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1. Bevezetés ¢s celkitlizések
Ahogyan bdéviil tuddsunk a mikroorganizmusok szerteagaz6é Okoldgiai, élettani

szerepérdl és jelentdségérél, a mikrobiologiai vizsgalatok is vilagszerte mind nagyobb
jelentéséggel birnak. A magasabb rendl szervezetek mikrobidta vizsgélatanak célja, hogy
feltarja egy adott faj, valtozat vagy egyed mikrobakdzosségét (beleértve a baktériumok,
gombak, archedk stb. csoportjait). Ennél is tagabb fogalom a mikrobiom analizis, melynek
soran megismerjiik egy adott mikrobak6zdsség génkészletét, illetve strukturalis elemeit (pl.
fehérjéit), mely alapjan az €16 szervezetben betoltott szerepiik is megismerhetové valik (Berg
et al., 2020). A mikrobak6zdsség funkcidojanak és Osszetételének feltarasa kiilondsen jelentds
védett, vagy vesz€lyeztetett allatfajok esetében, mivel a valtozd kornyezeti tényezdok
(kornyezetszennyezés, klimavaltozas) nem csupan kozvetleniil, hanem a mikrobioldgiai
egyensuly felborulasaval kozvetett modon is veszélyeztethetik a faj populacioinak tulélését. A
mikrobiotaban bekovetkezo valtozasok ugyanis hatassal lehetnek a taplalék hasznosulasara, a
fert6z6 betegségek kialakuldsara, a szaporodasbiologiai paraméterekre, az immunrendszer

allapotara és igy végso soron hozzajarulhatnak egy faj sikerességéhez, vagy kudarcdhoz (West
etal., 2019).

crer

még csupan kezdeti szakaszban van és a kutatasok kdzéppontjaban elsdsorban a védett eml6sok
¢s madarak allnak. A felszini vizi 6koszisztéma tagjai, melyek egész életciklusuk és teljes
¢lethosszuk soran, teljes testfeliiletiikon keresztiil érintkezhetnek a vizben oldott
szennyezdanyagokkal, joval kitettebbek a kornyezeti tényezdknek, illetve szamos esetben olyan

cre

melyek egyedi mikrobiota kialakuldsat teszik lehetdvé.

A specialis kornyezeti tényezokhoz torténd alkalmazkodas példdja a Magyarorszagon
egyediilallo hévizi térpendvésii vadponty (C. carpio carpio morpha hungaricus) (Varga et al.,
2013), mely az eurdpai ponty (C. carpio) egy kizardlag a Karpat-medencében, ezen belill is a
Hévizi-téban €16 torpendvési alfaja. A faj torpendvekedésének kialakulasat a toban jelenlevo
extrém kornyezeti koriilményekhez (magas vizhdmérséklet, alacsony oldott oxigéntartalom,
radon- és kénhidrogéntartalom) valé alkalmazkodas idézhette el6. Az alfaj genetikai bazisanak
esetleges eltérése a kiilonbozo vad, vagy haziasitott valtozatoktdl egyeldre nem ismert, ahogyan
a jelenleg stabil, elszigetelt, Onfenntartd6 alloméany feltehetden sajatos mikrobiomjanak
feltarasara sem iranyultak eddigi kutatdsok. Maga a Hévizi-t6, mint élettér is egyedi kdrnyezetet

jelent (Krett et al., 2013), mely jellegzetes tulajdonsagai (egyenletesen magas vizhdmérseklet,



intenziv turisztikai terhelés) alapjan a toban €16 torpendvésli pontyvaltozat kolonizacidjaban

szerepet jatszo mikroorganizmusok forrasa lehet.
Mindezek alapjan célul tiztem ki:

. a Hévizi toban €16 egyetlen Onfenntartd endemikus halfaj, a hévizi térpendvési
vadpontyra jellemzd mikrobak6z0sség meghatarozasat és leirasat klasszikus mikrobiologiai és
molekularis biologiai moddszerekkel, kiilonds tekintettel az alfaj talélésében vagy

veszélyeztetésében feltehetdleg szerepet jatszo mikroszervezetekre nézve,

. a rendkivill szélsdséges kornyezeti viszonyok pl. extrém magas vizhdmérséklet,
alacsony oldott oxigéntartalom, intenziv rekredcids igénybevétel altal a mikrobiologiai
kozosségre gyakorolt szelekcios nyomas értékelését antibiotikum rezisztens mikroszervezetek

kimutatasaval.

A vallalt célok megvalositasat segitette, hogy a kutatdshoz sziikséges szakmai ismeretek, a
vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges partneri kapcsolatok, engedélyek, kontroll populacio és
laboratoriumi hattér a befogadd Intézetben (MATE Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi

Intézet) rendelkezésre alltak.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Mikrobak szerepe az €16 szervezetben
Az emberi faj az idok kezdete ota egyiitt él a mikrobakkal, mely id6 alatt 6ntudatlanul

is alkalmaztak azok hasznos tulajdonsagait és szenvedtek az altaluk okozott
megbetegedésekben, azonban a mikroorganizmusok 1étezése a XVII. szazadig ismeretlen volt
az emberiség szamara. Ekkor egy dan kereskedd és egyben amatér tudds, Antonie van
Leeuwenhoek (1632—1723) els6ként felfedezte az apro, sejtes szervezddésii él6lényeket a sajat
maga altal épitett lencserendszere segitségével (Robertson, 2023), melyet a mai mikroszkdpok
elédjeként tartunk szdmon. Azdéta rengeteg kutatds irdnyult a mikroorganizmusok
megismerésére, €s bar a mai napig szamos uj faj var leirdsra, mar joval tagabb ismerettel
rendelkeziink a mikrobak vilagban bet6ltott szerepérol. A mikroszervezetek a Fold mindegyik
szegletében megtalalhatoak, leginkabb egy vagy tobb fajbol alld kozosséget alkotva (Davey és
O’Toole, 2000). A talaj éltetdi, jelen vannak vizeinkben és a levegOben, kolonizaljak a
foldiinket boritd ndvényzetet és az itt €16 allatokat egyarant (Flemming és Stefan, 2019). A
mikroorganizmusok tobbségét a prokaridtak (baktériumok, archeak) és a virusok alkotjak,

ebbdl adodoan a kutatasok legnagyobb hanyada ezekre a szervezetekre iranyul.

A szaraz talajban é16 baktériumok elérik az 1 x 108 sejt/g sejtszamot, a virusok pedig az
5 x 10° részecske/g mennyiséget; az 6cednokban a baktériumok stirtisége megkozelitleg 5 x
10° sejt/mL, a virusrészecskéké pedig 1 x 10 virus/mL (Bar-on et al., 2018). Az emberi testet
kolonizalé mikroorganizmusok szama koriilbeliil tizszeresen meghaladja az emberi sejtek
szamat (10 x 5 x 10%), és a mikrobiom altalaban 100-szor t&bb gént tartalmaz, mint a
gazdaszervezet (Bahrndorff et al., 2016). A Human Mikrobiom Projekt (HMP) 2007-ben indult
¢s eredményei vilagossa tették, hogy az emberi (ebbdl kovetkeztetve az allati) mikrobiom egy
rendkiviil diverz és Osszetett rendszer (Turnbaugh et al., 2007). Az emberi sejtek kb. 90%-a
kapcsolatban all a mikrobiom tagjaival (Pflughoeft és Versalovic 2012), melybdl kovetkezik,
hogy minden szerv ra jellemz6, meghatarozott mikrobakdzosséggel rendelkezik (Palmer et al.
2007). Minden egyes ¢él6lény a kiilonbozo testfeliiletein sokféle mikrobakozosségnek ad

otthont, melyek 6sszetételitkben és funkcioikban nagymértékben kiilonboznek egymastol.



2.2 A mikrobiom tagjai
A kifejezések hasznalatakor a mikrobiom és a mikrobidta fogalmak egyértelmi

megkiilonboztetése segit elkeriilni a mikrobakdzosség leirdsaval kapcsolatos vitdkat. A
mikrobiota egy jol definialhato €lettérben jelenlévo €16 mikroorganizmusok sszességébdl all,
tagjai a baktériumok, archedk, gombak, algak és protisztak (Marchesi és Ravel, 2015, Berg et
al., 2020). Halak esetében a mikrobiotat alkotd mikrobakozosségeket nagyfokt diverzitas és
variancia jellemzi (Parata et al., 2021). A fagok, virusok, plazmidok, prionok, viroidok stb. és
az elhalt sejtekbdl szarmazo extracellularis DNS (az tgynevezett "reliktum DNS") nem
tartoznak a mikrobidtahoz (Dupré és O’Malley, 2010). Annak ellenére, hogy a reliktum DNS
nagy mennyiségben kimutathaté a kornyezetben, minimalis hatdst gyakorol a taxondémiai és
filogenetikai diverzitas meghatarozasara (Lennon et al., 2018). Ezzel szemben a mikrobiom
mar magaban foglalja a mikroorganizmusok altal termelt molekuldk teljes spektrumat,
beleértve a szerkezeti elemeket (nukleinsavak, fehérjék, lipidek, poliszacharidok),
metabolitokat (jellémolekulak, toxinok, szerves és szervetlen molekuldk), minden mozgd
genetikai elemet, valamint a reliktum DNS-t. A mikrobiom kifejezést idénként dsszetévesztik
a metagenom kifejezéssel, metagenom alatt azonban kizarélag a mikrobiota tagjainak genom-
¢és génkészletét értjiik (Marchesi és Ravel, 2015). A mikrobidtaval ellentétben, amelynek tagjait
kiilon-kiilon is képesek vagyunk vizsgalni, a mikrobiom vizsgalatanal figyelembe kell venni az
Osszes tagot, amelyek kolcsonhatasban allnak egymadssal, egy az életteriik €s ezaltal kozdsen

alkotjak az 6koldgiai niche-t (1. abra).

Mikrobiom
Mikrobiéta < Tevékenységiik szintere
Baktériumok Archedk Mikrobialis strukturalis elemek
Gombak Protisztak :L:';::k/ Lipidek Poliszacharidok
Algak Nukleinsavak

Strukturalis DNS/RNS

s pis Z Mobilis genetikai elemek
Internalis és externalis strukturalis PI. virusok, fagok, reliktum DNS

alkotéelemek

Mikrobiélis metabolitok

Kornyezeti Jeldl6- toxinok (an)organikus
viszonyok molekulak molekulik

Biom: egy jol definialhatd él6hely, mely meghatarozott bio-fiziko-kémiai paraméterekkel rendelkezik

1. abra: A mikrobiom 0Osszetétele (sajat abra)



2.3 A mikrobiom vizsgalatok szerepe a konzervaciobioldogiaban
A konzervacidbioldgia, avagy természetvédelmi bioldgia célja az emberi tevékenység

fajok populacidira, tarsulasokra és Okoszisztémakra gyakorolt hatasainak vizsgalata. Ezek
mellett olyan gyakorlati moddszerek kidolgozasat tekinti feladatanak, amelyekkel
megakadalyozhatd a biodiverzitds (tovabbi) csokkenése, illetve megorizhetoek az élet-, és
szaporodoképes, genetikailag valtozatos populaciok (http:1). Sajnos az antropogén
tevékenységek vilagszerte a biologiai sokféleség dramai csokkenéséhez vezettek, ami
veszélyezteti az Okoszisztémak miikddését és a kornyezeti valtozasokkal szembeni ellenalld
képességiiket (Cardinale et al., 2012). Az elmult években megnévekedett a mikrobiommal
kapcsolatos kutatasok szama, melyekbdl kideriil, hogy a gazdaszervezethez kapcsolddo
mikrobidlis kozdsséget drasztikusan képesek megvaltoztatni a kornyezetben fellelhetd
antropogén hatasok. A természetvédelmi szakérték a foldhaszndlatban bekdvetkezd
valtozasokat, a kdrnyezetszennyezést, az éghajlatvaltozast és a fert6z6 betegségek terjedését
nevezték meg a bolygonk biologiai sokféleségét veszélyeztetd problémaként (CBD, 2010). Az
antropogén foldhasznalat valtozasa elsdsorban a taplalkozasi mechanizmusokon keresztiil
valtoztathatja meg az emésztérendszer mikrobiomjat a degradalt élohelyeken a taplalék
elérhetdségének, mindségének vagy Osszetételének megvaltozasa révén. A szakirodalomban
szamos publikacio fellelhetd, amely bizonyitja e veszélyek kozvetlen hatasat a vadon €16
allatpopuléacidkra. A legjabb kutatasok kimutattak, hogy ugyanezek az antropogén tényezok
kozvetve befolydsolhatjdk a gazdaszervezetek egészségét azaltal, hogy megvaltoztatjak a
hozzajuk kapcsolddé mikrobialis kozosségeket (Krynak et al., 2017; Xia et al. 2018; Fontaine
etal., 2018). Az erddirtasok soran nagy teriiletek keriilnek monokulturas névénytermesztés ala,
ahol a fekete bdgémajmok (Alouatta pigra) kevésbé valtozatos és rosszabb mindségii
taplalékhoz jutnak, mint a folytonosan erdével boritott teriileteken €16 tarsaik (Amato et al.,
2013). A mikrobialis emésztéshez rendelkezésre allo szubsztratok valtozatossaganak hianya
magyarazhatja a bél mikrobidta valtozatossaganak egyidejii csokkenését, amit ezeknél az

allatoknal megfigyeltek (Amato et al., 2013).

A degradalt ¢lohelyek és a folyamatos antropogén jelenlét fokozott stresszhatast valthat
ki az allatokbol, ami szintén befolyéasolja a gazdaszervezethez k6tddé mikrobidlis kdzdsség
Osszetételét. A kornyezetben megjelend szennyezd anyagok szintén hatassal lehetnek a
gazdaszervezethez kapcsolddd mikrobakozosségre azaltal, hogy az eredetileg ott €16
baktériumfajokat kiszoritjak azok, melyek képesek ellenallni a toxikus anyagoknak vald

kitettségnek. Savas banyavizzel szennyezett ¢16helyeken €16 békak borébdl nyert baktériumok



szignifikdnsan nagyobb tolerancidt mutattak, amikor laboratoriumban mérgezd szennyvizzel
stresszelték 6ket, mint a nem szennyezett referenciahelyen €16 békakbol izolalt baktériumok

(Costa et al., 2016).

