.0 g/l) jelenlétében két hét
inkubacios id6 alatt. A legmagasabb ibuprofen bontast a R. daejeonense IBU_18-as izolatum
produkalta, éleszt6 kivonattal kiegészitett tapoldatban. A B. bullata CBZ 3 és a Nocardioides
carbamazepini CBZ_1-es izolatumok mutattak a legintenzivebb karbamazepin bontast gliikoz,
illetve élesztd kivonat jelenlétében. Na-acetat és a Na-citradt mint plusz szén- és energiaforras

nem ndvelte egyik izolatum esetében se a gydgyszerhatdanyag-bontd képességet.

A bakterialis konzorcium kialakitdsahoz a fent felsorolt 4 baktérium izolatum lett
kijel6lve, Stenotrophomonas humi DIC_5; Rhizobium daejeonense 1BU_18; Nocardioides
carbamazepini CBZ_1 és Brevundimonas bullata CBZ_3. A kivalasztott izolatumok optimalis
tenyésztésének koriillményei meghatarozasra keriiltek, semleges vagy enyhén lagos 1-2 %-0s
sOtartalmi R2A tapoldatban és 27 °C-on inkubalva ndovekednek a legidealisabban. Az
egylitttenyésztési vizsgalatoknal az agardiffizids lyukteszt sordn az izoldtumok esetében
kizarolag a Nocardioides carbamazepini CBZ_1-es torzs feliiluszoja valtott ki enyhe gatlo
hatast a tobbi baktériumtorzs szaporodasara. A legerésebb gatlast a B. bullata izolatum fejtette

ki. Emellett az agardiffuzios egyiitt-tenyésztési modszer nem bizonyult megfelelonek a DIC 5,
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IBU 18 ¢és CBZ 3 torzsek feliilluszoinak a CBZ 1 torzsre gyakorolt hatasanak vizsgélatara.
Mivel a CBZ 1 izolatum nem képes ndvekedni tdpagarban, nem szinezte el az agart, igy a
gatlasi zona nem volt detektalhato. A masik egyiitt-tenyésztési modszer a keresztcsikozas soran
ellentétben az agardiffiizios lyukteszttel nem volt tapasztalhato semmi féle gatlasi zona az
izolatumok kozott. Igy kijelenthetd, hogy a négy baktériumtorzs a Stenotrophomonas humi
DIC_5; Rhizobium daejeonense IBU_18; Nocardioides carbamazepini CBZ_1;
Brevundimonas bullata CBZ 3 alkalmasnak tekinthetd egy bakterialis konzorcium

kialakitasahoz.

A létrehozott bakterialis konzorcium gyogyszerhatoanyag-bontd képességének a
tesztelése el lett végezve asvanyi tapoldatban, természetes vizmintaban (Rakos-patak), illetve
szennyviz effluensben. Az izolatumok nyomonkdvetése a kisérletek soran T-RFLP modszerrel
tortént, mely alkalmasnak bizonyult erre a célra, kivéve a CBZ_3-as izolatum esetén, ahol csak
a szennyviz effluenshez hozziadott glikéz, élesztokivonat ¢s ammonium-nitrat jelenlétében
volt kimutathat6. Valdszinlisithetben a tobbi tapoldatban nem volt képes a megfeleld
novekedésre. A T-RFLP eredményei Osszeségében azt mutattdk ki, hogy a diklofendk és
ibuprofen lebontasdban résztvevd baktériumtdrzsek a beoltdst kdvetden végig nagy relativ
abundanciaval voltak jelen a teljes inkubdacios id6 alatt. Azonban a karbamazepin lebontasaban
részt vevO torzsek alacsony relativ abundanciaval voltak jelen. Ahhoz, hogy a T-RFLP
eredmények teljes biztozsdggal csak a konzorcium tagjait mutassdk ki kellene zarni az
autochton baktériumkozosség Osszes tagjat. Mivel eléfordulhat, hogy valamelyik kozosség
alkotonak ugyan ott van a hasitasi helye Alul-es enzimmel, mint a konzorcium egyik tagjanak.
Ennek kovetkeztében pozitiv irdnyba valtoztathatja meg az eredményeket.

A kiilonbo6z6 kisérleti beallitasokbol kapott eredmények azt mutattak, hogy a plusz ko-
metabolit tapanyagforrasok, példaul gliikoz, élesztokivonat €s ammonium-nitrat hozzaadasa
javithatja a konzorcium biodegradacidés hatékonysagat. Tobb tudomanyos értekezés is
beszamolt mar kordbban, hogy a tapoldathoz plusz hozzdadott szénforrasok energiat
biztosithatnak a sejtek ndvekedésének tdmogatdsdhoz, ezzel eldsegitve a mikroszennyezd
anyagok lebontasat (Popa et al., 2014; Assiaoui et al., 2017). Azonban a természetes vizminta
és a szennyviz effluens T-RFLP elektroferogramjain jol latszik, hogy a hozzaadott kiegészitd
tadpanyagok nem csak a bakteridlis konzorcium szaporodasat segitették eld, hanem mind
természetes, mind a szennyviz effluens autochton baktérium kozdsségének a felszaporodasat
is. Ennek hatasara nem csak a mintak baktérium kozosségét, hanem a konzorcium relativ

abundancidjat is modositottak, ezzel befolyasolva a bontéasi eredményeket. Azonban tovabbra
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IS a konzorcium tagjai maradtak a dominansok a tapkozegben és ki tudtak fejteni bontasi
képességiiket. A fennt emlitett okok miatt ezek is csak feltételezések és nem teljesen
bizonyithatd eredmények. Azonban az autochton baktériumkozosség elektroferogramjan a
konzorciumot tartalmazé6 baktériumtdrzseinek hasitasi helyein nem lathatdo mas csucs. Illetve
bontasi eredmény csak a konzorcium jelenlétében detektalhato, igy nagyobb biztonsaggal
kijelenthetd, hogy a az egyes hasitdsi helyeken tényelg csak a konzorcium egyes tagjai
lathatoak.