A kornyezeti szennyezddések kozvetlen képesek befolydsolni a gazdaszervezet
egészségét azaltal, hogy karos hatasuk révén eltlinhetnek a funkcionalisan hasznos
mikroszervezetek a mikrobiombol. Az éghajlatvaltozas (hdméréséklet ndvekedés, savasodas
stb.) hatassal van a kornyezetben megtalalhatd mikrobialis kozosségekre, ami kozvetleniil
befolyasolhatja a gazdaszervezetek kolonizaciojahoz rendelkezésre 4all6 mikrobidlis
rezervoarokat (Zogg et al., 1997; Fields et al., 2005). Emellett ezek a hatasok kozvetve is
megvaltoztathatjak a gazdaszervezethez kapcsolddo mikrobialis kzosségeket a gazdaszervezet
tengerek miatt stresszhatds éri, gy antibakteridlis vegyiileteket szabadithatnak fel, melyek
hatdssal lehetnek a hozzdjuk kapcsolodd mikrobidlis kozosség Osszetételére (Geffen és
Rosnberg, 2005). A szalamandra bélmikrobiomjaban Fontaine és munkatarsai (Fontaine et al.,
2018) a védoébaktériumok mennyiségének egyidejii csokkenésérdl €s a potencialisan korokozo

patogének mennyiségének novekedésérdl szamoltak be a hdmérséklet-emelkedés hatasara.

A kornyezetben bekdvetkezd valtozdsok nem feltétlen jarnak a jotékony hatasu
baktériumok elvesztésével, de eldidézhetnek azoknal funkciobeli valtozosakat. A kétéltiiek
bérén 1évé védelmi szerepet betoltdé mikrobdk magas hdémérsékleten elveszitik a
Batrachochytrium dendrobatidis patogén gombaval szembeni novekedésgatld képességiiket
(Muletz-Wolz et al., 2017). A hémérséklet nem csupan a mikroba sejtek enzimatikus

rrrrr

funkciokra, tovabba indukalhatja a bakterialis génexpresszio megvaltozasat (Schumann, 2012).

2.4 A halak mirobiomja
A halak esetében mas ¢éldlényekhez hasonléan a mikrobiom jelentds hatéast

gyakorol az emésztésre, a tipanyaghasznosulasra, az anyagcseretermékek képz6désére, illetve
az egyedek normal fejlédésére, immunrendszerére és altalanos egészségiigyi allapotara
(Dawood, 2021; Parata et al., 2021). Osszességében elmondhaté, hogy egy egészséges hal
mikrobidtaja jellemzOéen magasabb diverzitast mutat, mint a fert6zott egyedeké (Lietal., 2017).
A halakat a szarazfoldi ¢161ényektol eltéréen folyamatosan, teljes életciklusuk soran koriilveszi
az a vizi kozeg, amiben élnek, emiatt esetiikben nagyobb a kornyezetbdl érkezéd veszélyeknek

valo kitettség (korokozok, szennyezd anyagok). A mikrobiomot alkotdé mikrobakdzdsségek



Osszetételét, komplexitasat és dinamikdjat nagymértékben befolyésolja tehat a vizmindség és a

gazdaszervezet taplalkozasformaja.

A halak kiiltakaréja (nyalkaréteg), kopoltyija és emésztérendszere kozvetleniil
kapcsolatban all az egyed kornyezetével, igy a vizi élettér mikrobialis kozossége és a bort,
illetve kopoltytt fedé nyalkarétegben megtaldlhatdé mikrobak kozott sok hasonlosagot
tapasztalhatunk (Austin, 2006). A patogén mikroorganizmusok elleni kiizdelem érdekében a
halak testét fedd, osszefiiggd nyalkaréteg fizikai, kémiai és biologiai ,,barrier”’-ként szolgal a
hal és kornyezete kozott. A nyalkarétegben megjelennek kiillonb6z6 glikoproteinek, fehérjék,
ionok, zsirok és fehérjék, a védekezésben pedig szerepet jatszanak kiilonboz6é antimikrobialis
faktorok pl. immunglobulinok, agglitininek, lektinek, lizozimek és tovabbi enzimek is (Uribe
et al., 2011; Brinchmann, 2016). A kiiltakar6 nyalkarétege emellett szénben gazdag, melyet a
patogének elleni kiizdelemben résztvevé kommenzalista mikroorganizmusok képesek
tapanyagként hasznositani (Hansen & Olafsen, 1999; Merrifield & Rodiles, 2015). A bor
nyalkahartyaja ugyanakkor nem csupan barrier, hanem a korokozok egyik expoziciods kapuja,
mivel konnyen kialakulnak a felilletén biofilmek, melyek kedvezé mikrokornyezetet
biztositanak a kiilonbozé baktériumok szamara (Benhamed et al., 2014). Ennek koszonhet6en
kommenzalista és korokozo mikroszervezetek altalaban egyiittesen alkotjak a halak bérének
mikrobiotajat, a patogén mikrobak azonban nem minden esetben valtanak ki megbetegedést. A
kommenzalista kozosség egyensulyanak eltolddasa azonban hatassal lehet a patogenitas
kialakulasara (Stecher et al., 2013; Montalban-Arques et al., 2015; Moya & Ferrer, 2016). Az
egyensuly eltolodasat el6idézhetik a kdrnyezeti valtozasok (pl. valtakozo évszakok) vagy a mar
emlitett antropogén hatasok (vizkémiai paraméterek, klimavaltozas, gyogyszermaradvanyok,
antibiotikum szennyezettség). Emelett egy elsédleges patogén altal okozott fert6zés is
hozzajarulhat tovabbi kérokozok elszaporodasahoz a gazdaszervezeten, mivel fertézési kaput

nyit szamukra (Llewellyn et al., 2017).

A halak kopoltyija tobbfunkcios szerv, amely fontos szerepet jatszik a taplalkozasban
(planktonevok esetében), a gazcserében, az ionegyensuly fenntartasaban, a sav-bazis egyensuly
szabalyozasaban és a nitrogén kivalasztasaban (Elif-Kaval et al., 2018). A kiiltakar6
nyalkarétegét és a kopoltyut kolonizdld6 mikrobak esetében is egyontetlien az aerob
mikroszervezetek dominanciaja jellemz6 (Merrifield & Rodiles, 2015). A két szerven eltér
Osszetételli mikrobakozosség talalhatdo meg (pl. kiiltakaron: Actinobacteria, Firmicutes fajok,
kopoltyan: Proteobacteria, Bacteroidetes szervezetek). A kopoltyu feliiletén nagyobb szamban

kimutathatok mikrobak, melyek valdsziniisithet6en szerepet jatszanak a gazcsere megfeleld



mitkodésében (Wang et al., 2010; Lowrey et al., 2015; van Kessel et al., 2016). A kornyezetben
bekovetkezo valtozasok pl. tapanyagtartalom, vizhomérséklet, évszakok valtakozasa stb. mind
hatassal vannak a halakat kolonizalé mikrobialis kozosségekre (Bentzon-Tilia et al., Zarkasi et
al., 2016). Nagyban befolydsoljadk a kiiltakaron ¢€s bélrendszerben megtalalhato
mikrobak6zosség Osszetételét a kdzegre jellemzd fiziko-kémiai paraméterek. A viz pH értéke

leginkabb a kopoltyut kolonizal6 mikroszervezetekre hat szelektiven (Sylvain et al., 2016).

A bélmikrobiom kritikus szerepet jatszik szdmos alapvetd folyamatban, beleértve a
bélszakaszok normal fejlédését, a tapanyagok emésztését, a vitaminszintézist, a korokozokkal
szembeni ellenallast és az immunmodulaciét (Zhang et al., 2018). Megfigyelték, hogy a
kiilonboz6 bélszakaszok nemcsak eltéré funkciokat latnak el, hanem az enzimaktivitasok, az
oxigénkoncentracio és a pH-érték eltérései miatt eltérd mikrobiom Osszetétellel is rendelkeznek
(Deguaracetal., 2003; Solovyev et al., 2018). A halak emésztérendszerében megkdozelitleg 500
kiilonboz6  baktériumfaj talalhato, melyek kozott foként heterotrof és  anaerob
mikroorganizmusok vannak jelen (Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes és Firmicutes
fajok) (Merrifield & Rodiles, 2015; Montalban-Arques et al., 2015; Wang et al., 2018). A
taplalkozasi stratégia befolyasolja (De Bruijn et al., 2018). A névényevd, mindenevd, ragadozo
¢s egy specialis vegyes plankton fogyaszt6é taxonok béltraktusaban megtalalhatd kozosségek
kozott szamottevo a kiilonbség. A mindenevd €s ragadozo életmddot folytatd halfajok esetében
nagyobb szamban voltak kimutathatok Fusobacteria fajok, mig a planktont fogyasztok
esetében inkabb a Cyanobacteria nemzetségbe tartozo mikroorganizmusok jelentek meg

magasabb aranyban (Givens et al., 2015; Liu et al., 2016).

A halakat kolonizal6 gombakrdl jelenleg igen hidnyos ismeretekkel rendelkeziink (de
Bruijn et al., 2018), azonban kopoltytrdl szarmazoé izolatumokrdl mar leirtak a tomlésgombak
(Ascomycota) torzsét, mig az emésztOrendszerben a tomlésgombak mellett a bazidiumos
gombak (Basidiomycota) is azonositasra keriiltek (Gatesoupe, 2007; Romero et al., 2014). Ezen
kiviil kopoltyurdl és bélrendszerbdl kimutathatok archedk, allati egysejtiiek, egysejtes csillosok,
melyek koziil szamos egysejtl (pl. Ichthyophthirius multifiliis, a darakor okozdja) kifejezetten

kéros hatassal bir a halak egészségiigyi allapotara (de Brujin et al., 2018).



2.5 Specidlis ¢l6helyek Magyarorszagon
Az ¢él6 szervezetekre,

valamint tarsult o 4 L 4
mikrobakozdsségiikre : p ‘
jelentés hatast gyakorol, ha
egyedi Okolodgiai ¢élettérben
talaljak meg életfeltételeiket.
A pannon Dbiogeografiai

régid, azaz a Karpat-medence

sajatos geologiai N ——

A by A
adottsagainak koszonhetden -
(vékony foldkéreg, nagy 2. abra Magyarorszag héviztaroloi. Forras: Gy®dri et al., 2013

mennyiségil torésvonal) szamos meleg vizii forrassal rendelkezik (2. abra) (Less, 2011). Ezeken
az ¢él6helyeken stabil, de sajatos kornyezeti viszonyok alakultak ki, emiatt pedig egyediilallo,
azonban rendkiviil sériilékeny ¢éldvilag jellemzi 6ket. A forrasok kdrnyezetében formalodott
sajatos  kornyezeti  koriilményeket biztositdé biotopokban olyan jellegzetes vizi
¢élolénykozosségek alakulhattak ki (Stimegi et al. 2012), melyek hosszutavii megérzése a
természetvédelem kiemelt feladata. A hossza 1d6 alatt kialakult él61énykozosségeket szamos
veszély fenyegeti. Az elsé és legfontosabb degradacios tényez6 a héforrasok vizgytjtéjének a
tulhasznalata és banyaszasa, ami maganak a h6forrasnak az elapadasat, ezaltal pedig az ott €16
allat- és novénytarsulasok eltiinését okozhatja (Miiller 2014). A masik erételjes beavatkozas a
tropusi, melegkedveld fajok szdndékos vagy véletlen betelepitése, mivel ezek a fajok
kompeticiojukkal vagy ragadozasukkal az 6shonos él6lények kipusztulasat okozhatjak, ezzel
pedig indukalhatjak az eredeti é161énytarsulasok visszafordithatatlan atalakulasat (Takacs et al.,
2015).

2.6 A Hévizi-forrastd bemutatasa
A Hévizi-forrastd (3. abra) a Karpat-medencében, Magyarorszag Nyugat-Dunantali
megyeszékhely Zalaegerszegtl 35 kilométerre keletre és alig 10 kilométerre a Balatontol
talalhato. A Hévizi-t6 a Balaton-felvidéki Nemzeti Parkhoz tartozé Hévizi-to
Természetvédelmi Teriileten talalhatd, mely 60 hektaron teriil el. A t6 felszine ebbdl minddssze
4,4 hektar nagysaguq, a teriilet nagy részét véderdd boritja. A vilagon egyediilallo természetes

tézegmedrii forrastd mintegy 20-22 ezer évvel ezeltt, a Balatonnal egyidejlileg alakult ki. A
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Hévizi-forrasto egy természetes termalkarszt-forras felett jott 1étre. A to vizfeliilete 46 350 m?,

térfogata 127 950 m>.

VEDERDO TOFURDO
» 50 hektar erdé6 a to koril « anno 1795
« Gshonos telepitett fafajok « fedett medencék

+ platan, tiszafa, gyertyan,
éger, mocsari ciprus

» gyogyiszapmedence
« egészségligyi szolgaltatasok

bioldgiailag aktiv té

« O6shonos fehér tiindérrozsa

« indiai kék és voros
tindérrozsa

« réce, kisvocsok

» hévizi térpendvésil vadponty

« kulonleges, melegviz tiré

A HEVIZI-TO

vulkanikus eredet

72 oéranként kicserél6dé vizallomany
asvanyi anyagban gazdag iszap
nyaron 36°C — télen 24°C vizh6-

5 mérséklet

|+ hungarikum

FORRASBARLANG

+ 38,5 méter mélyen
+ 38°C-os feltord kenes gyogyviz
’ * 410 I/s vizhozam

3. dbra: A Hévizi-té sematikus 4braja, http:3 alapjan

A forrasbarlang forrasai sziinteleniil taplaljak a toé vizét. Az ovalis, tolcsér alaku t6 38,5
méter mély alapjan nyilo forrasbarlangja a Dunantuli-k6zéphegység egyik nagy felszin alatti
aramlasi rendszerének hegységperemi feltorési helye. Mindkét forras a Keszthelyi-hegység
nyugati szegélyén egy észak-déli csapasiranyu szerkezeti vonal mentén fekvé dolomitkarsztbol
szdrmazik (http:2). A 14 méter magas és 17 méter atmérdjii egytermes barlangban, melyet
csupan egy iszapnyereg oszt ketté, a meleg és hideg forrasok vize keveredik egymassal. Innen
ered a tavat taplalo termalviz: a barlang nyugati oldalan 41°C-os viz tor fel a mélybdl, mely
megkozelitéleg az Osszes forrasviz 90%-at teszi ki, a visszamarado 10%-ot pedig a keleti
oldalon felbukkand 26°C-os viz alkotja. A barlang jaratdn tdvozd kevert viz héfoka 38°C-0s
(Plozer, 1975). A t6 vizének utanpotlasa jelenleg mintegy 30-40.000 liter/perc, melynek
koszonhetden a to teljes vizkészlete 72 dranként maradéktalanul megujul. A t6 vize északon az

északi-lefolyon keresztiil az O-Berek-csatornaba, délen a Hévizi-lefolyoba 6mlik, azt kovetden
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befogadgja a Zala folyo, végérvényesen pedig a Balatonba érkezik (http:2). A legmélyebb
ponttdl (38,5 m) eltérden a té atlag vizmélysége minddssze 1,5 m. A viztest atlaghdmérséklete

évszakonként eltér, télen 24-26°C, nyaron pedig 33-36°C kozott ingadozik.