Az eltéré tapkozegben torténd vizsgalatok soran az aldbbi bontasi eredmények
tekinthetdek a legmagasabbnak. BHB asvanyi tapoldat esetén 72%-os diklofenak, 100%-0s
ibuprofen és 30%-os karbamazepin biodegradacié volt tapasztalhatd gliikoz és élesztokivonat
jelenlétében. Karbamazepin az egyik legperzisztensebb gyogyszerhatdéanyag a kornyezetben,
illetve erds gatlo hatést fejthet ki a baktérium-kozosségre. Valoszintisithetden ennek a két oknak
tudhat6 be az alacsonnyabb karbamazepin bontési hatékonysag. Rékos-patak vizminta esetén
86%-o0s diklofenak, 100%-os ibuprofen és 25%-0s karbamazepin bontas volt detektalhatod
gliikoz, éleszté-kivonat és Na-acetat jelenlétében. A szennyviz effluens esetében csekély 30%-
os diklofendk, 79%-os ibuprofen biodegradaci6 volt megfigyelhetd gliikoz, élesztd-kivonat és
Na-acetat jelenlétében. Jelentds karbamazepin elimindcié nem volt tapasztalhatd, aminek oka
az egy¢éb szennyvizben felelhetd szénforrasok lehettek, ami konnyebben elérhetd szén- és

energiaforrast biztositottak, ezzel zavarva a gydgyszerhatéanyagok bontésat.

A karbamazepinnel mint egyediill szén- ¢és energiaforrassal kiegészitett dusitott
tenyészetbol izolalt CBZ_1-es torzs azonositasaval lehetdség nyilt egy 1 baktériumfaj
leirasara. A jelen pillanatban érvényes kovetelményeknek megfelelé (Kim et al., 2014;
Rossello-Moéra C Amann., 2015) fenotipusos, kemotaxonomiai, illetve filogenetikai és
izolatum 0j baktériumfajt képvisel és a Nocardioides nemzetségbe tartozik. Ennek megfeleléen
az uj faj a Nocardioides carbamazepini nevet kapta. Emellett egy bioinformatikai modszer
segitségével, a metagenom binning-gel is rekonstrualni lehetett az 0j baktériumfaj genomjat a
dusito tenyészetbdl izolalt kozosségi DNS-t felhasznalva. Napjainkban a metagenom binning
modszerével tobb szazezer 0 baktériumfajt sikeriilt leirni metagenomokbol (Almeida et al.,
2019; Pasolli et al., 2019) anélkiil, hogy tenyésztésbe vonnak azokat. Ennek a médszernek a
sikeres alkalmazésa ujabb bizonyiték arra, hogy metagenom binning segitségével a tudomany
szamara elérhetévé valhatnak 0 baktériumfajok genomjai, igy lehetdvé téve a mikrobialis

,,SOtét anyag” feltarasat.
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A Stenotrophomonas humi DIC 5 baktériumtorzs 1,5 mg/l kezdeti koncentracidoban
képes a diklofendk atalakitasara. A szakirodalomi adatok aldtdmasztjdk, hogy a
Stenotrophomonas nemzetség tagjai fontos szerepet jatszanak szennyezd anyagok, példaul
policiklusos aromas szénhidrogének eliminaciojaban (Ryan et al., 2009). Illetve fontos
okologiai szerepet jatszanak a nitrogén- és kénkorforgasban, gyakran szoros kapcsolatban
allnak a novényekkel, és segitik azok novekedését, védik bizonyos kérokozok ellen (Heylen et
bizonyiték, a folyamat soran egy atalakulasi terméket sikeriilt azonositani, a nitro-diklofenakot,
mely tomegspektrometriai modszerekkel lett megerdsitve. A kiindulasi tapoldat nitrogénben
gazdag kornyezet volt, mely ammonium- nitratot tartalmazott. A kiilonb6z6 nitrogénformak
fontos szerepet jatszanak a szennyezOanyagok atalakuldsdban, mely folyamatok soran
nitrifikdlo €s denitrifikald baktériumok vesznek részt (Chiron et al., 2010). Egy kutatocsoport
megallapitotta, hogy a szennyvizben jelen 1évé ammonium-nitrat a mikrobialis nitrifikacioval
kapcsolatos (Praskova et al., 2011). Az elvégzett vizsgalatok hangsulyoztak a
gyogyszerhatdbanyagok nitromodositasanak fontossagat, mivel ez a biotranszformacio
eredményeként olyan, nitrogénben gazdag vegyiileteket eredményezhetett, ami matrixként a
szennyvizben is el6fordulhat. Egy kutatds soran hét spanyolorszagi szennyvizbefolyd mintabol
négyben a leggyakoribb diklofendk szarmazék a nitro-diklofendk volt (Nassef et al., 2010). A
vizsgalataim soran a diklofenak koncentracié csokkenését a nitro-diklofenak koncentracio
novekedése kovette a 7. naptol. Az A. fischeri és a zebradani6 embriokkal végzett
Okotoxikologiai vizsgalatok eredményei alapjan megallapithato, hogy a diklofendk ¢és a
lebomlasbol szarmazé masodlagos termék a nitro-diklofendk nem toxikus a vizsgalt
tesztszervezetekre az alkalmazott koncentraciokban. Erdekes modon a bakterialis metabolit
termékek idegen anyag jelenléte nélkiil (diklofendk) mérgezébbek voltak a
tesztorganizmusokra, mint a diklofenak onmagaban vagy a biodegradalt mintak esetén. A
baktériumok altal okozott toxikus hatast ugyanakkor csokkentette a diklofenak jelenléte. Jol
latszik, hogy a bontas hatterének vizsgalata és a keletkezd melléktermekek toxicitdsanak
ellenérzése  elengedhetetlen egy  hatékony  gydgyszerhatdanyagbontd  baktérium

szennyvizkezelésének alkalmazasa soran.

A mikrobialis szennyviztisztitas teriiletén végzett kutatdsok és fejlesztések eldsegitése
érdekében a tudomanyos kozosségnek és az ipari szereploknek szorosabb egyitittmiikodésre kell
torekedniiik, hogy minél t6bb innovativ megoldas keriiljon megvaldsitasra. Ezzel a genetikai

¢és biotechnoldgiai Gjitasok gyorsabb bevezetése valhat lehetévé. A mikrobds szennyviztisztitas
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mellett ) technologidk, mint példaul a nanotechnologia és a mesterséges intelligencia
alkalmazésa, forradalmasithatjak a szennyviztisztitast. Az intelligens rendszerek segithetnek a
baktériumok optimalis miikodésének figyelemmel kisérésében ¢€s a szennyviztisztitas
hatékonysaganak javitasaban. A mikrobak altal végzett szennyvizkezelés tehat nemcsak a
vizmindség javitdsdban, hanem a fenntarthatd vizgazdalkodasban is kulcsszerepet jatszik. A
jovobeni kutatasok ¢és fejlesztések segithetnek abban, hogy ezen technologidk még
hatékonyabban ¢és szé¢lesebb korben alkalmazhatdak legyenek, ezaltal csokkentve a kornyezeti

terhelést és eldsegitve a fenntarthatobb vizgazdalkodast.
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7. Uj tudoményos eredmények

1. Sikeriilt olyan dusitasi koriilményeket 1étrehozni, melyek alkalmasak voltak az altalam
hasznalt kozegbdl potencidlisan diklofendk, ibuprofen és karbamazepin bioldgiai
bontasara képes baktériumokat felszaporitani, beazonositani és tobb esetben izolalni is.
Eredményeim az Environmental Science and Pollution Research folyoiratban lettek
kozolve (Papai et al., 2023).

2. Meghatarozasra keriiltek a potencidlisan gyogyszerhatdbanyagot bontd izolatumok,
melyekbdl egy bakterialis konzorciumot hoztam létre. Ko-metabolikus szubsztratok
jelenlétében a kifejlesztett bakteridlis konzorcium jo hatékonysdggal bontotta a

diklofenakot és az ibuprofent természetes vizmintaban és szennyviz effluensben egyarant.

3. Sikeriilt egy ezidaig ismeretlen Nocardioides nemzetségbe tartozo6 baktériumfajt izolalni.
Az Uj faj leirasdhoz sziikséges nemzetkozi eldirdsok alapjan végzett vizsgalatok
eredményeként megallapitast nyert, hogy a karbamazepinnel modositott szelektiv dusitd
képviseldje a Nocardioides nemzetségen beliil, amely a N. carbamazepini nevet kapta.
Az eredmény a Systematic and Applied Microbiology szakfolyodiratban jelent meg
(Benedek et al., 2022).

4. A Stenotrophomonas humi DIC 5 torzs esetén széleskoriien feltarasra kerilt a
diklofenakbontd képessége, modern nagymiszeres analitikai modszerekkel. Emellett
beazonositasra keriilt a biodegradacio egyik koztes terméke, a nitro-diklofenak. Két
okotoxikologiai modszer alkalmazasaval pedig megallapitasra kertilt, hogy a lebontés
soran keletkezd anyagcseretermékek nem toxikusabbak, mint a kiindulo vegytilet. A
tudomanyos eredmény az Applied Microbiology and Biotechnology folyoiratban lett
kozolve (Papai et al., 2024).

91



8. Osszegzés

A diklofenak, az ibuprofen és a karbamazepin az egyik leggyakoribb szennyezd
anyagok a felszini vizekben, ahol a kronikus expozicidjuk jelentds karos hatasokkal bir az €16

szervezetekre. A  gyogyszerhatdoanyagok természetes-, illetve szennyvizben 1évé

c sy

crer

mind a gyogyszerhatoanyagok bakterialis lebontasardl, mind az 0j faj jelolt Nocardioides sp.
nov. CBZ 1 bakterialis torzsrdl, illetve a diklofendk biotranszformécioja sordn keletkezd
metabolitrol.

A dusitasok sordn feltart bakterilis biofilmet tilnyomo részben Betaproteobaktériumok
dominaltak, amelyeket az Alpha-, Delta- és Gammaproteobaktériumok kovettek. Nemzetség
szinten a diklofenak és az ibuprofen lebont6d dusitd tenyészetek esetén a Pseudomonas és
Methyloversatilis nemzetségek képviseldi dominaltak. A karbamazepin disité tenyészetek az
ibuprofen disito tenyészetekkel nemzetség szinten egyezést mutattak, ahol a Pseudomonas, a
Nocardioides ¢és a Rhodococcus voltak a 6 kozosségalkotok.