A t6 gyogyvizébdl egyszerre kimutathatok szénsavas €s kénes anyagok. Kalciumban,
magnéziumban, hidrogén-karbonatban €s gdznemii anyagokban gazdag, ezenkiviil radon
tartalma ugyancsak kimagasld. A t6 gydgyito hatdsa és reduktiv kolloid kéntartalma a vizben
megtalalhato kénbaktériumoknak és a tdzegbdl kivald finomszemcsés részeknek, illetve azok
keveredésének koszonhetd. A baktériumok a t6 élévilaganak meghatarozo elemei, szamtalan
csoportjuk kimutathatdo a vizb6ol. A to sajatos képzodményei a bakterialis bevonatok, azaz
biofilmek, melyek a kraterek falan 1,5 m mélységtdl, akar a forrasbarlang kezdetéig is
megjelenhetnek. A biofilmképzé mikroszervezetek a kénbaktériumokkal kozdsen jelentds

szerepet jatszanak a td természetes anyagceseréjében (Varkonyi et al., 2018).

A forrastd planktonikus és iiledékbdl izolalt mikrobakdzossége 2013-2015 kozott
felmérésre keriilt klasszikus tenyésztéses €s (nem ujgeneracids) molekularis bioldgiai
modszerekkel. A vizsgalati eredmények alapjan leirasra keriilt, hogy a planktonikus mikrobialis
kozosség tagjait az édesvizekre jellemzd torzsek alkotjak (Cyanobacteria, Chloroflexi,
Actinobacteria, Alpha-, Beta- ¢s Gammaproteobacteria), melyek k6zott az aerob és fakultativ
anaerob heterotrofok a leggyakrabban kimutathatok (Krett et al., 2016). Az {iledék esetében a
tenyésztéses és molekularis modszerekkel elvégzett vizsgalatok adatai alapjan nagy szamban
kimutathatok a Bacillus (Firmicutes) mikroorganizmusok (Krett et al., 2013). Az Gsszeallitott
klonkonyvtarak alapjan a Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Cyanobacteria, Chloroflexi, Deferribacteres, Spirochaetes, Nitrospirae és Verrucomicrobia
phylumok keriiltek kimutatasra, melyek koziil a Gammaproteobacteria és Cyanobacteria fajok
dominancidja volt jellemzd. A jelenleg elérhetd tudoméanyos publikacidk alapjan ijgeneracios

szekvenalassal gytijtott adatok a t6 mikrobidlis kzosségérél még nem ismertek.

A Hévizi-forrasto extrém magas hdmérséklete és jellegzetes kémiai 6sszetétele egy egyediilallo
biologiai halkdzosség kialakulasat tette lehetdvé, mely jol 1athatd a haldllomany dsszetételében
¢s az egyes fajok viselkedésében (Biro et al., 2002; Specziar, 2004). Jelenleg csupan néhany
halfaj onfenntart6 allomanya talalhaté meg allando jelleggel a toban, a szinyogirtd fogasponty
(Gambusia holbrooki), a szivarvanysiigér (Archocentrus multispinosus), a biborsiigér
(Hemichromis guttatus), a naphal (Lepomis gibbosus) (Lokkos et al., 2016) és az 6shonos

torpendvésii vadponty (Cyprinus carpio carpio morpha hungaricus).
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Ezen kiviil alkalomszertien a lefolyocsatorndkon keresztiil megfigyelhetd a toban egyes
idegenhonos halfajok invazioszerii megjelenése pl. az eziistkaraszé (Carassius gibelio)
(Varkonyi et al., 2018). A feltoré 38°C-os viz rendkiviil kivételes novény, valamint allatvilagot
teremtett a Hévizi-toban, illetve az azt koriilvevé védett véderddben egyarant. A tavat és
kornyezetét természetvédelmi teriiletté nyilvanitottak a 19/1993. KTM rendelettel, azonban a

jelenlegi kiterjedését a 23/2006. KvVM rendelettel szabalyoztak (Varkonyi et al., 2018).

A Hévizi-t6 jeleneg rekredcids célu hasznalatban van. A t6 vize méltan hires a
gyogyhatasarol, hiszen egyszerre vannak jelen benne a szénsavas és kénes anyagok, gazdag
kalcium- és magnézium-, valamint hidrogén-karbonat-tartalma mellett kismértékben radont is
tartalmaz. Oldott és gaznemi formaban is megtalalhatok benne a gydgyhatast anyagok, ezért a
mozgasszervi megbetegedésben szenvedoknek hatékony gyogyuldsi lehetdséget biztosit. A
gyulladascsokkentd kalcium ¢€s az idegesillapitd magnézium, az értagitd szénsav gyogyhatasai
mellett a karbonat jotékony hatassal bir a borfeliiletre. A hévizi gydgyiszap asvanyi anyag
Osszetétele, jO hotartd képessége és egyéb fizikai tulajdonsdgai miatt kivaléan alkalmas
reumatikus, degenerativ mozgésszervi betegségek, egyes ndgyodgydszati megbetegedések,
medddség, valamint mitétek utokezeléseként alkalmazasara (http:3). A t6 Magyarorszag egyik
leglatogatottabb gyogyfiirdéje mind hazai, mind nemzetkdzi viszonylatban - 2019-ben a
teleptilésen rekord szamu (1,233 millio) vendégéjszakat konyveltek el. Ebbdl kovetkezeik,

hogy a to és annak ¢ldvilaga igen intenziv antropogén hatés alatt 4ll.

2.7 A hévizi torpendvési vadponty bemutatasa
Eurdpaban a kodzonséges pontyot (Cyprinus carpio) a kozépkor oOta haziasitjak. A

tenyésztett fajtak feltehetden a Duna mentén taldlhatoé vad populaciokbol szarmaznak. Ezek a
vad populaciok jelenleg a természetben a Fekete-, Kaszpi- és Aral-tengerbe 6ml6 folyokban
talalhatok. Az &shonos torpendvésii vadpontyot (4. abra) — mely valdsziniisithetéen a dunai
vadpontybol eredeztethetd - tobb magyarorszagi termalvizii forras kdrnyezetében elsdként

Herman Ott6 irta le 1887-ben (Miiller et al., 2024).

Jelenleg a pontyvaltozat egyetlen fennmaradt allomanya a Hévizi-toban talalhato, emiatt

egyedei feltételezhetden sajatos genetikai tulajdonsagokkal és tlirdképességgel rendelkeznek.
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Ez a populacid egy elszigetelt,
onfenntartd ¢€s stabil allomanyt alkot a
toban, mely képes volt alkalmazkodni
az ott uralkodo sz€lsOséges
hémeérsékleti és kémiai viszonyokhoz.
A pontyvaltozatot — vélhetéen az extrém
kortilményekhez vald alkalmazkodas
kényszere miatt — torpendvést egyedek
alkotjak (Miiller et al., 2022). A
torpendveést egyedek akar tobb, mint 7
évig is ¢lhetnek, méretiik azonban ritkan

haladja meg a 25 cm-es atlaghosszt és az

b s

500 g-os testtomeget, mig a normdl 4. abra: Hévizi torpendvésii vadponty (C. carpio carpio morpha
pontyvaltozat egyedei ettdl eltéréen 7 hungaricus) egyedek, sajat foto, 2023

éves korban mar 60 cm hosszusaguak és teststulyuk atlagosan 10 kg (Specziar 2010). A 12-17
cm-nél hosszabb és 1-2 éves kort betdltott halak mind ivarérettek €s nem mutatnak az
alultaplaltsagra vagy betegségekre utalo jeleket, noha a to taplalékforrasai igen sztikosek (Ponyi
2002). Ezért az itt €16 halak szokatlanul nagy mennyiségben detritusszal taplalkoznak, azaz a
vizfenéken felhalmoz6dd vagy vizben lebegd finom iiledékkel, mely altaldban novényi
szervesanyagok bomlasabol eredeztethetd. Miiller és munkatarsai leirtak, hogy a Hévizi-to
onfenntart6 térpe pontyallomanya 2-4 évvel korabban, azaz egyéves korban ivarérik és 1-3
hénappal kordbban, februdr és aprilis kozott, 27-30 °C-os vizhdmérsékleten ivik, mint a normal
pontyvaltozat, mely jellemzden 4-5 éves korara valik ivaréretté, ivasuk pedig kora tavaszi és
nyari honapokban, 17-20 °C-os vizben zajlik (Horvath és Urbanyi, 2000, Miiller et al., 2024).
A Hévizi-toban megtalalhato pontyok a t6 sekélyebb részén ivnak, ahol a meder megkdzelitdleg
1,8 m mélységli. Az indiai voros tiindérrozsa hosszaviragh alfajanak (Nymphaea ruba var.
longiflora) levélfonakjan, illetve a parti 6vben megtalalhatd fonalas zoldmoszatban
(Cladophora) fedezték fel a fejlodé embridkat rejté ikraszemeket. A sikeres téli ivast az
Osszegyljtott ikrakbol szarmazo larvak keltetéhazi felnevelésével és in situ indukalt

szaporitassal igazoltak a vizsgalat soran (Miiller et al., 2024).

A torpendvésli pontyvaltozatra minden bizonnyal hatdssal van a Hévizi-té intenziv
turisztikai terhelése: a magas latogatészam kovetkeztében a toba keriilhetnek kiilonb6zo

gyogyszermaradvanyok,  kozottik — antibiotikumok  is. A biologiailag  aktiv
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gyogyszerhatoanyagok (Pharmaceutically active compounds, PhACs) 0Okologiai hatasai
szerteagazok: igazoltan elvaltozasokat okozhatnak a halak viselkedésében (Porseryd et al.,
hatassal lehetnek a tavat, illetve az abban €16 allatokat kolonizald mikrobialis kozosség
Osszetételére. Mérésiikre lehetdség van kémiai analitikai vizsgélatokkal, de mikrobiologiai
szempontbol szelekcios hatasuk igazolasara alkalmas lehet a terhelés alatt allo kdzegben €16

antibiotikum rezisztens mikroszervezetek azonositasa, kimutatasa.

2.8 Antibiotikum-rezisztencia a kornyezetben és vadvilagban
Az antibiotikumok specidlis kockazati profillal rendelkezd gydgyszerek, mivel nem

megfelelé alkalmazas soran a célszervezetek (elsésorban baktériumok) korében rezisztenciat,
avagy ellenalld képesség kialakulasat okozhatjak (Wright, 2010). Amennyiben egy
mikroorganizmus egy bizonyos antibiotikum hatasaval szemben nem mutat ellenallo
képességet, tovabba, ha nem rendelkezik sem horizontalis géntranszfer utjan szerzett, sem
kromoszomalis mutacion alapulo rezisztencia mechanizmussal (Martinez, 2014), akkor fennal
az antibiotikum érzékenység. Ezzel szemben antibiotikum-rezisztencianak nevezzik a
természetes, vagy szerzett ecllenalloképességet egy adott antimikrobialis szer hatasaval
szemben. Egy baktérium természetes modon, szervezeti felépitésébdl adododan is rendelkezhet
rezisztencia génekkel melyek ellenalova teszik egyes antibiotikum hatéanyagokkal szemben.
Szerzett antibiotikum rezisztencia esetében a mikroszervezetek képesek mobilis genetikai
elemeken kodolt rezisztencia géneket egymas kozott horizontalis géntranszfer Gtjan, nem csak
faj-, hanem nemzetség szintjén tovabbadni (Losonczy, 2001). Antibiotikum kezelés soran, a
baktériumok genetikai 4allomanyaban torténd muticiok hatisasra szintén kialakulhat

antibiotikum rezisztencia.

Az antibiotikum-rezisztencianak négy tipusa ismert. Egyik tipusa, amikor az
antimikrobialis szer képtelen megkotddni a mikroorganizmus sejtmembranjan vagy nem képes
azon atjutni. Mas esetben ugyan bejut az antibiotikum a baktériumsejtbe, azonban efflux
pumpak tulmiikodtetésével a mikroszervezet képes kipumpalni azt a sejtmembranon kiviilre.
Harmadik valtozata, amikor az antibiotikum bejut a baktériumba, viszont a célhelyen
bekdvetkezd sejtszintii valtozas kovetkeztében nem tudja ott Kifejteni a hatasat. Negyedik
tipusa, amikor a baktériumsejt antibiotikum-specifikus enzimek segitségével megemészti a

szert, igy az hatékonysagat veszti (Fernandez és Hancock, 2012).

Jelentds egészségiigyi kockazatot jelent vilagszerte a tobbszords rezisztenciat mutato

(multirezisztens, panrezisztens) mikroszervezetek folyamatosan novekvo ellenalld képessége
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az antimikrobialis szerekkel szemben, hiszen az eddig jol bevalt antibiotikumok (széles
spektrumu penicillinek, karbapenemek, aminogliikozidok stb.) sok esetben hatasukat vesztik a
patogén korokozokkal szemben. A multirezisztens mikroorganizmusok leggyakrabban olyan
fertézéses megbetegedéseket okozod ,,szuperbaktériumok”, amelyekkel szemben egyidejiileg
akar tobb antibiotikum hatéanyagcsoport is hatastalan (Magiorakos et al., 2012), emiatt
megneheziil a fert6zések kezelése, esetenként pedig lehetetlenné valhat. A multirezisztens
mikroszervezetek leginkabb korhazban kezelt vagy bentlakdsos intézményekben apolt
emberekre jelentenek veszélyt, ennek ellenére egészséges felnbttekben és gyermekekben is

okozhatnak fert6zést (http:4).