A vizsgalatok alapjan egy bakterialis torzstijtemény jott létre, amelynek 31 tagja a fenti
nemzetségeket képviselte, €s mint potencialis gydgyszerhatéanyag-lebonto torzsek vizsgaltuk
tovabb Oket. A rezazurinos eldtesztelés €s a bontasi mérések eredményeként egy 4 izolatumbol
allo konzorcium jott létre, melynek tagjai Stenotrophomonas humi DIC_5; Rhizobium
daejeonense IBU_18; Nocardioides carbamazepini CBZ_1; Brevundimonas mongoliensis
CBZ 3. Az egyiitttenyésztési vizsgalatok eredménye értelmében alkalmazhat6 a 4 izolatum
egyszere, mivel nincsenek egymasra novekedésgatlo hatassal. A konzorcium bontd
képességének tesztelése a 3 gyodgyszerhatdanyag esetében azt mutatta, hogy a diklofenékot és
az ibuprofent minden esetben nagyobb hatékonysaggal voltak képesek eliminalni plusz
szénforras jelenlétében, mint a karbamazepint. A konzorcium jelenlétét sikeresen nyomon
lehetett kovetni a T-RFLP moddszerrel.

A konzorcium egyik tagja, a Nocardioides sp. CBZ_1T 1ij faj jeldltnek bizonyult. Minden
kritériumnak megfelelt a fajleiras soran és a Nocardioides carbamazepini nevet kapta. A
konzorcium masik tagjaval, a S. humi DIC 5 baktériumtorzzsel végzett tovabbi vizsgalatok egy
metabolit keletkezését bizonyitottdk, méghozza a nitro-diklofenakét. Az Okotoxikoldgiai
vizsgalatok eredményei alapjan megallapithatd, hogy a diklofendk bioldgiai lebontasa soran

keletkez6 melléktermékek nem toxikusabbak a tesztszervezetek szdmdara, mint maga a
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diklofendk. Az eredmények ravilagitnak, hogy Osszetett szennyvizkezelési modszerekre van
szilkség, amelyek figyelembe veszik a gyogyszer lebomlasa soran keletkezé toxikus
metabolitokat is. Ez attorést hozhat a szennyvizkezelés teriiletén, és hozzajarulhat a viz

fenntarthatosaganak biztositasahoz.
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9. Summary

Diclofenac, ibuprofen, and carbamazepine are among the most common pollutants found
in surface waters, where chronic exposure to them can have significant harmful effects on living
organisms. Biologically and biotechnologically based methods that use microorganisms for the
biodegradation of pharmaceutical residues are the most versatile alternatives for reducing the
concentration of active pharmaceutical compounds in natural and wastewater. My findings
deepen the basic understanding of both the bacterial degradation of pharmaceutical compounds
and the newly identified Nocardioides sp. nov. CBZ_1 bacterial strain, as well as the
metabolites produced during diclofenac biotransformation.

During the enrichment experiments, bacterial biofilms were predominantly dominated by
Betaproteobacteria, followed by  Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, and
Gammaproteobacteria. At the genus level, in the diclofenac and ibuprofen-degrading
enrichment cultures, the Pseudomonas and Methyloversatilis genera were dominant. In the
carbamazepine-enriched cultures, there was a genus-level overlap with the ibuprofen-enriched
cultures, where Pseudomonas, along with Nocardioides and Rhodococcus, were the main
community members.

Based on the studies, a bacterial strain collection was established, consisting of 31 strains
representing the above-mentioned genera, which were further investigated as potential
pharmaceutical compound-degrading strains. Based on the results, a collection of 31 bacterial
strains with potential for biological degradation of diclofenac, ibuprofen, and carbamazepine
was established. Following pre-testing with resazurin and degradation measurements, a
consortium of 4 isolates was formed, including Stenotrophomonas humi DIC_5, Rhizobium
daejeonense IBU_18, Nocardioides carbamazepini CBZ_1, and Brevundimonas mongoliensis
CBZ_3. Co-cultivation experiments indicated that the four isolates can be used together, as they
do not exhibit any growth-inhibitory effects on each other. Testing the consortium's degradation
capability for the three pharmaceutical compounds showed that diclofenac and ibuprofen were
eliminated more efficiently in the presence of an additional carbon source than carbamazepine.
The presence of the consortium was successfully tracked using the T-RFLP method.

One member of the consortium, Nocardioides sp. nov. CBZ_1T, was identified as a new
species candidate. It met all the criteria during species description and was named Nocardioides
carbamazepini. Further investigations with the other member of the consortium,
Stenotrophomonas humi DIC_5, demonstrated the formation of a metabolite, specifically nitro-
diclofenac. Ecotoxicological tests indicated that the by-products generated during diclofenac
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biodegradation are not more toxic to the test organisms than diclofenac itself. These results
highlight the need for complex wastewater treatment methods that also consider the toxic
metabolites produced during the degradation of pharmaceuticals. This could lead to

breakthroughs in wastewater treatment and contribute to ensuring water sustainability.
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11. Mellékletek

1. melléklet A mintak filogenetikai diverzitadsanak meghatarozasahoz hasznalt baktériumokkal

kapcsolatos metagenom szekvencia leolvasasok szama

Minta Szekvencia
, Minta tipusa bps szama leolvasasi (SRA)
megnevezése .
szamok

BF Kiindulasi Biofilm 1266 554 SRR17027096
D1 DIC 1. hénap 2 316 533 SRR17049155
11 IBU 1. honap 1940 477 SRR17049152
C1 CBZ 1. hénap 1762 731 SRR17049149
D2 DIC 2. honap 2 308 433 SRR17049154
| 2 IBU 2. hénap 2121575 SRR17049151
C2 CBZ 2. honap 2 293 835 SRR17049148
D3 DIC 3. hénap 2 356 073 SRR17049153
1 3 IBU 3. honap 2091 048 SRR17049150
C3 CBZ 3. honap 2 183 933 SRR17049147

2. melléklet Potencidlis gyogyszerhatdéanyag biodegradacios képességgel bird baktérium
nemzetségek, amelyek a dusitas 3. honapjanak végére a legmagasabb szazalékos
relativ abundancia ndvekedést mutattdk a nemzetség szazalékos relativ
abundancidjahoz képest a kezdeti biofilm baktériumkozosségben

Szazalékos relativ abundancia

novekedése a dusitas 3. honapjanak

Nemzetség
végére (-szeres novekedés) *

DIC IBU CBZ
Achromobacter 135
Ferrovibrio 1005
Hydrocarboniphaga 957
Methylibium 314
Pimelobacter 997 2692
Prosthecobacter 226
Pseudonocardia 505
Sphingopyxis 628 435
Zavarzinia 811
Afipia 184
Rhodanobacter 130
Starkeya 1002
Rhodococcus 93 220
bacterium SCN 62-11 350

*minimum 50-szeres relativ abundancia novekedés felett keriiltek be a torzsek a tablazatba
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3. melléklet Az 1., 2. és 3. honapos DIC, IBU és CBZ dusitokbol nyert izolalt torzsek taxondmiai hovatartozasa

16S rRNA gén

16S rRNA gén

Izolatumok Legkozelebbi r,0k0n ti?l:zsek 16S rRNS Filogenetikf;li bp szekvencia szekv,encia Disité
neve gén alapjan hovatartozas hasonlésag (%) SZAm

DIC 1 Pseudomonas stutzeri ATCC 175887 Gammaproteobacteria 1434 99.23 OM818629

DIC 5 Stenotrophomonas humi DSM 189297 Gammaproteobacteria 1444 99.58 OM818630 DIC, 1. honap
DIC 8 Pseudomonas kribbensis 46-27 Gammaproteobacteria 1443 99.51 OM818631

DIC 11 Bacillus mobilis 0711P9-17 Bacilli 1460 99.72 OM818632

DIC_12 Methyloversatilis discipulorum FAM1T Betaproteobacteria 1436 100.0 OM818633 ,
DIC 14  Rhizobium daejeonense KCTC 121217 Alphaproteobacteria 1396 99.35 omg1geas  DIC. 2 honap
DIC 15 Rhizobium daejeonense KCTC 121217 Alphaproteobacteria 1387 99.13 OM818635

DIC_16/A  Rhizobium daejeonense KCTC 121217 Alphaproteobacteria 1385 99.13 OM818636

DIC_17 Pseudomonas kribbensis 46-27 Gammaproteobacteria 1434 99.44 OM818637 DIC, 3. hénap
DIC 18 Pseudomonas stutzeri ATCC 175887 Gammaproteobacteria 1436 99.02 OM818638

IBU_1 Pseudomonas stutzeri ATCC 175887 Betaproteobacteria 1435 99.23 OM818639

IBU_2 Ancylobacter defluvii SK157 Actinobacteria 1381 97.88 OM818640

IBU_4 Methyloversatilis discipulorum FAM1T Betaproteobacteria 1427 99.86 OM818641 IBU, 1. hénap
IBU_9 Pseudomonas kribbensis 46-27 Gammaproteobacteria 1419 99.42 OM892062

IBU 12 Pseudomonas veronii DSM113317 Gammaproteobacteria 1437 99.86 OM818642

IBU_13 Pseudomonas stutzeri ATCC 175887 Gammaproteobacteria 1449 99.93 OM818643 IBU. 2. hé
IBU 14  Rhizobium daejeonense KCTC 121217 Alphaproteobacteria 1385 99.35 OM818644 » £ 0Nap
IBU_17 Pseudomonas stutzeri ATCC 175887 Gammaproteobacteria 1440 99.23 OM818645 IBU. 3. hé
IBU 18  Rhizobium daejeonense KCTC 121217 Alphaproteobacteria 1395 99.05 OM818646 U, 3. honap
CBz 1* Nocardioides carbamazepini CBZ_17 Actinobacteria 1411 100 OM818617

CBz 2 Nocardioides carbamazepini CBZ_17 Actinobacteria 1415 100 OM818618

CBZ_3 Brevundimonas mongoliensis R-10-10" Alphaproteobacteri 1368 99.11 OM818619

CBZ 4 Pseudomonas kribbensis 46-27 Gammaproteobacteria 1376 99.64 OM818620 CBZ, 1. hénap
CBZ_6 Rhodococcus gingshengii JCM 154777 Actinobacteria 1399 100.0 OM818621

CBzZ 7 Pseudomonas moorei RW10" Gammaproteobacteria 1387 99.19 OM818622

CBZ_8 Pseudomonas veronii DSM113317 Gammaproteobacteria 1426 99.58 OM818623

113


https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Nocardioides%20kongjuensis
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Nocardioides%20kongjuensis

CBZ 9 Variovorax paradoxus NBRC 151497 Betaproteobacteria 1442 99.23 OM818624

CBZ 10 Variovorax paradoxus NBRC 151497 Betaproteobacteria 1430 99.23 OM818625 CBZ. 2. hé
CBZ 11  Methyloversatilis discipulorum FAM1T Betaproteobacteria 1301 100.0 OM818626 » £-10nap
CBZ 13 Pseudomonas stutzeri ATCC 175887 Gammaproteobacteria 1425 99.13 OM818627 CBZ. 3. hé
CBZ 16  Bacillus cereus ATCC 145797 Bacilli 1449 99.79 OM818628 » - 1onap
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4. melléklet A resazurin vizsgdlat eredményei, potencialis gyodgyszerhatéanyag lebontod
baktériumok kivalasztasa HPLC elemzéshez