A felszini vizek nélkiilozhetetlen eréforrasként szolgalnak az €16 szervezetek szamara,
azonban ez a kozeg gyakran antropogén eredetii szennyez6 anyagok terhelése alatt all (Vittecoq
etal., 2016). Az elmult 40 év soran a vizi 6koszisztémakban szamszeriien kimutathatok az olyan
szennyez6 anyagok, mint a gyogyhatasa készitmények (Lee és Arnold, 1983), kozmetikumok,
¢lénkitészerek vagy kabitoszerek ¢€s ezek maradvanyai (Parida et al.,, 2021). A vizi
Okoszisztémakba jutd gydgyszermaradvanyok kiilonboz6 forrasokbol —szarmazhatnak:
haztartasi szennyvizbol, kérhazi és ipari szennyvizbdl, allattartasbol szarmazd szennyvizbdl
vagy akar az akvakultarabol (Karkman et al., 2018). A szennyezd anyagok koziil az
antibiotikumok kdrnyezeti megjelenése kiilonosen nagy aggodalomra ad okot, mivel azok
toxikus hatast fejthetnek ki az vizi él6 szervezetekre (Danner et al., 2019), emellett pedig
szerepet jatszanak az antibiotikum rezisztencia és ezaltal a rezisztencia gének kornyezeti
terjedésében (Valiakos és Kapna, 2021). Tobb publikacidban is leirtak, hogy az antibiotikum-
rezisztenciat nem csak az antibiotikumok képesek kivaltani, hanem a nehézfémek és a
kiilonb6z6 biocidek is (Ramey és Ahlsrom, 2020). Szamos tényezd befolyasolhatja az
antibiotikum-rezisztens baktériumok el6fordulasat a természetben, azonban a bizonyitékok
tulnyomorészt azt a feltevést tamasztjak ald, hogy legnagyobb mértékben a kdrnyezetbe jutd
antropogén anyagok jarulnak hozza az antibiotikum-rezisztens baktériumok elterjedéséhez a
vadon €16 allatok korében. Ezek az allatok jo indikatorai lehetnek a kdrnyezetben eléforduld
antropogén eredetli szennyezéseknek és segithetnek azok lehetséges pontszerii forrasainak

felderitésében (Ramey és Ahlstrom, 2020).

Az antibiotikum-rezisztencia mara egy globalis problémava valt, melyet a ,,One Health”
(Egy Egészség) koncepcid egyik lényegi kérdéseként kezelnek (Robinson et al., 2017). Az
antibiotikumok folyamatos hasznalata az antibiotikum-rezisztencia terjedésének ¢és

perzisztenciadjanak jelentds novekedését eredményezte minden természetesvizi kornyezetben
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(Stewart et al., 2008). Kornyezeti szempontbol a bizonyitékok alapjan a viz az antibiotikum
rezisztencia terjedésének fo helyszine, ahogy azt a tisztitott szennyvizzel terhelt befogadok
(Galvinetal. 2010), a folyok (Dhanji et al. 2011), tavak (Hamelin et al. 2006) ¢s tengerek (Zhao
& Dang 2012) vizébdl végzett vizsgalatok is alatamasztjak. Bar szamos vadon é16 fajban
dokumentaltak antibiotikum-rezisztens baktériumokat, a legtobb allat még soha nem volt
kozvetleniil kitéve antibiotikumoknak. Emiatt a mar fentebb emlitett okokol a folyovizekbe
keriild antbiotikumok és antibiotikum-rezisztens mikroszervezetek a vadon él6 allatokban
okozhatnak kiilonb6z6é megbetegedéseket. Mindemellett a kiilonb6z6 mikroszervezetek
biofilmet alkotva képesek kolonizalni azok testfeliiletét, igy a vandorld életmoddot folytatd
allatok hordozoi is lehetnek az antibiotikum rezisztens korokozoknak és a rezsztencia

géneknek.

A szakirodalom eldzetes attekintése alapjan megallapithato, hogy kifejezetten a sajatos
korilményekkel rendelkezd ¢élohelyeken a mikrobiomot alkotd mikroszervezetek
Osszetételének megvaltozasa befolyasolhatja egyes fajok eltinését vagy fennmaradasat. Ezeket
a valtozasokat klasszikus mikrobiologiai, molekularis genetikai modszerekkel derithetjiik fel
leghatékonyabban, az antropogén hatasok mérésére pedig kémiai analitikai mddszerek és
indikator (példaul antibiotikum rezisztens) mikroszervezetek kimutatdsaval nyilik
lehetéségilink. Hazai viszonyok kozott — foleg a hévizi torpendvésii vadponty esetében —
rendkiviil kevés informacioval rendelkeziink errdl a témakdrrdl, mely hidny potlasa érdekében

végeztem el a kovetkezo fejezetben részletezett kutatomunkat.
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3. Vizsgalati mddszerek
A tenyésztéses mikroblogiai vizsgalatokat ¢és az antibiotikum rezisztens

mikroszervezetek azonositdsat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézetében végeztem. 2021 6szén, még az alapképzésem alatt
csatlakoztam a tanszéken folyo6 projektmunkakba, ezaltal mire sor kertilt a diplomadolgozatom
elkészitésére, elsajatithattam a TDK dolgozatomhoz kapcsolddo vizsgalatok végrehajtasahoz

szlikséges kiilonbozo laboratoriumi modszereket.

3.1 Mikrobiologiai mintavételezés
A mintavételezés a Hévizi-tobol tortént a 2022-2023 években 0Osszesen harom

alkalommal, egyszer a téli id6szakban, egyszer nyaron, egy alkalommal pedig tavasszal. Ebbdl
két alkalom a kisérlethez val6 csatlakozasomat megeldzdzen tortént egy pedig azt kovetden. A
helyszini mintavétel tobb okbodl kifolyolag koriiltekintd tervezést igényelt a kisérlet soréan,
hiszen a Hévizi-t6 hazank egyik legnépszerlibb turisztikai célpontja, igy mintavételezés céljabol
a flurdohely kizarélag a nyitvatartasi idon tul, este 7 oratdl kozelithetd meg. Ezen feliil a
vizsgalatba vont torpendvésii vadponty populécid 1étszdma jelenleg bizonytalan, igy az egyedek
¢lve fogasanak szama nehezen tervezhetd eldre, valamint a helyszini mikrobiom mintazas
szintén a korilmények 4altal nehezitett feladatnak szadmit. A mintavétel sordn minden
alkalommal segitségiinkre volt a Balatoni Limnolégiai Kutatointézet ¢és az AKI
Természetesvizi Halokologia Tanszék tobb munkatarsa is. A mintavétel sordn az allatjoléti
eldirasok maradéktalanul betartdsra keriiltek, illetve az endemikus valtozat vizsgalatahoz
sziikséges allatkisérleti engedélyek rendelkezésre allnak. A Balatoni Limnologiai Kutatointézet
két engedéllyel is rendelkezik. Az egyik az Agradrminisztérium altal kiallitott orszagos
engedély, mely felhatalmazza az kutatointézet munkatarsait arra, hogy Magyarorszagon barhol
végezhetnek kutatasi célra halaszati tevékenységet. Védett terlileten valo védett faj lehaldszasa
esetén az elobb emlitett engedélyhez sziikséges még egy kiegészitd engedély. Emellett a
kutatointézet dolgozoéi rendelkeznek egy teljes korli kutatasi és belépési engedéllyel a
Balatonfelvidéki Nemzeti Park teljes teriiletére, mely feljogositja oket kiilonbozd fajok,
beleértve a halak kifogasara ¢€s elvitelére egyarant. A pontyvaltozat egyedeinek begytijtéséhez
a toban allitott panelhalok (36*1,5 m/12 panel/EN 14757) keriiltek kihelyezésre, melyek
felfujhaté motorcsonakon voltak megkozelithetok. A halok segitségével megfogott egyedeket
egyesével fogtuk ki, majd elére elkészitett foszfat-puffer sooldatot (PBS: 8g NaCl; 0,2g KClI;
1,449 Na;HPOg4; 0,24g KH2POy; 11 desztillalt viz), illetve aszparaginos dusitd tapoldatot
tartalmazé mianyag mintagyijtd csovekbe steril vattapalca segitségével a kopoltyurol, a

borfeliiletrdl, a béltraktus elsé harmadabol, illetve iiriilékbdl gyiijtottiik be a mintakat (torletet,
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kaparékot, faecest) a tenyésztéses mikrobioldgiai vizsgalatokhoz. A mintazott egyedek

paraméterei (ivar, testhossz ¢és suly) mintavételkor felvételezésre keriiltek, am célzott

levalogatasra nem volt lehetdségiink. A ko6zdsségi mikrobiologiai vizsgalatokat azonos

mintatipusokb6l, DNA/RNA Shield collection tubes (Zymo Research, USA) segitségével

gyljtottiik be. Ezen kiviil viz- és iiledékmintét is vételeztlink a helyszinen (5. dbra): a mintaval

elézdleg atmosott teleszkopos edénnyel, amit steril, literes mintavételi tivegekbe mertiink. A

mikrobak6zosségek izolalasahoz sziikséges vizmintavétel a felszini vizek megfigyelésének és

allapotértékelésének egyes szabalyairol szolo 31/2004. (XII. 30.) KvVM rendeletet figyelembe

véve és a felszini vizek és
azok iiledékének mintavé-
telezésére vonatkozd Magyar
¢s  Nemzetkdzi  Szabva-
nyoknak megfeleléen tortént
(MSZ 12750-2:1971. Felszini
vizek vizsgalata., MSZ EN
ISO 5667-1:2007 Mintavétel
felszini  vizekbol., MSZ
12739-1:1978. Felszini vizek
iledékének  vizsgdlata -
altalanos iranyelvek., MSZ
12739-2:1978. Felszini vizek
iledékének  vizsgéalata -
mintavétel ¢és a  minta
elokészitése). A  terlileten
helyszini fizikokémiai vizs-
galatokat  végeztiink (pH,
vezetoképesség, redox-
potencial,  nitrat,  nitrit,),
illetve fizikai paramétereket is

feljegyeztink  (levegd- ¢és

T

5. abra: A hévizi-té vizének mintazasa, sajat fotd, 2023

vizhdmérséklet, paratartalom, [égnyomas stb.). Az oldott oxigén koncentracidjanak mérését HI

98194 kombinalt terepi miiszerrel végeztiik, ami az oldott oxigén mérésén feliil alkalmas pH-

érték, redoxpotencial, vezetoképesség, Osszes oldott anyag és homérséklet mérésére is. A

kiilonboz6 paraméterek mérése érdekében a szonda 3 szenzort tartalmaz (pH, EC, DO). A
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kalibracioval is el lehet végezni. Az eszkoz -5-55°C kozott képes mérést végezni. A pH szenzor
mérési tartomanya 0-13, a vezetéképesség szenzor mérési tartomanya 0-200 uS/cm, az oldott
oxigén szenzor mérési tartomanya 0-50 mg/l. A klorofill-a, a cianobakterialis klorofill és a
turbiditds mérése a BBE AlgaeTorch2 algafidklya hasznalataval tortént. A miiszer pulzald
amplitudé alapelven miikodé fluoriméter, amely tobb hullamhosszon (470, 525, 610, 700 mm)
képes detektalni a klorofill-a fluoreszenciat. Azaz az algék pigmentjeit harom kiilonb6z6 szint
LED gerjeszti, ezaltal az algdk kiilonbozd intenzitdsu vords fényt bocsijtanak ki. A fény
nyari helyszini mintavétel soran altalam vizsgalt fizikokémiai paraméterek az alabbi

tablazatban (1. Talazat) talalhatok:

1. Tablazat: A Hévizi-té vizének fizikokémiai paraméterei (2023.07.04.)
minta neve: HE-ViZ
paratartalom: 70%
1éghdmérséklet: 23°C
légnyomas (mbar): 1015
szélsebesség: 6 km/h
latotavolsag: 14 km
idojaras: napos
UV-index: 0
megel6zd csapadék (mm): 0
vizhémérséklet: 32,1°C
viz pH: 7,4
vezetOképesség/EC (uS): 816
redoxpotencia/lORP (mV): 177
oldott oxigén (mg/L): 2,6
klorofill-a tartalom: 19,3
cianobakterialis klorofill: 0
turbiditas: 3

A mintakat a szabvanyban eldirtak szerint, 4°C-os homérsékleten széllitottuk a

laboratériumba, ahol azokbol tovabbi analitikai és mikrobiologiai vizsgalatokat végeztiink.

3.2 Gyodgyszeranalitikai vizsgalatok
A Hévizi-t6 népszert turisztikai célpont mind hazai, mind nemzetk6zi viszonylatokban,

a nagy latogatdszam miatt azonban a tavat folyamatosan intenziv antropogén hatasok terhelik.
Mivel a tavat két barlang forrasvize taplalja, igy hattérszennyezés nincs, ezért kijelenthetjiik,
hogy a tobdl kimutathatd kiilonbozé gyogyszermaradvanyok a tavat rekreacids célokbol
hasznalé latogatokbdl szarmaztathatok. A vizmintakbdl a gydgyszeranalitikai vizsgalatokat a

Eurofins Analytical Services Hungary Kft. végezte a sajat, a NAH altal NAH-1-1398/2019
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szamon akkreditalt Kornyezetanalitikai vizsgalolaboratoriumukban. A vizsgéalat soran
1290 HPLC 6495C QQQ késziiléket hasznaltak, a méréseket pedig a WBSE-124:2019,
illetve az EPA Method 1694:2007 vizsgalati mddszerrel végezték.