Tesztelt 1zolatumok

A mintak abszorbanciaia 610 nm + STD

Abiotikus Blank ¥ Minta @ Elédtesztelés eredményei

Diclofenak Dusitas

P. stutzeri DIC-1 0.100 £ 0.007 0.144 + 0.004 Novekedésgatlas ©
S. humi DIC-5 0.074 £0.001 0.035£0.023 Potencialis bont6 °
P. kribbensis DIC-8 0.146 +0.002 0.135+£0.003 Gyogyszerhatdanyag tolerans *
P. aquatilis DIC-10_6 0.041 £ 0.017 0.026 +0.017 Potencialis bonto
B. mobilis DIC-11 0.144 + 0.004 0.147 +£0.004 Gyogyszerhatdanyag tolerans
M. discipulorum DIC-12 0.146 £ 0.01 0.073£0.010 0.084 +£0.012 Gybgyszerhatoanyag tolerans
R. daejeonense DIC-14 0.018 +0.001 0.087 +0.022 Novekedésgatlas
R. daejeonense DIC-15 0.101 £0.017 0.040 £ 0.016 Potencialis bonto
R. daejeonense DIC-16/A 0.013 +0.004 0.018 +0.009 Gyogyszerhatdanyag tolerans
P. kribbensis DIC-17 0.014 +£0.001 0.119 +0.004 Novekedésgatlas
P. stutzeri DIC-18 0.045 +0.008 0.119+0.010 Novekedésgatlas
Ibuprofen Dusitas

P. stutzeri IBU-1 0.140 +£0.0015 0.138 £ 0.006 Gyobgyszerhatoanyag tolerans
Ancylobacter sp. nov. IBU-2 0.145 £ 0.0035 0.146 + 0.006 Gyogyszerhatdanyag tolerans
M. discipulorum IBU-4 0.130 = 0.002 0.134 £0.002 Gydbgyszerhatoanyag tolerans
P. kribbensis IBU-9 0.142 +0.000 0.146 +0.002 Gyogyszerhatdanyag tolerans
P. veronii IBU-12 0.146 £ 0.01 0.0120 + 0.003 0.015 + 0.002 Gyogyszerhatoanyag tolerans
P. stutzeri IBU-13 0.103 +£0.002 0.107 +0.002 Gyobgyszerhatoanyag tolerans
R. daejeonense IBU-14 0.011 £ 0.002 0.005 £ 0.002 Potencialis bonto
P. stutzeri IBU-17 0.071 +0.0005 0.091 +0.001 Gyobgyszerhatéanyag tolerans
R. daejeonense IBU-18 0.012 +0.003 0.004 + 0.001 Potencialis bonto
CBZ Dusitas

N. carbamazepini CBZ-1 0.041 = 0.004 0.021 = 0.002 Potencialis bonto
N. carbamazepini CBZ-2 0.004 +0.001 0.018 £0.008 Novekedésgatlas
B. bullata CBZ-3 0.008 + 0.001 0.004 £ 0.001 Potencialis bont6
P. kribbensis CBZ-4 0.013 +£0.001 0.022 £ 0.003 Novekedésgatlas
R. gingshengii CBZ-6 0.012 +0.000 0.009 + 0.000 Gyobgyszerhatéanyag tolerans
P. moorei CBZ-7 0.146 £0.01 0.092 £ 0.0005 0.063 £ 0.006 Gyogyszerhatdanyag tolerans
P. veronii CBZ-8 0.006 +0.001 0.013 +£0.001 Growth inhibition
V. paradoxus CBZ-9 0.004 £ 0.0005 0.005 £ 0.001 Gyogyszerhatdanyag tolerans
V. paradoxus CBZ-10 0.006 £ 0.001 0.002 £ 0.001 Potencialis bonto
M. discipulorum CBZ-11 0.014 +0.005 0.024 +0.003 Novekedésgatlas
P. stutzeri CBZ-13 0.031 +0.006 0.040 +£0.01 Gyobgyszerhatéanyag tolerans
B. cereus CBZ-16 0.0155 +£0.006 0.012 £0.002 Gyogyszerhatdanyag tolerans

a - STD — Standard eltérés értéke
B —nem beoltott, abiotikus kontroll mintak
v — beoltott mintak, gyogyszerhatéanyag nélkiil

8 — beoltott mintak, amelyek tartalmazzak az adott gyogyszer célvegyiiletet
€ — a minta 610 nm mért értéke jelentésen magasabb, mint a vakprobaé — feltehetéen a baktériumok ndvekedését gatolta a vizsgalt
gyogyszervegyiilet jelenléte. A ,,ndvekedésgatlas” kiiszobértékét igy meghatarozva, hogy a kapott A610 nm értékek kozott legalabb 1.5-2-

szeres kiilonbség legyen.

0 — a minta A610 nm értéke feltiinden alacsonyabb, mint a vakanyagé — a vizsgalt gyogyszerkeverék jelenléte a vakaanyaghoz képest nagyobb
bakterialis aktivitast valtott ki a mintdban. A ,,potencialis lebontd” kiiszobértéket Gigy hataroztuk meg, hogy a kapott A610 nm értékek kdzott

legalabb 2-szeres kiilonbség legyen.

A —nem volt szignifikans kiilonbség a vak és a minta A610 nm értékei kozott. Felteheten a vizsgalt vegyiilet nem serkentette €s nem is gatolta
a baktériumok novekedését. Az izolatum tolerdlta a vizsgalt gyogyszerkeverék jelenlétét.
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5. melléklet A tenyésztések soran hasznalt tapoldatok Osszetétele

Osszetevd R2A TSA Nutrient LB
Natrium-klorid (g) - 5 5 10
Elesztékivonat (g) 0,5 - 2 5
Huskivonat (g) - - 1 -
Tripton (g) - 15 - 10
Pepton () 0,5 - 5 -
Sz6ja pepton (g) - 5 - -
Keményito (g) 0,5 - - -
Dikalium- hidrogén foszfat (g) 0,3 - - -
Magnézium-szulfat -7 H>O (Q) 0,05 - - -
Natrium — piruvat (g) 0,3 - - -
D-gliikoz (g) 0,5 - - -
Kazaminosav (Q) 0,5 - -
dH,O (ml) 1000 1000 1000 1000

1. 6. melléklet A kivalasztott izolatumok sotlirése (NaCl), tenyésztésiikhoz optimalis
sokoncentracidé meghatarozasa

1

0,8

0,6

OD 600 nm

1%

mDIC-5

2%

I1BU-18 CBZ-1

3%

NaCl

0,4
0,2 | |
0 I

4% 5%

CBZ-3

6%

7. melléklet A vizsgalt izolatumok pH toleranciaja, illetve a tenyésztésiikhoz legmegfeleldbb

pH érték meghatarozasa

0,8
0,6

0,

=3
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H
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8. melléklet A vizsgalt izolatumok hdmérséklet tolerancidja, illetve a tenyésztésiikhoz
legoptimalisabb hémérsékleti értékek meghatarozasa

mDIC-5 I1BU-18 CBZ-1 CBZ-3

0,8

0,6

OD 600 nm

0,4

0,2
0 I
a°c 15°C 24°C 27°C 37°C

9. melléklet A baktériumok genomi 16S rRNS génjei alapjan kapott T-RFLP
elektroferogramok. (A. DIC-5; B. IBU-18; C. CBZ-3; D. CBZ-1 izolatum)

= Stenotrophemonas humi DIC_5 {71 bp T-RF) A.

b o ikt e i,

*  Rhizobium daejeonense 1BU_18 (202 bp T-RF) B_

0

Brevundimonas mengoliensis CBZ_3 (125 bp T-RF)

Nocardioides sp. CBZ_1 (232 bp T-RF)

S £ L] ]

Pt st Sttt i s bt s s s A -
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10. melléklet A vizsgalatok soran felhasznalt szennyviz effluens fiziko-kémiai paraméterei

Vizsgalt paraméter Mértékegység Minta jele
IBUG
pH' 8,36
Vezetoképesség 20 °C-on 2 uS/em 1240
KOlps ? mgQOa/dm? 6.0
p-ligossag * mmol/dm? 0,1
m-ligossag * mmol/dm?* 57
Hidrogén-karbonat * mg/dm’ 336 (1) MSZ EN ISO 10523:2012
Karbonat 4 mg.-’dm3 6 (2) MSZ EN 27888:1998
Fluorid * mg/dm’ <0,5 (5) MSZ EN ISO 10304-1:2009
Klonid ® ma/dm® 200 (6) MSZ EN ISO 6878:2004 4. fejezet
Ortofoszfat © mg/dm? 3,1 (9) MSZ EN ISO 11885:2009
Szulfat s mg/dm? 70 (10) MSZ 448-21-1986 4 5 feiezet és Fiinoelék
Ammonium 7 mg/dm? 0,04
Nitrit ® mg/dm?® 0,05
Nitrat 5 mag/dm? 73
Vas (oldott) ® ug/dm? 70
Mangan (oldott) ¢ wa/dm? 20
Natrium (oldott) ¥ mg/dm?® 167
Kalium (oldott) ® mag/dm? 231
Kalcium (oldott) ¢ mg/dm? 80,7
Magnézium (oldott) ® mg/dm?® 30,7
Osszes keménység ° mgCaO/dm? 184

11. melléklet A GTDB-Tk classify wf munkafolyamat segitségével kapott 101 Nocardioides
genom felhasznalasaval kapott filogenetikai fa. A filogenetikai kovetkeztetéshez 120
bakterialis markergén lett felhasznalva
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12. melléklet A CBZ_1T torzs és a korabban megallapitott Nocardioides legkdzelebbi rokon
fajok kozotti filogenetikai rokonsag a teljes genomszekvenciadk alapjan

Nocardioides sp. CBZ_1T torzs

16S rRNS gén

R T A

(%)
N. kongjuensis DSM 190827 98.4 83.3 29.7 721
N. daeguensis JCM 174607 98.4 85.5 30.1 74.9
N. nitrophenolicus DSM 155297 98.2 85.1 29.3 71.4
Nocardioides sp. bin2 -* 99.9 99.4 71.4

* A rekonstrualt Nocardiodes sp. bin2 genomban nem mutattak ki 16S rRNS gént.

13. melléklet A CBZ_1T torzs és a rokon fajok sejtes zsirsavprofiljai. Taxa: 1. CBZ_17 torzs;
2. N. kongjuensis DSM 190827; 3. N. nitrophenolicus DSM 155297; 4. N. daeguensis JCM
17460". Az 6sszes adat szazalékban van feltiintetve minden egyes zsirsav esetén; - nem
talalhato. Azon zsirsavak esetén nem tortént feltlintetés, amelyek 1.%-nal alacsonyabb
mértékben voltak jelen

Zsirsavak 1 2 3 4
Telitett

Cis0 4.44 1.81 2.10 1.99
Caro 1.03 0.59 1.09 0.56
Ciso 3.26 3.58 - 3.50
Telitetlen

Ci71w6C 8.00 9.18 7.12 11.02
Ci7a wé8c 2.17 2.04 2.24 2.11
Cis1 w7cC 1.87 1.69 1.98 1.88
Cis1 w9cC 15.90 16.52 19.63 19.59

Elagazo lancu zsirsavak

150-Ci5:0 3.38 1.67 2.65 1.56
150-C16:0 10.42 22.27 11.98 23.72
150-C16:1 H 1.89 1.77 0.83 1.28
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150-C17:0

anteiso-Ci7:0

150-Cis:0

10-Methyl zsirsavak
Cis0

Ciro

Hidroxi zsirsavak
Ci6:0 2-OH

Osszesitett jellemzok?