3.3 Tenyésztéses mikrobiologiai vizsgalatok
Az elbézetes mikrobioldgiai vizsgalatok soran négy kiilonboz6 taptalajon (R2A, tripton-

gliikoz-¢élesztokivonat (159 agar, 0.5g élesztokivonat, 0.5g pepton, 0.5g kazein hidrolizatum,
0.5g glikéz, 0.5g keményitd, 0.3g natrium-piruvat, 0.3g kalium-dihidrogén-foszfat, 0.024
magnézium-szulfat, 1000ml desztillalt viz); TGE-1 (12g agar, 3g élesztékivonat, 1g gliikoz, 5g
pepton, 1000ml desztillalt viz); Louria-Bertani - LB (16g agar, 10g NaCl, 5g élesztokivonat,
1000ml desztillalt viz) és eozin-metilénkék — EMB (13.5g agar, 10g pepton, 2g kalium-
dihidrogén-foszfat, 5g laktoz, Sg szachardz, 0.4g eozinsarga festék, 0.4g metilénkék, 1000ml
desztillalt viz)) vizsgaltuk a pontyokrol izolalt térzsek telepszam és telepmorfologia alapjan
becsiilhetd diverzitdsat. A diverzitds becslésére a TGE-1 taptalaj bizonyult a leginkabb
alkalmasnak (telepszam és lathato telepmorfologiai diverzitas alapjan). Annak érdekében, hogy
mindharom mintatipus esetében minél szélesebb korben, minél tobb baktériumtorzset tudjak
izolalni, majd késObb faj szinten azonositani, az altalam végzett tenyésztéses vizsgalatok
szintén TGE-1 taptalajokon torténtek (6. abra). Els6 1€épésként elkészitettem a laboratériumba
beérkezett kornyezeti és szOvetmintak tizes alapt higitdsi sordt, melyet TGE agarra

szélesztettem, amit 28°C-on 48 oOras inkubécios 1dé kovetett. Ezt kovetden telepszam

6. abra Labormunka, sajat foto, 2023
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meghatarozast végeztem (CFU, colony forming units), majd a taptalajokon felszaporodott
mikroszervezetek koziil eltérd fenotipusos jegyek alapjan kivalasztottam egymastol
valdszintsithetden kiilonbozo torzseket, amiket tisztitoszélesztéssel elkiilonitettem egymastol.
Ezt a tovabbiakban kétszer is megismételt TGE agarra valo tisztitoszélesztés kovette. A tovabbi
felhasznalasig a folyadékkultiraban felvett baktériumtorzseket 30 v/v%-0s glycerin oldattal

elegyitve, -80°C-on, fagyasztva taroltam.

A tisztitoszélesztésen atesett baktériumtorzsek faj szintli azonositdsanak kezdeti Iépése
a DNS izolalas overnight kultarabdl, melyhez a tisztatenyészeteket 5 ml TGEI1 téptalajban,
razétermosztaton inkubaltam 28°C-on 110 rpm (round per minute) fordulatszamon, 18+ dran
keresztiil. Az inkubdacios 1d9 leteltét kovetden 1400 pl folyadékkultirat steril Eppendorf csébe
mértem, majd maximalis fordulatszam mellett Eppendorf MiniSpin mikrocentrifuga
segitségével 3 perc alatt lecentrifugaltam. A feliilisz6 fazis eltavolitdsaval nyert bakterialis
pelletet ezt kovetden mikrohullammal kezeltem a sejtek feltarasa érdekében (3 perc maximalis
teljesitményen, majd 2 perc szobahdmérsékletli inkubaciot kovetéen 1 perc ismételés). A
kezelést kovetden 50 pul MQ viz segitségével a pelletet reszuszpendaltam, majd ismételt
centrifugalast kdvetden a feliiliszo6 fazisban 1évé DNS-t steril Eppendorf csObe atmértem. Az

igy nyert mintakat felhasznalasig -20°C-on taroltam.

A mikrobiomot alkot6 tenyészthetd mikrobakozosség tagjainak faj szintl
polimerdz lancreakci6 (PCR) soran a DNS eldre meghatarozott célszakaszat, azaz a
fajspecifikus 16S rDNS szekvencidt nagy mennyiségben felsokszorositottam. A reakci6 soran
forward (27f: 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3°) ¢és reverz (1492r. 5°-
GGTTACCTTGTTACGACTT- 3’) primereket alkalmaztam, melyek kijeldlik a sokszorositani
kivant célszekvenciank elejét és végét. Ezen kiviil szlikségiink van DNS-polimeréz enzimre,
ami lemdsolja szdmunkra az amplifikdlandé szakaszt; nukleotidokra, melybdl az enzim
szintetizalja az Gj DNS szalakat; pufferre, ami a megfelelé6 miikkodéséhez sziikséges kémiai
kornyezetet biztositja a DNS-polimeraz szamara. A polimeraz lancreakcidé harom f6 1épésbol
all, ezek koziil els6 a denaturacio, mely sordn magas homérséklet hatdsadra a hidrogénhid-
kotések felbomlanak, ami a DNS kettds szalainak szétvalasat okozza. igy jon létre az egyszala
templat, amit a reakcid tovabbi lépéseiben felhasznalunk. Az anellacié alacsonyabb
homérsekleten jatszodik le, ami eldsegiti az adott primerek DNS szalakhoz val6 tapadasat.
Utols6 1épésként az elongécido kovetkezik, mely sordn a DNS-polimerdz enzim a szabad

nukleotidok felhasznaldsaval sokszoros képidban felépiti a célzott DNS szekvenciankat. Az
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alabbi PCR mastermix-et alkalmaztam 50 pl végtérfogatii reakcidelegyre szamolva (Rado,

2019):

DNS templat 1wl

27f forward és 1492r reverz primer (1 uM) 0,5-0,5 ul
Dream Taq DNS-polimeraz (Thermo Scientific, USA) 0,25 ul
GreenTaq puffer (Thermo Scientific, USA) Sul
dNTP (dezoxiribonukleinsav-trifoszfatok (4 uM) 10 ul
MQ (nuklédz-mentes) viz 32,75 ul

A polimeraz lancreakcié automata Eppendorf Mastercycler® késziilékben jatszodott le, az
alabbi hoprofil alatt: 95°C - 3 min 32x (94°C - 30 sec, 52°C - 30 sec, 72°C - 1 min), 72°C - 10
min, 4°C o). A reakci6 sikerességét agaroz gélelektroforézis segitségével ellendriztem. Az
eljaras soran 70 ml SB pufferben (0,4 g NaOH; 3,044 H3BOs; 1000 cm?® desztillalt viz)
feloldottam 0,7 g agardzt, majd a visszahtilt oldathoz 3,5 ul EcoSafe (Pacific Image Electronics,
Kanada) festéket adagoltam. A gélbe féstisorokat helyeztem, melyek helyén az eltavolitasukat
kovetden zsebek keletkeztek. A zsebekbe 5 pl PCR terméket pipettaztam és minden egyes
mintasor elsé zsebébe 3 pl DNS molekula markert (GeneRuler™ DNA Ladder Mix (1
mennyiség GeneRuler; 1 mennyiség Loading Dye, 4 mennyiség MQ viz)) toltottem be, amely
lehetdséget ad a PCR termék hozzavetdleges méretének meghatarozasara. A foszfatcsoportok
miatt 7-es pH értéken a DNS molekula negativ toltéssel rendelkezik, emiatt egyenaram hatasara
a DNS a gélben a pozitiv polus felé¢ vandorol. A DNS koénnyedén kimutathato a gélben, mivel
a DNS szalba beépiilt EcoSafe festék UV fény hatasara fluoreszkal. A mintékat 45 percen at,
110 V fesziiltség alatt futtattam, majd a PCR termékek jelenlétét UV fény alatt detektaltam.

crer

pontos bazissorendjét, a PCR termékek tisztitasat végeztem el, amihez a gyartoi utasitdsokat
kovetve a NucleoSpin PCR Clean-up kit-et (Macherey-Nagel) alkalmaztam a gyarto
utmutatdsai szerint. A kitisztitott PCR termékeket ismét megvizsgaltam agardz
gélelektroforézis segitségével €s a pozitiv eredményt mutatd termékeket késdbb a szekvenald
PCR alapjaként - mint DNS templét - haszndltam fel. A szekvenald polimeraz lancreakcid
elvégzésével tudjuk megallapitani a DNS szekvencia nukleotid sorrendjét. A didezoxi (Sdnger-
féle) vagy lancterminacids szekvenalds nagyban megegyezik a hagyomanyos polimeraz
lancreakcoval, hiszen ugyanaz a reakcio zajlik le a mar leirt reakcié alkotokkal, azonban a
négyféle dezoxiribonukleinsav-trifoszfat (AINTP) mellett négyféle modositott, fluoreszcens
festékkel (fluoroflorral) megjeldlt didezoxinukleotid-trifoszfatot (ddNTP) is hozzaadunk a

reakciokozeghez. A DNS polimerizacié soran az ujonnan felépiild szalba a nukleotidok
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az esetben, ha ANTP ¢piil be a szalba, akkor tovabb folytatodik a szal felépitése, ugyanis a
dNTP 3’ végén egy -H csoport figyelheté meg, ami szerepet jatszik a nukleotidok beépitésében.
Ezzel ellentétben a dANTP 3’ végén —OH csoport van jelen, igy kapcsolddasi pont hianyaban
az 0 szal szintézise ledll. Ezzel a modszerrel kialakulnak a DNS templat koliinb6z6 hosszusagu
fragmentjei, melyek végén fluoreszkdld bazisok foglalnak helyet. Egy 10 upl végtérfogatu
szekvenald reakcioelegyre szdmolva az aldbbi Osszetételt alkalmaztam: 4 pl tisztitott PCR
termék; 1 pl Big Dye; 1,5 ul Big Dye puffer; 0,5 ul forward primer (27f, 88f, 338f vagy 803f);
3 ul nukleaz-mentes viz. A reakcid az aldbbi héprofil alatt futott: 96°C - 1 min, 28x (96°C - 10
sec, 51°C - 5 sec, 60°C - 4 min), 4°C oo.

A 16S rDNS gén megkdzelitdleg 1550 bazispar hosszusagu, melybdl 600-700 bazispar
megszekvendlasa esetén mar nagy valdszintiséggel faj szinten azonosithaté az adott
baktériumtorzs (Church et al., 2020). A szekvenalas elokészitéséhez a szekvenaldo PCR termék
kicsapatasa sziikséges, melyet az etanol precipitacié modszerével végeztem. A folyamat soran
a mintat acetdt mixszel (1,5 pul 2M-os natrium-acetat; 7,25 pl nukledz-mentes viz; 31,25 pl
95%-0s EtOH) elegyitettem, majd 10 percen at szobahémérsékleten inkubalodott. A keveréket
4600 rpm fordulatszamon, 4°C-on, 30 percen at centrifugaltam, majd a feliilisz6 fazist
eltavolitottam a mintakrol. Ezt kvetden a mintakra mértem 180 ul 70%-o0s etil-alkoholt, majd
1jbol centrifugaltam a mintakat 4°C-on, 20 percen keresztiil 4600 rpm fordulatszamon, amit a
feliiliszo fazis ismételt dekantalasa kovetett. A kicsapatott DNS-re ramértem 20 ul Hi-Di
formamidot, ami altal felvehetdk a fluoroszcenssel jelolt temékek. Az elOkészitett mintakat
4°C-on inkubaltam 24 o6ran at, ezt kovetéen pedig az ABI Prism 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA) késziiléken jatszodott le a szekvencidk bézissorendjének
megallapitdsa. A nyers szekvencidkat MEGA (v. 7.0.26) szoftver segitségével manualisan
szerkesztettem, majd a faj szinti meghatarozashoz az EzBioCloud (Yoon et al., 2017)
adatbazisaban megtalalhat6 teljes genom szekvencidkkal vetettem Ossze az eredményeket.

3.4 K6z0sségi mikrobioldgiai vizsgalatok

A szekvenalds-alapti metagenomika alkalmazasaval képesek vagyunk meghatarozni
komplex mikrobidlis kozdsségek pontos Osszetételét a kdrnyezetbdl vett mintakbol, anélkiil,
hogy izoldlni, tenyészteni kellene a kozosség kiilonallo tagjait. A molekularis biologiai
vizsgalatokat szintén mindharom mintatipus (viz-, iledékminta, hévizi pontybdl szdrmazéd

biologiai mintak (borfeliilet, kopontyt, emésztérendszer)) esetében elvégeztem.
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A molekularis biologiai vizsgalatok kiindulési alapjat a mintakbol kinyerhetd kozosségi
DNS jelenti. Els6 1épésként a laboratoriumba beérkezett mintakbol a ZymoBiomics®
DNA/RNA Miniprep Kit (Zymo Research, USA) segitségével a kozosségi DNS-t extrakciodjat
végeztem a gyartoi ajanlasnak megfeleléen. Elséként az 6sszes folyadékkultirat belemértem
egy razatogyongyokkel teli lizis csébe, majd a mintakat 10 percen keresztiil vortex segitségével
razattam. Ezt kovetéen 400 pl feliiltszo fazist atmértem egy steril, 1,5 ml-es Eppendorf csébe,
majd 800 pl (2x-es térfogatt) lizis puffer oldatot pipettaztam ra. Gyiijtécsébe Spin-Away™
filtert helyeztem, majd az 0sszes mintat (1200 pl) ramértem a sziirére. Egy centrifugélast
kovetden a gytijtdcsObe atfolyt folyadékot eltavolitottam, a filtert pedig athelyeztem egy ijabb
gylijtdcsobe a sziird feliiletén megtapadt DNS kinyerése érdekében. A sziirdt ezt kovetden két
Iépésben atmostam eldszor 400 ul DNS eldkészité pufferrel, majd 1100 pul DNS tisztito
pufferrel. Az sziirletet ismét dekantaltam ¢és a filterre ramértem 100 pul DN-ase mentes vizet,
ami leoldja a szlirére tapadt DNS-t. Ezt 5 perc inkubécios id6 és Gjabb centrifugalas kovette.
Kovetkezd 1épésként eldkészitettem egy Zymo-spin™ I1I-HRC filtert, melyre 600 pul
ZymoBIOMOCS™ el8készitd oldatot pipettaztam és 8,000 RPM (round per minute)
fordulatszamon 3 percig centrifugaltam. Az elékészitett III-HRC filterre raimértem a Spin-away
szlir6rdl visszaoldott DN'S-t, majd maximum fordulatszamon 3 percen keresztiil centrifugaltam
a mintat. A centrifugalas végén nyert tiszta DNS-t a kés6bbi felhasznalasig steril Eppendorf

csOben, -20°C-on taroltam.

A teljes izolalt kozosségi DNS a mintaban fellelhetd Osszes €16lény orokitdanyagat
tartalmazza, ezért annak érdekében, hogy egyaltalan kimutathassuk a mintdkban baktériumok
jelenlétét, 16S rDNS polimeraz lancreakcidt futtattam, eredményét pedig agardz
gélelektroforézis vizsgalattal ellendriztem a mar fentebb ismertetett folyamat szerint. Pozitiv
eredmény esetén Ujgeneracids szekvenalasnak vetettiik ald a mintdkat az Eurofins Biomi Kft.
[llumina Miseq tomegszekvenald platformjan. Az 16S rRNS gén amplikonalapt szekvenalasa
(kb. 479 bazispar), amelyet a humdn mikrobiom vizsgilatokban a mikrobialis kozdsség
taxonomiai osztalyozasara hasznaltak, kétlépéses PCR modszerrel (Fadrosh et al., 2014). A V3
régio elétt és a V4 régio utan adapterek ligalasa torténik az 5° és 3 végeken, melynek
koszonhetden két 1épésben torténik a szekvenelds. A reakcidban fusion primereket
alkalmazunk, melyek egy lllumina-specifikus részbdl és egy baktérium-specifikus részbdl
allnak. A szekvenalas elindul a forward és a reverz primer iranyabol is, majd optimalis esetben

a két szekvenalési read (kb. 250-250 bézispar) dsszeér. A folyamat végén egy trimmelés
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torténik, ahol az azonositasra nem alkalmas bazisokat pl. primerek levagjuk, a szamunkra
fontos szekvencidkat pedig Osszeillesztjiik, a nem megfeleld mindségi szekvencidkat pedig
kiemeljiikk az adatok koziil a Mothur MiSeq SOP (v. 1.48.0) szoftver (Kozich et al., 2013)
segitségével. Ezzel a modszerrel szekvenalt és megszerkesztett varidbilis régiok alapjan
megkiilonboztethetok egymastol a kozosségi DNS-t alkotd baktériumok akar nemzetség

szinten.

3.5 P. aeruginosa kimutatasa és antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok
A rendkiviil szélsdséges kornyezeti viszonyok mikrobiologiai kdzosségre gyakorolt

szelekcidos nyomasanak értékelését antibiotikum rezisztens mikroszervezetek kimutatisaval
terveztiik elvégezni, melynek keretében kimondottan a Pseudomonas aeruginosa faj (a
tovabbiakban: P. aeruginosa) kimutatasara fokuszaltam. A Pseudomonas nemzetségbe tartozo
P. aeruginosa aerob, Gram-negativ baktérium, mely a kérhazi kdrnyezeten kiviil a kornyezeti
elemek szinte mindegyikében kimutathat6. Egyre nagyobb figyelem szegezddik a fajra, miodta
kutatasok bebizonyitottak, hogy korhazi kdrnyezetben ez az egyik legjelentdsebb humén
megbetegedéseket okozd opportunista patogén (Losonczy, 2001), azaz a legyengiilt
immunrendszerii szervezetbe bekeriilve stlyos, sok esetben gyogyithatatlan megbetegedést
okoz, az antibiotikumokra val6é alacsony érzékenysége altal. Képes multirezisztencia
kialakitasara, vagyis egyidejiileg kettd vagy tobb antibiotikumcsoport hatdéanyagaval szemben
is ellenallosagot mutathat, ami szamos esetben hatraltatja a fert6zéses megbetegedések
hatékony kezelését (Barcs, 2001). Emellett a P. aeruginosa ismert biofilmképz6, igy
potencialisan szerepet jatszhat biotikus és abiotikus feliiletek kolonizacidjaban, igy akar a
mikrobiomban is megtalalhato. Mindezek miatt az antibiotikum-rezisztens P. aeruginosa
torzsek jelenléte segitséglinkre lehet az intenziv antropogén terheltség mikroszervezetekre

gyakorolt szelekcids hatasanak becslésében.

A helyszini mintavételezés soran aszparaginos dusito oldatot (3g L-aszparagin; 1g
K2HPO4; 0,59 MgSO4 x 7H20; 10 cm? glicerol; 1000 cm? desztillalt viz) tartalmazo mintavételi
csovekbe steril vattapalca segitségével vettliink torletet a hévizi pontyrdl (borfeliilet,
kopoltyulemezek koziil vett torlet, faecces), mely oldat alkalmas a célszervezet (P. aeruginosa)
szelektiv felszaporitasara. A laboratoriumba beérkezett mintdkbol a baktériumszuszpenzid
cetrimid agarra kertlt szélesztésre, amit 37°C-on, 24 oras inkubdacids id6 kovetett. A cetrimid
agar a legtobb baktérium faj novekedésére a gatlo hatast gyakorol, azonban a P. aeruginosa
képes a tapkozegben szaporodni. A P. aeruginosa-t cetrimid agaron tenyésztve konnyen

megkiilonboztethetjiik mas fajokol. A telepei kortil sargas, zoldes, idével barnas pigmentacid
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jellemzi, mely kiilonb6zd vizoldékony pigmentek (pyocyanin, pyoverdin, pyorubrin)
extracellularis termelésével magyarazhaté (Kothari et al., 2022). A faj szintu identifikacio
meger6sitése érdekében a 16S rDNS V2 és V8 variabilis régiodira tervezett, P. aeruginosa fajra
specifikus PCR-t hajtottam végre (PA-SS-F (5’-GGGGGATCTTCGGACCTCA-3’) és PA-SS-
R (5’TCCTTAGAGTGCCCACCCG-3’) primerek segitségével. A modszer eldnye, hogy nem
fragment kimutatasa (Spilker et al., 2004; Atzél et al., 2008). A vizsgalathoz alkalmazott

mastermix Osszetétele (végtérfogat: 50 pL):

Templat DNS 1.0 uL
GreenTaq puffer (10x) 5ulL
PA-SS f és r primer (100pM) 0,5-0,5 uL
dNTP (4mM) 10.0 uL
Taq polymerase 0.25 uL
MQ water 32.75 uL

95°C, 2 min 25x (94°C, 25 sec 58°C, 40 sec 72°C, 40 sec) 72°C, 1 min 4°C,

A hévizi pontyok feliiletérdl izolalt P. aeruginosa torzsek antibiotikum rezisztencia profiljat
fenotipusos modszer (MIC teszttel®) segitségével, az EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing)
ajanlasai alapjan vizsgéaltam. FElso
1épésben a P. aeruginosa
torzstenyészetekb6l ~ TGE-5  ferde
taptalajon friss overnight
baktériumtenyészeteket hoztam 1étre,
majd 0,9%-os fiziologias so6oldatban
0,5 McFarland zavarossagu baktérium
szuszpenziot készitettem. A baktérium
szuszpenziot steril vattapalca
segitségével 20 ml elére megdntott

Mueller-Hinton  taptalaj  feliiletére

harom irdnyban szélesztettem. A

e e e, 1 it . 7. abra: Antibiotikum rezisztens P. aeruginosa torzs, sajat felvétel,
minimalis gatlo koncentraciok értékének 2024 g !

meghatdrozasaval szamszeriisithetd az antimikrobidlis szerekkel szembeni ellenalloképesség
mértéke. A vizsgalathoz minden lemezre steril csipesz segitségével egy antibiotikum

hatéanyaggal atitatott tesztcsikot helyeztem. A tesztcsikkal ellatott lemezek 24 6ran keresztiil
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35°C-on inkubdalodtak. Az inkubacios id0 letelte utdn a tesztcsikok kozvetlen kozelében
kialakul6 gatlasi ellipszis €s a tesztcsik metszéspontjaban (breakpoint) leolvashaté a minimalis
gatld koncentracio érték, melynek kiértékeléséhez szintén az EUCAST kategoériait (S —
sensitive (érzékeny), R — resistant (rezisztens) (7. abra). Abban az esetben, ha a MIC érték nem
volt egyértelmiien leolvashato, akkor a gyartd (AbBiodisk) utasitdsai szerint végeztem az
azonositast. Osszesen kilencféle, hat hatdanyagcsoportba sorolhatd antibiotikum készitmény
hatasat vizsgaltam, melyek a P. aeruginosa esetében jelenleg terapias jelentéséggel birnak, akar
onmagukban vagy mas készitményekkel kombinidlva. A mintdkbdl azonositott
baktériumtorzsekre vonatkozod vizsgalati eredményeket az aldabbi készitmények MIC
(minimalis gatlo koncentracid) értékei alapjan mutattam ki. A minimalis gatlé koncentracio
értekeket az EUCAST ajanlasai alapjan mindsitettem. A vizsgalat soran alkalmazott

készitmények a 2. tdblazatban keriilnek felsorolasra:

2. Tablazat: A P. aeruginosa torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatahoz
hasznalt hatoanyagok
Antibiotikum neve Hatdanyagcsoport Vizsgalt koncentraciogradiens

Ceftazidime Kefalosporinok 0.016-256 mg/L
Ciprofloxacin Fluorokinolonok 0.002-32 mg/L
Levofloxacin Fluorokinolonok 0.002-32 mg/L
Imipenem Karbapenemek 0.016-256 mg/L
Doripenem Kabrapenemek 0.002-32 mg/L
Meropenem Karbapenemek 0.002-32 mg/L
Netilmicin Aminogliikozidok 0.016-256 mg/L
Colistin Polimixinek 0.016-256 mg/L
Piperacillin Penicillinek 0.016-256 mg/L

3.6 Biofilmképzés vizsgalata
A vizsgalatba vont Pseudomonas aeruginosa torzsek biofilmképzd képességének

meghatarozasa fontos annak megismerése szempontjabol, hogy egy adott baktériumtorzs képes
lehet-e biotikus/abiotikus feliileteken biologiai hartya képzésére. A biofilmképzés mértékét a
Stepanovic és munkatarsai (Stepanovic et al. 2000), tovabba Kumari és munkatarsai (Kumari
et al, 2013) altal leirt, mddositott mikrotiter plate modszer alapjan végeztem (8. abra). A
vizsgalat elokészitéséhez a P. aeruginosa térzsekbdl 5 ml TSB (Tryptic Soy Broth: Tripton
szoOja tapeves; Merck, Németorszag) taplevest 100 pl tiszta baktériumtenyészettel beoltottam €s
friss overnight tenyészetet készitettem. Kovetkez6 nap egy steril, 96 lyukat tartalmaz6, PS
anyagli mianyag mikrotiter lemez mélyedéseibe mind a 13 torzsbél 20 pul
baktériumszuszpenziot és 230 ul TSB tapoldatot mértem, Gsszesen harom ismétlésben. A

parhuzamos kontroll mintak esetében 250 ul steril tdpoldatot pipettaztam a lemez mélyedéseibe.
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A plate-et egy nedves vattaval kibélelt nagyméretii, steril iiveg petricsészbe helyeztem a
parolgasbol adodo folyadékveszteség elkeriilése érdekében, majd 48 oran at 35°C-on statikus
modon (razatds nélkiil) inkubaltam. A baktériumszuszpenzié zavarossagat a pontos mérés
érdekében Genesys 10S UV-VIS késziilék segitségével allitottam be 600 nm hulldmhosszon,
ODegoo = 0.6 £0,02 értékre. Az inkubdcid végeztével a lemez minden egyes mélyedésébol
ledntdttem a tapoldatot, majd azokat harom ismétlésben atmostam 250 pl foszfatsooldattal
(PBS). A mélyedések falara feltapadt baktérium sejteket 250 pl 99,9%-os metanol segitségével
fixaltam, majd 15 perces varakozasi id6 utdn a lemez tartalmat Ujbol eltavolitottam. Ezt
kovetéen 250 pl, 5%-os kristalyibolya festék oldattal a fixalt baktérium sejteket megfestettem,
majd 20 percen keresztiil szobahOmérsékleten pihentettem. A tovabbiakban a lemez
mélyedéseit desztillalt vizzel kitisztitottam, majd a mélyedések falara tapadt, megfestett
baktérium sejteket 33%-os jégecettel visszaoldottam. A leolvasas alkalmaval a BioTek ELx800
Absorbance Microplate Reader (BioTek, USA) késziiléket hasznaltam, mely segitségével a
mintak optikai denzitasat 550 nm-es hullimhosszon mértem be. Az eredményeket kiértékelését
ugyancsak a Stepanovic és munkatarsai (Stepanovic et al. 2000) altal publikalt tanulmanyban
leirtak alapjan végeztem, a torzseket a biofilmképzo képesség alapjan a negativ kontrollhoz

viszonyitva az alabbi csoportokba soroltam:

1.0D <0ODc nincs biofilm képzés (0)
2.0Dc <OD <2 x ODc gyenge biofilm képzés (+)
3.2x0Dc<0OD <4 x ODc kozepes biofilm képzés (++)
4.4x0ODc <OD erds biofilm képzés (+++),

ahol ODc értékét a negativ kontroll szoérasanak haromszorosat dsszeadva a negativ kontroll

atlag OD értékével hatdroztam meg.