TBSAP 10Me C1s.0

9.73
2.04
0.59

2.18
3.08

2.45
4.48
20.72

8.02
4.22
2.63

1.60
3.80

0.57
1.89
13.45

12.10
6.49
1.28

1.63
3.24

1.26
2.53
18.96

7.34
2.87
3.12

1.30
3.61

0.69
1.94
9.09

A Osszegzett jellemzok két vagy harom zsirsavbol allo csoportokat jelentenek, amelyeket
gaz-foliadék kromatografidval nem lehetett szétvalasztani a MIDI rendszerrel. Osszesitett

jellemzok: 3, Ci6:1 @7¢/Cis:0 1ISO 2-OH.

bTuberkulosztearinsav

14. melléklet A CBZ_1T torzs élettani és fenotipusos jellemzdi a Nocardioides nemzetségen

beliili kozeli rokon fajokkal 6sszehasonlitva. Térzsek: 1. CBZ_1T térzs; 2. N. kongjuenssi
DSM 19082T; 3. N. nitrophenolicus DSM 155297; 4. N. daeguensis JCM 174607

Jellemzok 1 2 3 4
Nitrat nitritté torténo redukcioja + - - +
H.S termék + + + +
Oxidaz - - W +
Katalaz + + + +
Indole elballitasa - - - -
Gliikoz fermentacidja - - - -
Hidrolizis
Arginin - - - -
DNS + + + +
Urea - - + B
Aesculin + + + -
Zselatin + + + +
Kasein + + - +
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Tween 80
Keményitod
Asszimilacio
D-gliikoz
L-arginin
L-arabinoz
D-mannoz
D-mannitol
N-acetil-gliikkozamin
D-maltoz
Kalium-gliikonat
Kaprinsav
Adipinsav
Almasav
Trinatrium-citrat
Fenilecetsav
Sav termelés
D-maltoz
Mannoz
Riboz
D-fruktéz
D-gliik6z
Laktoz
L-arabinoz
Cellobiéz

Xiloz

£ £ = g

£ £ =

£ £ £ g g =

= £ =

Szimbo6lumok: + pozitiv, - negativ, w gyenge pozitiv
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15. Melléklet A CBZ_17 torzs és a legkdzelebbi rokonok enzimatikus aktivitasa az API®
ZYM teszt (bioMérieux SA, Franciaorszag) szerint. Torzsek: 1. CBZ_17 torzs; 2. N.
kongjuenssi DSM 19082T; 3. N. nitrophenolicus DSM 15529T; 4. N. daeguensis JCM 174607

Enzimvizsgalatok 1 2 3 4
Alkalikus foszfataz + + + +
Eszteraz (C 4) + + (-9 +(-9) +
Ezsteraz-lipaz (C 8) + + + +
Lipaz (C 14) + - - -
Leucin arilamidaz + + + +
Valin arilamidaz + + (-9 + +
Cisztein arilamidaz + + (-9 + +
Tripszin + +(-9) + +
a-limotripszin - - - -
Savas foszfataz + + + +
Naftol-AS-BI-foszfohidrolaz + + + +

a- galaktozidaz - - - -
- galaktozidaz + w(-®)  w(+?) w (+°)
B- gliikunoridaz - - - -
a- glikozidaz + + + +
B- gliikkozidaz + + (-9 w w (+°)
N-acetil-p-gliikozaminidaz - - - -
o- mannozidaz - - - -

a-fukozidaz - - - -

Szimbdlumok: + pozitiv, - negativ, w gyenge pozitiv
aN. kongjuensis DSM 190827 tipustdrzs adatai (Yoon et al., 2006).
PN, nitrophenolicus DSM 155297 tipustérzs adatai (Yoon et al., 1999).
°N. daeguensis JCM 174607 tipustdrzs adatai (Cui et al., 2013).
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12. Koszonetnyilvanitas

EzOton szeretném kifejezni koszonetemet mindenkinek, aki hozzajarult doktori
disszertaciom elkészitéséhez. Elsésorban szeretném megkdszonni témavezetdimnek Dr.
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tanacsaikkal és tamogatasukkal folyamatosan segitették munkamat. K6sz6ném, hogy mindig
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elérehaladédsdhoz. Kiilon koszonet illeti Farkas Milant, Marton Dalmat, Vasarhelyi Ernat,
Balogh Rékat, akik munkam soran segitettek, és akik tanacsaikkal, otleteikkel gazdagitottak
kutatasaimat.

K0sz6nom tovabba az Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet munkatarsaimnak is,
akik a kutatadsom napi részleteiben részt vettek, és akik tiirelemmel és lelkesedéssel tamogattak
a projektet.

K06sz6nom a csaladomnak €s barataimnak a szeretetet, tiirelmet és megértést, amit az évek
soran tanusitottak, és hogy mindig ott alltak mellettem. Az 6 tdmogatasuk nélkiil nem sikertilt
volna elérnem ezt a mérfoldkovet.

Végiil kdszonetet mondok minden olyan intézménynek és alapitvanynak, amelyek anyagi

tamogatast nyujtottak kutatasaimhoz.
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