8. abra: biofilmképzés vizsgalata Stepanovic et al. (2000) modszere alapjan, sajat fotok, 2024
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4. Eredmények és értékelesek

4.1 Gyogyszeranalitikai vizsgalatok eredménye
A Eurofins Analytical Services Hungary Kft. altal elvégzett gydgyszeranalitikai

vizsgalatok eredményeit kiértékelve elmondhatd, hogy a Hévizi-té vizébdl kimutathatd
gyogyszermaradvanyok koncentrdcidja mas antropogén terhelés alatt all6 magyarorszagi
felszini vizekhez képest alacsonyabb értéket mutat. Egyrészt ez kdszonheté annak, hogy a
Hévizi-t6 vizének egésze a forrasbarlangbol tor fel, igy gyakorlatilag semmilyen
hattérszennyezés nem befolyasolja a viz mindségét. Masrészrdl a forrasok akkora vizhozammal
taplaljak a to vizét, hogy annak vizkészlete megkozelitdleg 3-3,5 nap teljesen kicserélddik, igy
a vizben jelenlévd szennyezdanyagok koncentracidja rendkiviil gyorsan higul és tavozik a
Hévizi-lefolyon 4t. Az analitikai eredményekbdl kdnnyen kiszamithatéd felszini vizben mért
Osszes gyogyszerkoncentraciod, az antibiotikum maradvanyokra vonatkozé adatokbol pedig az

O0sszes antibiotikum koncentracio. Az 3. tablazatban mutatom be a vizmintabdl kimutatott

« ey

3. Tablazat: A Hévizi-to vizébol kimutathaté gyogyszermaradvanyok koncentracioja
Kimutatott paraméter Meértékegység Minta jele

HE-V

Koffein ng/dm?® 0,09
Metoprolol ng/dm?® 0,001
Ibuprofen ng/dm?® 0,01
Paracetamol ng/dm?® 0,057
Progeszteron ng/dm?® 0,002
Biszfenol-A ng/dm?® 0,02
Ofloxacin ng/dm? 0,001
Szulfapiridin ug/dm? 0,002
Ossz. gyogyszer ng/dm? 0,183
Ossz. antibiotikum ng/dm?® 0,003

A koffein volt kimutathaté a legnagyobb koncentricioban (0,09 pg/dm3), ami a
szakirodalmi adatok alapjan még igy is alacsonyabb értéket mutat az édesvizi tavakban mért
atlagos koncentraciokkal szemben. Az édesvizi tavak vizrendszerét széles korben vizsgaltak
koffein tekintetében, és a jelentett koncentraciok 0,019 és 37,48 ng/dm? kozé esnek (Subedi et
al., 2014; You et al., 2015; Mar da Costa et al., 2016; Zhang et al., 2017; Chau et al., 2018;
Williams et al., 2019). A szakirodalom alapjan a koffein leggyakrabban a szennyviztisztitok
tisztitott szennyvizével jut be a természetes felszini viztestekbe, a Hévizi-t6 esetében azonban
az Osszes gyodgyszermaradvany feltételezhetden a tavat hasznaléd latogatolétszamhoz kothetd.
A metoprolol, egy béta-blokkold készitmény, az egyik leggyakrabban felirt

vérnyomascsokkentd gyogyszer. Altaldban a szennyvizbdl keriil a vizkorforgasba, ezért
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vilagszerte kimutathaté felszini vizekben (aus der Beek et al., 2016; Eike et al., 2019). T6bb
publikécié eredménye is arrol szamolt be, hogy a metoprolol a halakra, gerinctelenekre, illetve
a z0ld algédkra is karos hatast gyakorol (Santos et al., 2010; Maszkowska et al., 2014). Az
Europai Uni6 93/67EEC iranyelve a metoprololt a vizben €10 szervezetekre karosnak (10 <
EC50 < 100 mg L™) minésitette. Az ibuprofen és a paracatemol nem szteroid
gyulladascsokkentok (NSAID-ok), melyek a vizi okoszisztémakban vilagszerte az egyik
legyakrabban kimutathato terapias szerek (aus der Beek et al., 2016). Bar a NSAID-ok
koncentracioja a felszini vizekben alacsony, ezen molekuldk magas bioldgiai aktivitasa
potencidlis toxicitdst eredményezhet a nem célzott vizi szervezetekre (Parolini, 2020).
Gutiérrez-Noya és munkatarsai kutatdsukban leirtak, hogy koérnyezeti szempontbol relevans
koncentraciéban (1.5 és 11.5 ug/dm® kozott) az ibuprofen képes megvéltoztatni pontyok
(Cyprinus carpio) esetében az embrionalis fejlédést, teratogén hatasu és szerepe van az oxidativ
stressz kivaltasaban az oocitak és embriok korében (Gutiérrez-Noya et al., 2020). A
kutatocsoport ugyanezeket a vizsgalatokat elvégezte paracetamol hatas (0.5 pg/ dm® — 3.5 ug/
dm®) alatt, mely soran az ibuprofen vizsgalatanal kapott eredményekhez hasonld
kovetkeztetésekre jutott (Gtérrez-Noya et al., 2021). A progeszteron €s a biszfenol-a (BPA)
Osztrogénhatast vegyiiletek. A progeszteron egy néi szteroidhormon, mely természetes médon
jelen van a ndi szervezetben. A szteroid hormonok a kornyezetvédelmi kutatdsok
szempontjabol kiemelt fontossagu, mivel ezek alkotjak az endokrin rendszert karositd vegyi
anyagok (EDC-k) egyik legaktivabb gyogyszercsoportjat, amelyek befolyasolhatjak a vizi
Christen et al., 2010). A szintetikusan el6allitott progeszteront leginkabb a human
gyogyaszatban alkalmazzdk. Léteznek fogamzasgatld tablettak melyek kizérolagosan
progeszteron-tartalmuak, illetve alkalmazzdk hormonkezelésként abban az eseten, ha
progeszteron-hiany jelentkezik a szervezetben. A BPA egy széleskorben alkalmazott alapanyag
melyet elsdsorban polikarbonat miianyagok eldallitasara hasznalnak. BPA-t tartalmaznak olyan
mindennapi targyak is mint a cumisiivegek, ételhord6 és - tarolo edények, milanyag palackok
(Minghong et al., 2017). Kutatasok kimutattdk, hogy a BPA képes befolyasolni a vizi
szervezetek szaporodasat, normal fejlédését, hatassal lehet a kivalasztd szervrendszerre €s az
immunfunkcidkra (Bo-Mi et al., 2018). Az antibiotikumok koziil a fluorokinolok kdz¢ tartozo
ofloxacin, tovabbéa a szulfonamidokhoz csoportositandé szulfapiridin keriilt kimutatasra. Az
ofloxacint leggyakrabban humén gyogyaszatban szemcseppként, bakterialis szemfertdézések
kezelésére alkalmazzak. A szulfapiridin szintén a human gyogyaszatban hasznaljak, ahol

emésztSrendszeri gyulladasos panaszok enyhitésére alkalmazhato. Osszességében elmondhato,
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hogy az Osszes gyogyszermaradvany olyan alacsony, kdrnyezeti szempontbol nem relevans
koncentracioban mutathatd ki, hogy azok nem gyakorolnak hatdst a toéban €16 halak
¢letmindségére, azonban a td vizében és liledékében jelenlévo, illetve a hévizi pontyot
kolonizal6 mikroszervezetekre a toban uralkodd extrém kiirolményekkel egyiittesen szelekcios
hatast gyakorolhatnak, ennek igazolasara, vagy cafolasara azonban tovabbi vizsgalatokra lenne

sziikség.

4.2 Tenyésztéses mikrobiologiai vizsgalatok eredménye
Az eldzetes mintazasokkal egyiitt a tenyésztéses vizsgalatok sordn a hévizi pontybol

szarmazo harom mintatipus (borfeliilet, kopoltyu, emésztérendszer/facces) esetében
megkozelitleg 100 izolatumot sikeriilt faj szinten identifikalnunk (lasd 1. sz. melléklet),
melyek koziil az amplikonszekvenalassal azonositott top 10 baktériumnemzetségbdl (lasd 4.3
fejezet eredményei) 4 nemzetség (Aeromonas, Pseudomonas, Acinetobacter és a
Cetobacterium) képviseldit mutattuk ki. Mindharom mintatipusrol (bérfeliilet, kopoltyu,
emésztérendszer) kimutathatdé volt a Serratia liquefaciens ¢és az Enterobacter
quasiroggenkampii, igy ezek a baktériumok jelentésnek bizonyultak a pontyvaltozat
kolonizéacidjdban. Az azonositott fajok koézott nagy szamban megtaldlhatéak voltak az
Aeromonas nemzetségbe tartozo fajok, pl. az Aeromonas veronii, Aeromonas hydrophila és az
Aeromonas cavieae, melyek bizonyitottan halpatogének és képesek fert6zéses
megbetegedéseket okozni halak esetében, illetve a kolinizalt halak elfogyasztdsadval human
megbetegedések okozoi is lehetnek (Abd-El-Malek, 2017; Li et al., 2020; Anjur et al., 2021; de
Silva et al., 2021). Kopoltyufeliiletr6l azonositasra keriilt a Pseudomonasok kozé tartozo
Pseudomonas mosselii, mely friss publikaciok szerint bizonyitottan képes mérsékelni az
Aeromonas nemzetségbe tartozo fajok, foleg az A. hydrophila altal okozott megbetegedések
kialakulasat (Zhang et al., 2020; Wang et al., 2023). Ezen kiviil emlitésre méltoak a kopoltyurol
¢és borfeliiletrdl szarmazo Serratia nemzetség Serratia marcescens és Serratia nematodiphila
fajokhoz tartozo tagjai, melyek széles korben elterjedtek a kornyezetben. Kdnnyen
megkiilonboztethetdk tenyésztéses vizsgalatok sordn mas baktériumfajoktol, mert masodlagos
anyagcseretermékként jellegzetes, pirosan pigmentalt prodigozint termelnek (9. abra) (Venil és
Lakshmanaperumalsamy, 2009; Oboga et al., 2014). A tudomanyos ¢€letben a prodigozin felé
nagy érdeklddés iranyul, mert ez a molekula szamos hasznos tulajdonsaggal rendelkezik, pl.
antioxidans aktivitds jellemzi, emellett gombaellenes, antiviralis ¢és -bakterialis,
immunszuppressziv, daganatellenes hatasat mar igazoltak (Giri et al., 2009, Mathalom et al.,

2018). Mivel a prodigozin révén ezek a mikroszervezetek széles spektrumu biologiai
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aktivitdssal rendelkeznek, igy feltételezhetd, hogy szerepet jatszanak a tOrpendvésii

pontyvaltozat extrém viszonyokhoz valé alkalmazkodasaban.

9. abra Prodigozint termeld mikroszervezetek, sajat fotd, 2023

Fontos megemliteni, hogy a vizsgélatba vont hévizi torpendvésii vadponty egyedek
egyike sem mutatta bakteridlis, vagy egyéb fertézés kiilsé/belsd jeleit, tehat az azonositott

mikroszervezetek feltehetden az egészséges mikrobiom részét képezik.

4.3 K6z0sségi mikrobioldgiai vizsgalatok eredményei
Az 16S amplikonszekvenalds soran kapott eredmények nemzetség szinten keriiltek

meghatdrozasra. Az atlathatosadg érdekében a kozosségi DNS-bdl kimutathatd top 30 taxon
keriil bemutatasra ebben az alfejezetben egy téli (2022) és egy nyari (2023) mintavétel esetében.
A tobdl szarmazo vizminta kozosségi DNS-ének kivonasat (150-500 ml) 0,4 pm porusatmérdji
szrdn terveztiik, azonban ezt a 1épést nem vart eszkozhidny miatt nem tudtuk elvégezni, igy a
vizmintakbodl k6zosségi DNS izolalas nem tortént. Iszapvizsgalatra is a projekt soran csupan
egy alkalommal (2023 nyar) volt lehetdségiink. A hévizi ponty bioldgiai mintdinak (borfeliilet,
kopoltyt, emésztdrendszer) esetében elmondhato, hogy a bakterialis DNS izolalas a 2022 évi
téli mintavizsgalatoknal mindhdrom mintatipus esetében harom ismétlésben sikeres volt,
azonban a 2023 nyari mintavételnél kihivasokkal szembesiiltlink. A bakteridlis DNS
mennyisége gélelektroforézissel, nanodrop miiszerrel és egy Illumina probaszekvenaldssal is
ellendrzésre keriilt, &m amplikonszekvenaldsra csak harom minta (két kiilonb6z6é egyedrdl

szarmazo6 faecesOl és egy borfeliiletrél) bizonyult alkalmasnak.
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Eredményeim alapjan elmondhatd, hogy a téli mintavételezés sordn begyljtott és
sikeresen elemzett mintak (10. abra) mas mikrobadsszetételt mutattak, mint a nyari szezonban
(11.

abra), mely feltehetéen a vizhomérséklet-valtozasnak, illetve a hévizi

ponty
taplalkozasdban bekdvetkezd szezondlis eltéréseknek koszonhetd. Téli idészakban mind a
borfeliilet és a kopoltyt, mind pedig az emésztd rendszer esetében az Aeromonas nemzetség
tagjai, a Pseudomonas és a Reinheimera fajok dominaltak a mikrobialis k6zdsségben, mig nyari
idészakban az emésztérendszer esetében Oxyfotobacteria, Lymnolyngbya és Nostocales
cianobaktériumok és a Gram-pozitiv Romboutsia baktériumfajok voltak nagy szamban jelen,
illetve az Aeromonas és a Clostridium nemzetség tagjai is kimutatasra keriiltek. A nyari
iszapmintaban a facces mintahoz hasonloan az Oxyphotobacteria, Lymnolyngbya és Nostocales
csoporthoz tartoz6 fotoszintetikus cianobaktérium fajok mutattak dominanciat, igy erésddni

latszik az a feltételezés, hogy a torpendvésii valtozat taplaléka (nyari idészakban) az iiledékben

lebeg0 cianobaktériumokbol 4ll.
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10% Vogesella i Rheinheimera
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10. abra K6z6sségi DNS-bdl azonositott TOP 30 baktériumnemzetség a téli mintavétel esetében

HP: hévizi ponty mintaszam, S: borfeliilet (skin), G: kopoltyt (gill), I: emésztérendszer (intestine)

Vizsgalataink alapjan a varakozasoknak megfeleléen (Shannon diverzitas index

alapjan) az emésztérendszer mikrobiomja bizonyult a legdiverzebbnek, a legkisebb

valtozatossagot pedig a borfeliileten tapasztaltuk.

et al.,

Az Oxyphotobacteria csoportba tartozo fajok oxigéntermeld fototrofként ismertek (Shih

2017), a Nostocales fajok pedig a trousi és szubtropusi rezervoarok invazios fajaként

vannak szamontartva (McGregor és Fabbro, 2000). A szakirodalom alapjan a Romboutsia tagok
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képesek szabalyozni a halak gliikkdz metabolizmusat azaltal, hogy rovid szénldncu zsirsavakat
termelnek az inzulinszekrécid serkentésére, egyidejiileg pedig csokkentik a taplalék

szénhidrattartalmtat a vércukorszint csokkentésének érdekében (Fan et al., 2024).

100%
0% - -
80% E———
o —
50%
ao _—,
. o
20%
10%
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¥ uncultured Pedobacter ® Microbacteriaceae_unclassified
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Pseudomonas Candidatus_Chlorothrix Bacteria_unclassified
uncultured_ge CL500-3 Rhodococcus
M Bacteriovorax W Sva0485_ge W Other

11. dbra Kozdsségi DNS-bdl azonositott TOP 30 bakténuranerazetség a nydn mintavétel esetében

HP: héwvizi ponty rantaszérn, 5: borfelilet (skin), I: emésztorendszer (intestine)

4.4 A P. aeruginosa kimutatasa és az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok
eredményei
A hévizi torpendvésti vadponty kiiltakardjarol, kopoltyjarol, illetve viz- és

tiledékmintabdl is sikeresen kimutatasra kertiltek P. aeruginosa térzsek, melyek a PA-SS PCR
alapjan is a faj képviselinek bizonyultak. Osszesen 13 baktériumtdrzs esetében végeztem el az
antibiotikum-rezisztencia vizsgalatokat, melynek eredményét az alabbi tablazatokban (4.1 és

4.2 tablazat) foglaltam 0ssze:

35



4.1 Tablazat: Antibiotikum rezisztencia vizsgalat Minimalis Gatlé Koncentracio (MIC)
eredményei a vizsgalt P. aeruginosa torzsek esetében

Antibiotikum Torzsgyljtemény jele és mintatipus rezisztencia
neve 1A | 2A [ 3A | 4A | 5A | 6A (EU((:'XS)T)**
S G S G S S

Ceftazidime 2 3 1.5 5 15 3 8
Ciprofloxacin | .032 | .047 | .032 | .032 | .023 .064 5
Levofloxacin | .125 | .125 5 047 | .032 5 2
Imipenem 4* 6* 6* 4* 1 6* 4
Doripenem - 12* | 32* 25 125 12* 2
Meropenem 1.5 4 - - - - 8
Netilmicin - 25 15 5 19 5 8
Colistin 3 3 3 1.5 1.5 4* 4
Piperacillin 4 3 12 1.5 4 32* 16

4.2 Tablazat: Antibiotikum rezisztencia vizsgalat Minimalis Gatlo Koncentracié (MIC)
eredményei a vizsgalt P. aeruginosa torzsek esetében

Antibiotikum Torzsgyiijtemény jele és mintatipus rezisztencia
neve 7A 8A 9A 11A 13A | HE- | H-ISZ (R>)
\Y (EUCAST)
G G S G S viz iszap xx
Ceftazidime 15 22mm 1 1 2 15 2 8, 17 mm
Ciprofloxacin .38 .016 .064 .094 023 | .047 .047 5
Levofloxacin 19 .032 19 19 19 .25 19 2
Imipenem 4* 38mm 4* 4* 4* 6* 8* 4,20mm
Doripenem 12* - 8* 32* - 16* 12* 2
Meropenem 8* .016 - - 8* - - 8
Netilmicin 19 - .38 .38 - .38 5 8
Colistin 3 15mm 4* 4* 2 4* 4* 4
Piperacillin 8 .38 12 32* 4 12 32* 16

*Rezisztencia

**(EUCAST) The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs
and zone diameters. Version 14.0, 2024 alapjan

S: bérfeliilet (skin), G: kopoltyu (gill)

Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok eredményei alapjan ellenalloképességet tobb
hatoanyagcsoportba tartozd készitmény esetében is azonositottam. A karbapenemek
csoportjaba sorolhatd imipenemmel €s doripenemmel szemben szinte mindegyik vizsgalatba
vont torzs rezisztencidt mutatott. A szintén ebbe a csoportba tartozé6 meropenem két torzzsel
szemben veszitette el a hatdsat. Ezeken kiviil a polimixinekhez soroland6 colistin és a penicillin
besorolasu piperacillin esetében nagy szamban voltak megfigyelhetok rezisztens torzsek.
Osszesen 5 db P. aeruginosa torzset tekinthetiink multirezisztensnek, mivel két vagy harom
eltérd hatéanyagcsoportba tartozo antibiotikummal szemben mutatnak ellenalloképességet. Az,

hogy ilyen ardnyban kimutathatok antibiotikum rezisztens mikroszervezetek egy endemikus
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kozeget érd intenziv antropogén terheléssel.

4.5 Biofilmképzés vizsgalat eredményei
A polisztirol feliileten tapasztalhatd biofilmképzd képességre vonatkozd vizsgalatok

eredményeit foglalja 6ssze az 5. tablazat.

5. Tablazat: A P. aeruginosa torzsek biofilmképzé képességének a vizsgalati
eredménye
Minta jele Szarmazasi hely Biofilmképzés Biofilm képzés
(szdmszerisitve)
1A borfeliilet 0,393 nincsen
2A kopoltyu 0,358 nincsen
3A borfeliilet 0,311 nincsen
4A kopoltyu 0,337 nincsen
5A borfeliilet 0,353 nincsen
6A borfeliilet 0,167 nincsen
7A kopoltya 0,282 nincsen
8A kopoltya 0,403 nincsen
9A borfeliilet 0,407 nincsen
11A kopoltyu 0,346 nincsen
13A boérfeliilet 0,338 nincsen
HE-V viz 0,541 nincsen
HE-ISZ iiledék 0,515 nincsen

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy egyik vizsgaltba vont P. aeruginosa torzs sem volt
képes a mikrotiter plate feliiletén biofilmképzésre. Ez azonban nem azt jelenti, hogy a hévizi
torpendvési vadpontyot nem képesek kolonizalni a kimutatott baktériumtorzsek, hiszen a halak
feliiletén mar kialakult mikrobak6zosségek altal képzodott biofilm befogadhat a kornyezetbdl
ujabb fajokat, illetve bioldgiai feliileten a vizsgalat soran hasznalt polisztirol lemezhez képest

jelentdsen eltérd lehet a biofilmképzés mértéke.

4.6 Kovetkeztetések, javaslatok
A mikrobiom vizsgalatok sordn a kimutatott eredményekbdl arra kovetkeztethetiink,

hogy a hévizi torpendvésii vadponty valoban unikdlis mikrobiommal rendelkezik. A
tenyésztéses mikrobioldgiai vizsgalatok elvégzésével olyan baktériumfajok (pl. Serratia
nemzetség tagjai) keriiltek azonositdsra, melyek valdszintsithetéen szerepet jatszanak a
pontyvaltozat extrém koriilményekhez vald alkalmazkodasdban ¢és taplalékszerzésében.

Azonban ezen mikrobak6zdsségek Osszetételét legnagyobb mértékben a hévizi térpendvésii
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vadponty él6helyét jellemzd kdrnyezeti viszonyok hatarozzdk meg. Emiatt a jovében javasolt
lehet a fogsagban tartott, eltéré kornyezeti hatdsoknak kitett egyedeken is elvégezni a
mikrobiom vizsgalatokat, hogy kimutathaté legyen a kérnyezeti viszontagsagok mikrobiomot
alkotd mikroszervezetekre gyakorolt szelekcioja, illetve javasolt egy teljeskorii, szezonalis,
iszap és vizmintavétellel kisért mintazas. Erdemes lehet a késébbiekben a baktériumokon tal a
mikrobiomban megtalalhat6 virusok és gombak felmérése, hiszen koztiik is eléfordulhatnak

olyan taxonok, melyek hatdssal lehetnek a pontyvaltozat alkalmazkodo6-képességére.

Az antropogén hatasok tekintetében elmodhato, hogy a Hévizi-tdo vizébdl alacsony
koncentracioban keriiltek kimérésre a gyogyszermaradvanyok, ami a té gyors vizcseréjének
koszonhetd. A P. aeruginosa torzsek kimutatasaval és az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok
elvégzésével célunk volt a szélséséges kornyezeti viszonyok mikrobiologiai kozdsségre
gyakorolt szelekcidos nyomasanak értékelése. Az elmult években a kdrnyezetbdl egyre tobb
antibiotikumoknak ellenalld P. aeruginosa keriilt kimutatasra, mely az antropogén hatasok
allando jelenlétérdl tantiskodik. A 13 kimutatott P. aeruginosa torzsbol 11 ellenallt a vizsgalt
antibiotikumokkal szemben, ebbdl 5 torzs pedig multirezisztenciat mutatott. Az azonositott
baktériumtdrzsek esetében a jovo fontos feladata, hogy megallapitsuk a tapasztalt antibiotikum
rezisztencia okat és genetikai hatterét. FeltehetGen nem a kozeget ér6 antibiotikum terhelés all
a rezisztencia hatterében. Lehetséges, hogy az extrém koriilmények miatt univerzalis
rezisztencia mechanizmus alakult ki a kdzegben kimutathaté baktériumok kozott (pl. efflux
pumpa talmiikodése), am szerzett rezisztencia mechanizmusok is szamitasba johetnek. Igy a
kisérlet tovabbi részében végrehajtjuk a vizsgalt P. aeruginosa torzsek esetében a karbapenem
rezisztenciaért felelés gének azonositdsat a PCR (kvalitativ eredmény) és qPCR (kvantitativ
eredmény) segitségével. Eredményeim alapjan javasolt lenne a Hévizi-lefolyd mintazdsa mind
gyogyszeranalitikai, mind antibiotikum-rezisztens mikroszervezetek szempontjabol, hiszen a
partmenti szegmensben a lasst lefolyas kovetkeztében felhalmozddhatnak ezek a szennyezo

anyagok.
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6. Osszefoglalas

A hévizi torpendvési vadponty jelenleg az egyetlen endemikus, dnfenntartd halfaj a
Hévizi-téban. A toban uralkodd szélsdséges kornyezeti viszonyok és a folyamatos antropogén
terheltség képesek befolyasolni a mikrobiomot alkotdé mikrobakozosség Osszetételét, mely
szerepet jatszhat a pontyvaltozat talélésében vagy veszélyeztetésében. TDK dolgozatom
elkészitése soran célom volt a hévizi torpendvésiti vadpontyra jellemzd mikrobakdzdsség
meghatarozasa klasszikus mikrobioldgiai és molekularis bioldgiai modszerekkel, illetve a
szélsdséges kornyezeti viszonyok mikrobiologiai kdzosségre gyakorolt szelekcidos nyomasanak

vonatkozodan antibiotikum rezisztens mikroszervezetek kimutatasaval.

A kutatdmunka soran a Hévizi-té viz, iledékmintaibol, illetve a hévizi térpendvésii
vadponty egyedekrdl vételezett mintak (borfeliilet, kopoltyli, emésztérendszer) klasszikus
mikrobioldgiai vizsgalataval tobb, mint 75 izolatumot sikeriilt faj szinten azonositani, melyek
koziil 11 torzs antibiotikum rezisztensnek bizonyult, azonban polisztirol feliiletén
biofilmképzésre nem voltak képesek. A torpendvésli vadpontyrdl szarmazo izolatumok
esetében a Serratia liquefaciens és az Enterobacter quasiroggenkampii fajok bizonyultak
jelentésnek, mivel a fajok képvisel6i mindharom mintatipus (borfeliilet, kopoltya és
emésztSrendszer) esetében kimutatasra keriiltek. Elettani szerep szempontjabol megemlitendd
a kopoltyurol azonositott Serratia marcescens és az emésztérendszerbdl tobb alkalommal
kimutatott Serratia nematodiphila, melyek prodigiozin termelésiik altal széles spektrumu
bioldgiai aktivitassal (antibakteridlis, antifungalis, algicid hatdssal) jellemezhetdk, igy szerepiik
lehet a torpendvésii pontyvaltozat helyi viszonyokhoz alkalmazkodasdban. A ko&zosségi
mikrobiologiai vizsgalatok eredménye alapjan a tOrpendvéslii pontyvaltozat bakterialis
kozosségére a minta jellegétdl fliggetleniil téli id6szakban a Gammaproteobacteria osztaly,
ezen belil az Aeromonadaceae és a Pseudomonadaceae csalad talsulya, illetve nyari
idészakban az Oxyphotobactera cianobaktérium fajok jellemzdk, mely utobbi az iszapban is
abundans mikrobacsoport. Legdiverzebbnek az emésztérendszer mikrobakozossége, mig a
legkevésbé valtozatosnak a bdrfeliilet mikrobiomja bizonyult. A Hévizi-té antropogén
terheltségét az elvégzett gyodgyszeranalitikai vizsgélatok alapjan jelent6sen csokkenti az
intenziv vizkicserélédés, azonban az antibiotikum-rezisztens P. aerugiosa baktériumtorzsek
jelenléte intenziv antropogén hatasrol, vagy a faj extrém koriilményekhez vald
alkalmazkodasarol ad bizonyossagot és feltarasa figyelmet érdemel. Jelenleg zajlanak a

vizsgalatok arra vonatkozoan, hogy a rezisztenciat mutatd baktériumtorzsek rendelkeznek-e
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atadhato, antibiotikum rezisztenciaért felelés génekkel, vagy valamilyen univerzalis

mechanizmus all a rezisztencia hatterében.

Mivel a hévizi torpendvésii vadponty mikrobiomjat kolonizalé mikroorganizmusok
Osszetételét nagyban befolyasolhatjak az él6helyre jellemz6 fizikokémiai paraméterek, illetve
az ott kimutathat6 kiillonb6z6 szennyezd anyagok, ezért tervezziik a pontyvaltozat fogsagban
tartott, rendkiviil eltérd kdrnyezeti viszonyok kozott €16 egyedeinek a mikrobiom vizsgalatat is
elvégezni. A Hévizi-lefolyd mintazasaval pedig a jovoben még részletesebb képet kaphatunk a
természetvédelmi teriiletet veszélyeztetd antropogén hatasokrol, illetve az éshonos fajokat

kiszoritani képes invaziv fajok jelenlétérol.

7. Koszonetnyilvanitas
Elsosorban szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Kaszab Editnek, aki

amellett, hogy lehetdséget biztositott az AKI Kdrnyezetbiztonsagi Tanszékén zajlo kutatasi
munkaban vald részvételre és segitette szamomra a laboratoriumi rutin elsajatitasat, szakmai
felkésziiltségével ¢és értékes tandcsaival tamogatta a dolgozatom elkésziilését. Tovabba
szeretném kifejezni halamat a Balatoni Limnolédgiai Kutatdintézet minkatarsainak, els6sorban
Dr. Specziar Andras tudomanyos tanacsadonak, valamint a MATE-AKI Természetesvizi
Halokologia Tanszék munkatérsainak: Dr. Ferincz Arpad tanszékvezetd, tudomanyos
féomunkatarsnak, valamint Dr. Miiller Tamas egyetemi tanirnak és Varga Adam PhD
hallgatonak a mintavételezés soran nyujtott segitségiikért. Kiilon koszonet Prikler Bence PhD

hallgatonak, aki a labormunkak soran nyujtott szamomra sok szakmai segitséget.
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